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摘要：为探索溶解大米蛋白的最适ｐＨ值，扩大其应用范

围，表征了不同ｐＨ（ｐＨ３．０，４．０，７．０）条件下大米蛋白中

主要成分———米谷蛋白的理化及结构性质。结果表明，

与中性条件下相比，酸性条件下米谷蛋白的溶解度和结

构性质发生了明显改变，ｐＨ７．０时米谷蛋白分子结合紧

密，形成庞大的分子聚集体，溶解度仅（６．２４±１．２５）％；而

在酸性条件下，米谷蛋白逐渐分散，分子间二硫键断裂，

呈现分散疏松的小分子体状态，ｐＨ３．０时其溶解度最高，

达到（７２．４７±２．３６）％。
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中国是世界上稻谷产量最大的国家，年产量２×１０８ｔ

以上［１］。大米生产中产生稻谷总重１０％～１５％的碎米，

目前其主要用作低附加值产品加工或大米淀粉的提取原

料，对其中８％左右大米蛋白的高值化利用较少。大米蛋

白具有低过敏性，体内实际消化率大于８８％的特点
［２］，在

婴儿配方食品中可部分替代牛奶或大豆［３］，并具有降胆

固醇、降血脂、抗氧化及抗癌［４］等生物功能。因此，碎米

中大米蛋白的高值化利用对提升稻谷精深加工与资源化

利用水平具有重要意义。

大米蛋白中米谷蛋白含量高达８０％
［５］，米谷蛋白是

一种刚性的球状结构蛋白，亚基间通过分子内、分子间二

硫键及疏水相互作用形成分子量６４～５００ｋＤａ的致密分

子聚集体［６］，导致其在中性溶液中溶解度极低［７］，限制了

其应用领域。前人［７－９］对改善大米蛋白溶解性的研究主

要集中于通过脱酰胺、酶法、糖基化等方法对大米蛋白进

行改性来提高其溶解性，但仍存在最终蛋白质得率较低

的问题，仍然有可能导致巨大的蛋白资源浪费。本课题

组［７］前期研究发现，虽然ｐＨ５．０和ｐＨ７．０时其溶解度仅

１．７１％和６．１８％，但酸性条件下，天然大米蛋白庞大的分

子聚集体可充分分散，溶解度可显著增加，酸性条件下大

米蛋白的可操控性增强。因此，本试验旨在探讨中性和

酸性ｐＨ条件下大米蛋白的主要成分———米谷蛋白的理

化和结构性质，为进一步拓宽大米蛋白的应用范围提供

理论和技术支持。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

籼米：市售；

标准蛋白、丙烯酰胺：ＡＲ级，美国Ｓｉｇｍａ公司；

总巯基试剂盒：南京建成生物工程研究所；

牛血清蛋白：合肥博美生物科技有限责任公司；

５７

ＦＯＯＤ＆ＭＡＣＨＩＮＥＲＹ 第３５卷第１期 总第２０７期｜２０１９年１月｜



ＳＤＳ：国药集团化学试剂有限公司；

氢氧化钠、氯化钠、盐酸等化学试剂：分析纯。

１．２　仪器与设备

集热式恒温加热磁力搅拌器：ＤＦ１０１Ｓ型，巩义市予

华仪器有限责任公司；

高速万能粉碎机：ＦＷ１００型，天津泰斯特仪器有限

公司；

高速离心机：ＬＧ１０２４．Ａ 型，北京京立离心机有限

公司；

真空冷冻干燥机：ＦＤ１型，北京博医康实验仪器有

限公司；

ｐＨ计：ＤＥＬＴＡ３２０型，梅特勒托利多（上海）有限

公司；

鼓风干燥箱：ＤＨＧ９１４０Ａ型，上海精宏实验设备有

限公司；

紫外—可见分光光度计：ＵＶ２６００型，上海舜宇恒平

科学仪器有限公司；

透射电镜：ＴｅｃｎａｉＧ２ＳｐｉｒｉｔＴＷＩＮ 型，美国 ＦＥＴ

公司；

差示扫描量热分析仪：Ｑ２０００型，美国ＴＡ公司；

高效液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型，美国安捷伦公司；

迷你型垂直电泳槽：ＤＹＣＺ２４Ｄ型，北京市六一仪

器厂；

稳压稳流电泳仪：ＹＹ５型，北京市六一仪器厂。

１．３　方法

１．３．１　米谷蛋白的制备　参照文献［１０］。具体如下：

（１）脱脂：籼米粉碎，以１５（ｇ／ｍＬ）的料液比加入

正己烷，室温下搅拌１ｈ后真空抽滤，滤液回收，滤饼留

用，滤饼室温干燥２４ｈ。

（２）碱提：按料液比１１０（ｇ／ｍＬ）加入０．０５ｍｏｌ／Ｌ

的ＮａＯＨ，恒速恒温搅拌２ｈ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取

上清液。

（３）酸沉：上清液恒速搅拌，用０．１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸溶

液调ｐＨ到蛋白质等电点（ｐＨ４．８），将前一步的悬浊液如

上述参数离心，取沉淀中加入少量去离子水，调节ｐＨ到

７．０，留用。

（４）盐提：按料液比１１０（ｇ／ｍＬ）加入５％氯化钠

溶液，搅拌１ｈ，离心取沉淀。

（５）醇提：按料液比１５（ｇ／ｍＬ）加入７５％乙醇搅

拌１ｈ，离心取沉淀。

（６）沉淀水洗３次，料液比均为１１５（ｇ／ｍＬ），搅拌

２０ｍｉｎ，离心（３５００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）取沉淀，冷冻干燥，干

粉保存备用。

１．３．２　米谷蛋白的常规成分检测

（１）水分含量测定：按ＧＢ５００９．３—２０１０《食品中水分

的测定》的直接干燥法执行。

（２）蛋白含量测定：按ＧＢ５００９．５—２０１０《食品中蛋白

质的测定》的凯氏定氮法执行。

１．３．３　不同ｐＨ值蛋白溶液的配制　取０．１ｇ米谷蛋白

样品，溶于２０ｍＬ的蒸馏水中，采用０．１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸分

别调节溶液ｐＨ至３．０，４．０，７．０，搅拌８～１０ｈ，４５００ｒ／ｍｉｎ

离心３０ｍｉｎ，取上清液备用。

１．３．４　米谷蛋白溶解度的测定　取不同ｐＨ值蛋白上清

液０．５ｍＬ于试管中，加入Ｆｏｌｉｎ酚试剂，５００ｎｍ波长处

测定其吸光度值，对照标准曲线得出样品中的蛋白质浓

度并计算溶解度［１１］。

１．３．５　米谷蛋白的高效液相色谱检测　用１ｇ／１００ｍＬ

ＳＤＳ水溶液分别配制ｐＨ３．０，４．０，７．０，浓度为５ｍｇ／ｍＬ

的米谷蛋白溶液，经０．４５μｍ微孔滤膜过滤后使用高效

液相系统与色谱柱（７．８ｍｍ ×３００ｍｍ）进行测定。流动

相为相应ｐＨ 值的１ｇ／１００ｍＬＳＤＳ水溶液，洗脱速率

１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２２０ｎｍ，柱温为２５℃。

１．３．６　米谷蛋白十二烷基硫酸钠—聚丙烯酰胺凝胶

（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳 　 不同 ｐＨ 值蛋白溶液采用 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳
［１２］观察其亚基分布，其中：分离胶浓度１２％，

浓缩胶浓度５％，上样量为１０μＬ，考马斯亮蓝 Ｒ２５０

染色。

１．３．７　米谷蛋白游离巯基的测定　不同ｐＨ值蛋白溶液

于常温搅拌８～１０ｈ，４５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液

测定蛋白质溶解度。取空白管、对照管、测定管分别加入

０．１ｍＬ样品于对照管和测定管中，再加入０．１ｍＬ总巯基

试剂一于３管中，加入１．１ｍＬ试剂二于空白管，１．０ｍＬ

分别于对照管和测定管中，将０．５ｍＬ试剂三分别加入空

白管和测定管中，同时加０．５ｍＬ蒸馏水于对照管中，混

合均匀于３７℃水浴１５ｍｉｎ。加入０．０５ｍＬ试剂四于３管

中，室温静置３０ｍｉｎ直至显色，４１２ｎｍ，０．５ｃｍ光径，双

蒸水调零，测定各管ＯＤ值
［１３］。

犛犎 ＝
犃１－犃０－犃２

１３．６÷犕犿÷１
÷０．５×

犞１

犞２
÷犮犱 ， （１）

式中：

犛犎———游离硫基含量，ｍｍｏｌ／ｇ；

犃１———测定管吸光度；

犃０———空白管吸光度；

犃２———对照管吸光度；

犞１———反应总体积，ｍＬ；

犞２———取样量，ｍＬ；

犮犱———蛋白质含量，ｇ／ｍＬ。

１．３．８　米谷蛋白的透射电镜检测　取０．２ｇ米谷蛋白样

品，溶于２０ｍＬ的蒸馏水中，滴加盐酸分别调节ｐＨ值至

３．０，４．０，７．０，搅拌过夜，离心取上清液。取２０～３０μＬ上

清液滴加于载样铜网上，静置１ｍｉｎ用滤纸从侧面吸干液

体，滴加０．５％ ３０μＬ 醋酸铅溶液于铜网上，室温负染
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１０ｍｉｎ，吸干液体，烤干后在透射电镜下观察照相
［１４］。

１．３．９　米谷蛋白热力学性质的测定　米谷蛋白溶于水，

经调整ｐＨ值后冷冻干燥，测定不同ｐＨ条件下后米谷蛋

白的热力学性质。空坩埚作为空白，称取待测样品（２．５±

０．２）ｍｇ置于坩埚中进行检测。扫描速度：５℃／ｍｉｎ，扫

描范围：２０～１６０℃，平行测定３次。

２　结果与分析
２．１　米谷蛋白常规成分含量

结果显示碱法提取米谷蛋白的蛋白质提取率为

（５６．４０±２．２０）％，水分含量（４．２９±０．２２）％，蛋白质含量

（９０．８１±０．１３）％（干基）。

２．２　米谷蛋白的溶解度

由图１可知，ｐＨ７．０时米谷蛋白的溶解度仅（６．２４±

１．２５）％，在ｐＨ５．０（接近米谷蛋白等电点）时溶解度最

低，仅有２．０１％；而在酸性条件下，溶解度显著增加，

ｐＨ３．０时其溶解度最高，达到（７２．４７±２．３６）％。随着

ｐＨ值降低，米谷蛋白的溶解度明显提高，主要是由于ｐＨ

值低于等电点时蛋白质带正电荷相互排斥，增加了其水

溶性。但是，ｐＨ２．０时米谷蛋白的溶解度小于ｐＨ３．０

的，在ｐＨ２．０这种强酸条件下，大米蛋白分子严重变性

以致相互交联，其水溶液变的黏稠，使溶解度降低。后续

研究中，选择了ｐＨ３．０，４．０，７．０３种ｐＨ条件对米谷蛋白

的性质进行研究。

图１　米谷蛋白在不同ｐＨ下的溶解度

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆｒｉｃｅｇｌｕｔｅｌｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐＨｖａｌｕｅｓ

２．３　米谷蛋白的高效液相检测

图２表征了ｐＨ３．０，４．０，７．０时米谷蛋白的分子量变

化，三者的洗脱出峰时间有较大不同。由图２可知，３种

样品均在约５．６ｍｉｎ出现一个小峰，但ｐＨ３．０条件下主

要的出峰时间为１０．７０７，１１．１２３，１１．７７３ｍｉｎ，３个峰的分

离效果不明显；ｐＨ４．０条件下主要的出峰时间为１０．３０５，

１０．８８９，１１．６２７ｍｉｎ；中性条件下主要的出峰时间为９．４７６，

１０．０５２，１０．８５１ｍｉｎ，前２个峰的分离效果不是很明显。

ｐＨ７．０时的响应值低于ｐＨ３．０和ｐＨ４．０，这是由于

图２　米谷蛋白在不同ｐＨ下的高效液相色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆ

ｒｉｃｅｇｌｕｔｅｌｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

ｐＨ７．０时的溶解度很低，ＳＤＳ的溶解度很低，导致其响应

值很低。根据凝胶色谱按分子量从大到小出峰的规律，结

果表明ｐＨ３．０时米谷蛋白主要峰的洗脱时间大于ｐＨ７．０

时的，出峰时间延长了约１～２ｍｉｎ，这是因为酸性环境使

蛋白大分子团体解聚分散成小分子，较晚洗脱出来。

２．４　米谷蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

如图３与表１所示，ｐＨ３．０与ｐＨ４．０时，米谷蛋白

的亚基组成及多肽差异不大，而ｐＨ７．０时米谷蛋白亚基

组成与之相比有明显差异。在ｐＨ３．０条件下电泳图谱

显示５个条带，亚基相对分子质量分别为６２，５１，３３，１９，

１８ｋＤａ；在ｐＨ４．０的条件下电泳图谱显示有５个条带，其

７７
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图３　不同ｐＨ条件下米谷蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＳＤＳＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｉｃｅｇｌｕｔｅｌｉｎａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

表１　不同ｐＨ条件下米谷蛋白电泳图的光密度值

Ｔａｂｌｅ１　Ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅｓｏｆｒｉｃｅｇｌｕｔｅｌｉｎｅｌｅｃｔｒｏ

ｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

ｐＨ３．０

亚基分子

量／ｋＰａ
ＩＯＤ

ｐＨ４．０

亚基分子

量／ｋＰａ
ＩＯＤ

ｐＨ７．０

亚基分子

量／ｋＰａ
ＩＯＤ

－ － － － １２３ ３０４

－ － － － ９３ １４６７

６２ ８６ ６３ ９５４ ６３ １１３３

５１ ２５５ ５２ ２００３ ５１ ２０７８

３３ ７１４ ３３ １１５８ ３３ １５０６

１９ １１４８ １９ １７３４ ２１ ３３６

１８ ６２７ １８ ８５２ １９ ６５７

－ － － － １８ ３４０

亚基分子量分别为６３，５２，３３，１９，１８ｋＤａ；在中性条件下

电泳图谱显示有８个条带，其亚基分子量分别为１２３，９３，

６３，５１，３３，２１，１９，１８ｋＤａ。对比酸性条件和中性条件下

的样品电泳图，１２３，９３ｋＤａ亚基消失，说明酸性环境会改

变米谷蛋白的分子结构从而影响其亚基分布。

　　ｐＨ３．０与ｐＨ４．０相比，亚基组成虽然大致相同，但

每个条带的光密度值有较大差距。从光度值分布可以看

出，ｐＨ３．０时１９ｋＤａ的条带比大分子量的条带含量更

高，ｐＨ４．０时５２ｋＤａ的条带含量更高，ｐＨ７．０时酸性条

件下没有观察到的１２３，９３ｋＤａ的条带含量较高，因此，电

泳图光密度值的结果进一步证明酸性条件下米谷蛋白中

较大的分子逐渐解离，ｐＨ３．０时体系中存在更多的较小

分子量的分子。

２．５　ｐＨ值对米谷蛋白游离巯基含量的影响

由表２可知，随着ｐＨ 的增大，米谷蛋白游离巯基含

量逐渐减少。原因可能是蛋白质在酸性条件下二硫键断

裂内部结构展开［１５］，使其内部的巯基暴露出来，或是蛋白

质的亚基发生解离，使表面疏水性增大［１６］。

２．６　ｐＨ值对米谷蛋白透射电镜检测结果的影响

如图４（ａ）所示，中性条件下的米谷蛋白分子较为密

表２　不同ｐＨ条件下米谷蛋白游离巯基的含量

Ｔａｂｌｅ２　Ｆｒｅｅｔｈｉｏｌｃｏｎｔｅｎｔｏｆｉｎｒｉｃｅｇｌｕｔｅｌｉｎｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

ｐＨ 游离巯基含量／（ｍｍｏｌ·ｇ－１）

３．０ ０．６６１±０．０１２

４．０ ０．３５５±０．０１８

７．０ ０．１７１±０．０１０

集，凝集成团，而在酸性条件下，米谷蛋白分子较为松散。

图４（ｂ）、（ｃ）中，米谷蛋白分子之间空隙较大，相比中性条

件下较为分散无巨大团聚现象，且ｐＨ３．０下的米谷蛋白

分子比ｐＨ４．０下的更为分散。

２．７　ｐＨ值对米谷蛋白热力学性质的影响

ＤＳＣ测量蛋白质体系在程序控温过程中发生的热量

变化，可得到与蛋白质热变性有关的一些信息，从而得到

蛋白分子的热稳定性特征［１７］。由表３可得，３种ｐＨ环境

下的米谷蛋白的变性峰值温度相差不大，但其变性热焓

的差别较为明显。焓值代表键断裂累积在一起的吸热

量，同时也反映了蛋白质样品的结构有序程度［１８］。样品

在ｐＨ３．０时焓值最低，可能与其分子在低酸性环境下较

为分散有关，而在ｐＨ４．０时样品焓值最高，此时ｐＨ值较

为接近等电点，蛋白质分子有序程度高，因此焓值最高。

图４　不同ｐＨ条件下米谷蛋白的透射电镜图像

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｒｉｃｅ

ｇｌｕｔｅｌｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

８７
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表３　不同ｐＨ条件下米谷蛋白的热力学性质

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｒｉｃｅｇｌｕｔｅｌｉｎａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

ｐＨ 热焓Δ犎／（Ｊ·ｇ－１） 峰值温度犜ｍａｘ／℃

３．０ １４．００±０．５１ １０７．３８±２．４１

４．０ ２３．４４±０．６７ １１０．０３±３．１２

７．０ １５．２５±０．５８ １１１．９３±３．５４

ｐＨ３．０，４．０，７．０下，米谷蛋白的热变性温度依次升高，表

明在酸性环境中，米谷蛋白的分子结构发生变化，中性条

件下的米谷蛋白分子稳定。

３　结论
试验结果显示，在酸性条件下米谷蛋白的溶解性比

中性条件下好，可能是在强酸或碱性条件下，米谷蛋白质

与淀粉等物质结合的粒子被分解，其紧密的结构变得疏

松，同时破坏了蛋白质分子的次级键，促进了蛋白质与结

合物的分离，从而增加了米谷蛋白的溶解性。随着米谷

蛋白ｐＨ值下降，其分子结构、亚基组成都发生了变化，同

时米谷蛋白游离巯基含量增加，热变性温度下降，可能是

米谷蛋白质分子在酸性条件下内部结构展开，分子键断

裂等，使结构变得松散，从而引起蛋白质溶解度增加。

近年来，带相反电荷的蛋白质和多糖复合凝聚实现

组装，形成具有特定结构和功能的复合凝聚产物［１９］，其通

常具有优于蛋白质或多糖本身的功能性质［１９－２１］。因此

利用本研究中酸性条件分散的大米蛋白与带相反电荷的

多糖混合，控制两种生物大分子的相互作用从而设计和

构建结构可控及功能独特的组装体系，对获得改善功能

性质的产物、设计新型大米蛋白食品及拓宽低值原材料

中提取的大米蛋白的应用范围均具有重要意义。下一步

试验将针对酸性条件下大米蛋白和多糖的复合凝聚进行

深入探索。
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