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瓜蒌子副产物中蛋白质的提取及其分子性质研究
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摘要：采用分步提取法从瓜蒌子提油副产物中提取蛋白质，

并对其分子性质进行分析。结果显示：瓜蒌子提油副产物中

主要包含盐溶蛋白（提取率达５５．３％）和碱溶蛋白（提取率为

１５．８％），其中碱溶蛋白质分子上可能连接有色素基团，导致

其溶液为深褐色；利用十二烷基磺酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电

泳测定两种蛋白质的亚基分子量分布，结果表明瓜蒌子中盐

溶蛋白与碱溶蛋白的亚基分子量主要分布在１０～３２ｋＤａ；体

积排阻色谱分析显示碱溶蛋白中分子质量大于１０６Ｄａ的蛋

白质聚集体含量较盐溶蛋白多；电子扫描显微镜观察发现盐

溶蛋白微观上为直径２～５μｍ的规则球状，而碱溶蛋白为结

构致密的聚集体。

关键词：瓜蒌子；副产物；盐溶蛋白；碱溶蛋白；分子性质
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　　瓜蒌（犛犲犿犲狀犜狉犻犮犺狅狊犪狀狋犺犻狊），又名栝楼，是中国传统的中

药材［１－２］，主产于山东、安徽、河南，现已经扩大到河北、山

西、陕西、整个长江流域，以及华南、西南等地区。瓜蒌的果

实、皮、仁、根、茎、叶等均可入药，其种子即瓜蒌子主要含有

脂肪酸、甾醇、三萜皂甙、蛋白质、多种氨基酸、维生素，以及

钙、铁、锌、硒等１６种无机元素，具有极高的营养价值
［３－５］。

　　瓜蒌子中油脂含量达到２６％～５１％，且富含不饱和脂肪

酸［６］，因此目前对瓜蒌子的研究［７－９］多集中于对其功能性油

脂的提取及其性质的分析上。然而，瓜蒌子提油副产物中蛋

白质含量高达３０％以上，且大多为生物活性蛋白，目前这些

副产物常被当作垃圾直接丢弃，造成了极大的资源浪费和环

境污染。迄今为止关于瓜蒌子中蛋白质的研究报导有限，而

且主要集中于对其有效蛋白成分进行比较［１０］，而对蛋白质

的形态、结构等未进一步深入研究。在前期研究的基础上，

本研究拟采用改进的分步提取法提取瓜蒌子提油副产物中

的蛋白质，并采用十二烷基磺酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）和体积排阻色谱（ＳＥＣ－ＨＰＬＣ）分析各蛋白

样品的分子质量组成［１１－１２］，采用电子扫描显微镜（ＳＥＭ）观

察蛋白质表面微观结构［１３－１５］，可为深入了解瓜蒌子蛋白质

的价值及拓宽其应用范围提供一定的理论支持。
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１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　新鲜干燥的瓜蒌子：湖南郴州产；

　　ＮａＣｌ、ＨＣｌ、ＮａＯＨ、乙醇、考马斯亮蓝 Ｒ２５０、甘油、２巯

基乙醇、溴酚兰、三羟甲基氨基甲烷、十二烷基硫酸钠、甘氨

酸、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、过硫酸铵、四甲基乙二胺、甲

醇、醋酸、磷酸氢二钠和磷酸二氢钠：分析纯，国药集团化学

试剂有限公司；

　　标准蛋白（电泳用）：上海瑞永生物科技有限公司。

１．１．２　仪器与设备

　　高速万能粉碎机：ＦＷ１００型，天津泰斯特仪器有限

公司；

　　集热式恒温加热磁力搅拌器：ＤＦ１０１Ｓ型，巩义市予华

仪器有限责任公司；

　　ｐＨ计：ＤＥＬＴＡ３２０型，梅特勒－托利多仪器（上海）有

限公司；

　　快速混匀器：ＳＫ１型，金坛市医疗仪器厂；

　　高速离心机：ＬＧ１０２４Ａ型，北京金立离心机有限公司；

　　真空冷冻干燥机：ＦＤ１型，北京博医康实验仪器有限

公司；

　　紫外—可见分光光度计：ＵＶ２６００型，上海舜宇恒平科

学仪器有限公司；

　　垂直电泳槽：迷你型，北京市六一仪器厂；

　　稳压稳流电泳仪：ＹＹ５型，北京市六一仪器厂；

　　高效液相系统：ＬＣ２０Ａ型，日本岛津公司；

　　环境扫描电镜：ＱＵＡＮＴＡ２００型，美国ＦＥＩ公司。

１．２　方法

１．２．１　蛋白质的分步提取　在前期研究
［１６］工作的基础上，

采用分步提取法提取瓜蒌子提油副产物中的蛋白质，提取

工艺：

　　瓜蒌子超临界ＣＯ２提油副产物→正己烷进一步脱脂→室温

下自然干燥２４ｈ→粉碎过２００目筛→蒸馏水提取水溶蛋白（料

液比１∶１０，犿∶犞）→离心→上清液冷冻干燥，沉淀采用５％的

ＮａＣｌ溶液提取盐溶蛋白（料液比１∶１０，犿∶犞）→离心→上清液

冷冻干燥，沉淀采用７０％的乙醇溶液提取醇溶蛋白（料液比

１∶５，犿∶犞）→真空抽滤→抽滤后的乙醇溶液真空干燥，沉淀水

洗→０．０５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液提取碱溶蛋白（料液比１∶１０，

犿∶犞）→ 离心→上清液用１ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ溶液调节ｐＨ值至等

电点５．０→离心→透析→冷冻干燥→碱溶蛋白

　　提取过程中提取温度为室温，每步提取时间为１ｈ，离心

速度８０００ｒ／ｍｉｎ，离心时间１５ｍｉｎ。

１．２．２　常规成分检测及蛋白质提取率测定　

　　（１）蛋白质含量的测定：采用凯氏定氮法，氮换算为蛋

白质的系数为６．２５
［１７］；

　　（２）水分含量测定：采用直接干燥法
［１８］；

　　（３）灰分含量测定：采用干法灰化法
［１９］；

　　（４）蛋白质提取率测定：将分步提取的瓜蒌子蛋白干燥

后称重，凯氏定氮法测定蛋白质的百分含量，按式（１）计算提

取率［２０］。

　　 蛋白提取率 ＝
提取的蛋白质质量

原料中蛋白质质量×
１００％ （１）

１．２．３　瓜蒌子蛋白质分子性质表征

　　（１）亚基分子量分布：采用垂直板ＳＤＳ—ＰＡＧＥ蛋白电

泳法［２１］测定蛋白质亚基分子量分布，选取分离胶质量分数

为１２％，浓缩胶质量分数为５％；蛋白质溶液的质量浓度为

２ｍｇ／ｍＬ；染色液用考马斯亮蓝Ｒ２５０；标准蛋白的分子质量

范围为１０～２００ｋＤ。

　　（２）相对分子质量分布：采用体积排阻色谱法
［２２］（ＳＥＣ—

ＨＰＬＣ）测定。称取一定质量的瓜蒌子蛋白质用２００ｍｍｏｌ／Ｌ

ｐＨ７．０的磷酸盐缓冲溶液（２％ＳＤＳ）配制成质量分数０．０５％

的蛋白样品溶液，室温下搅拌３０ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ

后，上清液用０．４５μｍ的微孔滤膜过滤后采用高效液相系统

进行分析，色谱柱选用ＫＷ８０４蛋白柱，流动相为２００ｍｍｏｌ／Ｌ

的磷酸盐缓冲溶液（２％ＳＤＳ，ｐＨ７．０），洗脱速率１ｍＬ／ｍｉｎ，在

２８０ｎｍ处检测洗脱液，柱温２０℃。

　　（３）超微结构的检测：采用扫描电镜观察瓜蒌子蛋白质

的超微结构。因为蛋白质样品带电量小或不带电，且易发生

飘移，所以需进行喷金处理，处理时间为６０ｓ。

２　结果与分析
２．１　常规成分检测及蛋白质提取率分析

　　采用分步提取法提取瓜蒌子超临界ＣＯ２提油副产物，对

每步所得溶液冷冻干燥后发现，瓜蒌子中仅包含微量的水溶

蛋白和醇溶蛋白，主要存在的是盐溶蛋白和碱溶蛋白，所以

在后续研究中仅对这两种蛋白质的提取率、常规成分含量和

分子性质进行分析，其蛋白质提取率及其常规成分的测定结

果见表１。表１显示，盐溶蛋白的提取率为５５．３％，碱溶蛋

白的提取率为１５．８％，前期研究通过凯氏定氮法测得瓜蒌子

提油副产物的蛋白含量为３０．２％，结合表１的数据可以发

现，若将盐溶液（将其ｐＨ值调至８．０）提取法结合碱提取法

对瓜蒌子蛋白进行两步提取其提取率可达７１．１％，高于传统

的单一法提取蛋白质［１２］。本研究中提取的碱溶蛋白的溶液

为深褐色（见图１），采用活性炭对其脱色的效果也不明显，可

能瓜蒌子碱溶蛋白上连接有色素基团，导致其溶液呈现较深

的颜色，张荣超等［１０］对中国不同产区瓜蒌子的有效成分进行

比较和研究，发现一种从瓜蒌种子中分离得到的蛋白质—瓜

蒌素（分子量２７ｋＤａ）是一种碱性糖蛋白单链毒素，其与单克

隆抗体缀合制备免疫毒素可用于对肿瘤的治疗，也可用于抑

制和杀死存在于人体中的病毒等。本研究所提取的碱溶蛋白

中可能包含有瓜蒌素，但还有待进一步提纯并解析其结构。

表１　蛋白质提取率及其常规成分检测结果（干基）

Ｔａｂｌｅ１　ＥｘｔｒａｃｔｉｎｇｙｉｅｌｄｏｆｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＧｕａｌｏｕｓｅｅｄａｎｄ

ｐｒｏｘｉｍａｔｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓａｍｐｌｅｓ（ｄｒｙ

ｂａｓｅ） ％

样品 蛋白质提取率 蛋白质含量 水分含量 灰分含量

盐溶蛋白

碱溶蛋白

５５．３

１５．８

８０．４

８７．８

１０．４２

１０．８２

５．０９

３．１８

７４１
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图１　瓜蒌子蛋白质溶液

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＰｒｏｔｅｉｎｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｓｏｆＧｕａｌｏｕｓｅｅｄ

２．２　瓜蒌子蛋白质分子性质表征

２．２．１　ＳＤＳ—ＰＡＧＥ分析瓜蒌子蛋白质亚基分子量分布

　　图２为瓜蒌子蛋白质的ＳＤＳ—ＰＡＧＥ图谱，经由 Ｇｅｌ

ＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ软件分析图谱得到表２。由图２和表２可知，

瓜蒌子盐溶蛋白与碱溶蛋白的亚基分子量都主要分布在

１０～３２ｋＤａ。在瓜蒌子盐溶蛋白中分子量为１５．２８７ｋＤａ的

亚基所占比例最大，为３５．７２％，分子量为３１．６４６ｋＤａ的亚

基所占比例为２１．７７％；碱溶蛋白中分子量为３１．６７０ｋＤａ的

亚基所占比例最大，为４６．７１％，分子量为１５．４７８ｋＤａ的亚

基占总亚基量的２８％，相比于瓜蒌子碱溶蛋白，瓜蒌子盐溶

蛋白小分子量的亚基含量较多。

２．２．２　ＳＥＣ—ＨＰＬＣ测定瓜蒌子蛋白质相对分子质量分布

　　由图３可知，盐溶蛋白中保留时间为９．３ｍｉｎ左右的蛋

白为其主要组成部分，占总量的７１．４０％，对比ＳｈｏｄｅｘＫＷ

８０４蛋白柱的标准曲线
［２３］，可计算出其分子质量主要分布于

２００～３００ｋＤａ；可以发现在６ｍｉｎ左右洗脱出一个峰，因为柱

子的洗脱极限为１０６Ｄａ，因此估计此部分为分子质量大于

１０６Ｄａ的蛋白质聚集体。

　　碱溶蛋白中，出峰时间在６．０～１２．２ｍｉｎ的几种蛋白质

分离的不是特别明显。与盐溶蛋白相比，保留时间为６ｍｉｎ

200 

kDa

k 

kDa 

 

120 

 85 

 50 

 20 

 15 

 25 

kDa 

标样 盐溶蛋白 碱溶蛋白

图２　瓜蒌子蛋白质的电泳图谱

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｇｒａｐｈｏｆＧｕａｌｏｕｓｅｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

的大分子部分达到其总量的７．４５％；保留时间为９．５ｍｉｎ左

右的宽峰部分占总量的６９．６７％，与标曲对比可知其分子质

量主要分布在６７～１５８ｋＤａ，瓜蒌素的相对分子质量为

２７ｋＤａ
［１０］，所以可能其只是碱溶蛋白中包含较少的一种组

分；出峰时间为１２．８ｍｉｎ左右的蛋白占２０．２７％，其相应的

分子量在６５００Ｄａ左右，而对比ＳＤＳ—ＰＡＧＥ电泳分析结果，

表２　瓜蒌子蛋白质各条带的光密度值及相对分子质量

Ｔａｂｌｅ２　Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ（ＩＯＤ）ａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆｅａｃｈｂａｎｄｏｆＧｕａｌｏｕｓｅｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

样品

条带

标样

分子质

量／ｋＤａ

光密

度值

盐溶蛋白

分子质

量／ｋＤａ

光密

度值

碱溶蛋白

分子质

量／ｋＤａ

光密

度值

１ ２００ ４９３．３０ ３１．６４６ ６８８２．６ ３１．６７０５３０８．０

２ １５０ ５２８．８６ ２９．７９１ ３２１６．２ １５．４７８３２１０．４

３ １２０ ５２７．４７ １９．２２７ ５４０９．０ １０．４２１２８４３．１

４ １００ ８６９．５９ １５．２８７１１２９４．０

５ ８５ １２０３．３０ １０．２７１ ４８１０．４

６ ７０ ９７９．８１

７ ６０ １５５０．４０

８ ５０ ３７２８．８０

９ ４０ ３０４３．７０

１０ ２５ ５６６８．５０

１１ ２０ ７７２０．７０

１２ １５ ５９１２．６０

１３ １０ ８７５２．６０

合计


４０９８０ ３１６１２ １１３６２

泳道内

总值
９６３６５ ８４７８０ ８２７６８

图３　瓜蒌子蛋白质的体积排阻色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｈｅＳＥＣ—ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＧｕａｌｏｕ

ｓｅｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ
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没有在相应位置发现此分子质量亚基的清晰条带，原因可能

是电泳分辨率不够，小分子质量的部分没有呈现出明显的条

带。总的来说，与碱溶蛋白相比，盐溶蛋白的相对分子质量

分布更集中，可能是分子大小比较均匀。

２．２．３　扫描电镜观察瓜蒌子蛋白微观结构　瓜蒌子蛋白质

通过扫描电镜进行表面微观结构分析结果见图４。由图４可

知：瓜蒌子盐溶蛋白为规则的球状，表面较光滑，直径主要集

中在２～５μｍ，分子大小较均匀，与ＳＥＣ—ＨＰＬＣ结果一致。

说明在ｐＨ８．０，盐浓度为５％的溶液中，瓜蒌子球蛋白能较

好保持其形态完整性，不变性。低浓度的盐溶液提取的主要

是球蛋白，根据其提取率可推知瓜蒌子蛋白中球蛋白所占比

例达到５５％左右。从图４还可以看出，瓜蒌子球蛋白间存在

一些物质导致蛋白质相互粘连，可能的原因是蛋白质纯度不

够（蛋白质质量百分含量仅为８０．４％，表１），需要进一步地

分离纯化。

　　由图４（ｂ）可知，瓜蒌子碱溶蛋白质表面粗糙，形状不规

则；其次，瓜蒌子碱溶蛋白的微观结构表现为相互连接成块，

没有断裂层，结构中孔隙较少，较为致密。从碱溶蛋白溶液

的色泽推测其可能包含有色素基团，因此微观结构上表现出

蛋白质和色素类物质呈胶合状态，蛋白质的网络结构中充满

色素类化合物。

图４　瓜蒌子蛋白质的扫描电镜图

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆ

Ｇｕａｌｏｕｓｅｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（×３０００）

３　结论

　　本研究采用分步提取法从瓜蒌子提油副产物中提取了

蛋白质，并对其分子性质进行分析。结果显示，盐溶蛋白的

提取率为５５．３％，而碱溶蛋白的提取率仅１５．８％，碱溶蛋白

分子上可能连接有色素基团导致其蛋白含量较低且溶液为

深褐色；ＳＤＳ—ＰＡＧＥ分析发现瓜蒌子盐溶蛋白跟碱溶蛋白

的亚基分子量都主要分布在１０～３２ｋＤａ；ＳＥＣ—ＨＰＬＣ结果

显示瓜蒌子盐溶蛋白中主要包含分子质量在２００～３００ｋＤａ

的部分，碱溶蛋白中分子质量大于１０６Ｄａ的蛋白质聚集体含

量较盐溶蛋白多，其他主要是分子质量在６７～１５８ｋＤａ的部

分；电镜观察发现盐溶蛋白是直径集中在２～５μｍ的球蛋

白，而碱溶蛋白为较致密的蛋白质聚集体。本试验为进一步

根据应用目的（食用或药用）提纯、解析瓜蒌子蛋白提供了一

定的数据支持。
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