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苦荞粉蛋白质的分级制备及理化性质

郭晓娜!!姚惠源!!陈正行
!江南大学 食品科学与安全教育部重点实验室"江苏 无锡!.3$#%#

摘!要!对苦荞粉蛋白进行了分级制备!并对其理化性质进行测定分析"结果表明!苦荞蛋白组分
中清蛋白的质量最高#3#41!5$!其次为谷蛋白#.34"15$!醇溶蛋白#.$4"$5$!球蛋白的质量最
低#/41!5$%还原和非还原条件下的676089:;表明3种蛋白组分中均有二硫键的存在%与

<9=&>?=推荐的氨基酸模式相比!除了球蛋白一些必需氨基酸稍微缺乏之外!其余#种组分均
含有充足的必需氨基酸%76@分析表明苦荞清蛋白和球蛋白的变性温度分别为1.4#3 A和

2143#A"
关键词!苦荞蛋白质$676089:;$76@$理化性质
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!!荞麦属于蓼科#8’(-L’F,UK,K$%荞麦属#<,L’0
\QH]$%是双子叶植物(中国是荞麦生产大国%荞
麦的分布极其广泛%其中甜荞主要分布在内蒙古&

甘肃&山西等省%苦荞主要分布在西南地区的云南&
四川&贵州等省%尤其是四川省的凉山州是中国苦
荞麦分布最集中%种植面积最大的产区(
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近年来荞麦蛋白的生理功能逐渐引起许多学

者的关注!如"降低血液胆固醇#.‘!$!阻止/!.!‘二
甲苯蒽诱发的乳腺癌##$!抑制胆结石的形成#3$!抗
衰老#"$等!国际谷物协会%̂@@&把荞麦称之为一种
新的潜在的颇具开发前景的功能性食品配料’随
着我国经济建设的快速发展!人们生活水平的日益
提高!人们对于健康的消费也日益剧增’大力开发
利用中国的苦荞资源!不仅可以满足国民的健康需
求!而且能够为加快西部地区的发展做出贡献’
最近几年很多有关荞麦蛋白的生理功效的文

献陆续发表!然而有关荞麦蛋白理化性质的研究相
对较少!尤其是对于中国特有品种(苦荞更是较
少’本文主要对苦荞粉蛋白质的分级分离)多肽链
组成和相对分子质量分布)氨基酸组成以及热力学
特性等理化性质进行了研究!这在国内外未见相关
报道’

?!材料与方法

?@?!材料

?@?@?!实验原料!苦荞粉"购于四川省凉山州小
杂粮粉厂’

?@?@A!主要试剂!丙烯酰胺)*!*0甲叉双丙烯酰
胺)四甲基乙二胺均为电泳级*低相对分子质量标
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’

?@?@B!主要仪器!I=8a0"!7冷冻离心机"日本东
京 ?ER,UJEN’ZE@’公司产品*9LE(KFR..$$液相色
谱"美国安捷伦公司产品’7GG0!!#9型电泳槽
和;@8#$$三恒多用电泳仪"北京市六一仪器厂产
品*8Gâ60.差热扫描量热分析仪"美国8KQZEF;(0
]KQ公司产品’

?@A!方法

?@A@?!脱脂方法!取一定量的苦荞粉按照.b"
%Lb]O&加入正己烷!室温下脱脂.!J!其间换正
己烷3""次!脱脂后将苦荞粉置于通风橱中挥发

31J!脱脂苦荞粉装入具塞试剂瓶中!置于冰箱3A
保存供备用’

?@A@A!苦荞粉蛋白质的分级制备

.&清蛋白!取.$$L脱脂苦荞粉!加入到蒸馏
水中%料水比为.b.$&!室温下搅拌提取.J!于

3A!.$$$$Q+]EF离心!$]EF!收集上清液!沉淀
重复提取一次!离心!上清液合并后浓缩!冷冻干燥
所得产品即为清蛋白组分’

!&球蛋白!清蛋白提取后的沉淀加入到.
]’(+O*,@(中%料水比为.b.$&!室温下搅拌提取

.J!于3A!.$$$$Q+]EF离心!$]EF!收集上清
液!沉淀重复提取一次!离心!上清液合并后于3A
透析31J!沉淀冷冻干燥后即为球蛋白组分’

#&醇溶蛋白!球蛋白提取后的沉淀加入到

""5 正丙醇中%料水比为.b.$&!室温下搅拌提取

.J!于3A!.$$$$Q+]EF离心!$]EF!收集上清
液!沉淀重复提取.次!离心!上清液合并后旋转蒸
发浓缩!然后冷冻干燥!所得产品即为醇溶蛋白’

3&谷蛋白!醇溶蛋白提取后的沉淀加入到

$4$"]’(+O*,=?中%料水比为.b.$&!室温下搅
拌提取.J!于3A!.$$$$Q+]EF离心!$]EF!收
集上清液!沉淀重复提取一次!离心!上清液合并后
加入三氯乙酸至最终浓度.$5!于3A!.$$$$Q+

]EF离心.$]EF!沉淀用冷丙酮洗涤两次!冷冻干
燥!所得产品即为谷蛋白’

?@A@B!676089:;!C"!采用不连续系统凝胶配置!
分离胶浓度.!L+TO!浓缩胶浓度3L+TO!电极缓冲
液%内含$4.L+TO676)$4$" ]’(+O BQEV0$4#13
]’(+O甘氨酸缓冲液\?14#&’
用垂直板电泳槽!以.L+TO琼脂封底’

.&!$]O分离胶配置"%4%%]O分离胶贮液
%#$L+TO9UQ‘$41L+TOYEV&)!4"$]O分离胶缓
冲液%\?142BQEV‘?@(&)$4!$]O.$L+TO676)

!4$$]O.体积分数B;+;7)14"3]O重蒸馏水)

$4.$]O.$L+TO98混合而成’

!&.$]O浓缩胶配置"#4$$]O浓缩胶贮液
%.$L+TO9UQ‘$4"L+TOYEV&).4!"]O浓缩胶缓
冲液%\?%4/BQEV‘?@(&)$4.$]O.$L+TO676)

.4$$]O.5体积分数 B;+;7)34%$]O重蒸馏
水)$4$"]O.$L+TO98混合而成’
每个样品加!$#O!采用676089:;低相对分

子质量标准蛋白’电泳开始时电流为.$]9左右!
待样品进入分离胶后!改为!$]9左右!当染料前
沿距硅橡胶框底边约.U]时停止电泳’
凝胶采用考马斯亮蓝a0!"$染色’

?@A@D!氨基酸组成分析!样品溶于一定量的"4/
]’(+O的盐酸溶液中!移入水解管封管后!在..$
A水解!$"!3J!切开封管!抽干后!采用 =89柱
前自动衍生!上9LE(KFR..$$液相色谱仪进行氨基
酸组成分析’

?@A@E!样品的76@测定!称取.]L蛋白冷冻干
燥制品置于铝盒中!然后再用微量注射器向铝盒中
添加.$#O的$4$.]’(+O\?/4"磷酸盐缓冲液!
然后将样品置于3A过夜平衡’以空铝盒为空白
对照!氮气流速!$]O+]EF!扫描范围为!$".!$
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A!升温速率为.$A"]EF#

A!结果与讨论

A@?!苦荞蛋白质组分的含量与及纯度
苦荞蛋白质组分的含量及纯度见表.#从表中

我们可以看出!清蛋白含量最高!占总蛋白的

3#41!5!其 次 为 谷 蛋 白 $.34"15%!醇 溶 蛋 白
$.$4"$5%!球 蛋 白 的 含 量 最 低!占 总 蛋 白 的

/41!5#由此可见!苦荞中主要的蛋白组分是可溶
性蛋白$清蛋白和球蛋白%!溶解性能很好!这是蛋
白质最主要的功能性质!这也为苦荞蛋白在食品工
业中的应用奠定基础#
表?!苦荞蛋白质的组分组成比例及蛋白质含量

9&=F?!G-50$-=#0-"%&%*8#$-03"(8$"0.-%($&,0-"%5"(*.(&06

0.*0&$0&$3=#,:;1.&0(’"#$

组分
各组分的蛋白质
质量分数"5

占总蛋白的
质量分数"5

清蛋白 3.41$ 3#41!

球蛋白 2!423 /41!

醇溶蛋白 #$4// .$4"$

谷蛋白 /"432 .34"1

A@A!苦荞蛋白质组分的+G+64<HI分析
苦荞蛋白质组分的676089:;分析见图.!低

相对分子质量蛋白电泳标准曲线见图!#从图.可
以知道!在非还原条件下!清蛋白主要亚基的相对
分子质量分别为%3$$$!"/$$$!3.$$$和#1$$$
7,!此外!有一些含量较低的亚基分布在!!$$$"
.3$$$7,之间&球蛋白主要亚基的相对分子质量
分别 为%3$$$!"/$$$!3.$$$!#1$$$!#3$$$!

!1$$$!!%$$$!!#$$$!!.$$$!.2$$$ 和."$$$
7,&醇溶蛋白主要亚基的相对分子质量分别为

./$$$和."$$$7,!其次有两个含量较低的亚基分
别为!$$$$和.3$$$7,&谷蛋白亚基的相对分子质
量分布在%%$$$".3$$$7,之间!并且一些亚基相
对分子质量较大!不能进入3L"TO的浓缩胶!分辨
率较低#
在还原条件下!清蛋白主要亚基的相对分子质

量分别为3.$$$!#1$$$!!.$$$和!$$$$7,!此外!
有一些含量较低的亚基分布在!$$$$".#$$$7,
之间&球蛋白主要亚基的相对分子质量分别为

3.$$$!#1$$$!!2$$$和!3$$$7,!而且还有"条
含量较高的谱带!集中分布于!$$$$".#$$$7,之
间&醇溶蛋白主要亚基的相对分子质量分别为

!2$$$!!%$$$!./$$$和."$$$7,&谷蛋白亚基的

相对分子质量分布在3#$$$".3$$$7,之间!并且
仍有一些亚基相对分子质量较大!不能进入3L"TO
的浓缩胶#

$9%非还原

$Y%还原

,)苦荞粉!P)谷蛋白!U)醇溶蛋白!T)球蛋白!K)清蛋白!V)低

相对分子质量蛋白

图?!苦荞蛋白质组分的+G+64<HI

)-2F?!+G+64<HI#%*.$%"%$.*#,0-J.,"%*-0-"%5!<"

&%*#%*.$$.*#,0-J.,"%*-0-"%5!/"

A@B!苦荞蛋白质组分的氨基酸分析
苦荞蛋白质组分的氨基酸分析见表!#清蛋白

含有较高的组氨酸’苏氨酸’缬氨酸’苯丙氨酸’亮
氨酸’异亮氨酸和赖氨酸&球蛋白含有较高的蛋氨
酸和赖氨酸&醇溶蛋白含有较高的组氨酸’苏氨酸’
缬氨酸’亮氨酸和异亮氨酸&谷蛋白含有较高的组
氨酸’苏氨酸’缬氨酸’亮氨酸和异亮氨酸#与推荐
的氨基酸模式相比!除了球蛋白一些必需氨基酸稍
微缺乏之外!3种组份均含有充足的必需氨基酸#
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对于非必需氨基酸来说!3种组份中都含有较高含
量的谷氨酸和天冬氨酸"

图A!低相对分子质量蛋白质电泳标准曲线

)-2FA!91.50&%*&$*,#$J."(.’.,0$"81"$.5-5

表A!苦荞蛋白质组分的氨基酸分析

9&=FA!<7-%"&,-*,"78"5-0-"%"(8$"0.-%($&,0-"%5!2"?KK2
8$"0.-%#

氨基

酸

清

蛋白

球

蛋白

醇溶

蛋白

谷

蛋白

<9=#>?=推荐模式
小孩 成人

9V\

:(H

6KQ

?EV

:(-

BJQ

9(,

9QL

B-Q

@-V

&,(

+KR

8JK

(̂K

OKH

O-V

8Q’

.$4"3

!$4!$

"43"

!4".

%4$3

#4%2

"4"1

14/%

!4/#

!422

34/1

.4%$

"4!1

#4/3

%4.1

"42$

#42/

24/!

#$4!2

#41/

.422

343$

!42.

14#.

34"1

!413

!4"!

#4#/

"4.1

#42!

!43!

3432

"4#.

#41"

/4$/

..4%.

34#%

#41/

%43#

"4"3

#4..

.34%/

34%#

#43.

"411

.4%#

34"%

34!2

24$%

34#$

"4"3

242/

!$4"!

"4$.

!4%/

"4%2

#4%.

"4/#

14."

#4#%

!431

"4#.

.41.

3412

34.3

%4%3

"4!2

34%/

.42

#43

#4"

!4"

%4#

!41

%4%

"41

.4%

$42

.4#

.4/

.42

.4#

.42

.4%

A@D!苦荞蛋白质组分的G+L分析
热变性温度是食品蛋白质的一个重要的加工

影响因素!因为蛋白质的变性会导致蛋白质高级结
构的展开!各种食品功能性质的明显降低或丧失"
因此测定食品蛋白的变性温度及过程对于蛋白质

的应用具有重要的指导意义"
苦荞清蛋白和球蛋白76@分析结果如图#和

图3所示"实验中醇溶蛋白和谷蛋白没有检测到
变性温度!估计在制备过程中已经变性"清蛋白的
变性 温 度 为 1.4#3A!球 蛋 白 的 变 性 温 度 为

2143#A"这与其它谷物相比!明显高于其它谷物
蛋白的热变性温度!这表明苦荞蛋白质的热稳定较
好"

图B!苦荞清蛋白G+L分析扫描曲线

)-2FB!91.$7"2$&7"(=#,:;1.&0&’=#7-%"=0&-%.*=3
G+L

图D!苦荞球蛋白 G+L分析扫描曲线

)-2FD!91.$7"2$&7"(=#,:;1.&02’"=#’-%"=0&-%.*=3
G+L

B!结!论

苦荞蛋白质组分中清蛋白的质量分数最高

$3#41!5%!其次为谷蛋白$.34"15%!醇溶蛋白
$.$4"$5%!球蛋白的质量分数最低$/41!5%&还原
和非还原条件下的676089:;表明3种组分中均
有二硫键的存在&与<9=#>?=推荐的氨基酸模
式相比!除了球蛋白一些必需氨基酸稍微缺乏之
外!3种组份均含有充足的必需氨基酸&76@分析表
明苦荞清蛋白的变性温度为1.4#A!而球蛋白的
为2143A"
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