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响应面法优选芜菁中蛋白质的提取工艺及蛋白质
抗氧化活性的评估 
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3. 新疆维吾尔自治区分析测试研究院, 乌鲁木齐  830011) 

摘  要: 目的  借助单因素实验和响应面法优选芜菁中蛋白质的提取工艺, 并评估芜菁蛋白质的抗氧化活

性。方法  采用超声辅助提取芜菁中蛋白质。通过单因素实验, 选取实验因素与水平, 分别研究了料液比、超

声功率、超声提取时间、提取温度对蛋白提取量的影响。根据 Box-Benhnken 中心组合实验设计原理, 采用 3

因素 3 水平的响应面分析法, 对蛋白质的提取工艺进行优化,同时通过比较芜菁蛋白质与维生素 C 对 1,1-二苯

基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基的清除能力,评估芜菁蛋白质抗氧化活性。结果  

优化后的芜菁蛋白提取工艺条件为:料液比 1:18.88(m/V), 超声功率 120 W, 超声提取时间 6.12 min。当芜菁蛋

白质溶液质量浓度为 25 mg/mL 时, 对 DPPH 自由基的清除率为 99.3%。在此条件下得出的芜菁的蛋白质含量

为 21.71 mg/g, 与预测值相近。结论  在最优条件下, 芜菁中蛋白质的提取率得到了提高。其对 DPPH 的清除

能力随其质量浓度的增大而增强; 其清除能力弱于抗坏血酸。 

关键词: 芜菁; 蛋白质; 响应面优化; 单因素实验; 抗氧化活性 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the extraction process of protein from Brassica rapa L. by single factor 

experiment and response surface method, and evaluate the antioxidant activity of the protein. Methods  The protein 
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from Brassica rapa L. was extracted through ultrasound-assisted method. Experiment factors and levels were selected 

by one-factor tests and the effects of solid-liquid ratio, ultrasonic power, ultrasonic extraction time, and extraction 

temperature on the extraction of protein were studied. According to the Box-Benhnken center-united experimental 

design principles, the method of response surface analysis with 3 factors and 3 levels was adopted to optimize the 

extraction technology. Meanwhile, the antioxidant capacity of the protein from Brassica rapa L. was evaluated. 

Results  The optimum extraction conditions by response surface method were as follow: solid-liquid ratio 

1:18.88(m/V), ultrasonic power 120 W, ultrasonic extraction time 6.12 min. When the protein mass concentration was 

25 mg/mL, the scavenging rate on DPPH free radical was 99.3%.The total protein content of the Brassica rapa L. 

obtained under the conditions was 21.71 mg/g, similar to the predictedvalue. Conclusions  Under the optimal 

conditions, the extraction rate of protein from Brassica rapa L. is improved. The scavenging capacity on DPPH free 

radical increases along with the increase of the protein concentration, which is inferior to that of ascorbic acid. 
KEY WORDS: Brassica rapa L.; protein; response surface optimization; single factor test; antioxidant activity 
 
 

1  引  言 

芜菁(Brassica rapa L.)也叫蔓菁、莞根、恰麻古, 是十

字花科, 芸苔属, 且有较长历史的药食同源类植物,为新疆

道地药材。各地均以十字花科芜菁入药, 恰麻古药用历史

悠久, 最早可追溯到汉朝[1-4]。新疆芜菁中含有黄酮、皂苷

等有效成分, 具有抗肿瘤、抗衰老、免疫调节等功能, 芜
菁块根汁和叶汁具有很强的防辐射、抗诱变作用, 还具有

健胃、消食、开胸顺气等药理作用[5-7]。最近医药学研究发

现, 芜菁含糖类、生物碱类、酚类、蛋白质等化学成分[8]。

将各种植物蛋白与动物蛋白质合理搭配, 不仅可提供人体

必需的各种氨基酸, 还可降低各种疾病的发病率, 提高免

疫力、抗氧化、抗肿瘤、抑制肝硬化[9]。充分利用植物蛋

白资源, 提高其利用效率, 使其更好地为人们所利用, 这
也是今后研究开发的热点。 

植物蛋白质提取方法主要有水相酶解法[10]、碱溶酸沉

法[11]及反胶束萃取法[12]、超声波提取技术等[13,14]。超声波

具有的空化效应, 可把声场能量集中起来, 伴随微气泡崩

溃可瞬间产生较强的机械剪切力,促使蛋白质释放出来,是
常用的植物蛋白提取方法[15,16]。响应面法在实验设计与工

艺优化研究中被广泛应用 ,随着对响应面法研究的深入 , 
优化算法和实验设计方法的进一步发展, 对芜菁蛋白质提

取工艺方法的优选有了更好的选择。本研究以芜菁为原料, 
用蒸馏水进行超声提取, 以蛋白提取量为指标, 采用响应

面法优选芜菁中蛋白质的提取工艺, 并对蛋白质抗氧化活

性进行评估, 以期为芜菁的综合利用提供参考依据。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

2.1.1  样品与试剂 
芜菁样品采自新疆柯坪县。 

1,1- 二 苯 基 -2- 三 硝 基 苯 肼 (1,1-diphenyl-2- 
picrylhydrazyl, DPPH)(批号:20130826,南京都来生物技术

有限公司); 考马斯亮蓝 G-250 固体、牛血清蛋白固体、无

水乙醇、磷酸、氯化钠(分析纯, 天津富宇有限公司); 维生

素 C 标准品(分析纯, 天津市北辰方正试剂厂)。 
2.1.2  实验仪器 

UV-2550 紫外分光光度仪(日本岛津公司); AB135-S
分 析 天平 (d=0.01/0.1 mg, 瑞 士 Mettler-Teledo 公 司 ); 
SK5200HP 超声清洗器 (上海科导超声仪器有限公司 ); 
TDL-80-2C 高速离心机(上海安亭科学仪器厂)。 

2.2  实验方法 
2.2.1  药材前处理 

取一定量的芜菁, 于 60 ℃下干燥 2 h, 冷却至室温后

粉碎, 粉末过 60 目筛, 即为实验用芜菁粉末。将药材经洗

净切丝后, 避光通风处晾干, 取适量芜菁干燥药材, 研钵

适当研磨成粉, 并过 60 目筛, 常温储存备用。 
准确称取芜菁粉末 7.5 g, 超声辅助提取 1 h。以转速

4000 r/min 离心 20 min, 取上清液, 抽滤, 得样品提取液。 
取样品提取液, 用超声提取法沉淀蛋白质。加入氯化

钠固体搅拌, 得到沉淀后以 4000 r/min 离心 10 min。得到

沉底的蛋白质, 放入真空干燥箱中干燥, 研磨均匀, 得到

蛋白质粉末。 
2.2.2  溶液配制 

(1)标准蛋白溶液配制 
精密称取牛血清蛋白 0.010 g, 用蒸馏水溶解, 转移至

10 mL容量瓶中, 定容至刻度线, 得到 1.0 mg/mL标准蛋白

对照品溶液, 于 4 ℃冰箱保存。 
(2)考马斯亮蓝 G-250 溶液配制 
精密称取 0.175 g 考马斯亮蓝 G-250, 溶于 50 mL 

95%(体积分数 )乙醇后 , 加入 85%(体积分数 )的磷酸    
100 mL, 摇匀, 为储备液。取储备液 30 mL, 加 95%的乙醇   
15 mL, 85%的磷酸 30 mL, 蒸馏水 425 mL, 摇匀, 待用。 
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2.2.3  鉴别实验  
用芜菁粉末提取液做双缩脲反应, 蛋白质沉淀反应

和茚三酮实验。检测提取液中是否含有蛋白质。 
2.2.4  标准曲线的绘制 

分别量取 0、0.02、0.04、0.05、0.06、0.08、0.10 mL
的牛血清蛋白溶液于 7 个 10 mL 具塞试管中, 各加水至 
1.0 mL, 加考马斯亮蓝 G-250 溶液 4 mL, 摇匀, 室温放置  
5 min 后, 于 595 nm 处测吸光度 A 值, 以 A 值为纵坐标(Y), 
以浓度(mg/mL)为横坐标(X),绘制标准曲线。 
2.2.5  方法学验证 

(1)精密度实验 
称取 2 g 芜菁粉末,在响应面分析后的最优提取条件

下制备提取液。吸取提取液 0.2 mL, 连续测定吸光度 A 值

6 次, 计算相对标准偏差(relative standard deviation, RSD), 
评价该方法精密度是否良好。 

(2) 重复性实验  
称取 2 g 芜菁粉末, 共 6 份, 分别在最优提取条件下

制备提取液溶液, 精密吸取提取液 0.2 mL, 测定吸光度 A。

计算 RSD 值, 评价该方法重复性是否良好。 
(3)稳定性实验 
精密称取 2 g 粉末, 吸取提取液 0.2 mL, 在 0、15、   

30 min 时分别测吸光度 A, 计算 RSD 值, 评价样品提取液

在 30 min 内稳定性是否良好。 
2.2.6  提取液中蛋白质的含量测定 

蛋白提取量(μg/kg)=C×V×N/(m×1000) 
式中: C 为标准曲线得出的蛋白质含量, μg/mL; V 为

提取液体积, mL; N 为稀释倍数; m 为样品质量, g。 
2.2.7  单因素实验 

(1)温度对芜菁蛋白提取量的影响 
在料液比为 1:10 g/mL, 超声时间为 60 min, 功率为

150 W 的条件下, 考察不同提取温度(30、40、50、60、70 ℃)
对芜菁蛋白提取量的影响, 每组实验重复 3 次。 

(2) 料液比对芜菁蛋白提取量的影响 
在提取温度为 50 ℃, 超声时间为 60 min, 功率为 

150 W 的条件下, 考察不同料液比(1:10、1:15、1:20、1:25、  
1:30 g/mL)对芜菁蛋白提取量的影响, 每组实验重复 3 次。 

(3)功率对芜菁蛋白提取量的影响 
在提取温度为 50 ℃, 料液比为 1:10 g/mL, 超声时间

为 60 min 的条件下, 考察不同功率(90、105、120、135、
150 W)对芜菁蛋白提取量的影响, 每组实验重复 3 次。 

(4) 超声时间对芜菁蛋白提取量的影响 
在提取温度为 50 ℃, 料液比为 1:10 g/mL, 功率为

150 W 的条件下, 考察不同超声时间(5、10、15、20、25 min)
对芜菁蛋白提取量的影响, 每组实验重复 3 次。 
2.2.8  响应面实验设计 

依据单因素实验结果, 选取 3 个因素为响应面实验设

计中的关键因素, 以蛋白提取量为响应值进行工艺条件优

化, 设计 3 因素 3 水平的 Box-Benhnken 中心组合实验。 
2.2.9  芜菁蛋白质抗氧化活性的测定 

(1) DPPH 溶液的制备 
取 0.0010 g DPPH 固体, 用无水乙醇溶解, 定容至  

25 mL, 摇匀, 现配现用。 
(2) 维生素 C 对照品溶液的制备 
取维生素 C 固体 0.0020 g, 用无水乙醇溶解, 定容至

10 mL,现配现用。 
(3) 蛋白质抗氧化活性实验 
分别配制 2.5、5.0、10.0、15.0、25.0 mg/mL 的芜菁

蛋白质溶液, 取各蛋白质溶液 1 mL 于试管中, 再分别加入

DPPH 溶液 2 mL, 混合均匀后避光静置 30 min, 以无水乙

醇与水 2:1(体积比)混合调零, 在波长 517 nm 处测得分光

光度值 A1; 以蒸馏水代替蛋白质溶液, 重复以上操作测得

分光光度值 A0; 以无水乙醇代替 DPPH 溶液, 测得各浓度

蛋白质的分光光度值 A2。按公式计算各蛋白质质量浓度对

DPPH 自由基的清除率, 并以维生素 C 作对照。 
DPPH 清除率(%)=(A0-A1+A2)/A0×100% 

3  结果与分析 

3.1  蛋白质鉴别实验  

蛋白质与双缩脲反应呈紫红色; 蛋白质与茚三酮反

应现象为蓝色, 盐析后发生沉淀。说明芜菁药粉提取液中

含有蛋白质。 

3.2  方法学验证 

3.2.1  标准曲线 
在 2.00~16.0 μg/mL 的浓度范围内, 标准曲线方程为

Y=0.0122X+0.018, r2=0.9990。方法线性良好。 
3.2.2  精密度实验 

按标准曲线制备项下操作, 重复测定吸光度 6 次, 计
算得到的 RSD 值为 0.19%(<2%), 说明方法精密度好。 
3.2.3  重复性实验 

重复试验 6 次, 计算得到的 RSD 值为 1.5%(<2%), 说
明该方法的重复性良好。 
3.2.4  稳定性实验 

分别在 0、15、30 min 测定吸光度, 重复测定吸光度

6 次, 计算得到的 RSD 值为 11.0%(>2%), 说明样品提取液

在 30 min 内稳定性很差。 

3.3  单因素实验 

3.3.1   温度对芜菁蛋白提取量的影响 
温度与芜菁蛋白提取量的关系如图 1, 可知在

30~70 ℃提取温度区间内, 随着温度升高的蛋白提取量无

明显提高(P>0.05), 温度对蛋白质提取量影响不显著, 不
适合选取作为响应面分析水平因素。考虑到蛋白质的温度

过高会变性, 将提取温度设为 50 ℃。 
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图 1  温度与芜菁蛋白提取量的关系(n=3) 
Fig.1  Relationship between temperature and protein extraction 

from turnips (n=3) 
 
3.3.2  料液比对芜菁蛋白提取量的影响 

料液比对芜菁蛋白提取量的影响见图 2。可知随料液

比的增加, 蛋白提取量明显下降(P<0.05)。当料液比到达

1:10 g/mL 时,蛋白的提取量最高。但由于实际情况限制, 提
取液难以提出。故选择将料液比定为 1:15 g/mL。 

 

 
 

图 2  料液比与芜菁蛋白提取量的关系(n=3) 
Fig.2  Relationship between the ratio of material to liquid and the 

amount of protein extracted from turnips (n=3) 
 

3.3.3  功率对芜菁蛋白提取量的影响 
功率对芜菁蛋白提取量的影响见图 3。可知, 蛋白提取

量在功率为 105 W 最高, 因此本研究将功率确定为 105 W。 
 

 
 

图 3   功率与芜菁蛋白提取量的关系(n=3) 
Fig.3 Relationship between power and protein extraction from 

turnips(n=3) 
 

3.3.4  超声时间对芜菁蛋白提取量的影响 
超声时间对芜菁蛋白提取量的影响见图 4。可知, 当

超声时间为 10 min 时, 蛋白的提取量最高, 之后随着超声

时间的加长，蛋白提取量明显下降(P>0.05)。所以本研究

超声时间确定为 10 min。 

综合 4 个因素对芜菁蛋白质提取量的影响结果, 发现

温度相对于其他 3 个因素对结果的影响并不明显。因此选

择功率、超声时间、料液比 3 个因素进行响应面优化。 

3.4  响应面法实验分析 

3.4.1  芜菁蛋白质提取量响应面优化提取条件 
选取功率(A), 超声时间(B), 料液比(C)等 3 个因素, 

如表 1。以蛋白提取量为响应值(Y)进行工艺条件优化, 设
计为 Box-benhnken 中心组合实验。 

 

 
 

图 4   超声时间与芜菁蛋白提取量的关系(n=3) 
Fig.4  Relationship between ultrasonic time and protein extraction 

from turnips(n=3) 
 

 
表 1  因素水平表 

Table 1  Factor level table 

实验号 A B C Y/(mg/g)

1 0 0 0 10.05 

2 0 0 0 10.05 

3 –1 0 +1 9.82 

4 0 –1 –1 11.67 

5 0 –1 +1 12.82 

6 0 +1 +1 11.16 

7 –1 –1 0 10.34 

8 0 0 0 10.05 

9 0 0 0 10.05 

10 +1 +1 0 18.88 

11 0 +1 –1 10.78 

12 –1 +1 0 8.615 

13 –1 0 –1 9.71 

14 0 0 0 10.05 

15 +1 –1 0 19.03 

16 +1 0 –1 13.54 

17 +1 0 +1 19.74 
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回归方程方差分析结果见表 3, 模型误差失拟项中 P
＞0.05, 说明该方程对实验拟合度较好, 可以利用上述模

型预测提取条件对蛋白质提取量的影响。由 F 值可得各因

素对芜菁蛋白提取率的影响顺序为:超声功率＞料液比＞

超声时间。A、A2 对蛋白质提取量影响极显著, C、AC、B2

对蛋白质提取量影响较为显著, 其他因素影响不显著。 
表 3  回归方程系数显著性检验结果 

Table 3  Test results of coefficient significance of 
regression equation 

项系数 自由度 Df 平方和 SS 均方 MS F 值 P 值 

常数项 9 198.61 22.07 24.52 0.0002

A 1 133.7 133.7 148.57 <0.0001

B 1 2.45 2.45 2.72 0.1431

C 1 7.68 7.68 8.54 0.0223

AB 1 0.62 0.62 0.69 0.4339

AC 1 9.27 9.27 10.30 0.0149

BC 1 0.15 0.15 0.16 0.2697

A2 1 34.94 34.94 38.82 0.0004

B2 1 6.96 6.96 7.73 0.0273

C2 1 0.31 0.31 0.35 0.5750

 
3.4.3  各因素对芜菁蛋白提取率的响应面分析 

功率和超声时间对芜菁多酚得率的交互作用如图 5 所

示。可知, 料液比为 1:15 g/mL 时, 功率一定时, 蛋白质提取

量随着超声时间的升高呈先下降后上升趋势。当超声时间一

定时, 功率达到 105 W, 可以获得较高的蛋白质含量。 
料液比和功率对芜菁多酚得率的交互作用见图 6。可

以看出, 当超声时间为 10 min, 料液比一定时, 蛋白质提

取率随着功率的升高呈增加趋势。当料液比一定, 功率达

到 120 W 时, 蛋白质提取率较高。 
超声时间和料液比对芜菁多酚得率的交互作用见图 7。

可以看出, 当超声功率为 105 W, 料液比一定时, 蛋白质提

取量随着时间升高呈先减小后缓慢增加的趋势。当超声时间

一定, 料液比达到 1:20 g/mL 时, 蛋白质提取率较高。 
综上所述, 功率(A)与料液比(C)的交互作用较为明显, 

功率(A)与超声时间(B), 料液比(C)与时间(B)的相互影响不

明显, 与上述的模型方差分析结果一致。 

3.5  验证实验 

在 选 取 的 各 因 素 范 围 内 , 根 据 回 归 模 型 通 过

Design-Expert 软件分析得出, 芜菁蛋白质最佳提取条件为

功率 120 W、超声时间 6.12 min、料液比 1:18.88 g/mL, 蛋
白质提取量的预测值为 20.03 mg/g。考虑到实际操作的便

利, 确定蛋白质的超声辅助提取工艺条件为功率 120 W、

超声时间 6 min、料液比 1:20 g/mL。为了证实预测结果, 在
最佳提取工艺条件下重复实验 3 次, 重复实验结果见表 4。
可知, 蛋白质含量实测值与预测值相差不大, 说明该方程

与实际情况拟合较好, 充分验证了所建模型的正确性, 说
明响应曲面法适用于对芜菁蛋白质的超声辅助提取工艺进

行回归分析和参数优化。 
 

 
 

图 5   功率和超声时间对芜菁多酚得率的交互作用 
Fig.5  Interaction of power and ultrasonic time on the yield of turnip polyphenols 

 

 
 

图 6  料液比和功率对芜菁多酚得率的交互作用 
Fig.6  Interaction of liquid ratio and power on the yield of turnip polyphenols 
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图 7  超声时间和料液比对芜菁多酚得率的交互作用 
Fig.7  Interaction of ultrasonic time and liquid ratio on the yield of turnip polyphenols 

 
表 4  重复实验结果 

Table 4  Results of repeated experiments 

吸光度值 蛋白质含量/(mg/g) 平均含量/(mg/g) 预测值/(mg/g)

0.587 22.15 

21.71 20.03 0.569 21.45 

0.571 21.53 

 

3.6  芜菁蛋白质抗氧化活性的测定 

维生素C与芜菁蛋白质对DPPH自由基的清除能力对

比图如图 8 所示。芜菁蛋白质在 2.5~25 mg/mL 浓度范围内, 
随着蛋白质浓度的升高, 对 DPPH 自由基的清除率增加, 
当芜菁蛋白质浓度为 25 mg/mL 时清除率达最大值。相同

浓度的维生素 C 对 DPPH 自由基总体表现出很强的清除能

力。芜菁蛋白质具有一定的抗氧化能力, 但它对 DPPH 的

清除效果总体要弱于维生素 C 的作用效果。 
 

 
 

图 8  维生素 C 与芜菁蛋白质对 DPPH 自由基的清除能力图(n=3) 
Fig.8  DPPH free radical scavenging capacity of vitamin C and 

turnip protein (n=3) 
 

4  结论与讨论 

本研究采用采取超声辅助法提取芜菁中蛋白质, 响
应面法对芜菁中蛋白质的提取进行优化, 确定最佳提取工

艺条件为料液比 1:18.88 g/mL, 超声功率 105 W, 超声提取

时间 6.12 min。此外, 本研究采用体外清除 DPPH 自由基

能力的方法评价不同浓度的芜菁蛋白质体外抗氧化活性, 

结果显示芜菁蛋白质质量浓度越高, 对 DPPH 自由基的清

除率越高, 但清除能力总体弱于 VC, 说明芜菁蛋白质有

一定的抗氧化活性, 但弱于 VC。研究结果对于芜菁蛋白质

的利用及相关药品或保健产品的研制具有一定的指导意

义。 
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