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小角 X-射线法解析恒温冻藏过程对 

面筋蛋白分子链结构的影响 
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摘要：冷冻面制品在食品行业发展迅速，但在冻藏过程中对面制品品质影响的关键性问题仍未明朗。本研究采用小角 X 射线散

射仪（SAXS）探讨了恒温冻藏（-18 ℃）对小麦面筋蛋白分子链构形、均方根旋转半径（Rg）及分子量的影响。实验发现，冻藏前，

面筋蛋白分子在 500 mM 乙酸溶液中链结构较疏松，属于质量分形（分形维数 Dm: 2.05），呈现网络状的结构。随着冻藏时间的延长，

Dm值呈现下降的趋势，表明面筋蛋白高聚物的链结构逐渐疏松，同时发现在冻藏过程中面筋蛋白平均分子量和 Rg都随着冻藏时间的

增加也呈现下降趋势，并且 Rg与 Dm的变化正相关，说明在冻藏过程中由于冰晶的重结晶等作用使得高聚物发生了解聚现象，造成了

面筋蛋白分子链的断裂，从而使得其网络结构的疏松。 
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Abstract: Frozen flour products have been rapidly developed in the food industry, while some key scientific issues on the effects of the 

frozen storage process on the quality of flour products remain unclear. In this study, the effects of frozen storage (-18 ℃) on the molecular chain 

configuration, root mean square radius of gyration (Rg), and molecular weight of hydrated gluten were studied by small-angle X-ray scattering 

(SAXS). The results showed that before frozen storage, gluten molecules had a relatively loose chain structure in a 500 mM acetic acid solution, 

possessed a mass fractal structure (mass fractal dimension (Dm): 2.05), and a network structure. With elongated storage time, Dm value tended to 

decrease, indicating a gradually loose chain structure of gluten protein polymers. The Rg value and average molecular weight of gluten also 

tended to decrease with increasing frozen storage time and the change of Rg was positively correlated with that of Dm. These results 

demonstrated that depolymerization occurred during the frozen storage process due to the ice recrystallization, resulting in breaks in gluten 

molecule chains and a loose network structure.  
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随着生活节奏的加快，方便、营养的冷冻食品越

来越受到消费者青睐。因此，目前市面上冷冻食品销

量越来越大，其中冷冻面制品在冷冻食品中的比例达

到 40%以上。冷冻面制品的质量很大程度上取决于冷

冻面团的品质。研究表明，构成面团的主要成分面筋 
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蛋白的分子链结构影响着面团的品质，如：在面包的

焙烤中发现面包的体积和延伸性能与面筋蛋白分子量

的大小以及分布存在着一定的联系[1]；在面团的加工

过程中，面筋蛋白分子量分布决定着面团的物理性能，

Southan 等人报导了面团拉伸强度的大小与分子量高

于临界值（1×10
6
 u）的面筋蛋白含量正相关[2]。因此，

研究在冻藏过程中面筋蛋白分子链结构的变化对研究

冻藏过程中最终产品的品质变化有着十分重要的指导

意义。 

近年来，小角 X 射线散射（SAXS）在检测高分

子在溶液中结构信息变化的应用越来越多。这些信息
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包括了高分子的分子量的大小与分布、分子链的构象

以及分子结构等。Nakagawa 等人采用 SAXS 研究酪

蛋白纳米粒子在冷冻体系中自组合及蛋白与多糖的络

合作用，发现不同的冷冻条件和 pH 值对蛋白质的聚

集有明显的影响[3]。Watanabe 等人采用凝胶渗透色谱

（SEC）和 SAXS 联用的仪器研究牛下颚中的粘蛋白，

结果发现 SAXS 中当散射角度为 0 的时候，其散射值

与蛋白质的分子量大小呈正相关 [4] ，说明了

SEC-SAXS 是一种有效确定蛋白质分子量的仪器。

Egelhaaf 等人采用 SAXS 研究具有重复单元的高分子

量面筋蛋白，发现具有重复单元的 dB1 和 dB4 的蛋白

质构象为具有相当大柔性的圆筒状，而非推测的硬棒

状[5]。这些研究成果说明了 SAXS 可以有效的表征蛋

白分子量及其分布、分子链及聚集体构象等。 

目前为止，鲜有用 SAXS 表征在冻藏过程中面筋

蛋白分子链结构变化的研究。因此，本实验采用 SAXS

研究恒温冻藏过程对面筋蛋白分子链结构变化的影

响，进而为冷冻面制品品质的研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料和仪器 

材料：高筋粉，广州南方面粉厂（加拿大硬红冬

麦）；牛血清白蛋白（BSA），美国 Sigma 公司；其他

化学试剂均为国产分析纯。 

1.2  实验方法 

1.2.1  面筋蛋白的制备和冷冻处理 

准确称取 10.0 g 小麦面粉缓慢倒入面筋洗涤仪

（JJJM54S，上海嘉定粮油仪器有限公司）的洗涤杯

中进行和面与洗涤。洗涤分为两次，第一次采用 5%

的氯化钠溶液去除淀粉和球蛋白，第二次采用蒸馏水

去除氯化钠和清蛋白。整个和面以及洗涤过程在 10 

min 内完成，洗涤完成后，小心取出面筋洗涤杯（不

要让面筋遗留在搅拌轴上）。将湿面筋蛋白在 60000 

r/min 的转速下离心 10 min，水分含量控制在 55~65%

之间，如果水分含量低于 55%，样品可能不均一，而

水分含量高于 65%会产生明显的缩水现象[6]。 

用镊子取出面筋放入超低温冰箱（ULT1386-5- 

V39，Revco.，America）进行速冻，将速冻后的样品

转移至特制的铝盒中放置于温度可控的冰箱（BCD- 

245，BOSCH.，Germany）中冻藏，温度控制在

-18±1 ℃。以 30 d 作为一个冻藏的周期，在 0、30、

60、90 和 120 d 分别取样。将取出的样品进行冷冻干

燥（Wizard2.0，VirTis.，American），最后将干燥后的

面筋在粉碎机里粉碎，过 120 目的筛，得到不同冻藏

时间后的样品。 

1.2.2  面筋蛋白溶液的制备 

取 0.5 g 样品溶解于 50 mL 500 mM 的乙酸溶液

中，整个过程采用磁力搅拌器搅拌 24 h。将溶解后的

样品超声处理 15 s 后在 12500 r/min 的转速下离心 30 

min，将离心后的上清液采用凯氏定氮测定蛋白质含

量，然后配置为 8 mg/mL 的蛋白溶液。 

1.2.3   SAXS 实验 

制得的样品在光源 X 射线散射站进行测试，采用

SAXSess 型号的照相机（Anton-Paar, Graz, Austria）。

X 射线的发射器包含了 X 射线管（PANalytical），其

电子能量为 40 kV，平均电子束强度为 50 mA。X 射

线管引出的辐射光源经过多层光学仪器的聚焦，单色

化及准直后形成了单一的原始光源（Cu-Kα），入射 X

射线的波长为 λ=0.1542 nm。样品置于真空半透明毛

细管状的样品器中，将这种样品器放置于可控温的样

品槽中进行测试。在测定过程中温度保持为 26.0 ℃，

样品到成像板的距离为 261.2 nm，测定时间为 30 min。

当光源照射在样品上，通过二维成像板探测器测量散

射光强度随散射角度的变化，得到样品的 SAXS 空间

分布谱。由读出器读出成像板上的小角散射信号灰度

图像，再利用 SAXS 数据分析软件（Perkin Elmer, 

USA），根据 X 射线强度与灰度信息的对应关系，将

灰度信息转换为初始散射曲线数据。根据散射几何关

系，将初始散射曲线转换为相应的散射强度 q

（q=4πsinθ/λ，2θ为散射角）与散射矢量的关系曲线 I

（q）。所有的散射数据都经过扣除背景、归一化处理。 

1.2.4  分型理论 

分形理论是利用数理统计的概念来描述研究对象

的不规则构形，如弯曲状、网络状、粗糙的和碎片状

等。分形是一类无特征长度、自相似的结构，其不规

则程度的定量表征参数是分形维数，分形维数往往与

其结构及性能参量有一定的关联，而且还在一定程度

上反映分形的形成机理。 

分形分为质量分形和表面分形。质量分形维数表

示的是质量与对象尺寸之间的关系，如公式（1）所示
[7]： 

M~r
Dm

                                 （1） 

公式（1）可以用来描述高分子的构形，其中 Dm为质量分

形维数；M 为高聚物的聚集形态（relates the mass）；r 为高聚物

的大小（size）。 

Dm值为 1、2、3 时分别代表高分子的构形符合欧

几里德几何学中的棒状、圆盘状和球状。如果研究对

象不是这三种标准形状的话，那么，Dm值就不是整数。
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一般情况下，利用分形理论表述的一些具有分支的复

杂结构的高分子时，其 Dm值的范围在 1~3 之间。 

表面分形是反映高分子物质表面的粗糙程度，即

高分子的表观和形状之间一定的关系，如公式（2）所

示： 

S~r
Ds 

                                  （2） 

其中，Ds为表观分形维数；S为高聚物的表面区域 （surface 

area）。对于光滑的高分子表面来讲，其 Ds值为 2；对于一些表

观粗糙的高分子，Ds值在 2~3 之间。因此，可以用 Ds来表述

高分子表观形态。 

面筋蛋白也是一种典型的高分子物质。因此，在

小角 X-射线散射实验中，也可以将分形理论引入进

来。散射曲线直线部分的散射强度可以用散射矢量的

指数形式来表示，这个指数与分形维数相关[8]，如公

式（3）所示： 

I（q）∝q
-α

                               （3） 

其中，q 和 I 分别表示散射矢量和强度；α表示散射结构

中的分形维数。 

以对数坐标作图，所得斜率为 α。当 3<α<4时，

散射体是表面分形，此时，物体本身致密，表面粗糙，

其分形维数 Ds=6-α；Ds值一般介于 2 和 3 之间，越接

近 2 表面越光滑，越接近 3 表面越粗糙。当 0<α<3时，

散射体是质量分形，物体本身疏松，其分形维数Dm=α。 

1.2.5  数据分析 

取 3 次测定结果的平均值，所得数据采用

OriginPro 8.0 作图。利用 Duncan′s 新复极差检验

（p<0.05），评价样品平均值之间的差异显著性。 

2  结果与讨论 

2.1  恒温冻藏对面筋蛋白溶液散射曲线和散

射强度的影响 

将冻藏处理后的小麦面筋蛋白溶解于 500 mM 乙

酸溶液中后，进行 SAXS 的实验。Jin 等[9]研究表明，

采用 SAXS 测定蛋白溶液时，最佳的溶液浓度为 8~15 

mg/mL，因此，本实验采用的面筋蛋白溶液浓度为 8 

mg/mL。图 1 显示了恒温冻藏后不同的冻藏时间下面

筋蛋白的散射曲线。从图 1 上可以明显的看出，当 q

值在 0.09 nm
-1左右的时候，所有样品的散射曲线都有

一个尖锐的峰值出现，这说明，蛋白质在溶液中完全

伸展开，没有蛋白质分子之间的相互作用的影响，可

以忽略溶剂对面筋蛋白分子链的影响。如果有一个相

对较宽的峰出现的话，说明蛋白质之间会有相互作用

从而影响到散射曲线。虽然也有研究表明，当 q 值大

于 0.8 nm
-1的时候浓度变化对蛋白溶液的散射曲线没

有明显的影响[10]。但是，为了得到面筋蛋白的分子量

等数据，本研究选择在低 q 值下可以提供较为准确信

息的溶液浓度。 

 
图1 恒温冻藏后面筋蛋白在26 ℃、500 mM的乙酸溶液中的散

射曲线（I（q）/q） 

Fig.1 Scattering curve ((I(q)/q) of gluten in a 500 mM acetic 

acid solution at 26 ℃ after frozen storage at constant 

temperature 

注：冻藏时间：0 d~120 d，面筋蛋白溶液浓度：8 mg/mL。 

 
图2 恒温冻藏时间对小麦面筋蛋白Guinier散射曲线的影响 

Fig.2 Effect of frozen storage time on Guinier plots for gluten 

 
图3 冻藏时间对I（0）（散射角度为0时散射强度）的影响 

Fig.3 Effect of frozen storage time on I(0) (the scattering 

intensity at zero scattering angle) 

图 2 显示的是恒温冻藏条件下不同冻藏时间的面

筋蛋白 Guinier 散射曲线。其中，横纵坐标 q 和 I 分别

表示散射矢量和强度。Guinier 散射曲线反映了蛋白质
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在溶液中的构象。从图 2 可以看出，在小角范围内，

原蛋白和经过冻藏后的蛋白满足线性关系，表明，面

筋蛋白在乙酸溶液中呈现相对单一的尺寸，有比较相

近的构象。对于不同样品的 Guinier 散射曲线来讲，

这种线性区间所反映的信息是可以通过计算而得到

的。如，I（0）是指当散射角度为 0 的时候散射强度，

文献表明[4]，I（0）与溶液中的蛋白质分子量呈正相

关，而 I（0）可以通过公式 lnI（q）=lnI（0）–Rg
2
q

2
/3，

在线性范围内计算其 Guinier 曲线得到。 

图 3 是通过 Guinier 曲线计算得到的冻藏时间对

面筋蛋白溶液 I（0）的影响。并且从图 3 可以明显的

发现，在恒温冻藏过程中，其 I（0）值都随着冻藏时

间的增加而下降。这种定性分析说明了，面筋蛋白的

分子量随着冻藏时间的增加而呈现下降的趋势，并且

可以明显的发现，当冻藏时间从 60 d 到达 90 d 时，其

I（0）值下降的最为明显，而从 90 d 到 120 d 的过程

中 I（0）值也会下降，但不是很明显。这种现象与

Ribotta
[11]等人的研究结果相类似，说明在恒温冻藏过

程中，仍会出现冰晶体的重结晶和水分的迁移，在这

个过程中对面筋蛋白的结构造成了一定的影响，从分

子量上反映在冻藏过程中面筋蛋白的分子量会发生下

降[12]。值得一提的是，因为面筋蛋白的分子量分布比

较宽，而 SAXS 测定出的 I（0）值只是反映了其分子

量的平均值变化，因此这种平均值变化主要集中在分

子量的哪一段范围内，还有待进一步的研究。 

2.2  恒温冻藏对面筋蛋白分形维数的影响 

 
图4 恒温冻藏后面筋蛋白在26 ℃，500 mM的乙酸溶液中的

SAXS散射双对数曲线（logI（q）/logq） 

Fig.4 Double logarithmic plot of the SAXS curve ((logI(q)/logq) 

of gluten in a 500 mM acetic acid solution at 26 ℃ after frozen 

storage 

图4表示面筋蛋白经过恒温冻藏后小角X射线散

射后图谱。对其横纵坐标分别取对数，当 log q 的值

在-0.5~0 之间的时候，log I∝-αlogq 曲线有比较好的

线性区域，在较低的 q 值范围内有线性区域说明，面

筋蛋白在溶液中主要以聚合物形式存在，因此，可以

通过计算得到其斜率，如表 1 所示。 

表1 SAXS中各个曲线Dm值（质量分析维数）的确定 

Table 1 Determination of mass fractal dimension (Dm) values in 

each curve by SAXS 

样品名称 斜率 α Dm 

原样品 -2.05 2.05 

恒温冻藏 30 d -1.97 1.97 

恒温冻藏 60 d -1.95 1.95 

恒温冻藏 90 d -1.73 1.73 

恒温冻藏 120 d -1.68 1.68 

从表 1可以看出，首先，原面筋蛋白Dm值为 2.05，

说明，面筋蛋白分子链本身比较疏松属于质量分形。

也有研究报道，面筋蛋白分子链在溶液中呈现网络状

结构[13]，同样，根据 Schaefer 的研究发现，在陶瓷类

材料中（nSi（OH）4），当 Dm值为 2.09 时，其分子链

也呈现一种接近于网络状的结构[14]，因此，原面筋蛋

白在 500 mM 乙酸溶液中其 Dm值为 2.05，可以判断，

其分子链在溶液中呈现网络状结构。 

但是，随着冻藏时间的增加，Dm值呈现下降的趋

势。当冻藏时间达到 90 d 时，Dm值从原样品的 2.05

下降到 1.73，120 d 后，Dm值仅有 1.68，因为对于理

想状态的欧几里德几何学中的棒状、圆盘状和球状的

Dm值分别为 1、2 和 3，说明了随着冻藏时间的增加

面筋蛋白高聚物的链结构逐渐疏松。结合 I（0）值的

结果可以发现，由于在冻藏过程中，冰晶的重结晶等

作用使得高聚物发生了解聚现象，造成了面筋蛋白分

子链的断裂从而使得其网络结构的疏松，造成了 Dm

值的下降。 

2.3  恒温冻藏对面筋蛋白分子链尺寸的影响 

图 5 分别表示在恒温冻藏过程中面筋蛋白的 Rg

和 Dm 随着冻藏时间的变化图。对于面筋蛋白分子尺

寸的变化可以通过 SAXS 来得到，如对于不同样品的

Guinier 散射曲线来讲，这种线性区间所反映的信息是

可以通过计算而得到的。在线性范围内，通过计算公

式 lnI（q）=lnI（0）–Rg
2
q

2
/3 的斜率可以得到面筋蛋

白在溶液中 Rg 的均值。在本研究中可以根据图 2 

Guinier 散射曲线来计算其 Rg在冻藏中的变化，但是，

计算 Rg的前提是要满足 qRg<1
[4]。为满足 qRg<1，可

以根据测定对照样品和冻藏后面筋蛋白的 Rg 推出，

q
2
<0.007-0.024 nm

-2时，计算出的 Rg才是有意义的。

并且，从图 2 可以明显的观察到，当 q
2
<0.04 nm

-2，样

品在 Guinier 曲线中都处在线性范围内，满足了本研

究对 q 值的要求，因此，计算出的 Rg是有意义的。 
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图5 恒温冻藏过程中Rg（均方根旋转半径）和Dm的变化 

Fig.5 Changes in the root mean square radius of gyration (Rg) 

and Dm during frozen storage 

从图 5 中可以明显看出，随着冻藏时间的增加，

其面筋蛋白的 Rg明显呈现下降趋势。在恒温冻藏过程

中，从对照样品的 12.84 nm 下降到冻藏 120 d 的 8.01 

nm。此外，还有一个明显的现象，当冻藏时间从 0 d

到 90 d 的过程中，面筋蛋白下降的程度相对较大，而

到 120 d 时下降相对不是很明显。在本研究中，同时

对比了在冻藏过程中 Rg的变化与 Dm的变化，结果发

现，两者的变化具有一定的关联，在冻藏过程中，都

经历了一个先下降而后趋于不变的状态。这表明，随

着冻藏时间的增加，由于大量水分的迁移和冰晶的重

结晶，在这个过程中造成了面筋蛋白的破坏，而这个

破坏在分子量上表现为解聚现象，而在分子链上应表

现为链的断裂，这些断裂后的支链可能造成了面筋蛋

白分子 Rg的下降，而同时对其分形维数也会产生明显

的影响，使其分子链的结构发生疏松，会在一定程度

上影响其在加工过程中的作用。 

3  结论 

将面筋蛋白溶解于 500 mM 乙酸溶液，配置为 8 

mg/mL 的溶液浓度，其分子链在乙酸溶液中呈现相对

单一的尺寸，有比较相近的构象。随着冻藏时间的延

长，面筋蛋白的分子量和 Rg有着明显的下降，说明在

此过程中，由于大量水分的迁移和冰晶的重结晶，造

成了面筋蛋白的破坏，而这个破坏在分子量上表现为

解聚现象，而在分子链上应表现为链的断裂，这些断

裂后的支链可能造成了面筋蛋白分子 Rg的下降。同时

发现 Rg与 Dm的变化正相关，说明由于面筋蛋白分子

Rg的下降，同时对其分形维数也会产生明显的影响，

使其分子链的结构发生疏松，分形维数下降。 
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