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空化微射流对米糠蛋白热聚集体结构及特性的影响
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摘要：以米糠蛋白为研究对象，采用加热处理（ｐＨ值 ７２、１００℃、２０ｍｉｎ）制备热可溶性聚集体，分别对热聚集体进

行空化微射流（０、３０、６０、９０、１２０ＭＰａ）处理，以未经处理的可溶性米糠蛋白作为对照，探究空化微射流处理对可溶

性米糠蛋白聚集体结构特性（３Ｄ微观结构、粒径分布、电位、表面疏水性、官能团、二三级结构）和乳化特性（乳化性

和乳化稳定性）的影响。结果表明：与热可溶性聚集体相比，经过空化微射流处理（９０ＭＰａ）后，３Ｄ微观结构高度和

颗粒大小、总游离巯基含量、平均粒径和 β折叠含量降到最低，结构变得疏松；表面疏水性、乳化性指数及乳化稳定

性指数提高了 ７９８０５、９０３２ｍ２／ｇ和 ２８１６８ｍｉｎ。低压（３０～９０ＭＰａ）处理减小了热可溶性聚集体颗粒粒径，将不

溶性聚集体转化为可溶性聚集体，使其乳化特性增大；而高压（１２０ＭＰａ）处理则会使蛋白发生聚集，乳化特性降低。
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０　引言

蛋白质的功能性是指蛋白质在食品体系中表现

出的物理化学性质的总称
［１］
，主要分为４类：水化性

质、界面性质、结构性质及感官性质。米糠蛋白

（ＲＢＰ）的主要功能性质为结构性质和界面性质。界
面特性是蛋白质疏水性基团及亲水性基团的作用结

果，如乳化、起泡、成膜等。热处理是蛋白制品加工

中不可避免的操作单元，如热杀菌、喷雾干燥等。蛋

白质在热杀菌、喷雾干燥等加工过程中，极易受到温

度的影响而发生构象改变（即高级结构发生去折

叠），分子内部疏水残基逐渐暴露并且表面巯基含

量增高，高离子强度下形成疏水键的氨基酸残基在

加热作用下从蛋白分子内部转移到分子表面，这些

促使蛋白质通过化学作用力相互连接而逐渐聚集，

组分的聚集程度决定了蛋白某些生物和功能特性，

如蛋白的溶解性、乳化活性和乳化稳定性等
［２－５］

。

文献［６］研究发现，ＲＢＰ乳化性受其表面的静电作
用及 ＲＢＰ疏水基团的暴露情况的影响；文献［７］发
现 ＲＢＰ的溶解性与吸附脂质的能力成正比，会直接
影响油 水界面的形成，最终对 ＲＢＰ的乳化性质造
成影响。近年来，国内外学者对蛋白热诱导聚集领

域进行了大量的研究，研究热诱导聚集对蛋白功能

性质的影响，进而探寻因热聚集而引起功能衰减的

解决方法
［８］
。

现有研究表明，空化微射流具有强烈剪切力、高

速撞击力、高压瞬时释放和空穴效应等，在很大程度

上能改变蛋白的结构和性质，可以有效破坏分子间

的疏水以及静电相互作用，改变蛋白分子的三、四级

结构，减小粒径尺寸，提高蛋白聚集体的界面吸附稳

定性及疏水作用，进而提高蛋白的乳化特性。目前，

关于各种蛋白结构和功能特性的研究较多，文献［９］
探究了大米谷蛋白热聚集行为对其结构和功能特

性的影响，文献［１０］研究了棉籽球蛋白在热处理
下的聚集行为、聚集体结构及其对凝胶特性的影

响，文献［１１－１２］发现微射流处理可提高米谷蛋
白和豌豆蛋白热聚集体结构和功能特性，但并未

见空化微射流处理对 ＲＢＰ热聚集体结构和特性的
影响研究。

本文采用加热方法诱导 ＲＢＰ形成聚集体，利用
空化微射流技术处理蛋白热聚集体，探究空化微射

流处理对聚集体结构特性（分子量分布、官能团、空

间结构、粒径、电位、疏水性）和乳化特性（乳化性和

乳化稳定性）的影响。分析空化微射流处理压强对

ＲＢＰ热聚集体乳化特性的影响，研究空化微射流调
控蛋白乳化特性的影响机制，为解决 ＲＢＰ在加工过

程中因热聚集造成的蛋白功能特性下降的难题提供

方法和理论基础。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
ＲＢＰ（纯度 ９０％），西安博联特化工有限公司；

二硝基苯肼，天津博迪化工股份有限公司；三氯乙

酸，天津市致远化学试剂有限公司；叠氮化钠，山东

浩中化工有限公司；乙酸乙酯，天津市光复精细化工

研究所；β巯基乙醇，北京鼎国昌盛生物技术有限责
任公司；过硫酸铵，北京鼎国昌盛生物技术有限责任

公司；２硝基苯甲酸（ＤＴＮＢ），天津博迪化工有限公
司；乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ），天津博迪化工有限公
司；邻苯二甲醛（ＯＰＡ），广州奈姆塔贸易有限公司；
８苯胺萘磺１酸盐（ＡＮＳ），上海将来实业股份有限
公司；尿素（Ｕｒｅａ）试剂，武汉博士康生物工程有限
公司；十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ），索莱宝生物科技有限
公司。其他试剂均为分析纯等级。

１２　仪器与设备
Ｍ １１０ＥＨ型空化微射流均质机，美国 ＭＦＩＣ公

司；ＡｓｙｌｕｍＲｅｓｅａｒｃｈＣｙｐｈｅｒ型原子力显微镜，牛津
仪器科技（上海）有限公司；ＬＷ １６００ＦＣ型紫外可
见分光光度计，上海菁华科技仪器有限公司；

ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳＰ型纳米粒度电位仪，马尔文仪器
公司；Ｆ ４５００型荧光分光光度计，日本 ＨＩＴＡＣＨＩ
公司；ＭＡＧＮＡ ＩＲ５６０型傅里叶变换红外光谱仪，
美国尼高力公司；Ｕｌｔｒａ ＴｕｒｒａｘＴ２５型高速分散器，
德国 ＩＫＡ公司；ＡＬＰＨＡ１ ４ＬＳＣ型冷冻干燥机，德
国 Ｃｈｒｉｓｔ公司；ＰＨＳＪ ４Ａ型实验室 ｐＨ计，上海雷磁
公司；ＤＫ ９８ １型电热恒温水浴锅，天津市泰斯特
仪器有限公司；ＸＷ ８０Ａ型旋涡混合器，上海青浦
沪西仪器厂；ＨＨ ６型数显水浴锅，山东爱博科技
贸易有限公司。

１３　ＲＢＰ热聚集体的制备
将米糠蛋白溶于 ００１ｍｏｌ／ＬｐＨ值 ７４（含

ＮａＮ３质量浓度 ０５ｍｇ／ｍＬ）的磷酸盐缓冲溶液配
成 １０ｍｇ／ｍＬ的 ＲＢＰ溶液，将 ＲＢＰ溶液中置于
１００℃恒温箱中２０ｍｉｎ，诱导 ＲＢＰ发生热聚集，迅
速冰浴，冷却备用。将热聚集液体（ＴＲＢＰ）于空化
微射流中在 ０、３０、６０、９０、１２０ＭＰａ压力下处理
５ｍｉｎ，之后转移至低温离心机中 ９０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，留存上清液经过２４ｈ冷冻干燥后，加上可
溶性 ＲＢＰ即可得到 ６种蛋白样品，记为 ＳＲＢＰ、
ＳＴＲＢＰ、ＳＴＲＢＰ ３０ＭＰａ、ＳＴＲＢＰ ６０ＭＰａ、ＳＴＲＢＰ
９０ＭＰａ和 ＳＴＲＢＰ １２０ＭＰａ。

２４３ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０２０年



１４　原子力显微镜（ＡＦＭ）成像
参照文献［１３］的方法，并稍作修改。取 ２μＬ

样品溶液（１０μｇ／ｍＬ）置于刚剥离的云母片上，室温
（２０℃）干燥处理 １０ｍｉｎ后使用 Ａｓｙｌｕｍ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｃｙｐｈｅｒ型原子力显微镜进行观察。操作条件：频率
为 ３２０ｋＨｚ；扫 描 速 度 １０Ｈｚ；硅 尖 的 长 度 为
１２５μｍ，力常数为４２Ｎ／ｍ，针尖顶端曲率半径８ｎｍ，
共振频率为２９０ｋＨｚ，测试采用轻敲模式。以去离子
水样品作为空白样品进行观察，排除可能的底片

污染。

１５　指标测定
（１）粒径分布
将样品配成００５ｇ／ｍＬ的溶液，搅拌均匀后，缓

慢加入测量池中，当遮光度达到 ８％左右时停止加
样，用仪器测量其粒径和电位。

（２）浊度
参照文献［１４］的方法，并稍作修改。将样品溶

于去离子水中配制成所需的浓度，在室温下磁力搅

拌６０ｍｉｎ。分光光度计在６００ｎｍ下测定其吸光度。
以去离子水作空白，测定其吸光度Ａ，浊度计算公式为

Ｔ＝１３０２ＡＶ
Ｉ

（１）

式中　Ａ———稀释乳液在６００ｎｍ处的吸光度
Ｖ———稀释倍数
Ｉ———光程差，取００１ｍ

（３）电位
采用 ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳＰ型粒度仪测定蛋白溶

液的 ζ电位。测定条件如下：比色池的长度为
１ｃｍ，间距为 ０４ｃｍ。测定温度 ２５℃，温度平衡时
间２ｍｉｎ。

（４）表面疏水性
参照文献［１５］中 ＡＮＳ荧光探针法测定样品表

面疏水性的方法，并稍作修改。用 ０１ｍｏｌ／Ｌ的中
性磷酸盐缓冲溶液稀释，１００００ｒ／ｍｉｎ高速离心处理
０５ｈ除去沉淀物，以 Ｌｏｗｅｒｙ法分析测试上清液中
蛋白浓度，通过磷酸盐缓冲液的逐步稀释，调控蛋白

溶液质量浓度为 ００５～０４ｍｇ／ｍＬ，取 ４０μＬ浓度
为８ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡＮＳ溶液滴加至不同浓度的蛋白溶
液４ｍＬ，经振荡混匀后静置 ３ｍｉｎ，在荧光分光光度
计下进行荧光强度测试，测试条件为激发波长λｅｘ＝
３９０ｎｍ，发射波长λｅｍ＝４６８ｎｍ，扫描夹缝设置为
５ｎｍ，扫描速度设置为１０ｎｍ／ｓ。将荧光强度与蛋白
质量浓度作线性图，以初始段的斜率表征样品的表

面疏水性。

（５）游离氨基含量
参照文献［１６］的方法，并稍作修改。４００ｍｇ

ＯＰＡ试剂充分溶解于 １ｍＬ甲醇溶液中，而后依次
向溶液中加入预先配置的质量浓度为 ２００ｇ／Ｌ的
ＳＤＳ溶液 ２５ｍＬ及浓度为 ０１ｍｏｌ／Ｌ的硼酸溶液
２５ｍＬ，继而转移至通风橱内加入 １００μＬ的 β巯基
乙醇，最后将溶液用蒸馏水定容至 ５０ｍＬ，制备成
ＯＰＡ溶液用于后续检测分析，量取 ＯＰＡ试剂 ４ｍＬ
与２００μＬ蛋白样品充分混匀后进行 ３５℃水浴处理
２ｍｉｎ，以蒸馏水空白组为对照在 ３４０ｎｍ处测定吸
光度。

（６）蛋白羰基含量
参照文献［１７］的方法，并稍作修改。将蛋白用

去离子水配制为５ｍｇ／ｍＬ的蛋白溶液，以双缩脲指
示剂法测定蛋白质溶液的质量浓度（ｙ＝０２４１２ｘ＋
００１３５，Ｒ２＝０９９７）。在 ３６７ｎｍ处用 ２，４二硝基
苯肼比色法测吸光度 Ａ３６７，每毫克蛋白质羰基衍生
物的摩尔数通过消光系数 ２２０００Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ）进行
计算，羰基含量计算公式为

Ｅ＝
４５４５ｎＡ３６７

Ｃ
（２）

式中　Ｅ———蛋白羰基质量摩尔浓度，ｎｍｏｌ／ｍｇ
ｎ———稀释因子
Ｃ———蛋白质溶液质量浓度，ｍｇ／ｍＬ

（７）蛋白游离巯基和二硫键含量
参照文献［１８］的方法，并稍作修改。称取

４００ｍｇ的ＤＴＮＢ，加入 Ｔｒｉｓ Ｇｌｙ缓冲液定容至
１００ｍＬ，配成 Ｅｌｌｍａｎ试剂。分别称取 ２ｍｇ样品溶
解于 ２ｍＬ的 Ｔｒｉｓ Ｇｌｙ缓冲液（ｐＨ值 ８０）和
００２ｍＬ的Ｅｌｌｍａｎ试剂。测定时溶液振荡快速混合
后在２５℃下保温反应１５ｍｉｎ，用分光光度计测定其
在４１２ｎｍ处的吸光度，以不加 Ｅｌｌｍａｎ试剂为空白，
测量游离巯基含量。将样品用磷酸盐缓冲液配置成

０５ｍＬ质量浓度为 ５ｍｇ／ｍＬ的蛋白质溶液，置于
１０ｍＬ塑料离心管中，加入 ２５ｍＬ含 ８ｍｏｌ／Ｌ尿素
的 Ｔｒｉｓ Ｇｌｙ（１０４ｇＴｒｉｓ，６９ｇＧｌｙ，每升加 １２ｇ
ＥＤＴＡ，ｐＨ值 ８０），每隔 １５ｍｉｎ加入 ２０μＬＤＴＮＢ
（０００４ｇＤＴＮＢ用 Ｔｒｉｓ Ｇｌｙ溶解定容１ｍＬ，避光），
反应２５ｍｉｎ，立即在４１２ｎｍ处测得吸光度 Ａ４１２，测出
总巯基含量。二硫键含量为总巯基含量和游离巯基

含量差的 １／２。对照组不加蛋白质溶液，其他处理
方法相同。根据标准曲线（ｙ＝００５０２ｘ－００００９，
Ｒ２＝０９９９４）计算出蛋白质质量浓度 ρ。使用摩尔
消光系数１３６００Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ），巯基含量计算公式为

Ｆ＝
７３５３ＤＡ４１２

Ｃ
（３）

Ｌ＝
Ｃ１－Ｃ２
２

（４）
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式中　Ｆ———巯基质量摩尔浓度，μｍｏｌ／ｇ
Ｌ———二硫键质量摩尔浓度，μｍｏｌ／ｇ
Ｄ———稀释系数
Ｃ１———样品 蛋 白 总 巯 基 质 量 摩 尔 浓 度，

μｍｏｌ／ｇ
Ｃ２———样品蛋白游离巯基质量摩尔浓度，

μｍｏｌ／ｇ
（８）红外光谱分析
参照文献［１９］的方法，并稍作修改。将冻干样

品置于干燥器内充分干燥，称取１ｍｇ样品于１００ｍｇ
溴化钾中混匀，在玛瑙研埚中研磨并用压片器压片，

于红外光谱仪中测定吸收光谱。测量条件：波数范

围为 ４０００～４００ｃｍ－１
，分辨率 ４ｃｍ－１

，波数精度

００１ｃｍ－１
，扫描次数６４次，环境温度２５℃。

（９）内源性光谱分析
参照文献［２０］的方法，并稍作修改。称取一定

量样品于５ｍｍｏｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值 ７０）配成质量
浓度０００１ｇ／ｍＬ的溶液，取适量样品置于荧光分光
光度计中测量。测量条件：激发波长为 ２９０ｎｍ，发
射波长范围为３００～４００ｎｍ，狭缝宽均为 ５ｎｍ，电压
为７００ｍＶ。

图 １　原子力显微镜图

Ｆｉｇ．１　Ａｔｏｍｉｃｆｏｒｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｄｉａｇｒａｍｓ

（１０）乳化性和乳化稳定性
参照文献［２１］的方法，并稍作修改，采用比浊

法测定乳化特性。在测试管中分别加入１５ｍＬ质量
浓度０００１ｇ／ｍＬ蛋白质溶液和 ５ｍＬ葵花籽油，乳
液经高速均质机（２４０００ｒ／ｍｉｎ）处理 ２ｍｉｎ后，从测
试管底部取出 ５０μＬ乳液，用质量浓度 ０００１ｇ／ｍＬ
的 ＳＤＳ溶液稀释１００倍后，于５００ｎｍ比色。乳化性
指数和乳化稳定性指数的计算公式为

Ｈ＝
２×２３０３ＤＡ０
１００００Ｃφ（１－θ）

（５）

Ｇ＝
１００Ａ０
Ａ０－Ａ３０

（６）

式中　Ｈ———乳化性指数，ｍ２／ｇ
Ｇ———乳化稳定性指数，ｍｉｎ
Ａ０———０ｍｉｎ时的吸光度
Ａ３０———３０ｍｉｎ时的吸光度

φ———光程，取００１ｍ

θ———油相质量分数，取２５％
１６　数据处理和分析

每个实验均进行３次重复平行实验，利用 ＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ２２软件对数据进行 ＡＮＯＶＡ差异显著性分
析，Ｐ＜００５为显著性差异。采用 Ｏｒｉｇｉｎ９１软件、
ＰｅａｋＦｉｔ４１２软件进行数据分析、图表处理及图谱分
析处理。

２　结果与分析

２１　空化微射流对 ＲＢＰ热聚集体表面结构的影响
原子力显微镜通过检测待测样品表面和一个微

型力敏感元件之间的极微弱原子间相互作用力来研

究物质的表面结构及性质。从深色到浅色的色泽渐

变过程即为蛋白从下到上的高度状态过程，深色表

征蛋白颗粒高度较低，浅色表明颗粒高度较高。由

图１可知，ＲＢＰ呈分散状态，颗粒大小差异较大，表
面凸起平缓，直径多在２０～４０ｎｍ之间，最高高度为
４４５ｎｍ，经过热诱导聚集后直径多在 ２０～１５０ｎｍ，
颗粒状态相互连接，浅色颗粒较多，最高高度为

１５８ｎｍ。热聚集体经过空化微射流处理后，蛋白颗粒
粒径随着压力的增大而呈现先减小后增大趋势，当压

力为９０ＭＰａ时颗粒最小，最高高度为 ５６２ｎｍ，颗粒
状态整体一致且呈现分散态。结果表明，热诱导聚

集不仅增大了蛋白粒径，还使蛋白从分散态成为交

联态，且热聚集体在经过低压处理后（＜９０ＭＰａ），
观察到 ＳＲＢＰ的颗粒高度从 １５８ｎｍ降到 ５６２ｎｍ。
在处理压力范围为 ９０～１２０ＭＰａ时，观察到颗粒高
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度为５６２～９０７ｎｍ。该研究结果直观反映了压力
对热聚集体高度和整体表面结构的影响，表征了蛋

白的３Ｄ结构变化，为蛋白分析提供了宏观影像。
２２　空化微射流对 ＲＢＰ热聚集体粒径的影响

由图 ２粒径分布和表 １中平均粒径可知，与
ＳＲＢＰ相比，热聚集体平均粒径、ＰＤＩ（蛋白质分散指
数）和浊度分别升高了 ３７３４７ｎｍ、００６和 ３４７１１。
ＳＴＲＢＰ的粒径分布图出现 ３个峰，颗粒大小明显增
大且分布极不均匀，ＰＤＩ、电位绝对值和浊度增大；
而随着处理压力的增大，粒径分布峰图微微左移，且

蛋白分子分布集中，平均粒径、ＰＤＩ、电位绝对值和
浊度减小，当处理压力超过 ９０ＭＰａ时，粒径分布图
右移，蛋白平均粒径、ＰＤＩ和浊度增大。受热后蛋白
质构象去折叠，分子内部疏水残基和带电粒子暴露，

蛋白质分子通过非共价相互作用发生聚集，导致颗

粒的粒径、浊度和 ＰＤＩ也随之增大［２－３］
。空化微射

流处理产生的强剪切力可改变蛋白分子的三、四级

结构，暴露分子间疏水性基团，增大蛋白间疏水相互

作用，且压力越大其作用效果越明显
［２２－２４］

，增加蛋

　　

白质表面的负电荷数量，增强颗粒间的静电排斥

力
［２５］
，最终提高蛋白质分散体系的稳定性。但当处

理压力为９０ＭＰａ时，疏水性基团的暴露量趋于临界
值，当处理压力持续增大，疏水性基团含量进一步增

大，在更多的疏水性基团发生暴露时，蛋白质表面

的极性氨基酸尤其是带电氨基酸相对减少
［２５］
，而

疏水相互作用的增大，促进了聚集体再次聚集，进

而促使蛋白颗粒发生聚集，消耗溶液中的负电荷，

从而使得 ζ电位下降［２６］
，并促进平均粒径、浊度和

ＰＤＩ增大。

图 ２　蛋白聚集体粒径分布图

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｏｔｅｉｎａｇｇｒｅｇａｔｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍ
　

表 １　不同处理方式下蛋白颗粒的特性

Ｔａｂ．１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

样品 平均粒径／ｎｍ ＰＤＩ 电位／ｍＶ 浊度

ＳＲＢＰ （１０４８０±２３３）ｄ （０５２±００３）ｂ （－２２５３±０８０）ｃ （２１４７０±２４３）ｆ

ＳＴＲＢＰ （４７８２７±８６６）ａ （０５８±００４）ａ （－２６１３±０９３）ａ （５６１８１±５３６）ａ

ＳＴＲＢＰ ３０ＭＰａ （２３６５３±５４４）ｂ （０３２±００２）ｃ （－２１００±１１１）ｃ （５４２２８±３７６）ｂ

ＳＴＲＢＰ ６０ＭＰａ （２２３６３±３３２）ｂ （０２７±００１）ｄ （－２２５３±０２１）ｃ （５１８３９±３２１）ｂｃ

ＳＴＲＢＰ ９０ＭＰａ （２０３９３±２８４）ｄ （０２６±００１）ｄ （－２４８３±０８１）ｂ （４０５０５±３４２）ｅ

ＳＴＲＢＰ １２０ＭＰａ （２１４２３±１８６）ｃ （０２８±００１）ｄ （－２２０３±１０５）ｃ （４２７２７±４１２）ｄ

　　注：同列中相同字母表示数据差异不显著（Ｐ＞００５），不同则差异显著（Ｐ＜００５），下同。

２３　空化微射流对ＲＢＰ热聚集体表面疏水性的影响

表面疏水性不仅反映了 ＲＢＰ的结构变化［２７］
，

也对稳定蛋白质结构、提高蛋白质功能有重要作

用
［２８］
。如图３（图中不同字母表示差异显著）所示，

与 ＳＲＢＰ相比，热聚集体表面疏水性指数提高了
２４５１。随着处理压力的增大，蛋白质表面疏水性呈
现先增大后减小的趋势，且在处理压力为９０ＭＰａ时
达到最大。热处理暴露了被掩蔽在蛋白质天然结构

内的疏水结构域，增大蛋白质的表面疏水性，降低了

颗粒间静电斥力
［２９］
，蛋白质发生聚集时结合位点的

改变导致部分疏水性基团暴露，表面疏水性增大。

而空化微射流处理可以改变蛋白质的构象，低压打

开蛋白质聚集结构，增加蛋白质表面的负电荷数量，

增强颗粒间的静电排斥力，提高蛋白质的稳定

性
［３０］
。当处理压力为９０ＭＰａ，表面疏水性和溶液稳

态达到临界值，表面疏水性指数提高了 ７９８０５，随
着处理压力的进一步增大，微射流破坏蛋白质分子

中的疏水结构域
［１２］
，打破静电斥力与疏水相互作用

间的平衡，蛋白质分子之间重排，进而诱导新蛋白质

聚集体的形成，表面疏水性减小。

图 ３　蛋白质热聚集体表面疏水性指数

Ｆｉｇ．３　Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐｒｏｔｅｉｎｔｈｅｒｍａｌａｇｇｒｅｇａｔｅｓ
　

２４　游离氨基和羰基测定

游离氨基和羰基的含量变化在一定程度上可

反映出蛋白质的氧化聚集程度。与 ＳＲＢＰ相比，
ＳＴＲＢＰ的 游 离 氨 基 质 量 摩 尔 浓 度 降 低 了
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００８μｍｏｌ／ｍｇ，而 羰 基 质 量 摩 尔 浓 度 增 加

０２１ｎｍｏｌ／ｍｇ，如表２所示。随着处理压力的增大，
与 ＳＴＲＢＰ相比，蛋白游离氨基含量呈现先增大后减
小趋势，而羰基含量则呈现先减小后增大趋势，且在

９０ＭＰａ时氨基质量摩尔浓度提高了 ０１７μｍｏｌ／ｍｇ，
羰基质量摩尔浓度降低了 ０１７ｎｍｏｌ／ｍｇ。研究表
明，随着温度的升高，包含在分子内部的氨基酸侧链

暴露并被氧化生成羰基。而本实验中氨基含量的增

多和羰基含量的减少可能与空化微射流处理产生的

强烈剪切力、高速撞击力和高压瞬时释放导致蛋白

结构打开和羰基键被破坏有关，这与文献［３１］一
致。随着处理压力的进一步增大，高压力差促使蛋

白产生自由基促进羰基的形成，羰基含量逐渐增

多
［３２］
。

表 ２　氨基和羰基含量

Ｔａｂ．２　Ａｍｉｎｏａｎｄｃａｒｂｏｎｙｌｃｏｎｔｅｎｔｓ

　　样品
游离氨基质量摩尔浓

度／（μｍｏｌ·ｍｇ－１）

羰基质量摩尔浓度／

（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）

ＳＲＢＰ （０３２±００１）ｂｃ （５６７±００２）ｄ

ＳＴＲＢＰ （０２４±００２）ｄ （５８８±００３）ａ

ＳＴＲＢＰ ３０ＭＰａ （０２８±００２）ｃ （５８６±００１）ａ

ＳＴＲＢＰ ６０ＭＰａ （０３４±００２）ｂ （５７７±００２）ｃ

ＳＴＲＢＰ ９０ＭＰａ （０４１±００１）ａ （５７１±００２）ｃ

ＳＴＲＢＰ １２０ＭＰａ （０４０±００１）ａ （５７２±００１）ｃ

２５　空化微射流对ＲＢＰ热聚集巯基和二硫键的影响
巯基和二硫键是稳定蛋白质分子构象的重要化

学键。如图４（图中同种图例不同字母表示差异显
著，下同）所示，与 ＳＲＢＰ相比，ＳＴＲＢＰ的总巯基和二
硫键含量升高，而游离巯基含量减少。随着处理压

强的增大，蛋白二硫键含量呈现先减小后稍增大的

趋势，而游离巯基则呈现先增大后减小的趋势，且在

６０ＭＰａ时游离巯基含量出现最大值，二硫键含量出
现最小值。研究表明，在热处理期间发生热诱导的

蛋白质去折叠将暴露最初埋在蛋白质内的 ＳＨ基
团，并将在蛋白质分子内引起 ＳＨ／ＳＳ交换，导致二
硫键含量增加，游离巯基含量减少

［１２］
。而空化微射

流处理打破蛋白质热聚集状态，破坏蛋白质的三、四

　　

级结构，将 ＳＳ转化为 ＳＨ，ＳＳ含量减小，巯基含量增
多。但当处理的压力超过９０ＭＰａ时，蛋白进一步解
折叠，隐藏的巯基暴露并被重新氧化形成二硫

键
［１１］
，在蛋白簇内部建立新的稳定结构，这与之前

的研究结果一致。

图 ４　蛋白聚集体巯基含量

Ｆｉｇ．４　Ｐｒｏｔｅｉｎａｇｇｒｅｇａｔｅｔｈｉｏｌｃｏｎｔｅｎｔ
　

２６　ＲＢＰ热聚集体二级结构的测定

通过对红外光谱图进行拟合得到蛋白二级结构

组成如表 ３所示，与 ＳＲＢＰ相比，ＳＴＲＢＰ的 β１结构
相对含量提高了 ３３７个百分点，反平行 β折叠结
构（β１＋β２）相对含量提高了 ３７６个百分点，α螺
旋结构和 β转角结构减少；经过空化微射流处理
后，ＳＴＲＢＰ的 β折叠结构进一步转化为 β转角和
α螺旋结构，β折叠结构含量减少，β转角、α螺旋
和无规卷曲结构含量增加，且在 ９０ＭＰａβ１折叠结
构达到最小值。随着处理压力增大，β折叠结构增
多，α螺旋、β转角和 γ无规则卷曲结构减少。热
诱导作用可使蛋白 α螺旋展开［３０］

，诱导 α螺旋结
构减少，增大溶液表面疏水性，进而促进蛋白聚集，

而 β１折叠结构在聚集分子中形成［３３］
，因此 ＳＴＲＢＰ

的 α螺旋结构减少，β１折叠结构增多。空化微射
流的高剪切力将不溶性聚集体转化成可溶性聚集

体
［３４］
，当处理压力增大，β折叠结构主要转化为

β转角和非天然 α螺旋结构［１１］
，β折叠结构减少，

β转角和 α螺旋结构增多。β转角结构是蛋白质
　　表 ３　二级结构各组分相对含量

Ｔａｂ．３　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅａｃｈｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ％

样品 β１ β２ α螺旋 β转角 γ无规则卷曲 β１＋β２

ＳＲＢＰ （４１３０±０５３）ｂ （５９６±０５４）ａ （１７２８±０９２）ｃ （２２９９±０５３）ａ （１２４７±０５９）ｄ （４７２５±１７５）ｂ

ＳＴＲＢＰ （４４６７±０４８）ａ （６３５±０６１）ａ （１３７８±０９４）ｄ （２１６２±０５０）ｂ （１３５８±０８１）ｃ （５１０１±１７４）ａ

ＳＴＲＢＰ ３０ＭＰａ （４４７４±１４３）ａ （３２２±０５３６）ｃ （１９７０±１０８）ａ （１５６７±１０１）ｆ （１６６７±０３１）ｂ （４７９５±０６８）ｂ

ＳＴＲＢＰ ６０ＭＰａ （４４３９±０７４）ａ （４７７±０２５）ｂ （１９２２±０９３）ａｂ （１６８１±０８３）ｅ （１６７９±０３１）ｂ （４７１７±０９７）ｂ

ＳＴＲＢＰ ９０ＭＰａ （３７７１±１２５）ｃ （４６４±０２７）ｂ （１９６３±０６５）ａ （２０１２±０２４）ｃ （１７９０±０５８）ａ （４２３５±０５２）ｃ

ＳＴＲＢＰ １２０ＭＰａ （４１０３±０４３）ｂ （５６３±０９１）ａｂ （１８１４±０１７）ｂｃ （１９１５±０１２）ｄ （１６０６±０８２）ｄ （４８６６±１３４）ｂ
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高度有序结构的产物
［３５］
，伴有更强的分子内部氢

键，β转角结构的增多可改善蛋白的功能性质。随
着处理压强的进一步增大（超过９０ＭＰａ），破坏了蛋
白分子中的疏水结构域

［１２］
，打破静电斥力与疏水相

互作用之间的平衡，蛋白分子重排和新聚集体的形

成导致 β１折叠结构增多，α螺旋、β转角和 γ无规
则卷曲结构减少。

２７　蛋白热聚集体三级结构的测定

蛋白荧光光谱主要反映的是色氨酸微环境极性

的变化，可表征蛋白结构的三级结构构象变化。由

图 ５可知，与 ＳＲＢＰ相比，ＳＴＲＢＰ的处理压力从
０ＭＰａ至１２０ＭＰａ的最大吸收波长 λｍａｘ均发生了不
同程度的蓝移；与 ＳＴＲＢＰ相比，ＳＴＲＢＰ ３０ＭＰａ和
ＳＴＲＢＰ ６０ＭＰａ的λｍａｘ发生了红移，ＳＴＲＢＰ ９０ＭＰａ和
ＳＴＲＢＰ １２０ＭＰａ的 λｍａｘ无变化。研究表明，经热处
理后的蛋白在共价键或非共价键相互作用下发生聚

集，色氨酸和酪氨酸发色基团被重新掩埋，形成具有

更高分子量的寡聚体或多聚体，λｍａｘ发生蓝移。经
过空化微射流处理后，随着处理压力的增大，蛋白发

生解折叠作用使 ＲＢＰ可溶性蛋白热聚集体打开，促
使发色基团暴露，λｍａｘ发生红移。当处理压力进一
步增大（超过９０ＭＰａ），增大了蛋白颗粒发生相互碰
撞的几率，改变了蛋白分子的三、四级结构，有效破

坏分子间的疏水以及静电相互作用，诱发蛋白颗粒

发生聚集，λｍａｘ蓝移
［２２－２４］

。

图 ５　蛋白热聚集体荧光光谱

Ｆｉｇ．５　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｐｒｏｔｅｉｎｔｈｅｒｍａｌａｇｇｒｅｇａｔｅｓ
　
２８　空化微射流对 ＲＢＰ热聚集体乳化性的影响

蛋白质的乳化特性可通过乳化性和乳化稳定

性来表征
［２９］
。如图 ６所示，与 ＳＲＢＰ相比，ＳＴＲＢＰ

的乳化性指数和乳化稳定性指数分别降低了

７７６１ｍ２／ｇ和１５７６４ｍｉｎ。与 ＳＴＲＢＰ相比，热聚集
体随着处理压力的增大，其乳化性和乳化稳定性呈

先增大后减小的趋势，且在处理压力为６０ＭＰａ时乳
　　

化性达到最大，处理压力为９０ＭＰａ时乳化稳定性最
大。热诱导下，疏水基团的暴露促使蛋白质分子相

互靠近并形成分子量较大的蛋白进而降低蛋白的乳

化特性
［３６］
。而空化微射流处理（３０～９０ＭＰａ）可使

蛋白热聚集体解聚为更小的颗粒
［３７］
，维持蛋白空间

结构的非共价键作用力被破坏，蛋白质内部的疏水

基团暴露，蛋白质能更快地吸附在油 水界面上，降

低乳液的界面张力，进而提高蛋白的乳化性和乳化

稳定性
［３８］
。当处理压力为９０ＭＰａ，乳化性指数和乳

化稳定性指数提高了９０３２ｍ２／ｇ和２８１６８ｍｉｎ。而
随着处理压力（１２０ＭＰａ）的进一步增大，强大的剪
切力使过度展开的蛋白质分子通过疏水相互作用形

成聚集体，进而使蛋白粒径增大，从而导致蛋白乳化

性和乳化稳定性下降。

图 ６　蛋白热聚集体乳化特性

Ｆｉｇ．６　Ｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｔｈｅｒｍａｌ

ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ
　

３　结束语

热聚集体可改变 ＲＢＰ结构，将整体结构由分散
态变成交联态。与原蛋白相比，热聚集体蛋白平均

粒径、ＰＤＩ和浊度分别升高了 ３７３４７ｎｍ、００６和
３４７１１，官能团如游离氨基质量摩尔浓度降低了
００８μｍｏｌ／ｍｇ，羰基质量摩尔浓度增加０２１ｎｍｏｌ／ｍｇ，二
级结构中 β１结构相对含量提高了 ３３７个百分点，
β折叠结构提高了 ３７６个百分点。α螺旋结构、
β转角结构和 γ无规则卷曲结构减少，表面疏水性
指数提高了 ２４５１，乳化性指数和乳化稳定性指数
分别降低了７７６１ｍ２／ｇ和１５７６４ｍｉｎ。热聚集体经
过空化微射流处理后，其乳化特性明显改善，平均粒

径、ＰＤＩ和浊度明显提高，９０ＭＰａ时氨基质量摩尔浓
度提高００８１μｍｏｌ／ｍｇ，羰基质量摩尔浓度降低了
０１７ｎｍｏｌ／ｍｇ，β１结构、α螺旋结构与 γ无规则卷
曲结构减少，表面疏水性、乳化性和乳化稳定性也显

著提高。
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