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钝顶螺旋藻分离蛋白的制备及理化特性
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摘要：［目的］探究反复冻融法制备钝顶螺旋藻分离蛋白（Spirulina platensis protein isolate，spPI）条件，对比分离蛋白和

市售藻蓝蛋白（commercially processed phycocyanin，cpPC）的理化特性。［方法］考察浸泡时间、料液比、冻结时间和冻融

次数对分离蛋白提取率的影响；测定分离蛋白和市售藻蓝蛋白的理化特性。［结果］浸泡 16 h，料液比 1∶20 （g/mL），冻

结时间 9 h，冻融次数 10 次，蛋白质提取率最佳，为（29.74±0.16）%。分离蛋白和市售藻蓝蛋白在 pH 3，4 时分别呈现最

低溶解度，在 pH 5~7，6~7 范围内呈现最高溶解度。分离蛋白具有更好的起泡性和泡沫稳定性。分离蛋白和市售藻蓝

蛋白在 pH 6~7，7 时乳化活性最强。［结论］相较于分离蛋白，市售藻蓝蛋白拥有更高的总巯基、游离巯基和二硫键含量。

钝顶螺旋藻分离蛋白拥有更好的溶解性和起泡性。
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Abstract: ［［Objective］］ To investigate the conditions for preparing Spirulina platensis protein isolate (spPI) using repeated freeze-thaw 

cycles, and to compare the physicochemical properties of spPI and commercially processed phycocyanin (cpPC). ［［Methods］］ The effects of 

soaking time, solid-to-liquid ratio, freezing duration, and number of freeze-thaw cycles on the protein extraction yield were studied. The 

physicochemical properties of spPI and cpPC were also determined. ［［Results］］ Under the conditions of 16 hours soaking, a solid-to-liquid 

ratio of 1∶20 (g/mL), 9 hours freezing time, and 10 freeze-thaw cycles, the protein extraction yield reached its optimum at (29.74±0.16)%. 

spPI and cpPC exhibited their lowest solubility at pH 3 and 4, respectively, and the highest solubility within the pH ranges of 5~7 and 6~7. 

spPI showed better foaming capacity and foam stability. The strongest emulsifying activity occurred at pH 6~7 for spPI and at pH 7 for 

cpPC. ［［Conclusion］］ Compared to spPI, cpPC contained higher levels of total thiol, free thiol, and disulfide bonds. spPI demonstrates 

superior solubility and foaming properties.
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微藻具有繁殖能力强，生长周期短，营养价值高，不

与粮争地等优点。螺旋藻具有高蛋白、低脂肪、低糖类的

特点，其中蛋白质含量在 60% 以上［1］。螺旋藻还有提高

机体免疫力、降血脂、降血压等多种功效［2-4］。螺旋藻以

其丰富的营养活性和环境友好的生长方式，成为理想的

蛋白质资源和功能性食品原料。

螺旋藻细胞壁内表面附着有大量色素蛋白颗粒［5］，细

胞壁的存在影响着细胞内蛋白质的分离提取，因此可以

利用生物、物理和化学的手段破坏螺旋藻细胞结构，促进

螺旋藻蛋白从细胞中释放［6］。研究人员［7-9］使用咪唑/乙

酸酯缓冲液、碱溶酸沉法或超声波提取法破坏螺旋藻细

胞壁，促进钝顶螺旋藻中生物质的溶出。然而化学试剂

或物理手段可能改变蛋白质的结构，对螺旋藻理化性质

造成影响，且用化学法处理还可能会面临化学品残留的

风险。

螺旋藻中含有 3 786 种蛋白质，藻蓝蛋白含量占比最

高，为干基质量的 25%［10-11］。有研究者［12］将生物质纯化

后获得相对分子质量约为 30 000 的 C-藻蓝蛋白作为研究

对象开展理化特性的研究。尽管藻蓝蛋白是螺旋藻细胞

内蛋白的主要成分，然而制备高纯度藻蓝蛋白所需时间

长，设备成本投入大。因此，从时间成本、经济成本和科

学研究角度出发，有必要明确螺旋藻细胞内蛋白质的理

化特性，以期开发其在工业中的用途，扩大适用范围，降

低经济成本。

不同的蛋白质提取方法会影响其理化特性，理化特

性是影响蛋白质应用的主要因素。尽管有针对螺旋藻蛋

白的理化特性研究见诸报道，但不同螺旋藻细胞破碎方

法制备的蛋白理化特性存在差异。Yücetepe 等［13］利用超

声波辅助提取法制备钝顶螺旋藻浓缩蛋白，在 43.87 ℃，

pH 7.16 处 理 60 min，试 验 样 品 表 现 出 最 佳 的 持 水 性

（4.41 g 水/g 蛋白）和持油性（10.13 g 油/g 蛋白），起泡性

（300%）和泡沫稳定性（83.94%），乳化活性（42.99%）和乳

化稳定性（92.50%）。Purdi 等［14］对比传统提取方法获得

的分离蛋白，借助超声波辅助提取法，在振幅 80%，工作

周期 60%，处理 30 min 的条件下制备的钝顶螺旋藻分离

蛋白（Spirulina platensis protein isolate，spPI），其持水性、

乳 化 性 、起 泡 性 和 泡 沫 稳 定 性 分 别 提 高 了 35.99%，

365.26%，121.89%，120.84%。

反复冻融法是利用冰晶在冻融过程中刺破细胞壁，

可最大限度避免物理和化学因素对分离蛋白的污染和结

构干扰。研究拟借助反复冻融法考察浸泡时间、料液比、

冻结时间和冻融次数对钝顶螺旋藻分离蛋白提取率的影

响，确定分离蛋白最优提取条件，并对分离蛋白的理化特

性进行探究，以期明确钝顶螺旋藻分离蛋白的理化特性，

为分离蛋白的开发和个性化应用提供理论依据。

1　材料与方法
1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

钝顶螺旋藻粉：80目，云南德科特生物工程有限公司；

藻蓝蛋白：浙江宾美生物科技有限公司；

氯化钠、硼酸、氢氧化钠等：分析纯，国药集团化学试

剂有限公司；

十二烷基硫酸钠（SDS）、Tris、甘氨酸：生化试剂，北

京索莱宝科技有限公司；

Bradford 法蛋白质定量检测试剂盒：宝生物工程（大

连）有限公司。

1.1.2　主要仪器设备　

全自动凯氏定氮仪：K1100 型，海能未来技术集团股

份有限公司；

多功能微孔板检测仪：Infinite 200PRO 型，帝肯（上

海）实验器材有限公司；

紫外可见分光光度计：T6 型，北京普析通用仪器有限

责任公司。

1.2　试验方法

1.2.1　钝顶螺旋藻分离蛋白提取的单因素试验　参照于

晓蕾［15］和罗爱国等［16］的研究方法，探究浸泡时间、料液

比、冻结时间、冻融次数与钝顶螺旋藻蛋白提取率的关

系，修改如下。

（1） 浸泡时间：称取钝顶螺旋藻藻粉 1 g，按照料液比

1∶20 （g/mL）与 2 g/100 mL 的 NaCl溶液充分混匀，室温条

件下分别浸泡 4，8，12，16，20 h，于 -20 ℃ 下冷冻 5 h，

30 ℃水浴解冻 1 h。溶液置于 4 ℃环境中 4 000×g 离心

20 min，收集上清测定蛋白含量，计算蛋白提取率。

（2） 料液比：称取钝顶螺旋藻藻粉 1 g 与 2 g/100 mL

的 NaCl 溶液充分混匀，料液比依次设置为 1∶10，1∶20，1∶

30，1∶40，1∶50 （g/mL），室温浸泡 12 h，于-20 ℃下冷冻

5 h，30 ℃水浴解冻 1 h。溶液置于 4 ℃环境中 4 000×g 离

心 20 min，收集上清测定蛋白含量，计算蛋白提取率。

（3） 冻融次数：称取钝顶螺旋藻藻粉 1 g，按照料液比

1∶20 （g/mL）与 2 g/100 mL 的 NaCl溶液充分混匀，室温环

境中浸泡 12 h 后于-20 ℃下冷冻 5 h，30 ℃水浴解冻 1 h，

冻融次数设定为 2，4，6，8，10 次。溶液置于 4 ℃环境中

4 000×g 离心 20 min，收集上清测定蛋白含量，计算蛋白

提取率。

（4） 冻结时间：称取钝顶螺旋藻藻粉 1 g，按照料液比

1∶20 （g/mL）与 2 g/100 mL 的 NaCl溶液充分混匀，室温浸

泡 12 h，于-20 ℃下分别冻结 1，3，5，7，9 h。溶液置于

4 ℃环境中 4 000×g 离心 20 min，收集上清测定蛋白含

量，计算蛋白提取率。

1.2.2　Bradford 法测定上清液中蛋白质含量　参照季雨

等［17］的方法，并稍作修改。将 2 mg/mL 的标准 BSA 溶液

按照表 1 的方法稀释，配制标准溶液。将 4 μL 标准溶液和
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稀释后的样品溶液加入 96孔板，并与 200 μL Bradford染色

液混合，放置 5 min 后，测定 595 nm 处的吸光度。以 BSA

蛋白溶液浓度为横坐标，以标准溶液吸光度为纵坐标，绘

制标准曲线，代入样品吸光度，获得样品蛋白浓度。

1.2.3　正交试验优化　以单因素试验结果作为该次正交

试验的试验依据，参照三因素四水平正交试验表，以蛋白

提取率为评定指标，分析影响钝顶螺旋藻分离蛋白提取

率的 4 个因素：浸泡时间、料液比、单次冻结时间、冻融

次数。

1.2.4　钝顶螺旋藻分离蛋白和市售藻蓝蛋白的蛋白含

量、纯度和色度测定　

（1） 蛋白含量：采用凯氏定氮法［18］。

（2） 蛋白纯度：参照陈盛仕等［19］的方法，并稍作修改。

将 0.01 g 的蛋白样品溶于超纯水中，利用紫外可见分光光

度计分别测定样品在 620，280 nm 下的吸光度，通过式（1）

计算分离蛋白中藻蓝蛋白的纯度。

P= A 620 nm /A 280 nm， （1）

式中：

P——分离蛋白中藻蓝蛋白的纯度；

A620 nm——分离蛋白在 620 nm 处吸光度；

A280 nm——分离蛋白在 280 nm 处吸光度。

（3） 蛋白色度：参照 Malik 等［20］的方法，修改如下，取

2 g 样品置于测量容器中，测量 L*、a*和 b*值，按式（2）计算

色差值。

ΔE= ( L *
0 - L* )2 +( a*

0 - a* )2 +( b*
0 - b* )2 ， （2）

式中：

ΔE——色差值；

L0
*、L0——分离蛋白和市售藻蓝蛋白的亮度；

a0
*、a0——分离蛋白和市售藻蓝蛋白的红绿指数；

b0
*、b0——分离蛋白和市售藻蓝蛋白的黄蓝指数。

1.2.5　SDS-PAGE 电泳检测　参照商文慧［21］33的方法。

1.2.6　溶解度测定　参照杜椅楠［22］的方法，并稍作修改。

将 含 有 0.1 g 蛋 白 的 样 品 与 10 mL 超 纯 水 混 合 ，使 用

1 mol/L HCl 和 NaOH 调整溶液的 pH，室温环境中搅拌

30 min，将样品溶液置于离心机中，在 4 ℃、6 000×g 条件

下离心 30 min，收集上清，用 Bradford 试剂盒测定样品溶

液中蛋白的浓度。通过式（3）计算蛋白溶解度。

S= C 1

C 2
× 100%， （3）

式中：

S——蛋白样品的溶解度，%；

C1——上清液中蛋白的含量，g；

C2——总蛋白的含量，g。

1.2.7　持水性和持油性测定　参照张晓慧等［23］的方法并

加以修改。

（1） 持水性：4 mL 超纯水与含有 0.2 g 蛋白的样品混

合，室温环境中放置 30 min 后，将样品溶液置于离心机

中，在 4 ℃、8 000×g 条件下离心 30 min，收集上清，测量

未吸附的水的体积，计算蛋白的持水性。

（2） 持油性：4 mL 大豆油与含有 0.2 g 蛋白的样品混

合，室温环境中放置 30 min 后，将样品溶液置于离心机

中，在 4 ℃、8 000×g 条件下离心 30 min，收集上清，测量

未吸附的大豆油的体积，计算蛋白的持油性。

1.2.8　起泡性和泡沫稳定性测定　参照 Jin 等［24］的方法，

并稍作修改。向 100 mL 量筒中加入含有 0.15 g 蛋白的样

品 ，加 入 10 mL 超 纯 水 ，在 15 600 r/min 条 件 下 ，匀 浆

3 min，然后测定液体的总体积。将样品在室温下分别放

置 10，30 min，分别测定液体的总体积。计算蛋白的起泡

性和泡沫稳定性。

1.2.9　乳化活性和乳化稳定性测定　参照 Drozłowska

等［25］的方法，并加以修改。将样品配制为 0.2 g/100 mL 的

溶液，配制 1 mol/L HCl 和 NaOH 溶液，调整样品溶液 pH

至 3~9。向蛋白溶液中加入 10 mL 大豆油，使用匀浆机在

13 500 r/min 条件下匀浆 2 min。从容器底部吸取 20 µL 溶

液，与 40 倍体积的 0.1 g/100 mL SDS 溶液振荡混合，移取

200 μL 溶液注入透明 96 孔板，然后置于酶标仪中，在

500 nm 处 测 定 溶 液 的 吸 光 度 。 匀 浆 后 的 溶 液 静 置

10 min，再次从底部移取 20 µL 溶液，注入 40 倍体积的

0.1 g/100 mL SDS 溶液，振荡混匀后，500 nm 处测定吸光

度。空白对照为 0.1 g/100 mL SDS 溶液的吸光度。计算

蛋白的乳化活性和乳化稳定性。

1.2.10　巯基和二硫键测定　参照商文慧［21］36的方法。

1.3　数据分析

所有试验至少重复 3 次，试验数据以“平均值±标准

偏差”表示。数据统计和作图使用 Excel 2019 软件，正交

试验设计和显著性分析使用 IBM SPSS Statistics 27 软件

（P＜0.05 表明存在显著性差异）。

2　结果与讨论

2.1　各因素与蛋白提取率的关系

2.1.1　浸泡时间　如图 1（a）所示，随着浸泡时间的延长，

蛋白提取率逐渐上升，浸泡时间为 4 h 时，分离蛋白的提

表 1　BSA标准溶液的稀释方法表

Table 1　Dilution method for BSA standard solution

序号

1

2

3

4

5

6

7

2 mg/mL BSA 

标准溶液/μL

50

30

20

20

10

5

0

稀释液/

μL

50

50

60

140

150

395

100

BSA 终质量浓度/

（μg·mL-1）

1 000

750

500

250

125

25

0

114



| Vol.41， No.10 商文慧等：钝顶螺旋藻分离蛋白的制备及理化特性

取率最低，为 18.15%。当浸泡时间为 20 h 时，提取率提升

至 24.65%。浸泡过程中，螺旋藻细胞内的水含量逐渐增

多，在随后的冻结过程中，细胞内水分结晶导致体积增

大，冰晶刺破细胞壁，胞内蛋白溶出量增加，从而获得较

高的蛋白提取率［5］。浸泡时间为 16，20 h 时，钝顶螺旋藻

分离蛋白的提取率最高，选择浸泡时间 12，16，20 h 开展

正交试验。

2.1.2　料液比　如图 1（b）所示，随着料液比的提升，分离

蛋 白 的 提 取 率 呈 先 上 升 后 降 低 的 趋 势 ，料 液 比 为 1∶

20 （g/mL）时，蛋白提取率最高，为 19.98%。这与沈向阳

等［26］针对钝顶螺旋藻藻蓝蛋白提取的研究结果相一致。

因此，1∶20 （g/mL）的料液比可能是提取钝顶螺旋藻分离

蛋白的最佳比例，选择料液比 1∶20，1∶30，1∶40 （g/mL）进

行正交试验。

2.1.3　冻结时间　如图 1（c）所示，冻结时间 1 h 时，分离

蛋白提取率最低，仅为 12.86%，可能是由于时间过短，

NaCl 溶液尚未完全冻结，钝顶螺旋藻的细胞壁破坏程度

较小，导致蛋白质提取率较低。随着冻结时间的增加，提

取率逐渐升高，表明冻结时间越长，螺旋藻的细胞壁被破

坏的程度越大，溶出的蛋白质越多。冻结时间延长至 9 h

时，蛋白提取率增加至 28.53%。该趋势与 Sianipar等［27］的

试验结果不尽相同，但随着冻结时间的延长，不同冻结时

间下，溶液中螺旋藻细胞壁被破坏程度和细胞内蛋白质

释放量趋向一致。因此，冻结时间为 9 h 时，钝顶螺旋藻

分离蛋白提取率最高，选择冻结时间 5，7，9 h 开展正交

试验。

2.1.4　冻融次数　如图 1（d）所示，冻融次数从 2 次增加到

6 次时，分离蛋白提取率由 23.63% 提高至 27.88%。螺旋

藻细胞破碎率持续增加，细胞内蛋白持续溶出，说明该条

件下，螺旋藻细胞壁被破坏的程度较大。而 Tian等［28］仅使

用 1次冻融即获得了最高浓度的藻蓝蛋白。这可能与冻融

条件之间的差异有关，该研究中的冻结温度为-80 ℃，融

化时间为 24 h。当冻融次数增加至 8 次和 10 次时，相较于

6 次冻融，分离蛋白提取率无显著提高，说明继续增加冻

融次数不会使分离蛋白提取率明显增加。在冻融 6，8，

10 次后，钝顶螺旋藻分离蛋白的提取率最高，然而，要结

合其他单因素试验的条件才能够确定最适宜的冻融次

数，因此，选择冻融次数 6，8，10 次进行正交试验。

2.2　提取条件优化

在单因素试验的基础上，选择四因素三水平的正交

试验对钝顶螺旋藻分离蛋白的提取条件进行优化，试验

因素水平见表 2，正交试验结果见表 3。

表 2　L9（34） 正交试验因素水平表

Table 2　L9（34） factors and levers of orthogonal test

水平

1

2

3

A 浸泡

时间/h

12

16

20

B 料液比

（g/mL）

1∶20

1∶30

1∶40

C 冻结

时间/h

5

7

9

D 冻融

次数

6

8

10

字母不同表示不同处理条件下钝顶螺旋藻分离蛋白提取率之间存在显著差异（P<0.05）

图 1　浸泡时间、料液比、冻结时间和冻融次数对钝顶螺旋藻分离蛋白提取率的影响

Figure 1　Effects of soaking time， solid-to-liquid ratio， freezing duration， and number of freeze-thaw cycles on spPI yield

115



营养与活性  NUTRITION & ACTIVITY 总第  288 期  | 2025 年  10 月  |

由表 3 可知，分离蛋白提取率的影响因素为冻结次

数>冻融时间>料液比>浸泡时间，最佳工艺组合为浸

泡时间 12 h，料液比 1∶20 （g/mL），冻结时间 9 h，冻融次数

10 次。该条件下，分离蛋白的提取率为 29.74%。Purdi

等［14］发现，在 pH 12 溶液环境中钝顶螺旋藻分离蛋白提取

率为 32.48%，利用超声波提取法振幅为 80% 时，分离蛋白

的提取率在 90% 以上。然而蛋白质在高 pH 环境和超声

波处理条件下，空间结构可能会发生改变，进而影响其理

化特性。沈向阳等［26］和 Menegotto 等［29］均是借助改变溶

液 pH 的方法促进藻蓝蛋白溶出，提高蛋白溶出率。与上

述研究相比，试验优化的工艺条件相对温和，能够减少提

取过程中对蛋白结构的破坏。

2.3　蛋白质含量和纯度

凯氏定氮结果表明，钝顶螺旋藻分离蛋白中蛋白质

含量为 55.55%。钝顶螺旋藻分离蛋白中藻蓝蛋白的纯度

为 0.52±0.02。藻蓝蛋白的纯度与其用途密切相关，藻蓝

蛋白纯度 P≥0.7 时为食品级，P≥3.0 时为医药级，P≥4.0

时为分析级［19］。藻蓝蛋白的纯度低于食品级，这是由于

分离蛋白未经纯化，含有其他蛋白质。

2.4　色度

表 4 给出了钝顶螺旋藻分离蛋白和市售藻蓝蛋白色

度。钝顶螺旋藻分离蛋白的 L*值显著高于市售藻蓝蛋

白，说明前者的颜色较为明亮，后者的颜色较暗。市售藻

蓝蛋白的 a*值高于分离蛋白，但市售藻蓝蛋白的 b*值低于

分离蛋白，说明市售藻蓝蛋白的颜色更偏向于蓝色。

García 等［30］测定不同 pH 条件下制备藻蓝蛋白样品的色

度，其 L*值为 88.16~94.04，高于分离蛋白和市售藻蓝蛋

白；a*值为-15.50~-7.26，高于分离蛋白，低于市售藻蓝

蛋白；b*值为-9.79~1.31，高于分离蛋白和市售藻蓝蛋白。

由此推测，样品中蛋白种类和含量可能是导致颜色差异

的原因。与该研究不同的是，文献报道中利用磷酸盐缓

冲液提取藻蓝蛋白，因此，提取溶剂和提取方法可能是造

成蛋白颜色差异的原因。

2.5　SDS-PAGE电泳图谱

将蛋白样品进行 SDS-PAGE 电泳分析。由图 2 可知，

钝顶螺旋藻粉和分离蛋白呈现相似的条带，主要分布在

相对分子质量 17 000~135 000 范围内。藻粉、分离蛋白和

市售藻蓝蛋白在相对分子质量 17 000 附近均有蛋白质条

带分布，并且市售藻蓝蛋白仅在该相对分子质量附近分

布最为明显。于淑坤等［31］和李湘河等［32］报道了钝顶螺旋

藻藻蓝蛋白在相对分子质量 20 000 左右有 2 个明显的条

带，分别为藻蓝蛋白的 α、β亚基。因此，图 1 中位于相对

分子质量 17 000 的条带可能为钝顶螺旋藻中藻蓝蛋白的

亚基。因此，存在于分离蛋白中的其他蛋白质可能是造

成两种蛋白样品理化特性差异的原因。

2.6　溶解度

钝顶螺旋藻分离蛋白和市售藻蓝蛋白在不同 pH 环

境中的溶解度如图 3 所示。pH 为 3~4 和 4 时，分离蛋白和

市售藻蓝蛋白获得最低的溶解度，分别为 11.51%~12.26%

和 5.17%。Fernández-Rojas 等［33］报道，不同来源的藻蓝蛋

白等电点介于 4.1 和 6.4 之间。尽管在等电点附近获得最

大量的藻蓝蛋白。然而根据 Patil 等［34］的发现，在低于

pH 5 的溶液环境中回收的藻蓝蛋白纯度低于其他 pH 值。

随着 pH 的升高，两种蛋白样品的溶解度同时呈上升

的趋势，并且分离蛋白的溶解度高于市售藻蓝蛋白。在

pH 5~7 和 6~7 时，分离蛋白和市售藻蓝蛋白的溶解度最

高，分别为 45.44%~47.29% 和 44.98%~45.15%。由此可

见，分离蛋白具有好的稳定性和更宽泛的溶液 pH 适应

性。然而，在 pH 8 时，两种蛋白样品溶解度突然下降，并

且分离蛋白的下降幅度大于藻蓝蛋白。该趋势与 Patil

等［34］和 Su 等［35］的报道相一致，即藻蓝蛋白在 pH 6~7 的溶

表 3　正交试验结果及分析表

Table 3　Results and analysis of orthogonal test

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

k1

k2

k3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

17.44

16.69

16.41

1.02

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

17.83

16.14

16.58

1.69

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

14.78

17.39

18.37

3.59

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

14.61

17.43

18.50

3.88

提取率/%

14.12

17.85

20.34

19.86

15.27

14.94

19.50

15.29

14.45

表 4　钝顶螺旋藻分离蛋白与市售藻蓝蛋白色度†

Table 4　Color composition of spPI and cpPC （n=3）

样品

钝顶螺旋藻分离蛋白

市售藻蓝蛋白    

L*

51.54±0.01a

34.23±0.02b

a*

-18.93±0.10b

-1.78±0.03a

b*

-18.37±0.01a

-30.87±0.02b

E*

57.89±0.01a

46.12±0.01b

† 字母不同表示不同样品的特性之间存在显著差异（P<0.05）。
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液中最稳定，在 pH＜5 或 pH＞8 的溶液环境中处于不稳

定状态。另外，两种样品蛋白组成的差异，可能也是导致

该结果的原因。

2.7　持水性、持油性和泡沫性

由表 5 可知，钝顶螺旋藻分离蛋白和市售藻蓝蛋白样

品在持水性和持油性方面无显著性差异。Sangian 等［36］

向酸奶中添加藻蓝蛋白，结果表明不同藻蓝蛋白的添加

量无法提高酸奶的持水性。蛋白质的制备方法、蛋白的

二级结构均能够影响蛋白的持水性和持油性［37］。在该试

验中，两种蛋白样品持水性和持油性相似，可能与样品中

小相对分子质量的蛋白质含量较高，溶解性较好，蛋白组

成相近有关。

钝顶螺旋藻分离蛋白和市售藻蓝蛋白的起泡性和泡

沫稳定性如表 5 所示。分离蛋白的起泡性远高于市售藻

蓝蛋白。Li等［38］发现，在 pH 3，4，5 的条件下，藻蓝蛋白的

起泡性无显著变化。此外，Li 等［38］还发现未经处理的藻

蓝蛋白起泡性介于 60% 与 80% 之间，该结果与试验中的

市售藻蓝蛋白的起泡性（80.93%）相近，这可能与样品中

蛋白质组成相近有关。随着时间的推移，容器中泡沫总

体积逐渐减少，放置 10，30 min 后，分离蛋白泡沫稳定性

的变化幅度比市售藻蓝蛋白的更大。随着放置时间的延

长，藻蓝蛋白的泡沫稳定性在不同 pH 环境中没有显著的

变化［38］。蛋白质的相对分子质量能够影响其泡沫性，匀

浆过程中高相对分子质量蛋白质的存在会增强分子间作

用力，降低表面张力，促使更多的气体与其结合形成气

泡，保持稳定性［39］。从图 2 中可以看出，分离蛋白中高相

对分子质量蛋白质的含量高于市售藻蓝蛋白，因此，分离

蛋白表现出更好的起泡性，以及放置 10 min 后的泡沫稳

定性。由于市售藻蓝蛋白中含有的蛋白质种类更加单

一，而且相对分子质量更小，因而在放置 30 min 后表现出

更好的泡沫稳定性。

2.8　乳化性

钝顶螺旋藻分离蛋白和市售藻蓝蛋白的乳化活性如

表 6 所示。pH 为 3 和 4 时，分离蛋白和市售藻蓝蛋白的乳

化活性最低，并且前者高于后者。随着 pH 的升高，两种

蛋白样品的乳化活性同时上升，分离蛋白在 pH 6 和 7 时

的乳化活性最高，市售藻蓝蛋白在 pH 6 表现出最高的乳

化活性，且高于分离蛋白。随着 pH 继续升高，分离蛋白

和市售藻蓝蛋白的乳化活性呈下降的趋势，在该范围内，

市售藻蓝蛋白的乳化活性均高于分离蛋白。两种蛋白质

的乳化活性呈现 pH 依赖性。Li 等［38］测定 pH 3，4，5 条件

下藻蓝蛋白的乳化活性（70~100 m2/g）高于市售藻蓝蛋白

的（1.77~11.27 m2/g）。这可能与蛋白质的浓度和油相在

溶液中的比例有关［40］。Zhou 等［41］测定分析级的藻蓝蛋

白在 2 mg/mL 时乳化活性为 68.64 m2/g。该结果高于两种

试验样品，可能与分析级藻蓝蛋白的纯度和含量更高

有关。

M. Marker 1. 钝顶螺旋藻粉  2. 钝顶螺旋藻分离蛋白  3. 市售

藻蓝蛋白

图 2　钝顶螺旋藻粉、钝顶螺旋藻分离蛋白和市售藻蓝

蛋白 SDS-PAGE 电泳条带

Figure 2　Electrophoresis bands of Spirulina platensis 

powder， spPI， and cpPC by SDS-PAGE

图 3　钝顶螺旋藻分离蛋白和市售藻蓝蛋白溶解度

Figure 3　Solubility of spPI and cpPC

表 5　钝顶螺旋藻分离蛋白和市售藻蓝蛋白的持水性、持油性、起泡性和泡沫稳定性†

Table 5　Water-holding capacity， oil-holding capacity， foaming capacity， and foaming stability of spPI and cpPC （n=3）

样品

钝顶螺旋藻分离蛋白

市售藻蓝蛋白    

持水性/（mL·g-1）

19.93±0.02

19.81±0.06

持油性/（mL·g-1）

19.01±0.03

19.05±0.05

起泡性/%

231.00±0.14a

80.93±0.10b

泡沫稳定性/%

10 min

167.70±0.13a

74.97±0.05b

30 min

60.43±0.12b

72.06±0.06a

† 字母不同表示不同样品的特性之间存在显著差异（P<0.05）。
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钝顶螺旋藻分离蛋白和市售藻蓝蛋白的乳化稳定性

如表 7 所示。随着 pH 的增加，两种蛋白样品的乳化稳定

性均呈先上升后下降再上升的趋势。分离蛋白在 pH 4 和

5 溶液环境中的乳化稳定性高于 pH 3。该结果与 Li 等［38］

的报道相一致。从表 7 中可以看出，pH 为 3~6 时，分离蛋

白的乳化稳定性高于市售藻蓝蛋白，pH 为 7~9 时，后者的

乳化稳定性高于前者。分离蛋白在 pH 4~6 范围内表现出

最佳的乳化稳定性，市售藻蓝蛋白在 pH 5~7 和 9 时呈现

较高的乳化稳定性。Dickinson 等［42］指出，静电排斥力能

够维持乳液油/水界面膜蛋白的稳定，也是影响蛋白质聚

集或絮凝的重要因素。

2.9　巯基和二硫键

钝顶螺旋藻分离蛋白和市售藻蓝蛋白的总巯基、游

离巯基和二硫键含量如表 8 所示。分离蛋白的总巯基、游

离巯基和二硫键含量均低于市售藻蓝蛋白。两种蛋白样

品之间的差异，可能与蛋白提取方法有关。提取方法直

接影响蛋白质分子中化学键的含量，进而影响分子结

构［43］。 Tian 等［44］测定藻蓝蛋白中游离巯基含量为 15~

16 μmol/g。该结果与市售藻蓝蛋白游离巯基含量相近。

巯基和二硫键是维持蛋白质空间的主要结构。市售藻蓝

蛋白可能较分离蛋白拥有更加稳定的分子结构。而不稳

定的分子结构在受到温度、光照和 pH 影响后，更容易失

去原有的颜色［45］。因此，分离蛋白的分子结构可能更容

易受到外部因素的影响。两种蛋白样品的巯基和二硫键

含量存在差异，可能是样品中蛋白种类差异造成的。

3　结论

该研究利用单因素试验和正交试验优化了钝顶螺旋

藻分离蛋白的提取工艺，得到最优制备条件为：浸泡时间

16 h，料液比 1∶20 （g/mL），冻结时间 9 h，冻融次数 10 次。

在该条件下，钝顶螺旋藻分离蛋白提取率为 29.74%。将

分离蛋白和市售藻蓝蛋白的理化特性对比后发现，两种

样品的蛋白质相对分子质量集中在 17 000 附近。pH 5~7

和 6~7 时，分离蛋白和市售藻蓝蛋白获得最高的溶解度，

分别为 45.44%~47.29%，44.98%~45.15%。分离蛋白具有

更好的起泡性（231.00%），放置 10 min 后，分离蛋白的泡

沫稳定性（167.70%）依然高于市售藻蓝蛋白。分离蛋白

和市售藻蓝蛋白在 pH 6~7 和 7 时乳化活性最强，分别为

14.24~14.26，18.45 m2/g。因此，相较于市售藻蓝蛋白，拥

有更多杂蛋白的钝顶螺旋藻分离蛋白表现出良好的溶解

性和起泡性。尽管该研究制备的分离蛋白中藻蓝蛋白的

纯度低于市售藻蓝蛋白，然而钝顶螺旋藻作为一种可食

用藻类，分离蛋白的安全性能够得到保障，可作为一种潜

在的天然色素。
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