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大豆蛋白-木糖复合物的抗原性、致敏性及 

结构特性研究 
 

布冠好，张楠，陈复生 

（河南工业大学粮油食品学院，河南郑州 450001） 

摘要：大豆是营养丰富的植物蛋白资源，但也是八大过敏原之一；糖基化修饰是一种降低食物过敏原的有效方法。本文将木糖

通过糖基化的方法引入大豆分离蛋白制备大豆分离蛋白-木糖复合物，采用间接竞争 ELISA 法，测定在一定温度、一定质量比、不同

反应时间条件下，大豆分离蛋白-木糖复合物中大豆球蛋白的抗原性和过敏原性的变化，并且对糖基化产物进行了结构特性的研究。

结果表明，糖基化能有效降低大豆球蛋白的抗原性和过敏原性，其抗原性从 83.01%降到 67.43%；过敏原性从 46.32%降低到 29.48%；

两者在反应 10 h 时免疫活性都较低。通过三硝基苯磺酸(TNBS)法、SDS-PAGE 电泳证明了糖基化反应的发生；傅里叶红外光谱结果

表明，与大豆分离蛋白相比，SPI-木糖糖基化产物的 α-螺旋、β-转角的含量下降，而无规卷曲、β-折叠的含量增加。 
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Abstract: Soybean is a high-quality plant protein source, but it is also one of the top eight food allergens. Glycosylation is an effective 

method to reduce the allergenic potential of food protein allergens. Xylose was conjugated to soy protein isolate (SPI) by means of glycosylation 

to form SPI-xylose conjugates. The changes in the antigenicity and allergenicity of glycinin in SPI-xylose conjugates at a specific temperature, 

specific mass ratio of the protein and sugar, and different reaction times were determined by the indirect competitive enzyme-linked 

immunosorbent assay, and the structural properties of SPI-xylose conjugates were also studied. The results indicate that glycosylation can 

effectively reduce the antigenicity and allergenicity of glycinin. The antigenicity of glycinin was reduced from 83.01% to 67.43%; the 

allergenicity of glycinin was reduced from 46.32% to 29.48%, and both immunoreactivities were relatively low after ten hours of reaction. 

Glycosylation was confirmed by trinitrobenzene sulfonic acid and sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. The Fourier 

transform infrared spectroscopy results showed that compared with SPI, the α-helix and β-turn content in SPI-xylose conjugates decreased, 

while the β-sheet and random coil contents increased.  
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大豆由于其平衡的氨基酸比例，具有较高的营养

价值，成为人和畜禽最重要植物性蛋白资源来源之一，

除此之外，大豆蛋白还具有优越的加工性能以及良好 

收稿日期：2015-01-14 

基金项目：国家自然科学基金项目（31201293，21176058，31171790）；国

家 863 项目（2013AA102208-5）；河南省教育厅科学技术研究重点项目

（14B550013） 

作者简介：布冠好（1980-），女，博士，副教授，研究方向为食品蛋白质资

源开发与利用 

通讯作者：陈复生（1963-），男，博士，教授，研究方向为食品蛋白质资源

开发与利用 

的生理功能[1]。但大豆同时也是八大类主要致敏原之

一，其中，引起致敏反应的物质主要为大豆球蛋白和

β-伴大豆球蛋白。大豆蛋白的广泛使用，给对大豆过

敏的人群带来不可避免的安全健康问题。据报道，全

世界有将近 0.3%~0.4%的人口对大豆过敏[2]。而且随

着大豆蛋白制品的广泛使用，成年人对大豆过敏的发

病率也在不断上升，从而限制了大豆及其制品在食品

及其它工业领域中的应用。 

因此如何去除大豆中的主要过敏原成为目前亟

待解决的问题。随着研究的不断深入，通过蛋白质改

性的方法可有效降低和消除大豆中的过敏原。近年来，
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蛋白质与多糖的糖基化改性受到广泛关注，经糖基化

改性后，食物的过敏原表位被掩盖，抗原性及过敏原

性可明显降低，并且此方法简单、安全性高、快速、

并且无需添加任何化学试剂，应用前景较好[3]。已有

相关研究证实糖基化反应能有效降低蛋白质的抗原性

和过敏原性。齐晓彦等[4]人将黑木耳多糖引入到乳清

蛋白上，发现糖基化能有效降低乳清蛋白的抗原性。

阮韦伟研究了糖基化修饰改性对拟穴青蟹过敏原的免

疫活性，同样可降低拟穴青蟹的过敏原性[5]。 

本研究以大豆分离蛋白和木糖为原料，通过干法

糖基化反应将木糖引入到大豆分离蛋白上，制备大豆

蛋白-木糖共价复合物。探索在一定温度，一定蛋白与

糖的比例下，不同反应时间对大豆分离蛋白-木糖中大

豆球蛋白抗原性、过敏原性及其结构特性的影响，拓

宽大豆蛋白在食品工业中的应用范围，为探究糖基化

修饰对大豆蛋白致敏性影响的作用机理、开发低敏性

大豆蛋白制品提供技术基础和理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

大豆分离蛋白（SPI，蛋白质含量 92.46%）：山东

谷神生物科技集团有限公司；木糖：天津市科密欧化

学试剂有限公司；大豆球蛋白（glycinin，G3171），酶

标二抗（HRP 标记的羊抗兔 IgG，A6154），酶标二抗

（HRP 标记的羊抗人 IgE，A9667）：Sigma 公司；过

敏人血清：浙江大学医学院附属儿童医院；兔抗

glycinin 血清（自制）；牛血清蛋白（BSA）、TMB 单

组份显色液：北京索莱宝科技有限公司；其他试剂均

为分析纯。 

FC 型酶标仪：赛默飞世尔仪器有限公司；

LRH-150F 型恒温生化培养箱：上海一恒科技有限公

司；96 孔酶标板：Corning Costar 公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  大豆分离蛋白-木糖复合物的制备[6]
 

将SPI与木糖按质量 3:1的比例溶解于蒸馏水中，

使溶液最终浓度为 6%，混合均匀后进行真空冷冻干

燥。取冻干的样品置于铝盒内，并将其放入装有饱和

KBr 溶液（相对湿度 79%）的干燥器内，然后将干燥

器置于恒温培养箱内，在温度 55 ℃下制取不同反应时

间的大豆分离蛋白-木糖复合物，对照为大豆分离蛋白

在相同条件下反应不同时间的产物，即将大豆分离蛋

白放入干燥器（RH 79%）中，在 55 ℃制取 0、2、4、

6、8、10、24、36 h 的产物。 

1.2.2  大豆蛋白-木糖复合物抗原性的测定 

采用间接竞争 ELISA 方法测定糖基化产物的抗

原性大小[7]。 

（1）抗原包被：以 0.025 μg/mL 浓度的大豆球蛋

白标准抗原包被 96 孔酶标板，每孔 100 μL，4 ℃冰箱

过夜。 

（2）抗原与初级抗体反应：将稀释度 1:3200 的

抗血清与蛋白浓度为2 mg/mL的糖基化样品液等体积

加入离心管中，混匀，4 ℃冰箱过夜。 

（3）洗涤：次日甩去孔内液体，PBST 洗涤四次，

每次 3 min，用吸水纸拍干。 

（4）封闭：加 100 μL/孔封闭液进行封闭，37 ℃

孵育 1 h 后，PBST 洗涤 4 次，拍干。 

（5）抗原抗体反应：将（2）中离心管中预混液

加入酶标板内，每孔 100 μL，37 ℃孵育 1h 后，PBST

洗涤 4 次，拍干。 

（6）加入酶标二抗：每孔加入稀释度为 1:10000

的二抗 100 μL，37 ℃孵育 1 h 后，PBST 洗涤 4 次，

拍干。 

（7）显色：加入新鲜配制的 TMB 单组份显色液，

每孔 100 μL，37 ℃显色 10 min，显示蓝色。 

（8）终止反应：每孔加入 50 μL 2 mol/L H2SO4

终止反应。利用酶标仪双波长测定各孔的 OD 值，实

际 OD 值=OD450-OD620。通常抗原性的大小用抑制率

来表示，抑制率表示样品中大豆球蛋白抑制抗血清与

酶标板上包被的标准抗原大豆球蛋白结合能力的大

小，可记为大豆球蛋白抗原抑制率；抑制率越低，则

样品中的大豆球蛋白抗原性越低，二者呈正比关系；

计算公式如下： 

大豆球蛋白抗原抑制率（%）=（1-OD/OD0）×100 

                                      （1） 

其中：OD 表示被测样品的吸光值，OD0 为无竞争体系的

吸光值。 

1.2.3  大豆蛋白-木糖复合物过敏原性的测定
[7]

 

采用间接竞争 ELISA 法测定样品中大豆球蛋白

的过敏原性，方法与步骤同 1.2.2 中的步骤（1）至（8）。

其中抗体为由大豆过敏患者血清制备的血清池，酶标

二抗为 HRP-羊抗人 IgE，酶标二抗的稀释倍数为

1:1000，过敏患者血清稀释倍数为 1:2，抗原包被浓度

为 10 μg/mL，其他步骤相同。 

数据处理：样品过敏原性的大小即样品与人血

清 IgE 结合能力的大小用抑制率来表示，计算公式

如下： 

抑制率（%）=（1-B/B0）×100              （2） 
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其中 B 表示各被测样的吸光值，B0为无竞争体系的吸光

值。抑制率表征样品中大豆球蛋白抑制抗血清 IgE 与酶标板

上包被的相应抗原结合的能力的大小。 

1.2.4  接枝度的测定 

采用三硝基苯磺酸法（TNBS）[8]。取 0.25 mL 的

样品与 2 mL pH 8.2 磷酸缓冲液和 2 mL 质量分数为

0.1%的 TNBS 溶液混合，在 50 ℃的暗室中放置 60 

min。反应完毕后，最后加入 4 mL 浓度为 0.1 mol/L

的HCl终止反应，在室温下避光放置30 min，于420 nm

下测其吸光值。用浓度为 0~5×10
-3

 mol/L 亮氨酸作标

准曲线，通过标准曲线转换成亮氨酸的浓度。根据标

准曲线计算接枝度。 

接枝度可以用此公式计算： 

接枝度(%)=(C0-C1)/C0×100                （3） 

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。 

1.2.5  SDS-PAGE 电泳分析 

采用 Laemmli
[9]的方法并进行改进，将样品进行

处理，使最终样品的蛋白浓度为 2 mg/mL，使用 12%

的分离胶和 4%的浓缩胶，上样量为 10 μL。电泳开始

时电流为 20 mA，染料进入分离胶后，改为 40 mA，

当染料前沿距硅橡胶底边 1 cm 时，停止电泳，关闭电

源。取出凝胶放入固定液中 1 h，固定完之后用考马斯

亮蓝染色 1.5 h，然后用脱色液脱色直到背景色脱去为

止。 

1.2.6  紫外光谱分析[10]
 

准确称取一定量不同反应时间的糖基化样品及

大豆分离蛋白溶于去离子水中（蛋白浓度 1 mg/mL），

以蒸馏水作空白样，在 190~350 nm 范围内进行全波

长扫描。 

1.2.7  傅里叶红外光谱分析糖基化复合物结构 

准确称取糖基化样品适量，加入一定量的溴化

钾，用研磨研成均匀粉末，压成薄片，用傅立叶红外

光谱仪测定波数范围 4000~400 cm
-1内的吸收光谱，分

辨率 4 cm
-1，波数精度 0.01 cm

-1，扫描次数 32 次，环

境温度 25 ℃[10]。 

1.2.8  数据处理与统计分析 

数据处理采用 SPSS 软件进行单因素方差分析，

其中所有实验数据为三次测定的平均值±标准差。 

2  结果与分析 

2.1  反应时间对糖基化产物抗原性的影响 

在相对湿度为 79%、大豆蛋白与木糖质量比为

3:1，温度为 55 ℃，反应时间为 0、2、4、6、8、10、

24、36 h 的条件下制备系列大豆蛋白-木糖复合物。不

同反应时间对 SPI 及 SPI-木糖中大豆球蛋白抗原性的

影响如图 1 所示。 

 
图 1 不同反应时间下糖基化复合物抗原性的变化 

Fig.1 Antigenicity variation of glycosylated conjugates under 

different reaction times 

注：图中不同字母表示显著性差异（P<0.05），有相同字

母的表示差异不显著（P>0.05）；下同。 

由图 1 可以看出，随糖基化反应时间的增加，糖

基化复合物中大豆球蛋白的抗原抑制率整体上呈下降

趋势，即大豆分离蛋白-木糖糖基化复合物的抗原性降

低。大豆分离蛋白的抗原抑制率变化不显著，在反应

10 h 后，抗原抑制率仅降低 10%左右，原因可能是一

定程度加热使部分大豆蛋白发生聚合及交联，原存在

于分子表面的表位被破坏或掩盖[11]。而糖基化产物中

的大豆球蛋白的抗原抑制率从85.52%降低到47.59%，

这可能是糖链的引入使蛋白质的结构发生改变，从而

对某些抗原表位有一定的掩盖作用；但随后又出现略

有升高的趋势，这是因为在干热处理中，大豆分离蛋

白又不断暴露出新的抗原表位，进一步增强了免疫活

性。Van de
[12]等通过将低聚果糖引入到大豆蛋白上进

行糖基化修饰，结果表明，大豆蛋白-低聚果糖糖基化

产物的抗原性降低了约 90%左右，抗原性降低较本研

究大，原因可能是两者制备糖基化复合物的条件不同，

其湿热糖基化温度为 95 ℃，本研究为干热糖基化，温

度为 55 ℃。 

2.2  反应时间对糖基化产物过敏原性的影响 

在温度 55 ℃、相对湿度 79%、蛋白与糖质量比

为 3:1 条件下，利用间接竞争 ELISA 法测定不同反应

时间对 SPI、SPI-木糖中的大豆球蛋白过敏原性（抑制

率）的影响，结果如图 2 所示。 

从图 2 中可以看出，大豆分离蛋白的过敏原抑制

率高于糖基化产物的过敏原抑制率，且变化不显著，

随糖基化反应时间的增加，糖基化复合物中大豆球蛋

白的过敏原抑制率在整体上呈下降趋势，这与抗原性
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的变化趋势相似，只是过敏原抑制率变化的幅度较小，

这表明糖基化过程中大豆球蛋白过敏原性的变化与抗

原性的变化具有很好的相关性。在反应 36 h 后，糖基

化产物中的大豆球蛋白的过敏原性抑制率从 46.32%

降低到 29.48%，但总体来看过敏原性的降低程度均没

有抗原性的降低程度大，因此推断在糖基化过程中，

糖链的引入对大豆蛋白与人血清 IgE 的结合位点以及

过敏原表位的破坏程度较小，对大豆蛋白与兔血清

IgG 的结合位点以及抗原性表位的破坏程度较大[7]。

麻小娟[13]研究了糖基化对卵白蛋白的构象及其过敏

原性的影响，发现随反应时间延长糖基化卵白蛋白的

IgE 结合能力逐渐降低，呈现与本研究相似的变化趋

势。 

 
图 2 不同反应时间下糖基化复合物过敏原性的变化 

Fig.2 Allergenicity variation of glycosylated conjugates under 

different reaction times 

2.3  接枝度（DG）分析 

以接枝度为指标，在大豆分离蛋白与木糖质量比

为 3:1，反应温度 55 ℃下进行糖基化反应，不同反应

时间对大豆分离蛋白-木糖复合物的接枝度的影响如

图 3 所示。 

 
图 3 不同反应时间对大豆蛋白-木糖复合物接枝度变化的影响 

Fig.3 Effect of different reaction times on graft reaction of 

SPI-xylose conjugates 

接枝度主要是基于蛋白质分子中氨基酸侧链的自

由氨基和糖分子还原末端的羰基之间的羰氨反应，可

反映出蛋白质与糖糖基化反应的程度。由图 3 可以看

出，随着美拉德反应的不断进行，蛋白质的游离氨基

不断参与反应，大豆蛋白-木糖的接枝反应程度呈现逐

渐上升的趋势，在反应的最初阶段，反应速度显著加

快，反应 8 h 后，蛋白-糖接枝反应的接枝度增加变缓，

这可能是因为随着反应时间增加，加热也将导致蛋白

在与糖发生反应的同时，蛋白与蛋白之间也发生了不

同程度的聚集，反应体系中大分子物质组分显著增多，

不利于糖基化反应的进行[14]。 

2.4  SDS-PAGE 电泳分析 

在温度 55 ℃，大豆分离蛋白与木糖质量比为 3:1，

反应不同时间下大豆蛋白糖基化产物的SDS-PAGE电

泳图谱如图 4 所示。 

 

图 4 不同反应时间下糖基化复合物的 SDS-PAGE图 

Fig.4 SDS-PAGE image of glycosylated conjugates at different 

reaction times 

MW：低分子量标准蛋白；SPI：大豆分离蛋白；2-24h：

不同时间下大豆分离蛋白-木糖糖基化产物。 

SDS-PAGE 电泳图可从蛋白质分子质量变化的角

度证明美拉德反应的发生。由图 4 可知，大豆分离蛋

白与木糖经美拉德反应后，随着反应时间的增加，7S、

11S 的各亚基明显减弱，并且 7S、11S 的各亚基条带

相对于 SPI 的亚基条带有一定上移，说明有大分子聚

合物生成。大分子量物质的形成可能会掩盖蛋白过敏

原上的某些 IgE 和 IgG 抗原结合表位，从而使糖基化

产物抗原性及过敏原性降低。 

2.5  紫外光谱扫描分析 

SPI 及 SPI 与木糖质量比 3:1，反应温度 55 ℃，

不同反应时间下的 SPI-木糖复合物的紫外光谱扫描如

图 5 所示。 

目前，紫外光谱法已被用作研究蛋白质构象的一

种常用方法。糖基化产物在紫外区 260~320 nm 范围

内有吸收是美拉德反应高级阶段产物的性质，并且蛋

白质本身也能够吸收一定波长的紫外光，主要是由于

芳香族氨基酸中的色氨酸(Trp)、酪氨酸(Tyr)及苯丙氨
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酸(Phe)残基对紫外光有一定的吸收[10]。它们的特征吸

收区分别在 275~290 nm、290~305 nm、250~265 nm

处。图 5 中对不同反应时间的糖基化产物及大豆分离

蛋白的紫外扫描图谱进行了比较，结果发现糖基化产

物的紫外吸收光谱与大豆分离蛋白相比，糖基化产物

的最大吸收峰都向短波方向移动，发生了蓝移，原因

是糖链的引入，使蛋白质肽链展开，暴露内部的氨基

酸，其中的助色团与糖链中的羰基产生共轭，进而所

在电子轨道能级有所提高，电子跃迁所需能量变大，

引起吸收带蓝移[15]。此外糖基化产物的紫外吸收强度

均降低，但是不同反应时间的糖基化产物之间的紫外

光谱扫描曲线变化相近。这说明糖基化反应使已展开

的大豆分离蛋白结构部分折叠、包裹，同时紫外吸收

强度的降低也有可能是芳香族氨基酸参与了糖基化交

联反应。也就是糖链的引入导致蛋白分子空间结构发

生改变。 

 
图 5 糖基化复合物的紫外光谱图 

Fig.5 UV spectra of glycosylated conjugates  

注：1~5 分别为：反应 2 h、4 h、6 h、8 h、24 h 的 SPI-

木糖复合物。 

2.6  傅里叶红外光谱分析（FT-IR） 

傅里叶红外光谱是目前常用的分析多肽和蛋白质

结构的方法之一，通过分析物质中存在的化学基团和

二级结构含量，从而灵敏地反映出蛋白质结构的变化。

据报道，红外区域的蛋白具有几个特征吸收带，包括

酰胺 I（1600 至 1700 cm
-1）、酰胺Ⅱ（1530~1550 cm

-1）

和酰胺 III（1260~1330 cm
-1）[14]。图 5 为大豆分离蛋

白及其糖基化产物的红外光谱图，由图 6 可知，糖基

化产物在 3700~3200 cm
-1 范围内的峰宽与大豆分离

蛋白相比均增大，并在 1260~1000 cm
-1、1500~1350 

cm
-1 的吸收峰强度增加，这说明糖基化反应能引起

C-H 的振动及 C-OH 振动的增加。根据这几组峰的变

化可以进一步推断糖基化复合物中糖类物质的存在
[14]。此外，能够反应蛋白质二级结构变化的是蛋白质

的特征吸收光谱带酰胺Ⅰ区。α-螺旋、β-折叠、β-转角、

无规卷曲产生伸缩振动的吸收峰分别为 1650~1660 

cm
-1、1610~1640 cm

-1、1660~1700 cm
-1、1640~ 1650 

cm
-1[16]。根据 peakfit 软件分析可知，其 α-螺旋、β-折

叠、β-转角及无规则卷曲四种结构含量如表 1 所示。 

 

图 6 大豆分离蛋白-木糖复合物红外图谱的变化 

Fig.6 Changes in FTIR spectra of SI and SPI-lactose conjugates 

表 1 SPI-木糖糖基化产物中蛋白质的二级结构变化 

Table 1 Changes in the secondary structure of glycosylated 

conjugates 

样品 
二级结构/% 

α-螺旋 β-折叠 β-转角 无序结构 

SPI 12.70 37.52 37.03 12.75 

SPI-木糖/0 h 11.56 44.76 31.17 12.89 

SPI-木糖/2 h 12.06 44.26 30.71 12.97 

SPI-木糖/4 h 12.13 43.20 31.77 12.90 

SPI-木糖/6 h 12.20 43.51 31.34 12.95 

SPI-木糖/8 h 12.29 42.48 32.33 12.91 

SPI-木糖/10 h 12.15 44.01 30.87 12.98 

SPI-木糖/24 h 12.22 43.15 31.69 12.94 

SPI-木糖/36 h 11.90 47.21 27.73 13.16 

从表 1 可以看出，样品中蛋白的二级结构主要以

β-折叠和 β-转角为主，并且，糖基化改性后主要改变

了 β-折叠和 β-转角。大豆分离蛋白经糖基化改性后，

与原大豆分离蛋白相比，二级结构呈现 α-螺旋和 β-

转角的含量减少，β-折叠含量和无规则卷曲显著增加

的趋势，说明糖基化制备的 SPI-木糖复合物在干热处

理中的二级结构发生了变化，由有序变为无序。分析

其可能的原因有：一方面，糖基化能够促使大豆蛋白

和糖分子间形成氢键；另一方面，糖链的引入使 SPI

分子原有的刚性结构消失，肽链伸展，分子之间的空

间位阻增加，分子扩散开来，蛋白质颗粒出现一定程

度的聚结，导致蛋白质的结构发生改变[14]。有相关报

道研究了卵白蛋白的糖基化，同样发现引入糖链后主

要改变了 β-折叠和 β-转角结构，并推测出糖基化后卵

白蛋白β-折叠和β-转角的变化是导致其过敏原性和抗

原性改变的主要原因[10]。 

3  小结 
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大豆球蛋白是大豆蛋白中除β-伴大豆球蛋白以外

的又一重要过敏原蛋白，关于糖基化方法降低大豆球

蛋白抗原性及过敏原性的研究报道较少。本研究选择

木糖对大豆蛋白进行糖基化改性，发现糖基化反应可

有效降低大豆球蛋白的抗原性及过敏原性，其中抗原

性降低的程度大于过敏原性；TNBS 法测定接枝度的

变化证明了糖基化反应的发生，随着反应时间延长，

接入的糖越多，糖基化反应程度越高；紫外及红外光

谱结果表明：糖链的引入使蛋白质分子的二级结构和

空间结构发生了改变，进而影响蛋白的过敏原表位和

抗原结合表位，改变大豆蛋白的抗原性和过敏原性。

此外，关于糖基化降低抗原性和过敏原性的机制以及

两者之间的关系还需进一步探讨。 
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