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大豆粗蛋白微量快速分析

张
`

家 藻 莫尚武 邱淑华

( 四川大学生物系 ) ( 四川大学原子核科学技术研究所 )

提高稻
、

麦
、

大豆等作物蛋 白含量的研究近年受到各国学者的普遍重视〔 1
、

2 〕
。

但在品

质育种研究中
,

如何从杂交后代或诱发突变群体中快速筛选出高蛋白含量的株系是一个极待

解决的问题
。

凯氏定氮法是分析蛋白质的经典方法
,

但对大量样品分析筛选有困难
。

进 口设

备操作简便
,

但价格昂贵
,

不便普及
。

我们在大豆诱变育种研究中
,

三年的实践
,

在 iP cn k。
-

c y 〔3〕 法构基础上建立了大豆粗蛋白微量快速分析法
。

此法操作简便
,

成本低
、

取样少
、

准

确度和稳定性都较好
,

适用于大豆高蛋白株系的筛选研究
。

材 料 和 方 法

一
、

仪器药品及试剂配制

1
.

仪器
:

分析天平
、

粉碎机
、

电动振荡器
、

离心机 〔4 0 0 0转 /分 )
、

分 光 光度计
。

2
.

药品
:

硫酸铜 ( C u S O 4 ·

SH : 0 )
,

氢氧 化 钾 ( K O H ) (化 学 纯 )
,

酒石酸钾钠

( C 4 H 4 O 6 K N a ·

连H ZO ) (分析纯 )
,

四氯化碳 ( C C 14 ) (化学纯 )
。

3
.

试剂配制
:

称取 30 克氢氧化钾溶于 4 7 0 0毫升蒸馏水
rll

,

加人 25 % 的酒石酸钾钠溶液 1 00 毫升
,

然后缓缓加人 5 % 的硫酸铜溶液 20 0毫升
。

(加入硫酸铜溶液时
,

要激烈搅动
,

否则会

产生氢氧化铜沉淀
,

影响测定结果 )
。

此试剂贮存在塑料瓶或内壁涂以石蜡的玻璃瓶中

可长期存放
。

二
、

试验方法

1
.

测定原理
:

大豆
、

小麦
、

水稻等作物所含蛋 白质类型主要 为球蛋
’

白
、

谷蛋白和

醇蛋白
,

均能溶于碱溶液
,

在碱性环境中铜离子和蛋 白质能形成紫红色或青紫色的络合

物
。

在一定浓度范围内
,

蛋 白质的含量与生成络合物颜色的深浅成比例
。

蛋 白质种类不

同
,

显色程度无大差异
,

非蛋 白化合物不显色
。

用分光光度计 在 5 5 0n m 波长
,

测定光

密度的变化
,

即可计算 出蛋白含量
。

2
.

制定标准曲线
:

1) 把数支具塞 10 毫升的 离心管洗净
、

烘干
。

在粗天平上配对平衡
、

编号
。
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2 )任选一个 及豆品种用凯氏法精确测定其蛋 白含量
。

3 )称取 已知蛋白含量的大豆种子 5一1 0克
,

风干
,

粉碎
,

使 50 % 以上通过 10 0 口

筛
。

装人干净的样品瓶中
,

放人 10 5 ℃士 2℃烘箱中烘烤 2 小时
,

取出后放人干燥器中冷

至室温 (约 30 分钟 )
。

4) 在分析天平上准确 称取已知蛋 白含量的大豆 粉末
: 0

.

0 2 00
、

0
.

02 50
、

0
.

0 3 0 0
、

0
.

0 3 5 0
、

。
.

0 4 0 0
、

0
.

0 4 5 0克于编号离心管中
。

再设置空 白管为对照
。

5 )
、

每管中加人 1毫升四氯化碳
,

再加人 10 毫升试剂
,

在振荡器上振荡 10 分钟
、

为

了充分振荡
,

离心管应水平固定于振荡器上
,

并旋紧磨 口塞
,

防止管中液体溢漏
。

6) 振荡完毕后
,

以 3 00 O r p /m离心 5 分钟
,

使液体完全透 明
,

取上清液 5一 6 毫升于

另一个干净的试管中
,

置于 40 ℃水浴中保温一小时后
,

用分光光度计在 5 5 0n m 波长下
,

测定光密度
。

用空 白管液体为对照
。

光密皮

/
L̀,̀..

!
`

5名
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蛋 白质重盆 (样重
又
蛋 白质 % )
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石
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。

图 1 标准曲线图 F ig
.

1

未知样品的蛋白含量为

2
。

0 2
。
4

S t
a n d a r

d

7) 以光密度为纵 坐 标
,

样重 x 蛋 白

含量为横坐标绘制标准曲线
,

并计算相应

方程
。

如图 i
。

对于不同的分光光度计
,

其灵敏度是

不同的
。

因此在分析工作进程中
,

若中途

更换仪器或新配制试剂应重新制作标准 曲

线
。

3
.

样品的测定
:

待测大豆样品
,

按制作标准曲线相同

的方法制样和测定光密度
。

把测得的光密

度值代人
x 二 4

.

, 8夕一 0
.

1 8 )托出
x
丁直

。 X
厂 二 一一一 儿

P

—
为蛋白含量

, 留

— 为样品的重量
。

每个样品应用平行管测定
,

取平均值表示蛋白含量 (保 留小数后两位 )
。

平行管测

定结果若相 差在 2 %以上
,

应重新再测一次
。

二
、

结果与讨论

1
.

准确度
、

贡复性
:

用本法与凯 氏定氮法对来自辽宁
、

黑龙江
、

四川等地的 15 个

大豆品种进行分析
,

蛋 白质含量差异均在 2 % 以内 (见表 1)
。

同时与吉林农科院分析结

果也进行 厂比较
,

其差异在 1
.

5%以内
。

另外
,

对四个大豆品种中的每一个品种
,

先后

进行八次分析
,

测 定结 果相近
,

变异系数在 0
.

67 %一 1
.

n %之内 (见表 2 )
。

说明准确

度
、

重复性均好
。
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表 1蛋 白 质 含 量 分 析 比 较
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表 2 重 复 测 定 结 果
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2
.

温度对测定结果的影响
:

温度对样品溶液光密度的影响很大
。

温度升高
,

光密

度上升
; 温度降低

,

光密度下降
;
其变异系数均大于 5% (见表 3)

。

因此
,

在不同温度下
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测定将会发生较大的误差
。

经过每次试验表明
:

用水浴进行桓温控制
,

取得令人满意的

稳定结果
。

样品溶液放置 4 。℃水浴土
,

络合物能较长期稳定
,

放置 2 4 小时内光密度变化

不大
、

这样有利于大量样品的分析
。

表 3 不同温度对光密度测定的影响
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W
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.

V 肠
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.
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.
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0
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.

32 ,

0
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.
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口
.
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3
.

不同萃取剂对侧定结果的影响
:

加人萃取剂的目的
,

在于抽提 大 豆 的 油脂
,

如果不除去油脂
,

将会干扰蛋白质的测定
。

分别用三种萃取剂
:

四氯化碳
、

乙醚
、

石油

醚
,

并和不加萃取剂进行了试验
,

所得蛋 白质含量与凯氏法测得的结果进行比较
:

四 氯

化碳处理所得结果差异最小
; 乙醚

、

石油 醚 处 理 所 得结果误差均大
; 不加萃取剂进行

处理所得结呆平均误差达 1 00 %以上 (见表 4 )
。

这 说 明 必 须加萃取剂
,

而且用乙醚
、

表 4 不 同 萃 取 剂 对 侧 定 结 果 的 影 响
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餐 平行管测定的平 均值与凯 氏洪测定结果进行比 较
.
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石油醚处理均不如四氯化碳效果好
。

四氯化碳比重大
,

能使样品全部上浮不粘于管底
,

同时与样品价液易于分开
,

对比色无影响
。

但 四氯化碳有轻微毒性
,

操作应适当注意
。

4
.

振 荡离心后静置时间对测定 结果的影响
:

振荡离心后分别在不同的时间内测定光

密度结果不一致
。

因为蛋白质溶液在碱性环境中与铜离子生成紫色的络合物
,

需要一定

的时间才能达到反应平衡
,

使光密度测定稳定
。

振荡离心后置于 40 ℃水浴中
,

在 60 分钟

之内光密度变化较大
;
放置一小时后光密度趋于稳定

; 24 小
r时之内能一直稳定

。

因此测

定光密度时间最好在振荡离心后 1一 20 小时内
。

5
.

称量范围
:

称样准确与否对分析结呆影响很大
。

称量范围应 在 0
.

0 2 0 0一 0
.

0 4 5 0

克之间
,

此范围所分析的蛋白质含量与凯 氏法分析的 结果相近
。

因为这个称量范围有较

好的线性关系和较高的准确度 (见表 5 )
。

表 5 不 同 称 量 对 测 定 结 果 的 影 响

T a b l e 5 E f f e e t o f d if f e r o n t w e i g h t s o n t h o d e t e r m in 乳 t i o n

品 种 名 称 样 重 ’ 光 “ 度

…
_

蛋 自 含 止“ 肠

}尸
r o 上c i了1 e o n t e n t

凯 氏法分析 肠

K j
e l d a

h l

误 差

{ W
e ` g“ t L`g ,“ “ e扭 5“ y

} 、 」
m e `h o d 肠

C h U

/ 二::

…二
`

户一…一寸
三

、

结 语

本方法适用于大豆籽粒蛋白含量分析
。

)沂需仪器
、

药品便宜
,

操作简使
,

不污染环

境
。

一人一天能分析 40 多个样品
,

如果称样能 自动化
,

将 分析更多的样品
。

分析一个样

品成本费约一角浅
。

此法取样少 t迁 20 一 4 5 毫克 )
,

适用于对突变单袜进行选择
。

我们

用此法
,

从 1 9 8 4年到 19 8 5年先后在大豆辐射后代中
,

选育出蛋 白含量高达 49 % 的三个突

变系
,

分别送往吉林
、

黑龙江
、

山东等农科院分析
,

结果与本法基本一致
,

误差在 2 %

以内
。

实践证明
,

在品质育种中
,

选用此法决速筛选
,

再用凯 氏法仲裁
,

能 达 事 半 功

倍的效呆
。

不过蛋白定量的分析
,

目前还没有一种方法令人十分满意 〔 3 〕 ,

本法 也 有许

多缺点待改进
。



比已 大 豆 科 学 6卷

参 考 文 献

F
’
夕

七 ZJ

(
“ 〕

L4J

王金鹰
, z口5 3 , ` 中国 汕料 矛

( 4 )
, 1一万

。

(英 ) 诺顿
, 1 9 8 3 , 《 植物蛋白 》 科学出版社

, 2 4一2 了
.

( 日 ) 管原法
、

付 岛正 美著
,

张旭译
,

19 7 9 , 《 蛋白质的定量分析法 》 农业出版社
,

此一 18

华 中农学院化学 组
, 1” 4

, 《 湖北农业科技 》 .

T H E R A P !D M IC RO A N A L Y S ! 5 O F S O Y B E A N C R U D E P R O T E IN

Z h a n g J i a z a o 人丁0 S h a n g w u
Q i u S h u h u a

( S 艺c入u a z: U 打艺夕e , s i t习 )

A b s t r a e t

A r a p i d m i e r o a n a l y s i s m e t h o d o f s o y b e a n P r o t e i n b a s e d o n t h e

P 1n e k n e y 产 5 m e t h o d 15 s t u d i e d h e r e a e e o r d i n g t o t h e p r i n e i p l e o f B i u r e t

m e t h o d
.

C o m p a r i n g w i t h t h e e l a s s i e a l K j e d a h l
/ 5 m e t h o d o f d e t e r m i n a -

t至o n o f P r o t e i n , t h e m e t h o d p r o P o s e d i n t h i s p a p e r 15 m o r e e o n v e n i e n t

t o o p e r a t e .

I t s a e e u r a e y a n d r e p i t i t i o n a r e a l s o g o o d
.

5 0 i t 15 s u i t a b l e

f o r t h e s e l e e t i o n o f h i g h p r o t e i n s o y b e a n f r o rn l a r g e n u m b e r o f s a m p l e s

i n t h e s o y b e a n b r e e d i n g p r o g r a m a s w e l l a s i n t h e s t u d y o f q u a l i t y o f

e e r e a l e r o P s .


