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大米镉结合蛋白的分离及理化特性
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3.国家食品安全风险评估中心，北京 100021）

摘  要：本实验选用一种镉含量较高的大米为原料，采用碱法提取大米蛋白（alkali-extractable protein，AP），依

次用热变性和乙醇沉淀分离AP，制备大米镉结合蛋白（rice Cd-binding protein，RCBP），并分析了RCBP的紫外

吸收特征、氨基酸组成、分子质量及二级结构。结果显示：AP、热变性蛋白（thermally denaturated protein，TP）

和乙醇沉淀蛋白（ethanol-precipitated protein，EP）均在210 nm波长处有最大吸收峰，氨基酸组成类似；热变性去

除了分子质量为94 kD的蛋白质，分子质量为5 094 kD的蛋白质含量减少，乙醇沉淀进一步减少了分子质量分别为

50 kD和14 kD的蛋白质。AP的二级结构主要为α-螺旋和β-转角，有少量β-折叠；TP的二级结构只含有β-折叠和β-转

角，且以β-折叠为主；EP的二级结构主要为β-折叠和β-转角，还含有少量α-螺旋和无规卷曲。表明热变性和乙醇沉

淀使得AP中的镉结合蛋白得到分离，可以作为一种分离RCBP的方法。
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Abstract: Rice Cd-binding protein (RCBP) was obtained from high-Cd rice using alkali extraction, thermal denaturation 

and ethanol precipitation. Physicochemical characteristics including UV absorbance, amino acid composition, molecular 

weight and secondary structures were investigated. The results showed that all the alkali-extractable protein (AP), thermally 

denaturated protein (TP) and ethanol-precipitated protein (EP) had the maximum absorption peak at 210 nm and similar 

amino acid composition. The 94-kD protein was completely removed and the 5 094-kD protein was decreased by the thermal 

denaturation. Moreover, the ethanol precipitation resulted in a further reduction of the 50-kD and 14-kD proteins. The major 

secondary structures of AP were α-helical and β-turn, while β-sheet and β-turn were found in TP. On the other hand, β-sheet 

and β-turn were predominant in EP. These results indicated that thermal denaturation and ethanol precipitation could be used 

to separate RCBP from AP.
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镉（Cd）具有极大的毒性和致突变性，为环境污染

物，由于其易在人体内蓄积且半衰期长达10～30 a，已被美

国毒物管理委员会列为第6位危及人类健康的有毒物质[1]。

镉污染的食物、水、空气，经消化道和呼吸道进入人体

并积累，引起慢性中毒，引起肾机能衰退、骨质疏松[2]。

镉的生物有效性[3-5]及在生物体的暴露与积累[6-7]等已受到

国内外的普遍关注。大米作为我国大部分地区主要主食

之一，应作为重点监测对象，需严格控制其镉含量[8]。因

此，研究大米中重金属镉具有重要意义。

国内外对金属镉与不同来源的蛋白质结合形成的
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镉结合蛋白[9-14]已有很多研究，大部分研究集中于含有

丰富的巯基、能螯合大量金属离子[15]的金属硫蛋白。特

别是有关海洋动物[16-19]、昆虫[20]、小鼠[21]以及植物亚麻 

籽[22]等中的金属硫蛋白的报道较多，其研究方法已比较

成熟。但有关大米镉结合蛋白（rice Cd-binding protein，

RCBP）的研究报道较少。杨居荣等[23]对污染区稻、麦籽

实中镉的存在形态进行了相关分析，指出在稻、麦籽实

主要营养成分中，以镉与蛋白质相结合的形态为主，同

时镉更易与这2 种谷物的球蛋白和清蛋白结合。该研究只

报道了镉分布位置，尚未明确分析镉与大米蛋白的结合

机制及镉结合蛋白的理化性质。为了研究RCBP的相关理

化性质及结合机理，首先需要研究一套提取分离RCBP的

方法。并且，有关RCBP分离、理化性质及形成机理等的

研究还未见报道，因此研究RCBP的分离及理化性质具有

现实意义。

本实验选用一种镉含量较高的大米为原料，采用碱

法提取大米蛋白（alkali-extractable protein，AP）、热变

性和乙醇沉淀依次分离AP制备RCBP，并分析RCBP的紫

外吸收特征、氨基酸组成、分子质量分布及二级结构，

初步判断大米镉结合蛋白的类型，为进一步研究RCBP的

形成机理奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

籼米X9（镉含量157 μg/kg，蛋白质含量6.86 g/100 g，

水分含量14.55 g/100 g，以湿质量计）购于武汉市武商量

贩常青花园店。

镉标准储备液 国家有色金属及电子材料分析测

试中心；β-巯基乙醇 成都科龙化工试剂厂；蛋白质

分子质量标准品 武汉楚诚正茂科技工程有限公司；

十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl 

sulfonate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）

凝胶配制试剂盒 武汉市碧云天生物科技研究所；硝

酸、双氧水、硫酸、三羟甲基氨基甲烷（Tris）、SDS、

溴酚蓝、考马斯亮蓝R-250、无水乙醇 国药集团化学

试剂有限公司；硝酸、硫酸、高氯酸为优级纯，其余试

剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

TAS-990原子吸收分光光谱仪（配GFH-990石墨

炉）、镉空心阴极灯 北京普析通用仪器有限公司； 

DELTA 320 pH计 梅特勒-托利多仪器（上海）有限公

司；RE-52C 型旋转蒸发仪 巩义市英峪予华仪器厂；

SHB-Ⅲ循环水式多用真空泵 郑州长城科工贸公司；

TGL-16C高速离心机 上海安亭科学仪器有限公司；

PerkinElmer Lambda 25紫外可见分光光度计 美国珀金

埃尔默公司；Bio-Rad Mini-PROTEAN-3电泳仪（配电 

泳槽） 美国Bio-rad公司；NEXUS 670型傅里叶变换红

外光谱仪 美国尼高力仪器公司。

1.3 方法

1.3.1 碱法提取大米蛋白

参考陈季旺等[24]的方法并加以改进。大米样品经超

微粉碎机粉碎，过80 目筛。称取20 g大米粉于500 mL

的烧杯中，加入120 mL 质量分数1%的NaOH溶液，搅

拌混匀，常温浸提1 h，然后用质量分数1%的NaOH调 

pH值至11，40 ℃磁力搅拌水浴锅中浸提2 h（搅拌速率为 

120 r/min），提取液4 000 r/min离心10 min，得上清液

（AP）100 mL。

1.3.2 RCBP分离

参考徐振彪等 [25]提取玉米金属硫蛋白的方法。取

100 mL AP于100 ℃水浴加热5 min，4 ℃、7 000 r/min 

离心15  min，弃去沉淀，得到上清液即热变性蛋白

（thermally denaturated protein，TP）；TP中加入3 倍体

积预冷的无水乙醇，搅拌混匀后置于－20 ℃过夜沉淀，

4 ℃ 7 000 r/min离心15 min，弃去沉淀，40 ℃条件下旋转

蒸发上清液除去变性剂乙醇，得乙醇沉淀蛋白（ethanol-

precipitated protein，EP）。

1.3.3 镉含量测定

参考袁秀金等 [ 8 ]的方法。将1  g待测大米和样品

（AP、TP、EP）经硝酸、过氧化氢和3～5 滴硫酸消化

后用石墨炉原子吸收分光光谱仪测定其中镉的含量。

1.3.4 蛋白质含量测定

采用GB5009.5—2010《食品中蛋白质的测定》中的

半微量凯氏定氮法，转换系数F为5.95。

1.3.5 RCBP紫外扫描

采用硼砂-氢氧化钠缓冲溶液（pH 10）配制质量浓

度为1 mg/mL的AP、TP、EP各1 mL，备用。开机预热

10 min，扫描的波长范围为190～450 nm，以硼砂-氢氧化钠 

缓冲溶液（pH 10）为空白校正液，加入样品，关上暗

箱，点击“扫描”；扫描完成后，加入下一个样品。

1.3.6 氨基酸组成分析

分别量取一定体积的AP、TP、EP（相当于1 g大

米）于玻璃试管中，加入15 mL 6 mol/L HCl，试管抽真

空，充氮气封管，置于108 ℃恒温干燥箱内水解24 h，待

冷却后，过滤，定容至100 mL，吸取滤液20 μL于40 ℃

真空干燥器中进行干燥，用0.2 mol/L HCl定容至1 mL。

采用氨基酸分析仪测定各样品中氨基酸含量。

1.3.7 SDS-PAGE分析

取蛋白质质量浓度均为6.78 mg/mL的AP、TP、EP

各80 μL分别于1.5 mL离心管中，加入5×SDS的上样缓

冲液20 μL，混匀，沸水浴10 min。采用质量分数12%

分离胶、质量分数5%浓缩胶、1×Tris-甘氨酸电泳缓冲
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液（pH 8.3），将10 μL样品注入样品池，电压先调到

60 V，40 min后改为110 V，待指示剂溴酚蓝跑至胶边缘

时停止电泳。剥胶，用0.1%考马斯亮蓝R-250染色4 h，

用10%醋酸-5%乙醇洗脱液脱色，直至蛋白条带清晰[26]。

1.3.8 傅里叶变换红外光谱（fourier transform infrared 

spectroscopy，FTIR）分析

参考Ferreira等[27]的方法并加以改进。用脱脂棉蘸取

无水酒精将研钵、镊子、压片等用具擦试干净，放在红

外灯下照射以使酒精快速挥发干燥。在研钵中加入适量

KBr粉末，按照约1∶100的质量比例加入样品，充分研

磨混匀，压片，压片尽量薄而透明，以保证较高的透光

率。用傅里叶变换红外光谱仪测定红外吸收光谱图，以

KBr粉末作为空白背景，设定分辨率4 cm－1，扫描次数为

16 次，进行全波长（4 000～500 cm－1）扫描。

2 结果与分析

2.1 AP、TP、EP中蛋白质和镉含量及损失率

表 1 AP、TP和EP中蛋白质和镉含量及损失率

Table 1 Contents of protein and Cd, and loss rates of AP, TP, and EP

样品
蛋白质含量/

（mg/20 g大米）
损失率/% 镉含量/

（ng/20 g大米）
损失率/%

AP 697.3±2.45 345.6±0.82

TP 630.1±3.81 9.63 340.6±1.55 1.44

EP 540.9±1.07 14.16 206.4±0.49 39.40

由表1可知，碱法提取的AP依次进行加热变性、乙

醇沉淀处理后，TP、EP中的蛋白质和镉含量均逐渐减

少，但减少的幅度不同。热变性处理后蛋白质损失率为

9.63%，镉损失仅有1.44%，说明热变性去除了不耐热的

杂蛋白，使得目标蛋白的纯度得到初步提高；另外，高

速离心过程也能起到去除一些非蛋白类物质（如少量不

溶性淀粉等）。TP经乙醇沉淀后蛋白质损失14.16%，镉

则损失39.40%，这可能是由于乙醇沉淀去除杂蛋白的同

时对镉结合蛋白的结构也有一定的破坏，使得部分镉从

镉结合蛋白上脱落，造成较大程度的损失，但大部分镉

（60.6%）仍存在于EP中。因此，采用热变性和乙醇沉淀

依次分离碱法提取AP中的结合蛋白，能实现镉结合蛋白

的富集，可以作为分离RCBP的一种方法。

2.2 AP、TP、EP中蛋白溶液的紫外扫描图

对AP、TP、EP溶液进行紫外扫描实验，观察3 种蛋

白质在紫外光区光吸收值的变化，结果见图1。扫描AP、

TP、EP溶液得到的吸收峰均分布在200～220 nm之间，其

中，AP在210 nm波长左右吸收峰最高，TP、EP峰值依次

降低，峰型依次变弱。这与2.1节中蛋白质含量逐渐降低的

结果一致，进一步说明依次热变性和乙醇沉淀去除了AP

中的杂蛋白，镉结合蛋白得到了分离。

AP
TP
EP

200
0.0
0.4
0.8
1.2
1.6
2.0
2.4
2.8
3.2
3.6

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

图 1 AP、TP和EP的紫外光谱扫描曲线

Fig.1 UV absorption spectra of AP, TP and EP

2.3 氨基酸组成分析结果

表 2 AP、TP和EP的氨基酸组成

Table 2 Amino acid composition of AP, TP and EP

g/100 g pro

氨基酸 AP TP EP 氨基酸 AP TP EP

天冬氨酸（Asp） 7.85 7.76 8.36 亮氨酸（Leu） 5.35 5.45 4.79

苏氨酸（Thr） 5.94 6.46 7.48 苏氨酸（Tyr） 6.17 5.95 5.72

丝氨酸（Ser） 5.96 6.12 7.12 苯丙氨酸（Phe） 6.18 5.52 3.85

谷氨酸（Glu） 20.01 20.97 22.28 组氨酸（His） 6.93 4.29 3.40

脯氨酸（Pro） 4.41 3.23 3.28 赖氨酸（Lys） 4.12 4.29 3.40

甘氨酸（Gly） 5.03 5.77 5.98 精氨酸（Arg） 5.71 5.79 6.36

丙氨酸（Ala） 1.95 1.81 1.75 含硫氨基酸 3.45 5.83 5.84

半胱氨酸（Cys） 2.17 2.40 2.55 芳香族氨基酸 12.35 11.46 9.57

缬氨酸（Val） 2.38 2.06 1.86 带电荷氨基酸 44.62 43.10 43.81

甲硫氨酸（Met） 1.28 3.43 3.29 疏水性氨基酸 30.11 30.21 27.35

异亮氨酸（Ile） 8.55 8.71 8.52

由表2可知，与AP相比，TP中甘氨酸、丝氨酸、

甲硫氨酸、半胱氨酸、苏氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、

赖氨酸、精氨酸和谷氨酸含量增加，而苯丙氨酸、

丙氨酸、缬氨酸、酪氨酸、组氨酸和脯氨酸含量减

少，含硫氨基酸含量增加2.38 g/100 g pro，芳香族氨

基酸含量减少0.89 g/100 g pro，带电荷氨基酸含量减

少1.52 g/100 g pro，疏水性氨基酸含量增加0.10%；

与T P相比，E P中天冬氨酸、丙氨酸、苏氨酸、丝

氨酸、脯氨酸、甘氨酸、精氨酸、谷氨酸、半胱氨

酸含量增加，苯丙氨酸、丙氨酸、缬氨酸、异亮氨

酸、亮氨酸、酪氨酸、赖氨酸、组氨酸、甲硫氨酸

含量减少。含硫氨基酸含量增加0.01 g/100 g  pro，

芳香族氨基酸含量减少1 . 8 9  g / 1 0 0  g  p r o，带电荷

氨基酸含量增加0 . 7 1  g / 1 0 0  g  p r o，疏水性氨基酸

含量减少 2 . 8 6  g / 1 0 0  g  p r o；与A P相比，E P中含

硫氨基酸含量增加2 . 3 9  g / 1 0 0  g  p r o，芳香族氨基

酸含量减少2 . 7 8  g / 1 0 0  g  p r o，带电荷氨基酸含量

减少 0 . 8 1  g / 1 0 0  g  p r o，疏水性氨基酸含量减少

2.76 g/100 g pro。由表2还可知，AP、TP、EP带电荷氨基

酸含量最高，大于43 g/100 g pro，疏水性氨基酸次之，
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约为30 g/100 g pro，芳香族氨基酸为10 g/100 g pro左右，

含硫氨基酸约占5 g/100 g pro。

AP经热变性和乙醇沉淀处理后，半胱氨酸和甲硫氨

酸含量有少许增加，但含量很低（2%）。然而，AP、

TP、EP中带电荷氨基酸和疏水性氨基酸含量均较高，初

步推断RCBP可能是一类富含带电荷氨基酸或疏水性氨基

酸的镉结合蛋白。

2.4 SDS-PAGE分析结果

94.0 kD
66.2 kD

45.0 kD

33.0 kD
26.0 kD

20.0 kD

14.4 kD

M AP TP EP

M.蛋白质分子质量标准品。

图 2 AP、TP和EP的SDS-PAGE图谱

Fig.2 SDS-PAGE patterns of AP, TP and EP

由图2可知，AP的分子质量分布在94、50、32、

16 、14 kD处，TP的分子质量分布在50、32、16 、14 kD

处，EP的分子质量分布在32 kD和16 kD处。从AP、TP

到EP，蛋白质条带数量逐渐减少、条带颜色变浅，热变

性去除了分子质量为94 kD的蛋白质、减少了分子质量为

50 kD的蛋白质，乙醇沉淀进一步去除了部分分子质量为

50 kD和14 kD的蛋白质。EP中只有2 个条带，可能是2 种

不同分子质量的蛋白质或1 种含有两个亚基的蛋白质。

由于大米中清蛋白和球蛋白的分子质量较低，因

此，推断镉是与大米中低分子质量的清蛋白或球蛋白结

合形成镉结合蛋白，这与杨居荣等[23]的结果类似。

2.5 FTIR分析结果

采用FTIR分析AP、TP、EP的二级结构，结果见图3。

采用软件Omnic 8.0对FTIR光谱图去卷积处理，再用软件

Peakfit v4.1对去卷积曲线进行拟合、积分，得拟合峰面积，

结果见表3。
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图 3 AP、TP、EP傅里叶变换红外光谱

Fig.3 FTIR spectra of AP, TP and EP

表 3 AP、TP和EP中N—H相对于C=O构型峰面积

Table 3 Peak area of N-H relative to C=O in AP, TP and EP from 

FTIR spectra 

项目
N—H相对于C＝O构型

峰面积总和
顺式 反式

波数/cm－1 1 450 1 550

AP — 274.39 274.39

TP 124.84 169.03 293.87

EP 41.37 107.83 149.20

注：—. 无检测峰。表 4 同。

由表3及图3可知，AP在波数1 545.31 cm－1处有

吸收峰，峰面积为274.39；TP在波数1 555.00 cm－1

及1 446.95 cm－1处有吸收峰，峰面积分别为169.03和

124.84；EP在波数1 560.96 cm－1及1 440.51 cm－1处有吸

收峰，峰面积分别为107.83和41.37。AP中N—H相对于

C＝O只以反式构型形式存在，TP和EP中N—H相对于

C＝O主要以反式构型形式存在，且TP中N—H相对于 

C＝O反式构型和顺式构型的含量均高于EP。说明热变性

使得AP中部分N—H相对于C＝O的反式构型转变成顺式构

型，乙醇沉淀则破坏了TP中部分N—H相对于C＝O构型。

表 4 AP、TP、EP在不同红外光谱波数区间的二级结构峰面积

Table 4 Peak areas of secondary structures of AP, TP and EP from 

FTIR spectra 

二级结构
波数

区间/cm－1

峰面积

AP TP EP

α-螺旋
1 650～1 659 317.67 — —

1 615～1 640 8.69 — 32.28

β-折叠
1 255～1 288 — 133.27 134.82

1 181～1 248 99.28 59.04 99.94

β-转角 1 660～1 688 224.35 99.94 298.93

无规卷曲 1 255～1 288 — — 44.96
峰面积总和 649.99 292.25 610.93

采用软件Omnic 8.0对FTIR光谱图去卷积处理，再

用软件Peakfit v4.1对去卷积曲线进行拟合、积分，得二

级结构的峰面积见表4。AP中α-螺旋的峰面积为326.36， 

β-折叠的峰面积为99.28，β-转角的峰面积为224.35；TP中 

β-折叠的峰面积为192.31，β-转角的峰面积为99.94；EP

中α-螺旋的峰面积为32.28，β-折叠的峰面积为234.76， 

β-转角的峰面积为298.93，无规卷曲的峰面积为44.96。

说明AP的二级结构以α-螺旋和β-转角为主，还含有少量

β-折叠；TP的二级结构只含有β-折叠和β-转角，且以β-折

叠为主；EP的二级结构则以β-折叠和β-转角为主，还含

有少量α-螺旋和无规卷曲。

与AP相比，TP中的α-螺旋和β-转角含量减少，β-折

叠增加；与TP相比，EP中α-螺旋、β-折叠和β-转角含量均

增加，其中β-转角含量增加最多，另有少量的无规卷曲

形成。因此，热变性破坏了部分α-螺旋，增加了β-折叠，

即热变性使部分α-螺旋转变成β-折叠，这与Xie Ling等[28] 

研究热变性影响葡萄球菌核酸酶结构的结论类似；α-螺
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旋和β-折叠是蛋白质中具有高度稳定性的二级结构，是

2 种有序的蛋白质二级结构；而β-转角和无规卷曲则是

2 种无序的蛋白质二级结构[29]，乙醇沉淀使得TP中某些

被热变性破坏的二级结构重新形成，但形成的主要是不

稳定的无序的二级结构。

3 结 论

采用热变性和乙醇沉淀去除了AP中的大部分杂蛋白

及非蛋白物质，达到了富集镉结合蛋白的目的，可以作

为分离RCBP的一种方法。

经热变性和乙醇沉淀分离得到的RCBP可能是一类富

含带电荷氨基酸或疏水性氨基酸的镉结合蛋白，分子质

量主要分布在32 kD和16 kD左右。

热变性使AP中部分α-螺旋转变成β-折叠，而乙醇沉

淀使得TP中某些被热变性破坏的二级结构重新形成，但

形成的主要是不稳定的无序的二级结构。
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