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真空减压加速皮蛋蛋清凝胶形成的机理 
 

张晓维，刘旭辉，高洁，刘会平，徐向昕，田文坛 

（食品营养与安全国家重点实验室，天津科技大学食品科学与工程学院，天津 300457） 

摘要：真空减压法可显著缩短皮蛋加工周期，但此技术下皮蛋蛋清凝胶形成的机理还未知。因此，本文研究真空减压法下腌制

皮蛋蛋清形成凝胶过程中，蛋清水分迁移、蛋白质构象变化、微观结构及分子间作用力变化等，以探究其凝胶形成机理。结果表明：

在皮蛋腌制过程中，蛋清蛋白的疏水性先增加后降低，适宜的疏水相互作用有利于维持蛋白质凝胶结构的稳定；蛋清蛋白的浊度显著

增大而溶解性显著降低，Zeta 电位增大了 1.13 倍，静电斥力的增强有利于有序线性蛋白质聚集体的形成，形成了透明的凝胶；α-螺

旋结构的相对含量减少至 13.00%，而 β-折叠和 β-转角分别增加至 54.00%和 20.40%，蛋白质的 α-螺旋结构转化为 β-结构来参与蛋白

质分子之间的聚集；维持蛋白质凝胶的分子间作用力从强到弱依次是是离子键、二硫键、疏水相互作用和相对较少的氢键；通过以上

的相互作用，皮蛋蛋清最终形成了规则的包埋着大量结合水的三维纤维网络凝胶结构。 
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Abstract: The vacuum decompression method can significantly shorten the processing period of preserved eggs, but the mechanism of 

gelatin formation of egg white gel under this technology is unknown. Thus, in this paper, to explore the gel formation mechanism, water 

migration in egg white, protein conformational change, microstructure and intermolecular force changes were investigated, during the 

gelatinization process of egg white of preserved egg using the vacuum decompression method. Results showed that, during the pickling process 

of preserved egg, the hydrophobicity of egg white protein first increased and then decreased, the proper hydrophobic interaction was helpful to 

maintain the stability of the protein gel structure. The turbidity of egg white protein was significantly increased while the solubility was 

significantly reduced, the Zeta potential was increased by 1.13 times, the increase in electrostatic repulsion was beneficial to the formation of 

ordered linear protein aggregates, forming a transparent gel; the relative content of α-helical was reduced to 13.00%, while the β-sheet and β-turn 

structure were increased to 54.00% and 20.40%, respectively, the α-helix structure is transformed into β-structures to participate in the 

aggregation between protein molecules; the intermolecular forces that maintain protein gels in order from strong to weak were ionic bonds, 

disulfide bonds, hydrophobic interactions, and relatively few hydrogen bonding; through the above interactions, preserved egg whites finally 

formed a regular three-dimensional fiber network gel structure embedded with a large amount of bound water. 
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皮蛋是一种深受消费者喜爱的传统风味蛋制品，

富含营养，风味独特，诱人的色泽，且具有抗炎活性、

治疗内热及腹泻的功能作用[1-3]。皮蛋传统加工方法已

有 500 多年历史，主要利用碱和盐腌制而成，具有很

长的货架期。皮蛋研究主要集中于加工技术和品质影

响因素上，如无铅皮蛋和质量控制[4,5]。目前，食品工

业中皮蛋多采用作坊式加工，通常要求先腌制 20~25 d
再后熟 15~20 d[6]，加工周期长品质控制主要依赖于生

产经验，同时还存在着生产效率低，产品品质不均一

的缺陷，制约着现代化皮蛋加工业的发展。 
为解决上述这些问题，需寻找合适的新技术方法

来缩短皮蛋生产周期，加速生产品质良好的皮蛋产品，

突破皮蛋加工技术的瓶颈。前期工作研究已证实真空

减压技术可应用于皮蛋的加工，季玲[7]优化了真空减

压法腌制皮蛋的工艺条件，与传统腌制相比，腌制时

间缩短了 74%，且品质优良，出缸合格率高；邹乾[8]

研究了减压法腌制过程中皮蛋风味和色泽的变化，这

为真空减压法在皮蛋加工行业的应用奠定了基础。但

是真空减压法下皮蛋蛋清凝胶形成的机制还未知，为

了真空减压技术更好的应用于生产健康品质优良的皮

蛋，有必要进行凝胶形成机理研究。 
皮蛋蛋清是由碱诱导形成的凝胶，蛋白质在碱的

作用下分解并形成了皮蛋蛋清特有的凝胶体系，推测

其凝胶机制为变性蛋清蛋白质聚集的过程[9]，蛋白质

的凝胶过程一般认为是适度变性的蛋白质分子发生聚

集的过程，当蛋白质聚集体间的吸引力和排斥力达到

动态平衡时，便形成包裹着大量水分的三维网格结构。

皮蛋生产加工过程中蛋白质凝胶的调控因素主要包括

碱、金属离子和腌制温度，主要是控制碱的渗透速率

和渗透量对蛋清凝胶的影响，皮蛋凝胶质构的特殊性

是由于蛋白质在碱作用下发生一系列的变化引起的，

因此，皮蛋蛋清蛋白质结构是其凝胶性质的基础[10]，

蛋清蛋白质在腌制过程中形成凝胶特性的好坏决定着

皮蛋产品的感官品质。但是蛋白质结构复杂，蛋白质

间存在哪些分子作用力而相互聚集在一起，这些研究

还很薄弱。因此，要明确皮蛋凝胶体系的具体形成机

理仍需深入研究。本研究以减压技术下腌制的皮蛋为

原料，从蛋清蛋白质物化性质，蛋白质变性及聚集特

性等方面研究皮蛋腌制过程中蛋清凝胶形成的机制，

为皮蛋加工、凝胶机理研究提供一定的理论基础。 

1  材料与方法 

 

1.1  材料与试剂 

新鲜鸭蛋（65~75 g）：从天津市滨海新区当地市

场购买，洗净晾干备用。 
氯化钠：食品级，中盐天津市长芦盐业有限公司；

氢氧化钠：食品级，滨化集团股份有限公司；硫酸铜：

食品级，广州硕维食品添加剂有限公司；尿素，上海

源叶生物科技有限公司；β-巯基乙醇，西安天茂化工

有限公司；8-苯胺-1-萘磺酸（ANS）、双缩脲试剂盒，

北京索莱宝科技有限公司。 

1.2  仪器与设备 

真空减压腌制设备：实验室自研；低场脉冲核磁

共振仪：NMI20-060H-I，苏州纽迈分析仪器股份有限

公司；Zeta 电位仪：Zetasizer NanoZS，英国马尔文仪

器有限公司；扫描电子显微镜：SU1510，日立高新技

术公司；紫外分光光度计：UV-2550PC，日本岛津仪

器有限公司；真空冷冻干燥剂：BK-FD105，博科仪

器有限公司；均质机：T25，德国 IKA 公司；离心机：

H1650R，湘仪离心机仪器有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  皮蛋制备 
皮蛋制备参照季玲[7]的方法并进行了部分改动。

皮蛋腌制料液为 5.80%（m/m）氢氧化钠、4.00%（m/m）

氯化钠和 0.40%（m/m）硫酸铜，将其充分溶解混匀

备用。将鸭蛋整齐地堆放在腌制桶中，倒入腌制料液

直至没过所有鸭蛋。将腌制桶放入真空腌制设备中，

合盖拧紧，保证腌制罐的气密性良好。腌制条件为：

温度 23 ℃、真空度-0.08 MPa、真空保持 8 h 和常压

保持 2 h 进行循环腌制 4 d。腌制 4 d 后，鸭蛋表面涂

上草木灰和腌制液的混合涂料，进行后熟，后熟三周。 
1.3.2  水分分布的测定 

水分在皮蛋蛋清凝胶过程中的分布情况通过低场

核磁（LF-NMR）进行检测。根据 Li 等人[11]的方法进

行适量的修改，在低场脉冲核磁共振仪上进行自旋-
自旋弛豫时间（T2）的测量。将皮蛋蛋清凝胶样品放

入 玻 璃 管 中 ， 置 于 NMR 探 头 里 面 。 采 用

Carr-Purcell-Meiboom-Gill（CPMG）序列测定 T2，测

量条件如下：T=32 ℃，SW=100 kHz，TW=4500 ms，
NS=4，NECH=6000。通过 10 次重复扫描，获得 30
个回波数据。 
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1.3.3  游离巯基（SH）和总巯基含量测定 
根据Beveridge和Arntfield的方法[12]，采用Ellman

试剂测定皮蛋蛋清凝胶中巯基的含量。取 3 g 切碎的

皮蛋凝胶样品与 27 mL 磷酸缓冲液（pH 8.0）混合置

于 50 mL 离心管中，3000 r/min 均质 2 min，然后 8000 
r/min 离心 20 min。取上清液待用，使用双缩脲法测定

上清液的蛋白浓度。 
测定游离巯基（SH）含量，取 0.20 mL 上清液加

入 2.80 mL 缓冲液 1（0.10 mol/L Tris，0.10 mol/L 甘

氨酸，4.00 mmol/L EDTA，pH 8）和 0.02 mL 的 Ellman
试剂（4 mg/mL DTNB 溶解于 Tris-甘氨酸缓冲液中）。

混合物在 40 ℃保温 15 min。随后，上清液的吸光度

用紫外分光光度计在 412 nm 测定。SH 含量使用

1.36×104 mol/(L·cm)的摩尔消光系数计算，使用磷酸

缓冲液作空白。 
总巯基含量的测定，取 0.20 mL 上清液加入 2.8 

mL 的缓冲液 2（0.10 mol/L Tris，0.10 mol/L 甘氨酸，

4 mmol/L EDTA，0.50% SDS（W/V），8.00 mol/L 尿

素，pH 8）和 0.02 mL Ellman 试剂。然后根据与测量

游离巯基含量相同的方法对所得混合物进行分光光度

分析。SH 含量计算如下： 

41273.35 ASH / (μmol / g) = D
C
×

×  

式中：A412：样品在 412 nm 处的吸光度值；C：样品浓度

（mg/mL）；D：稀释倍数，15.01。 

1.3.4  蛋白质表面疏水性的测定 
采用 Chen 等人[13]描述的方法来测定皮蛋腌制过

程中蛋清的表面疏水性。在腌制的不同时间点取样，

取 1 g 样品加入 50 mL 0.05 mol/L 的磷酸缓冲液（pH 
7.4），在 1200 r/min 均质 2 min，随后 2000 r/min 离

心 15 min，得到上清液。上层清液中的蛋白质浓度采

用双缩脲方法进行测定。用磷酸缓冲液将蛋清蛋白上

清液稀释至蛋白浓度 0.05~2.50 mg/mL 之间（5 个样）。 
疏水性的测定：取不同浓度样品的溶液 4 mL，分

别加入 20 μL 8 mmol/L 的 ANS 甲醇溶液（0.01 mol/L，
pH 7.4 的磷酸缓冲液配制），振荡后暗室静置 15 min，
然后用荧光分光光度计测定样品的相对荧光强度

（FI）。荧光强度（FI）测定：本实验中，激发波长和

发射波长分别设定为 374 nm 和 485 nm，狭缝宽度为

5 nm。取荧光强度测定的平均值对蛋白质浓度作曲

线，计算曲线的斜率值作为样品的表面疏水性指数

（S0）。 
1.3.5  皮蛋蛋清凝胶的内源荧光光谱的变化 

采集不同腌制时间段的皮蛋蛋清样品，加入 10×
磷酸盐缓冲液（50 mmol/L，pH 8.0），1200 r/min 均

质 2 min，随后 2000 r/min 离心 15 min。上清液通过

0.45 µm 过滤器过滤。使用双缩脲检验测定蛋白质的

浓度，用相同的磷酸盐缓冲液将样品浓度调节到 0.01 
mg/mL。用荧光分光光度计测定色氨酸的荧光发射光

谱。测定内源荧光光谱的条件：激发波长 295 nm，扫

描范围 300~450 nm，激发和发射狭缝宽度均为 5 nm。 
1.3.6  溶解度、浊度和 Zeta 电位的测定  

准确称取 2 g 皮蛋蛋清样品，置于 50 mL 离心管

中，加入 30 mL 磷酸盐缓冲液（0.05 mol/L KCl，0.01 
mol/L NaH2PO4，0.03 mol/L Na2HPO4），2000 r/min
均质 2 min 得到均一的均质液。 

随后均质液 4000 r/min 离心 10 min，用双缩脲法

测定上清液蛋白质含量。蛋清蛋白的溶解度根据离心

所得上清液蛋白含量占初始蛋清上清液蛋白含量的百

分比来计算。 
均质液用磷酸缓冲液稀释为 0.12%蛋白含量的样

液，用于测定浊度和 Zeta 电位。浊度的测定：取适量

样液在常温下静置 15 min，使用紫外分光光度计测定

600 nm 下的吸光度值。Zeta 电位测定采用电位仪直接

测定。每个样品测定 3 次。 
1.3.7  傅里叶变换红外光谱（FT-IR）分析 

取鲜鸭蛋以及腌制第 1~4 d 的皮蛋，去壳后小心

地将蛋黄和蛋清分开，将蛋清冻干后进行粉碎备用。

取样品 1 mg，加入 150 mg 溴化钾研磨压片，进行红

外光谱扫描，每个样品扫描前均进行 KBr 背景扣除。

收集波数范围为 4000~400 cm-1、扫描次数为 16 次、

分辨率为 4 cm-1。收集每个样品的光谱，重复测定三

次。测定完成的图谱基线校正后进行傅里叶去卷积，

使用高斯函数对谱图进行多次拟合。最后根据各子峰

与不同二级结构的对应关系，按其积分面积占比得到

不同二级结构的百分比。 
1.3.8  分子间相互作用力的测定 

根据 Zhao 等[14]人的方法进行适当修改，分析维

持皮蛋蛋清凝胶结构的分子作用力。皮蛋蛋清凝胶先

后在四种溶剂中的溶解：0.60 mol/L 氯化钠（A）；0.60 
mol/L 氯化钠+1.50 mol/L 尿素（B）；0.60 mol/L 氯化

钠+8.00 mol/L尿素（C）；0.60 mol/L 氯化钠+8.00 mol/L
尿素+0.50 mol/L β-巯基乙醇（D）。取约 3 g 凝胶切

碎后与 27 mL 的 A 溶剂混合，10000 r/min 乳化均质 1 
min，匀浆在 23000 r/min 下离心 20 min。从 A 中得到

的沉淀与 27 mL 的 B 溶剂混合，进行如上条件的均质

离心。然后用 C、D 溶剂依次进行同样的操作。根据

双缩脲法测定上清液中的蛋白浓度。每个 D 组分在 A
溶剂中室温下透析 24 h，以防止 β-巯基乙醇的干扰。

每组平行 3 次，并表示成相对于总蛋白的溶解百分比。 
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1.3.9  扫描电子显微镜（SEM）微观观察 
将凝胶样品切成细长条，用 3.50%戊二醛固定液

浸泡 24 h，再用 0.10 mol/L 磷酸缓冲液（pH 7.2）浸

泡清洗 15 min，重复 3 次。然后依次用 50%、70%、

80%、90%、100%乙醇脱水各 10 min。梯度脱水后进

行冷冻干燥，样品冻干后在液氮里面进行萃断，之后

采用离子溅射方法喷金，喷金时间为 5 min，然后置

于扫描电镜下观察。 
1.3.10  数据处理 

每个样品平行实验 3 次，采用 Origin 8.0 进行数

据处理分析。测定结果以平均值±标准差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  皮蛋蛋清凝胶中水分的分布 

用 LF-NMR 技术可以测定凝胶样品中的水分状

态，水分子根据它们的分子流动性或它们与凝胶内大

分子的结合程度，将它们分为几个组分[15]：如自由水，

单层和多层束缚水。水和蛋白质分子之间的相互作用

在蛋白质—水系统中起着重要的作用。因此，通过测

定水分子的自由度或流动性来探究水分子和蛋白质分

子的结合。自旋弛豫时间 T2代表皮蛋凝胶中的总质子

密度，当 T2大于 100 ms 表示高自由度的自由水，当

T2在 10~100 ms 之间时表明为具有较低流动性的多层

结合水。 

 
图1 皮蛋蛋清凝胶在腌制过程中T2的变化 

Fig.1 Changes in T2 of egg white gel of preserved egg during the 

pickling progress 

图 1 结果显示，腌制第 1 d 蛋清凝胶的 T2明显大

于新鲜蛋清的 T2，说明化清期水分子变得更易移动，

所以此时蛋清成水样，具有很高的流动性，由原来的

溶胶状态变成溶液状态。随后在腌制的第 2 d T2突然

下降，这是由于蛋白质基质的结构发生变化，水被包

裹在一个由蛋清蛋白伸展和交织形成三维网状结构里

面。此时在蛋清中发现部分完整的胶体，表明凝胶已

经开始形成；T2的下降表明，皮蛋蛋白中所含的水分

子结合的程度更加牢固，水的流动性减弱或自由水的

数量减少。这一现象可以归因于两个因素。首先，由

于碱性溶液形成的渗透压力梯度，导致皮蛋中少量的

水通过蛋壳膜向外移动[16]。第二，形成的凝胶可能固

定了水分子，离子和多肽链末端的电解质可能与水分

子形成了水—离子键，从而减弱了水分子的移动性
[17]。凝胶完全形成后，皮蛋进入后熟阶段，由于蛋白

质凝胶的稳定性，T2基本保持不变，但由于水分的流

失，导致 T2会出现缓慢的降低的现象，最终 T2 约为

40 ms，表明此时皮蛋凝胶的水分子状态表现为低流动

性的多层结合水，具有良好的持水能力。 

2.2  腌制过程中皮蛋凝胶的游离巯基和总巯

基含量变化 

 
图2 腌制过程中皮蛋蛋清凝胶中巯基含量的变化 

Fig.2 Changes in sulfhydryl group content of egg white gel of 

preserved egg during the pickling progress 

蛋清中蛋白质的巯基和二硫键存在众多，在卵清

蛋白中存在着 4 个游离巯基，这些巯基大都被埋藏在

蛋白质的疏水核心部分，卵转铁蛋白中就有 15 个二硫

键存在，这些基团与蛋白质的聚集行为息息相关。在

皮蛋凝胶腌制过程巯基和总巯基含量的变化如图 2 所

示。与新鲜鸭蛋蛋清相比，用强碱性溶液腌制后，皮

蛋蛋清的游离巯基含量显著增加，而总巯基含量显著

减少。腌制初期由于碱液的快速进入，蛋清在强碱的

作用下发生变性，相互缠绕折叠的二级结构打开，包

埋在蛋白质内部疏水区域内的活性基团暴露，使游离

巯基的含量显著增加。然而，随着凝胶结构的形成，

游离巯基含量稳定在一定水平，这是由于巯基的氧化

和巯基-二硫键（SH-SS）交换反应在极端碱性环境下

快速完成[18]。有研究显示，半胱氨酸含量在皮蛋腌制

过程中大量减少，这是由于两个半胱氨酸残基的巯基

通过与分子氧的氧化反应形成二硫键[19]，总巯基含量

最初显著下降。蛋白质中的二硫键是分子内和分子间

共价交联的主要方式，随着巯基氧化和 SH-SS 交换反
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应的反应速率减慢，凝胶化后总巯基含量维持在一定

水平。 

2.3  腌制过程中皮蛋蛋清蛋白表面疏水性的

变化 

 
图3 腌制过程中皮蛋蛋清蛋白表面疏水性的变化 

Fig.3 Changes of surface hydrophobicity of egg white protein of 

preserved egg during the pickling progress 

巯基是否暴露在分子表面以及巯基的反应活性，

还有蛋白质分子的表面疏水性对蛋清蛋白质的凝胶性

能会产生一定的影响。ANS 荧光探针用于确定蛋白质

的表面疏水性。由图 3 可知，在 0~3 d，随着在料液

中浸泡时间的延长，蛋清蛋白表面疏水性指数逐渐增

加，表明蛋清蛋白质疏水性逐渐增加。卵清蛋白由 385
个氨基酸残基组成，其中50%或更多是疏水性氨基酸。

在强碱作用下，蛋清蛋白迅速发生变性，空间结构发

生变化，蛋白质分子发生去折叠，一些原来埋藏在分

子内部的疏水基团，更多的被暴露出来，使蛋白质分

子的疏水基团增多，故疏水性增加。疏水相互作用力

是维持蛋白质三级结构的一种重要作用力[20]，蛋白质

结构的稳定在很大程度上都要依赖于分子内的疏水作

用，因此它对蛋清凝胶结构的稳定性和功能性质具有

重要的意义。 
然而，在凝胶化过程中，表面疏水性随时间呈缓

慢下降趋势。这可能是因为在强碱的持续作用下，破

坏了蛋清凝胶的分子结构，也必然覆盖了暴露的疏水

区域。因此，游离的碱液（OH-）可能导致变性的蛋

白质分子的疏水区逐渐极化，导致疏水性降低。有研

究显示，适宜的疏水相互作用有利于蛋白质凝胶网络

结构的形成，而疏水相互作用过大则会导致蛋白质分

子聚集形成聚集体，造成混浊度升高，凝胶脱水收缩，

进而降低所形成的凝胶强度[21]。这就可能导致在强碱

下蛋清形成透明高含水量的凝胶过程中，蛋白质分子

之间的疏水相互作用非常弱。 
 

2.4  皮蛋蛋清凝胶的内源荧光光谱的变化 

天然卵清蛋白在 290 nm 激发时的荧光发射峰最

大值（λmax）为 338 nm。表 1 结果显示，腌制过程中

的皮蛋蛋清凝胶的 λmax 从 338 nm 逐渐增加到 350 
nm，发生红移。蛋白质荧光发射峰的 λmax 逐渐增大，

表明腌制过程中，蛋白质变性，芳香族氨基酸分子的

侧链基团逐渐暴露于水溶液中，其所处的环境极性逐

渐增加。由于色氨酸的芳香性，色氨酸常常被完全或

部分地埋藏在蛋白质内部疏水核心区，两个蛋白质结

构域或亚结构域的交界处，或者在寡聚蛋白质系统中

的亚单位界面。也即，疏水基团的暴露对色氨酸基态

和激发态的态能级产生了影响，导致激发态能量的降

低，从而引起发射光谱的红移（λmax 增加）[22]。因

此 λmax 红移可以用来反映蛋白质构象的变化，红移

程度越大则说明在变性过程中，蛋白质构象的变化程

度越大。在本研究中，皮蛋蛋清的最大发射波长的红

移表明了蛋白质结构发生显著的变化，内部疏水基团

的暴露。此发现与腌制过程中蛋白质表面疏水性的变

化相似。 
表1 腌制过程中皮蛋蛋清蛋白质荧光发射峰（λmax）的变化 

Table 1 Changes of fluorescence emission peak (λmax) of egg 

white protein of preserved egg during the pickling process 

腌制时间/d 0 1 2 3 4 

λmax/nm 338 342 345 350 350

2.5  腌制过程中皮蛋蛋清溶解性和浊度的变化 

 
图4 腌制过程中皮蛋蛋清溶解性和浊度的变化 

Fig.4 Changes in solubility and turbidity of egg white of 

preserved egg during the pickling progress 

聚集体的性质决定了所得到的宏观凝胶的物理性

质，如形成凝胶为透明和弹性或者是混浊和脆性。浊

度可以被用来估算蛋白质受环境条件如 pH 或高子强

度影响的聚集程度[23]。如图 4 所示，随着腌制时间的

增加，浊度持续增加。说明蛋清在碱的作用下开始变 
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性，蛋白质展开，蛋白质分子间开始发生聚合作用形

成聚集体，随着腌制时间的增加，蛋白质分子间的聚

集作用越明显。在腌制的 0~2 d 内，蛋清的溶解度没

有发生显著性的变化，说明碱液（OH-）主要作用于

蛋白分子的非共价键，影响了蛋清蛋白的分子构象，

而展开的蛋白质分子间发生聚合作用，致使蛋清蛋白

质溶液浊度增加，但形成的聚集体是可溶性聚集，而

非不可溶沉淀，因而体系的溶解度下降不明显。在腌

制的 3~4 d，在强碱持续作用下，蛋清的浊度显著增

大，溶解性显著降低，导致了在这阶段开始形成了致

密和连续的蛋清凝胶。 

2.6  腌制过程中皮蛋蛋清 Zeta电位的变化 

蛋白质凝胶聚集体的表面电荷对溶剂条件有很高

的依赖性，是反映凝胶性质的一个重要参数。通过测

定 Zeta 电位来表征蛋白质聚集体之间相互排斥或吸

引力的相对大小。 

 
图5 腌制过程中皮蛋蛋清Zeta电位的变化 

Fig.5 Changes in Zeta value of egg white of preserved egg 

during the pickling progress 

如图 5 所示，随着腌制时间的延长，蛋清凝胶颗

粒的负电荷从第1 d的-16.67 mV增加第4 d时的-35.57 
mV，增加了 1.13 倍。这些蛋白质的负电荷是由于蛋

清蛋白中的酸性氨基酸在很高的碱性pH值下产生的。

在远离等电点的 pH 值下，羧基带负电荷，净负电荷

增加。随着腌制时间的延长，蛋白质结构更多地展开，

暴露出许多带电荷的氨基酸。在皮蛋的腌制过程中，

碱性条件会导致蛋清蛋白肽键的缓慢水解，从而导致

肽和氨基酸的形成[24]。这更有可能是导致多肽负电荷

数量增加的原因。有研究显示，皮蛋蛋清聚合物是凝

胶粒子主要通过静电斥力而聚集形成的[9]。随着蛋白

质分子的电负性逐渐增加，蛋白质分子间静电斥力的

增大，从而导致蛋白质不会过度聚集，阻碍随机聚集

体的产生，这都有利于有序线性蛋白质聚集体的形成，

从而有利于皮蛋蛋白质形成透明的凝胶。 

2.7  皮蛋蛋清凝胶过程中蛋白质二级结构的

变化 

采用 FTIR 测定腌制过程中的皮蛋蛋清凝胶过程

中蛋白质的二级结构变化，酰胺 I 吸收带的红外峰归

属分类如下：1662~1645 cm-1 为 α-螺旋；1638~1615 
cm-1为 β-折叠；1695~1662 cm-1为 β-转角；1645~1638 
cm-1 为无规卷曲结构[25]。结果见表 2，新鲜蛋清蛋白

质二级结构以 α-螺旋和 β-折叠为主，其比例分别占到

了 40.50%和 35.10%。腌制过程中，随着蛋白质变性

发生了去折叠和聚集形成更加有序的结构导致α-螺旋

相对含量减少至 13.00%，β-折叠增加到 54.00%，β-
转角由最开始的 13.50%增加到 20.40%。因此，在碱

性环境和凝胶体系中，变性蛋白质结构为较多的 β-折
叠和 β-转角，较少的 α-螺旋和无规卷曲，蛋清蛋白可

以在上述环境中维持有序结构，其中大多数处于相对

稳定的结构状态。在蛋白质凝胶形成期间，蛋白质的

二级结构发生了很大变化，这种变化可能是由于二级

结构之间的相互转换，β-结构有助于参与蛋白质分子

之间的聚集[26]。 
 

表2 腌制过程中皮蛋蛋清蛋白质二级结构的变化 

Table 2 Secondary structure changes of egg white protein of preserved egg during the pickling progress 

腌制时间/d 0 1 2 3 4 

α-螺旋/% 40.50±0.12 32.90±0.09 27.70±0.12 12.60±0.07 13.00±0.11 

β-折叠/% 35.10±0.09 38.70±0.14 42.40±0.06 54.30±0.09 54.00±0.10 

无规卷曲/% 12.90±0.13 11.60±0.11 12.30±0.12 13.20±0.14 12.60±0.07 

β-转角/% 13.50±0.09 16.80±0.07 17.60±0.11 19.90±0.09 20.40±0.08 

2.8  皮蛋蛋清凝胶中的分子间作用力 

为了测量保持蛋白质凝胶结构的分子间作用力以

及确定蛋白质凝胶的形成机制，用变性剂处理皮蛋蛋

清凝胶以破坏分子间作用力。这些变性剂包括：A 试

剂，0.60 mol/L 氯化钠（离子键）；B 试剂，1.50 mol/L
脲（氢键）；C 试剂，8.00 mol/L 脲（氢键和疏水相

互作用）；D 试剂，0.50 mol/L β巯基乙醇（二硫键）。

不同的变性剂以各种组合使用来测量蛋白质的溶解

度，以确定蛋白质凝胶形成中每种类型的力（即离子
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键，氢键，疏水相互作用，二硫键和非二硫键共价键）

的作用。 
凝胶形成后体系中存在各种力的动态平衡变化，

也就是吸引力和排斥力不断变化。如图 6 所示，各种

溶剂中的蛋白质溶解度分布显著不同，在 A、B、C
和D溶剂中的蛋白质溶解度分别约为39.12%±4.50%、

8.95%±3.10%、16.92%±4.20%和 35.01%±3.80%。该结

果表明，维持蛋白质凝胶的分子间作用力从强到弱依

次是是离子键、二硫键、疏水相互作用和相对较少的

氢键。此外，没有观察到不溶性现象，表明没有其他

形式的共价键存在。 

 
图6 使用不同溶剂溶解的皮蛋蛋清凝胶的蛋白质溶解度 

Fig.6 Protein solubility of egg white gel of preserved egg by 

dissolved in different solutions 

注：0.60 mol/L 氯化钠（A）；0.60 mol/L 氯化钠+1.50 mol/L

尿素（B）；0.60 mol/L 氯化钠+8.00 mol/L 尿素（C）；和 0.60 mol/L

氯化钠+8.00 mol/L 尿素+0.50 mol/L β-巯基乙醇（D）。 

皮蛋凝胶有大量的离子键和一定数量的二硫键可

能是由于在强碱性溶液中建立的亲水环境而形成的。

离子键的类型可能包括静电吸引力，既“盐桥”，“水-
离子键”。高 pH 下蛋白质分子表面会产生净负电荷，

从而导致蛋白质聚集体间产生静电斥力，静电排斥力

可以防止蛋白质分子间过度聚集，这对得到均匀的凝

胶网络是非常重要的。“盐桥”和离子键可能促进凝胶

结构的稳定性和稳定凝胶体系。皮蛋蛋白在 B 和 C 的

高浓度尿素溶液中的溶解度值较低。氢键和疏水作用

力也存在于凝胶体系中，但它们在含有高含水量的凝

胶体系中可能不起很大作用。因此氢键和疏水相互作

用并不是稳定皮蛋凝胶的主导力量。 
在D溶剂中溶解的可溶部分表示皮蛋凝胶中二硫

键的比例。丰富的游离巯基组和蛋白的蛋白质中的二

硫键以及强碱性环境，给含巯基的氧化反应和 SH-SS
交换反应提供了良好的条件[27]。由于二硫键相当于增

加了肽链的长度，使分子间的相互缠绕机会增大，蛋

白质和多肽链之间发生交联增加凝胶体系的平均分子

量，有助于凝胶。当凝胶趋于稳定时，凝胶体系中的

分子相互作用达到一定的平衡。例如，疏水性内部基

团的暴露可以增强疏水性的作用，并通过二硫键相互

作用驱动蛋白质分子的聚集。长的多肽链也倾向于相

互缠绕，因为二硫键有利于增加多肽的有效长度，从

而促进共价键的形成[28]。 

2.9  腌制过程中皮蛋蛋清微观结构的变化 

 
图7 热诱导蛋清凝胶微观结构 

Fig.7 Microstructure of egg white gel induced by heat (×3000) 

  

  

 
图8 腌制过程中皮蛋蛋清凝胶的微观结构变化 

Fig.8 Changes in the microstructure of egg white gel of 

preserved egg during the pickling progress (×200) 

注：a：第 3 d；b：第 4 d；c：第 8 d；d：第 12 d；e：第

16 d。 

不同腌制时间点的皮蛋凝胶采用 SEM 观察其凝

胶的微观结构。图 7 为热诱导蛋清凝胶微观结构，可

看出蛋清蛋白质聚集形成了具有颗粒链的网络结构。

图 8 为皮蛋蛋清凝胶微观结构，与热诱导形成的颗粒

链网络结构不同，减压法下腌制的皮蛋蛋清凝胶微观

结构呈现出均匀、精细和规则的三维网络结构，该结

构现象与前人研究结果一致[29,30]。图 8 显示，随着腌

制时间的延长，蛋白质凝胶网状结构更加规整、细小、

致密。在样品真空冷冻干燥过程中，蛋白质凝胶网格



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.6 

179 

结构的形成很可能是由于凝胶内部包裹的水分子气化

后而留下的。因此，凝胶结构可能随着含水量的变化

而变化，随着腌制过程中自由水的减少，网络结构越

来越细小、致密。本研究中的蛋清凝胶呈现出良好的

丝状网络，这种结构可能是由蛋白质分子的聚集和延

伸引起的，变性的蛋白质分子通过疏水相互作用聚集，

相互排列，形成一个线性聚合物[31]。由于碱液 pH 值

下，净负电荷引起的分子内的强静电排斥力导致了分

子间的聚集被削弱，阻碍了线性聚合物的过度聚集。

二硫键对于皮蛋凝胶来说是必不可少的[7]，线性聚合

物可以通过二硫键相互连接，于是形成类似于本研究

中所观察到的纤维网络结构。 

3  结论 

皮蛋蛋清凝胶体系中存在低流动性的多层结合

水，具有良好的持水能力；蛋清蛋白的游离巯基先显

著增加后维持稳定，总巯基含量先显著下降后维持在

一定水平，疏水性先增加后降低，适宜的疏水相互作

用有利于蛋白质凝胶网络结构的形成；蛋清蛋白的浊

度显著增大而溶解性显著降低，形成了致密和连续的

蛋清凝胶；蛋白质分子间静电斥力增加了 1.13 倍，有

利于有序线性蛋白质聚集体的形成，形成透明的凝胶；

α-螺旋相对含量减少至 13.00%，β-折叠增加到

54.00%，β-转角增加到 20.40%，表明 β-结构有助于参

与蛋白质分子之间的聚集；维持蛋白质凝胶的分子间

作用力从强到弱依次是是离子键、二硫键、疏水相互

作用和相对较少的氢键；通过以上的相互作用，皮蛋

蛋清最终形成了均匀、精细和规则的三维纤维网络结

构。本研究阐明了减压技术腌制皮蛋蛋清凝胶形成的

机理，为现代化加工皮蛋提供了理论基础。 
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