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　　摘要：荞麦蜜用２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ水溶液处理，经３ｋｕ超滤管超滤，分别测定 ＮａＣｌ处理前后蜂蜜水滤出液的总酚含
量，通过三维（３Ｄ）荧光、非变性凝胶电泳（Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ）、液相色谱串联质谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）分析荞麦蜜水溶液经
３ｋｕ超滤管超滤的截留液成分。结果表明，经２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理的蜂蜜水滤出液组分中总酚含量明显高于未经处理
的，说明荞麦蜜中可能有部分多酚类化合物与蛋白相互结合，以复合物的状态存在；３Ｄ荧光光谱中有明显的多酚、蛋
白成分特征峰，证明荞麦蜜中存在多酚与蛋白复合物；经Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ质谱分析推测，荞麦蜜中多酚类
成分是与蜂王浆主蛋白１（ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．）结合而形成复合物的。
　　关键词：荞麦蜜；多酚类成分；蛋白复合物；非变性凝胶电泳；液相色谱串联质谱
　　中图分类号：Ｓ８９６．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）１２－０１５７－０３

收稿日期：２０１７－０１－０７
基金项目：国家蜂产业技术体系（编号：ＣＡＲＳ－４５－ＫＸＪ１８）。
作者简介：赵宏玉（１９９２—），女，黑龙江哈尔滨人，硕士研究生，从事
蜂产品应用与加工研究。Ｅ－ｍａｉｌ：４７００８５３１０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：张红城，博士，副研究员，从事功能食品与生物活性物质、

食品生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：４６０４１４８７４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　人类食用蜂蜜的历史可以追溯到史前时期，主要是用作
甜味剂［１－２］。最近有研究表明，蜂蜜具有抗氧化、抗菌、抗炎

等多种生物学功能，这些功能的产生来源于其本身的物理化

学特性［３］，包括蜂蜜中的糖、矿物质、多酚、蛋白质、氨基酸及

经由葡萄糖氧化产生的过氧化氢等［４－５］。多酚具有独特的可

以在相互之间或与其他分子之间形成复合物的能力，其中最

主要的特性就是与蛋白质亲和，这也导致许多可溶或不可溶

复合物的形成［６］，而蜂蜜中多酚类化合物是否与蛋白质发生

复合尚不明确。

中国是蜂蜜生产大国，荞麦蜜是我国重要的单花蜜之一，

是一种具有独特麦芽香味的深色蜜。有研究发现，在不同种

类来源的单花蜜中，荞麦蜜的抗氧化活性和氧自由基吸收能

力（ＯＲＡＣ）相对最强［７］，且多酚类物质含量十分丰富［８］。本

试验通过探讨荞麦蜜中是否存在多酚－蛋白质复合物及与多
酚类化合物结合的蛋白质种类，旨在引导人们关心蛋白质和

多酚相互作用的重要性及蜂蜜中这种复合物的营养学和生物

学功能。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
１．１．１　试验材料　荞麦蜜样品，２０１６年产自内蒙古，存放于
４℃冰箱中。
１．１．２　试剂　三氯化铝、碳酸钠、氢氧化钠、氯化钠、三氯乙
酸、三氟乙酸、乙腈、丙酮、甲酸等，均为分析纯，购自北京化学

试剂公司；考马斯亮蓝Ｇ－２５０、碘乙酰胺，购自北京索莱宝科
技有限公司；甲醇，购自美国Ｆｉｓｈｅｒ公司；９８％没食子酸、芸香

苷对照品，购自上海佳和生物科技有限公司；福林 －酚试剂，
购自北京康为世纪生物科技有限公司；Ｎｏｖｅｘ ４－１２％
Ｔｒｉｓ－甘氨酸凝胶、２×上样缓冲液、１０×Ｔｒｉｓ－甘氨酸电泳缓
冲液、２０～１２００ｋｕ非预染蛋白ｍａｒｋｅｒ，购自美国英杰生命技
术有限公司。

１．１．３　主要仪器与设备　微量移液器，由德国艾本德（上
海）国际贸易有限公司生产；ＡＬ２０４型分析天平，由梅特勒 －
托利多仪器有限公司生产；Ｅａｓｙ－ｎＬＣ１０００系统耦合Ｏｒｂｉｔｒａｐ
Ｆｕｓｉｏｎ质谱仪、ＳｏｒｖａｌｌＢｉｏｆｕｇｅＳｔａｒｔｏｓ型台式离心机，由美国赛
默飞（中国）有限公司生产；ＳＨＢ－Ⅲ型循环水式真空泵，由长
城科工贸有限公司生产；ＤＺＦ－６０９０型真空干燥箱，由上海一
恒科学仪器有限公司生产；超纯水系统，由美国密理博公司生

产；ＫＱ－５０ＤＢ型数控超声波清洗器，由昆山市超声仪器有限
公司生产；ＡｍｉｃｏｎＵｌｔｒａ３ＫＤ超滤管、ＰＲＯＴＥＡＮ等电聚焦电
泳仪、Ｍｉｎｉ－ＰｒｏｔｅｉｎⅡ垂直板电泳装置、电泳图像扫描仪，由
美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司生产；ＸＣｅｌｌＳｕｒｅＬｏｃｋ Ｍｉｎｉ－Ｃｅｌｌ蛋白垂
直电泳槽，由美国英杰生命技术有限公司生产；ＴＳ－２型脱色
摇床，由江苏海门其林贝尔仪器制造有限公司生产；Ｆ－４６００
荧光分光光度计，由日本日立公司生产；２０８０ＴＷ型 ＬＧ微波
炉，由ＬＧ电子（天津）电器有限公司生产。
１．２　方法
１．２．１　多酚与蛋白复合物提取液的制备　在荞麦蜜加入
２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ配制成蜂蜜水，经 ３ｋｕ超滤管超滤，于
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，分别得到滤出液、截流液 ２个组
分，置于４℃冰箱中保存。
１．２．２　荞麦蜜中总酚含量的测定　以没食子酸为对照品，采用
福林－西奥卡特（Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ）法建立总酚含量的标准曲线；
未经氯化钠处理和经氯化钠处理的蜂蜜水均用３ｋｕ超滤管超
滤，各取０．２ｍＬ，采用福林－西奥卡特（Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ）法测
定，以没食子酸相对含量表示总酚含量，重复３次。
１．２．３　荞麦蜜提取物中总黄酮含量的测定　以芸香苷为对
照品，采用三氯化铝（ＡｌＣｌ３）法建立总黄酮的标准曲线；未经
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氯化钠处理和经氯化钠处理的蜂蜜水均用３ｋｕ超滤管超滤，
各取０．２ｍＬ进行测定，用芸香苷相对含量表示样品中的总黄
酮含量，重复３次。
１．２．４　荞麦蜜样品三维（３Ｄ）荧光光谱的全波长扫描　将荞
麦蜜配制成蜂蜜水，经３ｋｕ超滤管超滤，于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，分别得到滤出液、截流液２个组分，用３Ｄ荧光光谱测
定，测定条件：激发起始波长 ２００．０ｎｍ、激发终止波长
７００．０ｎｍ、激发采样间隔１０．０ｎｍ，发射起始波长２１０．０ｎｍ、
发射终止波长 ７１０．０ｎｍ、发射采样间隔１０．０ｎｍ，扫描速度
３００００ｎｍ／ｍｉｎ，激发狭缝 ５．０ｎｍ，发射狭缝 ５．０ｎｍ，电压
４００Ｖ，响应值为自动。
１．２．５　非变性凝胶电泳（Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ）结合液相色谱串联
质谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）检测蜂蜜样品中的蛋白　选取大于３ｋｕ
的组分，采用４％～１２％Ｔｒｉ－甘氨酸预制凝胶进行电泳，恒压
１２５Ｖ，电泳时间３ｈ，上样量５μＬ；用考马斯亮蓝 Ｇ－２５０染
色，低火微波１ｍｉｎ，再在摇床上染色５ｍｉｎ；用脱洗液脱色至
背景干净、蛋白条带清晰；取 Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ胶上的条带进行
脱盐处理用于胶内酶解：样品用 ２５ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇
（ＤＴＴ）还原二硫键，用５５ｍｍｏｌ／Ｌ碘乙酰胺烷基化，再用测序
级改性的胰蛋白酶用５０ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵于３７℃ 处理１２ｈ
以达到分离胶消化；所得到的肽段在５０％乙腈水溶液中用１％
三氟乙酸提取２次，真空离心，蒸发浓缩器浓缩；将处理好的肽
段进行质谱分析，质谱条件：１００ｍｍ×２ｃｍ、３μｍＡｃｃｌａｉｍ
ＰｅｐＭａｐＣ１８色谱柱分离，以３００ｎＬ／ｍｉｎ流速运行 ６０ｍｉｎ梯度
洗脱，流动相Ａ为水并含有０．１％甲酸，流动性Ｂ为乙腈并含
有０．１％甲酸，３５０～１５５０ｍ／ｚ、分辨率１２００００进行全扫描；离
子阱二级质谱扫描，使用自带的蛋白质谱搜库软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ
ＰＤ１．４）对ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ／Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ数据库进行搜索匹配。

２　结果与分析

２．１　荞麦蜜样品中的总酚和总黄酮含量
试验结果表明，未经 ＮａＣｌ处理和经 ＮａＣｌ处理荞麦蜜水

溶液的滤出液中总酚和总黄酮含量有一定差异，未经ＮａＣｌ处
理的荞麦蜜总酚、总黄酮含量分别为（１７４２．１±６３６）、（２３．５±
５３）ｍｇ／ｋｇ，经２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理的荞麦蜜总酚、总黄酮含量
分别为（２７２３．８±４１．３）、（２８．７±６．４）ｍｇ／ｋｇ，经 ２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
处理的蜂蜜水滤出液总酚含量明显高于未经处理的，这可能

是由于蜂蜜经２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ水溶液处理后，破坏了蛋白和多
酚二者之间的非共价键，使复合的多酚游离出来，经超滤后多

酚与蛋白分离，使得小于 ３ｋｕ的多酚含量升高；荞麦蜜经
ＮａＣｌ处理前后的样品总黄酮含量相差很小，为 ５．２ｍｇ／ｋｇ，说
明蜂蜜中主要是多酚和蛋白发生复合，而不是黄酮。

２．２　荞麦蜜样品３Ｄ荧光光谱全波长扫描结果
３Ｄ荧光光谱是近些年来在荧光光谱分析基础上发展起

来的一种荧光分析技术［９］，与普通的荧光光谱分析方法相

比，３Ｄ荧光光谱法具有能够获得激发波长λｅｘ与发射波长λｅｍ
同时变化时的荧光强度信息的优点，可以提供在普通发射谱

中得不到的信息［１０］，能够提供荧光强度、荧光偏振等物理参

数，进而了解蛋白质分子中荧光生色基团所处的微环境，有助

于阐述蛋白质的结构与功能［１１］，成为研究其他物质与蛋白质

相互作用的主要手段［１２］。有研究表明，蛋白质的激发波长为

２８０ｎｍ，发射波长为３０５～３５４ｎｍ［１３］，多酚类物质的激发波长
为３３０～３８５ｎｍ，发射波长为４２０～４８５ｎｍ［１４］。由图１可知，
未经ＮａＣｌ处理的荞麦蜜有２个峰，第１个位置为λｅｘ＝２７６～
２８３ｎｍ、λｅｍ ＝３１３～３２４ｎｍ，表明样品中存在蛋白成分；第２
个位置为λｅｘ＝３３５～３６８ｎｍ、λｅｍ＝４２０～４６４ｎｍ，表明样品中
存在多酚成分。由图２、图３可知，ＮａＣｌ处理的荞麦蜜经超滤
后小于３ｋｕ的组分中只有１个峰，λｅｘ＝３５３～３６７ｎｍ、λｅｍ ＝
４３１～４６８ｎｍ，表明样品中只存在多酚成分；大于３ｋｕ的组分
中有２个峰，对应的λｅｘ＝３４７～３７８ｎｍ、λｅｍ＝４２９～４７６ｎｍ和
λｅｘ＝２７１～２８９ｎｍ、λｅｍ ＝３０５～３４６ｎｍ，说明该组分中既有多
酚类化合物又有蛋白，这是由于游离态的多酚成分分子量不

可能大于３ｋｕ。因此可以推测，组分中大于３ｋｕ的多酚类物
质是以多酚和蛋白的复合物形式存在的。

２．３　Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ和 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析荞麦蜜中的复合
蛋白

２．３．１　Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ分析　由图４可知，蜂王浆主蛋白１
提取液（Ｆ）分别在６２０、２９０、６６ｋｕ附近有明显的条带，处理后
大于３ｋｕ的荞麦蜜超滤液２个重复组分Ｍ１、Ｍ２在６２０、２９０、
６６ｋｕ附近也有明显的条带出现，且条带位置均略高于 Ｆ组
分，说明荞麦蜜大于３ｋｕ的组分中可能是蜂王浆主蛋白１，并
且是以复合物形式存在的。

２．３．２　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ质谱鉴定结果　分别选取 Ｎａｔｉｖｅ－
ＰＡＧＥ电泳中Ｎ１～Ｎ６胶进行胶内酶解，利用 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ对
其蛋白进行鉴定，以进一步确认荞麦蜜中与多酚类物质复合

的蛋白质种类。由表 １可知，Ｎ１组分与蜂王浆主蛋白 １
（ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．）的序列覆盖率为７３．１５％，鉴定得
到的肽段数为 ３３个；Ｎ２组分与 ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．、
ＭＲＪＰ３＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．的序列覆盖率分别为 ７５．２３％、
５４．４１％，鉴定得到的肽段数分别为３８、２７个；Ｎ３组分与
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ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．、ＭＲＪＰ２＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．的序列覆盖
率分别为 ８６．５７％、６６．３７％，鉴定得到的肽段数分别为３８、２５
个；Ｎ４组分与ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．、ＭＲＪＰ２＿Ａｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａ
Ｌ．的序列覆盖率分别为８３．５６％、７１．０２％，鉴定得到的肽段
数为３４、２９个；Ｎ５组分与 ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．、ＭＲＪＰ２＿
ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．的序列覆盖率分别得为５５．０９％、６７．３６％，鉴
定得到的肽段数分别为 ２４、２７个；Ｎ６组分与 ＭＲＪＰ１＿Ａｐｉｓ
ｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．的序列覆盖率为６７．７０％，鉴定得到的肽段数为
３０个。因此推测，荞麦蜜中的蛋白主要由 ＭＲＪＰ１＿Ａｐｉｓ
ｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．、ＭＲＪＰ２＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．、ＭＲＪＰ３＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．
组成的。从生物信息学比对结果看，确定荞麦蜜大于３ｋｕ组
分中的蛋白为ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．。

表１　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ鉴定荞麦蜜中的蛋白种类

组分 登记号 覆盖率（％） 肽段数（个） 分子量（ｕ） 等电离点 蛋白名称

Ｎ１ Ｏ１８３３０ ７３．１５ ３３ ４８．９ ５．３４ ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．
Ｎ２ Ｏ１８３３０ ７５．２３ ３８ ４８．９ ５．３４ ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．

Ｑ１７０６０ ５４．４１ ２７ ６１．６ ６．９６ ＭＲＪＰ３＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．
Ｎ３ Ｏ１８３３０ ８６．５７ ３８ ４８．９ ５．３４ ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．

Ｏ７７０６１ ６６．３７ ２５ ５１．０ ７．２７ ＭＲＪＰ２＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．
Ｎ４ Ｏ１８３３０ ８３．５６ ３４ ４８．９ ５．３４ ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．

Ｏ７７０６１ ７１．０２ ２９ ５１．０ ７．２７ ＭＲＪＰ２＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．
Ｎ５ Ｏ１８３３０ ５５．０９ ２４ ４８．９ ５．３４ ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．

Ｏ７７０６１ ６７．３６ ２７ ５１．０ ７．２７ ＭＲＪＰ２＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．
Ｎ６ Ｏ１８３３０ ６７．７０ ３０ ４８．９ ５．３４ ＭＲＪＰ１＿ＡｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．

３　结论

通过测定荞麦蜜中总酚含量、３Ｄ荧光光谱及 Ｎａｔｉｖｅ－
ＰＡＧＥ、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ质谱分析，确认荞麦蜜中存在多酚与蛋白
复合物，且多酚类成分是与蜂王浆主蛋白 １（ＭＲＪＰ１＿Ａｐｉｓ
ｍｅｌｌｉｆｅｒａＬ．）结合的，这为蜂蜜中复合物营养学和生物学功能

的进一步研究提供了理论参考。

参考文献：

［１］陈丽娟，费晓庆，谭梦茹，等．超高效液相色谱－高分辨质谱法测

定蜂蜜中的苯甲酸、山梨酸、安赛蜜与糖精钠［Ｊ］．分析测试学

报，２０１６，３５（９）：１１４２－１１４６．
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储藏条件对普洱茶品质的影响

及其茶汤饮用安全性分析

张　霞１，２，黄端杰１

（１．长江大学园艺园林学院，湖北荆州４３４０２５；２．长江大学根系生物学研究所，湖北荆州 ４３４０２５）

　　摘要：将普洱茶储藏于不同温度和湿度梯度下，研究储藏过程中主要理化成分、菌落总数和亚硝酸盐含量的变化。
结果表明，随着储藏时间的延长，水浸出物和氨基酸含量呈减少趋势；茶多酚含量和菌落总数都是先增加，储藏１５ｄ
左右又逐渐减少；可溶性糖含量总体呈增加趋势；亚硝酸盐含量呈缓慢增加的趋势，总体变化较小，一直低于国标

ＧＢ／Ｔ５７４９—２００６可允许的最低标准（≤１μｇ／ｍＬ）；储藏２０ｄ时普洱茶微生物种群数量达到９．１１×１０１０ＣＦＵ／Ｌ，远远
超出国家标准，３５％潮水量，２５℃温度环境下增加最快。综合评价认为，普洱茶自身含水量高，储藏环境温度过高，长
时间储藏会增加普洱茶饮用的风险。
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　　普洱茶是以地理标志保护范围内的云南大叶种晒青茶为
原料，并在地理标志保护范围内采用特定的加工工艺制成的

具有独特品质特征的茶叶［１］。“越陈越香，红褐明亮”是普洱

茶最为独特的风味与特色［２］。普洱茶的储存对其风味的形

成至关重要，依仓储环境不同可分为干仓和湿仓，干仓和湿仓

的主要差别在于温度、湿度和通风程度等环境条件的不同。

一般认为，干仓存储普洱茶，既保存普洱茶的本质真性，又增

加了品茗价值，但是要达到品饮年份，需要很长的时间；湿仓

能加速普洱茶的后发酵，在短时间内达到自然仓储多年的效

果，但湿仓茶容易产生仓味，进而极易发生霉变［３］，饮用是否

安全也有待研究。普洱茶陈化的机理是什么、怎样才能满足

普洱茶最佳存储环境等方面的研究极少。本研究以普洱茶为

原料，设置不同潮水量和温度，模拟湿仓环境储藏，通过感官

审评各储藏时间普洱茶的品质变化，并测定主要成分含量对

各茶样的茶汤进行饮用安全性分析，从而探究不同储藏条件

对普洱茶品质形成的影响。为普洱茶的后续储藏提供参考，

也为干仓或湿仓普洱茶的品质鉴定、存储工艺及饮用安全性

提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料为２０１３年特级宫廷普洱茶，产自云南普洱，外

形条索紧实匀整、红褐匀净，冲泡后的汤色红浓明亮，略带陈

香，滋味醇厚，叶底红褐欠软。

１．２　试验设计
普洱茶的茶坯潮水量是渥堆前的一个关键技术［４］，潮水

量是指往样品茶中加水增湿至设定的茶坯含水量。本试验设
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