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鲢鱼鱼精蛋白超声波辅助提取工艺优化

及其抗菌活性研究
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摘要!为了实现鲢鱼加工副产物的高效综合利用%以鲢鱼精

巢为原料%研究柠檬酸浓度!提取温度!超声功率!提取时间!

固液比!提取次数对鱼精蛋白得率的影响$在单因素试验基

础上%通过正交试验获得最佳提取工艺为&柠檬酸浓度

%6;:,=/

(

Q

%温度
::_

%超声时间
$%,.2

%超声功率
;%%W

%

固液比
&

$

#%

"

3

(

,Q

#%提取
#

次$在最佳工艺条件下%鱼精

蛋白得率为
#6$:̂

'鱼精粗蛋白经
?7

@

1-E=D7O-DCO/=J

离子

交换层析分离得到
;

个组分%对
;

个组分进行抗菌性分析可

知%除鱼精蛋白的前体蛋白外%其他组分对沙门氏菌!金黄色

葡萄球菌和大肠杆菌均具有较好的抑制活性%其中组分
ZZ

!

ZZZ

的抑菌活性较好$

关键词!鲢鱼'超声波辅助提取'鱼精蛋白'离子交换纯化'

抑菌
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鱼精蛋白是一种鱼类成熟精巢组织中的多聚阳离子肽$

一般与核酸结合在一起$以核精蛋白的形式存在$分子量约

为
;6%

"

;6:HR-

)

&N$

*

%研究)

#N:

*表明$鱼精蛋白具广谱抑菌

性(抗凝血性(抑制
ZZ

型糖尿病以及促进消化道脂肪的消化

等功能%鱼精蛋白的活性和鱼类精巢组织成熟度有关$从前

体蛋白到成熟的鱼精蛋白$其抑菌性相应增加)

"N(

*

%由于鱼

精蛋白具有较好的生物活性$其提取及加工利用备受关注%

刘燕妮等)

!

*从蛙鱼和鲤鱼中提取鱼精蛋白$研究显示提取的

鱼精蛋白具有良好的抑菌活性+胡晓璐等)

)

*采用硫酸法从鱿

鱼精巢中提取鱼精蛋白$研究显示鱼精蛋白得率为
#6;$̂

%

目前$鱼精蛋白相关产品已被广泛地作为天然防腐剂和药物

中间体应用于食品和药品生产中$市场需求量大%

鲢鱼是中国四大家鱼之一$其肉质鲜嫩$蛋白质丰富$但

由于刺多$肉质土腥味重$导致其不受市场欢迎$鲜销量和价

格均处于低水平$亟待进行精深加工以提高其附加值$近年

来$鱼鳞(鱼皮(鱼精巢等加工副产物的综合高效利用已成为

鲢鱼加工升值的热点研究课题%

超声波具有频率高(穿透能力强等特点$能产生空化效

应和局部热点效果$多用于物料中有效成分的提取$其中在

蛋白质)

&%

*

(油脂)

&&

*

(多酚)

&$

*

(多糖)

&#

*

(色素)

&;

*的提取中均有

&:&



应用%鱼精蛋白的提取方法主要是硫酸法)

)

*

$而采用柠檬酸

提取的研究较少%为了提高鲢鱼加工副产物!精巢#综合利

用效益$本研究采用超声波辅助柠檬酸法提取鱼精蛋白$并

对产物进行了分离纯化及抗菌性研究$旨在为鲢鱼精巢的加

工利用提供理论依据%

&

!

材料与方法
&6&

!

材料与仪器

&6&6&

!

材料与试剂

新鲜鲢鱼精巢"购买自南昌市青山湖社区菜市场+

考马斯亮蓝
T+$:%

(牛血清白蛋白(

M\?7

@

1-E=D7OO

"生

化级$北京索莱宝科技有限公司+

胰蛋白胨(牛肉膏(琼脂等"生化级$北京奥博星生物技

术公司+

柠檬酸(氯化钠(无水乙醇等"分析纯$上海阿拉丁生化

科技股份有限公司+

沙门氏菌(金黄色葡萄球菌(大肠杆菌"南昌大学生命科

学学院微生物研究室+

牛津杯!内径
",,

$外径
!,,

$高
&%,,

#"上海精密

仪器有限公司%

&6&6$

!

主要仪器设备

紫外可见分光光度计"

A"

新世纪型$北京普析通用仪器

有限责任公司+

电热鼓风干燥箱"

RST+)&;%'

型$上海一恒仪器厂+

超声波破碎仪"

bV)$+

4

型$宁波新芝生物科技股份有限

公司+

循环水浴锅"

SS+:%

型$金坛市天竟实验仪器厂+

自动液相色谱分离层析仪"

\M))+#

型$上海沪西分析仪

器厂有限公司+

分析天平"

À+$&;

型$北京赛多利斯仪器系统有限

公司+

高速台式离心机"

ATQ+&%M

型$上海安亭科学仪器厂%

&6$

!

试验方法

&6$6&

!

鱼精蛋白提取
!

以新鲜鲢鱼精巢为原料$参照文献

)

&:

*的提取方法修改如下"以
%6&:,=/

'

Q>-M/

溶液提取(干

燥得到的脱氧核糖核蛋白!

R>̀

#为原料$研究不同柠檬酸浓

度(提取温度(提取时间(超声波功率(固液比(提取次数对鱼

精蛋白得率的影响%其中超声波提取采用
",,

探头$脉冲

工作
#D

$间隙
!D

$其间为减小超声过程中产生的热量对提

取温度的影响$采用对应提取温度的循环水浴连接水浴控温

杯进行相对控温%各组提取液离心取上清液$用
#

倍体积的

无水乙醇沉淀$沉淀用丙酮洗涤
$

次$真空干燥得到鱼精蛋

白粗品%在单因素试验基础上$选取对得率影响较大的
;

个

因素$开展
#

水平正交试验确定最佳提取工艺%

&6$6$

!

鱼精蛋白纯化
!

根据文献)

&"

*的研究方法修改如下"

将粗鱼精蛋白使用
?7

@

1-E=D7O-DCO/=J

离子交换层析柱分

离纯化$以
M\?7

@

1-E=D7OO

作为柱填料$将样品溶液以柱

体积的
&%̂

上样$并采用
%

"

&,=/

'

Q>-M/

溶液作为洗脱溶

剂$对蛋白进行梯度洗脱$洗脱流速为
%6#,Q

'

,.2

$洗脱液

使用
&%,Q

的试管接
&%%

管进行后续分析%

&6$6#

!

基本成分及得率测定

!

&

#水分含量测定"按
TL:%%)6#

&

$%&"

执行%

!

$

#蛋白质含量测定"采用考马斯亮蓝法)

&(

*

%

!

#

#核酸含量测定"采用定磷法%

!

;

#脂肪含量测定"按
TL:%%)6"

&

$%&"

执行%

!

:

#灰分含量测定"按
TL:%%)6;

&

$%&"

执行%

!

"

#鱼精蛋白得率按式!

&

#计算"

!

A

K

&

K

$

B

&%%̂

$ !

&

#

式中"

!

&&&鱼精蛋白得率$

^

+

K

&

&&&蛋白含量$

3

+

K

$

&&&鲢鱼精巢总质量$

3

%

&6$6;

!

抗菌活性的测定
!

根据文献)

&!

*的方法修改如下"胰

蛋白胨
&%

3

$牛肉膏
:

3

$

>-M/&%

3

$琼脂粉
&:

3

$并将
@

S

调

至中性$用去离子水定容至
&Q

$将配置好的培养基用牛皮纸

封口$高温灭菌$在超净台内倒入直径为
)%,,

的培养皿

中$每板
&%,Q

$待培养基凝固之后$用浓度为
&%

N"

MOP

的

沙门氏菌(金黄色葡萄球菌(大肠杆菌各
:

#

Q

进行涂板$并

使用刮板器将菌液涂抹均匀后$将培养皿划线分为
#

个扇形

区域$在每个区域中心放置牛津杯$并在每个牛津杯孔中加入

$%

#

Q

经过纯化后的鱼精蛋白溶液!

&,

3

'

,Q

#$以添加生理盐

水作为空白%在室温下$待样品完全扩散后$置于
#(_

恒温

箱中培养
($1

$观察并测量抑菌圈直径%

$

!

结果与分析
$6&

!

成分分析

鲢鱼精巢的基本成分见表
&

$其蛋白质含量为!

&&6!)a

%6;$

#

^

$占精巢干重的
:$6$$̂

$蛋白质含量介于蛙鱼(鲤鱼

之间)

!

*

$鲢鱼精巢脂肪和灰分含量少$由此可见其是一种优

质的低脂高蛋白产品%

表
&

!

鲢鱼精巢基本成分

A-I/7&

!

L-D.99=,

@

=D.C.=2-2-/

G

D.D=BD./K7E

9-E

@

D

@

7E,-E

G

^

水分 蛋白质 核酸 脂肪 灰分

(:6$#a&6#: &&6!)a%6;$ (6%(a%6!% &6!"a%6%! $6")a%6&#

$6$

!

单因素试验结果分析

$6$6&

!

柠檬酸浓度对鱼精蛋白得率的影响
!

由图
&

可知$柠

檬酸浓度在
%6%:

"

%6":,=/

'

Q

时$鱼精蛋白的得率随着柠檬

酸浓度的增大先显著升高后降低!

`

#

%6%:

#$在
%6;:,=/

'

Q

时得率达到最高!

#6$$̂

#%

$6$6$

!

提取温度对鱼精蛋白得率的影响
!

由图
$

可知$温度

对鱼精蛋白得率的影响较大$鱼精蛋白的得率随提取温度的

升高显著升高!

`

#

%6%:

#$当温度达到
:%_

时$鱼精蛋白的

得率为
#6&!̂

$当温度继续升高至
::

$

"%_

时$得率无显著

性变化!

`

"

%6%:

#$且提取的鱼精蛋白溶液颜色发黄$因此$

选择
:%_

较为合适%

$:&

提取与活性
!

$%&(

年第
)

期



不同字母表示在
%6%:

水平差异显著

图
&

!

柠檬酸浓度对鱼精蛋白得率的影响

O.

3

4E7&

!

*BB79CD=B9=2972CE-C.=2=B9.CE.9-9.8=2C17

G

.7/8=B

@

E=C-,.27

不同字母表示在
%6%:

水平差异显著

图
$

!

提取温度对鱼精蛋白得率的影响

O.

3

4E7$

!

*BB79CD=B9=2972CE-C.=2=B7FCE-9C.=2C7,

@

7E-C4E7

=2C17

G

.7/8=B

@

E=C-,.27

$6$6#

!

超声时间对鱼精蛋白得率的影响
!

由图
#

可知$超声

时间在
&%

"

"%,.2

时$鱼精蛋白的得率先升高后降低$在

#%,.2

时得率达到最高$随后显著降低!

`

#

%6%:

#%

$6$6;

!

超声功率对鱼精蛋白得率的影响
!

由图
;

可知$随着

超声波功率增大$鱼精蛋白的得率先显著升高后降低

!

`

#

%6%:

#$在
;%% W

时得率达
#6$$̂

%当超声功率
"

;%%W

$超声波产生的局部热点可能导致蛋白质的碳化或水

解$使其得率显著降低!

`

#

%6%:

#%因此$超声波功率选择

;%%W

较为合适%

不同字母表示在
%6%:

水平差异显著

图
#

!

超声时间对鱼精蛋白得率的影响

O.

3

4E7#

!

*BB79CD=B4/CE-D=2.9C.,7=2C17

G

.7/8

=B

@

E=C-,.27

不同字母表示在
%6%:

水平差异显著

图
;

!

超声功率对鱼精蛋白得率的影响

O.

3

4E7;

!

*BB79CD=B4/CE-D=2.9

@

=J7E=2C17

G

.7/8

=B

@

E=C-,.27

$6$6:

!

固液比对鱼精蛋白得率的影响
!

由图
:

可知$固液比

在
&

$

&%

"

&

$

#%

!

3

'

,Q

#时$鱼精蛋白的得率显著增加!

`

#

%6%:

#$固液比为
&

$

#%

!

3

'

,Q

#时$得率达到最大%固液比为

&

$

#%

!

3

'

,Q

#之后$得率无显著性变化!

`

"

%6%:

#$可能是底

物浓度过大导致底物黏度增大而影响提取效率%

$6$6"

!

提取次数对鱼精蛋白得率的影响
!

由图
"

可知$随着提

取次数增加$鱼精蛋白的提取得率增加$提取
#

次时$得率最大$

提取次数超过
#

次$鱼精蛋白的得率无显著变化!

`

"

%6%:

#%

$6#

!

正交试验

综合单因素试验结果发现$柠檬酸浓度(提取温度(超声

不同字母表示在
%6%:

水平差异显著

图
:

!

固液比对鱼精蛋白得率的影响

O.

3

4E7:

!

*BB79CD=BD=/.8+/.

d

4.8E-C7=2C17

G

.7/8

=B

@

E=C-,.27

不同字母表示在
%6%:

水平差异显著

图
"

!

提取次数对鱼精蛋白得率的影响

O.

3

4E7"

!

*BB79CD=B7FCE-9C.=2C.,7=2C17

G

.7/8

=B

@

E=C-,.27
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时间和超声功率
;

个因素对鱼精蛋白提取得率的影响较大$

因此选择这
;

个因素$进行
#

水平正交试验%试验因素水平

取值见表
$

$正交试验中每组开展
#

次平行试验$得率取平均

值$结果见表
#

%

表
$

!

Q

)

%

#

;

&正交因素水平表

A-I/7$

!

O-9C=ED-28/7K7/D=BQ

)

%

#

;

&

=EC1=

3

=2-/87D.

3

2

水平
'

柠檬酸浓度'

!

,=/

2

Q

N&

#

L

提取温度'

_

M

超声时间'

,.2

R

超声功率'

W

& %6#: ;: $% #%%

$ %6;: :% #% ;%%

# %6:: :: ;% :%%

表
#

!

鱼精蛋白提取工艺的
Q

)

%

#

;

&正交试验结果

A-I/7#

!

Q

)

%

#

;

&

=EC1=

3

=2-/87D.

3

2-28E7D4/C=BC17

7FCE-9C.=2=B

@

E=C-,.27

水平
' L M R

得率'
^

& & & & & $6"(

$ & $ $ $ $6!&

# & # # # $6!(

; $ & $ # #6&&

: $ $ # & #6%!

" $ # & $ #6$:

( # & # $ #6&$

! # $ & # #6&!

) # # $ & #6%&

\

&

$6(! $6)( #6%# $6)$

(((((((((((((((((((((

\

$

#6&: #6%$ $6)! #6%"

\

#

#6&% #6%; #6%$ #6%:

Q %6#( %6%( %6%: %6&;

!!

由表
#

可知$影响鱼精蛋白得率的因素主次为"

'

"

R

"

L

"

M

$最优提取工艺组合为
'

$

L

#

M

&

R

$

$恰为表
#

得分最高

组%故鱼精蛋白的最优提取工艺为柠檬酸浓度
%6;:,=/

'

Q

$

提取温度
::_

$超声时间
$%,.2

$超声功率
;%%W

$固液比

&

$

#%

!

3

'

,Q

#$提取
#

次%

$6;

!

鱼精蛋白的纯化及其抗菌活性研究

$6;6&

!

分离纯化
!

鱼精蛋白是一种碱性蛋白$因此选择
M\

?7

@

1-E=D7OO

为离子交换层析柱填料$提取得到的鱼精蛋白

经
?7

@

1-E=D7O-DCO/=J

离子交换层析柱分离纯化后$得到
;

个主要组分!见图
(

#%

!!

由图
(

可知$

&%

"

$%

管是用未含盐的溶液洗脱$吸收峰

较小$为没有被填料吸附的前体蛋白+

#$

"

&%%

管是用含有

>-M/%6#

"

&6%,=/

'

Q

的缓冲液进行线性洗脱$有
Z

(

ZZ

(

ZZZ

#

个峰出现$分别收集(透析脱盐(减压浓缩后进行抗菌试验%

$6;6$

!

抑菌活性研究
!

对分离得到的
;

个组分进行抑菌研

究$抑菌圈研究结果见图
!

和表
;

%结果表明$当蛋白质浓度

为
&,

3

'

,Q

时$在
@

S

为
(

的中性环境下$除前体蛋白外$

鱼精蛋白各组分对沙门氏菌!图
!'

和
L

#(金黄色葡萄球菌

!图
!M

和
R

#和大肠杆菌!图
!*

和
O

#均具有抑制活性$其中

图
(

!

鱼精蛋白离子交换层析图谱

O.

3

4E7(

!

'2-/

G

D.D-C/-D=B

@

E=C-,.27CE7-C78I

G

.=2+7F91-2

3

791E=,-C=

3

E-

@

1

G

图
!

!

鱼精蛋白各组分对沙门氏菌!金黄色球菌和

大肠杆菌的抑制

O.

3

4E7!

!

Z21.I.C=E

G

7BB79C=B

@

E=C-,.279=,

@

=272CD=29%JKH&

'3JJ%

%

9:%

S

=

;

JHIHII-9%-83-9-2839I=38.I=.%IHJ.

表
;

!

鱼精蛋白各组分对沙门氏菌"金黄色球菌和

大肠杆菌的抑制效果

A-I/7;

!

Z21.I.C=E

G

7BB79C=B

@

E=C-,.279=,

@

=272CD=2D%J&

KH'3JJ%

$

D:%

S

=

;

JHIHII-9%-83-9-28N9I=38.I=.%

IHJ. 9,

!

细菌种类
组分

组分
Z

组分
ZZ

组分
ZZZ

沙门氏菌
!!!

&6&&a%6&% &6"%a%6$% &6#%a%6&%

金黄色葡萄球菌
%6)$a%6&# &6#%a%6%: &6%%a%6&$

大肠杆菌
!!!

%6!(a%6&& &6&%a%6&# %6)%a%6%(

组分
ZZ

和组分
ZZZ

的抑菌活性较好%

!!

由表
;

可知$组分
ZZ

的抑菌效果明显要强于组分
Z

和组

分
ZZZ

$组分
ZZZ

的抑制效果要好于组分
Z

%

#

!

结论
超声波辅助柠檬酸法提取鱼精蛋白的最佳提取工艺为"

柠檬酸浓度
%6;:,=/

'

Q

$提取温度
::_

$超声时间
$%,.2

$

超声功率
;%%W

$固液比
&

$

#%

!

3

'

,Q

#$提取
#

次$在此工

艺条件下提取鱼精蛋白得率可达到
#6$:̂

+对提取之后的粗

鱼精蛋白进行分离纯化获得
;

个组分$除前体蛋白外$其他
#

个组分对沙门氏菌(金黄色葡萄球菌和大肠杆菌均具有抑制

活性$其中组分
ZZ

和组分
ZZZ

的抑菌活性较好%为了揭示不

;:&

提取与活性
!

$%&(
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同种类鱼的鱼精蛋白活性差异$今后可开展鲢鱼鱼精蛋白与

其他鱼类鱼精蛋白的活性比较研究%
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在径向出现小的振动$且振动与静摩擦系数有关"当静摩擦

系数为
%6!

时$电控化制动
$6&!D

后$食品斗式提升机速度降

到
)H,

'

1

+当静摩擦系数为
%6(

时$电控化制动
$6$#D

后$食

品斗式提升机速度降到
(6:H,

'

1

时+当静摩擦系数为
%6"

时$食品斗式提升机制动盘速度减少得较为明显$且径向出

现平缓振动%

;

!

结论
!

&

#设计了食品斗式提升机电
N

机械制动装置$选用最

大驱动力矩
&#6")>

2

,

(转速
$;E

'

,.2

的丝杠螺母副$转矩

#6$>

2

,

的力矩电机和太阳轮(内齿圈(行星轮齿数为
$:

(

):

(

#:

的标准行星齿轮$传动精确(可靠$完全满足液压制动

的参数要求%

!

$

#基于相似原理进行了试验研究$试验结果表明食品

斗式提升机电
N

机械制动装置运行正常$刹车驻车等安全可

靠$稳定性较好%

!

#

#食品斗式提升机制动平稳$振动较小$结构设计合

理%但电
N

机械制动装置仅做了特定制动工况下的试验$还

需进行多工况多动载试验$使其满足食品斗式提升机的工况

和性能要求%
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