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摘要：为确定乙醇浸提法提取猕猴桃糖蛋白的最优条件，采用响应面分析法，以液料比、乙醇体积
分数、提取温度及提取时间为独立变量进行中心组合设计，以猕猴桃蛋白质提取率为响应值进行数
学模型拟合，研究了各独立变量对猕猴桃糖蛋白提取率的影响。结果表明：当液料比为６．５∶１、乙
醇体积分数２４％、提取温度２４℃、提取时间４５ｍｉｎ时，糖蛋白的提取率最高可达到６３．０５％，与试
验设计结果相符，有助于设计猕猴桃蛋白质提取的最佳工艺。
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　　猕猴桃属于猕猴桃科（Ａｃｔｉｎｉｄｉａｃｅａｓｅ）猕猴桃
属（Ａｃｔｉｎｉｄｉａ）的一种落叶性藤本植物，原产于我国
陕西、湖南等地，故又叫“中华猕猴桃”［１］。其果肉中
含有多种营养成分，如叶黄素、叶酸、维生素 Ａ 前
体、维生素Ｃ、维生素Ｂ６、泛酸、烟酸、维生素Ｂ１、维

生素Ｂ２、钙、镁、钾、铁及磷等，并富含镍、钛、钒、锆、

铍、铟、钇、硒、锂和锶等多种稀有元素［２］，有“长寿之
果”和“水果之王”的美称［３］，并且具有很高的药用价
值，可以抑制动脉硬化、降低血压、抗癌、抗衰老和提
高免疫力等［４］。Ｐａｕｌ　Ｌａｃｈａｎｃｅ［５］对２７种常见水果
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的营养含量进行系统综合比较，证明所有常见水果
中猕猴桃营养最丰富，近年来已成为世界各国竞相
发展的果品之一。

我国猕猴桃年产量在２０万ｔ以上，加工量占总
产量的１０％左右［６］。目前，猕猴桃产品由单一的水果
产品向饮料、酒品、果脯等产品拓展［７－９］，猕猴桃加工
已成为猕猴桃综合利用的重要环节之一［９］。猕猴桃
果实中的蛋白质含有１７种游离氨基酸［１１］，其中含有

１０种药效氨基酸、１１种必需和半必需氨基酸、１３种香
甜味氨基酸；刘小彦等［１１］采用乙醇浸提法从猕猴桃
榨汁中提取蛋白，经试验证明所提蛋白为糖蛋白。糖
蛋白是生物体内重要的生物活性物质，对人类健康有
重要作用，如增强免疫力、抗肿瘤、抗氧化、降低血糖
和血脂等［１３－１５］。猕猴桃糖蛋白作为一种资源丰富并
具有独特生理功能的植物糖蛋白质资源，对其进行合
理开发既可拓宽猕猴桃深加工领域，又可以开发新的
糖蛋白质资源。鉴于此，本研究运用响应面分析法对
影响乙醇浸提法提取猕猴桃糖蛋白提取率的几个重

要因素进行了系统研究，采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ　７．０软件
的中心组合，研究试验因素及其交互作用对蛋白提取
率的影响，并对拟合数学模型进行描述，以优化乙醇
浸提法提取猕猴桃糖蛋白的最佳工艺条件，为其工业
化生产和综合利用提供科学依据。

１　材料和方法

１．１　供试材料
供试中华猕猴桃品种为陕西周至，购于郑州大

中原果品城。

１．２　糖蛋白的提取方法
将猕猴桃表面擦净，去皮，去籽，捣碎，取样品

５ｍＬ于三角瓶中，分别按一定的液料比（乙醇溶液和
样品的体积比值，３∶１、４∶１、５∶１、６∶１、７∶１、８∶１、

９∶１、１０∶１）和一定的乙醇体积分数（５％、１０％、

１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％）加入三角瓶中，在
一定温度（１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５℃）下，提取一
定时间（１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０ｍｉｎ），提取液于

４　５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，测定蛋白含量。

１．３　糖蛋白提取率的计算方法
猕猴桃组织液乙醇提取液中糖蛋白含量的测

定，采用考马斯亮蓝染料比色法［１６］。

考马斯亮蓝Ｇ－２５０显色剂的配制：１００ｍｇ考马
斯亮蓝 Ｇ－２５０于５０ｍＬ　９５％乙醇中溶解，再加

１２０ｍＬ　８５％磷酸，二次蒸馏水定容至１　０００ｍＬ，滤
去不溶物，于棕色瓶中４℃保存备用。

牛血清蛋白标准曲线的绘制：１０ｍｇ牛血清蛋
白蒸馏水溶解至１００ｍＬ，得到０．１ｇ／Ｌ的标准牛血
清蛋白质溶液，按表１配比加入显色剂，混匀５ｍｉｎ
后在可见－紫外分光光度计５９５ｎｍ处测定吸光度
值，作牛血清蛋白质的含量与吸光度之间的标准曲
线图。

一定体积的提取液中，加入４ｍＬ考马斯亮蓝

Ｇ－２５０溶液，摇匀５ｍｉｎ后在可见－紫外分光光度
计５９５ｎｍ处测定吸光度，对应牛血清标准曲线，得
到样品提取液中的蛋白含量。蛋白含量（ｍｇ／ｍＬ）

＝（Ｃ×Ｖ１×Ｎ）／（Ｖ２×１　０００），式中，Ｃ为标准曲线
上所对应的蛋白质的质量浓度；Ｖ１ 为取样量；Ｎ 为
稀释倍数；Ｖ２ 为测定液体积。计算蛋白提取率，蛋
白提取率＝乙醇提取液中的蛋白质量浓度／组织液
中的粗蛋白质量浓度×１００％。

表１　牛血清蛋白标准曲线的试剂添加量表

添加试剂
管号

１　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７

０．１ｇ／Ｌ标准蛋白溶液／ｍＬ　 ０　０．１　０．２　０．４　０．６　０．８　１．０

Ｇ－２５０染色剂／ｍＬ　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４　 ４

蒸馏水／ｍＬ　 １．０　０．９　０．８　０．６　０．４　０．２　０

蛋白质质量浓度／（ｍｇ／Ｌ） ０　 １０　２０　４０　６０　８０　１００

２　结果与分析

２．１　牛血清蛋白标准曲线
由图１可见，标准曲线的回归方程为：ｙ＝

０．００５ｘ＋０．０１８　７，Ｒ２＝０．９９５　８，标准曲线的相关性
良好。根据提取的上清液的吸光度值，对应牛血清
标准曲线，可以计算出提取液中的蛋白含量，进一步
可计算出蛋白的提取率。

图１　牛血清蛋白标准曲线

２．２　猕猴桃糖蛋白提取条件的单因素试验

２．２．１　液料比　固定乙醇体积分数２０％，提取温
度２５℃，提取时间４０ｍｉｎ，分别以３∶１、４∶１、

５∶１、６∶１、７∶１、８∶１、９∶１、１０∶１的液料比进行
试验，比较液料比对糖蛋白提取效果的影响，结果见

２２１
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图２。由图２可知，随着液料比比值的增大，糖蛋白
提取率先升高后降低。其中，在液料比为６∶１时，
糖蛋白提取率达到最大值（５３．１４％），之后液料比继
续增加，糖蛋白提取率则略有减小，不但浪费乙醇溶
剂，也影响后期的加工处理，造成浓缩制备困难，所
以，初步确定最佳液料比为６∶１。

图２　液料比对猕猴桃糖蛋白提取率的影响

２．２．２　乙醇体积分数　固定液料比６∶１，提取温
度２５℃，提取时间４０ｍｉｎ，分别以５％、１０％、１５％、

２０％、２５％、３０％、３５％、４０％的乙醇体积分数进行试
验，比较乙醇体积分数对糖蛋白提取效果的影响，结
果见图３。由图３可知，随着乙醇体积分数的提高，
糖蛋白提取率不断增大，在乙醇体积分数为２５％
时，糖蛋白提取率最大，达５０．６７％，之后糖蛋白提
取率迅速减小。这可能是体积分数过高会对蛋白质
的组织结构有一定影响，引起蛋白质脱去水化层以
及降低介电常数而增加带电点间的相互作用，致使
蛋白质颗粒容易凝集而沉淀。所以，初步确定乙醇
最佳体积分数为２５％。

图３　乙醇体积分数对猕猴桃糖蛋白提取率的影响

２．２．３　提取温度　固定液料比６∶１，提取时间

４０ｍｉｎ，乙醇体积分数２５％，分别在提取温度１０、

１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５℃的条件下进行提取，考察
提取温度对糖蛋白提取效果的影响，结果见图４。

由图４可知，随着提取温度的升高，糖蛋白提取率增
大，２５℃时糖蛋白提取率达到４２．７１％，之后糖蛋白

提取率迅速减小。这是因为在低温条件下，蛋白质
不能充分溶解于溶剂中，提取不充分；温度升高，蛋
白质与有机溶剂的作用加强，提取率升高；温度过
高，易引起蛋白质天然结构解体、疏水基团暴露和展
开，使蛋白质分子凝固沉淀。所以，初步确定最佳提
取温度为２５℃。

图４　提取温度对猕猴桃糖蛋白提取率的影响

２．２．４　提取时间　固定液料比６∶１，乙醇体积分
数２５％，提取温度２５℃，分别提取１０、２０、３０、４０、

５０、６０、７０、８０ｍｉｎ，考察提取时间对糖蛋白提取效果
的影响，结果见图５。如图５所示，猕猴桃糖蛋白的
提取率最初随着提取时间的增加呈现上升趋势，至

４０ｍｉｎ时，蛋白提取率最高，达５５．１７％，之后又呈
下降趋势。说明适当延长提取时间，蛋白分子充分
溶胀，有利于蛋白质的溶出，但提取时间过长，蛋白
质颗粒之间的作用增强，易凝集而沉淀。因此，初步
确定最佳提取时间为４０ｍｉｎ。

图５　提取时间对猕猴桃糖蛋白提取率的影响

２．３　猕猴桃糖蛋白提取条件的响应面分析以及提
取工艺的优化

２．３．１　响应面分析数学模型的建立与检验　根据单
因素试验结果，确定猕猴桃糖蛋白最佳提取条件为液
料比６∶１、乙醇体积分数２５％、提取温度２５℃、提
取时间４０ｍｉｎ，各因素在最佳条件点左右分别选取

１个试验点，进行四因素三水平的响应面试验，响应
面分析因素和水平见表２。
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表２　狝猴桃糖蛋白提取响应面分析因素和水平

水平

因素

Ｘ１
（液料比）

Ｘ２（乙醇体
积分数）／％

Ｘ３（提取
温度）／℃

Ｘ４（提取
时间）／ｍｉｎ

－１　 ５∶１　 ２０　 ２０　 ３０

０　 ６∶１　 ２５　 ２５　 ４０

１　 ７∶１　 ３０　 ３０　 ５０

　　利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ　７．０软件中的中心组合设
计选项，共有３０个试验组合，试验结果见表３，得到
蛋白质的提取率为４４．４０％～６４．５５％。

表３　猕猴桃糖蛋白提取响应面分析方案及结果

试验
序号

Ｘ１ Ｘ２／％ Ｘ３／℃ Ｘ４／ｍｉｎ
Ｙ 蛋白
提取率／％

１　 ６∶１　 ２５　 ２５　 ４０　 ６１．７０
２　 ５∶１　 ２０　 ３０　 ５０　 ４８．４３
３　 ５∶１　 ３０　 ３０　 ５０　 ４４．４０
４　 ７∶１　 ３０　 ３０　 ５０　 ４５．１１
５　 ５∶１　 ２０　 ２０　 ３０　 ４９．８５
６　 ４∶１　 ２５　 ２５　 ４０　 ４７．４８
７　 ６∶１　 ２５　 １５　 ４０　 ４８．９０
８　 ７∶１　 ２０　 ３０　 ５０　 ４９．１４
９　 ６∶１　 ２５　 ２５　 ４０　 ６１．４６
１０　 ７∶１　 ２０　 ３０　 ３０　 ４８．１９
１１　 ７∶１　 ２０　 ２０　 ５０　 ５４．１２
１２　 ６∶１　 ２５　 ２５　 ４０　 ６４．５５
１３　 ６∶１　 ２５　 ２５　 ４０　 ６１．７０
１４　 ６∶１　 ３５　 ２５　 ４０　 ４６．２９
１５　 ６∶１　 １５　 ２５　 ４０　 ５１．７５
１６　 ５∶１　 ２０　 ２０　 ５０　 ５２．９３
１７　 ７∶１　 ３０　 ３０　 ３０　 ４６．７７
１８　 ５∶１　 ３０　 ２０　 ３０　 ４４．６３
１９　 ８∶１　 ２５　 ２５　 ４０　 ５７．２０
２０　 ６∶１　 ２５　 ２５　 ２０　 ５０．３２
２１　 ６∶１　 ２５　 ３５　 ４０　 ４５．８２
２２　 ６∶１　 ２５　 ２５　 ６０　 ５６．９６
２３　 ５∶１　 ２０　 ３０　 ３０　 ４７．０１
２４　 ７∶１　 ２０　 ２０　 ３０　 ５１．２７
２５　 ６∶１　 ２５　 ２５　 ４０　 ６２．１７
２６　 ５∶１　 ３０　 ２０　 ５０　 ４４．８７
２７　 ７∶１　 ３０　 ２０　 ３０　 ４６．０６
２８　 ７∶１　 ３０　 ２０　 ５０　 ５１．０３
２９　 ６∶１　 ２５　 ２５　 ４０　 ６０．７５
３０　 ５∶１　 ３０　 ３０　 ３０　 ４６．０６

对表３结果进行统计分析，得到二次回归方程：

Ｙ＝６７．２９＋１．４８９　Ｘ１－１．９３８　Ｘ２－１．１６７　Ｘ３＋
１．０６Ｘ４－３．０８２Ｘ２１－３．９８１Ｘ２２－４．４３１Ｘ２３－２．７２８Ｘ２４＋
０．３０５Ｘ１Ｘ２－０．４６６Ｘ１Ｘ３＋０．２７３Ｘ１Ｘ４＋０．７５５Ｘ２Ｘ３－
０．４３４Ｘ２Ｘ４－０．８１９Ｘ３Ｘ４
对二次回归方程进行方差分析，结果见表４。

从表４可知，Ｐ 值小于０．０５表明这个模型是显著
的，在这个试验里，Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４、Ｘ２１、Ｘ２２、Ｘ２３ 和Ｘ２４
对糖蛋白提取率有显著影响，其中一次项影响较为
显著（Ｐ＜０．０５），二次项均表现出极显著水平（Ｐ＜

０．０１）［１７－１８］，而交互作用项的Ｐ值均大于０．０５，表明
交互作用不显著。失拟项的Ｐ值为０．０８０　８，表明相
对于纯误差，该模型失拟不显著。回归方程整体模
型比较显著，并且失拟项不显著，表明该回归模型与
实测值能较好地拟合。

表４　回归方程方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型 ０．７８２　７　 １４　 ０．０５５　９　 １６．０８８　３ ＜０．０００　１

Ｘ１ ０．０３３　０　 １　 ０．０３３　０　 ９．４８９　１　 ０．００７　６

Ｘ２ ０．０５５　９　 １　 ０．０５５　９　 １６．０８９　８　 ０．００１　１

Ｘ３ ０．０２０　３　 １　 ０．０２０　３　 ５．８３５　１　 ０．０２８　９

Ｘ４ ０．０１６　７　 １　 ０．０１６　７　 ４．８１３　５　 ０．０４４　４

Ｘ２１ ０．１６１　５　 １　 ０．１６１　５　 ４６．４７４　７ ＜０．０００　１

Ｘ２２ ０．２６９　６　 １　 ０．２６９　６　 ７７．５６８　９ ＜０．０００　１

Ｘ２３ ０．３３３　９　 １　 ０．３３３　９　 ９６．０８６　４ ＜０．０００　１

Ｘ２４ ０．１２６　６　 １　 ０．１２６　６　 ３６．４２６　２ ＜０．０００　１

Ｘ１Ｘ２ ０．０００　９　 １　 ０．０００　９　 ０．２６５　９　 ０．６１３　６

Ｘ１Ｘ３ ０．００２　１　 １　 ０．００２　２　 ０．６１９　６　 ０．４４３　５

Ｘ１Ｘ４ ０．０００　７　 １　 ０．０００　７　 ０．２１２　９　 ０．６５１　１

Ｘ２Ｘ３ ０．００５　７　 １　 ０．００５　７　 １．６２７　５　 ０．２２１　５

Ｘ２Ｘ４ ０．００１　９　 １　 ０．００１　９　 ０．５３７　１　 ０．４７５　０

Ｘ３Ｘ４ ０．００６　７　 １　 ０．００６　７　 １．９１６　１　 ０．１８６　５

残差 ０．０５２　１　 １５　 ０．００３　５

失拟项 ０．０４５　９　 １０　 ０．００４　６　 ３．６９９　９　 ０．０８０　８

净误差 ０．００６　２　 ５　 ０．００１　２

总离差 ０．８３４　８　 ２９

２．３．２　各因素影响程度分析　各因素的Ｆ值可以
反映出各因素对试验指标的重要性，Ｆ值越大，表明
对试验指标的影响越大。从方差分析结果（表４）可
知：Ｆ（Ｘ１）＝９．４８９　１，Ｆ（Ｘ２）＝１６．０８９　８，Ｆ（Ｘ３）＝
５．８３５　１，Ｆ（Ｘ４）＝４．８１３　５，即各因素对猕猴桃糖蛋
白提取率的影响程度大小顺序为：乙醇体积分数＞
液料比＞提取温度＞提取时间。

２．３．３　响应面分析　为了考察交互项对糖蛋白提
取率的影响，在其他因素条件固定不变的情况下，考
察交互项对蛋白提取率的影响，对模型进行降维分
析［１９－２１］。经Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ　７．０软件分析，所得的响
应面和等高线见图６－图１１。由图６－图１１可知，
随着每个因素的增大，响应值增大；当响应值增大到
极值后，随着因素的增大，响应值逐渐减小。在交互
项对蛋白提取率的影响中，液料比×提取时间
（Ｘ１Ｘ４）对提取率的影响最小，液料比×乙醇体积分
数（Ｘ１Ｘ２）与其相似，其次是乙醇体积分数×提取时
间（Ｘ２Ｘ４）、液料比与提取温度（Ｘ１Ｘ３），乙醇体积分
数与提取温度 （Ｘ２Ｘ３）、提取温度与提取时间
（Ｘ３Ｘ４）对提取率的影响较大。
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为方便响应面设计，将响应面和等高线图中的液料比值５∶１、６∶１和７∶１，简写为５、６和７。下同

图６　Ｙ＝ｆ（Ｘ１，Ｘ２）的响应面和等高线

图７　Ｙ＝ｆ（Ｘ１，Ｘ３）的响应面和等高线

图８　Ｙ＝ｆ（Ｘ１，Ｘ４）的响应面和等高线

２．３．４　提取条件优化　通过软件分析，得到最优提

取条件为液料比６．２５∶１、乙醇体积分数２３．６７％、提取

温度２４．０４℃、提取时间４２．５８ｍｉｎ，得到蛋白提取率为

６７．９８％。根据实际操作要求，选取最佳工艺条件为液

料比６．５∶１、乙醇体积分数２４％、提取温度２４℃、提取

时间４５ｍｉｎ，经过３组平行试验，得到猕猴桃糖蛋白的

提取率为６３．０５％，稍低于试验设计值，但接近于最优

提取条件的预测值，所以试验值与预测值相符合［２２］。
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图９　Ｙ＝ｆ（Ｘ２，Ｘ３）的响应面和等高线

图１０　Ｙ＝ｆ（Ｘ２，Ｘ４）的响应面和等高线

图１１　Ｙ＝ｆ（Ｘ３，Ｘ４）的响应面和等高线

３　结论

采用响应面法明确了猕猴桃糖蛋白提取有最优

条件，液料比、乙醇体积分数、提取温度和提取时间

各因素对猕猴桃糖蛋白提取率都有影响，影响程度

大小顺序为：乙醇体积分数＞液料比＞提取温度＞
提取时间；猕猴桃糖蛋白质提取的最佳工艺条件为

液料比６．５∶１、乙醇积分数２４％、提取温度２４℃、
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提取时间４５ｍｉｎ，糖蛋白的提取率可达到６３．０５％。
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