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pH值偏移处理豌豆分离蛋白的胶凝性质
蒋 将1，李开放1，刘元法1,*，熊幼翎2

(1.江南大学食品学院，江苏 无锡 214122；2.肯塔基大学动物与食品科学系，列克星顿 40546，美国)

摘  要：豌豆分离蛋白(PPI)经pH值偏移处理后，高级结构的变化会导致其功能性质的变化。本研究针对pH值偏移

处理前后豌豆分离蛋白胶凝特性的变化，研究对比不同处理豌豆分离蛋白的最小胶凝质量浓度(MGC)、氨基酸组

成、凝胶特性以及参与成胶的蛋白亚基。结果表明：pH值偏移处理改性后的PPI具有更低的MGC(从16g/100mL降低

到14g/100mL)。与碱改性PPI对照组相比较，添加0.1mol/L NaCl或者10mmol/L CaCl2的存在可以使凝胶强度明显提

高，分别高达4倍和9倍，转谷氨酰胺酶(TG)和10mmol/L CaCl2的加入使凝胶强度提高11倍。为进一步揭示蛋白分子

间相互作用的强弱，对添加不同种类和浓度盐离子的溶胶体系进行频率(0.1～10Hz)扫描，发现碱性pH值偏移处理

PPI对溶胶体系G’和G”的提升与所形成的凝胶体系的强度有很好的对应关系。总之，碱性pH值处理的蛋白由于分子

内的作用力增强，因此加热过程中形成更稳定的凝胶网络结构。
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Abstract：The tertiary structure of pea protein can be modified by pH-shifting treatments to bring about enhanced func-

tional properties. To exploit the application potential of pea protein isolate (PPI) as a novel protein ingredient, this research 

focused on the gelation properties of PPI under different processing treatments. The minimum gelling concentration (MGC) 

was reduced from 16 g/100 mL for native PPI to 14 g/100 mL after either acid (pH 1.5) or alkaline (pH 12) treatment. These 

three types of PPI were subjected to 0.1 mol/L and 0.6 mol/L NaCl or 5, 10 mmol/L and 20 mmol/L CaCl2, and the samples 

with 0, 0.1 mol/L NaCl and 10 mmol/L CaCl2 were also treated with 0.1% microbial transgluaminase (TGase) to elucidate 

the effect of salts and TGase on gel strength. It was found that the pH 12 treatment markedly improved the PPI gel strength 

(up to 9 fold), and the presence of TGase further enhanced the gelling potential of PPI (by 11 fold) (P ＜ 0.05). Dynamic  

rheology tests showed greater shear storage (G’) and loss (G”) moduli for pH 12 treated PPI than for untreated SSP at all  

oscillatory frequencies tested (0.1—10 Hz), indicating stronger intermolecular interactions in the protein matrix of the  

thermal gels comprised of alkaline pH-treated PPI.
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豌豆(Pisum sativum  Linn.)又称麦豌豆、寒豆、

麦豆、雪豆、毕豆、麻累、国豆、蚕豆等，其种子

富含淀粉(52%～55%)、蛋白质(23%～25%)、纤维素

(8%～10%)、维生素及微量元素，是人类食用历史最为

悠久的作物之一[1]。我国对于豌豆的深加工并不多，目

前主要加工产品为豌豆淀粉，而蛋白作为副产品往往仅

用作饲料，附加值不高[2]。究其原因，一方面是豌豆深

加工规模相对不大，还没有形成规模优势，另一方面，

豌豆蛋白的功能性质较普遍应用的大豆蛋白有不少不足之

处[3]。豌豆蛋白的亚基组成较大豆蛋白类似，二维电泳

结果及质谱信息表明豌豆中主要组成蛋白亚基为豆球蛋白 

(legumin)、豌豆球蛋白(vicilin)、豌豆伴球蛋白(convi-

cilin)。其中豆球蛋白的酸性亚基和碱性亚基由二硫键连

接[4]。由于豌豆蛋白含硫氨基酸较大豆的少，故其胶凝性
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较差，最小成胶质量浓度达16g/100mL[5]。为了提高其凝

胶强度，Sun Xiangdong等[6]采用0.3mol/L NaCl提取豌豆

蛋白，得到的蛋白具有较好的胶凝性，然而较高的盐含量

给工业生产带来了较大的负担。Taherian等[7]采用膜处理的

方法去除高达68%的植酸，从而提高蛋白的凝胶特性。

随着人们对健康饮食的日益重视，以替代脂肪或肉

类为目标的植物或微生物蛋白配料的研究开发不断受到

重视。这类蛋白配料的主要目的在于改善最终产品的物

理特性、营养、风味、烹饪效果以及降低生产成本。虽

然豌豆分离蛋白(PPI)一直被认为是一种可媲美大豆分

离蛋白(SPI)的植物蛋白配料，但关于豌豆蛋白或豌豆

粉胶凝性的研究还不多[8-9]。而且，Su Yankun[8]以及Sun 

Xiangdong[10]等的研究已经发现PPI的凝胶强度普遍弱于

SPI，这固然一定程度上可从一级结构上归因于其含硫

氨基酸较少，对胶凝性不利[11]，Sun Xiangdong等[10]但通

过改变其高级结构，提升其胶凝性也成为研究者的兴趣

点；Ribotta等[12]采用酶水解而后交联的方法改善豌豆蛋

白的凝胶性。本实验室前期研究发现经pH值偏移处理

后，PPI乳化活性和乳化稳定性均有了显著的改善[13]，也

引发我们对其胶凝特性研究的兴趣。

Jiang Jiang等[14]的研究发现pH值偏移处理因改变大豆

分离蛋白的高级结构，使其呈现熔球态特征，蛋白分子

间相互作用等增强提升了其成膜性能。同时，pH值偏移

处理的SPI或其乳液与肌原纤维蛋白形成混合凝胶时，其

强度均高于对应的天然SPI或其乳液与肌原纤维蛋白的混

合凝胶的强度[15]。因此，pH值偏移处理在提升蛋白胶凝

性方面具有重要的潜在价值。另一方面，转谷氨酰胺酶

作为食品工业广泛应用的蛋白交联促进剂，它对于含硫

氨基酸不丰富的PPI的胶凝形成作用也需要予以关注[16]。

基于这两点考虑，本实验主要研究经pH值改性处理的PPI

的胶凝特性，以期为拓展其应用领域提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

豌豆产自新疆维吾尔自治区伊犁哈萨克自治州，

2012年秋季收获。

盐酸、氢氧化钠 中国医药上海化学试剂公司；丙

烯酰胺、N,N’-甲叉双丙烯酰胺(Bis)、β-巯基乙醇 美国

Sigma公司；SDS-PAGE标准蛋白 美国Bio-Rad公司；

TGase(TG-N，100U/g) 泰兴市一鸣生物制品有限

公司。

1.2 仪器与设备

J-26 XPI高速冷冻离心机 美国Beckman公司；

ACPHA1-4冷冻干燥机 美国Labconco公司；FE20K pH

计 梅特勒-托利多(上海)仪器公司；电泳仪、凝胶成像

仪 美国Bio-Rad公司；AR-G2旋转流变仪、TA.XT2i质

构仪 美国TA Instruments公司。

1.3 方法

1.3.1 豌豆分离蛋白的制备及pH值偏移处理

采用Ramirez-Suarez等[17]的方法提取豌豆分离蛋白。

采用蒋将等 [15]的方法对所得豌豆蛋白进行pH值改性处

理，具体步骤如图1所示。

60 - (10mL/1mL)

(1g/10mL)

2mol/L NaOH pH8.0 13500 g 30min

2 mol/L HCl pH4.5 3300 g 20min

3300 g 20min

2mol/L NaOH pH7.0

PPI 4

2g/100mL PPI

pH

0.025mol/L

2mol/L HCl pH1.5 2mol/L NaOH pH12

PPI 4

图 1 豌豆分离蛋白制备及其pH值偏移处理改性

Fig.1 Preparation of pea protein isolate and its modification by pH-shifting

1.3.2 氨基酸组成分析  

称取一定量的蛋白于水解管中，加入6mol/L的HCl 8mL，

充氮封口后于烘箱中水解24h，取出冷却转移至25mL容量瓶定

容，过滤，离心，采用氨基酸分析仪测定氨基酸含量。

1.3.3 不同PPI最小胶凝质量浓度(MGC)测定

最小胶凝浓度测定参考了O’Kane等[5]的方法。将按

上述方法制备的PPI及pH值偏移处理改性的PPI配制成质

量浓度6～20g/100mL(体积6mL)的蛋白溶液，所有样品

置于10mL平底试管中，以Parafilm封口膜密封后于95℃

水浴中保温10min，然后将样品冷却至室温，放置1h后存

放于4℃条件下过夜。第2天将试管倒立，无液体流动的

试管对应的最低质量浓度确定为最小胶凝质量浓度。同

时，以玻璃棒搅拌不同体系，记录其感官特性。

1.3.4 不同种类和浓度盐离子及其与TG对胶凝的复合

作用

将3种豌豆分离蛋白配制成16g/100mL的溶液，分别
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调节3种蛋白溶液，使其含0.1、0.6mol/L NaCl或5、10、

20mmol/L CaCl2或0.1% TGase或同时含0.1mol/L NaCl＋

0.1% TGase、10mmol/L CaCl2＋0.1% TGase。将各组蛋白

溶液充分混匀，参考Sun Xiangdong等[11]的方法于40℃条

件下保温30min，然后按前述方法加热形成凝胶。

对于溶胶体系流变性性质研究，主要针对含有0.1、

0.6mol/L NaCl或5、10、20mmol/L CaCl2的3种PPI蛋白溶

液进行的，且流变性质分析在溶液配制后2h内完成。

1.3.5 流变学分析

凝胶体系的质构测定参考张涛等[18]的方法并做一定调

整。将装有豌豆蛋白凝胶样品的l00mL小烧杯放在质构仪

的载物平台上，然后将d=5mm的平端柱型探头装在其上，

正对着烧杯的中间位置；由电脑控制探头下压到一定深度

(15mm)来测定其凝胶强度及其他参数。测定参数：探头穿

刺前速率：5mm/s；探头穿刺测试速率：1.0mm/s；最大位

移：20mm；返回速率：5mm/s。凝胶强度定义为凝胶破裂

时所需的最大力。质构分析至少重复5次。

对于上述溶胶体系，其流变学分析主要参考Sun 

Xiangdong等[11]的方法。具体地，针对豌豆蛋白溶胶的

振荡剪切分析参数设置为：平板半径40mm，平板间距

1.00mm，自动应力模式下对样品进行频率扫描：初始应

力0.8Pa，目标应变2%。扫描频率范围0.1～10Hz，下底

板的温度25.0℃，仪器校零后，添加适量样品，开始扫描

并采集G’和G”数据。流变性质分析重复3次。

1.3.6 蛋白凝胶电泳分析  

12%分离胶、5%浓缩胶，电泳采用1mm凝胶板，电

泳样品用上样缓冲液配制成蛋白质量浓度为2mg/mL，沸

水加热3min，考马斯亮蓝染色，上样量10μL，开始电泳

时电流为20mA，待样品进入分离胶后改为40mA。

1.4 数据处理

实验得到的数据用Sigma Plot 11.0统计软件中的方差

分析(ANOVA)程序进行分析。用LSD检验判别数据之间

的差异性，显著差异用P＜0.05表示。

2 结果与分析

2.1 酸碱处理对氨基酸组成的影响

含硫氨基酸，如半胱氨酸，通常作为添加剂添加到

面粉中来提高面粉的韧性[19]。Huggins等[20]研究发现Cys

可以通过促进S－S/SH的交换反应，提高蛋白的胶凝性。

由图2可知，豌豆蛋白的含硫氨基酸含量明显低于大豆蛋

白，亲水氨基酸，如：谷氨酰胺、精氨酸含量明显大于

大豆蛋白。因此豌豆蛋白的氨基酸组成决定了其具有较

差的胶凝性[21]。
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图 2 大豆蛋白和豌豆蛋白的氨基酸组成比较

Fig.2 Comparison of amino acid composition in soy protein and pea protein

2.2 改性后豌豆分离蛋白最小凝胶强度的测定及凝胶特性

豌豆分离蛋白溶胶体系的热致胶凝受到多种因素的

影响，比如蛋白质质量浓度、温度、加热速率以及体系

pH值、盐的种类和浓度等[18]。其中蛋白质质量浓度在反

映蛋白质内在结构变化引起功能变化方面具有较大的优

势，因此，本研究首先考察不同豌豆分离蛋白的最小胶

凝质量浓度。

表 1 不同豌豆分离蛋白的最小胶凝质量浓度

Table 1 Minimum gelling concentration of different pea protein isolate

质量浓度/
(g/100mL) 

天然冻干豌豆蛋白 酸改性冻干豌豆蛋白 碱改性冻干豌豆蛋白

凝胶 外观 凝胶 外观 凝胶 外观

6 — 液体 — 液体 — 液体

8 — 液体 — 黏稠 — 黏稠

10 — 黏稠 — 非常黏稠 — 黏稠

12 — 非常黏稠 — 非常黏稠 — 非常黏稠

14 — 非常黏稠 ＋ 凝胶 ＋ 凝胶

16 ＋ 凝胶 ＋ 凝胶 ＋ 凝胶

18 ＋ 凝胶 ＋ 凝胶 ＋ 凝胶

20 ＋ 坚实凝胶 ＋ 坚实凝胶 ＋ 坚实凝胶

注：－.未形成凝胶；＋. 形成凝胶。

由表1可知，未改性的豌豆分离蛋白最小胶凝质量浓

度为16g/100mL，而酸改性和碱改性的豌豆分离蛋白则可

在质量浓度14g/100mL时形成凝胶。在形成凝胶前，天然

豌豆分离蛋白在10g/100mL时才有明显的黏稠感，而改

性豌豆分离蛋白在8g/100mL条件下已经产生明显的黏稠

感。当蛋白质量浓度高达20g/100mL时，体系热处理后均

可以形成坚实的凝胶体系。

2.3 离子强度和TG酶对凝胶强度的影响

热致胶凝时不同豌豆蛋白的MGC的差异，可能归因

于经酸、碱改性的豌豆分离蛋白具有更松散的高级结构

和内部基团的暴露。这导致在热处理时分子之间碰撞后

发生强关联的几率大为增加，从而导致胶凝时所需的蛋

白分子数量的减少[13,15]。

为了增加蛋白溶液的胶凝，往往会采用改变体系中

盐离子浓度或添加转谷氨酰胺酶等方法。由表2可知，不

同处理所得凝胶的胶凝强度有着非常明显的差别。总体
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上，酸改性组的胶凝强度弱于天然豌豆蛋白，而碱改性

豌豆蛋白的胶凝强度较相同处理的天然豌豆蛋白的高。

这与酸、碱改性后豌豆蛋白的溶解度变化规律一致[13]。

表明碱处理后溶解度的增加可能对其胶凝性的提升有帮

助，反之酸处理后溶解度的下降则对胶凝性不利。前期

对酸碱处理后豌豆分离蛋白的还原SDS-PAGE和非还原

SDS-PAGE的研究还发现，pH1.5和pH12.0改性处理后的

PPI都存在因豆球蛋白(legumin)碱性亚基(B)和酸性亚基

(A)以及部分豌豆球蛋白亚基的重新聚集，生成可溶性大

分子[13]。但这种重新聚合的方式可能有一定差异，因此

不仅导致二者溶解度存在差异，更导致了胶凝性方面的显

著差距。Jiang Jiang等[22]前期对大豆分离蛋白极端pH值偏

移处理的研究也发现，pH12偏移处理后的大豆蛋白在室温

下可以自发成膜，而pH1.5处理和未处理的大豆蛋白成膜

温度分别为50℃和70℃。这种不同pH值偏移处理导致蛋白

成膜性的差异与胶凝性的差异呈现很好的一致性[15]。

表 2 不同盐离子种类和浓度及其与转谷氨酰胺酶协作时 

豌豆分离蛋白的胶凝强度

Table 2 Gel strength of pea protein isolate with different ionic type 

and concentration as well as transglutaminase

g

组别 天然豌豆蛋白 酸改性豌豆蛋白 碱改性豌豆蛋白
对照组 30.5±5.6bc 14.2±2.9a 43.7±2.1c

0.1mol/L NaCl 93.2±10.4d 85.2±6.1d 195.5±14.4h

0.6mol/L NaCl 11.0±3.6a 41.4±7.0c 48.9±3.7c

5mmol/L CaCl2 197.5±10.8h 94.6±5.1d 290.4±11.6j

10mmol/L CaCl2 241.5±12.1i 108.4±4.3de 386.2±20.8 k

20mmol/L CaCl2 95.7±17.1d 23.4±2.3b 53.6±15.2c

0.1% TGase 107.4±3.8de 21.2±4.0b 121.8±12.5f

0.1% TGase＋0.1mol/L NaCl 214.6±13.2h 137.9±15.2f 367.5±26.1k

0.1% TGase＋10mmol/L CaCl2 412.4±12.3 kl 156.2±9.7fg 528.7±22.6m

注：字母不同表示差异显著(P＜0.05)。

不同种类和浓度的离子对胶凝性的影响有着很大的

差别。由表2可知，二价阳离子在增加蛋白胶凝性方面具

有非常突出的优势，相比其他添加盐离子或0.1% TGase的

豌豆蛋白溶液，10mmol/L CaCl2对体系胶凝强度的提升最

为明显。不管是Na+和Ca2+，其浓度过高时均会导致体系局

部过度胶凝，反而使得其质构皱缩，胶凝强度下降。

利用TGase处理是增加蛋白胶凝性的最常用的方法

之一。由表2可知，通过TGase和不同浓度的盐离子复

合制备蛋白凝胶，可以明显提高蛋白凝胶的强度和持水

性[23-24]。特别是天然豌豆蛋白经0.1% TGase＋10mmol/L  

CaCl 2复合处理、碱处理豌豆蛋白经0 .1% TGase＋

0.1mol/L NaCl或0.1% TGase＋10mmol/L CaCl2这两

种复合处理后所得到的热致凝胶具有令人满意的强

度。在转谷氨酰胺酶(TGase)协同作用下形成的凝胶，

与碱改性PPI对照组相比较，添加0.1mol/L NaCl或者

10mmol/L CaCl2的存在可以使凝胶强度明显提高，分

别高达4倍和9倍，TG酶和10mmol/L CaCl2的的加入使

凝胶强度提高11倍。

2.4 溶胶体系的流变学特性

1

10

100

0 2 4 6 8 10

G′
G″

G
′/P

a
G

″/
Pa

频率/Hz

a

1

10

100

0 2 4 6 8 10

G′
G″

G
′/P

a
G

″/
Pa

频率/Hz

b

1

10

0.1

0.01

100

0 2 4 6 8 10

G′
G″

G
′/P

a
G

″/
Pa

频率/Hz

c

1

10

100

0 2 4 6 8 10

G′
G″

G
′/P

a
G

″/
Pa

频率/Hz

d

1

10

100

0 2 4 6 8 10

G′
G″

G
′/P

a
G

″/
Pa

频率/Hz

e

1

10

100

0 2 4 6 8 10

G′
G″

G
′/P

a
G

″/
Pa

频率/Hz

f

a. 对照；b. 0.1mol/L NaCl；c. 0.6mol/L NaCl；d. 5mmol/L  

CaCl2；e.10mmol/L CaCl2；f. 20mmol/L CaCl2。

图 3 不同盐离子种类和浓度对BPPI溶胶体系流变性的影响

Fig.3 Effect of different ion type and strength on rheology property of 

BPPI solution
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在发生热致胶凝前，溶胶体系的流变性质往往对形

成的凝胶有很大的影响。图3以碱处理的PPI为例，测定

了添加不同浓度的NaCl和CaCl2的溶胶体系的流变性，

结果表明16g/100mL的BPPI(碱处理豌豆蛋白)溶胶体系

在室温下显示出更强的弹性(G’＞G”)，添加低浓度NaCl

和CaCl2对此特征没有明显影响，但加入CaCl2的体系，

G’和G”均大幅增加，体系黏稠且有较好的弹性。这主

要归因于高价阳离子在带有负电的蛋白分子间所发挥的

桥梁作用。高浓度NaCl的加入，由于盐析作用导致相

当量蛋白的析出，因而体系的G’和G”量均显著下降，

而且在低频率振荡时体系黏性略强于弹性。对比Sun 

Xiangdong等[10]盐提豌豆蛋白的胶凝性研究，G’随频率

增加而显著增加，同时损耗角(G”/G’)则处于0.2～0.3之

间，碱改性豌豆蛋白在几种盐溶液中形成的体系也应归

为弱凝胶体系。不同溶胶体系的黏弹性与热致凝胶的强

度也有较好的对应关系，说明在pH值偏移处理豌豆蛋白

所制备的溶胶体系中，流变性质可以作为胶凝特性的有

效参考。

2.5 改性处理后离子强度对蛋白亚基的影响

含有不同处理PPI的凝胶经过离心后的上清液中含

有一定的溶出成分，通过电泳可检测这些未参与形成凝

胶的亚基的组成情况。由图4可知，形成凝胶前，未经

处理的PPI显示出豌豆蛋白的主要亚基，pH值偏移处理

的蛋白AB复合体明显减少，同时电泳胶的顶部形成更

多大分子聚集体，这说明pH值偏移处理可以打断连接

AB亚基原有的二硫键，并形成新的二硫键，该结果与

偏移处理后大豆蛋白具有相同现象[25]。成胶后，凝胶的上

清液中AB亚基均消失。对于含有0.1mol/L和0.6mol/L NaCl

的蛋白胶，0.1mol/L NaCl存在条件下更多的亚基参与

蛋白成胶，对应的凝胶强度(表2)也明显高于含有0.6mol/L 

NaCl的凝胶，pH值偏移处理后的蛋白，尤其是碱性pH

值处理的，更多的参与成胶。对于含有不同CaCl2浓度

的蛋白胶，随着CaCl2浓度的增加，凝胶强度呈现先增

加后降低的趋势。pH12偏移处理后的蛋白更多的参与

凝胶网络结构的形成，主要表现在电泳胶顶部聚集体

的消失。

天然蛋白 pH1.5A pH12

MarkerB 0.1mol/L 0.6mol/L 0.1mol/L 0.6mol/L 0.1mol/L 0.6mol/L
天然蛋白 pH1.5 pH12

250kD
150kD
100kD
75kD

50kD

37kD

25kD
15kD

10kD

pH1.5天然蛋白
5mmol/L 10mmol/L 20mmol/L 5mmol/L 10mmol/L 20mmol/L 5mmol/L 10mmol/L 20mmol/L

pH12
C

A

B

A. 成胶前；B. 添加NaCl成胶后；C. 添加CaCl2成胶后；

pH1.5. pH1.5偏移处理样品；pH12. pH12偏移处理样品。

图 4 不同盐离子种类和浓度下形成凝胶前后的蛋白电泳

Fig.4 Electrophoresis pattern of squeezed solution from PPI gel with 

different level of ionic type and strength

3 结 论

豌豆分离蛋白经酸、碱两种极端pH值偏移处理

后，最小胶凝质量浓度都得到了一定程度的降低，反映

出球蛋白结构二次折叠时的肿胀。然而在胶凝强度方

面，二者有着十分显著的差别。碱改性的PPI表现出明

显的优势，在存在低浓度NaCl(0.1mol/L)或适宜浓度的

CaCl2(10mmol/L)的情况下，胶凝强度得到极为明显的提

升，这在溶胶体系中则明显反映为G’和G”的同时显著增

加。此外，溶胶体系经NaCl或CaCl2和TGase复合作用作

用后，胶凝强度较对照体系提升7倍和11倍，大大提升了

其应用价值。
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