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摘摇 要: 蛋白质交联属于蛋白质改性修饰的一部分,是重组食品与新型食品制造的重要内容。 与

化学交联、物理交联相比,酶法交联因其反应条件温和、不产生副产物、交联效果好等特点,成为最

为容易接受的一种蛋白质交联方式。 除谷氨酰胺转胺酶外,一些氧化酶也被证明能够在蛋白质分

子间形成共价键而形成交联。 介绍了目前应用较多的酚氧化酶(酪氨酸酶、漆酶)、过氧化物酶以

及赖氨酰氧化酶的酶学性质、交联机制等,并对其在食品蛋白质交联中研究现状以及潜在应用进行

总结与展望。
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摇 摇 随着食品材料科学研究的快速发展,对蛋白质

交联研究逐渐增多[1 - 2]。 蛋白质交联是指通过一定

的化学试剂或催化剂,在蛋白质内部多肽链之间

(分子内交联)或蛋白质之间(分子间交联)形成共

价键。 在蛋白质形成共价键的过程中,根据反应方

式可以分为化学交联、物理交联和酶法交联。 与化

学交联、物理交联相比,酶法交联因其反应条件温

和、不产生副产物、交联效果好等特点,成为最为容

易接受的一种蛋白质交联方式。 目前,已证明蛋白

质中有几个酶交联的重要活性基团如谷氨酰胺、赖
氨酸、酪氨酸和半胱氨酸残基等。 蛋白质的酶法共

价交联主要为转酰基交联(也就是谷氨酰胺转氨酶

交联)和氧化交联。 目前,利用谷氨酰胺转氨酶进

行蛋白质交联的研究已比较深入[3 - 5],利用氧化酶

进行蛋白质氧化交联也开始引起人们广泛关

注[6 - 9]。 为此,本文对近年来国内外食品蛋白质的

酶法氧化修饰研究及在蛋白质交联中的应用进行综

述,以期为食品蛋白质酶法交联的进一步研究提供

参考。

1摇 蛋白质的酶法氧化交联

1郾 1摇 蛋白质交联机制

蛋白质交联的主要机制包括(如图 1[10] ):1)蛋
白质羰基与赖氨酸残基反应,形成希夫碱交联衍生

物;2)组氨酸、赖氨酸或半胱氨酸残基与 4鄄羟基壬

烯醛(HNE)等 琢,茁鄄不饱和醛发生迈克尔加成反应

(Michael addition)形成醛加合物,再进一步与其他

赖氨酸反应生成希夫碱-蛋白质交联衍生物[11];3)
多不饱和脂肪酸氧化形成丙二醛等二醛分子与两分

子不同的蛋白质的赖氨酸残基反应,形成蛋白质-
蛋白质交联衍生物[10]。
1郾 2摇 蛋白质的酶法氧化交联特性

蛋白质的酶法交联也称酶法聚合改性,是指通

过酶试剂在蛋白质内部多肽链之间(分子内交联)
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图 1摇 基于羰-氨反应的蛋白质交联

Fig. 1摇 Protein cross鄄linking based on
carbonyl鄄amino reaction

或蛋白质之间(分子间交联) 形成共价键,改变蛋白

质的结构,从而达到改善蛋白质功能特性的目的。
酶法交联是蛋白质改性的重要组成部分,随着食品

重组技术与产品的不断推广,其角色日益举足轻重。
目前能催化蛋白质发生交联作用的酶主要有谷氨酰

胺转氨酶(TG)和一些氧化酶,如多酚氧化酶和过氧

化物酶,后者涉及蛋白质氧化反应。 蛋白质氧化是

指在自由基及其相关氧化物的作用下,某些特定的

氨基酸残基发生反应,使蛋白质功能与结构发生变

化,如:对氧化物的亲和力增强,易于水解、聚合和交

联。 氧化酶可通过直接作用蛋白质的基团如巯基使

其氧化为二硫键而形成共价交联,也可以先氧化蛋

白质或其他前体分子生成醌类、自由基、过氧化氢等

活性交联剂,再与蛋白质中特定的化学基团产生非

酶反应而产生一系列的交联反应。 应该说,目前除

去 TG 酶介导的蛋白质交联外,其他酶法改性而形

成的共价交联均属于氧化交联。

图 2摇 酪氨酸酶催化反应机制

Fig. 2摇 Reaction mechanism of tyrosinase

1郾 3摇 氧化酶种类与催化原理

氧化酶是一类催化从一个分子(氧化剂、氢供

体或电子供体)到另一个分子(还原剂、氢受体或电

子受体)电子转移的酶。 两个蛋白质分子之间共价

键的形成是由氧化还原酶类发起的,涉及至少两个

连续的化学步骤。 在这些反应中,只有初始氧化反

应与初始底物是由酶直接催化的,由此产生的活性

产物例如醌类、自由基类或者醛类可能会在随后经

历非酶催化转化反应而形成各种类型的共价键。
在食品加工中有潜在应用价值的氧化酶是酚氧

化酶、过氧化物酶、葡萄糖和己糖氧化酶、巯基氧化

酶[12]。 目前,具有蛋白质明显交联效果并进行了较

为深入研究的仅限于前两类。 最近在生物材料领域

开始发展的胺氧化酶尤其是赖氨酰氧化酶由于其独

特的蛋白交联特性也逐渐受到关注。 这里主要介绍

多酚氧化酶、过氧化物酶、赖氨酰氧化酶类。

2摇 多酚氧化酶特性与应用

多酚氧化酶是在氧分子存在下把酚类氧化成邻

苯醌或对苯醌的酶。 广义上,多酚氧化酶可分为三

大类:单酚氧化酶(如酪氨酸酶)、双酚氧化酶(如儿

茶酚氧化酶)和漆酶。 目前对多酚氧化酶的研究中

以酪氨酸酶的研究最为广泛,双酚氧化酶的研究相

对较少,因此主要对酪氨酸酶和漆酶进行简单介绍。
2郾 1摇 酪氨酸酶特性与应用

2郾 1郾 1摇 酪氨酸酶的性质与催化交联机制

酪氨酸酶( tyrosinase, E. C. 1. 14. 18. 1)是一类

广泛分布于细菌、真菌、植物、昆虫和高等动物中的

含铜蛋白质。 酪氨酸催化位点有两个铜原子,每一

个铜原子由 3 个高度保守的组氨酸调节[13]。 酪氨

酸酶是一个有两种不同生物学功能的酶,它催化一

元酚的正交羟基化和随后的二元酚氧化成醌。 蛋白

质中有弱的三维结构和展开的蛋白质结构更容易成

为酪氨酸交联的目标,然而那些球状蛋白质则不

会[14]。
图 2[15]为酪氨酸酶催化反应机制。 酪氨酸酶

催化两种独特的氧化反应,分别为单酚酶催化的羟

基化反应和儿茶酚酶催化的氧化反应,氧气是这两
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个反应共同的底物[16]。 对于羟基化反应,氧气分子

的一个原子嵌入到一元酚底物的芳香环中,另一个

原子进入水中。 第一步的氧化反应中邻苯二酚

(DOPA)在单酚中形成,在第二步反应中 DOPA 进

一步氧化形成相应的邻醌[17]。 醌类是有活性的复

合物,可以自发反应形成高分子量的复合物或者黑

色素。
2郾 1郾 2摇 酪氨酸酶的功能与应用

酪氨酸酶是生物体内黑色素合成的限速酶,是
筛选色素沉积抑制剂的靶标之一[18]。 同时,对比酪

氨酸酶和转谷酰胺酶交联促进明胶和壳聚糖凝胶的

形成,发现酪氨酸酶能够使凝胶的速度更快。 然而

由酪氨酸酶催化的水凝胶只有在壳聚糖存在的条件

下形成,并且机械性能比较弱且不稳定[19];另外,研
究证明,酪氨酸交联在蛋白质中的形成可以通过添

加小分子的酚类化合物来形成,这些分子可能作为

交联介质起作用进而克服靶蛋白表面暴露的酪氨酸

残基的缺失问题[20]。 与转谷酰胺酶相比,酪氨酸不

需要对牛奶预热便可允许酶法交联,这可能对特定

的牛奶制品质量产生影响[21]。
值得注意的是,在酪氨酸酶作用下,由酪氨酸与

自由氨基酸产生醌类的反应可能会影响食品产品的

颜色和香味,这些可能会限制酪氨酸在食品工业中

的应用[22]。
2郾 2摇 漆酶特性与应用

2郾 2郾 1摇 漆酶的性质与催化机制

漆酶( laccase, E. C. 1. 10. 3. 1)属于多铜氧化

酶类。 漆酶在自然界很常见,并且广泛分布在真菌

中,在高等植物中则较为少见[23]。 漆酶中除了高度

保守的催化中心,在蛋白质结构、分子大小、最适 pH
值和底物专一性方面有很大不同。 漆酶的底物范围

非常广泛,能够氧化多种酚化合物、二元胺类、芳香

氨基酸[24]。 漆酶温度稳定性的变化很大,这主要取

决于酶的来源。
由漆酶催化的氧化反应是在由 4 个铜原子组

成的酶催化中心的协助下完成。 催化循环的结果

是一分子氧气减少进入到两个水分子中去,同时

底物氧化反应产生 4 个氧自由基中心。 自由基形

成和醌类能够导致底物分子发生聚合作用,不稳

定的自由基能够进一步将非酶转化为半醌形式。
在蛋白质中,暴露的酪胺酰侧链可为漆酶氧化提

供底物,由此产生的苯氧基可以自发地启动后续

的蛋白质交联反应。

2郾 2郾 2摇 漆酶的功能与应用

漆酶稳定性好,作用底物广泛,在氧气分子的参

与下可直接氧化底物。 目前,除了将漆酶应用于去

除果汁中的多酚物质以降低其苦涩感外[25],更多的

研究开始集中在漆酶对蛋白质的氧化修饰方面。 例

如,漆酶能够与 琢 -乳白蛋白相互作用,显著提高胶

凝强度和氧化性[26];同时,也有研究表明,漆酶能够

交联花生蛋白并改变其免疫调节活性[27]。 漆酶在

食品领域的应用越来越广泛。

3摇 过氧化物酶特性与应用

过氧化物酶(peroxidase,POD,E. C. 1. 11. 1. 7)
是由微生物或植物所产生的一类氧化还原酶,是一

种血红素蛋白,包含三价铁的原卟啉御。 过氧化物

酶可以在过氧化物如过氧化氢存在条件下催化许多

反应。 过氧化物酶包括专一性的酶,例如 NADH 过

氧化物酶、谷胱甘肽过氧化物酶和碘化过氧化物酶,
还包括非专一性的酶,就是被人们所熟知的过氧化

物酶[28]。
虽然过氧化物酶已经被广泛研究,但是据报

道[29],只有植物过氧化物酶能够进行酶反应形成蛋

白质联,这主要包括辣根过氧化物酶和大豆过氧化

物酶。 其中,以辣根过氧化物酶研究最为广泛,并且

由于大豆过氧化物酶具有和辣根过氧化物酶相似的

稳定性和催化机制,因此这里仅以辣根过氧化物酶

为例进行简单介绍。
3郾 1摇 辣根过氧化物酶的性质与催化机制

辣根过氧化物酶(horesradish peroxidase, HRP,
E. C. 1. 11. 1. 7)是一类以铁卟啉为辅基的血红素

蛋白质。 HRP 中的酶分子含有三价铁血红素,两个

Ca2 + 和一条多肽链。 HRP 催化过氧化氢和还原底

物之间的氧化还原反应。 典型的底物包括芳香酚

类、酚酸、吲哚、胺类和磺酸盐[30]。 研究表明,HRP
能够被位点专一性的含有酪氨酸标签(如 GGGGY
或 GGYYY) 的重组体蛋白交联[31]。

过氧化物酶用过氧化氢作为电子接受体来氧化

大量的有机和无机底物,氧化的结果是自由基的形

成,并且可以与其他底物发生进一步反应。 大多数

的氧化酶催化的反应可以由方程式表达:
H2O2 + 2AH2寅2H2O +2AH·

其中 AH2代表底物,AH·是自由基产物,同时过氧

化氢转变成水。

83 食品科学技术学报摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 2017 年 5 月



辣根过氧化物酶催化反应机制如图 3[32]。 图 3
中,在 HRP 催化的反应中,过氧化氢首先取代了与

过氧化物酶分子中血红素相结合的水形成酶-底物

络合物(Ei);Ei 和外源氢供体底物作用生成化合物

Eii,并形成自由基(RO·);化合物 Eii 和第二个氢

供体底物分子作用后,过氧化物酶 E 分子再生,同
时生成第二个自由基(RO·),这些自由基可以进一

步聚合生成新的化合物[33]。

图 3摇 辣根过氧化物酶催化反应机制

Fig. 3摇 Reaction mechanism of horseradish peroxidase

3郾 2摇 辣根过氧化物酶的功能与应用

HRP 在食品工业中具有重要的应用价值。 温

研等[33]利用 HRP 处理牛乳得到固定型酸奶,结果

显示,酸奶硬度及黏度均有所提高,能明显改善固定

性酸奶的品质;马超越等[34] 将固定的 HRP 用于啤

酒中 H2O2的测定,结果发现有很好的回收率,且啤

酒的稳定性更好;展海军等[35] 将固定的 HRP 应用

到火腿肠的 NaNO2测定,实验表明有良好的回收性,
火腿肠的品质得到提升。 不过,过氧化物酶的稳定

性是一个比较难以解决的问题,因此,从不同的植物

源中获得有更高稳定性和活性的过氧化物酶对实际

生产将会产生更大帮助。

4摇 胺氧化酶特性与应用

胺氧化酶(amine oxidase)是在生物体内广泛存

在的一类酶,参与生物胺的代谢,使胺氧化裂解成醛

和氨。 反应方程式为:
RCH2NH2 + O2 + H2O寅RCHO + NH3 + H2O
胺氧化酶可分为两类:一类为以醌为辅因子的

含铜胺氧化酶 ( copper鄄containing amine oxidases,
CAO)(E. C. 1. 4. 3. 6),另一类为含黄素的胺氧化

酶[36]。 其中 CAO 是一类包含铜离子和酪氨酸衍生

醌辅因子的酶(E. C. 1. 4. 3. 4),可以分为两类不同

源的家族:2,4,5鄄三羟苯基丙氨酸醌依赖的 CAOs
和赖氨酸酪氨酰醌依赖的赖氨酰氧化酶家族( lysyl
oxidase,LOXs) [37]。

胺氧化酶普遍存在微生物中,因此具有胺氧化

酶活性的菌株被广泛应用到食品中。 乳酸菌属的香

肠乳杆菌可以用来降解红酒中的组胺、酪胺和腐

胺[38],木糖葡萄糖球菌被发现可以抑制凤尾鱼腌制

和发酵过程中生物胺的形成并且效果显著[39]。 一

系列的相关文献已对 CAOs 和 LDX(E. C. 1. 4. 3.
13)进行了报道[40 - 42]。 这里简单介绍对蛋白质交

联贡献最大的赖氨酰氧化酶。
LOX 是由细胞分泌的、作用于细胞外基质胶原

和弹性蛋白赖氨酸残基而产生分子交联的一种含有

铜结合部位的胺氧化酶,能将伯胺氧化成醛。 这类

广泛存在的酶氧化赖氨酸的初级伯胺形成乙醛,活
性乙醛进一步反应交联细胞外基质。 LOX 基因家

族共有 5 个成员,每个成员都含有两个高度保守的

区域,分别为 N 末端,含有 4 个组氨酸的铜结合部

位的信号肽区域;C 末端,含有酪氨酸残基的催化区

域,含有高度保守的铜离子结合位点、赖氨酸酪氨酰

醌残基和细胞因子受体区域[43]。
4郾 1摇 LOX 催化交联机制

图 4 为赖氨酰氧化酶的催化机制[36]。 如图 4
所示, LOX 氧化胶原中的肽基脯氨酰赖氨酸、羟酰

赖氨酸残基和弹性蛋白中的赖氨酸残基产生肽基

琢鄄氨基乙二酸鄄啄鄄半醛。 这些醛修饰能够自发地与

邻近的肽醛或者肽基脯氨酰赖氨酸的 着鄄氨基结合

形成共价交联来稳定胶原和弹性蛋白纤维的稳定

性,使其不溶于细胞外基质[37]。 醛的产生替代了正

常的赖氨酸残基不活跃的亚甲基,形成了潜在的亲

电子的羰基。 产生的肽基醛就可以与相邻的未修饰

的赖氨酸的 NH2形成脱氢赖氨酸正亮氨,从而形成

交联反应。
4郾 2摇 LOX 的功能与应用

LOX 能使细胞外基质胶原纤维和弹性蛋白分

子共价交联反应产生肽基 琢鄄氨基己二酸鄄啄鄄半醛。
这种醛修饰可以稳定胶原和弹性纤维的结构,使其

在细胞外基质不可溶[37]。 近年来,赖氨酰氧化酶的

多种生物学功能被发现,LOX 对肺泡形成、末梢和

近端气道的形成有重要作用[37];LOX 对心血管、呼
吸系统、骨骼和其他器官相关组织的形态学形成和

修复有重要作用[44]。 在生物材料中,LOX 催化形成
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图 4摇 赖氨酰氧化酶的催化机制

Fig. 4摇 Catalytic mechanism of lysyl oxidase

的水凝胶由于赖氨酰氧酶连续的催化作用使结构更

稳定,这一特征导致水凝胶机械性能的稳定性不断

提高,并不像其他的凝胶系统会随着时间的推移而

发生降解[37]。 食品蛋白质种类繁多,理化性质各

异,利用 LOX 进行氧化交联,将呈现不同的交联机

制与交联效果,对其在这一领域的研究与开发具有

重要的科学意义与应用价值。

5摇 结束语

酶促进氨基酸残基之间的共价交联为蛋白质修

饰提供更多的可能性,从而为食品重组与新型食品

制造提供科学基础与技术支持。 目前,仅有非常少

的几种酶能被用作蛋白质交联,涉及氧化交联的更

少。 氧化酶的蛋白质交联作用机制与 TG 酶完全不

同,并且这些氧化酶之间在理化特性、反应机理和作

用底物等方面也存在很大差异性。 对这些氧化酶酶

学性质与氧化交联效果进行深入分析,将有利于蛋

白质交联的差异化,并以此达到食品产品质构的调

节与控制。

酶催化的蛋白质氧化交联已经引起了研究者的

广泛关注,逐渐成为新的蛋白质修饰的研究热点。
然而,交联蛋白质也可能会影响消费者食用最终产

品的生理特性,如消化性和变应原性。 应该说,蛋白

质的酶法交联对蛋白质的生物容性、食用安全性等

方面将产生一定的积极的或者消极的影响,但是这

些并没有被研究透彻,需要更多的关注。 尤其是氧

化酶,其在反应过程中产生的自由基团以及其他副

产物,在反应体系的消减与残留,以及对人体健康的

有无可能危害性,也是值得深入研究的课题。
目前除了已经建立在谷氨酰胺转氨酶基础上的

酶交联方法比较成熟外,酶法氧化交联技术在蛋白

质交联领域还尚未成熟。 因此,有必要开发与成熟

氧化酶氧化相关的交联方法、检测手段等系列集成

化技术体系,以丰富与拓展氧化酶类在蛋白质交联

与重组食品中的应用。
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Enzymatic Properties of Oxidases and Their Application in
Covalent Cross鄄Linking of Proteins

CHENG Shan1, 摇 WANG Wenhang1,*, 摇 LU Fuping2,*

(1郾 College of Food Engineering and Biotechnology, Tianjin University of Science and Technology,
Tianjin 300457,China;

2郾 College of Biotechnology, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China)

Abstract: Protein cross鄄linking, belonging to protein modification, plays an important role in food re鄄
structure and new food preparation. Compared with chemical and physical cross鄄linking methods, enzy鄄
matic cross鄄linking has become the most acceptable cross鄄linking method of protein due to its mild reac鄄
tion conditions, no by鄄products and good cross鄄linking characteristics. Apart from glutaminase, some oxi鄄
dases have also been shown to form covalent bond between protein molecules and promote formation of co鄄
valent cross鄄linking. This paper summarizes the enzymatic properties, cross鄄linking mechanism of phenol
oxidase (e. g. , tyrosinase, laccase), peroxidase and lysyl oxidase. Lastly, the research status and appli鄄
cation potential of these enzymes in food proteins are summarized.

Keywords: oxidase; protein modification; oxidation; covalent cross鄄linking
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