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微波辅助碱法提取匙吻鲟软骨蛋白 －多糖复合物的工艺
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摘要：以匙吻鲟软骨为材料，利用微波辅助稀碱法提取软骨中的蛋白－多糖复合物，在对碱浓
度、微波功率、微波时间和液料比进行单因素试验的基础上设计正交试验，优化提取条件。结

果表明，在液料比为１５∶１（Ｖ／Ｗ），碱浓度为０．９％，微波功率为３６０Ｗ，微波处理为９ｍｉｎ时，
得率达到最优值１５．７２％。与常规碱法提取相比，微波辅助提取不仅降低了碱用量，更加环
保，而且缩短了提取时间，提高了得率。
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　　匙吻鲟（Ｐｏｌｙｏｄｏｎｓｐａｔｈｕｌａ）是古老的软骨鱼
类，其软骨主要包含蛋白质和多糖两种成分，粗蛋

白质占干品重量５０％左右，总糖含量约占干重的
２０％［１］。匙吻鲟的科研价值和潜在的经济效益

已被广泛认同［２］。匙吻鲟软骨的生物学功效与

鲨鱼软骨近似，国内外科研人员的研究成果表明，

从软骨中可以提取一系列具有药用价值的成分，

这些成分具有防癌、降血脂、增加人体免疫力等功

效［３］。随着我国鲟鱼大量人工养殖，产量增加，

软骨也随着增多［４］，其功效成分的提取工艺、性

质以及构效关系等成为近年研究的热点。软骨组

织结构致密，蛋白质和多糖不易从中溶出，需要通

过各种手段破碎细胞壁、分离缔结组分或糖化合

物。动物软骨中的蛋白与多糖通过共价结合形成

复合物［５－６］，提取蛋白－多糖复合物的方法较多，
而不同提取条件下提取率及蛋白质、多糖在提取

产物中的组成比例存在差异。在较低的碱浓度

下，提取物中蛋白质含量较高，通常在其基础上再

经过Ｓｅｖａｇｅ法脱蛋白可以获得多糖和蛋白质产
物［７］。国内外关于动物多糖提取和分析有许多

报道，已经从鲟鱼、乌贼、鲨鱼、三角帆蚌等水生动

物中提取分离出各类活性多糖［８－１１］。

微波辅助提取工艺对环境不构成威胁，并提

高了提取速度和效率，其在植物功效成分的萃取

中应用广泛［１２－１８］，而应用在动物软骨功效成分提

取中鲜有报道。本试验在碱法提取的基础上采用

微波辅助提取匙吻鲟软骨中的蛋白 －多糖复合
物，提高提取物的得率，优化了工艺条件，为匙吻

鲟软骨多糖和蛋白质类的新型功能产品开发提供

了可靠的技术基础。

１　材料与方法
１．１　材料

原料　　匙吻鲟由湖北省仙桃水产品推广中
心提供活鱼，在实验室宰杀、清洗后冷冻贮藏。试

验时取出软骨，剔除附着于软骨上的残肉、粘膜

等，经流水冲淋后进行热水浸煮１５ｍｉｎ除杂，沥
干，剪碎至１～２ｍｍ粒径备用。

主要试剂　　氢氧化钾、无水乙醇、石油醚、
浓硫酸苯酚、咔唑、考马斯亮蓝等试剂均为国产分

析纯。

主要仪器　　微波炉：ＷＬＳ－１型，南京三乐
微波研究所；离心机：ＴＤＬ－５－Ａ型，上海安亭科
学仪器厂；真空冷冻干燥机：ＰＤ－１Ａ－５０，北京博
医试验仪器有限公司；分析天平：ＡＣ－２１ＯＳ型，
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德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；水浴锅：ＨＨ－６型，江苏省常
州市国华电器有限公司。

１．２　蛋白质和总糖的测定
可溶性蛋白质含量测定采用微量凯氏定氮

（ＧＢ５００９５－８５）；多糖测定采用硫酸 －苯
酚法［１９］。

１．３　微波辅助提取工艺
称取一定量的软骨加入稀碱溶液，置于小烧

杯中，用玻璃盖好。在不同微波条件下进行间歇

式处理样品，冷却后继续微波处理１ｍｉｎ，然后取
出振荡，重复此过程直至达到预定的时间。取出

盛有样品的小烧杯，待冷却后用稀盐酸调节 ｐＨ
至中性，在３０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上清液，
然后加入９５％乙醇（体积１∶１），４℃放置进行沉
淀。取沉淀用蒸馏水溶解，冷冻干燥，即得软骨蛋

白－多糖复合物。
１．４　单因素试验设计

碱浓度对得率的影响　　参照“１．３”中的方
法，设定微波功率为３６０Ｗ，微波时间为９ｍｉｎ，液
料比为 １５∶１（Ｖ／Ｗ），在碱浓度分别为 ０．３％、
０．６％、０．９％、１．２％、１．５％、１．８％、２．１％的条件
下提取鲟鱼软骨功效成分，并计算其得率。

微波功率对得率的影响　　参照“１．３”中的
方法，设定碱浓度为０．９％，微波时间为９ｍｉｎ，液
料比为１５∶１（Ｖ／Ｗ），在微波处理功率分别１２０、
２４０、３６０、４８０、６００Ｗ的条件下提取鲟鱼软骨功
效成分，并计算其得率。

微波时间对得率的影响　　参照“１．３”中的
方法，设定碱浓度为０．９％，微波功率为３６０Ｗ，
液料比为１５∶１（Ｖ／Ｗ），在微波处理时间分别为３、
６、９、１２、１５ｍｉｎ的条件下提取鲟鱼软骨功效成
分，并计算其得率。

液料比对得率的影响　　参照“１．３”中的方
法，设定碱浓度为０．９％，微波功率为３６０Ｗ，微
波时间为 ９ｍｉｎ，在液料比（Ｖ／Ｗ）分别为 ５∶１、
１０∶１、１５∶１、２０∶１、２５∶１的条件下提取鲟鱼软骨功
效成分，并计算其得率。

１．５　数据处理
采用ＳＡＳ８．１和ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软件进行数

据处理。

２　结果
２．１　单因素试验结果

碱浓度对软骨提取物得率的影响　　随着碱

浓度的增大，提取物得率呈上升趋势，碱浓度达

０．９％后，呈现平缓趋势（图１）。碱在一定程度上
能破坏软骨的致密组织，对提取起到较好的效果，

但是随碱浓度的增大，软骨中多糖和蛋白质的释

放趋于缓慢，得率增加不显著。而碱浓度过高，对

提取物的生物活性有较大的影响，因此应当选择

合适的碱浓度。

图１　碱浓度对匙吻鲟软骨蛋白－多糖
复合物得率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｌｋａｌｉｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｌｅｘ

　　微波功率对软骨提取物得率的影响　　随着
微波处理功率的增大，得率随之增大，在微波处理

３６０Ｗ时，随微波处理的功率增大，得率变化较为
平缓（图２）。

微波时间对软骨提取物得率的影响　　随着
微波处理时间的延长，软骨提取物得率先增加，当

达到９ｍｉｎ后，得率的增加趋势趋于平缓（图３）。
微波时间的延长，细胞吸收的热量增加，从而使细

胞更容易破碎，时间过长，也容易使物料溢出和提

取物中的活性成分发生变性，控制合适的提取时

间，既能节约能源，也能得到活性较高的提取

产物。

图２　微波功率对匙吻鲟软骨蛋白－多糖
复合物得率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏｗａｖｅｐｏｗｅｒｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｌｅｘ
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图３　微波时间对匙吻鲟软骨蛋白－多糖
复合物得率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏｗａｖｅｔｉｍｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｌｅｘ

　　液料比对软骨提取物得率的影响　　不同
的液料比对软骨提取物的得率影响很大，随着

液料比的增加，得率先增加，在液料比达２０ｍＬ／
ｇ后，随液料比的增大，得率下降（图 ４）。合适
的液料比，能使细胞中的蛋白质和多糖较好的

溶出。

２．２　提取条件优化
根据单因素试验的结果，分别以碱浓度（Ａ）、

微波功率（Ｂ）、微波时间（Ｃ）和液料比（Ｄ）为试验
因子，以软骨蛋白－多糖复合物得率为指标，进行
Ｌ９（３

４）正交试验，考察因素和水平如表１所示，正
交试验设计方案及结果见表２，方差分析见表３。

图４　液料比对匙吻鲟软骨蛋白－多糖
复合物得率的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｌｉｑｕｉｄｔｏｍａｔｅｒｉａｌｏｎ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｌｅｘ

表１　正交试验设计表
Ｔａｂ．１　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平

ｌｅｖｅｌ
Ａ碱浓度（％）
ａｌｋａｌｉｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｂ微波功率（Ｗ）
ｍｉｃｒｏｗａｖｅｐｏｗｅｒ

Ｃ微波时间（ｍｉｎ）
ｍｉｃｒｏｗａｖｅｔｉｍｅ

Ｄ液料比（ｍＬ／ｇ）
ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｌｉｑｕｉｄｔｏｍａｔｅｒｉａｌ

１ ０．６ ２４０ ６ １０
２ ０．９ ３６０ ９ １５
３ １．２ ４８０ １２ ２０

表２　正交试验设计及结果
Ｔａｂ．２　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试验号

ｔｅｓｔｎｕｍｂｅｒ
Ａ碱浓度（％）
ａｌｋａｌｉｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｂ微波功率（Ｗ）
ｍｉｃｒｏｗａｖｅｐｏｗｅ

Ｃ微波时间（ｍｉｎ）
ｍｉｃｒｏｗａｖｅｔｉｍｅ

Ｄ液料比（ｍＬ／ｇ）
ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｌｉｑｕｉｄｔｏｍａｔｅｒｉａｌ

得率（％）
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

１ ０．６ ２４０ ６ １０ ９．１３±０．１８
２ ０．６ ３６０ ９ １５ １１．４８±０．１５
３ ０．６ ４８０ １２ ２０ ９．２８±０．１５
４ ０．９ ２４０ １２ ２０ １１．４４±０．０８
５ ０．９ ３６０ ９ １０ ９．８９±０．３１
６ ０．９ ４８０ ６ １５ １１．６８±０．１０
７ １．２ ２４０ １２ １５ ９．９０±０．０６
８ １．２ ３６０ ６ ２０ １０．１７±０．０１
９ １．２ ４８０ ９ １０ １０．３３±０．０１

注：得率（％）＝提取软骨蛋白－多糖复合物质量／软骨质量×１００；ｎ＝３，ｘ—±ｓ。
Ｎｏｔｅｓ：ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ（％）＝ｗｅｉｇｈｏｆｅｘｔｒａｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｌｅｘ／ｔｏｔａｌｗｅｉｇｈｏｆｃａｒｔｉｌａｇｅ；Ｅａｃｈｖａｌｕｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｍｅａｎｏｆ３
ｒｅｐｌｉｃａｔｅｐｅｎｓｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

表３　正交试验方差分析
Ｔａｂ．３　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ

因素

ｆａｃｔｏｒ
Ａ碱浓度（％）
ａｌｋａｌｉｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｂ微波功率（Ｗ）
ｍｉｃｒｏｗａｖｅｐｏｗｅ

Ｃ微波时间（ｍｉｎ）
ｍｉｃｒｏｗａｖｅｔｉｍｅ

Ｄ液料比（ｍＬ／ｇ）
ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｌｉｑｕｉｄｔｏｍａｔｅｒｉａｌ

Ｆ／α １９７．５２／０．００ ３．８９／０．０１２ １３．８１／０．００ １３０．０１／０．００

注：α≤０．０１，极显著影响；α≤０．０５，显著影响。
Ｎｏｔｅｓ：α≤０．０１，ｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ；α≤０．０５ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．
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　　由表３可知，碱浓度、微波功率、微波时间、液
料比对软骨提取物的得率均有显著或极显著影

响，以碱浓度影响最大，其次依次为液料比、微波

时间和微波功率，即Ａ＞Ｄ＞Ｃ＞Ｂ。根据平均值
确定最佳的工艺条件为 Ａ２Ｄ２Ｃ１Ｂ２：碱浓度为
０．９％，液料比１５∶１（Ｖ／Ｗ），于３６０Ｗ微波功率下
处理９ｍｉｎ，在此最佳提取条件下进行实验，提取
物得率为１５．７２％。

３　讨论

自然界中存在多种天然的蛋白 －多糖复合
物，易被人体吸收，能够参与、影响和调控人体代

谢和生理功能，对于某些疾病的治疗针对性强、副

作用低［２０］。软骨蛋白 －多糖复合物主要存在于
动物软骨等结缔组织中，构成机体组织间质，具有

一定生物活性和功能，而不同结构、不同来源及不

同提取方法、复合物中蛋白质与多糖的不同组成

比例，都会使提取物的生物活性产生较大差异。

通常从动物组织中提取的蛋白－多糖复合物往往
含有大量蛋白质，蛋白与多糖结合成蛋白糖、糖蛋

白、激素类糖蛋白、酶糖蛋白等，并且具有独特的

生物学功能，这些独特的功能与蛋白的链长和多

糖的链结构、主链长度有较大的关系［２１－２２］。多年

来我国对软骨蛋白－多糖复合物的基础研究和应
用研究已全面深入的展开，从组成分析、药理作

用、提取技术、纯化方法、新产品开发利用等方面

都展开了广泛而深入的研究。蛋白质与多糖之间

多种作用力维持着复合物的网状复合结构，具有

良好的乳化性活性、溶解性、稳定性等，改善食品

品质，因而，各类人工合成的复合物亦是近几年研

究的热点，在食品行业应用广泛［２３－２６］。

目前，国内外针对各品种鲟鱼软骨中功能性

多糖的研究较多，而对于匙吻鲟软骨中蛋白 －多
糖复合物提取工艺的研究相对较少。本文以匙吻

鲟软骨为原料，研究软骨中功效成分———蛋白 －
多糖复合物的提取工艺，并进行正交优化，得到了

最佳工艺参数。本研究在降低碱浓度的同时，引

入微波辅助的提取方法，获得了较高的提取物得

率。微波处理有利于软骨细胞中蛋白－多糖复合
物的溶出，微波在加热的过程中，水作为介质迅速

吸收热量，水汽化产生的压力将细胞膜和细胞壁

冲破，形成微小孔洞，细胞内部和细胞壁水分减

少，细胞收缩，表面出现裂纹，空洞或裂纹的存在

使细胞外部溶剂更容易进入细胞内，溶解并释放

出细胞内成分［２７］。与常规的碱法提取方法相比

较，微波辅助碱法具有更强的渗透性，提高了提取

效率，缩短了提取时间。正交优化后稀碱 －微波
提取匙吻鲟软骨功效成分的最佳工艺为液料比

１５∶１（Ｖ／Ｗ），碱浓度为０．９％，于３６０Ｗ微波功率
下处理９ｍｉｎ，提取物得率为１５．７２％。相比舒坤
贤等［２８］提取鲟鱼软骨功效成分时使用碱浓度为

５％，碱提时间４ｈ，及郭斌［２７］提取 鱼软骨功效

成分时使用碱浓度为４％，提取时间１８ｈ，本方法
更快速，更高效，更环保。提取物中蛋白质组份所

占比例较高，按照最优提取工艺制备复合物呈白

色，通过测定，其中蛋白质占 ８７．９２±０．３８（干
基，％），总糖占１１．３２±０．０８（干基，％），故可在
此基础上进一步进行分离、纯化及酶解，制备各种

功能性多糖、多肽。
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