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Protamex酶水解对玉米谷蛋白泡沫性质及 
结构特性的影响

范广琦1，王俊彤1,2,*，李  丹1,2，崔素萍1,3，李  晶1，郑喜群1,3,*
（1.黑龙江八一农垦大学食品学院，黑龙江 大庆 163319；2.黑龙江八一农垦大学 国家杂粮工程技术研究中心， 

黑龙江 大庆 163319；3.粮食副产物加工与利用教育部工程研究中心，黑龙江 大庆 163319）

摘  要：采用Protamex酶对玉米谷蛋白进行水解，研究不同水解时间对玉米谷蛋白的泡沫性质、表面张力、理化

性质、拉曼光谱及静态流变学性质等的影响。结果表明，Protamex酶水解显著改善玉米谷蛋白的溶解性和泡沫性

质，在120 min水解物的起泡力最大，是原玉米谷蛋白的2.8 倍左右，泡沫稳定性表现良好。此时水解物的表面张力

最低、表观黏度最高，所形成泡沫的微观形态细腻均匀、蛋白膜较厚。随着水解时间延长，玉米谷蛋白水解物的

平均粒径持续减小、内源荧光强度和表面疏水性逐渐增加，而表面净电荷呈先减小后增加的变化趋势。拉曼光谱

分析结果表明适当水解使α-螺旋含量减少、无规卷曲和β-转角含量增高、酪氨酸残基峰强比（I850/I830）增强、色氨

酸残基峰强比（I760）降低，但对β-折叠含量影响较小；长时间水解使无规卷曲含量显著增加，酪氨酸残基峰强比 

（I850/I830）降低。因此，通过限制性水解作用可改变玉米谷蛋白的结构及界面性质、改善其泡沫性质，提高玉米蛋

白在食品领域中的潜在利用率。
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Effect of Protamex Hydrolysis on Foaming Properties and Structural Properties of Corn Glutelin
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Abstract: The effects of different durations of hydrolysis with Protemex on the foaming properties, surface tension, 

physicochemical properties and static rheological properties of corn glutelin were determined. The results showed that the 

solubility and foaming properties of corn glutelin were significantly improved by Protamex hydrolysis. The foaming capacity 

of the 120 min hydrolysate was highest, which was 2.8 times higher than that of corn glutelin, and its foam stability was also 

good. The hydrolysate had the lowest surface tension and the highest apparent viscosity. The microscopic morphology of the 

foam formed was fine and uniform, with a thick protein film. With the prolongation of hydrolysis time, the average particle 

size of corn glutelin hydrolysates decreased continuously, the endogenous fluorescence intensity and surface hydrophobicity 

increased gradually, while the surface net charge decreased first and then increased. The results of Raman spectroscopy 

showed that after appropriate hydrolysis, the α-helix content decreased, and the random coil and β-angle contents increased; 

the peak intensity ratio of tyrosine residues (I850/I830) increased, and the peak intensity of tryptophan residues (I760) decreased. 

Nevertheless, the β-folding content changed little. Long-time hydrolysis significantly increased the content of random coil 

and decreased the peak intensity ratio of tyrosine residues (I850/I830). Therefore, restricted hydrolysis can change the structure 
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and interface properties of corn glutelin, improve its foam properties, and consequently increase the potential utilization rate 

of corn gluten meal in the food field.
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2021年，全国玉米产量约27 255万 t，玉米加工副

产物总量可达7 000万 t左右。玉米蛋白粉（corn gluten 
meal，CGM）是湿法生产玉米淀粉的主要副产物之一，

其蛋白质质量分数为55%～65%，是一种丰富的植物蛋白

质资源[1-2]。玉米蛋白质由68%醇溶蛋白、22%谷蛋白及

少量白蛋白和球蛋白等组成，水溶性差，不适宜直接在

食品行业中的应用，而通常是作为饲料或直接废弃[3]。

玉米谷蛋白主要由谷氨酰胺、亮氨酸、脯氨酸、苯丙氨

酸及结氨酸等氨基酸组成，酰胺基氨基酸比例较高，是天

然表面活性剂的良好来源。但玉米谷蛋白是由大约20多种

分子质量在11～127 ku的不同蛋白质亚基以二硫键为主要

相互作用力而紧密连接的巨大、复杂的大分子蛋白质[4]， 

且仅能溶于稀碱溶液。这导致其很难在食品体系中发挥

起泡或乳化作用。因此，本研究希望通过适度修饰玉米

谷蛋白结构，增强谷蛋白在气/水界面吸附的能力，从而

改善其起泡性质，拓宽玉米谷蛋白在蛋糕、啤酒、冰淇

淋以及搅打稀奶油等制品中的应用[5-6]。

已有研究表明物理和化学方法能够提高谷蛋白的功

能性质。Zhao Meng等[7]发现通过碱热处理大米谷蛋白可

提升其起泡性及泡沫稳定性；Wang Yang等[8]采用低功率

密度超声法对CGM进行改性发现CGM局部的氨基酸序列

相互作用发生改变，此外，刘金玲[9]和Wang Yaru[10]等分

别采用糖基化以及磷酸化等化学修饰法对玉米谷蛋白和

大米谷蛋白样品进行改性，结果表明玉米谷蛋白和大米

谷蛋白的功能性质显著提高。酶水解法也是蛋白质改性

的有效方法，具有反应条件温和、毒副作用小等优点，

在食品蛋白质深加工中应用广泛。Wang Yonghui等[11]采

用Alcalase酶水解CGM并与单宁酸复合，其混合物的起泡

性及气/水界面行为均显著优于玉米蛋白；Klost等[12]则利

用胰蛋白酶对豌豆分离蛋白进行水解，发现水解可有效

提高蛋白质的溶解性、乳化性等功能性质并且对豌豆分

离蛋白的界面性质也产生了积极的影响。但有报道称过

度水解会导致蛋白质分子结构遭到剧烈破坏反而使其功

能性质降低，由于过小的肽段会失去某些形成几种功能

特性所需的蛋白质网络结构的能力，从而影响其功能性

质[13]。因此，对玉米谷蛋白进行适度的水解必不可少。

Protamex是经枯草芽孢杆菌发酵而制得，属于内切蛋白

酶，具有广泛的酶切位点，使具有紧密空间结构的大分

子质量玉米谷蛋白的肽键断裂。

本研究在前期研究结果基础上[4]，采用Protamex酶
解玉米谷蛋白，以不同酶解时间表示水解进程，探讨不同

酶解时间条件下玉米谷蛋白的起泡性、泡沫微观形态、表

面张力、静态流变学特性、粒径分布及结构性质的变化情

况，以期为蛋白酶适度修饰技术在玉米蛋白质上的应用提

供一定的理论依据，从而促进玉米蛋白质的高值化应用。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

CGM购自黑龙江龙凤玉米开发有限公司，蛋白质质

量分数为65%（以干基计算）。

Protamex酶（食品级） 丹麦诺维信公司；α-淀粉酶

（食品级） 北京奥博星生物技术有限责任公司；8-苯
胺-1-萘磺酸（8-(phenylamino)naphthylamine-1-sulfonic acid，
ANS） 美国Sigma公司；其他试剂均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

T25高速分散机 德国IKA公司；ZEN3700纳米

激光粒度电位测定仪、kinexusPro＋高级旋转流变仪  

英国Malvern公司；BX53F荧光显微镜 日本奥林巴

斯公司；U-2910紫外-可见分光光度计 日本Hitachi
公司；RF-6000荧光分光光度计  日本岛津公司；

MacroRAM拉曼光谱仪 堀场（中国）贸易有限公司。

1.3 方法

1.3.1 玉米谷蛋白的制备

参考许瑞雪等 [14]的方法，先对CGM进行去淀粉、

去醇溶蛋白处理，再采用碱提酸沉法提取谷蛋白。去淀

粉：CGM分散于pH 6.5水溶液中，料液比1∶10（g/mL）， 

置于65  ℃恒温水浴磁力搅拌器中，加入1%（质量分
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数）的α-淀粉酶反应2 h，灭酶15 min后于4 000 r/min离

心15 min，所得沉淀用纯水洗涤3 次，晾干、粉碎。去醇

溶蛋白：去淀粉后样品分散于70%乙醇溶液中，料液比

1∶10（g/mL），置于60 ℃水浴中抽提醇溶蛋白，2 h后
于4 000 r/min离心15 min，重复抽提2 次，将沉淀晾干、

粉碎。提取谷蛋白：将预处理后样品以料液比1∶10分散

于0.1 mol/L NaOH溶液，置于60 ℃恒温水浴磁力搅拌器

中提取2 h，于4 000 r/min离心15 min；取上清液用HCl
（4 mol/L）溶液调节pH值至等电点，于4 000 r/min离心

15 min，将沉淀用70%乙醇溶液和蒸馏水分别洗涤3 次，

并将pH值调回至7.0，将所得谷蛋白冷冻干燥、粉碎后过

80 目筛备用。

1.3.2 Protamex酶水解玉米谷蛋白

将1.3.1节所得玉米谷蛋白分散于蒸馏水中，底物质

量浓度5 g/100 mL，按酶与底物之比0.81%加入Protamex
酶，在pH 7.0、60 ℃条件下进行水解，期间以0.1 mol/L 
NaOH溶液维持pH值恒定，并采用pH-stat法[15]测定水解

度。水解反应分别进行10、30、60、120 min和150 min
后，煮沸30 min灭酶，水解液于4 500 r/min离心15 min，
所得上清液冷冻干燥后为水解物，待测。

1.3.3 溶解性的测定

参考Surówka等[16]的质量差法稍作修改，将2 mL离
心管标记、称量记为m1，称取样品0.1 g置于离心管中，

再向离心管中加入1 mL的蒸馏水，旋涡振荡10 min，后

10 000 r/min离心10 min，弃去上清液，将沉淀物于80 ℃

干燥8 h，最后将带有沉淀物的离心管称量记为m2。按照

式（1）计算：

/%
0.1 m2 m1

0.1 100 （1）

1.3.4 泡沫性质的测定

参照Zheng Xiqun等 [4]所述搅打法测定，并稍作修

改。样品分散于蒸馏水中制成质量浓度为1 g/100 mL的蛋

白溶液。取20 mL样品溶液放置于50 mL烧杯中，记录初

始高度（H0），以13 500 r/min高速间歇搅打2 min，立刻

记录此时泡沫高度H1，室温下静置30 min后的记录泡沫高

度H2。起泡性和泡沫稳定性按照式（2）、（3）计算：

/%
H1

H0
100 （2）

/%
H2

H0
100 （3）

1.3.5 泡沫宏观和微观形态观察

按照1.3.4节方法将样品溶液搅打起泡，用相机拍照

记录泡沫产生0、10、20 min和30 min的宏观形态变化。

同时取部分泡沫置于载玻片上，并于显微镜下观察并记

录相应的微观形态变化。

1.3.6 表面张力的测定

将样品配制为质量浓度1 g/100 mL的分散液，采用

DCAT21自动表面张力仪按照GB/T 27842—2011《化学

品 动态表面张力的测定 快速气泡法》的方法测定其表

面张力[17]。

1.3.7 粒径及Zeta电位的测定

参照S h a r a n等 [ 1 8 ]的方法，将样品制为质量浓度 

1 mg/mL分散液并过0.22 μm水系膜，设置温度为25 ℃，

蛋白折射率1.46，吸收参数1.33，溶剂为水，采用马尔文

纳米激光粒度电位测定仪进行测定。

1.3.8 内源荧光光谱的测定

参照Tao Xia等 [19]的方法，将样品制为质量浓度

0.1 mg/mL的分散液，室温下通过荧光分光光度计扫描其

内源荧光强度。设定激发波长为290 nm，发射波长范围

300～400 nm，狭缝宽度5 nm。

1.3.9 表面疏水性的测定

参照Zheng Xiqun等[4]的ANS探针法并稍作修改，将

样品溶解并稀释至蛋白质量浓度0.01～0.20 mg/mL之间。

取5 mL样品溶液加入25 μL ANS试剂（浓度为8 mmol/L， 

溶于0.01 mol/L pH 7.0的磷酸盐缓冲液）在室温条件下反

应15 min。设定荧光分光光度计的激发波长为390 nm，

发射波长为470 nm，狭缝5 nm，分别测定样品的荧光强度

（FI0）和样品加入ANS试剂后的荧光强度（FI1），FI1和FI0

的差值记为FI，以蛋白质量浓度为横坐标，FI为纵坐标作

图，曲线初始斜率即为样品的表面疏水性指数。

1.3.10 拉曼光谱的测定

参照Chang Cuihua等[20]的方法，将样品平铺在载玻

片上进行拉曼光谱的测定，设置波长532 nm，扫描范围

400～2 000 cm－1，扫描10 次，每个样品3 次累加，以苯

丙氨酸（1 003±1）cm－1的谱峰强度作为归一化因子并

运用LabSpec6软件对数据进行处理。

1.3.11 静态流变学的测定

参考李弓中等 [21]的方法并略有修改。样品制为质

量浓度为10 mg /mL的分散液，将样品分散液缓慢倾

注于于高级旋转流变仪的样品台上。设定剪切速率为

0.1～100 s－1，测试夹具为60 mm的锥板。将表观黏度与

剪切速率按照式（4）的幂律方程进行拟合：

η＝K×εn－1 （4）

式 中 ： η 为 黏 度 / （ P a · s ） ； K 为 黏 稠 系 

数/（Pa·sn）；ε为剪切速率/s－1；n为流动指数。

1.4 数据统计与分析

每个实验重复至少3 次，结果用 ±s表示，采用SPSS 
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Statistics 17.0软件对结果进行ANOVA差异显著性分析， 

P＜0.05，差异显著，采用OriginPro 2019b软件作图。

2 结果与分析

2.1 Protamex酶水解对玉米谷蛋白泡沫性质的影响

由图1可知，经Protamex酶水解的玉米谷蛋白的起

泡性和泡沫稳定性均显著高于原玉米谷蛋白（起泡性

（124.46±3.85）%、泡沫稳定性（102.96±3.51）%， 

P＜0.05），且随着水解时间延长，呈先增加后减小的变

化趋势。在水解120 min时，水解物的起泡性和泡沫稳定性

都为最高，即（350.57±2.83）%和（228.39±2.90）%，

分别是原玉米谷蛋白的2.8 倍和2.2 倍左右。Patino[22]和

Ren[23]等水解向日葵蛋白分离物时得到了相似的结果，水

解可以提高蛋白质的起泡力和泡沫稳定性，但过度水解对

其起泡性和泡沫稳定性产生了不利影响。
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图 1 水解时间对玉米谷蛋白起泡性及泡沫稳定性的影响

Fig. 1 Effect of hydrolysis time on foaming capacity and foam stability of 

corn glutelin

图2a、b分别为玉米谷蛋白及其水解物经搅打产生

泡沫的宏观和微观图像。玉米谷蛋白分散液中悬浮有明

显的大颗粒，产生的泡沫量少且稀疏、形状不规则，

随放置时间的延长泡沫几乎消失。微观形貌显示玉米

谷蛋白膜在泡沫形成10 min时已经发生崩塌。玉米谷蛋

白经过Protamex酶水解后，其水解物的溶解性显著增加 

（P＜0.05）（表1），因此在泡沫中未见明显颗粒，泡沫

量明显增加且较为绵密，微观形貌显示气泡数量增多、近

似圆形且大小趋于一致、平均气泡面积变小，分布致密有

序。水解120 min样品所形成的泡沫最细小均匀，且在泡

沫形成后的30 min内，与其他水解时间的样品相比，其气

泡数量最多，平均气泡面积最小，蛋白膜的厚度较厚。

有报道称平均气泡面积越小，分布越均匀致密越有利于

其稳定[24]。但随着酶解时间的延长，水解物的起泡性和泡

沫稳定性都显著降低（P＜0.05）。蛋白质的起泡性与蛋

白质溶解性、分子尺寸、疏水性和分子柔性等性质有关，

泡沫稳定性则由蛋白质的黏度、膜的厚度、分子间相互作

用等性质决定[25]。因此，通过对以上性质的研究解析水解

后玉米谷蛋白起泡性和泡沫稳定性的变化原因。
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图 2 不同水解时间玉米谷蛋白泡沫的宏观图像（a）和 

微观图像（b）

Fig. 2 Visual appearance (a) and micromorphology (b) of foams 

formed by corn glutelin hydrolysates at different hydrolysis time



※食品化学 食品科学 2023, Vol.44, No.24  45

表 1 水解时间对玉米谷蛋白溶解性、水解度、表面张力和 

表面疏水性的影响

Table 1 Effect of hydrolysis time on solubility, hydrolysis degree, 

surface tension and surface hydrophobicity of corn glutelin 

水解时间/min 溶解性/% 水解度/% 表面张力/（mN/m） 表面疏水性

0 20.90±0.17d 0 71.83±0.50a 509.57±40.21d

10 72.33±0.26c 7.63±0.57d 70.23±0.35b 769.99±23.33c

30 88.27±1.25b 12.29±0.79c 68.37±0.55c 797.74±29.53c

60 90.43±0.91a 14.14±0.78b 63.90±0.44d 833.18±33.63b

120 91.97±1.01a 15.55±0.60a 60.40±0.72f 841.91±34.27b

150 91.47±0.54a 16.14±0.47a 61.97±0.45e 1 010.73±25.36a

注：同列肩标小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）。

2.2 Protamex酶水解对玉米谷蛋白溶解性和表面张力的

影响

由 表 1 可 知 ， 原 玉 米 谷 蛋 白 的 溶 解 性 仅 为

（20.90±0.17）%，经Protamex酶水解后，水解物的溶

解性显著提高，在水解60 min后均可达到90%以上。这

说明Protamex酶水解能够改善谷蛋白的溶解性，其水解

物中蛋白质/多肽能够更好地分散在水中，形成胶体态

溶液。研究过程中发现水解物分散液并非透明澄清的溶

液，而是可以看到少量胶体物质悬浮于溶液中，并且在

溶解性测定方法的离心力下，这些悬浮的蛋白质也不能

够完全被沉淀，而是较稳定的存在于上清液中。当蛋白

质溶液被搅打时，只有分散在溶液中的蛋白质才能够快

速在气/水界面吸附[26]。因此，水解物溶解性的提高使可

以吸附到气/水界面上的蛋白质含量增加，这对玉米谷蛋

白起泡力的改善具有积极意义。随着水解时间的延长，

玉米谷蛋白的水解度在反应前30 min中快速增加，之后

持续升高并在120 min后趋于平稳，所有水解物的蛋白

质含量在74%～85%之间。原玉米谷蛋白的表面张力为

（71.83±0.50）mN/m，经Protamex酶水解后，其水解

物的表面张力均显著降低，且随水解时间的延长呈先降

低后升高趋势。当水解时间在120 min时表面张力达最低

（60.40±0.72）mN/m，这与其起泡性的变化趋势一致。

这是由于适度的水解有利于增强蛋白质的分子柔性，暴

露出更多疏水基团，更有利于水解物中蛋白质/多肽的疏

水性基团和亲水性基团分别伸展至气相和水相，从而在

界面处发生吸附，导致表面张力的降低[27]。表面张力反映

蛋白质分子在气/水界面的吸附和展开的速度。表面张力

越低，蛋白能够越快速的完成在气水界面上的吸附，形成

有一定黏弹性的保护层，促进泡沫的形成以及维持泡沫体

系的稳定[28]。过度的水解使蛋白质分子持续减小，低分子

质量多肽由于肽段过短而失去分子柔性，不能在界面处发

生吸附，导致水解时间为150 min水解物的表面张力增加。

2.3 Protamex酶水解对玉米谷蛋白粒径分布及Zeta电位

的影响

蛋白质受到酶和热的作用，使得蛋白质分子发生

解离和聚集的动态变化，通过测量粒径及Zeta电位可对

其水解过程中蛋白质分子大小、聚集和静电相互作用情

况进行表征。由图3a可知，玉米谷蛋白的粒径分布图中

出现3 个明显粒径峰，P1（＜68 nm）、P2（68～825、
900 nm）和P3（＞3 000 nm）。随着Protamex酶水解时间

的延长，水解物的粒径逐渐向小粒径方向移动，其中P2
峰逐渐向左移动与P1峰重合，在水解60 min后的酶解物

中P1峰完全消失，同时粒径较大的P3峰也在水解60 min
后消失。这说明着Protamex酶水解作用不仅使玉米谷蛋

白的粒径降低，同时使粒径均一度增加。由图3b可知，

水解30 min后酶解物平均粒径显著降低（P＜0.05），并

随着水解时间延长而持续降低。这可能是由于水解作用

切断了玉米谷蛋白分子内肽键，大分子质量聚集体发生

降解，低分子质量二聚体/亚基或者多肽逐步释放，使粒

径降低。而水解反应过程中水热环境的作用可能引起暴

露巯基的氧化交联等共价作用使部分蛋白质/多肽发生聚

集，因此水解60 min和120 min样品的平均粒径差异不显

著（P＞0.05）。杨晓钒等[29]在酶水解处理扁桃仁蛋白质

的研究中也发现了水解时间超过60 min后，水解物的粒径

反而逐渐增大。值得注意的是，本研究采用马尔文纳米激

光粒度仪测定的样品粒径为纳米级别，对玉米谷蛋白中部

分粒径较大的大分子质量天然聚集体未能测出。
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图 3 水解时间对玉米谷蛋白的粒径分布（a）和平均粒径及 

Zeta电位（b）的影响

Fig. 3 Effect of hydrolysis time on particle size distribution (a), mean 

particle size and zeta potential (b) of corn glutelin

由图3b可以看出，与原谷蛋白相比，Protamex酶
水解物的Zeta电位绝对值显著降低（P＜0.05），在水

解120 min时达到最低，为（16.30±0.50）mV，而酶解
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150 min时回升至（19.47±0.31）mV。玉米谷蛋白的Zeta
电位为负值，说明其分子表面带有负电荷，绝对值降低

说明了水解蛋白质分子表面净电荷减少。这是由于水解

过程中脱氨基作用和带正电荷氨基酸暴露，使得蛋白 

质/多肽所带正电荷增加，从而中和部分负电荷所致。当

水解时间延长至150 min，可能是由于反应进程中蛋白 

质/多肽的解聚与聚集动态变化导致部分带正电荷氨基酸

重新被包埋而使绝对值增加，也可能是带负电荷氨基酸

暴露增加所致。表面净电荷的减少对蛋白质/多肽在膜界

面的吸附和扩散有利，促进泡沫的形成。同时还能够降

低它们在界面的静电斥力，有利于形成黏弹性较好的界

面膜而增强泡沫稳定性[30]。Xiong Wenfei等[31]研究也指出

较小的粒径与表面电荷可加速蛋白质分子的扩散速度，

提升其在气/水界面的吸附速率，并有利于蛋白质分子在

界面上的展开和重排，从而提高起泡性。

2.4 Protamex酶水解对玉米谷蛋白内源荧光光谱的影响

玉米谷蛋白中的芳香族氨基酸，即苯丙氨酸、酪

氨酸和色氨酸残基在激发波长290 nm处可产生荧光，即

内源性荧光。内源荧光光谱变化反映了谷蛋白及其水解

物中芳香族氨基酸所处的微环境极性的变化情况，是对

Protamex酶水解过程中蛋白质三级结构变化的表征[32]。

由图4可知，与原玉米谷蛋白相比，Protamex酶水解物的

内源性荧光光谱峰位发生明显的红移现象，且内源性荧

光强度水解时间的延长而显著增强。这表明水解使玉米

谷蛋白的芳香族氨基酸特别是色氨酸的极性环境增强，

蛋白质结构伸展。Zheng Zhaojun等[33]通过Bromelain和
Alcalase分别水解黑豆蛋白时也获得了相似结果，水解产

物的荧光强度均高于原蛋白样品。Protamex属于丝氨酸

蛋白酶，酶水解过程中以丝氨酸残基作为活性中心主要

促使玉米谷蛋白中酪氨酸、色氨酸、苯丙氨酸及亮氨酸

等的羧基端多肽链裂解，导致芳香族氨基酸残基和疏水

性氨基酸的暴露，增强了玉米谷蛋白的分子柔性，这有

利于玉米谷蛋白质能发挥良好的起泡力和泡沫稳定性。

但是在水解150 min尽管有更多的芳香族氨基酸残基暴

露，却不能使水解物的起泡力和泡沫稳定性持续增加，

这是因为影响玉米谷蛋白水解物起泡性质变化是多种因

素相互作用的结果。
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图 4 水解时间对玉米谷蛋白内源荧光强度的影响

Fig. 4 Effect of hydrolysis time on endogenous fluorescent intensity of 

corn glutelin 

2.5 Protamex酶水解对玉米谷蛋白表面疏水性的影响

蛋白质表面疏水性是维持其空间结构、界面性质及

分子间相互作用力的重要因素[4]。由表1可知，Protamex
酶水解物的表面疏水性显著升高（P＜0.05），随着水

解时间的延长，表面疏水性指数持续增加。在蛋白质天

然构像中，一部分疏水性氨基酸会埋藏在蛋白质分子内

部，而经过水解后谷蛋白分子结构变得松散、舒展，使

原本包埋于分子内部的疏水基团暴露于表面，疏水基团

暴露的增多使得疏水性增强，分子柔性增大，这有利于

蛋白质在界面上吸附速率的升高从而提高起泡性
[34]。与

内源荧光光谱的结果一致，150 min水解物的表面疏水性

显著高于其他样品，但其起泡力和泡沫稳定性均降低，

这可能是由于此时谷蛋白分子的其他性质因素变化对其

泡沫性质的消极作用更显著。

2.6 Protamex酶水解对玉米谷蛋白拉曼光谱的影响分析

由图5可知，玉米谷蛋白及其Protamex酶水解物的

拉曼光谱在酰胺I带（1 600～1 700 cm－1）和酰胺III带
（1 230～1 350 cm－1）均有属于肽键（—CO—NH—）的

振动模式，酰胺I带振动模式主要源于肽基平面内C＝O 
伸缩振动和较小程度的N—H弯曲振动，并且水解物的

在1 650 cm－1附近和1 290 cm－1附近的谱峰的强度与玉

米谷蛋白相比有所减弱，反映了水解后蛋白质的二级结

构发生改变。波数1 004 cm－1归属于苯丙氨酸苯环伸缩

振动，由于该谱峰受外界环境影响小而被作为归一化因

子。850 cm－1和830 cm－1附近的谱带为酪氨酸双峰带，

760 cm－1附近的谱带为色氨酸吲哚环的振动，其谱峰强

弱反映了其所处微环境的变化情况[35]。

2 000 1 600 1 200 800 400
/cm 1

0 min

I
III

10 min

30 min

60 min

120 min
150 min

图 5 不同水解时间玉米谷蛋白的拉曼光谱

Fig. 5 Raman spectra of corn glutelin at different hydrolysis times

2.6.1 Protamex酶水解对玉米谷蛋白主链构象分析

通常利用酰胺I带（1 600～1 700 cm－1）对各蛋白质

二级结构进行定量分析。酰胺I带拉曼光谱峰的蛋白质二

级结构主要由α-螺旋（1 650～1 660 cm－1）、无规卷曲

（1 661～1 665 cm－1）、β-折叠（1 666～1 680 cm－1）

及β-转角（1 681～1 690 cm－1）附近等构成[35]。由图6
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可知，玉米谷蛋白中α-螺旋结构含量最高（39.56%）， 

β-折叠和β-转角结构含量相似（21%左右），无规卷曲

含量最低（17.99%）。Protamex酶水解物中α-螺旋结构

含量显著降低，在酶解120 min时达到最低（26.07%）。

随着水解时间的延长，β-折叠结构含量无明显变化，无

规卷曲结构含量逐渐增加，β-转角含量显著增加（除

150 min酶解物）。这说明Protamex酶水解使玉米谷蛋白

的有序结构向无序结构转变，分子柔性增加。Yong Yehui

等 [36]在PG酶处理麦谷蛋白后发现其的二级结构更加灵

活，同时也伴随着β-转角含量增加的现象。α-螺旋结构

含有较多氢键，而玉米谷蛋白水解物中蛋白质/多肽表面

所带同种电荷增多也会导致氢键断裂使得α-螺旋结构减

少[21]。本研究中玉米谷蛋白质分子无序结构增加，分子

柔性增强，利于分子内部的疏水性氨基酸暴露，提高蛋

白质的疏水性，从而达到改变起泡性和泡沫稳定性的目

的。但水解时间延长至150 min无规卷曲结构含量显著高

于β-折叠结构，此时玉米谷蛋白水解物的起泡性和泡沫

稳定性均有降低，这可能说明高比例的无规卷曲结构不

利于玉米谷蛋白在界面形成稳定的界面膜。
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图 6 水解时间对玉米谷蛋白二级结构含量的影响

Fig. 6 Effect of hydrolysis time on secondary structure content of  

corn glutelin

2.6.2 Protamex酶水解对玉米谷蛋白侧链构象分析

酪氨酸双峰带位于850 cm－1和830 cm－1附近的谱带，

是酚羟基的氢键的良好指标。通常用酪氨酸双峰的羟苯

基环的呼吸振动和环平面外弯曲振动倍频之间费米共振

谱线的相对强度比（I850/I830）反映氢键状态和酪氨酸侧链

中酚羟基的电离状态，判定蛋白质中酪氨酸残基的暴露

或者埋藏情况[35]。当I850/I830＞1.0时，表明酪氨酸残基暴

露于水相环境，能够参与温和的或者微弱的氢键作用，

而I850/I830＜1.0时，表明酪氨酸残基埋藏在疏水环境，倾

向于充当氢键供体，起到增强氢键的作用。如图7所示，

本研究中玉米谷蛋白的I850/I830为0.58，表明酪氨酸残基

埋藏于分子内部。当Protamex酶水解60 min以后，I850/I830 

均＞1.0，此时酶解物中酪氨酸残基呈“暴露”态。这与

本研究中疏水相互作用的结果相符（表1）。
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图 7 水解时间对玉米谷蛋白I850/I830和I760的影响

Fig. 7 Effect of hydrolysis time on I850/I830 and I760 of corn glutelin 

色氨酸残基的吲哚环伸缩振动会在760 cm－1附近产

生光谱，代表色氨酸芳香基的局部环境的变化，埋藏残

基比暴露在极性环境中的残基表现出更强的760 cm－1带

强度[35]。由图7可知，随水解时间延长，水解物的I760强

度逐渐降低。这说明酶解使色氨酸残基逐渐趋向于“暴

露”态，疏水相互作用增强提高了蛋白质的表面疏水

性，这与内源荧光光谱和表面疏水性的结果一致。江连

洲等[37]利用Protex6L酶制剂水解大豆蛋白得到了相似结

论，水解可使大豆蛋白分子表面色氨酸、酪氨酸残基等

暴露增多。

2.7 Protamex酶水解对玉米谷蛋白静态流变学性质的影响

蛋白溶液的流变学特性是评价蛋白质气/水界面性

质的重要指标。由图8可知，玉米谷蛋白及其水解物分

散液的表观黏度随着扫描频率的增加而逐渐减小，表现

为剪切稀释的流变特性，所有样品均为非牛顿假塑性流

体[22]。这说明水解作用没有改变谷蛋白分散液的流变行

为。同时，样品分散液的表观黏度与剪切速率能够较好

地拟合牛顿幂律方程，即R2＞0.95（表2）。
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图 8 水解时间对玉米谷蛋白的表观黏度的影响

Fig. 8 Effect of hydrolysis time on apparent viscosity of corn glutelin

根据牛顿幂律方程，K值为黏度系数，代表了流体

的黏稠程度，K值越大代表流体越黏稠。由表2可知，K
值的变化趋势与图8表观黏度一致，呈现出先增加后降

低的趋势，水解120 min样品的K值达到最大，比玉米谷

蛋白增加了67%。这一方面是由于酶水解使玉米谷蛋白
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的粒径减小、溶解性显著提高。另一方面，与天然玉米

谷蛋白相比，水解物中的蛋白质/多肽的结构趋于无序、

分子柔性更大、表面净电荷降低。这都有了利于增强蛋

白质的水合能力，使得复水后蛋白质-蛋白质之间的相互

作用增强，表现为表观黏度增强。因此，Protamex酶对

玉米谷蛋白的适当水解提高了其水解物中可溶性蛋白质

分子定向吸附能力，是其起泡性改善的关键因素。但水

解150 min，酶解物的表观黏度下降，这是由于过度水解

导致水解物中蛋白质/多肽的粒径持续降低、无序结构增

加、静电斥力增大等导致蛋白质溶液流动性增强，分子

间相互作用减弱。N为流动指数，代表液体的流动性能，

表2中水解150 min样品的n显著高于其他样品，这也表明

了此时分散液的流动性最大。

表 2 不同水解时间的玉米谷蛋白水解物流变学拟合参数

Table 2 Rheological parameters of corn glutelin at different hydrolysis times

水解
时间/min

流变学拟合参数

K/（Pa·sn） n R2

0 0.007 1 0.421 0.966
10 0.008 3 0.439 0.971
30 0.009 1 0.493 0.950
60 0.010 0 0.457 0.951
120 0.011 9 0.472 0.951
150 0.009 6 0.534 0.954

3 结 论

采用Protamex酶水解玉米谷蛋白，通过控制水解时

间能够显著提高玉米谷蛋白的泡沫性质。当水解时间

120 min，水解物的起泡性和泡沫稳定性最高，分别为

（350.57±2.83）%和（228.39±2.90）%，且气泡细小均

匀、蛋白膜较厚。此时水解物的溶解性较佳、表观黏度

值最高。适当的水解一方面使玉米谷蛋白溶解性提高、

表面张力降低、分子尺寸减小；另一方面使谷蛋白的 

α-螺旋含量降低、无规卷曲与β-转角含量增加、疏水性

氨基酸残基暴露，进而使分子柔性增强、表面净电荷减

少、表面疏水性增强。这有利于玉米谷蛋白水解物中蛋

白质分子/多肽持续吸附在界面之上，在气泡之间可形成

有一定黏弹性的保护层，促进泡沫的形成以及维持泡沫

体系的稳定。然而持续水解至150 min导致水解物中蛋白

质/多肽分子尺寸持续降低、结构过度变形即无规卷曲含

量显著高于β-转角含量及表面净电荷增加，这导致水解

物的气泡间的蛋白膜出现流体排水现象，使得界面膜破

裂，气泡将逐渐靠近聚合，即起泡性和稳定性下降。本

研究对蛋白酶水解改善玉米谷蛋白和其他植物蛋白起泡

性等功能性质的应用和研究提供了一定的理论依据，为

玉米蛋白的高值化利用提供参考。
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