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青海蚕豆清蛋白与球蛋白

分级提取 SDS － PAGE 比较分析
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摘要: 利用改进的 SDS － 聚丙烯酰胺凝胶电泳，对 2 种青海蚕豆品种 2005 － 00 和青海 13 号的清蛋白、球蛋白进

行研究，并采用微量凯氏定氮法测得相应的蛋白质含量。结果表明: 球蛋白含量比清蛋白含量高，是总蛋白含

量的主要成分。用含有 NaCl 的球蛋白提取液 Ι 提取 5 次蛋白质后，清蛋白和球蛋白被同时提取出来; 而用不

含 NaCl 的清蛋白提取液 Π 提取 4 次蛋白质后，再用提取液 Ι 提取，可得到球蛋白组分，而且和清蛋白一样也有

相同迁移位置的谱带存在。表明对球蛋白进行提取操作时，总有清蛋白相伴随; 而对清蛋白进行提取分析时一

般不会有球蛋白的存在。
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An Analysis of Albumin and Globulin of Qinghai Faba
Bean Varieties with SDS － PAGE

LI Ping，HOU Wan-wei，YAN Qing-biao，LIU Yu-jiao*
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Abstract: The albumin and globulin of 2005 － 00 and Qinghai 13，two varieties of Qinghai Faba bean
were studied by improved SDS － PAGE． At the same time by using micro － Kjeldahl Method the appropriate
protein content were measured． The result showed that the content of globulin was twice that of albumin．
Therefore globulin was the main component of the total protein content． Almost all the albumin and globulin
were extracted after extraction for five times with extract solution Ι which included NaCl． But only the globulin
were obtained with extract solution Ι for one time after with extraction for four times extract solution Ⅱ which
didn’t include NaCl，and the globulin had the same mobility as the albumin． The result indicated that albu-
min was also extracted while extracting globulin，but globulin was not extracted while extracting albumin．
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蚕豆是一种富含蛋白质、维生素、脂肪、碳水化合物及多种矿物质的豆科植物，其蛋白质含量为

25% ～30%［1］，是豆类中仅次于大豆的高蛋白作物［2］。所含 1． 5% 脂肪中含有 88． 6% 的不饱和脂肪酸

和 11． 4%的饱和脂肪酸，另外还含有 48． 5%的碳水化合物，维生素含量超过大米和小麦，每 100 g 蚕豆

籽粒含有 VB1 0． 39 mg，VB2 0． 27 mg［3］。
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豆科植物中除少量粗蛋白和极少量非水溶性蛋白外，水溶性蛋白中主要是清蛋白和球蛋白。Os-
borne［4］根据蛋白质溶解性不同，将种子蛋白质分为4 大类: 即溶于水的清蛋白( 白蛋白) ; 溶于100 g /LNaCl
溶液的球蛋白( 盐溶蛋白) ; 溶于体积分数 70% ～90%乙醇的醇溶蛋白和仅溶于稀酸或稀碱溶液的谷蛋

白。豆科植物和很多双子叶植物主要种子蛋白是清蛋白和球蛋白，清蛋白是酶和酶的抑制剂; 球蛋白占

绝大部分，是种子贮存蛋白供种子萌发及幼苗生长用［5］。豆科植物中的球蛋白根据沉降系数的不同分

为 11S 大豆球蛋白( glycinin) 和 7S 的副大豆球蛋白( conglycinin) 及一个小量成分，而蚕豆和豌豆的 11S

和 7S 都叫做 legumin ( 豆球蛋白) 和 vicilin ( 豌豆球蛋白) ［6 － 8］。李雪琴等［9］利用 SepharoseCL － 6B 柱

层析洗脱出蚕豆清蛋白有 2 个组分，球蛋白有 3 个组分; 并利用 SDS － PAGE 分析表明清蛋白有 5 种亚

基，其相对分子量为 18 600 ～ 59 000 ku，球蛋白有 7 种亚基，其相对分子量为 16 700 ～ 54 000 ku。但对

蚕豆样品在提取一种蛋白质中有无其他蛋白的存在问题尚未见报道。本研究通过对 2 种青海蚕豆品种

的球蛋白和清蛋白采取分别分级提取若干次后，再提取另一种蛋白的方法进行电泳比较，以期揭示蛋白

质提取时是否有另类蛋白相伴随，为今后进行青海蚕豆蛋白质亚基的差异性研究做前期指导性工作。

1 试验材料

本研究选用 2 种青海蚕豆品种: 2005 －00、青海 13 号，经测定其总蛋白质含量分别为: 26． 31%、27． 67%。
仪器: DYY －10C 型电泳仪、DYY －25A 型单夹芯电泳槽、TGL －20M 台式离心机、HS －3 垂直混合器。
试剂: 蛋白质提取液 Ι: 0． 5 mol /L NaCl + 150 g /L 蔗糖 + 少量溴酚蓝; 蛋白质提取液 Π: 150 g /L 蔗

糖 + 少量溴酚蓝; 染色液: 甲醇 500 mL，乙酸 100 mL，蒸馏水 500 mL，考马斯亮蓝 R －250 1 g，摇匀并过

滤; 脱色液: 甲醇 25 mL，冰醋酸 25 mL，蒸馏水 450 mL。

2 试验方法

2． 1 蛋白质提取与含量测定

将单粒蚕豆种子去皮研磨成细粉过 60 目筛后放入离心管用提取液 Ι 提取 5 次球蛋白，记号为 B;

用提取液 Π 提取 4 次清蛋白，记号为 A。每次蛋白质提取样品分别 4 ℃保存备用。蛋白质含量测定采

用微量凯氏定氮法［10］。
2． 2 电泳与染色

电泳参照 Laemmli［11］方法，聚丙烯酰胺凝胶电泳分离胶浓度 10%，浓缩胶浓度 3%。取备用的提取

液 10 μL 与种子裂解液按 1∶ 1 混合后在沸水中加热 3 ～ 4 min，冷却后点样，在室温下稳压电泳 4 ～ 5 h。
电泳后将胶面放入蒸馏水中漂洗 1 ～ 2 次，放入染色液中染色 30 min，再放入脱色液中脱色至条带

清晰，观察谱带照相。

3 结果分析

3． 1 分级提取的清蛋白、球蛋白及其蛋白质含量

经微量凯氏定氮法对试验材料 2005 － 00、青海 13 号分级提取的清蛋白、球蛋白的蛋白质含量进行

测定( 表 1) 。
从表 1 可以看出，2 种不同基因型蚕豆品种其球蛋白含量均比清蛋白含量高，且随着提取次数的增

多，其相应的蛋白质含量呈递减趋势，说明蚕豆蛋白质中主要以球蛋白为主，其结果与文献报道相符。
从表 1 数据看出，第 5 次提取的球蛋白与 5 次提取球蛋白后再提取清蛋白其蛋白含量一样，说明第 5 次

加球蛋白提取液已无球蛋白的存在，由于球蛋白提取液中含有大量的水，故提取出来的不是球蛋白而是

清蛋白; 而第 4 次提取清蛋白后再提取球蛋白，其球蛋白含量比第 4 次提取清蛋白含量要高，说明提取

清蛋白时不伴随球蛋白，故从清蛋白提取剩余物中加入球蛋白提取液，仍可提取出球蛋白。从图 1、图 2
中可以清晰地看出，青海 13 号无论是清蛋白还是球蛋白，其蛋白含量均比 2005 － 00 高。
3． 2 分级提取清蛋白、球蛋白 SDS － PAGE 电泳

对同一品种蚕豆粉先分次用提取液 Ι 提取球蛋白，最后再用提取液 Π 提取 1 次清蛋白; 对同一试
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表 1 分级提取蚕豆清蛋白、球蛋白含量

Tab． 1 Classification distill content of albumin and globulin

材料名称

Material name
2005 － 00
2005 － 00

青海 13 号

Qinghai No． 13
材料名称

Material Name
2005 － 00
2005 － 00

青海 13 号

Qinghai No． 13

第 1 次提球蛋白

Firstly distill globulin
22． 65 29． 55

第 1 次提清蛋白

Fistly distill albumin
15． 76 18． 71

第 2 次提球蛋白

Secondly distill globulin
7． 39 11． 33

第 2 次提清蛋白

Secondly distill albumin
5． 42 7． 88

第 3 次提球蛋白

Thirdly distill globulin
1． 48 1． 97

第 3 次提清蛋白

Thirdly distill albumin
1． 97 2． 46

第 4 次提球蛋白

Fourthly distill globulin
0． 98 1． 48

第 4 次提清蛋白

Fourthly distill albumin
1． 48 0． 98

第 5 次提球蛋白

Fifthly distill globulin
0． 49 0． 49

球蛋白

Globulin
1． 97 1． 48

清蛋白

Albumin
0． 49 0． 49

图 1 分级提取球蛋白

Fig． 1 Classification distill content of globulin
图 2 分级提取清蛋白

Fig． 2 Classification distill content of albumin

验等重量的另外蚕豆粉先分次用提取液 Π 提取清蛋白，最后再用提取液 Ι 提取 1 次球蛋白; 每次提取

的蛋白质样品分别点样，同时进行电泳比较。
图 3 是试验材料 2005 － 00 分别用提取液 Ι 和提取液 Π 分级提取蛋白质的电泳图，其中用 1 ～ 9 数

字标记的是用提取液 Ι 共提取了 5 次球蛋白电泳图谱，10 是用提取液 Ι 完成 5 次提取后，用提取液 Π
提取 1 次的清蛋白图谱; 11 ～ 18 是用提取液 Π 分别提取 4 次的清蛋白图谱，19 和 20 是用提取液 Π 分

别提取 4 次后又用提取液 Ι 提取 1 次球蛋白的图谱。从图 3 可以清晰看出: 无论是球蛋白还是清蛋白，

第 1 次提取的样品条带颜色最深，说明提取液中蛋白质的浓度最高，每提取 1 次蛋白质浓度都比上一次

递减且条带也越来越浅。当提取 5 次球蛋白后再提取 1 次清蛋白，只有 3 条谱带显现，而且这 3 条谱带

在球蛋白的谱带中都有相同迁移位置谱带存在，染色也比第 5 次球蛋白的相应谱带稍浅。表明这 3 条

带是第 5 次提取球蛋白后的剩余，提取了 5 次球蛋白后清蛋白已几乎不存在。换言之，即在提取球蛋白

的同时，清蛋白也一起被提取出来，这与陈景堂等［12］研究玉米种子清蛋白、球蛋白 PAGE 比较分析得出

相似的结论。而清蛋白不同，提取 4 次清蛋白后再提取的球蛋白与第 4 次提取的清蛋白相比存在 4 条

谱带( a、b、c、d) 差异，这 4 条谱带可认为是真正的球蛋白的组分，这一点在表 1 中可得以验证，即第 4 次

提取清蛋白后提取球蛋白其蛋白质含量比第 4 次提取的清蛋白高。
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1: 第 1 次球蛋白; 2 ～ 3: 第 2 次球蛋白; 4 ～ 5: 第 3 次球蛋白; 6 ～ 7: 第 4 次球蛋白; 8 ～ 9: 第 5 次球蛋白; 10: 清蛋白;

11 ～ 12: 第 1 次清蛋白; 13 ～ 14: 第 2 次清蛋白; 15 ～ 16: 第 3 次清蛋白; 17 ～ 18: 第 4 次清蛋白; 19 ～ 20: 球蛋白。
1． Firstly distill globulin; 2 ～ 3． Secondly distill globulin; 4 ～ 5． Thirdly distill globulin; 6 ～ 7． Fourthly distill globulin; 8 ～

9． Fifthly distill globulin; 10． Albumin; 11 ～ 12． Firstly distill albumin; 13 ～ 14． Secondly distill albumin; 15 ～ 16． Thirdly dis-
till albumin; 17 ～ 18． Fourthly distill albumin; 19 ～ 20． Globulin．

图 3 2005 － 00 分级提取球蛋白、清蛋白电泳

Fig． 3 Electrophoregram of classification distill content of globulin and albumin of 2005 － 00

1: 第 1 次球蛋白; 2 ～ 3: 第 2 次球蛋白; 4 ～ 5: 第 3 次球蛋白; 6 ～ 7: 第 4 次球蛋白; 8 ～ 9: 第 5 次球蛋白; 10: 清蛋白;

11 ～ 12: 第 1 次清蛋白; 13 ～ 14: 第 2 次清蛋白; 15 ～ 16: 第 3 次清蛋白; 17 ～ 18: 第 4 次清蛋白; 19 ～ 20: 球蛋白。
1． Firstly distill globulin; 2 ～ 3． Secondly distill globulin; 4 ～ 5． Thirdly distill globulin; 6 ～ 7． Fourthly distill globulin; 8 ～

9． Fifthly distill globulin; 10． Albumin; 11 ～ 12． Firstly distill albumin; 13 ～ 14． Secondly distill albumin; 15 ～ 16． Thirdly dis-
till albumin; 17 ～ 18． Fourthly distill albumin; 19 ～ 20． Globulin．

图 4 青海 13 号分级提取球蛋白、清蛋白电泳

Fig． 4 Electrophoregram of classification distill content of globulin and albumin of Qinghai No． 13

图 4 是试验材料青海 13 号分别用提取液 Ι 和提取液 Π 分级提取蛋白质的电泳图( 其方法同图 3) 。
在提取 4 次清蛋白后提取球蛋白也出现了明显的 4 条谱带( e、f、g、h) 的差异。由于提取球蛋白时清蛋

白也相伴随被提取，而且球蛋白的谱带在清蛋白中也有相应谱带存在，所以用清蛋白和球蛋白分别进行

蚕豆种子纯度检验和真实性鉴定可能会得出相同结论。

4 讨 论

Hudson B J F［13］在研究几种豆类蛋白质含量发现蚕豆的水溶性蛋白中清蛋白含量为 17% ～ 21%，

球蛋白含量为 60% ～70%。从本文结果也可以看出，蚕豆水溶性蛋白中球蛋白占主要成分，第 1 次提

取的蛋白质含量最高，SDS － 聚丙烯酰胺凝胶电泳条带最清晰，且随着提取次数的增多其蛋白质含量逐

渐降低。本研究结果表明: 提取球蛋白时相应的清蛋白也伴随着被提取，原因可能是球蛋白提取液中除

了含有 NaCl 外还含有大量的水，而清蛋白提取液中主要成分是水。由此推断，在提取球蛋白时无疑清

蛋白也被提取出来，在进行 SDS － 聚丙烯酰胺凝胶电泳时，清蛋白也会染色显现出清晰的谱带。而提取
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清蛋白却不同，因为提取液中只有水，不含有 NaCl、乙醇、碱等溶剂，所以清蛋白提取样品中含有球蛋白

或其他醇溶蛋白、谷蛋白的可能性很小。由此笔者认为在作物种子几种蛋白质中，将清蛋白作为分析对

象更可靠一些。由于本研究中采用的提取方法提取的蛋白质样品进行 SDS － PAGE 电泳谱带清晰，可

进一步研究青海不同基因型蚕豆蛋白质亚基成分及其相异性。
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