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不同热处理对水牛乳酪蛋白结构和加工性质的影响

杨攀，李玲，黄丽，但霞，黄子珍，曾庆坤*

（广西壮族自治区水牛研究所，广西南宁 530001）

摘要：以未经热处理的水牛乳酪蛋白为对照，探究常见的 4 种热杀菌处理条件对水牛乳酪蛋白结构的影响，结

果表明，加热产生大分子聚合物，大分子聚合物主要由二硫键联接形成；80 ℃时，水牛乳酪蛋白的起泡性和起泡

稳定性最高，起泡性为 137.33%，起泡稳定性为 32.33% ；超高温灭菌（135 ℃）条件下，水牛乳酪蛋白的平均粒径

显著增加，粒径为 516.2 nm ；超高温灭菌乳的酪蛋白胶束被破坏，表面结构发生变化；热处理造成酪蛋白的二级结

构发生变化，135 ℃条件下，α- 螺旋结构和 β- 折叠含量显著下降，最小分别为 13.76% 和 35.84% ；酪蛋白的三级

结构和表面疏水性发生改变，其中巴氏杀菌乳（80 ℃），荧光强度最高为 582.44，超高温灭菌乳表面疏水性最大为

258.96。基于上述结果，说明巴氏杀菌条件对酪蛋白的影响比较小，超高温条件容易造成蛋白聚集，从而影响产品

的稳定性，80 ℃是较佳的热杀菌处理条件。从而为提升生产过程中水牛乳制品的稳定性提供理论基础。
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Effect of Different Heat Treatments on the Structure and Processing 

Properties of Buffalo Milk Casein
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Abstract: The non-heat-treated buffalo milk casein was used as a control to investigate the effects of four common 

heat treatments on the structure of buffalo milk casein. The results showed that macromolecular polymers were produced by 

heating and were mainly formed by proteins linked by disulfide bonds. After the heat treatment of 80 ℃ , buffalo milk casein 

had the highest foaming capacity (FC) and foaming stability (FS) at 137.33% and 32.33%, respectively. After ultra-high 

temperature sterilization (135 ℃ ), the buffalo milk casein enlarged significantly to 516.2 nm, with destroyed casein micelles 

and an altered surface structure. Heat treatments modified the secondary structure of casein; notably, at 135 ℃ , the α-helix 

and β-sheet contents decreased significantly, with minimum values of 13.76% and 35.84%, respectively. Heat treatments also 

altered the tertiary structure and surface hydrophobicity of casein; the pasteurized milk (80 ℃ ) had the highest fluorescence 

intensity at 582.44, and the ultrahigh-temperature sterilized milk had the highest surface hydrophobicity at 258.96. These 

results indicated that pasteurization has a relatively small effect on casein, while the ultra-high temperature condition tends 
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水牛乳蛋白含量丰富，平均含量约为 4.5%，远

高于多种动物乳，分别是奶牛乳和山羊乳 1.3 倍、

牦牛乳 1.4倍、骆驼乳 1.6倍、马乳 2.4倍、驴乳 2.9倍、

人乳 4.4 倍。与牛乳类似，水牛奶中酪蛋白同样含

4 种类型，α-s1- 酪蛋白、β- 酪蛋白和 κ- 酪蛋白在

水牛奶中的浓度高于牛乳中，水牛奶中 99% 的酪蛋

白以胶束形式存在，而在牛乳中则是 90%~95% 的

酪蛋白以胶束形式存在。在透射电镜下观察酪蛋白

胶束，水牛乳胶束（直径 70~200 nm）比牛乳胶束

（直径 50~180 nm）大，此外，与牛乳酪蛋白胶束

相比，水牛奶酪蛋白胶束的水合作用较弱，含有更

多的胶体钙和胶体无机磷酸盐 [1]。酪蛋白胶束结构

和大小影响人体肠胃消化吸收，并与干酪加工过程

中的凝乳强度、干酪的硬度等性质密切相关，水牛

乳中 κ- 酪蛋白含量比较高，有助于凝乳，更利于干

酪的生产，意大利著名的马苏里拉干酪就是用水牛

乳制作的。有研究表明，水牛乳酪蛋白粒径分布在

43.8~955 nm，水牛乳酪蛋白颗粒分布均匀，而牛乳

和山羊乳酪蛋白则有聚集行为，三种酪蛋白均呈球

形或椭球形，水牛乳、牛乳、羊乳三种乳源酪蛋白

在分离图谱和组分含量上存在显著差异 [2]。酪蛋白

胶束的结构受离子强度和 pH 等影响，Wu 等  [3] 研究

结果表明氯化钠浓度对 β- 酪蛋白的二级结构影响显

著，其中随着氯化钠浓度的增加 α- 螺旋结构增加，β-
折叠含量降低，pH 和氯化钠浓度影响水牛乳 β- 酪
蛋白的三级结构。

热处理是乳品加工过程中非常重要的环节，

常见的热处理方式 65 ℃ 30 min、72~75 ℃ 15 s、
80~85 ℃ 15 s、130~140 ℃ 3~5 s。热处理过程在杀

灭有害微生物，保障乳制品安全的同时，乳的营养

品质和结构也会发生明显的影响 [4]。热处理会对乳

中乳清蛋白、酪蛋白胶束、乳蛋白之间的相互作用

产生不同的影响。脂肪上浮，蛋白质沉淀，絮凝或

分层等胶体分散体系不稳定现象常是乳制品中常见

的问题，而酪蛋白占乳蛋白的 80% 以上，解决这些

问题的核心就是控制酪蛋白的稳定性，因此对酪蛋

白胶束的研究尤其重要。瓦云超等 [5] 从总溶解固体

（TDS）、表观粘度、以及沉淀蛋白含量这几个指标

研究了不同热处理条件对水牛乳稳定性的影响，结

果表明 65 ℃ 30 min，75 ℃ 15 s 对水牛乳稳定性影

响较小。

国内外研究热处理对牛乳、羊乳酪蛋白的影响

有很多文献报道，李子超等 [6] 研究了巴氏杀菌与超

高温灭菌牛乳酪蛋白结构差异性的研究，结果表明，

UHT牛乳酪蛋白 α-螺旋结构降低，无规则结构增加，

色氨酸所处的环境中疏水性增强，酪蛋白表面不光

滑，几乎不能成胶束。张安琪等 [7] 研究了超巴氏杀

菌对牛乳酪蛋白微观结构及凝聚性质的影响，结果

表明，超巴氏杀菌能够破坏酪蛋白胶束结构，产生

大规模的交联和凝聚，酪蛋白粒径明显增加。薛海

燕等 [8] 研究热处理羊乳酪蛋白结构与与抗原性的变

化规律，结果显示，蛋白热处理温度的升高，会导

致羊乳的 α-CN 和 β-CN 的天然结构破坏，分子内

部发生交联或凝聚，蛋白疏水性随着温度的升高而

增大，α- 螺旋结构增加，无规则卷曲下降，最大荧

光强度增加。Anema 对热诱导的酪蛋白和酪蛋白胶

束的变化，包括与变性的乳清蛋白的相互作用进行

了总结，主要包括氨基酸官能团的变化，巯基 - 二

硫键的反应，酪蛋白胶束在加热时的解离，变性乳

清蛋白与酪蛋白胶束的相互作用等 [4]。但热处理对

水牛乳蛋白结构的研究比较少，本文将通过测定不

同热处理方式对水牛乳酪蛋白结构和加工性质的影

响，为改善生产过程中水牛乳出现的稳定性问题提

供一定的理论基础。

1  材料与方法 

1.1 材料与仪器

生水牛乳，广西水牛研究所种蓄场；十二烷基

硫酸钠（SDS）、TRIS、8- 苯胺 -1- 萘磺酸（ANS）、
溴化钾、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、电泳粉、牛血

清白蛋白、β- 巯基乙醇、考马斯亮蓝、无水乙醇、

冰乙酸，所有试剂均为分析纯。

DK-600S 三用恒温水槽，上海精宏实验设备

有限公司；PT-20T 管式超高温杀菌机，上海沃迪自

动化装备股份有限公司；D-37520 高速冷冻离心机，

to cause protein aggregation, affecting product stability. Therefore, 80 ℃ is an optimal temperature for the heat treatment of 

buffalo milk. The findings of this study provide a theoretical basis for improving the stability of buffalo dairy products in the 

production process.

Key words: heat treatment; buffalo milk; casein; structure
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美国 Therno Fisher 公司；LP Vonex Mixer 涡旋混合

器，美国 Thermo Scientific 公司；UV-8000 紫外可见

分光光度计，上海元析仪器有限公司；ZEN3600 纳

米粒度仪，英国 Malven 仪器有限公司；LS55 荧光分

光光度计，美国 PerkinElmer 公司；Nicolet iS10 傅里

叶变换近红外光谱仪，美国 Thermo Fisher Scientific
公司；F16502 扫描电镜，荷兰 PHENOM 公司。

1.2 试验方法

1.2.1 热处理

生水牛乳从牛场取回来后，立马分装 5 份，1
份用于冰箱冷藏，其余 4 份按照不同的杀菌条件进

行热处理，5 种方式处理：（1）冷藏 4~6 ℃；（2）
65 ℃，30 min（低温长时杀菌）；（3）80 ℃，15 s（高

温短时杀菌）；（4）95 ℃，5 min（酸乳热处理）；（5）
135 ℃，4 s（超高温瞬时灭菌），超高温瞬时灭菌采

用 UHT 超高温杀菌机灭菌，其余热处理方法采用

水浴锅的方法。将不同处理方式的乳样脱脂，分离

酪蛋白和乳清蛋白（冻干）。

1.2.2 酪蛋白的提取

4 ℃，5 000×g 离心 15 min，除去乳脂，用三

层脱脂棉纱布过滤，去除多余的乳脂，得到脱脂乳。

然后用10%乙酸（体积分数）调节水牛乳pH值至4.6
左右，参照张安琪 [7] 等方法提取酪蛋白，下层沉淀为

酪蛋白，用超纯水冲洗至中性，冻干，-20 ℃保存备用。

1.2.3 酪蛋白样液的制备

将提取的酪蛋白用 0.02 mol/L pH 值 7.4 的 PBS
缓冲液进行溶解稀释，配置蛋白浓度为 5 mg/mL 的

储备液。

1.2.4 SDS-PAGE电泳

不同热处理的乳清蛋白与酪蛋白进行还原性与

非还原性 SDS-PAGE 凝胶电泳。采用 4% 浓缩胶，

12% 分离胶，酪蛋白上样量为 5 μL，乳清蛋白上样

量 5 μL。电泳初始电压为 50 V，待样品进入分离胶

三分之一时，调整电压至 80 V，时间约 2.5 h。

1.2.5 扫描电镜测定

参考冯景丽等 [9] 的方法测定，将微量的冷冻干

燥后的样品置于样品台，经离子溅射仪真空干燥、

金粉喷镀，其中电镜加速电压调节为 5 kV，观测摄

图在 × 10 000 倍数下。

1.2.6 粒径测定

使用纳米激光粒度仪测量样品粒径，根据祁腾

达等 [10] 的方法改进。酪蛋白质量浓度为 1 mg/mL，
参数如下：颗粒折射率 1.450，分散剂折射率 1.330，
平衡时间 60 s。

1.2.7 傅里叶变换红外光谱测定

参照李晶 [11] 的方法测定，取冷冻干燥的酪蛋白

与干燥的溴化钾以 1:100（m/m）混合，研磨均匀，

取适量与粉末压片机中，压制成透明的薄片，置于

傅里叶红外光谱仪测定，测定 4 000~400 cm-1 范围

内的红外光谱，分辨率为 4 cm-1，其中扫描次数 64 次。

利用 Peakfit 4.12 软件，对酰胺Ⅰ带（1 600~1 700 cm-1）

进行基线校正，采用 Gausse 函数进行二阶导数

分峰拟合，根据其积分面积计算各二级结构的相

对百分比。

1.2.8 表面疏水性测定

采用 ANS 荧光探针法测定酪蛋白的表面疏

水性，4 mL，0.2 mg/mL 酪蛋白溶液中加入 20 μL 
ANS，涡旋震荡充分混合。避光反应 2 min，采用

荧光分光光度计测定。测定条件参考薛海燕等 [8] 稍

微修改，激发波长为 390 nm，扫描范围 400~600 nm，

狭缝宽度为 10 nm，用荧光强度最高点峰值来表示

疏水性的大小。

1.2.9 酪蛋白的三级结构

将蛋白质量浓度稀释至 0.2 mg/mL，采用荧光

分光光度计测定，激发波长为 280 nm，扫描范围为

200~500 nm，狭缝宽度为 10 nm [12]。

1.2.10 起泡性和起泡稳定性测定

将酪蛋白质量浓度稀释至 1 mg/mL，准确量

取 10 mL 样品置于 50 mL 离心管中，参考韩莛璐 [12] 的

方法测定，室温下高速剪切，转速设置为 10 000 r/min，
时间 2 min，分别记录均质后第 0 分钟和第 10 分钟

的泡沫和溶液的总体积。起泡性（FC）和泡沫稳定

性（FS）可以根据下列公式得出：

B1 =
V0-VC

VC
×100%                                              （1）

B2 =
V10-VC

VC
×100%                                            （2）

式中：

B1——起泡性（FC），% ；

B2——起泡稳定性（FS），%

VC——均质前的体积，mL

V0——均质后 0 min 的体积，mL ；

V10——均质后 10 min 的体积，mL。
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1.2.11 数据分析

所有数据均采用 IBM SPSS 22.0 进行统计分析，

不同组数据采用单因素方差分析，并使用 Graph 
Pad Prism 9.5软件进行绘图。显著性水平为P＜0.05。

2  结果与讨论

2.1 SDS-PAGE电泳结果

从图 1 中可知，非还原条件下，随着温度的增加，

样品加样孔出现明显的聚集物，且出现大分子蛋白

聚合物，还原条件下，κ- 酪蛋白条带更明显，且在

95 和 135 ℃条件下，乳清蛋白条带（α-La 和 β-Lg）
更明显，推断受热程度不断增加，乳中的聚合物分

子也不断增大，作为强还原剂 β- 巯基乙醇能够断开

半胱氨酸残基之间的二硫键，加入 β- 巯基乙醇还

原二硫键后，加样孔的聚集物完全消失，由此推断

聚合物为经加热产生的大分子聚合物，即蛋白变性

聚合物，主要由二硫键联接形成。变性的乳清蛋白

可通过巯基 - 二硫键交换作用与 κ- 酪蛋白形成聚合

物 [11]，Wang 等 [13] 研究也显示在 75 和 85 ℃加热时，

牦牛乳蛋白的聚集行为几乎是因为蛋白之间形成的

二硫键，超过 95 ℃时，除了二硫键之外也可能发

生了其他的相互作用。孙佳悦 [14] 研究结果显示非还

原条件下，热处理乳蛋白加样孔及胶界处出现蛋白

聚集物，还原条件下，条带消失，说明蛋白聚集物

消失。

图 1 SDS-PAGE 电泳图

Fig.1 SDS-PAG electropherogram

注：a 图为未添加 β- 巯基乙醇（非还原型电泳图），b

图为添加 β- 巯基乙醇（还原型电泳图）。

2.2 平均粒径

图 2 结果显示，4 ℃酪蛋白样品的平均粒径为

260.01 nm，与 4 ℃酪蛋白样品比，65 ℃样品的平

均粒径为 249.45 nm，略有减小，这可能是因为低

温长时间处理使酪蛋白胶束表面的 κ- 酪蛋白单体发

生解离，80 ℃样品的平均粒径为 261 nm，略有增加，

可能是由于温度升高，酪蛋白自身凝聚程度开始大

于解离程度，所以平均粒径出现增加，135 ℃的样

品平均粒径为 516.2 nm，显著增加（P＜0.05），可

能是超高温处理时，造成变性的乳清蛋白粘附在酪

蛋白表面，使粒径增加，或是因为酪蛋白自身的凝

聚作用，或是因为相互疏水作用，本身由胶束状态

转变为聚集状态，导致粒径增加 [15]。而张安琪等 [7]

的研究结果显示，与生牛乳酪蛋白粒径（7.27 μm）

比，65 ℃、30 min 和 72 ℃、15 s 两种巴氏杀菌处

理方式下，其酪蛋白的粒径无显著性变化（分别为

6.19 μm 和 8.91 μm），而 121 ℃、5 s 时，酪蛋白的

平均粒径明显增加（88.98 μm），但因本实验研究对

象是水牛乳酪蛋白，粒径仪型号、以及提取酪蛋白

的条件等因素影响，所以粒径不同。Anema 等 [16] 研

究也表明酪蛋白胶束粒径的大小与 pH 值和加热温

度有关，天然的乳清蛋白在等电点是可溶的，但变

性的乳清蛋白不可溶，当高温使乳清蛋白变性时，

变性的乳清蛋白结合到酪蛋白胶束表面使其粒径增

大。周洁瑾等 [17] 也指出，酪蛋白在加热时较为稳定，

但乳清蛋白容易变性，对热不稳定，高温会造成 α- 乳
清蛋白、β- 乳球蛋白与酪蛋白生成稳定的二硫键形

成聚合物，从而影响酪蛋白胶粒的大小。

图 2 不同热处理水牛乳酪蛋白平均粒径

Fig.2 Average particle size of buffalo milk casein with

 different heat treatments

注：图中 * 代表显著性差异（P＜0.05）。图 5、7 同。

2.3 扫描电镜

由图 3 可知，与 4 ℃对照组比，不同加热方式
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对酪蛋白表面结构均有影响，65 ℃时，出现更多更

小的无规则的结构，可能是因为长时间低温加热使

酪蛋白胶束发生解离，并且解离程度随着加热时间

的延长越来越大，这也和酪蛋白平均粒径在 65 ℃
时变小相对应 [18]。80 ℃时，表面结构开始出现凝聚，

可能是杀菌温度的升高导致维持酪蛋白胶束的次级

键受到破坏，使酪蛋白表面的结构发生变化，同时，

温度的升高会使酪蛋白胶束与胶束之间也进一步黏

附，形成更大更均一的状态。135 ℃时，酪蛋白胶

束的结构被破坏，酪蛋白胶束出现断裂，由胶束状

态转变为聚集状态，可能是因为变性的乳清蛋白与

酪蛋白形成聚合物，同时导致酪蛋白的粒径增大。

李子超等 [6] 报道，粘附在酪蛋白表面的小颗粒会随

着温度的升高，逐渐增多，造成颗粒直径逐渐增大。

本次实验结果也是在 135 ℃时，酪蛋白的平均粒径

显著增大。

图 3 不同热处理水牛乳酪蛋白扫描电镜图

Fig.3 Scanning electron microscopy of buffalo milk 

casein with different heat treatments

注：a~e 依次为 4、65、80、95、135 ℃。

综上，酪蛋白的表面结构会随着热处理时间和

热处理温度的增加而被破坏越多，热处理对酪蛋白

表面结构的影响的因素需要进一步分析。

2.4 傅里叶红外光谱分析-二级结构

采用傅里叶红外光谱分析水牛乳酪蛋白的二级

结构，由图 4可知，在 65 ℃时，红外光谱谱图与对照

相似无差别，80 ℃开始，红外光谱图出现变化，在酰胺

I 带（1 700~1 600 cm-1）酰胺Ⅱ带（1 500~1 300 cm-1）

均有变化，五组酪蛋白样品的红外图谱整体趋势基

本相似，说明对于蛋白质中特有的酰胺类结构而言，

蛋白的主体官能团组成相似。热处理时间和温度不

同，局部的峰面积、峰强度、以及峰的组成有不同

程度的差异，说明热处理条件对酪蛋白官能团结构

的影响大小不一，135 ℃的红外谱图则出现更多

的吸收峰。孙静丽 [19] 研究结果显示，在 2 935~2 925、
2 870~2 855、1 760~1 730 和 1 327 cm-1 附近出现的

吸收峰只有超高温乳酪蛋白中存在，说明不同热处

理对酪蛋白官能团结构影响不同。

为进一步分析蛋白质二级结构（包括 α- 螺旋、

β- 折叠、无规卷曲、β- 转角）的变化信息，使用

Peak Fit V4.12 对水牛乳酪蛋白 1 600~1 700 cm-1 波

长范围内的红外光谱进行高斯拟合，计算各样品蛋

白质二级结构的组分占比。由表 1 可知，与未加热

的水牛乳酪蛋白相比，热处理条件下，95、135 ℃
时，α- 螺旋结构显著下降，分别下降至 14.56% 和

13.76%，β- 折叠显著下降，分别下降至 36.90% 和

35.84%，β- 转角（%）显著增加，增加至 36.68%
和 39.78%，超高温灭菌乳中 α- 螺旋结构含量最少，

可能是高温破坏了水牛乳酪蛋白的二级结构，使得

α- 螺旋中的氢键断裂，发生解螺旋，且 β- 折叠含

量显著降低，β- 转角含量显著升高，可能是超高温

热处理导致酪蛋白胶束内部疏水基团暴露，表面疏

水作用力增强，热处理形成聚合物，使得 β- 折叠结

构转变为 β- 转角。热处理后，水牛乳中酪蛋白规则

结构的含量由 53.75% 下降至 49.59%，不规则结构

的含量由 46.25% 增加至 50.41%。而本次实验结果

显示 80 ℃条件下，α- 螺旋结构含量不降反而升高，

与后面的三级结构和起泡性的结果相对应。且无规

则卷曲没有显著升高，与文献报道中的牛乳蛋白会

随着热处理强度增加无规则卷曲显著升高相左，但

无规则结构中 β- 转角是显著增加的，二级结构由规

则结构转变为无规则结构的趋势是与文献报道一致

的，但本次实验结果表现的是更多的是转变为 β- 转
角，而不是向无规则卷曲转变。许多文献报道，随

着温度的升高大部分蛋白质的 α- 螺旋结构含量减

少，而 β- 折叠含量有所降低，β- 转角和无规则卷曲

含量升高，这也说明了热处理改变了酪蛋白的二级

结构
 [20]。
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表 1  不同热杀菌条件下酪蛋白二级结构含量变化（%）

Table 1 Changes in secondary structure content of casein under different thermal sterilization conditions

酪蛋白 α- 螺旋 β- 折叠 β- 转角 无规则卷曲

4 ℃ 15.213±0.057b 38.542±1.107a 34.858±1.103c 11.387±0.198b

65℃，30 min 15.565±0.427b 36.062±0.849b 37.496±1.451b 10.876±0.178c

80℃，15 s 16.475±0.024a 32.900±0.276b 39.769±0.351a 10.855±0.100c

95℃，5 min 14.562±0.147c 36.898±0.612b 36.679±0.488b 11.861±0.083a

135℃，4 s 13.756±0.128d 35.835±0.256c 39.780±0.237a 10.749±0.305c

注：同列右上角不同的小写字母表示具有显著性差异（P＜0.05）。

图 4 不同热处理水牛乳酪蛋白傅里叶红外光谱图

Fig.4 Fourier infrared spectra of buffalo casein with 

different heat treatments

2.5 表面疏水性

由图 5 可知随着热处理强度的增加，酪蛋白的

表面疏水性增强。65 ℃时，表面疏水性和 4 ℃无显

著性差异，随着热处理温度的升高，表面疏水性增

加越大，135 ℃的热处理表面疏水性（258.96）显

著高于 4 ℃（237.68）和 65 ℃（240.98），这可能是

高温导致二硫键介导的聚合反应隐藏了部分含有荧

光色基团的氨基酸，亲水区域因结构的变化而减少，

100 ℃以上热处理会导致酪蛋白胶束内部疏水基团

暴露，表面疏水性增强，由图 5 结果可知酪蛋白表

面疏水性随热处理强度升高而升高。Skelte 等 [21] 的

研究结果为当热处理温度超过 70 ℃时，乳清蛋白

中的 β- 乳球蛋白会与 κ- 酪蛋白形成二硫键从而发

生聚合反应，聚合物会附在胶束表面，此聚合反应

除了因二硫键形成外，还与分子间的疏水相互作用

有关。另外可能的原因是一定程度的热处理会使蛋

白质的多肽链展开，从而暴露出活性基团，使蛋白

质的表面疏水性上升。这与前面的实验结果粒径显

著增加，酪蛋白二级结构发生变化，β- 折叠含量显

著降低，β- 转角含量显著升高，疏水基团暴露，表

面疏水作用力增强相符和。

图 5 不同热处理水牛乳酪蛋白表面疏水性

Fig.5 Surface hydrophobicity of buffalo milk casein with 

different heat treatments

2.6 荧光扫描测定

光谱能有效反应蛋白质三级结构构象变化。最

大发射波长（λmax）是反映色氨酸残基所处微环境

的重要指标，可体现蛋白质构象的变化和结构的伸

展情况 [22]。其不同热杀菌条件下酪蛋白最大荧光强

度值见表 2。

表 2  不同热杀菌条件下酪蛋白三级结构荧光强度变化

Table 2 Changes of fluorescence intensity of casein tertiary 
structure under different thermal sterilization conditions

杀菌温度 /℃ 最大荧光强度

4 565.01±15.05

65 571.02±13.33

80 582.44±17.38a

95 578.10±6.81

135 546.42±19.62b

注：同列右上角不同的小写字母表示具有显著性差异

（P＜0.05）。

由图 6 可知，随着热处理条件强度的增加，酪

蛋白的色氨酸强度先增加后降低，4 ℃酪蛋白最

大荧光强度对应峰位于 348~349 nm，荧光强度为
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565.01，在 80 ℃时色氨酸强度最大，最大荧光强

度位于 349~351 nm，色氨酸强度 582.44，135 ℃
时的色氨酸强度最小，349.5 nm 处，色氨酸强度为

546.42，经过热处理后，与对照相比酪蛋白最大荧

光强度的对应峰位发生红移，稍向高波数峰位移动，

可能是热处理导致酪蛋白内部的色氨基酸暴露，导

致酪蛋白峰位数值红移，而 135 ℃的高强度的热处

理时，荧光强度显著降低，高强度的热处理使酪蛋

白的三级结构发生变化，它会影响色氨酸残基的暴

露。这说明温度过高会使维持蛋白质构象的疏水相

互作用被破坏，从而引起蛋白质三级结构变化 [23]。

李子超等 [6] 研究结果显示，UHT 牛乳酪蛋白荧光强

度（4345）显著低于巴氏杀菌乳（9130），且最大

发射波长发生 2 nm 的红移（340 nm 和 342 nm），

而本次实验结果，135 ℃的荧光强度（546.42）显

著低于巴氏杀菌的荧光强度（582.44）。

图 6 水牛乳酪蛋白内源荧光光谱

Fig.6 Endogenous fluorescence spectroscopy of 

buffalo casein proteins

2.7 起泡性和起泡稳定性

起泡性（Foaming Capacity, FC）和泡沫稳定性

（Foaming Stability, FS）均用于评价蛋白质的起泡

特性。起泡性是蛋白质所产生泡沫的量，通过测定

泡沫初始体积或密度来衡量。可用泡沫完全塌陷所

需的时间来衡量形成泡沫的稳定性 [24]。

泡沫的形成受到三个因素的影响：空气 / 水界

面上分子的运动、渗透和重组，这些过程取决于表

面活性剂的大小、结构弹性和疏水性 [25]。pH 值、离

子强度等环境因素影响泡沫的稳定性。

由图 7 可知，不同温度条件下，随着温度的

升高酪蛋白的起泡性先升高后降低，4 ℃起泡性

为 100.83%，65 ℃时起泡性为 116.67%，起泡性

有所增加，增加不显著，80 ℃时，起泡性最大

为 137.33%，但 95 和 135 ℃时，起泡性又下降至

120% 和 120.83%。与对照比，65 ℃时，起泡稳定

性无显著变化，80 ℃条件下和 135 ℃条件下起泡稳

定性显著增加，稳定性最高为 32.33%。这可能是因

为通过热处理后蛋白质肽链的拉伸和蛋白质结构内

部的疏水基团的暴露来解释，疏水相互作用的增强

有利于泡沫的形成。而前面研究结果显示，80 ℃时

酪蛋白的二级结构中 α- 螺旋增加，三级结构中色氨

酸荧光强度最大相对应。王乃慧
 [26] 研究热处理对驼

乳理化性质的结果显示，起泡性随着热处理时间的

延长呈现先增大后减小的趋势，当 125 ℃处理时，

起泡性达到最大值（56.25%），而 135 ℃时，又降

低到最低值（17.28%），整个驼乳蛋白起泡性的变

化趋势亦是随着温度的升高，起泡性先升高后降

低。陈珂玥等  [27] 研究结果显示适当的热处理使得

蛋白质分子解聚，疏水性增强，从而提高蛋白的

起泡性，但若热处理温度过高，造成蛋白质聚集

沉淀，溶解度降低，从而使起泡性和起泡稳定性

下降。而本次实验结果为 80 ℃时，起泡性和起泡

稳定性最大，起泡性最大为 137.33%，稳定性最高

为 32.33%。

图 7 不同热处理水牛乳酪蛋白起泡性和起泡稳定性

Fig.7 Foaming properties and foaming stability of buffalo 

casein with different heat treatments
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3  结论

本文以新鲜水牛乳为原料，探究了 4 种热处理

温度对水牛乳酪蛋白胶束结构的影响，通过本次实

验结果可知，热处理对水牛乳酪蛋白的影响主要

有：凝胶电泳图可知，随着热处理温度的增加，乳

中聚合物分子不断变大，且大分子聚合物主要是由

二硫键联接形成；热处理改变了酪蛋白的起泡性和

起泡稳定性，随着热处理温度的升高，先增加后降

低，80 ℃时起泡性和泡沫稳定性（P＜0.05）最大；

超高温灭菌乳中出现凝聚状态，造成平均粒径最大，

二级结构发生改变，规则结构的含量由 53.75% 下

降至 49.59%，不规则结构的含量由 46.25% 增加至

50.41%。三级结构显示荧光强度最低，表面疏水性

最大。说明超高温杀菌条件对酪蛋白结构的影响最

大，这也是高温杀菌加工容易造成产品的稳定性下

降的一个主要因素。在加工过程中，杀菌条件的控

制尤其重要，低温杀菌条件可以提高酪蛋白的起泡

性和起泡稳定性，超高温杀菌具有更好的杀菌效果，

能够延长保质期，但对蛋白结构的影响最大。
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