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湿法糖基化改性大豆分离蛋白在低致敏
千页豆腐中的应用
栾慧琳，华晓晗，戴澍涵，贾　鑫，殷丽君*

（中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京 100083）

摘　要：为寻求高效的糖基化改性条件和良好的应用途径，本文以葡萄糖、木糖两种单糖为糖基供体，探究反应时

间、反应温度、蛋白与糖比例、蛋白浓度对大豆分离蛋白湿法糖基化反应的影响，分析大豆分离蛋白-葡萄糖复合

物（SPI-葡萄糖）、大豆分离蛋白-木糖复合物（SPI-木糖）致敏性的变化，并将 SPI-葡萄糖、SPI-木糖应用于低致

敏千页豆腐生产。结果表明，木糖相较于葡萄糖更易与大豆分离蛋白发生糖基化反应，但也更容易有类黑素产

生。在蛋白浓度为 25 mg/mL时，糖基化反应程度最高，并且糖基化反应程度与反应温度、反应时间、糖添加量呈

正相关。SDS-PAGE和傅里叶变换红外光谱分析结果表明糖基化改性使大豆分离蛋白和糖分子发生了共价结合，

SPI的自由氨基减少。糖基化反应程度越高，SPI致敏性越低，SPI-木糖接枝物致敏性降低程度最高可达 50%，以

其为原料经谷氨酰胺转氨酶（TG酶）交联所制作的千页豆腐有良好的弹性和咀嚼性。
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Application of Wet Glycosylation Modified Soybean Protein Isolate in
Hypo-allergenic Chiba Tofu
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Abstract：Two monosaccharides,  glucose  and  xylose,  were  used  as  glycosyl  donors  to  investigate  the  effects  of  reaction
time,  reaction  temperature,  protein-to-sugar  ratio  and  protein  concentration  on  the  wet  glycosylation  reaction  of  soybean
protein isolate. The allergenicity of SPI-glucose derivative (SPI-glucose) and SPI-xylose derivative (SPI-xylose) was anal-
yzed. SPI-glucose and SPI-xylose were used to produce the hypo-allergenic Chiba tofu. The results showed that xylose was
more likely to glycosylate with SPI than glucose, but it was also more likely to produce melanoidin. The highest degree of
glycosylation reaction was observed at  the protein concentration of  25 mg/mL. The degree of  glycosylation reaction was
positively correlated with the reaction temperature, reaction time, and the amount of sugar added. The results of SDS-PAGE
and fourier transform infrared spectroscopy showed that glycosylation caused covalent binding of SPI and sugar molecules,
and the free amino group content of SPI was reduced. The degree of glycosylation reaction was negatively correlated with
the  allergenicity  of  SPI,  and the  allergenicity  of  SPI-xylose  could  be  reduced by up to  50%.  Chiba  tofu  made from SPI-
xylose using glutamine aminotransferase (TGase) had good elasticity and chewiness.
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大豆分离蛋白（soybean protein isolate，SPI）由低

温脱脂豆粕加工而成，蛋白质含量在 90%以上，其

中 7S和 11S蛋白约占 70%，而这两种蛋白也是大豆

中最主要的致敏蛋白[1−2]。SPI因营养价值高、功能

特性好，在食品领域广泛应用。千页豆腐就是以

SPI为主要原料的一种低脂、低碳水化合物但富含蛋

白质的大豆制品，其口感细腻、软弹、吸汁性好，而且

没有传统豆腐的豆腥味，具有广阔的市场前景[3−4]。

近年来，随着大豆制品销量的增加，大豆过敏的发病

率也逐年上升，大豆蛋白过敏这一食品安全问题也不

容忽视[5]。据统计，大豆过敏患者约占食物过敏总人

数的 25%，而目前治疗过敏的最有效方法仍是远离

过敏原[6]。因此，降低食物致敏性已成为研究热点。

已有研究通过热处理[7]、酶水解[8]、发酵、基因修饰、

栽培育种[9] 和糖基化[5] 等方法消除大豆蛋白过敏

原。其中，糖基化改性被认为是一种有前景的降低食

物蛋白致敏性的方法[10]。

糖基化反应是美拉德反应的前期阶段，蛋白质

中氨基酸侧链的 ε-氨基与碳水化合物的羰基共价连

接而形成糖蛋白[11]。糖基化反应受多种因素影响，通

过控制反应条件，可以使糖基化反应生成特定产物，

掩盖食物的过敏原表位，从而降低食物致敏性，还可

改善蛋白质的功能特性[12]。已有研究通过糖基化改

性，来改善蛋白质的乳化性、溶解性、凝胶性[13−15]。

还有研究通过糖基化反应制备大豆分离蛋白-乳糖复

合物，发现 β-伴大豆球蛋白的抗原性降低了 50%以

上[16]。在花生 7S球蛋白的糖基化修饰中，也发现了

降低致敏的作用[17]，但也有研究发现美拉德反应终产

物会激发更强烈的免疫应答[18]。傅玲琳等[19] 通过多

酚-大豆蛋白共价复合物溶液与低聚还原糖进行糖基

化反应制备低致敏大豆蛋白粉，在降低大豆蛋白致敏

性的同时也减少了其中的糖基化终末产物。糖基化

改性蛋白在肉丸、蛋糕等产品中也有应用，并且有良

好的效果[20]。蛋白质糖基化改性的研究还有很多，但

大部分研究所用糖的种类比较单一，而且在降低蛋白

致敏性方面的研究仍存在争议。此外，糖基化反应产

物在食品中的应用较少，作为主要原料应用于低致敏

豆制品的研究更是未见报道，经糖基化改性后的

SPI能否具有良好功能特性尚待探究。

本文以葡萄糖、木糖两种小分子糖为糖基供体，

对 SPI进行湿法糖基化改性，探究绿色、高效的糖基

化改性条件，研究糖基化改性程度与 SPI致敏性的

联系，实现其在低致敏千页豆腐中的应用，对于降低

SPI的致敏性，减少过敏的发生，保障食品安全，推动

SPI广泛应用具有重要意义。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

D-无水葡萄糖（分析纯）、D-木糖（分析纯）、β-巯
基乙醇（分析纯）、冰乙酸（分析纯）、甲醇（分析纯）、

溴化钾（光谱纯）　上海麦克林生化科技有限公司；大

豆分离蛋白（蛋白质≥85%）、邻苯二甲醛（OPA）、四

硼酸钠（分析纯）、20%  SDS溶液、考马斯亮蓝

R250（染料含量>65%）、Precast-Gel变性蛋白预制胶

（浓度 4%~15%）、彩虹 245  plus光谱蛋白 Marker
（5~245 kDa）、2×蛋白上样缓冲液（含巯基还原剂）、

Bradford蛋白定量试剂盒、TBST缓冲液、牛血清白

蛋白（BSA ≥98%）、单组分 TMB显色液、TG酶-大
豆分离蛋白（100 U/g ）　北京索莱宝科技有限公司；

HRP标记的山羊抗人 IgE　Sigma公司。

THZ-82A水浴恒温振荡器　常州荣华仪器制造

有限公司；TGL-185M高速离心机　平凡仪器仪表

有限公司；LGJ-18A冷冻干燥机　北京四环福瑞科

仪有限公司；UVmini-1240紫外可见分光光度计　

日本岛津公司；SPECTRUM 100傅里叶变换红外光

谱仪　PkinElmer；CT3物性分析仪　阿美特克-博勒

飞公司；DYY-6C电泳仪　北京市六一仪器厂；

Model 550酶标仪　赛默飞世尔科技公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   SPI糖基化产物的制备　 

1.2.1.1   SPI溶液制备　称取一定量 SPI溶解于蒸馏

水中，在常温下，磁力搅拌 2 h至充分溶解，离心

（2500×g）30 min，取上清液，存放于 4 ℃。 

1.2.1.2   糖基化产物制备　反应温度对糖基化反应

的影响：向 25 mg/mL SPI溶液中加入等比例葡萄糖

或木糖，搅拌至充分溶解，调 pH至 8.0，装入离心管

中，密封，分别在 60、75、90 ℃ 温度下水浴振荡反

应 3 h，取出，迅速冰浴 15 min，存放于 4 ℃。

反应时间对糖基化反应的影响：向 25 mg/mL
SPI溶液中加入等比例葡萄糖或木糖，搅拌至充分溶

解，调 pH至 8.0，装入离心管中，密封，分别在 90 ℃
下水浴振荡反应 0、0.5、1、2、3、4、5、6 h，取出，迅

速冰浴 15 min，存放于 4 ℃。

蛋白浓度对糖基化反应的影响：调整 SPI溶液

蛋白浓度为 7.5、15、25、35 mg/mL，分别加入等比

例葡萄糖或木糖，搅拌至充分溶解，调 pH至 8.0，装
入离心管中，密封，在 90 ℃ 下水浴振荡反应 3 h，取
出，迅速冰浴 15 min，存放于 4 ℃。

蛋白与糖比例对糖基化反应的影响 ：向

25 mg/mL SPI溶液中按蛋白与糖质量比 3:1、2:1、
1:1、1:2、1:3分别加入葡萄糖或木糖，搅拌至充分

溶解，调 pH至 8.0，装入离心管中，密封，在 90 ℃ 温

度下水浴振荡反应 3 h，取出，迅速冰浴 15 min，存放

于 4 ℃。 

1.2.1.3   糖基化改性大豆分离蛋白样品制备　将糖

基化反应后的蛋白溶液 pH调至 4.5，静置 30 min后

离心（1000 r/min）5 min，将沉淀复溶至 40 mg/mL，
用 NaOH调 pH至 7.0，置于冷冻干燥机中冻干 24 h，
用玛瑙研钵磨成细粉，保存于干燥器中，得到糖基化

改性大豆分离蛋白样品。 
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1.2.2   糖基化产物接枝度测定　参考文献 [10]的
OPA法测定自由氨基含量并计算糖基化产物的接

枝度。 

1.2.2.1   试剂配制　试剂 1：称取 40 mg OPA于棕色

试剂瓶中，加入 1 mL甲醇溶解，再加入 3 mL蒸馏

水，混匀备用；试剂 2：向 50 mL棕色容量瓶中，加入

2.5  mL 20%（W/W）SDS溶液，25  mL 0.1  mol/L硼

砂，100 μL β-巯基乙醇，用蒸馏水定容后备用。两种

试剂均现用现配。 

1.2.2.2   接枝度测定及计算　取 0.3  mL试剂 1、
3.7 mL试剂 2于 10 mL离心管中，加入 200 μL样

品液，并以 200 μL蒸馏水为空白对照，混匀后于

35 ℃ 反应 2  min，测定其在 340  nm的吸光值 A
（340 nm）。

接枝度(%) =
A1 −A2

A1

×100

式中：A1：未糖基化 SPI在 340 nm的吸光值；

A2：糖基化后样品在 340 nm的吸光值。 

1.2.3   糖基化产物褐变程度测定　参考文献 [10]的
方法，分别取 2 mL相同蛋白浓度的样品液于离心管

中，各加入里面 1 mL 20%（W/W）SDS溶液，1 mL
0.1 mol/L硼砂溶液，混匀后，测定其在 420 nm的吸

光值 A（420 nm）。 

1.2.4   SDS-PAGE凝胶电泳　用 Bradford法测定蛋

白浓度，调整各蛋白样品溶液浓度为 2 mg/mL。将

蛋白样品溶液与 2×蛋白上样缓冲液 1:1混合，沸水

浴 5 min后离心。按电泳预制胶要求进行电泳，加

样 5 μL。当彩虹 Marker谱带全部显现时，停止电

泳。分离电泳胶，摇床振荡染色 20 min后，用脱色液

漂洗至凝胶底色接近无色。 

1.2.5   傅里叶红外光谱分析　将溴化钾在 105 ℃ 烘

箱中烘干 3 h，称取 200 mg溴化钾于玛瑙研钵中，在

红外灯下研磨均匀，加入 2 mg样品研磨均匀，将研

磨好的样品倒入模具中，上下振动铺平，在压片机上

压片，升压至压 25~30 MPa，停留 1 min，取出压成透

明的薄片，用 Spectum进行 4000~400 cm−1 全波段

扫描，扫描 32次。以 200 mg溴化钾薄片为背景。 

1.2.6   致敏性测定　 

1.2.6.1   ELISA相关溶液配制　包被液（pH9.6的

CBS溶液）：称取 0.7950 g碳酸钠、1.4650 g碳酸氢

钠，溶解后，定容至 500 mL，存放于 4 ℃；封闭液（1%
BSA）：称取 0.2 g BSA，加入 20 mL TBST，存放于

4 ℃；一抗：人血清用 1% BSA稀释 10倍；二抗：山

羊抗人 IgE-HRP酶标记物用 1% BSA稀释 2000倍。

参考文献 [21]的间接 ELISA法将蛋白样品稀

释至 5 μg/mL，包被 96孔酶标板，每孔100 μL，每个

样品做三次平行，用封板膜封好，4 ℃ 过夜。次日倾

去孔内液体，拍干，用 TBST洗涤 3次，每孔 100 μL，
每次 1 min。拍干后，每孔加入 150 μL封闭液进行封

闭，37 ℃ 孵育 2 h，TBST洗涤 3次，拍干；每孔加入

100 μL一定稀释度的一抗血清（人抗大豆蛋白血

清），37 ℃ 孵育 2 h，TBST洗涤 3次，拍干；每孔加

入 100 μL一定稀释度的二抗（山羊抗人 HRP-IgE），
37 ℃ 孵育 1 h，TBST洗涤 6次，拍干；每孔加入 100 μL
TMB，37℃ 避光反应 15 min，取出后迅速加入 50 μL
1 mol/L硫酸，终止反应，在 30 min内，用酶标仪测定

各孔在 450 nm处的 OD值。以未改性 SPI为对照。

OD样=OD测 −OD白 式（1）

致敏性降低(%) =
OD0 −OD1

OD0

×100 式（2）

式中：OD样：样品真实的 OD值；OD测：测得的样

品 OD值；OD白：空白孔的 OD值；OD0：对照组样品

的真实 OD值；OD1：实验组样品的真实 OD值。 

1.2.7   千页豆腐制备　称取 7.5 g SPI加入 40 g蒸

馏水，搅打 5 min，至表面光滑，无明显颗粒，再加入

0.75 g TG酶，搅拌 4 min，混合均匀后，加入 7.5 g大

豆油，快速搅拌 3 min，至充分乳化，颜色发白，加入

2.5 g玉米淀粉，搅拌 2 min，至均匀细腻，将其倒入平

皿中，抹平，盖上保鲜膜，于 45 ℃ 放置 1 h，定型。取

出放于 95 ℃，5 min，进行灭酶处理。 

1.2.8   千页豆腐质构测定　选用直径 10 mm的圆柱

探头（TA 10），进行 TPA测定。将豆腐切成半径为

2 cm、高度为 1 cm的四分之一圆柱形，测试速度

1.00 mm/s，模式为 50%压缩比，压力为 5.0 g，重复

3次。 

1.3　数据处理

每个实验重复测量 3次，所得数据用 SPSS 21
软件计算平均值±标准差，并进行方差分析，P<
0.05表示差异显著，用 Origin 2018 绘图。 

2　结果与分析 

2.1　糖基化反应接枝度分析

研究表明，SPI与糖的糖基化反应会使蛋白质分

子中的自由氨基和糖分子的羰基发生共价连接，因

此，通过 OPA法测定反应体系中大豆蛋白自由氨基

的变化可反映出 SPI糖基化反应的程度[22]。

对不同反应条件下糖基化反应产物的接枝度进

行测定，发现各个反应条件下木糖都比葡萄糖更容易

与 SPI发生糖基化反应，且反应速度更快。由此看

来，分子量更小的五碳醛糖比六碳醛糖更易发生糖基

化反应[23]。王鲁慧等[15] 也发现分子量更小的葡萄糖

比麦芽糖更易与 SPI发生美拉德反应。

反应温度、反应时间对 SPI-葡萄糖、SPI-木糖糖

基化反应程度影响的变化规律是一致的，糖基化反应

程度随反应温度的升高和反应时间的延长而明显提

高（P<0.05），并且木糖反应体系的糖基化反应程度较

葡萄糖反应体系更高。由图 1a可知，当反应温度为

60 ℃ 时，SPI-葡萄糖糖基化反应程度很低，糖基化反

应几乎不能进行，说明此时的温度所提供的能量不足
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以使 SPI-葡萄糖、SPI-木糖糖基化反应发生。当体

系温度达到 75 ℃，反应程度有所提高，当反应体系

达到 90 ℃ 时，反应程度显著提高（P<0.05）。由图 1b
可知，反应时间对糖基化反应程度有很大影响，

SPI与葡萄糖在加热 2 h后糖基化反应程度才有明

显提升，而 SPI与木糖发生糖基化反应所需能量较

低，因此，糖基化反应程度从开始就在稳步提升。

从图 1c可以看出，糖基化反应的接枝度（DG）随

着蛋白浓度的增加，表现出先增加后基本不变甚至略

有降低的趋势，并且接枝度在蛋白浓度为 25 mg/mL
时以达到最高水平。这表明在蛋白与糖的质量比一

定时，随着蛋白浓度的提高，蛋白质分子与糖分子之

间碰撞的机率增加，自由氨基更易与羰基结合，糖基

化反应更易发生；而当蛋白浓度增加到一定程度时，

蛋白质分子之间发生交联，不利于糖基化反应发

生[24]。同时，糖基化反应程度也受蛋白与糖比例的影

响（图 1d），SPI-葡萄糖、SPI-木糖的 DG均随着糖的

比例的增加而增加，并且在蛋白与糖的比例大于

1:1时，有明显提高。杜昱蒙等[24] 也发现随着葡萄

糖添加量的增加，接枝度不断增加。 

2.2　糖基化反应褐变程度分析

糖基化反应常常会伴随褐变现象的发生，随着

反应的深入，颜色也越来越深，褐变产生的一类物质

统称为类黑素，其最大吸收波长在 420 nm。因此，通

过测定糖基化反应产物在 420 nm的吸光度可以反

映蛋白的褐变程度，从而间接反映出蛋白糖基化改性

的程度[22]。

从图 2可以看出，随蛋白浓度增加，反应时间的

延长，糖的比例的增加，糖基化产物的褐变程度加深，

进一步说明其糖基化反应程度提高了。随反应条件

的变化，相比于 SPI-木糖，SPI-葡萄糖的褐变程度变

化较为缓慢。由此看来，蛋白浓度对 SPI-木糖褐变

程度的影响程度比对其接枝度的影响程度高，而对

SPI-葡萄糖的影响程度不大，木糖反应体系较葡萄糖

反应体系更易发生褐变，而褐变程度的提高会影响蛋

白产品的感官品质。因此，想要使糖基化产物具有良

好的色泽，选择合适的糖基供体是关键，同时还可通

过控制糖基化反应的进程来实现[23]。

为得到具有较高糖基化反应程度、相似 DG，并

且褐变程度尽可能低的 SPI-葡萄糖与 SPI-木糖样品

进行后续研究，以排除糖种类之外其他因素干扰，综

合分析图 1与图 2的结果，选择糖基化反应条件。

由于 SPI-葡萄糖、SPI-木糖的 DG在所选的反应温

度与反应时间范围内呈现一直上升的趋势（图 1），基
于对糖基化反应程度的考虑，确定反应温度 90 ℃、

反应时间 6 h。蛋白浓度 25 mg/mL，SPI-葡萄糖与

SPI-木糖的 DG均达到最高且无显著差异，因此确定

蛋白浓度为 25 mg/mL。SPI与葡萄糖的比例在 1:3
时，DG较 1:2略高，但相差不大（P>0.05），而 1:2时

褐变程度明显更低，因此，确定 SPI-葡萄糖的蛋白与

糖比例为 1:2。同时，由于蛋白与糖比例为 1:1的

SPI-木糖与 1:2的 SPI-葡萄糖的 DG没有显著差异。

因此，确定 SPI-木糖的蛋白与糖比例为 1:1。 

2.3　糖基化改性大豆分离蛋白 SDS-PAGE分析

通过图 3的电泳谱带可以发现，β-伴大豆球蛋白

（11S球蛋白）的 α 亚基的分子量大小在 78 kDa左
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图 1    不同反应条件对 SPI接枝度（DG）的影响

Fig.1    Effects of different reaction conditions on the degree of grafting (DG) of soybean isolate
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右、α'亚基的分子量大小在 70 kDa左右、β 亚基的分

子量大小在 55 kDa左右，大豆球蛋白（7S球蛋白）的

酸性多肽链 A的分子量大小在 35 kDa左右，碱性多

肽链 B的分子量大小在 18 kDa左右[25]。在反应温

度、蛋白与糖比例相同的情况下，反应不同时间的

SPI-葡萄糖、SPI-木糖的电泳图谱显示，随着 DG的

增加，亚基谱带越来越浅，当 DG增加到一定程度时，

会有新的大分子量谱带出现，说明葡萄糖、木糖在糖

基化反应过程中与 SPI结合，形成高分子量产

物[24,26−27]。糖基化改性程度越高的蛋白，亚基谱带变

浅越明显。这一方面是因为电泳胶染色液中的考马

斯亮蓝通过与蛋白质分子中的自由氨基、巯基等活

性基团结合，从而将蛋白的亚基谱带显现出来，当

SPI发生糖基化反应后，自由氨基减少，从而减少了

蛋白质分子与考马斯亮蓝的结合，使得条带颜色变

浅[22,26]。另一方面也可能是大豆蛋白之间或大豆蛋

白与葡萄糖、木糖交联形成聚集物的结果，从而无法

顺利通过凝胶而卡在上方孔洞处[28]。

由电泳图谱还可以看出，随着反应的进行，SPI-
木糖的 7S亚基首先消失，而 11S亚基，特别是其碱

性亚基，比较难反应，在 SPI-乳糖接枝物中也有类似

现象[10]。这可能是因为 11S碱性亚基中，参与糖基

化反应的主要氨基酸—赖氨酸和精氨酸含量较低[22]。

SDS-PAGE方法也可以作为一种分析蛋白致敏

性的方法，它快速简单、可实现多组分同时分析，并

且具有高分辨力，但其准确度较低，需要与其它方法

结合分析。大豆蛋白的 7S组分的致敏性最强，根据

电泳谱带中 7S蛋白亚基的深浅，可以粗略判断糖基

化改性大豆分离蛋白的致敏性强度。SPI糖基化改

性程度越高，DG越高，亚基谱带颜色越浅，致敏性

越低。 

2.4　糖基化改性大豆分离蛋白结构分析

根据 2.1与 2.2的结果，分别制备接枝度较高、

褐变程度较低 SPI-葡萄糖与 SPI-木糖。用傅里叶变

换红外光谱分析糖基化改性大豆分离蛋白的二级结

构 [29]。结果如图 4所示。从红外谱图可以看出，

SPI的糖基化产物在 3300 cm−1 左右处的峰更加明

显，这是因为 3400 cm−1 附近的-OH键的伸缩振动强

度增加，使得羟基振动峰增强，说明经大豆分离蛋白

糖基化改性后，有糖分子接枝到蛋白分子上，使分子

中-OH增多[21]。SPI的糖基化产物在 1500 cm−1 左

右的两个峰强度也发生了变化，这两个峰分别对应

着 C=O伸缩振动和 N-H弯曲振动，说明糖基化反应

使大豆蛋白中的自由氨基减少[21]。在 1800~500 cm−1
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图 2    不同反应条件对 SPI褐变程度的影响

Fig.2    Effects of different reaction conditions on the degree of browning of soybean isolate protein
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范围内，糖基化改性大豆分离蛋白峰的强度和形状与

未改性 SPI有明显差异，糖基化反应产物在此范围

内吸收更明显，说明蛋白质和糖分子发生了共价

结合。 

2.5　糖基化改性大豆分离蛋白的致敏性

ELISA法具有灵敏度高、特异性强、操作简单

等优点，可对未经分离提取情况下食品进行定性以及

定量分析[21]。采用间接 ELISA法测定接枝度最高

的 SPI-木糖、SPI-葡萄糖样品的致敏性。以未改性

的 SPI为对照，视其致敏性为 100%，致敏性降低程

度为 0，分析糖基化改性后 SPI相对于未改性 SPI的
致敏性降低程度，结果如图 5。
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SPI-木糖比 SPI-葡萄糖的致敏性降低程度更高

（P<0.05）。这是因为 SPI-木糖的接枝度更高，糖基

化改性程度更高，糖基化反应能够掩盖大豆蛋白的过

敏原表位，降低其致敏性。经与木糖糖基化改性，

SPI的致敏性降低程度最高能达到 50%左右[16]。糖

基化改性的方法能使 SPI的致敏性有所降低，但其

致敏性降低程度不高，由 SDS-PAGE图谱（图 3）可
以看出，当糖基化反应程度较高时，大分子量谱带增

多。因此，可能是随糖基化反应进行，会发生美拉德

反应后期的蛋白质交联，使大豆蛋白产生新的可以

与 IgE抗体结合的表位，从而使蛋白质的致敏性较

糖基化反应阶段有所提升，致敏性降低程度达不到很

高的水平[30]。 

2.6　千页豆腐的质构特性

分别以 SPI、SPI-木糖和 SPI-葡萄糖为主要原

料，通过谷氨酰胺转氨酶（TG酶）交联制作千页豆

腐，采用质构仪测定其硬度、弹性、咀嚼性等质构特

性，结果如图 6。与 SPI制作的普通千页豆腐相比，

SPI-葡萄糖和 SPI-木糖所制作低致敏千页豆腐的硬

度都更低（P<0.05），咀嚼性也有所下降，但弹性与普

通千页豆腐没有显著性差异（P>0.05），说明 SPI-葡
萄糖和 SPI-木糖仍保有较好的功能特性。千页豆腐

硬度的降低与其含水量相关[3]，糖基化改性改变了大

豆蛋白的结构，并且引入更多糖侧链，使其持水性等

质构特性得到了改善[26]。因此，SPI-葡萄糖和 SPI-木
糖在蛋白交联形成千页豆腐凝胶时吸收了更多的水

分，使产品的含水量更高，保水性较好，硬度更低，质

地更加柔软，适口性更好。7S和 11S蛋白的比例对

大豆蛋白凝胶的硬度、弹性等也起着至关重要的作

用，11S组分含量越高，越有利于豆腐凝胶的形

成[31−33]。通过 SDS-PAGE电泳图可以看出，SPI-木
糖与 SPI-葡萄糖的 11S蛋白组分都部分参与了糖基

化反应，从而使所制得千页豆腐的硬度降低，但糖基

化程度更高的 SPI-木糖的 7S组分破坏更彻底，这使

得其 11S蛋白的比例更高，因而，与 SPI-葡萄糖所制

得的低致敏千页豆腐相比，SPI-木糖所制作的低致敏

千页豆腐硬度适中、有较好的弹性和咀嚼性，并且具

有更低的致敏性（图 5）。
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3　结论
本文以 SPI为原料，通过湿法糖基化接枝葡萄

糖、木糖。实验结果表明，糖基化改性使 SPI和糖分

子发生了共价结合，SPI的自由氨基减少，-OH增多，

致敏性最高的 7S亚基更易被糖基化。木糖比葡萄

糖容易发生糖基化反应，但也更容易发生褐变。当蛋

白浓度为 25 mg/mL时，SPI的糖基化反应程度最

高，并且糖基化反应程度与温度、反应时间、糖添加

量成正相关。SPI-木糖的致敏性降低程度较 SPI-葡
萄糖高，可达 50%，且以其为原料所制作的千页豆腐

也可具有良好的质构特性。这为实现糖基化改性大

豆分离蛋白在低致敏千页豆腐中的应用提供了理论
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依据。

糖基化改性能够降低 SPI的致敏性，但程度不

高，并且会使蛋白发生褐变，影响产品的感官品质，可

通过控制美拉德反应进程，减少类黑素的产生。大豆

蛋白各个蛋白亚基致敏性的差异也有待进一步

探究。
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