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富硒螺旋藻
、

酵母
、

平菇的培养及其含硒蛋白的
提取分离纯化

赵雪梅 ① 张正仿
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郭静成
生 物 学 院

摘 要 用含不同浓度硒的 培养液培养螺旋藻
,

用含不同浓度硒的豆芽汁葡萄糖培养酵母
、

并用

含不同浓度硒的棉子皮培养基培养平菇
、

试验结果表明 在适宜的培养条件下
,

螺旋藻
、

酵母及平菇生长最

适宜硒浓度分别为
· 一 ’ , · 一 ’和

· 一 ’ ,

硒富集系数分别为
,

和
。

将 种

植物的蛋白质提出
,

经柱层析及电泳分离
,

分别得到多种含硒蛋白
。

试验证明
。

种植物吸收的硒绝大部分

都转化为含硒蛋白
。

关健词 硒 螺旋藻 酵母 平菇 硒蛋白

中图分类号
·

,

· 一 ’ , · 一 ‘ · 一 ‘

, ,

一 ,

一

硒是动植物
、

微生物营养中重要的微量元素
,

自 年瑞典化学家 和 工

发现以来
,

一直倍受重视
,

人们经过近 多年来深入研究〔
‘

,

“ ,

证实硒主要有提高

机体免疫能力
,

抑制肿瘤
,

延缓衰老
,

降低某些重金属毒性的生理功能
。

年联合国卫生

组织正式宣布硒是动物体的必需元素
。

针对 目前人类普遍缺硒的现状
,

补硒是人类防病治疗

维护健康的重要措施
。

研究指出
,

以无机硒作为硒源川补充硒营养不足
,

除存在一定的毒性
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外其生物利用率也低
。

有机态硒更有利于机体吸收利用
,

生物活性较高而毒性明显降低
。

生物体内有机态硒主要以硒蛋白形式存在
。

目前国内外对动物硒蛋白的提取分离纯化及其

生理功能等方面的研究较多
,

而对植物硒蛋白研究很少尚未见文献报导
,

本实验主要对螺旋

藻
、

酵母
、

平菇为材料
,

探索植物硒蛋白的提取分离及纯化方法
,

并探索培养富硒螺旋藻
、

酵

母
、

平菇的最适硒浓度
。

材料与方法

材料

所 用试验植物为钝顶螺旋藻 酵母 平菇
。

螺旋藻用

氏培养液培养
,

酵母用豆芽汁葡萄糖培养液
,

平菇用棉子皮培养基
,

除对照组外
,

均

加入不同浓度的亚硒酸钠
,

经过一定时间培养后
,

收集样品
,

洗涤数遍除去游离

的亚硒酸钠
,

备分析用
。

方法

柱层析及 电泳样 品制备 取试验材料 置细胞匀浆器 或研钵 中
,

加入
· · 一 ‘ 的

一

缓冲液 样品提取液
,

研成匀浆
,

离心
,

上清液于 透析
,

聚乙二醇浓缩
,

备用
。

柱层析分离纯化
一

纤维素柱层析分离
,

层析柱规格为
“ ,

加样后

分别用
· 一 ’

磷酸缓冲液 和
· 一 ’的磷酸缓冲液 进行梯度

洗脱
,

洗脱速度为 分部收集洗脱液
,

备用
。

即
一

凝胶柱层析分离
。

柱

体积 为
,

上 样 后 用
· 一 ‘

磷酸缓冲液洗脱
,

洗脱速度为
· ,

分部收集洗脱液备用
。

电泳分离纯化 聚丙烯酞胺凝胶电泳分离
。

浓缩胶为
,

分离胶为
,

电泳后用考玛斯亮兰
一 一

染色
。

梯度电泳分离
。

按
一

系统
,

胶厚 用
一

染色
。

硒含量测定 样品制备
,

准确称取干样品置 烧杯中
,

加入 优级纯

混合酸 浓硝酸 高氯酸一
,

置电热砂盘上缓慢加热 ℃ 消化至清亮
,

稍冷
,

加入 浓盐酸继续加热煮沸
,

冷却
,

定容至 待测
。

硒含量测定
,

采

用 日本
一

型原子吸收分光光度计测定
。

试验结果

不同浓度硒处理下螺旋藻
、

醉母及平菇生长情况比较

螺旋藻用不同含硒量的 溶液培养
,

其生长速度
、

含硒量及硒富集倍数见表
。

表 说明
,

培养液硒含量为
· 一 ’
时生长最好

,

硒富集倍数最高
,

为
。

酵母用含不

同硒浓度的豆牙汁葡萄糖培养液培养
,

当菌体繁殖出一定密度时离心收集
。

其生长量
、

硒含

量
、

硒富集倍数见表
、

表 说明
,

当硒为
· 一 ’

时生长最佳
,

硒富集倍数最好为
。
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表 不同浓度亚硒酸钠处理下螺旋藻的生长情况

处 理 浓度 ’ 一 ’ 鲜重 样品中硒含量
· 一 ’

利用系数

口叮了几自八叮矛

⋯⋯
洼
且‘几吞︵吕自

,

。

﹃

曰八压匕哎了﹃袄

︸

‘ 为 。。 培养液中收获的螺旋藻量

表 不同浓度亚硒酸钠处理下酵母的生长情况

处 理 浓度
· 一 ’

鲜重
’

样品中硒含量
· 一 ’

利用系数

,

龙任互口一匕

‘ 为 。。 培养液中收获的醉母量

表 为平菇生长情况
,

在本试验中
,

平菇对硒的吸收
、

生长及硒富集倍数与培养基中的

硒浓度正相关
。

表 不同浓度亚硒酸钠处理下平菇的生长情况

处 理 浓度 ’
一 ’

鲜重
‘

样品中硒含量 ’
一 ‘
利用系数

,土,目

, 为 。。克培养基收获的平菇量

不同浓度硒处理下供试材料中不同组分的含硒

取一定量的供试材料置研钵中
,

加一定量的样品提取液研磨抽提
,

离心
,

所得沉淀为细

胞残渣部分
。

上清液中加入等体积的冷丙沉淀蛋白质
,

离心
,

得蛋白组分和上清液
,

部分分

别消化后用原子吸收法测硒含量
,

各部分的硒含量见表
。

表 说明上清液及残渣中含均有

一定量的硒
,

但以蛋白质中含硒最多
,

说明已形成了大量的硒蛋白
。
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样 品

表 三种供试材料中不同组分的含硒量比较

蛋白中硒浓度
· 一 ’ 上清液中硒量

· 一 ’

细胞残渣中硒含量
· 一 ’

螺旋藻培养在 含硒
量 为

· 一 ’

的
溶液中

酵母培养在含硒 量
为

· 一 ’

的豆
芽汁葡萄糖溶液中

蘑菇培养在 含硒量
为

· 一 ‘

棉子
皮培养基中

昌

暇︺

自月引

曰已
泊

洗脱体积 洗脱体积

图
一

纤维素离子交换层析分离纯化

螺旋藻中硒蛋 白峰图谱

图
一

凝胶层析

分离纯化螺旋藻中硒蛋 白 数字所示 图谱

耐耐
洗脱体积 洗脱体积

图
一

凝胶层析分离纯化

酵母中硒蛋 白 数字所示 图谱

图
一

凝胶层析分离纯化

平菇中硒蛋 白 数字所示 图谱
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