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实验室规模分离大豆蛋白７Ｓ和１１Ｓ组分技术研究进展
徐婧婷，任建华，叶凌凤，郭顺堂

（中国农业大学 食品科学与营养工程学院，北京 １０００８３）

摘　要：该文围绕目前实验室制备 １１Ｓ和 ７Ｓ组分的分离技术成果，结合作者所在实验室的分离技术（微小毛霉法），

比较了各种分离方法的差异。早期分离提取技术利用的原理多为“碱溶酸提”和“冷沉”作用，之后不断辅以其它物

理或生物技术进行改进，以提高各蛋白组分的回收率和纯度。其中，Ｔｈａｎｈ法首次完整地提出了大豆蛋白的组分分

离方法，而 Ｎａｎｇｏ法和 Ｗｕ法的引用次数较多，Ｄｅａｋ法采用的 Ｃａ２＋沉淀的方法效果则是实验室分离方法中的最优方

法。

关键词：大豆蛋白；分离技术；７Ｓ富集蛋白；１１Ｓ富集蛋白；产量；纯度
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ｕｓｉｎｇＣａ２＋，Ｍｇ２＋，ｅｎｚｙｍｅａｎｄＣＯ２ａｌｓｏｐｒｏｄｕｃｅｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｉｓｏｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙ
ｔｈｅｓｅｍｅｔｈｏｄｓｗｅｒｅｓｕｍｍａｒｉｚｅｄｉｎＴａｂｌｅ３．

Ｔａｂｌｅ１　ＯｐｅｒａｔｉｎｇＰｒｏｃｅｓｓｆｏｒＳｅｖｅｒａｌＬａｂｏｒａｔｒｏｙ－ｓａｌｅＭｅｔｈｏｄｓｉｎＳｅｐａｒａｔｉｎｇ７Ｓａｎｄ１１ＳＦｒａｃａｔｉｏｎａ

Ｏｐｅｒａｔｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ Ｎａｇａｎｏ Ｗｕ Ｒｉｃｋｅｔ Ｌｉｕ

Ｓｔａｇｅ１
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

Ｍａｔｅｒｉａｌ ＤＳＦ，Ｈ２０ ○ ○ ○
ａｄｄｉｔｉｖｅ － － － ０．０３ｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
ＲＭＬ １∶１５ ○ １∶１０ ○
ｐＨ ７．５ ○ ８．５ ８．５

Ｅｘｔｒａｃｔｔｉｍｅ １ｈ ○ ○ ２ｈ
Ｔｅｍｐ． ＲｏｏｍＴｅｍｐ． ○ ４５℃ ４５℃

Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ
９０００ｒ·ｍｉｎ－１

×３０ｍｉｎ
１４３００ｒ·ｍｉｎ－１

×３０ｍｉｎ
Ｄｉｄｎ`ｔｓｈｏｗ ○

Ｓｔａｇｅ２
Ｓｅｐａｒ
ａｔｉｏｎ

Ｓｔｅｐ１：
１１Ｓ
ｆｒａｃｔｉｏｎ

Ｓｕｐ１． ○ ○ ○
Ａｄｄｉｔｉｖｅ ０．９８ｇ·Ｌ－１ＳＢＳ ○ ○ ０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＳＢＳ
ｐＨ ６．４ ○ ○ ○
Ｔｉｍｅ ｏｖｅｒｎｉｇｈｔ ○ － ○
Ｔｅｍｐ． ４℃ ○ ○ ○

Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ
６５００ｒ·ｍｉｎ－１

×３０ｍｉｎ
７５００ｒ·ｍｉｎ－１

×２０ｍｉｎ
○ ○

Ｓｔｅｐ２：
Ｉｎｔｅｒｍｅｉ
ｄｉａｔｅｆｒａｃｔｉｏｎ

Ｍａｔｅｒｉａｌ Ｓｕｐ２． ○ ○ ○

Ａｄｄｉｔｉｖｅ ０．２５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ ○ ○ ○

ｐＨ ５．０ ○ ○ ５．５

Ｒｅａｃｔｔｉｍｅ １ｈ ○ ○ ０．５ｈ

Ｔｅｍｐ． ４℃ ○ ○ ○

Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ
９０００ｒ·ｍｉｎ－１

×３０ｍｉｎ
１４３００ｒ·ｍｉｎ－１

×３０ｍｉｎ
○ ○

Ｓｔｅｐ３：
７Ｓｆｒａｃｔｉｏｎ

Ｍａｔｅｒｉａｌ Ｓｕｐ３． ○ ○ ○
Ａｄｄｉｔｉｖｅ ２ｆｏｌｄＨ２０ ○ ３ｆｏｌｄＨ２０ ○
ｐＨ ４．８ ○ ○ ○
Ｔｅｍｐ． ４℃ ○ ○ ○

Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ
６５００ｒ·ｍｉｎ－１

×２０ｍｉｎ
７５００ｒ·ｍｉｎ－１

×２０ｍｉｎ
○ ○

　　ａＮａｇａｎｏ，Ｗｕ，Ｒｉｃｋｅｔ，ａｎｄＬｉｕｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓｎａｍｅｄｂｙｔｈｅｉｎｖｅｎｔｅｒｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｌｉｕ＇ｓｍｅｔｈｏｄｅｘｔｒａｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎｔｗｉｃｅ
ａｎｄｅａｃｈｔｉｍｅｗａｓ１ｈ；“○”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓｏｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｓｉｄｅｎｔｉｃａｌｗｉｔｈｔｈｅＮａｇａｎｏ＇ｓｍｅｔｈｏｄ．“”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｒｒｅｑｕｉｒｅ
ｍｅｎｔｉｓｎｏｔｅｘｉｓｔ；ＤＳＦ，ｄｅｆａｔｔｅｄｓｏｙｂｅａｎｆｌａｋｅ；ＲＭＬ，ｒａｔｉｏｏｆｍａｔｅｒｉａｌｔｏｌｉｑｕｉｄ．

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｐａｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｎｃｌａｓｓｉｃａｌａｎｄｍｏｄｉｆｉｅｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙ－ｓｃａｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓａ

Ｍｅｔｈｏｄｓ
１１Ｓｒｉｃｈｆｒａｃｔｉｏｎ ７Ｓｒｉｃｈｆｒａｃｔｉｏｎ

Ｙｉｅｌｄ／％ Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ／％ Ｐｕｒｉｔｙ／％ Ｙｉｅｌｄ／％ Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ／％ Ｐｕｒｉｔｙ／％

Ｔｈａｎｈ １５．３ ９２．０ ７８．０ １８．７ ９１．０ ８６．０
Ｎａｇａｎｏ １２．０ － ＞９０．０ ６．０ － ＞９０．０
Ｗｕ １２．９ ９４．７ ９５．７ ９．８ ９６．７ ７７．６
Ｒｉｃｋｅｔ １１．２９ ９６．７ ８６．０ ９．５１ ９４．０４ ６６．０
Ｌｉｕ １４．４ ９６．３ ９２．５ １０．７ ９３．３ ９５．５

　　ａＴｈａｎｈ，Ｎａｇａｎｏ，Ｗｕ，Ｒｉｃｋｅｔ，ａｎｄＬｉｕｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓｎａｍｅｄｂｙｔｈｅｉｎｖｅｎｔｅｒｓ．
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Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｐａｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｎｏｔｈｅｒｌａｂｏｒａｔｏｒｙ－ｓｃａｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓａ

Ｍｅｔｈｏｄｓ

１１Ｓｒｉｃｈｆｒａｃｔｉｏｎ ７Ｓｒｉｃｈｆｒａｃｔｉｏｎ

Ｙｉｅｌｄ／％
Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｔｅｎｔ／％
Ｐｕｒｉｔｙ／％ Ｙｉｅｌｄ／％

Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ／％

Ｐｕｒｉｔｙ／％

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆＣａ２＋

Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ １２．９ ９１．８ ９０．１ １５．２ ７５．８ １００

Ｄｅａｋ １５．５ ９６ ８５．０ ２３．６ ９０．０ ８１．０

Ｄ４Ｃ １５．５ ９８．９ ８１．０ ２３．１ ９０．０ ８５．６

ＤＲＴ １５．７ ９６．６ ７１．０ ２３．３ ９１．２ ７８．６

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆ
Ｍｇ２＋

２２．４ － ８８．９ １６．２ － ８１．４

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆｅｎｚｙｍｅ

Ｐｈｙｔａｓｅ １８．０ ８８．９ ＞８０．０ １６ ７８．６ ＞８０

Ｍｕｃｏｒｐｕｓｉｌｌｕｓ １９．８ ９３．４ ９３．０ ９．５ ９５．１ ８８．４

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆＣＯ２

Ｒｕｓｓｅｌｌ ２８．０ － ９５．０ ４．８ － ８０．０

Ｍａｒｉｊａｎａｌ ３４．０ ８５．０ ９８．０ － － －

　　ａＤｅａｋ，Ｒｕｓｓｅｌｌ，ａｎｄＭａｒｉｊａｎａｌｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓｎａｍｅｄｂｙｔｈｅｉｎｖｅｎｔｅｒｓ．

　　ＤｅａｋｍｏｄｉｆｉｅｄＷｕ’ｓｍｅｔｈｏｄＣａ２＋ａｓａｐｒｅｃｉｐｉｔａｔ
ｉｎｇａｇｅｎｔｆｉｒｓｔｌｙｉｎ２００６．ＴｈｅｐＨｖａｌｕｅｏｆｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｎｇ
ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｐｒｏｔｅｉｎｆｒａｃｔｉｏｎｗａｓｃｈａｎｇｅｄｔｏ６．４，ａｎｄ
ｔｈｅｐｕｒｉｔｙｏｆ７Ｓｒｉｃｈｆｒａｃｔｉｏｎｗａｓａｌｍｏｓｔ１００％．Ａｔｔｈｅ
ｍｅａｎｔｉｍｅ，ｔｈｅａｕｔｈｏｒｄｅｖｅｌｏｐｅｄａ２ｓｔｅｐｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｂｙｕｓｉｎｇＣａ２＋，ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｇａｖｅｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔ
ｙｉｅｌｄｏｆ７Ｓｒｉｃｈｆｒａｃｔｉｏｎｉｎａｌｌｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｓｃａｌｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ．Ｄｅａｋｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｉｅｄｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｓｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｆｏｕｎｄ
ｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（４℃）ｃｏｕｌｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎ
ｔｅｎｔａｎｄｐｕｒｉｔｙｏｆｅａｃｈｆｒａｃｔｉｏｎｄｕｅｔｏｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ
“ｃｏｌｄｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ”．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｅｎＭｇ２＋ ｗａｓ
ｕｓｅｄａｓｔｈｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｎｇａｇｅｎｔｓ，ｔｈｅｙｉｅｌｄａｎｄｐｕｒｉｔｙｏｆ
１１Ｓｒｉｃｈｆｒａｃｔｉｏｎｗａｓｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｈｉｇｈ，ｕｐｔｏ２２．４％ ａｎｄ
８０％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｂｙｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｈｙｔａｓｅ，ｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆ１１Ｓ
ｒｉｃｈｆｒａｃｔｉｏｎａｎｄ７Ｓｒｉｃｈｆｒａｃｔｉｏｎｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔ
ｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｓｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄｉｎＴａｂｌｅ２．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅ
ｃｏｏｌｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓａｎｄａｒｅｄｕｃｉｎｇａｇｅｎｔａｒｅｎｏｔｎｅｅｄｅｄｉｎ
ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ，ｓｏｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｉｓｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄａｎｄ
ｔｈｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｏｆｒｅｓｏｕｒｃｅｉｓｓａｖｅｄ．Ａｓｔｏｕｓｉｎｇｔｈｅ
Ｍｕｃｏｒｐｕｓｉｌｌｕｓ，ｔｈｅｙｉｅｌｄｏｆ１１Ｓｒｉｃｈｆｒａｃｔｉｏｎｗａｓｒｅｌａ
ｔｉｖｅｌｙｈｉｇｈ．１１Ｓｉｓａｓｔａｂｌｅｈｅｘａｇｏｎａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｆｏｒｍｅｄ
ｂｙｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｓｉｘａｃｉｄｉｃ
ｓｕｂｕｎｉｔｓａｎｄｓｉｘｂａｓｉｃｓｕｂｕｎｉｔｓ．ＡｌｔｈｏｕｇｈｔｈｅｐＩｏｆ
ｇｌｙｃｉｎｉｎｉｓ６．４，ｔｈｅｐＩｏｆｅａｃｈｓｕｂｕｎｉｔｉｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｈｅ
ｐＨｖａｌｕｅｓｎｅａｒｂｙｔｈｅｐＩｏｆｇｌｙｃｉｎｉｎｐｒｏｂａｂｌｅｈａｖｅａ
ｒｏｌｅｏｆｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｎｇ１１Ｓ ｇｌｙｃｉｎｉｎ． Ｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｏｆｕｓｉｎｇＭｕｃｏｒｐｕｓｉｌｌｕｓｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔａｔｐＨ
６．０．Ｔｈｏｕｇｈｉｔｉｓｗｏｒｋｅｄｆｏｒｔｈｅｓｅｐａｒａｔｅｅｆｆｅｃｔ，ｉｔｉｓ
ｈａｒｄｔｏｃｏｎｃｌｕｄｅｗｈｅｔｈｅｒｉｔｉｓｔｈｅｒｏｌｅｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｒ
ｔｈｅｅｎｚｙｍｅ．Ｈｅｎｃｅ，ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｅｘｐｌａｉｎｔｈｅｍｅｃｈａ
ｎｉｓｍ，ｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｉｅｓｏｆａｐｐｌｙｉｎｇＭｕｃｏｒｐｕｓｉｌｌｕｓｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｅｐａｒａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｈｏｕｌｄｂｅｃａｒｒｉｅｄｏｎ．

Ａｎｏｔｈｅｒｐａｒｔｉｃｕｌａｒｍｅｔｈｏｄｆｏｒｓｅｐａｒａｔｉｎｇｓｏｙｐｒｏ

ｔｅｉｎｉｓｕｓｉｎｇＣＯ２ａｓｔｈｅｖｏｌａｔｉｌｅｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ．Ｕｓｉｎｇｔｈｅ
ｐｒｅｓｓｕｒｅａｓａｗｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓｐａｒａｍｅｔｅｒ，ＣＯ２
ｃｏｕｌｄａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｈｅｐＨｏｆｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｈｅ
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