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摘要：通过摇瓶实验，对重组毕赤酵母 Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ２６Ａ３９发酵培养基
的碳源、氮源进行筛选，并在５０Ｌ发酵罐中采用间歇流加策略，对其发酵条件进
行调控，以实现重组毕赤酵母高密度发酵产 β－甘露聚糖酶．结果表明：葡萄糖
为发酵培养基的最适碳源，其初始添加质量浓度为３０ｇ／Ｌ；初始质量分数为６％
的玉米浆作为发酵培养基的氮源较为适宜；在间歇补料发酵调控中，通过间歇

流加体积分数为 ２５％的氨水、质量分数为 ５０％的葡萄糖溶液和质量分数为
２０％的玉米浆，可使发酵液ｐＨ值维持在５．０～５．５之间，且保证发酵培养基的
碳源、氮源充足；发酵６０ｈ时采取放罐措施，此时酶活力可达２６８５．５Ｕ／ｍＬ，菌
体质量浓度达３３１．１ｇ／Ｌ，ＯＤ６００达３０２．８，实现了β－甘露聚糖酶的高效表达．
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０　引言

甘露聚糖作为半纤维素的第二大组

分［１－２］，广泛存在于各种植物组织中［３］．甘露聚

糖是籽实类植物细胞壁的主要组成成分，在豆

粕、芝麻粕、油菜籽粕等常用饲料原料中含量丰

富．甘露聚糖在单胃动物的消化道内会呈凝胶

状，使消化道内容物具有较强的黏性，从而影响

单胃动物对营养物质的消化吸收，最终影响单

胃动物的生长和饲料的利用率［４］．β－甘露聚糖

酶能够水解甘露聚糖类有机物，将广泛存在于

豆类籽实中的甘露聚糖等多糖降解为甘露寡糖

等低聚糖，消除甘露聚糖对单胃动物消化道内

各种营养物质的抗营养作用．同时，生成的甘露

低聚糖不仅对促进单胃动物的生长起着重要作

用，而且具有促进单胃动物肠道内以双歧杆菌

为代表的有益菌群的增殖、改善肠道内菌群结

构、排除体内毒素、增强机体免疫防御能力等多

种功能，已被广泛应用于饲料、医药、食品、精细

化工等领域［５－６］．

由于单胃动物摄食和饲料加工的特殊需

求，业界要求应用于饲料生产的工业用 β－甘

露聚糖酶具有耐热、耐酸和高酶活力的特性，因

此，如何获得产耐热、耐酸且酶活力较高的 β－

甘露聚糖酶的菌株成为研究热点［７－８］．由于大

多数 β－甘露聚糖酶在原始菌株中表达较低，

利用基因工程菌毕赤酵母进行表达以提高 β－

甘露聚糖酶的产量是目前普遍采用的方法．本

研究团队前期以β－甘露聚糖酶的成熟肽序列

为对象，根据毕赤酵母密码子偏爱性，人工设计

合成了该酶的基因，以毕赤酵母 Ｘ３３为宿主

菌，选用 ＧＡＰ启动子，构建了能高效表达的重

组工程菌株，再通过易错 ＰＣＲ对 β－甘露聚糖

酶进行定向突变和筛选，获得产耐热、耐酸且酶

活力较高的 β－甘露聚糖酶的突变菌株，即含

有β－甘露聚糖酶基因的重组毕赤酵母 Ｘ３３／

ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ２６Ａ３９．鉴于目前鲜见具有耐

热、耐酸和高酶活力的 β－甘露聚糖酶工业化

量产的相关报道［９］，本文在前期实验的基础上，

拟通过摇瓶实验进一步筛选重组毕赤酵母

Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ２６Ａ３９的碳源、氮源，确定

５０Ｌ发酵罐中的发酵调控策略，以获得 β－甘露

聚糖酶的高密度发酵工业化量产工艺，实现重组

毕赤酵母高密度发酵表达 β－甘露聚糖酶，为

β－甘露聚糖酶的工业化生产提供参考．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　菌种与试剂　菌种：重组毕赤酵母

Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ２６Ａ３９ （Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ

２６Ａ３９），由广州市微生物研究所实验室保存．

主要试剂：β－甘露聚糖酶，美国 Ｓｉｇｍａ公
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杜少平，等：重组毕赤酵母产β－甘露聚糖酶的高密度发酵研究

司产；酵母提取物、蛋白胨，湖北安琪酵母股份

有限公司产；玉米浆，山东康源生物科技有限公

司产；博莱霉素（Ｚｅｏｃｉｎ），美国 Ｉｎｔｉｔｒｏｇｅｎ公司

产；其他试剂，均为国产分析纯或生化试剂．

１．１．２　培养基　斜面培养基（ＹＰＤ培养基）：

葡萄糖２０ｇ，蛋白胨２０ｇ，酵母提取物１０ｇ，琼

脂粉２０ｇ，去离子水定容至１０００ｍＬ．

ＹＰＤＳ培养基：在 ＹＰＤ培养基中添加质量

浓度为２００μｇ／ｍＬ的 Ｚｅｏｃｉｎ．

ＰＴＭ１溶液：ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ６．０ｇ，ＮａＩ

０．０８ｇ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ３．０ｇ，Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ

０．２ｇ，Ｈ３ＢＯ３０．０２ｇ，ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＺｎＣｌ２
２０．０ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ６５．０ｇ，体积分数为９８％

的Ｈ２ＳＯ４５．０ｍＬ，去离子水定容至１０００ｍＬ．

ＢＳＭ培养基［８］：葡萄糖 ２０ｇ，质量分数为

８５％ 的 Ｈ３ＰＯ４ ２６．７ ｍＬ，ＫＯＨ ４．１３ ｇ，

（ＮＨ４）２ＳＯ４４ｇ，ＣａＣｌ２０．３８ｇ，Ｋ２ＳＯ４１８．２ｇ，

ＭｇＳＯ４·２Ｈ２Ｏ１４．９ｇ，ＣａＳＯ４·２Ｈ２Ｏ０．９３ｇ，

ＰＴＭ１溶液４ｍＬ，去离子水定容至１０００ｍＬ．

种子培养基（改良的ＢＳＭ培养基）：葡萄糖

２０ｇ，酵母提取物３ｇ，蛋白胨３ｇ，质量分数为

８５％的 Ｈ３ＰＯ４２７ｍＬ，ＣａＳＯ４４ｇ，Ｋ２ＳＯ４２０ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１５ｇ，ＫＯＨ ４ｇ，ＰＴＭ１溶液

０．４５ｍＬ，调 ｐＨ值为 ５．０，去离子水定容至

１０００ｍＬ．

碳源选择培养基：（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ４ｇ，Ｋ２ＳＯ４４ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ

０．２ｇ，另在其中添加质量浓度分别为２０ｇ／Ｌ，

２５ｇ／Ｌ，３０ｇ／Ｌ，３５ｇ／Ｌ，４０ｇ／Ｌ的葡萄糖或甘油

作为碳源，生物素１ｍｇ，消泡剂０．２５ｍＬ，ＰＴＭ１

溶液４．３ｍＬ，消泡后调 ｐＨ值为５．３～５．４，去

离子水定容至１０００ｍＬ．

氮源选择培养基：（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ４ｇ，Ｋ２ＳＯ４４ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ

０．２ｇ，另在其中添加质量分数分别为２％，４％，

６％的棉籽粉、豆粉或玉米浆作为氮源，生物素

１ｍｇ，消泡剂０．２５ｍＬ，ＰＴＭ１溶液４．３ｍＬ，消泡

后调 ｐＨ值为 ５．３～５．４，去离子水定容至

１０００ｍＬ；ＢＳＭ培养基；ＹＰＤ培养基．

发酵培养基：葡萄糖３０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ，

ＫＨ２ＰＯ４５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ４ｇ，Ｋ２ＳＯ４４ｇ，

ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．２ｇ，生物素 １ｍｇ，消泡剂

０．２５ｍＬ，ＰＴＭ１溶液０．４５ｍＬ，去离子水定容

至１０００ｍＬ．

营养盐溶液：（ＮＨ４）２ＳＯ４１００ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
１００ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ７０ｇ，去离子水定容至

１０００ｍＬ．

发酵补料流加液配方：Ｖ（质量分数为５０％

的葡萄糖溶液）Ｖ（营养盐溶液）＝１０１．

以上培养基于１２１℃条件下灭菌２０ｍｉｎ，

其中，葡萄糖、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ单独灭菌，生物素

经过滤膜除菌后添加，ＰＴＭ１溶液于添加消泡

剂后加入．

１．１．３　仪器与设备　ＬＲＨ－２５０型生化培养

箱，上海一恒科学仪器有限公司产；ＤＨＺ－ＤＡ

型水平摇床，江苏太仓市实验设备厂产；ＰＨＳ－

３Ｃ型ｐＨ计、７５２Ｎ型紫外分光光度计，上海仪

电科学仪器股份有限公司产；ＳＭＡＲＴ型显微

镜，重庆奥特光学仪器有限公司产；５４２７Ｒ型高

速低温离心机，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产．

１．２　实验方法
１．２．１　菌种活化与种子液的制备方法　将毕

赤酵母 Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ２６Ａ３９菌种转接

入ＹＰＤＳ培养基平板中，于 ２８℃条件下培养

３ｄ；挑取平板培养基上较大的单菌落，接入

ＹＰＤ液体培养基装液量为５ｍＬ的５０ｍＬ摇瓶

中，于 ３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养至

ＯＤ６００为 ２．０左右，再转接至种子培养基中，于

２８℃，２００ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养至 ＯＤ６００为

４．０～６．０；最后进行镜检，若视野中的毕赤酵母

菌饱满、均匀、单个或两个成串，则此时的种子

培养液可以作为发酵种子液备用．

·３·
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１．２．２　培养基碳源的筛选方法　将种子液分

别转接至添加了葡萄糖或甘油的碳源选择培养

基中，接种量为２％，装液量为１００ｍＬ（５００ｍＬ

摇瓶），于 ３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养

７２ｈ，每隔１２ｈ取样，测试其酶活力．

１．２．３　培养基氮源的筛选方法　将种子液分

别转接至添加了棉籽粉、豆粉或玉米浆的氮源

选择培养基和 ＢＳＭ培养基中，以 ＹＰＤ培养基

为对照．接种量为 ２％，装液量为 １００ｍＬ

（５００ｍＬ摇瓶），于３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振

荡培养７２ｈ，每隔１２ｈ取样，测试其酶活力．

１．２．４　间歇补料发酵调控方法　发酵条件：将

种子液转接至５０Ｌ发酵罐中，接种量为１０％，

通气量为１．１～１．５ｖｖｍ，溶氧３０％ ～８０％，用

体积分数为２５％的氨水维持发酵液 ｐＨ值为

５．０～５．５，发酵培养基的初始体积为２０Ｌ．

间歇补料发酵调控：当菌株开始生长后，溶

氧会降低，此时间段为１０～１４ｈ．待葡萄糖质量

分数降至１％后，开始流加质量分数为５０％的

葡萄糖溶液（含 ＰＴＭ１溶液），并保持葡萄糖在

１％～３％之间，且每次补料葡萄糖后可保持残

糖质量浓度为２ｇ／Ｌ；待玉米浆质量分数降至

４％后，开始流加质量分数为２０％的玉米浆（含

ＰＴＭ１溶液），并保持玉米浆在４％ ～８％之间．

保持溶氧在２０％以上，当溶氧低于２０％时，可

通过加大转速、降低温度、降低菌株的比生长速

率等，待溶氧恢复后继续进行发酵补料流加．

１．２．５　测试方法　菌体质量浓度测定：采用湿

重法，取１０ｍＬ发酵液，于９０００ｒ／ｍｉｎ条件下离

心５ｍｉｎ，弃去上清液，称菌体湿重．

酶活力测定［７］：将４５℃，ｐＨ值为５．０的条

件下，每ｍｉｎ水解底物产生１μｍｏＬ甘露聚糖所

需的酶量定义为１个酶活力单位（Ｕ／ｍＬ）．取

直径为１５ｍｍ的１５ｍＬ的洁净刻度试管，分别

标记空白组、对照组、测试组，分别加入１．５ｍＬ

质量分数为 ０．５％的甘露聚糖溶液（ｐＨ值为

５．０）作为底物，于４５℃水浴预热５ｍｉｎ；仅在测

试组中加入稀释适当倍数的０．５ｍＬβ－甘露聚

糖酶液（已预热），在 ４５℃水浴下反应１０ｍｉｎ，

反应期间需间歇轻轻摇晃均匀，１０ｍｉｎ后立即

分别加入２ｍＬＤＮＳ溶液终止反应；仅在对照

组中加入０．５ｍＬβ－甘露聚糖酶液，立即置于

沸水中煮沸１５ｍｉｎ进行显色反应后，迅速用冰

水或者流水冷却至室温，再用蒸馏水定容至

１５ｍＬ，颠倒混匀；以空白组为基准调零，在分

光光度计５４０ｎｍ波长处测定其吸光度值．

还原糖测定［１０］：采用 ＤＮＳ法，ＤＯ值、ｐＨ

值等由探头直接读取．

２　结果与分析

２．１　培养基碳源的筛选结果分析
与乙醇氧化酶ＡＯＸ１启动子仅能靠甲醇诱

导表达不同，ｐＧＡＰ（三磷酸甘油醛脱氢酶启动

子）重组表达选用 ＧＡＰ启动子可以利用甘油、

葡萄糖、甲醇为碳源．本实验在摇瓶中重点比较

了不同碳源（甘油和葡萄糖）对β－甘露聚糖酶

表达的影响，结果如图 １所示．由图１可以看

出，重组毕赤酵母在利用甘油与葡萄糖高密度发

酵产β－甘露聚糖酶的差异不明显，但在达到酶

活力高峰值时，葡萄糖的质量浓度为２５ｇ／Ｌ，甘

图１　不同碳源对β－甘露聚糖酶表达的影响

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｏｎ

ｓｏｕｒｃｅｓｏｎβｍａｎｎａｎａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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油质量浓度为３０ｇ／Ｌ．虽然葡萄糖对 β－甘露

聚糖酶表达的影响稍低于甘油，但性价比却优

于甘油．综合考虑，选择葡萄糖作为培养基的碳

源较为适宜．

不同初始葡萄糖质量浓度对菌体生长的影

响如图２所示．由图２可以看出，菌体在前３６ｈ

基本都以指数形式快速增长，３６ｈ后增长较为

平缓．不同初始葡萄糖质量浓度下菌体的生长

动力学参数见表１．由表１可知，当添加质量浓

度为２５～３０ｇ／Ｌ的葡萄糖时，最大细胞生产强

度较高，能够以较快的速度产生菌体．而在重组

毕赤酵母发酵生产中，补料流加前需要进行一

段分批发酵，使菌体生长达到后续补料流加工

图２　不同初始葡萄糖质量浓度对菌体生长的影响

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｇｌｕｃｏｓｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｂａｃｔｅｒｉａ

表１　不同初始葡萄糖质量浓度下

菌体的生长动力学参数

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

初糖质
量浓度／
（ｇ·Ｌ－１）

残糖质
量浓度／
（ｇ·Ｌ－１）

最大菌体
质量浓度／
（ｇ·Ｌ－１）

达到最大
生物量的
时间／ｈ

最大细胞
生产强度／

（ｇ·Ｌ－１·ｈ－１）

细胞平
均产率／
（ｇ·ｇ－１）

２０ １．５９ ５２．０１ ３６ １．４４ ２．８３
２５ １．７７ ５７．５６ ３６ １．６０ ２．４８
３０ ２．０５ ６０．２１ ３６ １．６７ ２．１５
３５ ２．３０ ５５．９７ ４８ １．１７ １．７１
４０ ２．５１ ５９．３８ ６０ ０．９９ １．５８

艺所需的菌体质量浓度．综合考虑，选择初始葡

萄糖质量浓度为３０ｇ／Ｌ．

２．２　培养基氮源的筛选结果分析
不同氮源对 β－甘露聚糖酶表达的影响如

图３所示．由图３可以看出，因 ＹＰＤ培养基中

有蛋白胨和酵母提取粉作为氮源，故其对重组

毕赤酵母高密度发酵产 β－甘露聚糖酶的影响

最显著，酶活力可达 ４２０Ｕ／ｍＬ；ＢＳＭ培养基由

于缺乏氮源，酶活力仅为６０Ｕ／ｍＬ；添加不同质

量分数的棉籽粉、豆粉或玉米浆均能促进细胞

产酶，但酶活力均低于ＹＰＤ培养基，其中，当添

加质量分数为６％的玉米浆时，可以较好地促

进β－甘露聚糖酶的表达，此时酶活力可达

３５２Ｕ／ｍＬ，是ＹＰＤ培养基酶活力的８４％．考虑

到玉米浆相对于蛋白胨和酵母提取粉作为氮源

更为廉价，故在下一步的间歇补料发酵调控中，

选择初始质量分数为６％的玉米浆作为培养基

的氮源．

２．３　间歇补料发酵调控结果分析
基于现有生产设备条件，间歇补料发酵仍

是业界经常采用的补料策略．重组毕赤酵母间

歇补料发酵曲线如图４所示．由图４可以看出，

发酵过程中，酶活力由 ５．０Ｕ／ｍＬ一直增至

２６８５．５Ｕ／ｍＬ，在发酵的前１２ｈ，酶活力基本保

图３　不同氮源对β－甘露聚糖酶表达的影响

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｓｏｕｒｃｅｓｏｎβｍａｎｎａｎａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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持稳定，１２ｈ后开始急速增加，５４ｈ后增长趋

缓；菌体质量浓度由 １１．２ｇ／Ｌ一直增至

３３１．１ｇ／Ｌ，在发酵的前１４ｈ，菌体质量浓度基

本保持稳定，１４ｈ后迅速增加，４０ｈ后基本保持

稳定；ＯＤ６００由初始的２．１增加到３０２．８，在发酵

的前１２ｈ，ＯＤ６００基本保持不变，随后一直保持

增加的趋势．间歇补料发酵罐上的监测指标如

图５所示．由图５可以看出，溶氧由开始发酵时

的８６％一直减少到１３％，在发酵的前２２ｈ，溶

氧均控制在３０％以上，而在发酵的２４～４８ｈ内

基本能控制在２０％左右，此时发酵罐的通气量

达到最大值２５００Ｌ／ｍｉｎ，转速达到３５０ｒ／ｍｉｎ．

开始发酵时，葡萄糖质量分数约为３％，１０ｈ时

降到１％，到１８ｈ时，葡萄糖消耗过快，开始流

加质量分数为５０％的葡萄糖溶液，使其基本维

持在１％～３％，同时，间歇补加２０％的玉米浆，

以保证发酵培养基的碳源、氮源充足．通过流加

体积分数为 ２５％的氨水，可使 ｐＨ值维持在

５．０～５．５，但发酵末期 ｐＨ值有上升的趋势，最

终升至５．７．由于发酵过程中溶氧降低，且发酵

体积近３５Ｌ，体积较大，不利于继续高密度发酵

和间歇流加营养物质，故在发酵６０ｈ时采取了

放罐措施，此时酶活力达 ２６８５．５Ｕ／ｍＬ，菌体

质量浓度达３３１．１ｇ／Ｌ，ＯＤ６００达３０２．８．

３　结论

本文在前期筛选获得产耐热、耐酸且酶活

力较高的β－甘露聚糖酶的突变菌株重组毕赤

图４　间歇补料发酵曲线

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｃｕｒｖｅｏｆｉｎｔｅｒｍｉｓｓｉｏｎｆｅｄｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

图５　间歇补料发酵罐上的监测指标

Ｆｉｇ．５　Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｉｎｔｅｒｍｉｓｓｉｏｎｆｅｄｂａｔｃｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｅｒ

·６·
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酵母 Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ２６Ａ３９基础上，通过

摇瓶实验，重点比较了不同碳源、不同氮源对重

组毕赤酵母发酵产 β－甘露聚糖酶的影响，并

在５０Ｌ发酵罐中采用间歇流加策略对发酵条

件进行调控，结果表明，葡萄糖更适合作为发酵

培养基的碳源，且其初始最适质量浓度为

３０ｇ／Ｌ；初始质量分数为６％的玉米浆作为发酵

培养基的氮源较为适宜；在间歇补料发酵调控

中，通过间歇流加体积分数为２５％的氨水、质量

分数为５０％的葡萄糖溶液和质量分数为２０％的

玉米浆，可使发酵液ｐＨ值维持在５．０～５．５，且

保证发酵培养基的碳源、氮源充足；在发酵６０ｈ

时采取放罐措施，此时最大酶活力可达

２６８５．５Ｕ／ｍＬ，菌体质量浓度达 ３３１．１ｇ／Ｌ，

ＯＤ６００达３０２．８，实现了重组毕赤酵母高密度发

酵产β－甘露聚糖酶．本研究可为β－甘露聚糖

酶工业化生产提供参考，对满足单胃动物摄食

和饲料加工的特殊需求，进而推动饲料、食品等

领域相关产品的研发具有重要意义．
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［８］　ＺＨＡＯＷ，ＺＨＥＮＧＪ，ＺＨＯＵＨＢ，ｅｔａｌ．Ａｔｈｅｒ

ｍｏｔｏｌｅｒａｎｔａｎｄｃｏｌｄａｃｔｉｖｅｍａｎｎａｎｅｎｄｏ１，４β

ｍａｎｎｏｓｉｄａｓｅｆｒｏｍＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒＣＢＳ５１３．

８８：Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１１，１０２：７５３８．

［９］　ＺＨＥＮＧＪ，ＺＨＡＯＷ，ＧＵＯＮ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐ

ｍｅｎｔｏｆａｎｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｍｅｄｉｕｍａｎｄａｎｏｖｅｌｆｅｄ

ｂａｔｃｈｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｈｉｇｈｌｅｖｅｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍ

ｂｉｎａｎｔβｍａｎａｎａｓｅｂｙＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｒｅ

ｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１２，１１８：２５７．

［１０］赵凯，许鹏举，谷光烨．３，５－二硝基水杨酸比

色法测定还原糖含量的研究［Ｊ］．食品科学，

２００８，２９（８）：５３４．

·７·



　 　　　　　　　 　２０２０年７月 第３５卷 第４期
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＬＩＧＨＴＩＮＤＵＳＴＲＹ　Ｖｏｌ．３５Ｎｏ．４Ｊｕｌｙ２０２０

　　收稿日期：２０２０－０５－２１

基金项目：广州市科技计划项目（２０１７１００１０１５４）

作者简介：胡海艳（１９８５—），女，湖南省株洲市人，广州市微生物研究所工程师，主要研究方向为微生物代谢产品利用与

微生物防控．

引用格式：胡海艳，甘祥武，黄秀敏，等．基于易错 ＰＣＲ的 β－甘露聚糖酶体外分子定向进化
研究［Ｊ］．轻工学报，２０２０，３５（４）：８－１５．
中图分类号：ＴＳ２０１．３；Ｑ７８９　　文献标识码：Ａ　　
ＤＯＩ：１０．１２１８７／２０２０．０４．００２
文章编号：２０９６－１５５３（２０２０）０４－０００８－０８

基于易错 ＰＣＲ的 β－甘露聚糖酶体外分子
定向进化研究
ＳｔｕｄｙｏｎｄｉｒｅｃｔｅｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆβｍａｎｎａｎａｓｅｉｎｖｉｔｒｏｂｙｅｒｒｏｒｐｒｏｎｅＰＣＲ

关键词：

β－甘露聚糖酶；易错
ＰＣＲ；定向进化

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：
βｍａｎｎａｎａｓｅ；
ｅｒｒｏｒｐｒｏｎｅＰＣＲ；
ｄｉｒｅｃｔｅｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

胡海艳，甘祥武，黄秀敏，叶俊豪，谢万勇
ＨＵＨａｉｙａｎ，ＧＡＮＸｉａｎｇｗｕ，ＨＵＡＮＧＸｉｕｍｉｎ，ＹＥＪｕｎｈａｏ，ＸＩＥＷａｎｙｏｎｇ

广州市微生物研究所，广东 广州 ５１０６６３
ＧｕａｎｇｚｈｏｕＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，５１０６６３，Ｃｈｉｎａ

摘要：采用易错ＰＣＲ方法，对β－甘露聚糖酶进行体外分子定向进化，通过调整
ｄＮＴＰ比例和加入不同浓度的Ｍｎ２＋，向β－甘露聚糖酶中随机引入突变，构建突
变文库，并对筛选得到的突变菌株的突变酶酶学性质进行研究．结果表明：在突
变文库的构建过程中，当 Ｍｎ２＋浓度为０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ时，阳性转化率最高，达到
８０％，氨基酸的突变个数为２．０个，符合易错ＰＣＲ突变文库的构建原则；经过两
轮易错ＰＣＲ构建的突变文库库容量约为４０００，从中筛选出的突变毕赤酵母菌
Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＡＧｗＭａｎ２６Ａ２７的突变酶 ＧｗＭａｎ２６Ａ２７具有耐酸、耐高温且酶
活力较高的特性；与突变前相比，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７具有较宽的酶促反应温度范围
和适宜ｐＨ值范围，热稳定性和ｐＨ稳定性均有较大提升；在胃蛋白酶液和胰蛋
白酶液中水浴２ｈ，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的消化酶稳定性较突变前也均有所提升．
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０　引言

甘露聚糖作为半纤维素的第二大组

分［１－２］，广泛存在于各种植物组织中［３］．β－甘

露聚糖酶因能够水解甘露聚糖类有机物，被广

泛应用于饲料、医药、食品、精细化工等领

域［４－５］．将β－甘露聚糖酶添加至饲料中，可消

除甘露聚糖的抗营养作用，提高饲料的利用率，

促进肠道内有益菌群的增殖．随着 β－甘露聚

糖酶在饲料、食品等领域应用的不断深入，对

β－甘露聚糖酶酶学性质的要求也越来越

高［６－９］．例如，在饲料领域，要求 β－甘露聚糖

酶具有较高的酶活力、较好的热稳定性、较宽泛

的 ｐＨ作用范围、较强的蛋白酶抗性等．然而，

目前常见的 β－甘露聚糖酶在高温或极端 ｐＨ

条件下稳定性较差，易丧失活性，这限制了其在

饲料加工行业中的应用．因此，对 β－甘露聚糖

酶进行改造，获得耐酸、ｐＨ作用范围广、耐热性

较好、酶活力较高的 β－甘露聚糖酶已成为业

界研究的热点．

酶的改造方法主要包括理性设计方法和非

理性设计方法，其中，理性设计需要清楚蛋白质

的三维结构，且确定蛋白质结构与功能之间的

关系，再通过定点诱变改变蛋白质中的个别氨

基酸，以产生更加理想的酶学性质；非理性设计

则不需要了解蛋白质结构与功能之间的关系，

可以在实验室中模拟自然进化的过程，随机突

变、重组和选择，在短时间内即可模拟完成漫长

的自然进化过程［１０］．易错 ＰＣＲ（ｅｒｒｏｒｐｒｏｎｅ

ＰＣＲ）属于非理性设计方法，可对酶分子编码基

因进行定向进化与选择，改善酶的稳定

性［１１－１２］、底物特异性［１３］等，是蛋白质工程的重

要研究工具．以易错ＰＣＲ为基础的体外分子定

向进化可以以最小的序列变化产生较大的表型

差异，定向筛选出目标菌株，很大程度上简化了

序列的比较分析工作．目前，关于 β－甘露聚糖

酶结构方面的研究鲜有报道，业界对 β－甘露

聚糖酶的蛋白质三维结构、催化机制等信息的

了解还不够深入，因此很难运用理性设计方法

对其进行定点突变．

鉴于此，本研究拟采用非理性设计方法

（易错ＰＣＲ）对 β－甘露聚糖酶进行体外分子

定向进化，通过调整 ｄＮＴＰ比例和加入不同浓

度的Ｍｎ２＋，向 β－甘露聚糖酶中随机引入突

变，构建库容量为４０００的突变文库，定向筛选

出产耐酸、ｐＨ作用范围广、热稳定性较好、酶活

力较高和消化酶稳定性较高的 β－甘露聚糖酶

的突变菌株，以满足饲料加工过程中对 β－甘

露聚糖酶的酶学性质需求，加速 β－甘露聚糖

酶在工业生产中的应用进程．
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１　材料与方法

１．１　菌株和质粒
毕赤酵母Ｘ３３（ＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓＸ３３），表达

载体ｐＧＡＰＺαＡ，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产；大肠杆
菌ＤＨ５α，由广州市微生物研究所实验室保存．
１．２　主要试剂

小量质粒抽提试剂盒、ＰＣＲ所用试剂、ＰＣＲ
产物快速胶回收试剂盒、山梨醇，生工生物工程

（上海）股份有限公司产；酵母质粒抽提试剂

盒，美国Ｂｉｏｍｅｇａ公司产；Ｔ４ＤＮＡ连接酶，限制
性内切酶 ＸｈｏＩ、ＸｂａＩ，线性化酶 ＢｌｎＩ，日本
Ｔａｋａｒａ公司产；ＴａｑＤＮＡ聚合酶，日本 Ｔｏｙｏｂｏ
公司产；博莱霉素（Ｚｅｏｃｉｎ），美国Ｉｎｔｉｔｒｏｇｅｎ公司
产；酵母提取物、蛋白胨，湖北安琪酵母股份有

限公司产；琼脂，广东环凯微生物科技有限公司

产；其他试剂，均为国产分析纯或生化试剂．
１．３　培养基

ＬＢ培养基、ＬＢＺ培养基、ＹＰＤ培养基、
ＹＰＤＳ培养基均按照《Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司操作手册》
推荐方法配制．

ＬＢ培养基：蛋白胨１０ｇ，酵母提取物５ｇ，
ＮａＣｌ１０ｇ，ｐＨ值为７．２～７．５，去离子水定容至
１０００ｍＬ．ＬＢＺ培养基需在 ＬＢ培养基中另加入
Ｚｅｏｃｉｎ０．０２５ｇ．

ＹＰＤ培养基：蛋白胨 ２０ｇ，酵母提取物
１０ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂２０ｇ，去离子水定容至
１０００ｍＬ．ＹＰＤＺ培养基需在ＹＰＤ培养基中另加
入Ｚｅｏｃｉｎ０．１ｇ．

ＹＰＤＳ培养基：蛋白胨 ２０ｇ，酵母提取物
１０ｇ，葡萄糖２０ｇ，山梨醇１８６ｇ，琼脂２０ｇ，去离
子水定容至１０００ｍＬ．ＹＰＤＳＺ培养基需在ＹＰＤＳ
培养基中另加入Ｚｅｏｃｉｎ０．１ｇ．

以上培养基于１２１℃条件下灭菌２０ｍｉｎ，
其中，葡萄糖单独灭菌．
１．４　仪器与设备

ＬＲＨ－２５０型生化培养箱，上海一恒科学

仪器有限公司产；ＤＨＺ－ＤＡ型水平摇床，江苏

太仓市实验设备厂产；ＰＨＳ－３Ｃ型ｐＨ计，上海

仪电科学仪器股份有限公司产；７５２Ｎ型紫外分

光光度计，上海仪电分析仪器有限公司产；

ＳＭＡＲＴ型显微镜，重庆奥特光学仪器有限公司

产；５４２７Ｒ型高速低温离心机，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司产．

１．５　实验方法
１．５．１　易错ＰＣＲ引物的设计方法

根据已知 ｍａｎ基因序列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计易错ＰＣＲ引物．在引物的

末端分别引入限制性内切酶ＸｈｏＩ和ＸｂａＩ的酶

切位点（下划线所示）：上游引物５’ＧＡＡＧＧＧＧ

ＴＡＴＣＴＣＴＣＧＡＧＡＡＡＡＧＡ３’；下游引物 ５’ＣＴ

ＧＡＧＡＴＧＡＧＴＴＴＴＴＧＴＴＣＴＡＧＡＧＣ３’．

１．５．２　易错ＰＣＲ扩增方法

易错 ＰＣＲ反应体系：总体积为 ５０μＬ，其

中，１０×ＰＣＲ缓冲液５μＬ，ｄＡＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）

和ｄＧＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ｄＣＴＰ（１０ｍｍｏｌ／

Ｌ）和 ｄＴＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）各 ５μＬ，模板

１．５μＬ，上下游引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ）各１．５μＬ，

ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１０．５μＬ，ＭｎＣｌ２（２ｍｍｏｌ／Ｌ）

０μＬ、０．２５μＬ、１．２５μＬ、２．５０μＬ、３．７５μＬ、

５．００μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

１７．５０μＬ、１７．２５μＬ、１６．２５μＬ、１５．００μＬ、

１３．７５μＬ、１２．５０μＬ．

易错ＰＣＲ循环程序：降落ＰＣＲ，９５℃ 预变

性５ｍｉｎ，循环１次；９５℃变性 ３０ｓ、５８℃变性

３０ｓ、７２℃变性１００ｓ，每个循环退火温度降低

１℃，循环５次；９５℃变性３０ｓ、５５℃变性３０ｓ、

７２℃变性１００ｓ，循环２５次；７２℃延伸１０ｍｉｎ，

循环１次．

１．５．３　易错ＰＣＲ突变文库的构建方法

本研究中的表达宿主毕赤酵母 Ｘ３３为分

泌型酵母，外源蛋白可以直接分泌到培养基中，

有利于后续大容量突变文库的筛选．

·０１·
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毕赤酵母 Ｘ３３感受态细胞的制备：挑取

ＹＰＤ培养基平板上的单克隆菌种毕赤酵母

Ｘ３３接种于 ５ｍＬＹＰＤ液体培养基中，于

２８℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下过夜培养活化；取活化

后的菌液接种于２０ｍＬＹＰＤ液体培养基中，于

２８℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养至 ＯＤ６００达１．０～

１．３；再于 ４℃，５０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ，

弃上清液，用２０ｍＬ预冷的无菌水重悬浮菌体，

即得毕赤酵母Ｘ３３感受态细胞．

重组质粒的构建与转化：用限制性内切酶

ＸｈｏＩ和ＸｂａＩ双酶切易错ＰＣＲ扩增产物，得到

纯化后的易错ＰＣＲ扩增产物，将其与同样经双

酶切的穿梭分泌表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ混合均

匀，用Ｔ４ＤＮＡ连接酶于１６℃条件下过夜连接

后，将所构建的重组质粒命名为 ｐＧＡＰＺαＡ

Ｍａｎ．将ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ热激转化得到的大肠杆

菌ＤＨ５α感受态细胞涂布在 ＬＢＺ培养基平板

上，于３７℃条件下培养１６ｈ后，将ＬＢＺ培养基

平板上的所有克隆转入含有 Ａｍｐ（氨苄西林）

的ＬＢ液体培养基中，于３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ条件

下培养过夜；提取大肠杆菌 ＤＨ５α中的重组质

粒，采用电转化的方式转入毕赤酵母Ｘ３３感受

态细胞中，迅速加入８５０μＬ已预冷的 １ｍｏｌ／Ｌ

的山梨醇，再加入５００μＬ的ＹＰＤ液体培养基，

转移至２ｍＬ的无菌 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，于３０℃，

１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养１ｈ；取１１０μＬ培养

液涂布在 ＹＰＤＳＺ培养基平板上，于３０℃条件

下培养３～４ｄ，即完成重组质粒的转化．

１．５．４　重组子的鉴定方法

挑取ＹＰＤＳＺ培养基平板上的单克隆，提取

质粒，采用限制性内切酶ＸｈｏＩ和ＸｂａＩ进行双

酶切与 ＰＣＲ，鉴定含有突变基因的重组质粒

ｐＧＡＰＺαＡＭａｎ是否构建成功．

１．５．５　易错ＰＣＲ突变文库的筛选方法

１．５．５．１　突变酶的初筛　目的：重点筛选耐酸

性较好（当ｐＨ值为３．０时，可耐受１ｈ）的突变

克隆子．

菌株培养：为了提高效率，挑取在 ＹＰＤＳＺ

培养基平板上生长的单克隆，接种于装有３ｍＬ

ＹＰＤ液体培养基的１５ｍＬＥＰ管中，于３０℃，

２００ｒ／ｍｉｎ条件下培养４８ｈ后，取上清液，以便

快速、准确地完成高通量初筛工作．

酶的耐酸性处理：用 ｐＨ值为２．５的磷酸

缓冲液将上清液样品稀释至 ｐＨ值为３．０后，

于３７℃条件下水浴１ｈ，再用ｐＨ值为７．０的磷

酸缓冲液稀释至ｐＨ值为５．０．

酶活力的测定：取１．５ｍＬｐＨ值为５．０的

质量分数为 ０．５％的甘露聚糖底物溶液加入

１５ｍＬ比色管中，于４５℃条件下预热３ｍｉｎ后，

加入０．５ｍＬ的稀释酶液（已预热 ３ｍｉｎ），混匀

后于４５℃条件下反应１０ｍｉｎ，加入２ｍＬＤＮＳ

溶液（还原糖测试溶液，含３，５－二硝基水杨

酸）立刻混匀终止酶反应，再置于沸水浴中反

应１５ｍｉｎ，冰水冷却后定容至１５ｍＬ，混匀．以

β－甘露聚糖酶空白样作为对照，测定５５０ｎｍ

处的吸光度值，每个样品做３个平行．

１．５．５．２　突变酶的复筛　目的：筛选耐酸性较

好（当ｐＨ值为３．０时，可耐受２ｈ）、耐高温（当

温度为９０℃时，可耐受１０ｍｉｎ）、酶活力较高的

突变克隆子．

菌株培养：因为需要筛选酶活力较高的突

变菌株，继续采用小规模的培养方式将会使酶

活力测定产生较大的误差．因此，在复筛过程

中，挑取在ＹＰＤＺ培养基平板上生长的单克隆，

接种于装有５０ｍＬＹＰＤ液体培养基的２５０ｍＬ

锥形瓶中，于３０℃，２００ｒ／ｍｉｎ条件下培养４８ｈ

后，取上清液，用ｐＨ值为２．５的磷酸缓冲液将

样品上清液稀释至 ｐＨ值为３．０，再于３７℃条

件下水浴２ｈ后，用ｐＨ值为７．０的磷酸缓冲液

稀释至ｐＨ值为５．０，测定酶活力．

酶的耐高温处理：取菌株培养上清液，于

１００００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ，取上清液，用
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ｐＨ值为５．０的磷酸缓冲液将样品上清液稀释

至合适倍数，置于９０℃水浴锅内水浴１０ｍｉｎ

后，测定酶活力．

１．５．６　突变酶酶学性质的研究方法

１．５．６．１　温度和 ｐＨ值对突变酶酶活力的影

响　将稀释至一定浓度的突变酶溶液分别置于

０℃，３０℃，３７℃，４０℃，４５℃，５０℃，５５℃，

６０℃，７０℃，８０℃温度下反应后，测定不同反应

温度下的残余酶活力，将残余酶活力最高者设为

１００％，计算其他温度下的相对残余酶活力．

配制ｐＨ值分别为２．０，３．０，４．０，４．５，５．０，

６．０，７．０，８．０的磷酸盐缓冲液，以上述缓冲液配

制相应的底物溶液，测定不同ｐＨ值下的残余酶

活力，将残余酶活力最高者设为１００％，计算其

他ｐＨ值下的相对残余酶活力．

１．５．６．２　突变酶的热稳定性和 ｐＨ稳定性　

将突变酶溶液分别置于 ４０℃，５０℃，６０℃，

７０℃，８０℃，９０℃，１００℃温度下保温 ５～

６０ｍｉｎ，测定不同反应温度下的残余酶活力，将

未经热处理的酶活力设为１００％，计算其他温

度下的相对残余酶活力．

将突变酶溶液分别置于ｐＨ值为２．０，３．０，

４．０的磷酸盐缓冲液中３０～１２０ｍｉｎ，测定不同

ｐＨ值下的残余酶活力，将未经 ｐＨ处理的酶活

力设为１００％，计算其他ｐＨ值下的相对残余酶

活力．

１．５．６．３　消化酶对突变酶酶活力的影响　将

突变酶溶液分别置于质量浓度为 ０．５ｍｇ／ｍＬ

的胃蛋白酶液（由 ｐＨ值为３．０的磷酸缓冲液

配制）与质量浓度为２．５ｍｇ／ｍＬ的胰蛋白酶液

（由 ｐＨ值为 ６．０的磷酸缓冲液配制）中，于

３７℃ 温度下水浴保温２ｈ，分别以不添加胃蛋

白酶的ｐＨ值为３．０的磷酸缓冲液与不添加胰

蛋白酶的ｐＨ值为６．０的磷酸缓冲液为对照，测

定残余酶活力，将未经放置处理的酶活力设

１００％，计算经消化酶处理的突变酶相对残余酶

活力．

２　结果与分析

２．１　易错 ＰＣＲ突变文库的构建结果分析
２．１．１　易错 ＰＣＲ条件的确立

在易错ＰＣＲ反应体系中，调整ｄＮＴＰ的比例，

使ｄＣＴＰ、ｄＴＴＰ的浓度增大到１ｍｍｏｌ／Ｌ，以促进碱

基错配的倾向性．此外，在易错ＰＣＲ反应体系中分

别加入浓度梯度为 ０ｍｍｏｌ／Ｌ，０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ，

０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ，０．１０ｍｍｏｌ／Ｌ，０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ，

０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＭｎＣｌ２，以得到不同突变频率的

文库．用不同 Ｍｎ２＋浓度的易错 ＰＣＲ扩增产物

构建表达载体，分别转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受

态细胞，从突变文库中的每个Ｍｎ２＋浓度中随机

挑取１０—２０个克隆子进行菌落ＰＣＲ，检测其阳

性转化率；再从中各挑选３个阳性克隆子进行

测序．在易错 ＰＣＲ突变文库的建立中，要考虑

的重要因素是突变频率的控制，一般来说，突变

基因控制在１—５个碱基，对应的氨基酸突变数

为１．０～２．０个比较合理．不同 Ｍｎ２＋浓度的易

错ＰＣＲ反应体系的阳性转化率和氨基酸的突

变个数如表１所示．由表１可知，当添加 Ｍｎ２＋

的浓度为０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ时，阳性转化率最高，达

到 ８０．０％，且氨基酸的突变个数为２．０个，符

合易错ＰＣＲ突变文库的一般构建原则．

表１　不同Ｍｎ２＋浓度的易错ＰＣＲ反应体系的

阳性转化率和氨基酸的突变个数

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅａｎｄｍｕｔａｔｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｏｆｔｈｅｅｒｒｏｒｐｒｏｎｅＰＣＲ

ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭｎ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｍｎ２＋浓度／
（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

阳性转
化率／％

氨基酸的
突变个数／个

０ ４０．０ ２．０
０．０１ ８０．０ ２．０
０．０５ ６０．０ ４．６
０．１０ １３．３ ３．５
０．１５ ５．０ ２．０
０．２０ １３．３ ３．０
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２．１．２　易错ＰＣＲ突变文库的建立

在易错 ＰＣＲ反应体系中添加浓度为

０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＭｎＣｌ２，进行易错ＰＣＲ突变；将

突变产物克隆至表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ上获得重

组质粒，并将此重组质粒在大肠杆菌 ＤＨ５α中

扩增后电转化至毕赤酵母Ｘ３３感受态细胞中；

将电转化后的感受态细胞涂布在 ＹＰＤＳＺ培养

基平板上，于３０℃条件下培养３～４ｄ．用灭菌

后的牙签挑取单菌落点植至 ＹＰＤ固体培养基

平板上，经过两轮易错ＰＣＲ所构建的突变文库

如图１所示，其库容量约为４０００．

２．２　易错ＰＣＲ突变文库的筛选结果分析
在约４０００个突变克隆子中，初步筛选出约

２００株耐酸性较好的突变克隆子进入复筛．复

筛后得到５株突变性能较好的克隆子，再经酶

学性质分析，筛选出突变毕赤酵母菌 Ｘ３３／

ｐＧＡＰＺαＡＧｗＭａｎ２６Ａ２７．该毕赤酵母菌的突变酶

ＧｗＭａｎ２６Ａ２７具有耐酸、耐高温且酶活力较高

的特性：将突变酶 ＧｗＭａｎ２６Ａ２７放置于 ｐＨ值

为３．０的缓冲液中２ｈ，相对残余酶活力由突变

前的 ０．２３％提升到 ３０．００％；将该突变酶于

９０℃条件下水浴１０ｍｉｎ，残余酶活力由３７０Ｕ／

ｍＬ提升至 ４３０Ｕ／ｍＬ，相对残余酶活力由突变

前的３４．００％提升到７２．００％．

图１　易错ＰＣＲ突变文库

Ｆｉｇ．１　ＭｕｔａｔｉｏｎｌｉｂｒａｒｙｏｆｅｒｒｏｒｐｒｏｎｅＰＣＲ

２．３　突变酶酶学性质的研究结果分析
２．３．１　温度和 ｐＨ值对突变酶酶活力的影响

结果分析　温度对突变酶相对残余酶活力的影

响如图 ２所示．由图 ２可以看出，突变酶

ＧｗＭａｎ２６Ａ２７比突变前的酶ＧｗＭａｎ２６Ａ有较宽

的酶促反应温度范围：ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的相对残

余酶活力在６０．００％以上的酶促反应温度范围

为３０～６０℃，而ＧｗＭａｎ２６Ａ的相对残余酶活力在

６０．００％以上的酶促反应温度范围为３０～５５℃．

ｐＨ值对突变酶相对残余酶活力的影响如

图３所示．由图３可以看出，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的

适宜ｐＨ值范围也相应扩大，在ｐＨ值为３．０的

酸性环境下，其相对残余酶活力达到 ５４．００％；

在ｐＨ值为２．０的酸性环境下，其相对残余酶活

图２　温度对突变酶相对残余酶活力的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ

ｒｅｓｉｄｕａｌｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓ

图３　ｐＨ值对突变酶相对残余酶活力的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ

ｒｅｓｉｄｕａｌｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓ
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力为３２．００％，而ＧｗＭａｎ２６Ａ在此 ｐＨ环境下无

酶活．

２．３．２　突变酶的热稳定性和 ｐＨ稳定性结果

分析

与其他 β－甘露聚糖酶 相 比，由 于

ＧｗＭａｎ２６Ａ２７基因在毕赤酵母中表达，在胞外

分泌过程中出现了高度的糖基化，而糖基化可

使该突变酶具有较好的耐热性．突变酶的热稳

定性如图４所示．在突变筛选前，ＧｗＭａｎ２６Ａ在

９０℃条件下处理１０ｍｉｎ仍有３５．００％以上的

相对残余酶活力．由图４可以看出，ＧｗＭａｎ２６Ａ

２７的热稳定性进一步提升，在９０℃条件下处

理１０ｍｉｎ仍有７２．００％以上的相对残余酶活

力，而良好的耐热性能使其能适应后续提取纯

化和饲料加工造粒处理中的高温环境．

研究突变酶ｐＨ稳定性的主要目的是筛选

出能够耐受畜禽消化道中酸性环境的酶．突变

酶的ｐＨ稳定性如图 ５所示．在突变筛选前，

ＧｗＭａｎ２６Ａ在ｐＨ值为２．０的酸性环境下无酶

活，而当放置于 ｐＨ值为３．０的磷酸缓冲液中

１２０ｍｉｎ时，其相对残余酶活力仅为０．３２％．由

图５可以看出，经过突变筛选，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７

对ｐＨ值为４．０的环境具有很好的耐受性，放

置１２０ｍｉｎ基本无影响；当放置于 ｐＨ值为３．０

的磷酸缓冲液中１２０ｍｉｎ时，其相对残余酶活

力为３０．００％；当放置于ｐＨ值为２．０的磷酸缓

冲液中 １２０ｍｉｎ时，其相对残余酶活力为

２１．００％．相较于突变前，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的 ｐＨ

稳定性均有较大的提升．

２．３．３　消化酶对突变酶活力的影响结果分析

突变酶的消化酶稳定性如图６所示．由图

６可以看出，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的消化酶稳定性均

有所提升：当在胃蛋白酶液中水浴２ｈ时，其相

对残余酶活力由突变前的 ５２．３３％提升至

６５．５１％；当在胰蛋白酶液中水浴２ｈ时，其相对

残余酶活力由突变前的６７．８２％提升至７４．７５％．

图４　突变酶的热稳定性

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓ

图５　突变酶的ｐＨ稳定性

Ｆｉｇ．５　ｐＨｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓ

图６　突变酶的消化酶稳定性

Ｆｉｇ．６　Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｓｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｕｔａｎｔｅｎｚｙｍｅｓ

３　结论

本研究采用非理性设计方法 （易错 ＰＣＲ）
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胡海艳，等：基于易错ＰＣＲ的β－甘露聚糖酶体外分子定向进化研究

对β－甘露聚糖酶进行了体外分子定向进化，

经过两轮易错ＰＣＲ构建了库容量约为４０００的

突变文库，并对筛选得到的突变毕赤酵母菌

Ｘ３３／ｐＧＡＰＺαＺＧｗＭａｎ２６Ａ２７的 突 变 酶

ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的酶学性质进行了研究．结果

表明：在突变文库的构建过程中，当添加 Ｍｎ２＋

的浓度为０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ时，阳性转化率最高（为

８０％），氨基酸的突变个数为２．０个，符合易错

ＰＣＲ突变文库的一般原则；ＧｗＭａｎ２６Ａ２７具有

耐酸、耐高温且酶活力较高的特性；与突变前酶

ＧｗＭａｎ２６Ａ相比，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７具有较宽的酶促

反应温度范围和适宜 ｐＨ值范围，热稳定性和

ｐＨ稳定性均有较大提升；在胃蛋白酶液和胰蛋

白酶液中水浴２ｈ，ＧｗＭａｎ２６Ａ２７的消化酶稳定

性较突变前也均有所提升．

本研究可以简单、快速和较准确地完成高

通量筛选工作，并且成功获得了耐酸、ｐＨ作用

范围广、热稳定性较好、酶活力较高和消化酶稳

定性较高的突变酶 ＧｗＭａｎ２６Ａ２７，解决了 β－

甘露聚糖酶工业化生产和实际推广应用中的瓶

颈问题．
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摘要：以葡萄为主要原料，采用单因素试验研究结冷胶添加量、白砂糖添加量、

柠檬酸添加量对葡萄果冻凝胶特性和感官品质的综合影响，进而采用正交试验

对葡萄果冻的工艺配方进行优化．结果表明：该葡萄果冻的最佳工艺配方为结
冷胶添加量０．７５％，白砂糖添加量８．００％，柠檬酸添加量０．２６％．依据此工艺
配方制作的葡萄果冻颜色鲜艳，富有光泽，具有葡萄特有的香气，酸甜可口，健

康营养．
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｗｉｔｈｇｒａｐｅａｓｔｈｅｍａｉｎｒａｗｍａｔｅｒｉａｌ，ａｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｔｅｓｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆｇｅｌｌａｎｇｕｍ，ｗｈｉｔｅｇｒａｎｕｌａｔｅｄｓｕｇａｒａｎｄｃｉｔｒｉｃａｃｉｄｏｎｔｈｅｇｅｌａｔｉｏｎｐｒｏｐｅｒｔｙａｎｄｓｅｎｓｏｒｙｑｕａｌｉｔｙｏｆｇｒａｐｅ
ｊｅｌｌｙ．Ｔｈｅｎｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｅｃｈｎｉｃａｌｆｏｒｍｕｌａｏｆｇｒａｐｅｊｅｌｌｙｗａｓｍａｄｅｂｙｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｔｈｅｂｅｓｔｔｅｃｈｎｉｃａｌｆｏｒｍｕｌａｏｆｇｒａｐｅｊｅｌｌｙｗａｓ０．７５％ ｇｅｌａｔｉｎｇｕｍ，８．００％ ｗｈｉｔｅｇｒａｎｕｌａｔｅｄｓｕｇａｒａｎｄ
０．２６％ ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ．Ｔｈｅｇｒａｐｅｊｅｌｌｙｍａｄｅａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｉｓｔｅｃｈｎｉｃａｌｆｏｒｍｕｌａｗａｓｂｒｉｇｈｔｉｎｃｏｌｏｒ，ｆｕｌｌｏｆｌｕｓｔｅｒ，
ｗｉｔｈｕｎｉｑｕｅｇｒａｐｅａｒｏｍａ，ｓｗｅｅｔａｎｄｓｏｕｒ，ｈｅａｌｔｈｙａｎｄｎｕｔｒｉｔｉｏｕｓ．

０　前言

果冻作为一种休闲食品，深受广大消费者

喜爱．我国已研制出的果冻主要有猕猴桃／苹果

风味醋果冻、西红柿芦荟果肉果冻、银杏香橙果

冻、绣球菌风味果冻等［１－４］，原料多样、口味丰

富．此外，也有研究者研究制作出了一系列具有

保健功能的果冻，例如，富含猕猴桃果水溶多糖

的营养型保健果冻［５］、蜂蜜雪梨果冻［６］、火龙果

低糖保健果冻［７］等．然而，目前市场上的果冻仍

然存在品种单一、营养缺乏等问题．随着生活水

平的提高，消费者对于果冻类产品的要求也越

来越高，开发天然、营养、健康的新型保健果冻

已成为业界的一项重要课题［８］．

葡萄是人们喜食的一种水果品类，不仅味

美可口，而且营养价值很高．成熟的葡萄浆果中

含糖量（以葡萄糖为主）高达 １０％ ～３０％，同

时，葡萄还含有多种矿物质、维生素和人体所需

的氨基酸，常食葡萄对缓解神经衰弱、疲劳过度

等大有裨益．

结冷胶最早被称为多糖 Ｓ６０，分子链由重

复的四糖单元构成，每个四糖单元依次由 β－

Ｄ－葡萄糖、β－Ｄ－葡萄糖醛酸、β－Ｄ－葡萄糖

和α－Ｌ－鼠李糖通过糖苷键连结而成［９－１０］．天

然的结冷胶也称高酰基结冷胶，分别在其四糖

单元中的β－１，３－Ｄ－葡萄糖残基 Ｃ－２上连

结一个甘油酰基取代基，在 Ｃ－６上连结一个

乙酰基取代基，再经热碱溶液处理后，即可得到

低酰基结冷胶，也称商品结冷胶［１１－１２］．低酰基

结冷胶于１９９６年被我国《食品添加剂使用标

准》［１３］纳入食品添加剂范畴，可在各类食品中

按生产需要适量使用．结冷胶发酵生产周期短，
风味释放性好，凝胶能力强，透明度高，稳定性

强，但它是一类脆性胶体，机械强度差，且需高

温处理才能制备凝胶［１４］．然而，若将结冷胶与
其他胶体（如卡拉胶、魔芋胶）一起应用于果冻

生产，不仅可以降低胶体的使用量，还可以赋予

果冻独特的口感和风味［１５－１６］．魔芋胶（主要成
分葡甘露聚糖）作为一种非离子型水溶性高分

子多糖，是我国目前所发现的功能性最齐全的

全天然水溶性高膳食纤维性食用胶类［１７］，也是

目前市场上果冻的主要添加胶体．有研究表
明［１８］，当结冷胶与质量分数为３．００％的魔芋胶
复配时，产生的协同增效作用可提高结冷胶的

凝胶强度和热稳定性，改善单一胶体在应用中

的缺陷．
本文拟以葡萄为原料研制葡萄果冻，通过

添加魔芋胶改善结冷胶的机械强度，并对葡萄

果冻的工艺配方进行优化，以期制成口感良好、

富含葡萄多重营养的果冻，既满足消费者对更

天然、更健康饮食的追求，也为业界追求果冻类

休闲食品的多样化提供参考和借鉴．

１　材料与方法

１．１　实验材料
葡萄、白砂糖，市售；ＣａＣｌ２、柠檬酸，河南万

邦实业有限公司产；低酰基结冷胶、魔芋胶，河

南旗诺食品配料有限公司产．以上实验材料均
为食品级．
１．２　仪器与设备

ＡＬ２０４型电子天平，梅特勒 －托利多仪器
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（上海）有限公司产；ＨＲ１８６１型榨汁机，飞利

浦（中国）投资有限公司产；ＴＡ－ＸＴＰｌｕｓ型物

性分析仪，英国 ＳｔａｂｌｅＭｉｃｒｏＳｙｓｔｅｍｓ公司产；

ＨＨ－Ｓ４型数字恒温水浴锅，金坛市医疗仪器

厂产；ＢＣ／ＢＤ－４２９Ｈ型冰柜，青岛海尔股份有

限公司产；ＬＤＺＸ－５０ＫＢＳ型立式压力蒸汽灭菌

器，上海申安医疗器械厂产．

１．３　实验方法
１．３．１　葡萄果冻的制备工艺

选择成熟度适宜的葡萄，洗净，放入沸水中

预煮１０ｓ后，榨汁过滤，即得实验所需葡萄汁；

将结冷胶、魔芋胶、白砂糖、ＣａＣｌ２按照一定配比

加入到葡萄汁中，再在熬制过程中缓慢添加柠

檬酸，搅拌均匀，避免局部酸度过高，用小火熬

制煮沸，趁热灌装密封；将密封罐置于８０℃水

浴锅中灭菌１５ｍｉｎ，取出冷却至室温后，转移至

４℃冰箱中冷藏，检验无缺陷（表面平整光滑，

无气泡）后，即得葡萄果冻样品［１９－２１］．

１．３．２　单因素试验设计

１．３．２．１　结冷胶添加量对葡萄果冻凝胶特性

和感官品质影响的试验方法　取葡萄果冻混合

原料１５０ｇ，其中魔芋胶３．００％（如无特指，百

分数均表示质量分数，下同），白砂糖８．００％，

柠檬酸 ０．２６％，ＣａＣｌ２ ０．０５％，分别加入

０．３０％，０．４５％，０．６０％，０．７５％，０．９０％的结冷

胶，进行５组对比试验，测定结冷胶添加量对葡

萄果冻凝胶特性和感官品质的影响．

１．３．２．２　白砂糖添加量对葡萄果冻凝胶特性

和感官品质影响的试验方法　取葡萄果冻混合

原料１５０ｇ，其中结冷胶０．６０％，魔芋胶３．００％，

柠檬酸 ０．２６％，ＣａＣｌ２ ０．０５％，分别加入

６．００％，８．００％，１０．００％，１２．００％，１４．００％的

白砂糖，进行５组对比试验，测定白砂糖添加量

对葡萄果冻凝胶特性和感官品质的影响．

１．３．２．３　柠檬酸添加量对葡萄果冻凝胶特性

和感官品质影响的试验方法　取葡萄果冻混合

原料 １５０ｇ，其中结冷胶 ０．６０％，魔芋胶
３．００％，白砂糖 ８．００％，ＣａＣｌ２０．０５％，分别加

入０．１８％，０．２２％，０．２６％，０．３０％，０．３４％的
柠檬酸，进行５组对比试验，测定柠檬酸添加量
对葡萄果冻凝胶特性和感官品质的影响．
１．３．３　正交试验设计

在单因素试验的基础上，根据正交试验原

理对葡萄果冻的工艺配方进行优化处理，以综

合评分为指标，选取结冷胶添加量（Ａ）、白砂糖
添加量（Ｂ）、柠檬酸添加量（Ｃ）３个因素进行三
因素三水平Ｌ９（３

３）正交试验设计，以确定制作

葡萄果冻的最佳工艺配方．Ｌ９（３
３）正交试验因

素和水平如表１所示．

表１　Ｌ９（３
３）正交试验因素和水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｔａｂｌｅｏｆ

Ｌ９（３
３）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ ％

水平
因素

Ａ Ｂ Ｃ
１ ０．６０ ６．００ ０．２２
２ ０．７５ ８．００ ０．２６
３ ０．９０ １４．００ ０．３０

１．３．４　测试与评价方法　
１．３．４．１　葡萄果冻的凝胶强度测试　采用物
性分析仪对葡萄果冻样品进行质构测试，并记

录葡萄果冻的凝胶强度．凝胶强度越大，果冻成
胶效果越好．每组测试均做５次平行测定，试验
结果取平均值．测试条件：探头类型为 Ｐ／Ｒ
０．５；测试速度为１．００ｍｍ／ｓ；目标模式为 ｄｉｓ
ｔａｎｃｅ，距离为１５．０ｍｍ；触发值为５ｇ．
１．３．４．２　葡萄果冻的感官评价　葡萄果冻的
感官评分标准见表 ２．由 １０名感官评价员打
分，最后结果取平均值，分数越高代表葡萄果冻

的感官品质越好．
１．３．４．３　综合评价　综合评分＝（感官评分平
均值／最高感官评分）×５０％ ＋（凝胶强度平均
值／最大凝胶强度）×５０％．综合评价分数越高
代表葡萄果冻品质越好．
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表２　葡萄果冻的感官评分标准

Ｔａｂｌｅ２　Ｓｅｎｓｏｒｙｓｃｏｒｉｎｇｃｒｉｔｅｒｉａｆｏｒｇｒａｐｅｊｅｌｌｙ

项目 评分标准 分数／分

色泽
（２０分）

果冻呈浅紫色，均匀一致，
天然纯正，鲜艳，富有光泽

１７～２０

果冻呈浅紫色，鲜艳，富有光泽 １３～１６
果冻不呈浅紫色，没有光泽 １～１２

香味
（２０分）

果冻具有葡萄特有的香气且香味纯正 １７～２０
果冻具有较淡的葡萄香气 １３～１６
果冻具有令人不愉快的气味 １～１２

组织
状态
（３０分）

果冻呈半透明状，不流散，
不析出汁液，无糖结晶，无杂质

２４～３０

果冻呈半透明状，
有少量汁液析出，无杂质

１３～２３

果冻不呈半透明状，易流散，
易析出汁液，有糖结晶，有杂质

１～１２

滋味
与口感
（３０分）

果冻酸甜可口，味感甘爽纯正，
口感细腻润滑

２４～３０

果冻口味稍淡，口感适中 １３～２３
果冻口味过淡，无留味，
风味不正，甜酸失调

１～１２

１．４　数据处理
采用ＳＰＳＳ１９．０中的单因素 ＡＮＯＶＡ进行

数据分析，试验数据以（平均值±标准偏差）表
示；使用 ＬＳＤ多重检验分析各组间差异，Ｐ＜
０．０５时代表具有显著性差异；使用 Ｏｒｉｇｉｎ８．０
软件进行绘图．

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果分析
２．１．１　结冷胶添加量对葡萄果冻凝胶特性和
感官品质的影响

不同结冷胶添加量对葡萄果冻凝胶强度的

影响如图１所示．由图１可以看出，凝胶强度随
结冷胶添加量的增加呈先增大后保持平缓的态

势．这可能是由于Ｃａ２＋定位于结冷胶双螺旋内
外两侧，随着结冷胶添加量的增加，结冷胶双螺

旋分子交联密集程度也随之增加［２２］．当结冷胶
添加量为０．３０％和０．４５％时，凝胶强度较小，
且两组之间没有显著性差异（Ｐ＞０．０５）；当结
冷胶添加量为０．６０％时，凝胶强度与前两组相
比显著增大（Ｐ＜０．０５）；当结冷胶添加量为

图１　不同结冷胶添加量对葡萄果冻

凝胶强度的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｌｌａｎｇｕｍ

ａｄｄｉｔｉｏｎｏｎｇｅｌｓｔｒｅｎｇｔｈｏｆｇｒａｐｅｊｅｌｌｙ

０．７５％ 和０．９０％时，凝胶强度均较大，且两组

之间没有显著性差异（Ｐ＞０．０５），但与前３组

相比，凝胶强度的差异显著增大（Ｐ＜０．０５）．

结冷胶添加量对葡萄果冻凝胶特性和感官

品质的综合影响见表３．由表３可知，随着结冷

胶添加量的增加，产品的感官评分呈现先上升

后下降的趋势．当结冷胶添加量为０．６０％时，

葡萄果冻感官评分最高，达到峰值；而当添加量

为０．３０％和０．４５％时，感官评分则相对较低．

由综合评分可知，当结冷胶添加量为０．６０％，

０．７５％，０．９０％时，综合评分均相对较高，表明

在这３个结冷胶添加量下制作的葡萄果冻品质

较好．

２．１．２　白砂糖添加量对葡萄果冻凝胶特性和

感官品质的影响

不同白砂糖添加量对葡萄果冻凝胶强度的

影响如图２所示．由图２可以看出，随着白砂糖

添加量的增加，凝胶强度呈现先减小后增大的

趋势．其中，当白砂糖添加量为６．００％时，凝胶

强度达到最大值；当白砂糖添加量为１４．００％

时，凝胶强度相对较大，且与白砂糖添加量为

６．００％时没有显著性差异（Ｐ＞０．０５）；当白砂

糖添加量为８．００％时，凝胶强度显著减小（Ｐ＜
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０．０５）；当白砂糖添加量为１０．００％和１２．００％

时，凝胶强度显著减小（Ｐ＜０．０５），但两组之间

没有显著性差异（Ｐ＞０．０５），其中，当白砂糖添

加量为１２．００％时，凝胶强度达到最小值．

白砂糖添加量对葡萄果冻凝胶特性和感官

品质的综合影响见表３．由表３可知，随着白砂

糖添加量的增加，感官评分呈现先上升后下降

的趋势．其中，当白砂糖添加量为１２．００％时，

感官评分最高，而当添加量为１４．００％时，感官

评分开始降低．这可能是因为当白砂糖添加量

过多时，会掩盖葡萄本身的独特风味，果冻失去

最适甜酸比，不易受欢迎．由综合评分可知，当

白砂糖添加量为６．００％，８．００％，１４．００％时，

综合评分均相对较高，表明在这３个白砂糖添

加量下制作的葡萄果冻品质较好．

２．１．３　柠檬酸添加量对葡萄果冻凝胶特性和

感官品质的影响

不同柠檬酸添加量对葡萄果冻凝胶强度的

影响如图３所示．由图３可以看出，随着柠檬酸

添加量的增加，凝胶强度呈现先增大后减小的

趋势．这可能是因为柠檬酸柔和的酸味使果冻

胶液的ｐＨ值降低，胶体发生水解而使得果冻

胶液变稀，从而影响葡萄果冻的胶体成型．其

中，当柠檬酸添加量为０．２６％时，凝胶强度达到

图２　不同白砂糖添加量对葡萄果冻凝胶强度的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｈｉｔｅｇｒａｎｕｌａｔｅｄｓｕｇａｒ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｎｇｅｌｓｔｒｅｎｇｔｈｏｆｇｒａｐｅｊｅｌｌｙ

最大值；当柠檬酸添加量为 ０．１８％，０．２２％，

０．３０％ 时，凝胶强度显著降低（Ｐ＜０．０５），但这

３组之间没有显著性差异（Ｐ＞０．０５）；当柠檬酸

添加量为０．３４％时，与其他４组相比凝胶强度

显著降低（Ｐ＜０．０５）．

柠檬酸添加量对葡萄果冻凝胶特性和感官

表３　结冷胶、白砂糖、柠檬酸不同添加量对

葡萄果冻凝胶特性和感官品质的综合影响

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｇｅｌｌａｎｇｕｍ，ｗｈｉｔｅｇｒａｎｕｌａｔｅｄｓｕｇａｒ

ａｎｄｃｉｔｒｉｃａｃｉｄｏｎｔｈｅｇｅｌａｔｉｏｎｐｒｏｐｅｒｔｙａｎｄ

ｓｅｎｓｏｒｙｑｕａｌｉｔｙｏｆｇｒａｐｅｊｅｌｌｙ

因素／％ 凝胶强度／ｇ 感官评分／分 综合评分／分

结冷胶

０．３０ ６７．０±３．２ ７８．９±３．７ ７３．３
０．４５ ６６．９±１．２ ７９．１±４．１ ７３．４
０．６０ ７７．５±１．８ ８０．９±２．４ ７８．４
０．７５ １３６．９±５．９ ７９．４±３．７ ９９．１
０．９０ １３５．２±４．７ ８０．４±２．６ ９９．２

白砂糖

６．００ １５３．１±８．５ ７７．２±４．１ ９８．７
８．００ １２７．３±８．２ ７８．１±４．３ ９０．８
１０．００ ９８．３±５．１ ７９．１±４．０ ８２．０
１２．００ ９３．８±２．０ ７９．３±４．４ ８０．６
１４．００ １４２．４±２．８ ７８．４±３．７ ９６．０

柠檬酸

０．１８ １２７．３±０．５ ８０．０±６．６ ８８．３
０．２２ １３５．２±１３．３ ７９．０±５．７ ９０．２
０．２６ １５６．６±８．２ ８３．０±３．３ ９９．４
０．３０ １２７．０±４．４ ８４．０±３．４ ９０．６
０．３４ ９７．２±５．５ ８３．０±２．７ ８０．５

图３　不同柠檬酸添加量对葡萄果冻凝胶强度的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｉｔｒｉｃ

ａｃｉｄａｄｄｉｔｉｏｎｏｎｇｅｌｓｔｒｅｎｇｔｈｏｆｇｒａｐｅｊｅｌｌｙ
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品质的综合影响见表３．由表３可知，当柠檬酸

添加量为０．３０％时，感官评分最高；当柠檬酸

添加量为０．２２％时，感官评分相对较低．不同

添加量的柠檬酸对葡萄果冻感官品质的影响相

比前两个单因素（结冷胶添加量和白砂糖添加

量）差异更加明显．柠檬酸添加量较少时，果冻

酸味不足；柠檬酸添加量过多时，果冻凝胶强度

和弹性都有一定程度的下降，同时太酸也会影

响果冻口感．由综合评分可知，当柠檬酸添加量

为０．２２％，０．２６％，０．３０％时，综合评分均相对

较高，表明在这３个柠檬酸添加量下制作的葡

萄果冻品质较好．

２．２　正交试验结果分析
正交试验结果见表４．由表４极差分析的Ｒ

值可知，Ｃ＞Ａ＞Ｂ，说明３个因素中白砂糖添加

量对葡萄果冻品质的影响最大，其次是结冷胶

添加量，柠檬酸添加量对葡萄果冻品质的影响

最小．根据各因素ｋ值的大小可知，最优组合为

Ａ２Ｂ２Ｃ３，即结冷胶添加量为 ０．７５％，白砂糖添

加量为８．００％，柠檬酸添加量为０．２６％．依据

该工艺配方制作出的葡萄果冻综合评分最高，

表４　正交试验结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 综合评分／分
１ １ １ １ ７４．０
２ １ ２ ２ ７８．０
３ １ ３ ３ ８２．８
４ ２ １ ２ ７５．８
５ ２ ２ ３ ９８．６
６ ２ ３ １ ６８．８
７ ３ １ ３ ７８．７
８ ３ ２ １ ６６．６
９ ３ ３ ２ ８０．７
Ｋ１ ２３４．８ ２２８．５ ２０９．４
Ｋ２ ２４３．２ ２４３．２ ２３４．５
Ｋ３ ２２６．０ ２３２．３ ２６０．１
ｋ１ ７８．２７ ７６．１７ ６９．８０
ｋ２ ８１．０７ ８１．０７ ７８．１７
ｋ３ ７５．３３ ７７．４３ ８６．７０
Ｒ ５．７３ ４．９０ １６．９０

颜色鲜艳，富有光泽，具有葡萄特有的香气，酸

甜可口，健康营养．

３　结论

本文以葡萄为原料，通过添加魔芋胶改善

结冷胶的机械强度，对结冷胶添加量、白砂糖添

加量、柠檬酸添加量对葡萄果冻凝胶特性和感

官品质的综合影响进行研究以确定葡萄果冻的

工艺配方．结果表明：葡萄果冻的最佳工艺配方

为结冷胶添加量 ０．７５％，白砂糖添加量

８．００％，柠檬酸添加量０．２６％．依据此配方制

作的葡萄果冻颜色鲜艳，富有光泽，具有葡萄特

有的香气，酸甜可口，健康营养．本文研制的葡

萄果冻可增加市场上的果冻品种，满足消费者

对天然、健康饮食的追求，同时为新型保健果冻

的研制提供一定的理论依据．
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研究［Ｊ］．食品工业，２０１７，３８（２）：１１１．
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带鱼蛋白酶解工艺条件的响应面优化
Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｈａｉｒｔａｉｌ
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带鱼；蛋白酶解；碱性

蛋白酶；响应面优化
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ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ
ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

卢艳慧，李迎秋
ＬＵＹａｎｈｕｉ，ＬＩＹｉｎｇｑｉｕ

齐鲁工业大学（山东省科学院）食品科学与工程学院，山东 济南 ２５０３５３
ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＱｉｌｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＳｈａｎｄｏｎｇＡｃａｄｅｍｙｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅ），Ｊｉ′ｎａｎ２５０３５３，Ｃｈｉｎａ

摘要：以带鱼为原材料，从６种蛋白酶中筛选出碱性蛋白酶作为带鱼蛋白酶解
的最佳蛋白酶，进而利用单因素试验和响应面试验优化带鱼蛋白酶解的工艺条

件．结果表明：带鱼蛋白酶解的最佳工艺条件为底物质量分数５．３％，蛋白酶质
量分数２．７％，酶解 ｐＨ值８．３，酶解温度６３℃，酶解时间１６８ｍｉｎ，在该工艺条
件下，带鱼蛋白水解度达到３７．０７％，与响应面优化试验回归模型的预测值基本
一致．
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０　引言

海洋生物约占全球生物的１／２，从海洋生
物中摄取功能性蛋白和生物活性物质是沿海国

家开发海洋资源的目的之一［１］．海洋生物蛋白
种类多样，是制备生物活性肽的理想材料［２］．在
海洋生物蛋白的氨基酸序列中，潜藏着很多具

有生物活性的多肽片段，利用生物技术（如采

用蛋白酶进行水解）可将这些多肽片段释放出

来，以开发高附加值的生物活性肽．
目前，采用酶解的方法从海洋生物蛋白中

获取生物活性肽一直是国内外业界的研究热

点．研究表明，从海洋生物蛋白中提取的生物活
性肽，具有抗菌、抗肿瘤、抗病毒、调节免疫、降

血压、降血脂等功能［３］．不同的蛋白酶对酶解产
物的性质会有很大影响，故蛋白酶的选择在海

洋低附加值鱼类蛋白酶解工业中至关重要［４］．
常用的蛋白酶主要有微生物蛋白酶（如酸性蛋

白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶、复合蛋白酶

等）、植物蛋白酶（如木瓜蛋白酶等）和动物蛋

白酶（如胃蛋白酶、胰蛋白酶等）［５］．其中，碱性
蛋白酶虽属于微生物蛋白酶（胞外酶），但它同

时具有动植物源蛋白酶的全部特性，以及更强

的水解能力和耐碱能力，此外，它还具有较强的

耐热性、高产菌株选育简单、来源广、产量高、下

游技术处理相对简单、价格低廉、海洋生物蛋白

提取率较高等优点，易于实现工业化生产［６］．
Ｇ．Ａ．Ｇｂｏｇｏｕｒｉ等［７］研究发现，采用碱性蛋白酶

对鱼蛋白进行水解，可得到低分子肽和氨基酸，

实现低附加值鱼类的有效加工．张群飞等［８］利用

碱性蛋白酶对虾籽进行酶解后，具有提鲜效果的

天冬氨酸和谷氨酸含量明显提高，这为调味料的

生产提供了重要的依据．Ｍ．Ｏｖｉｓｓｉｐｏｕｒ等［９］利用

碱性蛋白酶对黄鳍金枪鱼内脏进行水解，水解度

超过５３％，水解液中蛋白质含量（７２．３４％）较
高，氨基酸含量丰富，脂肪含量（１．４３％）较低，可
作为宠物食品的原料．

带鱼是我国盛产的经济鱼种之一．近年来，
过度捕捞使得捕捞的带鱼体型较小，而这些小

带鱼通常会被加工成鱼粉等系列产品，造成带

鱼蛋白资源的浪费．因此，业界越来越关注如何
进行小带鱼深加工、提高小带鱼附加值等问题．
使用碱性蛋白酶对带鱼蛋白进行酶解以获取带

鱼蛋白肽是一种有益的探索，但目前对该类研

究鲜有报道．鉴于此，本文拟以带鱼为材料，从
６种蛋白酶中筛选出带鱼蛋白酶解的最佳蛋白
酶，进而利用单因素试验和响应面试验优化带

鱼蛋白酶解的工艺条件，以期为小带鱼深加工

研究和小带鱼附加值的提高提供参考，同时为

带鱼蛋白肽粉的工业化生产提供数据支撑．

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
带鱼，购于超市；ＮａＯＨ，ＨＣｌ，浓 Ｈ２ＳＯ４，均

为分析纯，天津市大茂化学试剂有限公司产；正

己烷，分析纯，国药集团化学试剂有限公司产；

碱性蛋白酶、复合蛋白酶、风味蛋白酶、中性蛋

白酶、木瓜蛋白酶，成都诺维信科技有限公司

产；胰蛋白酶，杭州三叶新材料股份有限公

司产．

·４２·
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１．２　仪器与设备
ＡＬ－２０４型电子分析天平，梅特勒 －托利

多仪器（上海）有限公司产；ＤＳ－１型高速组织

绞碎机，上海标本模具厂产；ＤＫ－９８－ⅡＡ型

数显恒温水浴锅，金坛市金南仪器厂产；ＰＢ－

１０标准型 ｐＨ计，德国赛多利斯有限公司产；

ＧＺＸ－９１４０ＭＢＥ型数显鼓风干燥箱，上海博讯

实业有限公司医疗设备厂产．

１．３　实验方法
１．３．１　样品预处理

剔除带鱼的鱼鳞、鱼骨、鱼鳍和鱼皮后，于

６５℃条件下烘干，粉碎后过６０目筛，收集带鱼

粉末；在带鱼粉末中加入正己烷（ｍ（带鱼粉）

Ｖ（正己烷）＝１ｇ４ｍＬ）进行脱脂后，真空抽

滤，于 ６５℃条件下烘干，得到脱脂带鱼粉，

备用．

１．３．２　最佳蛋白酶的筛选

取７份相同质量（２ｇ）的脱脂带鱼粉为底

物，除第１份不加蛋白酶（自溶）以外，其余６份

分别加入单位酶活为５００００Ｕ／ｍＬ的木瓜蛋白

酶、胰蛋白酶、复合蛋白酶、风味蛋白酶、碱性蛋

白酶和中性蛋白酶．在底物质量分数为４．０％，

蛋白酶质量分数为２．５％，酶解时间为１８０ｍｉｎ，

酶解温度为５０℃，酶解ｐＨ值为８．０的条件下，

测定并计算各蛋白酶酶解之后的带鱼蛋白水解

度（ＤＨ），通过比较带鱼蛋白水解度，从中筛选

出最佳蛋白酶．

运用 ｐＨｓｔａｔ法［１０］测定带鱼蛋白水解度

（ＤＨ），公式如下：

ＤＨ＝ Ｂ×Ｃ
Ｍ×α×ｈｔｏｔ

×１００％

式中，Ｂ为维持 ｐＨ值时加入的 ＮａＯＨ体积／

ｍＬ；Ｃ为ＮａＯＨ的浓度／（ｍｏｌ·Ｌ－１）；Ｍ为蛋白

质的质量／ｇ；α为蛋白质水解时的氨基解离度；

ｈｔｏｔ为每ｇ蛋白中肽键的物质的量／ｍｍｏｌ，ｈｔｏｔ（带

鱼）＝８．１７ｍｍｏｌ［１１］．

１．３．３　单因素试验

１．３．３．１　底物质量分数对脱脂带鱼粉酶解效

果的影响　在酶解过程中，底物质量分数对酶

解过程有非常大的影响．在蛋白酶质量分数为

２．５％，酶解ｐＨ值为８．０，酶解温度为５０℃，酶

解时间为１８０ｍｉｎ的条件下，设置底物质量分

数分别为４．０％，４．５％，５．０％，６．０％，７．０％，

通过比较带鱼蛋白水解度，从中选取最佳的底

物质量分数．

１．３．３．２　酶解温度对脱脂带鱼粉酶解效果的

影响　温度对蛋白酶活性的影响很大，温度过

高或过低都会降低蛋白酶的活性，即作用效果．

毋瑾超等［１２］研究了鲢鱼降血压肽的酶解条件，

确定其最佳酶解温度为６０℃；王雪芹等［１３］在

鲐鱼蛋白酶解工艺优化及其抗氧化活性测定中

发现，鲐鱼蛋白酶酶解的最佳温度为５５℃．因

此，本研究在底物质量分数为５．０％，蛋白酶质

量分数为２．５％，酶解ｐＨ值为８．０，酶解时间为

１８０ｍｉｎ的条件下，设置酶解温度分别为４０℃，

５０℃，６０℃，６５℃，７０℃，７５℃，通过比较带鱼

蛋白水解度，从中选取最佳的酶解温度．

１．３．３．３　酶解时间对脱脂带鱼粉酶解效果的

影响　在酶解的过程中，并非酶解时间越长酶

解效果就越好，还需要寻找最佳的酶解时间．在

底物质量分数为 ５．０％，蛋白酶质量分数为

２．５％，酶解温度为５０℃，酶解 ｐＨ值为８．０的

条件下，设置酶解时间分别为９０ｍｉｎ，１２０ｍｉｎ，

１５０ｍｉｎ，１８０ｍｉｎ，２４０ｍｉｎ，２７０ｍｉｎ，通过比较带

鱼蛋白水解度，从中选取最佳的酶解时间．

１．３．３．４　蛋白酶质量分数对脱脂带鱼粉酶解

效果的影响　在酶解温度和酶解ｐＨ值一定的

条件下，当底物质量分数远远大于蛋白酶质量

分数时，反应速度与蛋白酶质量分数呈正比．在

底物质量分数为５．０％，酶解ｐＨ值为８．０，酶解

温度为５０℃，酶解时间为１８０ｍｉｎ的条件下，

设置蛋白酶质量分数分别为 １．１％，１．３％，

·５２·
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１．７％，１．９％，２．１％，２．３％，２．５％，２．７％，通过
比较带鱼蛋白水解度，从中选取最佳的蛋白酶

质量分数．
１．３．３．５　酶解 ｐＨ值对脱脂带鱼粉酶解效果
的影响　在底物质量分数为５．０％，蛋白酶质
量分数为２．５％，酶解温度为５０℃，酶解时间
为１８０ｍｉｎ的条件下，用浓度为２．０ｍｏｌ／Ｌ的
ＮａＯＨ溶液调节 ｐＨ值，设置酶解 ｐＨ值分别为
６．５，７．０，７．５，８．０，８．５，９．０，９．５，通过比较带鱼
蛋白水解度，从中选取最佳的酶解ｐＨ值．
１．３．４　响应面法优化试验

在单因素试验的基础上，利用 Ｄｅｓｉｇｎ
Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６．０响应面软件，选择底物质量分
数（Ｘ１）、蛋白酶质量分数（Ｘ２）、酶解 ｐＨ值
（Ｘ３）、酶解温度（Ｘ４）、酶解时间（Ｘ５）５个因素
为响应面优化试验设计中的关键因素，以带鱼

蛋白水解度（Ｙ）为响应值，进行带鱼蛋白酶解
工艺条件的优化，同时，绘制响应面图和等高线

图，分析各因素间的交互作用．响应面自变量因
素编码和水平见表１．

表１　响应面自变量因素编码和水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓｅｎｃｏｄｉｎｇａｎｄｌｅｖｅｌｓｔａｂｌｅ

ｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

水平
因素

Ｘ１／％ Ｘ２／％ Ｘ３ Ｘ４／℃ Ｘ５／ｍｉｎ
－１ ４．５ ２．４ ７．５ ５５ １２０
０ ５．０ ２．５ ８．０ ６０ １５０
１ ５．５ ２．６ ８．５ ６５ １８０

１．４　数据处理与分析
每个实验均重复进行 ３次，所得数据用

Ｏｒｉｇｉｎ８．０软 件 进 行 统 计 和 方 差 分 析
（ＡＮＯＶＡ），结果用（平均值 ±标准误差）表示，
并采用回归分析确定５％可信区间的显著性差
异（Ｐ＜０．０５）．利用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１０软件绘
图，图中数据添加误差线．响应面试验采用
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．０软件对数据进行回归
分析．

２　结果与分析

２．１　最佳蛋白酶筛选结果
不同蛋白酶对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

如图１所示．由于不同蛋白酶的切割位点和专

一性不同，所以不同蛋白酶酶解蛋白质产生的

多肽也会不同．由图１可以看出，脱脂带鱼粉自

溶、风味蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、复合

蛋白酶、胰蛋白酶、碱性蛋白酶对应的带鱼蛋白

水解度依次为 ３．９４％，９．９３％，１３．３７％，

１４．１２％，１７．０３％，１８．８７％，２１．５４％，这表明经

碱性蛋白酶酶解脱脂带鱼粉后，带鱼蛋白水解

度最大，酶解效果最好，这再次验证了碱性蛋白

酶应用于海洋生物蛋白提取的优势．因此，选取

碱性蛋白酶作为酶解脱脂带鱼粉的最佳蛋白酶．

２．２　单因素试验结果分析
２．２．１　底物质量分数对脱脂带鱼粉酶解效果

的影响分析

底物质量分数对脱脂带鱼粉酶解效果的影

响如图２所示．由图２可以看出，当底物质量分

数从４．０％增加到５．０％时，带鱼蛋白水解度从

１４．７１％增加到 １５．１８％；当底物质量分数从

５．０％继续增加到７．０％时，带鱼蛋白水解度从

１５．１８％减少到１２．１４％．这说明当底物质量分

数为５．０％时，酶解效果最好，带鱼蛋白水解度

图 １　不同蛋白酶对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅａｓｅｓｏｎｔｈｅ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｈａｉｒｔａｉｌｍｅａｌ
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最大（为１５．１８％）．这可能是因为酶解反应过

程中水必须作为反应底物参与整个带鱼蛋白酶

解过程，加水量的多少直接影响带鱼蛋白酶解

生成氨基酸和多肽，但这并不意味着加水量越

多越好．因此，选取底物质量分数５．０％作为响

应面试验设计的中心值．

２．２．２　酶解温度对脱脂带鱼粉蛋白酶解效果

的影响分析

酶解温度对脱脂带鱼粉酶解效果的影响如

图３所示．由图 ３可以看出，当酶解温度从

４０℃ 升高到 ６０℃时，带鱼蛋白水解度从

３３．６０％增加到３５．５６％；当酶解温度从６０℃

继续升高到 ７５℃时，带鱼蛋白水解度从

３５．５６％减少到３２．７８％．这说明当酶解温度为

６０℃时，酶解效果最好，带鱼蛋白水解度最大

（为３５．５６％）．这可能是因为酶解温度是决定

酶催化活性的重要参数之一，温度过高或过低

图２　底物质量分数对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｈａｉｒｔａｉｌｍｅａｌ

图３　酶解温度对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎ

ｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｈａｉｒｔａｉｌｍｅａｌ

均会抑制酶活性甚至使酶失活，导致酶解效果

变差［１４］．因此，选取酶解温度６０℃作为响应面

试验设计的中心值．

２．２．３　酶解时间对脱脂带鱼粉酶解效果的影

响分析

酶解时间对脱脂带鱼粉酶解效果的影响如

图４所示．由图 ４可以看出，当酶解时间从

３０ｍｉｎ增加到１５０ｍｉｎ时，带鱼蛋白水解度从

１５．２８％增加到２１．２１％；当酶解时间从１５０ｍｉｎ

增加到２１０ｍｉｎ时，带鱼蛋白水解度变化很小．

应当承认，酶解时间越长酶解得越彻底，但酶解

时间过长会产生苦味氨基酸，且造成能源的严

重浪费［１５］．因此，选取酶解时间１５０ｍｉｎ作为响

应面试验设计的中心值．

２．２．４　蛋白酶质量分数对脱脂带鱼粉酶解效

果的影响分析

蛋白酶质量分数对脱脂带鱼粉酶解效果的

影响如图５所示．由图５可以看出，当蛋白酶质

量分数从１．３％增加到２．５％时，带鱼蛋白水解

度从２９．３７％增加到３５．９４％；当蛋白酶质量分

数从２．５％继续增加到２．７％时，带鱼蛋白水解

度从３５．９４％减少到３４．０１％．这表明当蛋白酶

质量分数为２．５％时，酶解效果最好，带鱼蛋白

水解度最大（为３５．９４％）．这可能是因为在其

他条件一定的情况下，随着蛋白酶质量分数的

增加，蛋白酶与底物充分接触，带鱼蛋白水解度

图４　酶解时间对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅｏｎ

ｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｈａｉｒｔａｉｌｍｅａｌ
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图５　蛋白酶质量分数对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｎ

ｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｈａｉｒｔａｉｌｍｅａｌ

呈上升的趋势，但当蛋白酶质量分数超过一定

值时，过量的碱性蛋白酶可能会削弱酶对底物

的作用．另外，蛋白酶质量分数过大不仅造成蛋

白酶的浪费，还会产生苦味氨基酸，影响酶解效

果［１６］．因此，选取蛋白酶质量分数２．５％作为响

应面试验设计的中心值．

２．２．５　酶解 ｐＨ值对脱脂带鱼粉酶解效果的

影响分析

酶解ｐＨ值对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

如图６所示．由图６可以看出，当酶解 ｐＨ值从

５．５增加到８．０时，带鱼蛋白水解度从１２．２５％

增加到１８．３２％；当 ｐＨ值从８．０继续增加到

８．５时，带鱼蛋白水解度从 １８．３２％减少到

１７．１５％．这表明当酶解ｐＨ值为８．０时，酶解效

果最好，带鱼蛋白水解度最大（为１８．３２％）．这

可能是因为碱性蛋白酶酶活性很大程度上取决

于酶解ｐＨ值，酶解ｐＨ值可显著影响碱性蛋白

酶酶活性位点的氨基酸电离状态，而且酶解ｐＨ

值在维持酶的正常构象方面也起着重要作

用［１７］；另一方面，酶解ｐＨ值会影响脱脂带鱼粉

的溶解度，酶解 ｐＨ值过低会使带鱼蛋白之间

的静电斥力减小而发生聚集沉降，进一步影响

带鱼蛋白水解度，而过高的酶解 ｐＨ值又会使

带鱼蛋白变性，黏度增大，影响带鱼蛋白的酶解

过程．酶解 ｐＨ值过高或过低还会造成环境污

染，加大生产成本．因此，选取酶解 ｐＨ值 ８．０

图６　酶解ｐＨ值对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｐＨｖａｌｕｅｏｎｔｈｅ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｈａｉｒｔａｉｌｍｅａｌ

作为响应面试验设计的中心值．

２．３　响应面优化试验结果分析
带鱼蛋白水解度的响应面设计方案和结果

见表２．利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．０响应面软件

对表２所示试验结果进行回归分析，得到带鱼

蛋白水解度对底物质量分数、蛋白酶质量分数、

酶解ｐＨ值、酶解温度和酶解时间五因素的二

次多项回归方程，即

Ｙ＝３８．２１＋０．２７Ｘ１＋０．０９９Ｘ２＋０．２２Ｘ３＋

０．２１Ｘ４＋０．１１Ｘ５－０．１１Ｘ１Ｘ２－０．２２Ｘ１Ｘ３－

０．２８Ｘ１Ｘ４－０．３６Ｘ１Ｘ５－０．０３２Ｘ２Ｘ３－０．１４Ｘ２Ｘ４－

０．２８Ｘ２Ｘ５－０．２２Ｘ３Ｘ４－０．１３Ｘ３Ｘ５－０．２８Ｘ４Ｘ５－

０．７０Ｘ１
２－０．６０Ｘ２

２－０．４８Ｘ３
２－

０．７２Ｘ４
２－０．７９Ｘ５

２

带鱼蛋白水解度的回归模型方差分析见表

３．由表３可知，带鱼蛋白水解度的二次多项式

相关系数Ｒ２＝０．９３７８，这表明带鱼蛋白水解度

对５个自变量因素的二次多项回归模型具有良

好的拟合度．模型Ｐ＜０．０００１，表明带鱼蛋白水

解度的回归模型极显著，可以较好地分析和预

测带鱼蛋白酶解工艺条件．此外，回归模型的一

次项Ｘ１是极显著的（Ｐ＜０．０００１），Ｘ３，Ｘ４和Ｘ５
是显著的（Ｐ＜０．０５），Ｘ２是不显著的（Ｐ＞

０．０５）；二次项Ｘ１
２，Ｘ２

２，Ｘ３
２，Ｘ４

２和 Ｘ５
２均是显

著的；交互项Ｘ１Ｘ３，Ｘ１Ｘ４，Ｘ１Ｘ５，Ｘ２Ｘ５，Ｘ３Ｘ４和

·８２·
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表２　带鱼蛋白水解度的响应面设计方案和结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｈａｉｒｔａｉｌｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅ

试验
号

因素

Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｘ５
蛋白

水解度／％
试验
号

因素

Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｘ５
蛋白

水解度／％

１ －１ －１ ０ ０ ０ ３６．６３±０．０３ ２４ ０ １ １ ０ ０ ３７．１５±０．０３
２ １ －１ ０ ０ ０ ３７．２９±０．０４ ２５ －１ ０ ０ －１ ０ ３６．０５±０．０４
３ －１ １ ０ ０ ０ ３６．９９±０．０４ ２６ １ ０ ０ －１ ０ ３７．２６±０．０３
４ １ １ ０ ０ ０ ３７．２１±０．０２ ２７ －１ ０ ０ １ ０ ３６．６６±０．０４
５ ０ ０ －１ －１ ０ ３６．２５±０．０３ ２８ １ ０ ０ １ ０ ３６．７５±０．０５
６ ０ ０ １ －１ ０ ３７．２９±０．０６ ２９ ０ ０ －１ ０ －１ ３６．７８±０．０２
７ ０ ０ －１ １ ０ ３７．２２±０．０５ ３０ ０ ０ １ ０ －１ ３７．２３±０．０７
８ ０ ０ １ １ ０ ３７．３８±０．０２ ３１ ０ ０ －１ ０ １ ３６．９６±０．０６
９ ０ －１ ０ ０ －１ ３６．０１±０．０４ ３２ ０ ０ １ ０ １ ３６．９１±０．０２
１０ ０ １ ０ ０ －１ ３７．１２±０．０１ ３３ －１ ０ ０ ０ －１ ３５．９１±０．０３
１１ ０ －１ ０ ０ １ ３６．８８±０．０２ ３４ １ ０ ０ ０ －１ ３７．２５±０．０１
１２ ０ １ ０ ０ １ ３６．８９±０．０３ ３５ －１ ０ ０ ０ １ ３６．９４±０．０１
１３ －１ ０ －１ ０ ０ ３６．２２±０．０３ ３６ １ ０ ０ ０ １ ３６．８５±０．０３
１４ １ ０ －１ ０ ０ ３７．１２±０．０６ ３７ ０ －１ ０ －１ ０ ３６．４６±０．０２
１５ －１ ０ １ ０ ０ ３７．３６±０．０７ ３８ ０ １ ０ －１ ０ ３６．８９±０．０４
１６ １ ０ １ ０ ０ ３７．３７±０．０４ ３９ ０ －１ ０ １ ０ ３７．２３±０．０４
１７ ０ ０ ０ －１ －１ ３６．０２±０．０２ ４０ ０ １ ０ １ ０ ３７．０８±０．０２
１８ ０ ０ ０ １ －１ ３７．１８±０．０２ ４１ ０ ０ ０ ０ ０ ３８．２６±０．０５
１９ ０ ０ ０ －１ １ ３６．８９±０．０５ ４２ ０ ０ ０ ０ ０ ３８．１９±０．０７
２０ ０ ０ ０ １ １ ３６．９３±０．０１ ４３ ０ ０ ０ ０ ０ ３８．１１±０．０４
２１ ０ －１ －１ ０ ０ ３６．９６±０．０２ ４４ ０ ０ ０ ０ ０ ３８．３３±０．０３
２２ ０ １ －１ ０ ０ ３６．９８±０．０６ ４５ ０ ０ ０ ０ ０ ３８．０２±０．０５
２３ ０ －１ １ ０ ０ ３７．２６±０．０３ ４６ ０ ０ ０ ０ ０ ３８．３６±０．０３

表３　带鱼蛋白水解度的回归模型方差分析

Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌｆｏｒｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆｈａｉｒｔａｉｌｐｒｏｔｅｉｎ

差异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 １４．７３ ２０ ０．７４ １８．８５ ＜０．０００１
Ｘ１ １．１８ １ １．１８ ３０．１３ ＜０．０００１
Ｘ２ ０．１６ １ ０．１６ ４．０４ ０．０５５２
Ｘ３ ０．７５ １ ０．７５ １９．１５ ０．０００２
Ｘ４ ０．６９ １ ０．６９ １７．６３ ０．０００３
Ｘ５ ０．１９ １ ０．１９ ４．９０ ０．０３６２
Ｘ１Ｘ２ ０．０５ １ ０．０５ １．２４ ０．２７６３
Ｘ１Ｘ３ ０．２０ １ ０．２０ ５．０７ ０．０３３４
Ｘ１Ｘ４ ０．３１ １ ０．３１ ８．０３ ０．００９０
Ｘ１Ｘ５ ０．５１ １ ０．５１ １３．０８ ０．００１３
Ｘ２Ｘ３ ０．００ １ ０．００ ０．１１ ０．７４５０
Ｘ２Ｘ４ ０．０８ １ ０．０８ ２．１５ ０．１５４８
Ｘ２Ｘ５ ０．３０ １ ０．３０ ７．７４ ０．０１０１

差异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
Ｘ３Ｘ４ ０．１９ １ ０．１９ ４．９５ ０．０３５３
Ｘ３Ｘ５ ０．０６ １ ０．０６ １．６０ ０．２１７６
Ｘ４Ｘ５ ０．３１ １ ０．３１ ８．０３ ０．００９０
Ｘ１
２ ４．２４ １ ４．２４ １０８．４７ ＜０．０００１

Ｘ２
２ ３．１４ １ ３．１４ ８０．２４ ＜０．０００１

Ｘ３
２ ２．０３ １ ２．０３ ５１．８６ ＜０．０００１

Ｘ４
２ ４．５７ １ ４．５７ １１６．９３ ＜０．０００１

Ｘ５
２ ５．４４ １ ５．４４ １３９．１７ ＜０．０００１

残差 ０．９８ ２５ ０．０４
失拟 ０．８９ ２０ ０．０５ ２．５９ ０．１４７２
纯误差 ０．０９ ５ ０．０２ １８．８５ ＜０．０００１
总和 １５．７０ ４５ ０．７４ ３０．１３ ＜０．０００１

　注：Ｐ＜０．００１表示极显著，Ｐ＜０．０５表示显著，Ｐ＞０．０５表示不显著．

Ｘ４Ｘ５是显著的，Ｘ１Ｘ２，Ｘ２Ｘ３，Ｘ２Ｘ４和 Ｘ３Ｘ５是不

显著的．通过上述分析可知，二次多项回归模型

显著，影响酶解效果的各因素对带鱼蛋白水解

度的影响不是简单的线性关系，其中，底物质量

·９２·
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分数、酶解ｐＨ值、酶解温度和酶解时间是影响

带鱼蛋白酶解工艺的重要因素．

根据带鱼蛋白水解度的回归模型，利用

ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．０响应面分析软件绘制各

因素交互作用的响应曲面图和等高线图，如图

７所示．在响应曲面图中，对蛋白水解度影响越

大的因素，其曲线变化趋势越大．在等高线图

中，轴向等高线越密集，说明该因素对蛋白水解

度的影响越显著［１８］．从图７的响应曲面图可以

看出，Ｘ１，Ｘ３，Ｘ４，Ｘ５对蛋白水解度影响显著，Ｘ２
对蛋白水解度影响不显著；从图７的等高线图

可以看出，Ｘ１Ｘ３，Ｘ１Ｘ４，Ｘ１Ｘ５，Ｘ２Ｘ５，Ｘ３Ｘ４，Ｘ４Ｘ５
之间交互作用显著，Ｘ１Ｘ２，Ｘ２Ｘ３，Ｘ２Ｘ４，Ｘ３Ｘ５之

间交互作用不显著．

响应面优化试验结果表明，当底物质量分

数为５．２９％，蛋白酶质量分数为２．６６％，酶解

·０３·



卢艳慧，等：带鱼蛋白酶解工艺条件的响应面优化 ·１３·



　２０２０年７月 第３５卷 第４期

图７　各因素交互作用的响应曲面图和等高线图

Ｆｉｇ．７　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｓａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｓｆｏｒｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓ

ｐＨ值为８．２９，酶解温度为６２．９５℃，酶解时间
为１６７．６９ｍｉｎ时，理论上带鱼蛋白水解度最
高，为３６．４９％．为了便于试验操作，将最优酶
解工艺条件修正为底物质量分数为５．３％，蛋
白酶质量分数为２．７％，酶解ｐＨ值为８．３，酶解
温度为６３℃，酶解时间为１６８ｍｉｎ．在该酶解条
件下，进行了３次平行验证试验，得到带鱼蛋白

水解度为３７．０７％．验证试验的结果与响应面
优化试验回归模型预测值之间的差异不显著

（Ｐ＞０．０５），说明该模型适用于带鱼蛋白酶解
工艺的分析和预测．

３　结论

本文以带鱼为原材料，从６种蛋白酶中筛

·２３·
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选出碱性蛋白酶作为带鱼蛋白酶解的最佳蛋白

酶，进而利用单因素试验和响应面试验优化了

带鱼蛋白酶解的工艺条件．结果表明：带鱼蛋白

酶解的最佳工艺条件为底物质量分数５．３％，

蛋白酶质量分数２．７％，酶解ｐＨ值８．３，酶解温

度６３℃，酶解时间１６８ｍｉｎ．在此条件下，带鱼

蛋白水解度达到３７．０７％，与响应面优化试验回

归模型预测值基本一致．该研究有望减少带鱼蛋

白资源的浪费，为使用碱性蛋白酶酶解带鱼蛋白

获取带鱼蛋白肽提供了参考，为开发带鱼蛋白肽

粉等海洋功能性蛋白产品提供了借鉴．
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摘要：针对现有卷烟感官品质评价方式的评价结果差异不明显和变化趋势不明

确的问题，建立了一种新的烟草感官品质对比评价方法：采用专家咨询法并结

合实际评吸经验，根据消费者的关注程度对优雅度、满足感、舒适感和轻松感各

感官品质评价指标赋予权重，利用数理统计方法对各评吸人员的评价结果进行

计算，得出卷烟各感官品质评价指标小项和总体得分，并根据各项得分判定实

验样品间感官品质差异程度和变化方向．可行性验证结果表明：该方法即使在
感官品质变化较小时，也能够较好地从分值上进行区分；其既能反映整体感官

品质的差异程度，又能反映总体或单个感官品质评价指标的变化趋势，且感官

品质差异性的区分度也较明显，可应用于卷烟制品的研发和品质控制．
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０　引言

在卷烟产品设计、维护、工序评价、异线加

工等过程中，常采用三点检验和对比评吸的方

法来评价产品感官品质的一致性或变化趋势．

《烟草及烟草制品　感官评价方法》（ＹＣ／Ｔ

１３８—１９９８）［１］规定，三点检验、Ａ－非Ａ检验和

成对比较检验是当前产品维护、工序评价、异线

加工阶段产品感官评价的常规手段和主要方

法，在产品感官品质一致性评价方面发挥了重

要作用．《烟草在制品　感官评价方法》（ＹＣ／Ｔ

４１５—２０１１）［２］规定了卷烟９分制评分法，在附

录Ｂ中特别明确了一种对比评吸方法，用来评

价产品加工过程中感官品质的变化趋势，是工

序评价、异线加工过程中感官品质评价的重要

方法．有学者以星形图［３］、雷达图［４］和脸谱

法［５］来表征和比较卷烟感官品质，直观地对比

感官品质的差异，但存在结果量化困难的问题．

浙江中烟工业有限责任公司［６］建立了一种优化

卷烟感官评价的分析方法，该方法对卷烟样品

在香气品质、烟气特性、吃味、风格等方面的评

价指标进行打分，并对其评价指标赋予权重；经

过统计分析，计算产品整体感官品质和各指标

均值，并与标准分进行对比以反映其变化趋势，

给出明确的产品中心值、目标值和下限值，能够

较全面地比较卷烟产品与标准样品间感官品质

的差异性．《基于消费体验的中式卷烟感官评
价方法》（ＹＣ／Ｔ５６４—２０１８）［７］规定了基于消费
者体验的卷烟轻松感、舒适感和满足感各指标

的分数赋值和评价方法，该方法从消费者的角

度对卷烟的感官品质进行评价，更接近消费者

的真实感受．申玉军等［８］研究了基于卷烟感官

品质偏离评价指标Ｄ的评价方法，该方法能够
判定各感官品质指标和总体感官品质的偏离程

度，适用于测试样品与对照样品间感官特性偏

离程度的评价，可应用于卷烟制品和卷烟成品

的品质控制．
以上评价方法虽然能对卷烟产品感官品质

进行对比检验，但多数评价结果在整体上差异

不明显，并且变化趋势也不明确．鉴于此，本文
拟建立一种新的烟草感官品质对比评价方法，

从卷烟感官品质的优雅度、满足感、舒适感、轻

松感等方面进行评价，利用数理统计方法对各

评吸人员的评价结果进行计算，得出卷烟各感

官品质评价指标小项和总体得分，并根据各项

得分判定实验样品间感官特性差异程度和变化

方向，以期达到增强卷烟感官品质评价的真实

性、便于感官品质直观真实评价的目的．
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１　评价方法的建立

１．１　评价指标的确定与分数赋值
针对河南中烟黄金叶品牌风格，结合长期工

作经验，主要设定四类评价指标，分别是优雅度、

满足感、舒适感和轻松感．其中，优雅度包括香气

质、杂气、协调性、细腻程度；满足感包括香气量、

浓度、成团性、劲头；舒适感包括刺激性、干燥感、

甜度、干净程度；轻松感包括流畅感、透发性．

借鉴文献［９］中关于香气风格的评价方

法，将以上除劲头外的１３项感官指标小项描述

分为基本一致、明显改善、明显变差、显著改善、

显著变差，相应分数赋值分别为 ０，＋１，－１，

＋２，－２；劲头描述分为基本一致、明显增大、明

显减小、显著增大、显著减小，相应分数赋值分

别为０，＋１，－１，＋２，－２．

１．２　各感官品质评价指标小项的权重赋值
在烟草及其制品感官品质评价过程中，各

感官品质评价指标小项分别反映烟草及其制品

感官特性的不同方面．借鉴层次分析法［１０］、德

尔菲法［１１］、专家咨询法等，可确定各感官品质

评价指标小项的权重．本研究采用专家咨询法

并结合实际评吸经验，根据消费者的关注程度

对各感官品质评价指标小项进行权重赋值，结

果见表１．由于劲头大小没有好坏之分，不进行

权重赋值，仅作为评价参考项．

１．３　样品的制备及其含水率的平衡
卷烟样品的制备：按照《烟草在制品　感

官评价方法》（ＹＣ／Ｔ４１５—２０１１）［２］、《卷烟　第

４部分：感官技术要求》（ＧＢ５６０６．４—２００５）［１２］和

《卷烟工艺测试与分析大纲》［９］的要求制备样品．

卷烟样品含水率的平衡：样品的含水率按

照《烟草及烟草制品　调节和测试的大气环

境》（ＧＢ／Ｔ１６４４７—２００４）［１３］规定的方法进行

平衡．

１．４　评价方法的设计
评吸人员为９名优级评吸员．

评吸环境：符合《烟草及烟草制品　建立

感官分析实验室的一般导则》（ＹＣ／Ｔ５６５—

２０１８）［１４］的要求．

对照样品的选择：根据不同的评价目的，选

取能作为标杆的样品为对照样品，如进行产品

开发或维护时，选竞品或正常样品为对照样品；

工艺参数优化时，以优化前的样品为对照样品；

进行设备参数梯度实验时，可以选取最大（或

最小）设定值条件下的样品为对照样品等．

评价方法：采用测试样品与对照样品对比

评吸的方式进行评价，对照样品的各感官品质

评价指标小项分数均设为０，将测试样品各感

官品质评价指标小项分别与对照样品进行比

较，按照１．１的赋值方法进行打分．为了保证评

吸结果的准确性，优选待测样品１或２个，不得

超过３个．

１．５　评价结果的确定
按式①计算各感官品质评价指标小项的单

项得分．

ｘｉ＝
∑
ｎ

ｙ＝１
ｙｉ

ｎ ×１０ ①

其中，ｘｉ为第ｉ个评价指标小项的总体评价结

表１　各感官品质评价指标小项的权重赋值

Ｔａｂｌｅ１　Ｗｅｉｇｈｔａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｆｏｒｔｈｅｓｕｂｉｔｅｍｓｏｆｅａｔｈｓｅｎｓｏｒｙｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｏｒ

项目
优雅度

香气质 杂气 协调性 细腻程度

满足感

香气量 浓度 成团性 劲头

舒适感

刺激性 干燥感 甜度 干净程度

轻松感

流畅感 透发性

权重 ０．８０ ０．７５ ０．７０ ０．８０ ０．７５ ０．７０ ０．７０ — 　０．８５　０．８５ ０．７５ ０．８５　　０．８０　　０．７０
总权重 ３．０５ ２．１５ ３．３０ １．５０
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果；ｙｉ为第ｙ个评吸人员对第ｉ个评价指标小项

的评价结果．

假设评吸人员对差异判断的准确率为

８０％，根据假设检验的理论［１５］，可根据 ｘｉ的区

间范围判断测试样品与对照样品的差异情况．

按照置信度９５％进行单侧假设检验，确定测试

样品与对照样品对比时某一小项感官品质基本

一致、差异明显、差异显著的得分区间分别为：

０≤ ｘｉ ＜２．３，２．３≤ ｘｉ ＜６．７，６．７≤ ｘｉ．

除劲头外，当ｘｉ为正值时，样品感官品质越来越

好，当ｘｉ为负值时，样品感官品质越来越差．

某待测样品与对照样品感官品质对比评价

的总体得分为

ｃ＝∑
１３

ｉ＝１
ｘｉｑｉ ②

其中，ｑｉ为第ｉ个评价指标小项的权重．

根据单项打分规则，结合各小项的权重值，

经过统计分析，当０≤ ｃ＜１０时，认为该测试

样品与对照样品的感官品质基本一致；当１０≤

ｃ＜１７．２时，认为该测试样品与对照样品的

感官品质有明显差异；当１７．２≤ ｃ时，认为该

测试样品与对照样品的感官品质差异显著．当ｃ

为正值时，样品的感官品质越来越好；当ｃ为负

值时，样品的感官品质越来越差；劲头得分作为

香气风格是否发生变化的参考，结合总体评价

得分判断香气风格是否发生明显或显著变化．

２　评价方法的可行性验证

２．１　实验样品制备
实验所用卷烟为黄金叶二类卷烟．实验设

置４个干燥强度梯度，由弱到强将样品依次编

号为Ｇ０，Ｇ１，Ｇ２，Ｇ３，其中 Ｇ０为对照样品．干燥

强度以不同的叶丝滚筒干燥实验参数设置来体

现（如表２所示）．

２．２　本文方法的评价结果
在实际的应用中一般邀请９名或以上评吸

专家进行评价，本次评价邀请技术中心１５位评

吸专家按照表１的赋值规则对待测样品进行对

比打分，然后对每个样品的各指标小项和总体

得分进行统计．

不同干燥强度卷烟感官品质对比评价结果

见表３．由表３可知，与Ｇ０对照样品相比，Ｇ１样

表２　不同叶丝滚筒干燥实验参数设计表

Ｔａｂｌｅ２　Ｄｅｓｉｇｎｔａｂｌｅｏｆｄｒｙｉｎｇｔｅｓｔｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍｐｅｌｌｅｒｄｒｕｍ

样品
编号

隧道式叶丝回潮

入口物料
含水率／％

工作蒸汽
压力／ＭＰａ

叶丝干燥

筒壁温度／℃ 热风温度／℃ 排潮风门
开度／％

出口物料
含水率／％

Ｇ０ １７．９９ ０．４ １２０．９５ １０５．００ ６４．５５ １２．８７
Ｇ１ １７．９９ ０．６ １２５．１０ １０５．００ ６４．５５ １２．９３
Ｇ２ １８．０６ ０．６ １２４．０８ １１０．０１ ６９．９６ １２．７３
Ｇ３ １８．４９ ０．６ １２７．６４ １１０．００ ６４．５６ １２．６５

表３　不同干燥强度卷烟感官品质对比评价结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｓｅｎｓｏｒｙｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｙｉｎｇｓｔｒｅｎｇｔｈ 分

样品
编号

优雅度

香气质 杂气 协调性 细腻程度

满足感

香气量浓度成团性劲头

舒适感

刺激性 干燥感 甜度 干净程度

轻松感

流畅感 透发性

总体
得分

Ｇ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
Ｇ１ ＋１．３ ＋３．３ ０ ＋２ ＋１．３＋１．３＋１．３＋０．７ ＋２．０ ＋０．７ ＋２．７ ＋０．７ ＋０．７ ＋１．３ １４．３０
Ｇ２ ＋１．３ －２．７ ０ ＋４ －１．３ ０ －０．７－１．３ －３．３ －１．３ ＋３．３ ＋１．３ ＋０．７ ＋０．７ １．４７
Ｇ３ ＋２．０ －２．０ ０ ＋４ －２．０－１．３－０．７－０．７ －１．３ ０ ＋２．７ ＋０．７ ＋１．３ ＋１．３ ３．８７
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品的杂气和甜度明显改善，其他指标差异不明

显；Ｇ２样品细腻程度和甜度明显改善，但刺激

性和杂气明显增大；Ｇ３样品细腻程度和甜度明

显增加，其他指标差异不明显．总体上，Ｇ１样品

感官品质明显变好，结合劲头得分，其风格未发

生变化，可以认为在保持原有风格基础上，品质

有所提升；Ｇ２和Ｇ３样品感官品质未明显改善．

由评价结果可知，随着干燥强度的增大，卷烟的

感官品质先变好后变差，主要体现在优雅度和

舒适感．

２．３　可行性验证
为进一步验证本文感官品质对比评价方法

的可行性，评吸人员分别采用国标和文献［８］

中的感官品质评价方法对实验样品进行评价．

将实验样品按照《卷烟　第４部分：感官技

术要求》（ＧＢ５６０６．４—２００５）［１２］进行打分，不

同干燥强度卷烟感官品质国标计分统计结果见

表４．由表４可知，与对照样品相比，Ｇ１样品的

感官品质得分提高１．８分，感官品质变好，主要

体现在杂气和余味变好；Ｇ２和 Ｇ３样品的感官

表４　不同干燥强度卷烟

感官品质国标计分统计结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｎａｔｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ

ｓｃｏｒｅｆｏｒｓｅｎｓｏｒｙｑｕａｌｉｔｙｏｆｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｙｉｎｇｓｔｒｅｎｇｔｈ 分

样品编号 光泽 香气 协调 杂气 刺激性 余味 合计

Ｇ０ ５．０ ２９．０ ５．５ １０．５ １８．５ ２２．５９１．０
Ｇ１ ５．０ ２９．２ ５．５ １１．２ １８．９ ２３．０９２．８
Ｇ２ ５．０ ２９．０ ５．５ １０．１ １８．０ ２３．３９０．９
Ｇ３ ５．０ ２８．９ ５．５ １０．２ １８．５ ２３．１９１．２

品质得分差异不大，与本文感官品质对比评价

方法的样品评价结果基本一致．但是，国标感官

评价方法是对感官品质主要指标进行打分，评

价结果仅能体现感官品质的整体和单项指标发

生较大变化时的趋势，其区分度较低，当感官品

质发生的变化较小时，不易从分值上进行区分，

用作对比评价时有一定的局限性．而本文评价

方法在感官品质发生的变化较小时，也能够较

好地从分值上进行区分．

　　将实验样品按照文献［８］基于卷烟感官品

质偏离评价指标 Ｄ的感官品质评价方法进行

统计打分，不同干燥强度卷烟样品感官评价 Ｄ

值结果见表５．由表５中的总体Ｄ值可知，与对

照样品相比，３个样品之间的感官品质差异不

大，Ｇ２样品感官品质变化最明显，Ｇ１样品感官

品质变化最小．主要表现在，与对照样品相比，

Ｇ１样品的杂气、细腻程度、刺激性和回甜有明

显差异，其他指标差异不明显；Ｇ２样品的杂气、

细腻程度、刺激性和甜度有明显差异；Ｇ３样品

的香气质、香气量、杂气、细腻程度、刺激性和回

甜有明显差异．由 Ｄ值可知，随着干燥强度的

增大，卷烟样品感官品质与对照样品相比偏离

程度有增大的趋势，但无法判断是变好还是变

差；另外，各评价指标小项只显示有差异性，无

一定的规律可循．与文献［８］的评价方法相比，

本文方法不仅能判断卷烟感官品质的差异性，

还能判断其变化方向，并且感官品质差异性的

区分度较明显；能客观地反映单个感官品质指

标的差异程度和变化趋势．

表５　不同干燥强度卷烟样品感官评价Ｄ值

Ｔａｂｌｅ５　Ｄｖａｌｕｅｏｆｓｅｎｓｏｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｃｉｇａｒｅｔｔｅｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｙｉｎｇｓｔｒｅｎｇｔｈ

样品
编号

香气特性

香气风格 香气质 香气量 透发性 杂气

烟气特性

劲头 浓度 细腻程度 成团性

口感特性

刺激性 干燥感 回甜 残留

总体
Ｄ值

Ｇ０ — ８．００ ８．００ ８．００ ８．００ ７．００８．００ ８．００ ７．００ ８．００ ８．００ ８．００ ７．００ ０．００
Ｇ１ ０．００ ０．０７ ０．０７ ０．０７ ０．１７ ０．０３０．０７ ０．１０ ０．０７ ０．１０ ０．０３ ０．１３ ０．０３ ０．９８
Ｇ２ ０．０１ ０．０７ ０．０７ ０．０３ ０．１３ ０．０７０．００ ０．２０ ０．０３ ０．１７ ０．０７ ０．１７ ０．０７ １．１４
Ｇ３ ０．００ ０．１０ ０．１０ ０．０７ ０．１０ ０．０３０．０７ ０．２０ ０．０３ ０．１０ ０．００ ０．１３ ０．０３ １．０１
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３　结论

本文建立了一种烟草感官品质对比评价方

法，以卷烟感官品质的优雅度、满足感、舒适感

和轻松感为评价指标，利用数理统计方法对各

评吸人员的评价结果进行计算，得出卷烟各感

官品质评价指标小项和总体得分，并根据各项

得分判定实验样品间感官特性差异程度和变化

趋势．将该方法与国标评价方法和文献［８］评

价方法进行比较，得到如下结论：

１）与国标评价方法相比，本文方法在感官

品质发生的变化较小时，也能够较好地从分值

上实现区分，进行评价．

２）与文献［８］的评价方法相比，本文方法

不仅能客观判断卷烟感官品质的差异性，而且

还能准确评价卷烟感官品质的变化趋势．

本文建立的烟草感官品质对比评价方法，

更便于直观真实评价卷烟制品的感官品质，有

望应用于工艺优化样品和异线加工产品的感官

评价分析，以及新产品研发和产品维护等方面．
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摘要：为选择合适的打孔方式以提升细支卷烟的质量水平，考察了在线激光打

孔、激光预打孔、静电打孔、等离子体打孔对细支卷烟滤嘴通风率、通风率稳定

性和感官品质的影响．结果表明：４种打孔方式均可满足滤嘴通风率的设计需
要；对于同一接装纸透气度，采用等离子体打孔和静电打孔的细支卷烟的滤嘴

通风率较高；采用等离子体打孔和在线激光打孔的细支卷烟的滤嘴通风率稳定

性相对较好；等离子体打孔和在线激光打孔更有利于改善细支卷烟的感官品

质，当滤嘴通风率较低时，两种打孔方式的细支卷烟感官品质相当，而当滤嘴通

风率较高时，采用在线激光打孔的细支卷烟的感官品质优于等离子体打孔．综
上，等离子体打孔和在线激光打孔整体优于静电打孔和激光预打孔，是细支卷

烟生产中的优选打孔方式．
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０　引言

滤嘴通风技术作为一种重要的减害降焦手

段［１－３］，主要是通过特定的打孔技术在接装纸

上打孔，形成一排或几排连续的孔，抽吸时空气

从小孔进入滤棒，从而达到稀释主流烟气、降低

焦油和ＣＯ的目的［３－５］．常用的打孔技术有激光

打孔、静电打孔、等离子体打孔等，其中激光打孔

又分在线激光打孔和激光预打孔两种．

目前，关于不同打孔参数和打孔方式对卷

烟滤嘴通风率，以及主流烟气释放量、有害成分

释放量、过滤效率等的影响的研究已经比较详

尽［６］．魏玉玲等［７］研究发现，接装纸打孔位置距

唇端距离是打孔参数中影响滤嘴通风率的高度

显著因素．高明奇等［８］前期考察了在线激光打

孔参数对细支卷烟通风率、通风率稳定性和主

流烟气成分释放量的影响，发现，与常规卷烟相

比，打孔位置对卷烟理化指标影响较小；通风率

均值随打孔数量和激光脉冲持续时间的增加而

增大．在不同打孔方式的对比研究中，冯文等［９］

提出接装纸激光打孔和静电打孔方式所得卷烟

的物理检测和常规烟气成分检测结果基本一

致，且应用通风稀释技术时还应考虑烟气组成

和香气质的变化影响．刘建福等［１０］考察了接装

纸静电打孔、激光打孔和自然透气３种方式对

卷烟主流烟气中焦油、７种有害成分和危害性
指数的影响，发现相对于静电打孔和激光打孔，

自然透气接装纸具有较好的降焦减害性能．解
晓翠［１１］对比分析了等离子体打孔和激光打孔

卷烟的物理指标、烟气指标、感官品质和上机卷

制情况，并实现了等离子体打孔接装纸在中南

海（５ｍｇ）卷烟上的正式应用．严志景等［１２］系统

评价了激光预打孔和在线激光打孔卷烟的理化

指标、烟气指标、感官质量，发现两种方式制备

的卷烟各项指标无显著性差异，而在线激光打

孔生产的烟支通风率符合性和稳定性更好，能

缩短新产品的研发周期，降低接装纸和滤棒采

购成本．
但目前关于打孔方式对卷烟品质的影响的

研究多集中于常规卷烟，对细支卷烟品质的影

响报道较少．鉴于此，本文拟对在线激光打孔、
激光预打孔、静电打孔和等离子体打孔这４种
打孔方式对细支卷烟滤嘴通风率稳定性和感官

品质的影响进行对比研究，确定卷烟生产中适

宜的打孔方式，为细支卷烟产品的设计开发和

质量稳定性控制提供参考．

１　材料与方法

１．１　主要材料与仪器
主要材料：细支卷烟烟丝、细支醋纤滤棒

（圆周为１６．９ｍｍ），河南中烟工业有限责任公
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司自制；未打孔接装纸（宽度为７４ｍｍ），河南

省新郑金芒果实业总公司产；细支卷烟用卷烟

纸（宽度为１９．０ｍｍ），牡丹江恒丰纸业股份有

限公司产．

主要仪器：ＰＲＯＴＯＳ７０型卷接机组，常德烟

草机械有限责任公司产；ＭＬ２０４型电子分析天

平，瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司产；ＪＫ３５０ＰＤ／ＰＳ－

７０型在线激光打孔装置，南京瑞驰电子技术工

程实业有限公司产；ＳＯＤＩＭＡＸ型全功能综合测

试台，法国ＳｏｄｉｍＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ公司产．

１．２　实验方法
１．２．１　样品的制备　取河南中烟工业有限责

任公司某在产规格细支卷烟若干，分别采用在

线激光打孔、激光预打孔、静电打孔和等离子体

打孔４种方式，制备滤嘴通风率分别为１０％、

２０％、３０％、４０％的细支卷烟样品，其中，在线激

光打孔的４种滤嘴通风率梯度通过调整打孔排

数、打孔时间和打孔数量等参数实现，其他３种

打孔方式通过制备不同透气度的接装纸实现，

细支卷烟样品参数的具体设计值见表１．按照

（ｍ平均 ±０．０２）ｇ、（ＦＶＲ设计 ±２）％对细支卷烟样

表１　细支卷烟样品参数设计值

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｓｉｇｎｖａｌｕｅｏｆｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

ｆｏｒｓｌｉｍｃｉｇａｒｒｅｔｅｓ

打孔方式
接装纸透气度
设计值／ＣＵ

滤嘴通风率
设计值／％

在线激光打孔 —

１０
２０
３０
４０

激光预打孔

１００ １０
３００ ２０
４００ ３０
８００ ４０

静电打孔

１００ １０
３００ ２０
４００ ３０
８００ ４０

等离子体打孔

１００ １０
３００ ２０
４００ ３０
８００ ４０

品进行分选后作为待测样，ｍ平均为３０支卷烟的

平均质量，ＦＶＲ设计为滤嘴通风率设计值．受卷烟

加工水平的影响，个别细支卷烟滤嘴通风率的

实测平均值整体偏高或偏低，对于超出上述挑

选范围的细支卷烟，按照（ｍ平均 ±０．０２）ｇ、

（ＦＶＲ设计 ±５）％的标准挑选细支卷烟样品．

１．２．２　接装纸透气度和卷烟样品滤嘴通风率

的测定方法　按照《卷烟纸、成形纸、接装纸及

具有定向透气带的材料　透气度的测定》（ＧＢ／

Ｔ２３２２７—２００８）［１３］的方法测定接装纸的透气

度；按照《卷烟和滤棒物理性能的测定　第１５

部分：卷烟　通风的测定　定义和测量原理》

（ＧＢ／Ｔ２２８３８．１５—２００９）［１４］的方法测定细支卷

烟样品的滤嘴通风率．

１．２．３　细支卷烟感官品质评价方法　由河南

中烟评吸委员会成员依据《烟草在制品　感官

评价方法》（ＹＣ／Ｔ４１５—２０１１）［１５］的方法对待

测细支卷烟样品的感官品质进行评价．

２　结果与分析

２．１　打孔方式对细支卷烟滤嘴通风率的影响
按照表１方案共制备了１６种细支卷烟样

品，其使用的接装纸透气度实测值（１０个检测

点的平均值）、滤嘴通风率实测值（每种细支卷

烟共３０支的实测平均值）见表２．由表２可知，

４种打孔方式制得的细支卷烟样品的滤嘴通风

率均可满足设计需求．

由表２还可知打孔方式对细支卷烟滤嘴通

风率的影响，当接装纸透气度基本相同时，整体

上等离子体打孔和静电打孔所得的细支卷烟滤

嘴通风率较大，激光预打孔的细支卷烟滤嘴通

风率较小．这可能是因为在相同的接装纸透气

度条件下，等离子体打孔和静电打孔得到的孔

数相对较多，通风面积更大，具有更好的扩散性

能．因此，当透气度相同时，等离子体打孔和静

电打孔这两种打孔方式的通风效率更高．
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表２　细支卷烟样品的接装纸透气度、

滤嘴通风率实测值

Ｔａｂｌｅ２　Ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅｓｏｆｆｉｌｔｅｒｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄ

ａｉｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｉｐｐｉｎｇｐａｐｅｒｏｆｓｌｉｍｃｉｇａｒｒｅｔｅｓ

打孔方式
接装纸透气度
实测值／ＣＵ

滤嘴通风率实测
值／％

在线激光打孔 —

８．９
２０．５
３０．１
４１．６

激光预打孔

１０１ ８．１
３０８ １８．７
４０２ ２５．２
７８５ ３８．４

静电打孔

１１３ １０．４
３１５ ２２．１
３９０ ２７．７
７７９ ３８．３

等离子体打孔

９７ １１．５
３０８ ２０．５
４０２ ２８．７
７８０ ４０．５

２．２　打孔方式对细支卷烟滤嘴通风率稳定性

的影响

　　为进一步研究打孔方式对滤嘴通风率稳定

性的影响，分别对激光预打孔、静电打孔、等离

子体打孔３种打孔方式制得的细支卷烟样品的

滤嘴通风面积、打孔数、孔面积进行了测定，并

对４种打孔方式的滤嘴通风率变异系数进行计

算，结果见表３．

滤嘴通风率变异系数的计算公式为

滤嘴通风率变异系数＝ＳＵ×１００％

其中，Ｓ为 ３０支细支卷烟滤嘴通风率的标准

差；Ｕ为３０支细支卷烟滤嘴通风率的平均值．

　　由表３可知，随着滤嘴通风率的增加，４种

打孔方式制得的细支卷烟的滤嘴通风率变异系

数均呈降低趋势．在设计值为２０％ ～４０％的滤

嘴通风率范围内，激光预打孔和静电打孔的细

支卷烟滤嘴通风率变异系数较大，在线激光打

孔和等离子体打孔的细支卷烟滤嘴通风率变异

系数较小．因此，相对于静电打孔和激光预打孔，

表３　不同打孔方式细支卷烟样品的相关数据

Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｌａｔｅｄｄａｔａｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｅｒｆｏｒａｔｉｏｎｏｆｓｌｉｍｃｉｇａｒｒｅｔｅｓ

打孔方式
滤嘴通
风率实
测值／％

通风

面积／ｍｍ２
孔数／
个

孔面积
平均值／
ｍｍ２

滤嘴通
风率变
异系数／％

在线激
光打孔

８．９

—

１１．６９
２０．５ ９．６２
３０．１ ７．６８
４１．６ ４．３７

激光预
打孔

８．１ ０．０２６４ ６ ０．００４４ １９．３９
１８．７ ０．０６１２ １２ ０．００５１ １５．６８
２５．２ ０．０９７２ １８ ０．００５４ １３．３４
３８．４ ０．１９２０ ３２ ０．００６０ ９．３９

静电
打孔

１０．４ ０．０５２５ １５ ０．００３５ ２６．５５
２２．１ ０．１２８０ ３２ ０．００４０ １４．４６
２７．７ ０．１９３２ ４６ ０．００４２ １１．１４
３８．３ ０．２７６０ ６０ ０．００４６ ５．８６

等离子
体打孔

１１．５ ０．０３５７ ２１ ０．００１７ ９．８２
２０．５ ０．０７３６ ２３ ０．００３２ ７．７１
２８．７ ０．１３５２ ２６ ０．００５２ ６．４８
４０．５ ０．２８２８ ２８ ０．０１０１ ５．５７

在线激光打孔和等离子体打孔均能获得较稳定

的滤嘴通风率．

从打孔原理上来看，静电打孔是利用正负

电极间放电形成的电晕击穿接装纸，从而实现

“区域打孔”［４］．但该方式存在孔径大小和打孔

位置较难控制的问题，从而造成打孔后的接装

纸透气度稳定性较差，因此制得的细支卷烟滤

嘴通风率变异系数较大．等离子体打孔是在惰

性气体保护下，高压放电产生等离子体蒸发物

料而产生微孔（无燃烧过程、无热解副作用），

具有孔密度高、透气度稳定的特点，因此制得的

细支卷烟滤嘴通风率变异系数较小．激光打孔

主要利用透镜将激光聚焦到接装纸上加热，使

打孔部位瞬间达到汽化温度形成小孔［４］．通过

改变激光脉冲频率和强度可实现对打孔位置和

透气度的控制，使接装纸透气度稳定，变异系数

减小．但从表３可以看出，相对于静电打孔和等

离子体打孔方式，激光预打孔的孔面积较大、孔

数较少，气流扩散不均匀．这是由于在接装纸上
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进行打孔，在烟支卷制时，细支卷烟搭口处易产

生堵孔现象；此外，接装纸上施胶量较大时，孔

带位置有渗胶、漏胶问题，使得采用激光预打孔

方式生产的烟支滤嘴通风率的变异系数相对较

高．而在线激光打孔方式不是在接装纸上打孔，

是在卷成的烟支上打孔，不存在堵孔现象，因

此，采用在线激光打孔方式生产的烟支滤嘴通

风率变异系数较小、稳定性更高［１５］．

２．３　打孔方式对细支卷烟感官品质的影响
对不同打孔方式制得的细支卷烟样品进行

感官品质评价，结果见表４．由表４可知，在设

计值为２０％～４０％的滤嘴通风率范围内，在滤

嘴通风率基本相同的条件下，采用在线激光打

孔和等离子体打孔制得的细支卷烟样品的感官

评价总分均高于激光预打孔和静电打孔制得的

细支卷烟样品．当滤嘴通风率接近４０％时，采

用静电打孔制得的细支卷烟样品的感官评价总

分降幅较大．这可能是因为当滤嘴通风率较高

时，打孔数量多，接装纸经高压静电灼烧后会产

生焦糊味，从而对细支卷烟的吸味产生影响．激

光预打孔细支卷烟的感官评价总分也有一定程

度的降低，这主要是由于此时打孔面积和打孔

数量均有较大增幅，气流扩散均匀性下降，增加

了烟气的粗糙感．就等离子体打孔和在线激光

打孔两种方式而言，当滤嘴通风率较低时，两种

打孔方式的细支卷烟样品的感官品质相当；当

滤嘴通风率较高时，采用在线激光打孔方式制得

的细支卷烟样品的感官品质优于等离子体打孔．

３　结论

本文研究了在线激光打孔、激光预打孔、静

电打孔和等离子体打孔４种方式对细支卷烟滤

嘴通风率、通风率稳定性和感官品质的影响，结

果表明：１）４种打孔方式均可满足细支卷烟滤

嘴通风率的设计需要；２）对于同一接装纸透气

度，采用等离子体打孔和静电打孔制得的细支

卷烟可获得较高的滤嘴通风率；３）采用等离子

体打孔和在线激光打孔两种打孔方式制得的细

支卷烟滤嘴通风率稳定性较好；４）等离子体打

孔和在线激光打孔更有利于改善细支卷烟的感

官品质，当滤嘴通风率较低时，两种打孔方式的

细支卷烟感官品质相当，而当滤嘴通风率较高

时，在线激光打孔方式制得的细支卷烟感官品

质优于等离子体打孔．综上，等离子体打孔和在

线激光打孔整体优于静电打孔和激光预打孔，

是细支卷烟生产中的优选打孔方式．

表４　不同打孔方式制得细支卷烟样品的感官品质评价

Ｔａｂｌｅ４　Ｓｅｎｓｏｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓｃｏｒｅｏｆｓｌｉｍｃｉｇａｒｒｅｔｅｓｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｆｏｒａｔｉｏｎ 分

打孔
方式

滤嘴通风率
实测值／％

香气特性

香气质 香气量 丰满程度 杂气

烟气特性

浓度 劲头 细腻程度 成团性 刺激性干燥感

口感特性

清爽程度 甜度 余味

感官评
价得分

在线激
光打孔

４１．６ ７．００ ７．００ ７．００ ７．００ ７．００７．００ ７．００ ７．００ ７．００ ７．００ ７．００ ７．００７．００ ９１．００
３０．１ ７．００ ７．００ ７．００ ７．００ ７．０６７．００ ６．９６ ７．００ ６．８５ ７．００ ７．０６ ６．９６７．００ ９０．８９
２０．５ ７．００ ７．００ ７．００ ６．９６ ７．００７．００ ６．８９ ７．００ ７．００ ７．００ ７．００ ７．００７．００ ９０．８５

激光预
打孔

３８．４ ７．００ ６．７２ ６．９４ ６．８９ ６．９４７．０６ ７．３３ ７．００ ６．８９ ６．８３ ６．９４ ６．７８６．５６ ８９．８８
２５．２ ７．００ ６．８９ ７．１７ ６．９８ ７．１７７．００ ７．２２ ６．８９ ６．６１ ６．６１ ７．１７ ７．００７．００ ９０．７１
１８．７ ７．００ ６．９４ ７．００ ６．９４ ６．９４７．０６ ６．９４ ７．００ ６．８３ ６．８９ ６．９４ ７．０９７．０６ ９０．６３

静电
打孔

３８．３ ７．００ ６．７２ ６．９４ ６．７８ ７．００７．１１ ７．１７ ６．９４ ６．５６ ６．６１ ６．８９ ６．６１６．４４ ８８．７７
２７．７ ６．９４ ６．８３ ７．１１ ６．８９ ７．１７７．００ ７．１７ ６．８３ ６．７８ ６．９４ ７．１１ ６．８９６．７８ ９０．４４
２２．１ ６．９８ ６．９６ ７．０６ ６．９５ ６．９８７．０６ ６．９８ ７．００ ６．８８ ６．８５ ７．００ ７．１２６．８５ ９０．６７

等离子
体打孔

４０．５ ７．０６ ６．９４ ７．０６ ６．９４ ７．１１７．１１ ７．００ ６．９４ ６．９４ ６．７８ ６．９４ ６．７２６．７８ ９０．３２
２８．７ ７．００ ７．００ ７．１７ ６．８６ ７．２２７．００ ７．０２ ７．００ ６．７２ ６．９４ ７．１１ ６．９４６．９４ ９０．９２
２０．５ ７．０６ ７．１１ ７．０６ ６．９６ ７．０２７．０４ ７．１１ ７．００ ６．８６ ６．９３ ７．００ ７．０６６．８５ ９１．０６
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摘要：以大枣为主要原料，辅以苹果干和枸杞，分别采用水提、醇提、酶解３种提
取工艺制备果干复合香料．运用 ＧＣＭＳ检测技术对复合香料的化学成分进行
对比分析，并对复合香料进行嗅香评价和卷烟加香效果评价．结果表明：水提法
制备的复合香料中共检出化学成分５４种，醇提法共检出２５种，酶解法共检出
６１种；其中酶解法产生了苯乙醇、己醛、丁香酚等新的香气物质，醇提法产生了
独有的２，５－二甲基－４－羟基－３（２Ｈ）－呋喃酮．３种复合香料的嗅香香韵略
有差别：水提复合香料有枣的清香，酸香明显；醇提复合香料清甜感明显；酶解

复合香料枣香最为浓郁，有焦甜味．酶解复合香料可丰富烟香，改善余味，在卷
烟中的加香效果最佳，醇提复合香料卷烟加香效果次之，水提复合香料卷烟加

香效果最差．总体上酶解复合香料的致香效果较好，可作为一种新型复合香料
应用于卷烟生产．
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ｅｎｚｙｍａｔｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｐｉｃｅｗａｓｂｅｔｔｅｒ，ａｎｄｉｔｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄａｓａｎｅｗｃｏｍｐｏｕｎｄｓｐｉｃｅｉｎｃｉｇａｒｅｔｔｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．

０　引言

烟用香精香料对烟草制品的致香作用至关

重要．天然香原料的丰富性和有效性是卷烟增
香提质的基础，也是提升中式低焦油卷烟抽吸

品质、形成中式卷烟特征香型／香韵的关键［１］．天
然香原料的芳香成分对卷烟有柔和烟气、增强烟

香的作用［２－３］，是烟草生产过程中常用的添加

剂．我国天然植物资源丰富，目前各卷烟企业依
托当地资源优势，开发了一些具有特色香味或在

卷烟中具有显著加香效果的植物香料，以达到提

扬香韵、强化卷烟产品特色的目的［４－９］．
挥发性成分既是体现香料品质的重要因

素，也是影响卷烟感官特征的重要因素［１０］．天
然香原料的提取方法目前主要有溶剂萃取法、

酶解法、生物法等［１１－１４］，其中萃取法和酶解法

较为常用．由于提取方法不同，香料品质特征各
异，挥发性成分也会有所不同．复合香料香气整
体优于单体香料，具有香气浓郁、多样化、使用

范围广等优点，但以往研究多集中于单一香料

成分 分 析［１５－２０］或 者 不 同 品 种 之 间 的 比

较［２１－２２］，对用不同提取工艺制得的复合香料挥

发性成分的综合比较分析，目前鲜有报道．
鉴于此，本文拟以大枣为主要原料，并选取

苹果干和枸杞２种具有清、甜、香特征的天然植

物与之复配，分别采用较为常用的水提、醇提、酶

解３种提取工艺制备不同风味的果干复合香料，

利用ＧＣＭＳ检测技术进行化学成分分析，考察

用不同提取工艺制备的果干复合香料的成分差

异及其卷烟加香效果，以期为进一步提升卷烟自

主调香水平，挖掘可作为烟用香料原料的特色天

然植物资源及其工业化应用推广提供参考．

１　材料和方法

１．１　材料和试剂
大枣，温县鼎鑫商贸有限公司产；苹果干，

江苏中蔬农业有限公司产；枸杞，安徽汇中州中

药饮片有限公司产；果胶酶（酶活力 ５０００Ｕ／

ｍｇ），丹麦诺维信酶制剂公司产．

乙醇，１，２－丙二醇，丙三醇，二氯甲烷，无

水Ｎａ２ＳＯ４，均为分析纯，国药集团化学试剂有
限公司产．

１．２　实验仪器
ＤＺＦ－６０３０Ａ型真空干燥箱，天津通净仪

器设备有限公司产；ＫＢＦ２４０型恒温恒湿箱，

ＦＥＤ２４０型烘箱，德国Ｂｉｎｄｅｒ公司产；ＭｅｔｔｌｅｒＡＥ

２００型电子天平，感量０．０００１ｇ，瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ

Ｔｏｌｅｄｏ公司产；ＭＨ－１０００型调温电热套，北京

市永光明医疗仪器厂产；Ｈｅｉ－ＶＡＰ型旋转蒸发

仪，ＭＲＨｅｉ－Ｅｎｄ型磁力搅拌器，德国Ｈｅｉｄｏｌｐｈ
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公司产；Ｚ３２６型离心机，德国 Ｈｅｒｍｌｅ公司产；
ＳＨＢ－Ⅲ循环水式多用真空泵，郑州长城科工
贸易有限公司产；ＨＨ－８型数显恒温水浴锅，
常州国华电器有限公司产；７８９０Ａ／５９７５Ｃ型气
相色谱－质谱联用仪，美国安捷伦公司产．
１．３　实验方法
１．３．１　不同提取工艺果干复合香料的制备　
水提复合香料的制备：筛选质量合格、无明显霉

点、去核干净的苹果干、枸杞、大枣，以３３４
的质量比（总质量１ｋｇ）混合均匀置于锅中，加
入５ｋｇ水，控制锅中心温度７０℃，加热 ４ｈ，期
间间歇性搅拌，保持物料加热温浸均匀；温浸完

成后，将物料取出，用１５０目筛过滤，滤液抽滤
收集，即得水提复合香料．

醇提复合香料的制备：筛选质量合格、无明

显霉点、去核干净的苹果干、枸杞、大枣，以３
３４的质量比（总质量１ｋｇ）混合均匀置于锅
中，加入 Ｖ（丙二醇）Ｖ（甘油）＝７３的混合
溶剂２ｋｇ，控制锅中心温度７０℃，加热４ｈ，期
间间歇性搅拌，保持物料加热温浸均匀；温浸完

成后，将物料取出，用１５０目筛过滤，滤液抽滤
收集，即得醇提复合香料．

酶解复合香料的制备：按照３３４的质
量比（总质量 １ｋｇ）称取质量合格、无明显霉
点、去核干净的苹果干、枸杞、大枣，把大枣和苹

果干切成边长约０．５～１．０ｃｍ的小块（不要切
得过碎），与枸杞混匀后加入等质量的水，在不

锈钢锅中预煮 １５～３０ｍｉｎ，温度控制在 ６０～
７０℃，使果肉充分软化．然后加入相当于软化
后物料质量１．５倍的无菌水打浆，放入预先设
定为 ３５℃的恒温水浴锅中，按照每 Ｌ果浆
２５．１ｍｇ的添加量加入果胶酶，酶解时间２ｈ，酶
解完成后过滤取滤液，即为酶解复合香料．
１．３．２　复合香料化学成分ＧＣＭＳ分析　水提
复合香料和酶解复合香料化学成分提取：分别

取水提复合香料和酶解复合香料１００ｍＬ置于
同时蒸馏萃取装置一端的２５０ｍＬ圆底烧瓶中，

电热套加热至沸腾，将５０ｍＬ二氯甲烷放入另
一端１００ｍＬ圆底烧瓶中，６０℃水浴加热，待中
间分液管处液面出现分层后开始计时，萃取

３ｈ，提取液用无水Ｎａ２ＳＯ４干燥后过滤，浓缩至
１ｍＬ，浓缩液用ＧＣＭＳ联用仪分析．

醇提复合香料化学成分提取：取适量醇提

复合香料，用 ５倍体积的乙醇稀释后，用
ＧＣＭＳ联用仪分析．

ＧＣ检测条件：进样口温度２８０℃，色谱柱为
ＤＢ－５ＭＳ（３０ｍ ×０．２５ｍｍ ×０．２５μｍ）毛细管
柱，柱温５０℃保持２ｍｉｎ，以４℃／ｍｉｎ的速率升
至２８０℃保持 ２５ｍｉｎ，分流比 １０１，进样量
１μＬ；载气Ｈｅ，传输线温度２８０℃．

ＭＳ检测条件：ＥＩ为 ７０ｅＶ，离子源温度
２３０℃，四极杆温度 １５０℃，扫描范围 ５０～
６５０ａｍｕ，溶剂延迟５ｍｉｎ．

检索ＮＩＳＴ０８谱库，选择匹配度较高（大于
７０％）的化合物作为复合香料可能的化学成分．
１．４　评价方法

嗅香评价：用体积分数为５０％的丙二醇溶
液将所提复合香料溶解为体积分数为５％的复
合香料溶液，按照《烟用香精　香气质量通用
评定方法》（ＹＣ／Ｔ１４５．６—１９９８）［２３］的方法，由
７名专业评吸人员对其进行嗅香评价．

卷烟加香效果评价：以蒸馏水为对照，将蒸

馏水和 ３种复合香料分别按烟丝质量的
０．０５％添加到“金圣”某款卷烟叶组中，卷制成
烟支后密封存储，并于温度（２２±１）℃，相对湿
度（６０±２）％的恒温恒湿箱中平衡４８ｈ．由７名
专业评吸人员参照《卷烟　中式卷烟风格感官
评价方法》（ＹＣ／Ｔ４９７—２０１４）［２４］，对添加了
３种复合香料卷烟的香气品质、刺激性、协调性
进行描述并作对比评价．卷烟样品打分参照文
献［２５－２６］的方法进行．

２　结果与讨论

不同提取工艺制备的复合香料化学成分及

·８４·
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其相对含量见表１．
表１　不同提取工艺制备的复合香料化学成分及其相对含量

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｐｉｃｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓ

序
号

保留时
间／ｍｉｎ 化合物名称

相对含量／％
水提法 醇提法 酶解法

１ ４．６５２ ２－丁烷醛 — — ０．０８６
２ ５．５１５ 己醛 — — ０．０７７
３ ５．７０６ ２－甲基－１－丙醇 — — ０．３６２
４ ８．１０８ 吡啶 — — １．１３４
５ ８．８８０ ３－甲基－１－丁醇 — — ２．３８２
６ １０．１５５ １－戊醇 — — ０．０６６

７ １０．５１８ 二氢－２－甲基－３（２Ｈ）－
呋喃酮

０．２９８ — ０．１０８

８ １１．１４５ ３－羟基－２－丁酮 １．２４４ — １．１０７

９ １１．２３８ （２，３－二甲基环氧乙烷）
甲醇

— ０．３２５ —

１０ １１．６１３ １－羟基２－丙醇 ０．５５７ ４．０１０ ０．２５１
１１ １３．３４３ １－己醇 — — ０．６１９
１２ １５．１８９ （Ｅ）－４－己烯－１－醇 — — １．４３０
１３ １６．４４４ 乙酸 ０．２２５ １４．４４３ ０．３４４
１４ １６．７５８ 糠醛 １４．１８１ — １０．９５６
１５ １７．９６８ １－（２－呋喃基）乙酮 ０．６２０ — ０．３５３
１６ １８．１６４ 甲酸 — ４．４１４ —

１７ １９．０１４ ２，４－二甲基－１，３－二氧
环烷－２－甲醇 — ４．５６４ —

１８ １９．０６８ 丙酸 — — ０．０７８
１９ １９．９２４ ２－甲基丙醇 ０．０７３ — ０．０６４
２０ ２０．０２４ ５－甲基－２－呋喃甲醛 ０．６７６ — ０．５９７
２１ ２０．３３２ ２－环戊烯－１，４－二酮 ０．３４９ ０．４０５ ０．１３５
２２ ２１．６７７ 丁酸 — — ０．０８９
２３ ２１．４６５ １，４－丁内酯 ０．０６６ — —

２４ ２１．９６０ 苯乙醛 ０．５２６ — ０．３５９
２５ ２２．５９７ ２－呋喃甲醇 ０．３７９ ９．６８５ ０．１９７
２６ ２２．８５２ ３－甲基戊酸 ０．３７０ — ０．２３５
２７ ２３．９６７ ４－甲氧基丁酸 — ０．４５５ —

２８ ２４．３２１ ５－甲基－２－呋喃甲醇 ０．２８７ ０．４８５ ０．１１６
２９ ２５．２４３ ３，４－二氢－２－吡喃 — ０．３０５ —

３０ ２５．５９４ Ｎ，Ｎ－二丁基－甲酰胺 ０．０８９ — —

３１ ２５．７２５ １，２－环戊二酮 — １．６０４ —

３２ ２６．１０７ 乙烯基醚 — ０．３４９ —

３３ ２６．６４９ ３－甲氧基－１，２－丙二醇 — ０．４５６ —

３４ ２６．８３４
１－（２，６，６－三甲基－１，３－
环己二烯－１－基）－
（ｅ）－２－丁烯－１－酮

０．１４４ — ０．１１０

３５ ２７．０７２ ３－甲基－１，２－环戊二酮 ０．０７７ — —

３６ ２７．４２９ １，１′－双氧基－２－丙醇 — ２．８０５ —

３７ ２７．５６７ 己酸 ０．７６２ — —

３８ ２７．６２８ 丙二醛 — — ０．０６０

序
号

保留时
间／ｍｉｎ 化合物名称

相对含量／％
水提法 醇提法 酶解法

３９ ２７．８８６ ２－（１－甲基－２－
吡咯烷基）吡啶

０．０７８ — —

４０ ２８．３４９ 苯甲醇 ０．０８０ — １．５３４

４１ ２８．８９０ ２－（２－羟丙氧基）－
１－丙醇 ３．０１９ — —

４２ ２９．２２９ 苯乙醇 — — ０．０９０
４３ ３０．３０６ 庚酸 ０．２０３ — —

４４ ３０．７５１１－（１Ｈ－吡咯－２－基）乙酮 １．１２８ — ０．６３４

４５ ３１．１９１
４－（２，２，６－三甲基－７－
氧双环［４．１．０］庚－１－基）

－３－丁烯－２－酮
０．０５７ — —

４６ ３１．３８５ ２，３－二羟基丙醛 １４．３６２ — —

４７ ３２．０１３４－（２，６，６－三甲基－１，３－
环己二烯－１－基）－２－丁酮０．１０７ — —

４８ ３２．３８３ ２，５－二甲基－４－羟基－
３（２Ｈ）－呋喃酮 — １．１２３ —

４９ ３２．５６ 苯丙醇 — — １．２３４
５０ ３２．９２７ 辛酸 ０．２３９ — —

５１ ３４．００６ 正二十一烷 ０．２５２ — —

５２ ３４．０９７ ４－甲基戊基戊酸酯 — ０．４５５ —

５３ ３４．６９１ １，３－辛二醇 ０．３６０ — ０．２２４
５４ ３５．４１２ 丁香酚 — — ０．１１６
５５ ３５．４１７ 壬酸 ０．１３０ — —

５６ ３６．０９４ ２－甲氧基－４－
乙烯基苯酚

３．１０７ — ２．９７５

５７ ３６．３２３ 正二十二烷 ０．６８１ — —

５８ ３６．６９０ 十六烷酸甲酯 ０．０６８ — ０．１４３
５９ ３７．５５２ 十六烷酸乙酯 ０．１８４ — ０．０８６

６０ ３７．６９５
２，３－二氢－３，５－
二羟基－６－甲基－
４Ｈ－吡喃－４－酮

１５．３６７ — —

６１ ３７．８１７ 正癸酸 ０．９８８ — —

６２ ３８．０６３ 甘油单乙酸酯 — １．２８９ —

６３ ３８．５５１ 正二十八烷 １．５０７ — —

６４ ３８．５９９ 正二十烷 — — ０．１８０

６５ ３８．９１９ １，４３，６－二氢－α－ｄ－
吡喃葡萄糖

— — ０．４７５

６６ ３９．１１１
５，６，７，７ａ－四氢－４，４，７ａ－

三甲基－２（４Ｈ）－
苯并呋喃酮

０．２８６ — ０．３２５

６７ ３９．９０４ 邻苯二甲酸二乙酯 — — ０．９４１
６８ ４０．４０６ ２，３－二氢苯并呋喃 １．２３２ — １．１１４
６９ ４０．７０１ 正二十四烷 ２．５３９ — —

７０ ４１．０５４ 苯甲酸 ０．１０８ — —

·９４·
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表１（续）

序
号

保留时
间／ｍｉｎ 化合物名称

相对含量／％
水提法 醇提法 酶解法

７１ ４１．２５４ 吲哚 ０．０９６ — —

７２ ４２．３６７ 十二酸 ２．２２３ — ０．３３６

７３ ４２．５７６ （Ｚ，Ｚ）－９，１２－
十八烷二烯酸甲酯

— — ０．３２８

７４ ４２．７４８ ５－（羟甲基）－２－
呋喃甲醛

— １０．７８７ —

７５ ４２．７７１ 正二十五烷 ２．８９５ — —

７６ ４２．８２６ 正三十一烷 — — ０．２８３
７７ ４３．２８９ ９，１２－十八烷二烯酸乙酯 — — ０．２５９

７８ ４３．４８７ １，２－苯二甲酸二
（２－甲基丙基）酯 — — ０．１６８

７９ ４３．８１８ 甲氧基乙酸－２－
十三烷基酯

０．３０２ — —

８０ ４４．６２７ 二氢－４－羟基－２
（３Ｈ）－呋喃酮 — ２．３７６ —

８１ ４４．８２２ 正二十六烷 ２．６４７ — ０．２８８

８２ ４４．９８９ １，２－苯二甲酸，
丁基２－甲基丙酯 — — ０．１６３

８３ ４６．５２２ 十四酸 １．５８７ — １．４０９
８４ ４６．６８５ 正二十七烷 １．８８６ — —

８５ ４７．０５０ 硝酸异山梨酯 — ２．６８３ —

８６ ４７．４０３ Ｚ－７－十四烯酸 １．１９７ — ０．２８４

序
号

保留时
间／ｍｉｎ 化合物名称

相对含量／％
水提法 醇提法 酶解法

８７ ４９．１３４己二酸双（２－乙基己基）酯 — — １１．３４４
８８ ４９．５６４ 高香草醇 — — ０．２７３
８９ ５０．４７０ 棕榈酸 ２８．０６５ — １９．３２１
９０ ５０．６４１ 乙酰柠檬酸三丁酯 ０．６５６ — —

９１ ５０．９８６ 顺－９－六癸酸 ２．４７４ — —

９２ ５１．０４７ 顺－９－十六碳烯酸 — — ３．０３１

９３ ５１．９０７ １，４，７，１０，１３，１６－
六氧杂环十八烷

— — ０．９５６

９４ ５２．９０５ １５－冠醚－５ — — ０．１９４
９５ ５３．６７５ 辛乙二醇单十二烷基醚 ０．５３５ — ０．５２７
９６ ５３．８５０ 六乙二醇十二烷基醚 — — ０．５１５
９７ ５３．９９６ 十八酸 ２．２７５ — —

９８ ５４．６０６ 油酸 ３．５０９ — ３．０４１
９９ ５５．７０４（Ｚ，Ｚ）－９，１２－十八碳二烯酸 １３．６６４ — １８．７６７

１００ ５６．９６４ １，４，７，１０，１３，１６－
己酰氯辛烷

— ３．５９５ —

１０１ ５７．２４１ （Ｚ，Ｚ，Ｚ）－９，１２，１５－
十八碳三烯酸

１．７３２ — ４．８０７

１０２ ５８．７１５ Ｄ－阿洛糖 — — ２．１５９
１０３ ５８．８３６ 十一乙二醇 — ０．６３７ —

１０４ ６１．００１ ３，６，９，１２，１５－五氮杂
十九烷－１－醇 — — ０．１５９

　　注：“—”表示未检出．

２．１　不同提取工艺制备的复合香料化学成分

种类对比分析

　　基于表１数据，对不同提取工艺制备的复

合香料化学成分种类进行比较分析，结果见表

２．由表２可知，复合香料中的挥发性成分，水提

法共检出５４种，醇提法共检出２５种，酶解法共

检出６１种．酶解法制备的复合香料化学成分种

类最多，其原因可能是酶解法条件温和，某些大

分子物质被分解；由于溶剂相同，水提法和酶解

法制备的复合香料化学成分种类相近，但提取

温度的差异又使二者种类略有不同；醇提法在

提取过程中会造成某些水溶性物质的流失，此

外，丙二醇、丙三醇沸点较高，故没有采用同时

蒸馏萃取来捕集香气成分，一些挥发性较强的

成分和一些半挥发性成分可能得不到捕集，由

此造成醇提复合香料的化学成分种类偏少．
２．２　不同提取工艺制备的复合香料化学成分
含量对比分析

　　基于表１数据，对不同提取工艺制备的复
合香料化学成分种类的相对含量进行对比分析，

表２　不同提取工艺制备的复合香料化学成分种类

Ｔａｂｌｅ２　Ｋｉｎｄｓｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｐｉｃｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓ 种

香料名称
化学成分种类

酸类 醛酮类 烷类 醇类 酯类 酚类 醚类 呋喃类 吡啶类吲哚类 胺类 吡喃类 糖类

化学成分
种类总数

水提复合香料 １７ １３ ７ ６ ５ １ １ １ １ １ １ ０ ０ ５４
醇提复合香料 ３ ８ １ ８ ３ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ２５
酶解复合香料 １２ １３ ４ １５ ８ ２ ３ １ １ ０ ０ ０ ２ ６１
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结果如表３所示．由表３可见，复合香料的化学

成分主要为醛酮类、酸类、醇类、酯类、烷类等，

这与之前的相关报道一致［２７－３０］．水提复合香料

中含有较多的酸类、醛酮类和烷类；醇提复合香

料中含有较多的酸类、醛酮类和醇类；酶解复合

香料中含有较多的酸类、醛酮类和酯类．水提、

醇提和酶解复合香料的酸类化学成分相对含量

分别为５９．７５１％，１９．３１２％和５１．７４２％；醛酮

类化学成分相对含量分别为 １９．６９３％，

５０．０３４％和１４．９０７％；醇类化学成分相对含量

分别为１．７３６％，２１．９７６％ 和９．００１％；烷类化

学成分相对含量分别为１２．４０７％，３．５９５％和

１．７０７％；酯类化学成分相对含量分别为

１．２７６％，４．４２７％和１３．４３２％．

水提复合香料中相对含量较高的化学成分

包括棕榈酸（２８．０６５％）、２，３－二羟基丙醛

（１４．３６２％）、糠醛（１４．１８１％）；醇提复合香料

中相对含量较高的化学成分包括２，３－二氢 －

３，５－二羟基 －６－甲基 －４Ｈ－吡喃 －４－酮

（１５．３６７％）、乙酸化学成分（１４．４４３％）、５－

（羟 甲 基） －２－呋 喃 甲 醛 化 学 成 分

（１０．７８７％）；酶解复合香料中相对含量较高的

化学成分包括棕榈酸（１９．３２１％）、（Ｚ，Ｚ）－９，

１２－十八碳二烯酸（１８．７６７％）、己二酸双（２－

乙基己基）酯（１１．３４４％）．酸类香气成分可赋

予产品一定的酸甜气息；糠醛有似焦糖、谷物烘

烤气息，提供焦甜香和烤香［３０］．

对比３种不同的提取工艺，水提复合香料

的化学成分与酶解复合香料的化学成分接近，

但经酶解处理后，复合香料香气更丰富，产生了

一些新的香气物质，如带有清甜玫瑰样花香气

息的苯乙醇、带有青草气和苹果香味的己醛、具

有干甜花香和辛香的丁香酚等．虽然醇提复合

香料中化学成分种类较少，但产生了不同于另

外两种提取工艺的香气物质，如 ２，５－二甲

基－４－羟基－３（２Ｈ）－呋喃酮，具有强烈的焦

糖样甜香，略带淡淡豆花香气息．这些不同的化

学成分构成了复合香料特有的香韵．

２．３　复合香料的嗅香评价和卷烟加香效果评

价结果

　　对分别用３种不同提取工艺制备得到的复

合香料进行嗅香评价的结果表明，不同复合香

料的香韵略有差别：水提复合香料有枣的清香，

有甜润感，酸香明显；醇提复合香料清甜感明

显；酶解复合香料枣香最为浓郁，有焦甜味．

复合香料的卷烟加香效果评价结果见表

４．由表４可知，与对照样品相比，酶解复合香料

效果最佳，卷烟评吸的各个指标都有所提升，烟

气香韵丰富，烟香协调，香气量足，烟气细腻，余

味干净，口感舒适．这可能是因为经过酶解后，

提取物中的蛋白质和淀粉类转化成了氨基酸和

小分子糖类，化学成分种类增多，也进一步促进

了美拉德反应的发生；同时，酶解复合香料有更

高含量的酯类、醚类等其他小分子物质，这些物

质具有改善卷烟品质的作用．醇提复合香料效

果次之，与对照样品相比，清甜感明显，香气质

表３　不同提取工艺制备的复合香料化学成分种类的相对含量

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｋｉｎｄｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｐｉｃｅｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓ ％

香料名称
化学成分种类

酸类 醛酮类 烷类 醇类 酯类 酚类 醚类 呋喃类 吡啶类 吲哚 胺类 吡喃类 糖类

水提复合香料 ５９．７５１１９．６９３ １２．４０７ １．７３６ １．２７６ ３．１０７ ０．５３５ １．２３２ ０．０７８ ０．０９６０．０８９ ０ ０

醇提复合香料 １９．３１２５０．０３４ ３．５９５ ２１．９７６ ４．４２７ ０ ０．３４９ ０ ０ ０ ０ ０．３０５ ０

酶解复合香料 ５１．７４２１４．９０７ １．７０７ ９．００１ １３．４３２ ３．０９１ １．２３６ １．１１４ １．１３４ ０ ０ ０ ２．６３４
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表４　复合香料的卷烟加香效果评价

Ｔａｂｌｅ４　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｃｉｇａｒｅｔｔｅｆｌａｖｏｒｉｎｇａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｐｉｃｅｓ 分

香料名称
感官评价指标

香气质 香气量 余味 杂气 协调性 刺激性 总分

水提复合香料 ＋０ ＋０．５ ＋０．５ －１．０ ＋０．５ －１．５ －１．０
醇提复合香料 ＋１．０ －０．５ ＋１．０ －０．５ ＋０．５ ＋０．５ ＋２．０
酶解复合香料 ＋１．０ ＋１．５ ＋１．０ ＋０．５ ＋１．５ ＋１．０ ＋６．５

对照 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

尚好，烟香较协调，余味舒适，但香气量稍有不

足，略有杂气．水提复合香料效果最差，香气量

略有增加，余味稍干净，烟香协调性较好，但略

有杂气和刺激性，这可能与水提复合香料中存

在吲哚和胺类等物质有关．

３　结论

本文以大枣为主要原料，辅以苹果干和枸

杞，采用水提、醇提、酶解３种提取工艺制备果

干复合香料．运用ＧＣＭＳ检测技术对复合香料

的化学成分进行对比分析，并对复合香料进行

嗅香评价和卷烟加香效果评价，得到如下结论．

１）复合香料中主要的化学成分是醛酮类、

酸类、醇类、酯类和烷类．酶解复合香料鉴定出

的化学成分种类最多，有６１种，其中新产生的

苯乙醇、己醛、丁香酚等是构成卷烟香味的重要

物质；醇提复合香料的化学成分种类最少，只有

２５种，但产生了不同于另外两种提取方式的物

质，如略带淡豆花香气息的２，５－二甲基－４－

羟基 －３（２Ｈ）－呋喃酮；水提复合香料鉴定出

５４种化学成分，与酶解复合香料的化学成分接

近，但不及酶解复合香料的香气丰富．

２）３种复合香料的香韵略有差别：水提复

合香料有枣的清香，酸香明显；醇提复合香料清

甜感明显；酶解复合香料枣香最为浓郁，有焦

甜味．

３）与对照样品相比，酶解复合香料的加香

效果最佳，卷烟评吸的各个指标都有所提升，烟

气香韵丰富，烟香协调，香气量足，烟气细腻，余

味干净，口感舒适；醇提复合香料卷烟加香效果

次之；水提复合香料卷烟加香效果最差，卷烟略

有杂气和刺激性，可能与其含有的吲哚和胺类

等物质有关．

本研究通过对比不同提取工艺，发现用酶

解工艺制备的果干复合香料的致香效果较好，

可作为一种新型复合香料应用于卷烟中．下一

步将更深入地探索新的提取工艺，以期进一步

开发更多的可应用于烟用香料制备的特色天然

植物资源．
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一款祛痘调理精华乳的研制及其性能分析
Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎａｃｎｅｒｅｍｏｖｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ
ｅｓｓｅｎｃｅｍｉｌｋ

关键词：

精华乳；配方；活性成

分；祛痘因子 ＥＧ；祛
痘效果

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：
ｅｓｓｅｎｃｅｍｉｌｋ；ｆｏｒｍｕｌａ；
ａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ；
ａｃｎｅｒｅｍｏｖｉｎｇｆａｃｔｏｒ
ＥＧ；ａｃｎｅｒｅｍｏｖｉｎｇｅｆｆｅｃｔ

余述燕，张田田，金麒，樊凯奇，兰宏兵，尹志刚
ＹＵＳｈｕｙａｎ，ＺＨＡＮＧＴｉａｎｔｉａｎ，ＪＩＮＱｉ，ＦＡＮＫａｉｑｉ，ＬＡＮＨｏｎｇｂｉｎｇ，ＹＩＮＺｈｉｇａｎｇ

郑州轻工业大学 材料与化学工程学院，河南 郑州 ４５０００１
ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭａｔｅｒｉａｌａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＬｉｇｈｔＩｎｄｕｓｔｒｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
４５０００１，Ｃｈｉｎａ

摘要：以精华乳基底配方为基础，研究了不同乳化剂体系对精华乳性能的影响，

综合评价了分别含有祛痘因子ＥＧ、ＳｋｉｎＣｌｅａｎＡＣ、ＳｋｉｎＲｅｌａｘＬＣ和 ＰｒｏＮａｔｕｒｅＦＸ
４种活性成分精华乳的祛痘调理效果，确定祛痘调理精华乳的最终配方．对该配
方制备的祛痘调理精化乳进行理化性能和祛痘效果测定，结果表明，以清爽型

混合油脂为油相，Ｓ２／Ｓ２１（ｍ（Ｓ２）ｍ（Ｓ２１）＝１．０１．５）为乳化剂，祛痘因子
ＥＧ为活性组分，三者用量分别为８．５０％，３．００％和８．００％，再配以适量的保湿
剂、增稠剂、螯合剂和防腐剂制备的祛痘调理精华乳，其性能温和、稳定性较好，

具有理想的祛痘效果．
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｂａｓｅｆｏｒｍｕｌａ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｍｕｌｓｉｆｉｅｒｓｙｓｔｅｍｓｏｎｔｈｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｅｓｓｅｎｃｅ
ｍｉｌｋｗａｓｓｔｕｄｉｅｄ，ａｎｄｔｈｅａｃｎｅｒｅｍｏｖｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｅｓｓｅｎｃｅｍｉｌｋｉｎｃｌｕｄｉｎｇ４ａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｏｆ
ａｃｎｅｒｅｍｏｖｉｎｇｆａｃｔｏｒＥＧ，ＳｋｉｎＣｌｅａｎＡＣ，ＳｋｉｎＲｅｌａｘＬＣ，ａｎｄＰｒｏＮａｔｕｒｅＦＸｗｅｒｅｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙｅｖａｌｕａｔｅｄ，
ｔｈｅｆｉｎａｌｆｏｒｍｕｌａｏｆｔｈｅｅｓｓｅｎｃｅｍｉｌｋｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆａｃｎｅ
ｒｅｍｏｖｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｅｓｓｅｎｃｅｍｉｌｋｐｒｅｐａｒｅｄｕｎｄｅｒｔｈｅｆｏｒｍｕｌａｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｃｎｅ
ｒｅｍｏｖｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｅｓｓｅｎｃｅｍｉｌｋｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｕｓｉｎｇｒｅｆｒｅｓｈｉｎｇｍｉｘｅｄｆａｔａｓｔｈｅｏｉｌｐｈａｓｅ，Ｓ２／Ｓ２１
（ｍ（Ｓ２）ｍ（Ｓ２１）＝１．０１．５）ａｓｅｍｕｌｓｉｆｉｅｒ，ｔｈｅａｃｎｅｒｅｍｏｖｉｎｇｆａｃｔｏｒＥＧａｓａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅ
ｄｏｓａｇｅｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｗａｓ８．５０％ ，３．００％ ａｎｄ８．００％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｏｇｅｔｈｅｒｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｐｅｒａｍｏｕｎｔｏｆｍｏｉｓ
ｔｕｒｉｚｅｒ，ｔｈｉｃｋｅｎｅｒ，ｃｈｅｌａｔｉｎｇａｇｅｎｔａｎｄｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅ，ｉｔｈａｄｍｉｌｄｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ，ｇｏｏｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｉｄｅａｌａｃｎｅ
ｒｅｍｏｖｉｎｇｅｆｆｅｃｔ．

０　引言

痤疮，又名青春痘或粉刺，是毛囊皮脂腺单

位的一种慢性炎症性皮肤病［１－３］．痤疮皮肤常

伴有红色丘疹，严重者甚至有脓包现象，是一种

损美性皮肤病，多发于青春期前后，给患者特别

是青少年患者带来较大的心理压力，甚至产生

社交障碍．因此，祛痘类产品在化妆品市场上一

直占有重要地位．

通常认为，痤疮的发生大致经过 ４个阶

段［４－８］．１）皮脂腺的异常活跃期．流行病学调查

发现，痤疮患者多伴有皮脂腺异常活跃导致皮

脂分泌增加的现象，而皮脂腺的活跃程度受遗

传、年龄、性别等因素的影响．其中，雄性激素是

调控皮脂腺功能的主要激素，这也是痤疮好发

于青春期人群的原因．２）毛囊、皮脂腺导管角

化过度期．角化过度会导致角质层细胞互相粘

连，不能正常脱落，它们积聚在毛囊漏斗部，与

皮脂、灰尘等结合形成小栓，无法及时排除，堵

塞毛囊皮脂腺导管口，从而形成粉刺．３）痤疮

丙酸杆菌大量繁殖期．堵塞后的毛囊导管内部

缺氧，诱发痤疮丙酸杆菌、表皮葡萄球菌等厌氧

性细菌的大量增殖，进一步产生脂肪酶分解皮

脂中的甘油三酯，生成游离脂肪酸，诱发炎症的

发生．４）脓包形成期．痤疮丙酸杆菌还会产生

中性粒细胞趋化性因子，使受到浸润的中性粒

细胞释放溶酶体和活性氧，从而对正常组织产

生伤害，使炎症进一步加剧甚至恶化，形成脓

疱．由此可知，痤疮的形成受多种因素的影响，

因此，若要根治痤疮，需从抑制皮脂过度分泌、

疏通毛囊皮脂腺导管、杀菌、消炎等多个环节入

手［９－１３］．这就要求研发人员在祛痘产品的设计

与开发过程中注意多种活性成分的搭配和

选用［１４－１６］．

据调查［１７－１８］，目前市场上祛痘类化妆品大

多只添加一类或两类功效成分，通过抑制痤疮

发生过程中的部分环节来实现其功效．究其原

因大概有两个：一是祛痘类功效原料大多存在

一定的刺激性，而痤疮皮肤经常伴随耐受度降

低等状态，种类过多的祛痘成分会增加皮肤的

负担；二是添加功效成分种类过多会出现功效

成分与其他组分之间难以配伍等问题，增加研

发工作的难度．但痤疮的发生是多因素多阶段

作用的结果，需要多种功效成分之间良好的协

同作用，才能达到理想的祛痘调理效果．随着人

们对美好生活追求的日益强烈，化妆品行业进

入了蓬勃发展的新时代，越来越多的学者参与

到功能性化妆品原料的研发工作中，开发了多

种复合型或多功能型化妆品原料．将多种单一

功能的化妆品原料复配为一种具有多种效果的

复合制剂，或者开发具有多种功效的植物提取

物，以减少配方优化时间、改善部分成分配伍性

差等问题，有助于产品的开发，并进一步促进化

妆品市场的快速发展．基于本课题组前期研究成
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果［１９－２１］，本文选取目前市场上新推的４种复合
型祛痘活性成分（祛痘因子 ＥＧ、ＳｋｉｎＣｌｅａｎＡＣ、
ＳｋｉｎＲｅｌａｘＬＣ和 ＰｒｏＮａｔｕｒｅＦＸ），以精华乳的产
品形式研究其对痤疮皮肤的实际调理祛痘效

果，旨在获得一款使用肤感佳、稳定性好和祛痘

效果理想的祛痘调理精华乳产品，为实现其未

来工业化生产提供理论数据和参考．

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
主要试剂：卡波姆（ＣＰ），美国 Ｌｕｂｒｉｚｏｌ公

司产；黄原胶（ＣＰ），美国 ＣＰＫｅｌｃｏ公司产；
１，３－丙二醇（ＣＰ），广州市昊毅化工有限公司
产；ＥＤＴＡ２Ｎａ（ＡＲ），ＣＬＡＲＩＡＮＴ（中国）有限公
司产；三乙醇胺（ＡＲ）、鲸蜡硬脂醇（ＡＲ）、聚二
甲基硅氧烷（ＡＲ）、棕榈酸乙基己酯（ＡＲ）、异构
十六烷（ＡＲ）、苯氧乙醇（ＡＲ）和乙基己基甘油
（ＣＰ），德国 ＢＡＳＦ公司产；Ｓｐａｎ８０（ＡＲ）、
Ｔｗｅｅｎ８０（ＡＲ）、Ａ１６５（ＣＰ）、Ｍ６８（ＣＰ）、Ａ６
（ＣＰ）、Ａ２５（ＣＰ）、Ｂｒｉｊ７２（ＣＰ）、Ｂｒｉｊ７２１（ＣＰ）、Ｓ２
（ＣＰ）和 Ｓ２１（ＣＰ），法国 ＳＥＰＰＩＣ公司产；Ｓｋｉｎ
ＣｌｅａｎＡＣ（ＣＰ）、ＳｋｉｎＲｅｌａｘＬＣ（ＣＰ）、ＰｒｏＮａｔｕｒｅ
ＦＸ（ＣＰ）和祛痘因子 ＥＧ（ＣＰ），广州祈缘生物
科技有限公司产；去离子水，郑州轻工业大学实

验室自制．
主要仪器：ＡＬ１０４电子天平、Ｓ４００ｐＨ计，

梅特勒 －托利多仪器（上海）有限公司产；
ＨＨ－Ｓ６／ＺＫ６电热恒温水浴锅，巩义市予华仪
器有限责任公司产；ＳＧＸ５００／７５０封闭式高剪切
乳化机，上海尚贵流体设备有限公司产；ＴＤＬ８０－
２Ｂ台式离心机，上海安亭科学仪器厂产；ＤＨＧ
电热恒温鼓风干燥箱，上海精宏实验设备有限

公司产；ＶＩＳＩＡ－ＣＲ面部图像分析仪，美国
Ｃａｎｆｉｅｌｄ公司产；Ｃｕｔｏｍｅｔｅｒ ＭＰＡ５８０皮肤测试
仪，德国ＣＫ公司产．
１．２　实验方法
１．２．１　祛痘调理精华乳基底配方的拟定　通

过对现有产品组分进行剖析可知，祛痘调理精

华乳是在适合痤疮皮肤人群使用的精华乳基底

配方的基础上，通过添加具有祛痘调理活性成

分的化妆品原料配制而成．精华乳的基底配方

通常由水相、油相、乳化剂、增稠剂、防腐剂等组

分组成．考虑到痤疮皮肤的特点及其对产品特

性的需求，所开发的精华乳应具有清爽不油腻

的使用肤感，因此在乳液类型、所用油脂和乳化

剂种类上需有所甄别．在油脂的选择方面注重

使用油腻感低、封闭性小且吸收性好的油脂．通

过初步的筛选发现，鲸蜡硬脂醇、聚二甲基硅氧

烷、棕榈酸乙基己酯、异构十六烷等油脂均能满

足上述需求，本实验采用多种油脂复配，以求获

得更好的稳定性、配伍性和使用性；在乳化剂选

择方面，以亲水性乳化剂为主，辅配以适当的亲

油性乳化剂，便于获得性能稳定和肤感优异的

油／水型乳液．通过对相应化妆品原料特性的了

解和精华乳类产品的认识，确定初步的祛痘调

理精华乳的基底配方见表１．

１．２．２　祛痘调理精华乳基底配方的优化　在

基底配方的基础上，考察 ６种乳化剂体系

（Ｓｐａｎ８０／Ｔｗｅｅｎ８０、Ａ６／Ａ２５、Ｍ６８、Ｓ２／Ｓ２１、Ａ１６５

表１　祛痘调理精华乳的基底配方

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｂａｓｉｃｆｏｒｍｕｌａｏｆ

ａｃｎｅｒｅｍｏｖｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｅｓｓｅｎｃｅｍｉｌｋ

相别 原料名称 原料作用 质量分数／％

Ａ

去离子水 赋形剂 加至１００

卡波姆 增稠、调节流变性 ０．１５

黄原胶 增稠、调节流变性 ０．１０

１，３－丙二醇 保湿 ５．００

ＥＤＴＡ２Ｎａ 螯合剂 ０．０３

Ｂ

鲸蜡硬脂醇 油脂、滋润 １．００

聚二甲基硅氧烷 油脂、滋润 ２．００

棕榈酸乙基己酯 油脂、滋润 ５．００

异构十六烷 油脂、滋润 ５．００

乳化剂 乳化、分散 ４．００

Ｃ 三乙醇胺 调节精华乳ｐＨ值 ０．１５

Ｄ 乙基己基甘油 防腐剂 ０．５０
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和Ｂｒｉｊ７２／Ｂｒｉｊ７２１）对祛痘调理精华乳产品性能

的影响，筛选出适宜的乳化剂体系及其用量，以

实现基底配方的优化．

１．２．３　最优祛痘活性成分的确定　在上述已

优化基底配方的基础上，分别考察含有４种活

性成分（祛痘因子 ＥＧ、ＳｋｉｎＣｌｅａｎＡＣ、ＳｋｉｎＲｅｌａｘ

ＬＣ和ＰｒｏＮａｔｕｒｅＦＸ）祛痘调理精华乳产品的试

用效果，确定最优的祛痘活性成分．

１．２．４　祛痘调理精华乳的配制　按配方分别

称取所需的各组分原料，备用．将 Ａ相中的黄

原胶和 ＥＤＴＡ２Ｎａ依次加入多元醇中，搅拌分

散均匀后，加入去离子水，再将卡波姆加入水

相，搅拌均匀后升温至８０～８５℃，保温１０ｍｉｎ，

备用；将Ｂ相原料混合后加热至７５～８０℃，完

全溶解并搅拌均匀；将 Ｂ相加入 Ａ水相中，在

２８００ｒ／ｍｉｎ的转速下均质 ３ｍｉｎ，搅拌冷却至

４５℃，加入 Ｃ相和 Ｄ相，搅拌均匀后冷却至室

温，即得祛痘调理精华乳．

１．２．５　受试者的挑选　本项目所挑选的受试

者均为在校大学生志愿者，包括一至四年级的

男女生共４０名，随机分为４组，分别试用含有４

种不同活性成分的产品．受试者入选条件为：１）

面部皮脂分泌旺盛并伴有一定程度的痤疮；２）非

过敏性肤质；３）近３个月未参加过其他临床测

试；４）愿意积极配合并遵循受试产品使用要求．

１．２．６　祛痘调理精华乳有效性的主观评价　

试用期限为２８ｄ，分别在第７ｄ、第１４ｄ、第２１ｄ

和第２８ｄ采集受试者的主观评价数据．请每组

１０名受试者结合自身使用情况，对所试用产品

的祛痘调理效果进行评分，分无效（０）、不确定

（２）、有一定效果（４）和有效（６）共４个等级，将

每组每次评分数据取平均值．

１．２．７　祛痘调理精华乳的控油效果测试　通

过皮肤油脂含量测试探头分别采集受试者使用

产品第０ｄ、第 ７ｄ、第 １４ｄ、第２１ｄ和第２８ｄ

同一时段面部、额头的油脂量，以油脂分泌量的

变化来评价该祛痘调理精华乳的控油效果．具

体测试方法：要求受试者停用所有其他面部护

肤产品，早晚清洗面部后按建议用量将祛痘调

理精华乳涂抹于面部皮肤．每次采集数据前，要

求受试者统一用温水清洗面部并用干面巾纸擦

拭后，在恒温恒湿的等待室内放松静候２ｈ．每

位受试者每次需采集３次数据，取其平均值．然

后对每周每组１０人数据再取平均值．

１．２．８　祛痘调理精华乳的理化性能测试　测

试产品的ｐＨ值、高低温稳定性和离心稳定性，

以评价该产品的理化性能．

采用稀释法，使用 ｐＨ计测定产品的 ｐＨ

值：准确称量所开发的祛痘调理精华乳１０．０ｇ，

加入经煮沸冷却后的去离子水１００．０ｇ进行稀

释，加热至４０℃，期间不断搅拌使其分散均匀，

然后冷却至室温，插入校正过的 ｐＨ计，待读数

稳定后读取数值，测量两次取其平均值．

高低温稳定性测试：将产品先置于 －１５℃

冰箱中２４ｈ，取出后放置在４５℃ 烘箱中２４ｈ，

重复３次，观察产品的状态．

离心稳定性测试：将适量祛痘调理精华乳

置于离心管中，以 ３０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心

３０ｍｉｎ，观察离心后精华乳的状态．

１．２．９　祛痘调理精化乳的祛痘效果测试　通

过面部图像分析仪采集受试者使用祛痘调理精

华乳一周前后的面部图片，直接观察受试者面

部痤疮的变化情况，以评价祛痘调理精华乳的

祛痘效果．

２　结果与讨论

２．１　祛痘调理精华乳基底配方的优化结果
在基底配方的基础上，按照４．００％（若无

特指，百分数均指质量分数，下同）的乳化剂使

用总量，分别探究了６种乳化剂体系对产品性

能的影响，结果见表２．

由表２可知，使用这６种乳化剂体系制作
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表２　不同乳化剂体系对产品性能的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｍｕｌｓｉｆｉｅｒｓｙｓｔｅｍｓｏｎｃｏｓｍｅｔｉｃｓｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

乳化剂体系 配比 外观 离心稳定性 肤感

Ｓｐａｎ８０／Ｔｗｅｅｎ８０ ｍ（Ｓｐａｎ８０）ｍ（Ｔｗｅｅｎ８０）＝１．０１．０ 细腻、光泽好 稳定 厚重感太强

Ａ６／Ａ２５ ｍ（Ａ６）ｍ（Ａ２５）＝１．０１．０ 光亮、偏白 稳定 肤感一般

Ｍ６８ 厚重、太稠 稳定 黏度大，肤感一般

Ｓ２／Ｓ２１ ｍ（Ｓ２）ｍ（Ｓ２１）＝１．０１．５ 明亮，细腻 稳定 肤感清爽

Ａ１６５ 偏暗，偏黄 稳定 略显油腻

Ｂｒｉｊ７２／Ｂｒｉｊ７２１ ｍ（Ｂｒｉｊ７２）ｍ（Ｂｒｉｊ７２１）＝１．０１．０ 明亮、细腻 稳定 不易涂覆，起白条，吸收差

的乳状液在外观和使用肤感方面均有较大差

异．尽管使用Ｓｐａｎ８０／Ｔｗｅｅｎ８０为乳化剂体系的

乳状液很细腻，光泽度也较好，但肤感较差，厚

重感很强，皮肤有不透气感，不适合痤疮皮肤人

群使用；以 Ｍ６８为乳化剂体系的产品，在使用

时不易匀开，肤感适中；以 Ｂｒｉｊ７２／Ｂｒｉｊ７２１为乳

化剂体系的产品比较细腻，但涂抹时有起白条

现象，且难以吸收；表现较为理想的为 Ｓ２／Ｓ２１

组合的乳化剂体系，产品不仅具有理想的外观，

且比较容易涂抹，吸收性较好，肤感也较清爽，

因此选择Ｓ２／Ｓ２１为乳化剂体系较适宜．

为进一步优化Ｓ２／Ｓ２１的用量，在控制其他

组分用量不变的情况下，制备了Ｓ２／Ｓ２１用量分

别为２．００％、３．００％、４．００％、５．００％和６．００％

的精华乳．经过对比发现，随着乳化剂用量的增

加，产品外观更加明亮，但清爽肤感逐渐变差，

当乳化剂用量超过５．００％时，产品变得比较稠

厚，偏膏霜外观，且涂覆性下降，当Ｓ２／Ｓ２１用量

为２．００％时，产品比较稀薄，离心实验后有分层

现象，稳定性差．因此综合考虑，确定 Ｓ２／Ｓ２１

（ｍ（Ｓ２）ｍ（Ｓ２１）＝１．０１．５）的用量为３．００％．

２．２　最优祛痘活性成分的选择结果
按照８．００％祛痘活性成分的添加量，在已

优化的基底配方中分别添加祛痘因子 ＥＧ、

ＳｋｉｎＣｌｅａｎＡＣ、ＳｋｉｎＲｅｌａｘＬＣ和 ＰｒｏＮａｔｕｒｅＦＸ４

种活性成分，制成相应产品，并分别提供给４组

（每组１０名）受试者试用，通过受试者对产品

有效性的主观评分和监测受试者使用产品前后

面部、额头的油脂分泌量变化情况，综合评价４

种活性成分的祛痘调理效果，其结果见表３和

图１．

由表３可知，４种活性成分均有一定的祛

痘效果，且试用时间越长，祛痘效果越明显．这

符合痤疮肌肤的护疗特点，即促发痤疮的原因

很多，痤疮皮肤的治愈非短时间内可以实现，需

从源头抑制皮脂的过量分泌、疏通毛囊皮脂腺

导管、杀菌和消炎几个环节综合作用，才能达到

比较理想的控油祛痘效果．在４种活性成分中，

表３　受试者主观评分结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｓｕｂｊｅｃｔｉｖｅｓｃｏｒｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｅｓｔｕｓｅｒｓ分

活性成分
评分

第７ｄ 第１４ｄ 第２１ｄ 第２８ｄ
祛痘因子ＥＧ ３ ４ ５ ５

ＳｋｉｎＣｌｅａｎＡＣ ３ ３ ４ ４

ＳｋｉｎＲｅｌａｘＬＣ ３ ３ ４ ４

ＰｒｏＮａｔｕｒｅＦＸ ３ ４ ４ ４

图１　皮肤油脂分泌量的变化

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｋｉｎｏｉｌｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
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祛痘因子ＥＧ试用组的主观评分最高，试用１４ｄ

后，即表现出了明显的祛痘效果．

由图１可以看出，４组受试者皮肤的油脂

分泌量均有不同程度的下降，这说明４种活性

成分均具有一定的控油调理效果．其中，试用含

有祛痘因子ＥＧ产品组的油脂分泌量变化最明

显，综合受试者主观评分结果，最终确定选择祛

痘因子ＥＧ作为祛痘调理精华乳的活性成分，

并将配方组分进行了微调，确定混合油脂用量

为 ８．５０％，同时加入 ０．２５％ 的苯氧乙醇作为

防腐剂，以保证精华乳良好的肤感和祛痘效果．

祛痘调理精华乳的最终配方见表４．

２．３　祛痘调理精华乳的理化性能测试结果
对按照最终配方制备的祛痘调理精华乳进

行理化性能测试，其 ｐＨ值为６．５，经高低温和

离心实验后，其稳定性较好，未观察到油水分离

现象．

２．４　祛痘调理精华乳的试用效果
对按照最终配方制备的祛痘调理精华乳进

行试用．随机选取两名受试者，通过面部图像分

析仪拍摄其使用该产品前后的面部图片，试用

表４　祛痘调理精华乳的最终配方

Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｆｉｎａｌｆｏｒｍｕｌａｏｆ

ａｃｎｅｒｅｍｏｖｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｅｓｓｅｎｃｅｍｉｌｋ

相别 原料名称 质量分数／％

Ａ

去离子水 加至１００
卡波姆 ０．１０
黄原胶 ０．０５

１，３－丙二醇 ５．００
ＥＤＴＡ２Ｎａ ０．０３

Ｂ

鲸蜡硬脂醇 ０．５０
聚二甲基硅氧烷 ２．００
棕榈酸乙基己酯 ３．００
异构十六烷 ３．００

Ｓ２ １．２０
Ｓ２１ １．８０

Ｃ 三乙醇胺 ０．１０
苯氧乙醇 ０．２５

Ｄ 乙基己基甘油 ０．１５
祛痘因子ＥＧ ８．００

效果如图２所示．从图２可以看出，试用该产品

一周后，受试者额头和下巴部位的痤疮均明显

减轻，表明该产品具有较好的祛痘效果．

３　结论

本文依据精华乳的基础配方，通过研究不

同乳化剂体系对精华乳性能和使用肤感的影

响，以及对比分析分别含有祛痘因子 ＥＧ、Ｓｋｉｎ

ＣｌｅａｎＡＣ、ＳｋｉｎＲｅｌａｘＬＣ和ＰｒｏＮａｔｕｒｅＦＸ４种活

性成分的精华乳的祛痘调理效果，得出了较为

理想的祛痘调理精化乳配方，即清爽型混合油

脂的 用 量 为 ８．５０％，Ｓ２／Ｓ２１（ｍ（Ｓ）

ｍ（Ｓ２１）＝１．０１．５）的用量为３．００％，祛痘因

子ＥＧ的用量为８．００％，再配以适量的保湿剂、

增稠剂、螯合剂和防腐剂．在此基础上，结合人

体试用主观评分和仪器测量控油效果的方法，

对祛痘调理精化乳的理化性能和祛痘效果进行

图２　祛痘调理精华乳的试用效果

Ｆｉｇ．２　Ｔｒｉａｌｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｎｅｒｅｍｏｖｉｎｇ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｅｓｓｅｎｃｅｍｉｌｋ
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测定，结果表明，该精华乳性能温和、稳定性较

好，具有较为理想的祛痘调理效果，是一款具有

工业化前景的祛痘类护肤产品．
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铁皮石斛花保湿柔肤水配方工艺优化
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３．安徽省中药资源保护与持续利用工程实验室，安徽 六安 ２３７０１２
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摘要：以铁皮石斛干花为原料，辅以体积分数为９５％的乙醇、甘油、丁二醇、尿囊
素、锁水磁石等配料，制备一款具有保湿护肤效果的铁皮石斛花柔肤水，通过单

因素试验和正交试验对该柔肤水的配方进行优化．结果表明：当体积分数为
９５％的乙醇添加量为１０％，铁皮石斛花多糖原液添加量为１２％，甘油添加量为
５％时，再添加适量辅料制备的铁皮石斛花保湿柔肤水的感官评价最好，其品质
良好且性能稳定．
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０　引言

柔肤水是指ｐＨ值接近７的温和化妆水，其
主要成分为营养剂、保湿剂、表面活性剂、辅助添

加剂、稳定剂、溶剂等［１－２］．１９８０年代初期，我国
化妆品行业开始出现柔肤水，到了１９９０年代末，
柔肤水产品的品种仍比较单一，主要起补充和保

持人体皮肤水分的作用，因大多是在化妆前使

用，故统称为化妆水［３－５］．随着市售柔肤水产品
种类的增多，适用范围也在不断扩大，柔肤水已

成为人们日常皮肤保养不可或缺的部分［６－７］．
目前，关于铁皮石斛提取物在保湿护肤方

面的应用研究已有报道．例如，陈默等［８］在对铁

皮石斛提取物的保湿性能进行研究时发现，铁

皮石斛水提物具有较好的皮肤保湿效果；易智

彪［９］研究发现，铁皮石斛叶提取物具有优异的

保湿美白作用，可以安全应用到护肤品中；宋夏

钦等［１０］研究发现，铁皮石斛蜂蜜复合提取物具

有良好的保湿功效，且制成护肤品后安全无毒、

效果稳定．也有研究证明［１１－１３］，铁皮石斛花提

取液中含有丰富的多糖，具有一定的保湿功效．
然而，关于铁皮石斛花在化妆品领域的应用鲜

有报道．鉴于此，本文拟以铁皮石斛干花为原
料，辅以体积分数为 ９５％的乙醇、甘油、丁二
醇、尿囊素、锁水磁石等配料制备铁皮石斛花保

湿柔肤水，通过单因素试验和正交试验确定该

柔肤水的最优配方工艺，以期对铁皮石斛花多

糖提取物在保湿类化妆品中的应用展开研究，

进而为天然植物成分化妆品的开发提供参考与

借鉴．

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
材料：铁皮石斛花，干制，由安徽省霍山县

国家基本药物所霍山石斛原种基地提供．

主要试剂：丁二醇，上海展云化工有限公司

产；无水乙醇，天津市致远化学试剂有限公司

产；尿囊素，郑州津北化工有限公司产；锁水磁

石，广州朋远化工有限公司产；泛醇，浙江绿洲

生物技术有限公司产；甘油，山东优索化工科技

有限公司产．以上试剂均为分析纯．双蒸馏水，

皖西学院生物与制药工程学院实验室自制．

１．２　主要仪器
ＨＨ－Ｓ８型数显恒温水浴锅，常州国宇仪

器制造有限公司产；ＦＡ２２０４Ｎ型电子天平，上

海菁海仪器有限公司产；ＨＲ３８６５／００型榨汁

机，飞利浦电子中国有限公司产；ＧＪＢ１５００Ｌ／ｈ－

４０ＭＰａ型均质机，常州市超力均质泵厂产；

ＳＨＢ－Ⅲ型循环水式多用真空泵，郑州长城科

工贸有限公司产；ＫＱ３００ＤＥ型数控超声波清洗

器，昆山市超声仪器有限公司产．

１．３　实验方法
１．３．１　铁皮石斛花多糖原液的制备　称取一

定量干制的铁皮石斛花，用冷水冲洗干净后，加

入双蒸馏水浸泡１ｈ；然后把混合物全部转移至

榨汁机中，以２０００Ｗ的功率榨汁１０ｍｉｎ后，用

多层纱布过滤，除去其中颗粒较大的纤维物质；

再用循环水式多用真空泵将混合物进行多次过

滤，收集滤液；向上述滤液中加入４０ｍＬ体积分

数为７０％的乙醇，超声（超声功率为１８０Ｗ）提
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取３０ｍｉｎ后，将所得提取液置于１０ｍＬ的容量

瓶中，定容，即得铁皮石斛花多糖原液，置于冰

箱冷藏室保存，备用．

１．３．２　铁皮石斛花保湿柔肤水的制备　首先，

量取一定量的泛醇置于烧杯底部，用保鲜膜密

封；接着，用吸量管依次吸取一定量体积分数为

９５％的乙醇、丁二醇、甘油加入烧杯中，并用玻

璃棒搅拌均匀；然后，加入一定量的锁水磁石、

铁皮石斛花多糖原液；最后，一边加入一定量的

尿囊素和双蒸馏水一边搅拌，直至完全溶解后，

用双蒸馏水定容至２０ｍＬ，即得铁皮石斛花保

湿柔肤水．

１．３．３　单因素试验设计　固定铁皮石斛花柔

肤水总量为 ２０ｇ，石斛花多糖原液添加量为

１２％，甘油添加量为５％，考察体积分数为９５％

的乙醇添加量（０％、５％、１０％、１５％、２０％）对

铁皮石斛花保湿柔肤水感官特性的影响．

固定铁皮石斛花柔肤水总量为２０ｇ，石斛

花多糖原液添加量为１２％，体积分数为９５％的

乙醇添加量为 １０％，考察甘油添加量（２％、

４％、６％、８％、１０％）对铁皮石斛花保湿柔肤水

感官特性的影响．

固定铁皮石斛花柔肤水总量为２０ｇ，体积

分数为９５％的乙醇添加量为１０％，甘油添加量

为５％，考察石斛花多糖原液添加量（４％、８％、

１２％、１６％、２０％）对铁皮石斛花保湿柔肤水感

官特性的影响．

１．３．４　正交试验设计　在单因素试验结果的

基础上，采用Ｌ９（３）
３进行三因素三水平的正交

试验，其因素水平见表１．

１．３．５　感官评价　根据《化妆水》（ＱＢ／Ｔ

２６６０—２００４）［１５］的要求，结合铁皮石斛花保湿

柔肤水的性能特点，将柔肤水的敏感性、香气、

均匀性、细腻度、油腻感、保湿性作为感官评价

标准［１６］．按照铁皮石斛花保湿柔肤水感官评分

标准（见表２），邀请２０位受过专业培训的具备

感官评价能力的学生进行感官评价工作，其中

男生和女生各１０名．在感官评价的过程中，严

格按照评价的规定程序，先按要求对评价人员

进行合理分组，各组均隔离进行评价，互不干

扰，以保证评价结果的公平性、科学性、合理性．

采用１００分制的评分系统，记录每组评分结果

并计算平均值．

１．３．６　理化评价　根据《化妆水》（ＱＢ／Ｔ

２６６０—２００４）的要求，进行铁皮石斛花保湿柔肤

水酸碱度、耐热性、耐寒性的检测，具体评价表

见表３．

表１　正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｔａｂｌｅ％

水平

因素

体积分数为９５％
的乙醇添加量（Ａ）

铁皮石斛花多
糖原液添加量（Ｂ）

甘油
添加量（Ｃ）

１ ９ １０ ５
２ １０ １１ ６
３ １１ １２ ７

表２　铁皮石斛花保湿柔肤水感官评分标准

Ｔａｂｌｅ２　Ｓｅｎｓｏｒｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓｔａｎｄａｒｄｏｆｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ

ａｆｆｉｃｉｎａｌｅｆｌｏｗｅｒｍｏｉｓｔｕｒｉｚｉｎｇｔｏｎｅｒ

评价
指标

评价标准
评分
范围／分

敏感性、
香气

无明显刺激性，具有石斛花特有香味 １５～２０
稍微有刺激性，石斛花香味较淡 ７～１４
有严重刺激性，无石斛花香味 ０～６

均匀性

无不溶解物，颜色澄清透明，
放置０．５ｈ无明显分层 １５～２０

无不溶解物，颜色稍澄清透明，
放置０．５ｈ无明显分层 ７～１４

无不溶解物，颜色稍浑浊，
放置０．５ｈ无较明显分层 ０～６

细腻度

皮肤柔嫩、光滑而且润泽 １５～２０
皮肤较柔嫩、稍微光滑而且润泽 ７～１４
皮肤不太柔嫩、不太光滑且不润泽 ０～６

油腻感

油性适中，无不适感 １５～２０
油性稍重或稍轻，无明显不适感 ７～１４
油性过重或者太轻，无明显不适感 ０～６

保湿性

涂在手上０．５ｈ后，皮肤湿润 １５～２０
涂在手上０．５ｈ后，皮肤稍显干燥 ７～１４
涂在手上０．５ｈ后，皮肤完全干燥 ０～６
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　２０２０年７月 第３５卷 第４期

表３　铁皮石斛花保湿柔肤水理化评价表

Ｔａｂｌｅ３　Ｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｅｖａｌｕａｔｉｏｎｆｏｒｍｏｆ

ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍａｆｆｉｃｉｎａｌｅｆｌｏｗｅｒｍｏｉｓｔｕｒｉｚｉｎｇｔｏｎｅｒ

指标 检测方法 检测标准

酸碱度
将铁皮石斛花保湿柔肤水与
水按照体积比１９进行混
合，检测混合溶液的ｐＨ值

３．５～８．５

耐热性
将铁皮石斛花保湿柔肤水置
于４０℃环境中２４ｈ后，取出，
待恢复至室温后，观察其性状

无分层，无变质

耐寒性
将铁皮石斛花保湿柔肤水置于
－１０℃环境中２４ｈ后，取出，
恢复至室温后，观察其性状

无分层，无变质

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果分析
２．１．１　乙醇添加量对柔肤水感官特性的影响

　图１为体积分数为９５％的乙醇添加量对铁

皮石斛花保湿柔肤水感官特性的影响．由图１

可以看出，当体积分数为９５％的乙醇添加量为

１０％时，铁皮石斛花保湿柔肤水的感官评价平

均分为８９．００分，具有较好的感官品质．该条件

下所得柔肤水无明显刺激性，具有石斛花特有

香味；无不溶解物，颜色澄清透明，放置０．５ｈ

后，无明显分层；涂在手上油性适中，无不适感，

且皮肤柔嫩、光滑，保湿性较好．

２．１．２　铁皮石斛花多糖原液添加量对柔肤水

感官特性的影响　图２为铁皮石斛花多糖原液

添加量对铁皮石斛花保湿柔肤水感官特性的影

响．由图２可以看出，当铁皮石斛花多糖原液添

加量为１２％时，铁皮石斛花保湿柔肤水具有良

好的感官品质，感官评价平均分为８６．００分．将

该条件下所得柔肤水涂抹在手上，无明显刺激

性，具有石斛花特有香味，均匀性好，细腻度高，

无油腻感，保湿性较好．预实验过程中发现，当

石斛花多糖原液添加量超过１２％时，柔肤水的

均匀性和细腻度明显变差，品质有所下降，故后

续正交试验中的石斛花多糖原液添加量未选取

大于１２％的值．

图１　体积分数为９５％的乙醇添加量对铁皮

石斛花保湿柔肤水感官特性的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ９５％ ｅｔｈａｎｏｌａｄｄｉｔｉｏｎｏｎ

ｔｈｅｓｅｎｓｏｒｙｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ

ｆｌｏｗｅｒｍｏｉｓｔｕｒｉｚｉｎｇｔｏｎｅｒ

图２　铁皮石斛花多糖原液添加量对

铁皮石斛花保湿柔肤水感官特性的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｆｌｏｗｅｒ

ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｔｏｃｋｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎｔｈｅｓｅｎｓｏｒｙｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

ｏｆｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｆｌｏｗｅｒｍｏｉｓｔｕｒｉｚｉｎｇｔｏｎｅｒ

２．１．３　甘油添加量对柔肤水感官特性的影响

　图３为甘油添加量对铁皮石斛花保湿柔肤水

感官特性的影响．由图３可以看出，当甘油添加

量为６％时，感官评价平均分最高，为 ８７．００

分．将该条件下所得柔肤水涂抹在手上，保湿性

较好，无明显刺激性，具有石斛花特有香味，细

腻、均匀，无油腻感．因此，添加适量的甘油能明

显增强此款柔肤水的保湿效果．

２．２　正交试验结果分析
正交试验结果见表５．由表５可知，３个主
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图３　甘油添加量对铁皮石斛花

保湿柔肤水感官特性的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｌｙｃｅｒｉｎａｄｄｉｔｉｏｎｏｎｔｈｅｓｅｎｓｏｒｙ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｆｌｏｗｅｒ

ｍｏｉｓｔｕｒｉｚｉｎｇｔｏｎｅｒ

要因素对铁皮石斛花保湿柔肤水感官品质的影

响大小为：甘油添加量＞体积分数为９５％的乙

醇添加量＞铁皮石斛花多糖原液添加量．铁皮

石斛花保湿柔肤水的最优组合为 Ａ２Ｂ３Ｃ１，即体

积分数为９５％的乙醇添加量为１０％，铁皮石斛

花多糖原液添加量为１２％，甘油添加量为５％．

再辅以适量泛醇、锁水磁石、尿囊素等辅料，所

制备的柔肤水成品感官评价结果最佳．

２．３　验证实验结果
为了进一步验证正交试验的正确性和合理

性，按照最佳配方做３次重复实验，并进行感官

评价和理化检测，结果见表６．由表６可知，以

最优配方制备的铁皮石斛花保湿柔肤水品质良

好且性能稳定．

３　结论

本文制备了一款具有保湿护肤效果的铁皮

石斛花保湿柔肤水，通过单因素试验和正交试

验对该柔肤水的配方进行优化得出，当体积分

数为９５％的乙醇添加量为１０％，铁皮石斛花多

糖原液添加量为１２％，甘油添加量为５％时，再

添加适量辅料制备的铁皮石斛花保湿柔肤水感

官评价最好，品质良好且性能稳定．然而，一个

表５　正交试验结果表

Ｔａｂｌｅ５　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｔａｂｌｅｏｆ

ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ
感官
评分／分

１ １ １ １ ８０．２３
２ １ ２ ３ ８１．１７
３ １ ３ ２ ８０．４６
４ ２ １ ３ ８０．９２
５ ２ ２ ２ ８０．０８
６ ２ ３ １ ８５．７７
７ ３ １ ２ ７９．１５
８ ３ ２ １ ８２．００
９ ３ ３ ３ ７９．６２
Ｋ１ ２４１．８６ ２４０．３１ ２４８．００
Ｋ２ ２４６．７７ ２４３．２５ ２３９．６９
Ｋ３ ２４０．７７ ２４５．８５ ２４１．７１
ｋ１ ８０．６２ ８０．１０ ８２．６７
ｋ２ ８２．２６ ８１．０８ ７９．９０
ｋ３ ８０．２６ ８１．９５ ８０．５７

极差Ｒ ２．００ １．８５ ２．７７
主次顺序 Ｃ

!

Ａ
!

Ｂ
最优水平 Ａ２ Ｂ３ Ｃ１
最优组合 Ａ２Ｂ３Ｃ１

表６　最优配方验证实验结果

Ｔａｂｌｅ６　Ｏｐｔｉｍａｌｆｏｒｍｕｌａｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

编号
感官
评分／分 酸碱度 耐热性 耐寒性

１ ８６．０１ ７ 无分层，无变质 无分层，无变质

２ ８５．７９ ７ 无分层，无变质 无分层，无变质

３ ８５．７７ ７ 无分层，无变质 无分层，无变质

市场化的保湿柔肤水，其成分是复杂多样的，除

含有主要营养剂、保湿剂外，还包含表面活性

剂、稳定剂、溶剂等．根据铁皮石斛花多糖原液

具有抗氧化性的结论［１１－１２］，可以预测其具有修

复皮肤、增强皮肤抗衰老的功效，从而起到改善

肌肤暗沉无光泽的作用．因此，后续还需对该款

柔肤水中主要营养剂铁皮石斛花多糖原液的抗

衰老、抗氧化活性等性能进行研究，为该款保湿

柔肤水的量产面市提供实验基础．

·５６·
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养猪废水处理技术的研究进展
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梁瑜海，肖咏茵
ＬＩＡＮＧＹｕｈａｉ，ＸＩＡＯＹｏｎｇｙｉｎ

华南农业大学 资源环境学院，广东 广州 ５１０６４２
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５１０６４２，Ｃｈｉｎａ

摘要：综述了不同养猪废水处理技术的基本原理和优缺点，发现，传统处理技术

多侧重于对废水中污染物的去除，但未考虑总氮的控制，难以实现节能降耗和

资源的回收利用；新型处理技术不仅可以减少总氮去除过程中的能耗、物耗，还

可以实现资源的回收利用．为了实现可持续发展战略，未来达到更高的出水排
放标准，现有处理技术还需在优化运行条件、增加预处理措施、组合多技术处理

等方面做出相应改进；而未来养猪废水处理新技术也会朝着低耗、高效和高质

的方向发展．

·７６·
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｂｙｒｅｖｉｅｗｉｎｇｔｈｅｂａｓｉｃｐｒｉｎｃｉｐｌｅ，ａｄｖａｎｔａｇｅｓａｎｄｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｗｉｎｅｗａｓｔｅｗａｔｅｒｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｏｕｔｔｈａｔｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓｍａｉｎｌｙｆｏｃｕｓｅｄｏｎｔｈｅｒｅｍｏｖａｌｏｆｐｏｌ
ｌｕｔａｎｔｓｆｒｏｍｗａｓｔｅｗａｔｅｒ，ｂｕｔｄｉｄｎｏｔｃｏｎｓｉｄｅｒｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｔｏｔａｌｎｉｔｒｏｇｅｎ，ｗｈｉｃｈｗａｓｄｉｆｆｉｃｕｌｔｔｏａｃｈｉｅｖｅｅｎｅｒｇｙ
ｓａｖｉｎｇａｎｄｒｅｓｏｕｒｃｅｒｅｃｙｃｌｉｎｇ．Ｎｅｗｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓｎｏｔｏｎｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｅｎｅｒｇｙａｎｄｍａｔｅｒｉａｌｃｏｎｓｕｍｐ
ｔｉｏｎｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｔｏｔａｌｎｉｔｒｏｇｅｎｒｅｍｏｖａｌ，ｂｕｔａｌｓｏｒｅａｌｉｚｅｄｔｈｅｒｅｃｙｃｌｉｎｇｏｆｒｅｓｏｕｒｃｅｓ．Ｓｏｔｈｅｓｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
ｈａｄａｂｒｏａｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｓｐｅｃｔｉｎｔｈｅｆｕｔｕｒｅｓｗｉｎｅｗａｓｔｅｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｒｅａｌｉｚｅｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅｄｅｖｅｌ
ｏｐｍｅｎｔｓｔｒａｔｅｇｙａｎｄａｃｈｉｅｖｅｈｉｇｈｅｒｅｆｆｌｕｅｎｔｄｉｓｃｈａｒｇｅｓｔａｎｄａｒｄｓｉｎｔｈｅｆｕｔｕｒｅ，ｅｘｉｓｔｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
ｃａｎｂｅｉｍｐｒｏｖｅｄｉｎｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ａｄｄｉｎｇｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｍｅａｓｕｒｅｓ，ａｎｄｃｏｍｂｉｎｉｎｇｍｕｌｔｉｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｉｎｔｈｅｆｕｔｕｒｅ，ｎｅｗｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓｏｆｓｗｉｎｅｗａｓｔｅｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｌｌｄｅｖｅｌｏｐｔｏｗａｒｄｓｌｏｗｃｏｎ
ｓｕｍｐｔｉｏｎ，ｈｉｇｈｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄｈｉｇｈｑｕａｌｉｔｙ．

０　引言

随着人们生活水平的提高，猪肉食品的需

求量不断增加，生猪养殖业也因此越发集中，并

逐渐实现规模化，而这种规模化养殖却带来了

严重的环境污染问题［１］．２０１０年，全国污染源

普查公报显示，畜牧养殖业的粪便产生量为

２．４３×１０８ｔ，尿液产生量为１．６３×１０８ｔ．其中，

总氮和总磷的排放量可达 １．０２×１０６ ｔ和

１．６０×１０５ｔ［２］．生猪养殖作为畜牧业的重要组

成部分，其产生的废水污染问题不容忽视．养猪

废水主要由猪的粪便和尿液组成，臭味很重，但

同时富含有机物、营养物质（氮、磷）和未消化

的饲料［３］．其中，高质量浓度的氮、磷等营养物

质进入水体后，会导致水体富营养化，水生生物

大量死亡，从而破坏水体的生态平衡［４］．但如果

能将养猪废水中的有机物、氮、磷等污染物进行

高效处理，不仅可以降低养猪废水对环境的污

染，还能实现资源的回收利用．因此，如何对养

猪废水进行科学的处理和利用已成为当前生态

环境保护领域的重要研究课题．

目前，养猪废水的处理以生物方法为主，物

理方法和化学方法为辅．本文拟在对比分析传

统养猪废水处理技术的基本原理和优缺点的基

础上，重点阐述养猪废水的资源化利用和新型

处理技术，并对未来养猪废水处理技术的发展

趋势进行展望．

１　传统养猪废水处理技术

１．１　厌氧生物处理技术
厌氧生物处理技术是指在厌氧条件下，通

过厌氧菌和兼性菌的代谢作用，对废水中的有

机物进行生化降解．该技术具有能耗低、有机负

荷高、剩余污泥少、抗冲击负荷强、生物能源可

再利用等优点，在畜禽养殖废水处理领域中较

为常用［５］．

沼气池是养猪废水处理中应用较多的厌氧

生物处理装置，具有施工方便、工艺流程简单、

所产沼气可以用于发电等优点，具有良好的环

境效益和社会效益［６－７］，但其在应用过程中也

存在发酵原料不足、沼气池产气率低等问题．因

此，部分学者将研究重点集中在优化沼气池处

理效果方面．已有研究表明，玉米秸秆与猪粪混

合、酒糟与猪粪混合、香菇与猪粪混合都可明显

提高沼气池的产气率［８－１０］．此外，Ｙ．Ｌｉｕ等［１１］

还发现，采用两步加热的方式可提高养猪废水

厌氧消化过程中甲烷的产量，与一步加热方式

相比，当环境温度降低到５℃时，其甲烷产率可

提高１４．７４％．

上流式厌氧污泥床 ＵＡＳＢ（ｕｐｆｌｏｗａｎａｅｒｏ

ｂｉｃｓｌｕｄｇｅｂｅｄ）是厌氧生物处理技术中的常见

工艺之一，其主要处理过程为：待处理的污水从

反应器底部进入，与反应器内呈膨胀状态的污

泥充分反应后进入沉淀区；混合液流经三相分

·８６·
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离器，产生的沼气从其上部进入集气系统，污泥

靠重力再返回反应区．该工艺具有处理效率高、

结构紧凑、费用少等优点，但同时也存在耐冲击

力差、进水中的悬浮物不宜过高等问题．ＵＡＳＢ

已成功应用于食品加工、酿造、医药化工等诸多

行业和高质量浓度的废水处理领域．赵青玲

等［１２］发现，根据化学需氧量ＣＯＤ（ｃｈｅｍｉｃａｌｏｘｙ

ｇｅｎｄｅｍａｎｄ）去除率的情况适时提高进水质量

浓度，不仅可以促进污泥的颗粒化，还可以避免

污泥结构松散．郑仁宏［１３］研究发现，ＵＡＳＢ反

应器运行的适宜温度为３５℃左右，适宜 ｐＨ值

为７．０左右，当容积负荷为１０ｋｇＣＯＤ／（ｍ３·ｄ）

时，对畜禽养殖业废水的处理效果较理想．万莉

等［１４］利用电增强零价铁 －升流式厌氧污泥床

ＥＥＺＶＩＵＡＳＢ（ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｆｉｅｌｄａｎｄｚｅｒｏｖａｌｅｎｔｉｒｏｎ

ｅｎｈａｎｃｅｄｕｐｆｌｏｗａｎａｅｒｏｂｉｃｓｌｕｄｇｅｂｅｄ）处理实

际养猪废水时发现，ＥＥＺＶＩＵＡＳＢ对废水中氮

素的去除率较高．Ｚ．Ｚｅｎｇ等［１５］在ＵＡＳＢ中使用

驯化的外源颗粒污泥处理养猪废水，第 １０ｄ

ＣＯＤ的去除率为８５％，去除效果明显优于使用

土著厌氧污泥的对比组．

但是，厌氧生物处理技术也面临一定的挑

战．例如，难降解的膳食纤维是猪饲料中的主要

物质，它们进入养猪废水后，可能会严重阻碍废

水进行厌氧消化反应［１６］．同时，该技术还存在

出水难以达到现有养猪废水的排放标准等问

题，因此，一般都需要与好氧生物处理技术或其

他技术组合运行使用．

１．２　好氧生物处理技术
好氧生物处理技术是指在好氧条件下，通

过好氧微生物的代谢作用，去除废水中的有机

物、氮、磷等污染物［５］．该技术具有处理性能稳

定、易于操作和管理、去除污染物能力强等

优点．

在养猪废水处理中，多级ＡＯ工艺和 Ａ２／Ｏ

工艺是应用较广的好氧生物处理技术［１７－１８］．郑

志彬［１９］采用“预处理／沼气池／两级 ＡＯ”工艺，

陈凤祥［２０］采用 ＵＡＳＢ＋两级 ＡＯ工艺，陈威

等［２１］采用 ＥＧＳＢＡ／ＯＭＢＲ工艺，曾哲伟［２２］采

用Ａ２／Ｏ混凝组合工艺处理养猪废水，都实现

了良好的处理效果，出水中各项污染物指标也

都优于排放标准．

序批式反应器 ＳＢＲ（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂａｔｃｈｒｅａｃ

ｔｏｒ）也是一种常用的养猪废水好氧生物处理装

置，改变其运行模式可以在一定程度上提高养

猪废水的处理效果．Ｘ．Ｗｕ等［２３］发现，在间歇

曝气的条件下，ＳＢＲ可更高效地去除养猪废水

中的污染物．Ｊ．Ｌｉｕ等［２４］则发现，在ＳＢＲ中采用

间歇曝气运行模式，可快速实现好氧污泥的颗

粒化．Ｘ．Ｌ．Ｓｈｅｎｇ等［２５］和 Ｘ．Ｙ．Ｓｏｎｇ等［２６］发

现，与传统 ＳＢＲ连续曝气运行模式相比，采用

间歇曝气运行模式的 ＳＢＲ具有较高的反硝化

细菌丰度，且在脱氮方面效果更好．

上流 式 微 好 氧 反 应 器 ＵＭＳＲ（ｕｐｆｌｏｗ

ｍｉｃｒｏａｅｒｏｂｉｃｓｌｕｄｇｅｒｅａｃｔｏｒ）也能较好地同步去

除养猪废水中的 ＣＯＤ、总磷和总氮 ＴＮ（ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ）．Ｊ．Ｚ．Ｌｉ等［２７］采用 ＵＭＳＲ处理养猪废

水时发现，ＣＯＤ的平均去除率为７４．５％，总磷

的平均去除率为５２．５％，ＴＮ的平均去除率为

７５．４％；同时发现，反应器中不同类型菌群的竞

争协同关系会对污染物的去除产生重要影响．

Ｊ．Ｍｅｎｇ等［２８］研究发现，在ＵＭＳＲ中，氨氧化菌、

异养反硝化菌、自养反硝化菌与聚磷菌间的协

同作用对ＣＯＤ、氨氮、ＴＮ、磷酸盐等污染物的去

除起重要作用．但ＵＭＳＲ中氨氧化菌、亚硝酸盐

氧化菌和异养菌对氧的竞争却又限制了养猪废

水中氮素的去除［２９］．

除上述工艺外，施云芬等［３０］在移动床生物

膜反应器中进行不同悬浮填料的对比实验时发

现，碳纤维球填料不仅挂膜速度快，且在不同运

行条件下对 ＣＯＤ、氨氮、ＴＮ、总磷等的去除效果

均好于聚乙烯塑料填料．Ｊ．Ｍｅｎｇ等［３１］研究发

·９６·
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现，向ＵＭＳＲ反应器中加入聚氯乙烯填料后，可

增强硝化细菌、反硝化细菌、厌氧细菌等生长缓

慢细菌的富集，氨氮、ＴＮ的去除率分别达到

９３．１％和８９．９％．万莉［３２］采用生物接触氧化池

和序批式生物膜反应器处理养猪沼液，出水再

经过人工湿地处理，可使出水水质优于排放

标准．

由此可见，好氧生物处理是养猪废水处理

技术的核心之一．但好氧生物处理技术也存在

剩余污泥量多、能耗较高等问题．在养猪废水的

实际处理中，好氧工艺一般会与厌氧工艺结合

以降低能耗，再与其他深度处理工艺结合进一

步提高出水水质．

１．３　人工湿地处理技术
人工湿地系统是模拟湿地生态系统建造的

一种污水处理系统，其作用原理主要是，在一定

的填料上种植湿地植物，当污水通过人工湿地

时，可利用湿地中填料的物理、化学作用和植物

与微生物的生物协同作用降解污染物．人工湿

地系统具有总体投资低、运行费用少等优

点［３３］，多种类型的人工湿地系统均可对养猪废

水进行有效处理．混合潜流人工湿地系统对养

猪废水中大部分污染物均具有较好的去除效

果［３４］；多级表面流人工湿地系统对养猪废水不

仅具有良好的处理效果，而且湿地基质中还具

有较丰富的细菌群落［３５］；沼泽 －池塘 －沼泽人

工湿地系统可以降低养猪废水中的 ＴＮ、氨氮、

总磷和ＰＯ４
３－的平均质量浓度［３６］；潮汐流人工

湿地在厌氧消化后的养猪沼液处理中，具有良

好的脱氮效果［３７］．

植物种植可改善人工湿地系统中养猪废水

的处理效果．其中，种植浮萍的人工湿地对溶解

性有机物的平均去除率提高了２８％，但废水中

的氨氮质量浓度会对浮萍的处理效果产生一定

的影响［３８］．Ｗ．Ｗａｎｇ等［３９］以Ｓｐｉｒｏｄｅｌａｐｏｌｙｒｒｈｉｚａ

浮萍为模型物种进行养猪废水处理实验时发

现，氨氮质量浓度的升高会延缓浮萍的生长、降

低固碳和能量的产生速率．除浮萍外，绿狐尾藻

也是一个研究热点．Ｐ．Ｌｕｏ等［４０］研究发现，种

植有绿狐尾藻的表面流人工湿地能有效地去除

养猪废水中的磷．Ｘ．Ｌｉ等［４１］发现，绿狐尾藻净

化系统可以提高养猪废水中的溶解氧 ＤＯ（ｄｉｓ

ｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎ），从而促进硝化过程．

此外，为了阐明人工湿地的污染物去除机

理，部分研究者将目光转向了人工湿地中微生

物的种群结构．Ｘ．Ｌｉ等［４２］研究发现，在养猪废

水处理实验中，ＤＯ对反硝化菌的种群分布有

负面影响．Ｌ．Ｃｈｅｎ等［４３］分析表明，厌氧氨氧化

菌的活性和丰度与人工湿地中沉积物的 ｐＨ

值、氨氮含量和 ＮＯ２
－Ｎ含量密切相关．

Ｘ．Ｈｕａｎｇ等［４４］研究表明，在垂直流动人工湿地

中，基质类型对细菌种群的变化有显著影响．

将人工湿地处理技术应用于养猪废水处

理，不仅可以获得稳定的出水水质，还可以美化

周边环境［４５］．但人工湿地处理技术也存在不足

之处，如易受气候、温度、污染负荷的影响，易发

生堵塞等［４６］，这些都阻碍了其更广阔的应用

前景．

综上，在实际应用中，养猪废水的传统处理

工艺一般都是厌氧－好氧－人工湿地系统的组

合工艺（见图１）［４７－４８］．其主要步骤为：首先，待

处理的污水先通过格栅井，去除粗大的悬浮物

或漂浮物；接着，进入厌氧处理系统，通过厌氧

菌和兼性菌降解有机物，同时产生沼气和沼渣；

然后，厌氧系统出水再进入好氧处理系统，污染

物被好氧微生物进一步降解；最后，好氧处理系

统出水进入人工湿地系统，进行深度处理，进一

步提高出水的水质．目前，传统工艺多侧重于对

污染物的去除，大多没有考虑到 ＴＮ的控制，难

以达到节能降耗和资源回收利用的目的．为了

缓解日趋恶化的水污染问题，增加 ＴＮ的控制

指标，提高养猪废水的排放标准势在必行．若使
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用现有工艺实现 ＴＮ的去除，还需增强反硝化

脱氮．然而，养猪废水中碳氮含量比较低，废水

中的有机物难以满足氮素反硝化需求，只有投

加大量外加碳源才能实现控制 ＴＮ的目标，这

会导致废水处理成本大幅增加．因此，研发低

耗、高效的养猪废水资源回收和处理新工艺迫

在眉睫．

２　养猪废水的资源回收利用和新型
处理技术

２．１　养猪废水的资源回收利用技术
２．１．１　磷酸铵镁结晶法回收养猪废水中的氮

磷　目前，养猪废水中的ＮＨ４
＋和ＰＯ４

３－可通过

与Ｍｇ２＋结合形成沉淀的方法去除，其沉淀物为

磷酸铵镁 ＭＡＰ（ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｐｈｏｓ

ｐｈａｔｅ），英文俗名为 ｓｔｒｕｖｉｔｅ，中文俗称为鸟粪

石［４９］，可作为氮肥和磷肥使用．该方法也称

ＭＡＰ结晶法，其反应原理见图２．影响 ＭＡＰ结

晶法回收效率的因素较多．Ｈ．Ｈｕａｎｇ等［５０］研究

发现，海藻酸钠和牛血清白蛋白的存在可轻微

抑制 ＭＡＰ的结晶．Ｄ．Ｋｉｍ等［５１］研究发现，当

ｎ（Ｍｇ２＋）ｎ（ＮＨ４
＋）ｎ（ＰＯ４

３－）＝１．２１．０

１．０时，ＭＡＰ结晶效果最佳．Ｚ．Ｗｕ等［５２］研究发

现，正渗透可促进ＭＡＰ的原位生成和牲畜养殖

废水的养分回收．Ｚ．Ｌｕｏ等［５３］研究发现，在

ＭＡＰ预处理中，与添加磷肥相比，添加发酵过的

磷酸可得到更高的氨氮去除率和ＭＡＰ回收率．

图１　厌氧－好氧－人工湿地系统的组合工艺

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｂｉｎｅｄｐｒｏｃｅｓｓｏｆａｎａｅｒｏｂｉｃａｅｒｏｂｉｃ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｗｅｔｌａｎｄｓｙｓｔｅｍ

２．１．２　膜技术回收养猪废水中的氨氮　养猪

废水中的氨氮可以通过膜接触器加以回收，其

回收原理（见图３）是：通过提高废水的ｐＨ值或

温度，使得ＮＨ４
＋转化为 ＮＨ３；ＮＨ３通过膜孔向

通 有 Ｈ２ＳＯ４ 侧 扩 散，使 得 ＮＨ３ 转 化 为

（ＮＨ４）２ＳＯ４．采用膜接触器回收氨氮不仅可以

达到 ９０％ 的氨氮去除率，而且回收产物

（ＮＨ４）２ＳＯ４还可作为农业肥料进行销售．目

前，如何提高氨氮回收率是该技术的研究重点．

赵倩倩等［５４］使用 ＰＶＤＦ膜接触器处理经预处

理的垃圾渗滤液，通过提高料液的 ｐＨ值、温

度，控制合适的吸收液流量，提高了氨氮的回收

率．张宗阳等［５５］研究发现，双套膜接触器可以

克服传统膜接触器中由于壳程非理想流动导致

的传质阻力．刘芮等［５６］通过比较分析发现，错

流式膜组件比平流式膜组件更易获得较高的氨

图２　ＭＡＰ结晶法的反应原理

Ｆｉｇ．２　ＲｅａｃｔｉｏｎｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＭＡＰｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ

图３　膜接触器的回收原理

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｒｅｃｙｃｌｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｎｔａｃｔｏｒ

·１７·



　２０２０年７月 第３５卷 第４期

氮总传质系数．膜接触器回收氨氮技术具有高

效、经济等特点，但在处理养猪废水时，应进行

相应的预处理，避免养猪废水中其他污染物对

膜组件和回收率的影响．

２．１．３　电化学法回收养猪废水中的氨氮　目

前，应用于养猪废水处理的电化学处理技术主

要有电渗析技术和微生物电化学技术．

电渗析技术的基本原理是利用电场使废水

中不同电荷的离子透过不同选择性离子交换

膜，使废水得到净化，向电极迁移的离子可以进

一步回收利用（见图４）．电渗析技术在养猪废

水处理领域有一定的应用潜力．例如，两段双极

膜电渗析系统被用于猪粪水解物养分的回收，

通过控制运行条件，可以达到较好的处理效

果［５７］．Ｓ．Ｌｉｍ等［５８］研究发现，电流密度对养猪

废水 脱 氮 有 显 著 影 响，当 电 流 密 度 为

１．０９Ａ／ｍ２时，ＴＮ的去除率最大，可达 ７５％．

Ｈ．Ｈｕａｎｇ等［５９］研究发现，在废水中加入白云石

可提高废水的电解性能，进而提高氨氮的去除

率．由此可见，通过电渗析技术可有效回收养猪

废水中的氮素，但多种污染物并存时，回收产物

的纯度会受到影响．

微生物电化学技术的基本原理是利用固定

在电极上的微生物之间的电化学作用来降解废

水中的污染物，它是一种能量自给的废水处理

图４　电渗析技术的基本原理

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｅｌｅｃｔｒｏｄｉａｌｙｓｉｓｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

技术，可以应用于养猪废水的处理，其作用原理

见图５．Ｈ．Ｍ．Ｗａｎｇ等［６０］研究发现，连续搅拌的

微生物电化学系统耦合潮汐式生物阴极微生物

电化学系统可以同时实现发电和养猪废水处

理．Ｗ．Ｊ．Ｄｉｎｇ等［６１］采用单室空气阴极微生物

燃料电池处理养猪废水时发现，该系统可去除

废水中的氮和有机物．Ｍ．Ｃｅｒｒｉｌｌｏ等［６２－６３］研究

发现，与厌氧消化结合的生物电化学系统有利

于养猪废水中氨的回收；厌氧消化－微生物电

解槽联合系统不仅可以提高养猪废水的出水水

质，还可回收其中的营养物质．

２．１．４　耦合好氧 －缺氧氮分解工艺回收氧化

养猪废水中的氮素　耦合好氧－缺氧氮分解工

艺 ＣＡＮＤＯ （ｃｏｕｐｌｅｄ ａｅｒｏｂｉｃａｎｏｘｉｃ ｎｉｔｒｏｕｓ

ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｐｅｒａｔｉｏｎ）是一种新型的废水氮回

收工艺（见图６），它的主要目的是将废水中的

氮素转化成 Ｎ２Ｏ气体
［６４］，而产生的 Ｎ２Ｏ气体

又可作为助燃剂、火箭氧化剂、食品加工助剂等

进行回收利用．在 ＣＡＮＤＯ工艺中，一般先将

ＮＨ４
＋氧化成ＮＯ２

－，然后再将ＮＯ２
－还原为Ｎ２Ｏ

气体，所以，ＣＡＮＤＯ工艺可对富氨废水进行脱

氮处理和能量的回收［６５－６６］．随着研究的不断深

入，发现 ＣＡＮＤＯ工艺对废水的处理效果受多

种因素影响．Ｍ．Ｍｅｉｓｓｂａｃｈ等［６７］研究发现，聚丙

烯微孔中空纤维膜接触器具有增强回收 Ｎ２Ｏ

图５　微生物电化学技术的作用原理

Ｆｉｇ．５　Ａｃｔｉｏｎｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆ

ｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
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气体的潜力．此外，缺氧反应期的亚硝酸盐质量

浓度也会影响 Ｎ２Ｏ气体的产量
［６８］．Ｊ．Ｍａｙｕｎｇ

等［６９］研究发现，在Ⅱ型甲烷氧化过程中可以通

过将聚３－羟基丁酸酯氧化与ＮＯ２
－还原偶联，

从而介导ＮＯ２
－还原为 Ｎ２Ｏ气体．Ｈ．Ｇａｏ等

［７０］

证明了反硝化聚磷菌本身也可以产生 Ｎ２Ｏ．由

此可见，将废水中的氮素转化成 Ｎ２Ｏ气体，已

经成为废水资源回收的一个新方向，而ＣＡＮＤＯ

工艺有望应用于富含氮素的养猪废水处理中．

２．１．５　藻类反应器回收养猪废水中的生物质

　藻类反应器是一种利用微藻处理废水的新型

反应器，多种藻类反应器已应用于养猪废水的

处理．研究发现，ＣｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓＪＳＣ６藻能有

效利用经过稀释的养猪废水中的营养物质和有

机物，合成细胞物质［７１］；Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｓｐ．ＭＭ３藻可

去除养猪场和酿酒厂混合废水中的养分，并产

生脂类物质［７２］；ＭＢＦＪＮＵ１藻（小球藻的一种）

可高效去除养猪废水中的 ＴＮ和总磷［７３］．将微

藻处理工艺与其他工艺相结合也可产生类似的

处理效果，如微藻－细菌共生光生物反应器，可

有效降解养猪废水中的污染物［７４］；耦合生物炭

的藻类－细菌系统可提高养猪废水中养分的回

收率［７５］；真菌－微藻颗粒可同时去除养猪沼液

中的营养元素和沼气中的 ＣＯ２
［７６］；将物理化学

预处理措施与藻类反应器结合起来，可明显提

高养猪废水的处理效果［７７］．但采用藻类反应器

处理养猪废水也存在一些问题．例如，大多数微

藻不易在未经稀释的养猪废水中存活，高质量

图６　ＣＡＮＤＯ工艺的基本原理

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｃｏｕｐｌｅｄａｅｒｏｂｉｃａｎｏｘｉｃ

ｎｉｔｒｏｕｓｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｐｅｒａｔｉｏｎ

浓度的污染物会抑制它们的生长．对此，

Ｍ．Ｗａｎｇ等［７８］开发了一种两阶段方法，即经紫

外线照射和逐渐驯化后，所选微藻可在未经稀

释的养猪废水中正常生长．由此可见，藻类反应

器不仅可以有效去除养猪废水中的污染物，还

可以将藻类作为生物柴油的原料，实现资源的

回收利用．

２．２　新型养猪废水处理技术
为了适应更为严格的养猪废水排放标准，

特别是考虑废水中 ＴＮ的控制需求，新型处理

技术的关键是在已有工艺的基础上强化 ＴＮ的

去除．但养猪废水的碳氮比较低，新型技术应着

重考虑有机碳源需求较少或有替代碳源的脱氮

工艺．

２．２．１　短程硝化反硝化工艺　短程硝化反硝

化工艺（见图７）是将硝化反应控制在亚硝酸盐

阶段，随后直接进行反硝化反应的工艺［７９］，可

节省硝化阶段的部分曝气能耗和反硝化阶段的

有机碳源．该工艺的关键是短程硝化的控制，目

前多用ＳＢＲ反应器来实现．而大量研究表明，

进水氨氮质量浓度、温度、运行调控等可对ＳＢＲ

短程硝化反硝化的效果产生影响：在 ＳＢＲ反应

器中，过高的进水氨氮质量浓度或氨氮负荷会

降低氨氮的去除率［８０］；温度降低对氨氧化菌和

亚硝酸盐氧化菌的活性均有影响，但对氨氧化

菌的影响要大于亚硝酸盐氧化菌［８１］；采用两段

ＳＢＲ法处理有机物和氮含量较高的废水，可有

效提高氮素的去除率［８２］；过度曝气容易引起短

程硝化向全程硝化转变［８３］．

２．２．２　甲烷反硝化工艺　目前，以甲烷作为反

图７　短程硝化反硝化工艺的基本原理

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｓｈｏｒｔｃｕｔｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｎｄｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
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硝化碳源的主要工艺有好氧甲烷氧化耦合反硝

化工艺、厌氧甲烷氧化耦合反硝化 ＤＡＭＯ

（ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇａｎａｅｒｏｂｉｃｍｅｔｈａｎｅｏｘｉｄａｔｉｏｎ）工艺、

甲烷氧化耦合同步硝化反硝化工艺［８４］．对于好

氧甲烷氧化耦合反硝化工艺而言，体积分数为

２１％的 Ｏ２可以促进甲烷的氧化
［８５］．近年来，

ＤＡＭＯ工艺成为了研究热点，该工艺是指在厌

氧条件下，以甲烷作为电子供体，以 ＮＯ２
－／

ＮＯ３
－作为电子受体的反硝化过程（见图８）［８６］．

ＤＡＭＯ工艺多在膜生物反应器中实现．此外，将

厌氧氨氧化与ＤＡＭＯ反应相结合，可实现更高

效的脱氮反应［８７］．Ｓ．Ｆａｎ等［８８］采用一种新型膜

颗粒污泥反应器，实现了厌氧氨氧化与 ＤＡＭＯ

的耦合，获得了较好的脱氮效果．同时，ＤＡＭＯ

工艺中甲烷分压的变化也会影响微生物的活

性［８９－９０］．以上研究表明，甲烷也可作为反硝化

脱氮的有机碳源，而养猪废水传统处理工艺中

的厌氧产甲烷阶段会产生大量的甲烷，可为后

续的甲烷反硝化脱氮提供充足的碳源，大大减

少养猪废水脱氮中外加碳源的消耗，降低养猪

废水的处理成本．

２．２．３　自养脱氮工艺　自养脱氮工艺是指通

过短程硝化和厌氧氨氧化两个反应去除废水中

的氮素（见图９）．该工艺不仅能节省曝气能耗，

还不需要有机碳源，尤其适合处理低碳氮比的

养猪废水［９１－９３］．已有研究表明，部分无机物、有

图８　厌氧甲烷氧化耦合反硝化工艺的基本原理

Ｆｉｇ．８　Ｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ

ａｎａｅｒｏｂｉｃｍｅｔｈａｎｅｏｘｉｄａｔｉｏｎ

图９　自养脱氮工艺的基本原理

Ｆｉｇ．９　Ｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆａｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃ

ｎｉｔｒｏｇｅｎｒｅｍｏｖａｌｐｒｏｃｅｓｓ

机物、重金属和抗生素会抑制自养脱氮工艺中

的厌氧氨氧化反应．例如，何占飞［９４］研究发现，

过量的亚硝酸盐和有机物会抑制厌氧氨氧化反

应．张正哲［９５］研究发现，当废水中 Ｃｕ２＋和 Ｚｎ２＋

的质量浓度分别为 １６．３ｍｇ／Ｌ和 ２０．０ｍｇ／Ｌ

时，联合抑制厌氧氨氧化的作用最强．李晶［９６］

研究发现，含量较高的抗生素诺氟沙星和左氧

氟沙星可抑制厌氧氨氧化菌的活性．此外，温

度、ｐＨ值、水力停留时间等因素对自养脱氮工

艺处理效果也有较大影响．赵楠婕等［９７］研究发

现，在序批式厌氧氨氧化反应器中，厌氧氨氧化

的适宜温度为（３５±１）℃，适宜ｐＨ值为 ７．５～

８．０．荀方飞等［９８］通过多因素试验得出，在 ｐＨ

值为（７．５±０．１），温度为（３３±１）℃，水力停

留时间为１．２ｄ的情况下，厌氧氨氧化反应达

到最佳运行状态．Ｓ．Ｗａｎｇ等［９９］使用自养脱氮

工艺处理养猪沼液，通过逐渐缩短水力停留时

间，使ＴＮ去除负荷达到３．９ｋｇＮ／（ｍ３·ｄ）．由

此可见，在应用自养脱氮工艺时，应综合考虑养

猪废水中其他污染物和工艺运行参数的影响．

３　结语

本文综述了不同养猪废水处理技术的基本

原理和优缺点，指出传统处理技术多侧重于废

水中污染物的去除，但未考虑ＴＮ的控制，难以

实现节能降耗和资源的回收利用，随着养殖业

向集约化和工厂化方向的发展，传统处理技术

已经无法满足可持续发展的要求．而新型处理

技术的关键是在已有工艺的基础上强化 ＴＮ的

·４７·
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去除，不仅可以减少总氮去除过程中的能耗、物

耗，还可实现资源的回收利用，在未来的养猪废

水处理中具有广阔的应用前景．可以预见，为实

现可持续发展战略，实现更严格的出水排放标

准，现有处理技术还需在优化运行条件、增加预

处理措施、组合多技术处理等方面做出相应的

改进；而未来还会涌现出更多的新型养猪废水

处理技术，促进养猪废水处理向低耗、高效和高

质方向发展．
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甲烷氧化耦合反硝化过程的影响［Ｊ］．净水技

术，２０１９，３８（７）：１０１．

［８６］范秋香，吴箐，常佳丽，等．反硝化型甲烷厌氧
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（１）：ｅ３３６．

［９４］何占飞．厌氧氨氧化处理养殖废水启动实验

研究［Ｄ］．西安：西南交通大学，２００８．

［９５］张正哲．重金属离子对厌氧氨氧化颗粒污泥

的影响及其修复策略研究［Ｄ］．杭州：杭州师

范大学，２０１６．

［９６］李晶．氟喹诺酮抗生素对厌氧氨氧化菌活性

抑制研究［Ｄ］．大连：大连理工大学，２０１５．

［９７］赵楠婕，解庆林，游少鸿，等．厌氧氨氧化工艺

处理猪场废水沼液的试验研究［Ｊ］．四川环

境，２０１２，３１（５）：４．

［９８］荀方飞，何占飞，葛亚军，等．厌氧氨氧化处理

猪场养殖废水最佳运行工艺研究［Ｊ］．广东农

业科学，２０１０，３７（７）：１７４．
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摘要：针对传统的反窃电预测方法准确度低的问题，提出了一种基于电力大数

据的反窃电预测方法．该方法根据异常规则构造窃电数据样本，引入线损率增
长率这一约束条件，使用４种机器学习分类算法分别在电压、电流和功率因数
数据集上构建预测模型，将其输出的数据异常用户与线损异常用户相结合，输

出疑似窃电用户清单．实验结果表明，该方法预测准确度令人满意，在疑似窃电
用户识别方面是高效可行的．
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０　引言

麦肯锡研究所认为：大数据已经成为能够

改变世界的第一科学技术［１－２］．２００８年，Ｎａｔｕｒｅ

在其杂志里提到“ＢｉｇＤａｔａ”这一概念，描述了

现代互联网技术和计算机系统面对未来海量数

据时将面临的种种挑战．随后，Ａｍａｚｏｎ、ＩＢＭ、

Ｇｏｏｇｌｅ等跨国公司纷纷加入到对大数据的研究

队伍中，推动了大数据技术的快速发展，并将其

普及至行业应用［３－９］．大数据技术和智能电网

的融合就是大数据理念和方法在电力行业的实

践和应用．目前，我国拥有丰富的数据资源、用

户资源和应用市场优势，促使大数据的关键技

术研发取得了重大突破．随着国家电网智能化

和信息化程度的加深，智能电网的管理也进入

到了大数据时代．

近年来，电力与经济社会发展的关系密不

可分，人们的生产生活对电能的依赖程度也越

来越高［１０－１１］，但窃电行为的存在使得世界各国

都承受着巨大的损失．我国每年因为窃电造成

的经济损失高达 ２００亿元左右［１２－１３］，除此之

外，由于窃电导致的各种事故所造成的间接损

失更加巨大．当前窃电行为的主要特点是窃电

过程隐蔽化、窃电手段高科技化、窃电数量大额

化．目前，欧美等发达国家走在高科技反窃电技

术的前沿，已经研发出了用于降低非技术损耗

的反窃电装置，并在北美的各大电力部门进行

使用，反窃电产品还被大量销往巴西、委内瑞

拉、哥伦比亚等国家［１４－１７］．

长期以来，我国在反窃电方面已取得了一

些成效，但是传统的检测手段逐渐无法满足当

前反窃电的需求．随着信息科技的进步，很多学

者开始结合数据挖掘、分析技术来预测可能存

在的窃电行为．窦健等［１８］在异常检测模型里加

入了线损异常这一约束条件，提高了异常检测

的准确率．吴迪等［１９］利用鱼骨图表示特征参

量，建立了多维度电参量的相关特征参量集合，

并提出基于大数据的防窃电结构化模型．庄池

杰等［２０］提出了基于无监督学习的异常用电检

测模型，包括特征提取、主成分分析、网格处理

等模块．程超等［２１］为了解决传统方法时效低的

问题，由实际案例统计确定研究重点，根据计量

装置的特点、电压电流值的规律和离群点理论，

提出了基于距离的离群点检测法来判定是否存

在窃电行为．王新霞等［２２］也提出根据离群点检

测的方式来挖掘窃电用户．以上方法均可在一

定程度上识别窃电行为，但是时间复杂度较高，

且仅对采集系统中的数据进行预处理，可能会

遗漏很多有价值的信息，从而导致模型准确率

不高．当前电力系统建设尚不完善导致采集系

统数据类型繁多、数据结构复杂，如果将异常规

则分析与电压、电流、线损等数据相结合构建反

窃电模型，将会覆盖更多的异常情况．

鉴于此，本文拟提出基于电力大数据的反

窃电预测方法，该方法将异常识别规则和机器

学习算法结合起来，并引入线损率增长率进行

综合分析，以期更加高效地识别窃电用户．
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１　反窃电预测方法设计

１．１　设计思路
基于电力大数据的反窃电预测方法设计思

路如图１所示，具体可分为以下４个步骤．

步骤１　确定能反映用户用电行为的特

征，从采集系统中提取相关数据．本文用于模型

训练的数据是电压、电流和功率因数．

步骤２　对数据进行预处理，查看数据中

是否存在缺失值、异常值，以及数据类型不统一

等问题，并对数据进行清洗，使用拉格朗日插值

法填充缺失值，使用独热编码（ｏｎｅｈｏｔ）对不同

特征中的数据格式进行转换，使之全部变成数

值型数据．根据异常规则分析构造窃电数据，非

窃电数据从没有窃电记录的用户数据中获得，

窃电数据和非窃电数据共同组成建模数据．

步骤３　使用多种机器学习分类算法对数

据进行训练以构建反窃电预警模型，计算各个

线路前、后几天的线损率平均值，并计算两个平

均值的增长率，如果线损率平均值增长率过大，

即可认为该线路上的用户有可能发生窃电行

为．综合考虑算法模型输出的数据异常用户和

线损异常用户，输出最终的疑似窃电用户清单．

步骤４　对比分析多个模型的实验结果，
分别从算法角度和数据角度对反窃电预警模型

进行评估，最终实现对多种算法和多种数据建

模效果的对比分析．如果窃电用户的识别正确
率比较低，则将实验分析结果反馈给异常规则、

算法模型和线损异常判断模块，根据结果对异

常规则中的阈值作相应的调整，并调节算法模

型和线损异常判断中的参数，以达到不断优化

模型的目的，直到取得较好的实验结果．
１．２　数据的获取

在步骤３中，构建反窃电算法模型需要正、
负两类样本，其中正样本是指正常用电数据，负

样本是指窃电数据．但是由于前期反窃电工作
的不完善，导致采集系统中无法直接根据窃电

起始日期截取窃电数据，这也是模型建立过程

中的难点之一．考虑到目前反窃电研究中使用
比较多的手段是异常规则分析［２３］，为了获取窃

电数据，本文使用几种常见的异常规则对数据

进行分析；非窃电数据就从没有窃电记录的用

户数据中获得．
异常规则分析就是根据电能表中的电流数

据、电压数据、功率因数数据对用电客户的用电

情况进行检测分析．在实际应用中，如果用户的
用电数据符合相应的异常规则，那么就认为该

用户符合窃电的异常情况．常见的异常规则是
电压断相异常、电压越限异常和三相不平衡异

常，具体异常规则描述如表１所示，其中，Ｕ′为
额定电压；规则中 Ｋ的取值范围为 ５０％ ～
７０％，Ｋ１＝１１０％，Ｋ２＝９０％，Ｋ３＝６０％，这些取值

图１　反窃电预测方法设计思路

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｓｉｇｎｉｄｅａｏｆｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆａｎｔｉｅｌｅｃｔｒｉｃｉｔｙｓｔｅａｌｉｎｇ
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参考了文献［２４］在异常用电方面的研究结果；
ｍ、ｎ、ｉ都是需要调节的整数型阈值，根据步骤４
的分析结果反馈调整取值，调整时步长均为１，
直到达到较好的预测效果．由于电能表计量方
式和接线方式不同，表１中的额定电压取值也
有所不同，其取值如表２所示．
１．３　线损率增长率

本文在使用机器学习算法进行模型构建

时，引入了线损率增长率，综合考虑算法模型输

出的数据异常用户和线损异常用户，输出最终

的疑似窃电用户清单．由于在确定疑似窃电用

表１　异常规则描述

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｂｎｏｍａｌｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｕｌｅｓ

规则
名称

规则描述 备注

电压
断相

三相三线：
　ｍｉｎ（Ｕａ，Ｕｃ）＜Ｋ×Ｕ′＆
　Ｕｂ≥Ｋ×Ｕ′

三相四线：
　ｍｉｎ（Ｕａ，Ｕｂ，Ｕｃ）＜Ｋ×Ｕ′＆
ｍａｘ（Ｕａ，Ｕｂ，Ｕｃ）≥Ｋ×Ｕ′

如果１ｄ内有连
续 ｍ个以上的
数据点出现断
相异常，且该状
态持续 ｎｄ，即
可确定该用户
为异常用电

电压
越限

三相三线：
　ｍａｘ（Ｕａ，Ｕｃ）＞Ｋ１×Ｕ′｜｜
ｍａｘ（Ｕａ，Ｕｃ））≥ Ｋ３×Ｕ′＆
ｍｉｎ（Ｕａ，Ｕｃ）≤ Ｋ２×Ｕ′

三相四线：
　ｍａｘ（Ｕａ，Ｕｂ，Ｕｃ）＞Ｋ１×Ｕ′｜｜
ｍａｘ（Ｕａ，Ｕｂ，Ｕｃ））≥Ｋ３×Ｕ′＆
ｍｉｎ（Ｕａ，Ｕｂ，Ｕｃ）≤Ｋ２×Ｕ′

如果１ｄ内有连
续 ｍ个以上的
数据点符合越
限异常，且该状
态持续 ｎｄ，即
可确定该用户
为异常用电

三相
不平衡

三相三线：
　ｉｍｂａｌａｎｃｅ＿ｒａｔｅ＝
ｍａｘ（Ｉａ，Ｉｃ）－ｍｉｎ（Ｉａ，Ｉｃ）

ｍａｘ（Ｉａ，Ｉｃ）
三相四线：
　ｉｍｂａｌａｎｃｅ＿ｒａｔｅ＝
ｍａｘ（Ｉａ，Ｉｂ，Ｉｃ）－ｍｉｎ（Ｉａ，Ｉｂ，Ｉｃ）

ｍａｘ（Ｉａ，Ｉｂ，Ｉｃ）

ｉｍｂａｌａｎｃｅ＿ｒａｔｅ＞
ｉ％即为异常点，
如果１ｄ内的异
常点大于 ｍ个，
且该状态持续
ｎｄ，那么该用户
的用电情况就被
视为异常

表２　不同电能表额定电压的取值

Ｔａｂｌｅ２　Ｖａｌｕｅｏｆｒａｔｅｄｖｏｌｔａｇｅｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｔｔｈｏｕｒｍｅｔｅｒｓ

计量方式 接线方式 Ｕ′／Ｖ

高供高计 三相三线 １００．０

高供高计 三相四线 ５７．７

高供低计 三相四线 ２２０．０

户清单时，增加了线损异常这一限制条件，故较

单纯的算法模型准确率更高．
电网的线损率是一项重要技术指标，可以

直接反映供电线路中的电能损耗．虽然线损在
电路输电过程中无法避免，但是线损率一般都

会控制在合理范围内，如果线损率异常，即可视

为该线路可能存在窃电用户．线损率计算公式为

ｔｌ＝
ｓｌ－ｆｌ
ｓｌ
×１００％

其中，ｓｌ是第 ｌｄ某线路的总供电量，ｆｌ是该线

路上所有用户的总用电量．
通常情况下，用户如果发生窃电行为，则其

所在线路的线损率应该也会下降，但是由于用

户每天的用电量都存在波动，因此单纯地以当

天线损率的下降作为是否窃电的评判标准并不

合适．本文设置５ｄ的统计窗口期，用以计算线
损率平均值，其中线损率增长率计算公式如下：

ｉｎｃｒｅａｓｅ＿ｒａｔｅ＝
Ｖ１－Ｖ２
Ｖ２

×１００％

其中，Ｖ１为前５ｄ的线损率平均值，Ｖ２为后５ｄ

的线损率平均值．若ｉｎｃｒｅａｓｅ＿ｒａｔｅ＞１％，则认为
该线路上可能存在窃电用户．

２　实验结果与分析

２．１　实验数据
本文使用的数据是某市高压用户的电压数

据、电流数据、功率因数数据和线损数据．其中，

电流数据共 １２４５５１４７条，对应 １９０４９个用
户；电压数据共１０５２５０２６条，对应１９０４８个

用户；功率因数数据共 １３２６９９４３条，对应
１９０４２个用户；线损数据共３３２８３９２条，对应
１６９４６个线路的线损．由于电压数据、电流数

据、功率因数数据特征之间关系较为复杂，这些

数据在进行空值填充、数据格式转换等预处理

后，还需要进行数据降维和数据合并．
１）数据降维：在实际的反窃电工作中，窃

电用户一旦开始实施窃电，一般都会维持至少

·４８·



金保华，等：一种基于电力大数据的反窃电预测方法

数个小时，因此只需要保留每天的２４个整点时

刻数据，即进行数据降维．

２）数据合并：已有的数据中，电能表每隔

１５ｍｉｎ记录一次数据，因此一天中每个电能表的

每一相都会有９６点数据．每个电能表有三相（Ａ

相、Ｂ相、Ｃ相），即每天对应有３条数据，通过计

算三相不平衡率将每天的３条数据合并成一条，

可以降低数据复杂度，提高程序的运算效率．

本文数据点数 ｍ的取值范围是１—２４，对

应一天中的２４ｈ；天数 ｎ的取值范围是１—１０，

ｎ值过大会漏掉一些短期窃电用户，因此最大

调整到１０即可；ｉ的取值范围是１—１００．它们

所对应的最佳阈值分别为：ｍ＝ｎ＝３，ｉ＝８０．

２．２　模型评估指标
本文引入了召回率（ｒｅｃａｌｌｒａｔｅ）和精准率

（ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｒａｔｅ）两项指标对模型预测能力进行

评估．召回率越高，代表预测正确的窃电用户数

量在真实窃电用户中所占的比例越高，反映了

正确识别窃电用户的能力．精准率越高，代表预

测窃电用户的准确性越高．召回率和精准率的公

式分别为

召回率＝ｎｐｒｅ＿ｒｅａｌ ｎｒｅａｌ
精准率＝ｎｐｒｅ＿ｒｅａｌ ｎｐｒｅ

其中，ｎｒｅａｌ是真实窃电用户的个数；ｎｐｒｅ是模型预

测的窃电用户个数；ｎｐｒｅ＿ｒｅａｌ是 ｎｒｅａｌ和 ｎｐｒｅ的交集，

即预测结果与实际相符的窃电用户个数．

当召回率和精准率无法同时兼顾时，以度

量值Ｆ１来衡量模型的优劣：

Ｆ１＝２×
召回率×精准率
召回率＋精准率×１００％

２．３　结果与分析
为了验证本文提出方法的有效性，使用随

机森林、逻辑回归、决策树和支持向量机４种分

类算法构建分类模型，将这４种算法模型分别

应用在电流、电压、功率因数３种不同的数据集

上，以此来比较不同算法模型在反窃电预测方

法中的实践效果．为了提高模型的泛化性，实验

均采用五折交叉验证，实验结果如表 ３—５

所示．对比表３—５中引入线损率增长率前后的

Ｆ１值可以看出，引用线损率增长率之后，Ｆ１均

有不同幅度的提高，这说明引入线损率增长率

有助于提高疑似窃电用户识别的准确率，因此

接下来的对比分析均采用引入线损率增长率的

实验结果．

由表３可知，相比较其他３种算法模型，决

策树分类模型表现最好，其精准率虽然不是最

高，但是其Ｆ１和召回率都达到最高值，分别为

７９．０７％和 ８５．００％，意味着该模型可以找到

８５．００％的窃电用户；逻辑回归分类模型表现最

差，Ｆ１和召回率最低，只有５７．９７％和５０．００％，

意味着该模型只能够找到一半的窃电用户．因

此，在使用电流数据建模时，使用决策树分类算

法来训练数据，构建的反窃电模型最为有效．

由表４可知，４种模型的 Ｆ１差距不大，均

在７０．００％左右，说明使用电压数据进行模型

构建，结果相对稳定．其中，随机森林分类模型

表现最好，Ｆ１为７２．００％，且召回率和精准率也

都能达到７０．００％以上，３个度量指标比较集中

稳定；逻辑回归分类模型和支持向量机分类模

型效果最差．因此在使用电压数据做训练时，采

用随机森林算法进行建模效果最好，可以准确

地识别出７０．００％以上的窃电用户．

由表５可知，４种算法模型的 Ｆ１都低于

７０．００％，说明使用功率因数数据进行窃电用户

识别的模型构建并不理想．对比这４种算法的

表现，支持向量机分类模型相对于另外３种稍

占优势，Ｆ１为６８．６０％，虽然该模型的精准率只

有５２．２％，但是其召回率可以达到１００．００％．

因此在实际应用中，如果需要尽可能覆盖所有

窃电用户，可以考虑使用支持向量机进行模型

的构建．

根据表３—５，计算每种算法的实验结果在

·５８·
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表３　基于电流数据的多个算法模型评估结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅａｌｇｏｒｉｔｈｍｍｏｄｅｌｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｄａｔａｏｆｅｌｅｃｔｒｉｃｃｕｒｒｅｎｔ ％

算法模型

精准率

引入线损率
增长率前

引入线损率
增长率后

召回率

引入线损率
增长率前

引入线损率
增长率后

Ｆ１

引入线损率
增长率前

引入线损率
增长率后

随机森林 ６９．５５ ８１．０８ ７８．３８ ７５．００ ７３．７０ ７７．９２
逻辑回归 ５２．９８ ６８．９７ ６０．０４ ５０．００ ５６．２９ ５７．９７
决策树 ７２．３３ ７３．９０ ８５．６７ ８５．００ ７８．４４ ７９．０７

支持向量机 ４３．４５ ５８．７０ ７８．７７ ６７．５０ ５６．０１ ６２．７９

表４　基于电压数据的多个算法模型评估结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅａｌｇｏｒｉｔｈｍｍｏｄｅｌｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｄａｔａｏｆｖｏｌｔａｇｅ ％

算法模型

精准率

引入线损率
增长率前

引入线损率
增长率后

召回率

引入线损率
增长率前

引入线损率
增长率后

Ｆ１

引入线损率
增长率前

引入线损率
增长率后

随机森林 ５９．６６ ７２．８０ ７５．２３ ７１．３０ ６６．５５ ７２．００
逻辑回归 ４９．０７ ５２．５０ １００．００ １００．００ ６５．８３ ６８．９０
决策树 ５２．３３ ６９．９０ ７６．４７ ６９．１０ ６２．１４ ６９．５０

支持向量机 ５１．３２ ５２．５０ １００．００ １００．００ ６７．８３ ６８．９０

表５　基于功率因数数据的多个算法模型评估结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｔｈｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅａｌｇｏｒｉｔｈｍｍｏｄｅｌｓｂａｓｅｄｏｎｐｏｗｅｒｆａｃｔｏｒｄａｔａ ％

算法模型

精准率

引入线损率
增长率前

引入线损率
增长率后

召回率

引入线损率
增长率前

引入线损率
增长率后

Ｆ１

引入线损率
增长率前

引入线损率
增长率后

随机森林 ５３．７３ ５７．７０ ７４．０４ ７３．２０ ６２．２７ ６４．５０
逻辑回归 ３５．０２ ５５．７０ ９２．０６ ８９．００ ５０．７４ ６８．５０
决策树 ５７．０１ ６１．４０ ６６．３４ ６５．９０ ６１．３２ ６３．５０

支持向量机 ４３．０２ ５２．２０ １００．００ １００．００ ６０．１６ ６８．６０

不同数据集上的算术平均值，结果见表６．由表

６可知，随机森林算法在３个数据集上的表现
较优，精准率和 Ｆ１最高，分别为 ７０．５３％和

７１．４７％，召回率也达到 ７３．１７％，因此从算法
角度进行综合考量，可以认为随机森林是４种
常见的分类算法中最为合适的模型构建算法．

本文用来训练的数据集主要是电流数据、

电压数据和功率因数数据．从数据的角度分析，
可以了解使用哪个数据集进行模型构建更为准

确高效．根据表３—５，计算每种数据集上４种
算法实验结果的算术平均值，结果见表７．由表
７可知，相对于电流数据和功率因数数据，使用

电压数据的模型精准率虽然不高，但是其召回

表６　使用不同算法模型的评估结果

Ｔａｂｌｅ６　Ｔｈｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ａｌｇｏｒｉｔｈｍｍｏｄｅｌｓ ％

算法模型 精准率 召回率 Ｆ１
随机森林 ７０．５３ ７３．１７ ７１．４７
逻辑回归 ５９．０６ ７９．６７ ６５．１２
决策树 ６８．４０ ７３．３３ ７０．６９

支持向量机 ５４．４７ ８９．１７ ６６．７６

表７　使用不同数据集构建模型的评估结果

Ｔａｂｌｅ７　Ｔｈｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｄｅｌ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｔａｓｅｔ ％

数据集 精准率 召回率 Ｆ１
电流 ７０．６６ ６９．３８ ６９．４４
电压 ６１．９３ ８５．１０ ６９．８３

功率因数 ５６．７５ ８２．０３ ６６．２８

·６８·



金保华，等：一种基于电力大数据的反窃电预测方法

率和Ｆ１都最高，说明可以覆盖更多的窃电用
户，因此可以认为电压数据用于反窃电模型构

建最合适；使用功率因数数据进行建模分析效

果最差，精准率只有５６．７５％，意味着实验中有
近一半的疑似窃电用户识别错误，Ｆ１也只有
６６．２８％．综合 Ｆ１分析，可以认为在实际应用
中，使用电压数据构建的反窃电模型最为高效

可行．
无论是从算法角度分析不同机器学习模型

的综合表现，还是从数据角度对比不同数据进

行模型训练的实验结果，引入线损率增长率后，

３个评估指标均可达到７０．００％左右，因此可以
认为本文提出的基于电力大数据的反窃电预测

方法在疑似窃电用户识别方面高效可行．

３　结语

针对窃电事件屡禁不止、传统的反窃电手

段准确度低的问题，提出了一种基于电力大数

据的反窃电预测方法．该方法融合异常规则分
析和机器学习技术，首先根据异常规则构造窃

电样本，引入线损率增长率，然后使用多种算法

分别在电压、电流和功率因数数据集上构建预

测模型，将其输出的数据异常用户与线损异常

用户相结合，输出疑似窃电用户清单．为了验证
方法的可行性，分别从算法角度和数据角度对

反窃电模型进行评估，结果表明，本文提出的基

于电力大数据的反窃电预测方法在疑似窃电用

户识别方面高效可行．但是该方法目前只是针
对高压用户构建模型，后续将会针对低压用户

的数据进行研究分析．
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基于改进的 ＳＶＤ算法和
二分 Ｋ－均值聚类算法的协同过滤算法
ＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｆｉｌｔｅｒｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｉｍｐｒｏｖｅｄＳＶＤａｌｇｏｒｉｔｈｍａｎｄ
ｂｉｎａｒｙＫｍｅａｎｓｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍ

关键词：

个性化推荐；ＳＶＤ算
法；二分Ｋ－均值聚类
算法；协同过滤；矩阵

分解

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：
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ＳＶＤａｌｇｏｒｉｔｈｍ；
ｂｉｎａｒｙＫｍｅａｎｓ
ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍ；
ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｆｉｌｔｅｒｉｎｇ；
ｍａｔｒｉｘｆａｃｔｏｒｉｚａｔｉｏｎ

过金超，杨继纲
ＧＵＯＪｉｎｃｈａｏ，ＹＡＮＧＪｉｇａｎｇ

郑州轻工业大学 电气信息工程学院，河南 郑州 ４５０００２
ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＥｌｅｃｔｒｉｃａｌａｎｄＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＬｉｇｈｔＩｎｄｕｓｔｒｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
４５０００２，Ｃｈｉｎａ

摘要：针对传统的协同过滤算法存在稀疏性较大和扩展性较差的问题，提出了

基于改进的奇异值分解（ＳＶＤ）算法和二分Ｋ－均值聚类算法的协同过滤算法．
该算法首先利用改进的ＳＶＤ算法对稀疏的用户－项目评分矩阵进行降维，获得
用户隐含特征矩阵，然后运用二分Ｋ－均值聚类算法对相似用户进行聚类来提
升算法的可扩展性，最后利用最近邻居集的评分修正目标用户的评分，以减小

因矩阵分解导致用户信息丢失造成的误差．利用ＭｏｖｉｅＬｅｎｓ１００Ｋ数据集进行的
实验结果表明，与传统的基于用户的协同过滤算法、基于 Ｋ－均值聚类的协同
过滤算法和隐语义模型（ＬＦＭ）算法相比，本文提出的算法能够有效提高推荐结
果的准确性．
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ｍａｔｒｉｘ，ｔｈｅｎｕｓｅｄｔｈｅｂｉｎａｒｙＫｍｅａｎｓｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍｔｏｃｌｕｓｔｅｒｓｉｍｉｌａｒｕｓｅｒｓｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｓｃａｌａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ｔｈｅａｌｇｏｒｉｔｈｍ，ａｎｄｆｉｎａｌｌｙｕｓｅｄｔｈｅｎｅａｒｅｓｔｎｅｉｇｈｂｏｒｓｅｔｓｃｏｒｅｔｏｃｏｒｒｅｃｔｔｈｅｔａｒｇｅｔｕｓｅｒ’ｓｓｃｏｒｅｔｏｍａｋｅｕｐｆｏｒ
ｔｈｅｅｒｒｏｒｃａｕｓｅｄｂｙｔｈｅｌｏｓｓｏｆｕｓｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｕｅｔｏｍａｔｒｉｘｆａｃｔｏｒｉｚａｔｉｏｎ．ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｎｔｈｅＭｏｖ
ｉｅＬｅｎｓ１００Ｋｄａｔａｓｅｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｕｓｅｒｂａｓｅｄｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｆｉｌｔｅｒｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍ，
Ｋｍｅａｎｓｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｂａｓｅｄｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｆｉｌｔｅｒｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍａｎｄｌａｔｅｎｔｆａｃｔｏｒｍｏｄｅｌ（ＬＦＭ）ａｌｇｏｒｉｔｈｍ，ｔｈｉｓ
ｍｅｔｈｏｄｃｏｕｌｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｏｆｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ．

０　引言

当前，随着网络技术的迅猛发展，人们可获

取的网络信息量日益增多．在这个信息过载的

年代，人们对于信息的筛选、分辨变得异常困

难，如何更快更高效地获取所需要的信息已成

为人们关注的焦点［１］．

为缓解信息过载、数据冗杂、选择困难等问

题，研究人员将目光投向个性化推荐系统．推荐

系统可以根据每个用户的历史行为，分析出用

户潜在的喜好，将用户可能感兴趣的内容推荐

给用户［２］．个性化推荐系统目前已广泛应用于

电影、新闻、音乐、电子商务、社交网络等领域．

推荐算法作为推荐系统的核心内容，一直

是国内外研究的热点．常见的推荐算法有基于

矩阵分解的推荐算法、基于混合算法的推荐算

法、基于协同过滤的推荐算法、基于深度学习的

推荐算法、基于内容的推荐算法、基于关联规则

的推荐算法等［３－４］．

协同过滤 ＣＦ（ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｆｉｌｔｅｒｉｎｇ）算法，

是运用较早也是推荐效果较好的一种推荐算

法．ＣＦ算法主要基于用户的历史行为构建用户

和项目之间的评分矩阵，根据评分矩阵的相似

性向用户做出推荐，一般分为两种情况：一种是

基于用户的协同过滤推荐，另一种是基于项目

的协同过滤推荐［５］．但是随着数据量的不断增

大、评分矩阵较稀疏等原因，ＣＦ算法的推荐效

果不是很理想．近年来，为了改善数据稀疏性和

算法可扩展性，研究人员做了许多研究，例如通

过降维技术或聚类技术来改善传统 ＣＦ算法的

不足［６－９］．Ｈ．Ｋｏｏｈｉ等［６］提出了一种基于用户

的模糊Ｃ－均值方法，提高了推荐准确率和可

扩展性，但没有解决数据稀疏的问题；Ｘ．Ｓｕ

等［７］使用了基于用户聚类的协同过滤算法，通

过对用户评分矩阵运用 Ｋ－均值聚类算法，把

相似度较高的用户分到同一个簇中，以减少搜

索最近邻的时间，但是由于初始质心是随机选取

的，可能导致质心聚集造成推荐质量下降；孙小

华等［８］在协同过滤中结合奇异值分解ＳＶＤ（ｓｉｎ

ｇｕｌａｒｖａｌｕｅｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ）和 Ｋ－近邻（ＫＮＮ）算

法改善了数据稀疏性造成的影响，但传统的ＳＶＤ

算法对较大数据集的处理效果仍不理想；刘艺

等［９］采用ＢＰ神经网络来预测评分，虽然可以改

善数据稀疏造成的影响，但需要花费更长的近邻

查找时间．

鉴于此，本文拟提出一种基于改进的 ＳＶＤ

算法和二分 Ｋ－均值聚类算法的协同过滤算

法，通过改进的ＳＶＤ算法获得用户隐含特征矩

阵，然后使用二分 Ｋ－均值聚类算法将相似度

较高的用户划分到同一个簇中，最后通过最近

邻算法预测目标用户对项目的评分，以期降低

由数据稀疏性带来的推荐结果误差，提高推荐

准确率并提升算法的可扩展性．

·９８·
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１　算法设计

本文提出了基于改进的 ＳＶＤ算法和二分

Ｋ－均值聚类算法的协同过滤推荐算法．改进

的ＳＶＤ算法对高度稀疏的矩阵拥有较好的推

荐效果；二分 Ｋ－均值聚类算法可以提高查找

用户邻居集的效率，提升算法的可扩展性．

１．１　传统ＳＶＤ技术及其改进
ＳＶＤ是线性代数中常见的重要矩阵分解技

术之一．矩阵分解通过降低数据的维度提高算

法的运行速度，同时能够得出数据的主要信息，

减少数据特征的数量．在推荐系统中，基于ＳＶＤ

的矩阵分解算法一直以来都具有良好的性能和

表现．

由于ＳＶＤ分解矩阵需要矩阵的全部数据，

所以要先将稀疏的初始评分矩阵 Ｒ中的每一

个缺失数据都补充上相应的用户评分，Ｂ．Ｓａｒ

ｗａｒ等［１０］提出，可以将Ｒ做归一化处理，将评分

矩阵的每一个元素都减去所有已知用户评分的

平均值，再对其做ＳＶＤ分解．ＳＶＤ的分解公式为

Ｒｎ×ｒ＝Ｕｎ×ｓΣｓ×ｓＶ
Ｔ
ｓ×ｒ

其中，Ｒ是一个ｎ行ｒ列的矩阵，左奇异矩阵Ｕ是

一个ｎ行ｓ列的标准正交矩阵，右奇异矩阵ＶＴ是

一个ｓ行ｒ列的标准正交矩阵，Σ是一个ｓ行ｓ列

的对角矩阵．Σ矩阵对角元素是从大到小排列

的，被称为初始矩阵Ｒ的奇异值．在实际应用中，

通常只取前ｍ个奇异值，它们保留了矩阵中９０％

的能量信息，剩余的奇异值置零，这就意味着在

这个数据集中只有ｍ个重要的数据特征，其余的

特征则是噪声或者是冗余的特征．

由于传统 ＳＶＤ技术需要将稀疏矩阵填充

为稠密矩阵，运算量较大，计算过程较为复杂，

所以本文提出了一种新的矩阵分解方式：将初

始的评分矩阵Ｒ分解成两个小的矩阵Ｘ和Ｙ，Ｘ

为用户隐含特征矩阵，Ｙ为物品隐含特征矩阵．

其建模公式为

Ｒｎ×ｒ＝Ｘｎ×ＪＹ
Ｔ
ｒ×Ｊ

其中，Ｊ表示隐含特征因子的个数，矩阵Ｘｎ×Ｊ每

一行为用户的隐含特征向量，矩阵 Ｙｒ×Ｊ的每一

行为项目的隐含特征向量．利用用户和项目的

隐含特征向量可以求解用户ｕ对还未评分的项

目ｉ可能的预测评分，其公式为

Ｒ^（ｕ，ｉ）＝∑
Ｊ

ｊ＝１
ＸｕｊＹｉｊ ①

其中，^Ｒ（ｕ，ｉ）是模型预估的用户 ｕ对项目 ｉ的

预测评分，Ｘｕｊ表示用户ｕ的第ｊ个特征值，Ｙｉｊ表

示物品ｉ的第ｊ个特征值．

１．２　二分Ｋ－均值聚类算法
随着推荐系统中用户和项目数量指数式上

涨，导致算法的计算量大增，查找邻居集所花的

时间也越来越长．所以本文采用聚类技术来缩

短查找邻居集所用的时间，进一步提高推荐的

速度和实时性［７］．聚类算法属于一种无监督学

习算法，其基本思路是把一堆物品或者数据按

一些特定的规则进行分类，从而使相似的物品

或数据尽可能分在同一类别（簇）中．

Ｋ－均值聚类算法是较流行的聚类算法之

一，其优点是实现难度较低，聚类效果较好［１１］．

Ｋ－均值聚类算法的基本思想是通过迭代将数

据集划分为ｋ个簇，使得相同簇中数据之间的

相似性较大，不同簇中数据之间的相似性较小．

但是Ｋ－均值聚类算法存在收敛于局部最小值

的问题，因此，研究人员提出了一种优化的算

法，即二分Ｋ－均值聚类算法．该算法首先把所

有点作为一个簇，之后把这个簇一分为二，然后

再选择其中一个簇进行Ｋ－均值聚类（ｋ＝２），

选取簇的标准是对该簇进行划分是否能最大可

能地降低误差平方和的值，误差平方和是一种

用来度量聚类效果的指标，其值越小说明数据

点离所属簇的质心越近，聚类效果越好．通过

这种方法不断划分，直到最终得到的簇的数目

与用户最开始给定的ｋ值相等．二分Ｋ－均值

·０９·
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聚类算法与Ｋ－均值聚类算法相比，不但受初

始质心的影响更小，而且聚类速度更快，效果

更好．

１．３　本文算法流程
１．３．１　降维处理　首先通过改进的ＳＶＤ算法

对稀疏的用户 －项目评分矩阵进行降维，得到

用户隐含特征矩阵．由式 ① 可以得到改进的

ＳＶＤ的损失函数：

Ｌｏｓｓ＝∑
（ｕ，ｉ）∈Ｄ

（Ｒ（ｕ，ｉ）－Ｒ^（ｕ，ｉ））２ ②

其中，Ｄ为训练集中所有用户对项目的评分集

合，Ｒ（ｕ，ｉ）是用户ｕ对项目ｉ的实际评分，^Ｒ（ｕ，

ｉ）是模型预估的用户ｕ对项目ｉ的预测评分．为

了防止过拟合，对式②进行Ｌ２正则化：

Ｌｏｓｓ＝∑
（ｕ，ｉ）∈Ｄ

（Ｒ（ｕ，ｉ）－∑
Ｊ

ｊ＝１
ＸｕｊＹｉｊ）

２＋

α‖Ｘｕ‖
２＋α‖Ｙｉ‖

２ ③
其中，α为正则化参数．

对式③采用随机梯度下降法进行优化，分

别对参数Ｘｕｊ和Ｙｉｊ求偏导：

Ｌｏｓｓ
Ｘｕｊ

＝－２（Ｒ（ｕ，ｉ）－Ｒ^（ｕ，ｉ））Ｙｉｊ＋２αＸｕｊ

Ｌｏｓｓ
Ｙｉｊ

＝－２（Ｒ（ｕ，ｉ）－Ｒ^（ｕ，ｉ））Ｘｉｊ＋２αＹｉｊ

通过梯度下降得到Ｘｕｊ和Ｙｉｊ的第ｎ＋１次迭

代结果：

Ｘ（ｎ＋１）ｕｊ ＝Ｘ（ｎ）ｕｊ －β
Ｌｏｓｓ
Ｘ（ｎ）ｕｊ

Ｙ（ｎ＋１）ｉｊ ＝Ｙ（ｎ）ｉｊ －β
Ｌｏｓｓ
Ｙ（ｎ）ｉｊ

其中，β代表的是学习率．

在式③中，损失函数Ｌｏｓｓ中加入了正则化

项，用于控制模型的复杂度．参数α的大小决定

了正则化项对于模型复杂度的约束能力，α过

大可能导致约束力太大，造成一些重要参数的

缺失，影响模型的精度；α过小则会导致约束力

无法减小模型的复杂度，造成过拟合．而参数β
则会影响损失函数找到极值点的概率，β越小，

越容易找到极值点，但也会需要更多的迭代次

数．因此，选取合适的α和β可以更好地提升模

型的精度．

１．３．２　聚类　通过改进的ＳＶＤ算法得到用户

隐含特征矩阵之后，再通过二分 Ｋ－均值聚类

算法对矩阵进行聚类，得到相似用户的簇和质

心．用户到质心的距离通过Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数隐

含，Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数的计算公式为

Ｐ（Ａ，Ｂ）＝

∑
Ｆ

ｆ＝１
（Ａｆ－珔Ａ）（Ｂｆ－珔Ｂ）

∑
Ｆ

ｆ＝１
（Ａｆ－珔Ａ）槡

２ × ∑
Ｆ

ｆ＝１
（Ｂｆ－珔Ｂ）槡

２

其中，Ａｆ表示用户Ａ对项目ｆ的评分，Ｂｆ表示用

户Ｂ对项目ｆ的评分，珔Ａ和珔Ｂ分别表示用户Ａ和

用户Ｂ对项目打分的平均值，Ｐ（Ａ，Ｂ）即为所求

Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数的相似度．

１．３．３　预测评分　根据Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数计

算出用户与同簇中其他用户的相似度，再根据

相似度的大小，选取与用户相似度最高的Ｎｕ个

用户作为用户的最近邻居集．通过基于最近邻

居集的预测方法来计算目标用户ｕ对尚未评分

项目ｉ的预测评分．具体评分公式如下：

Ｒ^（ｕ，ｉ）＝∑
Ｊ

ｊ
ＸｕｊＹｉｊ＋

∑
ｖ∈Ｎｕ

Ｐ（ｕ，ｖ）（Ｒ（ｖ，ｉ）－∑
Ｊ

ｊ
ＸｖｊＹｉｊ）

∑
ｖ∈Ｎｕ
Ｐ（ｕ，ｖ）

其中，Ｐ（ｕ，ｖ）代表的是用户ｕ和用户ｖ之间的

相似性，Ｒ（ｖ，ｉ）是用户ｖ对项目ｉ的实际评分．

最后根据预测的结果进行 ＴｏｐＮ推荐，生

成推荐列表．本文算法流程如图１所示．

２　实验结果与分析

２．１　实验数据集与评估指标
本次实验采用的数据集是由美国明尼苏达

大学 ＧｒｏｕｐＬｅｎｓ项目组的研究人员所收集的

·１９·
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图１　本文算法流程图

Ｆｉｇ．１　Ａｌｇｏｒｉｔｈｍｆｌｏｗｃｈａｒｔ

ＭｏｖｉｅＬｅｎｓ１００Ｋ数据集［１２］．该数据集包含９４３
名用户对 １６８２部电影的评分数据，共计
１０００００条，其中每一个用户都至少对其中２０
部以上的电影做出了评分，数据集的稀疏性约

为 ９３．６９５３％．用户的评分为 １—５之间的整
数，评分越高代表用户对电影的喜爱程度越高．

本实验分别采用平均绝对误差和准确率作

为预测精度和分类误差的衡量标准．在推荐系
统中，定义Ｎ为测试集中所有用户对项目做出
评分的集合，计算出每一个实际评分与推荐算

法预测出的评分之间的绝对误差，最后求出其

平均值，得到平均绝对误差，计算公式为

ＭＡＥ＝
∑
（ｕ，ｉ）∈Ｎ

Ｒ（ｕ，ｉ）－Ｒ^（ｕ，ｉ）

Ｎ
其中，Ｎ为测试集的数据大小．ＭＡＥ越小，表

示模型预测值与真实值之间的差值越小，表明

推荐算法的准确度越高．
准确率可以直接反映推荐列表对于用户来

说是否满意，如果推荐列表的准确率较低，说明

在这个推荐列表中用户喜欢的项目较少，用户

体验较差．准确率计算公式为

Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ＝
∑
ｕ∈Ｕ
Ｐ（ｕ）∩Ｔ（ｕ）

∑
ｕ∈Ｕ
Ｐ（ｕ）

其中，Ｐ（ｕ）代表的是训练集中根据用户的行为

做出的推荐列表，而Ｔ（ｕ）则是测试集中用户的

行为列表．

２．２　参数选取
本文提出的基于改进的 ＳＶＤ算法和二分

Ｋ－均值聚类算法的协同过滤算法中的主要参

数包括：隐含特征个数Ｊ、正则化参数α、聚类簇

数ｋ、学习速率β、迭代次数Ｍ和最近邻个数Ｎｕ．

由于学习速率β和迭代次数Ｍ不会对推荐算法

的质量产生太大的影响，根据前期实验和经验，

本文选取Ｍ＝８０，β＝０．０１５［１３］．根据算法准确

度评估指标 ＭＡＥ的变化来调整本文算法的其

他参数．

２．２．１　隐含特征个数　隐含特征个数Ｊ的大

小会影响矩阵分解过程中保留特征信息的多少．

Ｊ越大，可以保留更多的原始矩阵信息，但也会造

成模型的时间和空间复杂度过高；Ｊ越小，会造

成原始矩阵信息丢失过多，增大模型最终预测

推荐结果的误差．为了确定本文算法中 Ｊ的最

优取值，在ｋ＝１０，Ｎｕ ＝２５，Ｍ＝８０，β＝０．０１５，

α＝０．０１的条件下进行实验，结果如图２所示．

由图２可知，随着Ｊ不断增大，原始评分矩

阵中被保留下来的隐含信息逐渐增多，最终推

荐结果的准确度也越高，从Ｊ＝６０开始，本文算

法的推荐准确度逐渐趋于稳定．

２．２．２　正则化参数　正则化参数α的大小决

定了正则化项对于模型复杂度的约束能力．为

了确定本文算法中 α的最优取值，在 ｋ＝１０，

Ｎｕ ＝２５，Ｍ＝８０，β＝０．０１５，Ｊ＝６０的条件下进

行实验，结果如图３所示．

·２９·



过金超，等：基于改进的ＳＶＤ算法和二分Ｋ－均值聚类算法的协同过滤算法

由图３可知，当正则化参数α＝０．０２时，改

进算法的ＭＡＥ达到最小值，当 α继续上升时，

由于参数太大使得算法出现欠拟合的现象，导

致算法的预测能力越来越差．

２．２．３　聚类簇数　为了确定本文算法中聚类

簇数ｋ的最优取值，在 Ｎｕ ＝２５，Ｍ ＝８０，β＝

０．０１５，Ｊ＝６０，α＝０．０２的条件下进行实验，结

果如图４所示．

　　由图４可知，本文算法的ＭＡＥ值随着聚类

簇数ｋ的不断增大先减小后增大，当ｋ＝１６时，

ＭＡＥ达到最小值．

２．２．４　最近邻个数　最近邻个数Ｎｕ表示选

取与目标用户相似度最高的Ｎｕ个用户，如果选

取的相似用户太多，则会消耗大量的时间，影响

图２　本文算法在不同隐含

特征个数Ｊ下的ＭＡＥ

Ｆｉｇ．２　ＭＡＥｏｆｉｍｐｒｏｖｅｄａｌｇｏｒｉｔｈｍｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｂｅｒｏｆｈｉｄｄｅｎｆｅａｔｕｒｅｓＪ

图３　本文算法在不同正则化

参数α下的ＭＡＥ

Ｆｉｇ．３　ＭＡＥｏｆｉｍｐｒｏｖｅｄａｌｇｏｒｉｔｈｍｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓα

推荐的实时性；如果选取的相似用户太少，则会

使得最近邻居集对最终预测评分的影响较小．

为了确定本文算法中 Ｎｕ的最优取值，在 α＝

０．０２，ｋ＝１６，Ｍ＝８０，β＝０．０１５，Ｊ＝６０的条件

下进行实验，结果如图５所示．

由图５可知，本文算法的ＭＡＥ值随着最近

邻个数Ｎｕ的不断增加而减小，矩阵分解过程中

用户特征信息的损失问题得到一定改善．当Ｎｕ ＝

４０时趋于平稳，之后继续增加对预测评分产生

的影响较小．

综上，本文算法的最优参数确定为Ｊ＝６０，

α＝０．０２，ｋ＝１０，β＝０．０１５，Ｎｕ＝４０，Ｍ＝８０．

２．３　实验结果
为了验证本文算法在实际应用中的推荐效

果，将本文算法与基于用户的协同过滤算法、基

于Ｋ－均值聚类的协同过滤算法、隐语义模型

图４　本文算法在不同聚类簇数ｋ下的ＭＡＥ

Ｆｉｇ．４　ＭＡＥｏｆｉｍｐｒｏｖｅｄａｌｇｏｒｉｔｈｍｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｎｕｍｂｅｒｋ

图５　本文算法在不同最近邻个数Ｎｕ下的ＭＡＥ

Ｆｉｇ．５　ＭＡＥｏｆｉｍｐｒｏｖｅｄａｌｇｏｒｉｔｈｍｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｂｅｒｓｏｆｎｅａｒｅｓｔｎｅｉｇｈｂｏｒｓＮｕ
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（ＬＦＭ）算法进行对比实验，结果如图６和图７

所示．

由图６可知，本文算法的ＭＡＥ始终低于基

于用户的协同过滤算法和基于Ｋ－均值聚类的

协同过滤算法．ＬＦＭ算法的推荐准确度与最近

邻个数Ｎｕ无关，不会随着Ｎｕ的变化而变化．在

Ｎｕ＜２０时，ＬＦＭ算法的推荐效果最好，但是随

着Ｎｕ的不断增加，本文算法逐渐优于 ＬＦＭ算

法，当Ｎｕ＝４０时，ＬＦＭ算法的 ＭＡＥ＝０．７１８９，

本文算法的ＭＡＥ＝０．７０４８，推荐效果提升了约

１．４％．

由图７可知，当最近邻个数 Ｎｕ＜２５时，本

文算法的准确率低于 ＬＦＭ算法，但高于基于

Ｋ－均值聚类的协同过滤算法和基于用户的协

同过滤算法；当Ｎｕ＞２５时，本文算法的准确率

图６　各个算法在不同最近邻个数Ｎｕ下的ＭＡＥ

Ｆｉｇ．６　ＭＡＥｏｆｅａｃｈａｌｇｏｒｉｔｈｍｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｎｕｍｂｅｒｓｏｆｎｅａｒｅｓｔｎｅｉｇｈｂｏｒｓＮｕ

图７　各个算法在不同最近邻个数Ｎｕ下的准确率

Ｆｉｇ．７　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｅａｃｈａｌｇｏｒｉｔｈｍｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｎｕｍｂｅｒｓｏｆｎｅａｒｅｓｔｎｅｉｇｈｂｏｒｓＮｕ

明显优于其他３种算法，并且在Ｎｕ＝５０时趋于

稳定，说明本文算法具有良好的推荐效果．

３　结语

本文将矩阵分解与聚类技术相结合，提出

了基于改进的 ＳＶＤ算法和二分 Ｋ－均值聚类

算法的协同过滤算法，该算法使用改进的 ＳＶＤ

算法得到用户隐含特征矩阵，改善了数据集稀

疏导致推荐结果误差较大的问题，并且通过二

分Ｋ－均值聚类算法提升了推荐算法的可扩展

性，通过实验对比证实了本文算法的推荐性能

优于基于用户的协同过滤算法、基于 Ｋ－均值

聚类的协同过滤算法和ＬＦＭ算法．用户的显性

行为数据虽然能够直接用于推荐算法的计算，

但是这些数据只是实际应用场景数据中的一小

部分，用户的点击次数、浏览记录等隐性行为数

据也会对推荐算法的准确度提升产生至关重要

的影响，后续将进一步研究如何将显性行为数

据和隐性行为数据相结合以提升推荐算法的准

确率．
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摘要：为对比分析软件定义网络（ＳＤＮ）环境下不同机器学习算法的网络流量分
类效果，对Ｍｏｏｒｅ数据集进行了平衡处理，在机器学习平台 ＲａｐｉｄＭｉｎｅｒ上对
Ｋ－近邻（ＫＮＮ）、随机森林（ＲＦ）、支持向量机（ＳＶＭ）和梯度提升决策树
（ＧＢＤＴ）４种经典机器学习算法选取不同的分类特征进行分类实验．实验结果
表明，较其他３种算法，ＧＢＤＴ算法可以在较短的时间内获得更好的分类效果．
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｅａｔｕｒｅｓｆｏｒｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
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０　引言

随着网络技术的发展、网络规模的扩大、网

络协议的增多，以ＴＣＰ／ＩＰ协议族为核心的传统

网络变得臃肿不堪，管理难度越来越大．针对传

统网络的弊端，软件定义网络 ＳＤＮ（ｓｏｆｔｗａｒｄ

ｄｅｆｉｎｅｄｎｅｔｗｏｒｋ）应运而生，因其开放、灵活的特

点而被视为下一代的互联网架构．

ＳＤＮ通过解耦传统网络中的控制功能与数

据转发功能，形成了集中式的控制平面和由分

布式ＯｐｅｎＦｌｏｗ交换机组成的数据平面，且两个

平面之间依据ＯｐｅｎＦｌｏｗ规范进行通信［１］．相较

于传统网络，ＳＤＮ的集中式控制平面在对整个

网络资源的调度、网络的管理和配置等方面都

具有巨大的优势．Ｇｏｏｇｌｅ公司通过 ＳＤＮ技术部

署的Ｂ４网络更是展示了ＳＤＮ的巨大潜力．

ＳＤＮ注重对网络的可重构能力，致力于整

个网络处理逻辑的可编程性和网络设备的白盒

化，随着人工智能等技术的发展，学者们对ＳＤＮ

的智能化方面进行了大量的尝试．ＳＤＮ的架构

决定了其可通过在应用层添加功能组件，十分

便捷地实现特定需求．吴艳［２］发现利用ＳＤＮ可

以获得网络全局视图、感知链路负载情况的特

点，并使用神经网络获得流量分类模型，为不同

类型的网络流量提供差异化的 ＱｏＳ质量保证；

胡孟婷［３］通过在控制器中写入流量态势收集模

块，利用ＬＳＴＭ算法预测网络流量态势，获得较

好的预测效果；刘佳美等［４］提出的ＰＰＭＥ模型，

利用最大熵算法对网络流量变化情况进行预

测，优化了分布式 ＳＤＮ控制平面 ＳＨＬＢ的负载

问题，在离线数据集上具有优异的表现．

在网络技术发展的同时，网络规模在新型

应用的影响下发生了变化，移动互联网、云计

算、大数据等的出现使得网络流量在近几年呈

指数式增长，网络流量特征也随之发生了变化．

传统网络对网络流量进行更细粒度流量转发时

捉襟见肘，且用户无法根据需要自行定义转发

规则，因此对具有不同要求的网络流量无法实

现差异化的 ＱｏＳ保障．对网络流量进行识别并

提供相应的保障机制，会使网络更高效地运行，

对于网络管理、网络安全和网络计费等都具有

重要的意义．利用 ＳＤＮ集中控制、易于获取链

路状态、流量统计信息等特点，进行网络流量识

别研究非常具有可行性，而机器学习在流量识

别分类问题上具有更高的准确性．

鉴于此，本文拟选取几种经典机器学习算

法在网络流量数据集 Ｍｏｏｒｅ［５］上进行网络流量

识别分析，验证在ＳＤＮ环境中不同机器学习算

法的识别效果，为在ＳＤＮ网络中选取合适的机

器学习算法提供参考．

１　基于机器学习的网络流量识别

网络技术的发展影响着网络流量分类方法

的发展．最初的网络流量分类方法是通过国际

互联网代理成员管理局注册的端口映射表，将

特定网络应用与端口绑定，通过查询数据包中

的端口号信息即可获悉网络流量类型，这种方

法被称为基于端口的网络流量分类方法［６］．该

方法实现简单，可以快速识别网络流量类型，因

此在高速网络流量环境中具有较广泛的应用．
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但随着随机端口技术、Ｐ２Ｐ应用等新型网络应

用的出现，基于端口的网络流量分类准确率受

到了极大的影响，一般只有５０％～７０％［６］．

针对基于端口的网络流量分类方法存在因

端口伪装技术无法准确识别网络流量的问题，

研究者们提出了基于载荷的识别方法［７］．通过

分析数据包中有效负载的应用签名进行分类，

可以获得较高的准确率．但基于载荷的网络流

量识别方法在提高准确率的同时，牺牲了识别

速度，且提取有效负载的方式会侵犯用户隐私

安全，对于加密流量的检测效果并不理想，不适

用于高速网络环境的流量分类．

近年来，随着机器学习技术的发展，人们将

机器学习应用到网络流量识别中，并取得了很

多成果．文献［８－９］提取了网络流的子流并统

计其流量特征，结合机器学习方法实现了在高

速网络环境中的网络流量准确识别．文献［１０］

结合模糊集合理论和 Ｋｍｅａｎｓ分类方法，改善

了Ｋｍｅａｎｓ分类方法初始聚类中心选取困难的

问题，并降低了聚类迭代次数，具有更快的收敛

速度，在Ｍｏｏｒｅ数据集上取得了较好的分类效

果．文献［１１］通过统计流量特征实现了 ＳＳＬ流

量分类，根据ＳＳＬ流量的前３个应用数据包的

大小和传递方向，利用高斯混合模型（ＧＭＭ）建

立分类模型，可实现加密流量较准确的分类．文

献［１２］使用 Ｃ４．５决策树对 Ｐ２Ｐ流量进行分

类，还通过对Ｐ２Ｐ流量特征的分析识别出未知

的 Ｐ２Ｐ流量，相较于非监督学习流量分类方

法，Ｃ４．５决策树具有更高的准确性、更少的训

练时间和识别时间．支持向量机（ＳＶＭ）学习方

法在网络流量分类中具有较好的泛化能力和鲁

棒性，但受限于监督学习需要大量标记样，文献

［１３］通过引入增量学习和半监督学习，对ＳＶＭ

进行优化，提高了 ＳＶＭ分类的准确度，但并未

指出该分类方法的具体实施效果．

机器学习方法以其较高的准确率成为解决

ＳＤＮ场景中遇到的问题的新途径．ＳＤＮ集中式

的控制平面决定了其极易受到 ＤＤＯＳ攻击，文

献［１４］通过在控制器中增加流量统计模块，利

用Ｃ４．５算法对ＤＤＯＳ攻击流量进行检测，相较

于ＳＶＭ和ＫＮＮ算法，Ｃ４．５对攻击流量具有更

好的识别效果；文献［１５］根据网络视频流量的

特点选取分类特征，利用随机森林（ＲＦ）算法实

现了ＳＤＮ中对视频流量和下载流量的识别；文

献［１６］在ＳＤＮ环境中采用集成学习算法，在对

网络流量进行分类的前提下，利用强化学习对

路由进行规划，从而使不同类型的网络流量获

得了相应的ＱｏＳ保障．

本文采用 Ｋ－近邻（ＫＮＮ）、ＳＶＭ、ＲＦ和梯

度提升决策树（ＧＢＤＴ）这４种经典的机器学习

算法进行对比实验．ＫＮＮ算法实现简单，在多

分类问题上具有较好的分类效果；ＳＶＭ泛化能

力较好，适合用于小数量的数据集；ＲＦ算法是

一种集成学习算法，分类准确率更高；ＧＢＤＴ算

法是对真实分布拟合得最好的算法之一，具有

较高的分类速度和较好的鲁棒性．

２　数据集预处理

Ｍｏｏｒｅ数据集是网络流量分类领域的经典

数据集，涵盖网络流量多个方面详细的特征信

息，为了使这些特征可以进行量化比较，

Ａ．Ｗ．Ｍｏｏｒｅ等［５］对其进行了傅里叶变换，这使

得Ｍｏｏｒｅ数据集在网络流量分类实验中得以大

量使用．经分析，Ｍｏｏｒｅ数据集中的大部分特征

均为在 ＳＤＮ环境中通过功能模块或根据计数

器的统计信息获得，故本文采用 Ｍｏｏｒｅ数据集

进行实验具有可行性．

Ｍｏｏｒｅ数据集是在某骨干网络采集的１０个

时间段的网络流量信息．数据集中每个样本包

含２４８个流量特征和１个流量类别标签，且对

样本的每个特征进行详细描述．Ｍｏｏｒｅ数据集

共由１０个子集组成，每个子集均包含对应的应
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用，Ｍｏｏｒｅ数据集各类型的流量样本统计如表１
所示．

表１　Ｍｏｏｒｅ数据集各类型的流量样本统计

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｒａｆｆｉｃｓａｍｐｌｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆ

ｖａｒｉｏｕｓｔｙｐｅｓｉｎＭｏｏｒｅｄａｔａｓｅｔ

流量类型 应用
数量／
条

占比／
％

ＷＷＷ ｗｗｗ ３２８０９１　　８６．９０６
ＭＡＩＬ Ｉｍａｐ，ｐｏｐ２／３，ＳＭＴＰ ２８５６７ ７．５６７
ＢＵＬＫ ＦＴＰ １１５３９ ３．０５６

ＤＡＴＡＢＡＳＥ Ｐｏｓｔｇｒｅｓ，ｓｑｌｎｅｔｏｒａｃｌｅ，ｉｎｇｒｅｓｓ ２６４８ ０．７０１
ＳＥＲＶＩＣＥＳ Ｘ１１，ｄｎｓ，ｉｄｅｎｔ，ｌｄａｐ，ｎｔｐ ２０９９ ０．５５６
Ｐ２Ｐ ＫａｚａＡ，ｂｉｔｔｏｒｒｅｎｔ，ｇｎｕｔｅｌｌａ ２０９４ ０．５５５

ＡＴＴＡＣＫ Ｉｎｔｅｒｎｅｔｗｏｒｍａｎｄｖｉｒｕｓａｔｔａｃｋｓ １７９３ ０．４７５
ＭＵＩＴＩＭＥＤＩＡ Ｗｉｎｄｏｗｓｍｅｄｉａｐｌａｙｅｒ，ｒｅａｌ ５７６ ０．１５３
ＩＮＴＥＲＡＣＴＩＶＥ Ｓｓｈ，ｋｌｏｇｉｎ，ｒｌｏｇｉｎ，ｔｅｌｎｅｔ １１０ ０．０２９
ＧＡＭＥ Ｈａｌｆｌｉｆｅ ８ ０．００２
总计 ３７７５２６１００．０００

由表１可以看出，在Ｍｏｏｒｅ数据集中，不同
类型的应用样本比例并不均衡，如被标记为

ＷＷＷ和 ＭＡＩＬ的两类数据样本共占整个数据
集的９４．４７３％，而 ＧＡＭＥ类的样本比例仅为
０．００２％，这样的数据集被称为不平衡数据集．
对于不平衡数据集，若直接对其进行分类实验，

会因为数量较多的样本能正确分类而获得较高

的准确率，但忽略了小数量样本的准确率，实际

的分类效果并不理想，因此需要对该数据集进

行预处理．
通常采用欠采样、过采样、改变分类算法、

生成合成数据４种方法对不平衡数据集进行预
处理．欠采样是从多数样本类中随机抽取部分
样本进行训练；过采样是在少数类样本中随机

采样，增加少数类样本的数量以达到平衡数据

集的效果；改变分类算法是在样本中引入代价

函数，增大少数类样本的权重，对多数类样本

的权重赋予较小的值，从而避免忽略少数类样

本；生成合成数据是以从少数类中创建合成样

本，从而增加少数类样本基数来平衡数据

集的．

欠采样和过采样使用的随机采样方法实现

简单，效果也比较理想，但这种通过改变数据集

中样本数量的方式也改变了原有数据集的样本

分布，可能会增大误差，从而影响分类效果；而

改变分类算法引入的代价函数则会产生权重值

难以确定的问题，故本文采用 Ｂｏｒｄｅｒｌｉｎｅ

ＳＭＯＴＥ算法［１７］合 成数据以平衡数据集．

ＳＭＯＴＥ算法利用ＫＮＮ算法从少数类样本选择

出ｋ个近邻后，从中随机选取 ｎ个样本进行特

征值的随机线性插值，从而构造新样本，实现数

据集的平衡．但这种随机插值的方式增大了类

间重复的可能性，因此需对ＳＭＯＴＥ算法进行优

化．ＢｏｒｄｅｒｌｉｎｅＳＭＯＴＥ算法通过对少数类样本

的边界样本进行随机插值处理，使合成的数据

样本更有效．ＢｏｒｄｅｒｌｉｎｅＳＭＯＴＥ算法的流程如

图１所示．

ＢｏｒｄｅｒｌｉｎｅＳＭＯＴＥ处理不平衡数据集的过

程可分为两步：１）利用ＫＮＮ算法对每个少数类

样本随机选取ｎ个近邻，若这 ｎ个近邻均为多

数类样本，则说明可能是异常数据，将其标记为

噪声类；若这ｎ个近邻均为少数类样本，则将其

标记为安全类，噪声类和安全类均不做处理；若

这ｎ个近邻中一半以上为多数类样本，则将其

标记为边界类样本．２）对于边界类样本，使用

随机插值算法生成新的数据．

因本文中使用的Ｍｏｏｒｅ数据集中ＧＡＭＥ类

型与其他类型样本量差距太大，即使使用 Ｂｏｒ

ｄｅｒｌｉｎｅＳＭＯＴＥ算法也无法避免样本重叠，所以

在进行实验时，剔除了标记为 ＧＡＭＥ类型的样

本，然后选取 ＷＷＷ类型部分样本和其他类型

的全部样本组成新的训练数据集，采用 Ｂｏｒｄｅｒ

ｌｉｎｅＳＭＯＴＥ算法对其进行平衡化处理．平衡后

的数据集各类型及其样本数量如表２所示．因

平衡后的数据集样本数量不足百万，属于小数

量数据集，所以将数据集的８０％作为训练数据

集，剩余的２０％作为测试数据集．

·９９·
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图１　ＢｏｒｄｅｒｌｉｎｅＳＭＯＴＥ算法流程

Ｆｉｇ．１　ＢｏｒｄｅｒｌｉｎｅＳＭＯＴＥａｌｇｏｒｉｔｈｍｆｌｏｗ

表２　平衡后的数据集类型及其样本数量

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓｏｆ

ｅａｃｈｔｙｐｅｉｎｔｈｅｂａｌａｎｃｅｄｄａｔａｓｅｔ

流量类型 数量／条

ＷＷＷ ６５０００

ＭＡＩＬ ６５０００

ＢＵＬＫ ３００００

ＤＡＴＡＢＡＳＥ ３００００

ＳＥＲＶＩＣＥＳ ３００００

Ｐ２Ｐ ３００００

ＡＴＴＡＣＫ ２００００

ＭＵＩＴＩＭＥＤＩＡ １００００

ＩＮＴＥＲＡＣＴＩＶＥ １００００

总计 ２７００００

３　分类特征的选取

虽然Ｍｏｏｒｅ数据集的每个样本都有２４８个

特征，但其中有１００多个特征是通过傅里叶变

换得到的，再用于实时的网络流量分类，网络设

备中待分类数目可能达到数十万条，若对所有

的数据流进行傅里叶变换，对于硬件设备会是

一个巨大的挑战．文献［１８］指出，对网络流量

进行统计后也可获得可靠性较好的特征，将端

口号、有效负载、流量统计信息等特征结合可以

获得更好的分类效果．为选取分类效果更好的
机器学习算法，本文从 Ｍｏｏｒｅ数据集中选取了
５组分类特征，分别为端口号、数据包数量、数
据包大小、时间相关特征和数据包信息标志位，

具体内容如表３所示．

４　实验结果与分析

本实验的硬件环境为 ＡＭＤｒ７２７００Ｘ的
ＣＰＵ，ＡＭＤｒｘ５８０显卡，所用的数据分析平台为
ＲａｐｉｄＭｉｎｅｒ．采用 ＫＮＮ、ＳＶＭ、ＲＦ和 ＧＢＤＴ这
４种经典的机器学习算法，选取不同的特征进
行分类实验，以分析ＳＤＮ环境下不同算法的分
类效果，以及不同特征对分类效果的影响．

不同算法对各种特征的分类准确率如图２
所示．由图２可以看出，在对网络流量进行分类
时，不同的特征对识别准确率的影响很大，基于

端口号的识别方法、基于时间信息的识别方法

和基于信息标志位的识别方法无论在何种机器

学习方法下识别率均不高，而将数据包数量、数

·００１·
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据包大小等网络流量统计信息作为分类特征，

则会有较好的分类效果；在４种分类算法中，相

表３　选取的分类特征

Ｔａｂｌｅ３　Ｓｅｌｅｃｔｅｄｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｅａｔｕｒｅｓ

特征
分组

特征缩写 说明

端口号
ｓｅｒｖｅｒｐｏｒｔ 服务器端口号

ｃｌｉｅｎｔｐｏｒｔ 客户端端口号

数据包
数量

ｔｏｔａｌ＿ｐｋｔｓ 数据包总数

ａｃｔｕａｌ＿ｄａｔａｐｋｔｓ 携带负载的数据包总数

ｒｅｘｍｔ＿ｄａｔａｐｋｔｓ 重传的数据包总数

ＵＲＧＥＮＴ＿ｄａｔａｐｋｔｓ 首部含有ＵＲＧ标志的
数据包总数

ｚｗｎｄ＿ｐｒｏｂｅｐｋｔｓ 窗口探测数据包总数

ｏｕｔｏｆｏｒｄｅｒ＿ｐｋｔｓ 未按序到达的数据包总数

数据包
大小

ｍｉｎ／ｍｅｄ／ｍｅａｎ／
ｍａｘ＿ｄａｔａ＿ｗｉｒｅ

以太网数据包长度的最小、
中位数、平均值和最大值

ｍｉｎ／ｍｅｄ／ｍｅａｎ／
ｍａｘ＿ｄａｔａ＿ｉｐ

ＩＰ数据包负载长度的最小、
中位数、平均值和最大值

ｍｉｎ／ｍｅｄ／ｍｅａｎ／
ｍａｘ＿ｄａｔａ＿ｃｔｒｌ

ＴＣＰ控制报文首部长度的最
小、中位数、平均值和最大值

ｉｎｉｔ＿ｗｎｄ＿ｂｙｔｅｓ 在ＴＣＰ初始窗口发送的
字节总数

时间相
关特征

ｄｕｒａｔｉｏｎ 连接持续时间

ｔｉｍｅ＿ｓｐｅｎｔ＿ｉｎ＿ｂｕｌｋ 单向传输数据的总时间

ｔｉｍｅ＿ｓｐｅｎｔ＿ｉｎ＿ｉｄｌｅ 无数据传输的总空闲时间

ｍｉｎ／ｍａｘ／ａｖｇ／
ｓｄｖ＿ｒｅｔｒ＿ｔｉｍｅ

在所有重传的数据包中，任意
两个数据包间隔时间的最小
值、最大值、平均值和均方差

数据包信
息标志位

ａｃｋ／ＳＹＮ／
ＦＩＮ＿ｐｋｔｓ＿ｓｅｎｔ

ＴＣＰ首部含有ＳＹＮ（ＦＩＮ）
标志位的数据包总数

图２　不同算法对各种特征的分类准确率

Ｆｉｇ．２　Ａｃｃｕｒａｃｙｏｆｖａｒｉｏｕｓ

ｅｉｇｅｎｖａｌｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ

较于ＫＮＮ算法和ＳＶＭ算法，ＲＦ和 ＧＢＤＴ两种

算法的分类效果更为理想，这是因为这两种算

法均采用了集成学习的方式构造分类器．

不同算法对组合特征的分类准确率如图３

所示．由图３可以看出，在获得足够的样本特征

时，４种算法都有较好的分类效果，相差不大．

结合不同算法的训练时间（见图４），ＲＦ算法和

ＧＢＤＴ算法均在较少的时间内获得了９７％以上

的分类准确率，且 ＧＢＤＴ算法可以在最少的训

练时间内获得最好的分类效果．

５　结语

本文在机器学习平台 ＲａｐｉｄＭｉｎｅｒ上验证

了ＳＤＮ环境下ＫＮＮ、ＳＶＭ、ＲＦ和ＧＢＤＴ这４种

算法的网络流量分类效果．实验结果表明，

ＧＢＤＴ算法利用每次学习的残差进行迭代训

练，相较于其他３种算法具有更好的分类效果

和较短的训练时间．ＳＤＮ的网络可重构能力为

将ＧＢＤＴ算法作为功能模块融入到整个网络的

图３　不同算法对组合特征的分类准确率

Ｆｉｇ．３　Ａｃｃｕｒａｃｙｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄｆｅａｔｕｒｅ

ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ

图４　不同算法的训练时间

Ｆｉｇ．４　Ｔｒａｉｎｉｎｇｔｉｍｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ

·１０１·
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管理策略中提供了可行性，两者的进一步融合

是后续研究的重点．

参考文献：

［１］　ＭＣＫＥＯＷＮＮ，ＡＮＤＥＲＳＯＮＴ，ＢＡＬＡＫＲＩＳＨ

ＮＡＮＨ，ｅｔａｌ．ＯｐｅｎＦｌｏｗ：Ｅｎａｂｌｉｎｇｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ

ｉｎｃａｍｐｕｓｎｅｔｗｏｒｋｓ［Ｊ］．ＡＣＭＳＩＧＣＯＭＭＣｏｍ

ｐｕｔｅｒＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎＲｅｖｉｅｗ，２００８，３８（２）：６９．

［２］　吴艳．基于流量分类的智能 ＳＤＮ路由优化技

术研究［Ｄ］．杭州：浙江工商大学，２０１９．

［３］　胡孟婷．ＳＤＮ网络流量态势评估及预测技术

研究［Ｄ］．成都：电子科技大学，２０１９．

［４］　刘佳美，徐巧枝．基于机器学习的 ＳＤＮ网络

流量预测与部署策略［Ｊ／ＯＬ］．计算机工程：

１－７［２０２０－０３－１６］．ｈｔｔｐｓ：∥ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．

１９６７８／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００３４２８．００５６４３６．

［５］　ＭＯＯＲＥＡＷ，ＰＡＰＡＧＩＡＮＮＡＫＩＫ．Ｔｏｗａｒｄｔｈｅ

ａｃｃｕｒａｔｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｅｔｗｏｒｋａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

［Ｃ］∥ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＷｏｒｋｓｈｏｐｏｎ

ＰａｓｓｉｖｅａｎｄＡｃｔｉｖｅＮｅｔｗｏｒｋＭｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ．Ｈｅｉ

ｄｅｌｂｅｒｇ：Ｓｐｒｉｎｇｅｒ，２００５：４１．

［６］　彭芸，刘琼．Ｉｎｔｅｒｎｅｔ流分类方法的比较研究

［Ｊ］．计算机科学，２００７（８）：５８．

［７］　ＳＥＮＳ，ＳＰＡＴＳＣＨＥＣＫＯ，ＷＡＮＧＤ．Ａｃｃｕｒａｔｅ，

ｓｃａｌａｂｌｅｉｎｎｅｔｗｏｒｋｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐ２ｐｔｒａｆｆｉｃ

ｕｓｉｎｇａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ［Ｃ］∥Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ

ｏｆｔｈｅＷｅｂＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅ．Ｍａｎｈａｔｔａｎ：［ｓ．ｎ．］，

２００４：５１２．

［８］　ＮＧＵＹＥＮＴＴＴ，ＡＲＭＩＴＡＧＥＧ．Ｔｒａｉｎｉｎｇｏｎ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｕｂｆｌｏｗｓｔｏ ｏｐｔｉｍｉｓｅ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ

ｍａｃｈｉｎｅｌｅａｒｎｉｎｇｃｌａｓｓｉｆｉｅｒｓｉｎｒｅａｌｗｏｒｌｄｉｐｎｅｔ

ｗｏｒｋｓ［Ｃ］∥Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆ２００６３１ｓｔＩＥＥＥ

ＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅｏｎＬｏｃａｌＣｏｍｐｕｔｅｒＮｅｔｗｏｒｋｓ．Ｐｉｓｃａｔ

ａｗａｙ：ＩＥＥＥ，２００６：３６９．

［９］　ＢＥＲＮＡＩＬＬＥＬ，ＴＥＩＸＥＩＲＡＲ．Ｅａｒｌｙｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ

ｏｆｅｎｃｒｙｐｔｅｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｃ］∥Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆ

ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅｏｎＰａｓｓｉｖｅａｎｄＡｃｔｉｖｅ

Ｎｅｔｗｏｒｋ Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ．Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ：Ｓｐｒｉｎｇｅｒ，

２００７：１６５．

［１０］吴辉．基于模糊 ＫＭｅａｎｓ的网络流分类系统

研究与实现［Ｄ］．广州：广东工业大学，２０１６．

［１１］ＬＩＪ，ＺＨＡＮＧＳ，ＬＵＹ，ｅｔａｌ．ＲｅａｌｔｉｍｅＰ２Ｐｔｒａｆ

ｆｉｃｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｃ］∥Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆ２００８

ＩＥＥＥＧｌｏｂａｌＴｅｌｅｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅ．

Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ：ＩＥＥＥ，２００８：１．

［１２］ ＱＵＩＮＬＡＮＪＲ．Ｃ４．５：Ｐｒｏｇｒａｍｓｆｏｒｍａｃｈｉｎｅ

ｌｅａｒｎｉｎｇ［Ｍ］．Ａｍｓｔｅｒｄａｍ：Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，２０１４．

［１３］李平红，王勇，陶晓玲．支持向量机的半监督

网络流量分类方法［Ｊ］．计算机应用，２０１３，

３３（６）：３３．

［１４］何建涛．ＳＤＮ中基于机器学习的 ＤＤｏＳ攻击

检测与防御方法研究［Ｄ］．合肥：安徽大学，

２０１９．

［１５］李兆斌，韩禹，魏占祯，等．ＳＤＮ中基于机器学

习的网络流量分类方法研究［Ｊ］．计算机应用

与软件，２０１９，３６（５）：７５．

［１６］王赋翼．机器学习在流量分类中的应用［Ｄ］．

成都：电子科技大学，２０１９．

［１７］ＨＡＮＨ，ＷＡＮＧＷ Ｙ，ＭＡＯＢＨ．Ｂｏｒｄｅｒｌｉｎｅ

ＳＭＯＴＥ：Ａｎｅｗｏｖｅｒｓａｍｐｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｉｍｂａｌ

ａｎｃｅｄｄａｔａｓｅｔｓｌｅａｒｎｉｎｇ［Ｃ］∥ Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆ

ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅｏｎＩｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔＣｏｍｐｕ

ｔｉｎｇ．Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ：Ｓｐｒｉｎｇｅｒ，２００５：８７８．

［１８］张龙璨，柳斌，李芝棠．机器学习分类下网络

流量的特征选取［Ｊ］．广西大学学报（自然科

学版），２０１１，３６（Ｓ１）：６．

·２０１·



　２０２０年７月 第３５卷 第４期　　　　　　　
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＬＩＧＨＴＩＮＤＵＳＴＲＹ　Ｖｏｌ．３５Ｎｏ．４Ｊｕｌｙ２０２０

　　收稿日期：２０２０－０３－１３

基金项目：河南省科技攻关计划（高新技术领域）项目（１７２１０２２１０５２９）；河南省高等学校重点科研计划项目（１７Ａ５２００６２）

作者简介：陈继光（１９８２—），男，河南省睢县人，郑州航空工业管理学院讲师，博士，主要研究方向为图像处理、无线传感

网络．

引用格式：陈继光，苏冰山．基于改进总广义变分的单幅红外图像超分辨率算法［Ｊ］．轻工学
报，２０２０，３５（４）：１０３－１０８．
中图分类号：ＴＰ３９１　　文献标识码：Ａ　　
ＤＯＩ：１０．１２１８７／２０２０．０４．０１４
文章编号：２０９６－１５５３（２０２０）０４－０１０３－０６

基于改进总广义变分的
单幅红外图像超分辨率算法
Ｓｉｎｇｌｅｉｎｆｒａｒｅｄｉｍａｇｅｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｌｇｏｒｉｔｈｍｂａｓｅｄｏｎｉｍｐｒｏｖｅｄｔｏｔａｌ
ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄｖａｒｉａｔｉｏｎ

关键词：

红外图像超分辨率；

总广义变分；

梯度锐化算子；

正则化

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：
ｉｎｆｒａｒｅｄｉｍａｇｅ
ｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；
ｔｏｔａｌｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ（ＴＧＶ）；
ｇｒａｄｕａｔｅｓｈａｒｐｅｎｉｎｇ
ｏｐｅｒａｔｏｒ；ｒｅｇｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

陈继光，苏冰山
ＣＨＥＮＪｉｇｕａｎｇ，ＳＵＢｉｎｇｓｈａｎ

郑州航空工业管理学院 智能工程学院，河南 郑州 ４５００４６
ＳｃｈｏｏｌｏｆＩｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＡｅｒｏｎａｕｔｉｃｓ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００４６，Ｃｈｉｎａ

摘要：针对传统总广义变分（ＴＧＶ）算法在红外图像超分辨率重建过程中难以有
效抑制噪声的问题，提出了一种基于改进 ＴＧＶ的单幅红外图像超分辨率算法．
该算法首先将二阶ＴＧＶ模型与一阶梯度锐化算子相结合，在算法实现的梯度上
升阶段加上一阶梯度锐化算子，在梯度下降阶段的系数中加上一阶梯度锐化算

子的系数，得到一种新的红外图像超分辨率正则化模型；然后采用一阶主 －对
偶优化算法求得高分辨率红外图像．实验结果表明，该算法的主观视觉效果和
客观评价指标均优于其他传统算法，可获得质量较高的高分辨率红外图像，能

有效抑制噪声，降低硬件实现的复杂度，有较强的实用性．
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０　引言

红外图像能够反映出成像场景的热力学信

息，在快速体温检测、军事信息侦察等方面应用

广泛，但是由于受红外成像原理和硬件设备技

术水平的限制，红外相机直接获得的红外图像

分辨率较低，边缘模糊且存在噪声．因此，提高

红外图像的分辨率成为亟待解决的问题［１－５］．

文献［１］将总广义变分 ＴＧＶ（ｔｏｔａｌｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ）正则化方法与各向异性张量［２］相结

合，由高分辨率可见光图像引导低分辨率图像

进行超分辨率重建，但各向异性张量在获取可

见光图像边缘的同时，也增加了噪声的来源和

种类，致使重建的图像被多种噪声污染．文献

［３］通过一种改进的二阶ＴＧＶ正则化模型重建

红外图像，重建的高分辨率图像中红外图像自

身的噪声得到抑制，采用相位一致［４］边缘提取

算法减少了可见光图像噪声的干扰，但由于引

入了同场景的可见光图像信息，致使重建结果

出现一定程度的失真．文献［５］将红外图像和

同场景的可见光图像的边缘进行相关性分类，

得到红外图像的高频信息，而后将其与ＴＧＶ模

型相结合得到最终的高分辨率红外图像．以上

算法均为基于多传感器的红外图像超分辨率重

建算法，可见光图像的信息会对红外图像的重建

结果产生干扰，同样会携带噪声．在实际应用中，

基于多传感器的红外图像超分辨率算法在硬件

系统实现时较为复杂，并且不同类的图像需经过

配准才能结合起来实现算法，实用性不强．

基于单一种类传感器的超分辨率算法具备

噪声来源少、设备复杂度低等优点，因此得到广

泛关注．文献［６］通过最小角度回归算法和基

于稀疏表示的超分辨率方法重建了红外图像；

文献［７］借助孔径编码器和稀疏表示实现了对

红外图像的超分辨率重建；文献［８］通过划分

区域求得自适应全变分因子，以此合成高分辨

率红外图像；文献［９］将 Ｈｕｂｅｒ范数与全变分

模型结合起来得到新的正则化模型，以此获得

重建的高分辨率红外图像；文献［１０］利用傅里

叶变换和互关联法配准有亚像素偏移的低分辨

率图像，采用基于重构的方法获得高分辨率红

外图像．以上方法虽均可实现基于单一传感器

的红外图像超分辨率重建，但未能针对红外图

像的自身特点有效抑制图像中存在的噪声．

传统ＴＧＶ正则化模型可以有效保留超分

辨率重建图像的边缘，实现基于单一红外传感

器的红外图像超分辨率重建，但是不能有效抑

制红外图像的噪声［１１］．鉴于此，本文拟提出一

种基于改进 ＴＧＶ的单幅红外图像超分辨率算

法，对单一红外传感器获取的图像进行处理，将

二阶ＴＧＶ模型与一阶梯度锐化算子相结合，重

建高分辨率红外图像，以期降低硬件设备复杂
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度并有效抑制图像噪声．

１　算法设计与实现

本文在文献［１］的基础上提出一种基于改

进ＴＧＶ的单幅红外图像超分辨率算法，去除在

红外图像超分辨率重建过程中的可见光图像信

息，同时将一阶梯度锐化算子引入ＴＧＶ正则化

模型，得到一种新的红外图像超分辨率重建模

型，进而采用一阶主－对偶［１２］优化算法求得高

分辨率红外图像．

１．１　超分辨率图像重建原理
在图像的获取过程中，外界的干扰和成像

条件的限制导致不能获取原始场景中的所有真

实信息，采集到的图像质量较低．一般而言，引

起图像退化的原因有很多，比如传感器自身相

对场景运动产生的运动系统噪声、模糊，光学成

像系统的下采样、衍射等．在进行图像超分辨率

实验时，低分辨率图像是原始高分辨率图像经

过运动效应（包括平移和旋转）、模糊效应、下

采样、加噪声处理后得到的图像．图像退化模

型为

Ｉｓ＝ＪＢＭＸ＋ｎ

其中，Ｉｓ表示低分辨率图像，Ｘ表示高分辨率图

像，Ｊ表示下采样矩阵，Ｂ表示模糊算子，Ｍ表示

几何运动算子，ｎ表示噪声．图像超分辨率重建

就是通过一个低分辨率图像Ｉｓ重建相应的高分

辨率图像Ｘ的过程．

图像超分辨率重建问题的数学本质是一个

不适定的逆问题，一般将低分辨率图像的获取

看成是正问题，即低分辨率图像是系统输出，而

待重建的高分辨率目标图像是系统输入，那么

求解高分辨率图像的过程就是逆问题的解决过

程．为了解决这个逆问题，结合图像的一些先验
知识对超分辨率重建算法的重建结果进行约

束，进而获取图像采集时丢失的高频信息，重建

高分辨率图像的最优解．
１．２　算法框架

本文算法框图如图１所示，该算法迭代求
解出最优化条件下的超分辨率重建图像：

ＩＨ ＝ａｒｇｍｉｎＩ｛Ｒ（Ｉ）＋Ｓ（Ｉ，Ｉｓ）｝

上式由正则约束项Ｒ（Ｉ）和数据项Ｓ（Ｉ，Ｉｓ）
组成，Ｉ为红外图像超分辨率重建的中间结果．
正则约束项利用图像的先验约束条件对重建的

近似解空间进行约束，得到边缘相对清晰的唯

一解，本文对传统 ＴＧＶ正则约束项做出改进，
增加了一阶梯度锐化算子；数据项主要用于控

制重建后的高分辨率红外图像与原始低分辨红

外图像的逼近程度，得到接近低分辨率原图的

高分辨率图像．
１．３　算法实现

对于红外图像超分辨率来说，二阶ＴＧＶ正
则化效果较好，且运算量适合实际应用，其表达

式为

ＴＧＶ＝ｍｉｎ
ｖ
｛ａ Ｉ－ｖ｜＋ｂ｜ ｖ｝

其中，ｖ为ＴＧＶ正则约束项中的对称矩阵，ａ和ｂ

分别为用于控制二阶项与一阶项所占比重的标

量参数．

图像梯度运算通过微分计算，可以突出图

像的边缘信息并抑制随机噪声．红外图像存在

噪声，并且具有边缘模糊、对比度低的特点，而

图１　本文算法框图

Ｆｉｇ．１　Ｂｌｏｃｋｄｉａｇｒａｍｏｆａｌｇｏｒｉｔｈｍ
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一阶梯度锐化算子可以抑制随机噪声，增强模

糊的细节或者低对比度图像的边缘，因此本文

利用一阶梯度锐化算子改进ＴＧＶ正则约束项，

其表达式为

ＧＴＧＶ＝ｍｉｎ
ｖ
｛ａ Ｉ－ｖ＋ｂ ｖ＋ｃ Ｉ｝

其中，为梯度运算符号，标量ｃ为权重参数．改

进后的正则约束项可有效保留重建图像的边缘

并抑制噪声．

本文将数据项与正则约束项相结合，得到

算法的目标函数：

ＩＨ ＝ａ Ｉ－ｖ＋

ｂ ｖ＋ｃ Ｉ＋ （Ｄ（Ｉ）－Ｉｓ）
２ ①

其中，Ｄ代表数据项中对待求解高分辨率红外

图像信息的处理过程，使得低分辨率红外图像

和高分辨率红外图像的像素处于同一个空间．

目标函数采用一阶主 －对偶优化方法实现，然

后利用梯度下降法求得最优解．由此，式 ① 可

转化为

ＩＨ ＝ｍｉｎＩ，ｖｍａｘｐ，ｑ ＜［ａ（ Ｉ－ｖ）＋ｃ Ｉ］，ｐ＞＋

ｂ＜ ｖ，ｑ＞＋∑
Ｍ

ｉ＝１
∑
Ｎ

ｊ＝１
（Ｉｉ，ｊ－Ｉｓｉ，ｊ）

２

其中，Ｍ×Ｎ即为待求的高分辨率红外图像的分

辨率，ｐ和ｑ为主－对偶优化算法中的对偶变量．

在主 －对偶优化算法中，主变量 Ｉ，ｖ和对

偶变量ｐ，ｑ通过迭代计算求得本文算法的收敛

优化解．第一次迭代时，Ｉ＝Ｉｓ，令ｖ，ｐ，ｑ＝０，步

长θｐ，θｑ均设为大于０的常数，迭代计算的３个

过程如下．

１）梯度上升迭代更新对偶变量：
ｐｎ＋１ ＝

　
ｐｎ＋θｐ［ｃ Ｉｎ０＋ａ（ Ｉ

ｎ
０－ｖ

ｎ
０）］

ｍａｘ（１，ｐｎ＋θｐ［ｃ Ｉｎ０＋ａ（ Ｉ
ｎ
０－ｖ

ｎ
０）］）

ｑｎ＋１ ＝
ｑｎ＋θｑｂ ｖｎ０

ｍａｘ（１，ｑｎ＋θｑｂ ｖｎ０













）

２）梯度下降迭代更新主变量：

Ｉｎ＋１ ＝
Ｉｎ＋ｋＩ［（ｃ＋ａ） Ｔｐｎ＋１＋Ｉｓ］

１＋ｋＩ

ｖｎ＋１ ＝ｖｎ＋ｋｖ（ａｐ
ｎ＋１＋ｂ Ｔｑｎ＋１

{
）

其中，ｋＩ和ｋｖ为步长
［１３］．

３）进一步优化主变量：
Ｉｎ＋１０ ＝Ｉｎ＋１＋μ（Ｉｎ＋１－Ｉｎ０）

ｖｎ＋１０ ＝ｖｎ＋１＋μ（ｖｎ＋１－ｖｎ０
{

）

其中，Ｉ０和ｖ０为迭代计算的中间结果，μ的值在

每次迭代时进行更新［１３］．

２　实验结果与分析

将最近邻插值算法、双立方插值算法、基于

传统ＴＧＶ模型的算法与本文算法进行实验对
比，从主观视觉效果和客观评价指标两方面对

本文算法进行评价．在实验中，各参数取经验
值，分别为 ａ＝０．６，ｂ＝３，ｃ＝０．２４，θｐ＝０．３３，

θｑ＝０．５，μ的初值取０．７７，实验平台为 Ｍａｔｌａｂ
Ｒ２０１０ａ．

实验图像源于俄勒冈州立大学的可见光和

红外图像库．图２为实验用的部分低分辨率红
外图像，图像分辨率均为１６０像素×１２０像素．

图２　低分辨率红外图像

Ｆｉｇ．２　Ｌｏｗｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎｆｒａｒｅｄｉｍａｇｅｓ
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　　图３—５中ａ）—ｄ）分别是４种算法对应于

图２中３个图像的２倍超分辨率重建的实验结

果，其中，图片的分辨率均为３２０像素 ×２４０像

素．不同超分辨率算法的峰值信噪比（ＰＳＮＲ）如

表１所示．

由图３—５可知，从主观视觉效果来看，最

近邻插值算法和双立方插值算法未能有效抑制

噪声，也未能保留图像边缘；基于传统 ＴＧＶ模

型的算法有效保留了图像边缘，但对噪声的抑

图３　不同算法所得房屋图像超分辨率重建结果

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｈｏｕｓｅｉｍａｇｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ

图４　不同算法所得森林图像超分辨率重建结果

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｗｏｏｄｓｉｍａｇｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ

制不够；本文算法图像边缘清晰，视觉效果更

好，这是因为红外图像中的噪声有相当一部分

是随机噪声，一阶梯度锐化算子的引入有效抑

制了随机噪声并锐化图像边缘．

ＰＳＮＲ值越大，说明图像质量越高．由表１

可知，最近邻插值算法和双立方插值算法的

ＰＳＮＲ值较低；基于传统ＴＧＶ模型算法的ＰＳＮＲ

值高于最近邻插值算法和双立方插值算法，质

量较好；本文算法的 ＰＳＮＲ平均值高于其他３

种算法，重建图像质量最高．

综上，实验结果从客观评价指标方面验证了

图５　不同算法所得山岭图像超分辨率重建结果

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｈｉｌｌｉｍａｇｅ

表１　不同超分辨率算法的ＰＳＮＲ值

Ｔａｂｌｅ１　ＰＳＮＲｖａｌｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ

图像
最近邻
插值算法

双立方
插值算法

基于传统ＴＧＶ
模型的算法

本文
算法

轮船 ２８．７０７３３０．１８７７ ３１．７５９９ ３１．７６０６

广场 ２８．１６５６２９．６０３７ ２９．８６０３ ２９．７７８９

房屋 ２９．３１８７３０．９５６３ ３４．２８３１ ３４．５６２５

雾中的房屋 ２９．２１４４３０．８５１４ ３４．０８７３ ３４．２７５７

河岸 ２８．８９１６３０．４９７６ ３２．６８３１ ３２．７１８０

树林和行人 ２８．９６５２３０．５０８９ ３２．５２２４ ３２．５９８９

树林 ２９．１０６２３０．７１６０ ３２．３３７６ ３２．５５９６

树林和道路 ２９．０９７５３０．６３０９ ３２．９３６７ ３３．０６６０

ＰＳＮＲ平均值 ２８．９３３３３０．４９４１ ３２．５５８８ ３２．６６５０
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本文算法在抑制红外图像噪声的同时，提高了

超分辨率红外图像的质量．

３　结语

本文提出的基于改进 ＴＧＶ的单幅红外图

像的超分辨率算法将二阶 ＴＧＶ模型和一阶梯

度锐化算子相结合，一阶梯度锐化算子的引入

使得本文算法有效地抑制了图像中的噪声．实

验结果表明，本文算法效果优于传统算法，并且

降低了硬件实现的复杂度，实用性较强．下一步

可将其他图像超分辨率模型的正则约束项与

ＴＧＶ正则约束项相结合，改进正则约束项和数

据项，建立对红外图像特点更加有针对性的正

则化模型．
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