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响应面法优化牦牛肝蛋白提取工艺研究
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摘要:对牦牛肝中主要营养成分进行测定，然后用单因素和响应面分析法确定牦牛肝蛋白的最佳提取工艺。通过单因素
试验选取影响因素与水平，在此基础上采用四因素三水平的响应面分析法，根据回归分析确定最佳提取工艺。试验结果表
明:鲜牦牛肝水分含量为 70． 85%、灰分含量为 0． 7%、蛋白含量为 19． 70%、粗脂肪含量为 2． 92% ; 最佳提取工艺为: 液料比
( ml: g) 7、碱液浓度 0． 14 mol·L －1、提取时间 68 min、提取温度 53℃，采用该条件蛋白提取率可达 88． 38%。
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牦牛( Bos grunniens) 属于偶蹄目、牛科、牛亚科
动物中的稀有种。主要分布在青藏高原和喜马拉雅
山脉海拔 2500 ～ 6000 m 的高寒地区，能耐零下
30℃ ～40℃的严寒，牦牛是世界上生活在海拔最高
处的哺乳动物之一，我国的牦牛占世界总量 92%以
上［1，2］，牦牛肝资源丰富，目前除了传统的食用外，
尚未进一步开发利用，利用效率较低。传统的藏民
族医药中［3］，牦牛肝及其浸提物作为一种常用药材
使用已久，曾在药典中也出现过，主要用于治疗贫
血、营养不良等症状，这些使用方法存在着不科学和
不合理的地方。为进一步规范、合理的使用这一资
源，本文对牦牛肝蛋白提取工艺进行研究。近年来
对肝蛋白研究较多，主要集中于肝蛋白多肽的活性
方面，对开发利用蛋白类药物有着十分重要意义。

1 材料与方法
1． 1 实验材料

鲜牦牛肝购于西宁市东川屠宰场。
考马斯亮蓝 G －250、氢氧化钠、牛血清蛋白、浓

硫酸、硫酸铜、硫酸钾、硼酸、碳酸钠、盐酸、石油醚均
为分析纯。
1． 2 仪器与设备

绞肉机，凯氏定氮仪，AR1140 电子天平，电热
恒温干燥箱 ( 上海跃进医疗器械厂) ，高速离心机
( LG10 － 2． 4A) 、721 － 可见分光光度计、索氏提取
器、马福炉。

1． 3 实验方法
1． 3． 1 试样的制备 新鲜牦牛肝清除表面结缔组织，
洗去表面血迹。取少量的鲜牦牛肝烘干粉碎后过
40 目筛，用于测蛋白和脂肪含量，剩余牦牛肝用绞
肉机绞碎后置于 4℃冰箱保存备用。
1． 3． 2 牦牛肝中主要营养成分测定

水分测定采用重量法［4］，灰分测定采用灼烧重
量法［5］，蛋白含量采用微量凯氏定氮法分析［6］，索
氏提取法测定脂肪［7］。
1． 3． 3 牦牛肝蛋白等电点测定［8］称取 20 g 样品，加
0． 05 mol·L －1氢氧化钠 200 mL，在 60℃水浴锅中
保温提取 90 min，然后在 8000 r·min －1的条件下离
心 10 min，得蛋白水溶液，等量量取 6 份，每份 30
mL，用 0． 33 mol·L －1的 HCl 调节 pH 值为: 3． 6、
3． 9、4． 2、4． 5、4． 8、5． 1，静置，8000 r·min －1离心 10
min，弃去上清液后干燥称重，重复一次，沉淀量最大
点所对应的 pH即为牦牛肝蛋白等电点。
1． 3． 4 牦牛肝蛋白提取工艺 称取适量原料于三角
瓶中，加入一定比例、一定浓度氢氧化钠溶液，在一
定的温度下，恒温提取一段时间后，以 8000 r·
min －1离心 10 min，取上清液，用 1 mol·L －1 HCl 调
节 pH至等电点，在 8 000 r·min －1下离心 10 min，
沉淀用去离子水洗 2 ～ 3 次，调 pH 值至中性，重新
溶解沉淀，测定其体积。蛋白浓度测定采用考马斯
亮兰法( Bradford 法) ［9］。蛋白提取率计算公式如
下:

蛋白提取率% = 提取液体积 ×蛋白浓度
鲜牦牛肝重量 ×鲜牦牛肝蛋白含量

× 100%

1． 3． 5 牦牛肝蛋白提取的单因素试验 以不同的液
料比( ml: g为 3、5、7、9、11 ) 、碱液浓度( 0． 05、0． 1、
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0． 2、0． 4、0． 6 mol·L －1 ) 、提取时间( 30、60、90、120、
150 min) 、提取温度( 40、50、60、70、80℃ ) 为单因素，
考察各因素对牦牛肝蛋白提取率的影响。
1． 3． 6 牦牛肝蛋白提取工艺的设计试验 在单因素
试验的基础上，运用 Design － expert8． 0 软件程序，
根据 Box － Behnken 中心组合实验设计原理［10］，采
用四因素三水平的响应面分析法，以蛋白提取率为
响应值，通过响应曲面分析对提取条件进行优化。

2 结果与分析
2． 1 牦牛肝中主要营养成分测定结果

由测定结果知，新鲜牦牛肝含水量约为 70．
85%、灰分为 0． 7%、蛋白含量为 19． 7%、脂肪含量
为 2． 92%，可见牦牛肝是一种高蛋白低脂肪食物。
2． 2 牦牛肝蛋白等电点

测定结果如下图 1，由图可知牦牛肝蛋白等电
点约为 pH4． 2 左右。

图 1 沉淀量与 pH关系

2． 3 单因素试验结果
2． 3． 1 液料比对牦牛肝蛋白提取率的影响

液料比的大小会影响两相的混合情况，尤其在
搅拌不充分的情况下，会改变表观传质系数，从而影
响传质速率［11］。在一定的条件下，液料比越大，越
有利于蛋白质的溶解，液料比达到一定程度，蛋白的
溶出率达到了动态平衡，若液料比过大，导致母液的
体积大，不仅增加了提取液的消耗，而且增加了后续
工作的难度和物料消耗，同时蛋白提取率下降。从
图 2 可以看出，在保持其它条件不变 ( 提取时间为
60 min、温度为 60℃、碱液浓度为 0． 2 mol·L －1 ) ，
液料比为 7ml /g 时牦牛肝蛋白的提取率最高。因
此，选取液料比为 7 ml /g左右为佳。
2． 3． 2 碱液浓度对牦牛肝蛋白提取率的影响

从图 3 可以看出，保持其它条件不变 ( 提取时
间为 60 min、温度为 60℃、液料比为 7ml /g) ，碱液浓
度为 0． 1 mol·L －1时，蛋白提取率最高。当碱液浓
度大于 0． 2 mol·L －1时，蛋白提取率急剧下降，主要

原因是因为碱性太强，引起蛋白高级结构改变［12］，
因此碱液浓度控制在 0． 1 mol·L －1左右。

2． 3． 3 提取时间对牦牛肝蛋白提取率的影响
在其它条件保持不变( 提取温度为 60℃、液料

比为 7ml /g、碱液浓度为 0． 2 mol·L －1 ) ，改变提取
时间，提取率随时间的变化如图 4 所示。在提取时
间 30 ～ 60 min 之间蛋白提取率随温度升高而快速
增加，当提取时间大于 60 min 后，提取增加缓慢，蛋
白浸出率达到平衡，再增加提取时间不但提取率变
化不大反而浪费时间，所以提取时间选择 60 min 左
右较好。
2． 3． 4 提取温度对牦牛肝蛋白提取率的影响

在保持其他它条件不变 ( 提取时间为 60 min、
液料比为 7 ml /g、碱液浓度为 0． 2 mol·L －1 ) ，改变
提取温度，提取率随温度的变化如图 5 所示，提取温
度超过 50℃时，随着温度的升高提取率降低的较显
著，随着温度的升高，牦牛肝蛋白结构被破坏，会使
浸提液的粘度增加，使溶出困难［13，14］，从而影响牦
牛肝蛋白的提取率。因此，牦牛肝蛋白最佳提取温
度应控制在 50℃左右。
2． 4 响应面分析法对牦牛肝蛋白提取工艺的优化
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2． 4． 1 响应面分析因素水平的选取 根据 Box － Be-
hnken中心组合实验设计原理，以 X1 ( 液料比) 、X2

( 碱液浓度) 、X3 ( 提取时间) 、X4 ( 提取温度) 为自变
量，以牦牛肝蛋白提取率为响应值，设计四因素三水
平的响应面分析试验。试验因素和水平取值见表
1。

表 1 响应面分析因素与水平

水平
因素

液料比
/ml: g

碱液浓度
/mol·L －1

提取时间
/min

提取温度
/℃

－ 1 5 0． 05 30 40
0 7 0． 1 60 50
1 9 0． 15 90 60

2． 4． 2 响应面模型建立及结果 响应面分析的实验
结果见表 2。

表 2 响应面分析的试验结果

实验序号 X1 X2 X3 X4 蛋白提取率 /%
1 － 1 0 0 1 72． 31
2 0 － 1 1 0 73． 87
3 － 1 0 0 － 1 75． 43
4 － 1 0 1 0 76． 54
5 1 0 － 1 0 78． 26
6 0 － 1 － 1 0 76． 11
7 0 0 1 1 78． 61
8 0 0 － 1 － 1 76． 57
9 － 1 1 0 0 77． 80
10 1 0 0 － 1 78． 94
11 0 0 － 1 1 73． 71
12 0 1 － 1 0 78． 21
13 0 1 0 1 83． 83
14 0 － 1 0 － 1 74． 53
15 0 － 1 0 1 79． 12
16 1 0 0 1 85． 15
17 0 0 0 0 83． 11
18 0 1 1 0 83． 92
19 1 － 1 0 0 81． 07
20 － 1 0 － 1 0 78． 26
21 － 1 － 1 0 0 75． 76
22 0 1 0 － 1 77． 40
23 0 0 1 － 1 73． 87
24 0 0 0 0 83． 83
25 1 1 0 0 87． 26
26 0 0 0 0 83． 62
27 1 0 1 0 86． 74

采用 Design － expert8． 0 软件程序对试验数据
进行回归分析，得牦牛肝蛋白提取率的回归方程如
下:

Y = 21． 68 － 4． 05X1 － 22． 30X2 － 0． 26X3 + 2． 89
X4 + 10． 39X1X2 + 0． 04X1X3 + 0． 12X1X4 + 1． 33X2X3

+ 0． 92X2X4 + 0． 006X3X4 － 0． 26X1
2 － 647． 92X2

2 －
0． 004X3

2 － 0． 04X4
2。其决定系数 R2 = 0． 9314，说明

回归方程适用于牦牛肝蛋白提取率的理论预测值。
对回归方程做显著性检验与方差分析，结果见

表 3。
从方差分析结果可知，模型在 P≤0． 01 时水平

差异显著，因变量与所有自变量之间的线性关系显
著( R2 = 0． 9314) ，说明该模型能够较好地描述试验
结果。由表 3 可知，模型一次项 X1 ( P = 0． 0001) 、X2

( P = 0． 0004 ) ，交互项 X1X3 ( p = 0． 0092 ) 及二次项
X3

2 ( P = 0． 0005 ) 、X4
2 ( P = 0． 0001 ) 差异极显著; 一

次项 X3 ( P = 0． 0497) 、X4 ( P = 0． 0159) ，交互项 X1X4

( p = 0． 0151) 、X2X3 ( P = 0． 0324) 及二次项 X2
2 ( P =

0 ． 0422) 差异显著，说明响应值的变化相当复杂，试
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表 3 二次响应面回归模型方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性
X1 142． 22 1 142． 22 52． 53 0． 0001 ＊＊
X2 65． 19 1 65． 19 24． 08 0． 0004 ＊＊
X3 12． 89 1 12． 89 4． 76 0． 0497 *
X4 21． 31 1 21． 31 7． 87 0． 0159 *

X1X2 4． 32 1 4． 32 1． 59 0． 2307
X1X3 25． 98 1 25． 98 9． 59 0． 0092 ＊＊
X1X4 21． 75 1 21． 75 8． 03 0． 0151 *
X2X3 15． 84 1 15． 84 5． 85 0． 0324 *
X2X4 0． 85 1 0． 85 0． 32 0． 5848
X3X4 14． 45 1 14． 45 5． 34 0． 0395 *
X1

2 5． 78 1 5． 78 2． 13 0． 1698
X2

2 13． 99 1 13． 99 5． 17 0． 0422 *
X3

2 61． 43 1 61． 43 22． 69 0． 0005 ＊＊
X4

2 87． 21 1 87． 21 32． 21 0． 0001 ＊＊
总回归 441． 46 14 31． 53 11． 65 0． 0001 ＊＊
残差 32． 49 12 2． 71
失拟差 32． 21 10 3． 22 23． 23 0． 062
纯误差 0． 28 2 0． 14
总离差 473． 95 26

注: * 代表差异显著( P ＜ 0． 05) ，＊＊代表差异极显著( P ＜ 0． 01) 。

验因子对响应值的影响不是简单的线性关系。失拟
项 F 值很小，说明方程对试验的拟合情况好，试验
误差小。同时由表 4 可知，模型( p = 0． 0001 ) 说明
回归方程描述各因子与响应值之间的关系时，其应
变量与全体自变量之间的线性关系是显著的; 同时

变异系数( CV = 2． 08 ) 也说明了这种试验方法是可
靠的。复相关系数的平方( R2 = 93． 14 ) 由这 4 个因
素及其二次项可以解释 93． 14%的响应值的变化，
能描述牦牛肝蛋白提取的变化规律，因此可用该回
归方程代替试验真实点对试验结果进行分析［15，16］。
通过对 Y的回归系数检验可知，各因素对牦牛肝蛋
白提取率的影响大小顺序为: 液料比( X1 ) ＞碱液浓
度( X2 ) ＞提取温度( X4 ) ＞提起时间( X3 ) 。

表 4 DH 模型的方差分析

模型 p = 0． 0001
均值 79． 03

复相关系数的平方 /% 0． 9314
复相关系数 /% 0． 8515
变异系数 2． 08

2． 4． 3 响应面与等高线 根据回归方程，得出响应面
和等高线图，考察拟合响应曲面的形状，分析液料
比、碱液浓度、提取温度和提取时间对牦牛肝蛋白提
取率的影响，如图 6 ～ 11 所示。等高线的形状可以
反映出交互相的强弱，椭圆形表示两因素交互作用
显著，而圆形则与之相反［17］。比较图 6 ～ 11 可知 ，
对牦牛肝蛋白提取率的影响大小顺序为液料比 (
X1 ) 、碱液度( X2 ) 最为显著;而提取温度( X4 ) 、提取
时间( X3 ) 次之。

·23· 柳青海等: 响应面法优化牦牛肝蛋白提取工艺研究



2． 4． 4 提取工艺条件的确定 为进一步确定最佳提
取条件，利用 Design － expert8． 0 软件程序对工艺条
件进行优化，可得牦牛肝蛋白提取率的最佳方案为:
液料比为 8． 89ml /g、碱液浓度为 0． 14mol·L －1、提
取时间 68． 41min、提取温度为 52． 78℃，蛋白提取率
为 89． 52%。但考虑到实际操作的便利，将牦牛肝
蛋白的提取工艺参数修正为: 液料比为 9ml /g、碱液
浓度为 0． 14 mol·L －1、提取时间 68 min、提取温度
为 53℃。在此条件下实际测得的平均提取率为 88．
38%，与理论预测值相比相对误差为 1． 14%左右，
说明该数学模型能很好的预测各因素同提取率之间
的关系。因此采用修正后的提取方法得到的提取参
数准确可靠，具有实用价值。

3 结论
鲜牦牛肝含水量约为 70． 85%、灰分为 0． 7%、

蛋白含量为 19． 7%、脂肪含量为 2． 92%，可见牦牛
肝是一种高蛋白低脂肪食物，是一种开发前景较好
的食品。

通过单因素试验设计，在此基础上设计 4 因素
3 水平响应面法实验，利用响应面法对牦牛肝蛋白
的提取工艺进行了优化，得到碱提酸沉法提取牦牛
肝蛋白的最佳工艺条件为: 液料比 9ml /g、碱液浓度
0． 14 mol·L －1、提取时间 68 min、提取温度 53℃，在
此条件下实际测得的平均提取率为 88． 38%。建立
的数学模型能很好的预测各因素同提取率之间的关
系。

利用响应面分析方法对牦牛肝蛋白工艺进行优
化，可获得最优的工艺参数，能有效减少工艺操作的
盲目性，为进一步的试验研究奠定基础，对牦牛肝蛋
白的开发具有重要意义。
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Preparation of Gamma － Amino Butyric Acid
Using γ － Lactamase

JIANG Guang － yu，LIU Yang，WANG Yan
( Anhui Huaheng Bioengineering Co．，Ltd ，Hefei 231131，China)

Abstract: Strains capable of producing γ － lactamase were screened from soil samples collected in several dis-
tricts，and particularly 2 － pyrrolidone was used as sole carbon source． Fermentation medium was optimized using
response surface analysis method and enzymatic reactions for gamma － amino butyric acid ( GABA) production were
optimized． Results showed that: the strain named HHSW －16 had the best hydrolysis activity． The best fermenta-
tion medium was glucose 11． 50g·L －1，beef extract 6． 35g·L －1，yeast extract 5． 58g·L －1，Na2HPO4·12H2O
5． 0g·L －1，KH2PO4 1． 5g·L －1，MgSO4·7H2O 1． 0g·L －1，CaCl2·2H2O 10mg·L －1，FeSO4·7H2O 8mg·
L －1，pH 7． 0． The optimum enzymatic reaction conditions were as follows: temperature 40℃，pH 7． 0． Under these
conditions，10g·L －1 substrate and 1% wet biomass ，giving the reaction 6 hours，transformation ratio yield was up
to 99． 0% ．

Key words: gamma － amino butyric acid ( GABA) ; γ － lactamase;
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Optimization of Extraction Conditions for Protein from Yak
( Bos grunniens) Liver by Response Surface Methodology

LIU Qing － hai1，2，ZHANG Tang － wei1，2，LI Tian － cai1
( 1Northwest Institute of Plateau Biology，Chinese Academy of Science，Xining 810008;

2Graduate University，Chinese Academy of Science，Beijing 100049，China)

Abstract: The contents of nutrient components in liver of yak ( Bos grunniens) were determined． The optimum
extraction of yak liver protein was determined with the single factor and the response surface analysis． The four fac-
tors chosen for the present investigation were based on the results of a single － factor test． Then the optimum extrac-
tion process condition was determined based on the regression analysis on the basis of single factor experiment using
a 4 － factor，3 － level response surface methodology． The experiment results showed that moisture，crude ash，crude
protein，and crude fat in fresh liver of yak were 70． 85%，0． 7%，19． 70 %，2． 92%，respectively． The optimum
extraction conditions of yak liver protein were: liquid － solid ratio was 7ml /g，extraction time was 68min，and ex-
traction temperature was 53℃ ． Under these optimum extraction conditions，the extraction rate of the protein
reached 88． 38% ．

Key words: yak; liver protein; technology optimization; response surface analysis
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