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摘要!采用单因素结合均匀设计优化了苦瓜渣蛋白盐溶法提

取工艺"并对蛋白粗提物进行了体外抑制
)'%&

细胞增殖能

力测定#结果表明"最优工艺条件为'盐浓度
$;&'1A4

(

I

!时

间
!;',L

!

E

F

为
,

!液料比
"$;!%

(

"

%

1I

(

7

&!温度
&'`

!提

取
&

次#该条件下实际提取率为
,;&(G

#在试验浓度范围

内"苦瓜渣粗蛋白对
)'%&

细胞生长具有明显的抑制作用"并

呈量效关系#

关键词!苦瓜渣$蛋白$提取工艺$

)'%&

细胞$增殖抑制

23-45674
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苦瓜!

12N2<A*:&:9&<&4F*&0?

#为葫芦科苦瓜属植物苦

瓜的果实)

"

*

%其鲜榨汁液具有良好的清热解暑+辅助降血糖

功效%可用于生产相关的食品和保健食品)

&

*

&榨汁后的苦瓜

果渣还含有大量黄酮)

!

*

+多糖)

.

*

+皂苷)

'

*以及多种具有不同

生理功能的活性蛋白%诸如"对病毒和真菌具有广谱抗性的

核糖体失活蛋白)

%

*

+具有降糖功能的植物胰岛素)

#S(

*

+具有

降脂功能的多肽)

,

*

+植物凝集素)

"$

*等等&

关于苦瓜蛋白的相关研究)

""S"!

*很多%但大多聚焦在其

生物活性方面%基于应用目的的提取工艺研究较为少见%提

取时使用的原料基本上都是苦瓜籽&钟维庚等)

".

*曾以苦瓜

渣为原料%利用木瓜蛋白酶水解作用获得水解多肽%但并未

提取苦瓜蛋白&稀盐和缓冲系统的水溶液对蛋白质稳定性

好+溶解度大%是提取蛋白最常用的溶剂%合适的盐浓度不仅

能蛋白质不易变性%还能促进蛋白质的溶解)

"'

*

&本试验拟

选取食盐水溶液为提取溶剂%在单因素试验基础上%利用均

匀设计优化苦瓜渣蛋白提取工艺%并对其体外抗白血病细胞

)'%&

增殖作用进行初步测定%以期为苦瓜渣的综合利用和

深度开发提供试验依据&

'."
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!

材料和方法
";"

!

试验材料$试剂及仪器

)'%&

细胞株"郑州大学生物工程系提供$

新鲜苦瓜"购于郑州陈寨蔬菜批发市场$

PH[i"%.$

培养基"美国
]3J>A

公司$

胎牛血清"中国医学科学院$

其余试剂均为国产分析纯$

榨汁机"

*\h0/%R

型%九阳股份有限公司$

磁力搅拌恒温水槽"

V[T*0$'$'

型%南京舜玛仪器设备

有限公司$

E

F

计"

E

FV0!

型%上海仪电科学仪器股份有限公司$

凯氏消化仪"

)0.&.

型%瑞士步琦有限公司$

二氧化碳培养箱"

+HB0($XF

!

c@

#型%上海一恒公司$

超净工作台"

VW0X*0"YT

型%苏州净化设备厂$

酶标仪"

+iC0P-T%($

型%美国伯乐公司&

";&

!

试验方法

";&;"

!

原料预处理
!

新鲜苦瓜
"$$$

7

%洗净沥干后用榨汁

机压榨%重复
.

次%得新鲜苦瓜渣%置
.`

冰箱中备用&

";&;&

!

蛋白及水分含量测定
!

取一定质量的新鲜苦瓜和处

理好的苦瓜渣按照
]+'$$,;'

'

&$"$

所述凯氏定氮法测定

蛋白含量%按照
]+'$$,;!

'

&$"$

所述直接干燥法测定水分

含量&

";&;!

!

提取工艺及提取率计算
!

称取一定质量处理好的原

料%放入烧瓶中%加入提取溶剂%于
V[T*0$'$'

型磁力搅拌

恒温水槽中恒温搅拌提取%过滤%滤液浓缩至近干转入消化

瓶中消化后测定蛋白含量%按式!

"

#计算提取率"

:

X

N

"

N

&

Y

"$$G

% !

"

#

式中"

:

'''提取率%

G

$

N

"

'''提取液中蛋白质的质量%

1

7

$

N

&

'''苦瓜渣中蛋白质的质量%

1

7

&

";&;.

!

提取工艺优化

!

"

#单因素试验设计"参照文献)

"%

*设定提取条件%分

别考察提取次数!

"

%

&

%

!

%

.

次#%食盐浓度!
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E
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值!
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%
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#+提取

时间!

"

%

!

%
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%

#

%

,

%

""L

#+提取温度!

.

%

"'

%

&'

%

!'

%
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%

#$`

#和

液料比)

!

(
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%
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#*等影

响因素对苦瓜渣蛋白提取率的影响&考察某一因素时%仅改

变该因素条件%其它因素条件固定&考察时%各因素的固定

条件分别为"提取次数
&

次%食盐浓度
$;"'1A4

(

I

%

E

F

值
#

+

提取时间
.L

+提取温度
&'`

+液料比
"&

(

"

!

1I

(

7

#&

!

&

#均匀试验设计"在单因素试验基础上%以苦瓜渣蛋

白提取率为考察指标%选取
E

F

+时间+液料比和盐浓度
.

个

因素进行均匀试验优化&

";!

!

体外抑制
)'%&

细胞增殖活性测定

";!;"

!

细胞培养
!

)'%&

细胞在
"$G

胎牛血清
PH[i"%.$

培

养液中%

!# `

+

'G XC

&

+饱和湿度条件下培养箱中常规

培养&

";!;&

!

苦瓜渣蛋白预处理
!

按照最佳优化条件提取%粗提液

经丙酮沉淀后得苦瓜渣粗蛋白%用培养液溶解后过滤除菌

备用&

";!;!

!

活性测定
!

取对数生长期的
)'%&

细胞%以
"a

"$

'个(
1I

密度接种于
,%

孔板中%每孔接种
"$$

#

I

&分别以

粗蛋白终浓度!

"

%

'

%

"$

%

'$

#

7

(

1I

#处理%另设空白组!只加

培养液#和对照组!不加药#%每组设置
%

个平行%培养
#&L

后%加入
[RR

%继续培养
.L

%离心%弃去上清液%每孔加入

"'$

#

IT[VC

使结晶充分溶解%用酶标仪于
'#$?1

波长测

吸光值%空白调零%按式!

&

#计算细胞活力"

\

X

5

"

5

&

Y

"$$G

% !

&

#

式中"

\

'''细胞活力%

G

$

5

"

'''试验组吸光值$

5

&

'''对照组吸光值&

";.

!

数据处理

均匀设计试验结果使用
[2DL<12D3>2,;$

软件处理%单

因素试验和活性测定结果采用
VHVV"&;$

软件进行方差分

析%数据以
1<2?N

!平均值#

_VT

!标准偏差#表示&

&

!

结果与讨论
&;"

!

蛋白及水分含量测定

对于本试验所选原料%经测定新鲜苦瓜含蛋白
";',G

+

水分
,.;$"G

$渣中含蛋白
";#"G

+水分
,$;$.G

&由此可知%

苦瓜榨汁后%其所含蛋白主要留存在苦瓜渣中%苦瓜渣干物

质中蛋白含量约为
"#;"#G

%从中提取蛋白具有经济价值和

实际意义&

&;&

!

单因素试验

&;&;"

!

浸提次数对苦瓜渣蛋白提取率的影响
!

由图
"

可知%

浸提
&

次以后%再增加浸提次数对蛋白提取率增加的影响不

大%从经济上考虑%浸提次数选择
&

次较为适宜&

&;&;&

!

温度对苦瓜渣蛋白提取率的影响
!

由图
&

可知%温度

对蛋白提取率的影响可分为
!

个阶段"

!

"

#

.

"

&'`

时%随着温度的升高%蛋白提取率明显增

加%这是因为随着温度的升高%分子运动速度加快%有利于蛋

图
"

!

提取次数对蛋白提取率的影响

Y3

7

85<"

!

/MM<>DAM<6D52>D3A?D31<NA?

E

5AD<3?<6D52>D3A?52D3A

%."

提取与活性
!

&$"#

年第
"$

期



图
&

!

温度对蛋白提取率的影响

Y3

7

85<&

!

/MM<>DAMD<1

E

<52D85<A?

E

5AD<3?<6D52>D3A?52D3A

白质从苦瓜渣中溶出&

!

&

#

&'

"

'$`

时%随着温度的升高%蛋白质提取率明显

降低%可能是温度较高%导致一部分蛋白发生凝胶作用)

"#

*

%

不能溶入提取溶剂%从而降低了提取率&

!

!

#

'$

"

#$`

时%随着温度的升高%蛋白质提取率又呈

上升趋势%可能是较高的温度导致部分蛋白变性%溶解于水

中&为了更多地得到生物活性良好的苦瓜蛋白%

&'`

是较

优的提取温度&

&;&;!

!

酸碱度对苦瓜渣蛋白提取率的影响
!

由图
!

可知%酸

碱度对提取率的影响可分为
!

个方面"

-

酸性条件下%随着

E

F

的升高%蛋白质提取率明显增加$

. E

F#

"

""

时%提取

率受酸碱度影响不大$

/E

F""

"

"!

时%随着
E

F

的升高%蛋

白质提取率增大&说明苦瓜渣中所含蛋白质主要为酸性蛋

白质%但碱性过强%容易导致蛋白质构象 的 不 可 逆 变

化)

"(S",

*

%适宜的
E

F

范围应为
#

"

""

&

图
!

!

酸碱度对蛋白提取率的影响
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!

液料比对苦瓜渣蛋白提取率的影响
!

由图
.

可知%蛋

白质提取率在液料比为
!

(

"

"

,

(

"

!

1I

(

7

#阶段随液料比

的增加而上升%而在液料比为
,

(

"

"

"(

(

"

!

1I

(

7

#阶段随

着液料比的增加而减少&一般活性物质的提取%随着液料比

的变大%提取率会逐渐变大%在苦瓜蛋白的提取过程中%由于

这类物质稳定性较差%较大的料液比可能导致提取液中糖

类+多元醇+明胶+氨基酸和某些盐类的浓度降低%从而引起

苦瓜蛋白的聚集%导致提取率下降)

&$

*

&因此%

,

(

"

!

1I

(

7

#

是较优的液料比&

&;&;'

!

提取时间对苦瓜渣蛋白提取率的影响
!

由图
'

可知%

在提取开始阶段%提取率上升较快%这是因为在提取刚开始

图
.

!

液料比对蛋白提取率的影响
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7
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!

/MM<>DAMI3

U
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E
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图
'

!

提取时间对蛋白提取率的影响
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7

85<'

!
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E

5AD<3?<6D52>D3A?52D3A

时%苦瓜渣和提取溶剂间蛋白质的浓度差较大)

&"

*

%提取
!L

之后浓度差变小%提取率增加变缓&从经济和效率上考虑%

!L

是较适宜的提取时间&

&;&;%

!

食盐浓度对苦瓜渣蛋白提取率的影响
!

由图
%

可知%

在试验范围内%苦瓜渣蛋白的溶解能力随食盐浓度的升高呈

现先增加后减小的趋势&在
$;$'

"

$;&'1A4

(

I

时%随着食盐

浓度的升高%盐溶现象明显%在
$;&'1A4

(

I

达到最高$在

$;&'

"

$;!'1A4

(

I

时%随着食盐浓度的升高%苦瓜渣蛋白溶

解能 力 缓 慢 降 低&据 报 道)

"'

*

%对 于 蛋 白 的 提 取%通 常

$;"'1A4

(

I

的盐浓度较为适宜%对于苦瓜渣蛋白来说%

$;&'1A4

(

I

的浓度效果较好%可能与提取温度及苦瓜榨汁后

其它物质浓度降低等有关&

图
%

!

食盐浓度对蛋白提取率的影响
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期 李镁娟等"苦瓜渣蛋白提取工艺优化及其体外抑制
)'%&

细胞增殖作用研究
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!

均匀设计试验

在天然产物的提取过程中%一次提取往往不够充分%多

次提取经济效益不佳%通常采用
&

次提取%苦瓜渣蛋白也符

合这种情况&在苦瓜渣蛋白提取的过程中%发现室温附近蛋

白提取率较高%考虑到能耗和经济效益%温度选择
&'`

%对

影响提取率的食盐浓度+温度+

E

F

和液料比进行均匀设计优

化%试验设计及结果见表
"

&

!!

利用
[2DL<12D3>2,;$

对均匀设计试验结果进行处理%

得到回归函数参数见表
&

%方差分析见表
!

&

表
"

!

苦瓜渣蛋白提取均匀试验设计及结果

R2J4<"

!

T<N3

7

?2?=P<N84DNAM8?3MA51D<NDMA5<6D52>D3?

7

E

5AD<3?M5A112N2<A*:&:9&<&4F*&5<N3=8<

试验
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!
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Z
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F

Z
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液料比

!
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#

'
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#

.

!
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#

"

!

#

(

"

#
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表
&

!

均匀设计试验回归函数参数表e

R2J4<&

!

P<

7

5<NN3A?M8?>D3A?

E

2521<D<5D2J4<AM

8?3MA51=<N3

7

?D<ND

来源 系数估计 标准差 统计量
检验统计量

的概率值

参数为
" "!;..$% $;"%',

!

(";$$!$ $;$$#(%

Z

%

&

(;"!!#a"$

S%

!;..("a"$

S(

&!';(,&$ $;$$&#$

Z

&

!

S$;%"&$ $;$"',( S!(;&,## $;$"%%&

Z

$;,,

.

S";'#,! $;$!.%( S.';'!.# $;$"!,(

Z

!

Z

.

$;.&., $;$"$%" .$;$.'( $;$"'(,

!

e

!

相关系数
-

&为
$;,,,,(%

%修正的相关系数为
$;,,,,!

%方差
+

&

的估计值
E

&为
$;$$$$(!'$#

&

表
!

!

均匀设计试验回归函数方差分析表

R2J4<!

!

P<

7

5<NN3A?M8?>D3A?O2532?><2?24

9

N3ND2J4<AM

8?3MA51=<N3

7

?D<ND

方差

分析
自由度 平方和 均方偏差

=

比
检验统计量

的概率值

模型
. ';,%,. ";.,&. "#(#$;, $;$$'%"$

误差
" (;!'"$a"$

S'

(;!'"$a"$

S'

总和
' ';,%,'

!!

由表
&

可知%

E

F

对提取率影响极显著%提取时间和液料

比影响显著%主要次序为"

E

F

"

液料比
"

时间$提取时间和

液料比有交互作用%并对提取率有显著影响&

按照
[2DL<12D3>2,;$

程序运行出来的结果%从表
&

可

以得线性回归方程"

6b"!;..$%d(;"!!#a"$

S%

P

%

&

S$;%"&$P

&

!

S

";'#,!P

$;,,

.

d$;.&.,P

!

P

.

& !

!

#

在测试条件范围内%经计算得最佳优化条件为"盐浓度

$;&'1A4

(

I

+时间
!;',L

+

E

F,

+液料比
"$;!%

(

"

!

1I

(

7

#&

在此条件下苦瓜渣蛋白提取率为
,;#$G

&按照最佳优化条

件做验证实验!

4b!

#%得到蛋白质实际平均提取率为

,;&(G

%与理论值的相对误差
.;!!G

%比均匀设计试验的
%

组

数值都高&说明均匀试验优化结果可靠&

&;.

!

体外抑制
)'%&

细胞增殖活性

粗提液经丙酮沉淀后%体外抑制
)'%&

细胞增殖活性测

定结果见图
#

&

(

;

与对照组相比
H

#

$;$'

!((

;

与对照组相比
H

#

$;$"

图
#

!

苦瓜渣蛋白体外抑制
)'%&

细胞增值作用
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%

4b%

&

!!

由图
#

可知%在试验浓度范围内%苦瓜渣粗蛋白对
)'%&

细胞生长具有明显的抑制作用%随着浓度的提高%细胞活力

逐渐下降%呈明显的剂量
S

效应关系&

!

!

结论
榨汁后的苦瓜渣中还含有丰富的蛋白质%对其进行提取

具有经济价值和实际意义&盐溶法能从苦瓜渣中有效提取

生物活性蛋白%单因素结合均匀设计可科学预测最优工艺条

件&提取得到的苦瓜渣粗蛋白经测定具有良好的体外抑制

白血病细胞
)'%&

增殖活性%是否具有降糖+抗氧化+抗病毒

等其它生物活性尚待进一步试验确定&
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为静刀片数量的增加缩小了出料通道%增加了能耗损失&

结合工程实践%综上分析发现%

4b,$$$52=

(

13?

%

8

<

b

&"%

%

Kb!

是较为优化的结构工艺参数&

.

!

结论
本试验采用试验研究结合数值分析的方法%通过理论研

究结合因次分析%研究了湿法超细粉碎技术在制备全豆豆浆

中的应用%结论如下"

!

"

#超细粉碎后%纤维颗粒平均体积尺寸随循环次数+

静刀片数量以及转速的增加而降低&

!

&

#切割深度决定了粉碎后纤维颗粒的尺寸极限%当循

环次数达到
!

次以后%继续增加循环次数对粉碎后颗粒尺寸

的影响较小&

!

!

#基于工程应用%获得了用于计算粉碎后纤维颗粒尺

寸
%

$

以及功耗
L

的经验公式%计算误差
'

"'G

&

!

.

#综合考虑%获得了湿法超细粉碎制备全豆豆浆的优

化工艺参数"

4b,$$$52=
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13?

%
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b&"%
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Kb!

&选取该工

艺参数制得的全豆豆浆%纤维粒度为
#&

#

1

!约为
&$$

目#&

该粒度下的纤维颗粒%口感柔和%没有粗粝感%能够在满足口

感的基础上提高对膳食纤维的吸收&

!

'

#湿法超细粉碎纤维物料的微观机理仍不明确%特别

是纤维物料的力学特性与粉碎后纤维颗粒尺寸的关系有待

深入研究&
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