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鹰嘴豆分离蛋白质的特性

张涛， 江波， 王璋
(江南大学食品科学与安全教育部重点实验室，江苏无锡214036)

摘 要：研究了鹰嘴豆分离蛋白质质量、功能性质、物理化学性质及结构特征．氨基酸分析表明，鹰

嘴豆蛋白含有所有必需氨基酸，与FAO／WHO模式相比，色氨酸是其第一限制性氨基酸，蛋白质

的化学评分为71分．表面荧光探针ANS法测得的表面疏水性为94．3．DSC热分析显示该蛋白质

含有两个热变性温度，分别为83．7℃和95．7℃．圆二色谱(CD)分析了鹰嘴豆分离蛋白的二级结

构：口一螺旋36．2％，p折叠28．4％，转角10．3％，无规卷曲25．2％．经凝胶过滤色谱Sephacryl S一200

分离纯化得到7个不同相对分子质量蛋白质组分，其中两个主要组分的相对分子质量为170 000

及110 000．
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Characteristics of Chickpea Protein Isolates
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214036，China)

Abstract：Protein quality，functional properties，physicochemical characteristics and structure

parameters of the chickpea protein isolates were investigated．Amino acid analysis showed that

the protein contained all essential amino acids．In relation to FAO／WH0 reference pattern．

tryptophan was the first limiting amino acid，and the chemical score of the protein was 7 1．0．

Surface hydrophobicity index 94．3 was determined by fluorescence probe 1一anilino一8一naphthalene

sulfonate(ANS)．Differential Scanning Calorimetry(DSC)showed the thermal denaturation

temperatures of chickpea protein were at 83．7℃and 95．7℃，respectively．The secondary

structure analyzed by circular dichroism(CD)showed that，a—helix，B—sheet，turn and random

coil were 36．2％，28．4％，10．3％and 25．2％，respectively．Chickpea protein isolates were

fractionated into seven fractions with different molecular weights by gel filtration on Sephacryl S一

200，and the two major fractions"molecular weights were 170 000 and 1 10 000，respectively．

Key words：chickpea；protein isolate；functional properties；hydrophobicity；DSC；circular

dichroism

植物蛋白是人类所需蛋白质的重要来源之一， 在食品工业中的应用依赖于其营养价值及功能性
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质．蛋白质的功能性质不仅与其来源、加工方法等

有关，而且与蛋白质的物理化学性质、结构特征等

密切相关，包括蛋白质的大小、形状、氨基酸组成及

序列、带电情况及其分布、疏水／亲水比例、二级结

构(a一螺旋、p折叠、转角、无规卷曲)及其含量分布、

三级及四级结构、分子内或分子间交联以及蛋白质

在溶液环境中的分子伸展情况(即分子柔性)等[1]．

鹰嘴豆(chickpea Cicer arietinum L)，为一年

生或多年生草本植物，蛋白质含量因种的不同而有

较大差异，在15％～30％之间．鹰嘴豆耐干旱、耐贫

瘠，因而主要分布在世界温暖而又比较干旱的地

区，如印度、巴基斯坦、墨西哥等，是世界第二大消

费豆类，产量居世界豆类第三[2~6]．在我国新疆，鹰

嘴豆已有2 500年的生长历史，20世纪80年代中

国从国际干旱地区农业研究中心(ICARDA)和国

际半干旱地区农业研究所(ICRISAT)引入了数百

份鹰嘴豆栽培种，已在甘肃、新疆、青海等地试种．

鹰嘴豆作为植物蛋白质的主要来源，在分离蛋

白质的制备、营养价值、功能性质及分离纯化方面

有部分报道[7~9]，但对鹰嘴豆分离蛋白质的结构研

究尚未见报道．

本文的主要目的是对等电点沉淀法制备的鹰

嘴豆分离蛋白质的营养价值、部分功能性质、物理

化学性质和结构特征进行初步研究，为鹰嘴豆分离

蛋白质的应用提供理论基础．

1材料与方法

1．1实验材料

鹰嘴豆：新疆市场购买；金龙鱼大豆色拉油；其

它所用化学试剂均为分析纯．

1．2主要仪器与设备

835-50氨基酸自动分析仪：日本Hitachi公司

产品；722分光光度计：上海精密科学仪器有限公

司产品；800型台式离心机：上海手术器械厂生产；

GL-20B型冷冻离心机：上海安亭科学仪器厂生产；

DDS-Ⅱ型电导仪：上海雷磁科学仪器厂生产；

PYRIS-1差示扫描量热仪：英国，PerkinElmer公司

产品；ULTYA—RURRAX T25高速分散仪：德国，

FANKE&KUKEL公司产品；Hitachi 650-60荧光

分光光度计：日本Hitachi公司产品；JASCO J一715

圆二色谱仪：日本Spectroscopic公司产品．

1．3方法

1．3．1 等电点沉淀法制备鹰嘴豆分离蛋白 鹰嘴

豆浸泡过夜，手工脱皮，60℃干燥后粉碎成鹰嘴豆

粉．鹰嘴豆粉过80目筛，正己烷脱脂，豆粉：正己烷

为1：10(g：mL)，室温连续搅拌60 rain，豆粉自然

沉降与上层正己烷分离，倾出正己烷进行回收，豆

粉再重复上述操作两次．最后鹰嘴豆粉置通风橱中

室温干燥12 h，将处理好的脱脂豆粉装袋置4℃冰

箱中保存．

脱脂鹰嘴豆粉与水1 g：10 mL混合，0．5 mol／

L NaOH调pH值为8．3搅拌提取1 h，3 000 r／min

离心20 rain，沉淀再按固液比为1 g：5 mL提取两

次，将3次上清液混合，上清液用0．5 mol／L HCl

调pH至等电点沉淀蛋白，去离子水洗涤沉淀3次，

0．5 mol／L NaOH调pH至7．0，搅拌使沉淀复溶

后，20 MPa均质并喷雾干燥即为鹰嘴豆分离蛋白．

制备得到的鹰嘴豆分离蛋白的蛋白质质量分

数为91．53 0．4(微量凯氏定氮法[71)．

1．3．2功能性质

1)水分吸收：参考文献[10J并略有改动．

5 g样品于50 mL离心管中，每个离心管加30

mL去离子水，玻棒搅拌30 S，静置10 min，将边上

的粉末用玻棒刮下，防止干燥．用10 mL去离子水

洗涤玻棒，3 500 r／min离心25 min，倒出上清液，离

心管倾斜15。～20。，50℃强制通风干燥25 min，干

燥器中冷却后称重，两次平行．

水分吸收(g水／g蛋白质)=

(干燥后样品及管质量一放入样品前管质量一样品质量)
样品质量×0．9153

(O．9153为样品中蛋白质含量)．

2)脂肪吸收：参考文献[11]并略有改动．

0．5 g样品加3 mL色拉油于15 mL离心管中，

细铜丝搅拌1 min，分散样品于油中，静置30 min，3

500 r／min离心25 min，读出游离油的含量，两次

平行．

脂肪吸收(mL油／g蛋白质)=鱼云攀措
3)溶解性：0．5 g样品溶于30 mL去离子水

中，0．1 mol／L HCI或0．I mol／L NaOH调pH值

7．0，定容至50 mL，搅拌30 min，10 000 g离心10

rain，Follin-酚法‘131测上清液中的氮含量，两次平

行[1 2|．

氮溶指数(Ns-)一专碧等筝黼×，00％．
4)乳化能力：配制质量分数0．2％，pH值7．0

的蛋白质溶液，量取20 mL，先加入20 mL大豆色

拉油，开动高速分散仪，转速为12 500 r／min，边搅

拌边加人大豆色拉油，测体系电导率的变化，电导
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率急剧下降的点，即为加油的终点，两次平行[1 4‘．

乳化能力(EA)一

面孺豢糌赣隔×·00％(蛋白质溶液体积+总加油体积)“1
“

1．3．3蛋白氨基酸组成 将鹰嘴豆粉及分离蛋白

分别置于水解管中，加入6 mol／L的HCl溶液，真

空封口，在110℃下水解24 h，冷却后定容、过滤、

蒸干，再加入0．02 mol／L的HCl溶液在空气中放

置30 rain，测定除色氨酸以外的氨基酸含量．

色氨酸分析用4．2 mol／L NaOH碱水解，真空

110℃下水解98 hcl5]．

1．3．4 表面疏水性S0 采用荧光探针剂ANS

法[1引．蛋白质样品溶于pH值7．0，0．01 mol／L的

磷酸盐缓冲液中，使样品浓度在0．15～0．60 mg／

mL之间．激发波长为390 nm，发射波长470 rlm．取

不同浓度的样品2 mL，分别测定样品的荧光强度

(FI。)和样品加入10“L的ANS溶液(8 mmol／L，

pH值7．0，0．01 mol／L磷酸盐缓冲液配制)后的荧

光强度(FI7)．FI’与FI。的差值记为FI，以蛋白质浓

度为横坐标，FI为纵坐标作图，曲线初始段的斜率

即为蛋白质分子的表面疏水性指数S。．

1．3．5游离及总巯基及含量参考文献[-17]并略

有改动．

游离巯基(SHF)：样品60 mg于10 mL含有8

mol／L尿素的0．086 mol／L Tris-0．09 mol／L gly-

cine 0．004 mol／L EDTA(Tris-Gly，pH 8．0)的缓

冲液中搅拌溶解1 h，10 000 g离心10 rain．2 mL

上清液中加入80肚L Ellman’S试剂(4 mg／mL DT—

NB(5，5L二硫代一双一(2一硝基苯甲酸))，立即混匀，5

rain后测412 nm吸光度．

总巯基(SHT)：取上述上清液，加入2 mol／L

巯基乙醇处理样品2 h后，加入12％三氯乙酸

(TCA)沉淀蛋白质1 h，10 000 g离心10 min，沉淀

用12％TCA洗涤4次后溶于6 mL Tris-Gly缓冲

液中，取2 mL液体测巯基含量．

以Ellman’S试剂一SH的摩尔吸光系数为

1．36×104计算蛋白质的一SH含量．／tmol／L SH／

(g蛋白质)=垡』坐，二硫键(--SS--)=
(SHT—SHF)／2．

A412：412 nm吸光度；c：样品蛋白质(mg／

mL)[121．

1．3．6热变性温度Td分离蛋白样品分散于0．01

mol／L的磷酸盐缓冲液中至浓度为20 g／dL，分散

均匀后取适量于铝盒中，另一空铝盒为对照，DSC

扫描温度范围25～100℃，升温速率10℃／min[7]．

1．3．7二级结构蛋白质溶于0．01 mol／L、pH值

7．0磷酸盐缓冲液中，10 000 g离心15 rain，上清液

在0．01 mol／L、pH值7．0磷酸盐缓冲液中透析平

衡后用缓冲液稀释至400 pg／mL．圆二色谱扫描波

长范围：190～250 nm，扫描速率：100 nm／min，光

程：1 mm，扫描平行次数：3次[1引．

1．3．8分离纯化凝胶Sephacryl S一200在洗脱缓

冲液中平衡后脱气并装人中16 mm×1500 mm柱子

中．

0．5 mL，2 mg／mL的蓝葡聚糖(2 000 000)液

测定凝胶柱的外水体积U．1．0 mL，1．0 g／dL铬

酸钾测定内水体积K，即总体积Ⅵ．

洗脱缓冲液：pH 7．6的磷酸盐缓冲液，0．0325

mol／L K2 HP04，0．0026 mol／L KH2P04，0．4 tool／

L NaCI，离子强度0．5，0．01 mol／L巯基乙醇．

样品：0．5 g鹰嘴豆分离蛋白溶于10 mL pH值

7．6的磷酸盐缓冲液中，10 000 g离心15 min，取上

清液并在缓冲液中透析平衡．

上样量：上样量4 mL，蛋白质46．4 mg．

2结果与讨论

2．1鹰嘴豆分离蛋白质的功能性质

由表1可见，与大豆分离蛋白质、向日葵分离

蛋白[1妇相比，鹰嘴豆分离蛋白质具有较高的溶解性

及水分吸收功能，表明鹰嘴豆分离蛋白质具有较高

的亲水性；同时，鹰嘴豆分离蛋白也具有一定的脂

肪吸收功能及乳化能力，说明它既适用对溶解度要

求较高的饮料等食品，也适于在脂肪含量较高的食

品如肉制品、乳制品中应用．

表1鹰嘴豆分离蛋白质的功能性质(pH 7．0)

Tab．1 Functional properties of chickpea protein isolates

2．2鹰嘴豆分离蛋白的氨基酸组成

由表2可知，鹰嘴豆分离蛋白质含有所有必需

氨基酸，其中赖氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、苯丙氨酸、

酪氨酸与组氨酸含量较高．与FAO／WHO学龄儿

童(10～12岁)推荐模式相比，色氨酸是其第一限制

性氨基酸，蛋氨酸与胱氨酸是第二限制性氨基酸，

这种蛋白质的化学评分为71分，蛋白质质量好于

大米、小麦、玉米等谷物蛋白质，与蚕豆蛋白质量相

当，但与大豆蛋白质量相比较差[1州．
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表2鹰嘴豆及其分离蛋白的氨基酸组成

Tab．2 Amino acid constitutes of chickpea protein and pro-

tein isolates⋯磊茎赫瓣FAO／WHO㈣氨基酸 中的分离蛋白质画画可1万石—可—贰
质量／g

7”“5“⋯’7

2．3巯基及二硫键含量

Ellman’S试剂检测鹰嘴豆分离蛋白质的SH，，

SHT，SS分别为12．01，33．50，如．75弘mol／L蛋白

质(见表3)．二硫键是天然存在于蛋白质中唯一的

共价侧链交联，在单体蛋白质中，二硫键的形成是

蛋白质折叠的结果，二硫键一旦形成，就有利于稳

定蛋白质的结构，而SH，的存在有助于在加工过程

中进一步形成分子内或分子问二硫键，促进蛋白质

胶凝．

表3鹰嘴豆分离蛋白质的物理化学性质

Tab．3 Physicochemical properties of chickpea protein iso—

lates

2．4热变性温度

热分析(图1、表3)表明，鹰嘴豆分离蛋白质有

两个热变性温度且较高，分别为83．7℃和95．7

℃，说明鹰嘴豆分离蛋白质含有两个主要组分．与

0．Paredes—L6pez等测得的变性温度88℃m3及大

豆球蛋白的热变性温度92℃[19]比较接近．

蛋白质的氨基酸组成影响蛋白质的热稳定性，

含有高比例的疏水性氨基酸残基比亲水性较强的

蛋白质一般更为稳定．由表2知，鹰嘴豆分离蛋白

质含有高比例的疏水性氨基酸，由氨基酸组成及侧

链疏水性[19]计算出鹰嘴豆分离蛋白质的平均疏水

性为4．4 l【J／moI，与1IS及7S的大豆蛋白质(平均

疏水性分别为3．99，4．55 kJ／mol[20])相近．

>

囊
壤

2

图1厦嘴豆分离蛋白质的热分析图谱

Fig．1 Thermal analysis chart of chickpea protein isolates

2．5表面疏水性

蛋白质的许多功能性质与蛋白质的表面特性

有关，如溶解性、胶凝性、乳化性、脂肪及风味物结

合等，利用荧光探针ANS检测鹰嘴豆分离蛋白质

在pH值7．0时的表面疏水指数为94．3(表3)，与

大豆分离蛋白质的140[2u相比较低．

由以上的讨论可以看出，鹰嘴豆分离蛋白质的

平均疏水性与大豆蛋白相近，而表面疏水性与大豆

蛋白质相差甚远．一方面可能是由于鹰嘴豆分离蛋

白质的氨基酸序列致使疏水性氨基酸残基大多排

列在分子内部，通过疏水相互作用形成蛋白质高度

有序的二级结构(2．6显示)，而蛋白质表面含有较

少的疏水区域．另一方面也有可能是，表面含有较

多的疏水氨基酸残基，但分散排列，未在表面形成

较多疏水区域．而ANS法测定表面疏水性的原理

是ANS荧光团与蛋白质的表面疏水区域接合，通

过测定接合前后的荧光变化计算蛋白质的表面疏

水性．由鹰嘴豆分离蛋白质的功能性(见表1)：高溶

解性以及不太高的乳化能力及脂肪吸收功能及蛋

白质的二级结构(2．6显示)，可以看出鹰嘴豆分离

蛋白质相对较低的表面疏水性可能是由第一种原

因．

2．6鹰嘴豆分离蛋白质的二级结构

圆二色谱(CD)是一种研究溶液中球蛋白质构

象方便而广泛使用的方法，d一螺旋的特征吸收在
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190．5，207及221 nm，伊折叠在195和217 Flm，无

规卷曲在195 nm有负吸收[1]．由图2及表4可知，

鹰嘴豆分离蛋白质的a一螺旋，p折叠，p转角、无规

卷曲的含量分别为36．2％，28．4％，10．3％及25．

2％．较高含量的口一螺旋，伊折叠与蛋白质的氨基酸

组成有关，高含量的谷氨酸、亮氨酸、丙氨酸有利于

a一螺旋的形成，而缬氨酸、异亮氨酸、酪氨酸有助于

形成伊折叠[1|，而鹰嘴豆分离蛋白质中恰恰这些疏

水性氨基酸的含量(见表2)较高．

o一“o
×吕
n勺
o≯

越g
国k
埋名

．、 j j j j j

?2。弋：!：：乡一2：
波-I受／nm

图2鹰嘴豆分离蛋／白圆二色谱图谱(pH 7．0)

Fig．2 CD analysis chart of chickpea protein isolates

表4鹰嘴豆分离蛋白二级结构(pH 7．0)

Tab．4 The secondary structure of chickpea protein isolates

O

二级结构 含量／％

r螺旋

口一折叠

B一旋转

无规卷曲

36．2

28．4

10．3

25．2

2．7凝胶过滤色谱分离纯化

0．8

0．6

o

罱

飞0．4

0．2

O

O 50 100 150 200 250 300 350 400

洗脱体积／mL

体积流量16．5 mL／h，280 rim紫外检测；蛋白质标准相对分子

质量，A；二磷酸果糖酶158 000；B：牛血清蛋白68 000；C：鸡蛋

白蛋白45 000；D：胰凝乳蛋白酶原25 000；E；细胞色素C 12

s。。；分配系数Kav=骂要箬更萼竺亏篱器
图3 S-200凝胶分离色谱

Fig．3 S-200 Chromatography

图4 S-200洗脱体积与相对分子质量的关系

Fig．4 Relationship between the elution volume of S-200

and the molecular weight

由S-200凝胶过滤色谱(图3)可见，鹰嘴豆分

离蛋白质由相对分子质量不同的7个组分组成，各

个峰的蛋白质含量见表5．根据图4(S一200洗脱体

积与分子量的关系)计算出它们的相对分子质量及

含量见表5，与Sdnchez—Vioque R．等[7]用FPLC分

离纯化的结果相近．凝胶过滤色谱洗脱过程中，首

先洗脱出来的第一个峰略带混浊，是由一些可见杂

质离子及大分子聚合物组成，其蛋白质相对分子质

量在330 000．由表5可知，鹰嘴豆分离蛋白含有两

个主要组分，相对分子质量为170 000及110 000．

表5蛋白质组成及含量

Tab．5 Protein constitutes and their contents

色谱峰 Kav 相对分子质量 质量分数／％

3 结 论

蛋白质的功能性及氨基酸组成分析表明，鹰嘴

豆分离蛋白质作为植物蛋白质的主要来源，能够满

足人类需求，适于食品加工应用．

物理化学性质分析表明，鹰嘴豆分离蛋白质具

有较低的表面疏水性及二硫键，但却拥有较高的热

变性温度，与蛋白质的氨基酸组成与排列及蛋白质

刚性的二级结构有关，这在蛋白质的CD分析中得

到证明．

如

加

加

0●m

加

％

墙

■

韶

"

∞

加

t

∞

船

乱

氏

文

L

O

O

0

，

，

，

似

呲

呲

㈣

啪

喜}

姗

O

O

2

I

)

；

：

揪

m

Ⅲ

弘

曲

坫

，

，

"

勰

钉

弱

阳

詈；

O

O

O

O

0

O

 

 万方数据



第3期 张涛等：鹰嘴豆分离蛋白质的特性 7l

鹰嘴豆分离蛋白质的热分析得到两个热变性

温度，与蛋白质的分离纯化结果吻合，表明鹰嘴豆
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