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高压处理对大米蛋白溶解性及
分子结构特征的影响
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　　摘要：研究了在 pH 值均为 8.0 的两种溶剂(溶剂 A：氢氧化钠溶液，溶剂 B：6 mol/L 尿

素＋1%巯基乙醇(ME)水溶液)条件下，1 00~500 MPa、1 0~30 min 的高压处理对热变性大米

蛋白溶解性和分子特征的影响。结果表明，溶剂 B 条件下，高压处理可以显著提高大米蛋白

的溶解性能，其中 1 00 MPa 处理 20 min 时，效果最明显，蛋白质溶解性由常压时的 6.89%增

加到 1 8.1 3%；而相同压力条件下，溶剂 A 中蛋白质溶解性仅由常压时的 4.37%增加到

9.60%。十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分析表明：高压处理前、后，溶剂

A 条件下可溶性蛋白的亚基组成基本相同，沉淀部分也有类似现象；溶剂 B 条件下，可溶性蛋

白的分子亚基比例变化明显。通过扫描电子显微镜(SEM)观察到，高压处理可以改变热变性

大米蛋白颗粒的表面结构和聚集状态。
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1　引　言

　　液态静高压处理具有传压速度快、压力均匀、处理与控制过程较为方便等特点，多年来在天然蛋白

质结构[1-3]、食品加工及灭菌方法研究中应用广泛，相应的工业规模设备也日趋成熟[4-5]。大量研究表

明：高压处理可以改变蛋白质的高级结构，进而影响其溶解性、发泡性等功能特性[6-7]，在某些压力条件

下还会影响蛋白质中─S─S─的存在状态，如发生断裂或重排等[8-1 1]。高压处理的效果与蛋白质溶液

浓度、pH 值、溶剂成分等密切相关，并且经高压处理的蛋白质在常压下重新折叠时，只有极少部分恢复

原来的状态[12]。因此，经高压处理后，蛋白质的酶解特性或酶解模式将发生一定的变化，例如：β-乳球

蛋白(β-Lg)在常压下可以抵抗胃蛋白酶水解，但是经 200 MPa 以上高压处理后就易被该酶水解[1 3-14]；
卵清蛋白[1 5-1 6]和大豆乳清蛋白[1 7]经不同高压处理后将被胃蛋白酶、胰蛋白酶水解，与未经高压处理情

况明显不同。

　　在以大米为原料的淀粉糖和有机酸发酵工业生产过程中，会产生大量的副产品———大米蛋白(其蛋

白质含量在 45%以上)。以我国为例，每年约有 1 00 万吨大米蛋白产生。由于大米蛋白经历了高温处

理，因而其在水中的溶解性很差。很多科研人员尝试通过酶改性方法，改善大米蛋白的溶解、乳化和发

泡性能，但到目前为止未取得令人满意的效果。常规的酶解方法只能使这种热变性大米蛋白部分(约

50%)溶解，与其它蛋白质的酶解情况大不一样，其原因尚不清楚。有关这类米蛋白分子组成及结构特

征的研究，仅见少量报道[18-1 9]。
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　　本工作基于高压对蛋白质结构的影响特点，提出结合高压手段研究大米蛋白酶解规律的新思路，研
究不同高压处理条件下大米蛋白的溶解性能及其分子结构的特征变化，为今后大米蛋白酶解规律研究

提供必要的理论和技术基础。

2　材料与方法

2.1　实验材料与试剂

　　大米分离蛋白(其中粗蛋白含量为 7 5.6%)由汉科生物工程公司的大米蛋白粉精制而成；5，5′-二硫

代双(2-硝基苯甲酸)(DTNB)、三羟甲基甲烷(Tris)、十二烷基硫酸钠(SDS)、β-巯基乙醇(β-ME)均由

Sigma 公司生产；N，N，N′，N′-四甲基乙二胺(TEMED)、考马斯亮蓝 R250 由 FLUKA 公司生产，丙烯

酰胺(Acr)及 N，N′-亚甲基双丙烯酰胺(Bis)产自 Amresco 公司；低分子量标准蛋白(Mr.14400-97400)
由上海生物化学研究所监制。

2.2　实验仪器与设备

　　实验所用仪器和设备包括：UHP900 × 2-Z 超高压处理装置(包头文天科技有限责任公司)、

DYY-7C 型电泳仪、DYCZ-24DN 型电泳槽(北京六一仪器厂)、JSM-6490LV 扫描电子显微镜(日本电

子公司)、UV 8100 B 紫外-可见分光光度计(北京 LabTech 仪器有限公司)。

2.3　实验方法

2.3.1　高压处理方法

　　分别采用 pH 值均为 8.0 的溶剂 A(NaOH 水溶液)和溶剂 B(6 mol/L 尿素＋1%(体积分数)β-ME
的水溶液)，配制浓度为 50 g/L 的大米蛋白液各 50 mL，装入双层聚乙烯塑料袋中，抽真空密封，得到两

种大米蛋白液(样品 A 和样品 B)。将两种大米蛋白液样品置于压力内腔中，控制腔内油温为 40 ℃，分
别采用不同压力(100~500 MPa，以 1 00 MPa 为间隔)和时间(10、20 和 30 min)处理样品。

2.3.2　蛋白含量及溶解性的测定

　　取 1 0 mL 大米蛋白液离心(1 500 r/min，10 min)，取出上清液，测上清液体积，并采用双缩脲法测定

上清液中蛋白质的含量，其与蛋白液中总蛋白含量的比值即为大米蛋白的溶解性。

2.3.3　─SH 含量的测定

　　采用改进的 Ellman 法[20]，测量─SH 含量。

2.3.4　十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分析

　　采用 Leamina 电泳系统[21]，进行 SDS-PAGE 分析。其中，对不溶性的蛋白质沉淀物先用 pH 值为

1 2 的 NaOH 溶液溶解，在 30 ℃水浴中保温 0.5 h，再用还原性样品缓冲液处理。电泳条件：浓缩胶浓度

为 5%，分离胶浓度为 1 2%；稳压电泳；初始电压为 80 V，当电泳前沿进入分离胶时改用 1 1 0 V。采用低

分子量的标准蛋白(Mr.14400-97400)，电泳结束后用考马斯亮蓝 R250 染色。电泳结果用 BandScan 软

件处理。

2.3.5　扫描电镜（SEM）分析

　　将经高压及未经高压处理的大米蛋白液干燥，经离子溅射喷金后，进行 SEM分析。

3　结果与讨论

3.1　不同压力条件对大米蛋白溶解性的影响

　　两种大米蛋白液(样品 A 和样品 B)经不同高压条件处理后的溶解性能测定结果如图 1 所示。可以

看出：在常压条件下，溶剂 A 只能使 4.37%的大米蛋白溶解，而溶剂 B 则可溶解 6.89%的大米蛋白，比
溶剂 A 提高 50%以上，说明溶剂 B 中的β-ME 和尿素改变了热变性大米蛋白的结构，可能涉及蛋白质

─S─S─的断裂及其网络结构的破坏。与常压条件相比，经高压处理后的两种大米蛋白液，其大米蛋

白溶解性能均有提高，且溶剂 B 中高压处理的增溶效果显著，例如：经 1 00 MPa 处理 20 min 后，溶剂 B
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中的蛋白溶解性由常压时的 6.89%增加到 1 8.1 3%；而溶剂 A 中蛋白质溶解性增加相对较少，由常压

时的 4.37%增加到 9.60%，说明高压处理改善蛋白质溶解性的效果与蛋白质所在溶液的性质有关，与
文献[11]中的报道一致。其原因可能是，在溶剂 B 条件下，大米蛋白更易伸展，─S─S─暴露更多，从
而对高压处理更敏感，另外其间也许还发生二硫键的断裂、被β-ME 还原等。

　　从图 1 还可以看出，在保压时间相同的条件下，提高压力并未使蛋白质的溶解性能持续增加，例如：
保压 20 min 时，100 MPa 处理的两种样品的蛋白质溶解性最大，增加压力后，蛋白溶解性呈先下降后上

升的趋势，其间可能发生二硫键存在状态的变化以及蛋白质颗粒的聚集、解聚现象，影响蛋白质的溶解

性能。样品 A 上清液中游离─SH 含量的测定结果(见表 1，其中因溶剂 B 中含有β-ME，因此未测定样

品 B 中游离─SH 的含量)也支持这种推断。另外，在相同压力条件下，保压时间对大米蛋白溶解性能

的影响也未呈现单调增加的趋势。在对小麦面筋蛋白[8]、大豆球蛋白[7，9，1 2]及β-乳球蛋白[1 7]的研究中，
也出现类似现象。相关机制有待于进一步研究。

图 1　不同压力条件下大米蛋白的溶解性比较

Fig.1　Solubility of rice protein under different pressure conditions

表 1　不同压力处理后可溶性蛋白中游离─SH 的含量

Table 1　Free ─SH contents in soluble protein after different high-pressure processing

Pressure/(MPa) ─SH content/(μmol/g) Pressure/(MPa) ─SH content/(μmol/g)

0.1 3.95 300 4.78

100 5.34 400 4.85

200 3.89 500 4.5 9

3.2　SDS-PAGE 图谱

　　对经不同高压条件处理的样品 A，用 SDS-PAGE 分析可溶性和不溶性(离心后的沉淀部分)蛋白质

的亚基组成，结果如图 2、图 3 所示。

图 2　溶剂 A中可溶性大米蛋白的 SDS-PAGE图谱

Fig.2　SDS-PAGE of soluble protein in solvent A

图 3　溶剂 A中沉淀部分大米蛋白的 SDS-PAGE图谱

Fig.3　SDS-PAGE of insoluble protein in solvent A

116　第 4 期　　　　　　　　　王章存等：高压处理对大米蛋白溶解性及分子结构特征的影响



　　从图 2 可以看出，高压处理后样品 A 可溶性部分的蛋白质亚基组成基本相同，包括含量较高的

1 2 kDa、33 kDa 以及含量较低的 2 1 kDa、1 6 kDa、10 kDa、23 kDa 和 5 7 kDa，与未经高压处理样品相比，
未显示明显差异。由 BandScan 软件分析(见表 2)可知，对于不同压力处理的样品，其相同分子质量亚

基的相对含量明显不同，且变化趋势与图 1 中的结果吻合，反映了不同压力条件影响蛋白溶解性能的

效果。

　　图 3 显示出样品 A 中不溶性沉淀物的 SDS-PAGE 分析结果。从图 3 中至少可以分辨出 7 条清晰

的谱带，按照谱带的相对密度大小，依次为 1 0~12 kDa、14 kDa、35 kDa、22 kDa、26 kDa、1 7 kDa、50 kDa，
并且经高压处理与未经高压处理样品的亚基组成没有明显差异，只是亚基含量有所不同(BandScan 软

件分析，表 2 中未显示)，表明高压处理并没有改变蛋白质的亚基成分，但可能改变其聚集状态，从而影

响大米蛋白的溶解性能。
表 2　不同压力处理后样品 A 中不同亚基含量所占比例

Table 2　The proportion of subunit content in sample A after different high-pressure processing

Row
Proportion/(%)

0.1 MPa 100 MPa 200 MPa 300 MPa 400 MPa 500 MPa

1 2 5.3 28.8 3 1.4 34.8 25.6 24.9

2 2.9 1.4 1.5 1.4 1.8 2.1

3 2 1.8 1 9.9 2 1.3 22.3 32.0 25.0

4 6.6 3.2 1.2 2.1 3.4 2.4

5 1 2.9 10.9 8.5 8.0 1 2.1 9.7

6 3.3 2.0 1.6 2.1 4.7 4.1

7 14.6 14.7 25.3 1 8.1 1 6.8 1 6.6

8 1.2 1.2 1.3 2.5 2.5 3.6

9 1 1.4 1 7.9 8.0 8.7 1.1 1 1.6

　　为了得到蛋白质完整分子的电泳图谱，反复用非还原性样品溶解液(即不含β-ME)处理样品 A 中

的可溶性和不溶性大米蛋白，进行 SDS-PAGE 分析。然而由于蛋白质样品不溶，甚至无法进入电泳的

浓缩胶或分离胶，因此无法获得满意的结果。图 3 显示，即使是采用β-ME 处理过的样品，仍有部分滞

留在浓缩胶顶端。因此，对高压处理前、后大米蛋白的分子结构及组成变化，有待于用其它方法进一步

研究。

图 4　溶剂 B 中可溶性大米蛋白的 SDS-PAGE 图谱

Fig.4　SDS-PAGE of soluble protein in solvent B

　　溶剂 B(pH 值 8.0，6 mol/L 尿素＋1%的

β-ME 水溶液)中含有蛋白质的变性剂。高压

处理后，样品 B 中可溶性蛋白的 SDS-PAGE 分

析结果如图 4 所示。可以看出，高压处理后的

谱带颜色普遍加深，而未经高压处理样品的颜

色较浅，二者间的差异远比样品 A 的差异大，
该现象与图 1 中的溶解性能测定结果一致。

　　与样品 A 相比，样品 B 经高压处理后的电

泳谱带较模糊，即此时亚基大小较连续，表明主

谱带间有新的亚基分子存在。这可能是由于溶

剂 B 中的尿素和β-ME 与高压处理产生协同作

用，有效改变大米蛋白的分子结构或存在状态，
影响其溶解性能[1 3]。

　　另外，采用 BandScan 软件分析不同压力处理后各样品中不同亚基的相对含量时发现：随着压力的
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增加，小分子亚基的比例发生变化，如 500 MPa 处理后(泳道 5)，可溶性小分子亚基的比例明显提高，尤
其是 1 0 kDa 以下的亚基，表明在溶剂 B 条件下高压处理会导致大米蛋白分子的进一步解聚，影响蛋白

质的分子结构；但是，500 MPa 处理后的蛋白质溶解性却不如 1 00 MPa 的高，进一步表明，大米蛋白的

溶解性能与其分子大小并不呈对应关系[1 9]。大米蛋白这种结构的改变可能有利于其酶解，从而为高压

处理后大米蛋白的酶解研究提供重要依据。

3.3　SEM分析

　　高压对蛋白质的颗粒大小、形状和聚集状态有一定影响。图 5 为不同压力处理 20 min 后大米蛋白

的 SEM图像。可以看出：常压(0.1 MPa)下，大米蛋白表面呈连续的片层结构；100 MPa 处理后，表面

变得疏松，且片层结构的连续性有所减弱；200 MPa 时，表面紧密性又有所增强；压力继续增大(300~
500 MPa)时，大米蛋白表面开始出现球状小颗粒。这些形态的变化可能与高压时二硫键的断开与重建

有一定关系，而与其在水中溶解性能的变化关系尚无法直接推断。不过可以想象，这些形态不一的蛋白

质在酶水解时可能表现出不同的特点，这正是我们将要进一步研究的内容。

图 5　不同压力处理的大米蛋白 SEM图像

Fig.5　SEM images of rice protein treated under different pressures

4　结　论

　　(1)热变性大米蛋白在 pH 值均为 8.0 的 NaOH 溶液(溶剂 A)和含有尿素、β-ME 的水溶液(溶剂

B)中的溶解性能明显不同，并且经高压处理后大米蛋白在两种溶剂中的溶解性差异更大，表明高压改

善大米蛋白溶解性能的效果与溶解成分有很大关系，尿素、β-ME 与高压处理有一定的协同作用。在相

同保压时间条件下，并非压力越高大米蛋白的溶解性越好，压力为 1 00 MPa 时，溶解效果最明显。

　　(2)SDS-PAGE 分析表明：当溶剂为 NaOH 溶液(pH 值为 8.0)时，在经高压处理与未经高压处理

的大米蛋白可溶性部分中，含有相同的蛋白亚基组成，但亚基含量比例不同，二者的不溶性沉淀物中也

有类似现象；当溶剂为含有尿素、β-ME 的水溶液(pH 值为 8.0)时，大米蛋白经高压处理后可溶性部分

中小分子亚基的比例发生明显变化，表明此时的大米蛋白分子对高压处理更敏感。通过 SEM 观察发

现，高压处理可以改变大米蛋白颗粒的表面结构和聚集状态。

　　研究结果对借助高压处理研究热变性大米蛋白的酶解规律提供了一定的理论和技术基础。
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Effects of High Hydrostatic Pressure on the Solubility
and Molecular Structure of Rice Protein

WANG Zhang-Cun，TIAN Wei-Huan，CUI Sheng-Wen，ZHAO Xue-Wei，
ZHENG Jian-Qiang，LI Chang-Wen，YUAN Dao-Qiang

(School of Food and Biological Engineering，Zhengzhou University
of Light Industry，Zhengzhou 450002，China)

Abstract：The effects of high hydrostatic pressure (HHP)treatment at 1 00-500 MPa for 1 0-30 min on
the solubility and molecular structure characteristics of thermal denatured rice protein dissolved in sol-
vent A (water solution，pH 8.0)and solvent B (containing 6 mol/L urea and 1% mercaptoethanol，pH
8.0)were researched.The results showed that the solubility of rice protein in solvent B was notably
improved after HHP treatment，especially at 1 00 MPa for 20 min，which was from 6.89% at 0.1 MPa
up to 1 8.1 3%，while in solvent A，it was from 4.37% to 9.60% at the same pressure condition.SDS-
PAGE analysis showed that the subunit composition of soluble protein treated under HHP in solvent
A had few differences from that of untreated.The similar phenomena could be seen in insoluble pro-
tein.However in solvent B，the relative contents of the subunits in soluble changed obviously.The ob-
servation of SEM (Scanning Electron Microscope)showed that the surface structure and aggregation
state of rice protein could be changed by HHP treatment.
Key words：high pressure；rice protein；solubility；molecular structure；electrophoresis
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