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大孔树脂纯化苜蓿叶蛋白肽的工艺优化
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摘要!通过对比
$

种大孔树脂对苜蓿叶蛋白肽吸附效果$

筛选最佳大孔吸附树脂$并研究其对苜蓿叶蛋白肽的吸

附)解吸特性"试验结果表明$纯化苜蓿叶蛋白肽的最

适大孔吸附树脂为
'M!"#0S

型$最佳工艺条件为#上样流

速
";)1̂

(

136

$上样浓度
#"1

9

(

1̂

$

+)W

乙醇溶液为洗

脱剂$洗脱流速
";)1̂

(

136

$洗脱体积
!""1̂

"在该条

件下苜蓿叶蛋白肽含量较最初提高了
($;,)W

$糖含量降

低了
-#;--W

$盐 和 其 他 杂 质 含 量 降 低 了
+";,+W

"

'M!"#0S

型大孔吸附树脂对苜蓿叶蛋白肽有较好的纯化

效果"

关键词!苜蓿'叶蛋白肽'大孔吸附树脂'纯化
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紫花苜蓿#

8/B&C'

1

*H'?&F'

%是一种多年生的优良豆

科牧草'有!牧草之王"的美称'是国内外主要栽培的牧草

之一,

#N*

-

(苜蓿叶蛋白的营养价值高'粗蛋白含量高达

)"W

#

$"W

'并且氨基酸组成配比合理,

(

-

'据文献,

)

-报

道许多氨基酸及其衍生物具有抗氧化能力'如半胱氨酸+

组氨酸+色氨酸+赖氨酸+精氨酸等'可作为优良的蛋白原

添加于饮料+焙烤等食品中(但由于苜蓿叶蛋白溶解性

等功能性质较差'限制了其在食品中的应用(研究,

$N-

-

表明'蛋白肽具有抗氧化+降血压+调节血清中血脂水平+

抗癌+提高免疫等功能(谢正军等,

,

-通过提取+酶解和超

滤从苜蓿叶蛋白中分离得到了相对分子质量不同的可溶

性苜蓿叶蛋白及其酶解粗肽和精制肽'比较了其抗氧化

活性'发现苜蓿叶蛋白几乎没有抗氧化活性'而酶解后的

粗肽以及超滤后的精制肽均表现出较强的抗氧化活性'

而且精制肽的抗氧化活性强于粗肽(因此'将酶解后的

粗肽纯化后更适合应用于食品工业(

近年来'大孔树脂被广泛应用于多酚+生物碱+二氢

槲皮素+皂苷等活性成分的分离纯化,

#"N##

-

(马寒冰等,

#!

-

进行了不同型号的大孔吸附树脂的静态吸附和解吸试

验'确定
'M!"#0S

型大孔吸附树脂对大豆多肽的吸附性

能及脱盐效果最佳'多肽含量提高了
+";*)W

+糖和盐含

量分别降低了
+";-"W

和
,*;,*W

(李华等,

#*

-采用超滤与

大孔树脂吸附+乙醇分级洗脱分离纯化抗氧化黑豆肽'确

定
'M!"#0S

型树脂对抗氧化肽的分离效果优于其他
*

种

树脂'体积分数为
+)W

乙醇洗脱组分具有相对最强的

P@MS

值(综上'前人对豆科肽类的纯化研究较多'纯化

效果也较好(但对苜蓿叶蛋白肽的制备及纯化研究较
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少(谢正军,

#(

-研究了苜蓿叶蛋白酶解物超滤和脱盐工

艺'采用先超滤再经大孔吸附树脂脱盐后'苜蓿叶蛋白酶

解物的蛋白质含量仅提高了
#;+*W

(为简化纯化步骤'

本研究拟采用不经超滤仅用大孔吸附树脂脱盐工艺纯化

苜蓿叶蛋白肽'并对苜蓿叶蛋白肽的纯化工艺进行优化'

为植物叶蛋白肽类化合物进一步分离纯化提供试验

依据(

#

!

材料与方法

#;#

!

材料与仪器

#;#;#

!

材料与试剂

紫花苜蓿$黑龙江省农科院畜牧兽医分院&

大孔树脂$

'M!"#0S

型'郑州华溢科技新材料股份有

限公司&

大孔树脂$

'#"#

+

TL')""

+

TL'$""

型'河北沧州宝

恩化工有限公司&

大孔树脂$

M.0-

+

?0)

型'南开大学化工厂&

其他化学试剂$分析纯'国药集团化学试剂有限

公司(

#;#;!

!

主要仪器设备

高速药物粉碎机$

OX0$""M

型'青州市精诚机械有

限公司&

分光光度计$

+!!V

型'上海精密科学仪器有限公司&

高速冷冻离心机$日立
S@!#h

型'天美#中国%科学

仪器有限公司&

电热恒温水浴锅$

TTY!#0(

型'上海跃进医疗器

械厂&

恒流泵$

T̂ 0!Y

型'上海青浦沪西仪器厂&

电脑全自动部份收集器$

'.Y0#""

型'上海沪西分析

仪器厂有限公司(

#;!

!

试验方法

#;!;#

!

苜蓿叶蛋白肽的酶法水解制备工艺

苜蓿叶蛋白粉
*

配制一定底物浓度%

9

(

1̂

&的水溶

液
*

预热%

)"_

$

*"136

&

*

调节
H

T-;)

*

加入一定量的

碱性蛋白酶
M4>242B<!;(^

*

置于恒温水浴振荡器

%

#!"I

(

136

$

)"_

&酶解
!7

*

灭酶%沸水浴
#"136

&

*

离心%

("""I

(

136

$

!"136

&

*

上清液即为苜蓿叶蛋白肽

#;!;!

!

大孔吸附树脂预处理
!

用
!

倍树脂床体积#

!.]

%

)W

的
TS4

'以
!.]

*

7

的流速过柱浸泡
!7

'用水洗至中

性'再用
!.]!W

的
V2PT

溶液以同样流速过柱浸泡

!7

'再用水洗至中性抽滤'备用(不同大孔吸附树脂的物

理结构参数见表
#

(

#;!;*

!

大孔吸附树脂筛选
!

准确称取已处理好的
$

种不

同类型大孔吸附树脂各
#";""""

9

'分别置于
#""1̂

具

塞锥形瓶中'各加入质量浓度
)1

9

*

1̂

的苜蓿叶蛋白肽

溶液
*"1̂

'将锥形瓶塞好塞子后置于恒温水浴振荡器

表
#

!

不同大孔树脂的物理结构参数

A2J4<#

!

L7

D

B3>24BCI8>C8I<

H

2I21<C<IBEG=3GG<I<6C

12>IE

H

EIE8BI<B36B

型号 比表面积*#

1

!

.

9

N#

% 极性 平均孔径*
61

'M!"#0S #"""

#

#*""

非极性
*

#

(

'#"# )""

#

))"

非极性
#"

#

##

M.0- ()"

#

)""

弱极性
#*

#

#(

?0) )""

#

$""

非极性
!,

#

*"

TL')"" )""

#

))"

极性
!

);)

#

+;)

TL'$"" ))"

#

$""

极性
!

#"

#

#!

中振荡
#"7

#

!)_

'

#)"I

*

136

%'待吸附完全后抽滤'测定

被吸附后的苜蓿叶蛋白肽液质量浓度(吸附完全的
$

种

树脂用
#""1̂

蒸馏水冲洗至流出液呈中性'加入
*"1̂

体积分数为
+)W

的乙醇'在
!)_

'

#)"I

*

136

振荡
#"7

进行解吸'过滤'测定滤液中苜蓿肽的质量浓度'按

式#

#

%+#

!

%计算不同型号的大孔吸附树脂对苜蓿叶蛋白

肽溶液的吸附率及解吸率(

!

#

S

+

"

T

+

#

+

"

U

#""W

' #

#

%

!

!

S

+

!

U

N

#

#

+

"

T

+

#

%

U

N

U

#""W

' #

!

%

式中$

!

#

)))吸附率'

W

&

+

"

)))吸附前溶液中肽的浓度'

1

9

*

1̂

&

+

#

)))吸附后溶液中肽的浓度'

1

9

*

1̂

&

!

!

)))解吸率'

W

&

+

!

)))解吸液中肽的浓度'

1

9

*

1̂

&

N

#

)))解吸液的体积'

1̂

&

N

)))吸附液的体积'

1̂

(

#;!;(

!

大孔吸附树脂#

'M!"#0S

%静态吸附)解吸试验

#

#

%静态吸附与解吸试验$于
#""1̂

具塞锥形瓶中

加入已处理好的大孔吸附树脂
#";""""

9

'再加入
*"1̂

质量浓度为
)1

9

*

1̂

的苜蓿叶蛋白肽液'置于恒温水浴

振荡器中振荡
#"7

#

!)_

'

#)"I

*

136

%'分别测定
#

'

!

'

*

'

(

'

)

'

$

'

+

'

-

'

,

'

#"7

被吸附后的酶解液浓度'按式#

#

%计算

吸附率(绘制静态吸附曲线(

将充分吸附苜蓿叶蛋白肽的大孔树脂置于
#""1̂

锥形瓶中'加入体积分数为
+)W

的乙醇
*"1̂

'同样在

!)_

'

#)"I

*

136

振荡
#"7

进行解吸'分别测定
#

'

!

'

*

'

(

'

)

'

$

'

+

'

-

'

,

'

#"7

解吸液中的肽浓度(按式#

!

%计算解吸

率(绘制静态解吸曲线(

#

!

%酶解液浓度对吸附效果的影响$准确称取预处理

过的大孔吸附树脂
#";""""

9

于
#""1̂

锥形瓶中'分别

加入
!;)

'

);"

'

+;)

'

#";" 1

9

*

1̂

的苜蓿叶蛋白肽液

*"1̂

'在
!) _

'

#)"I

*

136

的恒温水浴振荡器中振荡

(&!

提取与活性
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#"7

'待充分吸附后过滤'测定滤液中肽液的质量浓度(

计算吸附率(

#

*

%乙醇体积分数对解吸效果的影响$对充分吸附了

苜蓿叶蛋白肽溶液的大孔吸附树脂抽滤'分别用体积分数

为
!)W

'

)"W

'

+)W

'

#""W

的乙醇解吸'收集
#"7

后的解吸

液'过滤'测定滤液中肽液的质量浓度(计算解吸率(

#;!;)

!

大孔吸附树脂#

'M!"#0S

%动态吸附)解吸试验

#

#

%上样流速对
'M!"#0S

型大孔吸附树脂吸附性能

的影响$配制质量浓度为
#"1

9

*

1̂

的苜蓿叶蛋白肽溶

液'分别以
";)

'

#;"

'

!;)1̂

*

136

的流速流经层析柱'每

#"1̂

收集
#

管'测每次流出液中苜蓿叶蛋白肽的浓度'

计算树脂的吸附率(

#

!

%上样浓度对
'M!"#0S

型大孔吸附树脂吸附性能

的影响$分别配制质量浓度为
)

'

#"

'

#)1

9

*

1̂

的苜蓿叶

蛋白肽溶液'以
";)1̂

*

136

的流速流经层析柱'每
#"1̂

收集
#

管'测每次流出液中苜蓿叶蛋白肽的浓度'计算树

脂的吸附率(

#

*

%洗脱流速对
'M!"#0S

型大孔吸附树脂解吸性能

的影响$将浓度为
#"1

9

*

1̂

的苜蓿叶蛋白肽溶液'以

";)1̂

*

136

的流速进行动态吸附(结束后抽滤'然后用

体积分数为
+)W

的乙醇溶液分别以
";)

'

#;"

'

!;)1̂

*

136

的流速过柱解吸'每
#"1̂

收集
#

管解吸液'测每次流出

液中苜蓿叶蛋白肽的浓度'计算树脂的解吸率(

#

(

%洗脱体积对
'M!"#0S

型大孔吸附树脂解吸性能

的影响$将浓度
#"1

9

*

1̂

的苜蓿肽'以
";)1̂

*

136

的

流速进行动态吸附(结束后抽滤'用体积分数为
+)W

的

乙醇溶液以
";)1̂

*

136

的洗脱流速过柱解吸'每
#"1̂

收集
#

管解吸液'测每次流出液中苜蓿叶蛋白肽的浓度'

计算树脂的解吸率(

#;!;$

!

'M!"#0S

型大孔吸附树脂对苜蓿叶蛋白肽的纯化

效果
!

测定经
'M!"#0S

型大孔吸附树脂纯化前后的苜蓿

叶蛋白肽的含量+糖含量+盐含量(

#;!;+

!

总糖含量测定
!

蒽酮比色法,

#)

-

(

#;!;-

!

蛋白含量测定
!

&E436

酚法,

#$

-

(

#;*

!

数据处理

采用
YLYY#,;"

软件进行统计分析'所有试验均重复

*

次'各试验数据均以平均值和标准误差表示'采用

'86>26

法比较因素水平间的差异性#

L

#

";")

%(

!

!

结果与分析
!;#

!

大孔吸附树脂筛选

由图
#

可知'非极性树脂对苜蓿肽的吸附和解吸能

力较强'与陈飞平,

#+

-

("研究的结果相符'也说明苜蓿肽的

疏水性较高(

$

种大孔树脂的吸附率和解吸率有显著性

差异#

L

#

";")

%'

'M!"#0S

型的吸附率达到
-+;""W

(采

用体积分数
+)W

乙醇溶液对吸附后的
'M!"#0S

型大孔

树脂进行洗脱'解吸率亦最高为
-,;*+W

'

'M!"#0S

型大

字母不同表示差异显著#

L

#

";")

%

图
#

!

$

种类型大孔树脂吸附及解吸性能

&3

9

8I<#

!

M=BEI

H

C3E626==<BEI

H

C3E6

H

IE
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<IC3<BEGB3\

C

DH

<BEG12>IE

H

EIE8BI<B36B

孔吸附树脂的吸附率和解吸率明显高于其他类型'因此

本试验筛选
'M!"#0S

型大孔吸附树脂为纯化苜蓿叶蛋白

肽的最适大孔树脂(在
$

种大孔树脂中'由于
'M!"#0S

型大孔树脂为非极性树脂'比表面积最大'且平均孔径相

对较小'因此对疏水性多肽有较强的吸附性'而对分子量

较大的蛋白吸附力差'可以达到分离纯化小分子苜蓿叶

蛋白肽的目的,

#+

-

("

(

!;!

!

大孔吸附树脂$

'M!"#0S

%静态吸附(解吸试验

!;!;#

!

静态吸附)解吸动力学曲线
!

由图
!

可知'苜蓿

叶蛋白肽吸附率和解吸率分别在前
#7

和前
*7

迅速增

加'之后增加缓慢'基本达到平衡'属于快速平衡型(因

此'

'M!"#0S

型大孔树脂对苜蓿叶蛋白肽具有良好的吸

附和解吸性能(

图
!

!

'M!"#0S

型大孔树脂静态吸附)解吸动力学曲线

&3

9

8I<!

!

A7<K36<C3>>8IF<EGBC2C3>2=BEI

H

C3E626==<0

BEI

H

C3E6EG'M!"#0S12>IE

H

EIE8BI<B36B

!;!;!

!

酶解液质量浓度对树脂静态吸附效果的影响
!

由

图
*

可知'随苜蓿肽溶液浓度的增加'大孔树脂的吸附率

先上升后下降'在苜蓿肽溶液浓度为
+;)1

9

*

1̂

时最大'

为
--;,)W

(这与邓慧玲,

#-

-的研究结果相符'可能是酶解

液浓度达到一定时'肽分子数量增多'在扩散过程中相互

碰撞'反而阻碍了向大孔树脂扩散的速度'导致吸附率下

降(因此'酶解液的质量浓度控制在
+;)1

9

*

1̂

(

!;!;*

!

乙醇体积分数对树脂静态解吸效果的影响
!

由

)&!

"

]E4;*)

#

VE;)
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图
*

!

酶解液质量浓度对吸附性能的影响

&3

9

8I<*

!

U6G48<6><EG12BB>E6><6CI2C3E6EG<6j

D

12C3>

7

D

=IE4

D

B2C<E6C7<2=BEI

H

C3E6<GG3>3<6>

D

图
(

可知'随着乙醇体积分数的增加'大孔树脂的解吸率

先上升后下降(解吸效果在乙醇体积分数
+)W

最好(可

能是高浓度乙醇会使蛋白质和一些肽类物质沉淀而解吸

困难(

图
(

!

乙醇体积分数对解吸效果的影响

&3

9

8I<(

!

U6G48<6><EG<C726E4>E6><6CI2C3E6E6C7<

=<BEI

H

C3E6<GG3>3<6>

D

!;*

!

大孔吸附树脂$

'M!"#0S

%动态吸附(解吸试验

!;*;#

!

上样流速对
'M!"#0S

型大孔吸附树脂吸附性能

的影响
!

由图
)

可知'随着上样流速的增大'吸附率降

低&上样流速为
";)1̂

*

136

时'吸附率最大(可能是大

孔树脂的吸附需要一个接触和扩散的过程'如果流速过

快'酶解液来不及扩散到树脂的内表面就提早泄露而造

图
)

!

上样流速对吸附性能的影响

&3

9

8I<)

!

U6G48<6><EGB21

H

4<4E2=36

9

G4E5I2C<E6

C7<2=BEI

H

C3E6<GG3>3<6>

D

成样品流失,

#+

-

((

'吸附率就会下降(

!;*;!

!

上样浓度对
'M!"#0S

型大孔吸附树脂吸附性能的

影响
!

由图
$

所示'在动态时各酶解液浓度均随着流出液

体积的增加使吸附率降低'但相比较浓度为
#"1

9

*

1̂

吸

附率降低的慢(由于某一型号的大孔吸附树脂吸附量一

定'若酶解液浓度过高超出了吸附量'会造成水解物的损

失'而较低的样品浓度会造成吸附率下降(因此确定

#"1

9

*

1̂

为最佳上样浓度(

图
$

!

上样浓度对吸附性能的影响

&3

9

8I<$

!

U6G48<6><EGB21

H
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9
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D

!;*;*

!

洗脱流速对
'M!"#0S

型大孔吸附树脂解吸性能

的影响
!

由图
+

可知'随着洗脱体积增大'

*

种洗脱流速

的大孔树脂解吸率均先迅速增加到最高点而后降低直至

平稳'且均在洗脱体积
#"1̂

达最高点(而当洗脱流速

为
";)1̂

*

136

时'解吸率最高'且解吸率从最高点下降

至平稳趋势看'当洗脱流速为
";)1̂

*

136

时'下降速度

快'即最先达到洗脱平衡(因此本试验选择
";)1̂

*

136

时作为最佳的苜蓿叶蛋白肽的洗脱流速(

!;*;(

!

洗脱体积对
'M!"#0S

型大孔吸附树脂解吸性能的

影响
!

由图
-

可知'随着洗脱体积增加'解吸率先升到最

高点后降低'当洗脱体积
%

)"1̂

后'解吸率较低'表明大

部分苜蓿叶蛋白肽已被洗脱下来了(而在
!""1̂

时'解

吸率趋于平缓'解吸率达到
$;(W

'表明流出液中水解物含

量已经很少'因此将
+)W

乙醇洗脱剂体积定为
!""1̂

(

图
+

!

洗脱流速对解吸性能的影响

&3

9

8I<+

!
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图
-

!

洗脱体积对解吸性能的影响
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!

'M!"#0S

型大孔吸附树脂对苜蓿叶蛋白肽的纯化

效果
!

根据优化过程的结果分析'采用动态吸附(确定在

上样浓度为
#"1

9

*

1̂

'上样流速为
";) 1̂

*

136

'采用

'M!"#0S

型大孔吸附树脂对苜蓿叶蛋白水解物进行动态

吸附'再以
!""1̂

的
+)W

乙醇溶液作为洗脱剂'

";)1̂

*

136

的洗脱流速对吸附后的大孔树脂进行解吸'收集洗脱液

经旋转蒸发和冷冻干燥'得到纯化后的苜蓿叶蛋白肽'测

定吸附前后的酶解物成分含量'其成分分析见表
!

(

表
!

!

苜蓿叶蛋白酶解液纯化前后成分分析g

A2J4<!

!

SE1

H

EB3C3E62624

D

B3BEG24G24G24<2G

H

IEC<2B<7

D

0

=IE4

D

B2C<J<GEI<26=2GC<I

H

8I3G3>2C3E6 W

样品
苜蓿叶蛋

白肽含量
糖含量 无机盐及其他

纯化前
$";()̀ #;)(

J

!;-+̀ ";##

2

*$;$-̀ ";-(

2

纯化后
--;-*̀ !;("

2

";)!̀ ";"(

J

#";$)̀ ";")

J

!

g

!

同列字母不同表示差异显著#

L

#

";")

%(

!!

由表
!

可看出'纯化后的苜蓿叶蛋白酶解液中苜蓿

叶蛋白肽含量由
$";()W

提高到了
--;-*W

'纯度较之前

提高了
($;,)W

(而糖含量由
!;-+W

降低至
";)!W

'纯度

降低了
-#;--W

(无机盐等杂质的含量由
*$;$-W

降低至

#";$)W

'纯度降低了
+";,+W

'苜蓿叶蛋白酶解液营养成

分在纯化前后有显著性差异#

L

#

";")

%'说明
'M!"#0S

型

大孔吸附树脂能去除苜蓿叶蛋白酶解液中大部分无机盐

及糖类(

*

!

结论
本试验首先对

$

种大孔吸附树脂进行筛选'确定

'M!"#0S

型大孔吸附树脂为苜蓿叶蛋白肽纯化的最适材

料(通过静态吸附)解吸和动态吸附)解吸试验得到该

工艺的最佳纯化条件为上样流速
";)1̂

*

136

'上样浓度

#" 1

9

*

1̂

'采 用
+)W

乙 醇 溶 液 解 吸'洗 脱 流 速

";)1̂

*

136

'洗脱体积
!""1̂

'在该条件下苜蓿叶蛋白

肽含量较纯化前明显提高'说明优化的工艺参数可行(

本试验探讨了采用大孔吸附树脂纯化苜蓿叶蛋白肽的优

化工艺'若将其应用于食品或者保健品'还需要进一步动

物试验和临床试验'研究苜蓿叶蛋白肽体内+体外抗氧化

活性及抗氧化作用机理'为工业化生产高活性成分的苜

蓿叶蛋白肽提供新方法(
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