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摘要：为了进一步研究蛋白质氧化对乳清分离蛋白（WPI）功能性质及流变学性质的影响，试验采用两种不同浓度的氧化系统

H2O2（1 mmoL/L~20 mmoL/L）和 FeCl3 浓度(0.1 mmoL/L~2 mmoL/L)对 WPI 分别氧化 1 h、3 h、5 h，测定其性质。结果表明：20 mmoL/L

的 H2O2氧化 WPI 5 h，其乳化活性下降了 50%以上；1 mmoL/L FeCl3氧化 WPI 3 h，其凝胶硬度降低了 94.5%；20 mmoL/L H2O2与 1 

mmoL/L FeCl3氧化 WPI 3 h，其弹性从 0.976下降到 0.713和 0.721，分别降低了 26.9%和 26.1%；当H2O2浓度 20 mmoL/L时，弹性

模量从 8154 Pa 降到 5399 Pa，复合模量从 10890 Pa 降到 6653 Pa，分别降低了 33.79%和 38.91%；当 FeCl3 浓度为 1 mmoL/L 时，弹

性模量从 8154 Pa 降到 4935 Pa，复合模量从 10890 Pa降到 6049 Pa，分别降低了 39.47%和 44.45%。长时间高浓度的氧化条件使得蛋

白质的空间结构受到严重影响，WPI的功能性质及凝胶质地发生较大的变化。因此，在实际生产中应尽可能地控制蛋白氧化的发生，

减少其因为氧化所带来的营养损失或者降低其应用价值。 
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Abstract: The objective of this study was to explore the effect of protein oxidation on the functional and rheological properties of whey 

protein isolate (WPI). There were two different oxidation systems containing H2O2 (1 mmoL/L~20 mmoL/L) and FeCl3 (0.1 mmoL/L~2 

mmoL/L) in this experiment. WPI was treated by the oxidation systems for 1 h, 3 h and 5 h respectively. The result revealed that the emulsifying 

activity of WPI decreased over 50% under the condition of 20 mmoL/L H2O2 for 5h. The gel hardness decreased 94.5% owing to 1mmoL/L 

FeCl3 for 3 h. Additionally, results also showed that the elasticity of WPI was decreased from 0.976 to 0.713 and 0.721 respectively by 20 

mmoL/L H2O2 for 5 h and 1 mmoL/L FeCl3 for 3 h treatment. In addition, 20 mmoL/L H2O2 led to the decrease of elastic modulus value of WPI 

decreased from 8154 Pa to 5399 Pa and decrease of the complex modulus value from 10890 Pa to 6653 Pa. When 1 mmoL/L FeCl3 was used, 

the elastic modulus value declined from 8154 Pa to 4935 Pa and the complex modulus value was reduced from 10890 Pa to 6049 Pa. The spatial 

structure of proteins severely affected at the long time oxidizing conditions of high concentration. Therefore the functional properties and the gel 

texture of WPI were damaged significantly. Thus, protein oxidation should be avoided as much as possible in actual production for maintaining 

the nature characteristics of WPI, thereby preventing nutrient losses and promoting application value . 
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有良好的营养和功能性质倍受消费者的青睐。据相关

文献报导，乳清分离蛋白是一种补充能量的重要蛋白

质来源，它可以提高人体肌肉的能量[1]。乳清分离蛋

白因具有清除自由基和抗氧化活性的功能性质，食品

及饮品的加工过程中常常将其作为功能因子添加到产

品中[2~4]。 

然而在乳与乳品加工及贮藏过程中，因其本身含

有较高的不饱和脂肪酸、风味物质、金属催化剂等使
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得原料乳及乳制品极易发生氧化，如脂肪氧化和蛋白

质氧化，两种氧化联系紧密，脂肪氧化会促进蛋白质

氧化，蛋白质氧化的同时也会伴随脂肪氧化[5]。正是

因为氧化反应的发生使得其分子结构改变，从而造成

乳品功能劣变、营养流失，严重影响了乳及乳品的感

官和品质，甚至造成国民经济的损失和国人营养的缺

失，所以氧化是引起乳与乳品质量劣变的重要因素之

一[6]。目前针对乳及乳制品的氧化研究主要集中在脂

质氧化，而蛋白质氧化对其功能性质及流变学性质的

影响却鲜有报道。因此研究蛋白质氧化机制从而控制

其发生氧化是非常有必要的。 

近几年，崔旭海和孔保华等[7~9]在其试验研究中指

出蛋白质氧化会使其疏水性增加从而导致溶解性降

低；乳清分离蛋白的乳化性、溶解性、凝胶质地及凝

胶形成能力会受到很大破坏；长时间高浓度的氧化会

使得乳清分离蛋白分子结构及空间构象发生变化从而

影响其功能性质。然而关于蛋白质氧化影响乳清分离

蛋白系统性功能性质变化的研究报道较少。 

在研究不同蛋白质氧化系统对蛋白结构及功能变

化的过程中发现，氨基酸侧链和肽链骨架较易受到羟

基自由基（·OH）的攻击，进而发生氧化脱氧使其结

构发生变化、肽链断裂及其分子发生交联聚合而生成

变性高聚物，使蛋白质功能性质发生较大的变化
[10~11]。课题组在前期的试验中也发现乳清分离蛋白对

Fe/H2O2/Asc（铁/过氧化氢/抗坏血酸）氧化系统较为

敏感[12]。因此，本研究将采用 Fe/H2O2/Asc（铁/过氧

化氢/抗坏血酸）氧化系统，系统性研究其对乳清分离

蛋功能性变化的影响，以期为进一步阐明蛋白质氧化

引起乳清分离蛋白功能性变化的机理奠定数据支撑，

同时也为乳清分离蛋白在实际生产中提供控制其氧化

的参数。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

乳清分离蛋白，购买于美国Davisco食品公司；盐

酸、氯化钠、已二胺四乙酸（EDTA）、氯化铁(FeCl3)、

过氧化氢(H2O2)、抗坏血酸均为分析纯。 

TA-XT plus型质构分析仪，英国Stable Micro 

System公司；RS-150流变仪，德国哈克公司；DK-98-1

型电热恒温水浴锅，天津泰斯特仪器有限公司；

PHS-3B精密酸度计，上海虹益仪器仪表有限公司；超

纯水系统（Milli-Q Grandient），美国；紫外可见分光

光度计（Cary 50 spectrophotometer），美国Varian公司。 

 

1.2  实验方法 

1.2.1  Fe/H2O2/Asc（铁/过氧化氢/抗坏血酸）

氧化系统的制备 

该系统为羟基自由基（·OH）产生氧化系统（A 

hydroxyl radical-generating system，简称为HRGS），主

要由FeCl3、Asc和H2O2通过铁的氧化还原反应而产生。

本实验主要设计两种氧化体系，均在浓度为50 

mmoL/L磷酸盐缓冲液中（pH值为6.0）。 

1.2.1.1  H2O2 氧化体系 

固定体系中FeCl3和Asc浓度，改变H2O2农度，即

浓度为0.1 mmoL/L FeCl3和0.1 mmoL/L的Asc，H2O2

浓度分别选择1、5、10、15、20 mmoL/L。 

1.2.1.2  FeCl3 氧化体系 

固定体系中H2O2和Asc浓度，改变FeCl3浓度，即

浓度为10 mmoL/L的H2O2和1 mmoL/L Asc，FeCl3浓度

分别选择0.1、0.2、0.4、0.5和1 mmoL/L。 

1.2.2  乳清分离蛋白的氧化反应 

在上述氧化体系中分别加入乳清分离蛋白，使得

蛋白的最终质量浓度为20 g/L。然后所有样品均在

80 ℃水浴锅中恒温氧化，分别被培养1、3、5 h，使

乳清分离蛋白发生不同程度的氧化。通过添加BHA/ 

Trolox/EDTA（使其最终浓度为1 mmoL/L）来中止氧

化反应。 

1.2.3  乳清分离蛋白功能性质及流变学的测定 

经氧化后的乳清分离蛋白样品溶液在4 ℃的双蒸

水中透析48小时去除磷酸盐及未反应的物质，每隔4

小时换一次双蒸水，透析后的样品超滤浓缩后再进行

冷冻干燥并置于4 ℃冷藏箱保藏备用。 

乳化性及乳化稳定性的测定和起泡性及起泡稳定

性的测定参考Bera和Mukherjee[13]报道的测定方法；溶

解性的测定参考黄科礼等[14]报道的测定方法；持水性

的测定参考Sosulski和Humbert[15]报道的测定方法；凝

胶保水性的测定参考Salvador和Toldra[16]报道的测定

方法。凝胶能力及流变学的测定方法参考崔旭海[17]报

道的测定方法。 

1.2.4  数据分析 

用Origin 7.5软件进行数据处理，并且用SAS 9.0

统计软件进行差异显著性分析（p≤0.05），所有实验

至少重复三次。 

2  结果分析 

2.1  蛋白质氧化对乳清分离蛋白乳化性能的 
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影响 

蛋白质乳化性质的评价指标一般使用乳化活性指

数（EAI）和乳化稳定性指数（ESI）。它们可以反映

蛋白质帮助形成乳化体系及其稳定乳化体系的能力大

小。蛋白质通过降低界面张力帮助形成乳化体系。蛋

白质通过增加吸附膜的黏度、空间位阻等各种因素来

稳定乳化体系。 

H2O2 和 FeCl3 氧化系统对乳清分离蛋白的乳化活

性及乳化稳定性的影响如图1、图 2 所示。 

 

图 1 不同氧化系统对乳清分离蛋白乳化活性的影响 

Fig.1 Effect of different oxidation systems on the emulsifying 

property of whey protein isolates 

 
图 2 不同氧化系统对乳清分离蛋白乳化稳定性的影响 

Fig.2 Effect of different oxidation systems on the stability of 

emulsifying property of whey protein isolates 

从图 1、图 2可以明显看出，随着氧化系统中 H2O2

和 FeCl3 的浓度的增加以及反应时间的延长，乳清分

离蛋白的乳化活性及乳化稳定性都在不断的降低。在

5 h 氧化的时间下，较高浓度的氧化系统作用乳清分离

蛋白，其乳化活性与空白相比下降了50%以上。 

实验得出 ESI 和 EAI 有相同的下降趋势，说明

乳清分离蛋白的乳化性能严重受到了两种氧化体系的

影响。H2O2 和 FeCl3 的加入使得蛋白质性质发生了一

定程度的变性，破坏了蛋白质在界面吸附的功能结构，

造成蛋白质于界面的作用力减弱，降低了乳清分离蛋

白膜的黏度，从而导致乳清分离蛋白乳状液稳定性的

降低。李艳青[18]认为蛋白质氧化使得较大的蛋白质聚

集体产生以致不能再形成稳定的界膜，变性蛋白与脂

肪交联的能力下降，从而使其乳化性及乳化稳定性下

降。 

2.2  氧化引起的乳清分离蛋白起泡性及泡沫

稳定性的变化 

Fe/H2O2/Asc 氧化系统乳清分离蛋白起泡性和泡

沫稳定性的影响如图 3 所示。从图中可知，被氧化的

乳清分离蛋白的起泡性和泡沫稳定性的变化明显不同

于对乳化性的影响。这是因为泡沫和乳状液的主要差

别是在于分散相是气体还是脂肪，并且在泡沫体系中

气体所占的体积百分数更大，气体体积与连续相的体

积甚至可达 100:1，所以泡沫有很大的界面面积，界

面张力也远大于乳化分散体系。 

 

 
图 3 不同氧化系统对乳清分离蛋白起泡性及泡沫稳定性的影

响 

Fig.3 Effect of different oxidation systems on foaming property 

and the foaming stability of whey protein isolates 

从图 3 可以看出，在 H2O2氧化系统中，随着 H2O2

浓度的增加，乳清分离蛋白的起泡性也随着不断的增

加，但是在1 h的条件下，当浓度超过 10 mmoL/L时

乳清分离蛋白起泡性呈现出明显下降的趋势；在 3 h，

5 h 的条件下，当浓度超过 5 mmoL/L时起泡性就呈现

明显的下降趋势。在 FeCl3 氧化体系中，低浓度短时

间的氧化所引起的起泡性的变化最为显著，从图中可
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以明显看出，0.1 mmoL/L FeCl3 氧化乳清分离蛋白 1 h

后起泡性达到最大，泡沫所占体积达300 mL。 

总之，蛋白质氧化显著影响了乳清分离蛋白的起

泡性和泡沫稳定性，低浓度短时间的氧化条件可以增

强其起泡能力，在 H2O2 氧化体系中这种变化更为明

显。 

2.3  氧化引起的乳清分离蛋白溶解性、持水

能力及凝胶保水性的变化 

不同氧化体系产生自由基对乳清分离蛋白持水能

力、溶解度及其凝胶保水性的变化分别如图 4、图 5、

图 6 所示。 

 
图 4 不同氧化体系对乳清分离蛋白持水能力的影响 

Fig.4 Effect of different oxidation systems on the water holding 

capacity of whey protein isolates 

 

图 5 不同氧化体系对乳清分离蛋白溶解度的影响 

Fig.5 Effect of different oxidation systems on the solubility of 

whey protein isolates 

由图 4 可看出，被不同氧化系统氧化乳清分离蛋

白的持水能力与对照相比均有所下降。在 H2O2 氧化

体系中 1、3 h 氧化时持水能力先降低后升高，在 10 

mmoL/L 浓度下达到最低值，而在 5 h 氧化条件下，

持水能力缓慢升高，但总体低于对照样品；在 FeCl3

体系中 1、3 h 氧化条件下，其持水能力缓慢下降，在

5 h 氧化条件下同 H2O2 氧化体系的变化相似，但均低

于对照样品。 

如图 5 所示，经两种氧化剂氧化的乳清分离蛋白

的溶解度呈现出下降的趋势，并且在 FeCl3 氧化体系

中下降更快。这可能是因为蛋白质氧化降低了蛋白质

溶液中溶剂的介电常数，使得蛋白质分子之间的静电

斥力减弱，蛋白质分子之间的作用相对增加，从而使

得蛋白质发生聚集甚至产生沉淀，致使降低了乳清分

离蛋白的溶解度。 

 

图 6 不同氧化体系对乳清分离蛋白凝胶保水性的影响 

Fig.6 Effect of different oxidation systems on the gel water 

holding capacity of whey protein isolates 

由图 6 可知，随着氧化时间和氧化剂浓度的增加，

乳清分离蛋白的凝胶保水性也在不断的降低。H2O2

体系与 FeCl3 体系相比，前者对乳清分离蛋白的凝胶

保水性影响要明显强于后者。FeCl3 浓度从 0.1 

mmoL/L 增加至 0.2 mmoL/L 时凝胶保水性下降不明

显，在浓度增加至 2 mmoL/L时迅速下降。这可能是

因为蛋白质氧化破坏了蛋白质-水之间形成的氢键，降

低了蛋白质与水之间的作用，并且蛋白质氧化使得乳

清分离蛋白发生变性和凝集，降低了蛋白质的表面积

和极性氨基酸与水结合的有效性。 

2.4  氧化引起的乳清分离蛋白凝胶能力及流

变学性质的变化 

胶凝是变性蛋白质发生的有序聚集反应。蛋白

质胶凝后形成的产物是凝胶，它具有三维网状结构，

可以容纳其他的成分和物质，对食品的质地等方面具

有重要作用。不同氧化体系对乳清分离蛋白氧化所引

起的凝胶能力如图7 所示。 

从图 7 中可知乳清分离蛋白的凝胶硬度和弹性

在不同氧化体系中都发生明显的降低。未氧化的乳清

分离蛋白的凝胶硬度为 14.13 N，在浓度为 20 mmoL/L 

H2O2 氧化体系中氧化3 h后，乳清分离蛋白的硬度迅

速下降，与未氧化乳清分离蛋白相比降低了92.3%；1 

mmoL/L FeCl3 氧化体系对乳清分离蛋白的凝胶硬度

影响更大，下降了 94.5%。这充分说明氧化系统氧化
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剂浓度足够高，氧化时间足够长，乳清分离蛋白的硬

度损失更严重。 

 

 
图 7 不同氧化体系对乳清分离蛋白凝胶硬度和弹性的影响 

Fig.7 Effect of different oxidation systems on the gel hardness 

and elasticity of whey protein isolates 

注：a：硬度；b：弹性。 

由图 7b 可知，蛋白质氧化引起的乳清分离蛋白的

凝胶弹性的变化与硬度相类似，图中曲线的走向趋势

几乎一致。FeCl3 体系中弹性略高于 H2O2体系。未氧

化乳清分离蛋白凝胶弹性为 0.976，在 20 mmoL/L 

H2O2 及 1 mmoL/L FeCl3 浓度下经 3 h 氧化后，弹性下

降到 0.713 和 0.721，分别降低了 26.9%和 26.1%。因

此，蛋白质氧化对乳清分离蛋白凝胶硬度及弹性都有

严重的影响，而且呈现显著的下降的趋势，说明氧化

对乳清分离蛋白的胶凝性质起到了很大的破坏作用。 

为了确立蛋白氧化程度和凝胶形成能力之间的关

系，被氧化的乳清分离蛋白通过动态的流变学测量来

实现。G'值也称为弹性模量，它是描述固体材料抵抗

形变能力的物理量，与凝胶强度中的弹性应具有很好

的一致性；而复合模量 G*表示物质总的硬度或刚性与

凝胶强度中的硬度具有很好的一致性。不同氧化条件

下，乳清分离蛋白形成凝胶过程中贮藏模量(G')和复

合模量(G*)的变化如图 8 所示。 

未氧化乳清分离蛋白的贮藏模量（G'）和复合模

量（G*）分别为 8154 Pa 和 10890 Pa。经两种氧化体

系氧化的乳清分离蛋白与未氧化的乳清分离蛋白相

比，其贮藏模量（G'）和复合模量（G*）都表现出明

显的下降。 

 

 

 

 
图 8 不同氧化体系对乳清分离蛋白流变性质的影响 

Fig.8 Effect of different oxidation systems on the rheology 

property of whey protein isolates 

从图中可以明显看出，当 H2O2浓度 20 mmoL/L

时，贮藏模量（G'）下降最快，降低了 33.79%（图 8a），

当 FeCl3 浓度为1 mmoL/L时，贮藏模量（G'）值下降

更明显，降低了39.47%（图 8b）；同样对于贮藏模量

（G*）值，当 H2O2浓度 20 mmoL/L时，G*值降低了
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38.91%（图 8c）；当 FeCl3 浓度为 1 mmoL/L 时，G*

值降低 44.45%（图 8d）。 

终上所述，在 H2O2 和FeCl3 氧化体系中，较高的

氧化剂浓度严重影响了乳清分离蛋白的 G'和 G*值，

特别是在 FeCl3 氧化体系中尤为显著（P<0.05）。 

在高浓度的氧化系统中，使得乳清分离蛋白的空

间结构受到了严重的破坏，导致其功能性质也发生了

较大的变化。蛋白质氧化引起的贮藏模量和复合模量

的下降可能与前期研究得出的因蛋白质氧化导致其羰

基和二聚酪氨酸含量的增加、游离氨基和总巯基含量

降低有着密切的关系。蛋白质氧化可能降低了凝胶中

二硫键的形成，从而使得分子与分子之间和分子内部

作用力发生变化。该结论与蛋白质氧化引起凝胶硬度

和弹性的下降相一致。 

3  结论 

3.1  两种不同的氧化系统氧化乳清分离蛋白，被氧化

的乳清分离蛋白与未氧化的乳清分离蛋白相比，乳化

活性及其稳定性表现出明显的下降，蛋白质溶解性、

持水能力以及凝胶保水性都有不同程度的下降。H2O2

和 FeCl3氧化体系对乳清分离蛋白的凝胶硬度、凝胶

弹性和贮藏模量影响亦尤其显著，其凝胶硬度、凝胶

弹性、贮藏模量和复合模量分别降低了94.5%，26.9%、

39.47%和44.45%。 

3.2  崔旭海[17]在其论文中指出被氧化的乳清分离蛋

白凝胶硬度降低了90%以上，弹性降低了20%以上，

G'值降低了17%以上，G*值降低了20%以上。但是

Srinivasan 等[19]研究表明被氧化的蛋白质其凝胶强度

显著增强。显然，本试验结论与崔旭海报道的相一致，

与 Srinivasan却相反。这可能是 Srinivasan 研究的鳕鱼

蛋白与乳清分离蛋白的分子空间结构与构象不同导致

的。其次多肽之间二硫键交联桥的形成有利于促进其

三维网状结构的形成，从而使蛋白质的凝胶强度增强。

事实上，在前期的试验中研究发现，长时间高浓度的

氧化条件使得乳清分离蛋白的巯基含量减少，从而降

低其二硫键的含量，进而影响了二硫键交联桥的形成

以致被氧化的乳清分离蛋白的凝胶强度下降。此外，

环境条件的不同也会引起结果存在差异，本试验选择

的氧化系统与他人相比可能更为剧烈，具有足够的能

量破坏蛋白质凝胶的形成。 

3.3  终上所述，长时间高浓度的氧化条件使得蛋白质

的空间结构受到严重影响，诸多功能性质发生较大的

变化。因此，在实际生产中应尽可能地控制蛋白氧化

的发生，以保持蛋白原来的特性，减少其因为氧化所

带来的营养损失或者降低其应用价值。 
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