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摘  要：采用干燥加热磷酸化法制备磷酸化辣木籽蛋白（Phosphorylation of Moringa seed protein，

PP-MSP）。通过 ABTS+自由基清除能力、超氧阴离子自由基清除能力和二价铁离子螯合能力综合

评价辣木籽蛋白在干燥加热磷酸化前后的抗氧化性。通过荧光光谱和圆二色谱法鉴定干燥加热磷

酸化修饰对辣木籽蛋白结构的影响。结果表明，干燥加热使辣木籽蛋白的抗氧化性有所提高，干

燥加热磷酸化修饰后其抗氧化性显著提高。通过磷酸化修饰，辣木籽蛋白二级结构轻度改变，表

面巯基含量增加且对溶解性几乎没有影响。磷酸化修饰之后抗氧化性提高主要是由于磷酸亲水基

团的引入和表面巯基含量的增加。 
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Abstract: Moringa seed protein (MSP) was phosphorylated by dry-heating in the presence of pyrophosphate. The 

antioxidant activity of MSP, including ABTS+ radical scavenging ability, superoxide anion scavenging ability and chelating 

capacity, was then investigated before and after phosphorylation by dry-heating in the presence of pyrophosphate. 

Furthermore, the effects of phosphorylation on structure of MSP were identified by spectra fluorescence and circular 

dichroism spectra. The results showed that the antioxidant activity of MSP slightly increased after heating in a dry 

environment. However, its antioxidant activity significantly improved by dry heating phosphorylation in the presence of 

pyrophosphate. In addition, phosphorylation induced a slight secondary structural change in MSP, but remarkably increased 
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its surface sulfhydryl thiol (SH) groups and had no actual effect on its solubility. The improved antioxidant property of 

MSP can be affected by the introduced hydrophilic phosphate groups and the increase of the surface SH content. 

Key words: Moringa seed protein; phosphorylation by dry-heating in the presence of pyrophosphate; antioxidant 

activity; structure 

辣木原产于热带和亚热带，属多年生木本植

物[1]。广东、广西、海南，四川和云南省已从印

度和缅甸引入种子和栽培技术，其种子富含油脂，

蛋白质和矿物质[2]。辣木具有一系列的营养价值

和健康功效，例如抗氧化、抗炎、抗溃疡、解热、

降压、抗癫痫、抗糖尿病、降低胆固醇、保护肝

脏、抗细菌和真菌等能力[3-5]。 

环境压力（如过热或紫外线照射）增加机体

内活性氧水平，导致细胞成分（如核酸、脂质、

蛋白质）的损伤，因此，机体的抗氧化能力对于

维持细胞正常运转有重要作用[6-7]。从动植物中寻

找安全营养，并具有很好抗氧化性的功能成分用

于食品、保健品等领域一直是研究的热点。辣木

的种子和叶是抗氧化剂的良好来源[8]，例如，辣

木叶丙酮提取物[9]，辣木叶甲醇提取物[10]、辣木

多酚[11]、黄酮[12]和多糖[13] 等的体外抗氧化活性

研究均有大量报道。 

关于辣木籽蛋白抗氧化活性方面的研究较

少，并且主要采用酶解法。Aderinola 等研究显示，

辣木籽蛋白具有抗氧化活性[14]，尤其通过胰蛋白

酶和碱性蛋白酶水解之后，水解产物显示了很好

的体外抗高血压和抗氧化活性[15-16]。然而，采用

干燥加热磷酸化法 [17]研究辣木籽蛋白的体外抗

氧化活性的文献尚未报道。干燥加热磷酸化法于

1994 年由 Tarelli 等[17]提出，是食品蛋白质改性的

常用方法，与食品蛋白改性的其它方法[18]比较，

具有副反应少，不易引起蛋白质变性，有望应用

于食品工业[19]。有大量研究表明干燥加热磷酸化

法能提高食品蛋白的体外抗氧化活性[20-22]。因此，

本研究采用辣木籽为材料，通过干燥加热磷酸化

法修饰辣木籽蛋白，旨在确定干燥加热磷酸化修

饰对辣木籽蛋白结构和体外抗氧化活性的影响。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

辣木籽蛋白的制备参照孙坤来等  [23]的方法

略作修改。具体为：成熟果夹在室温干燥去壳、

皮，粉碎过筛，脱脂，过 150 目筛，往过筛后的

粉末中加入三羟甲基氨基甲烷和蒸馏水，质量比

为 1∶4∶20，室温搅拌 1 h，6 000 r/min 离心

30 min，用盐酸调节 pH 至 4.8，取上清在 10 kDa

的透析袋透析 2 d，再在 6 000 r/min 离心 30 min，

取出上清冻干后获得辣木籽蛋白（N-MSP）样品。 

亚铁嗪（Sigma）、2,2-二氮-双-(3-乙基苯并噻

唑-6-磺酸)-二铵盐、乙二胺四乙酸二钠：上海伊

卡生物科技有限公司；重硫酸钾：天津市风船化

学试剂科技有限公司。 

1.2  仪器和设备 

PHS-25 型 pH 计：上海仪电科学仪器股份有

限公司；UV-1800 PC 型紫外-可见分光光度计：

上海美谱达仪器有限公司；FA 2004 型电子天平：

上海舜宇恒平科学仪器有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  干燥加热磷酸化辣木籽蛋白制备 

PP-MSP的制备采用Li等[24]的方法。1 g N-MSP

样品溶于焦磷酸钠溶液（100 mL, 0.1 mol/L），调节

pH 为 4.0。冻干，然后干燥加热（85 ℃, 5 d）。用

透析袋去除样品溶液中游离的焦磷酸钠，冷冻干

燥得到干燥加热磷酸化辣木籽蛋白（PP-MSP）样

品。干燥加热辣木籽蛋白（DH-MSP）样品的制

备除不加入焦磷酸钠溶液外，同以上步骤。 

1.3.2  磷含量测定 

样品中磷含量采用 Chen 等[25]的方法。用高

氯酸分解磷酸化辣木籽蛋白 PP-DEWP 样品，分

解液中的磷作为总磷。为了测定无机磷含量，用

5 mL10%TCA 溶解 20 mg PP-DEWP 样品，溶液

离心 2 h（3 000 r/min），上清液中的磷作为无机磷。

分别取 2 mL 不同浓度的磷标液和 PP-DEWP 样品

稀释液，加入等体积的混合液，混匀后在 50 ℃水

浴中加热 1 h，冷却后在 820 nm 处测定吸光度值。 

有机磷含量（Po）：Po Pt Pi  。Po 代表磷酸
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化修饰后样品中的磷含量，Pt 代表样品中总磷含

量，Pi 代表样品中无机磷含量。 

1.3.3  溶解性测定 

将辣木籽蛋白 N-MSP、干燥加热辣木籽蛋白

DH-MSP 和干燥加热磷酸化辣木籽蛋白 PP-MSP

样品分别溶解在 Tris-HCl（50 mmol/L，pH=7.0）

的缓冲溶液中，调节浓度为 1 mg/mL。3 000 rpm

离心 30 min 得上清。采用 Lowry 法[26]测定上清液

中蛋白质浓度。 

1.3.4  表面巯基含量测定 

采 用 Ellman 等 [27] 的 方 法 测 定 。 1.0 mL 

0.1 mol/L Tris-甘氨酸（ pH=8.0 ）缓冲液（含

0.01 mol/L 的乙二胺四乙酸二钠盐溶液）加入到

1.0 mL 0.1%的样品溶液，在 40 ℃孵化 30 min，

加入 50 µL 5,5′-二硫代双（二硝基苯甲酸）溶液

（5,5′-二硫代双（二硝基苯甲酸）溶液浓度为

1 mol/L），25 ℃孵化 10 min，在 412 nm 处测定其

吸光度。计算公式： SH A 1.953 9  。 

1.3.5  浊度和吸光度测定 

浊度测定采用 Li[28]等的方法。样品溶于

50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液（pH=7.0），浓度为

2 mg/mL。 

在 595 nm 处测定吸光度即为浊度。同理配制

1 mg/mL 的样品溶液，测定 280 nm 处的吸光度。 

1.3.6  ABTS+自由基清除能力 

根据 Zhang 等[29]的方法测定。80 µL 的样品

溶液（浓度为 0.1~10.0 mg/mL）和 4.0 mL ABTS

试剂（734 nm 的吸收度为 0.6）混合，37 ℃水浴

放置 10 min，测定 734 nm 处的吸光度。平行 3

次，空白不加样品，以等量的磷酸盐缓冲液代替，

样品抗氧化率计算如下： 

抗氧化率% = 
A As

A


×100% 

其中 As 代表样品的吸光度，A 代表空白的吸

光度。 

1.3.7  超氧阴离子自由基清除能力 

根据 Zhang 等[30]的方法测定。用 50 mmol/L 

pH 8.2 Tris-盐酸溶液缓冲液溶解样品，使蛋白浓

度为 1 mg/mL 。 25 ℃水浴中恒温的 0.14 mL 

5 mmol/L 邻苯三酚溶液（用 10 mmol/L 盐酸溶液

配制）中加入 3 mL 样品溶液，混匀，每 30 s 测

定 325 nm 处的吸光度，测定时长为 4 min。对照

组中用 3 mL 去离子水代替样品，空白组中用

0.14 mL 10 mmol/L 盐酸代替邻苯三酚。以时间为

横坐标，吸光度为纵坐标作曲线回归方程，斜率

代表样品组对邻苯三酚的自氧化速率和邻苯三酚

的自氧化速率。样品组对邻苯三酚的自氧化速率

设为 V 样品，邻苯三酚的自氧化速率设为 V 对照。计

算如下：
 

% 100% 
  

V V
V


 对照 样品

对照

清除率  

1.3.8  二价铁离子的螯合能力 

采用 Wu 等[31]的方法测定。样品或 EDTA 溶

液（1.0 mL, 0.1~10.0 mg/mL）和 0.1 mL 2 mmol/L

的 FeSO4·7H2O，加入 3.7 mL 去离子水，混匀，

25 ℃下水浴 60 min。加入 0.2 mL 5 mmol/L 的亚

铁嗪溶液，混匀，在 25 ℃水浴中放置 10 min，测

定 562 nm 处的吸光度。3 次平行实验，空白以等

量的去离子水代替样品，蛋白对二价铁离子的螯

合能力计算如下： 

螯合率% = 
A As

A


×100% 

其中 As 代表样品的吸光度，A 代表空白的吸

光度。 

1.3.9  色氨酸的荧光强度 

采用 Li 等[32]的方法测定。用磷酸盐缓冲液

（50 mmol/L，pH=7.0）配置浓度为 1.5 mg/mL 的样

品溶液。离心后取上清，用 Lowry 法准确测定上层

液中样品的浓度，然后用磷酸盐缓冲液（50 mmol/L，

pH 7.0）稀释为 0.1 g/L。在激发波长为 280 nm，

测定波长为 300~450 nm 的条件下，用荧光光度计

（F4500 型）测定色氨酸的荧光强度。 

1.3.10  圆二色谱测定 

参照 Wu 等 [33]的方法。用磷酸盐缓冲液

（50 mmol/L，pH=7.0）配制 1 mg/mL 的样品溶

液，采用 0.45 µm 的滤头过滤，样品的准确浓度

用 Lowry 法测定，最终调节为 0.1 mg/mL。20 ℃

下扫描，扫描的相关参数如下：波长范围：190 nm~ 

250 nm；谱带宽度：1 nm。 

1.3.11  红外光谱 

参照 Wu 等[33]的方法。取适量样品粉末（加

入一定量的 KBr 晶体以便充分研磨），然后压片，

采用傅立叶红外光谱仪（Nicolet AVATAR 360 
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FT-IR）测定红外光谱。 

1.4  数据分析 

采用 Excel和 Origin 2018软件进行数据处理，

采用单因素方差分析。实验结果以（平均值±标准

差）表示，平行测定 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  干燥加热磷酸化辣木籽蛋白的特性 

2.1.1  磷酸化辣木籽蛋白中的磷含量 

磷含量是干燥加热磷酸化后接在蛋白质上的

有机磷含量，即有机磷含量=总磷含量－无机磷含

量。磷含量与 pH、干燥加热时间和温度等因素有

关，本实验采用 Li 等的方法成功制备磷酸化辣木

籽蛋白样品[24]。pH 为 4.0、85 ℃干燥加热 5 d 获

得的样品有机磷含量达到 1.32%，磷酸化辣木籽

蛋白中的磷含量见图 1。 

 

 
 

图 1  磷酸化辣木籽蛋白中的磷含量 

Fig.1  Effect of pH on the phosphorus content in MSP protein 
phosphorylated by dry-heating in the presence of 

pyrophosphate(PP-MSP) 

 

2.1.2  磷酸化辣木籽蛋白溶解度测定 

本实验采用 Lowry 法[26]测定样品溶解度。蛋

白质的溶解度对食品的粘度、凝胶性、起泡性、

乳化性等功能特性有直接影响，这些特性是创

制新型食品的基础。如表 1 所示，与未经过任

何处理的辣木籽蛋白（N-MSP）相比，未加入焦

磷酸盐干燥加热的辣木籽蛋白（DH-MSP）溶解

度有所下降。但在焦磷酸盐存在条件下干燥加热

的辣木籽蛋白（PP-MSP）溶解度达到 99.4%，与

N-MSP 溶解度相当。表明干燥加热磷酸化改善

了辣木籽蛋白的溶解性。有研究表明干燥加热磷

酸化修饰能改善蛋清蛋白 [28]，牛血清蛋白 [34]，

卵转铁蛋白[35]的溶解性。另有研究表明 a-乳白蛋

白（ a-la）、 β-乳球蛋白（ β-lg）、牛血清蛋白   

（BSA）[36]，乳清分离蛋白（WPI）[37]，乳清水

解蛋白（WPA）[37]经过糖基化修饰，其溶解度提

高，其原因可能是由于糖基化作用在蛋白质表面

引入了羟基基团，致使蛋白质的等电点降低。本

研究中干燥加热磷酸化修饰使辣木籽蛋白溶解

度增高可能是由于引入的磷酸基团亲水作用的

结果[22]。 

2.1.3  磷酸化辣木籽蛋白巯基含量测定 

表面巯基含量的测定采用 Ellman 等[27]的方

法。如表 1 所示，未加入焦磷酸盐干燥加热能使

辣木籽蛋白的表面巯基含量增加，在焦磷酸盐存

在条件下干燥加热使辣木籽蛋白表面巯基含量进

一步增加。这一结果与 Li 等用鸭蛋清蛋白[22]和鸡

蛋清蛋白[27]研究的结果一致。研究表明干燥加热

或磷酸化修饰能使蛋白质表面巯基含量增加可能

与蛋白质结构展开有关[38-39] 。有趣的是，另有研

究表明蛋白质表面巯基含量的增加能使其抗氧化

性提高[40-41] Ž。 ilić 等[42]以玉米蛋白为样品确定

了表面巯基的含量和抗氧化性存在正相关。 
 

表 1  磷酸化辣木籽蛋白的特性 

Table 1  Characteristics of MSPs 

 表面巯基含量
/(mol/mol) 

溶解度 
/% 

浑浊度 

（595 nm） 

吸光度 

（280 nm）

N-MSP 0.223 100 0.131 0.759 

DH-MSP 0.329 98.8 1.050 0.831 

PP-MSP 0.476 99.4 0.254 0.820 

 

2.1.4  浑浊度和吸光度值 

未经干燥加热或磷酸化修饰的辣木籽蛋白

（浓度为 2 mg/mL）在 595 nm 处的吸光度值为

0.131，此时溶液为澄清透明。辣木籽蛋白经干燥

加热后，其浑浊度明显升高。然而，在焦磷酸盐

存在的情况下干燥加热的辣木籽蛋白，其溶液透

明度与未经任何修饰的辣木籽蛋白溶液接近。表

明磷酸化修饰能够抑制由于干燥加热引起的浑浊

增加。有研究表明磷酸化修饰能使蛋白质溶解度

增加，这可能与磷酸基团的引入增加了分子的静

电排斥力有关[39]。同时，各样品溶液（蛋白浓度

为 1 mg/mL）在 280 nm 处的吸光度也证明了这一

结论。 
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2.2  磷酸化对辣木籽蛋白结构的影响 

2.2.1  色氨酸的荧光强度 

蛋白质的荧光主要来源于色氨酸、酪氨酸和

苯丙氨酸，其中色氨酸荧光最强。蛋白质与其它

分子相互作用会引起荧光强度降低，称为荧光猝

灭。本实验中，磷酸基团作为猝灭剂。如图 2 所

示，辣木籽蛋白经过干燥加热磷酸化修饰之后，

其色氨酸荧光强度有所降低，可能是由于磷酸基

团在色氨酸残基附近形成结合位点，阻碍了色氨

酸荧光的展现[43]。 
 

 
 

图 2  N-MSP、DH-MSP 和 PP-MSP 的色氨酸荧光光谱 

Fig.2  Tryptophan (Trp) fluorescence spectra  
of N-MSP, DH-MSP and PP-MSP 

 

2.2.2  圆二色谱（CD）测定 

蛋白质α-螺旋结构在 208 nm 和 222 nm 处有

两个特征性的肩峰，因此可以利用 CD 图谱判断

蛋白质的二级结构。如图 3 所示，经干燥加热或

磷酸化修饰的辣木籽蛋白在 222 nm 处的特征值

略微升高，表明辣木籽蛋白经干燥加热磷酸化修

饰，其二级结构发生一定改变[39]。 
 

 
 

图 3  干燥加热磷酸化修饰对 N-MSP、DH-MSP 和 

PP-MSP 二级结构的影响 

Fig.3  Effect of phosphorylation on the secondary  
structure of N-MSP, DH-MSP and PP-MSP 

2.2.3  红外光谱 

在蛋白质的红外光谱中有两个主要的特征吸

收带，即酰胺Ⅰ带和酰胺Ⅱ带。酰胺Ⅰ带在 1 600~ 

1 700 cm–1 处有吸收（主要是 C=O 的伸缩振动），

酰胺Ⅱ带在 1540 cm–1 处有吸收，酰胺Ⅰ带对蛋白

质二级结构的改变比酰胺Ⅱ带更敏感[33]。如图 4

所示，经干燥加热磷酸化修饰的辣木籽蛋白的酰

胺Ⅰ带从 1 639.8 cm–1 移动到 1 618.3 cm–1，酰胺

Ⅱ带从 1 540.4 cm-1 移动到 1 539.7 cm–1，表明辣

木籽蛋白经干燥加热磷酸化修饰，其二级结构发

生了一定的改变。 

 

 
 

图 4  N-MSP、DH-MSP 和 PP-MSP 的红外光谱 

Fig.4  FTIR spectra of N-MSP, DH-MSP and PP-MSP 
 

2.3  磷酸化对辣木籽蛋白抗氧化活性的影响 

2.3.1  ABTS+自由基清除能力 

ABTS 法最是一种用于体外测定物质总抗氧

化能力的方法。ABTS（全名为 2,2-联氮-双-（3-

乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵盐）经过氧化生成

一种稳定的阳离子自由基 ABTS+·，可以在 734 nm

的最大吸收峰处形成一个蓝绿的发色团。在该反

应体系中，溶液退色程度越明显则表明所检测物

质的总抗氧化能力越强[44]。如图 5 所示，在同一

浓度下，PP-MSP 对 ABTS 自由基的清除能力显

著高于 N-MSP 和 DH-MSP。表明辣木籽蛋白经干

燥加热磷酸化修饰，ABTS+自由基的清除能力显

著提高。YIN 等[20,22]利用 ABTS 法评价磷酸化修

饰的鸡蛋清蛋白和鸭蛋清蛋白的抗氧化性也得到

同样的结果。暗示蛋白质抗氧化能力的提高归因

于磷酸基团的引入。 
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图 5  N-MSP、DH-MSP 和 PP-MSP 对 

ABTS+自由基的清除能力 

Fig.5  ABTS+ free radical scavenging effects of N-MSP, 
DH-MSP, and PP-MSP at concentrations of 0.1-10.0 mg/mL  

 

2.3.2  超氧阴离子自由基清除能力 

超氧阴离子也是在正常生理情况下产生的一

类具有高反应活性的自由基，它能氧化蛋白质、

脂质等生物分子。如图 6 所示，PP-MSP 的超氧

阴离子自由基清除能力（20.15%）高于 N-MSP

（11.02%）和 DH-MSP（13.32%）。表明辣木籽蛋

白经干燥加热后，对超氧阴离子自由基清除能力

有所提高，辣木籽蛋白经干燥加热磷酸化修饰，

对超氧阴离子自由基清除能力进一步提高。前期

研究磷酸化修饰的鸡蛋清蛋白[20]和鸭蛋清蛋白[22]

的抗氧化性也得到相似的结果。 
 

 
 

图 6  N-MSP、DH-MSP 和 PP-MSP 对超氧阴离子的清除能力 

Fig.6  Superoxide anion scavenging activity of N-MSP, 
DH-MSP, and PP-MSP at concentrations of 1.0 mg/mL  

 

2.3.3  二价铁离子的螯合能力 

过渡金属（二价铁离子）能导致机体产生活

性氧，某些蛋白质螯合剂可以通过改变过渡金属

的物理位置形成不溶性金属配合物，降低过渡金

属的化学反应活性[45]。如图 7 所示，辣木籽蛋白

经过干燥加热磷酸化修饰，对二价铁离子螯合能

力显著提高。众所周知，EDTA 是很好的螯合剂，

被广泛用于食品中。在本实验中，当 PP-MSP 的

浓度大于 1 mg/mL 时，螯合能力与 EDTA 相当。

表明经干燥加热磷酸化修饰的辣木籽蛋白是一种

很好的抗氧化剂，有望应用于食品工业。 
 

 
 

图 7  N-MSP、DH-MSP 和 PP-MSP 对二价铁离子的螯合能力 

Fig.7  Chelating capacity of N-MSP, DH-MSP, and PP-MSP 
 

3  结论 

本文采用干燥加热磷酸化法成功制备干燥加

热磷酸化辣木籽蛋白（PP-MSP），干燥加热磷酸

化修饰使其抗氧化性显著提高，尤其是螯合能力

与 EDTA 基本相等。通过磷酸化修饰，辣木籽蛋

白二级结构发生一定改变，表面巯基含量增加且

蛋白质的溶解性、浑浊度基本未受影响。抗氧化

性显著提高可能是因为：①带负电荷的磷酸基团

的引入使辣木籽蛋白的静电相互作用增强。②干

燥加热磷酸化修饰增加了辣木籽蛋白的表面巯基

含量。 

综上所述，干燥加热磷酸化法可作为一种很

好的提高蛋白质抗氧化特性的方法。此法能在温

和条件下完成，副反应少，蛋白质变性程度小；

同时，采用焦磷酸盐作为磷酸化试剂，反应试剂

易于通过透析去除，这为食品添加剂中添加抗氧

化剂的创制提供了可能。 
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