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摘要!采用碱提酸沉法提取小米谷蛋白!乙醇浸提小米醇溶

蛋白!对
4

种蛋白的结构特征进行研究"结果表明!小米醇

溶蛋白的组成较为简单!且分子量较小!而小米谷蛋白在高

分子量和低分子量都有分布"

<=>

分析发现二者皆为无定

型结构"圆二色光谱测定结果表明!小米醇溶蛋白属于全
!

型结构!有序性优于小米谷蛋白"另外!通过原子力显微镜

观测发现!小米醇溶蛋白呈球状结构!分散状态!而小米谷蛋

白分布较为密集"

关键词!小米#谷蛋白#醇溶蛋白#结构特征
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谷子是中国北方的主要粮食作物之一)

!

*

!脱壳后为小

米"小米的各种营养素比例适宜!是一种良好的营养源)

!

*

"

相比稻米和小麦!小米中的碳水化合物含量比例不高!约为

8$T

"

#$T

)

4

*

!小米中蛋白质的消化率为
56/7T

!生物价为

U#

!高于大米和大麦)

6

*

!同时!小米蛋白也是一种优良蛋白质

的供应源!可应用于食用蛋白+营养强化剂及食品添加剂等

多个食品领域)

7

*

"小米蛋白经酶解处理后得到的多肽具有

抗氧化性等功效)

UV8

*

"古世禄等)

#

*指出绝大多数谷子品种

蛋白质含量为
!$/$$T

"

!6/""T

"小米中蛋白质具有低过

敏性的优良特点!主要分布在小米的胚和胚乳中)

5

*

!基本组

成有以下四类蛋白&清蛋白+球蛋白+醇蛋白和谷蛋白)

"

*

"魏

益民等)

!$

*采用
WBC+G-0

法提取小米蛋白!结果显示醇溶蛋

白和碱溶蛋白所占比例分别为
78/$T

和
4!/4T

!相对而言!

清蛋白和球蛋白含量较低!二者共占
U/UT

"小米蛋白的提

取有碱法和盐法)

!!

*

!杨桦等)

!4

*采用超声波辅助酶法提取小

米蛋白!使得提取率明显提高"然而目前针对小米蛋白结构

特性#如蛋白质二级结构组成+蛋白表面形态等%的研究较为

缺乏!未见国内外相关文献报道"

本试验拟采用碱提酸沉法提取小米谷蛋白!并用乙醇提

取小米醇溶蛋白)

!6V!7

*

!然后对得到的
4

种蛋白的分子量分

布及结构特征进行研究!为小米蛋白的进一步深加工利用提

供参考"

!

!

材料与方法
!/!

!

材料与仪器

!/!/!

!

材料与试剂

黄小米&沁黄
4

号沁州!山西沁州黄小米#集团%有限公司(

无水乙醇+正己烷+氢氧化钠+盐酸+硫酸铵+氯化钡+氯

化钠+硝酸银等&分析纯!国药集团化学试剂有限公司(

凝胶制备试剂盒&北京白鲨易科技有限公司"

!/!/4

!

主要仪器设备

电子天平&

%X6$$4

型!梅特勒
&

托利多仪器#上海%有限公司(

低速大容量多管离心机&

=;&X>X&U$O

型!无锡市瑞祥分

析仪器有限公司(

H

Y

计&

Q)R0%(B

D

M*2B

型!范围为
$/$5

"

!7/$$

!梅特勒
&

托利多仪器#上海%有限公司(

高速粉碎机&

>QZ&6$$

型!温岭市林大机器有限公司(

紫外可见分光光度计&

[9&4!$$

型!尤尼柯#上海%仪器

!



有限公司(

胶体磨&

?Q&U$

型!杭州惠合机械设备有限公司(

高压均质机&

:L4$$8X

型!德国
O%N

集团(

圆二色光谱仪&

?WL&7U$

型!美国
\)+*+

.

)3

公司(

原子力显微镜&

>0'0-B)+-S]W:

型!德国布鲁克科技有

限公司(

冷冻干燥机&

\%JN4&5&X>

H

*2B

型!德国
]IG)B@

公司(

<

射线衍射仪&

>4MYNL%=

型!德国布鲁克
N<L

有限

公司(

电泳仪&

?)-)&M=WJ%N:

#

J0@G(

型!美国
\SW&=N>

公司"

!/4

!

方法

!/4/!

!

小米脱脂
!

称取
U$$

.

小米!用粉碎机充分粉碎后过

U$

目筛!称量!室温下用
!

"

4

#

.

'

'X

%的正己烷搅拌浸泡

7I

!用保鲜膜密封!脱去脂肪!重复
!

次"将脱脂后的小米

在空气中干燥
!4I

!于
7^

冰箱备用"

!/4/4

!

小米蛋白的提取

#

!

%小米谷蛋白的提取&

$

取
6$$

.

脱脂后的小米按

!

"

!U

#

.

'

'X

%比例加入蒸馏水!用胶体磨在
45$$G

'

')-

转

速下处理
4

次!磨齿间隙为
U

%

'

!然后在
7$?M(

压力下循

环均质
!I

(

&

用
$/U'+*

'

X:(WY

调节
H

Y5/U

"

5/5

!搅拌

6$')-

!静置
7I

(

'

所得上清液用
$/U '+*

'

X Y]*

调节

H

Y7/U

!静置
6$')-

后!于
U$$$G

'

')-

离心
!U')-

!沉淀水

洗
4

次!冷冻干燥后
V4$^

保存备用"

#

4

%小米醇溶蛋白的提取&将
!/4/4

#

!

%中第
4

步静置后

所得的沉淀按
!

"

8

#

.

'

'X

%加入体积分数
8UT

乙醇在
6U^

条件下搅拌浸提
7I

!

7U$$G

'

')-

离心
4$')-

得上清液!向

上清液中缓缓加入盐水!同时搅拌!直至体积达到原上清液

的
6

倍!溶液中氯化钠浓度达到
$/6

.

'

!$$

.

"于
$

"

7^

环

境下放置
!1

!使醇溶蛋白沉淀析出来!并使用
5

"

!4E>(

透

析袋将沉淀透析除盐!处理时间为
!1

!透析液为去离子水"

透析过程中经常更换透析液!直到向其中加入
N

.

:W

6

溶液

后没有明显的白色沉淀物出现为止!蛋白沉淀经冷冻干燥后

在
V4$^

保存待用"

#

6

%

L>L&MNO%

分析&参考
X(0''*)

)

!U

*报道的方法并略

做修改"采用
\)+BI(G

H

凝胶制备试剂盒!制备浓度为
!$T

的分离胶和浓度为
UT

的浓缩胶!取
!

.

'

X

蛋白样品
!$$

%

X

和
L>L&MNO%

样品缓冲液
4U

%

X

于
U$$

%

X

离心管中!煮沸

处理
!')-

!

U$$$G

'

')-

离心
!')-

"吸取
4$

%

X

上清液开

始进样!在室温下电泳处理!将浓缩胶中电压恒定为
!$$9

!

电泳过程中注意观察样品!当前端到达分离胶时!将电压增

加为
!U$9

"电泳结束后!采用考马斯亮蓝染色处理胶片!用

去离子水脱色"

#

7

%圆二色光谱分析#

]>

%&参考赵小莉等)

!8

*的分析方

法并稍加修改"称取一定量的谷蛋白和醇溶蛋白!用
8UT

乙

醇溶解醇溶蛋白配制成
!'

.

'

'X

蛋白溶液!谷蛋白加水溶

解使其浓度为
!'

.

'

'X

!并调节
H

Y!4/$

"采用圆二色光谱

仪在远紫外区域#

!"$

"

4U$-'

%扫描!光谱间隔
$/!-'

!扫描

速度为
U$-'

'

')-

"所得数据经
WG)

.

)-5/$

进行拟合!针对

以上
4

种蛋白质的二级结构在分析网站#

I@@

H

&''

1)3IG+A0C/

3G

D

B@/CCE/(3/2E

'

I@'*

'

H

G+30BB/BI@'*

%上做模拟和分析"

#

U

%

<

射线衍射分析#

<=>

%&根据
O20GG0G+

等)

!#

*和

:()1

,

(

等)

!5

*提供的方法稍作调整"利用
>4MYNL%=

型

<&

衍射仪进行测定"相关参数&采用
]2_

(

石墨单色器!电

压
7$E9

!扫描速度
$/$Ù

'

B

!扫描范围
6̀

"

U$̀

"

#

8

%原子力显微镜分析#

NQ?

%&根据耿胜荣等)

!"

*报道的

方法略微调整!将小米谷蛋白及醇溶蛋白分别溶于蒸馏水和

8UT

乙醇中!配成
U$

%

.

'

'X

的蛋白溶液!搅拌过夜!静置待不

溶性颗粒沉淀!各取
!

滴上清液滴于新剥离的云母片#长和宽

均为
!/$3'

%上!待液体挥发晾干后备用"在制备样品的过程

中!应保证避免各种污染!同时确保扫描准确+探针清洁"

4

!

结果与分析
4/!

!

L>L&MNO%

分析

小米醇溶蛋白与谷蛋白的
L>L&MNO%

鉴定见图
!

"从

图
!

可以看到!分离得到的小米醇溶蛋白在
!!

"

4UE>(

有
6

条明显的条带!由此判断小米醇溶蛋白的分子量均在
!!

"

4UE>(

(小米谷蛋白在
!!

"

!5$E>(

均有分布!且
!U

"

!#E>(

及
4U

"

6UE>(

的条带颜色较深!由此推断此分子量

范围的小米谷蛋白含量较高"

(/

小米醇溶蛋白
!

C/

小米谷蛋白

图
!

!

小米醇溶蛋白及谷蛋白的
L>L&MNO%

电泳图

Q)

.

2G0!

!

L>L&MNO%

H

G+P)*0B+P')**0@

.

*)(1)-(-1

.

*2@0-)-

4/4

!

圆二色光谱分析

!"$

"

47$-'

紫外波段的
]>

图谱能够映射出生物大分

子#如蛋白质等%的主链结构特征!能反应出包括
!

&

螺旋+

"

&

折叠+

"

&

转角和无规则卷曲等二级结构的光谱叠加特性"

据文献)

4$

*可知!在
!"$-'

处存在正峰!同时在
4$5

!

44$-'

处有负峰!则表明该分子具有
!

&

螺旋构象(

4!8-'

处呈负峰且
!5U

"

4$$-'

存在正峰!表明有
"

&

折叠构象(在

4$8-'

处出现正峰意味着存在
"

&

转角构象(另外!在
!"5-'

附近有负峰!

44$-'

处有小且较平的正峰!表明存在无规卷

曲构象"醇溶蛋白和谷蛋白的
]>

拟合图见图
4

!利用分析

软件运算得到
4

种蛋白二级结构的相关数据!见表
!

"

!

&

螺旋和
"

&

折叠反映的是蛋白质分子的有序性!

"

&

转角和

无规则卷曲反映的是蛋白质分子松散程度"表
!

显示!小米醇

溶蛋白中
!

&

螺旋含量
#

7$T

而
"

&

折叠几乎没有!由此可以判断

小米醇溶蛋白属于全
!

型)

4!

*结构!相比于小米醇溶蛋白!小米谷

蛋白的
!

&

螺旋和
"

&

折叠含量较少而
"

&

转角及无规则卷曲含量较

多!由此可见小米醇溶蛋白的有序性优于小米谷蛋白"

4

基础研究
!

4$!5

年第
8

期



!/

小米醇溶蛋白
!

4/

小米谷蛋白

图
4

!

小米醇溶蛋白及谷蛋白的
]>

拟合图

Q)

.

2G04

!

]>P)@@)-

.

1)(

.

G('+P')**0@

.

*)(1)-(-1

.

*2@0-)-

表
!

!

小米醇溶蛋白及谷蛋白的二级结构组成

J(C*0!

!

L03+-1(G

D

B@G23@2G0+P')**0@

.

*)(1)-(-1

.

*2@0-)-T

样品
!

&

螺旋
"

&

折叠
"

&

转角 无规则卷曲

小米醇溶蛋白
!$4/U $/$ $/$ !6/"

小米谷蛋白
!

67/8 !!/6 46/6 64/!

4/6

!

<

射线衍射分析"

<=>

#

采用
<

射线衍射技术研究小米醇溶蛋白与谷蛋白的晶

体状态及差异!结果见图
6

+

7

"从图
6

+

7

可以看到!醇溶蛋白

与谷蛋白均没有明显增强的衍射峰!由此推断
4

种分离蛋白

是无定型的"

4/7

!

原子力显微镜分析"

NQ?

#

图
U

是小米醇溶蛋白及谷蛋白溶解液原子力显微镜的

图
6

!

小米醇溶蛋白
<=>

图谱

Q)

.

2G06

!

<=>(-(*

D

B)B+P')**0@

.

*)(1)-

图
7

!

小米谷蛋白
<=>

图谱

Q)

.

2G07

!

<=>(-(*

D

B)B+P')**0@

.

*2@0-)-

二维图和三维图"从图
U

中能够清晰地观察到
4

种蛋白的

聚集度及表面形态"小米醇溶蛋白呈分散状态!颗粒大小较

均匀!表面凸起平缓!直径多在
76$

"

8U$-'

!最高高度只有

图
U

!

小米醇溶蛋白及谷蛋白的
NQ?

图

Q)

.

2G0U

!

NQ?(-(*

D

B)B+P')**0@

.
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.
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5-'

(小米谷蛋白颗粒大小参差不齐!聚集度高!且表面凸起

较高!最高高度有
!8/7-'

"结果表明!小米醇溶蛋白分布均

衡且尺寸较小!而小米谷蛋白的大小多样!且分布杂乱无序!

与本试验
L>L&MNO%

分析和
]>

分析结果一致"

6

!

结论
小米醇溶蛋白和谷蛋白在结构上存在较大差异"

L>L&

MNO%

结果表明!小米醇溶蛋白在
!!

"

4UE>(

有
6

条谱带!

!#E>(

处谱带明显!而小米谷蛋白在高分子量和低分子量范

围内都有谱带!由此可知小米醇溶蛋白的组成较为简单!且

分子量较小!而小米谷蛋白在高分子量和低分子量范围内均

有分布!且分子量为
!U

"

!#E>(

和
4U

"

6UE>(

的蛋白质含

量较高"经
<=>

分析!小米中的醇溶蛋白和谷蛋白皆为无

定型结构"圆二色光谱法测定了
4

种蛋白质二级结构!结果

表明小米醇溶蛋白属于全
!

型结构!有序性优于小米谷蛋

白!此结果在原子力显微镜分析中也得以验证"
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