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采用牛血清白蛋白/果糖体系研究荧光性AGEs
生成的动力学

胡 静，李巨秀*
（西北农林科技大学食品科学与工程学院，陕西 杨陵 712100）

摘  要：为分析荧光性晚期糖基化末端产物（advanced glycation end products，AGEs）生成的动力学，采用牛血清

白蛋白（bovine serum albumin，BSA）/果糖模拟反应体系，荧光光谱法测定荧光强度来衡量荧光性AGEs生成量，

分别考察了不同BSA质量浓度、果糖浓度、温度及pH值对荧光性AGEs生成量的影响，探究荧光性AGEs生成和底物

消耗的反应动力学。结果表明：随着BSA质量浓度、果糖浓度、温度及pH值的增加，荧光性AGEs生成量均呈现增

加的趋势。体系反应24 min后，果糖和氨基酸浓度分别减少了1.25×10－2、1.92×10－4 mol/L，果糖消耗量要高于氨

基酸消耗量。在此基础上，运用最小二乘法拟合，得出在各反应条件下，荧光性AGEs的生成符合0级反应动力学，

最大速率常数为31.57 AU/min，反应活化能为70.58 kJ/mol；底物消耗符合1级反应动力学。
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Formation Kinetics of Fluorescent AGEs in Bovine Serum Albumin/Fructose System
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Abstract: In order to analyze the formation kinetics of fluorescent advanced glycation end products (AGEs), this work 

addressed the effects of bovine serum albumin (BSA) concentration, fructose concentration, temperature, and pH on the 

formation of fluorescent AGEs in a simulated processing system consisting of BSA and glucose. Fluorescence intensity was 

used to measure the fluorescent AGEs content. The kinetics of substrate depletion was also investigated. The results showed 

that the fluorescent AGEs content increased with increasing BSA concentration, fructose concentration, temperature and pH. 

After 24 min reaction, fructose and amino acid concentrations decreased by 1.25 × 10-2 and 1.92 × 10-4 mol/L, respectively, 

indicating a larger decrease in fructose concentration. The formation of fluorescent AGEs followed zero-order kinetics, 

with a maximum rate constant of 31.57 AU/min and an activation energy of 70.58 kJ/mol, and substrate depletion followed  

first-order kinetics.
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晚期糖基化末端产物（advanced glycat ion end 
products，AGEs）是食品加工与贮藏过程中，游离氨基

与还原糖（葡萄糖、果糖、乳糖）的醛基经过缩合、重

排、裂解、氧化修饰，产生的一组结构稳定的化合物[1]。

食品的物质组成、热处理方式、热处理时间都会影响食

品中的AGEs含量，油炸、煎、烧烤等热处理方式均可

产生较多的AGEs，AGEs在烘烤食品、肉类食品、乳制

品、咖啡中含量较高[2]。美拉德反应及脂质过氧化反应均
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是生成AGEs的重要途径[3]。AGEs可在体内自动生成，也

可通过外源性饮食摄入。若外源性AGEs摄入过量，会在

器官中积累，与其受体RAGE特异性结合，诱导氧化应激

和炎症应答，与糖尿病、心血管疾病、动脉粥样硬化等

疾病的发生密切相关[4]。

AGEs形成机制复杂，生成亦受多种因素影响，如底

物浓度、温度、pH值、水分活度等[5]。AGEs的某些代表

性物质如戊糖素、精氨嘧啶、甲酰苏阿糖吡咯（formyl 
threosyl pyrrole，FTP）均具有自发荧光性[6-7]，测定荧光

值可简单有效地衡量荧光性AGEs含量，荧光值的大小可

以衡量荧光性AGEs生成量的多少。目前，在美拉德反应

的动力学研究中，对类黑素形成的动力学研究较多，Liu 
Shichuan等[8]得出，类黑素的生成符合1级反应动力学。李

伶俐等[9]分析了美拉德反应中pH值变化和底物消耗的动力

学，但对于荧光性AGEs生成的动力学研究却十分有限。

本实验选用了果糖、牛血清白蛋白（bovine serum 
albumin，BSA）为底物，建立牛清白蛋白/果糖模拟体

系，以荧光值为评价指标，分析BSA质量浓度、果糖浓

度、温度、pH值对荧光性AGEs生成量的影响，探讨荧

光性AGEs生成量与底物消耗的反应动力学，从量化角

度描述荧光性AGEs的生成。在此基础上探讨食品中抑制

AGEs形成的措施，为食品加工和贮藏过程中定量、定向

地控制AGEs的生成提供理论指导，为食品中AGEs动力

学方程的建立提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

BSA、果糖（均为分析纯）、乙腈（色谱纯） 美国 

Sigma公司；亚铁氰化钾、乙酸锌、十二烷基硫酸钠

（sodium dodecyl sulfate，SDS）、磷酸氢二钠、磷酸

二氢钠、β-巯基乙醇、邻苯二甲醛（o-phthalaldehyde，
OPA）、甲醇、亮氨酸均为分析纯。

1.2 仪器与设备

600E高效液相色谱仪 美国Waters公司；SHZ-CB
循环水式多用真空泵 巩义市予华仪器有限责任公司；

F-4500荧光分光光度计、UV-255双束紫外分光光度计   
日本岛津公司；HC-3018R高速冷冻离心机 安徽中科

中佳科学仪器有限公司；BT25S电子天平 北京赛多利

斯科学仪器有限公司；PHS-3C＋pH计 成都世纪方舟

科技有限公司；HH-6数显恒温水浴锅 国华电器有限

公司。

1.3 方法

1.3.1 BSA质量浓度对荧光性AGEs生成量的影响

BSA和果糖均溶解于pH 7.4、0.05 mol/L的磷酸盐

缓冲溶液中。2 mL 0.2 mol/L果糖溶液分别与1、2、3、

4 mg/mL BSA溶液等体积混合于10 mL具塞试管中，沸水

浴中反应4、8、12、16、20、24 min，取出置于4 ℃条件

下停止反应，测定其荧光值。

1.3.2 果糖浓度对荧光性AGEs生成量的影响

BSA和果糖均溶解于pH 7.4、0.05 mol/L的磷酸盐缓

冲溶液中。2 mL 4 mg/mL BSA溶液分别与0.05、0.10、
0.20 mol/L果糖溶液等体积混合于10 mL具塞试管中。沸

水浴中反应4、8、12、16、20、24 min，取出置于4 ℃条

件下停止反应，测定其荧光值。

1.3.3 温度对荧光性AGEs生成量的影响

BSA和果糖均溶解于pH 7.4、0.05 mol/L的磷酸盐缓

冲溶液中。2 mL 0.2 mol/L果糖溶液与4 mg/mL BSA溶液

等体积混合于10 mL具塞试管中，分别置于85、90、95、
100 ℃水浴中。反应4、8、12、16、20、24 min，取出置

于4 ℃条件下停止反应，测定其荧光值。

1.3.4 pH值对荧光性AGEs生成量的影响

BSA和果糖分别溶解于pH 6.5、7.0、7.5的磷酸盐缓

冲溶液中（0.05 mol/L）中。2 mL pH值分别为6.5、7.0、
7.5的果糖溶液（0.2 mol/L）和2 mL pH值分别为6.5、
7.0、7.5的BSA溶液（4 mg/mL）等体积混合于10 mL具
塞试管中。沸水浴中反应4、8、12、16、20、24 min，
取出置于4 ℃条件下停止反应，测定其荧光值。

1.3.5 荧光性AGEs生成过程中果糖、氨基酸的消耗

BSA和果糖均溶解于pH 7.4、0.05 mol/L磷酸盐缓冲

溶液中。2 mL 0.2 mol/L果糖溶液与4 mg/mL BSA溶液等

体积混合于10 mL具塞试管中，沸水浴中反应4、8、12、
16、20、24 min，取出置于4 ℃条件下停止反应，测定果

糖和氨基酸含量。

1.3.6 荧光值的测定

荧光性AGEs采用F-4500荧光分光光度计进行测定[10]。 

仪器参数为：激发波长370 nm，发射波长440 nm；狭缝

宽度5.0 nm；光电倍增管电压700 V；响应时间0.5 s。样

品的荧光值采用公式（1）计算。

F F测定 F对照 （1）

式中：F为样品相对荧光值/AU；F测定为样品荧光测定 

值/AU；F对照为相应浓度样品混合后立即测得的荧光值/AU。
1.3.7 果糖含量的测定

样品中果糖含量采用高效液相色谱法测定[11]。缓慢加

入乙酸锌溶液（219 g/L）和亚铁氰化钾溶液（106 g/L） 

各50 μL，以沉淀样品中的蛋白质。样品9 800 r/min离心

10 min，取上清液。采用配有示差检测器的高相液相色谱

仪，经氨基柱分离，外标法测定上清液中果糖含量。液相

条件：柱温：40 ℃；流动相：乙腈-水（体积比为4∶1），

流速：1.2 mL/min；进样体积：5 μL。取2.78×10－2、 

5.56×10－2、6.94×10－2、8.33×10－2、11.10×10－2 mol/L 
果糖溶液作为标样，以浓度为纵坐标，峰面积为横
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坐标绘制标准曲线，利用标准曲线（ y = 3× 1 0 － 9x＋
0.008 53，R2=0.994 6）计算果糖含量（mol/L）。

1.3.8 氨基酸含量的测定

样品中氨基酸含量采用O PA试剂法测定 [ 1 2 ]。将

40 mg OPA用1 mL甲醇溶解，并与25 mL 0.1 mol/L乙酸

钠、2.5 mL 20 g/100 mL SDS、100 μL β-巯基乙醇混合，

蒸馏水定容至50 mL，即得到OPA试剂。量取0.25、0.50、
0.75、1.00、1.25、1.50、1.75 mL浓度为2.85×10－4 mol/L 
的亮氨酸标准溶液，分别加蒸馏水至 2   m L，加入

2 mL OPA试剂，室温条件下反应2 min，于340 nm波长

处测定吸光度，以浓度为纵坐标，吸光度为横坐标绘

制标准曲线，利用标准曲线（y=4×10－4x－2×10－5，

R2=0.995 4）计算样品中氨基酸含量（mol/L）。

1.3.9 荧光性AGEs生成的动力学分析

荧光性AGEs生成的反应级数及速率常数利用方程

（2）～（5），运用最小二乘法拟合得出。

荧光性AGEs生成的速率公式为：

dC
dt K C n	 （2）

变换方程形式，反应程度可被描述为：

C－C0＝Kt              （n＝0）	 （3）

ln ＝Kt
C
C0

             （n＝1）	 （4）

C1－n－C0
1－n Kt 1 n              （n≠0）	 （5）

式中：n为反应级数；K为速率常数； t为反应时 

间/min；C为t时刻的指标值/AU；C0为初始指标值/AU。

将数据通过Matlab软件，运用最小二乘法进行拟

合，得出反应级数和速率常数。

反应活化能（Ea）利用Arrhenius方程的定积分式

（6）计算。

ln     ＝   
K2

T2－T1

T2T1K1

Ea

R
	 （6）

式中：K1、K2分别为T1、T2时刻对应的速率常数/

（AU/min）；Ea为活化能/（kJ/mol）；R为气体常数/

（kJ/（mol·K））；T为绝对温度/K。

1.4 数据处理

所有实验均进行3 次重复，图中数据以 ±s表示，显

著性分析采用DPS v7.05软件进行，显著性水平为0.05，
多重比较分析采用Duncan法（新复极差法）。

2 结果与分析

2.1 BSA质量浓度对荧光性AGEs生成量的影响

BSA分子结构中的游离氨基是荧光性AGEs生成所

必须的活性基团[13]，由图1可知，随着反应时间延长和

BSA质量浓度的增加，荧光性AGEs生成量均显著增加 

（P＜0.05）。反应24 min后，BSA质量浓度分别为

1、2、3、4 mg/mL时，反应体系的相对荧光值分别为

292.31、486.40、545.52、650.92 AU。蛋白质中赖氨酸残

基的侧链、精氨酸的胍基以及半胱氨酸均是生成AGEs的
活性氨基基团[14]，随着BSA质量浓度的增加，氨基基团

浓度也随之增多，反应物分子之间的碰撞作用增大，反

应速率加快，荧光性AGEs积累加剧。

1 mg/mL

2 mg/mL

3 mg/mL
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4 8 12 16 20 24
/min

0
100
200
300

/A
U

400
500
600
700
800

图 1 BSA质量浓度对荧光性AGEs生成量的影响

Fig. 1 Effects of BSA concentration on the formation of fluorescent AGEs

2.2 果糖浓度对荧光性AGEs生成量的影响
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图 2 果糖浓度对荧光性AGEs生成量的影响

Fig. 2 Effects of fructose concentration on the formation of fluorescent AGEs

果糖侧链的开环结构是荧光性AGEs生成过程中的

活性基团[15]，由图2可知，随着果糖浓度的增加，荧光

性AGEs生成量显著增加（P＜0.05）。反应时间为4 min
时，果糖添加量为0.20、0.05 mol/L之间的相对荧光值 

差值为64.94 AU。随着反应时间的延长，这种差异趋

势逐渐变大。反应24 min后，相对荧光值差值达到了

322.56 AU，相当于4 min时的4.97 倍。果糖浓度越大，侧

链的开环结构也就越多。这种开环结构不仅可作为反应

底物，而且可催化反应进行[16]，加速荧光性AGEs生成。

2.3 温度对荧光性AGEs生成量的影响

温度不仅可改变反应物的旋光性，而且影响反应

物活性 [17]，由图3可知，随温度的升高，荧光性AGEs
含量呈现不断增大的趋势。在85、100 ℃反应条件下，

4～24 min之内，相对荧光差值分别为22.57、76.46、
135.44、242.34、319.03、383.87 AU。温度升高，分子

之间碰撞加剧，反应速率增大。温度亦可增加底物的

反应活性，果糖的开环结构随温度的升高而增加[18]。此

外，果糖在高温条件下，产生C2、C3活性碎片，这些
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碎片具有较高的反应活性 [19]。这些因素共同作用，加

速了荧光性AGEs的生成。Sun Xiaohua等[20]探究了加热

温度、加热时间对牛肉中2 种AGEs代表物质羧甲基赖

氨酸（Nε-carboxymethyllysine，CML）和羧乙基赖氨酸 

（Nε-carboxyethylysine，CEL）生成量的影响，同样表明

CML与CEL的生成量均随加热温度升高和加热时间的延

长而增加。因此在食品生产中，在合理范围内降低加热

温度、缩短加热时间均是抑制AGEs生成的有效措施。
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图 3 温度对荧光性AGEs生成量的影响

Fig. 3 Effects of temperature on the formation of fluorescent AGEs

2.4 pH值对荧光性AGEs生成量的影响
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图 4 pH值对荧光性AGEs生成量的影响

Fig. 4 Effects of pH on the formation of fluorescent AGEs

荧光性AGEs在弱酸、碱性条件下均可生成，pH值较

小时，氨基完全质子化，羰氨反应停止。当pH＞3时，反

应速率随pH值的升高而加快[21]。由图4可知，荧光性AGEs
的生成量随pH值的增加而显著增加（P＜0.05）。pH值为

6.5时，荧光性AGEs生成量较小，反应的滞留时间（延长

直线，交于x轴的时间值为滞留时间）较长[22]，且整个反

应的速率也较低。这是由于酸性条件下，氨基易被质子

化，抑制反应进行所导致的。pH值为7.5时，荧光性AGEs
生成量均显著增加（P＜0.05）。这是由于在美拉德反应

中，反醇醛、烯醇化和脱水反应等糖降解方式都受到碱催

化[23]，致使反应物活性提高，荧光性AGEs生成加剧。

2.5 荧光性AGEs生成过程中的底物消耗

还原糖和氨基作用可生成Amadori产物，Amadori产
物不稳定，进一步反应生成AGEs[24]。由图5、6可知，

随着反应时间的延长，果糖和氨基酸含量均呈现不断下

降的趋势，这是由于果糖和氨基酸参加反应不断消耗所

致。在4～24 min之内，果糖和氨基酸的消耗量分别为

1.25×10－2 mol/L和1.92×10－4 mol/L。果糖的消耗量要高

于氨基酸，这可能与果糖侧链的开环结构催化反应进行有

关[25]。此外，果糖还会参与糖降解、焦糖化、糖异构化等

反应，造成果糖的额外消耗。糖基化的某些中间产物如

Amadori重排产物等，在烯醇化时会释放氨基基团[26]，也

会填补一部分消耗的氨基。
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图 5 荧光性AGEs生成过程中果糖的消耗

Fig. 5 Fructose depletion during the formation of fluorescent AGEs
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Fig. 6 Amino acid depletion during the formation of fluorescent AGEs

2.6 荧光性AGEs生成的动力学

表 1 不同生成条件下荧光性AGEs生成的反应级数和速率常数

Table 1 Reaction order and rate constant for the formation of 

fluorescent AGEs under different forming conditions

影响因素 变量 反应级数n 速率常数K/（AU/min）

BSA质量浓度/
（mg/mL）

1 0 12.60 
2 0 20.94 
3 0 23.22 

4 0 27.12 

果糖浓度/
（mol/L）

0.05 0 12.87 
0.10 0 20.13
0.20 0 27.00

温度/℃

85 0 8.67
90 0 11.98
95 0 18.71
100 0 27.54 

pH
6.5 0 8.89 
7.0 0 18.66 
7.5 0 31.57 

反应级数不仅体现浓度对反应速率的影响程度，也

是推测反应机理的重要依据[27]，动力学参数中，首先需

要确定的就是反应级数。表1为最小二乘法拟合得到的反

应级数和速率常数。
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由表1可知，在不同反应条件下，荧光性AGEs生成

的反应级数均为0级。Hassan等[28]得出，棕色色素生成的

动力学符合0级反应。Charissou等[29]也指出，AGEs的代

表物质CML的生成也符合0级反应。本实验得出荧光性

AGEs的生成也符合0级反应，与上述结果一致。

速率常数K是化学动力学中一个非常重要的参数，

可直接体现化学反应速率的快慢。由表1可知，随着底

物浓度、温度及pH值的增加，荧光性AGEs生成的速率

常数均不断增大。Chen Sulin等 [30]同样表明，在糖-甘
氨酸模型中，棕色色素生成的速率常数随底物浓度、

反应温度的升高而增加。温度从85 ℃升高到100 ℃期

间，荧光性AGEs生成的速率常数从8.67 AU/min增加到 

27.54 AU/min，增加了2.18 倍。pH值为7.5时，荧光性

AGEs生成的速率常数达到最大值31.57 AU/min。
Ea是分子从常态转变为容易发生化学反应的活跃状

态所需要的能量，它的大小可衡量化学反应发生的难易

程度。刘春霞 [31]采用果糖-赖氨酸模拟反应体系，得出

CML生成的Ea为86.11 kJ/mol，本研究得出荧光性AGEs生
成的活化能为70.58 kJ/mol，与上述研究接近。Ajandouz
等 [32]采用葡萄糖-蛋白反应模型，得出类黑素形成的活

化能在92～164 kJ/mol之间[32]。也有研究采用葡萄糖-赖
氨酸模拟体系，分别在pH 4、7条件下，90～110 ℃加

热，发现形成Amadori产物的活化能分别为26 kJ/mol与 

42 kJ/mol[33]。本研究得出荧光性AGEs生成的活化能为

70.58 kJ/mol，比类黑素形成的活化能低，但比Amadori
产物形成的活化能高，这说明荧光性AGEs的生成比类黑

素容易，但比Amadori产物难。

2.7 荧光性AGEs生成过程中底物消耗动力学

表 2 荧光性AGEs生成过程中底物消耗的反应级数及速率常数

Table 2 Reaction order and rate constant for substrate depletion 

during the formation of fluorescent AGEs

底物 反应级数n 速率常数K/（mmol/min）
果糖 1 5.4

氨基酸 1 7.0

底物消耗包括果糖和氨基酸的消耗。表2为荧光性

AGEs生成过程中，底物消耗的反应级数和速率常数。经

动力学拟合，果糖的减少符合1级反应动力学，速率常数

K为5.4 mmol/min。氨基酸的减少符合1级反应动力学，

速率常数K为7.0 mmol/min。Labuza等[34]采用乳糖-赖氨酸

体系，在水分活度为0.3～0.6时，分别在25～45 ℃加热，

指出赖氨酸的消耗符合1级反应动力学；Vernin等[35]采用

葡萄糖-脯氨酸模拟体系，在50～65 ℃期间反应，表明葡

萄糖的消耗符合1级反应动力学。本实验也得出氨基酸与

果糖的消耗均符合1级反应动力学，与上述研究一致。但

Jousse等[36]指出底物减少符合2级反应动力学，这可能由

反应条件的差异造成。

3 结 论

本研究采用牛血清白蛋白/果糖模拟体系研究了不同

BSA质量浓度、果糖浓度、温度及pH值条件下，荧光性

AGEs的生成情况。随着BSA质量浓度、果糖浓度、温度

及pH值的增加，荧光性AGEs生成量均呈现增加的趋势。

体系反应24 min后，最大荧光值为637.58 AU，果糖和氨

基酸分别减少了1.25×10－2 mol/L和1.92×10－4 mol/L，
果糖消耗量相当于氨基酸消耗量的65.10 倍，高于氨基

酸。荧光性AGEs的生成符合0级反应，最大速率常数K为
31.57 AU/min，反应活化能Ea为70.58 kJ/mol。底物的消

耗符合1级反应。
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