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微生物谷氨酰胺转移酶
对大豆分离蛋白凝胶性能的影响

姜 燕，温其标，唐传核 %
（华南理工大学轻工与食品学院华南理工食物蛋白工程研究中心，广东广州 !"#$%#）

摘 要：研究了底物浓度、&’、酶浓度、温度、时间、离子浓度和二

巯 基 苏 糖 醇 ()**+ 的 添 加 对 微 生 物 谷 氨 酰 胺 转 移 酶

(,*-./0+诱导的大豆分离蛋白(123+凝胶强度的影响。结

果表明，在 123 溶液中加入 ,*-./0，可以使体系在低 温

下形成凝胶；123 低于 45不能形成凝胶；&’67#，酶 量 为

8#9 : ; 蛋白，!#<水浴加热 "=，>.?@ 为 #7$> 时，均可获

得最高的凝胶强度；添加 )**，对体系无影响。
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谷氨酰胺转移酶（!01234 56#&+&#&%+4 全称为蛋

白质*谷胺酰胺 !*谷氨酰胺基转移酶）是一种催化多

肽或蛋白质的谷氨酰胺残基的 !*羟胺基团 （酰基的

供体）与许多伯胺化合物（酰基的受体）之间的酰基

转移反应的酶7%8。!0123 可通过胺的导入、交联及脱胺

三种途径改性蛋白质。!0123 存在于动物、植物和微

生物中，来自哺乳动物的酶源有豚鼠肝脏及发囊、牛

血浆、猪血浆、人类胎盘及表皮、红细胞血浆等。由于

其来源稀有，分离纯化工艺复杂，不适合工业化生

产 ，!0123 在 工 业 上 的 应 用 受 到 很 大 的 限 制 ， 直 到

)9:; （%-/-）7#8 从各地土壤中筛选出可产胞外 !0123
的菌株来，利用微生物来源的 !0123 催化蛋白质交

联才得到广泛的研究。目前，有关 !0123 促进凝胶的

形成已相当广泛。<=; 等（%-/(，%-/,）7+>.8报道 "2%*酪蛋

白在浓度低于 #?时不能被 !0123 交联，而在大于

+?时可形成坚硬的凝胶；大豆 %%"、@" 球蛋白在浓度

低于 (?时不能被 !0123 交联，而在大于 /?时可形

成坚硬的凝胶。6A19B;9CD;E1FGH 等（%--.）7(8报道大豆

球蛋白和蚕豆球蛋白在 !0123 的作用下，只有酸性

亚基通过形成分子间的交联而被聚合，而两类球蛋

白在 !0123 诱导的交联反应中以相似的方式作用，

大豆球蛋白形成凝胶的速度快，凝胶的硬度和持水

力均高于蚕豆球蛋白。但是，对于 !0123 交联的大豆

分离蛋白（"IJ）的质构特性方面的研究不是很多，本

文以凝胶强度为指标，通过对 "IJ 溶液的浓度、KL、

离子强度、酶的添加量、酶作用温度与时间以及 M!!
添加量等因素的调控，研究微生物来源的 !0123 对

"IJ 凝胶强度的影响。

& 材料与方法

&’& 材料与仪器

微生物谷氨酰胺转移酶（!0*N） 泰兴市一鸣精

细 化 工 有 限 公 司 ；6NO *H *CHGP1Q=9BHCHBR=93、S *
0AG1Q=R 1R=: E*Q;9;AB:;T1Q1P3 "=CQ1 公司；大豆

分离蛋白（"IJ） 哈高科。

质 构 分 析 仪 !) *U!#= 英 国 "P1VH3 WR=E;
"B2P3Q；##I6 分光光度仪 上海凌光科技；台式高速

离 心 机 （L3EQH3） 德 国 ； 高 速 分 散 均 质 机 XY*
#$$ 上海标本模型厂；超声波生化仪 广州省新栋

力超声电子设备有限公司。

&’! 实验方法
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!"#"! $%&’() 酶活性的测定 $%&’() 酶活性采用

*+,- 和 .+,)（!/01）203报道的分光 4567+8’9’:) 分析法

测 定 。 反 应 物 （;"!9+, < = %7>(?4., 缓 冲 液 ，@40";A
B;99+, < = .CD ?, ?E,F:’9>G5,E,5H>G)，;"!9+, < =
I567+85,9>G)）于 BJK与 酶 溶 液 反 应 !;9>G 后 ，添 加

氯化铁 < 三氯醋酸试剂（;"JL，M < N）终止酶反应，离心

（O;;;7 < 9>G，!19>G）去除沉淀，所形成的红色上清液

于 1#1G9 测 定 其 吸 光 度 ， 用 =?&,F:’9>H ’H>6 7?
9+G+I56+8’9>H ’H>6 作标准曲线。! 单位谷氨酰胺转

移酶活性（P）定义为在 BJK，@40"; 的条件下每分钟

产生 !!9+, I56+8’9>H ’H>6 所需要的酶量。

!"#"# 样 品 处 理 定 量 称 取 QRS 于 %7>( ? 醋 酸

（@4J"1）缓冲溶液中，用玻璃棒搅拌溶解，使 QRS 浓度

达到 !;L，用高速分散均质机使其分散溶解，然后用

超声脱气，取反应液 19= 于事先加有 $%&’()（#;P < E
蛋 白 ）的 称 量 瓶 （#199T#199）中 ，分 散 均 匀 后 于

BJK水溶液中保温 !I，然后将其立即冰浴降温，贮于

UK下过夜A测定其凝胶强度。

!"#"B 凝胶强度测定 测定仪器使用 Q$Q 公司 %V?
W%#> 型质构分析仪，质构的测定采取压缩模式。压缩

变形为样品高度的 B;L，探头为 R < ;"#1QQ，探头下行

速度为 !";99 < (，检测温度为室温。凝胶的最大破坏

力（即曲线的最高值）作为凝胶强度。

!"#"U 底物浓度对 $%&’() 催化的 QRS 凝胶强度的

影 响 分 别 配 制 0L、JL、OL、/L和 !;L的 QRS 溶

液，按 #;P < E 蛋白加入 $%&’()，其它条件不变。

!"#"1 @4 对 $%&’() 催 化 的 QRS 凝 胶 强 度 的 影

响 取 O 等份配制好的 !;LQRS 溶液 （用蒸馏水配

制），分别调整溶液的 @4 为 B";、U";、1";、0";、J";、O";、

/"; 和 !;";，吸取每个 @4 下分散均匀的溶液 19= 于

事先加有酶液（#;P < E 蛋白）的称量瓶（#199T#199）

中，其它条件不变。

!"#"0 $%&’() 浓度对其催化的 QRS 凝 胶 强 度 的 影

响 固定其它条件，%&’() 添加量为 ;、1、!;、#;、B;、

U; 和 1;P < E 蛋白。

!"#"J 酶反应温度与时间对 $%&’() 催化的 QRS 凝

胶强度的影响 控制酶反应温度分别为 #1、BJ、1;、

0; 和 J;K，时间分别为 ;"1、!";、!"1、#"; 和 B";I，其它

条件不变。

!"#"O 底 物 溶 液 中 离 子 强 度 对 $%&’() 催 化 的 QRS
凝 胶 强 度 的 影 响 取 !; 等 份 配 制 好 的 !;LQRS 溶

液，用 X’., 调整其离子强度分别为 ;"#、;"U、;"0、;"O、

!";、!"#、!"U、!"0、!"O 和 #";X，酶的添加量为 B;P < E 蛋

白，其它条件不变。

!"#"/ 添加 #?巯基苏糖醇（Y%%）对 $%&’() 催化的

QRS 凝胶强度的影响 Y%% 的添加量分别是 ;、1、!;、

#;、B; 和 U;99+, < =，控制其它条件不变，酶的添加量

为 B;P < E 蛋白。

! 结果与分析

!%& 底物浓度对 ’()*+, 催化的 -./ 凝胶强度的

影响

制备大豆蛋白凝胶时通常需要对蛋白质溶液进

行加热处理（/;K左右），目的是让大豆蛋白质充分变

性，暴露出一定数量的功能基团，即形成氢键的基团

和疏水性基团，便于凝胶网络结构所需氢键和疏水

相互作用的形成，加热对于这些键的形成是必需的。

%&’() 可以催化大豆蛋白质分子间形成 "?（#?谷氨

酰基）赖氨酸共价键，使分子间的网络得到加强，使

蛋白质溶液不经高温加热处理也能形成凝胶。由图 !
可见，%&’() 催化 QRS 溶液形成凝胶的最低底物浓度

是 OL，随着底物浓度的增加，凝胶强度也逐渐增强。

浓度为 0L时不能形成凝胶；JL时形成的凝胶很弱，

不在质构仪的测量量程内；浓度为 !;L时，凝胶强度

最高，达到 J!"#;E，是 OL时形成凝胶的 B"# 倍。蛋白

质凝胶的形成是蛋白质?蛋白质和蛋白质?溶剂的相

互作用以及邻近肽链之间的吸引力和排斥力平衡的

结果。当蛋白质浓度较低时，蛋白质?溶剂相互作用

占优势，体系不易形成凝胶。

!%! 01 对 ’()*+, 催化的 -./ 凝胶强度的影响

溶液的 @4 是影响凝胶强度的关键因素。由图 #
可见，在不同 @4 下形成的凝胶，其强度明显不同。当

@4 为 B"; 时，蛋白质大量沉淀不能形成凝胶；@4 为

U"; 和 1"; 时，体系形成的凝胶很弱，不在质构仪的测

量量程内；@4 为 0"; 和 J"; 时凝胶体系的凝胶强度

最大，分别高达 1O"/ 和 0!"!E；@4 高于 J";，随 @4 增

大，凝胶强度呈下降趋势，@4!;"; 时形成的凝胶强度

仅为 @4J"; 时的 BB"!L。体系 @4 改变一方面影响酶

活性和稳定性，$%&’() 的最适 @4 范 围 是 0";ZJ"1，

$%&’() 在 @41";ZJ"; 范围内相当稳定，@4 小于 U";
或 @4 大于 /"; 时该酶不稳定，在 @4B";ZU"; 于 BJK
保温几小时酶活损失非常严重 2/3；另一方面影响 QRS
的溶解性，影响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，进而影响凝胶的网状结构。

在极高 @4 下，酶易失活；而 @4 为 U"; 和 1"; 时，正

处于 QRS 的等电点附近，蛋白质分子所带净电荷较

少，易凝结成块，无法形成有序的网状结构，且蛋白

!"
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质相对紧密，酶很难与所作用的肽键接触，酶活也不

稳定，故形成的凝胶强度很低。

!%& ’()*+, 浓度对其催化的 -./ 凝胶强度的影响

由图 ! 可见，没有添加 "#$%& 的 ’() 溶液不能形

成凝胶，说明低温下制备 ’() 凝胶必须添加 "#$%&；

随着 "#$%& 浓度的增加，体系的凝胶强度随之增大；

在 "#$%& 为 !*+ , - 蛋白时，体系的凝胶强度最大，为

./01-，是 "#$%& 浓度为 2+ , - 蛋白时所形成凝胶的

301 倍；随后，随着 "#$%& 浓度进一步增大，凝胶强度

略有降低。’$4$567.8对 "#$%& 酶促反应物 !9（"9谷氨

酰）赖氨酸（#:）的含量进行测定，证实 #: 的含量随

着 "#$%& 浓度的升高而升高，这与本实验中低酶浓

度时 的 变 化 相 符 。 在 本 实 验 中 ，"#$%& 浓 度 升 高 到

!*+ , - 蛋白时，蛋白质的凝胶强度达到最大值，说明

维系蛋白质凝胶网络的稳定所需的共价键的数目具

有一定的饱和性。过多的酶量反而不利于凝胶的空

间网络，江波 7;8等推测是由于酶体系中可能存在水解

酶，导致凝胶破裂强度在高酶浓度时下降。

!%0 酶反应温度与时间对 ’()*+, 催化的 -./ 凝

胶强度的影响

由图 < 可见，/2=时，随 "#$%& 作用时间增加，凝

胶强度几乎恒定，与对照样品（/2=，*>）的凝胶强度

基本相同；!.=水浴加热 !>，凝胶强度达到最高值

;/0/-；2*=水浴加热 3>，凝胶强度达到最高值 ;*0*-；

?*=水浴加热 />，凝胶强度达到最高值 !?0/-；.*=
时，随作用时间延长，凝胶强度基本恒定，维持在 /*@
//- 之间。温度一方面影响酶反应的速度，另一方面

影响酶活性。据唐传核718报道，A"#$%& 的最适反应温

度为 2*@22=，大于 ?*=时，该酶热失活较严重。这与

本实验结果相同，在 2*=经过 3> 反应后的凝胶强度

就达到 !.=反应 !> 的水平；在 ?*=和 .*=时，酶严

重失活，所形成凝胶强度也很低，其最高值远低于对

照样品（/2=，*>）的凝胶强度。凝胶强度与反应时间

的关系表现为随时间增加凝胶强度增加，达到最高

值，而后稍有下降。这与长时间高温处理酶的失活相

关，影响到凝胶在冰箱中过夜的过程中 "#$%& 对凝

胶网络的作用。

!%$ 底 物 溶 液 中 的 离 子 浓 度 对 ’()*+, 催 化 的

-./ 凝胶强度的影响

底 物 溶 液 中 的 离 子 浓 度 由 * 增 加 到 /0*B 时 ，

"#$%& 催化的 ’() 凝胶强度的变化如图 2 所示。B$CD
浓度为 *0/@30?B 时，凝胶强度均明显高于离子浓度

为 * 时所形成的凝胶；B$CD 浓度从 *0/B 变化到 *0?B
时，凝胶强度几乎呈直线增加，*0?B 时达到最高值

;/0<-， 比 离 子 浓 度 为 * 时 所 形 成 的 凝 胶 提 高 了

<10!E；B$CD 浓度的进一步增加，凝胶强度略有下降。

中性离子对蛋白质分子表面活性基团及水分活度有

明显的影响。低盐溶液下，无机盐离子在蛋白质表面

上吸附，使颗粒带相同电荷而互相排斥，同时增加了

蛋白质的亲水性，改善与水膜的结合，增加了蛋白质

分子与溶剂分子的相互作用力，影响了体系中氢键、

疏水键和静电的相互作用，使分子间的网络得到加

强，提高了凝胶强度。

!%# 添加 1(( 对 ’()*+, 催化的 -./ 凝胶强度的

影响

F"" 为较强的还原剂，可破坏维持大豆球状蛋

白空间结构的二硫键，从而认为它可能提高 "#$%&
对大豆蛋白的催化活性。然而，由图 ? 可见，添加

F"" 对 "#$%& 催化 ’() 凝胶强度的影响不大。有研究

显示，3*@/*556D , : 的 F"" 可显著地增加 "#$%& 对

乳清蛋白的催化活性。两者的差别可能是维持乳清

蛋白与大豆蛋白（特别是 #9伴豆球蛋白）的空间结构

!"
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% 结论

在 !"贮藏条件下，随贮藏时间的延长，样品感

官变化陆续表现为“空皮”、“出水、出油”和“胀袋”等

腐败特征，同时伴有酸味、臭味等异味产生；样品 #$
下降，%&’() 值先上升，后下降，%’*+, 值变化的上

升或下降有一定的波动性，但总的变化趋势呈先上

升后下降；样品腐败微生物菌群的细菌总数消长规

律为初期细菌总数缓慢上升，随后急剧上升，然后趋

于稳定，最后下降。

& 讨论

低温熏煮香肠的贮藏特性研究结果表明，从贮

藏初期至腐败，低温熏煮香肠的感官变化表现出不

同的腐败特征，#$ 和腐败微生物的消长规律也有一

定的变化规律，可见，对腐败样品中腐败微生物的菌

相构成和优势腐败微生物的生物学特性进行研究，

能够为低温肉制品腐败的控制技术研究提供依据，

并具有指导意义。
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的方式不一样，前者主要以二硫键为主，其中 !(乳

球蛋白有 < 个二硫键，而 "(乳白蛋白也有 3 个，而

维持 !(伴豆球蛋白的空间结构主要为疏水键。添加

C%%，可以使 !(乳球蛋白和 "(乳白蛋白的分子伸展

开来，便于酶的作用，而对于大豆蛋白，则可以使其

亚基与亚基分开，而亚基仍然为球形结构，因此基本

没有改善酶的作用。

% 结论

%’( 在 ,T_ 溶液中加入 F%[MN@，可以使体系在较低

温度下形成凝胶。.4‘,T_ 溶液，加入 34V a L 蛋白，不

经过水浴处理，直接在冰箱中过夜，也能形成强度为

!.1Y 的凝胶。

%’! ,T_ 低于 Y‘，加入 F%[MN@ 不能形成凝胶；#$
低于 ;14，加入 F%[MN@ 不能形成凝胶，在 #$!14 时，

凝胶强度最高；酶的添加量在 :4V a L 蛋白，能够获得

最 大 凝 胶 强 度 ；;4"水 浴 作 用 .S 可 达 到 :!"时 :S
的 效 果 ， 酶 反 应 最 佳 温 度 是 ;4"；)MBK 的 浓 度 为

41=) 时，凝胶效果最好；添 加 C%%，对 F%[MN@ 加 入

的 ,T_ 体系无影响。
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