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摘　 要:为探索提高谷氨酰胺转氨酶(ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅꎬＴＧ 酶)诱导的大豆分离蛋白凝胶冻融稳定性的方法ꎬ分析超高

压处理对其作用效果ꎬ采用粒径、内源性荧光光谱、傅里叶红外变换光谱分析大豆分离蛋白的结构变化ꎬ并分析冻融

循环过程中的可溶性蛋白含量、水分分布状态、持水性、质构特性、微观结构、流变特性ꎬ探讨作用机理ꎮ 结果表明:未
经超高压处理的 ＴＧ 酶诱导大豆分离蛋白凝胶ꎬ随着冻融次数增加ꎬ可溶性蛋白含量和凝胶持水性呈降低趋势ꎬ凝胶

硬度呈上升趋势ꎬ凝胶微观结构孔缝较大ꎬ说明凝胶品质发生劣变ꎻ经过超高压处理的 ＴＧ 酶诱导大豆分离蛋白凝胶

与未经过超高压处理凝胶相比ꎬ持水性、硬度呈先增加后下降趋势ꎮ 当压力处理为 ４００ ＭＰａ 时ꎬ经 ５ 次冻融循环后

ＳＰＩ 凝胶硬度和结合水含量较未冻融样品分别增高了 １４０. ４３ ｇ 和 ３０. ０１９ꎬ持水性和可溶性蛋白含量分别降低了

３８􀆰 ６７％和 ７. ８７％ ꎮ 由此证明超高压处理是提高 ＴＧ 酶诱导的大豆分离蛋白凝胶冻融稳定性的有效方法ꎮ
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　 　 大豆分离蛋白(Ｓｏｙｂｅａｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ ＩｓｏｌａｔｅꎬＳＰＩ)因
其良好的功能特性和较高的营养价值被广泛应用

到食品生产中ꎬ是食品行业使用最频繁的一种植物

蛋白[１]ꎮ 如今ꎬ随着生活节奏的加快ꎬ人们迎来了

一个快速消费时代ꎬ速冻产品的便捷性逐渐凸

显[２]ꎮ 添加大豆分离蛋白可以增加食品持水能力ꎬ
乳化能力和质构特性ꎬ在一定程度上改善速冻产品

的品质[３]ꎮ 但是ꎬ冷冻食品在运输以及贮藏过程中

会受到温度变化的影响ꎬ导致食品经历冻融循环过

程ꎬ使食品劣变ꎮ 当前冷冻食品行业对高冻融稳定

性大豆蛋白有着迫切的需求ꎬ然而生产中相关技术

水平较低ꎬ因此急需开展相关研究ꎬ满足行业需求ꎮ
超高压(Ｕｌｔｒａ￣Ｈｉｇｈ ＰｒｅｓｓｕｒｅꎬＵＨＰ)是一种新兴

的非热加工技术ꎬ把待处理的样品密封在容器中ꎬ
在室温下以 １００ ~ １ ０００ ＭＰａ 压力进行处理ꎬ该技术

使用液体作为导电介质ꎬ影响食品成分的功能特
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性[４]ꎮ 超高压专注于获得微生物安全的食品ꎬ也可

改变构成食品的大分子的结构ꎮ 就蛋白质而言ꎬ二
级、三级和四级结构可能会受到影响ꎬ具体取决于

压力大小和保压时间[５]ꎮ 其也能够诱导生物大分

子的结构变化ꎬ包括蛋白质变性[６]ꎬ使蛋白质分子

之间的化学力交换和相互作用ꎬ包括表面疏水性、
静电相互作用和氢键[７]ꎮ 超高压比热处理具有优

势ꎬ例如不耐热化合物的保存和营养质量ꎬ在食品

工业中可用作加热巴氏杀菌或热烫的替代方法ꎮ
它的应用有助于改善食品的物理化学性质ꎬ例如颜

色和持水能力[８]ꎮ Ｌｉ 等[９] 研究表明在 ２００ ＭＰａ 超

高压环境下ꎬ添加 ２％ ＳＰＩ 改善了猪肉肌原纤维蛋

白的凝胶特性和保水能力ꎮ
近年来ꎬ超高压协同谷氨酰胺转氨酶(ＴＧ 酶)

改性蛋白质凝胶性具有开阔的研究前景ꎮ 超高压

能够使蛋白质结构适度打开ꎬ促进 ＴＧ 酶交联作用ꎮ
秦新生[１０]研究超高压预处理对 ＴＧ 酶促大豆与小

麦蛋白混合凝胶性质的影响ꎬ发现 ＵＨＰ 协同酶改性

处理使蛋白溶液中游离巯基含量提高ꎬ促进表面疏

水基团形成与增加ꎬ有利于蛋白凝胶表现更高的凝

胶强度和持水性ꎬ并具有更致密、均匀的凝胶网络

三维结构ꎮ 王炳智[１１]研究发现ꎬ高压预处理通过增

强小麦面筋蛋白分子间 ＴＧ 酶的交联作用ꎬ显著增

强了小麦面筋蛋白分子的乳化性质和热稳定性ꎮ
史乾坤等[１２]对大豆分离蛋白进行超高压复合转谷

氨酰胺酶处理ꎬ形成的凝胶的持水能力增强ꎬ自由

水减少ꎬ凝胶的质构特性得到良好改善ꎮ 才卫川

等[１３]超高压处理添加 ＴＧ 酶的鸡胸肉肌原纤维蛋

白溶液ꎬ形成凝胶ꎬ结果表明 ＴＧ 酶和超高压结合促

进肌原纤维蛋白形成良好的凝胶ꎬ提高了鸡胸肉中

肌原纤维蛋白凝胶的品质ꎮ 以上研究表明ꎬ超高压

和 ＴＧ 酶协同改性有利于改善蛋白分子的乳化性质

和热稳定性ꎬ形成良好的凝胶网络结构ꎮ 但是对于

大豆分离蛋白性质的影响及其所制备凝胶的冻融

性稳定性的研究却少有报道ꎮ 本研究以 ＳＰＩ 为原

料ꎬ采用超高压改性 ＳＰＩꎬ然后通过 ＴＧ 酶交联形成

凝胶ꎬ研究超高压处理的 ＴＧ 酶诱导 ＳＰＩ 凝胶冻融稳

定性ꎬ进一步开展凝胶抗冻融性大豆分离蛋白制备

的相关研究ꎬ为大豆分离蛋白凝胶改性的研究提供

参考及理论支持ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料与仪器

大豆分离蛋白购自河南川锦生物科技有限公

司ꎻ谷氨酰胺转氨酶购自北京索莱宝科技有限公司ꎮ

ＢＩＬＯＮ 型冷冻干燥机(上海比郎有限公司)ꎻ杜
马斯定氮仪(意大利 ＶＥＬＰꎬ德祥科技有限公司)ꎻ超
高压(ＨＨＰ￣４００ꎬ仁和机电工程有限公司)ꎻＧＬ￣２１Ｍ
型冷冻离心机(湘仪离心机仪器有限公司)ꎻＦ￣４５００
荧光分光光度计(日本日立公司)ꎮ

ＦＴＩＲ￣８４００Ｓ 型傅里叶变换红外光谱仪(日本岛

津公司)ꎻＭａｓｔｅｒ Ｓｉｚｅｒ ２０００ 型激光粒度分析仪(英国

Ｍａｌｖｅｒｎ 公司)ꎻＤＮＭ￣９６０２Ｇ 酶标分析仪(北京普朗

新技术有限公司)ꎻ扫描电子显微镜(日立高新技术

公司)ꎻＴＡ￣ＸＴ２ｉ 型质构仪(英国 ＳＭＳ 公司)ꎮ
１. ２　 试验设计

以 ＳＰＩ 为原料ꎬ采用超高压改性 ＳＰＩꎬ然后通过

ＴＧ 酶交联形成凝胶ꎬ分析其结构特性和功能特性ꎬ
研究超高压处理的 ＴＧ 酶诱导 ＳＰＩ 凝胶的冻融稳定

性ꎬ试验流程图如图 １ 所示ꎮ

图 １　 试验流程图

Ｆｉｇ. １　 Ｔｅｓｔ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ

１. ３　 方法

１. ３. １ 　 超高压改性　 将 ＳＰＩ 溶于去离子水中ꎬＳＰＩ
质量浓度为 ８％ ꎮ 加入叠氮钠ꎬ用保鲜膜封住杯口ꎬ
４ ℃水合过夜ꎮ 参考 Ｐｅｙｒａｎｏ 等[１４]方法进行超高压

处理ꎮ 将样品液分装至聚酰胺 /聚乙烯袋中进行真

空调节ꎮ 采用前期基础研究已经确认的超高压处

理诱导大豆分离蛋白凝胶冻融稳定性的最优条件ꎬ
即保压时间为 １０ ｍｉｎꎬ在此基础上分别设定压力

１００ꎬ２００ꎬ３００ꎬ４００ꎬ５００ ＭＰａ 处理样品ꎮ
１. ３. ２　 凝胶制备　 将改性处理好的样品配制成蛋

白质量浓度为 ８％ 的溶液ꎬ根据本实验室前期研究

确认的 ＴＧ 酶交联 ＳＰＩ 所制备凝胶的最优添加量ꎬ加
入 ＴＧ 酶 ２０ Ｕ􀅰ｇ － １ꎬ充分溶解ꎬ调至 ｐＨ７. ０ꎮ 将样品

液等量放入制胶瓶中ꎬ５０ ℃水浴 ３０ ｍｉｎꎬ９０ ℃加热

灭酶 １０ ｍｉｎꎮ 将制得的凝胶 ４ ℃冷藏过夜ꎮ
１. ３. ３　 冻融循环 　 参考刘竞男等[１５] 方法ꎬ对样品
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进行冻融循环处理(Ｆｒｅｅｚｅ￣Ｔｈａｗ ＣｙｃｌｅꎬＦＴＣ)ꎬ将凝

胶样品置于 － １８ ℃ 冷冻储存 ２０ ｈ 后ꎬ２５ ℃ 解冻

４ ｈꎬ该过程为 １ 次冻融循环(１ ＦＴＣ)ꎬ重复进行 ５ 次

(５ ＦＴＣｓ)ꎮ
１. ３. ４　 粒径分布测定 　 根据 Ｚｈａｎｇ 等[１６] 方法ꎬ用
磷酸盐缓冲液(０. ０１ ｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬｐＨ７. ０)稀释样品液

至蛋白浓度为 １ ｍｇ􀅰ｍＬ － １ꎮ
１. ３. ５　 内源荧光光谱测定　 根据 Ｓｈｅｎ 等[１７] 方法ꎬ
将样品液用磷酸盐缓冲溶液 ( ０. ０１ ｍｏｌ􀅰Ｌ － １、
ｐＨ７􀆰 ０)稀释至蛋白质量浓度为 ０. ２ ｍｇ􀅰ｍＬ － １ꎬ并使

用 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ(ＬＳ ５５)光谱仪在 ２５ ℃下测定其固

有荧光光谱ꎮ 设定参数激发波长为 ２８０ ｎｍꎬ发射波

长范围 ３００ ~ ４００ ｎｍꎬ扫描速率为 ２００ ｎｍ􀅰ｍｉｎ － １ꎬ激
发和发射狭缝均为 ５ ｎｍꎮ
１. ３. ６　 傅里叶变换红外光谱分析　 参考 Ｙｕ 等[１８]

方法ꎬ将改性处理后的样品冷冻干燥ꎬ与溴化钾粉

末混合ꎬ充分研磨后压制成薄片ꎬ使用 Ｎｉｃｏｌｅｔ ｉＳ５０
型 ＦＴＩＲ 仪进行全波段扫描ꎬ测量范围为 ４ ０００ ~
５００ ｃｍ － １ꎮ 利用 ＰｅａｋＦｉｔ ｖ４. 软件进行傅里叶去卷积

处理ꎬ分析 ＳＰＩ 中二级结构含量的变化ꎮ
１. ３. ７ 　 质构测定 　 参考 Ｊｉｎ 等[１９] 方法ꎬ采用 ＴＡ￣
ＸＴ２ｉ 质构仪进行测定ꎬ使用 Ｐ / ０. ５ 柱形探头ꎬ探头

下行速率为 １ ｍｍ􀅰ｓ － １ꎬ上升速度为 ５ ｍｍ􀅰ｓ － １ꎬ触发

力 ５ ｇꎬ下压距离为 ４ ｍｍꎬ每个样品重复测试 ５ 次ꎬ
硬度是用于刺穿样品的最大力ꎬ作为质构指标进行

测试ꎮ
１. ３. ８　 持水性测定　 参考 Ｐｅｙｒａｎｏ 等[８] 方法ꎬ取约

１ ｇ 凝胶置于离心管ꎬ记录凝胶质量 ｍ( ｇ)ꎬ离心管

和凝胶总质量 ｍ１(ｇ)ꎬ４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １离心 １０ ｍｉｎꎬ除
去离心管内水分ꎬ测离心管及凝胶质量 ｍ２ (ｇ)ꎮ 计

算持水性ꎬ凝胶持水性(％ ) ＝
ｍ － (ｍ１ －ｍ２)

ｍ × １００ꎮ

１. ３. ９ 　 可溶性蛋白含量测定 　 参考 Ｓｕｎ 等[２０] 方

法ꎬ将凝胶静置至室温ꎬ切取定量凝胶ꎬ放入玛瑙研

钵内研磨破碎ꎬ加入磷酸盐缓冲液(０. ０１ ｍｏｌ􀅰Ｌ － １、
ｐＨ７. ０)定容ꎬ磁力搅拌 ６０ ｍｉｎꎬ１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １离心

１５ ｍｉｎꎮ ＢＣＡ 法测量其上清液的可溶性蛋白含量ꎮ
１. ３. １０ 　 水分分布分析 　 参考 Ｓｈａｏ 等[２１] 方法ꎬ使
用低 场 核 磁 共 振 ( ＬＦ￣ＮＭＲ) 分 析 与 检 测 系 统

(ＭｅｓｏＭＲ２３￣０６０Ｈ￣Ｉꎬ苏州纽迈分析仪器股份有限公

司)测量弛豫时间 Ｔ２ꎮ 将凝胶样品放置待测管内ꎮ
使用 Ｃａｒｒ￣Ｐｕｒｃｅｌｌ￣Ｍｅｉｂｏｏｍ￣Ｇｉｌｌ(ＣＰＭＧ)序列记录弛

豫时间 Ｔ２ꎬ采样时间为 ２００ ｋＨｚꎬ主频为 ２１ ＭＨｚꎬ模
拟增益为 ２０ ｄＢꎬ回波时间设置为 ０. ４ ｍｓꎮ １２ ０００
个回波的数据被采集为 ８ 次扫描重复ꎮ 后续扫描之

间的重复时间为 ２ ５００ ｍｓꎮ 扫描后ꎬ通过反演软件

对每个样品的 Ｔ２值进行拟合ꎮ
１. ３. １１　 超高压改性 ＳＰＩ 凝胶流变性质测定　 参考

Ｚｈｕ 等[２２]方法测定流变性质ꎬ使用带有平行板测量

池(狭缝距离 １ ｍｍꎬ直径 ４０ ｍｍ)的动态剪切流变仪

(ＭＣＲ３０２ꎬＡｎｔｏｎ ＰａａｒꎬＧｅｒｍａｎｙ)进行分析ꎮ 对原始

试验样品凝胶进行温度扫描振荡测量ꎮ 选择 １ 个特

定的温度范围模拟大豆分离蛋白凝胶热糊化过程

的条件ꎬ将原始试验样品以 ５ ℃􀅰ｍｉｎ － １的恒定速率

从 ２０ ℃加热到 ９５ ℃ꎮ
１. ３. １２ 　 扫描电 子 显 微 镜 分 析 　 参考 Ａｇｕｉｒｒｅ￣
Ｍａｎｄｕｊａｎｏ 等[２３] 方法ꎮ 将凝胶切成小块(２ ｍｍ ×
５ ｍｍ)ꎮ 加入 ２. ５％戊二醛溶液(ｐＨ６. ８)固定ꎬ４ ℃
保存ꎮ 用 ０. １ ｍｏｌ􀅰Ｌ － １ 磷酸缓冲液( ｐＨ７. ２) 冲洗

３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 再分别用体积分数为 ５０％ 、７０％
和 ９０％ 的乙醇溶液脱水 １ 次ꎬ每次 １０ ~ １５ ｍｉｎꎻ
无水乙醇脱水 ３ 次ꎮ 用无水乙醇和叔丁醇(体积比

１∶ １) 置换 １ 次ꎻ 纯叔丁醇置换 ２ 次ꎬ 每次置换

１５ ｍｉｎꎮ 冷冻干燥后进行离子渐射镀金ꎬ于扫描电

子显微镜(５ ｋｖ)下观察ꎮ
１. ４　 数据分析

所有试验测量均进行 ３ 次重复ꎬ结果以平均值

±标准差表示ꎮ 数据处理及显著性分析和方差分

析(ＡＮＯＶＡ)采用 ＳＰＳＳ ２５. ０(Ｐ < ０. ０５ 为显著性差

异)ꎬ使用 Ｏｒｉｇｉｎ ９. ３ 软件作图ꎬ采用 ＰｅａｋＦｉｔ ｖ４. ０ 软

件分析蛋白二级结构ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 粒径分析

如图 ２ 所示ꎬ经过超高压处理的 ＳＰＩ 溶液相比

未经超高压处理的 ＳＰＩ 样品的粒径体积分布变窄ꎬ
未经超高压处理的 ＳＰＩ 样品的粒径分布较宽ꎬ表明

超高压可以有效改变 ＳＰＩ 的粒径ꎮ 随着超高压压力

的增大ꎬＳＰＩ 的粒径体积分布呈现先变窄后变宽的

趋势ꎬ１００ ~ ４００ ＭＰａ 范围内逐渐变窄ꎬ并在 ４００ ＭＰａ
时体积分布达到最窄ꎬ可能由于 ＳＰＩ 的结构在较低

压力下打开ꎬ并且被解聚成一些更小的亚基单位ꎬ
减少了蛋白质分子的体积ꎮ 但当超高压压力达到

５００ ＭＰａ 时ꎬ体积分布略有变大ꎬ但仍小于未经超高

压处理的 ＳＰＩ 样品ꎬ其原因可能是许多蛋白质倾向

于在更高的压力下展开ꎬ并且从寡聚体中解离的亚

基发生了重新结合[２４]ꎮ 随着超高压对 ＳＰＩ 进行处

理ꎬ粒径分布区域逐渐变小ꎬ并且 ＳＰＩ 的大颗粒峰逐

渐消失ꎬ就此说明超高压处理 ＳＰＩ 可以改善其体积

分布ꎬ有助于 ＳＰＩ 功能特性的更好发挥ꎮ
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图 ２　 超高压对 ＳＰＩ 蛋白溶液粒径的影响

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ
ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ＳＰＩ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２. ２　 内源荧光光谱分析

内源荧光光谱对于研究蛋白质构象的转变非

常有价值ꎮ ３ 种常见的氨基酸表现出荧光ꎬ即色氨

酸(Ｔｒｐ)、酪氨酸(Ｔｙｒ)和苯丙氨酸(Ｐｈｅ)ꎮ 内源荧

光光谱主要是由蛋白质分子中的色氨酸(Ｔｒｐ)残基

侧链发射产生ꎬ蛋白质中的色氨酸(Ｔｒｐ)和酪氨酸

(Ｔｙｒ)ꎬ与蛋白质的折叠展开状态有一定的相关性ꎬ
因此ꎬ内源荧光光谱可以用来描述蛋白质三级结构

的变化[２５]ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ未经改性的 ＳＰＩ 样品具有

最小的荧光强度ꎬ经超高压处理后 ＳＰＩ 荧光强度均

提高ꎬ呈现先增大后减小的趋势ꎮ 当超高压处理

ＳＰＩ 压力为 ４００ ＭＰａ 时ꎬ荧光强度达到最高ꎬ随着压

力持续增加荧光强度有所降低ꎮ 产生这种现象的

原因是ꎬ在相对较低的压力下(１００ ~ ４００ ＭＰａ)蛋白

分子内部的疏水区增加ꎬ当压力达到 ５００ ＭＰａ 时ꎬ分
子内部疏水区减弱ꎮ

图 ３　 超高压对 ＳＰＩ 蛋白溶液荧光光谱的影响

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｈｙｄｒｏｓｔａｔｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＳＰＩ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２. ３　 傅里叶变换红外光谱分析

Ｃ ＝ Ｏ 键和 Ｎ￣Ｈ 键都参与了不同二级结构单元

之间的氢键ꎬ因此ꎬ酰胺 Ｉ 带和酰胺Ⅱ带的位置对蛋

白质的二级结构含量敏感ꎮ 一般来说ꎬ傅里叶变换

光谱的分析仅限于酰胺 Ｉ 波段区域ꎬ酰胺Ⅱ波段不是

量化蛋白质二级结构的良好预测因子[２６]ꎮ 如图 ４ 所

示ꎬ傅里叶变换光谱中酰胺 Ｉ 区域位于 １ ７００ ~
１ ６００ ｃｍ － １范围内[２７]ꎮ 对于吸收峰与二级结构的

对应关系ꎬα￣螺旋结构出现在 １ ６５０ ~ １ ６６０ ｃｍ － １ꎬ
β￣折叠结构出现在 １ ６１０ ~１ ６４０ ｃｍ －１ꎬ β￣转角和无规

卷曲结构分别出现在 １ ６６０ ~ １ ６７０ ｃｍ －１ 和 １ ６４０ ~
１ ６５０ ｃｍ －１[２８]ꎮ 蛋白质结构单元能够吸收红外区域

中特定波长的辐射ꎬ从而产生一组特征峰ꎮ 在酰胺

Ａ (３ ０００ ~ ３ ５００ ｃｍ － １)区ꎬ发现各实验组都发生了

偏移ꎬ说明超高压改善了 ＳＰＩ 的持水能力ꎮ 从表 １
可以看出ꎬ超高压压力处理 ＳＰＩ 的二级结构较未处

理发生变化ꎮ 其 α￣螺旋结构含量减少ꎬβ￣折叠、β￣转
角和无规则卷曲结构含量增加ꎮ 超高压处理的大

豆蛋白样品在低于 ４００ ＭＰａ 时ꎬ随超高压压力的增

加ꎬα￣螺旋结构逐渐降低ꎬβ￣折叠结构含量逐渐增

加ꎬβ￣转角和无规则卷曲结构含量逐渐增加ꎬ这表明

蛋白质由有序向无序趋势发展[２９]ꎻ当超高压压力达

到 ４００ ＭＰａ时ꎬ与其他组样品相比较ꎬα ￣螺旋结构

显著降低ꎬβ￣折叠和无规则卷曲结构显著升高ꎬ而
当压力持续升高到 ５００ ＭＰａ 时ꎬα￣螺旋结构、无规

则卷曲结果升高ꎬβ￣折叠和 β￣转角含量降低ꎮ β －
折叠相对含量能够反应蛋白质疏水作用力ꎬβ￣折叠

相对含量降低表明蛋白质疏水作用力增强[３０] ꎬ在
疏水作用力下蛋白质聚集被破坏ꎬ这与内源荧光结

果相互印证ꎮ

图 ４　 超高压对 ＳＰＩ 蛋白溶液傅里叶变换

红外光谱的影响

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ＦＴ￣ＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ
ｏｆ ＳＰＩ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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表 １　 超高压对 ＳＰＩ 蛋白溶液二级结构含量的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＳＰＩ ｓｏｌｕｔｉｏｎ 单位:％

超高压压力

Ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ / ＭＰａ
α￣螺旋

α￣Ｈｅｌｉｘ
β￣折叠

β￣Ｓｈｅｅｔ
β￣转角

β￣Ｃｏｒｎｅｒ
无规则卷曲

Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ

０ ２３. ９８ ± ０. ０３ ａｂ ３５. ７１ ± ０. １０ ｄ １８. ０４ ± ０. ２６ ａ ２２. ２７ ± ０. １１ ｄ

１００ ２２. ４１ ± ０. １２ ｂｃ ３５. ８９ ± ０. ０４ ｃｄ １８. ５８ ± ０. １９ ａ ２３. １２ ± ０. ０７ ｃｄ

２００ ２２. １８ ± ０. ２１ ｂｃ ３６. ０７ ± ０. ２１ ｃ １８. ４１ ± ０. ０６ ａ ２３. ３４ ± ０. １９ ｃ

３００ ２１. ８７ ± ０. １６ ｃ ３７. １１ ± ０. １５ ｂ １６. ５１ ± ０. １３ ｂ ２４. ５１ ± ０. ０５ ｂ

４００ ２０. １１ ± ０. １３ ｄ ３８. ４５ ± ０. ２２ ａ １６. ８７ ± ０. ２０ ｂ ２４. ５７ ± ０. １８ ｂ

５００ ２０. ３３ ± ０. ２６ ｄ ３７. ７８ ± ０. １８ ａｂ １５. ７５ ± ０. ２２ ｃ ２６. １４ ± ０. ０９ ａ

２. ４　 超高压对凝胶硬度的影响

硬度是凝胶理化性质的一个重要指标ꎬ代表凝

胶能承受的最大外力ꎬ反映出蛋白质分子内部间的

相互作用关系[３１]ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ在超高压处理情况

下ꎬ随着超高压压力的增加ꎬ凝胶硬度呈现先增大

后减小的趋势ꎬ 冻融循环 ０ 次ꎬ 当处理压力为

４００ ＭＰａ时ꎬ凝胶硬度达到最大ꎬ为 ２５０ ｇꎬ未经超高

压处理的 ＳＰＩ 凝胶硬度为 １６０. ７３ ｇꎬ表明超高压处

理显著提高了 ＳＰＩ 凝胶硬度ꎮ 这可能是由于超高压

处理打开了蛋白结构ꎬ展开的部分结构与 ＴＧ 酶发

生交联ꎬ其三维网络结构变得更为紧密ꎬ凝胶硬度

增加ꎮ 当压力达到 ５００ ＭＰａ 时ꎬ凝胶硬度有所下降ꎬ
可能是由于较大压力处理ꎬ导致蛋白内部结构破

坏ꎮ 上述结果均表明了超高压处理有效改善了 ＴＧ
酶诱导的 ＳＰＩ 凝胶硬度ꎮ

　 　 注:大写字母代表同一 ＦＴＣ 次数、不同超高压压力的凝胶硬

度差异显著(Ｐ < ０. ０５)ꎻ小写字母代表同一超高压压力、不同

ＦＴＣ 次数的凝胶硬度差异显著(Ｐ < ０. ０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｈａｒｄｎｅｓｓ ｏｆ ｇｅｌ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｓａｍｅ ＦＴＣ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｈａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ <０. ０５)ꎻ Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｈａｒｄｎｅｓｓ
ｏｆ ｇｅｌ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｈｙｄｒｏｓｔａｔｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＦＴＣ
ｎｕｍｂｅｒ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ (Ｐ <０. ０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ５　 超高压对凝胶硬度的影响

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ｇｅｌ ｈａｒｄｎｅｓｓ

　 　 随着冻融循环次数的增加ꎬ所有样品凝胶硬度

均随之增大ꎬ冻融循环 ０ 次时ꎬ未经超高压处理的

ＳＰＩ 凝胶硬度为 １６０. ７３ ｇꎬ冻融循环 ５ 次后ꎬ凝胶硬

度为 ４４２ ｇꎬ凝胶硬度增加了 ２７９. ２７ ｇꎮ 当处理压力

为 ４００ ＭＰａ 时ꎬ冻融循环 ０ 次时ꎬ凝胶硬度为 ２５０ ｇꎬ
冻融循环 ５ 次后ꎬ凝胶硬度为 ３９０. ４３ ｇꎬ凝胶硬度增

加了 １４０. ４３ ｇꎬ未经处理的 ＳＰＩ 凝胶硬度变化程度

大于经超高压处理后的凝胶ꎮ 说明一定压力范围

内ꎬ超高压处理能够改善凝胶在冻融过程中的劣变

程度ꎬ对冻融蛋白凝胶起到了保护作用ꎮ
２. ５　 超高压对凝胶持水性的影响

持水性反映了凝胶中蛋白质与水分子相互结

合的程度ꎬＳＰＩ 凝胶的持水能力主要取决于蛋白网

络结构对水分子的束缚以及蛋白与水分子的结合

程度ꎮ 如图 ６ 所示ꎬ随着超高压压力的增大ꎬ持水性

先增大后减小ꎬ冻融循环 ０ 次时ꎬ当处理压力为

４００ ＭＰａ时ꎬ持水性最高ꎬ为 ９４. ３２％ ꎬ未经超高压处

理的 ＳＰＩ 凝胶持水性为 ７５. ２２％ ꎬ较未经超高压处理

ＳＰＩ 凝胶增加了 １９. １％ ꎮ 表明超高压处理可以显著

提高 ＳＰＩ 凝胶的持水性ꎮ 这可能是因为超高压处理

后蛋白分子展开ꎬ促进了其与 ＴＧ 酶的交联作用ꎬ使
凝胶结构更为致密ꎬ持水能力增强ꎮ 当超高压压力

达到 ５００ ＭＰａ 时ꎬ持水性有所下降ꎬ可能是由于过高

的压力破坏了蛋白结构的交联能力ꎬ导致持水性下

降[３２]ꎮ 超高压处理还会影响蛋白质侧链的相互作

用ꎬ进而引起蛋白质变性、聚集或凝胶化ꎬ但其形成

的凝胶结构类似于一种“海绵状”ꎬ主要由疏水作用

力维持ꎬ无法形成均匀稳定的凝胶结构[３３]ꎮ
在相同超高压处理情况下ꎬ随着冻融循环次数增

加ꎬ凝胶的持水性随之下降ꎮ 冻融循环 ５ 次后ꎬ所有

样品的凝胶持水性均显著低于冻融前(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ
其中未处理组持水性下降最为明显ꎬ冻融循环 ０ 次

时ꎬ持水性为 ７５. ２２％ ꎬ５ 次后ꎬ持水性为 ２６􀆰 ３４％ ꎬ
持水性下降了 ４８. ８８％ ꎮ 经过 ４００ ＭＰａ 处理的 ＳＰＩ
凝胶持水性在冻融循环 ０ 次时为 ９４􀆰 ３２％ ꎬ５ 次后为
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５５. ６５％ ꎬ持水性下降了 ３８􀆰 ６７％ ꎬ是所有实验组中

下降程度最小的ꎬ说明一定压力范围内ꎬ超高压处

理对冻融处理的 ＳＰＩ 凝胶起到改善作用ꎮ

图 ６　 超高压对凝胶持水性的影响

Ｆｉｇ. ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ｗａｔｅｒ
ｈｏｌｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｇｅｌ

２. ６　 超高压对凝胶可溶性蛋白含量的影响

可溶性蛋白含量与凝胶网络结构的形成密不

可分ꎬ通过分析可溶性蛋白的含量ꎬ可以进一步了

解蛋白凝胶的特性ꎮ 冻融循环过程中随压力增大ꎬ
凝胶的可溶性蛋白含量的变化情况如图 ７ 所示ꎬ可
溶性蛋白含量呈现先降低后升高的趋势ꎬ超高压压

力为 ４００ ＭＰａ 时ꎬ可溶性蛋白含量达到了最低ꎬ为
２１. １２％ ꎬ此时未经超高压处理的 ＳＰＩ 凝胶的可溶性

蛋白含量为 ３６. ４９％ ꎬ表明超高压处理可以显著降

低可溶性蛋白含量ꎮ 主要是因为超高压处理后 ＳＰＩ
溶解度增大ꎬ与 ＴＧ 酶交联作用增强ꎬ形成凝胶的蛋

白分子数量骤增ꎬ导致可溶性蛋白含量降低ꎮ 当超

高压压力过大时ꎬ会出现可溶性蛋白含量升高的现

象ꎬ这是由于过高的压力使蛋白分子网络结构改

变ꎬ交联程度变弱ꎬ导致可溶性蛋白含量提高ꎮ
在冻融循环过程中ꎬ所有实验组凝胶的可溶性

蛋白含量随冻融次数的增多均降低ꎮ 在冻融循环

过程中ꎬ蛋白分子变性ꎬ蛋白内部发生重组ꎬ蛋白结

构空隙变大ꎬ使凝胶的一些特性发生劣变ꎬ例如凝

胶硬度增大ꎮ 分析整组数据可知ꎬ未经超高压处理

的 ＳＰＩ 凝胶在冻融循环过程中变化程度最大ꎬ冻融

循环 ０ 次时ꎬ未经超高压处理的 ＳＰＩ 凝胶的可溶性

蛋白含量为 ３６. ４９％ ꎬ冻融循环 ５ 次后为 １１. ２７％ ꎬ
下降了 ２５. ２２％ ꎮ 超高压 ４００ ＭＰａ 压力处理时变化

程度最小ꎬ冻融循环 ０ 次时ꎬ可溶性蛋白含量为

２１􀆰 １２％ꎬ冻融循环 ５ 次后为 １３. ２５％ꎬ下降了 ７. ８７％ꎬ

下降效果显著低于未经超高压处理的 ＳＰＩ 凝胶ꎬ表
明超高压可以改善 ＴＧ 酶交联的 ＳＰＩ 凝胶的可溶性

蛋白含量ꎬ提高其冻融稳定性ꎮ

图 ７　 超高压对凝胶可溶性蛋白含量的影响

Ｆｉｇ. ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｇｅｌ

２. ７　 超高压对凝胶水分分布的影响

凝胶中的水分存在状态ꎬ自由程度可以反映凝

胶的功能特性ꎮ 低场核磁共振 (ＬＦ￣ＮＭＲ)可以被视

为一种强大的、非破坏性的替代方法ꎬ用于表征和

量化复杂食品基质中的水ꎮ 不同“水分状态”和质

子种群的信息可以根据它们不同的 ＮＭＲ 弛豫时间

来表征[３４]ꎮ 利用 ＬＦ￣ＮＭＲ 可以分析天然胶与 ＳＰＩ
复合凝胶中水分的迁移状态[３５]ꎮ 研究采用低场核

磁共振法测定冻融前后凝胶的弛豫时间ꎬ通过弛豫

时间来反映出水分存在状态ꎬ水分与所测样品结合

越紧密横向弛豫时间越短ꎬ水分状态越自由横向弛

豫时间越长ꎮ 如图 ８ａ 可知ꎬ所有样品的横向弛豫时

间 Ｔ２在 ０. ０１ ~ １０ ０００ ｍｓ 的分布均呈现 ４ 个峰ꎬ其
中ꎬＴ２１(０. １ ~ ９ ｍｓ)区间为结合水ꎬＴ２２(９ ~ ９０ ｍｓ)区
间为不易流动的水ꎬＴ２３(９０ ~ ８００ ｍｓ)区间为较易流

动的水ꎬＴ２４ (８００ ~ １０ ０００ ｍｓ)区间为自由水[３６￣３７]ꎮ
经超高压处理的 ＳＰＩ 凝胶的较易流动的水(Ｔ２３)分
布峰较高ꎬ这可能是由于高压处理导致蛋白结构展

开ꎬ凝胶内部网络结构空隙变大ꎬ凝胶结构中会包

含较为活跃的水分状态ꎮ 当处理压力过大ꎬ达到

５００ ＭＰａ 时蛋白结构被破坏ꎬ水分自由程度反而会

降低ꎮ
冻融循环过程会导致蛋白凝胶的特性发生不

同程度劣变ꎮ 如图 ８ｂ 和表 ２ 可知ꎬ冻融会使结合水

(Ｔ２１)含量升高ꎬ弛豫时间的分布变宽ꎮ 在冻融循环

０ 次时未经处理的凝胶样品 Ｐ２１为 ６７. １５９ꎬ经过５ 次
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冻融循环后升至 １６２. ７８１ꎬ变化幅度比较大ꎮ 超高

压压力 ４００ ＭＰａ 处理的 ＳＰＩ 凝胶ꎬ冻融循环０ 次时

Ｐ２１为 ２１７. ９１８ꎬ经过 ５ 次冻融循环后升至 ２４７. ９３７ꎬ

变化幅度为 ３０. ０１９ꎬ相比较未经超高压处理组的结

合水含量显著提升ꎬ说明运用适当超高压压力处理

ＴＧ 酶诱导 ＳＰＩ 凝胶对其抗冻效果是有利的ꎮ

　 　 注:ａ. 未经过冻融处理ꎻ ｂ. ５ 次冻融循环ꎮ
Ｎｏｔｅ: ａ. ０ ＦＴＣꎻ ｂ. ５ ＦＴＣｓ.

图 ８　 超高压对凝胶水分分布的影响

Ｆｉｇ. ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ｗａｔｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｇｅｌ

表 ２　 超高压对凝胶 Ｔ２１弛豫时间峰面积的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｔ２１ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ｇｅｌ

超高压压力

Ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ / ＭＰａ

Ｐ２１峰面积(０ＦＴＣ)

Ｐ２１ ｐｅａｋ ａｒｅａ (０ＦＴＣ)

Ｐ２１峰面积(５ＦＴＣｓ)

Ｐ２１ ｐｅａｋ ａｒｅａ (５ＦＴＣｓ)
峰面积变化 △Ｐ２１

０ ６７. １５９ ± ２. ３１１ ｅ １６２. ７８１ ± ２. ７１１ ｅ ９５. ６２２

１００ １５８. ８４０ ± ５. ４５１ ｄ ２４８. ８６４ ± ３. ２１２ ｃ ９０. ０２４

２００ １７７. ８４０ ± ４. ２２８ ｃ ２７２. ０９８ ± ２. ４５９ ａ ９４. ２４９

３００ １８４. ２８８ ± ３. ７３６ ｂ ２１６. ６０７ ± １. １５０ ｄ ３２. ３１９

４００ ２１７. ９１８ ± ２. ２１８ ａ ２４７. ９３７ ± １. ７８１ ｃ ３０. ０１９

５００ １５８. １９８ ± １. ４２２ ｄ ２６１. ８１０ ± ２. ８３４ ｂ １０３. ６１２

２. ８　 超高压对凝胶流变性质的影响

储能模量体现了凝胶的弹性和强度ꎬ在蛋白质

凝胶的三维网络中弹性和强度具有主要作用[３８]ꎮ
当对食品施加一个外力时ꎬ食品会发生形变ꎬ称之

为弹性ꎬ撤掉这个外力时ꎬ具有了黏性特征ꎬ流动状

态也就此生成[３９]ꎮ 储能模量(Ｇ′)代表样品形变过

程中由于弹性储存的能量ꎮ 如图 ９ 所示ꎬ随超高压

压力的增大ꎬＳＰＩ 凝胶的储存模量(Ｇ′)先增大后减

小ꎬ在处理压力为 ４００ ＭＰａ 时 ＳＰＩ 凝胶弹性最高ꎬ说
明超高压可以改善 ＳＰＩ 凝胶的弹性ꎮ 超高压处理对

ＴＧ 酶诱导的 ＳＰＩ 凝胶具有积极的作用ꎬ其原因在于

压力处理打开了蛋白内部结构ꎬ蛋白分子充分交

联ꎬ形成了紧密的凝胶结构ꎮ 当压力过大ꎬ达到

５００ ＭＰａ时ꎬＳＰＩ 凝胶的储存模量(Ｇ′)下降ꎬ这是由

于压力过大破坏了蛋白内部结构ꎬ交联能力下降ꎮ

图 ９　 超高压对凝胶流变性质的影响

Ｆｉｇ. ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ
ｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｇｅｌ
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２. ９　 超高压对凝胶微观结构的影响

扫描电子显微镜可以表征不同超高压处理条

件下 ＴＧ 酶诱导 ＳＰＩ 凝胶在冻融过程中微观结构的

三维网络ꎮ 如图 １０ 所示:冻融循环 ０ 次时ꎬ未经超

高压处理的 ＳＰＩ 凝胶呈现出较为细密的凝胶网络结

构ꎬ孔洞较小ꎻ经超高压不同压力的处理可能对 ＳＰＩ
产生了不同的断裂力ꎬ使其发生断裂位移[３２]ꎬ从而

导致了凝胶网络结构孔洞的增大ꎮ 由于 ＳＰＩ 的结构

改变ꎬＴＧ 酶诱导形成凝胶时ꎬ交联的作用增强ꎬ导致

形成的凝胶更加紧密平滑ꎮ 当超高压处理压力过

大时ꎬ导致 ＳＰＩ 内部结构破裂ꎬ使其凝胶作用力

下降ꎮ
凝胶在经冻融循环时ꎬ温度不断发生变化ꎬ冰

晶经历形成与消失到再形成的过程ꎬ冻融循环次数

会造成凝胶不同程度劣变ꎮ 经过 ５ 次冻融循环后ꎬ
未经超高压处理的 ＳＰＩ 凝胶网络结构破坏程度较

大ꎬ形成的凝胶孔缝较大ꎬ这很可能就是冻结的冰

晶作用的结果ꎬ把原本的水分子与蛋白质分子结合

的部分脱离出来ꎬ聚集在此处ꎬ将孔隙撑大ꎬ从而凝

胶的三维网络结构破坏[４０]ꎮ 相比之下ꎬ经过超高压

处理的 ＴＧ 酶诱导 ＳＰＩ 凝胶在 ５ 次冻融循环后表现

出较好的三维网络结构ꎬ虽然都不同程度地变粗

糙ꎬ蜂窝状的空隙变大ꎬ但相比未经超高压处理有

一定提升ꎮ 归因于超高压处理使 ＳＰＩ 结构破裂、展
开ꎬ有效促进其与 ＴＧ 酶交联ꎬ从而提高了凝胶

特性ꎮ

　 　 注:Ａ１、Ｂ１、ＣＩ、Ｄ１、Ｅ１ 和 Ｆ１ 分别是 ０ꎬ１００ꎬ２００ꎬ３００ꎬ４００ 和 ５００ ＭＰａ 超高压处理后未经冻融循环的 ＳＰＩ 凝胶ꎬ
Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２、Ｅ２ 和 Ｆ２ 分别是 ０ꎬ１００ꎬ２００ꎬ３００ꎬ４００ 和 ５００ ＭＰａ 超高压处理后经 ５ 次冻融循环后的 ＳＰＩ 凝胶ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ１ꎬ Ｂ１ꎬ ＣＩꎬ Ｄ１ꎬ Ｅ１ ａｎｄ Ｆ１ ａｒｅ ｔｈｅ ＳＰＩ ｇｅｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＵＨＰ ａｔ ０ꎬ １００ꎬ ２００ꎬ ３００ꎬ ４００ ａｎｄ ５００ ＭＰａ ｗｉｔｈｏｕｔ
ＦＴＣ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａ２ꎬ Ｂ２ꎬ Ｃ２ꎬ Ｄ２ꎬ Ｅ２ ａｎｄ Ｆ２ ａｒｅ ｔｈｅ ＳＰＩ ｇｅｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＵＨＰ ａｔ ０ꎬ １００ꎬ ２００ꎬ ３００ꎬ ４００ ａｎｄ ５００ ＭＰａ
ｗｉｔｈ ５ ＦＴＣｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 １０　 超高压处理后 ＳＰＩ 凝胶冻融循环 ０ 次和 ５ 次凝胶微观结构电镜扫描图(２ ０００ 倍)
Ｆｉｇ. １０　 Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＳＰＩ ｇｅｌ ｂｙ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｆｔｅｒ

ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ( × ２ ０００)

３　 讨论

大豆分离蛋白酶致使凝胶在冻融循环过程中

会发生劣变ꎮ 刘竞男等[１５] 的研究表明随着冻融循

环次数的增加ꎬ凝胶的持水性和可溶性蛋白质量分

数都呈下降趋势ꎬ硬度随之增加ꎮ 扫描电子显微镜

观察凝胶微观结构发现ꎬ冻融循环 ５ 次后的凝胶孔

洞大ꎬ蛋白基质松散ꎬ呈明显的蜂窝状结构ꎮ 本研

究结果表明当冻融循环次数增加时ꎬ凝胶的硬度和

结合水含量也随之升高ꎬ持水性和可溶性蛋白含量

降低ꎮ 通过电镜扫描微观结构分析ꎬ对照冻融前发

现凝胶网络结构变粗糙ꎬ孔洞、裂缝变大ꎬ表明冻融

循环过程会使凝胶品质变差ꎮ 蛋白凝胶在冷冻过

后ꎬ会发生变性并且出现收缩现象ꎬ硬度变大ꎬ有水
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分析出等ꎬ使凝胶品质下降ꎮ 在冷冻过程中ꎬ冰晶

的形成使内部网络结构产生不同程度的损伤ꎮ
超高压处理 ＳＰＩꎬ压力在一定范围内ꎬ凝胶冻融

稳定性呈正相关的趋势ꎮ 当超高压处理压力过大

时ꎬ许多蛋白质倾向于在更高的压力下展开ꎬ并且

从寡聚体中解离的亚基重新结合ꎬ凝胶网络结构发

生改变ꎬ使冻融稳定性下降ꎮ Ｃａｒｕｌｌｏ 等[４１]在超高压

冻藏乳清分离蛋白的研究中发现ꎬ随着冻融循环次

数的增加ꎬ在一定范围内ꎬ超高压处理与 ＳＰＩ 凝胶冻

融稳定性呈正相关的趋势ꎮ 但当超高压处理压力

过大时ꎬ许多蛋白质倾向于在更高的压力下展开ꎬ
并且从寡聚体中解离的亚基又重新结合ꎬ凝胶网络

结构发生改变ꎬ使冻融稳定性下降ꎬ从而导致凝胶

品质变差ꎮ 本研究结果表明凝胶的粒径、内源荧光

光谱强度、持水性和硬度含量会随着超高压压力的

增大呈现先升高后降低的趋势ꎬ可溶性蛋白含量随

着超高压压力的增加呈现先降低后升高的趋势ꎬ这
也说明适度压力的超高压处理有利于凝胶品质特

性ꎮ 多数蛋白质倾向于在更高的压力下展开ꎬ并且

从寡聚体中解离的亚基发生重新结合ꎬ分子内疏水

区减弱ꎬ然而过度的超高压处理也会使 ＳＰＩ 结构展

开过度ꎬ导致过量的交联共价键ꎬ抑制均匀发展的

蛋白质网络ꎬ最终影响 ＳＰＩ 凝胶的冻融稳定性ꎮ

４　 结论

运用粒径体积分布、内源荧光光谱分析和傅里

叶红外光谱分析证明了超高压处理导致 ＴＧ 酶诱导

的 ＳＰＩ 的分子结构发生变化ꎮ 随着冻融循环次数的

增加ꎬ凝胶持水性和可溶性蛋白质量分数均呈下降

趋势ꎬ硬度随之而增加ꎮ 冻融循环过程中ꎬ冻融稳

定性随超高压压力的增大先增大后减小ꎮ 扫描电

子显微镜观察凝胶微观结构发现ꎬ冻融循环 ５ 次后

的凝胶孔洞较大ꎬ蛋白质松散ꎬ蜂窝状明显ꎮ 说明

冻融导致凝胶劣变ꎬ冻融稳定性降低ꎮ ４００ ＭＰａ 超

高压处理后的 ＳＰＩꎬ经 ５ 次冻融循环ꎬ其凝胶硬度、
结合水分布含量、持水性、可溶性蛋白含量的劣变

程度均大于未经超高压处理的 ＳＰＩ 凝胶ꎬ流变储能

模量 Ｇ′提高ꎬ且 ＳＰＩ 凝胶微观网络结构更加紧密、
平滑ꎬ证明超高压处理可以提高 ＳＰＩ 凝胶冻融稳

定性ꎮ
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ｉｔｓ ｆｉｎｉｓｈｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ２０２３ꎬ
４４(３): １４５￣１５１ꎬ １６１. )

[８] 　 ＰＥＹＲＡＮＯ Ｆꎬ ＤＥ ＬＡＭＢＡＬＬＥＲＩＥ Ｍꎬ ＡＶＡＮＺＡ Ｍ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｇｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｗｐｅａ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｈｙｄｒｏｓｔａｔｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ
[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｈｙｄｒｏｃｏｌｌｏｉｄｓꎬ ２０２１ꎬ １１１: １０６１９１.

[９] 　 ＬＩ Ｙ Ｐꎬ ＫＡＮＧ Ｚ Ｌꎬ ＳＵＫＭＡＮＯＶ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏｙ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｓｏｌａｔｅ ｏｎ ｇｅｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｈｏｌｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｌｏｗ￣ｓａｌｔ ｐｏｒｋ
ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ [ Ｊ ] . Ｍｅａｔ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２１ꎬ １７６: １０８４７１.

[１０] 秦新生. 物理预处理￣ＴＧ 酶交联复合改性对大豆与小麦蛋白

凝胶性质的影响研究[Ｄ]. 合肥: 合肥工业大学ꎬ ２０１７. (ＱＩＮ
Ｘ Ｓ. Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍꎬ ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｈｙｓｉｃａｌ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ￣ｓｅｔ ｓｏｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅ
ａｎｄ ｗｈｅａｔ ｇｌｕｔｅｎ ｍｉｘｔｕｒｅ ｇｅｌａｔｉｏｎ[Ｄ]. Ｈｅｆｅｉ: Ｈｅｆｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１７. )

[１１] 王炳智. 高压与 ＴＧ 酶处理对小麦面筋蛋白的凝胶性影响研

究[Ｄ]. 合肥: 合肥工业大学ꎬ ２０１９. (ＷＡＮＧ Ｂ Ｚ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ＭＴＧａｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｇｅｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ
ｇｌｕｔｅｎ[Ｄ]. Ｈｅｆｅｉ: Ｈｅｆｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１９. )

[１２] 史乾坤ꎬ 王心雅ꎬ 甄诺ꎬ 等. 超高压预处理对 ＴＧａｓｅ 交联的大

豆分离蛋白凝胶的影响[ Ｊ] . 中国粮油学报ꎬ ２０２１ꎬ ３６(９):
９４￣１００. (ＳＨＩ Ｑ Ｋꎬ ＷＡＮＧ Ｘ Ｙꎬ ＺＨＥＮ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｕｌｔｒａ
ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ＴＧａｓｅ ｃｒｏｓｓ￣ｌｉｎｋｅｄ ｓｏｙ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｓｏｌａｔｅ ｇｅｌ [ Ｊ ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｃｅｒｅａｌｓ ａｎｄ Ｏｉｌｓ
Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎꎬ ２０２１ꎬ ３６(９): ９４￣１００. )

[１３] 才卫川ꎬ 张坤生ꎬ 任云霞. ＴＧ 酶协同超高压处理对鸡胸肉中

肌原纤维蛋白凝胶品质的影响[Ｊ] . 食品工业科技ꎬ ２０１４ꎬ ３５
(２３): ７７￣８３. (ＣＡＩ Ｗ Ｃꎬ ＺＨＡＮＧ Ｋ Ｓꎬ ＲＥＮ Ｙ Ｘ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ＴＧａｓｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ
ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｌ [ Ｊ ] . Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｆｏｏｄ
Ｉｎｄｕｓｔｒｙꎬ ２０１４ꎬ ３５(２３): ７７￣８３. )

[１４] ＰＥＹＲＡＮＯ Ｆꎬ ＤＥ ＬＡＭＢＡＬＬＥＲＩＥ Ｍꎬ ＡＶＡＮＺＡ Ｍ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ.
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Ｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｅｒｍａｌ ｇｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｗｐｅａ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｓ: Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｈｙｄｒｏｓｔａｔｉｃ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｒ ｃａｌｃｉｕｍ ａｄｄｉｔｉｏｎ [ Ｊ ] . ＬＷＴ￣Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１９ꎬ １１５: １０８４７２.

[１５] 刘竞男ꎬ 张智慧ꎬ 王琳ꎬ 等. 超声处理对谷氨酰胺转氨酶诱导

的大豆分离蛋白凝胶冻融稳定性的影响 [ Ｊ] . 食品科学ꎬ
２０２０ꎬ ４１(１３): ７６￣８２. ( ＬＩＵ Ｊ Ｎꎬ ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｈꎬ ＷＡＮＧ Ｌꎬ ｅｔ
ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｏｎ ｆｒｅｅｚｅ￣ｔｈａｗ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｏｙ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｓｏｌａｔｅ ｇｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ[ Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ
２０２０ꎬ ４１(１３): ７６￣８２. )

[１６] ＺＨＡＮＧ Ｘꎬ ＺＨＡＮＧ Ｓꎬ ＺＨＯＮＧ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｏｙ ａｎｄ ｗｈｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｓｏｌａｔｅ ｍｉｘｔｕｒｅ / ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｔｈｅｒｍａｌｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｍｕｌｓｉｏｎ ｇｅｌｓ:
Ｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ [ Ｊ ] . Ｆｏｏｄ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０２２ꎬ ３８０: １３２２１２.

[１７] ＳＨＥＮ Ｌꎬ ＴＡＮＧ Ｃ Ｈ. Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｚａｔｉｏｎ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｔｏ
ｍｏｄｉｆｙ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬ ２０１２ꎬ ４８: １０８￣１１８.

[１８] ＹＵ Ｊꎬ ＷＡＮＧ Ｇꎬ ＷＡＮＧ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｆｒｅｅｚｅ￣ｔｈａｗ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｏｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｍｕｌｓｉｏｎｓ ｖｉａ ｃｏｍｂｉｎｇ ｌｉｍｉｔｅｄ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
ａｎｄ Ｍａｉｌｌａｒｄ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ [ Ｊ ] . ＬＷＴ￣Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１８ꎬ ９１: ６３￣６９.

[１９] ＪＩＮ Ｉ Ｈꎬ ＫＩＭ Ｊ Ｅꎬ ＳＥＯ Ｊ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ
ｓｏｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅ ｇｅｌｓ ｅｍｕｌｓｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｏｉｌｓ ｕｓｉｎｇ ａ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ[ Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ
２０１３ꎬ ２２(Ｓ１): １２９￣１３６.

[２０] ＳＵＮ Ｙꎬ ＨＡＹＡＫＡＷＡ Ｓꎬ ＩＺＵＭＯＲＩ Ｋ. Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｖａｌｂｕｍｉｎ
ｗｉｔｈ ａ ｒａｒｅ ｋｅｔｏｈｅｘｏｓｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｍａｉｌｌａｒｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ: Ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｇｅｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ
ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００４ꎬ ５２(５): １２９３￣１２９９.

[２１] ＳＨＡＯ Ｊ Ｈꎬ ＤＥＮＧ Ｙ Ｍꎬ ＪＩＡ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｗ￣ｆｉｅｌｄ ＮＭＲ ｄｅｔｅｒｍ￣
ｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｍｅａｔ ｂａｔｔｅｒｓ ｗｉｔｈ ＮａＣｌ ａｎｄ
ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ[Ｊ]. Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１６ꎬ ２００: ３０８￣３１４.

[２２] ＺＨＵ Ｙꎬ ＣＨＥＮ Ｘ Ｙꎬ ＭＣＣＬＥＭＥＮＴＳ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. ｐＨ￣ꎬ ｉｏｎ￣ ａｎｄ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｍｕｌｓｉｏｎ ｇｅｌｓ: Ｆａｂｒｉｃａｔｅｄ ｂｙ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｗｈｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ ｇｌｉａｄｉｎ￣ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｃｏａｔｅｄ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ [ Ｊ ] .
Ｆｏｏｄ Ｈｙｄｒｏｃｏｌｌｏｉｄｓꎬ ２０１７ꎬ ７７: ８７０￣８７８.

[２３] ＡＧＵＩＲＲＥ￣ＭＡＮＤＵＪＡＮＯ Ｅꎬ ＬＯＢＡＴＯ￣ＣＡＬＬＥＲＯＳ Ｃꎬ ＢＥＲＩＳＴ￣
ＡＩＮ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｖｉｓｃｏｅｌａｓｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｌｏｗ￣ｆａｔ
ｙｏｇｈｕｒｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ｂｙ ｍｏｎｏｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ｇｅｌｓ[ Ｊ] . ＬＷＴ￣Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ
ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ ４２(５): ９３８￣９４４.

[２４] ＰＵＰＰＯ Ｃꎬ ＣＨＡＰＬＥＡＵ Ｎꎬ ＳＰＥＲＯＮＩ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ｐｒｅｓｓｕｒｅ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｓｏｙｂｅａｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｓ[Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００４ꎬ ５２(６): １５６４￣
１５７１.

[２５] ＲＯＹＥＲ Ｃ Ａ. Ｐｒｏｂｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｌｄｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ ｔｒａｎｓｉｔ￣
ｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ[ Ｊ] . Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ ２００６ꎬ １０６ (５):
１７６９￣１７８４.

[２６] ＭＵＲＡＹＡＭＡ Ｋꎬ ＴＯＭＩＤＡ Ｍ. Ｈｅａｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ａｎｄ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ
Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ[ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００４ꎬ
４３(３６): １１５２６￣１１５３２.

[２７] ＫＯＮＧ Ｊꎬ ＹＵ Ｓ. Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ
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