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摘要!以青刺果脱脂粕为原料#利用复合酶法制备抗菌肽' 筛选了最佳的复配水解酶种类及添加比

例#在单因素实验的基础上#以青刺果蛋白酶解物对金黄色葡萄球菌的抑制率为响应值#利用响应

面分析法优化制备青刺果蛋白酶解物的工艺条件' 结果表明#最佳工艺条件为采用复合蛋白酶与

木瓜蛋白酶以 !f# 进行复配(酶添加量 %'>=(酶解温度 4"e(料液比 #f2>(^@4'((酶解时间

%'3 R#该条件下青刺果蛋白水解度为 !2'(!=#青刺果蛋白酶解物的抑菌率为 2#'4!=' 该研究为

后续青刺果抗菌肽的分离鉴定及应用提供参考#对青刺果副产物的综合利用具有重要意义'
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88青刺果*42#$1("#. 0&#+#1dG1HU+属蔷薇科!是一

种食药两用的油料植物!分布于云南%贵州等地0#1

#

云南丽江%大理等地的人们将青刺果油作为护肤品

已有很长的历史0!1

# 青刺果中含有酚类%黄酮类%

粗脂肪%粗蛋白质%粗纤维等营养物质02 $%1

# 张瑞琳
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等0>1研究表明!青刺果果实中蛋白质含量高达

%4?(3=!是优良的植物蛋白资源# 目前对于青刺果

的开发集中于油脂041

%黄酮03 $&1等的研究!对青刺果

蛋白的研究鲜有报道#

近年来抗生素的耐药性已成为人们关注的热

点问题!亟待解决0(1

# 抗菌肽*CK<Y+是由氨基酸

组成的多肽类物质!对细菌%真菌具有高效%广谱

的抗菌活性0#"1

!是一种天然抗菌剂!具有较好的抑

菌效果且不产生抗药性0##1

# 为了更全面地开发青

刺果资源!更深入地利用青刺果蛋白!发挥其最大

的生物利用价值!本文以青刺果脱脂粕为原料!通

过单因素试验和响应面试验优化青刺果抗菌肽的

复合酶法制备工艺!以期获得最佳的工艺参数!为

青刺果抗菌肽的分离和后续加工利用提供一定的

参考依据#

$%材料与方法

#'#8实验材料

青刺果脱脂粕!购自香格里拉碧罗雪山生物科

技公司"<[6缓冲液%E[培养基!购自广东环凯微生

物科技有限公司"胃蛋白酶*#" """ c)0+%木瓜蛋白

酶*&"" c)0+%胰蛋白酶*!>" 6<c)N0+%碱性蛋白酶

*!"" c)N0+%复合蛋白酶*#!" c)N0+!购自上海源

叶生物科技有限公司"氯化钠%氢氧化钠%盐酸等均

为分析纯"金黄色葡萄球菌!由云南农业大学食品科

学技术学院微生物实验室提供#

5RUWNG6+.U,I.Z.+K\HI.Y-O, 79 型 酶 标 仪!

E;Si$>"j[6型高压蒸汽灭菌锅!b9$6h型电热

恒温水浴锅!<@6 $2 型 ^@计!3>!B型紫外分光光

度计!6+.U,I/$#&B型真空冷冻干燥机!5:#4 $V6

型高速冷冻离心机#

#'!8实验方法

#'!'#8青刺果蛋白的提取

参照王雪峰等0#!1辣木籽蛋白的提取方法并进

行适当修改# 取 #"" 0粉碎的青刺果脱脂粕!加 # E

"'2 NGH)NE的BO9H溶液!调节 ^@至 3'#>!2"e水

浴搅拌 2" N.,后抽滤!%"e水浴蒸发浓缩至原体积

的 #)2! $&"e冻结!真空冷冻干燥后收集样品!放

入$!"e冰箱备用#

#'!'!8青刺果多肽的制备工艺

参考王雪峰等0#!1的方法!并做一定的修改# 青

刺果蛋白粉
%

添加酶并加水溶解*筛选酶添加量和

料液比+

%

匀浆 > N.,

%

水浴酶解*筛选最佳 ^@%酶

解时间%酶解温度+

%

(>e水浴灭酶 #" N.,

%

离心

*% """ W)N.,!!" N.,+

%

取上清液于 %>e旋转蒸发

浓缩
%

透析 !% R*截留相对分子质量为 #"" \+

%

真

空冷冻干燥
%

酶解物冻干粉#

#'!'28酶解液中总蛋白质含量测定

参照王雪峰等0#!1的研究# 取 # NE酶解上清液

于 #" NE试管中!加入 >'"" NE"'"#=考马斯亮蓝

:$!>" 染液!空白组用蒸馏水代替酶解上清液!混

匀后室温静置 > N.,!用酶标仪在 >(> ,N波长下测

定酶解液的吸光值# 以牛血清白蛋白为标准品绘制

标准曲线!得到以吸光值为纵坐标!牛血清白蛋白质

量浓度为横坐标的标准曲线方程 3l"'#!( #8$

"?""% 4!=

!

l"'((! 3# 根据标准曲线方程计算酶解

液中总蛋白质含量#

#'!'%8蛋白质水解度的测定

蛋白质水解度为酶解液中氨基酸态氮含量与酶

解液中总蛋白质含量的比值0#21

#

氨基酸态氮含量的测定参照 :[)5>""('2(/

!""2 进行#

#'!'>8复合酶酶解物抑菌率测定

参考唐文婷0#%1的方法考察酶解物的抑菌活性#

取培养至对数生长期的金黄色葡萄球菌!用<[6缓冲

液*#" NNGH)E! ^@3'%+洗涤并重悬至 #"

4

97c)NE#

将青刺果蛋白酶解液*! N0)NE+加入到等体积的受

试菌悬液中!23e恒温培养 #! R!用酶标仪测定 4""

,N波长下的吸光值!按下式计算抑菌率0#>1

#

5l*D

"

$D+9D

"

*#+

式中,5为抑菌率"D

"

和 D分别为空白和样品

在 4"" ,N处的吸光值#

#'!'48数据分析

实验至少进行 2 次!各项指标均为 2 次平行#

采用 L̀+UH!"#" 进行数据统计!A[K6<66 6IOI.YI.+Y

!> 和;UY.0, $L̀^UWI&'"'4 对数据进行统计分析#

&%结果与分析

!'#8最适蛋白酶种类及添加比例的筛选

固定酶添加量为 2'>=!料液比为 #f#"!> 种

酶在适宜的酶解条件下分别酶解青刺果蛋白 2'>

R!考察不同蛋白酶对青刺果蛋白水解度的影响!

筛选水解效果较佳的两种蛋白酶!并以不同比例

复配使用!考察其对青刺果蛋白的水解效果# 结

果如图 # 所示#

由图 #O可知!> 种酶对青刺果蛋白的水解效果

依次为复合蛋白酶p碱性蛋白酶p胰蛋白酶p木瓜

蛋白酶p胃蛋白酶# 综合考虑酶复配时最佳 ^@的

范围!选择复合蛋白酶和木瓜蛋白酶作为最佳复配

酶# 由图 #_可知!当复合酶与木瓜蛋白酶的比例为

!f# 时!水解效果最佳!水解度为 &'!2=#

%2
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8注,胃蛋白酶'酶解温度 2&e!^@!"木瓜蛋白酶'酶解温

度 >> J4"e!^@> J3"胰蛋白酶'酶解温度 23e!^@3'>"碱

性蛋白酶'酶解温度 %>e!^@("复合蛋白酶'酶解温度 >" J

4"e!^@>'> J3'>#

图 $%不同酶种类及比例对青刺果蛋白水解效果的影响

!'!8单因素实验

!'!'#8酶添加量对青刺果蛋白水解度与酶解物抑

菌率的影响

在料液比 #f#"%^@4%酶解温度 >"e%酶解时间

2'> R的条件下!考察不同酶添加量对青刺果蛋白

水解度和酶解物抑菌率的影响!结果见图 !#

图 &%酶添加量对青刺果蛋白水解度及酶解物

抑菌率的影响

88由图 ! 可知!青刺果蛋白水解度和酶解物抑菌

率均随着酶添加量的增加呈先升后降的趋势# 随着

酶添加量的增加!提高了酶与底物的接触概率!促进

了底物的水解进程0#41

# 酶添加量为 %'>=时青刺

果蛋白的水解度达到最大!而酶添加量为 2?>=时!

青刺果蛋白酶解物对金黄色葡萄球菌的抑制效果达

到最大# 此时酶解物中可能已含有较多具有抑菌活

性的多肽分子# 当酶添加量继续升高时!抑菌率下

降!可能的原因是多肽进一步水解成小分子短肽或

游离氨基酸0#31

# 综合考虑!选取 %'>=为最佳酶添

加量#

!'!'!8酶解时间对青刺果蛋白水解度与酶解物抑

菌率的影响

在料液比 #f#"%^@4%酶添加量 %'>=%酶解温

度 >"e的条件下!考察不同酶解时间对青刺果蛋白

水解度和酶解物抑菌率的影响!结果见图 2#

图 '%酶解时间对青刺果蛋白水解度及酶解物

抑菌率的影响

88由图 2 可知!随着酶解时间的延长!抑菌率和水

解度都呈先增后减的趋势!在酶解时间 #'> J%'> R

范围内!抑菌率和水解度均呈现增长趋势!这可能是

由于在一定的酶解时间内!蛋白质开始被酶解成为

肽类物质# 而随着酶解时间的继续延长水解度和抑

菌率下降!可能是由于肽类物质进一步水解为小分

子的肽或游离氨基酸所致0#&1

# 因此!选取 %'> R 为

最佳酶解时间#

!'!'28料液比对青刺果蛋白水解度与酶解物抑菌

率的影响

在 ^@4%酶添加量 %'>=%酶解温度 >"e%酶解

时间 %'> R条件下!考察不同料液比对青刺果蛋白

水解度和酶解物抑菌率的影响!结果见图 %#

图 (%料液比对青刺果蛋白水解度及酶解物

抑菌率的影响

88由图 % 可知!料液比为 #f#" J#f2" 时!抑菌率

和水解度均上升!原因可能是在一定水分含量范围

内有利于酶与底物的充分接触!从而加速酶解反应

进程# 当料液比超过 #f2" 时!抑菌率降低!水解度

缓慢降低!可能是底物浓度过低!降低了酶和底物的

接触概率!不利于酶解反应发生0#(1

# 因此!选取

#f2" 为最佳料液比#
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!'!'%8^@对青刺果蛋白水解度与酶解物抑菌率的

影响

在料液比 #f2"%酶添加量 %'>=%酶解温度

>"e%酶解时间 %'> R 条件下!考察不同 ^@对青刺

果蛋白水解度和酶解物抑菌率的影响!结果见图 >#

图 )%2N对青刺果蛋白水解度及酶解物

抑菌率的影响

88由图 > 可知!随 ^@增加青刺果蛋白水解度和

酶解物抑菌率呈先增后减的趋势!^@为 3 时均达到

最佳# 这可能是由于过酸或过碱会破坏酶的空间结

构!使酶活力减弱甚至失活导致的0!21

# 因此!选取

3 为最佳 ^@#

!'!'>8酶解温度对青刺果蛋白水解度与酶解物抑

菌率的影响

在料液比 #f2"%^@3%酶添加量 %'>=%酶解时

间 %'> R条件下!考察不同酶解温度对青刺果蛋白

水解度和酶解物抑菌率的影响!结果见图 4#

图 *%酶解温度对青刺果蛋白水解度及酶解物

抑菌率的影响

88由图 4 可知!随着酶解温度的升高!抑菌率和水

解度都呈先增后减的趋势!当酶解温度为 4"e时水

解度和抑菌率均达到最大# 这是因为适宜的温度能

够有效促进酶解反应!温度过低影响酶解进程# 当

酶解温度高于 4"e时两个评价指标均下降!可能是

维持酶分子结构的次级键断裂!导致酶活性降低!延

缓了酶解进程0!#1

# 因此!选取 4"e为最佳酶解

温度#

!'28响应面优化

!'2'#8响应面实验设计及结果

在单因素实验基础上!固定酶解温度 4"e%酶

添加量 %'>=!以酶解时间%料液比和 ^@为自变量!

抑菌率为响应值!根据 [G̀ $[UR,-U, 实验设计原

理!利用 ;UY.0, $L̀^UWI&'"'4 软件进行三因素三

水平的响应面实验!响应面实验因素水平见表 #!响

应面实验设计及结果见表 !#

表 $%响应面实验因素水平

水平 D酶解时间)R >料液比 @^@

$# 2'> #f!" 4

$" %'> #f2" 3

$# >'> #f%" &

表 &%响应面实验设计及结果

实验号 D > @ 抑菌率)=

# " $# $# !%'4> n"'"!%

! " " " 2!'(% n"'"!3

2 # # " !4'%# n"'"!3

% " # # !%'!2 n"'"#4

> " " " 2#'34 n"'"24

4 " " " 2#'#3 n"'"%3

3 " $# # #&'>2 n"'"3&

& " " " 2%'## n"'"("

( " # $# !3'%# n"'"2&

#" # $# " !>'&! n"'"#4

## $# " $# #>'34 n"'"24

#! $# # " !2'#& n"'"#%

#2 $# $# " #2'!2 n"'"!(

#% # " # !"'(% n"'"%%

#> # " $# !%'2> n"'">!

#4 " " " 2!'!> n"'"#!

#3 $# " # #>'2> n"'"!"

!'2'!8模型建立及显著性检验

利用;UY.0, $L̀^UWI&'"'4软件对表 !数据进行

多元回归拟合!得到回归模型方程为,5l2!I%> a

!?2&Da2I3>>$#I4%@$!I2%D>a"I32D@$

"?3>>@$!I&%D

!

$3I%>>

!

$>I("@

!

# 对回归模型

进行方差分析!结果见表 2#

由表 2 可知!该模型中一次项 D%>%@!二次项

D

!

%>

!

%@

! 和交互项D>对青刺果蛋白酶解物抑菌率

的影响极显著!说明各实验因素对响应值的影响并

非简单的线性关系# 模型 4m"'""" #!表明该回归

模型极显著"模型失拟项 4为 "'%#4 (!大于 "'">!

表明失拟项不显著!方程拟合度高!该模型可用于预

测酶解时间%料液比和 ^@对青刺果蛋白酶解物抑

菌率的影响# 模型的决定系数*=

!

+为 "?(&>!调整

决定系数*=

!

CX*

+为 "'(44 4!说明该模型的实际测量

值与预测值拟合较好%误差小# 该模型 @F值为

%?34=!比较低!表明实验操作的可信度高!具有实

际指导意义# 由G值可看出!各因素对青刺果蛋白
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酶解物抑菌率的影响顺序依次为 D*酶解时间+ p@

*^@+ p>*料液比+#

表 '%回归模型方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 G 4 显著性

模型 44"'2& ( 32'2& >!'># m"'""" #

&&

D ##!'>" # ##!'>" &"'># m"'""" #

&&

> !#'>! # !#'>! #>'%" "'""> 3

&&

@ %>'#! # %>'#! 2!'2" "'""" 3

&&

D> !#'(" # !#'(" #>'4& "'""> >

&&

D@ !'!> # !'!> #'4# "'!%> "

>@ !'#4 # !'#4 #'>> "'!>2 3

D

!

!22'%# # !22'%# #43'"> m"'""" #

&&

>

!

22'(3 # 22'(3 !%'2# "'""# 3

&&

@

!

#%4'>( # #%4'>( #"%'(# m"'""" #

&&

残差 ('3& 3 #'%"

失拟项 %'42 2 #'>% #'!" "'%#4 (

纯误差 >'#> % #'!(

总和 43"'#4 #4

8注,

&

表示差异显著!4m"'"> "

&&

表示差异极显著!4m

"'"##

!'2'28最佳条件的确定和回归模型的验证

对回归模型进行响应面分析!得到青刺果抗菌

肽的最佳酶解工艺条件为酶解时间 %'3# R%料液比

#f22'#%%^@4'&3!考虑实际操作性与设备条件!确

定青刺果蛋白的酶解条件为酶解时间 %'3 R%料液比

#f2>%^@4?(!此条件下青刺果蛋白酶解物的抑菌率

预测值为 22'2!=# 在最佳条件下进行 2 次验证实

验!得到青刺果蛋白酶解物的抑菌率为 2#'4!=!青

刺果蛋白的水解度为 !2'(!=!抑菌率实测值与预

测值吻合度达到 (%'(=#

'%结%论

本研究以青刺果脱脂粕为原料!通过酶解制备

抗菌肽!采用单因素实验与响应面优化实验!得到青

刺果蛋白酶解物最佳制备工艺条件为采用复合蛋白

酶与木瓜蛋白酶以 !f# 进行复配!酶添加量 %'>=%

酶解温度 4"e%料液比 #f2>%酶解时间 %'3 R%^@

4?(!在此条件下水解度为 !2'(!=!抑菌率为

2#?4!=# 研究表明!青刺果酶解物中有抑制金黄色

葡萄球菌的活性肽!为青刺果抗菌肽的分离鉴定及

后续开发利用提供理论参考#
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