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油菜蜂花粉蛋白酶法破壁提取及结构表征
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摘要!以油菜蜂花粉为原料"研究酶法破壁提取蛋白的效

果"并对蜂花粉蛋白进行纯化和表征#先对蜂花粉蛋白

的提取条件进行单因素及响应面优化"以蛋白提取率为

指标"确定最佳提取条件为%将
!=+

9

峰花粉和
+"0W

F

O+=()

的水溶液混合后"加入体积分数
"=Ab

的复合植

物水解酶'

#""&\U

&

9

("

A!m

振荡酶解
)=+5

"该条件下蛋

白提取率为
-(=+,b

#蜂花粉提取液经
[>

F

51?>SU/#""

凝胶柱分离后共得到
A

个组分"经测定其中仅一个组分

中含有蛋白质"含量为
))=--

9

&

#""

9

$疏水性氨基酸含量

为
!-=+!

9

&

#""

9

"氨基酸组成分析和红外光谱结果都表

明蜂花粉蛋白中存在芳香族氨基酸$圆二色谱结果表明

蜂花粉蛋白易被酶解#

关键词!蜂花粉$蛋白$酶法破壁$提取率$结构表征
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蜂花粉是花粉与蜜蜂分泌物的混合体'含有丰富的

蛋白质+多肽+氨基酸+酚类物质+活性多糖+不饱和脂肪

酸和微量活性元素,

#I!

-

'有!完全营养食品"之称,

,

-

)中

国每年蜂群采集的花粉量可达
!"

万
E

'但实际利用的花

粉只有
)"""E

左右'且以简单杀菌的粗制品为主,

A

-

)

高血压是一种常见的心血管疾病'是危害中老年人

健康的头号杀手,

+

-

'目前治疗高血压的药物基本为化学

合成药物'均存在一定的副作用,

)

-

)随着生活水平的提

高'人们更注重药物和保健品的安全性'食源性产品受到

愈来愈多的关注)近年来'有研究者,

-I#"

-发现以蜂花粉

为原料开发所得的
MN.

抑制肽具有降高血压作用)

蜂花粉的细胞壁由内壁和外壁两部分组成)外壁厚

而硬'具有特殊的雕刻型花纹图案'主要成分为孢粉素'

此外还含有纤维素+生物类黄酮+脂类物质及蛋白质等物

质)由于孢粉素是极其稳定的生物聚合物'因此外壁具

有耐酸+耐碱+耐腐蚀的特点)内壁的主要成分为纤维

素+果胶质+半纤维素及蛋白质'其上有萌发孔'是物质交

换的通道'一般条件下萌发孔呈闭锁状态)细胞壁的外

壁和内壁会阻碍胞内营养物质的溶出'因此采用破壁处

理来提高蛋白的提取率)常见破壁方式有温差(超声复

合法,

##

-

+酶解法+超声酶解法,

#!

-

+超临界二氧化碳破壁

法,

#,

-等)酶法或复合超声酶解法相比其他常见破壁方

!%!
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法'操作更简便快速'能更好保留蜂花粉的活性成分,

#A

-

)

目前所报道的文献,

#+I#-

-多以破壁率+蛋白分散指数来评

价破壁效果'此外可溶性糖含量+粒度分析,

#$

-等也可作为

评价指标)由于试验的目的是为了促进蜂花粉蛋白的溶

出'相比其他破壁指标'以蛋白提取率为评价指标更直观

可靠)因此试验拟以蛋白提取率为指标对蜂花粉水溶性

蛋白的酶法破壁提取工艺进行优化'并对蜂花粉蛋白进

行纯化表征'以期为后续蜂花粉
MN.

抑制肽的研究提供

依据)

#

!

材料与方法

#=#

!

材料与仪器

#=#=#

!

材料与试剂

油菜蜂花粉$江苏日高峰产品有限公司&

X24@G;

6

0>W

复合植物水解酶$

#""&\U

*

9

'诺维信生

物技术有限公司&

其余试剂$分析纯'国药集团化学试剂有限公司)

#=#=!

!

主要仪器设备

冷冻干燥机$

[NP.QB_/#"Q

型'宁波新芝生物科技

有限公司&

定氮仪$

Y'Q#",&

型'上海纤检仪器有限公司&

扫描电镜$

Z*MQBM!""

型'荷兰
&.P

公司&

台式低速离心机$

B')

型'湖南赫西仪器装备有限

公司&

傅里叶变换红外光谱仪$

Q.e*[)-"

型'美国尼高

力公司)

#=!

!

方法

#=!=#

!

蜂花粉蛋白酶解提取方法的选择
!

取
!=+

9

研磨

后的蜂花粉'加入
+"0W

F

O)=+

的水溶液)振荡酶解法

是在混合液中加入体积分数
!b#""&\U

*

9

的复合植物

水解酶后'

A"m

下振荡
$5

&振荡酶解超声法是在混合液

中加入体积分数
!b#""&\U

*

9

复合植物水解酶后'先

于
A"m

下振荡
A5

'再在频率
A" Ô;

'功率
!+"T

条件下

超声处理
A5

)每个试验组在
$5

后以
A"""C

*

028

的转

速离心
!"028

'取
+0W

上清液'测定其蛋白质含量'按

式#

#

%计 算 蛋 白 提 取 率)各 组 离 心 后 所 得 沉 淀 用

,+""'1

透析袋除糖后'浓缩冻干'进行电镜表征及氨基

酸组成+红外光谱+圆二色谱分析)

?

R

F

#

Z

+F

!

T

#""b

' #

#

%

式中$

?

(((蛋白提取率'

b

&

F

#

(((所取上清液中蛋白含量'

0

9

&

F

!

(((蜂花粉蛋白含量'

0

9

&

Z

(((上清液总体积'

0W

)

#=!=!

!

蜂花粉蛋白酶解提取单因素试验
!

根据
#=!=#

结

果确定提取方法后'以蛋白提取率为评价指标'进行单因

素优化试验)固定水溶液
F

O

值为
)=+

+酶解温度
A!m

+

酶解时间
)5

'考察加酶量#体积分数
"="Ab

'

"=#"b

'

"=!"b

'

"=A"b

'

#=""b

%对蛋白提取率的影响&固定加酶量

为体积分数
"=A"b

+酶解温度
A!m

+酶解时间
)5

'考察

提取液
F

O

#

,

'

A

'

+

'

)

'

-

'

$

%对蛋白提取率的影响&固定加

酶量为体积分数
"=A"b

+水溶液
F

O

值为
)=+

+酶解时间

)5

'考察酶解温度#

,"

'

A"

'

+"

'

)"

'

-"m

%对蛋白提取率的

影响&固定加酶量为体积分数
"=A"b

+水溶液
F

O

值为

)=+

+酶解温度
A! m

'考察酶解时间#

,="

'

A=+

'

)="

'

$="

'

#"="5

%对蛋白提取率的影响)

#=!=,

!

响应面优化蜂花粉蛋白提取条件
!

根据单因素试

验结果'选择对蛋白提取率影响较大的
,

个因素'以蛋白

提取率为响应值'根据
\GS/\>858̂>8

中心组合试验设计

原理进行三因素三水平的响应面分析试验)

#=!=A

!

蜂花粉基本成分分析

#

#

%水分的测定$参照
U\+""(=,

(

!"#)

1食品安全国

家标准 食品中水分的测定2中的直接干燥法)

#

!

%灰分的测定$参照
U\+""(=A

(

!"#)

1食品安全国

家标准 食品中灰分的测定2中的第一法)

#

,

%蛋白质的测定$参照
U\+""(=+

(

!"#)

1食品安全

国家标准 食品中蛋白质的测定2中的凯氏定氮法)

#

A

%脂肪的测定$参照
U\+""(=)

(

!"#)

1食品安全国

家标准 食品中脂肪的测定2中的索氏抽提法)

#=!=+

!

蜂花粉水溶性蛋白的纯化和表征
!

将
#+

9

蜂花粉

原料经优化酶解破壁+冷冻干燥后'加入至
+0W

F

O)

的

V\[

缓冲液中溶解'吸取
!0W

上述溶液加入至已填充平

衡完毕的
[>

F

51?>SU/#""

凝胶柱中)用
F

O)

的
V\[

缓

冲液洗脱'流速为
#0W

*

028

'用部分收集器收集)将所

得峰组分置于
,"""'1

透析袋中透析
A$5

)透析完成后

对各组分分别进行冷冻干燥'最后用凯氏定氮法测定样

品中蛋白质量'用
JVM

衍生化(高效液相法,

#(

-测定水

解氨基酸含量'并对蛋白进行圆二色谱,

!"

-和傅里叶红外

光谱分析,

!#

-

)

#=!=)

!

数据分析
!

采用
JC2

9

28!"#)

软件处理数据并绘

图'采用
'>42

9

8.S

F

>CE$="

软件进行响应面优化分析'采

用
[V[[#(="

进行方差与显著性分析#

V

%

"="+

%'采用

N52C14@18

软件对圆二色谱图进行数据处理)所有试验重

复
,

次'取其平均值'并计算标准偏差)

!

!

结果与分析
!=#

!

蜂花粉基本成分分析

蜂花粉的组成成分受植物来源+气候+环境等多种因

素的影响,

!!

-

)试验所用蜂花粉原料的水分+灰分+脂肪+

蛋白含量如表
#

所示)结果与
MC>4

等,

!,

-和
%18

9

等,

!A

-

的报道基本相符)

"%!

提取与活性
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表
#

!

蜂花粉基础指标含量

B1H3>#

!

\142@28?>S@G8E>8EG:H>>

F

G33>8

9

$

#""

9

水分 灰分 脂肪 蛋白

)=,"q"=!, !=(!q"=#$ )=$"q"=A+ !!=-,q"=($

!=!

!

蜂花粉蛋白酶解提取方法的选择

蜂花粉的细胞壁由内壁和外壁两部分组成)外壁较

为坚硬'主要由孢粉素+纤维素和蛋白质等物质组成'呈

特殊雕纹'其中孢粉素耐压+耐酸碱'不易被分解)内壁

的主要成分为纤维素+果胶质+半纤维素及蛋白质'其上

有萌发孔'是物质交换的通道'一般条件下萌发孔呈闭锁

状态)

如图
#

#

1

%所示'酶解处理后的雕纹状的蜂花粉细胞

外壁几乎已经完全脱落'细胞内壁被破坏'产生细胞碎

片)如图
#

#

H

%所示'经振荡酶解超声处理后'蜂花粉的细

胞外壁和内壁也被破坏'但破坏程度弱于振荡酶解)振

荡酶解的蛋白质提取率为#

+#=$"q#="#

%

b

'振荡酶解后

超声法的蛋白提取率为#

A$=)"q"=)-

%

b

'与图
#

所示的

试验结果相吻合)这可能是由于频率
A" Ô;

'功率

!+"T

'时间
A5

的超声条件影响了复合植物水解酶的活

性)一般低强度的超声能使酶活增强'超声效应会导致

媒介局部压力和温度的急剧升高'蛋白质发生折叠化的

可能性增强'折叠化的蛋白质会暴露更多的基团'从而其

和酶的亲和力增强,

!+

-

)比如
Q

9

<

6

>8

等,

!)

-发现'纤维素

酶在经过频率
!" Ô;

'密度
)T

*

W

'时间
)"4

的超声处

理后'其酶活提高了
#$=-b

)但是当超声强度过大+超声

时间过长时'酶的构象会因超声处理而改变'从而影响酶

的活性)试验所用的超声条件可能降低了复合植物水解

酶的活性'因此蛋白质提取率低于振荡酶解)

!=,

!

蜂花粉蛋白提取条件的优化

!=,=#

!

建立回归模型及方差分析
!

根据单因素结果'确

定如表
!

所示的因素水平表'试验设计及结果见表
,

)

!!

采用
'>42

9

8.S

F

>CE$="

软件对表
,

试验数据进行回

图
#

!

不同提取方法的电镜表征

&2

9

<C>#

!

B5>C>4<3E4G:4@18828

9

>3>@ECG8

02@CG4@G

F6

1813

6

424

表
!

!

响应面试验因素水平设计

B1H3>!

!

R>4

F

G84>4<C:1@>E>4E:1@EGC3>D>34

水平
M

水溶液
F

O \

温度*
m N

酶解时间*
5

I# + A" A=+

" ) +" +=+
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