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热杀菌期间胰蛋白酶改性对蛋清液耐热性和 
结构特性的影响

祁腾达1，马艳秋1，迟玉杰1,*，迟 媛2,*
（1.东北农业大学食品学院，黑龙江 哈尔滨 150030；2.东北农业大学工程学院，黑龙江 哈尔滨 150030）

摘  要：为提高蛋清液的巴氏杀菌温度，开发具有较高耐热性的蛋清液，探究胰蛋白酶改性对蛋清液耐热性和结构

特性的影响。本研究设置未改性组和酶改性组，以25 ℃蛋清液为对照，4 种不同热杀菌温度为实验组（56、62、

68 ℃和72 ℃处理3 min），采用浊度和上清液蛋白含量2 个指标衡量蛋清液耐热性的变化，利用表观黏度、粒径、

表面疏水性、傅里叶变换红外光谱、十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis，SDS-PAGE）和扫描电子显微镜（scanning electron microscope，SEM）等对蛋清蛋白结构进行

表征。胰蛋白酶改性能显著降低蛋清液浊度，提高上清液的蛋白含量（P＜0.05）。随着热杀菌温度提高，蛋清

液的浊度逐渐增加，上清液蛋白含量逐渐减少，粒子大小也逐渐增大。在相同热杀菌温度时，与未改性蛋清液相

比，酶改性蛋清液的浊度和表观黏度显著降低，同时表面疏水性显著升高（P＜0.05），粒径分布接近正态分布。

酶改性可抑制蛋白热聚集，改善耐热性。SEM结果显示酶改性使蛋清蛋白表面孔隙增多，颗粒更加分散，在同一

热杀菌温度时，表面保留的颗粒数量明显多于未改性蛋清。SDS-PAGE分析显示酶改性后蛋清中大分子蛋白发生降

解。傅里叶变换红外光谱显示，在低于68 ℃条件时，酶改性蛋清液α-螺旋结构的相对含量显著高于未改性蛋清液 

（P＜0.05），无规卷曲结构相对含量明显低于未改性蛋清液。综合分析，胰蛋白酶可有效改善热杀菌过程中蛋清

蛋白热聚集，提高蛋清液的耐热性，对扩大其销售半径有重要意义。
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Effect of Trypsin Modification on Heat Resistance and Structural Properties of Liquid Egg White during Heat Sterilization
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Abstract: In order to increase the pasteurization temperature and heat resistance of liquid egg white, the effect of trypsin 
modification on the heat resistance and structural properties of liquid egg white was investigated in this study. The sample 
in this study consisted of two groups: unmodified and enzyme-modified. Each group was kept at 25 ℃ (control) or sterilized 
at 56, 62, 68 or 72 ℃ for 3 min. The changes of heat resistance were measured by turbidity and supernatant protein content, 
and the structure of egg white protein was characterized by apparent viscosity, particle size, surface hydrophobicity, Fourier 
transform infrared (FTIR) spectroscopy, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), and 
scanning electron microscopy (SEM). Trypsin modification significantly reduced egg white turbidity and increased the 
protein content of the supernatant (P < 0.05). As the sterilization temperature increased, the turbidity and particle size of 
egg white gradually increased, while the protein content of the supernatant gradually decreased. At the same sterilization 
temperature, the turbidity and apparent viscosity of the modified egg white were significantly lower, while the surface 
hydrophobicity was significantly higher (P < 0.05) and the particle size distribution was closer to the normal distribution 
compared with that of the unmodified egg white. Enzymatic modification could inhibit protein thermal aggregation and 
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improve heat resistance. SEM results showed that enzymatic modification increased the surface porosity of egg white 
protein and the dispersity of the particles; at the same sterilization temperature the number of particles retained on the 
surface was higher in modified than in unmodified egg white. SDS-PAGE analysis showed that enzymatic modification 
promoted the degradation of large molecular mass proteins in egg white. Fourier transform infrared spectroscopy showed 
that at temperatures below 68 ℃, the relative content of α-helix of the modified egg white was significantly higher than that 
of the unmodified egg white (P < 0.05), while the relative content of random coil was significantly lower than that of the 
unmodified egg white. In conclusion, trypsin can effectively improve the thermal aggregation of egg white proteins during 
heat sterilization and improve the heat resistance of liquid egg white, which is important for expanding its sales radius.
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除水分外，蛋清液主要是由蛋白质、少量脂质、维

生素及矿物质等组成的胶状物质[1]，因其丰富的营养价

值和优良的功能特性而广泛应用于焙烤食品[2]。为了确

保微生物安全性，一般使用的巴氏杀菌条件为55～57 ℃
加热3～4 min[3]，但是蛋清液易受到高温的影响而变性 

聚集[4]。因此，改善蛋清液的耐热性是扩大其在食品行业

中应用的关键。为研究一种高耐热性蛋清液，将其应用

于在实际生产中，本研究通过胰蛋白酶改性的手段提升

蛋清的耐热性，并研究耐热性与结构特性之间的关系。

胰蛋白酶是由胰腺分泌的消化酶之一，通常是从

牛、猪、羊的胰脏中提取纯化获得的结晶，然后再制成

冻干制剂[5]。胰蛋白酶属于丝氨酸蛋白酶家族，主要作

用是在小肠内将蛋白质和多肽分解为大小不等的肽段，

对蛋白质的水解起着重要作用[6]。蛋白酶改性是利用蛋

白酶在温和条件下水解蛋白质，改变蛋白质结构，从而

使蛋白质获得更好的热稳定性和功能性。迟玉杰等[7]利用

中性蛋白酶水解蛋清粉，发现可以提高蛋清的起泡性和泡

沫稳定性。刘剑秋等[8]通过使用复合风味蛋白酶水解浓度

3%的全蛋液，可使其热凝固温度提高至75 ℃。涂勇刚等[9] 

对木瓜蛋白酶改善蛋清蛋白的起泡性工艺进行优化，起

泡性提高140%。Tian Shuangqi等[10]利用木瓜蛋白酶水解

小麦胚芽白蛋白，可有效改善起泡性。

近年来，利用酶改性液态蛋的功能性质研究有很

多，但对于热杀菌期间胰蛋白酶改性对蛋清液耐热性和

结构特性影响的分析相对较少。因此本研究采用胰蛋白

酶对蛋清液进行酶改性，通过浊度和上清液蛋白含量两

个指标衡量蛋清液的耐热性，探究在不同热杀菌温度

（56、62、68 ℃和72 ℃，3 min）条件下，酶改性对蛋清

液耐热性和结构性质的影响，旨在为酶改性技术在蛋清

液中的高效应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新鲜鸡蛋 哈尔滨香坊区好又多超市。

胰蛋白酶（酶活力8.9×104 U/g） 上海源叶生

物科技有限公司；十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl 
sulfate，SDS）、8-苯胺-1-萘磺酸（8-anilinonaphthalene-
1-sulfonic acid，ANS） 美国Sigma公司。所有试剂均

为分析纯。

1.2 仪器与设备

HH-4数显恒温水浴锅 常州国华电器有限公司；

pH计 梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司；JJ-1精密

增力电动搅拌机 上海浦东物理化学仪器厂；TU-1810
紫外-可见分光光度计  北京普析通用仪器有限责任 

公司；F-7100荧光分光光度计、SU801场发射扫描电子

显微镜 日本日立公司；Nicolet is50傅里叶变换红外光

谱仪、HAAKE MARS60旋转流变仪 赛默飞世尔科技

（中国）有限公司；SYNC激光粒度仪 美国麦奇克有

限公司。

1.3 方法

1.3.1 样品制备

取新鲜鸡蛋，洗净干燥后打蛋分离蛋清，用纱布过

滤得到新鲜蛋清液，匀速搅拌15 min。添加胰蛋白酶，

酶改性条件：酶添加量0.15%、水解时间60 min、反应温

度42 ℃。以酶改性（25 ℃）和未改性（25 ℃）蛋清液为

对照，蛋清液常用的巴氏杀菌条件为56 ℃加热3 min，因
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此本实验选用不同的热杀菌温度（56、62、68、72 ℃）加

热蛋清液3 min，其中一部分样品经冻干后用于后续研究。

1.3.2 浊度的测定

参照杜清普等[11]的方法并稍作修改。将制备好的蛋

清液样品用去离子水稀释20 倍，采用紫外-可见分光光度

计测定溶液在540 nm波长处的吸光度，以此表示蛋清液

样品的浊度。

1.3.3 上清液蛋白含量的测定

参照何大博等[12]的方法。将制备好的蛋清液样品，

8 000 r/min离心30 min，离心后取上清液。使用BCA法总

蛋白定量测定试剂盒测定上清液蛋白含量。将56.3 g/L的
BCA蛋白质标准品用去离子水稀释至不同质量浓度梯度

（1、0.1、0.2、0.4、0.5 mg/mL），使用酶标仪在562 nm
波长处测定吸光度，以蛋白含量为横坐标，吸光度为纵

坐标制作标准曲线。比照标准曲线计算蛋清液样品的上

清液蛋白含量。

1.3.4 表观黏度的测定

参照Liu Xin等 [13]方法并略有修改。测试前样品在

25 ℃放置1 h。样品置于流变仪感应板上，使用C60平
板进行测定，设定剪切速率范围为0.01～100 s－1，板间

距为1 000 nm。以剪切速率为横坐标，表观黏度为纵坐

标，绘制剪切速率与表观黏度的关系图。运用Ostwald-de 
Waele幂次定律模型对关系图进行回归拟合，公式如下：

η/ Pa s Kλn 1

式中：λ为剪切速率/s－1；η为表观黏度；K为黏稠系

数；n为流体指数。

1.3.5 粒径分布的测定

参照马艳秋等[14]的方法并稍作修改，制备蛋白质量

浓度为1～2 mg/mL的蛋清液样品，使用激光粒度仪测定

蛋清液样品的粒径分布，测定温度25 ℃，参数设置：分

散剂为水，分散剂折射率为1.33。以粒径为横坐标，体积

分数为纵坐标绘制粒径分布图。

1.3.6 表面疏水性的测定

参照Li Xin等[15]的方法略有修改。预制蛋白质量浓

度为1 mg/mL的蛋清液样品，用磷酸盐缓冲液（phosphate 
buffered saline，PBS）（0.01 mol/L，pH 7.0）将蛋清液稀释

为5 个质量浓度梯度（蛋白质质量浓度0.1～0.5 mg/mL）。 

然后将20 μL ANS（8 mol/L）与4 mL样品溶液混合，

并在黑暗中放置15 min。使用荧光分光光度计测定荧光

强度，激发波长390 nm；发射波长470 nm；狭缝宽度

5 nm。曲线的斜率为测定蛋清液样品的表面疏水性。

1.3.7 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-
PAGE）分析

参照Huang Qun等 [16]的方法并稍加修改。用PBS
（0.01 mol/L，pH 7.0）稀释蛋清液蛋白质量浓度为 

1 mg/mL。采用质量分数5%浓缩胶、质量分数12%分离

胶进行SDS-PAGE，在80 V电压下持续30 min后，调整电

压至120 V，染料距底部胶1 cm时停止电泳。凝胶用固定

液固定30 min、染色液染色30 min、脱色液脱色过夜至条

带清晰后，使用凝胶成像仪对凝胶照相。

1.3.8 扫描电子显微镜（scanning electron microscope，
SEM）观察

参照Li Peishan等[17]的方法并稍加修改。取少许冻干

的蛋清样品固定在导电胶上，喷金处理200 s。将放大倍

数至500 倍，观察不同蛋清的表观形貌，并且拍摄照片记

录所观察到的特征。

1.3.9 傅里叶变换红外光谱（Fourier transform infrared 
spectroscopy，FTIR）分析

参照Han Ke等[18]的方法并稍加修改。将冻干蛋清样

品分别与干燥的KBr研磨混合后压片，使用FTIR进行测

定，扫描范围为4 000～500 cm－1。使用OMNIC软件对基

线进行校正并分析蛋清液样品蛋白二级结构的相对含量。

1.4 统计分析

所有实验重复3 次，结果用 ±s表示。使用SPSS 26.0
软件和单因素方差分析进行数据处理和显著性分析 

（P＜0.05，差异显著），使用Origin 2018软件进行绘图。

2 结果与分析

2.1 热杀菌期间酶改性对蛋清液浊度的影响

浊度能够反映出蛋清液中的粒子大小和数量，可以

描述蛋白质的聚集程度，从侧面说明蛋清液耐热性的变

化情况[19]。热杀菌温度对酶改性和未改性蛋清液浊度的

影响如图1所示。在同一杀菌温度下，酶改性蛋清液的

浊度显著低于未改性蛋清液（P＜0.05）。随着热杀菌温

度的升高，改性前后蛋清液的浊度都逐渐升高。结果表

明，经酶改性后的蛋清液可以有效抑制蛋清蛋白质的热

聚集。可能是由于酶改性蛋清液的蛋白质水解为小分子

蛋白，粒子变小导致浊度有所下降[20]，之后热杀菌温度

升高，小分子蛋白重新聚合，导致浊度逐渐上升，这与

畅鹏等[21]研究结果一致。
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不同大写字母表示未改性组与酶改性组之间差异显著，不同小写字母

表示不同杀菌温度样品之间差异显著（P＜0.05）。图2、5和表2同。

图 1 热杀菌期间酶改性对蛋清液浊度的影响

Fig. 1 Effect of enzymatic modification on the turbidity of liquid egg 

white during heat sterilization
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2.2 热杀菌期间酶改性蛋清上清液蛋白含量的变化

如图2所示，与25 ℃未改性蛋清液相比，经酶改性

蛋清液的上清液中蛋白含量越多，表明酶改性对蛋清液

中蛋白热聚集的抑制效果越好，说明蛋白酶改性处理

可以改善蛋清液的耐热性[22]。总体上看，随着热杀菌温

度的升高，上清液蛋白含量呈下降趋势。25 ℃酶改性

蛋清液与未改性蛋清液的上清液蛋白含量无显著差异 

（P＞0.05）。在同一热杀菌温度下，酶改性蛋清液的上

清液蛋白含量显著高于未改性（P＜0.05）。主要原因可

能是加热引起蛋白通过疏水相互作用聚集，导致上清液

蛋白含量降低。而酶改性使蛋清蛋白水解为小分子，导

致蛋清液里存在的上清液蛋白含量增多，带电氨基酸暴

露出来，增强了蛋白间的静电斥力[23]，从而抑制了蛋白

的热聚集，改善了蛋清液的耐热性。
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图 2 热杀菌期间酶改性蛋清上清液蛋白含量的变化

Fig. 2 Changes in protein content of enzyme-modified egg white 

supernatants during heat sterilization 

2.3 热杀菌期间酶改性对蛋清液表观黏度的影响

在不同热杀菌温度下，通过测定酶改性对蛋清液体

系的静态流变学性质，得到黏度的变化。采用Ostwald-

de Waele幂次定律模型进行拟合，判断热杀菌期间经过酶

改性后体系的流体特性是否发生变化。
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1～5分别代表酶改性25 ℃和热杀菌温度56、62、68、72 ℃的蛋清液；

6～10分别代表未改性25 ℃和热杀菌温度56、62、68、72 ℃的蛋清液。

图 3 热杀菌期间酶改性对蛋清液表观黏度的影响

Fig. 3 Effect of enzymatic modification on the apparent viscosity of 

liquid egg white during heat sterilization  

如图3所示，表观黏度随着剪切速率的增加而降低，

呈现剪切稀化的现象，说明酶改性和未改性的蛋清液均

为非牛顿流体[24]。随着热杀菌温度的升高，蛋清液的黏

度呈现逐渐升高的趋势。在同一热杀菌温度下，酶改性

蛋清液的黏度均显著低于未改性蛋清液（P＜0.05）。蛋

清液的黏度增加可能是由于热杀菌温度的升高，蛋白质

分子发生交联，分子间的相互作用力增强。酶改性使得蛋

清液结构间的相互作用力和共价交联减少而降低黏度[25]。 

Li Xin等[26]研究发现，随着热杀菌温度的升高，蛋白质扩

展，然后通过疏水相互作用和二硫键重新聚集形成聚合

体，具有更高的表观黏度。

由表1可知，R2＞0.98，表示图3能较好地反映表观

黏度和剪切应力的变化关系。对图3中的曲线进行拟合

Ostwald-de Waele幂次定律模型分析，其中K值越大表示

蛋清液η越大[27]。从表1可以看出，酶改性蛋清液黏度降

低，随着热杀菌温度的升高，蛋清液黏度呈逐渐上升趋

势，K值增大。由于酶水解蛋清蛋白使蛋清液的体系分

散，降低蛋白质分子间的凝集，热杀菌温度升高，其K值
越大，说明蛋白分子交联，重新聚合成较大的不溶性集

合体。n变化不规律，这可能是由于蛋清液中包含多种蛋

白质，其蛋白质在不同热杀菌温度下变化有所不同，对n

的变化产生影响。

表 1 不同热杀菌温度的蛋清液表观黏度拟合参数

Table 1 Fitting parameters of apparent viscosity of liquid egg white at 

sterilization temperatures

样品 K n R2

未改性25 ℃ 0.120 0.243 0.983

酶改性25 ℃ 0.096 0.315 0.985

未改性56 ℃ 0.362 0.512 0.985

酶改性56 ℃ 0.233 0.295 0.982

未改性62 ℃ 0.591 0.397 0.991

酶改性62 ℃ 0.246 0.431 0.983

未改性68 ℃ 0.780 0.756 0.980

酶改性68 ℃ 0.371 0.336 0.986

未改性72 ℃ 1.23 0.639 0.985
酶改性72 ℃ 0.503 0.495 0.982

2.4 热杀菌期间蛋白酶改性对蛋清液粒径分布的影响

如图4所示，不同热处理下未改性和酶改性蛋清液的

粒径分布呈现出明显差异。随着热杀菌温度不断升高，

蛋清液的粒径锋正向移动，平均粒径逐渐增大。酶改性

蛋清液的粒径分布更加接近正态分布，表现出单一的

锋。根据Wang Baoli等[28]的研究发现，样品较小的粒径可

以降低颗粒在热应力下的聚集程度，从而提高蛋清蛋白颗

粒的热稳定性。相比之下，未改性蛋清液的粒径分布更加

分散，呈现双峰，且大粒径颗粒所占比例更大。而随着热

杀菌温度的升高，粒径大小逐渐增大，这可能是因为加热

导致蛋白质的热聚集，所以粒径有所增加[29]。
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A.未改性蛋清液组；B.酶改性蛋清液组。图7、8同。

图 4 不同热杀菌温度下蛋清液的粒径分布 

Fig. 4 Particle size distribution of egg white liquid under different heat 

sterilization temperatures 

2.5 热杀菌期间酶改性对蛋清液表面疏水性的影响

如图5所示，蛋清液的表面疏水性随着温度的升

高，呈现先升高后降低的趋势，当蛋白质内部的疏水基

团暴露时，蛋清液的疏水性提高。在同一热杀菌温度条

件下，酶改性蛋清液的表面疏水性显著高于未改性蛋清

液（P＜0.05）。在25 ℃时，酶改性蛋清液的表面疏水

性显著高于未改性蛋清液（P＜0.05），原因可能是酶

改性促进了蛋白质的色氨酸残基、酪氨酸残基等疏水性

基团的暴露，提高其表面疏水性。从蛋清液粒径分布可

以看出酶改性改变蛋白质分子的聚集和分散，影响疏水

基团的暴露情况，从而改变蛋清液的疏水性。与未改性

蛋清液相比，酶改性使蛋清液蛋白的表面疏水性显著降

低（P＜0.05）。热杀菌温度达到68 ℃时，未改性蛋清

液和酶改性蛋清液的表面疏水性均达到最大值，分别为

600.68±6.22和809.90±4.01。根据王晨等[30]研究，蛋白酶

酶解处理可能会使蛋清蛋白内部的疏水基团暴露，从而导

致蛋白表面疏水性的增加。而过高的热杀菌温度使蛋白分

子重新聚合，疏水基团被掩埋，表面疏水性降低[31]。
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图 5 热杀菌期间酶改性对蛋清液表面疏水性的影响

Fig. 5 Effect of enzymatic modification on the surface hydrophobicity of 

liquid egg white during heat sterilization 

2.6 SDS-PAGE分析

蛋清蛋白主要成分为卵黏蛋白（2 8   k D a）、卵

清蛋白（45 kDa）、卵转铁蛋白（78 kDa）和溶菌酶

（14.3 kDa）[32]。以未改性25 ℃（泳道6）为对照，结果

如图6所示，未改性蛋清液的条带颜色因为热杀菌温度升

高而变化最大，酶改性蛋清液的蛋白大部分为小分子蛋

白，酶改性72 ℃的蛋清液（泳道5）在卵黏蛋白处的条

带变深，而未改性62 ℃的蛋清液（泳道8）在卵转铁蛋

白和卵清蛋白处的条带变深，开始出现蛋白聚集物，且

随着热杀菌温度的升高，蛋白聚集物越多。这说明酶改

性使蛋清中高分子质量的蛋白水解，且热杀菌处理后，

酶改性蛋清液的高分子质量条带颜色依然较浅，说明热

处理酶改性蛋清液形成的大分子颗粒较少，抑制了蛋清

液蛋白的热聚集，从而改善了蛋清液的耐热性。更小的

粒径大小与分布很好地佐证了这一结果。当泳道颜色变

浅时，表明蛋白质聚集体已被β-巯基乙醇和SDS分解，酶

改性促进了疏水相互作用和巯基二硫键交换的反应，从

而增强了疏水相互作用并断裂二硫键。当蛋清蛋白质被

蛋白酶水解后，蛋白质中的自由氨基和巯基减少，与考

马斯亮蓝发生显色反应的基团减少，从而使条带变浅或 

不显色。
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M. Marker；1～5.分别为25 ℃和热杀菌温度56、62、68、72 ℃的酶改性蛋清

液；6～10.分别为25 ℃和热杀菌温度56、62、68、72 ℃的未改性蛋清液。

图 6 不同热杀菌温度下酶改性与未改性蛋清液SDS-PAGE图像

Fig. 6 SDS-PAGE images of enzyme-modified and unmodified liquid 

egg white at different sterilization temperatures

2.7 热杀菌期间酶改性对蛋清结构的影响

如图7所示，未改性25 ℃的蛋清样品颗粒尺寸较

大，这些颗粒之间有些黏连在一起，导致总体呈现不规

则且不均匀的分布。随着热杀菌温度的升高，未改性蛋

清蛋白颗粒数量明显减少，且分布更加松散。酶改性

25 ℃的蛋清样品微观颗粒的表面孔洞和缝隙增多，经过

热杀菌处理后，颗粒表面出现黏连，其颗粒数量减少。

与未改性蛋清样品的SEM图像进行对比，在同一热杀

菌温度下，酶改性蛋清蛋白的颗粒数量多于未改性蛋清 

蛋白。

SEM图像表明酶改性处理可以改善蛋清蛋白的热

聚集，酶改性后蛋清粉的颗粒结构被破坏并分裂成大量

碎片，产生不规则的孔状结构，出现一定程度的片状凸
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起，颗粒大小也变得更小。由于热杀菌处理使蛋清蛋白

发生热聚集，经过离心后冻干的不同蛋清样品SEM图

像也不同，其结果与上述蛋清上清液蛋白含量的结果一

致。酶改性处理可使结构紧密的蛋白质分子展开，并暴

露活性残基，经过热杀菌处理仍保留较多的蛋清蛋白，

表明酶改性处理改善了蛋清的耐热性。
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下标1～5. 25 ℃和热杀菌温度56、62、68、72 ℃。

图 7 热杀菌期间酶改性对蛋清结构的影响

Fig. 7 Effect of enzymatic modification during heat sterilization on the 

microstructure of liquid egg white 

2.8 FTIR分析

2.8.1 图谱分析

红外光谱学可以通过多肽链的主干吸收红外辐射，

从而激发其组成酰胺键的振动模式[33]。其中，酰胺I带是

在1 700～1 600 cm－1范围内出现的振动带[34]，它的振动

主要是由羰基（C＝O）双键导致，是分析蛋白质二级结

构的重要带位。如图8所示，处理前后的蛋清液蛋白红外

图谱并无明显变化，但在酰胺I带处，未改性蛋清组中峰

值由1 652.63 cm－1处偏移到1 622.37 cm－1处，酶改性蛋清

组的峰值位于1 657.41 cm－1处，酶改性使得蛋白质的酰

胺I带向高波数偏移，热杀菌处理使蛋白质的酰胺I带向低

波数偏移，偏移到1 636.85 cm－1处。通过氢键的断裂，

可以提高化学键的力常数，从而吸收频率移向高波数方

向。因此，蛋白酶改性处理可能会导致蛋白质分子结构

展开，并改变官能团。
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图 8 热杀菌期间酶改性对蛋清蛋白红外光谱的影响

Fig. 8 Effect of enzymatic modification on the infrared spectrum of egg 

white proteins during heat sterilization

2.8.2 酰胺I带的反卷积和曲线拟合

为进一步了解酶改性对蛋清蛋白质的影响，对不同

处理的蛋清蛋白的二级结构进行测定。结果表明，蛋白

质改性后，C＝O数量以及C＝O和N—H之间的氢键都发

生了变化。

表 2 热杀菌期间酶改性对蛋清蛋白质二级结构相对含量的影响

Table 2 Effect of enzymatic modification on the relative contents of 

secondary structures of egg white protein during heat sterilization

%

样品 α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规卷曲

未改性25 ℃ 35.74±0.18Bd 28.45±0.15Bb 25.71±0.02Ad 10.10±0.02Ad 
酶改性25 ℃ 43.54±0.09Abc 33.31±0.10Ac 11.19±0.13Bd 9.75±0.01Bd 
未改性56 ℃ 39.19±0.03Bb 15.87±0.01Bd 35.82±0.04Aa 10.32±0.04Ae 
酶改性56 ℃ 43.75±0.16Ab 33.22±0.03Ac 12.16±0.08Bc 9.95±0.13Bc

未改性62 ℃ 32.25±0.17Bc 23.75±0.19Bc 29.94±0.06Ab 11.74±0.07Ac 
酶改性62 ℃ 35.51±0.04Ad 30.62±0.15Ab 22.25±0.11Ba 11.06±0.06Bb 
未改性68 ℃ 27.13±0.02Be 38.05±0.21Aa 20.85±0.06Ae 12.36±0.13Ab

酶改性68 ℃ 45.23±0.10Aa 27.91±0.11Bd 16.23±0.17Bb 9.12±0.04Be

未改性72 ℃ 42.83±0.26Aa 16.04±0.22Bd 25.85±0.02Ac 13.28±0.02Ba 
酶改性72 ℃ 28.62±0.04Be 34.92±0.18Aa 22.32±0.15Ba 14.04±0.05Aa 

蛋清蛋白质二级结构含量变化情况如表 2 所

示，蛋清蛋白二级结构组成为α-螺旋35.74%、β-折叠

28.45%、β-转角25.71%、无规卷曲10.10%。这与康鹏等[35] 

的研究结果基本一致。热处理使未改性和酶改性蛋清液

中蛋白质二级结构发生变化。未改性蛋清蛋白二级结构

中β-折叠、β-转角结构的相对含量变化不规律，无规卷

曲结构的相对含量随温度的升高不断增大，在72 ℃时

无规卷曲结构相对含量达到13.28%，而α-螺旋相对含量

先增大后减小，超过68 ℃后α-螺旋相对含量显著升高 

（P＜0.05）。酶改性后蛋清液α-螺旋和β-折叠结构在
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68 ℃条件下相对含量分别为最高和最低，使得蛋白同时

具有稳定性和灵活性，在此时酶改性蛋清液α-螺旋结构

相对含量显著高于未改性蛋清液（P＜0.05），无规卷

曲结构相对含量明显低于未改性蛋清液，且酶改性后蛋

清液二级结构相对含量的变化幅度明显小于未改性蛋清

液，这说明酶改性改变了蛋清液蛋白质内的氢键，适当

热处理对蛋白质的有序性有促进作用。

3 结 论

本研究通过胰蛋白酶对蛋清液进行改性，探究

热杀菌期间胰蛋白酶对蛋清液耐热性和结构特性的影

响。结果显示，蛋白酶改性处理使蛋清液浊度显著降低 

（P＜0.05），与未改性蛋清液相比，改性后的上清液蛋

白含量无显著差异（P＞0.05）。在热杀菌过程中，酶改

性蛋清液浊度显著低于未改性蛋清液，其上清液蛋白含

量显著高于未改性蛋清液（P＜0.05），证明蛋白酶改性

是一种改善蛋清液耐热性的有效方法。通过分析表观黏

度、表面疏水性发现，酶改性蛋清液在热杀菌过程中蛋

白质表观黏度逐渐升高，表面疏水性呈现先上升后下降

的趋势。在同一热杀菌温度下，酶改性蛋清液的表观黏

度显著低于未改性蛋清液，表面疏水性显著高于未改性

蛋清液（P＜0.05）。FTIR结果显示，酶改性处理可以

使蛋白酰胺I带向高波数偏移，蛋白质二级结构的结果显

示热杀菌温度低于68 ℃时，酶改性蛋清液蛋白质的α-螺
旋相对含量显著高于未改性蛋清液，无规卷曲结构相对

含量显著低于未改性蛋清液（P＜0.05）。酶改性蛋清液

的粒径分布趋于正态分布，在同一热杀菌温度下，其粒

径显著小于未改性蛋清液（P＜0.05）。SDS-PAGE结果

表明蛋白酶改性能抑制蛋白热聚集。酶改性25 ℃的蛋清

液颗粒的表面孔洞和缝隙增多，经过热杀菌处理后，其

颗粒数量减少。在同一热杀菌温度下，酶改性蛋清蛋白

的颗粒数量多于未改性蛋清蛋白。因此，在热杀菌过程

中，胰蛋白酶对蛋清液有积极作用，可有效改善蛋清蛋

白的热聚集，提高蛋清液的耐热性，对扩大其销售半径

有重要意义。
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