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炒制对青稞中蛋白质结构及性质影响
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西藏 林芝 860000）

摘 要 :　为探讨炒制工艺对青稞蛋白质结构及性质的影响，提取炒制前后青稞中的蛋白质，通过

SDS-PAGE电泳、傅里叶红外光谱、紫外光谱、内源荧光光谱、X-射线衍射、化学键、微观结构及流

变学特性等测定方法，分析炒制对青稞中蛋白质结构及性质的影响。结果表明：炒制使青稞中蛋白

质的部分亚基被降解为小分子量的多肽或寡肽；二级结构中 α-螺旋结构含量分别增加了 2.41%、

2.26%，β-折叠结构含量分别降低了1.74%、3.55%，无规则卷曲含量变化较小；紫外吸收光谱的吸光

度增强，内源荧光光谱的荧光强度降低、最大发射波长发生红移；炒制后黑、白青稞中蛋白质游离

巯基、二硫键均表现出显著性差异 （P<0.05），分别增加了 0.04 μmol/g、0.43 μmol/g，0.23 μmol/g、

0.31 μmol/g；微观结构发现，炒制后的青稞蛋白质表面更加粗糙、凹凸明显，分子连接紧密；炒制前

后蛋白质溶液G'与G''值的趋势一致。且随角频率增加，tan δ值逐渐大于1，高角频率下蛋白质溶液内

部微观结构发生变化，可能产生了相态转变且具有良好的黏性。综上，炒制工艺可使青稞蛋白质结

构发生变化，并导致性质发生部分变化。
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Abstract: To investigate the effect of frying on the protein structure and properties of highland barley, the 

proteins extracted from highland barley before and after frying were analyzed using SDS-PAGE 

electrophoresis, Fourier transform infrared spectroscopy, ultraviolet spectroscopy, endogenous fluorescence 

spectroscopy, X-ray diffraction, chemical bonding, microstructure and rheological property analyses. The 

results suggested that some subunits of proteins in the fried highland barley were degraded to the small-

molecular-weight polypeptides or oligopeptides. In the secondary structure, the α -helix structure contents 

increased by 2.41% and 2.26%, respectively, whereas the β -folded structure contents decreased by 1.74% 

and 3.55%, respectively, and the random coil content showed little change. The absorbance strength of 

ultraviolet absorption spectrum was enhanced, the fluorescence intensity of endogenous fluorescence 

spectrum decreased, and the maximum emission wavelength was red shifted. After frying, the protein free 

sulfhydryl group and disulfide bond in both black and white highland barley were significantly changed (P < 

0.05), which increased by 0.04 μmol/g, 0.43 μmol/g, 0.23 μmol/g and 0.31 μmol/g, respectively. As 

discovered from microstructure analysis, the protein surface of the fried highland barley was rougher, more 

uneven and the molecules were more closely connected. The trends of G' and G" values of the protein 

solution were consistent before and after frying; besides, with the increase in angular frequency, the tan δ 

value was gradually greater than 1, and the internal microstructure of the protein solution changes at high 

angular frequency, which may resulted in phase transition and exhibit good viscosity. In summary, frying can 

change the protein structure of highland barley, and partially alter the properties.

Key words: highland barley； stir-frying； protein structure； properties

青稞 （Hordeum vulgare Linn Var.Nudum Hook.
f.）是我国四省藏区主要栽培的粮食作物之一，其

富含多种营养成分，具有高蛋白、高纤维、高维

生素、低脂肪和低糖等特点。蛋白质是青稞中仅

次于淀粉的第二大成分［1］，具有机体调节功能。

侯殿志等［2］研究我国29种青稞的营养及功能组分

发现，其中蛋白质的平均含量为 10.55%，供试青

稞中均含有 17种氨基酸，包括人体必需的 8种氨

基酸。目前，青稞主要用于青稞酒、青稞饼干、

糌粑、青稞面条等［3］产品研究。

炒制是一种传统的热处理方式，会使食品获

得独特的香味、风味。张垚等［4］研究炒制时间及

炒制方式对青稞的影响发现，青稞在炒制过程中，

风味化合物的前体物质较原籽粒都发生明显的变

化。炒制也是蛋白质改性的常用技术，王婧［5］研

究热处理对燕麦蛋白质理化与功能特性影响发现，

热处理后蛋白质亚基被分解，β-折叠结构含量下

降，α-螺旋结构含量增加，蛋白质有序性降低，

从而影响蛋白质稳定性。雷洋［6］发现，在炒制过

程中，游离巯基会转换为二硫键，促进二硫键的

形成，进而稳定了蛋白质结构。青稞经高温炒制，

籽粒膨化爆花后发生形变，会导致蛋白质结构及

性质发生变化。青稞蛋白质作为优质植物蛋白质

资源，相对研究较少，进一步限制青稞精深加工

和利用。近年来炒制以及热处理对探究蛋白质功

能主要涉及荞麦、燕麦、苦荞等谷物，尚未有文

献报道对炒制后青稞中蛋白质结构及性质的研究。

本研究以青稞为研究对象，提取炒制前后青

稞中的蛋白质，通过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝 胶 （Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE） 电泳、傅里叶红外光

谱、紫外光谱、内源荧光光谱、X-射线衍射、化

学键、微观结构及流变学特性等测定方法，探讨

炒制前后青稞中蛋白质结构及性质的变化及影响，

以期为青稞精深加工以及青稞蛋白质在食品加工

中的应用提供理论依据，拓展青稞蛋白质的应用
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及经济价值。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

白青稞 冬青18号：西藏农牧学院植物科学学

院；黑青稞 苟芒紫：西藏自治区农牧科学院；石

油醚，色谱级；氢氧化钠、盐酸，分析纯：国药

集团化学试剂有限公司；5×变性蛋白上样缓冲液、

Tris-HCl缓冲液、考马斯亮蓝染液套装：北京索莱

宝科技有限公司；Tris-Glycine蛋白预制胶、Tris-
Glycine 甘氨酸蛋白缓冲液、Western Blotting 预染

蛋白 Marker：百达康生物科技有限公司；总巯基

检测试剂盒、游离巯基检测试剂盒 5,5'-二硫代双

（2- 硝 基 苯 甲 酸）（5, 5'-dithiobis （2-nitrobenzoic 
acid），DTNB）法：艾迪生生物科技有限公司。

1.2　仪器与设备

J-03型炒制机：合肥亿久机电科技有限公司；

FA2104S 电子天平：广州玉治仪器有限公司；

GL21M离心机：湖南湘仪实验仪器开发有限公司；

HH-4数显恒温水浴锅：上海力辰邦西仪器科技有

限公司；BJ-800A多功能粉碎机：浙江志高机械股

份有限公司；LGJ-25JY 冷冻干燥机：北京八方中

大科技发展有限公司；Nicolet iS 50衰减全反射-傅
里叶变换红外光谱仪：赛默飞世尔（上海）仪器

有限公司；MX-S可调式混匀仪：大龙兴创实验仪

器股份公司；T6新世纪紫外可见分光光度计：北

京普析通用仪器有限责任公司；PHS-3E pH计：上

海仪电科学仪器股份有限公司；LS 45荧光分光光

度计：铂金埃尔默股份有限公司；D8 ADVANCE X
射线衍射仪：德国布鲁克公司；MCR 92 型 Anton 
paar 流变仪：奥地利安东帕有限公司；SU8010扫

描电子显微镜：HITACHI 日立公司；BAI-DAK 电

泳仪：百达康生物科技有限公司。

1.3　实验方法

1. 3. 1　青稞炒制

1.3.1.1　工艺流程　青稞→除杂→润麦 （5 min）
→沥干→炒制（260 ℃，15 s）→磨粉

1.3.1.2　操作要点　青稞除杂、浸泡润麦：选择颗

粒饱满、不含杂质、不发霉的青稞。将筛选后的

青稞用蒸馏水清洗 2~3次，去除表面灰尘，浸泡 5 
min，沥干水分备用。炒制：沙子在 260 ℃下充分

预热 15 min，将沥干的青稞放入高温炒锅中炒制

15 s 左右，使其膨化爆花后得到爆米花青稞。磨

粉：将得到的爆米花青稞用多功能粉碎机粉碎，

过筛后得到炒制后青稞粉。

1. 3. 2　蛋白质提取

以炒制前后青稞粉为原料，按 1：5 （w/v）在

沉淀中加入石油醚，于 800 r/min 常温搅拌 1 h 脱

脂，去除上清液，收集沉淀，以上重复5次，风干

备用。参考杜艳［7］的方法对脱脂的样品进行蛋白

质提取。将经处理的样品与蒸馏水按 1：15 （w/v）
混合均匀，加入NaOH溶液调至 pH11，于 40 ℃下

水浴搅拌60 min，经4 500 r/min离心20 min，收集

上清液加入 HCl溶液至pH4.5，静置10 min，4 000 
r/min 离心 15 min 后富集沉淀，经蒸馏水冲洗 2~3
次，复溶后，用NaOH溶液调至pH7，真空冷冻干

燥后研磨（过 200目筛），即得不同来源样品蛋白

质粉末。其中，炒制前黑、白青稞的蛋白质提取

率分别为 85.48%、 87.08%，炒制后提取率为

45.26%、39.61%；纯度分别为 82.31%、83.48%、

79.62%、80.84%。

1. 3. 3　蛋白质SDS-PAGE电泳

参考刘永慧［8］的方法并做修改。称量 50 mg
蛋白质粉末加入 2 mL 1 mol/L pH 8.8 Tris-HCl充分

涡旋混匀后，离心取其上清液与 5×变性蛋白上样

缓冲液按 4：1 比例混匀后沸水浴中加热 10 min，
静置冷却至室温后，吸取10 μL上样；运行电压为

100 V。凝胶分别用考马斯亮蓝快速染色液和脱色

液进行染色和脱色。

1. 3. 4　蛋白质衰减全反射-傅里叶变换红外光谱

（Fourier transform infrared spectrometer，FTIR）测定

将蛋白质粉末置于于 ATR 附件上，在 400~4 
000 cm-1波长、4 cm-1分辨率下，所有样品连续扫

描32次。

1. 3. 5　蛋白质紫外光谱测定

将蛋白质粉末用磷酸盐缓冲溶液（pH=7）配

置为 1.0 mg/mL的溶液，扫描磷酸盐缓冲溶液调零

后，采用紫外分光光度计在波长范围为 200~400 
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nm处进行样品全波长扫描。

1. 3. 6　蛋白质内源性荧光发射光谱测定

将1.2.6配置的溶液稀释10倍后在295 nm处激

发，扫描 300~400 nm范围内的荧光发射光谱，激

发和发射狭缝宽均为 10 nm，所有样品均平行扫

描3次。

1. 3. 7　蛋白质X-射线衍射测定

将适量蛋白质粉末在管压 40 kV、电流 40 mA
条件下，以扫描速度3 °/min、步长0.02°在5~40°范
围内扫描。

1. 3. 8　蛋白质化学键测定

总巯基、游离巯基测定采用试剂盒的方法测

定，按照说明书中公式求出相应含量，并根据公

式（1）计算二硫键的含量。

二硫键（μmol/g）=（总巯基含量-游离巯基含

量） /2                                                                式（1）
1. 3. 9　蛋白质微观结构

将蛋白质粉末置于附有导电硅胶带的样品台

上，于扫描电镜3 kV下观察样品形态。

1. 3. 10　蛋白质流变学特性测定

将蛋白质粉末用蒸馏水配置成 10% 的溶液，

糊化后立即置于流变仪上，采用PP25平板，测量

间距为1 mm，温度为25 ℃，动态流变测试的条件

如下：以频率 0.1~100 rad/s、应变 1% 进行测定，

记录 G'、G''、tan δ 和复数黏度的变化；静态黏弹

性测试条件如下：以剪切速率为0.1~100 s-1进行测

定，记录样品黏度和剪切应力的变化。

1.4　数据处理

利用OMNIC 8.2和PeakFit v4.12进行蛋白质二

级结构的分析，使用 Origin 2022 对实验结果进行

绘图，采用 SPSS 25.0对数据进行显著性分析，每

组样品均进行3次平行实验。

2　结果与分析

2.1　炒制对青稞中蛋白质分子量的影响

由图1可知，炒制前，青稞中蛋白质分子量主

要集中分布在中低区域（15~55 kDa）［9］，炒制后，

青稞中蛋白质分子量在40~55 kDa附近的条带明显

变弱，而在 20 kDa附近的条带略有加强，可能由

于炒制使青稞中蛋白质亚基发生降解为低分子量

多肽或寡肽，使条带下移，分布在低分子量区域。

2.2　炒制对青稞中蛋白质衰减全反射-傅里叶变换

红外光谱的影响

FTIR光谱通常用来表征蛋白质分子结构中化

学键和基团的变化情况。酰胺Ⅰ带（1 600~1 700 
cm-1）对分析蛋白质的二级结构变化至关重要。其

中β-折叠结构位于波段（1 613~1 637 cm-1）和（1 
682~1 696 cm-1），α-螺旋结构位于波段（1 645~1 
662 cm-1），β -转角结构位于波段 （1 662~1 682 
cm-1）， 无 规 则 卷 曲 位 于 波 段 （1 637~1 645 
cm-1）［10］。

由表1可得，炒制前，青稞蛋白质中β-折叠和

β-转角结构两者之和占比高达 55%以上，这表明

青稞中蛋白质多为相对舒展的有序结构。炒制后，

青稞蛋白质中β-折叠结构含量降低，α-螺旋、β-

转角结构含量增加，无规则卷曲含量变化较小［11］，

可能是由于在炒制过程中，氢键断裂导致β-折叠

结构含量下降，黑、白青稞分别下降了 1.74%、

3.55%，其结构逐渐转变为其他二级结构。α-螺旋

结构含量增加，分别增加了 2.41%、2.26%，可能

由于炒制使 R 基基团形成的聚合物发生分解［12］，

存在非α-螺旋结构的部分链段形成α-螺旋结构的

可能性，从而导致α-螺旋结构比例升高，进而影

注：A1、B1 为炒制前黑青稞、白青稞中蛋白质样品；A2、
B2为炒制后黑青稞、白青稞中蛋白质样品，下同。

Notes：A1 and B1 are protein samples from black highland 
barley and white highland barley before frying； A2 and B2 are 
protein samples from black barley and white barley after stir-
frying， same as below.

图 1　不同来源样品蛋白质SDS-PAGE图

Fig.1　SDS-PAGE analysis of protein samples from different 

sources
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响蛋白质二级结构的稳定性。青稞中蛋白质二级

结构发生变化，可能会影响炒制后青稞的质构和

口感以及营养成分的释放，并增强其营养价值。

表 1　不同来源样品蛋白质二级结构含量

Table 1　Protein secondary structure content of samples from 

different sources

%

名称

A1

A2

B1

B2

β-折叠

37.70±0.41ab

35.96±2.10ab

38.59±1.43a

35.04±1.13c

α-螺旋

28.84±2.50a

31.25±0.70a

29.67±1.26a

31.93±0.05a

β-转角

19.66±2.68a

20.04±1.38a

17.24±0.67a

20.00±1.30a

无规则卷曲

13.80±0.39b

12.75±0.05c

14.51±0.50a

13.03±0.16c

注：表中数值为平均值±标准偏差，同一列中不同字母表示显著

性差异（P<0.05），下同。

Notes：The values in the table are mean ± standard deviation. 

Different letters in the same column indicate significant differences 

（P < 0.05）， same as below.

2.3　炒制对青稞中蛋白质紫外光谱的影响

蛋白质紫外光谱的变化通常被用来表征其三

级结构构象的变化。一般认为，蛋白质在紫外区

有两个特征吸收峰，分别位于 220 nm和 280 nm附

近 处 ， 是 由 肽 键 （―CO―NH―） 和 色 氨 酸

（Trp）、酪氨酸（Tyr）吸收引起的［13］。

图 2 可知，炒制前，青稞在 220 nm、280 nm
附近分别有一个吸收峰。炒制后，青稞在 220 nm
处紫外吸收增强，这表明炒制过程中蛋白质发生

分解，破坏其肽链结构，使得内部肽键的暴露，

导致蛋白质的比表面积增大。此外，炒制后的青

稞在 280 nm附近的紫外吸光度增大，由于蛋白质

在炒制作用下发生分解，使结构变得较为疏松，

导致暴露出更多的 Trp和 Tyr，增强了对紫外光的

吸收［14］。

图 2　不同来源样品蛋白质紫外光谱图

Fig.2　UV spectra of protein samples from different sources

2.4　炒制对青稞中蛋白质内源性荧光光谱的影响

内源荧光光谱的变化可用来直接反映蛋白质

溶液微环境和结构的变化。图3显示，炒制后，青

稞中的蛋白质最大发射波长发生偏移，即发生红

移，可能是由于炒制使结构变得较为疏松，导致

内部色氨酸与酪氨酸残基暴露在水溶液中，并且

荧光强度明显降低，可能是由于炒制使蛋白质发

生分解，导致荧光基团结构改变，从而使荧光强

度降低［15］。

2.5　炒制对青稞中蛋白质X-射线衍射的影响

XRD 光谱通过峰形、峰宽和结晶峰的位置等

特征，对晶体的三维网络结构变化予以表征，并

对物质进行鉴别。图4可知，炒制前，青稞可以观

察到两个衍射峰，分别在 10°和 20°左右，2θ=10°
为水分子经过排列组合与蛋白质一起形成的水合

晶体［16］，2θ=20°为典型的蛋白质半结晶峰［17］。炒

制后，在2θ=10°处的结晶峰强度减小，趋于平缓，

可能是炒制使青稞中的蛋白质表面吸附水分子数

图 4　不同来源样品蛋白质X-射线衍射图谱

Fig.4　Protein X-ray diffraction patterns of samples from 

different sources

图 3　不同来源样品蛋白质内源性荧光光谱图

Fig.3　Endogenous fluorescence spectra of proteins from different 

sources
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降低，这与蛋白质表面的疏水基团有关；青稞在

2θ=20°处保持基本相似的结晶峰，说明炒制使青

稞籽粒膨化没有破坏蛋白质的基本结晶结构。

2.6　炒制对青稞中蛋白质化学键的影响

通过蛋白质中游离巯基与总巯基的比值大小，

判断蛋白质解折叠的程度［18］。如表 2可知，炒制

前，青稞中蛋白质游离巯基与总巯基比值分别为

0.60、 0.58，游离巯基分别为 0.37 μmol/g、 0.33 
μmol/g。炒制后，青稞中蛋白质游离巯基与总巯基

的比值分别为0.38、0.47显著小于炒制前青稞（P<
0.05），可能是由于在炒制过程中蛋白质与非淀粉

多糖作用，使其热稳定性增加，导致解折叠程度

减小；而游离巯基分别增加了 0.04 μmol/g、0.43 
μmol/g，显著大于炒制前青稞（P<0.05），可能是

由于在炒制过程中蛋白质的聚合体解聚成较小的

亚基，使部分包裹在内部的巯基基团暴露出来，

导致游离巯基含量增加［19］；此外，炒制前青稞中

蛋白质二硫键含量分别为 0.13 μmol/g、0.12 μmol/
g，炒制后青稞中蛋白质二硫键的含量分别增加了

0.23 μmol/g、0.31 μmol/g，可能是由于高温条件

下，分子间相互增强，使游离巯基不断向二硫键

转化［20］。
表 2　不同来源样品蛋白质巯基与二硫键含量

Table 2　Protein sulfhydryl and disulfide bond content of samples 

from different sources

μmol/g

名称

A1

A2

B1

B2

总巯基含量

0.62±0.02b

1.17±0.11a

0.57±0.06c

1.61±0.22a

游离巯基含量

0.37±0.01c

0.44±0.01b

0.33±0.02c

0.76±0.07a

二硫键含量

0.13±0.01b

0.36±0.05a

0.12±0.02b

0.43±0.08a

2.7　炒制对青稞中蛋白质微观结构的影响

由图 5 可知，炒制后，青稞中蛋白质表面粗

糙，被降解为许多小颗粒，分子连接紧密，可观

察到明显凹凸，可能是由于炒制破坏了蛋白质分

子的天然状态结构，蛋白质受热伸展，暴露出更

多的疏水基团，同时蛋白质间氢键被破坏，降低

成相对小分子质量的颗粒，使蛋白质微观结构发

生变化。

2.8　炒制对青稞中蛋白质流变学特性的影响

物质的流变特性与其分子量、结构密切相关。

储能模量G'和损耗模量G''分别代表样品的弹性和

黏性特征，tan δ值反应材料在受到外部应力或应

变时黏弹性的相对比例，由图 6A~B 发现，炒制

前，青稞中蛋白质溶液的G'与G''值随着角频率增

大升高，G'值在角频率为 10 rad/s左右时终止，而

tan δ值始终在1以上，说明青稞中蛋白质黏性应力

比弹性应力更强，具有较高的黏性特性，导致流

变弹性值截止。炒制后，青稞中蛋白质溶液的 G'

与G''值趋势和炒制前相似，始终为炒制后＞炒制

前，可能炒制使蛋白质分子间的相互作用力增强，

因此展现出更高的黏弹性［21］；随着角频率增大，

tan δ值大于1，高角频率下蛋白质溶液内部微观结

构发生变化，可能产生相态转变且具有良好的黏

性［22］。此时，蛋白质分子结构变得松散，更易于

被消化酶作用，从而可以提高蛋白质的消化率。

由图 6C可知，炒制前，青稞中蛋白质溶液的

复数黏度随着角频率的增加先下降后增加，可能

是在较低角频率下，蛋白质分子有足够的时间进

图 5　不同来源样品蛋白质微观结构

Fig.5　Protein microstructure of samples from different sources
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行取向和重排，从而减小了流动阻力，导致复数

黏度下降；随着角频率增大，蛋白质分子间相互

作用力增强，导致内摩擦增大，从而使复数黏度

增大。炒制后，青稞中的蛋白质溶液的复数黏度

随着角频率呈下降趋势，蛋白质聚集体发生解聚

和解离，从而减小流动阻力，导致复数黏度下

降［23］，这与炒制后青稞中蛋白质的二级结构结果

相吻合。

由图 6D可知，两种蛋白质溶液随剪切速率增

大，黏度呈下降趋势，呈现出非牛顿流体特性。

在相同剪切速率下，炒制后青稞中蛋白质的黏度

＞炒制前，可能是由于炒制过程中蛋白质二硫键

含量增多，使蛋白质交联程度增强，导致蛋白质

黏度增大；黏度随剪切速率的增加而降低，可能

是因为随剪切速率增大，蛋白质分子在剪切作用

下使分子沿流动方向取向，蛋白质分子呈轴向排

列，导致黏度减小［24］。

3　结论

研究了炒制对青稞中蛋白质结构与性质的影

响，扫描电镜、FTIR、荧光光谱结果表明，炒制

使得蛋白质分子表面形态被破坏，分子结构发生

了显著变化，β-折叠结构逐渐转变为α-螺旋结构

及β-转角结构，导致R基基团形成的聚合物发生

分解；存在非α-螺旋结构的部分链段形成α-螺旋

结构可能性，使炒制后青稞中蛋白质游离巯基含

量和表面疏水性提高；炒制后蛋白质溶液体系发

生相变，且具有良好的黏性。
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