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摘 要：采用单因素试验、正交设计试验、方差分析和多重比较等方法，研究不同因素对田菁叶片蛋白质提取的影

响，确定提取的最佳工艺参数。结果表明：影响田菁叶片蛋白质提取率的主次因素依次为提取温度、提取时间、料液

比、盐浓度和 pH 值；提取的最佳工艺参数为：料液比 1 ∶ 20（g/mL）、pH 8、NaCl 2 %、提取温度 60℃，提取时间 120 min。在
此条件下，田菁叶片蛋白质的提取率可达 40.02 mg/g。
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Abstract：In order to optimize the conditions for extracting leaf proteins in Sesbania cannabina，single factor
tests，orthogonal experimental design，variance analysis and multiple comparisons were applied to study the ef－
fects of different factors and optimize the parameters. Results showed that：the five affecting factors for protein
yield rank from strong to weak as extraction temperature，extraction time，material/solvent ratio，NaCl concen－
tration，and pH. The optimal extraction conditions were material/solvent ratio 1 ∶ 20 （g/mL），pH 8，NaCl con－
centration 2 %，extracting time 120 min and extraction temperature 60 ℃. The yield of protein under the optimal
conditions was 40.02 mg/g.
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田菁 Sesbania cannabina（Retz.）Poir 为豆科田菁 属一年生草本植物，又名碱菁、涝豆，喜温暖的气候，常

见于我国南方省市[1]。田菁有较强的抗旱能力[2]，同时

也耐盐[3-4]、耐碱[5]、耐涝[6-7]、耐瘠薄[8-9]、耐重金属[10]，适应

性广。长期以来，田菁一直作为改良盐碱土和培肥土

壤的先锋绿肥作物[11]。
田菁生长迅速、生物量大，蛋白质含量十分丰富，

可作牧草配合饲料饲养动物[12]。此外，一般的豆类蛋白

质和谷类蛋白质相比较，更易消化吸收，更加健康符

分离提取
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合人类需求[13]，且含多种维生素及矿物质[14]，也可作为

人类饮食的蛋白质补充，可改善膳食结构。目前，对于

田菁蛋白质分离提取的研究鲜有报道，因而其蕴含的

丰富蛋白质并未得到充分利用。本研究以田菁叶片为

原料，采用单因素试验和正交试验研究其蛋白质提取

的最佳工艺条件，旨在提高田菁的资源利用率，为进

一步开发利用田菁资源提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 田菁叶片粉末的制备

田菁叶片采自台州学院椒江校区校园内，80 ℃干

燥 8 h 后用粉碎机粉碎成粉末，所得粉末用广口瓶收

集，密封置于阴凉处备用。
1.2 标准曲线的测定

称取 10 mg 的牛血清白蛋白固体（BSA）加蒸馏水

定容至 100 mL，此溶液即为试验所用的 0.1 mg/mL 标

准溶液。在 6 支试管中加入 0.1 mg/mL 的标准溶液各

0、0.2、0.4、0.6、0.8、1 mL，再依次加入蒸馏水 1、0.8、0.6、
0.4、0.2、0 mL。再分别加入 3 mL 考马斯亮蓝 G-250 试

剂并盖塞混匀。放置 2 min 后，在 595 nm 下比色，绘制

标准曲线[15]。以蛋白质浓度（x）对吸光度（y）作出相应

的标准曲线，得到线性回归方程：y=8.533 1x-0.008 0
（R2=0.991 4），结果表明总蛋白浓度在 0.01 mg/mL~
0.1 mg/mL 范围内与吸光度有良好的线性关系。
1.3 单因素试验对田菁叶片蛋白提取条件的优化

1.3.1 提取时间对田菁叶片蛋白质提取率的影响

准确称取 1 g 田菁叶片粉末，置于洁净烧杯中，按

1：30（g/mL）的料液比加水（pH 值为 6），再加入 NaCl
粉末，使其浓度为 4 %，于 50℃水浴锅中分别提取 30、
60、90、120、150、180 min。提取液于 6 000 r/min 转速下

离心 10 min，取上清液 1 mL 置具塞玻璃试管中，加入考

马斯亮蓝试剂 3 mL，并盖上塞子，混匀，于波长595 nm
处测定吸光度，根据标准曲线计算 1 mL 提取液和总体

积提取液中蛋白质含量。
1.3.2 pH 值对田菁叶片蛋白质提取率的影响

准确称取 1 g 田菁叶片粉末，置于洁净烧杯中，按

料液比 1 ∶ 30（g/mL）分别加水，pH 值分别为 2、4、6、8、
10、12，再加入 NaCl 粉末，使其浓度为 4 %，于 50 ℃水

浴锅中提取 90 min。提取液于 6 000 r/min 转速下离心

10 min，取上清液 1 mL 置具塞玻璃试管中，其余操作

同上。
1.3.3 料液比对田菁叶片蛋白质提取率的影响

准确称取 1 g 田菁叶片粉末，置于洁净烧杯中，分

别按料液比 1 ∶ 10、1 ∶ 20、1 ∶ 30、1 ∶ 40、1 ∶ 50（g/mL）比

例加水（pH 值为 6），再加入 NaCl 粉末，使其浓度为

4 %，于 50℃水浴锅中提取 90 min。提取液于 6000 r/min
转速下离心 10 min，取上清液 1 mL 置具塞玻璃试管

中，其余操作同上。
1.3.4 提取温度对田菁叶片蛋白质提取率的影响

准确称取 1 g 田菁叶片粉末，置于洁净烧杯中，按

1 ∶ 30（g/mL）的料液比加水（pH 值为 6），再加入 NaCl
粉末，使其浓度为 4 %，分别于 30、40、50、60、70、80 ℃
水浴锅中提取 90 min。提取液于 6 000 r/min 转速下离

心 10 min，取上清液 1 mL 置具塞玻璃试管中，其余操

作同上。
1.3.5 盐浓度对田菁叶片蛋白质提取率的影响

准确称取 1 g 田菁叶片粉末，置于洁净烧杯中，按料

液比 1 ∶ 30（g/mL）比例加水（pH 值为 6），再加入 NaCl
粉末，使其浓度分别为 1 %、2 %、3 %、4 %、5 %、6 %，

于 50℃水浴锅中提取 90 min。提取液于 6 000 r/min 转

速下离心 10 min，取上清液 1 mL 置具塞玻璃试管中，

其余操作同上。
1.3.6 正交设计法优化田菁叶片蛋白的提取条件

在提取时间、pH 值、液料比、温度和盐浓度 5 个单

因素试验的基础上，采用五因素四水平进行 L16（45）正

交试验，每个试验重复 6 次，以确定田菁总蛋白提取的

最佳方案，因素水平如表 1 所示。

1.3.7 数据处理

运用 SPSS 13.0 对蛋白提取量进行数据分析，并采

用 Duncan 新复极差检验法对提取量进行多重比较

（P＜0.05）。

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果分析

2.1.1 提取时间对田菁叶片蛋白质含量的影响

提取时间对田菁叶片蛋白质含量的影响见图 1所示。
由图 1 可知，蛋白质含量随着提取时间的增加先

增加后降低，当提取时间为 90 min 时，蛋白质含量达

到最高，蛋白质含量为 28.98 mg/g，之后含量缓慢下

表 1 正交试验因素及水平

Table 1 Factors and levels of orthogonal test

水平

因素

A 时间/
min

B pH 值
C 料液比/
（g/mL）

D 温度/
℃

E 盐浓
度/%

1 90 4 1∶20 30 2

2 120 6 1∶30 40 3

3 150 8 1∶40 50 4

4 180 10 1∶50 60 5
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降。可能的原因是提取时间过短，蛋白质还没有完全

从原料中溶解出来；时间过长，高温和强碱作用会使

蛋白质氢键断裂，空间结构遭到破坏，疏水基团暴

露、溶解度降低 [16]。综合产量和能耗两方面原因考

虑，初步确定提取时间90 min~180 min。
2.1.2 pH 值对田菁叶片蛋白质含量的影响

pH 值对田菁叶片蛋白质含量的影响见图 2 所示。

由图 2 可知，蛋白质含量随着 pH 值的增加先显

著增加，到 pH=6 时，含量最大，值为 32.51 mg/g；随后，

蛋白质含量随 pH 值的升高而显著降低。这是因为蛋

白质为两性电解质，在某一 pH 值的溶液中它所带的

正电荷数与负电荷数恰好相等，即净电荷数为零（此

时 pH 值称为等电点），等电点时蛋白质间静电斥力最

低，蛋白质溶解度最低，容易聚集、沉淀，从溶液中析出[17]；

而较强的酸或碱会使蛋白质脱氨、脱羧或水解，使得

含量降低[18]。据此，初步确定提取 pH 值范围为 4~10。
2.1.3 料液比对田菁叶片蛋白含量的影响

料液比对田菁叶片蛋白含量的影响见图 3 所示。
由图 3 可知，当料液比较大时，蛋白质含量随料液

比增大而显著增加，料液比达到 1 ∶ 30（g/mL）时，产量

达到峰值，蛋白质含量为 35.12 mg/g，之后又显著下

降。可能因为当溶剂量太小时，田菁叶片蛋白不能完

全充分溶解，溶液中的蛋白质少，所以含量过小，但是

加溶剂量过大，则又会破坏提取效果[19]，而且使试验设

备体积增大，大大降低了生产效率。因此，初步确定提

取的料液比为 1 ∶ 20（g/mL）~1 ∶ 50（g/mL）。
2.1.4 提取温度对田菁叶片蛋白质含量的影响

提取温度对田菁叶片蛋白质含量的影响见图 4所示。

由图 4 可知，叶片蛋白含量随提取温度的升高而

显著增加，当提取温度达到 50 ℃时，蛋白质产量达到

最高值 30.35 mg/g。这是因为温度升高，分子运动速度

加快，蛋白质较容易从原料中溶解出来，但温度不是

越高越好，高温会使蛋白质变性或裂解[20]，从而影响蛋

白质的含量和质量。综合能耗和产量考虑，初步确定

提取温度为 30℃~60℃。
2.1.5 盐浓度对田菁叶片蛋白质含量的影响

盐浓度对田菁叶片蛋白质含量的影响见图 5 所示。
由图 5 可知，当盐浓度为 1 %~5 %时，叶片蛋白质

含量基本符合逐步上升的趋势，当盐浓度为 5 %时，叶

片蛋白值含量达到最高 34.68 mg/g，超过 5 %后，提取

含量有所下降。这可能是因为溶液中的钠离子和氯离

子可与带负电荷和正电荷的蛋白质基团结合，屏蔽了

蛋白质分子之间的静电排斥力，蛋白质分子在运动时

更容易交联、聚焦而产生沉淀析出[21]。综合含量和成本

因素，初步确定盐浓度为 2 %~5 %。
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图 1 提取时间对田菁叶片蛋白质含量的影响

Fig.1 Effects of extraction time on extraction yield of Sesbania leaf

proteins

图 2 pH 值对田菁叶片蛋白质含量的影响

Fig.2 Effects of pH on extraction yield of Sesbania leaf proteins
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图 3 料液比对田菁叶片蛋白质含量的影响

Fig.3 Effects of material-to-liquid on extraction yield of Sesbania

leaf proteins
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图 4 提取温度对田菁叶片蛋白质含量的影响

Fig.4 Effects of extraction temperature on extraction yield of

Sesbania leaf proteins
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2.2 正交设计法优化提取工艺

2.2.1 正交试验结果

根据单因素的结果，设计 L16（45）五因素四水平正

交优化试验，每个试验重复 6 次，结果见表 2。

从表 2 可以看出，根据极差 R 的大小判断得：田菁

叶片蛋白质提取含量影响因素的主次顺序为 D>A>C>
E>B，即提取温度>提取时间>料液比>盐浓度>pH 值。
分析蛋白质提取的含量和各因素的 k 值，A2B3C4D4E3

组合为田菁叶片蛋白质提取的最佳方案。
2.2.2 正交试验方差分析和多重比较结果

为考察 5 种因素对蛋白质提取含量的差异，采用

One-Way ANOVA 进行单因素方差分析，结果见表 3。

由表 3 可知，因素 A 和 D 不同水平之间有显著性

差异，说明提取温度和提取时间对田菁叶片蛋白质的

提取率有显著影响；因素 B、C 和 E 均无显著性差异，

说明 pH 值、料液比和盐浓度在正交设计的 4 个水平

对蛋白质的提取率无显著影响。
为了进一步考察显著因素不同水平间的差异，采

用 Duncan 新复极差法分别对因素 A 和 D 进行多重比

较，结果见表 4。

由表 4 可知，A2 和 A3 水平对蛋白质含量的影响

显著高于 A1 水平，但 A2 和 A3 之间差异不显著，而选

择 A2 水平成本更低；D4 水平显著高于 D2 和 D1 水平，

故选择 D4 作为 D 因素的最适水平。
因素 B、C 和 E 因无显著性差异，其水平可根据实
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图 5 盐浓度对田菁叶片蛋白质含量的影响

Fig.5 Effects of the concentration of NaCl on extraction yield of

Sesbania leaf proteins

表 2 正交设计及结果 L16（45）

Table 2 L16（45）orthogonal design arrangement and experimental

results

试验号
A 时间/
min

B pH 值
C 料液比/
（g/mL）

D 温度/
℃

E 盐浓
度/%

Y 蛋白
质含量/
（mg/g）

1 90 4 1∶20 30 2 27.07

2 90 6 1∶30 40 3 28.63

3 90 8 1∶40 50 4 31.85

4 90 10 1∶50 60 5 31.99

5 120 4 1∶30 50 5 34.77

6 120 6 1∶20 60 4 37.05

7 120 8 1∶50 30 3 35.51

8 120 10 1∶40 40 2 30.51

9 150 4 1∶40 60 3 37.23

10 150 6 1∶50 50 2 38.35

11 150 8 1∶20 40 5 29.79

12 150 10 1∶30 30 4 30.79

13 180 4 1∶50 40 4 33.78

14 180 6 1∶40 30 5 28.68

15 180 8 1∶30 60 2 35.75

16 180 10 1∶20 50 3 32.02

k1 29.88 33.21 31.48 30.51 32.92

k2 34.46 33.18 32.49 30.68 33.35

k3 34.04 33.22 32.07 34.25 33.37

k4 32.56 31.33 34.91 35.51 31.31

R 4.16 1.89 2.42 4.99 2.04

表 3 正交试验方差分析结果

Table 3 Variance analysis of orthogonal experiments

因素 变异来源 偏差平方和 自由度 均方 F 值 显著水平

A 组间 403.757 3 134.586 3.328 0.021*

组内 3 720.246 92 40.437

B 组间 41.200 3 13.733 0.309 0.818

组内 4 082.803 92 44.378

C 组间 266.137 3 88.712 2.116 0.104

组内 3 857.866 92 41.933

D 组间 529.065 3 176.355 4.513 0.005*

组内 3594.937 92 39.075

E 组间 46.573 3 15.524 0.350 0.789

组内 4 077.430 92 44.320

注：* 表示该因素不同水平之间有显著差异（P<0. 05）。

表 4 A 和 D 两因素四水平蛋白提取量均值的多重比较

Table 4 Multiple comparisons of proteins extraction yield at

different levels of factor A and D

因素及水平 均值 显著性

A2 34.46 a

A3 34.04 a

A4 32.56 ab

A1 29.88 b

D4 35.51 a

D3 34.25 ab

D2 30.68 b

D1 30.51 b

注：不同的小写字母表示有显著差异（P<0. 05）。
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际情况进行选择。从经济角度考虑，三者分别 B3、C1 和E1

均较为合适。因此，最后确定提取田菁叶片蛋白质的最

佳工艺参数为 A2B3C1D4E1，即采用料液比 1 ∶ 20（g/mL）、
pH 8、NaCl 2 %、60℃条件下提取 120 min，即可达到最

佳提取效果，在此条件下重复提取田菁叶片蛋白质 6
次，测得平均提取率为 40.02 mg/g。

3 结论

以水为溶剂，从田菁叶中提取蛋白质，得到影响

蛋白质提取率的各个因素主次为提取温度、提取时间、
料液比、盐浓度和 pH 值。从田菁叶中提取蛋白质的最

佳工艺条件为：料液比 1 ∶ 20（g/mL）、pH 8、NaCl 2 %、
提取温度 60℃，提取时间 120 min。按该工艺参数组合

提取田菁叶片蛋白质的提取率可达 40.02 mg/g。
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