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摘 要：通过凝胶色谱（+,-789,:;<.##）从小麦胚水溶性提取物中分离出两种蛋白组分 =;>>.
和=;>>!)化学组成分析表明，=;>>.和=;>>!的总糖质量分数分别为23)!2?和26)%6?)气
相色谱分析显示，=;>>.中的单糖主要为鼠李糖和葡萄糖，=;>>!中的单糖主要为鼠李糖、甘露

糖和葡萄糖；紫外吸收光谱分析表明，=;>>.在碱的作用下发生!<消去反应，说明其糖肽键属

@<型)
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作为小麦加工的一种副产品，小麦胚是一种非

常宝贵的资源，具有很高的营养价值［.］)功能食品

的兴起，将小麦胚的研究引向更深的层次)小麦胚

中的多种生理活性物质成为研究的热点［!，$］，研究

人员应用超临界流体萃取、膜分离、离子交换色谱、

凝胶过滤色谱等技术提取、分离、纯化小麦胚中的

生理活性物质)
但关于小麦胚蛋白质结构与功能的研究报道

很少，作者采用凝胶层析、气相色谱、紫外扫描等分

析测试手段，对小麦胚水溶性提取物中糖蛋白进行

分离纯化，并对其化学组成、单糖组成和糖肽键特

征进行了分析)

D 材料与方法

DED 材料

D)D)D 实验原料 新鲜小麦胚芽由上海福新面粉
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厂提供!
!!!!" 主要试剂 "#$%&’#()*++为,%&-.&/0&公

司产品!小分子标准蛋白质为中国科学院上海生物

化学研究所产品!其余试剂均为国产分析纯!
!!!!# 主要仪器与设备 12,34567高速冷冻离

心机：日本东京809&/%0:;<0公司制造；=6*4分光光

度计：上海精密科学仪器有限公司产品；1>?@5A旋

转蒸发仪：上海医械专机厂生产；层析柱（规格：*!B
/.CD+/.）：上海精科生物有限公司生产；78E4A
电脑恒流泵和F"14*++自动部分收集器：上海沪西

分析仪器厂产品；GH4**++紫外分光光度计：北京

瑞利分析仪器厂生产；)I4*JA气相色谱仪：日本岛

津公司产品!
!$" 实验方法

!!"!! 小麦胚水溶性提取物制备* 新鲜小麦胚筛

掉细粉，灭酶（电热烘箱*+5K，鼓风，*5.0L），索氏

抽提法脱脂后粉碎（过B+目筛）!
脱脂麦胚粉与去离子水按!（M）N"（.E）O*N

@的比例混合，在机械搅拌下65K提取B+.0L!提
取液在高速冷冻离心机上进行离心分离（*++++
-／.0L，*5.0L），上清液即为小麦胚水溶性提取物

（P)PQ）!
!!"!" 小麦胚水溶性蛋白质分离* 采用@+R饱和

度的 硫 酸 铵 溶 液 对 P)PQ 进 行 盐 析（65.E
P)PQ中加硫酸铵*5M），静置S+.0L后，离心分

离（*++++-／.0L，*+.0L）!倾去上清液，沉淀用定量

的去离子水溶解，静置S+.0L后，重复离心一次，取

上清液，进行第二次和第三次盐析!第三次盐析离

心得到的沉淀，透析脱盐后冷冻干燥，得到小麦胚

水溶性蛋白质!
!!"!# 小麦胚水溶性蛋白质凝胶层析*+!5M小麦

胚水溶性蛋白质用*+.E去 离 子 水 溶 解，S+++
-／.0L离心后取上清液+!S.E，上"#$%&’#()4*++
凝胶柱进行层析分离!洗脱液为+!6.;T／E磷酸盐

缓冲液（$8=!+）；体积流量+!+=.E／.0L；每S.E
收集一管；用紫外光度计检测6@+L.的吸收值!
!!"!% 糖含量测定* 采用蒽酮U硫酸法检测［J］!

配制6M／E蒽酮试剂：溶解6M蒽酮于浓硫酸

中，当日配制使用!
配制*++.M／.E标准葡萄糖溶液：葡萄糖烘干

后，取*+++.M，加蒸馏水溶解并定容到*+.E，当

日配制使用!
标准曲线：量取葡萄糖标准溶液+!*，+!6，+!S，

+!J，+!B，+!@.E，加蒸馏水补足至*!+.E，再加入

J!+.E蒽酮试剂，迅速浸于冰水浴冷却!各管加完

后一起浸于沸水浴，管口加盖玻璃球，防止水分过

度蒸发，准确煮沸*+.0L后取出，用自来水冷却，室

温放置*+.0L后，于B6+L.比色!以同样方法处理

的重蒸水为空白!
样品测定：分别取"#$%&’#()4*++凝胶柱分离

得到的流出物P),,*，P),,6，+!+5.E，+!*.E，

按标准曲线同样的方法进行测定!
!!"!& 蛋白质质量测定* 采用>;T0L4酚试剂法［5］!
以酪蛋白为标准蛋白，作标准曲线，测定波长为B5+
L.!样品根据蛋白质质量作适当稀释后进行测定!
根据测得的吸光度，通过标准曲线计算出样品中的

蛋白质质量!
!!"!’ 单糖组成分析* 采用衍生化气相色谱法进

行分析［B］!
P),,*和 P),,6在5+K以 下 进 行 真 空 浓

缩，使蛋白质质量浓度提高至*+.M／.E，取*.E，

加入6.E6.;T／E86"2J溶液后，抽真空封管；D+
K水解B%，水解液以固体F&I2S中和，之后滤去沉

淀，用去离子水洗涤沉淀6次，合并滤液，真空浓缩

至无水!
加入*+.M盐酸羟胺，+!5.E吡啶，放入D+K

水浴反应S+.0L，取出后冷却至室温，加入+!5.E
醋酸酐，在D+K条件下继续反应S+.0L，反应物进

行气相色谱分析!
气相色谱分析条件：色谱柱：弹性石英毛细管

柱，内径+!S6..，长S+.；固定液：2H4*=+*；载

气：V6，体积流量*!5.E／.0L；检测器：氢火焰检测

器（>W7）；气化室温度6@+K，检测温度6B+K，程

序升温：*@+!65+K（S+.0L），升温速度SK／.0L!
比较标准单糖和样品的保留时间，确定样品中

的单糖种类，根据峰面积计算单糖的摩尔比!
!!"!( 糖肽键特征分析* 采用!U消去反应和紫

外扫描的方法进行分析［=］!
取样品6.E，加入+!6.;T／EV&28*.E，在

J5K保温S%后，测定紫外吸收光谱!
根据用碱处理前后 P),,*和 P),,6在6J+

L.处的紫外吸收强度，分析是否发生!4消去反应，

确定P),,*和 P),,6是否为24型糖肽键!

" 结果与讨论

"$! 凝胶层析得到"个主要组分

小麦胚水溶性提取物经"#$%&’#()4*++凝胶柱

后的洗脱曲线见图*!从图中可以看出小麦胚水溶性

提取物由多个组分组成，其中有6个组分（P),,*和

P),,6）的含量最多，其余组分分离度不是很高，并
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且含量相对较少!显然，"#$$%和"#$$&是小麦胚

水溶性提取物中蛋白质的主要成分!

图! 小麦胚水溶性提取物的凝胶层析图

"#$%! &’()#*+,-))./+*01-)./23*’(4’..5)/-6)30/*7
18.-)$./7*+9.,8-:.5;2!<<

=%= >;??!和>;??=的糖和蛋白质质量浓度

用蒽酮’硫酸法测得 "#$$%、"#$$&中总糖

质量浓度分别为(!)*+,／+-和(!.&+,／+-!
/0123’酚法测得 "#$$%、"#$$&的蛋白质质

量浓度分别为(!%*+,／+-和(!%4+,／+-!
测定结果表明，"#$$%、"#$$&中都含有糖成

分，并 且 糖 所 占 的 质 量 分 数 比 较 高，分 别 达 到 了

)5!&)6和).!456!
=%@ 单糖组成分析结果

"#$$%、"#$$&的气相色谱分析结果见图&，

*!图)是标准单糖的气相色谱分析结果!

图= >;??!的气相色谱分析图谱

"#$%= ;-368/*7-)*$/-7*0>;??!

图@ >;??=的气相色谱分析图谱

"#$%@ ;-368/*7-)*$/-7*0>;??=

图A 标准单糖的气相色谱分析图谱

"#$%A ;-368/*7-)*$/-7*03)-+:-/:7*+*3-668-/#:.3

在"#$$%单糖分析气相色谱图上出现&个

峰，与标准单糖图谱相对照可知，这&种单糖分别

为鼠李糖和葡萄糖，其摩尔比为&7%!
在"#$$&单糖分析气相色谱图上出现*个

峰，与标准单糖图谱相对照可知，这*种单糖分别

为鼠李糖、甘露糖和葡萄糖，其摩尔比为*7%7&!
=%A 糖肽键特征

"#$$%用碱处理前后的紫外吸收光谱见图8，

.；"#$$& 用 碱 处 理 前 后 的 紫 外 吸 收 光 谱 见

图5!9!

图B >;??!（前）紫外吸收光谱图

"#$%B CD3,.6)/-*0>;??!（1#)8*()E-FG）

图H >;??!（后）紫外吸收光谱图

"#$%H CD3,.6)/-*0>;??!（1#)8E-FG）
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图! "#$$%（前）紫外吸收光谱图

&’()! *+,-./01234"#$$%（5’06370829:）

图; "#$$%（后）紫外吸收光谱图

&’(); *+,-./01234"#$$%（5’06829:）

单糖与蛋白质中某一肽段的连接是糖蛋白的

重要结构特征!目前发现的多种连接方式中，主要

有两类：一类是糖链与天冬酰胺连接，称为"#连接

糖蛋 白；另 一 类 与 丝 氨 酸 或 苏 氨 酸 连 接，称 为

$#连接!在稀碱溶液的作用下，$#型糖肽键能发生

!#消去反应，与糖链连接的丝氨酸转化成"#氨基丙

烯酸，苏氨酸转化为"#氨基丁烯酸，形成的不饱和

氨基酸在%&’()处有明显的紫外吸收!
*+,,-经碱处理后的紫外吸收光谱图上，%&’

()处的吸收明显增加，发生了!#消去反应，说明其

糖肽键为$#型糖肽键；而*+,,%经碱处理后的紫

外吸收光谱图上，%&’()处的吸收没有明显增加，

没有发生!#消去反应，说明其糖肽键不属于$#型糖

肽键!

< 结 论

小麦 胚 水 溶 性 提 取 物 中 含 有 *+,,- 和

*+,,%%种糖蛋白；化学组成分析表明，*+,,-、

*+,,%中都含有糖成分，并且糖所占的质量分数

比较高，分别达到了&.!%&/和&0!1./；气相色谱

分析显示，*+,,-的单糖组成主要为鼠李糖和葡

萄糖，这%种糖的摩尔比约为%2-；*+,,%的单糖

组成主要为鼠李糖、甘露糖和葡萄糖，这3种糖的

摩尔比为32-2%；紫 外 吸 收 光 谱 比 较，可 以 看 出

*+,,-在 碱 的 作 用 下 发 生!#消 去 反 应，表 明 在

*+,,-分子结构中存在$#型糖肽键!
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