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水力空化结合梯度添加芦丁改善
大豆分离蛋白的功能性质

刘昊天，杨　锋*，李静梅，任仙娥*，张昆明

（广西科技大学生物与化学工程学院，广西糖资源绿色加工重点实验室，广西柳州

螺蛳粉工程技术研究中心，广西柳州 545006）

摘　要：为获得具有抗氧化和乳化性的双功能大豆蛋白，采用水力空化结合梯度添加芦丁对大豆分离蛋白进行改

性，分析大豆分离蛋白在改性前后理化、结构和功能性质的变化。结果表明，经水力空化处理后大豆分离蛋白表

面疏水性升高，结构展开，活性基团暴露出来，致使其与芦丁的结合量显著增加（P<0.05）。随着芦丁添加量的

增加，大豆分离蛋白的紫外吸收增强，荧光强度降低且最大吸收峰红移，表面疏水性、游离巯基与氨基含量均下

降，二级结构中的 α-螺旋、β-折叠和 β-转角含量降低，无规则卷曲含量增加。进一步分析抗氧化活性和乳化性发

现，大豆分离蛋白经水力空化处理后再与芦丁结合形成的复合物表现出较好的抗氧化活性和乳化性。当芦丁添加

量为 1 mg/mL，抗氧化活性中 DPPH自由基清除率能由改性前的 77.80%±0.86%增加到 83.76%±0.65%，ABTS+自
由基清除率由 53.09%±0.43%增加到 63.64%±0.53%，铁离子还原能力由 1.12±0.06增加到 1.29±0.12，乳化活性指

数由 24.50±1.37 m2/g增加到 28.55±0.43 m2/g，乳化稳定性指数由 69.25±1.77 min增加到 88.75±1.65 min。由此可

见，水力空化处理结合适量芦丁可有效改善大豆蛋白的功能性质，此为蛋白质改性提供了新的途径。
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Abstract：To obtain a bifunctional soy protein with antioxidant activity and emulsifying properties, soy protein isolate (SPI)
was  modified  by  combining  hydrodynamic  cavitation  with  gradient  addition  of  rutin.  The  changes  in  physicochemical,
structural, and functional properties of SPI before and after modification were analyzed. The results showed that after hy-
drodynamic cavitation treatment, the surface hydrophobicity of SPI increased, its structure unfolded, and the active groups
were exposed, leading to a significant increase in its binding capacity with rutin (P<0.05). As the addition amount of rutin
increased, the ultraviolet absorption of SPI enhanced, while the fluorescence intensity decreased with a red shift in the max-  
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imum absorption peak. The surface hydrophobicity, free thiol content, and free amino content all decreased. Furthermore,
the contents of α-helix, β-sheet, and β-turn in the secondary structure decreased, while the content of random coil increased.
Further analysis of antioxidant activity and emulsifying properties revealed that the conjugates formed by combing hydro-
dynamic  cavitation  treated  SPI  with  rutin  exhibited  enhanced  antioxidant  activity  and  emulsifying  properties.  When  the
addition amount  of  rutin  was  1  mg/mL,  in  terms  of  antioxidant  activity,  the  DPPH  free  radical  scavenging  capacity   in-
creased  from  77.80%±0.86%  (before  modification)  to  83.76%±0.65%,  the  ABTS+  radical  scavenging  capacity  increased
from 53.09%±0.43% to 63.64%±0.53%, and the ferric reducing power increased from 1.12±0.06 to 1.29±0.12. In terms of
emulsifying properties, the emulsification activity index increased from 24.50±1.37 m2/g to 28.55±0.43 m2/g, and the emul-
sification stability index increased from 69.25±1.77 min to 88.75±1.65 min. Therefore, hydrodynamic cavitation treatment
combined with appropriate amount of rutin could effectively improve the functional properties of soy protein, which provid-
ed a new approach for protein modification.

Key words：hydrodynamic cavitation；rutin；soy protein isolate；antioxidant activity；emulsifying properties

蛋白质是维持人类生活的重要食品成分，在牛

奶、肉类、鸡蛋、豆类中含量丰富，而植物蛋白因成

本更低、更环保、可持续且可再生的优势在食品行业

备受关注。大豆分离蛋白（soy protein isolates，SPI）
作为一种常见的植物蛋白，拥有多种良性功能性质，

是食品工业的重要原料。SPI主要由大豆球蛋白和

β-伴大豆球蛋白组成，其中大豆球蛋白是一个六聚

体，由五个亚基组成，每个亚基由酸性和碱性多肽通

过二硫键连接；β-伴球蛋白是一种糖蛋白，具有三聚

体的分子结构，由 α'、α 和 β 三个亚基组成。这些聚

集体形成紧凑的球形聚集态结构导致 SPI分子柔韧

性较差、溶解性与乳化性等功能性质有限的问题[1]。

此外，天然 SPI的抗氧化活性低，这些现象极大地限

制了它在多种食品体系中的应用。

超声波、高压处理、脉冲电场等加工技术，可通

过改变蛋白质结构，来改善其功能性质以满足不同食

品体系的需求[2]。近年来，水力空化技术也被应用到

蛋白质改性中。当流体通过孔板、文丘里管，在叶轮

或转子的作用下能引起较大的压力波动，从而产生空

化泡，空化泡的溃灭则会产生诸如剪切力、冲击波、

极端高温和高压、自由基等空化效应[3]。例如，Abhi-
jeet等[4] 采用水力空化技术可有效改善乳清分离蛋

白的溶解性和抗氧化性能。王芳等[5] 发现大豆球蛋

白经单孔孔板水力空化处理后，内源荧光光谱最大吸

收峰红移，表面疏水性增加，暴露巯基含量和总巯基

含量均降低。然而，蛋白质的功能性质不仅受加工技

术的影响，还会受到食品体系中其它成分与其相互作

用的影响，其中多酚与蛋白质的相互作用因广泛存在

于饮食体系而成为研究焦点。二者通过非共价作用

（氢键、疏水作用等）与共价作用（pH、酶促反应等）改

变蛋白质乳化性、溶解性及多酚稳定性、抗氧化性[6]，

为功能食品设计提供理论基础。芦丁是一种天然的

多酚，存在于茶、橙皮和番茄中，具有优异的抗氧化、

抗癌和抗炎特性[7]。赵钜阳等[8] 发现，在中性条件

下，芦丁能通过氢键和范德华力与大豆分离蛋白发生

相互作用，提高蛋白质的溶解性、乳化性和凝胶性。

崔竹梅[9] 证实，芦丁也可通过疏水相互作用与大豆蛋

白的芳香族氨基酸残基结合，明显提高大豆蛋白乳液

的稳定性。上述研究不仅阐明了芦丁与大豆蛋白互

作的多途径机制，也为精准调控植物蛋白功能特性、

开发新型天然抗氧化食品基料提供了新的思路。

团队前期研究结果表明，水力空化处理可有效

减小大豆蛋白的粒径，增加其表面疏水性，使蛋白质

的高级结构被破坏，原来紧密的结构变得松散[10−11]，

课题组预测这种结构变化有利于蛋白质与多酚结

合。因此，本文先使用水力空化技术处理大豆分离蛋

白，再将处理后的大豆分离蛋白与不同浓度的芦丁在

碱性条件下结合，制备大豆分离蛋白-芦丁复合物，并

对其结构和功能性质进行表征，以获得具有抗氧化和

乳化功能的双功能大豆蛋白，促进大豆蛋白在抗氧化

型乳液体系中的应用。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

SPI（粉末状，蛋白含量≥90%）　山东禹王生态

食品有限公司；芦丁（含量 95%）　山东科源生化有

限公司；5,5'-二硫代双（2-硝基苯甲酸）（5,5'-dithio

bis-（2-nitrobenzoic acid），DTNB）（分析纯）　合肥巴

斯夫生物科技有限公司；8-苯胺基-1-萘磺酸（8-anili-

no-1-naphthalenesulfonic acid，ANS）（生化试剂）、透

析袋（3500 Da）　上海源叶生物科技有限公司；福林

酚（生化试剂）、邻苯二甲醛（o-phthalaldehyde，OPA）

（分析纯）、2,2'-联苯基-1-苦基肼基（1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl，DPPH）（分析纯）、2,2'-联胺-双（3 -乙

基苯噻唑啉-6-磺酸）二铵盐（2,2'-azino-bis（3-eth-

ylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid），ABTS）（分析纯）

　上海麦克林生化科技有限公司。

UV-5100H紫外可见分光光度计　岛津仪器（苏

州）有限公司；G9800A荧光分光光度计　安捷伦科

技（中国）有限公司；Nano-ZS纳米粒度及 Zeta电位

分析仪　英国马尔文仪器有限公司；Chirascan圆二

分光偏振仪　英国应用光物理公司；基于单孔板的水

力空化装置　实验室自制，其工作原理和结构示意图

如团队前期发表的论文所示[5]，装置如图 1所示。液

体在流过孔板的过程中，液体的流动速度会急剧提

高，引起局部压力降低的现象，当降低至液体的饱和
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蒸气压以下时，液体会发生汽化并形成微气泡。这些

气泡在流动过程中经历生成、膨胀、溃灭和再生的过

程。当气泡溃灭时，会产生空化效应。

 1.2　实验方法

 1.2.1   SPI -芦丁复合物的制备　称取 SPI粉末加入

去离子水，制成 10 mg/mL的 SPI分散液，调节 pH
至 9.0，在室温条件下搅拌 2 h使其充分溶解。将搅

拌好的 SPI分散液平均分为两份，将其中一份加入水

力空化装置的储液罐中，在 0.2 MPa的环境下水力空

化处理 30 min。另外一份搅拌好的 SPI分散液以继

续搅拌 30 min代替水力空化处理 30 min作为对照。

称取一定量芦丁，用 10 mL乙醇溶解后加入去离子

水，并调节芦丁溶液 pH为 9.0。将不同浓度的芦丁

溶液按照 1:1的比例以细流状分别加入未经水力空

化处理的 SPI分散液和经过水力空化处理的 SPI分
散液，形成 SPI浓度为 5 mg/mL、芦丁浓度分别为 0、
0.25、0.5、0.75、1 mg/mL的混合液，磁力搅拌 2 h充

分反应，调 pH至 7.0，然后在 8000 r/min、4 ℃ 下离

心 30 min，取上清液装入 3500 Da的透析袋对去离

子水进行透析，每 2 h换一次水，使未与蛋白结合的

游离芦丁完全去除，制得 SPI-芦丁复合物样品，放在

4 ℃ 冰箱中冷藏备用。

 1.2.2   芦丁与 SPI结合量的测定　参考刘颖等 [12]

的实验方法，将 SPI-芦丁复合物样品用去离子水稀

释到 SPI质量浓度为 0.1 mg/mL，准确吸取 0.5 mL
的福林酚试剂，加入 0.5 mL的样品稀释液均匀混

合，在黑暗环境下静置 5 min，然后加入质量浓度为

81.08 mg/mL的碳酸钠溶液 2 mL混合均匀，在黑

暗环境下静置 2 h，测定 760 nm波长处的吸光度

值。在相同条件下，用 0.010、0.015、0.030、0.035、
0.040 mg/mL的芦丁做标准曲线（y=10.245x−0.0342，
R2=0.9987），计算复合物样品中芦丁含量。计算公式

如下：

芦丁与 SPI结合量(mg/g) =
样品中芦丁含量(mg)
样品中 SPI含量(g)

 1.2.3   紫外-可见光谱的测定　将 SPI-芦丁复合物样

品经去离子水稀释到 SPI的质量浓度为 0.5 mg/mL，
测量 200~400 nm处样品紫外-可见光谱，以中等扫

描速度，得出样品的紫外-可见光谱曲线。

 1.2.4   荧光光谱的测定　用 0.2 mol/L，pH7.0的磷

酸盐缓冲液，将 SPI-芦丁复合物稀释到 SPI质量浓

度为 0.5 mg/mL，通过荧光光谱仪测量稀释后的样

品。测定条件为：激发波长 290 nm，扫描范围 300~
400 nm，激发狭缝与发射狭缝宽度均为 5 nm。

 1.2.5   游离巯基含量的测定　参考 Wu等[13] 的实验

方法，配制含有 8 mol/L尿素、0.086 mol/L三（羟甲

基）氨基甲烷、0.09 mol/L甘氨酸、4 mmol/L乙二胺

四乙酸二钠的三（羟甲基）氨基甲烷-甘氨酸缓冲液

（Tris-Gly缓冲液）。将 2-硝基苯甲酸以 4 mg/mL的

浓度溶解于 Tris-Gly缓冲液中，即为 Ellman试剂。

将 SPI-芦丁复合物通过 Tris-Gly缓冲液稀释到 SPI
质量浓度为 0.5 mg/mL，然后加入 50 µL Ellman溶

液于 5 mL稀释液中，在常温条件下静置 1 h，测定其

在 412 nm波长处的吸光度值为 A1，将 Ellman试剂

以等量 Tris-Gly缓冲液为替代，测定其吸光度值为

A2。计算式如下：

游离巯基含量(µmol/g) =
106 × (A1 −A2)
1.36×104 ×C

式中：1.36×104 为摩尔吸光系数，L/（mol·cm），

C为 SPI质量浓度，mg/mL。

 1.2.6   游离氨基含量的测定　参考谢欢欢等[14] 的实

验方法，将样品稀释至 SPI浓度为 2 mg/mL，然后准

确称取 16 mg邻苯二甲醛，加入 4 mL甲醇充分溶解，

配成 40 mg/mL邻苯二甲醛溶液，与 400 µL巯基乙

醇溶液、100 mL的硼砂溶液（0.1 mol/L）以及 10 mL
十二烷基硫酸钠溶液（250  mg/mL）混合，定容至

200 mL。取 400 µL样品稀释液和 3 mL邻苯二甲

醛试剂混匀，然后在室温下进行 3 min显色反应，测

量样品溶液在 340 nm波长处的吸光度。接着配制

L-亮氨酸系列标准溶液，浓度梯度为 0.1、0.15、0.2、
0.25 mg/mL，按相同步骤测定其吸光度。以纵坐标

为测定的吸光度值，横坐标为 L-亮氨酸质量浓度，绘

制标准曲线（y=4.0913x+0.2108，R2=0.9986），计算游

离氨基含量。

游离氨基含量(nmol/g) =
106 ×A
M×ρ

式中：A为根据标曲计算出的游离氨基浓度，

mg/mL；M为 L-亮氨酸摩尔质量，g/mol；ρ 为复合物

样品密度，g/mL。

 1.2.7   表面疏水性的测定　参考崔竹梅[9] 的实验方

法，采用荧光探针 ANS测定蛋白质的表面疏水性。

用去离子水配制 SPI浓度梯度为 0.05、0.1、0.25、
0.5 mg/mL的样品稀释液各 5 mL，吸取 8 mmol/L
的 ANS溶液 20 µL与稀释液均匀混合，通过荧光分

光光度计测定荧光强度。参数为：激发波长 390 nm，

发射波长 470 nm，狭缝宽度 5 nm。以荧光强度为纵

坐标，SPI质量浓度为横坐标作图，拟合线性回归方
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程，方程的斜率即为表面疏水性。

 1.2.8   圆二色光谱测定　用去离子水将样品溶液稀

释到 SPI质量浓度为 0.1 mg/mL，利用圆二色光谱仪

在 190~260 nm范围扫描，扫描速度为 100 nm/min，
响应时间为 0.25  s，宽带为 1.0  nm，灵敏度为

20 mdeg。使用 Pro-Data Chirascan软件进行光谱图

处理，CDNN软件拟合二级结构。

 1.2.9   Zeta电位的测定　用去离子水将样品溶液稀

释到 SPI质量浓度为 0.1 mg/mL，然后用马尔文纳米

粒度和 Zeta电位分析仪测定样品的 Zeta电位。

 1.2.10   乳化性的测定　参考 Shen等[15] 的实验方

法，取 20 mL的 SPI-芦丁复合物样品溶液与 5 mL
大豆油，混合后在 12000 r/min下均质 1 min形成乳

液，分别在乳化完成后立即（t=0 min）和静置 10 min
后，从乳液底部吸取 50 µL乳液，加入质量浓度为

0.1%的十二烷基硫酸钠溶液 4.95 mL，用紫外分光

光度计测量 500 nm处吸光度值。计算公式如下：

乳化活性指数(m2/g) =
2×2.303×A0 ×DF

C× θ×10000

乳化稳定性指数(min) =
A0 ×∆t
A0 −A10

式中：A0 为 0 min时的吸光度值；A10 为 10 min
时的吸光度值；DF为样品稀释倍数；θ 为大豆油体积

分数；C为 SPI的质量浓度（mg/mL）；Δt表示 0 min
到 10 min的时间差。

 1.2.11   抗氧化性的测定

 1.2.11.1   DPPH自由基清除能力的测定　参考 Yin
等[16] 的实验方法，用去离子水将样品溶液稀释至

SPI浓度为 0.1  mg/mL，配制 0.175  mol/L，吸光度

0.70以下的 DPPH-乙醇溶液 2 mL，加入到 1 mL稀

释样品中，黑暗条件下静置 1 h，测定 517 nm波长处

的吸光度值为 A1，用不含 DPPH的乙醇替代 DPPH-
乙醇，测定吸光度为 A2，无水乙醇与 DPPH-乙醇吸

光度为 A0。计算公式如下：

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

 1.2.11.2   ABTS+自由基清除率能力的测定　参考

Natalia等[17] 的实验方法，提前 12 h配制 ABTS溶

液（7 mmol/L ABTS、2.45 mmol/L K2S2O8，pH7.4，吸
光度 0.7±0.02），取样品溶液以去离子水稀释至

SPI浓度为 0.1 mg/mL，将 1 mL稀释液加入到 4 mL
ABTS溶液中室温下静置 20 min，测定 734 nm波长

处吸光度为 A1，以 pH7.4的磷酸盐缓冲溶液替代

ABTS溶液，测定吸光度为 A2，磷酸盐缓冲溶液与

ABTS溶液测得的吸光度为 A0。计算公式如下：

ABTS+自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

 1.2.11.3   铁离子还原能力的测定　参考 Singh等[18]

的实验方法，取 5  mg/mL的 SPI-芦丁样品溶液

0.3 mL，与 3.0 mL pH6.6的磷酸盐缓冲液（0.2 mol/L）
和 3.0  mL铁氰化钾溶液（10.1  mg/mL）混合均匀，

50 ℃ 下水浴 30 min，冷却后加入 3.0 mL 111.11 mg/
mL三氯乙酸溶液，避光反应 30 min，以5000 r/min
离心 10 min取上清液。将 3.0 mL去离子水、2.5 mL
上清液、0.5 mL 1.00 mg/mL的氯化铁溶液混匀，黑

暗环境下静置 10 min，在 700 nm波长处测定吸光

度，吸光度值越高，则铁离子还原能力越强。

 1.3　数据处理

实验中图表所示的数据均为 3次以上重复平行

实验取得，数据以平均值±标准差的形式表示，使用

SPSS 27软件进行数据分析，用方差分析中的邓肯检

验及配对样品 t 检验计算数据间的差异显著性，

P<0.05表示差异显著，并使用 Origin 2022软件进行

绘图。

 2　结果与分析

 2.1　SPI与芦丁的结合量

由图 2可以看出，当 SPI未经水力空化处理时，

芦丁与 SPI的结合量随着芦丁添加量的增加而提升

（P<0.05）。这可能是因为在碱性环境中芦丁被氧化

为活性亲电子的醌类结构，与蛋白质侧链的亲核基团

反应，形成不可逆 C-N、C-S共价键与蛋白质结合[19]。

当芦丁添加量为 0.75 mg/mL时，芦丁与 SPI的结合

量达到 69.75±0.43 mg/g。当芦丁添加量为 1 mg/mL
时芦丁结合量继续提升，但是提升不显著（P>0.05），
这是因为此时蛋白质的结合位点趋于饱和，金花

等[20] 也发现，随着绿原酸添加量的增加，当黑豆蛋白

与绿原酸的结合接近饱和时，二者的结合会减缓。
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Fig.2    Binding amount of SPI and rutin
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间差异显著（P<0.05）；图 5~图 6、图 8~图 10同。
 

当 SPI经水力空化处理后，在相同的芦丁添加量

下，SPI与芦丁结合量显著高于未处理组（P<0.05），谢
欢欢等[14] 也发现经水力空化处理后 SPI与儿茶素的

结合量较未处理组显著增加，这是因为水力空化产生

的剪切力等空化效应破坏了 SPI分子之间的相互作

用，使其结构展开，暴露出更多的活性基团，促进更多
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的芦丁与 SPI的结合。当芦丁添加量为 1 mg/mL时，

结合量由未处理的 73.48±0.76 mg/g增加到 107.14±
0.86 mg/g，这说明随着芦丁添加量的增加，经水力空

化处理后的 SPI与更多的芦丁发生了相互作用。

 2.2　SPI-芦丁复合物的紫外-可见吸收光谱

SPI有两个吸收峰，一个位于 220 nm处的主吸

收峰源于肽键电子跃迁，另一个位于 280 nm处的肩

峰则由色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸等残基的苯环共轭

体系所贡献[21]。当蛋白质的空间构象发生变化时也

会使这些氨基酸的微环境发生变化，导致特征吸收峰

发生位移。由图 3A可知，当 SPI未经水力空化处理

时，随着芦丁添加量的增加，SPI-芦丁复合物的紫外

吸收强度增加，这是因为芦丁与 SPI中的色氨酸残

基和酪氨酸残基之间发生相互作用形成新的共轭体

系，紫外吸收强度增加。另外，纯芦丁的最大吸收峰

在 270 nm处，加入芦丁后，相较于 SPI，SPI-芦丁复

合物的最大吸收峰发生偏移，从 280 nm蓝移到 255~
260 nm处，说明芦丁的加入导致 SPI构象产生变化，

芳香族氨基酸残基的微环境也发生变化，有利于

SPI中色氨酸和酪氨酸残基中芳香杂环的 π-π*跃

迁。雷选等[22] 研究发现芦丁与酪蛋白结合后，使酪

蛋白的构象发生改变，分子内部色氨酸和酪氨酸残基

中的疏水性基团暴露，促进芳香杂环的 π-π*跃迁，使

酪蛋白的最大吸收峰由 278 nm偏移至 276.2 nm，本

文结果与之相似。由图 3B可知，当 SPI经水力空化

处理后，紫外吸收强度增加，这是因为水力空化处理

后 SPI空间构象由折叠转为展开，使得原本包埋在

内部的芳香族氨基酸残基暴露出来，从而引发其紫外

吸收特性发生改变[23]。而随着芦丁添加量的增加，紫

外吸收强度的增加幅度也比未经水力空化处理形成

的复合物更加明显，这说明 SPI经水力空化处理后，

结合了更多的芦丁。这一结果与水力空化处理后

SPI与芦丁的结合量增加一致。

 2.3　SPI -芦丁复合物的荧光光谱

荧光光谱可作为检测蛋白质与多酚之间的相互

作用以及蛋白质构象变化的有效工具[24]。蛋白质的

内源荧光则主要来自于色氨酸和酪氨酸残基，蛋白质

荧光强度的变化可以反映这两种氨基酸的微环境变

化。由图 4A可知，当 SPI未经水力空化处理时，随

着芦丁添加量的增加，SPI -芦丁复合物荧光强度明

显降低，表明二者的相互作用引起了 SPI的荧光猝

灭。而添加芦丁后，SPI最大吸收峰红移，且随着芦

丁添加量的增加，红移也越发明显，这可能是 SPI与
芦丁相互作用后使氨基酸残基暴露在亲水环境

中[20]。黄国等[25] 发现，矢车菊素-3-葡萄糖苷与大豆

蛋白结合后，能猝灭蛋白质的内源荧光，使荧光强度

降低，且能诱导大豆蛋白多肽链解折叠，使部分氨基

酸残基暴露于亲水性环境中，最大吸收峰红移。由

图 4B可知，当 SPI经水力空化处理后，荧光强度显

著增加，表明水力空化处理使 SPI结构展开，更多的

基团被暴露出来，引起荧光强度增加。随着芦丁添加

量的增加，荧光强度下降幅度更大，复合物的最大吸

收峰的红移也更加明显，这表明经水力空化处理过后

的 SPI更容易与芦丁结合，相互作用更加强烈。

Yu等[26] 发现超声处理产生的空化效应改变了蛋白 
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Fig.3    Ultraviolet-visible absorption spectra
of SPI-rutin conjugate

注：A：SPI未经处理；B：SPI经水力空化处理。
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质的三级结构，疏水键断裂，氨基酸残基暴露，同时促

进了大麻蛋白与绿原酸的相互作用，使得荧光强度猝

灭更明显。

 2.4　SPI-芦丁复合物的游离巯基和游离氨基含量

游离巯基和游离氨基是蛋白质和多酚发生共价

结合的主要反应基团，它们与蛋白质的三级和四级

结构的改变有关[27]。多酚在碱性条件下可以氧化生

成邻醌或半醌中间体，这些中间体具有亲电性，能够

与蛋白质中的游离氨基发生迈克尔加成反应或交联

反应，也可以与巯基发生加成反应，形成稳定的共价

键[28]。如图 5所示，当 SPI未经水力空化处理时，随

着芦丁添加量的增加，游离巯基和游离氨基的含量显

著减少（P<0.05），这是因为在碱性条件下，芦丁被氧

化形成亲电子的邻醌结构，与 SPI侧链上的亲核基团

（如氨基或巯基）发生反应，形成 C-N和 C-S键[29]，从

而降低游离巯基和游离氨基的含量。在相同芦丁添

加量下，水力空化处理后的 SPI与芦丁形成的复合物

游离巯基和游离氨基含量更低，这是因为蛋白质分子

在水力空化产生的剪切力下结构展开后，暴露出了更

多的结合位点，这促进了更多的芦丁与蛋白质之间的

共价相互作用，导致了游离巯基和游离氨基含量的减

少。李春翼等[30] 发现经热诱导处理后的麦醇溶蛋白-
芦丁的复合物的游离氨基含量相比未处理时下降。
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图 5    SPI-芦丁复合物的游离巯基和游离氨基含量
Fig.5    Content of free sulfhydryl group and free amino group

in SPI-rutin conjugate
注：（A）游离巯基含量；（B）游离氨基含量。

 

 2.5　SPI-芦丁复合物的表面疏水性

表面疏水性经常用来体现蛋白质高级结构的改

变，是影响蛋白表面活性的因素之一。其测定值可以

同步反映蛋白质表面疏水性氨基酸残基的暴露程度

和溶液微环境极性状态的变化[31]。SPI-芦丁复合物

表面疏水性的影响如图 6所示。当 SPI未经水力空

化处理时，随着芦丁添加量的增加，SPI-芦丁复合物

的表面疏水性显著降低（P<0.05），当芦丁的添加量达

到 1 mg/mL时，SPI的表面疏水性从 20.54±0.21降

低到 6.05±0.49，这可能是由于芦丁与 SPI之间有疏

水相互作用，二者结合后占据了 SPI与 ANS相互作

用的位点[32]，使得荧光强度降低，且芦丁的羟基会增

加体系的亲水性，从而导致复合物整体的疏水性下

降。Fu等[33] 研究发现，槲皮素能与豌豆蛋白表面的

疏水性基团发生相互作用，从而阻止疏水性探针分子

与蛋白质表面的结合，导致测得的表面疏水性降低。

当 SPI经水力空化处理后，表面疏水性从 20.54±0.21
增加到 53.88±0.32，这可能是因为水力空化诱导蛋白

质的去折叠，使得 SPI内部的疏水基团暴露到表面，

导致表面疏水性的大幅增加，肖志刚等[34] 发现高压

均质也可以使 SPI展开，导致疏水基团暴露，从而使

得表面疏水性增加。而随着芦丁添加量的增加，SPI-
芦丁复合物的表面疏水性降低。但是，由于水力空化

处理对 SPI表面疏水性的增加作用要大于芦丁对表

面疏水性的降低作用，从而导致了在相同芦丁添加量

下，经水力空化处理后 SPI-芦丁复合物表面疏水性

比未经水力空化处理的复合物表面疏水性更高。
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图 6    SPI-芦丁复合物的表面疏水性
Fig.6    Surface hydrophobicity of SPI-rutin conjugate

 

 2.6　SPI-芦丁复合物的圆二色光谱

圆二色光谱是表征蛋白质的二级结构的重要手

段，蛋白质二级结构单元比例的动态调整可直接影响

蛋白质的表面特性与功能活性[35]。如图 7及表 1所

示，当 SPI未经水力空化处理时，随着芦丁添加量的

增加，二级结构中 α-螺旋、β-折叠和 β-转角含量均降

低，无规则卷曲含量增加，这表明芦丁与 SPI的结合

改变了 SPI的构象，使其解折叠，二级结构变得更加

无序。Dai等[36] 研究发现，随着儿茶素浓度的增加，

大豆蛋白的 α-螺旋和 β-折叠含量均显著降低、β-转
角和无规卷曲均显著增加；而 Hao等[37] 研究发现，

豌豆蛋白与多酚（如表没食子儿茶素没食子酸酯、绿

原酸、白藜芦醇）反应后 β-折叠和无规卷曲结构的含

量增加、α-螺旋的含量降低、β-转角的含量变化不规

律。由此可见，不同蛋白与不同多酚相互作用后二级
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结构变化并不完全一致，其变化模式可能取决于蛋白

质的种类、多酚的类型及作用条件（如 pH、温

度等）。

经水力空化处理后，SPI的 α-螺旋、β-折叠的含

量显著增加（P<0.05），无规则卷曲的含量显著降低

（P<0.05）。这归因于水力空化处理产生的剪切力和

瞬时的高温高压破坏了分子间的相互作用，结构展

开，肽链松弛，局部肽链上的羰基与氨基间又重新构

建肽链内氢键，使 α-螺旋、β-折叠的含量增加[38]。当

芦丁添加量达到 0.50 mg/mL后，α-螺旋、β-折叠和

β-转角含量开始降低，无规则卷曲含量开始增加，这

可能是因为较多的芦丁与 SPI结合后，使 SPI结构

变得松散，向无序化转变。而当芦丁添加量达到

1 mg/mL时 SPI结构松动，无规则卷曲的增加幅度

更大，更加无序。

 2.7　SPI-芦丁复合物的 Zeta电位

Zeta电位是反映蛋白质表面电荷分布特性的重

要指标，主要由氨基酸残基的电荷平衡状态决定。当

蛋白质表面负电荷氨基酸残基数量超过正电荷残基

时，体系呈现负电位特征，且电位的绝对值与分散体

系的稳定性呈正相关关系[5]。由图 8可知，各样品

的 Zeta电位值均为负值，这与大豆分离蛋白在中性

条件下带负电荷有关。当 SPI未经水力空化处理

时，随着芦丁添加量的增加，复合物的表面负电荷呈

现增强趋势，这主要是因为芦丁与 SPI结合后，芦丁

的负电荷增加了复合物体系的负电荷密度，导致 Ze-
ta电位绝对值增加。当 SPI经水力空化处理后，Ze-
ta电位的绝对值降低，可能是因为水力空化处理使蛋

白质分子结构展开，电荷分布发生改变，原本埋藏在

分子内部的带正电荷的氨基酸残基被暴露出来[39]，导

致纯 SPI分散液的 Zeta电位绝对值下降。在此基础

上再与芦丁结合后，引入了负电荷，使得表面负电荷

增加，Zeta电位绝对值增加。
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图 8    SPI-芦丁复合物的 Zeta电位
Fig.8    Zeta potential of SPI-rutin conjugate

 

 2.8　SPI-芦丁复合物的乳化活性指数和乳化稳定性

指数

乳化性是反映蛋白质吸附到油水界面能力的指

标。乳化性能可以用乳化活性指数与乳化稳定性指

数来表示，其中乳化活性指数表示每单位重量蛋白质

 

表 1    SPI-芦丁复合物的二级结构相对含量

Table 1    Relative content of secondary structure of SPI-rutin conjugate

样品 芦丁质量浓度（mg/mL）
相对含量（%）

α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规则卷曲

SPI未经处理与芦丁形成的复合物

0.00 30.12±0.35a 31.31±0.13a 19.48±0.14a 19.18±0.27e

0.25 29.62±0.33b 29.52±0.07b 19.18±0.12b 21.77±0.14d

0.50 29.42±0.23b 28.63±0.39c 18.99±0.13c 22.96±0.09c

0.75 29.17±0.05c 28.27±0.11d 18.85±0.07c 23.71±0.06b

1.00 28.78±0.08d 27.79±0.14e 18.69±0.04d 24.63±0.07a

SPI经水力空化处理后与芦丁形成的复合物

0.00 30.71±0.05A* 31.90±0.38B* 19.54±0.05B 17.85±0.06D*

0.25 30.75±0.11A* 34.97±0.06A* 19.74±0.03A* 14.64±0.05E*

0.50 30.27±0.13B* 29.87±0.06C* 19.28±0.04C* 20.48±0.17C*

0.75 29.74±0.10C* 28.54±0.05D* 19.06±0.04D* 22.75±0.10B*

1.00 29.77±0.08C* 25.87±0.08E* 18.58±0.02E 25.77±0.09A*

注：小写字母为SPI未经水力空化处理组间差异显著（P<0.05）；大写字母为SPI经水力空化处理组间差异显著（P<0.05）；*为同等芦丁添加量下，水力空化
处理与未处理组间差异显著（P<0.05）。
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图 7    SPI-芦丁复合物的圆二色光谱

Fig.7    Circular dichroism spectra of SPI-rutin conjugate
A：SPI未经处理；B：SPI经水力空化处理。
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稳定的界面面积，而乳化稳定性指数衡量乳状液浊

度[40]。由图 9可知，当 SPI未经水力空化处理时，随

着芦丁添加量的增加，SPI的乳化活性指数和乳化稳

定性指数都呈现出先显著（P<0.05）增加后趋于平缓

增长的趋势，因为添加芦丁后，芳香残基随着 SPI-芦
丁复合物的形成而增加，这使得 SPI在油-水界面的

亲和力增加，界面张力降低，乳化活性增强。同时芦

丁的添加使得 SPI表面电荷也发生改变，形成的乳

液滴之间具有更强的斥力，这促进了稳定的乳液体系

的形成，因此，SPI-芦丁复合物形成的乳液的稳定性

高于 SPI形成的乳液的稳定性。Chen等[41] 研究发

现茶多酚可以通过与大豆蛋白相互作用来提升大豆

蛋白的乳化特性。
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图 9    SPI-芦丁复合物的乳化活性指数和乳化稳定性指数
Fig.9    Emulsifying activity index and emulsifying stability

index of SPI-rutin conjugate
注：（A）乳化活性指数；（B）乳化稳定性指数。

 

此外，当 SPI经水力空化处理后，在同等芦丁添

加量下，SPI-芦丁复合物的乳化活性指数、乳化稳定

性指数比未处理的高，这是因为水力空化处理通过空

化效应打开了蛋白质结构，暴露出更多的极性亲水基

团和非极性疏水基团，这有效调节了它的亲水亲油基

团的平衡。这种平衡有助于蛋白质更好地吸附在油

水界面，从而增强乳化活性以及乳化稳定性。如图 9
所示，当芦丁添加量为 1 mg/mL时，乳化活性指数由

改性前的 24.50±1.37 m2/g增加到 28.55±0.43 m2/g、
乳化稳定性指数由 69.25±1.77 min增加到 88.75±
1.65 min。综上，水力空化技术可以促进 SPI-芦丁相

互作用，从而显著增强乳化活性和乳化稳定性。

Yu等[26] 发现适当的超声处理能有效提高火麻仁蛋

白-绿原酸复合物乳化活性和乳化稳定性。

 2.9　SPI-芦丁复合物的抗氧化能力

抗氧化能力是研究酚类物质与蛋白质相互作用

时的重要性质之一。如图 10所示，当 SPI未经水力

空化处理时，其抗氧化能力很有限，随着芦丁添加量

的增加，SPI-芦丁复合物的 DPPH、ABTS+自由基清

除率和铁离子还原能力均显著增加（P<0.05），呈现芦

丁浓度依赖效应。这是因为芦丁具有活性酚羟基基

团，其具有转移氢原子和电子的能力，可以清除自由

基，阻止自由基的链式反应从而提高其抗氧化性[42]，

另外，它还具有螯合铁离子的能力，减少其在氧化反

应中的催化作用，从而抑制氧化反应的发生[43]。He
等[44] 研究证明，花生蛋白与绿原酸和表没食子儿茶

素没食子酸酯的偶联增强了花生蛋白的抗氧化

活性。

 
 

(A)

(B)

(C)

SPI未经处理
SPI经水力空化处理

D
PP

H
自

由
基

清
除

率
 (%

)

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

e E

d D*

c
C*

b
B*

0 0.25 0.50 0.75 1.00

a
A*

SPI未经处理
SPI经水力空化处理

e
E*

d
D* c

C* b

B* a

A*

SPI未经处理
SPI经水力空化处理

e E* d
D*

c C*
b

B*
a

A*

芦丁添加量 (mg/mL)

0 0.25 0.50 0.75 1.00
芦丁添加量 (mg/mL)

0 0.25 0.50 0.75 1.00
芦丁添加量 (mg/mL)

A
B

TS
+ 自

由
基

清
除

率
 (%

)

0

10

20

30

40

50

60

70

铁
离

子
还

原
能

力

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0

图 10    SPI-芦丁复合物的抗氧化能力
Fig.10    Antioxidant capacity of SPI-rutin conjugate

注 ： （A）DPPH自由基清除率； （B）ABTS+自由基清除率；
（C）铁离子还原能力。
 

经水力空化处理后，纯 SPI抗氧化性有少许提

升，这是因为 SPI结构展开暴露出如酪氨酸、组氨酸

等的活性基团，这些基团在特定条件下可以参与自由
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基的清除反应，从而表现出抗氧化活性[45]。而在相同

芦丁添加量下，水力空化处理后的 SPI与芦丁形成

的复合物 DPPH、ABTS+自由基清除率和铁离子还原

能力相较于未处理组明显提升，这可能是由于水力空

化使 SPI的结构展开，结合了更多的芦丁。由图 10
可知，当芦丁添加量为 1 mg/mL时，抗氧化活性中

DPPH自由基清除率能由改性前的 77.80%±0.86%
增加到 83.76%±0.65%、ABTS+自由基清除率由

53.09%±0.43%增加到 63.64%±0.53%、铁离子还原

能力由 1.12±0.06增加到 1.29±0.12，该结果表明，利

用水力空化技术能促进 SPI和芦丁之间的相互作

用，提高复合物的抗氧化活性，为开发功能性蛋白提

供新的技术路径。王中江等[46] 发现适当的空化射流

预处理使 SPI的结构更加展开，暴露更多的疏水基

团与白藜芦醇结合，增强了复合物的抗氧化能力。

 3　结论
本文采用水力空化结合梯度添加芦丁来改善大

豆分离蛋白的功能性质，结果发现：当 SPI未经水力

空化处理时，它与芦丁的结合量随着芦丁添加量的增

加而增加，但当芦丁添加量达到 0.75  mg/mL时，

SPI的结合位点趋于饱和，再增加芦丁用量，结合量

也增幅不大。当 SPI经水力空化处理后，表面疏水性

增加，结构打开，显现更多的结合位点，当芦丁添加量

为 1 mg/mL时，结合量由未处理的 73.48±0.76 mg/g
增加到 107.14±0.86  mg/g。经水力空化处理后的

SPI结合了更多的芦丁，表现出紫外吸收明显增强、

荧光强度大幅降低且最大吸收峰红移、游离巯基与

氨基含量下降、二级结构无序度增加等结构变化，同

时，抗氧化能力和乳化性能明显增强。制备出的具有

抗氧化活性和乳化性能的双功能大豆蛋白可用于构

建抗氧化型乳液，用于功能性食品的设计和开发。

© 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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