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摘要：本文通过单因素结果并结合中心组合设计和相应面分析，研究了超声强化制备大豆分离蛋白（SPI）-乳糖接枝物的反应

条件对接枝度的影响并得到了数学模型，优化了超声促进接枝反应的条件。结果表明：超声功率、超声时间和蛋白浓度对大豆蛋白-

乳糖接枝物的接枝程度影响显著(P<0.05)。超声强化制备 SPI-乳糖接枝物的最佳工艺条件为：超声功率 250 W，超声时间 25 min，蛋

白浓度为 11 mg/mL，在此工艺条件下，接枝度最高可达到 45.53%。结果表明：超声可以显著提高大豆蛋白-乳糖的接枝速率。 
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Abstract: Optimization of graft reaction of soy protein and lactose by ultrasonic assistance was investigated using response surface 

methodology and central composite design after single factor. The influences of the variables of graft processes were studied and the regression 

equation of soy protein isolates -lactose conjugates prepared by ultrasonic assistance was established. Degree of graft was primarily affected by 

ultrasonic power, time and protein concentration. The optimum conditions were protein concentration (11 mg/mL), ultrasonic power (250 W), 

and ultrasonic time (25 min). Comparing with traditional heating, ultrasonic assistance could shorten reaction time to 1/3. It suggested that 

ultrasonic assistance could accelerate graft reaction of soy protein isolates and lactose. 
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大豆是世界上极其重要的经济作物之一[1]。大

豆蛋白具有一定的乳化特性，在天然食品添加剂中

应用广泛，提高其加工性能是研究的热点[2,3]。近年

来，蛋白与糖的接枝改性受到广泛的关注，经接枝

改性的蛋白质功能性(如水溶性、乳化性、热稳定性

等)有很大的改善，是目前蛋白改性中较为理想的方

法之一[4~7]。但目前蛋白与糖的接枝反应效率并不高
[4~8]，因此，寻找一种更加快速有效的蛋白与糖接枝

的方法，成为国内外许多研究小组研究的热点和关键。 

由于超声波在介质中传播时可引发强烈的次级物

理和化学效应，在化学工业中的应用十分广泛，而且

发挥着相当重要的作用。超声波技术作为一种物理的 
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手段和工具，为科研工作者提供了一条能够把能量引

入到分子中的高效途径和方法，它不仅可以改善反应

条件，加快反应速度，提高反应产率[9]，还可以使一

些难以进行的化学反应得以实现。管涌光等研究发现，

超声处理可以加速氨基乙酸和葡萄糖之间的美拉德反

应 [10]。但对大分子量的蛋白与糖的接枝反应研究较

少。 

本研究以超声为协助手段，研究超声处理对 SPI

与乳糖接枝反应的影响，并通过响应面实验设计优化

接枝反应条件，为 SPI 与乳糖的接枝反应提供一条新

途径。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

SPI（自制），来自低温脱脂豆粕（山东禹王）。

GA：SD 型，TIC Gums Co.（Philadelphia, USA），主
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要成分如下：2.13%蛋白，85.27%多糖，10.59%水分，

2.01%灰分；赖氨酸：华美生物技术公司；邻苯二甲醛

（OPA）：Sigma 公司。乳糖，氢氧化钠，十二烷基硫

酸钠（SDS），β-巯基乙醇，硼砂，甲醇，磷酸氢二

钾，磷酸二氢钾等均为分析纯。 

1.2  主要仪器 

高速冷冻离心机（CR22G），日本日立；紫外可见

分光光度计（TU-1810），上海棱光科技有限公司；超

声设备（TDS220），广州新动力超声设备有限公司；精

密 pH计（320-S），瑞士梅特勒-托利多仪器有限公司；

集热式磁力搅拌器（DF-1），金坛市新一佳仪器厂；

真空冷冻干燥机（Vizared2.0），美国 VirTris 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  SPI 的制备 

依照 Sorgentini and Wagner 的方法稍加改进[11]，

具体工艺如下： 

低温脱脂豆粕（山东禹王）打粉，200 目过筛→低温脱

脂豆粉→豆粉:水=1:10（m/V）料水比溶解豆粕→2 mol/L NaOH

调 pH 至 8.0，常温搅拌 2 h→离心（10000 ×g 20 min，4 ℃）

→上清液用 2 mol/L HCl 调 pH 至 4.5→离心（5000 ×g 5 min，

4 ℃）→溶解（5~10%干物质）→2 mol/L NaOH 调 pH 至 7.0→

透析（4 ℃×24 h，溶液/透析水=1/100）→冷冻干燥→自制的

SPI 

1.3.2  SPI-糖接枝物的制备 

将 SPI与乳糖按照1:1 的比例（w/w），蛋白浓度为

0.1~2%（W/V），室温下磁力搅拌器搅拌 2 h，加入少

量的叠氮钠以防滋生微生物，置于 4 ℃冰箱中水化过

夜，第二天取出后继续搅拌直至液体温度平衡到室温，

每个处理取样 150 mL，预热到80 ℃，混合物置于超

声装置(0~600 W，15 kHz)处理一定的时间。反应结

束后迅速冷却至室温，测定其反应程度。 

1.3.3  SPI-多糖接枝反应条件的确立 

以接枝程度、接枝物褐变反应为指标，对超声功

率、超声时间、溶液浓度进行单因素实验，在此基础

上对接枝反应的反应条件进行多因素实验优化。 

1.3.4  接枝度(degree of graft, DG)计算 

OPA 测定自由氨基[12~13]：准确称取 40.0 mg 的

OPA 溶解于 1.0 mL 甲醇中，再加入 20%（m/m）的

十二烷基硫酸钠（SDS）2.5 mL，硼砂（0.1 mol/L）

25.0 mL，β-巯基乙醇 100 μL 最后用蒸馏水定容到 50 

mL（现配现用。）。测定时，取 4.0 mL OPA 试剂于试

管中，加入 200 μL 样品，混合均匀，放入 35 ℃水浴

中反应 2 min 后在 340 nm 下测吸光值 A340，另取 4.0 

mL OPA 试剂于试管中，加入 200 μL 水作为空白对

照。用相同的方法，以赖氨酸代替样品作出标准曲线，

根据曲线计算样品中自由氨基的含量 C。 

接枝度可以用此公式计算： 

接枝度=

0 1

0

100%
C C

C




 

其中：C0：接枝反应前溶液中自由氨基的含量，mol/L；

C1：接枝反应后溶液中自由氨基的含量，mol/L。 

1.4  数据分析 

实验中所有结果都是三次测定的平均值，计算

标 准 偏 差 。 利 用 新 复 极 差 检 验 （ Duncan’s 

multiple-range test）评价样品平均值间的显著性差异

（P<0.05）。 

2  结果与分析 

2.1  超声处理对 SPI-糖接枝反应的影响 

表 1 超声处理对 SPI-乳糖 DG(%)的影响 

Table 1 The effect of ultrasonic treatment on DG values (%) of 

SPI and lactose 

时间

/min 

80℃ 湿热  超声促进 

DG 褐变（A420nm）  DG 褐变（A420nm） 

5 1.23±0.12 0.07±0.00  5.13±0.23 0.12±0.01 

10 3.93±0.20 0.1±0.02  17.06±0.17 0.15±0.00 

15 7.06±0.17 0.15±0.02  21.47±0.32 0.21±0.06 

20 12.70±0.24 0.23±0.05  27.18±0.47 0.27±0.03 

30 16.43±0.41 0.29±0.01  32.53±0.18 0.38±0.07 

40 22.19±0.52 0.34±0.04  40.16±1.53 0.51±0.01 

60 27.88±1.02 0.49±0.05  42.58±0.97 0.62±0.13 

乳糖属于还原性糖，能够在湿热条件下与 SPI 的

自由氨基发生美拉德反应。表 1 结果表明：超声处理

能够显著提高 SPI-乳糖接枝反应的速度和接枝度，等

接枝度下褐变程度降低，有利于改善产品的外观质

量。在湿热反应的条件下，当 SPI-乳糖的 DG 达到

27.88 时，需要 60 min，而超声辐射条件下仅需要 20 

min，反应时间为原来的 1/3，大大缩短了达到一定反

应程度所需要的时间，极大降低了反应的能耗，提高

了反应的效率。 

超声波与介质相互作用的空化效应是功率超声

波在液体中产生超声效应的主动力，主要包括稳态空

化和瞬态空化两种类型，稳态空化是在声强度较低时

产生的空化泡，大小在其平衡尺寸附近振荡，振荡可

以持续多个声波周期；而瞬态空化是指在较大声强作

用下空化泡只能存在一个或几个声波周期时间，在声

波作用下空化泡迅速增大，随之在声波正压相作用下

迅速收缩至崩溃。一般认为空化泡崩溃时所产生的高

温(可达 5000 K 以上)和高压(可达 1000 个大气压)是

声化学反应的主要动力之一[14~15]。蛋白与糖的反应
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属于合成反应，该反应的进行需要能量的输入，超声

波在液体介质中空化效应在为蛋白与糖之间接枝反

应提供能量的同时，诱导介质中蛋白和糖分子产生剧

烈的振动，使反应的基团之间充分靠近，碰撞几率增

加，反应加速。 

2.2  单因素研究 

分别对超声功率、超声时间、反应物的浓度等影

响因素进行单因素实验。 

2.2.1  超声功率对接枝反应的影响 

表 2 超声功率对 SPI-乳糖接枝反应的影响 

Table 2 The effect of ultrasonic power on graft reaction between 

SPI and lactose 

功率/W DG/% 褐变程度(A420nm) 

100 21.46±0.37 0.46±0.05 

200 36.14±1.13 0.54±0.12 

300 53.17±2.73 0.83±0.05 

400 47.67±1.24 0.98±0.06 

能量供给对化合物的合成反应是至关重要的，在

超声频率恒定的条件下，高强度超声设备的功率直接

影响着对介质溶液的能量输入，从而影响到介质中的

各种反应，因此合适的功率将有助于接枝反应速度的

改善。在固定超声处理时间为 20 min 时，超声功率

对接枝反应的影响见表2。结果表明，超声功率对SPI-

糖接枝反应的 DG 有显著影响，SPI-糖在单位时间内

的 DG 变化随着超声功率的增强先增加后减小。温度

是决定单位时间内接枝反应程度的关键因素 [16]，超

声功率是描述超声能量输入的一个重要指标，在介质

状态相同的情况下，不同的功率会导致介质中不同的

温度变化，从而影响蛋白-糖的接枝反应。同时，适

当的超声处理会改善蛋白溶解性，增加自由氨基的含

量，从而增加蛋白自由氨基和糖类羰基的接触几率，

改善接枝反应的效率。然而，随着功率的继续增大，

DG 开始降低，可能是高强度的超声引起了蛋白结构

更加剧烈的变化，导致肽键断裂，N-末端残基数目增

多，导致自由氨基基数的增大，从而表观 DG 下降。

接枝物的褐变程度也受到超声功率的影响，过高的功

率会导致溶液的局部温度增加过快，溶液中乳糖自身

也会发生糖基化反应，从而造成反应溶液的褐变程度

更加严重。 

2.2.2  超声时间对接枝反应的影响 

图1结果表明，SPI-乳糖接枝反应的DG随着超声时

间的延长呈现先增加后逐渐平缓的趋势，甚至略有降

低，这与超声本身对蛋白质的影响有关。汤虎等人[17]

研究发现，当超声功率恒定时，蛋白质的溶解性随着

超声时间的延长出现先升高后降低的趋势，在超声波

的作用下，蛋白质分子的结构变得疏松，蛋白质溶解

性增加。溶液中蛋白质的可用自由氨基含量显著增加，

增加了与糖的碰撞几率，促进SPI-糖接枝反应的进行。

随着处理时间的延长，DG的变化平缓甚至有一定的程

度的降低，这可能是由于在超声造成蛋白质部分肽链

的断裂，同时蛋白质展开的肽链重新聚集，可用的自

由氨基重新被包埋，导致DG降低或者变化不明显。 

 
图 1 超声时间对超声促进 SPI-乳糖接枝反应的影响 

Fig.1 Effect of ultrasonic time on graft reaction of SPI and 

lactose 

2.2.3  蛋白浓度对接枝反应的影响 

 

图 2 蛋白浓度对超声促进 SPI-乳糖接枝反应的影响 

Fig.2 Effect of protein concentration on graft reaction of SPI 

and lactose 

当超声功率和时间恒定时，介质溶液的浓度直接

会影响到超声的作用效果。图 2 结果表明，在相同的

条件下，随着溶液中蛋白浓度的增加，超声强化的 SPI

和糖接枝反应的 DG 先增加后降低，在 SPI 浓度为 14 

mg/mL时，SPI 和乳糖接枝反应的 DG最大。蛋白的浓

度会影响超声波的作用效果，在适当的蛋白质浓度范

围内，超声波的空化作用随着蛋白含量的增大而增大，

蛋白中更多的自由氨基暴露，与乳糖的碰撞几率增大；

当蛋白含量继续增大时，在相等时间内，超声波空化

作用减弱，过高的浓度导致相同时间内超声波对反应

体系的作用减弱，从而影响其产生特殊的物理化学效

应[18]。同时，过高的反应底物浓度导致溶液中分子的

运动降低，空间位阻效应增加，降低蛋白-乳糖的接枝
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反应速率。 

2.3  超声强化接枝反应条件的优化 

2.3.1  响应面分析方案及实验结果 

表 3 响应面分析因素与水平 

Table 3 Varieties and levels for response surface design in 

graft reaction 

水平 

因素 

X1[蛋白浓度 

/(mg/mL)] 

X2(超声时 

间/min) 

X3(超声 

功率/W) 

-1 10 20 200 

0 14 30 300 

1 18 40 400 

通过单因素实验可知：蛋白浓度、超声时间、超

声功率对 SPI-乳糖接枝反应的 DG 影响显著。利用 3

因素 3 水平的中心组合设计，选择的 3 个因素为：蛋

白浓度(X1)、超声时间(X2)、超声功率(X3)，因素和水

平的取值表见表 3。 

表 4 响应面分析方案及实验结果 

Table 4 Results derived from response surface design of gaft 

raction 

编号 
因素及水平 

DG/% 
X1 X2 X3 

1 14 30 300 63.12 

2 14 30 200 34.10 

3 10 20 300 39.54 

4 14 20 400 43.12 

5 14 30 300 62.86 

6 18 30 400 46.34 

7 14 30 300 56.14 

8 18 20 300 35.04 

9 18 30 200 20.70 

10 14 30 300 63.57 

11 10 40 200 34.75 

12 14 30 400 50.63 

13 18 40 400 51.02 

14 10 20 200 23.28 

15 10 40 300 48.91 

16 14 40 300 53.77 

17 14 30 300 62.78 

如表 4 所示，响应面实验设计 17 个实验。通过

响应面软件 Design-Expert 7.0 的分析得到结果见表 5

和表 6。R2=0.9793，失拟项不显著(0.5642 > 0.1000)，

说明回归方程的拟合程度较好，模型是显著的。回归

模型的 F-检验显著，说明所拟合的二次回归方程合

适，该模型的预测值和实际值比较接近(如图 3)。 

表 5 回归方程的方差分析表 

Table 5 Variance and significant analysis for regression 

equation 

项目 平方和 自由度 均方 F 值 Prob>F 显著性 

模型 2915.28 9 323.97 36.73 <0.0001 * 

X1 91.44 1 91.44 10.37 0.0147 * 

X2 281.52 1 281.52 31.92 0.0008 * 

X3 766.19 1 766.19 86.88 <0.0001 * 

X1X2 0.034 1 0.034 3.820E-003 0.9524  

X1X3 20.69 1 20.69 2.35 0.1695  

X2X3 3.17 1 3.17 0.36 0.5675  

X1
2 321.52 1 321.52 36.46 0.0005 * 

X2
2 314.32 1 314.32 35.64 0.0006 * 

X3
2 948.79 1 948.79 107.59 <0.0001 * 

残差 61.73 7 8.82    

失拟项 22.76 3 7.59 0.78 0.5642  

净误差 38.97 4 9.74    

校正项 2977.01 16     

注：“prob>F”<0.0500 表示显著；“prob>F”>0.1000 表示

不显著。 

表 6 模型分析表 

Table 6 Analysis for regression model 

指标 标准差 均数 离散系数 R2 调整 R2 

结果 2.97 46.45 6.39 0.9793 0.9526 

以接枝度（DG）为响应值，经回归拟合后，各

因子对响应值的影响可用下面回归方程表示：

DG=-348.13+17.77X1+6.01X2+1.10X3+2.29X1X2–5.69X

1X3–8.91X2X3–0.55X1
2–0.09X2

2–1.50X3
2。 

 
图 3 预测值和实际值的关系图 

Fig.3 Relationship between estimated DG and resultant DG 

2.3.3  各因素间的交互作用 

由表 4 可知，X1、X2、X3、X1
2、X2

2、X3
2 对 DG

有比较显著的影响，而其他因素的影响相对较小。 

蛋白浓度与超声时间的交互作用如图4所示，在

不同的蛋白浓度下，超声时间对SPI-乳糖接枝反应的

DG的影响趋势基本相同。随着超声时间的延长，DG
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呈现先增加后变化平缓的趋势。超声时间较短时，

DG随着蛋白浓度的变化不明显，当超声时间增加到

蛋白与糖接枝的最佳时间范围时，DG随蛋白浓度的

增加而显著增加。 

 
图 4 SPI 浓度和超声时间的交互作用图 

Fig.4 Interaction of the content of SPI and ultrasonic time on 

the reaction 

 
图 5 SPI 浓度和超声功率的交互作用图 

Fig.5 Interaction of the content of S PI and ultrasonic power 

on the reaction 

蛋白浓度与超声功率的交互作用如图 5 所示，不

同的蛋白浓度下，超声功率对 SPI-乳糖的 DG 的影响

趋势基本相同。随着超声功率的增加，SPI-乳糖的

DG呈现先上升后下降的趋势。在较低的功率条件下，

SPI-乳糖接枝反应的 DG 随蛋白浓度的变化不显著；

只有在合适的功率范围，蛋白质浓度的增加才会使

DG 显著增加。 

超声作用时间与超声功率的交互作用如图 6 所

示，在较低的超声功率下，超声时间对 SPI-乳糖接枝

反应的 DG 的影响远远低于较高的功率条件，这主要

是由于较高的功率对介质溶液和蛋白本身的影响较

大，有利于 DG 的提高。同样，超声时间的延长有利

于 DG 的增加，且高功率条件下的 SPI-乳糖接枝反应

的 DG 增加的更显著。但是，当功率过高时或者处理

时间过长时，介质溶液的温度比较高，蛋白质发生热

聚集，溶解性降低，从而导致溶液中自由氨基含量降

低，DG 降低。 

 

图 6 超声时间和功率的交互作用图 

Fig.6 Interaction of ultrasonic time and power 

对超声处理所得 SPI-乳糖接枝反应的 DG 的模型

进行数学分析，以减少能量损耗和反应时间为基准，

优化出最佳反应条件为超声功率为 263.40 W，蛋白浓

度为 10.95 mg/mL，超声时间为23.61 min，所得到 DG

为 49.06%。考虑到具体实验的可操作性，本研究选择

超声功率 250 W，蛋白浓度为 11 mg/mL，超声时间为

25 min，采用上述条件对上述模型进行验证，测定得

到的接枝度为 45.53%，验证试验结果与理论预测值

接近，证明优化结果可信，具有实用价值。 

3  结论 

3.1  超声可以显著改善大豆蛋白与乳糖的接枝反应

速率。 

3.2  单因素结果表明：超声时间、超声功率、蛋白

浓度对接枝反应的速率有显著影响。 

3.3  通过响应面优化，超声功率250 W，蛋白浓度为

11 mg/mL，超声时间为25 min时，大豆蛋白与乳糖的

接枝度可达到45.5.%。 
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