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不同杀菌处理方式对 ＳＰＩ冻藏过程中理化特性的影响
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摘要：为了研究不同杀菌条件对 ＳＰＩ理化特性的影响及相应 ＳＰＩ溶液冷冻条件下的物化性质变化，通过 ６５℃、９０℃

和 ＵＨＴ不同杀菌处理所得 ＳＰＩ（分别记为 ６５ＳＰＩ、９０ＳＰＩ和 ＵＳＰＩ）制备相应蛋白溶液，经 －１８℃冻藏后，对其理化特

性进行分析研究。试验结果表明：３种杀菌处理均造成了 ＳＰＩ一定程度的变性，与冻前未处理 ＳＰＩ相比，９０ＳＰＩ和

６５ＳＰＩ溶液的可溶蛋白含量和表面巯基显著降低，粘度、粒径大幅增加，ＵＳＰＩ则未有明显变化。此外，９０ＳＰＩ和 ＵＳＰＩ

的疏水基团暴露程度较高，非还原电泳显示其 ＡＢ亚基发生解离；不同杀菌处理 ＳＰＩ其溶液在冻藏期间内，随冻藏

时间延长，蛋白溶解度、粘度、表面巯基和总巯基数量呈下降趋势，粒径和疏水基团暴露程度增加。冻藏后蛋白电

泳图谱显示，６５ＳＰＩ和 ９０ＳＰＩ通过二硫键形成了分子量较大的可溶性聚集体。
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　　引言

大豆分离蛋白（ＳＰＩ）因其良好的功能特性和较
高的营养价值而作为食品配料广泛应用于食品加

工
［１］
。近年冷冻面制品和冷冻肉类制品发展迅速，

在这些冷冻食品的加工中，通常会添加大豆分离蛋

白来赋予产品良好的质构特性、保水性和乳化

性
［２］
。然而，低温冷冻是否对大豆分离蛋白加工条

件下具备的理化特性有所改变，这是一个值得探讨

的问题。理论而言，冷冻处理会造成食品体系中蛋

白质的变性，其变性机理已有较多研究
［３－５］

，综合各

方面研究所得到的结论是：冻藏条件下水分结冰破

坏了蛋白质的周围环境，比如溶质浓度、ｐＨ值、离子
强度、蛋白质的水合状态等，最终导致蛋白质天然构

象变化。大豆蛋白溶液在冷冻条件下也同样会因水

分结冰、蛋白质浓缩而发生部分变性
［６］
，而大豆蛋

白质的变性程度直接会影响到其理化特性，那么在

低温贮藏的极端环境下，大豆分离蛋白是否仍能保

持原有理化特性就值得深入分析。本文模拟工业杀

菌条件，用不同的杀菌温度处理大豆分离蛋白，经冷

冻处理后研究冻藏对大豆分离蛋白理化特性的影

响。

１　材料与方法

１１　材料与设备
低温脱脂豆粕，山松生物制品有限公司；考马斯

亮蓝 Ｇ ２５０，Ｓｉｇｍａ公司；ＮａＯＨ、ＨＣｌ、正磷酸、无水
乙醇，北京化学试剂公司；二硫代二硝基苯甲酸，

Ｓｉｇｍａ公司；β巯基乙醇，Ａｍｒｅｓｃ公司。
ＳＤ １０００型喷雾干燥塔，ＴｏｋｙｏＲｉｋａｋｉｋａｉＣｏ，

Ｌｔｄ；４ ０６３型乌氏粘度计，上海越磁电子科技有
限公司；ＦＴ７４Ｘ ４０ ４４ Ａ 型 ＵＨＴ灭菌机，
Ａｒｍｆｉｅｌｄ公司；ＮａｎｏＺＳ ９０型 Ｚｅｔａ电位仪，Ｍａｌｖｅｒｎ
公司；ＬＳ ５５型荧光光谱仪，美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公
司；ＵＬＴＲＡＴＵＲＲＡＸ Ｔ１８ ｂａｓｉｃ高速剪切仪，德
国 ＩＫＡ公司；ＢｉｏＣｒａｆｔＭｏｄｅｌＢＥ ２１０Ｎ垂直平板电
泳装置，美国 ＢＩＯ ＲＡＤ公司。
１２　试验方法
１２１　热处理大豆分离蛋白样品的制备

水与脱脂大豆粕以液料比 １５ｍＬ／ｇ的比例混
合，调节 ｐＨ值至８０，搅拌９０ｍｉｎ后，经２层纱布过
滤，调节滤液 ｐＨ值至 ４５，静置 ３０ｍｉｎ后，１０００ｇ
离心５ｍｉｎ，得到大豆分离蛋白沉淀；所得大豆分离
蛋白加水复溶至蛋白质量分数为４％，调节 ｐＨ值至
７０、１５０００ｒ／ｍｉｎ剪切均质５ｍｉｎ后，分别进行 ６５℃
３０ｍｉｎ、９０℃ １０ｍｉｎ、ＵＨＴ（１３５℃ １５ｓ）处理，喷雾干

燥后得到相应的大豆分离蛋白，分别记为 ６５ＳＰＩ、
９０ＳＰＩ、ＵＳＰＩ，未进行热处理大豆分离蛋白记为
ＳＰＩ［７－８］。
１２２　可溶蛋白含量测定

１ｇＳＰＩ加入 ４９ｍＬ蒸馏水，配制质量分数 ２％
的 ＳＰＩ溶液，室温下搅拌 ６０ｍｉｎ后置于 －１８℃冰箱
中冻藏 ０、１、３、５、１０ｄ，取出平衡至室温（２０℃），
１００００ｇ离心 １０ｍｉｎ，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法（１９７１）测定上清
液中可溶性蛋白含量。

１２３　粘度测定
配制质量分数２％的 ＳＰＩ溶液，室温下搅拌 ２ｈ

后，置于 －１８℃冰箱中冻藏０、１、３、５、１０ｄ，取出平衡
１ｈ至室温，用乌氏粘度计测定溶液粘度，ＳＰＩ溶液
粘滞系数计算公式为

［９－１０］

η２＝
ρ２ｔ２
ρ１ｔ１
η１

式中　η１———蒸馏水的粘滞系数，取０８３９ｍＰａ·ｓ
η２———测定流体的粘滞系数

ρ１———蒸馏水的密度，取１ｇ／ｃｍ
３

ρ２———测定流体的密度
ｔ１———蒸馏水通过毛细管时间
ｔ２———样品通过毛细管时间

１２４　表面巯基和总巯基的测定
定量 ＳＰＩ加入反应缓冲液 Ａ（０１ｍｏｌ／ＬｐＨ值

８０磷酸钠缓冲液，含 １ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ），室温下搅
拌２ｈ，１００００ｇ离心１０ｍｉｎ，取５５ｍＬ上清液加入
０１ｍＬＥｌｌｍａｎｓ试剂溶液，混合均匀后室温避光放
置１５ｍｉｎ，４１２ｎｍ下测量吸光度；空白加５５ｍＬ反应缓
冲液Ａ；根据标准曲线换算表面巯基含量［１１－１２］

。

定量 ＳＰＩ加入反应缓冲液 Ｂ（０１ｍｏｌ／ＬｐＨ值
８０磷酸钠缓冲液，含 １ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，８ｍｏｌ／Ｌ尿
素），室温下搅拌 ２ｈ，室温搅拌 ２ｈ，１００００ｇ离心
１０ｍｉｎ，取５５ｍＬ上清液加入０１ｍＬＥｌｌｍａｎｓ试剂
溶液，混合均匀后室温避光放置１５ｍｉｎ，４１２ｎｍ下测
量吸光度；空白加 ５５ｍＬ反应缓冲液 Ｂ；根据标准
曲线换算总巯基含量

［１２－１３］
。

１２５　大豆分离蛋白 ＳＤＳ ＰＡＧＥ
采用 ＢｉｏＣｒａｆｔＭｏｄｅｌＢＥ ２１０Ｎ垂直平板电泳

装置。分离胶质量分数为 １２５％，浓缩胶质量分数
为５％。电泳过程中，浓缩胶部分保持电流 １５ｍＡ，
分离胶部分保持电流 ２５ｍＡ。电泳结束后，电泳胶
片用固定液固定４ｈ，然后用考马斯亮蓝 Ｇ ２５０染
色液染色３ｈ。染色结束后，用蒸馏水对胶片进行脱
色，直至底色基本脱去后，扫描成像

［１３］
。

１２６　粒径分布测定
配制质量分数２％的 ＳＰＩ溶液，室温下搅拌 ２ｈ
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后置于 －１８℃冰箱中冻藏 ０、１、３、５、１０ｄ，取出平衡
至室温，用蒸馏水稀释至 ０１ｍｇ／ｍＬ，采用 Ｎａｎｏ
ＺＳ ９０型 Ｚｅｔａ电位仪测定粒径分布［１４－１５］

。

１２７　内源荧光发射光谱
配制质量分数 ２％的 ＳＰＩ溶液，室温下搅拌

６０ｍｉｎ后置于 －１８℃冰箱中冻藏 ０、１、３、５、１０ｄ，取
出平衡至室温，用蒸馏水稀释至 ０１ｍｇ／ｍＬ。蛋白
样品在２８０ｎｍ处激发，扫描 ３００～４００ｎｍ的荧光发
射光谱，狭缝宽１０ｎｍ，扫描速率２００ｎｍ／ｍｉｎ［１４］。
１２８　试验数据处理与统计

试验数据采用 ＳＰＳＳ１８０软件和 Ｏｒｉｇｉｎ８５软
件进行分析处理。

２　结果与分析

２１　可溶蛋白含量
由图 １可知，冻藏前不同杀菌处理 ＳＰＩ可溶蛋

白含量有较大差异，其中可溶蛋白含量从大到小依

次为：ＳＰＩ、ＵＳＰＩ、６５ＳＰＩ、９０ＳＰＩ。研究表明大豆蛋白
中的 ７Ｓ和 １１Ｓ组分的热变性温度分别为（７０±
５）℃和（９０±５）℃［１６］

。蛋白溶液在经过 ６５℃杀菌
处理时，ＳＰＩ的 ７Ｓ组分和 １１Ｓ组分均未发生完全变
性，而９０℃则能够使 ７Ｓ组分和 １１Ｓ组分蛋白发生
完全变性，加热变性 ＳＰＩ中７Ｓ的 β亚基和 １１Ｓ的 Ｂ
亚基具有更高的亲和性，加热中，７Ｓ的 β亚基和
１１Ｓ的 Ｂ亚基倾向于通过次级键的相互作用而处于
沉淀中

［１７－１８］
。显然，温度越接近或高于 ７Ｓ组分和

１１Ｓ组分的变性温度，越容易造成亚基解离而促进
Ｂ亚基和 β亚基相互作用产生沉淀。而采用 ＵＨＴ
杀菌处理的 ＳＰＩ样品，虽然温度高，但时间短，从结
果看并未造成 ＳＰＩ溶解性的大幅下降。

图 １　不同杀菌处理 ＳＰＩ冻藏过程中可溶蛋白含量变化

Ｆｉｇ．１　ＳｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆＳＰＩｄｕｒｉｎｇ

ｆｒｏｚｅｎｓｔｏｒａｇｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　
同时由图１可知，随冻藏时间延长，不同温度处

理 ＳＰＩ可溶蛋白含量均发生一定幅度下降。蛋白质
在冷冻条件下会发生不同程度变性，形成不溶性聚

集体，进 而 造 成 可 溶 蛋 白 含 量 降 低
［５，１９－２０］

。

Ｈａｓｈｉｚｕｍｅ等［６］
研究发现，ＳＰＩ在冻藏过程中溶解度

下降，其原因是冻藏过程中蛋白质通过二硫键形成

不溶性聚集体。

高温长时间的杀菌方式均会造成 ＳＰＩ可溶蛋白
含量的下降，而高温短时间的 ＵＨＴ杀菌方式对蛋白
质可溶蛋白含量影响不大。而无论哪种杀菌方式所

得的 ＳＰＩ在冻藏过程中随时间延长其可溶蛋白含量
均呈下降趋势。

２２　粘度
由图 ２可知，冻藏前不同温度处理 ＳＰＩ的粘度

有较大差别，其中粘度从大到小依次为：９０ＳＰＩ、
６５ＳＰＩ、ＳＰＩ、ＵＳＰＩ。加热变性会导致 ＳＰＩ原有球状结
构被破坏，多肽链舒展成长链状结构，这无疑会增加

ＳＰＩ的粘度。从试验结果来看，９０℃加热变性程度
最高，其粘度也最大；ＵＳＰＩ粘度最小。同时由图 ２
可知，随冻藏时间延长，ＳＰＩ、９０ＳＰＩ和 ６５ＳＰＩ的粘度
呈下降趋势，而 ＵＳＰＩ的粘度未有变化。聚集其实
是一个将不断暴露出的疏水片段再聚集的过程，

这一过程主要是降低热力学不利的疏水暴露
［２１］
，

而部分暴露疏水片段再聚集则会降低蛋白质溶液

粘度。

图 ２　不同杀菌处理 ＳＰＩ溶液冻藏过程中粘度变化

Ｆｉｇ．２　ＶｉｓｃｏｓｉｔｙｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆＳＰＩｄｕｒｉｎｇｆｒｏｚｅｎｓｔｏｒａｇｅ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　
２３　表面巯基和总巯基含量

ＳＰＩ的巯基数量较多，但大部分巯基是以二硫
键形式存在，特别是用以连接 １１Ｓ的 Ａ亚基和 Ｂ亚
基，因此其游离巯基主要来源于 ７Ｓ的 β伴大豆球
蛋白组分

［１４，２１］
。ＳＰＩ加热过程中由于变性会使内部

疏水结构暴露，这可能会导致内部巯基暴露而增加

表面巯基数量，但同时也会造成表面巯基相互作用

而形成二硫键，此外加热导致蛋白间的疏水相互作

用加强，又可能会引起部分游离巯基的空间包埋，最

终致使表面巯基数量下降。天然蛋白中二硫键的形

成速率是非常低的，然而加热处理则可以加速二硫

键的形成
［１４，２２］

。

由图 ３可知，冻前 ４种 ＳＰＩ溶液表面巯基含量
从大到小依次为：ＳＰＩ、ＵＳＰＩ、６５ＳＰＩ、９０ＳＰＩ，说明加热
造成了表面巯基数量的下降，其原因可能是加热致
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使蛋白聚集而包埋部分游离巯基，但同时也可能是

加速了巯基和二硫键的相互转换。而由图３的总巯
基图可知，６５ＳＰＩ总巯基小于 ＳＰＩ，９０ＳＰＩ总巯基与
ＳＰＩ相似，这说明６５ＳＰＩ在热处理过程中是巯基和二
硫键相互转换的参与导致了表面巯基减少，而

９０ＳＰＩ则是蛋白加热聚集致使部分游离巯基被包埋
造成了表面巯基的减少，这说明 ９０ＳＰＩ的聚集程度
较高，这与９０ＳＰＩ的可溶性蛋白含量较低是相互对
应的。

同时由图 ３可知，冻藏前后 ４种 ＳＰＩ的表面巯
基数量出现下降，这说明冻藏过程中可能通过非共

价键相互作用形成聚集体从而包埋部分表面巯基，

同时水分冻结过程中，巯基和二硫键的相互转化也

在发生。而由图３的总巯基图结果可以确定冻藏过
程中一定发生了巯基和二硫键的相互转化，结合冻

藏过程中可溶蛋白含量下降的结果也证实了冻藏过

程中 ＳＰＩ是通过二硫键形成了不溶性聚集体，最终
导致可溶蛋白含量下降。

图 ３　不同杀菌处理 ＳＰＩ溶液冻藏过程中表面巯基含量和总巯基含量变化

Ｆｉｇ．３　ＦｒｅｅａｎｄｔｏｔａｌＳＨｇｒｏｕｐｓｃｏｎｔｅｎｔｓｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆＳＰＩｄｕｒｉｎｇｆｒｏｚｅｎｓｔｏｒａｇｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　
２４　还原和非还原 ＳＤＳ ＰＡＧＥ

如图４ａ所示，冻前 ＳＰＩ和 ６５ＳＰＩ在还原 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ图谱中亚基分布相似，说明 ６５℃杀菌处理
并未造成特殊亚基间的相互作用而形成不溶性聚

集体。与 ＳＰＩ相比，９０ＳＰＩ在还原 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱
中 β和 Ｂ亚基含量有部分减少，这说明 ９０ＳＰＩ在
热处理过程中，β和 Ｂ亚基相互作用形成了不溶
性聚集体，从而造成亚基含量较少，这也证实了上

述结果的推测，９０℃加热处理可以使 ＳＰＩ中的 ７Ｓ
和 １１Ｓ两大组分均发生变性，而 ６５ＳＰＩ和 ＵＳＰＩ均
未出现 β和 Ｂ亚基条带减少，说明变性程度不及
９０ＳＰＩ。此外，ＵＳＰＩ在冻前还原 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱
中亚基分布中，分别出现了未进入浓缩胶和未进

入分离胶的条带，说明 ＵＨＴ处理造成 ＳＰＩ部分亚
基通过非二硫键的共价键形成大分子量的可溶性

聚集体。

图 ４　不同杀菌处理 ＳＰＩ溶液冻藏前后的还原 ＳＤＳ ＰＡＧＥ和非还原 ＳＤＳ ＰＡＧＥ

Ｆｉｇ．４　ＲｅｄｕｃｉｎｇａｎｄｎｏｎｒｅｄｕｃｉｎｇＳＤＳ ＰＡＧＥｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＳＰＩｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｆｒｏｚｅｎｓｔｏｒａｇｅ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　
　　同时由图 ４ａ可知，ＳＰＩ和 ６５ＳＰＩ在冻藏后还原
ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱中在浓缩胶和分离胶的分界处出
现新带，这个条带分子量较大而未能进入分离胶，而

且未出现在冻藏前ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱中，这说明冻藏
过程中形成了较大分子量的可溶性聚集体。９０ＳＰＩ
冻后还原 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱中 β和 Ｂ亚基含量减少
量进一步加大，说明冻藏过程中 ９０ＳＰＩ的 β和 Ｂ亚

基也同样形成了不溶性聚集体。ＵＳＰＩ冻藏前后的
还原 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱相似。

与还原 ＳＤＳ ＰＡＧＥ相比，非还原 ＳＤＳ ＰＡＧＥ
处理液中不含 β巯基乙醇，因此可以观察亚基间二
硫键的形成情况。由图 ３ｂ可知，不同温度处理 ＳＰＩ
的非还原 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱有较大差异。ＳＰＩ和
６５ＳＰＩ的非还原 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱中，１１Ｓ的 Ａ和 Ｂ
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亚基含量很少，这是因为未变性的 １１Ｓ的 Ａ、Ｂ亚基
是通过二硫键结合在一起的，在没有 β巯基乙醇的
存在下，Ａ、Ｂ亚基是以复合物 ＡＢ的形式出现的。
而９０ＳＰＩ和 ＵＳＰＩ的Ａ、Ｂ亚基含量较多，说明这２种
杀菌处理造成了１１Ｓ的 Ａ、Ｂ亚基间二硫键的断裂，
从而发生解离。此外，冻藏前的非还原 ＳＤＳ ＰＡＧＥ
图谱中 ＳＰＩ、６５ＳＰＩ和 ９０ＳＰＩ在浓缩胶和分离胶的顶
端均出现颜色较深的条带，而这些条带并未出现在

还原ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱中，这说明这些条带是通过二
硫键相互作用而形成的大分子可溶聚集体，这也证

实了冻藏过程 ＳＰＩ进一步通过二硫键形成聚集体，
从而造成可溶蛋白含量的降低。

２５　粒径
由图５可知，相比对照 ＳＰＩ，冻藏前不同温度处

理后的 ＳＰＩ的平均粒径均有大幅增加，粒径从大到
小依次为：９０ＳＰＩ、６５ＳＰＩ、ＳＰＩ、ＵＳＰＩ。不同杀菌处理
ＳＰＩ在冻藏过程中其平均粒径均有增加。可见加热
和冷藏均促进了蛋白的相互聚集，致使其粒径增加。

加热处理通常会促进蛋白发生聚集进而形成沉

淀。对 ＳＰＩ而言，加热造成粒径增加的程度取决于
７Ｓ和１１Ｓ组分的变性程度［２３］

。ＳＰＩ完全变性后，解
离出的 Ｂ亚基和 β亚基会迅速通过疏水作用而相
互聚集，粒径随之增加。因此，图 ５可知冻藏前
９０ＳＰＩ的粒径要大于 ６５ＳＰＩ，就是因为 ９０ＳＰＩ的变性

程度要高于６５ＳＰＩ。而 ＵＳＰＩ虽然杀菌温度高，由于
杀菌时间短，因此杀菌过程并未发生蛋白的大量聚

集，粒径也较小。冻藏过程中，水分冻结使蛋白之间

的相互作用增强，这也证实蛋白之间确实通过二硫

键形成蛋白聚集体，这些原因都促使了蛋白粒径的

增加。

此外，蛋白粒径的变化可以用来解释蛋白溶液

粘度的变化。一般而言，蛋白溶液体系内蛋白粒径

大小及分散度直接决定其粘度的大小。粒径越大，

分散越混乱，粘度则越大。从图 ５可知，冻藏前
９０ＳＰＩ和６５ＳＰＩ不仅粒径大而且出现的粒径峰也较
多，因此粘度较大；而 ＳＰＩ和 ＵＳＰＩ冻藏前不仅粒径
小，而且分散度低，特别是 ＵＳＰＩ冻藏前粒径图均呈
现一个峰，因此粘度值较低。

从冻藏后粒径结果可知，６５ＳＰＩ和９０ＳＰＩ冻藏后
的粒径和分散度较冻前有所增加，其粘度理应变大，

然而从２２节的结果来看，６５ＳＰＩ和９０ＳＰＩ冻后粘度
反而下降。冻藏过程中，溶液体系内的水分冻结成

冰，蛋白质与水之间的相互作用也随之消失。蛋白

的水合作用在冻藏过程中会转而形成蛋白之间的相

互作用，这也可能是冻藏过程中蛋白粒径增大的部

分原因。溶液解冻消融后，已变性聚集的蛋白会阻

碍蛋白的再水合作用，这可能是造成蛋白溶液粘度

下降的原因。

图 ５　不同杀菌处理 ＳＰＩ溶液冻藏过程中的粒径变化

Ｆｉｇ．５　ＰａｔｉｃｌｅｓｉｚｅｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆＳＰＩｄｕｒｉｎｇｆｒｏｚｅｎｓｔｏｒａｇｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　
２６　内源荧光发射光谱

蛋白质的内源荧光光谱是通过测定色氨酸残基

所处环境的极性得到的，可以反映蛋白质构象的变

化以及蛋白质之间的相互作用
［２０］
。Ｄｕｆｏｕｒ等［２４］

报

道了色氨酸残基处于球蛋白内部疏水性区域时，大

豆分离蛋白的最大荧光发射波长 λｍａｘ为 ３３５～
３３６ｎｍ。当蛋白质色氨酸残基所处的溶剂环境极性
提高，即色氨酸残基从球蛋白内部疏水性区域转移
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到表面暴露在溶剂环境中时，其 λｍａｘ会增大，即发生
红移。

从图６中可知，加热处理后 ＳＰＩ的 λｍａｘ均有增
加，冻前不同温度处理 ＳＰＩ的 λｍａｘ从大到小依次为：
９０ＳＰＩ、ＵＳＰＩ、６５ＳＰＩ、ＳＰＩ。这说明杀菌处理导致大豆
蛋白天然结构破坏，更多色氨酸残基暴露在分子表

面，因而 λｍａｘ发生了红移。上述结果已表明，９０ＳＰＩ

和 ＵＳＰＩ均能促使１１Ｓ组分 ＡＢ亚基发生解离，这说
明２种杀菌处理造成蛋白的变性程度较大。因此，
９０ＳＰＩ和 ＵＳＰＩ疏水基团的暴露程度要高于６５ＳＰＩ和
ＳＰＩ。

同时，从图６中也可以看出，不同杀菌处理 ＳＰＩ
的 λｍａｘ在冻藏过程中发生了红移，这说明冻藏过程
中 ＳＰＩ色氨酸残基的暴露程度也增加。

图 ６　不同杀菌处理 ＳＰＩ冻藏过程中内源荧光发射光谱

Ｆｉｇ．６　ＩｎｔｒｉｎｓｉｃｅｍｉｓｓｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＳＰＩｄｕｒｉｎｇｆｒｏｚｅｎｓｔｏｒａｇｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　

３　结论

（１）与对照 ＳＰＩ相比，６５℃和９０℃杀菌处理后，
其可溶蛋白含量、表面巯基含量下降，最大荧光发射

波长、粘度、粒径均有增大；ＵＨＴ杀菌处理后，其可
溶蛋白含量、表面巯基和总巯基含量与 ＳＰＩ相似，粘
度略有降低；９０℃杀菌处理会造成 β和 Ｂ亚基含量
减少，ＵＨＴ处理则形成了共价交联的大分子可溶聚

集体；９０ＳＰＩ和 ＵＳＰＩ疏水暴露程度较高，同时 ９０℃
和 ＵＨＴ还能造成 ＡＢ亚基的解离。

（２）不同杀菌处理所得 ＳＰＩ在冻藏过程中，随
冻藏时间延长其蛋白可溶蛋白含量、粘度、表面巯基

和总巯基数量下降，蛋白粒径和疏水暴露程度增加；

６５ＳＰＩ和９０ＳＰＩ在冻藏过程中通过二硫键形成了大
分子可溶性聚集体。
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