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外源性羟基自由基氧化对银杏果分离 

蛋白凝胶特性的影响 

程  巧 1，葛慧芳 2，秦佳伟 1，王耀松 1* 
（1. 南京林业大学 轻工与食品学院，江苏 南京  210037；2. 安徽农业大学 茶树生物学与资源利用国家

重点实验室，安徽 合肥  230036） 

摘要：采用 Fenton 反应（质量浓度 0.016 g/L FeCl3+质量浓度 0.018 g/L 抗坏血酸+质量浓度 0~0.680 g/L H2O2）

模拟羟基自由基生成体系，对银杏果分离蛋白（GSPI）进行氧化，制备了 GSPI 溶胶和热诱导凝胶。通过物化

分析法、聚丙烯酰胺凝胶电泳、SEM、拉曼光谱探究了 H2O2 质量浓度对 GSPI 物化特性及其热诱导凝胶性能的

影响。结果表明，羟基自由基存在下，GSPI 表面的疏水性氨基酸残基暴露，巯基氧化形成分子内或分子间二硫

键，疏水相互作用和二硫键的变化会导致 GSPI 不同程度的展开和交联，适当的氧化能够引起 α-螺旋去卷积，β-

折叠增加，促进了蛋白质分子交联，形成了纠缠凝胶网络，提高了蛋白凝胶的机械强度、流变学性能。当 H2O2

质量浓度为 0.340 g/L 时，GSPI 凝胶的硬度、胶黏性和咀嚼性分别达到最大，与未氧化（未加 H2O2）GSPI 凝胶

相比，分别增至 2.08、2.53 和 3.01 倍。而过度氧化（H2O2 质量浓度≥0.680 g/L）虽然会提高 GSPI 凝胶持水性

能，但破坏了蛋白分子中氢键，产生过量的二硫键，阻碍了其他活性基团的相互作用，抑制了凝胶网络的形成，

降低了凝胶强度。 
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Effect of exogenous hydroxyl radical-induced oxidation on  
gelation properties of ginkgo seed protein isolate gels 
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Abstract: Ginkgo seed protein isolate (GSPI) was oxidized using Fenton reaction (mass concentration 

0.016 g/L FeCl3 + mass concentration 0.018 g/L ascorbic acid + mass concentration 0~0.680 g/L H2O2) as 

simulated hydroxyl radical generation system to prepare GSPI sols and heat induced gels. The effects of 

H2O2 mass concentration on the physicochemical properties of GSPI and its heat-induced gel properties 

were investigated through physicochemical analysis, polyacrylamide gel electrophoresis, SEM and Raman 

spectroscopy. The results indicated that in the presence of hydroxyl radical, hydrophobic amino acid 

residues on the surface of the proteins were exposed, with the sulfhydryl groups oxidized to form 

intramolecular/intermolecular disulfide bonds. Hydrophobic interactions and disulfide bonds formed led to 

protein unfolding and cross-linking to various degrees. Moderate oxidation could lead to deconvolution of 

α-helix and increase in β-sheets, which promoted the protein crosslinking, formation of an entangled gel 

network, and consequently improvement in the mechanical strength and rheological properties of the 

resulting protein gel. When H2O2 mass concentration was 0.340 g/L, the hardness, gumminess, and 

chewiness of the GSPI gel reached the maximum, to 2.08, 2.53, and 3.01 folds that of the unoxidized gel, 

食品与饲料用化学品 
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respectively. Excessive oxidation (H2O2 mass concentration ≥0.680 g/L) improved water holding capacity 

of the gels, but the oxidation impaired hydrogen bond formation, resulted in excessive disulfide bonds, 

hindered the interaction of other active groups, inhibited the formation of gel networks, and reduced gel 

strength. 

Key words: ginkgo seed protein isolated; hydroxyl radical-induced oxidation; gelation; hardness; gumminess; 

chewiness; food chemicals 

银杏果是一种传统的药食同源果实，既可以作

为一种中药材入药，又可以作为食品添加到甜点、

饮料中[1]。银杏果中蛋白质质量分数可达 10%~15%，

并富含人体必需的氨基酸，被认为是一种优质蛋白

质。银杏果蛋白中不含限制性氨基酸，但富含在其

他植物源蛋白中普遍不存在的甲硫氨酸、半胱氨酸等

氨基酸，还大量含有谷氨酸、天冬氨酸和精氨酸[2]。

然而，银杏果蛋白存在水溶解度小、乳化性低、凝

胶性差等问题[3]，限制了其在食品工业中的应用，

降低了银杏果资源的利用程度。对植物源蛋白的挖

掘也符合当下国家大食物观下食物种类来源多样性

的践行要求。因此，对银杏果分离蛋白进行功能改

性，提高其凝胶性以满足食品对质地的要求，充分

利用其营养价值具有现实意义。 

对食品物料中各类内源性氧化现象的研究认

为，羟基自由基（•OH）是最强的氧化剂，其在生

物组织内通过 Fenton 反应（H2O2 与还原性过渡金属

间的反应）形成[4]。•OH 能够对蛋白质结构进行有

效修饰，通过蛋白侧链修饰、主链断裂作用以及基

于二硫键、双酪氨酸或羰氨反应等形成共价交联，

从而改变蛋白分子构象，进而改变蛋白物化性质和

分子行为[5]。因此，通过外源性•OH 氧化反应修饰

蛋白，也可达到修饰蛋白结构的目的，进而可能提

升蛋白的食品加工功能性。当前，大量的动物源蛋

白研究发现，•OH 氧化能够显著提升动物源蛋白凝

胶功能性[6-7]，其提升得益于氧化改变了蛋白构象、

重整了蛋白分子间的相互作用。目前，在大豆蛋白

方面利用•OH 氧化对植物蛋白功能性的提升研究发

现，轻度•OH 氧化可以促进大豆蛋白乳化性能[8]，

对大豆蛋白组分之一 7S 的溶解性和乳化性也有提

升作用，并可以降低其过敏原物质含量[9]。但利用

•OH 氧化来提升植物蛋白凝胶功能性的案例较少，

其机理尚不清楚[10]。银杏果蛋白巯基含量相对丰富，

为在氧化条件下形成二硫键交联蛋白提供了重要的

分子结构基础。采用•OH 氧化是一种高效共价交联

食品蛋白质分子的简单手段，适当的交联能够有效

提升蛋白凝胶性；此外，外源性氧化也可为内源性

氧化对蛋白功能性的影响提供验证，并进一步为调

控蛋白质功能性提供理论基础。然而，目前鲜有对

银杏果分离蛋白质氧化方面的研究。 

本文拟以银杏果分离蛋白热诱导凝胶为研究对

象，探究在含有抗坏血酸、Fe3+和不同浓度 H2O2 的

•OH 生成模拟体系中氧化后的银杏果分离蛋白凝胶

特性；分析理化特性、质构特性、水合特性、微观

结构以及分子间作用力等方面特征，探讨•OH 氧化

对银杏果蛋白凝胶性能提升的影响。以期为•OH 氧

化提高银杏果分离蛋白凝胶性能提供理论依据和技

术参考。 

1  实验部分 

1.1  材料、试剂与仪器 

新鲜银杏果（邳州大佛指），购于江苏徐州。 

磷酸氢二钠、柠檬酸、氢氧化钠、硫酸铜、酒

石酸钾钠、正己烷、FeCl3、抗坏血酸、丁基羟基茴

香醚，分析纯，国药集团化学试剂有限公司；5,5'-

二巯基(2-硝基苯甲酸)（DTNB）、1-苯氨基萘-8-磺

酸（ANS）、罗丹明 B，分析纯，上海麦克林生化科

技股份有限公司；丙烯酰胺、N,N′-甲叉双丙烯酰胺

（MBA）、甘油、过硫酸铵、四甲基乙二胺、溴酚

蓝、N-乙基马来酰亚胺（NEM）、三羟甲基氨基甲

烷（Tris）、β-巯基乙醇（β-ME）、丁基羟基茴香醚

（BHA），分析纯，美国 Sigma-Aldrich 公司；实验

用水均为去离子水。 

Avanti JXN-26 型高速冷冻离心机，贝克曼库尔

特国际贸易（上海）有限公司；SpectraMax®i3x 型

多功能酶标仪，美谷分子仪器（上海）有限公司；

MARS60 型显微红外联用流变仪、DXR532 型激光

共聚焦显微拉曼光谱仪（Raman），美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司；A.XT Plus 型物性测试仪，北

京微讯超技仪器技术有限公司；Quanta 200 FEG 型

扫描电子显微镜（SEM），美国 FEI 公司；Leica SP8

型激光扫描共聚焦显微镜，徕卡显微系统（上海）

贸易有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  银杏果分离蛋白的制备 

参照文献[11]方法提取银杏果分离蛋白（GSPI）。

首先，将新鲜银杏果去壳脱皮，干燥后磨成粉过 80

目筛；然后，将其用正己烷以料液比（g∶mL）1∶8



第 8 期 程  巧，等: 外源性羟基自由基氧化对银杏果分离蛋白凝胶特性的影响 ·1817· 

脱脂 2~3 次，得到脱脂粉；将脱脂粉以料液比（g∶mL）

1∶9 分散在去离子中，并用 1 mol/L 的氢氧化钠溶

液调节 pH 至 9.0，10000×g 离心 15 min 后取上清

液；再用 1 mol/L 的盐酸将上清液 pH 调至 4.4，

10000×g 离心 15 min，收集沉淀；最后，将沉淀物

的 pH 调至 7.0，在–80 ℃下真空冷冻干燥 48 h 后得

到 GSPI，冻干后的 GSPI 呈棕黄色细腻粉末，便于

分散，4 ℃下保存备用。 

1.2.2  氧化 GSPI 凝胶的制备 

配制质量浓度为 240 g/L 的 GSPI 储备液，在

4 ℃下水化 12 h；然后，将储备液调至 pH=6.0，并

向其中加入 Fenton 试剂氧化 GSPI，使溶液最终含

有质量浓度为 120 g/L 的 GSPI、质量浓度为

0.016 g/L 的 FeCl3、质量浓度为 0.018 g/L 抗坏血酸，

并分别含有质量浓度为 0、0.034、0.340、0.680 g/L

的 H2O2，将样品在室温下搅拌 4 h 以充分氧化；最

后，加入质量浓度为 0.180 g/L 的丁基羟基茴香醚终

止氧化，得到氧化 GSPI 溶胶样品。以未氧化的 GSPI

制备的溶胶为对照样品。将所有溶胶样品在 90 ℃

下加热 30 min 后，自然冷却至室温，在 4 ℃下放置

12 h，得到 GSPI 凝胶样品。 

1.3  表征方法和性能测试 

1.3.1  溶解度的测定 

采用双缩脲法[11]测量溶解度。将样品用柠檬酸-

磷酸钠缓冲液（CPB，50 mmol/L，pH=6.0）稀释至

质量浓度为 10 g/L，然后 5000×g 离心 20 min，取

1 mL 上清液与 4 mL 双缩脲试剂混匀，然后在 30 ℃

水浴 25 min，测定其在 540 nm 处的吸光度。用牛血

清蛋白制备标准溶液，根据得到的拟合曲线方程

y=33.3333x–2.4198，R2=0.9973，计算上清液中的蛋

白质量浓度。根据式（1）计算蛋白的溶解度（%）： 

 溶解度/%=m/mt×100      （1） 

式中：m 和 mt分别为上清液中的蛋白和总蛋白质量，g。 

通过双缩脲法测得 GSPI 中蛋白质量分数>90%。 

1.3.2  巯基含量的测定 

参照文献[12]方法，将 GSPI 溶胶样品用 CPB

稀释至质量浓度为 2 g/L，向 2 mL 稀释样品中加入

50 μL 质量浓度为 3.963 g/L 的 DTNB 溶液。避光反

应 15 min 后在 412 nm 下测定其吸光度。以

13600 L/(mol·cm)的消光系数，根据式（2）计算样

品的自由巯基含量： 

 SH=A×106/(ρ×ε×l) （2） 

式中：SH 为自由巯基含量，μmol/g；A 为溶液在

412 nm 下的吸光度；ρ 为溶液稀释后的蛋白质量浓

度，g/L；ε 为消光系数，为 13600 L/(mol·cm)；l 为

光程，1 cm。 

1.3.3  表面疏水性的测定 

参照文献[13]方法测定表面疏水性。用 CPB 缓

冲液稀释 GSPI 溶胶样品至蛋白质量浓度为 0.01~ 

0.05 g/L。将 2 mL 稀释后的溶液与 20 μL 质量浓度

为 2.39 g/L 的 ANS 溶液混合均匀，避光反应 15 min。

在激发波长 365 nm、发射波长 484 nm 下测定其荧

光强度。所得荧光强度与蛋白质量浓度的曲线斜率

为蛋白质的表面疏水性指数。 

1.3.4  聚丙烯酰胺凝胶电泳测试 

参照文献 [14]方法进行聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）测试。用质量浓度 55.5 g/L 的 β-ME

溶液制备还原样品，用质量浓度为 0.125 g/L 的 NEM

溶液制备非还原样品，煮沸 3 min。使用质量浓度为

50 g/L 聚丙烯酰胺堆积凝胶，质量浓度为 125 g/L 聚

丙烯酰胺分离凝胶，每个样品上样量为 15 μL，采

用恒流法电泳。使用考马斯亮蓝 R250 染色、体积

分数为 7.5%的稀醋酸和体积分数 5.0%的甲醇水溶

液脱色，直至条带清晰可见，无背景色。 

1.3.5  质构特性的测定 

参照文献[15]方法，制备高 20 mm、直径 15 mm

的凝胶样品，将其放置在平行板上，选取 P/0.5 探头

进行测量，压缩速率测试前为 1.0 mm/s，测试中为

2.0 mm/s，测试后为 5.0 mm/s，压缩距离为 7 mm，

触发力为 5×g。在此参数下进行二次压缩实验，并

根据 BOURNE 定义计算其硬度、弹性、黏聚性、胶

黏性、咀嚼性和回复性。 

1.3.6  凝胶流变学特性的测试 

参照文献[16]方法，使用流变仪分析凝胶的流

变学特性。使用直径为 40 mm 的平板和 1 mm 的间

隙进行测量，将凝胶样品（约 3 mm）置于平行板上，

平行 120 s，各参数设置为：应变为 1.0%，角速率 0.5~ 

100 rad/s，在 25 ℃下进行振荡剪切频率扫描实验。 

1.3.7  SEM 和 Raman 测试 

SEM 测试：制备新鲜凝胶样品，使用双面胶带

将凝胶样品固定在铜板上，进行喷金处理以确保导

电性，在 25 kV 的加速电压下使用 SEM 观察凝胶的

微观形貌。 

拉曼测试（参照文献[17]方法测定拉曼光谱，

并稍作修改）：用配备 785 nm 激光光源的拉曼光谱仪

进行测定，将 0.5 g 样品置于载玻片上，在位移 800~ 

1800 cm–1 采集凝胶样品的拉曼光谱，每次扫描时间

120 s，每个样本扫描 3 次。使用 LabSpec 5.0 软件

对获得的光谱进行平滑归一化。 

1.3.8  持水性和溶胀比的测定 

取适量（m0，g）的凝胶样品置于离心管中，

3000×g 离心 20 min 后将分离出的水倒出。记录离心

后的凝胶质量（m1，g）。按照式（3）计算持水性（%）： 
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 持水性/%=m1/m0×100        （3） 

参照文献[18]方法，测定高 5 mm、直径 8 mm

的凝胶样品的溶胀性。取适量（m'0，g）的凝胶样品，

室温下在去离子水中浸泡 30 min，然后用镊子取出

凝胶，用滤纸吸干表面水分，记录此时凝胶质量（m'1，

g）。按照式（4）计算溶胀比（%）： 

 溶胀比/%=m'1/m'0×100        （4） 

1.3.9  分子间作用力的测定 

参照文献[19]方法，用不同的化学物质处理凝

胶，以切割不同类型的键。分别配制 5 种溶剂：S1

（去离子水）、S2（含质量浓度为 10.42 g/L 的 Tris、

质量浓度为 6.76 g/L 甘氨酸、质量浓度为 34.00 g/L

的 Na2EDTA 溶液，pH=8.0）、S3（S2+质量浓度为

5.00 g/L 的 SDS）、S4（S3+质量浓度为 480.48 g/L

尿素）和 S5（S4+质量浓度为 20.00 g/L 的 β-ME）。

将 0.5 g 凝胶样品分别混合在 10 mL 上述 5 种溶剂

中，充分混匀后在 25 ℃水浴 2 h；然后，将混合物在

6000×g 离心 20 min。用牛血清蛋白制备标准溶液，根

据得到的拟合曲线方程 y=39.3701x–2.8858，R2= 

0.9998，计算上清液中的蛋白质量浓度。静电相互作

用、疏水相互作用、氢键和二硫键的含量分别是 S2

与 S1、S3 与 S2、S4 与 S3、S5 与 S4 的溶解度差异。 

1.4  数据分析 

每个实验至少重复 3 次，结果以“平均值±标

准差”表示。使用 Statistix 9.0 软件处理数据。采用

方差分析（ANOVA），Fisher 最小显著性差异（LSD）

检验分析各组间差异。P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  GSPI 溶解度、巯基含量和表面疏水性分析 

图 1 为 GSPI 暴露于不同•OH 氧化体系时的溶

解度、巯基含量和表面疏水性的变化。 
 

 
 

同一指标中，无相同字母的表示差异显著（P<0.05），下同 

图 1  H2O2 质量浓度对 GSPI 的溶解度、巯基含量和表面

疏水性的影响 
Fig. 1  Effect of H2O2 mass concentration on protein 

solubility, free sulfhydryl and surface hydrophobic 
of ginkgo seed protein isolate 

蛋白质的溶解度是蛋白质分子与水分子之间平

衡相互作用的结果。从图 1 可以看出，未氧化 GSPI

溶解度为 79.2%，接触•OH 后最低降至 71.9%（H2O2

质量浓度 0.034 g/L），表明氧化处理显著（P<0.05）

诱导了巯基的损失，促进了蛋白质交联和聚集[20]。 

巯基含量的变化可以评估蛋白质的氧化程度。

从图 1 可以看出，随着 H2O2 质量浓度的增加，GSPI

中的巯基含量逐渐减少，从氧化前的 29.1 μmol/g 下

降到（H2O2 质量浓度 0.680 g/L）的 25.9 μmol/g。这

是因为，氧化诱导了 GSPI 结构的展开，从而使相

邻的巯基基团形成分子间或分子内二硫键；同时，

GSPI 分子中大量的半胱氨酸残基也非常容易被•OH

氧化，从而导致巯基含量的降低[21]。ZHANG 等[22]

也观察到了类似的现象，猪肉肌原纤维蛋白的巯基

含量随着氧化程度的增加而降低。 

表面疏水性的变化可以用来评估蛋白质氧化后

的展开程度及分子的大小、形状和交联程度等[23]。

从图 1 可以看出，与未氧化 GSPI 相比，低质量浓

度（0.034 g/L）的 H2O2 略微降低了蛋白的表面疏水

性，这可能是由于，轻微的氧化作用导致蛋白质中

的极性基团暴露在表面。当 H2O2 质量浓度 > 

0.034 g/L 后，氧化程度提高，蛋白质分子构象发生

变化，蛋白质通过二硫键分子间形成了共价交联，

蛋白表面疏水基团氧化消耗，进而导致蛋白质分子

内部的疏水基团暴露，从而增加了蛋白质的表面疏

水性。也表明蛋白质的去折叠随着氧化程度的增加

而增加，疏水基团逐渐暴露[24]。 

2.2  SDS-PAGE 分析 

图 2 为非还原和还原条件下，不同氧化程度处

理的 GSPI 的 SDS-PAGE 图。 
 

 
 

a—非还原条件（–βME）；b—还原条件（+βME） 

图 2  不同质量浓度 H2O2氧化的 GSPI 在非还原和还原条

件下的 SDS-PAGE 图 
Fig. 2  SDS-PAGE patterns of GSPI oxidized by H2O2 with 

various mass concentrations under non-reducing 
and reducing conditions 

 

从图 2a 可以看出，在非还原条件下，随着 H2O2

质量浓度的增加，更多的聚合物堆叠在分离凝胶的

顶部（相对分子质量 45.0 kDa 处），条带随着 H2O2
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质量浓度的增加而逐渐变深，表明氧化加速了蛋白

质交联，引起了大分子聚集[25]。从图 2b 可以看出，

在还原条件下，二硫键断裂，GSPI 被还原成较小的单

体，分离凝胶的相对分子质量集中在 18.4~35.0 kDa，

与未氧化 GSPI 相比，氧化后 GSPI 具有更深的条带，

证实氧化促进了二硫键的形成。且凝胶顶部仍存在

部分条带，这可能是因为，氧化导致 GSPI 中形成

了一些非还原性共价键[26]。 

2.3  凝胶流变学特性分析 

图 3 为不同氧化程度处理的 GSPI 凝胶的流变

学特性。 
 

 
 

图 3  H2O2 质量浓度对 GSPI 凝胶流变学性能的影响 
Fig. 3  Effect of H2O2 mass concentrations on rheological 

properties of GSPI gels 
 

食品的流变学特性不仅影响食物的制备、储存

和运输，而且影响其感官[27]。从图 3 可以看出，GSPI

凝胶的存储模量（G'，图 3a）和损耗模量（G″，图

3b）均随着剪切频率的增加而增加，并且 G'始终高

于 G″，表明 GSPI 形成了固体凝胶样行为[28]。凝胶

的 tanδ始终<1（图 3c），表明凝胶表现出弹性行为，

这是因为，氧化进一步提升了凝胶的弹性行为[29]。

与未氧化 GSPI 相比，H2O2 孵育 3 h 后，GSPI 凝胶

的 G'和 G″在适度氧化（H2O2 质量浓度 0.034~0.340 

g/L）时显著增加，如 ZHENG 等[30]研究所述，热诱

导凝胶的共价键，特别是二硫键，有助于蛋白质的

凝胶化行为，表明氧化会改变 GSPI 的结构，并适

度增加蛋白质的巯基向二硫键的转化。当 H2O2 质量

浓度达到 0.680 g/L 时，GSPI 凝胶的 G'和 G''都有所

下降，这可能是因为，过度氧化使蛋白内的活性官

能团的相互作用受到阻碍，使凝胶网络结构变弱[7]。 

2.4  凝胶的质构分析 

图 4 为 GSPI 凝胶的质构特性测定结果。 

 

 
 

图 4  H2O2 质量浓度对 GSPI 凝胶质构特性的影响 
Fig. 4  Effect of H2O2 mass concentration on textural 

characteristics of GSPI gels 
 

凝胶的质构特性是蛋白质结构完整性及其形成

凝胶网络能力的指标。从图 4a 可以看出，GSPI 凝

胶在硬度、胶黏性和咀嚼性方面显示出相似的趋势：

随着 H2O2 质量浓度的增加先增加后降低，在 H2O2

质量浓度 0.340 g/L 时分别达到最大，与未氧化凝胶

相比，硬度、胶黏性、咀嚼性分别增至 2.08 倍、2.53

倍和 3.01 倍，这与氧化导致的巯基含量降低、二硫

键的形成有关，二硫键交联有利于提高凝胶的硬度，

而氧化 GSPI 中过多的交联可能会阻碍反应官能团

的有序相互作用，并导致蛋白质基质中的氢键减少，

从而降低结合程度 [31]；此外，•OH 氧化还提高了



·1820· 精 细 化 工  FINE CHEMICALS 第 42 卷 

GSPI 凝胶的弹性、黏聚性和回复性，但受 H2O2 浓

度影响较小（图 4b）。 

2.5  形貌和微观结构分析 

图 5 为不同氧化程度处理的 GSPI 凝胶的实物

图和 SEM 图。 
 

 
 

图 5  不同质量浓度 H2O2 氧化的 GSPI 凝胶实物图和

SEM 图 
Fig. 5  Photos and SEM images of GSPI gels oxidized by 

H2O2 with various mass concentrations 
 

从图 5 可以看出，在外貌和结构组织上，氧化

与未氧化的 GSPI 凝胶有明显的差异。未氧化 GSPI

凝胶明显塌陷，而氧化后的 GSPI 凝胶变得更加坚

挺，表面有许多小孔，凝胶表面变得更加光滑。从

SEM 图也可以看出，未氧化 GSPI 呈颗粒状，表面

光滑有微小孔径。氧化后的 GSPI 颗粒聚集，逐渐

变成细链凝胶网络，GSPI 凝胶呈现出明显的团聚和

由连续的蛋白质聚集体组成的粗糙表面结构，并且

随着 H2O2 质量浓度的增加，凝胶孔径结构逐渐变得

更致密。这与 ZHANG 等[32]研究结果一致，即随着

H2O2 质量浓度的增加，肌原纤维蛋白凝胶网络的致

密度增加。 

2.6  持水性和溶胀比分析 

图 6 为不同氧化程度处理的 GSPI 凝胶的持水

性和溶胀比。 

持水性可以评估蛋白质凝胶结构截留水分子的

能力，反映蛋白质与水分子之间的相互作用，是凝

胶的重要功能特性[33]。从图 6 可以看出，随着 H2O2

质量浓度的增加，GSPI 凝胶的持水性不断增加。这

是因为，热诱导凝胶的持水性依赖于化学力，如交

联、疏水相互作用和氢键等[34]，H2O2 处理导致 GSPI

结构的去折叠和蛋白质间相互作用的改变，促进了

蛋白质交联形成致密的凝胶网络，从而影响 GSPI

凝胶的持水性。 

 
 

图 6  H2O2 质量浓度对 GSPI 凝胶持水性和溶胀比的影响 
Fig. 6  Effect of H2O2 mass concentration on water holding 

capacity and swelling ratio of GSPI gels 
 

凝胶是一种三维聚合物网络，具有捕获大量水

的能力。从图 6 还可以看出，随着 H2O2 质量浓度的

增加，凝胶的溶胀比显著增大，表明•OH 氧化有利

于提高凝胶的吸水率。文献[35]报道，凝胶网络的

孔径与体系中聚合物的溶胀特性有关。H2O2 的加入

使凝胶网络中的小孔数量增加，水分子渗透性增强，

这是导致蛋白凝胶溶胀比提高的主要原因；此外，

可能还与蛋白凝胶中氢键作用的弱化有关。 

2.7  拉曼光谱分析 

图 7 为不同氧化程度处理的 GSPI 凝胶的拉曼

光谱和蛋白二级结构占比。 

 

 
 

图 7  不同质量浓度 H2O2 氧化的 GSPI 凝胶的拉曼光谱

（a）和蛋白二级结构占比（b） 
Fig. 7  Raman spectra (a) and distribution of secondary 

structure (b) of GSPI gels oxidized by H2O2 with 
various mass concentrations 
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通过分析拉曼光谱峰的位置、强度和形状，可

以了解蛋白质的结构特征[36]。蛋白质的二级结构通

过酰胺Ⅰ带（1600~1700 cm–1）拉曼光谱进行评估，

主要存在以下 4 种不同的蛋白质二级结构：α-螺旋

（1646~1664 cm–1）、β-折叠（1615~1637 和 1682~ 

1700 cm–1）、β-转角（1664~1681 cm–1）、无规则卷

曲（1637~1645 cm–1）[37]。从图 7a 可以看出，•OH

氧化处理使 GSPI 凝胶光谱的峰值和位置都发生了

不同程度的改变，表明蛋白质-蛋白质和蛋白质-水之

间的氢键发生了变化，导致酰胺Ⅰ区主带的中心向

更高的拉曼位移移动。 

与未氧化 GSPI 相比，氧化后的 GSPI 中的 α-

螺旋结构降低，β-折叠结构增加。这是因为，氧化

导致了蛋白质中半胱氨酸残基形成二硫键，这种交

联反应可能促使蛋白质之间更倾向于形成稳定的 β-

折叠结构。XIAO 等[17]研究表明，凝胶的持水性和

质构特性与 β-折叠结构呈正相关，与 α-螺旋结构呈

负相关。因此，结果表明，H2O2 处理可以影响 GSPI

的二级结构，加速蛋白质的变性和展开，改善凝胶

的质构特性，促进其形成更好的凝胶网络结构[38]。 

2.8  共分子间的相互作用分析 

图 8 为不同氧化程度处理对 GSPI 分子间作用

力的影响。 
 

 
 

图 8  H2O2 质量浓度对 GSPI 凝胶分子间相互作用力的影响 
Fig. 8  Effect of H2O2 mass concentration on intermolecular 

interaction of GSPI gels 
 

分子间作用力在凝胶网络的形成和质构特性中

起重要作用，这些特性由 GSPI 在不同溶液中的蛋

白溶解度决定[39]。从图 8 可以看出，随着 H2O2 质量

浓度的增加，氧化作用增强，GSPI 凝胶的疏水相互

作用和二硫键含量增加，而静电相互作用和氢键含

量降低。这是因为，•OH 氧化引起巯基向二硫键的

转变，导致蛋白的聚集和交联，蛋白质中疏水区域

更多地暴露在外部环境中，更容易形成疏水核心[40]。

同时，•OH 氧化引起蛋白质中氨基酸残基的氧化或

改变，导致带电残基的减少或丧失，从而降低了静

电相互作用。 

3  结论 

采用加入不同质量浓度 H2O2 的 Fenton 试剂构

建•OH 生成体系，探究 GSPI 在此体系处理后的结

构和凝胶特性。 

（1）随着 H2O2 质量浓度的增加，GSPI 分子中

的 α-螺旋在蛋白二级结构中转化为 β-折叠，分子内

的疏水性基团暴露，疏水相互作用增加，巯基氧化

形成二硫键，促进蛋白质之间的交联。SDS-PAGE

中可以还原的高相对分子质量条带同样表明蛋白质

通过二硫键和部分非还原键交联。 

（2）•OH 氧化引起的微观结构、水化特性及二

级结构的变化共同导致了 GSPI 力学性能的变化。

适度的氧化（H2O2 质量浓度 0.034~0.340 g/L）可以

促进二硫键的形成，从而提高 GSPI-HA 凝胶的力学

性能和持水性，但过度氧化（H2O2 质量浓度≥

0.680 g/L）会导致蛋白质的过度交联，抑制蛋白中

其他功能团的作用，导致凝胶机械强度的下降。 

本文为进一步阐明氧化作用对 GSPI 的影响提

供了实验基础，可促进 GSPI 在工业生产中的应用。 
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