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微波对大豆蛋白氧化聚集体结构及功能特性的影响
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摘　要：为了探究不同时间微波处理对大豆蛋白氧化聚集体的结构和功能性质的影响，由偶氮二异丁脒盐酸盐（2,2′-
azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride，AAPH）诱导构建大豆蛋白氧化反应体系，采用功率为 350 W的微波对其照

射不同时间 (0、10、20、30、40、50、60、70 s)，探究微波处理对氧化聚集大豆蛋白的结构特性和加工特性的影响。结

果表明，氧化可诱导形成粒径、分子量更大，结构更致密的蛋白质聚集体，同时对加工特性造成损害。适当时间（<30 s）
的微波处理会导致氧化聚集体的分子结构打开、粒径降低和浊度降低，无序结构减少，进而改善了起泡性、乳化性和持

水、持油性。长处理时间（＞30 s）的微波处理导致已解聚的大豆蛋白分子重新形成更大的分子聚集体，降低功能性质。

这表明微波物理场可以通过改变大豆蛋白氧化聚集体的结构和聚集行为调节其功能性质，为大豆蛋白功能性质的改善及

微波在大豆蛋白氧化聚集体行为调控的应用方面提供参考。
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 0　引 言

大豆分离蛋白（soy protein isolate，SPI）是一种由

脱脂大豆粕为原料生产的蛋白质质量分数达 90%以上的

食品原料[1]，因其具有优良的功能性质和生理活性等特

点而被广泛应用于食品工业中[2]。目前，中国大豆分离

蛋白年生产能力已达 70万 t，总产值突破百亿，居世界

第一。当储存和运输时间过长时，大豆分离蛋白的氧化

改变了理化性质，导致其加工特性劣变，并最终影响其

在食品加工品质中的应用[3]。脂质过氧化会产生各种活

性氧成分物质（reactive oxygen species，ROS），它们已

被证实是导致蛋白质氧化的重要因素[4]。一些研究表明，

氧化修饰可引起蛋白质多肽骨架和氨基酸残基侧链的一

系列变化，促进二硫键的形成并加强蛋白质的聚集，暴

露后分子内的基团重组形成低聚物，在疏水性和静电吸

引作用下进一步形成大分子聚集体，导致其溶解性和结

构柔性降低，进而使功能性质劣化[5]。且氧化程度越高，

蛋白质变性越剧烈，其功能特性的变化越明显。因此，

调控蛋白质分子的聚集程度是改善蛋白质氧化聚集体功

能活性下降的重要解决方式。

目前，许多研究工作都集中在使用物理方法通过加

热、机械作用等改变蛋白质的结构和聚集程度，实现对

蛋白质聚集体的调控。文献 [6]表明，高压均质使蛋白

质解聚从而提高了蚕豆蛋白质的溶解度。文献 [7]表明，

超声处理通过调控蛋白质聚集度的不同导致其不同的理

化和功能特性。但是，由于其巨大功率消耗和较低的生

产能力，高压均质化和超声波工艺很难在食品工业中广

泛使用[8]。微波作为一种物理加工技术，由于其绿色、

高效、简单的操作方式，更适合在食品工业中应用[9]。

微波改性的机制主要是因为偶极和离子振动生热，食品物料

的带电性和极性基团在微波场下的响应不同，会产生振

动，旋转，最终表现为微波的靶向加热，进而改变物料

的理化和功能性质。现有研究表明微波处理能提高蛋白

的乳化性、起泡性和交联特性等功能特性，同时微波加

热的特殊效应还能够改变蛋白的构象。一方面是因为微

波交变电场下蛋白质氨基酸残基上的带电基团发生波动，

导致蛋白质分子间的电场和静电相互作用重新分布[9]。

另一方面蛋白质带电基团在微波场下的特殊响应也会对

蛋白质的功能特性产生影响。文献 [10]发现微波处理有

助于形成紧凑的网络结构，蛋白质结构刚性和柔性区域

的位置被改变。文献 [11]表明微波诱导了蛋白质极化和

非极性基团的暴露，蛋白质柔性区域增加，从而使起泡
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性得到改善。文献 [12]研究表明大米蛋白受到微波处理

后其内部的游离巯基减少，生成了新的二硫键，增强了

蛋白质凝胶网络的强度，进而改变大米的加工特性。这

些研究均表明微波处理工艺能通过改变蛋白的聚集结构

和分子构象来改变其功能特性。但是目前，关于微波对

氧化聚集体的结构和功能活性作用间的关系，尤其是微

波对大豆蛋白氧化聚集体的影响鲜有报道。

偶氮二异丁脒盐酸盐 (2,2′-azobis (2-amidinopropane)
dihydrochloride，AAPH)是一种具有良好可控性、稳定

性、重复性和适用性的自由基引发剂，因其不含腈基，

分解产物无毒，同时比其他引发剂分解平稳，安全性高。

改变 AAPH的浓度可以调节导致蛋白质氧化的过氧自由

基的生成，以模拟蛋白质在长期储存和运输过程中的环

境，并获得类似于实际储存和运输的氧化蛋白质模型。

因此，本研究以大豆蛋白为研究对象，采用 AAPH构建

过氧自由基－大豆蛋白氧化体系，模拟工厂储藏过程中

实际产生的蛋白氧化聚集体，将蛋白氧化聚集体分别进

行不同时间的微波改性处理，探究微波处理对蛋白结构

特性和功能特性的影响，进而研究微波对大豆蛋白氧化

聚集体结构的改变与功能特性变化的关系，以期从分子

水平解析微波调控大豆蛋白氧化聚集体解聚作用机理，

从而为提升大豆蛋白氧化聚集体的功能性质以及大豆蛋

白产品的开发和储藏提供理论基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料与试剂

大豆分离蛋白（SPIs 纯度 94.2%），山东禹王生态

食业有限公司；偶氮二异丁脒盐酸盐  (AAPH)  美国

Sigma 公司；十二烷基硫酸钠 (sodium dodecyl  sulfate，
SDS)，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；非转基因一

级大豆油，长春市辽都粮油有限公司；其他试剂均为国

产分析纯。

 1.2　仪器与设备

M1-L213B型微波炉，美的集团有限公司；pilot10-
15EP型真空干燥机，博医康公司；Zetasizer Nano ZSP
型纳米粒度电位仪，马尔文帕纳科技有限公司；Nicolet
is50型傅里叶变换红外光谱仪，赛默飞世尔科技有限公

司；F-4 500型荧光分光光度计，日本 HITACHI公司。

 1.3　样品制备

参考 CHENG等[13] 的方法，以 10 mg/mL的质量浓

度把大豆分离蛋白溶解于磷酸盐缓冲溶液（0.01 mol/L，
pH值 7.2）中。避光条件下加入 0.5 mmol/L的 AAPH后

恒温37 ℃水浴处理6 h，然后使用14 000 kDa透析袋4 ℃透析

处理 72 h，期间每隔 4 h更换一次去离子水，得到氧化

大豆蛋白溶液，经过冷冻干燥后制得大豆蛋白氧化聚集

体样品，命名为 OSPI。将制得的大豆蛋白氧化聚集体分

别在功率为 350 W的条件下进行微波处理 0、10、20、30、
40、50、60、70 s微波处理后制得 7种不同的微波处理

大豆蛋白氧化聚集体样品，按照微波处理时间的不同分

别命名为 WOSPI-10、WOSPI-20、WOSPI-30、WOSPI-
40、WOSPI-50、WOSPI-60、WOSPI-70。

 1.4　粒径分布测定

将样品用去离子水稀释为质量浓度 0.05 g/mL的蛋

白溶液，加入测量池中，采用纳米粒度及 Zeta电位分析

仪，设定参数为：蛋白质折射率等于 1.460、分散剂折射

率等于 1.330，在 (25±2) ℃下测定其粒径分布特征和蛋

白质分散指数。

 1.5　浊度测定

T = 1.032× AV
I

参考文献[14] 的方法,并略加改动。将各组样品采用磷酸

盐缓冲溶液配制成所需的蛋白浓度后，磁力搅拌 60 min，
采用荧光光度计测定 600 nm波长下的吸光度值 A，浊

度 T 由式 计算获得，式中 T 为浊度，A 为

吸光度值，V 为稀释倍数，I 为光程（0.001 m）。

 1.6　硫磺素 T（Th T）荧光检验分析

将样品用去离子水配制为 10 mg/mL质量浓度样品溶液。

将 4 mg的 Th T溶于 250 mL的 pH值 7.2，0.01 mol/L磷

酸盐缓冲溶液（含 3 mmol/L的 NaCl），充分溶解后过

0.22 μm滤膜除去不溶物质，制得 Th T溶液。将 50 μL
的样品溶液和 5 mL的 Th T溶液充分混匀后以 Th T溶液

为对照，于 440 nm激发波长，482 nm发射波长测定其

荧光强度，狭缝宽度均为 5 nm[15-16]。

 1.7　傅里叶红外扫描光谱分析

称取 2 mg样品与 200 mg溴化钾研磨混匀压片测定

傅里叶红外扫描光谱，测定温度为 25 ℃，设定参数如下：

扫描波数为 4 000～400 cm−1，波数精度为 0.5 cm−1，分

辨率为 4 cm−1，扫描 32次。所得数据经 Peak Fit软件对

酰胺Ⅰ带 1 750～1 550 cm−1 波段进行分析[17]。

 1.8　内源性荧光光谱分析

使用 RF-7 000 PC荧光分光光度计测定样品的荧光光

谱，将样品以 1 mg/mL的浓度溶于去离子水中得到样品

溶液，在激发波长 290 nm、发射波长在 300～400 nm、夹缝

宽均为 5.0 nm的条件下测定样品的内源性荧光光谱 [18]。

 1.9　溶解度测定

将样品以 1 mg/mL的浓度溶于去离子水中，再于 4 ℃
下 2 000 r/min离心 15 min取上清液。以 BSA为标准蛋

白，使用 Lowry法测定上清液中蛋白质的含量[19]。溶解

度的计算公式为：

Ps =
C上
C
×100% （1）

式中 Ps 为样品蛋白质的溶解度，%；C上为上清液中的蛋白

质含量，mg/mL；C 为样品中的蛋白质含量，取 1 mg/mL。
 1.10　持水性测定

参考MCCONNELL等[20] 的方法并略作修改。取300 mg
样品溶于 30 mL去离子水中。再于 4 ℃下 1 500 r/min离心

15 min取沉淀，测量其质量。持水性的计算公式为：

WHC =
W沉淀−W

W
×100% （2）

式中 WHC 为样品的持水性，%；W沉淀为沉淀的质量；W
为样品的质量，取 300 mg。

　 262 农业工程学报（http://www.tcsae.org） 2023 年



 1.11　持油性测定

参考 LIN等[21] 的方法并略作修改。取 100 mg样品

溶于 20 mL大豆油中，于 25 ℃漩涡振荡 15 min使其充

分混匀，再于 4 ℃下 1 500 r/min离心 15 min取沉淀，测

量其质量。持油性的计算公式为：

OHC =
W沉淀−W

W
×100% （3）

式中 OHC 为样品的持油性，%；W沉淀为沉淀的质量；W
为样品的质量，取 100 mg。
 1.12　起泡性及泡沫稳定性

参考ZHANG等[22] 的方法并略作修改。将样品以1 mg/mL
的浓度溶于去离子水中，置于 4 ℃冰箱中水化 12 h得到样

品溶液。取 20 mL样品溶液置于 100 mL量筒内，使用

IKA T18 ULTRA-TURRAX型高速均质机以 12 000 r/min
的速度在室温下均质 2 min，记录均质结束后 0 min及 10 min
时的泡沫高度（以量筒刻度为准）。起泡性及泡沫稳定

性的计算公式为：

FC =
V0−V

V
×100% （4）

FS =
V30−V0

V0
×100% （5）

式中 FC 为样品的起泡性，%；V0 为样品溶液均质结束

后 0 min时的泡沫高度，mL；V 为样品溶液的体积，mL；
FS 为样品的泡沫稳定性，%；V30 为样品溶液均质结束

后 30 min时的泡沫高度，mL。
 1.13　乳化活性和乳化稳定性测定

参考 KINSELLA等[23] 的方法并略作修改。将样品以

1 mg/mL的浓度溶于去离子水中，置于 4 ℃冰箱中水化

12 h得到样品溶液。取 21 mL的蛋白溶液与 7 mL的大

豆油混合，使用 IKA T18 ULTRA-TURRAX型高速均质

机以 12 000 r/min的速度在室温下均质 2 min制得乳液。

在乳液制备完成后的 0 min和 10 min时分别测定其吸光

值。乳化活性和乳化稳定性的计算公式为：

EAI =
2×2.303A0

25C蛋白
（6）

ESI =
A0

A0−A10
∆T （7）

式中 EAI 为样品的乳化活性，m2/g；A0 为乳液在 0 min时
的吸光度；C蛋白为样品溶液中的蛋白质含量，取 0.001 g/mL；
ESI 为样品的乳化稳定性，min：A10 为乳液在 10 min时
的吸光度；ΔT 为两次取样的时间间隔，取 10 min。
 1.14　激光共聚焦显微镜分析

参考殷静霖等[24] 的方法并略作修改。先用异丙醇为

溶剂制备 1 mg/mL的耐尔红染料以及 10 mg/mL的耐尔

蓝染料，分别过 0.22 μm滤膜以去除不溶性物质。再取

1.13中制得的乳液 100 μL与 700 μL的去离子水混匀后，

加入 35 μL的耐尔红染料、40 μL的耐尔蓝染料。混匀后

于避光环境静置 30 min使其充分染色。使用染色的乳液

制备激光共聚焦显微镜样片，在 550 nm下激发耐尔红，

490 nm下激发耐尔蓝，于 20×的物镜观察并拍摄。

 1.15　数据处理与分析

所有的试验重复 3次，结果用平均值±标准差表示，

采用 SPSS 19.0软件对试验数据进行 ANOVA显著性分

析，P<0.05为显著性差异，采用 Origin 9软件作图。

 2　结果与分析

 2.1　微波对大豆蛋白氧化聚集体粒径分布的影响

由蛋白质的粒径分布能直观地从宏观角度反映物理

场作用下蛋白质分子中发生的聚集与解聚现象[25]。微波

处理对氧化大豆分离蛋白平均粒径的影响见图 1。由图 1
可知，与 SPI的粒径分布相比，经过 AAPH氧化处理后

的 OSPI粒径分布变为三峰分布，原有粒径峰均右移并

在更大粒径处形成一个新的峰。这是因为大豆分离蛋白

的蛋白质骨架及侧链基团受自由基攻击而附加上侧链基

团，导致蛋白质发生了交联聚集 [26]。在微波处理后，

WOSPI-10的粒径分布变为双峰分布，当微波处理时间

达到 40 s后 WOSPI-40、WOSPI-50、WOSPI-60的粒径

分布呈现出小粒径峰降低，大粒径峰右移的趋势，在微

波处理时间达到 70 s时，WOSPI-70的双峰均出现右移。

这是因为短时间的微波处理能通过电场等非热效应促进

大豆分离蛋白分子运动，增加了分子间碰撞发生概率，

使得大豆分离蛋白分子间的非共价键断裂，原有的大粒

径的氧化聚集体分子解聚为小粒径的氧化聚集体。而随

着微波处理时间的逐渐增加，大豆分离蛋白氧化聚集体

碰撞加剧，系统内热效应增强，诱导已经解聚的氧化聚

集体分子出现变性，形成了新的化学键，增强了分子间相

互作用力，继而导致聚集体的出现，WOSPI粒径增加[27]。
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图 1　微波处理时间对大豆蛋白氧化聚集体粒径分布的影响

Fig.1    Effects of microwave treatment time on particle size
distribution of OSPI (oxidized soybean protein aggregates)

 
 2.2　微波对大豆蛋白氧化聚集体浊度的影响

蛋白质溶液的浊度取决于溶质即蛋白质自身的粒径

大小，两者呈正相关，因此常用浊度来表征蛋白质的聚

集和解离程度[28]。由图 2可知，与 SPI的浊度相比，经

过 AAPH氧化处理后的 OSPI的浊度显著增加（P<0.05）。
这表明氧化处理可能引起蛋白溶液中的大分子氧化聚集

体含量升高和粒径增加。随着微波处理时间的增加，

WOSPI的浊度整体上先降低后增加，并在微波处理 30 s
时达到极小值。这是因为在短时的微波处理中，OSPI主
要受电磁场等非热效应的影响，破坏了维持蛋白空间结

构的非共价键，大豆分离蛋白分子间的聚合作用被削弱，

导致 WOSPI的浊度在前期呈下降趋势[29]。然而长时间

的微波处理下，已经解离出来的小分子氧化聚集体与原有

的大分子氧化聚集体的结构被热效应破坏[30]，暴露了蛋

白质内部基团，增加了蛋白质分子间的聚合机会，形成了

大粒径的大豆蛋白聚集体，最终造成WOSPI的浊度上升。
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 2.3　微波对大豆蛋白氧化聚集体硫黄素T荧光强度的影响

硫黄素 T(Thioflavin T，Th T)能特异性地平行插入

纤维状蛋白聚集体内部的分子间反平行 β-折叠并与其

结合，其荧光强度可以用来表征蛋白质聚集程度的变

化。由图 3可知，与 SPI相比，OSPI的 Th T荧光强度显

著升高，说明氧化处理显著增加了大豆分离蛋白中分

子间反平行 β-折叠结构的含量。这可能是因为氧化处

理会使得蛋白质分子通过二硫键等共价键的形成，诱

导共价交联，继而通过分子间反平行 β-折叠结构形成

大分子的氧化聚集体。而经过微波处理后，WOSPI的
Th T荧光强度随微波处理的时间整体呈现先下降后增

加的趋势。这是因为微波处理引发的电场作用等非热

效应对大豆分离蛋白氧化聚集体内部的氢键产生了作

用，部分氢键断开，进而使得分子间反平行 β-折叠结

构含量减少[31]。当微波时间超过 20 s以后，大豆分离

蛋白氧化聚集体发生变性，蛋白表面的疏水性基团等

被修饰，在分子间形成了二硫键、疏水键等，诱导小

分子聚集体交联缔合形成大分子的热聚集体。而当微

波处理时间达到 70 s时，Th T荧光强度的下降可能是

因为纤维状聚集体的形成已经进入稳定期，生成速度

减缓[32]；同时热效应过强，诱导进一步聚集团聚，包

埋了部分分子间反平行 β-折叠结构，使得 Th T无法与

其结合，两者共同导致了荧光强度的下降。

 2.4　微波对大豆蛋白氧化聚集体二级结构的影响

由表 1可知，与 SPI相比，OSPI的二级结构出现显

著变化（P<0.05），蛋白质有序结构的减少和无序结构

的增加表明氧化处理能破坏蛋白原有结构，通过分子间

反平行 β-折叠形成氧化聚集体[33]。随着微波处理时间的

增加，WOSPI的 α-螺旋、β-转角和 β-折叠含量均呈现先

增加后减少的趋势，而无规则卷曲和分子间反平行 β-折
叠结构含量则相反。这是因为短时微波处理导致了大豆

分离蛋白分子内部的偶极分子与极性侧链间发生高频振

荡，诱导部分氢键断裂，增强了大豆分离蛋白的柔性，

诱导了聚集体大分子的破碎。之后处理时间增加，存在

的电场等非热效应的存在使得分子间碰撞机率大，更容

易发生相互作用连接在一起，加速了自组装的过程，因

而 OSPI内的无序结构再次增多。AKKERMANS等[34] 研

究也表明，分子间的碰撞几率增加会显著促进蛋白聚集

体的自组装。但是当微波处理时间达到 70 s时，WOSPI-
70的分子间反平行 β-折叠结构开始下降。这可能是因为

分子间反平行 β-折叠结构主要存在于聚集体核心中，而

在微波处理带来的热效应作用下，聚集体形成进入稳定

期，不再产生新的聚集体核心，反而转为聚集体之间的

进一步聚集[35]。
 
 

表 1    微波处理时间对大豆蛋白氧化聚集体二级结构的影响

Table 1    Effects of microwave treatment time on secondary structure of OSPI
样品名称

Sample name
无规则卷曲

Random coil/%
α-螺旋

α-helix/%
β-转角

β-turn/%
总 β-折叠

Total β-sheet/%
β1 结构 (分子间反平行 β-折叠)

Structure-β1 (Intermolecular antiparallel β-sheet)/%
SPI 19.89±0.66 g 18.30±0.37 a 27.95±0.06 a 33.86±0.05 a 9.78±0.19 f
OSPI 33.13±0.31 c 13.60±0.06 e 23.98±0.20 d 29.29±0.49 d 15.68±0.40 c

WOSPI-10 30.56±0.40 d 14.24±0.30 d 24.76±0.05 c 30.44±0.37 c 14.24±0.15 d
WOSPI-20 28.47±0.17 e 14.77±0.18 c 25.62±0.26 b 31.14±0.04 b 13.58±0.35 e
WOSPI-30 28.16±0.12 f 15.40±0.33 b 25.81±0.39 b 30.63±0.25 c 14.29±0.29 d
WOSPI-40 29.27±0.18 d 14.78±0.20 c 24.87±0.31 c 31.08±0.36 b 15.62±0.09 c
WOSPI-50 32.45±0.67 c 13.90±0.31 e 23.53±0.16 e 30.12±0.11 c 16.24±0.15 b
WOSPI-60 34.83±0.08 b 12.81±0.06 f 22.18±0.05 f 30.18±0.25 c 16.91±0.21 a
WOSPI-70 35.64±0.44 a 12.08±0.23 g 21.69±0.22 g 30.59±0.22 c 16.40±0.07 b

 

 2.5　微波对大豆蛋白氧化聚集体内源荧光强度的影响

由图 4可知，与 SPI相比，OSPI内源荧光强度显著

降低，这说明 OSPI中出现氧化聚集现象[36]。经过微波

处理后，WOSPI的内源荧光强度逐渐降低，最大吸收波

长（λmax）先增加后减少，并在 30 s时达到极大值。这表

明色氨酸残基发生了荧光猝灭反应，且附近的微环境极

性先增加后降低。这可能是因为微波处理导致的电场效

应使得大豆分离蛋白分子间布朗运动加强，分子间碰撞
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图 2　微波处理时间对大豆蛋白氧化聚集体浊度的影响

Fig.2    Effects of microwave treatment time on turbidity of OSPI
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增加，继而处于激发态的大豆分离蛋白氧化聚集体分子

间发生动态的荧光猝灭效应，导致荧光分子出现光度下

降的现象；同时还会断开大豆分离蛋白氧化聚集体内部

的疏水键等非共价键，使得内部的色氨酸残基暴露在极

性环境中，进而导致 λmax 出现增加。处理时间过长时，

大豆分离蛋白氧化聚集体重新交联形成大分子的热聚集

体，色氨酸残基被埋入热聚集体的内部，继而导致 λmax
降低。
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图 4　微波处理时间对大豆蛋白氧化聚集体内源荧光强度的影响

Fig.4    Effects of microwave treatment time on endogenous
fluorescence intensity of OSPI

 
 2.6　微波对大豆蛋白氧化聚集体溶解度的影响

溶解度由蛋白质表面的疏水基团和亲水基团的性质

决定，与其起泡性、乳化性等功能性质密切相关[37]。由

图 5可知，与 SPI相比，OSPI溶解度显著降低（P<0.05）。
这是因为在自由基在氧化过程中攻击了大豆分离蛋白的

主链和侧链基团，形成了不溶性的氧化聚集体。随着微

波处理时间的增加，WOSPI的溶解度呈现先增加后减少

的趋势。这是由于适当的微波处理可以通过其非热效应

使得蛋白分子极化，在水中高频振荡，非共价作用等被

削弱导致结构更松散，从而使水分子容易进入蛋白内部

与其发生水合，继而导致溶解度增加。而微波处理时间

进一步延长导致热效应逐渐增强，大量暴露在大豆分离

蛋白表面的疏水基团相互作用引发蛋白质发生缔合，导

致溶解度下降[38]。WANG等[39] 研究也表明，微波处理

可以通过电场作用有效提升蛋白质的溶解度，但热效应

增强则会导致蛋白质聚集形成不溶性组分，进而导致溶

解度下降。
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图 5　微波处理时间对大豆蛋白氧化聚集体溶解度的影响

Fig.5    Effects of microwave treatment time on solubility of OSPI

 2.7　微波对大豆蛋白氧化聚集体持水性的影响

持水性主要受蛋白质的构象等物理结构变化的影响[40]。

由图 6 a可知，与 SPI相比，经 AAPH氧化处理后的

OSPI持水性显著下降（P<0.05）。这是因为氧化会导致

蛋白质聚集，形成不溶性的氧化聚集体，使得大豆分离

蛋白分子刚性增强，结构稳定性下降，导致持水性下降。

微波处理导致的振荡效应使得大豆分离蛋白分子内氢键、

疏水键等非共价键断裂，打开了团聚的聚集体结构，使

得分子舒展，柔性结构舒张，可以有效地吸附水分子。

同时大豆分离蛋白中的 β-折叠结构有所增加，水分子更

容易嵌入蛋白质空隙中，增强了大豆分离蛋白的持水性。

之后微波处理时间延长，热效应诱导小分子聚集体产生

热聚集，继而形成大分子的不溶性热聚集体，阻碍了与

水分子的接触，导致了持水性出现下降。邓芝串等[41] 研

究表明，微波处理产生的热效应逐渐增加，大豆蛋白随之

出现先展开后聚集的构象变化，持水性也出现了类似变化。
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图 6　微波处理时间对大豆蛋白氧化聚集体持水性及

持油性的影响

Fig.6    Effects of microwave treatment time on water and oil
holding capacity of OSPI

 

 2.8　微波对大豆蛋白氧化聚集体持油性的影响

持油性是指一定重量的干基蛋白样品对油脂的保持能

力，其作用基础来自蛋白质自身的疏水基团[42]。由图 6b
可知，与 SPI相比，经过 AAPH氧化处理后的 OSPI的持

油性显著下降（P<0.05）。这是因为大豆分离蛋白被氧化

形成了氧化聚集体，疏水亲油性基团被包埋，阻碍 OSPI
与油脂分子结合。LI等[43] 研究也表明氧化会导致蛋白质

表面疏水性的降低而降低持油性。随着微波处理时间的增

加，WOSPI的持油性呈现出先增加后减少的趋势，并在

30 s处达到极大值。这是因为短时微波处理中占据主导地

位是非热效应，促进大豆分离蛋白氧化聚集体碰撞导致部

分解聚，分子内氢键、疏水键等非共价键断裂，蛋白结构

舒张，使得原本包埋在内部的疏水亲油性基团暴露到蛋白

表面，进而与更多的油脂吸附结合。但是随着微波处理时

间的进一步增加，表面的疏水性基团通过疏水相互作用发

生交联，同时游离巯基也互相结合形成了二硫键，进而形

成了大分子的聚集体，疏水基团重新包埋分子内部，导致

不能与油脂充分结合，降低持油性。

 2.9　微波对大豆蛋白氧化聚集体起泡性及泡沫稳定性的

影响

由表 2可知，与 SPI相比，OSPI起泡性显著下降，

稳定性显著增加（P<0.05）。这是因为氧化过程中的自

由基攻击大豆分离蛋白分子，导致蛋白变性，降低了蛋
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白柔性，形成了大分子蛋白氧化聚集体，不易在气-水界

面展开导致 OSPI起泡性降低 [44-45]。经过微波处理后，

OSPI的起泡性随着微波处理时间的增加呈现出先增加后

减少的趋势，泡沫稳定性整体来看也有相同趋势，两者

分别于微波处理 30 s和 20 s处达到极大值。这是因为在

微波的作用下，大豆分离蛋白出现极化现象，内部的非

共价键被破坏，导致蛋白舒张展开柔性增强，促进了气-
水界面的形成；舒张后的蛋白质在界面膜上形成的网状

结构也更加稳定，所以增强了蛋白质的起泡性和泡沫稳

定性。当处理时间过长时，热聚集体的形成导致气-水界

面膜难以形成并维持，进而导致蛋白质的起泡性和泡沫

稳定性出现下降。杨文敏等[46] 研究表明，在适当微波处

理巴旦木蛋白后，蛋白结构伸展，更容易和水分子结合，

提高了蛋白的溶解度，促进了蛋白向气-水界面扩散，继

而增强了蛋白的起泡性，这与溶解度的变化相一致。
 
 

表 2    微波处理时间对大豆蛋白氧化聚集体

起泡性及泡沫稳定性的影响

Table 2    Effects of microwave treatment time on foaming capacity
and foaming stability of OSPI

样品名称
Sample name

起泡性
Foaming ability/%

泡沫稳定性
Foaming stability/%

SPI 94.37±6.56 a 56.13±1.68 d
OSPI 49.68±1.14 e 66.27±6.09 bc

WOSPI-10 57.35±5.63 d 72.79±3.20 b
WOSPI-20 68.59±4.75 c 79.33±0.43 a
WOSPI-30 81.97±4.55 b 71.12±4.37 b
WOSPI-40 64.01±9.82 cd 74.24±5.74 ab
WOSPI-50 42.66±3.00 f 67.79±3.06 bc
WOSPI-60 33.84±2.60 g 64.57±3.85 c
WOSPI-70 25.74±4.04 h 64.38±4.88 c

 

 2.10　微波对大豆蛋白氧化聚集体乳化活性和乳化稳定

性的影响

由表 3可知， OSPI的乳化活性和乳化稳定性比 SPI
显著降低（P<0.05）。这可能是因为蛋白质氧化后降低

了分子柔性，使得蛋白质与油-水界面难以结合，无法形

成稳定的界面膜。随着微波处理时间的增加，WOSPI的
乳化活性及稳定性均呈现先增加后降低的趋势，分别在

微波处理 30 、20 s处达到极大值。研究表明，微波所产

生剪切力和振荡效应等导致氧化大豆蛋白聚集体的解聚

和去折叠，蛋白质结构逐渐由有序变为无序，分子柔性

增强，蛋白质的两亲性提高。因此，水-油界面的表面张

力降低，从而增强了蛋白质的乳化特性。结合前面结果

发现，较短时间内微波处理的非热效应使得大豆分离蛋

白出现极化现象，破坏了蛋白内部的非共价键，一些不

稳定的氧化结构被打开，使得蛋白的刚性减弱，柔性增

强；同时非共价键断裂还导致了疏水性增高，促进油-水
界面的形成，并诱导大豆分离蛋白更容易结合到油-水界

面处吸附油脂并形成膜结构，提升其乳化能力。当微波

处理时间继续延长，微波处理产生的热效应逐渐增强，

暴露到蛋白质表面非极性基团增加，在非热效应促进的

分子碰撞中互相以疏水作用结合形成了更加致密的不溶

性热聚集体，阻碍了油-水界面的形成，降低了大豆分离

蛋白在界面处的展开能力，进而导致乳化能力下降。

 2.11　微波对大豆蛋白氧化聚集体乳液微观形态的影响

使用尼罗蓝和尼罗红作为荧光染料分布对乳液中的蛋

白质和油脂进行染色。由图 7可知，未经微波处理的 SPI

制成的乳液液滴呈球形，整体分布较为均匀，而 OSPI制
备的乳液粒径显著增加，出现了聚集现象。这是因为氧化

导致大豆分离蛋白出现了聚集现象并形成了一定量的不溶

性聚集体，影响了界面膜的形成和稳定性，降低了 OSPI
的乳化能力和乳液均一性。随处理时间增加，WOSPI制
备的乳液液滴更小更均一，与粒径结果相一致；当微波处

理时间超过 30 s后，乳液液滴出现了粒径增大的絮凝现象，

乳液液滴逐渐失去圆形形态，变为不规则的大颗粒。这说

明适当的微波处理可以通过振荡等作用使得大分子的氧化

聚集体破碎解聚成小分子聚集体，提升其乳化能力，帮助

小分子蛋白聚集体吸附到油-水界面上并形成相对稳定的界

面膜，进而提升了乳液的均一性。但是当微波处理时间超

过 30 s后，WOSPI乳液出现粒径增大且逐渐聚集的趋势。

这说明乳化性正在降低，不能覆盖原有的油-水界面，可能

因为长时间微波处理带来的热效应导致了大豆分离蛋白间

以二硫键、疏水键等形成聚集，继而消耗并包埋了疏水基

团，导致乳化能力降低，影响乳液稳定性和形成不规则的

大分子乳液液滴。TENG等[47] 的研究表明，长时间微波处

理带来的强热效应使得大豆蛋白形成了大分子聚集体，进

而导致制备的乳液间也发生了一定的絮凝，形成了大小不

一的乳液液滴。
 
 

表 3    微波处理时间对大豆蛋白氧化聚集体乳化活性及

乳化稳定性的影响

Table 3    Effects of microwave treatment on emulsifying activity
and emulsion stability of OSPI

样品名称
Sample name

乳化活性
Emulsifying activity/(m2·g−1)

乳化稳定性
Emulsion stability/min

SPI 47.19±1.06 c 49.36±2.45 d
OSPI 35.10±1.09 f 41.97±1.79 e

WOSPI-10 39.91±2.03 e 54.28±0.85 c
WOSPI-20 44.83±1.06 d 69.07±2.27 a
WOSPI-30 54.10±1.59 a 68.27±1.69 a
WOSPI-40 50.55±2.03 b 58.44±1.56 b
WOSPI-50 32.37±1.12 g 35.96±2.54 f
WOSPI-60 27.15±0.44 h 33.83±2.59 f
WOSPI-70 12.64±1.29 i 41.19±1.30 e

 

 
 

i. WOSPI-70h. WOSPI-60g. WOSPI-50

f. WOSPI-40e. WOSPI-30d. WOSPI-20

a. SPI b. OSPI c. WOSPI-10

注：图中使用尼罗蓝（Nile blue）和尼罗红（Nile red）作为荧光染料分别

对乳液中的蛋白质和油脂进行染色，经 490 nm和 550 nm激发后分别发射

绿色荧光（左边）和红色荧光（右边），绿色为蛋白质，红色为油脂。
Note: In the figure, Nile blue and Nile red were used as fluorescent dyes to dye
protein and oil in lotion respectively. After being excited at 490 nm and 550 nm,
they emitted  green fluorescence  (left)  and red  fluorescence  (right)  respectively.
Green is protein and red is oil.

图 7　微波处理对大豆蛋白氧化聚集体乳液激光共聚焦显微镜

图的影响

Fig.7    Effects of microwave treatment on the picture of OSPI
emulsion by CLSM
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 3　结　论

本研究以大豆蛋白为原料，采用偶氮二异丁脒盐酸盐

（2,2′-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride，AAPH）
制备大豆蛋白氧化聚集体，然后探讨不同时间的微波处

理技术对其结构和功能特性的影响。结果表明：氧化处

理破坏大豆蛋白的结构，暴露其疏水性基团，并通过疏

水相互作用形成二硫键，引起粒径和浊度增大，形成大

分子氧化聚集体，进而导致功能活性下降；短时间（<30 s）
的微波处理可以促进大豆蛋白氧化聚集体发生解聚，引

起粒径和浊度减小，增强了分子柔性，无序结构减少，

同时诱导蛋白结构舒张展开，包埋在蛋白内部的疏水基

团和带电基团暴露，结合位点增多，进而导致持水性，

持油性提高，增强了蛋白的界面性质，导致起泡性和乳

化活性的提高；而长时间（＞30 s）的微波处理带来的

热效应增加，会导致解聚的氧化聚集体通过共价和非共

价相互作用形成二硫键，包埋了表面的疏水性基团和带

电基团并形成了致密的大分子热聚集体，阻碍了水分子

和油脂分子与大豆蛋白氧化聚集体的结合，导致其持水

性、持油性下降，这也对大豆蛋白氧化聚集体的乳化性

质、泡沫性质产生了一定的负面影响，可为今后的研究

中继续探讨微波作用中热效应和非热效应分别对于大豆

蛋白的影响提供一定的理论基础。本研究结果阐明了不

同微波处理时间对大豆蛋白氧化聚集体功能性质及结构

的影响，为大豆蛋白氧化聚集体功能性质的改善及微波

在氧化聚集体行为调控的应用方面提供参考。
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Effects of microwave treatment on the structural and functional properties
of oxidized aggregated soybean proteins

JIANG Lianzhou1, WANG Yichang1, MA Yitong1, LIU Jun2,3, YANG Zongrui1, GUO Zengwang1※

(1. College of Food Science, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China;　2. Shandong Yuwang Ecogical Food Industry Co.,
Ltd. , Dezhou 253000, China;　3. Kedong Yuwang Soybean Protein Food Co., Ltd., Qiqihar 161000, China)

Abstract： Soybean protein is widely used as a high-quality plant protein in the food industry, due to its multiple functional
properties.  However,  the  high-activity  lipoxygenase  is  easy  to  catalyze  the  lipid  peroxidation  of  polyunsaturated  fatty  acids
during the processing of soybean products. A large number of reactive oxygen species and secondary oxidation products can
also be produced to further induce protein oxidation. The structure and function of proteins are closely related to the oxidation
that  is  accompanied  by  the  changes  in  protein  solubility,  water  retention,  gel,  and  emulsification  functional  properties,  thus
leading to the processing properties of proteins. Fortunately, microwave processing can be expected to alter the spatial structure
of proteins and intermolecular forces. The reaction groups can be exposed to be originally embedded in the protein molecules,
resulting in changes in their structure and functional characteristics. Taking the soybean protein oxidized aggregates as the raw
materials, this work aims to clarify the effect of microwave treatment time on the functional characteristics and structure, such
as solubility, emulsification, and foaming. The protein functional properties were then improved without the use of biochemical
reagents, high-pressure, or radiation treatment, thereby expanding the protein applications without the wastes of food resources.
An  oxidization  reaction  was  constructed  with  the  soy  protein  and  AAPH  (2,2'-azobis(2-methylpropionamidine)
dihydrochloride). Different irradiation durations (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, and 70 s) of the microwave with a power of 350 W
were used to investigate the effect of microwave treatment on the structural characteristics (particle size distribution, turbidity,
secondary  structure,  and  microstructure)  and  processing  properties  (solubility,  water-holding  capacity,  oil-holding  capacity,
foaming and foam stability, emulsification and emulsion stability) of oxidized aggregated soy protein. The results showed that
the  oxidation  induced  the  formation  of  larger  particle  size,  higher  molecular  weight,  and  more  compact  protein  aggregates,
which  simultaneously  damaged  the  processing  properties.  Microwave  treatment  for  an  appropriate  time  (<30  s)  induced  the
polarization  of  protein  isolate  molecule.  There  was  damage  to  the  non-covalent  bond  that  maintained  the  protein  spatial
structure.  The  protein  isolate  molecules  were  partially  unfolded  to  expose  the  internal  hydrophobic  residues  on  the  protein
surface,  thus  promoting  the  formation  of  the  water-air  interface.  At  the  same  time,  the  interaction  between  that  extensin
molecules  formed  a  more  stable  interfacial  facial  mask,  thereby  improving  the  foaming,  emulsifying,  water,  and  oil-holding
properties. Microwave treatment for a long time (>30 s) promoted the further expansion of soy protein isolate molecules, and
further exposure inside the hydrophobic and sulfhydryl groups. As such, the larger molecular aggregates were formed between
depolymerized  protein  molecules  through  noncovalent  bonds.  There  was  an  increase  in  the  particle  size,  turbidity,  and
disordered structure, whereas, a decline in the stability of the interfacial facial mask, thus leading to the decline of functional
properties. Consequently, the physical field of microwaves can be expected to modulate the functional properties of soy protein.
Specifically, the structural and aggregation behavior can be altered to improve the functional properties of soy protein for the
better  behavior  of  soy  protein  oxidation  aggregates  using  microwaves.  The  finding  can  also  provide  a  strong  reference  for
microwave processing in the field of food production.
Keywords：microwave; structure; soybean protein; oxidized aggregates; functional properties

第 9 期 江连洲等：微波对大豆蛋白氧化聚集体结构及功能特性的影响 269 　

https://doi.org/10.16429/j.1009-7848.2020.09.008
https://doi.org/10.16429/j.1009-7848.2020.09.008
https://doi.org/10.16429/j.1009-7848.2020.09.008
https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020070287
https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020070287
https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020070287
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2022.108277

	0 引  言
	1 材料与方法
	1.1 材料与试剂
	1.2 仪器与设备
	1.3 样品制备
	1.4 粒径分布测定
	1.5 浊度测定
	1.6 硫磺素T（Th T）荧光检验分析
	1.7 傅里叶红外扫描光谱分析
	1.8 内源性荧光光谱分析
	1.9 溶解度测定
	1.10 持水性测定
	1.11 持油性测定
	1.12 起泡性及泡沫稳定性
	1.13 乳化活性和乳化稳定性测定
	1.14 激光共聚焦显微镜分析
	1.15 数据处理与分析

	2 结果与分析
	2.1 微波对大豆蛋白氧化聚集体粒径分布的影响
	2.2 微波对大豆蛋白氧化聚集体浊度的影响
	2.3 微波对大豆蛋白氧化聚集体硫黄素T荧光强度的影响
	2.4 微波对大豆蛋白氧化聚集体二级结构的影响
	2.5 微波对大豆蛋白氧化聚集体内源荧光强度的影响
	2.6 微波对大豆蛋白氧化聚集体溶解度的影响
	2.7 微波对大豆蛋白氧化聚集体持水性的影响
	2.8 微波对大豆蛋白氧化聚集体持油性的影响
	2.9 微波对大豆蛋白氧化聚集体起泡性及泡沫稳定性的影响
	2.10 微波对大豆蛋白氧化聚集体乳化活性和乳化稳定性的影响
	2.11 微波对大豆蛋白氧化聚集体乳液微观形态的影响

	3 结　论
	参考文献

