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大黄鱼小清蛋白提取工艺优化及免疫印迹分析
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摘要!通过测定小清蛋白得率"筛选出一种针对大黄鱼小

清蛋白的提取液"并优化其提取工艺%结果表明&当提取

时间为
(HT

"提取液浓度为
,H77G:

(

0

!提取液
O

1

为

4B*

!料液比#

L

大黄鱼
cM

提取液$为
!c!4*

#

F

(

70

$!提取温

度为
'*P

时"小清蛋白得率为
*B!,(HI

%通过阴离子凝

胶柱层析进行分离纯化"采用免疫印迹分析确定小清蛋

白分子量为
!HEQ8

%

关键词!大黄鱼'小清蛋白'分离纯化'免疫印迹
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#%硬骨鱼纲鲈形目石

首鱼科黄鱼属*

!

+

%俗称黄花鱼)桂花鱼等%是中国近海主

要的经济鱼类*

H

+

&但是其含有致敏原小清蛋白%可对人

体产生过敏反应&

水产食物的主要过敏原多属糖蛋白%其热稳定性较

高%分子量为
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"
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%如小清蛋白)原肌球蛋白)精氨

酸激酶)肌钙结合蛋白等*
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&小清蛋白!
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8KN8:MA79>
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#是多数鱼类中确定的主要过敏原*
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%其中大部分为

硬骨鱼类&研究表明%鳕鱼过敏原中的
(

个抗原亚组分

中%
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的过敏原
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即为
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%是鳕鱼的主要过敏

原*

"

+

&

+GM8

S

8LT9

等*

!*[!!

+在沙丁鱼)马鲛鱼)红绸鱼及太

平洋鲭等鱼类的白色肌肉组织中发现了含量丰富的
&_

%

其深色肌肉组织中也有较低浓度的
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&

小清蛋白是稳定性较高的蛋白%对酸碱度)温度和各

种变性剂都有很强的耐受性%由于小清蛋白分子构象)折

叠能力和抗原表位的不同及特殊性%其在酶解和高温条

件下均很稳定%并仍具有过敏性*

!H[!-

+

&蛋白质会受到游

离基作用发生氧化%从而改变其蛋白功能特性*
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%而

脂质过氧化反应产生的自由基迁移可诱导蛋白质聚集&

目前国内外有关小清蛋白的研究*
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+较多%而关于大黄

鱼小清蛋白的研究较少%吴玟静等*
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+以阿拉斯加狭鳕)蓝

点马鲛)大黄鱼等
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种鱼为原料%证明了鱼类过敏原主要
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的蛋白%并通过间接
50Z2W

和抑制性
50Z2W

证实了不同鱼类蛋白之间存在强烈的

交叉反应&目前由过敏原直接引起的过敏性疾病呈大幅

增加趋势*
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&试验拟先对大黄鱼小清蛋白的提取工艺进

行优化%并对其进行免疫印迹试验%以期为后续大黄鱼小

清蛋白的理化特性及致敏机理的确定提供依据&
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公司$
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主要仪器设备
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方法
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样品处理
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养殖大黄鱼去头后以背鳍线下刀%将

鱼肉体与主骨)脂肪层和内脏分开%尖刀剔离鱼皮%拔出

鱼刺%冰水洗净%超微粉碎机搅碎%真空包装%
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脱脂处理
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参照夏珊珊等*

!"[H!

+的方法并修改&

以预处理鱼糜为原料%选取正丁醇)乙酸乙酯)氯仿
l

甲

醇!

M

氯仿
cM

甲醇
b!c!

#)异丙醇)乙醚
l

乙醇!

M

乙醚
c

M

乙醇
b!c!

#)

(*

F

(

0 38

H

$X

-

溶液作脱脂剂%料液比

!

L

大黄鱼
cM

提取液#
!c!*

!

F

(

70

#%提取温度
H*P

%提取时

间
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%并以预处理鱼糜为对照组&测定其脂肪含量和

总蛋白浓度%计算脱脂后各组脂肪质量分数及蛋白浓度%

选择最佳脱脂溶剂&
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脂肪含量测定
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'''小清蛋白得率%
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响应面试验
!

参照李晓等*
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阴离子柱层析纯化小清蛋白粗提物
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!

2Q26

聚丙烯酰胺凝胶电泳
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法制备
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的分子量选择配制
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浓缩胶%采用
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染色
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背景清晰%凝胶成像&
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免疫印迹分析
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参照
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+的方法%采

用免疫印迹检测大黄鱼小清蛋白过敏原的免疫活性&

2Q26&W\5

凝胶电泳后%进行免疫印迹试验&

!B-

!

数据处理

除阴离子柱层析曲线外%所有试验均重复
-

次%结果

以
YC8>e2Q

表示&采用
Z]Y2&222?8?9L?9@LH'

软件进

行数据分析%组间差异比较采用
X>C6;8

S

W3X_W

分析%

两两比较采用
%AEC

S

法分析均值的差异显著性%

&

#

*B*!

表示差异极显著%

&

#

*B*'

表示差异显著&数据统计均采

用
\K8

O

T&8D

O

K9L7,B*

软件作图&

H

!

结果与分析
HB!

!

脱脂条件优化

由图
!

)

H

可知%与对照组相比%正丁醇)乙酸乙酯)氯

仿
l

甲醇)异丙醇)乙醚
l

乙醇)

38

H

$X

-

组脱脂效果显著

!

&

#

*B*'

#$正丁醇)氯仿
l

甲醇)异丙醇组的蛋白浓度较

接近!

&

#

*B*'

#%表明这
-

种脱脂方法蛋白损失率较低%且

脱脂后
!*EQ8

的小清蛋白灰度接近于对照组%故选择正

丁醇进行脱脂处理&

HBH

!

大黄鱼小清蛋白粗提取

由 图
-

可 知%

%K9L61$:6\:

S

6Q%%

)

%K9L61$:6\:

S

)

&]2

)

+$:

组的蛋白质量浓度分别为
(--B'"

%

(*HBH*

%

-"!B,4

%

-,(B*-

#

F

(

70

%且差异显著!

&

#

*B*'

#&

!!

由图
(

可知%高浓度溶液对
!*EQ8

蛋白浓度的提取

效果较差%反而会增加杂蛋白浓度%由于加入还原剂
Q%%

可以减少小清蛋白的氧化%提高抽提蛋白的含量和免疫

活性*

!(

+

!-[!'

%使加入
QQ%

的提取液杂蛋白条带较少%所

以选用
%K9L61$:6\:

S

6Q%%

作为提取液&

HB-

!

单因素试验

由图
'

可知%提取液浓度对小清蛋白得率影响较为

明显%当
%K9L61$:

缓冲液浓度为
H*

"

"'77G:

(

0

时%小

清蛋白得率随其浓度升高呈先升高后降低的趋势%当

%K9L61$:

缓冲液浓度为
)'77G:

(

0

时%小清蛋白得率最

高&提取液
O

1

对小清蛋白得率影响较为明显%当
%K9L6

1$:

缓冲液
O

1

为
-B'

"

!*B*

时%小清蛋白得率先上升后

下降%当
O

1

为
)B*

时%小清蛋白得率达最高$当
O

1

为
-B'

时%小清蛋白得率接近于
*

%推测小清蛋白的
O

Z

为
-B'

%而

5:L8

S

CD

等*

,[4

+研究发现鳕鱼过敏原
Y

!

&_

#的
O

Z

为

(B,'

%略高于试验测定值&当料液比!

L

大黄鱼
cM

提取液#为

!c(*

"

!c!(*

!

F

(

70

#时%小清蛋白得率先升高后降低%

当料液比!

L

大黄鱼
cM

提取液#为
!c!H*

!

F

(

70

#时%小清蛋

白得率达最高&当提取温度为
!*

"

)*P

时%随着提取温

度的升高%小清蛋白得率先升高后降低%当提取温度为

H*P

时%小清蛋白得率达最高&由于提取温度升高%分子

与对照组相比%

,

&

#

*B*'

%

,,

&

#

*B*!

$与正丁醇组相比%

.

&

#

*B*'

%

..

&

#

*B*!

图
!

!

脱脂方法对大黄鱼脂肪质量分数和蛋白质量浓度的影响

/9

F

AKC!

!

5RRC@?LGRD9RRCKC>?DC

F

KC8L9>

F

7C?TGDLG>R8?@G>?C>?8>D

O

KG?C9>@G>@C>?K8?9G>GRNJ75C)J?'(7,(?H)?7(

"%!

提取与活性
5f%VW$%ZX3 U W$%Z_Z%.

总第
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期
"

H*H!
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-

月
"



运动速度加快%在不破坏蛋白结构的前提下提高了蛋白

溶出率%但当提取温度
-

H*P

时%继续升高提取温度%蛋

!B38

H

$X

-

组
!

HB

乙醚
l

乙醇组
!

-B

氯仿
l

甲醇组
!

(B

正丁醇

组
!

'B

异丙醇组
!

)B

乙酸乙酯组
!

,B

对照组
!

YBY8KECK

图
H

!

大黄鱼脱脂后
2Q26&W\5

电泳图

/9

F

AKCH

!

2Q26&W\5C:C@?KG

O

TGKCL9LGR?TC:8K

F

C

S

C::G;

@KG8ECK

O

KG?C9>Cd?K8@?L8R?CKDC

F

KC8L9>

F

字母不同表示差异显著!

&

#

*B*'

#

图
-

!

提取液种类对大黄鱼小清蛋白浓度的影响

/9

F

AKC-

!

%TCCRRC@?GR?TC?

SO

CGRCd?K8@?G>?TC@G>@C>?K86

?9G>GR

O

8KN8:MA79>RKG7NJ75C)J?'(7,(?H)?7(

白质的空间构象发生变化且在一定程度上发生变性沉

淀%蛋白质溶出量减少%得率下降*

H4

+

&当提取时间为
(HT

时%小清蛋白得率达较大后趋于平稳%故固定提取时间为

(HT

&

HB(

!

响应面试验

HB(B!

!

模型及显著性分析
!

在单因素试验基础上%以提

取液浓度)提取液
O

1

)料液比和提取温度为试验因素%以

小清蛋白得率为评价指标%根据
]Gd6]CT>EC>

设计原理

进行四因素三水平响应面试验设计&响应面试验因素与

水平表见表
!

%试验设计与结果见表
H

&

!!

采用
QCL9

F

>5d

O

CK?N4

软件对响应面试验结果进行

YBY8KEC

!

!B&]2

!

HB%K9L61$:6\:

S

6Q%%

!

-B%K9L61$:6\:

S

(B+$:

图
(

!

大黄鱼小清蛋白粗提物
2Q26&W\5

电泳图

/9

F

AKC(

!

2Q26&W\5C:C@?KG

O

TGKCL9LGR@KADCCd?K8@?

!

GR

O

8KN8:MA79>RKG7NJ75C)J?'(7,(?H)?7(

字母不同表示差异显著!

&

#

*B*'

#

图
'

!

各因素对大黄鱼小清蛋白提取率的影响

/9

F

AKC'

!

5RRC@?LGRD9RRCKC>?Cd?K8@?9G>R8@?GKLG>?TCCd?K8@?9G>K8?CGR

O

8KN8:MA79>RKG7NJ75C)J?'(7,(?H)?7(

#%!

"
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多元回归拟合分析%得二次多项式回归方程"

!!

;b"B-44-a!*

[H

l!BH4H"a!*

[-

#[(B4'*!a

!*

[H

B l,B'!4"4a!*

['

K [-B--,!'a!*

[(

P [

)BH'",,a!*

['

#Bl'B''))a!*

[,

#Kl!B!)H4(a

!*

['

#Pl-B**)!-a!*

['

BKl!B4)"4!a!*

[(

BPl

HB((4-4a!*

[)

KP["B")H!'a!*

[)

#

H

l-B())!-a

!*

[,

B

H

[-B())!-a!*

[,

K

H

[HBH!",Ha!*

['

P

H

& !

-

#

表
!

!

响应面试验因素与水平表

%8M:C!

!

$GDCL8>D:CNC:LGRV2Y

水平
W

提取液浓度(

!

77G:

,

0

[!

#

]

提取液

O

1

$

料液比

!

F

(

70

#

Q

提取

温度(
P

! -' ( !c)* !*

* )' ) !c!H* -*

[! "' 4 !c!4* '*

表
H

!

]Gd6]CT>EC>

试验设计与结果

%8M:CH

!

]Gd6]CT>EC>DCL9

F

>8>DKCLA:?

序号
W ] $ Q

小清蛋白得率(
I

! [! [! * * *B*("H

H ! [! * * *B*'H!

- [! ! * * *B!-(!

( ! ! * * *B!HH*

' * * [! [! *B*(-!

) * * ! [! *B*,"-

, * * [! ! *B*(,-

4 * * ! ! *B*"'-

" [! * * [! *B*'",

!* ! * * [! *B*'**

!! [! * * ! *B*,'(

!H ! * * ! *B*"-,

!- * [! [! * *B*-HH

!( * ! [! * *B!-,4

!' * [! ! * *B*,!'

!) * ! ! * *B!"!'

!, [! * [! * *B*)'-

!4 ! * [! * *B*)4)

!" [! * ! * *B*,)H

H* ! * ! * *B*4-'

H! * [! * [! *B*'-4

HH * ! * [! *B!!4,

H- * [! * ! *B*'",

H( * ! * ! *B!'()

H' * * * * *B*"H(

H) * * * * *B*,")

H, * * * * *B*)",

H4 * * * * *B*"4)

H" * * * * *B*,H-

!!

由表
-

可知%失拟项
&b*B-""!

%不显著%表明该回归

模型的预测值与实际值拟合较好&模型
&

#

*B*!

%表明该

模型极显著%试验方法准确可行&

Q

H

b"HB(!I

%说明各

因素存在线性相关%拟合程度良好%试验误差小&因此%

可以采用该模型分析和预测不同条件下的提取率&各因

素对小清蛋白得率的影响顺序为提取液浓度
-

提取温

度
-

料液比
-

提取液
O

1

&一次项
]

和
$

与二次项
]

H对

小清蛋白得率影响极显著!

&

#

*B*!

#%一次项
Q

对小清蛋

白得率影响显著!

&

#

*B*'

#&

HB(BH

!

因素间的交互影响
!

各因素变量之间的交互作用

对响应值'''小清蛋白得率的响应面三维图如图
)

所

示%其中提取液浓度和提取液
O

1

)提取液浓度和提取温

度)料液比与提取液
O

1

)提取温度和提取液
O

1

的交互

作用响应面曲面坡度陡峭%说明其对大黄鱼小清蛋白得

率影响显著&

HB(B-

!

最优工艺条件的确定及模型验证
!

通过响应面法

得到大黄鱼小清蛋白的最优提取工艺为提取液浓度

,H77G:

(

0

)提取液
O

14B*

)料液比!

L

大黄鱼
cM

提取液#

!c

!4*

!

F

(

70

#)提取温度
'*P

%此条件下的小清蛋白得率

为
*B!,(HI

!

,b-

#%与理论预测值
*B!4!!I

基本相符%

说明该回归方程能真实反映各因素对小清蛋白得率的影

表
-

!

提取工艺回归模型方差分析表k

%8M:C-

!

_8K98>@C8>8:

S

L9LRGK?TCKC

F

KCLL9G>7GDC:

来源 平方和 自由度 均方
D

值
&

显著性

模型
*B*( !( HB(4a!*

[-

!HB!4

#

*B***!

W 4B--a!*

[)

! 4B--a!*

[)

*B*( *B4(H)

] *B*H ! *B*H !!"B'H

#

*B***!

,,

$ -B(-a!*

[-

! -B(-a!*

[-

!)B44 *B**!!

,,

Q !BH-a!*

[-

! !BH-a!*

[-

)B*( *B*H,)

,

W] 'B)(a!*

['

! 'B)(a!*

['

*BH4 *B)*),

W$ (B**a!*

[)

! (B**a!*

[)

*B*H *B4"*'

WQ !B"'a!*

[(

! !B"'a!*

[(

*B") *B-(('

]$ 'BH!a!*

['

! 'BH!a!*

['

*BH) *B)H*4

]Q HBH(a!*

[(

! HBH(a!*

[(

!B!* *B-!H*

$Q -B('a!*

['

! -B('a!*

['

*B!, *B)4))

W

H

'BH!a!*

[(

! 'BH!a!*

[(

HB') *B!-!,

]

H

-B!-a!*

[-

! -B!-a!*

[-

!'B-, *B**!'

,,

$

H

!B*!a!*

['

! !B*!a!*

['

*B*' *B4H)"

Q

H

'B!!a!*

[(

!

'B!!a!*

[(

HB'! *B!-'H

残差
HB4'a!*

[-

!( HB*-a!*

[(

6666666666666666666666

失拟项
HBHHa!*

[-

!* HBHHa!*

[(

!B(* *B-""!

纯误差
)B--a!*

[(

( !B'4a!*

[(

总差
*B*( H4

!

k

!,

表示差异显著!

&

#

*B*'

#%

,,

表示差异极显著!

&

#

*B*!

#$

Q

H

b*B"H(!

%

Q

H

WD

=

b*B4(4H

%

KMb!,B*(I

&

$%!

提取与活性
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图
)

!

各因素对小清蛋白得率的交互作用

/9

F

AKC)

!

VCL

O

G>LCLAKR8@CG

O

?979<8?9G>78

O

响&孙妙*

H"

+研究表明%大菱鲆鱼肉中的过敏原小清蛋白

得率为
*BH4)I

%可能是因为鱼种不同&

HB'

!

大黄鱼小清蛋白粗提物阴离子柱层析纯化

试验表明%大黄鱼小清蛋白提取液在
HH*>7

处的吸

收峰远高于其他波长%这可能与小清蛋白缺少在
H4*>7

处有吸光值的色氨酸有关*

-*

+

&故在
HH*>7

下测定小清蛋

白的洗脱曲线%共分离得到
(

个明显的洗脱组分!见图
,

#&

!!

由图
4

可知%洗脱峰
!

)

H

的蛋白含量较高且成分单

一%分子量约为
!*EQ8

%与陆宗超*

!(

+

-4报道的小清蛋白分

子量相符&结合图
,

和图
4

可知%大黄鱼小清蛋白的最

高盐浓度为
*B'7G:

(

0

%当盐浓度为
*B!)7G:

(

0

时停止目

的样品的收集&

HB)

!

小清蛋白的免疫印迹确认

! !

小鼠抗蛙单克隆小清蛋白抗体
&WV_6!"

%是目前商

图
,

!

大黄鱼小清蛋白阴离子柱层析洗脱图

/9

F

AKC,

!

&8KN8:MA79>GRNJ75C)J?'(7,(?H)?7( 8>9G>

@G:A7>@TKG78?G

F

K8

O

T

S

C:A?9G>78

O

用化的已被证实并被使用的单克隆抗体%已被用于确认

鲤鱼)鲶鱼)鳕鱼和罗非鱼中的小清蛋白&由图
"

可知%

纯化后的大黄鱼小清蛋白可在分子量
!*

"

!HEQ8

处与小

鼠抗蛙单克隆抗体出现明显的特异杂交显色条带%据此

判定纯化的蛋白样品即为小清蛋白&

-

!

结论
采用热肌浆蛋白热提取和阴离子柱层析的方法研究

了养殖大黄鱼小清蛋白的提取工艺%此时的洗脱液盐浓

度为
*B!)7G:

(

0

&提取前进行脱脂处理%大大减少了其

他杂质%提高了小清蛋白的纯度%而还原剂二硫苏糖醇的

添加%减少了小清蛋白的氧化%提高了其提取得率&响应

YBY8KECK

!

WB

大黄鱼肌浆蛋白
!

]B

大黄鱼小清蛋白热提取物

!

!B

第
!

洗脱峰
!

HB

第
H

洗脱峰
!

-B

第
-

洗脱峰
!

(B

第
(

洗脱峰

图
4

!

大黄鱼小清蛋白阴离子柱层析
2Q26&W\5

电泳图

/9

F

AKC4

!

2Q26&W\5 C:C@?KG

O

TGKCL9LGR

O

8KN8:MA79>

RKG7 NJ75C)J?'(7,(?H)?7( C:A?CDM

S

8>9G>

@G:A7>@TKG78?G

F

K8

O

T

S

%%!

"
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YBY8KECK

!

!B

纯化的小清蛋白

图
"

!

小清蛋白的免疫印迹分析

/9

F

AKC"

!

JCL?CK>6M:G?GR

O

8KN8:MA79>

面优化确定的养殖大黄鱼小清蛋白最佳提取工艺条件为

提取浓度
,H77G:

(

0

%提取液
O

14B*

%料液比!

L

大黄鱼
c

M

提取液#
!c!4*

!

F

(

70

#%提取温度
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%提取时间
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此条件下小清蛋白得率为
*B!,(HI

$采用免疫印迹法分

析小清蛋白的分子量约为
!HEQ8

&由于小清蛋白的分离

纯化技术较为复杂%其致敏及脱敏机理有待进一步深入

研究&
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结论
通过对不同干燥方法加工的茯苓产品进行显微性

状)有效成分含量)抗氧化活性
-

个方面进行比较%结果

显示%真空冷冻干燥)日晒)空气能仿生变温干燥的茯苓

产品的显微性状优于恒温干燥$空气能仿生变温干燥的

茯苓产品的水提液的抗氧化活性最高$空气能仿生变温

干燥的茯苓产品的水溶性多糖)醇溶性蛋白含量降低%水

溶性蛋白含量极显著提高$空气能仿生变温干燥方法还

解决了高温干燥方法导致茯苓产品开裂的问题%比日晒)

阴干时间缩短%比真空冷冻干燥能耗低%并避免了茯苓加

工过程中需熏硫磺的问题&综上%空气能仿生变温干燥

为最佳的茯苓干燥方法&但干燥方法对茯苓成分影响的

具体机制尚不明确%还需进一步深入研究&
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