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蜂王浆中主蛋白成分(MRJP2)的 
分离纯化及圆二色谱分析

胡熠凡1,2，陈忠周2，田文礼1,2，赵亚周1，彭文君1,*
(1.中国农业科学院蜜蜂研究所，北京 100093；2.中国农业大学生物学院，农业生物技术国家重点实验室，北京 100193)

摘  要：利用亲和层析、分子筛层析和离子交换层析从新鲜蜂王浆中提取蜂王浆中主蛋白成分(MRJP2)的单一组

分，经SDS电泳和质谱鉴定为MRJP2后，再通过圆二色谱技术对MRJP2在不同温度、不同pH值、不同离子浓度下

二级结构的变化情况进行检测。结果表明：10～90℃升温过程中，α螺旋比例增加、β折叠和无规则卷曲比例减少，

β转角比例变化不大；pH值由4.0上升到9.0过程中，α螺旋比例先减少后增加，β折叠比例在pH5.0时最高，β转角比

例基本不变，无规则卷曲比例在pH8.0时最高；蛋白溶液中添加不同金属离子后，Ca2+可以促进α螺旋比例增加，而

Mg2+和Zn2+会明显降低α螺旋比例。
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Circular Dichroism Analysis of MRJP2 Purified from Royal Jelly
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Abstract：MRJP2, a member of the major royal jelly protein (MRJP) family, was extracted from fresh royal jelly, purified 
by affinity chromatography, molecular sieve chromatography and ion exchange chromatography and identified by SDS-
PAGE and mass spectrum. The MRJP protein was analyzed by synchrotron radiation circular dichroism (SRCD) to clarify 
its secondary structure as a function of temperature, pH and ion concentrations. The results of this study showed that heat treatment 
at elevated temperatures from 10 to 90 ℃ resulted in increased proportion of α-helix and decreased proportion of β-strand 
and random coil, while the proportion of β-turn kept stable. As the pH varied from 4.0 to 9.0, the proportion of α-helix revealed 
an initial decrease followed by an increase, the highest proportions of β-strand and random coil were found at pH 5.0 and 8.0, 
respectively, and the proportion of β-turn remained basically unchanged. After different metal ions were added in the protein 
solution, the proportion of α-helix was increased by Ca2+ but decreased by Mg2+ and Zn2+. 
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蜂王浆是由蜂群中青年工蜂头部的咽下腺和上颚腺

分泌而来，呈现为一种黏稠的乳浆状物质，主要用于饲

喂蜂王及3日龄内的幼虫[1-3]。蜂王浆富含多种对机体有益

的物质，其中蛋白质约占干质量的50%，包括水溶性蛋

白质和水不溶性蛋白质。水溶性蛋白质占蜂王浆中总蛋

白质含量的46%～89%，为蜂王浆蛋白质的主要部分，称

为蜂王浆主蛋白(major royal jelly proteins，MRJPs)[4-5]。

蜂王浆主蛋白成分为一个蛋白质家族，迄今为止，研究

人员已经发现10个成员(MRJP1～MRJP9和MRJPψ)[6-7]。

MRJPs具有多种生物学功能，如参与决定蜂群中雌性蜂的

级型分化[8-9]，为幼虫的发育提供必要的可利用氮元素[10-11]，

以及可能在蜜蜂行为调控中起作用等[12-14]。但是MRJPs中
各个成员之间的功能不同，所以针对MRJPs中单一组分

的研究很有必要。MRJP2是该蛋白质家族的第2个成员，分

子质量为49～51ku，等电点为6.2～7.9，属于一种弱碱性糖蛋

白，其在蜂王浆主蛋白中含量为16%左右[3,14]。Simúth等[15]

研究发现MRJP2可以刺激小鼠巨噬细胞释放肿瘤坏死因

子(TNF-α)，提出其抗癌应用的潜在生理价值。Bíliková
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等[16]研究发现MRJP2能够抑制芽孢杆菌属(Paenibacialus 
larvea)的生长，提示蜂王浆中功能蛋白组分MRJP2在药

物研究方面的应用前景。近年来，关于MRJPs的分离纯

化方法主要依赖于离子交换层析和分子筛层析。较早

的有Chen等[17]采用Sepacryl S-200分子筛层析分离得到

MRJP1和MRJP2两种蛋白的混合物，未能进一步分离。

Simúth[1]采用超速离心(245000×g，5h，6℃)的方法分离

得到纯度较高的MRJP1蛋白。Schimitzova等[5]经多次反复

上样DEAE-52离子交换柱，分离纯化出MRJP1和MRJP2

两种蛋白。Bíliková等[18]利用DEAE Sephadex离子交换柱

分离出了蜂王浆中的一种小肽Apisimin。Sano等[19]采用

DEAE-5PW离子交换层析和Superdex-200分子筛层析结

合的方法，分离得到了MRJP3。近两年如Gabriel等[20]只

采用Mono-Q柱也分离得到了MRJP1和MRJP2两种蛋白。

以上这些分离方法大多采用单一柱层析进行反复分离，

而反复上样容易导致蛋白损失过多，并且其采用的柱材

在分离精度和范围上有一定的局限性。再者，蜂王浆蛋

白家族中有些蛋白含量较低、等电点集中，分子质量接

近，采用一种柱层析方法难以将其分离纯化。所以，本

实验尝试根据蜂王浆蛋白的性质，采用3种精度较高的的

柱材对其进行联合分离，和以往的分析方法相比，具有

蛋白量损失小和分辨率高等优点。

同步辐射真空紫外圆二色光谱(synchrotron radiation 
circular dichroism，SRCD)是测定蛋白质二级结构的光谱

技术，可用于研究不同实验条件对蛋白质二级结构变化

的影响[21-22]。在圆二色谱法测量中，蛋白质和多肽有许多

官能团在可见光区或紫外光区有圆二色讯号吸收带，蛋

白质的各二级结构都有其特征圆二色光谱和波长[23-25]。

Bíliková等[18]利用圆二色谱技术测定蜂王浆蛋白中小肽

段(apisimin)，发现其二级结构与前人预测结果一致。

Gabriel等 [20]利用圆二色谱研究了Ca2+浓度、pH值和温

度对MRJP1结构稳定性的影响，结果发现Ca2+可以增加

MRJP1对温度和pH值敏感性。目前为止，尚未发现关于

MRJPs家族中其他成员二级结构的研究报道，蜂王浆中

蛋白质结构信息的缺乏必将影响其生物学功能的研究进

程。鉴于此，本实验拟对蜂王浆中纯化的MRJP2二级结

构进行SRCD研究，并分析不同实验条件对MRJP2二级结

构的影响，以期为蜂王浆中功能蛋白组分生物学功能的

研究提供一定的理论参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

纯鲜意大利蜜蜂(Apis mellifera ligustica)蜂王浆样

品采自中国农业科学院蜜蜂研究所实验蜂场，采收后置

于－80℃保存备用。

Tris、咪唑 美国Sigma-Aldrich公司；醋酸钙、

硫酸镁、硫酸锌 北京化工厂；蛋白分子质量Marker 
北京天根生化公司；MALDI-TOF质谱标准蛋白混合物

(包括angiotensin i、angiotensin ii、substance p、bombesin、
acth clip(1-17)、acth clip(18-39)和somatostatin(28) 7种标准

蛋白) 德国Bruker公司；所有试剂均为分析纯；水为超

纯水。

1.2 仪器与设备

同步辐射真空紫外圆二色谱装置  中国科学院

高能物理研究所；BioRad Duoflow蛋白纯化仪 美国

BioRad公司；Ni SepharoseTM 6 Fast Flow (100mL)、Q 
SepharoseTM High Performance (75mL)、SuperdexTM 200 
10/30GL 美国GE Healthcare公司；CR22GIII型离心机 
德国Sigma公司；DYY-4C型电泳仪 北京六一仪器厂；

754型紫外分光光度计 上海光谱仪器公司；Amicon 
Ultra超滤管(30ku) 美国Millipore公司；Autoflex Ⅲ型基

质辅助激光解析电离飞行时间质谱仪(MALDI-TOF-MS) 
德国Bruker公司。

1.3 方法

1.3.1 蜂王浆蛋白的分离纯化

新鲜蜂王浆1g溶于10mL缓冲液(40mmol/L Na2HPO4-
NaH2PO4，pH7.3)，混匀后，于4℃、14000×g离心

30min。取上清液过0.45μm微孔滤膜，滤液即为蜂王浆粗

提液。取10mL蜂王浆粗提液上样镍柱，收集穿透液，为

目的蛋白(Ⅰ)并浓缩至1mL，利用SDS-PAGE电泳检测其

分子质量和纯度。目的蛋白(Ⅰ)过0.22μm微孔滤膜，进

行Superdex 200分子筛纯化，条件为：缓冲液(20mmol/L 
Tris-HCl，150mmol/L NaCl，pH8.0)，流速0.3mL/min。
根据280nm波长处的紫外吸收峰收集目的蛋白(Ⅱ)溶液，

使用超滤管降低缓冲液盐浓度，浓缩至5mL备用。分子

筛纯化后的样品经Q Sepharose柱进行离子交换，并经

线性盐溶液洗脱，洗脱条件为：缓冲液(20mmol/L Tris-
HCl，0～1000mmol/L NaCl，pH8.0)，流速1mL/min。
根据280nm波长处的紫外吸收峰收集溶液，为目的蛋白

(III)，浓缩至10mg/mL。最后，利用SDS-PAGE电泳检验

目的蛋白(Ⅲ)的纯度。

1.3.2 质谱鉴定

目的蛋白(Ⅲ)用胰蛋白酶酶切过夜后，取1μL样品和

1μL α-氰基-4-羟基肉桂酸(CHCA)基质溶液(5g/L)混合后

风干，进行质谱上样。质谱仪分析采用正离子线性模式

检测，离子解析电离源为脉冲氮激光(337nm)，离子加速

电压为20kV，平均每次测定样品的激光脉冲次数为100
次/秒，质谱信号为多次累加扫描。采用标准蛋白混合物

作外标标定多肽质谱峰峰位，得到多肽片段，最终通过

Swiss Prot数据库(http://www.uniprot.org)对目的蛋白进行

检索鉴定。
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1.3.3 圆二色谱分析

纯化后目的蛋白(Ⅲ)溶液置于超滤管中，利用反

复浓缩的方法替换为缓冲液PBS(10mmol/L Na2HPO4-
NaH2PO4)，pH值分别调整为4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、
9.0，设置不同pH值实验组；另取目的蛋白溶液(缓冲

液为：10mmol/L Na2HPO4-NaH2PO4，pH8.0)分别添加

不同浓度的Ca2+(1、5、10mmol/L)、Mg2+(10mmol/L)、
Zn2+(10mmol/L)。根据仪器响应水平将蛋白质量浓度浓缩

为6mg/mL，并设置对照组(CK)，其缓冲液为10mmol/L 
Na2HPO4-NaH2PO4，pH8.0。

圆二色谱条件：储存环的电子能量为1.5GeV，束

流强度为450mA。波长扫描范围为175～260nm，步长

1.0nm，CaF2样品池厚度0.005mm，停留时间1min，扫

描次数7次，测量温度为20℃。变温实验中扫描温度为

10～90℃，每10℃为一个梯度。CD谱利用CD Tool软件

进行数据处理，所得数据进行在线二级结构分析(http://
dichroweb.cryst.bbk.ac.uk)，选择CDSSTR算法计算二级结

构的α螺旋、β折叠、β转角和无规卷曲的含量。

2 结果与分析

2.1 MRJP2的分离纯化

1 2 3

116.0ku

66.2ku

45.0ku

35.0ku

1.蜂王浆粗提液；2.目的蛋白(Ⅰ)；3.标准蛋白Marker。

图 1 SDS-PAGE检测亲和层析后的目的蛋白(Ⅰ)

Fig.1 SDS-PAGE analysis of target protein (Ⅰ)

新鲜蜂王浆经镍柱亲和层析后，峰王浆粗提液和目

的蛋白(Ⅰ)经SDS-PAGE电泳检测结果见图1。目的蛋白

(Ⅰ)正上方分子质量较大的蛋白杂带已去除干净，仅剩

分子质量为50ku左右的两条明显条带。分子筛层析图谱

结果见图2，由Superdex 200分子筛的标准蛋白Marker图
谱可知，洗脱体积在14mL的蛋白峰对应的分子质量在

158ku左右，其可能为目的蛋白(Ⅰ)的多聚体。洗脱体积

在18mL左右的峰对应的蛋白分子质量在50ku左右，与

MRJP2的分子质量相当，收集其为目的蛋白(Ⅱ)上样离

子交换层析。由最终的离子交换图谱(图3)可见，本实验

中的样品上样前采用了充分的脱盐处理，使得洗脱液体

积在0～40mL时未出现紫外吸收峰，说明样品与离子交

换柱结合完全，增加后期洗脱过程中目的蛋白的纯化得

率；洗脱液体积在40～90mL之间时，出现2个明显峰，

说明蜂王浆中其他蛋白质可能已被去除，可能仅剩余含

量最高的MRJP1和MRJP2蛋白；图谱中2个峰峰型尖锐

对称，表明纯化蛋白均一性良好；另据前人报道 [3,22]，

MRJP2与离子交换柱的结合能力弱于MRJP1而先被洗脱

下来，故推测第1个紫外吸收峰为MRJP2，收集其为目的

蛋白(III)。
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图 2 目的蛋白(Ⅰ)的分子筛图谱

Fig.2 Size exclusive chromatogram of target protein (Ⅰ)
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图 3 目的蛋白(Ⅱ)的离子交换图谱

Fig.3 Ion exchange chromatogram of target protein (Ⅱ)

2.2 MRJP2的定性分析结果

116.0ku

66.2ku
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35.0ku

25.0ku

1 2

1.目的蛋白(Ⅲ)；2.标准蛋白Marker。

图 4 SDS-PAGE检测纯化的目的蛋白(Ⅲ) 

Fig.4 SDS-PAGE analysis of purified target protein (Ⅲ)

根据图3信息对离子交换过程中42～50mL的蛋白洗

脱溶液收集后进行浓缩，再利用SDS-PAGE电泳对其进
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行检测，结果见图4。蛋白条带明显且单一，无其他杂

蛋白，说明目的蛋白纯化效果较好。目的片段大小约为

50ku，与之前关于MRJP2分子质量的报道一致[3,22]，初步

确认目的蛋白(Ⅲ)为MRJP2。

图 5 质谱肽段碎片匹配结果(匹配片段用下划线标出)

Fig.5 Polypeptide matching of MRJP2 (matched fragment highlighted 

with underline)

将目的蛋白(Ⅲ)用胰蛋白酶酶切过夜后，进行质谱

上样，结果得到分子质量较大的多个多肽片段，通过

Swissprot数据库(http://www.uniprot.org)检索，与已知蛋

白序列进行匹配，多肽片段匹配情况如图5所示，序列覆

盖率为49.34%。匹配序列与MRJP2的匹配得分最高，且

为唯一及格蛋白，故经生物信息学比对结果进一步确认

该蛋白为蜂王浆主蛋白成分MRJP2。
2.3 温度对MRJP2二级结构的影响
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图 6 MRJP2二级结构随温度变化情况

Fig.6 Changes in secondary structures of MRJP2 with temperature 

圆二色谱的梯度温度设置为10～90℃，最终降温至

10℃，对MRJP2蛋白溶液进行测试后，其图谱经CD Tool
和CD SSTR算法处理，得到各个温度下二级结构组成及

变化情况。由图6可知，α螺旋比例大致随温度的升高而

升高；β折叠和无规则卷曲比例大致随温度升高而降低，

β转角比例的变化随温度变化不明显。当温度重新下降至

10℃时，与起始温度10℃条件下的二级结构比例相比，

α螺旋和β转角比例略有增加，β折叠比例降低，无规卷曲

未发生明显变化，说明MRJP2经高温处理发生较小程度

的不可逆变性。

2.4 pH值对MRJP2二级结构的影响

将MRJP2溶液的pH值按照实验条件进行设置后，经

SRCD测试，图谱经CD Tool和CD SSTR算法处理，得到

各pH值下二级结构组成及变化情况。由图7可知，当pH

值从4.0变化到9.0的过程中，α螺旋比例呈“两头高，中

间低”的态势，表明在强酸或强碱情况下MRJP2中的α螺
旋比例较高；β折叠比例变化不大，其中在pH5.0、6.0、
7.0时最高；β转角比例基本处于不变状态；无规则卷曲比

例在pH8.0时最高，其余pH值情况下基本一致。

50

40

30

20

10

4 5 6 7 8 9
0

pH

/%

α β β

图 7 MRJP2二级结构随pH值变化情况

Fig.7 Changes in secondary structures of MRJP2 with pH 

2.5 不同金属离子对MRJP2二级结构的影响
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图 8 MRJP2二级结构随离子种类及浓度变化的变化情况

Fig.8 Changes of secondary structures of MRJP2 with metal ion type 

and concentration 

向MRJP2溶液中添加不同种类和浓度的金属离子

后，经SRCD测试，图谱经CD Tool和CD SSTR算法处

理，得到不同种类和浓度金属离子下的二级结构组成及

变化情况。由图8可知，与CK组相比，α螺旋比例随Ca2+

浓度的升高而升高，呈现明显的剂量-效应关系，而Mg2+

和Zn2+会明显降低α螺旋比例；β折叠和β转角比例受离子

种类和浓度影响不明显；高浓度Ca2+可以一定程度降低无

规卷曲比例，Mg2+和Zn2+则对其影响不大。

3 结 论

本研究根据蜂王浆蛋白质的特性，首次采用亲和层

析、分子筛层析、离子交换层析3种方法联合分离MRJP2
蛋白，和以往的分析方法相比，具有蛋白质量损失小和

分辨率高等优点。所有分离纯化操作程序均在4℃条件下

进行，避免蛋白变性降解，从而最终保证了目的蛋白的

含量。随后将圆二色谱分析过程中的蛋白缓冲溶液替换
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为对紫外光吸收不强烈的PBS，降低实验误差。通过以

上实验方法的提高与改进，使得目的蛋白的纯度及得率

较高，适宜进一步的SRCD分析。研究中采用SDS-PAGE
电泳和质谱2种方法对目的蛋白进行定性，保证了蜂王浆

中纯化的MRJP2的真实性。

通过设置不同实验条件，对MRJP2进行圆二色谱分

析，发现MRJP2二级结构含量变化受温度、pH值和Ca2+

影响较大，而10mmol/L的Mg2+、Zn2+对MRJP2的二级结

构影响不大。根据刘权等[26]报道，β折叠是蛋白质热稳

定的基础，如果升温过程中β折叠比例变化不大，则其

热稳定性良好，说明本研究中MRJP2的耐热性较差，并

会发生不可逆的热变性现象。本研究结果显示，MRJP2 
在pH5.0、6.0、7.0时，其二级结构比例未发生明显的变

化，该种现象的原因可能是天然状态下，蜂王浆偏酸性

易于保持其中蛋白质结构和功能的稳定性，而当pH4.0
时，其二级结构比例发生较大改变，提示蜂王浆在强酸

条件下可能变性。关于金属离子对MRJP2二级结构影响

实验中，α螺旋比例随Ca2+浓度增加而增加，存在剂量-
效应关系，而Mg2+和Zn2+则显著降低α螺旋比例，其他

二级结构比例变化不大。根据Gabriel等[20]报道，Ca2+可

降低MRJP1对温度的敏感性，是由于Ca2+使β折叠在外界

环境温度变化的情况下保持了稳定状态。而本研究中，

Ca2+亦能影响MRJP2二级结构比例，分析原因可能是由于

MRJP2与MRJP1属于同一蛋白家族，结构性质相似。

综上所述，不同实验条件如温度、pH值、金属离子

种类和浓度等均可以导致MRJP2二级结构比例发生一定

程度的变化，或者导致各二级结构之间发生相互转化，

而蛋白质结构的变化往往伴随其功能的改变，因此，本

研究结果有助于为不同生产及储存条件下蜂王浆生物学

功能变化情况的研究提供一定的理论参考。
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