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摘 要：研究了大豆乳清蛋白在豆奶体系中的热稳定性，并进一

步研究生豆奶在加热过程中大豆乳清蛋白与大豆球蛋白

之间的相互作用。大豆乳清蛋白溶于生豆奶超滤液中，将

加热前后的该溶液分别经 %&’()*+,- %.$"" 凝胶过滤，发

现大豆乳清蛋白加热后会发生热凝聚现象，形成较大的

蛋白凝聚物。通过比较大豆乳清蛋白溶液和无乳清蛋白

豆奶溶液对 ’/ 变化的敏感性，发现大豆乳清蛋白和大

豆球蛋白在加热过程中会发生相互作用。
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大豆被浸泡、磨碎或脱脂豆粕用水进行抽提，大

豆蛋白质绝大部分被提取出来。在被抽提出的蛋白

质 中 ，/$0以 上 是 由 12345656 和 !)47612345656 构 成

的大豆球蛋白，当提取液 89 为 .&: 时这部分蛋白会

沉淀析出，亦即酸沉蛋白 ;%<。而有少部分蛋白在此酸

性条件下稳定，称为大豆乳清蛋白，主要是脂肪氧化

酶（%$#$$$ =>）、!)淀粉酶（+%-$$ =>）以及在 89#&#?
%$&/ 的 范 围 内 均 稳 定 的 凝 集 素 （**$$$ =>） 和 在

89*&$?%$&$ 内稳定的胰蛋白酶抑制剂（#$$$$ =>）;#@*<。

豆乳中蛋白质的组成及存在状态对豆奶产品的稳定

性和加工工艺如对凝固剂的敏感性等有重要影响。

AB7 CD >2（%,,-，%,,,）等报道了豆奶中蛋白质 在 加

热、凝固等过程中各球蛋白组分之间、蛋白与脂肪球

之间的相互作用和蛋白粒子形成过程，并指出了豆

奶体系中蛋白、脂肪产生凝固的机制（AB7 >6E F67
#$$:）;.?+<。然而，大豆乳清蛋白作为豆奶中的重要成

分，其热稳定性及其在豆奶加工过程中是否参与蛋

白粒子的形成，以及进一步对豆奶制品性质的影响

等尚未见报道。本文研究了大豆乳清蛋白在豆奶体

系中的热稳定性，并进一步研究了豆奶加工过程中

大豆乳清蛋白与大豆球蛋白的相互作用。

& 材料与方法

&’& 大豆乳清蛋白的制备

市售普通大豆用去离子水（豆水质量比为 %G*）

在 .H下浸泡 %:I 后加 + 倍水磨浆，用脱脂棉过滤除

渣 后 得 到 生 豆 奶 。 调 生 豆 奶 的 89 到 .&: 后 离 心

（#$$$J1，%$K56）得到上清液，调上清液的 89 到 /&$，

然后将其在 .H下透析 #.I 后冷冻干燥，得到大豆乳

清蛋白粉。

&’! 生豆奶超滤液的制备

生豆奶用实验用膜分离装置（上海亚东核级树

脂有限公司）进行超滤，使用截流量为 %$$$$=> 的超

滤膜，得到的滤过液即为生豆奶超滤液。

&’( 豆奶中蛋白含量的测定

LM>EN7ME 法;-<。

&’) *+*,聚丙烯酰胺凝胶电泳-*+*,./012
参照 O>CKKO5P%,-$Q法 ;/<进行 "=")R(AS 分析，
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凝胶浓度为 !"#$!%#，交联度为 "&’#。

%&’ 凝胶过滤

将大豆乳清蛋白粉溶于 ()* 生豆奶超滤液中，

使得该溶液的蛋白浓度为 ()+ , )*。将该溶液在沸水

中保持 ()-.，冷却后离心（/0001+，!0)-.）得到的上

清液用 23456789: 2;/00（"’ , !00）进行凝胶过滤层

析，流速为 /&()* , ’)-.。洗脱液中含有 0&%)<: , * 的

氯化钠，4=>&"( 的 0&!)<: , * 磷酸盐标准缓冲液。洗

脱液中的蛋白用 =?;/ 紫外检测仪在 "@0.) 检测。

%&# 大豆球蛋白和大豆乳清蛋白对 () 变化的敏感

性分析

将大豆乳清蛋白溶于 >)* 生豆奶超滤液中，使

得溶液的浓度为 /)+ , )*，将该溶液在沸水中保持

()-.，冷却后分别调溶液的 4= 到 ’&(，’&0，(&(，(&0，

%&(，%&0，离心（!@001+，!0)-.）后采用考马斯亮蓝 A;
"(0 法测定上清液中的蛋白含量。

生豆奶调 4= 到 %&( 后离心（"0001+，"0)-.）得到

沉淀，将沉淀用去离子水水洗两次，添加少量去离子

水后用 !)<: , * B6C= 调 4= 到 @&0，该溶液在 %D下透

析 "%5 后用生豆奶超滤液调配蛋白浓度为 /)+ ,)*，

得到无乳清蛋白生豆奶。取 >)* 该溶液加热 ()-. 后

调 4=，测定溶液中蛋白对 4= 变化的敏感性。

将大豆乳清蛋白溶于 >)*、/)+ , )* 的无乳清蛋

白豆奶溶液中，使得乳清蛋白的浓度也为 /)+ , )*，

然后用同上的方法调 4=，测定溶液中蛋白对 4= 变

化的敏感性。

敏感性为上清液中的蛋白含量占总蛋白含量的

百分比，即：

蛋白百分比（#）E 上清液中的蛋白含量
原溶液中总的蛋白含量

1!00#

! 结果与讨论

!&% 大豆乳清蛋白的组成成分

大豆乳清蛋白在大豆子实蛋白中占 (#$!0#，

是大豆蛋白的重要组成部分。按照 F<8+3 G& H6+.38

等（"00"）的方法将大豆乳清蛋白从大豆子实中分离

出来IJK。结果用 2?2;LMAN 分析，如图 ! 所示。

从图中可以看出，大豆乳清蛋白主要由脂肪氧

化酶（!0"000 ?6）、!;淀粉酶（’!>00 ?6）、凝集素

（//000 ?6）和胰蛋白酶抑制剂（"0000 ?6）组成。其

中，脂肪氧化酶所占的比例最高。

!&! 大豆乳清蛋白的热稳定性分析

大豆乳清蛋白的溶解性很好，而它的热稳定性

较差，如图 " 所示。乳清蛋白在豆奶超滤液中和水中

都能充分快速溶解（管 " 和管 (），形成透明溶液。乳

清蛋白溶于豆奶超滤液后加热可形成混浊溶液，但

不会沉淀，当调其 4= 到 %&( 后便会出现沉淀现象，

说明加热变性后的乳清蛋白对 4= 变化是非常敏感

的（管 /）。乳清蛋白在水中加热后会出现沉淀现象

（管 ’）。

生豆奶超滤液是一种豆奶体系，它含有与生豆

奶相同的离子强度、4= 等，这样的体系使得乳清蛋

白加热后并不沉淀。而在水中的结果就完全不同了。

!&* 大豆乳清蛋白热凝聚分析

图 " 中已经发现，乳清蛋白在生豆奶超滤液中

加热后会形成混浊溶液，但不会沉淀。为了进一步明

确乳清蛋白加热后的变化情况，将生乳清蛋白溶液

和熟乳清蛋白溶液 分 别 进 行 23456789: 2;/00 凝 胶

过滤，洗脱液为 4=>&"(、0&!)<: , * 的磷酸盐缓冲液，

结果如图 / 所示。

6 图和 O 图是生乳清蛋白和熟乳清蛋白分别进

行 23456789: 2;/00 凝胶过滤的图谱。结果发现，生

乳清的图谱中在 @5 后才出现第一个峰，且峰很小，

加热后的乳清在第 %5 后就会出现一个较大的峰。说

明乳清蛋白中的组分在生豆奶超滤液中加热后会形

成较大的凝聚物。

将图 /O 的第一个峰收集起来后经过透析脱盐、

冻干，然后进行电泳分析，结果如图 % 所示，发现该

凝聚物中为乳清蛋白的各组成成分。

在大豆乳清蛋白中，脂肪氧化酶的含量很高，它

是一种非血红素铁蛋白，铁离子处于酶分子的内部，

而其他组分的分子结构中均含有二硫键或巯基。热

泳道 !，)68P38；泳道 "，豆粉；泳道 /，无乳清蛋白豆粉；泳

道 %，乳清蛋白

@’000

%%000

"%000

!%000

脂肪氧化酶

!;淀粉酶

凝集素

胰蛋白酶抑制剂

! " / %
图 ! 豆粉和乳清蛋白的 2?2;LMAN 电泳图谱

! " / % ( ’
图 " 加热对乳清蛋白稳定性的影响

管 !，豆奶超滤液；管 "，乳清蛋白溶于超滤液后的溶液；

管 / ，" 号管在沸水中保持 ()-.；管 %，/ 号管冷却后调

4=%&(；管 (，乳清蛋白溶于水后的溶液；管 ’，( 号管在沸

水中保持 ()-.
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处理使酶类的四级结构发生变化，使酶失活，同时，

蛋白的疏水性增加。这些因素可能诱使大豆乳清蛋

白的各组分在加热过程中相互交联，形成较大的蛋

白凝聚物。

!%& 大 豆 乳 清 蛋 白 和 大 豆 球 蛋 白 对 ’( 变 化 的 敏

感性

研究发现，在制备大豆蛋白的过程中，脂肪氧化

酶能够引起大豆蛋白化学结构上发生变化!"#$。大豆乳

清蛋白是豆奶蛋白中的一部分，而豆奶中主要的蛋

白是大豆球蛋白。图 % 和图 & 的结果中显示，大豆乳

清 蛋 白 在 生 豆 奶 超 滤 液 中 加 热 后 会 发 生 热 凝 聚 现

象，而生豆奶中的球蛋白在豆奶加热过程中就有可

能参与到这种热凝聚现象中。

大豆乳清蛋白在生豆奶超滤液中加热，冷却后

调溶液的 ’( 到 )*+，便会发生沉淀现象，说明热变性

后的乳清蛋白溶液对 ’( 变化是比较敏感的。

图 + 是热处理后的大豆乳清蛋白溶液和无乳清

蛋白豆奶溶液对 ’( 变化的反应。从该图可以看出，

大豆乳清蛋白溶液中的蛋白含量随 ’( 的下降而逐

渐下降，而大豆球蛋白溶液在 ’(,*# 以前蛋白含量

并不发生变化，当 ’( 从 ,*# 到 +*+ 时，蛋白含量急剧

下降。

当调 ’( 到 ,*# 时，热处理后的大豆球蛋白并不

会沉淀，而乳清蛋白在 ’(,*# 会沉淀。将大豆乳清蛋

白和无乳清蛋白生豆奶混合后加热，冷却后测定该

溶液对 ’( 变化的敏感性，发现在 ’(,*# 时有蛋白沉

淀出来。

对离心得到的沉淀进行电泳分析，如图 , 所示。

发现沉淀中出现了多种组分，有脂肪氧化酶、!-淀粉

酶、凝集素；也有 ".、" 和 ! 亚基和酸性亚基 /，碱性

亚基 0。而在上清液中也仍然存在着各蛋白组分。

无乳清蛋白豆奶加热后在 ’(,*# 时并不沉淀，

图 & 生乳清蛋白溶液和熟乳清蛋白溶液的

12’345678 1-&## 凝胶过滤层析图

49生乳清蛋白；:9熟乳清蛋白
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图 ) 豆粉和乳清蛋白的 1>1-?/@A 电泳图谱

泳道 "，B46C26；泳道 %，豆粉；泳道 &，无乳清蛋白豆粉；泳

道 )，乳清蛋白；泳道 +，图 &: 的峰 "

" % & ) +
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图 + 热处理后的大豆乳清蛋白溶液和无乳清蛋白豆

奶及其二者的混合溶液对于 ’( 变化的敏感性

图 , 大豆球蛋白和大豆乳清蛋白混合加热后调

’( 到 ,*# 离心得到的沉淀和上清液的电泳图谱

泳道 "，B46C26；泳道 %，豆粉；泳道 &，无乳清蛋

白豆粉；泳道 )，乳 清 蛋 白 ；泳 道 +，调 ’( 到 ,*# 后

离心得到的沉淀部分；泳道 ,，调 ’( 到 ,*# 后离心

得到的上清部分
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（弹性、流动性、柔韧性等），使其对由冰晶引起的机

械损伤的抵抗能力增强，即使细胞膜的通透性降低，

使内容物的露出量降低，保持膜的完整性，提高细胞

的存活率!"#。

% 结论

在双歧杆菌的培养液中添加不同量的吐温$%&，

经 过 ’"( 的 液 氮 冷 冻 处 理 后 ， 测 定 细 胞 漏 出 液 中

)*+ 的漏出量，结果表明吐温$%& 可显著降低细胞

培养液中的 )*+ 的漏出率，说明其对双歧杆菌细胞

膜有一定保护作用，且不同的吐温$%& 添加量之间差

异显著，尤其吐温$%& 的添加量为 &,&’-.时，对双歧

杆菌在液氮冷冻处理后有极为显著的保护作用。这

将为菌种的冷冻保护及其保藏开辟一条新的途径。
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当将大豆乳清蛋白和无乳清蛋白豆奶混合加热，冷

却后调 =+ 到 R,&，离心后在沉淀中发现了大豆球蛋

白。说明加热使大豆乳清蛋白和大豆球蛋白之间发

生了相互作用，导致了大豆球蛋白和大豆乳清蛋白

一块沉淀下来。大豆乳清蛋白与大豆球蛋白的相互

作用机理目前还不明确，需要进一步研究。

% 结论

大豆乳清蛋白具有热不稳定性，豆奶超滤液加

热后会发生凝聚现象，形成较大的蛋白凝聚物。通过

比较大豆乳清蛋白溶液和无乳清蛋白豆奶对 =+ 变

化的敏感性发现，大豆乳清蛋白和大豆球蛋白在加

热过程中发生相互作用。因此，大豆乳清蛋白会影响

到豆奶以及大豆加工制品的性质，如豆奶的稳定性，

豆奶粉的溶解性等，这些都还需要进一步的研究。
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