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动态高压微射流对蛋清蛋白致敏性及体外消化的影响
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摘要：为研究动态高压微射流（Ｄｙｎａｍｉｃｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＤＨＰＭ）处理对蛋清蛋白（Ｅｇｇｗｈｉｔｅｐｒｏｔｅｉｎ，

ＥＷＰ）致敏性、消化性的影响，分别选取４０、８０、１２０、１６０、２００ＭＰａ压力对 ＥＷＰ进行处理，通过模拟体内消化过程，测

定 ＥＷＰ的水解度和消化率，采用 ＥＬＩＳＡ法测定 ＥＷＰ的致敏性，采用 ＳＤＳ ＰＡＧＥ、圆二色谱和荧光光谱等技术方法

测定 ＥＷＰ结构特性的改变，同时分析 ＥＷＰ表面巯基含量变化。结果表明，８０～２００ＭＰａ的 ＤＨＰＭ处理均可明显降

低 ＥＷＰ的致敏性，尤其在 １２０ＭＰａ条件下，ＥＷＰ的 ＩｇＥ结合率降低了 ６３７％，消化后水解产物的 ＩｇＥ结合率降低

了 ９３５％。同时，ＥＷＰ的消化水解效率及蛋白质消化率明显提高（Ｐ＜００５）。在结构特性方面，经 ＤＨＰＭ处理

（８０～２００ＭＰａ）的 ＥＷＰ分子量没有明显变化，而其表面疏水性和表面巯基含量明显提高（Ｐ＜００５），荧光强度增

强，α螺旋向 β折叠转化，表明 ＥＷＰ的致敏性降低及消化性的升高与 ＤＨＰＭ处理改变蛋白质原有二级、三级和四

级结构特性相关。综上可知，ＤＨＰＭ处理可以作为一种降低 ＥＷＰ致敏性及提高其消化效率的技术手段。
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　　引言

蛋清蛋白（Ｅｇｇｗｈｉｔｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＷＰ）含有人体所
需的８种必需氨基酸，氨基酸组成平衡，是优质的动
物蛋白来源。ＥＷＰ因其丰富的营养价值、易消化吸
收的特性以及独特的功能性质，被广泛应用于肉肠

类、鱼糜类及焙烤等食品加工领域
［１－２］

。但是，ＥＷＰ
的应用仍存在一个关键的限制因素———致敏性。鸡

蛋已被联合国粮农组织（ＦＡＯ）认定为八大类主要
过敏食物之一，其过敏发生率为 １６％ ～３２％，尤
其以儿童及婴幼儿过敏居多。鸡蛋过敏会导致腹

痛、痉挛、哮喘，严重时甚至危及生命
［３］
。已有文献

证实 ＥＷＰ是鸡蛋中的主要过敏原，包括卵类黏蛋白
（ＯＶＭ，Ｇａｌｄ１）、卵白蛋白（ＯＶＡ，Ｇａｌｄ２）、卵转铁蛋
白（ＯＶＴ，Ｇａｌｄ３）和溶菌酶（Ｌｙｓ，Ｇａｌｄ４）等［４］

。因

此，针对 ＥＷＰ，在维持其良好消化性的同时，寻找合
适的技术方法，降低或消除其致敏性，开发低致敏及

无致敏的产品具有实际意义。

动 态 高 压 微 射 流 （Ｄｙｎａｍｉｃ ｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅ
ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＤＨＰＭ）是一种新兴的高压均质技
术，通过高速冲击、高频振动、强烈剪切、空穴爆炸、

短时处理及连续操作等综合作用使大分子结构改

变，尤其是蛋白质构象的改变，从而改变蛋白的原有

特性，如致敏性及消化性
［５－７］

。ＺＨＯＮＧ等［８］
研究结

果表明采用 ＤＨＰＭ处理 β乳球蛋白，当压力高于
８０ＭＰａ时其致敏性明显降低；ＨＵ等［９］

研究发现，在

１８０ＭＰａＤＨＰＭ处理条件下，花生蛋白结构展开，疏
水区域暴露，α螺旋向 β折叠转化，二硫键含量减
少，进而致敏性降低。还有学者研究表明 ＤＨＰＭ处
理后 ＥＷＰ的功能性质得以改善，溶液平均粒度减
小，表观黏度明显提高

［１０－１１］
。然而，目前国内外关

于 ＤＨＰＭ处理对 ＥＷＰ致敏性及体外消化的相关报
道还很少。因此，本文以 ＥＷＰ为研究对象，通过
ＤＨＰＭ对 ＥＷＰ进行物理改性，研究不同压力对
ＥＷＰ致敏性及体外消化的影响，为拓展蛋清加工领
域的应用与发展提供理论依据。

１　材料与方法

１１　原料与仪器
新鲜鸡蛋，市售；ＩｇＥ和 ＩｇＧＥＬＩＳＡ试剂盒（辣

根过氧化物酶（Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记
的羊抗兔 ＩｇＧ和 ＩｇＥ抗体）、胃蛋白酶（酶活力
４００Ｕ／ｍｇ以上）、胰蛋白酶（酶活力 ２５０Ｕ／ｍｇ以
上）、ＯＰＡ（邻苯二甲醛）、ＤＴＮＢ（５，５′二硫代双
（２硝基苯甲酸））、ＡＮＳ（８苯胺１萘磺酸），均购自
Ｓｉｇｍａ公司；其他试剂均为国产分析纯。

Ｍ １１０Ｌ 型 微 射 流 高 压 均 质 机，美 国
Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ公司；ＴＵ １８１０型紫外可见分光光度
计，北京普析通用仪器有限责任公司；Ｊ ８１５型圆
二色光谱仪，日本 ＪＡＳＣＯ公司；ＳＨＡ Ｂ型水浴恒温
振荡器，常州亿通分析仪器制造有限公司；凯氏定氮

仪，上海纤检仪器有限公司；６８０型酶标仪，美国
ＢＩＯ ＲＡＤ公司；Ｆ ４５００型荧光分光光度计，日本
日立公司。

１２　样品处理及制备

将鸡蛋经过清洗后打蛋分离蛋清，搅拌 ２０ｍｉｎ，
然后用２层纱布过滤得到蛋清液。取８０ｍＬ蛋清液
在室温（２０℃）下进行微射流均质处理，处理压力分
别为 ４０、８０、１２０、１６０、２００ＭＰａ。处理后的样品于
４℃保存以备用。

１３　模拟体内消化试验

１３１　模拟体内消化的过程
参照 ＦＥＲＲＡＮＴＩ等［１２］

和 ＭＡ等［１３］
的方法并略

作修改。取 ５０ｍＬ不同处理的 ＥＷＰ溶液置于三角
瓶中，在３７℃水浴中振荡预热１０ｍｉｎ，加入８０ｍＬ消
化缓冲液（含 １２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、５ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ和
６ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２），具体消化过程如图 １所示。收集
胃消化０ｈ和１ｈ以及肠消化 ２ｈ样品，存于 －２０℃
以备用，用来进行 ＥＷＰ水解度和蛋白质消化率的
测定。

图 １　ＥＷＰ模拟体内消化方案图

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍｅｏｆｓｉｍｕｌａｔｉｎｇｄｉｇｅｓｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏｏｎＥＷＰ
　
１３２　水解度测定

根据 ＰＥＮＡＳ等［１４］
的邻苯二甲醛法（ＯＰＡ）并略

作修改。４００μＬ样品酶解液加入３ｍＬＯＰＡ试剂，迅
速混匀，避光反应２ｍｉｎ，同时以未水解样做空白对照
试验，于３４０ｎｍ下测定吸光度，水解度计算公式为

Ｈ＝１８１１４ΔＡｄ
ｃ

×１００％ （１）

式中　ΔＡ———水解样品的吸光度与未水解样品吸
光度的差值

ｄ———稀释倍数
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ｃ———蛋白质量浓度，ｇ／Ｌ
１３３　体外消化率测定

采用 ＴＣＡ ＮＳＩ（三氯乙酸氮溶指数）法［１５］
，取

１０ｍＬ消化液，加入等体积的 １０％ ＴＣＡ（三氯乙酸）
沉淀蛋白，４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，取上清液，用凯
氏定氮法测其中氮的含量，其中空白试验以蒸馏水

代替样品消化液，蛋白质消化率计算公式为

Ｄ＝
６２５（ｍ１－ｍ０）

ｍ２
×１００％ （２）

式中　ｍ１———样品上清液中氮的质量，ｇ
ｍ０———空白上清液中氮的质量，ｇ
ｍ２———样品中蛋白质的质量，ｇ

１４　致敏性测定

参照 ＪＩＮ等［１６］
的方法，采用间接酶联免疫吸附

法（ＥＬＩＳＡ）。将 ＤＨＰＭ处理后的 ＥＷＰ溶液及体外
消化液稀释至５０μｇ／ｍＬ（００２ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ），ｐＨ值７４），取样品加到 １００μＬ／孔的 ９６孔
酶标板中，于４℃静置１２ｈ；用 ＰＢＳＴ（含吐温 －２０的
磷酸盐缓冲液）洗涤 ３次，拍干；在酶标板孔内加入
含有５０ｍＬ／Ｌ脱脂牛奶的 ＰＢＳ封闭液，２００μＬ／孔，
３７℃恒温箱中孵育 ２ｈ，同上洗涤；将兔抗蛋清蛋白
血清（按１∶４００稀释）加入板孔，１００μＬ／孔，３７℃恒
温箱中孵育２ｈ，同上洗涤；加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔
ＩｇＥ ＯＶＡ（１∶１０００稀释）或 ＨＲＰ标记的羊抗兔
ＩｇＧ ＯＶＡ（１∶１５０００稀释），１００μＬ／孔，３７℃恒温
箱中孵育２ｈ，同上洗涤；再加现配制的ＯＰＤ（邻苯二
胺）底物显色液，３７℃避光显色 ２０ｍｉｎ；加入 ５０μＬ
２ｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２ＳＯ４终止液，用酶标仪于 ４５０ｎｍ处，以
空白对照孔调零后测定各孔的光密度值（ＯＤ值）。
１５　ＳＤＳ ＰＡＧＥ

参照 ＹＡＮＧ等［１７］
的方法，略作调整。凝胶制

备：分离胶质量分数为 １２％，浓缩胶质量分数为
３％。样品处理：将各样品（蛋白质量浓度 １ｇ／Ｌ）或
Ｍａｒｋｅｒ与００１ｍｏｌ／Ｌ上样缓冲液以１∶１的体积比混
合，沸水加热５ｍｉｎ备用。取２０μＬ样品上样，先７０Ｖ
电泳３０ｍｉｎ，然后１２０Ｖ稳压电泳５０ｍｉｎ。用考马斯
亮蓝 Ｒ ２５０染色液（５０％甲醇和 １０％冰醋酸）染
色，然后用脱色液（１０％甲醇和 ７％冰醋酸）脱色。
脱色完成后，置于凝胶成像系统中拍照并进行分析。

１６　圆二色谱分析
用 ＪＡＳＣＯ ８１５型旋光仪测定 ＥＷＰ的远紫外

圆二色谱变化。将处理后的 ＥＷＰ溶液注入 ０１ｃｍ
厚的椭圆形比色皿中，在 ２５℃和连续充氮的条件
下，进行远紫外区域（１９０～２５０ｎｍ）扫描，速度为
５０ｎｍ／ｍｉｎ，光谱间隔 ０１ｎｍ，３次累积。由仪器提
供的 Ｙａｎｇ氏参照 ＣＤ光谱估算 ＥＷＰ的二级结构中

α螺旋、β折叠、β转角和无规卷曲所占的比率。
１７　表面巯基含量测定

１ｍＬＥＷＰ溶液（１ｍｇ／ｍＬ）加入４ｍＬ缓冲液 Ａ
（每升溶液含１０４ｇＴｒｉｓ，６９ｇ甘氨酸，１２ｇＥＤＴＡ，
ｐＨ值 ８０），再 加入 ０１ｍＬＥｌｌｍａｎｓ试 剂 （含
４ｍｇ／ｍＬＤＴＮＢ的甘氨酸缓冲溶液）混匀。于室温
避光放置 ３０ｍｉｎ，取上清液在 ４１２ｎｍ处测定吸光
度，缓冲液为对照。巯基含量的计算以吸光度除以

摩尔消光系数１３６００Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ），并以 μｍｏｌ／ｇ的
蛋白表示。

１８　荧光强度和表面疏水性测定

参照马爽
［１８］
和迟玉杰等

［１９］
的方法稍做修改，

用００２ｍｏｌ／ＬｐＨ值７０磷酸盐缓冲液稀释蛋白溶
液质量浓度为０１ｇ／Ｌ，使用荧光分光光度计测定其
荧光强度。其中激发波长 ３５０ｎｍ，发射波长为
３６０～６８０ｎｍ，狭缝宽度 ５ｎｍ。取 ４ｍＬ上述蛋白浓
度样品加入 ２０μＬ的 ＡＮＳ（８ｍｍｏｌ／Ｌ）溶液混合均
匀作为荧光探针，立即采用荧光分光光度计在

３７０ｎｍ的激发波长和 ４７０ｎｍ的发射波长下测定样
品的荧光强度，狭缝为 ５ｎｍ条件下扫描其荧光强
度。以荧光强度对蛋白质浓度作曲线，曲线斜率即

为蛋白质分子的表面疏水性。

１９　数据分析
试验中所有结果都是 ３次测定的平均值，计算

标准偏差。采用 Ｏｒｉｇｉｎ８６软件对数据进行分析与
制图，采用 ＳＰＳＳ２００软件进行方差分析和差异显
著性分析。

２　结果与分析

２１　ＤＨＰＭ 对 ＥＷＰ体外消化水解度及消化率的
影响

消化率是评价食物营养价值的重要指标之一。

如图 ２所示，ＳＧＦ消化 １ｈ后，与未处理组相比，
ＤＨＰＭ处理总体上均提高了 ＥＷＰ的水解度，且随着
压力的升高先增大后降低。经 ＳＩＦ消化２ｈ后，与未
处理组相比，ＤＨＰＭ处理后明显提高了 ＥＷＰ的水解
度。且在１２０ＭＰａ和 １６０ＭＰａ条件下，其水解度优
于其他处理组。从图 ２可知，在 ＳＧＦ和 ＳＩＦ消化阶
段，ＤＨＰＭ处理的 ＥＷＰ消化率与未处理组相比均有
显著提高，其中１２０ＭＰａ和１６０ＭＰａ处理后 ＥＷＰ消
化率提高最多，最终分别提高了 １９４％和 １６５％。
ＰＬＡＮＣＫＥＮ等［２０］

研究高压处理（５００ＭＰａ，１０℃）蛋
清液（１０％）后进行胃肠模拟消化，结果发现蛋清液
的消化性明显增加。ＭＩＧＵＥＬ等［２１］

对卵白蛋白

（ＯＶＡ）进行上述相似处理后，ＯＶＡ的水解度得以提
高，同时还释放了活性肽，尤其在胃蛋白酶消化阶
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图 ２　ＤＨＰＭ对 ＥＷＰ体外消化水解度及消化率的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＨＰＭｏｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅａｎｄｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆＥＷＰ
　

段。而当压力升高至 １６０ＭＰａ和 ２００ＭＰａ，ＥＷＰ的
水解度和消化率略有下降，表明过高的压力使 ＥＷＰ
暴露的疏水基团发生再聚集或聚合形成更稳定的

结构。

胃蛋白酶是一种肽链内切酶，能水解芳香族氨

基酸或部分其它疏水性氨基酸的肽链；胰蛋白酶可

水解精氨酸和赖氨酸羧基组成的肽键，能消化溶解

变性蛋白质。研究结果表明，ＤＨＰＭ处理可明显提
高 ＥＷＰ的水解效率及消化率，这说明微射流均质过
程中剧烈处理条件破坏了蛋白聚集体及蛋白分子的

高级结构，使被包埋的酶解位点暴露，提高蛋白的酶

解敏感性进而增强其水解效率，因此 ＥＷＰ的消化率
得以提高。已有报道压力处理可通过使蛋白变性、

解折叠或化学键破坏而增强蛋白酶与蛋白结合位点

的易接近性
［２２］
。

２２　ＤＨＰＭ对 ＥＷＰ致敏性的影响
本试验采用 ＥＬＩＳＡ法测定 ＤＨＰＭ处理后 ＥＷＰ

的 ＩｇＧ和 ＩｇＥ结合能力进而测定其致敏性。由
表１可知，与原蛋清蛋白相比，ＤＨＰＭ处理后 ＥＷＰ的
ＩｇＧ致敏性减少，且在 １２０ＭＰａ条件下其致敏性达
到最低。ＳＧＦ和ＳＩＦ消化后水解产物的 ＩｇＧ结合能
　　

力也进一步说明了 ＤＨＰＭ处理提高了 ＥＷＰ消化
性。在高于８０ＭＰａ条件下，ＳＧＦ和 ＳＩＦ消化后水解
产物 的 致 敏 反 应 显 著 降 低，且 在 １２０ＭＰａ和
１６０ＭＰａ，其 ＩｇＧ反应最低。ＩｇＥ结合反应的变化
趋势与 ＩｇＧ相一致，表明 ＤＨＰＭ处理（８０ＭＰａ以
上）可 减 少 能 引 起 过 敏 的 ＥＷＰ组 分，尤 其 在
１２０ＭＰａ，ＥＷＰ及消化后水解产物的 ＩｇＥ结合能力
与空 白 组 相 比 分 别 下 降 了 ６３７％、８９５％ 和
９３５％。本研究中 ＤＨＰＭ处理（８０ＭＰａ以上）可明
显降低 ＥＷＰ致敏性，研究表明 ＤＨＰＭ处理可以破
坏 ＥＷＰ的空间结构进而破坏其蛋白的构象表位，使
其不能与ＩｇＧ或 ＩｇＥ结合，达到致敏性的效果，本研
究结果与 ＺＨＯＮＧ等［８］

研究结论一致。但当压力达

到１６０ＭＰａ和２００ＭＰａ时，ＥＷＰ的致敏性又略有升
高。ＳＡＴＨＥ等［２３］

报道当大豆蛋白的处理压力高到

一定程度，其致敏性也略有增加，原因可能是过高的

压力会破坏维持蛋白构象的作用力，使得原本隐藏

在蛋白结构内部的抗原表位暴露，增加了与 ＩｇＧ或
ＩｇＥ结合的几率，进而增加蛋白的抗原性。此外，体
外消化结束后，水解产物的致敏性仍没有完全消除，

表明消化后的某些肽片段仍具有抗原表位的残余。

表 １　ＤＨＰＭ 处理下 ＥＷＰ及其体外消化水解液的致敏性（ＯＤ值）

Ｔａｂ．１　ＡｌｌｅｒｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｏｆＥＷＰｕｎｄｅｒＤＨＰＭ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ＯＤｖａｌｕｅ）

压力／

ＭＰａ

ＩｇＧ结合 ＩｇＥ结合

ＥＷＰ ＥＷＰ ＳＧＦ ＥＷＰ ＳＩＦ ＥＷＰ ＥＷＰ ＳＧＦ ＥＷＰ ＳＩＦ

０ １６９±００９ａ １３５±００６ａ ０７８±００２ａ １２４±００８ａ ０９８±００６ａ ０８０±００４ａ

４０ １６６±００５ａ １２８±００５ａ ０７３±００３ａ １２０±００７ａ ０９０±００５ａ ０７４±００５ａ

８０ １５２±００４ｂ １０５±００９ｂ ０６１±００３ｂ ０８９±００４ｂ ０５８±００４ｂ ０４０±００２ｂ

１２０ １１９±００２ｄ ０７３±００３ｄ ０３５±００２ｄ ０４５±００２ｅ ０１３±００１ｄ ００８±００２ｅ

１６０ １２８±００３ｃ ０８０±００４ｄ ０４１±００２ｄ ０６０±００３ｄ ０２５±００２ｃ ０１６±００３ｄ

２００ １３３±００２ｃ ０９３±００２ｃ ０５４±００１ｃ ０６９±００４ｃ ０３１±００３ｃ ０２３±００２ｃ

　　注：同列数据之间的不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜００５），下同。

２３　ＤＨＰＭ对 ＥＷＰ分子量的影响
如图３所示，图中０表示蛋白 Ｍａｒｋｅｒ，１表示未

经处理的 ＥＷＰ，２～６表示不同压力（４０、８０、１２０、

１６０、２００ＭＰａ）ＤＨＰＭ处理的 ＥＷＰ。ＤＨＰＭ处理后
ＥＷＰ的电泳行为与原蛋清蛋白相比没有显著变化。
ＤＨＰＭ处理后并没有使 ＥＷＰ发生大分子聚集或裂
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图 ３　ＤＨＰＭ处理后 ＥＷＰ的分子量分析

Ｆｉｇ．３　ＳＤＳ ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＨＰＭｔｒｅａｔｅｄＥＷＰ
　

解成小分子，这表明 ＥＷＰ的分子量没有变化，这与
黄群等

［２４］
研究的超高压处理后 Ｓ卵白蛋白的分子

量分布结果相一致。ＺＨＯＮＧ等［８］
和 ＬＩ等［２５］

研究

高压处理植物铁蛋白和大豆分离蛋白后发现，尽管

蛋白的三级结构发生改变，但电泳行为与本研究观

察到的结 果 相 似。ＣＨＥＮ等［２６］
研 究 结 果 表 明

ＤＨＰＭ处理没有引起大豆蛋白的降解，而是暴露了
水解位点及提高了酶解敏感性。

２４　ＤＨＰＭ对 ＥＷＰ二级结构的影响
将 ＣＤ图谱与 Ｙａｎｇ氏参照 ＣＤ光谱拟合后估算

出 ＥＷＰ二级结构中 α螺旋、β折叠、β转角和无规
卷曲所占的百分比，如表 ２所示。随着处理强度的
增大，α螺旋含量先下降后上升，而 β折叠含量先
上升后下降。但与原蛋清蛋白对比，ＤＨＰＭ处理的
ＥＷＰα螺旋含量减少而 β折叠含量增多。比如，当
压力处理为 １２０ＭＰａ时，ＥＷＰ的 α螺旋含量从
４４５％降低到３１５％（Ｐ＜００５），而 β折叠含量从
１０９％增加至１８６％（Ｐ＜００５）。

表 ２　ＤＨＰＭ 处理后 ＥＷＰ二级结构所占百分比

Ｔａｂ．２　ＣｏｎｔｅｎｔｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｎＤＨＰＭ

ｔｒｅａｔｅｄＥＷＰ ％

压力／

ＭＰａ
α螺旋 β折叠 β转角 无规则卷曲

０ ４４５±１５１ａ １０９±１０２ｅ １８５±０９９ａ ２６１±１１７ｄ

４０ ４２８±１６３ａ １２４±１０９ｄ １７９±０８７ａｂ ２６９±１６７ｄ

８０ ３８５±１５９ｂ １４４±１０２ｃ １７６±０６７ａｂ ２９５±１８３ｃ

１２０ ３１５±１６５ｄ １８６±１０５ａ １７３±０８６ｂ ３２６±１６５ａ

１６０ ３３２±１６２ｄ １６９±１０９ｂ １８４±０６５ａ ３１５±１７９ｂ

２００ ３５３±１５９ｃ １５４±１０７ｃ １８５±０７２ａ ３１０±１８６ｂｃ

　　ＤＨＰＭ处理后 ＥＷＰ的一些 α螺旋结构被破坏
转向 β折叠结构，表明 ＥＷＰ的二级结构改变，且改
变量与压力有关，这与 ＨＵ等［９］

研究的 ＤＨＰＭ对花
生蛋白二级结构的影响和周昊等

［２７］
通过高压处理

后白果蛋白的二级结构变化的结论一致。此外，研

究结果显示二级结构的变化与致敏性降低的趋势相

一致，即致敏性随 α螺旋含量的减少而降低，表明
抗原表位很可能主要位于 ＥＷＰ的 α螺旋结构
内

［９］
。

２５　ＤＨＰＭ对 ＥＷＰ表面巯基（—ＳＨ）含量的影响

ＤＨＰＭ处理的 ＥＷＰ表面—ＳＨ含量变化如
图 ４所示。通常，二硫键对维持 ＥＷＰ的二级和三
级结构起着很重要的作用。有研究报道 ＤＨＰＭ处
理可使蛋白质的二硫键裂解转变成—ＳＨ，使得表
面巯基含量增加及致敏性降低

［９］
。本研究中，未

经 ＤＨＰＭ处理的 ＥＷＰ表面—ＳＨ质量摩尔浓度为
２２９μｍｏｌ／ｇ，随着压力增加至 １２０ＭＰａ，其表面
—ＳＨ含量一直明显增加，说明二硫键的破裂导致
新的 表 面—ＳＨ的 形成。当压 力为 １６０ＭＰａ和
２００ＭＰａ时，其表面—ＳＨ含量略有下降但不显著，
这可能是因部分新产生的表面巯基不稳定，易相

互反应重新形成二硫键。

图 ４　ＤＨＰＭ对 ＥＷＰ表面巯基含量的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＨＰＭｏｎｆｒｅｅｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌｇｒｏｕｐ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆＥＷＰ
　
此外，二硫键对蛋白的 ＩｇＥ或 ＩｇＧ结合表位的

完整性也起着很重要的作用，这与 ＥＷＰ的致敏性关
系密切

［２８］
。ＤＨＰＭ处理后 ＥＷＰ的二硫键减少并且

其致敏性降低，因为含抗原表位的部分是很难被水

解的，但是当二硫键破坏后这些抗原表位易被胃蛋

白酶及胰蛋白酶快速水解消化，进而导致整体致敏

性的降低，关于 Ａｒａｈ２（花生蛋白）［９］和 β乳球蛋
白

［２９］
的致敏性报道也得到相似的结论。同时，还有

一些相关研究报道二硫键对维持 ＩｇＥ或 ＩｇＧ结合
表位的构象很重要

［２８，３０］
。因此，可以推测 ＤＨＰＭ处

理通过改变 ＥＷＰ的构象来降低其致敏性。

２６　ＤＨＰＭ对 ＥＷＰ荧光强度和表面疏水性的影响

由图５可知，与未经 ＤＨＰＭ处理的 ＥＷＰ比较，
其荧光的最大吸收波长 λｍａｘ为 ４９０ｎｍ，并没有随着
压力的变化而发生移动，但随着压力的增大，ＥＷＰ
的荧光强度明显增强。当压力上升至 １２０ＭＰａ时，
荧光强度达到最大，但是经更高压力处理后，荧光强

度有所下降。ＺＨＯＮＧ等［８］
报道了 ＤＨＰＭ处理导致
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图 ５　ＤＨＰＭ对 ＥＷＰ荧光强度和表面疏水性的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＨＰＭｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙａｎｄｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙｏｆＥＷＰ
　

β乳球蛋白相对荧光强度增强，而最大谱峰也没有
发生移动。ＤＨＰＭ处理后 ＥＷＰ的荧光强度增强表
明蛋白质结构展开，更多疏水区域暴露，进而 ＥＷＰ
疏水性增强，这表明 ＤＨＰＭ处理改变了 ＥＷＰ的三
级和四级结构。当压力为 １６０ＭＰａ和 ２００ＭＰａ，
ＥＷＰ相对荧光强度有所减弱，表明暴露的疏水基团
再聚集形成更稳定的结构。

从图 ５可以看出，ＥＷＰ的表面疏水性变化与
荧光强度变化相一致。随着处理压力的增加，

ＥＷＰ的表面疏水性先上升后下降。关于高压处理
导致其他蛋白的表面疏水性增加的报道也很多，

结构紧实及含有分子内二硫键的球蛋白偏多，比

如大豆球蛋白
［３１］
和卵白蛋白

［３２］
等。本研究结果

证实 ＥＷＰ结构的改变是因为 ＤＨＰＭ与天然 ＥＷＰ
结构构造有关。同时，ＥＷＰ三级结构的改变进一
步解释 ＤＨＰＭ处理降低了其致敏性。据报道高压
处理降低了其他致敏蛋白（大豆分离蛋白

［２５］
和 α

淀粉酶抑制剂
［３３］
）的 ＩｇＥ结合活性，主要是由蛋

白质三级结构改变引起的。

３　结束语

不同的加工处理方式影响食物蛋白的理化性

质，相应地影响蛋白的消化性、生物活性和致敏性。

本研究的 ＤＨＰＭ处理（８０～２００ＭＰａ）可明显提高
ＥＷＰ体外水解度及蛋白质消化率，同时 ＥＷＰ致敏
性明显降低，说明 ＤＨＰＭ处理明显提高了 ＥＷＰ的
水解效率和脱敏效果，但主要取决于选择的处理压

力。通过 ＤＨＰＭ处理后，ＥＷＰ的分子量没有变化，
但随着压力的增加，其表面巯基含量和表面疏水性

整体上高于天然蛋清蛋白，而 α螺旋含量降低，且
α螺旋向 β折叠转化，这说明 ＤＨＰＭ处理使 ＥＷＰ
的二级、三级及四级结构发生改变，这些结构的改变

与 ＥＷＰ致敏性的降低有着密切关系，即通过破坏蛋
白的构象表位使其致敏性降低。因此，ＤＨＰＭ技术
可以作为一种降低 ＥＷＰ致敏性及提高消化性的物
理改性手段，推荐的适宜压力为１２０ＭＰａ左右。本
研究为开发低致敏性蛋清蛋白产品，拓宽其应用前

景提供了理论基础。
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