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不同提取方法下米渣蛋白理化性质和聚集态的研究 
 

陈嘉懿，钟俊桢，刘成梅 

（南昌大学食品科学与技术国家重点实验室，江西南昌 330047） 

摘要：实验采用碱提酸沉和稀碱脱脂除杂的方法，分别得到两种米渣蛋白（碱提蛋白、除杂蛋白）。测定两种蛋白的功能性（溶

解度、乳化性），实验显示，在 pH 2.0~pH 11.0 范围内，两种蛋白的溶解性和乳化性均呈现先降低后升高的趋势，碱提蛋白相比除杂

蛋白，具有更好的溶解性和乳化性。为了更好地分析两种蛋白性质差异性，实验通过测定蛋白的表面疏水性、粒度、分子量和表面微

观形态，表征两种蛋白的聚集态变化。碱提蛋白具有高的表面的疏水性和更小的粒度，通过扫描电镜观察发现，碱提蛋白呈现表面粗

糙的颗粒堆积，而除杂蛋白表面较平滑，蛋白颗粒呈现相互团聚交联的状态。实验表明，两种提取方法得到的蛋白形成了不同的聚集

态，与除杂蛋白相比，碱提蛋白具有更小的聚集体颗粒，同时暴露出更多的疏水性基团，使其表面疏水性高于除杂蛋白，从而表现出

更高的溶解度和乳化性。 
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Properties and Aggregation Characteristics of Rice Residue Proteins 

Obtained by Different Extraction Methods 

CHEN Jia-yi, ZHONG Jun-zhen, LIU Cheng-mei  

(State Key Laboratory of Food Science and Technology, Nanchang University, Nanchang 330047, China) 

Abstract: Rice residue proteins were obtained by either alkaline extraction-acid precipitation process (alkali-extraction) or dilute alkali 

degreasing (purification), and the functional properties (solubility and emulsifying properties) of the resulting two types of proteins were studied. 

The results showed that between pH 2.0 and 11.0, the solubility and emulsifying properties showed an upward trend after an initial decline, 

where the alkaline-extracted protein exhibited superior solubility and emulsifying properties compared to the purified protein. To further 

investigate differences in their functional properties, changes in the aggregation state of the two proteins were studied by measuring surface 

hydrophobicity, particle size distribution, molecular weight, and surface morphology. The alkaline-extracted sample showed higher surface 

hydrophobicity and smaller particle size. Scanning electron microscopy showed that the surface of alkaline-extracted protein was rough with 

packed particles and that of purified protein was relatively smooth with cross-linked particles. The results indicated that the proteins extracted by 

the above two extraction methods formed different aggregation states. Compared with the purified protein, alkaline-extracted protein showed 

smaller aggregated particles and exposed more hydrophobic groups, thus exhibiting higher surface hydrophobicity. Therefore, the 

alkaline-extracted protein exhibited better solubility and emulsifying properties. 
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大米蛋白属于优质谷物蛋白，有良好的氨基酸组

成配比，含人体必需的八种氨基酸以及重要的利用价

值[1]。大米蛋白具有较高生物价以及优良的低过敏特

征，被公认为优质的植物蛋白。据研究报告，大米蛋

白对抗糖尿病、抗胆固醇和抗癌变等也都有一定的作 
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用[2]。以大米为原料制糖、味精、酒等的生产过程中，

会产生大量的副产物-米渣。相对大米蛋白而言，米渣

中的蛋白含量更高，但是由于大米制糖过程中，米渣

蛋白因加热和高压处理产生变性，导致蛋白溶解性降

低，难于提取，限制了它在食品中的应用[3]。 

国内外对于米渣蛋白的提取研究，主要有溶剂提

取、碱提酸沉、物理分离、酶法提取及复合提取等[4,5]。

对于不同提取方法的研究，大多仅以蛋白纯度和提取

率为指标，比较不同提取方法的区别[6,7]。也有一部分

关于蛋白功能性质的比较，例如郭荣荣[8]等人比较碱

提酸沉和蛋白酶提取结果显示，碱法提取的蛋白持水
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性和起泡性优于蛋白酶提取，而酶法提取的蛋白溶解

性、乳化稳定性和泡沫稳定性优于碱提蛋白，两种方

法提取得到的产品乳化能力相当；王士磊[9]在大米蛋

白提取工艺优化及功能特性的研究中，对碱法提取和

α-淀粉酶除杂两种方法进行工艺优化，并比较了氨基

酸组成、乳化性、起泡性、持水性及吸油性的差异。 

目前，关于不同提取方法得到的米渣蛋白的性质

和聚集态关系的研究相对较少。为此，本实验采用碱

提酸沉结合 α-淀粉酶提取方法以及除杂法两种方法，

得到两种高纯度的米渣蛋白，比较两种蛋白性质差异，

同时测定两种蛋白分子量、粒度及表面微观形态变化，

分析蛋白性质差异和蛋白聚集态的关系，为大米蛋白

功能性改性方面提供理论依据，期望扩大其在食品行

业的应用。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  原料 

将米渣原料，通过不同的方法分别得到两种米渣

蛋白：一种主要通过碱提酸沉的方法得到（碱提蛋白），

米渣先在 0.5 mol/L 氢氧化钠溶液中碱提，离心取上清

液加入 α-淀粉酶反应，继续离心得上清液，用稀盐酸

将 pH 调至 4.8，离心得沉淀，将沉淀水洗提高蛋白纯

度；另一种蛋白主要是通过除杂法得到（除杂蛋白），

米渣经高温淀粉酶除去淀粉，离心得沉淀，进一步在

80 ℃，pH 8.0 的弱碱性条件下，除去其中的脂肪，达

到提高纯度的目的。 

1.1.2  试剂 

α-淀粉酶，美国 Sigma 公司；高温淀粉酶，诺维

信（中国）投资有限公司；1-苯胺基萘-8-磺酸（ANS），

美国 Sigma 公司；十二烷基磺酸钠（SDS）等。 

1.2  实验设备     

UV-1600PC 紫外可见分光光度计，上海美谱达仪

器有限公司；F-4500 荧光光谱仪，日本日立公司；

Mini Protean Tetra MP4 电泳仪，美国 Bio-Rad 伯乐公

司；Quanta 200F 场发射环境扫描电镜，德国 FEI 公司；

NICOMP 380/ZLS 激光纳米粒度分析仪，美国 PSS 公

司。 

1.3  实验方法  

1.3.1  米渣蛋白组分测定 

采用国标的方法，分别测定两种米渣蛋白的基本

组分。其中蛋白纯度参照 GB 5009.5-2010 中凯氏定氮

法进行测定，淀粉含量参照 GB/T 5009.9-2003 中酸水

解法进行测定，水分含量参照 GB 5009.3-2010 中直接

干燥法进行测定，脂肪、纤维、灰分的测定分别参照

GB/T 14772-2008，GB/T 5009.10-2003 和 GB 5009.4- 

2010 的方法。 

1.3.2  米渣蛋白溶解性测定 

将碱提蛋白和除杂蛋白分别溶于不同 pH 的缓冲

液中（磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液：pH 2.0、3.5；磷酸

氢二钠-磷酸二氢钾：pH 5.0、6.5、8.0；碳酸钠-碳酸

氢钠：pH 9.5、11.0），溶液的 pH 用 0.1 mol/L 的 HCl

或NaOH溶液调节[10]。室温下搅拌1 h后，在4800 r/min

离心 15 min，得上清液。溶解度的测定采用考马斯亮

蓝法[11]，测定 595 nm 下的吸光度，以 0、20、40、60、

80、100 μg/mL 牛血清蛋白标准溶液绘制标准曲线。

样品中的蛋白含量通过标准曲线进行计算，所有的样

品平行测定三次。 

1.3.3  米渣蛋白乳化性测定 

参考 Lan Shen 等人的方法[12]，将碱提蛋白和除杂

蛋白分别溶解于不同 pH 缓冲液中，分别配制 15 mL

含米渣蛋白 1 %的蛋白溶液，加入 5 mL 的大豆色拉

油，用数字均质仪在 240000 r/min 下均质处理 1 min，

形成乳状液，立即从底部吸取 50 μL 的乳化液，加入

到 5 mL 浓度为 0.1%的 SDS 溶液中，涡旋 5 s 混合均

匀。立即测定 500 nm 下的吸光度值，并在 10 min 后

再测定一次。计算蛋白乳化性和乳化稳定性，所有样

品平行测定三次。 
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其中，A0和 A10分别在 0 min 和 10 min 时测得的稀释后

的乳化液的吸光度。DF 是稀释度（100），C 表示乳化反应前的

蛋白浓度（g/mL），φ 是光程（0.01 m），θ 是油的体积分数（0.25）。 

1.3.4  米渣蛋白表面疏水性测定 

米渣蛋白的测定利用 ANS 作为疏水性荧光探针
[13]，溶解于 10 mM 的磷酸盐缓冲液（pH 7.0）中，配

制成 8 mM 的 ANS 溶液。碱提蛋白和除杂蛋白分别溶

解于磷酸盐缓冲液中，配制 0.05~0.25 mg/mL 的不同

浓度梯度的蛋白溶液。将 20 μL 现配的 ANS 与 4 mL

蛋白溶液混合，震荡均匀，在避光处反应 10 min。在

390 nm 激发波长下检测最大发射荧光强度，用荧光强

度对蛋白浓度作图，进行线性回归，斜率即为蛋白的

表面疏水性指标。所有样品平行测定三次。  

1.3.5  米渣蛋白粒度测定 

将碱提蛋白和除杂蛋白分别溶于 pH 7.0 的磷酸
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缓冲液中，配制浓度为 1 mg/mL 的蛋白溶液，采用

NICOMP 380 ZLS 动态光散射纳米粒度分析仪，测定

碱提蛋白和除杂蛋白在中性缓冲液中的粒度分布。 

1.3.6  米渣蛋白分子量测定 

参考文献[15]采用的 Laemmli 电泳系统，配制含有

0.1 % SDS 的 12 %的分离胶和 4 %的浓缩胶。配制浓

度 1 mg/ml 的蛋白样品，与含有 β-巯基乙醇的还原性

上样缓冲液 3:1 混合，95 ℃加热处理 3 min。电泳结

束后，使用含 R-250 考马斯亮蓝染色液对胶体染色约

1 h 后，用脱色液反复脱色直到显示清晰的电泳条带。

根据标准蛋白分子量与其在凝胶上的迁移率，计算碱

提蛋白和除杂蛋白中各条带组分的相对分子质量，进

行比较。 

1.3.8  米渣蛋白表面微观形态测定 

参考文献[16]分别取两种蛋白的样品粉末，置于有

两面沾合剂的黑色胶带上，胶带固定在圆形的样品垫

片上。将样品放在环境扫描电子显微镜下进行观察。

扫描电镜电压设置为 10 kV，光斑大小为 2.5。观察比

较两种蛋白表面微观形态的差异。 

13.9  数据统计分析 

应用SPSS 17.0和Origin 8.0对实验数据进行统计

分析和作图，数据用平均值±标准偏差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  米渣蛋白基本组成对比 

分别测定碱提蛋白和除杂蛋白的蛋白纯度、脂

肪、淀粉、灰分、水分及提取率指标，测得结果如下

表 1 所示。 

 

表 1 蛋白组分及得率 

Table 1 Composition and extraction ratio of the rice residue proteins 

米渣蛋白 蛋白 % 淀粉/% 粗脂肪/% 粗纤维/% 灰分/% 水分/% 提取率/% 

碱提蛋白 88.65±1.05 - 4.83±0.27 - 0.81±0.13 5.28±0.32 37.22±1.81 

除杂蛋白 89.46±1.32 2.02±0.14 2.13±0.34 1.35±0.11 1.27±0.17 4.21±0.22 79.54±2.16 

由表 1 可知，两种蛋白的蛋白纯度相差不大，均

接近 90%，碱提蛋白中灰分含量不到 1%，淀粉和粗

纤维含量微不可测，均低于除杂蛋白的指标，而除杂

蛋白的粗脂肪含量为 2.13 %，仅为碱提蛋白的一半，

说明除杂蛋白的稀碱脱脂工艺具有较好的效果。同时，

从得率上看，除杂蛋白也明显高于碱提蛋白。 

2.2  米渣蛋白溶解性比较 

分别测定碱提蛋白和除杂蛋白在 pH 2.0~11.0 条

件下的溶解度，精确控制溶液 pH 值，平行测定三次，

实验结果如图 1 所示。 

 
图 1 米渣蛋白溶解性比较   

Fig.1 Comparison of thesolubility of the rice residue proteins 

溶解度测定结果显示，随着溶液 pH 逐渐升高，

碱提蛋白和除杂蛋白溶解度均呈现先降低后升高的趋

势，且在 pH 5.0，即谷蛋白等电点 pH 4.8 附近时，两

种蛋白溶解度均达到最低，在 pH 11.0 时溶解度最高。

碱提蛋白溶解度最低点为 10.11 %，而除杂蛋白溶解

度仅为 0.61%，从图中可以看出，碱提蛋白的溶解度

在 pH 2.0~11.0 的范围内整体明显高于除杂蛋白。Ning 

Xia
[17]比较碱提酸沉和酶辅助微射流方法提取的大米

蛋白溶解性发现，酶辅助微射流提取得到的蛋白在 pH 

2.0 到 pH 10.0 范围溶解性偏低（<25%），碱提蛋白在

pH 5.0 具有最低溶解度，而 pH 小于或大于 5.0 时溶解

度显著提高。这可能是因为不同的提取过程使蛋白的

聚集态发生了不同的改变，从而使两种蛋白的溶解度

产生显著差异。Cao Xiaohong
[18]从不同原料（糙米、

精白米、米糠）中通过碱提酸沉大米蛋白，测定溶解

性发现，三种蛋白溶解性在 pH 大于 7.0 和小于 4.0 时

有显著提高，且在 pH5.0 时溶解度最低，同时指出酸

性和碱性溶液能够加速蛋白的变性和水解，从而提高

溶解度，这些和实验中观察到的现象是相似的。 

2.3  米渣蛋白乳化性比较 

分别测定碱提蛋白和除杂蛋白的乳化性及乳化

稳定性。精确控制溶液 pH、乳化反应时间及测定时间，

平行测定三次，实验结果如下图所示。 

由图 2 可以看出，碱提蛋白和除杂蛋白的乳化性

均随着 pH 的升高呈现先降低后增长的趋势，碱提蛋

白在 pH 4.0 左右乳化性最低，达到 219.62 m
2
/g，除杂

蛋白乳化性最低值为 73.28 m
2
/g，同时能够发现碱提
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蛋白在 pH 范围内乳化性基本高于除杂蛋白，这和蛋

白的溶解性变化趋势较为一致的。有文献指出，蛋白

的氮溶指数和蛋白的乳化性呈正相关[19]，氮溶指数高

是产生好的乳化活性的基础。这证实了实验结果中两

种蛋白乳化性和溶解性变化趋势的一致性。文献同时

指出，不溶性蛋白质对乳化作用的影响很小，这可能

是因为蛋白质在它的表面性质起作用之前必须先溶解

并移动吸附到相界面的缘故，然而一旦乳状液形成，

不溶解的蛋白质也起着稳定乳状液的作用[19]。 

 
图 2 米渣蛋白乳化性比较   

Fig.2 Comparison of theemulsifying properties of the rice residue 

proteins 

 

图 3 米渣蛋白乳化稳定性比较 

Fig.3 Comparison of theemulsion stability of the rice residue 

proteins 

从图 2 中可以看出，碱提蛋白的乳化稳定性在 pH 

5.0 附近突然呈现增高的趋势，达到 79.90%，这可能

是碱提蛋白在等电点附近溶解度相对更低，其中的不

溶性蛋白对稳定性提高产生的作用较为明显的原因。

但是除杂蛋白乳化稳定性没有在等电点附近有明显提

高，可能是由于除杂蛋白整体溶解度极低，不同 pH

条件下不溶性蛋白对乳化稳定性的改变没有明显的区

别。 

2.4  米渣蛋白表面疏水性和粒度分布比较 

有文献指出，由于蛋白聚集体的破坏，粒度大小

降低，对蛋白的功能性质产生影响，同时指出蛋白聚

集态的影响，使蛋白表面疏水性与蛋白溶解性显著相

关[20]。从表 2 中可以看出，碱提蛋白的表面疏水性达

到 3551.80，显著高于除杂蛋白的 459.57。在蛋白粒度

测定中，碱提蛋白的平均粒度为 333.63 nm，小于除

杂蛋白的 576.33 nm。这可能是由于碱提蛋白提取过

程中，形成相对较小的蛋白聚集体，使其暴露的疏水

性基团增加，表面疏水性得到提高。 

Zhao Q 等在比较不同原料的大米蛋白的报道中

指出，表面疏水性的提高能够产生高溶解性，低聚合

性，并促进疏水性基团的暴露[13]。结合蛋白溶解性比

较可以看出，与除杂蛋白相比，碱提蛋白表面疏水性

更高的同时，也具有更好的溶解性，实验结果与 Zhao 

Q 所报道的现象是一致的。同时在乳化性测定中，碱

提蛋白也表现出了高于除杂蛋白的乳化性。这与刘瑾
[19]报道的疏水基侧链的暴露，有利于乳化过程的形成

的结论是也是吻合的。 

表 2 米渣蛋白表面疏水性及粒度比较   

Table 2 Comparison ofthe surface hydrophobicity and particle size 

of the rice residue proteins 

米渣蛋白 表面疏水性 平均粒度/nm 

碱提蛋白 3551.80±23.71 333.63±5.88 

除杂蛋白 459.57±9.54 576.33±95.51 

2.5  米渣蛋白分子量及表面微观形态比较 

 

图 4 两种蛋白电泳图谱 

Fig.4 Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) profiles of the two rice residue proteins 

根据溶解度划分，米蛋白主要由醇溶蛋白、球蛋

白、清蛋白和谷蛋白组成[21]。醇溶蛋白的主要是分子

量为 13 ku 的亚基，谷蛋白刚合成是 57 ku 的大分子，

从核糖体转运到液泡并形成蛋白体的过程中，被水解

成 α 酸性亚基（37 ku~39 ku）和 β 碱性亚基（22 ku）
[22]。两种米渣蛋白经还原性上样缓冲液处理形成蛋白

单体，从两种蛋白的 SDS-PAGE 电泳图谱可以看出，

碱提蛋白和除杂蛋白主要由醇溶蛋白，谷蛋白大分子，

谷蛋白酸性及碱性亚基组成，并且这两种蛋白在组成
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上没有明显的差异。同时，两种蛋白在浓缩胶和分离

胶的界面上均有大分子物质被截留，表明两种蛋白均

发生聚集，形成了蛋白大分子。由此可以推断，两种

蛋白的性质差异可能与蛋白亚基的聚集状态具有相关

性，与蛋白亚基组成无关。 

 

图 5 碱提蛋白表面微观形态 

Fig.5 Surface morphology of the alkaline-extracted rice residue 

protein 

 

图 6 除杂蛋白表面微观形态 

Fig.6 Surface morphology of the purified rice residue protein 

图 5、6 分别是碱提蛋白和除杂蛋白分别在环境

扫描电镜下进行观察的结果，比较两者在表面微观形

态上的差异可以发现，碱提蛋白呈现大小不规则的块

状或颗粒堆积，蛋白表面较为粗糙，而除杂蛋白颗粒

大小相对均一，颗粒相互团聚交联，且蛋白表面平滑

度较好。由此可以分析，蛋白的聚集形式和表面微观

形态的差异，对蛋白的性质产生了一定的影响。 

由于蛋白乳化的稳定性通常依靠非共价相互作

用，例如氢键、疏水和静电作用、共价作用和吸附蛋

白质分子间的巯基二硫化物交换反应等[23]，当蛋白达

到更好的亲水亲油性平衡时，能够提高蛋白的乳化性

质[24]。因此，碱提蛋白表面粗糙形态和不规则的聚集

状态，相对于除杂蛋白平滑以及连接较为紧密的交联

结构，更有利于蛋白在溶液中的溶解和分散，使蛋白

暴露的疏水性基团增多，同时使碱提蛋白具有更好的

亲水亲油平衡，其乳化性优于除杂蛋白。 

3  结论 

碱提酸沉和淀粉酶除杂，是蛋白提取中广泛使用

的工艺方法，实验采用高温淀粉酶结合稀碱脱脂获得

的米渣蛋白，具有较高的提取率及较低的脂肪含量，

但是在溶解性和乳化性等方面明显低于碱提酸沉结合

α-淀粉酶获得的蛋白。这和两种提取方法对蛋白聚集

态的影响密切相关。由于碱提蛋白具有粗糙及不规则

颗粒聚集的表面形态，蛋白粒度相对较小，蛋白暴露

的疏水性基团含量增多，表面疏水性提高，蛋白的溶

解性和乳化性均呈现优于除杂蛋白的特点。 
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