
食品与发酵工业 FOOD AND FERMENTATION INDUSTRIES

78　　　 2021 Vol. 47 No. 16 ( Total 436)

DOI:10. 13995 / j. cnki. 11 - 1802 / ts. 027475
引用格式:王佳悦,董亚博,付元涛,等 . 利用表没食子儿茶素-3-没食子酸酯回收大豆蛋白酶解液中多肽的研究[ J] . 食品与发酵

工业,2021,47(16):78 - 83. WANG Jiayue,DONG Yabo,FU Yuantao, et al. Study on recovery of peptides from soybean pro-
teolysis solution with epigallocatechin-3-gallate[ J] . Food and Fermentation Industries,2021,47(16):78 - 83.

利用表没食子儿茶素-3-没食子酸酯回收大豆蛋白酶解液中多肽的研究
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摘 　 要 　 在不同表没食子儿茶素-3-没食子酸酯( epigallocatechin-3-gallate,EGCG)添加量和不同 pH 值下,从大豆

分离蛋白酶解液( soy protein hydrolysates,SPHs)中回收多肽,并对多肽的回收率、二级结构含量变化、表面疏水

性、抗氧化活性进行表征。 结果表明,增加酶解时间可提高中间肽含量。 EGCG 的加入提高了 SPHs 的回收率,
SPHs 的量与 EGCG 的添加量呈正相关;随着酶解时间的延长,肽回收率先降低后升高,且在 30 min 时回收率最

高,表明 EGCG 可能与分子质量 5 ~ 10 kDa 的肽更容易生成沉淀。 EGCG 的加入在一定程度上改变了蛋白肽的

二级结构,蛋白肽被拉伸;EGCG 的加入会降低蛋白肽的表面疏水性,提高抗氧化活性。 该研究通过构建并分析

SPHs-EGCG 的结构功能及对肽回收率的影响,为 EGCG 从 SPHs 中回收多肽提供了参考。
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　 　 大豆蛋白作为一种重要的食品成分,是目前最丰

富的具有重要商业价值的植物蛋白来源之一,由于其

具有显著的营养和功能特性、对健康的积极作用且低

成本容易获取而被广泛应用于食品加工中[1] 。 大豆蛋

白的生理、功能和营养特性对加工利用具有重要意义,
因此通常经由化学、物理和酶处理大豆蛋白以改善其

特性[2] 。 其中,利用酶水解蛋白制备具有多种生物活

性功能(抗氧化性[3] 、血管紧张素转换酶抑制活性[4] 、
降血压、降胆固醇、细胞保护作用[5] 等)的蛋白肽受到

越来越多的关注和研究。 因此,酶法生产大豆蛋白肽

已成为功能性食品配料、化妆品和药品开发中公认的

工艺[6 - 7] 。 蛋白质水解物通常是大量肽片段的混合

物,因此需要进行分离以得到目标肽,目前几种有效的

分离肽的技术包括:高效液相色谱法(HPLC) [8 - 9] 、超
滤法[10] 、体积排阻色谱法( size exclusion chromatogra-
phy,SEC) [11] 。 然而,这些技术在使用中存在一些问

题,如膜污染、操作繁琐、成本高等[12] 。
表没食子儿茶素-3-没食子酸酯( epigallocatechin-

3-gallate,EGCG)是绿茶中含量最丰富的儿茶素,也
是已知的能够捕获大多数活性氧,如超氧化物、单线

态氧、 羟 基 自 由 基 最 有 效 的 的 茶 多 酚 [13] 。 同 时,
EGCG 还因其潜在的抗病毒、抗菌和神经保护等药理

作用而引起人们的关注。 流行病学研究表明,摄入

EGCG 可以降低心血管疾病、神经退行性疾病、糖尿

病和肥胖的风险 [14] 。 近年来,多酚-蛋白质相互作用

被广泛研究,即多酚通过共价或非共价作用络合蛋白

质,进而影响蛋白质的结构、功能及营养特性 [15] 。
WEI 等 [16] 研究发现 EGCG 和乳球蛋白之间的相互作

用改变了乳球蛋白的结构、功能和生物活性。 DING
等 [17] 研究表明,EGCG 的加入使大豆蛋白油脂体的

稳定性显著提高,并减缓油脂释放速率。 此外,除了

形成可溶的络合物,多酚与蛋白质相互作用也会形成

不可溶的聚集体 [18 - 19] 。 EGCG 与富含脯氨酸的蛋白

质有很强的相互作用,导致蛋白质聚集 [20 - 21] 。
本研究是根据 EGCG 与大豆分离蛋白( soy pro-

tein isolate,SPI)酶解物复合会形成不溶性肽聚集物,
考察利用 EGCG 从大豆分离蛋白酶解液( soy protein
hydrolysate,SPHs)中回收多肽的作用,并对大豆多肽

与 EGCG 复合物性质进行表征,考察了 EGCG 浓度和

pH 值对总肽提取率的影响,通过对复合物的结构、功
能的变化以及抗氧化活性的分析进一步评估回收肽

的质量。

1　 材料与方法

1. 1　 材料与试剂

SPI,实验室自制;EGCG(纯度 98% ),西安通泽生
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物技术公司;碱性蛋白酶(Alcalase 2. 4 L,2. 4 AU / g),
诺维信公司;盐酸、氢氧化钠(均为分析纯),天津基

准化学试剂有限公司;其他试剂均为国产分析纯。
1. 2　 仪器与设备

CJJ-6 磁力搅拌器,纳丽雅有限公司;Eppendorf 5
424R 冷冻离心机,Eppendorf 德国公司;PHS-25 数显台

式酸度计,上海雷磁公司;HH420 光合水箱水浴锅,光
合有限公司;2500C 高速研磨机,艾泽拉有限公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 SPI 的制备

参考 ZHANG 等 [22] 的方法稍加修改。 将大豆磨

粉过 60 目筛,与正己烷混合(质量比 1 ∶ 3)进行 3 次

脱脂得到脱脂豆粉。 将脱脂豆粉溶于去离子水中

(质量比1∶ 10),并用 2 mol / L NaOH 调节 pH 至 8. 0。
所得浆液在 45 ℃条件下连续搅拌 2 h,并在 10 000 × g
离心 30 min 后收集上清液。 用 2 mol / L HCl 调节上

清液 pH 至 4. 5 沉淀蛋白质,然后在 6 500 × g 下离心

20 min 收集沉淀。 将 得 到 的 沉 淀 水 洗 3 次, 并 用

2 mol / L NaOH 调节 pH 至中性后冷冻干燥得到大豆

分离蛋白粉末。
1. 3. 2　 SPI 酶解物的制备

将冻干大豆分离蛋白粉末溶于去离子水中 (质

量浓度为 40 g / L),于 50 ℃ 下加热搅拌 20 min 以达

到碱性蛋白酶(Alcalase 2. 4 L)最适温度。 在 SPI 溶

液中加入 Alcalase 2. 4 L(质量浓度为 10 g / L)分别持

续酶解 30、60、90 min,并在酶解过程中用 2 mol / L
NaOH 始终保持 SPI 溶液的 pH 为 8. 5。 将所有样品

在 85 ℃ 的水浴中加热 10 min,并立即在冰浴中冷却

至室温终止反应。 将酶解后的混合物调节 pH 至中

性,然后在 3 000 × g 下离心 20 min。 将含有大部分

大豆分离蛋白酶解物的上清液分离。
1. 3. 3　 SPHs 的分子质量分布

参考 ZHANG 等[3] 的方法对大豆蛋白酶解产物的

分子质量分布进行测定。 采用岛津 LC 20 A 型高效液相

色谱仪利用体积排阻色谱(SEC-HPLC)法进行测定,检
测器为紫外检测器(ultraviolet detector,UVD),色谱柱为

AdvanceBio SEC 柱(300 mm ×4. 6 mm,2. 70 μm)。 将样

品溶于 PBS(0. 01 mol / L,pH 7. 0)中,配制质量浓度

为1 mg / mL 的溶液,过 0. 45 μm 微孔滤膜,进样体积

10 μL。 流动相为磷酸盐缓冲溶液(0. 1 mol / L,pH 7. 0),
洗脱速度 0. 30 mL / min,检测波长为 220 nm。 分别以

牛 γ-血球蛋白(158 kDa)、牛血清白蛋白(66 kDa)、
鸡卵白蛋白(44 kDa)、马肌红蛋白(17 kDa)和维生

素 B12(1. 35 kDa)作为标准品得到各个蛋白的保留

时间与相对分子质量间的回归方程,进而计算大豆蛋

白酶解物的分子质量分布。
1. 3. 4　 EGCG 沉降 SPHs

量取等量 SPHs 分别调节 pH 值至 4. 5 和 7. 0,将
0、0. 05% 、0. 10% 、0. 20% (质量分数) EGCG 分别加

入 SPHs 溶液(pH 4. 5 和 7. 0)中,并在室温下避光搅

拌 30 min。 随后,在 4 ℃ 下用去离子水透析 24 h 后

将混合物以 10 000 × g 离心 20 min,收集沉淀冷冻干

燥后进行分析。 肽回收率根据公式(1)计算:

肽回收率 / % = (1 - P′
P ) × 100 (1)

式中:P′为上清液中肽含量,P 为 SPHs 中肽含量。
1. 3. 5　 SPHs-EGCG 的红外光谱分析

参考 JIANG 等 [23] 的方法,称取一定量的 SPHs-
EGCG 复合物样品与溴化钾粉末混合后压片,两者配

比为 1 ∶ 100 (质量比),红外光谱仪分辨率设置为

4 cm - 1,扫描次数设置为 32 次,扫描波数谱段范围设

置为 400 ~ 4 000 cm - 1。 随后用 Peakfit 4. 12 软件对

谱图进行分析,并通过积分面积来计算肽的二级结构

组分的百分含量占比。
1. 3. 6　 SPHs-EGCG 的表面疏水性分析

使用荧光探针 ANS - 方法测量表面疏水 [24] 。 在

室温下用 10 mmol / L 的 PBS 稀释样品使其质量浓度

达 0. 04 ~ 0. 2 g / L,将 4 mL 样品溶液与 20 μL ANS
(0. 008 mol / L)混合反应 15 min 后置于石英比色皿

中进行荧光光谱测定光谱测定条件设置为:激发波长

390 nm,发射波长为 470 nm,激发狭缝为 5 nm,发射

狭缝宽为 5 nm,重复扫描 3 次。
1. 3. 7　 SPHs-EGCG 的抗氧化活性分析

样品溶液与等体积的 DPPH 原液(0. 20 mmol / L,
体积分数 95% 的乙醇溶液)混合。 室温下在黑暗中

孵育 30 min 后,用酶标仪 ( Tecan Infinite M200 酶标

仪,Tecan Inc. ,Maennedorf,Switzerland)在 517 nm 处

测量混合物的吸光度。 空白用乙醇代替 DPPH 溶液,
对照用乙醇代替样品溶液。 根据公式(2)计算自由

基清除率:

DPPH 自由基清除率 / % = (1 -
A样品 - A空白

A对照

) × 100 (2)

式中:A样品,A空白,A对照 分别为样品、空白和对照品的吸

光度。
1. 3. 8　 统计分析

每组试验至少需要进行重复 3 次。 采用 SPSS 16. 0
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对数据进行 ANOVA 分析,结果以平均值 ± 标准差

(SD)表示,当 P < 0. 05 时为显著性差异。

2　 结果与分析

2. 1　 SPHs 的分子质量分布分析

通过排阻色谱测定的 SPHs 分子质量分布如表 1
所示。 未进行酶处理的样品中,主要成分为分子质量

为 5 ~ 10 kDa 的肽或蛋白小分子,占比 85. 33% ;分子

质量 > 10 kDa 的肽含量占 13. 63% ,此时分子质量为

1 ~ 5 kDa 内未发现肽。 随着酶解时间的增加,分子

质量 > 10 kDa 的肽含量逐渐减少,形成更小的多肽。
CHABANON 等 [25] 研究发现油菜籽蛋白在 Alcalase
2. 4 L 酶解过程中,随着水解度的增加,完整的蛋白

或大分子质量的多肽 ( > 10 kDa)逐渐消失,形成更

小的多肽。 在酶解时间 60 min 及以后,分子质量 5 ~
10 kDa 和分子质量 < 1 kDa 的肽含量逐渐下降直至

检测不到,而中间分子质量 1 ~ 5 kDa 的肽含量随时

间延长而增加,这说明酶解作用在整个蛋白上,导致

中间肽的出现比例很高(96. 96% ) [26] 。
表 1　 大豆分离蛋白酶解物的分子质量分布

Table 1　 Molecular weight distribution of SPHs

样品
分子质量分布 / %

> 10 kDa 5 ~ 10 kDa 1 ~ 5 kDa < 1 kDa
未处理 13. 63 ± 0. 15 a 85. 33 ± 0. 22 b 　 - 1. 04 ± 0. 07 a

30 min 5. 26 ± 1. 30 b 94. 66 ± 0. 06 a 　 - 0. 08 ± 0. 05 b

60 min 4. 20 ± 0. 07 c 　 - 95. 78 ± 0. 04 b 0. 07 ± 0. 01 b

90 min 3. 02 ± 0. 02 d 　 - 96. 96 ± 0. 23 a 　 -
　 　 注:所有样品均测定 3 次取平均值;不同字母表示样品间差异显

著(P < 0. 05) (下同)

2. 2　 肽回收率分析

不同 pH、EGCG 添加量、酶解时间条件下的肽回

收率如图 1 所示。 在 pH 4. 5、7. 0 时,EGCG 的加入

使蛋白质回收率增加且聚集体的量与 EGCG 的浓度

呈正相关。 CHARLTON 等 [27] 表示多酚可以与肽相

互作用形成聚集体并从水溶液中沉淀。 当接近蛋白

质等电点时,在 pH 4. 5 的条件下,EGCG 更容易沉淀

多肽。 RAWEL 等 [28] 的研究得到相似的结论,在牛血

清白蛋白( BSA)的等电点附近,阿魏酸与 BSA 之间

的亲和力较高。 当 EGCG 添加量为为 0. 20% 时,
pH 4. 5 的条件下肽的最大回收率为 48. 3% 。 在 pH
4. 5 时,随着酶解时间的增加肽回收率呈先降低后升

高趋势,且加入 EGCG 的 SPHs 在 30 min 时回收率比

其他两个时间点较高,说明 EGCG 可能与分子质量

5 ~ 10 kDa 的肽更易生成沉淀。

A - pH 7. 0;B - pH 4. 5

图 1　 不同 pH 值、EGCG 添加量、酶解时间的条件下肽回收率

Fig. 1　 Peptide recovery rate under different pH value,
EGCG concentration and enzymolysis time

2. 3　 SPHs-EGCG 红外光谱分析

表 2 展示了不同 pH 条件下生成的 SPHs-EGCG
复合物的二级结构含量变化。 当 pH 值为 7. 0 时,无
论 EGCG 添加量为多少,SPHs-EGCG 复合物的 α-螺
旋和 β-折叠含量仅发生轻微的变化。 当 pH 值调为

4. 5 时,随着 EGCG 量的增加,SPHs-EGCG 复合物的

二级结构发生明显变化,表现出 α-螺旋和 β-转角含

量升高,β-折叠含量降低的现象。 与 ZHOU 等 [13] 研

究一致,EGCG 的加入改变了蛋白质的二级结构,使
其 α-螺 旋 和 β-转 角 含 量 升 高, β-折 叠 含 量 降 低。
β-折叠含量的降低表明 EGCG 与蛋白质的结合可以

改变蛋白质的构象,蛋白质肽链与多酚相互作用后发

生松动,蛋白质被拉伸。 同时,KANAKIS 等 [29] 报道

多酚可以改变蛋白质的构象,主要体现在 α-螺旋、
β-转角含量的增加,与本研究结果一致。

表 2　 SPHs-EGCG 的二级结构变化

Table 2　 Secondary structure content of SPHs-EGCG

样品
含量 / %

α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规则卷曲

pH 4. 5, 0 18. 86 ± 0. 45 d 47. 52 ± 0. 77 a 13. 85 ± 0. 65 d 19. 77 ± 0. 21 b

pH 4. 5, 0. 05 21. 41 ± 0. 76 c 44. 98 ± 0. 82 b 15. 58 ± 0. 49c 18. 03 ± 0. 59 b

pH 4. 5, 0. 10 22. 43 ± 0. 69 b 40. 45 ± 0. 64 c 17. 23 ± 0. 73 b 19. 89 ± 0. 99 b

pH 4. 5, 0. 20 23. 22 ± 0. 75 a 38. 56 ± 1. 13 d 18. 31 ± 0. 71 a 19. 91 ± 0. 38 b

pH 7. 0, 0. 05 20. 94 ± 0. 88 c 41. 90 ± 0. 55 c 15. 84 ± 0. 38 c 21. 32 ± 0. 25 a

pH 7. 0, 0. 10 21. 55 ± 0. 33 b 41. 78 ± 0. 46 c 16. 95 ± 0. 66 bc 19. 72 ± 0. 63 b

pH 7. 0, 0. 20 21. 72 ± 0. 23 b 40. 81 ± 0. 67 c 17. 24 ± 1. 07 b 20. 23 ± 0. 04 a
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2. 4　 SPHs-EGCG 表面疏水性分析

蛋白质表面疏水性的变化将明显影响蛋白质的

界面性质,而界面性质在稳定食品配方 (如分散剂、
泡沫和乳剂)方面起着重要作用 [30] 。 因此蛋白质的

疏水基团的暴露(蛋白质三级结构的指示)使用荧光

探针 ( ANS ) 的 信 号 增 强 进 行 测 量。 图 2 为 不 同

EGCG 添加量、不同 pH 值条件生成的 SPHs-EGCG 复

合物的表面疏水性。 由图 2 可知,EGCG 的加入可使

蛋白质的表面疏水性降低,且 EGCG 的添加量和蛋白

质表面疏水性值成反比。 这可以归因于酚类化合物

内部的极性基团,EGCG 引入的亲水性羧基和羟基对

蛋白质的疏水性产生了负面影响 [28] 。 此外, SPHs-
EGCG 表面疏水性的降低可能是由于 EGCG 交联蛋

白中一些埋藏在肽链内部的疏水性基团,降低了荧光

探针结合位点的可及性,由此也改变了蛋白质的空间

结构 [31] 。 此外。 在 EGCG 添加量相同的条件下,
pH 4. 5的表面疏水性高于 pH 7. 0,表明 SPHs-EGCG
在酸处理期间的暴露出疏水基团,表面疏水性增加。
酸性 pH 处理促进蛋白质结构展开,导致蛋白质的表

面疏水性显著增加 [32] 。

图 2　 不同 pH 值、EGCG 添加量条件下 SPHs-EGCG
表面疏水性

Fig. 2　 Surface hydrophobicity of SPHs-EGCG at
different pH value and EGCG concentration

2. 5　 SPHs-EGCG 抗氧化能力分析

自由基清除能力是使用酚类化合物作为功能性

添加剂的食品货架稳定性以及对健康有益的重要指

标。 本文 采 用 DPPH 自 由 基 清 除 法 检 测 SPHs-
EGCG,SPHs 的抗氧化活性。 如图 3 所示,未结合

EGCG 的 SPHs 具有 20% ~ 40% 的自由基清除率,而
SPHs 的抗氧化活性归因于其组成部分多肽的抗氧化

活性 [33] 。 此外,SPHs 清除 DPPH 自由基的能力随水

解时间的延长而提高。 抗氧化能力的提高是由于大

豆蛋白水解后暴露了隐藏的氨基酸残基和具有抗氧

化能力的侧链(通常隐藏在蛋白质分子的三维结构

中) [34] 。 YAN 等 [35] 的研究表明 EGCG 通过范德华力

和疏水相互作用与蛋白质结合,保护其复合物免受降

解,从而提高其抗氧化特性并提高生物利用度,与该

研究结果一致。 随着 EGCG 添加量的增加, SPHs-
EGCG 复合物呈现出更高的抗氧化活性,这是由于

EGCG 的加入引入了许多酚羟基或者与多肽的协同

作用 [16] 。

A - pH 7. 0;B - pH 4. 5

图 3　 SPHs-EGCG 的自由基清除能力

Fig. 3　 DPPHs scavenging ability of SPHs-EGCG

3　 结论

本研究考察了利用 EGCG 从大豆分离蛋白酶解

液中回收多肽的作用,并对大豆多肽与 EGCG 复合物

性质进行了研究。 结果表明,在大豆分离蛋白酶解物

中,随着酶解时间的增延长,中间肽的出现比例增加

(96. 96% )。 EGCG 的加入使多肽回收率增加,且聚

集体的量与 EGCG 的添加量呈正相关。 随着酶解时

间的添加量,肽回收率先降低后升高,且在 30 min 时

回收率最高,表明 EGCG 可能与分子质量 5 ~ 10 kDa
的肽更容易生成沉淀。 通过红外光谱分析,EGCG 的

加入使蛋白质的二级结构发生改变,其 α-螺旋和

β-转角含量升高,β-折叠含量降低。 EGCG 的加入会

降低蛋白质的表面疏水性,且 EGCG 的添加量与蛋白

质表面疏水性值成反比。 通过 DPPH 自由基清除法

检测证明 EGCG 添加量的增加会提高 SPHs-EGCG 复

合物的抗氧化活性。
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Study on recovery of peptides from soybean proteolysis solution with
epigallocatechin-3-gallate

WANG Jiayue,DONG Yabo,FU Yuantao,LAN Tian,SUI Xiaonan,
WANG Huan,JIANG Lianzhou∗

(College of Food Science, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China)

ABSTRACT 　 The recovery of peptides from soy protein hydrolysates ( SPHs) under different epigallocatechin-3-gallate (EGCG) concen-
trations and pH values were studied. The recovery rate of the peptide, the change of the secondary structure content, the surface hydro-
phobicity and the antioxidant activity were characterized. The results showed that increasing the enzymatic hydrolysis time could increase
the intermediate peptide content. And the addition of EGCG also increased the recovery rate of SPHs. In addition, the amount of SPHs
was positively correlated with the concentration of EGCG. With the increase of enzymatic hydrolysis time, the recovery rate of the peptide
first tend to decrease and then increase, and the recovery rate was the highest at 30 min. It was indicated that EGCG might be easier to
precipitate with peptides with a molecular weight of 5 - 10 kDa. To a certain extent, the addition of EGCG changed the secondary struc-
ture of the protein peptide, and the protein peptide was stretched. The addition of EGCG would also reduce the surface hydrophobicity of
the SPHs and increase the antioxidant activity. This study provided a reference for EGCG to recover peptides from SPHs by constructing
and analyzing the structure and function of SPHs-EGCG and its influence on the recovery rate of peptides.
Key words　 epigallocatechin-3-gallate;soy peptides;peptide recovery rate;surface hydrophobicity;antioxidant activity
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Regulation mechanism of arginine on the structure and gelling properties of
myofibrillar protein treated with repeated freezing-thawing

DENG Wenhui1,HAN Xinrui2,CHANG Lu2,LI Zhaorui2,LIU Zimeng2,CAO Yungang2∗

1(College of Physical Education, Shaanxi University of Science and Technology, Hanzhong 723000, China)
2(School of Food and Biological Engineering, Shaanxi University of Science and Technology, Xi′an 710021, China)

ABSTRACT 　 The effects of different concentrations of L-arginine (L-Arg, 0. 0, 1. 0, 3. 0, 5. 0 and 10. 0 mmol / L) on the physicochem-
ical properties and gelation behavior of repeatedly freeze-thawed myofibrillar protein (MP) were studied in order to provide a theoretical
basis for the reasonable regulation of gelling properties of freezing damaged meat proteins. The effects of L-Arg at different concentrations
on the secondary and tertiary structures of repeatedly freeze-thawed MP were investigated by circular dichroism spectroscopy and intrinsic
tryptophan fluorescence of proteins, respectively. The changes of aggregation of MP with L-Arg treatments were analyzed via the test of
particle size and solubility. And the effects of L-Arg treatments on the gelling properties of MP were investigated by rheometer and physical
property tester. The results revealed that L-Arg significantly changed the spatial structure of repeated freezing thawing MP, mainly mani-
fested as a significant increase in the content of alpha helix. The addition of L-Arg decreased the particle size of repeatedly freeze-thawed
MP, significantly increased the solubility and cooking yield, and obviously reduced the storage modulus (G′) , gel strength and gel white-
ness. The higher the L-Arg concentration, the greater the impact of L-Arg on the gel performance of repeatedly freeze-thawed MP. There-
fore, the treatment with L-Arg alone significantly improved the cooking yield of repeatedly freeze-thawed MP, while remarkably reduced
the gel strength.
Key words　 myofibrillar protein;freezing-thawing;L-arginine;circular dichroism;rheological properties;gelling properties


