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　　摘要：以实验室自酿的黑莓果酒为原料，采用无水乙醇沉淀法、透析冻干法和ＫＤＳ法分别提取黑莓果酒中的总蛋
白质，利用考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度以及ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测蛋白质的纯度，并比较３种方法之间的差异。结果表
明，无水乙醇沉淀法的蛋白质提取率较高，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱显示条带最多、最清晰；透析冻干法的蛋白质提取率最高，
但ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱中呈现的条带较无水乙醇沉淀法少，条带不清晰，背景颜色较深；ＫＤＳ沉淀法的蛋白质提取率最
低，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱中呈现的条带最少、最不清晰。３种方法中无水乙醇沉淀法最适于黑莓果酒中总蛋白质的提取。
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　　随着人们生活水平提高和保健意识增强，以葡萄酒为代
表的果酒，其营养价值得到广泛认可。黑莓果实柔嫩多汁、营

养丰富，富含锌、硒等多种矿物质，氨基酸种类齐全，且花色苷

和总酚含量较其他浆果高，被誉为第三代“黄金水果”。其所

含的多酚类化合物在体内发挥抗氧化作用，可以降低心脏病、

癌症和其他慢性病的发生率［１－２］。但是黑莓的果实皮薄多

汁，易发生霉烂，耐储运能力较差，室内条件下存放２～３ｄ后
果实即变软发黏，而且果实不耐搬运和翻动，因此对黑莓鲜果

必须及时加工处理，并且黑莓为高酸型水果，不宜鲜食，有较

强的加工属性，将其制成黑莓果酒将具有巨大的市场潜力。

作为一种商品，果酒的澄清度是决定其品质的一个重要

指标，澄清透明、颜色清亮的果酒商品容易吸引消费者的眼

球。虽然浑浊或带有沉淀的果酒对人体健康没有影响，但影

响消费者的购买欲，进而影响销售市场，因此，不论储存条件

如何，果酒必须保持较高的澄清度和稳定性才能保持果酒的

商品价值。果酒的澄清工艺及澄清剂的研制是目前的研究

热点［３－６］。

总体来说，引起果酒浑浊沉淀的因素分为生物因素和非

生物因素。针对生物因素，在加工和储存的过程中须严格控

制卫生管理。非生物因素是引起果酒浑浊及沉淀的主因，也

是在酿造工艺上必须重点探讨解决的技术难点。从已有的研

究结果来看，果酒中的蛋白质是引起果酒浑浊的一个主要非

生物因素，果酒中的蛋白质含量较低，不是果酒中的主要营养

成分，但对果酒的澄清度和稳定性有重要影响，因为果酒装瓶

储存过程中蛋白质的缓慢降解导致蛋白质絮凝和聚集成颗

粒，最终导致果酒的浑浊和沉淀［７－９］。大部分研究者认为果

酒中蛋白质是引起果酒浑浊的一个必要因素，且蛋白质的含

量越高，果酒越容易不稳定，越易发生浑浊沉淀现象，因此，果

酒中的蛋白质对果酒的浑浊和沉淀都具有贡献作用［１０－１１］。

目前对葡萄果酒中蛋白质的提取主要采用的方法有无水

乙醇沉淀法、丙酮沉淀法、ＴＣＡ沉淀法、硫酸铵沉淀法、冻干
透析法、十二烷基磺酸钠和氯化钾沉淀法（ＫＤＳ）［１２－１３］。本研
究选择常用的无水乙醇沉淀法、透析冻干法、十二烷基磺酸钠

和氯化钾沉淀法（ＫＤＳ）对黑莓果酒中的蛋白质进行提取，通
过比较３种方法中蛋白质提取率和提取纯度，旨在找出一种
简便快捷高效的黑莓果酒蛋白质提取方法，为研究黑莓果酒

中蛋白质组分如何引起黑莓果酒沉淀提供可靠的方法，同时

对充分开发利用我国的黑莓资源、提高农产品经济价值有一

定的指导意义。

１　材料与方法

１．１　材料
黑莓初酒为江苏省农业科学院农产品加工研究所酿造。

果酒酿造采取２种方式：一种为在黑莓打浆后添加０．１％果
胶酶４５℃酶解２ｈ；另一种位黑莓打浆后不添加果胶酶。其
他的酿造条件一致。果酒未经澄清剂处理。

１．２　试剂与仪器
试剂：无水乙醇、丙酮、ＳＤＳ均购自南京化学试剂有限公
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司；ＫＣｌ，西陇化工股份有限公司；考马斯亮蓝，上海蓝季科技
发展有限公司；以上试剂均为分析纯。３．５ｋｕ的透析
袋，ＵＳＡ。

仪器：ＦＤＵ－１２００真空冷冻干燥机（东京理化／ＥＹＥＬＡ）；
ＵＶ－１６００ＰＣ分光光度计（上海美普达仪器有限公司）；
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳仪（ＢＩＯ－ＲＡＤ公司）；Ｔａｎｏｎ３５００全自动数
码凝胶成像分析系统（上海天能公司）。

１．３　方法
１．３．１　黑莓果酒的前处理　分别取适量未加果胶酶和加果
胶酶的黑莓酒样品４℃条件下３０００ｇ离心１０ｍｉｎ，去除不溶
性的大颗粒物质。弃沉淀，上清备用。

１．３．２　无水乙醇沉淀法　参照 Ｌａｍｂｒｉ等的方法［１４］，稍作修

改，具体操作步骤如下：分别量取经离心处理的５０ｍＬ未加果
胶酶和加果胶酶的黑莓酒样品，加入 ２００ｍＬ无水乙醇，于
４℃条件下沉淀７２ｈ后，１００００ｇ离心２０ｍｉｎ，收集沉淀，重
悬于超纯水中，于３．５ｋｕ的透析袋中透析４８ｈ，，每隔４ｈ换
１次双蒸水。然后于真空冷冻干燥机中冻干，用５ｍＬ蒸馏水
分别溶解未加果胶酶和加果胶酶黑莓酒的蛋白质冻干样品，

所得蛋白质样品放置在－２０℃冰箱中备用。
１．３．３　透析冻干法　参照 Ｍａｒａｎｇｏｎ等的方法［１５］，稍作修

改，具体操作步骤如下：分别量取经离心处理的５０ｍＬ未加果
胶酶和加果胶酶的黑莓酒于３．５ｋｕ的透析袋中，透析４８ｈ
后，于真空冷冻干燥机中冻干，用５ｍＬ蒸馏水分别溶解未加
果胶酶和加果胶酶黑莓酒的蛋白质冻干样品，所得蛋白质样

品放置在－２０℃冰箱中备用。
１．３．４　十二烷基磺酸钠和氯化钾沉淀法（ＫＤＳ）　参照Ｆｕｓｉ
等的方法［１６］，稍作修改，具体操作步骤如下：分别量取经离心

处理的５０ｍＬ未加果胶酶和加果胶酶的黑莓酒，１０％（质量
浓度）十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）加入到黑莓酒样品中，使其终浓
度为０．２％ （质量浓度），沸水浴５ｍｉｎ，然后将 ２ｍｏＬ／Ｌ的
ＫＣｌ溶液加入到样品中，使其终浓度为４００ｍｍｏｌ／Ｌ，轻轻混匀
样品后将混合液在 ４℃条件下放置 ４５ｍｉｎ，４℃条件下
１４０００ｇ离心１５ｍｉｎ，收集沉淀，即为提取的蛋白质样品。将
所得样品自然干燥后，分别用５ｍＬ蒸馏水溶解未加果胶酶和
加果胶酶黑莓酒的蛋白质冻干样品，所得蛋白质样品放置在

－２０℃冰箱中备用。
１．３．５　蛋白质含量测定　参照Ｌａｍｂｒｉ等的方法［１４］对提取的

总蛋白质含量进行测定，以牛血清蛋白质（ＢＳＡ）作为标准蛋

白质，考马斯亮蓝Ｇ－２５０染色，然后于５９５ｎｍ波长处比色，
标准曲线方程为 ｙ＝０．００８３ｘ－０．０００９，ｒ２＝０．９９６４，结果用
ｍｇ／Ｌ表示。提取蛋白质样品冷冻干燥后加入一定体积的蒸
馏水溶解，再用考马斯亮蓝Ｇ－２５０染色，在５９５ｎｍ波长处比
色。每个样品蛋白质含量均取３次测定结果的平均值。
１．３．６　蛋白质提取率　蛋白质提取率 ＝（提取液的蛋白质
含量×蛋白质提取液体积）／（黑莓酒蛋白质含量×黑莓酒样
品体积）×１００％。
１．３．７　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析提取的果酒蛋白质　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳采用１２．５％（体积分数）的聚丙烯酰胺凝胶作为分离胶，
５％ （体积分数）的聚丙烯酰胺凝胶作为浓缩胶。冻干的蛋白
质提取样品加入一定量的蒸馏水溶解，５×样品缓冲液
［０．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣ１，ｐＨ值６．８，２０％（体积分数）甘油，４％
（质量浓度）ＳＤＳ，０．００５％ （质量浓度）溴酚蓝，１０％ （体积分
数）β－巯基乙醇］稀释５倍后，与蛋白质提取液按１∶１的体
积比混合，沸水浴５ｍｉｎ，使蛋白质变性，上样量为２０μＬ，浓
缩胶内电泳时设置电压为８０Ｖ，当溴酚蓝线到达分离胶时把
电压提高到１２０Ｖ，当溴酚蓝线到达分离胶底部时停止电泳。
蛋白质检测用硝酸银溶液染色，再用 Ｔａｎｏｎ３５００全自动数码
凝胶成像分析系统拍照分析。

２　结果与分析

２．１　总蛋白质提取效果的比较
从表１可以看出，在３种方法中，透析冻干法提取的蛋白

质含量和提取率最高，未加酶黑莓酒蛋白质含量为

（４８４．３４±２３．５１）ｍｇ／Ｌ，提取率达到６６．０１％（质量分数），加
酶黑莓酒蛋白质含量为（６３０．６０±２９．７４）ｍｇ／Ｌ，提取率达到
６７．０１％（质量分数）；无水乙醇沉淀法提取的蛋白质含量较
高，未加酶黑莓酒蛋白质含量为（４３８．３７±２３．６８）ｍｇ／Ｌ，提
取率达到６０．６５％（质量分数），加酶黑莓酒蛋白质含量为
（５９６．３９±３２．７３）ｍｇ／Ｌ，提取率达到６２．４３％（质量分数）；
ＫＤＳ沉淀法的提取量和提取率最低，未加酶黑莓酒蛋白质含
量为（２７８．５７±１７．０２）ｍｇ／Ｌ，提取率为３０．１９％（质量分数），
加酶黑莓酒蛋白质含量为（３１４．０２±１１．５４）ｍｇ／Ｌ，提取率仅
为３２．８７％（质量分数）。因此，从蛋白质含量和提取率的比
较结果可以看出，无水乙醇沉淀法和透析冻干法的效果较好，

ＫＤＳ法的提取效果最差。

表１　不同方法提取蓝莓酒总蛋白质含量的测定

提取方法
提取液含量（ｍｇ／Ｌ） 蛋白质含量（ｍｇ／Ｌ） 提取率（％）

未加酶 加酶 未加酶 加酶 未加酶 加酶

无水乙醇沉淀法 ４３８．３７±２３．６８ ５９６．３９±３２．７３ ７２．２７±１．７７ ９５．５４±２．０２ ６０．６５ ６２．４３
透析冻干法 ４８４．３４±２３．５１ ６３０．６０±２９．７４ ７２．２７±１．７７ ９５．５４±２．０２ ６６．０１ ６７．０１
ＫＤＳ法 ２７８．５７±１７．０２ ３１４．０２±１１．５４ ７２．２７±１．７７ ９５．５４±２．０２ ３０．１９ ３２．８７

２．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析提取的蓝莓酒蛋白质
　　３种方法提取的蛋白质质量检测和图谱分析分别见图１
和表２。从图１、表２可以看出，提取蛋白质的相对分子质量
分布在４０～１７０ｋｕ，但３种方法所获得的蛋白质在凝胶电泳
中显示的条带数目、背景颜色以及清晰度均存在差异。无水

乙醇沉淀的蛋白质条带最多、最清晰，背景颜色也较浅，未加

酶的黑莓酒蛋白质的相对分子质量多集中在１００、７０、２０ｋｕ
左右，显示３条带，加酶黑莓酒的条带较多，蛋白质的分子质
量多集中在４０～１７０ｋｕ，显示５条带；透析冻干法提取的蛋白
质不纯，背景颜色很深，未加酶的黑莓酒蛋白质的相对分子质

量多集中在１００ｋｕ和７０ｋｕ左右，显示２条带，加酶黑莓酒的
条带较多，蛋白质的相对分子质量多集中在４０～１７０ｋｕ，显示
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４条带；ＫＤＳ法提取的蛋白质ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱中呈现的条带
最少、最不清晰，加酶和未加酶的黑莓酒蛋白质的相对分子质

量在７０ｋｕ和 ２０ｋｕ左右，只显示２条带。果胶酶的条带多且
集中，相对分子质量多集中在４０～１７０ｋｕ，与加酶黑莓酒中的
条带较一致，说明在酿酒工艺的酶解过程中所添加的果胶酶

是黑莓酒中的蛋白质的一个重要组成部分。从蛋白质的

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果来看，无水乙醇沉淀法提取的蛋白质的
纯度最高，杂质最少；透析冻干法提取的蛋白质里的杂质较

多；ＫＤＳ法提取的蛋白质质量最差。

表２　３种方法提取黑莓酒总蛋白质的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱比较

提取方法
条带数

未加酶 加酶
背景色 条带清晰度

无水乙醇沉淀法 ３ ５ 浅 清晰，颜色深

透析冻干法 ２ ４ 最深 较清晰

ＫＤＳ法 ２ ２ 较浅 不清晰，颜色很浅

３　结论

本研究通过无水乙醇沉淀法、透析冻干法和ＫＤＳ法提取
黑莓酒中的蛋白质，对得到的总蛋白质样品进行定量和

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测，结果显示如下：
（１）蛋白质含量和提取率的分析结果显示，透析冻干法

提取效果最高，无水乙醇法次之，，两者的提取率都在６０％以
上；ＫＤＳ法的提取效果最差，提取率为３０％左右。

（２）ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳显示黑莓果酒的蛋白质相对分子
质量分布在４０～１７０ｋｕ，未加酶的黑莓酒蛋白质的相对分子
质量多集中在７０～１００ｋｕ。在果酒的酿造过程中酶解处理会
增加果酒中的蛋白质含量和蛋白质种类。

（３）无水乙醇沉淀法获得的蛋白质纯度最高，条带最清
晰；冻干透析法获得的蛋白质，冻干后有很大一部分黏稠物不

能复溶，杂质太多，虽然含量最高，但其背景颜色太深，条带不

清晰；ＫＤＳ法获得的蛋白质含量最低，条带最少，染色最弱，
最不清晰。

样品制备是关键环节，直接影响后续的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
泳效果，尤其针对黑莓果酒这样低蛋白质含量的原料，确定理

想的蛋白质提取方法对蛋白质电泳非常重要。综合以上结

果，确定无水乙醇沉淀法为黑莓果酒中总蛋白质提取的最适

方法。
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