
收稿日期：２０２３－０４－２６；修回日期：２０２４－０６－２５
基金项目：山东省重点研发计划（２０１９ＱＹＴＰＹ０５８）；国家自
然科学基金（２１４０６１３３）；新疆维吾尔自治区公益性科研院所
基本科研项目（ＫＹ２０２００３０）
作者简介：任祥瑞（１９９９），女，硕士研究生，研究方向为天然
产物与功能食品开发（Ｅｍａｉｌ）１２４０４８８１７０＠ｑｑ．ｃｏｍ。
通信作者：赵晓燕，教授，硕士生导师（Ｅｍａｉｌ）ｚｈａｏｘｙ＿２２０１＠
１６３．ｃｏｍ；虎海防，研究员（Ｅｍａｉｌ）４３７８４９３６＠ｑｑ．ｃｏｍ。

油料蛋白 ＤＯＩ：１０．１９９０２／ｊ．ｃｎｋｉ．ｚｇｙｚ．１００３－７９６９．２３０２１３

不同离子对核桃蛋白结构及功能特性的影响

任祥瑞１，赵晓燕１，刘红开１，张晓伟１，王　萌１，虎海防２

（１．济南大学 食品科学与营养系，济南 ２５００２２；２．新疆林业科学院，乌鲁木齐 ８３００６３）

摘要：为了有效提高核桃蛋白的利用率，拓展核桃蛋白在食品领域的应用范围，采用阴离子（Ｃｌ－、
ＰＯ３－４ 、Ｓ２Ｏ

２－
３ 、ＨＣＯ

－
３）和阳离子（Ｎａ

＋、Ｋ＋、Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋）对核桃蛋白进行改性，并对改性后核桃蛋白
的结构与功能特性进行研究。结果显示：阴离子ＰＯ３－４ 、ＨＣＯ

－
３和阳离子Ｎａ

＋、Ｍｇ２＋增加了核桃蛋白
的巯基含量；除了Ｃｌ－和Ｋ＋，其他６种离子改性核桃蛋白的二硫键含量均下降，其中ＨＣＯ－３ 改性核
桃蛋白下降最多；８种离子对核桃蛋白的亚基组成无影响；Ｃｌ－、ＰＯ３－４ 、Ｎａ

＋和 Ｃａ２＋使核桃蛋白构象
稳定性提高，而ＨＣＯ－３ 会使核桃蛋白紧密程度变差；不同离子对核桃蛋白溶解度的影响存在差异；
不同离子改性均提高了核桃蛋白的乳化性和乳化稳定性，其中阴离子 ＰＯ３－４ 改性核桃蛋白的乳化
性提高了２．５２倍，而阳离子Ｎａ＋改性核桃蛋白的乳化稳定性提高了４６．２２百分点；阴离子 Ｓ２Ｏ

２－
３

与阳离子Ｍｇ２＋对核桃蛋白的起泡性影响最大，而Ｎａ＋改性核桃蛋白的起泡稳定性最好；ＰＯ３－４ 改性
核桃蛋白的持水性和吸油性均最高。综合来讲，Ｎａ＋和Ｍｇ２＋改性核桃蛋白的乳化性、乳化稳定性、
起泡性和起泡稳定性相对更好。
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　　核桃是胡桃科胡桃属植物，其与扁桃、腰果、榛
子并称为世界“四大干果”［１］。我国是世界核桃起

源中心之一和世界核桃生产第一大国，拥有最大的

核桃种植面积和产量。核桃富含脂肪、蛋白质及多

种矿物质元素和维生素，营养丰富，有“万寿子”

“长寿果”等美誉［２］。核桃蛋白能增强脑功能，经常

吃核桃有健脑益智的作用［３］。门德盈等［４］报道，核

桃蛋白酶解后制备的核桃肽具有抗癌作用；Ｃａｒｒｉｌｌｏ
等［５］认为核桃蛋白具有抗癌细胞增殖活性，对癌细

胞扩散有抑制作用。此外，核桃蛋白还有抗氧化、降

血压、提高记忆力和抗疲劳等功效［６－８］。

近年来，国内外学者发现不同离子对核桃蛋白

的结构与功能特性的影响存在差异，如某些阴离子

可使核桃蛋白的乳化稳定性提高，某些阳离子可使

核桃蛋白的泡沫稳定性提高，某些离子可增强核桃

蛋白的凝胶性，提高核桃蛋白在黏附方面的应

用［９－１０］。但目前对于离子是否改变核桃蛋白的其

他物理性质，如溶解性、持水性等研究较少。另外，

目前有关核桃蛋白的研究主要集中在蛋白提取分离

方面，对于改性的相关研究较少。蛋白质的结构与

其功能特性密切相关［１１］，通过改性可促使蛋白质结

构发生变化，提高其功能特性。

因此，本文利用不同离子对核桃蛋白进行改性，

研究改性核桃蛋白的结构及功能特性变化，以期为

深入研究核桃蛋白和核桃产品加工提供参考，以拓

展核桃蛋白的应用范围。

１　材料与方法
１．１　实验材料

新新２号核桃粕〔１５０μｍ（１００目）〕，新疆林业
科学院提供。ＢＣＡ试剂盒，美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司；其他
试剂均为分析纯。

ＬＸＪ－ＩＩＢ低速大容量多管离心机；医用离心
机；ＵＶ７５６扫描型紫外可见分光光度计；ＨＨ－４数
显恒温水浴锅；ＦＤ－１Ａ－５０真空冷冻干燥机；
ＫＱ３２００ＤＢ型数控超声波清洗器；ＦＳＨ－２型可调高
速匀浆机；ＡＥ－６４５０电泳仪，日本ＡＴＴＯ株式会社；
Ｎｉｃｏｌｅｔｉｓ５０傅里叶变换红外光谱（ＦＴ－ＩＲ）分析仪，
赛默飞世尔科技有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　核桃蛋白的制备

采用碱溶酸沉法［１２］制备核桃蛋白。将核桃粕

与去离子水以料液比１∶２０混合，调节混合液 ｐＨ为
９．０，５０℃下水浴振荡提取 ９０ｍｉｎ，于 １０８７８×ｇ、
４℃下离心１５ｍｉｎ，取上清液，调节 ｐＨ至４．５，室温
下磁力搅拌１ｈ，于１０８７８×ｇ、４℃下离心１５ｍｉｎ，
弃上清，将沉淀分散于去离子水中，磁力搅拌１ｈ，调
ｐＨ为 ８．０，于 ４℃下在 ７０００Ｄａ透析袋中透析
４８ｈ，冷冻干燥，得到核桃蛋白。
１．２．２　核桃粕和核桃蛋白基本成分的测定

蛋白质含量测定参考ＧＢ５００９．５—２０１６；水分含
量测定参考ＧＢ５００９．３—２０１６；灰分含量测定参考ＧＢ
５００９．４—２０１６；脂肪含量测定参考ＧＢ５００９．６—２０１６。
１．２．３　离子改性核桃蛋白的制备

参考文献［１３］和［１４］，并稍作修改。配制０．１
ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ、Ｎａ３ＰＯ４、Ｎａ２Ｓ２Ｏ３、ＮａＨＣＯ３溶液，以及
用ｐＨ７．１、０．０５ｍｏｌ／Ｌ的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液配制０．６
ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＭｇＣｌ２、ＣａＣｌ２溶液，分别以料液
比１∶１０将以上８种离子溶液添加到核桃蛋白中，调
节混合溶液ｐＨ为８．８，于４５℃下搅拌２ｈ，再于４℃
下在７０００Ｄａ透析袋中透析４８ｈ，冷冻干燥，得到
阴、阳离子改性核桃蛋白。将未经离子处理的核桃

蛋白设置为对照组。

１．２．４　核桃蛋白结构表征
１．２．４．１　巯基和二硫键含量的测定

巯基（游离巯基）含量的测定［１５］：取０．５ｍＬ１０
ｍｇ／ｍＬ的核桃蛋白溶液，加入２．５ｍＬ含８ｍｏｌ／Ｌ尿
素的 Ｔｒｉｓ－甘氨酸缓冲液（ｐＨ８．０）和 ０．０２ｍＬ
Ｅｌｌｍａｎ′ｓ试剂，于２５℃下保温１５ｍｉｎ后，用分光光
度计测定其在４１２ｎｍ处的吸光度，实验进行３次平
行，采用公式（１）计算巯基含量。

ＭＳＨ＝
７３．５３×Ａ×Ｄ

Ｃ （１）

式中：ＭＳＨ为巯基含量，μｍｏｌ／ｇ；Ａ为４１２ｎｍ处的
吸光度；Ｄ为稀释倍数；Ｃ为样品质量浓度，ｍｇ／ｍＬ。

二硫键含量的测定：总巯基含量的测定参考宋

娜等［１６］的方法，并稍作修改。取０．５ｍＬ１０ｍｇ／ｍＬ
的核桃蛋白溶液，加入１ｍＬ１０ｍｏｌ／Ｌ的尿素溶液
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和０．０２ｍＬβ－巯基乙醇，混匀，室温下振荡０．５ｈ，
加入６ｍＬ１２％的三氯乙酸溶液反应１ｈ，４４９６×ｇ
下离心１５ｍｉｎ，去上清，用１２％三氯乙酸溶液洗涤
沉淀２次。用３．０ｍＬ含８ｍｏｌ／Ｌ尿素的Ｔｒｉｓ－甘氨
酸缓冲液（ｐＨ８．０）溶解沉淀，取 １．５ｍＬ并加入
０．０５ｍＬＥｌｌｍａｎ′ｓ试剂反应１０ｍｉｎ，在４１２ｎｍ处测
定吸光度，并做空白对照实验。采用公式（１）计算
总巯基含量，二硫键含量为总巯基含量与游离巯基

含量差值的二分之一。

１．２．４．２　十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分析

参考申慧珊［１５］的方法，并稍作修改。分别配制

Ａ液（３０％丙烯酰胺溶液）、Ｂ液（１５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ缓冲
液）、Ｃ液（０．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ缓冲液）、Ｄ液（１０％过硫
酸铵溶液），制备１２．５％的分离胶和４．５％的浓缩
胶，并插入梳子待凝固。称取适量核桃蛋白于０．０５
ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲液中，按照体积比１∶１加入上样
缓冲液，煮沸５ｍｉｎ，冷却后，加样于凝固的梳子孔
中，设定电压为１４０Ｖ，电流为４０ｍＡ电泳，待样品
跑出浓缩胶后调整电压为１８０Ｖ。电泳结束后，取
出凝胶，将其放入染色液中染色１ｈ，之后采用冰醋
酸脱色，直至凝胶的条带位置清晰可见，拍照记录。

１．２．４．３　二级结构测定
采用固态法即溴化钾压片法对样品进行 ＦＴ－

ＩＲ分析［１７］并计算蛋白质二级结构的含量。分析条

件：分辨率４ｃｍ－１，扫描次数６４次，扫描范围４００～
４０００ｃｍ－１。
１．２．５　核桃蛋白功能特性的测定
１．２．５．１　溶解性

参考齐宝坤等［１８］的方法，并稍作修改。将

０．０５ｇ核桃蛋白溶解于５ｍＬ去离子水中，调节溶
液ｐＨ分别为２、４、６、８、１０和１２，或调节溶液中ＮａＣｌ
浓度分别为０、０．１、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍｏｌ／Ｌ，搅
拌０．５ｈ，然后于７４６８×ｇ下离心２０ｍｉｎ。收集上
清液，采用ＢＣＡ试剂盒法测定上清液中的蛋白质含
量，实验重复３次。采用公式（２）计算核桃蛋白在
不同ｐＨ和ＮａＣｌ浓度下的溶解度（Ｓ）。

Ｓ＝Ｃ１／Ｃ２×１００％ （２）
式中：Ｃ１为上清液中蛋白质的含量，ｇ／ｍＬ；Ｃ２为

样品中蛋白质的含量，ｇ／ｍＬ。
１．２．５．２　乳化性及乳化稳定性

参考杨威等［１９］的方法，并稍作修改。取０．０５ｇ
核桃蛋白于１０ｍＬ的离心管中，加入２．０ｍＬ去离子
水，用匀浆机于１００００ｒ／ｍｉｎ的转速下搅打 ２ｍｉｎ，
用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液或１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调节 ｐＨ

分别为 ２、４、６、８、１０、１２。加入 ２．０ｍＬ大豆油，
１００００ｒ／ｍｉｎ下均质１ｍｉｎ，随后于３７５×ｇ下离心
５ｍｉｎ，观察并计算试管中样品溶液高度（Ｈ２）和乳化
层高度（Ｈ１），上述样品于 ８０℃水浴锅中处理
３０ｍｉｎ，取出后于３７５×ｇ下离心５ｍｉｎ，观察并计算
再次离心后试管中的乳化层高度（Ｈ３），实验重复３
次。采用公式（３）计算乳化性（ＥＡ），采用公式（４）
计算乳化稳定性（ＥＳ）。

ＥＡ＝Ｈ１／Ｈ２×１００％ （３）
ＥＳ＝Ｈ３／Ｈ１×１００％ （４）

１．２．５．３　起泡性及起泡稳定性
参照 ＧＢ／Ｔ７４６２—１９９４，并稍作修改。分别取

０．０５ｇ核桃蛋白于１０ｍＬ的离心管中，加入５ｍＬ去
离子水混匀，记录混合液体积（Ｖ１）。用匀浆机于
１００００ｒ／ｍｉｎ下搅打２ｍｉｎ，迅速转移至量筒，记录
溶液和泡沫总体积（Ｖ２）。将上述搅打后的溶液分
别静置２０、３０、４０、６０、１２０ｍｉｎ，记录其体积（Ｖｉ），实
验重复３次。采用公式（５）计算起泡性（ＦＣ），采用
公式（６）计算起泡稳定性（ＦＳ）。

ＦＣ＝（Ｖ２－Ｖ１）／Ｖ１×１００％ （５）
ＦＳ＝（Ｖｉ－Ｖ１）／Ｖ１×１００％ （６）

１．２．５．４　持水性与吸油性的测定
参考Ｂｏｙｅ等［２０］的方法，并稍作修改。取０．５ｇ

核桃蛋白于１０ｍＬ的离心管中，称其质量（ｍ１），向
离心管中加入５ｍＬ去离子水或大豆油，用摇床在
２２０ｒ／ｍｉｎ下混匀３０ｍｉｎ。取出后用超速离心机以
２２２００×ｇ离心２５ｍｉｎ，弃上清，随后于５０℃烘箱
中烘烤２５ｍｉｎ后称其质量（ｍ２），实验重复３次。采
用公式（７）计算持水性（ＷＨ）或吸油性（ＷＯ）。

ＷＨ（ＷＯ）＝（ｍ２－ｍ１）／０．５ （７）
２　结果与讨论
２．１　核桃蛋白的基本成分

核桃粕和核桃蛋白的基本成分见表１。
表１　核桃粕和核桃蛋白的基本成分

Ｔａｂｌｅ１　Ｂａｓｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｗａｌｎｕｔｍｅａｌａｎｄ

ｗａｌｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎ ％

样品 蛋白质 水分 灰分 脂肪

核桃粕 ３８．９１±０．０７ａ ５．７１±０．０５ｂ ４．８５±０．３８ａ２．７２±０．０８ｂ

核桃蛋白 ６４．７５±０．１６ｂ ２．３３±０．０３ａ ４．０５±０．２４ａ１．８０±０．１２ａ

　注：同列不同字母表示具有显著差异（ｐ＜０．０５）。下同
　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

由表１可知，与核桃粕相比，核桃蛋白的蛋白质
含量增加至６４．７５％，水分含量减少至２．３３％，灰分
含量降至４．０５％，脂肪含量降至１．８０％。
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２．２　核桃蛋白的结构表征
２．２．１　巯基和二硫键含量

不同离子改性核桃蛋白的巯基和二硫键含量如

图１所示。

　注：不同字母表示组间具有显著差异（ｐ＜０．０５）。下同
　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎ
ｇｒｏｕｐｓ（ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ
图１　不同离子改性核桃蛋白的巯基和二硫键含量
Ｆｉｇ．１　Ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌａｎｄｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎｓｍｏｄｉｆｉｅｄｗａｌｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎ

　　由图１可知：与对照组相比，在阴离子改性核桃
蛋白中，ＨＣＯ－３ 改性核桃蛋白的巯基含量显著增加
（ｐ＜０．０５），增加了６．２４μｍｏｌ／ｇ；在阳离子改性核
桃蛋白中，Ｎａ＋和Ｍｇ２＋改性核桃蛋白的巯基含量分
别增加了 ２．６９、０．５５μｍｏｌ／ｇ，但增加不显著（ｐ＞
０．０５），Ｃａ２＋改性核桃蛋白的巯基含量显著下降
（ｐ＜０．０５），降至６．３８μｍｏｌ／ｇ。

由图１还可知，与对照组相比，Ｃｌ－和 Ｋ＋改性
核桃蛋白的二硫键含量增加（不显著，ｐ＞０．０５），分
别增加了１．６３、０．１８μｍｏｌ／ｇ，其他６种离子改性核
桃蛋白的二硫键含量均下降，下降最多的是 ＨＣＯ－３
改性核桃蛋白（ｐ＜０．０５），二硫键含量减少了３．２５
μｍｏｌ／ｇ。因此，ＨＣＯ－３ 改性核桃蛋白中巯基含量增
加最多，二硫键含量减少最多，推测原因是加入

ＨＣＯ－３，静电屏蔽效应导致核桃蛋白聚集，影响了蛋
白质分子的立体结构，从而使二硫键含量下降，这与

冯潇等［２１］的研究结论一致。此外，离子改性破坏了

蛋白质的结构，影响了二硫键的交联。

２．２．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
不同离子改性核桃蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱如

图２所示。
由图２可知，对照组中共有５个亚基带，分子质

量分别为 ９５．０～９７．４、４３．０～６６．２、３１．０～４３．０、
２０．１～３１．０ｋＤａ和１４．１～１６．０ｋＤａ，不同离子改性
核桃蛋白的亚基组成与对照组差距不大，条带数量

没有发生变化，说明离子改性后核桃蛋白中没有发

生肽键的断裂，对核桃蛋白进行不同离子改性并不

会使其亚基种类发生改变。然而，与对照组相比，阴

离子Ｃｌ－、ＰＯ３－４ 、Ｓ２Ｏ
２－
３ 和ＨＣＯ

－
３ 改性后的核桃蛋白

在２０．１～３１．０ｋＤａ处的条带位置发生了细微的变
化，有上移的趋势，这说明阴离子改性后核桃蛋白亚

基的分子质量发生了变化，而阳离子改性核桃蛋白

的变化则不明显。综上，离子改性没有改变核桃蛋

白的亚基组成。

　注：Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；１．对照组；２．Ｃｌ－；３．ＰＯ３－４ ；４．Ｓ２Ｏ
２－
３ ；

５．ＨＣＯ－３；６．Ｎａ
＋；７．Ｋ＋；８．Ｍｇ２＋；９．Ｃａ２＋

　Ｎｏｔｅ：Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；１．Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２．Ｃｌ－；３．ＰＯ３－４ ；

４．Ｓ２Ｏ
２－
３ ；５ＨＣＯ

－
３；６．Ｎａ

＋；７．Ｋ＋；８．Ｍｇ２＋；９．Ｃａ２＋

图２　不同离子改性核桃蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱

Ｆｉｇ．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｉｏｎｓｍｏｄｉｆｉｅｄｗａｌｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎ

２．２．３　二级结构含量
不同离子改性核桃蛋白的二级结构含量见表２。
表２　不同离子改性核桃蛋白的二级结构含量

Ｔａｂｌｅ２　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｉｏｎｓｍｏｄｉｆｉｅｄｗａｌｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎ ％

离子 α－螺旋 β－折叠 β－转角 无规卷曲

对照组 １５．２３±０．３０ｄ ２５．１４±１．８８ｄ ３４．４４±２．３３ｅ ２５．１９±０．２２ｇ

Ｃｌ－ １８．３８±０．４６ｅ ４２．１６±１．３６ｆ ２７．２８±２．１７ｃ １２．１８±０．１３ｂ

ＰＯ３－４ ３７．０６±０．７７ｈ １８．８５±１．４１ｃ ２３．４７±１．０３ｂ ２０．６２±０．１４ｅ

Ｓ２Ｏ
２－
３ １．３５±０．０５ａ ３７．８３±１．１５ｅ ２９．０１±１．５１ｃｄ ３１．８１±０．１６ｈ

ＨＣＯ－３ １９．２２±０．８０ｆ １２．２３±１．１６ａ ５０．２７±２．０５ｆ １８．２８±０．１８ｄ

Ｎａ＋ １７．５０±０．６３ｅ ４３．１４±１．０８ｇ １４．２９±１．６０ａ ２５．０７±０．２５ｇ

Ｋ＋ ２５．２７±０．６４ｇ １４．３８±０．４３ｂ ５８．２８±２．７９ｇ ２．０７±０．０８ａ

Ｍｇ２＋ １３．３１±０．６８ｃ ２６．８８±１．２１ｄ ３５．６４±２．４７ｅ ２４．１７±０．１３ｆ

Ｃａ２＋ ８．４６±０．４０ｂ ３９．７８±１．００ｅ ３３．９４±１．３９ｄｅ１７．８２±０．１７ｃ

　　由表２可知，相较于对照组，不同离子改性核桃
蛋白的二级结构发生了不同程度的变化。对照组核

桃蛋白的二级结构中 β－转角含量最高，其次为无
规卷曲、β－折叠，α－螺旋含量最低。Ｃｌ－、ＨＣＯ－３、

ＰＯ３－４ 、Ｋ
＋、Ｎａ＋改性后，核桃蛋白的 α－螺旋含量上

升，其中 ＰＯ３－４ 改性后 α－螺旋含量增加最多（ｐ＜
００５），增加了１４３．３３％，说明该离子能够提高蛋白
质的结构稳定性［２２］，而Ｓ２Ｏ

２－
３ 改性后 α－螺旋含量

下降最显著（ｐ＜０．０５）。与对照组相比，ＰＯ３－４ 、Ｍｇ
２＋
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改性核桃蛋白的β－折叠与 β－转角含量的变化趋
势相同，且与 α－螺旋含量的变化基本相反；Ｃｌ－、
Ｓ２Ｏ

２－
３ 、ＨＣＯ

－
３、Ｎａ

＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋改性后，核桃蛋白的 β
－折叠与 β－转角的变化趋势相反，最明显的为
Ｎａ＋，表现为β－折叠增加７１．６０％，而β－转角减少
５８．５１％。核桃蛋白的无规卷曲含量在 Ｋ＋改性后
降至最低值 ２．０７％，Ｓ２Ｏ

２－
３ 改性后升至最大值

３１８１％（ｐ＜０．０５）。蛋白质分子中 α－螺旋和 β－
折叠能形成紧密的非空腔结构，与二者相比，β－转
角和无规卷曲的构象稳定性和紧密程度则相对较

差［２２］。因此，与对照组相比，Ｃｌ－、ＰＯ３－４ 、Ｎａ
＋和

Ｃａ２＋改性使核桃蛋白构象稳定性提高，而 ＨＣＯ－３ 改
性会使核桃蛋白紧密程度变差，Ｋ＋、Ｓ２Ｏ

２－
３ 和 Ｍｇ

２＋

改性基本不改变核桃蛋白稳定性。

２．３　核桃蛋白的功能特性
２．３．１　溶解性

ＮａＣｌ浓度对不同离子改性核桃蛋白溶解度的
影响如图３所示。

图３　ＮａＣｌ浓度对不同离子改性核桃蛋白溶解度的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎｓｍｏｄｉｆｉｅｄｗａｌｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎ

　　由图３可知，随着ＮａＣｌ浓度的增加，有一半离子
改性核桃蛋白的溶解度呈现先降后升再降的趋势。

当ＮａＣｌ浓度为 ０时，对照组的溶解度最高，达到
４６９１％，离子改性核桃蛋白的溶解度均有所降低，其
中Ｋ＋改性核桃蛋白的溶解度最小，为９．１７％。当
ＮａＣｌ浓度为０．１ｍｏｌ／Ｌ时，Ｃａ２＋改性核桃蛋白的溶解
度最大，但仅为２５％左右；当ＮａＣｌ浓度为０．２ｍｏｌ／Ｌ
时，ＰＯ３－４ 改性核桃蛋白的溶解度最大（２３．１７％），
Ｎａ＋改性核桃蛋白的溶解度最小（１１．３８％）；当
ＮａＣｌ浓度为０．８ｍｏｌ／Ｌ时，阴离子中 Ｃｌ－改性核桃
蛋白的溶解度最大，ＨＣＯ－３ 改性核桃蛋白的最小；而
当ＮａＣｌ浓度为０．４ｍｏｌ／Ｌ和１．０ｍｏｌ／Ｌ时，各组核
桃蛋白的溶解度差距不大。综上，ＮａＣｌ与不同离子
改性共同作用使得核桃蛋白的溶解度降低，表现为

“盐析”效应，或盐离子与水分子相互作用，导致核

桃蛋白与水分子间相互作用相对减少，蛋白质分子

间碰撞概率增加，促使蛋白质分子间发生聚集［２３］，

这与Ｂｉｌｇｉ等［２４］的研究结果相似。

ｐＨ对不同离子改性核桃蛋白溶解度的影响如
图４所示。

图４　ｐＨ对不同离子改性核桃蛋白溶解度的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｉｏｎｓｍｏｄｉｆｉｅｄｗａｌｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎ

　　由图４可知，各组核桃蛋白的溶解度随着ｐＨ的
增加总体呈现先降后升的趋势。在ｐＨ为４时，对照
组以及 ＰＯ３－４ 、ＨＣＯ

－
３、Ｓ２Ｏ

２－
３ 、Ｋ

＋、Ｎａ＋改性核桃蛋白
的溶解度最低，其中又以Ｎａ＋改性核桃蛋白的最低，
为１．６８％；而Ｃｌ－、Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋改性核桃蛋白的溶解度
在ｐＨ为６时最低，其中又以Ｍｇ２＋改性核桃蛋白的最
低，为０．８１％。除了Ｃｌ－、Ｍｇ２＋和Ｃａ２＋外，其他离子
改性核桃蛋白的等电点基本不变。可能是因为

Ｃｌ－、Ｍｇ２＋和Ｃａ２＋改变了蛋白质的静电荷数，使其等
电点改变［２５］。综上，不同离子对核桃蛋白溶解度的

影响存在差异。

２．３．２　乳化性及乳化稳定性
不同离子改性核桃蛋白的乳化性及乳化稳定性

如图５所示。

图５　不同离子改性核桃蛋白的乳化性及乳化稳定性
Ｆｉｇ．５　Ｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｅｍｕｌｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎｓｍｏｄｉｆｉｅｄｗａｌｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎ

　　由图５可知，不同离子改性均使核桃蛋白的乳
化性显著提高（ｐ＜０．０５）。与对照组相比，阴离子
中ＰＯ３－４ 改性核桃蛋白的乳化性提高程度最大，为
对照组的３．５２倍，而 Ｓ２Ｏ

２－
３ 改性核桃蛋白的乳化

性提高程度最小，提高了１５．１０百分点；阳离子中
Ｋ＋改性核桃蛋白的乳化性提高程度最大，提高了
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４５．２２百分点，而Ｃａ２＋改性核桃蛋白的乳化性提高
程度最小，仅提高了１４．９６百分点。在对核桃蛋白
乳化性提高程度较大的３种离子中，其影响的强弱
顺序为ＰＯ３－４ ＞Ｋ

＋＞Ｎａ＋，ＰＯ３－４ 改性核桃蛋白的乳
化性最好，原因可能是 ＰＯ３－４ 作用时蛋白质非共价
键相互作用最大，从而提高了其乳化性［２５］。

由图５还可知，不同离子改性均使核桃蛋白的
乳化稳定性显著提高（ｐ＜０．０５）。与对照组相比，
阴离子中ＰＯ３－４ 改性对核桃蛋白的乳化稳定性影响
最大，使其提高了４１．３８百分点；而阳离子中Ｎａ＋改

性对核桃蛋白的乳化稳定性影响最大，使其提高了

４６．２２百分点。在核桃蛋白乳化稳定性提高程度较大
的３种离子中，其影响的强弱顺序为Ｎａ＋＞Ｍｇ２＋＞
ＰＯ３－４ 。阳离子对核桃蛋白乳化稳定性的提升较大，
可能是因为核桃蛋白溶液在加入阳离子后，静电斥

力和疏水相互作用力更加平衡，有利于在油水界面

形成高黏弹性的膜［２６］，从而增大了乳化稳定性。

２．３．３　起泡性及起泡稳定性
不同离子改性核桃蛋白的起泡性及起泡稳定性

如图６所示。

　　　　
图６　不同离子改性核桃蛋白的起泡性及起泡稳定性

Ｆｉｇ．６　Ｆｏａｍｉｎｇａｎｄｆｏａｍｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎｓｍｏｄｉｆｉｅｄｗａｌｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎ

　　由图６可知，阴离子中，除Ｓ２Ｏ
２－
３ 改性核桃蛋白

的起泡性提高（约３．２百分点）外，其他阴离子改性
核桃蛋白的起泡性均有所降低，最低的为 ＰＯ３－４ 改
性核桃蛋白的，其起泡性为 ３．２０％。阳离子中，
Ｍｇ２＋和Ｃａ２＋改性核桃蛋白的起泡性显著提高（ｐ＜
０．０５），而其他阳离子改性核桃蛋白的起泡性均有
所降低，其中Ｍｇ２＋改性核桃蛋白的起泡性最高，为
９．９９％，Ｋ＋改性核桃蛋白的起泡性最低，为２４７％。
综上，阳离子Ｍｇ２＋和阴离子Ｓ２Ｏ

２－
３ 对增强核桃蛋白

起泡性有很大作用，原因可能是Ｍｇ２＋和Ｓ２Ｏ
２－
３ 会改

变蛋白质的疏水性，使蛋白质分子中的静电荷数增

加，进而加快了蛋白质在空气－水界面间的展开，有
利于泡沫的形成［２５］。

由图６还可知，各组样品的起泡稳定性均在
１２０ｍｉｎ时降为０，与对照组相比，不同离子改性核
桃蛋白的起泡稳定性均有不同程度的下降。其中，

Ｋ＋改性核桃蛋白的起泡稳定性最差，ＰＯ３－４ 改性核
桃蛋白的起泡稳定性在 ３０～４０ｍｉｎ时快速下降，
Ｎａ＋改性核桃蛋白的起泡稳定性在２０ｍｉｎ时与对照
组的相同，均为９１．８０％，整体来说，Ｎａ＋改性核桃蛋
白的起泡稳定性最好。

２．３．４　持水性与吸油性
不同离子改性核桃蛋白的持水性与吸油性如图

７所示。

图７　不同离子改性核桃蛋白的持水性与吸油性

Ｆｉｇ．７　Ｗａｔｅｒｈｏｌｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙａｎｄｏｉｌａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｃａｐａｃｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎｓｍｏｄｉｆｉｅｄｗａｌｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎ

　　由图７可知，总体来看，阴离子改性核桃蛋白的
持水性均有提升，其中 ＰＯ３－４ 改性核桃蛋白的持水

性最大，为３．４７ｇ／ｇ，原因可能是 ＰＯ３－４ 改变了核桃
蛋白结合水的能力，使核桃蛋白的构象发生改变，破

坏了氢键等其他次级键，使原本质地紧密、排列有序

的蛋白质肽链变得松散且不规则，使得吸水性上

升［２７］；而阳离子对核桃蛋白的持水性影响不大。

由图 ７还可知：与对照组相比，ＰＯ３－４ 、Ｓ２Ｏ
２－
３ 、

ＨＣＯ－３、Ｎａ
＋改性核桃蛋白的吸油性明显提高，分别

提高了 ０．７８、０．１６、０．２６、０．２８ｇ／ｇ；而 Ｃｌ－、Ｋ＋、
Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋改性核桃蛋白的吸油性均有所降低，分
别降低了 ０．５４、０．０８、０．５６、０．２６ｇ／ｇ。由此可知，
ＰＯ３－４ 对核桃蛋白的吸油性影响最大，使其明显增

加，原因可能是 ＰＯ３－４ 使核桃蛋白的结构发生改变，
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更多的非极性基团暴露出来，可以束缚更多的脂肪

烃链，从而提高了蛋白质的吸油性［２５］。

３　结　论
ＰＯ３－４ 、ＨＣＯ

－
３、Ｎａ

＋、Ｍｇ２＋增加了核桃蛋白的巯
基含量；除了Ｃｌ－和 Ｋ＋外，其他６种离子改性核桃
蛋白的二硫键含量均下降，其中 ＨＣＯ－３ 改性核桃蛋
白下降最多；８种离子对核桃蛋白的亚基组成无影
响；与对照组相比，Ｃｌ－、ＰＯ３－４ 、Ｎａ

＋和 Ｃａ２＋使得核桃
蛋白构象稳定性提高，而 ＨＣＯ－３ 会使核桃蛋白紧密
程度变差，Ｋ＋、Ｓ２Ｏ

２－
３ 和 Ｍｇ

２＋基本不改变核桃蛋白

构象稳定性。随着ＮａＣｌ浓度和 ｐＨ的升高，各离子
改性核桃蛋白的溶解度均有所波动，不同离子对核

桃蛋白溶解度的影响存在差异；不同离子改性提高

了核桃蛋白的乳化性和乳化稳定性，其中阴离子

ＰＯ３－４ 改性核桃蛋白的乳化性提高了２．５２倍，而阳
离子Ｎａ＋改性核桃蛋白的乳化稳定性提高了４６．２２
百分点；阴离子Ｓ２Ｏ

２－
３ 与阳离子Ｍｇ

２＋对核桃蛋白的

起泡性影响最大，而 Ｎａ＋改性核桃蛋白的起泡稳定
性最好（不同离子改性核桃蛋白的起泡稳定性均有

不同程度下降）；ＰＯ３－４ 改性核桃蛋白的持水性和吸
油性均最高。综合来讲，Ｎａ＋和 Ｍｇ２＋改性核桃蛋白
的乳化性、乳化稳定性、起泡性和起泡稳定性相对

更好。
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