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摘要" 以恩施堇叶碎米荠为原料!研究碎米荠硒蛋白的提取工艺!探讨碎米荠蛋白的抗氧化活性!

结果表明"提取温度为
#$ !

!料液质量体积比为
! %&'$ ()

!先后用去离子水和
$*! (+,-)

的
./01

溶液分别提取
2 3

# 在此工艺条件下蛋白质得率最高!为
4#*'5

!其中水提蛋白质质量分数为
"6*#5

!硒

质量分数为
! 4'2 !%-%

$碱提蛋白质质量分数为
#"*75

!硒质量分数为
! #!7 !%-%

#碎米荠碱提蛋白经

89:3/;9< =>!$$

凝胶层析柱分离得到两个组分!分别为峰
!

和峰
"

!硒质量分数分别为
662 !%-%

和

6#$ !%-%

!通过研究碎米荠蛋白对羟自由基 %&

01

'和
!>!>

二苯基
>">

三硝基苯肼自由基

%&

?@@1

'的清除能力!发现碎米荠蛋白均有一定的清除自由基的能力#

关键词" 碎米荠!蛋白质!硒!提取工艺
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硒是一种人类必须的微量元素!具有抗氧化"

!"#

#

$

抗肿瘤"

$

#

$抗疲劳"

%"&

#和拮抗有害金属"

'

#等生物活性%

中国营养学会将硒列为每日膳食营养素!建议成人

每日适宜摄入量应在
&("#&( !)

!

#(*%

年将最低摄

入量提升至
'+ !)

% 我国约有
,(-

的区域处于低硒

地带!所以适当补充硒是必要的% 硒分为有机硒和

无机硒%由于吸收方式不同!有机硒的生物利用度远

远高于无机硒!其中硒代蛋氨酸&

./01/2

'的生物利用

度更是在
3(-

以上!因此正确的补硒方式为适当补

充富含有机硒的食物!有机硒主要以硒蛋白和硒多

糖的形式存在!其中以硒蛋白为主"

,

#

%硒蛋白的提取

是研究硒蛋白性质的前提!常用的提取方法为溶剂

提取法!同时辅以搅拌$超声或冻融等!但超声或冻

融处理会破坏硒蛋白结构!甚至降低硒代氨基酸含

量!使有机硒含量降低!不利于硒蛋白的提取% 提取

溶剂通常选用水$碱$醇$盐等!根据根据蛋白种类

选用适宜的溶剂!或采用不同溶剂多次提取以提高

硒蛋白提取率!高林 "

4

#对采用碱提法提取富硒花生

中的硒蛋白!蛋白得率高达
4,-

%

恩施碎米荠是一种超富硒植物!硒质量分数高

达
5 %(( 6)78)

"

30!(

#

!刘坤媛等 "

!!

#研究发现碎米荠蛋

白中有机硒的含量远远高于富硒酵母$ 富硒花生

等!其中有机硒以硒蛋白为主"

!9

#

% 硒蛋白中硒的形

态主要以硒代半胱氨酸&

./0:;<

'和
./01/2

为主!这

使得碎米荠硒蛋白中硒更易于被人体吸收利用% 当

前人们对碎米荠硒蛋白有一定研究!国外对碎米荠

硒蛋白的研究主要集中在碎米荠硒蛋白的生物利

用度$结构与功能上 "

5$

#

!而国内主要集中在碎米荠

硒蛋白的结构特性$抗疲劳 "

55

#和体内抗氧化上 "

5%

#

!

但对碎米荠碱提蛋白的研究较少%

作者以恩施碎米荠为原料!首先优化碎米荠硒

蛋白提取工艺! 初步探讨碎米荠蛋白抗氧化活性!

为开发高附加值的碎米荠硒蛋白提供数据支持!拓

展其在功能性食品方面的应用%

!"!

材料与试剂

踷叶碎米荠(由恩施德源健康科技发展有限公

司提供%

牛血清蛋白
=>

! 国药集团化学试剂限公司)

福林酚$碳酸钠$硼氢化钾$铁氰化钾$氢氧化钾$氢

氧化钠$三羟甲基氨基甲烷$盐酸$福林酚试剂$五

水合硫酸铜$四水合酒石酸钠
?>

!国药集团化学

试剂有限公司)硒代蛋氨酸$硒代胱氨酸 北京百灵

威科技有限公司%

!"#

仪器与设备

.:@ABCDE*+B

冷冻干燥机(宁波生物科技有限

公司产品)

.F?E=

双功能水浴振荡器( 天津赛得利

斯实验分析仪器制造厂产品)

,9!B

型可见光分光光

度计( 上海仪电分析仪器有限公司产品)

CG'

台式

低速离心机( 湖南赫西仪器装备有限公司产品)

?HE'++

原子荧光光谱仪( 北京瑞利分析仪器有限

公司产品)

IJ2/K<5&9&

高效液相色谱仪&配
9%4,

紫

外检测器和
A6LMN/K

工作站
OP:

软件'(美国沃特

世公司产品%

!"$

实验方法

!"$"!

总蛋白质含量测定 凯氏定氮法!参考国标

O=7C &++3Q&E9+5'

进行%

!"$"#

提取溶剂的选择 参考陈雪青 "

5&

#的方法确

定碎米荠蛋白种类(将干燥好的碎米荠打粉!过
4+

目筛!称取
%

份碎米荠粉末各
9+ )

!按
5 )R%+ 6S

!分

别加入去离子水$

BJ:T

溶液&

5 6MT7S

'$乙醇溶液&体

积分数
4+U

'$碱液&

(Q5 6MT7S

的
BJVF

溶液'!在
&+!

下搅拌
4 W

!

9 45+ !

离心
5& 6XY

!收集上清液!测定

蛋白含量!比较各溶剂的得率!从而确定提取溶剂%

!"$"$

蛋白质得率的计算 溶液中蛋白质的测定

参考胡宇航等"

5'

#的方法&

HMTXYE

酚法'% 绘制牛血清

蛋白标准曲线为
"Z+Q++# $#[+Q+9'9

!

"

为反应液的

吸光度)

#

为溶液中蛋白质的浓度!

!)76S

) 相关系

数为
>

9

Z+Q333 $

!线性范围为
+"$%+ !)76S

%

蛋白质得率计算公式为(

蛋白质得率 &

-

'

Z

提取液中蛋白质的质量&

)

'

7

恩施碎米荠质量&

)

'

"5++

!"$"%

蛋白提取工艺研究

5

' 碎米荠蛋白提取工艺单因素实验 参考李

宝瑞等"

5,

#的方法!考察提取温度$提取时间$料液质

量体积比和碱液浓度对蛋白质得率的影响!研究碎

米荠硒蛋白提取工艺%

9

'两次提取对提取率的影响 称取
% )

碎米荠

粉末按料液质量体积比
5 )R%+ 6S

! 加入去离子水!在

&+ !

下搅拌
4 W

!

9 45+ !

离心
5& 6XY

!收集上清液!

测定蛋白含量! 再次向残渣中按
5 )R%+ 6S

加入去离

子水!在
&+!

下搅拌
4 W

!

9 45+ !

离心
5& 6XY

!收集

上清液!测定蛋白含量!得出两次水提取&水*水'

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
%%%%

%

&$
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的蛋白质得率! 参考上述方法测定现水提后碱提

"水#

!"#$

溶液$和两次碱提"

!"%$

溶液#

!"%$

溶液$的蛋白得率%

!"#"$

碎米荠蛋白相对分子质量分布 称取
&'( )

蛋白样品溶于
* +,

流动相&

* -.& !

离心
.( +/0

&

上清液经
&'** !+

水相过滤膜过滤&装入液相小瓶

中&样品制备完成后在以下色谱条件下进样'色谱

柱为
123)45 6&&& 278, 9&& ++!:'- ++

& 流动相

为水&流量为
&'( +,;+/0

&检测波长为
**& 0+

&柱温

为
9& "

%

!"#"%

碎米荠蛋白纯化 将水提蛋白经超滤膜超

滤浓缩&收集截留液&冻干(将碱提蛋白旋转蒸发浓

缩
6

倍&调节
<$

至等电点"

<$=*'>

$&

6"

静置过液&

离心
.( +/0

&收集沉淀&冻干&测定两种产物中的蛋

白和硒含量%

!"#"&

硒含量的测定 总硒含量的测定参考
?@

(&&>'>9A*&.&

%硒代蛋氨酸和硒代胱氨酸的测定采用

$B,CADE2

法)

.-

*

.>

+

&检测条件为'载气流量为
-&& +,;

+/0

&灯电流为
>&;& +D

&负高压为
9*& F

% 流动相为

&'&.( +G5;,

的
3$

*

B#

6

和
&'&. +G5;,

的
3C5

溶液%色

谱柱
BHBA8.&&

液相色谱柱%

!"#"'

碎米荠碱提蛋白和水提蛋白自由基清除性

能检测 碎米荠硒蛋白对,
%$

清除率的测定参考

任尧)

*&

+的方法(碎米荠硒蛋白对
IBB$

,清除率的测

定参考
JK"G

等)

*.

+的方法%

!"#"(

碱提蛋白的纯化及其自由基清除活性 将

适量的
24<K"L4M ?A.&&

凝胶用超纯水浸泡
*6 K

&

用
. +G5;, N"#$

溶液浸泡
. K

&然后用纯水洗涤凝

胶至中性&减压抽滤
. K

&立即装入玻璃层析柱"规

格$& 用
&'( +G5;, <$-'& 1O/PA$C5

洗脱液平衡
* K

&

保持流速为
&'( +,;+/0

&上样
9 +,

"

.'*':

中最优提

取条件下得到的碱提蛋白溶液$& 每
.& +/0

接收
.

管&在波长
**& 0+

处检测&将各组份收集&冻干&测

定各组份的自由基清除率及硒含量%

!")

数据处理

实验数据采用
2B22 *9

处理&采用
QMR45 *&.9

*

%O/)/0 >'&

软件作图%

*"!

碎米荠蛋白提取溶剂的选择

碎米荠原料蛋白质质量分数为
.6'6S

% 由图
.

所示&样品经去离子水&

. +G5;, N"C5

溶液&

&'. +G5;,

N"#$

溶液和体积分数
-&S

乙醇溶液提取& 得率分

别为
9>'&S

*

9*':S

*

(9'6S

和
('*S

%由上述可知碎米

荠中碱提蛋白含量最高&其次为水提蛋白&然后依

次为盐提蛋白和醇提蛋白&各种蛋白质质量分数之

间存在着显著性差异"

"T&'&(

$% 为了获得较高的蛋

白质质量分数&所以首先研究以碱液为提取剂时不

同提取条件对碎米荠蛋白质得率的影响%

图
!

提取溶剂对蛋白质得率的影响

+,-" ! .//012 3/ 0425612,37 839:072 37 0425612,37 ;,09< 3/

165<6=,70 >5320,7

*"*

碎米荠蛋白提取单因素实验

*"*"!

碱液浓度对碎米荠蛋白得率的影响 碱液

浓度是影响碎米荠蛋白提取的主要因素% 由图
*

可

知&随着碱液浓度的增加得率逐渐增加&在
"T&'&(

时&具有显著性差异% 可能是由于蛋白被水解末端

羧基与末端氨基增多&增加蛋白的亲水性&当碱液

浓度达到
&'. +G5;,

后&得率增加相对变缓&当碱液

浓度在
&'.( +G5;,

后&得率增加缓慢&有研究表明碱

性太强会造成
,UP

*

CUP

*

24O

*

1KO

降解& 甚至会产生

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
::::

:

图
*

碱液浓度对蛋白得率的影响

+,-" * .//012 3/ 69?69, 1371072562,37 37 0425612,37 ;,09< 3/

>5320,7
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赖氨酰丙氨酸!

!!

"

#而且由于
"#$

被破坏$导致有机硒

含量降低% 综合上述因素与经济因素选用
%&' ()*+,

为提取最佳碱液浓度#

!"!"!

提取温度对碎米荠蛋白质得率的影响 由

图
-

可看出&得率随温度的增加而增加% 当温度达到

.%!

后&得率不再增加&甚至有所降低&这与李大鹏

等!

!-

"提取豆粕中大豆分离蛋白现象一致% 可能是由

于随着温度的升高&分子的热运动增强&蛋白质的

构象发生改变&有利于蛋白质的溶解'但是温度过

高可能使蛋白质变性而沉淀
/

而且随着温度的升高&

提取物中多酚(色素的含量也会随之升高&降低蛋

白样品中蛋白含量和品质% 所以综合考虑选取
.%

!

为最佳提取温度%

图
#

提取温度对蛋白质得率的影响

$%&" # '(()*+ ,( +)-.)/0+1/) ,2 )3+/0*+%,2 4%)56 ,( ./,+)%2

!"!"#

提取时间对碎米荠蛋白得率的影响 由图
0

看出随着时间的延长&得率逐渐增加&当达到
1 2

时&

得率达到最高&后逐渐下降&可能是由于提取时间

过长蛋白变性而沉淀&且随着时间的延长&原料中的

多酚及色素等物质也会被大量提取进溶剂中& 降低

蛋白品质&甚至部分多酚与蛋白结合使蛋白沉淀&造

成蛋白损失& 且对不利于后续纯化过程% 所以从得

率(经济和蛋白保存方面来看&

1 2

为最佳提取时间%

!"!"7

料液质量体积比对碎米荠蛋白质得率的影

响 由图
.

得出得率随料液质量体积比的增大而

增大&且存在显著性差异)

!3%&%.

*%当料液质量体积

比为
' 450% (,

以后&得率增加速率降低&可能是由

于当料液质量体积比较低时如
' 45!% (,

&溶液的粘

度大&蛋白浓度大&固相和液相浓度差较小&推动力

小&得率小&同时由于固相中吸附较多的提取液&导致

蛋白得率较低'当料液比大于
' 450% (,

后得率增速

变缓&但料液体积增大&旋蒸浓缩所需时间过长&且

蛋白颜色过深&由棕色变为黑色&所以选择
' 450% (,

为最佳提取料液质量体积比%

图
8

料液质量体积比对蛋白质得率的影响

$%&" 8 '(()*+ ,( /0+%,9 ,( :0+)/ +, -0+)/%05 ,2 )3+/0*+%,2

4%)56 ,( ./,+)%2

!"!"8

两次提取对碎米荠蛋白得率的影响 为了

提高碎米荠蛋白得率& 采用两步提取法提取蛋白%

图
7

提取时间对蛋白得率的影响

$%&" 7 '(()*+ ,( +%-) ,2 )3+/0*+%,2 4%)56 ,( ./,+)%2

图
;

两次提取时提取溶剂的选择

$%&" ; <)5)*+%,2 ,( )3+/0*+%,2 9,5=)2+9 (,/ +:, )3+/0*+%,29

&%
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!

AB =5

"

CDAE=D=BF4? 4G %=D>=HF?A CD4BAF? =?> (BI

J?BF4KF>=?B JLBFMFBN OF454@FL=5 /ABALBF4?

由图
!

可知!水"水#水"

"#$%

溶液$

&'( )*+,-

%和

"#$%

溶液"

"#$%

溶液提取的得率分别为
.!'/0

!

1/'20

和
!1'30

& 其中采取水"

"#$%

溶液 组合时

得率最高!可能是由于水溶蛋白和碱溶蛋白分别占

碎米荠总蛋白的
.&'&0

和
/.'20

! 若只采用一种提

取剂仅能将对应的蛋白提取出来而其他种类的蛋

白则溶出较少& 且因为醇溶蛋白和盐溶蛋白含量较

低!提取价值不大!所以提取蛋白时采用水"

"#$%

溶液组合&

综上所述提取温度
/& !

! 料液质量体积比为

( 452& )-

!先水提
3 6

后碱提
3 6

为最佳提取工艺&

得到的水提蛋白经超滤冻干后得到的样品蛋白质

质量分数为
7!'/0

!硒质量分数为
( 123 !4,4

!碱提

蛋白经酸沉后蛋白质质量分数为
/7'.0

! 硒质量分

数为
( /(. !4,4

&

!"!"#

碎米荠蛋白相对分子质量分布 分别测定

7'7'/

中提取得到的蛋白质相对分子质量分布!得图

1

和图
3

& 水提蛋白的相对分子质量主要为
31 !82

#

8 873

#

/ 881

!碱提蛋白相对分子质量主要为
32 887

和
/ 3&&

! 二者蛋白相对分子质量均小于
(&& &&&

!

证明碎米荠蛋白相对分子质量小于
(&& &&&

&

!"$

碎米荠蛋白对#
%&

和
'((&

自由基清除能力

的测定

由图
8

可知!维生素
9

清除'
$%

能力最强& 碎

米荠水提蛋白对'
$%

的清除能力大于碱提蛋白!且

二者的'
$%

的清除能力均比大豆蛋白强$

!:&'&/

%&

同时三者的硒含量也是碎米荠水提蛋白最高!碎米

荠碱提蛋白次之!大豆蛋白最低$

!:&'&/

%!说明蛋白

硒含量越高!其
'$%

的清除能力越大!这与
;6#*

等(

7(

)

的结论相同&

图
)

碎米荠蛋白对#
%&

的清除率

*+," ) -./01023/ 104/ 56

#

%& +2 301708+2/ 9154/+2

由图
(&

可知维生素
9

清除
<==%

自由基能力

最强!其次为碎米荠水提蛋白!其在
( )4,)-

时清

除率为
37'/0

!碎米荠碱提蛋白为
!2'20

!大豆蛋白对

<==%

自由基清除率最低!为
/!'30

!其中
>9/& 大豆蛋白

$

('/27 )4,)-

%

? >9/& 碱提蛋白$('.2/ )4,)-

%

? >9/& 水

提蛋白$&'228& )4,)-

%三者的硒含量从高至低为碎米

荠水提蛋白#碎米荠碱提蛋白和大豆蛋白& 说明蛋

图
:

水提蛋白相对分子质量分布

*+," : ;04/1 /<41034 9154/+2 85./3=.01 >/+,?4 7+@41+A=4+52

图
B

碱提蛋白相对分子质量分布

*+," B C.D0.+2/ /<41034+52 9154/+2 85./3=.01 >/+,?4

7+@41+A=4+52

图
EF

碎米荠蛋白对
'((&

#的清除率

*+," GF '((&

#

3./01023/ 104/ 56 301708+2/ 9154/+2

P:
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白对
!""#

自由基的清除能力与硒的含量有关!硒

含量越高!清除
!""$

自由基的能力越强" 综上所

述!水提蛋白抗氧化能力最强其次为碱提蛋白!

%&

等 #

'(

$和岳念晶等 #

')

$分别对富硒灵芝和富硒大蒜研

究发现相似结果"

!"#

碱提蛋白的纯化及其自由基清除能力

由于碎米荠蛋白中碱提蛋白含量最高!且对其

研究较少! 所以对水%

*+,$

溶液提取得到的碱提

蛋白进行分离纯化!将
-.'.)

中水%

*+,$

溶液提取

得到的碎米荠碱提蛋白经
/012+304 56-77

凝胶分

离! 在紫外
'87 9:

下测得两个峰! 分别为
87;-<7

:=9

&峰
-

'!

-<7;>-7 :=9

&峰
?

'结果见图
--

" 参考

'.'.<

中碱提蛋白相对分子质量分布可知!峰
-

的蛋

白相对分子质量为
8.)!-7

@

!峰
'

的蛋白相对分子质

量为
).8!-7

@

!上述峰
-

(峰
'

两组分的硒质量分数

分别为
<<8

(

<)7 :ABCA

"

图
$$

碎米荠碱提蛋白
%&'()*&+ ,-./0

分离图谱

1234 .. 567829: ';9<26& 9< =);*)>2:& )6?)62 &+8;)=8 ';98&2:

@&');)8&* 2: %&'()*&+ ,-$AA =967>:

碎米荠碱提硒蛋白两组分氨基酸组成分析结

果如表
-

所示 " 峰
-

蛋白中氨基酸质量分数为

D8.8E

" 峰
?

的氨基酸质量分数为
>?.(E

"

?

种蛋白

中各氨基酸占各自总氨基酸的比例相差不大!其中

峰
-

和峰
?

中
F

种必需氨基酸占总氨基酸的
@-.7E

(

D8.-E

!主要区别在于
GHI

&峰
-

)

@.D<E

(峰
'

)

'.<DE

'

J0K

&

?.7<E

(

-.)@E

'(

LHM

&

<.88E

(

).@NE

'(

"IO

&

@.-)E

(

).8-E

'和
PHM

&

7.7-E

(

7.7FE

'!且峰
-

中硒

代蛋氨酸和硒代胱氨酸含量皆高于峰
?

"

表
.

碎米荠碱提蛋白两组分氨基酸组成

B)C6& . D9>'9@2829: 9< )>2:9 )=2* <;9> 8E9 =9>'9:&:8@

9< =);*)>2:& )6?)62

分别对
?

个峰进行*
,$

和
!""$

自由基清除

能力检测得到图
-?;->

" 由图
-?

可知峰
-

与峰
?

的*
,$

清除能力相同!且都大于大豆蛋白对*
,$

的

清除能力!与碱提蛋白相近且弱于水提蛋白" 由层

析图&图
--

'可知!峰
-

的含量远远大于峰
?

的含

量!所以从得率的角度来说峰
-

优于峰
?

" 由图
->

可知维生素
P

对
!""$

自由基清除率最大!其次为

峰
-

!清除率为
<).FE

!峰
?

与大豆蛋白对
!""$

自

由基的清除能力相差不大!分别为
><.>E

和
>N.<E

!

峰
-

清除
!""$

自由基能力强于峰
?

!可能是由于

峰
-

的总硒和硒代氨基酸含量比峰
?

高!而硒含量

的增加有助于蛋白对自由基的清除#

?<

$

!由图
-@

可

知峰
-

蛋白相对分子质量为
88 ?)F

"

PHM 7.77? > 7.7?-

Q+R >.-( ?.><

J0K 7.8 7.(8

"20 ?.?8 -.N)

SR0 ?.7N -.)8

L0& >.F8 ?.N?

LHM ?.<F -.F7

"IO -.<- -.87

/06J0K 7.?( 7.7?

/06PHMK=90 7.77- F 7.77) <

总量
>8.8 >-.7(

氨基酸 峰
-BE

峰
?BE

GHI -.<N 7.8-

/0I -.)- -.>(

$=M 7.N) 7.F8

5RH ?.?( ?.-?

G2I -.-< 7.N?

TIA ?.>< -.<N

TR+ ?.(F ?.7)

5R& ).-8 (.>-

TM1 (.8N (.??

&#
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"

CDAE=D=BF4? 4G %=D>=HF?A CD4BAF? =?> (BI
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图
!"

碎米荠纯化蛋白对#
#$

的清除率

%&'( !" )*+,-,./+01

#

#$2345-&1&+64-07+&. 1-08/,-6,8&.+

图
!9

碎米荠纯化蛋白对
:;;$

#的清除率

%&'( !9 :;;$

#

/*+,-,./+ -,7+ 01 45-&1&+6 4-07+&. 1-08

/,-6,8&.+

图
!<

碱提蛋白相对分子质量分布

%&'( !< =*>,*&.+ +?7-,/7&0. 4-07+&. 80*+/5*,- @+&'A7

6&B7-&257&0.

以恩施碎米荠为原料!比较不同提取方法对碎

米荠蛋白得率的影响!采用单因素法得到最佳工艺

为"提取温度
!" !

!料液质量体积比为
# $%&" '(

!

先后用水和
")# '*+,( -./0

溶液分别提取
& 1

# 在

此工艺条件下蛋白得率最高!为
2!)&3

!其中水提

蛋白的蛋白质质量分数为
45)!3

! 硒质量分数为

6 2&7 !$,$

!碱提蛋白的蛋白质质量分数为
!4)83

!硒

质量分数为
6 !68 !$,$

# 采用
9:;1.<:= >?6""

凝胶

层析对碎米荠碱提蛋白进行纯化得到两个组分# 通

过研究
&

种恩施碎米荠蛋白对
@AA0

自由基和羟

自由基的清除能力!发现碎米荠蛋白均具有一定的

抗氧化活性#
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