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浓缩乳清蛋白中 α-乳白蛋白的超滤分离
及热处理对截留液功能特性的影响
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摘　要：为开发分离 α-乳白蛋白（α-lactalbumin，α-La）的超滤工艺并实现副产物的高值利用，本研究利用小试规

模的切向流超滤设备，探究了从浓缩乳清蛋白中分离富集 α-La的最佳工艺参数，并对分离 α-La后剩余的截留液

副产物进行热处理改性。结果表明，可实现 α-La分离的最佳物料 pH、超滤膜截留分子量、体积浓缩倍数、操作

压力、渗滤次数分别为 6.5、100 kDa、4倍、0.3 MPa和 5次。在该工艺下，透过液中 α-La和 β-乳球蛋白（β-lac-
toglobulin，β-Lg）的比例可提高至 9以上，较浓缩乳清蛋白中提高 23倍。分离 α-La后剩余的富含 β-Lg的截留液

的起泡性能在 60 ℃、10 min热处理条件下达到最佳，起泡性和泡沫稳定性分别为 18.1%和 69.9%；乳化性能在 80 ℃、

10 min热处理条件下达到最佳，乳化活性指数和乳化稳定指数分别为 77.0 m2/g和 82.8%。本研究确定了富集 α-
La的最佳膜分离工艺，并通过热处理改性提升了截留液副产物的功能特性，可为 α-La的工业化生产及副产物的综

合利用提供可借鉴的技术方案。
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Abstract：To develop an ultrafiltration process for separating α-lactalbumin (α-La) and achieve high-value utilization of by-
products, this study employed a small-scale tangential flow ultrafiltration equipment to optimize the process parameters for  
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enriching α-La from whey protein concentrate. Additionally, the study investigated the heat treatment modification of the
by-product after α-La separation. The results showed that the optimal conditions for α-La separation were as follows: Feed
pH of 6.5, ultrafiltration membrane molecular weight cutoff of 100 kDa, volume concentration factor of 4, operating pres-
sure of 0.3 MPa, and 5 diafiltration cycles. Under these conditions, the ratio of α-La to β-lactoglobulin (β-Lg) in the perme-
ate increased to over 9, a 23-fold improvement compared to the whey protein concentrate. The foaming properties of the β-
Lg-rich retentate,  remaining after α-La separation,  were optimal under heat  treatment at  60 ℃  for 10 minutes,  with foam
ability and foam stability reaching 18.1% and 69.9%, respectively. In contrast, the emulsifying properties were optimal at
80 ℃ for 10 minutes, with emulsifying activity index and emulsifying stability index reaching 77.0 m2/g and 82.8%, respec-
tively. Overall, this study established an optimal membrane separation process for enriching α-La and enhanced the func-
tional properties of the by-product retentate through heat treatment, providing a valuable technical solution for the industri-
al production of α-La and the comprehensive utilization of by-products.

Key words：α-lactalbumin；β-lactoglobulin；ultrafiltration；separation；heat treatment；functional property

α-乳白蛋白（α-lactalbumin，α-La）是母乳中最丰

富的蛋白质之一，具有促进婴幼儿肠道发育、抗菌、

抗病毒、免疫调节等活性，是生产婴幼儿配方奶粉

（以下简称“婴配粉”）的核心蛋白配料之一[1]。然而

目前我国 α-La配料长期依赖进口，自给率几乎为 0，
完全受制于国外，这严重威胁了我国婴配粉的供应安

全[2]。针对这一严峻现状，攻克 α-La核心配料生产

技术、打破国外技术和产品垄断迫在眉睫。牛乳清

蛋白是目前生产 α-La最主要的原料，其中 α-La占

比约 20%，然而其主要蛋白还包括 β-乳球蛋白（β-lac-
toglobulin，β-Lg），占比约为 50%。β-Lg是牛乳中最

主要的过敏原，据统计约 2%~6%的婴幼儿对 β-
Lg过敏，会引发皮疹、哮喘、恶心、呕吐和腹泻等，对

婴幼儿的健康造成严重威胁[3−5]。β-Lg也是 α-La分

离纯化最主要的干扰物质，其分子量、等电点分别为

18.4 kDa和 5.2~5.4，与 α-La接近（分子量和等电点

分别为 14.2 kDa和 4.2~4.6），造成两者直接分离的

难度极大。目前，分离纯化 α-La的方法主要包括酶

解法、选择性沉淀法、色谱法、超滤法等。酶解法利

用 α-La和 β-Lg的水解特性差异实现 α-La的分离

纯化，虽然能够得到纯度大于 90%的 α-La，但酶解

产物有苦味，不利于 α-La在食品中的应用。选择性

沉淀法需多次离心，不适用于工业化生产。色谱法所

用的填料价格昂贵，限制了其大规模应用。相比之

下，超滤法凭借运行成本低、操作简单、可保留物质

天然状态等优点，成为分离纯化 α-La的优选方法。

超滤是基于原料分子量大小进行物理筛分的技术，大

于超滤膜截留分子量（molecular weight cut off，MW-
CO）的物质被截留，而使其余物质透过。有研究表

明，在适宜的酸性条件下，β-Lg可聚合为二聚体、四

聚体、八聚体，分子量达到 36、72、144 kDa，与 α-
La分子量产生较大的差异，可根据这种分子量差异，

利用超滤方法将二者进行分离[6−7]。

Bottomley等[8] 用 100 kDa超滤膜对乳清进行

分离，所得透过液中 α-La/β-Lg的比例可提升至

2.0~3.0，但是膜分离过程中的关键参数如浓缩倍数、

操作压力等并未在研究中提及。Muller等[9] 在实验

室规模的设备上采用 300 kDa的超滤膜从浓缩乳清

蛋白中分离 α-La，但获得的样品中 α-La的纯度偏

低，仅为 40%左右。Cheang等[10] 采用更小孔径的

超滤膜提高了其选择性，使用 30 kDa超滤膜对乳清

蛋白进行 16次洗滤，透过液中 α-La纯化因子大于

10，回收率高达 99%，但是该研究所用设备为搅拌式

超滤杯，与工业上最常用的切向流过滤设备相差较远，

且蛋白处理量仅有 6 mL，与工业生产规模还有很大

的差距。孙颜君等[11] 选用 50 kDa超滤膜，在 50 ℃

下分离甜乳清粉溶液，透过液中 α-La纯度为 50%~

60%，回收率为 20%~40%。综上，虽然目前 α-La的
超滤分离技术已有研究报道，但大多数研究都集中在

实验室规模上，常采用超滤杯、平板膜等处理量较低

的小型径向流设备，而工业化生产则采用大型切向流

过滤设备，因此目前已有研究和工业化生产仍有较大

差距，亟待依托于更大规模的切向流过滤系统开展相

关研究。另外，目前尚未有研究者针对分离 α-La和
β-Lg的最佳 pH条件开展系统研究。

因此，本研究探究了分离 α-La和 β-Lg的最佳

pH条件，并利用小试规模的切向流超滤设备分离富

集 α-La，对超滤膜 MWCO及体积浓缩倍数（volume

concentration factor，VCF）、操作压力、洗滤次数等

关键工艺参数进行优化，以获得富集 α-La的最佳膜

分离工艺，为未来实现 α-La的工业化生产提供可借

鉴的技术方案；进一步对分离 α-La后剩余的富含 β-
Lg的截留液副产物进行热处理改性，探究热处理温

度对其功能特性的影响，为其未来在食品工业中的应

用奠定理论基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

浓缩乳清蛋白 WPC80　美国 Actus  Nutrition

公司；乳酸、三羟甲基氨基甲烷（Tris）、甘氨酸、β-巯
基乙醇、十二烷基硫酸钠（SDS）、尿素、彩虹 245广

谱蛋白 Marker、5×蛋白上样缓冲液、考马斯亮蓝 R-

250　北京索莱宝科技有限公司；SDS-PAGE凝胶制

备试剂盒　江苏康为世纪生物科技股份有限公司；

BCA蛋白浓度测定试剂盒　上海碧云天生物技术股

份有限公司；乙腈、三氟乙酸　色谱级，上海麦克林
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生化科技股份有限公司；其余试剂均为分析纯。

SJM-DSN060膜分离设备　合肥世杰膜分离设

备有限公司；ME204E分析天平、LE438 pH计　梅

特勒-托利多仪器（上海）有限公司；165-8001电泳仪

　美国 Bio-Rad公司；Amersham Imager 600凝胶成

像仪　美国 GE Healthcare公司；TU-100恒温金属

浴　上海一恒科技有限公司；Synergy-HTX酶标仪

　美国博腾仪器有限公司；Acquity UPLC H-class超

高效液相色谱仪　美国 Waters公司；UV-2800A紫

外分光光度计　上海尤尼科仪器有限公司；DF-

101S恒温加热磁力搅拌器　上海力辰邦西仪器科技

有限公司；MCR92旋转流变仪　奥地利 Anton Paar

公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   膜分离设备　本研究所采用的膜分离设备如

图 1所示，配备 100 kDa和 30 kDa卷式聚醚砜有机

膜组件。该设备为切向流过滤设备，物料被投入物料

罐 1中，通过辅泵吸入、主泵的加压后，按照平行于

超滤膜的方向流入超滤膜组件。以膜两侧的压力差

作为驱动力进行分离，能够顺利透过膜的液体即透过

液，经过流量计后被收集进物料罐 2；未能通过膜的

部分即截留液则从膜组件的循环侧流出，经过流量

计、换热器后回流至物料罐 1中。

 1.2.2   料液 pH的确定　准确称量 WPC80粉末于

烧杯中，加入超纯水，用磁力搅拌器以 500  r/min
的转速搅拌 30  min，配制成浓度为 1%（w/v）的
WPC80溶液。将配制好的溶液存放在 4 ℃ 冷库中，

静置过夜充分水合。实验前将溶液恢复至室温

（25 ℃）。用乳酸调节 WPC80溶液的 pH分别为

4.5、5.0、5.5、6.0、6.5（±0.1）。吸取 12 mL溶液于

30 kDa超滤管中，4000×g离心 30 min后取透过液

样品进行后续分析。

 1.2.3   超滤膜 MWCO的确定　配制 5%的 WPC80
溶液 60 L，置于 4 ℃ 冷库中过夜使其充分溶解，实

验前恢复至室温，调节 pH至 6.5。采用切向流超滤

设备配备 30、100  kDa的超滤膜进行超滤，直至

VCF为 3，操作过程中控制操作压力为 0.4 MPa。膜

设备运行结束后，分别收集 30、100 kDa下的透过液

样品进行后续分析。

 1.2.4   VCF的确定　配制 5%的 WPC80溶液 72 L，
置于 4 ℃ 冷库中过夜使其充分溶解，实验前恢复至

室温，调节 pH至 6.5。选用 MWCO为 100 kDa的
超滤膜进行过滤，控制操作压力为 0.4 MPa，直至

VCF分别为 2、3、4。分别收集 VCF为 2、3、4时

的透过液进行后续分析。

 1.2.5   操作压力的确定　配制 5% WPC80溶液 72 L，
置于 4 ℃ 冷库中过夜使其充分溶解，实验前恢复至

室温，调节 pH至 6.5。选用 MWCO为 100 kDa的
超滤膜进行过滤，采用 0.3、0.4、0.5 MPa的操作压力

进行超滤至 VCF为 4。分别收集操作压力为 0.3、
0.4、0.5 MPa下的透过液进行后续分析。

 1.2.6   洗滤次数的确定　配制 5% WPC80溶液 72 L，
置于 4 ℃ 冷库中过夜使其充分溶解，实验前恢复至

室温，调节 pH至 6.5。选用 MWCO为 100 kDa的
超滤膜进行过滤，控制操作压力为 0.3 MPa浓缩至

VCF为 4，得到 54 L透过液和 18 L截留液，此过程

为超滤阶段（UF）。之后向 18 L截留液中补充 54 L
去离子水再进行 4倍浓缩，此过程为第一次洗滤

（DF1），并重复该洗滤过程 4次，依次为 DF2、DF3、
DF4、DF5。分别收集不同洗滤阶段的透过液（UF、
DF1、DF2、DF3、DF4、DF5）进行后续分析。

 1.2.7   透过液中 α-La和 β-Lg含量的测定　采用超

高效液相色谱法（ultra performance liquid chromato-
graphy，UPLC）测定透过液中 α-La和 β-Lg含量。

配制液相缓冲液：8  mol/L尿素，165  mmol/L  Tris，
44 mmol/L柠檬酸钠和 0.3%巯基乙醇。取适量 α-
La和 β-Lg标准品，用液相缓冲液配制浓度为 10、
20、50、100、200 μg/mL的标准品溶液。取透过液

样品 100 μL，加入 100 μL液相缓冲液，涡旋 2 min，
常温振荡 1 h后 4 ℃、10000×g离心 3 min，取上清

并用 0.22 μm针式过滤器过滤后上机。液相检测方
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图 1    膜分离设备（A）及运行流程图（B）
Fig.1    Membrane separation equipment (A) and its operation

flow chart (B)
注：P1、P2、P3分别表示截留液进膜压力表、截留液出膜压力
表、透过液压力表；蓝色粗线条表示截留液流向，黑色细线条
表示透过液流向。
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法如下：色谱柱为 Agilent Poroshell 120 C18，流速为

0.35 mL/min，柱温为 42 ℃，进样室温度为 12 ℃，进

样体积为 10 μL，紫外检测波长为 214 nm。流动相

A为 0.1%三氟乙酸 -水溶液 ，流动相 B为 0.1%
三氟乙酸-乙腈溶液。流动相 B梯度（变化率）如下：

在 68.2% B下保持 1.5 min，从 68.2%到 59.0%洗脱

4 min，从 59.0%到 56.5%洗脱 6.5 min，从 56.5%到

40%洗脱 12 min，从 40%到 0%洗脱 1 min，在 0%
B下保持 1 min，从 0%到 90%洗脱 1 min，在 90% B
下保持 1 min，从 90%到 68.2%洗脱 1 min，在 68.2%
B下保持 1 min。

 1.2.8   透过液中蛋白组成的电泳分析　采用 SDS-
PAGE评价透过液中蛋白组成。取 400 μL透过液加

入 100 μL的 5×蛋白上样缓冲液，涡旋混匀后 100 ℃
金属浴煮 10 min。配制 5%的浓缩胶和 12%的分

离胶进行电泳，每个样品的上样量为 30 μL。电泳结

束后，用考马斯亮蓝 R250染液染色 20 min再用脱

色液脱色至背景干净。

 1.2.9   膜通量的测定　膜通量即在单位时间内、通

过单位膜面积的透过液的体积，由式（1）计算：

J = V/(A×∆t) 式（1）

式中：J为平均膜通量，L·m−2·h−1；V为在 Δt时
间内收集到的透过液的体积，L；A为有效过滤的膜

面积，m2；Δt为收集 V体积透过液所用时间，h。

 1.2.10   透过液中蛋白含量的测定　采用 BCA试剂盒

测定透过液中总蛋白含量。采用 BSA作为标准品，

配制 0、0.025、0.05、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mg/mL的

标准品溶液，绘制蛋白标准曲线。将透过液样品稀释

至合适的浓度。在 96孔板中分别加入 20 µL的待测

样品和 BSA蛋白标准品，向每个孔中加入 200 µL的

BCA工作液，将孔板中的液体混合均匀后置于 37 ℃
恒温培养箱中静置 30 min。用酶标仪在 562 nm的

波长下测定各样本的吸光度。根据标准曲线计算透

过液中总蛋白含量。

 1.2.11   截留液的热处理　取最优膜分离工艺下获得

的截留液，并将其稀释至浓度为 5%（w/v）。取 50 mL
样品置于具塞锥形瓶中，分别置于设定温度为 50、
60、70、80、90 ℃ 的恒温水浴加热磁力搅拌器中，在

转速为 400 r/min的条件下水浴加热 10 min。加热

结束后迅速将样品转移到冰水中冷却。

 1.2.12   浊度的测定　参照 Li等[12] 的方法对热处理

后的截留液样品浊度进行测定。将蛋白溶液稀释至

合适浓度，以纯水作为空白对照，测定样品在 600 nm
处的吸光度，以 A600 表示蛋白的浊度指数。

 1.2.13   溶解度的测定　溶解度的测定参考 Rafiei
等[13] 的方法并稍作修改。将热处理后的截留液样品

在 25 ℃、10000×g的条件下离心 15  min，取上清

液。采用 BCA试剂盒分别测定蛋白样品及离心后

上清液中的蛋白质浓度。溶解度由式（2）计算：

溶解度(%) =
上清液的蛋白含量

样品的总蛋白含量
×100 式（2）

 1.2.14   起泡性能的测定　参考 Yang等[14] 的方法并

稍作修改，以起泡性（foaming capacity，FC）及泡沫稳

定性（foaming stability，FS）为指标测定截留液的起

泡性能。将热处理后的截留液稀释至 1%，取 30 mL
稀释液用高速分散器 15000 r/min搅打 2 min，快速

读取搅打后的总体积（V1）和静置 30 min时的总体积

（V2）。FC和 FS分别由式（3）和式（4）计算：

FC(%) = [(V1−30)/30]×100 式（3）

FS(%) = [(V2−30)/(V1−30)]×100 式（4）

 1.2.15   乳化性能的测定　参考 Ji等[15] 的方法测定

样品的乳化活性指数（emulsion activity indices，EAI）
和乳化稳定指数（emulsion stability indices，ESI）来表

征截留液的乳化性能。将热处理后的截留液样品稀

释至 1 mg/mL，取 15 mL稀释液加入 5 mL葵花籽

油，用高速分散器以 10000 r/min剪切 2 min，室温静

置 10 min。在静置 0、10 min时从试管底部取 50 μL
乳液，加入 5 mL 0.1%（w/v）SDS溶液，涡旋 10 s后
在 500 nm下测定吸光度（以 0.1% SDS为空白对

照）。EAI和 ESI分别由式（5）和式（6）计算：

EAI(m2/g) = (2×2.303×A0×N)/(c×φ×10000)

式（5）

ESI(%) = (A0/A10)×100 式（6）

式中：A0 是均质化后乳液的吸光度；N是稀释倍

数（100）；c是蛋白浓度（g/mL）；φ是乳液中油的体积

分数（0.25）；A10 是静置 10 min后乳液的吸光度。

 1.2.16   黏度的测定　使用流变仪对热处理后的截留

液样品的黏度进行测定。选择 50 mm夹具，间隙设

置为 1 mm，取 3 mL样品置于样品台上，测试温度

为 25 ℃，在剪切速率为 0.1~500 s−1 范围内测定样品

的黏度。

 1.3　数据处理

每个实验重复 3次，实验结果均以平均值±标准

差的方式呈现。使用 SPSS 23.0进行统计分析。当

两组数据进行比较时采用 t检验；两组以上的数据比

较时，采用单因素方差分析和 Duncan多重比较。

当 P<0.05时认为差异具有统计学意义，以不同字母

表示存在显著性差异，相同字母表示差异不显著

（P>0.05）。

 2　结果与分析

 2.1　料液 pH对 α-La分离效果的影响

在酸性 pH下，β-Lg可聚合形成二聚体、四聚体

等聚合物，分子量增加，因此可通过调控 WPC80溶

液的 pH，使 β-Lg和 α-La的分子量产生明显差异，

实现二者的分离。然而当溶液的 pH低于 4.5时，α-
La会失去分子中结合的 Ca2+导致其稳定性下降[16]。

第  47 卷  第  14 期 宋思家 ，等： 浓缩乳清蛋白中 α-乳白蛋白的超滤分离及热处理对截留液功能特性的影响 · 135 · 



因此，本研究在 4.5~6.5的 pH范围内评价了 α-La的

分离效果。采用 UPLC法测定了透过液中 α-La和
β-Lg的含量。如图 2A和图 2B所示，在 4.5~6.5范围

内，随着 pH升高，透过液中 α-La含量呈现先降低后

升高的趋势，β-Lg含量先降低后升高，且在 pH5.5~
6.5之间变化不显著，相对于 α-La，整体差异较小。

用透过液中 α-La和 β-Lg含量之比（α-La/β-Lg）
及 SDS-PAGE评价不同 pH对 α-La分离效果的影

响。如图 2C所示，pH为 4.5时透过液中 α-La/β-Lg
值最高，为 4.8；pH为 6.5时次之，为 4.2，相较于原

WPC80溶液中的比例（0.4）提高 10倍，但在 pH5.0~
6.5之间差异不显著。Metsämuuronen等[17] 也比较

了不同 pH下（3.5、4.3和 6.6）α-La的分离效果，本研

究的结果与之类似：pH为 4.3时 α-La的透过率最

高，且分离效果也最好，其原因是在 pH为 4.3时，由

于水合作用较低，α-La的有效粒径减小，因此 α-
La透射率较高，另外在此 pH下，部分 β-Lg以八聚

体的形式存在，对 β-Lg的截留率也最高。因此在

pH为 4.5左右可获得最佳 α-La/β-Lg。图 2D中

SDS-PAGE结果也与上述结果一致。

然而，尽管在 pH为 4.5时可获得最高的 α-La
含量及最佳 α-La纯度，但 WPC80溶液会发生十分

明显的蛋白沉淀现象，有较大的膜污染风险，不利

于放大到小试设备上。如图 2E所示，pH为 4.5和

5.0时，由于接近乳清蛋白的等电点，WPC80溶液中

产生明显沉淀。超滤过程中膜通量与蛋白质的大

小、聚集行为密切相关，很多研究表明，乳清蛋白的

聚集体会增强膜污染导致通量下降[18−19]。Almecija
等 [20] 采用 300 kDa陶瓷膜分离乳清蛋白，发现在

pH<4.0或 pH>8.0时可以保持较高的膜通量（85~
125 L·m−2·h−1），而 pH在 4.0~5.0附近时，膜通量大

幅下降至 25~51 L·m−2·h−1；Li等[21] 的研究表明，膜

通量与蛋白质聚集程度密切相关，乳清蛋白在等电点

附近时在超滤膜上的吸附最大，因此膜通量更低。可

见，等电点附近聚集的乳清蛋白会引起较大的膜污

染，导致蛋白质扩散系数下降。严重的膜污染会导致

膜的选择性变差，且极大地降低膜分离过程的效率[19]，

因此控制膜污染至关重要。在本研究中，pH为

4.5和 5.0时，WPC80溶液中蛋白沉淀现象严重，易

造成严重膜污染，因此在调控溶液的 pH时，应避开

这一条件。

综上可见，调控 WPC80溶液的 pH至 4.5~6.5
范围，均能将 α-La/β-Lg比例提升 10倍左右。但是

pH为 4.5和 5.0时接近乳清蛋白等电点，会引起蛋

白沉淀造成膜堵塞风险极高，不利于放大到工业生

产中。pH为 6.0和 6.5时，α-La含量、α-La/β-Lg仅

次于 pH为 4.5时，且二者之间没有显著性差异，而

pH为 6.5更接近 WPC80溶液天然的 pH，前处理工

艺更简单，更利于工业化放大，因此选择 pH为

6.5作为最佳的料液 pH。

 2.2　不同MWCO超滤膜对 α-La分离效果的影响

乳清蛋白中 α-La和 β-Lg的分子量分别为

14 kDa和 18 kDa，pH为 6.5时 β-Lg主要以二聚体

（36 kDa）的形式存在，因此若想实现 α-La和 β-Lg的

分离，理论上可选用MWCO为 14~36 kDa的超滤膜。

由于膜分离过程中会出现浓差极化现象，使超滤膜的

表面形成“次生膜”，这会大大降低超滤膜的有效孔

径，降低 α-La的透过率。因此在实际应用时，为了确

保效果与效率，所选择的膜孔径大小通常是理论数

值的 2到 5倍[22]。因此，本实验中所采用的超滤膜

MWCO孔径在 28~180 kDa的范围内。目前在此

MWCO范围内且广泛生产并应用的商业化超滤膜
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图 2    料液 pH对 α-La分离效果的影响

Fig.2    Influence of the pH of the feed liquid on the separation effect of α-lactalbumin
注：A. 透过液中 α-La含量；B. 透过液中 β-Lg含量；C. 透过液中 α-La含量/β-Lg含量；D. 透过液电泳图；E. 不同 pH下 WPC80溶
液外观图；不同小写字母表示数据差异显著（P<0.05）；图 4~图 10同。
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主要包括 30 kDa和 100 kDa两种规格，因此选用这

两种超滤膜进行小试规模的分离实验。

膜通量是衡量膜分离效率的依据，通常膜通量

越大，单位时间内膜两侧的物质交换越多，膜分离效

率也越高。实验过程中，100 kDa膜将物料浓缩 3倍

所用时间为 120 min左右，30 kDa超滤膜所用时间

为 240 min，因此分别监测了 100 kDa膜在 120 min
内、30 kDa膜在 240 min内的膜通量变化，结果如

图 3A所示。分离过程中，膜通量均呈现下降趋势。

初始时 100 kDa膜通量为 18.60 L·m−2·h−1，是 30 kDa
超滤膜膜通量（7.62 L·m−2·h−1）的 2.5倍，且在整个过

滤过程中通量均高于 30 kDa超滤膜，而且 100 kDa
超滤膜浓缩 3倍用时更短。可见，100 kDa过滤效率

优于 30 kDa超滤膜。

所得透过液外观如图 3B所示，两种孔径超滤膜

过滤得到的透过液颜色接近且均为淡黄色，这与乳中

的核黄素等天然色素可以自由透过 30、100 kDa的
超滤膜有关。不同孔径下透过液中蛋白含量如

图 3C所示，100 kDa透过液中蛋白含量显著高于

30 kDa。用 SDS-PAGE表征透过液中的蛋白组成，

如图 3D所示，透过液中以 α-La为主，同时存在少

量 β-Lg的条带。100 kDa时 α-La条带颜色较 30 kDa
时明显更深，表明 100 kDa透过液中 α-La的富集率

更高，而 β-Lg差异不明显。经灰度分析，100 kDa透
过液中 α-La/β-Lg为 3.1，显著高于 30 kDa透过液中

的比例（图 3E）。此实验结果与 Bottomley等[8] 的报

道相似，其发现相较于 50 kDa的超滤膜，100 kDa
下 α-La透过率更高，且可以使 α-La/β-Lg较原液提

高 2~3倍。

综合上述结果可知 ， 100  kDa的超滤膜对

α-La有更好的分离效果，且效率也更高，因此本研究

选择 100 kDa的超滤膜进行后续实验。

 2.3　不同 VCF对 α-La分离效果的影响

在超滤过程中，选择合适的 VCF有利于目标蛋

白的富集和膜分离设备的稳定运行。适当提高浓缩

倍数有利于 α-La渗透过膜，进而提高得率。针对本

研究所用膜分离设备，综合文献 [9,17]数据和设备

可正常运行的 VCF范围（1~4），选定 VCF分别为

2、3、4进行实验，以筛选出分离 α-La最佳的 VCF。
通过计算得到 2、3、4倍浓缩的平均膜通量分

别为 13.08、11.51、9.78 L·m−2·h−1。随着浓缩程度的

提升，截留液中水分减少，膜表面浓差极化作用增

大[22−23]。另外，β-Lg会与有机膜形成氢键在膜表面

上聚集，形成滤饼层污染[24]。与此同时，在跨膜压力

作用下，蛋白质进入膜孔当中，导致部分膜孔的堵塞，

使得膜通量在浓缩过程中呈下降趋势。徐姝[25] 在

用 100 nm膜对脱脂羊乳进行微滤分离时也发现，平

均膜通量随 VCF的提高呈下降趋势。可见膜分离

过程中，随着 VCF提高，膜通量的下降是不可避

免的。

超滤过程中，不同 VCF下透过液的外观和蛋白

含量如图 4A和图 4B所示。随着 VCF的提高，透

过液在外观上并没有明显差异，而蛋白含量逐渐增

加。透过液中的蛋白组成如图 4C所示，VCF为 2、
3、4的透过液中均出现了清晰的 α-La和不明显的

β-Lg条带，表明其均能实现 α-La的有效分离。随

着 VCF的提高，尤其是浓缩至 4倍时，透过液中 α-
La条带明显深于 2倍和 3倍浓缩。经灰度分析，4
倍浓缩下 α-La含量分别为 2倍和 3倍浓缩时的 1.9
倍、1.5倍。图 4D显示，VCF为 2、3、4时，α-La/β-Lg
的比例分别为 9.2、8.8、7.2，较 WPC80中这一比例

（0.40）分别提高 23、22、18倍。虽然 VCF为 4时
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图 3    超滤膜MWCO对 α-La分离效果的影响

Fig.3    Influence of the molecular weight cut-off of ultrafiltration membranes on the separation effect of α-lactalbumin
注：A. 膜通量随时间变化；B. 透过液外观；C. 透过液中蛋白含量；D. 透过液电泳图；E. 透过液中 α-La含量/β-Lg含量；*表示数据
差异显著，**P<0.01，****P<0.0001。
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α-La/β-Lg有所下降，但仍能实现 α-La较高纯度的

分离，且 α-La含量显著高于其他浓缩倍数。

综合分析上述指标，发现 VCF为 4时，100 kDa
超滤膜对于 α-La的分离效果优于 2和 3，因此本研

究选择 4倍作为最佳 VCF进行后续实验。

 2.4　操作压力对 α-La分离效果的影响

超滤技术是以膜两侧的压力差为驱动力的筛分

过程。理论上随着压力的提高，单位时间内跨膜物质

交换次数越多，超滤分离效率也随之增加。但与此同

时，膜污染也与压力呈正相关，压力提高使膜表面污

垢积累的速度也增加，使膜通量和分离效率下降。此

外，每一种超滤膜均有其耐压范围，使用时应在合理

范围内运行。选用合适的操作压力，一方面可以实现

目标蛋白的有效富集，另一方面还可以提高膜分离效

率，达到最佳的膜分离效果。根据制造商提供的

100 kDa膜的安全操作压力范围（0.3~0.5 MPa），在
0.3、0.4、0.5 MPa的操作压力下将 WPC80溶液浓

缩至 4倍，以筛选出富集 α-La最佳的操作压力。

在实验过程中对透过液膜通量进行实时监测，结

果如图 5A所示。0.3 MPa的初始膜通量略高于其

他条件。这可能是因为设备运行压力增大时，单位

时间内处理量增大，跨膜物质交换次数增多，导致蛋

白质吸附于膜表面上，在膜表面形成空间位阻影响物

质的通过[26]。当过滤时间达到 60 min后，不同操作

压力下的膜通量逐渐趋于一致，原因是随着过滤时间

的延长，浓差极化增强导致乳清中的颗粒物吸附于膜

表面上形成凝胶层，紧接着越来越多蛋白吸附在膜表

面的凝胶层上，增加的操作压力差与凝胶层所产生的

阻力相互抵消，导致不同压力下的膜通量逐渐一致[27]。

不同操作压力对透过液蛋白含量影响如图 5B
所示。随着操作压力的升高，透过液中蛋白含量减

少。Muller等[28] 在用 50 kDa超滤膜分离酸性乳清

中的 α-La时也得到了类似的结果，他们发现，跨膜压

力大于 0.1 MPa时，随着跨膜压力的增加，蛋白质透

过率显著降低。孙颜君等[11] 也发现随着跨膜压力

的增加，膜通量和 α-La的回收率显著下降。采用

SDS-PAGE对 α-La的分离效果进行表征，如图 5C
所示，透过液中 α-La含量随操作压力的提高有明显

的下降趋势，而 β-Lg随操作压力变化不明显，两种蛋

白比例随操作压力的提高而下降，在 0.3 MPa的操

作压力下，透过液中 α-La/β-Lg的比例可以达到

12以上，显著高于其他操作压力（P<0.05）。
结合膜通量数据与 SDS-PAGE结果可知，当操

作压力为 0.3 MPa时，该膜分离设备对 α-La有较好

的分离效果，同时膜通量也稍优于 0.4、0.5 MPa，因

此本研究选择 0.3 MPa作为适合该膜分离设备的最

佳操作压力进行后续实验。

 2.5　洗滤次数对 α-La分离效果的影响

由于无法避免的浓差极化、膜污染导致超滤膜

对目标蛋白的部分截留，单独使用超滤分离回收率往

往较低，而使用超滤-洗滤组合工艺可以提高目标蛋

白的产率。洗滤可以减少浓差极化和膜污染，克服高

浓度料液透过率低等缺点，从而提高物料的分离能

力[25]，广泛应用于膜分离中。本研究采用连续浓缩-

间歇洗滤模式，根据上述实验确定的最佳料液 pH、

超滤膜 MWCO、VCF及操作压力，选择料液 pH为

6.5、100 kDa超滤膜、0.3 MPa操作压力下浓缩 4倍

进行间歇洗滤。首先用 100 kDa超滤膜过滤 72 L
WPC80溶液，直到体积浓缩倍数为 4，然后往循环罐

中加入 54 L去离子水，恢复至初始进料体积，之后在

相同操作参数下进行超滤。结合设备运行时间以及

乳品工厂常用的洗滤次数，本研究选择的洗滤次数

为 5次。
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图 4    不同 VCF对 α-La分离效果的影响

Fig.4    Influence of the volume concentration factor on the sepa-
ration effect of α-lactalbumin

注：A. 透过液外观；B. 透过液中蛋白含量；C. 透过液电泳图；
D. 透过液中 α-La含量/β-Lg含量。
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不同过滤阶段的膜通量如图 6A所示。随着过

滤阶段的增加以及过滤时间的延长，膜通量逐渐下

降，原因可能是随着过滤阶段的增加，超滤膜累计料

液处理量不断提高，膜污染程度也逐渐增加，因此膜

通量也略微下降。

图 6B为各过滤阶段透过液外观图，可以看出，

各阶段透过液均清澈透明，但随着洗滤次数的增加，

透过液由黄绿色逐渐变浅，这是因为核黄素等有色成

分逐渐被洗脱出去，在透过液中含量逐渐降低。不同

过滤阶段蛋白含量也逐渐下降，洗滤 3次后透过液

中蛋白含量逐渐趋于稳定（图 6C）。不同过滤阶段

α-La分离效果用 SDS-PAGE表征，如图 6D所示，洗

滤 5次时，可以观察到仍有 α-La进入透过液中。随

着洗滤次数增加，α-La含量略有下降后逐渐趋于平

稳。UF阶段透过液中 α-La/β-Lg为 12.1，洗滤一次

后显著下降至 10.6（P<0.05），2~5次洗滤透过液中

α-La/β-Lg趋于平稳，平均值为 9.1，可见 5次洗滤后

透过液中 α-La仍有较高纯度。

综上可见，在 1~5次洗滤过程中均有 α-La透过，

较高的洗滤次数有利于提高 α-La的总回收率。此外，

在 5次洗滤过程中均具有较好的膜通量，均能实现

α-La较高纯度的分离。由于膜分离过程中的膜污

染、浓差极化等现象导致无法避免的回收率较低，为

实现 α-La的最大富集，综合考虑洗滤过程的膜通量、

洗滤时间、α-La回收率，选择 5次洗滤以分离 α-La。

 2.6　热处理对截留液功能特性的影响

通过上述膜分离实验，本研究成功在透过液中

富集了高价值的 α-La，而剩余的富含 β-Lg的截留液

如何应用，仍是一大问题，解决这一问题对于减少资

源浪费、提升产品的综合价值具有重要意义。研究

表明，β-Lg是一种加工性质良好的蛋白质，可作为乳

化剂、发泡剂、增稠剂等应用于食品加工过程。对其

进行适当热处理，可以进一步改善其功能特性，然而，

过度的热处理则可能对其功能特性造成负面影

响[29]。因此，本研究以富含 β-Lg的截留液为原料，

通过热处理方法进行改性，探究热处理温度对其功能

特性的影响，旨在为其未来在食品工业中的应用奠定

理论基础。

 2.6.1   热处理对截留液浊度的影响　截留液浊度变

化如图 7所示。热处理温度超过 50 ℃ 后，截留液的

浊度显著增加（P<0.05）。60 ℃ 处理组的浊度为 0.47

（P<0.05），较未处理组微弱增加，70 ℃ 处理组浊度显

著增大至 0.85，80 ℃ 处理组浊度继续升高至 1.33，

温度进一步提高时浊度不再增加。这是因为大部分

乳清蛋白的变性温度在 70 ℃ 左右，热处理温度超

过 70 ℃ 时，乳清蛋白热稳定性下降，蛋白结构发生

展开，通过共价键和非共价键生成聚合物，导致浊度

提高，进一步加热时乳清蛋白的聚合程度趋于饱和，

浊度的变化较小[27]。
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Fig.7    Influence of heat treatment on the turbidity of retentate

 

 2.6.2   热处理对截留液溶解度的影响　溶解度是乳

化、发泡等功能特性的先决条件，是蛋白质应用过程

中的重要性质[30]。不同热处理条件下截留液的溶解
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Fig.6    Influence of diafiltration stage on the separation effect of α-lactalbumin
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度如图 8所示。50、60 ℃ 处理时截留液溶解性有微

弱上升趋势但无显著性差异（P>0.05），可能是由于温

度超过 50 ℃ 时 β-Lg二聚体解离为单体，溶解性增

强[31]，因此以 β-Lg为主要成分的截留液溶解度有微

弱上升趋势。高于 70 ℃ 时溶解度显著下降（P<0.05），
70、80、90 ℃ 下的溶解度分别是 75.1%、49.3%、

38.5%。原因可能是高于 70 ℃ 加热时，β-Lg结构容

易展开，埋藏于蛋白质分子内部的疏水基团暴露，导

致溶解度降低。此外，加热过程中由于蛋白变性会形

成沉淀，随着温度升高，变性程度提高、沉淀也增

加。有研究报道过相似的结果，乳清蛋白在 70 ℃ 以

上加热后均出现溶解度降低的现象 [32−34]，其中

Stanciuc等 [34] 的研究表明，70 ℃ 以下加热 10 min
时，乳清蛋白变性程度不足 5%，80 ℃ 加热 10 min
后，50%以上的乳清蛋白发生变性，乳清蛋白溶解度

降低。Nicorescu等[35] 也发现，乳清蛋白在 80、90 ℃
加热 5 min时，经离心后不溶性聚集体的数量便会

急剧增加。本研究的结果与这些报道基本相符，可

见，80 ℃ 以上热处理会导致乳清蛋白溶解度大幅度

下降。
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Fig.8    Influence of heat treatment on the protein solubility

of retentate
 

 2.6.3   热处理对截留液起泡性和泡沫稳定性的影响

　乳清蛋白的起泡性质在食品工业中有着广泛的应

用，例如，在面包等烘焙食品中，起泡性有助于形成蓬

松的质地和细腻的口感。Ma等[36] 的研究表明，温和

的热处理能够改善乳清蛋白的发泡性能，而剧烈加热

则会使发泡性能受损。图 9A和图 9B为不同热处

理后截留液的起泡性和泡沫稳定性。与未处理组相

比较，50、60 ℃加热 10 min后截留液起泡性提高，分

别为 22.3%和 18.1%，70 ℃ 加热起泡性变化不显

著，而 80 ℃ 及90 ℃ 加热导致起泡性显著下降（P<
0.05）。50~70 ℃加热可提高乳清蛋白的泡沫稳定

性，其中 60 ℃ 时泡沫稳定性最高（P<0.05），为
69.9%。80 ℃ 以上加热使截留液泡沫稳定性急剧下

降，较未处理组下降 80%左右。蛋白质的起泡性能

受到蛋白质浓度、表面活性、二级结构、分子刚性与

柔性、疏水和亲水性、二硫键等多重因素的影响[37]：

要获得优良的起泡性能，蛋白质须具备较强的溶解

性，才能扩散到界面上形成气泡[14]。由图 8可知，

80、90 ℃ 加热导致蛋白质溶解度显著下降（P<
0.05），这可能是其起泡性及泡沫稳定性下降的原因

之一。蛋白质柔性增加可提高蛋白质界面上的展开

率，从而促进泡沫的形成。张思雨等[33] 的研究表明，

WPC在 50 ℃ 加热 10 min后，刚性的 α-螺旋减少，

柔性的无规则卷曲增加，α-螺旋与乳清蛋白的起泡特

性呈负相关，而无规则卷曲与其起泡特性呈正相关。

可见低强度热处理可以提高蛋白质的柔性，进而提高

起泡性能。本研究结果与 Phillips等[38] 的研究结果

类似，他们将 5%分离乳清蛋白溶液在 55、80 ℃ 下

加热 10 min，结果表明与未加热组相比，55 ℃ 可以

提高其起泡性和泡沫稳定性，然而 80 ℃ 加热

10 min后由于蛋白质聚集，乳清蛋白起泡性反而降

低。综上，50、60 ℃ 加热 10 min可显著提高截留液

的起泡性，且二者之间没有显著性差异（P>0.05）；
50~70 ℃ 加热 10 min可显著提高截留液的泡沫稳定

性，60 ℃ 加热时泡沫稳定性最佳。因此，将截留液

在 60 ℃ 加热 10 min能够使其获得最佳起泡性能。

 2.6.4   热处理对截留液乳化性能的影响　不同热处

理后截留液的乳化性能如图 10A和图 10B所示，其

中乳化活性指数可以表征截留液的乳化性，乳化稳定

指数可以表征截留液的乳化稳定性。50、60 ℃ 处理

后，乳化活性指数与对照组相比无显著性差异（P>
0.05）。70 ℃ 及以上热处理样品的乳化活性指数分

别提高至 67.6、77.0、82.9 m2/g，显著高于未处理组

（P<0.05）。随着温度升高，乳化稳定指数先上升后下

降，70、80 ℃ 热处理显著提高了截留液的乳化稳定

 

热处理温度 (℃)
25 50 60 70 80 90

热处理温度 (℃)
25 50 60 70 80 90

A

B

起
泡

性
 (%

)

30

25

20

15

10

5

0

b

a

a
b

c
c

泡
沫

稳
定

性
 (%

)

100

80

60

40

20

0

c

b

a

b

d d

图 9    热处理对截留液起泡性和泡沫稳定性的影响

Fig.9    Influence of heat treatment on the foaming properties and
foam stability of retentate
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性，分别为 79.4%和 82.8%。原因可能是疏水性的

提高以及聚集体的形成。乳化性质受表面疏水性、

蛋白质柔性、蛋白溶解度等多重因素的影响，热处理

通过破坏范德华力、氢键等改变了蛋白质的构象，暴

露了球状结构中的一些疏水性残基，使无规则卷曲等

柔性结构增加[30]。柔性结构和高表面疏水性有利于

吸附到水油界面上，在改善蛋白质乳化性质方面具有

重要作用。此外，Guo等[39] 指出，加热过程中产生的

聚集体在均质过程中容易吸附在界面上，在形成界面

薄膜过程中发挥了主导作用，因此热处理后截留液的

乳化性提高。没有吸附在界面上的乳清蛋白增加了

连续相的黏度，有助于防止液滴聚集，提高乳液的稳

定性[26]。然而，热处理强度的提升使蛋白质变性的程

度也增加，严重影响了蛋白质的溶解度，因此在

90 ℃ 处理 10 min时乳化稳定性出现下降趋势。已

有研究讨论过，球状蛋白变性过程中一定数量疏水基

团的暴露对改善其功能特性具有重要作用，然而变性

程度也不宜过高，避免对蛋白溶解性造不利影响[40]。

综上，70~90 ℃ 加热 10 min可显著提高截留液的乳

化性；70、80 ℃ 加热 10 min可显著提高截留液的乳

化稳定性，80 ℃、10 min下乳化稳定指数最高。综

合看来，将截留液在 80 ℃ 加热 10 min能够使其获

得最佳乳化性能。

 2.6.5   热处理对截留液黏度的影响　乳清蛋白的黏

度是其作为增稠剂应用中重要的参数之一。由图 11
可以观察到，不同热处理条件下截留液的黏度曲线趋

势相似，属于剪切稀化流体，即随着剪切速率的提高，

黏度呈下降趋势，当剪切速率升高至一定范围时，黏

度趋于稳定。未经热处理的截留液黏度较低，是因为

乳清蛋白是球蛋白，结构较小，表现出较低的黏度[41]。

50 ℃ 和 60 ℃ 加热时，截留液黏度有所提高；温度升

高至 70 ℃ 和 80 ℃ 时，黏度大幅上升；90 ℃ 时黏度

又有所下降。其原因可能是在较低加热温度下，截留

液中乳清蛋白分子间的相互作用略有增加，因此黏度

有微弱增加趋势；随着温度的进一步升高，蛋白质分

子的热运动加剧，聚集趋势提高，溶液的黏度大幅度

增加。此外，乳清蛋白加热至 70 ℃ 以上时，分子构

象改变，蛋白质表面表现出疏水区域并诱导聚集体的

形成，这些聚集体粒径更大、形状更不对称，具有比

天然乳清蛋白更大的有效体积分数，导致其黏度逐渐

增大[41−42]。但当温度超过 80 ℃ 时，由图 8可知蛋白

大量变性溶解度降低，因此黏度有所降低。李乐园[43]

在研究热处理对驴乳乳清蛋白特性的影响时也得到

了相似的结论，75 ℃ 和 85 ℃ 热处理使乳液黏度增

大，而 95 ℃ 加热 3 min处理组由于蛋白质絮凝并沉

淀致使黏度有所降低。可见，将截留液作为增稠剂使

用时，可将其在 80 ℃ 加热 10 min以获得最大黏度。

 3　结论
α-La和 β-Lg是牛乳中主要的两种乳清蛋白。

α-La营养价值高，可应用于婴幼儿配方奶粉等食品

中。β-Lg对婴幼儿是一种潜在的过敏原，但因其优

良的加工性能在食品工业常被用作起泡剂、乳化剂、

增稠剂等。基于二者应用领域的不同，本研究采用膜

分离方法从 WPC80中分离富集 α-La，并对剩余的

富含 β-Lg的截留液的功能特性进行评价。在超滤

透过液中富集到纯度较高的 α-La，实现 α-La富集的

最佳物料 pH、超滤膜 MWCO、VCF、操作压力、洗

滤次数分别为 6.5、100 kDa、4倍、0.3 MPa、5次。

在该工艺下，α-La含量/β-Lg含量可提高至 9以上，

较 WPC80中这一比例提高 23倍。对富含 β-Lg的

截留液进行热处理改性，结果表明，60 ℃、10 min的

热处理可显著提高截留液的起泡性能，适合用作起泡

剂；80 ℃、10 min热处理可显著提高截留液的乳化

性能，适合用作乳化剂；80 ℃、10 min的热处理后的

截留液黏度最高，适合用作增稠剂。本研究基于小试

规模的切向流超滤设备，筛选确定了富集 α-La的最
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图 10    热处理对截留液乳化活性指数和乳化稳定指数的影响

Fig.10    Influence of heat treatment on the emulsifying activity
index and emulsifying stability index of retentate
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佳膜分离工艺，并通过热处理改性提升了截留液副产

物的功能特性，可为未来 α-La的工业化生产提供可

借鉴的技术方案，为富含 β-Lg的截留液副产物在食

品工业中的应用奠定理论基础，为提高乳清产品的综

合利用价值提供基础理论指导。然而，本研究以

WPC80为原料，基于小试规模的膜分离设备开展，和

工业化生产条件仍有一定差距，因此，后续将以液态

乳清为原料，并进一步放大至中试规模，以推动 α-
La的工业生产。

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