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摘　要：为探究不同预处理方法对小球藻蛋白提取、分离及加工性能的影响，本研究采用冷冻、冷冻干燥及喷雾干

燥法预处理小球藻，经高压破碎法提取蛋白质后，再采用壳聚糖酶联合乙醇沉降分离，测定提取率、纯度、氨基

酸组成和分子量分布；随后将蛋白分离物经冷藏、冷冻、烘干、冻干等处理，测定小球藻蛋白质的加工性能。结

果表明，喷雾干燥预处理相较于冷冻、冷冻干燥显著提升蛋白质提取率至 67.3%（乙醇浓度为 80%），纯度高达

48.8%（乙醇浓度为 50%），且保留更多 RubisCo及必需氨基酸（总氨基酸含量 74.8%，必需氨基酸占比

40.8%）。经冷藏保存的分离蛋白在加工性能中表现最优，乳化活性指数（101.4 m2/g）为乳清蛋白的 3.4倍，溶解

性（52.9%）与起泡性（137.5%）亦显著优于其他方法。研究证实，喷雾干燥通过高效破坏细胞壁提升提取效率，

而冷藏处理可维持蛋白质结构稳定性，减少疏水基团暴露，从而优化功能特性。本研究为小球藻蛋白的高效提取

及工业化应用提供了理论依据。
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Abstract：To explore the effects of various pretreatment methods on the extraction, separation, and processing properties of
Chlorella  protein,  freezing,  freeze-drying,  and  spray-drying  were  applied.  Proteins  were  subsequently  extracted  by  high-
pressure homogenization and separated using chitosanase combined with ethanol precipitation, followed by determination
of extraction yield, purity, amino acid composition, and molecular weight distribution. The protein isolates underwent dif-
ferent  storage  conditions-refrigeration,  freezing,  hot-air  drying,  and  freeze-drying-after  which  their  functional  properties
were evaluated. Results indicated that spray-drying significantly improved the protein extraction rate to 67.3% (ethanol con-
centration  was  80%)  and  increased  purity  to  48.8%  (ethanol  concentration  was  50%),  outperforming  both  freezing  and
freeze-drying while better preserving RubisCo and essential amino acids, with total amino acids reaching 74.8% and essen-
tial amino acids accounting for 40.8%. Refrigerated storage resulted in superior functional performance, yielding an emulsi-  
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fying activity index (101.4 m2/g)  3.4 times higher than that  of  whey protein,  along with significantly improved solubility
(52.9%)  and  foaming  capacity  (137.5%).  These  findings  demonstrate  that  spray-drying  enhances  extraction  efficiency
through effective  cell  wall  disruption,  while  refrigeration  maintains  structural  stability,  reduces  hydrophobic  group  expo-
sure, and optimizes functional properties, providing a theoretical basis for efficient extraction and industrial application of
Chlorella protein.

Key words：Chlorella protein；protein extraction；protein separation；amino acid；molecular weight distribution；processing
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小球藻蛋白含量丰富，其氨基酸组成全面且均

衡，营养价值高[1−2]，在食品、保健品等领域具有广泛

的应用潜力[3−4]。但是，小球藻的细胞壁较难被破坏，

阻碍了小球藻蛋白的应用。前期研究表明，小球藻蛋

白质可通过高压破碎法[5] 进行高效提取，再通过乙醇

沉降纯化[6]，可获得较高纯度的蛋白质。然而，在工

业生产中，小球藻常需经过冷冻、冷冻干燥或喷雾干

燥等不同处理，以便于小球藻的保藏，而在研究过程

中发现，不同预处理方法处理的小球藻经高压破碎法

提取会得到不同的蛋白提取率。因此，研究预处理方

法对小球藻蛋白的提取、分离和加工性能的影响，是

提高小球藻蛋白应用价值的有效途径之一。

小球藻蛋白质主要包括 RubisCo、小分子肽和

膜蛋白等[7−8]，其提取和分离受到了小球藻细胞壁、

细胞聚集和胞内蛋白酶对蛋白质降解等问题的影

响[9−11]。小球藻细胞壁外层主要由多糖组成，可能含

有孢粉素，而孢粉素是一种坚韧的生物聚合物，这种

聚合物在高温条件下会发生热解，也可被高压破坏结

构[12−13]。同时，细胞壁中间层主要由微纤维组成，其

纳米孔隙受到环境变化的影响，进而会影响小球藻胞

内物质的溶出[14−15]，且在环境发生改变时，小球藻常

常发生细胞聚集现象。这一现象会导致藻细胞与溶

剂接触的表面积变小，从而降低小球藻蛋白质的提取

效果[13]。此外，小球藻胞内存在 Clp家族蛋白酶等，

这些蛋白酶会将蛋白质降解为小分子肽和氨基

酸[16]，蛋白酶的活性会受到环境胁迫的影响，从而部

分或全部失活。因此，在喷雾干燥的高温环境、冷冻

和冷冻干燥的低温环境中，小球藻可能存在上述的各

种问题。

经提取分离后得到的小球藻蛋白质的加工性能

受到蛋白质疏水基团暴露、蛋白质间相互作用力、蛋

白质与非蛋白质间相互作用力的影响。小球藻蛋白

质的疏水基团主要来源于其氨基酸组成中的疏水性

氨基酸，如亮氨酸、缬氨酸、苯丙氨酸等。这些疏水

性基团通常聚集在蛋白质分子内部，形成疏水核心以

稳定蛋白质的三维结构，还有部分疏水基团常分布在

蛋白质表面的活性区域，而环境变化会导致蛋白质结

构展开，将内部疏水基团暴露，从而影响蛋白质的加

工性能[17]。蛋白质间、蛋白质与脂质、多酚等非蛋白

质分子间均存在氢键、疏水相互作用等非共价相互

作用，这些作用力会使蛋白质与蛋白质、蛋白质与非

蛋白质分子形成复合物，这会影响蛋白质的加工性

能，而环境变化会破坏分子间相互作用力。

因此，本研究采用冷冻、冷冻干燥及喷雾干燥法

预处理小球藻，通过高压破碎法提取蛋白质，再采用

壳聚糖酶联合乙醇沉降分离获得高纯度的小球藻蛋

白质，测定提取率、纯度、氨基酸组成和分子量分布，

探究预处理方法对小球藻蛋白质提取和分离的影响；

然后采用冷藏、冷冻、烘干、冻干等不同贮藏条件保

存小球藻蛋白质，测定小球藻蛋白质的加工性能，探

究不同贮藏处理对小球藻蛋白质加工性能的影响。

本研究为小球藻蛋白的高效提取及工业化应用提供

了理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

小球藻（Chlorella vulgaris）　泰兴东圣生物科

技有限公司提供；壳聚糖酶（20 U/mg）、乳清蛋白（纯

度>80%）　购自上海源叶生物有限公司；无水乙醇　

购自上海国药集团有限公司；Bis Tris电泳胶　购自

南京金斯瑞生物科技有限公司；大豆油　购自益海嘉

里金龙鱼粮油食品股份有限公司；所有提取用有机溶

剂均为国产分析纯。

LGJ-25E冷冻干燥机　四环福瑞科仪科技发展

有限公司；ZQ-6000Y喷雾干燥机　上海争巧科学仪

器有限公司；WKB-100-4恒温振荡器　上海净信实

业发展有限公司；One shot高压细胞破碎仪　英国

Constant Systems公司；TOCN-4200总有机氮有机碳

分析仪　日本京都岛津制作所；A300自动氨基酸分

析仪　曼默博尔（德国）公司；PowerPacTM Basic电泳

仪　伯乐生命医学产品有限公司；JS-2012凝胶成像

仪　上海培清生物科技有限公司；L2000高效液相色

谱（high performance liquid  chromatography，HPLC）

　美国 Agilent公司；LC-SFJ-10均质机　上海力辰

邦西仪器科技有限公司；Paar Physica MCR 302旋转

流变仪　安东帕（上海）商贸有限公司；UV2000分光

光度计　上海一恒科学仪器有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   小球藻原料的预处理　小球藻原料由泰兴东

圣生物科技公司分别进行冷冻、冷冻干燥、喷雾干燥

预处理后提供。处理条件如下：冷冻（密封置于−20 ℃

冰箱中冷藏存放）、冷冻干燥（−20 ℃ 冰箱中预冻

12 h，再置于冻干机中冷冻干燥 48 h）、喷雾干燥（进

风温度 180 ℃，出风温度 70 ℃，进样速度为 1 L/h）。
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 1.2.2   CHPE和 CPI的制备　参考 Grossmanna等[18]

的方法，将经三种预处理过的小球藻原料配制成浓度

为 2.5%（m/v）小球藻悬液并调节 pH至 7。使用高

压破碎仪（Constant Systems）在 30 kpsi的压力下破

碎处理，后离心（6000×g，15 min）收集上清液，即为小

球藻高压提取物 （Chlorella  high-pressure  extract，
CHPE）。

向 40 mL的 CHPE溶液中添加壳聚糖酶（24 U/

g），于恒温振荡器中在 55 ℃ 反应 3 h，调节 pH至

8并灭酶（水浴加热 100 ℃，10 min）。取 CHPE溶

液 10 mL加入无水乙醇，并使最终溶液中无水乙醇

的浓度分别为 33%、50%、66%和 80%（v/v），于室

温下反应 1 h后离心（6000×g，15 min），收集沉淀物

并复溶至 10 mL，即获得不同乙醇浓度处理后的小球

藻蛋白分离物（Chlorella protein isolate，CPI）。

 1.2.3   干物质提取率测定　于铝盘中加入一定体积

的 CHPE，在 80 ℃ 下烘 24 h后得样品干重，干物质

提取率按下式计算：

干物质提取率(%) =
(m2 −m1)×10

M×V ×100 式（1）

式中：m1 为铝盘的质量，mg；m2 为烘干后的铝

盘总质量，mg；M为 10 mL小球藻悬液干重，mg；
V为铝盘中 CHPE溶液体积，mL。

 1.2.4   蛋白质提取率、纯度及回收率的测定　小球

藻原料、CHPE及 CPI中蛋白质质量由总有机碳分

析仪（TOC）测定，并使用 4.44的转换因子计算蛋白

质质量[19]，蛋白质提取率、纯度及回收率按下式计算：

CHPE蛋白质提取率(%) =
m4

m3

×100 式（2）

CPI蛋白质纯度(%) =
m5

m6

×100 式（3）

CPI蛋白质回收率(%) =
m5

m4

×100 式（4）

式中：m3、m4 和 m5 分别为 10 mL下小球藻悬

液、CHPE和 CPI中蛋白质质量，mg；m6 为 10 mL

CPI的干重，mg。

 1.2.5   氨基酸含量测定　含量参考魏文志等[20] 的方

法使用自动氨基酸分析仪进行测定，分别取 1 mL
CHPE或 CPI样品加入 5 mL 6 mol/L的盐酸，冰浴

下氮吹 5 min除去氧气。后于 110 ℃ 金属浴中加

热 24 h，并从中取 200 μL进行脱酸，再加入 1 mL氨

基酸稀释液后过 0.22 μm膜，上样[21]。

 1.2.6   蛋白质分子量分布测定　CHPE或 CPI中蛋

白质的分子量分布通过 SDS-PAGE还原性电泳法测

定[22]。

 1.2.7   分子量分布测定　采用高效分子排阻色谱法

测定 CHPE或 CPI的分子量分布[23]。取待测溶液

1 mL，用 0.22 μm滤膜过滤用于色谱分析。液相色

谱条件：仪器为安捷伦 L2000高效液相色谱仪，柱子

为 Acclaim SEC 300，检测器为紫外检测器，检测波

长为 280 nm，柱温为 25 ℃，流速为 0.3 mL/min，进
样体积为 50 μL，流动相为 pH7.0的磷酸盐缓冲液。

色谱图使用分子量标准曲线（y=−9.4494x+236.39，y：
分子量（kDa），x：时间（min），R2=0.9959），该曲线使用

具有规定分子量的蛋白质和酶标准物建立。这些标

准品的分子量如下：醛缩酶（158 kDa），鸡蛋清蛋白质

（42.5 kDa），马脾铁蛋白（44.5 kDa），牛血清蛋白质

（66 kDa）。

 1.2.8   CPI的贮藏　将 CPI溶液浓度分别调至 1%、

2%、4%（以干重计，w/v，pH7），分别采用冷藏（4 ℃，

12 h）、冷冻（−20 ℃，12 h）、烘干（50 ℃，12 h）、冻干

（−20 ℃ 预冻 12 h，再于冻干机中冷冻干燥 48 h）四
种不同贮藏条件保存。经冻干或烘干处理后的

CPI样品加去离子水复溶（1%、2%、4%，w/v）进行后

续测定。

 1.2.9   蛋白质溶解性测定　将 1.2.8中四种 CPI样
品溶液（1%，w/v）置于 4 ℃ 冰箱中过夜，再将其离心

（6000×g，15 min）收集上清液，蛋白质溶解度按下式

计算：

蛋白质溶解度(%) =
m7

m8

×100 式（5）

式中：m7 为上清液中溶解的蛋白质质量，mg；
m8 为 CPI溶液中总蛋白质质量，mg。

 1.2.10   蛋白质起泡性和起泡稳定性测定　参考

Lyu等 [22] 的方法，分别取 1.2.8中四种 CPI样品

（2%和 4%，w/v）和乳清蛋白溶液（2%和 4%，w/v），
使用均质机在 20000 r/min条件下均质 2 min。蛋白

质起泡性及蛋白质起泡稳定性分别按下式计算：

FC(%) =
V1 −V0

V0

×100 式（6）

FS(%) =
V30 −V0

V1 −V0

×100 式（7）

式中：V0 为初始体积，mL；V1 为均质后的样品

体积，mL；V30 为静置 30 min后的泡沫体积，mL。

 1.2.11   蛋白质乳化活力指数和乳化稳定性指数的测

定　参考 Guo等 [24] 的方法，分别取 1.2.8中四种

CPI样品（2%和 4%，w/v）和乳清蛋白溶液（2%和

4%，w/v）配制油水比 7:3（v/v）的油水混合液，均质

（20000 r/min，2 min）制备样品乳化液。参考 Aziz

等[25] 方法，取 20 μL乳状液于 SDS（0.1%，w/v）溶液

中，在 500 nm波长下测定吸光度。蛋白质的乳化活

力指数（emulsifying activity index，EAI）和乳化稳定

性指数（emulsifying stability index，ESI）按下式计算：

EAI(m2/g) = 2×2.303×A1 ×N×10−4

θC 式（8）

ESI(d) =
A1

A1 −A2

式（9）

式中：N为稀释倍数；θ 为油相在溶液中占比；
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C为蛋白质浓度，计算值固定为 1 g/mL；A1 为静置

10 min后吸光度值；A2 为静置 1 d后吸光度值。

 1.3　数据处理

采用 Microsoft excel 2016软件进行数据统计与

分析，若无特别说明，每个样品重复测定 3次，其结果

表示为“平均值±标准差（Means±SD）”。采用单因素

方差分析（one-way ANOVA）和 Duncan's 法多重比

较分析各组的差异显著性，显著性水平为 P<0.05。
同行或同列肩标含有相同的英文小写字母表示差异

性不显著，不同的英文小写字母表示差异性显著。

 2　结果与分析

 2.1　不同预处理方法对小球藻蛋白提取效果的影响

 2.1.1   干物质和蛋白质提取率　测定冷冻、冷冻干

燥和喷雾干燥三种不同预处理方法下 CHPE的干物

质和蛋白质提取率，结果如图 1所示。高压破碎法

提取后，经喷雾干燥预处理的小球藻的总干物质和蛋

白质提取率分别为 69.5%和 67.3%，分别比冷冻预

处理的小球藻高出 25.1%和 15.5%，比冷冻干燥预

处理的小球藻高出 11.7%和 21.7%。喷雾干燥组在

干物质和蛋白质提取率上均表现出明显优势，且不同

的预处理方法对小球藻蛋白质的提取有显著影响。

相比于其他研究中如热碱法（55.3%）[26]、超声浸提法

（46.4%）[27] 所得的小球藻蛋白提取率，喷雾干燥组的

小球藻经高压破碎法提取所得的蛋白质提取率依然

具有优势。这可能是因为喷雾干燥使小球藻呈分散

状，经高压破碎更为彻底故提取率高，而冷冻和冷冻

干燥过程中，冰晶的生成与融化/升华导致小球藻细

胞受到不同程度的破坏以及小球藻蛋白质或小球藻

蛋白-多糖等聚合物也受到不同影响[28–30]。

 2.1.2   氨基酸组成及含量　测定 CHPE中氨基酸组

成及含量，结果如表 1所示。经冷冻、冷冻干燥和喷

雾干燥预处理的 CHPE中氨基酸总量分别为 38.1%、

36.2%和 45.0%。同时，三种方法预处理的 CHPE
中必需氨基酸含量分别为 13.1%、12.7%和 17.0%，

占氨基酸总量比例分别为 34.4%、35.1%和 37.8%。

喷雾干燥组的 CHPE中氨基酸含量和必需氨基酸含

量都更高，故营养价值可能更高。这可能是因为喷雾

干燥预处理后的小球藻经高压破碎后，细胞破碎程度

更高[31]，提取后得到更多种类蛋白质，而冷冻组和冷

冻干燥组则较差。此外，经冷冻预处理的 CHPE中

的丙氨酸的含量为 8.8%，分别高出另外两种方法

4.5%和 3.6%。由于丙氨酸多来源于小球藻中的膜

蛋白[8]，冷冻预处理可能因其低温保护了膜蛋白免受

脱水聚集变性与热降解而含量较高。同时，冷冻、冷

冻干燥和喷雾干燥预处理的 CHPE中的赖氨酸含量

分别为 1.7%、1.3%和 2.1%，苏氨酸含量分别为

2.2%、2.2%和 3.0%。而赖氨酸和苏氨酸在叶绿体

中参与光合作用的关键酶——核酮糖 1,5-二磷酸羧

化酶/加氧酶（RuBisCo）中含量丰富[22]，推测冷冻干燥

预处理的 CHPE中 RuBisCo含量可能较低，而喷雾

干燥预处理的小球藻的 CHPE中 RuBisCo含量可

能较高。

 2.1.3   蛋白质分子量分布　采用 SDS-PAGE技术测

定不同预处理方法下的 CHPE中蛋白质的分子量分

布，结果如图 2所示。结果显示，喷雾干燥组的

CHPE中的蛋白质在分子量范围 11~245 kDa均有

分布。相比之下，冷冻组和冷冻干燥组的 CHPE中

的蛋白质大多小于分子量 25 kDa。有研究指出，

25 kDa处的条带可能是叶绿素与蛋白质结合物的亚

基，这类物质在叶绿体类囊体膜中大量存在[22]。冷冻
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图 1    不同预处理的 CHPE中干物质和蛋白质提取率

Fig.1    Dry matter and protein extraction yields of CHPE
with different pretreatments

注：不同的小写字母代表不同预处理的小球藻干物质和蛋白
质提取率差异显著（P<0.05）。
 

表 1    不同预处理的 CHPE中氨基酸含量及组成

Table 1    Amino acid content and composition of CHPE with different pretreatments

氨基酸（%） 冷冻 冷冻干燥 喷雾干燥 氨基酸（%） 冷冻 冷冻干燥 喷雾干燥

Lys 1.7±0.1b 1.3±0.1c 2.1±0.1a Tyr 1.0±0.1b 1.3±0.1a 1.4±0.1a

Trp − − − Glu 5.2±0.1c 5.8±0.1b 6.7±0.2a

Phe 1.3±0.1c 1.6±0.1b 2.2±0.1a Asp 2.8±0.1c 3.6±0.2b 4.4±0.1a

Met 0.3±0.1a 0.2±0.1a − Pro 2.8±0.1b 2.4±0.1c 3.2±0.1a

Thr 2.2±0.1b 2.2±0.1b 3.0±0.1a Arg 1.1±0.1c 2.4±0.1b 2.6±0.1a

Ile 1.5±0.1a 1.7±0.1a 1.7±0.1a Ala 8.8±0.1a 4.3±0.1c 5.2±0.1b

Leu 2.8±0.1b 2.8±0.1b 4.2±0.2a Gly 2.2±0.1ab 2.1±0.1b 2.5±0.1a

Val 3.0±0.1a 2.5±0.1b 3.1±0.1a Ser 1.2±0.1c 1.5±0.1b 1.9±0.1a

His 0.4±0.1b 0.4±0.1b 0.7±0.1a 总氨基酸 38.1±0.2b 36.2±0.4c 45.0±0.6a

必需氨基酸 13.1±0.3b 12.7±0.1b 17.0±0.3a

注：同行不同小写字母代表不同预处理的CHPE中氨基酸含量差异显著（P<0.05），“−”表示未检出。
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干燥组的 CHPE中的蛋白质主要分布在分子量范围

11~17 kDa。冷冻组的 CHPE中的蛋白质不仅在分

子量范围 11~25 kDa有分布，还在大约 55 kDa处有

一条明显的条带，这主要是 RuBisCo的亚基[32–33]。

而冷冻干燥组的 CHPE中的蛋白质在 55 kDa处条

带不明显。结合表 1数据，说明冷冻干燥组的 CHPE
中 RuBisCo的含量更低，不利于提取得到小球藻中

的 RuBisCo。
  

1 2 3 M

245 kDa  
180 kDa  
135 kDa  

100 kDa  

75 kDa  

63 kDa  

48 kDa  

35 kDa  

25 kDa  
20 kDa  
17 kDa  
11 kDa

图 2    不同预处理的 CHPE中蛋白质分子量分布
Fig.2    Protein molecular weight distribution of CHPE

with different pretreatment methods
注：1：冷冻，2：冷冻干燥，3：喷雾干燥；以防电泳条带过浓而影
响观察，样品均稀释 3倍进行 SDS-PAGE实验。
 

 2.1.4   CHPE分子量分布　采用分子排阻色谱测定

不同预处理方法下 CHPE分子量分布，结果如图 3
所示。由于提取物 CHPE中包括蛋白质、多糖等多

种生物大分子为混合物，因此其分子量较图 2中分

子量更大。冷冻干燥组和喷雾干燥组的 CHPE的分

子量吸收峰分布较为集中且吸收峰峰值更高，而冷冻

组的 CHPE的分子量吸收峰分布则相对分散且吸收

峰峰值更小。具体来说，冷冻干燥组和喷雾干燥组

的 CHPE的分子量吸收峰主要集中在 121~178 kDa
范围内。结合图 2数据，喷雾干燥组该分子量范围

内可能为大分子蛋白质，而冷冻干燥组该分子量范围

内可能为大分子聚合物[8]。冷冻组的 CHPE的分子

量吸收峰虽然在 81~204 kDa范围内均有分布，但其

吸收峰比喷雾干燥组的 CHPE的分子量吸收峰更

小，结合图 2数据，冷冻组在该分子量范围内没有电

泳条带，即没有蛋白质，这表明冷冻组该分子量范围

内的物质为多糖等大分子物质或聚合物，也表明冷冻

组对小球藻蛋白质提取效果不如喷雾干燥组提取效

果好。

 2.2　不同预处理方法对小球藻蛋白分离效果的影响

 2.2.1   蛋白质纯度和回收率　测定不同预处理方法

下 CPI蛋白质纯度与回收率，对照组为 CHPE，结果

如图 4所示。如图 4（a）所示，在冷冻组和喷雾干燥

组的 CPI中，随着沉降过程中的乙醇浓度的增加，蛋

白质纯度整体上呈上升趋势。然而，在冷冻干燥组

的 CPI中，蛋白质纯度差异不显著。在乙醇浓度为

66%时，冷冻组、冷冻干燥组和喷雾干燥组的 CPI蛋
白质纯度相比未分离的 CHPE中蛋白质纯度分别提

高了 43.1%、6.9%和 24.5%。结合图 1数据，进一

步表明喷雾干燥组提取得到更多且纯度更高的蛋

白。而结合图 3数据，冷冻干燥组提取得到的蛋白

可能更多地与其他物质如多糖形成聚合物而难以除

杂[34]，导致其蛋白质纯度差异与沉降过程中的乙醇浓

度无关。
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图 4    不同预处理的 CPI中蛋白质纯度和蛋白质回收率
Fig.4    Protein purity and protein recovery of CPI with different

pretreatment methods
注：（a）蛋白质纯度，（b）蛋白质回收率；不同的小写字母代表
不同预处理方式的蛋白质纯度和回收率差异显著（P<0.05）。
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如图 4（b）所示，冷冻组、冷冻干燥组和喷雾干燥

组 CPI的蛋白质回收率分别随着沉降过程中的乙醇

浓度的增加而减少、增加、增加，在乙醇浓度为

80%时，冷冻干燥组和喷雾干燥组的 CPI的蛋白质

回收率分别为 49.1%和 69.3%，较乙醇浓度为 33%

时的蛋白质回收率分别增加了 41.5%和 46.1%。蛋

白质回收率与乙醇浓度呈正相关，可能是由于乙醇增

强了蛋白质间的疏水作用力，促使蛋白质发生聚集并

沉淀[35]。然而，冷冻组的 CPI的蛋白质回收率在乙

醇浓度为 80%时为 43.6%，较乙醇浓度为 33%时的

蛋白质回收率下降了 9.6%。结合表 1数据，这可能

是因为冷冻预处理保留了更多的膜蛋白，具有较强疏

水性，在较低乙醇浓度下已发生大量聚集沉淀，当乙

醇浓度进一步提高至 80%时，可能导致已形成的沉

淀物重新分散，或形成絮状、难以离心沉降的松散结

构，从而降低了沉淀回收率[36]。

 2.2.2   氨基酸含量和组成　为探究不同预处理方法

对氨基酸的影响，选择 CHPE在相对较低（50%）和较

高（80%）的乙醇浓度下分离所得 CPI氨基酸含量和

组成进行测定分析（33%的低乙醇浓度处理下 CPI

蛋白质回收率过低而不考虑），结果如表 2所示。这

6种纯化物中必需氨基酸含量较高，均约为总氨基酸

含量的 40%。此外，沉降过程中的乙醇浓度对小球

藻蛋白质的氨基酸含量有明显影响。喷雾干燥组的

CPI氨基酸含量随沉降过程中的乙醇浓度升高而降

低，乙醇浓度从 50%升至 80%时，总氨基酸含量从

74.8%降至 43.8%。这可能是由于喷雾干燥预处理

后高效破壁释放了大量变性蛋白[37]，获得高提取率及

初始纯度（变性蛋白占比高），变性蛋白疏水基团暴露

使其在较低乙醇浓度（50%）下即可有效沉淀[35]，故此

时氨基酸含量高。当乙醇浓度升至 80%时，导致更

多的非蛋白物质如多糖一同沉淀，从而降低了分离产

物中氨基酸占总干重的比例[38]。而冷冻组和冷冻干

燥组的 CPI的氨基酸含量则随沉降过程中的乙醇浓

度升高而升高，两者均在乙醇浓度为 80%时达到峰

值，总氨基酸含量均趋近于 67%。这可能是由于冷

冻组和冷冻干燥组破壁效率低，释放的蛋白质接近天

然状态，此类蛋白需更高乙醇浓度（80%）才能有效分

离，故氨基酸含量随乙醇浓度升高而上升。此外，总

氨基酸含量作为实际蛋白纯度与 2.2.1中测定的蛋

白质纯度有较大差异（转换因子 4.44）。这可能是因

为藻类物质中通常具有较多的非蛋白类含氮化合物，

如叶绿素、核酸和无机盐[39]。由于壳聚糖酶与乙醇

组合处理去除了一些非蛋白含氮化合物，使小球藻蛋

白质分离物具有更高的纯度。

具体而言，冷冻组 CPI的氨基酸含量经分离步

骤后明显提高，当乙醇浓度为 80%时，总氨基酸含量

升至 66.7%，其中疏水氨基酸含量明显增加（亮氨酸

从 6.5%升至 7.4%，缬氨酸从 3.8%升至 5.3%），这

表明冷冻预处理实现了膜蛋白特异性富集[40]。而喷

雾干燥组的丙氨酸呈下降趋势，推测高温处理使其在

乙醇条件下更易被自由基氧化[41–42]。此外，乙醇浓度

为 50%时，喷雾干燥组 CPI的氨基酸含量最高，为

74.8%，表明喷雾干燥获得的小球藻营养价值最高。

 2.2.3   CPI的蛋白质分子量分布　通过 SDS-PAGE

分析不同预处理方法下的小球藻经提取分离后的

CPI的蛋白质分子量分布，结果如图 5所示。结合

图 2可见，分离过程本身对蛋白质亚基组成影响有
 

表 2    不同预处理的 CPI中氨基酸含量和组成

Table 2    Amino acid content and composition of CPI with different pretreatment methods

氨基酸（%） 冷冻（乙醇50%） 冷冻（乙醇80%） 冷冻干燥（乙醇50%） 冷冻干燥（乙醇80%） 喷雾干燥（乙醇50%） 喷雾干燥（乙醇80%）

Lys 2.6±0.1b 3.3±0.1a 1.8±0.1c 3.4±0.1a 3.6±0.1a 2.0±0.1c

Trp − − − − − −

Phe 3.5±0.1c 4.3±0.1a 3.0±0.1d 3.4±0.1c 3.9±0.1b 2.4±0.1e

Met 0.1±0.1c 0.5±0.1a 0.3±0.1b 0.5±0.1a 0.1±0.1c 0.3±0.1b

Thr 3.8±0.2b 3.8±0.1b 2.8±0.1c 3.9±0.1b 4.8±0.1a 2.3±0.1d

Ile 2.5±0.1c 3.2±0.1a 2.0±0.1d 2.9±0.1b 3.0±0.1ab 1.9±0.1d

Leu 6.5±0.1c 7.4±0.2ab 4.9±0.1d 7.3±0.1ab 8.3±0.2a 3.8±0.1e

Val 3.8±0.3b 5.3±0.1a 3.4±0.1bc 5.3±0.2a 5.1±0.1a 3.2±0.1c

His 1.3±0.1b 1.3±0.1b 0.8±0.1c 1.7±0.1a 1.6±0.1a 0.8±0.1c

必需氨基酸 24.2±0.7c 29.0±0.2b 19.0±0.1d 28.3±0.1b 30.5±0.5a 16.7±0.1e

Tyr 2.9±0.1a 2.9±0.2a 2.0±0.1b 2.8±0.1a 3.2±0.1a 1.4±0.1c

Glu 7.8±1.1ab 6.7±0.1bc 4.7±0.1d 8.0±0.1ab 8.4±0.1a 5.9±0.1cd

Asp 4.5±0.1c 5.3±0.1ab 3.3±0.1d 4.9±0.1b 5.7±0.1a 3.0±0.1d

Pro 4.6±1.0b 6.6±0.1ab 6.3±0.1ab 6.3±0.1ab 8.1±1.1a 4.8±0.1b

Arg 2.9±0.1d 3.4±0.1cd 2.4±0.1e 4.0±0.2b 4.5±0.1a 3.6±0.1c

Ala 5.2±0.2c 5.7±0.1b 4.0±0.1d 5.9±0.2b 6.7±0.1a 3.5±0.1e

Gly 3.8±0.1d 4.3±0.1b 3.1±0.1e 3.7±0.1c 4.5±0.1a 2.7±0.1f

Ser 2.4±0.1b 2.7±0.1b 1.9±0.1c 2.6±0.1b 3.1±0.1a 1.9±0.1c

总氨基酸 58.3±0.9c 66.7±0.8b 46.7±0.1d 66.6±0.5b 74.8±0.3a 43.8±0.2e

注：不同小写字母代表不同预处理的CPI氨基酸含量差异显著（P<0.05）。
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限。冷冻干燥组和喷雾干燥组的 CPI亚基组成基本

不变。冷冻干燥组亚基仍主要分布于 11~17 kDa的
小分子量范围，而喷雾干燥组则几乎保留了 11~
245 kDa的所有蛋白质亚基。只有冷冻组 CPI与
CHPE原样相比亚基组成发生了变化。经壳聚糖酶

联合 33%浓度的乙醇处理后，冷冻组 CPI的蛋白质

在 55  kDa和 25~30  kDa处的条带变浅，而在 11~
17 kDa的条带变深。这表明冷冻预处理可能造成了

物理损伤，使得大亚基更易被壳聚糖酶中潜在的蛋白

酶活性或乙醇的变性作用选择性降解[35]，而小亚基则

可能因其结构稳定或作为降解产物的积累而增多。
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图 5    不同预处理的 CPI中蛋白质分子量分布
Fig.5    Protein molecular weight distribution of CPI protein

with different pretreatment methods
注：1：对照，2：33%，3：50%，4：66%，5：80%；以防电泳条带过
浓而影响观察，将提取液稀释 3倍，其余未稀释进行 SDS-
PAGE实验。
 

由图 5可知，随着分离步骤中乙醇浓度的增加，

冷冻、冷冻干燥、喷雾干燥所得到的 CPI的蛋白质

种类与含量均明显增加。结合图 2与图 5，随着乙醇

浓度升高，冷冻组 CPI的 25~30 kDa处的亚基条带

逐渐变浅，可能是部分蛋白质-多糖聚合物被壳聚糖

酶解聚形成小分子物质[43]。冷冻干燥组 CPI的蛋白

质始终主要分布在 11~17 kDa的小分子量范围内，

且随着沉降过程中乙醇浓度的增加，条带颜色逐渐变

深。在冷冻干燥过程中，这些小分子亚基随沉降过程

中乙醇浓度升高而聚集沉淀，表明小球藻内部的酶可

能依然保持活性并将蛋白酶解成小分子肽和氨基

酸。随乙醇浓度升高，喷雾干燥组 CPI则在大分子

量蛋白质的电泳条带更深，这可能是因为壳聚糖酶和

乙醇联合处理，使 CHPE中高溶解度蛋白质和蛋白

质聚合物中的蛋白质得以沉淀。

 2.2.4   CPI的分子量分布　采用分子排阻色谱测定

不同预处理方法下的小球藻经提取分离后的 CPI分
子量分布，结果如图 6所示。如图 6（a）所示，冷冻

组 CPI的吸收峰峰值随着沉降过程中乙醇浓度的增

加而略微减少。经壳聚糖酶联合乙醇处理后，冷冻

组 CPI分子量在 40~160 kDa范围内均有分布，与

CHPE原样的分子量相比，其在 110~120 kDa和 16~
190 kDa范围内的吸收峰明显减弱。这可能是因为

乙醇沉降处理去除了较多的脂质和色素等杂质[19]。
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图 6    不同预处理的 CPI分子量分布
Fig.6    Molecular weight distribution of CPI with different

pretreatment methods
注：（a）冷冻，（b）冷冻干燥，（c）喷雾干燥。

 

如图 6（b）和图 6（c）所示，冷冻干燥组和喷雾干

燥组的 CPI吸收峰主要分布在 70~190 kDa范围内，

且吸收峰峰值随沉降过程中的乙醇浓度的增加而增

大。结合图 3和图 5数据，三种预处理的 CPI吸收

峰所分布的分子量范围都小于 CHPE原样吸收峰所

分布的分子量范围。这表明壳聚糖酶处理 CHPE
后，将部分多糖-蛋白质聚合物解聚形成小分子蛋白

和多糖，而壳聚糖-蛋白聚合物是藻细胞壁的主要组

成成分之一[44]。而喷雾干燥组的 CHPE分离所得的

CPI吸收峰峰值要远大于冷冻组和冷冻干燥组的

CPI吸收峰峰值。这表明喷雾干燥预处理的小球藻

在高压破碎时破壁效果要更好。喷雾干燥预处理通

过瞬时高温脱水诱导小球藻细胞壁形成多孔脆性结

构，可能促进后续高压破碎中孔隙介导的应力传递与
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裂纹扩展，从而提升了破壁效率[31]。故细胞壁中的壳

聚糖-蛋白聚合物被大量提出并经壳聚糖酶解聚，从

而使喷雾干燥组的 CPI吸收峰峰值更大。

综上所述，喷雾干燥预处理的小球藻在小球藻

蛋白质提取与分离中都表现出明显优势，且经高压破

碎处理表现出了更好的破壁效果。这为小球藻蛋白

提取与分离、小球藻原料的保存提供了理论依据。

 2.3　不同的贮藏条件对小球藻蛋白分离物加工性能的

影响

前期实验表明，喷雾干燥预处理的小球藻经过

提取分离（乙醇浓度为 50%）后获得的 CPI的蛋白含

量最高，为 74.8%。因此，选择该蛋白分离物进行后

续实验探究。为了探究不同的贮藏条件对 CPI加工

性能的影响，本研究采用了冷藏、冷冻、烘干和冻干

方法四种不同贮藏条件保存 CPI，并测定了不同贮藏

条件下蛋白质的溶解性、起泡性和乳化性。

 2.3.1   溶解性　测定不同贮藏条件下 CPI的溶解

度，结果如图 7所示。冷藏组和冷冻组的溶解度相

对较高，而烘干组和冻干组的溶解度则相对较低。冷

藏、冷冻、烘干和冻干处理的 CPI溶解度分别为

52.9%、50.0%、14.7%和 41.7%。这表明，不同的贮

藏条件对于小球藻蛋白的溶解性有显著影响。有研

究显示，蛋白质的溶解度与其表面疏水性有一定关

系，蛋白质的表面疏水性越小，其溶解度越高。同时，

蛋白质疏水基团暴露更多会导致蛋白间疏水相互作

用增强，促使蛋白质聚集和沉淀，进而使蛋白质溶解

度降低。因此，烘干组和冻干组的 CPI溶解度相对

较低可能是因为干燥处理导致小球藻蛋白暴露出了

更多的疏水基团[45]。
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图 7    CPI在不同贮藏条件下的蛋白质溶解度
Fig.7    Protein solubility of CPI with different

storage conditions
注：不同小写字母代表不同储藏条件下的蛋白质溶解度差异
显著（P<0.05）。
 

 2.3.2   起泡性　测定不同贮藏条件下的 CPI的起泡

性和起泡稳定性，并以乳清蛋白为参照，结果如表 3
所示。四种贮藏条件处理下的 CPI均表现出优于

WP的起泡性与起泡稳定性，而冷藏组和冷冻组表现

最优。在蛋白浓度分别为 2%和 4%时，冷藏组的起

泡性比 WP分别高 41.8%和 40.0%，冷冻组的起泡

性比 WP分别高 33.1%和 30.6%。这可能是因为低

温处理（4 ℃ 冷藏、−20 ℃ 冷冻）最大程度维持了蛋

白质天然构象，表面疏水区充分暴露，有利于快速吸

附至气-液界面降低表面张力[46]。此外，当 CPI浓度

为 4%时，烘干组获得最高的起泡稳定性，为 65.4%，

比 WP在相同蛋白浓度下高 15.5%。这可能是烘干

处理因热聚集导致蛋白质分子柔性下降，界面刚性增

强从而稳定性增强[47]。结果表明小球藻蛋白的起泡

性能优于 WP，且不同的贮藏条件对于小球藻蛋白的

起泡性有显著影响。该现象符合蛋白溶解度与其起

泡性规律，高溶解度蛋白质（冷藏组、冷冻组）通常具

有较好的起泡性[18,45]，而低溶解度蛋白（烘干组）起泡

性相对较低。
  

表 3    CPI在不同贮藏条件下的起泡性能
Table 3    Foaming properties of CPI with different

storage conditions

保存方法

起泡性（%） 起泡稳定性（%）

蛋白浓度
2%（w/v）

蛋白浓度
4%（w/v）

蛋白浓度
2%（w/v）

蛋白浓度
4%（w/v）

WP 66.3±6.5c 97.5±4.3b 26.9±4.6c 49.9±6.2ab

冷藏 108.1±7.8a 137.5±7.5a 50.5±6.8ab 53.2±3.6ab

冷冻 99.4±1.1b 128.1±4.8a 45.9±4.7b 43.3±2.9b

烘干 70.0±4.1c 84.2±5.1c 52.6±4.6ab 65.4±3.9a

冻干 92.5±5.4bc 99.2±3.1b 62.9±3.0a 57.3±4.2a

注：WP：乳清蛋白；不同小写字母代表不同储藏条件下的蛋白质起泡性
和起泡稳定性差异显著（P<0.05）。
 

 2.3.3   乳化性　测定不同贮藏条件下的 CPI的乳化

活力指数（EAI）和乳化稳定性指数（ESI），并以乳清

蛋白为参照，结果如表 4所示。四种贮藏条件中，冷

藏组 CPI显示出最高的乳化性能，冷冻组的 CPI的
乳化性能仅次于冷藏组，而烘干组和冻干组的

CPI的乳化性能更差，低于乳清蛋白。
  

表 4    CPI在不同贮藏条件下的乳化性能
Table 4    Emulsifying properties of CPI with different

storage conditions

保存方法

乳化性（m2/g） 乳化稳定性（d）

蛋白浓度
2%（w/v）

蛋白浓度
4%（w/v）

蛋白浓度
2%（w/v）

蛋白浓度
4%（w/v）

WP 24.9±0.7a 29.7±0.3c 20.5±0.1a 16.9±0.9b

冷藏 24.3±0.5a 101.4±1.3a 11.9±0.2b 62.7±0.1a

冷冻 24.2±0.5a 94.5±1.6b 2.6±0.1d 3.5±0.1c

烘干 11.0±0.5b 14.3±0.0d 3.5±0.1c 15.1±0.1b

冻干 10.7±0.0b 15.1±0.5d 2.6±0.1d 1.9±0.1d

注：WP：乳清蛋白；不同小写字母代表不同储藏条件下的蛋白质乳化性和
乳化稳定性差异显著（P<0.05）。
 

当蛋白质浓度为 2%，静置 10 min时，乳清蛋白

EAI值最高，为 24.9 m2/g，冷藏组的 CPI表现出接近

乳清蛋白的 EAI值，为 24.3 m2/g。当蛋白质浓度为

4%，静置 10 min时，和乳清蛋白相比冷藏组和冷冻

组的 CPI的 EAI分别提高了 71.7 m2/g和 64.8 m2/g，
远高于乳清蛋白（29.7 m2/g）。这可能是因为低蛋白

浓度下，小球藻蛋白分子间作用弱，形成的界面吸附
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层较为松散，乳化性能受到影响。而当蛋白浓度升高

时，小球藻蛋白分子间作用力增强，形成的界面吸附

层趋于稳定且紧密，从而提升乳化性能。此外，当蛋

白浓度为 4%时，冷藏组的 ESI值最高，显著高于其

他组，且是乳清蛋白的 3.7倍。综合乳化性和乳化稳

定性结果可知，冷藏条件下保存的小球藻蛋白的乳化

性能最优。

 3　结论
本研究通过对比分析冷冻、冷冻干燥及喷雾干

燥处理后的小球藻蛋白提取率/纯度、氨基酸组成和

分子量分布，明确了处理方法对小球藻蛋白提取、分

离和加工性能的影响。结果表明，喷雾干燥处理的小

球藻经高压破碎后，有效克服了藻细胞壁的抗性屏

障，使蛋白质提取率提高至 67.3%，并在乙醇浓度为

50%时，使纯度提升至 48.8%，同时保留了高丰度的

RubisCo及必需氨基酸（占总氨基酸 40.8%）。冷藏

处理的小球藻蛋白质溶解性（52.9%）最优，且在蛋白

浓度为 4%时，乳化活性（101.4  m2/g）及起泡性

（137.5%）达到最优。这与冷藏过程中小球藻蛋白质

未受高温或低温冰晶破坏蛋白结构或对蛋白结构破

坏程度较小有关。相较而言，冷冻与冷冻干燥因细胞

壁破坏不彻底及胞内酶活性残留，导致提取蛋白以小

分子肽为主，功能特性受限。本研究从处理藻原料与

处理藻蛋白的角度，揭示了热处理与非热处理对藻蛋

白提取分离和加工性能的影响，为藻原料与藻蛋白的

处理提供依据。
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tributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
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