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pH循环法制备豌豆-草鱼双蛋白
及营养特性分析
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摘　要：为获得性能优良且具有优异营养特性的共沉淀双蛋白，本研究系统探讨了不同溶解 pH（2.0、3.0、9.0、10.0
和 11.0）对豌豆-草鱼双蛋白（Co）营养品质及理化特性的影响，测定其最适沉淀 pH、基本成分、粒径、Zeta-电位、

蛋白质亚基组成、氨基酸组成、消化特性等。结果表明，Co的最适沉淀 pH为 5.0；pH循环法制备的 Co均属于优

质蛋白质，含有异源蛋白主要亚基，氨基酸种类齐全，其中蛋氨酸含量明显高于豌豆蛋白。理化分析显示，碱法

Co（Co9、Co10和 Co11）相比酸法（Co2、Co3）具有较高的 α-螺旋和较低的 β-折叠比例；SDS-PAGE实验表

明，碱法有利于回收易消化的蛋白组分；碱法 Co具有较小的粒径和较高的 Zeta-电位绝对值。营养特性分析表

明，Co10粗蛋白含量达 86.98%，必需氨基酸 /总氨基酸比值为 40%，体外消化率及其修正的氨基酸分别为

86.16%、1.04。Co10具有商业推广应用价值。综上，pH循环的碱法是制备豌豆-草鱼双蛋白的理想策略，更具营

养优势。
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value, this study systematically evaluated the effects of varying dissolution pH levels (2.0, 3.0, 9.0, 10.0, and 11.0) on the
nutritional and physicochemical properties of pea-grass carp dual protein (Co). Parameters including optimal precipitation
pH, proximate composition, particle size, Zeta potential, protein subunit composition, amino acid profile, and digestibility
were  analyzed.  Results  indicated  that  the  optimal  precipitation  pH  for  Co  was  5.0.  All  Co  samples  prepared  by  the  pH
cycling method were identified as high-quality proteins, containing major heterologous protein subunits and a full spectrum
of  amino  acids,  with  methionine  content  significantly  higher  than  that  of  pea  protein  alone.  Physicochemical  analyses
revealed  that  alkaline-processed  Co  samples  (Co9,  Co10,  and  Co11)  exhibited  higher  α-helix  and  lower  β-sheet  ratios
compared  to  acid-processed  ones  (Co2,  Co3).  SDS-PAGE  results  demonstrated  that  the  alkaline  method  facilitated  the
enrichment  of  readily  digestible  protein  fractions.  Alkaline-processed  Co  also  showed  smaller  particle  sizes  and  higher
absolute Zeta potential values. Nutritional profiling indicated that Co10 had a crude protein content of 86.98%, an essential-
to-total  amino  acid  ratio  of  40%,  and  in  vitro  protein  digestibility  and  corrected  amino  acid  score  of  86.16%  and  1.04,
respectively.  These  attributes  support  the  commercial  potential  of  Co10.  In  conclusion,  the  alkaline  pH  cycling  method
represents a promising approach for preparing pea–grass carp dual protein with superior nutritional benefits.

Key words：pH cycling；pea；grass carp；dual-protein；nutritional characterization；digestibility

蛋白质作为人类的必需营养素之一，为人类的

生长发育提供了必需氨基酸[1]。然而，单一来源的膳

食蛋白容易造成营养缺乏症，因此在我国提出“双蛋

白战略”背景下，开发兼具优良营养与功能特性的动

植物复合蛋白产品逐渐成为研究热点[2-3]。豌豆种植

广泛，具有成本低、蛋白质含量高、赖氨酸丰富及低

致敏性等优点[4]。豌豆与大豆等豆类作物相似，其第

一限制性氨基酸为蛋氨酸，限制了其在食品体系中的

广泛应用[5]。草鱼是四大家鱼之一，常年位居中国淡

水鱼产量第一；草鱼蛋白消化率高，且富含蛋氨酸，属

于优质动物蛋白，但其溶解度差、稳定性低，常需复

合加工以改善性能[6−7]。因此，豌豆蛋白与草鱼蛋白

有复合成为双蛋白的潜质。

pH循环法是制备共沉淀双蛋白（Co-precipitated
proteins，Co）的常用技术，先将异源蛋白置于同一极

端酸性或碱性溶液中，使其结构部分展开，而后将 pH
调回到异源蛋白的中间等电点，此过程中异源蛋白

“熔球”因带相反（正、负）电荷而发生静电互作主导

的重折叠，并形成新的构象[8]。目前，pH循环法已被

广泛应用于制备多种双蛋白体系，如大豆-罗非鱼[8]、

豌豆-乳清[9] 等。研究表明，采用 pH循环法制备双

蛋白可以有效改善单一蛋白质的氨基酸组成，提高消

化率，获得更为良好的营养特性[10−11]。此外，溶解

pH会显著影响蛋白质的理化性质，导致其功能和营

养特性的变化[12-13]。郑惠娜等[14] 研究发现，在碱性

条件下提取的牡蛎蛋白具备更优的营养特性。因此，

在蛋白质提取过程中，选择合适的 pH至关重要。目

前，国内外对单一蛋白质的营养与功能研究较多，但

对双蛋白复合体系，尤其是豌豆-草鱼双蛋白的研究

仍较为缺乏，尚未见系统探讨溶解 pH对其营养特性

影响的报道。

鉴于溶解 pH在调节蛋白质营养特性方面的关

键作用，本研究以豌豆-草鱼共沉淀双蛋白（Co）为研

究对象，系统比较了不同溶解 pH（2.0、3.0、9.0、
10.0、11.0）条件下 Co的基本组成、十二烷基硫酸钠-
聚丙烯酰胺凝胶（Sodium dodecyl sulfate-polyacry-

lamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）电泳、氨基酸

组成、消化率、氨基酸评分、Zeta-电位、粒径及二级

结构等指标，探究 pH循环法对豌豆-草鱼双蛋白理

化及营养特性的影响，为 Co在食品工业中的广泛应

用提供理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

黄豌豆　广东金威玛豆业；草鱼　湛江市鹤地

水库渔业有限公司；普通型透析膜（8000~14000 Da）
　上海源叶；胃蛋白酶（猪源）（1:15000）　阿拉丁生

化科技股份有限公司；T8150-10胰蛋白酶（1:250）　
北京索莱宝科技有限公司；SDS-PAGE蛋白凝胶电

泳试剂盒、Bradford蛋白检测试剂盒　上海碧云天

公司；其余化学试剂均为分析纯　购自国药公司。

JYL-co12料理机　九阳公司；VAP 450定氮仪

　广州格哈特仪器有限公司；TENSOR27傅里叶变

换红外光谱仪　德国 Bruker公司；L8900型氨基酸

分析仪　日本岛津公司；FMalvern Zetasizer  Nano
ZS粒径分析仪　英国Malvern公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   pH循环法提取豌豆和草鱼蛋白　参考 Liu
等[8] 的方法略作修改，将黄豌豆研磨后过 150 μm筛

制得豌豆粉，草鱼背部白肉剪切打浆制成鱼浆，备

用。将豌豆粉按 1:9（w/w）比例加入到 4 ℃ 纯水中，

充分搅拌。使用酸碱调节液（1 mol/L HCl或 NaOH）

分别调整溶解 pH为 2.0、3.0、9.0、10.0、11.0，搅拌

15 min使其充分溶解，离心（12000×g、20 min、4 ℃），

除去沉淀，取上清液，混入酸碱调节液（1  mol/L
HCl或 NaOH），充分搅拌，分别调节沉淀 pH至 4.0、
4.5、5.0、5.5和 6.0，离心（12000×g、20 min、4 ℃），

收集沉淀。使用鱼浆作为原料，重复豌豆蛋白制作步

骤制备草鱼蛋白。

 1.2.2   最适沉淀 pH的测定　采用 pH循环法分别

制备豌豆和草鱼蛋白沉淀物，分别设置 5个溶解 pH
（2.0、3.0、9.0、10.0、11.0）与 5个沉淀 pH（4.0、4.5、
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5.0、5.5、6.0），溶解 pH和沉淀 pH之间两两组合，采

用凯氏定氮法测定上述 25组沉淀物中的蛋白含量，

并据此计算蛋白提取率。最大蛋白提取率对应最适

沉淀 pH。在此基础上，结合 pH循环法对蛋白质的

改性作用，确定制备双蛋白的最适沉淀 pH条件[15]。

蛋白提取率(%) =
沉淀物蛋白含量(g)
原料中蛋白含量(g)

×100

 1.2.3   不同溶解 pH条件下 Co的制备　蛋白质作为

两性分子，其溶解性在等电点处最低。基于这一特

性，实验选取酸性（pH2.0、3.0）与碱性（pH9.0、10.0、
11.0）区间作为溶解条件。前期研究已确定 Co最佳

沉淀 pH，本研究重点考察溶解 pH通过改变蛋白质

电荷与构象，从而调控其营养特性。在明确 Co最佳

沉淀 pH后，先将豌豆粉和草鱼肉按质量比 1:1混合

后溶解于 pH2.0、3.0、9.0、10.0、11.0的水溶液中，

诱导蛋白沉淀，沉淀经去离子水洗涤后，调节 pH至

7.0，透析后进行冷冻干燥（48 h）[15]，研磨后得到 5种

不同溶解条件下制备的 Co粉末，分别命名为 Co2、
Co3、Co9、Co10和 Co11。

 1.2.4   基本成分分析　水分、蛋白质、脂肪及灰分含

量分别依据 GB 5009.3-2016《食品中水分的测定》

（直接干燥法）、GB 5009.5-2016《食品中蛋白质的测

定》（凯氏定氮法）、GB 5009.6-2016《食品中脂肪的

测定》（索氏提取法）和 GB 5009.4-2016《食品中灰分

的测定》（干法灰化法）进行测定。

 1.2.5   粒径和 Zeta-电位　将 5种 Co分别溶于蒸馏

水中，使其浓度为 0.1 mg/mL，然后于 25 ℃ 下使用

Malvern Zetasizer Nano ZS测定平均粒径以及 Zeta-
电位，仪器参数设定如下：样品折射率为 1.107，溶剂

（水）折射率为 1.330，每个样品在测量前于 25 ℃ 下平

衡 2 min[16]，随后进行三次独立重复测量并取平均值。

 1.2.6   SDS-PAGE电泳　参考 Wang等[17] 的方法略

作修改，将蛋白浓度为 1% （w/v） 的 5种 Co溶液分

别与不含二硫苏糖醇（DTT）的上样缓冲液（4×）混合，

依次上样。电泳在浓缩胶（5%）和分离胶（10%）组成

的系统中进行，电压分别为 80 V和 120 V。凝胶用

考马斯亮蓝超快染色液染色 3 h后使用去离子水脱

色后拍照。

 1.2.7   傅里叶变换红外光谱分析　参考文献 [17]方
法，将 5种 Co分别与 KBr按 1:50（w/w）的比例混

合均匀，然后压成 1 mm厚的透明薄片。采用傅里叶

变换红外光谱仪在 500~4000 cm−1 范围内采集光谱，

扫描次数为 64次，分辨率设为 4 cm−1，测定环境控

制在 25 ℃、50%相对湿度。使用 PeakFit软件（版

本 4.12）对傅里叶变换红外光谱中的酰胺 I带
（1600~1700 cm−1）进行解卷积和曲线拟合，以进行二

级结构分析。

 1.2.8   氨基酸组成分析　5种 Co的氨基酸组成测定

参考文献 [18]方法。样品采用恒沸 6 mol/L HCl在

110 ℃ 下水解 24 h，将水解产物转移至 50 mL容量

瓶并用蒸馏水定容。水解液经邻苯二甲醛（OPA）柱

前衍生后，使用全自动氨基酸分析仪进行测定。此

外，色氨酸含量采用碱水解法测定，即使用 5 mol/L
NaOH在 110 ℃ 下水解 22 h后分析；半胱氨酸的含

量采用甲酸氧化法测定，即将样品与甲酸-过氧化氢

混合溶液（9:1，v/v）于 0~4 ℃ 反应 16~18 h，经冷冻

干燥去除残余试剂后，再按前述酸水解流程处理并

通过氨基酸分析仪进行定量分析[19]。

 1.2.9   体外消化率的测定　参考 Kaspchak等 [20]

方法略作修改，配制胃蛋白酶（3.33 mg/mL）与各待

测蛋白（3.0  mg/mL）的混合溶液，在 pH2.0、37 ℃
条件下振荡 1.5 h，随后中和至 pH7.0完成胃消化。

肠消化阶段，向胃消化液中加入胰蛋白酶溶液

（0.5  mg/mL，以 pH7.0的 0.1  mol/L  PBS缓冲液配

制），恒温（37 ℃）搅拌 3.0 h，最后加入 Na2CO3 快速

调整 pH至 10.0，终止消化。体外消化率（IVPD）由

下式计算：

IVPD(%) =
消化的蛋白含量

总蛋白含量(3.0 mg/mL)
×100

 1.2.10   氨基酸评分和消化率修正的氨基酸评分　氨

基酸评分（AAS）计算参考 1985年 FAO/WHO推荐

的营养品质评价法[21]，将样品中各必需氨基酸含量与

相应氨基酸需求参考模式进行比较，其比值得出各氨

基酸评分，其中得分最低者为限制性氨基酸。参考文

献 [18,22]，体外蛋白质消化率修正的氨基酸评分

（PDCAAS）通过氨基酸评分（AAS）和蛋白质样品的

体外蛋白质消化率（IVPD）来计算：

AAS =
样品中必需氨基酸含量

参考蛋白中必需氨基酸含量
×100

PDCAAS =AAS/100× IVPD

 1.3　数据处理

实验结果以平均值±标准差表示，每组测量独立

重复至少三次。所有数据均使用 Origin 2024和 IBM
SPSS  Statistics  25.0软件进行数据处理与统计分

析。显著性水平设定为 P<0.05，不同字母表示样品

间具有显著性差异。

 2　结果与分析

 2.1　豌豆和草鱼蛋白最适沉淀 pH的确定

双蛋白的营养学特点是氨基酸互补，然而考虑

营养价值评价标准以及加工成本，首先应以提取率为

考察指标优化 pH循环处理条件。将去皮豌豆粉、草

鱼背部白肉进行 pH循环处理（溶解 pH为 2.0、3.0、
9.0、10.0、11.0，沉淀 pH为 4.0、4.5、5.0、5.5、6.0）
的蛋白提取率情况见图 1和图 2。由此可见，pH循

环处理条件决定了两种异源蛋白质的提取率，其中

溶解 pH为 11.0时蛋白提取率总体最高，该趋势与

文献 [23]报道的 pH循环法制备大豆-罗非鱼双蛋白
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在 pH11时获得最高蛋白溶解度的结果相一致。豌

豆蛋白与草鱼蛋白在提取率最高时对应的沉淀

pH分别为 4.0~5.0和 5.0~5.5，该结果与豌豆球蛋白

（pI≈4.5）[24] 及草鱼肌原纤维蛋白（pI≈5.5）[25] 的等电

点相近。基于 pH循环法的技术原理，即通过设定中

间等电点促使异源蛋白发生静电相互作用，进而调控

其结构与功能，本研究将 Co的最适沉淀 pH确定为

5.0。在此沉淀 pH条件下，豌豆蛋白与草鱼蛋白的提

取率分别可达 49.25%~81.13%与 62.12%~82.63%，

实现了两种蛋白的高效共提取。

 2.2　基本成分分析

对不同溶解 pH下制备的 Co样品的基本成分

进行分析，结果如表 1所示。所有样品的粗蛋白含量

均高于 80%，纯度较高，属优质蛋白。该结果主要归

因于 pH循环法可高效提取清蛋白、球蛋白[26] 以及

肌浆蛋白[27] 等主要蛋白组分，并有效去除非蛋白杂

质。随着 pH升高，粗蛋白含量升高，Co11（87.13%）

的粗蛋白含量最高，Co10略低于 Co11但差异不显

著（P>0.05），Co2和 Co3粗蛋白含量较低，且两者间

无显著差异，其中，Co3（82.32%）含量最低，这可能是

较高的溶解 pH增强了蛋白质的溶解性，积累结构蛋

白和贮藏蛋白，使羧基离子化、氨基去质子化，从而

提高了粗蛋白的含量[28]。从食品保藏角度考虑，低脂

体系更有利于产品稳定贮藏。碱法制备的 Co脂肪

含量显著低于酸法，表明碱法脱脂效率更高。这与碱

性条件下发生的皂化反应有关，生成的具有表面活性

的脂肪酸盐会吸附于水气界面，从而在离心过程中更

易被去除[29]。综上所述，五种 Co均具备较高的粗

蛋白含量，适用于双蛋白食品的开发与应用；碱溶提

取的 Co10、Co11的粗蛋白含量分别为 86.98%和

87.13%，同时粗脂肪含量较低（3.69%和 3.23%），符

合低脂高蛋白的消费需求，更具应用潜质。

 2.3　粒径和 Zeta-电位

溶解 pH对 Co平均粒径和 Zeta-电位的影响如

图 3和图 4所示。由图 3可知，Co的平均粒径分布

于 3.61~12.63 μm，且存在显著性差异（P<0.05）。随

着 pH增大，Co的平均粒径逐渐减小，在 Co2时粒径

最大（12.63±0.14 μm），这可能与蛋白质在酸性条件

 

表 1    不同溶解 pH条件下制备的 Co的基本成分分析

Table 1    Basic component analysis of Co prepared under
different dissolution pH conditions

样品 水分（%） 粗蛋白（%） 粗脂肪（%） 灰分（%）

Co2 5.33±0.02a 82.71±0.21c 5.03±0.88a 5.04±0.25a

Co3 5.04±0.15a 82.32±0.56c 5.32±1.02a 4.23±0.31b

Co9 3.94±0.02c 85.60±0.77b 3.37±0.39b 4.10±0.39b

Co10 4.24±0.06b 86.98±0.18a 3.69±0.46b 3.52±0.17c

Co11 4.33±0.12b 87.13±0.24a 3.23±0.55b 2.77±0.34d

注：不同字母表示样品间具有显著性差异（P<0.05）。
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图 1    pH循环处理条件对豌豆蛋白提取率的影响

Fig.1    Effect of pH cycling treatment conditions on the extrac-
tion rate of pea protein

注：不同字母表示不同沉淀 pH样品间具有显著性差异，P<0.05。
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Fig.3    Effect of different dissolution pH on the
average particle size of Co
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下的低溶解性有关，而碱性环境则有助于蛋白分散与

溶解[30]。Das等[31] 研究苋菜蛋白时也发现了类似趋

势，即随溶解 pH增加，蛋白粒径减小。

Zeta-电位可表示蛋白质溶液中的吸引力和排斥

力。由图 4可知，碱性条件下制备的 Co9（−31.96±

0.94 mV）、Co10（−42.08±2.96 mV）和 Co11（−55.66±

2.28 mV）的 Zeta-电位绝对值显著高于酸性条件下的

Co2和 Co3（P<0.05），其中碱性条件负电荷含量的

增加可归因于氨基和羧基的去质子化[32]。此外，有研

究表明高绝对值的 Zeta-电位可通过增强静电排斥作

用有效提高蛋白质体系的稳定性，抑制聚集行为[12]。

Sun等[33] 研究发现蛋白质消化率的提升与粒径减小

和电位增加密切相关。因此，在碱性溶解条件下所制

备的 Co具有较高的 Zeta-电位绝对值，有助于减少

蛋白质聚集；同时其较小的粒径可增大比表面积，暴

露更多酶切位点，为消化酶提供更佳作用条件，提示

具有较高的蛋白质消化率[34]。

 2.4　SDS-PAGE电泳分析

非还原 SDS-PAGE电泳在不使用还原剂 DTT

条件下进行，可尽量保持双蛋白自然组成[35]，如图 5

所示。5种 Co都包含了豌豆蛋白和草鱼蛋白中的

典型蛋白质亚基条带，包括肌球蛋白重链 MHC

（200~210  kDa）、convicilin（70  kDa）， legumin α+β
（62 kDa）、vicilin（50 kDa）、肌动蛋白 AC（42 kDa）、

legumin  α（ 38  kDa）、原肌球蛋白 TM（ 35  kDa） ，

legumin β（22 kDa）以及可溶性聚集体 aggregates，与

文献 [36−37]报道一致，说明 pH循环法能高效提取

异源蛋白的各类亚基，为营养互补提供了物质基础。

由图 5可知，酸性溶解 pH条件下制备的 Co（Co2

和 Co3）中 vicilin、原肌球蛋白 TM条带强度明显低

于碱性样品，可见酸溶条件下部分蛋白变性程度

大[38]。此外，碱法 Co的可溶性聚集体（aggregates）

和 vicilin多于酸法 Co，说明碱性环境更利于二硫键

介导的共价交联形成。已有研究指出，二硫键[39] 与

vicilin[40] 含量与蛋白质构象柔性正相关，据此推测碱

性 Co在消化过程中更易与酶结合，可能具备更优的

消化特性。综上，碱性溶解条件有助于更全面地回收

蛋白组分，并促进有利于消化的结构特征形成。

 2.5　二级结构

蛋白质二级结构也会显著影响它们的消化率[41]。

由图 6可知，五种 Co的二级结构均以 β-折叠为主，

占比介于 40.35%~50.27%之间。不同 pH溶解的

Co二级结构存在明显差异，碱性溶解条件（Co9、

Co10、Co11）的 α-螺旋和无规卷曲显著高于酸性溶

解条件 Co2、Co3（P<0.05），而 β-折叠显著低于酸性

溶解条件 Co2、Co3（P<0.05）。其中 Co10中的 α-螺
旋含量最高（19.54%±0.11%），而 β-折叠和无规卷曲

含量最低（40.35%±0.10%）。β-折叠作为疏水构象，

常以刚性堆叠形式存在于蛋白质聚集体中，其含量较

高时会阻碍消化酶作用，从而降低蛋白质消化率[42]。

王馨蕊等[43] 研究发现，β-折叠与大豆蛋白的体外消

化率呈显著负相关。由此可推断，碱性溶解条件下制

备的 Co（尤其是 Co10）因其较低的 β-折叠含量和较

高的 α-螺旋比例，表现出更优的消化特性。
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图 6    不同溶解 pH条件下制备的 Co的二级结构占比
Fig.6    Proportion of secondary structures of Co prepared under

different dissolution pH conditions
 

 2.6　氨基酸组成分析

氨基酸组成是影响蛋白质营养价值的关键因

素，5种 Co氨基酸组成如表 2所示。由表 2可知，

5种 Co所含氨基酸种类齐全，必需氨基酸含量介

于 31.31~36.03 g/100 g，非必需氨基酸含量在 52.05~

55.81 g/100 g之间。所有 Co的蛋氨酸（Met）含量

（1.69~2.17 g/100 g）均显著（P<0.05）高于单一豌豆蛋

白（0.09 g/100 g）[44]，表明双蛋白复合有效弥补了豌

豆蛋白中蛋氨酸的不足。Co中谷氨酸（Glu）、天冬

氨酸（Asp）、赖氨酸（Lys）和亮氨酸（Leu）含量较为丰

富，其中 Lys为含量最高的必需氨基酸，Glu为最主

要的非必需氨基酸，这与 Tian等[45] 研究相似。不同

溶解 pH下 Co氨基酸含量差别显著（P<0.05），随着

溶解 pH升高，丝氨酸（Ser）和丙氨酸（Ala）含量增加，
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而色氨酸（Trp）、酪氨酸（Tyr）和精氨酸（Arg）含量下

降，其余氨基酸则在 pH10时达到最高值。总体而言，

碱性溶解条件下 Co的总氨基酸含量高于酸性条件，

其中 Co10的总氨基酸含量最高，为 90.68 g/100 g，
说明碱性条件下溶解的 Co具备更高的营养价值，

且 Co10时营养价值最高。除此之外，所有 Co样品

的必需氨基酸总量/总氨基酸（TEAA/TAA）比值为

38%~40%，必需氨基酸总量 /非必需氨基酸总量

（TEAA/TNEAA）为 60%~65%，Co10中 TEAA/TAA
（40%）以及 TEAA/TNEAA（65%）均高于其他样品。

通常 TEAA/TAA>36%被认为是高质量的蛋白质[46]，

因此本研究中的所有 Co均符合高质量蛋白的要求，

且 Co10表现最佳。

根据 FAO/WHO于 1985年推荐的蛋白质评价

模式，优质蛋白质需包含全部 9种必需氨基酸，以满

足人体正常生理需求[47]。图 7展示了五种 Co样品

中必需氨基酸组成与该模式的匹配程度。在所有

Co中，Lys（71.2~80.3 mg/g）含量均远超于 WHO的

建议值，但蛋氨酸+半胱氨酸（Met+Cys）和 Leu含量

相对较低。除 Co10外，其余样品的含硫氨基酸

（Met+Cys）均未达到幼儿需要量标准（25 mg/g）；在

酸性条件（Co2、Co3）下制备的样品中，Leu含量也未

满足幼儿需求（66 mg/g）。此外，所有的芳香族氨基

酸（Phe+Tyr）均高于 WHO的建议值，且在 pH10时

达到最大值（77.6 mg/g）。在五种 Co中，仅 Co10能

够全面满足 9种必需氨基酸的需求，表明在 pH10条

件下溶解有助于制备氨基酸组成更为均衡的蛋白产

品，在营养强化领域显示出良好的应用潜力。
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 2.7　营养学评价

用氨基酸评分（amino acid score，AAS）、体外消

化率（in vitro protein digestibility，IVPD）、消化率修

正氨基酸评分（protein digestibility-corrected amino

acid score，PDCAAS）评估 Co的营养状况。AAS通

过对比食物蛋白质与人体所需蛋白质的氨基酸组成，

评估其被人体利用的效率[48]。由表 3可知，在不同评

价标准下，Co的第一限制性氨基酸存在差异：成人为

组氨酸（His），幼儿为蛋氨酸+半胱氨酸（Met+Cys-s）。

与其他 Co相比，Co10与 Co11的 AAS值较高，在

成人模式中分别为 121和 120，表明其氨基酸组成更

为均衡，能够更好地满足人体对营养的需要。

IVPD是衡量蛋白质营养价值的重要指标[49]，其

通过体外胃-肠模拟消化模型测定，列于表 3。体外

消化后，在相同消化条件下，碱溶 Co的消化率高于

酸溶 Co，其中 Co10的 IVPD最高（86.16%±1.04%），

这可能是由于碱性条件下蛋白质变性、展开和分子

内和分子间键的拉伸，导致多肽链断裂，使其更容易

与消化酶的肽键结合[50]。此外，有研究表明蛋白质

消化率与 Arg/Lys比值呈负相关 [51]。Co2、Co3、

Co9、Co10和 Co11的 Arg/Lys分别为 1.05、0.97、

0.90、0.80和 0.83。因此，Co10中较低的 Arg/Lys

比值意味着消化所需肽键数量减少，可能有助于其更

高的 IVPD。高消化率蛋白质可释放更多氨基酸，从

而提升营养利用效率[8]。PDCAAS可用于预测蛋白

 

表 2    不同溶解 pH条件下制备的 Co的氨基酸组成（g/100 g）
Table 2    Amino acid composition of Co prepared under

different dissolution pH conditions (g/100 g)

氨基酸 Co2 Co3 Co9 Co10 Co11

苏氨酸Thr* 3.43±0.21c 3.54±0.05c 3.66±0.08b 3.85±0.16a 3.82±0.12ab

缬氨酸Val* 3.88±0.04d 4.07±0.07c 4.27±0.12b 4.66±0.05a 4.59±0.08a

蛋氨酸Met* 1.69±0.01d 1.85±0.03c 2.03±0.07b 2.17±0.04a 2.16±0.05a

异亮氨酸Ile* 3.59±0.12c 3.72±0.08c 3.99±0.15b 4.34±0.02a 4.25±0.12ab

亮氨酸Leu* 6.35±0.04e 6.59±0.06d 6.91±0.08c 7.59±0.03a 7.42±0.06b

苯丙氨酸Phe* 3.62±0.02e 3.73±0.04d 3.89±0.03c 4.23±0.05a 4.14±0.03b

赖氨酸Lys* 7.12±0.18d 7.38±0.04c 7.69±0.11b 8.03±0.03a 7.92±0.08b

色氨酸Trp* 1.63±0.03a 1.46±0.04b 1.30±0.02c 1.16±0.08d 1.24±0.03d

天冬氨酸Asp 9.28±0.23e 9.57±0.11d 9.76±0.11c 10.18±0.08a 9.96±0.07b

丝氨酸Ser 4.03±0.04e 4.17±0.02d 4.28±0.08c 4.47±0.02b 4.55±0.04a

谷氨酸Glu 13.88±0.36d 14.56±0.11c 15.39±0.15b 16.02±0.12a 15.98±0.11a

甘氨酸Gly 3.02±0.02e 3.16±0.04d 3.35±0.06c 3.57±0.06a 3.46±0.03b

丙氨酸Ala 4.23±0.08e 4.39±0.03d 4.51±0.05c 4.71±0.01b 4.83±0.02a

半胱氨酸
Cys-s 0.19±0.01e 0.26±0.01d 0.29±0.02c 0.38±0.01a 0.32±0.01b

酪氨酸Tyr 3.95±0.04a 3.88±0.02b 3.75±0.04c 3.52±0.04d 3.53±0.06d

组氨酸His 1.47±0.02e 1.64±0.03d 1.71±0.01c 1.96±0.03a 1.92±0.04b

精氨酸Arg 7.49±0.11a 7.18±0.06b 6.89±0.09c 6.45±0.03e 6.57±0.11d

脯氨酸Pro 2.88±0.08d 3.02±0.02c 3.17±0.04b 3.39±0.18a 3.35±0.08a

TAA 81.73 84.17 86.79 90.68 90.01
TEAA 31.31 32.34 33.69 36.03 35.54
TNEAA 52.05 53.29 54.35 55.81 55.71
TEAA/
TAA（%）

38 38 39 40 39

TEAA/
TNEAA（%）

60 61 62 65 64

注：*表示必需氨基酸，TAA（Total Amino Acids）表示氨基酸总量，TEAA
（Total Essential Amino Acids）表示必需氨基酸总量，TNEAA（Total Non-
Essential Amino Acids）表示非必需氨基酸总量；不同小写字母表示同行
数据差异显著，P<0.05。

 · 152 · 食品工业科技 2026年  6 月



质的生物学价值。在不同溶解 pH制备的 Co中，

Co10和 Co11的 PDCAAS最高 ，分别为 1.04和

1.03，与鸡蛋相似[52]，表明 Co10和 Co11具有优异的

营养品质，可作为食品工业中潜在的优质营养补

充剂。

 3　结论
上述结果表明，Co的最适沉淀 pH为 5.0，且碱

性条件下制备的 Co营养品质显著优于酸性条件。

5种 Co所含氨基酸种类齐全，其蛋氨酸（Met）含量

（1.69~2.17 g/100 g）显著高于单一豌豆蛋白（P<0.05），
表明双蛋白复合有效弥补了植物蛋白的蛋氨酸不

足。溶解 pH对 Co的结构特性具有显著影响（P<
0.05）。碱溶提取的 Co具有较高的 Zeta-电位绝对值

和较小的粒径，其中 Co11的粒径最小（3.61 μm），电

位绝对值最大（-55.66±2.28 mV）。二级结构分析显

示，碱溶提取的 Co（特别是 Co10）具有较高的 α-螺
旋和较低的 β-折叠含量。SDS-PAGE图谱进一步表

明，所有 Co均含异源蛋白主要亚基，且碱性溶解条

件有助于更全面地回收蛋白组分，并促进有利于消化

的结构特征形成。在营养特性方面，碱性提取 Co的

总氨基酸含量高于酸性条件，其中 Co10总氨基酸含

量最高（90.68 g/100 g），体外消化率达 86.82%。在

碱性样品中，Co11粗蛋白含量最高（87.13%），脂肪

含量较低（3.23%）；而 Co10综合表现最优，营养价值

最为突出，具有膳食营养强化剂的应用价值。本研究

结果不仅为高营养品质双蛋白的制备提供了理论依

据，也为开发新型蛋白强化食品提供了优质原料与技

术支持。

© 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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