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超声处理对杜仲籽仁蛋白结构及理化特性的影响
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摘要：旨在为杜仲籽仁蛋白的开发与应用提供参考，以杜仲籽仁粕为原料，采用碱溶酸沉法提取蛋

白，采用５００Ｗ、３５ｋＨｚ超声波对杜仲籽仁蛋白处理不同的时间（０、１０、２０、３０ｍｉｎ和４０ｍｉｎ），探究
超声处理对杜仲籽仁蛋白微观结构、理化特性（粒径、Ｚｅｔａ－电位、内源荧光光谱、溶解性、持水性、
持油性、起泡性、起泡稳定性、乳化性、乳化稳定性）的影响。结果表明：超声处理可改变杜仲籽仁

蛋白的微观结构、粒径、Ｚｅｔａ－电位和荧光强度；超声处理２０ｍｉｎ时，杜仲籽仁蛋白溶解度达到
７５３５％；超声处理１０ｍｉｎ时，杜仲籽仁蛋白乳化性最大，达到７２．１２ｍ２／ｇ；超声处理４０ｍｉｎ时，杜
仲籽仁蛋白持水性、持油性、起泡性和起泡稳定性最大，分别达到４．３２ｇ／ｇ、３．４６ｇ／ｇ、２３．１２％和
２１．１２％。综上，超声处理可改善杜仲籽仁蛋白的持水性、持油性、起泡性、乳化性等功能特性。
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　　杜仲（ＥｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓＯｌｉｖ．）为杜仲科杜仲
属植物，其翅果中的籽仁富含亚麻酸、亚油酸等多种

不饱和脂肪酸及苷、绿原酸等活性成分［１－２］。杜仲

籽仁提取油脂后，其粕中含有丰富的蛋白质［３－４］，对

其进行加工，有利于杜仲翅果资源的开发利用。

研究发现，一些植物蛋白在溶解性、乳化性等功

能特性方面较差［５］，使其在食品工业中的应用受到

一定的限制。对植物蛋白进行改性处理，可改善其

功能性质，满足食品工业需求。目前，对蛋白质改性

的方法主要有物理法［６］、酶法［７－８］和化学法［９－１０］。

其中，超声处理作为一种物理法改性技术，具有高

效、绿色、环保的特点［１１］，在大豆蛋白［１２］、花生蛋

白［１３］、豌豆蛋白［１４］等蛋白的改性中得到应用，但

在杜仲籽仁蛋白的改性方面，还未见报道。因此，

本研究以杜仲籽仁蛋白为原料，研究不同超声时

间对杜仲籽仁蛋白结构和理化特性的影响，以期

为杜仲籽仁蛋白的开发及应用提供一定的理论

支撑。

１　材料与方法
１．１　试验材料

杜仲籽仁粕（杜仲翅果去除果壳后经超临界

ＣＯ２萃取油脂后的粕，其蛋白质含量为３７．１％，脂
肪含量为０．９％），河南金杜仲生物工程公司；溴化
钾、石油醚、氢氧化钠、浓硫酸、盐酸、无水硫酸铜等，

均为市售分析纯。

ＦＡ２００４分析天平，上海舜宇恒平科学仪器有限
公司；ｐＨＳ－３Ｃ酸度计，上海仪电科学仪器股份有
限公司；ＪＩＤＩ－２０Ｄ台式多用途高速离心机，广州吉
迪仪器有限公司；ＸＹ－ＦＤ－１８冷冻干燥机，上海欣
谕仪器有限公司；ＸＨＦ－ＤＹ高速分散器，宁波新芝
生物科技股份有限公司；ＪＳＭ－６４９０ＬＶ扫描电子显
微镜，日本电子株式会社；Ｎａｎｏ－ＺＳ９０型激光散射
仪，英国马尔文仪器有限公司；ＲＦ－５３０１ＰＣ荧光分
光光度计，日本岛津公司。

１．２　试验方法
１．２．１　杜仲籽仁蛋白的制备

将杜仲籽仁粕粉碎，过０．１８０ｍｍ（８０目）筛得
到杜仲籽仁粕粉。取杜仲籽仁粕粉，按料液比１∶１０
加入ｐＨ９．５的 ＮａＯＨ溶液，于５０℃提取２ｈ后，在
８０００ｒ／ｍｉｎ下离心２０ｍｉｎ，取上清液并用１ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ溶液调ｐＨ至４．６，静置过夜后取沉淀，水洗至
ｐＨ为７．０，冷冻干燥后得杜仲籽仁蛋白（蛋白质含
量为８５．８％）。
１．２．２　杜仲籽仁蛋白的超声处理

取杜仲籽仁蛋白，用蒸馏水配制成 ５０ｍｇ／ｍＬ

的蛋白溶液，然后采用５００Ｗ、３５ｋＨｚ的超声波在
２５℃下处理０、１０、２０、３０ｍｉｎ和４０ｍｉｎ，冷冻干燥后
得到超声处理的杜仲籽仁蛋白。

１．２．３　微观结构的测定
将杜仲籽仁蛋白用导电双面胶固定在金属样品

台上后喷金镀膜，在２０ｋＶ加速电压条件下采用扫
描电子显微镜观测样品微观结构。

１．２．４　理化指标的测定
１．２．４．１　粒径、Ｚｅｔａ－电位

取超声处理的杜仲籽仁蛋白，用蒸馏水配制成

２ｍｇ／ｍＬ的溶液，再采用激光粒度仪测定其粒径和
Ｚｅｔａ－电位。
１．２．４．２　内源荧光光谱

用 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．０的磷酸盐缓冲溶液将超
声处理的杜仲籽仁蛋白配制为质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ
的样品溶液，在激发波长２８０ｎｍ、激发狭缝宽度 ５
ｎｍ、发射狭缝宽度 ５ｎｍ条件下采用荧光分光光度
计进行扫描，测定样品的内源荧光光谱。

１．２．４．３　溶解度的测定
取１．２．２中超声波处理不同时间的杜仲籽仁蛋

白溶液，在２５℃、１００００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ，取上
清液测定蛋白质含量（按 ＧＢ５００９．６—２０１６第一法
测定），以上清液中蛋白质质量与原料中蛋白质质

量的比值表征样品的溶解度。

１．２．５　功能特性的测定
１．２．５．１　持水性、持油性

参考Ｙａｎｇ等［１５］的方法测定样品的持水性和持

油性。分别准确称取１ｇ超声处理的杜仲籽仁蛋白
于２个离心管中，分别加入２０ｍＬ去离子水和大豆
油，混合均匀后静置３０ｍｉｎ，在１００００ｒ／ｍｉｎ下离心
２０ｍｉｎ，去除上清，测定吸水和吸油后的质量，以吸
收的水／油的质量与吸水／油前蛋白质量的比值表征
样品的持水／油性。
１．２．５．２　起泡性和起泡稳定性

参考望运滔等［１６］的方法测定样品的起泡性和

起泡稳定性。将质量分数为５％的杜仲籽仁蛋白溶
液置于量筒中，采用高速分散器在１２０００ｒ／ｍｉｎ下
搅打５ｍｉｎ，记录搅打后以及静置３０ｍｉｎ时泡沫的
体积。分别按式（１）和式（２）计算起泡性 （ＣＦ）和起
泡稳定性（ＳＦ）。

ＣＦ＝（Ｖ１－Ｖ０）／Ｖ０×１００％ （１）
ＳＦ＝（Ｖ３０－Ｖ０）／Ｖ０×１００％ （２）
式中：Ｖ１为搅打后的体积；Ｖ０为搅打前的体积；

Ｖ３０为静置３０ｍｉｎ后的体积。
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１．２．５．３　乳化性和乳化稳定性
参考Ｐｕｒｄｉ等［１７］的方法测定样品的乳化性和乳

化稳定性。分别取９ｍＬ１．２．２中经不同时间超声
处理后的样品溶液于２５ｍＬ烧杯中，加入３ｍＬ大豆
油，在１２０００ｒ／ｍｉｎ下高速搅打２ｍｉｎ，分别在０、１０
ｍｉｎ时从烧杯底部吸取５０μＬ液体到１０ｍＬ离心管
中，加入５ｍＬ０．１％ ＳＤＳ溶液混合均匀，在５００ｎｍ
处测定其吸光值。分别按式（３）和式（４）计算乳化
性（ＩＥＡ）和乳化稳定性（ＩＥＳ）。

ＩＥＡ＝（２×２．３０３×Ａ×Ｎ）／（ｃ×φ×１００００）（３）
ＩＥＳ＝ＩＥＡ１０／ＩＥＡ０×１００％ （４）

　　式中：Ａ为５００ｎｍ处的吸光值；φ为油相体积
分数；ｃ为蛋白质量浓度，ｇ／ｍＬ；Ｎ为稀释倍数，ＩＥＡ１０
为１０ｍｉｎ时的乳化性，ｍ２／ｇ；ＩＥＡ０为０ｍｉｎ时的乳化
性，ｍ２／ｇ。
１．２．６　数据处理

所有数据重复测定３次，结果用“平均值 ±标
准偏差”表示，采用 ＳＰＳＳ２４．０进行差异显著性分
析，ｐ＜０．０５为差异显著。
２　结果与讨论
２．１　超声处理对杜仲籽仁蛋白微观结构的影响

超声处理对杜仲籽仁蛋白微观结构的影响见图１。

图１　超声处理对杜仲籽仁蛋白微观结构的影响

　　由图１可见，未超声处理的杜仲籽仁蛋白呈大
块不规则片状，随着超声处理时间的延长，蛋白质颗

粒尺寸减小，同时，表面的多孔结构增加。这是由于

超声波提供的能量将大尺寸的蛋白质颗粒破碎，蛋

白质的结构疏松，形成多孔状态［１８］。

２．２　超声处理对杜仲籽仁蛋白理化指标的影响
２．２．１　对粒径和Ｚｅｔａ－电位的影响

超声处理对杜仲籽仁蛋白粒径和Ｚｅｔａ－电位的
影响如表１所示。

表１　超声处理对杜仲籽仁蛋白粒径和Ｚｅｔａ－电位的影响

处理时间／ｍｉｎ 平均粒径／ｎｍ Ｚｅｔａ－电位／ｍＶ
０ ９６８．３２±５．６５ａ －２２．２８±０．８２ａ

１０ ４６５．３２±３．６５ｂ －２７．１８±０．９２ｂ

２０ １３５．６８±２．６４ｄ －２７．３２±０．７８ｂ

３０ ９５．６５±１．２４ｅ －２７．３８±１．０２ｂ

４０ １６８．９５±２．６５ｃ －２７．４５±０．８７ｂ

　注：同列不同字母代表差异显著，ｐ＜０．０５

由表１可知，随着超声处理时间的延长，杜仲籽
仁蛋白平均粒径显著降低，在超声处理３０ｍｉｎ时杜
仲籽仁蛋白的平均粒径达到（９５．６５±１．２４）ｎｍ，之
后随着超声处理时间的继续延长，杜仲籽仁蛋白的

平均粒径显著增加。马蓉等［１９］在研究超声处理对

酪蛋白作用时也发现，超声波作用过程中产生的空

化、剪切力和湍流作用可加速蛋白质颗粒破碎，处理

时间越长，破碎程度越大，但破碎到一定程度后，颗

粒平均粒径过小，会发生团聚现象，导致颗粒粒径增

大。由表１还可知，超声处理后，杜仲籽仁蛋白的

Ｚｅｔａ－电位绝对值增大，但超声处理时间对 Ｚｅｔａ－
电位绝对值的影响不显著（ｐ＞０．０５）。这是因为超
声处理使杜仲籽仁蛋白带电基团暴露，负电荷增加，

１０ｍｉｎ的超声处理已经可将杜仲籽仁蛋白带电基
团充分暴露。

２．２．２　超声处理对杜仲籽仁蛋白内源荧光光谱的
影响

超声处理对杜仲籽仁蛋白内源荧光光谱的影响

见图２。

图２　超声处理对杜仲籽仁蛋白内源荧光光谱的影响

　　由图２可见，在超声处理０～３０ｍｉｎ内，杜仲籽
仁蛋白的荧光强度随着超声处理时间的延长而增

加，但超声处理４０ｍｉｎ时，杜仲籽仁蛋白的荧光强
度下降。这是因为在超声的作用下，蛋白质构象发

生变化，色氨酸、酪氨酸基因和苯丙氨酸基团等产生

荧光的基团从蛋白质内部暴露，从而导致荧光强度

增加，但继续延长超声处理时间，蛋白质发生变性、

交联，暴露的色氨酸、酪氨酸基因和苯丙氨酸基团又

被包埋，导致荧光强度减小［１６］。此外，未超声处理

的杜仲籽仁蛋白最大荧光发射波长为 ３７１．４ｎｍ，超
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声处理３０ｍｉｎ时，最大荧光发射波长增加到 ３７７．４
ｎｍ，产生６．０ｎｍ的红移，这是由于蛋白质在超声处
理后舒展，蛋白质内部的色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸

等芳香氨基酸分子侧链基团暴露于水溶液中，使环

境极性增大所致［１６］。

２．２．３　超声处理对杜仲籽仁蛋白溶解度的影响
超声处理对杜仲籽仁蛋白溶解度的影响如图３

所示。

　注：不同字母代表差异显著，ｐ＜０．０５

图３　超声处理对杜仲籽仁蛋白溶解度的影响

　　由图３可见，在超声处理２０ｍｉｎ内，杜仲籽仁
蛋白溶解度随着超声处理时间的延长而增加，在

２０ｍｉｎ时溶解度达到最大，为７５．３５％，超过２０ｍｉｎ
后，杜仲籽仁蛋白溶解度降低。这是由于超声处理

后，蛋白质颗粒粒径减小，表面积增加，与水分子结

合能力增大，溶解度增大，但超声处理时间过长，内

部疏水基团暴露，溶解度反而降低［２０］。

２．３　超声处理对杜仲籽仁蛋白功能特性的影响
２．３．１　对持水性和持油性的影响

超声处理对杜仲籽仁蛋白持水性和持油性的影

响如图４所示。

注：同一指标不同字母表示差异显著，ｐ＜０．０５。下同

图４　超声处理对杜仲籽仁蛋白持水性和持油性的影响

　　由图４可见，杜仲籽仁蛋白的持水性和持油性
均随着超声处理时间的延长而增加，在超声处理４０
ｍｉｎ时持水性和持油性分别达到 ４．３２ｇ／ｇ和
３．４６ｇ／ｇ。这是由于超声波作用下，颗粒表面形成大
量空穴，蛋白质内部功能基团暴露，使蛋白质吸附和

结合能力增加［２１］。

２．３．２　对起泡性和起泡稳定性的影响
超声处理对杜仲籽仁蛋白起泡性和起泡稳定性

的影响如图５所示。

图５　超声处理对杜仲籽仁蛋白起泡性和起泡稳定性的影响

　　由图５可见，杜仲籽仁蛋白起泡性和起泡稳定
性随超声处理时间的延长显著增加，当超声处理４０
ｍｉｎ时，起泡性和起泡稳定性最大，分别达到
２３１２％和２１．１２％。研究表明，超声波的作用可导
致蛋白结构疏松，蛋白质分子疏水基团暴露，同时，

蛋白质分子柔韧性增强，使蛋白质容易吸附在气 －
水界面上，从而使起泡性增强［２２］。

２．３．３　对乳化性和乳化稳定性的影响
超声处理对杜仲籽仁蛋白乳化性和乳化稳定性

的影响如图６所示。

图６　超声处理对杜仲籽仁蛋白乳化性

和乳化稳定性的影响

　　由图６可见：在超声处理１０ｍｉｎ时，杜仲籽仁
蛋白的乳化性最高，达到７２．１２ｍ２／ｇ，继续延长超
声处理时间，乳化性下降；随超声处理时间延长，杜

仲籽仁蛋白的乳化稳定性下降，但超声处理时间超

过１０ｍｉｎ后，不同超声处理时间下杜仲籽仁蛋白的
乳化稳定性无显著差异（ｐ＞０．０５）。这是两方面共
同作用的结果，即一方面适当的超声处理能够使蛋

白质空间结构分散，乳化性增强，但另一方面，超声

处理会导致蛋白质变性，分子聚集，溶解度降低，乳

化活性降低［２３］。

３　结　论
超声处理可改变杜仲籽仁蛋白的微观结构，使

其结构疏松，同时使其粒径和Ｚｅｔａ－电位、荧光强度
和溶解度发生改变。另外，超声处理对杜仲籽仁蛋
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白功能特性有一定的影响。在超声处理１０ｍｉｎ时，
杜仲籽仁蛋白乳化性最大，达到７２．１２ｍ２／ｇ；在超
声处理４０ｍｉｎ时，杜仲籽仁蛋白持水性、持油性、起
泡性和起泡稳定性最大，分别达到 ４．３２ｇ／ｇ、３．４６
ｇ／ｇ、２３．１２％和２１．１２％。综上，超声处理可改变杜
仲籽仁蛋白的微观结构和理化特性，改善其持水性、

持油性、起泡性和乳化性等功能特性。
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