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摘 要：以两个大麦品种垦啤8号和Harrington为材料研究了大麦种子萌发过程中体内醇溶性

蛋白质、游离氨基酸和内肽酶活力的变化。垦啤8号大麦种子的醇溶蛋白含量高，但其降解量比

Harrington多+。垦啤8号游离氨基酸增长量略高于Harrington。整个大麦种子发芽期间，国产品

种内肽酶活力始终高于进口品种。以上表明，与Harrington相比，虽然国产品种垦啤8号含氮量

高，但其内肽酶活力升高快，最大酶活力高，醇溶蛋白降解、转化为可输出氮的进程快，有制造优质

麦芽的潜力．。
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Abstract：Two species barleys，Hordeum sp．Kenpi No．8 and Hordeum sp．Harringto were used

to study changes in contents of hordein，free amino acids and endopeptidase activity during

germination．Results showed that the content of hordein in Kenpi 8 was higher than that of

Harrington，but decreased faster．The same tendency of free amino acids and endopeptidase

activity appeared in the two species barleys during germination．It implied that，compared with

Harrington，the procedures of hordein break down and transfer to transportable nitrogen in

Kenpi 8 was higher and faster during germination，and this maybe an important reason of Kenpi 8

has potential to make high—quaihy malt．
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种子萌发过程中，出现各种蛋白质的表达[1]。

蛋白质是大麦的主要组成之一，它在种子萌发过程

中扮演着极其重要的角色，为种子生长发育提供养

料，还调控着种子的各种生理生化反应和代谢过

程，为种子自身的形成及植株的生长提供了必不可

少的条件口]。在制麦工业中，种子发芽后，蛋白的

溶解量很大，如果溶解不足，便会对啤酒酿造造成

困难，并最终影响啤酒质量[3，4]。在麦芽生产中，由

于蛋白酶数量的增加，胚乳的储存蛋白会大量溶

解，非蛋白氮水溶性蛋白组分增加，氮物质在糊粉

层和发育的芽胚中进行生物合成。蛋白酶从发芽

初便开始发挥作用，尤其作用于胚乳细胞的大麦醇

溶蛋白组分。蛋白酶是在发芽过程中合成的。酶

的作用主要通过内肽酶来实现。在种子萌发过程

中内肽酶活性变化及其变化对醇溶蛋白降解和麦

芽质量的影响还未见有详尽报道，本文以国产及进

口优质啤酒大麦垦啤8号和Harrington材料对酿

造大麦种子萌发过程中醇溶蛋白含量、游离氨基酸

含量和内肽酶活力的变化进行了研究，以期找出它

们的变化与种子萌发和麦芽质量之间的关系。

1材料与方法

1．1材料、试剂与仪器

大麦品种：进口品种加拿大大麦Hordeum sp．

Harrington：大连中粮麦芽有限公司提供；国产品种

垦啤8号Hordeum sp．NO．8：北大荒麦芽集团

提供。

1．2试验方法

1．2．1 麦芽制备 采用浸水4 h后断水8 h的方

法浸麦48 h，并使其最终浸麦度达到44％～47％。

然后取出大麦，进入发芽阶段，控制温度为16℃，

湿度90％以上。发芽4 d后焙焦制成麦芽[4]。从浸

麦开始分别取发芽0，24，48，72，96，120，144 h的大

麦及麦芽(170 h)样品，用去离子水反复冲洗5遍，

备用。

1．2．2 醇溶蛋白质含量测定 用考马斯亮蓝p

250溶液进行显色、比色，标准曲线用小牛血清蛋白

制作[6]。

1．2．3游离氨基酸含量测定用茚三酮溶液显色

法测定植物组织中氨基酸总量[6]。

1．2．4 内肽酶活力的测定 根据Reimerdes[7]的

方法，每lmg蛋白质在1 h内的A。，。变化表示内肽

酶活力的大小。

1．2．5 醇溶蛋白的SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳取

0．1 g去皮种子，研磨成粉末，转移至1．5 mL离心

管中，加入1 mL提取液室温下提取24 h。4℃、15

000×g下离心15 min。提取液为体积分数70％乙

醇(内含少许B一巯基乙醇和PSMF)。将上清液用缓

冲液定容至5 mL，取定容后的样品100 pL加100

“L样品缓冲液(125 mmolLTris—HCI，pH 7．6，4％

SDS，20％glycerol，10％Mercaptoethan01)。混匀

后，在沸水浴煮沸3～5 min，取20肛L立即上样。

用SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳分离样品(凝胶浓度为

12％)。电泳完成后，经染色、脱色、照相后用Image

J凝胶成像分析系统对醇溶蛋白大小亚基条带进行

分析‘川。

2结果与分析

2．1大麦种子基本指标检测

由表1可看出，国产品种垦啤8号在千粒重、含

水率及总氮含量方面均低于进口品种Harrington，

两品种的发芽力指标相同。

表1大麦种子基本指标检测

Tab．1 Index of barley seeds

2．2大麦种子萌发过程中醇溶蛋白含量变化

对大麦蛋白的体内合成过程进行研究，发现大

麦醇溶蛋白和谷蛋白是在谷物成熟后期合成并沉

淀于蛋白体和包被在淀粉颗粒外，胚乳细胞中醇溶

蛋白将淀粉颗粒包裹起来[9]。如果在种子萌发过

程中醇溶蛋白不完全降解，将对淀粉降解酶的移动

形成物理屏障，从而限制淀粉水解[1⋯，严重削弱了

种子的生理功能。同时未降解的醇溶蛋白在淀粉

糖化过程中也可以形成二硫键结合的复合物，将导

致麦汁过滤困难问题，并降低麦芽浸出率口]。深入

研究大麦醇溶蛋白，将对制麦及啤酒酿造行业有重

要意义，对研究遗传与育种也有一定的意义。

从图1可以看出，垦啤8号每克种子中醇溶蛋

白质量为18．4 mg，高于Harrington 16．6 mg。从

种子浸水开始，醇溶蛋白含量开始缓慢减少。萌发

72～96 h，这两个品种醇溶蛋白含量迅速下降。在

萌发90h之前，垦啤8号醇溶蛋白水平一直高于进

口品种Harrington。90 h后，垦啤8号醇溶蛋白水

平开始低于Harrington，这种状态一直保持到发芽

结束。焙焦结束，每克垦啤8号麦芽中醇溶蛋白质

量为9．2mg，比原麦减少了50％；每克Harrington

麦芽中质量为10．2 mg，比原麦减少了38．6％。可
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见，在大麦种子萌发过程中，垦啤8号醇溶蛋白降

解量远远大于进口品种Harrington。一般认为，国

产大麦总氮含量较高，不利于制造啤用麦芽，这主

要是因为麦芽含氮量与浸出率呈显著负相关[1卜13]。

然而由本实验可明显看出，虽然国产品种原麦含氮

量较高，但经适当工艺萌发后其醇溶蛋白降解量

大，仍然能制造出含氮量低的优质麦芽，这进一步

证明了赵长新[1们等人的研究，国产大麦在制麦中的

应用将有很大潜力。

圈1 大麦种子萌发过程中醇溶蛋白质量变化

Fig．1 Changes in hordein content in barley seeds during

germination

2．3大麦种子萌发过程中游离氨基酸质量变化

氨基酸质量的变化受到其净生成速度(主要是

蛋白质降解和氨基酸从头合成速度)及外运速度和

新蛋白质合成利用速度的影响，因此氨基酸质量在

一定程度上与蛋白质的变化相联系(图2)。在种子

萌发前48 h，即浸断水阶段，游离氨基酸含量缓慢

升高，Harrington游离氨基酸升高幅度高于垦啤8

号，垦啤8号游离氨基酸质量分数由26．4肛g／g升

高到35．2／19／g，Harrington由23。8 f|￡g／g升高至
39．3 tug／g。48 h到144 h，即种子的发芽阶段，游

离氨基酸含量逐渐迅速增高，垦啤8号在60 h后即

超过Harrington，这种状态一直保持到最后，在发

芽结束时垦啤8号游离氨基酸含量达到149．8 gg／

g，Harrington达到134．6／_￡g／g。在绿麦芽焙焦阶

段，两个品种游离氨基酸含量仍有缓慢增长，分别

在结束时达到最大值，垦啤8号为154 t-g／g，高于

Harrington 143／_￡g／g。由图1得知，垦啤8号醇溶

蛋白降解量高，这与其游离氨基酸水平增长量正相

关。

2．4大麦种子萌发过程中内肽酶活力变化

在大麦种子浸断水的前24 h，内肽酶活力增长

缓慢。这一阶段主要是吸水阶段，种子体内含水率

升至30％左右[1引，动员与萌发有关的各种水解酶

类的形成及酶活力的提高。接下来的48 h，是种子

内肽酶活力快速升高的阶段。这一时期，垦啤8号

和Harrington的内肽酶活力分别由6．4和3．9 L

高至87．6和64．9。从72 h到发芽结束，内肽酶活

力仍有缓慢提升。发芽结束，两个品种酶活力都达

到最高。由内肽酶活力变化曲线(图3)看出，整个

大麦种子发芽期间，国产品种酶活力始终高于进口

品种，这与赵长新等人的观点相符[16。。利用国产大

麦制麦，虽然种皮厚，但容易过滤；蛋白含量高，但

酶活力也高，可以增加辅料的添加比例，降低啤酒

酿造成本。

发芽时间／h

图2大麦种子萌发过程中游离氨基酸含量变化

Fig．2 Changes in free amino acids content in barley

seeds during germination
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图3大麦种子萌发过程中内肽酶活力变化

Fig．3 Changes in endopeptidase activity in barley seeds

during germination

2。5大麦萌发过程中醇溶蛋白SDS-聚丙烯酰胺凝

胶电泳分析

从图4可以看出，垦啤8号大麦比Harrington

大麦在凝胶图谱上条带清晰。通过凝胶成像分析

软件Image J分析表明，在大麦发芽的o～3 d，垦啤

8号蛋白含量高于Harrington，而发芽4～6 d正与

此相反，这与图1用考马斯亮蓝G一250法所测结果

一致，也说明垦啤8号内肽酶对其醇溶蛋白降解和

外运多于Harrington。大麦醇溶蛋白在其SDS—

PAGE图谱上显示，中低分子量蛋白含量较多。通

过对比两个品种大麦醇溶蛋白组成发现，在29 000

～443 00间，Harrington较垦啤8号有更多的蛋白

条带，在66 400附近，呈现出Harrington含有而垦

啤8号没有的条带，在低于201 00的蛋白亚基中，

醯¨加％记钙M

o
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两品种条带组成基本相同。两品种醇溶蛋白组成

的不同，是由品种遗传所决定。两个品种在发芽4

～6 d醇溶蛋白含量的减少，主要体现在中高分子

量蛋白条带的缺失上，低于201 00蛋白亚基组成及

含量与发芽前3 d大致相同，这说明在种子萌发过

程中，内肽酶主要作用中高分子量醇溶蛋白，降解

为低相对分子质量肽类及氨基酸。

泳道o～6，垦啤8号原麦、发芽1 d，⋯⋯，发芽6 d；M，标准蛋

白Marker，相对分子质量为14 300、201 00、29 000、44 300、66

400、97 200；泳道o～6’，Harrington原麦、发芽1 d，⋯⋯，发芽

6 d。

图4大麦种子中醇溶蛋白的SDS-聚丙烯酰胺凝胶电

泳图

Fig．4 SDs_PAGE of hordein in barIey seeds

3 结 语

种子萌发包括胚的萌动与生长和胚乳中贮藏

产物的动员。种子的贮藏物质需要经过分解后，才

能以可利用的方式动员到胚中去，以支持胚的迅速

生长，这样就需要一些分解酶类的迅速合成。作物

种子萌发时，内肽酶活性迅速上升，种子蛋白质出

现明显的降解。

大麦种子萌发过程中或在制麦过程中一个本

质的变化是蛋白质含量及组成的改变，其中大麦醇

溶蛋白水平的下降最为明显。醇溶蛋白是重要的

蛋白源，其含量占可溶性蛋白质的50％以上。在种

子萌发进程中，蛋白质特别是醇溶蛋白适时适量地

降解并有效地向正在发育的器官和组织中运输，对

后者的生长发育十分重要。因为这些被降解的蛋

白质不仅仅是提供氮源，更重要的是这些氮源是合

成新蛋白质特别是各种各样酶的原料，正是在这些

新蛋白质的参与下使得新器官的发育得以有条不

紊地进行。叶片中蛋白质的降解主要由内肽酶起

作用[53，种子萌发过程中内肽酶活性的变化直接影

响到蛋白质(主要是醇溶蛋白)的降解和转运。从

醇溶蛋白含量变化曲线(见图1)和内肽酶活力变化

曲线(见图2)可看出，醇溶蛋白的降解量与内肽酶

活力的升高正相关，国产品种垦啤8号虽然蛋白含

量高，特别是醇溶蛋白含量高于加麦Harrington，

但垦啤8号内肽酶活力比Harrington提前达到最

大值，且在整个发芽过程中，其酶活力一直高于

Harrington，这就使得垦啤8号大麦有制造优质麦

芽的潜力。蛋白质大分子必须降解成小分子才能

在植物体内不同部分有效地运输，内肽酶活性的高

低直接影响到蛋白质的降解从而影响到氮的转运。

从内肽酶活性变化来看，垦啤8号内肽酶的活力始

终高于Harrington，这样就加速了蛋白质的降解，

有利于蛋白向胚中转移，醇溶性蛋白质的电泳结果

也证实了这一点。种子内游离氨基酸水平的变化

与蛋白质含量多少、内肽酶活性高低、分解速度、合

成速度和外运速度的快慢有关。两品种游离氨基

酸含量变化趋势基本一致，从萌发24 h之后开始同

时上升，这与萌发期内它们的内肽酶活性基本同时

升高和醇溶蛋白降解相一致。大麦蛋白质尤其是

醇溶蛋白的降解无疑是评价能否制出优质麦芽的

一个重要指标，因此，如何调节萌发期内大麦种子

中内肽酶活性，使醇溶蛋白适当地降解并向胚中运

输适量的氮，将成为种子萌发机理研究及制麦科技

和遗传育种的一个重要方面。
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