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牡蛎原肌球蛋白的提取工艺优化 

吕春霞 1, 张慧恩 1, 杨留明 1, 雷叶斯 1, 洪梦蓉 2, 杨  华 1* 

(1. 浙江万里学院生物与环境学院, 宁波  315100; 2. 宁波市检验检疫研究院, 宁波  315100) 

摘  要: 目的  探究牡蛎原肌球蛋白提取的最优工艺。方法  以养殖牡蛎为原料, 探究料液比、提取次数、

提取温度、pH 等单因素对牡蛎原肌球蛋白提取率的影响, 并通过正交实验对其进行优化。结果  在 pH 5.5

的基础上得出牡蛎原肌球蛋白提取的最优工艺参数是: 料液比为 1:2、提取次数为 6 次、提取温度为 100 °C, 此

时原肌球蛋白的得率为 6.53%。结论  本研究优化的方法大大提高了牡蛎原肌球蛋白的提取率。 
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Optimization of extraction process of oyster promyosin 
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ABSTRACT: Objective  To explore the optimal technology for extraction of oyster tropomyosin. Methods  Taking 

cultured oyster as raw material, the influences of single factors such as solid-liquid ratio, extraction times, extraction 

temperature and pH on the extraction rate of tropomyosin from oyster were investigated, and optimized by orthogonal 

experiment. Results  On the basis of pH 5.5, the optimal technological parameters for the extraction of oyster 

tropomyosin were as follows: The ratio of solid to liquid was 1:2, the extraction times were 6, and the extraction 

temperature was 100 °C. At this time, the yield of tropomyosin was 6.53%. Conclusion  The optimized method in 

this study has greatly improved the extraction rate of tropomyosin from oyster. 
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1  引  言 

牡蛎是世界上第一大养殖贝类, 依附寄生的软体动

物, 外面包裹的贝壳, 其中一个较小且平, 另一个较大又

突出, 贝壳表面不平整[1–3]。牡蛎的肉质嫩滑可口, 含有

丰富的营养物质(如蛋白质、氨基酸等), 尤其是含有较高

的牛磺酸以及人体所必备的多种微量元素、多种维生素, 

受到人们的喜爱[4]。牡蛎肉都可以食用, 而且其肉、壳、

油具有一定的药理作用。牡蛎具有免疫调节、缓解疲劳、 

抵抗病毒、对肝脏进行保护、降低血糖、对抗肿瘤、抗氧

化、降血脂、抑制细菌等作用[4–7]。在中医学角度上, 牡

蛎可以镇定安神, 滋阴补阳, 对心悸失眠、伤神劳脾、腰

椎疼痛等症状皆有疗效[8]。但因其含有致敏原原肌球蛋白, 

其致敏性也需引起人们的重视。牡蛎中原肌球蛋白为大分

子蛋白, 容易刺激机体免疫系统发生免疫应答产生大量

特异性免疫球蛋白 E(immunoglobulin, IgE)抗体, 当此类
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蛋白再次进入体内, 便与特异性 IgE 结合促使肥大细胞释

放组胺等物质而发生过敏反应[9,10]。牡蛎过敏可能导致患 

者出现皮肤红肿、荨麻疹、腹痛、腹泻等多种过敏性症状, 

严重时甚至可导致休克 , 甚至危及生命 [11–13], 严重影响

着过敏人群的身体健康和生活质量[12]。Ai 等[14]通过酶联

免 疫 吸 附 测 定 法 (enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA)和免疫印迹法(western blot)鉴定发现原肌球蛋白

是甲壳类和软体动物的主要交叉反应变应原。张江涛等[15]

通过免疫印迹法、十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

法 (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE)、基质辅助激光解析电离飞行

时间质谱法(matrix-assisted laser desorption/ionization time 

of flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)、圆二色谱

法(circular dichroism spectrum, CD)等实验方法, 成功重

组了牡蛎原肌球蛋白, 为后续原肌球蛋白和牡蛎脱敏技

术等研究做出了贡献。 

本研究以养殖牡蛎为研究对象, 探究提取其原肌球

蛋白过程中的 4 个关键因素(料液比、提取温度、提取次数、

pH 值)对原肌球蛋白提取率的影响, 以此得出最优组合, 

以期为牡蛎产品的后期加工, 及致敏机制的研究等奠定一

定的基础。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Avanti J-26XP 高速冷冻离心机(美国贝克曼库尔特); 

HWS 型恒温恒湿培养箱(宁波江南仪器厂); Multiskan FC

型酶标仪(赛默飞世尔仪器有限公司); FE20 pH 计(瑞士  

梅特勒－托利多集团); Scientz-11 无菌均质器(宁波新芝超声

设备有限公司); FSH-2A 高速匀浆机(上海维城仪器有限公司); 

DYY-6C 型电泳仪(北京六一生物科技有限公司)。 

Tris、30% Acrylamide、SDS、过硫酸铵、四甲基乙二

胺(tetramethylethylenediamine, TEMED)、BSA 标准品、蛋

白质上样缓冲液(5×)(分析纯, 北京索莱宝科技有限公司); 

考马斯亮蓝(上海捷瑞生物工程有限公司); 牡蛎(宁波路林

市场)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品前处理 

将订购的养殖牡蛎皆去壳、洗净、剖开其腹肉、取出

其内脏及排泄物, 再次用冰水洗净。用刀将干净的牡蛎肉

剁碎, 分装入若干自封袋中, 放入–40 ℃冰箱内冷冻保存。 

2.2.2  标准曲线的制作 

蛋白标准曲线的绘制：使用 BCA 蛋白浓度测定试

剂盒, 根据说明书操作, 具体配制见表 1。使用酶标仪在

593 nm 的波长下测定上述溶液的吸光度, 得出图 1 所示标

准曲线, 并得到标准方程 Y=0.0057X+0.1005 (r2=0.9991)。 

表 1  BSA 标准蛋白配制表 
Table 1  BSA standard protein matching table 

孔号 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

标准蛋白质溶液/μL 0 2 4 6 8 12 16 20

PBS 溶液/μL 20 18 16 14 12 8 4 0

BCA 工作液/μL 200 200 200 200 200 200 200 200

蛋白质浓度/μg 0 2 4 6 8 12 16 20

 

 
 

图 1  标准曲线图 

Fig.1  Standard chart 
 

2.2.3  提取工艺流程 

参考张凌晶等[16]对牡蛎原肌球蛋白的制备的方法：新

鲜的牡蛎去壳、去内脏、剁碎→加入冰冷 Tris-HCl 缓冲液

→高速匀浆机捣碎→取悬浮液, 沸水浴加热悬浮液→冷却

→离心→取上清液→原肌球蛋白粗提液。 

2.2.4  提取条件的选择 

(1)料液比的选择 

配制 pH 为 7.5, 20 mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲液, 将所

制备的 Tris-HCl 缓冲液放入 4 °C 的冰箱中冷藏保存。 

将已剁碎的牡蛎肉糜解冻, 准确称取 5 份 30 g 的牡蛎

肉糜于 100 mL 的烧杯中, 按照料液比为 1:1、1:2、1:3、1:4、

1:5 分别加入 pH=7.5 的冰 Tris-HCl 缓冲液 30、60、90、120、

150 mL 作为浸提液, 调节 pH=5.5。将上述 5 份样品用高速匀

浆机捣碎 1 min。静置 10 min, 将得到的悬浮液倒入小烧

杯, 于 100 °C 水浴锅中水浴加热 10 min, 取出后立即冰水冷

却至 4 °C。冷却后用高速离心机 9000 r/min 离心 15 min, 重

复3 次, 4 层纱布过滤取上清液, 即为牡蛎原肌球蛋白粗提液。 

将每个料液比不同的样品用 PBS 溶液各以 0、2、4、

8、10 倍稀释成 5 份, 每份各加 20 μL 于 96 孔板的样品孔

中, 用酶标仪测定其在 593 nm 处的吸光值, 计算牡蛎原肌

球蛋白的提取率。 

(2)提取次数的选择   

将已剁碎的牡蛎肉糜解冻, 准确称取 5 份 30 g 的牡蛎

肉糜于 100 mL 的烧杯中, 分别按照料液比为 1:1 加入

pH=7.5 的 20 mmol/L Tris-HCl 缓冲液(4 °C)30 mL 作为提取

液, 调节 pH 为 5.5。将上述 5 份分别用高速匀浆机捣碎 0、

2、4、6、8 次, 每次间隔 1 min, 捣碎时间不超过 20 s。静
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置 10 min, 将得到的悬浮液倒入小烧杯, 于 100 °C 水浴锅

中水浴加热 10 min, 取出后立即冰水冷却至 4 °C。冷却后

用高速离心机 9000 r/min 离心 15 min, 重复 3 次后, 经    

4 层纱布过滤取上清液, 即为牡蛎原肌球蛋白粗提液。 

将每个提取时间不同的样品用 PBS 溶液各以 0、2、4、

8、10 倍稀释成 5 份, 每份各加 20 μL 到 96 孔板的样品孔

中, 用酶标仪测定其在 593 nm 处的吸光值, 计算牡蛎原肌

球蛋白的提取率。 

(3)提取温度的选择   

将已剁碎的牡蛎肉糜解冻, 准确称取 5 份 30 g 的牡蛎

肉糜于 100 mL 的烧杯中, 分别按照料液比为 1:1 加入

pH=7.5 的冰 Tris-HCl 缓冲液 30 mL 作为提取液, 调节 pH

为 5.5。将上述 5 份样品用高速匀浆机捣碎 2 次, 每次间隔

1 min, 捣碎时间不超过 20 s。静置 10 min, 将得到的悬浮

液倒入小烧杯, 分别于 20、40、60、80、100 °C 水浴锅中

水浴加热 10 min, 取出后立即冰水冷却至 4 °C。冷却后使

用高速离心机 9000 r/min 离心 3 次, 每次 15 min, 经 4 层纱

布过滤取上清液, 即为牡蛎原肌球蛋白粗提液。 

将每个提取温度不同的样品用 PBS 溶液各以 0、2、4、

8、10 倍稀释成 5 份, 每份各加 20 μL 到 96 孔板的样品孔

中, 用酶标仪测定其在 593 nm 处的吸光值, 计算牡蛎原肌

球蛋白的提取率。 

(4)料液混合后 pH 的选择   

将已剁碎的牡蛎肉糜解冻, 准确称取 5 份 30 g 的牡蛎

肉糜于 100 mL 的烧杯中, 分别按照料液比为 1:1 加入

pH=7.5 的冰 Tris-HCl 缓冲液 30 mL 作为提取液, 将料液混

合后的溶液 pH 各调整为 1.5、3.5、5.5、7.5、9.5。将上述

5 份样品用高速匀浆机捣碎 2 次, 每次间隔 1 min, 捣碎时

间不超过 20 s。静置 10 min, 将得到的悬浮液倒入小烧杯, 

于 100 °C 水浴锅中水浴加热 10 min, 取出后立即用冰水冷

却至 4 °C。冷却后使用高速离心机 9000 r/min 离心 3 次, 每

次 15 min, 经 4 层纱布过滤取上清液, 即为牡蛎原肌球蛋

白粗提液。 

将每个提取过程中 pH 不同的样品用 PBS 溶液各以 0、

2、4、8、10 倍稀释成 5 份, 每份各加 20 μL 到 96 孔板的

样品孔中, 用酶标仪测定其在 593 nm 处的吸光值, 计算牡

蛎原肌球蛋白的提取率。 

2.2.5  原肌球蛋白提取率的计算 

原肌球蛋白提取率 100%
C V

m
 
 

总

 

C: 原肌球蛋白的浓度, g/mL;  

V: 原肌球蛋白溶液的体积, mL;  

m 总: 牡蛎的质量, g。 

2.2.6  最佳提取工艺的选择 

以料液比、提取时间、提物温度、料液混合 pH 为 4

个单因素, 确定 3 个水平进行 L9(3
4)实验(表 2), 以原肌球

蛋白提取率为指标, 探究 Tris-HCl 缓冲液提取牡蛎原肌球

蛋白的最佳工艺条件。 

 
表 2  L9(3

4)正交因子水平表 
Table 2  L9(3

4) Level table for orthogonal factors 

因素 

水平
A 

料液比/ 

(mL:g) 

B 
提取次数 

/次 

C 
提取温度

/°C 

D 
料液混合

pH 

1 1:1 2 100 3.5 

2 1:2 4 80 5.5 

3 1:3 6 60 7.5 

 
2.2.7  十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS- 
PAGE) 

(1)凝胶配制 

参考杨睿等[17]方法, 采用间断体系 SDS-PAGE 垂直

板凝胶电泳法, 分离鉴定牡蛎原肌球蛋白粗提液。分别制

备分离胶和浓缩胶, 详细浓度及制备方法见表 3。 
 

表 3  SDS-PAGE 电泳凝胶配制表 
Table 3  MDS-PAGE electrophoresis gel matching table 

试剂 分离胶/mL(10%, 10 mL) 
浓缩胶/mL 

(5%, 3 mL) 

H2O 4.0 2.1 

30 %丙烯酰胺 3.3 0.5 

1.5 mol/L 
Tris-HCl (pH8.8)

2.5 / 

1.0 mol/L 
Tris-HCl (pH6.8)

/ 0.38 

10% SDS 0.1 0.03 

10%过硫酸铵 0.1 0.03 

TEMED 0.004 0.003 

 

(2)制胶   

分离胶按照表 3 所示制备, 将配制好的分离胶灌入凝

胶板中, 凝固后倒入浓缩胶。 

(3)样品处理及上样   

为尽可能消除杂质, 将粗提液再次 18000 r/min 离心

20 min。将蛋白标准品(5 倍)和蛋白质样品以 1:4 混合, 即  

6 μL 蛋白标准品与 24 μL 蛋白样品, 使用震荡机混合摇匀

1 min。将样品放入 100 °C 水浴锅水浴加热 8 min, 将冰冻

保存的 Marker 取出, 等待上样。取出梳子, 把缓冲液倒入

电泳槽中, 将 Marker 和处理好的样品慢慢加进点样孔。 

(4)电泳、染色及脱色   

将电泳仪调节为恒压 120 V, 大约 90 min 左右, 指示

前沿到达电泳分离胶下沿 1 cm 处, 电泳结束。电泳后小心

将凝胶与玻璃板分离, 用考马斯亮蓝 R250 染色 6 h 后, 用

醋酸脱色, 脱色结束拍片进行分析。 
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3  结果与分析 

3.1  牡蛎原肌球蛋白提取单因素实验结果 

3.1.1  料液比对原肌球蛋白提取的影响 

由图 2 可知, 料液比在 1:1~1:3 范围内时, 原肌球蛋白

的提取率随着料液比的变大而呈现出有规律的降幅, 在

1:3~1:4 范围内时, 原肌球蛋白的提取率剧烈下降, 料液比

为 1:5 时下降趋势已趋于平缓。折线图整体呈现出下降趋

势, 由此可见, 当料液比为 1:1 时, 原肌球蛋白的提取率达

到最高值, 提取率随着料液比的增高而降低。在原肌球蛋

白提取过程中, 过多加入提取液用量, 易使蛋白溶出达到

饱和[18], 导致溶液中蛋白含量稀疏, 提取率降低, 且高料

液比比较消耗原料及试剂。因此, 最适料液比选为 1:1。 
 

 
 

图 2  料液比对原肌球蛋白提取率的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of feed liquid ratio on extraction rate of tropomyosin (n=3) 
 

3.1.2  提取次数对原肌球蛋白提取的影响 

由图 3 可知, 用高速匀浆机匀浆 0~8 次之间, 原肌球

蛋白的提取率先上升后降低。未用高速匀浆机匀浆时(即 0

次时), 原肌球蛋白的提取率较低, 而 0~4 次时提取率增幅

明显, 这说明若牡蛎与提取液接触不充分, 二者反应时间

少, 会使得蛋白溶出量低。使用高速匀浆机匀浆 4~8 次时

提取率再次下降, 下降趋势缓慢, 当匀浆次数为 4 次时, 

原肌球蛋白提取率达到最高点。适当地对牡蛎进行匀浆提

取蛋白, 可以使提取液与牡蛎充分接触, 但过多次数地进

行高速匀浆, 可能会增加蛋白质的不稳定性[19], 甚至导致

蛋白变性。因此, 选择最适提取次数为 4 次。 

3.1.3  提取温度对原肌球蛋白提取的影响 

温度对原肌球蛋白的提取效果影响如图 4, 随着温度

的 升 高 , 原 肌 球 蛋 白 提 取 率 逐 渐 上 升 。 提 取 温 度 在

20~40 °C 之间时, 原肌球蛋白的提取率升高趋势较为平缓, 

40~60 °C 时提取率增长剧烈, 60~100 °C 时, 提取率又逐渐

趋向平稳, 提取率到达最高点时提取温度为 100 °C。当温

度上升时, 分子的运动速度逐渐加快, 蛋白质的溶解速度

也变快, 蛋白溶出率增高。且在 20~60 °C 之间时, 所提出

的蛋白有较多除原肌球蛋白外杂质蛋白, 而在提取温度在

80~100 °C 时, 所提出的原肌球蛋白较为纯净。因此, 考虑

到原肌球蛋白纯度问题, 最适提取温度选为 100 °C。 

 
 

图 3  提取次数对原肌球蛋白提取率的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of extraction frequency on extraction rate of 
tropomyosin (n=3) 

 

 
 

图 4  提取温度对原肌球蛋白提取率的影响(n=3) 

Fig.4  Effects of extraction temperature on extraction rate of 
tropomyosin (n=3) 

 

3.1.4  料液混合后 pH 对原肌球蛋白提取的影响 

提取过程中 pH 的改变会使原肌球蛋白提取率的波动

较大, 提取率呈先升高后降低的趋势(图 5)。牡蛎肉糜与

Tris-HCl 缓冲溶液混合后, pH 在 1.5~5.5 范围内变动时, 原

肌球蛋白提取率逐渐增高, 后 pH 在 5.5~7.5 范围内变动, 

蛋白提取率剧烈下降, pH 在 7.5~9.5 时蛋白提取率变化逐

渐趋于平稳, 当原肌球蛋白的提取率达到最高点时, pH 为

5.5。适当调节 pH 值有利于蛋白质的溶出, 但过高或过低

的 pH 都可能造成蛋白质的氢键断裂, 使蛋白质发生变性, 

且在强酸或强碱的情况下, 所提出的蛋白有较多除原肌球

蛋白外的杂质蛋白, 而 pH 在 5.5~7.5 时, 所得到的原肌球

蛋白纯度较高。因此, 考虑到原肌球蛋白纯度问题, 最适提

取 pH 选为 5.5。 
 

 
 

图 5  料液混合后 pH 对原肌球蛋白提取率的影响(n=3) 

Fig.5  Effects of pH on extraction rate of tropomyosin after mixing (n=3) 
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3.2  正交实验 

正交实验法是通过正交设计软件, 以正交表为工具

来安排实验方案, 是不完全组合设计。正交实验设计是根

据均衡性的实验设计原理来安排实验, 使得部分实验对全

组实验具有代表性, 在不同组合实验下, 通过分析可以比

较每个因素中的每个水平对实验指标的影响, 从而缩小优

选范围[20]。正交实验中的每个实验结果都非常具有代表性, 

能够相对完整地显示出优选范围的一般情况。本实验共有

料液比、提取次数、提取温度、料液混合后 pH 4 个单因素, 

需要 3 个水平, 经正交表排列后, 得到表 4, 得出还需做 9

组实验。 

 
表 4  正交实验结果 

Table 4  Orthogonal test results 

 因素 实验结果

水平 
A 料液比 

/(V:m) 

B 提取时

间/次 

C 提取温

度/°C 

D 料液混

合 pH 

蛋白提取

率/% 

1 1(1:1) 1(2) 1(100) 1(3.5) 5.23±0.34

2 1(1:1) 2(4) 2(80) 2(5.5) 5.71±0.45

3 1(1:1) 3(6) 3(60) 3(7.5) 4.16±0.57

4 2(1:2) 1(2) 2(80) 3(7.5) 3.22±1.01

5 2(1:2) 2(4) 3(60) 1(3.5) 2.64±0.77

6 2(1:2) 3(6) 1(100) 2(5.5) 5.92±0.22

7 3(1:3) 1(2) 3(60) 2(5.5) 1.47±0.93

8 3(1:3) 2(4) 1(100) 3(7.5) 4.59±0.47

9 3(1:3) 3(6) 2(80) 1(3.5) 2.95±0.71

K1 5.03 3.31 5.25 3.61 主次顺序: 

K2 3.93 4.31 3.96 4.37 C>A>B>D

K3 3.03 4.34 2.76 3.99 最优水平: 

R2 2.03 1.04 2.49 0.76 A2B3C1D2

 

对牡蛎原肌球蛋白提取率的影响, 由大到小依次是

提取温度、料液比、提取次数、料液混合后 pH 值(表 4), 获

得原肌球蛋白提取的最佳工艺条件为 A2B3C1D2, 即牡蛎原

肌球蛋白提取料液比为 1:2, 提取次数为 6 次, 提取温度为

100 °C, 料液混合后 pH 为 5.5。在上述 4 种单因素条件下

进行了 3 次平行验证实验, 原肌球蛋白提取率为 6.53%, 远

高出表 4 中每一个组合实验的提取率。综上, 料液比 1:2, 

提取 6 次, 提取温度 100 °C, 料液混合后 pH=5.5 为最佳提

取工艺条件。 

3.3  原肌球蛋白纯化过程电泳分析 

牡蛎中含有水溶性蛋白、盐溶性蛋白、不溶性蛋白等

多种蛋白[21]。图 6 中的 2 是未进行纯化的粗蛋白, 可以看

出还存在较多杂蛋白, 经高速离心机 18000 r/min 离心 3

次、每次 20 min, 有效去除原蛋白中除原肌球蛋白外的其

他蛋白、脂肪等物质对后续检测的干扰, 再次进行电泳。

如图 6 中的 3 所示, 原肌球蛋白的纯度得以显著提升。 

 

 
 

注: 1: 标准品 Mark; 2: 肌浆蛋白; 3: 原肌球蛋白 

图 6  SDS-PAGE 凝胶电泳图 

Fig.6  SDS-PAGE gel electrophoresis 

4  结  论 

本实验通过单因素实验研究料液比、提取次数、提取

温度、料液混合后 pH 值对牡蛎原肌球蛋白得率的影响, 采

取正交实验法优化牡蛎原肌球蛋白的最佳提取工艺条件, 

结果显示 Tris-HCl 缓冲液对原肌球蛋白的得率影响较大。

根据确定的最佳工艺条件: 牡蛎原肌球蛋白提取料液比为

1:2, 提取次数为 6 次, 提取温度为 100 °C, 料液混合后 pH

为 5.5, 进行实验, 测出牡蛎原肌球蛋白得率为 6.53%。原

肌球蛋白是甲壳类动物的主要过敏原, 以牡蛎为原材料, 

对原肌球蛋白的提取工艺进行优化, 对食品过敏及食物脱

敏技术的研究都具有重大意义。 
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