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青稞酒糟醇溶蛋白提取工艺优化
及体外抗氧化活性研究
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摘要：［目的］优化青稞酒糟醇溶蛋白提取工艺，提高青稞酒加工副产物的附加值。［方法］以青稞酒糟为原料，采用超声

辅助乙醇法提取青稞酒糟醇溶蛋白，并以青稞酒糟醇溶蛋白得率为指标，分析不同料液比、超声温度、超声功率、超声

时间 4 个因素对青稞酒糟醇溶蛋白得率的影响，通过正交试验优化提取工艺，从而确定最佳提取条件。采用 SDS-

PAGE 分析蛋白相对分子质量分布，鉴定其为醇溶蛋白。以 VC 为对照，对青稞酒糟醇溶蛋白抗氧化活性（DPPH·、·OH

的清除率和总还原能力）进行对比分析。［结果］青稞酒糟醇溶蛋白的最佳提取工艺条件为料液比 1∶16 （g/mL）、超声温

度 35 ℃、超声功率 320 W、提取时间 60 min，在此条件下，青稞酒糟醇溶蛋白得率为（18.50±0.020）%。SDS-PAGE 电泳

分析结果显示提取的蛋白相对分子质量主要分布在 11~17 和<11，进一步确定该蛋白为醇溶蛋白，其相对分子质量较

小。体外抗氧化试验结果表明，青稞酒糟醇溶蛋白 DPPH·、·OH 的清除率及总还原能力均随抗氧化剂质量浓度的增加

而增大，并在相同质量浓度下均弱于 VC，当青稞酒糟醇溶蛋白质量浓度为 10 mg/mL 时，DPPH·、·OH 的清除率分别为

（54.00±0.020）%和（22.90±0.010）%，对 Fe3+的还原能力在此质量浓度下达到最大值 0.50±0.100。［结论］优化工艺提

取的青稞酒糟醇溶蛋白具有较好的体外抗氧化活性，有被开发为抗氧化剂的潜力。
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Abstract: ［［Objective］］ To optimize the extraction process of alcohol-soluble proteins from highland barley fermentation spent, aiming to 

enhance the added value of byproducts from highland barley wine processing. ［［Methods］］ The alcohol-soluble proteins were extracted from 

highland barley fermentation spent using ultrasound-assisted ethanol extraction. The yield of alcohol-soluble proteins was used as the 

evaluation index to analyze the effects of four factors, i. e., solid-to-liquid ratio, ultrasound temperature, ultrasound power, and ultrasound 

time, on the protein yield. An orthogonal test was conducted to optimize the extraction process and determine the optimal extraction 

conditions. SDS-PAGE analysis was performed to examine the relative molecular mass distribution of the proteins and confirm their identity 

as alcohol-soluble proteins. Vitamin C (Vc) was used as a control to compare the antioxidant activities of the alcohol-soluble proteins, 

including DPPH· and ·OH radical scavenging rates and total reducing power. ［［Results］］ The optimal extraction conditions for alcohol-
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soluble proteins from highland barley fermentation spent were a solid-to-liquid ratio of 1: 16 (g/mL), ultrasound temperature of 35 ℃ , 

ultrasound power of 320 W, and extraction time of 60 minutes. Under these conditions, the yield of alcohol-soluble proteins was (18.50±
0.020)% . SDS-PAGE showed that the extracted proteins had relative molecular masses mainly distributed between 11 kDa and 17 kDa and 

below 11 kDa, confirming the proteins as alcohol-soluble with low molecular mass. In vitro antioxidant assays indicated that the DPPH· and 

·OH radical scavenging rates and total reducing power of the alcohol-soluble proteins increased with increasing protein concentration but 

were weaker than those of Vc at the same concentration. At a protein concentration of 10 mg/mL, the DPPH· and ·OH scavenging rates 

were (54.00±0.020)% and (22.90±0.010)% , respectively, and the Fe3+ reducing power reached its maximum absorbance of 0.50±0.100. 

［［Conclusion］］ The alcohol-soluble proteins extracted from highland barley fermentation spent under the optimized conditions exhibited 

good in vitro antioxidant activity, indicating their potential for development as antioxidants.

Keywords: highland barley fermentation spent; alcohol-soluble proteins; ultrasound-assisted extraction; antioxidant properties

青稞富含蛋白质、膳食纤维、维生素等功能成分，与水

稻、小麦、玉米等谷物相比，青稞的蛋白质含量较高［1］，据测

定青稞中蛋白质含量约为 6.35%~23.40%，平均含量为

12.43%［2］，包括球蛋白、清蛋白、醇溶蛋白和谷蛋白等［3］。

青稞酒作为一种独具特色的清香型白酒，主要产于

青海和西藏地区，以富含支链淀粉的高原谷物青稞为唯

一原料，青稞酒清香纯正，入口绵柔，深受消费者喜爱。

据报道，2024 年青稞酒总产量已达到 8.5 万 t［4］。青稞酒糟

是在青稞酒生产过程中剩余的残渣，也被称作酒醅糟或

粕［5］。在青稞酒酿造过程中，酒糟的粗蛋白含量有所增

加，而粗灰分、粗脂肪含量无明显变化［6］，与传统高粱酒糟

相比，青稞酒糟蛋白质含量更高，达 23.57%［7］，并且青稞

酒糟蛋白质中醇溶蛋白含量占比较高。目前对于白酒酒

糟中醇溶蛋白的提取及性质也已有研究［8］，但关于青稞酒

糟中醇溶蛋白的提取及其性质的研究鲜见报道。

超声波辅助提取方法也因其提取速度快、效率高和

环境友好性，被广泛用于多种植物成分的提取中［9］。邓婷

等［10］研究表明，在提取效率上，超声波辅助提取技术优于

传统的 Osborne 法，更适宜于青稞中蛋白质的提取。此

外，邹张顺［11］通过超声辅助乙醇提取玉米醇溶蛋白，并进

行了蛋白提取工艺条件的优化，最终得到了相对较高的

提取效率。

研究拟采用超声辅助乙醇法提取青稞酒糟醇溶蛋白，

并通过体外抗氧化试验来评价青稞酒糟醇溶蛋白抗氧化

能力，以期为青稞酒糟资源的综合利用提供技术支持。

1　材料与方法
1.1　样品与试剂

青稞酒糟：青海省互助天佑德青稞酒股份有限公司；

抗坏血酸（VC）、氯化钠、无水乙醇：分析纯，青海莱茵

尔生物科技有限公司；

DPPH（生化试剂）：青海莱茵尔生物科技有限公司；

SDS-PAGE 试剂盒：北京索莱宝科技有限公司。

1.2　仪器与设备

潮汐研磨机：800A 型，东莞市华太电器有限公司；

超声波清洗仪：ZKQ-800D 型，昆山市超声波仪器有

限公司；

双光束紫外可见分光光度计：UV-1780 型，岛津仪器

苏州有限公司；

高速冷冻离心机：LR-10M 型，湖南赫西仪器装备有

限公司；

电泳仪：DYCZ-30C 型，北京市六一仪器厂；

旋转蒸发仪：R201-1L 型，郑州世联良工仪器设备有

限责任公司；

电热鼓风干燥箱：GZX-9070 MB 型，南京东迈科技仪

器有限公司；

真空冷冻干燥机：YTLG-10A 型，上海叶拓科技有限

公司。

1.3　试验方法

1.3.1　青稞酒糟醇溶蛋白的提取　参考邓婷等［10］的方

法，并适当修改。取一定量酒糟进行样品的预处理，将酒

糟放入烘箱中进行干燥，将干燥完全的酒糟用研磨机打

粉，过 60 目筛，细粉装至密封袋内备用。

按料液比 1∶16 （g/mL）加入去离子水，设定超声功率

为 250 W、超声温度为 50 ℃、超声时间为 30 min，并以转

速 4 000 r/min 离心 20 min，后得到上清液即为清蛋白溶

液，按料液比 1∶14 （g/mL）加入 5% NaCl 溶液，设定超声

功率为 300 W、超声温度为 30 ℃、超声时间为 40 min，并

离心得到上清液即为球蛋白溶液，纱布过滤取残渣，将

65% 的 乙 醇 溶 液 加 入 至 残 渣 中 ，设 定 料 液 比 为 1∶

16 （g/mL）、超声功率为 240 W、超声温度为 35 ℃、超声时

间为 60 min，提取醇溶蛋白，用旋转蒸发仪于 42 ℃水浴下

减压浓缩，浓缩液置于 90 mm 培养皿，于-53 ℃真空冷冻

干燥机中冻干 24 h。

1.3.2　单因素试验　

（1） 料液比：在超声时间 60 min，超声功率 240 W，超

声温度 35 ℃的条件下，控制料液比分别为 1∶12，1∶14，1∶

16，1∶18，1∶20 （g/mL），探究料液比对青稞酒糟醇溶蛋白

得率的影响。

（2） 超声温度：在料液比 1∶16 （g/mL），超声功率

240 W，超声时间 60 min 的条件下，控制超声温度分别为

20，25，30，35，40，45 ℃，探究超声温度对青稞酒糟醇溶蛋

白得率的影响。

180



| Vol.41， No.9 吕 倩等：青稞酒糟醇溶蛋白提取工艺优化及体外抗氧化活性研究

（3） 超 声 功 率 ：在 超 声 时 间 60 min，料 液 比 1∶

16 （g/mL），超声温度 35 ℃的条件下，控制超声功率分别

为 80，160，240，320，400 W，探究超声功率对青稞酒糟醇

溶蛋白得率的影响。

（4） 超 声 时 间 ：在 超 声 功 率 240 W，料 液 比 1∶

16 （g/mL），超声温度 35 ℃的条件下，控制超声时间分别

为 30，40，50，60，70 min，探究超声时间对青稞酒糟醇溶

蛋白得率的影响。

1.3.3　正交试验　根据单因素试验结果，选出适宜的超

声功率、超声时间、超声温度和料液比，按 L9（34）正交表进

行试验。

1.3.4　青稞酒糟醇溶蛋白得率测定　参考郭浩［12］的方

法。按式（1）计算青稞酒糟醇溶蛋白得率。

W= m 1

M 0
×100%， （1）

式中：

W——青稞酒糟醇溶蛋白得率，%；

m1——青稞酒糟醇溶蛋白冻干粉质量，g；

M0——提取该青稞酒糟醇溶蛋白粉所用的青稞酒糟

粉的质量，g。

1.3.5　青稞酒糟醇溶蛋白等电点测定　参考苗欣月等［13］

的方法。

1.3.6　SDS-PAGE 分析　参考 Sahni 等［14］的方法，并作适

当修改：取适量青稞酒糟醇溶性蛋白冻干粉，并使用蒸馏

水配制成质量浓度分别为 2，6，10，14 μg/μL 的醇溶蛋白

溶解液，醇溶蛋白溶解液与上样缓冲液按照 3∶1 的体积比

混合均匀，在沸水浴中浸泡 5 min，待蛋白发生变性后进

行上样，用考马斯亮蓝进行染色，放置 2 d 进行脱色，并使

用凝胶成像仪进行成像。

1.4　青稞酒糟醇溶蛋白的体外抗氧化试验

1.4.1　青稞酒糟醇溶蛋白清除 DPPH 自由基（DPPH·）能

力测定　参考 Li等［15］ 的方法。以 VC作为阳性对照（质量

浓度分别为 2，4，6，8，10 mg/mL），按式（2）计算 DPPH·清

除率。

Y 1 = (1 - A 1 - A 2

A 0 )× 100%， （2）

式中：

Y1——DPPH·清除率，%；

A1——样品的吸光度；

A2——用无水乙醇替代 DPPH 的吸光度；

A0——用无水乙醇替代样品的吸光度。

1.4.2　青稞酒糟醇溶蛋白清除羟自由基（·OH）能力测

定　参考杨婷婷等［16］的方法。按式（3）计算·OH 清除率。

Y 2 = (1 - A a - A b

A 0 )× 100%， （3）

式中：

Y2——·OH 清除率，%；

Aa——样品反应的吸光度；

Ab——用蒸馏水替换 H2O2的吸光度；

A0——用过氧化氢代替其中的样品溶液的吸光度。

1.4.3　青稞酒糟醇溶蛋白总还原力测定　参考牛秋云［17］

的方法。

1.5　数据处理

每组试验重复 3 次，最终数据用平均值±标准差来表

示 ，使 用 SPSS 27.0 对 试 验 数 据 进 行 显 著 性 分 析 ；用

Origin 2021 和 Excel 2019 软件进行图表制作。

2　结果与分析

2.1　单因素试验

2.1.1　料液比对青稞酒糟醇溶蛋白得率的影响　由图 1

可知，随着乙醇溶剂添加量的增加，青稞酒糟醇溶蛋白的

得率先增加后减少，当料液比达到 1∶16 （g/mL）时，青稞

酒糟醇溶蛋白的得率达到峰值，为（12.90±1.610）%。随

着料液比提高，醇溶蛋白得率增加，可能是由于料液比的

提高加速了溶液中分子的扩散与碰撞，促进蛋白质与提

取液相接触，进而促进蛋白质分子的溶解，醇溶蛋白的得

率随之升高［18］。然而，当料液比超过此比例后，醇溶蛋白

得率开始下降，这是由于溶剂富足，大部分醇溶蛋白已经

溶出，溶液达到饱和，蛋白质分子分散性增加，若继续增

加溶剂用量反而造成浪费［19］。因此，选取 1∶14，1∶16，1∶

18 （g/mL） 3 个水平进行正交试验。

2.1.2　超声温度对青稞酒糟醇溶蛋白得率的影响　由

图 2 可知，超声温度为 20~35 ℃时，青稞酒糟醇溶蛋白的

得率呈上升趋势，当超声温度为 35 ℃时，醇溶蛋白得率达

到最大值，为（14.60±0.300）%。这可能是由于超声温度

刚开始升高时，分子热运动速度加快，青稞酒糟中的醇溶

蛋白更易于从细胞中溶出，醇溶蛋白溶解度也随之提

高［13］。当超声温度高于 35 ℃时，青稞酒糟醇溶蛋白的得

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 1　料液比对青稞酒糟醇溶蛋白得率的影响

Figure 1　Effect of solid-to-liquid ratio on the yield of 

alcohol-soluble proteins from highland barley 

fermentation spent
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率呈下降趋势，可能是由于温度过高导致青稞酒糟醇溶

蛋白发生变性，从而造成其溶解性降低［20］。因此，选取

30，35，40 ℃ 3 个水平进行正交试验。

2.1.3　超声功率对青稞酒糟醇溶蛋白得率的影响　由

图 3 可知，在超声功率为 80~240 W 时，青稞酒糟醇溶蛋白

得率呈上升趋势，当超声功率升高到 240 W 时，醇溶蛋白

得率达到最高值，为（14.00±1.650）%。这可能是由于超

声功率的增加，促使醇溶蛋白在提取液中发生剧烈运动，

青稞酒糟醇溶蛋白的溶解性随之提高［21］。但当超声功率

提高到 240 W 后，醇溶蛋白得率逐渐降低，可能是由于在

超声处理过程中，超声能量的强度对空化效应的影响显

著。随着超声功率的增加，空化效应的强度也随之增强，

蛋白质分子结构遭到破坏，蛋白质裂解或重构［22-23］。因

此，选取 160，240，320 W 3 个水平进行正交试验。

2.1.4　超声时间对青稞酒糟醇溶蛋白得率的影响　由

图 4 可知，在超声时间为 30~60 min 时，青稞酒糟醇溶蛋白

得率逐渐增加，当超声时间为 60 min 时，醇溶蛋白得率达

到最大值，为（10.87±1.010）%。但超声时间超过 60 min

后，青稞酒糟醇溶蛋白得率随超声时间的增加呈下降趋

势，可能是由于醇溶蛋白经过一段时间的超声处理后其

溶解量达到最大值，如继续超声处理，蛋白质会发生水

解，导致得率降低。因此，选取 50，60，70 min 3 个水平进

行正交试验。

2.2　正交试验

正交试验因素与水平见表 1，试验结果和差异性分析

见表 2 和表 3。

由表 2 可知，各因素对青稞酒糟中醇溶蛋白得率影响

差异显著，按从大到小依次排列为料液比、超声功率、超声

温度、超声时间；青稞酒糟醇溶蛋白最佳提取工艺组合为

料液比 1∶16 （g/mL）、超声温度 35 ℃、超声功率 320 W、提

取时间 60 min。由表 3可知，料液比、超声温度、超声功率、

超声时间的 P值均小于极显著水平（0.01），说明这 4个因素

对提取青稞酒糟醇溶蛋白得率的影响差异极显著。

为验证超声辅助乙醇法提取青稞酒糟醇溶蛋白的可

行性，选取上述试验所得到的最佳工艺条件，即料液比为

1∶16 （g/mL）、超声温度为 35 ℃、超声功率为 320 W、提取

时间为 60 min，在此条件下进行稳定性试验，通过试验得

到的青稞酒糟醇溶蛋白得率为（18.50±0.020）%。因此，

正交试验得到的优化工艺参数准确可靠。

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 3　超声功率对青稞酒糟醇溶蛋白得率的影响

Figure 3　Effect of ultrasound power on the yield of 

alcohol-soluble proteins from highland barley 

fermentation spent

表 1　正交试验因素与水平

Table 1　Factors and levels of orthogonal test

水平

1

2

3

A 料液比

（g/mL）

1∶14

1∶16

1∶18

B 超声温

度/℃
30

35

40

C 超声功

率/W

160

240

320

D 超声时

间/min

50

60

70

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 2　超声温度对青稞酒糟醇溶蛋白得率的影响

Figure 2　Effect of ultrasound temperature on the yield of 

alcohol-soluble proteins from highland barley 

fermentation spent

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 4　超声时间对青稞酒糟醇溶蛋白得率的影响

Figure 4　Effect of ultrasound time on the yield of alcohol-

soluble proteins from highland barley 

fermentation spent

182



| Vol.41， No.9 吕 倩等：青稞酒糟醇溶蛋白提取工艺优化及体外抗氧化活性研究

2.3　青稞酒糟醇溶蛋白等电点分析

由图 5可知，pH为 3.0~4.0时，吸光度随着 pH的增加而

降低，pH 为 4.0~6.0 时，随着 pH 的增加，吸光度逐渐升高，

但总体来看在 pH 为 4.0 时青稞酒糟醇溶蛋白的吸光度达

到最小值，表明此 pH 条件下醇溶蛋白沉淀最多，溶解度最

低。因此，pH 4.0即为青稞酒糟醇溶蛋白的等电点。

2.4　SDS-PAGE分析

由图 6 可知，通过 Marker 的相对分子质量及在凝胶

上的迁移距离分析，研究提取出的蛋白的相对分子质量

主要分布在 11~17 和<11，与邓婷等［10］的研究结果相一

致，醇溶蛋白条带细小，主要分布在 32~55 和<15；由于该

研究提取出的蛋白相对分子质量<15，所以可以确定提

取出来的蛋白为醇溶蛋白，该醇溶蛋白为相对分子质量

较小的蛋白，刘乐等［24］研究发现，与相对分子质量较大的

醇溶蛋白相比，相对分子质量较小的醇溶蛋白具有较好

的抗氧化性。侯梦媛等［8］研究分析白酒酒糟醇溶蛋白的

相对分子质量分布时，分别分离提取到了相对分子质量

为 25 和 23 的 α1-和 α2-醇溶蛋白以及 18 的 β-醇溶蛋白，与

试验结果不同，可能是因为醇溶蛋白物质的来源不同，导

致提取液中醇溶蛋白的组成和含量不同，从而影响了条

带的相对分子质量分布。

2.5　青稞酒糟醇溶蛋白的抗氧化性研究

2.5.1　DPPH·清除能力　由图 7 可知，青稞酒糟醇溶蛋白

DPPH·清除率均随抗氧化剂质量浓度的增加而增大，并

在相同质量浓度下，青稞酒糟醇溶蛋白 DPPH·清除能力

弱 于 VC，醇 溶 蛋 白 质 量 浓 度 从 2 mg/mL 逐 渐 增 大 到

10 mg/mL 时，其 DPPH·清除率也越来越大，可能是因为

在超声处理下，空化作用将醇溶蛋白中较多的疏水性氨

基酸暴露在外层，易于与脂溶性的 DPPH·相结合［25］。此

外，青稞酒糟醇溶蛋白质量浓度为 2~10 mg/mL 时 DPPH·

清 除 率 为（29.80±0.002）% ~（54.00±0.020）% ，与 王 岩

等［26］测得的玉米醇溶蛋白在相同质量浓度范围内的

DPPH·清除率接近。因此，青稞酒糟醇溶蛋白具有较好

的 DPPH·清除能力。

2.5.2　·OH 清除能力　由图 8 可知，青稞酒糟醇溶蛋白

的·OH 清除率随着抗氧化剂浓度的增加呈上升趋势，在

质量浓度一定的情况下，青稞酒糟醇溶蛋白·OH 清除能

力弱于 VC。在质量浓度为 2~10 mg/mL 时，青稞酒糟醇溶

表 2　正交试验结果与分析

Table 2　Orthogonal test results and analysis

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

k1

k2

k3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

10.51

14.80

11.94

4.29

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

11.33

13.49

12.43

2.16

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

12.24

11.18

13.83

2.66

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

12.80

12.81

11.64

1.17

醇溶蛋白得率/%

9.63±0.740

10.73±0.450

11.17±0.640

11.70±0.610

17.67±0.600

15.03±0.320

12.67±0.320

12.07±0.310

11.10±0.720

表 3　差异性分析†

Table 3　Difference analysis

方差来源

A

B

C

D

误差

偏差平方和

85.81

20.91

32.14

8.09

5.42

自由度

2

2

2

2

18

均方

42.91

10.46

16.07

4.05

0.30

F 值

142.31

34.68

53.31

13.42

P 值

**

**

**

**

† **表示差异极显著（P<0.01）。

图 5　青稞酒糟醇溶蛋白等电点的测定

Figure 5　Determination of the isoelectric points of alcohol-

soluble proteins from highland barley 

fermentation spent

A. 14 μg/μL B. 10 μg/μL C. 6 μg/μL D. 2 μg/μL

图 6　不同浓度蛋白样品在 12％分离胶条件下的

SDS-PAGE 电泳图谱

Figure 6　SDS-PAGE electrophoretogram of protein samples 

with different concentrations in 12% resolving gel
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蛋 白·OH 清 除 能 力 达 到（18.90±0.002）% ~（22.90±
0.010）%，王岩等［26］提取的玉米醇溶蛋白在质量浓度为

2 mg/mL 时·OH 清除率为 22.12%，与青稞酒糟醇溶蛋白

在质量浓度为 10 mg/mL 时结果相接近，表明青稞酒糟醇

溶蛋白在一定的质量浓度范围内具有较好的·OH 清除

能力。

2.5.3　总还原能力　由图 9 可知，青稞酒糟醇溶蛋白质量

浓度与 VC 浓度相同的情况下，青稞酒糟醇溶蛋白的还原

能力弱于 VC。当蛋白质量浓度升高至 10 mg/mL 时，其对

Fe3+的还原能力达到最大值 0.50±0.100。因此，青稞酒

糟醇溶蛋白具有较好的还原能力。

3　结论

通过单因素和正交试验对青稞酒糟醇溶蛋白提取进

行 优 化 ，得 到 的 最 佳 提 取 工 艺 条 件 为 料 液 比 1∶

16 （g/mL）、超声温度 35 ℃、超声功率 320 W、提取时间

60 min，在此条件下青稞酒糟醇溶蛋白得率为（18.50±
0.020）%，此外，根据 SDS-PAGE 电泳鉴定分析提取蛋白的

相对分子质量主要为 11~17 和<11，进一步确定其为醇溶

蛋白，从而得知该研究设计得到的工艺条件具有较好的可

行性。体外抗氧化试验结果表明，青稞酒糟醇溶蛋白的体

外抗氧化活性虽弱于抗坏血酸，但仍具有较好的体外抗氧

化活性，可应用于食品涂膜保鲜，延长食品的货架期。
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