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高压微射流处理对大豆分离蛋白构象及

功能特性的影响

沈 兰，王昌盛，唐传核 *
(华南理工大学轻工与食品学院，广东 广州      510640)

摘  要：通过测定溶解度、乳化性、疏水性和运用差示扫描量热仪分析(DSC)和圆二色光谱(CD)分析探讨不同压力

微射流处理(HPM)对大豆分离蛋白(SPI)构象和功能特性的影响。HPM 诱导不溶性蛋白聚合物解聚，增加 SPI 的溶

解度、乳化活性指数和疏水性。DSC 图谱结果表明，处理后的 SPI 变性温度基本维持不变，但变性焓值呈现下降

趋势。CD 光谱分析表明，HPM 对 SPI 的二级、三级结构没有明显的影响。
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Abstract ：The effect of high pressure microfluidization (HPM) on functional properties and conformational properties of soy
protein isolated(SPI) was investigated by measuring solubility, emulsification, hydrophobic properties, DSC thermogram and
UV-CD spectrum. HPM could cause insoluble aggregates to dissociate, thus improving the solubility, emulsifying activity index
(EAI) and hydrophobic properties of SPI. DSC analysis indicated Td remained basically unchanged, but ΔH tended to decline.
UV-CD spectrum analysis showed that both the tertiary conformation and secondary structure of SPI were nearly unaffected
by HPM treatment.
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大豆蛋白以其较高营养价值和独特的功能特性，已

经成为目前世界上最大的具有商业价值的植物蛋白。随

着我国经济建设的飞速发展，人们生活水平的日益提

高，大豆蛋白常作为添加剂来改善食品的品质，在食

品、医药保健食品、婴儿食品和饮料食品等领域得到

越来越广泛的应用。然而，商用大豆蛋白的功能特性

通常较差，很大程度地限制了其应用范围 [ 1 ]。

高压技术被认为是一种环境友好的物理改性手段，

目前有高压微射流、高静压和传统动态高压处理。在

样品高压微射流处理过程中，高速流动的蛋白质溶液快

速通过具有一定几何形状的腔体，物料同时受到高速剪

切、高频振荡、空穴效应和对流撞击等机械力作用和

相应的热效应，由此引发的机械力化学效应可诱导生物

大分子物理、化学及结构性质的变化[2]。由于其处理的

时间短，温度低，效果独特，被认为是很有发展前景

的一种低温物理加工方法[3]。Sathe[4]利用动态超高压微

射流技术制备了亚微米级的乳状液；Iordache 等[5]探讨

了高压微射流处理对变性乳蛋白质溶液粒径、功能特性

以及解聚行为的影响，研究表明高压微射流处理可以降

低蛋白质的粒径，诱导不溶性聚集物解聚，改善蛋白

溶解特性。基于此，研究高压微射流处理对大豆分离

蛋白(SPI)功能特性和构象的影响。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

大豆粕    山东禹王有限公司；大豆色拉油(食品级)
中粮食品营销有限公司；牛血清白蛋白(BSA)    Fitzgerald
公司；其他化学试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

M-110EH高压微射流纳米均质机    美国Microfluidics
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公司；F-7000 荧光分光光度计、CR22G 高速冷冻离心机

日本 Hitachi 公司；MOS-450 圆二色光谱仪    法国 Bio-
Logic 公司；2501PC 紫外 - 可见分光光度计    日本岛津

公司；Q100 差示扫描量热仪    美国 TA Insruments 公
司；IKAT25 高速分散机    德国 IKA 公司。

1.3 方法

1.3.1 大豆分离蛋白(SPI)的制备

大豆分离蛋白(SPI)的制备采用经典的碱提 - 酸沉工

艺[6]，并稍作改动。称取 100g 大豆粕粉分散于 1.5L 去

离子水(1:15，m/V)中，用 2mol/L NaOH 溶液调 pH 值至

8.0，在室温下搅拌 2h，离心(8000 × g，30min，4℃)，
弃其沉淀物。将上清液 pH 值调到 4.5，离心(5000 × g，
2 0 m i n，4℃)。弃其上清液，所得沉淀物经两次水洗

(pH4.5)后，分散于适量的去离子水中，调 pH 值至 7.5。
充分溶解后置于去离子水透析 24h，冷冻干燥后于－ 20℃
贮存备用。

1.3.2 高压微射流处理

称取一定量的 SPI溶解于去离子水中，配成 5g/100mL
的 SPI 溶液。采用高压微射流纳米均质机，对其进行均

质处理，分别于 0、4 0、8 0、1 2 0、1 6 0 M P a 条件下

循环均质 3 次。处理后的蛋白溶液冷冻干燥，－ 2 0℃
贮存备用。

1.3.3 溶解度测定

将不同压力处理的样品分别配成 1.0g/100mL不同pH
值的蛋白溶液，pH 值范围设置为 2.0～10.0。充分溶解

后，离心(10000 × g，30min，15℃) [7]。上清液进行

适当稀释后，采用 Bradford 法测定蛋白质含量，以牛

血清白蛋白(BSA)为标准物做标准曲线。SPI 的溶解度表

示为上清液蛋白质量浓度占总蛋白质量浓度的百分比。

样品在0.1mol/L NaOH溶液中的溶解度记为总蛋白质量浓

度 [ 8 ]。

1.3.4 乳化特性测定

在测定小烧杯中分别加入15mL 0.1g/100mL蛋白质溶

液(pH 值分别为 3.0、5.0、7.0、9.0)和 5mL 玉米油，利

用高速分散机经 24000 × g 处理 1min 后，从测试管底部

取出 50μL乳液，用 0.1g/100mL的SDS稀释 100倍(5mL)，
于 500nm 波长处测其吸光度 A 500nm。

乳化活性指数(emulsifying activity index，EAI)和乳

化稳定性指数(emulsifying stability index，ESI)的计算公

式分别如下 [ 9 ]：

                                   2.303×A0×DF
EAI/(m2/g)=2×———————————               (1)
                             ρ×φ×(1－θ)× 100

                            A0

ESI/min-1 = —————×10                                         (2)
                      A0－A10

式中：A 0 为吸光度；D F 为稀释因子，D F = 1 0 0；
ρ为蛋白质量浓度 /(g/mL)；φ为光程(φ =0.01m)；θ

为油相所占分数(θ =0.25)；A0、A10 分别为 0min 和 10min
时在 500nm 波长处的吸光度。

1.3.5 表面疏水性测定

将一定量待测蛋白样品溶于 10mmol/L 磷酸缓冲液

(pH7.0)中，配制成质量浓度为 1.5g/100mL 蛋白质溶液。

分别移取 10、20、30、40、50μL 的蛋白溶液加入到

4mL 的磷酸缓冲溶液(pH7.0)中。在测试前添加 2 0μL
8mmol/L ANS 储备液，振荡均匀，在室温下反应 8～
15min。样品的荧光强度(fluorescence intensity，FI)采
用荧光分光光度计测定。测试条件为：激发和发射波长

分别 390nm 和 470nm，激发和发散狭缝宽均为 5nm。以

蛋白质量浓度为横坐标，相应的 F I 为纵坐标做图，其

斜率即为蛋白质的疏水性指数 H 0。

1.3.6 热学特性分析

热学特性用差示扫描量热仪分析测定。称取约 2mg
蛋白样品置于铝盒中，加入 10μL 10mmol/L 磷酸缓冲溶

液(pH7.0)充分搅匀后压盘。以空铝盒为对照，温度扫

描范围：30～120℃；升温速率：5℃/min；保护氮气

流速：50mL/min。采用 Theunivers2000 分析软件计算

蛋白质的热力学参数，其中，t o 为起始变性温度；t d 为

最大变性温度；t 1 / 2 为半峰宽；ΔH 为变性焓。结果为

3 次测量的平均值。

1.3.7 构象分析

样品的构象变化采用圆二色光谱仪进行测定。将扫

描波长设定 190～250nm 远紫外区域，用于研究不同蛋

白样品的二级结构。称取 5mg 蛋白样品溶于 5mL 磷酸缓

冲溶液(10mmol/L，pH7.0)，充分搅拌均匀后于 10000 × g
离心 10min。将上清液稀释至 0.1mg/mL，用于二级结构

的测定。所用样品池的光径为 2 m m，测量温度设为

2 5 ℃，测定时所用的分辨率为 0 . 5 n m ，扫描速度为

100nm/min，灵敏度为 100(m·deg)/cm，实验值为 3 次

扫描的平均值。

将波长设定于 250～320nm近紫外区域可用于蛋白质

的三级结构的测定。配制蛋白质量浓度为 1mg/mL，充

分搅拌均匀后于 10000 × g 离心 20min，取上清液用于三

级结构的测定。所用样品池的光程为 10mm，测量温度

设为 25℃，测定时所用的分辨率为 0.5nm，扫描速度为

100nm/min，灵敏度为 100(m·deg)/cm，实验值为 3 次

扫描平均值。

2 结果与分析

2.1 大豆分离蛋白的溶解度
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图 3 高压微射流处理对大豆分离蛋白的表面疏水性影响

Fig.3   Effect of HPM treatment on H0 of SPI
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溶解性是蛋白质水化作用的重要体现。溶解性数据

对天然来源蛋白质的提取、纯化和分离条件的确定至关

重要，为蛋白质的可应用性提供一个良好的指标[1]。从

图 1 可以看出，高压微射流处理可以改善蛋白质的溶解

特性，这种改善依赖于所施加的压力及 pH 值。在各 pH
值条件下样品的溶解度均随着压力的增加而增加。在酸

性条件下改善程度并不明显，但在碱性条件下，0 ～

80MPa 范围内溶解度增加幅度较大，80～160MPa 范围

内的改善程度则与酸性条件下类似，变化很小。胡宝

松等[3]运用超高压射流在 0～140MPa 内研究 SPI 的功能性

质时，发现 pH8 的条件下，SPI 的溶解度在 0～80MPa
条件下变化较大，而在 80～140MPa 条件下溶解度变化

很小，这与该实验结果是一致的。尹寿伟等[2]采用高压

微射流研究芸豆分离蛋白也得出了类似的结论。这可能

是因为 0～80MPa 条件下，高压微射流的高速剪切处理

使 SPI 的不溶性聚集体解聚，使之成为更小的蛋白胶团

颗粒，从而增大了 SPI 与水的接触面积；另一方面，SPI
的立体结构变得松散，蛋白质分子有一定程度的解离和

伸展，从而暴露出更多的极性基团，因此溶解度也得

到改善。而在 80～160MPa 条件下，由于大量活性基团

的暴露，使得蛋白质分子间又相互形成新的化学键，导

致溶解度变化不大。

2.2 大豆分离蛋白乳化特性

蛋白质的乳化特性与其溶解度、表面疏水性和表面

电荷分布相关。在蛋白质溶解度较低的情况下，溶解

度是决定蛋白质乳化特性的主要因素；而在蛋白质溶解

度较高的情况下，表面疏水性是决定蛋白质乳化性的主

要因素 [ 1 0 ]。

蛋白质的乳化特性可通过乳化活性指数(EAI)和乳化

稳定性指数(ESI)来表征[2]。样品的 EAI 和 ESI 与 pH 值的

关系如图 2 A、B 所示。从图 2 A 可以看出，同一 p H
值条件下，EAI 随着压力的增高而显著增大，这主要归

因于高压微射流使蛋白质分子结构松散，暴露出更多的

亲水性基团，使得亲水性提高；与此同时分子内部的疏

水基团也暴露出来，亲油性也增强，两者达到较好的

平衡 [ 1 1 ]。

ESI 则在酸性条件下变化不明显，在 pH7.0 和 pH9.0
下经高压微射流 40MPa 和 80MPa 处理后有显著的增加，

随后随着压力的升高有下降的趋势 ( 图 2 B ) 。W a n g
Xiansheng 等[12]研究高压对 SPI 的功能性质的影响时则发

现，样品经 200～600MPa 超高压处理后，其 ESI 呈现

出下降趋势，与本实验数据相吻合。这可能是由于在

中性或碱性条件下，超过某一临界压力后，由于蛋白

质分子的聚集导致柔曲性降低。而柔曲性是影响乳化稳

定性的一个重要因素[13]。

此外，EAI 对 pH 值具有依赖性。由图 2A 可以看

出，在 pH5.0 处(等电点附近)，EAI 最低(16.9～26.7m2/g)，
而在偏离等电区域 EAI 则迅速增加，在 pH9.0 处，其

EAI 可达 46.7～66.4m2/g，这表明蛋白质的乳化性与蛋白

质的溶解度呈正相关。

2.3 大豆分离蛋白表面疏水性和 DSC 变性参数

图 1 高压微射流处理后大豆分离蛋白的溶解度 -pH 值变化曲线

Fig.1   Protein solubility-pH curves of HPM-treated SPIs
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Fig.2   Effect of HPM treatment on EAI and ESI of SPI
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响。在较低压力处理(0～80MPa)和较高压力处理(80～
160MPa)后，蛋白的表面疏水性与处理压力均呈线性相

关性。在高于 80MPa 处理的样品，表面疏水性变化显

著，呈急速上升的趋势。这可能是因为在 0～80MPa 范

围内，蛋白分子逐渐展开，导致内部疏水基团部分外

露，H 0 开始缓慢增加；而随着压力的增加，在 8 0 ～

160MPa 范围内，蛋白分子展开得更加完全，导致 H0 急

速上升。Molina 等[14]采用超高压手段研究 7S 球蛋白、

11S 球蛋白和 SPI 时，发现 0.1～200MPa 范围内，这 3
种蛋白的 H0 均呈现出上升趋势；Wang Xiansheng 等[12]

采用超高压处理 SPI 时，得出了同样的结果。这与本实

验结论是一致的。

由图 4 可知，在 75℃和 90℃处有两个峰，分别对

应着 7S 和 11S 球蛋白的变性温度。SPI 中的 11S 球蛋白

在不同的压力水平(0～160MPa)高压微射流处理后具有相

似的变性温度(td)，表明 SPI 结构比较紧凑[15-17]。变性焓

变(ΔH)主要用来反映蛋白的变性程度[18]，随着压力的增

加(0～160MPa)，SPI 的变性焓变显著下降(表 1)，这表

明不同压力促使蛋白分子发生不同程度的展开进而发生

部分变性。Puppo[19]、Wang Xiansheng[12]等均发现 SPI
经 200～600MPa 处理后，ΔH 会显著下降，甚至下降

为 0。这进一步说明，压力可以使蛋白分子展开甚至完

全展开，从而导致蛋白部分变性或者完全变性。

2.4 大豆分离蛋白圆二色谱(CD)光谱分析

压力 t0/℃ td/℃ ΔH/(J/g) t1/2/℃
原蛋白 82.59 ± 0.67a 89.81 ± 0.64a 5.75 ± 0.60bc 8.29 ± 0.04ab

0MPa 82.94 ± 0.29a 90.00 ± 0.08a 6.05 ± 0.20c 7.61 ± 0.19a

40MPa 83.63 ± 0.59ab 89.93 ± 0.45a 5.71 ± 0.32bc 8.36 ± 0.14ab

80MPa 83.43 ± 0.11ab 90.42 ± 0.45a 5.63 ± 0.01bc 8.44 ± 0.45b

120MPa 82.49 ± 0.53a 90.40 ± 0.14a 5.08 ± 0.05ab 8.50 ± 0.18b

160MPa 84.44 ± 0.49b 90.61 ± 0.18a 4.82 ± 0.07a 8.39 ± 0.50b

表 1 高压微射流处理的大豆分离蛋白和对照蛋白的 DSC 参数

Table 1   Thermal transition properties of native and HPM-treated SPIs

注：t0 为 11S 球蛋白的起始变性温度；td 为 11S 球蛋白的最大变性温度；

ΔH 为 11S 球蛋白的变性焓变；t1/2 为吸热峰半峰宽；同一列小写字母不

同，差异显著(P ＜ 0.05)。

图 4 典型的 SPI 热变性 DSC 图谱

Fig.4   Typical DSC thermogram of SPI
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对照和高压微射流处理样品的远近紫外区域圆二色

光谱如图 5A、B 所示。图 5A 表明，样品在 210～220nm
处有一较宽的负峰，在 196nm 处存在一个明显的正峰，

这表明大豆分离蛋白的二级结构以β- 类结构为主[20]。

近紫外区域圆二色光谱进一步揭示了大豆分离蛋白

三、四级构象。在近紫外区域(250～320nm)，CD 信号

主要源于芳香族氨基酸，每种芳香族氨基酸有其特征的

图谱，色氨酸(Trp)的吸收峰主要在 290nm，在 290～
305nm 具有精细结构；而酪氨酸(Tyr)的吸收峰在 275～
282nm 之间；苯丙氨酸(Phe)残基具有弱蛋白尖锐的峰，

其精细结构在 255～270nm 范围[21]。蛋白近紫外区域 CD
光谱光谱图形状主要取决于蛋白中所含的芳香族氨基酸

总类、流动性以及其微环境(氢键，极性基团和极化度)[21]。

由图 5B 可知，大豆分离蛋白的近紫外 -CD 光谱呈现出

一个主要的正峰在 275nm 处，为酪氨酸的特征峰。在

所施加的压力(0～160MPa)范围内，高压微射流处理后

样品远近紫外区域圆二色光谱相似，表明高压微射流处

理对大豆分离蛋白的二、三、四级构象影响甚微。尹

寿伟等 [ 2 ]运用高压微射流处理芸豆分离蛋白同样发

现，高压微射流处理对芸豆分离蛋白的二级构象无

显著影响。

3 结  论

3.1 高压微射流处理均能不同程度改善各 pH值条件下SPI
的溶解度，而且碱性条件下的提高程度高于酸性条件下。

图 5 大豆分离蛋白远紫外(A)和近紫外(B)圆二色光谱图

Fig.5   Far- and near-UV CD spectra of SPI
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3.2 高压微射流处理显著改善了 SPI 的 EAI，而 ESI 则
呈现出先上升后下降的趋势。SPI 的 EAI 与其溶解度呈现

正相关性。在 pH5.0(等电点附近)，乳化活性指数最低，

而偏离等电区域乳化活性指数迅速增加，在碱性条件

下，大豆分离蛋白乳化活性指数高达 66.4m2/g。
3.3 表面疏水性和 DSC 图谱表明，0～160MPa 高压微

射流处理可以使蛋白分子展开，使蛋白发生部分变性；

圆二色光谱结果表明高压微射流处理对于维系蛋白二

级、三级结构的次级相互作用力没有明显影响。
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