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摘要　利用酸性蛋白酶对大豆分离蛋白（ＳＰＩ）进行降解，得到一系列降解大豆分离蛋白（ＨＳＰＩ）。

以过硫酸铵为引发剂、２?巯基乙醇为蛋白质变性剂，在浓度为８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液中进行 ＨＳＰＩ与水

性单体２?丙烯酰胺基?２?甲基丙磺酸（ＡＭＰＳ）的接枝共聚，得到接枝产物（ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ）。研究

了水解度、引发剂用量、反应时间和单体用量对接枝率和接枝效率的影响，并对 ＨＳＰＩ和 ＨＳＰＩ?ｇ?

ＰＡＭＰＳ的溶液性能进行了研究。结果表明：ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ的Ｚｅｔａ电位明显降低、在低剪切速

率下ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ的粘度最大。
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　　大豆蛋白是富含氨基酸的一类天然蛋白质，是 一种可生物降解的植物大分子。大豆资源极其丰富
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且再生速度快，因此，在石油和天然气等合成原料来

源日益枯竭的今天，以大豆蛋白制备的可生物降解

高分子材料将会有极其光明的应用前景。

纯大豆蛋白的一些性能难以满足日益增长的需

要，须对其进行物理、化学或生物改性。化学改性主

要包括蛋白质变性、交联、酶改性［１－３］以及接枝改性

等。大豆分离蛋白的降解产物在食品［４］、化妆品［５］

以及胶粘剂［６］中有广泛应用。大豆分离蛋白降解方

法很多，如酶降解、酸变性、碱变性或是混合降解法。

大豆分离蛋白的降解产物具有比原大豆分离蛋白更

好的溶解性，提高了大豆分离蛋白的进一步改性能

力，扩大了大豆分离蛋白的应用范围。对蛋白质接

枝改性的研究大多集中在生物蛋白质方面，如将聚

丙烯晴通过自由基共聚接枝到酪蛋白上，以提高它

的溶解性和热性能［７］。在胰凝乳蛋白酶上，利用原

子转移自由基聚合，接枝丙烯酸甲酯［８］。对大豆蛋

白接枝改性方面的研究少有报道，尤其是大豆蛋白

降解物的接枝改性方面几乎未见报道。本文在前期

工作的基础上［９，１０］，利用酸性蛋白酶对大豆分离蛋

白进行降解，在降解大豆分离蛋白上接枝亲水性单

体２?丙烯酰胺基?２?甲基丙磺酸（ＡＭＰＳ），提高了大

豆分离蛋白的溶解性，改变了其表面荷电性和溶液

粘度，拓展了大豆分离蛋白这种可再生、可降解的绿

色资源在各个领域的应用。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器

大豆分离蛋白（ＳＰＩ），纯度大于９０％（南通光合

生物科技有限公司）；酸性蛋白水解酶（ＡＰ），纯度

９５％（无锡酶制剂厂）；２?丙烯酰胺基?２?甲基丙磺酸

（ＡＭＰＳ），纯度９８％（山东临邑威思化学有限公

司）；过硫酸铵（ＡＰＳ），分析纯（爱建德固赛引发剂有

限公司生产）；２?巯基乙醇（ＭＥ）、丙酮、氢氧化钠、盐

酸、氯化钠、硼酸、氯化钾等，均为中国医药（集团）上

海化学试剂公司生产；无水乙醇，上海振兴化工一厂

生产；尿素，中国药集团化学试剂有限公司生产。以

上药品无特殊说明，均为分析纯。

ＨＪ－３型磁力搅拌器（江苏省金坛市荣华仪器

制造有限公司）；ＳＨＺ－Ｂ型恒温水浴振荡器（上海

跃进医疗器械厂）；ＴＧＬ－１６型高速离心机（上海医

药分析仪器厂）；红外光谱仪（ＮｉｃｏｌｅｔＭａｇｎａ公司）；

Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ２０００型Ｚ－电位仪（英国Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；

ＵＶ－１１００紫外－可见分光光度计（北京普析通用

仪器有限责任公司）；精密数显酸度计（上海天达仪

器有限公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　大豆分离蛋白的酸性酶水解　　配制

４ｗｔ％ＳＰＩ溶液２５０ｍＬ，在６０℃油浴中搅拌１ｈ。

然后降温至４０℃，调ｐＨ＝３，加入１．０ｇ酸性水解

酶（５００００ｕ／ｇ）开始降解，降解过程中滴加６ｍｏｌ／Ｌ

ＨＣｌ溶液，以保持ｐＨ＝３，水解至ｐＨ不变时水解结

束，再调ｐＨ＝１０并保持１０ｍｉｎ使酶失活。水解液

在４０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ，取上清液以其１０倍

体积的丙酮沉淀，再在２０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ，

取沉淀放入烘箱５０℃下干燥，，得到降解大豆分离

蛋白（ＨＳＰＩ）。

１．２．２　降解大豆分离蛋白接枝 ＡＭＰＳ　 　 将

０．５ｇ，水解度（ＤＨ％）为６．７１％的 ＨＳＰＩ缓慢溶解

于１５ｍＬ，ｐＨ＝８．５的８ｍｏｌ／Ｌ尿素缓冲溶液中，

加入０．２４ｇ的巯基乙醇（０．２ｍｏｌ／Ｌ），１５℃下搅拌６

ｈ，使蛋白质分子在溶液中充分伸展。在通氮气的

条件下分别加入一定量的过硫酸铵和经过中和的２

?丙烯酰胺基?２?甲基丙磺酸（ＡＭＰＳ）单体水溶液

（ｐＨ＝８．５），在１００ｒ／ｍｉｎ，５５℃的恒温水浴振荡槽

中反应１４ｈ。反应结束后，用１５０ｍＬ丙酮充分沉

淀反应物，离心分离得到沉淀物。再用无水乙醇在

索氏萃取器中抽提２４ｈ，以除去均聚物ＰＡＭＰＳ、未

反应的单体及过量的巯基乙醇，真空干燥至恒重，得

到降解大豆分离蛋白接枝产物 ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ。

用如下公式分别计算接枝率（ＧＰ％）和接枝效率

（ＧＥ％）：

犌犘％＝
犕１－犕０
犕０

×１００％

犌犈％＝
犕１－犕０
犕２

×１００％

式中犕０，犕１，犕２ 分别代表ＳＰＩ、ＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ

和ＡＭＰＳ的质量。

１．２．３　ＨＳＰＩ和 ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ的ＦＴＩＲ表征　

　将 ＨＳＰＩ、ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ充分研磨，以 ＫＢｒ研

磨压片的方法，用傅里叶变换红外光谱仪在５００～

４０００ｃｍ－１的波数范围内进行红外吸收扫描，得到

各自的红外谱图。

１．２．４　水解度的测定　　在水解过程中，每１０

ｍｉｎ取样２ｍＬ，在１００℃油浴中保持１０ｍｉｎ使酶

失活。然后取０．５ｍＬ稀释至１０ｍＬ，并调节ｐＨ＝
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７，作为样品液。准确称取４０ｍｇ的邻苯二甲醛

（ＯＰＡ）溶解于１ｍＬ的甲醇中，分别加入２０ｗｔ％的

ＳＤＳ２．５ｍＬ，０．１ｍｏｌ／Ｌ的硼砂２５ｍＬ及１００μＬβ

－巯基乙醇，最后用蒸馏水定容到５０ｍＬ，此为

ＯＰＡ试剂，且使用前即时配制。测定时，取ＯＰＡ试

剂４ｍＬ于试管中，注入２００μＬ样品液，混匀后于

３５℃水浴中反应２ｍｉｎ，在３４０ｎｍ 下测其吸光值

Ａ３４０，以在ＯＰＡ试剂中加入２００μＬ水为空白。以

赖氨酸作出标准曲线，根据Ａ３４０计算样品中自由氨

基的含量 Ｃ。然后利用如下公式计算水解度

（ＤＨ％）：

犇犎％＝
（犆狋－犆０）×犞
犿×犺

×１００％

式中犆狋，犆０，犞，犿，犺分别代表酶解时间ｔ时水

解液的氨基含量、水解开始时水解液的氨基含量、溶

液的体积、大豆分离蛋白质量、每克蛋白底物具有肽

键的ｍｍｏｌ数。

１．２．５　Ｚｅｔａ电位的测定　　Ｚｅｔａ电位即带电颗粒

表面滑移面上与溶液无穷远处的电位差。众所周

知，大豆分离蛋白是典型的两性聚电解质，在大分子

的侧链上含有许多的极性基团（如羧基、羟基和氨

基）和非极性基团，这些亲水性的极性基团在水溶液

中暴露在大豆分离蛋白球的表面，使蛋白球表面带

电，所以测定大豆分离蛋白溶液的Ｚｅｔａ电位对其溶

液性质的表征十分有意义。

将ＳＰＩ，ＨＳＰＩ及ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ配成Ｃ＝１×

１０－４ｇ／ｍＬ的水溶液，搅拌１２ｈ后用ｐＨ 计调节所

需ｐＨ值，然后再搅拌２ｈ后用Ｚｅｔａ－电位仪测定

溶液的Ｚｅｔａ电位。

１．２．６　粘度的测定　　将ＳＰＩ，ＨＳＰＩ及 ＨＳＰＩ?ｇ?

ＰＡＭＰＳ配成Ｃ＝０．０５ｇ／ｍＬ的水溶液，搅拌１２ｈ

后用ｐＨ计调节ｐＨ＝７，然后再搅拌２ｈ后用数字

流变仪测定粘度。

２　结果与讨论

２．１　酶解时间对大豆分离蛋白水解度的影响

由图１可知，酶解开始的最初２０ｍｉｎ内为快速

水解阶段，水解度增长较快，然后趋于缓和，１５０ｍｉｎ

之后水解度基本不变，说明水解已经停止。水解过

程中，酸性蛋白酶使大豆蛋白球中的肽键断裂，大豆

蛋白球被打开，水解产物中亲水性和疏水性侧链基

团的存在状态及分布会出现变化。水解使大豆蛋白

图１　ＳＰ水解度随水解时间的变化

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅｏｎｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＳＰＩ

内部更多的亲水基团暴露出来，蛋白表面的亲水基

团增加，从而提高大豆蛋白分子的亲水性，达到改善

溶解性之目的，为下一步的接枝共聚提供了更多的

活性点。

２．２　ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ的合成及单因素分析

２．２．１　红外光谱分析　　ＨＳＰＩ、ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ

的红外谱图如图２所示，与 ＨＳＰＩ相比，ＨＳＰＩ?ｇ?

ＰＡＭＰＳ在１１３８ｃｍ－１、６２０ｃｍ－１处出现了较强的新

吸收峰，可以分别归属于Ｓ＝Ｏ伸缩振动、和Ｓ?Ｏ的

伸缩振动，而Ｓ＝Ｏ，Ｓ?Ｏ来自于ＰＡＭＰＳ接枝链上

的磺酸基团，因此可以初步判断ＡＭＰＳ成功接枝到

大豆分离蛋白分子链上。

图２　ＨＳＰＩ（ＤＨ＝６．７１％）和 ＨＳＰＩｇＰＡＭＰＳ

　　　（ＤＨ＝６．７１％，ＧＰ＝８８％）的红外谱图

Ｆｉｇ．２　ＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＨＳＰＩ（ＤＨ＝６．７１％）ａｎｄＨＳＰＩ?ｇ?

　　　ＰＡＭＰＳ（ＤＨ＝６．７１％，ＧＰ＝８８％）

２．２．２　大豆分离蛋白水解度对接枝率（ＧＰ％）和接

枝效率（ＧＥ％）的影响　　图３是ＳＰＩ接枝率和接

枝效率随水解度的变化图。随着ＳＰＩ水解度的升

高，接枝率和接枝效率都呈增大趋势。水解度小于

７％时，接枝率和接枝效率上升的趋势比较明显，这

是因为ＡＭＰＳ接枝到大豆蛋白球上，主要是通过打
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开大豆蛋白球中的二硫键生成活性种，在其上引发

ＡＭＰＳ单体的自由基聚合，随着大豆蛋白球的水

解，更多的二硫键暴露出来，易形成更多的活性种，

因此接枝率和接枝效率显著升高，但大豆蛋白球中

所含二硫键的数目是有限的，故水解度大于８％后，

这种增长趋势变的缓和。

图３　ＳＰＩ水解度对ＧＰ％和ＧＥ％的影响

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＳＰＩｏｎ

ＧＰ％ａｎｄＧＥ％ （ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ＳＰＩ＝０．５

ｇ，，［ＡＭＰＳ］＝０．７１ｇ，［ＡＰＳ］＝０．０４０ｍｏｌ／Ｌ，

［ＭＥ］＝０．２ｍｏｌ／Ｌ，５５℃，１４ｈ）

图４　引发剂浓度对ＧＰ％和ＧＥ％的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｉｔｉａｔｏｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＧＰ％

ａｎｄＧＥ％ （ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ＨＳＰＩ＝０．５ｇ，

ＤＨ＝６．７１％，［ＡＭＰＳ］＝０．７１ｇ，［ＭＥ］＝０．２

ｍｏｌ／Ｌ，５５℃，１４ｈ）

２．２．３　引发剂浓度对接枝率和接枝效率的影响　

　图４给出了ＳＰＩ接枝率和接枝效率随引发剂浓度

的变化趋势，随着接枝共聚反应的引发剂（ＡＰＳ）用

量的增加，接枝率和接枝效率呈现先升高再下降的

趋势。这是因为反应初期增加引发剂的用量，会使

蛋白球上的活性接枝点相应增加，使得接枝率和接

枝效率都随之上升。但引发剂用量过多时，ＡＭＰＳ

单体的均聚趋势也随之上升，使得接枝率和接枝效

率有所下降。

２．２．４　单体ＡＭＰＳ用量对ＳＰＩ接枝率和接枝效率

的影响　　图５所示为ＳＰＩ接枝率和接枝效率随

单体用量的变化曲线，初期随着单体用量的增加，

接枝率的增大比较显著，但接枝效率的增加却比

较缓 和，因 为 接 枝 单 体 用 量 的 增 加，ＨＳＰＩ?ｇ?

ＰＡＭＰＳ和均聚物ＰＡＭＰＳ都会增大，而均聚物的

增加会降低接枝效率。故接枝率增加显著，而接

枝效率则增加缓慢。

图５　单体用量对ＧＰ％和ＧＥ％的影响

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｏｎｏｍｅｒｍａｓｓｏｎＧＰ％ａｎｄＧＥ％

（ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ＨＳＰＩ＝０．５ｇ，ＤＨ ＝

６．７１％，［ＡＰＳ］＝０．０４０ｍｏｌ／Ｌ，［ＭＥ］＝０．２

ｍｏｌ／Ｌ，５５℃，１４ｈ）

２．２．５　接枝反应时间对接枝率和接枝效率的影响

　　图６是ＳＰＩ接枝率和接枝效率随接枝反应时间

的变化图，从图中可以看出反应时间１０ｈ之前，随

着时间的增长，接枝率和接枝效率都显著上升，但超

过１０ｈ后，反应基本结束，故再延长反应时间，对接

枝率和接枝效率的变化影响不大。

２．３　 水解大豆分离蛋白接枝产物 （ＨＳＰＩ?ｇ?

ＰＡＭＰＳ）溶液性质的表征

２．３．１　ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ的接枝率对其Ｚｅｔａ电位

的影响 　　图７是ｐＨ＝６时，ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ水

溶液的Ｚｅｔａ电位随接枝率的变化。随着接枝率的

增加，ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ蛋白球表面的Ｚｅｔａ电位显

著下降。ＡＭＰＳ单体上带有磺酸基团，在水中易电

离而荷负电，接枝率的升高，ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ蛋白

球表面所带的磺酸基团增加，会荷更多的负电荷，导

致Ｚｅｔａ电位下降。
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图６　反应时间对ＧＰ％和ＧＥ％的影响

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｏｎｏｍｅｒｍａｓｓｏｎＧＰ％ａｎｄＧＥ％

（ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ＨＳＰＩ＝０．５ ｇ，ＤＨ ＝

６．７１％，［ＡＭＰＳ］＝０．７１ｇ，［ＡＰＳ］＝０．０４０ｍｏｌ／

Ｌ，［ＭＥ］＝０．２ｍｏｌ／Ｌ，５５℃）

图７　ｐＨ＝６时，ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ接枝率对Ｚｅｔａ电位的

影响

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＧＰ％ｏｆＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳｏｎＺｅｔａ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ（ｐＨ＝６，ＤＨ＝

６．７１％，Ｃ＝１×１０－４ｇ／ｍＬ）

２．３．２　剪切速率对ＳＰＩ、ＨＳＰＩ、ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ溶

液粘度的影响　　图８是ｐＨ＝７时，ＳＰＩ、ＨＳＰＩ、

ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ水溶液的粘度随剪切速率的变化，

ＳＰＩ、ＨＳＰＩ、ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ水溶液在低剪切速率

下均表现为假塑性流体行为，而在高剪切速率下，又

都表现为牛顿型流体行为。结果表明在低剪切速率

下接枝共聚物ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ溶液粘度最大，这是

由于亲水ＰＡＭＰＳ支链的引入，蛋白质分子的分子

质量和溶解性增加，蛋白质分子所带电荷数增加，分

子相互间的作用力增加，在溶液中呈较松散状态，故

粘度增加。

图８　剪切速率对ＳＰＩ、ＨＳＰＩ和ＨＳＰＩｇＰＡＭＰＳ溶液粘

度的的影响

Ｆｉｇ．８　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｈｅａｒｒａｔｅｏｎｖｉｓｃｏｓｉｔｙｏｆＳＰＩ、ＨＳＰＩ

ａｎｄＨＳＰＩｇＰＡＭＰＳ（ｐＨ＝７，Ｃ＝０．０５ｇ／ｍＬ，Ｔ

＝２５℃）

３　结论

利用酸性蛋白酶对大豆分离蛋白进行酶降解，

酶解产物 ＨＳＰＩ表面所带负电荷增加，在水溶液中

溶解性明显增大，更有利于接枝共聚反应的进行。

以水性单体２?丙烯酰胺基?２?甲基丙磺酸（ＡＭＰＳ）

对酶解产物 ＨＳＰＩ进行接枝共聚，得到了接枝共聚

物 ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ。对接枝共聚反应中 ＨＳＰＩ水

解度、引发剂浓度、单体用量和反应时间等对接枝共

聚反应的影响进行了研究。确定了比较好的反应条

件为：ＨＳＰＩ水解度为１４．４５％，引发剂浓度０．０５

ｍｏｌ／Ｌ，单体用量２．０ｇ，反应时间１０ｈ。在低剪切

速率下 ＨＳＰＩ?ｇ?ＰＡＭＰＳ体系粘度最大，ＨＳＰＩ次

之，ＳＰＩ最小。相对于ＳＰＩ、ＨＳＰＩ而言，ＨＳＰＩ?ｇ?

ＰＡＭＰＳ体系的Ｚｅｔａ电位最低。
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少，从而发酵豆制品总异黄酮相对含量增加。大豆

中总异黄酮具有增强免疫、抗氧化、延缓衰老、改善

心功能状态、抗癌等广泛的药理作用。所以加强对

大豆发酵制品的开发与研究，有较强的现实意义。
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［７］　窦玉红，崔力剑，黄芸，等．正交设计优选淡豆豉中总异黄酮的

提取工艺［Ｊ］．河北中医药学报，２００６，２１（２）：



３３－３５．

中国农技推广网．ｃｎ重点推荐技术

黑龙江、吉林省和高寒地区，大豆收获可提早２０日以上

防病虫，抗低温、干旱、水涝、抗早衰，无瘪荚虫荚

增强大豆授粉受精超常规增产

用奇农素１袋（１０克）＋赤霉素１／４袋（０．２５克）＋硼肥１００克（二两）或硼砂５０克（一两）＋尿素５０克

（一两），加水１５公斤左右（约一喷雾器）喷苗。同时应加杀虫药。该混合液应从初开花期开始，每１０天左右

一次，连喷２－３次，喷时要将枝梢花朵全喷到，不能只喷上部叶面。使荚果饱满肥大，无干枯荚，无瘪荚，无

虫荚，无虫粒。能抗御高温干旱和低温冷害对授粉的影响，大豆荚无瘪荚虫荚，籽粒饱满，产量可翻番，甚至

更多。在黑龙江省、吉林省和高寒地区，显著促早熟，早收获２０天以上。

玉米、水稻和土豆

增强抗干旱、低温、水涝，增强授粉受精，可提早收获１５日以上。玉米几乎无秃尖，水稻、小麦几乎无秕

壳，增产１００～１５０公斤／６６７ｍ
２。土豆产量可翻番，个大且均匀。

轻松防治各种病害、虫害和草害

轻松解除肥料、农药和除草剂的残毒

可节约肥料、农药和人工６０％以上
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