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　　摘要：建立稀碱法提取僵蚕蛋白质的最佳工艺，并对其进行相应ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶
电泳）指纹图谱分析。单因素考察缓冲液ｐＨ值、液料比、提取时间和提取温度对僵蚕碱溶性蛋白质提取率的影响，随
后以Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ组合设计响应面优化，对试验结果进行回归拟合分析，获得上述因素对碱溶性蛋白质提取率的量
化关系，确定最佳提取条件，并对提取的碱溶性蛋白质进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ指纹图谱分析。结果表明最佳提取工艺条件
为：Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（三羟甲基氨基甲烷盐酸盐）缓冲液 ｐＨ值 ８．０、液料比 ５８ｍＬ∶１ｇ，提取温度为 ４０℃，提取时间为
２０５ｍｉｎ，此时碱溶性蛋白质提取率可达 ２．２９％。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ指纹图谱结果表明僵蚕碱溶性蛋白质含有 ２９．８５、
２７．２８ｋｕ２条迁移率相近的高丰度特征性条带，分别占总蛋白量的３６．３７％、３２．６５％，同时还有７８．８、６９ｋｕ较高丰度
特征性条带，该指纹图谱具有种属特异性。本研究建立了僵蚕碱溶性蛋白质的最佳提取工艺条件，所得 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
指纹图谱可为僵蚕药材的分子鉴定提供参考依据。
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　　僵蚕（ＢｏｍｂｙｘＢａｔｒｙｔｉｃａｔｕｓ）为蚕蛾科昆虫家蚕
（ＢｏｍｂｙｘｍｏｒｉＬ．）４～５龄的幼虫感染（或人工接
种）白僵菌［Ｂｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ（Ｂａｌｓ．）Ｖｕｉｌｌａｎｔ］而
致死的干燥体，为我国常用的大宗动物类中药

材［１］。因其息风止痉、祛风止痛、化痰散结的功效，

僵蚕常用于抽动障碍、支气管哮喘、顽固性蛋白尿

及多种儿科疾病的临床治疗，且疗效甚佳［２－３］。由

于僵蚕售价较高，市场常见增质量僵蚕、绿僵蚕、黄

僵蚕、鼓炒僵蚕等伪品出售，严重影响临床用药的

安全性与有效性［４］。

当前僵蚕主要由药工依其身直、肥壮、质坚、色

白、断面光亮程度鉴别真伪及划分等级。此外，赵

建国等用红外光谱法鉴别僵蚕［５］，张丽增等用薄层

法鉴别僵蚕及含有僵蚕的中成药［６］，贾静等建立了

僵蚕药材的ＤＮＡ条形码，为建立相应分子鉴定技术
提供了参考［７］。僵蚕含有丰富的蛋白质，但未有系

统提取工艺及特征种属蛋白质研究的报道。本研

究旨在建立僵蚕蛋白质的稀碱法提取工艺，并以

Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件进行响应面优化，进而建立僵
蚕碱溶性蛋白质的十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺
凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）指纹图谱，为后续研究基于
蛋白质组成的僵蚕分子鉴定技术提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
僵蚕于２０１９年购自安徽亳州中药材市场（批

号９－２３５３９），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（或人工接
种）白僵菌而致死的干燥体。

牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度测定
试剂盒［生工生物工程（上海）股份有限公司］；蛋白

质分子量标准品（上海碧云天生物技术有限公司）；

丙烯酰胺、Ｎ，Ｎ′－亚甲双丙烯酰胺、十二烷基硫酸
钠、考马斯亮蓝Ｒ－２５０（中国医药集团有限公司）。
１．２　仪器与设备

ＣＳ－７００高速智能粉碎机（武义海纳电器有限
公司）、ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ１９０酶标仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
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ｄｅｖｉｃｅｓ公司）、Ｈ１６５０－Ｗ台式微量高速离心机（湘
仪离心机仪器有限公司）、ＦＥ２０型实验室 ｐＨ计
（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）、垂直电泳槽 ＶＥ－１８０（上海
天能科技有限公司）、ＤＹＹ－６Ｃ稳流稳压电泳仪
（南京驰顺科技发展有限公司）、ＧｅｎｏＳｅｎｓ２１００凝
胶成像系统（上海勤翔科学仪器有限公司）。

１．３　试验方法
１．３．１　蛋白质提取　僵蚕药材水洗后４０℃烘干，
打粉后过７０目筛，称取适量僵蚕粉末，按预设液料
比加入０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（三羟甲基氨基甲烷盐
酸盐）缓冲液，５０℃水浴振荡，到预设提取时间后以
９７００ｇ离心１０ｍｉｎ，上清即为碱溶性蛋白质样品。
１．３．２　蛋白质提取率测定　以考马斯亮蓝
（Ｂｒａｄｆｏｒｄ）法测定蛋白质含量，牛血清白蛋白溶液
作为蛋白质工作液，测定溶液的 Ｄ５９５ｎｍ

［８－９］。以蛋

白质浓度为横坐标 ｘ，吸光度为纵坐标 ｙ，绘制标准
曲线，得到回归方程 ｙ＝２．９２５７ｘ＋０．１９１３（ｒ２＝
０９９９３）。对“１．３．１”节所述蛋白质样品进行相应
的处理，测定Ｄ５９５ｎｍ值，依据标准曲线可得蛋白质含
量，按式（１）计算蛋白质提取率。

蛋白质提取率＝提取液中的蛋白质质量
僵蚕粉末质量

×１００％。

（１）
１．３．３　单因素试验　（１）ｐＨ值对僵蚕蛋白质提取
率的影响试验。固定提取温度 ５０℃，提取时间
２００ｍｉｎ，液料比４０ｍＬ∶１ｇ，Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液 ｐＨ
值分别设置为７．０、７．５、８．０、８．５、９．０。（２）液料比
对僵蚕蛋白质提取率的影响试验。固定 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
缓冲液 ｐＨ值 ８．０，提取温度 ５０℃，提取时间
２００ｍｉｎ，液料比分别设置为１０ｍＬ∶１ｇ、２５ｍＬ∶１ｇ、
４０ｍＬ∶１ｇ、５５ｍＬ∶１ｇ、７０ｍＬ∶１ｇ。温度对僵蚕
蛋白质提取率的影响试验：固定提取时间２００ｍｉｎ，

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液ｐＨ值为８．０，液料比为５５ｍＬ∶１ｇ，
提取温度分别设置为３０、４０、５０、６０、７０℃。（３）时
间对僵蚕蛋白质提取率的影响试验。固定提取温

度４０℃，Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液 ｐＨ值为 ８０，液料比为
５５ｍＬ∶１ｇ，提取时间分别为 １００、１５０、２００、２５０、
３００ｍｉｎ。
１．３．４　响应面试验　采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ（８．０．６．１）软
件，根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｅｘｎ设计响应面试验，以 Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ缓冲液ｐＨ、液料比、提取温度、提取时间４个因
素为自变量，僵蚕碱溶性蛋白质提取率为响应值，

设计４因素３水平响应面分析试验，其因素与编码
水平见表１。

表１　响应面试验因素水平

水平
Ａ：提取液
ｐＨ值

Ｂ：液料比
（ｍＬ∶ｇ）

Ｃ：提取
温度（℃）

Ｄ：提取
时间（ｍｉｎ）

－１　 ７．５ ４０∶１ ３０ １５０

０ ８．０ ５５∶１ ４０ ２００

１ ８．５ ７０∶１ ５０ ２５０

１．３．５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析　利用最佳条件下提取得
到的僵蚕提取液，向其中加入体积分数为１０％的三
氯乙酸（ＴＣＡ），涡旋，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃
溶液。加入适量丙酮后，再次涡旋，离心，得到僵蚕

碱溶蛋白质。加裂解液，置于４℃冰箱中待其充分
溶解，加上样缓冲液，沸水浴煮沸１０ｍｉｎ，即得到蛋
白质电泳样品。制备 ５％浓缩胶和 １４％分离胶，
８０Ｖ恒压电泳，直至溴酚蓝指示剂距离凝胶底部
０５ｃｍ处，停止电泳，剥凝胶，进行固定、染色、
脱色［１０］。

１．３．６　凝胶分析　使用凝胶成像仪对凝胶拍照，用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件计算僵蚕碱溶性蛋白质的分子量
和灰度值，按式（２）计算各蛋白质的含量。

蛋白质含量＝待测蛋白质灰度值
蛋白质总灰度值

×１００％。（２）

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果分析
蛋白质为兼性分子，缓冲液 ｐＨ值可以显著影

响其溶解度。考察 ｐＨ值为 ７．０～９．０时僵蚕碱溶
性蛋白质的提取率变化，结果见图２－Ａ。在 ｐＨ值
为７．０～８．０之间，碱溶性蛋白质的提取率随着 ｐＨ
值的升高而增加，当 ｐＨ值达到８．０时提取率为最
高，随后提取率随ｐＨ值升高而逐步降低。因此，缓
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冲液ｐＨ值为 ８．０为最适条件。
缓冲液体积越大，越有利于蛋白质的溶出，但

过高的液料比会导致后处理较为困难。考察液料

比为（１０～７０）ｍＬ∶１ｇ时僵蚕碱溶性蛋白质提取
率变化，结果见图２－Ｂ。在一定范围内，随着提取
液体积的增大，僵蚕碱溶性蛋白质的提取率呈上升

趋势，液料比为５５ｍＬ∶１ｇ时提取率达到最大值。
进一步提高液料比，蛋白质提取率反而呈下降趋

势，因此，液料比５５ｍＬ∶１ｇ为最适条件。
提取温度升高可以加速蛋白质溶出，且增加其

溶出量。考察提取温度为３０～７０℃时僵蚕碱溶性

蛋白质提取率变化，结果如图２－Ｃ所示。在３０～
４０℃的范围内，蛋白质提取率逐渐增加，４０℃时达
到最大值。进一步升高提取温度则导致蛋白质提

取率逐步降低，可能由温度升高导致僵蚕蛋白质变

性所致，因而最适提取温度为４０℃。
提取时间延长可以增加蛋白质溶出量。考察

提取时间为１００～３００ｍｉｎ时僵蚕碱溶性蛋白质提
取率变化，结果见图 ２－Ｄ。提取时间在 １００～
２００ｍｉｎ内时，提取率呈直线式上升趋势；提取时间
超过２００ｍｉｎ后，提取率却随着提取时间的延长而
缓慢下降。因此最佳提取时间为２００ｍｉｎ。

２．２　响应面分析及优化条件
根据单因素试验结果，设计响应面优化试验

（表１），综合考察缓冲液 ｐＨ值、液料比、提取温度
和提取时间对蛋白质提取率的影响，试验结果见表

２，僵蚕蛋白质提取率在１．４９５％～２．２７５％。
　　利用该软件对表２中的结果进行拟合，得到二
次多项回归方程：

　　Ｙ＝２．３０＋０．１Ａ＋０．１３Ｂ＋０．０２Ｃ＋０．０４５Ｄ＋
００５１ＡＢ＋０．０１９ＡＣ －０．１１ＡＤ －０．０６４ＢＣ －
０．００８１９７ＢＤ＋０．２ＣＤ －０．２１Ａ２ －０．３４Ｂ２ －
０．２５Ｃ２－０．１５Ｄ２。　
　　对二次回归方程进行方差分析，结果见表 ３。

从表３可知，回归模型具有极显著性（Ｐ＜０．０１），失
拟项不显著（Ｐ＞０．０５），可知该回归模型可以较好
地拟合实测值。在此次试验中，一次项 Ｂ影响显
著，二次项 Ａ２、Ｂ２和 Ｃ２对蛋白质提取率影响极显
著，交互作用项除ＣＤ外Ｐ值均大于０．０５，表明交互
作用不显著。４个单因素对蛋白质提取率的影响顺
序为液料比 ＞提取液 ｐＨ值 ＞提取时间 ＞提取
温度。

２．３　响应曲面的分析
利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６．１软件对回归方程

进行分析，得到等高线和响应曲面，见图３，考察４
个因素及两两因素的交互作用对僵蚕蛋白质提取
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表２　僵蚕蛋白质提取响应面分析方案及结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 蛋白质提取率

（％）

１ －１　 ０ ０ １ １．７７２４７

２ ０ ０ ０ ０ ２．５３８１６

３ ０ １ ０ １ １．９１８５３

４ ０ －１　 １ ０ １．４９２８０

５ ０ ０ ０ ０ ２．２５９１４

６ ０ １ －１　 ０ １．９９５０８

７ ０ －１　 ０ －１　 １．７０６３４

８ －１　 ０ －１　 ０ １．７５１９８

９ ０ －１　 －１　 ０ １．４９５７４

１０ －１　 ０ １ ０ １．９００５４

１１ ０ １ １ ０ １．７３４２９

１２ －１　 －１　 ０ ０ １．５２３２０

１３ １ －１　 ０ ０ １．５６５９６

１４ ０ ０ －１　 －１　 ２．０１８３７

１５ ０ ０ １ １ ２．２０７２７

１６ ０ －１　 ０ １ １．９７２４７

１７ １ １ ０ ０ ２．１１３２０

１８ ０ ０ ０ ０ ２．３１９２０

１９ －１　 １ ０ ０ １．８６４６８

２０ ０ ０ ０ ０ ２．１５８１６

２１ ０ ０ ０ ０ ２．２１８１６

２２ ０ １ ０ －１　 １．６８５１９

２３ １ ０ －１　 ０ １．７７６７５

２４ １ ０ ０ １ １．９４２２０

２５ １ ０ ０ －１　 ２．２７４５１

２６ １ ０ １ ０ ２．００３００

２７ －１　 ０ ０ －１　 １．６４９７４

２８ ０ ０ １ －１　 １．６８５３９

２９ ０ ０ －１　 １ １．７４８０４

率的影响。

　　由图３－Ａ可知，液料比的曲面较陡，说明对僵
蚕蛋白质的提取率影响显著；ｐＨ值的曲面比较平
缓，且随着ｐＨ值的增加，蛋白质提取率先增加后降
低。等高线形状呈椭圆形，表明 ｐＨ值和液料比的
交互作用显著。由图３－Ｂ可知，随着 ｐＨ值的增加
与温度的升高，蛋白质提取率先上升后下降，从２个
因素的曲面来看，说明 ｐＨ值对蛋白质提取率的影
响比温度更大。等高线呈圆形，证明 ｐＨ值和温度
的交互作用不显著。由图３－Ｃ可知，随着提取的
时间延长，提取率先增加后略微降低；等高线图表

明２个因素的交互作用显著。由图３－Ｄ可知，响
应面反映出蛋白质提取率随着液料比的增加先上

表３　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 １．６７０００ １４ ０．１２０００ ４．０９００ ０．００６３

Ａ ０．１２０００ １ ０．１２０００ ４．２０００ ０．０５９５

Ｂ ０．２００００ １ ０．２００００ ６．９０００ ０．０１９９

Ｃ ０．００４７０ １ ０．００４７０ ０．１６００ ０．６９４３

Ｄ ０．０２４００ １ ０．０２４００ ０．８４００ ０．３７５６

ＡＢ ０．０１１００ １ ０．０１１００ ０．３６００ ０．５５６５

ＡＣ ０．００１５０ １ ０．００１５０ ０．０５２０ ０．８２３４

ＡＤ ０．０５２００ １ ０．０５２００ １．７８００ ０．２０４０

ＢＣ ０．０１７００ １ ０．０１７００ ０．５７００ ０．４６２８

ＢＤ ０．０００２７ １ ０．０００２７ ０．００９２ ０．９２４９

ＣＤ ０．１６０００ １ ０．１６０００ ５．３８００ ０．０３６０

Ａ２ ０．２８０００ １ ０．２８０００ ９．５２００ ０．００８１

Ｂ２ ０．７５０００ １ ０．７５０００ ２５．８３００ ０．０００２

Ｃ２ ０．４００００ １ ０．４００００ １３．６８００ ０．００２４

Ｄ２ ０．１５０００ １ ０．１５０００ ５．１１００ ０．０４０２

残差 ０．４１０００ １４ ０．０２９００

失拟项 ０．３２０００ １０ ０．０３２００ １．５１００ ０．３６８１

纯误差 ０．０８６００ ４ ０．０２１００

总离差 ２．０８０００ ２８

　　注：、分别表示在０．０５、０．０１水平上差异显著。

升后下降；从等高线可知，沿液料比轴向等高线比

沿温度轴向等高线密集，表明液料比对蛋白质提取

率影响更明显。由图３－Ｅ可知，时间对蛋白质提
取率的影响没有液料比显著，等高线图的形状为圆

形，说明两因素的交互作用不显著。由图３－Ｆ可
知，随着时间延长和温度提高，蛋白质提取率均呈

现先增加后减少的趋势。等高线图可表明时间和

温度的交互作用显著。

２．４　验证试验
通过响应面回归模型，确定提取僵蚕蛋白质的最

佳条件：ｐＨ值为８．１２，液料比为５８．０３ｍＬ∶１．００ｇ，
温度４０．０６℃，时间２０４．４９ｍｉｎ。在此条件下，预测
其提取率值２．３３％。考虑实际操作，设置条件为：
ｐＨ值８．０，液料比 ５８ｍＬ∶１ｇ，温度 ４０℃，时间
２０５ｍｉｎ，此时平均提取率为２．２９％，与理论值基本
吻合。

２．５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ指纹图谱分析
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ在蛋白质的量化、比较及特性鉴定

中是一种经济、方便和重复性好的方法［１１－１３］。僵蚕

碱溶性蛋白质的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ指纹图谱结果（图４）
表明，僵蚕蛋白质含有２９．８５ｋｕ（ｃ）与２７．２８ｋｕ（ｄ）
的２条迁移率相近的高丰度特征性条带，分别占总
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蛋白量的３６．３７％与３２．６５％，同时还有７８．８ｋｕ（ａ）
和６９ｋｕ（ｂ）的较高丰度特征性条带。范玮等进行
的僵蚕、蜈蚣、土鳖虫的蛋白质指纹图谱对比研究，

也表明了上述条带的种属特异性［１４］。由图４可知，
２６～１２０ｋｕ区间至少可观察到１１条蛋白质条带，
２５ｋｕ以下区间还至少可观察到１２条蛋白质条带，

分辨率优于已有文献报道的结果。

３　结论与讨论

近年来，已有很多响应面法优化蛋白质提取工

艺的报道。田景民等利用响应面法优化沙棘籽渣

水溶性蛋白质的提取工艺［１５］；王岸娜等采用响应面

—４７１— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第３期



法优化超声辅助提取猕猴桃糖蛋白，与传统提取法

相比较，明显缩短时间且蛋白得率提高［１６］；刘合生

等采取响应面法优化水飞蓟子中的可溶性蛋白质

提取工艺［１７］；张红霞等采用响应面法优化苦荞蛋白

质的提取工艺，使其提取率达到 １．２７％［１８］。本研

究首次尝试稀碱法提取僵蚕蛋白质，在单因素试验

基础上对提取工艺进行响应面优化，确定了僵蚕碱

溶性蛋白质的最佳提取条件：缓冲液 ｐＨ值为８．０，
液料比为５８ｍＬ∶１ｇ，提取温度为４０℃，提取时间
为２０５ｍｉｎ。此时僵蚕蛋白质提取率为２２９％。验
证试验表明实际值与理论值相吻合，证明响应面法

可以有效优化僵蚕蛋白质提取条件，为充分利用僵

蚕蛋白质资源提供科学依据。本研究同时建立的

僵蚕碱溶性蛋白质 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ指纹图谱，为开发
基于蛋白质的僵蚕分子鉴定方法提供了参考依据，

也为其他动物类中药材的鉴定提供思路。
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