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摘要：目的：优化盐溶性猪肝蛋白 （ｓａｌｔｓｏｌｕｂｌｅｌｉｖｅｒ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＳＬＰ）的制备工艺，提高猪肝副产物利用率。方

法：以提取率为指标，分析 ＮａＣｌ浓度、ｐＨ、提取时间、固

液比对ＳＳＬＰ提取率的影响，通过正交旋转优化试验确定

最佳制备工艺。以水溶性猪肝蛋白（ｗａｔｅｒｓｏｌｕｂｌｅｌｉｖｅｒ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＷＳＬＰ）为对照，对ＳＳＬＰ的功能特性（溶解度、起

泡性、泡沫稳定性、乳化性、乳化稳定性等）进行对比分

析，并通过傅里叶红外光谱，低场核磁共振和差式扫描量

热法分析其结构变化。结果：ＳＳＬＰ最佳制备工艺为ＮａＣｌ

浓度０．４ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８，提取时间１２．９５ｈ，料液比（犿猪肝∶

犞缓冲液）１∶４．６（ｇ／ｍＬ），提取率为１０．６０％。ＦＴＩＲ分析

结果显示ＳＳＬＰ特征官能团吸收峰明显，二级结构中β转

角相对含量３９．９１％，α螺旋相对含量１３．５５％，β折叠相

对含量２１．３２％，无规卷曲相对含量２５．２３％；ＬＦＮＭＲ分

析结果表明ＳＳＬＰ结合水高，保水性更高；ＤＳＣ结果表明

ＳＳＬＰ的变性温度为７８．６８℃。结论：在最佳工艺条件下

制备的ＳＳＬＰ的溶解度、起泡性、乳化性、乳化稳定性均优

于 ＷＳＬＰ，是开发猪肝蛋白产品的优质来源。
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猪肝不仅具有补肝、明目、养血的功效，还含有丰富

的蛋白质，营养价值颇高，是一种优良的蛋白质来源［１］。

但猪肝有味道腥、苦味重、易褐变等特点，在实际应用中

受到限制。目前国内外关于猪肝的研究多集中于猪肝

酱、猪肝粒等产品研发［２－４］、活性成分提取［５－７］等方面，对
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猪肝中蛋白质的研究相对较少。

猪肝蛋白种类繁多，有水溶性、盐溶性、不溶性等蛋

白质，且蛋白质特性各异。目前肝脏蛋白的提取方法有

碱溶酸沉法、水溶液提取法、有机溶剂提取法等。Ｓｏｂｈａ

等［８］采用硫酸铵沉淀法从骆驼肝中分离出铁蛋白，并对

其进行评价。史建超［９］通过乙醇沉淀法提取鸡肝蛋白

粉，确定最佳提取工艺。Ｚｏｕａｒｉ等
［１０］采用碱溶酸沉法从

火鸡肝中提取蛋白质并分析其结构和功能特性，发现肝

蛋白具有较好的起泡能力与乳化能力。Ｄｅｖａｔｋａｌ等
［１１］利

用水溶液提取法从水牛肝中提取蛋白，发现水溶性蛋白

（２０％～４０％）比盐溶性蛋白（７％～１５％）多，且盐溶性蛋

白中存在高分子量蛋白质。康梦瑶等［１２］通过超声处理水

溶性蛋白，当超声功率为４２０Ｗ，超声时间为７ｍｉｎ时，水

溶性蛋白的乳化性能最好。而盐溶性蛋白具有良好的热

诱导凝胶能力，对肉制品的加工及品质具有重要作用，其

研究一直备受关注。

目前大部分关于猪肝蛋白的研究都集中于对水溶性

蛋白功能特性的研究，缺乏对盐溶性蛋白的相关研究。

研究拟利用水溶液提取法制备盐溶性猪肝蛋白，优化盐

溶性猪肝蛋白的提取工艺，并以水溶性猪肝蛋白为对照，

分析盐溶性猪肝蛋白结构和功能特性，为猪肝蛋白的开

发利用提供一定的理论依据，以期为肝脏副产物的再利

用提供新思路。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

新鲜猪肝：河南洛阳大张超市；

Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４：分析纯，德州润昕实验仪器有

限公司；

ＮａＣｌ：分析纯，西安天茂化工有限公司；

ＫＢｒ：分析纯，天津市光复经济化工研究所；

ＳＤＳ：分析纯，无锡市亚泰联合化工有限公司；

ＢＳＡ：分析纯，合肥博美生物科技有限责任公司。

１．２　仪器与设备

ｐＨ计：ＰＨ３Ｅ型，浙江谱析仪器有限公司；

冷冻离心机：Ｈ１１６ＴＲ型，杭州旌斐仪器科技有限

公司；

紫外可见光光度计：ＲＭＴ２６００Ｓ型，青岛瑞明仪器

设备有限公司；

自动定氮仪：Ｋ１３０５Ａ型，上海晟声自动化分析仪器

有限公司；

傅里叶红外光谱仪：ＡＬＰＨＡ型，德国布鲁克公司；

差示扫描量热仪：ＤＳＣ３０型，上海精科智能仪器有限

公司；

核磁共振仪：ＭＱＣ型，英国ＯｘｆｏｒｄＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司；

真空冷冻干燥机：ＦＤ１２００型，北京菲尔普科技有限

公司。

１．３　试验方法

１．３．１　盐溶性猪肝蛋白和水溶性猪肝蛋白的提取　参考

Ｓｔｅｅｎ等
［１３］提取蛋白的方法并适当改进。称取一定质量

的新鲜猪肝，去血水、筋膜，然后加入４倍体积的磷酸盐缓

冲液溶液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４），用匀浆机以１００００ｒ／ｍｉｎ

的转速匀浆；将匀浆物于４℃条件下以１００００ｒ／ｍｉｎ转

速在冷冻离心机中离心３０ｍｉｎ，取上清液，透析脱盐，冷

冻干燥即为水溶性猪肝蛋白（ＷＳＬＰ）。

收集上述沉淀并加入不同提取条件的 ＮａＣｌ溶液，混

合均匀后调整ｐＨ，然后在４℃的冰箱中静置１５ｈ，经纱

布初滤、离心后得到上层溶液，即为ＳＳＬＰ溶液。透析脱

盐，冷冻干燥即为盐溶性猪肝蛋白（ＳＳＬＰ）。

１．３．２　ＳＳＬＰ制备的工艺优化

（１）单因素试验：在前期试验的基础上，分别考察

ＮａＣｌ浓度（０．３，０．４，０．５，０．６，０．７，０．８ｍｏｌ／Ｌ）、ｐＨ（５．０，

５．５，６．０，６．５，７．０，７．５，８．０）、料液比［犿猪肝∶犞缓冲液 分别为

１∶１，１∶２，１∶３，１∶４，１∶５，１∶６（ｇ／ｍＬ）］、提取时间

（５，１０，１５，２０，２５，３０ｈ）对ＳＳＬＰ提取率的影响。

（２）正交旋转试验：依据单因素的试验结果，选取

ＮａＣｌ浓度、ｐＨ、提取时间、固液比为影响因子，将ＳＳＬＰ

的提取率作为响应值，利用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ进行四因素三

水平的正交旋转试验设计，确定ＳＳＬＰ的最佳制备工艺。

１．３．３　蛋白含量的测定　采用考马斯亮蓝法。

１．３．４　ＳＳＬＰ功能性质测定

（１）溶解度测定：参照文献［１４］，按式（１）计算溶解度。

狊＝
犿１

犿２
×１００％， （１）

式中：

狊———溶解度，％；

犿１———上清液中蛋白质质量，ｇ；

犿２———蛋白质总量，ｇ。

（２）起泡性和泡沫稳定性测定：参照文献［１５］，按

式（２）、式（３）分别计算起泡性和泡沫稳定性。

犘Ｆ＝
犞１

犞２
×１００％， （２）

犘ＦＳ＝
犞６０

犞０
×１００％， （３）

式中：

犘Ｆ———起泡性，％；

犞１———停止搅拌时泡沫体积，ｍＬ；

犞２———搅拌前液体体积，ｍＬ；

犘ＦＳ———泡沫稳定性，％；

犞６０———６０ｍｉｎ后泡沫体积，ｍＬ；

犞０———初始泡沫体积，ｍＬ。

（３）乳化性和乳化稳定性测定：参照文献［１６］，按

式（４）和式（５）分别计算乳化活性指数（ＥＡＩ）和乳化稳定

性（ＥＳＩ）。
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犈ＡＩ＝
２×２．３０３

ρ×（１－φ）
×犃５００×犇Ｆ， （４）

犈ＳＩ＝
犃３０

犃０
×１００％， （５）

式中：

犈ＡＩ———乳化活性指数，ｍ
２／ｇ；

犃５００———５００ｎｍ处吸光值；

φ———油的体积／乳化体系体积；

ρ———蛋白浓度，ｇ／Ｌ；

犇Ｆ———稀释倍数，１０１；

犈ＳＩ———乳化稳定性，％；

犃０、犃３０———乳化体系在０，３０ｍｉｎ时的吸光度。

１．３．５　ＳＳＬＰ结构测定

（１）傅里叶红外光谱（ＦＴＩＲ）测定：参照文献［１７］的

方法，并稍作修改。将提前干燥好的 ＫＢｒ分别与ＳＳＬＰ、

ＷＳＬＰ以质量比１００∶１放在研磨钵中，顺时针研磨成粉

末，混合均匀，并在样品罐中以１５～２０ＭＰａ的压力压制。

样品用红外光谱仪在４００～４０００ｃｍ
－１范围内扫描，设定

分辨率为４ｃｍ－１。

（２）低场核磁共振（ＬＦＮＭＲ）测定：参照文献［１８］。

（３）差式扫描量热（ＤＳＣ）测定：参照文献［１９］的方法

分别测定ＳＳＬＰ、ＷＳＬＰ的变性温度。分别称取３～５ｍｇ

ＳＳＬＰ与 ＷＳＬＰ，以空坩锅为对照组，设置升温速率

１０℃／ｍｉｎ，温度范围２０～１５０℃，氮气流速１００ｍＬ／ｍｉｎ，

扫描得到曲线。

１．４　数据处理

每个试验平行重复３次，采用 Ｏｒｉｇｉｎ９．０软件和

ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．５对试验数据进行分析处理与绘图。

２　结果与分析
２．１　ＳＳＬＰ制备的单因素试验结果

由图１（ａ）可知，随着ＮａＣｌ浓度增加，ＳＳＬＰ提取率呈

先上升后下降趋势。当ＮａＣｌ浓度为０．４ｍｏｌ／Ｌ时，ＳＳＬＰ

提取率最大，是因为在低盐情况下，ＳＳＬＰ与盐离子相互

作用形成双电层，降低了静电作用，从而增加了ＳＳＬＰ的

溶解度，随ＮａＣｌ浓度继续增加，盐离子与ＳＳＬＰ分子的电

荷互相中和抵消，破坏了之前形成的双电层，导致提取率

下降［２０］。

　　如图１（ｂ）所示，随着ｐＨ的增加，ＳＳＬＰ提取率呈先

上升后下降趋势。当ｐＨ 为７．５时，ＳＳＬＰ提取率最大。

ｐＨ５．５接近ＳＳＬＰ的等电点，此时蛋白质表面的电荷较

少、静电斥力减少，蛋白质分子排列紧密，部分蛋白质发

生聚集沉淀，在水相中的分散系数减少、ＳＳＬＰ溶解度降

低，而偏离等电点时，ＳＳＬＰ表面分别带净的正或负电荷，

静电斥力增加，ＳＳＬＰ溶解度增加，提取率升高
［２１］。

由图１（ｃ）可知，随着料液比的增大，ＳＳＬＰ的提取率

也逐渐增加，当料液比超过１∶４（ｇ／ｍＬ）时，提取率反而

逐渐降低。ＮａＣｌ溶液的增加，使得ＳＳＬＰ分子表面电荷

图１　ＳＳＬＰ制备的单因素试验结果

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＳＬＰｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
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增多，ＳＳＬＰ分子的水合作用增强，导致提取率增加。

由图１（ｄ）可知，随提取时间的增加，ＳＳＬＰ提取率呈

先上升后下降趋势。当提取时间为１５ｈ时，ＳＳＬＰ提取率

最大。这是因为长时间处于高盐环境中，ＳＳＬＰ可能发生

盐析现象，或是与其他成分结合，使得ＳＳＬＰ提取率下降。

２．２　ＳＳＬＰ制备的正交旋转试验结果

ＳＳＬＰ制备的正交旋转试验因素水平见表１，试验方

案及结果见表２，计算各项回归系数，拟合得到自变量

ＮａＣｌ浓度、ｐＨ、提取时间、固液比对ＳＳＬＰ提取率的回归

模型为：

犢 ＝０．５２４ ２２＋４．１３５ ７６犃 －０．５５５ ４７犅 ＋

０．０４３７２５犆＋０．３２６２６犇＋０．２５４５４犃犅＋０．０２６００４犃犆－

０．１０４０３犃犇 －５．３０２３３×１０－３ＢＣ＋０．０６０４２６犅犇 ＋

２．５７４８２×１０－３犆犇 －７．４６９９７犃２ ＋０．０２０７４５犅２ －

９．１８０６７×１０－４犆２－０．０８６２６０犇２。 （６）

　　由表３可知，该模型 犚２＝０．９３４４，失拟项不显著

（犘＝０．９３４４＞０．０５），回归模型极显著（犘＝０．００３２＜

０．０１），表明该模型与实际情况拟合程度较好；从犉 值可

以得出，四因素对试验的影响大小为Ｄ＞Ｃ＞Ｂ＞Ａ。

表１　ＳＳＬＰ提取试验因素及水平

Ｔａｂｌｅ１　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆＳＳＬＰｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

水平
ＡＮａＣｌ浓度／

（ｍｏｌ·Ｌ－１）
ＢｐＨ

Ｃ提取时

间／ｈ

Ｄ料液比

（ｇ／ｍＬ）

－１ ０．３ ７．０ １０ １∶３

０ ０．４ ７．５ １５ １∶４

１ ０．５ ８．０ ２０ １∶５

２．３　利用回归方程确定最佳参数

经过正交旋转优化试验和回归方程分析，得出最佳

制备ＳＳＬＰ的条件为：ＮａＣｌ浓度０．４ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８，提取时

间１２．９５ｈ，料液比 １∶４．６ （ｇ／ｍＬ），此时提取率为

１０．６０％。考虑到实际操作，将最佳制备条件修改为：

ＮａＣｌ浓度０．４ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ８、提取时间１３ｈ、固液比１∶

４．６（ｇ／ｍＬ），在此条件下，得出蛋白提取率为（１０．４１±

０．１６）％，与预测值接近，说明模型与实际结果拟合程度较

好，证明响应面优化提取ＳＳＬＰ是可行的。

２．４　ＳＳＬＰ功能性质

由表４可知，ＳＳＬＰ溶解度要优于 ＷＳＬＰ，可能是因

为在中性盐环境中，ＳＳＬＰ分子表面电荷增加，电荷之间

互相排斥，ＳＳＬＰ分子间斥力也随之增加，静电斥力减缓

了ＳＳＬＰ之间的凝聚，增大了其在溶液中的溶解度
［２２］。

ＳＳＬＰ的起泡性优于 ＷＳＬＰ，泡沫稳定性低于 ＷＳＬＰ，可

能与ＳＳＬＰ分子结构的展开有关
［２３］；乳化性表示每单位

重量蛋白质（ｍ２／ｇ）的界面稳定面积，与乳状液形成过程

中蛋白质包裹油水界面的能力有关，数量级为ＳＳＬＰ＞

ＷＳＬＰ；乳化稳定性表示３０ｍｉｎ后剩余乳液浊度的百分

比，数量级为ＳＳＬＰ＞ＷＳＬＰ，可能是因为ＳＳＬＰ经过中性

盐处理后，内部分子结构展开，暴露出疏水性基团，与油

相接触面积变大，有利于ＳＳＬＰ在油水界面的吸附，使

ＳＳＬＰ的乳化性与乳化稳定性增加
［２４］。

２．５　ＳＳＬＰ结构

２．５．１　ＦＩＩＲ分析　由图２可知，ＳＳＬＰ和 ＷＳＬＰ分别在

３２９９．４５，３２９６．８８ｃｍ－１处出现峰型变宽的情况，说明此

表２　正交旋转试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 提取率／％ 编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 提取率／％

１ ０ ０ ０ ０ ８．９５ １６ ０ １ ０ －１ ６．９１

２ －１ ０ －１ ０ ７．８７ １７ １ ０ ０ －１ ５．１２

３ －１ ０ ０ －１ ４．３６ １８ ０ １ －１ ０ ８．９８

４ ０ －１ －１ ０ ９．８８ １９ ０ １ １ ０ ８．２７

５ ０ ０ ０ ０ ９．８９ ２０ １ ０ ０ １ ８．２８

６ ０ ０ ０ ０ ８．７８ ２１ ０ －１ ０ －１ ６．１４

７ １ １ ０ ０ ８．４７ ２２ １ ０ １ ０ ７．５９

８ －１ ０ １ ０ ６．８７ ２３ ０ １ ０ １ １０．６４

９ －１ ０ ０ １ ８．３４ ２４ ０ ０ １ －１ ４．３８

１０ －１ １ ０ ０ ８．０２ ２５ ０ ０ ０ ０ ８．２１

１１ ０ －１ １ ０ １０．２０ ２６ ０ ０ －１ －１ ５．８９

１２ １ －１ ０ ０ ７．３５ ２７ １ ０ －１ ０ ７．５７

１３ ０ ０ ０ ０ １１．４７ ２８ ０ －１ ０ １ ７．５０

１４ ０ ０ １ １ ８．９３ ２９ ０ ０ －１ １ ９．４３

１５ －１ －１ ０ １ ７．９１
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表３　ＳＳＬＰ制备工艺的方差分析及显著性检验


Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔｅｓｔｏｆ

ＳＳＬＰｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

误差来源 平方和 自由度 均方差 犉 值 犘 值

模型 ０．１８０ １４ ０．０１３ ４．７２ 　０．００３２

Ａ ２．１９５×１０－４ １ ２．１９５×１０－４ ０．０８ ０．７７９５

Ｂ １．１６２×１０－３ １ １．１６２×１０－３ ０．４３ ０．５２２０

Ｃ ２．４９４×１０－３ １ ２．４９４×１０－３ ０．９３ ０．３５２２

Ｄ ０．０９０ １ ０．０９０ ３３．２５ ＜０．０００１

ＡＢ ６．４７９×１０－４ １ ６．４７９×１０－４ ０．２４ ０．６３１４

ＡＣ ６．７６２×１０－４ １ ６．７６２×１０－４ ０．２５ ０．６２４１

ＡＤ ４．３２９×１０－４ １ ４．３２９×１０－４ ０．１６ ０．６９４６

ＢＣ ７．０２９×１０－４ １ ７．０２９×１０－４ ０．２６ ０．６１７４

ＢＤ ３．６５１×１０－３ １ ３．６５１×１０－３ １．３６ ０．２６３８

ＣＤ ６．６３０×１０－４ １ ６．６３０×１０－４ ０．２５ ０．６２７５

Ａ２ ０．０３６ １ ０．０３６ １３．４４ ０．００２５

Ｂ２ １．７４５×１０－４ １ １．７４５×１０－４ ０．０７ ０．８０２８

Ｃ２ ３．４１７×１０－４ １ ３．４１７×１０－４ １．２７ ０．２７９０

Ｄ２ ０．０４８ １ ０．０４８ １７．９２ ０．０００８

残差 ０．０３８ １４ ２．６９３×１０－３


失拟项 ０．０２１ １０ ２．０８０×１０－３ ０．４９ ０．９３４４

纯误正 ０．０１７ ４ ４．２２７×１０－３

总和 ０．２２０ ２８

　　犘＜０．０１表示影响极显著；犘＜０．０５表示影响显著。

处存在着氢键，缔合程度大，Ｏ—Ｈ伸缩振动导致峰型变

宽［２５］。酰胺Ｉ带（１６００～１７００ｃｍ－１）与氢键作用力紧密

相关，对分析蛋白质二级结构最具代表性。两种蛋白在

波数１６００～１７００ｃｍ
－１具有相同特征的最大吸收峰，

ＳＳＬＰ在此波数范围内的峰值位于１６５６．１５ｃｍ－１，ＷＳＬＰ

则红移至１６５２．２９ｃｍ－１，这是因为中性盐溶液使 ＷＳＬＰ

的氢键减弱，分子内螺旋度减少， Ｃ Ｏ收缩振动受到影

响，使得 ＷＳＬＰ的酰胺Ｉ带峰值发生偏移现象。

　　通过 ＰｅａｋｆｉｔＶｅｒｓｉｏｎ４．２分别对图２中１６００～

１７００ｃｍ－１处的ＳＳＬＰ与 ＷＳＬＰ的峰谱图进行去卷积、二

阶求导和高斯拟合处理，得到表５。可以看出，两种蛋白

的二级结构有显著不同，ＳＳＬＰ二级结构的主要成分是

β转角，占总量的３９．９１％；两种蛋白的α螺旋结构基本

相同；ＳＳＬＰ的无规则卷曲大于 ＷＳＬＰ，说明ＳＳＬＰ结构的

随机性更强；ＳＳＬＰ的β转角大于 ＷＳＬＰ，β折叠却小于

ＷＳＬＰ，是因为ＳＳＬＰ在盐溶液的影响下，β折叠易变性，

进而转化为β转角，与吴黎明等
［２６］的研究结果一致。而

蛋白结构中α螺旋与β折叠含量之比反映出凝胶品质，

比例越低，凝胶性能越好，可以看出ＳＳＬＰ的α螺旋与

β折叠含量之比低于 ＷＳＬＰ，凝胶特性更好，与张秋会

等［２７］的研究一致。

２．５．２　ＬＦＮＭＲ分析　横向弛豫时间的长短，反映样品

水分子中 Ｈ＋受束缚的程度，时间短则束缚程度高，自由

度低，时间长则束缚程度低，自由度高［２８］。从图３可以

看出，ＳＳＬＰ与 ＷＳＬＰ有３个不同的峰值，根据弛豫时间

的不同，可分为３种：结合水（０．０１～５ｍｓ）、吸附水（５～

表４　两种蛋白的溶解度、起泡性、泡沫稳定性、乳化性、乳化稳定性分析

Ｔａｂｌｅ４　Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ，ｆｏａｍｉｎｇ，ｆｏａｍｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｙａｎｄｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｗｏｐｒｏｔｅｉｎｓ

样品 溶解度／％ 起泡性／％ 泡沫稳定性／％ 乳化性／（ｍ２·ｇ－１） 乳化稳定性／％

ＳＳＬＰ ８９．５８±０．０４ａ ３８．７４±０．０２ａ ５１．８２±０．０６ｂ ５６．２９±０．０６ａ ５３．６９±０．０４ａ

ＷＳＬＰ ８５．２３±０．０２ｂ ３２．５６±０．０３ｂ ６６．３１±０．０５ａ ４８．２８±０．０５ｂ ４１．７４±０．０３ｂ

　　　　　　字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）。

图２　两种蛋白的ＦＴＩＲ光谱图

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｗｏｐｒｏｔｅｉｎｓ

表５　两种蛋白的二级结构含量


Ｔａｂｌｅ５　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｗｏｐｒｏｔｅｉｎｓ

％

样品 β转角 α螺旋 无规卷曲 β折叠

ＳＳＬＰ ３９．９１±０．０２ａ１３．５５±０．０３ａ２５．２３±０．０５ａ ２１．３２±０．０１ｂ

ＷＳＬＰ ３４．７３±０．０１ｂ１３．３４±０．０４ｂ１３．５１±０．０１ｂ ３８．４３±０．０２ａ

　　字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）。

２０ｍｓ）、自由水（２０～１０００ｍｓ）。此外，ＳＳＬＰ样品的信号

值整体高于 ＷＳＬＰ，表明ＳＳＬＰ分子与水分子的结合更加

紧密，导致ＳＳＬＰ样品的自由水减少，结合水增加，ＳＳＬＰ

的保水性增强。

由表６可知，两种蛋白结合水（犜２１）峰比例变化的大

３１
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图３　两种蛋白的横向弛豫时间瀑布图

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｗａｔｅｒｆａｌｌｄｉａｇｒａｍｏｆｔｒａｎｓｖｅｒｓｅｒｅｌａｘａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅｏｆｔｗｏｐｒｏｔｅｉｎｓ

表６　两种蛋白的弛豫时间（犜２）值变化


Ｔａｂｌｅ６　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｅｌａｘａｔｉｏｎｔｉｍｅ（犜２）ｖａｌｕｅｓ

ｏｆｔｗｏｐｒｏｔｅｉｎｓ

样品 犜２１峰比例／％犜２２峰比例／％犜２３峰比例／％犜２峰面积总和

ＳＳＬＰ ２２．２９９±０．０５ａ ４．３１２±０．０８ｂ ７３．３９０±０．８１ｂ ２６．８９３±０．１２ａ

ＷＳＬＰ１５．１５３±０．０１ｂ ６．００２±０．０５ａ ７８．８２６±０．０４ａ ２４．７６６±０．４５ｂ

　　不同字母表示差异显著（犘＜０．０５）。

小为：ＳＳＬＰ＞ＷＳＬＰ，表明ＳＳＬＰ中有更多的结合水，可能

原因是随着ＳＳＬＰ分子结构的展开，中性基团和带电基团

的数量增加，ＳＳＬＰ吸引并结合了更多的水分子。吸附水

（犜２２、犜２３）峰比例大小为ＳＳＬＰ＜ＷＳＬＰ，而ＳＳＬＰ的犜２

峰面积总和大于 ＷＳＬＰ的，可能是因为ＳＳＬＰ的网络孔

径大，与水分子接触面积较大，导致水化表面积较大，所

以ＳＳＬＰ的犜２峰面积总和大，保水性较强。

２．５．３　ＤＳＣ分析　由图７可知，两种蛋白的ＤＳＣ曲线变

化趋势相似，但 ＷＳＬＰ的 ＤＳＣ曲线明显低于ＳＳＬＰ的。

峰值温度能对蛋白质的热稳定性进行表征，热焓值能

对蛋白质的聚集程度进行表征。ＳＳＬＰ和 ＷＳＬＰ的热

变性温度分别为７８．６８，７５．２８℃，热焓值分别为１９．５８，

图４　两种蛋白的ＤＳＣ曲线

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＤＳＣｃｕｒｖｅｓｏｆｔｗｏｐｒｏｔｅｉｎｓ

２７．２９Ｊ／ｇ，说明热稳定性 ＳＳＬＰ＞ＷＳＬＰ，聚集程度为

ＳＳＬＰ＜ＷＳＬＰ，原因可能是在磷酸盐缓冲液影响下，

ＷＳＬＰ结构发生变性，非共价键断裂，致使其热稳定性与

热焓值发生变化，稳定性不如ＳＳＬＰ。

３　结论
通过正交旋转试验对盐溶性猪肝蛋白制备的工艺进

行优化，确定最佳制备工艺为 ＮａＣｌ浓度０．４ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ８，提取时间１２．９５ｈ，料液比（犿猪肝 ∶犞缓冲液）１∶

４．６（ｇ／ｍＬ），此时提取率为１０．６０％。但试验中的盐溶性

蛋白为粗提物，具体的盐溶性蛋白单体成分及含量尚不

明确，还需进行深入研究，如何进一步分离纯化也是今后

研究的方向之一。
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