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荧光检测分离鉴定

恩施高硒区大豆中含硒蛋白
‘

谢申猛 王子健 彭 安
中国科学院生态环境研究中心

,

北京  

摘典 采用凝胶电泳技术分离恩施高硒地区大豆 中的含硒蛋白组分
,

分辨出 条蛋白条带
。

用高效液相色谱
一

荧

光测定法对这些条带分别进行硒含量测定并进行空 白扣除
,

发现其中有 条带含硒
。

用标准分子量蛋白标定含

硒蛋白组分分子量分别为 一 一 一 一 一 峨 一

一 一 一 一 和 一
。

护

关锐词 凝胶电泳
,

高效液相色谱
,

荧光检测
,

含硒蛋白
。

研究硒的形态分布可以了解不同硒含量生

态环境中硒中毒和硒缺乏所导致的健康问题的

机理
。

植物性食物处在食物链的中间环节
,

其硒

形态分布的工作 已相继有所报道卜 〕
,

其中大量

的报道研究了硒代氨基酸的形式
,

关于硒结合蛋

白的形式的报道并不多见
。

 闭
、

 以大

豆为材料作了一些工作
,

结果表明大豆中硒的优

势形态均为蛋 白结合态
。

因此
,

对其所含硒的形

态研究应重点放在不同含硒蛋白的进一步分离

鉴定上
。

要对不同来源蛋 白中不同含硒组分进一步

分离鉴定
, 一

是最有效的分离技术
。

本

工作结合 高效液相色谱
一

荧光检测测定方法和
一

分离技术
,

用于研究恩施高硒地区含

硒蛋白组分
,

得到了满意的结果
。

实验方法

恩施地区大豆凉干后磨粉
,

过 目筛得大

豆粉 总硒含量为
。

称取 大豆

粉
,

加入 缓冲液
, ,

一
, , 一

琉 基 乙 醇
,

 蔗 糖
,

澳酚兰 匀浆
。

匀浆后在  离心

后取上清液备 用
,

加样前煮沸 制成

样品液
。

一

 分离方法参照 配方仁习
。

样品胶采用  浓度
,

浓缩胶采用 浓度
。

在

胶室 内制成带 个 样品槽的凝

胶
,

其中 一 槽作为空 白
,

槽加入标准蛋白混

合溶液 公司产品 林
,

一 槽各加 即 样品液
。

电泳装置采用北京六

一仪器厂的 型稳压稳流 电泳仪
,

在

稳流下进行电泳
。

电泳结束后用 考马斯亮

兰 冰醋酸十 甲醛的溶液中染 色
,

在

冰醋酸中脱色
。

蛋白条带中硒的测定方法参照文献”
,

将

脱色后的 一 槽蛋白条带一一切下
,

同时切下

一 槽中的相应位置的条带作为实验空白
。

切

割的条带分别移入 哪 消化管
,

加入硝

酸 高氯酸混合液
, ,

放入加热器

中
,

先在 ℃下低温消化
,

再在 ℃下高温消

化至 冒白烟
。

后取下
,

加 盐酸经

胺溶液
,

℃保持 后加 盐酸
,

下还原
,

冷却后用浓氨水调 值到

一 之 间
,

加 二 钠溶液
,

, 一

二氨基蔡 溶液
,

恒温

后加 环己烷振荡萃取
,

取环 己

烷 相 用 于 测 定
。

测 定 在 型

配置
一 一

上进行
,

进样量 件
。

结论与讨论

凝胶过滤色谱
、

离子交换色谱等能较粗地分
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,
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离硒形态组分
,

一般能得到几个包含相近分子量

或相近性质的含硒组分的峰
仁三,

但这些方法仅能

粗略观察硒分布的大致趋势
,

能够区分的组分较

少
,

难于给出分子量的精确估算
。

例如
,

可能有些

无机硒或低分子量硒与蛋 白松散连结而不被洗

脱
,

造成此蛋 白被误认为含硒蛋 白
。 一

方法分离要精 细得 多
,

能给 出较精确 的分子量
,

不存在无机硒或低分子量硒与蛋 白松散结合的

问题
,

但 是很强的二硫键破坏剂
,

所以蛋白

高分 子 电泳 后 得 到 的往 往 是其亚 结 构单位
。

 泣二
用此方 法从大鼠组织 中分离得到 的

种蛋白就包含有含硒的蛋白亚单位
,

一些分子量

体现的也只是蛋白亚单位的信息
。

川等把此

方法用于大豆蛋白的分离
,

同时结合凝胶过滤色

谱
、

离子交换色谱把大豆蛋 白分离为
、 、

乳

清蛋白等后再进行电泳
,

得到 了精细的蛋白条带

谱
,

并给 出了条带在
、 、

乳清蛋白等各类组

分上的归类信息
,

表明 包含的多是分子量较

高的条带
,

包含的多是分子量较低的条带
,

清蛋白包含的是分子量更低的条带
。

图 下部是

本次实验得到的典型
一

条带谱
,

底部为

标准分子量蛋白条带 槽
,

分别为 67
.
0 、

43

.

0

、

2 5

.

0 和 16
.
7k D a

。

其余 7一 11 槽为同一大豆样品

的蛋 白或多肤条带
。

电泳后
,

可以区分出 27 种不

同分子量的蛋 白或多肤
。

从上往下依次编号为

A一Z
、

A A

。

将本实验结果与已述工作比较发现
,

所得谱带与 Sa the 得到的条带谱很相似
。

难点
。

从所报道的工作来看
,

大都采用 了同位素

标记
,

但75Se 标记方法所得到的结果并不一定与

自然状态硒的形态分布真实情况相吻合
,

例如

w ha ng er “
’

最近的工作表明硒形态分布很大

程度 上取决于摄人 硒的形态
。

本实验室 采用

H P L c 一荧光检测方法后
,

上述蛋白组分的含硒量

测定结果如图上部所示
。

图 1 中的纵坐标为相对

硒含量
,

横坐标为蛋白组分电泳过程中的移动距

离
。

图 1 中的含硒蛋白组分以其荧光强度(代表

硒含量)2 倍于对应空白确定
。

在此种条件下
,

可

以认为所分离的 27 种大豆 蛋白或多肤中
,

有 13

种为含硒蛋 白组分
,

根据第 6槽标准分子量蛋白

所确定的分子量 依次 为
:H 58

.
3一 60

·

3

、

52

·

5 一

53
.
7 、

M 4 6

.

8一50
.
1、 N 2 9

.

5 一30
.
9 、

0 2 8

.

8

、

P 2 5

.

l一25
.
7、 5 2 4

.

3

、

T 1 9

.

7一 20
. 9 、

U 1 8

.

4 一 18
.
6 、

X 1 6

.

8 一17
.
9 、

Y 1 6

.

1 一 16
.
2 、

2 1 5

.

2一 15
.
8 和

A A 14
.
3一14

.
8 kD a(英文字母为条带编号)

。

此

结果和 sa the [4j 实验结果 比较可看出
:H 、

I 属 于

Sa th
e
工作报道中的 7S 组分

,

M

、

N 属于 115 组分

中酸性组分
,

U 属于 115 组分中的碱性组分
,

其

它属于 115 或清蛋白组分
。

X Y

Z A A

5 T U

3 小结

用 SD S
一

P A G E 及 H PLC
一

荧光检测技 术研究

恩施高硒地 区中硒在蛋 白组分中的形态分布
,

在

分离得到的 27 条蛋白条带中检 出了 13 条含硒

条带
,

并初步估算了它们的分子量
。

参考文献

1刘曼西等
.
华中工学院学报

.1985
,

1 3 ( 3 )

:
1

15

2 Y o u n g P A e t a l二 P lan r P h ysiolo gy
.
19 7 9

,

6 3
:

5 1 1

3
BO

r
t i

n o
N R

e t a
l 二 P h y toc h

em istry
.
1 9 8 4

,
2 3 ( 1 1 )

:
2 4 4 5

4 M
a s o n A C

.

P h

.

D d i s s e r t a t i o n
.

P
u r d

u e
U n i

. ,

W

.

La
f

a
y

e
t t

e
,

I N

·

1 9 8
4

5 S
a t

h

e

S K

e
t a

l 二 J
.
A g , ie

.
F
‘洲川 C h em

.
19 9 2

,

4 0
:

2 0 8 4

6
Be

h
n

e
D

e
t a

l 二 B io eh em
.
B io ph y sie

.
A eta

.
19 8 8

,

9 6 6
(

1
)

:
1

2

7 B
u t

l
e

r
J A

e
t a

l 二 J
.
N u tr二 19 9 0

,
1 2 0 ( 7 )

;
7 5 1

8 比em m li U K
.N ature.1970 ,

2 2 7
:

6 8 0

W

a n g Z I J i a n e t a l二 B io l
.
T rae e e lem e n t R esea re h 3 3 :13 5l9Us

一曰日1111曰-11111..-
:.留倒.

!..
⋯

图 1 SD S一 P A G E 条带谱 (下部 )及 含硒条带(上部)

P D et al. Proc
. Int. Sym P

.

检测上述蛋白条带中的可能硒含量是一个

关 关

W
h a n g

e r

T
e
l l
u r i

u
m

.
4 t h 1 9 8 9

S
e
l
e n iu m



, e n e r
g y r e e o v e r y e o u l d b e

m
a

d
e

w h i l
e

t h e

g
o a

l
o

f P
o

l l
u t i

o n e o n t r o
l b

e
i

n
g

a e
h i

e v e
d

.

K
e y w

o r
d

s : e a t a
l y s t

,
n o

b l
e

m
e t a

l

,
o r

g
a n

i
e

w
a s t

e

g a s e S
.

C
o

m P a r
i

s o n
i

n
V

e
h i

e u
l

a r
E

x
h

a u s t E m i ss i o n s
b

e t w
e e n

H
o n

g K
o n g a n

d G
u a n g z

h
o u

C i t i
e s

.

L

.

Y

.

C h
e n

( P h

.

D )
a n d

W

.

T

.

H
u n g

( C i v i l
a n

d S t r u e t u r a l E
n g

.

D
e

P t

.

H
o n

g K
o n g P

o l y t e e
h

n i e
,

H
u n g h

o
m

,

H
o n g

K
o n

g )

,

Y

.

Q i
n

( I
n s t 认u te o f E n v iron

.
S ei

. ,

Z h
o n g s

h
a n

U
n i v e r s

i t y
,

G
u a n g z

h
o u

5 1 0 2 7 5 )

:

Clt

: n
.

J

·

肠
2·扮On 曰夕ci

. ,
1 5 ( 5 )

,

1 9 9 4

,
P P

.

5 6 一60
T he m on itoring results of vehicular exhaust
em issions in the urban areas of H on g K ong and

G uangzhou w ere diseusse d
.
T he m on itoring exercise

w as earried out by using autom atic gaseous analyser

m ou nted on road side in H ong K ong for four years
and for nine days in G uangzhou

.
T he results show

that the Pollution level at C astle P eak R oad of H ong
K ong w as eom Paritively low er than that in

G uangzhou
.
T he Pollution level in H ong K ong

satisfied the national air quality standard (C lass Z )
of C hina in both years 1988 and 19 89

.
T he Pollutant

eoneentration along Jefang M iddle R Oa d w as v
ery

high and exeeeded th e national air quality s饭n d a rd

(C la ss 3 )
.
T h e traffie flo w sP eed a nd eo m P ositio n

w ere d iseo v ered to be th e m ajo r rea so n s fo r th e

d iffere n ee in P o llu ta n t e o n een tra tion
s in bo th

e ities
·

K
e

y w
o r

ds

:
v e

h i
e u

l
a r e x

h
a u s

t
e

m
i ss i

o n
,

e o
m b i

n e
d

e
m i ss i

o n
f

a e t o r
,

t r a
f f i

e
f l

o
w

s

pe

e
d

a n
d

e o
m

po

s
i t i

o n
.

t r i b
u t y l t i n

( T B T
)

,
t o

be

n t h
o s

( C h i r o n o
m i d l a r v a e

a n
d t u

b i f i
e

i d
s

) w
e r e r e

P
o r t e

d

.

T h
e r e s u

l t s s
h

o
w t h

a t

( 1 )
t h

e l o x
i

e e
f f

e e t s o
f t h

e s e e o
m P

o u n
d

s
i

n a

d e c r e a s i n
g

o r
d

e r
W

e r e
T B T

>
D B T

> M B T
;

( 2 )
t h

e

m
e

d i
a n

l
e t h

a
l

e o n e e n t r a t i o n
( 2 4 h L C

; 。
)
o
f T B T t o 4

s
P
e e

i
e s o

f b
e n t h

o s
w
a s

2 6

.

8 5 P P b f
o r e

h i
r o n o

m i d

l
a r v a e

( Cll
护

onomlis

刀lu

mosus

)
,

2 4 1

.

5 5 p p b f
o r

e
h i

r o n o
m i d l a r v a e

(
〔)几d以之r

latI

Z
us 戳脚尹乏勿

翻龙吕
)

,

1 4 5

.

5 5 P P b f
o r t u

b i f i
e

i d
s

( 肠
anch 。、

~

妙)
,

a n
d

3 5 5

.

6 3 P P b f
o r t u

b i f i
e

i d
s

( 众m 刀伙l, 友us ho ff
刀砂忍皮曰

,

不
)
;

( 3 ) t h e r e w a s a s t r o n g n e g a t i v e e o r r e l a t io n b e t w e e n

t h
e e o n e e n t r a t i o n o f T B T a n d t h e m

e
d ia n l

e th a l t i m e

( L T
S。
) f

o r
B

.

、
u
。妙

.

K ey w ords: organotin eom Pounds ,

be

n t h
os

,
a e u t e

t
o x i c

i t y

.

S D S

一

P A G E S
e

Pe

r a t i
o n a n

d H P L C

一

F I D I d
e n

-

t i f i
e a t i o n o f S

e
l
e n o P

r o t e i
n s

i
n

S
o y

be

a n
f
r o

m E
n s

h i

A
r e a

H
a v i n g a

H i g h
e r

L
e v e

l
o
f

Se
l
e n

i
u

m i
n

50
1 1

.

X i
e

S h
e n

m
e n g

,

W

a n
g Z i j i

a n a n
d P

e n g A
n

( R
e

se
a r e

h

C
e n t

e r
f

o r
E

e o 一
E
n v

i
r o n

m
e n t a l S

e
i
e n e e s

,

C h i
n e

se

A
e a

d
e

m y o
f S

e i e n e e s
,

Be
i j i

n
g 1 0 0 0 8 5 )

:

Ch
执
.
J
.

En

~

曰兮d
. ,

1 5 ( 5 )

,

1 9 9 4

,
P P

.

6 1 一62

Se lenoProt
eins in soybean from Ensh area w here

selenium in 5011w as at a higher levelw ere se pe rat
ed

by using sod ium dod eeyl sulfa te
一

P
o
l y

a e r
y l

a
m i d

e g e
l

e
l
e e t r o

Ph

o r
es i

s
( S D S

一

P A G E )
a n

d t h
e n

i d
e n t i f i

e
d b y

u s
i
n

g h i g h
pe

r
f
o r

m
a n e e

l i q
u

i d
c
h
r o

m
a t o g

r a
P h y w i t h

a
f l

u o r e s e e n t i
n
d i

e a t i
o n

d
e t e e t o r

( H P L C

一

F I D )

.

O f

2 7 P
r o t e i

n o r
P
r o t e i

n s u
b

u n
i t b

a n
d
s

i d
e n t i f i

e
d

,

1 3

w
e r e

f
o u n

d t o
b

e s e
l

e n
i

u
m

s
P

e e
i

e s
.

A
e e o r

d i n
g t o a

s t a n
d

a r
d P r o t e

i
n

k i t
,

t h
e

i
r

m
o

l
e e u

l
a r

w
e

i g h t s
w

e r e

e s t i m
a t e d a t 5 8

.

3 一 60
.
3 ,

5 2

.

5一 53
.
7 ,

4 6

.

8 一
50
.
1 ,

2 9

.

5 一30
.
9 ,

2 8

.

8

,

2 5

.

1 一 25
.
7 ,

2 4

.

3

,

1 9

,

7 一20
.
9 ,

1 8

.

4 一]8
.
6 ,

1 6

.

8 一 17
.
9 ,

1 6

.

1 一
16
.
2 ,

1 5

.

2 一15
.
8 and ]4

.
3一 14

.
8 K D a ,

r e s P e c t i
v e

l y

.

K
e y w

o r
d

s :
S D S

一

P A G E

,

H P L C

一

F I D

,
s e

l
e n o P r o t e

i
n

,

s
P

e e
i

a t i
o n

.

E f f
e e t s o

f C O
Z o n t h

e
G

r a
i

n
C

o
m

P o s
i t i

o n s o
f

W
i

n
te

r

W
h

e a t a n
d S

o y b
e a n

.

G
a o

S
u

h
u a a n

d
W

a n g C h
u n ,

y i

( C h i
n e s e

A
e a

d
e

m y
o

f M
e t e o

l
o

g i
e a

l S
e

i
e n e e s

,

Be
i j i

n
g

1 0 0 0 8 1 )

:

Ch
ln

.

J

.

En

Z
·

拌on 曰Sd
. ,

1 5
( 5 )

,

1 9 9 4

,
p p

·

6 5 一66

W inter w heat and soybean eroPs w ere treated w ith
different CO Zeoneentrations in toP一 o P

e n e
h
a
m

be

r s
.

T h
e

m
a t u r e d g

r a i n s
h
a r v e s t e d f

r o
m t h

e e r o
P
s

w
e r e

a n a
l y

s e
d f

o r t h
e
i
r e o

m P os i t i
o n s

b y
u s

i
n
g

V
i
s
i b l

e

u
l t

r a v
i
o
l
e t s

pe

e t r o m
e t e r

,
P r o t e

i
n a n a

l y z e r
,

g a s

e
h

r o
m

a t o
g

r a
P h

,

Y G

一

2 fa
t e x t r a e t o r a n

d
a u t o

m
a n u a l

n i t r o m
e t e r

.

T h
e r e s u

l t
s s

h
o
w t h

a t a n
i
n e r e a s e

d C 0
2

c o n e e n t r a t i
o n e a n

h
a v e a

P
o s

i t i
v e e

f fe
e t o n

th
e

e o n t e n t s o
f b

o t h
r o u

g h P
r o t e i

n a n
d

r o u g h f
a t i

n

s o y b
e a n

g
r a

i
n ; a n

d
a s t h

e
C O

: e o n e e n t r a t i
o n

i
n e r e a s e s

,
t h

e s o y
be

a n g r a
i

n
w

o u
l d h

a v e a n
i

n e r e a
se d

l
e v e

l
o

f
u n 胳tu ra ted

a eids a n d a d eereased le v el o f

sa tu ra t
ed a eid s

.
T h e e ha n g e in C O Z eo n een tra tio n h ad

a m o re eo n1P lica t
e d effe et o n th e le v els o f ro u g h

Pro tein a n d ly sin e in w in ter w h ea t g ra in
.
In te rm s o f

bo th in d iea to rs
‘

o

f

r o u
g

h P

r o
t

e

i

n a n

d l
y

s

i

n
e

,
a

d
o u

b l
e

d
e o n e e n t r a t i

o n o
f

a t m os
P h

e r i e
C O

:
h

a
d

a

n e
g a t i

v e e
f f

e e t o n t h
e

q u a l i t y o f g r a i n s o f t h
e

P r e s e n t

v a r
i

e t i
e s o

f w i
n t e t

w h
e a t

.

K
e y w

o r
d

s :
t o P

一
o
P
e n e

h
a
m

be

r
,

C O
Z e o n e e n t r a t i

o n
,

g
r a

i
n e o

m P
o s

i t i
o n

,

w i
n t e r

w h
e a t

,
s o y

be

a n
.

A
e u t e

T
o x

i
e

i t y o
f O

r
g

a n o t i
n

C
o

m P o u n
ds

t o

Be

n t h
o s

.

C h
e n

T i
a n ‘

y i
e t a

l

.

( D
e
P t

.
o
f E

n v
i
r o n

.

S
e i

. ,

N
a n

k
a

i U
n

i
v e r s

i t y
,

T i
a n j i

n
3 0 0 0 7 1 )

:

Cjl
沉
.

J
.
肠,粉侃

.
Sc

‘
. ,

1 5 ( 5 )

,

1 9 9 4

,

PP

.

6 3 一64
The aeute toxieities ofthree organotin eom Pounds

,

1

.

e
. ,

m
o n o

b
u t y l t i

n
( M B T )

,

d i b
u t y l t i n

( D B T )
a n

d

S t u
d y o n t h

e
F l

u o r o
m

e t r
i

e
D

e t e r
m i

n a t i
o n o

f

Be

r y l l i
u

m U
s

i
n

g
M

o r
i

n
.

Z h
a o

Z h
e n

h
u a e t a

l

.

(
Be

i j i
n g

M
u n

i
e i匹1 R eseareh Institute of

E n Vironm ental Proteetion ,

Be
i j i

n
g 1 0 0 0 3 7 )

: ‘决执
.

J
·

En

2

.

~

曰亏d
. ,

1 5 ( 5 )

,

1 9 9 4

,
P P

.

6 7一70
The fluorom etrie spe etra of be ryllium

一

m
o r

i
n

e o
m P l

e x
w

e r e e
h
a r a e t

e r
i
z e

d
a n

d t h e g r a P h
s o

f

e x e
i t
a t i

o n s

pe

e t r u m

,
e

m i s s i o n s
P

e e t r u
m

a n
d

s y n e
h

r o n o u s
f l

u o r e s e e n e e s P e e t r u
m w

e r e
g i v e n

.

T h
e

s y n e
h

r o n o u s s
P

e e t r u
m

o
f b

e r 今
·

l l i
u

m

一

m
o r

i
n

i
n a n

a l k
a
l i

n e s o
l
u t i

o n
h
a
d

a n o
P t i m

u
m

s P e e l f i e
‘

\ }

.

o

f

1
O o

n

m

.

A

s
y

n e

h

r o n o u s s

ca

n n

i

n

g

s

P

e e
t

r o

f !

u o x习一1 : e t r y

w a s u s e d t o d e t e r m i n e be
r y ll i u m a t a l

e v e l o f

s u b m i c r o g r a m
,

w i t h
a

d
e t e e t a

b l
e

l i m i t o
f 5

n
g

/
m l

B
e Z +

.

T h
e r e s u

l t s o
b t a

i
n e

d w i t h t h i s
m

e t h
od

、v e r e

e o
m P

a r a
b l

e w i t h t h
o s e o

b t
a
i
n e

d w
z
t n a n a t o m i

e

a
b
s o r

P t i
o n s

P
e c t r o P h

o t o
m
e t r i

c
m
e t h

od
f
o r a

i
r
sa m P l

e s

a n
d w

a t e r
sa m P l

e s
.

IV


