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张巍，姜先刚，马晶，李红艳，赵雨，赵大庆

（长春中医药大学中医药与生物工程研发中心，吉林　长春　１３０１１７）

［摘要］目的：研究人参蛋白在不同加热温度及时间下的热稳定性。方法：采用中性缓冲液抽提和硫铵分级沉淀法

提取人参蛋白，在不同加热温度及时间条件下，对人参蛋白进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳和高效凝胶过滤色谱分析。结果：人
参蛋白随着加热温度的升高而发生聚集和解聚；在５０℃时，人参蛋白会形成可溶性的大分子聚合物，这一聚合物的浓
度随加热时间的延长而不断升高。结论：人参中各种蛋白亚基的热敏感性各不相同。

［关键词］人参蛋白；热稳定；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳；高效凝胶过滤色谱

　　目前人参的炮制品主要包括红参、生晒参、保
鲜参、活性参等。各种加工方法所采用的加工条件

不同，其中最为重要的区别是炮制温度的不同。由

于人参中的许多成分均不够稳定，容易受外界环境

特别是温度的影响而起各种变化［１］，因此在人参加

工过程中温度的选择和控制是非常重要的。近 ３０
余年来，人参成分的分离、纯化和结构鉴定得到了

重大的进展，迄今已知人参根中含有人参皂苷、多

糖、挥发油、脂肪酸、甾醇、维生素、蛋白质、多

肽等多种有效成分［２］。但目前人们的研究主要集中

于人参皂苷及挥发性成分，蛋白质及多肽的研究相

对较少。研究表明蛋白质和多肽在人参的生长、发

育及生物功能表达等方面都起着重要的作用［３－５］。

本实验对不同加热温度和不同加热时间条件下人参

蛋白的热稳定性进行了研究，可为人参的炮制加工

提供理论依据，并对人参药用及商品价值的保持具

有重要意义。

１　材料与仪器
"


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三羟甲基氨基甲烷 （Ｔｒｉｓ）、十二烷基硫酸钠
（ＳＤＳ）、硫酸铵、丙烯酰胺、甘油、甘氨酸购自
Ｓｉｇｍａ公 司，过 硫 酸 铵 （Ａｍｍｏｎｉｕｍ Ｐｅｒｓｕｌｆａｔｅ）、
ＴＥＭＥＤ（Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′－四甲基乙二胺）、β－巯基
乙醇 （β－Ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ）、考马斯亮兰 Ｒ－２５０

（ＣｏｏｍａｓｓｉｅＢｌｕｅＲ－２５０）、溴酚蓝购自 Ａｍｒｅｓａｃｏ公
司，其他试剂均为国产分析纯。６年生鲜参购于吉林
省靖宇县，经长春中医药大学姜大成教授鉴定为６
年生鲜人参ＰａｎａｘｇｉｎｓｅｎｇＣＡＭｅｙ。
"
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ＬＬ３０００冻干机 （德国 Ｈｅｔｏ）；１１００型高效液相
色谱 仪 （Ａｎｇｉｌｅｎ公 司）；ＯｈｐａｋＳＢ－８０３ＨＱ
（８ｍｍ×３００ｍｍ）凝胶排阻液相色谱柱 （ＳｈｏｗａＤｅｎ
ｋｏ）；Ａｎｇｉｌｅｎ１１００分离单元 （包括四元梯度泵，柱温

箱，真空脱气装置），Ａｎｇｉｌｅｎ１１００二极管阵列监
测器。

２　方法
!
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取鲜参 ５００ｇ，匀浆，加 １Ｌ含 ０１５ｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ、ｐＨ７４１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，４℃浸
提２４ｈ，５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｍｉｎ，上清液用８０％硫
酸铵沉淀，４℃静置过夜，沉淀加 ３倍体积 ｐＨ７４
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液复性，透析，－２０℃预
冻，冻干，得水溶性人参总蛋白５ｇ，占鲜参重１％。
!
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取人参蛋白０３２ｇ，用ｐＨ７４１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ缓冲液８ｍＬ溶解，分成８份，各份浓度一致，
加热不同的温度：２５，４０，５０，６０，７０，８０，９０℃，
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加热时间均为１ｈ，然后将样品以１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，上清液用０２２μｍ滤头过滤后即得。
!
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取人参蛋白０２４ｇ，用ｐＨ７４１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ缓冲液６ｍＬ溶解，加热不同的时间：３０，６０，
９０，１２０，１５０，２４０ｍｉｎ，加热温度为５０℃，各时间段
分别取出１ｍＬ样品，将样品以１００００ｒ·ｍｉｎ－１转速离
心１０ｍｉｎ，上清液用０２２μｍ滤头过滤后即得。
!
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使用ＰＩＥＲＣＥ公司生产的 ＢＣＡＴＭ蛋白试剂盒测
定其蛋白浓度为９０％。
!
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采用ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳法［６］。分离胶

浓度为 １５％，浓缩胶浓度为 ５％。浓缩胶电压为
７０ｍＶ，分离胶电压 １４０ｍＶ。电泳结束后用考马斯
亮蓝Ｒ－２５０染色，最后用７５％甲醇 －水 －５％冰
醋酸 （４５∶４５∶１）溶液脱色至背景清晰。
!
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排 阻 极 限：１００ｋＤａ，流 动 相：Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ７４，含１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ），柱温：
２５℃，流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长：２８０ｎｍ。
３　结果
#
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经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳并应用 ＴｏｔａｌＬａｂ软件对凝
胶进行分析，见图１～２。人参蛋白亚基的分子量主
要分布在 ５～７０ｋＤａ，主要包括分子量大约为 ６４，
２９，２７，２４，１９，１８，１５，８ｋＤａ的 ８种蛋白亚基
（以下相应简称ＧＰ１－８），含量都大于３％。其中分
子量为２９ｋＤａ的 ＧＰ２和２７ｋＤａ的 ＧＰ３为主要蛋白
亚基，约占总蛋白亚基的５０％。

从ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳及扫描分析结果可以看到，
对于ＧＰ１，加热温度大于５０℃后，含量逐渐减少，
当温度升到７０℃时几乎消失；对于ＧＰ２和ＧＰ３，随
着温度的升高，含量逐渐减少。当温度小于 ４０℃
时，ＧＰ２和ＧＰ３的含量基本相等，当温度在 ４０～
６０℃时，ＧＰ２含量小于 ＧＰ３，当温度大于６０℃时，
ＧＰ２含量大于 ＧＰ３；对于 ＧＰ４，随着温度的升高，
含量逐渐减少；对于 ＧＰ５和 ＧＰ６，随着温度的升
高，含量逐渐减少，达到 ７０℃后几乎消失；对于
ＧＰ７和ＧＰ８，含量基本不随温度变化而变化。

同时应用高效凝胶过滤色谱对人参蛋白进行分

析，见图３。

Ｍ：分子量标准蛋白，自上而下分子量依次为

９７，６６，４３，３１，２０，１４ＫＤ

图１　人参蛋白不同温度加热１ｈ的凝胶电泳图谱

１～８：分别为人参蛋白亚基ＧＰ１－８

图２　人参蛋白不同温度加热１ｈ的凝胶扫描图谱

图３　人参蛋白不同温度加热１ｈ的高效凝胶过滤色谱

结果显示，在保留时间 ５８７６ｍｉｎ处有一个弱
吸收峰 （峰１），根据标准蛋白与保留时间的关系，
可推算出该峰所对应的蛋白质分子量大于１００ｋＤａ；
另外，在保留时间 ６５７６ｍｉｎ处有一个强吸收峰
（峰２），该峰面积约占总峰面积８０％以上，对应的
分子量约为６４ｋＤａ。

随着温度的升高，峰１的保留时间逐渐减少。
温度小于６０℃时，峰１的强度随温度升高而逐渐增
加，但当温度大于 ６０℃时，强度逐渐减弱，在
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９０℃时几乎消失。峰２的强度随温度的升高而逐渐
减弱，在９０℃时几乎消失。此时，峰３、峰４、峰
５、峰６成为主要吸收峰，其相应的分子量经计算
分别为４０，２９，１５，８ｋＤａ。
#
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不同加热时间条件下人参蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
泳及扫描分析结果见图４，图５。不同加热时间条件
下人参蛋白的高效凝胶过滤色谱分析结果见图６。

Ｍ：分子量标准蛋白，自上而下分子量依次为

９７，６６，４３，３１，２０，１４ＫＤ

图４　人参蛋白５０℃加热不同时间的凝胶电泳图谱

１～８：人参蛋白亚基ＧＰ１－８

图５　人参蛋白５０℃加热不同时间的凝胶扫描图谱

图６　人参蛋白５０℃加热不同时间的高效凝胶过滤色谱图

由图４～５可以看到，８种蛋白亚基的含量基本
不随温度变化而变化。由图６可以看到，峰１的强

度随温度升高而逐渐增加，在加热 ２４０ｍｉｎ时，强
度已大于峰２，由相对弱峰变为相对强峰。峰２的
强度随温度的升高而逐渐减弱，在 ２４０ｍｉｎ时，强
度已小于峰２，由相对强峰变为相对弱峰；峰１和
峰２的保留时间都不随温度变化而变化。
４　讨论

对人参蛋白的研究开始于２０世纪８０年代末９０
年代初，进入９０年代中期，由于现代生物技术在中
药领域的广泛应用，人参蛋白的研究才日益增多。

应用二维电泳技术现已表明人参中共有人参蛋白３００
多种，其中已被报道的仅有４０多种［２－４］。本实验对

采用缓冲液抽提及硫酸铵分级沉淀法制备的人参蛋

白，应用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳和高效凝胶过滤色谱技术
进行了分析。从ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果看到，我们制
备的人参蛋白主要包含８种蛋白亚基。我们对这些
蛋白亚基进行了进一步的分离纯化，结果显示，在

天然条件下，除ＧＰ２和ＧＰ３外，其它亚基都是以单
亚基形式存在的 （结果另文讨论）。ＧＰ２和ＧＰ３是组
成人参核糖核酸酶的两个亚基。ＧＰ２和 ＧＰ３分子量
相加为５６ｋＤａ左右，而人参核糖核酸酶的分子量约
为６４ｋＤａ［２］，两者之差约为８ｋＤａ。ＪｉＹＹｏｏｎ等对这
一蛋白进行了详细研究，认为其分子量的差别是由

于非共价结合糖的存在，即认为该核糖核酸酶是糖

蛋白［７］。从高效凝胶过滤色谱分析结果看到，我们

制备的人参蛋白有两个洗脱峰。峰 １分子量大于
１００ｋＤａ，含量较少，主要成分应为大的蛋白多聚体；
峰２分子量为６４ｋＤａ，主要成分应为人参核糖核酸
酶。除这两个洗脱峰外，并未检测到其他的蛋白峰。

我们认为，这可能是由于人参核糖核酸酶含量非常

高，而凝胶过滤色谱分辨率较低，洗脱峰峰形较宽，

造成其他蛋白的吸收峰被遮蔽。

在不同加热温度条件下，人参蛋白的 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳结果表明，除 ＧＰ７和 ＧＰ８的含量基本不
随温度变化而变化外，其他蛋白亚基含量都随温度

升高而减少。很明显这是由于蛋白质在加热条件下

发生变性聚集，进而产生不溶性沉淀造成的。其中

ＧＰ１、ＧＰ５和 ＧＰ６在温度大于７０℃时，几乎消失，
说明其对温度最敏感。而ＧＰ２和ＧＰ３虽然为同一个
蛋白两个亚基，但浓度变化情况不尽相同。这意味

着人参核糖核酸酶在加热情况下，除直接发生变性

聚集产生沉淀外，还应存在另外一种情况，即蛋白

首先解聚生成两个亚基，然后每个亚基再分别变性
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聚集形成沉淀。很明显，两个亚基的热敏感性是不

同的。在４０～６０℃时，ＧＰ２更易受热产生沉淀，当
温度大于６０℃时，ＧＰ３更易受热产生沉淀。

在不同加热温度条件下，人参蛋白的高效凝胶

过滤色谱结果表明，随着温度的升高，峰１的保留
时间逐渐减少，这意味着组成聚合物亚基的数量越

来越多，聚合物的分子量越来越大；温度小于６０℃
时，峰１的强度随温度升高而逐渐增加，这意味着
大分子聚合物的浓度越来越高；当温度大于 ６０℃
时，峰１强度逐渐减弱，在９０℃时几乎消失，这意
味着由于分子量越来越大、浓度越来越高，聚合物

最终产生沉淀。峰２的强度随温度的升高而逐渐减
弱，意味着人参核糖核酸酶发生了聚集或解聚。在

９０℃时，由于峰２强度的急剧减弱，被其所遮蔽的
其他蛋白峰得以被发现，峰３、峰４、峰５、峰６成
为主要吸收峰，相应的分子量分别为４０，２９，１５，
８ｋＤａ。结合ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果，强度最高的峰
４应为ＧＰ２，峰５和６应为 ＧＰ７和 ＧＰ８。在峰４和
峰５之间应该还存在一个ＧＰ３的吸收峰，但结果并
未观察到。我们认为这是由于人参核糖核酸酶是一

糖蛋白，如果糖分子与ＧＰ３结合，并比较稳定，当
人参核糖核酸酶受热解聚时，糖和ＧＰ３的复合物则
在峰３处被洗脱。

在５０℃加热不同时间条件下，人参蛋白的
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果表明，８种蛋白亚基的含量基
本不随加热时间变化而变化，也证明了人参蛋白亚

基在此温度下比较稳定。高效凝胶过滤色谱结果表

明，峰１的保留时间不随温度变化而变化。这意味
着在此温度下，大分子聚合物有着较为固定的亚基

组成，不随加热时间的延长而进一步聚集。峰２的
强度随温度的升高而逐渐减弱。这意味着人参核糖

核酸酶随加热时间的延长而不断发生聚集或解聚。

由以上分析我们得出如下结论：人参蛋白随着

加热温度的升高而发生聚集和解聚，各种蛋白亚基

的热敏感性各不相同。ＧＰ１、ＧＰ５和 ＧＰ６对温度最
敏感，ＧＰ７和 ＧＰ８最为稳定；在 ５０℃时，人参蛋
白会形成可溶性的大分子聚合物，这一聚合物的浓

度随加热时间的延长而不断升高。
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