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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

)-2@A!D((.,0"(01.*-((.$.%0,1’"$"("$5&%*?E<#0&%"’

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

!!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

)-2@B!D((.,0"(01.$.5"6&’":$"0.-%,3,’.%#5<.$=$.E

5"6-%2

!!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

)-2@C!D((.,0"(01.$.5"6&’0-5."%:$"0.-%$.5"6-%2

!!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!
!下转第##3页"

#2!第#期 赵 梅等#甘薯糖蛋白脱游离蛋白的研究

万方数据



!//"H;KMR,-:C)>M,E,JFBE;T,F;’-’GSBJF;-#G(,KM\BQFE,JF;’-GE’R’E,-<B,(DBI’D=R;JE’P,OBMB,F;-<L-IBESEBKKLEB!+")

F&$?"13*$&0.5.6#!$$$#/!/$#!%\#/1)
!/3"周志#汪兴平)茶多糖提取分离技术研究!+")食品与发酵工业#!$$!#!1%/&$1/)
!/""X,EB):;JE’P,OB0,KK;KFBI*,FLE,(XE’ILJFK9QFE,JF;’-!X")N56X,FB-F"$$!.13##22#0$/0$1)
!/%"C’SBT06O;(,&):;JE’P,OB0,KK;KFBIBQFE,JF;’-J’RD;-BIP;FM<,KJME’R,F’<E,SM=,-IB-T=RB0(;-bBI;RRL-’K’DB-;J,KK,=

!+")4$.%*6-%<%&’30-,&’F1.E-60$3##22%##"%1&$//3\/3$)
!/.">MB-55)5FLI=’GR;JE’P,OBBQFE,JF;’-’GBKKB-F;,(’;(J’-KF;FLB-FKGE’RS(,-FR,FBE;,(K!+")!8-,$"9&:.&%*=’.,0$";

E&2%.0-,=%.$23##223#!2%3&$!/#)
!/1"5L’R;+)9QFE,JF;’-’G;E;I’;I<(=J’K;IBK,-IFMB;EIBFBER;-,F;’-D=R;JB((,EB(BJFE’b;-BF;JJ,S;((,E=JME’R,F’<E,SM=!+")!

F1$"E&0"2$<#!$$$#1%1$./)
!/2"X,-7+):;JE’P,OB0,KK;KFBIBQFE,JF;’-’GF,-KM;-’-BKGE’RK,(O;,R;(F;’EEM;T,DL-<BP;FM,-,(=K;KD=M;<M\SBEG’ER,-JB

(;gL;IJME’R,F’<E,SM=!+")!F1$"E&0"2$<#!$$##2!!$/.#)
!3$"姚中铭#吕晓玲#褚树成)栀子黄色素提取工艺的研究!+")天津轻工业学院学报#!$$##%/2&$3!/\3!1)
!3#"陈猛#袁东星#许鹏翔)微波法萃取辣椒中辣椒素的研究!+")食品科学##222#%#$&$!"\!.)
!3!"8-J’EO;,:,FF;-,:+#8,--LJJ;eBE<BEV 6#dB-K’-R>C):;JE,P,OB0,KK;KFBIBQFE,JF;’-’GF,Q,-BKGE’R4,QLKe;’0

R,KK!+")!<2&%-,)""*F1.E##22.#3"$3%2#)
!3/"X,-7+):;JE’P,OB,KK;KFBIBQFE,JF;’-’GF,-KM;-’-BKGE’RK,(O;,R;(F;’EEM;T,DL-<BP;FM,-,(=K;KD=M;<MSBEG’ER,-JB

(;gL;IJME’R,F’<E,SM=!+")!F1$"E&0"2$<#!$$##2!!$/.#)
!33">,EE’*):;JE’P,OB,KK;KFBIBQFE,JF;’-’GR’-’FBESB-’(K;-RLKFK,RS(BK!+")<%&’360##22.##!!$/!")
!3"">MBBAA#V’-<:A#CBB?A)dBFBER;-,F;’-’G’E<,-’JM(’E;-BSBKF;J;IBK;-P,FBED=RBRDE,-’LKK’(;I0SM,KBBQFE,J0

F;’-#,-I;-KBI;RB-FD=R;JE’P,OB0,KK;KFBIK’(OB-FBQFE,JF;’-P;FM<,KJME’R,F’<E,SM=,-IB(BJFE’-0J,SFLEB,-IR,KK

KSBJFE’RBFE;JIBFBJF;’-!+")!F1$"E&0"2$&G13<##22%#./%%#_!&$!##\!#1)
!3%"王琴#关建山#刘文根)微波法萃取芝麻油的工艺研究!+")中国油脂#!$$!#!.%3&$##\#!)
!3."?’-<*#@,=(,=,-&6#W,=M,O,-U5#BF,():;JE’P,OB0,KK;KFBIBQFE,JF;’-’GSMB-’(;JJ’RS’L-IKGE’R<E,SBKBBI!+")

U&07$"*Q.00#!$$###"%/&$#2.)
!31"eLEB,L5#W,TL-<(BK6#e,LRBKW#BF,()U(=J’K=(,FBIG(,O’ESEBJLEK’EBQFE,JF;’-D=R;JE’P,OBKGE’R<E,SBfL;JB,-I

<E,SBK!+")!)""*+,-##22%#%#%/&$"".)
!32"A,LGR,--eB,FE;JB#>ME;KFB-XM;(;SSB#&BLFMB=+B,-0CLJ)X,E,RBFBEK,GGBJF;-<R;JE’P,OB0,KK;KFBIBQFE,JF;’-’GP;FM,-’0

(;IBK!+")7130",1.E<%&’#!$$###!$/!.)
!"$"X,E,+W+’JB(=-#5;<’L;-:;JMB():;JE’P,OB0,KK;KFBI-,FLE,(SE’ILJFKBQFE,JF;’-!X"N5X$"$$!.136##22#0$/0!%)
!"#"9-IBEKe#5JMPBI(U)5LSBEJE;F;J,(G(L;IBQFE,JF;’-#R;JE’P,OB0,KK;KFBIBQFE,JF;’-,-I5’QM(BFBQFE,JF;’-G’EFMB,-,(=K;K

’GX>eK;-K’;(,-IKBP,<BK(LI<B!+")!"#$%&’)#$7$&V0-6,1.F1.E-.;F1.E-V.$;P.-0#%2##22.#//2%/&$!"$#)

!责任编辑"李春丽#

!上接第2#页#

参考文献!
!#"+:’-FEBL;(#+HU&(;B<B-FM,EF)U(=J’SE’FB;-K!+")<E60.$*&E=’6.:-.$##22"#!$3#\3/)
!!"eBB(B=+U)U(=J’SE’FB;-,-ISE’FB’<(=J,-FBJM-;gLBK#,K(,D’E,F’E=FBJM-;gLBK;-D;’JMBR;KFE=,-IR’(BJL(,ED;’(’<=!:")

9(KBO;BE)6RKFBEI,R$*BP@’Eb$]QG’EI##21")
!/"吴东儒)糖类的生物化学!:")北京$高等教育出版社##21.)
!3"孙册#莫汗庆)糖蛋白与蛋白聚糖结构’功能和代谢!:"北京$科学出版社##221)
!""孙志贤)现代生物化学理论与研究技术!:")北京$军事医学出版社##22")
!%"杨立明#陈赐民)浅谈甘薯综合开发利用!+")国外农学\杂粮作物##22"#!$33\3")
!."胡明方#王光慈)食品分析!:")重庆$西南师范大学出版社##22!)

!责任编辑"杨 萌#

3## 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!


