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［摘要］　目的：研究莲子蛋白质水提取的最佳条件。方法：在单因素试验分析的基础上，采用合理的实验设计

方案，通过响应面法优化莲子蛋白的提取条件。结果：提取莲子蛋白的最佳工艺参数为提取 ｐＨ值 ８０，料液比

１∶１５，提取时间 ７ｈ，蛋白提取率为 １４５３％。结论：响应面法优化的莲子蛋白提取条件简便易行，准确性和重现性

好，具有实际应用价值。
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莲子又名水之丹，是我国特有的种质资源，属

睡莲科多年水生草本植物莲的成熟种子。据 《本草

纲目》记载
［１］
，莲子有 “补中养神，止渴去热，安

心止痢，交心肾，固精气，强筋骨，补虚损，利耳

目，除寒湿”等功能。现代研究表明
［２］
，莲子中蛋

白质含量高，是较理想的优质植物蛋白，其中氨基

酸数量和比例较平衡，蛋氨酸达到了世界卫生组织

规定标准，可有效补充豆类蛋白中蛋氨酸的不足。

同时莲子又富含赖氨酸，可弥补谷类蛋白质中赖氨

酸的不足，大大提高了莲子的营养价值。

然而迄今为止，市场上以莲子为主要成分的产

品比较单一，莲子作为营养珍品长期以来仅停留在

糖水莲子、制成蜜饯等简单工艺加工上，未见与莲

子蛋白质相关的保健食品
［３］
。其主要原因是莲子蛋

白质的提取率普遍偏低，严重制约了对其系统研究

和开发。

响应面分析法是一种综合实验设计和数学模型

优化的分析方法，采用多元二次回归方法作为函数

估计的工具，将多因子实验中的因素与指标之间的

相互关系用多项式近似拟合，给出直观等高线图和

三维立体图，依此可对函数的响应面和等高线进行

分析，可研究因子与响应值之间、因子与因子之间

的相互关系，并可进行优化
［４６］
。与目前广泛使用的

“正交试验设计法”相比，其具有实验周期短、求

得的回归方程精度高、预测性能好，能研究几种因

素间交互作用、能设计最优组合，和计算响应目标

·０５２·
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的最优值等优点
［７］
。

本研究针对莲子蛋白提取率低的问题，结合响

应面分析法，着重对莲子蛋白质的提取方法进行实

验，通过单因素试验确定各影响因子，优化了莲子

蛋白质的提取条件，为将莲子用于生产莲子蛋白粉

或其他含莲蛋白保健品及莲子蛋白本身的进一步研

究提供参考。

１　仪器与试药

１１仪器

ｐＨ计 ＦＥ２０（美国梅特勒托利多公司）；冷冻离
心机 Ｇｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８０４Ｒ（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；低温
真空 冷 冻 干 燥 机 ＬＬ３０００（德 国 Ｈｅｔｏ）；Ｉｎｆｉｎｉｔｅ
Ｍ２００Ｐｒｏ多功能酶标仪（瑞士 Ｔｅｃａｎ公司）；电子天
平 ＡＬ２０４（美国梅特勒托利多公司）。

１２试药

莲子购于宏检大药房；Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量试剂盒
购于天根；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）由实验室配置；氯
化钠、氯化钾、磷酸氢二钠（北京化工厂）。

２　方法

２１蛋白质提取及含量测定

莲子经高速粉碎机粉碎，精密称取 １ｇ莲子粉置
于圆底烧瓶中，按照各项预设条件（料液比、ｐＨ值、
提取时间、提取次数）进行水提，以６０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，取上清液，冻干（浓缩）后称重，取冻干后的
样品，精密称取１ｍｇ，溶于１ｍＬ水中，配置成质量
浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１的溶液。

采用考马斯亮蓝 Ｇ２５０法［８］
，分别准确吸取

１ｍｇ·ｍＬ－１的牛血清蛋白 ０、１、２、３、４、５、６μＬ，
分别加入 ９６孔板中，另加入 ＰＢＳ缓冲液 １５、１４、
１３、１２、１１、１０、９μＬ，再各加入 ２８５μＬ考马斯亮
蓝 Ｇ２５０，震荡混匀，室温放置 ６ｍｉｎ，于 ５９５ｎｍ处
测其吸光度。以蛋白浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）为横坐标，吸
光度为纵坐标，绘制出标准曲线。

样品中蛋白质浓度的测定：取 １５μＬ不同实验
条件下所提取的蛋白溶液，加入 ２８５μＬ考马斯亮蓝
Ｇ２５０，在５９５ｎｍ处测其吸光度，从而计算出总蛋白
的提取率。

提取率（％）＝冻干后莲子蛋白克数
莲子克数

×１００％

２２　提取条件单因素试验设计

２２１提取时间对蛋白提取率的影响　分别精密称
取莲子粉１ｇ于１００ｍＬ容量瓶中，以料液比（Ｗ／Ｖ）
１∶２５，ｐＨ７０，提取时间分别为 １０、２０、４０、
７０、１００、２４０ｈ，搅拌提取［９］

。

２２２ｐＨ值对蛋白提取率的影响　分别精密称取莲
子粉１ｇ于 １００ｍＬ容量瓶中，料液比（Ｗ／Ｖ）１∶２５，
用 ＨＣｌ、ＮａＯＨ溶液调节提取液 ｐＨ值，分别取 ｐＨ
５０、６０、７０、８０、９０、１００、１１０，搅拌提取
５０ｈ［１０］。
２２３料液比对蛋白提取率的影响　分别精密称取
莲子粉 １ｇ于 １００ｍＬ容量瓶中，以料液比（Ｗ／Ｖ）
１∶５、１∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５，ｐＨ为 ７０，搅拌提
取５０ｈ［１１］。
２２４提取次数对蛋白提取率的影响　别精密称取
莲子粉 １ｇ于 １００ｍＬ容量瓶中，料液比（Ｗ／Ｖ）
１∶２５，ｐＨ７０，搅拌提取５０ｈ，分别提取１、２、３、
４次，将提取液合并［１２］

。

２２５莲子蛋白等电点对提取率的影响　将莲子蛋
白提取液用 ００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸调 ｐＨ值分别为 ３、
３５、４、４５、５，使蛋白质沉淀，离心后取上清液
进行比色测定，吸光度最小的即为等电点。

２３响应面法对莲子蛋白提取条件进行优化

综合单因素试验结果，采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０
软件中的 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ［１３］中心组合实验设计原理，
对料液比、提取时间、ｐＨ值 ３个影响蛋白质提取效
果的因素进行考察，以莲子蛋白质提取率为响应值。

共１７个试验点，其中１２个为析因子，５个为中心试
验，用以评估误差。设计三因素三水平的响应分析

试验，建立二次多项式回归模型，各因素水平及编

码见表１。

表 １　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ因素水平表

水平
因素

ＡＰＨ Ｂ料液比（Ｗ／Ｖ） Ｃ提取时间／ｈ

－１ ７ １∶１０ ４

０ ８ １∶１５ ７

１ ９ １∶２０ １０

３　结果与分析

３１标准曲线的绘制

以牛血清蛋白浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）为横坐标，吸光

·１５２·
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度（Ａ）为纵坐标，绘制出标准曲线，得回归方程：
Ｙ＝１６４９Ｘ＋０４１３，ｒ＝０９９５０，式中 Ｙ为吸光度，
Ｘ为蛋白浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）。

３２莲子蛋白提取单因素试验

３２１提取时间对提取率的影响　固定 ｐＨ值、料液
比、提取次数等影响因素，在不同提取时间下研究

其对莲子蛋白提取率的影响。见图 １。随着提取时
间的延长，蛋白提取率在 ７ｈ前增加较为明显，７ｈ
后急剧下降，从蛋白稳定性考虑，确定最佳莲子蛋

白提取时间为７ｈ。

注：提取时间从左到右依次为 １、２、４、７、１０、

２４ｈ。

图 １　提取时间与提取率的关系

３２２料液比对提取率的影响　固定提取时间、ｐＨ
值、提取次数等因素，研究料液比对莲子蛋白提取

率的影响。见图 ２。料液比为 １∶１５时，莲子蛋白的
提取率最大，料液比从１∶５到 １∶１５莲子蛋白提取率
显著增加，随着其提取液体积的逐渐增大，莲子蛋

白提取率逐渐下降。同时大量提取液在后续工序中

需经浓缩，从提取效率和节约资源综合来考虑，确

定莲子蛋白提取的最佳料液比为１∶１５。

注：液料比从左到右依次为５、１０、１５、２０、２５。

图 ２　液料比与提取率的关系

３２３ｐＨ值对提取率的影响　固定提取时间、料液
比、提取次数等因素，研究ｐＨ值对莲子蛋白提取率
的影响。从图 ３可以看出，随着 ｐＨ值在 ５０到

８０，提取率明显上升，８０之后缓慢下降。预测该
ｐＨ值与莲子蛋白的等电点较接近。选择最佳提取
ｐＨ值为８０。

注：ｐＨ值从左到右依次为 ５０、６０、７０、８０、

９０、１００、１１０。

图 ３　ｐＨ值与提取率的关系

３２４提取次数对提取率的影响　固定提取时间、
料液比、ｐＨ值等因素，研究提取次数对莲子蛋白提
取率的影响。由图 ４所示，随着提取次数的增加，
莲子蛋白提取率逐渐下降，从工序的角度及成本节

约考虑，将其提取次数固定为一次。

注：提取次数从左到右依次为１、２、３、４。

图 ４　提取次数与提取率的关系

３２５莲子蛋白等电点对提取率的影响　固定 ｐＨ
值、料液比、ｐＨ值、提取次数等因素，研究莲子蛋
白等电点对莲子蛋白提取率的影响。ｐＨ值在 ３０到
４５区间明显下降，在４５时提取率最低，之后蛋白
提取率有明显上升趋势。因此判断 ｐＨ值４５位莲子
蛋白等电点。

注：ｐＨ值从左到右依次为３、３５、４、４５、５。

图 ５　莲子蛋白等电点与提取率的关系

·２５２·
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３３提取条件的响应面实验结果与分析

在上述单因素试验的基础上，ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心
组合实验设计原理，对莲子蛋白提取工艺中的 ｐＨ
值、料液比、提取时间 ３个因素做进一步优化。以
Ａ＝ｐＨ、Ｂ＝料液比、Ｃ＝提取时间为自变量，莲子
蛋白的提取率为响应值 Ｒ，３因素３水平的响应面分
析方案及结果见表２［１４］。

表 ２　响应面分析方案及结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ 响应值 Ｒ

１ －１ ０ －１ １２５３

２ ０ ０ ０ １４５３

３ １ ０ －１ １１０３

４ １ －１ ０ １０６０

５ －１ １ ０ １１２３

６ －１ －１ ０ １１９６

７ ０ １ －１ １０６３

８ ０ ０ ０ １４５３

９ ０ ０ ０ １４４３

１０ ０ －１ －１ １１９６

１１ ０ ０ ０ １４４０

１２ １ ０ １ １３６３

１３ ０ －１ １ １２８０

１４ ０ １ １ １２４３

１５ ０ ０ ０ １４４３

１６ １ １ ０ １０９０

１７ －１ ０ １ １０５６

表 ３　莲子蛋白提取回归分析

方差

来源
平方和

自由

度
均方 Ｆ值 Ｐ（Ｆ＞Ｆｘ）显著性

模型 ３６４１ ９ ４０５ １３８１ ０００１１ 

Ａ １８×１０－３ １ １８×１０－３６１５×１０－３ ０９３９７

Ｂ ０５７ １ ０５７ １９４ ０２０６７

Ｃ １３４ １ １３４ ４５６ ００７００

ＡＢ ０２７ １ ０２７ ０９１ ０３７３０

ＡＣ ５２２ １ ５２２ １７８３ ０００３９ 

ＢＣ ０２３ １ ０２３ ０７９ ０４０４６

Ａ×Ａ １１５３ １ １１５３ ３９３５ ００００４ 

Ｂ×Ｂ １１２８ １ １１２８ ３８５２ ００００４ 

Ｃ×Ｃ ３２０ １ ３２０ １０９３ ００１３０ 

残差 ２０５ ７ ０２９

失拟项 ２０４ ３ ０６８ １７９４６ ００００１ 

绝对误差 ００１５ ４ ３７８×１０－３

总离差 ３８４６ １６

　　注：表示对结果影响显著（Ｐ＜００５）；表示对结果影响极显著
（Ｐ＜００１）。

表 ４　回归模型方差分析

标准

值
均值

变异

系数

预测

平方和
拟合度

校正

拟合度

预测

拟合度
信噪比

０５４ １２５ ４３３ ３２５８ ０９４６７ ０８７８２ ０１５２８ ９８６

按照 ＢｏｘｂｅｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ（ＢＢＤ）实验设计方法的
统计学要求，对提取率的响应面优化试验结果进行

多元非线性回归分析，得到料液比、ｐＨ、提取时间
对莲子蛋白提取率（Ｙ）的拟合方程：Ｙ＝１４．４６－
０．０１５Ａ－０．２７Ｂ ＋０．４１Ｃ －０．２６ＡＢ ＋１．１４ＡＣ ＋
０．２４ＢＣ－１．６５Ａ２－１．６４Ｂ２－０．８７Ｃ２。表３显示，模
型的 Ｐ＜０００５，表明本实验所采用的二次模型极显
著，可用来进行响应值（莲子蛋白提取率）的预

测
［１５］
。由 Ｆ检验来判定，概率 Ｐ（Ｆ＞Ｆα）的值越

小，则相应变量的显著程度越高。在二次项中，

ＰＡ，ＰＢ小于 ００１，说明 ｐＨ值和料液比对提取率
（响应值）的影响极显著，而 ＰＣ小于 ００５，说明提
取时间对提取率影响显著。交互项中，ＰＡＣ小于
００５，说明 ｐＨ值与料液比交互作用对提取率的影响
显著。其他各个因素作用不显著。由表 ４可知，莲
子蛋白提取率的负相关系数 ｒ为 ０９４６７，表明该回
归模型拟合情况良好，回归方程代表性较好，可以

准确预测实际情况；校正系数 ＲＡｄｊ＝０８７８２，表明
８７８２％的实验数据的变异性可用该模型来解释；变
异系数 ＣＶ＝４３３％，变异系数越低说明本次实验的
可信度与精密度越高；精密度（ＡｄｅｑＰｒｅｃｉｓｉｏｎ）实验
中此值大于 ４视为合理，本次实验精密度为 ９８６，
表明该模型精密度良好。综上所述，该模型可以较

好地反应响应值的变化。根据回归分析结果作出相

应的响应曲面图进一步直观地确认料液比、ｐＨ值、
提取时间三因素的交互作用对莲子蛋白提取率的影

响，结果见图３～８。
利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０软件进行拟合，进一步

直观了解料液比、ｐＨ值、提取时间之间两两交互作
用对莲子蛋白提取率的影响，结果见图 ６～８。交互
效应的强弱根据等高线的形状可反映，圆形表示两

因素交互作用较弱，而椭圆形则与之相反
［１６］
。

对图６～８进行分析可得出，提取时间和 ｐＨ值
对莲子蛋白提取率的影响较为显著。由高线图可知，

ｐＨ值应选择在７５～８５，料液比应该选择在１∶１２～
１∶１７；提取时间应在５５～１０ｈ。以上响应面图和等
高线图的分析结果也进一步验证了通过单因素分析

而获得的最佳提取工艺参数。

·３５２·
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图 ６　ｐＨ与液料比的交互作用响应面及等高线

图 ７　ｐＨ与提取时间的交互作用响应面及等高线

图 ８　液料比与提取时间的交互作用响应面及等高线

　　通过模型分析［１７］
，响应值 Ｒ取最大值时，提取

条件的取值：料液比为 １∶１５，提取时间为 ７ｈ，提取
ｐＨ值为８０，莲子蛋白理论提取率最大。在上述提取
条件下，通过进一步实验对模型的可靠性进行验

证
［１８］
，重复进行３次实验，得到的莲子蛋白的平均提

取率为１４５３％，与预测值 １４４６％的误差为 ０５４％，
说明该回归方程可以较好地预测莲子蛋白的提取率。

４　结论

莲子的药用食用价值很大，但是现在还没有得

·４５２·
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到完全开发，无论是从使用状况方面还是经济效益

方面来看都是没有益处的。以前经常用的方法是正

交试验找到最佳提取条件，但是正交试验有很多缺

点，可能会使实验结果不准确。而响应面法就可以

很大程度地弥补这些缺点。

本研究以莲子蛋白提取率为考察指标，选取料

液比、提取时间、ｐＨ值、提取次数四个因素，考察
其对蛋白提取率的影响，在单因素试验基础上，利

用响应面法建立料液比、提取时间、ｐＨ值与总蛋白
提取率之间的数学回归模型，并结合相关的方差分

析，探讨了关键因素及其相互作用，并结合 Ｄｅｓｉｇｎ
Ｅｘｐｅｒｔ８０软件中的 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ进行响应试验
分析。

回归分析和验证实验结果表明，此提取方法简

单、合理、可行。得到莲子蛋白提取的最佳条件：

料液比 １∶１５，提取时间 ７ｈ，提取 ｐＨ值 ８０，蛋白
的实际提取率为１４５３％。
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