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摘要!酶法水解大豆蛋白可以生产多种生物活性肽#但在酶解过程中肽段的二次聚集会产生不溶沉

淀#降低蛋白质利用率' 研究了 ^@偏移对大豆蛋白酶解聚集体解聚的影响' 结果表明*CH+OHOYU

碱性蛋白酶酶解大豆蛋白获得的不溶沉淀#是以疏水相互作用为主要分子间作用力的大豆肽聚集

体)^@偏移赋予的静电斥力能促使大豆肽聚集体解聚和重排#大豆肽蛋白质利用率从 3%="^@3$

增加到 &>="^@#!$#并将大豆肽的平均粒径由 !%2 ,N减小至 #"2 ,N)同时#^@偏移使疏水性氨

基酸在不溶肽聚集体中积累#增加二级结构中的无规则卷曲含量#但不影响不溶肽聚集体的相对分

子质量分布' 因此#^@偏移技术可安全有效地促使大豆肽不溶聚集体解聚'
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88酶法水解植物蛋白被认为是抵抗蛋白质消化不

良%降低蛋白质致敏性%消除蛋白质不良风味的有效

方式# 其中!酶法水解大豆蛋白生产的功能肽具有

抗氧化%免疫调节%降胆固醇等多种生理活性0# $!1

!

最大程度保留了大豆蛋白的营养价值和功能价值#

目前!大豆蛋白的酶法水解已被广泛应用于生物活

性肽的生产中# 然而!诸如大豆蛋白之类的植物蛋

白水解后!常不可避免地自发形成肽 $肽聚集或

肽$蛋白质聚集!甚至形成不溶肽聚集体!尤其是工

业生产中!不溶肽聚集体最高可以达到 2"=

021

!受

到溶解度的制约!生产实践中常将此部分作为廉价

动物饲料!造成蛋白质营养价值流失# 氨基酸分析

表明!不溶肽聚集体氨基酸种类丰富!营养价值较

高0%1

!因而对肽聚集体性质和解聚的研究具有重要

的经济价值和现实意义#
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^@偏移是指将蛋白质分子暴露于远低于*或

高于+蛋白质等电点*^A+的 ^@下!较强的电荷排斥

力将促使多肽链充分展开!当将结构展开或部分展

开的分子重新置于中性 ^@条件下*其中分子内电

荷排斥力大大降低+时!肽链会发生一定程度的重

新折叠!从而改善蛋白质的表面性质# b.O,0等0>1通

过 ^@偏移诱导大豆蛋白结构变化!改善了其功能

性质!且无不良效果# 然而!目前还没有类似方法用

于改善不溶肽聚集体的报道#

本文首次研究了 ^@偏移对大豆肽聚集体的解

聚作用!同时对不同程度 ^@偏移后大豆肽聚集体

的结构性质进行表征#

$%材料与方法

#'#8实验材料

大豆分离蛋白*6<A!蛋白质含量 (!=+!诺利如

一公司提供"CH+OHOYU!'% 7:碱性蛋白酶*最适温度

>" J4"e!最适 ^@& J#"!酶活 !'% Cc)0+!诺维信

公司#

氢氧化钠%盐酸%溴化钾%尿素%十二烷基硫酸钠

*6;6+等!均为分析纯#

B.+GHUIA6#" 傅里叶变换红外光谱仪!美国

B.+GHUI公司"C0.HU,I#!4" 自动氨基酸分析仪!美国

安捷伦公司"SUIOY./UW,O,GS6纳米粒度及SUIO电位

仪!英国马尔文公司#

#'!8实验方法

#'!'#86<A的酶解和水解度的测定

准确称取一定量的 6<A溶于去离子水中!配成

#"=的 6<A溶液!室温下搅拌 ! R!加入 !=的

CH+OHOYU碱性蛋白酶!在 >4e下酶解 % R!酶解过程

中用 # NGH)E的 BOD@或 # NGH)E的 @9H维持酶解

反应 ^@在 &'3!酶解结束后!将酶解液在沸水浴中

加热 #" N.,灭酶!在 %e下透析 !% R!得到大豆蛋白

酶解液!于$!"e存放!备用!并参照 B.UHYU,

041的方

法测定酶解液的水解度#

#'!'!8大豆肽聚集体的制备

取大豆蛋白酶解液!调节 ^@至 3!于 #" """ A%

%e条件下离心!沉淀冻干即为不溶肽聚集体*6<C+#

取大豆蛋白酶解液!分别调节 ^@至 #!%##%#"%

(%&!旋涡振荡 ! N.,!迅速回调 ^@至 3!在 %e下透

析 !% R!并于 #" """ A%%e条件下离心 !" N.,!沉淀

用蒸馏水洗涤两次后冻干!得到不同 ^@偏移处理

后的不溶肽聚集体!分别记为 6<C

#!

%6<C

##

%6<C

#"

%

6<C

(

%6<C

&

#

用凯氏定氮法031测定 6<C蛋白质含量!按式

*#+计算大豆肽蛋白质利用率*3+#

3l*# $,

#

9,

"

+ k#""= *#+

式中,,

#

为不溶肽聚集体中蛋白质质量",

"

为

6<A中的蛋白质质量#

#'!'28分子间作用力的测定

参照SRO,0

0%1的方法并有所改进# 将 6<C样品

溶解在 4 种还原剂中,

"

<[6!"'"# NGH)E%^@3'"

的磷酸盐缓冲液"

#

;55!含有 "'"> NGH)E;55的

<[6溶液"

$

cWUO!含有 & NGH)E尿素的 <[6 溶液"

%

6;6!含有 #= 6;6的<[6 溶液"

&

cWUO$6;6!含

有 & NGH)E尿素和 #= 6;6 的 <[6 溶液"

'

;55$

cWUO$6;6!含有 & NGH)E尿素%#= 6;6 和 "?">

NGH)E;55的<[6溶液#

向 >" N06<C中分别加入 #" NE4 种上述还原

剂!旋涡振荡 ! N.,!在 #" """ A%%e下离心 #" N.,!

沉淀用蒸馏水洗涤两次!将沉淀分散在 2 NE"'"#

NGH)EBOD@中!使用 [9C法0&1测定沉淀分散液中

蛋白质含量并计算各溶剂中的蛋白质溶解度*H+#

H l*# $,

!

9,

"

J+ k#"": *!+

式中,,

!

为沉淀中蛋白质的质量",

"

s为聚集体

中蛋白质的质量#

#'!'%8粒径和电位的测定

取大豆蛋白酶解液分别调节 ^@至 #!%##%#"%

(%&%3!旋涡振荡 ! N.,!迅速回调 ^@至 3!并于

#" """ A%%e条件下离心 !" N.,!上清液在 %e下透

析 !% R!作为经过不同 ^@偏移处理的大豆肽液!并

稀释至蛋白质含量 "'#=!使用纳米粒度及SUIO电位

仪测定大豆肽的平均粒径%粒径分布和K(&.电位#

#'!'>86<A%6<C%6<C

#!

二级结构的测定

采用傅里叶变换红外光谱仪测定样品的二级结

构!参照SRG\等0(1的方法并改进# 分别称取 #" N0

6<A%6<C%6<C

#!

!分别加入 # 0溴化钾!用研钵研磨

均匀!取 3" N0压成薄片放入傅里叶变换红外光谱

仪进行扫描!扫描范围为 &"" J% """ +N

$#

!扫描次

数为 2! 次!分辨率为 ! +N

$#

# 采集的光谱图使用

<UO- 7.I%'#! 软件*6<66 A,+'! 9R.+O0GAE! c6C+进

行分析!并对酰胺 A带*# 4"" J# 3"" +N

$#

+区域进

行:O\YY.O,拟合!得出各二级结构的含量#

#'!'48相对分子质量分布的测定

6<A%6<C%6<C

#!

用含有 #=6;6 的 <[6 溶液溶

解!参照 SRU,0

0#"1的方法测得样品的相对分子质量

分布# 使用尺寸排阻色谱法*6L9+在凝胶色谱柱上

确定 6<A和不溶肽聚集体的相对分子质量分布# 使

用 4 种标准分子标记*#" """%> """%2 """%! """%

%%
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# """%>""%#&"+进行计算# 根据标记的对数相对分

子质量及其各自的洗脱时间绘制校正曲线!对结果

进行校正#

#'!'38氨基酸组成分析

不溶肽聚集体的氨基酸组成测定参照SROG

0##1的

方法并稍加修改# 称取约 #"" N0不溶肽聚集体于 &

NE4 NGH)E的 @9H溶液中!充氮气 2 N., 后放入

#!"e的烘箱中水解 !! R!将水解样品加入 %'& NE#"

NGH)E的BOD@中和!用蒸馏水定容到 !> NE!双层滤

纸过滤!并在 #> """ W)N.,离心 2" N.,!取上清液!用

自动氨基酸分析仪对其氨基酸组成进行分析#

&%结果与讨论

!'#8大豆肽的蛋白质利用率

碱性蛋白酶是大豆蛋白酶解过程中最常使用的

酶之一!因此在本实验中选用 CH+OHOYU碱性蛋白酶

酶解大豆蛋白收集不溶肽聚集体!CH+OHOYU的酶切

位点一般位于羧基侧为疏水性氨基酸的肽键!因此

酶解过程中会释放出大量含有疏水性氨基酸残基的

肽链!疏水性残基间极易通过肽 $肽相互作用自发

聚集形成不溶肽聚集体# 本实验中!6<A经 % R 酶

解!水解度为*#3'4> n"'2!+=#

实验采用 ^@偏移调整不溶肽聚集体的分子间

作用力!将酶解液短时间置于 ^@& J#! 的碱性环境

中!增加肽链所带负电荷!使肽分子间的静电斥力增

大!促进聚集的肽段解聚!肽段的疏水侧链在展开状

态下自发重排!在迅速回调 ^@的过程中肽段间的

相互碰撞聚集减少!从而使不溶肽聚集体生成量减

少!将更多肽段分散在上清液中# ^@偏移处理对大

豆肽蛋白质利用率的影响如图 # 所示#

图 $%2N偏移对大豆肽蛋白质利用率的影响

88由图 # 可知!随着 ^@的提高!大豆肽蛋白质利

用率从 3%=增加至 &>=# 同时!透析避免了酸碱中

和产生的盐离子的影响!且不额外引入其他化学物

质!具有工业应用的潜力#

!'!8不溶肽聚集体的分子间作用力

采用 4 种不同的还原剂破坏不同的蛋白质相互

作用力!以不溶肽聚集体在不同溶剂中的溶解度来

表征不同分子间作用力对维持聚集体稳定结构的贡

献率# 其中!;55是一种可以破坏蛋白质结构中二

硫键的强还原剂!cWUO能够破坏蛋白质结构中的氢

键!6;6可以使蛋白质带上大量的负电荷而产生静

电斥力!从而破坏疏水相互作用力0#!1

# 不溶肽聚集

体在不同还原剂中的溶解度如图 ! 所示#

图 &%不溶肽聚集体在不同还原剂中的溶解度

88由图 ! 可知!不溶肽聚集体在;55和cWUO中的

溶解度差异不明显!但在含有 6;6 的溶剂中!不溶

肽聚集体的溶解度显著提高并接近全部溶解!说明

不溶肽聚集体是以疏水相互作用为主要分子间作用

力的肽$肽聚集体!氢键的贡献率次之!二硫键的贡

献率则最小#

!'28^@偏移对大豆肽粒径和电位的影响

测定了不同 ^@偏移后大豆肽上清液的粒径分

布和电位!结果如图 2 和图 % 所示#

图 '%2N偏移对大豆肽粒径分布的影响

图 (%2N偏移对大豆肽平均粒径和,(!#电位的影响

88由图 2 和图 % 可以看出!和未经 ^@偏移或者

^@偏移较低的样品相比!提高 ^@使大豆肽的粒径

分布整体向较小的方向移动!平均粒径由 !%2 ,N减

小至 #"2 ,N!且其粒径分布更加均匀# 可能的原因

是!与未经 ^@偏移的大豆肽相比!^@偏移提供的

>%
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静电斥力使大豆肽的肽链充分展开并重排!肽链结

构更加紧密# ^@偏移还提高了大豆肽的 K(&. 电位

绝对值!使其在溶液中的性质更加稳定#

!'%8^@偏移对不溶肽聚集体二级结构的影响

利用红外光谱对 6<A%6<C和 6<C

#!

二级结构进

行分析!结果如图 > 所示#

图 )%L.#"L.C和L.C

$&

的二级结构组成

88由图 > 可知!形成不溶肽聚集体的肽段二级结

构的组成比例和 6<A存在显著差异# 与 6<A相比!

"

$螺旋结构更多地出现在不溶肽聚集体中!

#

$折

叠%

#

$转角和无规则卷曲则相应减少!而经过 ^@

偏移处理的 6<C

#!

的二级结构变化较大!尤其是无

规则卷曲结构的大量增加说明 ^@偏移中的静电斥

力可能导致一些肽段疏水侧链随机重排!或使
"

$

螺旋%

#

$折叠和
#

$转角的规则结构发生改变!无

规则卷曲结构在不溶肽聚集体中大量保留!同时说

明肽段中的无规则卷曲最能抵抗静电斥力对肽段二

级结构的影响#

!'>8^@偏移对不溶肽聚集体相对分子质量的影响

"见表 #$

表 $%2N偏移对不溶肽聚集体相对分子质量的影响

样品
不同相对分子质量的占比)=

p#" """ > """ J#" """ 2 """ J> """ ! """ J2 """ # """ J! """ >"" J# """ #&" J>""

6<A (#'>( !'%> #'3# #'2> "#'!2 ""'(& ""'4(

6<C "#'!3 2'>3 !'&# 2'#2 ##'32 !%'(2 >!'>4

6<C

#!

"#'#! 2'%( !'3! 2'#" ##'34 !>'!( >!'>#

88本实验采用含有 #=6;6 的<[6 溶液溶解不溶

肽聚集体!避免疏水相互作用导致肽段聚集对相对分

子质量测定造成影响# 由表 # 可知!6<A经过酶解后

相对分子质量显著降低!除去疏水相互作用的影响!

不溶肽聚集体 6<C和 6<C

#!

的相对分子质量分布没

有显著差异# 说明 ^@偏移仅对不溶肽聚集体的分

子间作用力进行调整!不影响肽段自身的性质!未造

成肽分子的进一步水解!是一种安全的实验方法#

!'48^@偏移对不溶肽聚集体氨基酸组成的影响

"见表 !$
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88由表 ! 可知!除甲硫氨酸含量极低外!不溶肽聚

集体所含氨基酸种类丰富!且与较为缺乏半胱氨酸

的 6<A相比!6<C中半胱氨酸的含量有所提高!说明

6<C具有较高的营养价值# 随着 ^@偏移过程中

^@的提高!6<C的生成量减少!氨基酸组成发生改

变!不溶肽聚集体中疏水性氨基酸含量增加!推测高

^@提供的静电斥力促使疏水性相对较弱的氨基酸

侧链发生重排!而对疏水性较强的侧链作用较小!导

致 6<C

#!

中疏水性氨基酸大量积累# 根据 j\.̂UWY

等0#21的研究!大豆蛋白 ##6 组分碱性多肽链*:# $

:>+序列中具有相同比例的:H\和CŶ!由此证明疏

水性氨基酸是不溶肽聚集体的重要组成部分# 此

外!4 种不溶肽聚集体的必需氨基酸*E1Y%5RW%EU\%

AHU%<RU%FOH%KUI+含量均较高!说明不溶肽聚集体

具备作为高质量的蛋白质膳食补充剂的可能性#

'%结%论

CH+OHOYU碱性蛋白酶酶解大豆蛋白产生的不溶

沉淀是一种以大豆肽为本质!以疏水相互作用为主

要分子间作用力的大豆肽聚集体!其必需氨基酸组

成丰富均衡!具有利用价值# 在酶解过程中利用 ^@

偏移提供的额外分子间斥力!降低大豆肽段间的疏

水相互作用!促使相互聚集的大豆肽段解聚和重排!

从而将 6<C中的大豆肽段从离心沉淀转移至离心

上清液!将大豆肽蛋白质的利用率从 3%=提高至

&>=# 同时!^@偏移处理降低了大豆肽的平均粒

径!使大豆肽粒径分布向较小方向移动!且 K(&. 电

位绝对值增加!提高了酶解液中大豆肽分子的稳定

性# 红外光谱分析发现!^@偏移使大豆肽聚集体中

不同二级结构含量发生变化!尤其是无规则卷曲结

构大量保留!说明聚集体中的无规则卷曲最能抵抗

静电斥力对肽段二级结构的作用# 氨基酸分析发

现!更高的 ^@偏移处理使大豆肽聚集体中的疏水

性氨基酸更多的积累!表明大豆肽段的疏水相互聚

集和大豆蛋白中大量的疏水性氨基酸有关# 在 ^@

偏移过程中!大豆肽聚集体的相对分子质量分布保

持稳定!表明 ^@偏移降低大豆肽段分子间疏水作

用的同时未造成肽段水解#
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YG1_UO, ^ÛI.XU! ., IRUYUUXYGZX.]UWYÛHO,IY0b1'bC0W.+
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