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摘要：旨在为开发大豆蛋白的脱敏技术提供参考，对大豆分离蛋白（ＳＰＩ）进行挤压膨化处理，对不
同挤压膨化温度下ＳＰＩ的抗原性、十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）、氨基酸
组成、溶解度、紫外吸收光谱、内源荧光光谱及表面疏水性进行分析。结果表明：随着挤压膨化温度

的升高，ＳＰＩ抗原性呈现先降低再升高的趋势，１４５℃时 ＳＰＩ的抗原性下降最为显著；ＳＰＩ中抗原蛋
白β－伴大豆球蛋白的α、α′、β亚基以及大豆球蛋白的酸性亚基和碱性亚基均发生明显降解；ＳＰＩ
的氨基酸组成、必需氨基酸含量与氨基酸总量比值无明显变化，营养性保持良好；ＳＰＩ溶解度降低；
氢键、二硫键、疏水相互作用均是维持ＳＰＩ空间结构的分子作用力，其中氢键起主要作用；ＳＰＩ的紫
外光谱和内源荧光光谱均出现不同程度的红移，紫外吸收强度及荧光强度发生变化，表面疏水性显

著下降，ＳＰＩ的三级结构发生改变。综上，挤压膨化能够在一定程度上降低ＳＰＩ的抗原性，并影响其
空间结构。
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　　大豆具有较高的营养价值，其中的蛋白质可以
作为一种良好的蛋白质补充剂来满足人类及动物的

日常需求。美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）批准
了一项健康声明，即每天食用少量大豆蛋白可以降

低患心脏病的风险［１］。大豆蛋白在食品行业应用

广泛，传统的豆制品有豆浆、豆花、豆腐、豆干、豆腐

皮等［２］，衍生出的产品有植物肉、婴儿配方奶粉和

豆乳制品等［３］。然而根据世界卫生组织（ＷＨＯ）报
道，大豆是一种重要的食物过敏原，可引起食物过敏

反应。相关统计显示，儿童中大豆过敏的患病率高

达１３％［４］。目前已经从大豆中确认了３８种具有抗
原性的蛋白，其中大豆储藏蛋白中的 β－伴大豆球
蛋白和大豆球蛋白是主要的抗原性蛋白［５］。β－伴
大豆球蛋白由α′（７１ｋＤａ）、α（６７ｋＤａ）、β（５０ｋＤａ）３
个亚基组成，而大豆球蛋白由５个亚基组成［６］，研究

发现 β－伴大豆球蛋白的致敏性高于大豆球
蛋白［７］。

大豆过敏表现为多种症状，比较轻的症状有荨

麻疹、血管性水肿、鼻结膜炎、呼吸窘迫、胃肠功能紊

乱以及消化不良，严重的可能会导致休克甚至死

亡［８－１０］。目前国内外尚无从根本上解决大豆过敏

的方法，仅能通过避免摄入大豆制品来防止食物过

敏反应的发生［１１］。近年来，利用不同的食品加工方

法来降低大豆致敏性的研究受到越来越多的关

注［１２］。挤压膨化是集混合、搅拌、破碎、加热、蒸煮、

杀菌、膨化及塑型为一体的食品加工技术［１３］。Ｃｈｅｎ
等［１４］利用免疫印迹法在未挤压花生粉中发现了４
个强免疫球蛋白Ｅ（ＩｇＥ）结合带，而用双螺杆挤压机
处理后的挤出物中并未发现 ＩｇＥ结合带。Ｆａｉｓａｌ
等［１５］研究了添加转谷氨酰胺酶的高水分挤压对花生

过敏原水平的影响，结果发现，花生主要过敏原

Ａｒａｈ１、Ａｒａｈ２、Ａｒａｈ３、Ａｒａｈ６的含量分别减少了９１％、
６１％、５５％、６０％。Ｏｈｉｓｈｉ等［１６］研究了双螺杆挤压

技术对大豆粉抗原性的影响，发现挤压膨化后大豆

粉抗原性降低至原活性的０．１％，电泳结果表明抗
原性的降低是由于大豆蛋白分子结构的降解，尤其

是超过４０ｋＤａ的蛋白质。但目前关于挤压膨化对

大豆分离蛋白过敏原影响的研究仍相对较少。

本文主要通过调控挤压膨化温度来研究大豆蛋

白抗原性、营养特性以及致敏蛋白溶解度的变化规

律，通过结构特性的变化探究挤压膨化影响大豆过

敏原的作用机制，为挤压膨化降低大豆过敏原水平

提供理论依据，为低敏性大豆蛋白产品的开发提供

参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

大豆分离蛋白（ＳＰＩ）（蛋白质含量８５．５％），山
东禹王生态食业有限公司；β－伴大豆球蛋白
（Ｃ５８６８）及辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊－抗兔
ＩｇＧ（Ａ６１５４），美国 Ｓｉｇｍａ公司；牛血清蛋白（ＢＳＡ）、
ＴＭＢ单组分显色液，北京Ｓｏｌａｒｂｉｏ科技有限公司；凝
胶电泳试剂盒，武汉博士德生物工程有限公司；８－
苯胺基－１－萘磺酸（ＡＮＳ），上海源叶生物科技有限
公司；其他试剂均为分析纯。

１．１．２　仪器与设备
ＣＬＥＸＴＲＡＬＥｖ０２５型双螺杆挤压机，法国克莱

斯特罗集团公司；ＬＲＨ－１５０Ｆ型恒温生化培养箱，
上海一恒科技有限公司；ＦＥ１７７型粉碎机，北京市永
光明医疗仪器有限公司；ＴＤＬ－５－Ａ型离心机，上
海安亭科学仪器厂；ＤＹＹ－６Ｄ型电泳仪，北京六一
仪器厂；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ型酶标仪，美国赛默飞世尔仪
器有限公司；ＴＵ－１９０１型紫外可见分光光度计，北
京普析通用仪器有限责任公司；ＣａｒｙＥｃｌｉｐｓｅ荧光分
光光度计，美国Ｖａｒｉａｎ公司；ＳｙｋａｍＳ４３３Ｄ型氨基酸
分析仪，德国塞卡姆公司；Ｋ１１００型凯氏定氮仪，济
南海能仪器有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　ＳＰＩ挤压膨化处理

采用双螺杆挤压机在螺杆转速２００ｒ／ｍｉｎ，喂料
速度２．４ｋｇ／ｈ，进水速度１．０ｋｇ／ｈ，挤压膨化温度分
别为１３５、１４０、１４５、１５０、１５５、１６０℃下对 ＳＰＩ进行挤
压膨化处理。将挤压膨化的 ＳＰＩ样品于４０℃烘干、
粉碎后先过 ０．４２５ｍｍ（４０目）筛，再过 ０．１８０ｍｍ
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（８０目）筛，将筛选后的样品存放于自封袋内，置于
－２０℃的冰箱内保存，以备后续实验。以未经过挤
压膨化的ＳＰＩ作为对照。
１．２．２　抗原性的测定

参考文献［１７］制备兔抗 β－伴大豆球蛋白血
清。选取２只雄性纯种新西兰大白兔，饲养于郑州
大学实验动物中心。喂养一段时间观察无异样后，

进行免疫处理。取等量的１ｍｇ／ｍＬ的β－伴大豆球
蛋白抗原与弗氏佐剂混合，充分乳化后注射于兔子

颈背部，共免疫６次。最后一次免疫仅为 β－伴大
豆球蛋白抗原，耳缘静脉注射，３ｄ后心脏取血，分
离血清得兔抗β－伴大豆球蛋白血清，于 －２０℃保
存。采用酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法测定兔抗 β－伴
大豆球蛋白血清最高效价达到１∶１００００。免疫前，
于兔子的耳缘静脉采血，分离血清，作为阴性对照。

采用间接竞争 ＥＬＩＳＡ法测定挤压膨化后大豆
蛋白中β－伴大豆球蛋白的抗原性［１８－１９］。将β－伴
大豆球蛋白稀释至一定浓度后用碳酸盐缓冲液

（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ９．６）包被于 ９６孔酶标板，每孔
１００μＬ。将挤压膨化处理的 ＳＰＩ样品与兔抗 β－伴
大豆球蛋白血清（效价１∶６４００）等体积混合，４℃过
夜。后续实验流程与席冠鹏等［２０］的实验步骤一致，

待反应完成后用酶标仪在４５０ｎｍ和６２０ｎｍ处测定
吸光度，计算二者差值（Ａ）（Ａ＝Ａ４５０－Ａ６２０）。样品抗
原性大小用抗原抑制率表示，两者呈正比例关系。抗

原抑制率（Ｙ）计算见式（１）。
Ｙ＝（１－Ａ／Ａ０）×１００％ （１）
式中：Ａ０为不含ＳＰＩ体系的吸光度差值。

１．２．３　十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分析

参照 Ｗａｎｇ等［２１］的方法，并进行适当修改。准

确称取５ｍｇ样品于离心管内，加入２．５ｍＬ去离子
水充分溶解后，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取１００μＬ
上清液与样品缓冲液以体积比 １∶１充分混合后，
９５℃水浴１０ｍｉｎ后备用。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析条件：
１２％的分离胶和５％的浓缩胶，样品上样量１０μＬ，
浓缩胶恒流２０ｍＡ，分离胶恒流４０ｍＡ。电泳完毕
后对凝胶进行固定、染色、脱色，之后将凝胶置于凝

胶成像仪内进行拍照分析。

１．２．４　氨基酸组成和含量测定
氨基酸组成和含量参照ＧＢ５００９．１２４—２０１６测定。

１．２．５　分子间作用力的测定
参考安红周等［２２］的方法测定样品的分子间作

用力。分别配制０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．０的磷酸盐缓冲液
（Ｐ）、８．０ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液 （Ｕ）（破坏氢键）、

１．５ｇ／１００ｍＬＳＤＳ溶液（Ｓ）（破坏疏水相互作用）、
０．１ｍｏｌ／Ｌβ－巯基乙醇（Ｍ）（破坏二硫键）４种溶
液，按等体积进一步组合得到 Ｐ＋Ｕ、Ｐ＋Ｓ、Ｐ＋Ｍ、
Ｐ＋Ｕ＋Ｓ、Ｐ＋Ｕ＋Ｍ、Ｐ＋Ｓ＋Ｍ、Ｐ＋Ｕ＋Ｓ＋Ｍ７种组
合液，测定ＳＰＩ在８种浸提液（Ｐ和７种组合液）中
的溶解度，以此表征挤压膨化对 ＳＰＩ分子间作用力
的影响。准确称取０．２ｇ样品于１５ｍＬ离心管中，
分别加入１０ｍＬ不同浸提液，旋涡振荡后于振荡器
水平振荡 ２ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，使用
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定上清液中蛋白质含量。按式（２）计
算溶解度（Ｓ）。

Ｓ＝Ｂ１／Ｂ０×１００％ （２）
式中：Ｂ１为上清液中蛋白质含量，ｍｇ／ｇ；Ｂ０为样

品中蛋白质含量，ｍｇ／ｇ。
１．２．６　紫外吸收光谱分析

根据Ｐｉ等［１］的方法并进行适当修改，将样品配

制成质量浓度为０．２ｍｇ／ｍＬ的溶液，使用紫外可见
分光光度计分析样品的紫外吸收光谱。分析条件：

扫描范围２００～４００ｎｍ，狭缝宽度２ｎｍ，波长间隔
１ｎｍ。
１．２．７　内源荧光光谱分析

将样品配制成质量浓度为０．２ｍｇ／ｍＬ的溶液，
采用荧光分光光度计测定样品的内源荧光光谱［２３］。

分析条件：激发波长 ２９０ｎｍ，扫描范围 ３００～５００
ｎｍ，激发狭缝和发射狭缝均为５ｎｍ。
１．２．８　外源荧光光谱分析

采用 ＡＮＳ荧光探针法测定样品的表面疏水
性［２４］。用１．５ｍＬ１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ
７．０）配制１０．０ｍｇ／ｍＬ样品溶液，以此为母液，再稀
释至质量浓度分别为 ０．１、０．２、０．４、０．６、０８、１．０
ｍｇ／ｍＬ的稀释液。向４．０ｍＬ稀释液中加入２０μＬ
８０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＡＮＳ溶液，旋涡振荡后测定样品的荧
光强度，绘制荧光强度与样品质量浓度的拟合曲线，

以拟合曲线的初始斜率表示样品的表面疏水性。分

析条件：激发波长３９０ｎｍ，扫描范围 ４００～６００ｎｍ，
发射波长４７０ｎｍ，狭缝宽度５ｎｍ。
１．２．９　数据处理

所有实验均重复３次，结果用“平均值 ±标准
差”表示，采用 ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６和 Ｏｒｉｇｉｎ２０２３
软件进行统计分析及作图。

２　结果分析
２．１　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的抗原性分析

不同挤压膨化温度下β－伴大豆球蛋白抗原抑
制率见图１。

由图１可知，与对照相比，经不同挤压膨化温度
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处理后ＳＰＩ的抗原性均显著下降，这与 Ｚｈｅｎｇ等［２５］

的研究结果一致。挤压膨化后大豆蛋白抗原性显著

下降，但并未完全消除，可能是挤压膨化处理主要破

坏了ＳＰＩ的构象表位，而线性表位仍然存在。随着
挤压膨化温度的升高，ＳＰＩ抗原性呈现先降低后升
高的趋势，其中，１４５℃下 β－伴大豆球蛋白抗原抑
制率最低，为 １０．８％，比对照的抗原抑制率
（４６１％）降低了７６．６％。这可能是高温环境导致
蛋白质变性，抗原表位被掩盖或破坏，抗原性下降；而

温度超过一定值后，蛋白质空间结构进一步发生变

化，使得一部分被掩盖的抗原表位暴露，抗原性上升。

注：不同字母表示具有显著差异（ｐ＜０．０５）。下同
　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ｐ＜
００５）．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

图１　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的抗原性
Ｆｉｇ．１　ＡｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆＳＰＩａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｘｔｒｕｓｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２．２　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
β－伴大豆球蛋白（７Ｓ）和大豆球蛋白（１１Ｓ）是

ＳＰＩ中的主要致敏成分［２６］。不同挤压膨化温度下

ＳＰＩ的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析结果如图２所示。

　注：Ａ．大豆球蛋白的酸性亚基；Ｂ．大豆球蛋白的碱性亚
基；Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ
　Ｎｏｔｅ：Ａ．ＡｃｉｄｓｕｂｕｎｉｔｓｏｆｇｌｙｃｉｎｉｎｉｎＳＰＩ；Ｂ．Ｂａｓｉｃｓｕｂｕｎｉｔｓ
ｏｆｇｌｙｃｉｎｉｎｉｎＳＰＩ；Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ
图２　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱

Ｆｉｇ．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥｐａｔｔｅｒｎｏｆＳＰＩａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒｕｓｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

　　由图２可知，高温挤压膨化后 β－伴大豆球蛋
白的α、α′、β亚基以及大豆球蛋白的酸性、碱性亚基

均出现不同程度的降解。与对照相比，挤压膨化后

β－伴大豆球蛋白的 α、α′亚基的条带几乎消失不
见，而β－伴大豆球蛋白的 β亚基和大豆球蛋白的
酸性、碱性亚基条带变淡。推测原因是挤压机内的

高温、高压、高剪切力混合作用使得大豆蛋白发生解

离，肽链发生断裂，大分子致敏性蛋白质解聚为小分

子片段，部分β－伴大豆球蛋白的 α、α′以及 β亚基
和大豆球蛋白的酸性亚基及碱性亚基降解，进而导

致其条带变淡。结合２．１抗原性的测定结果分析，
ＳＰＩ抗原性的降低可能是因为双螺杆挤压机的强作
用力使致敏蛋白裂解，破坏了蛋白质表面的抗原

表位［２５，２７］。

２．３　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的氨基酸组成及含量
不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的氨基酸组成及含量

如表１所示。
表１　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的氨基酸组成及含量

Ｔａｂｌｅ１　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆ

ＳＰＩａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒｕｓｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

氨基酸
含量／（ｇ／１００ｇ）

对照 １３５℃ １４０℃ １４５℃ １５０℃ １５５℃ １６０℃
天冬氨酸 ９．７０ ９．６４ ９．３０ ８．６０ ８．９０ ９．６０ ９．６０
苏氨酸 ３．２０ ３．１６ ３．００ ２．８０ ２．９０ ３．１０ ３．１５
丝氨酸 ４．３０ ４．２８ ４．２０ ３．９０ ４．００ ４．３０ ４．２５
谷氨酸 １５．３５ １５．３９ １５．００ １３．９０ １４．２５ １５．４５１５．２５
甘氨酸 ３．４５ ３．４５ ３．４０ ３．１５ ３．２０ ３．３５ ３．５０
丙氨酸 ３．５５ ３．５５ ３．５０ ３．２０ ３．３０ ３．４５ ３．６０
胱氨酸 ０．７０ ０．５８ ０．４０ ０．５０ ０．４０ ０．４０ ０．２５
缬氨酸 ３．６０ ３．６０ ３．５０ ３．２５ ３．３５ ３．６５ ３．６０
蛋氨酸 １．１０ １．１０ ０．８０ ０．３０ １．０５ １．０５ １．１０
异亮氨酸 ３．７０ ３．６６ ３．６０ ３．３０ ３．４０ ３．７０ ３．７０
亮氨酸 ６．１０ ６．１０ ６．００ ５．６０ ５．８５ ６．２５ ６．１５
酪氨酸 ２．９０ ２．９０ ２．８５ ２．７５ ２．７５ ２．８５ ２．９０
苯丙氨酸 ４．２０ ４．１８ ４．１０ ３．９０ ４．００ ４．２５ ４．２０
组氨酸 ２．７０ ２．６０ ２．５０ ２．２５ ２．４０ ２．３５ ２．４５
赖氨酸 ５．０５ ４．９５ ４．７０ ４．４５ ４．５０ ４．８０ ４．８５
精氨酸 ５．５０ ５．４８ ５．５０ ５．０５ ５．１０ ５．５０ ５．６０
脯氨酸 ３．４０ ３．４４ ３．３０ ２．８５ ３．１０ ３．９５ ３．６０
氨基酸总量７８．５０ ７８．０６ ７５．６５ ６９．７５ ７２．４５ ７８．００７７．７５
必需氨基酸２６．９５ ２６．７５ ２５．７０ ２３．６０ ２５．０５ ２６．８０２６．７５

　注：表示必需氨基酸
　Ｎｏｔｅ：．Ｅｓｓｅｎｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄ

　　由表１可知，各样品中氨基酸组成无变化，均含
有１７种主要氨基酸，其中包括苯丙氨酸、蛋氨酸、苏
氨酸、赖氨酸、亮氨酸、异亮氨酸以及缬氨酸７种必需
氨基酸。ＳＰＩ的氨基酸总量为６９．７５～７８．５０ｇ／１００ｇ，
必需氨基酸的含量为２３．６０～２６．９５ｇ／１００ｇ。不同
挤压膨化温度下ＳＰＩ的必需氨基酸含量与氨基酸总

６１ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２４Ｖｏｌ４９Ｎｏ１２



量比值基本保持不变，约为０．３４，说明ＳＰＩ营养性保
持良好［２８］。但随着挤压膨化温度的升高，ＳＰＩ中氨
基酸总量呈现先降低后升高的趋势，降低的原因可

能是大豆蛋白与其中残留的糖类物质发生美拉德

反应，从而造成氨基酸的损失［２９－３０］，而 １４５℃下
ＳＰＩ中的氨基酸总量最少，推测原因是 １４５℃时
ＳＰＩ中氨基酸暴露的最多，消耗最多，与 ２．１的
１４５℃时致敏蛋白破坏最为严重，ＳＰＩ抗原性最低
的结果相对应。温度继续升高会导致蛋白质进一

步折叠聚合，其中的氨基酸不易暴露，被破坏的氨

基酸减少［３１］。

２．４　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ分子间作用力
不同挤压膨化温度下ＳＰＩ在不同浸提液中的溶

解度如图３所示。

图３　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ在不同浸提液中的溶解度

Ｆｉｇ．３　ＳｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆＳＰＩｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒｕｓｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

　　蛋白质分子的变性程度以及分子间作用力能够
通过蛋白质在不同浸提液中的溶解度反映，溶解度

越高，说明该浸提液所破坏的分子间作用力在维持

蛋白质结构中的作用越强［２２］。由图３可知，与对照
相比，挤压膨化后 ＳＰＩ的溶解度明显下降。与单独
Ｐ相比，其他７种浸提液中 ＳＰＩ的溶解度均大幅度
提升，其中Ｐ＋Ｕ＋Ｓ＋Ｍ使 ＳＰＩ溶解度提升到４７％
左右，而另外６种浸提液使 ＳＰＩ溶解度集中在２３％
左右，表明氢键、二硫键、疏水相互作用均是影响蛋

白质溶解度的原因［３２］。由图３还可以看出，Ｐ＋Ｕ、
Ｐ＋Ｓ及Ｐ＋Ｍ３种浸提液中，Ｐ＋Ｕ浸提液中ＳＰＩ溶
解度相对较高，Ｐ＋Ｕ破坏的是蛋白质中的氢键，表
明氢键是维持 ＳＰＩ分子间作用的主要作用力，这与
安红周等［２２］的研究结果一致。

２．５　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的紫外吸收光谱
紫外吸收光谱可以反映蛋白质三级结构的变

化［３３］。ＳＰＩ具有酪氨酸、色氨酸以及苯丙氨酸等特
征性吸收紫外光的侧链基团［３４］。不同挤压膨化温

度下ＳＰＩ的紫外吸收光谱图如图４所示。

图４　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的紫外吸收光谱图

Ｆｉｇ．４　ＵＶａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＳＰＩａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｘｔｒｕｓｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

　　由图４可知，挤压膨化后 ＳＰＩ的紫外吸光度增
大，对照的最大吸收波长在２８９ｎｍ处，而挤压膨化
后ＳＰＩ的最大吸收峰出现轻微红移。在 １４５℃时
ＳＰＩ吸光度增幅最为明显，且最大吸收波长红移至
２９０ｎｍ处，说明经过挤压膨化后 ＳＰＩ的三级结构发
生解折叠，导致具有紫外吸收的氨基酸暴露于蛋白

质表面，这与２．１中１４５℃挤压膨化处理后 ＳＰＩ的
抗原性显著降低的结果一致。

２．６　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的内源荧光光谱
不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的内源荧光光谱图如

图５所示。

图５　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的内源荧光光谱图

Ｆｉｇ．５　Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆ

ＳＰＩａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒｕｓｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

　　由图５可知，对照的最大吸收波长在３４５ｎｍ左
右，而挤压膨化后 ＳＰＩ的最大吸收峰出现在３５５ｎｍ
左右，最大吸收峰出现明显红移，表明挤压膨化处理

使ＳＰＩ内更多具有荧光发射基团的氨基酸残基的局
部微环境由非极性向极性转变［３５］，更多的氨基酸暴

露于蛋白质表面。经过挤压膨化处理后ＳＰＩ的荧光
强度均出现大幅度降低，１４５℃时ＳＰＩ的荧光强度下
降最为明显，说明挤压膨化后 ＳＰＩ的内源荧光发生
了荧光猝灭，原因可能是在高温环境下引入了分子

氧，使蛋白质中的色氨酸发生氧化，内源荧光强度随

之降低［３６］，与张晗［３７］的挤压膨化处理后小米蛋白

荧光强度下降的研究结果一致。
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２．７　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的表面疏水性
蛋白质疏水基团的暴露程度影响蛋白质的表面

疏水性，可以通过表面疏水性的变化评价蛋白质三

级结构的变化［３８］。不同挤压膨化温度下 ＳＰＩ的表
面疏水性如图６所示。

图６　不同挤压膨化温度下ＳＰＩ的表面疏水性

Ｆｉｇ．６　ＳｕｒｆａｃｅｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙｏｆＳＰＩａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｘｔｒｕｓｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

　　由图６可以看出，随着挤压膨化温度的升高，
ＳＰＩ的表面疏水性呈现逐渐下降的趋势，与张恺容
等［３９］的研究结果一致。推测原因可能是挤压机内

的高温、高压、高剪切力的相互作用导致蛋白质表面

的疏水性基团被掩埋［４０］。此外，挤压膨化后 ＳＰＩ的
内源荧光强度出现了明显下降（图５），而色氨酸是
内源荧光的主要来源，同时色氨酸也是疏水性氨基

酸，因此结合图５、图６推测经过挤压后蛋白质表面
的色氨酸含量降低。结合２．１抗原性的测定结果，
推测抗原表位部分存在于疏水区域，挤压膨化处理

使疏水区域被掩埋，ＩｇＧ无法识别部分抗原表
位［４１］，进而导致ＳＰＩ抗原性降低。
３　结　论

本文研究了不同挤压膨化温度对ＳＰＩ抗原性及
其结构的影响。结果表明：不同挤压膨化温度下

ＳＰＩ的抗原性均出现显著下降，其中１４５℃时最低，
降敏效果最为显著；抗原蛋白 β－伴大豆球蛋白的
α、α′、β亚基以及大豆球蛋白的酸性亚基和碱性亚
基均出现了不同程度的降解；挤压膨化后 ＳＰＩ的氨
基酸组成及必需氨基酸含量与总氨基酸含量的比值

几乎不变，ＳＰＩ营养性保持良好；氢键、二硫键、疏水
相互作用均是维持 ＳＰＩ空间结构的分子作用力，其
中氢键起主要作用；挤压膨化后 ＳＰＩ的紫外光谱和
内源荧光光谱均出现不同程度的红移，且紫外吸收

强度及荧光强度发生变化，表面疏水性显著下降，

ＳＰＩ的三级结构发生改变。综上，挤压膨化能够在
一定程度上降低ＳＰＩ的抗原性，并影响其空间结构。
本研究可为开发大豆蛋白的脱敏技术提供参考，为

开发低敏性或无致敏性大豆产品提供理论依据。
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