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花生蛋白质的主要种类和等电点的研究
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摘要 花生蛋白等电聚焦显 n 条区带
,

其中 6 条很明显
,

说明花生至少有 11 类不同等电点的蛋白质
。

等电点

分别为 4
,
3

、 、
4

.

5
、

5
.

1
、

.5 4
、

.6 5
、

.6 7 的蛋白质是主要的
,

他们的聚丙烯酞胺凝胶电泳和花生蛋白乳状液的醋

酸纤维薄膜电泳的结果都有 3 条区带
,

其中两条比较明显
,

说明花生蛋白有两种主要组分和一种次要组分 ;
`

这

三种组分可有多种等电点
,

一种等电点可同时有这三种组分
。
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关于花生种子中蛋白质 ( 以下称花生蛋白 ) 的主

要种类和等电点 ( 尸 I ) 的研究
,

虽然已有不少报道
,

但由于可能使用方法的不同
、

实验条件的差异 以及分

类依据的不同等原因
,

因此所得的结果不很一致
。

例

如
,

关于花生蛋白的主要种类
,

有的认为有 3 种组

分lj[
,

有的认为有 4 种图
,

有的认为有 6 种 s[]
,

还有

的认为有 4 种是主要的
,

6 种是次要的[’j ;
关于等电

点的报道
,

有的认为是 4
.

015 〕 ,

有的认为是 4
.

5闭
,

还

有的认为是 4
.

5一 5
.

0[, 〕 .

为了较全面而深人地认识

花生蛋白的主要种类和等电点
,

我们采用聚丙烯酞胺

凝胶电泳
、

醋酸纤维薄膜电泳
、

等电聚焦和等电聚焦

后分别取不同等电点的蛋白质进行聚丙烯酞胺凝胶
一

电泳 ( P A G E ) 和 S D6
一
P A G E 分析

,

研究花生蛋白的

主要种类和等电点
,

为花生蛋白资源的开发利用和生

理功能等方面的研究
,

寻找有关基础资料
。

材料与方法
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一
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`

1
.

1 材料及蛋白质提取
.

供试材料有粤油 1 1 6
、

汕

油 5 27 等
。

花生果经人工剥壳
,

去掉红衣和胚
,

并研

磨成粉
。

称取花生粉数克
,

加人 4 ~ 5倍体积的提取

缓冲液 ( 0
.

! m o l / L T r i s
一

H C I缓冲液
,

p H 值 8
·

3 )
,

于

研钵中研磨成浆
,

离心 ( 5 0 0 0 9 ) 1 5 m i n
,

去掉沉淀

和上浮的奶油层
,

取乳状液备用
。

1
.

2 电泳 花生蛋白提取后
,

乳状液直接进行等电

聚焦
、

P A G E
、

醋酸纤维薄膜电泳
,

以及等电聚焦后
,

分别取未经固定染色的凝胶柱上的 6 种不同等电点

的蛋白质
,

分别进行 P A G E 和 SDS
一
P A G E 分析

。

等

电聚焦的具体操作和等电点测定基本上按照文献

[ 8〕的方法进行 ; P A G E 基本上按文献 [ 9」的方法进

行
。

分离胶的浓度为 10 %左右
,

配胶缓冲液为 T isr
-

H C I缓冲体系
, p H 值 8

.

9
。

免去浓缩胶
,

样品直接加
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小
。

不同等电点的蛋白质相比
,

所显出的主要区带基

本相同
,

即 A
, 、

B
: 、

B Z 、

B
3 、

C
3 、

C
` 、

C
。 、

D
、

等区带

在 6 类不同等电点的蛋白质中都存在
,

而且除 D 3 区

带外
,

其余区带的含量一般无明显的规律性差异 (见

图 4
、

图 5 和表 2)
。

不同等电点蛋白质的主要差异是
,

D 3

区带在不同等电点的蛋白质中差异比较明显
,

等

电点较低
,

D
3

区带的蛋白质含量较低
,

反之则较高 ;

等电点为 5
·

4 的蛋白质的 A
Z 、

A
。 、

A
`

等区带很明显
,

而其他等电点的蛋白质则未见显出
。

3 讨论

花生蛋白乳状液的醋酸纤维薄膜电泳可显 出三

条区带
,

其中有两条比较明显
,

中间一条比较细小
有时甚至只看到两条

;
花生蛋白乳状液的等电聚焦

后
,

分别取凝胶柱上未经固定染色的 6 条卞要区带的

蛋白质
,

进行 P A G E
,

结果共同显出 8
、

9
、

10 三条明

显区带
,

而其他区带仅在个别等电点的蛋白质中出

现
,

而且多数只是隐约可见
。

这说明 6类不同等电点

尸了二 4
.

3 尸了~ 4
.
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表 2 不同等电点的花生蛋白的主要区带的蛋白质含t
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的蛋白质的 P A G E 所显出的第 8
、

9
、

10 三条区带以

及醋酸纤维薄膜电泳所显的三条区带的蛋白质是花

生蛋白的主要天然组分
。

根据这三条区带在凝胶柱和

薄膜上的显现程度
,

可 以认为
,

在这三种组分中
,

有

两种是主要的
,

一种是次要的
。

6 类不同等电点的花

生蛋白的 S D S
一

P A G E 结果共同显出 A
; 、

B
l 、

B Z 、

B
3 、

C
3 、

C
` 、

C
` 、

D
3

等主要区带
。

说明不同等电点的花生

蛋白共同具有相同的亚基 (或肤链 )
。

关 于 花 生 蛋 白 等 电 点 的 测 定
,

1 9 4 2 年
,

M e e h e b oe u f 和 T a ” a u [` 2〕利用盐的浓度与 p H 值对蛋

白质溶解度的影响
,

估算过花生球蛋白和伴花生球蛋

白的等电点分别为 5
.

2 和 3
.

5 ; 1 9 5 2年
,

J
o h n so n [` ,〕利

用电泳迁移率与 p H 值的关系测定过伴花生球蛋白

I 和伴花生球蛋白 l 的等电点
,

分别为 .5 5 和 .7 1
。

而利用等电聚焦电泳技术测定花生蛋白的等电点则

未见有过报道
。

我们利用等电聚焦电泳法分析花生蛋

白孚L状液时
,

结果显出 n 条区带
,

其中有 6 条是比

较明显的
。

因此
,

从等电点的角度看
,

花生至少有 n

类不同等电点的蛋白质
,

其中有 6 类是主要的
,

它们

的等电点分别为 4
·

3
、

4
·

5
、

5
·

l
、

5
·

4
、

6
.

5
、

6
.

7
。

但

我们未分离出等电点为 3
.

5 和 7
.

1 的蛋白质
。

从花生蛋 白等电聚焦后 的 P A G E
、

SD S
一

P A G E

结果看
,

花生蛋白的等电点具有特殊性
,

即花生蛋白

的 3 种组分可具有多个等电点
,

而 1个等电点可同时

具有这 3 种组分
。

花生蛋白的等电点为何具有这种特

殊性 ? 还有待于进一步的研究
。

从不同等电点的花生

蛋白的 S D S
一

P A G E 结果看
,

所显出的主要区带基本

上是相同的
,

不同的是
,

不同等电点的蛋白质
,

D
3

区

带的蛋白亚基 (或肤链 ) 的差异比较明显
,

而且具有

一定的规律性
,

即等电点较高
,

则含量较高
,

反之则

较低
,

这说明 D 3

区带的蛋白亚基 (或肤链 ) 能使由

相 同的亚基或肤链组成的蛋白质表现出不同的等电

点
。

花生蛋白的等电点除了由肤链本身的电离基团所

决定外
,

还受到 D
3

亚基 (或肤链 ) 的影响和控制
。

A

区域的 A
Z 、

A
3 、

A
4

区带只在等电点为 5
.

4 的蛋白质

中出现
,

而在其他等电点的蛋白中则未见显出
,

说明

A 区域的这些区带的蛋白质的等电点不受 D
:

亚基或

肤链的影 响和控制
。

可能由于 D
:

区带的蛋白亚基

(或肤链 ) 与其他花生蛋白质相结合
,

使花生蛋白具

有不同的四级结构
。

由于四级结构的不同
,

因此等电

点也就不一样了
。

至于 D
:

亚基或肤链如何影响和控

制花生蛋白的等电点以及这种影响和控制有何生理

意义? 还需要对 D
:

亚基 (或肤链 ) 及其影响的蛋白

质的组成结构
、

理化性质及生理功能等方面研究
,

方

能得以阐明
。

我们也曾经将花生蛋白乳状液
,

直接进行 P A G E

分析
,

但未能获得较为满意的结果
。

如果首先用等电

聚焦进行分离后
,

再进行 P A G E 分析
,

则可得到较为

满意的结果
。
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