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谷氨酰胺转氨酶对大豆蛋白游离伯胺含量的影响 
 

张静洁，周争艳，陈军安，赵征 

（天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457） 

摘要：利用了在硫基乙醇作用下，邻苯二甲醛（OPA）试剂与伯胺可以发生荧光反应，使用荧光分光光度计快速检测溶液中游

离伯胺含量。应用此方法研究了加酶量、反应温度、反应时间、及反应pH对谷氨酰胺转氨酶(TGase)作用于大豆分离蛋白后对其游离

伯胺含量的影响，并对主要影响因素利用响应面发进行优化，找出TGase反应条件的最佳组合。实验结果表明：加酶量20 U/g，反应

温度为52 ℃，反应时间60 min，反应pH 7为TGase最佳反应条件，改性后每克大豆分离蛋白伯胺含量由0.059 μmol减少为0.028 μmol。 
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Abstract: The content of free primary amine in the solution was determined by spectrophotometric assay according to that 

ο-phthaladehyde (OPA) reagent and primary amine could occur fluorescence reaction. The effect of dosage, reaction temperature, time and pH 

of transglutaminase (TGase) treatment on the free primary amine of soy protein isolate (SPI) was investigated with this method, and the 

influencial factors were optimized by response surface method. The results showed that the optimal reaction condition was TGase dosage 20 U/g, 

temperature 52 ℃, time 60 min and pH 7. After TGase-catalyzed modification, the free amine content of SPI were reduced from 0.059 μmol to 

0.028 μmol. 
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谷氨酰胺转氨酶（E.C. 2.3.2 13）也称转谷氨酰胺

转氨酶，简称 TGase，是一种酰基转移酶，它可以催

化肽链上的 γ-羧基酰胺基的谷氨酰胺残基（GLN，酰

基供体）与伯胺（酰基受体）发生转酰基反应，使得

蛋白质分子间或分子内形成 ε-(γ-谷氨酰基)赖氨酸共

价键[1~3]。谷氨酰胺转氨酶可催化大豆蛋白、酪蛋白、

乳球蛋白、肌球蛋白等蛋白质从而改变蛋白质的结构

和功能性质，赋予食品蛋白质特有的质构和口感[4]。

Matheis 和 Whitaker[5]的研究表明，蛋白质之间发生交

联后可以改善食品质构、溶解性、起泡性、乳化性等

功能性质，同时赖氨酸受到保护，防止美拉德反应的

发生。Elfadil[6]研究表明谷氨酰胺转氨酶改善大豆蛋白

的功能性质优于化学改性的大豆蛋白，同时提出这种

改善来源于大豆蛋白分子之间的交联作用。 

胺是氨的氢原子被烃基代替后的有机化合物。氨

分子中的一个氢原子被烃基取代而生成的化合物，分 
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别称为伯胺（第一胺），它们的通式为：RNH2-伯胺。

胺类广泛存在于生物界，具有极重要的生理作用。氨

基酸、肽类、蛋白质、核酸、许多激素、抗生素和生

物碱，都含有氨基，是伯胺的复杂衍生物。伯胺可以

进行多种化合反应，对有机合成具有重要意义。测定

伯胺含量的改变，可以再一定程度上控制反应的进程。 

在巯基乙醇的作用下，邻苯二甲醛（OPA）可以

与伯胺形成荧光化合物 1-烷硫基-2-烷基异吲哚，因此

使用荧光方法可以测定伯胺 [7~8]。Swaisgood 和

Catignani[9]使用此方法测定出了谷氨酰胺转氨酶对酪

蛋白的反应活性。 

本实验以大豆蛋白分离蛋白为原料，应用荧光方

法研究谷氨酰胺转氨酶对大豆蛋白分子间的交联作

用，为谷氨酰胺转氨酶在蛋白改性应用上提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

谷氨酰胺转氨酶，浙江一名精细化工；大豆分离

蛋白（SPI），谷神生物科技集团有限公司；羟胺、还
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原型谷胱甘肽、Z-Gln-Gly、L-谷氨酸 γ-单氧肟酸、N-α-

乙酰-L-赖氨酸购有 sigma 公司；其他试剂均为分析纯

级。 

荧光光度计(RF-5301)，日本岛津公司；高速离

心机，TDL-5-A上海安亭科学仪器厂。 

1.2  酶活的测定 

依据 Folk 和 Cole 报道的 Hydroxamate 分析法[10]

测定，略有改动。 

1.2.1  测定方法 

底物溶液（试剂 A）：含有 0.2 mol/L Tris-HCl缓

冲液(pH 6.0)、0.1 mol/L羟胺、0.01 mol/L还原型谷胱

甘肽及 0.03 mol/L Z-Gln-Gly 的混合溶液； 

终止溶液（试剂 B）：将 3 mol/L盐酸、12%三氯

乙酸及 5% FeCl3·6H2O(溶解于 0.1 mol/L盐酸中)等体

积混合。 

取 0.2 mL待测酶液（梯度稀释到适宜浓度）加入

2 mL试剂 A，在 37 ℃下反应 10 min，加入 2 mL试

剂 B，终止反应并形成红色铁化合物。1500 r/min 离

心 10 min 后取上清液于525 nm 处测定吸光值，使用

失活的酶液作为对照。 

1.2.2  标准曲线的绘制 

分别配制 0、2、4、8、16、32 μmol/mL的 L-谷

氨酸 γ-单氧肟酸，取各浓度溶液0.2 mL，分别加入 2 

mL 试剂 A，在 37 ℃下反应 10 min 后加入试剂 B，

1500 r/min离心10 min后取上清液525 nm处测定吸光

值，制定标准曲线。 

1.2.3  酶活的定义 

在 37 ℃、pH 6.0的条件下反应 1 min 生成 1 μmol 

L-谷氨酸 γ-单氧肟酸的量定义为 1 个活力单位。 

1.3  谷氨酰胺转氨酶作用大豆蛋白条件的研究 

1.3.1  加酶量对大豆蛋白游离伯胺含量的影响 

配制 1%（m/V）大豆分离蛋白分散液，调整 pH

至 7.5，添加谷氨酰胺转氨酶量分别为 4、8、12、16、

20、24 U/g SPI，反应物于 55 ℃下反应 60 min。取 0.05 

mL样品加入2 mL OPA反应液室温反应 2 min，用于

试验测定。 

1.3.2  反应温度对谷氨酰胺转氨酶反应的影响 

配制 1%（m/V）大豆分离蛋白分散液，pH 调至

7.5，添加谷氨酰胺转氨酶量 16 U/g SPI，反应物于 25、

35、45、55、65、75 ℃下反应 60 min，其他操作参照

1.3.1。 

1.3.3  反应时间对大豆蛋白游离伯胺含量的影响 

配制 1%（m/V）大豆分离蛋白分散液，pH 调至

7.5，添加谷氨酰胺转氨酶量为 16 U/g SPI，反应物于

55 ℃下反应 20、40、60、80、100、120 min。其他操

作参照 1.3.1。 

1.3.4  反应 pH对大豆蛋白游离伯胺含量的影响 

配制 1 %（m/V）大豆分离蛋白分散液，pH调至

5.5、6.5、7.5、8.5、9.5、10.5，添加谷氨酰胺转氨酶

量 16 U/g SPI，反应物于 55 ℃下反应 60 min。其他操

作参照 1.3.1。 

1.3.5  谷氨酰胺转氨酶反应条件优化 

对酶谷氨酰胺转氨酶反应条件进行优化。以加酶

量、反应温度、反应时间，反应 pH 四个因素为研究

对象，取单因素试验中效果较好的的水平作为零水平，

确定各因素的间距，水平因素编码表见表1。 

1.4  游离伯胺测定方法 

OPA试剂：80 mg OPA（溶于 2 mL 95 %乙醇）、

50 mL 0.1 M四硼酸钠（pH 9.5）、5 mL 20 % SDS、50 

mL pH 9.5 硼砂缓冲溶液，定容至 100 mL[5]。 

与反应液 0.05 mL加入 2 mL OPA试剂，涡流混

匀，反应2 min 后迅速测定样品的荧光强度（FI），本

实验中激发波长 λex=336 nm，λem=453 nm。以 N-α-乙

酰-L-赖氨酸绘制标准曲线。 

2  结果与讨论 

2.1  N-α-乙酰-L-赖氨酸标准曲线的绘制 

根据1.4 的方法绘制出 N-α-乙酰-L-赖氨酸的标准

曲线见图 1。 

 
图 1 N-α-乙酰-L-赖氨酸的标准曲线 

Fig.1 The standard curve of the N-α-acetyl-L-lysine 

2.2  单因素实验结果 

2.2.1  加酶量对大豆蛋白游离伯胺的影响 

由图 2 看出，随着加酶量增加，大豆蛋白中游离

伯胺显著减少，在 20 U/g 时，含量最小，大约减少了

50%；随着加酶量继续增加，伯胺含量有所增加。在

TGase 酶的作用下，谷氨酰胺残基与伯胺发生转酰基

作用，形成 ε-(γ-谷氨酰基) 赖氨酸共价键，使得蛋白

质分子链发生交联作用。而过多的酶量不利于蛋白质

分子空间网络。可能原因是：蛋白质分子表面的作用

位点很快被反应，分子内形成交联几率增加，而使得
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一部分伯胺被包裹在分子内无法与酶接触，因而降低

酶作用效果[11~12]。 

 
图 2 加酶量对大豆蛋白游离伯胺的影响 

Fig.2 Effect of enzyme dosage on free primary amine of SPI 

2.2.2  反应温度对大豆蛋白游离伯胺的影响 

 
图 3 反应温度对大豆蛋白游离伯胺的影响 

Fig.3 Effect of reaction temperature on free primary amine of 

SPI 

由图 3 看出，随着反应温度由 25 ℃升高至 45 ℃

时，大豆蛋白中游离伯胺含量显著减少；在

45 ℃~55 ℃时，含量变化不明显；温度继续升高，大

豆蛋白中游离伯胺含量又显著增加。Ando[13]等人和

Motoki等人[14]曾报道，微生物TGase 酶在 pH=7.0 时，

酶的最适反应温度为 40 ℃~55 ℃，本实验与上述结论

基本相符合。 

2.2.3  反应时间对大豆蛋白游离伯胺的影响 

 
图 4 反应时间对大豆蛋白游离伯胺的影响 

Fig.4 The effect of reaction time on free primary amine of SPI 

由图 4 可知，反应时间在 20 min~60 min 之间，

大豆蛋白中游离伯胺含量显著减少，在 60 min 时，大

豆蛋白中游离伯胺含量最低，大约减少了 55%；温度

继续升高，大豆蛋白中游离伯胺含量又增加。反应时

间对酶促反应有重要影响，随着酶促反应时间延长，

底物不断消耗，其浓度逐渐降低，酶也逐渐失活。所

以，达到一定程度后催化速度必然减慢。但是，温度

对蛋白质也有变性作用，随着反应时间的延长，蛋白

质分子被破坏，反应物中伯胺含量有所增加。 

2.2.4  反应时间对大豆蛋白游离伯胺的影响 

 

图 5 反应 pH 对大豆蛋白游离伯胺的影响 

Fig.5 Effect of reaction pH on free primary amine of SPI 

由图 5 可看出，在 pH 5.5~7.5 范围内，随着 pH

值的增加，大豆蛋白中游离伯胺含量显著将低；在达

到 pH 7.5时，大豆蛋白中游离伯胺含量最低；之后，

随着 pH 值继续增加，大豆蛋白中有伯胺含量显著增

加。研究表明：TGase 酶的最适pH值范围是 6.0~7.5，

本实验结果与之基本一致。体系 pH 值改变一方面影

响酶活性和稳定性，另一方面影响大豆蛋白的溶解性，

蛋白质相互作用过程中的疏水作用和静电作用之间的

平衡。在极端 pH 值条件下，酶蛋白不稳定发生空间

构象改而丧失活性；而 pH 值处于大豆蛋白的等电点

(4~5)附近时，蛋白质分子所带净电荷较少，易凝结成

块，无法于酶发生正常反应[15]。 

2.3  谷氨酰胺转氨酶反应条件优化 

响应面实验结果如表 2 所示，利用 Design Expert

软件对表 2 数据进行多元回归拟合，得到每克大豆分

离蛋白中游离伯胺的含量（Y）对自变量加酶量（X1）、

反应温度（X2）、反应时间（X3）和反应 pH（X4）

的二次多项回归模型方程： 

Y=0.029-2.846×10-3X1+0.013X2+3.691×10-3X3+9.6

49×10-3X4+2.277×10-4X1X2-1.082×10-3X1X3-2.277×10-4

X1X4-1.452×10-3X2X3+2.467×10-3X2X4+5.692×10-4X3X4

+7.328×10-3X1
2+0.025X2

2+0.011X3
2+8.339×10-3X4

2 

对该模型进行方差分析，结果如表 3 所示。 
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表 1 响应面设计实验因素水平表 

Table 1 Test factors and levels of respond surface analysis 

编码 

水平 

X1 [加酶量 

/(U/L)] 

X2 (反应 

温度/℃) 

X3 (反应 

时间/min) 

X4 (反应 

pH) 

1 12 45 30 6.5 

0 16 55 60 7.5 

-1 20 65 90 8.5 

表 2 响应面设计表及实验结果 

Table 2 Experimental design and results of RSA 

实验 X1 X2 X3 X4 Y/μmol 

1 1 0 0 -1 0.032 

2 0 0 1 1 0.061 

3 0 0 0 0 0.028 

4 0 0 0 0 0.029 

5 1 0 -1 0 0.041 

6 1 -1 0 0 0.046 

7 0 1 0 1 0.087 

8 1 0 1 0 0.047 

9 0 -1 0 1 0.059 

10 1 1 0 0 0.074 

11 0 0 -1 1 0.054 

12 -1 0 0 -1 0.039 

13 -1 0 1 0 0.053 

14 0 -1 -1 0 0.047 

15 -1 1 0 0 0.080 

16 0 0 0 0 0.031 

17 0 -1 0 -1 0.042 

18 0 0 0 0 0.029 

19 0 1 1 0 0.081 

20 0 1 0 -1 0.060 

21 -1 -1 0 0 0.053 

22 0 0 0 0 0.030 

23 0 0 1 -1 0.043 

24 -1 0 -1 0 0.043 

25 0 0 -1 -1 0.039 

26 -1 0 0 1 0.059 

27 0 1 -1 0 0.075 

28 0 -1 1 0 0.059 

29 1 0 0 1 0.051 

由表 3 方差分析（ANOVA）可以看出，模型

F=133.82>F0.01(14,21)，失拟项 P<0.0001，表明模型方

程极显著，不同处理间的差异极显著；模型的决定系

数 R2=0.9926，校正决定系数 Adj R2=0.9852，说明该

模型能解释 98.52%响应值的变化，说明该模型拟合程

度良好，试验误差小，该模型是合适的，可以用此模

型分析和预测反应液吸光度。 

从四因素对游离伯胺含量的影响来看，模型一次

项 X1、X2、X3、X4极显著；二次项 X1
2、X2

2、X3
2、

X4
2极显著；交互项 X2X4 显著，其他均有影响但不显

著。数据中没有异常点，不需引入更高次的项，模型

恰当。 

响应面分析的等高线图和立体图如图 6~11所示。 

表 3 回归方程方差分析 

Table 3 Analysis of variance for regression model 

方差来源 偏差平方和 自由度 
平均偏 

差平方和 
F 值 P 值 

模型 0.0078 14 5.573×10-4 133.8165 <0.0001** 

X1 9.7214×10-5 1 9.7214×10-5 23.3431 0.0003** 

X2 0.0019 1 0.0019 457.4168 <0.0001** 

X3 1.6345×10-4 1 1.6345×10-4 39.2478 <0.0001** 

X4 0.0011 1 0.0011 268.2606 <0.0001** 

X1X2 2.0743×10-7 1 2.0743×10-7 0.0498 0.8266 

X1X3 4.6792×10-7 1 4.6792×10-6 1.1236 0.3071 

X1X4 2.0739×10-7 1 2.0738×10-7 0.0498 0.8266 

X2X3 8.4289×10-6 1 8.4289×10-6 2.0239 0.1767 

X2X4 2.4527×10-5 1 2.4527×10-5 5.8894 0.0293* 

X3X4 1.2961×10-6 1 1.2961×10-6 0.3112 0.5857 

X12 3.4833×10-4 1 3.4833×10-4 83.6426 <0.0001** 

X22 0.0042 1 0.0042 1009.5184 <0.0001** 

X32 7.1537×10-4 1 0.0007 171.7748 <0.0001** 

X42 5.8304×10-5 1 0.0005 108.2979 <0.0001** 

残差 5.3208×10-5 14 4.1646×10-6 
  

失拟项 5.0964×10-5 10 5.3207×10-6 4.1761 0.0904 

纯误差 0.0079 4 1.2741×10-6 
  

所有项 0.0077 28 
   

 
图 6 加酶量和反应温度的等高线图和立体图 

Fig.6 Cubic graph and contour line graph of response surface 

of enzyme dosage and temperature 

 

图 7 加酶量和反应时间的等高线图和立体图 

Fig.7 Cubic graph and contour line graph of response surface 

of enzyme dosage and reaction time 
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图 8 加酶量和反应 pH 的等高线图和立体图 

Fig.8 Cubic graph and contour line graph of response surface 

of enzyme dosage and reaction pH 

 
图 9 反应温度和反应时间的等高线图和立体图 

Fig.9 Cubic graph and contour line graph of response surface 

of reaction temperature and time 

 
图 10 反应温度和反应 pH 的等高线图和立体图 

Fig.10 Cubic graph and contour line graph of response surface 

of reaction temperature and pH 

 

图 11 反应时间和反应 pH 的等高线图和立体图 

Fig.11 Cubic graph and contour line graph of response surface 

of reaction time and pH 

由图 6~11 可以看出 X1、X2、X3、X4 存在极值

点，4个主要因素的最佳水平值分别为加酶量 20 U/g，

反应温度为 52.78 ℃，反应时间 53.18 min，反应 pH 

6.9，估计响应值 0.0349。考虑到实验的实际情况，故

加酶量 20 U/g，反应温度为 53 ℃，反应时间 60 min，

反应 pH=7。结果表明，验证试验所得到的游离伯胺

含量 0.0356 μmol/g，与回归方程所得的估计响应值

0.0349 接近。说明回归方程能够比较真实地反映各因

素对反应液吸光度的影响，由回归方程和验证试验得

出酶量 20 U/g，反应温度为 52 ℃，反应时间 60 min，

反应 pH 7 为最佳酶反应条件。 

3  结论 

3.1  由单因素实验得到谷氨酰胺转氨酶转氨酶与 1%

大豆分离蛋白反应，最佳条件为：加酶量加酶量 20 

U/g，反应温度为 45 ℃，反应时间 60 min，反应 pH 7.5。 

3.2  采用响应面优化谷氨酰胺转氨酶转氨酶与 1%大

豆分离蛋白反应条件，得到每克大豆分离蛋白中游离

伯胺的含量（Y）对自变量加酶量（X1）、反应温度

（X2）、反应时间（X3）和反应 pH（X4）的二次多

项回归模型方程： 

Y=0.029-2.846×10-3X1+0.013X2+3.691×10-3X3+ 

9.649×10-3X4+2.277×10-4X1X2-1.082×10-3X1X3-2.277×1

0-4X1X4-1.452×10-3X2X3+2.467×10-3X2X4+5.692×10-4X3

X4+7.328×10-3X1
2+0.025X2

2+0.011X3
2+8.339×10-3X4

2 

由回归方程和验证实验得出加酶量 20 U/g，反应

温度为 52 ℃，反应时间 60 min，反应 pH7 为最佳酶

反应条件。该实验结果与单因素实验结果基本一致。 

3.3  本实验研究实验了大豆分离蛋白在谷氨酰胺转

氨酶作用下，伯胺与谷氨酰胺残基发生转酰基作用，

蛋白质分子间发生交联。为改性前每克大豆分离蛋白

伯胺含量约为 0.059 μmol，改性后伯胺含量减少为

0.028 μmol，为食品开发和谷氨酰胺转氨酶进一步研

究提供参考。 
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