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高分子量大豆蛋白的溶液制备及组份分离!
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摘 $ 要 $ 商品化的大豆分离蛋白（0(/）主要由 :0 和 ##0 两种球蛋白组成，两者较难分离 3同时，由于球蛋白的

紧密结构使 0(/ 难以直接溶解于水中 3采用盐酸胍和二硫苏糖醇在溶解过程中对 0(/ 进行处理，从而获得了

较高浓度，并且蛋白质分子链未发生降解的 0(/ 水溶液 3此外，通过采用盐酸胍溶解和透析的方法，获得以 :0

球蛋白为主的溶液和以 ##0 球蛋白为主的沉淀，比较简单地实现 0(/ 中两种主要组份的初步分离 3

关键词 $ 大豆球蛋白，!9大豆伴球蛋白，透析，二硫键，氢键

$ $ 随着不可再生资源的消耗殆尽，越来越多的
科学家将目光转向了可再生资源，特别是来自生

物的天然高分子材料，主要是多糖和非生理活性

蛋白质，如纤维素［#］、壳聚糖［!］、丝蛋白［=］以及各

种植物蛋白 3大豆是重要的经济作物，大豆中含有
="K L 7"K的大豆蛋白，经过提纯的大豆分离蛋
白（0(/），蛋白质含量不少于 8"K，主要包括 < 种
组份：!0（MK）、:0（=7K）、##0（7!K）和 #70
（7K），其中 :0 和 ##0 占到了总质量的 :"K 以
上，因此 0(/ 的性质主要取决于这二者的组成、结
构和功能［<］3 0(/ 在食品、纺织、材料等领域具有
重要的应用价值［7］，如大豆蛋白纤维［;］和大豆蛋

白塑料［:］，因此从基础研究的角度了解其结构和

功能显得非常重要 3
0(/ 中的 :0 组份主要为 !9大豆伴球蛋白（ !9

B2DNAOB@D@D），##0 组 份 则 为 大 豆 球 蛋 白
（ NAOB@D@D），从氨基酸组成来分析，二者存在较大
的差异［M］；从聚集态结构分析，:0 含 = 种亚基，为
三聚体，而 ##0 含 7 种不同的亚基，并且为六聚
体［8］3此外，虽然 :0 和 ##0 的半胱氨酸（&OP）的
含量差别并不显著（分别为 "J 8<K和 #J ="K），但
##0 的亚基中和亚基之间存在二硫键，而在 :0 中
则没有二硫键的存在［#"］3 已有研究表明，##0 中
存在的二硫键对稳定其结构以及促进其热致凝胶

转变具有重要的作用［##］3 由于 :0 和 ##0 结构和
性质上的差异，人们很早就尝试对其进行分

离［#!］3分离的手段包括低温沉淀［#=］、盐析［#<］、膜
分离［#7］、等电点分离［#;］和层析分离［M］等，目前应

用较多的是后两种方法以及二者的结合 3 但是这
些分离方法的过程都较为复杂，分离得到的两组

份的数量也很少，难以满足实际研究的需要 3
0(/ 的溶解性是其所有性质中最基本但也是

最重要的一个，制备均匀稳定、具有一定浓度的

0(/ 水分散体系是研究 0(/ 的溶液性质的前
提［<］，也是制备各种 0(/ 材料，如薄膜、纤维、支架
材料的前提 3 但是如果直接将市售商品化的 0(/
粉末溶解在纯水中，其溶解度很小；而如果将其溶

解在 QR 值大于 #" 的碱性水溶液中，虽然溶解度
有所增大，但是会不可避免地发生蛋白质的降

解［#:］3 本研究发现，采用两种常见的生化试
剂———盐酸胍和二硫苏糖醇（S’’）在溶解过程中
对 0(/ 进行处理，不仅能够提高 0(/ 在水中的溶
解度，还能对 0(/ 中的 :0 和 ##0 组份进行初步的
分离 3
!" 原料

0(/（上海深远食品有限公司），蛋白质含量
为 8#K；盐酸胍（国药集团上海化学试剂公司），
分析纯；S’’（上海博蕴生物科技有限公司，0@N>?
公司进口分装），纯度为 88J 7K 3 其余试剂均为分
析纯，使用时未经进一步处理和纯化 3
#" 实验方法
!J #$ 0(/ 在不同 QR 值水溶液中的溶解度 $ $ 在
去离子水和 QR 值为 MJ !、8J "、#"J #、##J # 和 #!J "
的水溶液中（采用 "J # >2A T * 或 #J " >2A T * 的
1?)R 溶液进行调节），加入过量的 0(/ 粉末，室
温下搅拌溶解 #! C，然后采用相应 QR 的水溶液
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透析 #! $ 以除去可能的小分子量降解产物，最后
采用 %&&& ’ ( )*+ 转速离心 #& )*+ 除去不溶物，收
集上清液，用重量法标定其浓度 ,
!- !" 较高浓度 ./0 水溶液的制备 " " 将 ./0 粉
末溶解在含有 1 )23 ( 4 盐酸胍和 !5 ))23 ( 4 677
的水溶液中，然后先在 89 : #& 的 ;<=9 水溶液
中透析 !> $，再用去离子水透析至接近中性（ 89
: ? @ A）,透析过程中没有肉眼可见的沉淀产生，
待透析完成后，采用 %&&& ’ ( )*+ 转速离心 #& )*+
除去不溶物后得到溶液，用重量法标定其浓度 ,
!- B" ./0 中 ?. 和 ##. 组份的分离 " " 将 ./0 粉
末溶解在含有 1 )23 ( 4 盐酸胍的水溶液中，然后
先在 89 : #& 的 ;<=9 水溶液中透析 !> $，再用
去离子水透析至接近中性（89 : ? @ A）, 在此透析
过程中有沉淀产生，待透析完成后，采用 %&&& ’ (
)*+ 转速离心 #& )*+，同时收集沉淀物和上清液 ,
!- >" 十二烷基磺酸钠C聚丙烯酰胺凝胶电泳
（.6.C/DEF）测试 " " 依照文献［#A］报道的方法
进行 .6.C/DEF 测试 , 电泳时，电压恒定为 #!&
G,胶板用考马斯亮蓝 HC!5& 染色，经脱色，扫描，
图像处理后得到电泳图谱 ,
!- 5" 透射电镜测试 " " 将浓度为 &- 5I（! " !）
的 ./0 水溶液直接滴在铜网上并采用磷钨酸负
染，室温干燥后采用 JFKC!#&&L 透射电子显微镜
（日本）进行测试，操作电压为 !&& MG,
!- 1 " 动态光散射测试 " " 采用 NOP<Q*RO’ ;<+2
（K<3SO’+ 公司，英国）在室温下测试浓度为 #- &I
（! " !）的 ./0 水溶液中粒子的流体力学直径与
多分散系数，所有测试结果均符合软件的数据分

析标准 ,
!" 结果
B- #" ./0 在不同 89 值水溶液中的溶解度 " "
./0 的等电点为 >- 1>［>］（其中 ?. 为 >- A［#%］，##.
约为 1- >［!&］），因此 ./0 在碱性水溶液中其蛋白质
分子链会发生静电排斥作用而较易溶解，但是其

在纯水中的溶解度却很小 , D’’OQO 等研究了 #% 种
商品 ./0 的溶解性，他们将这些样品直接溶解在
去离子水中（ 89 为 1- A @ ?- &），结果发现其水溶
液最高的质量百分浓度约为 &- A>I，而最低的仅
为 &- !#I［!#］,为仔细考察商品 ./0 在不同水溶液
中的溶解情况，在本研究中将购置的商品 ./0 分
别溶解在去离子水以及 89 : A- !、%- &、#&- #、##- #
和 #!- & 的 ;<=9 水溶液中，并用重量法标定所得
蛋白质溶液的质量百分浓度，结果如图 # 所示 , 研

究发现，./0 在去离子水中质量百分浓度为
&- 55I T &- &>I，符合 D’’OQO 等的研究结果 ,研究
结果还表明，随着 89 的升高，溶液中 ./0 的浓度
随之增大，在 89 : #!- & 的 ;<=9 溶液中，虽然通
过重量法得到的 ./0 质量百分浓度可达 B- #5I T
&- &BI，但 .6.C/DEF 却显示（图 !，条带 U）此时
部分 ./0 发生了降解，分子量有所下降且分布变
宽 ,当溶液中 ;<=9 浓度大于 #- & )23 ( 4 时，虽然
./0 可在很短时间内溶解，但其分子量都降解至
#& M6< 以下，在我们的 .6.C/DEF（图 !，条带 6）
中几乎看不到高分子量链段的存在 , 因此采用碱
溶液溶解 ./0 虽然表面上提高了其溶解度，但是
会导致其分子链的降解，这无论对于后继的理论

研究或实际应用都是非常不利的 ,

L*V, # " 7$O W2+WO+P’<P*2+ 2X ./0 <YZO2ZQ Q23ZP*2+ <P

[*XXO’O+P 89 S<3ZOQ

L*V, ! " .6.C/DEF 8<PPO’+（D）8’2PO*+ )<’MO’Q，（\）./0

<YZO2ZQ Q23ZP*2+ <P 89 : #&- #；（U）./0 <YZO2ZQ Q23ZP*2+

<P 89 : #!- &；（6）./0 <YZO2ZQ Q23ZP*2+ ]*P$ #- & )23 ( 4

;<=9

7$O W2+WO+P’<P*2+ 2X ./0 Q23ZP*2+ ]<Q #- &I X2’ <33

Q<)83OQ,

#5!
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%& "! 较高浓度 ’() 水溶液的制备 ! ! 从 ’() 的
结构考虑，其在水中溶解度小的原因在于其蛋白

质分子链内和链间存在很强的氢键和静电相互作

用，并具有二硫键，所以单纯的水分子很难破坏这

些维持 ’() 呈球形堆积的因素而使蛋白质单链能
够分散在水中，因此在本研究中选择用以破坏氢

键的盐酸胍和破坏二硫键的 *++ 来对 ’() 进行
处理，希望可以破坏蛋白质分子链内与链间的相

互作用而促使其能够分散在水中 , 盐酸胍和 *++
是蛋白质化学中常用的变性剂，大量研究证明其

主要破坏的是蛋白质的二级结构（即构象），不会

对蛋白质的一级结构，即蛋白质主链的化学结构

造成破坏［"" - ".］，如 / 012 3 4 盐酸胍可使溶菌酶和
白蛋白分子链伸展从而破坏其天然构象，但一级

结构不变；*++ 可使白蛋白发生构象变化从而促
使多肽链上更多的氨基酸残基质子化等 , 当然要
获得纯的 ’() 水溶液，还必须将盐酸胍和 *++ 除
去 ,因此本研究首先采用 56 7 8# 的弱碱水溶液
对含有盐酸胍和 *++ 的 ’() 溶液进行透析，其目
的是使分散在水中的蛋白质分子链仍带有一定的

相同电荷而相互排斥，从而避免其重新团聚而出

现沉淀，并且 56 7 8# 的弱碱溶液不会对 ’() 产生
明显的降解作用 , 最后再用去离子水透析除去溶
液中的 9:;6，此时分散在水溶液中的蛋白质分
子虽然会因静电排斥作用的减少而发生一定程度

的聚集，但尚存的带电氨基酸残基之间的静电排

斥作用不会导致进一步的团聚而产生宏观沉淀，

因此仍可获得稳定的 ’() 水溶液 ,
通过这种处理方法，本研究能够制备出质量

百分浓度为 %& #<左右的 ’() 水溶液，是直接在水
中溶解的近 / 倍，因此可以说制备得到了“较高
浓度”的 ’() 水溶液 , 在此基础上，还可采用聚乙
二醇水溶液反向渗透的方法［"=］将 ’() 水溶液浓
缩至 8#<，大大提高了 ’() 水溶液的应用范围 ,动
态光散射表明，所获得的 ’() 水溶液中 ’() 分子
聚集体的平均流体力学直径为（ $%& " > ""& "）
?0，呈双分散分布，大粒径约为 8/# ?0，小粒径约
为 "# ?0,其中小粒径的大小与 @’ 组份的三聚体
或 88’ 的六聚体尺寸相符，而大粒径则明显是聚
集体 ,透射电镜照片（图 %）表明溶液中的 ’() 并
不仅仅以寡聚体存在，还有尺寸为 8## - "## ?0
的不规则聚集体（箭头所指白色部分），符合动态

光散射的结果 , 这些结果说明虽然在水溶液中
’() 并不是以单链存在，但是其聚集体尺寸较小，

分布也较为均匀 , 更为重要的是 ’*’A(BCD 分析
显示（图 .，条带 E），通过本研究获得的浓度为
%& #<的 ’() 水溶液中，蛋白质没有发生降解，其
组成和将 ’() 直接溶于水得到水溶液的组成（图
.，条带 D）几乎完全一致，说明由本研究方法得到
的是浓度较高的并具有完整组份的 ’() 水溶液 ,

FGH, % ! +DI G0:HJ 1K ’() ?JH:LGMJ2N OL:G?JP QN

5R1O5R1LS?HOLGT :TGP

’() :HHUJH:LJO VJUJ OR1V? G? VRGLJ,

FGH, . ! ’*’A(BCD 5:LLJU?（B）5U1LJG? 0:UWJUO，（E）’()

:XSJ1SO O12SLG1? 1QL:G?JP QN LUJ:LG?H VGLR CS6Y2 :?P *++，

（Y）OS5JU?:L:?L 1QL:G?JP QN 1?2N LUJ:LG?H ’() VGLR CS6Y2，

（*）OJPG0J?L 1QL:G?JP QN 1?2N LUJ:LG?H ’() VGLR CS6Y2，

（ D）’() :XSJ1SO O12SLG1? 1QL:G?JP QN PGUJTL2N PGOO12SLG1? G?

PJAG1?GZJP V:LJU

%& %! ’() 中 @’ 和 88’ 组份的分离 ! ! 在上述制
备高浓度 ’() 水溶液的过程中发现，如果只采用
/ 012 3 4 的盐酸胍水溶液来溶解 ’()，虽然一开始
也能获得透明澄清的溶液，但是在透析过程中却

会有沉淀生成 , 考虑到 ’() 中只有 88’ 组份存在
二硫键［8#］，而 *++ 的加入是对二硫键进行破坏，
因此这些沉淀应该是盐酸胍被透析除去以后依靠

仍然存在的二硫键而重新聚集的 88’, ’*’A(BCD
分析证实了这一想法，从图 . 可以看出，沉淀中
（条带 *）主要是 88’ 组份（88’ 包含亚基的分子

"="
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量均在 #$ %& 以下），’( 组份（’( 包含亚基的分
子量均在 #$ %& 以上）的条带已很浅，表明其含量
很少 )相反地，上清液中（条带 *）基本都是 ’( 组
份，++( 组份的条带也已变得非常浅 ) 由此本研究
也发现了一种相对简单的初步分离 (,- 中 ’( 和
++( 组份的方法，并且其分离获得的 ’( 和 ++( 的
质量也较以往的各种方法有较大幅度的提高 ) 通
过本分离过程，每 !. $ / (,- 经溶解、透析，可分离
得到 ++( 的量为 $. 0 / 左右，其产率可以满足大
部分实验工作的需求 )
从以上研究结果可以发现，虽然盐酸胍对于

(,- 中的 ’( 和 ++( 组份都是很强的变性剂［!1］，可
以破坏其原来球蛋白的构象从而分散在水溶液

中，但是对于 ++( 来讲，二硫键是否遭到破坏是其
构象能否重新恢复的关键所在［!’］) 如果二硫键未
遭破坏，在变性因素消失后（如透析除去盐酸

胍），大部分 ++( 可通过仍然存在的二硫键的作
用诱导多肽链恢复或部分恢复原先紧密的球蛋白

结构而变得难溶于水 )因此，要提高 (,- 在水中的
溶解度，必须破坏其二硫键并阻止其重新生成，从

而彻底破坏 (,- 中 ’( 和 ++( 的球蛋白结构，使其
蛋白质分子链可以分散在水中 )
!" 结论
报道了通过采用两种常见的生化试剂———盐

酸胍和 &22 破坏 (,- 中的氢键和二硫键，再经过
透析将它们除去的方法得到了浓度为 0. $3左右
且没有发生明显降解的 (,- 水溶液 ) 同时发现仅
用盐酸胍水溶液溶解 (,- 后进行透析，可获得 ’(
为主的溶液和 ++( 为主的沉淀 ) 虽然这种分离方
法获得的 ’( 和 ++( 组份的纯度相对于等电点分
离和层析分离要低，但是处理量明显提高，如作为

初级分离手段使用，可明显提高分离效率 )
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