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甘露糖蛋白的提纯及分子量测定

张玉香，尹卓容

（山东轻工业学院食品与生物工程学院，山东 济南 !#"%""）

摘 要： 用酶法从啤酒酵母中提取的甘露糖蛋白，经乙醇沉淀和 ./0123/4 567# 层析柱提纯，样

品中含多糖 88 9，含蛋白质 %! 9，薄层层析表明单糖组分中只有甘露糖。葡聚糖凝胶柱层析分析

表明此糖蛋白为均一物质，相对分子质量为 &! :32。
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甘露糖蛋白是由甘露糖聚合物共价连接在蛋白质

骨架上构成的，位于细胞壁最外层，是组成酵母细胞壁

的主要成分之一。标准的甘露糖蛋白是由 # 9\!" 9肽，

8" 9\=# 9甘露糖组成 ]%^。美国 [,CW2V/M1 P)_2M/GN 曾报

道，甘露糖蛋白呈小球状，分子量范围为 %"\$#" :32，其

中分子量为 &! :32 的甘露糖蛋白可以包围酒石晶核，阻

止了酒石晶核的长大，使酒石晶核达到稳定；还可以极

大降低蛋白质的非稳定性，使葡萄酒的浑浊度减小，大

大降低皂土的使用量；其次它还具有与多酚物质结合的

能力‘使单宁缩合形成缩合单宁，失去收敛性，从而使葡

萄酒变得更加柔和，同时可以使鲜红色的葡萄酒具有成

熟葡萄酒典型的宝石红色。李华曾报道在葡萄酒陈酿过

程中由酵母菌自溶进入葡萄酒的甘露糖蛋白可以使酒

体圆润、柔和，降低涩味。本文研究了啤酒酵母中甘露糖

蛋白的提纯方法、成分分析和分子量测定。

% 材料与方法

%)% 材料

%)%)% 试剂

啤 酒 酵 母 ，a@bFc@.[ HFL+a@+Fd’，./0123/4 56
7#‘ 标准蛋白质样品（分别为牛血清蛋白 SG;7"""，鸡卵

清 蛋 白 SG$&"""， 胰 凝 乳 蛋 白 酶 原 SG!#"""， 溶 菌 酶

SG%$$""），c6葡萄糖，c6甘露糖。

%)%)! 主要仪器设备

电热恒温水浴锅（??6?!%6$ 型），5A<$"6%"c 高

压 均 质 机 ，H@!""$ 电 子 天 平 ，7!% 分 光 光 度 计 ，+cL6#
离心机，e>6# 型高速离心喷雾机，紫外检测仪，恒流泵。

%)! 方法

%)!)% 粗甘露糖蛋白的提取]!^

啤酒酵母!预处理!均质破壁!酵母悬浮液!自溶!离 心

分离!沉淀 （细胞壁）!酶解!离心分离!上清液!真空浓缩!
粗甘露糖蛋白

%)!)! 糖蛋白分离纯化工艺流程
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!"#"$ 糖含量测定

采用苯酚%硫酸法测定&以葡萄糖为标准物质’$(。

!"#") 蛋白质含量测定

采用凯氏定氮法测定。

!"#"* +,-./0,1 2%3* 凝胶层析提纯甘露糖蛋白

除 去 游 离 蛋 白 后 的 甘 露 糖 蛋 白 用 +,-./0,1 2%3*
柱（!"4 56784 56）纯化分离，洗脱液为 4"#* 9 :/;<，流

速 ! 6= > * 6?@，每 * 6?@ 收集一管，紫外检测仪 AB#84 检

测，记录仪画出蛋白质的分布峰，苯酚%硫酸法测各管多

糖 AB)C4 含量，画出多糖分布峰&合并其中蛋白质和多糖

的重叠峰部分。

!"#"D 相对分子量测定’)(

!"#"D"! 标准曲线的测定

采用 +,-./0,1 2%3* 柱 E!"4 56784 56F，洗脱液为

4"#* 9 :/;< 溶液，洗脱速度为 !6= > * 6?@，用标准蛋白

质混合液上柱，分别测定它们的洗脱体积，以洗脱体积

为横坐标，< G HI 为纵坐标做图，得到相对分子量标准曲

线。

!"#"D"# 样品分子量的测定

取重叠峰部分的糖蛋白样品，取浓缩液 ! 6=（含多

糖 *)"* 6G），按上述条件上柱，测量其洗脱体积，据标准

曲线求出其相对分子量。

!"#"3 样品单糖组分的分析———薄层层析法’)(

样品处理：柱提纯后的重叠峰部分真空浓缩后，溶

于 ! 6J< > = 的硫酸，封管，在沸水浴中降解 * .，冷却后

用 K/EALF# 中和，过滤，收集滤液，浓缩，进行薄层层析。

薄层层析采用苯胺%二苯胺%磷酸试剂为显色剂，乙酸乙

酯%甲醇%乙酸%水（!#M$M$M#）为展层剂。

# 结果

#"! +,-./0,1 2%3* 凝胶层析提纯甘露糖蛋白

去游离蛋白后的甘露糖蛋白用凝胶层析进行不同

分子量组分的分离，据相关资料用 +,-./0,1 2%3* 柱层

析，分子较大的组分先洗脱下来，再经一段时间的间隔

洗脱得到分子量较小的组分。用 +,-./0,1 2%3* 柱层析

甘露糖蛋白结果见图 !。

从图 ! 可知，+,-./0,1 2%3* 柱层析可以较好地把

甘露糖蛋白粗分为两部分，收集第一个峰的洗脱液，合

并，测得该部分含多糖 !C"3C 6G，占样品总多糖（!4$"D)
6G）的 !C"!4 9，该部分多糖含较多色素，呈橙黄色；收

集第二个峰的洗脱液，合并，测得该部分含多糖 3!"*8
6G，占样品总多糖（!4$"D) 6G）的 DC"4D 9，该部分多糖

色素含量少，基本是无色。以下的实验以这部分组分为

研究对象。

#"# 成分分析

分析 +,-./0,1 2%3* 柱层析洗脱得到的第二个峰

部分，苯酚%硫酸法测多糖含量为 3!"*8 6G，凯式定氮测

蛋白质含量为 C"3D 6G，多糖M蛋白质为 88M!#。薄层层析

分析多糖中的单糖组分，结果表明只含甘露糖，见图 #。

#"$ 纯度鉴定

由图 ! 可知，+,-./0,1 2%3* 柱层析可以较好地对

甘露糖蛋白进行粗分级，收集重叠峰部分重新上柱，紫

外分光光度计测定蛋白质含量，以洗脱体积（6=）为横

坐标，AB#84 为纵坐标作图。硫酸%苯酚法测定每管的多

糖含量，以洗脱体积（6=）为横坐标，AB)C4 为纵坐标作

图。结果显示多糖和蛋白质的出峰位置重叠，表明糖和

蛋白质是结合在一起的，此物质是单一均匀的糖蛋白而

不是甘露糖和蛋白质的混合物。

#") 分子量的初步测定

先用标准蛋白质混合液上柱，4"#* 9 :/;< 溶液洗

脱，得到洗脱曲线，见图 )。

蛋白的洗脱体积依分子量的增大而减少，) 种标准

蛋 白 质 的 洗 脱 体 积 依 次 为 !C"* 6=，$*"8 6=，*D"4 6=，

38"# 6=。以洗脱体积为横坐标，< G HI 为纵坐标作图，得图 ! 粗甘露糖蛋白洗脱曲线

!"甘露糖、葡萄糖标准 #"纯化后的样品

图 # 薄层层析图

图 $ 多糖和蛋白的洗脱峰
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图 $ 标准蛋白洗脱曲线

到相对分子量的标准曲线，见图 #。

再用纯化后的甘露糖蛋白样品上柱，测得其平均洗

脱体积为 $.)" /0。由标准曲线可知甘露糖蛋白的分子

量为 &! 123 左右。

& 讨论

&)% 由图 % 粗甘露糖蛋白的洗脱曲线可知，样品中至

少有 ! 种成分，分子量小的那部分比例较大，45673258
9:.# 凝胶层析法测得其分子量约为 &! 123。分析其成

分，结果表明，多糖;蛋白质为 <<;%!，多糖组分只有甘露

糖，且多糖与蛋白质的吸收峰位置重叠，说明此物质为

甘露糖蛋白。

&)! 本实验说明，用酶法可以从啤酒酵母中提取得到

分子量为 &! 123 的甘露糖蛋白，关于其在葡萄酒中的

应用实验正在研究中。
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图 # 蛋白质分子量标准曲线
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