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　　摘要：以脱脂脱酚葡萄籽粕为原料，采用碱液浸提法对籽粕中蛋白质进行提取，确定蛋白质的最佳提取条件为温
度８８℃、浸提液ｐＨ值１１．５、料液比１ｇ∶２５ｍＬ、提取时间１３０ｍｉｎ，该条件下蛋白提取率达到８３．５％。结合蛋白提取
液性质，设计了一套可行的葡萄籽蛋白质纯化方案，初步确定了纯化方案中几个关键点的工艺参数。利用 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳对纯化前后的样品蛋白进行检测分析，发现样品蛋白中主要存在４种蛋白亚基，分子量分别为４０、３７、１９、
１７ｋｕ，纯化后４种蛋白亚基占总蛋白的相对含量为９１．５％。
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　　我国作为世界第７大葡萄酒生产国，２０１３年葡萄酒产量
达１１．７亿 Ｌ，葡萄酒生产过程中产生的葡萄籽约５万 ｔ。葡
萄籽是一种资源性副产物，含有丰富的脂肪、蛋白质、碳水化

合物及其他活性成分［１］，其中关于葡萄籽油［２］、葡萄籽原花

青素［３］利用的研究较为常见，而葡萄籽蛋白质的利用研究却

鲜有报道。脱脂脱酚葡萄籽粕中粗蛋白含量为１１％ ～１３％。
检测发现，小芒森（ＰｅｔｉｔＭａｎｓｅｎｇ）葡萄籽蛋白质含有１８种氨
基酸，包括８种人体必需氨基酸，且天冬氨酸、谷氨酸、甘氨酸
含量较高，植物中普遍缺乏的赖氨酸、精氨酸较为丰富，因此

葡萄籽蛋白质在食品、饲料等领域具有较高的应用价值。本

研究对葡萄籽中的蛋白质进行了提取与分离纯化，并测定了

蛋白亚基成分，旨在为葡萄籽的综合利用提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
脱脂脱酚葡萄籽粕（粗蛋白含量１１．６％），葡萄品种小芒

森，产地山东省蓬莱市；有关有机、无机试剂药品均为分析纯。

ＵＶ－５２００型紫外可见分光光度计，上海元析仪器有限
公司；Ｋｊｅｌｔｅｃ２３００型凯氏定氮仪，丹麦福斯分析仪器公司；
ＤＹＹ－６Ｃ型电泳仪电源、ＤＹＣＺ－２８Ａ型电泳仪，北京市六一
仪器厂；ＣｈａｍｐＧｅｌ５５００型凝胶成像仪及分析系统，北京赛智
创业科技有限公司；ＳＨＡ－Ｂ型恒温振荡器，常州国华电器有
限公司；ＬＮＧ－ＮＦ－１０１型实验室膜分离设备，上海朗极膜分
离设备工程有限公司；ＰＨＳ－２５型ｐＨ计，上海仪电科学仪器
股份有限公司；ＴＤＬ－５型高速离心机，上海安亭科学仪器厂；
ＢＹ－Ｒ１８型医用离心机，北京白洋医疗器械有限公司；ＭＬ
２０４／２型电子天平，梅特勒－托利多仪器（上海）有限公司。

１．２　方法
１．２．１　测定方法　籽粕含水量测定：水分测定常规法［４］；籽

粕粗蛋白测定：凯氏定氮法［５］；提取液蛋白测定：考马斯亮蓝

比色法、双缩脲法［６］；蛋白质等电点测定：等电点比色法［７］；

蛋白质分子量测定：ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。
１．２．２　脱脂脱酚葡萄籽粕蛋白质等电点的测定　取等量的
蛋白质提取液，用２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ将 ｐＨ值分别调为４．６、４．４、
４．２、４．０、３．８、３．６、３．４、３．２、３．０、２．８、２．６、２．４、２．２，离心，测
上清液中蛋白质浓度。以 ｐＨ值为横坐标，上清液蛋白浓度
为纵坐标作图，得到上清液蛋白浓度随ｐＨ值变化的曲线图。
１．２．３　脱脂脱酚葡萄籽粕蛋白质的提取
１．２．３．１　蛋白提取工艺流程　脱脂脱酚葡萄籽蛋白质的提
取工艺流程见图１。

１．２．３．２　提取条件单因素试验　（１）浸提液ｐＨ值对提取率
的影响试验：用 ＮａＯＨ分别将水溶液 ｐＨ值调为 ７．０、８．０、
９０、１０．０、１１．０，提取温度５５℃，料液比１ｇ∶２０ｍＬ，提取时
间 １．０ｈ。（２）料液比对提取率的影响试验：料液比分别取
１ｇ∶１５ｍＬ、１ｇ∶２０ｍＬ、１ｇ∶２５ｍＬ、１ｇ∶３０ｍＬ、１ｇ∶３５ｍＬ，
提取温度 ５５℃，ｐＨ值１１．０，提取时间１．０ｈ。（３）提取温度
对提取率的影响试验：提取温度分别设定为 ５５、６５、７５、８５、
９５℃，ｐＨ值１１．０，料液比１ｇ∶２０ｍＬ，提取时间１．０ｈ。（４）
提取时间对提取率的影响试验：提取时间分别取 ０．５、１０、
１５、２．０、２．５ｈ，提取温度 ５５℃，ｐＨ值 １１．０，料液比
１ｇ∶２０ｍＬ。　
１．２．３．３　提取条件的正交试验　在单因素试验基础上，采用
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Ｌ９（３
４）正交试验设计，考察ｐＨ值、料液比、温度、时间等４个

因素（表１）对葡萄籽蛋白提取率的影响。
表１　碱液浸提法正交试验因素和水平

水平
因素

Ａ：温度（℃） Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：料液比（ｇ∶ｍＬ）Ｄ：时间（ｍｉｎ）
１ ８２ １０．５ １∶２２ １１０
２ ８５ １１ １∶２５ １２０
３ ８８ １１．５ １∶２８ １３０

１．２．４　脱脂脱酚葡萄籽粕蛋白质的初步纯化
１．２．４．１　蛋白纯化工艺流程　脱脂脱酚葡萄籽蛋白质纯化
工艺流程见图２。

１．２．４．２　活性炭脱色　取一定量蛋白提取液，加２０ｇ／Ｌ颗
粒状活性炭，充分搅拌均匀后，调 ｐＨ值至５．０，置于６５℃恒
温振荡器中保温１ｈ，２层滤纸抽滤后得到清液。
１．２．４．３　盐析—等电点沉淀　取经超滤浓缩后的提取液，用
２ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液调ｐＨ值至３．０，加硫酸铵并使其饱和度达
８０％，离心分离沉淀，对上清液继续加硫酸铵直至饱和度达
９０％，离心分离沉淀。２次沉淀加少量蒸馏水使其复溶，合并
复溶液，加蒸馏水调节蛋白浓度为１０ｇ／Ｌ。
１．２．４．４　超滤浓缩、纳滤脱盐　蛋白提取液经活性炭脱色处
理后，采用直径４５．７ｍｍ的卷式有机膜元件（ＭＷＣＯ＝１０ｋｕ）
进行浓缩。工艺条件：泵频３０Ｈｚ，运行压力１２ｂａｒ，滤出液流
量７．６Ｌ／ｈ。浓缩过程中检测截留液蛋白浓度，当截留液蛋
白浓度为处理前蛋白液浓度的２倍时停止浓缩。浓缩液经盐
析－ｐＩ点沉淀后，采用直径 ５０．８ｍｍ的卷式有机膜元件
（ＭＷＣＯ＝３６０ｋｕ）进行脱盐。工艺条件：泵频 ３５Ｈｚ，运行压
力２５ｂａｒ，滤出液流量３．８Ｌ／ｈ，蒸馏水补加量３．８Ｌ／ｈ，用１％
ＢａＣｌ２检查滤液中是否有ＳＯ４

２－存在。

１．２．５　蛋白质 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析　收集洗脱液，根据
２８０ｎｍ下的吸光度，选取蛋白浓度最高的峰进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳分析。电泳前，样品采用透析法除盐，并调节蛋白浓度为

２ｇ／Ｌ。电泳浓缩胶浓度为５％，分离胶浓度为１２％，蛋白样
品与５×ＳＤＳ－样品缓冲液按体积比４∶１混合，１００℃煮沸
５ｍｉｎ，上样量４０μＬ。电泳过程中，电流控制在１０ｍＡ，待样
品进入分离胶后加大电流至２０ｍＡ，当前沿指示剂到达分离
胶前沿１．０～１．５ｃｍ时停止电泳。

２　结果与分析

２．１　脱脂脱酚葡萄籽粕蛋白质氨基酸组成
脱脂脱酚葡萄籽粕蛋白质氨基酸组成见表２。

２．２　脱脂脱酚葡萄籽粕蛋白质等电点的测定
由图３可见，当蛋白提取液ｐＨ值为３．０时，离心后上清

液蛋白浓度最低，因此可判断该点为脱脂脱酚葡萄籽粕蛋白

表２　脱脂脱酚葡萄籽粕蛋白质氨基酸组成

氨基酸
含量

（ｇ／ｋｇ） 氨基酸
含量

（ｇ／ｋｇ） 氨基酸
含量

（ｇ／ｋｇ）

天冬氨酸 １１．５ 胱氨酸 ３．８ 苯丙氨酸 ４．４
苏氨酸 ４．６ 缬氨酸 ７．８ 组氨酸 ３．２
丝氨酸 ５．４ 蛋氨酸 ０．６ 赖氨酸 ４．５
谷氨酸 ２８．３ 异亮氨酸 ４．２ 精氨酸 ８．０
甘氨酸 １２．１ 亮氨酸 ７．０ 脯氨酸 ６．２
丙氨酸 ７．１ 酪氨酸 ２．１ 色氨酸 ０．５

　　注：葡萄品种为小芒森；“”表示人体必需氨基酸。

质的等电点，即ｐＩ＝３．０。
２．３　碱液浸提法各因素对蛋白提取率的影响

由图４可见，当ｐＨ值为１０．０～１１．０时，蛋白提取率快速
上升，当ｐＨ值为１１．０时，提取率达到 ３６．３％。但是当 ｐＨ
值＞１１．５时，提取液颜色明显加深，影响蛋白质含量测定。
此外，ｐＨ值过高会破坏蛋白质的结构性质，使蛋白提取液散
发异味。因此，选择浸提液ｐＨ值为１１．０。
　　由图５可知，随着料液比增大，蛋白提取率逐渐升高，当
料液比达到１ｇ∶２５ｍＬ后，提取率逐渐趋于平缓。料液比在
１ｇ∶２０ｍＬ至１ｇ∶２５ｍＬ时，提取率增量最为显著，因此选
择料液比为１ｇ∶２５ｍＬ。
　　由图６可知，在较高温度（７５～８５℃）时，蛋白提取率增
幅较大，高于８５℃时蛋白提取率增加不明显。这与以往报
道［７］的在中温（３５～４０℃）下蛋白提取率较高有所不同，可能
是所用原料不同所造成。本研究所用葡萄籽为提取完葡萄籽

油和葡萄籽原花青素之后的籽粕，而在提取葡萄籽原花青素

过程中，提取剂为７０％乙醇溶液，提取温度为７０℃［８］，此过

程中高浓度乙醇和高温使葡萄籽中原有蛋白质结构、性质发

生改变，因此针对脱脂脱酚葡萄籽粕蛋白质的提取温度会发

生改变。综合考虑，选择提取温度为８５℃。
　　由图７可知，当提取时间 ＞２．０ｈ时，蛋白提取率不再随
时间延长而增加，因此选择提取时间为２．０ｈ。
２．４　碱液浸提法正交试验

从表３可见，对蛋白提取率影响最大的因素是 ｐＨ值，其
次是提取时间、温度，最后是料液比。蛋白提取最佳工艺条件

为Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ３，即浸提温度８８℃、浸提液 ｐＨ值 １１．５、料液比
１ｇ∶２５ｍＬ、提取时间 １３０ｍｉｎ。按此优化条件进行试验验
证，蛋白提取率达８３．５％。
２．５　脱脂脱酚葡萄籽粕蛋白质的电泳分析

从图８、图９可见，葡萄籽粕蛋白提取液纯化前后主要存
在４种蛋白亚基，分子量分别为４０、３７、１９、１７ｋｕ。纯化前蛋
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白亚基条带较为复杂，纯化后高于４０ｋｕ和低于１７ｋｕ的蛋白
亚基几乎不存在。从表４可见，纯化后４种主要蛋白亚基的
总相对含量从６３．４％提高到９１．５％。经多次重复试验，样品
蛋白电泳图谱分析结果具有较好的重现性和稳定性。

表３　碱液浸提法正交试验结果

序号
因素水平

Ａ：温度 Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：料液比 Ｄ：时间
蛋白提取率

（％）

１ １ １ １ １ ４９．９
２ １ ２ ２ ２ ６０．０
３ １ ３ ３ ３ ７８．７
４ ２ １ ２ ３ ６４．５
５ ２ ２ ３ １ ５９．０
６ ２ ３ １ ２ ７４．５
７ ３ １ ３ ２ ６２．７
８ ３ ２ １ ３ ７５．２
９ ３ ３ ２ １ ７９．１
ｋ１ ６２．９ ５９．０ ６６．５ ６２．７
ｋ２ ６６．０ ６４．７ ６７．９ ６５．７
ｋ３ ７２．３ ７７．４ ６６．８ ７２．８
Ｒ ９．４ １８．４ １．４ １０．１

表４　样品中４种主要蛋白亚基含量

蛋白亚基分子量

（ｋｕ）
相对含量（％）

纯化前 纯化后

４０ ８．７ １２．２
３７ ２３．８ ３７．１
１９ １５．６ ２０．７
１７ １５．３ ２１．５

３　结论与讨论

３．１　讨论
常用的葡萄籽蛋白提取方法有盐析法、碱液浸提法、酶解

法等。王侠对盐析法提取葡萄籽蛋白质条件进行了优化，得

出在最佳条件下蛋白提取率为１７％［９］；夏辉等采用碱溶酸沉

法对葡萄籽中蛋白质进行了提取研究，结果表明最佳条件下

蛋白提取率达７０．６％［１０］；叶润等利用复合糖酶对蛋白质进行

提取，由于采用复合糖酶处理脱脂葡萄籽粉后降低了葡萄籽

中半纤维素含量，蛋白提取率有所提高，达 ８４．６％［１１］。本研

究所用脱脂脱酚葡萄籽粕在前期提取葡萄籽油和葡萄籽原花

青素过程中，由于高压、高浓度乙醇和高温使葡萄籽中原有蛋

白质结构、性质发生改变，蛋白提取条件较之前文献报道［７］

有所差异。在前期试验基础上，选定碱液浸提法为最佳提取

方法，通过优化提取条件，使蛋白提取率达８３．５％。
由于蛋白质在溶解性、带电荷性、分子量大小或亲和特异

性等方面存在差异［１２］，常用的分离纯化方法有吸附法、超滤

法、沉淀法（盐沉、有机溶剂沉淀、等电点沉淀）、透析法、色谱

法（凝胶过滤、离子交换、亲和色谱、共价色谱）等。王洪新等

对茶叶蛋白的初步纯化研究中，采用等电点沉淀－盐析、丙酮
脱色、超滤脱盐等方法得到了较纯茶叶蛋白［１３］；徐梦辰等以

山药蛋白酶解液为原料，采用阴离子交换层析和凝胶层析对

酶解液中蛋白组分进行了分离纯化，取得了较好效果［１４］。国

内还未见葡萄籽蛋白质纯化方面的研究报道。本研究在脱脂

脱酚葡萄籽粕蛋白质提取工艺基础上，针对籽粕蛋白提取液

性质设计了一套较为合理的纯化工艺，并采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
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泳对蛋白纯化效果进行分析，为后续制备高纯葡萄籽分离蛋

白、食源蛋白产品开发、多肽制备及活性研究等内容奠定基础。

３．２　结论
本研究采用碱液浸提法提取脱脂脱酚葡萄籽粕蛋白质，优

化确定的最佳提取条件为温度８８℃、浸提液ｐＨ值１１．５、料液
比１ｇ∶２５ｍＬ、提取 １３０ｍｉｎ，该条件下蛋白提取率达到
８３５％。采用吸附脱色、盐析－ｐＩ沉淀、超滤、纳滤等方法对蛋
白提取液进行了纯化分离，探索纯化工艺中各关键技术点的工

艺条件。最后通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析纯化前后的样品蛋
白，发现样品中含有４种蛋白亚基，分子量分别为４０、３７、１９、
１７ｋｕ，纯化后４种蛋白亚基占总蛋白的相对含量为９１．５％。
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市售洋槐蜜多酚类成分及其抗氧化活性研究
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　　摘要：收集了在全国范围内销售的１５种洋槐蜜样品，通过ＨＰＬＣ－ＤＡＤ对蜂蜜样品多酚类成分进行分析，测定了
总酚酸和总黄酮含量，以及蜂蜜清除ＤＰＰＨ自由基、ＡＢＴＳ＋自由基、超氧自由基的能力和还原力。结果表明，市售洋槐
蜜质量参差不齐，总酚酸含量从３．７ｍｇ／ｇ到２３．３ｍｇ／ｇ；总黄酮含量从２．２ｍｇ／ｋｇ到１２．９ｍｇ／ｋｇ。１５种商品洋槐蜜均
具有一定的抗氧化活性。此外，在１５种商品洋槐蜜中只有４个种样品具有蜂蜜来源纯正、成分齐全的特点，是品质好
的洋槐蜂蜜。

　　关键词：洋槐蜜；多酚类成分；抗氧化；黄酮；酚酸；质量监控依据
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　　蜂蜜是蜜蜂将采集的植物花蜜，混以蜜蜂唾液腺的分泌
物，经过充分酿造而贮藏在巢脾内的甜物质。其中糖类成分

占 ７０％以上，水分占 １６％ ～２５％，蛋白质平均含量为
０．１６％［１］。蜂蜜不仅是一种营养价值高的保健食品，而且具

有多种生物学活性，如抗氧化、解毒、消炎［２］、抗癌［３］、保护创

面、促进细胞再生［４］等。一些研究证明，多酚类物质（如酚酸

和黄酮）具有强的抗氧化能力［５］。蜂蜜中含有丰富的多酚类

成分，这些成分不仅具有很强的抗氧化活性，而且具有多种生

物活性。因此本研究收集了市售１５种洋槐蜜样品，对其中的
多酚类成分及其抗氧化活性进行分析，为洋槐蜜产品的质量

监控提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　样品　收集在商场及专卖店销售的１５种洋槐蜜样
品，品牌种类用Ａ、Ｂ、Ｃ、…、Ｏ代替，其详细信息如表１所示。
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