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小麦籽实中蛋白质 一 � �
,
�� 结合形态

及其稳定性 ��

何孟常 杨居荣
�北京师范大学环境科学研究所

,

环境模拟与污染控制国家重点联合实验室
,

北京
,

���犯� �

摘 要

在体外消化酶模拟条件下
,

对小麦籽实中 份
,

几 蛋白质结合体的稳定性进行 了

研究
�

结果表明
�
小麦籽实中存在的表观分子量为 ��

�

� � �护和 �
�

� � �护 的蛋白质
�

��
,

几 结合体
,

在体外胃蛋白酶和胰蛋白酶消化后
,

蛋白质结构发 生变化
�

特别是

分子量为 ��
�

� � �护 的 以
,

氏
一 蛋白质结合体不稳定

,

容易被胰蛋白酶分解
,

变成分

子量为 �
�

� � �护的稳定 的以
,

几
一 蛋白质结合体或更小的多肤

�

关健词 � 小麦籽实
,

重金属 一 蛋白质结合形态
,

稳定性
,

消化酶
�

环境中的重金属能够以不同的形态存在
,

包括价态
、

化合态
、

结构态和结合态
,

其

中最复杂的是结合态
�

食品中的重金属主要以结合形态存在
,

已有不少关于这方面的研

究报道
,

但主要集中在重金属含量较高的海产品和大豆等作物【
‘
巧〕

�

关于谷物 中重金属

的分布和化学形态也有一些报道 �曰〕
�

我们曾对稻
、

麦籽实中 �� 和 �� 等有毒元素的分

布及其结合形态特征进行了初步研究
,

并证实谷物中重金属主要与生物大分子蛋白质相

结合�� 
�

另外
,

不同结合形态的重金属对人体具有不同的毒性
�

由于蛋白质是生物大分

子
,

环境条件的改变
,

如蛋 白质变性剂
、

酶消化会破坏蛋白质的结构
,

因此
,

与蛋白质

相结合的重金属形态也会发生变化〔
’”,

川
�

为 了正确评价谷物等食品中重金属对人体的毒性
,

需要研究其存在形态和它们的稳

定性
�

本文通过模拟实验
,

探讨体外消化酶对蛋 白质
一 ��

,

�� 结合形态稳定性 的影响
,

为进一步评价谷物中重金属的毒性提供依据
�

� 材料与方法

�
�

� 籽实中蛋白质的提取和凝胶层析分离

小麦籽实采 自湖北省大冶铜矿区污染农 田
�

将小麦籽实去颖壳
,

研磨
,

然后脱去脂

肪
,

风干后称取适量
,

用 �� �� � � �
�

�
一 ’
�� 

� 一

�� � ��� �
�

�� 进行提取
,

样品与提取液之 比

为 � � ��
�

将提取液样品置于冰箱内 �� � 后
,

在转速为 �� 以刃� 的高速冷冻离心机 中离心

� �
,

取上清液于冰冻干燥箱内浓 缩至 原体积 �巧 � 取浓 缩样品 � 而 用 �� ��
� �

�

�
一 ’

�� 国家自然科学基金资助项目 �明� � �仪召�
�
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�

小麦籽实中蛋白质 一 ��
,

�� 结合形态及其稳定性

�� 
� 一 ��� 溶解

,

经 �� ���� �� �� � 柱层析分离 ��
�

� � ���
� � �

�

用 �� �� �
� �

�

�
一 ’
�� 

� 一 � ��

缓冲液 �声 值 �
�

�� 洗脱
�

用 自动部分收集器 ����
一 ��� �

,

以流速 � �
·

�� 而
� 一 ’,

按

� 而
·

管
一 ’
收集洗脱液

�

紫外分光光度计 ��� ��� � � �
一 ��� 测定洗脱液紫外吸收峰

��� � ��� 处 �
,

并同步测定洗脱液中 �� 和 �� 浓度
�

�
�

� 胃蛋白酶和胰蛋 白酶消化实验

酶溶液配制 胃蛋白酶溶液 ��� ��
·

�
一 ’
�
�
称取 胃蛋白酶 ��� �� �卿

��� � � �� �拟〕
,

�� � 俪
��

·

�� 
一 ‘,

华美生物工程公司 �
,

溶于 �� �� �
�

�� �� 
·

�
一 ’

�� 
� 一

�� �溶液
�

胰蛋 白酶

溶液 �� � ��
·

�
一 ‘
�
�
称取胰蛋白酶 ��� �� �饰

�� � � � �� �
,

��� ���
,

华美生物工程公司 �
,

溶于 �� �� �
�

�� � � �
�

�
一 ’

�� 
� 一 ��� 溶液

�

加酶实验 � 而 冷冻干燥的小麦蛋 白质提取液
,

分别溶于 � 耐 胃蛋白酶溶液和 � �� 

胰蛋白酶溶液
,

对照组分别加 � � 无酶的 �
�

�� � � �
�

�
一 ’

�� 
� 一 ��� 溶液

,

�� ℃恒温培养 �

�
,

然后按步骤 �
�

� 的方法凝胶层析过柱分离
�

�
�

� 样品中 �� 和 �� 的测定方法

将凝胶层析洗脱液样品经硝酸
、

高氯酸消化后用石墨炉原子吸收分光光度计 ��� �

例沁
,

澳大利亚 � 测定其含量
,

为了保证分析方法的准确性
,

采用了国家标准物质样品

进行质量控制
�

� 结果与讨论

�
�

� 小麦籽实中的蛋白质
一 ��

,

�� 结合体

小麦籽实脱脂后
,

经 �
�

�� �� � �
�

�
一 ‘

�� 
� 一 � �� 缓 冲液 提取 的可溶性组 分

,

再通 过

阮����  ! �� � 柱进行层析分离
,

测定洗脱液的紫外吸收 �� 值�
,

然后消化样品
,

原子

吸收测定洗脱液中 �� 和 �� 浓度
,

图 � 为洗脱液的紫外吸收值与 �� 和 �� 浓度分布
�

结

果表明
,

麦粒 �� 
� 一 ��� 可溶性组分凝胶层析后分离出 � 个蛋白质紫外吸收峰

,

分别在

洗脱液第 巧管 �第 � 峰 �
、

�� 管 �第 � 峰 � 和 �� 管处 �第 � 峰 �
,

以第 � 峰的紫外吸收

值最高
�

根据标准蛋 白质曲线
,

推定 � 个峰的表观分子量依次为 ��
�

� � �护
,

��
�

�� � �护

和 �
�

� � �护
�

洗脱液中 �� 和 �� 的测定结果表明
,

在第 � 峰和第 � 峰处洗脱液中 �� 和 �� 的浓度

也相对较高
,

在第 � 峰处也有一定浓度的 �� 和 �� 分布
,

可以 推断小麦籽实中存在的

�� 和 �� 主要以表观分子量为 ��
�

� � �护 和 �
�

� � �护 的蛋白质相结合
�

另外
,

在第 � 峰

以后的洗脱液没有紫外吸收
,

但有少量的 �� 和 �� 分布
,

其结合形态不清楚
,

有可能是

一些小分子 的肤类
,

或者以游离的金属离子存在
,

有待进一步研究
�

�
�

� 胃蛋白酶对小麦籽实中蛋 白质
一 ��

,

�� 结合体的影响

图 � 为 胃蛋白酶消化对小麦籽实中蛋 白质
一 ��

,

�� 结合体的影响
�

从图中可 以看

出
,

在胃蛋 白酶的作用下
,

洗脱液的紫外吸收峰与未加酶的对照组稍有不 同 �见图 � �
,

第 � 峰的 � 值降低
,

第 � 峰不明显
,

而第 � 峰的 � 值相对增加了
�

根据前面的分析结

果
,

第 � 峰是分子量为 ��
�

� � �护 的蛋 白质
一 ��

,

�� 结合体
,

在 胃蛋白酶的作用下
,

可

部分地分解为分子量较小的蛋 白质或多肤 �第 � 峰 �
�

洗脱液中 �� 和 �� 的浓度分布也
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有所不 同
,

在紫外吸收的第 � 峰处
,

�� 的浓度 由 �
�

� �� ��
·

耐
一 ’
降到 �

�

��� ��
·

耐
一 ’ ,

��

的浓度由 �
�

��� ��
·

血
一 ’
变为 �

�

��� ��
·

而
一 ’

�

第 � 峰处 �� 和 �� 的浓度也 比对照组低
�

并

且
,

在第 � 峰以后的洗脱液中也有少量 �� 和 �� 分布
�

一。一任‘
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二
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图 1 小麦籽实的 Tri
s 一 H CI 提取液的凝胶柱层析结果
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图 2 胃蛋白酶消化对小麦籽实中蛋白质 一 C d
,

几结合体的影响
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3 胰蛋白酶对小麦籽实中蛋白质
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Pb 结合体的影响

图 3 为胰蛋 白酶消化对小麦籽实中蛋 白质
一

Cd

,

Pb 结合体的影 响结果
,

从图中可

以看出
,

洗脱液的紫外吸收峰有较大的变化
,

第 1 峰变得很小
,

第 2 峰的 D 值也有所

降低
,

而第 3 峰的 D 值大幅度增加
.
洗脱液中 Cd 和 Pb 的浓度分布也有较大 的变化

,

第 1紫外吸收峰处 Cd 和 Pb 的浓度比对照组降低很多
,

在第 3 峰处 Cd 的浓度增加
,

而

Pb 的浓度稍微降低
,

但是
,

在第 3 峰以后无紫外吸收的洗脱液中也 出现了较高浓度 Cd

和 Pb 分布
.
上述结果说明

,

胰蛋 白酶能够分解分子量为 54
.
5 x l护 的蛋 白质

一
C d

,

Pb

结合体
,

变成小的蛋白质分子
.

根据已有的研究报道【
‘2〕

,

动物及人体消化道内的胃蛋 白酶水解芳香族或其它疏水

氨基酸的梭基或氨基形成的肤键
.
胰蛋白酶只专一性地水解赖

、

精氨酸的竣基形成的肤

键
.
通过对上述 胃蛋白酶和胰蛋白酶消化结果的分析可 以看出

,

以分子量为 54
.
5 x l护

的蛋白质 Cd 和 Pb 结合体不太稳定
,

容易被 胃蛋白酶和胰蛋白酶分解
,

变成相对稳定分

子量为 5
.
5 x l护 的蛋白质分子

.
并且

,

与蛋 白质结合的 cd
,

Pb 部分地被释放出来
.
但

是
,

对于这种小分子的 Cd 和 Pb 结合体
,

它们对动物和人体的毒性是增强或减弱
,

还缺

乏毒理学实验数据
,

有待进一步研究
.
需要指出的是本研究是在体外模拟条件下研究消

化酶对重金属
一 蛋白质结合体的影响

,

可能与动物和人体内的酶消化状况有所差异
.
另
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:
小麦籽实中蛋白质

一

Cd

,

玲结合形态及其稳定性

外
,

模拟实验是在中性环境下进行的
,

与体内的酸性环境不同
,

两者的水解
、

消化结果

可能也存在一定地差异
.
但是

,

本研究结果可以说明胃蛋白酶和胰蛋白酶对蛋 白质
一 重

金属结合体产生破坏作用
.
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图 3 胰蛋白酶消化对小麦籽实中蛋白质
一
C d

,

Pb 结合体的影响
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小麦籽实中存在的表观分子量为 54
.
5 x l护 和 5

.
5 x l护 的蛋 白质

一
C d

,

Pb 结合体
,

在体外 胃蛋白酶和胰蛋白酶消化后
,

蛋 白质结构发生变化
.
特别是分子量为 54

.
5 x l护

的 Cd
,

Pb

一 蛋 白质结合体不稳定
,

容易被胰蛋 白酶分解
,

变成分子量为 5
.
5 x l护 的稳

定的 Cd
,

Pb

一 蛋白质结合体或更小的多肤
.
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