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　　摘要：为探索多花黑麦草叶蛋白提取及纯化工艺，采用不同的料水比、ｐＨ值和絮凝温度进行多花黑麦草叶蛋白的
提取和选用不同纯化剂进行叶蛋白纯化研究，结果表明，使用酸性热提法提取叶蛋白效果最好。最佳提取条件为 ｐＨ
值为４．０，７０℃水浴加热１０ｍｉｎ，叶蛋白提取率、纯蛋白含量均达到最大值，分别达４６．１７％和５３．１３％。多花黑麦草
叶蛋白的最佳纯化试剂为醇类物质，叶蛋白纯度提高６％ ～７．５％，综合考虑成本、安全等因素，推荐使用乙醇作为叶
蛋白的纯化剂。
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　　随着社会的不断发展，人均畜产品需求持续增长，饲料粮
的供给不足已经成为当前粮食安全的主要问题之一［１－２］。我

国畜牧生产和淡水养殖业蛋白质饲料缺口很大，开发并利用

植物蛋白资源对缓解养殖业蛋白资源缺乏具有重要作

用［３－６］。多花黑麦草（Ｌｏｌｉｕｍｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ）为我国长江中下游
及其以南地区的重要冷季牧草，具有产量高、品质好、耐湿等

优点，是饲养家畜及草食性鱼类的优质饲料，目前主要用作鲜

饲和青贮，但由于多花黑麦草供草期集中，短时间内供过于求

的现象时有发生，而利用多花黑麦草进行深度开发利用较

少［７－１０］。多花黑麦草粗蛋白含量高，利用多花黑麦草生产叶

蛋白，对缓解我国蛋白饲料严重短缺有重要意义。本试验以

初穗期多花黑麦草为试验材料，进行叶蛋白的提取工艺优化

研究，并对叶蛋白的纯化进行了初步研究，以期为多花黑麦草

叶蛋白的高效提取及利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料取自江苏省农业科学院六合种养

!

环基地初穗

期的多花黑麦草，多花黑麦草品种为长江２号。
１．２　多花黑麦草叶蛋白提取
１．２．１　原料前处理　称取多花黑麦草整株１００ｇ，清洗，剪成
长１～２ｃｍ的小段，按试验设计的料水比加入规定量的水，打
浆机打浆后，用３层纱布过滤，收集滤液，滤渣用蒸馏水洗涤
２次，弃滤渣后得到的滤液即为含有多花黑麦草叶蛋白的
汁液。

１．２．２　调ｐＨ值　使用ＨＣｌ调节多花黑麦草汁液的ｐＨ值至

设定的ｐＨ值。
１．２．３　加热　采用恒温水浴加热的方法将多花黑麦草汁液
加热到设定的温度，在水浴锅内恒温一定的时间得到絮凝物。

１．２．４　冷却离心　冷却到室温后装入离心管内，８０００ｒ／ｍｉｎ
离心７ｍｉｎ，去上清得到多花黑麦草叶蛋白浓缩物。
１．２．５　干燥　采用５５℃恒温干燥法对多花黑麦草叶蛋白浓
缩物进行干燥，烘干２４ｈ至恒质量。
１．３　多花黑麦草叶蛋白提取工艺的优化
１．３．１　料水比对叶蛋白提取的影响　称取新鲜多花黑麦草
３份，按鲜叶与水的重量比例１∶２、１∶３、１∶４（ｇ∶ｍＬ）分别
加水，打浆、过滤，将 ｐＨ值调到 ４，７０℃加热 １０ｍｉｎ，重复
３次。
１．３．２　ｐＨ值对叶蛋白提取的影响　称取新鲜多花黑麦草５
份，按料水比１ｇ∶３ｍＬ加水，打浆、过滤，分别将 ｐＨ值调到
２、４、６、８、１０，７０℃加热１０ｍｉｎ，重复３次。
１．３．３　絮凝温度对叶蛋白提取的影响　称取新鲜多花黑麦
草４份，按料水比１ｇ∶３ｍＬ加水，打浆、过滤，将 ｐＨ值调到
４，分别在４０、５０、６０、７０、８０℃下加热１０ｍｉｎ，重复３次。
１．３．４　絮凝时间对叶蛋白提取的影响　称取新鲜多花黑麦
草４份，按料水比１ｇ∶３ｍＬ加水，打浆、过滤，将 ｐＨ值调到
４，７０℃ 分别加热５、１０、１５、２０ｍｉｎ，重复３次。
１．３．５　提取工艺的优化　选取料水比、ｐＨ值、絮凝温度３个
因素，设计３个水平正交试验因子的水平表（表１），按照标准
正交表Ｌ９（３

３）进行试验。

表１　多花黑麦草叶蛋白提取正交试验因子水平

序号
Ａ：料水比
（ｇ∶ｍＬ） Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：絮凝温度

（℃）

１ １∶２ ３ ５０
２ １∶３ ４ ６０
３ １∶４ ５ ７０

１．４　叶蛋白纯化
分别使用甲醇、无水乙醇、丙酮、四氯化碳、异丙醇、蒸馏

水等试剂以料水比１ｇ∶３ｍＬ浸洗新鲜提取的叶蛋白粗提
物，静置１２ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去上清，沉淀烘干后测
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定其纯化蛋白质含量。重复３次。
１．５　计算方法

叶蛋白得率＝ 叶蛋白干质量

多花黑麦草样品鲜质量
×１００％；

叶蛋白提取率＝ 叶蛋白干质量×粗蛋白含量
鲜样烘干后干基质量×干基蛋白含量×１００％。

１．６　数据分析
利用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００７进行数据处理，采用 ＳＰＳＳＳｔａ

ｔｉｓｔｉｃｓ１７．０统计软件中的ＡＮＯＶＡ程序进行Ｄｕｎｃａｎ’ｓ多重比
较分析，不同指标的平均值通过 ＳＡＳ９．２软件采用 Ｆｉｓｈｅｒｓ
ＬＳＤ法进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　多花黑麦草叶蛋白提取工艺的研究
２．１．１　料水比对叶蛋白提取的影响　不同料水比提取叶蛋
白的试验结果（表２）表明，随着料水比的提高，提取物中蛋白
质的含量也逐渐增高，当料水比为１ｇ∶３ｍＬ时，蛋白质含量
达到最高，之后呈降低趋势；而叶蛋白提取率和蛋白质的含量

呈相关关系，在料水比为１ｇ∶３ｍＬ时，叶蛋白的提取率最
高，为４５３９％，显著高于料水比为 １ｇ∶４ｍＬ的提取率
（４１７７％），但料水比为１ｇ∶２ｍＬ和１ｇ∶３ｍＬ的叶蛋白提
取率差异不显著。

表２　不同料水比对叶蛋白提取的影响

料水比

（ｇ∶ｍＬ）
蛋白质含量

（％）
提取率

（％）

１∶２ ４９．１５±０．４１ｂＢ ４４．５４±０．５６ａＡ
１∶３ ５１．４５±０．５２ａＡ ４５．３９±０．５６ａＡ
１∶４ ４６．２３±０．２６ｃＣ ４１．７７±０．４１ｂＢ

　　注：同列不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），大写字母表示
差异极显著（Ｐ＜０．０１），下表同。

２．１．２　ｐＨ值对叶蛋白提取的影响　不同的 ｐＨ值条件下，
蛋白质含量与叶蛋白提取率差异均达到显著和极显著水平。

当ｐＨ值从２增加到４时，蛋白质含量与叶蛋白提取率均达
到最高，分别为５２．０８％和４５．９５％，显著高于ｐＨ值为２时的
４６．８２％和３９．９２％；当ｐＨ值逐渐增大，溶液由酸性变为中性
至碱性时，蛋白沉淀量与提取率迅速下降，碱性越大，蛋白含

量与提取率越低（表３）。

表３　不同ｐＨ值对叶蛋白提取的影响

ｐＨ值 蛋白质含量

（％）
提取率

（％）

２ ４６．８２±０．３９ｃＢ ３９．９２±０．３０ｂＢ
４ ５２．０８±０．２７ａＡ ４５．９５±０．２７ａＡ
６ ４８．２３±０．７８ｂＢ ３８．２４±０．３９ｃＣ
８ ４２．５６±０．６３ｄＣ ２５．５１±０．６４ｄＤ
１０ １５．４４±０．５４ｅＤ １０．０４±０．１５ｅＥ

２．１．３　絮凝温度对叶蛋白提取的影响　絮凝温度升到
５０℃，多花黑麦草中叶蛋白开始絮凝沉淀，蛋白沉淀量随着
温度的升高而逐渐增加，并最终趋于平稳（表４）。由表４可
见，当温度由６０℃升到７０℃时，多花黑麦草蛋白质含量逐渐
增大，从７０℃升到８０℃时，蛋白质含量下降，可见由６０℃到
８０℃，蛋白质含量先增大后降低，７０℃时的蛋白质含量

（５２３９％）显著高于其他温度；而从叶蛋白提取率来看，随着
温度的逐渐升高，提取率一直呈增加状态，但增加速度逐渐趋

于平缓。综上可知，７０℃是提取叶蛋白的最佳絮凝温度。

表４　不同絮凝温度对叶蛋白提取的影响

絮凝温度

（℃）
蛋白质含量

（％）
提取率

（％）

５０ ５０．１７±０．５６ｂＢ ５０．３４±０．２３ｂＢ
６０ ４４．４５±０．４８ｃＣ ４４．９７±０．３４ｃＣ
７０ ５２．３９±０．３２ａＡ ４６．０２±０．３０ｂＢ
８０ ４８．７４±０．４９ｃＣ ４７．１７±０．３６ａＡ

２．１．４　絮凝时间对叶蛋白提取的影响　在料水比
１ｇ∶３ｍＬ，ｐＨ值为４，７０℃的絮凝温度下，将多花黑麦草汁
液分别加热不等的时间。由表５可以看出，絮凝时间对多花
黑麦草叶蛋白提取的影响较小。加热５ｍｉｎ与加热１０ｍｉｎ蛋
白质含量与叶蛋白提取率都较高，相比之下加热１０ｍｉｎ效果
更好，提取率（４５．９７％）最高。

表５　不同絮凝时间对叶蛋白提取的影响

絮凝时间

（ｍｉｎ）
蛋白质含量

（％）
提取率

（％）

５ ５１．１９±０．２０ａｂＡ ４５．２６±０．２２ｂＡＢ
１０ ５１．３４±０．７０ａＡ ４５．９７±０．４０ａＡ
１５ ５０．７５±０．２４ａｂＡ ４４．７０±０．１８ｃＢ
２０ ５０．６３±０．２４ｂＡ ４４．９１±０．３１ｂｃＢ

２．１．５　多花黑麦草叶蛋白提取工艺的优化　正交试验结果
（表６）显示，各因素对蛋白质含量与叶蛋白提取率都有显著
影响。按照极差Ｒ的大小，影响多花黑麦草中蛋白质含量因
素的大小顺序为Ｃ＞Ｂ＞Ａ，即絮凝温度 ＞ｐＨ值 ＞料水比；影
响多花黑麦草中叶蛋白提取率因素的大小顺序为 Ｂ＞Ａ＞Ｃ，
即ｐＨ值＞料水比＞絮凝温度。表中计算分析后的最佳组合
条件为Ａ２Ｂ２Ｃ３，在料水比为１ｇ∶３ｍＬ、ｐＨ值为４、絮凝温度
７０℃ 的条件下，蛋白质含量 ５３．１３％，叶蛋白提取率
４６．１７％，２项指标均为最高值。

表６　多花黑麦草叶蛋白提取工艺正交试验结果

试验号 Ａ：料水比 Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：絮凝
温度

蛋白质含

量（％）
提取率

（％）

１ １ １ １ ５０．１６ ４３．３９
２ １ ２ ２ ５０．４１ ４５．０６
３ １ ３ ３ ５２．０４ ４４．２８
４ ２ ２ ３ ５３．１３ ４６．１７
５ ２ ３ １ ５０．６６ ４３．６９
６ ２ １ ２ ５１．５０ ４３．８５
７ ３ ３ ２ ５１．２４ ４２．１７
８ ３ １ ３ ５０．７４ ４２．６６
９ ３ ２ １ ５１．４８ ４４．４１

ｋ１（含量） ５０．８７ ５０．７６ ５０．６７
ｋ２（含量） ５１．６５ ５１．６７ ５１．０４
ｋ３（含量） ５１．１２ ５１．２１ ５１．９４
Ｒ（含量） ０．７８ ０．９２ １．２７
ｋ１（提取率） ４４．２４ ４３．３０ ４３．８３
ｋ２（提取率） ４４．５７ ４５．２１ ４３．６９
ｋ３（提取率） ４３．０８ ４３．３８ ４４．３７
Ｒ（提取率） １．４９ １．９１ ０．６８
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２．２　多花黑麦草叶蛋白的纯化
分别用甲醇、无水乙醇、丙酮、四氯化碳、异丙醇、蒸馏水

等试剂对新鲜提取的多花黑麦草叶蛋白粗提物进行萃取纯

化。试验结果（图１）表明，当未使用纯化剂时，对照组中多花
黑麦草叶蛋白的蛋白纯度在５６％左右；使用纯化剂后，在各
种纯化剂作用下叶蛋白的蛋白纯度均有所上升，影响大小依

次为丙酮＞乙醇 ＞甲醇 ＞异丙醇 ＞四氯化碳 ＞水。其中丙
酮的纯化效果最好，蛋白质纯度达到 ６７％；乙醇次之，为
６４％；水的效果最差，仅为５７％，而甲醇、异丙酮及四氯化碳
之间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

３．１　多花黑麦草叶蛋白提取工艺
试验中，当料水比达到１ｇ∶３ｍＬ、ｐＨ值为４、絮凝温度

为 ７０℃、絮凝时间为１０ｍｉｎ时，提取物中蛋白质含量最高为
５３．１３％，且叶蛋白提取率也最高，为４６．１７％。从料水比来
看，打浆过程中，加水量太少，使得多花黑麦草鲜样浸泡不充

分，打浆不彻底，叶蛋白不能充分提取；随着加水量增多，虽然

样品中叶蛋白得到充分浸泡与提取，但是同样会溶解较多的

细小纤维与色素，加热过程中蛋白不能完全絮凝沉淀，仍溶解

在滤液中，造成提取率下降。

蛋白质是一种两性电解质，当蛋白质所处环境 ｐＨ值发
生改变时，其表面的电荷量会随着溶液 ｐＨ值的改变而发生
相应的变化。在多花黑麦草叶蛋白提取过程中，提取液 ｐＨ
值为４时蛋白絮凝沉淀量最大且叶蛋白提取率最高，表明多
花黑麦草叶蛋白呈酸性。

温度是影响蛋白质含量的重要因素。絮凝温度在５０～
８０℃范围内，随温度的升高，多花黑麦草叶蛋白的提取率也
随之增加，并逐渐缓和，因为叶蛋白不但受加热变性的影响，

同时还要受等电点沉淀因素的作用，蛋白凝聚机会和敏感性

得以增加，从而使叶蛋白凝聚速度加快，絮凝出的物质结构紧

密且易分离，保证了叶蛋白的高提取率。随着絮凝时间的延

长，蛋白质含量与叶蛋白提取率变化相差不大，并不随时间的

延长而增加，这说明絮凝时间并不是影响多花黑麦草叶蛋白

提取的主要因素。

从选取影响叶蛋白提取的衡量指标来看，大部分类似的

试验主要考虑叶蛋白得率，但是由于叶蛋白中粗蛋白含量会

随着试验参数的改变而发生较大的变化，所以蛋白质含量这

一指标不能准确且全面地反映从多花黑麦草中提取的蛋白质

情况，同理，叶蛋白得率也是如此，为弥补此项不足，通过增加

叶蛋白提取率来补充反映蛋白质的提取情况。本试验在多花

黑麦草叶蛋白提取工艺的优化中，综合考虑蛋白质含量与叶

蛋白提取率２项指标的结果，同时兼顾生产成本及絮凝时间，
选择料水比１ｇ∶３ｍＬ、ｐＨ值４、絮凝温度 ７０℃、絮凝时间
１０ｍｉｎ为最佳试验条件，在该条件下，蛋白质含量与叶蛋白
提取率均可达到最高值，该结果与杨朝英等报道的试验结

果［１１］相一致。

３．２　多花黑麦草叶蛋白的纯化
鲜样中提取的多花黑麦草叶蛋白，由于其中含有多种植

物色素如叶绿素、类胡萝卜素，类脂化合物以及能够导致不良

气味及颜色的多酚类物质，对其利用有不利影响，而通过使用

有机溶剂进行纯化，不但除去了这些不良物质，还提高了叶蛋

白的纯度［１２－１３］。本试验通过使用各种有机溶剂，提高叶蛋白

纯度百分点左右，纯化后的多花黑麦草叶蛋白颜色变浅，无异

味，蛋白质含量明显升高。而采用水进行纯化效果最差，因为

叶绿素类物质不溶于水中；采用丙酮的纯化效果最好，但是丙

酮具有强的刺激性，且易燃易爆，因此，不推荐丙酮作为纯化

剂大量使用；醇类效果也较好，其中乙醇作为纯化剂，不但可

除去植物色素、类脂化合物及多酚类化合物，而且其成本较

低、对人体无毒、易于回收，因此，推荐使用乙醇作为叶蛋白的

纯化剂。
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