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摘要!以南瓜籽蛋白为原料!通过球磨预处理辅助酶解法制备血管紧张素转换酶"FK)$抑制肽&

以FK)抑制率和水解度为评价指标!对蛋白酶进行筛选& 采用单因素试验研究球磨时间%酶解时

间%底物质量浓度%RL和酶解温度对酶解产物 FK)抑制率和水解度的影响!在此基础上!以 FK)

抑制率为考察指标!采用响应面法对球磨辅助酶解工艺条件进行优化& 结果表明'球磨预处理可显

著提高南瓜籽蛋白的酶解效率#最佳球磨辅助酶解工艺条件为选用碱性蛋白酶%球磨时间 A +-3%酶

解时间 %" ^%底物质量浓度 "8"( 4<+N%RL(8&%酶解温度 &&f!在此条件下所得 FK)抑制肽的

FK)抑制率可达"(A8A& r"8&&$C&

关键词!南瓜籽# FK)抑制肽#球磨#酶解
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J-3-\YW/07)[16,Y-03$Q1^,3 '?""!?$K̂-3,#
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Y-+2$ \1X\YW,Y2+,\\603623YW,Y-03$ RL ,3[ 23>/+0./\-\Y2+R2W,Y1W2;2W2\Y1[-2[ X/\-34.27,6Y0W

29R2W-+23Y8D̂23 Ŷ2X,..#+-..-34,\\-\Y2[ 23>/+0./\-\603[-Y-03\;2W20RY-+->2[ X/W2\R03\2\1W7,62

+2Ŷ0[0.04/;-ŶFK)-3^-X-Y-03 W,Y2,\-3[-6,Y0W8D̂2W2\1.Y\\̂0;2[ Ŷ,YŶ223>/+0./\-\277-6-236/07

R1+R=-3 \22[ RW0Y2-3 601.[ X2-+RW0a2[ \-43-7-6,3Y./X/X,..#+-..-34RW2YW2,Y+23Y8D̂20RY-+,.X,..#

+-..-34,\\-\Y2[ 23>/+0./\-\603[-Y-03\;2W20XY,-32[ ,\70..0;\( 1\-34,.=,.-32RW0Y2,\2$ X,..#+-..-34

Y-+2A +-3$ 23>/+0./\-\Y-+2%" ^$ \1X\YW,Y2+,\\603623YW,Y-03 "8"( 4<+N$ RL(8& ,3[ 23>/+0./\-\

Y2+R2W,Y1W2&&f8I3[2WŶ2\2603[-Y-03\$ Ŷ2FK)-3^-X-Y-03 W,Y207FK)-3^-X-Y0W/R2RY-[2\601.[

W2,6̂ "(A8A& r"8&&#C8

5-6 7'(%&(R1+R=-3 \22[! FK)-3^-X-Y0W/R2RY-[2\! X,..#+-..-34! 23>/+0./\-\

BB高血压是临床上一种常见病%多发病$是冠心

病%脑卒中等其他心脑血管疾病的最主要危险因素$

是严重危害人类身心健康的慢性疾病)% #!*

& 目前$

治疗高血压主要以化学合成降压药物为主$但服药

后易出现副作用$如引发干咳%皮疹%血管性水肿%蛋
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KLOMFHONE FMbUFDEBBBBBBBBBBBBBB!"!% g0.h'A M0h$



白尿%白细胞减少和停药综合征等& 生物活性肽的

治疗效果虽然低于合成药物$但副作用小$具有天

然%安全%营养%成本低等优点)?*

& 血管紧张素转换

酶"FK)#是一种多功能酶$其在体内肾素 #血管紧

张素系统和激肽释放酶#激肽系统中对血压的调节

起着重要作用)'*

& 所以$开发FK)抑制肽成为近年

来的研究热点&

南瓜籽富含蛋白质%油脂%维生素%膳食纤维%矿

物质和果胶等多种营养成分)& #@*

& 近年来$我国对

南瓜籽的开发利用多集中在南瓜籽油上)(*

$作为南

瓜籽制油后的副产物$南瓜籽粕中蛋白质含量丰富$

但未得到有效的综合利用$造成了资源的浪费&

超微粉碎技术是利用机械或流体动力的方式克

服固体内部凝聚力使之破碎$使物料的粒径达到

%" d!&

!

+的超微米水平$具有粉碎速度快%原料利

用率高%污染小%粉体粒径小且均匀等特点)$ #%"*

&

目前$超微粉碎技术可分为机械粉碎和化学合成粉

碎两大类$机械粉碎又可分为干法粉碎和湿法粉碎$

球磨粉碎既可用于干法粉碎又可用于湿法粉

碎)%% #%!*

& 研究发现$超微粉碎处理对鸡蛋蛋白质结

构和功能特性有很大的影响$对于提高蛋白质资源

的利用率有重要的应用价值)%?*

& 周志峰等)%'*研究

表明$磨球超微粉碎$可改善蚕蛹蛋白功能特性& 谭

文等)%&*研究了球磨处理对鸡蛋蛋清蛋白结构%性质

及起泡性的影响$结果表明$适度球磨处理可以改变

蛋清蛋白分子结构$提升其泡沫稳定性& Q,34

等)%A*研究了球磨对牡蛎蛋白粒径%构象%理化性质

和体外蛋白消化率的影响$为球磨处理在牡蛎蛋白

利用中的应用提供了理论依据& N-1 等)%@*研究表

明$适当的球磨处理可以改变大豆分离蛋白的理化

性质$提高大豆分离蛋白的胶凝性能& 但球磨处理

南瓜籽蛋白的研究未见报道&

本文采用球磨辅助酶解法制备南瓜籽 FK)抑

制肽$并以FK)抑制率和水解度为指标对制备工艺

进行优化$以期为南瓜籽蛋白的高效利用以及大规

模生产提供基础数据及研究思路&

89材料与方法

%8%B试验材料

%8%8%B原料与试剂

南瓜籽粕$宝得瑞"湖北#健康产业有限公司提

供!碱性蛋白酶"酶活力 ! o%"

&

I<4#%木瓜蛋白酶

"酶活力 ( o%"

&

I<4#%中性蛋白酶"酶活力 ! o%"

&

I<4#%风味蛋白酶"酶活力 %8& o%"

'

I<4#$江苏锐

阳生物科技有限公司!氨肽酶 % "酶活力 &""

NF̀I<4#%氨肽酶 !"酶活力 &"" NF̀I<4#$天野酶

制剂"江苏#有限公司!M#)? #"! #呋喃基#丙烯

酰* #C #苯丙氨酰#甘氨酰#甘氨酸"UF̀SS#%血

管紧张素转换酶"FK)#$美国 E-4+,公司!其他试剂

均为分析纯&

%8%8!B仪器与设备

`#@ Ǹ微型行星式球磨机$ 德国飞驰

"U_ODEKL#仪器公司!NV$'% 酶标仪$德国 V2WŶ0.[

公司!Dbm& #QE 台式离心机!LL#A 型数显恒温

水浴锅!分析天平&

%8!B试验方法

%8!8%B南瓜籽蛋白的制备

取南瓜籽粕按照料液比 %n& 加水混合$调节 RL

为 $8&$&"f水浴处理 ! ^$冷却至室温后$! (%" o:

离心 %" +-3$取上清液$调节上清液 RL为 '8&$&"f

水浴处理 ! ^$冷却至室温后$! (%" o:离心 %" +-3$

取沉淀$用蒸馏水水洗沉淀至中性后$真空冷冻干燥

即为南瓜籽蛋白$经测定蛋白质含量达 $(C左右&

%8!8!B南瓜籽FK)抑制肽的制备

将南瓜籽蛋白球磨处理一定时间& 称取一定量

的球磨处理后的南瓜籽蛋白$用蒸馏水溶解$调节底

物质量浓度$滴加 % +0.<N的 M,HL溶液调节 RL$

加入一定量的酶"酶添加量为南瓜籽蛋白质量的

!C#后在一定温度水浴锅中酶解一定时间& 酶解

结束后$沸水浴灭酶 %& +-3& 冷却后 ! (%" o: 离心

%& +-3$取上清液冷藏备用&

%8!8?BFK)抑制率的测定

参照罗鹏)%(*的方法$略有改动$借助酶标仪测

定南瓜籽 FK)抑制肽的 FK)抑制率& 配制 "8%

+0.<N的硼酸缓冲液"RL(8?$含 "8? +0.<NM,K.#$

利用缓冲液分别配制 "8% +0.<N的 UF̀SS溶液和

"8% I<+N的 FK)溶液& 在 $A 孔板样品孔中添加

FK)溶液 !"

!

N%UF̀SS溶液 %""

!

N和样品溶液

'"

!

N"酶解液稀释 &" 倍#$空白孔中添加FK)溶液

!"

!

N%UF̀SS溶液 %""

!

N和硼酸缓冲液 '"

!

N&

在 ?'" 3+波长处测定样品孔和空白孔的吸光度$分

别为#

%

和 5

%

$?@f恒温反应 ?" +-3 后再次测定样

品孔和空白孔的吸光度$分别为 #

!

和 5

!

& 按式"%#

计算FK)抑制率"4#&

4i

% #

#

%

##

!

5

%

#5

( )
!

o%""E "%#

%8!8'B水解度"bL#的测定

南瓜籽蛋白的水解度"bL#为氨态氮占总氮的

比例&

氨态氮含量的测定采用甲醛滴定法)%$*

& 取南

?!
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瓜籽蛋白酶解液 & +N于小烧杯中$加入 !& +N蒸馏

水$磁力搅拌并用精密 RL计测量 RL& 先用 "8"&

+0.<NM,HL溶液调节 RL为 (8!$加入中性甲醛溶

液 %" +N$再用 "8"& +0.<NM,HL溶液调节 RL为

$8!$记录溶液从 RL(8! 至 RL$8! 消耗的M,HL溶

液体积& 以 ?" +N蒸馏水作空白并按式"!#计算酶

解液中氨态氮含量&

Di

6o""

%

#"

!

# o%'

"

?

"!#

式中(D为样品中氨态氮的含量$+4<+N!6为

M,HL溶液的浓度$+0.<N!"

%

为样品加入甲醛后消

耗M,HL溶液的体积$+N!"

!

为试剂空白加入甲醛

后消耗 M,HL溶液的体积$+N!"

?

为样品稀释液取

用量$+N!%' 为氮的摩尔质量$4<+0.&

总氮含量的测定采用SV&""$8&+!"%A 凯氏定

氮法&

%8!8&B数据处理

运用 E ÈE %@8" 统 计 软 件 做 方 差 分 析

"FMHgF#$用b136,3 多重比较法进行显著性检验&

应用HW-4-3(8& 进行数据整理%作图$响应面试验数

据采用b2\-43 )9R2WY(8" 软件分析&

:9结果与分析

!8%B酶的筛选

以南瓜籽蛋白为原料$选取 A 种酶并分别在其

最适条件下进行酶解$分别为碱性蛋白酶"RL(8&$

&&f#%木瓜蛋白酶" RL@8"$&&f#%中性蛋白酶

"RL@8"$&"f#%碱性蛋白酶l风味蛋白酶"添加比

例 %n%$RL(8&$&&f#%碱性蛋白酶 l氨肽酶 %"添

加比例 %n%$RL(8&$&&f#%碱性蛋白酶 l氨肽酶 !

"添加比例 %n%$RL(8&$&&f#& 在酶添加量 !C%

酶解时间 ( ^%底物质量浓度 "8"( 4<+N条件下$以

FK)抑制率和水解度为评价指标$筛选南瓜籽蛋白

制备FK)抑制肽的最佳酶$结果见图 %&

由图 % 可知$南瓜籽蛋白的酶解产物对FK)均

有抑制效果$不同酶解产物的FK)抑制率和水解度

存在一定的差异$其中碱性蛋白酶酶解产物的 FK)

抑制率和水解度均最高$ 分别为 @@8%@C 和

%!h%$C$其次为中性蛋白酶$分别为 A$8?AC和

%%h@'C& 且碱性蛋白酶和中性蛋白酶酶解产物的

FK)抑制率显著高于其他酶的酶解产物 "Kj

"h"&#& 而碱性蛋白酶与风味蛋白酶%氨肽酶 %%氨

肽酶 ! 复合酶酶解产物的FK)抑制率较低$这可能

是因为复合酶在酶解南瓜籽蛋白过程中使具有

FK)抑制活性的肽段降解成更小的肽段或氨基酸

从而导致 FK)抑制活性降低)!"*

& 因此$选择碱性

蛋白酶进行后续南瓜籽蛋白酶解条件的优化&

B注(%8碱性蛋白酶!!8木瓜蛋白酶!?8中性蛋白酶!'8碱性

蛋白酶l风味蛋白酶!&8碱性蛋白酶 l氨肽酶 %!A8碱性蛋

白酶l氨肽酶 !! 同一指标不同字母表示差异显著"Kj

"8"&#& 下同

图 89不同酶对南瓜籽蛋白酶解产物$DQ抑制率

和水解度的影响

!8!B单因素试验

!8!8%B球磨时间对南瓜籽蛋白酶解产物FK)抑制

率及水解度的影响

采用碱性蛋白酶$在酶解温度 &&f%RL(8"%酶

解时间 ( ^%底物质量浓度 "8"( 4<+N条件下$考察

球磨时间对酶解产物FK)抑制率及水解度的影响$

结果见图 !&

图 :9球磨时间对酶解产物$DQ抑制率和水解度的影响

BB由图 ! 可知$与未球磨预处理"" +-3#相比$南

瓜籽蛋白进行球磨处理 & +-3 后酶解液的 FK)抑

制率和水解度都显著增大"Kj"8"&#& 酶解产物的

FK)抑制率在 & +-3 时达到最大值"(!8'!C#$比

未经球磨预处理提高了 %%8%? 个百分点$此时水解

度也提高了 %8"? 个百分点$这可能是因为球磨处理

时的压力和摩擦作用使南瓜籽蛋白的结构发生了变

化$有利于碱性蛋白酶的水解$得到了更多碳末端为

脯氨酸或芳香氨基酸的多肽$而氮末端是疏水性氨

基酸的多肽具有FK)抑制活性)!%*

& 当球磨时间超

过 & +-3 后$酶解产物的 FK)抑制率开始下降$表

明过长的球磨时间并不利于 FK)抑制肽的生成&

谭文等)%&*的研究结果表明$鸡蛋蛋清蛋白在受到球

磨作用后$其二级结构发生改变$但当球磨时间过长

'!
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后$

!

#螺旋含量开始增加$可能是因为过度球磨处

理使蛋白质分子发生聚集& 因此$选择最佳球磨时

间为 & +-3&

!8!8!B酶解时间对南瓜籽蛋白酶解产物FK)抑制

率和水解度的影响

采用碱性蛋白酶$在球磨时间 %" +-3%酶解温度

&&f%RL(8"%底物质量浓度 "8"( 4<+N条件下$考

察酶解时间对酶解产物 FK)抑制率及水解度的影

响$结果见图 ?&

图 ;9酶解时间对酶解产物$DQ抑制率

和水解度的影响

BB由图 ? 可知$随着酶解时间的延长$南瓜籽蛋白

酶解产物的FK)抑制率先升高后趋于稳定$在酶解

时间为 %" ^时达到最大$水解度则随着酶解时间的

延长不断升高"Kj"8"&#& 由于在酶解时间为 A ^

和 %" ^ 时$酶解产物的 FK)抑制率变化不显著

"Kq"8"&#$因此为节约时间成本$选择最佳酶解时

间为 A ^&

!8!8?B底物质量浓度对南瓜籽蛋白酶解产物 FK)

抑制率和水解度的影响

采用碱性蛋白酶$在球磨时间 %" +-3%酶解温度

&&f%RL(8"%酶解时间 ( ^ 条件下$考察底物质量

浓度对酶解产物FK)抑制率及水解度的影响$结果

见图 '&

图 <9底物质量浓度对酶解产物$DQ抑制率

和水解度的影响

BB由图 ' 可知$在底物质量浓度从 "8"! 4<+N增

加到 "8"( 4<+N时$南瓜籽蛋白酶解产物的FK)抑

制率和水解度逐渐增加$且变化显著"Kj"8"&#&

当底物质量浓度为 "8"( 4<+N时$FK)抑制率和水

解度均最高!之后随着底物质量浓度的增加$FK)

抑制率开始下降但变化不显著"Kq"8"&#$水解度

无明显变化& 当底物质量浓度较小时$增加底物质

量浓度可以使酶与底物更加充分地结合$从而提高

总体水解速率$水解生成更多 FK)抑制肽$使水解

产物的FK)抑制率和水解度增大)!!*

!但当底物质

量浓度过高时$会使酶解体系黏度增大$影响了酶与

底物的结合从而影响了酶解反应的进行$导致 FK)

抑制率下降& 因此$选择最佳底物质量浓度为 "8"(

4<+N&

!8!8'BRL对南瓜籽蛋白酶解产物 FK)抑制率和

水解度的影响

采用碱性蛋白酶$在球磨时间 %" +-3%酶解温度

&&f%酶解时间 ( ^%底物质量浓度 "8"( 4<+N条件

下$考察 RL对酶解产物 FK)抑制率及水解度的影

响$结果见图 &&

图 C9)F对酶解产物$DQ抑制率和水解度的影响

BB由图 & 可知$随着酶解体系 RL的升高$南瓜籽

蛋白酶解产物的FK)抑制率和水解度也逐渐升高$

且变化显著"Kj"8"&#$在 RL(8& 时达到最高值$

继续增大 RL$FK)抑制率和水解度反而下降& 这

可能是因为 RL过低或过高都会影响碱性蛋白酶的

活力$不利于酶解$从而影响其作用效果)!?*

& 因此$

选择最佳 RL为 (8&&

!8!8&B酶解温度对南瓜籽蛋白酶解产物FK)抑制

率和水解度的影响

采用碱性蛋白酶$在球磨时间 %" +-3%RL(8"%

酶解时间 ( ^%底物质量浓度 "8"( 4<+N条件下$考

察酶解温度对酶解产物 FK)抑制率及水解度的影

响$结果见图 A&

由图 A 可知$随着酶解温度的升高$南瓜籽蛋白

酶解产物FK)抑制率和水解度都呈现出先升高后

降低的趋势$在酶解温度为 &&f时$FK)抑制率和

水解度均最大$这可能是因为在一定的温度范围内

随着温度的升高有利于酶解反应的进行$但温度过

高后$酶在高温下发生了不可逆变性$活性减弱$从

而降低了酶的催化效率& 此外$在较高的温度下$热

&!
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失活速率的增加导致活性催化剂分子数量减少得更

快$使得酶解产物的FK)抑制率和水解度下降)!'*

&

因此$选择最佳酶解温度为 &&f&

图 G9酶解温度对酶解产物$DQ抑制率和水解度的影响

!8?B响应面优化试验

!8?8%B响应面回归模型的建立与分析

在单因素试验的基础上$采用碱性蛋白酶对样

品进行酶解& 固定酶解温度 &&f%RL(8&$ 根据

V09#V2̂3=23 试验设计原理$选取对 FK)抑制率

影响较大的 ? 个考察因素底物质量浓度"D

%

#%酶解

时间"D

!

#和球磨时间"D

?

#为自变量$以 FK)抑制

率"4#为响应值$采用三因素三水平的响应面分析

法进行试验设计$响应面试验因素水平见表 %$响应

面试验设计及结果见表 !$方差分析见表 ?&

表 89响应面试验因素水平

水平
D

%

底物质量浓度<

"4<+N#

D

!

酶解时间<

^

D

?

球磨时间<

+-3

#% "8"A A "

" "8"( ( &

% "8%" %" %"

表 :9响应面试验设计及结果

试验号 D

%

D

!

D

?

4<C

% " #% % ("8?A

! " % % ('8!&

? % " #% @&8'!

' #% #% " (%8&A

& " " " (&8$$

A " #% #% @@8'$

@ #% " % ("8A@

( % % " (%8&A

$ " " " (&8?'

%" % " % @'8!%

%% #% " #% @'8?&

%! % #% " @(8%(

%? " " " (&8A'

%' " % #% @$8"%

%& " " " (&8!"

%A " " " ('8$&

%@ #% % " (!8$(

表 ;9方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 7值 8值

模型 !&@8$@ $ !(8AA %"@8A'

j"8""" %

##

D

%

%!8$( % %!8$( '(8@'

j"8""" !

##

D

!

%?8"? % %?8"? '(8$'

j"8""" !

##

D

?

!%8(& % !%8(& (!8"'

j"8""" %

##

D

%

D

!

"8$A % "8$A ?8A% j"8"$$ ?

D

%

D

?

%'8%( % %'8%( &?8!?

j"8""" !

##

D

!

D

?

%8'" % %8'" &8!@ j"8"&& ?

D

!

%

@&8&" % @&8&" !(?8&?

j"8""" %

##

D

!

!

"8"A % "8"A "8!? j"8A'$ %

D

!

?

%"A8'" % %"A8'" ?$$8&$

j"8""" %

##

残差 %8(A @ "8!@

失拟项 %8!! ? "8'% !8&" j"8%$( $

误差 "8A& ' "8%A

总和 !&$8(? %A

B注(

#

表示差异显著"Kj"8"&#!

##

表示差异极显著"Kj

"h"%#&

通过表 ! 进行响应面分析$得到相应的FK)抑

制率的回归方程为(4i%%8@& l% A!A8!'D

%

#"8%AD

!

l

?8?@D

?

l%!8!&D

%

D

!

#%(8(?D

%

D

?

l"8"AD

!

D

?

#

%" &(A8!&D

!

%

#"8"?D

!

!

#"8!"D

!

?

&

由表 ? 可知(回归模型Kj"8""" %$表明该模型

极显著!失拟项 K为 "8%$( $$大于 "8"&$差异不显

著$表明该模型拟合度良好$可以用于优化南瓜籽蛋

白酶解制备FK)抑制肽的工艺!该模型的决定系数

"!

!

#为 "8$$! ($校正系数"!

!

F[:

#为 "8$(? A$说明不

确定因素对试验结果的干扰较小$FK)抑制率的变

化有 $$8!(C来源于所选变量$模型与实际试验拟

合较好!变异系数为 "8A'C$说明模型的置信度高$

因此可以用此模型分析和预测南瓜籽蛋白酶解制备

FK)抑制肽的情况& 根据 7值得出各因素对南瓜

籽蛋白酶解产物 FK)抑制率的影响从大到小依次

为球磨时间"D

?

# q酶解时间"D

!

# q底物质量浓度

"D

%

#& 模型中 D

%

%D

!

% D

?

%D

%

D

?

%D

!

%

%D

!

?

对 FK)抑制

率的影响极显著"Kj"8"%#$D

%

D

!

%D

!

D

?

%D

!

!

对 FK)

抑制率的影响不显著"Kq"8"&#$表明各个因素之

间存在一定的交互作用$不是简单的线性关系&

通过模型优化得出南瓜籽蛋白酶解制备 FK)

抑制肽的最优条件为(底物质量浓度 "8"( 4<+N$酶

解时间 %" ^$球磨时间 A8!& +-3& 在最优条件下$

FK)抑制率理论值为 (A8$!C&

!8?8!B验证试验

为检验响应面模型的准确性$根据上述优化的

酶解条件进行验证试验$考虑到方便实际操作$将参

数修正为底物质量浓度 "8"( 4<+N%酶解时间 %" ^%

A!
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球磨时间 A +-3%酶解温度 &&f%RL(8&$经过 ? 次

平行试验$ FK)抑制率的平均值为 " (AhA& r

"8&&#C$与模型的理论值相对误差为"8?%C$说明

该模型优化得到的南瓜籽蛋白酶解制备 FK)抑制

肽的工艺参数是准确可靠的&

;9结9论

本研究以南瓜籽蛋白为原料$将球磨技术应用

到南瓜籽FK)抑制肽的制备中$通过比较不同酶酶

解产物的FK)抑制率和水解度$选用碱性蛋白酶进

行后续酶解工艺的优化试验& 在单因素试验的基础

上$以FK)抑制率为考察指标$通过响应面法优化

得到南瓜籽蛋白制备 FK)抑制肽最优工艺条件为

球磨时间 A +-3%酶解时间 %" ^%底物质量浓度 "h"(

4<+N%RL(8&%酶解温度 &&f$在此条件下 FK)抑

制率为"(A8A& r"8&&#C& 本试验结果表明球磨辅

助处理后南瓜籽蛋白酶解产物的 FK)抑制率显著

高于未经处理的酶解产物$证明了球磨处理在辅助

酶解南瓜籽蛋白制备 FK)抑制肽的研究中能有效

提高酶解效率$为球磨辅助酶法制备南瓜籽FK)抑

制肽提供了理论依据$对南瓜籽蛋白的进一步开发

利用具有重要参考价值&
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