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基于红外光谱分析热处理对牛乳蛋白质 
二级结构的影响

孙佳悦1，钱  方1，姜淑娟1，妥彦峰1，牟光庆1,2,*
（1.大连工业大学食品学院，辽宁 大连 116034；2.东北农业大学，食品安全与营养协同创新中心，黑龙江 哈尔滨 150030）

摘  要：运用傅里叶变换红外光谱技术对乳蛋白及其酰胺Ⅰ带进行解析，进一步用红外解谱法对其二级结构进行

表征。以原料乳为对照，研究65 ℃/30 min（低温长时巴氏杀菌）、80 ℃/15 s（高温短时巴氏杀菌）、95 ℃/5 min

（酸乳热处理）、137 ℃/5 s（超高温灭菌）等不同热处理条件对乳中蛋白质二级结构的影响。结果表明，热处理

会导致乳蛋白间发生相互作用，乳蛋白原空间结构受到破坏，导致分子内氢键被破坏。不同热处理程度的乳蛋白

酰胺Ⅰ带均向低波数方向发生了不同程度的红移，表明乳蛋白变性过程中疏水氨基酸残基暴露形成分子间氢键。

同时热处理后乳蛋白各二级结构比例发生明显改变。α-螺旋含量显著降低（P＜0.05），无规卷曲含量显著升高 

（P＜0.05），β-转角及β-折叠含量在加热过程均呈先增加后减少变化趋势，表明热处理程度增强导致部分有序结构向无

规卷曲结构转化，蛋白质热变性后会发生热聚集现象，且β-折叠、β-转角结构在热聚集体的形成过程中具有重要作用。
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Effect of Heat Treatments on the Secondary Structure of Milk Proteins Analyzed by  

Fourier Transform Infrared Spectroscopy

SUN Jiayue1, QIAN Fang1, JIANG Shujuan1, TUO Yanfeng1, MU Guangqing1,2,*
(1. School of Food Science and Technology, Dalian Polytechnic University, Dalian 116034, China;

2. Synergetic Innovation Center of Food Safety and Nutrition, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China)

Abstract: Fourier transform infrared spectroscopy was used to investigate protein conformation changes in pasteurized milk 

(65 ℃/30 min and 80 ℃/15 s), yoghurt (95 ℃/5 min) and ultra-high temperature sterilized milk (137 ℃/5 s) in comparison 

with raw milk as a control. The aim was to examine the effect of heat treatments on the secondary structure of milk proteins. 

The results showed that heat treatments could cause interactions between milk proteins, resulting in damage to the spatial 

structure of milk proteins and intramolecular hydrogen bonds. Different heat treatment conditions could result in different 

degrees of red shift of milk protein amide Ⅰ bands to lower wavenumbers, suggesting that intermolecular hydrogen 

bonds were formed between hydrophobic amino acid residues exposed during denaturation. Meanwhile, the secondary 

structure composition of milk proteins changed significantly after heat treatments; α-helix content decreased significantly  

(P < 0.05), random coil content increased significantly (P < 0.05), and both β-sheet and β-turn content decreased after an initial 

increase, indicating that the ordered structure was partially transformed to random coil. Protein aggregation occurred after thermal 

denaturation, and β-sheet and β-turn played an important role in the formation of heat-induced protein aggregates.
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热处理是乳品加工的重要环节，能保证产品保质

期和安全性，影响乳制品加工性能。牛乳蛋白是人体优

质的食物蛋白来源，不仅能为生命成长和维持提供物质

基础，还由于其理化性质的独特性赋予乳品各种功能特

性。乳蛋白主要包括酪蛋白胶束（αs1-酪蛋白、αs2-酪蛋

白、β-酪蛋白和κ-酪蛋白）和乳清蛋白（β-乳球蛋白和 

α-乳白蛋白）。热处理导致变性乳清蛋白除相互聚集

外，还与酪蛋白胶束发生不可逆的结合[1]。目前人们普

遍认为，在热诱导乳蛋白变性并发生聚集过程中，非共

价作用（疏水作用力和盐键作用）及巯基和二硫键的交

换反应起到了重要作用，但热处理导致乳蛋白空间结构

变化才是造成牛乳理化和功能特性改变的内在原因[2]。因

此，研究不同程度热处理导致的乳蛋白二级结构变化，

对明确热处理时乳蛋白间热聚合反应的过程及机理具有

重要意义。

分析蛋白质二级结构常用X射线衍射、圆二色谱

（circular dichroism，CD）、核磁共振（nuclear magnetic 

resonance，NMR）、傅里叶变换红外光谱（Fourier 

transformation infrared spectroscopy，FT-IR）等方法。其

中X射线衍射需获得合格的单晶体，而牛乳体系复杂很难

获得；CD仅对测定α-螺旋含量较多单一体系的蛋白质二

级结构较为准确[3]；NMR只能测定小分子蛋白质结构[4]。

比较而言FT-IR具有分辨率高、测定所需样品少、操作简

便、测量速度快等优点，广泛用于定性定量分析不同环

境状态下蛋白质的二级结构[5]。O’Loughlin等[6]认为FT-IR

可准确有效地对热处理时蛋白质的变化机理进行分析。

目前，关于热处理对乳蛋白结构影响的研究鲜有报道。

本实验基于FT-IR法，研究不同热处理程度导致的牛乳中

蛋白质二级结构的差异性，旨在探讨不同热处理方式对

乳蛋白结构的影响，为进一步研究热处理乳品质的变化

提供理论参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂 
原料乳采集于大连三寰乳业有限公司。

1.2 仪器与设备

Spectrum 10型FT-IR仪 上海铂金埃尔默仪器有限

公司；PL303型电子分析天平 梅特勒-托利多（上海）

仪器有限公司；Z326K型冷冻离心机 德国Hermle公司；

SL-Ⅱ型层析实验冷柜 宁波新芝生物科技股份有限公司；

FD-1C-50型冷冻干燥机 北京博医康实验仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 牛乳热处理

选用65 ℃/30 min（低温长时杀菌）、80 ℃/15 s（高

温短时杀菌）、95 ℃/5 min（酸乳热处理）、137 ℃/5 s

（超高温瞬时灭菌）4 种乳品加工常用的热处理方法[7]对

原料乳进行处理，热处理后的乳样于4 ℃冷藏。

1.3.2 乳蛋白制备

不同热处理后的乳样4 ℃、10 000 r/min离心10 min，

弃上层脂肪，收集下层蛋白溶液[8]。于－20 ℃冷冻后，

冷冻干燥呈粉末状备用。

1.3.3 乳蛋白FT-IR分析

KBr压片法制样[9]：将乳蛋白样品与一定量KBr用研

钵充分研磨成均匀粉末，压制成薄片。进行全波段扫描

（4 000～400 cm－1），扫描次数为32 次，分辨率4 cm－1，

每个样品做3 次平行实验。

1.3.4 FT-IR谱图处理

用Omnic 8.2软件进行谱图采集、标峰、基础红外光

谱图解析。用Peakfit Version 4.12软件在谱带范围内（酰

胺Ⅰ带1 700～1 600 cm－1）进行基线校正，并经Savitsk-

Golay函数平滑，去卷积处理，在二阶导数谱图基础上

用高斯曲线拟合 [10]，估算出子峰的个数和位置，调整

各子峰的峰高和半峰宽，计算机多次拟合使残差最小

（R2≥0.999），确保重叠谱带可完全分辨[11]。确定各子

峰与各个二级结构单元的对应关系后，根据峰面积计算

各二级结构组分的相对百分含量。

1.4 数据统计分析

以上所有实验均至少重复3 次，结果以 ±s表示，

并用IBM SPSS Statistics v20.0.0软件，在α＝0.05水平用

ANOVA分析方法进行数据显著性分析。

2 结果与分析

2.1 不同热处理的乳蛋白FT-IR谱图

表 1 原料乳中乳蛋白FT-IR谱图的各谱带特性[12-13]

Table 1 Characteristic absorption peaks in FT-IR spectra of milk 

proteins in raw milk[12-13]

光谱范围/cm－1 特征吸收峰/cm－1 化学结构表征

3 600～3 300 3 418.73 O—H伸缩振动、N—H伸缩振动；结合水中O—H基团与氨
基酸中C＝O所形成的分子内和分子间氢键

2 980～2 850 2 925.47、2 927.69 饱和碳C—H伸缩振动

1 700～1 600 1 649.33 酰胺Ⅰ带（C＝O伸缩振动）

1 600～1 500 1 547.40 酰胺Ⅱ带（C—N伸缩振动和N—H变形振动)

1 420～1 350 1 384.79 C—OH振动

1 350～1 200 1 245.13 酰胺Ⅲ带（C—O和C—O—C振动）

1 100～1 060 1 075.93 P＝O或P—O—C对称伸缩振动

表1为原料乳中乳蛋白FT-IR谱图的各谱带范围和其

特征吸收峰，以及相对应的化学结构表征信息。图1整

体上看，与原料乳的乳蛋白（未处理）相比，不同程度

热处理乳蛋白FT-IR谱图谱型无较大差异。游离态O—H

的特征振动吸收为3 600～3 500 cm－1，当形成分子内或

分子间氢键时，羟基的吸收峰向低波数移动，且与N—H
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的振动吸收峰重叠而峰形变宽[14]。乳蛋白FT-IR谱图中于

3 400 cm－1左右呈现宽而强的吸收峰，表明乳蛋白分子多

聚体中可能存在大量分子内或分子间氢键[15]。
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图 1 不同热处理条件下乳蛋白的FT-IR谱图

Fig. 1 FT-IR spectra of milk protein samples subjected to various heat 

treatment conditions
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图 2 137 ℃/5 s热处理不同质量浓度乳蛋白的FT-IR谱图

Fig. 2 FT-IR spectra of different concentrations of milk protein 

samples heated at 137 ℃ for 5 s 

由于分子间氢键与溶液的浓度和性质有关，峰位随

浓度改变而移动，但分子内氢键不受溶液浓度影响[16]。

因此将137 ℃/5 s热处理的1.00、0.10、0.01 mg/mL的乳蛋

白溶液与10.0 mg/mL乳蛋白溶液的FT-IR谱图进行对比分

析。从图2可见，热处理乳蛋白的O—H吸收峰的峰位不

受溶液质量浓度改变的影响，保持在3 425 cm－1附近，表

明该吸收峰代表乳蛋白分子内氢键的作用[17]。结合图1可

见，随着热处理程度的增加该峰位向高波数移动，即从

3 418.72 cm－1位移至3 425.28 cm－1，说明热处理直接影响

乳蛋白原空间结构，热变性过程中维持乳蛋白结构的分

子内氢键被破坏。
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图 3 不同热处理条件下乳蛋白酰胺Ⅰ带FT-IR谱图 

Fig. 3 FI-IR spectra of amide Ⅰ of milk protein samples subjected to 

various heat treatment conditions

同时，图1中乳蛋白的酰胺Ⅰ带（1 700～1 600 cm－1） 

信号较强，由羰基（C＝O）键伸缩振动产生[18]，其峰

型受蛋白质特定二级结构影响。结合图3酰胺Ⅰ带的峰

形可更清楚地看出，热处理强度增强，峰形由尖锐趋于

平缓。从峰位变化分析，原料乳中乳蛋白（未处理）酰 

胺Ⅰ带为1 655.82 cm－1。热处理后其酰胺Ⅰ带向低波数

方向发生了不同程度的位移：65 ℃/30 min和80 ℃/15 s热

处理乳蛋白质的酰胺Ⅰ带向低波数方向红移约1 cm－1，即

从1 655.82 cm－1分别移至1 654.43 cm－1和1 654.16 cm－1； 

137 ℃/5 s热处理乳蛋白的酰胺Ⅰ带向低波数方向红移约

7 cm－1，即从1 655.82 cm－1位移至1 648.66 cm－1。说明乳

蛋白具有热不稳定性，热变性过程中随着其球状折叠结

构的展开，游离氨基酸残基间形成分子间氢键[19]。当氢

键作用较强时C＝O的电子云密度降低，导致吸收峰位向

低波数方向移动[20]。

2.2 不同热处理乳蛋白酰胺Ⅰ带的拟合

蛋白质二级结构包括α-螺旋、β-折叠、β-转角、无

规卷曲等[21]。不同二级结构信息均叠加在酰胺Ⅰ带，而

酰胺Ⅰ带的二阶导数谱图却保留吸收峰的积分面积，

对谱图进行多次曲线拟合可确定各子峰与各二级结构

对应关系 [22]，再根据积分面积计算各二级结构的相对

百分含量。酰胺Ⅰ带各峰位为：1 615～1 637 cm－1和

1 682～1 700 cm－1为β-折叠特征峰；1 646～1 664 cm－1为

α-螺旋特征峰；1 637～1 645 cm－1为无规卷曲特征峰；

1 664～1 681 cm－1为β-转角特征峰[23]。
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a.未处理；b. 65 ℃/30 min热处理；c. 80 ℃/15 s热

处理；d. 95 ℃/5 min热处理；e. 137 ℃/5 s热处理。

图 4 不同热处理条件下乳蛋白酰胺Ⅰ带高斯曲线拟合图

Fig. 4 Gaussian curve fitting of amide Ⅰ of milk proteins subjected to 

different heat treatment conditions 

表 2 不同热处理乳蛋白质二级结构的含量  

Table 2 Estimated secondary structures of milk protein subjected to 

different heat treatment conditions 

处理条件
二级结构含量/%

α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规卷曲

未处理 34.31±0.23a 23.71±0.20a 27.13±0.15a 14.82±0.08a

65 ℃/30 min 17.82±0.12b 30.72±0.16b 36.54±0.21a 15.04±0.04b

80 ℃/15 s 17.51±0.08b 25.77±0.11b 40.43±0.11b 16.21±0.13c

95 ℃/5 min 16.74±0.16b 34.01±0.05c 31.75±0.06b 17.62±0.25c

137 ℃/5 s 16.03±0.34b 18.62±0.12c 31.45±0.16c 30.56±0.18d

注：同列肩标字母不同表示差异显著（P＜0.05）。

图4为未处理（原料乳中乳蛋白）及4 种热处理的

乳蛋白酰胺Ⅰ带经去卷积和二阶导数技术处理后，叠加

峰分解为各子峰的高斯曲线拟合图。结合表2可知，对

比原料乳的乳蛋白，4 种热处理牛乳中乳蛋白二级结构

发生如下变化：1）原料乳的乳蛋白二级结构主要组成

为α-螺旋，占总量34.3%。α-螺旋经137 ℃/5 s热处理后

含量显著降低（P＜0.05）。α-螺旋是蛋白质二级结构中

最稳定的，随着热处理程度增大，蛋白的结构稳定性下

降，乳蛋白热变性导致α-螺旋中的氢键逐渐断裂，发生

解螺旋。2）随着温度的升高，无规卷曲含量逐渐升高，

137 ℃/5 s热处理的乳蛋白中无规卷曲含量为30.5%，明显

高于原料乳蛋白的14.8%（P＜0.05）。表明热处理导致

蛋白二级结构部分被破坏，结构的随机性增强。随着热

处理程度的增强，乳蛋白部分有序结构逐渐向无规卷曲

结构转化[24]。3）相比于原料乳的乳蛋白，热处理的乳蛋

白中β-折叠和β-转角含量在加热过程中呈先增加后降低趋

势。这种变化趋势与乳蛋白的变性及逐渐形成聚集体有

关。乳蛋白中热稳定性较差的一种蛋白是β-乳球蛋白，

60 ℃以上的热处理主要使β-乳球蛋白热变性并促进分子

间的聚集[25]。β-折叠结构常见于蛋白质内部折叠区域，

且β-折叠结构的含量增加与β-乳球蛋白热变性有关[26-27]。 

加热程度继续增强，α-乳白蛋白也开始变性，进一步与

β-乳球蛋白聚集体形成更大的热聚合物[28]。此外乳蛋白

热变性后的聚集现象也可能导致β-折叠结构含量减少。

对于137 ℃/5 s热处理乳蛋白，其β-折叠结构显著降低 

（P＜0.05），主要原因为100 ℃以上热处理会导致酪蛋

白胶束内部疏水基团暴露[29]，使酪蛋白胶束表面疏水作

用力增强。由于热处理形成热聚集体，分子间的β-折叠

结构易转变为β-转角结构，同时部分β-转角结构还会向

无规卷曲结构转变[30]。因而可以推断不同热处理过程中

β-折叠、β-转角结构在热聚集体的形成过程中具有重要

作用。

3 结 论

利用FT-IR技术分析表明，热处理破坏乳蛋白原空间

结构，热变性过程中维持乳蛋白结构的分子内氢键被破

坏。同时热处理会导致乳蛋白间发生相互作用，形成热

变性乳蛋白聚合物。

热处理后乳蛋白的FT-IR光谱图中酰胺Ⅰ带向低波数

方向产生不同程度红移，峰形由尖锐趋于平缓。表明在

乳蛋白热变性过程中，随着蛋白质分子结构的展开，游

离氨基酸残基间形成分子间氢键。 

通过FT-IR酰胺Ⅰ带谱图进行二阶导数、去卷积处

理后对乳蛋白的二级结构定量分析：热处理程度增强会

导致乳蛋白二级结构发生显著改变，α-螺旋含量显著降

低（P＜0.05），无规卷曲含量显著升高（P＜0.05）， 

β-折叠结构和β-转角结构含量在加热过程均呈现先增加后

减少的变化趋势。表明热处理后牛乳蛋白稳定性下降，

乳蛋白质热变性疏水基团暴露，部分有序结构向无规卷

曲结构转化，β-折叠、β-转角结构在热聚集体的形成过程

中具有重要作用。
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