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及离子强度对燕麦分离蛋白功能特性

及亚基特性的影响
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摘要!以燕麦籽粒为原料提取燕麦分离蛋白!

<=>

"#研究

不同
:

;

及盐离子强度下燕麦分离蛋白溶解性$起泡性$

乳化活性及亚基特性%结果表明&

"

燕麦分离蛋白在

:

;?7"

#

(7"

时溶解度最低#起泡性最低#泡沫稳定性最

高#在碱性条件下乳化性及乳化稳定性较高'

:

;!7"

#

%7"

的酸性条件造成了可溶性燕麦分离蛋白肽链的部分水

解#形成了相对分子质量为
%#7"

#

@%7"A&.

的亚基条带#

碱性条件下无明显区别%

$

B.C0

浓度为
"7"?-90

(

D

时

溶解度最低#在
"7(

#

"7*-90

(

D

时#起泡性$泡沫稳定性

及乳化性均较高'溶解度最低时#可溶性蛋白主要是由相

对分子质量为
@%7"A&.

的亚基组成#

B.C0

的加入#造成

了可溶性燕麦分离蛋白肽链的断裂#形成了相对分子质

量分别为
@%7"

#

((7!A&.

的多肽链%

关键词!燕麦'分离蛋白'离子强度'起泡性'乳化性
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贮藏蛋白是多数植物种子的主要蛋白质%在种子萌

发过程中作为氮)硫和碳水化合物的来源&贮藏蛋白主

要分为球蛋白和醇溶蛋白%双子叶植物种子的主要贮藏

蛋白质为球蛋白%而单子叶植物则为醇溶蛋白%多数谷物

种子的主要贮藏蛋白质为醇溶蛋白%而燕麦和大米只含

有少量的醇溶蛋白胺!

?Q

#

#"Q

#%其主要贮藏蛋白为球

蛋白*

#

+

%并与双子叶植物中的
##R

球蛋白相似%有研究*

!

+

表明燕麦和大米贮藏蛋白在水中的溶解性比双子叶植物

的差%燕麦球蛋白的溶解需要
"7+

#

#7"-90

(

D

的
B.C0

%而

水稻球蛋白的溶解需要变性溶剂&燕麦球蛋白含量高%

占燕麦总蛋白含量的
?"Q

#

+"Q

%氨基酸比例合理%其中

赖氨酸含量为
@7!Q

%高于除大米以外的其他谷物*

%

+

%因

此近年来受到广泛关注&

影响蛋白质溶解度的因素有
:

;

)离子强度)溶剂类

型及温度&

S.

等*

@

+研究表明%在极端酸性或碱性条件

下%

!

'

折叠结构!

#(!(

%

#(%@

%

#(+!8-

T#

#条带向更高或

更低的波数移动%表明构象发生了变化$在一定的盐浓度

下%

#(!(

%

#(%@8-

T#谱带向上移动%

#(%@8-

T#峰强度明

显减小&球蛋白组分呈
U

型溶解度曲线%在
:

;(

#

$

时

!
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期
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溶解度最小$在曲线的酸性)碱性端%溶解度均达到
*"Q

以上*

?

+

&前期研究*

(

+发现%高盐离子强度下燕麦球蛋白

有更高的溶解性%而球蛋白为燕麦分离蛋白的主要成分&

在前人研究的基础上%试验拟扩大
:

;

及离子强度范

围%研究燕麦分离蛋白的功能特性及亚基特性%利用十二

烷基硫酸钠'聚丙烯酰胺凝胶电泳!

R&R'=OZ,

#从亚基

角度解释不同
:

;

及离子强度下%可溶性燕麦分离蛋白的

亚基特性及其与部分功能特性之间的关系%旨在为燕麦

分离蛋白的开发利用提供理论依据&

#

!

材料与方法

#7#

!

材料与试剂

燕麦"坝莜一号%山西农业科学院$

氢氧化钠)氯化钠)盐酸"分析纯%国药集团化学试剂

有限公司$

考马斯亮蓝
Z!?"

)

%"Q

制胶剂)四甲基乙二胺)

R&R

)

甘油)低分子量蛋白质
S.EAFE

"分析纯%北京索莱宝科技

有限公司&

#7!

!

仪器与设备

紫外'可见分光光度计"

U['#!""

型%上海美谱达仪

器有限公司$

:

;

计"

RJ%#""

型%奥豪斯仪器!常州#有限公司$

磁力加热搅拌器"

$*#

型%金坛市科析仪器有限公司$

高速离心机"

;C'!"(@

型%安徽中科中佳科学仪器有

限公司$

电泳仪"

&YY'$C

型%北京市六一仪器厂&

#7%

!

试验方法

#7%7#

!

燕麦分离蛋白的制备
!

根据文献*

$

+修改如下%挑

选籽粒饱满%无病虫害的燕麦磨粉%燕麦粉与石油醚按

#

#

?

!

4

(

-D

#混合搅拌过夜%然后经抽滤)晾干除去石油

醚即为燕麦脱脂粉&燕麦脱脂粉与水按
#

#

#"

!

4

(

-D

#混

合并调节
:

;

为
*7"

%

?"\

下恒温提取
!K

%

@"""E

(

-/G

离

心
#?-/G

%取上清液%调节上清液
:

;

为
?7"

%

@"""E

(

-/G

离

心
#?-/G

%沉淀匀浆后调节
:

;

至中性%经真空冷冻干

燥%即为燕麦分离蛋白!含量为
+"7%Q

#&

#7%7!

!

不同
:

;

及离子强度下可溶性燕麦分离蛋白浓度

的测定
!

配制质量分数为
#Q

的燕麦分离蛋白溶液%搅拌

"7?K

%用
#-90

(

D ;C0

及
B.<;

溶液分别调节
:

;

至

!7"

%

%7"

%

@7"

%

?7"

%

(7"

%

$7"

%

+7"

%

*7"

%

#"7"

%

##7"

%

#!7"

%加入

B.C0

溶液分别配成浓度梯度为
"7"#

%

"7"?

%

"7#"

%

"7!"

%

"7%"

%

"7@"

%

"7?"

%

"7("

%

"7$"

%

"7+"

%

"7*"

%

#7""-90

(

D

的溶

液%搅拌
#?-/G

%

#""""E

(

-/G

离心
#"-/G

%上清液用考

马斯亮蓝法*

+

+测定蛋白质含量&

#7%7%

!

起泡性及泡沫稳定性的测定
!

参照何帼英等*

*

+方

法%略作修改&配制质量分数
?Q

的燕麦分离蛋白溶液%

搅拌
"7?K

&用
#-90

(

D;C0

及
B.<;

溶液调节为不同

:

;

$加入
B.C0

调节为不同离子强度%分别取
#"-D

蛋白

溶液%

#%?""E

(

-/G

均质
!-/G

%分别记录均质停止时及放

置
%"-/G

后泡沫的体积&按式!

#

#)!

!

#计算起泡性及泡

沫稳定性&

K"

L

F

"

M

F

F

]#""Q

% !

#

#

K;

L

F

"

M

F

%"

F

"

]#""Q

% !

!

#

式中"

K"

'''起泡性%

Q

$

K;

'''泡沫稳定性%

Q

$

F

"

'''搅打停止时泡沫总体积%

-D

$

F

'''搅打前液体体积%

-D

$

F

%"

'''放置
%"-/G

后泡沫体积%

-D

&

#7%7@

!

乳化性及乳化稳定性的测定
!

参照管骁等*

#"

+方

法%略作修改&配制质量分数
#Q

的燕麦分离蛋白溶液%

搅拌
"7?K

&用
#-90

(

D;C0

及
B.<;

溶液调节为不同

:

;

$加入
B.C0

调节为不同离子强度%分别取
#?-D

蛋白

溶液与
?-D

大豆油混合%

#%?""E

(

-/G

均质
!-/G

&分

别从瓶底取
!"

%

D

均质停止时及放置
%"-/G

后的乳浊

液%与
?-DR&R

!

"7#Q

%质量分数#溶液混合%在
?""G-

下测定吸光值!以
R&R

溶液为空白#&按式!

%

#)!

@

#计算

乳化性及乳化稳定性&
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"
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式中"

."6

'''乳化性%

-

!

(

4

$

.;6

'''乳化稳定性%

-/G

$

"

"

'''初始乳化液吸光值$

,

'''样品浓度%

4

(

-D

$

"

'''乳化液中油相的比例$

5

'''比色杯光径%

--

$

#

'''稀释倍数$

"

%"

'''

%"-/G

后乳化液的吸光值&

#7%7?

!

R&R'=OZ,

!

根据文献*

##

+略作修改%取
#7%7!

中

离心所得上清液进行电泳试验%浓缩胶与分离胶浓度分

别为
?Q

%

#!Q

%样品上样量
(

%

D

%恒压电泳%电流
@"-O

%

浓缩胶电压
#""[

%分离胶电压
#?"[

&电泳结束后%电

泳胶片固定
%K

%再通过染色%脱色%最后成像仪成像&

#7@

!

数据处理

试验重复
%

次%使用
,28F0!"#"

和
<E/

4

/G+7"

进行数

据处理&

"

基础研究
VUB&OS,BJODX,R,OXC;

总第
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期
"
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年
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月
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!

!

结果与分析
!7#

!:

;

与离子强度对燕麦分离蛋白溶解性的影响

由图
#

可知%燕麦分离蛋白溶解度呈
U

型曲线%

:

;

在
?7"

#

(7"

!等电点#时%溶解度最低%与管骁等*

?

%

#"

+研究

结果相近%而许英一等*

#!

+则认为
:

;

为
@7"

时燕麦分离蛋

白溶解度最低%但
:

;

为
(7"

时其溶解度同样也较低%可

能是由于原料或提取条件的不同造成的&因此%燕麦分

离蛋白在
:

;?7"

#

(7"

缺乏静电排斥作用%蛋白质'蛋白

质之间的疏水相互作用远大于带电残基产生的亲水性和

水合作用%燕麦分离蛋白此时几乎完全不溶解%而在碱性

:

;

下具有较高的溶解度&

图
#

!:

;

对燕麦分离蛋白溶解特性的影响

V/

4

LEF#

!

,IIF839I

:

;9G3KFH/1190L3/9G8K.E.83FE/13/81

9I9.3

:

E93F/G/190.3F

!!

由图
!

可知%添加盐离子!

$

"7"?-90

(

D

#会使燕麦分

离蛋白的溶解度降低%表现为盐析%一方面为燕麦分离蛋

白含有较高比例的非极性区域%降低了溶解度*

#%

+

%另一方

面为少量盐离子与水分子相互作用%减少了燕麦分离蛋

白表面亲水基团与水分子间的相互作用*

#@

+

%促进蛋白

质'蛋白质相互作用%使蛋白质分子间发生聚集%导致溶

解性降低&继续添加盐离子%燕麦分离蛋白的溶解度逐

渐升高%表现为盐溶%与
;.E/

等*

!

+的报道一致%与大豆蛋

图
!

!

离子强度对燕麦分离蛋白溶解特性的影响

V/

4

LEF!

!

,IIF839I/9G/813EFG

4

3K9G3KFH/1190L3/9G8K.E'

.83FE/13/819I9.3

:

E93F/G/190.3F

白溶解特性相反*

#?

+

&燕麦球蛋白在酸性多肽的
C

末端

附近含有
+

个富含谷氨酰胺的氨基酸重复序列!大豆球

蛋白中该区域由不同长度的酸性残基组成#%该区域位于

球蛋白表面%暴露于溶剂%与其他球蛋白相比%燕麦球蛋

白的亲水性较低%部分解释了燕麦球蛋白溶解度所需的

盐浓度较高*

#(

+

&

!7!

!:

;

与离子强度对燕麦分离蛋白起泡性的影响

由图
%

可知%燕麦分离蛋白在等电点!

:

;?7"

#

(7"

#

时起泡性最差%泡沫仅由蛋白质的可溶部分参与形成%但

泡沫最为稳定%与
ZL.G

等*

#$

+的研究一致&等电点时%蛋

白质'蛋白质间缺乏静电排斥相互作用%有利于界面上

的蛋白质'蛋白质相互作用及形成黏稠的膜&

图
%

!:

;

对燕麦分离蛋白起泡性和

泡沫稳定性的影响

V/

4

LEF%

!

,IIF8319I

:

;9GI9.-/G

4

.GHI9.-

13.M/0/3

6

9I9.3

:

E93F/G/190.3F

!!

由图
@

可知%加入盐离子后燕麦分离蛋白起泡性明

显降低&当
B.C0

浓度
$

"7#-90

(

D

时%燕麦分离蛋白的

起泡性随盐离子浓度的增加而降低%可能是
B.C0

对燕麦

分离蛋白的盐析作用$当
B.C0

浓度
%

"7#-90

(

D

时%随着

盐离子浓度的进一步增加%燕麦分离蛋白的起泡性迅速

下降并趋于平缓%可能是燕麦分离蛋白对
B.C0

的盐溶作

图
@

!

离子强度对燕麦分离蛋白起泡性和

泡沫稳定性的影响

V/

4

LEF@

!

,IIF8319IH/IIFEFG3/9G/813EFG

4

3K9GI9.-/G

4

.GHI9.-13.M/0/3

6

9I9.3

:

E93F/G/190.3F

#

"

[907%?

"

B97#"

王美玉等!

:

;

及离子强度对燕麦分离蛋白功能特性及亚基特性的影响



用$当
B.C0

浓度达到
"7+-90

(

D

时%燕麦分离蛋白表现出

良好的起泡性%与何帼英等*

#+

+的研究结果相近&不同离

子强度下%燕麦分离蛋白的泡沫稳定性先上升后下降%随

后趋于平缓&当
B.C0

浓度为
"7#-90

(

D

时%燕麦分离蛋

白泡沫稳定性最佳%当
B.C0

浓度
&

"7!-90

(

D

时%随离子

强度的增加%泡沫稳定性无明显变化&

!7%

!:

;

与离子强度对燕麦分离蛋白乳化性的影响

由图
?

可知%在等电点附近%由于蛋白微溶且缺乏静

电排斥力%燕麦分离蛋白乳化性较差%在碱性条件下%燕

麦分离蛋白表现出了良好的乳化性%与
ZL.G

等*

#$

+的研

究一致&在酸性和中性条件下%乳化稳定性变化趋势与

乳化性变化趋势相反$而碱性条件下%乳化性与乳化稳定

性变化趋势相同%在一定范围内随
:

;

的增加%乳化性及

乳化稳定性均不断升高&

图
?

!:

;

对燕麦分离蛋白乳化性和乳化稳定性的影响

V/

4

LEF?

!

,IIF839IH/IIFEFG3

:

;9GF-L01/I

6

/G

4

.GH

F-L01/I

6

/G

4

13.M/0/3

6

9I9.3

:

E93F/G/190.3F

!!

由图
(

可知%盐离子的添加整体降低了燕麦分离蛋

白的乳化性能&当
B.C0

浓度
$

"7!-90

(

D

时%燕麦分离

蛋白的乳化活性随盐离子浓度的增加而降低%

B.C0

浓度

为
"7!-90

(

D

时%乳化性最差$当
B.C0

浓度
%

"7!-90

(

D

时%乳化性先上升后下降%

B.C0

浓度为
"7$-90

(

D

时乳化

图
(

!

离子强度对燕麦分离蛋白乳化性和

乳化稳定性的影响

V/

4

LEF(

!

,IIF839IH/IIFEFG3/9G/813EFG

4

3K9GF-L01/I

6

/G

4

.GHF-L01/I

6

/G

4

13.M/0/3

6

9I9.3

:

E93F/G/190.3F

性最佳%与何帼英等*

#+

+研究结果相近&乳化稳定性变化

趋势与乳化性相反%

B.C0

浓度为
"7%-90

(

D

时乳化稳定

性最高&

!7@

!

R&R'=OZ,

由图
$

可知%当蛋白质在中性
:

;

附近时%静电排斥

能量小于其他稳定蛋白质相互作用的能量%因此大部分

蛋白较为稳定$在极端
:

;

时%高静电荷引起的强烈的分

子内静电排斥力导致蛋白质分子的肿胀和展开&在碱性

条件下%可溶性燕麦分离蛋白亚基之间无明显区别%可能

是由于其中含有少量的天冬氨酸!

O1

:

#)谷氨酸!

Z0L

#

*

#*

+

残基&而酸性条件对可溶性燕麦分离蛋白亚基影响较

大%

:

;

由
!7"

#

(7"

%在可溶性蛋白浓度逐渐降低的过程

中%相对分子质量
%

((7!A&.

的亚基先完全消失%随后是

相对分子质量为
!!7"

#

@%7"A&.

的亚基%最后是相对分

子质量为
@%7"

#

((7!A&.

的亚基&

:

;

为
!7"

%

%7"

时%酸

性条件造成了肽链的部分水解%形成了相对分子质量为

%#7"

#

@%7"A&.

的亚基条带%其中
:

;!7"

时形成的亚基

相对分子质量较
:

;%7"

时大%被还原后形成了
#@7@

#

!!7"A&.

的小分子多肽&

!!

由图
+

可知%不同离子强度对可溶性燕麦分离蛋白

的亚基条带影响显著%对比图
$

中
:

;$7"

时亚基条带可

知%由于盐离子的加入%造成了可溶性燕麦分离蛋白肽链

S7

低分子量蛋白
S.EAFE

!

#

#

#!7

依次为
:

;!7"

%

%7"

%

@7"

%

@7?

%

?7"

%

(7"

%

$7"

%

+7"

%

*7"

%

#"7"

%

##7"

%

#!7"

图
$

!

不同
:

;

条件下燕麦分离蛋白
R&R'=OZ,

图

V/

4

LEF$

!

R&R'=OZ,.G.0

6

1/19I9.3

:

E93F/G/190.3F

LGHFEH/IIFEFG3

:

;89GH/3/9G1

S7

低分子量蛋白
S.EAFE

!

#

#

#!7

依次为
B.C0

浓度
"7"#

%

"7"?

%

"7#"

%

"7!"

%

"7%"

%

"7@"

%

"7?"

%

"7("

%

"7$"

%

"7+"

%

"7*"

%

#7""-90

(

D

图
+

!

不同离子强度下燕麦分离蛋白
R&R'=OZ,

图

V/

4

LEF+

!

R&R'=OZ,.G.0

6

1/19I9.3

:

E93F/G/190.3FLGHFE

H/IIFEFG3/9G/813EFG

4

3K89GH/3/9G1

$

基础研究
VUB&OS,BJODX,R,OXC;

总第
!#(

期
"

!"#*

年
#"

月
"



的断裂!可能是二硫键的断裂#%形成了相对分子质量分

别为
@%7"

%

((7!A&.

的多肽链%且被还原后未发生变化%

说明断裂后的多肽链不含二硫键&当
B.C0

浓度为

"7"?-90

(

D

时%可溶性蛋白主要由相对分子质量为

@%7"A&.

的亚基组成%随着盐离子浓度的增加%相对分子

质量为
((7!A&.

多肽先溶解%随后相对分子质量为

@%7"

#

((7!A&.

的亚基!酸性多肽与碱性多肽通过二硫键

连接形成#溶解&

%

!

结论
燕麦分离蛋白在

:

;?7"

#

(7"

时溶解度最低%起泡性

最低%泡沫稳定性最高%在碱性条件下乳化性及乳化稳定

性较高$

:

;!7"

%

%7"

的酸性条件造成了可溶性燕麦分离

蛋白肽链的部分水解%形成了相对分子质量为
%#7"

#

@%7"A&.

的亚基条带%碱性条件下无明显区别&

B.C0

浓

度为
"7"? -90

(

D

时溶解度最低%

B.C0

浓度为
"7(

#

"7*-90

(

D

时%起泡性)泡沫稳定性及乳化性均较高$溶解

度最低时%可溶性蛋白主要是由相对分子质量为
@%7"A&.

的亚基组成%

B.C0

的加入造成了可溶性燕麦分离蛋白肽

链的断裂%形成了相对分子质量分别为
@%7"

%

((7!A&.

的

多肽链&试验仅研究了
:

;

及离子强度对燕麦分离蛋白

的功能特性与亚基特性的影响%后续可采用现代高新技

术分析其他相关性质指标&
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