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摘 要：使用碱溶法对烟草进行处理，酸沉法沉淀得到可溶性蛋白。以可溶性蛋白提取率为指标，对蛋白提取条件进行

优化，并对烟草可溶性蛋白抗氧化活性进行测定。结果表明：通过料液比、提取液、pH、提取时间的单因素试验，确定了

响应面试验的中心点参数，在此基础上进行响应面优化，蛋白提取的最佳工艺条件为：0.05 mol/L磷酸缓冲液添加 1.1%
PVP、料液比 1∶10.5（g/mL）、pH值 8.6，此时烟草可溶性蛋白提取率为 84.95%。烟草可溶性蛋白均有 ABTS+ •和 DPPH•自
由基清除能力，在蛋白浓度为 1.0 mg/mL时可达最大清除率，分别为 58.57%和 45.97%。采用响应面法优化后的烟草可溶

性蛋白提取率高，明确了烟草可溶性蛋白的抗氧化活性，为烟草蛋白的多用途开发利用提供了理论依据。
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Optimization of Extraction Technology and Antioxidant Activity of Soluble Pro⁃
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Abstract：The alkali dissolution method was used to treat the tobacco, and the acid precipitation method was used to
precipitate soluble protein. The protein extraction conditions were optimized based on the extraction rate of soluble
proteins, and the antioxidant activity of tobacco soluble proteins was determined. The experimental results showed
that, through the single factor test of material-liquid ratio, extraction liquid, pH, and extraction time, the center
point parameters of the response surface test were determined, and the response surface optimization was carried out
on this basis. The optimal process conditions for protein extraction were as follows: 0.05 mol/L phosphate buffer
added 1.1% PVP, material-liquid ratio 1∶10.5 (g/mL), pH value 8.6, and the extraction rate of tobacco soluble pro⁃
tein is 84.95%. Tobacco soluble proteins exhibited ABTS+• and DPPH• free radical scavenging abilities, with maxi⁃
mum scavenging rates observed at a protein concentration of 1.0 mg/mL, which were 58.57% and 45.97%, respec⁃
tively. The extraction rate of tobacco soluble protein optimized by response surface method is high, which clarifies
the antioxidant activity of tobacco soluble protein, and provides a theoretical basis for the multi-purpose develop⁃
ment and utilization of tobacco protein.
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中国是叶蛋白资源大国，叶蛋白资源的多用
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途开发、生产是解决人口膨胀导致的食品、饲料

行业蛋白质资源急缺的一条重要途径 [1-2]。烟草

成分较为复杂，以蛋白含量最为丰富，如白肋烟

中蛋白质含量高达 20.48%[3]。烟叶蛋白具有氨基

酸含量丰富、适合人体吸收的优点，烟草可溶性

蛋白中还含有宝贵的硒元素，所以开发利用烟草

可溶性蛋白资源尤为重要 [4]。

目前，国内关于烟草可溶性蛋白提取利用的
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报道较少，未见关于烟草蛋白抗氧化活性测定的

报道，烟草蛋白的提取大多采用硫酸铵分段沉淀

法提取烟草蛋白质，但是该方法硫酸铵回收成本

较高，蛋白纯度低。本研究以新鲜烟草作为原

料，采用碱溶酸沉法提取可溶性蛋白质，通过响

应面试验优化提取工艺，研究出一套烟草可溶性

蛋白最佳提取工艺，并对烟草可溶性蛋白的抗氧

化活性进行测定，旨在为烟草可溶性蛋白的开发

利用提供技术参数和理论指导。

1 材料与方法

1.1 试验材料

云烟 87（旺长期烟叶，2019年贵州产，由贵州

省烟草科学研究所提供，蛋白含量 3.75%）,洗净，

液氮速冻，-80 ℃保存。

1.2 主要药品试剂

牛血清白蛋白购自上海源叶生物科技有限公

司；福林酚、2,2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-
磺酸自由基（ABTS）、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼

自由基（DPPH）购自索莱宝生物科技有限公司；其

余试剂为国产分析纯，购自天津市科密欧化学试

剂有限公司。

1.3 主要仪器设备

湘仪离心机（湖南湘仪试验仪器开发有限公

司）；电子天平（梅特勒－托利多仪器有限公司）；

pHS-3C型 pH计（上海精密科学仪器有限公司）；

多功能胶体磨（JM-L80，温州昊星机械设备制造

有限公司）；真空冷冻干燥机（上海皓庄仪器有限

公司）；721N可见分光光度计（上海精密科学仪器

有限公司）等。

1.4 试验方法

1.4.1 可溶性蛋白提取

烟草加提取液→胶体磨磨浆（10 000 r/min，5
min）→静置浆液→120目滤布过滤→加等体积提取

液洗滤渣→合并滤液硅藻土脱色除杂→1 mol/L HCl
调 pH至 3.0→离心（3 000 r/min，20 min）→蛋白沉淀

于-80 ℃冷冻→冷冻干燥→烟草可溶性蛋白。

1.4.2 单因素试验

在对不同料液比（1∶1、1∶2、1∶4、1∶6、1∶8、1∶
10）（g/mL）进行单因素试验时，固定提取时间 40
min，0.05 mol/L磷酸缓冲液；对不同提取时间（20、
40、60、80 min）进行单因素试验时，料液比固定为

1∶8（g/mL）、提取液为磷酸缓冲液+1%PVP；在进

行不同提取液（0.05 mol/L磷酸缓冲液、0.05 mol/L
磷酸缓冲液+1%PVP、0.05 mol/L KOH、0.05 mol/L

NaOH）及 pH（6.5、7.5、8.5、9.5、10.5）单因素试验时，

将料液比和提取时间固定为1∶8（g/mL）、60 min。
1.4.3 可溶性蛋白提取率的计算

采用福林酚法，取 14支试管分成两组，分别

加入 0、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1 mL牛血清白蛋白

标准溶液（250 μg/mL），用超纯水补足到 1 mL，样
品测定时取 1 mL待测样品加入 5 mL试剂甲，混

匀，于 20~25 ℃放置 10 min，再加入 0.5 mL试剂

乙，立即摇匀，在 20~25 ℃保温 30 min，然后于 500
nm处比色。测定光密度值，取两组测定的平均

值，以蛋白质浓度为横坐标，光密度值为纵坐标，

绘制标准曲线作为定量的依据 [5]。提取率计算公

式如下：提取率（%）=(M1/M2)×100 ……………（1）
式中：M1为提取出新鲜烟草可溶性蛋白的质

量（g）；M2为新鲜烟草可溶性蛋白的质量（g）。
1.4.4 响应面试验

通过单因素试验确定选取提取液、pH值和料

液比 3个因素进行响应曲面法研究，根据 Box-
Benhnken的中心组合试验设计原理，采用 3因素 3
水平响应面分析方法，通过试验得到最优工艺参

数并进行验证试验。其因素水平编码表见表 1。
表 1 响应面因素水平编码表

因素

PVP添加量（%）
料液比（g/mL）

pH

代码

A
C
B

水平

-1
0.5
1∶8
8.0

0
1
1∶10
8.5

1
1.5
1∶12
9.0

1.4.5 抗氧化活性测定

1.4.5.1 清除ABTS+•的能力

将 7 mmol/L ABTS+•和 2.45 mmol/L过硫酸钾

溶液等体积混合，置于暗处室温反应 12~16 h。然

后将混合溶液用无水乙醇稀释，使其在波长 734
nm处的吸光度为 0.7±0.02（用无水乙醇调零）[6]。

将配置好的 ABTS+•自由基工作液准确吸取 3.9
mL与 1 mL样品溶液（0.01、0.02、0.04、0.06、0.08、0.1
mg/mL）混合，快速振荡使其充分混合，静置 6 min，
测定在波长 734 nm处的吸光度。用蒸馏水代替

样品作为空白组测定其吸光度，选择抗坏血酸作为

阳性对照。样品的抗氧化能力值计算公式如下：

Y = A0 - AiAi
× 100% ………………………（2）

式中 :Y为样品对 ABTS+•自由基清除率；Ao为
样品组吸光度值；Ai为空白组吸光度值。
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1.4.5.2 清除DPPH•的能力

称取 0.008 g DPPH，用无水乙醇溶解并定容

至 100 mL，存于棕色瓶备用。准确移取 2 mL
DPPH 乙醇溶液和 2 mL 样品（0.01、0.02、0.04、
0.06、0.08、0.1 mg/mL）于带有塞子的试管中，震荡

混匀，置于暗处室温条件下反应 30 min后，无水乙

醇和蒸馏水作为空白对照，测定其在波长 517 nm
处的吸光度，平行试验 3次取平均值，选择抗坏血

酸作为阳性对照 [7]，样品的 DPPH清除率计算公式

如下：

Y = ( )1 - Ai - AiiA0
× 100%…………………（3）

式中：Y为样品对 DPPH自由基清除率；Ai为
2 mL DPPH乙醇溶液和 2 mL样品；Aii为 2 mL无水

乙醇和 2 mL样品；A0为 2 mL DPPH乙醇溶液和 2
mL蒸馏水。

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 料液比对提取率的影响

由图 1可以看出，新鲜烟草可溶性蛋白提取

率随料液比的增加而增加，当料液比为 l∶10时，

烟草蛋白提取率最高为 73.35%，当料液比继续增

加到 1∶12时，蛋白提取率降低为 73.29%，蛋白提

取率随料液比增加呈现先增后减的变化，可能是

一定的料液比有利于蛋白在提取液中的充分溶

解，超过该范围后，其他物质溶出反过来抑制了

烟叶可溶性蛋白的溶解，随着料液比增加对于后

期脱色除杂等工艺工作量的增加，试验损耗相应

增多，因此料液比的设定不宜过大。

2.1.2 提取时间对提取率的影响

由图 2可以看出，新鲜烟草可溶性蛋白提取

率随提取时间的延长而提高，当提取时间为 60
min时，烟草蛋白提取率最高为 80.95%。时间为

80 min时提取率降低，可能因为提取时间过长导

致部分不稳定的烟草蛋白降解从而降低蛋白提取

率，使得蛋白品质降低 [8]，所以响应面试验提取时

间设置以 60 min为宜。

2.1.3 提取液和 pH 值对提取率的影响

图 3结果表明，提取液的种类及 pH值对烟草

可溶性蛋白提取率表现出极大的影响，当使用氢

氧化钾作为提取液时，在 pH=9.5时，提取率最高

为 81.05%。0.05 mol/L磷酸缓冲液加入 1%PVP后
提取率大幅提升，且在 pH=8.5时烟草可溶性蛋白

提取率即可达到最高为 80.53%，可能是 PVP作为

一种乳化剂、助溶剂，增加了蛋白在提取液中的

溶解性 [9]，且在 pH为 8.5时大多能达到最大提取

率，超过该值后提取率降低，可能是在过碱性溶

液中，蛋白易变性而在脱色时被脱色除杂滤去 [10]。

所以在响应面试验时选择 0.05 mol/L磷酸缓冲液

加入 1%PVP作为提取液。

2.2 响应面试验设计试验

2.2.1 响应面试验设计及结果

根据单因素试验结果选择提取液、pH值和料

液比 3个因素进行响应曲面法试验，根据 Box-
Benhnken的中心组合试验设计原理，采用 PVP添
加量 (A)、pH值 (B)、料液比 (C)3因素 3水平的响应
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图 1 料液比对新鲜烟草可溶性蛋白提取率的影响
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图 2 提取时间对新鲜烟草可溶性蛋白提取率的影响
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图 3 提取液和 pH值对烟草可溶性蛋白提取率的影响
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面分析方法优化试验的工艺参数 [11-14]，共有 17个
试验点，试验设计方案和结果如表 2所示。

2.2.2 响应面试验模型的建立与方差分析

利用 Design-Expert软件对表 2试验结果进行

二次多元回归拟合，并进行方差分析，结果见表

3。对响应值与 PVP添加量 (A)、pH值 (B)、料液比

(C)进行回归拟合后，得到烟草蛋白质提取率对编

码自变量的回归模型 (去掉不显著项)表达式公

式：

y=85.27+1.12A+0.75B+1.24C-0.16AB-0.83AC-
0.13BC-4.35A2-1.63B2-0.22C2 …………………（4）

模型失拟项 P<0.000 1，差异非常显著，说明

该回归模型对试验结果拟合较好，R2=0.982 5，说
明 98.25%可用此模型来解释各试验因素与蛋白

提取率之间的关系 [15]，具有实际意义。PVP添加

量和料液比的二次项（A2、C2）达到非常显著差异

（P<0.001），PVP添加量（A）、料液比的一次项（C）
和二次项（A2、C2）、pH的二次项（B2）均对蛋白提

取率影响达到极显著水平（P<0.01），pH的一次项

B及 PVP添加量和料液比的交互项（AC）对蛋白

提取率影响达到显著水平（P<0.05），其他项不显

著 [16-18]；因此可利用该回归模型对试验结果进行

分析，并确定新鲜烟草可溶性蛋白质的最优提取

工艺。表 3方差分析 F值表明，各因素对蛋白提

取率的影响顺序由大到小为：料液比 (C)>PVP添
加量(A)>pH值(B)。
2.2.3 响应面分析

根据二次回归方程，通过响应曲面分析法建

立各因素与响应值之间的响应立体图，可以直观

地反映局部参数值和整体响应值之间的交互对应

表 3 二次回归方程模型的方差分析

方差来源

回归模型

A
B
C
AB
AC
BC
A2
B2
C2
残差

失拟项

纯误差

总和

R2
R2ADJ

Adeq Precision
注：“***”为极显著（P<0.001）；“**”为非常显著（P<0.01）；“*”为显著（P<0.05）；“-”为不显著

平方和

169.67
10.02
4.46
12.30
0.10
2.73
0.067
79.82
11.24
36.52
3.02
2.60
0.42
172.69
0.982 5
0.960 0
20.812

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

均方

18.15
10.02
4.46
12.30
0.10
2.73
0.067
79.82
11.24
36.52
0.43
0.87
0.11

F
43.66
23.21
10.33
28.49
0.24
6.32
0.15
184.84
26.03
84.58

8.22

P
<0.000 1
0.001 9
0.014 8
0.001 1
0.641 2
0.040 1
0.706 8
<0.000 1
0.001 4
<0.000 1

0.034 8

显著性

***
**
*
**
-
*
-
***
***
***

表 2 响应面分析方案及试验结果

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

A：PVP添加

量（%）
0
0
0
1
1
0
0
0
-1
1
0
1
1
0
-1
1
0

B: pH
-1
0
0
-1
1
0
1
1
-1
0
0
1
0
0
0
0
-1

C：料液比

（%）
-1
0
0
0
0
0
-1
1
0
1
0
0
1
0
1
1
1

可溶性蛋白

提取率（%）
85.23
77.87
82.90
85.35
81.44
80.19
79.76
79.42
78.17
85.18
84.84
80.37
79.42
74.52
85.74
79.46
78.22
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图 4 两因素交互作用的响应面图及等高线图

关系。根据回归方程绘制响应面和等高线图，结

果如图 4所示，PVP添加量（A）和 pH（B)的响应面

图呈拱形，说明二者的交互作用影响不显著，但

是等高线图密度较高，且在方差分析表中得知两

者的交互作用二次项 P值接近 0.05，说明二者交

互作用的影响在实际提取时也应该考虑。PVP添
加量（A）与料液比（C）的响应面图曲度较大，呈圆

拱形，且等高线图的密度较高，说明交互关系对

烟草蛋白提取率有较大影响。其 pH（B)和料液比

（C）交互影响从曲面图及等高线疏密度来看影响

稍低，在一个因素固定时，另一变量变化趋势平

缓，说明两者交互作用不显著。

2.2.4 验证性试验

通过二次回归预测，得出烟草蛋白最佳提取

工艺参数为：1.11%PVP、pH 值 8.6、料液比 1∶
10.44，此时烟草蛋白的提取率为 85.526 3%，为了

检验 Design-Expert分析的可靠性，考虑到实际操

作性及便捷性，将最优参数校正为：1.1%PVP、pH
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值 8.6、料液比 1∶10.5，根据最优参数进行试验，重

复 3次取平均值，测定得到烟草蛋白提取率为

84.95%，验证试验结果与理论预测值相差不大，

表明响应面优化工艺参数具有可靠性。

2.3 抗氧化活性测定

由图 5可以看出，在 ABTS＋·和 DPPH·自由基

清除试验中烟叶蛋白对自由基的清除率随蛋白浓

度增加而增加，其自由基清除率变化规律相似 [19]，

且都在烟叶蛋白浓度为 1.0 mg/mL时达到自由基

最大清除率，但是两种方法的清除率有所不同，

清除率分别为 58.57%、45.97%，清除率均低于同

等浓度 Vc，说明烟叶蛋白具有一定的抗氧化活

性。其抗氧化活性可能与其氨基酸组成有关，已

有文献报道认为甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸，尤其是

谷氨酸等都对增强抗氧化活性起重要作用。
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图 5 两种方法测定烟草蛋白抗氧化活性

3 讨 论

利用响应面法优化新鲜烟草可溶性蛋白提取

率达 84.95%，优化效果较好，高于饶国华等 [20]的烟

叶蛋白提取率 76.62%，说明本试验采用响应面法

优化的提取工艺是可行的。在对烟叶蛋白使用

ABTS+和 DPPH法对抗氧化活性测定时，烟叶蛋白

有一定的自由基清除率，说明烟叶可溶性蛋白具有

抗氧化活性，可作为新型抗氧化蛋白开发利用。

本试验在酸沉时设定 pH 3.0作为沉淀参数，

参数的设定是根据饶国华等 [20]的方法确立，在 pH
下调过程中提取液 pH接近甚至高于绝大多数可

溶性蛋白等电点，蛋白颗粒因为失去表面电荷变

得不稳定从而沉淀下来，且提取液处于过酸 pH下
可溶性蛋白也会因为空间结构被破坏而变性沉

淀。所得可溶性蛋白颜色为浅黄色，可能是硅藻

土未把多余色素蛋白吸附除尽，张劲松等 [21]认为

烟叶蛋白与多酚类物质尤其是绿原酸的不可逆结

合使得蛋白颜色较深，所以在后期试验中将对脱

色方法、多酚类物质去除进行试验，以期获得高

品质蛋白，并对烟叶可溶性蛋白中的 FI蛋白进行

分离纯化及营养价值研究，为烟叶蛋白的多用途

开发利用提供一定的理论依据。我国对于烟草蛋

白的研究起步晚，因为试验工艺烦琐，提取时需

要低温高速离心、超滤等设备，成本增加，难以适

应大规模生产，本试验提取工艺简单，不需要专

业设备，操作都在室温下进行，成本较低，耗时短

等优点均利于大规模工业化生产。据报道烟叶可

溶性蛋白含有人体所需的全部必需氨基酸，其发

泡性、乳化性均优于酪蛋白（牛奶的主要蛋白成

分）。从营养价值和食品角度来评价，烟叶可溶

性蛋白属于优质利用蛋白。中国作为烟草种植大

国，其种植面积和产量均居世界第一，除用于卷

烟生产外，大量烟叶因为无法充分开发利用而被

舍弃，不仅导致大量资源浪费，且有环境污染的

风险。深入研究与开发利用烟叶蛋白资源对于提

高烟草的综合利用价值，为烟草行业去库存，稳

种植，增加烟农收入，进而促进我国烟草行业可

持续发展和产业结构调整均具有重要意义。

4 结 论

响应面法优化的新鲜烟草可溶性蛋白最佳提

取工艺为：0.05 mol/L磷酸缓冲液添加 1.1% PVP、
料液比 1∶10.5（g/mL）、pH值 8.6，此时烟叶可溶性

蛋白的提取率为 84.95%。新鲜烟草可溶性蛋白

浓度为 1.0 mg/mL时，对 ABTS＋·和 DPPH·自由基

的清除率为 58.57%、45.97%，新鲜烟草可溶性蛋

白具有较强的抗氧化活性，为烟草蛋白的多用途

开发利用提供数据参考。
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（上接第 81 页）花生皮等比例混合的基质在产量和

大薯产量及保水性方面都不如蛭石，原因在于花

生皮作为基质时，自身结构过于疏松且不吸水，

需要进一步研究。

吉薯 1号以玉米秸秆为基质时产量和粒数达

到最大为 1 661.5 g和 365粒；尤金用花生壳与玉米

秸秆混合基质时产量和粒数达到最大为 1 158.48 g
和 497粒；费乌瑞它用玉米秸秆为基质时产量和

粒数达到最大为 793.29 g和 378粒。

吉薯 1号在 25株/箱的密度下产量和粒数达到

最大为 1 278.49 g和 377粒；尤金在 30株/箱的密度

下产量和粒数达到最大为 804.3 g和 470粒；费乌瑞

它在 30株/箱的密度下产量和粒数达到最大为

831.1 g和 376粒。
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