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摘要：目的 在大豆蛋白中导入酪蛋白，弥补大豆蛋白中 Met 含量过少的不足，并提高其功能。方法 以

大豆蛋白和酪蛋白为原料，采用 α-糜蛋白酶催化类蛋白反应，向大豆多肽（SP）中导入酪蛋白非磷酸

肽（CNPP），形成大豆蛋白-酪蛋白重组体（CNPSPC），并对其产率进行测定。然后基于人工神经网络

模型对 CNPSPC 反应条件进行优化。结果 当底物 CNPP 与 SP 的质量比为 4 1∶ ，反应温度为 46.2 ℃，

反应 pH 为 4.97，反应时间为 20 h 时，CNPSPC 的产率达到最大，可达（87.0±0.10）%。结论 该预测

模型可以很好地对大豆蛋白-酪蛋白类蛋白反应的工艺条件进行优化，优化的 CNPSPC 可作为很好的生

物膜原料。 
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ABSTRACT: The work aims to introduce casein into soy protein to make up for the deficiency of too little Met in soy 

protein and to improve the functional properties. Soybean protein and casein were used as raw material to introduce soy-

bean peptide (SP) in the casein non phosphopeptides (CNPP) by chymotrypsin catalyzed plastein reaction so as to form 

soybean protein-casein complexes (CNPSPC), and determine the yield. Then the reaction conditions of CNPSPC were op-
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timized based on the artificial neural network model. When the ratio of substrate addition was 4∶1 (CNPP and SP), the 

reaction temperature was 46.2 ℃, the reaction pH was 4.97, and the reaction time was 20 h, the yield of CNPSPC reached 

a maximum of (87.0±0.10)%. This prediction model can optimizer the process of soy protein-casein protein reaction bet-

ter. The optimized CNPSPC can be used as a good biofilm material. 

KEY WORDS: soybean protein-casein complexes; plastein reaction; artificial neural network; optimization 

生物可降解膜具有绿色、安全、无毒的优点，

因此一直处于包装材料研究的前沿。生物降解薄膜

可用于多种用途，如减少水分流失，抑制氧气吸收，

减少脂质迁移，改善机械搬运性能，提供物理保护，

或作为商业包装的替代品材料。动植物蛋白膜聚合

物相对便宜、丰富、可生物降解和食用，因此目前

备受关注。大豆蛋白溶液在改性后，其内部存在的

多种分子作用力发生改变，使得大豆蛋白具有较好

的成膜性能。通过类蛋白反应将氨基酸添加到大豆

蛋白中，能够使大豆蛋白成为营养组分更加完善，

具有良好成膜性的优质蛋白，满足现代化工业对食

品深加工的需求[1]。 

神经网络结构兴起于 20 世纪 40 年代[2]，由于其

在非线性分析上有很大优势，可为科学决策提供依

据，广泛应用于食品工业领域。 

文中以大豆蛋白和酪蛋白为原料，采用 α-糜蛋白

酶催化类蛋白反应，向大豆多肽中导入酪蛋白非磷酸

肽，通过控制反应条件来预测类蛋白的产率。通过对

类蛋白催化作用进行深入研究，以提高动植物蛋白的

利用率，同时为研制出新型成膜特性和功能特性相结

合的大豆蛋白组装体包装材料提供理论支撑。 

1  实验 

1.1  材料与试剂 

材料与试剂：大豆分离蛋白，辽宁阜新市维远蛋

白科技有限公司；干酪素，北京奥博星生物科技有限

责任公司；Alcalase 碱性蛋白酶，北京索莱宝科技有

限公司；α-糜蛋白酶（2000 U/g），北京索莱宝科技有

限公司。 

1.2  仪器与设备 

仪器与设备：HH-8 电热恒温水浴锅，金坛三和

仪器有限公司；G1-21M 高速离心机，上海安亭科技

仪器厂；PH-10 精密 pH 计，力辰科技有限公司；ES-D

精密电子分析天平，天津市德安特传感技术有限公

司；YC-015 实验型喷雾干燥机，上海比朗仪器有限

公司；DHG-9145A 电热鼓风干燥箱，上海一恒科学

仪器有限公司；KDN-F 自动定氮仪，上海纤检仪器

有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  大豆蛋白-酪蛋白类蛋白的制备 

1）大豆多肽的制备。参考曲玲玲等人的方法[3]

制备大豆多肽。 

2）酪蛋白非磷酸肽的制备。参考 Zhang 等人的

方法[4]制备 CNPP。 

3）类蛋白产物的合成。将干燥后的 SP 和 CNPP

以质量比 1 1∶ 均匀混合，用蒸溜水调配至适宜浓度，

并用氢氧化钠和盐酸溶液调节溶液到合适的 pH，加

入适量的 α-糜凝乳酶溶液（2000 U/g）混匀后保温一

定时间[5]，反应结束后，再加入同体积（12%）的 TCA

灭酶，在转速 3500 r/min 条件下离心 30 min，分别对

上清液（N1）和沉淀（N2）进行总氮测定，根据式（1）

计算 CNPSPC 的产率： 

100
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2 



NN
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式中：P 为类蛋白产率（%）；N1 为上层清液的

含氮量（%）；N2 为下层沉淀的含氮量（%）。 

1.3.2  类蛋白反应工艺参数优化 

1.3.2.1  单因素试验 

针对类蛋白反应过程中添加酶的情况，对影响

CNPSPC 产率的酶、底物浓度、时间、温度、pH 及

加酶量等 6 个条件进行单因素试验。 

1）反应酶的选择。根据以上实验步骤，底物质

量分数为 30%（CNPP 与 SP 的质量比为 1 1∶ ）的条

件下，分别加入胰凝乳酶、胃蛋白酶、木瓜蛋白酶、

碱性蛋白酶、Alcalase 碱性蛋白酶和 α-糜蛋白酶，pH

调至 5.0，反应温度为 37 ℃，酶添加量为 1000 U/g，

反应时间为 5 h，在反应结束后测得 CNPSPC 产率随

反应时间的变化曲线。 

2）单因素条件选取。将水解后的 SP 和 CNPP 以

1 1∶ 的质量比配制底物的质量分数分别为 20%，30%，

40%，50%，60%的水溶液，并考察反应温度水平为

30，35，40，45，50，55，60 ℃，保温时间水平为 5，

10，15，20，25 h，调节 pH 水平为 4.0，5.0，6.0，7.0，

8.0，α-糜蛋白酶加酶量水平为 500，1000，1500，2000，

2500，3000 U/g，以及将水解后的 CNPP 和 SP 按照

1 1∶ ，1 2∶ ，1 3∶ ，1 4∶ ，1 5∶ （质量比）的比例，

选出 CNPSPC 产率高的工艺参数。 
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1.3.2.2  人工神经网络对类蛋白反应工艺进行优化 

因素水平见表 1，以反应温度（X1）、pH（X2）

和 CNPP 与 SP 的质量比（X3）为决定变量因素，以

产率（Y）为响应目标，采用 JMP 10.0 软件进行神经

网络模型试验。 
 

表 1  响应面试验因素水平 
Tab.1 Response surface test factor level 

水平 

因素 

反应温度

（X1）/℃ 

反应 pH

（X2） 

CNPP 与 SP 质

量比（X3） 

−1 40 4 2 1∶  

0 45 5 3 1∶  

+1 50 6 4 1∶  

 
采用 Microsft Office Excel 2003 软件对数据进行

处理和绘图，采用 SPSS 软件对数据进行方差分析

（ANOVA）和最小显著差异（LSD）分析（P<0.05），

采用 JMP 10.0 软件对工艺参数进行优化。 

2  结果与分析 

2.1  单因素对 CNPSPC 产率的影响 

5 种常用酶对 CNPSPC 产率的影响结果见图 1。

图 1— 2 中的小字母均分别代表显著不同（P < 

0.05）。 
 

 
 

图 1  蛋白酶对 CNPSPC 产率的影响 
Fig.1 Effect of protease on CNPSPC yield 

 
胃蛋白酶最适水解 pH 为 2.0，具有较强的催化

能力，而其他酶类最适 pH 一般为 5.0~7.0，因此

CNPSPC 在胃蛋白酶作用下产率较高[6]。由于胃蛋白

酶价格昂贵，因此该实验不选用。其次，α-糜蛋白酶

和木瓜蛋白酶产率相对较高但差异不明显。由于木瓜

蛋白酶可多向水解，专一性较弱，因此后续实验中选

用 α-糜蛋白酶。 

底物 CNPP 和 SP 以质量比 1∶1 混合后底物浓度

对产率的影响见图 2a。随着底物 SP 和 CNPP 的质量

分数从 20%到 60%不断增加，其合成的 CNPSPC 的

产率出现先显著升高后显著下降的变化趋势（P< 

0.05）。当质量分数为 40%时，CNPSPC 的产率最大，

为（82.8±1.9）%；底物的质量分数升高为 50%之

后，其产率显著下降（P<0.05）。CNPSPC 产率与其底

物的关系曲线呈现“钟型变化”，此研究结果相似于

Lee 等人的研究[7]。一些学者也指出，对于类蛋白反应

来说底物的质量分数为 40%是较好的。Tasi 等[8]对合

成类蛋白的产率与流变学特性进行分析发现，当底物

大豆蛋白的质量分数为 20%~40%时，产率有显著变

化。因此，大多研究发现，当原料底物浓度较高时，

不仅影响合成的类蛋白反应产率，更有可能促进大分

子类蛋白的生成。Monti 等人[9]研究发现，底物浓度较

大有助于肽酶的降解，并能加快高相对分子质量肽的

合成速率，促进类蛋白反应的进行。 

温度对 CNPSPC 产率的影响见图 2b。合成温度

从 30 ℃升至 50 ℃时，CNPSPC 产率随合成温度的

升高而显著增长（P<0.05），大于 50 ℃后，产率下

降速率较大，且在 50 ℃时制备得到的 CNPSPC 产

率达到最大值，为（86.0±0.2）%。Williams 等 [10]

人以菌体蛋白水解物为研究对象发现类蛋白产物

在低于 0 ℃和高于 70 ℃以上时稳定性较差。研究  

发现温度的变化会影响类蛋白的合成 [11]。Sukan[12]

等在对温度和类蛋白研究中发现：温度不超过

50 ℃时，产物的产率和速率逐渐增加，70 ℃之后，  

产率开始衰减，因此在 20~50 ℃之间的蛋白产率  

最大。  

反应时间对 CNPSPC 产率的影响见图 2c。产率

随着反应时间的延长呈持续上升的趋势，20 h 时产率

最高，随后开始缓慢衰减。由于时间延长，类蛋白部

分发生水解，使得产率降低[13]。一些研究表明，类蛋

白反应程度在 20 h 左右增加趋于平缓。岳楠、赵新

淮[14]等人的发现与该研究相类似，其以酪蛋白为底物

合成类蛋白反应发现，20 h 为蛋白的最佳反应时间，

当反应进行 5 h 后其游离氨基酸的减小量在混合组分

中达 150.5 μmol/g。 

pH 对 CNPSPC 产率的影响见图 2d。pH 为 4.0~5.0

时，CNPSPC 产率显著增加（P<0.05），pH 值为 6.0~8.0

时，CNPSPC 产率显著降低（P<0.05），且在 pH 值为

5.0 时，CNPSPC 产率达到最大值，为（85.95±0.28）%。

正如刘振春[15]等人的研究，采用胃蛋白酶催化大豆蛋

白和燕麦蛋白的类蛋白反应，当 pH=5.0 时，产率最

大。这可能是由于在 SP 和 CNPP 的等电点附近，此

时的溶液中静电荷越少，分子间斥力越少，使得

CNPSPC 越容易聚集。综上所述，选择 pH 在 4.0~6.0

之间进行工艺参数优化。 

底物比例与 CNPSPC 产率的关系见图 2e。由图

2e 可知，底物 CNPP 和 SP 质量比由 2∶1 增加到 3∶
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1 时，CNPSPC 产率显著增加（P<0.05），当 CNPP

和 SP 的质量比超过 3∶1 时，随着底物 CNPP 和 SP

质量比的增加，CNPSPC 产率增加趋于平缓。一些研

究表明，随着底物添加量的增多，类蛋白反应程度会

趋于平缓。Yamashita 等[16]将 L-Met 通过类蛋白反应

添加到大豆蛋白中，证实随着 L-Met 添加量的增加，

类蛋白产率逐渐增加，大豆蛋白中 L-Met 的含量也随

之增加，但当 L-Met 的添加量超过一定量时，类蛋白

产率趋于平缓，所以选择质量比例在 2∶1~4∶1 之间

进行工艺参数优化。 

酶添加量对 CNPSPC 产率的影响见图 2f。酶可

以催化各种反应的发生[17]，随着 α-糜蛋白酶添加量

由 0.5 kU/g 增大到 2.5 kU/g 时，CNPSPC 产率呈先增

加后降低的趋势（P<0.05）。当添加量为 2.0 kU/g 时，

产率最大，为（85.36±0.2）%。可能是随着反应的

进行，酶的添加量越多，酶催化底物的能力已经超

出实际所需的处理量，对产率的影响不再显著[18]。

朱晓杰[19]利用木瓜蛋白酶来修饰类蛋白产物，研究

发现：当酶添加量分别为 1.5 kU/g 和 2.5 kU/g 时，

反应最显著。综上所述，酶添加量过多反而抑制了

酶的活性，致使 CNPSPC 产率下降，所以该实验选

择酶添加量为 2.0 kU/g。 
 

 
 

图 2  各单因素对 CNPSPC 产率的影响 
Fig.2 Effect of each single factor on the yield of CNPSPC 
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2.2  人工神经网络工艺优化类蛋白反应工艺 

2.2.1  人工神经网络数据的采集 

根据Box-Benhnken实验设计方案所得产率见表2。 

2.2.2  人工神经网络隐藏节点的确定 

选择 3×4×1 的三层结构为神经网络，即 3 个输入
神经元，代表反应温度（X1）、pH（X2）和 CNPP 与
SP 的质量比（X3）；4 个隐含层神经元；1 个输出神
经元，代表 CNPSPC 的产率（Y）。调节各参数的隐
藏节点数为 4，过拟合罚项为 0.001，历程数为 20，
拟合决定系数 R2 值为 0.9999。 

2.2.3  人工神经网络模型的优化与分析 

为了研究反应温度（X1）、pH（X2）和 CNPP 与
SP 的质量比（X3）等 3 个条件对 Y 的影响，先固定
其中的 1 个因素为 0 水平，采用 JMP10.0 软件中的曲
面刻画器作三维曲面图，再对其进行正投影处理[20]，
结果见图 3。 

表 2  Box-Benhnken 实验设计方案与结果 
Tab.2 Scheme and results of Box-Benhnken experiment 

试验号 X1 X2 X3 产率 Y/% 

1 45 4.0 2∶1 85.77±0.09 

2 50 5.0 4∶1 86.59±0.12 

3 40 5.0 2∶1 85.82±0.10 

4 40 5.0 4∶1 85.75±0.16 

5 45 4.0 4∶1 87.02±0.11 

6 50 4.0 3∶1 84.92±0.22 

7 45 5.0 3∶1 86.77±0.10 

8 45 5.0 3∶1 86.77±0.10 

9 45 5.0 3∶1 86.77±0.10 

10 45 6.0 4∶1 86.75±0.23 

11 40 6.0 3∶1 84.84±0.25 

12 50 6.0 3∶1 86.02±0.08 

13 50 5.0 2∶1 84.78±0.05 

14 45 4.0 2∶1 86.33±0.10 

15 40 4.0 3∶1 85.73±0.18 

 

 
 

图 3  温度、pH 和 CNPP 与 SP 质量比对 CNPSPC 产率的影响 

Fig.3 Effect of temperature, pH, mass ratio of CNPP and SP on CNPSPC yield 
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从图 3a，b，c 可以看出，当 CNPP 与 SP 质量

比（X3）固定在 0 水平上时，温度（X1）和 pH（X2）

交互作用形成的曲面图是抛物曲面，较高的 CNPSPC

产率出现的区域是温度（X1）和 pH（X2）取值适中。

产率随着温度（X1）和 pH（X2）的增加呈现先增大

再减小的趋势，即只有温度（X1）和 pH（X2）达到

一定条件时才能获得最大的 CNPSPC 产率。图 3b，e

表明了产率随着温度的升高呈现先增加再减小的趋

势。其原因为分子热运动随着温度上升而加快，产

率增加，当温度过高，会导致酶活力减弱，因此产

率下降。根据图 3d，e，f 温度（X1）和 CNPP 与 SP

质量比（X3）交互作用形成的曲面图可以看出，随着

CNPP 与 SP 质量比（X3）的增大，CNPSPC 产率变

化很大，温度的变化对产率影响较小，而 CNPP 与

SP 质量比（X3）对 CNPSPC 产率起到了很大的作用。 

根据图 3g，h，i，当 pH 值（X2）为 4.0 和 6.0 时，

CNPSPC 产率较低；当 pH 值（X2）在 5.0 附近时，

CNPSPC 的产率较高与温度对 CNPSPC 产率的影响

相比，pH 值（X2）对 CNPSPC 产率的影响较为明显，

但与 CNPP 与 SP 质量比（X3）对 CNPSPC 产率的影

响相比较弱。 

以上分析可知，pH 值（X2）对 CNPSPC 产率的

影响最大，CNPP 与 SP 质量比（X3）次之，温度（X1）

影响最小。在寻求最佳合成反应工艺参数时，要综合

考虑各因素的影响。 

2.2.4  人工神经网络反应条件优化 

基于 X1，X2 和 X3 等 3 个因素对 CNPSPC 产率的

影响变化，利用 JMP10.0 软件进行反应条件的优化，

预测指标为 Y 值，其值越大越好，结果见图 4。 

由图 4 可知，在期望值（意愿）达到 0.989 时，

即在底物 CNPP 和 SP 质量比为 4∶1，反应温度为

46.17 ℃，反应 pH 为 4.97 时，CNPSPC 产率的预测

值可达 87.28%。为方便实际操作并考虑水浴锅的温

度控制，将最优参数调整为：底物 CNPP 与 SP 质量

比为 4∶1，反应温度为 46.2 ℃，反应 pH 为 4.97。

对 此 条 件 进 行 稳 定 性 试 验 发 现 产 率 可 达 

（87.0±0.10）%。与预测提取率误差为 0.16%，偏差

不大，因此，在此条件进行类蛋白反应可以实现较高

的 CNPSPC 产率。 

2.2.5  人工神经网络模型的验证 

随机选择 4 组实验数据对神经网络模型进行验

证试验，结果见表 3。 

 
 

图 4 对温度(X1)，pH(X2)，CNPP 与 SP 质量比(X3)的预测刻画图 
Fig 4 Prediction plot of temperature (X1), pH (X2), mas ratio of CNPP and SP (X3) 

表 3 神经网络模型的验证试验 
Tab.3 Verification test of neural network model 

试验号 
类蛋白反应工艺参数 产率/% 

X1 X2 X3 Y 试验 1 Y 试验 2 Y 试验平均值 Y 预测 相对误差/% 

1 45 5 3∶1 86.46 86.78 86.62 86.78 0.09 

2 45 6 4∶1 86.77 86.33 86.55 86.75 0.12 

3 50 5 4∶1 85.78 86.38 86.08 86.59 0.29 

4 40 5 2∶1 85.90 84.98 85.44 85.82 0.22 

注： 100% 
试验值

相对
-

误差
平均值

平均值
，

2



试验值 预测值

平均值   
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从表 3 可知，预测值和试验值的相对误差很小，

能较为准确地预测 CNPSPC 产率，因此可以利用该

神经网络对整个合成类蛋白过程进行预测分析。 

3  结语 

以“K 折叠”交叉验证的方式建立人工神经网络

的模型，得到合成类蛋白反应的最优工艺条件：在底

物 CNPP 和 SP 质量比为 4∶1，温度为 46.2 ℃，反

应 pH 为 4.97，反应时间为 20 h 时，CNPSPC 的产率

最大可达到（87.0±0.10）%。该预测模型很好地优化

了大豆蛋白-酪蛋白类蛋白反应的工艺，并为人工神

经网络在优化类蛋白反应条件方面的应用奠定了理

论基础，通过优化制备出的 CNPSPC 具有良好的性

质，可以在生物膜领域进行推广和应用。 
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