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提取条件对大豆11S球蛋白得率及纯度的影响

邓克权 1 , 2，黄友如 3，华欲飞 1 ,*
(1.江南大学食品学院，食品科学与技术国家重点实验室，江苏 无锡      214122；

2.中粮东海粮油工业有限公司，江苏 张家港      215634；3.常熟理工学院生物与食品工程学院，江苏 常熟      215500)

摘   要：以低脂质含量豆粕为原料，探讨大豆 11S 球蛋白分级分离过程中提取条件(pH 值、还原剂和冷沉时间)对
蛋白得率及纯度的影响。结果表明：将浸提液 pH 值由 6.2 调至 6.6 时，大豆 11S 球蛋白的得率降低了 16.71%，而

纯度提高了 4.60%。随着浸提 pH 值的提高，蛋白质的巯基与二硫键含量增加。与二硫苏糖醇(DTT)或β- 巯基乙醇

(ME)相比，在 pH6.4 的浸提液中添加亚硫酸氢钠(SBS)，大豆 11S 球蛋白的得率最高。而 DTT、ME 和 SBS 还原

剂中，使用 DTT 时的 11S 球蛋白组分得率与纯度最低。在蛋白沉淀阶段，当冷沉时间为 10h 时，蛋白的得率与

纯度最佳，随着冷沉时间的延长(12～16h)巯基与二硫键总量并无显著差异(P ≥ 0.05)，而部分巯基发生氧化形成二

硫键，大豆 11S 球蛋白游离巯基含量降低。
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Abstract ：Low-fat soybean flakes were used to evaluate the effects of some operating conditions for glycinin (11S) extraction
such as pH, reducing agent type and cold precipitation duration on the extraction rate and purity of glycinin. The pH adjustment
of protein extract from 6.2 to 6.6 could decrease the extraction rate of glycinin by 16.71%, while the purity of the protein
exhibited an increase by 4.60%. The contents of sulfhydryl and disulfide in proteins increased as the pH increased. Addition of
sodium bisulfite (SBS) instead of dithiothreitol (DTT) or β-mercaptoethanol (ME) to the protein extract at pH 6.4 could increase
the extraction rate of glycinin. The effect of DTT on the extraction rate of glycinin was the lowest among the reducing agents.
The highest extraction rate and purity of glycinin were obtained after 10 h of cold precipitation. No significant difference
was observed in the total content of sulfhydryl and disulfide as the precipitation duration was prolonged from 12  to 16
h (P ≥ 0.05), while the content of free sulfhydryl decreased as a result of partial oxidation to disulfide bonds.
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大豆蛋白主要由大豆球蛋白和β- 伴球蛋白两个主要

组分构成，分别占分离蛋白总量的 40% 和 30% 左右[1]。

大豆球蛋白是大豆种子的一种贮藏球蛋白，其沉降系数

为 11S，由 6 个亚基组成，每个亚基分别由一个酸性多

肽链 A 与一个碱性多肽链 B 通过一个二硫键连接形成[2]。

大豆球蛋白(11S)的每一多肽链亚基的功能性质不同，因

而可在食品加工中加以利用。如源于 11S 蛋白的酸性亚

基具有很好的凝胶形成能力，且凝胶强度随着酸性亚基

的含量增加而增强[3]。源于 11S 蛋白的碱性亚基在酸性

饮料的 pH 值范围溶解性很好，因而可作为一种酸溶蛋

白原料应用于饮料、蛋黄酱和色拉味调料中[4]。从大豆

蛋白中分离 11S 组分，改进其功能性质，应用于食品工

业，对提高产品的附加值具有重要意义。此外，对酸

性和碱性亚基的研究也有助于我们了解更多有关 11S 组

分在食品添加剂中所起的作用。

有关 11S 分离纯化方面的工作已有很多的文献报道。
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图 2 pH 值对 11S 球蛋白得率与纯度的影响

Fig.2   Effect of pH on the extraction rate and purity of glycinin (11S)

18
17
16
15
14
13
12
11
10

得率
纯度得

率
/%

pH
6.2 6.3 6.4 6.5 6.6

85
84
83
82
81
80
79

纯
度

/%

大多直接以脱脂豆粕为原料，通过冷沉(pH6.3～7.0)从
碱性大豆蛋白浸提液中初步分离得到纯度不是很高的 11S
球蛋白[ 5 -9 ]。本实验在前期研究基础上，以低脂质含量

豆粕为原料，利用 SDS-PAGE 等分析蛋白亚基组成，并

藉此评价加工条件，如 pH 值、还原剂及冷沉时间对 11S
球蛋白纯度与得率的影响。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

低温脱脂豆粕    山东万德福实业集团。

其他试剂均为均为常规分析纯试剂。

1.2 仪器与设备

Gel Doc XR 凝胶成像系统    美国 Bio-Rad 公司；

LGJ-1G 冷冻干燥机    上海医用分析仪器厂；CR22GII 高
速冷冻离心机    日本 Hitachi 公司。

1.3 方法

1.3.1 低温脱脂豆粕的预处理

低温脱脂豆粕→粉碎→过 80 目标准筛→乙醇和正己

烷混合浸出(脱脂豆粕、体积分数 95% 乙醇、正己烷质

量比 1:4:2，20℃浸提 2h)→ 3000 × g 离心分离 30min →沉

淀→ 95% 乙醇浸出(质量比 1:5，20℃浸提 1h)→ 3000 × g
离心分离 30min →沉淀→真空干燥→低脂质含量豆粕

1.3.2 11S 球蛋白的分离

11S球蛋白的分离参考Deak等[8]的方法稍加修改(图 1)。
将低脂质含量豆粕按 1:15(m/V)的料液比与水混合，用

2mol/L NaOH 溶液将其 pH 值调至 8.5。搅拌 1h 后，将

悬浮液离心(14000 × g，30min，15℃) 倾出上清液加入

NaHSO3 溶液使之浓度达 10mmol/L，用 2mol/L HCl 溶液

将其 pH 值调至 6.4 并在冷藏(4℃)条件下静置 12h 后离心

(7500 × g，20min，4℃)，得富含 11S 球蛋白的沉淀，

将沉淀分散于去离子水中并用 2mol/L NaOH 溶液将其 pH
值调至 7 . 0，透析去盐后冷冻干燥。

1.3.3　　pH 值对 11S 球蛋白分离的影响

在分离沉淀的初始阶段，浸提液 N a H S O 3 浓度达

10mmol/L 时，分别将其 pH 值调至 6.2、6.3、6.4、6.5
和 6.6，其他步骤同 1.3.2 节。每个实验至少重复 2 次。

1.3.4　　还原剂对 11S 组分分离的影响

在分离沉淀的初始阶段，添加不同还原剂如亚硫酸

氢钠(SBS)、二硫苏糖醇(DTT)或β- 巯基乙醇(ME)，使

其在浸提液中浓度达 10mmol/L 时，将其 pH 值调至 6.4，
冷藏(4℃)静置 12h，其他步骤同 1.3.2 节。每个实验至

少重复 2 次。

1.3.5 冷沉时间对 11S 球蛋白分离的影响

在分离沉淀的初始阶段，浸提液 NaHSO 3 浓度达

10mmol/L 时，将其 pH 值调至 6.4，冷藏(4℃)静置 6～
16h 后离心(7500 × g，20min，4℃)，得富含 11S 球

蛋白的沉淀，其他步骤同 1 . 3 . 2 节。每个实验至少重

复 2 次。

1.3.6 蛋白组分的 SDS-PAGE 分析

采用SDS不连续电泳方法[10]进行SDS-PAGE分析。分

离胶 12%；浓缩胶 4%；样品溶解液质量浓度：2mg/mL；
上样量：10μL；考马斯亮蓝染色。依据 O

,
Keefe 等[11]

的方法制备 11S 球蛋白和β- 伴球蛋白(7S)的纯品，利用

凝胶成像系统做纯度分析。每个实验至少重复 2 次。

1.3.7 蛋白质巯基与二硫键含量的测定

按照参考文献[12]的方法测定蛋白质的巯基(包括游

离的和埋藏在疏水基团内部的巯基)和总巯基基团(包括巯

基和还原的二硫键)含量。

1.4 数理统计方法

采用Microsoft Excel 2007和Origin 7.5进行数据分析。

2 结果与分析

2.1 低温脱脂豆粕主要理化指标

低温脱脂豆粕的蛋白质、水分及脂质含量分别是

56.37%(以干基计，下同)、10.32% 和 5.21%。11S 和 7S
球蛋白含量分别为总蛋白含量的 53.12% 和 31.37%。

2.2 pH 值对 11S 球蛋白得率与纯度的影响

图 1 大豆球蛋白(11S)组分的分级分离

Fig.1   Flow diagram for the fractionation procedure of soybean glycinin (11S)
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由图 2 可知，在蛋白质浸提过程中，随溶液 pH 值

的升高，11S 球蛋白组分的得率显著降低。同 pH6.2 时的

浸提效果比较，pH6.6 时的 11S 球蛋白组分得率减少了

16.71%。这是由于浸提液 pH 值增加，蛋白质溶解度迅

速降低造成的[13]。但当浸提液 pH 值由 6.2 调至 6.6 时，

11S 球蛋白组分的纯度增加了 4.60%。该结果同以前学者

的研究[13-15]发现 7S 和 11S 两种球蛋白在不同 pH 值条件下

有不同的溶出行为的结论相一致。

2.3 不同种类还原剂对 11S 球蛋白得率与纯度的影响

SBS、DTT 和 ME 可作用于蛋白质的二硫键，使

其聚集体发生部分解聚，从而增加蛋白质的溶解度[16]。

Thanh 等[5]研究了 ME 对大豆种子蛋白分级分离的影响，

Petruccelli 等[17]和 Wu Shaowen 等[18-19]则研究了 SBS 在大

豆蛋白分级分离中的作用。可以肯定的是 S B S 可替代

ME，因为 SBS 可使 11S 球蛋白的蛋白含量达 41%，高

于使用 ME 提取 11S 球蛋白的蛋白含量(19%)[7]。图 3 为

不同种类还原剂对 11S 球蛋白得率与纯度的影响。相比

较于 DTT 或 ME，在 pH6.4 时的浸提液中添加 SBS 可以

使 11S 球蛋白的得率最高。3 种还原剂中，使用 DTT 时

的 11S 球蛋白得率最低，分别是使用 SBS 时的 33.43% 和

使用 ME 时的 39.69%。3 种还原剂对 11S 球蛋白纯度的

影响与之类似，但三者之间的差异较小。使用 DTT 时

所得的 11S 球蛋白纯度最低，为使用 SBS 时的 96.40%，

使用 ME 时的 97.59%。因此，多数研究者[8-9,16-21]在 11S
球蛋白的制备中，在蛋白浸提阶段使用 SBS 作为还原剂

以提高其纯度与得率。

2.4 冷沉时间对 11S 球蛋白得率与纯度的影响

W ol f 等 [2 2 ]报道大豆蛋白中 1 1 S 球蛋白的冷沉经

1～2h 可接近完全。不过其他研究者如 Deak[8,20-21]、Wu
Shaowen[18-19]、Hou[23]等则认为在 4～7℃条件下，11S 球蛋

白沉淀的最佳时间为 12～16h 甚至过夜。鉴于此，图 4 选

择了冷沉时间为 6～16h 作为研究的变量。随着冷沉时间

的延长，11S 组分的得率在起始阶段增加，在 10h 时达

到最高，随后即下降。11S 球蛋白的纯度也相应的在起

始阶段快速增加，在 10h 时达到最高，但在 10～16h 之

间变化幅度较小。这表明在 4℃条件下，只有当冷沉时

间达到某一限定点时，11S 球蛋白的纯度才能达到某一

水平。因此本实验中，选择 1 0 h 作为冷沉时间。随着

冷沉时间的延长，11S 球蛋白得率的降低，其主要原因

可能是由于在蛋白浸提阶段添加还原剂造成 11S 球蛋白

的解聚引起的。

2.5 SDS-PAGE
采用 SDS-PAGE 主要用于分析蛋白亚基组成，并藉

此评价加工条件，如 pH 值、还原剂及冷沉时间对 11S
球蛋白纯度与得率的影响。调节浸提液 pH6.2～6.6(泳道

2～6)或在 pH6.4 时添加 SBS、DTT 或 ME(泳道 7、8 和

9)时所得 11S 球蛋白的污染主要来自 7S 的各个亚基，即

α＇、α和β。

图 3 还原剂对 11S 球蛋白得率与纯度的影响

Fig.3   Effect of different reducing agents on the extraction rate and
purity of glycinin (11S)
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图 4 冷沉时间对大豆 11S 球蛋白得率与纯度的影响

Fig.4   Effect of cold precipitation time on the extraction rate and
purity of glycinin (11S)

16
15
14
13
12
11
10

得率
纯度得

率
/%

冷沉时间 /h
6 8 10 12 14 16

89
88
87
86
85
84
83
82
81
80

纯
度

/%

1 2 3 4 5 6 7 8 9
97.4kD
66.2kD

43.0kD
31.0kD

20.1kD
14.4kD

α＇
α
β

AS

BS

11S

7S

α＇、α 和β为β- 伴球蛋白(7S)的 3 个组分；AS 和 BS 分别指大

豆 11S 球蛋白的酸性和碱性亚基；泳道 1 和 16：标准蛋白；

泳道 2～6. pH 值分别为 6.2、6.3、6.5、6.6；泳道 7～9.还原

剂分别为 SBS、DTT、ME；泳道 10～15.冷沉时间分别为 6、
8、10、12、14、16 h；每泳道上样量 2 0μg(蛋白质干基)。

图 5 不同方法所得 11S 组分的 SDS-PAGE 图谱

Fig.5   SDS-PAGE patterns of 11S-rich fractions obtained by different
methods
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       条件 游离巯基 /(μmol/g) 总的巯基与二硫键含量 /(μmol/g)

6.2 5.85 ± 0.08a 50.12 ± 0.02a

6.3 6.01 ± 0.04a 50.57 ± 0.08b

pH 6.4 6.35 ± 0.07b 50.96 ± 0.09c

6.5 6.63 ± 0.03c 51.20 ± 0.08c

6.6 6.87 ± 0.03e 51.73 ± 0.09d

SBS 6.39 ± 0.04b 50.82 ± 0.43c

还原剂 DTT 4.38 ± 0.02f 47.31 ± 0.36e

ME 5.73 ± 0.04a 50.03 ± 0.35a

6 5.77 ± 0.06a 50.19 ± 0.33a

8 6.23 ± 0.04b 51.26 ± 0.13c

冷沉时间 /h
10 6.72 ± 0.02c 51.53 ± 0.19c

12 6.76 ± 0.05c 51.46 ± 0.25c

14 6.50 ± 0.05bd 51.37 ± 0.19c

16 6.30 ± 0.05b 51.18 ± 0.24c

表 1 不同提取条件各蛋白质样品的巯基与二硫键含量

Table 1   Effect of various conditions of pH, reducing agent type and
cold precipitation duration on the content of free sulfhydryl and the

total content of sulfhydryl and disulfide

注：同种提取条件下，同列不同字母表示差异显著(P ＜ 0.05)。

将图 5 中泳道 7～9 同泳道 11～15 比较可发现，在

pH6.4 时，还原剂的使用降低了 11S 球蛋白的纯度。因

此相对于泳道 2～9，泳道 11～15 中 11S 球蛋白的相对含

量较高。而要提高 11S 球蛋白纯度，可通过延长冷沉时

间以减少 7S 球蛋白的相对含量来实现。

2.6  蛋白质巯基及二硫键含量

( P ≥ 0 . 0 5 )，但游离巯基含量逐渐减少，意味着游离

巯基的氧化和二硫键的形成。

3 结  论

本实验室进行的前期研究发现，脱脂豆粕中残留不

饱和脂质及加工工艺条件对终产品大豆球蛋白的品质有

着直接的影响。本实验在前期研究基础上，以低脂质

含量豆粕为原料，应用 SDS-PAGE 等分析蛋白亚基组

成，并藉此评价加工条件，如 p H 值、还原剂及冷沉

时间对大豆球蛋白纯度与得率的影响。结果表明，提

高浸提 pH 值可使大豆球蛋白的巯基与二硫键含量增加、

纯度提高，但得率降低；在 pH6.4 的浸提液中添加 SBS，
大豆球蛋白的得率最高；在蛋白沉淀阶段，当冷沉时间

为 1 0 h 时，蛋白的得率与纯度最佳。
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