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　　摘要：环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）是机体内一种重要的生理活性物质，能调节机体细胞的多种功能活动，开发利用前景
广阔。以新疆地区红枣为原料，采用超微粉碎法和真空冷冻干燥法对红枣进行预处理，通过响应面法建立了水浴提取

环磷酸腺苷的二次多项数学模型，优化提取工艺参数，通过比较２种不同的预处理方式，得到的结果如下：超微粉碎法
处理后ｃＡＭＰ提取率为３１８．３１μｇ／ｇ，真空冷冻干燥处理后ｃＡＭＰ提取率为２３９．３５μｇ／ｇ。
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　　环磷腺苷（ｃＡＭＰ）是细胞内的重要物质，参与
调节物质代谢，是生命信息传递的 “第二信

使”［１－２］。它在动物体内可以增强心肌细胞抗损

伤、抗缺血和缺氧能力，是动物体内一种广泛存在

的、具有生理活性的重要物质［３－５］。目前，红枣中

ｃＡＭＰ的含量是已知植物中最高的，随着红枣深加
工及副产物综合利用产业化的发展以及医疗和保

健行业对ｃＡＭＰ需求量的增大，使用不同方法从红
枣中提取ｃＡＭＰ的研究越来越多，因此，深入研究如
何高效、低耗、环保地从红枣中提取ｃＡＭＰ具有重要
意义［６］。

本研究以新疆地区红枣为原料，采用超微粉碎

法、真空冷冻干燥法２种不同方式进行预处理，水浴
法提取 ｃＡＭＰ，通过单因素及响应面试验，利用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ中 ＢＢＤ统计软件，以红枣 ｃＡＭＰ提
取率为响应值，获得２种预处理方式的最佳工艺，并
通过高效液相色谱法测定其提取率，以期为提高

ｃＡＭＰ提取率提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料
红枣，购自新疆石河子市农贸市场。

１．２　仪器与试剂
１．２．１　仪器　超微粉碎机、真空冷冻干燥机、烘箱、
高效液相色谱仪、电子天平、台式低速离心机、数显

恒温水浴锅、旋转蒸发器。

１．２．２　试剂　ｃＡＭＰ标准品（纯度 ＞９９％）、甲醇
（色谱纯）、磷酸二氢钾（优级醇）、果胶酶、纤维

素酶。

１．３　方法
１．３．１　对照品溶液的制备　精密称取 ｃＡＭＰ标准
品，加适量蒸馏水制成１５μｇ／ｍＬ的溶液，摇匀，经
０．４５μｍ的滤膜过滤即得对照品溶液［７］。

１．３．２　样品的制备　精密称取采用不同预处理方
式处理后的枣粉１０．００ｇ，加入４４０ｍＬ超纯水，于
９０℃下水浴提取２次，每次１ｈ，合并提取液，于离
心机中３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液减压浓
缩至 １００ｍＬ，过 ０．４５μｍ微孔滤膜［８］，得样品

溶液。

１．３．３　色谱条件　ＺＯＲＢＡＸＳＢ－ＡｑＣ１８色谱柱
（３．５μｍ，４．６ｍｍ×１５０ｍｍ），柱温为 ３０℃，以
Ｖ水∶Ｖ乙腈 ＝４０∶６０）为流动相，流速为０．６ｍＬ／ｍｉｎ，
进样量为５μＬ。
１．３．４　质谱条件　采用电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离
子检测，雾化气（Ｎ２）压力设为 ０．２８ＭＰａ；干燥气
（Ｎ２）的流速设为１０Ｌ／ｍｉｎ，干燥气（Ｎ２）的温度设为
３５０℃。多反应监测（ＭＲＭ）模式监测反应质荷比
（ｍ／ｚ）为３３０．１０～１３６．００。碎裂电压为１４０Ｖ；碰撞
能量为２５Ｖ。
１．３．５　制作标准曲线　取“１．３．１”节中配制的
ｃＡＭＰ对照溶液，加超纯水配制成１．００ｍｇ／ｍＬ的混
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合储备液，于４℃保存；使用时用超纯水稀释，配制
成 ｃＡＭＰ质量浓度为 ０．０１、１、１０、５０、１００、５００、
１０００ｎｇ／ｍＬ的混合对照品溶液［９］。标样图谱如图

１所示。

２　结果与分析

２．１　超微粉碎法最佳工艺
２．１．１　单因素试验结果　影响红枣超微粉碎的主
要参数有物料水分含量（％）、单次打粉时间（ｓ）、打
粉次数（次）。分别对这几个参数进行单因素试验，

（１）在单次打粉时间为１０ｓ、打粉次数为５次的条件
下，分别测定物料含水量为 ６％、８％、１０％、１２％、
１４％时的ｃＡＭＰ提取率；（２）在物料含水量为１０％、
打粉次数为５次的条件下，分别测定单次打粉时间
为８、１０、１２、１４、１６ｓ时的 ｃＡＭＰ提取率；（３）在物料
含水量为１０％、单次打粉时间为１０ｓ的条件下，分
别测定打粉次数为 １、３、５、７、９次时的 ｃＡＭＰ提取
率。从表１可以看出，ｃＡＭＰ提取率随物料含水量
的增加先增大后减小，在物料含水量为１０％时达到
最大值；ｃＡＭＰ提取率随单次打粉时间的增加先增
大后减小，在单次打粉时间为１０ｓ时达到最大值；
ｃＡＭＰ提取率随打粉次数的增加先增大后减小，在
打粉次数为５次时达到最大值。因此，选择物料含
水量为８％、１０％、１２％，单次打粉时间为５、１０、１５ｓ，
打粉次数３、５、７次进行响应面分析。
２．１．２　响应面优化结果　根据前期单因素试验的
结果，选取物料水分含量（Ａ）、单次打粉时间（Ｂ）、
打粉次数（Ｃ）作为自变量，产品的 ｃＡＭＰ提取率
（Ｙ１）作为因变量，进行二次回归正交旋转组合试
验，各因子的水平设置及编码值见表２。
　　利用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件设计试验方案，试验
设计及结果见表３。

表１　单因素试验结果

物料

水分含量

（％）

ｃＡＭＰ
提取率

（μｇ／ｇ）

单次打粉

时间

（ｓ）

ｃＡＭＰ
提取率

（μｇ／ｇ）

打粉次数

（次）

ｃＡＭＰ
提取率

（μｇ／ｇ）

６ ２６５．１１０ ８ ２９５．８０ １ ２６０．１２

８ ２８８．１９５ １０ ３００．７１ ３ ２９４．７５

１０ ２９６．７５０ １２ ２９０．５６ ５ ３０３．２５

１２ ２８１．０１０ １４ ２６３．６１ ７ ２７３．７５

１４ ２４８．６５５ １６ ２４３．９６ ９ ２５１．４７

表２　因素水平编码

编码值
Ａ：物料水分
含量（％）

Ｂ：单次打粉时间
（ｓ）

Ｃ：打粉次数
（次）

－１ ８ ５ ３

０ １０ １０ ５

１ １２ １５ ７

表３　试验设计结果

编号
物料水分含量

（％）
单次打粉时间

（ｓ）
打粉次数

（次）

ｃＡＭＰ提取率
（μｇ／ｇ）

１ －１ －１ ０ ２９６．５４

２ １ －１ ０ ３０３．０４

３ －１ １ ０ ３０８．２４

４ １ １ ０ ２９０．３０

５ －１ ０ －１ ２９３．２１

６ １ ０ －１ ２８６．５７

７ －１ ０ １ ２９８．９７

８ １ ０ １ ３００．７５

９ ０ －１ －１ ３００．３３

１０ ０ １ －１ ２９７．１２

１１ ０ －１ １ ３０２．９１

１２ ０ １ １ ３０１．９２

１３ ０ ０ ０ ３２７．１２

１４ ０ ０ ０ ３２８．５２

１５ ０ ０ ０ ３２８．１２

１６ ０ ０ ０ ３２５．１３

１７ ０ ０ ０ ３２５．８４

２．１．３　响应面结果分析　应用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
７．０．０软件进行多元回归拟合，得到的模拟回归方
程为

Ｙ１＝３２６．９５－２．０４Ａ－０．６５Ｂ＋３．４２Ｃ－６．１１ＡＢ＋
２１０ＡＣ＋０．５５ＢＣ－１６．５６Ａ２－１０．８６Ｂ２－１５．５２Ｃ２。

响应面的回归显著性方差分析结果见表４，可
以看出，该回归模型具有极显著性（Ｐ＜０．０００１），
失拟项（Ｐ＝０．１００２＞０．０５）不显著，相关系数Ｒ２＝
０．９８９５，大于０．９，说明模型相关度较好［１０］。分别

—２８１— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１２期



以物料水分含量、单次打粉时间、打粉次数作响应

面与等高线分析，由图２至图４可知，打粉次数（Ｃ）
对环磷酸腺苷提取率的影响较大，表现为对应曲线

较陡；物料水分含量（Ａ）和单次打粉时间（Ｂ）对应
曲线较平缓，表明它们对环磷酸腺苷的提取效果影

响较小，这与回归分析的结果（表４）相吻合。
表４　ｃＡＭＰ提取率响应面结果的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型　 ３２６２．９６３ ９ ３６２．５５１４ ７２．９５５１６ ＜０．０００１

Ａ ３３．２１１２５ １ ３３．２１１２５ ６．６８３００３ ０．０３６２

Ｂ ３．４３２２ １ ３．４３２２ ０．６９０６５２ ０．４３３４

Ｃ ９３．２９７８ １ ９３．２９７８ １８．７７４０４ ０．００３４

ＡＢ １４９．３２８４ １ １４９．３２８４ ３０．０４８９２ ０．０００９

ＡＣ １７．７２４１ １ １７．７２４１ ３．５６６５６９ ０．１００９

ＢＣ １．２３２１ １ １．２３２１ ０．２４７９３２ ０．６３３８

Ａ２ １１５４．０４ １ １１５４．０４ ２３２．２２４２ ＜０．０００１

Ｂ２ ４９６．６３３５ １ ４９６．６３３５ ９９．９３６１１ ＜０．０００１

Ｃ２ １０１３．６０３ １ １０１３．６０３ ２０３．９６４４ ＜０．０００１

残差　 ３４．７８６５７ ７ ４．９６９５１

失拟项 ２６．３７９４５ ３ ８．７９３１５ ４．１８３６６８ ０．１００２

纯误差 ８．４０７１２ ４ ２．１０１７８

总残差 ３２９７．７４９ １６

　　从对回归方程模型因变量的方差分析可知，模
型一次项Ｂ（Ｐ＝０．４３３４）不显著，Ａ（Ｐ＝０．０３６２）
和Ｃ（Ｐ＝０．００３４）较显著。表明物料水分含量（Ａ）、

打粉次数（Ｃ）对 ｃＡＭＰ提取率的主效应明显，各因
素的主效应关系为打粉次数 ＞物料水分含量＞单
次打粉时间。

２．１．４　工艺条件优化　为了进一步确定最优工艺
条件，采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对试验参数进行进一
步优化，对回归方程取一阶偏导等于零，得到曲面

最高点，求导方程最后得出，各参试因子的最优工

艺条件分别为物料水分含量９．７３％，单次打粉时间
１０ｓ，打粉次数４次，该条件下 ｃＡＭＰ的预测提取量
为 ３２７．１８５μｇ／ｇ。　
２．１．５　重复验证试验　为验证模型的可行性，在回
归模型预测值的基础上，在物料水分含量为

９．７３％，单次打粉时间为１０ｓ，打粉次数为４次的条
件下重复６次试验，取平均值，得 ｃＡＭＰ提取率为
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３１８．３１μｇ／ｇ，实际提取值与理论提取值的吻合度为
９７．２９％，表明采用响应面法得到的最优提取条件各
参数可靠［１１］。

２．２　真空冷冻干燥法最佳工艺
２．２．１　单因素试验结果　影响红枣真空冷冻干燥
的主要参数有真空度（Ａ）、干燥温度（Ｂ）、干燥时间
（Ｃ）。分别对这几个参数进行单因素试验：（１）在干
燥温度为６０℃、干燥时间为５ｈ的条件下，分别测
定真空度为０．０３、０．０５、０．０７、０．０９、０．１１ＭＰａ时的
ｃＡＭＰ提取率；（２）在真空度为０．０７ＭＰａ、干燥时间
为５ｈ的条件下，分别测定干燥温度为４０、５０、６０、
７０、８０℃时的 ｃＡＭＰ提取率；（３）在真空度为
０．０７ＭＰａ、干燥温度为６０℃的条件下，分别测定干
燥时间为 １、３、５、７、９ｈ时的 ｃＡＭＰ提取率。结果
（表 ５）发现，ｃＡＭＰ提取率分别在真空度为
０．０９ＭＰａ、干燥温度为６０℃、干燥时间为７ｈ下达
到最大值。因此，选取真空度为０．７、０．９、１．１ＭＰａ，
干燥温度为５０、６０、７０℃，干燥时间为５、７、９ｈ进行
响应面分析。

表５　单因素试验结果

真空度

（ＭＰａ）
ｃＡＭＰ提取
率（μｇ／ｇ）

干燥温度

（℃）
ｃＡＭＰ提取
率（μｇ／ｇ）

干燥时间

（ｈ）
ｃＡＭＰ提取
率（μｇ／ｇ）

０．０３ １９２．６８ ４０ １９７．４５ １ １６５．６３

０．０５ ２０７．４１ ５０ ２０２．３４ ３ １９７．４２

０．０７ ２１３．５４ ６０ ２３６．４５ ５ ２１２．３１

０．０９ ２３８．４３ ７０ ２１０．４７ ７ ２３９．６４

０．１１ ２２１．５７ ８０ ２０１．３６ ９ ２１７．６７

２．２．２　响应面优化结果　根据前期单因素试验的
结果，选取真空度（Ａ）、干燥温度（Ｂ）、干燥时间（Ｃ）
作为自变量，产品的ｃＡＭＰ提取率（Ｙ１）作为因变量，
进行二次回归正交旋转组合试验，各因子的水平设

置及编码值见表６。
表６　因素水平编码

编码值
Ａ：真空度
（ＭＰａ）

Ｂ：干燥温度
（℃）

Ｃ：干燥时间
（ｈ）

－１ ０．７ ５０ ５

０ ０．９ ６０ ７

１ １．１ ７０ ９

　　利用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件设计试验方案，试验
设计及结果见表７。
２．２．３　响应面结果分析　应用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
７．０．０软件进行多元回归拟合，得到的模拟回归方
程为

表７　试验设计结果

编号
Ａ：真空度
（ＭＰａ）

Ｂ：干燥温度
（℃）

Ｃ：干燥时间
（ｈ）

ｃＡＭＰ提取率
（μｇ／ｇ）

１ －１ －１ ０ ２２２．４０８

２ １ －１ ０ ２２７．２８０

３ －１ １ ０ ２３１．１８０

４ １ １ ０ ２１７．７２８

５ －１ ０ －１ ２１９．９１２

６ １ ０ －１ ２１４．９３２

７ －１ ０ １ ２２４．２３２

８ １ ０ １ ２２５．５６４

９ ０ －１ －１ ２１８．２５２

１０ ０ １ －１ ２２２．８４０

１１ ０ －１ １ ２２７．１８４

１２ ０ １ １ ２２６．４４０

１３ ０ ０ ０ ２４９．８４０

１４ ０ ０ ０ ２４６．３９６

１５ ０ ０ ０ ２４７．５９６

１６ ０ ０ ０ ２４３．８５２

１７ ０ ０ ０ ２４６．６３６

　　Ｙ１＝２４６．８６－１．５３Ａ＋０．３８Ｂ＋３．４４Ｃ－４．５８ＡＢ＋
１．５８ＡＣ－１．３３ＢＣ－１２．３７Ａ２－９．８５Ｂ２－１３．３４Ｃ２。

响应面的回归显著性方差分析结果见表８，可
以看出，该回归模型具有极显著性（Ｐ＜０．０００１），
失拟项（Ｐ＝０．７２６０＞０．０５）不显著，相关系数Ｒ２＝
０．９８８８＞０．９，说明模型相关度较好［１２］。由回归方

程可知，各因素对环磷酸腺苷提取率的贡献值为真

空度２８．５９％、干燥温度７．１０％、干燥时间６４．２９％。
分别以真空度、干燥温度、干燥时间作响应面

与等高线分析，由图５－图７可知，干燥时间（Ｃ）对
提取环磷酸腺苷含量的影响较大，表现为对应曲线

较陡；真空度（Ａ）和干燥温度（Ｂ）对应曲线较平缓，
表明它们对环磷酸腺苷的提取效果影响较小，这与

回归分析的结果（表８）相吻合。
　　从对回归方程模型因变量的方差分析可知，模
型一次项Ａ（Ｐ＝０．０５６７）、Ｂ（Ｐ＝０．５８５８）不显著，
Ｃ（Ｐ＝０．００１４）显著，表明干燥时间对 ｃＡＭＰ提取
率的主效应明显，各因素的主效应关系为干燥时

间＞真空度＞干燥温度。
２．２．４　工艺条件优化　为了进一步确定最优工艺
条件，由ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对试验参数进行进一步
优化，对回归方程取一阶偏导等于零，得到曲面最

高点，求导方程最后得出，各参试因子的最优工艺

条件分别为真空度０．８９ＭＰａ，干燥温度６０．２４℃，
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表８　ｃＡＭＰ提取率响应面结果的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型　 ２２２３．９ ９ ２４７．１ ６８．６９１０７ ＜０．０００１

Ａ １８．６９０５ １ １８．６９０５ ５．１９５７５３ ０．０５６７

Ｂ １．１７３５１２ １ １．１７３５１２ ０．３２６２２３ ０．５８５８

Ｃ ９４．４２１２８ １ ９４．４２１２８ ２６．２４８０８ ０．００１４

ＡＢ ８３．９４２２４ １ ８３．９４２２４ ２３．３３５０２ ０．００１９

ＡＣ ９．９６０３３６ １ ９．９６０３３６ ２．７６８８６４ ０．１４０１

ＢＣ ７．１０７５５６ １ ７．１０７５５６ １．９７５８２２ ０．２０２６

Ａ２ ６４３．９６９２ １ ６４３．９６９２ １７９．０１６４ ＜０．０００１

Ｂ２ ４０８．３４９９ １ ４０８．３４９９ １１３．５１６８ ＜０．０００１

Ｃ２ ７４８．９４９８ １ ７４８．９４９８ ２０８．１９９８ ＜０．０００１

残差　 ２５．１８０８５ ７ ３．５９７２６５

失拟项 ６．４４５３ ３ ２．１４８４３３ ０．４５８６８６ ０．７２６０

纯误差 １８．７３５５５ ４ ４．６８３８８８

总残差 ２２４９．０８ １６

干燥时间 ７．２５ｈ，该条件下 ｃＡＭＰ的预测提取率
为 ２４７．１２７μｇ／ｇ。
２．２．５　重复验证试验　为验证模型的可行性，在回
归模型预测值的基础上，在真空度为０．８９ＭＰａ，干
燥温度为６０．２４℃，干燥时间为７．２５ｈ条件下重复６
次试验，取平均值，得 ｃＡＭＰ提取率为２３９．３５μｇ／ｇ，
实际提取值与理论提取值的吻合度为９６．８５％，表

明采用响应面法得到的最优提取条件各参数

可靠［１３］。

３　结论

比较２种不同的预处理方式可知，超微粉碎法
处理后ｃＡＭＰ提取率为３１８．３１μｇ／ｇ，真空冷冻干燥
处理后ｃＡＭＰ提取率为２３９．３５μｇ／ｇ，说明超微粉碎
法处理优于真空冷冻干燥处理，且从综合环保节能

的角度来看，选取超微粉碎法经济且提取效率高，

可以作为提取ｃＡＭＰ的一种有效的前处理方式。
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不同产地乌鸡氨基酸特征及其蛋白质品质评价

邵　坚，陈　芳，吴样明，刘慧莹，李诒光
（江中药业股份有限公司，江西南昌３３０００４）

　　摘要：采用氨基酸比值系数法及主成分分析法对３个产地共９批次乌骨鸡的氨基酸含量和组成进行分析，以评价
乌骨鸡氨基酸组成及营养价值。结果表明，不同产地乌骨鸡中氨基酸含量基本一致，含有丰富的必需氨基酸、儿童必

需氨基酸、支链氨基酸和条件必需氨基酸，但Ｐｒｏ、Ａｌａ、Ｃｙｓ、Ｇｌｙ、Ａｒｇ含量存在差异。乌骨鸡中氨基酸与 ＦＡＯ／ＷＨＯ氨
基酸模式及ＦＢＮ／ＩＯＭ氨基酸模式较为一致，必需氨基酸营养价值高，蛋氨酸和胱氨酸为乌骨鸡第一限制性氨基酸。
主成分分析提取３个主成分，贡献率达９０．１１１％，其中第一主成分贡献率达５４．０８６％；Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｈｅ、Ｈｉｓ、Ｌｙｓ在第一主
成分系数占较大比重，是乌骨鸡中代表性氨基酸。
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　　ＦＡＯ／ＷＨＯ氨基酸模式，是联合国粮农组织和
世界卫生组织（ＦＡＯ／ＷＨＯ）１９７３年提出的人体必
需氨基酸模式。ＦＢＮ／ＩＯＭ氨基酸模式，是美国科学
院医学研究所和美国食品营养研究会于２００２年提
出的儿童必需氨基酸模式［１］。通过氨基酸模式对

比进行氨基酸评分可较为科学地对蛋白质营养价

值进行评价［２］。

　　乌骨鸡（ＧａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓＢｒｉｓｓｏｎ）属雉科
动物，其皮、肉、骨俱黑，是营养价值极高的滋补

品［３］。乌骨鸡蛋白中氨基酸种类齐全，氨基酸含量

远高于白鸡，具有丰富的必需氨基酸、鲜味氨基酸

含量［４－５］。乌鸡现资源分布主要有３个类型：白丝
羽乌骨鸡，主产于江西泰和地区；白扁羽乌骨鸡，主

产于浙江省江山地区；黑扁羽乌骨鸡，主产于陕西

略阳地区、云南昭通地区。为更科学合理地对乌鸡

蛋白营养价值进行评价，本试验选取白丝乌骨鸡、白

扁羽乌骨鸡、黑扁羽乌骨鸡各 ３批次，对比 ＦＡＯ／
ＷＨＯ氨基酸模式和ＦＢＮ／ＩＯＭ氨基酸模式，通过氨基
酸系数比值法对乌鸡蛋白营养价值进行评价，并对乌

鸡中氨基酸进行主成分分析，阐述其氨基酸间规律。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　试验所用白丝羽乌骨鸡（批号：ＴＨ２０１８０３０１，
ＴＨ２０１８０５０６，ＴＨ２０１８０７１２），购于泰和乌骨鸡原种鸡
场；白扁羽乌骨鸡（批号：ＪＳ２０１８０３０８，ＪＳ２０１８０５１１，
ＪＳ２０１８０７２３），购于江山市蓝丰种禽有限公司；黑扁
羽 乌 骨 鸡 （批 号：ＬＹ２０１８０３０９，ＬＹ２０１８０５２０，
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