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提取方式对微拟球藻蛋白理化性质和
功能特性的影响

黄素艳1,2，曹　荣2，刘　楠2，孙　永2，周德庆2，王珊珊2, *

（1.上海海洋大学食品学院，上海 201306；
2.中国水产科学研究院黄海水产研究所，山东青岛 266071）

摘　要：以微拟球藻粉为原料，分别采用冻融盐析法、酶提辅助法和碱提酸沉法制备冻融蛋白（Nannochloropsis
freeze-thawed extraction protein，NFP）、酶提蛋白（Nannochloropsis enzyme-assisted extraction protein，NEP）和碱

提蛋白（Nannochloropsis alkali extraction protein，NAP），并对其理化性质和功能特性进行对比分析。结果表明，

碱提酸沉法的提取率为 18.70%±0.50%，显著高于其他两种提取方式（P<0.05）。NFP、NEP与 NAP中均含有多

种人体必需氨基酸，分别占总氨基酸含量的 38.75%、38.16%和 37.88%；紫外吸收光谱显示三种提取蛋白在 200~
220 nm处有较强的吸光值；傅里叶变换红外光谱表明三种蛋白均具有典型的蛋白吸收峰，但二级结构发生变化，

碱提处理使 NAP中 β-转角相对含量降低至 19.62%±1.48%，β-折叠相对含量增加至 32.90%±1.55%；与 NEP和

NFP相比，NAP的游离巯基含量和 Zeta电位绝对值显著上升，粒径显著下降（P<0.05）；扫描电镜显示不同提取

方式下蛋白的显微结构有差异。功能特性分析显示三种蛋白的溶解性、起泡性及起泡稳定性随 pH的变化趋势相

似；相比 NEP和 NAP，NFP具有更好的功能特性。该研究结果为微藻蛋白资源在食品领域的开发利用提供了一定

的理论依据。
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Abstract：Nannochloropsis  freeze-thawed  extraction  protein  (NFP), Nannochloropsis  enzyme-assisted  extraction  protein
(NEP)  and Nannochloropsis  alkali  extraction  protein  (NAP)  were  extracted  from  the Nannochloropsis  powder  by  using
freeze-thawed  salt  precipitation  method,  enzyme-assisted  extraction  method  and  alkali  dissolution  acid  precipitation
method, respectively.  The physicochemical  properties and functional properties were compared and analyzed.  The results
showed that the extraction rate of alkali-solution and acid-precipitation was 18.70%±0.50%, which was significantly higher
than that of the other two extraction methods (P<0.05). NFP, NEP and NAP all contained a variety of essential amino acids,
accounting  for  38.75%,  38.16%  and  37.88%  of  the  total  amino  acid  content,  respectively.  The  UV  absorption  spectrum
showed  that  the  three  extracted  proteins  exhibited  strong  absorbance  values  at  200~220  nm.  Fourier  transform  infrared
spectroscopy  (FTIR)  showed  that  all  three  proteins  displayed  typical  protein  absorption  peaks,  however,  the  secondary  
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structure  changed.  After  alkaline  extraction  treatment,  the  proportions  of  β-turn  in  NAP  decreased  to  19.62%±1.48%,
respectively,  whereas the β-sheet  content  increased to 32.90%±1.55%. Compared with NEP and NFP, the free sulfhydryl
content  and  Zeta  potential  absolute  value  of  NAP  were  significantly  increased,  while  the  particle  size  was  obviously
reduced (P<0.05). The results of scanning electron microscopy (SEM) showed that the microstructure of the three proteins
was different.  Functional properties analysis demonstrated that the solubility, foaming ability and foaming stability of the
three proteins displayed similar trends with that of pH. Compared to NEP and NAP, NFP had better functional capacities.
The results provide a certain theoretical basis for the development and utilization of Nannochloropsis protein resources in
the food industry.

Key  words： Nannochloropsis； protein； alkali-solution  and  acid-precipitation； physicochemical  properties； functional
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微拟球藻（Nannochloropsis）是一类分布广泛的

单细胞藻类真核生物，属于真眼点藻纲，真眼点藻目，

单株藻科。其细胞呈球形或近似球形，直径约为 2~
8 μm，形态简单，生长迅速，光和效率高，可以实现大

规模养殖，具有很高的开发潜力和商业化应用前

景[1−2]。微拟球藻中营养成分含量丰富，主要活性成

分包括蛋白质、藻多糖、叶绿素 a、β-胡萝卜素等，在

缺氮胁迫下还能大量合成油脂（富含二十碳五烯酸

（Eicosapentaenoic acid，EPA）），是工业化生产 EPA
的优质原料，也可作为鱼类幼体和轮虫的饲料添加

剂，已于 2021年被国家卫健委批准作为人类新食品

原料[3]。目前，该藻种主要应用于水产养殖、食品、

保健食品、生物制药、化妆品和生物柴油等领域[4]。

蛋白质是微藻中最主要的物质成分之一，一般

在干基物质中占比为 25%~40%[5]。相较于其他植物

源蛋白，微藻蛋白具有原料生长速度快、产量高、不

占耕地等特性[6]。同时，微藻蛋白的氨基酸种类齐

全，且生物利用率高、致敏性低，是良好的可持续性

未来食品蛋白质来源，作为保健食品、药品和化妆品

的原料也具有巨大应用潜力[7−8]。由于有些微藻具有

较厚的细胞壁，因此为了提高蛋白提取效率，通常需

要对微藻细胞壁进行轻度破碎处理。目前，常用的细

胞壁破碎处理方法通常包括机械法和非机械法。机

械处理主要是超声波、研磨、高压、均质等，非机械

法包括物理方法（反复冻融、负压）、化学方法（例如

裂解液、酸碱处理等）和酶处理方法等[9]。其中，碱提

酸沉法因操作便利、经济实惠且提取率高的优点，成

为目前使用较多的蛋白质提取方法。

近年来，国内外对微拟球藻的相关研究热度持

续攀升，但大多集中在微藻产油生产及应用，对微拟

球藻蛋白理化性质的相关研究探索不多。关于不同

的提取方式对微拟球藻蛋白理化特性和功能性质的

影响，国内外鲜有报道。因此，本实验拟采用冻融盐

析法、酶提辅助法和碱提酸沉法分别提取微拟球藻

蛋白，比较不同提取方法下蛋白理化性质和功能性质

的差异，旨在为微拟球藻的精深加工以及相关蛋白产

品的高值化开发应用提供理论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

微拟球藻粉　烟台海融生物技术有限公司；纤

维素酶（3000 U/g）、考马斯亮蓝 G-250、十二烷基硫

酸钠（SDS，电泳纯）、丙烯酰胺、过硫酸氨（ammo-
nium persulphate，AP）　北京索莱宝生物科技有限公

司；漆酶（20000 U/mg）、硫酸铵、5,5-二巯基-2,2-二
硝基苯甲酸溶液（DTNB）　上海源叶生物科技有限

公司；所有试剂均为国产分析纯。

SCIENTZ-10N冷冻干燥机　宁波新芝股份有

限公司；ZHSY-50N水浴恒温振荡器　上海知楚仪

器有限公司；FE20 pH计　上海梅特勒-托利多有限

公司；LC-4012低速离心机　安徽中科中佳科学仪器

有限公司；UV-9000紫外可见分光光度计　上海元

析仪器有限公司；Bruker Tensor27傅里叶变换红外

光谱仪　德国 Bruker公司；高速均质机　德国 IKA
仪器公司；JSM-6390LV低真空扫描电镜　日本电子

株式会社；Hitachi 835-50氨基酸自动分析仪　日本

日立公司；Zetasizer NanoZS90纳米粒度/Zera电位

分析仪　英国马尔文公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   微拟球藻蛋白的提取　 

1.2.1.1   冻融盐沉法　根据陈艺煊[10] 的方法并在此

基础上修改。将微拟球藻粉与去离子水以料液比

1:10（g/mL）混合均匀，溶胀 24 h后置于−20 ℃ 条件

下冷冻 12 h左右。于室温下融化，反复以上操作至

少 4次。冻融结束后，将混合物离心（4000 r/min，
20 min）后取上清液。在上清液中加入终浓度为

75%的硫酸铵，利用盐析作用使蛋白质沉淀，静置过

夜。经离心（4000 r/min，20 min）后收集沉淀，使用透

析袋（3.5 kDa，4 ℃）透析 72 h，冷冻干燥后得到微拟

球藻冻融蛋白（Nannochloropsis  freeze-thawed  ex-
traction protein，NFP）。 

1.2.1.2   酶提辅助法　将微拟球藻粉与去离子水以

料液比 1:10（g/mL）混合均匀，溶胀 24 h后用 2 mol/L
HCl将 pH调节至 5.0。加入 1%（w/w）漆酶，于 50 ℃
下酶解 4 h；再加入 1%（w/w）纤维素酶，于 50 ℃ 下

酶解 4 h。酶解结束后，经离心（4000 r/min，20 min）
处理收集上清液。按照 1.2.1.1中盐析、透析和冷冻

干燥后，得到酶提蛋白（Nannochloropsis  enzyme-
assisted extraction protein，NEP）[11]。 

1.2.1.3   碱提酸沉法　参考 Duppeti等[12] 的方法并
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略作改动。将微拟球藻粉与去离子水以料液比

1:10（g/mL）混合均匀，溶胀 24 h后用 2 mol/L NaOH
溶液调节 pH至 9.0，置于 4 ℃ 下提取 30 min。经离

心（4000 r/min，20 min）后获得上清液，用 2 mol/L
HCl调节 pH至最佳沉淀点 5.0后静置 1 h。经离心

（4000  r/min，20  min）后收集沉淀物，使用透析袋

（3.5 kDa，4 ℃）透析 72 h，冷冻干燥后得到碱提蛋白

（Nannochloropsis alkali extraction protein，NAP）。 

1.2.2   蛋白提取率的测定　采用凯氏定氮法测定蛋

白提取液中的蛋白质含量，根据式（1）计算蛋白提

取率：

蛋白提取率(%)=
提取液质量×提取液蛋白质含量
样品质量×样品中蛋白质含量

×100

式（1）
 

1.2.3   微拟球藻蛋白理化性质的研究　 

1.2.3.1   UV-Vis吸收光谱分析　将冻干样品配制成

0.5 mg/mL的蛋白溶液，使用紫外可见分光光度计对

其进行 200~800 nm范围内的扫描[11]。 

1.2.3.2   氨基酸分析　精确称取一定量蛋白样品，加

入 10 mL 6 mo/L的HCl溶液，在 110 ℃ 下水解 24 h。
水解液脱酸后用水定容至 50 mL。准确吸取 1.0 mL
滤液移入到 15 mL试管内，对其减压干燥，最后蒸

干。用 1.0~2.0 mL pH2.2柠檬酸钠缓冲溶液加入到

干燥后试管内溶解，振荡混匀后，吸取溶液通过

0.22 μm滤膜过滤，转移至仪器进样瓶，为样品测定

液。使用 Hitachi 835-50氨基酸自动分析仪测定其

氨基酸组成[13]。 

1.2.3.3   傅里叶变换红外光谱分析　采用溴化钾压

片法进行分析。取 2 mg冻干样品，加入 200 mg左

右干燥后的 KBr，用玛瑙研钵研磨均匀后压片，将制

备好的样品压片在 4000~500 cm−1 波数范围内进行

扫描。测试完成后，使用 Peakfit软件分析酰胺 I带
特征峰（1600~1700  cm−1）的波段，校正基线后用

Gaussian法去卷积，再利用二阶导数法进行拟合，计

算各二级结构比例[14]。 

1.2.3.4   游离巯基含量的测定　将 15  mg微拟球

藻 蛋 白 样 品 溶 于 3  mL  Tris-Gly-SDS缓 冲 液

（0.086 mol/L Tris，0.09 mol/L Gly，4 mmol/L EDTA，

0.087 mol/L SDS，pH8.0）中，充分混匀后，将上述溶

液以 6000×g离心 10 min。取 1 mL上清液于试管

中，加入 4 mL Tris-Gly-SDS缓冲液，再加入 0.04 mL
DTNB溶液（10 mmol/L）在黑暗中反应 30 min，在
412 nm处测量溶液的吸光度。根据式（2）计算游离

巯基含量[14]。

-SH(μmol/g) =
73.53×A412×D

C 式（2）

式中，A412 是样品在 412 nm处的吸光度；D是

稀释因子；C是样品浓度，mg/mL。 

1.2.3.5   粒径和 Zeta电位的测定　配制浓度 1 mg/

mL的样品蛋白溶液，用 0.1 mol/L NaOH调节 pH
至 7.0。取适量的样品溶液加入样品池中，测定平均

粒径。用 0.1  mol/L  NaOH或 0.1  mol/L  HCl调节

pH至 7.0，再测量 Zeta电位，在室温下重复 3次[15]。 

1.2.3.6   扫描电镜分析　取少量 NFP、NEP与 NAP
蛋白样品固定于载物片上，进行真空喷金处理，并放

大至合适的倍数，然后上机观察拍照[13]。 

1.2.4   微拟球藻蛋白功能特性的研究　 

1.2.4.1   溶解度的测定　参考 Tao等[16] 的方法并稍

作修改。用去离子水配制 1.0 mg/mL的微拟球藻蛋

白溶液，用 0.1 mol/L HCl或 0.1 mol/L NaOH调节

溶液的 pH分别至 2、4、6、8、10。室温振荡 20 min
后，6000 r/min离心 10 min，用 Bradford法对上清液

中蛋白含量进行测定。根据式（3）计算蛋白溶解度。

蛋白溶解度(%) =
上清液蛋白含量

样品中总蛋白含量
×100 式（3）

 

1.2.4.2   吸水性和吸油性的测定　参考贾明月等[17]

的方法，稍作修改。测定微拟球藻蛋白的吸水性和吸

油性。

吸水性：取一定量的微拟球藻蛋白置于离心管

中，加入 5 mL去离子水，充分混匀后在室温条件下

静置 30 min，6000 r/min离心 10 min，弃去上清液，

收集沉淀物。记录空白离心管的质量、微藻蛋白粉

的质量和弃去上清液后沉淀物和离心管的质量。计

算公式如下：

吸水性(g/g) = M2 −M1

M 式（4）

式中，M2 表示弃去上清液后沉淀物和离心管的

质量，g；M1 表示初始离心管和样品的质量，g；M表

示蛋白样品的质量，g。
吸油性：取一定量的微拟球藻蛋白溶于 5 mL玉

米油中，涡旋 2 min后室温放置 30 min，6000 r/min
离心 10 min，收集沉淀物。记录空白离心管的质量、

微藻蛋白粉的质量和离心后沉淀物和离心管的质

量。计算公式如下：

吸油性(g/g) = M2 −M1

M 式（5）

式中，M2 表示离心后沉淀物和离心管的质量，

g；M1 表示初始离心管和样品的质量，g；M表示蛋白

样品的质量，g。 

1.2.4.3   起泡性和起泡稳定性的测定　参考 Simayi
等[18] 的方法并稍作修改。配制 1.0 mg/mL的微拟球

藻蛋白溶液，用 0.1 mol/L HCl或 NaOH溶液分别

调 pH至 2.0、4.0、6.0、8.0、10.0，用高速均质机在

15000×g条件下均质 1 min，立即记录均质前（V）和

均质后（V1）的体积。室温下放置 10 min，再次记录

体积（V2）。按照公式（6）、（7）计算：

起泡性(%) =
V1 −V
V ×100 式（6）
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起泡稳定性(%) = V2 −V
V1 −V

×100 式（7）

式中：V表示初始样品体积，mL；V1 表示样品均

质后的体积，mL；V2 表示静置 10  min后的体积，

mL。 

1.2.4.4   乳化性和乳化稳定性的测定　参考 Li等[19]

的方法并稍作修改。配制 1.0 mg/mL的微拟球藻蛋

白溶液，用 0.1 mol/L HCl或 NaOH溶液分别调节

pH至 2、4、6、8、10。取 3 mL溶液与 1 mL玉米油

混合，用高速均质机在 15000×g条件下均质 1 min，
迅速从底部取 50 μL乳状液，分别在 0和 10 min加

入到 5 mL的 0.1% SDS溶液中混匀，在 500 nm处

测定吸光度。分别根据公式（8）、（9）计算乳化性和

乳化稳定性：

乳化性
(m2/g) = 2×2.303×A0×N

L×C×Φ×10000 式（8）

乳化稳定性(min) =
A0

A0 −A10
×10 式（9）

式中：A0 和 A10 分别是乳状液储存 0和 10 min
的吸光度；N是稀释因子（N=100）；C是蛋白质溶液

的浓度，mg/mL；Φ是油的体积分数（Φ=0.25）；L是光

路宽度（L=0.01 m）。 

1.3　数据处理

采用 Excel和 SPSS 27.0软件进行数据处理和

显著性分析，用 Origin 2022对数据进行制图。上述

试验均进行三次平行测定，数据以均值±标准差表

示。用 Excel  2021软件和 IBM SPSS  Statistics  27
软件进行数据分析及显著性分析，采用 Origin 2022
软件对数据进行绘图。 

2　结果与分析 

2.1　不同提取方式对微拟球藻蛋白提取率的影响

由图 1可知，三种提取方式的蛋白提取率存在

显著差异（P<0.05）。在碱性条件下，pH的增高不仅

可以促进细胞壁的破裂，还可改变蛋白的带电性质、

有利于蛋白的溶出[20]。因此，碱提酸沉法提取率可达

到 18.70%±0.50%，显著高于冻融盐析法和酶提辅助

法（P<0.05）。冻融法通过细胞内冰晶形成和细胞液

盐度增高引起溶胀，从而使细胞壁破碎，所制备蛋白

质不易变性。但相对于碱提法，循环冻融所需时间较

长，且对细胞壁破碎力度不强[21]。酶提辅助是基于特

定的酶降解植物细胞壁和纤维的主要成分，从而破坏

细胞壁的完整性。其操作相对简便，且对蛋白质品质

无影响，但成本相对较高[22]。目前，碱提酸沉法仍是

提取植物源蛋白质最普遍的方法，具有提取率高、成

本低、便于操作的优点，适于工业化生产。但在使用

碱提法过程中需要注意 pH变化，pH过高会造成蛋

白分子间交联与重排，过量碱还可能会进一步引发脱

氨脱羧反应，在一定程度上破坏蛋白质的营养价值，

甚至产生有害物质，例如赖丙氨酸[23]。因此，选取合

适的碱浓度和处理时间尤为重要，一般选择碱提的

pH为 8~9[24]。 

2.2　不同提取方式微拟球藻蛋白的理化性质 

2.2.1   UV-Vis吸收光谱分析　微拟球藻蛋白在 200~
800 nm范围内的紫外可见吸收光谱如图 2所示。三

种提取方式的蛋白样品在 200~220 nm处有最大吸

收峰，这主要是由于蛋白中的 C=O、-COOH与 CO-
NH2 等基团的 n→π*电子跃迁所引起的[25]。三种蛋

白样品在 260~280 nm波长处也具有较弱的吸收峰，

说明蛋白中含有少量的芳香族氨基酸。此外，微拟球

藻蛋白在 400 nm左右也出现一个较小的吸收峰，这

可能是因为少量 β-胡萝卜素的存在[26]。酶提辅助组

的样品吸光度相对较高，这可能是由于酶解后暴露的

氨基酸较多，紫外吸收强度增加。
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图 2    不同提取方式微拟球藻蛋白的紫外光谱扫描图
Fig.2    UV-vis spectra scans of Nannochloropsis protein

with different extraction methods
  

2.2.2   氨基酸组成分析　由表 1可知，三种方法提取

的蛋白质氨基酸组成基本相似，含量无显著差异（P>
0.05）。其中，谷氨酸含量最高，与大多数植物蛋白相

一致[27]。NFP、NEP和 NAP均含有人体所需的多种

必需氨基酸（Essential amino acids，EAA），分别占总

氨基酸（Total amino acid，TAA）的 38.75%、38.16%
和 37.88%。其中，苏氨酸、缬氨酸、异亮氨酸和亮

氨酸的相对含量能够达到联合国粮食及农业组织/
世界卫生组织（Food  and  Agriculture  Organization/
World Health Organization，FAO/WHO）的儿童推荐

值（分别为 3.4%、3.5%、2.8%和 6.6%）；所有必需氨
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图 1    不同提取方式对微拟球藻蛋白提取率的影响

Fig.1    Effects of different extraction methods on the extraction
rate of Nannochloropsis protein

注：图中不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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基酸的相对含量均高于 FAO/WHO的成人推荐值

（苏氨酸 0.9%、缬氨酸 1.3%、蛋氨酸 1.7%、异亮氨

酸 1.3%、亮氨酸 1.9%、苯丙氨酸 1.9%、赖氨酸

1.6%）[28]。此外，必需氨基酸与非必需氨基酸（Non

essential  amino  acids，NEAA）的比值分别为 0.63、
0.62和 0.61，高于大豆蛋白（0.4804）[29]。因此，微拟

球藻蛋白是一种富有特色的潜在海洋蛋白资源，有进

一步开发应用的前景。 

2.2.3   红外光谱分析　如图 3所示，不同方式提取的

微拟球藻蛋白具有相似的红外特征吸收峰，均有酰

胺 A、B带和酰胺Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ带。酰胺 A的吸收通常

在 3440~3400 cm−1，反映了 N-H与 O-H中氢键的伸

缩振动吸收。当含 N-H基团的蛋白分子参与氢键形

成时，N-H基团伸缩振动产生的吸收峰会降低约

100 cm−1[30]。NFP、NEP和 NAP符合酰胺 A的特征

吸收峰值范围，同时 NAP的吸收峰波数相对高于

NFP和 NEP，说明 NFP和 NEP中的氢键含量高于

NAP，传统碱提酸沉法可能会破坏蛋白质分子中的

部分氢键[27,31]。

酰胺 I带（1600~1700 cm−1）是由 C=O伸缩振动

或 H-O-H弯曲振动产生，常用于分析蛋白质的二级

结构的敏感性[27]。研究表明酰胺 I与以下二级结构

有关，包括：β-折叠（1600~1640 cm−1），无规则卷曲

（1640~1650 cm-1），α-螺旋（1650~1660 cm−1），β-转角

（1660~1700 cm−1）[32]。三种提取方式制备蛋白的二

级结构定量如表 2所示。与冻融盐析和酶提辅助相

比，经碱提处理后 NAP蛋白质中的 β-折叠含量显著

上升至 32.90%±1.55%，β-转角含量（19.62%±1.48%）

则显著降低（P<0.05）。其变化趋势与 Hou等[23] 研

究结果相近，这可能是由于碱性提取使 α-螺旋与 β-
转角发生分子间的相互作用，从而向 β-折叠发生转

变。α-螺旋是蛋白质二级结构中最稳定的，提取过程

中的碱处理可能会导致 α-螺旋中的氢键逐渐断裂，

发生解螺旋，导致蛋白结构的随机性增强[33−34]。有研

究表明，β-折叠增加与分子聚集程度呈正相关[31]，因

 

表 1    NFP、NEP和 NAP的氨基酸组成

Table 1    Amino acid composition of NFP, NEP and NAP

氨基酸
NFP NEP NAP

含量（g/100 g） 相对含量（%） 含量（g/100 g） 相对含量（%） 含量（g/100 g） 相对含量（%）

天冬氨酸 7.30±3.10a 11.31 7.12±1.61a 10.74 7.09±1.46a 10.16
谷氨酸 8.62±1.99a 13.36 9.59±2.03a 14.45 9.73±2.67a 13.95
丝氨酸 3.00±0.16a 4.65 3.28±0.43a 4.94 3.25±0.04a 4.66
苏氨酸* 3.81±1.26a 5.91 3.67±1.02a 5.53 4.15±0.71a 5.94
甘氨酸 4.21±0.51a 6.53 4.31±0.89a 6.50 4.41±0.27a 6.32
丙氨酸 4.74±1.56a 7.35 4.75±1.84a 7.16 4.91±1.34a 7.04

半胱氨酸 0.51±0.16a 0.78 0.41±0.22a 0.61 0.26±0.11a 0.37
缬氨酸* 3.80±0.89a 5.89 4.18±0.98a 6.29 3.88±0.18a 5.56
蛋氨酸* 2.06±0.69a 3.19 1.16±0.26a 1.74 1.43±0.49a 2.05

异亮氨酸* 3.22±0.61a 4.99 3.44±0.57a 5.19 3.03±0.81a 4.34
亮氨酸* 5.23±0.52a 8.10 5.82±0.78a 8.77 5.79±1.41a 8.30
酪氨酸 2.19±0.66a 3.39 2.27±0.53a 3.41 2.63±0.26a 3.76

苯丙氨酸* 3.28±0.52a 5.08 3.31±0.33a 4.99 3.68±0.10a 5.28
赖氨酸* 3.73±0.65a 5.78 3.83±0.37a 5.77 4.55±0.52a 6.52
组氨酸 1.62±0.36a 2.50 1.13±0.27a 1.70 1.54±0.45a 2.21
精氨酸 3.99±1.31a 6.18 4.36±0.86a 6.57 5.50±0.52a 7.88
脯氨酸 3.22±0.58a 4.99 3.74±0.24a 5.64 3.95±0.09a 5.66

EAA/TAA（%） 38.75±3.02a / 38.16±4.15a / 37.88±3.97a /
EAA/NEAA（%） 63.48±5.71a / 62.06±7.69a / 61.32±7.28a /

注：*为必需氨基酸；同行相同字母表示差异不显著，P>0.05。
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图 3    不同提取方式的微拟球藻蛋白红外光谱扫描图

Fig.3    FT-IR spectra of Nannochloropsis protein with different
extraction methods

 

表 2    不同提取方式的微拟球藻蛋白二级结构相对含量（%）

Table 2    Secondary structure relative content of Nannochloropsis
protein with different extraction methods (%)

蛋白样品 β-折叠 无规则卷曲 α-螺旋 β-转角

NFP 23.42±0.58b 22.76±0.86a 25.81±0.14a 28.00±1.11a

NEP 25.26±0.07b 23.52±0.29a 25.66±0.35a 25.56±0.66a

NAP 32.90±1.55a 24.36±0.59a 23.11±2.19a 19.62±1.48b

注：同列小写字母不同表示差异显著（P<0.05），表3同。
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此可推断碱提酸沉使 NAP中蛋白质分子更加聚集，

形成粒径更小的蛋白颗粒。 

2.2.4   游离巯基含量、粒径和 Zeta电位　如表 3所

示，相比于 NFP和 NEP，NAP的游离巯基含量

（88.24±2.21 μmol/g）显著上升（P<0.05）。游离巯基

含量的增加可能归因于在碱提酸沉处理下蛋白质亚

基内部的部分二硫键断裂，发生了巯基和二硫键之间

的交换反应，从而增加了游离巯基含量[35]。
 
 

表 3    不同提取方式对微拟球藻蛋白的游离巯基含量、平均
粒径和 Zeta电位的影响

Table 3    Effects of different extraction methods on the free
sulfhydryl content, average particle size and Zeta

potential of Nannochloropsis protein

样品 游离巯基含量（μmol/g） 平均粒径（nm） Zeta电位

NFP 43.97±0.59b 456.60±4.90a −31.60±2.05a

NEP 34.45±1.43c 340.33±7.05b −32.93±1.35a

NAP 88.24±2.21a 291.50±8.54c −34.30±1.49a

 

Zeta电位通常反映蛋白在溶液中的电荷及分布

状态，Zeta电位绝对值越高，蛋白质分子更易互相排

斥，溶液的稳定性越好；反之，体系则不稳定[36]。此

外，Zeta电位的大小与 pH、蛋白质的结构构象及颗

粒大小有关[37]。由表 3可知，三种蛋白中 NAP的

Zeta电位绝对值最高，这可能是碱提酸沉提取处理

使蛋白空间结构及表面性质发生了一定变化，导致静

电相互作用增加，蛋白质分子之间的排斥力增大，使

其在水溶液中更加稳定[38]。各样品组中，NAP平均

粒径显著低于 NFP和 NEP（P<0.05），这可能由于蛋

白分子表面电荷增加，通过静电排斥作用使其以更小

的颗粒尺寸均匀分布在溶液中[39]，这与 Zeta电位值

对溶液稳定性的影响相一致。 

2.2.5   扫描电镜分析　蛋白质的微观结构对蛋白质

的功能特性起着重要的作用，如图 4所示，NFP、
NEP和 NAP的颗粒表面形态存在一定差异。NFP
由多层连续的片状结构组成，同时含有少量纤维状的

蛋白细丝；虽然交联程度不高，但存在一定的多孔状

结构，因此可能会影响其吸附性，进而促进蛋白吸水

性和吸油性。NEP呈大小不一的碎片状结构，且碎

片之间相互分离，无蛋白纤维交联结构[40]。NAP则

出现蛋白质团聚现象，这可能是在冷冻干燥过程中，

溶液中均匀分布的颗粒发生聚集折叠，形成了较为均

一的球状聚集体。此外，研究发现游离巯基含量较高

的蛋白质更有可能相互结合或聚集[41]。由表 3可

知，NAP的游离巯基含量显著高于 NFP和 NEP（P<
0.05）。与 NFP和 NEP相比，NAP的显微结构相对

更加紧密，这与其游离巯基含量的测定结果相一致。 

2.3　不同提取方式微拟球藻蛋白的功能特性 

2.3.1   溶解性　溶解性指蛋白质在水溶液中的溶解

能力，通过溶解性可以判断蛋白质的聚集情况[42]。由

图 5可知，三种提取方式制备的微拟球藻蛋白，其

溶解度随 pH的增大呈先下降后上升的趋势，在

pH4~6时，溶解度达到最低。微拟球藻蛋白溶解性

随 pH变化规律与 Jiang等[43] 的研究结果相似。因

此，可以判断NFP和NEP的等电点在 pH4左右，NAP
的等电点在 pH6左右。这是由于在等电点时，蛋白

质的净电荷几乎为零，分子间的相互作用力减弱，导

致蛋白质颗粒聚集而产生沉淀，溶解度降低。当溶

液 pH远离等电点时，蛋白质与水分子之间、蛋白质

与蛋白质之间的相互排斥作用增强，因此有利于溶解

性的进一步增加[44]。当 pH 为 10 时，NFP 和 NEP
的溶解度均达到最大，但 NAP的溶解度下降，这可

能是因为在碱性条件下，氨基的脱质子和羧基的电离

导致负电荷增加，蛋白质分子之间的静电斥力增大，

蛋白质的溶解度增加，但 pH过高会导致蛋白质变

性、溶解度下降[45]。当 pH为 2~6时，NAP的溶解度

显著低于 NEP和 NAP（P<0.05）；当 pH为 8时，NAP
的溶解度显著高于 NFP和 NEP（P<0.05），其溶解度

最高为（77.67%±5.08%），NEP次之（61.46%±3.06%），

NFP溶解度最低（53.14%±0.57%）。 

2.3.2   吸水性和吸油性　蛋白质的吸水性是指蛋白

质与水直接作用后吸收水分的能力，吸油性是指蛋白

质在一定条件下保持油脂的能力[42]。由图 6可见，

不同提取方式得到的蛋白质的吸油性均高于吸水性，

这可能是由于蛋白质的空间结构展开，疏水基团增

加，导致样品的吸油能力增加[46]。当蛋白的吸水性

为 1.49~4.71 mL/g时，较适合用于如汤、肉汁等黏性

食品及焙烤食品，因此三种蛋白均可作为重要成分添

加在黏性食品中[47]。微拟球藻蛋白的吸油性存在显

著差异（P<0.05），其中 NFP的吸油能力最强（17.21±
 

NFP NEP NAP

10 μm 10 μm 10 μm

图 4    微拟球藻蛋白扫描电子显微镜图（5000×）
Fig.4    SEM images of Nannochloropsis proteins (5000×)
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0.38 g/g），NAP吸油性（3.93±0.26 g/g）最低，这可能

由于在冻干过程中 NAP蛋白发生聚集，形成较为紧

密的聚集折叠结构，降低了其对油脂的吸附能力，

Ogunbusola等[48] 在利用碱提酸沉淀法制备甜瓜蛋

白时也得到了相同的结论。蛋白质的吸油性是影响

食品风味保留，改善适口性并延长保质期的重要功能

特性，高持油性的蛋白质可用于食品工业中的肉类配

方、肉类替代品和填充剂[30]。因此，NFP可作为一种

潜在重要成分应用于高脂食品加工中。 

2.3.3   起泡性和起泡稳定性　起泡性是指蛋白溶液

在搅打过程中产生泡沫的能力，泡沫稳定性表示蛋白

具有足够的黏度以维持泡沫并防止破裂和聚结的能

力。适宜的起泡性和泡沫稳定性可以赋予食品疏松

的结构和良好的口感，因此蛋白质的起泡性能在食品

产品开发中具有重要作用。如图 7A所示，在 pH为

2~10时，NEP的起泡性随 pH升高呈先升高后降低

再升高的趋势，NFP和 NAP的起泡性呈先减小后增

大的趋势。在 pH4~6时，三种提取方式得到的微拟

球藻蛋白起泡性均达到最低，NFP、NEP和 NAP的

最低起泡性分别为 48.33%±1.70%、14.00%±3.74%
和 10.00%±1.41%。这可能是由于在接近等电点时

蛋白溶解度降低，导致结合空气-水界面的蛋白不足。

在pH为10时，NFP（67.67%±5.79%）和NEP（62.00%±

2.16%）的起泡性显著高于 NAP（45.60%±2.57%）

（P<0.05）。这主要因为碱性条件下蛋白质的净电荷

增多，分子之间相互排斥，增强了蛋白质分子包封空

气的能力，从而产生较高的起泡性[49]。实验还发现，

NFP的起泡性相对较好，其原因可能由于反复冻融

促使冰晶重组分布改变了蛋白质的结构，从而形成

了较强的表面张力，使其拥有较高的起泡性和泡沫

稳定性[50]。在 pH 为 2、4、10 时，酶法制备的 NEP

起泡性显著高于碱提酸沉制备的 NAP（P<0.05），吕
静等[51] 研究不同提取方式对油茶籽粕蛋白质起泡性

的影响时也得出相似结论。这可能是因为酶法预处

理去除了糖类等杂质，一方面使蛋白肽链柔软程度增

加，另一方面使蛋白分子间可以更加充分地接触，增

加了空气-水界面的蛋白质的分子数量。除 pH8外，

NAP的泡沫稳定性低于 NFP和 NEP（图 7B）。这可

能是当 pH为 8时，NAP的溶解度最高，蛋白质间分

子作用力较强，导致起泡稳定性增强；当 pH继续升

高时，其起泡稳定性下降。蛋白溶解性、柔韧性、膜

的气体渗透性和强度以及泡沫的流变性能均会影响

泡沫稳定性[28]。 

2.3.4   乳化性和乳化稳定性　乳化性表示形成蛋白

乳液的能力，乳化稳定性是蛋白在一定时间内形成稳

定乳状液能力的量度[30]。如图 8A和 8B所示，三种

微拟球藻蛋白在不同 pH下的乳化性和乳化稳定性

有所不同。在 pH接近等电点时，净电荷几乎为零，

蛋白质分子之间的排斥力减弱，其胶体作用较弱，不

利于乳状液的稳定，因此乳化性较小；当 pH继续升
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图 7    不同提取方式对微拟球藻蛋白起泡性和
起泡稳定性的影响

Fig.7    Foaming capacity and foaming stability of Nannochloropsis
protein by different extraction methods
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注：不同小写字母表示同一 pH不同提取方式下的微拟球藻
蛋白存在显著差异（P<0.05）；图 7~图 8同。
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注：不同字母表示不同提取方式下吸水性和吸油性存在显著
差异（P<0.05）。
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高时，蛋白所带的负电荷增加，蛋白颗粒之间的静电

排斥作用阻止了油滴间聚合，从而导致乳化性的提

高[52]。NFP和 NEP的乳化稳定性呈先下降后上升

趋势，并在 pH4附近出现最低值，分别为 10.85%±
0.44%和 13.09%±0.67%。这可能是由于在接近等

电点时，蛋白胶体作用较弱，有利于液滴的乳化聚合，

因此乳化稳定性差。当 pH继续升高时，静电斥力有

助于延缓乳液聚合，足够多的蛋白分子吸附在油水界

面形成高强度界面膜也更利于乳液的稳定[30]。在食

品加工过程中，常出现乳状液失稳的问题，因此乳化

性相对较好的 NFP适合应用于烘焙食品、冷冻食

品、牛奶、汤类食品以及食品添加剂中。 

3　结论
本研究采用 3种不同提取方法提取微拟球藻蛋

白，并对蛋白理化指标和功能特性进行初步研究。结

果表明，碱提酸沉法可以显著提高微拟球藻蛋白的提

取率，但过高的 pH可能会破坏蛋白的营养性和安全

性。红外光谱显示不同提取方式制备的三种蛋白均

具有典型的蛋白吸收峰，经碱处理后的蛋白质 β-折
叠含量上升、α-螺旋与 β-转角含量降低，导致 NAP
蛋白结构的随机性增强；三种蛋白中 NAP游离巯基

含量、Zeta电位绝对值最高，平均粒径则显著低于

NEP与 NFP；扫描电镜结果显示提取方法会对蛋白

显微结构产生影响，NAP结构更为紧密，可能会导致

其吸附性降低。功能特性分析显示三种蛋白质的溶

解性、起泡性及起泡稳定性随 pH的变化趋势相似；

NFP相比 NAP具有更好的吸油性、起泡性和乳化性

等功能特性。本研究结果可为微拟球藻蛋白的开发

及在食品加工中的应用提供实验支撑，基于以上研

究，选择合适的提取方式能够有效提高微拟球藻蛋白

的提取率，并在一定程度上改善微拟球藻蛋白的功能

特性。下一步研究将进一步优化制备工艺，提高微拟

球藻蛋白提取率及功能特性，开发相关营养健康食

品，并对其作用机理进行深入探讨。
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