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　　【摘要】　为探讨油茶籽糖蛋白的最优提取工艺及抗氧化活性，在单因素试验基础上采用响应面法对提取油茶

糖蛋白的关键参数进行了优化。同时以维生素 Ｃ作为对照，采用 ４种不同方法考察了油茶籽糖蛋白的抗氧化性

能。结果表明，油茶籽糖蛋白的最佳提取工艺条件为：浸提时间 ８８１ｈ、提取盐浓度 ０１２ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值 ８７７和液料

比 １１６２ｍＬ／ｇ，在此条件下蛋白得率为 ８７６％，糖得率为 １０１４％。抗氧化试验表明，油茶籽糖蛋白能显著清除

ＤＰＰＨ、羟基自由基和超氧阴离子自由基，具备一定的还原能力。
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　　引言

随着糖生物学的不断发展，研究发现作为糖缀

合物的糖蛋白，表现出重要的生物学功能。现报道

的一些糖蛋白都具有显著的药用功效和保健功能，

如天花粉糖蛋白具有抗癌功效，伴刀豆球蛋白具有

抗肿瘤和诱发细胞凋亡活性，茶叶、鼠掌老鹤草糖蛋

白具有抗肿瘤和抗氧化活性，甘薯糖蛋白具有降血

脂和提高免疫力的活性
［１～８］

。这些糖蛋白的功能活

性具有极大的利用价值，在生化、医药和食品等领域

的功能越来越得到人们的认可，而目前对油茶籽糖

蛋白及其生理活性的研究国内外尚未见报道。



油茶（ＣａｍｅｌｌｉａｏｌｅｉｆｅｒａＡｂｅｌ）是我国特有的优
良乡土树种，作为一种优良的木本油料植物，在我国

栽培历史悠久且在南方各省多有分布
［９］
。油茶籽

油中不饱和脂肪酸含量高达 ９０％以上，维生素 Ｅ的
含量比橄榄油高一倍，作为油茶籽榨油后的副产品，

油茶籽粕中含有多种功能成分
［１０］
。近年来，为改善

我国耕地不足和食用油需求量增大的现状，同时有

效利用南方地区的山地丘陵，全面开发利用油茶资

源，发展油茶产品的精深加工已成为当前面临的问

题和研究热点
［１１］
。目前，针对油茶籽的利用研究多

集中在茶籽油、茶皂素和茶多糖等方面，对油茶糖蛋

白的研究国内外未见报道
［１２］
。因此，本文采用响应

面法对影响油茶糖蛋白提取的因素进行优化，确定

其得率较高的浸提工艺，并对提取的油茶粗糖蛋白

进行抗氧化活性评价，旨在为提高油茶资源的综合

利用以及油茶产业的可持续发展提供参考。

１　材料与方法

１１　材料、试剂及设备
原料：油茶籽为长林系列，购自江西省新余市，

由超临界 ＣＯ２萃取脱脂后，经体积分数为 ９０％的乙
醇除皂素，干燥备用。

试剂：无水乙醇、三氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、考马斯亮
蓝、苯酚、浓硫酸、体积分数 ３０％ Ｈ２Ｏ２、邻二氮菲、
硫酸亚铁、铁氰化钾、三氯化铁、三氯乙酸、邻苯三

酚、二苯基苦基苯肼自由基（ＤＰＰＨ）和硫酸铵等均
为分析纯。

设备：ＨＡ１２１ ５０ ０１型超临界 ＣＯ２萃取设备，
华安石油科研仪器有限公司；ＡＬＰＨＡ１ ２型冷冻干
燥机，德国Ｃｈｒｉｓｔ公司；ＵＶｍｉｎｉ１２４０型紫外分光光
度计，日本岛津公司；ｐｐ １５型ｐＨ计，德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司；ＢＳ２１０Ｓ型电子天平，德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；ＨＪ
３型数显恒温磁力搅拌器，国华电器有限公司。
１２　试验方法
１２１　油茶籽糖蛋白提取单因素试验

（１）浸提液盐浓度
为保证油茶籽糖蛋白的活性，采用 ４℃低温条

件下以 ０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ ＨＣｌ缓冲液进行静置浸提。
配制含不同浓度 ＮａＣｌ的 Ｔｒｉｓ ＨＣｌ浸提液，ＮａＣｌ的
浓度为００５、０１０、０１５、０２０、０２５、０３０ｍｏｌ／Ｌ，其
他条件控制在浸提液 ｐＨ值为８、液料比为１０ｍＬ／ｇ、
浸提时间为１０ｈ。浸提完成后经 ｓｅｖａｇｅ法脱除游离
蛋白，以蛋白质和糖含量为指标，考察浸提液盐浓度

对糖蛋白提取效果的影响。

（２）浸提时间
浸提液ＮａＣｌ浓度为０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为８、液料

比为１０ｍＬ／ｇ，浸提时间分别为 ４、６、８、１０、１２、１４ｈ，
浸提完成后经 ｓｅｖａｇｅ法脱除游离蛋白，以蛋白质和
糖含量为考察指标，进行浸提时间对糖蛋白提取效

果影响的单因素试验。

（３）浸提液 ｐＨ值
调节浸提液 ｐＨ值分别为 ５、６、７、８、９、１０，其他

条件控制在浸提液 ＮａＣｌ浓度为 ０１ｍｏｌ／Ｌ、浸提时
间为１０ｈ、液料比为１０ｍＬ／ｇ。浸提完成后经 ｓｅｖａｇｅ
法脱除游离蛋白，以浸提液中蛋白质和糖含量为指

标，考察浸提液 ｐＨ值对糖蛋白提取效果的影响。
（４）料液比
浸提液与油茶籽的液料比分别为 ６、８、１０、１２、

１４、１６ｍＬ／ｇ，其他条件控制在浸提液 ＮａＣｌ浓度为
０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为 ８、浸提时间为 １０ｈ。浸提完后
经 ｓｅｖａｇｅ法脱除游离蛋白，进行液料比对糖蛋白提
取效果影响的单因素试验，同样以浸提液中蛋白质

和糖含量为考察指标。

１２２　油茶籽糖蛋白提取响应面法优化试验
试验运用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７００软件，采用响应

曲面法的中心组合设计，以蛋白质和糖含量为指标

对糖蛋白的提取进行优化试验。在单因素试验的基

础上，确定浸提时间、盐浓度、ｐＨ值、液料比 ４个因
素的水平编码如表 １所示。根据试验所得数据，进
行回归拟合建立回归模型。

表 １　油茶糖蛋白提取工艺条件因素水平

Ｔａｂ．１　Ｃｏｄｉｎｇｏｆｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

水平

因素

浸提时间

ｘ１／ｈ

盐浓度

ｘ２／ｍｏｌ·Ｌ
－１

ｐＨ值

ｘ３

液料比

ｘ４／ｍＬ·ｇ
－１

－２ ６ ０ ６ ６

－１ ８ ００５ ７ ８

０ １０ ０１０ ８ １０

１ １２ ０１５ ９ １２

２ １４ ０２０ １０ １４

１２３　分析测定
糖蛋白中的蛋白质与多糖通过糖肽共价键相

连，不同种类的糖蛋白中蛋白质含量和糖含量各不

相同，因而对提取液中蛋白质和糖的含量分别进行

测定，以全面反映糖蛋白的提取率。

（１）糖蛋白中蛋白质含量的测定
采用考马斯亮蓝法测定糖蛋白中的蛋白质含

量
［１３］
。将牛血清蛋白配制成 ０１ｍｇ／ｍＬ的蛋白质

标准液，各取 ０、０２、０４、０６、０８、１０ｍＬ，由蒸馏
水补足 １ｍＬ后，加入 ５ｍＬ考马斯亮蓝 Ｇ ２５０试
剂，混匀，静置５ｍｉｎ，于波长 ５９５ｎｍ处测定其吸光
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度，绘制标准曲线。其方程为 ｙ＝０００７１ｘ＋００１１１，
Ｒ２＝０９９９１，式中 ｙ为蛋白质质量浓度 μｇ／ｍＬ，ｘ为
该浓度下的吸光度。稀释后的待测样液以同样方法

测定，由标准曲线求得其浓度。

（２）糖蛋白中多糖含量的测定
采用苯酚 硫酸法测定糖蛋白中多糖的含

量
［１４］
。将葡萄糖配制成 ０１ｍｇ／Ｌ的葡萄糖标准

液，准确移取 ０、０２、０４、０６、０８、１０、１２、１４ｍＬ
的葡萄糖标准液，加蒸馏水补至 ２０ｍＬ，加入质量
分数为 ６％苯酚 １０ｍＬ，摇匀后迅速加入浓硫酸
５ｍＬ，室温放置 ３０ｍｉｎ，于波长 ４９０ｎｍ处测定吸光
度，绘制标准曲线，得到标准曲线回归方程为 ｙ＝
００１２９ｘ＋０００８８，Ｒ２＝０９９９４，式中 ｙ为糖质量浓
度 μｇ／ｍＬ，ｘ为该浓度下的吸光度。稀释后的待测
样液以同样方法测定，由标准曲线求得其浓度。

（３）蛋白质与糖得率的计算

ｒ＝ＣＶＮ１０
－６

ｍ
×１００％ （１）

式中　ｒ———蛋白质或糖的得率，％
Ｃ———提取液中蛋白质或糖质量浓度，μｇ／ｍＬ
Ｖ———提取液体积，ｍＬ　　Ｎ———稀释倍数
ｍ———油茶籽样品的质量，ｇ

１２４　油茶籽糖蛋白抗氧化活性
将最优提取方案所得油茶糖蛋白提取液，经硫

酸铵沉淀，４℃下进行蒸馏水透析，真空冷冻干燥透
析液得油茶籽糖蛋白样品。采用总还原能力、清除

羟自由基（·ＯＨ）能力、清除超氧阴离子自由基
（Ｏ·－２ ）能力、清除 ＤＰＰＨ能力 ４种方法评价其抗氧
化活性，并以维生素 Ｃ作阳性对照。

（１）清除 ＤＰＰＨ能力
参照文献［１５～１６］取不同浓度的样品 ０５ｍＬ，

依次加入２５ｍＬ、６５×１０－５ｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ溶液，室
温下避光反应 ３０ｍｉｎ，测定波长 ５１７ｎｍ的吸光度
Ａｓ，同时以无水乙醇为空白对照测定 Ａｃ。糖蛋白对
ＤＰＰＨ的清除率计算公式为

Ｐ (＝ １－
Ａｓ
Ａ )
ｃ
×１００％ （２）

（２）清除羟自由基（·ＯＨ）能力
参照文献［１７～１８］取 １ｍＬ、０７５ｍｍｏｌ／Ｌ邻二

氮菲的无水乙醇溶液加入 ２ｍＬ、０１５ｍｏｌ／Ｌ的磷酸
缓冲液（ｐＨ值为７４），加入１ｍＬ不同浓度的样品，
震荡混匀，再加入 １ｍＬ、０７５ｍｍｏｌ／Ｌ的硫酸亚铁，
最后加入体积分数为 ００１％ Ｈ２Ｏ２溶液 １ｍＬ，３７℃
水浴６０ｍｉｎ，在波长 ５３６ｎｍ测定其吸光度 Ｂｓ，并以
蒸馏水作对照。油茶籽糖蛋白对羟自由基的清除率

计算公式为

Ｗ＝
Ｂｓ－Ｂｃ
Ｂｂ－Ｂｃ

×１００％ （３）

式中　Ｂｃ———以同样体积的蒸馏水代替样品及
Ｈ２Ｏ２溶液的吸光度

Ｂｂ———以同样体积的蒸馏水代替样品的吸
光度

（３）还原能力
参照文献［１９～２０］取 ２ｍＬ不同浓度的样品，

加入０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液 （ｐＨ值为 ６６）２ｍＬ，质
量分数为１％铁氰化钾溶液２ｍＬ，混匀，５０℃水浴下
保温２０ｍｉｎ；再加入质量分数为 １０％三氯乙酸溶液
２ｍＬ，震荡混匀后，在３０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ，
取上清液２ｍＬ；加入２ｍＬ蒸馏水和 ０４ｍＬ质量分
数为 ０１％三氯化铁溶液，混匀，５０℃水浴下保温
１０ｍｉｎ；溶液由黄色变为蓝色，在波长 ７００ｎｍ测定
其吸光度。以蒸馏水代替样品作为空白对照。

（４）清除超氧阴离子自由基（Ｏ·－２ ）能力
参照文献［２１～２２］取０１ｍＬ不同浓度的样品溶

液加入 ２８ｍＬ的 ０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ缓冲液（ｐＨ值为
８２），震荡均匀，在 ２５℃水浴 １０ｍｉｎ后，加入 ０１ｍＬ
的３ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯三酚溶液（２５℃水浴预热），迅速混
匀并开始计时，在波长 ３２５ｎｍ处测定吸光度，每隔
３０ｓ读取 Ａ３２５，５ｍｉｎ后结束。作吸光度随时间变化的
回归方程，其斜率为邻苯三酚的自氧化速率 Ｖｓ。以蒸
馏水代替样品为空白对照测得斜率为 Ｖｃ。油茶籽糖
蛋白对超氧阴离子自由基的抑制率计算公式为

Ｋ＝
Ｖｃ－Ｖｓ
Ｖｃ

×１００％ （４）

２　结果与分析

２１　油茶糖蛋白提取单因素试验结果分析
２１１　浸提液盐浓度

图１为浸提液盐浓度对油茶籽糖蛋白的蛋白质
及糖得率的影响。由图可以看出，蛋白质与糖得率

变化趋势一致，随着盐浓度的增加呈现先急剧增大

而后下降的趋势。当 ＮａＣｌ浓度为 ０１ｍｏｌ／Ｌ时，蛋
白质和糖均达到最大得率。

图 １　浸提液盐浓度对蛋白质与糖得率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓａｌｉｎｉｔｙｏｎｙｉｅｌｄｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
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低浓度盐溶液可以增加蛋白质分子表面的电

荷，增强蛋白质分子与水分子的作用，使蛋白质溶解

度增大，因此低浓度条件下随着盐浓度的增加，蛋白

质的溶解度也随之增大。当盐浓度增加到一定程度

后，由于盐离子可以中和电荷、破坏水化膜，蛋白质

溶解度随之下降，对糖蛋白的提取有负影响，故盐浓

度不宜过大。

２１２　浸提时间
浸提时间对油茶籽糖蛋白的蛋白质及糖得率的

影响如图２所示。由图可以看出，蛋白质与糖得率
变化趋势基本一致，整体观之，浸提时间越长，得率

越高。浸提时间为 ４～１０ｈ时得率变化显著；而在
１０～１４ｈ时间段内得率处于平稳趋势，差异不显著。

图 ２　浸提时间对蛋白质与糖得率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｙｉｅｌｄｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

ａｎｄｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
　
浸提过程主要是通过油茶籽颗粒与浸提液的充

分接触，实现蛋白质、糖的溶出。时间的增长有利于

颗粒胞膜的破裂，促进蛋白质及糖的溶出，因而可以

提高糖蛋白得率。不过当时间足够长，原料浸提液

接触充分，溶出达到平衡后时间的增加不再影响糖

蛋白得率。

２１３　浸提液 ｐＨ值
图３为蛋白质与糖得率随 ｐＨ值的变化。由图

可知，当 ｐＨ值为５～６时蛋白质与糖的得率都处于
较低水平，之后随着 ｐＨ值的增加有所提高。当 ｐＨ
值为８时，糖蛋白得率显著增大，而此后 ｐＨ值的增
加对提取效果影响不明显，得率趋于稳定。

图 ３　ｐＨ值对油茶蛋白质与糖得率的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｙｉｅｌｄｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
　

ｐＨ值的变化可以使蛋白质的带电情况发生变
化，直接影响到蛋白质之间，以及蛋白质与水之间的

相互作用。油茶糖蛋白质等电点较低，故适宜的碱

性环境对蛋白质的提取较为有利，ｐＨ值增加，糖蛋
白得率增大。但 ｐＨ值过大，强碱性环境有可能会
造成蛋白质变性，故不宜太大。

２１４　液料比
图４为液料比对糖蛋白提取的影响。由图可

知，蛋白质及糖得率变化趋势一致，总体而言都随着

液料比的增加而增大。液料比为 ６、８ｍＬ／ｇ时糖与
蛋白质得率明显低于液料比为 １０ｍＬ／ｇ的得率，但
当液料比大于１０ｍＬ／ｇ，得率基本处于稳定水平，差
异不显著。

图 ４　液料比对油茶蛋白质与糖得率的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒａｔｉｏｏｆｍａｔｅｒｉａｌｓｔｏｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎ

ｙｉｅｌｄｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
　
糖蛋白是包裹在油茶籽颗粒中，糖蛋白的溶出

需要经过颗粒胞膜的破裂或溶解。而液料比的增

大，能使油茶籽颗粒得到充分浸提接触，有利于把蛋

白质从颗粒中溶出，故能够提高糖蛋白得率。不过，

当液料比达到一定程度后，再增加提液量的作用就

不再明显，从资源节约和后续样品处理角度考虑，液

料比不易太大。

２２　响应面优化提取工艺条件
２２１　回归模型的建立

按照试验设计方案进行试验，结果如表２所示。
应用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７００软件对表２中蛋白质得率
和糖得率进行回归拟合，得到回归方程。其中，蛋白

质得率的回归方程为

Ｙ１＝８３＋０１Ｘ１＋０５１Ｘ２＋０７Ｘ３＋０７１Ｘ４－
００９８Ｘ１Ｘ２－００１９Ｘ１Ｘ３－０１５Ｘ１Ｘ４＋０７７Ｘ２Ｘ３－

０５３Ｘ２Ｘ４＋０３５Ｘ３Ｘ４－０１９Ｘ
２
１－０９１Ｘ

２
２－

０７５Ｘ２３－０６５Ｘ
２
４ （５）

糖得率的回归方程为

Ｙ２＝９９４＋０２５Ｘ１＋０５４Ｘ２＋０４９Ｘ３＋０９９Ｘ４－

０５７Ｘ１Ｘ２－０７７Ｘ１Ｘ３－３７５１０
－３Ｘ１Ｘ４－

００５９Ｘ２Ｘ３＋００９３Ｘ２Ｘ４＋１２５１０
－３Ｘ３Ｘ４－

０３９Ｘ２１－０８２Ｘ
２
２－０７３Ｘ

２
３－０４８Ｘ

２
４ （６）

２２２　回归模型分析
对试验所得数据进行方差分析和显著性检验，

结果如表３所示。由结果可以看出，蛋白质得率回
归方程的 ｐ＜００００１，糖得率的回归方程的 ｐ为
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００００４，表明蛋白质得率和糖得率的回归方程与全
体自变量之间的关系高度显著，方程极显著；而蛋白

质得率回归方程和糖得率回归方程的失拟项 ｐ值均
大于００５，差异不显著，这说明其他因素对试验结
果干扰较小，残差由随机误差引起，模型能较好地反

映数据；同时２个回归方程的复相关系数 Ｒ２分别为
０９２７０和０９０５６均大于 ０８０００，与实际情况拟合
良好，因此可以利用该回归方程对糖蛋白提取过程

进行分析和预测。同时由表 ３可以看出，蛋白质得
率回归方程的自变量中一次项 Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４及其对应
的二次项均影响极显著，交互项 Ｘ２Ｘ３、Ｘ２Ｘ４影响也
极显著，而其他交互项影响不显著。这表明盐浓度、

ｐＨ值和液料比对蛋白质得率的影响极显著，而且盐
浓度和 ｐＨ值以及盐浓度和液料比具有交互作用的
影响。由表３可知糖得率回归方程中的一次项 Ｘ２、

表 ２　试验方案设计与结果

Ｔａｂ．２　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

编号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ 蛋白质得率 Ｙ１／％ 糖得率 Ｙ２／％

１ １ －１ １ １ ６６７ ７５４

２ －１ －１ １ １ ６２８ ８５０

３ －１ －１ －１ －１ ３９２ ４２２

４ ０ －２ ０ ０ ３７９ ４２７

５ －１ １ －１ １ ５０５ ８０２

６ ０ ２ ０ ０ ６２６ ７６３

７ １ －１ －１ １ ６０８ ８７５

８ ２ ０ ０ ０ ７９６ ８２８

９ ０ ０ －２ ０ ３７２ ４３６

１０ ０ ０ ２ ０ ７５７ ８２６

１１ －２ ０ ０ ０ ７８５ ７１０

１２ １ １ －１ －１ ５３０ ６３２

１３ １ －１ １ －１ ３３２ ６３９

１４ １ １ １ １ ７９４ ７６６

１５ －１ －１ １ －１ ３６０ ５８７

１６ ０ ０ ０ －２ ３９９ ４７３

１７ －１ １ １ １ ７４５ ９３２

１８ ０ ０ ０ ２ ８１１ ９８８

１９ ０ ０ ０ ０ ８４９ ９７１

２０ １ １ －１ １ ３８８ ８９８

２１ １ －１ －１ －１ ５５１ ７６０

２２ －１ １ －１ －１ ４６５ ６１７

２３ －１ １ １ －１ ６９５ ８１０

２４ １ １ １ －１ ７２８ ５８８

２５ －１ －１ －１ １ ５９１ ５３２

２６ ０ ０ ０ ０ ８０２ ９５８

２７ ０ ０ ０ ０ ８３９ ９１２

Ｘ３、Ｘ４及二次项 Ｘ
２
１、Ｘ

２
２、Ｘ

２
３、Ｘ

２
４均影响显著，而交互

项Ｘ１Ｘ２、Ｘ１Ｘ３影响显著，即对于糖得率而言，盐浓度、
ｐＨ值和液料比对糖得率的影响显著，且提取时间和盐
浓度以及提取时间和ｐＨ值具有交互作用的影响。
２２３　模型交互项的解析

由表３可知，蛋白质得率回归方程的交互项
Ｘ２Ｘ３，Ｘ２Ｘ４影响极显著，对其进行响应面分析如图５
和图６所示。从图 ５可以看出，当提取时间和液料
比固定在零水平时，在盐浓度较低时随着 ｐＨ值的
升高，蛋白质得率呈先升高后下降的趋势。当蛋白

质得率较高时，ｐＨ值和盐浓度均在零水平附近。从
液料比和盐浓度对蛋白质得率影响的响应面图

（图６）上可以看出，在盐浓度较低时，液料比越大，
蛋白质得率越高；当液料比较小时，随着盐浓度的升

高，蛋白质得率呈先上升后下降的趋势。当蛋白质

得率较高时，ｐＨ值和盐浓度均在零水平附近。
对糖得率回归方程中影响糖得率显著的交互项

进行响应面分析，如图 ７和图 ８所示。从盐浓度和
浸提时间对糖得率影响的响应面图（图 ７）可以看
出，在盐浓度较低水平时，糖得率随浸提时间的增大

而升高；盐浓度高时，浸提时间的影响不明显。当浸

提时间较短时，随着盐浓度的增加，糖得率开始呈现

上升趋势，到一定水平后基本稳定。从图 ８可以看
出，浸提时间较短时糖得率随 ｐＨ值的增大而升高。
ｐＨ值较小时，随着浸提时间的加长，糖得率也呈现
上升趋势。

２２４　响应面优化及其验证试验
运用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７００软件，设置蛋白质得

率和糖得率同时达到极大值时，求解得到油茶糖蛋

白提取的理论最优条件为：浸提时间８８１ｈ、浸提液
盐浓度０１２ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值８７７、液料比１１６２ｍＬ／ｇ，在
此条件下的蛋白质得率的理论值为 ８８６％，糖得率
的理论值为１０２１％。按照上述最佳提取条件进行
验证试验，重复 ３次，得蛋白质得率平均值为
８７６％，糖得率平均值为 １０１４％，可见所得回归方
程可以较好地拟合油茶糖蛋白的提取情况。

２３　油茶籽糖蛋白抗氧化活性结果分析
采用４种抗氧化活性评价方法（还原能力测

定、对超氧阴离子、羟自由基及 ＤＰＰＨ自由基的清除
能力）考察了油茶糖蛋白的体外抗氧化活性，其结

果如图９所示。油茶籽糖蛋白清除 ＤＰＰＨ的能力随
着浓度的增大而增加，当其质量浓度为 ５００ｍｇ／ｍＬ
时，ＤＰＰＨ的清除率达到 ７０８７％，这与对照维生素
Ｃ相接近（图９ａ）。随着油茶糖蛋白质量浓度的增
大，清除羟自由基的能力明显增强，呈现较为明显的

量效关系，当油茶籽糖蛋白质量浓度为 ５ｍｇ／ｍＬ
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　　 表 ３　蛋白质得率和糖得率的方差分析

Ｔａｂ．３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｓａｃｃｈａｒｉｄｅｙｉｅｌｄ

变异来源
平方和

蛋白质得率 糖得率
自由度

均方 Ｆ ｐ

蛋白质得率 糖得率 蛋白质得率 糖得率 蛋白质得率 糖得率

回归模型 ７２６７ ７２３０ １４ ５１９ ５１６ １０８９ ８２２ ＜００００１ ００００４

Ｘ１ ０２４ １４８ １ ０２４ １４８ ０５０ ２３６ ０４９３３ ０１５０７

Ｘ２ ６１５ ７０２ １ ６１５ ７０２ １２９１ １１１８ ０００３７ ０００５９

Ｘ３ １１８９ ５６８ １ １１８９ ５６８ ２４９４ ９０５ ００００３ ００１０９

Ｘ４ １２００ ２３６８ １ １２００ ２３６８ ２５１８ ３７７０ ００００３ ＜００００１

Ｘ１Ｘ２ ０１５ ５２２ １ ０１５ ５２２ ０３２ ８３１ ０５８０２ ００１３８

Ｘ１Ｘ３ ６００６×１０－３ ９３６ １ ６００６×１０－３ ９３６ ００１３ １４９１ ０９１２５ ０００２３

Ｘ１Ｘ４ ０３６ ２２５０×１０－４ １ ０３６ ２２５０×１０－４ ０７６ ３５８２×１０－４ ０３９９９ ０９８５２

Ｘ２Ｘ３ ９４４ ００５５ １ ９４４ ００５５ １９８１ ００８８ ００００８ ０７７１９

Ｘ２Ｘ４ ４４６ ０１４ １ ４４６ ０１４ ９３６ ０２２ ０００９９ ０６４９０

Ｘ３Ｘ４ ２００ ２５００×１０－５ １ ２００ ２５００×１０－５ ４１９ ３９８０×１０－５ ００６３３ ０９９５１

Ｘ２１ ０７７ ３１９ １ ０７７ ３１９ １６１ ５０７ ０２２９０ ００４３８

Ｘ２２ １７６５ １４４０ １ １７６５ １４４０ ３７０２ ２２９２ ＜００００１ ００００４

Ｘ２３ １２１４ １１４１ １ １２１４ １１４１ ２５４８ １８１７ ００００３ ０００１１

Ｘ２４ ９１０ ４９７ １ ９１０ ４９７ １９１０ ７９１ ００００９ ００１５７

残差 ５７２ ７５４ １２ ０４８ ０６３

失拟项 ５６０ ７３５ １０ ０５６ ０７３ ９１３ ７６４ ０１０２７ ０１２１２

纯误差 ０１２ ０１９ ２ ００６１ ００９６

总和 ７８３９ ７９８４ ２６

图 ５　盐质量浓度和 ｐＨ值对蛋白质得率影响的响应面

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅａｎｄｓａｌｉｎｉｔｙｏｎｙｉｅｌｄｏｆｐｒｏｔｅｉｎ
　

图 ７　盐质量浓度和浸提时间对糖得率影响的响应面

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅａｎｄｒａｔｉｏｏｆｍａｔｅｒｉａｌｔｏｌｉｑｕｉｄ

ｏｎｙｉｅｌｄｏｆｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
　

图 ６　料液比和盐质量浓度对蛋白质得率影响的响应面

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒａｔｉｏｏｆｍａｔｅｒｉａｌｔｏｌｉｑｕｉｄａｎｄ

ｓａｌｉｎｉｔｙｏｎｙｉｅｌｄｏｆｐｒｏｔｅｉｎ
　

图 ８　浸提时间和 ｐＨ值对糖得率影响的响应面

Ｆｉｇ．８　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅａｎｄｐＨｖａｌｕｅｏｎｙｉｅｌｄｏｆｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
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时，测得清除羟自由基（·ＯＨ）的能力达到 １００％
（图９ｂ）。而油茶籽糖蛋白对超氧阴离子的清除能
力以及还原能力虽然也随油茶蛋白质量浓度的增大

而增加，但与维生素 Ｃ相比相对较弱（图 ９ｃ、９ｄ）。

据文献［２３］报道糖蛋白之所以呈现出强抗氧化性
与其本身固有的分子结构有直接的关系。由相关的

研究报道可知，其他一些糖蛋白质也呈现出较好的

抗氧化性
［２４～２５］

。

图 ９　不同评价方法所测油茶籽糖蛋白的抗氧化活性

Ｆｉｇ．９　ＡｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＣａｍｅｌｌｉａｏｌｅｉｆｅｒａｓｅｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ
（ａ）ＤＰＰＨ清除率　（ｂ）羟自由基清除率　（ｃ）还原能力　（ｄ）超氧阴离子清除率

　

３　结论

（１）利用响应面法对提取油茶籽糖蛋白的关键
因素进行了优化，并建立了回归模型，方差分析表明

拟合较好。优化后的提取工艺条件为：浸提时间

８８１ｈ、浸提液盐浓度０１２ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值 ８７７、液料
比１１６２ｍＬ／ｇ，在此条件下蛋白质得率为 ８７６％，

糖得率为１０１４％。
（２）采用测定还原能力、清除超氧阴离子、羟自

由基及 ＤＰＰＨ自由基的能力４种方法考察了油茶糖
蛋白的体外抗氧化活性，结果表明油茶籽糖蛋白具

有一定的抗氧化活性，当其质量浓度为 ５ｍｇ／ｍＬ
时，其清除 ＤＰＰＨ自由基和羟自由基的能力与维生
素 Ｃ接近。
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