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摘要：为促进花生蛋白的深加工和更广泛的应用，采用高静压联合碱性蛋白酶酶法改性花生蛋白。

通过单因素试验考察了静压力、ｐＨ、酶添加量、酶解时间和酶解温度对花生蛋白溶解度的影响，在
此基础上，采用正交试验优化花生蛋白联合改性工艺条件，并测定了联合改性花生蛋白的起泡性和

泡沫稳定性、巯基和二硫键含量以及总还原能力。结果表明：花生蛋白联合改性最佳工艺条件为静

压力３００ＭＰａ、１ｇ／１００ｍＬ碱性蛋白酶（２０万Ｕ／ｇ）添加量３．０ｍＬ（１００ｍＬ质量分数５％的花生蛋
白溶液）、酶解时间６０ｍｉｎ、ｐＨ１０、酶解温度５０℃，在此条件下联合改性花生蛋白溶解度为（８２．８７±
０．５１）％；联合改性花生蛋白的起泡性、泡沫稳定性、巯基含量、总还原能力显著提高，二硫键含量
显著下降。综上，高静压联合酶法改性改善了花生蛋白的理化性质及功能特性，有利于其深加工及

更广泛的应用。
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　　花生饼粕是花生榨油后的副产品，其蛋白质含
量高达４４％以上。花生蛋白不仅富含人体所需的８
种必需氨基酸，还含有生物活性物质精氨酸和白藜
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芦醇。精氨酸可使血管平滑肌产生一氧化氮

（ＮＯ），使血管松弛并降低血压。白藜芦醇具有预
防心血管疾病、抑制癌细胞增殖和抗炎的功能［１］。

此外，花生蛋白酶解产物中已鉴定出具有抗氧化性

和抑制血管紧张素转化酶（ＡＣＥ）活性的肽段［２］。

在加工特性方面，改性花生蛋白较未改性花生

蛋白具有较高的乳化性和起泡性，在食品工业的应

用更广泛。国内关于花生蛋白的改性研究多集中在

单一高静压改性或其他物理方法协同改性，如：周婷

婷等［３］研究了高静压处理对花生蛋白功能特性的

影响，发现高静压可有效改善花生分离蛋白和花生

球蛋白的溶解性和乳化性；李响等［４］考察了挤压、

酶法和挤压协同酶法３种改性方法对花生蛋白理化
特性的影响，结果发现，挤压协同酶法改性对花生蛋

白的功能特性、二级结构及巯基和二硫键含量均有

显著影响。目前高静压联合酶法改性花生蛋白的研

究较少，因此本研究以花生蛋白为原料，采用高静压

联合酶法改性花生蛋白，通过单因素试验和正交试

验优化高静压联合酶法改性花生蛋白的工艺条件，

并测定联合改性花生蛋白在功能特性、巯基和二硫

键含量及总还原能力方面的变化，以期为花生蛋白

的深加工提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

花生粕〔鲁花 ９号二次压榨粕，蛋白质含量
（４５．３８±０．３５）％，脂肪含量（４．５５±０．３１）％〕，碱
性蛋白酶（２０万 Ｕ／ｇ），河南万邦实业有限公司；大
豆油，中粮集团；磷酸盐 ｐＨ缓冲剂，上海雷磁有限
公司；其他试剂均为分析纯。

１．１．２　仪器与设备
Ｌ２－６００／２（ＭＰａ６００／２Ｌ）超高压设备，天津华泰

森淼有限公司；ＢＪ－７５０Ａ粉碎机，德清拜杰电器有
限公司；ＰＨＳ－２５型 ｐＨ计，上海精科仪器有限公
司；ＦＤ－１Ａ－１１０真空冷冻干燥机，北京博医康实
验仪器有限公司；Ｃａｒｙ４０００紫外 －可见分光光度
计，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　花生蛋白的制备

将一定量的花生粕粉碎，过０．１８０ｍｍ（８０目）
筛，５０℃干燥 ２４ｈ，干燥后的物料以 １ｃｍ厚度于
１２００Ｗ微波下灭酶处理３０ｓ，灭酶后的花生粕按
料液比１∶５与正己烷混合，室温下３００ｒ／ｍｉｎ搅拌脱
脂２ｈ，抽滤，滤饼重复脱脂２次，于３０℃下干燥１２ｈ，
过０．１８０ｍｍ（８０目）筛，得脱脂花生粕，参照 ＧＢ

５００９．６—２０１６测得其粗脂肪含量为（０．７１±０．２７）％。
参考文献［５］采用碱溶酸沉法制备花生蛋白。

脱脂花生粕按料液比１∶９加入去离子水，以１ｍｏｌ／Ｌ
的ＮａＯＨ调节ｐＨ至９．０，室温下磁力搅拌２ｈ，离心
并收集上清液，沉淀重复提取２次，合并上清液，以
１ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ调节ｐＨ至４．５，随后于１６００×ｇ下
离心１５ｍｉｎ，收集沉淀，复溶并调ｐＨ至７．０，冷冻干
燥后得到花生蛋白，经凯氏定氮法测定其蛋白质含

量为（８３．４５±０．３２）％。
１．２．２　高静压联合酶法改性花生蛋白的制备

参考文献［６］采用高静压联合酶法进行花生蛋
白的改性。以去离子水配制质量分数为５％的花生
蛋白悬浮液，注入聚乙烯袋中并封装（１００ｍＬ／袋）；
以水为加压介质，于超高压设备中在一定的静压力下

保压１０ｍｉｎ，加压过程温度不超过３０℃，再向其中加
入一定量质量浓度为１ｇ／１００ｍＬ的碱性蛋白酶，在
一定的 ｐＨ、温度下酶解一定时间后，于 ９０℃灭酶
５ｍｉｎ，冷却后冷冻干燥，得到联合改性花生蛋白。
１．２．３　溶解度的测定

取１．０ｇ联合改性花生蛋白于１００ｍＬ去离子
水中，室温下３００ｒ／ｍｉｎ搅拌１ｈ，然后于２３９０×ｇ
下离心２０ｍｉｎ［７］，取上清液，采用凯氏定氮法分别
测定上清液及联合改性花生蛋白样品中氮含量。溶

解度以氮溶解指数（ＮＳＩ）表示，ＮＳＩ按公式（１）
计算。

Ｎ＝ｗ２／ｗ１×１００％ （１）
式中：Ｎ为ＮＳＩ；ｗ１为联合改性花生蛋白样品中

总氮含量；ｗ２为上清液中氮含量。
１．２．４　起泡性与泡沫稳定性的测定

采用气流法测定花生蛋白的起泡性与泡沫稳定

性。分别在５００ｍＬ量筒中配制质量浓度为 ０．５、
１．０、１．５、２．０、２．５、３．０ｍｇ／ｍＬ的样品溶液１００ｍＬ，
室温下以２Ｌ／ｍｉｎ流速持续吹入ＣＯ２气体３ｍｉｎ，停
止吹气，记录量筒内泡沫及溶液总体积（Ｖ０）；室温
静置３０ｍｉｎ，再次记录泡沫及溶液总体积（Ｖ３０）。每
个样品重复３次，结果取平均值。按照公式（２）、公
式（３）分别计算起泡性（ＦＣ）和泡沫稳定性（ＦＳ）

［８］。

ＦＣ＝
Ｖ０－１００
１００ ×１００％ （２）

ＦＳ＝
Ｖ３０－１００
Ｖ０－１００

×１００％ （３）

１．２．５　巯基和二硫键含量的测定
巯基含量参考文献［９］并稍作修改进行测定。

准确称取５．２ｇ三羟基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、３．５ｇ甘氨
酸、０．６ｇ乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ），溶解于去离子水
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中，定容至５００ｍＬ并调ｐＨ至８．０，得到 Ｔｒｉｓ－甘氨
酸缓冲液。称取０．２ｇ５，５′－二硫基双 －２－硝基
苯甲酸（ＤＴＮＢ）溶于５０ｍＬＴｒｉｓ－甘氨酸缓冲液，得
到Ｅｌｌｍａｎ′ｓ试剂。量取１ｍＬ２ｍｇ／ｍＬ的蛋白溶液，
加入９ｍＬＴｒｉｓ－甘氨酸缓冲液和１ｍＬＥｌｌｍａｎ′ｓ试
剂，于 ２５℃下振荡反应 ３０ｍｉｎ，９０００×ｇ离心 ５
ｍｉｎ，取上清液于４１２ｎｍ处测定吸光度，按照公式
（４）计算巯基含量。

Ｓ０＝７３．５３×Ａ／Ｃ （４）
式中：Ｓ０为巯基含量，μｍｏｌ／ｇ；７３．５３为消光转

化系数；Ａ为上清液吸光度；Ｃ为蛋白溶液质量浓
度，ｍｇ／ｍＬ。

二硫键含量：配制１０ｍｏｌ／ＬｐＨ８的Ｔｒｉｓ－甘氨
酸－尿素缓冲液；量取１ｍＬ２ｍｇ／ｍＬ蛋白溶液，加
入５ｍＬＴｒｉｓ－甘氨酸－尿素缓冲液和０．１ｍＬ巯基
乙醇，摇匀后静置１ｈ，滴加１０ｍＬ１２％的三氯乙酸
溶液，室温下静置１ｈ，９０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，沉淀用
５ｍＬ１２％的三氯乙酸溶液洗涤２次，用３ｍＬ０．５％
的十二烷基硫酸钠溶液（ＳＤＳ）溶解并稀释１０倍后，
加入１ｍＬＥｌｌｍａｎ′ｓ试剂，摇匀静置１０ｍｉｎ，于４１２
ｎｍ处测定吸光度，按公式（４）计算巯基含量（Ｓ１），
按照公式（５）计算二硫键含量（ＳＨ）。

ＳＨ＝Ｓ１－Ｓ０ （５）
１．２．６　总还原能力的测定

参考文献［１０］，采用普鲁士蓝法测定花生蛋白
的总还原能力。量取２．５ｍＬ质量浓度分别为０．５、
１．０、１．５、２．０、２．５、３．０ｍｇ／ｍＬ的花生蛋白溶液于试
管中，依次加入２．５ｍＬ的磷酸盐缓冲液（ｐＨ６．６）、
２．５ｍＬ１％的铁氰化钾溶液，摇匀后在 ５０℃反应
３０ｍｉｎ，冷却，加入２．５ｍＬ１０％的三氯乙酸溶液，摇
匀，１６００×ｇ离心 １０ｍｉｎ，取 ２．５ｍＬ上清液，加
２．５ｍＬ去离子水和１．０ｍＬ０．１％三氯化铁溶液，充
分混匀，１０ｍｉｎ内在７００ｎｍ处测吸光度，以维生素
Ｃ作为阳性对照。按照公式（６）计算总还原能力
（Ｙ）。

Ｙ＝Ａｉ－Ａ０ （６）
式中：Ａｉ为样品吸光度；Ａ０为以去离子水代替铁

氰化钾时的吸光度。

１．２．７　数据处理
平行试验３次，数据采用 ＳＰＳＳ２０软件进行统

计分析，结果以“平均值±标准差”表示。
２　结果与分析
２．１　联合改性花生蛋白制备的单因素试验
２．１．１　静压力对花生蛋白溶解度的影响

在酶添加量２．０ｍＬ、酶解时间１０ｍｉｎ、ｐＨ７、酶

解温度３０℃条件下，考察静压力对花生蛋白溶解度
的影响，结果见图１。

　注：不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）。下同

图１　静压力对花生蛋白溶解度的影响

　　由图１可知，静压力对花生蛋白的溶解度影响
显著。随着静压力的增加，花生蛋白的溶解度呈先

增加后减小的趋势，在静压力为３００ＭＰａ时，溶解度
达到最大值（６５．３３％）。高静压可使蛋白质的空间
结构发生变化，主要使非共价键解离，如氢键、疏水

键等，从而影响蛋白质的空间位移与氨基酸残基暴

露［１１］。静压力在０～３００ＭＰａ时，可能使亲水氨基
酸残基暴露，溶解度增加；而静压力超过 ３００ＭＰａ
时，可促使新的非共价键形成以及疏水性氨基酸残

基暴露，从而使溶解度下降。这与Ｚｈｕ等［１２］的研究

结论相似。因此，选择静压力为３００ＭＰａ。
２．１．２　酶添加量对花生蛋白溶解度的影响

在静压力３００ＭＰａ、酶解时间３０ｍｉｎ、ｐＨ７、酶
解温度４５℃条件下，分别加入不同体积的碱性蛋白
酶溶液，考察酶添加量对花生蛋白溶解度的影响，结

果见图２。

图２　酶添加量对花生蛋白溶解度的影响

　　由图２可知，花生蛋白的溶解度随着酶添加量
的增加呈逐渐增加趋势，当酶添加量超过 ２．０ｍＬ
时，溶解度增加缓慢。这是因为随着酶添加量的增

加，花生蛋白酶解程度加大，其空间结构、一级结构

被破坏，粒径变小，界面效应增强，从而使溶解度增

加；但随着酶添加量不断增加，过多的疏水基团暴

露，疏水作用力促使小颗粒蛋白聚集形成不溶性聚

集体，且巯基和二硫键相互交换，形成网络结构，黏

度增加导致溶解度增加趋缓［１３］。酶添加量在２．０～
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３．０ｍＬ时，花生蛋白的溶解度无显著差异。综合考
虑，选择酶添加量为２．０ｍＬ。
２．１．３　酶解时间对花生蛋白溶解度的影响

在静压力３００ＭＰａ、酶添加量２．０ｍＬ、ｐＨ７、酶
解温度４５℃条件下，考察酶解时间对花生蛋白溶解
度的影响，结果见图３。

图３　酶解时间对花生蛋白溶解度的影响

　　由图３可知，随着酶解时间的延长，花生蛋白的
溶解度呈增加趋势。李响等［４］利用碱性蛋白酶对

花生蛋白进行酶解，在酶解温度 ６０℃、酶解时间
６０ｍｉｎ的条件下，花生蛋白溶解度约为６０％，而在
本研究中，花生蛋白溶解度最高达到８４．３９％，侧面
说明高静压改变了蛋白质空间结构，暴露出更多酶

切位点，蛋白解离多，溶解度增大。酶解时间超过

４０ｍｉｎ后花生蛋白溶解度增加缓慢，说明此时蛋白
的解离达到饱和，继续延长酶解时间其溶解度差异

不显著。因此，选择酶解时间为４０ｍｉｎ。
２．１．４　ｐＨ对花生蛋白溶解度的影响

在静压力３００ＭＰａ、酶添加量２．０ｍＬ、酶解时间
４０ｍｉｎ、酶解温度４５℃条件下，考察ｐＨ对花生蛋白
溶解度的影响，结果见图４。

图４　ｐＨ对花生蛋白溶解度的影响

　　由图４可知，ｐＨ对花生蛋白溶解度影响显著，
随着ｐＨ增高，花生蛋白溶解度呈先增加后降低的
趋势，在ｐＨ为８～１１时，花生蛋白的溶解度接近，
远高于ｐＨ为７和１２时的溶解度，这与碱性蛋白酶
的最适ｐＨ相吻合，ｐＨ过高或过低会对碱性蛋白酶
产生空间位阻，导致其活力降低。在 ｐＨ为９时，花
生蛋白的溶解度最高，因此选择ｐＨ为９。

２．１．５　酶解温度对花生蛋白溶解度的影响
在静压力３００ＭＰａ、酶添加量２．０ｍＬ、酶解时间

４０ｍｉｎ、ｐＨ９条件下，考察酶解温度对花生蛋白溶解
度的影响，结果见图５。

图５　酶解温度对花生蛋白溶解度的影响

　　由图５可知，花生蛋白溶解度随酶解温度的升
高呈先增加后减小的趋势，当酶解温度为４５～５０℃
时溶解度无显著差异。王真真等［１４］研究碱性蛋白

酶提取米糠蛋白时也得出相似结论。最适温度下酶

活力增强，解离出更多的水溶性多肽；温度过高，酶

活力降低，酶部分失活导致花生蛋白溶解度降低。

因此，选择酶解温度为４５℃。
２．２　联合改性花生蛋白制备的正交试验

根据单因素试验结果，固定静压力为３００ＭＰａ，
以酶添加量（Ａ）、ｐＨ（Ｂ）、酶解温度（Ｃ）、酶解时间
（Ｄ）为因素，花生蛋白溶解度（Ｙ）为指标，进行
Ｌ９（３

４）正交试验设计，正交试验因素及水平见表１，
正交试验设计及结果见表２。

表１　正交试验因素及水平

水平
Ａ酶

添加量／ｍＬ ＢｐＨ Ｃ酶解
温度／℃

Ｄ酶解
时间／ｍｉｎ

１ ３．０ ９ ４５ ６０
２ ２．５ １０ ４０ ５０
３ ２．０ １１ ５０ ４０

表２　正交试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｙ／％
１ １ １ １ １ ８２．３５±０．４９
２ １ ２ ２ ２ ７９．２５±０．５１
３ １ ３ ３ ３ ７８．８７±０．５０
４ ２ １ ２ ３ ７６．５５±０．４６
５ ２ ２ ３ １ ８２．２４±０．５３
６ ２ ３ １ ２ ７８．７６±０．４６
７ ３ １ ３ ２ ７８．３４±０．５１
８ ３ ２ １ ３ ７６．２７±０．５２
９ ３ ３ ２ １ ７８．９６±０．４７
Ｋ１ ２４０．４７ ２３７．２４ ２３７．３８ ２４３．５５
Ｋ２ ２３７．５５ ２３７．７６ ２３４．７６ ２３６．３５
Ｋ３ ２３３．５７ ２３６．５９ ２３９．４５ ２３１．６９
Ｒ３ ６．９０ １．１７ ４．６９ １１．８６

０５ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２４Ｖｏｌ４９Ｎｏ６



　　由表２可知，各因素对花生蛋白溶解度影响大
小依次为Ｄ＞Ａ＞Ｃ＞Ｂ，即酶解时间 ＞酶添加量 ＞
酶解温度＞ｐＨ，最优组合条件为 Ａ１Ｂ２Ｃ３Ｄ１，即酶添
加量 ３．０ｍＬ、ｐＨ１０、酶解温度 ５０℃、酶解时间
６０ｍｉｎ。对最优组合条件进行验证，联合改性花生
蛋白溶解度为（８２．８７±０．５１）％。
２．３　联合改性对花生蛋白起泡性和泡沫稳定性的
影响

２．３．１　对起泡性的影响
未改性花生蛋白、高静压改性花生蛋白（按

１．２．２步骤在静压力为３００ＭＰａ下处理样品后直接
冷冻干燥制备）、联合改性花生蛋白（按正交试验最

优条件制备）的起泡性见图６。

图６　花生蛋白的起泡性

　　由图６可知，随着花生蛋白质量浓度的增加，３
种花生蛋白的起泡性均增加，且改性花生蛋白起泡

性较未改性花生蛋白有显著提高。当花生蛋白质量

浓度为３．０ｍｇ／ｍＬ时，联合改性花生蛋白起泡性达
到 ５２．８３％，而未改性花生蛋白起泡性仅为
３９．９５％。这可能是因为联合改性后蛋白质的二硫
键断裂，空间结构发生变化，内部疏水基团暴露，增

加了蛋白在气液界面的吸附能力，起泡性增强；另

外，构象变化也会导致界面处蛋白柔性增加，起泡性

变大［１５］。

２．３．２　对泡沫稳定性的影响
未改性花生蛋白、高静压改性花生蛋白、联合改

性花生蛋白的泡沫稳定性见图７。

图７　花生蛋白的泡沫稳定性

　　由图７可知，随着花生蛋白质量浓度的增加，３

种花生蛋白的泡沫稳定性呈增加趋势，原因是蛋白

泡沫稳定性与液相黏度和吸附膜厚度有关，当蛋白

浓度增高时，溶液黏度增大，吸附在气液界面的蛋白

增多，形成了黏性很高的薄膜，泡沫稳定性增加。高

静压改性花生蛋白的泡沫稳定性显著增大，原因可

能是高静压破坏了蛋白质结构，暴露出更多的疏水

基团，同时降低了液体表面张力，使蛋白质快速分布

于气液界面，蛋白质间相互作用、水合性质增强，蛋

白膜增厚，泡沫稳定性增强［１６］；而联合改性花生蛋

白的蛋白质分解度更高，黏度降低，导致蛋白膜不稳

定，加之亲水基团的暴露，表面张力增大，导致泡沫

稳定性增加程度较小。

２．４　联合改性对花生蛋白巯基和二硫键含量的
影响

二硫键属于稳定的共价键，对维系蛋白质的空

间结构及调节生物活性有重要作用。未改性花生蛋

白、高静压改性花生蛋白、联合改性花生蛋白的巯基

和二硫键含量见图８。

注：同一指标不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）
图８　花生蛋白巯基和二硫键含量

　　由图８可知，与未改性花生蛋白相比，高静压改
性及联合改性花生蛋白巯基含量均显著增加，二硫键

含量均显著降低，且联合改性花生蛋白性质改变更

加明显。联合改性花生蛋白巯基含量由改性前的

５．０２μｍｏｌ／ｇ增加到７．４２μｍｏｌ／ｇ，二硫键含量由改
性前的６．５１μｍｏｌ／ｇ下降到４．８２μｍｏｌ／ｇ，原因可能
是在高静压及酶的作用下蛋白质的一级结构及空间

结构改变，蛋白质内部的二硫键暴露，维系二硫键的

共价键断裂形成巯基导致。李坤等［１７］研究发现花

生主要过敏原Ａｒａｈ２有４个二硫键，而联合改性降
低了二硫键含量，推测联合改性可有效减少花生蛋

白的致敏性。

２．５　联合改性对花生蛋白总还原能力的影响
未改性花生蛋白、高静压改性花生蛋白、联合改

性花生蛋白及维生素Ｃ的总还原能力如图９所示。
由图９可知，随着花生蛋白质量浓度增加，未改

性花生蛋白、高静压改性花生蛋白、联合改性花生蛋
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白的总还原能力均呈增加趋势。花生蛋白质量浓度

为３．０ｍｇ／ｍＬ时，未改性花生蛋白总还原能力为
０．２４，而联合改性花生蛋白总还原能力为０．５１，联
合改性花生蛋白的总还原能力相较于未改性花生蛋

白有显著提高，但均低于同质量浓度维生素 Ｃ的。
改性后花生蛋白中的抗氧化氨基酸序列得以释放，

且花生蛋白中存在具有活性氢供体的氨基酸，如色

氨酸、酪氨酸等，可形成苯氧自由基、吲哚自由基中

间体，从而导致自由基链式反应减慢或停止［１８－１９］。

图９　花生蛋白的总还原能力

３　结　论
本研究采用高静压联合碱性蛋白酶酶法改性花

生蛋白，采用正交试验优化联合改性的工艺条件，并

考察了联合改性花生蛋白的起泡性和泡沫稳定性、

巯基和二硫键含量以及总还原能力。结果表明：最

佳的花生蛋白联合改性条件为静压力 ３００ＭＰａ、
１ｇ／１００ｍＬ碱性蛋白酶添加量３．０ｍＬ（１００ｍＬ质
量分数５％花生蛋白溶液）、酶解时间 ６０ｍｉｎ、ｐＨ
１０、酶解温度５０℃，在此条件下联合改性花生蛋白
溶解度为（８２．８７±０．５１）％；联合改性后花生蛋白
起泡性和泡沫稳定性、巯基含量及总还原能力较未

改性花生蛋白均有提高，而联合改性花生蛋白的二

硫键含量较未改性花生蛋白明显降低。综上，高静

压联合碱性蛋白酶酶法改性可以改善花生蛋白的功

能特性，为其深加工和更广泛的应用提供技术支持。
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