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花生水剂法制油工艺中蛋白质的结构

特征研究
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（河南工业大学 粮油食品学院，郑州 ４５０００１）

摘要：为降低花生水剂法制油过程中固相的残油率与残蛋白率，以河南省主要花生栽培品种（豫花

３７、豫花９３２６和远杂６号）为研究对象进行水剂法制油，通过分析亚基组成、内源荧光光谱、表面疏
水性、粒径、Ｚｅｔａ电位、三相接触角与聚集作用力等表征固相和水相中花生蛋白的结构特征。结果
表明：在ｐＨ１０条件下，未脱皮花生豫花３７的总固相残油率最低（５．７３％），而残蛋白率（１５．３７％）
与其他２个品种无显著差异；水剂法所得固相中含有较多可溶性蛋白，其亚基组成和水相蛋白相
似，但前者的内源荧光强度、表面疏水性和三相接触角显著高于后者，表明固相可溶性蛋白结合油

脂的能力更强；与水相蛋白相比，固相可溶性蛋白的平均粒径和 Ｚｅｔａ电位绝对值更低；针对固相可
溶性蛋白结合油脂能力强和携带电荷少的结构特点，进一步提高提取体系 ｐＨ，发现当 ｐＨ为
１１．０时，脱皮豫花３７的总固相残油率和残蛋白率分别降至３．４４％和１１．８６％。综上，可通过提高
提取体系ｐＨ降低花生水剂法制油的固相残油率和残蛋白率。
关键词：水剂法；花生蛋白；制油；分子结构
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　　花生是我国主要的油料作物之一，集中种植于
黄淮海、长江流域及东北地区，其主要的种植大省有

河南、山东、河北、吉林、辽宁、安徽、湖北等。随着花

生消费需求量的增加，其产量也在逐年递增。花生主

要作为食用和制油，其中制油消费量占花生总消费量

的５１．８％［１］。传统的花生制油方法有压榨法［２］和溶

剂浸出法［３］，压榨法所得油脂品质较好，但通常生

产自动化程度低、油脂提取率低；溶剂浸出法油脂提

取率高，但所得原油成分复杂，需要严格精炼，而且

环境污染和生产安全问题也不容忽视。无论是压榨

法还是溶剂浸出法都无法实现同步分离花生油和花

生蛋白，对饼粕中蛋白质的进一步提取利用需要延

长工艺路线分步进行，增加了设备投资和生产成本。

水剂法制油是利用油料中非油成分（蛋白质和

碳水化合物）对油和水亲和力的差异及油和水密度

的差异而将油与蛋白质同时分离［４］。近年来有不

少学者通过物理［５］、化学［６］或生物酶［７］耦合水剂法

同步制备花生油和花生蛋白，并取得了一定的成果。

在水剂法制油工艺中，油水混合体系在离心分离后

一般可获得四相：最上层为油相，然后依次是乳相、

水相和固相。目前对水剂法研究关注的焦点是细胞

解离条件的优化、乳液破乳以及水相中蛋白质的结

构与功能［８－１０］。除水相溶解大量蛋白质外，在水剂

法制油过程中蛋白质还可通过自身相互结合形成蛋

白质聚集体［１１］，或与油脂、多糖等物质［１２］相互作用

形成溶解性较差的复合物沉淀至固相，最终导致固相

的残油率和残蛋白率偏高。尽管可通过蛋白酶水解

蛋白质显著减少固相残油率和残蛋白率［１３］，但由此

获得的水解蛋白在功能性质方面存在不足，导致其应

用受限。因此，既要保留蛋白质原有的功能性质，又

要显著减少固相残油率和残蛋白率已成为水剂法工

艺研究的重要目标。我们在前期研究中发现，花生水

剂法制油（不使用蛋白酶）所得固相经水洗后残油率

和残蛋白率均大幅下降，这说明固相中仍含有较多

的可溶性蛋白，而且该蛋白能够结合较多油脂，但目

前这种固相可溶性蛋白的结构特征仍不明晰。

本实验以河南省３个主要花生栽培品种为研究
对象，分别对其进行水剂法同步分离油脂和蛋白质，

对得到的固相进行水洗，获得固相可溶性蛋白，对水

相进行酸沉获得水相蛋白，通过对二者亚基组成、内

源荧光光谱、表面疏水性、粒径、电位、三相接触角与

聚集作用力的测定，进一步揭示水剂法制油工艺中

花生蛋白的结构特征，以期为采取针对性措施降低

固相残油率与残蛋白率提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

豫花３７（高油酸花生品种，水分 ４．２２％，油脂
４９．６１％，蛋白质 ２１．８７％），河南邦农种业有限公
司；豫花９３２６（球蛋白亚基缺失品种，水分４．６５％，
油脂４４．４８％，蛋白质２１．７３％），河南豫研种子科技
有限公司；远杂６号（水分４．４２％，油脂４８．７１％，蛋
白质１９．３６％），郑州鹏讯种业有限公司；十二烷基
硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）凝胶配
制试剂盒，合肥新恩源生物技术有限公司；８－苯
胺－１－萘磺酸（ＡＮＳ）、５，５′－二硫代（２－硝基苯甲
酸）（ＤＴＮＢ），上海源叶生物科技有限公司；二硫苏
糖醇（ＤＴＴ），上海索莱宝生物科技有限公司；十二烷
基硫酸钠（ＳＤＳ），天津市天力化学试剂有限公司；正
己烷、硫酸钾、硫酸铜、浓硫酸、氢氧化钠、三氯乙酸、

丙酮、尿素均为市售分析纯。

１．１．２　仪器与设备
ＣＬＦ－１０Ｃ摇摆式粉碎机，浙江温岭创力药材

器械厂；Ｇ９８００Ａ荧光分光光度计，安捷伦科技有限
公司；ＤＹＹ－６Ｃ电泳仪，北京市六一仪器厂；ＳＺＣ－
１０１脂 肪 测 定 仪，上 海 纤 检 仪 器 有 限 公 司；
Ｋｊｅｌｔｅｃ８４００全自动定氮仪，丹麦福斯分析仪器公司；
７２２Ｎ可见分光光度计，上海佑科仪器仪表有限公
司；ＤＴ５－４Ｂ低速台式离心机，北京时代北利离心
机有限公司；ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ９０纳米粒度电位分析
仪，英国马尔文仪器有限公司；ＤＳＡ２５接触角测量
仪，德国克吕士仪器公司。

１．２　实验方法
１．２．１　水剂法获取花生固相

参考李万山等［６］的方法并略有改动。取２００ｇ
未脱皮花生放入粉碎机，粉碎成花生浆，放置４８ｈ
后，称取２０ｇ花生浆放入２５０ｍＬ的离心瓶中，加入
４倍体积的蒸馏水搅匀，放入５０℃的水浴锅中１５０
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ｒ／ｍｉｎ振荡３０ｍｉｎ，用２ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠溶液调节
ｐＨ至１０，再次放入５０℃的水浴锅中１５０ｒ／ｍｉｎ振
荡４０ｍｉｎ，３３００×ｇ离心１５ｍｉｎ，从上到下依次得到
油相、乳相、水相和固相。收集固相至培养皿，于

６０℃电热恒温鼓风干燥箱中烘６ｈ，得到花生干渣
（总固相），保存备用。

１．２．２　固相可溶性蛋白的提取
收集１．２．１中制备的固相，加入４倍体积蒸馏

水，在 ５０℃的水浴锅中 １５０ｒ／ｍｉｎ振荡 ３０ｍｉｎ，
３３００×ｇ离心１５ｍｉｎ后，弃掉乳化层，留上清液和
不溶性固相。收集不溶性固相至培养皿，于６０℃电
热恒温鼓风干燥箱中烘６ｈ，得到不溶性干渣。

向上清液中加入等体积的氯仿 －甲醇（体积比
２∶１）溶液，室温搅拌３０ｍｉｎ，２８００×ｇ离心１５ｍｉｎ，
用胶头滴管吸取甲醇相，以２ｍｏｌ／Ｌ的盐酸溶液调
节ｐＨ至４．５，水洗沉淀 ２次并离心（３３００×ｇ，１５
ｍｉｎ），加入 ８０％丙酮溶液（预冷）洗涤沉淀 ２次，
１６２０×ｇ离心１５ｍｉｎ，丙酮挥发后得到固相可溶性
蛋白，冷冻干燥后备用。

１．２．３　残油（蛋白）率测定
参照ＧＢ５００９．６—２０１６采用索氏抽提法测定油

脂含量，参照ＧＢ５００９．５—２０１６采用凯氏定氮法测
定蛋白质含量。根据花生干渣（总固相）中油脂（蛋

白质）质量与花生中油脂（蛋白质）质量的比值计算

总固相残油（蛋白）率，通过总固相残油（蛋白）率与

不溶性干渣（不溶性固相）残油（蛋白）率的差计算

可溶性固相残油（蛋白）率。

１．２．４　水相蛋白的提取
收集１．２．１中制备的水相，以２ｍｏｌ／Ｌ的盐酸

溶液调节ｐＨ至４．５，水洗沉淀２次，３３００×ｇ离心
１５ｍｉｎ得到水相蛋白，冷冻干燥后备用。
１．２．５　花生蛋白结构性质的测定
１．２．５．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

参考张淑艳等［１４］的方法并稍有改动。称取５０
ｍｇ蛋白样品溶解于１０ｍＬ蒸馏水中，２６５６×ｇ离心
１５ｍｉｎ，取上清液稀释至蛋白质质量浓度为３ｍｇ／ｍＬ，
作为蛋白样液。取１０μＬ蛋白样液与蛋白上样缓冲
溶液等体积混合，在沸水浴中煮５ｍｉｎ，室温冷却，进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。测定条件：５％浓缩胶，１２％分离胶；
恒压模式，浓缩胶中电压为８０ｍＶ，分离胶中电压为
１２０ｍＶ。电泳完成后，采用考马斯亮蓝染色２ｈ，脱色
液换液３次脱色至条带清晰，观察其亚基条带情况。
１．２．５．２　暴露游离巯基含量

参考颜东琼［１５］的方法并稍有改动。用 Ｔｒｉｓ－
甘氨酸（Ｇｌｙ）缓冲溶液溶解蛋白样品，２６５６×ｇ离

心１５ｍｉｎ后，取上清液稀释至蛋白质质量浓度为２
ｍｇ／ｍＬ，作为蛋白样液。在 ３ｍＬ蛋白样液中加入
５０μＬ４ｍｇ／ｍＬ的Ｅｌｌｍａｎ试剂，涡旋振荡后放置１ｈ，
在４１２ｎｍ下以Ｔｒｉｓ－Ｇｌｙ缓冲溶液作为空白对照测定
吸光度。按公式（１）计算暴露游离巯基含量（Ｈ１）。

Ｈ＝
７３．５３Ａ４１２Ｎ

Ｃ （１）

式中：Ｈ为巯基含量，μｍｏｌ／ｇ；Ａ４１２为４１２ｎｍ处
的吸光度；Ｃ为蛋白样液质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｎ为稀
释倍数。

１．２．５．３　二硫键含量
二硫键含量测定参考罗明江等［１６］的方法并稍

有改动。

蛋白样液制备：向３０ｍｇ蛋白样品中加入４．７ｇ
盐酸胍，以Ｔｒｉｓ－Ｇｌｙ缓冲溶液定容至１０ｍＬ，搅拌
至溶解。

总游离巯基含量：取１ｍＬ蛋白样液，加入４ｍＬ
脲 －盐酸胍溶液（８ｍｏｌ／Ｌ脲，５ｍｏｌ／Ｌ盐酸胍，
Ｔｒｉｓ－Ｇｌｙ缓冲溶液定容至１Ｌ）和５０μＬ４ｍｇ／ｍＬ
的Ｅｌｌｍａｎ试剂，涡旋后放置１ｈ，在４１２ｎｍ下以脲－
盐酸胍溶液作为空白对照测定吸光度。按公式（１）
计算总游离巯基含量（Ｈ２）。

总巯基含量：取 １ｍＬ的蛋白样液加入 ５０μＬ
β－巯基乙醇和４ｍＬ脲 －盐酸胍溶液，静置１ｈ，加
入１０ｍＬ１２％的三氯乙酸，静置１ｈ，２６５６×ｇ离心
１５ｍｉｎ，沉淀用１０ｍＬ１２％三氯乙酸洗涤２次，以５
ｍＬ尿素（８ｍｏｌ／Ｌ）溶解完全，加入４０μＬ４ｍｇ／ｍＬ
的Ｅｌｌｍａｎ试剂，涡旋后放置１ｈ，在４１２ｎｍ下以尿
素溶液作为空白对照测定吸光度。按公式（１）计算
总巯基含量（Ｈ３）。通过公式（２）计算样品中二硫键
含量（Ｓ）。

Ｓ＝（Ｈ３－Ｈ２）／２ （２）
１．２．５．４　内源荧光光谱

参考Ｚｈｏｕ等［１７］的方法并稍有改动。用磷酸盐

缓冲溶液（ｐＨ８、０．０１ｍｏｌ／Ｌ）溶解蛋白样品并稀释
至０．１ｍｇ／ｍＬ，作为蛋白样液。取一定量的蛋白样
液，在激发波长２９０ｎｍ、扫描范围２００～４００ｎｍ下，
进行内源荧光光谱分析。

１．２．５．５　表面疏水性
参考Ｍｕ等［１８］的方法并稍有改动，采用荧光探

针法测定样品表面疏水性。将蛋白样品溶解于磷酸

盐缓冲溶液（ｐＨ８、０．０１ｍｏｌ／Ｌ）中，２６５６×ｇ离心
１５ｍｉｎ后，取上清液并分别稀释至蛋白质质量浓度
为０．０５、０．１、０．１５、０．２、０．２５、０．３ｍｇ／ｍＬ，作为蛋白
样液。取２０μＬ８ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡＮＳ试剂溶于每个稀
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释梯度的蛋白样液中，使混合液总体积为４ｍＬ，涡
旋后放置１５ｍｉｎ，测定荧光吸收强度（激发波长３８０
ｎｍ，发射波长４８０ｎｍ）。以荧光吸收强度为纵坐标，
蛋白质质量浓度为横坐标作图，所得斜率为该样品

的表面疏水性。

１．２．５．６　粒径和电位
参考Ｃｈｅｎ等［１９］的方法并稍有改动，采用纳米

粒度电位分析仪测定粒径和电位。以磷酸盐缓冲溶

液（ｐＨ７、０．０１ｍｏｌ／Ｌ）溶解蛋白样品，２６５６×ｇ离心
１５ｍｉｎ，将上清液稀释至１ｍｇ／ｍＬ，作为蛋白样液。
取１．５ｍＬ蛋白样液放至比色皿／电位样品池中测定
粒径和电位。

１．２．５．７　接触角
取适量蛋白样品于红外压片机压成圆片后，将

其置于载玻片上。将载玻片放于接触角测量仪的可

升降台上，采用座滴法测量接触角，滴２μＬ水滴，当
水滴与圆片接触瞬间保存其图像，用 Ｌａｐｌａｃｅ－

Ｙｏｕｎｇ方程计算接触角（θ）。实验重复２次。
１．２．５．８　聚集作用力

参考Ｚｈａｎｇ等［２０］的方法并稍有改动，对脱皮后

豫花３７进行蛋白聚集作用力的测定。当蛋白溶液
（１ｍｇ／ｍＬ）与３种蛋白干扰剂（６ｍｏｌ／Ｌ尿素，１％
ＳＤＳ，３０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ）单独、两两联合（体积比１∶１）、
三者联合（体积比１∶１∶１）混合时，测定混合液的粒
径，判断聚集作用力的类型。

１．２．６　数据处理
所有实验除接触角外均重复３次或以上，结果

以“平均值 ±标准差”表示，采用 ＳＰＳＳ软件对数据
进行显著性分析，采用Ｏｒｉｇｉｎ软件作图。
２　结果与讨论
２．１　不同品种花生水剂法制油后固相的残油率与
残蛋白率

不同品种花生水剂法制油后固相的残油率与残

蛋白率见图１。

　　　　
　注：不同字母表示总固相有显著差异（ｐ＜０．０５）

　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｏｔａｌｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅ（ｐ＜０．０５）
图１　不同品种花生的固相残油率和残蛋白率

Ｆｉｇ．１　Ｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｒｅｓｉｄｕａｌｏｉｌｒａｔｅａｎｄｒｅｓｉｄｕａｌｐｒｏｔｅｉｎｒａｔｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖａｒｉｅｔｉｅｓｏｆｐｅａｎｕｔ

　　由图１可知，在相同的提取条件下，不同品种花
生的固相残油率有较大区别，豫花３７的总固相残油
率为５．７３％，显著低于豫花９３２６的，而３个品种花
生的总固相残蛋白率接近，均约１５％。不同品种花
生水剂法制油所得固相经水洗后，不溶性固相的残

油率均降至４％以下，残蛋白率均降至５％以下，这
说明固相中存在较多的可溶性蛋白，在水洗过程中，

其中的可溶性蛋白和与其结合的油脂能同时被提取

出来。李瑚传［２１］采用水剂法加工花生，结果发现，

水分含量在４％以下的花生经脱皮提油后得到的固
相残渣，再用 ２～３倍稀碱水洗涤，其残油率降至
５％以下，但蛋白质回收率较低。王瑛瑶［２２］对水酶

法制备花生油得到的固相进行水洗，发现游离油和

水解蛋白得率均提高。尽管水洗可以在一定程度上

提高油脂和蛋白质得率，但是该过程延长了水剂法

工艺路线，增加了水的消耗，并不利于在实际生产中

推广应用。

２．２　花生固相可溶性蛋白与水相蛋白的结构性质
比较

２．２．１　亚基组成
花生固相可溶性蛋白与水相蛋白的亚基组成见

图２。
花生蛋白在ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上一般呈现伴球蛋白

Ⅱ（６１．０ｋＤａ）、球蛋白（４０．５、３７．５、３５．５、２３．５ｋＤａ）
和伴球蛋白Ⅰ（１５．５、１７．０、１８．０ｋＤａ）８个条带［２３］。

由图２可知，豫花３７和远杂６号的水相蛋白电泳图
谱相似，均含有上述８个主要条带，但豫花９３２６的
水相蛋白缺失分子质量为 ３５．５ｋＤａ的酸性亚基。
杜寅［２４］研究不同品种花生的亚基组成时发现，有部

分品种花生缺失３５．５ｋＤａ亚基，并指出花生蛋白亚
基组成不同，其结构和功能特性也有所不同。本研

究中，同一品种花生的固相可溶性蛋白与水相蛋白

亚基组成无明显不同，说明这２种蛋白虽然在离心
后分布于不同相中，但它们的一级结构非常相似。
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　注：Ｍ．标准分子质量蛋白；１～３分别为豫花 ３７、豫花
９３２６、远杂６号水相蛋白；４～６分别为豫花３７、豫花９３２６、远
杂６号固相可溶性蛋白
　Ｎｏｔｅ：Ｍ．Ｓｔａｎｄａｒｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｐｒｏｔｅｉｎｓ；１－３ａｒｅａｑｕｅｏｕｓ－
ｐｈａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＹｕｈｕａ３７，Ｙｕｈｕａ９３２６ａｎｄＹｕａｎｚａ６
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；４－６ａｒｅｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＹｕｈｕａ
３７，Ｙｕｈｕａ９３２６ａｎｄＹｕａｎｚａ６ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图２　花生固相可溶性蛋白与水相蛋白的亚基组成
Ｆｉｇ．２　Ｓｕｂｕｎｉｔｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｐｅａｎｕｔｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅ
ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄａｑｕｅｏｕｓ－ｐｈａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓ

２．２．２　暴露游离巯基和二硫键含量
花生蛋白中半胱氨酸主要是以游离巯基（—ＳＨ）

和二硫键（—Ｓ—Ｓ—）的形式存在，其对维持蛋白质
的稳定构象有重要影响［２５］。花生固相可溶性蛋白

与水相蛋白暴露游离巯基和二硫键含量见图３。
由图３可知，３个品种花生的水相蛋白之间暴

露游离巯基及二硫键含量均无显著差异，但与其他

２个品种花生相比，豫花９３２６固相可溶性蛋白中的
暴露游离巯基和二硫键含量均偏低，推测与该品种

缺失３５．５ｋＤａ亚基有关。徐飞［２６］指出未缺失３５．５
ｋＤａ亚基品种花生球蛋白的二硫键含量低于缺失品
种花生球蛋白的，与本文研究结果相反，这可能与不

同的花生品种有关。此外，在暴露游离巯基与二硫

键含量方面，３个品种花生的固相可溶性蛋白与水
相蛋白之间均无显著差异。

　　　　
　注：同一指标不同字母表示有显著差异（ｐ＜０．０５）；ｎ表示无显著差异。下同
　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅｓａｍｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ｐ＜０．０５）；＂ｎ＂ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．
Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

图３　花生固相可溶性蛋白与水相蛋白的暴露游离巯基和二硫键含量
Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｏｓｅｄｆｒｅｅｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌａｎｄｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｐｅａｎｕｔｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅ

ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄａｑｕｅｏｕｓ－ｐｈａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓ

２．２．３　内源荧光光谱和表面疏水性
蛋白质的内源荧光是由疏水性芳香族氨基酸

（酪氨酸、色氨酸以及苯丙氨酸）残基在激发波长

２９０ｎｍ下所产生的荧光［２７］。花生固相可溶性蛋白

与水相蛋白的内源荧光光谱和表面疏水性见图４。

　　　　
　注： 表示差异显著（ｐ＜０．０５）， 表示差异极显著（ｐ＜０．０１）。下同

　Ｎｏｔｅ：ｐ＜０．０５， ｐ＜０．０１．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ
图４　花生固相可溶性蛋白与水相蛋白的内源荧光光谱和表面疏水性

Ｆｉｇ．４　Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａａｎｄｓｕｒｆａｃｅｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙｏｆｐｅａｎｕｔｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅ
ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄａｑｕｅｏｕｓ－ｐｈａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓ

　　由图４ａ可知：３个品种花生的水相蛋白和固相
可溶性蛋白的最大荧光发射波长（λｍａｘ）无显著差

异，均在３３０ｎｍ附近；从荧光强度来看，各品种花生
的固相可溶性蛋白均显著高于其水相蛋白的，这可
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能是因为固相可溶性蛋白中能够发射荧光的疏水性

芳香族氨基酸含量更高。

由图４ｂ可知，与其他２个品种花生相比，豫花
３７的固相可溶性蛋白和水相蛋白的表面疏水性均
更高，豫花９３２６水相蛋白的表面疏水性显著低于其
他２个品种，这可能与其缺失３５．５ｋＤａ亚基有关［２６］。

３个品种花生的固相可溶性蛋白的表面疏水性均极
显著高于其水相蛋白的，这也与荧光强度的变化规

律一致。在分子结构均没有展开的情况下，花生蛋

白表面疏水性高意味着表面疏水性氨基酸含量高。

表面疏水性高的蛋白质分子亲油性强而亲水性弱，

因此与水相蛋白相比，固相可溶性蛋白在水中溶解

性较差，经离心后容易沉积于固相。

２．２．４　粒径和电位
花生固相可溶性蛋白与水相蛋白的粒径分布、

平均粒径和电位见图５。

图５　花生固相可溶性蛋白与水相蛋白的粒径分布、平均粒径和Ｚｅｔａ电位
Ｆｉｇ．５　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ｍｅａｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｓａｎｄＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｓｏｆｐｅａｎｕｔｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅ

ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄａｑｕｅｏｕｓ－ｐｈａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓ

　　由图５ａ可知，花生固相可溶性蛋白的粒径分布
相对集中，主要呈现１个大峰，而水相蛋白的粒径分
布呈现２个大峰。多分散性指数（ＰＤＩ）可以反映所
测样品体系中粒径分布情况，数值小表示粒径分布

较为均匀。豫花３７、豫花９３２６和远杂６号的固相
可溶性蛋白的ＰＤＩ分别为０．３２、０．４３、０．３１，均显著
小于其水相蛋白的 ＰＤＩ（０．３９、０．５７、０．４７），说明固
相可溶性蛋白的粒径分布更为均匀。

由图５ｂ可知：就水相蛋白而言，远杂６号的平
均粒径（２６９．３０ｎｍ）显著高于豫花 ９３２６（２５０．７０
ｎｍ）和豫花３７（２０１．７０ｎｍ）的；就固相可溶性蛋白
而言，豫花９３２６的平均粒径（１４９．８０ｎｍ）最小。此
外，３个品种花生水相蛋白的平均粒径均显著或极
显著大于其固相可溶性蛋白的。这可能是因为固相

可溶性蛋白表面疏水性高，容易与油脂结合，从而阻

碍了自身之间的相互作用和聚集，导致粒径较小。

由图５ｃ可知，３个品种花生水相蛋白间的 Ｚｅｔａ
电位无显著差异，但豫花３７固相可溶性蛋白的Ｚｅｔａ
电位绝对值显著高于豫花９３２６和远杂６号的。结
合图４ｂ表明，与其他２个花生品种相比，豫花３７固
相可溶性蛋白的表面不但疏水基团分布更多，而且

带电基团也更多。３个品种花生的固相可溶性蛋白
Ｚｅｔａ电位绝对值均小于其水相蛋白的，这也是前者
容易聚沉的重要原因之一。因此，可考虑通过提高

固相可溶性蛋白的表面电荷，增强蛋白质分子间的

相互排斥作用，从而促进蛋白质的溶解。

２．２．５　三相接触角和聚集作用力
接触角是指在气液固三相交点所作的气 －液

界面的切线与固 －液交界线之间的夹角，夹角越
大，亲脂性越强［２８］。以豫花３７为研究对象，进一
步比较了固相可溶性蛋白和水相蛋白聚集体的接

触角，并对花生蛋白的聚集作用力进行测定，结果

见图６。
由图６ａ可知，固相可溶性蛋白的三相接触角显

著高于水相蛋白的，这与表面疏水性的实验结果相

符。固相可溶性蛋白较高的亲脂性导致其能够“携

带”油脂同时从固相中释放出来。

尿素、ＳＤＳ与ＤＴＴ常被用于检测蛋白质聚集作
用力，其中 ＳＤＳ对应疏水作用力，尿素对应氢键，
ＤＴＴ对应二硫键［２９］。当蛋白质与这些溶剂混合时，

分子间作用力会受到干扰而断裂，蛋白质聚集体粒

径也随之发生变化。由图６ｂ可知，在单独使用尿素
处理时，固相可溶性蛋白的粒径不减反增，这可能是

因为其受到尿素处理后虽然氢键被破坏，但分子发

生变性后相互作用增强，发生了聚集。单独或者联

合使用ＤＴＴ处理时，除与尿素二者联合处理外，固
相可溶性蛋白的粒径均显著下降，说明维系固相可

溶性蛋白聚集体的主要作用力是二硫键。刘付［３０］

在研究大豆分离蛋白聚集作用力时也发现了这一现

象。水相蛋白在单独使用 ＤＴＴ、ＳＤＳ或二者联合处
理时聚集体粒径均下降，说明水相蛋白的聚集作用

力主要是二硫键与疏水作用力。
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图６　豫花３７固相可溶性蛋白与水相蛋白的三相接触角和聚集作用力

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｒｅｅ－ｐｈａｓｅｃｏｎｔａｃｔａｎｇｌｅｓａｎｄａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｆｏｒｃｅｓｏｆｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅｓｏｌｕｂｌｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄａｑｕｅｏｕｓ－ｐｈａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＹｕｈｕａ３７

２．３　ｐＨ对豫花３７花生固相残油率与残蛋白率的
影响

比较３个品种花生的水剂法制油工艺发现豫花
３７的总固相残油率最低（图１ａ），同时由蛋白质结
构特征分析可知，相比水相蛋白，豫花３７固相可溶
性蛋白的表面疏水性高（“携带”油脂能力强）、Ｚｅｔａ
电位绝对值低，因此通过提高体系 ｐＨ而增加蛋白
的表面电荷（增强蛋白质分子间的相互排斥），有望

促进固相可溶性蛋白和油脂从固相中释放出来，进

一步降低水剂法加工花生的固相残蛋白率和残油

率。同时，为降低花生油色泽，减少花生粕中的纤维，

提高其蛋白质含量，对豫花３７进行脱皮后，按１．２．１
方法在提取 ｐＨ分别为１０．０、１０．５、１１．０、１１．５、１２．０
条件下，制备花生油和花生蛋白，测定固相的残油率

与残蛋白率，结果见图７。

　　　
图７　ｐＨ对花生固相残油率与残蛋白率的影响

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｒｅｓｉｄｕａｌｏｉｌｒａｔｅａｎｄｒｅｓｉｄｕａｌｐｒｏｔｅｉｎｒａｔｅｏｆｐｅａｎｕｔｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅ

　　由图７可知，在提取 ｐＨ为１０．０时，与未脱皮
豫花３７相比，脱皮豫花３７总固相残油率从５．７３％
（图１ａ）降至５．３２％，而总固相残蛋白率从１５．３７％
（图１ｂ）降至１３．４７％。当提取ｐＨ增加至１１．０时，
总固相残油率和残蛋白率分别进一步下降至３．４４％
和１１．８６％，而继续增加 ｐＨ后二者均无显著变化。
赵翔等［３１］在ｐＨ１１的条件下采用水剂法同时制备
花生油和花生蛋白，固相残油率和残蛋白率分别为

３．７９％ 和１０．０９％，其固相残蛋白率低于本实验结
果，原因可能与其固液比（１∶１０）很低有关，而本实
验中的固液比仅为１∶４。当提取 ｐＨ由 １０．０增至
１１．０时，豫花３７不溶性固相残蛋白率从４．８８％ 降
至２．８６％。推测是因为部分固相不溶性蛋白由于
相互排斥作用加强，转变为固相可溶性蛋白或直接

溶解于水相。

３　结　论
在水剂法制取花生油过程中，高油酸花生品种

豫花３７的总固相残油率显著低于豫花９３２６与远杂
６号，而三者总固相残蛋白率相近。分析和比较水
剂法提取的花生蛋白结构特征发现，固相可溶性蛋

白与水相蛋白的暴露游离巯基、二硫键含量及最大

荧光发射波长均无显著差异，但前者内源荧光强度、

表面疏水性与三相接触角均显著高于后者，平均粒

径与Ｚｅｔａ电位绝对值均低于后者，前者的聚集作用
力主要为二硫键，而后者的聚集作用力主要为二硫

键和疏水作用力。通过增加蛋白质表面电荷可以进

一步促进花生蛋白和油脂从固相中的同步释放，因

此可通过提高提取ｐＨ降低花生水剂法的固相残油
率和残蛋白率。
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