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蚂蚁蛋白质提取方法的比较研究
李淑萍 3 ,徐心诚 ,冯爱华

(商丘师范学院 生命科学系 ,河南 商丘 476000)

摘　要 :以铺道蚁 ( Tetram orium caespitum )为实验材料 ,采用正交试验法 ,对蚂蚁蛋白质的提取条件进行了

研究.实验分别采用碱提蛋白法、盐提蛋白法、Tris2HCl缓冲液提蛋白法等 3种提取方法.对其主要条件 :不同

浓度、浸提温度、浸提时间、固液比以及 Tris2HCl液的 pH值等进行了研究.结果表明 ,碱提蛋白法的最佳条件

为 :碱液浓度为 1% ,固液比为 1∶15,浸提时间为 60 m in,浸提温度为 80 ℃;盐提蛋白法的最佳条件为 :盐液浓

度为 1. 5% ,固液比为 1∶15,浸提时间为 60 m in,浸提温度为 50 ℃; Tris2HCl缓冲液提蛋白法的最佳条件为 : pH

值为 8. 3,固液比为 1∶15,浸提时间为 90 m in,浸提温度为 20 ℃.在这 3种方法中 ,碱提蛋白法的蛋白质得率最

高 ,其次为盐提蛋白法 ,而 Tris2HCl缓冲液提蛋白法最低.
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Abstract: The extractmethod of p rotein from Tetram orium caespitum was investigated by the orthogonal test. Three

extract methods, alkali treatment, salt treatment, and Tris2HCl buffer treatment were used in this study, respectively,

and the factors for concentration, temperature, time, the ratio of solid to liquid and the pH for Tris2HCl bufferwere an2
alyzed. The results showed: the op tim ized condition for alkali treatment was a solid / liquid ratio of 1∶15 in 1% NaOH

solution for 60 m in at 80 ℃; the op tim ized condition for salt treatment was a solid / liquid ratio of 1∶15 in 1. 5% NaCl

solution for 60 m in at 50℃; the op tim ized condition for Tris2HCl treatment was a solid / liquid ratio of 1∶15 in Tris2HCl

buffer (pH 8. 3) for 90 m in at 20 ℃. Among the methods, the best p rotein yield was carried out by method of alkali

treatment, followed by salt treatment and Tris2HCl buffer.
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0　引言

蚂蚁是地球上数量最多的昆虫之一.现代医学

对蚂蚁的营养价值进行了分析和鉴定 ,确认蚂蚁体

内蛋白质含量高达 42%～67% ,是鸡蛋的 4倍 ,牛

奶的 6倍 ,含有 28种游离氨基酸 ,其中包括人体必

需的 8种氨基酸 [ 1 - 4 ]
,蚂蚁不仅具有很高食用价值

和药用价值 ,而且开发潜力广阔 ,我国已批准蚂蚁

食品为新资源食品.目前国内对黄粉虫及家蝇蛋白

的提取工艺有所报道 [ 5 ]
,蚂蚁蛋白质的提取极少

报道 [ 6 ]
.如果把蚂蚁中的蛋白质分离提取出来 ,将

能给市场提供丰富优质的蛋白质来源 ,可作为食品

的蛋白质强化剂、生产营养保健品或用做家畜的蛋

白饲料 [ 7 ]等 ,因此 ,开拓蚂蚁蛋白质资源具有重要

意义.

20世纪 ,人们提取动物蛋白主要是以有机溶

剂提纯 ,虽然产量较高 ,但对含硫氨基酸破坏性较

大 ,灰分含量高 ,品质差.此后 ,碱提法为人们广泛

采用 ,可是 ,热碱提取使蛋白质变性 ,严重影响产品

品质 ,而以低温提取则产量偏低 [ 8 ] .本实验是在前

人研究的基础上 ,通过对蚂蚁蛋白质提取条件的研

究 ,为今后研究昆虫蛋白质提取和利用提供了可行

的参考依据.
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1　材料与试剂

1. 1　实验昆虫

蚁科铺道蚁 ( Tetram orium caespitum ) ,采自商

丘师范学院校园花圃内.

1. 2　蛋白质提取试剂材料与仪器设备

试剂 :氢氧化纳 ,分析纯 ;氯化纳 ,分析纯 ;三羟

甲基氨基甲烷 Tris,分析纯.

仪器 :电子天平 ,万分之一 ,上海精密科学仪器

有限公司 ;低温冷冻离心机 ,常州国华电器有限公

司 ;微量加样枪 ,数显恒温水浴锅 ,常州国华电器有

限公司.

1. 3　蛋白质含量测定试剂与仪器设备

试剂 : 95%乙醇 ,分析纯 ; 85%磷酸 ,分析纯 ;小

牛血清清蛋白 ,分析纯 ;考马斯亮蓝 G - 250,化学

纯.

仪器 : 723型可见光分光光度计 ,上海精密科

学仪器有限公司 ;微量加样枪.

试剂的配制 :

(1) 1 g/L小牛血清清蛋白标准溶液的配制

精确称量 100 mg小牛血清清蛋白溶于适量蒸

馏水中 ,在 100 mL容量瓶中定容.

(2)考马斯亮蓝 G2250的配制

称取 100 mg考马斯亮蓝 G2250,溶于 50

mL95%乙醇中 ,加入 85%磷酸 100 mL,最后用蒸

馏水定容到 1 000 mL,此溶液保存于棕色试剂瓶

中.

2　实验方法

2. 1　昆虫材料的处理

将洗净的蚂蚁用吸水纸擦干后放在托盘内 ,摊

成 2 cm厚 ,在 40～60 ℃下烘干 8 h以上 ,直至其

质量恒重 ,经研磨得蚂蚁粉 (60目筛 )备用.

2. 2　蛋白质的提取方法

本实验采用碱提蛋白法、盐提蛋白法和 Tris2
HCl缓冲液提蛋白法等 3种提取方法.在单因素实

验的基础上 ,采用正交试验 [ 2, 9 - 10 ] ,正交的因素与

水平详见表 1.其 3种具体方法见表 2、表 3和表 4.

实验主要以蛋白质得率为评价指标进行评定.

2. 2. 1　碱提蛋白法

蛋白质可溶于偏离其等电点的稀碱中.精确称

取 0. 2 g研磨好的蚂蚁粉 ,按表 1和表 2进行实

验 ,经过一定的浸提时间 (设 3个梯度 ) ,一定的浸

提温度 (设 3个梯度 ) , 4 000 r/m in离心 20 m in去

除蚁渣 ,将上清液转至另一试管中即得蛋白质浸提

液.

表 1　正交试验因素与水平

Tab. 1 The factor and level of the orthogona l test

序号 A (浓度或 pH) B (温度 ) C (固液比 ) D (时间 )

1 1 1 1 1

2 1 2 2 2

3 1 3 3 3

4 2 1 2 3

5 2 2 3 1

6 2 3 1 2

7 3 1 3 2

8 3 2 1 3

9 3 3 2 1

表 2　碱提蛋白法测定因素与测定水平

Tab. 2 The determ ined factor and level of

the extract prote in s m ethod of a lka li

水 平 A / % B /℃ C D /m in

1 0. 5 60 1∶5 30

2 1. 0 70 1∶10 60

3 1. 5 80 1∶15 90

2. 2. 2　盐提蛋白法

蛋白质可溶于盐溶液中 ,称为盐溶作用 ,常用

的盐溶液是氯化钠溶液.精确称取 0. 2 g研磨好的

蚂蚁粉 ,按表 1和表 3进行实验 ,经过一定的浸提

时间 (设 3个梯度 ) ,一定的浸提温度 (设 3个梯

度 ) , 4 000 r/m in离心 20 m in去除蚁渣 ,将上清液

转至另一试管中即得蛋白质浸提液.

表 3　盐提蛋白法测定因素与测定水平

Tab. 3 The determ ined factor and level of

the extract prote in s m ethod of sa lt

水 平 A / % B /℃ C D /m in

1 0. 5 40 1∶5 60

2 1. 0 50 1∶10 120

3 1. 5 60 1∶15 180

2. 2. 3　Tris2HCl缓冲液提蛋白法

蛋白质可溶于 Tris2HCl缓冲溶液中 ,缓冲溶液

可以抗衡蛋白质溶液中的 pH值的改变 ,对蛋白质

的溶解度大 ,破坏作用小 ,对杂质溶解度很小.精确

称取 0. 2 g研磨好的蚂蚁粉 ,按表 1和表 4进行试

验 ,经过一定的浸提时间 (设 3个梯度 ) ,一定的浸

提温度 (设 3个梯度 ) , 4 000 r/m in离心 20 m in去

除蚁渣 ,将上清液转至另一试管中即得蛋白质浸提

液.

2. 3　蛋白质含量的测定

采用考马斯亮蓝 G2250法 [ 11 ]测定 ,这一方法

基于考马斯亮蓝 G2250有红和蓝 2种不同颜色的

形式.在游离状态下 ,最大光吸收在 488 nm,当与
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蛋白质结合后产生蓝色化合物 ,反应迅速而稳定.

该化合物在 595 nm下有最大光吸收 ,其光吸收与

蛋白质的含量成正比 ,可检测 595 nm的光吸收大

小计算蛋白质的含量.

(1)标准曲线的制作 :取 6支干净的试管 ,按

表 5取样 ,充分混合后放置 2 m in用比色杯在 595

nm波长下测光吸收值 ,记录各管测定的光密度

OD595 ,并作标准曲线.

表 4　Tris2HC l缓冲液提蛋白法测定因素与测定水平

Tab. 4 The determ ined factor and level of extract

prote in s m ethod of Tr is2HC l buffer solution

水 平 A (pH值 ) B /℃ C D /m in

1 7. 6 20 1∶5 60

2 7. 9 30 1∶10 90

3 8. 3 40 1∶15 120

表 5　标准曲线的制作

Tab. 5 The manufacture of ca libra tion curve

管号

1g/L标准

蛋白质液

/mL

蒸馏水

/mL

考马斯亮蓝

G2250试剂

/mL

蛋白质含

量 /μg

1 0. 00 1. 00 5 0

2 0. 02 0. 98 5 20

3 0. 04 0. 96 5 40

4 0. 06 0. 94 5 60

5 0. 08 0. 92 5 80

6 0. 10 0. 90 5 100

　　 (2)测定 :吸取蛋白质提取液 0. 01 mL,加蒸

馏水 0. 99 mL和考马斯亮蓝 G2250试剂 5 mL充分

混合放置 2 m in后在 595 nm下纪录光吸收值 OD,

并通过标准曲线查得样品提取液中蛋白质的含量

x (μg) ,以标准曲线 1号试管做对照.

(3)计算 :

浸提液中蛋白质含量 (μg) = x ×提取液总体

积 (mL) /测定时取样体积 (mL).

式中 x为在标准曲线上查得的蛋白质含量.

3　结果与分析

3. 1　碱提蛋白法正交试验结果及极差分析

碱提蛋白法的正交试验结果见表 6.从表 6正

交试验结果和极差分析可知 ,各因素对蛋白质得率

的影响力度为 B >A > C >D,即对碱提蛋白法影响

最明显的因素是浸提温度 ,其次是碱浓度和固液

比 ,浸提时间对其影响较小.综合各因素作用 ,碱提

蛋白法提取蚂蚁蛋白的最佳条件为 A2 B3 C3 D2 ,即

以 1%浓度的碱溶液 ,按 1∶15固液比 ,在 80 ℃条

件下搅拌浸提 60 m in,浸提液中蛋白质得率为

135. 75μg/g.

3. 2　盐提蛋白法正交试验结果与极差分析

盐提蛋白法的正交试验结果见表 7.从表 7正

交试验结果和极差分析可知 ,各因素对蛋白质得率

的影响力度为 C >D >A >B ,即对盐提蛋白法影响

最明显的因素是固液比 ,而盐浓度 ,浸提温度和浸

提时间对其影响较小.综合各因素作用 ,盐提蛋白

法提取蚂蚁蛋白的最佳条件为 A3 B 2 C3 D1 ,即以

1. 5%浓度的盐溶液 ,按 1∶15固液比 ,在 50 ℃条件

下搅拌浸提 60 m in,浸提液中蛋白质的得率为

20. 37μg/g.

表 6　碱提蛋白法的正交试验结果

Tab. 6 The result of the orthogona l test w ith

the extract prote in s m ethod of a lka li

序号 A (浓度 ) B (温度 ) C (固液比 ) D (时间 ) 得率 (μg / g)

1 1 1 1 1 13. 40

2 1 2 2 2 32. 53

3 1 3 3 3 88. 72

4 2 1 2 3 57. 87

5 2 2 3 1 87. 47

6 2 3 1 2 120. 69

7 3 1 3 2 89. 18

8 3 2 1 3 17. 29

9 3 3 2 1 94. 05
K1 134. 65 160. 45 151. 38 194. 92
K2 266. 03 137. 29 184. 45 242. 4
K3 200. 52 303. 46 265. 37 163. 88

R 43. 80 55. 39 38. 00 36. 17

表 7　盐提蛋白法的正交试验结果

Tab. 7 The result of the orthogona l test

w ith the extract prote in s m ethod of sa lt

序号 A (浓度 ) B (温度 ) C (固液比 ) D (时间 ) 得率 (μg / g)

1 1 1 1 1 1. 87

2 1 2 2 2 5. 60

3 1 3 3 3 7. 39

4 2 1 2 3 3. 96

5 2 2 3 1 10. 58

6 2 3 1 2 3. 25

7 3 1 3 2 9. 67

8 3 2 1 3 2. 78

9 3 3 2 1 7. 78
K1 14. 86 15. 50 7. 90 20. 23
K2 17. 79 18. 96 17. 34 18. 52
K3 20. 23 18. 42 27. 64 14. 13

R 1. 79 1. 15 6. 58 2. 03

3. 3　Tris2HCl缓冲液提蛋白法正交试验结果与极

差分析

Tris2HCl缓冲液提蛋白法的正交试验结果见

表 8.从表 8正交实验结果和极差分析可知 ,各因

素对蛋白质得率的影响力度为 C > A > D > B ,即
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Tris2HCl缓冲液提蛋白法影响最明显的因素是固

液比 ,其次是 pH值和浸提时间 ,而浸提温度对其

影响最小.综合各因素作用 , Tris2HCl缓冲液提蛋

白法提取蚂蚁蛋白的最佳条件为 A3 B1 C3 D2 ,即以

pH值 8. 3,按 1∶15固液比 ,在 20 ℃条件下搅拌浸

提 90 m in,浸提液中蛋白质的得率为 14. 28μg/g.

表 8　Tris2HCl缓冲液提蛋白法的正交试验结果

Tab. 8 The result of the orthogona l test w ith the

extract prote in s m ethod of Tr is2HC l buffer solution

序号 A (pH值 ) B (温度 ) C (固液比 ) D (时间 ) 得率 (μg/g)

1 1 1 1 1 0. 41

2 1 2 2 2 1. 23

3 1 3 3 3 1. 44

4 2 1 2 3 1. 10

5 2 2 3 1 1. 42

6 2 3 1 2 0. 53

7 3 1 3 2 2. 21

8 3 2 1 3 0. 76

9 3 3 2 1 1. 67
K1 3. 08 3. 72 1. 70 3. 50
K2 3. 05 3. 41 4. 00 3. 97
K3 4. 64 3. 64 5. 07 3. 30

R 0. 53 0. 07 1. 12 0. 22

4　小结与讨论

本实验利用 3种方法对蚂蚁蛋白质进行提取.

在保持蛋白质较好特性的条件下 ,通过单一选择性

试验分析可得出碱提蛋白法的最佳条件为 :碱液浓

度为 1% ,固液比为 1∶15,浸提时间为 60 m in,浸提

温度为 80 ℃,蛋白质得率为 135. 75μg /g;盐提蛋

白法的最佳条件为 :盐液浓度为 1. 5% ,固液比为 1

∶15,浸提时间为 60 m in,浸提温度为 50 ℃,蛋白质

的得率为 20. 37μg/g; Tris2HCl缓冲液提蛋白法的

最佳条件为 : pH值为 8. 3,固液比为 1∶15,浸提时

间为 90 m in,浸提温度为 20 ℃,浸提液中蛋白质的

得率为 14. 28μg /g.

通过对蛋白质得率的比较 ,得出碱提蛋白法明

显优于盐提蛋白法和 Tris2HCl缓冲液提蛋白法 ,但

碱提蛋白法容易使蛋白质变性 ,对产品的风味和口

感会产生不良影响 ,只能用于蛋白质产量方面的研

究.若用于蛋白质功能性质和品质方面的研究 ,盐

提蛋白法优于碱提蛋白法.虽然在实验中它的蛋白

质得率低于碱提蛋白法 ,但它的浸提温度较低 ,浸

提时间较短 ,从而能使蛋白质较好地保持天然状

态 ,而 Tris2HCl缓冲液提蛋白法虽然能较好保持蛋

白质的活性 ,但由于它的蛋白质得率太低 ,而且在

以往的文献报道中很少用于昆虫蛋白质的提取 ,只

在潘怡欧 [ 2 ]用来提取黄粉虫 ( Tenebrio m olitor L. )

和黄褐油葫芦 ( Teleogry llus derelictus Gorochov)蛋

白质中报道过 ,因此需要进一步的研究.故综合考

虑蛋白质产量和品质等因素 ,较理想的蛋白质提取

方法为盐提蛋白法.

对蛋白质得率偏低的原因分析可能包括材料

的研磨程度 ,浸提过程中搅拌的程度 ,以及在提取

时 ,残渣中也有一部分蛋白质未提尽 (只提取一

次 )等.本文只对蛋白质提取过程的重要影响因素

进行了单因素选择性实验 ,未考虑各因素之间的相

互影响.因此 ,对这些蛋白质如何有效地回收以提

高其得率 ,以及利用更先进的设计方法研究各种提

取因素间的相互影响是今后需要进一步实验和研

究.
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