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摘　要 ：目的：本研究以葛根为原料，找到采用低共熔溶剂提取葛根蛋白的最佳提取工艺并考察其美白功效。方法：建立考马

斯亮蓝测定蛋白含量的方法，考察四种低共熔溶剂确定最佳溶剂的摩尔比浓度，通过单因素试验对温度、时间、料液比三个因

素条件进行筛选 ,再利用正交法根据蛋白得率筛选出最佳提取条件；建立斑马鱼胚胎模型，给与葛根蛋白溶液治疗 48h, 通过定

量分析黑色素光密度对葛根蛋白的美白作用进行评价。结果：葛根蛋白最佳提取工艺条件为低共熔溶剂（氯化胆碱 -乳酸）组

分摩尔比为 1：20、提取温度 60℃、提取时间为 60min、料液比 1:30（g/ml），在此条件下经过三次平行实验得到葛根蛋白得率

为 1.666%，明显高于传统的提取方法。与空白对照组比较，葛根蛋白浓度为60μg/mL时可显著抑制斑马鱼黑色素生成。结论：本

提取工艺既可以促进绿色溶剂对中药提取的发展，又可以降本增效、降低环境污染，并能为葛根的综合利用提供新的思路。
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1 实验材料与仪器

1.1试剂

葛根，江西葛有秘密食养有限公司；牛血清白蛋白，

索莱宝公司；考马斯亮蓝，上海蓝季科技发展有限公司；

氯化胆碱，山东科源生化有限公司；乳酸、丙三醇、乙

二酸，西陇科学股份有限公司。

1.2 仪器

SZX10 体式显微镜，日本奥林巴斯公司；紫外可见

分光光度计，屹谱仪器制造（上海）有限公司；高速多

功能粉碎机，永康市红太阳机电有限公司；台式高速离

心机，湖南可成仪器设备有限公司；电热鼓风干燥箱，

天津市泰斯特仪器有限公司。

2 方法

2.1 考马斯亮蓝标准曲线的绘制

将各离心管中溶液混匀，室温静置 3min，设置波

长 595nm，以第 7 管调零，记录各浓度吸光度，以标准

蛋白质浓度 (μg/mL）为横坐标，吸光度为纵坐标绘制

标准曲线。

2.2 低共熔溶剂（DES）的制备

将一定摩尔比的氯化胆碱和 HBD 置于烧杯中，

80℃水浴至形成澄清透明状液体（搅拌时间会随低共

熔溶剂组成成分的摩尔比改变），倒入磨口瓶中保存。

DES 名称及对应的 HBD见表 1。

表 1  不同低共熔溶剂组成成分

DES 编 号 HBD 名 称 DES 编 号 HBD 名 称

DES-1 乳酸 DES-3 丙三醇

DES-2 乙二醇 DES-4 1 ，2- 丙二醇

2.3 低共溶溶剂的优选

称取 0.5g 葛根粉，加入离心管中，按 1:30（g/

mL）的液料比加入不同摩尔比的低共熔溶剂 DES-

1、DES-2、DES-3 和 DES-4，60℃水浴搅拌 60min 后

8000r/min 离心 15min，取适量上清液用 0.9%NaCl 加

至 1.0mL，加考马斯亮蓝染液 4.0mL，混匀，室温静置

3min 后于波长 595nm 测定吸光度，根据标准曲线计算

葛根蛋白含量。比较不同DES对葛根蛋白得率的影响。

葛根蛋白得率计算公式如下：

Z =    × 100%

式中，Z：葛根蛋白得率，m：葛根蛋白质量，M：

称取的葛根质量。

2.4单因素实验的设计

统一在 DES-1 组分摩尔比为 1:20、料液比 1:30(g/

mL）、60℃下提取时间 60min 的基本条件上通过改变

单因素（温度、时间、料液比）进行单因素试验，依

次研究各个因素对葛根蛋白得率的影响。

2.5 提取葛根蛋白的正交实验设计

以单因素实验的结果为基础，利用正交法通过设

计三因素三水平的对低共熔溶剂法提取葛根蛋白的工

艺展开优化。（因素和水平见表 2）

表 2  提取葛根蛋白正交实验因素水平表

水平

因素

温度℃ 时间 min       料液比 g/mL

1 40 30 1:20

2 50 60 1:30

3 60 90 1:40

2.6 葛根蛋白对斑马鱼美白活性的测定
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收集 24hpf 健康斑马鱼胚胎，设空白组与样品

组，随机分配每组 3 复孔（10 尾 / 孔）于 24 孔板。

吸弃孔内缓冲水，空白组加 2mL 胚胎培养液，样品组

葛根蛋白浓度为 60μg/mL，并加胚胎培养液补足 2mL。

28.5℃ ±0.5℃孵育 48h 后，每孔随机选取至少 5尾斑

马鱼，4%甲基纤维素固定，体式显微镜下观察拍照。用

Image J64 软件分析黑色素积累部位光密度值（OD），

OD 值越小表明美白活性越好。

2.7 数据处理

以上数据结果全部使用SPSS软件进行统计学分析，

数据采用独立样本 t 检验，P<0.05 表示具有显著性差

异。

3 结果与分析

3.1 最佳溶剂体系的筛选

由图 1 可知：不同 DES 均可以提取葛根蛋白，其中 

DES-1 的提取效果最佳。 因此，DES-1（氯化胆碱—乳酸）

摩尔比为 1:20 作为后续研究的溶剂体系。

图 1  不同 DES 的摩尔比最高得率对比

图 2 不同液料比对葛根蛋白得率的影响

如图 2可知：料液比增加使葛根蛋白成分的提取量

先增后减，当料液比1:20(g/mL)时，得率达峰值。综上

所述，正交优化实验选择 1:20、1:30、1:40g/mL 作为料

液比水平。

3.2 提取温度对葛根蛋白得率的影响

温度显著影响提取率，过低可能会导致葛根蛋白溶

解不足，过高可能会破坏有效成分。因此，优化温度对

于低共熔溶剂提取极为重要。

图 3 不同提取温度对葛根蛋白得率的影响

由图 3 可知：温度为 80℃时得率最高，但葛根蛋

白因变性损耗较大，且温度对葛根蛋白功能特性影响较

大。因此，正交优化实验选择40、50、60℃作为温度水平。

3.3 提取时间对葛根蛋白得率的影响

提取时间是葛根蛋白提取的关键因素，时间过短会

导致提取不充分，时间延长会导致蛋白质、多糖等的溶出，

本实验研究了提取时间对蛋白提取效率的影响。

图 4 不同提取时间对葛根蛋白得率的影响

由图4可知：葛根蛋白得率随着时间的增加而增加，

但会受提取效率影响。因此，正交优化实验选择 30、

60、90min 作为时间水平。

3.4 正交试验

通过表 3 和表 4 可知，最佳水平为：温度为

60℃、时间为 90min、料液比为 1:30g/mL，时间的 3号

水平（90min）和 2号水平（60min）的 K值和 Kavg 值相

差不大，故选择时间的 2号水平进行验证实验。

根据表 4极差 R可知，低共熔溶剂提取葛根蛋白影

响能力大小为温度＞时间＞料液比。

3.5 验证实验

利用 SPSS 软件进行正交实验分析，优化葛根蛋

白 DES 提取条件为 DES 摩尔比 1:20、温度 60℃、时间

90min、料液比 1:30（g/mL）时得率相对最高。考虑可

操作性，将工艺调整为温度60℃、时间60min、料液比1:30

（g/mL）、DES 摩尔比 1:20，经 3次平行实验得到葛根
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蛋白得率为 1.666%，与预测值接近，此工艺条件可靠。

3.6 葛根蛋白在斑马鱼模型的美白活性评价

如 5、图 6 所示，空白组拥有较高的黑色素含量，

而使用 60μg/mL 葛根蛋白处理的样品组黑色素含量明

显减少，黑色素抑制率高达 37.3％。

4 讨论

本研究将绿色溶剂 DES-1 溶剂（氯化胆碱-乳酸）

成功应用于葛根中蛋白质的提取，为葛根的进一步利

用以及新型溶剂提取蛋白质提供了思路；同时促进了

绿色溶剂在中草药有用成分提取中的应用和发展。

表 3   正交设表

编号 温度 时间 料液比 得率（%）

1 1 1 1 1.36

2 1 2 3 1.45

3 1 3 2 1.52

4 2 1 3 1.52

5 2 2 2 1.53

6 2 3 1 1.58

7 3 1 2 1.57

8 3 2 1 1.66

9 3 3 3 1.54
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