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摘 要 用巯基乙胺为链转移剂，过硫酸铵为引发剂合成了氨基封端的聚 !$丙烯酰胺基$!$甲基丙磺酸（<! =$

>?@>A）7再用 &$（($二甲氨基丙基）$($乙基碳二亚胺盐酸盐（,BC）和 !$羟基琥珀酰亚胺（=<A）在室温下催化

<! =$>?@>A的端氨基与大豆分离蛋白（A>D）的羧基反应形成酰胺键，得到接枝物 A>D$ "$=<$>?@>A 7用& <$=@E、

傅利叶红外光谱、&( C$=@E对 <! =$>?@>A和接枝物 A>D$ "$=<$>?@>A 进行结构表征 7用 F8G. 电位仪、紫外可见

光光谱，荧光光谱，动态激光光散射对 A>D及其接枝物 A>D$ "$=<$>?@>A的水溶液性质进行了研究 7结果表明，

与 A>D相比，A>D$ "$=<$>?@>A的溶解性、表面疏水性、乳化性等有所改善，接枝物 A>D$ "$=<$>?@>A聚集体粒径

增大，形成独特的核壳结构 7
关键词 大豆分离蛋白，&$（($二甲氨基丙基）$($乙基碳二亚胺，!$丙烯酰胺基$!$甲基丙磺酸，接枝物

大豆分离蛋白 A>D 是一种可生物降解、可再
生、环境友好的天然高分子，其资源丰富且价格低

廉［&］7随着资源短缺和环境污染加剧，大豆分离蛋
白由于其环境友好性及潜在的应用价值，引起了

人们的广泛兴趣［!］7大豆分离蛋白的主要成分是
)A球蛋白和 &&A 球蛋白［(］，具有优良的凝胶性，粘
性，起泡性，吸水性，成膜性等等，但由于其有等电

点存在，且等电点附近溶解性和表面亲水性较差，

乳化性能较差，因而限制了 A>D 的应用，有必要对
大豆分离蛋白进行改性 7目前常用提高大豆分离
蛋白溶解性的常用方法有热处理，变性剂变性，碱

处理（H<"&&），接枝亲水性单体等等［( I +］7但是这
些改性方法反应条件比较苛刻，如加热，强碱处理

等，易使大豆分离蛋白过度变性，破坏大豆分离蛋

白的其他功能性，因而需要一种相对温和的方法

对大豆分离蛋白进行改性［(］7
碳二亚胺类催化剂（,BC）催化反应具有高

效，低温，水性等优点，常被用于催化羧酸和伯胺

间缩合反应，很适合大分子的温和改性［)］7 <J:K98G
等用碳二亚胺催化聚丙烯酸的羧基与氨基封端的

聚异丙基丙烯酰胺的端氨基进行缩合反应，得到

聚丙烯酸$ "$聚异丙基丙烯酰胺［#］7碳二亚胺催化
接枝反应还可以被用于多肽，纤维素，明胶等大分

子的改性［’ I &&］7 L/ 等采用 ,BC 催化多巴胺接枝大
豆蛋白的反应，得到了一种耐水胶黏剂［&!］7但有
关大豆分离蛋白表面 ,BC 催化接枝大分子长链
的研究尚鲜见报道 7
本文用 ,BC和 =<A 催化大豆分离蛋白上的

羧基与 <!=$>?@>A 长链上的端氨基进行缩合反

应，成功合成出接枝物 A>D$ "$=<$>?@>A 7用傅利
叶红外光谱，& < 核磁和 &( C 核磁表征了 <!=$

>?@>A和 A>D$ "$=<$>?@>A的结构 7聚 ?@>A接枝
链含大量的亲水磺酸基团因而荷负电，改变了大

豆分离蛋白表面荷电和聚集体形态，从而改善大

豆分离蛋白的性能 7用 F8G. 电位仪，紫外光谱，荧
光光谱，动态激光光散射对 A>D 和接枝物 A>D$ "$
=<$>?@>A 的水溶液性质进行了表征 7结果表明，
A>D$"$=<$>?@>A聚集体形态呈一定的核壳结构
且粒径较 A>D增大；接枝物 A>D$ "$=<$>?@>A 等电
点消失，在原 A>D等电点（H< M * 7%）附近的溶解性
和乳化性能均有所提高 7
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! 实验部分

! "! 主要试剂
大豆分离蛋白（!"#），蛋白质含量大于 $%&，南

通光合生物科技有限公司；’(（)(二甲氨基丙基）()(
乙基碳二亚胺盐酸盐（*+,）和 !(羟基琥珀酰亚胺
（-.!），纯度均为 $$&，上海延长生化科技发展有
限公司；/(丙烯酰胺基(/(甲基丙磺酸（01"!），纯度
$2&，山东临邑威思化学有限公司；过硫酸铵
（0"!），分析纯，爱建德固赛引发剂有限公司；巯基
乙胺（0*3）和 ’(苯胺基萘(2(磺酸（0-!），纯度均为
$$&，北京百灵威化学有限公司 4
! "# 氨基封端聚 #$丙烯酰胺基$#$甲基丙磺酸
（%#&$’()’*）的合成

取 5% 6678 的单体 /(丙烯酰胺基(/(甲基丙磺
酸（01"!）溶于 ’% 69去离子水中搅拌并通氮气，
’5 6:;后加入 ) 6678 巯基乙胺和 ’ 6678 过硫酸
铵，再通氮气 ’5 6:;，然后密封瓶口，转入 <%=油
浴中，反应 2 > 后取出用 2% 69 丙酮沉淀，然后用
5 69去离子水溶解，反复 ) 次，最后在 )%=烘箱
中干燥至恒重［’% ? ’/］4
! "+ 大豆分离蛋白接枝物 *’,$ !$&%$’()’* 的
合成

以合成接枝率 @"& A BC 4 C5&的 !"#( "(-.(
"01"! 为例，具体的 *+, 催化 !"# 接枝反应过程
是分别用 5，)%，)，/ 69 的 D.!2 4 5 的缓冲溶液
溶解 % E5 F ./-("01"!、% E5 F !"#，% E%/ F *+,、

% E%%< F -.!，搅拌使其充分溶解并用一定浓度的
氢氧化钠溶液调节溶液的 D. 值 A $，然后将各溶
液先后加入 ’%% 69 单口瓶中，搅拌，)%=下反应
/C > 4反应后溶液产物用 C%% 69 丙酮沉淀、水溶，
重复水溶G丙酮沉析的纯化过程 ) 次，最后在 )%=
烘箱中干燥至恒重，得到大豆分离蛋白接枝物

!"#( "(-.("01"!［$ ? ’/］4
! -. 大豆分离蛋白接枝物 *’,$ !$&%$’()’* 接
枝率的测定

按照文献［’) ? ’5］方法测定大豆分离蛋白接
枝物 !"#( "(-.("01"! 的接枝率（@"&）4反应液
用 C%% 69丙酮沉淀、水溶，重复水溶G丙酮沉析的
纯化过程 ) 次，然后用乙醇抽提 /C >，在 )%=烘箱
中干燥至恒重，用如下公式分别计算接枝率

（@"&）和接枝效率（@*&）［’) ? ’5］：

@"（&）A
#’ H #%

#%
I ’%% （’）

@*（& ）A
J’ H J%

J/
I ’%% （/）

式中 #%、#’ 和 #/ 分别代表 !"#、!"#( "(-.(

"01"!和 ./-("01"!的质量 4

! -/ %#&$’()’*分子量测定

将 ./-("01"!溶于色谱纯 !，!(二甲基甲酰

胺（+1K）中，浓度 ’ E% I ’% H ) FG69，充分搅拌，用微
孔过滤膜过滤后备用 4用 ."(’’%% 型凝胶渗透色
谱（@",）测定分子量，以 +1K 为流动相，以聚乙
二醇 "*@ 为标准样，温度 )5=，流动速度为 % E<
69G6:;，测定 ./-("01"! 的数均分子量 $ ; 和重

均分子量 $ L 4

! -0 接枝物 *’,$ !$&%$’()’*性能表征

./-("01"!的氢谱用瑞士 MNOPQN 1!9)%% 型

核磁共振仪表征，溶剂为 +/R 4对大豆分离蛋白、

接枝物 !"#( "(-.("01"! 进行红外表征，SMN 研
磨压片，加拿大 0MM 公司 K390 /%%%(’%C 型傅里
叶变 换 红 外 光 谱 仪 4 用 日 本 电 子 公 司 T-1(
1U<%K3型核磁共振谱仪表征大豆分离蛋白、!"#(
"(-.("01"! 的固体 ’) ,(-1V 4用英国 1W8XQN; 公
司 YQZW([:\QN /%%% 型 \QZW 电位仪进行溶液 \QZW 电
位表征［’<］4用德国 09]公司 09] 5%%%*型激光散
射仪［C］、.:ZW^>: B%%%0 透射电子显微镜（3*1）表
征接枝前后 !"#的大小及形态 4
! "1 溶解性的测定
用去离子水分别溶解 !"# 和 !"#( "(-.("01"!

样品，浓度 / I ’%H ) FG69，用 ’ 678G9的 .,8 或 -WR.
调节溶液的 D.值，振荡 /% 6:; 后，在 /2% ;6波长
下的吸光度（% Z7Z）；将蛋白质溶液离心 ’5 6:;（’ I

’%C NG6:;）后，测上清液在 /2% ;6 处的吸光值
（%/2%）4蛋白质的溶解性表示为上清液蛋白浓度占

相对 应 的 总 蛋 白 浓 度 的 百 分 比 （%/2% G % Z7Z I

’%%&）［’<，’B］4
! "2 表面疏水性的测定
用 % E%’ 678G9，D. 2 E% 的磷酸缓冲液将 !"#和

!"#("(-.("01"!分别配成浓度 / 4 5 I ’% H C FG69
的水溶液 4取样品 C 69，加入 ’%%!9 的 ’(苯氨基
萘(2(磺酸（0-!）溶液（采用 % E%’ 678G9，D. 2 E% 的
磷酸缓冲液配制成 2 6678G9 的溶液）4用日本岛
津公司 VK5)%’", 型荧光分光光度计，在 )$% ;6
的激发波长和 C22 ;6 的发射波长下测定样品的
荧光强度，以荧光强度对蛋白质浓度做出曲线，曲

线初始阶段的斜率即为蛋白质分子的表面疏水性
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指数 !!
［"#，"$］%

! "# 乳化性表征
分别在 & ’( )*+ 和 )*+, ",-.,*/0*) 溶液中

加入 & ’( 甲苯，在 1!!! 23’45 下均质搅拌 6 ’45 %
静置，用 70,8/91! 型（0:;4< 中国有限公司）光学
显微镜观察乳液滴，测定乳化层高度以研究乳化

性能［6!］%

$ 结果与讨论

$ "! %$&’()*(+的表征

本文采用引发剂、链转移剂、单体摩尔比为

" = & = 1!，即适当增加 />? 的投料量，以确保聚
/0*)链被氨基封端 % .6-,*/0*) 的分子量通过

@*A表征 # 5 B "!&!!，# C B ""1!! %

)<DE’E " ?DE FG5;DEF4F 2:H;EF :I )*+, ",-.,*/0*)

图 " 为 .6-,*/0*) 的氢核磁谱图 %在化学位

移! B & J6# 和! B & J"9 处的两个小峰（K，.6-—

A.6—A.6 )—）和（L，.6-—A.6—A.6 )—）归属于

由巯基乙胺引入的两个亚甲基上的氢吸收峰，在

! B " J9" 处的强单峰 （<，—-.—A—（A.&）6—

A.6）为 /0*)的两个甲基上的氢吸收峰，在! B

6 J!# 处的单峰（M，.6-—A.6 A.6 )—A.6—A.—）

归属于与硫原子直接相连的亚甲基上的氢吸收

峰，酰胺基上的氢（ !!N A—-.—）与溶剂 76N 发

生质子交换而不出峰，而在! B & J&9 处的峰（I）为
与磺酸基相连的两个亚甲基上的氢（—A.6—

)N&.）的吸收峰和水峰的叠加峰，由图 " 中可知

合成了 .6-,*/0*) %

$ "$ +(,’ !’&%’()*(+的表征
大豆分离蛋白上的谷氨酸（.NNA—（A.6）6—

A.（-.6）—ANN.）单元和天门冬氨酸（.NNA—

A.6—A.（-.6）—ANN.）单元都含有自由羧基，两

者约占总的氨基酸单元的 &1O，这些自由羧基是
>7A催化接枝反应的目标基团［""，"6］%大豆分离蛋

P4Q % " ".,-0R FSE<;2H’ :I .6-,*/0*)

白接枝物 )*+, ",-.,*/0*) 的合成路线如示意图
" 所示，利用 >7A 和 -.) 在室温下催化 .6-,

*/0*)的端氨基与 )*+的自由羧基反应形成酰胺
键，在 )*+ 表面引入亲水性 */0*) 长链，得到接
枝物 )*+, ",-.,*/0*) %

)*+、)*+, ",-.,*/0*) 的傅立叶红外谱图如
图 6 所示，与 )*+ 相比，大豆分离蛋白接枝物 )*+,
",-.,*/0*) 在 "6""、"!9! <’T "处出现了较强的

新吸收峰，可以分别归属于 !!) N 伸缩振动、)—
N的伸缩振动，而 !!) N，)—N 来自于接枝链
.6-,*/0*) 上的磺酸基团，因此可以初步判断

.6-,*/0*)已接枝到大豆分离蛋白上 %
图 & 为 )*+和 )*+, ",-.,*/0*)的"& A,-0R谱

图 %与 )*+相比，)*+, ",-.,*/0*)的"& A,-0R 谱图
上!B &6 左右的新峰可归属于 */0*) 中两个甲
基中伯 A原子（I，D）的吸收峰，! B 96 为与磺酸基
团相连的仲 A原子（4）的吸收峰 %! B 1& 左右的强
吸收峰可归属于 /0*) 单元中与氨基相连的季

6&9 高 分 子 学 报 6!!$ 年



!"# $ % !&’( )*+,-./ 01 -2+ 34’ （/）/56 34’7 !78974:;43

（<）（=4> ? @ABAC>）

D（#），与羰基相连的叔 D（6）和仲 D（,），! ? E@F 为
4:;43单元中与氨基相连的羰基 D（+）的化学位
移 $因此由EG D78;( 核磁谱图证实 9%874:;43 已

经接枝到 34’ 上，得到了目标产物 34’7 !7897
4:;43 $

!"# $ G EG D78;( )*+,-./ 01 -2+ 34’ （:）/56 34’7 !78974:;43

（H）（=4> ? @ABAC>）

! "# $%&’ !’()’%*+%$的水溶液性质
% BG BE 接枝率（=4>）对 34’7 !78974:;43 表面
疏水性的影响 E7苯氨基萘7F7磺酸（:83）作为
荧光探针分子，常用于蛋白质分子疏水区域的研

究［EI］，:83荧光探针一般结合在蛋白质的疏水区
和极性介质之间的界面上，处于该状态的 :83 能
发出较强的荧光，即表面疏水指数 "J 较大 $蛋白
质的表面疏水性影响分子间的相互作用，因而对

蛋白质功能有较大影响［%E］$图 A 为接枝物 34’7 !7
8974:;43的表面疏水性随接枝率 =4（>）的变

化趋势，从图 A 可看出，随着接枝率（=4>）的增
加，34’7 !78974:;43 的表面疏水性指数 "J 急剧

降低 $ 当 34’ 接枝上含磺酸基（3KL
G ）的亲水性

9%874:;43 长链后，34’ 表面主要被亲水性的

4:;43分子链占据，4:;43 链向水相伸展，因而
表面疏水性指数 3J 降低，即表面亲水性增加 $当

接枝率增大至 MC BC>后，表面疏水性指数 3J 变化

趋于稳定，本文选择了 =4> ? @A BAC>的接枝物
34’7 !78974:;43来研究其溶液性质 $

!"# $ A &2+ +11+,- 01 =4 （>） 01 #./1- ,0*0NOP+.) 05

2O6.0*20<","-O /- *9 ? @ "5 /QR+0R) )0NR-"05 （# ? %BJ S EJ L A

#TPU）

% BG B% *9值对 34’、34’7 !78974:;43 水溶液 V+-/
电位的影响 当 V+-/ 电位值为 J 时对应的 *9
值为大豆分离蛋白的等电点，此时 34’ 溶解性最
小，乳化性能最差 $ 图 C 为不同 *9 值下 34’ 和
34’7 !78974:;43 V+-/ 电位的变化，如图 C 所示，
34’的等电点在 *9 ? A BC 左右，而对于接枝物 34’7
!78974:;43 而言，V+-/ 电位在所测 *9 范围内均
为负值，即不存在等电点 $这是因为接枝的 9%87

4:;43长链含有很多的 3KL
G ，因而使 V+-/ 电位变

得更负 $

% $ G $ G *9 值对 34’、34’7 !78974:;43 溶解性的
影响 34’ 的水溶性在等电点时最低，约为

EJ>左右，容易进一步聚集而产生沉淀，等电点以
外不论趋酸性或碱性，溶解性都有上升 $如图 M 所
示，34’和 34’7 !78974:;43都呈现出 W 型的溶解
曲线 $与 34’ 相比，接枝物 34’7 !78974:;43 的溶
解性最低点向酸性方向偏移，在 *9 为 A X C 范围
内 34’7 !78974:;43的溶解性较 34’ 有提高，尤其
在 34’的等电点（*9 ? A $C）附近溶解性约为 AJ> $
这是由于在 34’上引入了含有磺酸基团的强亲水

9%874:;43 链，使得 34’7 !78974:;43 的溶解性
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!"# $ % &’( ())(*+ ,) -. ,/ 0(+1 -,+(/+"12 ,) 345 （!）1/6

3457 !78.749:43（"）"/ 1;<(,<= =,2<+",/

" > ? $ @ A B@ C D #EFG，H4I > JD $ D%I

提高 $
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! "# $%&、$%&’ !’()’%*+%$聚集体的研究

? ND NB 345、3457 !78.749:43 水溶液的动态激光
光散射（PG3）研究 如图 J 所示，-. > J 时，

3457!78.749:43的平均流体力学半径（?@@ /F）
比 345大（BD@ /F），345 粒径分布呈现多分散性，
而 3457 !78.749:43 粒径分布较为均一 $在大豆
球蛋白上接枝了含磺酸基（3QC

O ）的 .?8749:43

长链后，接枝链上磺酸基团（3QC
O ）之间的相互排

斥使得 3457 !78.749:43 聚集体的外壳变得松
散，聚集体的平均流体力学半径增大 $
? ND N? 345、3457 !78.749:43 的透射电镜（&R:）
研究 如图 S 所示，345 呈现出球形的聚集结
构，粒径主要分布于 BS@ /F；而 3457 !78.749:43
则呈一定的核7壳结构，粒径约 ??@ /F $亲水性的

.?8749:43长链，环绕在大豆球蛋白的表面，形

成大豆球蛋白表面的亲水壳层，构成核7壳结构 $

!"# $ J &’( ’M6T,6M/1F"* T16"" （# ’）6"=+T"L<+",/ ,) 345

1##T(#1+( （!）1/6 3457 !78.749:43 1##T(#1+( （"）1+ -.

> J "/ 1;<(,<= =,2<+",/

" > ?N@ A B@ C D #EFG，H4I > JDND%I

3457!78.749:43的核7壳结构形态，使其具有亲
水药物或基因负载功能 $

!"# $ S &R: ,) 345 （1）1/6 3457 !78.7

49:43 （L）1##T(#1+(=

-. > J， " > ?N@ A B@ C D #EFG，H4I >

JD $ D%I

! ,- $%&’ !’()’%*+%$乳化性能的初步研究
大豆分离蛋白的乳化能力受 -. 值、浓度以

及电离强度的影响，一般在碱性条件乳化性能最

好，而在酸性条件下乳化性能较差，尤其是等电点

处乳化性能最差［?@，??］$
图 U 为 -. 值对 345，3457 !78.749:43 乳化

稳定性（用乳化层高度来表达）的影响 $结果表明，
345乳化层层高在等电点处最小，即乳化效最差；
而 3457 !78.749:43在原等电点处乳化层层高较
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大，可见与 !"# 相比，!"#$ !$%&$"’("! 的乳化稳
定性更好 )亲水性 &*%$"’("! 长链上大量的磺酸

基团（!+,
- ）使 !"#$ !$%&$"’("! 聚集体较 !"# 带

有更多的负电荷，可以分配更多的电荷到乳状液

液滴的油水界面上，因而可以改善乳化稳定

性［*.，**］)
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"’("!（C"D E FGHGID）>J75B79 9B87=0B<9 K0=4 @0::5L5<= M&

N>8759

3B875<5 >9 B08 M4>95，" E - 61O6P，C"D E FGHGID

采用光学显微镜初 步 研 究 了 !"#$ !$%&$
"’("!溶液的乳化性能 )如图 Q. 所示，以甲苯作
为油相的乳状液液滴呈现出比较均匀的球形结

构，液滴平均粒径约为 -I!6)

/01 ) Q. R67890B< @LBM85=9 S4>L>S=5L5@ ?; =45 BM=0S>8

60SLB9SBM5
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! 结论

用 RUVO%&! 催化 &*%$"’("! 的端氨基与大

豆分离蛋白上的自由羧基发生缩合反应，将亲水

&*%$"’("!长链接枝到大豆分离蛋白 !"# 上 )与

!"#相比，接枝物 !"#$ !$%&$"’("! 的表面电荷更
负，表面疏水性降低而亲水性增强 ) !"#$ !$%&$
"’("!聚集体呈独特的核$壳结构，接枝物聚集体
的平均粒径从 QW. <6 增加到 **. <6 左右 ) RUV
催化接枝反应，条件温和，可以避免 !"# 的过度变
性，提高了 !"#在水中的溶解性和乳化性，而且在
较宽的 M& 范围内有较好的溶解性和乳化性，尤
其在等电点附近溶解性提高了 G.D )
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