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低 ｐＨ值条件下不同大豆蛋白组分聚合性能研究
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摘要：改变蛋白质聚合结构是获得蛋白质不同功能性质的有效手段。研究了低 ｐＨ值（１５～３５）条件下大豆蛋白

各主要成分（可溶性大豆蛋白、７Ｓ、１１Ｓ、酸性亚基、碱性亚基）热致凝胶的聚合类型。通过流变特性、质构特性、聚合

物形态和聚合驱动力的结果可以看出，多数大豆蛋白组分在 ｐＨ值２０时形成柔长细链状的细链凝胶，７Ｓ和酸性亚

基纤维化明显，ｐＨ值 ３５处多为颗粒形、短簇片状的颗粒凝胶；细链凝胶表观粘度降低幅度较颗粒凝胶大，硬度相

对较低；细链凝胶的主要驱动力以非共价键的疏水相互作用为主，颗粒凝胶的主要驱动力以共价键二硫键为主。
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０　引言

长期以来，食品蛋白质的研究主要集中在大于

等电点的 ｐＨ值条件下，但近年研究表明，低 ｐＨ值
条件下部分蛋白质可以自组装形成纳米纤维聚合结

构，并且其凝胶性、乳化性、起泡性等功能性质得到

明显改善
［１］
。ｐＨ值的变化也会赋予蛋白质不同的

聚合结构，例如：乳中的 β乳球蛋白在等电点附近
形成颗粒状聚合物

［２］
，进一步降低 ｐＨ值，形成链状

聚合物
［３］
，当 ｐＨ值低于２５、低离子强度、持续加热

时，则形成纤维状聚合物
［４］
。也有学者对大豆蛋白

进行了相关研究。文献［５－６］研究发现，７Ｓ在 ｐＨ



值为 ２０、８０℃长时间加热时，也可以形成纤维；随
后文献［７］将 ７Ｓ的亚基 α′、α和 β亚基分离出来，
在 ｐＨ值为２０、８５℃条件下加热，可以形成纤维聚
合物；课题组前期研究中也发现，１１Ｓ自身不能形成
纤维聚合物，但 １１Ｓ的酸性亚基在 ｐＨ值 ２０、９５℃
条件下加热 ２０ｈ，可以形成淀粉样纤维聚合物［８］

。

除了低 ｐＨ值对蛋白质聚合形态的影响以外，蛋白
质组成也对功能性质有很大影响。７Ｓ比 １１Ｓ的凝
胶特性弱，由于网状结构的差异，７Ｓ热致凝胶的硬
度比１１Ｓ低，而且易断裂［９］

。综上，大豆蛋白组成

不同、相同蛋白组分不同的情况下，聚合结构都可能

赋予其不同的功能特性。本文通过研究大豆蛋白不

同组分在不同 ｐＨ值条件下形成的热致凝胶，比较
分析不同组分、相同组分不同 ｐＨ值条件下聚合物
的结构特性、微观形态及其主要驱动力的差异，探讨

不同大豆蛋白组分在低 ｐＨ值条件下的自组装聚合
结构与功能特性之间的关系，为改善大豆蛋白功能

性提供一种新思路。

１　材料与方法

１１　材料与仪器
试验采用的大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）原料品种为东农

４２号大豆，经研磨、过筛、脱脂制备脱脂豆粉。其它
化学试剂均为分析纯（ＡＲ）试剂。

试验使用的主要仪器有：ＧＬ ２１Ｍ型离心机，
上海精密仪器研究所；ＤＫ ９８ ⅡＡ型恒温水浴锅，
天津市泰斯特仪器有限公司；ｐＨＳ ３Ｃ型精密 ｐＨ
计，梅特勒 托利多仪器（上海）有限公司；ＡＬ２０４型
分析天平，梅特勒 托利多仪器（上海）有限公司；

ＬＮＫ ８７２型多功能快速消化器，江苏省宜兴市科
教仪器研究所；ＫＤＮ １０２Ｃ型半自动定氮仪，上海
纤检仪器有限公司；ＪＥＭ １２００ＥＸ型透射电子显微
镜，日本日立公司；Ｓ ３４００Ｎ型扫描电子显微镜，日
本日立公司；ＤＴＴ ６Ｃ型电泳仪，北京六一仪器厂；
ＤＹＣＺ ２８Ａ型电泳槽，北京六一仪器厂；ＵＶ
２４０ＩＰＣ型紫外可见分光光度计，日本岛津公司；ＰＥ
Ｐｙｒｉｓ６型差示扫描量热仪，美国 ＰＥ公司；Ｈ １微型
漩涡混合器，上海精科实业有限公司；Ｆ ４５００型荧
光分光光度计，日本日立公司；旋转流变仪，英国马

尔文公司；ＤＳ １型高速组织捣碎机，上海精科实业
有限公司；ＬＧＪ １型冷冻干燥机，上海医用仪器分
析厂；ＴＡ ＸＴ２ＰＬＵＳ型物性测定仪，英国 Ｓｔａｂｌｅ
ＭｉｃｒｏＳｙｓｔｅｍ公司。
１２　实验方法
１２１　原料成分的测定

脱脂豆粉蛋白含量参照 ＡＯＡＣ９９１２０［１０］测定。

１２２　蛋白样品的制备
脱脂豆粉的制备：将大豆磨碎后过 ４０目筛，所

得的豆粉按照文献［１１］脂肪的测定方法脱除脂肪，
最后将脱脂豆粉风干，重新过 ４０目筛，得到蛋白质
量分数为４０８３％的脱脂豆粉。

可溶性大豆蛋白（以下简称全蛋白）的制备：将

脱脂豆粉与水按照液料比 １０ｍＬ／ｇ混合，分别将其
调制不同的 ｐＨ值，室温（２０℃）下搅拌 １ｈ，４℃下离
心（１００００ｇ，２０ｍｉｎ）处理，取上清液，即为相应 ｐＨ
值下水可溶性全蛋白溶液。

７Ｓ和１１Ｓ的分离制备：将得到的水可溶性全蛋
白溶液调 ｐＨ值到 ６４，４℃条件下冷沉 １２ｈ，４℃下
冷冻离心（１００００ｇ，２０ｍｉｎ），得到的沉淀即为 １１Ｓ
的粗提物。将 １１Ｓ沉淀复溶，分别将其调制不同的
ｐＨ值，室温下搅拌 １ｈ，４℃ 下离心 （１００００ｇ，
２０ｍｉｎ）处理，取上清液待用。收集可溶性蛋白的上
清液，调 ｐＨ值到 ４８，８℃下离心（６５００ｇ，２０ｍｉｎ）
处理，得到的沉淀即为７Ｓ粗提物。将７Ｓ沉淀复溶，
分别将其调制不同的 ｐＨ值，室温下搅拌 １ｈ，４℃下
离心（１００００ｇ，２０ｍｉｎ）处理，取上清液待用［１２］

。

酸性亚基和碱性亚基的分离制备：酸性亚基和

碱性亚基的分离
［１３］
由大豆球蛋白（１１Ｓ）开始。用

３０ｍｏｌ／Ｌ的 ｐＨ值 ８０的 Ｔｒｉｓ缓冲液将大豆球蛋白
（１１Ｓ）稀释到 ０００５ｇ／ｍＬ，然后加入 β巯基乙醇使
其浓度为１５ｍｏｌ／Ｌ，９０℃加热处理３０ｍｉｎ，冷却到室
温后，４℃下离心（１００００ｇ，２０ｍｉｎ）处理，所得的沉
淀即为碱性亚基。将沉淀复溶，分别将其调制不同

的 ｐＨ值，室温下搅拌 １ｈ，４℃下离心（１００００ｇ，
２０ｍｉｎ）处理，取上清液待用。收集除掉碱性亚基的
上清液用 ２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调 ｐＨ值到 ４８，４℃离心
（６５００ｇ，２０ｍｉｎ）处理，沉淀物即为酸性亚基。将沉
淀复溶，分别将其调制不同的 ｐＨ值，室温下搅拌
１ｈ，４℃下离心（１００００ｇ，２０ｍｉｎ）处理，取上清液待
用。

１２３　凝胶的制备
利用凯氏定氮法测定溶液的蛋白质含量，将溶

液的蛋白质质量分数调至 ３０％，再用 １ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
和０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ将溶液调至相应的 ｐＨ值，全蛋白
９０℃，７Ｓ８０℃，１１Ｓ、酸性亚基、碱性亚基 ９５℃，分别
水浴１０ｈ，取出立即冷却，４℃冰箱保存１２ｈ。
１２４　表面疏水性

采用 ＡＮＳ荧光探针法［１４］
进行测定。分别将不

同蛋白样品用磷酸盐缓冲液（００１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值
７０）依次稀释至 ０１、００５、００２５、００１２５ｍｇ／ｍＬ
后，取不同质量浓度样品的溶液 ６ｍＬ，分别加入
２５μＬ８ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡＮＳ溶液（用００１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值
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７０的磷酸盐缓冲液配制），经振荡后静置 １５ｍｉｎ，
再测定样品的荧光强度。实验中激发波长 λｅｘ＝
３９０ｎｍ，发射波长 λｅｍ ＝４７０ｎｍ，夹缝为 ５ｎｍ。以荧
光强度对蛋白质质量浓度制图，初始段斜率即为蛋

白质分子的表面疏水性指数。

１２５　游离巯基
蛋白溶液中游离巯基的测定方法参照文

献［１５］的方法，并加以改进。取 ０２５ｍＬ大豆蛋白
聚合物溶液（２０ｍｇ／ｍＬ）加入到５ｍＬＴｒｉｓ Ｇｌｙ缓冲
溶液 （００８６ｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ，００９ｍｏｌ／Ｌ 甘 氨 酸，
０００４ｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸，ｐＨ值８０和８ｍｏｌ／Ｌ尿
素）中，然后再向其中加入体积为 ２０μＬ的 ２，２
ｄｉｎｉｔｒｏ５，５ｄｉｔｈｉｏｄｉｂｅｎｚｏａｔｅ（ＤＴＮＢ）试剂，振荡混
匀，在室温下静置 １５ｍｉｎ，利用紫外分光光度计在
４１２ｎｍ波长下测定吸光度，以不加蛋白样的溶液做
空白调零。游离巯基质量摩尔浓度计算公式为

ＳＨ＝７３５３Ａ４１２Ｄ／Ｃ
式中　ＳＨ———游离巯基质量摩尔浓度，μｍｏｌ／ｇ

Ａ４１２———４１２ｎｍ下的吸光度
Ｃ———固形物质量浓度，ｍｇ／ｍＬ
Ｄ———稀释系数

１２６　透射电镜
参照文献［１６］的方法，使用透射电子显微镜

（ＴＥＭ）测定样品的微观结构。将蛋白样用去离子
水稀释成蛋白质量分数为 ０２％的待测样品，取一
滴稀释液滴于透射电镜专用铜网上吸附 １５ｍｉｎ，多
余的部分用滤纸移除，室温下干燥 １０ｍｉｎ，８０ｋＶ电
压下用透射电镜进行分析。

１２７　扫描电镜
参照文献［１７］的方法，实验操作步骤如下：

①固定：取凝胶约１ｃｍ３左右，加入ｐＨ值６８、２５％
的戊二醛进行固定，然后置于 ４℃冰箱中保存。
②切片：用液氮将样品冷冻，小心用刀片切断横截面。
③冲洗：用 ｐＨ值 ６８磷酸缓冲液反复冲洗 ３次，每
次１０ｍｉｎ。④脱水：分别用体积分数为 ３０％、５０％、
７０％、９０％、１００％的乙醇脱水，每次 １０～１５ｍｉｎ，乙
醇体积分数为 １００％时脱水 ３次。其他体积分数时
各一次。１００％的乙醇中要加入吸水剂。⑤置换：
１００％乙醇１０ｍｉｎ，１００％乙醇与叔丁醇体积比１∶１一
次，纯叔丁醇一次，各 １０ｍｉｎ。⑥冷冻干燥。⑦镀
金：选择要观察的面进行固定，离子渐射镀金。⑧上
镜观察，取相。

１２８　质构测定
本实验采用 ＴＡ ＸＴ２型物性测定仪测定凝胶

的质构，它通过模拟人的触觉感应，分析检测触觉中

的物理特性。参照文献［１８］的方法，采用直径为

３５ｍｍ的Ｐ３５型探头以恒定的速率施加于样品上，
记录穿透厚度达到一定值时所用的力。实验参数：

测前速度１０ｍｍ／ｓ；测试速度 １７ｍｍ／ｓ；测后速度
２０ｍｍ／ｓ，感应力设为５０Ｎ，测试距离为１０ｍｍ。
１２９　流变学测定

表观粘度测定：参照文献［１９］的方法，略有修
改。采用马尔文流变仪稳态测试系统测试表观粘

度，选择夹具直径为 ６０ｍｍ的平行板，平行板之间
的夹距为５００ｎｍ，取 ３０％样品分散液缓慢倾注充
满夹具，溢出的部分用专用的塑料刮勺刮去，盖好保

温套，剪切速率范围００１～１００ｓ－１。
粘弹性测定

［２０］
：选择夹具直径为 ６０ｍｍ、夹角为

０５°的锥形板，通过应力扫描，确定应力为００５０６１Ｐａ。
１３　数据处理分析

实验数据采用 Ｏｒｉｇｉｎ２０１７进行制图和 ＩＢＭ
ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｖ２００软件对实验数据进行 ＡＮＯＶＡ
方差分析，检验差异显著性（Ｐ＜００５）。数据均以
平均值 ±标准差表示（ｎ＝３）。

２　结果与分析

２１　ｐＨ值对流变学特性的影响
不同 ｐＨ值（１５、２０、２５、３０）条件下大豆全

蛋白热聚合后流变学特性存在很大差异，从图 １（图
中 Ｇ′为贮能模量，Ｇ″为损耗模量）的结果可以看出，
同一 ｐＨ值条件下，随着剪切速率的增加，全蛋白的
表观粘度降低，并且 ｐＨ值越低，其表观粘度降低幅
度越大，尤其是在剪切初期。ｐＨ值３０样品的表观
粘度大一些，抗剪切能力强一些，随 ｐＨ值的降低
依次递减，ｐＨ值 １５时最低。同样，随着频率的
增加，粘弹性逐渐升高，ｐＨ值 ３０样品的弹性模
量和粘性模量表现最好，其次是 ｐＨ值 ２０、ｐＨ值
２５，ｐＨ值 １５时最差（图 １）。ｐＨ值改变带来的
流变学性质变化可能与大豆蛋白聚合物结构差异

有关
［２１－２２］

。

２２　不同大豆蛋白组分的凝胶质构特性
不同 ｐＨ值会带来大豆全蛋白流变学性能的差

异，当把全蛋白分离为７Ｓ、１１Ｓ，１１Ｓ又分离为酸性亚
基和碱性亚基，这些不同大豆蛋白组分在相同蛋白

不同 ｐＨ值条件下凝胶特性也同样存在很大差异。
从表１可以看到，全蛋白在 ｐＨ值 ３５处形成的凝
胶硬度是 ｐＨ值２０处形成的１１９倍；７Ｓ凝胶的这
种差异更加明显，是其 １９１倍；１１Ｓ形成的两种凝
胶的倍数关系是 ３１６；酸性亚基是 １８２７倍；碱性
亚基２种 ｐＨ值下形成的热致凝胶硬度差异小，是
其 ０７４２倍，差异性不明显。上述结果可以发现，
对于 ｐＨ值３５的蛋白凝胶来说，其硬度、黏性及咀
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图 １　不同 ｐＨ值样品表观粘度及粘弹性的变化曲线

Ｆｉｇ．１　Ａｐｐａｒｅｎｔｖｉｓｃｏｓｉｔｙｃｈａｎｇｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ
　

嚼性都高于 ｐＨ值２０各种大豆蛋白组分形成的凝
胶（表１）。
２３　不同大豆蛋白组分的聚合形态

大豆全蛋白、７Ｓ、１１Ｓ、酸性亚基和碱性亚基在不
同 ｐＨ值条件下凝胶性能的差异可能与形成的聚合
物形态存在很大关系。从透射电镜的结果可以看

出，ｐＨ值２０和 ｐＨ值３５两种条件下，蛋白聚合物
形态有很大不同，ｐＨ值２０主要以纤维或链状结构
为主；ｐＨ值３５则以颗粒或片状团簇结构为主。其
中碱性亚基在两个 ｐＨ值条件下聚合物状态差别不
大，没有明显的纤维聚合物形成，都是以团簇状聚

集。在扫描电镜中可以看到，对于不同大豆蛋白成

分的凝胶，其在 ｐＨ值３５处凝胶的结构比在 ｐＨ值
２０处凝胶的结构更致密，孔隙度很小且均匀，网状
结构更规则，这与其聚合特性也有关，在 ｐＨ值 ３５
处的聚合为颗粒聚合，ｐＨ值２０处的蛋白为线性或
链状聚合。其中７Ｓ和酸性亚基两种蛋白成分在不
同 ｐＨ值形成的凝胶微观结构的差异性表现最为明
显（图２）。
２４　聚合驱动力

对于全蛋白、７Ｓ和 １１Ｓ的变化规律，在热处理
１ｈ时，表面疏水性达到最大，随后的加热处理过程，
表面疏水性呈下降趋势，而酸性亚基和碱性亚基在

加热过程中，表面疏水性均呈下降趋势。产生这种

差异可能是由于其分子结构的差异。５种蛋白样品
表面疏水性在不同 ｐＨ值条件的变化均从小到大依
次为 ｐＨ值 １５、ｐＨ值 ２０、ｐＨ值 ３０、ｐＨ值 ３５
（图３）。由于未加热前不同 ｐＨ值的表面疏水性接
　　表 １　不同样品的质构特性比较

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｅｘｔｕｒａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ

ｐＨ值 特性 全蛋白 ７Ｓ １１Ｓ 酸性亚基 碱性亚基

硬度／ｇ （８４９９４３±４０９９）ａ （４２０２７３±０３１９）ａ （５６６６４８±１８１１４）ａ （７３３７１６±１９８３９）ａ （９７１４７２±４９２８）ａ

２０
弹性指数 （０９７４±０００４）ａ （０８７８±００８１）ａ （０９３１±０００３）ａ （０９８４±０００５）ａ （１２０９±０２５１）ａ

黏性指数 （２６００９３±１５３５６）ａ （１４００７０±７１４５）ａ （１０４７７１±１４８２）ａ （１５６３３５±１６３５１）ａ （１５０４４２±２３１３）ａ

咀嚼性指数／（ｇ·ｍｍ－１） （２５３３２３±１５９２９）ａ （１２８１１８±０５０１）ａ （９３９８４±４５９７）ａ （１５３１９３±１５８２５）ａ （１１６８２０±１２２８８）ａ

硬度／ｇ （１００８２３３±４３９３７）ｂ （８０３０７１±１１７９３）ｂ （１７８８６５６±５１８７）ｂ （１３４１０９０±４０３９３）ｂ （７２１２３３±４９２８）ｂ

３５
弹性指数 （０８９３±０１０５）ａ （０９１８±００１２）ａ （０９６１±０００２）ｂ （０８８６±０００３）ｂ （０９４０±００２４）ａ

黏性指数 （２９２３０３±３５９９６）ａ （１８９２９７±２７６４）ｂ （３１８７１５±３３３９）ｂ （２３１８８３±５９７９）ｂ （２０５５７３±２７８２８）ａ

咀嚼性指数／（ｇ·ｍｍ－１） （２５７２１１±１４１６）ａ （１７３８９０±４７９０）ｂ （３０７４３３±２８５５）ｂ （１６７６１５±１３６１）ｂ （１９３９３３±３１１３８）ｂ

　　注：不同 ｐＨ值同一参数 ａ、ｂ表示差异显著（Ｐ＜００５）。

近，进而说明 ｐＨ值越低疏水相互作用能力越强。
相对于 ｐＨ值３５处形成的颗粒凝胶，在 ｐＨ值 ２０
处细链凝胶的疏水相互作用是主要作用力，而ｐＨ值
３５处颗粒凝胶的这种非共价作用力弱（图３）。

对于共价键 二硫键的变化而言，在不同大豆蛋

白样品中，热处理带来的游离巯基变化规律是一致

的，都有明显下降趋势且从小到大依次为 ｐＨ值
３５、ｐＨ值３０、ｐＨ值 ２０、ｐＨ值 １５（图 ４）。其中
酸性亚基和碱性亚基由于在分离过程中加入 β巯
基乙醇的作用，断开了二硫键，其游离巯基的含量明

显高于可溶性全蛋白和 ７Ｓ、１１Ｓ（图 ４）。但是其变
化规律仍然一致。在加热的过程中游离巯基相互结
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图 ２　不同 ｐＨ值的各种蛋白加热的透射电镜和扫描电镜图像
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图 ３　不同蛋白样品表面疏水性变化曲线
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图 ４　不同蛋白样品的游离巯基变化曲线
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合形成二硫键，造成游离巯基的数量减少，ｐＨ值越
低的样品其减小程度越小。低 ｐＨ值条件下形成的
细链凝胶其二硫键作用相对颗粒凝胶要弱，即相对

颗粒凝胶共价作用弱，非共价作用较强。

３　结论

（１）低 ｐＨ值会带来不同大豆蛋白组分聚合结
构及凝胶形态的差异，多数大豆蛋白组分在 ｐＨ值
２０时形成柔长细链状的细链凝胶，７Ｓ和酸性亚基

纤维化明显，ｐＨ值 ３５时多为颗粒形、短簇片状的
颗粒凝胶。

（２）ｐＨ值在等电点以下的变化会带来大豆蛋
白组分热聚合结构的改变，进而产生功能性质的变

化，细链凝胶表观粘度降低幅度较颗粒凝胶大，硬度

相对较低。

（３）细链凝胶的形成中主要作用力是疏水相互
作用，二硫键的作用很弱。相反，在颗粒凝胶的形成

中，二硫键的作用较细链凝胶强，非共价键作用弱。
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