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摘 要：应用葡聚糖凝胶层析法对烟草 FI蛋白进行纯化，通过 SDS-PAGE、PAGE电泳进行组分鉴定及质谱分析，并对 FI
蛋白进行小鼠限量试验。结果表明：（1）通过热沉法得到 FI粗蛋白，经过凝胶层析法分离收集到 3个组分。在凝胶电泳

图中，明确组分 1有两个亚基，分别为 55、13.6 kD，经过与标准品对比确定组分 1为 FI蛋白。（2）质谱分析结果中 FI蛋白

含有 20种氨基酸及人体 8种必需氨基酸，且已达到 FAO/WHO的优质蛋白评分标准。（3）限量试验表明 FI蛋白对小鼠的

临床行为学、体重、脏器系数均影响不显著 (P>0.05)，说明 FI蛋白对小鼠生长发育和健康没有抑制作用，属于基本无毒。

本试验通过蛋白质谱对 FI蛋白的氨基酸组成进行评估分析及小鼠限量试验，明确了 FI蛋白的营养价值及食用安全性，

为烟草 FI蛋白的多用途开发利用提供理论依据。
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Abstract：Tobacco FI protein was purified by dextran gel chromatography, component identification and mass spec⁃
trometry were performed by SDS-PAGE and PAGE electrophoresis, and FI protein was subjected to mouse limit
test. The results showed that: (1) FI crude protein was obtained by heat sink method, and 3 components were sepa⁃
rated and collected by gel chromatography. In the gel electrophoresis diagram, it is clear that component 1 has two
subunits, 55 kD and 13.6 kD, respectively. After comparing with the standard, it is determined that component 1 is
FI protein. (2) In the results of mass spectrometry analysis, the FI protein contains 20 amino acids and 8 essential
amino acids for the human body, and it has reached the FAO/WHO high-quality protein scoring standard. (3) Lim⁃
ited experiments showed that FI protein had no significant effect on the clinical behavior, body weight and organ co⁃
efficient of mice (P>0.05), indicating that FI protein had no inhibitory effect on the growth and health of mice, and it
was basically non-toxic. In this experiment, the amino acid composition of FI protein was evaluated and analyzed
through protein profile and mouse limit test, which clarified the nutritional value and food safety of FI protein, and
provided a theoretical basis for the multi-purpose development and utilization of tobacco FI protein.
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烟草是茄科烟草属植物 [1]。烟叶各成分中尤
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以蛋白质含量最为丰富，白肋烟中的蛋白含量甚

至高达 20.48%[2]。烟草 FI蛋白占烟草可溶性蛋白

含量的一半，其他可溶性蛋白统称为 FII蛋白（组

分 2）。FI全称为 1，5-二磷酸核酮糖羧化酶/氧化

酶（RuBisCO），主要存在于叶绿体中，是植物光合

作用时固定 CO2的关键酶 [3]。植物中的 FI一般由
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8个大亚基 (LSU)和 8个小亚基 (SSU)组成，其中大

亚基的分子量为 50~55 kD，小亚基为 12~18 kD[4]，
完整分子量为 520~550 kD。FI蛋白具有耐热性，

50 ℃保温 20 min能达到最大活力。烟草 FI不仅

有较高的营养价值，且含有宝贵的硒元素，如今

我国卫计委已经批准烟草硒蛋白作为添加剂制作

食品和医药保健品。我国对烟叶蛋白研究起步较

晚，国内对于 FI蛋白的氨基酸含量分析报道较

少，对 FI蛋白的安全性研究目前未见报道，仅对

沉淀 pH及离子强度对 FI结晶影响做了相关研

究 [5-6]。本研究为减少工艺操作的复杂性，降低成

本，针对 FI蛋白耐热性使用热沉法分离蛋白，采

用凝胶层析法进行纯化，对纯化所得 FI蛋白进行

鉴定、营养价值评价及安全性试验，以期对 FI蛋
白的开发利用价值进行评估。

1 材料与方法

1.1 试验材料

云烟 87（旺长期烟叶，2019年贵州产，由贵州

省烟草科学研究所提供，蛋白质含量 3.75%）,洗
净，液氮速冻，-80 ℃储藏。

试验动物：SPF级昆明种小鼠，雌雄各半，体

重（23±2）g，由中国人民解放军陆军军医大学提

供，许可证 SCXK（军）2012-0011。雌雄分笼在室

温为（22±2）℃，相对湿度在 40%~60%的条件下适

应性饲养 3 d，灌胃前禁食不禁水 [7]。

1.2 主要药品试剂

NaOH、HCl、Tris、Na2HPO4、NaH2PO4、NaCl、甘
氨酸、甲醇、冰醋酸均为国产分析纯（天津市科密

欧化学试剂有限公司）；Sephadex G-200（索莱宝

生物科技有限公司）；FI标准蛋白（武汉华美生物

工程有限公司，来源于菠菜，纯度>95%）；SDS-
PAGE低分子量蛋白Marker（源叶生物科技有限公

司）；二硫苏糖醇（DTT）、碘乙酰胺、Trypsin酶（宝

日医生物技术有限公司)。
1.3 主要仪器设备

湘仪离心机（湖南湘仪试验仪器开发有限公司）；

电子天平（梅特勒－托利多仪器有限公司）；pHS-3C型
pH计（上海精密科学仪器有限公司）；多功能胶体磨：

JM-L80（温州昊星机械设备制造有限公司）；真空冷冻

干燥机（上海皓庄仪器有限公司）；721N可见分光光度

计（上海精密科学仪器有限公司）等。

1.4 试验方法及条件

1.4.1 FI 的粗提取

新鲜烟草→加入碱液匀浆、浸提(0~4 ℃)→滤布

过滤→硅藻土脱色除杂→热沉→离心→粗蛋白

称取 100 g烟草叶片，加入预冷 10倍液料比

提取液 (0.05 mol/L磷酸缓冲液 pH 7.8、1.1% PVP，
0.01 mol/L亚硫酸钠)，匀浆后静置 40 min，120目
滤布过滤，滤液用硅藻土抽滤脱色除杂。将脱色

后的滤液置于恒温水浴锅中 50 ℃保温 20 min，冰
浴降至室温后以 3 000 r/min的转速离心 25 min，
沉淀即为粗蛋白。

1.4.2 FI 的纯化

烟草粗蛋白→沉淀复溶→凝胶层析柱 (固定

相预处理→装柱→平衡→上样→洗脱)→检测蛋

白→绘出洗脱曲线→合并收集各组分蛋白→冷冻

干燥浓缩→蛋白鉴定

凝胶填料经预处理后装柱，柱平衡和洗脱，平

衡后取粗蛋白溶液，粗蛋白沉淀用 0.05 mol/L pH
8.0的 PBS缓冲液溶解后，缓缓加入层析柱，上样

量 5 mL。用超纯水洗脱，检测蛋白质 280 nm吸光

度值，绘出洗脱曲线。对各个洗脱组分进行收集

并冷冻干燥浓缩，储存于-80 ℃冰箱。

1.4.3 氨基酸组分测定—蛋白质谱

将 SDS-PAGE切胶回收，蛋白质的还原烷基

化如下：加入终浓度 10 mmol/L二硫苏糖醇 (DTT)
还原蛋白质，加入终浓度 55 mmol/L 碘乙酰胺

(IAM)，最后加入 1 μg的 Trypsin酶，过夜酶解 8~16
h。酶解产生的多肽用 C18柱子除盐，已经除盐的

多肽抽干后用 15 μL Loading Buffer (0.1% 甲酸，

3%乙腈)溶解多肽。多肽上 LC-MS/MS (ekspertTM⁃
nanoLC；AB Sciex TripleTOF 5600-plus) 仪器进行分

析，上机条件参考王土连法[8]并对结果进行评估。

LC-MS/MS下机后，将原始下机数据直接提交到与

AB SCIEX Triple TOF™ 5600 plus质谱仪连接的 Pro⁃
teinpilot软件中进行数据库检索。通过 ProtParam
软件对 FI蛋白的氨基酸组分进行分析。

1.4.4 小鼠限量试验

试验组FI蛋白灌胃液：称取FI蛋白 2 g加入 100
mL超纯水配成溶液作为受试物，经口灌胃给予小鼠。

参照徐叔云等[9]方法取小鼠 20只，随机分为两

组，每组 10只，雌雄各半，一次经口给予 0.22 mL/10
g，剂量为 20.00 g/kg，连续观察 14 d，试验组小鼠与

对照组（灌胃等体积的生理盐水）比较。在第 15天
对所有小鼠颈椎脱臼处死，分离各主要脏器，剔除脂

肪、筋膜，吸干脏器表面血液，胃去内容物洗净后用

吸水纸吸去体液，称重并计算脏器系数[10]。

1.4.5 数据处理

数据均采用“平均值±标准误”。采用 SPSS 17
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统计软件对数据进行处理。

2 结果与分析

2.1 葡聚糖凝胶层析纯化蛋白结果及 SDS-
PAGE、PAGE鉴定图

如图 1所示，粗蛋白组分分离纯化效果较好，

洗脱曲线有 3个峰形，且 3个峰间隔较大，尤其是

峰 1、峰 2之间，说明该法得到的组分较为纯净。

将经过 Sephadex G-200纯化后收集的 3个组

分进行 SDS-PAGE电泳，每个组分点样两次，结果

如图 2所示。与标准品对照，只有组分 1的大、小

亚基分子量与标准品相符，通过迁移率标准曲线

计算得到组分 1的大、小亚基分子量分别为 55、
13.6 kD，与标准品接近，确定其为 FI蛋白。图中

组分 1的杂带较少且颜色较浅，说明试验纯化所

得 FI蛋白纯度高于标准品 (纯度高于 95%)，且组

分 2、3几乎没有 FI蛋白的亚基条带，说明纯化效

果较好。

如图 3所示，PAGE凝胶电泳图谱中组分 1和
标准品均只有一个条带，经过与Marker的迁移率

标准曲线测定，计算出组分 1的蛋白分子量约为

535 kDa，和标准品分子量 505 kDa接近，因此可以

确定组分 1为 RuBisCO。而标准品分子量为 505
kDa，与试验所得蛋白及已知 Rubisco分子量 550
kDa均有差异，可能因为标准品来源于菠菜，大、

小亚基有种属差异，所以蛋白分子量有所差别。

2.2 质谱分析

2.2.1 肽段二级图谱结果

GVMQILNTVIR肽段二级谱图及肽段理论谱

图分子离子峰质荷比（m/z）如图 4、图 5所示。肽

段 GVMQILNTVIR是从小亚基覆盖率最高肽段选

取，覆盖率为 68.33%。肽段裂解出现的序列特征

离子主要有 6种，当电荷保留在 N端时，称为 a、b、
c系列离子，在 C端时，称为 x、y、z系列离子。每

张二级谱图包含了被碎裂离子（子离子）的全部

质量信息，被碎裂的离子叫作母离子，如果被碎

裂的离子是一条肽段，则与之对应的二级谱图包

含了这条肽段的详细信息。+1价、+2价、+3价
和+4价等代表的是母离子碎裂并生成二级谱图

之前带有的电荷，通过对二级谱图进行母离子筛

选、肽段的组装拼接等完成蛋白质谱鉴定。

2.2.2 FI 蛋白的氨基酸组分分析

通过 ProtParam软件对 FI蛋白的氨基酸组分

进行分析，结果见表 1。FI蛋白含有 20种氨基酸，

除甲硫氨酸与 FAO持平外，其他必需氨基酸的含

量远超联合国粮农组织（FAO）标准 [11]，其中苏氨

酸、缬氨酸、色氨酸甚至比水稻、大豆等作物的含

量更高。联合国粮农组织/世界卫生组织（FAO/
WHO）的蛋白评分模式指出，必需氨基酸（EAA）/
总氨基酸（AA）的比值在 40%左右为优质蛋白，FI

 

 

 

 

注：层析柱径高 1.5 m×50 cm
图 1 葡聚糖凝胶G-200洗脱曲线

管数

 

 

 

 

注：M为低分子量蛋白质Marker；1、2为 RuBisCO标准品（来源于

菠菜，纯度>95%）；3、4为纯化的组分 1样品；5、6为纯化的组分

2样品；7、8为纯化的组分 3样品

图 2 纯化后的各组分 SDS-PAGE电泳图谱

 

 

 

 注：M为超高分子量蛋白质Marker；标准品为FI标准蛋白（来源于菠

菜，纯度>95%）；组分1为经过Sephadex G-200纯化得到的组分1样品

图 3 组分 1 PAGE电泳图谱
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蛋白值为 40.7%，已达到优质蛋白标准。

2.3 小鼠限量试验

如表 2所示，喂养小鼠 14 d后，限量试验组雌

性小鼠体重由（23.5±0.93）g增加到（27.9±1.40）g，
平均增重 4.4 g；试验组雄性小鼠体重由（24.6±
0.93）g增加到（29.2±1.04）g，平均增重 4.6 g。对

照组雄性小鼠体重由（23.6±1.0）g增加到（28.0 ±
2.10）g，平均增重 4.4 g；对照组雌性小鼠体重由

（23.0±0.38）g 增加到（27.0±1.49）g，平均增重 4.0
g。小鼠喂养 7 d后，试验组雄性体重增重明显；小

鼠喂养 14 d后试验组雌性体重增重明显，说明 FI
蛋白对小鼠的生长没有起到抑制作用。雄性小鼠

平均增重均高于雌性小鼠，原因可能是雄性小鼠新

陈代谢比雌性小鼠快，肠胃消化吸收率较高。

由表 3可知，灌胃 14 d后对小白鼠进行解剖

观察，同性别试验组和对照组的小鼠脏体比无明

显性差异，各脏器与体重的比值等均在正常值范

围内，同性别组间无显著性差异(P>0.05)。但无论

是试验组还是对照组的雄性小白鼠脏器比重大多

高于雌性小鼠，这可能是因为雄性小鼠自身新陈

代谢速度比雌性小鼠快，试验起始体重也比雌性

小鼠略高，因此脏器系数普遍高于雌性小鼠。

3 讨 论

由蛋白层析图可看出只有两个杂峰，且峰 1
的面积远大于峰 2、峰 3，说明本试验根据 FI蛋白

的耐热特性使用热沉法沉淀粗蛋白，有效避免了

其他杂蛋白的干扰。经过纯化后的蛋白在电泳图

谱中表现出高于标准品的纯度，因为 FI蛋白分子

量约为 550 kD，属于超高分子量蛋白，也能看出

组分 1、2间距大，根据凝胶层析原理可知两组分

的蛋白分子量差距较大，所以本试验的凝胶层析

法纯化工艺能达到较好的效果。在电泳图谱中组

分 1与标准品一致，但组分 2、3出现较多条带，推

测其为 FII蛋白。已知 FII蛋白为多种蛋白的总

 

 

图 4 GVMQILNTVIR 肽段二级谱图
 

 

图 5 GVMQILNTVIR肽段理论谱图

分子离子峰质荷比（m/z）图

表 1 FI蛋白的氨基酸组成

氨基酸

丙氨酸

精氨酸

天门冬酰胺

天门冬氨酸

半胱氨酸

谷氨酰胺

谷氨酸

甘氨酸

组氨酸

异亮氨酸

*亮氨酸

*赖氨酸

*甲硫氨酸

*苯丙氨酸

脯氨酸

丝氨酸

*苏氨酸

*色氨酸

*酪氨酸

*缬氨酸

注：“*”为必需氨基酸

FI蛋白（%）
9.1
5.1
4.0
4.2
2.0
4.1
7.7
7.6
1.7
4.4
8.9
5.6
2.2
4.1
5.0
5.9
5.2
2.2
4.7
7.8

FAO

4.8
4.2
2.2
2.8

2.8
1.4
2.8
4.2

水稻

8.2
3.2
3.0
5.7

3.8
1.3
5.7
6.2

小麦

7.0
2.7
2.5
4.0

3.3
1.2
4.0
4.3

玉米

15.0
2.3
3.1
6.0

3.7
0.6
6.0
5.3

大豆

7.6
6.6
1.1
3.2

3.9
1.2
3.2
5.2
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称，在电泳图中可见 FII蛋白主要以小分子量为

主，分子量最小为 9.4 kD左右。在理想状态下，每

一张二级谱图对应一个肽段，峰的个数是母离子

被进一步裂解后的碎片个数，但实际上所有的二

级谱图都有非常多的峰，这是由于试验方法不

同、设备误差和系统环境噪声等，会使谱图中引

入额外不必要噪声峰导致的。

FI蛋白含有人体所需的全部 8种必需氨基酸

和 10种非必需氨基酸，属于优质蛋白。谷氨酸含

量高达 7.7%，其金属螯合及质子供体能力有利于

增强抗氧化活性，Kong等 [12]认为甘氨酸、丙氨酸、

缬氨酸的侧链基团、结构等有利于自由基的结

合，从而提高抗氧化活性，FI蛋白中仅这 3种氨基

酸占比就高达 24.5%，因此分析 FI蛋白具有较高

抗氧化活性。脯氨酸、谷氨酸作为维持蛋白热稳

定性的重要蛋白，两种氨基酸含量高达 12.7%，与
报道的 FI蛋白具有较高耐热性一致。但在对蛋

白的氨基酸组成分析中发现本试验某些氨基酸含

量低于 Kung S D[13]的结果，而有些氨基酸含量高

于后者，与郭培国等 [14]得到的氨基酸含量也有差

异，推测可能是因为 Kung S D用于测定氨基酸含

量的 FI蛋白晶体纯度较高，且烟叶品种、生长环

境等也会导致差异的产生，甚至是基因的改变，

所以表达的氨基酸也会存在差异。

通过对蛋白质谱结果进行分析，发现 FI蛋白

具有较高的抗氧化活性，且具有一定耐热性，但

这两种性质并未叠加，而是相互影响直至达到一

种平衡状态，使 FI蛋白具有独特性。抗氧化蛋白

因为比抗氧化剂更加安全、环保，一直是研究热

点，但抗氧化蛋白普遍不耐热而未得到广泛应

用，所以开发FI蛋白具有广阔的应用前景。在限量

试验中小鼠一次经口给予灌胃剂量为 20 g/kg，是限

量试验剂量的 4倍，小鼠的脏器系数也无显著差异

（P>0.05），说明 FI蛋白没有产生急性毒性反应，且

对小鼠生长发育无显著影响，属于基本无毒，可作为

安全性食品或新型蛋白补充品开发利用。

据报道，FI蛋白的发泡性、乳化性均优于酪蛋

白 (牛奶的主要蛋白成分)。从营养价值和食品角

度来评价，其氨基酸含量丰富且不含胆固醇，易

于消化，特别适合作为老年人及肠胃病人的营养

补充 [15]。高纯度 FI蛋白为白色粉末，但在提取过

程中，往往因为多酚类物质，尤其是与绿原酸的

结合导致 FI蛋白为微黄色，而这种结合是不可逆

的，在后续研究中，将对去除多酚类物质进行试

验，及对 FI蛋白的分离纯化工艺进行优化，以期

为烟叶蛋白多用途开发利用提供理论依据。

中国作为烟草种植大国，其种植面积和产量均

居世界第一，除用于卷烟生产外，大量烟叶因为无法

充分开发利用而被舍弃，不仅导致大量资源浪费，且

有环境污染的风险。深入研究与开发利用这种资源

对于提高烟草的综合利用价值，为烟草行业去库存、

稳种植、增加烟农收入，进而促进我国烟草行业可持

续发展和产业结构调整均具有重要意义。

4 结 论

烟草 FI 蛋白含有全部必需氨基酸且符合

FAO/WHO优质蛋白标准，在小鼠限量试验中一次

经口灌胃限量试验剂量 4倍的 FI蛋白溶液，对小

表 2 小鼠体重和行为变化观察记录结果

小鼠组别

试验组

对照组

注：与生理盐水比较，P>0.05,下同

性别

♀
♂
♀
♂

体重（g）
0 d

23.5±0.93
24.6±0.93
23.0±0.38
23.6±1.00

3 d
25.0±1.41
26.0±1.41
24.0±068
25.2±0.75

7 d
26.0±1.47
28.2±1.47
26.0±0.71
26.4±1.80

14 d
27.9±1.40
29.2±1.04
27.0±1.49
28.0±2.10

行为

未见异常

未见异常

表 3 小鼠脏器系数

小鼠组别

试验组

对照组

性别

♀
♂
♀
♂

脏器系数（%）
心

0.57 ± 0.05
0.61 ± 0.06
0.54 ± 0.05
0.58± 0.30

肝

4.54 ± 0.30
4.82 ± 0.38
4.64 ± 0.51
5.02 ± 0.21

脾

0.29 ± 0.04
0.27 ± 0.02
0.25± 0.04
0.19 ± 0.21

肺

0.71 ± 0.06
0.83 ± 0.14
0.73 ± 0.09
0.79 ± 0.40

肾

1.39± 0.05
1.48 ± 0.35
1.29 ± 0.07
1.21 ± 0.82

胃

0.82 ± 0.13
0.71 ± 0.06
0.77 ± 0.11
0.61 ± 0.33

脑

1.69 ± 0.20
1.54 ± 0.10
1.64 ± 0.18
1.68 ± 0.76
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鼠生长发育及脏器系数等无影响，表现为基本无

毒，证实 FI具有食用安全性。可见，烟草 FI蛋白

具有良好的开发利用前景。
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