
大豆乳清蛋白发泡特性及辅助抑制肿瘤作用研究

收稿日期：2009-01-06
基金项目：国家“十五”科技攻关项目（2001BA501A02）
作者简介：冯晓（1957-），男，黑龙江人，副研究员，硕士，主要从事食品加工及生产工艺方向研究。

摘 要：为考察大豆乳清蛋白发泡特性及辅助抑制肿瘤作用，采用截留分子质量（MWCO）为 10 000 u 再生纤

维膜（RXC）进行试验，考察大豆乳清蛋白发泡特性及其最佳控制条件，同时进行辅助抑制肿瘤作用试验，考察经

口给予小鼠不同剂量的大豆乳清蛋白 30 d（接种 S-180 腹水型肿瘤细胞），对小鼠体重、脏器/体重和移植 S-180 瘤

株肿瘤生长的影响。结果表明，浓度、温度、pH、时间和阳离子强度均对大豆乳清蛋白起泡性有显著影响。大豆

乳清蛋白起泡性效果最佳条件是：浓度 1.0%，温度 60 ℃，pH 5，钙离子强度 0.1 M。经口给予小鼠不同剂量的大

豆乳清蛋白 30 d，对小鼠体重增长和脏器体重比值无影响，对小鼠 S180 肿瘤的生长有抑制作用，说明大豆乳清

蛋白具有辅助抑制肿瘤的作用。显微镜观察结果表明 1.6 g·L-1 和 2.0 g·L-1 浓度的大豆乳清蛋白处理人肝癌细胞

HepG2 48 h 后，细胞核或细胞质呈浓染的块状或颗粒状荧光，聚集于核周边或裂解成碎片，表明大豆乳清蛋白能

诱发肿瘤细胞发生细胞凋亡。
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Study on the influence of foaming characteristics of whey soy protein
and its adjuvant action on inhibiting and preventing the growth of tumor/
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Abstract: In order to in spect whey soy protein foaming characteris tics and its adjuvant action on

inhibiting and preventing the growth of tumor, the molecular weight cut-off (MWCO) for 10 000 u of

regenerated fiber membrane (RXC) was used to inspect whey soy protein foaming characteris tics and its

bes t foam control conditions , a t the same time, the experiment of adjuvant inhibiting and preventing the

growth of tumor was carried out. The experiment was carried out by giving different doses of whey soy

proteins to mice through their mouths for 30 d, (inoculated S-180 ascites tumor cells ), in order to inspect

the effects of weight, the ratio of organ and weight, and the growth of transplant S-180 ascites type tumor

cell on mice. The results showed that: the concentra tion, temperature , pH, time and cationic intens ity had a

significant influence on soybean whey proteins foaming. The optimum condition of whey soy proteins

foaming condition should be 1.0% concentra tion, 60 ℃ temperature , pH 5 and 0.1 mol·L-1. calcium ionic

s trength. Feeding mice through their mouths in different doses for 30 d, which showed that there was no
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我国是大豆的原产地和种植发展中心[1]，于 20
世纪 80 年代初开始生产大豆分离蛋白，并随食品

工业的发展而迅速发展起来。大豆分离蛋白是一

种完全蛋白，其良好的营养性能和卓越的功能特

性使得国内外对它的市场需求量日益增加，2005
年，国内市场上大豆分离蛋白的年产量约 15 万 t，
年需求量超过 45 万 t，如此大的市场缺口必将引

发大豆蛋白行业新一轮发展；在国际市场上，大

豆蛋白的市场需求每年以 10%～15%的速度递增，

增长势头十分强劲[2]。
大豆蛋白加工行业快速发展的同时，其生产

过程排放的高浓度有机废水水量也在增加。据报

道，工业上生产 1 吨大豆分离蛋白大约要产生 30 t
的乳清废水，以蛋白产量 3 t·d-1 的中型企业计算，

每日废水排放量在 100 t 左右。2005 年，国内大豆分

离蛋白企业实际产量为 15 万 t，每天产生乳清废水

1.5 万 t，年产生 450 万 t 以上[3]。乳清废水 COD 浓度

一般在 15 000～22 000 mg·L-1 之间，废水中可生物

降解的有机物浓度（生物耗氧量，BOD5）在 8 000
mg·L-1 以上[4]。另一方面，大豆乳清废水含有大量

的乳清蛋白质、低聚糖和大豆皂苷等天然有机物，

是一种宝贵的生物物质资源。目前，国内绝大多

数企业都将乳清废水直接排放，既浪费了宝贵的

资源，又严重污染自然环境，这已成为多年困扰

企业生产的难题，有效治理工业水污染，同时实

现废物资源化，已成为工业废水治理领域的热门

研究课题。
国内外对膜分离大豆乳清中的低聚糖相关研

究报告较多[5-10]，而对大豆乳清蛋白功能特性的研

究较少。大豆乳清蛋白包括 2S 和 7S 组分，它的

主要成分是 Kunitz 胰蛋白酶抑制剂（KTI）和血清凝

集素（L）[11-15]。大豆乳清蛋白具有很好的酸溶解性

和优越的乳化性和起泡性[16-18]，长期食用还具有抗

肿瘤效果及增强免疫作用[19-22]，因此在食品加工中

有广泛的应用前景[23-24]。
为了更好的开发和利用大豆蛋白中的乳清蛋

白，本文主要考察了大豆乳清蛋白发泡特性及其

最佳控制条件，同时进行辅助抑制肿瘤作用试验，

考察经口给予小鼠不同剂量的大豆乳清蛋白 30 d
（接种 S-180 腹水型肿瘤细胞），对小鼠体重、脏

器/体重和移植 S-180 瘤株肿瘤生长的影响，为大

豆乳清蛋白应用（如在饮料中的应用）奠定了良好

的基础。

1 材料与方法

1.1 试验装置

试验装置由进水箱、保安过滤器、超滤装置、
浓缩液水箱、出水箱、真空浓缩和喷雾干燥装置、
流量计、压力表及阀门组成（见图 1）。大豆乳清蛋

白为经过超滤提取获得，内容物为棕色粉末，感官

检查未见异常。
大豆乳清水来源于分离蛋白生产的离心分离阶

段，其中含有大量的大颗粒杂质，极易腐败变质并

造成膜污染，直接影响到超滤的效果，因此在超滤

前必须经过预处理。
本研究采用保安过滤器进行粗滤，然后进入

超滤（UF）单元。试验用超滤出水进行在线反冲

洗，反冲洗频率为 4 次·h-1，反冲洗时间为 30 s。
保安过滤器采用 1 支 40 英寸长缠绕型聚丙稀滤

芯，过滤精度 5 μm，前后压差为 20 kPa。超滤膜

组件采用 Millipore 公司的截留分子质量（MWCO）

为 10 000 u 的再生纤维膜（PXC）；外形尺寸 Φ50
mm×480 mm，膜面积为 2 m2。试验中控制压力 20
psi。

obvious influence on the growth of weight and the ratio of organ and weight of giving whey soy proteins of

mice, but there was the inhibition role of soy whey proteins on the S-180 ascites type tumor cell, which

indicated that whey soy proteins could inhibit the growth of tumor. Microscopy results showed that us ing

the concentra tion of 1.6 g·L-1 and 2.0 g·L-1 whey soy proteins to deal with human hepatocellular carcinoma

cell HepG2 48 h later, the nucleus or cytoplasm presented chromatoid mass ive or granular fluorescence

that aggregated around cell nuclear or became pieces . It indicated that whey soy proteins could induce the

apoptos is of tumor cell.

Key words: whey soy proteins; foamability; inhibiting and preventing the growth of tumor; optimal

conditions
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图 1 膜分离大豆乳清蛋白工艺流程

Fig. 1 Scheme of the ultrafiltration membrane technology for soy whey waste water treatment
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1.2 分析项目与方法

1.2.1 大豆乳清蛋白原料分析方法

水分采用食品中水分的测定方法（GB/T5009.3-
2003）；蛋白质采用食品中蛋白质的测定方法（GB/
T5009.5-2003）；灰分采用食品中灰分的测定方法

（GB/T5009.4-2003）；总糖采用食品中总糖的测定

方 法（GB/T5009.8 -2003）； 氨 基 酸（GB/T 18246 -
2000）。
1.2.2 大豆乳清蛋白发泡性的测定方法

称取大豆乳清蛋白、大豆分离蛋白 0.5 g，溶

于 50 mL 0.05 mol·L-1 Tris-HCl 缓冲液（pH 7.5）中，

配制成一定浓度（1%）的溶液。量取 2 mL 样液，置

于 10 mL 量筒中，上下震荡 1 min，记录 0 min 时

的初始泡沫体积 H0，静置 10 min 后，测量终止泡

沫体积，记为 H10。以 H0 作为评价发泡能力大小的

指标，以 H10/H0 作为评价泡沫稳定性大小的指标。
1.2.3 大豆乳清蛋白辅助抑制肿瘤作用研究方法

1．2．3．1 大豆乳清蛋白抑制肿瘤体外试验

① 细胞：人肝癌细胞 HepG2 来源于中科院上

海生命科学研究院细胞库。
② 样品剂量分组

贮备液配制（16 g·L-1）：准确称取 0.16 g 大豆

乳清蛋白，加入去离子水 10 mL，混匀后 4 ℃放于

冰箱中充分溶解。取溶解液用滤纸过滤，在超净

台中过滤除菌。此时贮备液浓度为 16 g·L-1。
应用液配制：取 1 mL 贮备液，加入 7 mL 5%

血清 1640 完全培养液，相当于 2 g·L-1，充分混匀，

备用。取 1 mL 贮备液，加入 9 mL 5%血清 1640 完

全培养液，相当于 1.6 g·L-1，充分混匀，备用。
③ 荧光染料

Hoechst33258 贮备液配制（200 μg·mL-1）：准

确称取 1 mg Hoechst33258 染料，加入 5 mL 去离

子水，充分溶解，置于 4 ℃冰箱中备用。
工作液配制（20 μg·mL-1）：用培养液做 10 倍

稀释。
④ 实验方法

细胞接种：取生长良好的人肝癌细胞 HepG2
于 10%血清 1640 完全培养液中培养（100 mL 培养

瓶），待细胞生长至接近 70%～80%后换成含大豆乳

清蛋白 1.6 和 2 g·L-1 的 5%血清 1640 培养液中，

培养 48 h。
Hoechst33258 荧光染色检测 HepG2 细胞凋亡：

大豆乳清蛋白作用人 HepG2 细胞 48 h 后，收集培

养液中的细胞同时用 EDTA 消化贴壁细胞。PBS
洗 3 遍后的细 胞 团 用 Hoechst33258 工 作 液 稀 释

成细胞混悬液，轻轻吹打，放于 37 ℃孵箱中孵育

30 min～1 h。取 1 滴染色后细胞混悬液滴于载玻

片上，盖上盖玻片，于蓝色荧光显微镜下观察，

拍照。
1.2.3.2 大豆乳清蛋白抑制肿瘤动物实验

① 实验动物：选用黑龙江省肿瘤研究所实验

动物中心繁殖的昆明种健康雌性小鼠 60 只，体重

18～24 g，随机分成 5 组，每组 12 只，进行动物移

植性肿瘤实验（S-180 细胞株试验）。
② 肿瘤模型：肉瘤 180（S180）细胞株由黑龙

江省肿瘤研究所提供。
③ 剂量分组：大豆乳清蛋白设 3 个剂量组，

分别为 0.1 g·kg-1 体重（低剂量）、0.5 g·kg-1 体重

（中剂量）和 3.0 g·kg-1 体重（高剂量）。同时设阴性

对照组（灌胃清洁水）和阳性对照组（灌胃清洁水，
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并且在接种瘤细胞悬液的当日和次日分别腹腔注射

环磷酰胺）。各组动物则按体重的 2%灌胃容积进

行灌胃。
④ 仪器和试剂：动物天平、洁净工作台、二

氧化碳培养箱、离心机、酶标仪、显微镜等。无菌

解剖器械、注射器及针头、细胞计数器、纱布、载

玻片、玻璃平皿、试管。75%酒精、生理盐水、冰

块、小牛血清、1%冰醋酸、印度墨汁、环磷酰胺、
甲醇、Giemsa 染液等。

⑤实验方法：在超净工作台及无菌室内操作。
动物处死后，用 75%酒精消毒。在盛有瘤源的器皿

周围放置冰块降温。给予受试物第 20 天的动物接种

肿瘤细胞。选择腹腔接种 S180 肿瘤 10 d 后健康较好

的昆明种小鼠，颈椎脱臼，固定于蜡板上，腹部皮肤

消毒后，剪开并剥去腹部皮肤，用空针穿过腹部肌

肉，抽吸腹水，放入无菌容器内，置于冰块上保存。
另取小量腹水，置于加有肝素的干试管内，作为观察

细胞形态及细胞计数用。腹水用无菌生理盐水稀释

（细胞计数为 2×107 个·mL-1，活细胞率为 97%），接种

部位为右下肢皮下，每鼠皮下注入 0.2 mL。接种后继

续给受试物 10 d。阳性对照组动物在接种瘤细胞悬液

的当日和次日分别腹腔注射环磷酰胺，剂量为 50
mg·kg-1。停止给予受试物的次日，处死动物，先称体

重，后解剖皮下瘤块，去血污，称重。

2 结果与分析

2.1 大豆乳清蛋白发泡特性

对大豆乳清蛋白样品进行了检测。检测结果表

明，蛋白含量为 54.84%，水分为 11.92%，灰分为

21.34%，蔗糖为 5.22%，葡萄糖为 7.64%。大豆乳

清蛋白的氨基酸含量和比例比较均衡，没有局部缺

失和过量不足。氨基酸总量 47.05%，其中天门冬

氨酸含量为 5.92%，丙氨酸 3.32%，缬氨酸 2.48%，

谷氨酸 7.99%，苏氨酸 1.94%，丝氨酸 2.35%，甘

氨酸 2.18%，胱氨酸 0.85%，蛋氨酸 0.65%，异亮

氨酸 2.49%，亮氨酸 3.62%，酪氨酸 0.70%，苯丙

氨酸 0.64%，赖氨酸 0.03%，组氨酸 1.06%，精氨

酸 3.15%，脯氨酸 2.68%，氨峰 0.74%。在利用大

豆乳清蛋白时应考虑其氨基酸含量的互补问题。
考察 pH、温度、阳离子强度、时间、含量

等因素对大豆乳清蛋白发泡性的影响结果见图

2。

图 2 不同 pH、温度、阳离子强度、时间、含量对大豆乳清蛋白发泡性的影响

Fig. 2 Influence of different pH, temperature, cationic concentration time and concentration on foamability
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由图 2 可看出，pH、温度、时间、浓度、阳

离子强度对大豆乳清蛋白的起泡性均有影响。起泡

性在pH 3 时较好，4～8 间基本保持恒定；在温度

30～60 ℃时效果好；时间的影响不显著；大豆乳清

蛋白浓度的升高可提高起泡性，当浓度达到 8%以

上，则起泡性不佳；在离子中钙离子对大豆乳清蛋

白的起泡性影响最显著。
通过单因素实验确定各影响因素水平范围为：
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表 1 影响大豆乳清蛋白起泡性因素和水平选择

Table 1 Selection of factors and levels of whey soy proteins foamability

1
2
3
4

水平
Level

5
6
7
8

pH 温度（℃）
Temperature

30
40
50
60

浓度（%）
Concentration

0.5
1.0
2.0
5.0

Ca2+

0.01
0.05
0.10
0.20

表 2 大豆乳清蛋白发泡性最佳条件选择正交试验结果

Table 2 Orthogonal test of foamability of whey soy proteins under different conditions
序号
No. A pH B 温度（℃）

Temperature
C 浓度（%）
Concentration

D 钙离子浓度 Ca2+

Ca2+ Concentration
发泡性

Foamability

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

K1

K2

K3

K4

R1

R2

R3

R4

R

最优水平 Optimizition level

5.0

5.0

5.0

5.0

6.0

6.0

6.0

6.0

7.0

7.0

7.0

7.0

8.0

8.0

8.0

8.0

5.2

4.6

3.6

4.1

1.3

1.2

0.9

1.0

0.4

A1

30.000

40.000

50.000

60.000

30.000

40.000

50.000

60.000

30.000

40.000

50.000

60.000

30.000

40.000

50.000

60.000

4.400

4.100

4.200

4.800

1.100

1.000

1.100

1.200

0.175

B4

0.5

1.0

2.0

5.0

1.0

0.5

5.0

2.0

2.0

5.0

0.5

1.0

5.0

2.0

1.0

0.5

4.6

4.6

3.9

4.4

1.2

1.2

1.0

1.1

0.175

C2

0.01

0.05

0.10

0.20

0.10

0.20

0.01

0.05

0.20

0.10

0.05

0.01

0.05

0.01

0.20

0.10

4.30

4.40

4.80

4.80

1.10

1.10

1.00

1.20

0.20

D3

1.4

1.4

0.8

1.6

1.2

1.0

1.2

1.2

1.0

0.8

1.0

0.8

0.8

0.9

1.2

1.2

影响次序 Effect seqvence 温度＞浓度＞pH＞钙离子浓度

注：Ki 表示任一列上水平号为 i 时所对应的试验结果之和。R 为极差，在任一列上 R＝{K1, K2, K3, K4}max－{K1, K2, K3, K4}min。
Note: Ki refers to the sum of test results when the horizontal tab is i in any rank R refers to the range, in any rank R＝{K1, K2, K3, K4}max－{K1,

K2, K3, K4}min.

pH 4～8，温度 30～60℃，浓度 0.5～8%，钙离子浓度为

0.01～0.20。采用正交试验确定大豆乳清蛋白起泡性最

佳条件。
因素及水平的选择见表 1，试验结果见表 2。
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由表 2 可以看出，各列的极差是不相等的，这

说明各因素的水平改变对试验结果的影响是不相同

的，极差越大，表示该列因素的数值在试验范围内

的变化，会导致试验指标在数值上有更大的变化，



注：组别 0-1 为阴性对照组，0-2 为阳性对照组，1 为低剂量组，2 为中剂量组，3 为高剂量组；* 与阴性对照组比较有显著性差异 P<
0.05，** 与阴性对照组比较有极显著性差异 P<0.01；# 为考察大豆乳清蛋白对移植 S-180 瘤株肿瘤生长影响时所用剂量 50 mg·kg-1×2。

Note: group 0-1 is the negative control group, 0-2 is the positive control group, 1is the low-dose group, 2 is the middle dose group, 3 is the
high dose group; * compared with negative control group has the significantly difference which meant P<0.05, ** compared with the negative control
group has a very significant difference which meant P<0.01; # is 50 mg·kg -1 × 2 doses which presents the effect of whey soybean protein on
transplantation S-180 tumor growth.

表 3 大豆乳清蛋白辅助抑制肿瘤作用试验结果

Table 3 Experimental results of aided tumor inhibition of whey soy proteins

0-1

0-2

1

2

3

组别
Group

-

-

0.1

0.5

3.0

剂量
（g·kg-1）
Dosage

初始体重（g）
IBW

20.5±1.527

20.6±1.416

20.5±1.436

20.7±1.633

20.7±1.917

结束体重
（g）
FBW

33.0±1.279

26.9±2.776*

32.8±2.325

32.1±1.700

32.0±2.093

肝/体重
Liver/

Body weight

5.39±0.380

4.80±1.085

5.38±0.796

5.61±0.768

5.49±0.499

抑瘤率（%）
Tumor

inhibition rate

82.2

53.9

瘤重（X±SD）
Tumor
weight

2.69±0.755

0.48±0.250**

2.60±0.578

2.17±0.562

1.24±0.244**

肾/体重
Kidney

/Body weight

1.02±0.138

1.13±0.080*

1.00±0.113

1.06±0.141

1.02±0.259

脾/体重
Spleen

/Body weight

0.71±0.111

0.21±0.048**

0.69±0.109

0.70±0.119

0.70±0.255

所以极差最大的那一列，就是因素的水平对试验

结果影响最大的因素，即最主要的因素。因此，

可以得到对大豆乳清蛋白发泡性影响因素次序为：

温度＞浓度＞pH 值＞钙离子浓度，其最佳条件是：

浓度 1.0%，温度 60 ℃，pH 值 5，钙离子强度

0.1M。
2.2 大豆乳清蛋白辅助抑制肿瘤作用研究

小鼠灌胃给予大豆乳清蛋白 30 d 后，对小鼠

体重、脏器/体重和移植 S-180 瘤株肿瘤生长的影

响分别见表 3。

a cb

图 3 对照组细胞、1.6 和 2.0 g·L-1 大豆乳清蛋白作用细胞 48 h 后显微镜照片

Fig. 3 Microscopic picture of hepatoma cell HepG2 treated by control cells, 1.6 and 2.0 g·L-1 whey soy proteins for 48 h

a. 对照组 Control；b. 1.6 g·L-1；c. 2.0 g·L-1
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由表 3 可见，经口给予小鼠不同剂量的大豆乳

清蛋白 30 d，与阴性对照组相比较，实验组小鼠的体

重和脏器体重比值均无显著性差异（P>0.05），未见大

豆乳清蛋白对小鼠的不良影响。阳性对照组的终末体

重、脾/体重和肾/体重与阴性对照组有显著差异，说

明该剂量的环磷酰胺对动物生长有影响。从表 3 中还

可以看出，与阴性对照组相比，阳性对照组的移植性

肿瘤重量降低，有极显著性差异，抑瘤率达到 80%
以上。大豆乳清蛋白高剂量组小鼠移植性肿瘤重量降

低，有极显著性差异，抑瘤率超过 50%。
对照组细胞、1.6 和 2.0 g·L-1 大豆乳清蛋白作

用细胞 48 h 后显微镜观察结果见图 3。

从图 3 中可以看出，正常对照组细胞，Hoe-
chst33258染色后细胞核呈圆形，形态规则，核染色为

均匀的蓝色荧光。大豆乳清蛋白处理细胞 48 h 后，细

胞核或细胞质呈浓染的块状或颗粒状荧光，聚集于核

周边或裂解成碎片，说明 1.6 和 2.0 g·L-1 的大豆乳清蛋

白作用HepG2细胞 48 h后能诱导该细胞发生凋亡。



3 结 论

a. 大豆乳清蛋白的浓度、温度、pH、时间和

阳离子强度均对其起泡性有显著影响。大豆乳清蛋

白起泡性效果最佳条件是：浓度 1.0%，温度 60 ℃，

pH 5，钙离子强度 0.1 mol·L-1。
b. 经口给予小鼠不同剂量的大豆乳清蛋白 30 d

（接种 S180 腹水型肿瘤细胞前后均给予受试物），

对小鼠体重增长和脏器体重比值无影响，对小鼠

S180 肿瘤的生长有抑制作用，体内、外试验结果

揭示大豆乳清蛋白具有辅助抑制肿瘤的作用。
c. 1.6 和 2.0 g·L-1 浓度的大豆乳清蛋白处理人肝

癌细胞 HepG2 48 h 后，细胞核或细胞质呈浓染的块

状或颗粒状荧光，聚集于核周边或裂解成碎片，表

明大豆乳清蛋白能诱发肿瘤细胞发生细胞凋亡。
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