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摘　要：为提高米糠蛋白（Rice bran protein，RBP）的溶解性，进而改善其在食品加工中的应用性能，本研究采用

pH驱动法，在 pH1.5、2.5、3.5、10、11及 12条件下对 RBP进行处理，并对比分析改性前后 RBP的结构与功能

特性变化。结果显示，RBP溶解度随 pH升高呈逐渐提升趋势，其中 pH12条件下处理效果最佳，溶解性达

70.57%，较未处理组（6.72%）显著提高 63.85%；RBP的平均粒径、ζ-电位绝对值及表面疏水性随 pH升高发生显

著变化，pH12处理后，其平均粒径降至最小（140.47 nm），ζ-电位绝对值增至最大（14.8 mV），表面疏水性达

最高（2289），且内源荧光强度明显增强，最大发射波长出现红移；pH12处理后，RBP的 β-折叠相对含量增加

10.43%，α-螺旋与 β-转角相对含量分别减少 3.29%和 9.13%。综上，pH驱动法可促使 RBP分子发生解聚，并增

强分子间静电斥力，从而显著提升其溶解性。本研究为推动 RBP广泛应用提供了新方案。
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Abstract：To enhance  the  solubility  of  rice  bran  protein  (RBP)  and  thereby  improve  its  application  performance  in  food
processing, the pH-driven method was employed in this study, under which RBP was treated at pH conditions of 1.5, 2.5,
3.5, 10, 11, and 12, and structural and functional properties before and after modification were compared and analyzed. The
results  showed that  the solubility  of  RBP was observed to  be gradually  increased with rising pH,  with the optimal  effect
achieved at pH12, where a solubility of 70.57% was reached, representing a significant improvement of 63.85% compared
to  the  untreated group (6.72%).  The average particle  size,  absolute ζ-potential  value,  and surface  hydrophobicity  of  RBP
were found to be significantly altered as the pH increased; After treatment at pH12, the average particle size was reduced to
the  minimum  (140.47  nm),  the  absolute  ζ-potential  value  was  increased  to  the  maximum  (14.8  mV),  and  the  surface
hydrophobicity was elevated to the highest value (2289), along with a marked enhancement in intrinsic fluorescence inten-
sity  and  a  red  shift  in  the  maximum emission  wavelength.  Following  pH12 treatment,  the  relative  content  of β-sheets  in  
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RBP was  increased  by  10.43%,  while  the  relative  contents  of α-helices  and β-turns  were  reduced  by  3.29% and  9.13%,
respectively. These findings indicate that pH-driven method can induce depolymerization of RBP molecules and strengthen
intermolecular  electrostatic  repulsion,  thereby  significantly  improving  its  solubility.  This  study  offers  a  new  approach  to
promote the widespread application of RBP.
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米糠是稻米加工的主要副产物，主要由清蛋白

（34.39%）、球蛋白（30.74%）、谷蛋白（23.4%）和醇溶

蛋白（5.54%）组成 [1]。米糠富含蛋白质（约 10%~
20%）、脂肪（15%~20%）、膳食纤维（25%~40%）、碳

水化合物（34%~54%），是一种营养价值较高的可再

生资源[2−4]。然而，目前米糠的利用率较低，多用作动

物饲料，造成资源浪费[5−6]。米糠蛋白（Rice bran pro-
tein，RBP）被称为“天赐营养源”[7]，是一种优质植物

蛋白，必需氨基酸组成接近 FAO/WHO推荐标准[8]，

生物效价与牛奶、鸡蛋相当，其中赖氨酸含量高达

5.8%[9]。RBP不含抗营养因子，过敏性低，适用于特

殊人群及婴幼儿食品[10]。但由于其易聚集、溶解度

低的特性，在食品工业中的应用受到限制[8]。

溶解性既是蛋白功能性质的基本指标[11]，又影

响着乳化性、起泡性和凝胶性等其他功能[12]。良好

的蛋白溶解性是食品加工领域应用的前提和基础，这

也有利于改进食品组织结构，以提高食品保存性[13]。

因此溶解性是目前植物蛋白的研究热点。pH驱动法

可有效诱导蛋白质亚基解离，并通过结构修饰提高其

溶解性。pH驱动法是指在极端 pH下，蛋白质分子

侧链带同种电荷，静电斥力导致氢键和二硫键断裂，

蛋白质从紧密结构变为松散状态从而改变蛋白质构

象，恢复中性 pH后，蛋白质重新折叠形成“熔融球”

状态，疏水基团暴露但结构更松散，从而有效改善蛋

白质功能特性的方法[14−15]。pH驱动法操作简便，无

需使用有机试剂，具有成本低和效率高等优势[16−18]。

该法能有效改善蛋白质的溶解特性[19]。Guo等[20] 发

现 pH偏移处理可以破坏蛋白分子间氢键和疏水相

互作用，从而提升溶解度。张唯唯等[21]将蛋白极端酸

碱 pH偏移处理后，尤其是 pH为 10时，其溶解性有

所增强。

本研究主要利用 pH驱动法对 RBP进行简单、

安全、高效的修饰，研究其结构和溶解性的变化，对

解决 RBP加工性能不佳、利用率较差等问题具有指

导意义，也为今后 RBP在食品行业中的广泛应用提

供理论基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

RBP（含量≥90%）　陕西帕尼尔生物科技有限

公司；十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）
　北京兰杰柯科技有限公司；1-苯胺基萘-8-磺酸

（1-anilinonaphthalene-8-sulfonic  acid，ANS）　美国

Sigma-Aldrich公司；其他试剂均为分析纯。

ZEN3700电位测定仪　北京海鑫瑞科技有限公

司；CF16RN高速冷冻离心机　日本日立公司；

DYCZ-24K型电泳仪　北京六一生物科技有限公司；

CHRISTALPha型冷冻干燥机　德国 Marin  Christ
公司；FE28型 pH计　梅特勒-托利多仪器（上海）公

司；FST-RO-JK10超纯水机　上海富诗特环保科技

有限公司；HJ-5搅拌器　常州市瑞华仪器制造有限

公司；U-2910紫外分光光度计　上海美谱达仪器有

限公司；FP-8000荧光光谱仪　德国 Eppendorf公
司；TY-80S脱色摇床　江苏金怡仪器科技有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   pH驱动法处理 RBP　分别配制 6份浓度

为 0.01 g/mL的 RBP，于磁力搅拌器室温搅拌 1 h。
其中 3份分别用 2 mol/L HCl溶液调节 pH至 1.5、
2.5和 3.5，另 3份用 2 mol/L NaOH溶液调节 pH至

10.0、11.0和 12.0。所有样品在目标 pH下保持 2 h
后，再用相应酸碱溶液将 pH统一回调至 7.0。将蛋

白溶液装入截留分子量 10000 Da的透析袋中，在

4 ℃ 条件下持续透析 48 h以去除盐离子。透析完成

后，将所得蛋白质溶液进行冷冻干燥处理，冻干成粉

末后贮藏于干燥器中室温保存备用。以未经酸碱处

理的 RBP溶液作为对照[22]。

 1.2.2   RBP粒径及分布、多分散性指数（polydisper-

sity index，PDI）和 Zeta电位测定　参考邹赫楠[23] 的

研究方法并稍作修改，具体操作如下：取不同样品使

用去离子水配制成 0.1 mg/mL（pH7.0），磁力搅拌

30 min后，于 8000×g离心 10 min，随后采用电位测

定仪测定上清液的粒径、PDI及 Zeta电位。

 1.2.3   RBP表面疏水性的测定　采用 ANS荧光探

针法测定 RBP表面疏水性（H0），参照 Yu等[24] 研究

方法并稍作调整。具体步骤如下：将不同样品用去

离子水配制成 1 mg/mL母液，梯度稀释至 0.005~
0.50 mg/mL系列浓度。取 4 mL不同浓度蛋白溶液

与 50 μL、8 mmol/L ANS探针溶液于试管中混匀，在

激发波长 390 nm、发射波长 470 nm、狭缝宽度 5 nm
条件下测定荧光强度。以蛋白浓度为横坐标、荧光

强度为纵坐标绘制标准曲线，其线性回归方程的初始

斜率即为 RBP表面疏水性指数。

 1.2.4   RBP内源荧光光谱的测定　采用 Zhou等[25]

的方法并稍作改进，测定 RBP的内源荧光光谱。

具体步骤如下：将不同样品用去离子水稀释至

0.1 mg/mL，室温下以 8000×g离心 10 min后取上清

液，置于四面透光石英比色皿中。设置荧光分光光度

仪参数：激发波长 290 nm，发射波长扫描范围 300~

第  47 卷  第  16 期 田凤珠 ，等： pH驱动法改善米糠蛋白溶解特性 · 149 · 



500 nm，扫描速率 12000 nm/min，激发与发射狭缝宽

度均为 5 nm，随后进行荧光光谱测定。

 1.2.5   RBP傅里叶红外光谱的测定　参考 Yang
等[26] 的研究方法并稍作改进，具体操作步骤如下：首

先将不同冻干样品与溴化钾按 1:100的质量比均匀

混合，使用玛瑙研钵充分研磨至粉末状。随后将混合

粉末压制成透明薄片，置于傅里叶变换红外光谱仪

中进行蛋白质二级结构分析。仪器参数设置如下：扫

描次数 32次，分辨率 4 cm−1，扫描波数范围 400~
4000 cm−1。所得光谱数据采用 PeakFit 4.12软件进

行基线校正和降噪处理。为进一步提高谱图分辨率，

对数据进行二阶导数处理。最后通过分峰拟合分析

确定各特征吸收峰，据此解析蛋白质二级结构的组成

及其相对含量。

 1.2.6   RBP电泳测定　参考 Ma等[27] 的方法，采用

不连续 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）进行

实验。首先配制 12%的分离胶和 5%的浓缩胶，并

以含 0.05 mol/L Tris-0.384 mol/L甘氨酸和 0.1%的

SDS（pH8.3）的溶液作为电极缓冲液。将不同样品稀

释至 5 mg/mL后，分别与 5× SDS上样缓冲液按 4:1
比例混合，并于 95 ℃ 水浴加热 5 min。取 10 μL处

理后的样品上样，初始电泳条件设置为 10 mA，待样

品进入分离胶后将电流调整为 25 mA。电泳结束

后，使用考马斯亮蓝染液染色 1 h，经脱色液反复脱

色 4~5次后，最后采用凝胶成像系统进行结果分析。

 1.2.7   RBP溶解特性　参考 Wang等[28] 采用 Lowry
法对蛋白质溶解度进行测定。取不同样品使用去离

子水配制成 0.01 mg/mL，在室温下磁力搅拌 30 min
使其充分溶解，随后于 8000×g离心 10 min。取上清

液进行适当稀释后，以牛血清白蛋白为标准蛋白，采

用 Lowry法测定蛋白质含量并绘制标准曲线。蛋白

质溶解度计算如下。

溶解度(%) =
上清液中蛋白质含量

样品中蛋白质含量
×100

 1.3　数据处理

所有实验均重复 3次，数据以均值±标准差表

示。实验数据采用 SPSS Statistics 26.0软件进行单

因素方差分析，以最小显著差异法检验数据间的差异

显著性（P<0.05，显著）。采用 Origin 2021软件绘制

图像，并使用 PeakFit 4.12软件对色谱数据进行分峰

拟合处理。

 2　结果与分析

 2.1　pH驱动处理对 RBP粒径、PDI和 Zeta电位的

影响

粒径可以间接反映蛋白质结构变化的指标，粒

度分布可以充分反映样品溶液中粒子的大小和均匀

性[29]。相比于未处理的 RBP，采用 pH驱动法处理

的 RBP粒径分布曲线明显向小尺寸方向移动，且分

布范围变狭窄（图 1（A）），蛋白质的平均粒径较对照

组显著减小（P<0.05），碱性条件对粒径的减小效果明

显优于酸性条件（图 1（B））。其中 pH调至 12时平

均粒径（137.1  nm）减小最为明显，这可能是极端

pH条件下蛋白质分子间静电排斥力增强，诱导

RBP中的大粒径聚集体发生解聚，形成更多小粒径

颗粒，从而有效减弱蛋白质分子间的聚集作用。已有

研究表明，较小粒径的蛋白质聚集体通常有利于提升

体系的溶解特性[30]。
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图 1    pH驱动处理对 RBP粒径分布（A）、平均粒径
及 PDI（B）和 Zeta电位（C）的影响

Fig.1    Effects of pH-driven processing on RBP particle size
distribution(A), average particle size, PDI (B), and Zeta poten-

tial (C)
注：不同字母表示差异显著（P<0.05），图 2、图 6同。

 

PDI可用于表征聚合物分子量分布的均匀性。

经 pH处理后，RBP的 PDI值较对照组均减小，表明

溶液分散性得到改善，蛋白质在溶液体系中的分布

更加均匀。这种现象可能是由于酸碱处理过程中

RBP产生较强的静电斥力，从而促使其均匀分布[31]。

蛋白质溶液的 ζ-电位是表征蛋白质分子间相互

作用的重要指标。在水溶液中，当 RBP的亲水基团

暴露于蛋白质表面，且带负电的氨基酸残基多于带正
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电的氨基酸残基时，溶液 ζ-电位呈现负值。如图 1（C）

所示，不同 pH处理会显著影响 RBP的 ζ-电位（P<
0.05）。与对照组的 ζ-电位绝对值（4.7 mV）相比，经

pH处理后样品的 ζ-电位绝对值均呈现增大趋势，其

中碱性处理组的变化尤为显著。当 pH调至 12时 ζ-
电位绝对值最大（14.8 mV）。此外，当 pH调至 1.5

的极端酸性条件下，ζ-电位绝对值出现下降现象，这

可能是强酸性环境削弱了蛋白质与多肽间的静电相

互作用所致。其余 pH处理组的 RBP ζ-电位绝对值

均呈现上升趋势，这可能是 pH处理诱导 RBP空间

结构发生改变，导致蛋白质部分解折叠，使原本埋藏

在分子内部的带电基团（特别是带负电的氨基酸残

基）暴露于分子表面[32]。这种构象变化不仅增加了蛋

白质表面的负电荷量，同时增强了分子间的静电排斥

作用，从而有效抑制了蛋白质的聚集行为。这一发现

与 pH驱动 RBP形成更小粒径的结果具有良好的一

致性。

 2.2　pH驱动处理对 RBP表面疏水性的影响

表面疏水性（H0）是表征蛋白质分子表面疏水基

团数量的重要指标，不仅反映蛋白质的构象特征，还

与蛋白质的溶解性能密切相关[33]。采用 ANS荧光

探针法测定表面疏水性的结果表明（图 2），pH驱动

处理可显著提高 RBP的表面疏水性（P<0.05），其中

pH调至 12时表面疏水性达到最大值（2289）。这一

现象说明在 pH驱动过程中，蛋白质分子发生部分展

开导致其疏水基团（包括芳香族氨基酸）暴露，从而引

起 H0 值升高 [34]，表明 RBP的分子结构发生了改

变。值得注意的是，碱性条件下处理的 RBP其 H0

值显著高于酸性条件，这可能是因为强碱环境能够诱

导更多蛋白质聚集体解聚，使蛋白质空间结构发生膨

胀和伸展，形成熔融球状构象。在此状态下，蛋白质

分子中的疏水肽段及氨基酸残基的疏水侧链得以暴

露[35]，蛋白质的两亲性平衡发生改变，疏水基团暴露

的同时，碱性条件下蛋白质表面负电荷（-COO−）增

加，静电斥力增强，反而提升溶解性。这与 pH驱动

RBP在碱性条件下溶解度优于酸性条件的实验结果

一致。因此，RBP表面疏水性的变化可有效反映

pH处理对其溶解性能的影响。张唯唯等[21] 在研究

白果蛋白时也发现，pH驱动法通过调控疏水/亲水平

衡改善溶解性。这表明表面疏水性可作为表征

pH处理对蛋白质溶解性能影响的有效指标。

 2.3　pH驱动处理对 RBP内源荧光光谱的影响

蛋白质的内源荧光主要来源于其分子中带有芳

香基团的氨基酸残基，该特性可用于表征蛋白质三级

结构的变化[36]。如图 3所示，对照组的最大荧光发

射波长为 342 nm。与对照组相比，经不同 pH处理

的蛋白质荧光光谱形状虽未发生明显改变，但其最大

发射波长均出现红移现象，且荧光强度均有不同程度

的增强。这种现象可能是 pH处理破坏了蛋白质的

三维构象，导致蛋白质结构展开，使原本包埋在疏水

环境中的色氨酸（Trp）残基暴露于外部亲水环境所

致。值得注意的是，碱性条件下荧光强度的增加幅度

明显大于酸性条件，这可能是因为在碱性环境中蛋白

质更易形成熔球态中间体，使得蛋白质表面疏水性氨

基酸间的接触减少，疏水基团更多地暴露出来，导致

荧光发射基团向疏水性更强的微环境转移。这与表

面疏水性的测定结果（图 2）一致，进一步证实了 pH
驱动法诱导蛋白质结构变化的有效性。
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图 3    pH驱动处理对 RBP内源荧光的影响
Fig.3    Effect of pH-driven processing on intrinsic fluorescence

of RBP
 

 2.4　pH驱动处理对 RBP二级结构的影响

从图 4中可以看出，蛋白分子中羟基的伸缩振动

峰从 3275 cm−1 移至 3286 cm−1，表明氢键网络发生

重排，酰胺Ⅰ带特征峰从 1625 cm−1 移至 1634 cm−1，

该区域对蛋白质二级结构分析具有重要价值，因此采

用 Feakfit 4.2对 FTIR光谱的酰胺 I带进行二阶导

数拟合。根据文献 [37]，酰胺 I带中各特征峰对应的

二级结构分别为：α-螺旋（1650~1660 cm−1）、β-折叠

（1610~1640 cm−1）、β-转角（1660~1700 cm−1）和无规

卷曲（1640~1650 cm−1）。通过分析各特征峰面积占

比可定量评估不同二级结构的含量变化，进而反映蛋

白质聚集状态和结构稳定性[38]。其中 α-螺旋和 β-折
叠属于有序紧密结构，而无规卷曲和 β-转角则属于

无序松散结构[39]。由表 1可见，对照组 RBP的二级结

构组成为：α-螺旋（11.44%±0.06%）、β-折叠（17.12%
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图 2    pH驱动处理对 RBP 表面疏水性的影响

Fig.2    Effect of pH-driven processing on surface
hydrophobicity of RBP

注：不同字母的数值表示差异显著（P<0.05）。
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±0.08%） 、 β-转角 （ 13.46%±0.12%）和无规卷曲

（20.55%±0.03%）。经 pH处理后，RBP中的 α-螺旋

含量降低，这与 Tian等[40] 报道的表面疏水性与 α-螺
旋含量呈负相关的研究结果一致，也验证了本研究的

疏水性测定结果；β-折叠含量增加而 β-转角含量降

低，这可能是链间氢键断裂导致 β-转角向 β-折叠转

化，同时疏水作用增强引发的分子聚集也会促进 β-
折叠形成；无规卷曲含量虽略有增加但未达显著水

平。上述结果表明，pH处理通过改变蛋白质分子内

相互作用力，使其二级结构发生由柔性向刚性的

转变。
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图 4    pH驱动处理对 RBP傅里叶红外光谱的影响
Fig.4    Effect of pH-driven processing on fourier transform

infrared spectroscopy of RBP
 
 

表 1    pH驱动处理对 RBP二级结构的影响
Table 1    Effect of pH-driven modification on the secondary

structures of RBP

样品 α-螺旋（%） β-折叠（%） β-转角（%） 无规则卷曲（%）

对照 11.44±0.06a 17.12±0.08c 13.46±0.12a 20.55±0.03a

pH1.5 9.86±0.13b 19.47±0.11c 11.47±0.09d 20.64±0.05a

pH2.5 8.87±0.1c 19.08±0.07c 11.75±0.11c 20.62±0.05a

pH3.5 8.33±0.07d 16.15±0.08c 12.88±0.1b 20.61±0.08a

pH10 1.16±0.08g 16.64±0.13c 9.15±0.07e 20.63±0.02a

pH11 3.93±0.05f 22.98±0.09b 8.26±0.09f 20.62±0.06a

pH12 8.15±0.06e 27.55±0.1a 4.33±0.11g 20.65±0.06a

注：同列不同字母表示差异显著（P<0.05）。
 

 2.5　pH驱动处理对 RBP亚基结构的影响

SDS-PAGE电泳分析可以观察到 RBP在不同

pH处理下分子质量的变化。如图 5所示，由凝胶成

像系统仪分析可知 RBP主要亚基的相对分子质量

分布为 43.0~66.2  kDa、31.0  kDa、14.4~22.0  kDa、
<14.4 kDa。与对照组（泳道 1）相比，其他处理组的

RBP相对分子质量分布在>31.0 kDa的条带颜色变

浅；<14.4 kDa的条带更清晰，颜色加深，且碱性处理

比酸性处理条带更清晰。这可能是在强酸强碱条件

下，维持蛋白亚基结构的氢键遭到破坏，使得亚基解

聚，在电泳中迁移速度加快，对应高分子质量的条带

因亚基含量减少而颜色变浅甚至消失，低分子质量亚

基的条带颜色变深甚至出现新条带，且碱处理比酸处

理的变化更加明显，与粒径分析结果一致，因此碱处

理可以比酸处理更好地促进 RBP的亚基解离，增加

其溶解度。已有研究发现[41]，经 pH偏移后蛋白质亚

基会解聚为单体亚基。
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图 5    pH驱动处理的米糠蛋白 SDS-PAGE图
Fig.5    SDS-PAGE pattern of RBP treated by pH-driven

注：1~7为不同 pH处理的样品：对照、pH10、pH11、pH12、
pH1.5、pH2.5、pH3.5。
 

 2.6　pH驱动处理对 RBP溶解度的影响

蛋白质溶解度是反映其变性与聚集程度的关键

指标，也是实现 RBP加工利用的重要前提[42]。如

图 6所示，经 pH处理的 RBP溶解度较未处理组均

显著提升（P<0.05），尤其是 pH调至 12时，溶解度

由 6.72%显著提高至 70.57%。这主要是因为在极

端 pH条件下，蛋白质分子结构展开，内部疏水基团

和极性基团暴露，从而增强了水化作用[43−44]。现有研

究表明，RBP溶解度较低可能与其结合的植酸、纤维

素等成分有关[45]。此外，碱性条件下 RBP的溶解性

优于酸性条件，其原因可能在于强碱环境能更有效地

降解部分植酸等成分，削弱其与 RBP的结合作用，进

而提高 RBP的溶解性。
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图 6    pH驱动处理对 RBP溶解度的影响
Fig.6    Effect of pH-driven processing on solubility of RBP

 

 3　结论
本研究以米糠蛋白（RBP）为对象，系统考察了

pH驱动法处理对其结构和溶解特性的影响规律。研

究结果显示，随着 pH升高，RBP的平均粒径显著减

小（最低至 140.47 nm），ζ-电位绝对值增大（最高达

14.8 mV），表面疏水性呈上升趋势（最大值 2289）。
傅里叶变换红外光谱与荧光光谱分析表明，改性后

RBP的二级和三级结构发生明显变化，具体表现为
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β-折叠相对含量增加，α-螺旋与 β-转角相对含量降

低，且内源荧光强度增强。在 pH12条件下，RBP
的溶解度达到 70.57%，较未处理组（6.72%）显著提

高 63.85%。上述结果表明，pH驱动法可有效改善

RBP的溶解性，为植物蛋白在功能性食品中的应用

提供了一种可行的改性策略。然而，该技术在工业化

放大过程中仍面临 pH精确控制及营养品质变化等

挑战，后续研究应聚焦于开发更温和的改性工艺，并

系统评估产物的消化特性等营养指标，以推动该技术

的实际应用。

© The Author(s) 2026.  This  is  an  Open  Access  article   dis-
tributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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