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利用 789**8:; 反应制备大豆蛋白1葡聚糖
共价复合物

齐军茹，! 杨晓泉，! 彭志英
（华南理工大学 食品与生物工程学院，广东 广州 $0%4&%）

摘! 要：研究了大豆酸沉蛋白和葡聚糖共价键合制备反应及其产物乳化性能的变化+ 在干热条件

下，两种大分子通过 789**8:; 反应进行共价键合并通过聚丙烯酰胺凝胶电泳验证了大分子复合物

的存在+ 结果表明：产物具有比大豆酸沉蛋白更高的对油 < 水乳状液的乳化能力，复合物在 /= #+ %
和 /= 0%+ % 时均能保持较好的乳化活性，并且在高温、高盐条件下乳化活性变化很小+
关键词：大豆酸沉蛋白；乳化活性；789**8:; 反应；葡聚糖
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! ! 蛋白质属于高分子并且具备两亲结构，具有

独特的表面活性，但是在工业应用中却有一定的

局限性，因为蛋白质遇热及有机溶剂等因素不稳

定并且易分解+ 所以，若想加宽蛋白质在食品行业

中的应用，就必须修饰蛋白质使其达到一种稳定

的状态+ 由于多糖在液相中有增稠和凝胶作用，所

以多糖的存在也增加了胶体的稳定性+ 一些研究

者致力于利用蛋白质的糖基化来改善其热不稳定

性和其它功能特性+ 近年来，一些研究者开始利用

单糖和寡糖对蛋白质进行糖基化作用［0 _ #］+ 但是，

改性后的效果仍不能满足在食品工业中的应用+
作者通过控制反应时间制备了具有优越乳化能力
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的大豆蛋白!葡聚糖共价复合产物"

!" 材料与方法

!# !" 原料与试剂

大豆酸沉蛋白：自制；葡聚糖：#$%&’ 公司产

品，相对分子质量为 () ))) * +) )))"
!# $" 主要仪器

,-.) 型分光光度计：上海分析仪器厂产品；

高速分散均质机 /0!.))：上海标本模型厂产品；

120!3) 冷冻干燥机：北京四环科学仪器厂产品；

456!.- 型酸度计：上海雷磁仪器厂产品；789:)))
三恒电泳仪：北京六一仪器厂产品；;<9 凝胶成像

系统"
!# %" 实验方法

!" %" !" 大豆酸沉蛋白（#=99）的制备" 脱脂豆粕

（3)) %）在 . 1 )" ): &>? @ 1 AB$6!58? 缓冲液（ 45
CD )）中 .) E 溶解 . F，C ))) ! 离心，上清液用 .
&>? @ 1 58? 调至 45 G" C，离心" 沉淀物在 G E用水

溶解并调至 45 CD )" C ))) ! 离心，上清液在 G E
用蒸馏水渗析 .G F 然后冷冻干燥［G］"
!" %" $" 大豆蛋白!多糖交联" 将大豆酸沉蛋白与

葡聚糖以不同质量比混合后，用水溶解调至 ( % @
H1 后冷冻干燥" 干燥后的粉状物放置在 () E的干

燥器内，保持相对湿度 ,+I，并在容器底部放置饱

和的 JKB 溶液，时间分别为 ) * , H［-］"
!" %" %" 乳化活性的测定 " 3" ) &1 植物油和 :" )
&1 )" .I 蛋白质溶解液（)D 3 &>? @ 1 磷酸缓冲液

45 ," )）混合震荡并均质化（3 &$L，.) E，3. )))
!）" 从底部抽出 -) !1 样品并用 - &1 质量分数

)D 3I 的十二烷基硫酸钠溶液稀释，在 -)) L& 处测

吸光率［(］"
!" %" &" 高盐对乳化活性的影响" )" 3 &>? @ 1 磷酸

缓冲液（45 ," )）中含有 )" . &>? @ 1 M’8?，将反应 -
H 的样品用上述缓冲液配制成质量分数 )" .I 的

溶液，乳化活性测定方法同 3" :" :"
!" %" ’" 不同 45 值条件下乳化活性的测定" 样品

分别用 )" 3 &>? @ 1 柠檬酸缓冲液（45 :" )）、磷酸缓

冲液（45 ," )）、碳酸盐缓冲液（45 3)" )）配制成质

量 分 数 )D .I 的 溶 解 液，乳 化 活 性 测 定 方 法

同 3" :" :"
!" %" ( " 高温对乳化活性的影响 " 将质量分 数

)D .I的蛋白质溶解液（ )" 3 &>? @ 1 磷酸缓冲液 45
,D )）在 3)) E保温 - &$L，后测定乳化活性，乳化

活性测定方法同3" :" :"
!" %" )" 聚丙烯酰胺凝胶电泳（#N#!9=27）" 3.D -

% @ H1 分离胶，: % @ H1 浓缩胶（ 含质量分数 )" 3I
#N#），蛋白样品（)" 3 % @ H1，.) !1）用 AB$6!甘氨酸

缓冲液（45 C" C），其中包括质量分数 3I #N# 和质

量分数 3I巯基乙醇" 电泳时间 - F，最后用考马斯

亮兰 O!.-) 和品红试剂分别染色［,］"
!" %" * " 反应物的纯化 " 为了除去未被交联的蛋

白质和多糖，用凝胶过滤的方法" #P4F’QBR? #!:))
（,) Q& S: Q&），洗脱液用 -) &&>? @ 1 的乙酸缓冲

液（45 -" )）洗脱，收集液在 G E 条件下用去离子

水透析并冷冻干燥备用［-］"

$" 结果与讨论

大豆蛋白!多糖反应物的乳化性能取决于两种

大分子复合程度，即在一定的条件下取决于反应

时间以及控制反应速度的因素" 反应程度不够，多

糖与蛋白质不能有效地共价键合，这样在乳化时

表现为乳化能力基本上为蛋白质单独存在时的情

况；反应过度则使得蛋白质的反应基团几乎全部

用于与多糖键合，结果产物过于亲水而失去界面

活性" 所有这些结果均不能提高产物的乳化能力"
本次实验分别探讨了反应时间和外界因素对乳化

性能的影响"
$# !" 大豆酸沉蛋白+葡聚糖反应物乳化活性变化

$" !" !" 不同反应时间对乳化活性的影响" 由图 3
所示，不同反应时间大豆酸沉蛋白!葡聚糖交联物

的形成均较大程度提高了乳化能力" 但是，样品的

乳化能力经历了升高和降低两个阶段" 反应开始 3
*- H，多糖与蛋白质受热逐步结合，蛋白质结构部

分展开，提高了大分子的表面活性，从而使乳化能

力得以提高" 随着反应的进行，- H 后，蛋白质由于

与多糖的过度键合而变得越来越亲水，界面活性

逐渐降低，乳化能力也相应下降"
$" !" $ " 不同反应比例乳化活性的变化 " 蛋白质

和多糖的分子间共价键合是在一定的基团间进行

的，为了得到具有一定乳化能力的复合物，要求反

应物的配比适当，因为任何一种反应物的过量都

会对产物的乳化效能产生影响" 理想的产物应该

是蛋白的一部分疏水基团与多糖发生共价键合增

加复合物的亲水性，但又能保留有足够的疏水基

团来维持产物的表面活性" 由图 . 可知，不同蛋白!
多糖比例在同样的反应时间其反应程度明显不

同，本次实验 #=99 和葡聚糖质量比为 3T 3 时，产

物具有最高的乳化效能"
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!!"##；"!"##$葡聚糖干热反应 % &；#!"##$葡聚糖反应 ’

&；! !"##$葡聚糖反应 ( &；$!"##$葡聚糖干热反应 ) &；"
!"##$葡聚糖干热反应 * &；# !"##$葡聚糖干热反应 + &, 各样

品均在 -, % ./0 1 2 磷酸盐缓冲液（34 +, -）中配制,

图 !" 不同反应时间的乳化活度变化

#$%& ! " ’(()*+, -( ./0$-1, +$2), -3 +4) )215,$(6$3%
70-7)0+$),

!!"##；"!"##$葡聚糖质量比 %5 %；#!"##$葡聚糖质量比 %

5 6；! !"##$葡 聚 糖 质 量 比 % 5 ’；$ !"##$葡 聚 糖 质 量 比

%5 (；" !"##$葡聚糖质量比 %5 ), 各样品均在 -, % 7 磷酸盐

缓冲液（34+, -）中配制,

图 8" 不同质量比干热反应 ! 9 乳化活度变化

#$%& 8 " ’(()*+, -( ./0$-1, :)$%4+ -3 +4) )215,$(6$3%
70-7)0+$), -( ;<==>?)@+0/3 *-3A1%/+)， /+
906>4)/+)9 ,+-0/%)

8, !, B " 高盐条件下复合物乳化活性的变化 8 高

盐、高温及酸性条件是工业生产中经常面临的工

艺条件，因此，测定在高盐情况下乳化活性的变化

是必要的, 图 ’ 所示 !"## 与葡聚糖质量比为 %5 %
干热反应 ) & 后复合物乳化活性的变化, 结果表

明，当缓冲液中含有 -, 6 ./0 1 2 9:;0 时，其复合物

的乳化活性并没有因为高盐的存在而受影响, 由

此看出，!"##$多糖反应物在食品工业中有着巨大

的应用潜力,
8, !, C" 34 对乳化活性的影响" 图 ( 显示不同 34
条件下 !"##$葡聚糖交联物的乳化活性, 该复合

物在酸性条件下乳化活性相当稳定，在强碱性条

件下，该交联物的乳化性能和稳定性更加优越, 这

可能是由于碱性条件下更有利于蛋白质吸附在分

散粒子的表面并让其亲水链伸入水相，形成在胶

粒表面的吸附膜以降低其表面张力，而交联物中

的多糖则围绕着胶粒的空间保护层以阻止胶粒的

聚集而使乳化稳定,

! !"##；" !"##$葡聚糖干热 ) & 反应物；# !"##$葡聚糖反

应物干热 ) &（含 -, 6 ./0 1 2 9:;0）, 各样品均在 -, % ./0 1 2 磷酸

盐缓冲液（34+, -）中配制,

图 B" 高盐对 ;<==>葡聚糖干热 D 9 反应物的影响

#$%& B" ’(()*+, -( 4$%4 *-3*)3+0/+$-3 ,/5+ -3 +4) )215>
,$(6$3% 70-7)0+$), -( ;<==>?)@+0/3 *-3A1%/+)，

/+ 906>4)/+)9 ,+-0/%) (-0 D 9/6,

!!"## 在 34 +, - 缓冲液中；反应物在 34 ’, - 缓冲液中配制；

" 34 +, - 缓冲液；# 34 ’, - 缓冲液；! 34 %-, - 缓冲液

图 C" 不同 7E 对 ;<==>葡聚糖反应 D 天产物乳化活性

的影响

#$%& C" ’(()*+, -( ./0$-1, 7E -3 +4) )215,$(6$3% 70-7>
)0+$), -( ;<==>?)@+0/3 *-3A1%/+)， /+ 906>
4)/+)9 ,+-0/%) (-0 D 9/6,

8, !, D" 高温对乳化活性的影响" 图 ) 显示了加热

对 7:<00:=& 反应制备的 !"##$葡聚糖共价复合物

的影响, 反应 ) & 后的样品在 %-- > 保温 ’ .<?
后，其乳化活性改变很小，且没有发现不可溶物的

产生, 这对于蛋白质在食品工业中应用非常有效，

众所周知，食品原料在加工过程中一般要经过巴

氏灭菌，高温处理对于食品工业生产非常普遍的，

所以蛋白与多糖的相互交联在各种功能蛋白食品

应用中有非常广阔的前景,
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!" !# 大豆蛋白$葡聚糖复合反应的电泳图谱分析

大豆蛋白!葡聚糖发生 "#$%%#&’ 反应共价连结

形成复合物可以通过 ()(!*+,- 得到证实. 如图 /
所示，(+**!葡聚糖在 /01，23 为 456 的条件下

发生干热反应逐步形成了共价复合物. 复合物在

蛋白染色以及糖染色图谱中均呈现一条高相对分

子质量的宽带；并且在浓缩胶与分离胶交界处以

及浓缩胶顶部均出现了高分子带，并且随着反应

时间的增加，谱带颜色逐步加深.

"(+**!葡聚糖反应 7 ’ 产物，没有经过热处理；#热处理 800

1保温 9 :$;；!(+**. 各样品均在 0. 8 :<% = > 磷酸盐缓冲液

（?3 4. 0）中配制

图 %# 高温对 &’(($葡聚糖反应 % ) 产物乳化活度的

影响

*+," %# -../012 3. 4/51+6, 3. 25789/ 36 14/ /7:92+.;+6,
8<38/<1+/2 3. &’(($=/>1<56 036?:,51/，51 )<;$
4/51/) 213<5,/ .3< % )5;2

（+）：考马斯亮兰 2@70 染色，（A）：糖蛋白染色；8. (+**；@.

(+**!葡聚糖质量比为 8B 8 混合物；9. (+**!葡聚糖反应 8 ’；

C. (+**!葡聚糖反应 @ ’；7. (+**!葡聚糖反应 9 ’. 箭头表示

浓缩胶顶部以及浓缩胶与分离胶的交界处.

图 @# &’(($葡聚糖质量比为 AB A 干热反应的 &=&$
(’C-

*+," @ # &=&$(39;50<;957+)/ C/9 -9/01<3843</2+2 3.
&’(($=/>1<56 D36?:,51/， 51 =<;$4/51/)
&13<5,/

D D 另外，图谱显示 (+** 中各个组分质量分数随

着反应的发生逐步减少，由于 (+** 包含有不同相

对分子质量的蛋白组分，各个蛋白组分与多糖的

键合反应程度也有所不同. (+** 中高分子区呈现

的主要是 4( 亚基组份，可以看出，4( 各组分与糖

的反应比较明显，反应后原 4( 各蛋白亚基几乎消

失，而在浓缩胶与分离胶处及浓缩胶上部呈现明

显的聚合物谱带；同样的现象也发生在 88( 酸性

亚基，其与多糖的反应也非常明显. 而 88( 碱性亚

基谱带几乎与反应前没有什么区别，以上研究结

果为以后的实验提供进一步的依据，大豆蛋白中

各蛋白组分质量分数不同，功能也有所区别，对于

生成糖蛋白复合物来说，4( 蛋白的反应程度较高，

与功能性质的关系比较密切.
!" E# &’(($葡聚糖复合物的纯化

为了除去没有反应的蛋白质以及多糖，将干

热法制备的 (+**!葡聚糖共价复合物进行凝胶过

滤纯化，结果见图 4.

（+）：(+**!葡 聚 糖 混 合 物 的 凝 胶 色 谱 图；（A）：干 热 反 应 7 ’

(+**!葡聚糖复合物的凝胶色谱

图 F# 反应前后凝胶色谱图比较

*+," F # D456,/2 +6 14/ ,/9 .+91<51+36 8511/<62 3. &’(($
=/>1<56 7+>1:</2 ):<+6, 213<5,/ +6 )<; 2151/

D D 从凝胶色谱图可以明显的看出反应前后峰的
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变化! 没有进行干热反应时，首先洗脱出大豆 ""#
和 $# 蛋白，然后是葡聚糖；反应 % & 后的反应物其

峰的位置发生明显的变化，明显表现为葡聚糖峰

位置前移，即在 ’() *+ 蛋白明显吸收的位置都对

应的在 ,-) *+ 处有明显糖的吸收峰! 说明蛋白与

多糖发生反应得到新的糖蛋白大分子，使其同时

在蛋白质与糖的特定吸收波长处均有吸收!
!" #$ 小$ 结

大豆蛋白主要由具有四级结构的结合球蛋白

构成，利用大豆蛋白与葡聚糖干热反应生成糖蛋

白复合物在高温、高盐以及酸性条件下均有很好

的乳化活性! 实验表明，一般的蛋白.多糖干热反

应需要一周至几周的时间才能生成具有优越乳化

活性的产物，而大豆蛋白与多糖的反应在 % & 已经

达到很好的效果! 另外，大豆蛋白中的 $ # 和 "" #
组分对于反应的敏感度也有所不同，所以不同蛋

白组分与多糖的反应也是值得研究的方向!
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