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高凝胶性大豆球蛋白制备工艺优化

迟玉杰　范　淼
（东北农业大学教育部大豆生物学重点实验室，哈尔滨 １５００３０）

　　【摘要】　以脱脂豆粕为材料，分离纯化后得到大豆球蛋白（１１Ｓ）。通过添加葡萄糖进行糖基化改性，单因素

试验初步得到改性的工艺条件，并在此基础上采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ模型对工艺条件进行优化，测定并分析了改性产物

在各个条件下的凝胶强度。结果表明，最佳工艺条件为：反应温度 ７８６１℃、反应时间 ６０３６ｍｉｎ和葡萄糖质量分数

２８４％，凝胶强度达到 ２７１３７ｇ。根据实际情况，将反应温度设定为８０℃，反应时间设定为６０ｍｉｎ，葡萄糖质量分数

确定为 ３０％，在此条件下进行验证试验，凝胶强度为 ２７０５２ｇ，是未改性大豆球蛋白的 ３０７倍。试验证明优化工

艺能有效且显著提高大豆球蛋白的凝胶强度。
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　　引言

大豆分离蛋白具有独特的功能性质，在食品加

工业中作为功能性辅料而得到广泛应用
［１］
。凝胶

性是大豆分离蛋白最主要的功能特性之一，球蛋白

形成的热致凝胶网络能同时束缚水、脂类、风味物

质、色素和其他成分，并使它们在分散相中保持稳

定，所以凝胶性对于食品加工有着重要作用
［２］
。大

豆分离蛋白凝胶性受环境因素、制备条件和自身组

成结构的影响。大豆中近 ９０％的蛋白质以贮藏蛋
白的形式存在，其中主要是大豆球蛋白（１１Ｓ）和
β伴球蛋白（７Ｓ），因此大豆分离蛋白的凝胶性主要
由１１Ｓ和７Ｓ球蛋白分子结构基础上的理化性质来
体现。１１Ｓ球蛋白是分子量在３００～３６０ｋＤａ之间的



六聚体，分为酸性亚基 Ａ１ａ、Ａ１ｂ、Ａ２、Ａ３、Ａ４、Ａ５和碱性
亚基 Ｂ１ａ、Ｂ１ｂ、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４等 １１个亚基，酸性和碱性亚
基通过二硫键交互对应形成比较稳定的结构形

式
［３］
，分子中巯基含量比 ７Ｓ高，所以 １１Ｓ蛋白具有

较好的凝胶性。Ｕｔｓｕｍｉ也曾报道１１Ｓ球蛋白的凝胶
性明显高于７Ｓ球蛋白［４］

。

糖基化反应是基于蛋白质分子中氨基酸侧链的

自由氨基和糖分子还原末端的羰基之间的羰氨反

应———美拉德反应（Ｍａｉｌｌａｒｄｒｅａｃｔｉｏｎ），该反应中蛋
白质与糖以共价键结合，不需要催化剂，仅加热就可

使该反应自发地进行。蛋白质和糖共价结合的糖基

化产物对于外部条件具有较高的稳定性，与蛋白质

和糖非共价结合相比，其结合不受热或 ｐＨ值的变
化而被破坏

［５～６］
。此方法可以显著改善蛋白质乳化

性、溶解性、凝胶性和起泡性等，是蛋白质改性中较

为理想的方法
［７～１１］

。但是关于糖基化改性的技术

多应用于大豆分离蛋白
［１２～１５］

，而应用于大豆球蛋白

方面的研究却鲜见报道。

本文是在分子水平上探究大豆球蛋白结构变化

与其凝胶性的内在联系，并采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ模型
对影响大豆球蛋白糖基化反应的因素进行优化，以

期为进一步开展糖基化改性影响大豆蛋白结构凝胶

性质的研究提供指导，为建立专用型、功能型大豆蛋

白制品提供理论基础和技术支持。

１　试验材料与试验方法

１１　试验材料与设备
低温脱脂豆粕，哈高科大豆食品有限公司提供，

经粉碎过６０目筛得脱脂豆粉。
葡萄糖，天津市天理化学试剂有限公司；邻苯二

甲醛（ＯＰＡ），Ｓｉｇｍａ公司。
ＴＡＸＴＰｌｕｓ质构仪，ＳｔａｂｌｅＭｉｃｒｏＳｙｓｔｅｍＬｔｄ．；

ＴＤ５Ｍ型离心机，上海卢湘仪离心机仪器有限公司；
ＤＧＧ ９０２３Ａ型电热恒温鼓风干燥箱，上海森信实
验仪器有限公司；ＦＤＵ １１００型冷冻干燥机，日本
ＥＹＥＬＡ公司；ＴＵ １８１０型紫外可见分光光度计，北
京普析通用仪器有限责任公司；ＡＶＡＴＡ３６０型傅里
叶红外光谱仪，美国 Ｎｉｃｏｌｅｔ公司；Ｓ ３４００Ｎ型扫描
电镜，日本日立公司。

１２　试验方法
１２１　１１Ｓ球蛋白制备

采用碱溶酸沉法制备１１Ｓ球蛋白。选用过６０目
的脱脂豆粉，按料液比１∶２０（豆粉质量（ｇ）∶００３ｍｏｌ，
ｐＨ值８５，ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液（ｍＬ））配成物料溶液。
室温下搅拌１ｈ，４℃冷藏２ｈ。离心得上清液并加入
亚硫酸氢钠至 ００１ｍｏｌ／Ｌ，充分搅拌后，将该液用

１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调 ｐＨ值至６４，４℃下冷藏 ２ｈ，离心沉
淀即为１１Ｓ球蛋白。沉淀１１Ｓ球蛋白加４倍体积的
蒸馏水充分搅拌，加入 １ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调 ｐＨ值至
７０。置于分子量为 １０ｋＤａ透析袋，并用蒸馏水冷
藏透析４８ｈ。冷冻干燥机进行冻干［１６］

。

１２２　糖基化蛋白凝胶制备
分别将不同质量的葡萄糖与蒸馏水充分混匀，

再与纯化后的１１Ｓ球蛋白进行混合（蛋白质质量分
数为 １０％）。在热恒温鼓风干燥箱内于一定的温
度、时间反应后立即将该混合物冷却至室温，再进行

冷冻干燥得到１１Ｓ球蛋白 葡萄糖混合粉。将糖基

化改性后的该粉与一定量的蒸馏水混匀（蛋白质质

量分数为 １２％），置于离心管中，２５００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ。用保鲜膜封口，９０℃水浴 ３０ｍｉｎ后，于 ４℃条
件下冷却１２ｈ。待样品恢复室温制成厚度为 ３ｃｍ
的样品，样品底部用于凝胶测定

［１７］
。

１２３　糖基化蛋白疏水性质测定
用００２ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值７４磷酸缓冲液稀释至蛋

白质量浓度为１～５ｍｇ／ｍＬ，取不同质量浓度的稀释
样品４ｍＬ，加入２０μＬ的 ＡＮＳ溶液（采用００２ｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ值７４磷酸缓冲液）作为荧光探针并于室温条件
下保持 １ｈ。采用荧光分光光度计在激发波长
３７０ｎｍ和发射波长４７０ｎｍ下测定样品的荧光强度，
以荧光强度对蛋白质浓度作曲线，曲线斜率即为蛋

白质分子的表面疏水性
［１８～１９］

。

１２４　糖基化蛋白巯基含量测定
表面巯基含量测定：取 ４ｍＬ、０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ甘

氨酸缓冲液（ｐＨ值 ８５，含 ００１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）加入
到１ｍＬ质量分数为４％的蛋白质溶液中，４０℃保温
３０ｍｉｎ，加入１２５μＬ的 ＤＴＮＢ试剂（２０ｍｇＤＴＮＢ溶
于 ５ｍＬ、０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值 ８０的 Ｔｒｉｓ甘氨酸缓冲
液），再在 ２５℃下显色 １０ｍｉｎ，测定波长 ４１２ｎｍ处
的吸光度，以 １３６００Ｍ／ｃｍ消光系数计算巯基含
量。

总巯基含量测定：所用的 Ｔｒｉｓ甘氨酸缓冲液中
含有０２５％ ＳＤＳ，蛋白质质量分数改为 ０４％，其他
同表面巯基的测定。

１２５　糖基化蛋白凝胶性质测定
采用 ＴＡＸＴｐｌｕｓ质构仪进行测定。采用 Ｐ０５

柱形探头，每个样品做３组平行，取平均值。设置探
头最小感知力为 ５ｇ，穿剌前探头运行速度为
５０ｍｍ／ｓ，穿剌的运行速度为 ２０ｍｍ／ｓ，穿剌后返
回的运行速度为２０ｍｍ／ｓ，穿刺距离为 ５ｍｍ，间隔
时间为１ｓ，检测温度为（２５±２）℃。凝胶强度用硬
度（Ｈａｒｄｎｅｓｓ），即探头下压过程中的最大感应力（单
位 ｇ）表示［１３］

。
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１２６　糖基化程度测定
采用 ＯＰＡ法对蛋白中糖基化程度（ＤＧ）进行测

定
［１３］
。取 ＯＰＡ试剂４ｍＬ置于试管中，注入 ２００μＬ

样品液（１０ｍｇ／ｍＬ），混匀后于 ３５℃反应 ２ｍｉｎ，以
ＯＰＡ试剂中加入 ２００μＬ水为空白，在波长 ３４０ｎｍ
下测定其吸光度。反应的糖基化程度计算式为

ＤＧ＝
Ａ０－Ａｔ
Ａ０

×１００％

式中　Ａｔ、Ａ０———ｔ时刻样品、空白样品的吸光度
１２７　糖基化反应验证

采用傅里叶红外光谱仪对空白１１Ｓ球蛋白和优
化后的１１Ｓ球蛋白进行红外吸收光谱分析，对糖基
化反应的实质进行验证。分析方法：取适量待测蛋

白样品，同磨碎的 ＫＢｒ粉末混合，压片后置于红外
光谱仪中全波段（波数４００～４０００ｃｍ－１

）扫描分析，

以 ＫＢｒ作为空白，每个样品的红外光谱为多次扫描
的叠加图。

１２８　凝胶微观结构观察
取待测凝胶样品，切成约２ｍｍ×５ｍｍ的小条，

用体积分数为 ２５％、ｐＨ值 ６８的戊二醛浸泡过夜
固定，再用 ０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值 ６８磷酸缓冲液洗涤
３次，每次 １０ｍｉｎ。然后分别用体积分数为 ５０％、
７０％、８０％和９０％的乙醇进行脱水，每次 １０ｍｉｎ；再
用无水乙醇脱水 ３次，每次 １０ｍｉｎ。之后再用氯仿
脱脂１ｈ，再分别用质量比为 １的 １００％乙醇与叔丁
醇混合液和叔丁醇进行置换各 １次，每次 １５ｍｉｎ。
用冷冻干燥仪对样品进行干燥。扫描时将凝胶样品

观察面向上黏贴在扫描电镜样品台上，用离子溅射

镀膜仪进行离子溅射喷金，将处理好的样品放入样

品盒中待检
［２０］
。

１２９　糖基化蛋白溶解性测定
蛋白质溶解性采用氮溶解指数（ＮＳＩ值）表示。

将质量分数 ０１％的样品溶液调节 ｐＨ值为 ３～１０，
震荡 １０ｍｉｎ，然后于 ２０℃条件下置于离心管中，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ，上清液中的蛋白质含量
采用改进的 Ｌｏｗｒｙ法测定［２１］

，利用牛血清蛋白

（ＢＳＡ）作标准曲线，测定波长５００ｎｍ处的吸光度。
根据样品中蛋白质含量和溶液中蛋白质含量计算

ＮＳＩ值。
１２１０　响应面设计方案

在单因素试验的基础上，以反应温度、反应时间

葡萄糖质量分数为自变量，１１Ｓ球蛋白凝胶强度为
响应值，设计三因素三水平的二次回归方程拟合自

变量和凝胶强度之间的函数关系，采用响应面分析

方法优化提取工艺。试验设计因素水平如表 １所
示。

２　结果与讨论

２１　单因素试验
２１１　反应温度

图１为反应温度与凝胶强度的关系曲线。由图１
可知，在葡萄糖质量分数３％、反应时间６０ｍｉｎ条件
下，产物凝胶强度随着反应温度的升高呈现先上升

后下降，反应温度为 ８０℃时所得产物凝胶强度最
大。这是由于大豆球蛋白的空间构像发生了变化，

导致蛋白质表面疏水性发生变化，即蛋白质分子部

分展开后暴露出了原本埋藏在内部的巯基
［２２］
。而

反应温度过高，蛋白质和葡萄糖反应剧烈，导致葡萄

糖 蛋白复合物部分不能溶解，形成粗糙、富含不溶

物的凝胶，从而使凝胶的强度有所下降。

表 １　试验因素水平

Ｔａｂ．１　Ｌｅｖｅｌｓａｎｄｆａｃｔｏｒｓ

编码

因素

反应温度

ｘ１／℃

反应时间

ｘ２／ｍｉｎ

葡萄糖质量

分数 ｘ３／％

－１ ７０ ５０ ２

０ ８０ ６０ ３

１ ９０ ７０ ４

图 １　反应温度与凝胶强度的关系曲线

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

ｏｎｇｅｌｓｔｒｅｎｇｔｈ
　
　　对于凝胶形成而言，疏水作用是维持凝胶结构
的重要作用力，而蛋白质的表面疏水性与分子间疏

水作用力紧密相关。图２为不同反应温度的糖基化
蛋白疏水性，图中 ｋ１～ｋ５为 ６０～１００℃糖基化蛋白
的表面疏水性。由图 ２可知，随着蛋白质质量分数
的增加，荧光强度随之线性增加，能够较好地反映蛋

白质的疏水性。随着糖基化温度的升高，糖基化蛋

白疏水性不断增加，而这与凝胶强度增长规律相似，

说明疏水性变大可能是凝胶强度变化的重要原因之

一。

２１２　反应时间
图３为反应时间与凝胶强度的关系曲线。由

图３可知，在葡萄糖质量分数 ３％、反应温度 ８０℃条
件下，产物的凝胶强度随着反应时间的增加呈现先

上升后下降，反应时间为 ６０ｍｉｎ时所得产物凝胶强
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图 ２　糖基化蛋白与温度变化的关系曲线

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
　
度最大。大豆球蛋白反应活性随着反应时间的增加

而逐步提高，而随着反应时间的继续增加，蛋白质分

子内或分子间的巯基交联形成了 Ｓ Ｓ，致使总巯基
数目的下降，并且过度的结合反应使得能源消耗且

不能达到最好的效果，致使产物凝胶强度出现下降。

图 ３　反应时间与凝胶强度的关系曲线

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｇｅｌｓｔｒｅｎｇｔｈ
　
由图４可知，随着反应时间的延长，表面巯基含

量增加，而总巯基含量减小。这说明加热过程中蛋

白质发生糖基化反应的同时，其蛋白质构象也发生

了变化，蛋白质分子部分展开，将原来包含于内部的

巯基暴露出来，同时蛋白质分子间或分子内形成了

二硫键，使得总巯基含量下降。

图 ４　糖基化蛋白巯基含量随反应时间的变化曲线

Ｆｉｇ．４　Ｃｈａｎｇｅｏｆｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌｇｒｏｕｐｓｃｏｎｔｅｎｔｏｆ

ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
　

２１３　葡萄糖质量分数
图 ５为葡萄糖质量分数与凝胶强度的关系曲

线。由图５可知，在反应温度８０℃、反应时间６０ｍｉｎ
条件下，产物凝胶强度随着葡萄糖质量分数的增大

呈现先上升后下降，葡萄糖质量分数为 ３％时所得
产物凝胶强度最大。由于两种分子的反应机理还有

待于进一步研究，因此正确认识葡萄糖的添加量还

需要深入的探究。

单因素试验结果表明：反应温度为 ８０℃、反应

图 ５　不同葡萄糖添加质量分数对凝胶强度的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｄｄｉｎｇｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｌｕｃｏｓｅ

ｏｎｇｅｌｓｔｒｅｎｇｔｈ
　
时间为６０ｍｉｎ、葡萄糖质量分数为 ３％时，大豆球蛋
白凝胶强度最大，糖基化反应的效果最好。各因素

在较低水平均对凝胶强度有促进作用，而在较高的

水平下产物凝胶强度下降，这可能是由糖基化产物

溶解性差、携带电荷多等因素所导致的。因此选取

葡萄糖质量分数 ２％ ～４％，反应温度 ７０～９０℃，反
应时间５０～７０ｍｉｎ为响应面试验因素水平的范围
（表１）。
２２　响应面试验结果
２２１　糖基化反应模型

应用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７１软件，对表 ２中的数据
进行多元回归拟合，可得反应温度（Ｘ１）、反应时间
（Ｘ２）、葡萄糖添加质量分数（Ｘ３）编码值与产物凝胶
强度的二次多项回归方程为

Ｙ＝２６８４３－２１３５Ｘ１－０６８Ｘ２－１７８２Ｘ３＋
１２２Ｘ１Ｘ２－２８８１Ｘ１Ｘ３－１８８２Ｘ２Ｘ３－

５９６４Ｘ２１－６１８８Ｘ
２
２－４３２７Ｘ

２
３

表 ２　试验设计条件及结果

Ｔａｂ．２　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试验序号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ 凝胶强度 Ｙ／ｇ ＤＧ／％

１ １ －１ ０ １２６３４ ４３３９

２ －１ －１ ０ １７７６８ １４５４

３ ０ －１ １ １６１７１ ２５３０

４ １ ０ －１ １９５０８ ４４９４

５ ０ ０ ０ ２５７５３ ３１２３

６ ０ ０ ０ ２６０３８ ２９４３

７ １ １ ０ １１８９３ ５８４８

８ －１ １ ０ １６５４１ ２１５８

９ １ ０ １ ９９８２ ５５３４

１０ ０ ０ ０ ２８５２０ ２９７６

１１ ０ －１ －１ １５７７１ ２３１３

１２ ０ ０ ０ ２７０９４ ３０７３

１３ －１ ０ －１ １７３９７ ２００３

１４ ０ １ －１ ２０２４９ ４０６５

１５ ０ １ １ １３１２０ ４８２３

１６ －１ ０ １ １９３９３ ２５５２

１７ ０ ０ ０ ２６８０９ ３２２０
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　　由表３的方差分析可以看出，凝胶强度的失拟
Ｐ＞００５，这说明其他因素对试验结果干扰较小，模
型能较好地反映数据；而凝胶强度的模型 Ｐ＜００５，
说明方程与实际情况拟合良好，能够反映凝胶强度

与反应温度、反应时间、葡萄糖添加质量分数之间的

关系；同时模型的决定系数 Ｒ２为 ０９８７３，说明
９８７３％的变更可通过该模型解释；模型的调整决定
系数是０９７０９，说明该模型可以解释 ９７０９％影响
值的变化，进而表明此模型拟合度高，试验误差较

小。因此可以利用此模型对糖基化改性反应过程进

行分析和预测。

表 ３　凝胶强度的方差分析

Ｔａｂ．３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｌｓｔｒｅｎｇｔｈ

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ

模型 ５４２５６８６ ９ ６０２８５４ ６０２５ ＜００００１

Ｘ１ ３６４７４３ １ ３６４７４３ ３６４６ ００００５

Ｘ２ ３６６ １ ３６６ ００３７ ０８５３８

Ｘ３ ２５４１４９ １ ２５４１４９ ２５４０ ０００１５

Ｘ１Ｘ２ ５９０ １ ５９０ ００６ ０８１５０

Ｘ１Ｘ３ ３３１８９１ １ ３３１８９１ ３３１７ ００００７

Ｘ２Ｘ３ １４１７１５ １ １４１７１４６ １４１６ ０００７０

Ｘ２１ １４８８５１５ １ １４８８５１５ １４８７７ ＜００００１

Ｘ２２ １６１２２８０ １ １６１２２８０ １６１１５ ＜００００１

Ｘ２３ ７８８３４３ １ ７８８３４３ ７８７９ ＜００００１

残差 ７００３６ ７ １０００５

失拟 ２２９０１ ３ ７６３７ ０６５ ０６２４１

纯误差 ４７１２６ ４ １１７８２

总和 ５４９５７２２ １６

　　注：Ｐ＜００１极显著（）；Ｐ＞００５不显著（）。

２２２　响应面优化
图６为回归方程的响应曲面及等高线图。由图

可知，当反应温度、反应时间、葡萄糖质量分数固定

在零水平，高凝胶强度集中在中心区域，最高可达到

２７１３７ｇ。各因素在较低水平均对凝胶强度有促进
作用，而在较高的水平下产物的凝胶强度明显下降，

这可能是由于糖基化改性后产物溶解性差所导致

的。糖基化反应受到多种因素的影响，其中反应物

浓度和温度是影响反应的关键因素
［２３］
。主要是由

于葡萄糖的浓度随着温度增加而增加，所以温度影

响葡萄糖的反应活性
［２４］
。关于反应因素对凝胶强

度影响程度没有统一的说法，这可能是由于各研究

间的反应条件不同造成的。本试验结果表明各因素

对凝胶强度的影响从大到小依次为：反应温度、葡萄

糖添加质量分数和反应时间。

图 ６　凝胶强度影响因素的响应面分析

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ

ｆａｃｔｏｒｓｏｆｇｅｌｓｔｒｅｎｇｔｈ
　
２２３　最适条件的确定和模型的验证

利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７１软件对糖基化改性工艺
进行优化。当反应温度为 ７８６１℃、反应时间为
６０３６ｍｉｎ和葡萄糖质量分数为 ２８４％时凝胶强度
可达到２７１３７ｇ。根据实际情况，将反应温度设定
为８０℃，反应时间设定为 ６０ｍｉｎ，葡萄糖质量分数
设定为３０％，在此条件下进行验证试验，凝胶强度
为２７０５２ｇ，相对偏差为０３１％。表明 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ
模型优化可成功用于糖基化反应的优化，所得参数

准确可靠，具有使用价值。根据上述优化的试验条

件进行验证试验，将空白与改性后 １１Ｓ球蛋白凝胶
性能进行比较，采用 ＳＰＳＳ１３０分析软件进行数据
处理得到，空白样品凝胶强度为（８８１１±０４）ｇ，糖
基化改性样品凝胶强度为（２７０５２±０８）ｇ，改性后
样品是空白样品凝胶强度 ３０７倍，糖基化改性的
１１Ｓ球蛋白凝胶性能大幅度提高。改性样品的糖基
化程度为３０６７％，说明约有３０６７％的大豆球蛋白
进行糖基化反应。

２３　红外光谱分析
由图 ７可见，经糖基化处理的样品只有部分吸

收峰发生了变化，表明糖基化改性只是对某些特殊
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的氨基酸残基起作用，对于大多数氨基酸残基没有

影响。当蛋白质共价结合糖分子后，一个典型的特

征是蛋白质分子中的羟基增加，在红外图谱中的具

体体现是波数３７００～３２００ｃｍ－１
时（νＣ—Ｈ）出现一个

较宽峰
［２５］
。从图７中可知，糖基化 １１Ｓ样品较空白

１１Ｓ样品在波数 ３７００～３２００ｃｍ－１
的峰型变宽，因

此可以认为葡萄糖分子以共价键的形式接入到 １１Ｓ
球蛋白分子上。有文献报道，美拉德反应的中间产物

席夫碱含有 Ｃ Ｎ，波数 νＣ Ｎ为１６９０～１６４０ｃｍ
－１
，吸

收强度随化合物而异
［２６］
。但是，酰胺中的羰基在波

数１６９０～１６３０ｃｍ－１
处也有吸收，加上美拉德产物

本身的复杂性，因此从红外图谱中判断反应物中是

否含有 Ｃ Ｎ还有待进一步的研究。

图 ７　样品的红外图谱

Ｆｉｇ．７　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｓａｍｐｌｅｓ
　
２４　凝胶微观结构观察

空白１１Ｓ球蛋白（图８ａ）凝胶呈多孔、疏松不规
则的网状结构，形成的胶束多是由单一颗粒的链接

而成“串球状”，而经过糖基化改性优化处理的样品

（图 ８ｂ），凝胶结构发生明显变化，糖基化蛋白凝胶
样品的微观结构非常紧密，网状空隙很小，细胶束的

聚集增加，形成纤细状的凝胶，以至于在 ５０００倍的
观察下，凝胶网络显现得非常光滑，只有在更高的放

大倍数下才能观察到其微观结构的特点。凝胶网络

结构随着糖基化改性变得规则、致密，从宏观上体现

为凝胶硬度的提高。这主要是由于糖基化蛋白结构

发生了变化，导致在凝胶网络形成过程中氢键、疏水

和静电相互作用等各种作用力发生改变，整体上提

高了形成三维网状结构的作用力，从而产生了致密

凝胶网络结构
［２０］
。

２５　糖基化蛋白溶解性分析
图９表明糖基化蛋白的溶解性均随着反应时间

的增加呈现先增加后变化平缓。这是由于在反应初

图 ８　样品的微观结构图

Ｆｉｇ．８　Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｒｕｅｏｆｓａｍｐｌｅｓ
　

　　

图 ９　糖基化蛋白溶解性随反应时间的变化曲线

Ｆｉｇ．９　Ｃｈａｎｇｅｉｎｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
　
期，糖链的引入为１１Ｓ球蛋白带来亲水性羟基，增加
蛋白的亲水性，同时适当的热处理有助于蛋白质溶

解性的改善。随着反应的进行，亲水性羟基的增加

对蛋白溶解性的影响不显著，故溶解性变化不明显。

另外，随着反应时间的延长，可能会造成部分蛋白分

子的聚集，故溶解性略有降低。

３　结论

（１）红外光谱分析证实，葡萄糖分子以共价键
的形式接入到 １１Ｓ球蛋白分子上。对照试验显示，
改性后的１１Ｓ球蛋白凝胶强度得到大幅度提高，证
实是糖基化改性的结果。

（２）扫描电镜观察到空白、糖基化改性 １１Ｓ球
蛋白凝胶的微观结构明显不同，凝胶网络结构随着

糖基化改性变得规则、致密，从宏观上体现为凝胶硬

度和持水性的提高。从分子水平上揭示了大豆球蛋

白结构变化与凝胶性内在的联系。

（３）优化后的工艺条件为：反应温度 ７８６１℃、
反应时间 ６０３６ｍｉｎ和葡萄糖质量分数 ２８４％，凝
胶强度可达到 ２７１３７ｇ。根据实际情况，确定反应
温度为８０℃、反应时间为６０ｍｉｎ和葡萄糖质量分数
为 ３０％，在此条件下作验证试验，凝胶强度为
２７０５２ｇ，是未改性大豆球蛋白的３０７倍。
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