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响应面法优化小球藻蛋白质提取工艺 

 
王晓琴，张学武 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 
摘要：利用响应面法对小球藻蛋白质的提取工艺进行优化。采用单因素试验和二次回归旋转组合试验确定提取条件，结果表明

提取小球藻蛋白质的最佳工艺参数为液料比 21:1，压力 170 MPa，循环次数 4。在此条件下小球藻蛋白质提取率为 45.78%。 
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Optimization of Protein Extraction from Chlorella using Response Surface 

Methodology 
WANG xiao-qin, ZHANG xue-wu 

(College of Light Industry and Food Sciences, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China) 
Abstract: The optimization of the extraction process of protein from Chlorella was achieved by response surface methodology. The 

optimization strategy used was a series of one-factor-at-a-time investigations and subsequent response surface analysis based on a quadratic 

regression rotary combination design. Results showed that Liquid-to-solid ratio of 21:1, pressure of 170 MPa and cycling times of 4 were found 

optimum for protein extraction from Chlorella. Under these optimum conditions, the yield of protein was 45.78%. 
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小球藻（Chlorella）是一类普生性单细胞绿藻，

其生态分布广，易于培养，生长速度快，是进行生物

技术研究的好材料，并且也是好的单细胞蛋白的来源，

它与螺旋藻、盐藻、栅藻等微藻的开发利用一起构成

了微藻生物技术，已发展成为生物技术领域的一个重

要分支[1]。小球藻具有抗肿瘤活性、增加免疫力、解

毒保肝、降压作用等[2~6]，其粗蛋白品质好，已经成为

小球藻应用领域十分活跃、备受重视的一个方面[7]。 
由于小球藻有比较完整的细胞壁结构，因此其胞

内蛋白质的提取比较困难，一般都需要进行破壁处理

才能有效提取。目前传统的小球藻蛋白质提取方法大

多是采用反复冻融[8]、超声[9]、反复冻融超声[10]、化

学试剂法[11]、酶法破壁[12]后进行提取，处理量小、能

耗高、甚至引起小球藻蛋白变性。因此，建立简单高

效安全的小球藻蛋白质提取方法具有重要意义。本研

究采用响应面试验（二次回归旋转组合设计）优化小

球藻蛋白质提取的工艺参数，旨在为小球藻的深入研

究及在食品中的应用提供一定参考。 
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
小球藻干粉，购自江门粤健生物工程有限公司；

Bio-Rad Protein Assay 试 剂 盒 ， 购 自 Bio-Rad 
Laboratories Inc. 
1.2  仪器与设备 

酶联免疫检测仪（Model-550），美国 Bio-Rad 公

司；低温超高压连续流细胞破碎机，广州聚能生物科

技有限公司；高速冷冻离心机（5415R），德国

Eppendorf 公司；电子天平（BS224S）；凯氏定氮仪

（KDY-9820）。 
1.3  方法 
1.3.1  小球藻中蛋白质总量测定[13] 

利用凯氏定氮法测得小球藻中蛋白质总量为

48.18%。 
1.3.2  提取液中蛋白含量测定 

采用 Bio-Rad Protein Assay 法，按试剂盒说明操

作，每个样本设 3 个平行孔。同时以标准牛血清蛋白

的质量浓度（分别为 0.05 mg/mL，0.1 mg/mL，0.2 
mg/mL，0.3 mg/mL，0.4 mg/mL，0.5 mg/mL）为横坐

标，OD595 值为纵坐标绘制标准曲线，作为定量的依

据。 
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1.3.3  小球藻蛋白质提取率 

%100(%) ×=
小球藻中蛋白质总量

提取液中蛋白质含量
蛋白质提取率

 

1.4  单因素试验 
1.4.1  液料比对小球藻蛋白质提取率的影响 

固定温度为 6 ℃，在压力 160 MPa，循环次数 2
次，液料比分别为 10:1、15:1、20:1、25:1、30:1 的条

件下提取小球藻蛋白质。 
1.4.2  均质压力对小球藻蛋白质提取率的影响 

固定温度为 6 ℃，在液料比 15:1，循环次数 2 次，

压力分别为 120 MPa、140 MPa、160 MPa、180 MPa、
200 MPa 的条件下提取小球藻蛋白质。 
1.4.3  循环次数对小球藻蛋白质提取率的影响 

固定温度为 6 ℃，在压力 1600 bar，液料比 15:1，
循环次数分别为 1 次、2 次、3 次、4 次、5 次的条件

下提取小球藻蛋白质。 
1.5  响应曲面优化试验的设计 

本 试 验 采 用 Design-Expert7.0.0 软 件 中 的

Box-behnken design（BBD）设计原理设计响应面试验。

根据单因素试验结果，选取液料比、压力和循环次数

3 个因素作为试验因素，以蛋白质提取率为响应值设

计试验，试验因素及水平见表 1。 
表1 响应曲面分析因素与水平 

Table 1 Factors and levels of the response surface methodology 

水平 
因素 

A [液料比/(mL/g)] B (压力/MPa) C (循环次数)

-1 15 140 2 

0 20 160 3 
+1 25 180 4 
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2  结果与分析 

2.1  蛋白质标准曲线 

 
图1 蛋白质标准曲线 

Fig.1 Calibration curve of the chlorella protein 

 
 

测得蛋白质标准曲线为：Y=0.79X+0.3029，
R2=0.9958。式中，Y 为 OD595nm值；X 为溶液中蛋白

质的浓度。 

2.2  单因素对小球藻蛋白质提取率的影响 
2.2.1  液料比对小球藻蛋白质提取率的影响 

 
图2 液料比对小球藻蛋白质提取率的影响 

Fig.2 Effect of liquid-solid ratio on the extraction of the 

chlorella protein 

由图 2 可以看出，液料比对小球藻蛋白质提取率

有较大的影响。在液料比较低时，蛋白质提取率随着

液料比的增大而显著提高，在液料比为 20:1 时蛋白质

提取率达到最高值，此后，再增加液料比，蛋白质提

取率下降。因此，选择液料比 20:1 为宜。 
2.2.2  压力对小球藻蛋白质提取率的影响 

 
图3 压力对小球藻蛋白质提取率的影响 

Fig.3 Effect of pressure on the extraction of the chlorella 

protein 

由图 3 可知，固定液料比和循环次数，压力从 120 
MPa 增加到 160 MPa，小球藻蛋白质提取率明显增大，

达到 160 MPa 以后提取率略有下降，但波动的幅度不

大。因此，选择压力 160 MPa 为宜。 
2.2.3  循环次数对小球藻蛋白质提取率的影响 

由图 4 可知，循环 3 次小球藻蛋白质提取率上升

迅速，再增加循环次数，蛋白质提取率均变化不大。

综合考虑，循环 3 次能得到较高的蛋白质提取率。因 
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此，选择循环次数 3 次为宜。 

 
图4 循环数对小球藻蛋白质提取率的影响 

Fig.4 Effect of cycling times on the extraction of the chlorella 

protein 

2.3  响应面实验设计和结果 
将所得的试验数据采用Design Expert7.0.0软件进

行多元回归拟合，得到以小球藻蛋白质提取率为目标

函数的二次回归方程： 
Y=+44.81+5.51A+1.65B+3.47C+0.86AB+1.52AC-

0.27BC-5.91A2-1.27B2-3.93C2 
表2 响应面分析方案及实验结果 
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Table 2 Design and results of the response surface methodology 

for chlorella protein extraction 

试验号 A B C Y/% 

1 0 0 0 44.53 
2 1 0 -1 35.00 

3 -1 -1 0 30.71 

4 0 0 0 44.11 

5 0 1 1 44.30 

6 1 1 0 46.26 

7 0 1 -1 37.92 

8 1 -1 0 40.95 

9 0 -1 1 41.83 

10 0 0 0 45.25 

11 -1 0 -1 27.95 

12 -1 1 0 32.59 

13 1 0 1 45.03 

14 0 0 0 44.90 

15 -1 0 1 31.90 

16 0 0 0 45.24 

17 0 -1 -1 34.39 

从表 3 可以看出，回归方程因变量和自变量之间

的线性关系显著(R2=0.9953)，方程 P＜0.0001，说明

此回归方程显著；失拟项 P=0.1827＞0.1，说明方程对

实验的拟合度较好，此实验方法可靠。方程中 A，B，
C，AC，A2，B2，C2 对响应值影响极显著，AB 对

响应值影响显著，BC 对响应值影响不显著。各因素

对蛋白质提取率的影响程度大小依次为液料比＞循环

次数＞压力。 
表3 回归方程的方差分析 

Table 3 Analysis of variance in regression 

项目 自由度 平方和 均方 F 值 P 值 

回归模型 9 610.46 67.83 166.03 ＜0.0001**
A 1 242.85 242.85 594.42 ＜0.0001**

B 1 21.77 21.77 53.29 0.0002** 

C 1 96.59 96.59 236.44 ＜0.0001**

AB 1 2.94 2.94 7.2 0.0314* 

AC 1 9.25 9.25 22.64 0.0021** 

BC 1 0.28 0.28 0.69 0.4322 

A2 1 146.98 146.98 359.77 ＜0.0001**

B2 1 6.78 6.78 16.59 0.0047** 

C2 1 64.94 64.94 158.94 ＜0.0001**

残差 7 2.86 0.41   

失拟项 3 1.91 0.64 2.68 0.1827 

净误差 4 0.95 0.24   

总误差 16 613.32 16   

注：*差异显著，P＜0.05；**差异极显著，P＜0.01。

R2=0.9953，R2
adj=0.9893。 

根据回归分析结果，作出响应曲面图，如图 5~
图 7 所示，可直观地看出交互作用对蛋白质提取率的

影响。 

 
图5 液料比和压力对小球藻蛋白质提取率影响的响应面和等

高线图 

Fig.5 Responsive surfaces and contour of the combined effects 

of liquid-solid ratio and pressure on extraction of the chlorella 

protein 

在选取的各因素范围内，通过 Design Expert 软件

分析得出，小球藻蛋白质最佳提取条件为：液料比

20.89:1，压力 173.95 MPa，循环次数 3.77，蛋白质提

取率的预测值为 46.6534%。为便于指导实际生产，将

最优组合方案定为：液料比 21:1，压力 170 MPa，循

环次数 4。按最优组合方案中的提取条件进行验证实
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验，重复 3 次，取平均值，测得小球藻蛋白质提取率

为 45.78%，与理论值 46.6534%接近，其相对误差为

0.8734%，进一步验证了数学回归模型的正确性。 
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图6 液料比和循环次数对小球藻蛋白质提取率影响的响应面

和等高线图 

Fig.6 Responsive surfaces and contour of the combined effects 

of liquid-solid ratio and cycling times on extraction of the 

chlorella protein 

 
图7 压力和循环次数对小球藻蛋白质提取率影响的响应面和

等高线图 

Fig.7 Responsive surfaces and contour of the combined effects 

of pressure and cycling times on extraction of the chlorella 

protein 

3  结论 

3.1  建立了一个以小球藻蛋白质提取率为目标值，液

料比、压力、循环次数为因子的数学模型：

Y=+44.81+5.51A+1.65B+3.47C+0.86AB+1.52AC-0.27
BC-5.91A2-1.27B2-3.93C2。采用此模型在本试验范围

内能较准确地预测小球藻蛋白质的提取率。 
3.2  通过试验结果的方差分析可知，在本实验范围

内，各因素对小球藻蛋白质提取率的影响作用大小顺

序依次为液料比>循环次数>压力。 
3.3  提取小球藻蛋白质的最佳工艺参数为液料比

21:1，压力 170 MPa，循环次数 4，在此优化工艺条件

下，实际测得的小球藻蛋白质提取率为 45.78%，与理

论预测值的相对误差为 0.8734%左右。 
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