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栉孔扇贝中蛋白质的提取条件优化
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摘要:为研究栉孔扇贝蛋白质的碱法提取工艺，优化提取条件。本研究以蛋白质提取率为指标，通过 pH 值、
温度、料液比及反应时间的单因素实验和正交实验对蛋白质提取条件进行优化，通过复溶、硫酸铵沉淀、透
析、冷冻干燥得到栉孔扇贝蛋白质干品。结果表明，栉孔扇贝蛋白质的最优碱提工艺参数为 pH 值 12、温度
40 ℃、料液比 1 ∶ 30( W/W) 、时间 6 h。在最优碱提条件下提取，蛋白质的提取率高达 74. 33%。用 50%～60%
饱和区间的硫酸铵溶液进行碱溶蛋白回收时，蛋白质沉淀率达到 90. 19%，栉孔扇贝中蛋白质的总体回收率
可达到 67. 04%。该研究为栉孔扇贝蛋白质的提取和分离提供了借鉴，为后续栉孔扇贝蛋白质的开发与利用
提供了理论依据。
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中国是世界上最大的贝类生产国，2018 年，
我国贝类海水养殖产量达到 1 443. 9 万 t。我国
的扇贝产量也高居世界首位，据《中国渔业统计
年鉴》统计，2018 年我国扇贝海水养殖产量为
191. 8 万 t，仅次于牡蛎和蛤［1］。栉孔扇贝
( Chlamys farreri) 产于我国长岛、蓬莱、威海、大连
等北部沿海地区［2］，是我国主要的贝类养殖品种
之一。目前，栉孔扇贝养殖量高达全国扇贝养殖
总量的 70%。

栉孔扇贝是一种高蛋白、低脂肪的海鲜，其味
道鲜美，具有较高的食用价值［3］。栉孔扇贝软体
部分中含有丰富的维生素、蛋白质、脂肪酸、微量
元素和矿物质等多种营养成分，其中粗蛋白质含
量高达 15. 10%。通过研究，已经利用栉孔扇贝
中丰富的蛋白质资源生产制备出多种产品，如浓
缩扇贝蛋白［4］、生物活性肽［5］、复合氨基酸螯合
钙［6］、海鲜调味品［7］。蛋白质作为栉孔扇贝的主
要成分，其利用率尚未得到充分的开发。因此，本
研究拟优化栉孔扇贝蛋白质的碱法提取工艺，探
索其分离方法，为后续栉孔扇贝蛋白质的开发利
用提供基础数据。

1 材料与方法

1．1 材料与试剂

新鲜栉孔扇贝( Chlamys farreri) ( 烟台红利水
产市场) ;硫酸铵、氢氧化钠 ( 国药集团化学试剂
有限公司) ; 福林试剂 ( 北京索莱宝科技有限公
司) 。所用试剂均为分析纯。

1．2 仪器与设备

FJ200高速分散均质机( 上海标本模型厂) ;
PHS－3C酸度计( 赛多利斯科学仪器北京有限公
司) ; 81－2 磁力搅拌器 ( 上海梅颖浦仪器仪表制
造有限公司) ; SHP－250生化培养箱( 上海培因仪
器公司) ; FC 酶标仪 ( 美国热电公司) ; LGJ－18S
真空冷冻干燥器( 北京松原) 。

1．3 方法

1．3．1 粗蛋白含量的测定
采用凯氏定氮法［8］测定粗蛋白质的含量。
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1．3．2 可溶性蛋白含量的测定
参考福林酚试剂法［9］测定可溶性蛋白含量。

1．3．3 蛋白质提取制备工艺流程
调整料液比( W/W) ，将料液在均质机中均质

3 min，调整 pH 值并进行恒温水浴，提取液于
8000 r·min－1离心 15 min，取上清液，加入硫酸铵
并迅速搅拌使其溶解，于 4 ℃条件下反应 30 min、
8000 r·min－1离心 3 min 后取上清液，再次加入硫
酸铵并进行快速搅拌，在 4 ℃条件下反应 4 h，8000
r·min－1离心 3 min，取蛋白质沉淀，加 pH值为 7. 2
的磷酸缓冲液进行溶解，用 ddH2O透析 24 h，真空
冷冻干燥器冻干 24 h，得到蛋白质冻干品。
1．3．4 碱溶法提取蛋白质参数的确定
1．3．4．1 pH值

调整料液比为 1 ∶ 25( W/W) ，均质 3 min，将
样液的 pH值分别调节至 7、8、9、10、11、12，在温
度 35 ℃下提取 1. 5 h，研究不同 pH 值对蛋白质
提取率的影响。

蛋白质提取率( %) =
提取液中蛋白质含量
原料中蛋白质总含量

×100%

1．3．4．2 温度
调整料液比为 1 ∶ 25( W/W) ，均质 3 min，调

节样液 pH值至 11，分别在温度 30、35、40、45、50、
55 ℃下提取 1. 5 h，研究不同温度对蛋白质提取
率的影响。
1．3．4．3 料液比

调整料液比分别至 1 ∶ 5、1 ∶ 10、1 ∶ 15、1 ∶
20、1 ∶ 25、1 ∶ 30 ( W/W) ，均质 3 min，调节样液
pH值至 11，在温度 40 ℃下提取 2 h，研究不同料
液比为对蛋白质提取率的影响。
1．3．4．4 时间

调整料液比为 1 ∶ 25 ( W/W) ，调节样液 pH
值至 11，均质 3 min，在温度 40 ℃下，将提取时间
分别调整至 1、2、3、4、5、6 h，研究不同提取时间对
蛋白质提取率的影响。
1．3．5 蛋白质提取的正交试验

在碱溶单因素试验数据基础上，设计四因素
三水平正交试验［10］，正交试验水平设计见表 1。

表 1 碱溶因素水平表
Tab．1 Table of alkali solution factor levels

水平
因素

温度 /℃ pH值 料液比 / ( W/W) 时间 /h
1 35 10 1: 20 4
2 40 11 1: 25 5

3 45 12 1: 30 6

1．3．6 硫酸铵沉淀
采用 Ｒobert C Ｒichards沉淀大西洋鲑鱼蛋白

质的方法［11］，进行硫酸铵沉淀实验。
取等量的样品分别加入到 5 个离心管中，每

10 mL样品依次加入 1. 06、1. 64、2. 26、2. 91、3. 61 g
的硫酸铵，硫酸铵的饱和度分别达到 20%、30%、
40%、50%和 60%。加入硫酸铵后，迅速搅拌使硫
酸铵溶解，于 4 ℃条件下反应 30 min。离心即可
获得 20%、30%、40%、50%和 60%饱和度下的硫
酸铵沉淀蛋白。取上清液，测定每个上清液的体
积，并再次按照每 10 mL 样品各加入 0. 55、0. 56、
0. 58、0. 60、0. 62 g硫酸铵的标准，分别提高 10%
的饱和度，继续混匀后，使溶液在 4 ℃ 条件下静
置 30 min，待其沉淀后离心，所得的 5份沉淀即为
20%～30%、30% ～ 40%、40% ～ 50%、50% ～ 60%和
60%～70%的硫酸铵区间沉淀下来的优质蛋白质。
1．3．7 数据处理

采用 Excel、SAS9．0 软件绘制曲线和方差分
析，以 Duncan 检验法进行显著性水平分析，P ＜
0. 05为显著，P＜0. 01为极显著。

2 结果与讨论

2．1 标准曲线绘制

以 BSA标准品的浓度为横坐标，上清液的吸
光度为纵坐标，绘制的标准曲线如图 1 所示。吸
光度( y) 与 BSA 蛋白标准品浓度( mg·mL－1 ) 的
关系式为:

y = 0. 018 4x + 0. 066 8，
该曲线 Ｒ2 = 0. 995 9，符合标准曲线要求［12］。

图 1 BSA标准曲线
Fig．1 BSA standard curve
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2．2 碱溶法提取蛋白质的单因素试验

2．2．1 pH值
栉孔扇贝蛋白质的提取率随 pH 值的变化趋

势见图 2。由图 2 可以看出，栉孔扇贝蛋白质的
提取率随 pH 值的增加呈现出不断升高的趋势，
且 pH 值对蛋白质的提取率有显著性影响 ( P ＜
0. 05) 。当 pH值为 7 时，蛋白质的提取率最低，
为 45. 15%，当 pH值提高到 12 时，蛋白质的提取
率达到最高，为 71. 51%。若继续提高 pH 值，蛋
白质提取率虽然会继续升高，但会增加成本，蛋白
质发生水解、脱羧等反应的可能性越来越大，其食
用价值也在降低。pH 值过高会致使蛋白质变
性［13］，分离时会随着杂质和糖类被分离掉。因
此，选择 pH 值为 12 进行栉孔扇贝蛋白质的
提取。

注:图中不同小写字母代表数据之间有显著性差异( P＜0. 05)

图 2 pH值对蛋白质提取率的影响( n= 3)
Fig．2 Effect of pH on protein extraction rate

2．2．2 温度
栉孔扇贝蛋白质的提取率随温度的变化趋势

见图 3。由图 3可以看出，随着温度的升高，蛋白
质的提取率呈现出先升高后降低的趋势，且温度
对蛋白质提取率有显著的影响( P＜0. 05) 。当温
度为 30 ℃时，蛋白质提取率为 65. 68%;当温度提
升到 40 ℃ 时，蛋白质提取率达到最高，为
71. 31%;温度继续提升时，蛋白质沉淀率则呈现
降低的趋势。分析提取率降低的原因可能为，过
高的温度导致了栉孔扇贝中某些蛋白质的空间构
象发生了变化。某些蛋白质因高温而变性，蛋白
质分子之间相互结合形成沉淀，并最终导致上清
液中的蛋白质含量降低［14］。反应温度在 35 ℃和
40 ℃ 时，蛋白质的提取率无显著性差异 ( P ＞
0. 05) 。综合考虑，选择温度 35 ℃进行栉孔扇贝
蛋白质的提取。

注:图中不同小写字母代表数据之间有显著性差异( P＜0. 05)

图 3 温度对蛋白质提取率的影响( n= 3)
Fig．3 Effect of temperature on protein extraction rate

2．2．3 料液比
栉孔扇贝蛋白质的提取率随料液比的变化趋

势见图 4。由图 4 可以看出，随着样液中栉孔扇
贝含量的降低，蛋白质的提取率呈现出不断升高
的趋势，且料液比对蛋白质的提取率有显著的影
响( P＜0. 05) 。当料液比为 1 ∶ 5 时，蛋白质的提
取率最低，为 48. 03%;当料液比为 1 ∶ 30时，蛋白
质的提取率最高，达到 76. 63%; 料液比在 1 ∶ 25
和 1 ∶ 30时，蛋白质的提取率无显著性差异( P＞
0. 05) 。说明当料液比为 1 ∶ 25 时，蛋白质已经
充分溶解，且调节到更高的料液比会带动溶液、溶
剂等成本的增加。综合考虑，选择料液比 1 ∶ 25
进行栉孔扇贝蛋白质的提取。

注:图中不同小写字母代表数据之间有显著性差异( P＜0. 05)

图 4 料液比对蛋白质提取率的影响( n= 3)
Fig．4 Effect of solid-liquid ratio on protein extraction rate

2．2．4 时间
栉孔扇贝蛋白质的提取率随料液比的变化趋

势见图 5。由图 5可以看出，随着时间的延长，蛋
白质的提取率呈现出不断升高的趋势，且反应时
间对蛋白质的提取率有显著的影响 ( P＜0. 05) 。
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提取时间为 1 h 时，蛋白质提取率最低，为
61. 46%;当提取时间为 6 h 时，蛋白质的提取率
最高，达到 73. 49%。反应时间为 5 h和 6 h时，蛋
白质的提取率无显著性差异( P＞0. 05) 。说明当
提取时间达到 5 h后，蛋白质的提取率趋于平稳。
此时，扇贝碎肉中的蛋白质已经基本被抽提到溶
剂中。因此，选择反应时间 5 h 进行栉孔扇贝蛋
白质的提取。

2．3 碱溶法提取蛋白质的正交优化

由于单因素的最优结果可能与全部因素实验
的最优结果不一致，因此，必须进行正交优化实验
选择出在实际实验中的最优结果。栉孔扇贝碱溶
法提取蛋白质的四个单因素( 温度、pH、料液比、
反应时间) 在三个水平下的正交实验结果如表 2。

由方差分析( 见表 3) 可知，pH值、料液比、时
间对蛋白质提取率具有极显著影响( P＜0. 01) ，反
应温度有显著影响( P＜0. 05) 。各因素对蛋白质

提取率的影响从大到小依次为料液比、时间、pH、
温度，最优碱提条件为温度 40 ℃、pH 值 12、料液
比 1 ∶ 30、反应时间 6 h。在最优碱提条件下，蛋
白质的提取率高达 74. 33%，河蚬蛋白质的提取
率为 74. 97%［12］，与本试验结果相近。

注:图中不同小写字母代表数据之间有显著性差异( P＜0. 05)

图 5 时间对蛋白质提取率的影响( n= 3)
Fig．5 Effect of time on protein extraction rate

表 2 碱溶法提取蛋白的优化实验结果
Tab．2 Optimized experimental results of protein extraction by alkali solution

试验号
A B C D

温度 /℃ pH值 料液比 / ( W/W) 时间 /h
蛋白质提取率 /%

1 35 10 1 ∶ 20 4 61．13±0．35
2 35 11 1 ∶ 25 5 69．13±1．09
3 35 12 1 ∶ 30 6 74．33±1．21
4 40 10 1 ∶ 25 6 70．47±1．04
5 40 11 1 ∶ 30 4 73．24±0．35
6 40 12 1 ∶ 20 5 64．28±1．18
7 45 10 1 ∶ 30 5 67．37±1．04
8 45 11 1 ∶ 20 6 71．75±0．36
9 45 12 1 ∶ 25 4 68．56±1．19
K1 68．20 66．32 65．72 67．64
K2 69．33 71．37 69．39 66．93
K3 69．23 69．06 71．65 72．18
Ｒ 1．13 5．05 5．93 5．26

注: K为均值，Ｒ为极差

表 3 方差分析结果
Tab．3 Analysis of variance results

因素 离均平方和 自由度 均方 F值 P
温度 /℃ 7．089 2 3．544 4．01 ＜0．036 4
pH值 146．208 2 73．104 82．64 ＜0．001

料液比 / ( W/W) 115．019 2 57．510 65．01 ＜0．001
时间 /h 160．786 2 80．393 90．88 ＜0．001

2．4 蛋白质回收

2．4．1 酸沉淀
用 1 mol·L－1的盐酸调节样液的 pH 值，当

pH值调节至 4. 1 时到达溶液的等电点。离心后
用福林酚试剂法测出上清液的吸光度，经计算得
出蛋白质的沉淀率为 77. 97%。
2．4．2 硫酸铵沉淀
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蛋白质沉淀率随硫酸铵饱和区间的变化趋势
见图 6。由图 6可以看出，硫酸铵的饱和区间对蛋
白质的沉淀率具有显著性影响( P＜0. 05) 。随着样
液中硫酸铵饱和度的不断增加，蛋白质的沉淀率呈
现出不断升高的趋势。当样液中硫酸铵的饱和区
间为 20%～30%时，蛋白质沉淀率最低，为 77. 08%。
此后，蛋白质的沉淀率不断提升，直至硫酸铵饱和
区间提升到 60%～70%时，蛋白质的沉淀率达到最
高，为 91. 16%。硫酸铵饱和区间在 50% ～ 60%和
60%～70%时，蛋白质的沉淀率无显著性差异( P＞
0. 05) 。也就是说，在样液中硫酸铵饱和区间为
50%～ 60%时，蛋白质的沉淀率趋于平稳，样液中
的蛋白质已经基本沉淀完全。说明随着硫酸铵的
饱和度的提升，样液中蛋白质的含量不断降低，直
至溶液中基本不含有蛋白质。此时，提升硫酸铵的
饱和度无法沉淀蛋白质，沉淀率趋于平缓［15］。因
此，确定蛋白质沉淀的最佳硫酸铵的饱和区间为
50%～ 60%，此时沉淀率为 90. 19%。

经硫酸铵沉淀的蛋白质沉淀率明显高于酸沉
淀的沉淀率，综合考虑，选择硫酸铵沉淀为蛋白质
的回收方法。

图 6 硫酸铵饱和度对蛋白质沉淀率的影响
Fig．6 Effect of ammonium sulfate saturation on

protein precipitation rate

3 结论

本研究以栉孔扇贝碎肉为原料，通过碱溶法
提取栉孔扇贝肉中的蛋白质，再采用硫酸铵沉淀
法将蛋白质从溶液中沉淀出来。通过正交试验优
化了碱溶法提取蛋白质的最佳工艺参数: 料液比
为 1 ∶ 30( W/W) 、pH值 12、反应温度 40 ℃、时间
6 h。经验证，此条件下栉孔扇贝中蛋白质的提取
率高达 74. 33%。硫酸铵沉淀蛋白质的最佳饱和
区间为 50% ～ 60%。此时，蛋白质沉淀率达到了

90. 19%。在最佳分离提取条件下，栉孔扇贝分离
蛋白质的总体得率为 67. 04%。

本实验对栉孔扇贝蛋白质的提取和分离具有
借鉴意义，为后续栉孔扇贝中的蛋白质的开发和
利用提供了一定的理论依据。
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sumption rate of energy commodities，obviously，forming a consumption structure dominated by traditional high－
polluting energy such as straw and coal． In this regard，it is necessary to accelerate the transformation of the
rural energy structure to clean energy．
Keywords: residential energy structure; energy amount difference; emission of air pollutants; Shandong Prov-
ince
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Optimized Extraction Conditions of Protein from Scallop Chlamys farreri
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Abstract: To study alkali extraction technology of Chlamys farreri protein and optimize the extraction condi-
tions，the protein extraction rate was taken as the index，and the protein extraction conditions including pH，
temperature，solid-liquid ratio and reaction time were optimized by the single factor and orthogonal experiment．
The dry protein of Chlamys farreri was obtained by redissolving，ammonium sulfate precipitation，dialysis and
freeze-drying．The results showed that the optimal alkali extraction process parameters of Chlamys farreri protein
were pH 12，temperature 40℃，ratio of solid to liquid 1 ∶30 ( W/W) ，and extraction time 6 h．Under the optimal
alkali extraction conditions，the protein extraction rate was as high as 74. 33%．When 50% to 60% saturation
range of ammonium sulfate solution was used for alkali-soluble protein recovery，the protein precipitation rate
reached 90. 19%，and the overall recovery rate of protein in Chlamys farreri reached 67. 04%．In conclusion，
this study provides a reference for the extraction and separation of Chlamys farreri protein，and provides a theo-
retical basis for the subsequent development and utilization of Chlamys farreri protein．
Keywords: Chlamys farreri; alkali dissolving method; ammonium sulfate precipitation method; extraction
yield; protein
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