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超声处理对大豆亲脂蛋白结构及溶解性的影响

李摇 杨摇 王迪琼摇 齐宝坤摇 钟明明摇 徐清清摇 谢凤英
(东北农业大学食品学院, 哈尔滨 150030)

摘要: 为探明超声处理对大豆亲脂蛋白(Lipophilic protein, LP)结构及溶解性的影响,将分离提取的 LP 在不同条

件下进行超声处理,采用十二烷基硫酸钠 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS PAGE)、傅里叶变换红外光谱(FITR)、内源

和外源荧光强度、差示扫描量热法(DSC)分析超声处理对 LP 结构及溶解性的影响。 结果表明:SDS PAGE 显示,
超声处理并不能改变 LP 的分子量分布,但能改变亚基的含量;红外光谱及内源、外源荧光光谱显示,不同的超声处

理条件对 LP 的二、三级结构均会产生不同程度的影响,随着超声强度的增加,琢鄄螺旋先减少、后增加,茁鄄折叠先增

加、后减少,在 360 W 超声功率下处理 10 min 时内源、外源荧光强度最强;在 360 W 超声功率下处理 10 min 和

240 W 超声功率下处理 20 min 时对 LP 的热稳定性、溶解性的改善效果最佳,变性温度提高 6 ~ 7益,溶解度提高约

20 个百分点,而超声功率过大时则会对 LP 的功能性质产生负面影响。 通过试验得出最佳超声条件为:在 360 W 超

声功率下处理 10 min,LP 理化性质最适合应用于食品工业。
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Effect of Ultrasonic Treatment on Structure and Solubility
of Soybean Lipophilic Protein

LI Yang摇 WANG Diqiong摇 QI Baokun摇 ZHONG Mingming摇 XU Qingqing摇 XIE Fengying
(College of Food Science, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China)

Abstract: Aiming to investigate the effects of ultrasonic treatment on the structure and solubility of
soybean lipophilic protein ( LP ). The extracted LP was ultrasonically separated under different
conditions, and the effect of ultrasonic treatment on the structure and solubility of LP was analyzed by
using sodium dodecyl sulfate鄄polyacrylamide gel electrophoresis ( SDS PAGE), Fourier transform
infrared spectroscopy (FITR), endogenous, exogenous fluorescence intensity and differential scanning
calorimetry (DSC). The results showed that SDS PAGE showed that the ultrasonic treatment could not
change the molecular weight distribution of LP, but could change the content of subunits, infrared
spectrum and endogenous and exogenous fluorescence spectra. It was showed that different ultrasonic
treatment conditions had different effects on the second and third structures of LP. With the increase of
ultrasonic intensity, 琢鄄helix was firstly decreased and then increased, 茁鄄fold was increased first and then
decreased. The endogenous and exogenous fluorescence intensity was the strongest when treated at 360 W
ultrasonic power for 10 min, and the thermal stability and solubility of LP were improved after treatment
with 360 W ultrasonic power for 10 min and 240 W ultrasonic power for 20 min. The denaturation
temperature was increased by 6 ~ 7益, the solubility was increased by 20 percentage points, and it would
have a negative impact on the functional properties of LP when the ultrasonic power was too large.
Combined with the test results, it was concluded that the physicochemical properties of LP were most
suitable for food applications after treatment at 360 W ultrasonic power for 10 min.
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0摇 引言

长期以来, 大豆 分 离 蛋 白 ( Isolated soybean
protein, SPI)被认为由两种储存蛋白组成,即大豆球

蛋白(11S)和 茁鄄伴大豆球蛋白(7S),且 SPI 的功能

特性取决于这两种蛋白质之间的相互作用[1]。 大

豆储存蛋白组分中含有一种占 SPI 30%左右的亲脂

性蛋白质(Lipophilic protein, LP),有望作为天然乳

化剂在食品工业中得到广泛应用[2]。 因此,SPI 的

其他功能特性应基于这 3 种蛋白质组分的性质重新

考虑。 文献[3]研究发现,SPI 较低的溶解度可以通

过 LP 的存在来解释。 现有文献对 11S 和 7S 的相关

研究较多,对 LP 的相关研究较少。 LP 的主要成分

是油体蛋白 磷脂,它是油体的原始成分,且具有较

强的亲油性[2],可作为乳化剂提高乳液的稳定性。
由于 LP 水溶性差,降低了其乳化效果,因此提高 LP
溶解性对其应用至关重要。

文献[4]研究发现,将 LP 超声处理 5 min 可使

其在磷酸缓冲液中均匀分散,但未详细论述不同超

声条件对 LP 结构及溶解性的影响。 目前,国内外

对蛋白改性的方法主要有物理法、化学法和酶法等,
超声波改性作为一种有效的物理改性手段被广泛使

用。 如文献[5]采用超声处理显著提高了花生分离

蛋白的表面疏水性,进而改善其乳化性;文献[6]采
用超声处理使大豆分离蛋白形成可溶性聚集体,进
而提高其溶解度;文献[7]证明,采用超声处理可减

小液滴尺寸,进而提高小麦蛋白和大豆分离蛋白的

乳化性。 故超声可作为提高 LP 溶解性及结构特性

的手段,而目前超声条件处理对 LP 的影响研究尚

属空白。
本文探究超声处理对 LP 的结构及溶解性的影

响,在超声功率 (120 ~ 480 W) 和超声时间 (10、
20 min)处理条件下,研究超声对 LP 的物化作用,并
确定最佳的超声条件,在保留 LP 必要结构特性的

基础上,提高其溶解度及其他功能特性,以期为 LP
的进一步应用奠定基础。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与试剂

大豆,东北农业大学大豆研究所;氢氧化钠、氯
化钠,天津市光复精细化工研究所;硫酸,北京新光

化工试剂厂;磷酸二氢钠、磷酸氢二钠,天津市东丽

区天大化学试剂厂;8鄄苯胺基鄄1鄄萘磺酸(8鄄anilino鄄1鄄
naphthalenesulfonic acid,ANS),美国 Sigma 公司;其
他试剂为分析纯。

1郾 2摇 仪器与设备

AL204 型分析天平,梅勒特 托利多仪器(上
海)有限公司;CL 2 型恒温加热磁力搅拌器,巩义

市予华仪器有限责任公司;6 L 落地式冻干机,上海

汇分电子科技有限公司;LGR20 W 型台式高速冷

冻离心机,北京京立离心机有限公司;Delta320 型

pH 计,梅特勒 托利多仪器公司;FJ200 SH 型数显

高速分散均质机,上海标本模型厂;MAGNA IR560
型傅里叶变换红外光谱仪,美国 NICOLET 公司;F
4500 型荧光分光光度计, 日本 HITACHI 公司;
Q1000 型差示扫描量热仪,美国 TA 仪器;UV 5100
型高性能紫外可见分光光度计,上海奥析科学仪器;
Phomo 型酶标仪,郑州安图实验仪器有限公司。
1郾 3摇 试验方法

1郾 3郾 1摇 大豆亲脂蛋白提取

大豆 LP 组分的分离由文献[2]的方法经修改

后使用。 将大豆磨粉,过 60 目筛后使用正己烷进行

脱脂,并在 70益干热处理 2 h,此时氮溶解指数降至

75% ,可有效防止 LP 与 11S 共沉淀。 干热处理后的

脱脂豆粉按料液比 8 g / mL 加入到蒸馏水中,用

NaOH 调节 pH 值至 8郾 0。 在 20益 下搅拌 1 h 后

3 000 g离心 10 min。 分离上清液并加入 10 mmol / L
Na2SO3,然 后 用 H2SO4 调 节 pH 值 至 5郾 8, 随 后

3 000 g 离心 10 min 分离上清液,将上清液用 H2SO4

调节 pH 值至 5郾 0,并在 55益下处理 15 min。 然后加

入 50 mmol / L NaCl 并用 NaOH 调节 pH 值至 5郾 5,
3 000 g 离心 10 min,沉淀即为 LP 组分,冻干备用。
1郾 3郾 2摇 超声处理

将 4郾 8 g LP 溶解在 240 mL 的磷酸盐缓冲液

(0郾 01 mol / L, pH 值 7郾 0),在室温 (20益) 下搅拌

2 h,制得质量浓度为 20 mg / mL 的大豆亲脂蛋白溶

液,将超声处理器的钛探头(直径 0郾 636 cm)插入液

面,进行超声处理,本试验选择在 20 Hz 下,超声功

率为 0、120、240、360、480 W,超声时间为 10、20 min,
样品编号见表 1,每超声处理 4 s,间隔 2 s。

表 1摇 不同超声处理样品编号

Tab. 1摇 Numbers of samples under different ultrasonic
treatments

参数
样品编号

A B C D E F G H I
超声波功率 / W 0 120 240 360 480 120 240 360 480
超声时间 / min 0 10 10 10 10 20 20 20 20

1郾 3郾 3摇 十二烷基硫酸钠 聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS PAGE)
根据文献[8]的方法进行 SDS PAGE 电泳试

验。 分别配置 12% 的分离胶与 5% 的浓缩胶,将
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5%的 2鄄巯基乙醇(2鄄ME)加入到样品缓冲液中。 将

样品和缓冲液的混合物在沸水中加热 5 min,用于电

泳运 行 的 缓 冲 液 是 0郾 025 mol / L Tris HCl,
0郾 192 mol / L甘氨酸和 0郾 1% SDS,上样量为 10 滋L,
之后凝胶采用 0郾 1% 考马斯亮蓝(R 250)染色液

(含 45%甲醇和 10%冰乙酸)染色 30 min,并用脱色

溶液洗涤脱色后分析。
1郾 3郾 4摇 傅里叶红外光谱(FITR)

将超声处理后的大豆分离蛋白溶液进行冻干,
冻干后的样品置于干燥器中用 P2O5充分干燥,取样

品 1郾 5 mg,与 200 mg 溴化钾研磨混匀后压片进行红

外光谱测定。 在试验过程中,为了减少蒸汽的干扰,
用干燥的 N2 持续注入测量室。 测定时波数范围为

4000 ~ 400 cm - 1,扫描次数为 64 次,分辨率 4 cm - 1,
得到的红外吸收曲线采用 Peak fitting 软件和高斯曲

线拟合,分析大豆亲脂蛋白不同超声功率下二级结

构含量的变化[9]。
1郾 3郾 5摇 内源荧光光谱

将 20 mg / mL 大豆蛋白溶液用 pH 值 7郾 0 的磷

酸盐缓冲溶液稀释到 0郾 1 mg / mL,取一份稀释液

3 mL 置于石英比色皿中扫描荧光图谱。 扫描条件

为:记录发射波长 200 ~ 500 nm,激发波长设置为

290 nm,增长间隔为 10 nm。
1郾 3郾 6摇 外源荧光强度

参照文献[10]的方法稍作修改,采用 ANS 作为

荧光探针测定蛋白质的外源荧光强度。 分别称取

0郾 025 g 不同品种蛋白样品溶于 50 mL 磷酸盐缓冲

液(0郾 01 mol / L,pH 值 7郾 0)中,在室温条件下搅拌

1郾 0 h 后离心(10 000 g,30 min),取上清液用聚氰基

丙烯酸正丁酯(BCA)法测定蛋白质量浓度,并用磷

酸盐缓冲液(0郾 01 mol / L,pH 值 7郾 0)依次稀释蛋白,
使其质量浓度在 0郾 005 ~ 0郾 1 mg / mL 之间,将所得梯

度的上清液溶液与 8郾 0 mmol / L ANS 以体积比

100颐 1混合,静置 3 min 后测其荧光强度。 激发波长

390 nm,发射波长 4 970 nm,夹缝为 5 nm。 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

分子的外源荧光强度。
1郾 3郾 7摇 差示扫描量热法(DSC)

参照文献[11]的方法,用铝制坩埚称取 3郾 0 mg
(干基)样品,按料液比 6 mL / g 加入去离子水,压盖

密封后,置于室温平衡后测定,差示扫描量热法

(DSC) 测量使用 Q1000 型差示扫描量热计以

10益 / min 的扫描速率在 30 ~ 140益范围内进行。 使

用热分析系统(TA 60WS)软件测定变性峰的温度。
1郾 3郾 8摇 溶解性

参照文献[12]的方法稍作修改测定大豆分离

蛋白溶解性,用质量浓度约为 10 mg / mL 的蛋白质

溶液(pH 值 8郾 0),搅拌 1 h 使样品溶解,静置 2 min
后,将上清液倒入离心管中离心 15 min(10 000 g)。
取上清液 2 滋L 稀释 10 倍,采用 BCA 法测定蛋白质

质量浓度。 以牛清蛋白为标准物,蛋白质溶解度为

上清液中蛋白的质量浓度占样品中总的蛋白质量浓

度的百分比。
1郾 4摇 数据处理

本试验数据均为 3 个平行样的平均值,结果采

用 SPSS 22郾 0 分析软件和 Origin 8郾 0 软件进行处理,
采用 ANOVA 对数据进行差异显著性分析 ( P <
0郾 05)。

2摇 结果和讨论

2郾 1摇 SDS PAGE 凝胶电泳分析

不同超声条件下 LP 的 SDS PAGE 图谱显示

如图 1(图中 M 表示标准牛血清蛋白)所示,LP 中包

含 7S 和 11S 的亚基以及脂氧合酶、膜蛋白,34 ku 蛋

白存在于蛋白质的储存液泡中,24、18、17 ku 为来自

油体蛋白[2 - 3,13], LP 中脂类质量分数为 (7郾 48 依
0郾 049)% ,较 11S (2郾 36 依 0郾 026)% 与 7S (1郾 45 依
0郾 047)%高很多[3],其脂质组分经薄层色谱分析显

示主要为磷脂,如磷脂酰乙醇胺、磷脂酰胆碱和磷脂

酰肌醇[2],而由于含有较高含量磷脂,因此膜蛋白

对考马斯亮蓝具有较低的染色敏感性[3],其电泳图

上条带强度较 7S、11S 的亚基弱。 而本研究旨在探

明超声处理对 LP 结构特性的影响,如图 1 所示,与
未超声处理的 LP 相比,超声处理后的 LP 亚基含量

图 1摇 不同超声处理下 LP 的 SDS PAGE 图谱

Fig. 1摇 SDS PAGE of LP under different ultrasonic treatments

出现不同程度的改变,当超声时间为 10 min,超声功

率在 120 ~ 360 W 时,分子质量 48 ku 以上的亚基含

量都明显降低,这是因为超声产生的空化效应破坏

了大亚基结构;当超声功率增加到 480 W 时,亚基含

量整体降低,48 ku 以上亚基条带几乎消失,这说明

高强度超声功率会引发 LP 亚基结构破碎和解离。
结果表明,适当条件的超声处理可有效保留 LP 亚

基结构,并在此基础上改善 LP 的物化性质。 图谱

显示超声后亚基种类并没有太大变化,表明超声
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处理不会对 LP 的一级结构产生太大影响,与文

献[14 - 15]研究结果一致。
2郾 2摇 FITR 分析

超声处理后,LP 的 FITR 光谱图如图 2 所示,波
数从 1 640 cm - 1到 1 650 cm - 1变化时透光率增加,超
声处理的空化效应会导致 茁鄄转角的展开,而无规则

卷曲增加,使用傅里叶自反卷积(FSD)拟合和二阶

导数分析来实现最大频带变窄,降低信噪比并鉴定

LP 中存在的不同类型二级结构,之后采用杨氏方程

计算 LP 的二级结构,结果如表 2 所示,超声处理

10 min 时,随超声功率的增加 琢鄄螺旋减少,茁鄄折叠

先增加后减少,无规则卷曲增加,与超声处理牛血清

蛋白和乳清蛋白的结果一致[16 -17],而超声处理 20 min
时,随超声功率的增加 琢鄄螺旋先增加后减少,茁鄄折
叠先增加后减少,再略有增加。 此结果可能是由于

摇 摇

超声处理的空化效应使气泡振荡并破裂,从而产生

坍塌压力、湍流和剪切应力,影响了氨基酸的局部序

列以及分子之间的相互作用并使 茁鄄转角展开,无规

则卷曲减少[18]。

图 2摇 不同超声处理条件下 LP 的 FITR 光谱图

Fig. 2摇 FITR spectra of LP under different ultrasonic
treatment conditions

摇
表 2摇 不同超声处理下 LP 的二级结构相对含量

Tab. 2摇 Secondary structure content of LP under different ultrasonic treatments %

样品编号 琢鄄螺旋 茁鄄折叠 茁鄄转角 无规则卷曲

A (28郾 5 依 0郾 91) a (40郾 2 依 0郾 50) e (19郾 2 依 0郾 8) e (2郾 4 依 0郾 4) f

B (28郾 0 依 0郾 70) a (53郾 2 依 0郾 40) b (18郾 7 依 0郾 3) f (5郾 9 依 0郾 9) d

C (27郾 6 依 1郾 50) b (54郾 6 依 0郾 90) a (17郾 7 依 0郾 5) g (5郾 9 依 1郾 2) d

D (27郾 4 依 1郾 10) b (53郾 8 依 0郾 80) b (17郾 5 依 0郾 9) g (8郾 5 依 1郾 3) c

E (19郾 1 依 0郾 40) f (45郾 7 依 0郾 40) d (21郾 7 依 1郾 0) d (9郾 8 依 0郾 8) a

F (22郾 2 依 0郾 70) e (53郾 9 依 1郾 10) b (25郾 0 依 0郾 9) c (8郾 9 依 1郾 2) b

G (27郾 1 依 0郾 20) c (54郾 4 依 0郾 40) a (27郾 5 依 1郾 1) b (2郾 3 依 0郾 8) g

H (23郾 0 依 1郾 20) d (52郾 4 依 0郾 50) c (28郾 3 依 0郾 7) a (2郾 2 依 1郾 0) h

I (23郾 0 依 1郾 00) d (52郾 8 依 0郾 90) c (28郾 9 依 0郾 6) a (3郾 6 依 1郾 1) e

摇 摇 注:同列不同字母表示有显著性差异(P < 0郾 05)。

2郾 3摇 内源荧光光谱分析

大豆蛋白所表现出的内源荧光强度主要是因其

含有色 氨 酸 ( Trp )、 酪 氨 酸 ( Tyr ) 和 苯 丙 氨 酸

(Phe) [19],激发波长为 280 nm,主要依靠 Trp 和 Tyr
发射荧光[20],Trp 荧光强度较强是由于 Tyr 与 Trp
之间发生了能量转移,而荧光的变化可反映色氨酸

微环境的变化[21],因此色氨酸的荧光峰可近似看作

大豆蛋白的荧光峰,从而反映大豆蛋白的三级结构。
由图 3 可知,超声处理后,LP 的内源荧光强度均发

生不同程度的增加,在超声处理时间为 10 min 时,
内源荧光强度随着超声功率的增加先增大后减小,
并且最大波长(姿max)发生不同程度的红移,可能由

于超声处理期间,LP 分子通过水解解折叠,破坏其

疏水作用[22],Trp 的微环境由疏水变为亲水,一般情

况下荧光波长会随着溶剂极性的增大而红移,内源

荧光强度也会有所增加,因为在极性溶剂中仔寅仔*

跃迁所需的能差减小,跃迁概率增加。 而超声强度

过大时会导致暴露于溶剂的生色团数量增加,从而

导致内源荧光强度降低。

图 3摇 不同超声处理下 LP 的内源荧光光谱

Fig. 3摇 Endogenous fluorescence spectra of LP under
different ultrasonic treatments

摇

2郾 4摇 外源荧光强度分析

外源荧光强度反映蛋白质分子表面上存在的疏

水基团数量,文献[19]研究认为疏水相互作用对蛋

白质构象、功能和稳定性有重要影响。 如图 4(图中

不同小写字母表示差异显著)所示,超声 10 min、功
率为 360 W 以及超声 20 min、功率为 240 W 时外源

荧光强度较强,并且功率较低时呈现递增趋势。 超
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图 4摇 不同超声处理下 LP 的外源荧光强度

Fig. 4摇 Exogenous fluorescence intensity of LP
under different ultrasonic treatments

摇
声波处理会破坏蛋白质的非共价键引起蛋白质分子

一定程度的展开,以及最初在蛋白质分子内的疏水

基团暴露于外部环境,因此增加了疏水基团的数

量[23],而超声强度较大时,外源荧光强度下降,超声

强度极强时可能导致 LP 聚集,疏水区封闭[24],而持

续增加超声功率及时间,可能由于超声波诱导蛋白

质彻底变性,疏水残基暴露,疏水性增加。 本研究

中,由图 4、5 可看出,蛋白质的外源荧光强度越大溶

解度越大,文献[23 - 24]也得出此结果。
2郾 5摇 差示扫描量热法

DSC 的峰值温度 T2反映蛋白质结构的稳定性,
焓变 驻H 是引起蛋白质变性所需的能量,较高的焓

值表示更有序稳定的蛋白质结构[25],通过检测不同

摇 摇

图 5摇 不同超声处理下 LP 的溶解性

Fig. 5摇 Solubility of LP under different ultrasonic treatments
摇

超声条件下 LP 热变性温度及其焓变,分析 LP 的热

稳定性,超声处理后,LP 的 T2 有所升高,360 W 和

240 W时的 T2最高,提高了 6 ~ 7益,如表 3 所示。 文

献[26 - 29]认为,由于超声处理时产生的剪切力,
导致分子间二硫化物和非共价键被破坏,并且游离

巯基失活,有效减少了超声过程中蛋白质的再聚

集,当超声功率过大时,LP 的变性温度下降,可以

推测此时蛋白质分子结构被大量破坏。 而 LP 经

超声处理后,焓值明显下降,这可能与 LP 分子的

展开有关,之后焓值随超声功率的增加而增加,可
能与分子间疏水键部分重组有关[30] 。 因此,适度

超声可以提高 LP 的变性温度,并且提高其结构稳

定性。
表 3摇 不同超声处理下 LP 的 DSC

Tab. 3摇 DSC of LP under different ultrasonic treatments

参数
样品编号

A B C D E F G H I
T2 / 益 109郾 45 111郾 70 111郾 79 115郾 13 105郾 36 113郾 14 115郾 17 115郾 32 114郾 02
驻H / ( J·g - 1) 1郾 565 1郾 150 1郾 335 1郾 475 1郾 148 1郾 335 1郾 383 1郾 447 1郾 513

2郾 6摇 溶解性

溶解性会促成或影响大多数蛋白质所表现出的

功能性质,而 LP 由于含大量磷脂,相比 7S、11S,其
溶解性较差,图 5(图中不同小写字母表示差异显

著)显示,超声处理后,LP 的溶解性得到了显著改

善,样品 D 和 G 的溶解性最好,溶解度为 41郾 1% 和

43郾 0% ,提高了 20 个百分点左右。 在超声处理过程

中发生的空化效应会产生大量的空化气泡,这会增

加周围塌陷气泡区域的局部温度和压力[31],导致蛋

白质的去折叠,构象改变,进而使其内部亲水性氨基

酸残基暴露[32],并且由于超声处理期间促使蛋白中

的不溶性沉淀物形成可溶性聚集体[33],因此溶解性

得到显著提升。 而与肽键的水解关系不大,因为超

声处理后 LP 的 SDS PAGE 图谱并无太大变化,此
结果与文献[23]的研究一致,由图中样品 E、F、H
可知,持续增加超声功率及时间会导致再次溶解性

降低,可能是由于不溶性聚集体的形成[34]。 溶解性

会影响大多数蛋白质的功能性质,因此有必要确定

最佳的超声功率及时间,为改善 LP 的理化性质及

功能性质提供最佳的预处理条件。 经试验确定最佳

超声条件为:在 360 W 超声功率下处理 10 min。

3摇 结束语

超声处理对 LP 的结构及溶解性具有相当大的

影响,超声处理后在电泳图中分子量未发现明显变

化,亚基含量有所改变,经红外、荧光光谱分析后发

现,其二级、三级结构发生明显变化。 超声处理后

LP 分子间的非共价键减少,分子解折叠,减少了蛋

白质分子的再聚集,提高了其变性温度及结构稳定

性,而结构的改变导致功能性质改变。 本研究中,超
声功率为 360 W 时处理 10 min 和超声功率为 240 W
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时处理 20 min,对 LP 的溶解性及疏水作用的改善效

果最佳,而继续增加超声功率及超声时间,则会对

LP 的性能产生负面影响。 这是由于过剩的能量导

致蛋白质过度解折叠,大量疏水残基暴露,重新形成

了不溶性聚集体。 经试验确定最佳超声条件为:在
360 W 超声功率下处理 10 min。
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