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干热处理和 pH偏移对汉麻分离蛋白/ 

卡拉胶接枝物凝胶性质的影响 
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(哈尔滨商业大学食品工程学院黑龙江省谷物食品与谷物资源综合加工重点实验室, 哈尔滨  150028) 

摘  要: 目的  研究不同 pH 偏移和干热处理时间对汉麻分离蛋白/卡拉胶接枝物凝胶性质的影响。方法  以

未经 pH 偏移及干热处理组分为空白对照, 研究了不同干热处理时间(0、24、48、72 h)和 pH 偏移(2、12)条件

对汉麻分离蛋白/卡拉胶接枝物凝胶硬度、流变特性、水分分布和微观结构的影响。结果  与对照组相比, 经

干热处理和 pH 偏移处理的蛋白凝胶硬度、持水性和储能模量(G')整体上有所提高, 其中干热处理 48 h 和 pH 2

偏移处理组分是对照组的 1.38、1.10 和 19.45 倍。干热处理和 pH 偏移增加了凝胶中不可流动水的含量(92.88%)

且电镜结果显示凝胶的微观结构逐渐致密, pH 2 偏移和干热处理 48 h 更加致密均匀, 复合凝胶中蛋白的 α-螺

旋的含量减少, β-折叠含量增加, 这表明蛋白分子内部的有序结构增加。结论  在 pH 2 偏移干热处理 48 h 条

件下, 汉麻分离蛋白凝胶性质最佳, 这为汉麻分离蛋白在食品工业中的应用提供了新的理论依据。 
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Effects of dry heating treatment and pH shifting on gel properties of hemp 
protein isolate/carrageenan grafted hydrogel 
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ABSTRACT: Objective  To study the effects of different pH shifts and dry heating treatment times on the gel 

properties of hemp protein isolate/carrageenan grafted hydrogel. Methods  The effects of different dry heating 

treatment times (0, 24, 48, 72 h) and pH shifts (2, 12) on the gel hardness, rheological properties, water distribution, 

and microstructure of hemp isolate protein/carrageenan grafts were investigated using the un-pH-shifted and dry 

heat-treated fractions as a blank control. Results  The hardness, water-holding capacity, and energy storage 

modulus (G') of the protein gels treated with dry heat treatment and pH shift increased overall compared with those 

of the control group, with the fractions treated with dry heat treatment for 48 h and pH 2 shift being 1.38, 1.10 and 
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19.45 times higher than those of the control group. Dry heat treatment and pH shift increased the content of immobile 

water in the gels (92.88%) and the electron microscopy results showed that the microstructure of the gels was 

gradually denser, with pH 2 shift and dry heat treatment for 48 h became more dense and uniform. The content of 

α-helix of the protein in the composite gels decreased, and the content of β-sheet increased, which indicated that the 

internal ordering of the protein molecules increased. Conclusion  Under the condition of pH 2 shifts dry heat 

treatment for 48 h, the gel properties of hemp protein isolate are the best, which provides a new theoretical basis for 

the application of hemp protein isolate in the food industry. 
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0  引  言 

近年来, 随着消费者健康意识的提高和植物蛋白的

可持续发展及经济适用性优势的显现, 植物蛋白市场占比

逐年攀升[1]。汉麻分离蛋白(hemp protein isolate, HPI)提取

自汉麻籽粕, 主要由球蛋白和白蛋白组成, 具有凝胶性、

低致敏性、高必需氨基酸含量等特点, 其营养价值可与优

质蛋白相媲美[2‒3]。尽管 HPI 营养价值丰富, 常用作婴幼儿

辅食, 在香港等地区有汉麻乳、汉麻啤酒等产品, 但由于

溶解能力和凝胶性较差、易沉淀等特点在我国内陆地区未

大规模生产, 限制了其在食品工业中的应用[4]。目前, 已有

研究表明, 通过热处理[5]、酶处理[6]及乙酰化[7]等方法对

HPI 的结构进行修饰, 可达到提高其功能性质的目的。然

而大多数化学修饰法易生成潜在的有害化合物, 影响蛋白

质消化而不适用于食品行业[8]。因此, 需要一种健康及易

于被消费者接受的方法对 HPI 蛋白进行改性, 以提高凝胶

性质, 拓宽其在食品产业的应用。 

美拉德反应是一种经济、有效的改善蛋白质功能性质

的方法[9]。在反应过程中, 亲水多糖分子的羰基和蛋白分

子的氨基形成共价键, 增加了蛋白质的亲水基团数量和接

枝物与氢键结合能力, 从而表现出更好的溶解性、乳化性、

热稳定性、凝胶性等[10]。但反应时间对凝胶性质的影响至

关重要, 过度美拉德反应生成的产物会降低蛋白分子间交

联从而影响凝胶性质[9]。卡拉胶(carrageenan, CA)是一种线

性硫酸化多糖, 具有乳化、增稠等功能特性, 因此被广泛

应用于食品行业[11]。CA 形成的双螺旋连接区可以促进分

子间相互作用, 改善植物蛋白的凝胶化[12]。已有研究表明

大豆分离蛋白与 CA 发生美拉德反应可显著提升其乳化性

能和 β-折叠含量[13]。但 CA 与 HPI 接枝对蛋白凝胶性质的

影响却很少被研究。pH 偏移也是一种有效改变蛋白结构的

方法, 已被广泛地用于改善植物蛋白的凝胶和乳化性质。

蛋白肽链在极端酸碱条件下因静电作用展开, 中性条件时

重新折叠, 产生熔融状态下的柔性结构, 这种展开和折叠

的过程显著影响蛋白的功能性质[14‒15]。目前已有研究表明

适度的 pH 偏移处理可显著改变蛋白功能性质, 而过度处

理会影响蛋白分子的聚集进而影响凝胶的形成[16‒18]。近年

来对 HPI 的改性方法主要为在物理法处理或酶交联的单一

方法[5‒7]。目前研究人员更倾向于研究单一方法改性对 HPI

凝胶的影响, 对于糖基化反应和 pH偏移的联合处理对HPI

的凝胶性质研究还处于空白阶段, 但近年来基于糖基化反

应的蛋白质-多糖复合物在食品领域受到了广泛的关注 , 

pH 条件影响复合物中多糖的静电排斥及蛋白的聚集和沉

淀, 具有一定的研究价值。 

鉴于此, 本研究为进一步探究处理时间和 pH 偏移对

HPI/CA 凝胶性质的影响, 通过对比不同糖基化处理时间

结合 pH 偏移制备 HPI-CA 凝胶, 对其凝胶特性进行研究, 

旨在从结构的变化揭示其相关机制, 为 HPI-CA 凝胶的制

备和应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

CA 购自上海卡拉丁有限公司; 脱脂汉麻籽粕购自锦

州悄牌生物科技有限公司(蛋白质干基含量: 70.20%; 脂肪

干基含量: 2.90%; 水分含量: 9.80%; 灰分含量: 11.30%)。 

磷酸盐缓冲液(0.01 mol/L, pH 7.2, phosphate buffer 

solution, PBS)、十二烷基硫酸钠(分析纯)(北京索莱宝科技

有限公司); 无水乙醇、95%乙醇、邻苯二甲醛、β-巯基乙

醇(分析纯, 天津天力试剂有限公司); 戊二醛(分析纯, 上

海迈瑞尔生化科技有限公司); 叔丁醇(分析纯, 上海迈瑞

尔生化科技有限公司); 四硼酸钠、NaOH、浓 HCl(分析纯, 

天津光复科技发展有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

DHP-9012 电热恒温培养箱(上海一恒科学仪器有限公

司); Spectrum Two 红外光谱仪(美国铂金埃尔默股份有限公

司); TG16-WS 高速离心机(上海卢湘仪离心机仪器有限公

司); AlpHa-1560 紫外分光光度计(上海谱元仪器有限公司); 

TA. new plus 质构仪(上海瑞玢智能科技有限公司); MCR 

102高级旋转流变仪[安东帕(上海)商贸有限公司]; NMI20核

磁共振成像分析仪(纽迈电子科技有限公司); Alpha 1-2 

LDplus 冷冻干燥机(德国 Martin Christ 集团); Zeiss supra55 

扫描式电子显微镜(卡尔蔡司光学有限公司); Spectramax M2
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多功能酶标仪(美国美谷分子仪器有限公司); PR124ZH 型分

析天平(感量 0.0001 g, 上海佑科仪器仪表有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  HPI 的制备 

HPI 的提取参照 HADNAĐEV 等[19]的方法并稍作修

改。脱脂汉麻粕粉碎后过 80 目筛备用。过筛后的脱脂汉麻

粉与去离子水混合搅拌(m:V=1:20), 使用 2.0 mol/L NaOH

将混合溶液 pH 调至 9.0, 45ºC 水浴 2 h 后 4000 r/min 离心

20 min, 收集上清液备用。使用 2.0 mol/L HCl 将备用的上清

液 pH 调至 5.0, 4ºC 条件下静置 12 h。弃去上清液, 4000 r/min

离心 15 min 收集沉淀, 用去离子水反复冲洗 3 次, 并调整

pH 为 7.0。对所获样品进行冷冻干燥处理, 得 HPI 冻干粉, 

备用(凯氏定氮法测得蛋白含量为 89%)。 

1.3.2  糖基化法制备 CHPI 

参照 MA 等[20]的方法制备 HPI-CA 接枝物(CHPI)。将

0.8 g CA 和 10 g HPI 冻干粉充分溶解于 100 mL 蒸馏水

中, 调节 pH 至 7.0 (1 mol/L HCl), 冷冻干燥得到 HPI-CA

混合物冻干样品。将 HPI-CA 混合物置于相对湿度

74.71%±0.37%的恒温培养箱中, 65ºC 条件下恒温培养 0、

24、48、72 h, 分别得到 CHPI-0、CHPI-24、CHPI-48、

CHPI-72 接枝物。 

1.3.3  CHPI 的 pH 偏移处理 

经不同干热时间处理的 CHPI 样品溶于去离子水中搅

拌 1 h (400 r/min), 制得 CHPI 分散液(10%, m:V), 然后分别

用 2 mol/L 的 HCl 或 2 mol/L 的 NaOH 调节溶液至 pH 2、

12。1 h 后将溶液 pH 分别调至 7.0。将所制备的分散液透

析于 4℃条件下储存 48 h 后冷冻干燥, 对照组做相同处理。

分别标记为 CHPI2、CHPI7 和 CHPI12。所有冻干样品储

存在‒18ºC 下备用。 

1.3.4  CHPI 凝胶的制备 

将经不同干热处理时间及 pH 偏移的 CHPI 样品溶于

去离子水中(10%, m:V), 25ºC 400 r/min 搅拌 1 h, 4ºC 下储存

2 h 使其更好的水化。95ºC 水浴加热 30 min 后立即转移至

冰水浴中冷却 20 min, 4ºC 储存备用。 

1.3.5  接枝度的测定 

接枝度(grafting degree, GD)的测定参照 ZHAO 等[21]

的方法并稍做修改。邻苯二甲醛溶液配制如下: 80 mg 邻苯

二甲醛试剂溶于 2 mL 的 95%乙醇中, 加入 0.01 mol/L 四硼

酸钠缓冲液 50 mL (pH 9.7), 20%十二烷基硫酸钠 5 mL, β-

巯基乙醇 200 μL, 加入蒸馏水定容至 100 mL。凝胶冻干样

品分散液(200 μL, 2 mg/mL)与 4 mL 的 OPA 试剂在 35ºC

下反应 5 min。通过紫外-可见分光光度计在 340 nm 处测

定吸光度。CHPI-0 组样本为 100%游离氨基(free amino 

group, FAG)作为参考。GD 的计算如公式(1)下:  

GD/%= r s

r

100



A A

A
%  (1) 

式中, Aᵣ 为参考样品的吸光度(CHPI-0); A 为样品的吸光度。 

1.3.6  持水能力 

持水性(water holding capability, WHC)测定参照 MA

等[22]方法并稍作改动。凝胶样品在 5000 r/min 离心 15 min, 

离心后吸去多余水分, 计算持水性如公式(2):  

WHC/%= 1 2( )
100

 


m m m

m
%  (2)

 

式中: m 为离心前凝胶的总质量(g); m1 为离心前离心管和

凝胶的总质量(g); m2 为离心后离心管和凝胶的总质量(g)。 

1.3.7  质构分析 

使用质构仪参照 CUI 等[23]描述的方法测定凝胶的硬

度。预测试速度和测试速度分别为 1 mm/s 和 5 mm/s; 触发

力 5.0 g。根据 TPA 曲线计算硬度。 

1.3.8  流变特性分析 

使用流变仪(PP50 平板探头)进行动态温度扫描。温

度扫描条件: 直径 40 mm 的不锈钢平行板之间的间隙为

1 mm, 样品在 25ºC 条件下平衡 10 min 后, 以 5.83ºC/min

的速率从 25ºC 上升至 95ºC, 在 95ºC 维持 10 min, 以相同

速率从 95ºC 降至 25ºC, 记录动态扫描期间凝胶的弹性模

量(G')的变化。 

1.3.9  低场脉冲核磁共振自旋弛豫时间测量 

使用低场核磁共振成像分析仪进行弛豫时间(T2)的测

量。用直径 10 mm 的打孔器轻取高 10 mm 的圆柱形样品

放入直径 15 mm 的核磁玻璃管内, 将玻璃管插入核磁探头

采样。采用 CPMG 序列, 单次采样参数: 主频率 18 MHz; 

90º 脉宽 14; 采样点数 1020; 重复采样等待时间 1500nms; 

频谱宽度 100 kHZ; 偏移频率 430360.89; 模拟增益 20。 

1.3.10  扫描电子显微镜 

使用 Zeiss supra55 扫描电镜(scanning electron microscope, 

SEM)对 pH 偏移及干热处理后的凝胶冻干样品的微观结构

进行观察。将 CHPI 凝胶样品(高约 3 mm, 直径 7 mm)浸泡

于 2.5%戊二醛(V/V, pH 6.8)中 4ºC 储存 4 h 固定。然后用

0.1 mol/L PBS 缓冲液(pH 7.2)洗涤 3 次(每次 10 min), 洗涤

后的凝胶分别在不同浓度的乙醇溶液(50%、70%、90%、

100%)中脱水处理, 各浓度浸泡 3 次, 每次 10 min。将脱水

处理的样品用无水乙醇和叔丁醇(100%)混合物清洗, 最

后用纯叔丁醇清洗并作冷冻干燥处理。冻干样品以 10 kV

加速电压, 5000 倍倍率观察测试样品的表观形貌。 

1.3.11  傅里叶变换红外光谱测量 

使用 Spectrum Two 红外光谱仪在 500~4000 cm‒1的波数

范围内进行扫描, 获得红外光谱后利用 Peakfit 4.12 软件对蛋

白质二级结构的变化进行反卷积分析, 计算蛋白质二级结构

(α-螺旋、β-折叠、β-转角及无规卷曲)的相对百分含量。 

1.3.12  荧光光谱测定 

使用 Spectramax M2 多功能酶标仪测定了样品的内源

荧光光谱[24]。将 5 mg 经 pH 偏移及干热处理的 CHPI 样品

溶于 10 mL PBS (0.01 mg/mL, pH 7.0), 涡旋振动 30 s。取
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200 μL 样品置于 96 孔酶标版中测定荧光强度。操作参数

如下: 激发波长 290 nm; 发射波长 300~400 nm。 

1.4  数据统计分析 

所有实验均在同一实验条件下重复 3 次, 并计算其平

均值±标准偏差。使用 SPSS 20.0 对数据进行统计分析, 采

用单因素方差分析 (analysis of variance, ANOVA)检验

(P<0.05)。使用 Origin 2021pro 软件绘制图。 

2  结果与分析 

2.1  GD、WHC 与凝胶强度 

蛋白凝胶的糖基化程度常通过测量 GD 的含量确定, 

糖基化程度与 GD 值呈正相关。由表 1 可知, 与对照组相比

较, 糖基化程度随干热处理时间的增加逐渐增强(P<0.05)。

表明 HPI 和 CA 成功发生了接枝反应。在干热条件下(控制

一定的温度和湿度), GD值与干热处理时间呈正相关, GD的

增加同时表明了体系中游离氨基含量的减少。pH 偏移处理使

蛋白GD增加, 可能是因为蛋白质结构的改变使内部暴露基团

相互连接, 游离氨基含量减少, GD 增加[25]。 

凝胶硬度和 WHC 是反映蛋白凝胶性质变化的有效指

标。不同组分的凝胶硬度和 WHC 变化如表 1 所示。在相同

pH 偏移处理条件下, 与对照组相比较, 处理时间小于 48 h

的 CHPI 凝胶的硬度及 WHC 随着增加干热处理时间的增加

而显著增加(P<0.05), pH 2 偏移处理 48 h 时凝胶硬度和

WHC 达到最大值, 分别为对照组的 1.38 和 1.10 倍(479.27 g

和 95.91%)。干燥加热展开蛋白肽链, 促进侧链氨基与 CA

共价结合, 这一变化减少了体系中游离氨基和氢键数量, 增

加了疏水相互作用, 促进更加致密凝胶网络的形成, 从而提

高凝胶硬度及 WHC[26]。当干热处理时间大于 48 h 时,  
 

表 1  经不同 pH 偏移及干热处理时间的 GD、WHC 和硬度变化 
Table 1  GD, WHC and hardness changes after different pH 

shifts and dry heat treatment times 

pH 
偏移 

干热处理时

间/h 
GD/% WHC/% 硬度/g 

pH 7 

0 0 87.32±0.40ef 346.46±14.51d

24 6.54±2.72i 88.79±0.70cd 358.36±5.13d

48 12.31±1.09f 92.93±1.17b 388.62±6.37c

72 19.23±1.09d 87.40±0.73de 290.36±12.30f

pH 2 

0 0 89.14±0.31c 389.98±11.46c

24 9.87±2.43h 91.57±0.14b 459.68±8.79b

48 17.60±3.64e 95.91±0.73a 479.27±7.91a

72 27.47±3.03b 88.67±0.61cde 327.08±4.60e

pH 12 

0 0 85.90±0.27f 383.52±7.07c

24 11.88±2.17g 88.85±0.73d 449.48±4.82b

48 24.90±1.08c 94.03±0.39bc 460.70±8.24b

72 34.10±1.08a 83.30±0.04g 304.64±4.60f

注: 同组数据以不同小写字母表示样品间差异(P<0.05)。 

凝胶强度和 WHC 逐渐降低(处理 48 h 时硬度和 WHC 降至

327.08 g 和 88.67%)。长时间的美拉德反应需消耗蛋白的游

离氨基, 这迫使因蛋白结构变化而暴露的疏水氨基参与到

美拉德反应, 削弱凝胶蛋白分子间交联能力[20]。极端 pH

环境使蛋白肽链展开, 促进了蛋白间疏水相互作用和二硫

键的形成, 从而提高凝胶强度和持水性[17]。目前普遍认为, 

蛋白和多糖复合物聚集体的形成是熵驱动的, 外部因素对

大分子生物的聚合有着较大的影响[27]。因此, 当 pH 2 处理

时, 蛋白质分子与多糖分子携带相反电荷导致 HPI 与 CA

间通过静电相互作用形成小聚集体填充在凝胶网络中, 增

加凝胶强度。 

2.2  流  变 

利用温度扫描曲线进一步分析 pH 偏移及干热处理时

间对 HPI-CA 凝胶在加热和冷却过程中的弹性变化。如图

1 所示, 所有样品均表现出典型的熔胶-凝胶曲线, 且表现

出较高的 G'值。G'表示每次剪切形变循环后的可再生能量, 

与凝胶的弹性有关[25]。在初始加热阶段, 随着加热温度的

缓慢增加, 初始阶段由赖氨酸交联形成的凝胶网络被逐渐

升高的温度破坏, 导致 G'略有下降[28]。随着温度的升高, G'

快速上升, 这表明蛋白溶液由熔胶向凝胶转变, 逐渐形成

致密凝胶网络。SHENG 等[29]把这种变化归结于蛋白质分

子间的相互作用逐渐增强。进入冷却阶段, G'快速上升, 说

明蛋白之间形成了有利于低温阶段存在的非共价相互作

用。在相同 pH 条件下, 与对照组相比较, 凝胶 G'随着干热

处理时间的增加而增加, 在 pH 2 处理 48 h 时 G'达到最大

值, 为空白对照组的 19.45 倍(1075.4 Pa)。可以推测, 短时间

的干热处理促进了蛋白质-蛋白质分子、蛋白质-多糖键的相

互作用, 使暴露的官能团更好的参与凝胶的形成, 形成了更

加牢固的凝胶网络[30]。但长时间的干热反应对凝胶形成是不

利的, 可能是长时间干热反应产生的美拉德产物阻碍蛋白疏

水基团的暴露进而影响分子间交联。相同干热处理时间下, 经

pH偏移处理的凝胶的G'值高于对照组, 其中pH 2偏移处理组

分 G'值最高。蛋白分子受极端 pH 条件影响, 肽链展开暴露内

部基团, 增加分子间交联, 同时干热反应形成的聚集体在凝

胶网络中起填充作用, 所以 G'值增加并在 pH 2 处理组分达

到最大值[17]。蛋白质作为一种两性大分子物质, 当 pH 为 2

时携带大量正电荷, 当与携带负电荷的 CA 处于同一体系

中时, 蛋白质多糖的分子间交联增加, G'进一步增强。 

2.3  干热处理时间及 pH 偏移对凝胶水分分布的影响 

图 2A 显示了CHPI 凝胶T2弛豫时间的 3 个主要峰值, 即

T21 (0.01~10.00 ms)、T22 (10.00~600.00 ms)、T23 (>600.00 ms)[29]。

T21 表示与蛋白分子紧密结合的水分子; T22 代表被困在凝

胶中的水, 这部分水与凝胶性质有关; T23 则表明凝胶中的

自由水, 具有较高的流动性。如图 2B 所示, 所有组分均显

示较高的 T22 及较低的 T23, 说明凝胶中含有较高的结合水 
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注: A~C 分别为 pH 7、pH 2、pH 12 偏移处理的 CHPI 的 G'图像。 

图 1  经不同干热处理时间和 pH 偏移处理的 CHPI 的温度扫描曲线 

Fig.1  Temperature scan curves of CHPI treated with different dry heat treatment times and pH shifts 

 

 
 

注: 不同小写字母表示样品间具有显著差异(P<0.05), 图 4 同。 

图 2  经不同干热处理时间和 pH 偏移处理的 CHPI 的 T2 图像(A)与 T2 弛豫时间内 T21、T22、T23 面积(B) 

Fig.2  T2 images of CHPI treated with different dry heat treatment times and pH shifts (A) and T21, T22, T23 area with T2 relaxation time (B) 
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注: 不同小写字母表示样品间具有显著差异(P<0.05), 图 4 同。 

图 2(续)  经不同干热处理时间和 pH 偏移处理的 CHPI 的 T2 图像(A)与 T2 弛豫时间内 T21、T22、T23 面积(B) 

Fig.2  T2 images of CHPI treated with different dry heat treatment times and pH shifts (A) and T21, T22, T23 area with T2 relaxation time (B) 

 
和较少的自由水。相同 pH 偏移处理条件下, 随着干热处理

时间的增加 CHPI 凝胶中的 T22 弛豫峰面积显著增加, T23

弛豫峰面积降低, 这些结果表明干热处理提高凝胶保留水

分子的能力, 促使高流动性组分向低流动性组分转变[26]。

PT21、PT22、PT23 分别代表弛豫时间对应的峰面积。在相同

pH 偏移条件下, PT22 随着干热时间的增加而增加, 在 48 h

时达到最大值(92.88%)。这证实了 CHPI 凝胶中蛋白质和

水的相互作用增强, 更加致密的凝胶网络可以捕获更多的

水。此外, 分子间的氢键增强也是 PT22面积增加的原因[31]。

水分分布变化与 WHC变化结果相同, 但 WHC在离心力的

作用下排出了更多的水, 这表明外力作用下凝胶网络产生

的形变影响蛋白与水分子的结合。 

2.4  凝胶微观结构分析 

凝胶的三维网络结构决定其功能性质[32], 通过 SEM

对 CHPI 凝胶三维网络进行观察, 如图 3 所示。相同 pH 偏

移条件下, 对照组凝胶结构较松散, 干热处理使凝胶结构

由松散结构向致密转变(<48 h), 当处理时间为 48 h 时, 凝

胶空腔减小, 结构更加紧密规则, 这是蛋白分子之间交联

紧密的表现[33]。处理时间增加至 72 h 时, 凝胶表面粗糙不

均匀并出现较大的孔隙。这与过度的美拉德反应有关, 蛋

白的空间位阻效应影响蛋白分子间交联, 对蛋白凝胶化产

生负面影响[34]。 

相同干热处理时间下, CHPI-0 凝胶网络由粗凝胶颗

粒堆积而成, 凝胶表面不平整, 网络结构粗糙、不均匀, 

经 pH 12 偏移的凝胶相较于酸性处理及对照组相比具有

更大的孔洞结构以及更不平整的凝胶表面。可能是碱性

pH 偏移处理条件下蛋白快速聚集形成不规则聚集体影响

凝胶微观结构。干热处理组分与对照组相比较, pH 偏移

处理使凝胶结构更加紧密。通常情况, 当蛋白质直接暴露

在极性 pH 条件时, 肽链会过度展开形成大分子的聚集体, 

但经干热处理后 , 蛋白质多糖形成了接枝物 , 这阻碍了

大分子聚集体的形成, 使凝胶更加致密[24]。结果表明, 干

热处理 48 h 协同 pH 2 偏移处理的凝胶微观结构最为致密

均匀。 

2.5  红外光谱和蛋白质二级结构变化 

通常采用傅里叶变换红外光谱 (Fourier transform 

infrared spectroscopy, FTIR)观察蛋白的官能团和二级结构

的变化, 对酰胺 I 带(1600~1700 cm‒1)的特征峰进行拟合分
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析, 如图 4 所示。与对照组相比较, 干热处理时间增加及

pH 偏移显著改变了蛋白的二级结构(P<0.05)。随着处理时

间的增加 , CHPI 的 β-折叠含量先升高后降低 , 其中

CHPI2-48 组分拥有最高的 β-折叠含量(40.35%)。相同的

pH 偏移条件下, 干热处理时间小于 48 h 时, CHPI2-48 二

级结构中的 α-螺旋含量随着干热处理时间的增加逐渐

减。糖基化反应过程中 α-螺旋区域内羰基和氨基的缩合

形成的氢键可能是 α-螺旋含量降低的原因[34‒35]。由此推

断 α-螺旋含量与蛋白和 CA 的接枝程度有关, 当接枝度较

低时, 氢键的形成消耗二级结构中的 α-螺旋; 接枝度较

高时, 反应进入高级阶段, 氢键含量下降, α-螺旋含量增

加, 这与红外光谱中-OH 拉伸变化趋势一致。β-折叠含量

的增加表明干热预处理提高了 CHPI 凝胶的有序结构比

例, 凝胶硬度的增加可能与这种无序结构向有序结构的

转变有关[13]。 

2.6  蛋白三级结构的变化 

经 pH 偏移处理和干热预处理的 CHPI 的荧光光谱如 

图 5 所示。相同 pH 偏移处理条件下, 随着干热处理时间的

增加, 荧光强度呈依赖性猝灭, 这表明芳香族氨基酸所处

极性环境逐渐增强[36]。未经干热预处理(CHPI-0)的荧光强

度最高, 随着干热预处理时间的增加, CHPI 的荧光强度逐

渐降低。这可能是 HPI 与 CA 的共价和非共价相互连接使

色氨酸基团被包埋在分子内部, 降低荧光强度[33]。干热处

理 48 h 的最大荧光波长(λmax)发生红移, 表明干热处理时间

的增加使蛋白质三级结构展开, 色氨酸基团暴露[37]。干热处

理时间高于 48 h时, 最大荧光波长发生轻微蓝移, 可能是长

时间干热处理使蛋白质结构过度展开, 蛋白分子间聚集形

成不溶性聚集体或是美拉德产物包裹蛋白使处于极性条件

下的色氨酸残基[35]。在干热处理时间相同时, 与对照组相比, 

经 pH 偏移处理的 CHPI 的最大发射波长红移, pH 偏移时蛋

白质三级结构发生了改变, 内部发色基团暴露在极性环境

中。WANG 等[16]研究加热和 pH 偏移对汉麻蛋白结构影响

时发现, pH 偏移处理减小了蛋白荧光猝灭程度, 蛋白致密

结构展开, 更多发色基团暴露在溶剂中。因此, pH 偏移和干

热处理时间对蛋白质的三级结构产生了影响。 
 

 

 
 

图 3  经不同干热处理时间和 pH 偏移处理的 CHPI 的 SEM 图像(5000⨯) 

Fig.3  SEM images of CHPI treated with different dry heat treatment times and pH shifts (5000⨯) 
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图 4  经不同干热处理时间和 pH 偏移处理的 CHPI 的二级结构变化 

Fig.4  Secondary structure changes in CHPI treated with different dry heat treatment times and pH shifts 

 

 
 

注: A 为 pH 7, B 为 pH 2, C 为 pH 12。 

图 5  经不同干热处理时间和 pH 偏移处理的 CHPI 的荧光图谱 

Fig.5  Fluorescence spectra of CHPI treated with different dry heat treatment times and pH shifts 
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3  结  论 

本研究结果表明干热处理结合 pH 偏移对 CHPI 复合

凝胶性质有着显著的影响(P<0.05), 在 pH 2 偏移处理时间

48 h 凝胶性质最佳。与对照组相比较, 短时间(处理时间低

于 48 h)的干热处理促进凝胶强度并提高凝胶的保水性; 

通过对 FTIR 和荧光光谱的结果分析发现, HPI 经干热处理

和 pH 偏移后蛋白结构发生改变, 无序蛋白结构向有序结

构转变(β-折叠含量增加), 荧光强度降低, 这些变化能够

有效防止蛋白分子的过度聚集, 更加利于蛋白的凝胶化, 

提高储能模量。干热处理时间超过 48 h 时, 长时间反应生

成的美拉德产物包裹在蛋白分子表面影响蛋白间聚集, 一

定程度上阻碍疏水基团之间的相互作用, 凝胶性质减弱。

此外, SEM 图片显示, 48 h 处理时间内凝胶形成的网络结

构及孔隙分布更加均匀致密。以上结果表明, 干热处理和

pH 偏移可有效调控 HPI/CA 接枝物的凝胶特性, 为其在食

品工业中的应用提供了理论基础。 
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