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摘要 : 　以大豆蛋白为原料 ,利用微波加热和碱性蛋白酶、胰蛋白酶和中性蛋白酶水解大豆蛋白 ,制备单酶、双

酶、三酶联合水解的大豆多肽 ,用葡聚糖 G250排阻色谱法进行分离检测 ,确定各级分的分子量分布范围.凝胶

层析分析结果表明 ,三酶联合水解得到的大豆肽相对分子质量分布主要在 1 100 u以下 ,而双酶联合水解则

在 2 000 u以下 ,可见三酶联合水解效果优于双酶 ,更优于单酶.此外 ,物化特性研究表明 ,蛋白酶水解使得大

豆蛋白溶解性、起泡性及起泡稳定性等大大改变.大豆多肽具有良好的溶解性 ,在蛋白质的等电点附近 ,不受

p H值的影响 ,且具有高浓度、低粘度的特点 ,以及良好的吸湿性、保湿性和热稳定性和强起泡能力.
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大豆多肽是由大豆蛋白质经水解而成的低分子肽混合物[1 ] ,其必需氨基酸组成与大豆蛋白完全一

致 ,含量平衡且丰富1 与大豆蛋白和小分子氨基酸相比 ,大豆肽更易被人体和动物体吸收利用 ,具有广

泛的生理药理作用 ,如降血压、降胆固醇、促进钙吸收 ,调节生理机能等功效 ,同时肽的物化特性良好 ,是

一种很有前景的功能性食品原料[2 ] .随着生物技术的进步和生命科学的发展 ,大豆肽的理化特性和生理

功能逐步被人们发现 ,并受到越来越多的重视 ,促进了大豆肽的研究与开发.在 20世纪 70年代 ,美国、

日本等国的研究者利用大豆肽的物化和生物特性 ,成功地将大豆肽用于食品与生物技术产业[3 ,4 ] .我国

对大豆肽研究开发起步较晚 ,基础和应用研究都较薄弱 ,近几年才逐步活跃并取得一定的进展[5 ] .但相

对而言 ,对于小分子大豆肽的物化特性研究甚少.邓成萍等[6 ]采用 Alcalase和 Neut rase双酶水解法制

备并研究不同分子量段大豆多肽功能特性.本文用单酶、双酶、三酶分别对大豆蛋白进行酶水解和分离

纯化 ,并对其水解产物———大豆多肽的理化特性进行了研究和比较.

1　实验部分

1 . 1　主要试剂和仪器

大豆蛋白 (蛋白质质量分数≥89 %) ;中性蛋白酶 (酶活力为 3. 517×10 - 4 kat ·g - 1、碱性蛋白酶 (酶

活力为 6. 668×10 - 4 kat ·g - 1 ,均为江苏无锡杰能科生物工程有限公司) ;胰蛋白酶 (酶活力为 4. 168×

10 - 3 kat ·g - 1 ,Det roit Michigan ,U SA) ;牛胰岛素 (生化纯 ,美国 Sigma公司) ; 溶菌酶 (生化纯 ,上海国

药化学试剂厂) ;葡聚糖 G250、三羟甲基氨基甲烷 (分析纯 , 上海长征试剂厂) ;其余均为分析纯.

Spcord 50 型紫外可见分光光度计 (德国 J ena 公司) ; Freezone 4. 5 型真空冷冻干燥机 (美国

Labconco公司) ;SNB21型数字式粘度计 (上海精科仪器公司) ;L G型微波炉 (天津乐金电子电器公司) .

1 . 2　不同酶解的大豆多肽的制备

(1) 单酶水解1 称取大豆蛋白按质量比 ( m (大豆) ∶m (水) = 1∶20)配成悬浮液 ,于 90 ℃恒温水浴

中预处理 15 min.降温至 50 ℃﹑调节溶液 p H 值为 9 ,加入酶质量分数 (酶质量与大豆蛋白质量的比
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值 ,下同)为 7 %的碱性蛋白酶 ,微波间歇式加热 10 min (保持 p H值和温度恒定) ,可得到大豆蛋白的单

酶水解产物1
(2) 双酶水解1 调整参数 ,温度为 55 ℃,p H值为 8 ,加入质量分数为 11 %的胰蛋白酶 ,同样方法水

解 20 min ,可得到双酶水解的大豆多肽1
(3) 三酶水解1 再调节温度为 45 ℃,p H 值为 6. 5 ,加入质量分数为 9 %的中性蛋白酶 ,水解 12

min ,得到三酶水解的大豆多肽.

反应结束后 ,将不同酶水解液沸水浴中加热 10 min使酶失活 ;过滤除渣 ,分别将滤液在 4 000 r ·

min - 1下离心 10 min ,取上清液在 - 51 ℃,1. 8 kPa 的真空度冻干机中冷冻 23～25 h ,即得到不同酶解

的大豆多肽产品[ 7 ] ,研细后置于干燥器中备用.

2　结果与讨论

2 . 1　标准蛋白的吸光度2洗脱液体积曲线绘制[8 ,13 ]

准确称量胰蛋白酶 ( M = 23 300) 、溶菌酶 ( M = 14 400) 、牛胰岛素 ( M = 5 700)标准品各 5. 000 mg ,

溶解于 1 mL 洗脱液中 ,得到标准蛋白混合液.进样 50μL 混合液于葡聚糖 G250柱 (柱径为 2 cm ,填料

高度为 30 cm) ;待其进入凝胶床后 ,用洗脱液 (50 mmol ·L - 1三羟甲基氨基甲烷/ HCl + 0. 1 mol ·L - 1

氯化钠 ,p H = 8. 0)洗脱并收集洗脱液 ,控制流速每 10 min接 1管 (3 mL) ,在 280 nm下测定吸光度.

以洗脱液体积 (V )为横坐标 ,吸光度 ( A)为纵坐标 ,绘制标准蛋白质的吸光度2洗脱液体积关系的工
作曲线 ,如图 1所示.以图 1峰值所对应的洗脱液体积为横坐标 ,以标准蛋白的相对分子质量对数值为

纵坐标 ,绘制曲线如图 2所示.洗脱液体积与标准蛋白相对分子质量的对数关系的线性方程为

lg M = - 0 . 025 6 x + 5 . 140 91
其中 : x为洗脱液体积 ; M为蛋白质的相对分子质量 ;相关系数 r = 0. 999 6.

　　　图 1　标准蛋白吸光度2洗脱液体积曲线　 图 2　相对分子质量对数与进样体积关系

　　　　　Fig. 1　Absorbance2eluent volume 　　　　　　　　Fig. 2　Relationship between molecular 　

　　　　　curves of standard proteins　　　　　　　　　　weight’s logarithm and injection volume

2 . 2　大豆肽的凝胶层析法分离及分子量分布[ 9 ]

将不同酶水解物冻干粉溶解后 ,进入葡聚糖 G250 柱 ,大豆多肽液的凝胶谱图如图 3 所示 1 由图 3

(a) , (b)可看出 ,大豆多肽液的凝胶谱图是连续的 ,水解物中存在各种大小不等的肽分子 ,酶促水解反应

是连续的 ,故肽分子的分布也是连续的.分别收集各级分洗脱液 ,由蛋白标准品相对分子质量分布的关

系式计算出各级分对应的相对分子质量的分布范围.通过与胰岛素、溶菌酶、胰蛋白酶标准品的凝胶层

析分布图作出的 lg M2V 线性方程 , 可以得到以下两种结论1
(1) 双酶水解得到的大豆多肽经凝胶层析可分成 4 个级分 ,肽段 ①的相对分子质量在 5 000 u以

上 ;肽段②的相对分子质量主要集中在 200～2 000 u之间 ;肽段③,④的相对分子质量小于 200 u1
(2) 三酶水解得到的大豆多肽经凝胶层析可分成 4个级分 ,肽段①的相对分子质量在 200～1 100

u之间 ;肽段②,③,④的相对分子质量都在 200 u以下 ,水解物中小分子肽占多数.

由此说明 ,三酶联合水解效果优于双酶 ,更优于单酶.
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　　　　　(a) 双酶水解 (b) 三酶水解

图 3　大豆肽的凝胶层析法分离

Fig. 3　Separation of soybean polypeptides by gel chromatography

2 . 3　表观粘度的测定[ 10 ]

在 25 ℃,p H值为 7时 ,测定不同质量分数的大豆蛋白和单酶、双酶及三酶水解液的表观粘度 (ηt ) ,

如图 4所示.由图 4可看到 ,大豆蛋白的粘度随着质量分数的增加而迅速升高1 大豆蛋白的质量分数为

图 4　大豆蛋白与多肽的粘度比较

Fig. 4　Comparison of viscosities between

soybean proteins and polypeptides

10 %时 ,其粘度为 90. 60 Pa·s ,剪切率为 45. 5 % ;质

量分数为 15 %时 ,粘度高达 356 Pa ·s ;而大豆蛋白

的质量分数超过 15 %时的溶液一经加热就凝固 ,限

制了大豆蛋白在流体食品中的添加使用 1 经单酶、
双酶、三酶水解得到大豆多肽具有较小的粘度、流动

性好的特点 ,60 %大豆多肽的粘度只有 31 Pa·s.

大豆蛋白是高分子体系 ,其溶液具有一定的凝

胶性 ,随着质量分数的增加而增加.大豆蛋白 11s成

分含 18～20个双硫键 ,疏水基团也多于 7s组分 ,酸

性亚单位和基本亚单位通过双硫键连接 ,分子所形

成的空间网状结构较复杂 ,也比较牢固 ,有利于蛋白

质的膨胀 ,使溶液粘度也随之增强[ 14 ] .

酶作用大豆蛋白后 ,随着小分子肽类增多 ,网状

结构破坏 ,膨胀性降低1 由于蛋白多聚体的解聚和离子基团的增加 ,导致蛋白质分子的有序性增加 ,使

蛋白质的表观体积减少 ,粘度下降 ,且在酸性和中性条件下 ,肽溶液的流动性无极大差异.

2 . 4　溶解度的测定[11212 ]

准确称取 0. 05 g大豆蛋白、大豆多肽冻干粉 ,分别用 50 mL ,不同 p H值的缓冲溶液溶解 ,于 50 ℃

水浴中浸提 30 min.浸提完全后 ,在 4 000 r·min - 1离心 20 min , 取上清液真空冷冻干燥 ,称量 ,计算溶

解度 ( S)1p H值对大豆蛋白和大豆多肽溶解度的影响 ,如图 5所示.

由图 5可知 ,大豆蛋白在酸性介质中溶解度较低 ,特别在大豆蛋白等电点对应的 p H 值为 4. 3 时 ,

溶解度很小 ,几乎不溶解 ;而大豆多肽在较宽的 p H值范围内 ,一直能保持良好的溶解状态.这是因为大

豆蛋白经酶水解后 ,肽健断裂 ,生成了多肽和小分子段肽类物质 ,可离解的 N H2 - ,COO H - 数目逐渐增

多 ,导致净电荷增多 ,从而使亲水性增强 ,溶解度提高.

2 . 5　大豆肽吸湿性与保湿性分析

将单酶、双酶及三酶水解液冻干粉置于称量瓶准确称量后 ,在室温中放置 ,每天记录其质量变化情

况.半年后 ,以质量和放置时间作图 ,观察不同酶解的大豆多肽的吸湿与保湿情况 ,如图 6所示.

由图 6可知 ,刚开始时 ,大豆多肽吸收空气中水份很快 ,质量增加迅速 ,随后质量几乎保持不变 ;3

个月后 ,开始有点缓慢减少 ,随后又保持质量不变.表明 ,大豆多肽具有很强的保湿性和吸湿性.面包、蛋

糕、饼干等焙烤食品易失水干燥的问题 ,可以利用大豆多肽良好的吸湿性解决.
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　图 5　p H值对大豆多肽与大豆蛋白溶解性影响　　　　　图 6　大豆多肽的吸湿与保湿性质

　　Fig. 5　Effect of p H value on the solubility of 　　　　Fig. 6　Properties of moisture absorption

　soybean polypeptides and soy proteins　　　　　　　　　and maintenance of polypeptides

2 . 6　大豆肽的起泡性及起泡稳定性[6 ]

将大豆蛋白和单酶、双酶、三酶水解产物冻干粉 ,配成 5 %溶液 ,各量取 2 mL 置于 10 mL 量筒中 ,

上下震荡 1 min ,记下此时的初始起泡体积 (高度) H0 ;然后静置 10 min ,记下终止泡沫体积 (高度) H1 .

以 H0 作为评价起泡能力大小的指标 ,以 H1 / H0 作为评价泡沫稳定性的指标 1 比较大豆蛋白和单酶、
双酶、三酶水解得到的大豆肽的起泡性 ( H0 )及起泡稳定性 ( H1 / H0 ) ,如图 7所示.

由图 7可知 ,大豆多肽的起泡能力强而泡沫稳定性差 ,相反大豆蛋白的起泡能力差而泡沫稳定性

好.大豆多肽的起泡能力强是因为酶水解使大豆蛋白的肽链展开 ,疏水基充分暴露出来 ,导致疏水性增

强 ,表面张力减弱 ,易形成坚韧的液膜 ,因而增强了大豆肽溶液的发泡力 ;但由于大豆多肽肽链短 ,粘度

低 ,导致液膜脆 ,无法包裹气泡 ,因而泡沫稳定性差.

随着蛋白水解时加入的蛋白酶增多 ,起泡能力先增加后降低 ,而泡沫稳定性逐渐递减.这是因为大

豆肽的起泡能力与其分子大小有关系 ,在一定范围内 ,酶加入多 ,生成的小分子肽越多 ,分子量越小溶解

性越好 ,使得更多的肽分子参与到液膜的形成中来 ,使起泡性越强.但分子量小到某一范围 ,肽链越来越

短 ,形成的液膜也越来越弱 ,最后导致起泡性反而降低.同时多酶使蛋白水解程度大 ,水解液粘度低 ,且

随着分子量减小越来越低 ,导致其泡沫稳定性越来越差.

2 . 7　等电点测定

最大沉淀率所对应 p H值即为等电点.等电点 p I是氨基酸的重要常数之一 ,使溶液的氨基酸呈电

中性所对应的 p H值.其意义在于 ,物质在 p I处的溶解度最小. 测定不同 p H值时大豆多肽及大豆蛋白

的沉淀率 (δ) ,如图 8所示1 由图 8可以看出 ,大豆蛋白在酸性乃至中性环境下沉淀率非常大 ,即溶解性

不佳1 尤其是在 p H值为 4. 3时 ,沉淀率最大 ,此点所对应 p H值即等电点.大豆多肽的沉淀率很小 ,即

使在大豆蛋白的等电点对应的 p H值为 4. 3附近 ,大豆多肽仍能保持良好溶解性 ,受 p H值的影响小.

　　图 7　大豆多肽的起泡性和起泡稳定性　　　　　　　图 8　大豆蛋白和大豆多肽的等电点

　Fig. 7　Foam property and foam stability 　　　　　　　Fig. 8　Isoelect ric point of soybean

　of soybean polypeptides　　　　　　　　　　　　　polypeptides and proteins
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3　结束语

通过凝胶层析分析可知 ,三酶联合水解得到的大豆肽分子量分布主要在 1 100 u以下 ,双酶联合水

解在 2 000 u以下 ,可见三酶联合水解效果优于双酶 ,更优于单酶.蛋白酶水解使得大豆蛋白溶解性、起

泡性及起泡稳定性等大大改变.大豆多肽具有良好的溶解性 ,即使在蛋白质的等电点附近 ,也不受 p H

值的影响1 而且 ,它具有高浓度、低粘度的特点 ,以及良好的吸湿性、保湿性、热稳定性和强的起泡能力

等良好的物化特性 ,这为大豆多肽的加工和开发利用提供理论依据.
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Physical and Chemical Characteristics of Soybean

Polypeptides Hydrolyzed by Proteases

L IU Jing1 ,2 , ZHAN G Guang2hua2

(1. College of Chemist ry and Engineer , Xianyang Normal University , Xianyang 712000 , China ;

2. Key Laboratory of Auxiliary Chemist ry & Technology for Chemical Indust ry ,

Minist ry of Education Shanxi University of Science & Technology , Xi’an 710021 , China)

Abstract :　Soybean polypeptides were produced by combination of microwave heating and hydrolysis of soybean proteins

by alcalase , t rypsin and neutral protease. Molecular weight dist ribution was determined by sephadex2G50 gel filt ration

chromatography. It was shown by gel chromatography analysis that the molecular weigh of soybean peptides hydrolyzed

by three enzymes dist ributed mainly below 1 100 u , while that by double enzymes below 2 000 u. It indicates that three

enzymes hydrolysis is better than that by double enzymes , and more than a single enzyme. Result s also showed that the

solubility , foam property and foam stability improved greatly after protease hydrolysis of soybean proteins. Besides , soy2
bean polypeptides exhibited low viscosity at high concentration , little effect on p H even in the vicinity of the isoelect ric

point of the proteins , as well as excellent moisture absorption , moisture maintenance , heat stability and st rong foam

property , which provide theoretical references for the development of soybean polypeptides as a new kind of materials.
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