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啤酒泡沫蛋白质的二级结构特点及其质谱鉴定
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摘要： 泡沫蛋白质对啤酒泡沫性能有重要影响。 采用圆二色光谱技术研究啤酒泡沫蛋白质和麦
芽蛋白质的二级结构构象特点，通过 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（1D SDS-PAGE）与液质（LC-
MS/MS）联用对啤酒泡沫蛋白质进行分离与鉴定。结果显示，麦芽蛋白质以 α-螺旋结构为主，而啤
酒泡沫蛋白质以 β-折叠和无规则卷曲为主，并未表现出典型的 α-螺旋双负峰特征，这种结构有
利于泡沫蛋白质的疏水性，从而有利于啤酒泡沫的稳定性。 经质谱检测，啤酒泡沫蛋白质中共鉴
定出 11种蛋白质，包括蛋白质 Z4、LTP1、BDAI-1及部分酶抑制剂和少量醇溶蛋白片段。
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Abstract: Beer foam proteins play important roles on beer foam quality. In this study， the
secondary structure of beer foam proteins and malt proteins were investigated by Circular Dichroism
spectroscopy， and SDS-PAGE pre-fractionation combined with LC-MS/MS was applied to achieve
more comprehensive proteome profiles of beer foam proteins. It was indicated that malt proteins
mainly existed in α-helix form， while beer foam proteins mainly existed in β-sheet and random
coil structure， not showing the typical α -helix structure. The structure characteristic of foam
proteins had the advantage to the surface hydrophobic， so as to the beer foam stability. Beer protein
bands were positively identified and categorized into 11 protein species， which included protein
Z4， LTP1， BDAI-1， and some proteinase inhibitors and trace amount hordein fragments.
Keywords: beer foam proteins， SDS-PAGE， LC-MS/MS， circular dichroism， secondary structure

收稿日期： 2011-10-10
基金项目： 教育部新世纪人才资助项目；江苏高校优势学科建设工程资助项目（PAPD）；国家创新基金项目（09C26213203751）；江苏省创

新基金项目（BC2009291）。
* 通信作者： 李崎（1971—），女，上海人，工学博士，教授，博士研究生导师，主要从事酿酒科学与工程方面的研究。 Email: liqi@jiangnan.edu.cn

研究论文

貕貗販



食品与生物技术学报 2012 年第 31 卷第 9 期

李维虎，等：啤酒泡沫蛋白质的二级结构特点及其质谱鉴定研究论文

啤酒泡沫性能包括起泡性、泡持性、挂杯性以

及洁白细腻程度等 [1]，是啤酒有别于其它酒类的重

要特征之一。 其中蛋白质对起泡性和维持泡沫结构

的稳定具有重要作用。 啤酒泡沫蛋白质主要来源于

大麦，具有较强的疏水性，疏水性越强，泡沫越稳定[2-5]。
在啤酒酿造过程中，由于酶、高温等因素，蛋白质的

性质和结构经历了大而复杂的变化，蛋白质热稳定

性、溶解性和抗酶水解的能力都有很大程度的提高[6-9]，
进而影响啤酒及啤酒泡沫的稳定性。

蛋白质理化性质改变的本质是蛋白质空间结

构发生了变化。 采用圆二色谱技术对啤酒泡沫和麦

芽中的蛋白质二级结构特点进行比较与研究，并利

用单向 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 （SDS-PAGE）与

液质联用技术（LC-MS/MS）对泡沫蛋白质进行分离

与鉴定。 研究初步揭示了泡沫蛋白质的二级结构特

点及蛋白质组成， 丰富了泡沫蛋白质的理论研究，
对揭示啤酒泡沫稳定性机制有一定推进意义。

1.1 主要试剂与仪器

1.1.1 主要试剂 protein marker： 大连宝生物技术

公司产品；trypsin：sigma 公司产品； 丙烯酰胺，N，N′
-甲叉双丙烯酰胺，SDS（十二烷基硫酸钠），Tris（三

羟基甲烷氨基丙烷），甘氨酸，TEMED（N，N，N'，N'-
四甲基乙二胺），DTT （二硫苏糖醇），β-巯基乙醇，
CAN（乙腈），碘乙酰胺：均为分析纯。
1.1.2 主要仪器 圆 二 色 谱 仪 MOS-450/AF-CD：
法国 Bio-Logic 公司产品；凝胶成像系统：美国 UVP
公司产品；LCQ Deca XPplus 液质联用质谱仪：美国

Thermo 公司产品；垂直板电泳仪：DYY-8 C，北京六

一仪器公司产品；高速冷冻离心机：德国 eppendorf
公司产品。
1.2 实验方法

1.2.1 啤酒泡沫蛋白样品制备 取 600 mL 啤酒缓

缓倒入分液漏斗中充分起泡，静止 10 s，分液除去

液体部分，收集泡沫浓缩液；4 ℃下用质量分数 60%
硫酸铵沉淀，8 000 g 离心 15 min， 弃去上清液，沉

淀用 60%硫酸铵溶液洗涤两次，用适量 pH 7.5 磷酸

缓冲液溶解，透析过夜，用 BaCl2 检验透析效果，然

后冷冻干燥。
1.2.2 荧光分光光度法测蛋白质疏水性 蛋白质

样品用 pH 7.0 的 10 mol/L 磷酸缓冲液分别稀释一

系 列 质 量 浓 度 ：0.05、0.10、0.15、0.20、0.25、0.30
μg/μL，分 别 取 4 mL，一 式 两 份，其 中 一 份 加 入 20
μL 浓 度 为 8 mol/L 的 ANS 溶 液 ， 另 外 一 份 不 加

ANS 的蛋白质溶液作为空白。 振荡混匀，然后测其

荧光强度（FI）。 荧光条件：激发波长 390 nm，发射波

长 470 nm。 以荧光强度对蛋白质浓度作图，初始段

的斜率即为蛋白质分子的表面疏水性指数 H。
1.2.3 圆二色谱法（CD）分析蛋白质二级结构 取

制备好的蛋白质样品适量溶于超纯水， 稀释到 0.1
mg/mL 进行测定。 测定条件：0.1 cm 石英比色杯，温

度 25 ℃，光 径 0.1 cm，带 宽 1 nm，扫 面 范 围 250~
190 nm，速度 0.5 nm/s，用平均残基摩尔椭圆率[θ]表
示 CD 光谱数据，单位 deg·cm2/dmol，通过在线引擎

采 用 SELCON3 方 法 计 算 蛋 白 质 二 级 结 构 （http://
dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home. shtml）。
1.2.4 SDS-PAGE 聚丙烯酰胺凝胶电泳 根 据 文

献 [10]，分离胶质量浓度 15 g/dL（1 mm×80 mm×80
mm），浓缩胶质量浓度 4 g/dL，蛋白质样品溶于上样

缓冲液 （62.5 mmol/L Tris-HCl，pH 6.8， 质量分数

2%SDS，20 %甘 油 ，5 %β-巯 基 乙 醇 ，0.01%溴 酚

蓝），沸水中水浴 5 min，上样量 15 μL，浓缩胶电压

为 80 V，分离胶电压调整为 200 V，待溴酚蓝条带

移动到距离分离胶下边缘 1 cm 左右时关闭电源，
结束电泳，凝胶进行考马斯亮蓝 G-250 染色，脱色

后拍照保存。
1.2.5 胶内酶切 据文献 [11] 作适当修改， 选取

SDS-PAGE 凝胶上所需分析的条带，切胶后进行胶

内酶切。 从胶上切下考马斯亮蓝染色的蛋白质条

带，转移到小 EP 管中，加 10 mmol DTT 的 50 mmol
NH4HCO3 溶液，56 ℃、45 min 进行还原处理。 加 55
mmol 碘乙酰胺的 50 mmol NH4HCO3 溶液室温避光

30 min 进行烷基化处理。 加 100 mL 50% ACN 的

50 mmol NH4HCO3 溶 液，室 温 振 荡 30 min，可 重 复

操作， 直到胶粒脱去考马斯亮蓝的蓝色。 加入 100
μL ACN，室温放置 15 min 后 吸 去 ACN，抽 真 空 离

心干燥。 加入 20 μL 测序级胰蛋白酶 （10 ng/μL，
sigma）4 ℃放置 45 min，吸取多余酶液，加入 10 μL、
50 mmol NH4HCO3，37 ℃孵育酶解 16 h。 吸取小 EP
管中的酶解液放入干净 EP 管中； 向原 EP 管加入

30 μL 5%甲 酸-50% ACN，漩 涡 振 荡 30 min，提 取

液加入含酶解液的 EP 管中，重复提取一次。 肽段提

取液用 speed vac（真空离心蒸发浓缩器）彻底抽干

材料与方法1
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后，-20 ℃保存。
1.2.6 蛋白质质谱分析 酶切完成后用 Ziptip C18
将肽片段脱盐 [12]，抽干后用 0.1%甲酸溶解，用于液

质 联 用 质 谱 分 析。 质 谱 数 据 用 SEQUEST 软 件 在

NCBI 数据库进行搜索和匹配。

2.1 泡沫蛋白质的二级结构

蛋白质二级结构包括蛋白质多肽链的折叠和

盘绕方式， 主要有 α-螺旋、β-折叠、β-转角以及无

规则卷曲等单元组分。 圆二色（Circular Dichroism，
简写为 CD） 光谱法是分析蛋白质二级结构的研究

工具，远紫外区是肽键的吸收范围，可以反映主链

的构象， 不同二级结构的蛋白质或多肽产生的 CD
光谱谱带位置、吸收强弱有差异，通过 CD 图谱可以

计算蛋白质 α-螺旋和 β-折叠等组分的含量 [13]。 通

常典型 α-螺旋结构在 208 nm 和 222 nm 左右有 2
个负峰，在 192 nm 有 1 个正峰，β 折叠在 214 nm 处

有 1 个负峰，β 转角在 206 nm 有 1 个正峰， 无规则

卷曲在 200 nm 附近有 1 个负峰，在 210~230 nm 有

1 个正峰。 实验测定了啤酒泡沫和麦芽中蛋白质水

溶液的二级结构，结果见图 1。同时检测了两种蛋白

质的表面疏水性指数，结果见图 2。

图 1 大麦芽和泡沫蛋白质的二级结构 CD 图谱

Fig.1 CD spctra of barley malt proteins and foam proteins

圆二色（CD）图谱显示，泡沫蛋白质在 190~250
nm 远红外区有 1 个明显的负吸收峰， 最大负吸收

位置在 202 nm 附近， 并未表现出 α-螺旋特有的双

负峰 CD 特征。为了对比泡沫蛋白质二级结构特点，
对啤酒泡沫蛋白质来源———麦芽蛋白质二级结构

进行 CD 光谱扫描。 结果显示， 麦芽蛋白质在 208
nm 和 222 nm 左右处有 2 个负峰， 在 192 nm 附近

有 1 个正峰， 具有典型的 α-螺旋双负峰结构特点。
根据 Levitt[14]对规则蛋白质结构的分类，麦芽蛋白质

属于全 α-型， 其中 208 nm 处负峰是由于 α-螺旋

π-π* 跃迁所致，222 nm 附近负峰对应于 n-π 跃迁
[15]。 CD 图谱显示，啤酒中的泡沫蛋白质已经失去酿

造前麦芽蛋白质中 α-螺旋的典型双负峰结构，反映

了蛋白质发生了明显的去折叠，α-螺旋减少， 无规

则卷曲特征增加明显， 从而 190~220 nm 之间平均

残基摩尔椭圆率负值增加，208 nm 峰位蓝移至 202
nm 左右， 主要是由于无规则卷曲的增加和 α-螺旋

特征叠加的结果，222 nm 附近的负峰被 β-折叠产

生的弱正峰补平，形成几乎没有起伏的斜坡。 蛋白

质这种明显的去折叠现象可能与啤酒酿造过程中

剧烈条件对蛋白质空间构象的影响有密切关系。 先

前报道 [9， 16]指出，煮沸阶段是影响蛋白质去折叠的

重要阶段， 来自麦芽浸出物的还原性物质有利于

LTP1 发生去折叠，并且蛋白质的去折叠对 LTP1 表

面活性的表达有重要作用[17]。

图 2 大麦芽和泡沫蛋白质的表面疏水指数

Fig.2 Surface hydrophobic index of barley malt proteins
and foam proteins

使用 SELCON3 方法对圆二色谱的扫描数据进

行计算后得到蛋白质二级结构各单元含量， 见表 1
所示。 与麦芽蛋白质相比，泡沫蛋白质的 α-螺旋的

相对含量低，有较多的 β-折叠和无规则卷曲。 蛋白

质表面疏水性测定结果见图 2。 泡沫蛋白质的疏水

性高于麦芽蛋白质，疏水蛋白质对啤酒泡沫稳定性

有 明 显 的 积 极 的 作 用，β-折 叠 有 较 多 的 非 极 性 残

基，可以在蛋白质内部形成疏水核心[18]，增加蛋白质

的疏水性。 疏水蛋白质由于表面活性可以富集在气

泡的表面，在气-液界面形成粘滞薄膜，降低气泡的

表面张力，从而有利于泡沫的稳定性。 据文献[19]报

结果与讨论2
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道，赖氨酸残基位于 α-螺旋的区域，其糖基化修饰

会影响该区域的结构，因此糖基化可能也是引起泡

沫蛋白 α-螺旋含量较低的因素之一。泡沫蛋白的无

规则卷曲含量较多，有较大的柔性，展开的多肽链

上氨基酸残基的暴露不仅有利于蛋白质的疏水性，
而且可能更有利于蛋白质的修饰（如赖氨酸残基糖

基化修饰[20]），使得泡沫蛋白质具有很好的双亲性和

表面活性，从而对啤酒泡沫性能发挥作用。

2.2 泡沫蛋白质的提取和 SDS-PAGE 分离

对 冷 冻 干 燥 后 的 啤 酒 泡 沫 蛋 白 进 行 SDS-
PAGE 电泳，结果见图 3。 蛋白质相对分子质量主要

分布在 40 000 左右和 5 000~20 000 之间， 并未发

现 66 000 蛋白质条带[16]。图 3 是凝胶分析软件 Gel-
Pro Analyzer 根据光密度得到的胶内蛋白质条带分

布，便于较准确切胶。 根据蛋白质胶内条带结合光

密度分析扫描图，共分为 5 份，分别收集每份胶条

置于小 EP 管中进行胶内酶解。
2.3 啤酒泡沫蛋白质的质谱分析

用 LCQ-Deca XP plus 对胶内酶解的肽段进行

质谱分析，共得到 5 套质谱数据，经过 SEQUEST 软

件在 NCBI 数据库搜索和配对，共鉴定出 11 种来自

大麦的可信度较高蛋白质，见表 2。 有 5 个电泳条带

由 3 种或 3 种以上蛋白质组成，说明泡沫蛋白质组

分的复杂。 这些蛋白质包括较完整的蛋白质 Z4 和

LTP1（脂转移蛋白），还有蛋白质 Z4 的不完整片段、
BDAI-1 （大 麦 α-淀 粉 酶 抑 制 剂 二 聚 体-1） 以 及

hordein（大麦醇溶蛋白）片段；另外还鉴定出 CMa、
CMb、CMd （均属于 α-淀粉酶 /胰蛋 白 酶 抑 制 剂 家

族）、CMe（属于胰蛋白酶抑制剂家族）、BMAI-1（大

麦 α-淀粉酶抑制剂单聚体-1）和 WMAI-1（小麦-淀

粉酶抑制剂单聚体-1）。
本次鉴定啤酒泡沫蛋白质发现 40 000 的条带

为蛋白质 Z4，未 发 现 Z7，有 实 验 证 明 [17， 21]，蛋 白 质

Z4 与泡沫稳定性的相关性远远大于 Z7。 同时，在低

相对分子质量区域检测到蛋白质 Z4 不完整片段，

郝俊光在检测泡沫蛋白质时也检测到 Z4 片 段 [22]，
Gianluca 等[23]检测到 Z4 和 LTP1 的 C-末端片段，因

此尽管普遍认为泡沫蛋白质有较强的抗酶解能力，
但是在一定的条件下可能会受到麦芽酶或酵母蛋

白酶 A 的影响。 LTP1 来自大麦胚乳蛋白部分，具有

很强的起泡性能。 LTP 包括 LTP1 和 LTP2 两种多

肽，LTP2 含量仅有 LTP1 的 1/10， 但实验未检测到

LTP2 存在。 BDAI–1 疏水性较强，能被糖基化和磷

基化，对泡沫稳定性起积极作用[24]，也可能参与浑浊

表 1 麦芽蛋白质和啤酒泡沫蛋白质二级结构的含量

Tab.1 Contents of second structures of malt proteins and
foam proteins

二级结构单元 α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规则卷曲

麦芽蛋白质 80.6 0.4 5.9 15.1
泡沫蛋白质 21.2 28.9 9.4 44.4

图 3 泡沫蛋白质的 SDS-PAGE 图

Fig.3 SDS-PAGE of foam proteins

1 是蛋白质 marker，2 是泡沫蛋白质条带

图 4 泡沫蛋白凝胶光密度分析剖面图

Fig.4 Relative densitometric profile of foam protein gel

注： 该图是 Gel-Pro Analyzer 胶分析软件对泡沫蛋白质条带

band 1~band 5 的光密度分析图谱， 分别对应图 2 中的 band
1~5.
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蛋白质条带 蛋白质名称 NCBI 检索号 理论相对分子质量×103 理论等电点

Band1 Protein Z （Z4） （Major endosperm albumin） gi|131091 43 277.1 5.72

Band2

non-specific lipid transfer protein 1（LTP1） gi|128376 12 302.2 8.70

Alpha-amylase /trypsin inhibitor CMa precursor gi|585289 15 500.7 5.86

trypsin inhibitor CMe precursor gi|2506771 15 817.0 5.36

Alpha-amylase inhibitor BMAI-1 precursor gi|85682780 16 136.6 7.50

Alpha-amylase/trypsin inhibitor CMb precursor gi|585290 16 527.1 5.77

Alpha -amylase/trypsin inhibitor CMd precursor gi|585291 18 526.5 6.07

Protein Z （Z4） （Major endosperm albumin） gi|131091 43 277.1 5.72

Band3

Alpha -amylase /trypsin inhibitor CMb precursor gi|585290 16 527.1 5.77

B3-hordein gi|123459 30 196.2 7.74

Trypsin inhibitor CMe precursor gi|2506771 15 817.0 5.36

Alpha-amylase/trypsin inhibitor CMa precursor gi|585289 15 500.7 5.86

Protein Z （Z4） （Major endosperm albumin） gi|131091 43 277.1 5.72

Band4

non-specific lipid transfer protein （LTP） gi|128377 10 835.2 6.78

Alpha -amylase inhibitor BDAI-1 precursor gi|123970 16 430.3 5.36

Alpha -amylase /trypsin inhibitor CMb precursor gi|585290 16 527.1 5.77

B3-hordein gi|123459 30 196.2 7.74

Band5

non-specific lipid transfer protein 1（LTP1） gi|128376 12 302.2 8.70

trypsin inhibitor CMe precursor gi|85682780 16 136.6 7.50

Alpha -amylase inhibitor BDAI-1 precursor gi|123970 16 430.3 5.36

Alpha -amylase inhibitor 0.28 （CIII） precursor （WMAI-
1）

gil110282974 16 800.5 7.45

Alpha -amylase /trypsin inhibitor CMd precursor gi|585291 18 526.5 6.07

形成[25]。 只检测到30196.2 的醇溶蛋白片段。 先前报

道[22， 26-28]称啤酒中部分醇溶蛋白对泡沫稳定和啤酒

浑浊有重要作用，最近研究发现[23， 25]，啤酒中醇溶蛋

白很少，未检测到完整蛋白质，不存在较完整结构，
因此它们对泡沫的贡献非常有限。 CMa、CMb、CMd
和 CMe 相对分子质量较低，含量很少，脯氨酸含量

不高，属于酶抑制剂系列，可能增强啤酒蛋白质的

抗酶水解能力。 据文献 [29-31] 报道 BMAI-1 和

WMAI-1 都是一种昆虫 α-淀粉酶抑制剂，两者在泡

沫中的作用目前未知，有待进一步研究。
经过复杂的酿造过程，留在啤酒中的蛋白质种

类仍然很多，但大部分已经不完整，且空间构象已

经发生改变，变性和去折叠，导致多肽链伸展，这些

蛋白质可能由于结构的改变从而产生了有利于提

高啤酒泡沫性能的性质。 蛋白质 Z4 维持泡沫稳定

性，LTP1 具有较强的起泡性， 完整的蛋白质 Z4 和

LTP1 可能作为“核心”维持啤酒泡沫性能，而其他蛋

白质组分作为参与者共同决定泡沫性能。 酿造过程

中蛋白质结构变化的复杂性以及泡沫蛋白质组成

的多样性在一定程度上说明了啤酒泡沫机制的复

杂性。

圆 二 色（CD）谱 结 果 显 示，啤 酒 泡 沫 蛋 白 质 在

195 nm 处有 1 个正峰， 在 202 nm 附近有 1 个最大

负峰，与酿造前的麦芽蛋白相比，其二级结构并未

表现出 α-螺旋特有的双负峰特征，β-折叠和无规则

卷曲相对含量较高，并且泡沫蛋白质的疏水性高于

表 2 蛋白质质谱鉴定结果汇总

Tab.2 Summary of protein identification by mass spectrometry analysis followed by a database search

结 语3
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麦芽蛋白质，因此这种结构有利于泡沫蛋白质的疏

水性，从而有利于啤酒泡沫的稳定性。 经质谱鉴定，
啤酒泡沫蛋白中共有 11 种来自麦芽的可信度较高

蛋 白 质， 包 括 蛋 白 Z、LTP1、BDAI-1， 以 及 CMa、
CMb、CMd、CMe、BMAI-1、WMAI-1 等 酶 抑 制 剂 和

少量醇溶蛋白，其含量很少，可能参与啤酒泡沫稳

定性和浑浊，其作用尚待探索。 蛋白质在酿造前后

结构发生很大变化，并且泡沫蛋白组成复杂，因此

关于蛋白质在酿造过程结构、组成和性质的变化有

待进一步分析与研究，为探索泡沫蛋白质的泡沫稳

定性机制奠定一定的理论基础，以期对实际生产作

出理论指导。
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