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高压均质对大豆蛋白柔性和乳化性的影响及相关性分析
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摘要：以大豆分离蛋白（Ｓｏｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ，ＳＰＩ）对胰蛋酶的敏感性表征其柔性，研究不同均质压力（０～２００ＭＰａ）对

ＳＰＩ柔性和乳化性的影响，并探索 ＳＰＩ结构变化及其柔性与乳化性之间的相关性。结果表明，当均质压力为０～

１６０ＭＰａ时，ＳＰＩ柔性随着均质压力的增加而增加，１６０～１８０ＭＰａ时柔性变化不明显，当均质压力为 １８０～２００ＭＰａ

时，ＳＰＩ柔性又呈现下降的趋势。表面疏水性随着均质压力的增大而增大，而浊度则随之减小，柔性随均质压力的

变化趋势与乳化性随均质压力的变化趋势一致。相关性分析结果表明：ＳＰＩ柔性与乳化活性和乳化稳定性呈线性

正相关关系，相关系数分别为 ０８９３和 ０９３８。紫外扫描、内源性色氨酸荧光光谱研究发现，随着 ＳＰＩ柔性的增加，

其结构变得更加舒展。
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ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

０　引言

大豆分离蛋白（ＳＰＩ）由于其高度的营养和功

能特性而被广泛应用于许多基于蛋白质的食品配

方中
［１］
。其中 ＳＰＩ柔性指的是当蛋白质所处周围

环境变化时，其结构能够发生改变的能力
［２］
，通过



蛋白酶消化检测的蛋白质结构柔性可能是控制乳

化特性的重要结构因素
［３］
。ＴＡＮＧ等［４］

通过 Ｓ Ｓ
裂解研究了牛血清白蛋白的构象柔性和乳化性

质，发现蛋白质（在溶液中）的构象柔性在其乳化

特性的不同方面起着至关重要的作用。高压均质

是在制药、食品和化妆品领域研究中被广泛应用

的一种非热技术，需要高能量输入来制备液滴尺

寸在亚微米范围内的乳液，一般通过高剪切搅拌、

高压均质机或超声波引发器获得
［５］
。在均质化过

程中，流体受到空穴爆炸力、湍流、剪切、摩擦、热、

压缩、加速、快速压降和碰撞等各种力的同时作用

而形成一种精细的、均匀的乳液
［６］
。近年来对于

高压均质对蛋白结构和功能性质之间构效关系的

研究已经获得了广泛的关注，然而，关于高压均质

对 ＳＰＩ柔性的影响及柔性与乳化特性相关性关系
分析还鲜有报道。

本文将柔性的概念引入高压均质改性中，研究

均质压力对 ＳＰＩ柔性、乳化特性以及其他结构特性
的影响，并分析 ＳＰＩ柔性与乳化特性之间的关系，以
期为实际生产提供理论支持。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
大豆，由东北农业大学大豆研究所提供；大豆

油，九三集团哈尔滨惠康食品有限公司；三氯乙酸，

永华精细化学品有限公司；ＳＤＳ（十二烷基硫酸钠）、
Ｔｒｉｓ（三羟甲基氨基甲烷）、胰蛋白酶、ＡＮＳ荧光探
针，Ｓｉｇｍａ公司；其他试剂均为分析纯。
１２　仪器与设备

Ｔ１８Ｂａｓｉｃ型高速分散机／匀浆机，德国 ＩＫＡ公
司；ＬＤ４ ２Ａ型低速离心机，北京医用离心机厂；实
验型高压均质机，英国 ＳｔａｎｓｔｅｄＦｌｕｉｄＰｏｗｅｒ公司；
ＴＵ １８００型紫外可见分光光度计，北京普析通用仪
器有限责任公司；ＡＬＰＨＡ１ ４ＬＳＣ型冷冻干燥机，
德国 Ｃｈｒｉｓｔ公司；ＡＬＣ ３１０３型分析天平，德国艾
科勒 ＡＣＣＵＬＡＢ公司；紫外分光光度计，美国布鲁克
海文仪器公司。

１３　方法
１３１　ＳＰＩ制备

根据 ＳＯＲＧＥＮＴＩＮＩ等［７］
的方法略作修改，大豆

经粉碎机粉碎并过６０目筛，再经索氏提取器用乙醚
提取后获得脱脂豆粕。将脱脂豆粕与蒸馏水以料液

比１０ｍｇ／Ｌ的比例混合。用 ２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调体系
ｐＨ值为８５，室温（２０℃）低速搅拌２ｈ。离心（４０００ｇ）
２０ｍｉｎ，取上清液，用 ２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调 ｐＨ值至 ４５，
４℃静置１２ｈ，取沉淀进行离心（４０００ｇ，５ｍｉｎ），沉

淀水洗两次，复溶后调 ｐＨ值至 ７０，预冻后进行冷
冻干燥。

１３２　ＳＰＩ成分测定
蛋白含量测定采用凯氏定氮法（ＧＢ５００９５—

２０１０）；含水率测定采用直接干燥法（ＧＢ５００９３—
２０１０）；灰分含量测定参照 ＧＢ５００９４—２０１０；粗脂
肪测定参照 ＧＢ／Ｔ１４７７２—２００８。
１３３　样品制备

将 ＳＰＩ溶于缓冲液（０２ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值 ７０磷酸
盐缓冲液），质量浓度为 ５ｍｇ／ｍＬ，室温搅拌 ２ｈ，再
使用 Ｔ１８Ｂａｓｉｃ型高速分散机处理 １ｍｉｎ，转速为
１０８００ｒ／ｍｉｎ，然后在４℃静置水化１２ｈ。
１３４　高压均质处理

将制备好的样品取出搅拌均匀至室温，用高压

均质机处理，设定均匀压力分别为 ０、４０、６０、８０、
１００、１２０、１４０、１６０、１８０、２００ＭＰａ。
１３５　柔性测定

参照 ＫＡＴＯ等［８］
的方法略作修改。利用 ＳＰＩ对

胰蛋白酶的敏感性来表征柔性。取２５０μＬ１ｍｇ／ｍＬ
酶液（００５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值 ８０Ｔｒｉｓ ＨＣｌ缓冲液）加
入到４ｍＬ１ｍｇ／ｍＬ处理后 ＳＰＩ蛋白溶液中（蛋白与
酶质量比为 １６∶１），３８℃保温酶解 ５ｍｉｎ，酶解反应
结束后，加４ｍＬ５％ ＴＣＡ（三氯乙酸）终止反应，离
心后取上清液测定其在 ２８０ｎｍ吸光度，用吸光度 Ａ
表征量化柔性。

１３６　表面疏水性测定
参照 ＳＣＨＭＡＬ等［９］

方法并略作改动。用浓度

００１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲液（ｐＨ值 ７０）将 ＳＰＩ样
品溶液稀释到 ２ｍｇ／ｍＬ，再稀释为样品质量浓度分
别为 ０１、００５、０００２５、０００１２５ｍｇ／ｍＬ，加入
２０μＬ的ＡＮＳ（８ｍｍｏｌ／ＬＡＮＳ，溶于 ００１ｍｏｌ／Ｌ的磷
酸盐缓冲液，ｐＨ值７０）荧光探针，混匀后在室温下避
光１５ｍｉｎ后测定 ＳＰＩ样品的荧光强度，同时设定激
发波长为 ３９０ｎｍ，发射波长为 ４７０ｎｍ，狭缝宽度
５ｎｍ，测得的荧光强度对蛋白溶液质量浓度作图，选
择线性关系良好的回归线斜率作为蛋白质表面疏水

性指数。

１３７　浊度测定
参照 ＫＵＲＧＡＮＯＶ［１０］的方法并略作改动。将处

理后的 ＳＰＩ样品溶液稀释至 ３ｍｇ／ｍＬ，混合均匀后
在波长４００ｎｍ测定其吸光度，用所得光密度（ＯＤ
值）表示浊度，所有测定结果重复３次。
１３８　粒径测定

将处理 过的 ＳＰＩ样品 用 去 离 子 水 稀 释 到
１ｍｇ／ｍＬ，在粒度测定仪上进行粒度的测定，每个蛋
白样品检测３次。
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１３９　内源性色氨酸荧光光谱测定
参照 ＬＩＵ等［１１］

的方法并略作改动。处理后的

ＳＰＩ样品稀释到 ０２ｍｇ／ｍＬ进行测定，同时设定激
发波长为２９０ｎｍ，发射波长范围为 ３００～４６０ｎｍ，狭
缝宽度均为 ２５ｎｍ，电压为 ７００ｍＶ进行荧光光谱
扫描，所有测定结果重复３次。
１３１０　紫外扫描

参照 ＬＩＡＮＧ等［１２］
的方法并略作改动。处理后

的 ＳＰＩ样品稀释至 ０２ｍｇ／ｍＬ后进行紫外扫描，扫
描波长范围１５０～５００ｎｍ，扫描速率 １００ｎｍ／ｍｉｎ，分
辨率为０２ｎｍ，所有测定结果重复３次。
１３１１　乳化性测定

参照 ＴＡＮＧ等［１３］
的方法。将处理后的 ＳＰＩ蛋

白样品稀释到 ２ｍｇ／ｍＬ，处理后蛋白样品与大豆油
以体积比３∶１混合，分散机１００００ｒ／ｍｉｎ处理１ｍｉｎ，
迅速吸取底部乳液５０μＬ加入到５ｍＬ０１％ ＳＤＳ溶
液中，在漩涡混合器上混合均匀。分别测定 ０ｍｉｎ
和１０ｍｉｎ时吸光度，乳化活性用吸光度 Ａ表示，乳
化稳定性的计算公式为

Ｅ＝ １０Ａ
Ａ０－Ａ１０

式中　Ｅ———乳化稳定性，ｍｉｎ
Ａ０———０ｍｉｎ时测得的吸光度
Ａ１０———１０ｍｉｎ时测得的吸光度

１３１２　数据统计分析
每次试验做 ３次平行，结果用平均值 ±标准差

表示，数据间差异显著性采用 ＳＰＳＳ１７０进行数据
统计分析，试验数据用 Ｏｒｉｇｉｎ９０绘制。

２　结果与分析

２１　大豆分离蛋白的组成
试验制得的 ＳＰＩ蛋白质量分数、含水率、灰分质

量分 数 和 粗 脂 肪 质 量 分 数 分 别 为 （９０２２±
０４４）％、（３２４±０６７）％、（３３９±０５３）％ 和
（０４７±０５６）％，符合试验要求［１４］

。

２２　均质压力对 ＳＰＩ柔性的影响
在不同均质压力处理条件下，ＳＰＩ柔性随着均

质压力的增大而呈现增大的趋势，在均质压力范围

为０～１６０ＭＰａ时，ＳＰＩ柔性随着均质压力的增大而
增大，１８０ＭＰａ时，柔性变化趋势不明显，这是因为
高压均质产生了强大剪切力、撞击力及空穴爆炸力，

均质压力处理对 ＳＰＩ的三级和四级结构有显著的影
响，并通过非共价键的切割破坏了 ＳＰＩ蛋白内部的
刚性结构

［１５－１６］
，导致柔性的上升，且随着均质压力

的上升，破坏强度增大。当均质压力为２００ＭＰａ时，
ＳＰＩ柔性表现出下降的趋势，这可能是由于通过

ＳＨ／Ｓ Ｓ交换连接形成分子间二硫键，压力过大而
引起了蛋白亚基的聚集

［１７－１８］
。

２３　均质压力对 ＳＰＩ表面疏水性指数的影响

ＴＥＤＦＯＲＤ等［１５］
指出均质压力使弱氢键和分子

间作用力之间裂解从而导致蛋白质分子结构的变

化。ＳＰＩ表面疏水性指数随着均质压力的增加而上
升，表明高压均质的作用会使 ＳＰＩ蛋白质分子进一
步伸展，原来隐藏在 ＳＰＩ内部的疏水基团随着均质
压力的增加而逐渐暴露于外部，使得 ＳＰＩ结构变得
更加伸展。当均质压力为２００ＭＰａ时，ＳＰＩ表面疏水
性指数大幅增加，这可能是因为高压处理 ＳＰＩ时强
剪切力对 ＳＰＩ内部隐藏的疏水性基团进行切割，更
多的疏水性基团暴露，ＳＰＩ表面疏水性指数大幅增
加，柔性随均质压力变化趋势与表面疏水性指数随

均质压力变化的趋势相近。ＳＰＩ表面疏水性指数的
增加可以增强 ＳＰＩ的乳化活性，这是因为高压均质
处理改善了大豆蛋白质，特别是 β伴大豆球蛋白的
β亚基和大豆球蛋白的酸性亚基吸附在油 水乳液

的油／水界面处的能力［１９］
，因此，ＳＰＩ表面疏水性指

数的增加意味着乳化活性也随之增强。

２４　均质压力对 ＳＰＩ浊度的影响
随着均质压力的增加，ＳＰＩ浊度逐渐降低，这是

因为未高压均质处理的蛋白质在底部沉积有大量高

分子聚合物，蛋白质溶液不均匀，故 ＳＰＩ浊度较大。
ＣＲＯＭＷＥＬＬ等［２０］

认为浊度与溶液中聚集体大小和

数量有关，当较大的 ＳＰＩ颗粒在高压均质条件下处
理后可以加工成稳定的乳液或悬浮液细颗粒，导致

溶液浊度的降低，并且均质压力越大，浊度越低，这

可能是由于高压均质处理产生了更加灵活和低分子

量的聚集体，这些聚集体迅速移动到气 液界面并展

开，导 致 表 面 张 力 的 有 效 降 低
［２１］
。ＩＢＡＮＯＧ̌ＬＵ

等
［２２］
在乳清蛋白分离物中也发现了类似结果，推测

蛋白质分子变得更小，更易于在高压下以更快的速

度在界面吸附，形成均匀稳定的乳液，即浊度降低。

２５　均质压力对 ＳＰＩ粒径的影响

ＦＥＲＮ?ＮＤＥＺ?ＶＩＬＡ等［２３］
研 究发现，超高压

（１００ＭＰａ和２００ＭＰａ）乳液表现出低粒度和多分散
性，而 ＨＥＢＩＳＨＹ等［２４］

研究发现，均质压力的增加能

够产生更多的微小液滴。理论上，粒度的分布可以

全面反映样品溶液中颗粒的大小和均匀性。如图 １
所示，未进行均质处理的 ＳＰＩ粒径在 ９４８５ｎｍ左右
分布，高压均质处理会导致 ＳＰＩ粒径的降低，在一定
均质压力条件下，随着均质压力的增加而效果变好，

表明 ＳＰＩ蛋白分子被解离成更小的分子，这可能是
造成柔性上升的原因之一，这与体系浊度的测定结

果相似，当均质压力大于１６０ＭＰａ时，粒径又呈现增
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大的趋势且增加不明显，这可能是因为被解离的

ＳＰＩ分子部分重新聚集，聚集可能是由于高压引起
蛋白质解折叠和／或聚集，这些处理通过形成新的二
硫键而形成复杂的聚集体

［２５］
，造成蛋白亚基的聚

集，这与柔性的变化趋势一致。

图 １　均质压力对 ＳＰＩ粒径的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｐｒｅｓｓｕｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｏｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｏｆＳＰＩ
　
２６　ＳＰＩ内源性色氨酸荧光光谱分析

荧光光谱法是一种非常成熟的技术，用于观察

蛋白质构象变化，以及研究蛋白质基质在加工或储

存过程中的变化，在蛋白质中，主要的荧光基团是色

氨酸的吲哚基团，其发射对溶剂极 性 非 常 敏

感
［２６－２８］

。因此，蛋白质的荧光光谱由荧光氨基酸的

化学环境决定，色氨酸（Ｔｒｐ）光谱的变化可以用于
鉴定蛋白质的构象变化

［２９］
。如图 ２所示，内源性荧

光强度随着均质压力的增加而增加，这与浊度变化

趋势一致，表明随着柔性的增加，ＳＰＩ空间结构发生
变化，色氨酸残基暴露于蛋白质分子表面，蛋白质的

疏水区域局部改变，发色基团如色氨酸残基所处环

境由非极性向极性转化，这可能是由高压均质处理

导致 ＳＰＩ蛋白分子部分解折叠造成的，即随着柔性
的增加，ＳＰＩ三级结构变得更加舒展。

图 ２　ＳＰＩ内源性色氨酸荧光光谱分析

Ｆｉｇ．２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆＳＰＩ
　

２７　ＳＰＩ紫外扫描光谱分析
蛋白质产生紫外吸收主要是由于蛋白中的发色

基团对紫外光的吸收作用，发色基团包括色氨酸和酪

氨酸残基侧链基团，根据对紫外光谱吸收的不同，可

以推断蛋白质分子构象的变化
［３０］
，如图３所示，随着

均质压力的增加，紫外吸收下降，说明 ＳＰＩ分子中具
有紫外吸收的氨基酸残基（如酪氨酸残基等）因均质

处理而暴露在蛋白分子的表面，发色基团所处的环境

由非极性向极性变化，均质处理促使蛋白多肽链局部

展开，蛋白分子柔性增大。这与浊度变化趋势一致。

这更加印证了内源性色氨酸荧光光谱的结果，随着蛋

白柔性的增加，ＳＰＩ结构变得更加的舒展。

图 ３　ＳＰＩ紫外图谱分析

Ｆｉｇ．３　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＰＩｂｙｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｃａｎｎｉｎｇｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
　
２８　均质压力对ＳＰＩ乳化活性和乳化稳定性的影响

如图４所示，当均质压力不大于１６０ＭＰａ时，乳
化活性随着均质压力的增加而增加，这与杨盛楠

等
［３１］
的结果一致，即在一定均质压力范围内，随着

均质压力的增大，ＳＰＩ乳化活性增加，当压力为
１６０ＭＰａ时乳化活性最大，随后乳化活性又呈现下
降的趋势，而乳化稳定性随着均质压力的变化趋势

与乳化活性随均质压力的变化趋势相似，当压力为

１８０ＭＰａ时乳化稳定性最大，这与柔性变化趋势较
相近。ＳＰＩ柔性增强，原先包含在分子内部的疏水
性基团暴露出来，增强了蛋白的亲油性，宏观表现为

蛋白乳化能力的提高。

图 ４　均质压力对 ＳＰＩ乳化特性的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｐｒｅｓｓｕｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｏｎｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＳＰＩ
注：不同大写字母表示乳化稳定性差异显著（Ｐ＜００５），不同小

写字母表示乳化活性差异显著（Ｐ＜００５）。
　

２９　ＳＰＩ柔性与乳化性的关系

由图５、６可知，在各高压均质压力条件下，随着
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柔性的增加，乳化活性和乳化稳定性均呈现递增趋

势，具有良好的线性相关关系，其中，ＳＰＩ柔性与乳
化活性、乳化稳定性的线性拟合模型函数分别

ｙ＝１４８５８ｘ＋００１６９、ｙ＝３４０６２ｘ＋３５２０６，相关
系数分别为０８９３、０９３８，当均质压力为１８０ＭＰａ

图 ５　柔性与乳化活性的关系

Ｆｉｇ．５　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙａｎｄｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＰＩ
　

图 ６　柔性与乳化稳定性的关系

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙａｎｄ

ｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＰＩ
　

时，ＳＰＩ柔性与乳化稳定性可以达到最大，且高压均
质处理对乳化活性和乳化稳定性的影响略大于

柔性。

　　中性大豆蛋白经过高压均质处理可以提高这些
蛋白的乳化活性

［３２］
，形成具有抗絮凝现象和高界面

蛋白浓度的油滴乳液
［１５］
，ＹＵ等［３３］

发现高压均质处

理可以改善贻贝分离蛋白的乳化活性和乳化稳定

性。关 于 柔 性 和 乳 化 性 的 关 系 研 究，其 中

ＫＩＴＴＩＰＨＡＴＴＡＮＡＢＡＷＯＮ等［３４］
认为，蛋白质的乳化

性与分子的柔性有关，柔性的增加可以促进蛋白质

分子向界面移动，并有助于蛋白分子在界面上发生

重排，王喜波等
［３５］
的研究结果表明，超高压（１００～

４５０ＭＰａ）均质处理条件下，ＳＰＩ柔性与乳化活性、乳
化稳定性呈正相关关系。

３　结论

（１）当均质压力为 ０～１６０ＭＰａ时，ＳＰＩ柔性随
着均质压力的增加而增加，１６０～１８０ＭＰａ时柔性变
化不明显，当均质压力为１８０～２００ＭＰａ时，ＳＰＩ柔性
又呈现下降的趋势。

（２）表面疏水性随着均质压力的增大而增大，
而浊度则随之减小。乳化特性随均质压力的变化趋

势与柔性随均质压力的变化趋势相似，紫外扫描、内

源性色氨酸荧光光谱研究发现，随着 ＳＰＩ柔性的增
加，其结构变得更加舒展。

（３）在不同均质压力处理条件下，ＳＰＩ柔性与乳
化活性和乳化稳定性呈显著性正相关关系，相关系

数分别为０８９３和０９３８。
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