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可溶性大豆多糖对大豆分离蛋白凝胶形成的影响

葛钰鸿 1 沈为佳 1 赵秀兰 2 张 清 1

（1. 四川农业大学食品学院，四川  雅安   625000； 2. 四川省分析测试服务中心，四川  成都   610011）

摘 要 ：［目 的］探 讨 可 溶 性 大 豆 多 糖（soluble soybean polysaccharides，SSPS）对 大 豆 分 离 蛋 白（soybean protein isolate，

SPI）凝胶形成及凝胶特性的影响。［方法］制备不同 SSPS 添加量的 SPI 悬液和凝胶，以未添加 SSPS 的 SPI 悬液和凝胶为

对照。分别测定结构特性、理化特性以及凝胶特性。［结果］SPI 制备成凝胶的过程中，SPI 与 SSPS 之间发生了糖基化反

应，SSPS 改变了蛋白的二级结构和三级结构。添加 SSPS 后样品 zeta⁃电位绝对值降低、热稳定性增大；凝胶离子键、氢

键、疏水相互作用及二硫键含量下降，非二硫键的共价键含量增加。添加量为 10% 时，SPI 悬液表面疏水性降低程度最

大，达到 88.42%；SPI 凝胶硬度下降 28.85%，持水性增加了 40.72%。扫描电镜结果表明，SSPS 的添加导致凝胶网络疏

松多孔，凝胶强度下降。［结论］SPI 凝胶制备过程中添加 SSPS，二者会发生糖基化反应，随 SSPS 添加量增多，蛋白结构

特性和凝胶特性改变更明显。
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Abstract: ［Objective］ This study aimed to investigate the effect of soluble soybean polysaccharides (SSPS) on gel formation and 

properties of soybean protein isolate (SPI). ［Methods］ SPI suspension and gels with different amounts of SSPS were prepared, and SPI 

suspension and gels without SSPS were used as controls. The structural properties, physicochemical properties and gel properties were 

determined. ［Results］ During the preparation of SPI into gel, glycosylation reaction occurred between SPI and SSPS, which led to the 

change of the secondary and tertiary structure of SPI. With the addition of SSPS, the absolute value of zeta-potential decreased and the 

thermal stability increased. The ionic bond, hydrogen bond, hydrophobic interaction and disulfide bond content of gel decreased, and the 

covalent bond content of non-disulfide bond increased. When the addition was 10%, the surface hydrophobicity of SPI suspension decreased 

by 88.42%, the gel hardness decreased by 28.85%, and the water holding capacity increased by 40.72%. The SEM results showed that the 

addition of SSPS resulted in a loose and porous gel network and a decrease in gel strength. ［Conclusion］ The addition of SSPS in the 

preparation of SPI gel resulted in glycosylation reaction. With the increase of SSPS addition, the protein structure and gel properties changed 

more significantly.
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传统豆腐的制作一般包括泡豆、磨浆、煮浆、过滤、点

浆、挤压成型等步骤，豆腐凝胶的成型得益于煮浆时大豆

蛋白的热变性以及点浆时凝固剂的促交联作用 [1]。豆浆

中 存 在 大 豆 分 离 蛋 白（soybean protein isolate，SPI），是 形

成豆腐凝胶的主要蛋白，由大豆球蛋白（glycinin，11S）和

β⁃伴大豆球蛋白（β⁃conglycinin，7S）组成 [2]，含多种必需氨

基 酸 及 丰 富 的 不 饱 和 脂 肪 酸 等 。 同 时 ，豆 浆 中 含 有 可 溶

性大豆多糖（soluble soybean polysaccharides，SSPS），是一
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类酸性多糖 [3]，表现出成膜能力、抗氧化活性、分散性、稳

定性、乳化性和附着力等多种功能 [4-5]。蛋白质与多糖共

存于同一食品体系中时，极易发生相互作用，从而影响食

品品质，豆浆加热及凝固过程中，为 SPI 与 SSPS 的反应提

供 了 良 好 的 环 境 ，SSPS 对 SPI 的 凝 胶 行 为 和 豆 腐 的 理 化

性质都会产生影响。

蛋白质与多糖之间存在非共价相互作用和共价相互

作用，当二者之间存在静电相互作用时，可促进可溶性复

合物的形成、凝聚或沉淀 [6]，当静电相互作用小于热力学

不 相 容 带 来 的 排 斥 作 用 时 ，则 可 能 会 产 生 排 斥 絮 凝 作

用 [7]，阻 碍 豆 腐 凝 胶 成 型 。 同 时 ，SSPS 的 存 在 会 提 高 SPI

的 其 他 凝 胶 特 性 ，Zhao 等 [8] 研 究 发 现 棉 子 糖 、水 苏 糖 或

SSPS 可通过增强体系中的疏水相互作用和二硫键作用，

增加 SPI 凝胶的储能模量，改善凝胶强度、硬度、持水性和

微 观 结 构 。 此 外 ，豆 浆 加 热 过 程 为 还 原 糖 类 和 氨 基 化 合

物 间 的 糖 基 化 反 应 提 供 了 良 好 的 反 应 条 件 ，可 能 会 使

SSPS 与 SPI 之 间 产 生 共 价 结 合 ，但 二 者 间 各 种 相 互 作 用

力对豆腐凝胶产生的影响尚不明确。糖的添加量不同对

蛋 白 凝 胶 特 性 的 影 响 也 是 不 同 的 [9]，Xu 等 [10]研 究 发 现 添

加 10% 和 20% 的 SSPS 后，SPI 凝胶强度弱于未添加 SSPS

和 添 加 了 30% SSPS 的 凝 胶 ，而 未 添 加 SSPS 形 成 的 凝 胶

结构更致密，不同 SSPS 添加量对 SPI 凝胶及其特性产生

的 影 响 及 其 原 理 有 待 进 一 步 研 究 。 研 究 拟 探 讨 在 不 同

SSPS 添 加 量 下 ，SPI 凝 胶 形 成 过 程 中 的 相 互 作 用 类 型 和

反应程度，及其对 SPI 凝胶性质的影响，为揭示豆腐凝胶

形成过程规律及凝胶性质呈现提供理论支持。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

大豆：南夏豆 25，粗蛋白含量为 49.25%，粗脂肪含量

15.81%，水 溶 性 蛋 白 含 量 88.27 mg/mL，四 川 省 南 充 市 农

业科学院；

SSPS：合肥博美生物科技有限责任公司；

葡 糖 酸 内 酯（gluconolactone，GDL）：食 品 级 ，江 西 新

黄海医药食品化工有限公司；

考马斯亮蓝：南京建成生物工程研究所；

Tris：博奥拓达科技（北京）有限公司；

广谱蛋白 Marker、甘氨酸：北京索莱宝科技有限公司；

10% 十 二 烷 基 硫 酸 钠（SDS）、四 甲 基 乙 二 胺

（TEMED）：博士德生物工程有限公司。

1.2　仪器与设备

质 构 仪 ：Texture Analyser 型 ，英 国 Stable Micro 

System 公司；

台式高速冷冻离心机：TGL⁃16 型，湘南湘仪实验室仪

器开发有限公司；

环境扫描电镜：Quattro ESEM 型，赛默飞世尔科技有

限公司；

傅里叶变换红外光谱仪：NicoletIS10 型，赛默飞世尔

科技有限公司；

荧 光 酶 标 仪 ：Varioskan Flash 型 ，赛 默 飞 世 尔 科 技 有

限公司；

差示扫描量热仪：Q200 型，美国 TA 公司；

电子天平：Sartorius⁃CP225D 型，德国 Sartorius 公司；

数显恒温水浴锅：HH⁃4 型，邦西仪器科技（上海）有限

公司；

磁力搅拌器：MYP11⁃2 型，上海梅颖浦仪器仪表制造

有限公司；

密 封 性 摇 摆 式 粉 碎 机 ：XL⁃10B 型 ，广 州 市 旭 朗 机 械

设备有限公司。

1.3　方法

1.3.1　大豆分离蛋白的制备　使用碱溶酸沉法 [11]制备大

豆分离蛋白。大豆经粉碎机粉碎 1 min 过 80 目筛，与乙醚

按 1∶4 （g/mL）混 匀 后 搅 拌 1 h；静 置 分 层 后 收 集 沉 淀 ，重

复两次，将沉淀自然风干。脱脂豆粉按 1∶10 （g/mL）分散

于去离子水中，用 2 mol/L NaOH 调节 pH 至  8.0，然后磁力

搅 拌 1 h，离 心（4 ℃ ，9 000×g，20 min）得 到 上 清 液 ，用

2 mol/L 的 HCl 将 pH 至 4.5，离 心（4 ℃，4 000×g，20 min）

后收集沉淀 ，加 3 倍去离子水分散 ，离心（4 ℃，8 000×g，

10 min）后 收 集 沉 淀 ，加 入 适 量 去 离 子 水 ，用 2 mol/L 

NaOH 调节 pH 至 7.0，冻干即得 SPI。

1.3.2　SPI⁃SSPS 糖基化反应及凝胶的制作　配制质量分

数（ω）为 6% 的 SPI 悬液，以不同质量比加入 SSPS（以 SPI

质量计算，0%，2%，4%，6%，8%，10%），搅拌 2 h 后 4 ℃下

静 置 过 夜 ，使 原 料 充 分 水 化 。 以 不 添 加 多 糖 的 处 理 作 为

对照。

将上述悬液在 95 ℃下水浴加热 30 min，冷却后，取一

部 分 SPI 悬 液 用 于 指 标 测 定 ，剩 余 部 分 加 入 凝 固 剂（ω=
0.5% 的 GDL），85 ℃水浴保温 1 h 成型。将蛋白凝胶放入

冷水中，待冷却后放入 4 ℃冰箱过夜贮藏，将部分凝胶冻

干磨粉，-18 ℃贮存待测。

1.3.3　蛋白—糖糖基化反应的确定　

（1） 褐 变 程 度 测 定 ：参 照 Han 等 [12]的 方 法 修 改 如 下 ：

SPI 悬 液 取 离 心 后 的 上 清 液 测 定 ，凝 胶 粉 溶 解 在

10 mmol/L PBS（pH 7.2）中 ，离 心 后 取 上 清 液 进 行 测 定 。

蛋 白 质 量 浓 度 均 调 为 1 mg/mL，使 用 酶 标 仪 在 420 nm 处

记录溶液的吸光度以表征褐变程度。

（2） 接 枝 度（degree of grafting, DG）测 定 ：采 用

OPA 法 [4]。

（3） 蛋白亚基组成测定：分别对糖基化后的 SPI 悬液

与 凝 胶 进 行 十 二 烷 基 硫 酸 钠 — 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（SDSPAGE），具体操作参照兰秋雨等 [13]的方法修改如下：

将 4 mg 样 品 溶 解 在 1 mL 2 倍 上 样 缓 冲 液 中 ，离 心
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（10 000 r/min，10 min）后取上清液上样。

1.3.4　蛋白—糖糖基化产物结构性质分析　

（1） 傅里叶变换红外光谱（FTIR）分析：参照 Lan 等 [4]

的方法。

（2） 内 源 荧 光 测 定 ：参 照 Xiong 等 [14] 的 方 法 修 改 如

下 ：将 凝 胶 冻 干 粉 分 散 于 超 纯 水 中 ，充 分 搅 拌 ，离 心

（10 000 r/min，10 min）得到上清液，配制上清液蛋白质量

浓度 0.2 mg/mL，狭缝宽度为 2 nm。

（3） 蛋白质溶解能力：参照 Zhang 等 [15]的方法修改如

下 ：取 0.15 mg 凝 胶 粉 依 次 溶 解 在 0.5 mL 的 5 种 溶 剂 中 ：

S1：0.6 mol/L NaCl、S2：0.6 mol/L NaCl+1.5 mol/L 尿 素 、

S3：0.6 mol/L NaCl+8 mol/L 尿 素 、S4：0.6 mol/L NaCl+
8 mol/L 尿 素 +0.5 mol/L β巯 基 乙 醇 、S5：1 mol/L NaOH。

离心（10 000×g，20 min，4 ℃）后用考马斯亮蓝法测定上清

液中的蛋白质浓度；各分子间作用力按式（1）~式（5）进行

计算。

c ib=
ρ 1

ρ
× 100% , （1）

chb=
ρ2 - ρ 1

ρ
× 100% , （2）

chi=
ρ3 - ρ 2

ρ
× 100% , （3）

cdb=
ρ4 - ρ3

ρ
× 100% , （4）

cndcb=
ρ5 - ρ 4

ρ
× 100% , （5）

式中：

cib——离子键含量，%；

chb——氢键含量，%；

chi——疏水相互作用含量，%；

cdb——二硫键含量，%；

cndcb——非二硫键的共价键含量，%；

ρ——凝胶粉质量浓度，0.3 mg/mL；

ρ1——S1 溶液中上清液蛋白质质量浓度，mg/mL；

ρ2——S2 溶液中上清液蛋白质质量浓度，mg/mL；

ρ3——S3 溶液中上清液蛋白质质量浓度，mg/mL；

ρ4——S4 溶液中上清液蛋白质质量浓度，mg/mL；

ρ5——S5 溶液中上清液蛋白质质量浓度，mg/mL。

（4） 电 位 分 析 ：参 照 Zhou 等 [16]的 方 法 修 改 如 下 ：SPI

悬 液 离 心 后 取 上 清 液 ，凝 胶 粉 溶 于 超 纯 水 中 ，离 心

（10 000 r/min，10 min）取 上 清 液 调 节 蛋 白 质 量 浓 度 为

2 mg/mL 进 行 测 定 。 马 尔 文 粒 度 仪 设 定 温 度 为 25 ℃，重

复测定 3 次取平均值。

（5） 表 面 疏 水 性 测 定 ：参 照 Achouri 等 [17]的 方 法 修 改

如下：蛋白溶液上清液蛋白质量浓度为 2 mg/mL，以超纯

水加 ANS 作为空白，测定空白及样品的荧光强度。

（6） 热性能分析：参照 Zhou 等 [16]的方法修改如下：从

20 ℃ 加 热 至 250 ℃ ，升 温 速 度 为 5 ℃/min，氮 气 流 速

50 mL/min。 采 用 美 国 TA 公 司 提 供 的  TA Universal 

Analysis 2000 软件计算峰值温度（Tp）和热变性焓变（ΔH）。

1.3.5　凝胶性质测定　

（1） 持水力（WHC）：采用离心法 [18]。

（2） 脱水收缩率 ：参照杨飞飞等 [19]的方法修改如下 ，

将 SPI 凝胶切成边长为 1 cm 的正方体，置于 2 层中速定性

滤纸上。

（3） 质构特性 ：参照石彦国等 [20]的方法修改如下 ：将

凝胶切成直径为 30 mm，高 1 cm 的圆柱体，在室温下平衡

30 min 进 行 测 定 。 质 构 特 性 分 析 参 考 TPA 模 式 ，采 用

P/36R 探头，所有样品至少测定 6 次。

（4） 微观结构 ：参照 Wang 等 [21]的方法对样品进行前

处 理 。 将 干 燥 后 的 样 品 用 导 电 胶 固 定 在 样 品 台 上 ，喷 金

后在加速电压 10 kV 下观察凝胶的形态结构。

1.4　数据统计分析

所 有 试 验 重 复 3 次 ，采 用 Excel 2013 对 数 据 进 行 处

理；采用 IBM SPSS Statistics 22 进行方差分析（P<0.05），

采用 Origin Pro 8.5 绘图。

2　结果与分析

2.1　糖基化反应的鉴定

2.1.1　褐变程度及游离氨基含量分析　如图 1 所示，随着

SSPS 添加量增加，SPI 悬液及凝胶的褐变程度显著增大，

SPI 凝 胶 DG 显 著 增 大 。 当 添 加 量 达 到 6% 后 ，继 续 添 加

SSPS，悬 液 褐 变 程 度 变 化 较 小 ；SSPS 添 加 量 为 10% 时 ，

SPI 凝 胶 的 DG 达 到 最 大 ，为 21.83%。 这 是 因 为 对 SPI 悬

液进行加热时，SPI 分子结构部分展开，蛋白质氨基侧链

与还原糖的羰基共价结合，产生棕褐色产物 [22]；随着 SSPS

添 加 量 增 多 ，自 由 氨 基 被 消 耗 ，且 加 热 时 间 较 短 [23]，蛋 白

字母不同表示组内差异显著（P<0.05）

图 1　SSPS添加量对 SPI悬液和凝胶褐变程度及 DG的影响

Figure 1　Effects of different SSPS additions on browning 

degree and DG of SPI suspension and gel
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质展开不完全，反应无法继续进行而趋于平稳。同时，由

于 悬 液 糖 基 化 反 应 程 度 较 低 ，无 法 检 测 出 纯 蛋 白 体 系 与

蛋 白 — 多 糖 混 合 体 系 游 离 氨 基 含 量 的 变 化 ，即 DG 为 0。

凝胶成型过程中，蛋白质分子进一步展开，提供更多反应

位 点 ，促 进 与 还 原 糖 接 枝 反 应 的 发 生 ，产 生 更 多 褐 色 产

物。以上结果表明，SPI 凝胶制备过程中 SPI 与 SSPS 分子

之间发生了糖基化反应。

2.1.2　SDSPAGE 电泳分析　如图 2 所示，SSPS 的加入没

有 改 变 SPI 的 亚 基 组 成 。 加 入 6%，8%，10% SSPS 的 SPI

悬液以及加入 8% 和 10% SSPS 的 SPI 凝胶相对于添加量

为 0% 的 样 品 电 泳 条 带 颜 色 变 浅 ，这 可 能 是 由 于 SSPS 与

SPI 发生了糖基化反应，导致与染色剂结合的自由氨基数

量 减 少 [24]。 此 外 ，可 观 察 到 加 入 8% 和 10% SSPS 的 蛋 白

凝胶 7S 亚基特征条带和 11S 酸性亚基的特征条带略微上

移。这是由于糖基化后糖链的接入使蛋白质相对分子质

量 增 大 ，在 分 离 胶 上 的 迁 移 速 度 变 慢 ，条 带 呈 现 滞 后 现

象。由此可见，糖基化反应在 SPI 的 7S 和 11S 球蛋白部分

均有发生 [25]。

2.1.3　FTIR 分 析　 如 图 3 所 示 ，红 外 光 谱 未 出 现 新 的

特 征 峰 ，说 明 SSPS 的 加 入 没 有 形 成 新 的 基 团 。 加 入

SSPS 后 ，SPI 在 3 300 cm-1 的 吸 收 峰 光 谱 强 度 增 大 且

振 动 谱 带 变 宽 ，这 是 由 于 糖 基 化 反 应 引 入 了 糖 链 ，增

加 了 产 物 中 羟 基 的 数 量 [26-27] 。 SPI 在 酰 胺 I 带 、酰 胺 II

带 和 酰 胺 III 带 有 3 个 特 征 吸 收 峰 ，加 入 6% SSPS 的

SPI 悬 液 以 及 添 加 了 糖 的 蛋 白 凝 胶 在 该 范 围 内 的 特 征

峰 吸 收 强 度 增 大 ，表 明 样 品 中 C=C 、C=O 、C — N 等 共

价 键 的 形 成 ，证 实 了 糖 基 化 反 应 的 发 生 [28] 。 SPI 凝 胶

在 2 800~3 000，1 019~1 270 cm-1 范 围 内 的 特 征 吸 收 峰

吸 收 强 度 增 大 ，表 明 SSPS 结 合 到 SPI 上 ，改 变 了 SPI 内

部 甲 基 、亚 甲 基 、C — C 键 和 C — O 键 等 二 级 结 构 ，在

914 cm-1 附 近 的 吸 收 峰 证 实 了 多 糖 α 糖 苷 键 的

存 在 [29] 。

2.1.4　荧光光谱分析　如图 4 所示，随着 SSPS 添加量的

增多，凝胶的内源荧光强度降低，纯 SPI 凝胶最大荧光发

射波长 λmax 为 390.5 nm，添加 6%，8% SSPS 后，蛋白凝胶最

大 荧 光 发 射 波 长 λmax 分 别 为 398，397 nm，发 生 了 红 移 。

图 2　SSPS 不同添加量的 SPI 悬液和凝胶的 SDSPAGE 分析结果

Figure 2　SDSPAGE analysis results of SPI suspension and gel with different SSPS additions

图 3　SSPS 不同添加量的 SPI 悬液和凝胶红外光谱图

Figure 3　Infrared spectra of SPI suspension and gel with different SSPS additions
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SSPS 共 价 接 枝 到 SPI 表 面 后 ，阻 断 了 疏 水 氨 基 酸 的 荧 光

信号，与接枝度变化趋势一致 [30]。此外，氨基酸残基的荧

光发射波长与其有关，糖链接入蛋白分子之后，SPI 的多

肽 链 结 构 被 拉 伸 和 部 分 展 开 ，导 致 色 氨 酸 残 基 所 处 的 微

环 境 发 生 改 变 ，从 蛋 白 质 内 部 的 疏 水 区 域 暴 露 在 亲 水 环

境中，环境极性增加、疏水性减小，发生红移 [31]。

综上所述，SPI 悬液加热及制备成凝胶的过程中加入

SSPS，二者会发生糖基化反应，促进 SPI 三级结构展开及

体系中部分共价键的形成，改变 SPI 二级结构。结合豆腐

凝 胶 生 产 流 程 ，煮 浆 以 及 点 浆 的 过 程 为 豆 浆 中 大 豆 蛋 白

与 可 溶 性 大 豆 多 糖 的 糖 基 化 反 应 提 供 了 有 利 条 件 ，可 以

推测，豆腐凝胶形成过程体系中也会发生糖基化反应。

2.2　SSPS 对大豆分离蛋白理化特性的影响

2.2.1　蛋白质溶解度分析　蛋白凝胶网络的形成由蛋白

质 分 子 间 的 作 用 力 来 驱 动 和 维 持 ，主 要 涉 及 离 子 键 、氢

键、疏 水 性 相 互 作 用 等 非 共 价 相 互 作 用 以 及 共 价 键 。 由

表 1 可知，凝胶内部以疏水相互作用与共价键为主，SSPS

的添加使凝胶中离子键先增多后下降，氢键、疏水相互作

用 及 二 硫 键 含 量 总 体 呈 下 降 趋 势 ，非 二 硫 键 的 共 价 键 相

对含量增加。

SSPS 添加量低时，SSPS 与 SPI 表面均带负电荷，二者

之间静电斥力较大，离子键含量增多 [32]；随着 SSPS 添加量

增多，通过共价键覆盖在 SPI 表面，减少了蛋白分子表面

电 荷 与 环 境 中 其 他 物 质 之 间 的 相 互 作 用 [33]，蛋 白 质 分 子

之间的静电斥力减小。氢键和二硫键是维持蛋白质二级

结 构 的 主 要 作 用 力 ，表 明 糖 链 的 引 入 会 通 过 破 坏 蛋 白 质

分 子 间 的 氢 键 和 二 硫 键 来 改 变 蛋 白 质 的 二 级 结 构 [34]，促

进蛋白分子展开，进而暴露出疏水基团，SSPS 与 SPI 共价

结 合 后 ，引 入 的 糖 链 会 包 裹 或 覆 盖 蛋 白 质 外 层 的 疏 水 性

基 团 ，使 得 疏 水 相 互 作 用 下 降 [35]。 而 非 二 硫 键 的 共 价 键

增多是由于 SSPS 与 SPI 之间发生了共价接枝，促进体系

中 C=C、C=O、C—N 等共价键的形成，这与红外图谱结

果一致。以上结果表明，在制备成凝胶的过程中，SSPS 会

破坏 SPI 分子内氢键和二硫键促进蛋白分子展开，同时可

能 会 阻 碍 蛋 白 分 子 间 离 子 键 的 形 成 ，促 进 凝 胶 中 非 二 硫

键的共价键的形成，影响凝胶特性。

2.2.2　Zeta 电位分析　如图 5 所示，所有样品 Zeta 电位均

为 负 值 。 随 着 SSPS 添 加 量 增 多 ，电 位 绝 对 值 均 减 小 ，凝

胶电位绝对值大幅减小，添加 10% SSPS 后 SPI 凝胶电位

绝 对 值 减 小 了 67%。 SPI 在 高 于 等 电 点 的 环 境 中 表 面 带

负电荷，SSPS 通过糖基化轭合在蛋白表面，一定程度上起

到 了 屏 蔽 作 用 ，SPI 与 SSPS 接 枝 度 更 高 ，屏 蔽 作 用 更 明

显 [36]。此外，在 SPI 凝胶形成过程中，GDL 为酸性凝固剂，

产生了 H+，导致 pH 下降，更接近 SPI 等电点，蛋白质表层

电荷下降 [37]。

2.2.3　表面疏水性分析　如图 6 所示，加入 SSPS 后，样品

表面疏水性显著下降。纯 SPI 悬液经过加热后，蛋白分子

结构展开，内部疏水基团暴露，表面疏水性较大。对 SPI

悬液进行加热时，SSPS 与 SPI 反应不充分，导致蛋白分子

易于发生自聚集，使得暴露的疏水基团重新嵌入内部 [38]，

表面疏水性下降。SPI 可通过疏水相互作用形成凝胶 [4]，

使疏水基团包裹在凝胶内部，此外，推测糖链接枝在蛋白

分子表面 ，覆盖了位于蛋白质外层疏水性基团 [35,39]，导致

表面疏水性下降。

图 4　SSPS 不同添加量的 SPI 凝胶内源荧光光谱

Figure 4　Endogenous fluorescence spectra of SPI gels 

with different SSPS additions

表 1　SSPS 不同添加量的 SPI 凝胶分子间作用力†

Table 1　Intermolecular forces of SPI gels with different SSPS dosages % 

SSPS 添加量

0

2

4

6

8

10

离子键

0.52±0.00b

0.71±0.00a

0.74±0.02a

0.49±0.02b

0.45±0.01c

0.43±0.02c

氢键

0.43±0.02a

0.25±0.05c

0.34±0.05b

0.27±0.01bc

0.33±0.01b

0.25±0.03c

疏水相互作用力

12.87±0.59ab

13.32±0.20a

11.37±0.17d

12.47±0.09bc

12.09±0.29c

11.30±0.14d

二硫键

21.35±0.03ab

21.63±0.20ab

20.92±1.28b

16.47±0.23c

20.18±041b

22.87±0.99a

非二硫键共价键

10.06±1.33c

12.31±0.33bc

14.71±0.28b

13.43±1.68b

14.29±1.20b

34.86±1.00a

 † 字母不同表示组内差异显著（P<0.05）。
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2.2.4　 热 性 能 分 析　 如 图 7 所 示 ，SPI 悬 液 样 品 Tp 在

119.93~143.85 ℃，制备成凝胶后 Tp 在 119.92~151.76 ℃，随

着 SSPS 添加量增多，Tp 显著增大。SPI 悬液的 ΔH 显著降

低，制备成凝胶后，进一步降低了 ΔH，并且随着 SSPS 添加

量增多，ΔH 降低程度更大，添加了 10% SSPS 的蛋白凝胶

ΔH 较纯 SPI 凝胶降低了 27%。SSPS 和 SPI 间发生化学反

应并交联，GDL 的加入促进了 SSPS 与 SPI 以及 SPI 之间的

共价结合，使得凝胶的构稳定，加热过程中蛋白变性需要

克服的分子作用力增大，稳定性升高，所需能量也随之升

高[40]。这表明 SSPS 的添加增强了 SPI 热稳定性，经过糖基

化改性后，热稳定性进一步增强。

2.3　SSPS 对大豆分离蛋白凝胶特性的影响

2.3.1　凝胶硬度分析　如图 8 所示，随 SSPS 添加量增多，

凝胶硬度显著降低。这是由于糖基化反应引入的大分子

多 糖 存 在 空 间 位 阻 ，凝 固 剂 的 加 入 促 进 了 蛋 白 质 的 局 部

聚集，导致形成了不连续的凝胶基质，使凝胶网络疏松多

孔 [41]。 如 前 文 所 述 ，添 加 SSPS 后 SPI 凝 胶 中 疏 水 相 互 作

用及二硫键含量下降，表明 SSPS 阻碍了蛋白质分子之间

的相互作用；结合热性能分析可知，SSPS 可以提高 SPI 的

热变性温度阻碍蛋白变性，减弱 GDL 的助凝作用，改变形

成凝胶的键，降低凝胶硬度 [4,39]。这一现象在豆腐凝胶中

也 有 体 现 ，李 景 妍 等 [42]研 究 表 明 生 浆 法 制 备 的 豆 腐 体 系

中可溶性糖含量较少，硬度比熟浆法豆腐高，而熟浆法豆

腐感官评分更优。可见，实际豆腐生产中，可溶性多糖的

存在会影响豆腐凝胶硬度，同时使豆腐口感更佳。

2.3.2　 脱 水 收 缩 率 及 持 水 性 分 析　 如 图 9 所 示 ，添 加

SSPS 使蛋白凝胶脱水收缩率显著降低，持水性增大。表

明 凝 胶 中 自 由 水 比 例 减 少 ，结 合 水 比 例 增 高 。 这 可 能 是

由于 SSPS 的加入导致蛋白凝胶网络疏松，使水分易于流

失。在凝胶系统中，水可以保留在凝胶网络的孔隙中，也

可以与蛋白质和多糖的官能团结合，由于 SSPS 的加入破

坏 了 蛋 白 分 子 之 间 的 氢 键 ，这 部 分 断 裂 的 氢 键 可 能 与 水

分子之间重新形成氢键；此外，SSPS 含有大量的羟基，可

在凝胶成型过程中与水分子间形成氢键 [39]。持水性也是

字母不同表示组内差异显著（P<0.05）

图 5　SSPS 添加量对 SPI 悬液和凝胶 Zeta 电位的影响

Figure 5　Effects of different SSPS dosages on Zeta 

potential of SPI suspension and gel

字母不同表示组内差异显著（P<0.05）

图 6　SSPS 添加量对 SPI 悬液和凝胶表面疏水性的影响

Figure 6　Effects of different SSPS additions on 

hydrophobicity of SPI suspension and gel surface

图 7　SSPS 不同添加量的 SPI 悬液和凝胶 DSC 谱图

Figure 7　DSC spectra of SPI suspension and gel with different SSPS additions
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评 价 豆 腐 品 质 的 重 要 指 标 ，宋 莲 军 等 [43]发 现 豆 腐 的 持 水

率和得率变化是一致的，因此通过 SSPS 增加蛋白凝胶持

水性可以推测，豆浆中 SSPS 的存在可以提高豆腐得率。

2.3.3　 微 观 结 构 分 析　 如 图 10 所 示 ，纯 SPI 凝 胶 微 观 结

构呈致密的蛋白质网格，微孔分布均匀，连续性较好。添

加 SSPS 后 ，凝 胶 网 络 结 构 变 得 不 均 匀 ，产 生 一 些 较 大 孔

隙，随着 SSPS 添加量增大，凝胶网络中孔隙进一步变大，

结 构 变 得 松 散 。 在 凝 胶 形 成 过 程 中 ，SSPS 与 SPI 发 生 糖

基 化 反 应 ，引 入 的 糖 链 产 生 空 间 位 阻 效 应 以 及 体 系 中 存

在未反应的游离 SSPS，阻碍凝胶网络结构的单元间聚集，

离 子 键 、氢 键 、二 硫 键 等 含 量 下 降 ，从 而 具 有 更 大 的 孔

隙 [41]，导致凝胶网络疏松多孔，最终导致凝胶强度下降。

3　结论

研究分析了大豆分离蛋白凝胶制备过程添加可溶性

大豆多糖对蛋白分子结构及蛋白凝胶特性的影响。在悬

液 加 热 到 制 备 成 凝 胶 的 过 程 中 ，大 豆 分 离 蛋 白 与 可 溶 性

大豆多糖糖基化反应程度随可溶性大豆多糖添加量的增

加而增大。可溶性大豆多糖的添加改变了蛋白的二级结

构 和 三 级 结 构 ，使 大 豆 分 离 蛋 白 凝 胶 中 主 要 作 用 力 由 疏

水相互作用和二硫键转变为非二硫键的共价键。随着可

溶性大豆多糖添加量增多，大豆分离蛋白悬液及凝胶 Zeta

电 位 绝 对 值 及 表 面 疏 水 性 降 低 ，热 稳 定 性 增 大 。 可 溶 性

大豆多糖接枝在蛋白上会引入羟基，提高凝胶的持水性，

同时由于空间位阻效应导致大豆分离蛋白凝胶网络结构

更加疏松多孔，硬度降低。因此，推测在豆腐凝胶成型过

程中，豆浆中的可溶性大豆多糖可以提高豆腐得率，也会

影响豆腐的硬度。而多糖对豆腐凝胶品质的综合影响有

待进一步探究。
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