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高静水压处理对豌豆蛋白凝胶
冻藏特性的影响

蒋旭东1，张雅玟1，穆星宇1，陈琼玲1，陈振家1,2, *

（1.山西农业大学食品科学与工程学院，山西晋中 030801；
2.山西省后稷实验室，山西晋中 030801）

摘　要：为研究高静水压处理对冻藏条件下豌豆分离蛋白（Pea Protein Isolate，PPI）凝胶理化特性与微观结构的变

化规律及机理。本文通过比较三种不同强度的高静水压（100 MPa、15 min；300 MPa、15 min；600 MPa、15
min）处理下的豌豆蛋白热致凝胶冻藏前后凝胶特性、理化性质和微观结构，分析其色差、质构特性、溶解度及亚

基组成等。结果表明：与原蛋白相比，高静水压处理后豌豆蛋白凝胶硬度降低，且随压力升高凝胶硬度呈下降趋

势；动态流变测试表明高静水压处理后豌豆蛋白凝胶呈现出更强的弹性和粘性特性且具有更为紧密的结构；高静

水压处理后豌豆蛋白参与凝胶形成亚基种类有较大差异，且随压力升高，蛋白参与凝胶形成数量和游离巯基呈下

降趋势（100 MPa<300 MPa<PPI<600 MPa）；高静水压处理后豌豆蛋白凝胶体系对水分束缚的能力有所提升

（600 MPa>100 MPa>PPI>300 MPa）。动态流变性能显示在所有样品中，G'在整体上明显高于 G''，表明凝胶网络

结构富有弹性，具有凝胶结构；经冻藏处理后，4种蛋白凝胶网络结构均被破坏，细腻程度下降；随着压强增加，

冻藏前后凝胶硬度均下降趋势，凝胶可溶性蛋白含量结果为（100 MPa<300 MPa<PPI<600 MPa），总巯基含量 100 MPa
组在冻藏后提高了 3.53%，这表明 100 MPa条件下凝胶形成过程中参与蛋白数量上升，转化为更多的二硫键；水

分分布及差示扫描量热法（Differential Scanning Calorimetry，DSC）显示，100 MPa下冰晶形成未对凝胶结构造成

较大破坏，水分分布状态变化较小；焓值显著降低，100 MPa、300 MPa、600 MPa分别较对照组降低了 3.54%、

1.79%、9.46%。综上所述，在 100 MPa、15 min的条件下豌豆蛋白凝胶抗冻性最好。高静水压处理通过改变凝胶

形成模式从而形成了更为细腻的凝胶网络结构，同时降低了冻藏后凝胶品质劣变程度，提高了豌豆蛋白的凝胶抗

冻性，这为豌豆蛋白高静水压改性以及冷冻食品加工提供新思路。
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Abstract：This study investigated the effects of high hydrostatic pressure (HHP) treatment on the physicochemical proper-
ties  and  microstructure  of  frozen  pea  protein  gels  and  elucidated  the  underlying  gelation  mechanisms.  Heat-induced  pea  
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protein gels were subjected to three HHP conditions (100, 300, and 600 MPa for 15 min each) and evaluated in terms of
their color, textural attributes, solubility, and subunit composition before and after freezing. Compared with the native pea
protein  isolate  (PPI),  HHP-treated  gels  demonstrated  significantly  reduced  gel  hardness,  which  gradually  declined  as
pressure increased. Dynamic rheological analysis revealed that HHP-treated gels exhibited enhanced elasticity and viscosi-
ty, accompanied with a dense and highly homogeneous network structure. The subunit composition involved in gel forma-
tion  changed  notably  after  HHP  treatment,  and  the  number  of  participating  proteins  and  the  content  of  free  sulfhydryl
groups decreased with increasing pressure (100 MPa<300 MPa<PPI<600 MPa). The water-holding capacity of HHP-treated
gels  improved,  following the  trend of  600 MPa>100 MPa>PPI>300 MPa.  Dynamic  rheological  results  further  confirmed
that in all samples, the storage modulus exceeded the loss modulus, indicating a predominantly elastic gel network. Freez-
ing disrupted the gel structure under all treatments, reducing surface smoothness, and gel hardness before and after freezing
decreased progressively with increasing pressure. Soluble protein content followed the order of 100 MPa<300 MPa<PPI<
600 MPa. After freezing, the total thiol content at 100 MPa increased by 0.60%, suggesting increased protein participation
in  gel  formation  and  extensive  disulfide  bond  formation  at  this  pressure.  Water  distribution  and  differential  scanning
calorimetry analyses demonstrated that ice crystal formation at 100 MPa caused minimal structural damage, with only slight
alterations in water  distribution.  The enthalpy change in the HHP-treated gels  had decreased significantly compared with
that in the control, as follows: 3.54% at 100 MPa, 1.79% at 300 MPa, and 9.46% at 600 MPa. In summary, among gels, the
pea protein gel treated at 100 MPa for 15 min had the best freeze resistance. HHP treatment effectively modulates the gela-
tion  mechanism  of  pea  protein,  promoting  the  formation  of  a  fine  and  compact  gel  network.  It  also  mitigated  structural
degradation  after  freezing  and  enhances  the  freeze-thaw  stability  of  pea  protein  gels.  These  findings  provide  valuable
insights into the application of HHP for the structural  modification of plant proteins and the development of high-quality
frozen food products.

Key words：high hydrostatic pressure；pea protein；gel；frozen storage characteristics

随着消费者对高蛋白食品需求的增加，植物蛋

白凝胶作为现有动物蛋白凝胶食品（如果冻和酸奶）

的替代品需求量也在逐渐增加。豌豆蛋白（Pea Pro-

tein）的主要组成是球蛋白，占总蛋白质的 70%~

80%[1]，许多球状蛋白质具有胶凝能力，因此除了提

供营养价值外，还用于给予食物特殊的结构和质地。

豌豆越来越多地被用作蛋白质来源，这主要是由于它

能够在全球范围内生长。豌豆含有大约 25%的蛋白

质，这些蛋白质在食品工业中有多种应用，例如乳

化、凝胶化和质地改善，这使得豌豆蛋白受欢迎程度

提高[2]。豌豆蛋白凝胶（Pea Protein Gel）的形成通常

以热处理作为辅助手段，当蛋白浓度达到临界凝胶浓

度时，其埋藏的化学基团（包括疏水基团和巯基基团）

暴露出来，这些功能基团通过增强蛋白分子之间的

相互作用而引起豌豆分离蛋白（Pea Protein Isolate，

PPI）分子的聚集[3]。冷却后，蛋白质聚集形成由疏水

相互作用、二硫键、静电相互作用和氢键连接的三维

凝胶网络。一般认为，凝胶网络结构是基于蛋白质与

蛋白质，蛋白质与水及邻近肽链间的引力和斥力相互

达到平衡的结果。

冷冻是一种延长食品货架期和保持食品品质的

典型方法[4]。冷冻技术广泛应用于肉类及鱼制品的

保鲜。水冻结会破坏鱼类蛋白质链疏水侧周围的有

序水结构，水结构的断裂会破坏支持各种蛋白质天然

构象的水介导的疏水/亲水键，这直接导致蛋白质构

象的变化，随后发生蛋白质聚集反应。PPI作为凝胶

剂被广泛应用于改善肉制品的质构和保水性，如鱼类

产品[5−7]、鸡肉产品[8]、鸭肉产品[9]、牛肉产品[10] 及猪

肉产品[11] 等。然而，在冻藏储存过程中，温度波动频

繁发生，凝胶网络中的水在冻藏储存期间转化为冰

晶[12]。贮藏过程中冰晶的生长和重结晶可能导致凝

胶发生不可逆的品质劣化，如失水、褪色、质构退化

和异味[13−14]。这种现象破坏了原有的结构，诱导细胞

结构的形成，降低了冻藏食品的感官质量。在冷冻过

程中，凝胶基质内形成的冰晶可能导致蛋白质凝胶结

构发生变化，影响其微观结构和纹理，可能导致其持

水能力下降和凝胶硬度增加，最终影响凝胶质量。豌

豆蛋白凝胶在冻藏过程中会发生品质劣化，需要通过

改性来提高其抗冻性，因此，提高豌豆蛋白凝胶的抗

冻性是扩大其在食品冻藏中应用的关键。

高静水压（High Hydrostatic Pressure，HHP）处理

是一种新型的食品加工方法，主要是通过水或油等压

力媒介完成压力的传导，进而完成对原材料的处理，

使原材料分子在高静水压力状态下发生变形，实现分

子的杀菌、改性[15]。压力会改变蛋白质的结构、构象

和理化特性，因此可以通过 HHP来定制食品中蛋白

质功能特性[16]。Queiros等[17] 发现 HHP处理增加了

豌豆蛋白和大豆分离蛋白的溶解度和表面疏水性，且

表面疏水性随着压力的增加而增加 ，其增加

与压力和保压时间的增加相关。宋晓玥等[18] 发现

300 MPa下超高压处理可以改变肌原纤维蛋白的结

构，显著提高了牦牛肉的嫩度，同时延长了产品的货

架期。王娣等[19] 通过单因素及响应面试验优化了超

高压处理核桃蛋白的最佳条件，表明 188 MPa处理

14 min条件下溶解度最优，使得核桃蛋白构象变得

更加松散和灵活。雷一铭等[20] 通过系统研究同压力
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下高静水压处理对豌豆蛋白结构与功能特性，发现

100 MPa处理后豌豆蛋白的亲水性增强，部分蛋白聚

集体解离，粒径减小，胶体稳定性提升，而在 300和

600 MPa处理后豌豆蛋白疏水基团暴露增多，溶解度

下降，蛋白聚集趋势增强，蛋白溶液黏度增加，使得蛋

白结构更加有序，表现出明显的变性效应。

为解决在冻藏过程中豌豆蛋白凝胶失水严重、

凝胶强度差等品质劣化的问题，制备具有更好抗冻

性、质构特性和流变性能的豌豆蛋白凝胶。本研究采

用 HHP技术处理豌豆蛋白，探究 HHP处理对豌豆

蛋白凝胶冻藏特性的影响，分析其对凝胶质构、微观

结构及其相关特性，明确 HHP技术提升豌豆蛋白凝

胶抗冻性的机制，为抗冻性植物蛋白凝胶的开发提供

理论指导。这项研究有望填补关于抗冻型豌豆蛋白

凝胶形成及其流变和质构性能受不同强度高静水压

加工条件影响的知识空白。这为豌豆蛋白功能性提

升以及在冷冻食品加工中的应用提供了新思路。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

‘汾豌豆 1号’　由山西省农业科学院经济作物

研究所提供；焦亚硫酸钠、氢氧化钠、尿素、溴化钾、

乙二胺四乙酸二钠、硫酸铜、硫酸钾、十二水和磷酸

氢二钠、氯化钠、二水合磷酸二氢钠　国药集团化学

试剂有限公司；考马斯亮蓝 G250、牛血清蛋白、β-巯
基乙醇、低分子量蛋白标样（14.4~97.4 kDa）、二硫赤

藓糖醇、过硫酸铵、四乙基乙二胺、甘氨酸、溴酚蓝、

SDS　北京索莱宝科技有限公司；甲叉双丙烯酰胺　

生工生物工程股份有限公司；无水乙醇、冰乙酸、石

油醚　天津市北辰方正试剂厂；二硫代二硝基苯甲酸

　上海阿拉丁生化科技有限公司；其他化学试剂均为

分析纯。

600/10 C L 150型超高压食品灭菌设备　山西

三水河科技有限公司；IKA型高速剪切均质仪　德

国 IKA集团；JJ-1型大功率电动搅拌器　常州国华

电器有限公司；DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌

器　巩义市科华仪器设备有限公司；HC-2064型高

速离心机、KDC-1044L大容量低速离心机　安徽中

科中佳科学仪器有限公司；DY89-II型电动玻璃匀浆

机、SCIENTZ-18N型冷冻干燥机　宁波新芝生物科

技股份有限公司；UV-1200型可见分光光度计　上

海美谱达仪器有限公司；DYY-7C型电泳仪　北京

市六一仪器厂；AgilentCarry60型紫外-可见分光光度

计　安捷伦科技有限公司；CM-5型色差仪　柯尼卡

美能达公司；MCR-302型流变仪　奥地利安东帕公

司；DSC显微系统　梅特勒-托利多集团；NMI20-

025V型低场核磁共振波谱　上海纽迈电子科技有

限公司；TMS Pro型质构仪　美国 FTC公司；JSM-

7500F型冷场发射扫描电子显微镜　JEOL日本电

子有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   豌豆蛋白的制备　将豌豆高速粉碎过 60目筛

后，按照料液比 1:5（W/V）加入石油醚，室温下搅拌

4 h，过滤去除石油醚与油脂的混合上清液后，将沉淀

放置通风橱内，待石油醚完全挥发后得脱脂豌豆粉。

参考王忠合等[21] 方法将水与脱脂豌豆粉以料液比

1:15（W/V）的比例混合，调 pH至 9.0搅拌 2 h后，经

两层纱布过滤，滤液调酸至 pH4.5，静置 30  min
后，1000×g离心 5 min，得到豌豆蛋白沉淀；在豌豆

蛋白沉淀中加水复溶至蛋白质量分数为 4%，碱调

pH至 7.0、15000 r/min剪切均质 5 min后，真空冷

冻干燥得到豌豆蛋白。

 1.2.2   豌豆蛋白高静水压处理　配制 3%（W/V）的豌

豆蛋白溶液，室温下搅拌 1 h后离心（4000×g、15 min）
后，将上清液装入真空袋内，密封后进行高静水压处

理（100 MPa、15 min；300 MPa、15 min；600 MPa、
15 min），处理后经真空冷冻干燥得到高静水压处理

豌豆蛋白。

 1.2.3   蛋白凝胶的制备　参考陈振家[22] 的方法，配

制 15%（W/V）的蛋白溶液，在室温下搅拌 2 h，后进行

离心（1000×g，5 min），以起到去除泡沫的作用。将搅

拌好的蛋白溶液放入体积为 10 mL，直径为 1.6 cm的

一次性使用无菌针管内，使用橡胶活塞对注射器下端

进行密封，使用保鲜膜对注射器开口处进行密封。将

装入蛋白溶液的注射器放在 95 ℃ 水浴锅中煮沸 1 h，
之后迅速放入冰水浴中，冷却 15 min。经冷却的蛋

白凝胶放入 4 ℃ 冰箱中冷藏过夜，之后，放入−18 ℃
冰箱冻藏 24 h。

 1.2.4   色差　取出制备好的凝胶静置至室温，用小刀

切取高 10 mm，直径 16 mm的圆柱形凝胶块。参考

Santana等[23] 的方法，使用 CM-5型色差仪测量凝胶

样品的颜色属性，光源采用 D65，照明光源为脉冲氚

灯，并用以下公式计算白度。

WI =
√

(100−L)2
+a2 +b2

式中，L、a 和 b 分别表示亮度、红绿和黄蓝颜色

等级。

 1.2.5   动态流变性能　参考 Liang等[24] 的方法并稍

加修改。制备 8%（W/V）豌豆蛋白溶液，在室温下搅

拌 2  h，放置 50  mL离心管中于 1000 r/min  离心

5 min以去除泡沫。取 3 mL样品均匀地分布在 An-
ton Paar流变仪平板（PP50）之间，将顶板降至 1 mm
的间隙，边缘加入低黏度硅油，以防止加热过程中水

分蒸发。样品以 0.5%的应变和 1 Hz的频率进行振

动。从 30 ℃ 到 95 ℃ 以 5 ℃/min的速度进行热处

理，然后在 95 ℃ 下保温 10 min，然后以 5 ℃/min的

速度冷却到 30 ℃。记录储能模量（G'）和损耗模量

（G''）随温度和时间的变化。

 1.2.6   质构特性　取出制备好的凝胶进行解冻，待凝

 · 28 · 食品工业科技 2026年  7 月



胶恢复室温后，切取高度为 1 cm，直径为 1.6 cm的

圆柱型凝胶。参考 Mi等[25] 的方法，使用质构仪进

行检测。采用探头型号为 TA41，设置探头回升到样

品表面的高度为 15 mm，起始力为 0.03 N，向下压

缩 50%，每个试验样品重复 5次。测定凝胶的硬度。

 1.2.7   可溶性蛋白含量的测定　利用考马斯亮蓝法

测定凝胶中可溶性蛋白的含量[26]。将取出的凝胶恢

复至室温后，称取 1.2 g凝胶溶于 60 mL蒸馏水。然

后放入电动玻璃匀浆机内破碎，后放入磁力搅拌器中

在室温下搅拌 1 h，进行离心（10000×g，10 min）。利

用分光光度计在 595 nm下进行可溶性蛋白含量的

测定，以牛血清蛋白为标准曲线计算可溶性蛋白含

量。

 1.2.8   凝胶可溶蛋白 SDS-PAGE　参考 Li等[27] 的

方法进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）。将制备凝胶恢复至室温后，称取 2 g
凝胶溶于 15 mL蒸馏水中，放入磁力搅拌器中在室

温下搅拌 1 h，进行离心（10000×g，10 min）。对离心

后的上清液、沉淀以及未离心的溶液进行冷冻干燥。

制得的浓缩胶浓度为 5%，分离胶浓度为 12%。上

样量为 6 μL，浓缩胶电压为 100 V，分离胶的电压为

150 V。电泳结束后，将胶片放入固定液中固定 4 h，
在染色液中染色 3 h，放入水中进行脱色。直至底色

基本脱去后扫描成像，分析图谱还原电泳需在样品中

添加 2%的 β-巯基乙醇，且振荡均匀。

 1.2.9   总巯基的测定　参考 REN等[28] 的方法。将

取出的凝胶恢复至室温后，称取 1.2 g凝胶溶于

60 mL反应缓冲液 B（0.1 mol/L pH为 8.0磷酸钠缓

冲液，含 1 mmol/L EDTA，8 mol/L尿素）中，放入磁

力搅拌器中在室温下搅拌 1 h，进行离心 10000×g，
10 min）。取 5.5 mL上清液中加入 0.1 mL Ellman's
试剂，振荡均匀后，避光保存 15 min，412 nm处测得

吸光值。

 1.2.10   低场核磁共振分析　通过 NMI20-025V型

低场核磁共振波谱仪进行凝胶水分分布的测定，参

考 Min等[29] 的方法。取出制备好的凝胶进行解冻，

待凝胶恢复室温后，利用小刀切取 3 g左右的凝胶装

入核磁管放入磁体箱内，进入 CPMG序列，磁体温度

为 32 ℃，对该样品设置合理的序列参数。设置采样

点数 59990，采样频率为 100 kHz，重复采样等待时

间 2000 ms，累加采样次数 4，模拟增益 20 dB，数字

增益 5，回波时间 0.3 ms，回波个数 2000进行检测。

 1.2.11   差示扫描量热法 DSC　参考 Palazolo等[30]

的方法。将制备好的凝胶恢复至室温后，取 5 mg凝

胶放入热分析铝盘中，密封后放入差示扫描量热仪中

冷却至−40 ℃ 并恒温 15 min，此后以 5 ℃/min的速

率升温至 20 ℃，绘制加热过程中的热流变化曲线。

 1.2.12   扫描电子显微镜　将凝胶样品切成片状

（5 mm×5 mm×1 mm）后冷冻干燥 48 h。样品形貌通

过扫描电镜来观察，加速电压为 15 kV。

 1.3　数据处理

实验重复三次，用平均值±标准差表示，数据统

计分析使用 SPSS软件进行方差分析，用 Duncan法

对数据进行单因素方差分析，利用 Origin 8.0软件作

图，显著水平为 P<0.05。

 2　结果与分析

 2.1　豌豆蛋白凝胶色差分析

颜色作为一种重要的感官特性，会影响消费者

的接受程度[31]。L 表示亮度，a 代表从绿色到红色的

色彩轴，b 代表从蓝色到黄色的色彩轴，WI是 3个值

一起定义了一个颜色的绝对位置，较高的 WI值通常

表明凝胶更加白皙、明亮，这通常与凝胶的表面细腻

度密切相关[32]。

由图 1和表 1可知，高静水压处理前后的豌豆

蛋白在 15%浓度下均能形成牢固的凝胶，冻前的凝

胶更细腻，表面较平整，随着压力增加，凝胶的 L 和

WI升高，颜色逐渐变亮，表面的小颗粒聚集体增多；

同时，未经冻藏处理的凝胶，随着压力的增加，a 值逐

渐降低，这也与 Peyrano等[32] 的研究结果相似。高静

水压处理后豌豆蛋白凝胶色差的增大通常是蛋白质

的变性、微结构变化等多重因素共同作用的结果。

 

PPI F0 100 F0 300 F0 600 F0

PPI F1 100 F1 300 F1 600 F1

图 1    不同高静水压处理对豌豆蛋白凝胶冻藏前后
宏观结构的影响

Fig.1    Effects of different ultra-high pressure treatments
on macro-structure of pea protein gel before

and after freezing storage
注：PPI表示原蛋白凝胶；F0表示冻前；F1表示冻后；100、
300、600分别表示高静水压 100、300、600 MPa。
 

表 1    不同高静水压处理对豌豆蛋白凝胶冻藏前后
色差的影响

Table 1    Effects of different ultra-high pressure treatments
on color difference of pea protein gel before

and after frozen storage

样品 L a b WI

PPI F0 30.21±0.08f −1.13±0.01d 2.38±0.07f 30.16±0.08fg

PPI F1 29.71±0.04g −1.27±0.02f 2.53±0.11e 29.95±0.14g

100 F0 30.68±0.05e −1.34±0.01g 2.89±0.01d 30.61±0.05e

100 F1 30.36±0.39e −1.38±0.03g 2.24±0.08g 30.31±0.39ef

300 F0 32.42±0.06c −0.52±0.03b 3.03±0.09c 32.40±0.22c

300 F1 31.48±0.13d −0.88±0.02c 5.97±0.07a 31.40±0.22d

600 F0 36.59±0.04a −0.43±0.01a 3.36±0.04b 36.49±0.04a

600 F1 33.12±0.02b −1.18±0.05e 3.25±0.02b 33.03±0.02b

注：同列不同字母表示数据有显著性差异，P<0.05。
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由表 1可知，冻藏后，300 MPa与 600 MPa凝胶

的白度显著（P<0.05）下降，表明冻前的凝胶包含线

性聚集体的有序结构，冻后的凝胶可能含有更大和更

无规则的颗粒聚集体[33]。蛋白质的变性或聚集使得

凝胶的结构变得更加不均匀，导致光的散射效果减

弱，表现为白度的降低。

 2.2　热诱导过程中豌豆蛋白凝胶动态流变性能

图 2显示了在凝胶形成的整个过程中，包括加

热、恒温和冷却过程中 G'和 G''随时间的变化。结果

表明：在所有样品中，G'在整体上高于 G''，表明凝胶

状网络结构具有弹性[34]。

如图 2所示，四种蛋白在开始加热过程中 G'先
升高后降低，G''缓慢降低，先后相交两次。在升温过

程中，G'和 G''首次相交的温度为豌豆蛋白的胶凝点，

即蛋白从流动状态转变为胶凝态的关键温度。PPI、
100 MPa、300 MPa和 600 MPa的胶凝点分别出现

在 41 ℃、56 ℃、50 ℃ 和 42.5 ℃ 左右。

在继续加热过程中，G'和 G''第二次相交的温

度反映了豌豆蛋白的进一步转变，PPI、100 MPa、
300 MPa和 600 MPa第二次相交的温度分别出现

在 82 ℃、66.5 ℃、80 ℃ 和 81.5 ℃ 附近，标志着豌

豆蛋白的进一步转变，如分子间相互作用的变化或交

联反应的发生[35]。

在温度保持阶段，G'和 G''均急剧升高，表明豌豆

蛋白的胶凝或交联反应在此阶段加速，分子网络进一

步形成和强化，导致其弹性和粘性行为增强。这一现

象的发生可能与高温下分子链的相互作用加强、二

硫键或共价键的形成有关，进一步加强了豌豆蛋白凝

胶的网络结构，提升了其流变特性[36]。

在冷却阶段，4种豌豆蛋白的 G'和 G''均表现出

缓慢升高的趋势，表明蛋白凝胶在冷却过程中逐渐恢

复其结构稳定性，分子链之间通过氢键的形成来逐步

增强凝胶网络结构。冷却阶段 G'和 G''的差值表现

为 600 MPa>300 MPa>100 MPa>PPI，表明此时 PPI
的结构相对较松散，弹性和粘性较为平衡，高静水压

处理后豌豆蛋白凝胶具有更为紧密的结构，弹性主导

性更强，显示出较大的弹性和粘性差异。

 2.3　豌豆蛋白凝胶的质构分析

质构是评价蛋白凝胶的重要方法之一，凝胶的

质构特性直接关系食品的品质[29]。由图 3可知，冻

藏前经高静水压处理后，随着压强增加，豌豆蛋白凝

胶硬度降低，弹性降低；冻藏后，4种豌豆蛋白凝胶的
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图 2    不同高静水压处理的豌豆蛋白凝胶冻藏前后流变特性

Fig.2    Rheological characteristics of pea protein gel with
different ultra-high pressure treatments before

and after freezing storage
注：a~d分别表示 PPI与 100、300、600 MPa组。
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图 3    不同高静水压处理的豌豆蛋白凝胶冻藏前后
的硬度及弹性

Fig.3    Hardness and springiness of pea protein gels with differ-
ent ultra-high pressure treatments before and after frozen storage
注：F0：未冻藏；F1：−18 ℃ 冻藏 24 h；图中不同字母表示数据
有显著性差异，P<0.05；图 4、图 6、图 8同。
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硬度均呈下降趋势，其中原蛋白的凝胶硬度下降幅度

最大，100 MPa次之，再其次是 300 MPa，600 MPa
无显著性差异；凝胶硬度通常与凝胶的三维网络结构

的稳定性和紧密性相关。凝胶内部的分子相互作用

以及交联程度会直接影响凝胶的硬度。硬度较高的

凝胶通常意味着其交联程度较高，分子间的相互作用

力较强，凝胶网络中链的刚性较强[37]。疏水作用、氢

键、静电相互作用等都能促进蛋白质分子形成紧密

的网络结构，从而增强凝胶的硬度[38]。Zhang等[39]

发现，高压处理（100~200 MPa）破坏了蛋白质结构的

稳定性，从而促进了更强的蛋白质-蛋白质相互作用，

有助于形成均匀的凝胶微观结构。冻藏过程中，凝胶

中的水分会结晶形成冰晶。冰晶形成造成的体积增

大会破坏凝胶的网络结构。大的冰晶会物理性地破

坏凝胶的网络结构，尤其是在凝胶内部形成裂纹或微

裂缝，从而导致凝胶的硬度显著降低。

通过质构分析获得的弹性代表豌豆蛋白凝胶在

压缩周期内恢复的能力和程度[40]。冻藏前，随着压力

的增加，经 100 MPa处理后豌豆蛋白凝胶与原蛋白

的弹性相比未发生显著变化，而 300 MPa和 600 MPa
显著降低（P<0.05）。这说明经 100 MPa处理后的豌

豆蛋白凝胶，在首次压缩后仍保持了形状，弹性较

好。冻藏后，原蛋白、100 MPa、300 MPa的弹性相

比于冻藏前显著降低（P＜0.05），而 600 MPa的弹性

相比于冻藏前显著升高（P<0.05），100 MPa可能是

由于经高静水压处理后形成更强韧且弹性更强的网

络。

 2.4　豌豆蛋白凝胶可溶性蛋白含量及电泳图谱分析

蛋白凝胶的可溶性蛋白含量是指在凝胶形成过

程中，蛋白凝胶中保持可溶的蛋白质部分，由于这些

蛋白未参与凝胶网络构成，因此可以通过其数量大小

来表明参与凝胶网络结构的蛋白数量。由图 4可

知，冻藏处理前，高静水压处理前后凝胶可溶蛋白含

量之间有显著差异（P<0.05），其中 100 MPa<300 MPa<
PPI<600 MPa，这表明 100 MPa条件下凝胶形成过

程中参与蛋白数量最多，600 MPa最少。

与冻藏前相比，冻后凝胶的可溶性蛋白含量均

显著降低（P<0.05），表明冻后随冰晶形成，凝胶结构

发生重排，部分可溶性蛋白重新缔结到网络结构中。

此外，冻藏过程中，蛋白质可能由于温度的变化而发

生部分变性，冻藏过程中的这些物理和化学变化会破

坏蛋白质的溶解性，使其转化为不溶性的形式，进而

降低凝胶中可溶蛋白的含量[41]。

为进一步了解凝胶形成过程中亚基参与数量和

种类上的差异性，本研究对凝胶、凝胶可溶蛋白和凝

胶沉淀进行了 SDS-PAGE分析。其中凝胶代表全蛋

白亚基、可溶蛋白代表未参与凝胶形成蛋白亚基，而

凝胶沉淀则代表参与凝胶形成的蛋白亚基。由图 5a、
图 5b可知，PPI凝胶冻藏前后的电泳图谱相似。
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图 5    不同高静水压处理蛋白凝胶冻藏前后电泳图谱
Fig.5    Electrophoresis patterns of proteins treated with differ-

ent ultra-high pressure before and after frozen storage
注：a为非还原电泳；b为还原电泳；2-ME 为 β-巯基乙醇；
M为低分子量蛋白质 Marker；泳道 1~24分别为冻前原蛋白
凝胶；冻前原蛋白凝胶上清；冻前原蛋白凝胶沉淀；冻后原蛋
白凝胶；冻后原蛋白凝胶上清；冻后原蛋白凝胶沉淀；冻前
100 MPa蛋白凝胶；冻前 100 MPa凝胶上清；冻前 100 MPa
凝胶沉淀；冻后 100 MPa凝胶；冻后 100 MPa凝胶上清；冻后
100 MPa凝胶沉淀；冻前 300 MPa蛋白凝胶；冻前 300 MPa
凝胶上清；冻前 300 MPa凝胶沉淀；冻后 300 MPa凝胶；冻后
300 MPa凝胶上清；冻后 300 MPa凝胶沉淀；冻前 600 MPa
蛋白凝胶；冻前 600 MPa凝胶上清；冻前 600 MPa凝胶沉淀；
冻后 600 MPa凝胶；冻后 600 MPa凝胶上清；冻后 600 MPa
凝胶沉淀。
 

非还原电泳图谱中，凝胶可溶蛋白条带中 α-豌
豆球蛋白条带颜色很浅，说明 α-豌豆球蛋白大部分

参与了凝胶形成[42]。高静水压处理凝胶亚基组成相

似，凝胶冻后处理的亚基条带也相似。

还原电泳图谱中，原蛋白凝胶沉淀电泳条带与

凝胶电泳条带相似，几乎所有亚基都参与了凝胶形

成。其中可溶蛋白图谱中主要有豌豆伴球蛋白和 α-
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Fig.4    Soluble protein content of pea protein gel before
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豌豆球蛋白组成[43]。这说明脂肪氧化酶、豌豆球蛋

白和 β-豌豆球蛋白大部分参与了凝胶形成，而豌豆

伴球蛋白和 α-豌豆球蛋白只有少部分参与了凝胶形

成。高静水压处理较大程度上改变了亚基的凝胶参

与度。其中高静水压处理（100 MPa和 300 MPa）后
可溶蛋白亚基组成与凝胶和凝胶沉淀几乎相似，结合

凝胶可溶性蛋白含量的数据说明高静水压处理

（100 MPa和 300MPa）增加了豌豆伴球蛋白和 α-豌
豆球蛋白参与凝胶形成的数量。而高静水压处理

（600 MPa）凝胶形成参与亚基又与原蛋白凝胶相似，

这说明 600 MPa高压又增加了脂肪氧化酶、豌豆球

蛋白和 β-豌豆球蛋白参与了凝胶形成的数量。原蛋

白和 600 MPa高压处理豌豆蛋白冻藏前后凝胶亚基

组成相似，而高静水压处理（100 MPa和 300 MPa）
中，凝胶冻藏后可溶蛋白亚基中脂肪氧化酶、豌豆球

蛋白和 β-豌豆球蛋白含量减少，这说明冻藏处理使

得原本可溶的脂肪氧化酶、豌豆球蛋白和 β-豌豆球

蛋白通过结构重排参与凝胶链中或形成不溶性聚

集体。

 2.5　豌豆蛋白凝胶总巯基含量分析

如图 6所示，冻藏处理前，与 PPI凝胶总巯基含

量相比，高静水压处理后，豌豆蛋白凝胶总巯基含量

显著降低（P<0.05），其中 PPI>100 MPa>300 MPa>
600 MPa。高静水压处理会引起蛋白质分子的变性，

导致部分巯基的暴露或交联反应。高压处理可能使

蛋白质中的部分巯基形成二硫键，从而减少巯基的数

量，尤其是那些参与形成交联结构的巯基。总体来

看，高静水压处理可能通过改变蛋白质的三维结构，

促进巯基交联，从而减少游离巯基的数量。
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图 6    不同高静水压处理的豌豆蛋白凝胶冻藏前后
的总巯基含量

Fig.6    Total sulfhydryl content of pea protein gel with different
ultra-high pressure treatments before and after frozen storage

 
冻藏处理后，PPI蛋白凝胶总巯基含量下降，

100 MPa与 600 MPa含量较各自冻藏前分别上升

了 3.53%和 4.38%，300 MPa含量无显著性差异。

冻藏过程中，水分的结冰可能对 PPI的凝胶网络结

构产生了一定的影响，水分结冰可能导致蛋白质分子

间的相互作用发生变化。PPI总巯基含量显著降低

可能是由于冷冻过程中 PPI蛋白分子的某些部分发

生了轻微的解折叠，这些部分的巯基暴露后可能发生

了交联或聚集，从而减少了可用的自由巯基数量，导

致总巯基值显著降低。对于 100 MPa和 600 MPa
的总巯基含量的升高是因为凝胶体系中部分二硫键

断裂，导致新的巯基暴露。

 2.6　冻藏过程中豌豆蛋白凝胶水分状态的变化

由图 7可知，所有的凝胶中，在大约 0.1~1 ms
（T2b）、1~10  ms（T21）、30~200  ms（T22）和 200~
1000 ms（T23），出现了 3~4个不同的水存在状态。

这 4个群体分别被分配到凝胶系统中的 3种水状

态，即结合水、固定水和自由水[44]。
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弛豫时间（T2b和 T21）较短的原因是大分子结

构中的结合水与大分子紧密结合。虽然 T2b和 T21
都是由结合水引起的，但水分子与非水组分之间的结

合程度不同导致弛豫时间峰值的差异。由图 7可

知，4种蛋白凝胶体系对水分束缚的能力大小排序

为：600 MPa>100 MPa>PPI>300 MPa。
豌豆蛋白凝胶经冻藏后，峰宽增大，水分自由度

增加，但大部分水分仍被凝胶网络所束缚，弛豫时间

的分布变化较小，说明 100 MPa和 600 MPa豌豆蛋

白凝胶冻藏前后，冰晶形成未对凝胶结构造成较大破

坏，水分分布状态变化较小。但冻藏后 300 MPa豌
豆蛋白凝胶的水分分布峰分化为 2个峰，这一结果

说明由于冻藏造成了冰晶的形成与生长，导致凝胶网

络结构受到损伤；解冻后，水和蛋白分子的结合变得

更加松散，部分水分自由度变大并脱离凝胶网络束

缚，水的迁移能力增大[45]。由此可知，300 MPa豌豆

蛋白凝胶在冻藏过程中，凝胶网络结构的破坏程度最

大，冻藏后凝胶体系对水分束缚的能力大幅下降。

 2.7　冻藏过程中豌豆蛋白凝胶 DSC的变化

图 8中吸热峰值代表了豌豆蛋白凝胶中水分由

固相转变为液相的相变热，凝胶体系中水分形成冰晶

数量越多，焓值越高。由此可见，高静水压处理后豌

豆蛋白凝胶的冰晶数量减少，抗冻性能更好，结果为

600 MPa>100 MPa>300 MPa>PPI。经高静水压处

理后的蛋白焓值显著降低，100、300、600 MPa分别
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较原蛋白降低了 3.54%、1.79%、9.46%。高静水压

处理能够改变蛋白质的结构折叠，导致蛋白质分子间

的相互作用增强，形成更紧密的网络结构，从而使得

水分分布更加均匀，抑制了冰晶的形成。

 2.8　豌豆蛋白凝胶微观结构

由图 9可知，4种蛋白凝胶呈现出不同的网络结

构。冻前 PPI凝胶结构均匀致密。随压强增加，孔

径逐渐增大[46]，具有粗糙和松散的微结构，具有大量

空隙，但排列依旧有序。这与 2.3中凝胶硬度结果一

致。经冻藏处理后，4种豌豆蛋白凝胶网络结构均被

破坏，且孔隙逐渐增大，豌豆蛋白凝胶的网络结构细

腻程度下降[47]。未经高静水压处理的 PPI形成了以

较大的孔连接而成的片状结构，孔径显著增大，且孔

洞分布很不均匀，形成了更为粗糙和中空的网络结

构。高静水压处理后的凝胶结构孔径也有增大的趋

势，其中 600 MPa处理的凝胶孔径最大，这是由于压

力过大会导致分子内键断裂使得过度变性，从而产生

不连续的结构[48]。100 MPa下凝胶整体上的结构更

为均匀，这说明冻藏过程中冰晶的形成未对凝胶结构

造成较大破坏。

 3　讨论与结论
冻藏过程中豌豆蛋白凝胶体系中部分可溶蛋白

变性，并通过巯基与二硫键的相互转换发生聚集进而

转变为不可溶性蛋白，蛋白质凝胶结构发生了重排；

同时，冰晶的形成促使豌豆蛋白凝胶的空间网络结构

遭到破坏、水分受束缚的程度降低，豌豆蛋白凝胶的

空间网络结构遭到破坏，孔径增大，从而导致豌豆蛋

白凝胶品质劣变。高静水压处理改变了豌豆蛋白凝

胶形成过程中的亚基参与种类和数量、二硫键的参

与数量、凝胶形成温度以及热聚集过程中的聚合反

应速率，最终改变了豌豆蛋白凝胶形成模式，从而形

成了更为细腻的凝胶结构。且随着静水压强的增加，

豌豆蛋白凝胶的白度增大，硬度减小，总巯基含量降

低。这说明高静水压处理通过改变豌豆蛋白的分子

结构和相互作用，导致豌豆蛋白凝胶的光学性质、力

学性能及化学特性发生较大变化。高静水压处理后

减缓了凝胶冻藏后的结构重排趋势、减少了凝胶体

系中冻结水分的数量、降低了冻藏后凝胶结构的粗

糙度，这些变化使得高静水压处理在一定程度上改善

了豌豆蛋白凝胶的冻藏特性。

目前有关改善蛋白凝胶抗冻性的研究已充分证

实了冻藏对蛋白凝胶品质的影响是显著的，部分通过

减少冻结过程中凝胶网络中冰晶形成，从而改善凝胶

的抗冻性。Chen等[49] 通过调节马铃薯蛋白凝胶的

pH，来改善马铃薯蛋白凝胶的冷冻过程中品质，阐明

了马铃薯蛋白凝胶的抗冻性及其潜在的机制； Hu等[50]

探讨了冻融循环对不同 11S/7S比值大豆蛋白凝胶

结构和品质的影响；也有研究[51] 比较了冷冻对大豆

分离蛋白、大豆球蛋白和伴大豆球蛋白凝胶的影

响。本研究以豌豆蛋白为研究对象，通过引入高静水

压处理，进一步丰富了提高蛋白凝胶抗冻性的方式，

也为高静水压处理以提升豌豆蛋白凝胶冻藏特性奠

定了理论基础，但是由于高静水压处理后，豌豆蛋白

过度聚集导致蛋白溶液粘度过高，这对工业化生产是

一个较大的制约，下一步是将通过特异酶水解尝试解

决这一难题，实现抗冻性和高品质的豌豆蛋白产品的

工业化生产，进一步推动豌豆蛋白加工利用的创新与

发展。
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