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冷等离子体介导豌豆分离蛋白淀粉样纤维状
聚集及对其乳化性和起泡性的影响

刘俊祥，汤盼盼，刘志伟*

（湖南农业大学食品科学技术学院，湖南长沙 410128）

摘　要：本研究评估了冷等离子体（Cold plasma，CP）处理相较于传统酸热法促进豌豆分离蛋白（Pea protein
isolate，PPI）淀粉样纤维形成的潜力，同时测定了 PPI淀粉样纤维的 ThT荧光强度、微观结构、分子结构、粒径

分布、Zeta电位、表面疏水性、表面游离巯基、游离巯基、总巯基和二硫键含量、乳化性及起泡性等指标的变化

情况。结果表明，CP可显著促进 PPI淀粉样纤维的形成。与传统酸热法形成的 PPI淀粉样纤维（A-PF）相比，

CP介导形成的 PPI淀粉样纤维（CP-PF）表现出更高的 ThT荧光强度和 β-折叠相对含量，和更短的形成成熟纤维

时间。加热 60 min，与 A-PF（219.84 nm）相比，CP-PF可形成更长的淀粉样纤维（961.35 nm）。疏水性、游离

巯基和二硫键分析结果表明，疏水相互作用力和二硫键是驱动 β-折叠结构自组装和有序堆叠形成 CP-PF的主要驱

动力。此外，纤维化显著改善了 PPI的功能特性，A-PF和 CP-PF的乳化性和起泡性显著提高。与 A-PF相比，CP-
PF表现出更优的乳化性（提升 9.1%）和起泡性（提升 6.8%）。本研究证实 CP是一种有效促进蛋白淀粉样纤维

化，并改善其功能性的技术手段。
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Effect of Cold Plasma-mediated Amyloid Fibrous Aggregation on the
Emulsification and Foaming Properties of Pea Protein Isolate
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Abstract：The potential  of  cold plasma (CP) treatment  to  promote the  formation of  amyloid fibrils  of  pea protein  isolate
(PPI) was evaluated relative to acidic heat fibrillation condition. The changes of ThT fluorescence intensity, microstructure,
molecular  structure,  particle  size  distribution,  Zeta  potential,  surface  hydrophobicity,  surface  free  sulfhydryl,  free
sulfhydryl, total sulfhydryl, and disulfide bonds content, emulsifying activity and foaming capacity of PPI amyloid fibrils
were determined. Results indicated that the formation of PPI amyloid fibrils was significantly accelerated by CP treatment.
Compared to acidic heat-induced PPI amyloid fibrils (A-PF), CP-mediated fibrils (CP-PF) showed higher ThT fluorescence
intensity,  relative  content  of  β-fold,  and  shorter  maturation  time.  After  60  min  of  heating,  CP-PF  formed  longer  fibrils
(961.35  nm)  than  A-PF  (219.84  nm).  Hydrophobicity,  free  sulfhydryl  groups,  and  disulfide  bond  analyses  revealed  that
hydrophobic interactions and disulfide bonds were the primary driving forces for the self-assembly and ordered stacking of
β-sheet structures during fibrillation process. Furthermore, fibrillization markedly improved the functional properties of PPI.
The emulsifying activity and foaming capacity of A-PF and CP-PF were significantly enhancing. Notably, CP-PF exhibited  
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superior  emulsifying  (improved  by  9.1%)  and  foaming  properties  (improved  by  6.8%)  compared  to  A-PF.  This  study
demonstrated  that  CP  was  an  effective  technique  for  promoting  PPI  amyloid  fibril  formation  and  improving  its
functionality.

Key words：cold plasma；pea protein isolate；amyloid fibrils；emulsification properties；foaming properties

近年来，植物蛋白因经济和可持续等优点而备

受关注[1]。其中豌豆分离蛋白高营养价值、来源广泛

以及低致敏性等优势，在食品加工中的应用日益增

加 [2−3]。PPI主要由球蛋白（65%~80%）和清蛋白

（10%~20%）构成。其中，清蛋白（5~80 kDa，2S）为水

溶性蛋白[4]。而球蛋白属于盐溶性蛋白，依据沉降系

数可分为 legumin（11S）、vicilin（7S）和 convicilin[5]。
PPI作为一种氨基酸组成均衡的优质蛋白质，富含赖

氨酸，此外，PPI是生物活性肽的重要来源[6−8]。除了

营养价值外，PPI还表现出良好的功能特性，如乳化

性、起泡性和凝胶性等[4]。然而，PPI紧密结构导致

其表面电荷密度较低、分子尺寸较大且柔性不足，从

而限制了 PPI的功能性[9]。因此，对 PPI改性以改善

其功能性和加工性十分必要。

食源性蛋白淀粉样纤维是由食品蛋白质在酸性

（pH2~3）、高温（80~90 ℃）和低离子浓度下获得的一

种富含交叉 β-折叠的蛋白聚集体[10−11]。蛋白淀粉样

纤维具有极高的纵横比、良好的分子柔性和丰富的

表面功能基团，从而展现出卓越的功能特性[10]。米糠

蛋白[12]、大豆蛋白[13]、蚕豆蛋白[14] 等食品蛋白在淀

粉样纤维化后功能特性得到显著提升。因此蛋白淀

粉样纤维化被认为是一种提升食源蛋白质功能性的

新方法。已有报道显示，酸热加工能够使 PPI具有

形成淀粉样纤维的潜能，如 Zhang等[15] 研究发现，

PPI在 pH2.0、80 ℃ 条件下加热 78 h能形成大量蠕

虫状形态和少量线状的纤维聚集体。Liu等[16] 发现，

PPI在蛋白含量 1.5%、pH2.0、85 ℃ 加热 24 h能形

成丝状淀粉样纤维。因此，应用 PPI制备淀粉样纤

维具有可行性。虽然已有相关研究报道 PPI在酸热

环境下会出现纤维化聚集行为，但传统热酸法制备蛋

白淀粉样纤维需要极端酸性条件和较长水解时间，会

阻碍蛋白淀粉样纤维的形成并限制其实际应用。此

外，蛋白淀粉样纤维转化率与其分子结构密切相关。

天然植物蛋白致密的球状结构和较低的溶解性，限制

其在纤维化初始阶段的酸性水解过程，从而导致淀粉

样纤维转化效率和转化率偏低[17−18]。研究表明，通过

化学[19]、生物[20] 或物理修饰可显著提升蛋白的淀粉

样纤维转化效率[21]。其中，物理修饰方法因其环境友

好性、无化学残留和高处理效率等优点而备受关

注。Tong等[13] 研究发现，超声预处理使大豆蛋白的

疏水区域暴露，从而促进大豆蛋白淀粉样纤维的形

成。Liu等[22] 研究发现，低频磁场预处理能使豌豆球

蛋白结构展开，从而促进豌豆球蛋白淀粉样纤维的形

成。CP作为一种利用高能活性氧氮粒子修饰基质物

性的手段，因具有绿色、高效等优点，在食品加工领

域，尤其是蛋白改性修饰方面具有良好应用前景[23−25]，

CP使蛋白肽链断开，生成小分子肽，类似于食源性蛋

白酸热成纤过程中酸热水解蛋白的特性[26]，使 CP在

诱导蛋白成纤方面具有巨大潜力。然而，目前相关的

研究仍较为匮乏，亟待深入探索。

因此，本文以 PPI为对象，通过酸热法对比，研

究了 CP介导的淀粉样纤维状聚集，及纤维化对 PPI
乳化性和起泡性的影响。首先，通过 SDS-PAGE、
FTIR和内源荧光光谱分析成纤过程中 PPI的结构

变化；同时，通过 ThT荧光光谱、动态激光散射、

Zeta电位和 TEM检测 PPI淀粉样纤维的形成过程

和形貌变化；另外，通过成纤过程中表面疏水性和二

硫键的变化，分析了 PPI淀粉样纤维自组装驱动力；

最后，研究了纤维状聚集对 PPI乳化性和起泡性的

影响。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

豌豆分离蛋白（98%）　上海颖心实验室设备有

限公司；十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ sodium  dodecyl  sulfate-polyacrylamide  gel  electro-
phoresis，SDS-PAGE）凝胶制备试剂盒、BeyoBlue考
马斯亮蓝超快染色液　上海碧云天生物技术有限公

司；蛋白 Marker　索莱宝科技（中国台湾）；硫黄素

T（ thioflavin  T，ThT）　 Sigma-Aldrich  Co，Ltd（ St.
Louis，MO，USA）；8-苯胺基-1-萘磺酸（8-anilino-1-
naphthalenesulfonic acid，ANS）　阿拉丁化工（上海）

有限公司；盐酸胍、甘氨酸、尿素、乙二胺四乙酸、三

羟甲基氨基甲烷（Tris（hydroxymethyl）  aminome-
than，Tris）　国药集团化学试剂有限公司；5,5-二硫

代 2-硝基苯甲酸　上海瑞永生物科技有限公司；以

上试剂均为分析纯及以上级别。

Wix-multipro 2垂直凝胶电泳装置　韦克斯科

技（北京）有限公司；CTP-2000K等离子体装置　南

京苏曼电子有限公司；TS-300T脱色摇床　杭州米欧

仪器有限公司；ZETASIZER NANO ZS 纳米粒度仪

　英格兰马尔文仪器有限公司 ；Multiskan  Go
Reader酶标仪　芬兰万塔赛默飞世尔科技有限公

司；HJ-6B磁力搅拌器　苏瑞仪器（常州）有限公司；

VORTEX-5旋涡混合器　其林贝尔仪器制造（海门）

有限公司 ； iS50傅里叶变换红外光谱 （Fourier-
transform infrared  spectroscopy，FTIR）仪　日本岛

津；FEI Tecnai G2 12透射电子显微镜（Transmission
electron microscopy，TEM）　美国 FEI；F-7000荧光

分光光度计　日本岛津仪器有限公司；SCIENTZ-
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18N冷冻干燥机　新芝生物科技（宁波）有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   CP处理　参照 Liu等[27] 的方法并稍作修改，

利用介质阻挡放电 （Dielectric  barrier  discharges，
DBD）等离子体发生装置进行 CP处理。将 PPI
（10 mg/mL）溶解于超纯水中，用磁力搅拌 12 h充分

水合后，取 5 mL PPI样品溶液置于石英皿中，CP处

理参数为：40 kV、14 kHz，9 min，CP处理后 PPI样
品于 4 ℃ 保存，所有分析均在 24 h内进行。

 1.2.2   PPI淀粉样纤维的制备　参照 Liu等[28] 的方

法并稍作修改，酸热法制备 PPI淀粉样纤维：将

PPI溶液（10 mg/mL）用 1 mol/L HCl溶液调节 pH
至 2.3，然后在 85 ℃ 的恒温水浴搅拌（100 r/min）加
热，于不同加热时间（0、10、20、30、40、50、60、90、
120、180、300和 540 min）取样后，立即冰水冷却，

于 4 ℃ 保存。酸性加热条件下形成的 PPI淀粉样纤

维命名为 A-PF。将 CP处理后的 PPI溶液在 85 ℃
的恒温水浴搅拌（100 r/min）加热不同时间（0、10、
20、30、40、50、60、90、120、180、300和 540 min）
后取样，立即于冰水中冷却，4 ℃ 保存。CP介导形

成的 PPI淀粉样纤维命名为 CP-PF。

 1.2.3   ThT荧光分析　参照 Tang等 [25] 的方法，将

ThT溶解于磷酸盐缓冲液 （ 10  mmol/L磷酸盐 ，

150 mmol/L NaCl，pH7.0）中，制得 1 mmol/L ThT原

液，用铝箔避光 4 ℃ 保存。将原液用磷酸盐缓冲液

稀释成 50 μmol/L的工作液。取 40 μL样品（10 mg/
mL）与 4 mL ThT工作液混合，室温孵育 20 min，用
microplate reader测定荧光强度，参数为：激发波长

440 nm，发射波长 480 nm，激发和发射狭缝 12 nm。

 1.2.4   TEM测定　PPI淀粉样纤维样品用去离子水

稀释至 0.1 mg/mL，将样品溶液置于铜网板，用醋酸

铀酰负染，并在 100 kV下进行 TEM观察 PPI淀粉

样纤维样品的微观形貌。使用 Fiji imagej进行图像

处理，分析 PPI淀粉样纤维长度。

 1.2.5   SDS-PAGE　参照 Liu等[29] 的方法并稍作修

改，采用 5%浓缩胶和 10%分离胶制备 SDS-PAGE
凝胶。将样品用去离子水稀释至 2 mg/mL，稀释后

的样品与还原性上样缓冲液按（1:4，v/v）比例混合

后，90 ℃ 金属浴加热 10 min。蛋白 Marker和样品

分别上样 6 μL和 10 μL，在 75 V恒压下电泳 3 h，电
泳后用超快染色液染色 30  min，再用脱色液（乙

酸:乙醇:蒸馏水=1:2:7，v/v）脱色，直到条带清晰。

 1.2.6   FTIR测定　将冻干后的样品（30 mg）粉碎，

与 3.0 g干燥的溴化钾（重量 1.0%）混合，压缩成薄片

进行分析。光谱扫描范围为 400~4000 cm−1，分辨率

为 4 cm−1，扫描次数为 5次。

 1.2.7   粒径分布和 Zeta电位的测定　用纳米粒度仪

测定 PPI样品（用去离子水稀释至 1 mg/mL）的粒径

分布和 Zeta电位，蛋白质折射率为 1.45，连续相折射

率为 1.33。

 1.2.8   表面疏水性测定　用 ANS荧光探针测定

PPI在淀粉样纤维形成过程中表面疏水性的变化。

样品用去离子水稀释至 1 mg/mL。1 mL样品中加

入 8 μL ANS溶液（5 mmol/L，0.1 mol/L磷酸盐缓冲

液，pH7）。混合均匀，暗处反应 30 min。测定参数

为：激发波长 380 nm（狭缝宽度=2.5 nm），发射波长

400~600 nm（狭缝宽度=5 nm）。

 1.2.9   表面游离巯基、游离巯基、总巯基和二硫键的

测定　参照 Tang等[25] 的方法并作修改，测定 PPI
样品在纤维形成过程中表面游离巯基、游离巯基以

及总巯基（包括二硫键）和二硫键的动态转换。表面

游离巯基：样品（0.5 mL）与 2 mL Tris-glycine缓冲溶

液 （ 86  mmol/L  Tris， 90  mmol/L甘氨酸 ， 4  mmol/
L EDTA，pH8.0）混合；游离巯基：将样品（0.5 mL）加
入到含有 8 mol/L尿素和 0.5% SDS的 2 mL Tris-
glycine缓冲溶液中；总巯基 （含二硫键）：样品

（0.5 mL）先与 0.025 mL β-巯基乙醇和 1 mL尿素盐

酸胍（6 mol/L）混合，在 25 ℃ 下孵育 1 h。为了沉淀

PPI，加入 2.5 mL三氯乙酸溶液（12%），静置 1 h。
10000×g离心 10 min，收集沉淀，再用三氯乙酸溶液

（12%）离心 2次，去除 β-巯基乙醇。将沉淀溶解于

2  mL含有 0.5%  SDS和 8  mol/L尿素 Tris-glycine
缓冲液中。将以上三种样品分别与 0.02 mL Ellman
试剂（4 mg/mL 5,5-二硫代双（2-硝基苯甲酸）DTNB）
和 Tris-glycine缓冲液混合。将混合物在室温下混

合均匀后孵育 30 min，于 412 nm处测定吸光值。缓

冲液为空白对照。巯基和二硫键（S-S）的含量用下式

计算：

表面游离巯基、游离巯基、总巯基（含二硫化物）

含量：

SH(µmol/g) =
(75.53×A412)×n

C
式（1）

二硫键含量：

S-S(µmol/g) =
SHtotal −SHfree sulfhydryl

2
式（2）

式中，A412：样品吸光度；C：蛋白浓度（1  mg/
mL）；n：稀释率；因子 73.53由 106/（1.36×104）得到。

 1.2.10   表观粘度测定　利用流变仪测定样品（10 mg/
mL）表观粘度。在 25 ℃ 下，使用直径为 40 mm、板

间距为 1 mm的平板测量剪切速率在 0.1~100 s−1 范
围内样品的表观粘度变化。

 1.2.11   乳化性（EAI）和乳化稳定性（ESI）测定　参

照 Liu等[30] 的方法，利用去离子水稀释 A-PF和 CP-
PF样品至 1  mg/mL，将 6  mL蛋白稀释液（pH2.3）
和 2 mL大豆油在 12000 r/min下高速剪切 2 min，制
备乳液。将 50 µL乳液和 4 mL SDS（0.1wt%）充分

混合后，于 500 nm处测定吸光度。EAI和 ESI通过

以下公式计算：

 · 124 · 食品工业科技 2026年  4 月



EAI(m2/g) =
2×2.303×A0 ×D
c× (1−φ)×10000

式（3）

ESI(min) =
A0

A0 −A10

×10 式（4）

式中，A0 和 A10 分别为乳液在 0 min和 10 min
的吸光度；D为稀释因子（4000/50=80）；C为蛋白浓

度（0.001 g/mL）；φ为油的体积分数（0.25）。

 1.2.12   起泡性（FC）和起泡稳定性（FS）测定　参照

Qi等[31] 的方法并修改，将 10 mL样品溶液（10 mg/
mL）置于 50 mL烧杯中，以 10000 r/min剪切 2 min，
迅速将样品溶液倒入 50 mL量筒中，测量泡沫在量

筒中的体积。根据以下公式计算 FC和 FS。

FC(%) =
V0

10
×100 式（5）

FS(%) =
V10

V0

×100 式（6）

式中，静置 0 min后泡沫体积记为V0；静置 10 min
后泡沫体积记为 V10。

 1.3　数据处理

所有的试验数据均由平行测定三次获得，结果

以平均值±标准差的形式表示，采用 Excel 2010以

及 SPSS 25.0进行统计和显著性分析（P<0.05），用
Origin 2021软件进行绘图。

 2　结果与分析

 2.1　ThT荧光分析

ThT作为一种特异性荧光探针，与蛋白的 β-折
叠结构特异性结合其荧光会显著增加，因此被广泛应

用于蛋白淀粉样纤维形成的表征[32]。A-PF和 CP-
PF在成纤过程中 ThT荧光强度变化，如图 1所示。

热处理 10 min，PPI的 ThT荧光强度迅速升高，随加

热时间延长至 30 min，ThT荧光强度持续上升，并达

到稳定期，表明蛋白结构发生显著变化（交叉 β-折叠

结构增加），成功形成 PPI淀粉样纤维[18]。特别是，

与 A-PF相比，CP-PF的 ThT荧光强度显著增强。

热处理 30  min，CP-PF的 ThT荧光强度 （ 1.976±
0.013）比 A-PF（1.413±0.031）高约 40%。该结果表

明 CP处理可显著促进 PPI淀粉样纤维的形成，其原

因为 CP产生的活性粒子（如 O3、NO3
−和 H2O2 等）

介导的蛋白肽链断裂和结构展开促进 PPI淀粉样纤

维的形成[25,29]。

 2.2　PPI淀粉样纤维形貌

利用 TEM表征了 PPI成纤过程中的形貌变

化。结果如图 2所示，A-PF和 CP-PF在纤维形貌特

征上表现出明显差异。未加热前，A-PF主要呈现球

状颗粒形态，其平均直径为 29.05 nm；而 CP-PF除球

状颗粒外，还观察到短棒状结构，其平均长度为

48.98 nm。热处理 60 min，A-PF开始出现棒状纤维

结构，其平均长度达到 219.84  nm；与 A-PF相比，

CP-PF则形成更为细长且具有良好柔性的长条状纤

维结构，平均长度显著增加到 961.35 nm。随加热时

间延长至 540 min，A-PF逐渐成熟，纤维长度持续增

加到 399.78 nm；而 CP-PF的纤维结构发生断裂现

象 [33]，出现棒状纤维结构，纤维长度显著降低到

497.22 nm。在成纤过程中，CP-PF相较于 A-PF表

现出更长的纤维形态。
  

A B C

D

600 nm 600 nm 600 nm

600 nm 600 nm 600 nm

E F

图 2    PPI成纤过程形貌变化（μ=600 nm）
Fig.2    Change in morphology of PPI during fibrillation process

(μ=600 nm)
注：A、B、C分别为 A-PF-0 min、A-PF-60 min、A-PF-540 min；
D、E、F分别为 CP-PF-0 min、CP-PF-60 min、CP-PF-540 min，
标尺为 600 nm，放大倍数 13000倍。
 

 2.3　SDS-PAGE分析

通过 SDS-PAGE研究了 PPI成纤过程一级结

构的变化。结果如图 3所示，随加热时间的延长，A-
PF和 CP-PF中豌豆 7S球蛋白组分 （ Convicilin
（70 kDa）和 Vicilin（48 kDa））以及 11S球蛋白组分

（酸性亚基（39 kDa），碱性亚基（22 kDa））的特征条带

强度逐渐减弱 [34]，表明在酸性 pH和高温条件下，

PPI发生显著水解。该结果与燕麦球蛋白[35] 和苋菜

蛋白[36] 成纤过程一级结构的变化相一致。此外，CP-
PF的条带也呈现类似的变化趋势，表明 CP作用于

蛋白表现出类似于酸水解，使蛋白结构展开和肽链断

裂的特性，有助于 PPI淀粉样纤维的形成。

 2.4　FTIR分析

通过 FTIR分析了 PPI在成纤过程中蛋白二级

结构的变化。结果如图 4所示。随加热时间的延

长，酰胺 I带（1700~1600 cm−1）和酰胺 A带（3200~
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图 1    PPI成纤过程 ThT荧光强度变化

Fig.1    Changes in ThT fluorescent intensity of PPI during
fibrillation process
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3400 cm−1）均出现明显的蓝移现象，该变化反映了蛋

白分子内氢键网络的重组过程，表明 PPI淀粉样纤

维中形成了更紧密的氢键网络，氢键相互作用对稳

定 β-折叠结构和维持淀粉样纤维的整体构象具有关

键作用[37−38]。

PPI在成纤过程的二级结构变化，如表 1所示。

在酸热处理的 0~180 min，A-PF的有序结构不断形

成，并趋于稳定，表现为 β-折叠和 β-转角相对含量逐

渐增大。其中 β-折叠相对含量在 180 min达到最

大，为 32.4%±0.4%，表明 β-折叠在 A-PF的成纤过

程中大量存在，有助于 A-PF的形成[39]。在酸热处理

后期（180~540 min），α-螺旋、β-折叠和 β-转角相对

含量显著下降，无规卷曲相对含量显著上升（P<
0.05）。CP-PF也表现出相似的变化趋势，其 β-折叠

相对含量在 60 min时达到最大值（36.2%±0.4%），随

加热时间的延长，β-折叠相对含量逐渐降低。特别

是，在成纤过程中，CP-PF的 β-折叠相对含量始终高

于 A-PF，该结果证实了 CP介导淀粉样纤维状聚集

能够促进 β-折叠结构的形成和稳定。这些结构变化

特征与 ThT荧光强度和 TEM观察结果相一致，表

明 β-折叠结构的形成和稳定是决定 PPI淀粉样纤维

形成效率的关键因素。该结果与卵清蛋白[40] 和大米

蛋白[31] 淀粉样纤维形成过程的结构转变结果相似。
 
 

表 1    PPI成纤过程二级结构变化
Table 1    Changes in secondary structure of PPI during

fibrillation process.

样品 α-螺旋（%） β-折叠（%） β-转角（%） 无规卷曲（%）

A-PF-0 min 25±0.2a 26.6±0.7d 30±0.3c 18.4±0.4a

A-PF-20 min 22.6±0.1b 29.6±0.2c 31.5±0.1b 16.3±0.3c

A-PF-40 min 22.3±0.3bc 30.8±0.5b 31.8±0.2b 15.1±0.4d

A-PF-60 min 22.1±0.2c 31.9±0.3a 33±0.7a 13±0.6e

A-PF-180 min 21.2±0.4d 32.4±0.4a 33.1±0.2a 13.3±0.9e

A-PF-540 min 20.5±0.3e 30.2±0.3bc 32±0.2b 17.3±0.4b

CP-PF-0 min 24.3±0.7a 27.4±0.4d 29.8±0.2b 18.5±0.3b

CP-PF-20 min 20.2±0.3b 32.8±1.1c 30.4±0.4b 16.6±0.4c

CP-PF-40 min 19.1±0.4c 33.9±0.6bc 31.1±0.5a 15.9±0.5c

CP-PF-60 min 18.1±0.2d 36.2±0.4a 30.2±0.4b 15.5±1.1c

CP-PF-180 min 17.8±0.3d 34.3±0.3b 29.1±0.3bc 17.9±0.3b

CP-PF-540 min 15.9±0.4e 33.9±0.4bc 28.2±0.3c 21.0±0.8a

注：同列不同字母表示差异显著（P<0.05）。
 

 2.5　Zeta电位和表面疏水性分析

通过测定 Zeta电位（ζ电位）研究 PPI成纤过程

中表面电荷的变化规律，结果如图 5a所示。热处理

180 min，A-PF的 ζ电位显著增加（P<0.05）并达到最

大值（31.75±1.15 mV）。ζ电位的升高可归因于成纤

过程中氨基基团的质子化作用导致-NH3
+基团暴

露[41]。随加热时间延长至 540 min，A-PF的 ζ电位

略微下降，原因可能是形成了长径比更大的 PPI淀
粉样纤维，导致带电基团重新被埋入长链聚集体内

部[42]。该现象与已有研究结果相一致[43]。CP-PF呈

现类似的 ζ电位变化趋势。在成纤过程中，CP-
PF的 ζ电位始终高于 A-PF，表明 CP-PF的肽段具

有更好的溶液稳定性和分散性，相应地也显示出更强

的有序蛋白纤维形成能力。
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图 3    PPI成纤过程一级结构变化

Fig.3    Changes in primary structure of PPI during fibrillation
process

注：（a）A-PF；（b）CP-PF。
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图 4    PPI在成纤过程中的红外图谱

Fig.4    Changes in infrared spectrum of PPI during fibrillation
process

注：（a）和（b）分别为 A-PF和 CP-PF。
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PPI成纤过程中表面疏水性的变化规律如图 5b
所示。热处理 60 min，A-PF的表面疏水性显著增加

（P<0.05）并达到最大值，表明 PPI分子通过结构展开

和水解作用，使原本包埋的疏水性基团暴露于分子表

面。随加热时间的延长，A-PF的表面疏水性逐渐降

低，表明成纤过程中的构建单元（交叉 β-折叠结构）

通过疏水相互作用自组装形成有序纤维结构 [44]。

CP-PF也表现出相似的变化趋势。特别是，在酸热处

理的 20~60 min，CP-PF的表面疏水性高于 A-PF，表
明 CP介导 PPI淀粉样纤维状聚集有利于 PPI结构

展开。以上结果与 Yang等[45] 的研究结果一致。上

述结果表明，疏水相互作用是 PPI淀粉样纤维形成

的主要分子作用力。

 2.6　巯基和二硫键分析

在影响蛋白淀粉样纤维形成的诸多因素中，二

硫键通过分子内和分子间作用对成纤过程具有关键

作用。分子内二硫键可维持蛋白质的天然构象稳定

性，从而抑制淀粉样纤维聚集；而分子间二硫键则通

过促进蛋白质分子的交联，显著加速成纤进程[46]。

PPI成纤过程中的表面游离巯基、总游离巯基、总巯

基（含二硫键）和二硫键的动态变化，如图 6所示。热

处理 60 min，CP-PF的表面游离巯基含量显著增加

（P<0.05），并达到最大值（3.89±0.09 μmol/g），表明

CP-PF在热变性和酸性水解作用下，其分子疏水核心

区的-SH基团在成纤过程初期逐步暴露[40]。然而，随

加热时间延长至 540 min，表面游离巯基含量显著下

降（P<0.05），其可能的原因为 PPI在形成淀粉样纤维

的过程中，部分游离巯基被重新包埋在纤维结构内

部[47]。与此同时，游离巯基和总巯基含量显著降低

（P<0.05）。相应地，CP-PF的二硫键含量显著增加

（P<0.05），并达到最大值（10.16±0.21 μmol/g），表明

CP-PF增加的二硫键可能为分子间二硫键，其增强了

多肽链间的分子相互作用，从而驱动了 PPI淀粉样

纤维的形成 [46]。A-PF也表现出类似的变化趋势

（图 6b）。热处理 20 min，A-PF的表面游离巯基含量

显著增加，并达到最大值（3.86±0.01 μmol/g）。随加

热时间延长至 540 min，表面游离巯基含量显著下降

（P<0.05）。游离巯基和总巯基（含二硫键）含量显著

下降 （ P<0.05）。同时 ，二硫键含量显著增加

（P<0.05），并达到最大值（10.05±0.12 μmol/g）。综上

所述，在成纤过程中，疏水相互作用和二硫键是

PPI淀粉样纤维形成的主要作用力。
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图 6    PPI成纤过程中表面游离巯基、游离巯基、总巯基和
二硫键动态变化

Fig.6    Changes in surface free sulfhydryl, total free sulfhydryl,
total sulfhydryl, and disulfide bonds of PPI during

fibrillation process
注：（a）和（b）分别为 A-PF和 CP-PF。

 

 2.7　粒径大小分析

PPI成纤过程中的粒径变化，如图 7所示。未处

理的 A-PF呈现双峰分布特征（图 7a）。热处理

20 min，A-PF的小粒径峰向左移动，对应于 A-PF的

水解过程及纤维组装所需构建单元（交叉 β-折叠）的

释放。随加热时间延长至 180 min，A-PF的粒径逐

渐增大，表明释放的构建单元已组装成有序的淀粉样

纤维结构[48]。然而，热处理 540 min，A-PF的平均粒

径显著减小，说明部分 PPI淀粉样纤维或聚集体发

生解离现象[22]。相比之下，初始状态下 CP-PF同样

呈现双峰分布，但其粒径大于 A-PF（图 7b），与图 2D
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图 5    PPI成纤过程中 Zeta电位和表面疏水性变化

Fig.5    Changes in Zeta potential and surface hydrophobicity
of PPI during fibrillation process

注：（a）和（b）分别为 Zeta电位和表面疏水性，不同字母表示
具有显著性差异 P<0.05，图 6、图 9~图 10同。
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的 TEM图像中观察到的短棒状前体结构相符，表明

CP处理可诱导 PPI分子预聚集[49]。热处理 20 min，
CP-PF的大粒径峰和小粒径峰向左移动，粒径减小。

随加热时间延长至 60 min，CP-PF的粒径逐渐增

大。在长时间加热后（180~540 min），大粒径峰和小

粒径峰都向左移动。以上发现与 TEM的观察结果

相一致，说明 CP处理可能诱导形成 PPI淀粉样纤维

前体的形成，最终加速了有序 β-折叠淀粉样纤维的

形成。
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图 7    PPI在成纤过程中的粒径分布变化
Fig.7    Change in size distribution of PPI during fibrillation

process
注：（a）和（b）分别为 A-PF和 CP-PF。

 

 2.8　表观粘度分析

表观粘度作为影响食品品质特性的关键参数，

其变化与蛋白浓度、pH、颗粒尺寸及聚集体形态等

密切相关[50]。PPI成纤过程中表观粘度的变化，如

图 8所示。结果表明，所有 PPI样品均表现出典型

的假塑性流体行为，其表观粘度随剪切速率增加而降

低。如图 8a所示，热处理 20 min，A-PF的表观粘度

显著降低（P<0.05），原因可能是蛋白结构展开导致内

部疏水区域暴露。随加热时间延长至 540 min，A-
PF的表观粘度逐渐增加，可能是由于分子间相互作

用（如疏水作用力和二硫键）促进了 PPI淀粉样纤维

间的交联，增强了网络结构的致密性[51]。相比之下，

CP-PF的表观粘度在 40 min即出现峰值（图 8b），较
A-PF显著提前，该现象与 TEM观察到的纤维快速

形成过程一致。特别是在成纤过程初期（0~60 min），
CP-PF的表观粘度显著高于 A-PF，直接证实了 CP
介导 PPI纤维化促进了更紧密的纤维网络结构的形

成。随加热时间延长至 540 min，CP-PF的表观粘度

显著降低（P<0.05）。蛋白表观粘度的增加与其流体

力学直径的增大及成纤过程中形成的缠结网络结构

密切相关[52]。热处理时间过长会导致蛋白纤维中产

生过多的小分子肽段，减小蛋白样品的流体力学直

径，从而降低体系表观粘度[53]。该流变学特征与粒径

分析和 TEM结果相互印证，表明 CP处理不仅缩短

了制备成熟 PPI淀粉样纤维的时间，而且促进了 CP-
PF中更紧密的纤维网络结构的形成。

 2.9　乳化性和乳化稳定性分析

在成纤过程中，A-PF和 CP-PF制备的乳液的

EAI和 ESI的变化规律如图 9所示。热处理 540 min，
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A-PF和 CP-PF的 EAI显著增加（P<0.05），表明纤维

化处理可显著改善 PPI的乳化性，这得益于蛋白纤

维在油-水界面发生不可逆界面吸附，并形成具有复

杂微观结构排列的粘弹性层[54]。A-PF和 CP-PF的

ESI略微下降。其中，热处理 540 min，CP-PF的 EAI
相较于 A-PF提高 9.1%，表明在成纤时间较长的条

件下，CP诱导形成的 PPI淀粉样纤维能有效提升蛋

白的乳化性能。该结果与 Liu等[28] 的研究结果一

致，低频磁场预处理诱导的豌豆球蛋白（PG）淀粉样

纤维同样显著增强了 PG的乳化性能。

 2.10　起泡性和起泡稳定性分析

在成纤过程中，A-PF和 CP-PF起泡性变化规律

如图 10所示。结果表明，热处理 540 min，A-PF和

CP-PF的 FC显著增加（P<0.05），表明 PPI淀粉样纤

维状聚集可显著改善其起泡性，这得益于 A-PF和

CP-PF加速了空气-水界面的吸附动力学，从而使 PC
增加[38,55]。A-PF和 CP-PF的 FS显著降低（P<0.05），
其原因可能是蛋白纤维无法在空气-水界面形成致密

层来抵抗聚结和排液[56]。在成纤过程中，CP-PF的

FC始终高于 A-PF，表明 CP诱导形成的 PPI淀粉样

纤维具备更好的起泡性提升效果。Pi等[57] 的研究也

发现，适度的胰蛋白酶修饰有利于卵清蛋白淀粉样纤

维的形成，并显著提升卵清蛋白起泡能力和稳定性。
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Fig.10    Foaming ability of PPI amyloid fibrils fabricated

at different heating times
注：（a）和（b）分别为 FC和 FS。

 

 3　结论
本研究通过多维度分析技术，评估了 CP处理相

较于传统酸热法促进 PPI淀粉样纤维形成的潜力及

其功能特性演变规律。研究表明，CP处理可显著促

进 PPI淀粉样纤维的形成。与 A-PF相比，CP-PF
的 ThT荧光强度更高，成熟纤维形成时间更短，纤维

长度更长。疏水性、游离巯基和二硫键结果表明，疏

水相互作用和二硫键是形成 PPI淀粉样纤维的主要

驱动力。另外，与天然 PPI相比，PPI淀粉样纤维的

EAI和 FC显著提高。而且，与 A-PF相比，CP-PF
表现出更高的 EAI和 FC。与传统酸热法相比，CP
介导 PPI淀粉样纤维状聚集克服了高酸性环境和制

备时间长的局限，实现了蛋白淀粉样纤维高效快速的

制备。然而，当前国内关于 CP诱导蛋白成纤方面的

系统性研究相对匮乏，仍存在许多有待解决的问题。

一方面，CP处理介导 PPI构象转变的精准分子机制

尚未完全明晰，尤其是高能活性粒子与蛋白关键结构

域的作用位点仍需进一步确定；另一方面，蛋白淀粉

样纤维在复杂食品体系，如高盐、高糖、不同 pH环

境中的长期稳定性及与其他成分的相互作用规律尚

不明确，这限制了其大规模工业化应用。未来研究需

进一步结合分子动力学模拟和 AFM，揭示活性粒子

与 PPI分子相互作用的动态过程，明确氧化位点对

β-折叠结构形成的影响机制；同时开展中试规模研

究，探索蛋白淀粉样纤维在不同食品体系中的稳定化

策略，为 CP技术在食品生物加工领域的产业化应用

奠定更坚实的基础。
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