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摘 要:对分离大豆蛋白中 7S和 11S组分的 Nagano法的条件进行了优化。对浸提液、浸提条件、还原剂的添加和除去
中间组分等关键步骤进行了改进。采用凯氏定氮法和 SDS－PAGE分析，得到的结果表明: 浸提液选择水，调 pH9.0，料
液比为 1∶15，45℃提取 1h，采用两次浸提法，添加还原剂 NaHSO3 的量为 0.01mol /L。在分离过程中，pH6.4 时获得 11S
组分，pH5.4 时除去中间组分，于 pH4.8 时获得 7S组分。优化后的方法其提取率和蛋白纯度与 Thanh 法和 Nagano 法
相比得到提高。
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大豆蛋白是一种优质的植物蛋白资源，由于其

营养价值高，成本低，并且具有凝胶性、乳化性、起泡
性等多种功能特性，被广泛应用于食品工业中。根
据大豆蛋白的沉降特性，可分为 2S、7S、11S 和 15S
四种主要组分，它们分别占 15%、34%、41.9% 和
9.1%［1］。其 中 最 重 要 的 是 7S β － 伴 球 蛋 白
( β－conglycinin) 和 11S 大豆球蛋白 ( glycinin ) 。
β－伴球蛋白是一个三聚体糖蛋白，包括 α'、α和 β三
个亚基，分子量在 150～200kDa 之间。大豆球蛋白是
分子量在 300～360kDa之间的六聚体，分为酸性亚基
A1a、A1b、A2、A3、A4、A5 和碱性亚基 B1a、B1b、B2、B3、B4

等 11 个亚基，它们通过二硫键结合形成酸碱配对的
二聚体［2］。7S和 11S组分在理化性质和功能特性方
面均有很大差异。例如，在凝胶型大豆分离蛋白中，
两种组分比例不同的大豆蛋白表现出不同的凝胶

性。因此，将 7S和 11S 从大豆蛋白中分离出来进行
单独研究是十分有必要的。11S 和 7S 的分离方法有
很多种［3］，应用最多的是 Thanh 法［4］和 Nagano 法［5］。
许多研究者都采用这两种方法制备 7S 和 11S 组分，
并研究其功能特性和结构特点。Nagano法分离的 7S
和 11S比 Thanh法纯度更高，但得率很低。本研究对
Nagano法的条件进行优化，希望能够提高两组分得
率和纯度，从而为进一步研究 7S 和 11S 的组成与大
豆分离蛋白凝胶性之间的关系奠定基础。

1 材料和方法
1.1 材料与仪器
脱脂大豆粉 哈高科; 亚硫酸氢钠、硫酸铜、硫

酸钾、β－巯基乙醇、十二烷基硫酸钠( SDS) 、丙烯酰
胺、N、N'－甲叉双丙烯酰胺、过硫酸氨( AP) 、四甲基
乙二氨( TEMED) 、三( 羟甲基) 氨基甲烷( Tris) 、甘氨
酸( Gly) 、考马斯亮蓝 R－250 均为分析纯。

pH计 上海精密科学仪器有限公司，pHS－3C;
高速冷冻离心机 上海离心机械研究所，GL－21M;
电泳仪 北京六一，DYY－6C; 凯氏定氮仪 上海纤
检仪器有限公司，LNK－871。
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1.2 蛋白浸提液的单因素实验

图 1 Nagano法分离 11S和 7S组分的工艺流程图

1.2.1 蛋白浸提液种类的选择 首先对步骤①中浸
提液的种类进行选择，使用水、Tris－HCl 缓冲液和磷
酸缓冲液为蛋白浸提液，其他按 Nagano 法进行蛋白
的浸提，用凯氏定氮法测定蛋白液的蛋白浓度，选择

最佳的浸提液。
1.2.2 浸提次数的选择 分别对一次、两次、三次浸
提的提取效果进行评价，拟选择出最佳的提取次数。
多次浸提法，即将步骤①中离心所得沉淀重新用水
溶解进行浸提。将多次浸提后的离心沉淀烘干，用
凯氏定氮法测定蛋白含量。
蛋白提取率( % ) = ( 脱脂豆粉中的蛋白含量 －离

心沉淀中的蛋白含量) /脱脂豆粉中的蛋白含量 ×100%

1.3 蛋白浸提液的正交实验
在步骤①中，影响脱脂豆粉中蛋白溶出的因素

主要有蛋白浸提液的 pH、温度、料液比和浸提时间。
选择 L9 ( 3

4 ) 正交表进行四因素三水平实验，优化浸

提蛋白的条件。
蛋白需要足够的浸提液才能够溶出，但浸提液的

增加意味着离心工作量的增加，降低了蛋白的提取效

率。由于 11S中碱性亚基的等电点为 8.0～8.5［6］，因此
pH8.0～8.5 的浸提液提取蛋白的效果可能比 pH7.5
更好。在很多方法中，蛋白的浸提是在室温下进行
的，温度波动较大，使用恒温水浴更有利于工艺流程

的控制。实际上，较高的温度有利于蛋白的溶出，但
是过高的温度则会造成蛋白变性，7S 和 11S 蛋白的
变性温度分别为 72℃和 90℃［7］。综合考虑，确定了
正交实验的参数范围。

表 1 蛋白浸提液与浸提条件的
正交实验因素水平表 L9 ( 3

4 )

水平
因素

A料液比 B pH C温度
( ℃ )

D时间
( h)

1 1∶10 8.0 35 0.5
2 1∶12.5 8.5 40 1.0
3 1∶15 9.0 45 1.5
浸提程序按 Nagano 法，根据蛋白提取率选取最

佳参数。

1.4 还原剂添加量的选择
还原剂能作用于大豆蛋白的二硫键，使难溶的

聚合物解聚，增加溶解度，因此很多分离 7S和 11S的
方法都添加还原剂。曾被使用的还原剂有 β－巯基
乙醇和 NaHSO3。由于 β－巯基乙醇的毒性和价格，
本研究选用 NaHSO3 作为还原剂。有资料表明，每摩
尔 11S 球蛋白分子中至少包含 20 个二硫键［8］，
Nagano法中添加 0.98g /L( 0.0082mol /L) 的 NaHSO3，

浓度较低，不足以打断蛋白中所有的二硫键。本文尝
试在步骤②时分别添加 0.0082、0.0090、0.0100mol /L
NaHSO3 作为还原剂进行比较，其他提取分离程序按

Nagano法。分别用凯氏定氮法和 SDS－PAGE进行蛋
白得率和蛋白纯度的分析。
1.5 制备 7S过程中 pH的确定
在 Nagano法中，步骤③用 2mol /L HCl调 pH5.0，

静置后离心除去 11S和 7S的中间组分。但有研究表
明，α 和 α'的等电点分别为 5.2 和 5.3［9］，在分离出
11S组分后调 pH5.0 会使部分 α 和 α'亚基沉淀为中
间产物而损失。因此本研究拟提高除去中间产物时
的 pH，以期在不影响 7S 纯度的基础上提高 7S 的
得率。
实验对 Nagano 法步骤③中，将 pH 分别调至

5.6、5.4、5.2、5.0 进行离心( 9000 × g，20min，4℃ ) 除去
中间组分，继续分离获得 7S，将样品进行电泳，使用
凝胶分析软件分析 7S的纯度。
1.6 分析方法
1.6.1 蛋白质浓度的测定 凯氏定氮法，按 GB /
T5009.5－2003 方法测定( N × 6.25 ) 。每组样品测 3
次取平均值。
1.6.2 SDS－PAGE分析 用 SDS－PAGE 鉴定分离效
果和蛋白组分纯度。用不连续垂直板状凝胶电泳，
浓缩胶浓度为 4%、分离胶浓度为 12%，凝胶厚度
1mm，上样量 10μL。分离胶时恒压 80V，浓缩胶时恒
压 120V，考马斯亮蓝 R－250 染色，用凝胶分析软件
进行分析( BandScan5.0) 。

2 结果与讨论
2.1 浸提液的单因素实验
2.1.1 浸提液种类的确定 根据表 2 浸提实验结果
表明: 三种浸提液均能成功提取大豆蛋白，其中水和

Tris－HCl缓冲液的提取效果较好。水的提取效果稍
好于 Tris－HCl缓冲液，加上对于提取成本的考虑，仍
旧选择水作为浸提液。

表 2 不同浸提液对蛋白提取率的影响

浸提液种类 水 Tris－HCl缓冲液 磷酸缓冲液
蛋白提取率
( % ) 64.68 64.64 62.08

2.1.2 浸提次数的确定 进行不同次数的浸提实
验，浸提效果用蛋白提取率评价，见表 3。在进行一
次浸提后，蛋白提取率为 67.64%，这意味着有大约
32%的蛋白在离心中损失掉了; 而进行二次浸提后，
蛋白提取率提升至 75.98% ; 三次浸提的提取率提升
得不再显著，因此采用二次提取为宜。

表 3 浸提次数对蛋白提取率的影响

浸提次数 1 2 3
蛋白提取率( % ) 67.64 75.98 78.61
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2.2 蛋白浸提液与浸提条件的正交优化实验
根据正交实验结果，影响蛋白提取率的因素顺

序为: pH ＞ 料液比 ＞ 温度 ＞ 时间，最优条件为
A3B3C3D2，即用 pH9.0 的水溶液进行提取，料液比为
1 ∶ 15，在 45℃ 下提取 1h。此时蛋白提取率为
71.46%，并且发现，此时浸提出的蛋白溶液较为均
匀，不必过 180 目尼龙筛。
表 4 蛋白浸提液与浸提条件的正交实验设计及结果分析

实验号 A B C D 蛋白提取率
( % )

1 1 1 1 1 63.38
2 1 2 2 2 65.94
3 1 3 3 3 68.75
4 2 1 2 3 64.51
5 2 2 3 1 67.08
6 2 3 1 2 69.19
7 3 1 3 2 68.26
8 3 2 1 3 69.15
9 3 3 2 1 70.45
K1 66.023 65.517 67.240 66.970
K2 67.060 67.390 67.100 67.797
K3 69.287 69.463 68.030 67.603
R 3.264 3.946 0.930 0.827

2.3 还原剂的添加
由表 5 可知，增加还原剂 NaHSO3 的添加量至

0.0100mol /L可以在保证 7S 和 11S 组分纯度分别在
92%以上和 93%以上，并明显提高 11S 的得率。因
此，通过增加还原剂的添加量提高 11S 的得率是可
行的。
表 5 还原剂添加量对 7S、11S提取率的影响

还原剂添加量
( mol /L)

组分得率( % ) 组分纯度( % )
7S 11S 7S 11S

0.0082
0.0090
0.0100

8.02
8.09
8.26

9.39
10.84
11.37

92.63
92.94
92.87

93.09
93.19
93.21

2.4 制备 7S过程中 pH的确定
将不同 pH条件下除去中间组分，所分离得到的

7S样品进行电泳，电泳图使用凝胶分析软件进行分
析，7S的纯度用 SDS－PAGE 图谱上亚基光密度值占
整个泳道光密度值的百分比表示，结果如表 6 所示。

表 6 不同条件得到的 7S纯度分析

样品 1 2 3 4
除去中间组分的 pH 5.6 5.4 5.2 5.0

7S纯度( % ) 74.8 93.4 93.6 93.7

将 pH 调至 5.6 除去中间组分，7S 的纯度较低，
这说明此时还有一部分 11S 没有沉淀。若 pH 调至
5.4，蛋白纯度只比 pH5.0 时下降了 0.3%，且仍能达
到 93%以上，因此可以将除去中间组分该步骤的 pH
从 5.0 改至 5.4。
2.5 不同方法分离 7S和 11S效果的比较
使用优化的 Nagano 方法分离出 7S 和 11S，与

Thanh法、Nagano法分离所得的蛋白得率、纯度进行
比较，其 SDS－PAGE图见图 2。
根 据 电 泳 图 谱，使 用 凝 胶 分 析 软 件

( BandScan5.0) 分析蛋白纯度，用图谱上亚基的光密

图 2 不同方法分离 7S和 11S的 SDS－PAGE图
注: 1.低分子量标准蛋白; 2.大豆分离蛋白( SPI) ;
3.Thanh 法 11S; 4.Thanh 法 7S; 5.Nagano 法 11S;
6.Nagano法 7S; 7.优化方法 11S; 8.优化方法 7S。

度值占整个泳道光密度值的百分比表示，同时用凯

氏定氮法测定蛋白提取率，结果见表 7。
表 7 不同分离方法对 7S、11S蛋白的得率、纯度的影响

分离方法
组分得率( % ) 组分纯度( % )
7S 11S 7S 11S

Thanh法 17.80 12.87 65.9 78.0
Nagano法 7.09 12.83 92.9 89.2
优化的 Nagano法 12.63 15.20 94.1 93.2
经过比较可以看出，Thanh 法的 7S 得率虽然很

高，但纯度低，这是由于该法分离 7S 之前没有进行
中间组分的去除; Nagano 法的 7S 纯度很高，但是得
率较低; 优化后的 Nagano 方法其蛋白提取率和蛋白
纯度都得到了提高。

3 结论
综合以上实验结果，对 Nagano 法的关键步骤作

出如下改进: 提取液为水，调 pH9.0，最适浸提温度
45℃，最适浸提料液比 1 ∶ 15，浸提宜采用两步浸提
法，不必过筛; 还原剂宜用 0.01mol /L的亚硫酸氢钠;
除去中间组分的 pH宜提高到 5.4。
操作流程: 用水将脱脂豆粉按料液比 1 ∶15 溶解

后调节 pH9.0，于 45℃水浴中低速搅拌 1h，浸提液常
温下离心( 9000 × g，20min ) ，沉淀重新溶解，调节
pH9.0，45℃水浴中搅拌 1h后再次离心，合并上清液，
添加 0.01mol /L NaHSO3，用 2mol /L HCl调 pH至 6.4，
4℃下贮藏过夜。离心( 6500 × g，20min，4℃ ) ，沉淀
用水洗 2 次后用蒸馏水溶解，调 pH至 7.5，冷冻干燥
得 11S组分; 上清液加 NaCl 调离子浓度 0.25mol /L，
用 2mol /L HCl 调 pH 至 5.4，离心( 9000 × g，30min，
4℃ ) ，上清液加入等体积冰水，用 2mol /L HCl 调 pH
至 4.8，离心( 6500 × g，20min，4℃ ) ，沉淀水洗 2 次后
用蒸馏水溶解，调 pH至 7.5，冷冻干燥后得 7S组分。
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图 5 热变温度和 CuCl2 体积分数

对 SOD比活力影响的响应面

图 6 热变时间和 CuCl2 体积分数

对 SOD比活力影响的响应面
行验证实验，测得鹅血粗酶液中 SOD 的比活力为
1144.896U /mg蛋白，达到理论预测值的 95%，说明
采用响应面分析法优化得到的提取工艺参数准确可

靠，按照所建立的模型进行预测，在实践中是可

行的。

3 结论
采用热变性法从鹅血中提纯 SOD，利用实验设

计软件 Design－Expert，通过响应面分析法建立粗酶
液中 SOD热变性提取工艺的数学回归模型，并对各
因子对 SOD比活力( 响应值) 的影响进行了分析，得
出影响鹅血粗酶液 SOD 比活力的各因素顺序依次
为: 热变时间 ＞ 热变温度 ＞ CuCl2 体积分数; 鹅血
SOD热变性提取工艺的最佳参数为: 热变温度 60℃，
热变时间 15.3min，0.01mol /L CuCl2 体积分数 2.08%，
在此条件下，SOD比活力为 1144.896U /mg蛋白。
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