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摘要!为了分析体外消化作用及超滤处理对糖基化大豆蛋白抗氧化活性及抑菌活性的影响!分别利

用胃蛋白酶及胰蛋白酶酶解糖基化大豆蛋白!在一定的条件下水解度分别达到了 '5)<和 15'<!

此时可溶性蛋白质含量分别为 #251&#05" ,Mb,G#再经过超滤处理得到相对分子质量低于 0 """

的组分!两种超滤组分的可溶性蛋白质含量分别为 )510&#"510 ,Mb,G% 糖基化大豆蛋白体外消化

产物的抑菌活性没有发生显著变化!但是抗氧化活性下降#进一步的超滤处理能够获得具有较高生

物活性的组分'胃蛋白酶消化产物超滤组分的亚铁离子螯合率提高了约 # 倍#胰蛋白酶消化产物超

滤组分的还原力及羟基自由基清除率显著提高#同时!胃蛋白酶消化产物超滤组分对大肠杆菌具有

抑制活性!而胰蛋白酶消化产物超滤组分则具有较强的抑制作用% 结果表明!结合体外消化作用及

超滤处理能够显著改善糖基化大豆蛋白的生物活性%
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((大豆蛋白是一种优质的蛋白质资源$来源广泛$

价格低廉$是亚洲的传统食品$尤其在保障我国膳食

蛋白质供给方面发挥着重要的作用% 蛋白质的功能

特性在食品加工中发挥着重要的作用$很多研究通

过蛋白质改性技术改善蛋白质的功能特性$以满足

食品加工的要求% 糖基化反应是一种比较有前景的

蛋白质改性技术$通过 D-.//-9W 反应或酶交联反应

"如转谷氨酰胺酶$*5@5!525!5#2#

(#)制备蛋白质与

多糖复合物$旨在将多糖的特性与蛋白质的特性相

结合$赋予蛋白质新的功能特性% 已有研究表明$在

体外实验中$多糖与大豆蛋白的复合物具有抑菌及

抗氧化作用% 如大豆 $> 球蛋白与壳聚糖复合物通

过对细菌细胞膜的静电排斥作用$可抑制微生物的

生长(!)

!大豆蛋白与葡聚糖的共聚物具有良好的抗

氧化活性(2)

$这对延长食品货架期及抑制脂质氧化

等具有重要意义%

除了糖基化反应$酶解反应通过改变蛋白质的

相对分子质量及二级结构等$能够显著地改变蛋白

质的功能特性% 而且酶反应具有反应条件温和'可

控性强等优点$也是一种较好的蛋白质改性技术%

大豆蛋白酶解后所得产物具有多种生理功能$如降

胆固醇(')

'免疫调节(0)

'抗氧化(1)和抑菌作用($)

%

利用超滤膜分离技术分离酶解产物$能够获得具有

不同相对分子质量的组分$得到具有不同功能特性

的酶解产物% N.,|E;P%J8.P等(&)报道$酶解产物经

过超滤处理表现出不同的抗氧化活性$超滤所得的

2 个组分中$相对分子质量低于 2 """ 的组分抗氧化

活性最高!F8 等()) 报道$相对于相对分子质量

!"" j)"" 组分$相对分子质量 )"" j# '"" 的鲭鱼酶

解产物具有较高的还原力%

利用转谷氨酰胺酶的催化作用$促使大豆分离

蛋白">YH#和壳寡糖发生糖基化反应$制备糖基化

大豆蛋白"C>YH#$该反应改善了大豆蛋白的流变性

和乳化性等(#")

% 然而其酶解产物对生物活性的影

响尚未研究% 本研究模拟体外消化反应采用胃蛋白

酶和胰蛋白酶酶解糖基化大豆蛋白$随后采用超滤

的方法分离得到相对分子质量低于 0 """ 的组分$

分析糖基化大豆蛋白的体外消化产物及其超滤组分

的抑菌性及抗氧化活性$为酶法制备食源性生物活

性糖肽提供理论依据%

78材料与方法

#5#(实验材料

脱脂豆粉&哈尔滨市宾县禹王植物蛋白有限公

司!转谷氨酰胺酶&江苏一鸣精细化工有限公司!壳

寡糖&浙江金壳生物化学有限公司!胃蛋白酶'胰蛋

白酶&>.M,-公司!大肠杆菌 @)1>+&-1>-' 1,7-&学院实

验室提供$采用Gf培养基培养% IVY%0 %@%'D?

型中空纤维超滤柱 " 0""" BDF@#& C*公司!

Ik0#"" 型紫外可见分光光度计!_>R%!&"f型手

提式压力蒸汽灭菌器!CA'0"" 型隔水式培养箱!

*E>[.9;型全波长多功能酶标仪%

#5!(实验方法

#5!5#(糖基化大豆蛋白的制备

参照文献(#")的方法制备糖基化大豆蛋白%

经热变性")"d$#" ,.E#的大豆分离蛋白"以脱脂

豆粉为原料$经碱溶酸沉法制备#分散液与壳寡糖

溶液混合$使体系的大豆蛋白质量浓度为 '" MbG$壳

寡糖与大豆蛋白的摩尔比为 2i#% 向混合体系中加

入转谷氨酰胺酶"加入量为 #" IbM$以大豆蛋白质

量计#$在 2$d下反应 2 Q% 反应结束后加热灭酶

"&0d$#" ,.E#$随后冷却至 !0d$调 [A至 '50$等

电沉淀后离心$所得沉淀经水洗'冻干即为糖基化大

豆蛋白%

#5!5!(糖基化大豆蛋白体外消化产物及其超滤组

分的制备

配制质量浓度为 20 MbG的糖基化大豆蛋白分

散液$)"d热处理 #" ,.E 后$调 [A至 !5""用于胃

蛋白酶酶解#或 150"用于胰蛋白酶酶解#% 按照酶

与蛋白质量比 #i#"" 的比例加入胃蛋白酶b胰蛋白

酶$2$d酶解反应 2 Q$期间每隔 #0 ,.E 取样$立即

在 &0d灭酶 #" ,.E$分别测定样品的水解度和可溶

性蛋白质含量以确定最佳酶解时间%

优化条件下制备的糖基化大豆蛋白体外消化产

物$利用超滤系统对其进行超滤处理制得相对分子

质量低于 0 """ 的组分$分析体外消化产物及其超

滤组分的抗氧化活性及抑菌活性%

#5!52(水解度的测定

参照 B.;/X;E 等(##) 的方法$采用邻苯二甲醛

"aY?#法测定水解度% 具体为&'""

!

G丝氨酸标准

溶液""5# ,Mb,G#或者样品稀释液与 2 ,GaY?试

剂混匀$避光反应 0 ,.E 后$立即在 2'" E,波长处

测定其吸光度% 以同体积的去离子水代替样品为对

照% 水解度"QA#计算公式如下&
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标准样品和对照的吸光度!R为以 #"" ,G为单位的

样品的质量$M!*为样品中的蛋白质含量!>

S7S

为每

克蛋白质中肽键数 " >

S7S

o$5&#!

!

为常数 "

!

o

" )̂$"#!

"

为常数"

"

o"52'!#%

#5!5'(可溶性蛋白质含量分析

采用G7\9L法(#!)测定可溶性蛋白质含量$以每

毫升样品中所含的蛋白质质量表示%

#5!50(抗氧化活性分析

根据文献(#2)的方法测定大豆蛋白体外消化

产物及其超滤组分的抗氧化活性%

#5!51(抑菌活性分析

参照文献(#')采用滤纸片法分析抑菌活性%

将大肠杆菌菌种接种到 Gf斜面培养基上$于 2$d

培养至对数生长期$梯度稀释大肠杆菌菌液$调整菌

悬液的密度约为 #"

1

@VIb,G$待用% 吸取 !""

!

G

制备的菌悬液"#"

1

j#"

$个b,G#$均匀涂布到培养

皿上$随后放置圆形滤纸片$每个滤纸片加入定量待

测样品"糖基化大豆蛋白体外消化产物及其超滤组

分#% 在 2$d培养 !' Q$观察是否产生抑菌圈以及

抑菌圈的大小$进而判断样品的抑菌活性% 抑菌圈

直径大于 !" ,,为极敏$#0 j#) ,,为高敏$#" j

#' ,,为中敏$#" ,,以下为低敏!直径小于或等于

$ ,,为无抑菌作用(#0)

%

98结果与讨论

!5#(糖基化大豆蛋白体外酶解时间的确定

利用转谷氨酰胺酶的催化作用制备糖基化大豆

蛋白$随后分别利用胃蛋白酶及胰蛋白酶在不同条

件下酶解糖基化大豆蛋白$通过断裂肽键获得不同

的酶解产物% 不同酶解时间的酶解产物对应的水解

度测定结果见图 #%

图 78糖基化大豆分离蛋白酶解产物的水解度

((从图 # 可以看出$糖基化大豆蛋白酶解产物的

水解度随着酶解时间的延长而增加$当酶解时间达

到 #10 ,.E 后$水解度并未随着酶解时间的延长发

生显著变化$因此酶解时间确定为 #10 ,.E% 此时胃

蛋白酶和胰蛋白酶酶解产物水解度分别为 '5)<和

15'<%

!5!(超滤处理对糖基化大豆蛋白体外消化产物可

溶性蛋白质含量的影响

采用 V7/.E 酚法测定不同酶解时间的胃蛋白酶

酶解产物'胰蛋白酶酶解产物以及超滤组分的可溶

性蛋白质含量$结果分别见图 !-'图 !]%

(((

图 98超滤前后不同酶解时间的酶解产物的可溶性蛋白质含量

((从图 ! 可以看出$随着酶解时间的延长$所得体

外消化产物的可溶性蛋白质含量增加$但是增加到

一定程度后$可溶性蛋白质含量并未随着酶解时间

发生显著变化% 相对于胃蛋白酶酶解产物"图 !-#$

胰蛋白酶酶解产物"图 !]#中的可溶性蛋白质含量

较高$当酶解时间为 #10 ,.E 时$胰蛋白酶酶解产物

中的可溶性蛋白质含量达到 #05" ,Mb,G%

从图 ! 还可以看出$超滤处理对酶解产物的可

溶性蛋白质含量影响较大% 超滤处理后$酶解产物

中的可溶性蛋白质含量下降$这是因为酶解产物中

含有部分相对分子质量大于 0 """ 的组分$在超滤

过程中被分离出去% 两种体外消化产物相对分子质

量低于 0 """ 的超滤组分的可溶性蛋白质含量随着

酶解时间的延长总体呈增加趋势% 当酶解时间为

#10 ,.E时$胃蛋白酶和胰蛋白酶体外消化产物的超

滤组分的可溶性蛋白质含量较高$分别达到了和

) 1̂0 ,Mb,G和 #"510 ,Mb,G% 此时$相对分子质量

低于 0 """ 的超滤组分分别占体外消化产物的

$" $̂<和 $#5"<% 此后超滤组分的可溶性蛋白质

含量并未随着酶解时间的延长而显著增加% 因而$

本研究进一步分析酶解时间为 #10 ,.E 时所得体外

消化产物及其超滤组分的抗氧化活性和抑菌活性%
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!52(糖基化大豆蛋白体外消化产物及其超滤组分

的抗氧化活性评价

抗氧化剂通过自身的还原作用给出电子$进而

清除自由基$还原能力越强$抗氧化性越强% 研究

中$通过测得 $"" E,处吸光度间接反映抗氧化剂还

原能力的大小$吸光度越大$还原能力越强% 糖基化

大豆蛋白体外消化产物及其超滤组分的抗氧化活性

测定结果如图 2 所示%

((((

(注&C>YH表示糖基化大豆蛋白!Y%C>YH表示糖基化大豆蛋白的胃蛋白酶酶解产物!=%C>YH表示糖基化大豆蛋白的胰蛋

白酶酶解产物!VY%C>YH表示胃蛋白酶酶解产物超滤组分!V=%C>YH表示胰蛋白酶酶解产物超滤组分%

图 ;8糖基化大豆蛋白体外消化产物及其超滤组分的抗氧化活性

((从图 2 可以看出$糖基化大豆蛋白经过体外消

化处理$其还原力没有发生显著的改变% 然而$超滤

组分的还原力显著提高$并且胰蛋白酶酶解产物超

滤组分的还原力最高$显著高于糖基化大豆蛋白%

从图 2 还可以看出$糖基化大豆蛋白经过胃蛋

白酶及胰蛋白酶酶解后$所得产物对羟基自由基的

清除作用降低% 超滤对酶解产物的羟基自由基的清

除率影响较大$糖基化大豆蛋白胰蛋白酶酶解产物

超滤处理后$羟基自由基的清除作用显著提高$而其

胃蛋白酶酶解产物超滤后对羟基自由基的清除作用

却有所降低% 胃蛋白酶和胰蛋白酶的酶切位点不

同$前者特异性作用于 YQ;'=9['=L9等疏水性氨基

酸$后者则为 ?9M'GLX等(#1)

$导致产物的组分明显

不同$因而表现出了不同的羟基自由基清除率% 同

样可以看出$体外消化作用及超滤处理对糖基化大

豆蛋白的亚铁离子螯合率的影响也较大$糖基化大

豆蛋白胰蛋白酶酶解产物及超滤组分的亚铁离子螯

合率下降$而糖基化大豆蛋白胃蛋白酶酶解产物的

超滤组分的亚铁离子螯合能力显著提高$达到了

$05&<$增加了约 # 倍%

!5'(糖基化大豆蛋白体外消化产物及其超滤组分

对大肠杆菌抑菌活性评价

采用滤纸片法直观地观察糖基化大豆蛋白体外

消化产物及其超滤组分对大肠杆菌的抑菌效果$结

果如表 # 所示%

表 78糖基化大豆蛋白体外消化产物及其超滤组分产生的抑菌圈直径

样品
不同加样量的抑菌圈直径b,,

#"

!

G !"

!

G 2"

!

G

糖基化大豆蛋白 151" 151" 151"

胰蛋白酶酶解产物 15&" 15&" 15&"

胃蛋白酶酶解产物 $50" &5#! &51"

胃蛋白酶酶解产物超滤组分 &5#0 &5&0 )5#0

胰蛋白酶酶解产物超滤组分 #&5!" !05'" !151"

((从表 # 可以看出$糖基化大豆蛋白及其胰蛋白

酶酶解产物在加入量为 #" j2"

!

G时$抑菌圈直径

都小于 $ ,,$表明糖基化大豆蛋白及其胰蛋白酶酶

解产物没有抑菌活性% 糖基化大豆蛋白的胃蛋白酶

酶解产物及其超滤组分的抑菌圈直径在 $50" j

) #̂0 ,,$表明糖基化大豆蛋白的胃蛋白酶酶解产

物及其超滤组分具有抑菌活性$为低敏% 然而$糖基

化大豆蛋白的胰蛋白酶酶解产物的超滤组分$当待

0&
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测样品加样量为 #" j2"

!

G时$抑菌圈直径在

#&5! j!151 ,,范围内$可见其抑菌效果比较显著%

;8结8论

利用转谷氨酰胺酶催化大豆蛋白发生糖基化反

应制备糖基化大豆蛋白$随后模拟体外消化作用

"胃蛋白酶酶解和胰蛋白酶酶解#获得水解度分别

为 '5)<和 15'<的酶解产物% 该处理导致糖基化

大豆蛋白的抗氧化活性下降$同时未显著引起抑菌

活性的变化% 然而$上述体外消化产物经过超滤处

理"获得相对分子质量低于 0 """ 的组分#后$能够

获得具有较高抗氧化活性及抑菌活性的组分$具体

表现为&糖基化大豆蛋白胃蛋白酶酶解产物超滤组

分的亚铁离子螯合率显著提高$达到 $0<以上!其

胰蛋白酶酶解产物超滤组分的还原力和羟基自由基

清除率显著提高!胃蛋白酶酶解产物超滤组分对大

肠杆菌能够起到抑制作用$而胰蛋白酶酶解产物超

滤组分具有较强的抑制作用%
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