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摘要：试验研究了不同均质压力（０～１２０ＭＰａ）对浓度４％的

大米蛋白功能特性和物化特性的影响。结果表明：随着压力

的增加，大米蛋白的溶解性显著增加（Ｐ＜０．０１），且在

１２０ＭＰａ下达到最大，为８２．０９μｇ／ｍＬ；乳化活性指数先增大

后降低，在８０ＭＰａ下达到最大，为１４．８２ｍ２／ｇ；乳化稳定性

指数降低。在压力的作用下，大米蛋白的粒径减小；离子键

变化不显著（Ｐ＞０．０５）；氢键、疏水相互作用、巯基及二硫键

的含量均发生显著性变化（Ｐ＜０．０５），表明高压均质对大米

蛋白的三维结构产生一定的影响。
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大米蛋白是一种重要的植物蛋白，主要由谷蛋白、球蛋

白、醇溶蛋白和清蛋白组成，其中谷蛋白含量占８０％以

上［１－２］，具有氨基酸组成合理、营养价值高和过敏性低等特

点。由于谷蛋白中含有大量的疏水性氨基酸，当疏水性氨基

酸相互靠近时，易生成大量的二硫键，从而使蛋白质多肽聚

集成致密分子，彼此交联而凝聚，分子量大，导致谷蛋白聚集

沉淀，溶解性差［３－４］，进而影响其他功能特性，如：起泡性、乳

化性等［５］；这些功能特性对于大米蛋白在食品加工中的应用

具有十分重要的意义。因此，提高大米蛋白的溶解性，改善

其他功能特性，已成为研究的热点。

高压均质是一种广泛应用于食品加工领域的高新技术。

物料在高压均质机中受到强烈剪切、高速撞击、剧烈震荡和

压力瞬间释放等动力作用后，使物料性质发生一定程度的变

化［６］。高压均质技术应用于蛋白质的改性研究是基于蛋白

质属于大分子物质，在高压的作用下产生形变，当形变足够

大时，对分子间的结合形式有影响，导致键的断裂和重组，从

而使蛋白质的功能特性发生变化［７－８］。

目前，对大米蛋白改性的研究大多集中于化学改性和酶

法改性［４］。虽然高压均质改性大米蛋白功能特性已有报

道［９］，但是未关注在高压均质过程中，大米蛋白内部化学作

用力的变化。本研究拟采用高压均质改性大米蛋白，对其溶

解性、乳化性、粒径、化学作用力、巯基和二硫键含量的变化

进行初步的探究，以期为大米蛋白资源的开发利用提供一定

的参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

大米蛋白（ＲＰ）：蛋白质８７．５％，水分１．６９％，灰分１．５％，

江西金农生物科技有限公司；

玉米油：市售福临门牌玉米油；

十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）：分析纯，上海苏懿化学试剂有

限公司；

考马斯亮蓝 Ｇ２５０：分析纯，上海沃凯生物技术有限

９



公司；

牛血清蛋白（ＢＳＡ）：生化试剂，合肥新恩源生物技术有

限公司；

５５’二硫代２硝基苯甲酸（ＤＴＮＢ）：分析纯，合肥新恩

源生物技术有限公司；

三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）：分析纯，美国Ｇｅｎｖｉｅｗ公司；

甘氨酸（Ｇｌｙ）：生化试剂，北京索莱宝科技有限公司；

乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）：分析纯，天津市北辰方正试

剂厂；

β巯基乙醇（２ＭＥ）：分析纯，美国Ｓｉｇｍａ公司；

尿素（Ｕｒｅａ）、三氯乙酸（ＴＣＡ）、氯化钠（ＮａＣｌ）：分析纯，

国药集团化学试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

超高压纳米均质机：ＡＰＶ２０００型，德国ＡＰＶ公司；

冷冻干燥机：１１６ＬＳＣ型，德国ＣｈｒｉｓｔＧａｍｍａ公司；

激光粒度仪：ＭＳ２０００型，英国马尔文公司；

紫外可见分光光度计：Ｖ１６００型，上海美普达仪器有限

公司；

高速剪切乳化机：ＦＭ２００型，上海弗鲁克流体机械制造

有限公司；

数显恒温磁力搅拌器：ＨＪ３型，金坛市杰瑞尔电器有限

公司；

高速离心机：ＨＣ３５１４型，安徽中科中佳科学仪器有限

公司。

１．２　方法

１．２．１　高压均质处理方法　配制浓度４％的大米蛋白溶液，

磁力搅拌１５ｍｉｎ后，在不同的均质压力条件下（５，４０，８０，

１２０ＭＰａ）处理，以０ＭＰａ表示未受均质处理的原样。取出

一部分均质后的样品，冻干备用。

１．２．２　溶解性测定　将高压均质后的大米蛋白溶液离心

（５０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ），上清液中蛋白质含量用考马斯亮蓝

法测定［１０］。利用牛血清蛋白（ＢＳＡ）做溶解性标准曲线，测定

５９５ｎｍ下的吸光值。

１．２．３　乳化性测定　乳化性包括乳化活性和乳化稳定性两

个方面。乳化活性是指蛋白能将油水结合在一起形成乳状

液的能力，是衡量蛋白质促进油—水型乳状液形成能力的指

标，用乳化活性指数来表示 （ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，

ＥＡＩ）；乳化稳定性是指维持乳状液稳定存在的能力，用乳化

稳定性指数（ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＥＳＩ）来表示
［１１］。取

３０ｍＬ浓度为４％的大米蛋白溶液，边搅拌边缓慢加入玉米

油１０ｍＬ，用高速剪切乳化机于１１０００ｒ／ｍｉｎ下乳化２ｍｉｎ

后，从底部吸取乳状液５０μＬ，立即与２５ｍＬ０．１％ ＳＤＳ混

合，在分光光度计上５００ｎｍ处测定其吸光值，１０ｍｉｎ后再重

新测定吸光值。乳化活性按式（１）计算
［１２］，乳化稳定性按

式（２）计算
［１３］：

犈犃犐＝
２×２．３０３×犃０×犖

１００×θ×犔×犆
， （１）

犈犛犐＝
犃０×狋

犃０－犃狋
， （２）

式中：

犈犃犐———乳化活性指数，ｍ２／ｇ；

犖———稀释倍数，５００；

θ———油相体积分数，本研究中为０．２５；

犔———比色皿厚度，１ｃｍ；

犆———蛋白质溶液浓度，４％；

犈犛犐———乳化稳定性指数；

犃０———０ｍｉｎ时测得的吸光值；

犃狋———１０ｍｉｎ时测得的吸光值；

狋———时间间隔，本研究中为１０ｍｉｎ。

１．２．４　粒径测定　取浓度为４％的大米蛋白溶液，用去离子

水作分散剂，在 ＭＳ２０００型激光粒度仪上测定其粒径，并采

用仪器所自带的软件进行数据分析。

１．２．５　化学作用力测定　称取０．１００ｇ大米蛋白样品，分别

加入１０ｍＬ的０．０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ（ＳＡ）、０．６ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ（ＳＢ）、

０．６ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ＋１．５ｍｏｌ／ＬＵｒｅａ（ＳＣ）、０．６ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ＋

８ｍｏｌ／ＬＵｒｅａ（ＳＤ），混合并震荡５ｍｉｎ，于４℃下静置１ｈ后

离心（５０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ），上清液蛋白质含量用考马斯亮

蓝法测定，溶解于ＳＢ与ＳＡ中蛋白质含量差表示离子键的

贡献；溶解于ＳＣ与ＳＢ中蛋白质含量差表示氢键的贡献；溶

解于 ＳＤ 与 ＳＣ 中蛋白质含量差表示疏水相互作用的

贡献［１４－１５］。

１．２．６　巯基和二硫键测定

（１）表面巯基和自由巯基测定：缓冲液 Ａ（Ｔｒｉｓ—Ｇｌｙ缓

冲液）：精确称取１０．４２ｇＴｒｉｓ、６．７５６ｇＧｌｙ、１．１６９ｇＥＤＴＡ，

蒸馏 水 定 容 至 １Ｌ、ｐＨ＝８．０；缓 冲 液 Ｂ（Ｔｒｉｓ—Ｇｌｙ—

８ＭＵｒｅａ）：在缓冲液 Ａ中加入８ｍｏｌ／Ｌ的尿素和５ｇ／Ｌ的

ＳＤＳ；Ｅｌｌｍａｎ’ｓ试剂精确称取０．０１６ｇＤＴＮＢ溶于４ｍＬ的缓

冲液Ａ中。

称取１５ｍｇ大米蛋白样品，溶于５ｍＬ的上述缓冲液中

（缓冲液Ａ测表面巯基，缓冲液Ｂ测自由巯基），加入５０μＬ的

Ｅｌｌｍａｎ’ｓ试剂，在室温（２５℃）下反应１ｈ，离心（４０００ｒ／ｍｉｎ，

３０ｍｉｎ），上清液在４１２ｎｍ下测定其吸光值。表面巯基和自

由巯基含量按式（３）计算
［１６］５０［１７］：

犛犎 ＝
７３．５３×犃４１２×犇

犆
， （３）

式中：

犛犎———表面巯基和自由巯基含量，μｍｏｌ／ｇ；

犃４１２———４１２ｎｍ下吸光度值；

犇———稀释因子；

犆———蛋白质浓度，ｍｇ／ｍＬ。

（２）总巯基和二硫键测定：称取１５ｍｇ蛋白质样品，用

缓冲液Ｂ定容至１０ｍＬ，取１ｍＬ加入４ｍＬ缓冲液Ｂ和

５０μＬ的２ＭＥ，在室温（２５℃±１℃）反应１ｈ，再加入１０ｍＬ

１２％的 ＴＣＡ，在 室 温 （２５ ℃ ±１ ℃）反 应 １ｈ，离 心

（５０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），用５ｍＬ１２％的ＴＣＡ洗涤２～３次，

溶于１０ ｍＬ 的缓冲液 Ｂ 中，充分溶解后加入４０μＬ 的

Ｅｌｌｍａｎ’ｓ试剂，反应１ｈ后，于４１２ｎｍ下测定其吸光值，总

巯基含量按式（３）计算，二硫键含量按式（４）计算
［１８－１９］：

０１
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犛犛＝
犛犎犜 －犛犎犉

２
， （４）

式中：

犛犛———二硫键含量，μｍｏｌ／ｇ；

犛犎犜———总巯基含量，μｍｏｌ／ｇ；

犛犎犉———自由巯基含量，μｍｏｌ／ｇ。

２　结果与讨论
２．１　对大米蛋白溶解性的影响

影响溶解性的因素主要有：蛋白质分子形状、大小、电荷

分布。由图１可知，随着均质压力的增大，大米蛋白的溶解

性有明显提高（Ｐ＜０．０１），并在１２０ＭＰａ下达到最高，为

８２．０９μｇ／ｍＬ（对照组溶解性为４０．８３μｇ／ｍＬ）。这是因为在

高压的作用下，大米蛋白分子发生解聚和伸展，一方面增大

了蛋白质与水的接触面积，另一方面使得蛋白质内部的极性

基团和疏水基团暴露出来，蛋白质分子表面电荷发生改变，

使水化作用增强，从而溶解度得以提高［２０］。此研究结果与

万红霞等［９］研究结果一致。

不同字母代表各样品之间存在极显著差异（Ｐ＜０．０１）

图１　高压均质对大米蛋白溶解性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆＲＰ

２．２　对大米蛋白乳化性的影响

蛋白质的乳化活性与溶解性和表面疏水性有着密切的

联系。由图２可知，随着压力增大，大米蛋白乳化活性指数

呈现先增大后降低的现象，且在８０ＭＰａ下达到最大，为

１４．８２ｍ２／ｇ（对照组ＥＡＩ为１１．７６ｍ
２／ｇ）。这是因为在高压

的作用下，一方面大米蛋白溶解度有所提高，增加了蛋白质

向油／水界面扩散的能力；另一方面大米蛋白内部疏水基团

暴露，导致大米蛋白表面疏水性增强，因此乳化活性得以

改善［１６］３５。

由图３可知，随着压力增大，大米蛋白乳化稳定性指数

随着压力增加而降低，当压力在０～５ＭＰａ时，乳化稳定指数

变化不显著（Ｐ＞０．０５），当压力在４０～１２０ＭＰａ时，乳化稳定

性指数明显下降（Ｐ＜０．０５）。这可能是随着压力的增大，大

米蛋白分子的变化使得乳状液界面膜的强度降低，导致乳状

液稳定性降低。

２．３　对大米蛋白粒径的影响

由表１可知，与未经过均质的大米蛋白相比，均质后大

米蛋白的比表面积增大，而表面积平均粒径犇［３，２］、体积平

均粒径犇［４，３］、平均粒径犱（０．５）减小。由表１还可知，在

不同字母代表各样品之间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）

图２　高压均质对大米蛋白乳化活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎＥｍｕｌｓｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＲＰ

不同字母代表各样品之间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）

图３　高压均质对大米蛋白乳化稳定性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｅｍｕｌｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＲＰ

０～８０ＭＰａ下，随着压力增大，比表面积增加，犇［３，２］减小；

但当压力大于８０ＭＰａ时，随着压力增大，比表面积略有减

小，犇［３，２］略有增加。这是因为在高压作用下，大米蛋白颗

粒被破碎成小粒子，使比表面积增大，犇［３，２］减小；但当压

力进一步增大时，大米蛋白被破碎成更小的颗粒，导致其表

面能增加，又重新聚集形成较大的颗粒，所以比表面积减小，

犇［３，２］增大。

２．４　对大米蛋白化学作用力的影响

离子键、氢键、疏水相互作用是维持蛋白质三级结构的

主要作用力，在压力的作用下，蛋白质三级结构可发生显著

性变化［２１］。由表２可知，各种压力下大米蛋白都表现出：离

子键的贡献＜氢键的贡献＜疏水相互作用的贡献；与未经均

质的大米蛋白相比，均质后大米蛋白中离子键的贡献均有所

降低 ，但变化不显著（Ｐ＞０．０５）；随着压力增大，氢键的贡献

表１　高压均质对大米蛋白粒径的影响

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｏｆＲＰ

均质压

力／ＭＰａ

比表面积／

（ｍ２·ｇ－１）

表面积平均粒

径犇［３，２］／μｍ

体积平均粒径

犇［４，３］／μｍ

平均粒径

犱（０．５）／μｍ

０ ０．７４６ ８．０４１ １７７．８３６ ２２５．９７５

５ １．４５０ ４．１３８ ２４．６２３ １８．７４１

４０ １．５７０ ３．８１２ １９．６８０ １４．４４１

８０ １．７７０ ３．３９５ １４．５８６ １０．６９０

１２０ １．７５０ ３．４２０ １１．５４２ ９．１９１

１１
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表２　高压均质对离子键、氢键、疏水相互作用的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｏｎｉｏｎｂｏｎｄ，ｈｙｄｒｏｇｅｎｂｏｎｄａｎｄｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｎ

ｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆＲＰ

均质压

力／ＭＰａ

离子键／

（ｍｇ·Ｌ－１）

氢键／

（ｍｇ·Ｌ－１）

疏水相互作用／

（ｍｇ·Ｌ－１）

０ １１．６１±１．６８ａ ２１．４５±１．５４ｃ ５３．９６±３．５７ｂ

５ ８．９２±０．４９ａｂ ２５．９７±０．７０ａｂ ５７．３４±３．５１ｂ

４０ ５．７０±０．２９ｂ ２９．４６±３．５１ａ ４６．５４±２．６１ｃ

８０ １０．８１±０．２９ａ ２８．１２±０．９７ａ ５８．５３±３．３１ｂ

１２０ ９．１９±０．２４ａｂ ２３．７１±３．０２ｂｃ ６７．０２±３．０３ａ

　　同列不同字母代表各样品之间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。

表现出先增加后降低的趋势；疏水相互作用的贡献除

４０ＭＰａ条件外，其余均高于原样品。这说明高压均质使得

大米蛋白结构发生改变，导致离子键、氢键和疏水相互作用

产生不同程度的变化。

２．５　对大米蛋白巯基和二硫键含量的影响

由表３可知，与未经均质处理的大米蛋白相比，均质后

大米蛋白表面巯基和自由巯基含量均明显降低（Ｐ＜０．０５），

而二硫键含量则显著上升（Ｐ＜０．０５）。巯基和二硫键是大米

蛋白中重要的功能基团，其含量的变化，反映出大米蛋白结

构的改变。这可能是随着均质压力增加，大米蛋白分子结构

变得松散，使埋藏在分子内部的巯基基团暴露出来，但经高

压均质的大米蛋白结构不稳定，同时处理过程是在有氧环境

中进行的，暴露出的巯基易与氧气结合，重新氧化成二硫键，

导致巯基含量降低二硫键含量增加［２２］。此结果与涂宗财［２３］

研究得出微射流均质可使花生蛋白巯基减少的结果一致。

一般认为巯基含量减少，二硫键含量增加，可导致蛋白质溶

解性降低［２４］，这与本试验现象不一致。究其原因，可能是大

米蛋白在高压的作用下，结构变得松散，一些包埋于内部的

极性基团和疏水基团暴露，蛋白的表面积与体积之比增加，

表面电荷分布加强，围绕着新暴露极性基团的结合水增多，

水化作用增强，因此蛋白的溶解性总体上是提高的［２５］。

３　结论
本试验研究了高压均质对大米蛋白功能特性及物化特

表３　高压均质对大米蛋白巯基及二硫键含量的影响


Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌａｎｄｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄ

ｏｆＲＰ

均质压

力／ＭＰａ

表面巯基／

（μｍｏｌ·ｇ
－１）

自由巯基／

（μｍｏｌ·ｇ
－１）

二硫键／

（μｍｏｌ·ｇ
－１）

０ ２．１６±０．３４ａ ５．４８±０．４７ａ ３４．２７±１．８１ｃ

５ １．８１±０．０６ｂ ５．０１±０．６８ａ ３５．９７±０．６０ｃ

４０ １．６２±０．０２ｂ ４．５３±０．２４ａ ３８．９１±０．６９ｂｃ

８０ １．６４±０．０１ｂ ２．４０±０．２２ｂ ４１．０８±１．７８ａｂ

１２０ １．６７±０．０２ｂ ２．２５±０．２７ｂ ４４．０９±３．３４ａ

　　同列不同字母代表各样品之间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。

性的影响。结果表明：在压力的作用下，大米蛋白的溶解性

和乳化活性均有所提高，分别在１２０ＭＰａ和８０ＭＰａ达到最

大；乳化稳定性下降；同时大米蛋白的粒径、化学作用力、巯

基及二硫键的含量也产生显著性变化。说明高压均质可用

于大米蛋白的改性。本试验是在前人研究的基础上对在高

压均质过程中，大米蛋白结构的变化进行了初步探讨，得出

高压均质对大米蛋白三级结构产生了一定的影响。对于在

均质过程中，二硫键与巯基之间转化的机理，及对大米蛋白

二级结构的影响，还需进一步的探究。
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风味物质。另外，从表１可知，双戊烯的相对含量为４７．２６％，

远远高于其他挥发性风味物质含量，且根据文献［１６］可知，

其风味阈值低，因此双戊烯对浆水风味的形成贡献也不可忽

视，也应为甘肃天水浆水的主体风味物质之一。

同时，上述挥发性物质均表现为良好呈香特点，其中双

戊烯可以赋予柠檬香味，乙酸乙酯具有强烈的果香、酒香香

气、菠萝香和香蕉的香味，己醛具有青草的清香气味，蒎烯是

辛香料的成分，主要赋予树脂香气，苯乙醇具有新鲜面包香、

清甜玫瑰香，正己醇具有水果香、清香，乙酸丙酯具有梨香的

风味。因此，这些风味物质及其相互间的共同作用是构成甘

肃天水浆水独特柔和良好风味的物质基础。

３　结论
（１）在浆水发酵０，２４，４８，７２，９６ｈ时发酵液中共检出挥

发性物质５６种，各发酵阶段分别检出成分２４，２９，３４，３４，３６

种，其中共有成分１２种。主要有醇类、酸类、烃类、酯类、醛

酮类。在整个发酵过程中挥发性物质的种类总体呈上升趋

势，且新增酯类化合物，在发酵前期酯类和酸类的相对含量

显著上升，而醇类、烃类的相对含量均有所下降，发酵后期各

类挥发性物质的相对含量变化较小，且在整个发酵过程中醛

酮类化合物的相对含量基本保持不变。

（２）综合分析浆水发酵过程中挥发性物质相对含量、稳

定性及其风味阈值，得出双戊烯、乙酸乙酯、己醛、蒎烯、苯乙

醇、正己醇、乙酸、乙酸丙酯对浆水风味形成具有较大的贡

献，是甘肃浆水中的特征香气物质。
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