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微生物转谷氨酰胺酶对大豆分离蛋白乳液 

凝胶性能的影响 
 

杨淼，唐传核 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：研究了不同油相比例(φ=0.2~0.6）的微生物φ转谷氨酰胺酶（MTGase）诱导的大豆分离蛋白（SPI）乳液凝胶性能及微观

结构，发现提高乳液中的油相比例，凝胶的弹性模量 G’及凝胶持水性均有显著提高并存在一定相关性，乳液凝胶形成的凝胶网络机

械强度更大，油滴在酶促乳液凝胶中充当了良好的“活性填充剂”。 
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Abstract: The properties and microstructures of MTGase induced SPI emulsion gels with different oil volume fractions (φ=0.2~0.6) were 

studied. It was found that the water-holding capacity and G' progressively increased with oil fractions increasing. Confocal laser scanning 

microscope analyses indicated that the network microstructure of the formed emulsion gels varied with oil volume fractions. The networks 

became much stronger with oil volume increasing. Protein-coated oil droplets can act as “active fillers” in the emulsion gel formation. 

Key words: soy protein isolate (SPI); microbial transglutaminase (MTGase); emulsion gels; microstructures 

 

微生物转谷氨酰胺酶（MTGase）能够催化不同

蛋白质的赖氨酸上残基和谷氨酸残基之间发生转酰基

反应形成ε-(γ-谷氨酰基)赖氨酸键，从而导致蛋白之间

发生聚合或凝胶化[1,2]，能够显著提高蛋白凝胶性能和

水化能力，同时具有钙非依赖性，被广泛用于蛋白质

的改性[3]。酶反应过程比较温和，形成凝胶不需要通

过加热、改变 pH 值和离子强度，可以避免乳液的显

著失稳[4]，与其他化学改性相比，酶诱导乳液凝胶可

以避免副反应和有毒物质的生成，同时，酶促乳液凝

胶在食品加工中可以防止产生异味和营养被破坏[5]。

大豆分离蛋白（SPI）的主要成分为 7S 和 11S 球蛋白，

被报道可以形成动态稳定的乳液，其凝胶性能受 pH
值、离子强度、油相比例和增稠剂等因素的影响[6]。 

一般来说，酶促蛋白乳液凝胶中，油滴镶嵌于凝

胶基质，蛋白质既是乳化剂又是酶作用的良好底物。

吸附蛋白内部和之间都会形成共价交联，这些共价交 
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联影响乳液的稳定性和流变性，为了形成稳定的乳液

凝胶，蛋白质需要充分展开并迅速吸附到油滴表面，

并对 MTGase 具有良好的敏感性从而形成强而稳定的

网络结构[7~9]。油相比例在乳液性能中起到非常重要的

作用，凝胶体系中的油滴根据其与周围凝胶基质的相

互作用，可分为活性填充物和非活性填充物[10]。 

本文通过研究不同油相比例(φ =0.2~0.6)乳液凝

胶的性能及微观结构，探索油滴在酶促乳液凝胶中的

作用，进一步揭示酶促乳液凝胶的形成机理，为脂类

活性物质的包埋与控释载体的制备奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 
大豆，河南鹤壁；商用 MTGase，江苏一鸣生物

制品有限公司；Nα-CBZ-GLN-GLY，购于 Sigma 公司；

福临门大豆油,广州好又多超市；罗丹明 B，北京鼎国

生物技术有限公司；尼罗兰，上海宝奥生物技术有限

公司,其他化学试剂均为分析纯。 
冷冻离心机，日本 Hitachi 公司；M-110EH 高压

微射流纳米均质机，美国 Microfluidics 公司；FJ-200
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高速分散均质机，上海垒固仪器有限公司；HAKKE 
流变仪，德国 HAKKE 公司；激光共聚焦扫描显微镜

（CLSM），德国 LEICA 公司。 
1.2  实验方法 
1.2.1  SPI 的制备 

100 g 脱脂大豆粉按 1:15溶于去离子水中，用 2 M 
NaOH 调节 pH 至 8.0，室温下搅拌 2 h，离心（8000 g，
30 min，10 ℃）并除去沉淀。恢复室温后用 2 M HCl
调节上清液的 pH 为 4.5，室温搅拌 1 h。经离心（5000 
g，20 min，10 ℃），收集沉淀，将沉淀重新分散于蒸

馏水中，再用 2 M NaOH 调节 pH 至 7.5。在 4 ℃下用

去离子水透析 24 h，中间换水 3 次，然后将溶液冻干

即得到 SPI。所提取的 SPI 用杜马斯定氮法测得蛋白

含量为 92.87%。 
1.2.2  MTGase 的纯化与其活性的测定 

商用MTGase 的纯化过程根据唐传核[11]等提供的

方法。酶粉（100 U/g）用 0.05 mol/L Tris-HCl （pH 7.0）
缓冲溶液完全溶解后，将其放置在 4 ℃下 4 h，然后

在 10000 g、4 ℃下离心 15 min。上清液在 0.05 mol/L 
Tris-HCl （pH 7.0）缓冲溶液下透析后，置于 4 ℃下

备用。此法制得的上清液的酶活性约为 25.0 U/mL，
总蛋白含量少于0.05 g/mL(凯氏定氮法测定，N×6.25)。
酶活性用比色法进行测定，以 Nα-CBZ-GLN-GLY 作

为底物。 
1.2.3  SPI 乳液的制备 

自制大豆分离蛋白 SPI 溶于含有 0.04%叠氮钠的

蒸馏水中,配制浓度为 6%（m/V）的 SPI 蛋白溶液，调

节 pH 至 7.0，水化过夜后加入一定比例的大豆油（φ = 
0.2、0.3、0.4、0.5、0.6），用均质机预均质（2 min，
10000 r/min），室温下于 40 MPa 下微射流处理 3 次，

分别制得φ =0.2~0.6 的纳米乳液样品。 
1.2.4  乳液凝胶的制备 

分别取φ =0.2~0.6 的乳液样品各 5 mL 于 25×25 
mm 的小称量皿中，加入浓度为 20U/g 蛋白的MTGase
酶，室温下搅拌 2~3 min，待酶与乳液混匀后,置于

37 ℃的水浴锅中加热 6 h 后取出，冷却至室温后进行

凝胶持水性测定。 
1.2.5  凝胶的流变性 

乳液及凝胶的性能通过哈克流变仪（HaakeCo., 
Germany）进行流变测量。蛋白乳液与 MTGase（20 U/g
蛋白）的混合样品置于两平行板之间，将两平行板之

间的间隙调至 1.0 mm。除去多余蛋白乳液，并在样品

自由边加一薄层矿物油以防止水分损失，于 37 ℃下

记录储存模量（G'）和损耗模量（G''）为时间 t（0~360 
min）的函数。初次压力幅度扫描在 0.1%应变，1 Hz

振动剪切下进行。随后，25 ℃下记录 0.01~10 Hz 频

率范围内凝胶样品的储存模量（G'）和损耗模量（G''）。 
1.2.6  持水性测定 

乳液凝胶样品经机械性能分析后，采用 Wu [12]等

人报道的方法进行持水性测定。5 g 乳液凝胶样品（φ = 
0.2~0.6）分别于离心管中离心（8000 g，30 min，4 ℃），

用滤纸小心吸除离心出来的水分。10 min后再次称重。

（失水重量 WF =离心管重+5 g 样品重-离心排水后管

和样品重） 
WHC=(WT-WF)/WT×100% 
其中，WT-凝胶样品中的总水分含量；WF-离心后凝胶失

去的水分的重量。实验三次取平均值。 

1.2.7  激光共聚焦扫描（CLSM） 
不同油相比例的乳液凝胶的内部结构通过激光共

聚焦扫描显微镜进行观察，蛋白和油滴分别采用罗丹

明 B（0.2%）和尼罗兰（1%）进行染色，激发波长为

488 和 633 nm。取 5 mL 不同油含量的乳液于 25×25 
mm 称量皿中，加入 0.05%的染液，制片后观察。 

2  结果与讨论 

2.1  凝胶过程的动态模量分析 

 
图1 MTGase处理SPI乳液（37 ℃, φ=0.2~0.6）不同时间时

G'的变化 

Fig.1 Storage modulus (G') changes of SPI-stabilized emulsions 

incubated with MTGase at 37 ºC, at various oil fractions 

(φ=0.2~0.6), as a function of incubation time 

图 1 显示了 MTGase 处理的不同油相 SPI 乳液

（37 ℃，6 h）形成乳液凝胶的动态过程。从图 1 可以

看出，不同油含量的乳液凝胶 G'值均随着反应时间逐

渐增大，在反应 15 min 内，G'值的增加幅度最高。随

着φ值增加，G'值依次升高，φ =0.5、0.6 时，G'值升高

幅度增加，达到 7000~8000 Pa。相似的结果也在大豆

分离蛋白及豆乳凝胶过程中被报道，与 Chen[13]等指出

的活性填充物的增加能使凝胶弹性模量提高，非活性

填充物的增加则使之降低[14,15]的结论相符，SPI 乳液

凝胶的存储模量和机械强度的增加可归因于蛋白分子
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间的共价交联。 
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图2 酶促SPI乳液凝胶不同频率下G'的变化(a)和频率1.0 Hz

时φ与G'的关系(b) 

Fig.2 Frequency dependence of G'of SPI-stabilized emulsion 

gels (a) and the relationship between the G'（at a frequency of 

1.0 Hz）(b) , formed at various oil fractions (φ=0.2~0.6) after 

incubation with MTGase at 37 ºC for 6 h 

频率扫描进一步反应了酶促 SPI 乳液凝胶中油相

比例对凝胶机械强度的影响，图 2a 显示在 0.01~10 Hz
频率范围内，乳液凝胶样品 G'值均无明显频率依变

性。Dickinson[16]等人发现，酶促 β-乳球蛋白乳液凝胶

比热致乳液凝胶具有更强的非频率依赖性，这是由于

酶诱导的乳液凝胶形成了永久的共价交联，其凝胶强

度远远高于物理作用。 
图 2b 对比了不同油相的初始乳液及乳液凝胶在

1.0 Hz 下的 G'值，乳液凝胶中 G'值随油相比例的变化

明显，这说明被蛋白包裹的油滴充当了“活性填充物”
并加强了凝胶网络结构，高油相时更多分散的油滴被

包埋或整合进凝胶网络，使凝胶强度更高，“活性填充

物”的作用更加明显[17]。φ  =0.4~0.6 时，G'值对油相

比例的依赖性高于φ  =0.2~0.4，这可能由于在高浓度

乳液中，酶诱导的共价交联作用易于作用在油滴表面

吸附蛋白上，从而形成更硬的凝胶网络。 
2.2  凝胶持水性分析 

 

 
图3 不同油相比例SPI乳液凝胶的持水性(a)和持水性与G'的

关系(b) 

Fig.3 WHC (a) and plot of WHC against the storage modulus

（G'）of SPI emulsion gels (b) formed at various oil fractions 

(φ=0.2~0.6), after an incubation period of 6 h 

图 3a 为经过MTGase 酶作用 6 h 时不同油相比例

的乳液凝胶的持水性。随着油相比例的升高，凝胶的

持水性逐渐增大，从 53%升高至 88%，这与凝胶网络

紧密的微观结构及凝胶强度密不可分。图 3b 进一步说

明了凝胶持水性与 6 h 形成酶促凝胶后的 G'值之间具

有良好的线性关系（R2=0.86），这证明了高强度乳液

凝胶持水性更好，Sok Line[18]等人在研究钙离子诱导

的 β-乳球蛋白凝胶时也得到相似结论，提高油相比例

使 G'值增大，使乳液凝胶具有抵抗离心过程中机械力

的作用。 
2.3  乳液凝胶的微观结构 

采用 CLSM 分析 SPI 乳液凝胶的微观结构，图 4
分别为不同油相比例（φ =0.2、0.4、0.6）经 MTGase
诱导乳液凝胶在作用 6 h 的内部网络结构。图 4a、4b、
4c 显示出不同油相的乳液凝胶网络结构差别较大。

φ =0.2 时，凝胶网络由细小的线形成均匀的纤维状，

油滴包埋于其中并构成了凝胶网络的主体，φ =0.4 时，

凝胶网络结构逐渐转变为油滴聚集形成的簇，网络形

态为颗粒状，且油滴不断的合并，φ =0.6 时，油滴的 
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粒度几乎达到 4 μm，网络结构变得粗糙。这说明，

油相越高，所形成的凝胶网络强度越大。高油相中，

油滴作为“活性填充物”起到的作用更强。 
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a               b               c 

图4 不同油相SPI乳液凝胶的微观结构 

Fig.4 CLSM images of MTGase-induced emulsion gels, formed 

after an incubation period of 6 h at different oil fractions 

注：a：φ=0.2；b：φ=0.4；c：φ=0.6。 

3  结论 

随着油相比例的升高（φ =0.2~0.6），MTGase 酶

促乳液凝胶的存储模量 G'值及凝胶强度依次增大，酶

的作用使油滴表面的蛋白分子间发生共价交联，油滴

作为“活性填充物”增大了凝胶网络强度。乳液凝胶的

持水性也随着油相比例的提高依次从 53%升高至

88%，且与形成凝胶后 G'值呈良好的线性关系（R2 = 
0.86）。乳液凝胶的微观结构随油相比例变化，高油相

乳液凝胶网络结构更粗糙且强度更大。油相比例越高，

油滴作为“活性填充物”的作用越强。 
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