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发芽对大豆分离蛋白功能性质的影响

王素雅，赵甲慧，杨玉玲，鞠兴荣

(南京财经大学食品科学与工程学院，江苏省粮油食品检测与深加工重点实验室，江苏 南京      210046)

摘   要：研究发芽对大豆分离蛋白(SPI)功能性质的影响。采用碱提酸沉法制备不同发芽阶段的 SPI，研究大豆蛋白

功能性质变化。结果表明：发芽使大豆 SPI 溶解性、吸水性、起泡性和乳化性均有所增加，其中芽长 1cm 大豆

SPI 具有最佳的蛋白功能性质。SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)结果表明：大豆发芽过程中 7S 球蛋白更易受

蛋白酶影响而发生降解，使其内部疏水性氨基酸残基暴露，从而使大豆 SPI 的功能性质不能持续改善。
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Abstract ：In this paper, we report the results of experiments intended to reveal the effect of germination on functional properties
of soybean protein isolate (SPI). SPI from germinated soybean seeds at different stages of germination was prepared using the
method of alkaline extraction and subsequent acid precipitation, and then determined for functional properties. Our results
showed that solubility, foaming properties, emulsifying properties and water-holding capacity of SPI extracted from germinated
soybean seeds were all better than those of SPI extracted from non-germinated ones. Furthermore, SPI from germinated soybean
seeds with 1 cm long sprouts was observed to have the best functional properties. The results from SDS-PAGE indicated that
most hydrophobic amino acids of 7S globulin were exposed on the surface due to being easily hydrolyzed by endogenous
protease, improving functional properties of SPI.
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大豆是我国重要的油料作物之一，具有丰富的营养

价值。大豆经适当发芽处理以后，水溶性维生素、大

豆异黄酮、γ- 氨基丁酸等含量增加，抗营养因子含量

减少，营养价值和口感得到提高和改善 [ 1 ]。因此，有

研究者利用发芽大豆制备豆乳饮料[2]，也有研究者利用

发芽大豆制备具有抗氧化性的豆腐[3]。这些研究重点关

注发芽大豆营养改变与产品的加工工艺，而对发芽大豆

主要成分变化对其加工性能的影响研究尚属空白，这就

严重制约了营养增值发芽大豆的深加工及其产品推广。

大豆中蛋白质含量约 40%，是最重要的组成成分，

其功能性质直接影响大豆的加工性能。大豆发芽后内源

蛋白酶活性改变，直接影响蛋白质的组成和结构，进

而影响大豆蛋白质的功能性质。蛋白质的功能性质主要

有溶解性、胶凝性、乳化性、起泡性、持水性等 [ 4 ]，

这些性能的变化直接影响大豆产品的加工品质。此外，

蛋白质分子间的相互作用、电荷分布、空间构象，以

及环境如 pH 值、温度及食品其他组分等都会对其功能

性质产生影响 [ 4 ]。

本实验以发芽大豆为原料，研究发芽过程中大豆分

离蛋白(soy protein isolate，SPI)溶解性、起泡性、乳

化性等功能性质的变化。采用 SDS-PAGE 法分析不同芽

长大豆 SPI 的亚基组成和相对比例变化，探讨 SPI 变化

对大豆蛋白质功能性质的影响。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

大豆：产自东北穆丰山，购自南京原粮市场；大

豆油：由中储油镇江油库提供。

三羟甲基氨基甲烷(Tris)、四甲基乙二胺(TEMED)、
十二烷基硫酸钠( S D S )、过硫酸铵、氢氧化钠、硫酸、

磷酸氢二钠、磷酸二氢钠等均为分析纯；标准蛋白
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Marker    美国 California Bioscience 公司；丙烯酰胺、

N, N′- 甲叉双丙烯酰胺、甘氨酸、β- 巯基乙醇、考马

斯亮蓝 R250 等为生化试剂。

1.2 仪器与设备

HG75-3 型电热恒温两用箱    南京实验仪器厂；

FW100 型高速万能粉碎机    天津市泰斯特仪器有限公

司；PHS-25 型 pH 计    上海精密科学仪器有限公司；

HH-6 型数码恒温水浴锅    常州市国华电器有限公司；

AIPHAI-4LDpluo 真空冷冻干燥机    德国 Marin Chris 公
司；TDL-80-2B 型离心分离机    上海安亭科学仪器厂；

FJ200-S 型数显高速分散均质机    上海标本模型厂；UV-
PC2401 型紫外 - 可见分光光度计    日本 Shimadzu 公司；

DYY-12 型电泳仪    北京六一仪器厂。

1.3 方法

1.3.1 大豆籽粒发芽

挑选大小均一、无虫蛀、无霉变、未破损的饱满

大豆籽粒，用清水清洗 3 次后在 25℃、料液比 1:2 的条

件下浸泡 10 h，每 2h 换一次水。将浸泡后的大豆籽粒

置于 2 5℃恒温培养箱中发芽，观察并测量大豆发芽情

况。随机取出 10 粒发芽大豆，用直尺测定其中长度并

计算平均值，根据实验取不同长度样品，并以浸泡 10h
的大豆籽粒(芽长 0.0cm)作为对照。

1.3.2 大豆分离蛋白的制备[5]

发芽大豆 → 40℃烘干 → 磨粉 → 脱脂 → 烘干→ 碱
提酸沉法提取 SPI → 冷冻干燥

1.3.3 大豆分离蛋白溶解性的测定

配制质量浓度为 5.0g/100mL 的 SPI 溶液，取等量溶

液并分别调 pH 值至 2.0、4.0、6.0、8.0、10.0，25℃
搅拌 1h 后在 4470 × g 条件下离心 15min，取 5.0mL 上清

液微量凯氏定氮法测定蛋白含量。以蛋白质分散指数

(protein dispersibility index，PDI) 表示蛋白质溶解性[4]。

                     m1

PDI/%＝————×100                                                          (1)
                     m2

式中：m1 为上清液蛋白含量 /g；m2 为总蛋白含量 /g。

1.3.4 大豆分离蛋白吸水性与吸油性的测定[6]

将 0.50g SPI(m1)置于已知质量的 10.0mL离心管内，加

5.0mL 去离子水，25℃振荡 1h 后在相对离心力 4470 × g
条件下离心 20min，倾去上层水后称质量记为 m2，计算

每克 S P I 的吸水性。吸油性测定以大豆油代替去离子

水，计算每克 S P I 的吸油性。

                           m2－m1－m0

吸水(油)性＝—————————                               (2)
                                      m1

式中：m 0 为离心管质量 / g。

1.3.5 大豆分离蛋白起泡性与泡沫稳定性的测定[7]

取 25.0mL 用 pH7.0 磷酸缓冲液配制的质量浓度为

1.0g/100mL 的 SPI 溶液，室温搅拌 30min。以 10000r/min
均质分散 2min，立即转移至 100mL 量筒中，记录此时

的泡沫体积(V1)。将量筒置于 25℃水浴保温，记录不同

时间量筒中泡沫的体积(V 2)，计算 SPI 泡沫稳定性。

                          V1

起泡性/%＝———×100                                           (3)
                          25

                                  V2

泡沫稳定性/%＝———×100                                   (4)
                                  V1

1.3.6 大豆分离蛋白乳化性与乳化稳定性的测定[8]

用不同pH值缓冲溶液配制质量浓度为1.0g/100mL的

SPI 溶液，室温搅拌溶解 30min。加入 6.0mL 大豆油，以

10000r/min 均质分散 2min 后，立即从底部吸取 100μL 乳

浊液与 10.0mL 0.1g/100mL SDS 溶液混匀，2min 后测定

其在波长 500nm 处吸光度 A 1，该值即为 S P I 乳化活性

(emulsifying activity，EA)。12min 后再从底部吸取乳浊

液，与10.0mL 0.1g/100mL SDS 溶液混匀后测定吸光度 At。

按式 ( 5 )计算乳化稳定性(emulsion stability，ES)。
                         A1

ES/min＝—————×Δt                                                (5)
                   A1－At

式中：Δt  为两次测定乳化活性的时间间隔 /min。

1.3.7 发芽前后大豆分离蛋白分子质量的测定

SDS-PAGE 法[9]：采用 12% 的分离胶和 5% 的浓缩

胶，电泳电压 200V，电流 100mA，功率 50W。待溴

酚蓝刚刚迁移出凝胶底部时终止电泳，凝胶经考马斯亮

蓝 R250 染色，脱色液中漂洗脱色，固定液处理后拍照。

2 结果与分析

2.1 发芽对大豆分离蛋白溶解性的影响

溶解性是蛋白质水化作用的重要体现，也是蛋白质

应用性的一个良好指标，决定和影响着蛋白质其他功能

特性，如起泡性、乳化性、吸水性等 [ 1 0 ]。

图 1 pH7.0 时发芽大豆 SPI 的溶解性

Fig.1   Solubility at pH 7.0 of SPI from germinated soybean seeds at
different stages of germination
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由图 1 可见，在 pH7.0 的缓冲溶液中，芽长 1cm 大

豆 SPI 的 PDI 最高为 71.2%，然后，大豆 SPI 的 PDI 随
芽长增加而降低，芽长 5cm 大豆 SPI 的 PDI 为 64.7%，

仅略高于未发芽大豆的 62.2%。发芽大豆 SPI 溶解性提

高的原因可能是内源蛋白酶活性提高 [ 1 1 ]并作用于大豆

SPI，部分 7S 球蛋白和 11S 球蛋白被水解，使蛋白质分

子部分展开，游离氨基与羧基增多，分子表面的电荷

增多，离子相互作用增强，溶解度提高 [ 1 0 , 1 2 ]。随着内

源蛋白酶不断作用，原本包含于蛋白分子内部的疏水基

团暴露，疏水相互作用也随之增强，离子相互作用与

疏水相互作用互有消长，从而表现出大豆 SPI 溶解度不

再继续提高。

图 2反映出不同芽长大豆SPI溶解性随 pH值的变化趋

势相同，在 pH4.0～6.0 时，大豆 SPI 的 PDI 最低。这是

由于大豆 SPI 主要是由 11S 蛋白和 7S 蛋白组成，它们的等

电点为 pH4.5～4.8。当环境 pH 值在等电点附近时，蛋白

质分子所带静电荷几乎为零，分子间缺乏静电排斥作用，

导致大豆 SPI 聚集沉淀，溶解度最低，呈现出 U 型曲线。

2.2 发芽对大豆分离蛋白吸水性和吸油性的影响

大豆蛋白多肽链上含有极性基团，可与水分子相互

作用而发生蛋白质水化作用，表现为蛋白质的吸水性和持

水性[4]。其受大豆蛋白溶解性的影响，与大豆蛋白的其他

功能性质如凝胶性、乳化性等有关。吸油性是蛋白吸附

油脂的能力，大豆蛋白与甘油三酯可以形成蛋白 - 酯络合

物，从而产生吸油性[ 1 3 ]，反映出蛋白疏水能力的强弱。

由图 3 可知，发芽大豆 SPI 吸水性变化趋势与其溶

解性变化趋势一致，而吸油性变化趋势则相反。发芽

大豆 SPI 的吸水能力均较未发芽大豆(1.44g/g)高，其中

芽长 1cm 大豆 SPI 吸水能力最强为 1.78g/g，其后随芽长

增加 SPI 吸水能力逐渐降低，芽长 6cm 时 SPI 吸水能力

为 1.55g/g。SPI 吸水性与吸油性变化的原因可能是发芽

初期内源蛋白酶水解使 SPI 游离氨基与游离羧基增加，

亲水性增强而疏水性降低。但内源蛋白酶不断作用又使

原本包埋于蛋白分子内部的疏水基团大量暴露，SPI 吸
水性随之降低而吸油性升高。

2.3 发芽对大豆分离蛋白起泡性和泡沫稳定性的影响

起泡性和泡沫稳定性属于蛋白质的界面性质，也是

影响许多食品口感和质构的重要因素。由图 4 可知，大

豆发芽后 SPI 起泡性先增加，然后又逐渐降低。其中芽

长 1cm 大豆 SPI 的起泡性最高为 80.0%，比未发芽大豆

提高近 1 倍。蛋白质的起泡性主要是可溶性蛋白质吸附

于气 - 水界面而降低界面张力的结果[4,14]。大豆发芽后，

蛋白质被部分降解使其溶解度提高。降解的蛋白多肽链

展开，易于快速吸附在气 - 液界面上[15]，形成较稳定的

交联网络结构，使发芽 SPI 起泡性提高。但随着蛋白质

进一步降解，疏水性基团不断暴露，蛋白多肽溶解性

降低，S P I 起泡性又降低。

芽长∕cm
              泡沫稳定性 /%

2min 5min 10min 20min 30min 60min
0 90.0 90.0 86.0 80.0 80.0 77.0
1 83.3 75.0 66.7 65.6 58.3 58.3
2 88.5 85.8 78.9 70.9 68.6 66.6
3 86.7 82.7 73.3 66.7 63.0 60.3
4 87.5 84.2 75.0 68.7 66.7 65.3
5 89.5 86.8 80.9 72.9 69.3 67.6
6 90.0 90.0 85.0 75.0 72.0 71.0

表 1 不同芽长大豆 SPI 的泡沫稳定性

Table 1   Foam stability of SPI from germinated soybean seeds at
different stages of germination

表 1则反映出发芽大豆SPI的泡沫稳定性较未发芽大

图 2 pH 值对不同芽长大豆 SPI 溶解性的影响

Fig.2   Effect of pH on the solubility of SPI from germinated soybean
seeds at different stages of germination
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图 3 不同芽长大豆 SPI 的吸水性和吸油性

Fig.3   Water absorption capacity and oil absorption capacity of SPI
from germinated soybean seeds at different stages of germination
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图 4 不同芽长大豆 SPI 的起泡性

Fig.4   Foaming capacity of SPI from germinated soybean seeds at
different stages of germination
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豆低。这是由于蛋白质起泡性和泡沫稳定性由不同的分

子性质所决定，导致它们之间的关系一般是互逆的，呈

现良好起泡性能的蛋白质泡沫稳定性通常较差。起泡性

主要由蛋白质的溶解性、蛋白质分子在界面扩散的速度

及界面张力等性质决定，而泡沫稳定性与蛋白质的水

合、分子间相互作用有关 [ 4 ]。

2.4 发芽对大豆分离蛋白乳化活性和乳化稳定性的影响

大豆 SPI 同时含有疏水基团和亲水基团，亲水基团

具有向油水界面扩散并吸附于界面的能力，能够降低油

水界面的表面张力，利于形成乳浊液体系；而疏水性基

团对稳定乳浊液起着一定作用[14]，因此 SPI 具有良好的

乳化性质。

由图 5 可见，发芽大豆 SPI 的乳化活性高于未发芽

大豆，其中芽长 1c m 发芽大豆 SP I 的乳化性最高。这

是由于大豆发芽后蛋白质被部分降解，游离氨基与羧基

增多使蛋白质溶解度提高，向油水界面扩散与吸附能力

增强，界面张力降低，乳化活性提高。不同芽长大豆

SPI的乳化活性随环境 pH值的变化趋势与其溶解性随 pH
值的变化趋势一致，说明大豆 SPI 乳化性与其溶解性正

相 关 。

由图 6 可见，发芽大豆 SPI 的乳化稳定性随豆芽长度

的增加先降低，然后又有所提高。分析认为该结果与内

源蛋白酶的水解使蛋白质内疏水性基团不断暴露有关，也

与蛋白质乳化性和乳化稳定性一般不存在相关性一致[4]。

2.5 发芽前后大豆分离蛋白分子的变化

为了明确大豆发芽前后大豆 SPI 变化对其功能性质

的影响，采用 SDS-PAGE 法分析了不同芽长大豆 SPI 亚
基分子质量变化。由图 7 可见，大豆 SPI 电泳图谱区带

清晰，而发芽后 SPI 电泳区带密度逐渐降低。分子质量

较大的 SPI 亚基迅速减少甚至消失，而分子质量较小的

区带出现或密度增加，表明发芽大豆 S P I 发生降解。

大豆 SPI 根据超速离心时沉降系数不同，分为 2S、
7S、11S 和 15S 蛋白，其中主要由 7S 和 11S 球蛋白组

成，两者之和占 SPI 70% 以上。7S 球蛋白分为β- 大豆

伴球蛋白、γ- 大豆伴球蛋白和碱性 7 S 球蛋白，其中

β- 大豆伴球蛋白是主要成分，所以通常又将 7 S 球蛋

白称为β- 伴大豆球蛋白或伴大豆球蛋白 [16 ]。7S 球蛋

白是三聚体，分子质量约为 1 8 0 k D ，由α′、α、β

3 个亚基组成 [ 1 7 ]，各亚基的分子质量约为α′78000D、

α 75000D、β 47000D[18]，各亚基之间几乎无二硫键连

接。11S 球蛋白是单一球蛋白[16]，由 6 个亚基聚集而成，

分子质量约为 320～380kD，其各亚基的分子质量分别为A3

37kD，A1、A2 34000D，A4 35000D，B3 23000D，B1、

B2、B4 22000D[18]。每个亚基由一条酸性多肽链 A 和一条

碱性多肽链 B 通过二硫键连接而成[18-19]。

对比图 7 电泳区带发现，大豆发芽后 7S 球蛋白的

β亚基与 11S 球蛋白的碱性亚基 B 等没有明显变化。7S
球蛋白的α＇、α亚基和 11S 球蛋白的酸性亚基 A3 区带在

发芽 1cm 时没有明显变化，芽长 4cm 时电泳区带逐渐变

细，芽长 7c m 时亚基区带几乎消失。而 11 S 球蛋白碱

性亚基 B3 随着发芽时间的延长条带逐渐清晰。因此可推

知大豆发芽使 7S 球蛋白的α＇、α亚基和 11S 的酸性亚基

A3 明显降解，而分子质量较小的 B3 和 B 亚基的电泳区带

蛋白质有明显的增加，并且大豆 11S 球蛋白比 7S 球蛋白

变化小，这可能与它们的结构有关。7 S 球蛋白由 3 个

亚基组成，容易受到外界影响而发生聚合和解聚；11S
球蛋白由酸性亚基和碱性亚基构成两个环状六角形结

构，具有一定的刚性，受外界影响较小 [ 9 ]。

图 6 不同芽长大豆 SPI 的乳化稳定性

Fig.6   Emulsion stability of SPI from germinated soybean seeds at
different stages of germination
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图 7 发芽大豆分离蛋白的 SDS-PAGE 电泳图谱

Fig.7   SDS-PAGE patterns of SPI from germinated soybean seeds at
different stages of germination
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图 5 不同芽长大豆 SPI 的乳化性

Fig.5   Emulsifying capacity of SPI from germinated soybean seeds at
different stages of germination
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SDS-PAGE 图谱显示，发芽大豆中蛋白质受内源蛋

白酶作用明显。一方面，发芽使 SPI 发生部分降解，极

性基团如游离氨基与羧基增多，SPI 溶解性提高。另一

方面，7S 球蛋白和 11S 球蛋白组成结构存在差异，7S
球蛋白较 11S 球蛋白更容易发生解聚，由于 7S 球蛋白含

有较多疏水氨基酸，蛋白降解使更多疏水性基团暴露，

从而使 S P I 的溶解性、起泡性和乳化性等有所降低。

3 结  论

采用碱提酸沉法分离了不同芽长大豆的 SPI 并研究

了它们的功能性质。结果发现发芽大豆的溶解性、吸

水性、起泡性和乳化性等均较未发芽大豆高，其中芽

长 1cm 大豆 SPI 的功能性质最佳，说明发芽可以部分改

善大豆蛋白的功能性质。通过 SDS-PAGE 电泳法分析不

同芽长大豆 SPI 的相对分子质量变化，可以发现发芽大

豆 SPI 中 7S 球蛋白的α′，α亚基和 11S 球蛋白的酸性亚

基 A 3、A 明显降解，而 1 1 S 球蛋白的碱性亚基 B、B 3

变化较小，说明 7S 球蛋白更易被大豆内源蛋白酶水解。

由于 7S 球蛋白含有更多的疏水性氨基酸，其水解的结

果使疏水性基团暴露，SPI 的溶解性随其不断降解而降

低，从而导致大豆 SPI 功能性质不能持续提高。从大豆

加工的角度看，适度发芽不仅可以改善大豆的营养结

构，而且可以提高大豆的加工性能，是大豆加工中值

得推广的一种工艺技术。
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