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不同方法提取苜蓿叶蛋白效果的比较及表征
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摘   要：分别采用酸热法、碱化法和发酵法 3 种方法制备苜蓿叶蛋白，通过优化制备工艺并比较叶蛋白得率、氮

含量、溶解性、起泡性与泡沫稳定性、乳化性及乳化稳定性、持水性、吸油性等功能性质，并进行电镜观察表

征。结果表明，发酵法制备苜蓿叶蛋白的得率和氮含量最高分别为 14.9% 和 45.08%，明显高于酸化法和碱化法；

比较其功能性质，碱化法制备的苜蓿叶蛋白在起泡性、持水性和吸油性上优于其他两种方法，分别为 200.00%、

5.40% 和 5.31%；发酵法制备的苜蓿叶蛋白溶解性、乳化性及乳化稳定性较好，分别为 80.52%、78.60% 和 20.65%。

扫描电镜观察 3 种方法所制备苜蓿叶蛋白的表面结构，碱化法制备的苜蓿叶蛋白结构疏松，且有一定程度的破坏，

酸化法和发酵法的苜蓿叶蛋白表面结构紧密、连续完整，并发现发酵法还具有一定的降解效果。说明利用不同的

方法制备苜蓿叶蛋白，其得率、氮含量、功能性质及表面结构有较大差异。
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Abstract：A comparative investigation of the effectiveness of three extraction methods (heating in an acidic environment,

alkalization and fermentation) for alfalfa leaf protein  was studied based on extraction yield, nitrogen content, solubility, foaming

capacity, foam stability, emulsifying capacity, emulsion stability, water-holding capacity, oil-binding capacity and scanning

electron microscopic (SEM) observation. The results showed that the extraction rate and nitrogen content of alfalfa leaf protein

from fermentation was 14.9% and 45.08%, respectively, which was significantly higher than those from other two methods. The

foaming capacity, water-holding capacity and oil-binding capacity of alfalfa leaf protein obtained from alkalization were 200%,

5.40% and 5.31%, respectively, which were better than those obtained from other two methods. The alfalfa leaf protein obtained

from fermentation showed better solubility, emulsifying capacity and emulsion stability, which were 80.53%, 78.60% and

20.65%, respectively. The alfalfa leaf protein prepared by alkalization displayed a loose damaged structure as observed under

SEM. The surface structure of the alfalfa leaf protein prepared by other two methods was compact and consecutively intact.

Furthermore, fermentation had degrading effect on alfalfa leaf protein. Therefore, different preparation processes can result in

differences in the extraction rate, nitrogen content, functional properties of alfalfa leaf protein.
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植物叶蛋白(leaf protein concentration，LPC)，是

从植物幼嫩茎叶中分离干燥制得的高质量蛋白浓缩物，

主要由叶绿体内基质蛋白和细胞质内溶解性良好的细胞

质蛋白等组成，属于“功能性蛋白质”[ 1 ]，含有丰富

的蛋白质、脂肪、膳食纤维和天然色素等。动物实验

表明，叶蛋白的营养价值与酪蛋白接近[2]。绿色植物富

含叶蛋白，是最大的廉价蛋白资源，具有很高的开发

利用价值。而富含叶蛋白的植物品种因其资源丰富、成

本低廉而主要集中在豆科牧草和禾本科牧草。其中，苜

蓿(Medicago sativa L.)，俗称金花菜，属豆科多年生

草本植物，苜蓿叶蛋白营养价值高于大豆、花生饼 [ 3 ]。

和其他国家相比，我国对植物叶蛋白的研究与开发较

晚，自 20 世纪 80 年代中后期，一些学者针对植物叶蛋

白的资源、生产技术和开发效能等进行了研究，尤其

研究了适应我国开发应用的叶蛋白植物资源和生产技

术，取得了一批研究成果 [ 2 , 4 - 6 ]。近几年，随着我国畜

牧业及牧草种植业的发展，该类研究逐渐升温。但同

其他植物蛋白相比，叶蛋白及其深入利用的相关研究相

对较少，尤其是基础理论研究更少。以往研究发现，

不同的生产方法及不同的干燥方法对于植物叶蛋白的质

量有很大的影响，如冷冻干燥可生产高品质的优良叶蛋

白产品，适宜叶蛋白研究或生产特优级质量的叶蛋白等

领域[7]。本研究分别选择有代表性的酸加热法、碱化法

和发酵法 3 种方法制备苜蓿叶蛋白，通过比较叶蛋白得

率、氮含量、溶解性、起泡性与泡沫稳定性、乳化

性及乳化稳定性、持水性、吸油性等功能性质及电镜

观察表征，说明利用不同的方法制备苜蓿叶蛋白，其

得率、氮含量、功能性质及表面结构有较大差异，旨

在为苜蓿叶蛋白的生产和开发利用提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

“肇东”紫花苜蓿干草   黑龙江省农业科学院草业

研究所苜蓿基地；嗜酸乳杆菌    哈尔滨商业大学食品科

学与工程省级重点实验室微生物实验室。

KDY-9820半自动凯氏定氮仪    苏州江东精密仪器有

限公司；S-3400N 电子扫描电镜    日本日立公司。

1.2 苜蓿叶蛋白的制备工艺流程及苜蓿草汁的制备

苜蓿干草叶经粉碎、过筛、浸泡、过滤、弃去

草渣得苜蓿绿色草汁，然后分别使用酸化加热法、碱

化法和发酵法提取叶蛋白，经絮凝离心，弃上清液得

叶蛋白，冷冻干燥，称量。

利用酸加热法、碱化法与发酵法提取苜蓿叶蛋白的

过程中，涉及的影响因素有料液比、浸泡时间、粉碎

粒度、加热温度、加热时间、p H 值、离心时间、离

心转数等，但相对来说，料液比、加热温度、加热

时间、p H 值、接种量、发酵时间、接种量、发酵

时间等影响较大。经前期实验，确定浸泡时间 24h(时
间过长恐微生物污染 ) 、粉碎过筛粒度 8 0 目、离心

5000r/min、9min 等条件的基础上，考察其他因素对苜

蓿叶蛋白得率及氮含量的影响。

选用“肇东”紫花苜蓿干草，取嫩茎叶经粉碎

后，过 80 目筛，草粉备用。称取苜蓿草粉 10g 置于烧

杯中以一定的料液比浸泡 24h，覆盖、并加入 1% NaCl
烧杯防止氧化。用 8 层纱布及滤纸过滤，弃去草渣，

制得苜蓿草汁。

1.3 苜蓿叶蛋白的制备

1.3.1 酸加热法制备苜蓿叶蛋白

1.3.1.1 温度对苜蓿叶蛋白提取的影响

高温会破坏蛋白质的活性，为保留苜蓿叶蛋白的活

性及所含的天然植物营养素不被破坏，本实验设置两组

温度段提取苜蓿叶蛋白，即宽温段 55～80℃，比较苜

蓿叶蛋白的得率。在此基础上，细化温度设置为 5 0～
6 5 ℃。

设 5 5、6 0、6 5、7 0、7 5、8 0、8 5、9 0℃六个

处理水平进行试验，以苜蓿草粉和水的料液比 1:20(g/mL)
加水浸泡 24h，取滤液于上述温度下水浴 9min，以 1mol/L
的 HCl 溶液调节 pH 值，pH4.0、5000r/min 离心 9min，
弃上清液，冷冻干燥，称量。比较 60℃与 90℃两个温

度段的叶蛋白得率及氮含量。

然后分别设置 5 0、5 3、5 6、5 9、6 2、6 5℃六个

处理水平进行试验，按上述操作比较苜蓿叶蛋白的得率

及氮含量。

1.3.1.2 加热时间对苜蓿叶蛋白提取的影响

在 62℃不同水浴时间(7、8、9、10、11、12min)
考察苜蓿叶蛋白的得率及氮含量的变化。方法同上。

1.3.1.3 料液比对苜蓿叶蛋白提取的影响

设定料液比 1:10、1:15、1:20、1:25、1:30、1:35
六个处理水平进行试验，考察苜蓿叶蛋白的得率及氮含

量的变化。方法同上。

1.3.1.4 pH 值对苜蓿叶蛋白提取的影响

参照曲敏等[8]方法，以 pH2.7～3.7 作为沉降苜蓿叶

蛋白的最佳沉降范围。以 1mol/L 的 HCl 调节 pH 值，设

定 pH2.7、3.0、3.3、3.6、3.9、4.2 六个处理水平进

行试验，考察苜蓿叶蛋白的得率及氮含量的变化。方

法同上。

1.3.2 碱化法制备苜蓿叶蛋白

以 1mol/L NaOH 调节 pH 值，设定 pH8.5、9.0、9.5、
10.0、10.5、11.0 六个处理水平进行试验。考察苜蓿叶
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蛋白的得率及氮含量的变化。方法同上。

1.3.3 发酵法制备苜蓿叶蛋白

参照曲敏等[8]的研究，以 MRS 培养基为生长记数

培养基，将 0.5mL 种子液加入 9.5mL MRS 培养基(3.7 ×

108 个 /mL)，37℃培养 24h。以料液比(g/mL)为 1:20 制备

苜蓿草汁，以每毫升苜蓿汁液接种乳酸菌数 107 个，接

种于 100mL 苜蓿草汁中，37℃发酵 11h，沉淀苜蓿叶蛋

白，离心收集，冷冻干燥，称量。

1.3.4 苜蓿叶蛋白得率的计算

                                  叶蛋白质干质量
叶蛋白得率 /% ＝—————————× 100
                                    苜蓿草粉质量

1.3.5 粗蛋白含量的测定

采用半自动凯氏定氮仪进行测定。

1.4 苜蓿叶蛋白的功能性质测定

溶解性：参考文献[9]的方法，以氮溶指数(NSI)表
示苜蓿叶蛋白的溶解性。乳化性及乳化稳定性：参考文

献[10-11]的方法。泡性及泡沫稳定性：参考文献[12]的
方法。持水性：参考文献[ 1 3 ]的方法。吸油性：参考

文献[10,14]的方法。

1.5 苜蓿叶蛋白的表征

采用电子扫描电镜观察待测样品，待测样品为苜蓿

叶蛋白干燥样品：A 样品为酸化加热法制备的苜蓿叶蛋

白，B 样品为碱化法制备的苜蓿叶蛋白，C 样品为发酵

法制备的苜蓿叶蛋白。观察样品结构时，将样品用戊

二醛混合溶液固定，用磷酸缓冲液漂洗，然后乙醇脱

水，用醋酸异戊酯置换乙醇后，用临界点干燥法进行

干燥，经粒子溅射喷金(金 4 0 %，铂 6 0 % )，置于扫描

电镜下(加速电压 20kV)观察，分别放大 5000 倍时苜蓿叶

蛋白的颗粒形态，拍照。

2 结果与分析

2.1 3 种方法提取苜蓿叶蛋白的结果比较

2.1.1 酸化加热法提取苜蓿叶蛋白的效果

2.1.1.1 加热温度的对苜蓿叶蛋白提取效果的影响

由图 1 A 可知，当加热温度为 6 0℃时，苜蓿叶蛋

白得率最高，为 2 .93%，氮含量也最高，达 11 .78%，

优于 8 0℃时的提取效果。所以，在下面的实验中，在

60℃左右设置单因素。由图 1B 可知，当加热温度为 62℃
时，叶蛋白得率最高，达 2 . 5 3 %，氮含量也为同组中

最高，达 26.12%。62℃以上时，叶蛋白得率有所下降。

这是因为蛋白质开始凝聚达到峰值后，继续加热，则

蛋白质性质发生改变，不再凝聚，反而因变性而溶于

水 中 。

2.1.1.2 加热时间对苜蓿叶蛋白提取效果的影响

图 2  加热时间对苜蓿叶蛋白得率、含氮量的影响

Fig.2   Effect of heating time on extraction rate and nitrogen content of
alfalfa leaf protein
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由图 2 可知，随着加热时间的延长，叶蛋白的得

率与氮含量相应增加。在加热时间 1 0 mi n 时，比加热

9min 时叶蛋白得率稍高，为 3.54%，而氮含量却达到高

峰，为 28.78%。在 10min 以后有所下降明显。说明加

热到 1 0 mi n 后，叶蛋白凝集基本完成。

2.1.1.3 料液比对苜蓿叶蛋白提取效果的影响

由图 3 可知，随着提取液体积的增加，叶蛋白的

得率与粗蛋白含量相应增加。当料液比为 1:20(g /mL)
时，叶蛋白氮含量最高，为 30.56%，同时叶得率相对

较高，为 3.99%。料液比为 1:35 时，可溶性蛋白的得

率明显降低。这是因为加水量太小，蛋白质不能充分

溶解；而加水量过大，则沉淀效果差。
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图 1  加热温度对苜蓿叶蛋白得率、含氮量的影响

Fig.1   Effect of heating temperature on extraction rate and nitrogen
content of alfalfa leaf protein
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2.1.1.4 pH 值对苜蓿叶蛋白提取效果的影响

由图 4 可知，当 pH2.7～4.2 之间，在 pH 值为 3.6
时，苜蓿叶蛋白的得率与氮含量最高，分别为 5.13% 和

33 .52%。说明溶液酸环境对叶蛋白得率影响不大，但

对氮含量影响稍大，表明酸热法提取苜蓿叶蛋白时，随

着 pH 值的变化，会有其他物质沉淀下来，但进而影响

苜蓿叶蛋白的氮含量。

2.1.2 碱化法对苜蓿叶蛋白提取效果的影响

表 1  叶蛋白得率、氮含量及功能性质比较

Table 1   Comparison of extraction rate, nitrogen content and functional properties of alfalfa leaf protein

制备方法 叶蛋白得率 /% 氮含量 /% NSI/% 起泡性 /% 泡沫稳定性 /% 乳化性 /% 乳化稳定性 /% 持水性 /(g/g) 吸油性 /(g/g)
酸热法 5.13 ± 0.12 33.52 ± 0.52 62.08 ± 0.71 180.00 ± 1.75 65.72 ± 0.66 62.50 ± 0.57 15.62 ± 0.25 4.83 ± 0.09 4.75 ± 0.09
碱化法 5.02 ± 0.14 24.83 ± 0.47 61.21 ± 0.55 200.00 ± 1.84 66.74 ± 0.70 59.17 ± 0.53 14.98 ± 0.19 5.40 ± 0.10 5.31 ± 0.15
发酵法 14.90 ± 0.23 45.08 ± 0.56 80.52 ± 0.80 129.00 ± 1.07 87.45 ± 0.79 78.60 ± 0.68 20.65 ± 0.21 5.05 ± 0.17 4.98 ± 0.13

由图 5 可知，在 pH8.5～11.0 的范围内，随着 pH
值的增大，苜蓿叶蛋白的得率和氮含量也相应的变

化。当 p H 1 0 . 0 时，叶蛋白的得率和氮含量最高，分

别为 5.02% 和 24.83%。说明在 pH10 附近的强碱环境对

苜蓿叶蛋白的絮凝有较好的效果。

2.1.3 发酵法对苜蓿叶蛋白提取效果的影响

参照曲敏等[8]的研究结果，在嗜酸乳杆菌接种量 107

个 /mL、料液比 1:20、发酵时间 11h 时，苜蓿叶蛋白

的得率为 14.90%，氮含量为 45.08%。

2.2 3 种方法提取苜蓿叶蛋白的比较

由表 1 可见，以苜蓿叶蛋白得率与氮含量作为衡

量各工艺的主要指标，比较叶蛋白得率，最高的为发

酵法，苜蓿叶蛋白得率为 14.90%，其次酸化加热法与

碱化法相差不大；比较叶蛋白的氮含量，最高的为发

酵法，氮含量 4 5 . 0 8 %，其次为酸化加热法，氮含量

33.52%，碱化法最差为 24.83%。

在叶蛋白功能特性方面，对于溶解性，发酵法

最好，其 N S I 为 8 0 . 5 2 %，碱化法与酸热法持平，为

6 1 . 2 1 % 和 6 2 . 0 8 %；对于起泡性，碱化法的最好为

200 .00%，而发酵法最差为 129%；对于泡沫稳定性，

发酵法最好为 8 7 . 4 5 %，碱化法次之，酸热法的最差、

为 65 .72%；对于乳化性与乳化稳定性，发酵法最好、

分别为 7 8 . 6 0 % 和 2 0 . 6 5 %，而碱化法最差、分别为

59.17% 和 14.98%。持水性和吸油性均以碱化法最高，

分别为 5.40% 和 5.31%，酸热法和发酵法稍差。

资料 [ 1 5 ]表明，苜蓿叶蛋白的营养价值高，与鸡蛋

蛋白的贴近度为 0.72～0.83，具有较好的功能特性。3
种方法制备的苜蓿叶蛋白的功能性质各有不同，但在叶

蛋白得率、氮含量、溶解性、乳化性及乳化稳定性方

面，发酵法明显优于其他两种方法。

造成不同方法制备的叶蛋白功能性出现一定差异的

原因，可能是碱化法在强碱条件能产生较好的絮凝效

果，并可破坏如某些酶类、皂素与植物雌激素等多种

不利因子，但强碱条件使蛋白质分子的次级键特别是氢

键破坏，使蛋白结构疏松、某些极性基团发生解离，

促使结合蛋白质分离[6]。导致其起泡性、持水性和吸油

性增强。在酸热法和发酵法的条件下，叶蛋白经受等

电点沉淀和热变性双重因素的共同作用，增加了蛋白质

的凝聚机会，使叶蛋白凝聚快、凝聚物结构紧密、易

分离[16]，提高了苜蓿叶蛋白的得率与粗蛋白的含量。导

图 4  pH 值(3～4 .2 )对苜蓿叶蛋白得率、含氮量的影响

Fig.4   Effect of pH 3-4.2 on extraction rate and nitrogen content of
alfalfa leaf protein
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图 3  料液比对苜蓿叶蛋白得率、含氮量的影响

Fig.3   Effect of solid-to-solvent on extraction rate and nitrogen content
of alfalfa leaf protein
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图 5 pH 值(9～11)  对苜蓿叶蛋白得率、氮含量的影响

Fig.5   Effect of pH 9-11 on extraction rate and nitrogen content of
alfalfa leaf protein
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致其氮含量、溶解性、乳化性及乳化稳定性的提高。

而碱法提取时虽然增加了蛋白质的溶解度，但由于没有

达到等电点，只在热变性单一因素作用下发生凝聚，沉

降效果稍差，造成得率及粗蛋白含量较低。也说明单

一使用等电点沉淀或热变性沉淀叶蛋白质，则凝聚物结

构疏松、不易分离。

2.3 苜蓿叶蛋白的表征

用扫描电子显微镜观察了分别采用酸化加热、碱化

法和发酵法制备的苜蓿叶蛋白的表面结构特征并进行比

较。由图 6 A 可以看出，酸加热法制备的苜蓿叶蛋白，

颗粒表面有较为连续的空间结构，结构连续且平滑，结

构紧密；图 6B 为碱化法制备的苜蓿叶蛋白，结构疏松，

颗粒表面较为粗糙，不规则，说明采用碱化法制备苜

蓿叶蛋白对蛋白质的表面结构有一定程度的破坏；图 6C
为发酵法制备的苜蓿叶蛋白，结构较紧密，颗粒表面

光滑，空间结构较为连续，且叶蛋白颗粒表面有较为

均匀的蜂窝与孔洞，表明发酵法制备的苜蓿叶蛋白有一

定程度的降解。

3 结  论

本实验通过分别利用酸热法、碱化法和发酵法 3 种

方法制备苜蓿叶蛋白，并对 3 种方法的效果进行比较，

结论如下：

发酵法制备苜蓿叶蛋白的得率和氮含量最高，明显

高于酸化法和碱化法，分别为 14.9% 和 45.08%。比较

其功能性质，碱化法制备的苜蓿叶蛋白在起泡性、持

水性和吸油性上优于其他两种方法；发酵法的溶解性、

乳化性及乳化稳定性较好。

扫描电镜观察 3 种苜蓿叶蛋白的表面结构，碱化法

对苜蓿叶蛋白结构疏松，且有一定程度的破坏，酸化

法和发酵法的苜蓿叶蛋白表面结构紧密、连续完整，并

发现发酵法还具有一定的降解效果。说明利用不同方法

制备的苜蓿叶蛋白，其得率、氮含量、功能性质及表

面结构有较大差异。

根据以上实验结果，在制备苜蓿叶蛋白时，可根

据其功能性质和实际应用选择合适的生产工艺。发酵法

具有节能、废物少、无污染，使一些抗营养物质失去

活性，适合工业化生产，规模大小均可的优点 [ 1 7 ]，克

服了单一使用等电点沉淀蛋白质凝聚速度慢、凝聚物结

构疏松不易分离的缺点，同时也克服了直接加热法耗能

大、成本高的不足。而且，可提高苜蓿叶蛋白中为人

类所能吸收的自由态色素[16]。因此，发酵法是一种制备

苜蓿叶蛋白的好方法。
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图 6 苜蓿叶蛋白的扫描电镜图

Fig.6   SEM photographs of alfalfa leaf protein prepared by different
methods
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