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蚕豆蛋白的提取分离及相对分子质量的测定
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摘!要!分析了蚕豆清蛋白和球蛋白的组成及其亚基的相对分子质量)测得蚕豆清蛋白经过

345678’94:;-"<柱层析可洗脱出!个组分!球蛋白可洗脱出$个组分)3=3->?@A分析表明!蚕
豆球蛋白0种亚基的相对分子质量分别为"21###!1%1##!$.###!$$"##!%.$##!%02##!%"0##)
蚕豆清蛋白2种亚基的相对分子质量分别为"2,###!220##!1!###!$.###!%."##)
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!!蚕豆#<8’7PY47G$%学名!"#"$%$&$;)%别名
胡豆&南豆&扁豆&罗汉豆)蚕豆属一年生草本%直
立%不分枝%花白色带红%有紫斑%荚果大而肥厚%种
子呈椭圆状%略扁%因豆荚形状如蚕%又在养蚕时成
熟%因而得名)世界上有1#多个国家种植蚕豆%其
中亚洲的种植面积最大)蚕豆产量在全世界食用豆
类作物中居第"位%在中国蚕豆的种植面积和产量

均居食用豆类作物之首’%()
蚕豆中的蛋白质质量分数达!2]!$2])与大

豆&花生和油菜籽相比%蚕豆含有较低的油脂和较
高的淀粉%而与谷类和薯类相比%蚕豆又富含蛋白
质)蚕豆蛋白的氨基酸组成接近人体和动物所需要
的理想比例%其中赖氨酸质量分数比谷类高出$
倍%蚕豆蛋白的第一限制性氨基酸是含硫氨基酸)
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日本作为蚕豆的主要消费国!视蚕豆为"新蛋白质食
物#)我国主要食用豆类的蛋白质质量分数见表%)
表C!我国主要食用豆类蛋白质质量分数!D"

E&?FC!:$"0.+%8"%0.%0"(04.8"<<"%’18#’0+-&0.6’.3#<./+%

84+%&

豆类 质量分数$]

蚕豆 !0),

豌豆 !1)2

豇豆 !1)!

绿豆 !$).

红小豆 !!)$

菜豆 !$)!

大豆 $,)#

!!由表%可见!除大豆外!蚕豆的蛋白质质量分
数高于其它食用豆类作物)然而!目前蚕豆在我国
主要用作蔬菜%饲料!在食品上的主要用途是采用
传统的酸浆法生产粉丝!原料中,#]的蛋白质随着
废水排出而白白浪费!这不仅造成蛋白质资源的极
大浪费!而且大量废水的排出造成了严重的环境污
染)我国仅少数厂家将粉丝废水中的蛋白质回收制
成豆腐干或作为加工酱油的原料&$’)由此可见!充
分有效的利用蚕豆蛋白质!不仅可以为食品行业提
供新的植物蛋白源!而且也可以对传统酸浆法生产
粉丝的工艺提供改良途径!提高粉丝厂的经济效
益)
作者在蚕豆蛋白质的提取%分离和蛋白亚基相

对分子质量的测定方面作了一些基础性的研究工

作!旨在为蚕豆蛋白质的综合利用起到抛砖引玉的
作用)

C!材料与方法

CFC!实验原料
无锡产鲜蚕豆)

CFD!实验方法

C)D)C!蛋白质测定!微量凯氏定氮法)
C)D)D!蚕豆蛋白氨基酸组成分析!氨基酸自动分
析仪)
C)D)G!蚕豆蛋白质的提取!采用如下的缓冲溶液
提取蚕豆蛋白(2#ZZ’($;Q8F9-̂ :(缓冲溶液)5̂
.)#*!其中含%ZZ’($;>H3O)苯甲基磺酰氟%#
ZZ’($;*A=Q?%#)1Z’($;*7:(%%#ZZ’($;!-
巯基乙醇和质量分数#)#!] *7*$&1’)
提取步骤(称取一定量的脱壳鲜蚕豆!按’)蚕

豆*_!)缓冲液*‘%J_$Z;的比例加入缓冲溶
液!用组织捣碎机%####8$ZFG破碎!ZFG!然后在
冰浴中搅拌提取%6!提取物在%!###8$ZFG冷冻
离心%2ZFG+所得上清液在含有%#ZZ’($;!-巯基
乙醇的蒸馏水中透析!16!其间不断更换蒸馏水!
等球蛋白开始沉淀时计时%.!!16使沉淀完成!再
于%!###8$ZFG冷冻离心%2ZFG使清蛋白溶液与
球蛋白分离)上清液为清蛋白!沉淀为球蛋白)所得
清蛋白和球蛋白分别冷冻干燥用于柱层析)
C)D)H!蚕豆清蛋白和球蛋白的345678’94:;-"<
柱层析!分别称取#)%J冷冻干燥的清蛋白和球蛋
白!溶于2Z;5̂ .)#Q8F9-̂ :(缓冲液中!搅拌使
其溶解!然后于$###8$ZFG离心%#ZFG除去不溶
物!取上清液!Z;上柱层析)柱长(,#MZ!柱直径(

%MZ!洗脱体积流量(#)$Z;$ZFG*)波长!.#GZ处
检测)
C)D)I!清蛋白和球蛋白的3=3->?@A分析!分别
收集清蛋白和球蛋白柱层析的各个峰组分冷冻干

燥!用于不连续3=3->?@A分析各个峰组分的亚基
组成)电泳分离胶质量浓度为%%J$P;&2’)

D!结果与讨论

DFC!蚕豆蛋白各组分的质量分数!
经微量凯氏定氮法测定实验用鲜蚕豆的粗蛋

白质量分数为$$)0]!应用上述分离方法测得蚕豆
蛋白质各组分质量分数见表!)

表D!蚕豆蛋白质的组成及质量分数

E&?FD!J"<K"/+0+"%&%6$.’.-&%08"%0.%0"(?$"&6?.&%K$"L

0.+%

蛋白质组分 蛋白质质量分数$]

清蛋白 !#)2

球蛋白 ".)!

非水溶性蛋白质 %%)$

!!表!结果与文献报道值相符!证明该提取方法
是可靠的)蚕豆的球蛋白质量分数比大豆蛋白低!
而清蛋白和水不溶性蛋白质质量分数分别为!#)
2]和%%)$]!明显高于大豆蛋白)
DFD!蚕豆清蛋白和球蛋白的氨基酸组成分析
将冷冻干燥所得到的清蛋白和球蛋白采用盐

酸水解!分析除色氨酸以外的氨基酸组成!结果见
表$)
由表$可见!蚕豆蛋白质中天门冬氨酸%谷氨

酸%精氨酸和赖氨酸的质量分数较高!而含硫氨基
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酸如胱氨酸和蛋氨酸的质量分数则偏低)清蛋白与
球蛋白相比含有相对较多的赖氨酸和蛋氨酸)另
外!用上述提取方法所得蚕豆清蛋白的纯度为

02]!而球蛋白纯度达,,]!说明清蛋白中还含有
其它非蛋白质类杂质!而且该杂质采用透析的方法
无法去除!说明是大分子类物质)这一点在以下的
柱层析过程中也得到了验证)

表G!蚕豆清蛋白和球蛋白的氨基酸组成

E&?FG!@<+%"L&8+6K$"(+’./"(?$"&6?.&%&’?#<+%&%63’"?#L

’+%

氨基酸
清蛋白氨基酸
质量分数"]

球蛋白氨基酸
质量分数"]

天门冬氨酸 %!)$" %1)$"

谷氨酸 %2).# %,)1%

丝氨酸 2)11 2)2,

组氨酸 !)0% !)!1

甘氨酸 1)"0 !).!

苏氨酸 2)## !),2

丙氨酸 2)$" $)1.

精氨酸 .)$$ .)"%

酪氨酸 $)". $)!"

胱氨酸 #)!# #)%$

缬氨酸 2)0! 1)10

蛋氨酸 %)%" #)$1

苯丙氨酸 1)"0 2)"$

异亮氨酸 1)00 1)".

亮氨酸 0)," ,)%"

赖氨酸 0)!. ")0%

脯氨酸 1)00 2)!0

总计 02 ,,

DFG! 蚕豆蛋白的>.K4&$"/.J’LM9柱层析
蚕豆清蛋白和球蛋白的345678’94:(-"<柱层

析结果见图%!!)由图%可见!清蛋白经过柱层析洗
脱出!个组分?% 和?!!图!中球蛋白经过柱层析
洗脱出$个组分@%#@! 和@$)其中?% 和@% 都在
凝胶柱的空体积内流出$(7+‘#%!洗脱体积相同而
且组分混浊!可以推测其主要成分为核酸类物质和
碳水化合物!H799FZ’O)等人&"’的研究也证明了这
一点)另外@$ 的洗脱体积与?! 相似!说明@$ 是球
蛋白组分中未完全除去的少量清蛋白)由此不难看
出!清蛋白的主要成分为 ?!!而球蛋白的主要成分
为@!)因此!以?! 和@! 作为清蛋白和球蛋白的代
表性组分!采用3=3->?@A来分析蚕豆清蛋白和球
蛋白亚基的相对分子质量)

图C!清蛋白>.K4&$"/.J’LM9柱层析图

N+3FC!J4$"<&0"3$&K41"(&’?#<+%"%/.K4&$"/.J2LM9

图D!球蛋白>.K4&$"/.J’LM9柱层析图

N+3FD!J4$"<&0"3$&K41"(3’"?%’+%"%/.K4&$"/.J2LM9

DFH!清蛋白和球蛋白的>;>L:@O7分析
将345678’94:;-"<柱层析所得蚕豆清蛋白的

?! 组分和球蛋白的 @! 组分分别冷冻干燥!用于

3=3->?@A分析$见图$!图1%!分析其结果及标准
蛋白质相对分子质量与迁移率的关系)
!!结合图$和图1计算得出!蚕豆清蛋白主要亚
基的相对分子质量为(2,###!220##!1!###!

$.###!%."##)与蚕豆球蛋白相比!清蛋白在相对
分子质量较高的区域出现了1条谱带!其相对分子
质量分别为(.#0##!0$.##!""2##!"!0##!而在球
蛋白电泳图谱中未出现这些谱带)蚕豆球蛋白亚基
的相对分子质量为(21###!1%1##!$.###!$$"##!

%.$##!%02##!%"0##)其中相对分子质量在

$####以上的1条谱带为蚕豆球蛋白酸性亚基!相
对分子质量在!####以下的$条谱带为蚕豆球蛋
白的 碱 性 亚 基)上 述 结 论 与 36FJ48D KR9DZF
$%,.#%&0’的研究结果相似(36FJ48DKR9DZF在含有

"Z’(";的脲和#)!Z’(";的!-巯基乙醇存在的条
件下!采用=A?A-34567P4V柱层析分离出蚕豆球
蛋白的酸性和碱性亚基)他发现蚕豆蛋白至少含有

1种酸性亚基!其相对分子质量分别为$"###!

$"###!1,###和2%###)含有$种碱性亚基!其相
对分子质量分别为!$###!!#2##!%,###)他认为!
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酸性亚基和碱性亚基以等摩尔的形式缔合成蚕豆

球蛋白组分)=48YL96F84A)!%,0""#.$等人则认为蚕
豆球蛋白中含有!种酸性亚基!相对分子质量为

$"!##"和$种碱性亚基!相对分子质量为!#%##%

!#,##%!$.##"%与上述结果有出入)尽管采用的分
离方法不同%但蚕豆球蛋白主要亚基的相对分子质
量差别不大%主要分布在$个区域&相对分子质量
在2####的区域%相对分子质量在$####!1####
的区域和相对分子质量在%2###!!####的区域)
与大豆球蛋白相比%蚕豆球蛋白亚基显示出多样性
和复杂性的特点)

?!)清蛋白组分!’@!)球蛋白组分!’3)标准蛋白

图G!清蛋白和球蛋白的>;>L:@O7图谱

N+3FG!>;>L:@O7&%&’1/+/"(&’?#<+%&%63’"?#’+%

图H!标准蛋白质相对分子质量与迁移率的关系曲线

N+3FH!P.’&0+"%/4+K?.0B..%23!!$"&%6P("(/0&%6&$6K$"L

0.+%

G!结!论

作者通过345678’94:;-"<柱层析分离纯化蚕
豆清蛋白和球蛋白并采用3=3->?@A测定蚕豆清
蛋白和球蛋白亚基的相对分子质量%发现蚕豆清蛋
白主要含有2种亚基%其相对分子质量为&2,###%

220##%1!###%$.###%%."##)蚕豆球蛋白则含有1
种相对分子质量为21###%1%1##%$.###%$$"##
的酸性亚基和$种相对分子质量为%.$##%%02##%

%"0##的碱性亚基)
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