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甘薯水溶性糖蛋白的分离纯化及结构初探

赵梅1， 于春娣 ' 丁霄霖2
(1．青岛农业大学食品科学与工程学院，山东青岛266109；2．

214122)
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摘 要：采用二乙基氨基纤维素DEAE_52和葡聚糖凝胶G100柱层析法，从甘薯中分离纯化甘薯

糖蛋白，并对其结构进行了初步探讨。研究结果表明，糖蛋白纯品呈白色，易溶于水；蛋白质质量

分数为61．2％，通过SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳对糖蛋白进行纯度鉴定，结果显示只有一条谱带。

气相色谱分析表明甘薯糖蛋白中糖链部分含有鼠李糖、阿拉伯糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖；红外光

谱和p消去反应表明：甘薯糖蛋白中舍有a一糖苷键，糖苷键类型主要为吡喃型；糖与蛋白的肽链

之间的连接点类型是O一糖肽键。
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Studies on Isolation，Purification and Identification of
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Abstract：In this study， by using DEAE一5 2 cellulose and Sephadex G1 00 Column

chromatography，sweet potato glycoprotein(SPG)was isolated and purified from sweet potato，

then its structure was analyzed．The results indicated：SPG takes on white solid powder and iS

easily dissolved in water；the content of protein in SPG iS 6 1．2％．S contained in the SPG

polysaccharide chain of SDS——PAGE showed one bond．Main monosaccharide were Arabinose，

Xylose，Mannose，Glucose and Galactose．The structure of SPG was studied bv IR and alkaline

pelimination reaction．It was found that：(1)SPG contains a-glucosidic bonds；(2)the type of

the glucosidic bonds was pyranose，(3)the protein was covalently linked with the carbohydrate by

O-glycosyl linkage．
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糖蛋白(Glycoprotein)是一类由糖类同多肽或

蛋白质以共价键连接而形成的结合蛋白[1。。根据

糖基异头碳原子上的羟基与肽链氨基酸残基上的

酰胺基或羟基脱水所形成的糖苷键的不同，可分为

N一糖苷键和p一糖苷键两大类‘引。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
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基质、血浆、粘液、激素等的重要构成成分[3]。日本

营养学家发现：甘薯含有丰富的粘蛋白，对人体有

特殊的保护作用，能保持消化道、呼吸道、关节腔、

膜腔的润滑和血管的弹性。由于这种物质可防止

脂类物质在动脉管壁上沉积而引起的动脉硬化，防

止肝及肾脏等器官结缔组织的萎缩，可以减缓人体

器官的老化，提高机体免疫力[4]。作者研究了甘薯

糖蛋白的提取、纯化方法，对糖蛋白的结构进行了

初步分析，为后续的研究打下了基础。

1材料与方法

1．1材料

甘薯：紫罗兰3号，江苏常州产；DEAE-Celu-

lose-52、Sephadex G100：上海华美生物工程公司进

口分装；835-50型氨基酸自动分析仪：日立公司产

品；GC-14A气相色谱仪Nexus，傅立叶变换红外光

谱仪：美国Thurmo Nicolet公司产品；HH-4型数

显恒温水浴锅：金坛市顺华仪器有限公司产品；UV一

2102 PCS型分光光度计：尤尼柯(上海)仪器有限公

司产品。

1．2方法

1．2．1甘薯粗糖蛋白的制备新鲜甘薯一清洗一

去皮一烘干一粉碎一水浸提一离心分离一上清

液醇析一离心一沉淀物溶剂干燥一糖蛋白粗品

1．2．2甘薯水溶性糖蛋白的纯化糖蛋白粗品用

适量蒸馏水溶解后用Sevage法脱蛋白后经透析浓

缩后依次经DEAE-Celulose-52柱层析，0．05、0．1、

0．5 mol／L碳酸氢钠溶液阶段洗脱；Sephadex G100

柱层析，0．02 mol／L Tris—HCl(pH 7．2)洗脱，洗脱

后经检测得一陡峭的大峰，收集此高峰部分冷冻干

燥即得糖蛋白纯品L5]。

1．2．3 甘薯水溶性糖蛋白的纯度鉴定 将过

Sephadex G100凝胶过滤后收集所得的甘薯糖蛋白

制品进行透析至无盐，并进行浓缩。取200弘L浓

缩液加相同体积的2倍样品缓冲液，在100℃沸水

中保温3 min。取出冷却后作为实验分析样品。如

处理好的样品暂时不用，可放在一20℃冰箱保存较

长时间，使用前在沸水浴中加热3 min，以除去亚稳

态聚合物。

1．2．4 蛋白质含量的测定 以糖蛋白纯品作样

品，采用Folin一酚法[卜7。，以牛血清白蛋白作为标

准品。

1．2．5氨基酸组成分析分别取20 mg甘薯糖蛋

白粗品和纯品于水解管中，然后各加18 mL 6 mol／

L的盐酸溶液，抽真空封管，在110℃水解24 h，取

出冷却后，全部转移至50 mL容量瓶中定容至刻度

摇匀，用双层滤纸过滤，取滤液1 mL于25 mL烧杯

中，在真空干燥器中蒸干(约40℃)，将小烧杯取出

加入0．02 mol／L盐酸3 mL，在空气中放置30

min，搅拌均匀，用氨基酸分析仪进行氨基酸分析。

1．2．6糖含量的测定 以糖蛋白纯品作样品，采

用苯酚～硫酸法[81测定糖蛋白中的糖含量。

1．2．7中性单糖组成分析取10 mg冷冻干燥糖

蛋白纯品为样品，加入2 mL 2 mol／L H。SO。溶液

后，抽真空封管。100℃水解12 h。水解液用固体

BaCO。中和，加少量蒸馏水，离心，真空干燥至无水。

加入10 mg盐酸羟胺，0．5 mL吡啶溶液，然后放人

90℃水浴中反应30 min，取出后冷却至室温，加入

0．5 mL醋酸酐溶液，在90℃条件下，继续反应30

min，进行乙酰化，反应物进行气相色谱分析。

1．2．8红外吸收光谱分析糖蛋白纯品用KBr进

行压片，在400～4 000 am-1之间用红外光谱仪进行

扫描。

I．2．9 紫外吸收光谱 糖链与蛋白质肽链不同的

连接方式表现出对碱的稳定性不同[9]，根据这一特

征可以对糖链与蛋白质肽链的连接以及糖链本身

的结构进行深入研究。将甘薯水溶性糖蛋白样品

(4．5 mg／mL)置于0．2 mol／L NaOHml．0 mol／L

NaBH；溶液中，于45℃反应30 min，测定其紫外吸

收光谱，同时测定未用碱处理的相同浓度糖蛋白的

紫外吸收光谱。比较所得到的两条曲线。

2结果与分析

2．1糖蛋白的一般性质

糖蛋白纯品呈白色，易溶于水，蛋白质质量分

数为61．2％，糖质量分数为38．7％。

2．2 DEAE-52纤维素柱层析纯化甘薯水溶性糖蛋

白(SPG)

从图1可知，在DEAE一52纤维素层析柱上，甘

薯糖蛋白粗品经0．05、0．1、0．5 mol／L碳酸氢钠溶

液阶段洗脱后(每20管一个梯度)，可得到1个主

峰，收集此高峰部分。

2．3 Sephdex G100纯化SPG

图2洗脱曲线表明：第2个峰峰值高，对称性

好，分离度好。故合并第2个峰，透析后冷冻干燥

得白色固体。

2．4甘薯糖蛋白的纯度鉴定

甘薯糖蛋白的电泳扫描结果如图3所示，左边

的一条谱带为甘薯水溶性糖蛋白纯品，右边的为标

准相对分子质量蛋白对照品。从图中可看到甘薯
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水溶性糖蛋白纯品只有唯一的一条染色带，表明该

纯品为纯度较高的均一组分，其纯度达到生物和理

化性质研究要求。

管数／支

图1 碳酸氢钠溶液进行阶段洗脱所得的洗脱曲线

Fig．1 Ion exchange chromatogram obtained by phase e。

lution with NaHC03 solutions

管数／支

图2甘薯水溶性糖蛋白在Sephadex G100层析柱上的

洗脱图

Fig．2 Elution pattern of SPWSGP on Sephadex G100

图3甘薯水溶性糖蛋白电泳扫描图

Fig．3 The electrophorogram of SPG

2．5糖蛋白的氨基酸组成分析

由表1可知，甘薯水溶性糖蛋白几乎含有人体

必需的各种氨基酸，其中天冬氨酸、谷氨酸、精氨

酸、半胱氨酸、苯丙氨酸、亮氨酸含量较高。除色氨

酸在酸水解时被破坏而没有被检测外，甘薯水溶性

糖蛋白含有7种必需氨基酸，含量和比例都接近

WHO的推荐值。因此，甘薯水溶性糖蛋白是一种

优质的植物蛋白质。

2·6甘薯水溶性糖蛋白的单糖组成分析

标准中性单糖的气相色谱分析结果如图4所

示。主要色谱峰与单糖的对应关系如下：16．967为

鼠李糖，18．625为阿拉伯糖，19．508为木糖，

24．625为甘露糖，25．758为葡萄糖，26．567为半乳

糖，30．117为肌醇。

表1两种样品的氨基酸自动分析结果

Tab．1 The results of amino acid analysis of two samples

注：*为必须氨基酸
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图4标准中性单糖的气相色谱分析图

Fig．4 Gas chromatogram of standard neutral monesac-

ehatides

将甘薯水溶性糖蛋白的单糖分析气相色谱图5

与图4对照可知，甘薯水溶性糖蛋白的单糖组成共

有5种，它们分别是：鼠李糖、阿拉伯糖、甘露糖、葡

萄糖、半乳糖。这几种单糖的质量比例为仇(鼠李

糖)：m(阿拉伯糖)：优(甘露糖)：优(葡萄糖)：m
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(半乳糖)一0．095：0．239：0．028：0．035：

0．603，由此可以看出，甘薯水溶性糖蛋白中的单糖

组成主要是半乳糖，占60．3％。

20

>15
目

兽10
5

＼
＼＼ 善唑P- 瘫

＼汪?蟊

VV仉
图6甘薯水溶性糖蛋白的红外光谱图

Fig．6 IR spectrum of SPG

2．8甘薯水溶性糖蛋白的紫外吸收光谱分析

碱性p消除反应被广泛应用于阐明糖蛋白的

结构，当糖蛋白受温和的碱处理时，N一糖肽键是稳

定的，而由于糖与蛋白质的丝氨酸和苏氨酸的8一

位羟基之间形成的。一糖肽键对碱不稳定，所以会

产生B一消除反应，形成不饱和氨基酸(与o～糖肽键

连接的丝氨酸生成a一氨基丙烯酸，苏氨酸生成a一氨

基丁烯酸)。这种不饱和氨基酸的形成使样品在

241 nm波长处的紫外吸收值明显增加，因此可以利

用B一消除反应判断糖与蛋白肽链之间的连接类

型ⅢJ。

从图8可见，处理后的甘薯水溶性糖蛋白溶液

在241 nm产生了明显的光吸收，说明甘薯水溶性

糖蛋白中存在。一糖肽键。

； L——————、＼
图7加NaOH前甘薯糖蛋白的紫外扫描曲线

Fig．7 UV spectrum of SPG(without NaOH)
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图8加NaOH后甘薯糖蛋白的紫外扫描曲线

Fig．8 UV spectrum of SPG(with NaOH)

3 结 语

研究结果表明，糖蛋白纯品呈白色，易溶于水；

蛋白质质量分数为61．2％。甘薯糖蛋白中糖链部

分含有鼠李糖、阿拉伯糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖；

红外光谱和p一消去反应表明：甘薯糖蛋白中含有

a一糖苷键，糖苷键类型主要为吡喃型；糖与蛋白的

肽链之间的连接点类型是O一糖肽键。
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我刊连续5次入编《中文核心期刊要目总览》

依据文献计量学的原理和方法，经研究人员对相关文献的检索、计算和分析，以及学科专家评

审，我刊《食品与生物技术学报》再次入编《中文核心期刊要目总览>>2008年版(即第五版)。此前，

我刊以连续入编《中文核心期刊要目总览》前4版。

评选核心期刊的工作，是运用科学方法对各种刊物在一定时期内所刊载论文的学术水平和学

术影响力进行综合评价的一种科研活动。北京地区十几所高校图书馆、中国科学院国家科学图书

馆、中国社会科学院文献信息中心、中国人民大学书报资料中心、中国学术期刊(光盘版)电子杂志

社、中国农业科学院农业信息研究所等相关单位的百余名专家和期刊工作者参加了研究。

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法。定量评价指标体系采用了

被索量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、

Web下载量等个评价指标。经过定量筛选和专家定性评审，从我国正在出版的中文期刊中评选出

1 980余种核心期刊。
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