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高静压处理对芸豆分离蛋白的聚集行为研究 
 

黎亢抗，马雯，尹寿伟，唐传核，杨晓泉，齐军茹
 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640) 
摘要：采用排阻色谱-多角度激光光散射-折光联用技术（SEC-MALLS-RI）研究高静压处理（HP）对芸豆分离蛋白分子量分布

的影响规律，揭示HP导致KPI聚集-解离行为。根据Debye plot方法，计算出芸豆球蛋白的绝对分子量为161 kDa，200 MPa HP处理解

离KPI的可溶性聚集物，而400和600 MPa HP处理诱导不溶性聚集物向可溶性聚集物转化，改善KPI的溶解度（PS）。 
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Abstract: The influence of high pressure (HP) treatment (200-600 MPa) on molecular distribution of kidney bean (Phaseolus vulgaris L) 

protein isolate (KPI) was investigated by High-performance size-exclusion chromatography combined with multi-angle laser light scattering 

technique (HPSEC-MALLS), to explore the possible HP-induced protein association-dissociation behavior. The molecular weight (Mw) of 

phaseolin, the major component in KPI, calculated based on the Debye plot, was about 161 kDa. HP treatment at 200 MPa led to dissociation of 

soluble aggregates (at void volume), while HP treatment at 400 and 600 MPa led to dissociation of insoluble aggregates in KPI, thus improved 

PS. 
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Phaseolus属豆类是一类丰富而优质的植物蛋白资

源，具有相对均一的蛋白组成（蛋白质量容易调控），

结构独特的特点，日益引起国内外食品工作者的关注。

芸豆是Phaseolus属豆类中具有代表性的蛋白资源，其

产量仅次于大豆蛋白。芸豆籽粒含丰富的蛋白质

（20∼30 %干基），氨基酸组成相对较均衡 [1]。目前芸

豆蛋白利用率还较低，是一种潜在的豆类蛋白资源[2]。 
芸豆球蛋白（phaseolin）具有良好的功能特性，如

在中性和碱性下几乎能完全溶于去离子水中，其乳化

活性指数甚至超过乳化标准物酪蛋白或清蛋白；而分

离蛋白（KPI）功能特性相对较差，这主要源于在蛋白

制备过程中酸碱诱导下蛋白构象的改变[3,4]。分离蛋白

是豆类蛋白资源（如大豆）的主要利用形式，芸豆分

离蛋白较差的功能特性在一定程度上限制这类蛋白资

源在食品加工中的应用。因而对芸豆分离蛋白改性可

以增进芸豆蛋白资源的利用。本课题组研究了高压微 
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射流处理对芸豆蛋白物化和功能特性的影响，结果表

明芸豆蛋白具有紧凑的空间构象和较高的热稳定性，

高压微射流处理可破坏维系蛋白聚合物之间的次级相

互作用力，诱导不溶性蛋白聚合物解聚，改善蛋白质

的溶解度和乳化活性指数；但不影响维系蛋白二级、

三级构象的次级相互作用力[3]。 
高静压处理技术被认为是食品加工最有潜力和发

展前途的一种物理改性技术。近些年来高静压对球蛋

白物化性质、功能特性和分子构象的影响引起了广泛

关注[4,5]。高压对蛋白影响不仅取决于外部因素，如pH，

温度，离子强度等，也与及蛋白分子结构构象相关，

如分子内二硫键的含量和分子间疏水性相互作用力的

强弱等因素。高压处理可以破坏分子内部的疏水相互

作用力和静电相互作用力，氢键对高压处理不敏感。

高压处理主要是影响蛋白质的三级和四级结构，而对

蛋白质二级结构影响较小[6,7]。与乳蛋白相比，植物蛋

白的高压修饰研究比较少，对于芸豆蛋白的相关研究

尚未见报道。本文采用高效排阻色谱-光散射-折光联

用技术（SEC-MALLS-RI）研究高静压对芸豆分离蛋白

解离-聚集行为的影响。 
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1  材料与方法 

1.1  试验材料和仪器 
材料：芸豆分离蛋白，自制；牛血清白蛋白（BSA），

美国 Fitzgerald 公司；牛血清白蛋白（monomer），Sigma
公司；其它化学试剂均为国产分析纯。 

仪器：Dynamic light scattering、UV detectors 和
RI detectors （ Wyatt Technology Corp ） ；

UUPF/3L/700MPa 超高压处理设备，内蒙古包头科发

新型高技术食品机械有限责任公司；2501PC 紫外-可
见分光光度计，日本岛津公司；CR22G 高速冷冻离心

机，日本日立公司。 
1.2  实验方法 
1.2.1  芸豆分离蛋白的制备 

芸豆分离蛋白的制备采用碱提-酸沉工艺。市售红

芸豆经过脱皮、冻干、粉碎、脱脂后风干制成脱脂芸

豆粉。100 g脱脂芸豆粉分散于2 L去离子水（1:20，
g/mL）中，用2 mol/L的NaOH调分散液pH至8.0，间歇

添加NaOH以维持溶液的pH值，室温下搅拌2 h，后于

20 ℃离心（12000 g，30 min），弃其沉淀物，调节上清

液的pH为4.5，而后离心（6000 g，20 ℃，20 min）。所

得沉淀物经两次水洗后（pH 4.5），分散于适量的去离

子水中，用2 mol/L的NaOH将pH调到7.0，冷冻干燥后

贮存于-20 ℃备用。 
1.2.2  高静压处理 

超高压处理设备UUPF/3L/700Mpa，传压介质为葵

二酸二辛酯，最高工作压力为700 Mpa，腔体容积为3 L。
高压腔外壁为循环水，压力、温度和时间等参数通过

计算机自动记录。 
将一定量的芸豆分离蛋白溶液（30 mg/mL）装入

聚乙烯塑料袋，经真空密封、热封后置于高压腔内，

旋紧上盖后进行高静压处理。升压速率和降压速率均

为250 MPa/min，达到压力后保压20min。蛋白质溶液

分别在200±10、400±10和600±10 Mpa压力下处理。控

制高压腔外壁循环水的温度为25 ℃。高压处理后的蛋

白样品经冷冻干燥后置于-20 ℃保存备用。 
1.2.3  溶解度测定 

称取100 mg蛋白样品分散于10 mL的去离子水中，

磁力搅拌30 min，然后用1 mol/L NaOH或HCl调节溶液

的pH到7.0，再搅拌30 min后，在20 ℃离心（12000 g，
20 min）。上清液经过适度稀释，采用福林酚法测定蛋

白质含量[8]，以牛血清白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质量蛋白浓度占总蛋白

浓度的百分比。 
1.2.4  分子量分布 

采用高效排阻色谱（HPSEC）和多角度激光光散

射（MALLS）联用技术研究高静压对芸豆分离蛋白分

子量分布的影响，按照Zhao等报道的方法[9]。色谱条件

如下：两根TSK柱（G4000 PWXL + TSK G6000 PWXL)
串联，分离的分子量范围为2000~8000 000 Da，流动相

为50 mM磷酸缓冲液（包含50 mmol/L NaCl，pH 7.4）。
流动相先过0.2 μm膜，而后再过0.02μm过滤膜。采用两

个辅助的模拟信号输入确保外部检测器如折光（RI）
和紫外（UV）检测器的顺畅连接。为了避免余压对折

光（RI）检测器的影响，A Dawn EOS photometer检测

器置于色谱柱和紫外（UV）检测器之后，折光（RI）
检测器之前。动态光散射采用QELS在线测试单元

（Wyatt Technology Corp.，Santa Barbara，CA）。安装

在MALLS检测器read head部位的光纤接收器用于计

数。采用ASTRA软件分析和处理色谱数据，排阻色谱

图中各组分的分子量计算根据Debye plot方法[9]。dn/dc
几乎不具有氨基酸组成依赖性，其值为±0.185，n和c
分别代表每个数据单元的折光指数和样品浓度。 

实验中采用多模式分析得到粒径分布，所获得的

值具有很好的一致性及可重复性；操作温度为室温，

波长和散射角度分别固定在632 nm和90°，固定在90°
所得值对评价平均粒径的变化具有重要作用。牛血清

白蛋白（BSA）单体被用来标准化各类检测器信号，

基于90°激光检测器信号。 

2  结果与讨论 

2.1  溶解度 
高静压处理对芸豆分离蛋白溶解度（pH=7.0）的

影响如图1所示。对照芸豆分离蛋白（KPI）的溶解度

约77%，高于Di Lollo等报道碱提酸沉得到的无定形态

的芸豆分离蛋白（约65.7%），而低于柠檬酸-冷沉技术

所得到的晶态芸豆蛋白（85∼90%）[10]。高静压处理对

芸豆分离蛋白溶解度的影响依赖于所施压力水平。200 
MPa高静压处理对芸豆分离蛋白的溶解度没有明显的

影响（P>0.05），400和600 MPa高静压处理显著改善

芸豆分离蛋白的溶解度（P<0.05），见图1。这一结果

与排阻色谱分析结果是相一致的(见图4)。高静压处理

400和600 MPa改善芸豆分离蛋白的溶解度主要源于压

诱导不可溶性聚合物向可溶性聚合物转变。Puppo等研

究高静压处理对大豆分离蛋白的溶解度的影响，报道

了相似的结论[11]。而Chapleau等研究高压处理对羽扇豆

蛋白溶解度的影响，指出在压力200 MPa或更高情况

下，高静压处理诱导蛋白溶解度下降（出现蛋白聚集

行为）[12]。这种差异主要归因于蛋白种类（11S或7S球
蛋白）和构象稳定性的不同。 
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图1 对照和高静压处理芸豆分离蛋白的溶解度 

Fig.1 Solubility of the kidney beanprotein isolate with or 

without high pressure (HP) treatment 
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注：不同字母(a-b)表示溶解度差异的显著性(P < 0.05) 

2.2  SEC-MALLS-RI 分析 

 
图2 对照样品和高压处理芸豆分离蛋白(KPI)的 

SEC-MALLS-RI图谱 

Fig.2 SEC-MALLS-RI diagrams of the kidney beanprotein 

isolate with or without high pressure (HP) treatment 
注：a-多角度激光光散射(90º)作为检查器；b-折光检测器

(RI detection)。 

图2a和2b分别是以多角度激光光散射（MALLS）
和折光（RI）作为检测器的高效排阻色谱图。在对照

样品的折光（RI）图中，主要的洗脱峰出现在洗脱体

积为20.6 mL处，其前后出几个弱的洗脱峰（图2b）。

在相应的MALLS图中，在洗脱体积为15.0 mL存在一个

明显的洗脱峰（Peak 1）。此外。在Peak 1和Peak 3之
间存在一个弱的肩峰（Peak 2）（图2a），表明在对照

芸豆分离蛋白中存在少量的蛋白聚集物，Peak 2的RI
信号非常弱，几乎看不见。根据Debye plot方法，结合

LS和RI信号（见图3），计算得到主要洗脱峰（Peak 3）
分子量为161 kDa，这与通常而言的球蛋白(vicilin)分子

量相一致的（三聚体形式），计算得到肩峰（Peak 2）
的分子量大概为6.2×105 Da（标准偏差为4%），表明主

要是芸豆球蛋白（Phaseolin）的三聚体。从RI图中可以

看出，芸豆球蛋白（包括Peak 3和Peak 2），占总芸豆

分离蛋白约78%。这一结果表明芸豆蛋白中富含vicilin
组分，此外Peak 4可归属于芸豆蛋白中的清蛋白或其它

低分子量组分。 

 
图3 芸豆分离蛋白(KPI)的 SEC-MALLS (at 90º)-RI信号和分

子量分布图 

Fig.3 The molecular weight distribution of the kidney 

beanprotein isolate with or without high pressure (HP) 

treatment 

 
图4 对照样品和高压处理芸豆分离蛋白(KPI)的排阻色谱峰面积

分布图 

Fig.4 High-performance size-exclusion chromatogram of the 

kidney beanprotein isolate with or without high pressure (HP) 

treatment 

注：Fraction I：洗脱体积小于 17.5 mL 的洗脱峰面积(peak 

1)；Fraction II：洗脱体积 17.5-23.0 mL (peaks 2 and 3)的峰的积

分面积；Fraction III：洗脱体积大于 23.0 mL (peak 4 and others)

的洗脱峰积分面积。 
高静压处理（200~600 MPa）对芸豆分离蛋白分子

量分布（LS和RI作为检测器）的影响如图3所示。以RI
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作为检测器的洗脱峰积分面积图，见图4。200 MPa高
静压处理不影响芸豆分离蛋白的总洗脱峰积分面积，

400和600 MPa高静压处理导致芸豆分离蛋白的总洗脱

峰积分面积增加。这与溶解度分析结果是相一致的，

表明高静压处理（400和600 MPa）改善芸豆分离蛋白

质的溶解度（pH 7.4）。随着压力增加，洗脱峰积分面

积呈现不同的变化趋势。200 MPa高静压处理降低空体

积处的聚集物峰（Fraction I）的积分面积，增加Fraction 
II的积分面积，表明200 MPa高静压处理诱导聚Peak 1
转化成为Peak 2或3（见图3），200 MPa高压处理相应

地降低Peak 1的LS信号（见图2a），表明200 MPa高压

处理导致可溶性聚集体解离，而不影响高分量的不溶

性聚集体。400和600 MPa高静压处理诱导Peak 1（空体

积出）的LS和RI信号增强（图2a和2b），但几乎不影

响Peak 2、3和4的积分面积（见图4）压力高于200 Mpa
主要造成不溶性聚集体解离，造成可溶性聚集峰信号

和积分面积增加。因此，400和600 MPa高静压处理诱

导的总积分面积的增加，改善芸豆分离蛋白的溶解度，

主要源于高静压诱导不溶性聚合物向可溶性聚集物转

化。 

3  结论 

采用排阻色谱-多角度激光光散射-折光联用技术

（SEC-MALLS-RI）研究高静压处理（HP）对芸豆分

离蛋白分子量分布的影响规律，揭示HP导致KPI聚集-
解离行为。根据Debye plot方法，计算出芸豆球蛋白的

绝对分子量为161 kDa，200 MPa HP处理解离KPI的可

溶性聚集物，而400和600 MPa HP处理诱导不溶性聚集

物向可溶性聚集物转化，改善KPI的溶解度（PS）。 
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