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不同方法制备的大豆分离蛋白功能性质的

比较研究

郑二丽，杨晓泉 *，吴娜娜

(华南理工大学轻工与食品学院，食物蛋白工程研究所，广东 广州      510640)

摘   要：采用普通的碱溶酸沉方法、Samoto 法、钙离子沉淀法制备出几种大豆分离蛋白，并对其产率、总脂含

量及溶解性、乳化性等物化性质和功能性质进行系统比较。结果表明：钙离子沉淀法制备的大豆分离蛋白(Less-LP
SPI)的产率是碱溶酸沉大豆分离蛋白(APP)产率的 65%，但高于由 Samoto 法提取的 7S 与 11S两种大豆分离蛋白产率

之和；Less-LP SPI 的总脂含量比 APP 降低了 45%，由 Samoto 法提取的亲脂性蛋白(LP)中总脂含量达到 7.48%，而

7S 与 11S 蛋白中脂含量分别为 1.45%、2.36%。在功能性质上，LP 的溶解性、乳化活性均比较差，7S、11S 质

量比 1:2 混合蛋白的溶解性最好，而 Less-LP SPI 在 pH ≤ 10 时溶解性低于 APP；乳化性方面，Less-LP SPI 的乳

化活性稍低于 7S、11S 质量比 1:2 的混合蛋白及 APP，但乳化稳定性远高于后者。总体上，Less-LP SPI 脂含量少、

乳化稳定性好，方法简单，且可提高其货架期。
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Abstract ：Several soybean protein isolates (SPI) were prepared by acid precipitation, Samoto method and calcium-precipitation

method, respectively. The characteristics including protein yield, total lipid content, solubility and emulsification of these SPIs

were investigated. Our results showed that the yield of calcium-precipitation protein (Less-LP SPI) was lower than that of acid

precipitation protein (APP), but higher than 7S, 11S extracted by Samoto fractionation procedure. The lipid content of Less-LP

SPI was decreased by 45% when compared with that of APP. The lipid content of lipophilic protein (LP) obtained from Samoto

fractionation was 7.48%, but the lipid contents in 7S and 11S were 1.45% and 2.36%, respectively. The Samoto LP-rich fraction

had inferior solubility and emulsifying properties. Less-LP SPI had lower solubility (pH ≤ 10) and emulsifying activity than

APP, while Less-LP SPI had superior emulsion stability. In summary, Less-LP SPI has lower lipid and better emulsion stability

and therefore can improve the shelf life of foods.
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大豆蛋白属于优质蛋白质，在营养价值上可与动物

蛋白相匹配，是人类较为安全和经济的植物蛋白质资

源。按照沉降模式，可将大豆蛋白分为 2S、7S、11S、
15S 4 种组分[1]。不少研究学者通过电泳分析 7S 与 11S 是

大豆蛋白的主要成分，约占球蛋白的 7 0 %，是主要的

贮存蛋白，而 1987 年 Setsuko 等[2]通过免疫印迹的方法

指出 7S、11S 只占大豆蛋白的 50% 左右。Samoto 等[3-4]

在 1998 年及 2006 年分别从脱脂豆浆中提取出油体结合蛋

白(OBAPs)及亲脂性蛋白(LP)，他们指出大豆分离蛋白

不仅包含β - 伴球蛋白 7S 和球蛋白 11S，还包含一部分
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LP，且 LP 在分离蛋白中的相对含量为 31%。

OBAPs 及 LP 是一组与磷脂等极性脂紧密结合的蛋

白，是一种膜蛋白，有学者报道[ 5 -7 ]大豆蛋白中豆腥味

的产生主要是因为在脱脂豆粉中还存在一些极性脂，磷

脂自动氧化生成的一些小分子物质正是影响大豆风味的

挥发性成分，因此与磷脂紧密结合的蛋白( L P )是豆腥

味的来源之一。磷脂是两性物质，由于磷脂的存在，

使得 L P 蛋白具有疏水亲油性，影响了蛋白的一些功

能性质，如乳化性、溶解性、起泡性、凝胶性等。

因此去除亲脂性蛋白可以改善大豆蛋白风味及某些功

能性质。

Samoto 法主要采用热处理和 pH 值回调，通过 3 步

法分离去除 LP 蛋白，得到优质的 7S 及 11S 蛋白，此方

法首先将大豆粉在 70℃干热处理 2h 有利于 11S 与 LP 的

分离，从而可以提高 11S 的纯度，将分离 11S 后的蛋白

提取液在 55℃条件下加热 15min 后将 pH 值回调，这样

促进了 7 S 与 L P 的分离。这种方法比较繁琐且费时。

通过添加二价阳离子，然后一步法除去 LP，也可

得到优质分离蛋白，这种方法比较简单。已有研究探

讨此方法得到的分离蛋白的风味性，但功能性质方面的

研究还未见报道，因此本实验主要是将由一步法得到

的分离蛋白与普通的碱溶酸沉分离蛋白、7S 与 11S 质

量比 1:2 的混合蛋白及 LP 蛋白在蛋白回收率、总脂含量

及溶解性、乳化性等功能性质上进行对比，来表征一

步法得到的大豆分离蛋白具有较好的乳化稳定性，为提

高此蛋白质制得产品的货架期提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

低温脱脂豆粕(蛋白质含量 53.8%、水含量 8.8%、

脂含量 5.6%、氮溶指数 85.4%、钙含量 1.68mg/g 豆粉)
购于山东禹王有限公司，将其于 4℃保存以备用。

溴酚蓝、考马斯亮蓝 R-250、丙烯酰胺、N ,N - 二
甲叉双丙烯酰胺、四甲基乙二胺(TMED)、十二烷基磺

酸钠(SDS)、三羟甲基氨基甲烷(Tris)   上海博奥生物科

技有限公司；氧化镧    广州市立拓有色金属有限公司；

叠氮钠   上海叶舟生化科技有限公司；其余试剂均为分

析 纯 。

DYF-500 摇摆式高压万能粉碎机    温岭市林大机械

有限公司；THZ-82 水浴恒温振荡器    江苏金坛宏华仪

器厂；DELTAT-24/LSC 冷冻干燥机    德国 Christ 公司；

ECP3000 三恒电泳仪    北京市六一仪器厂；Rapid N Cube
快速定氮仪     德国Elementrar公司；SevenEasy pH计    梅
特勒 - 托利多仪器(上海)有限公司；CR22G 高速冷冻离心

机、Polarized Zieman 原子吸收光谱仪、RF5301 日立荧

光光谱仪    日本 Hitachi 公司；UV2300 紫外 - 可见分光

光度计   上海天美科学仪器有限公司；Mastersizer 2000
粒度分布仪   英国马尔文仪器有限公司；APV 均质机

丹麦 A P V 公司。

1.2 方法

1.2.1 几种大豆分离蛋白样品的制备

普通酸沉分离蛋白(APP)的制备：低温脱脂豆粕经

粉碎后，过 60 目筛，取 40g 以上处理所得的豆粉添加

400mL 水，用 2mol/L NaOH 调 pH8.0，提取液于常温条

件下搅拌 2h，然后 15℃、4000 × g 离心 10min，弃豆

渣，上清液用 2mol/L的HCl将 pH值调至 4.5，搅拌 30min
后，15℃、2000 × g 离心 10min，沉淀即为酸沉大豆

蛋白，用去离子水重新分散并调节 p H 值至 7 .5，经过

透析后进行冷冻干燥，置于 4℃密封保存备用。

钙离子沉淀法提取大豆分离蛋白(Less-LP SPI)：将

脱脂豆粉按质量比 1:10 的比例加蒸馏水，用 2mol/L NaOH
调分散液的 pH值至 7.0，常温搅拌 2h后加 10mmol/L CaCl2

溶液，置于 5 0℃水浴锅里加热 1 h，冷却后调 p H 值至

起始值，再搅拌 30min，然后 15℃、4000× g离心 10min，
弃豆渣，其后步骤同上酸沉蛋白的制备方法。所得蛋

白为亲脂性蛋白比较少的分离蛋白，即 Less-LP SPI。
7S、11S、LP 3 种组分的制备是根据 Samoto 等[4]的

方法稍加改进，具体步骤如下：将脱脂豆粉在 7 0℃条

件下干热 2h，而后按 1:10 的比例加蒸馏水，调分散液

的 pH 值至 8.0，常温搅拌 2h，离心弃豆渣，将上清液

调 pH 值至 6.5，离心所得沉淀即为 11S，调上清液 pH
值至 5.0，55℃水浴 15min，回调 pH 值至 5.5，加 50mmol/L
的 NaCl，离心得沉淀为 LP 组分，所得上清液用 2mol/L
的 HCl 调 pH 值至 4.5，离心得组分为 7S，将以上所得

各组分用离子水重新分散并调节 pH 值至 7.5，经过透析

后进行冷冻干燥，置于 4℃密封保存备用。

7S 与 11S 的混合液按其蛋白质量比 1:2 的比例称

取，然后溶解进行各指标的测定，其中在溶解度测定

时以去离子水为溶剂，在乳化性测定时以磷酸缓冲液

作为溶剂。

1.2.2 样品产率、蛋白质含量和回收率的测定

取适量样品于 130℃条件下干燥 3h[8]，测定水分含

量。采用 Jung 等[ 9 ]方法测定各蛋白组分的含氮量，计

算蛋白质含量。

蛋白质含量 /%＝含氮量×6.25                                (1)
样品产率的计算公式如式(2)：
                            所得样品干基质量
样品产率 /% ＝——————————× 100            (2)
                          原脱脂豆粉干基质量

根据所得各蛋白组分的蛋白质含量、脱脂豆粉的质

量和总蛋白质含量，可得各组分的蛋白质回收率，公
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式如式( 3 )：
                                 

所得样品干基质量×所得样品蛋白含量
蛋白质回收率/%＝——————————————————×100      (3)

                                     原脱脂豆粉干基质量×总蛋白含量

1.2.3 极性脂的测定

参考国标 GB 2906 — 1982《谷物、油料作物种子

粗脂肪测定方法》，采用索氏抽提法测定各组分的极性

脂含量，以氯仿 - 甲醇体积比 2:1 为抽提剂。极性脂含

量计算公式如式(4)：
                                            

极性脂类质量
极性脂含量(干基)/% ＝————————× 100     (4)
                                            样品干基质量

1.2.4 钙含量的测定

钙元素的含量测定按照国标 GB/T 5009.92 － 2003
《食品中钙的测定》进行。为减少实验误差，所有玻

璃仪器在使用前用硝酸 - 水体积比 1:2 的混合液清洗，其

后用硝酸 - 水体积比 1:10 的混合液浸泡过夜备用。精确

称取 0.250g 样品，溶于 8mL 混合液(水 -H2O2- 硝酸体积

比 1:1:2)中后消化 2h，待消化管中混合液透明，赶气 3h
至白烟完全消失。使用火焰原子吸收光谱仪，按照以

下条件进行元素分析：光源为空心阴极灯，波长为422.7nm，

狭缝宽为 0.7nm，火焰燃气为乙炔。向待测样品中加入

0.5% 氧化镧以去除 PO43- 的干扰作用。以 CaCl2 标准溶液

测定标准曲线，并用该曲线求得样品中钙元素的含量，

钙元素的含量以每克蛋白里含有多少毫克钙表示。

1.2.5 SDS-PAGE
根据 Laemmli[10]的方法进行 SDS-PAGE 分析，浓缩

胶和分离胶分别为 12.5% 和 3%，考马斯亮蓝 R250 染色。

参照 Mujoo 等[11]的方法辨别 11S、7S 及 LP 各亚基，11S、
7S 及 LP 组分的纯度为各自亚基的密度之和与它们 3 个总

密度的比值。

1.2.6 溶解度测定

采用 Lowry 法[12]于 500nm 波长处测吸光度的方法测

定样品溶解性：将蛋白样品溶于去离子水使其质量浓度

为 10mg/mL。用 2mol/L NaOH或HCl溶液调 pH值至 3～11，
室温条件下搅拌 1h(在 15、3、60min 调节 pH 值)。取

适量溶液于 50mL 离心管，20℃、10000 × g 离心 10min 后

取上清液，采用福林酚法测定蛋白质含量，以牛血清

蛋白为标准物制作标准曲线。蛋白质的溶解度表示为上

清液蛋白质量浓度占总蛋白质量浓度的百分比。

1.2.7 乳状液的制备及其粒度分布、平均粒径大小的

测定

将样品用 pH 值 7.0 的磷酸盐缓冲液配成质量浓度为

5mg/mL 的溶液，将溶液与玉米油按质量比 9:1 混合，采

用 APV 均质机 20MPa 均质成乳状液[13]。乳状液样品按

质量比 1 : 1 0 0 0 用去离子水稀释，采用粒度分布仪

Mastersizer 2000 测定乳状液中粒子大小及分布。玉米油

及水的折射率分别为 1.414 和 1.330。按式(5)分别计算表

面积平均粒径(d32)及体积平均粒径(d 43)。
          

 ∑ nidi3                ∑ nidi4

d32 ＝————；d43 ＝—————                             (5)
            ∑ nidi2                  ∑  nidi2

式中：n i 为直径；d i 为脂肪球的数量。

1.2.8 乳状液贮存稳定性的测定

取5mL新制备的乳状液于10mL带有刻度及塞子的试

管中，然后加几滴 0.5% 的叠氮钠，密封试管防止乳状

液挥发。将乳状液于常温条件下放置 31d，贮存中乳析

程度用乳析率( C I，% )表示。

                   hs

CI/%＝———×100                                                     (6)
                  hE

式中：hs 为乳浆层的高度 /mm；hE 为整个乳状液的

高度 / m m。

1.3 统计分析

所有实验重复 3 次。通过方差分析(ANOVA)和线性

回归模式(GLM)进行数据处理。以 5% 最小置信度(LSD)
进行数据计算，并使用 S A S 系统进行均值比较。

2 结果与分析

2.1 不同方法制备的大豆分离蛋白样品的组成及分析

注：同列字母不同表示差异显著(P ＜ 0.05)。下同。

样品 产率 /%
蛋白 蛋白 总脂 钙含量 /

含量 /% 回收率 /% 含量 /% (mg/g pro)
Less-LP SPI 24.60 ± 1.29b 94.23 ± 0.80a 40.18 ± 1.73b 2.12 ± 0.054d 1.502 ± 0.023a

APP 37.68 ± 2.12a 87.61 ± 0.81b,c 59.84 ± 2.19a 3.83 ± 0.035b 0.472 ± 0.009c

7S 6.81 ± 0.18d 91.12 ± 2.26a,c 11.96 ± 0.78e 1.45 ± 0.047e 0.298 ± 0.012d

11S 12.37 ± 0.38c 95.36 ± 0.34a 21.60 ± 1.19c 2.36 ± 0.026c 0.943 ± 0.014b

LP 10.81 ± 1.68c,d 85.08 ± 0.48c 17.60 ± 0.93d 7.48 ± 0.049a 0.429 ± 0.015c

表 1  不同方法制备的蛋白样品的产率、回收率及其组成和含量

Table 1   Extraction yield, protein recovery and composition of 4
different SPIs

由表 1 可知，Less-LP SPI 的蛋白回收率约为 APP
蛋白回收率的 2/3，同时总脂含量也降低了 45%，这表

明降低的蛋白组分可能是与脂紧密结合的组分，Samoto
等[4]称这种与脂紧密结合的组分为 LP 组分，这种组分的

存在无疑影响着蛋白质的风味及一些功能性质，因此 LP
的去除可以在一定程度上改善蛋白的风味及特性；另外

与 APP 相比，Less-LP SPI 中蛋白含量增加，表明蛋白

纯度提高，但其中 Ca 元素比 APP 中多了 1mg/g 蛋白，

这主要是因为在用 CaCl2 作为沉淀剂时，会有少量的 Ca2+
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与 7S、11S 蛋白的某些亚基共价结合，而形成可溶性的

聚集体残留在提取的蛋白中。

由 Samoto 方法提取的 7S、11S、LP 3 种组分的蛋

白回收率比为：1:1.82:1.59，且 11S 与 7S 的蛋白含量都

在 90% 以上，而 LP 蛋白含量仅为 85% 左右，但其总

脂含量达到了 7.5% 左右，与 Samoto 等[4]的研究结果一

致。且 7S 蛋白得率与 11S 蛋白得率之和(19.18%)小于

Less-LP SPI 产品的得率(24.60%)，但脂的含量变化不

大，这说明由 S a mo t o 提取的优质蛋白得率较少。

2.2 SDS-PAGE电泳

由图 1 可知，APP 中含有较多的 P34、Lx 及 P24 亚

基，通过 Quantity one 软件分析(表 2)，APP 样品中 7S、
11S、LP 3 种组分的相对含量分别为：34.34%、50.57%、

15.09%，相对来说，Less-LP SPI 样品中 7S、11S 成比

例的增加，分别为 37.71%、55.02%，而其 LP 组分相

对含量仅为 APP 中 LP 相对含量的 52%，结合表 1 中产

率的变化，可进一步表明造成 Less-LP SPI 产率减少的

蛋白组分很大部分是 LP。由 Samoto 法提取的 7S、11S
的蛋白含量都在 90% 以上，可看出这两种蛋白样品中 LP

样品 7S 11S LP
Less-LP SPI 37.71 ± 0.17b 55.02 ± 0.92b 7.86 ± 0.52c

APP 34.34 ± 0.83b 50.57 ± 1.36c 15.09 ± 0.47b

7S 72.45 ± 1.57a 23.98 ± 0.86d 3.57 ± 0.15d

11S 24.68 ± 0.37c 66.25 ± 1.27a 9.30 ± 0.27c

LP 28.70 ± 0.81c 48.26 ± 0.64c 23.04 ± 0.39a

表 2 Quantity one 软件分析的不同方法提取所得蛋白样品各组分

的相对含量

Table 2    Relative content analysis of protein components by Quantity
one software %

的相对含量较少，而 LP 蛋白样品中 LP 组分的含量达到

了 23.04%。

2.3 溶解度

由图 2 可知，4 种不同的分离蛋白在等电点附近溶

解度都较低，偏离等电点溶解度开始增加，且 7S、11S
质量比 1:2 混合蛋白的溶解度最高，而 LP 的溶解度相比

较低(≤ 60%)，这主要是因为 LP 中含有较多的与蛋白紧

密结合的磷脂等极性脂的存在，使得其在水中大多以乳

状液的形式存在，这与 Samoto 等[4]证实的 LP 溶解性最

差的结果一致；Less-LP SPI 的溶解度低于 APP(尤其在

pH7～8 时)，原因可能是由于 Less-LP SPI 中含有较多的

钙(比 APP 多 1.03mg/g pro)影响了蛋白的溶解度，Scilingo
等[14]研究表明每克蛋白添加 1.23～5mg Ca 会造成 7S 的α

与α′亚基以 Ca2+ 为桥梁形成可溶性聚集，使得其溶解

度降低。但在较高的 pH 值下，Less-LP SPI 的溶解度

要高于 APP 的溶解度，这可能是因为高的 pH 值影响了

Ca 2+ 与蛋白质的结合。

2.4 乳化性

样品的乳化特性用表面积平均粒径 d32 与体积平均粒

径 d43 来表征，d32 的大小可反应乳状液的乳化活性，d32

越小，乳化活性越好，d 4 3 用来表征粒径的变化，进而

反应乳化稳定性。

2.4.1 乳化活性

M. 标准分子质量蛋白；带 1.APP；带 2.Less-LP SPI；带 3～5.
Samoto 法提取的 7S、11S、LP 3 种组分蛋白；带 6.Samoto 法

提取的 1 1 S 球蛋白；带 7 .大豆油体结合蛋白。1 7、1 8、2 4 k D
为油体结合蛋白的主要亚基；Lx.脂肪酸氧合酶，LP 蛋白的主要

亚基之一；P34. 34kD 蛋白，LP 蛋白的主要亚基之一；α、α＇、

β. 7S 组分蛋白的主要亚基；AS、BS. 11S 球蛋白的主要亚基组成。

图 1 不同方法提取所得大豆分离蛋白的 SDS-PAGE 图谱

Fig.1    SDS-PAGE of 4 different SPIs
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图 3  4 种样品乳状液表面积平均粒径的大小

Fig.3     Average diameter of the particles on the surface of fresh
emulsion formed by 4 different SPIs
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图 2 不同分离蛋白的溶解度曲线

Fig.2    Solubility of 4 different SPIs
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由图 3 可知，4 种分离蛋白的 d32 大小依次为：APP
＜m7S:m11S ＝ 1:2混合蛋白＜Less-LP SPI＜LP，表明APP
的乳化活性高于 Less-LP SPI 的乳化活性，这与其溶解

度及表面疏水性(h0(APP)＝ 1432.2 ＞ h0(Less-LP SPI)＝ 964.0)变
化是一致的，这主要是因为 Less-LP SPI 中含有少量 Ca2+

的存在(对比 APP)，Ca2+ 的存在使得蛋白质表面电荷减

少，导致其降低油水界面表面张力的能力下降，造成

油滴之间相互作用，形成大的表面积粒径；A P P 与

7S、11S 质量比 1:2 混合蛋白的乳化活性无显著性差异

(P ≥ 0.05)；LP 的乳化活性最差。曲家妮等[15]也证明 LP
的乳化活性很低。原因一方面可能是因为 LP 蛋白的溶

解性太差，影响蛋白分子迅速迁移吸附到油滴表面，

另一方面，L P 的表面疏水性低，也很难吸附到油滴

表面，而油滴表面高的蛋白浓度是形成小粒径颗粒

的重要因素 [ 1 6 ]，从而使油滴粒径增大，乳化活性有

所 降 低 。

2.4.2 乳化稳定性

图 4 贮存第 1 天及第 31 天 4 种样品乳状液 d43 的变化(A)及第 31 天

时乳状液的乳析率(B)
Fig.4   Change in particle sizes of emulsion formed by 4 different SPIs

during storage for 1 days and 31 days and the creaming index of
emulsion on the 31st day

为了分析 4 种分离蛋白所形成乳状液的乳化稳定

性，将乳状液在常温条件下放置 31d 后测定其 d 43 及乳

析率的变化，结果如图 4 所示。对比 4 种分离蛋白所

制乳状液在第 1 天时 d 43 的大小，这与 d 32 一致，即 LP
所制乳液的 d43 最大，其次为 Less-LP SPI，而 APP 与

m7S:m11S ＝ 1:2 混合蛋白所形成乳状液的 d43 无显著性差异

(P ＞ 0.05)；APP 及 7S、11S 质量比 1:2 混合蛋白所形成

由图 5 可知，经过 31d 常温贮存的 Less-LP SPI 所制

乳状液的粒径分布稍向大粒径偏移(图 5 A )，但偏移不

大，而由 APP 形成的乳状液中粒径分布明显向大粒径偏

移(图 5B)，且后面的小峰转化为大峰，可能在贮存中乳

状液很不稳定发生了聚集，但这需要电子显微镜观察进

一步认证。

3 结  论

3.1 以CaCl2为沉淀剂所提的分离蛋白(Less-LP SPI)蛋白

回收率比 APP 降低了 1/3，但样品的纯度提高，同时脂

的含量减少了大约 1.71%，通过 SDS-PAGE 分析所降低

的蛋白组分可能是 LP 蛋白组分；由 Samoto 法提取的

7S、11S 蛋白含量在 90% 以上，且蛋白纯度高，脂含

量低，而 LP 样品的蛋白含量为 85.08%，脂的含量达到

了 7.48%。

3.2 由于 Ca2+ 的作用，Less-LP SPI 样品在中性条件下

表面疏水性及在 pH ＜ 10 时溶解性均低于 APP，7S、11S
质量比 1:2 混合蛋白具有更好的溶解性，LP 样品的溶解

性最差，在高 pH 值下小于 60%。从乳化性分析可看出，

虽然 Less-LP SPI 样品乳化活性小于 APP 及 7S、11S 质

量比 1:2 混合蛋白，但它具有较好的乳化稳定性，用此

蛋白做产品可提高样品的货架期。

图 5   常温条件下贮存第 1 天及第 31 天 Less-LP SPI(A)及 APP(B)
乳状液的粒径体积分布变化图

Fig.5   Change in droplet size distribution of emulsion formed by Less-
LP SPI (A) and APP (B)
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Less-LP SPI 具有良好的乳化稳定性。
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