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甘薯糖蛋白脱游离蛋白的研究
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摘!要!研究了用456,75法脱除甘薯糖蛋白中游离蛋白的工艺条件!通过单因素试验!提出了影
响甘薯糖蛋白脱游离蛋白的主要因素!并通过正交试验进一步优化工艺条件!确定影响甘薯糖蛋
白脱游离蛋白的主次因素分别为样液与试剂的比例"脱蛋白次数"氯仿与正丁醇的比例"脱蛋白时
间!试验结果表明!样液与试剂的体积比为!8#!氯仿与正丁醇的体积比为!8#!脱蛋白次数为/
次!脱蛋白时间为!$9:-时!脱游离蛋白的效果较好#
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!!糖蛋白是一类十分重要的糖复合物%广义地
讲%凡是通过共价键与蛋白质相结合的糖复合物都
可称为蛋白糖&#’(但随着这一领域研究工作的广
泛开展)大量资料的积累及其对研究对象的日益深
入的了解%现已将蛋白聚糖从糖蛋白中划分出
来&!’(因此目前*糖蛋白+的概念是专指由比较短)
往往是分支的寡糖链与多肽链共价相连所构成的

糖复合物(在大多数情况下糖的部分所占的比例
比较小&/’(糖蛋白广泛存在于动物)植物和某些微
生物中%甚至还存在于单细胞有机体和病毒中(在
生物体内它以不同的形式存在而发挥作用%是细胞
膜)细胞间基质)血浆)粘液)激素等的重要构成成
分&3%"’(日本营养学家最近发现甘薯中含有一种独
特的粘蛋白%具有抑制胆固醇在体内沉积)增强机
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体免疫力!减少高血压发生率!减慢人体器官老化
速度等特殊生理功能"%#$
在甘薯糖蛋白的提取!分离!纯化及结构研究

中%脱蛋白是一个重要的环节$作者在大量实验的
基础上选择了456,75法作为脱除甘薯糖蛋白中的
游离蛋白$研究了456,75法脱除甘薯糖蛋白中游
离蛋白的最佳条件$为进一步进行甘薯糖蛋白的
分离!提取及其结构研究提供试验依据$

?!材料与方法

?@?!材料与设备
甘薯&常州产%紫罗兰/号’<\#$30* 型天平&

梅特勒]托利多有限公司制造’̂D+0!型离心沉淀
机&上海医用分析仪器厂制造’P&.""\分光光度
计&上海精密科学仪器有限公司制造’A+0$3型中
草药粉碎机&上海淀久中药机械制造有限公司制
造’4_0#快速混匀器&江苏金坛环保仪器厂制造$

?@A!方法

?)A)?!糖蛋白的分离!原料"清洗"去皮"烘干

"粉碎"水浸提"离心分离"上清液醇析"离心

"沉淀物分别用乙醚!丙酮洗涤脱脂脱色"沉淀物
用少量水溶解"粗糖蛋白液

?)A)A!蛋白质含量的测定!H’(:-0酚法%以牛血清
白蛋白为标准品".#)
准确称取牛血清白蛋白#"97%置#$$9̂ 容

量瓶中%加水溶解后稀释至刻度制成储备液$分别
吸取储备液$%$)#%$)!%$)3%$)%%$)1%#)$9̂ 置试
管中%加水稀释至#9̂ %向各管中加入H’(:-0酚甲
试剂")$9̂ %混匀%于!$"!"‘放置#$9:-’加

H’(:-0酚乙试剂$)"9̂ %迅速混匀%于/$‘水浴保
温/$9:-%以蒸馏水为空白%在%3$-9处测定吸光
度%得回归方程为!a$"$$!3#b$"$!1#%相关系
数为$!a$)22"1%呈良好的线性关系$

?)A)B!456,75法!样液中加入氯仿0正丁醇混合
液%充分震摇%离心%将水相与氯仿相分开%上层即
为脱游离蛋白的糖蛋白溶液$

?)A)C!操作要点!# 烘干&温度为%$‘’$ 粉
碎&粉碎程度为1$目’% 水浸提&温度为室温’&
离心&转速/$$$K(9:-%离心!$9:-’’ 醇沉&加/
倍体积分数2.c的乙醇$

A!结果与分析

A@?!样液与+.6&2.试剂不同比例对脱蛋白效果的
影响

采用氯仿&正丁醇为38#%脱蛋白时间为!$

9:-%比较样液与4566,75试剂不同比例对甘薯糖
蛋白脱蛋白效果的影响)结果见图#$

图?!不同比例的样液与+.6&2.试剂对脱蛋白效果的

影响

)-2@?!D((.,0"(01.*-((.$.%0,1’"$"("$5&%*=.6&2.

$&0-""%:$"0.-%$.5"6-%2

!!由图#可知随着样液与456,75试剂比例的降
低%蛋白质的质量浓度逐渐减少$当样液与456,75
试剂的比例为!8#时%蛋白质质量浓度降低不明
显$这是因为样液中的蛋白质一部分是游离蛋白%
另一部分是与多糖以共价键连接的糖蛋白$而

456,75法是一种较温和的脱蛋白方法%只能脱除游
离蛋白$所以当456,75试剂增加到一定程度后%样
液中的游离蛋白大部分已被除去%剩下的是结合蛋
白$因此样液与456,75试剂的比例为!8#时脱蛋
白较佳$

A@A!氯仿与正丁醇的比例不同对脱蛋白的影响
采用样液与456,75试剂的比例为!8#%脱蛋

白的时间为!$9:-%比较氯仿与正丁醇的不同比例
对脱蛋白效果的影响$结果见图!$

图A!不同比例的氯仿与正丁醇对脱蛋白效果的影响
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!!由图!可看出蛋白质的质量浓度随氯仿与正
丁醇比例的不断增大%先降低后增大$在氯仿与正
丁醇的比例为/8#)%&% *时%蛋白质的质量浓度
最低$这是因为在456,75法脱蛋白中%起主要作用
的是氯仿%正丁醇只是促进蛋白变性$样液加入氯
仿后通过震摇!离心%变性后的蛋白在氯仿相和水
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相间形成一层胶状物!开始时当氯仿量所占比例
越大"脱除的蛋白就越多#但氯仿量增加到一定程
度后脱蛋白的效果就开始降低"这可能是因为正丁
醇所占比例太少与氯仿协同作用的脱蛋白效果就

比较低"因而蛋白质的质量浓度又会上升!实验结
果为氯仿与正丁醇的比例为/8#$%8%%时脱蛋白
效果较佳!

A@B!脱蛋白次数对脱蛋白效果的影响
采用样液与456,75试剂的比例为!8#$%8

%%"氯仿&正丁醇为/8#$%8%%"脱蛋白的时间为

!$9:-"研究脱蛋白次数对脱蛋白效果的影响)结果
见图/!

图B!脱蛋白次数对脱蛋白效果的影响
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!!由图/可知蛋白质质量浓度随着脱蛋白次数
的增加而减少"但是脱蛋白/次后"蛋白质质量浓
度降低的就不明显!这是因为/次以后大部分的
游离蛋白已被脱去!从经济方面考虑以脱/次为
宜!

A@C!脱蛋白时间对脱蛋白效果的颖响
采用样液与456,75试剂的比例为!8#$%8

%%"氯仿&正丁醇为/8#$%8%%"研究脱蛋白时间
对脱蛋白效果的影响!结果见图3!

图C!脱蛋白时间对脱蛋白效果的影响
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!!由图3可知随着脱蛋白时间的延长"蛋白质的
质量浓度逐渐减少!!$9:-以后蛋白质的含量几
乎就不再降低!所以选择!$9:-为脱蛋白的时间!

A@F!优化甘薯糖蛋白脱游离蛋白的正交实验
在单因素的实验的基础上"设计了3因素/水

平的正交实验表$见表#%"实验结果见表!!
表?!实验因素水平

G&<@?!G1.’.6.’"(.H:.$-5.%0&’(&,0"$

水 平

因 素

’样液8
试剂的
比例

’样液8
试剂的
比例

( 脱蛋白
次数’
次

) 脱蛋白
时间’9:-

# # ! ! #"

! ! / / !$

/ / 3 3 !"

表A!IJ!BC"实验方案及实验结果分析

G&<@A!IJ!BC".H:.$-5.%0&’=,1.5.&%*&%&’3=-="(.H:.$-E

5.%0&’$.=#’0

实验
号

’样液8
试剂的
比例

*氯仿8
正丁醇的
比例

(脱蛋白
次数’
次

)脱蛋白
时间’
9:-

蛋白
质量浓度’
$97’9̂ %

# #$#% #$!% #$!% #$#"% $)#$%

! # !$/% !$/% !$!$% $)$.1!

/ # /$3% /$3% /$!"% $)$%2/

3 !$!% # ! / $)$%/#

" ! ! / # $)$"/%

% ! / # ! $)$.."

. /$/% # / ! $)$""!

1 / ! # / $)$%"#

2 / / ! # $)$%3/

+# $"!"/" $"!!3/ $"!31% $"!!/2

+! $"#23! $"#2%2 $"!$"% $"#"".

+/ $"%1#3 $"!### $"#.1# $"#2."

$ $)31.! $)$!.3 $)$.$" $)$%1!

!!表!极差分析结果表明"影响甘薯糖蛋白脱游
离蛋白因素的主次顺序为&’#(#*#)"最佳脱游
离蛋白条件为&’!*!(/)!"即样液与试剂的比例为

!"氯仿与正丁醇的比例为!"脱蛋白次数为/次"脱
蛋白时间为!$9:-时"脱游离蛋白的效果较好!

B!结!论

根据试验结果影响甘薯糖蛋白得率的主次因

素依次为样液与试剂的比例(脱蛋白次数(氯仿与
正丁醇的比例(脱蛋白时间提取时间!甘薯糖蛋白
在样液与试剂的比例为!8#$%8%%"氯仿与正丁
醇的比例为!8#$%8%%"脱蛋白次数为/次"脱蛋
白时间为!$9:-时"脱游离蛋白的效果较好!
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