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考马斯亮蓝法测定茶籽多糖中蛋白质含量条件的优化
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摘要：为建立高效、快速测定茶籽多糖中蛋白质含量的方法，以吸光度为考察指标，通过单因素和
正交试验，对采用考马斯亮蓝法测定茶籽多糖溶液中蛋白质含量的试验条件（考马斯亮蓝Ｇ－２５０
用量、反应时间、反应温度）进行了优化。结果表明，优化后的方法为：精确吸取茶籽多糖溶液１．０ｍＬ，

加入考马斯亮蓝Ｇ－２５０溶液（０．０１％）４．０ｍＬ，以蒸馏水补至总体积为１０．０ｍＬ，混匀，２５℃条件下
放置３５ｍｉｎ，于５９５ｎｍ 处测定其吸光度。该方法的精密度ＲＳＤ 为０．５０６％；稳定性ＲＳＤ 为

０．８３６％；重现性ＲＳＤ为１．５７％；样品的平均加标回收率为９９．１９％，ＲＳＤ 为０．８６％，表明该方法
是测定茶籽多糖溶液中蛋白质含量的有效方法。
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　　油茶为茶科山茶，是我国南方特有的重要木本
食用油料树种，与油棕、油橄榄和椰子并称世界四大
木本油料植物［１］，其籽含２５％～３５％的茶油。据统
计，我国年产油茶籽约５４．９８万ｔ，其中以湖南、江
西两省产量最大，占全国总产量的６０％以上［２］。油
茶籽榨油之后的副产品———油茶饼粕年均产量约
３９．７１万ｔ［３］，其中含１０％～１５％的茶皂素、１０％～
２０％的蛋白质、３０％～５０％的糖类物质、２％以上的

单宁、０．４％以上的咖啡因和一定量的黄酮类物
质［４］。据报道，油茶籽多糖能够明显延长血栓形成
时间、缩短血栓长度，从而起到抗血栓的药理作用；
此外，油茶籽多糖还能降低血糖，对糖代谢紊乱具有
一定的修复作用［５］。因此，从油茶饼粕中提取油茶
籽多糖对于加强油茶饼粕的综合利用、增加油茶企
业的收益具有重要意义。在茶籽多糖的众多提取方
法中，蛋白质是粗提取物中不可避免的杂质之一。

　河南农业科学，２０１４，４３（３）：１５０－１５３
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研究茶籽多糖中蛋白质含量的测定方法对油茶籽多

糖的纯化工艺研究具有重要意义。目前，关于茶籽
多糖中蛋白质含量的测定方法鲜有完整报道。鉴于
此，通过单因素和正交试验，对采用考马斯亮蓝法测
定茶籽多糖溶液中蛋白质含量的试验条件进行了优

化，以期建立高效、快速测定茶籽多糖中蛋白质含量
的方法。

１　材料和方法

１．１　材料、仪器与试剂
试验材料：油茶饼粕由上饶山之源科技股份有

限公司提供；准确称取脱脂干燥的油茶饼粕５ｇ，按
料液比１∶９加入蒸馏水４５ｍＬ，回流温度７５℃，回
流２．０ｈ后过滤，滤液浓缩后加入无水乙醇，使乙醇
体积分数达到８０％，静置过夜，使多糖沉淀，再用丙
酮和乙醚洗涤沉淀，沉淀复溶于１００ｍＬ蒸馏水中，
制得茶籽多糖溶液［６］。
试验仪器：紫外可见分光光度计（ＵＶ－２１０２．ＰＣ

型，尤尼柯上海仪器有限公司）、ＳＳＷ 型微电脑电热
恒温水槽（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）、电
子天平（梅特勒－托利多仪器上海有限公司）、微量移
液器（上海荣泰生化工程有限公司）。
试验试剂：牛血清白蛋白（进口分装，Ｓｉｇｍａ公

司）、考马斯亮蓝Ｇ－２５０（进口分装，中国医药集团上
海化学试剂公司），其他试剂均为国产分析纯。

１．２　溶液的配制
蛋白质标准溶液的制备：精确称取牛血清白蛋

白１０．０ｍｇ，用蒸馏水溶解后定容至１００ｍＬ，即为

０．１ｍｇ／ｍＬ蛋白质标准溶液，保存于４℃冰箱中。
考马斯亮蓝Ｇ－２５０溶液的制备：精确称取考马斯

亮蓝Ｇ－２５０　１００．００ｍｇ，加入９５％的乙醇５０ｍＬ，再加
入８５％的磷酸 １００ ｍＬ，最后用蒸馏 水 定 容 至

１　０００ｍＬ，最终溶液含０．０１％考马斯亮蓝 Ｇ－２５０、

４．７％乙醇、８．５％磷酸，置于棕色试剂瓶中备用［７］。

１．３　考马斯亮蓝法测定蛋白质含量的单因素试验

１．３．１　考马斯亮蓝Ｇ－２５０用量　在各试管中均精
确加入蛋白质标准溶液１．０ｍＬ，然后分别加入考马
斯亮蓝Ｇ－２５０溶液２．０、３．０、４．０、５．０、６．０ｍＬ，各以
蒸馏水补至总体积为１０．０ｍＬ，混匀，３０℃条件下
放置１５ｍｉｎ，同时以空白试剂为参比，于５９５ｎｍ处
测定其吸光度。

１．３．２　反应时间　各试管中均精确加入蛋白质标
准溶液１．０ｍＬ、考马斯亮蓝Ｇ－２５０溶液４．０ｍＬ，以
蒸馏水补至总体积为１０．０ｍＬ，混匀，分别在３０℃
条件下放置５、１５、２５、３５、４５ｍｉｎ，同时以空白试剂

为参比，于５９５ｎｍ处测定其吸光度。

１．３．３　反应温度　各试管中均精确加入蛋白质标
准溶液１．０ｍＬ、考马斯亮蓝Ｇ－２５０溶液４．０ｍＬ，以
蒸馏水补至总体积为１０．０ｍＬ，混匀，分别在２５、

３０、３５、４０、４５℃条件下放置３５ｍｉｎ，同时以空白试
剂为参比，于５９５ｎｍ处测定其吸光度。

１．４　考马斯亮蓝法测定蛋白质含量的正交试验
在单因素试验的基础上，以考马斯亮蓝 Ｇ－２５０

用量、反应时间、反应温度为考察因素，以溶液在

５９５ｎｍ处的吸光度为考察指标，根据正交表Ｌ９（３３）

进行正交试验（表１），优化考马斯亮蓝法测定蛋白
质含量的测定方法。

表１　测定方法的正交试验因素水平

水平

因素

Ｇ－２５０用量
（Ａ）／ｍＬ

反应时间
（Ｂ）／ｍｉｎ

反应温度
（Ｃ）／℃

１　 ３．０　 ２５　 ２５

２　 ４．０　 ３５　 ３０

３　 ５．０　 ４５　 ３５

１．５　蛋白质标准曲线的制作
分别精确吸取蛋白质标准溶液０、０．１、０．２、

０．３、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、１．０ｍＬ于试管中，

各管加入考马斯亮蓝Ｇ－２５０溶液４．０ｍＬ，以蒸馏水
补至总体积为１０．０ｍＬ，混匀，２５℃条件下放置３５
ｍｉｎ，同时以空白试剂为参比，于５９５ｎｍ处测定其
吸光度并绘制标准曲线。

１．６　优化方法验证

１．６．１　精密度试验　在试管中加入１．０ｍＬ蛋白
质标准溶液，根据１．４优化后的试验条件连续６次
测定其吸光度，考察其精密度。

１．６．２　稳定性试验　在试管中加入１．０ｍＬ蛋白
质标准溶液，根据１．４优化后的试验条件，每间隔

５ｍｉｎ测定１次吸光度，连续试验１５ｍｉｎ，考察其稳
定性。

１．６．３　重现性试验　准确吸取按文献［６］制备的茶
籽多糖溶液各１．０ｍＬ，根据１．４优化后的试验条
件，考察该测定方法的重现性，重复５次。

１．６．４　加标回收率试验　准确吸取茶籽多糖溶液
各０．５ｍＬ，分别加入０．１、０．２、０．３、０．４、０．５ｍＬ蛋
白质标准溶液，用蒸馏水补至１．０ｍＬ，根据１．４优
化后的试验条件，测定其蛋白质质量浓度，并按公式
计算加标回收率。

　　加标回收率＝

加标茶籽多糖溶
液中蛋白质质量－

茶籽多糖溶液
中蛋白质质量

加入的蛋白质标样质量 ×１００％。
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２　结果与分析

２．１　考马斯亮蓝法测定蛋白质含量的单因素试验结果

２．１．１　考马斯亮蓝Ｇ－２５０用量　由图１可以看出，
随着考马斯亮蓝Ｇ－２５０用量的增加，吸光度逐渐增
加，当加入的考马斯亮蓝Ｇ－２５０用量为４．０ｍＬ时达
到最大吸收值，说明此时蛋白质与考马斯亮蓝 Ｇ－
２５０充分结合；再增大考马斯亮蓝Ｇ－２５０的用量时，
吸光度略有下降，可能是过多的考马斯亮蓝Ｇ－２５０
影响了吸光度。因此，考马斯亮蓝Ｇ－２５０的适宜用
量为４．０ｍＬ。

图１　考马斯亮蓝Ｇ－２５０用量对吸光度的影响

２．１．２　反应时间　由图２可以看出，随着反应时间
的延长，吸光度逐渐变大，反应３５ｍｉｎ时出现最大
吸收值，说明此时蛋白质与考马斯亮蓝Ｇ－２５０结合
完全；之后吸光度有所下降，可能是反应时间过长造
成了显色物质的降解，因此，适宜的反应时间为３５
ｍｉｎ。

图２　反应时间对吸光度的影响

２．１．３　反应温度　由图３可以看出，随着反应温度
升高，吸光度逐渐下降，可能是温度较高导致显色物
质不稳定，因此反应温度不宜过高。

２．２　考马斯亮蓝法测定蛋白质含量的正交试验结果
由表２可见，各因素对吸光度影响的程度依次

为考马斯亮蓝Ｇ－２５０量＞反应时间＞反应温度；考
马斯亮蓝法测定蛋白质含量的最佳条件组合为

Ａ２Ｂ２Ｃ１，即最佳方法为：精确吸取蛋白质标准溶液

１．０ｍＬ，加入考马斯亮蓝Ｇ－２５０溶液４．０ｍＬ，以蒸
馏水补至总体积为１０ｍＬ，混匀，２５℃条件下放置

３５ｍｉｎ，同时以空白试剂为参比，于５９５ｎｍ处测定
其吸光度。按此条件进行验证试验，吸光度为

０．３７５，高于所有正交试验组合，因此，确定考马斯亮
蓝Ｇ－２５０溶液用量４．０ｍＬ、反应时间３５ｍｉｎ、反应
温度２５℃为最佳试验条件。

图３　反应温度对吸光度的影响

表２　考马斯亮蓝法测定蛋白质含量Ｌ９（３３）正交试验结果

试验号
Ｇ－２５０用量
（Ａ）／ｍＬ

反应时间
（Ｂ）／ｍｉｎ

反应温度
（Ｃ）／℃

吸光度

１　 ３．０　 ２５　 ２５　 ０．２８５

２　 ３．０　 ３５　 ３０　 ０．２７２

３　 ３．０　 ４５　 ３５　 ０．２５７

４　 ４．０　 ２５　 ３０　 ０．３４４

５　 ４．０　 ３５　 ３５　 ０．３５０

６　 ４．０　 ４５　 ２５　 ０．３３８

７　 ５．０　 ２５　 ３５　 ０．３３２

８　 ５．０　 ３５　 ２５　 ０．３５９

９　 ５．０　 ４５　 ３０　 ０．２８２

ｋ１ ０．２７１　 ０．３２０　 ０．３２７

ｋ２ ０．３４４　 ０．３２７　 ０．２９９

ｋ３ ０．３２４　 ０．２９２　 ０．３１３

Ｒ　 ０．０７３　 ０．０３５　 ０．０２８

２．３　蛋白质标准曲线的制作

由图４可以看出，以蛋白质质量浓度对吸光度作

回归处理，得到的线性回归方程为ｙ＝３．９４６　４ｘ＋
０．０００　８（ｒ＝０．９９７　６），线性范围０～０．１０ｍｇ／ｍＬ。

图４　蛋白质标准曲线
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２．４　优化方法的验证结果
由表３－６可以看出，精密度试验、稳定性试验

的相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为０．５０６％、０．８３６％，
说明精密度好、反应体系稳定性良好。由表５可以
看出，重现性试验中茶籽多糖溶液中蛋白质平均质
量浓度为０．０７６　７８ｍｇ／ｍＬ，ＲＳＤ 为１．５７％，说明

该测定方法重现性良好。在试验过程中，若按２．２
操作测得茶籽多糖溶液中的蛋白质质量浓度接近或

超过０．１ｍｇ／ｍＬ，应将茶籽多糖溶液进行适当稀释
后再按２．２操作测定其蛋白质质量浓度。由表６可
以看出，样品的平均加标回收率为９９．１９％，ＲＳＤ
为０．８６％，说明测试结果准确度高。

表３　精密度试验结果

项目
试验号

１　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６
平均 ＲＳＤ／％

吸光度 ０．３７５　 ０．３７３　 ０．３７８　 ０．３７３　 ０．３７５　 ０．３７６　 ０．３７５　 ０．５０６

表４　稳定性试验结果

项目
放置时间／ｍｉｎ

０　 ５　 １０　 １５
平均 ＲＳＤ／％

吸光度 ０．３７５　 ０．３７３　 ０．３７０　 ０．３６８　 ０．３７２　 ０．８３６

表５　重现性试验结果（ｎ＝５）

项目
吸光度

０．３０３　 ０．３０３　 ０．３１１　 ０．３０５　 ０．３０２
平均 ＲＳＤ／％

蛋白质质量浓度／（ｍｇ／ｍＬ） ０．０７５　３１　 ０．０７６　５８　 ０．０７８　６０　 ０．０７７　０８　 ０．０７６　３２　 ０．０７６　７８　 １．５７

表６　加标回收率试验结果（ｎ＝５）

茶籽多糖溶液中
蛋白质质量／ｍｇ

加入的蛋白质
标样质量／ｍｇ

加标茶籽多糖溶液
中蛋白质质量／ｍｇ

回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

０．０３８　３９　 ０．０１　 ０．０４８　２５　 ９８．６０
０．０３８　３９　 ０．０２　 ０．０５８　０６　 ９８．３５
０．０３８　３９　 ０．０３　 ０．０６８　１２　 ９９．１０　 ９９．１９　 ０．８６
０．０３８　３９　 ０．０４　 ０．０７８　６１　 １００．５５
０．０３８　３９　 ０．０５　 ０．０８８　０７　 ９９．３６

３　结论与讨论

本试验结果表明，考马斯亮蓝法测定茶籽多糖中
蛋白质含量优化后的方法为：精确吸取茶籽多糖溶液

１．０ｍＬ，加入考马斯亮蓝Ｇ－２５０溶液４．０ｍＬ，以蒸馏
水补至总体积为１０．０ｍＬ，混匀，２５℃条件下放置３５
ｍｉｎ，同时以空白试剂为参比，于５９５ｎｍ处测定其吸
光度。该方法的精密度ＲＳＤ 为０．５０６％；稳定性

ＲＳＤ为０．８３６％；重现性ＲＳＤ为１．５７％；样品的平均
加标回收率为９９．１９％，ＲＳＤ为０．８６％，充分说明了
该方法具有良好的重现性和较高的准确度，能简单快
速测定茶籽多糖溶液中的蛋白质含量。
与经典的蛋白质测定方法———凯氏定氮法相比，

本方法不需长时间地消化和蒸馏等步骤，更快捷、方
便，且不需要复杂的设备，操作简单。从理论上说，凯
氏定氮法是通过测定物质中的氮元素含量，然后推算
出蛋白质的含量，测定结果易受到样品中非蛋白氮的
影响；而采用考马斯亮蓝法测定茶籽多糖溶液中蛋白

质含量的基本原理是考马斯亮蓝与蛋白质直接结合

且颜色深浅与蛋白质含量成正比，因此，测定结果因
不受样品中非蛋白氮的影响而更准确。
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