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　　摘要：为优化僵蚕醇溶蛋白质的提取工艺，并建立相应的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳）、
ＨＰＬＣ（高效液相色谱）、ＦＴＩＲ（傅里叶变换红外光谱）指纹图谱。在单因素试验的基础上，利用响应面法，以提取率为
响应值建立数学模型，获得最佳工艺，用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ＨＰＬＣ、ＦＴＩＲ建立僵蚕醇溶蛋白质指纹图谱。通过单因素试验考
察乙醇浓度、料液比、温度、提取时间对僵蚕醇溶蛋白质提取率的影响，进而用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ法设计４因素３水平试
验，进行响应面回归分析。结果表明，僵蚕醇溶蛋白质的最佳提取工艺条件为料液比 １ｇ∶２４．２２ｍＬ，乙醇浓度
３８７３％，温度３５℃，提取时间３．９４ｈ，此时的提取率为０．５４０２％。用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ＨＰＬＣ、ＦＴＩＲ法建立僵蚕醇溶蛋白
质指纹图谱，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析结果表明，僵蚕醇溶蛋白质分子量集中在１６．７～３６．２ｋｕ；ＨＰＬＣ分析结果表明，主要僵
蚕醇溶蛋白质的保留时间为２．０４８ｍｉｎ与３．３５４ｍｉｎ，其含量分别占总蛋白量的３１．２３％与３２．９３％；ＦＴＩＲ分析结果表

明，僵蚕醇溶蛋白质在２９２７．７１、１６３１．７１、１４５７．２４、１３１０．７１ｃｍ－１处有主要吸收峰。研究并建立了僵蚕醇溶蛋白质
的优化提取条件，并获得了蛋白质的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ＨＰＬＣ、ＦＴＩＲ指纹图谱。
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　　早在秦汉年间，《神农本草经》就收载僵蚕为祛
风定惊、化痰散结的中品药材［１］。现代药理学研究

发现，僵蚕具有抗癌、降血糖、抗菌、镇静催眠、抗凝

血、神经营养及保护等多种作用［２－７］。目前研究认

为，僵蚕富含的草酸铵是其抗惊厥、抗凝血的主要

药理成分，槲皮素是其祛痰、止咳的药理成分。程

锁明等利用反复硅胶柱色谱、十八烷基硅烷键合硅

胶填料柱、液相色谱等方法进一步从僵蚕中分离得

到（３α，６β）－３－苄基 －６－异丙基 －４－甲基 －２，
５－吗啡啉二酮等１２个化合物［８］。殷志琦等应用硅

胶柱层析和重结晶方法首次从僵蚕中分离得到６个
化合物［９］。郭晓恒等从僵蚕的三氯甲烷部位分离

鉴定出６，９－氧桥－麦角甾 －７，２２－双烯 －３－醇、
β－谷甾醇等多种化学成分［１０］。但是，目前对僵蚕

中含量最丰富的蛋白质还缺乏深入研究。

蛋白质具有重要的生物学功能，是生命活动的

执行者。在稀盐、缓冲系统的水溶液作用下，蛋白

质的溶解度大、稳定性好，因此它们是蛋白质提取

的常用溶剂。乙醇溶液可用于提取植物中的醇溶
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性蛋白质［１１－１３］，但能否用于提取僵蚕中的醇溶性蛋

白质至今尚未见报道。响应面法可基于数学建模

确定试验因素间的相互作用并进行工艺优化［１４］，目

前已在蛋白质提取工艺的优化中得到广泛应

用［１５－１８］。本研究旨在利用响应面法优化僵蚕醇溶

蛋白质的提取工艺，并对其进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（十二
烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳）、ＨＰＬＣ（高效
液相色谱）、ＦＴＩＲ（傅里叶变换红外光谱）指纹图谱
分析，旨在为其后续功能研究及开发应用提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
主要试验材料为僵蚕，购自亳州中药材市场，

经江苏大学药学院欧阳臻教授鉴定为蚕蛾科昆虫

家蚕４～５龄的幼虫感染白僵菌后的致死干燥体。
主要试剂有蛋白质分子量标准品，购自赛默飞

世尔科技有限公司；考马斯亮蓝 Ｒ－２５０，购自北京
中生瑞泰科技有限公司；溴酚蓝，购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公
司；无水乙醇、牛血清白蛋白、甲醇、乙腈、溴化钾等

试剂，均购自国药集团化学试剂有限公司。

１．２　仪器与设备
主要设备有电子分析天平，购自Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；

酶标仪，购自美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司；数显恒温
水浴锅，购自江苏省金坛市医疗仪器厂；微量台式

离心机，购自美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；冷冻干燥
机，购自德国Ｍａｒｉｎｃｈｒｉｓｔ公司；Ａｖａｔａｒ－３７０型傅立
叶变换红外光谱仪，购自美国尼高力仪器公司；安

捷伦ＬＣ１２００液相色谱仪，购自美国普惠公司。
１．３　试验方法
１．３．１　蛋白质的提取　将僵蚕粉碎并过７０目筛备
用。取适量僵蚕粉末，按预设的料液比加入预设浓

度的乙醇溶液，在恒温水浴箱中用预设温度水浴振

荡提取醇溶蛋白质。水浴结束后，将样品于

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液备用。
１．３．２　蛋白质提取率的测定　以考马斯亮蓝法进
行蛋白质定量，牛血清白蛋白为标准蛋白质，测定

５９５ｎｍ处样品吸光度，建立标准曲线［１９］。随后分

别取２００μＬ“１．３．１”节所得样品加入管Ａ、管Ｂ中，
Ａ管加适量三氯乙酸，离心去除沉淀蛋白质；Ｂ管不
作任何处理，根据Ａ管及Ｂ管吸光度计算蛋白质吸
光度，再根据标准曲线计算样品中的蛋白质含量，

之后按下述公式计算蛋白质提取率：

蛋白质提取率＝（ｍＢ－ｍＡ）／ｍ×１００％。

式中：ｍＡ为Ａ管的蛋白质含量；ｍＢ为Ｂ管的蛋白质
含量；ｍ为提取用僵蚕粉末量。
１．３．３　单因素试验　（１）乙醇浓度对蛋白质提取
率影响的试验。乙醇浓度分别设为 ２０％、３０％、
４０％、５０％、６０％、７０％，温度为 ４０℃，料液比为
１ｇ∶２５ｍＬ，提取时间为４ｈ。（２）料液比对蛋白质
提取率影响的试验。料液比分别取 １ｇ∶１０ｍＬ、
１ｇ∶１５ｍＬ、１ｇ∶２０ｍＬ、１ｇ∶２５ｍＬ、１ｇ∶３０ｍＬ，提
取温度为４０℃，乙醇浓度为４０％，提取时间为４ｈ。
（３）提取温度对蛋白质提取率影响的试验。提取温
度分别取３０、３５、４０、４５、５０、５５℃，乙醇溶液浓度为
４０％，提取时间为４ｈ，料液比为１ｇ∶２５ｍＬ。（４）
提取时间对蛋白质提取率影响的试验。提取时间

分别取１、２、３、４、５、６、７ｈ，提取温度为４０℃，乙醇浓
度为４０％，料液比为１ｇ∶２５ｍＬ。
１．３．４　响应面试验　在单因素试验的基础上，采用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６中的 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合
试验设计响应面试验，以料液比、乙醇浓度、温度、

时间为自变量，以提取率为响应值，采用响应面分

析法对僵蚕醇溶蛋白质的提取工艺条件参数进行

优化，其各因素的编码水平见表１。
表１　僵蚕醇溶蛋白质试验因素水平及编码水平

编码水平

因素

Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：乙醇浓度
（％）

Ｃ：温度
（℃）

Ｄ：时间
（ｈ）

－１　 １∶２０ ３０ ３５ ３

０ １∶２５ ４０ ４０ ４

１ １∶３０ ５０ ４５ ５

１．３．５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测　取适量蛋白质样品与上
样缓冲液混合，沸水浴处理１０ｍｉｎ，得电泳样品。按
照常规方法进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，分离胶浓度为
１０％，浓缩胶浓度为５％，于８０Ｖ恒压电泳２ｈ，当
溴酚蓝指示剂距胶板底部边缘１～２ｃｍ时结束电
泳，取下凝胶后进行染色、脱色［２０］。

１．３．６　凝胶分析　用凝胶成像系统采集 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ凝胶图像，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件定量各条带的
迁移率及灰度值，按如下公式计算各蛋白质的比例：

　　蛋白质比例 ＝待测蛋白质灰度值／蛋白质总灰
度值×１００％。
１．３．７　ＨＰＬＣ检测　采用安捷伦ＬＣ１２００液相色谱
仪进行检测，色谱柱为 ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８（１００ｍｍ×
４６ｍｍ ＩＤ），流动相为 １０％乙腈溶液，流速为
０．５ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为２０μＬ，检测波长为２７０ｎｍ。
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取适量冻干后的僵蚕蛋白质粉末溶解于适量流动

相，再按照上述检测条件进行ＨＰＬＣ检测。
１．３．８　ＦＴＩＲ检测　取适量冻干后的僵蚕蛋白质粉
末，加入适量溴化钾（ＫＢｒ）粉末研磨混匀，压片后置
于傅立叶红外光谱仪下，于４０００～４００ｃｍ－１范围内
进行扫描。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果分析
由图１－Ａ可知，当乙醇浓度达到４０％前，提取

率随着乙醇浓度的增加呈上升趋势；当乙醇浓度为

４０％时，提取率达到峰值为０．５３１％；之后继续提高
乙醇浓度，提取率逐渐降低。这可能是因为乙醇浓

度过高时，提取液的极性变小，使得蛋白质在提取液

中的溶解度降低。因此，本研究选择乙醇提取浓度为

４０％。由图１－Ｂ可知，当料液比小于１ｇ∶２５ｍＬ
时，随着料液比的增加，提取率呈明显上升的趋势；

当料液比为 １ｇ∶２５ｍＬ时，具有最大提取率，为

０５３２％；继续增加料液比，提取率没有显著变化。
理论上说，料液比越大，提取液的黏度就越低，蛋白

质就越容易溶出。当料液比达到１ｇ∶２５ｍＬ后，蛋
白质的溶出趋于平衡，料液比的增加不再使提取率

升高，过多的提取液反而会造成资源浪费和后续处

理的困难。综合考虑，选择料液比为１ｇ∶２５ｍＬ。
由图１－Ｃ可知，当温度低于４０℃时，随着温度的
上升，提取率逐渐升高，在温度为４０℃时达到峰值，
为０．５１９％；当温度继续提高时，提取率反而降低，
这可能是因为随着温度的升高，蛋白质会发生变

性，进而形成凝胶，从而增加了提取液的黏度，导致

分离困难，并且过高的温度也会造成能耗的增加。

综合考虑，选择提取温度为 ４０℃。由图 １－Ｄ可
知，当提取时间小于４ｈ时，提取率随着提取时间的
增加而升高；当提取时间为４ｈ时，提取率达到最大
值，为０．５３２％，此时蛋白质的溶出率达到了动态平
衡；当提取时间超过４ｈ时，若继续增加提取时间，
提取率反而下降，因此选择提取时间为４ｈ。

２．２　响应面结果分析
响应面法是一种结合数学方法与统计方法对

所感兴趣的响应值受多个变量影响的问题进行建

模和分析的数理统计方法，可以实现响应值的优

化。本研究在单因素试验的基础上，以蛋白质提取

率为效应值，以料液比、乙醇浓度、温度和提取时间

为自变量进行响应面设计试验，结果见表２、表３。
　　从表３可看出，该模型Ｐ值显著、失拟项不显
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表２　僵蚕醇溶蛋白质提取工艺Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验分析

编号

编码值

Ａ：料液比 Ｂ：乙醇
浓度

Ｃ：温度 Ｄ：提取
时间

提取率

（％）

１ ０ ０ －１ １ ０．４５９

２ ０ ０ １ １ ０．４５２

３ －１ ０ １ ０ ０．４９８

４ ０ －１ ０ １ ０．４５４

５ ０ －１ １ ０ ０．５２０

６ －１ １ ０ ０ ０．５０８

７ ０ ０ ０ ０ ０．５３４

８ ０ １ ０ １ ０．４６７

９ １ －１ ０ ０ ０．５２０

１０ ０ ０ －１ －１ ０．４７７

１１ １ ０ ０ １ ０．４５６

１２ ０ ０ ０ ０ ０．５３５

１３ ０ １ ０ －１ ０．４６１

１４ １ ０ １ ０ ０．５２８

１５ ０ １ －１ ０ ０．５３８

１６ －１ －１ ０ ０ ０．５０２

１７ １ ０ ０ －１ ０．４５９

１８ ０ ０ ０ ０ ０．５３５

１９ ０ ０ １ －１ ０．４５７

２０ ０ －１ ０ －１ ０．４６８

２１ ０ ０ ０ ０ ０．５３７

２２ ０ －１ －１ ０ ０．５３６

２３ －１ ０ －１ ０ ０．５３３

２４ ０ １ １ ０ ０．５３５

２５ ０ ０ ０ ０ ０．５３２

２６ １ ０ －１ ０ ０．５１６

２７ １ １ ０ ０ ０．５２５

２８ －１ ０ ０ １ ０．４３３

２９ －１ ０ ０ －１ ０．４４８

著，表明模型拟合得较好。另外，料液比、温度、提

取时间对乙醇溶液提取僵蚕蛋白质的影响极显著，

其中交互项 ＡＣ、ＢＤ对僵蚕醇溶蛋白质提取率具有
显著或极显著影响，结果如图２所示。
　　用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件对表３中的数据
进行分析，拟合得回归方程：

Ｙ＝０．５３０＋０．６８０Ａ＋０．２８０Ｂ－０．５８０Ｃ－
０４１０Ｄ－００２５ＡＢ＋１．２００ＡＣ＋０．３００ＡＤ＋０．３３０ＢＣ＋
０．５００ＢＤ＋０３３０ＣＤ－１．６００Ａ２－０．２６０Ｂ２－０．０７６Ｃ２－
０．０７０Ｄ２。　

从该回归方程可以看出，４个因素对僵蚕醇溶
性蛋白质提取率影响的排序为料液比 ＞温度 ＞提

表３　回归方程方差分析

变异源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型 ０．０３６０ １４ ２５．８０００ １８５．４０ ＜０．０００１

Ａ ５．６０００ １ ５．４７００ ４０．２７ ＜０．０００１

Ｂ ０．９６００ １ ０．９６００ ６．９２ ０．０１９７

Ｃ ３．９７００ １ ３．８５００ ２８．５２ ０．０００１

Ｄ ２．００００ １ ２．００００ １４．３８ ０．００２０

ＡＢ ０．００２５ １ ０．００２５ ０．０１８ ０．８９５３

ＡＣ ５．５２００ １ ５．７６００ ３９．６９ ＜０．０００１

ＡＤ ０．３６００ １ ０．３６００ ２．５９ ０．１３００

ＢＣ ０．４２００ １ ０．４２００ ３．０４ ０．１０３３

ＢＤ １．００００ １ １．００００ ７．１９ ０．０１７９

ＣＤ ０．４２００ １ ０．４２００ ３．０４ ０．１０３３

Ａ２ １６．９０００ １ １７．１０００ １２１．３５ ＜０．０００１

Ｂ２ ０．４５００ １ ０．４４００ ３．２３ ０．０９３８

Ｃ２ ０．０３７０ １ ０．０４６０ ０．２７ ０．６１２７

Ｄ２ ０．０３２０ １ ０．０３２０ ２３１７．７５ ＜０．０００１

残差 ２．００００ １４ ０．１４００

失拟项 １．８２００ １０ ０．１８００ ５．５０ ０．０５７４

误差项 １．３２００ ４ ０．０３３０

合计 ０．０３６０ ２８

取时间＞乙醇浓度。通过软件计算分析，得出最佳
僵蚕醇溶蛋白质提取工艺为料液比１ｇ∶２４．２２ｍＬ，
乙醇浓度３８．７３％，温度３５℃，提取时间３．９４ｈ，在
此条件下获得最佳僵蚕醇溶性蛋白质的提取率为

０．５４０２％。
２．３　验证试验

取３份僵蚕粉末，按照最佳提取工艺条件进行
试验，重复３次，得到僵蚕醇溶蛋白质平均提取率为
０．５４１７％。该结果与理论最大值一致，说明本试验
的数学模型稳定可靠。

２．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ指纹图谱分析
按照“１．３．５”节与“１．３．６”节方法进行僵蚕醇

溶蛋白质的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ指纹图谱分析。由图３可
以看出，用４０％乙醇溶液提取的蛋白质样品为多种
中小分子量（１６．７～３６．２ｋｕ）蛋白质形成的混合物，
其中分子量较小（１６．７～２３．１ｋｕ）的蛋白质占蛋白
质总量的７４％，其迁移率为０．８０８～０．９４５；分子量
较大（３２．５～３６．２ｋｕ）的蛋白质占蛋白质总量的
２４．８％，其迁移率为０．６０３～０．６５１。
２．５　ＨＰＬＣ指纹图谱分析

按照“１．３．７”节所述方法进行僵蚕醇溶蛋白质
的ＨＰＬＣ指纹图谱分析。如图４所示，共形成保留
时间介于１．６３０～６．１１５ｍｉｎ的６个色谱峰，其中主
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要醇溶蛋白质的保留时间分别为２．０４８、３．３５４ｍｉｎ，
其含量分别占总蛋白含量的３１．２３％、３２．９３％。
２．６　ＦＴＩＲ指纹图谱分析

按照“１．３．８”节所述进行僵蚕醇溶蛋白质的
ＦＴＩＲ指纹图谱分析。由图５可见，用４０％乙醇提取
的僵蚕蛋白质在４０００～４００ｃｍ－１范围内共有６个
吸收峰，其中 ２９２７．７１ｃｍ－１处为甲基、亚甲基的
Ｃ—Ｈ伸缩振动峰，１６３１．７１ｃｍ－１处为蛋白质酰胺Ⅰ
带的 Ｃ Ｏ的伸缩振动峰，１４５７．２４、１３１０．７１ｃｍ－１

处为 Ｃ—Ｈ的弯曲振动吸收峰。冀宪领等曾报道，
僵蚕７５％乙醇提取物的ＦＴＩＲ指纹图谱的主要特征
吸收峰为１７２３、１３００、１２１０ｃｍ－１等［２１］，将其研究

结果与本研究结果相结合，可为基于 ＦＴＩＲ技术鉴
定僵蚕提供较好的试验依据。

３　结论与讨论

植物中含有较多的醇溶蛋白质，研究结果表明，

这些蛋白质具有良好的生物相容性、利用度及可降解

性，可用作多种支架材料、黏附材料及载体材料，在食

品及医药方面有广阔的应用前景［２２－２５］。但是，动物
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来源的醇溶蛋白质至今仍鲜有报道。本研究采用响

应面法优化了僵蚕醇溶蛋白质的提取工艺，结果表

明，最佳提取条件为料液比１ｇ∶２４．２２ｍＬ，乙醇浓度
３８．７３％，温度３５℃，提取时间３．９４ｈ，蛋白质的最
优提取率为 ０．５４０２％，建立了僵蚕醇溶蛋白质的
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ＨＰＬＣ、ＦＴＩＲ指纹图谱，为后续僵蚕醇
溶蛋白质的研究及开发利用创造了条件。
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康复，２０１１，１５（１２）：２１４６－２１４８．

［２４］李　敏，王　瑶，王双双，等．玉米醇溶蛋白支架生物相容性及

在牙周缺损修复中的应用［Ｊ］．中国组织工程研究，２０１６，２０

（２５）：３７２６－３７３１．

［２５］李晓晖，黄文娟，周　伟，等．反溶剂法制备姜黄素 －高粱醇溶

蛋白复合颗粒及其特性分析［Ｊ］．食品科学，２０１８，３９（６）：７－

１２．　
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