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摘要!为了对薄壳山核桃仁中的主要蛋白质!特别是相对丰度较低的功能活性蛋白进行系统研究!

以新鲜的薄壳山核桃仁为原料!利用电泳%液相串联质谱和氨基酸分析等方法!考察了薄壳山核桃

仁的主要蛋白质和功能活性蛋白"抗氧化酶%内源性蛋白酶$!并对内源性蛋白酶的最适 _T和温度

进行了研究& 结果显示)薄壳山核桃仁的主要蛋白质包括 ##0 球蛋白"K%e$%&0 球蛋白"#&e$和

) Hb7蛋白"#Ke$!还含有 "B!.)e超氧化物歧化酶%"B#)"e过氧化氢酶和 "B!%!e内源性蛋白

酶#只检测到 # 种蛋白酶抑制剂!并且其相对丰度极低#内源性蛋白酶在 _T.BK fKBK 和 J" fA"p

时可发挥水解活性!并在 _TJBK 和 K"p时活性最强#在氨基酸组成方面!薄壳山核桃仁蛋白的赖

氨酸含量低".B&Je$!但谷氨酸n谷氨酰胺含量"#)BK#e$和精氨酸含量"#JB#!e$高& 说明国产

薄壳山核桃适宜鲜食!对促进人体健康有益&

关键词!薄壳山核桃仁#蛋白质#抗氧化酶#内源性蛋白酶
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MM薄壳山核桃也称碧根果$原产于北美+#,

% 由于

薄壳山核桃的良好口感和营养价值+!,
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始$我国大量进口薄壳山核桃+.,

% !""% 年以来国内

薄壳山核桃的种植规模逐步增加+.,

$目前年产量已

达到千吨级% 薄壳山核桃仁的营养成分主要为脂质

和蛋白质% 植物蛋白除了主要蛋白---贮藏蛋白

外$还含有一些功能活性蛋白$可为人体提供氨基酸

营养$还可发挥其生理功能% 目前研究较多的功能

活性蛋白包括抗氧化酶类和蛋白酶类$鲜食可以完

好地保持功能活性蛋白的生理活性+J,

% 抗氧化酶

主要包括超氧化物歧化酶和过氧化氢酶等$由于自

身的抗氧化性$对于代谢紊乱'心血管疾病'炎症'癌

症和大脑功能衰退等具有功能活性作用+K,

% 蛋白

酶主要包括内肽酶和外肽酶$摄入这些蛋白酶可缓

解人体因消化能力不足引起的胃肠道不适$一些蛋

白酶对于癌症'免疫调节问题和伤口愈合也具有功

能活性作用+A $%,

%

对于薄壳山核桃蛋白$目前研究主要集中在利

用电泳和免疫印迹法考察致敏蛋白+) $#",

$而对于薄

壳山核桃中的主要蛋白质$特别是相对丰度较低的

功能活性蛋白还缺乏系统研究% 因此$本文以新鲜

薄壳山核桃仁为原料$通过还原和非还原电泳首先

考察薄壳山核桃仁中主要蛋白质的二硫键连接情

况$再通过液相串联质谱"U3$Q0FQ0#考察主要蛋

白质的种类及相对丰度较低的功能活性蛋白$接着

分析蛋白质的氨基酸组成$最后分析内源性蛋白酶

的水解活性条件% 通过本研究$一方面系统梳理薄

壳山核桃仁中主要蛋白质的基本性质"分子质量'

二硫键和氨基酸组成#$另一方面挖掘其中的功能

活性蛋白$以期为提高国产薄壳山核桃的市场竞争

力提供科学依据%

=>材料与方法

#B#M实验材料

#B#B#M原料与试剂

新鲜的薄壳山核桃仁"蛋白质含量为 )B&e#$

由江苏农景生态建设有限公司提供% 硫酸钾'硫酸

铜'硼酸'盐酸'氢氧化钠'硫酸'甘油'甲醇'乙酸'乙

酸铵'三氯乙酸"L3N#'考马斯亮蓝1$!K"'十二烷

基硫酸钠"0b0#'无水乙醇'甲基红'溴甲酚绿'磺基

水杨酸$国药集团化学试剂有限公司!三"羟甲基#

氨基甲烷"L[8Y#'过硫酸铵$上海麦克林生化科技有

限公司!三"羟甲基#甲基甘氨酸"L[8C8;=#$北京百

灵威科技有限公司!甲叉丙烯酰胺'丙烯酰胺'二硫

苏糖醇"bLL#'碘乙酰胺'尿素$上海 08?67$N9Z[8CW

有限公司!标准蛋白 Q7[H=["! f!K" Hb7#$上海伯

乐生命医学产品有限公司!氮气$无锡市圣马气体有

限公司%

#B#B!M仪器与设备

九阳U#% $/)!%0 破壁机$九阳股份有限公司!

N*!!J3P电子天平$奥豪斯仪器"上海#有限公司!

,QLN数显调节烘箱$上海跃进医疗器械厂!0T!!"

石墨消解仪$济南海能仪器有限公司!TT$0 数显

恒温水浴锅$江苏省金坛市医疗仪器厂!Lb2K $O0

台式低速离心机'Q#A 高速微量离心机$湖南湘仪

实验室仪器开发有限公司!b//$%3型电泳仪电

源$北京市六一仪器厂!+)%J" 自动凯氏定氮仪$海

能未来技术集团股份有限公司!-4!" 实验室 _T

计$梅特勒$托利多公司!)" 型磁力搅拌器$上海沪

西分析仪器厂有限公司!T867C$3*!#1

%

高速冷

冻离心机'U$%)"" 氨基酸分析仪$日立高科技公

司$L0 $!"" 定轨摇床$其林贝尔仪器制造有限公

司!u4c7CS8\=质谱仪$赛默飞世尔科技%

#B!M实验方法

#B!B#M薄壳山核桃仁浆液的制备

称取 ." ?薄壳山核桃仁$按质量比 #o. 加入去

离子水于 Jp浸泡 % f#! W!用去离子水清洗 ! 次$

加入去离子水至总质量达到 #%" ?$用破壁机 ) 档打

浆 ! 68;$经纱布过滤得到浆 # 和渣!向渣中加入

#!" ?去离子水$再次用破壁机 & 档打浆 # 68;$过滤

得到浆 !!将浆 # 和浆 ! 混合得到薄壳山核桃仁浆

液% 利用凯氏定氮法"1'K"")BK-!"#A#测得浆液

中的蛋白质含量为 %B. 6?F6U$浆液中的蛋白质约

占薄壳山核桃仁中总蛋白质的 %Ke%

#B!B!M三"羟甲基#甲基甘氨酸 $十二烷基硫酸

钠$聚丙烯酰胺凝胶电泳"L[8C8;=$0b0 $hN14#

分析

样品制备&利用去离子水将浆液中的蛋白质含

量稀释至 ! 6?F6U$得到稀释液!取 "BK 6U稀释液$

加入 "BK 6U蛋白质溶解液" _TAB%'"B!K 6D9FU

L[8Y$T39缓冲液$#e0b0#并混合均匀$加入 ."

"

U

bLL$煮沸 K 68;$冷却至室温$得到还原电泳样品!

对于非还原电泳样品$取 "BK 6U稀释液与 "BK 6U

蛋白质溶解液混合$不加 bLL$也不煮沸处理% 然

后$离心"#! """ [F68;$#" 68;#$取清液$加 #"

"

U

溴酚蓝指示剂$混合均匀$用于 L[8C8;=$0b0 $

hN14分析%

L[8C8;=$0b0 $hN14分析&参考 3W=; 等+##,的

方法进行$Je浓缩胶$#Ae分离胶$阳极缓冲液为

"B! 6D9FUL[8Y$T39" _T %B) #$阴极缓冲液为

"B# 6D9FUL[8Y$T39"_T%B!K#$并含有 "B#e 0b0

和 "B# 6D9FUL[8C8;=$进样量 #"

"

U$样品在浓缩胶段

的电压设定为 ." a$进入分离胶后电压调为 #"" a$

!K
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并保持至结束% 整个电泳过程中电泳槽置于室温环

境下% 电泳结束后$凝胶经固定'染色'脱色后使用

V67?=U7̂ .B" 软件分析蛋白条带的表观分子质量

和强度%

#B!B.M薄壳山核桃仁蛋白质的U3$Q0FQ0鉴定

参考3W=;等+##,的方法进行U3$Q0FQ0鉴定%

"##脱脂和酶解% 将适量薄壳山核桃浆液在裂解

缓冲液"Je 0b0'# 66D9FUbLL'#K" 66D9FUL[8Y$

T39$_T%#中剪切后$高速离心"#A """ 0'#" 68;#去

除脂质$得到透明液相% 利用反复超滤的方式"超

滤膜的截留分子质量 #" Hb7!洗脱液为 % 6D9FU尿

素'#K" 66D9FUL[8Y$T39$_T%#除去透明液相中的

0b0'bLL和其他小分子物质% 再利用 "B"K 6D9FU碘

乙酰胺"% 6D9FU尿素溶液#将蛋白质中的巯基烷基

化% 然后利用超滤"洗脱液为 % 6D9FU尿素$. 次#洗

去碘乙酰胺$再利用超滤"洗脱液为 !K 66D9FU碳酸

氢铵$. 次#洗去尿素% 加入胰蛋白酶"酶与蛋白质

量比为 #o%"#$在 .&p孵育 #A f#% W%

"!#液相色谱分离% 以 "B#e甲酸水溶液为 N

液$"B#e甲酸乙腈水溶液"乙腈为 %Je#为 '液%

液相色谱柱为 *h$3#% ""B#K 66r#K" 66#$以

)Ke的 N液平衡色谱柱% 样品由自动进样器上样

到2D[̂7c.""0'$3#% _=_S8Z=S[7_Y$再经过液相色

谱柱分离% 液相梯度&" fK" 68;$'液 Je fK"e!

K" fKJ 68;$'液 K"e f#""e!KJ fA" 68;$'液保

持在 #""e%

".#质谱鉴定% 样品酶解产物经上述液相色谱

分离后$使用u4c7CS8\=质谱仪进行分析$分析时间

为 A" 68;$检测方式为正离子模式$收集方式为每次

全扫描后采集 #" 个碎片图谱%

"J # 数据分析% 质谱测试原始文件使用

Q7cuR7;S#BKBKB# 软件在数据库进行检索$对蛋白

质进行定性% 利用蛋白质的质谱 U-u"97̂=9$<[==

ER7;S8<8C7S8D;#强度按归一化法计算各个蛋白质的相

对丰度"代表该蛋白质的相对含量#$对蛋白质进行

定量%

#B!BJM氨基酸组成分析

参考3W=;等+#!,的方法测定样品氨基酸组成%

取 !BJ# 6U样品于水解管中$加入 #" 6UA 6D9FU

T39溶液$充氮气 . 68;$拧紧水解管盖% 放入

#!"p的烘箱中水解 !! f!J W$期间摇匀数次$待水

解完全后取出'冷却'混匀后开管$定容到 K" 6U$过

滤去除不溶性杂质$取 ! 6U溶液于试管$置于 )Kp

烘箱蒸干$最后用 ! 6U"B"! 6D9FUT39溶解$经

"B!!

"

6水系滤膜过滤后进行分析%

利用氨基酸分析仪分析% 流动相 N为乙酸钠

三乙胺$四氢呋喃缓冲液"_T&B!#$流动相'为乙

酸钠$甲醇 $乙腈缓冲液 " _T &B!#$色谱柱为

N?89=;ST:_=[Y89̀b0柱"!K" 66rJB" 66rK

"

6#$

流速 #" 6UF68;$柱温 J"p$检测波长 ..% ;6"脯氨

酸检测波长 !A! ;6#% 采用外标法定量%

#B!BKM_T和温度对内源性蛋白酶活性的影响

从 #B!B# 制备的浆液中取出 A 份 "每份 !"

6U#$# 份不做任何处理"空白对照$_TAB%#$将其

余 K 份的 _T分别调至 .BK'JB"'JBK'KB" 和 KBK$

在 K"p水浴中孵育 A W$然后进行氮溶指数

"L3N$P0V#测定$用以表征内源性蛋白酶的协同

活性+#.,

%

从 #B!B# 制备的浆液中取出 A 份 "每份 !"

6U#$# 份不做任何处理"空白对照$_TAB%#$将其

余 K 份的 _T都调至 JBK$在 J"'K"'A"'&"p和 %"p

水浴中孵育 A W$然后进行 L[8C8;=$0b0 $hN14

分析%

#B!BAM氮溶指数的测定

在样品中加入 L3N固体$使其质量分数达到

#Ke$搅拌使L3N完全溶解$静置 # W$离心"#K """

0$!" 68;#$过滤$取上清液$待测% 采用凯氏定氮法

分别测定上清液和样品中的氮含量% 按下式计算氮

溶指数"L

P0

#%

L

P0

mFCF

"

r#""e "##

式中&F为上清液的氮含量!F

"

为样品的氮

含量%

?>结果与讨论

!B#M薄壳山核桃仁中蛋白质的 L[8C8;=$0b0 $

hN14表征"见图 #$

M注&QB标准蛋白Q7[H=[!泳道 # f.B浆液中蛋白质还原电

泳的 . 次平行!泳道 J fAB浆液中蛋白质非还原电泳的 . 次

平行!图谱为分离胶的全部区域$不包括浓缩胶区域

图 =>薄壳山核桃仁浆液中蛋白质的还原

和非还原W-+1+')PZ!ZPS9JI图谱
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MM相比于 0b0 $hN14$L[8C8;=$0b0 $hN14可以

表征样品中更大分子质量范围的蛋白质组成$尤其

是 #" Hb7以下的小分子质量蛋白+#J,

% 由图 # 可

知&在还原条件下$薄壳山核桃仁中蛋白质包括

J% fA& Hb7'.# f.K Hb7'!# f!! Hb7'#K Hh7'#.

Hh7') Hb7和 A Hb7!在非还原条件下$蛋白质条带

主要集中在 K% Hb7附近及其上部区域% 根据分子

质量及L[8C8;=$0b0 $hN14图谱分析可知$还原条

件下的 .# f.K Hb7和 !# f!! Hb7蛋白通过二硫键

连接形成非还原条件下的 K% Hb7蛋白+#K,

%

!B!M薄壳山核桃仁主要蛋白质和微量活性蛋白的

U3$Q0FQ0表征

利用 U3$Q0FQ0 鉴定了薄壳山核桃仁的蛋

白质组成$并利用质谱 U-u强度分析了各种蛋白

质的相对丰度% 共鉴定出 .&J 种蛋白质$本文仅

列出主要蛋白质成分和一些已知功能活性的微量

活性蛋白%

!B!B#M主要蛋白质成分"见表 ##

由表 # 可知$薄壳山核桃仁的主要蛋白质包括

&0球蛋白和 ##0 球蛋白% 共检测出 K 种 &0 球蛋

白$理论分子质量分别约为 )J'K&'K)'%# Hb7和 &"

Hb7$其中&K&'K) Hb7和 &" Hb7的 . 种蛋白质对应

于图 # 中的 K% Hb7和 A& Hb7条带$而 )J Hb7和

%# Hb7没有对应条带% P3'V数据库中的蛋白质序

列信息有很多是来源于基因预测+#A,

$特别是对于薄

壳山核桃这类深入研究较少的植物% 因此$有些蛋

白质在成熟种子中的实际分子质量与理论分子质量

大相径庭% 如&2W7;?等+),研究证实$理论分子质量

为 )J Hb7的 &0球蛋白在电泳胶上的实际分子质量

为 J% Hb7"主要由翻译和翻译后修饰引起#$对应于

图 # 中的 J% Hb7条带% 对于理论分子质量为 %#

Hb7的蛋白$还未见研究$可能与 )J Hb7蛋白类似%

因此$通过对比电泳和质谱结果$可得如下结论&图

# 中的 A&'K% Hb7和 J% Hb7条带为薄壳山核桃仁的

&0球蛋白%

对于 ##0球蛋白$共检测出 ) 种$理论分子质量

在 K. fK) Hb7范围内% 一般而言$植物种子中 ##0

球蛋白的亚基都是碱性肽链和酸性肽链通过二硫键

连接而成+#K,

% 因此$通过对比电泳和质谱结果$可

得如下结论&质谱检测出的 ##0 球蛋白对应于图 #

中非还原条件下的 K% Hb7条带$图 # 中还原条件下

的 .# f.K Hb7条带是 ##0 球蛋白的酸性肽链$而

!# f!! Hb7条带是 ##0球蛋白的碱性肽链+#K,

%

通过分析图 # 中还原条件下的条带强度可得$

薄壳山核桃仁中的主要蛋白质为 ##0 球蛋白

"K%e#'&0球蛋白"#&e#和 ) Hb7蛋白"#Ke#%

表 =>薄壳山核桃仁的主要蛋白质组成

M序号 蛋白质 理论分子质量FHb7 氨基酸残基数 覆盖率Fe 相对丰度Fe

# &0 \8C898; )JB!") &%J A%B) !KB))J

! a8C898; (R?[AB"#"# K&B.)) K"! !#B& "KBA.K

. a8C898; $98H=Y==ZYSD[7?=_[DS=8; K)BJJJ K!. #)BK ".B.K"

J a8C898; $98H=Y==Z YSD[7?=_[DS=8; %#B")K A%# "&B% ""B#%J

K a8C898; (R?[!B"#"# A)B)%) K). .JBJ ""B")#

A ##0 9=?R68; _[DS=8; K&B)J. K"K AJBA #AB..#

& U=?R68; '$98H= KKB%KK J)" JAB) #!B%)K

% ##0 ?9D̂R98; ! $98H= K.BJJ" J&" .%B& "&B%A"

) U=?R68; N$98H= K%B!). K## .KB! "AB"A)

#" U=?R68; '$98H= KKB%!A J%& !&B) "!B)#J

## ##0 ?9D̂R98; ! $98H= KJB."& J%# #AB! "#BJ&#

#! ##0 ?9D̂R98; (R?[J K%B#JJ K"& J%B& "#B#!K

#. ##0 ?9D̂R98; "799=[?=; (R?; J# K%B"KK K#" J"B" ""B".%

#J ##0 ?9D̂R98; "N99=[?=; 37[8J# K%B"#A K"K AJB" ""B""!

M注&表中序号 # fK 为 &0球蛋白$A f#J 为 ##0球蛋白

!B!B!M抗氧化酶"见表 !#

由表 ! 可知$薄壳山核桃仁中的主要抗氧化酶

为超氧化物歧化酶和过氧化氢酶$各有 . 种$相对丰

度分别为 "B!.)e和 "B#)"e% 国产薄壳山核桃由

于可以保持新鲜度$可通过鲜食摄入抗氧化酶% 而

进口薄壳山核桃由于需要长时间的运输等$新鲜度
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大打折扣$不适宜鲜食$一般需要加工成盐或烘烤

坚果等进行食用$从而导致其中的抗氧化酶变性失

活$降低了营养功能价值%

表 ?>薄壳山核桃仁中的抗氧化酶

序号 蛋白质 理论分子质量FHb7 氨基酸残基数 覆盖率Fe 相对丰度Fe

# 0R_=[Dc8Z=Z8Y6RS7Y= !JB).J !!. #&B" "B##.

! 0R_=[Dc8Z=Z8Y6RS7Y=+3R $2;, "%B!.K "&) #ABK "B#""

. 0R_=[Dc8Z=Z8Y6RS7Y=+3R $2;, !#BK". !#" #.B. "B"!A

J 37S797Y= K&B"&! J)! !KBA "B#&A

K 37S797Y= KAB)!" J)! #JBJ "B"")

A 37S797Y= KAB)A! J)! !KBJ "B""K

M注&表中序号 # f. 为超氧化物歧化酶$J fA 为过氧化氢酶

!B!B.M内源性蛋白酶"见表 .#

由表 . 可知$薄壳山核桃仁中共检测出 #K 种内

源性蛋白酶"% 种内肽酶和 & 种外肽酶#$具体为 K

种天冬氨酸内肽酶'# 种半胱氨酸内肽酶'# 种金属

内肽酶'# 种丝氨酸内肽酶'! 种羧肽酶和 K 种氨肽

酶"包括 # 种三肽基肽酶#% 主要蛋白酶为天冬氨

酸内肽酶"相对丰度 "B"%!e#'氨肽酶"相对丰度

"B"&Ke#'羧肽酶"相对丰度 "B"A"e#和半胱氨酸

内肽酶"相对丰度 "B"JKe#% 总内源性蛋白酶的相

对丰度为 "B!%!e% 另外$薄壳山核桃仁中的蛋白

酶抑制剂极少$只检测出 # 种半胱氨酸蛋白酶抑制

剂$其相对丰度只有 "B""Ae$可作为薄壳山核桃可

鲜食的重要科学理论依据%

表 B>薄壳山核桃仁中的内源性蛋白酶组成

M序号 蛋白质 理论分子质量FHb7氨基酸残基数 覆盖率Fe 相对丰度Fe

# NY_7[S8C_[DS=8;7Y=$98H= KAB#!" K#J #"B& "B"J"

! NY_7[S:9_[DS=7Y=N4b. $98H= JAB)A% J.% ##BJ "B"!A

. NY_7[S8C_[DS=8;7Y=$98H= KKBA)A K#J "AB" "B"#.

J NY_7[S8C_[DS=7Y= K%B%"A KJ! "#B% "B""!

K NY_7[S8C_[DS=7Y= K.B#J" J)% "JB% "B""#

A a7CRD97[_[DC=YY8;?=;I:6= KJB%!! J)J #"B& "B"JK

& 28;C6=S799D_[DS=7Y= KJBK## K"K "AB& "B"##

% h[D̂7̂9=Y=[8;=_[DS=7Y=4bN! KKB"!A J%) "%BA "B"")

) h[D̂7̂9=?9RS767S=C7[̂Dc:_=_S8Z7Y=! &&B)A& &"K ")B! "B"J%

#" 37[̂Dc:_=_S8Z7Y= KAB#K& K". "AB" "B"#!

## L[8_=_S8Z:9$_=_S8Z7Y=

%

#J)B%." # .K% "&B# "B"!)

#! N68;D_=_S8Z7Y= )%BK%K %&. "&B# "B"#&

#. h[D̂7̂9=7Y_7[S:9768;D_=_S8Z7Y= A"B!J. KKA "KB! "B"#A

#J U=RC8;=768;D_=_S8Z7Y=# $98H= A"B.AA K&% "KB& "B"##

#K hR[D6:C8; $Y=;Y8S8\=768;D_=_S8Z7Y= #""B#)" %%A "#B! "B""!

M注&表中序号 # fK 为天冬氨酸内肽酶$A 为半胱氨酸内肽酶$& 为金属内肽酶$% 为丝氨酸内肽酶$)'#" 为羧肽酶"外肽酶#$

## f#K 为氨肽酶"外肽酶#

!B.M薄壳山核桃仁蛋白质的氨基酸组成"见表 J$

由于在人体代谢过程中$苯丙氨酸和蛋氨酸可

分别转化成酪氨酸和半胱氨酸$因此食物中的酪氨

酸和半胱氨酸可一定程度减少人体对于苯丙氨酸和

蛋氨酸的需求+#& $#%,

% 由表 J 可知&薄壳山核桃仁蛋

白的必需氨基酸相对含量为 .#B#!e!赖氨酸是薄

壳山核桃仁蛋白的第一限制性氨基酸$苏氨酸含量

略微低于联合国粮食及农业组织"-Ǹ #的标准%

对于非必需氨基酸$谷氨酸n谷氨酰胺'精氨酸和天

冬氨酸n天冬酰胺相对含量较高$分别为 #)gK#e'

#JB#!e和 )B&Je% 虽然薄壳山核桃仁蛋白中赖氨

酸含量较低$但其是一种良好的谷氨酸 n谷氨酰胺

和精氨酸的来源%

KK
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表 C>薄壳山核桃仁蛋白质的氨基酸组成 V

氨基酸 相对含量 -Ǹ 标准

亮氨酸t

&BJA ABA

缬氨酸t

KBK% .BK

苯丙氨酸t

n酪氨酸 %B&J AB.

异亮氨酸t

JB&K !B%

赖氨酸t

.B&J KB%

苏氨酸t

.B"A .BJ

蛋氨酸t

n半胱氨酸 !BJ" !BK

谷氨酸 n谷氨酰胺 #)BK#

精氨酸 #JB#!

天冬氨酸 n天冬酰胺 )B&J

甘氨酸 KB!!

丙氨酸 JB%A

丝氨酸 JB!.

脯氨酸 .B%&

组氨酸 !B&.

必需氨基酸 .#B#!

M注&t表示必需氨基酸!苯丙氨酸相对含量为 KBJAe!酪氨

酸相对含量为 .B!%e!蛋氨酸相对含量为 #B"&e!半胱氨酸

相对含量为 #B..e

!BJM薄壳山核桃仁的内源性蛋白酶活性

通常人体胃液的 _T在 # f.$当食物进入胃后$

可使胃中的 _T上升至 #B& fJB&% 当胃中的食糜进

入小肠后$被胰腺分泌释放进入小肠的碳酸氢钠逐

步中和+#),

% 因此$经口摄入的食物源蛋白酶需在酸

性和中性 _T范围内发挥水解活性才能帮助食物消

化% 基于此$本文考察了 _T和温度对于内源性蛋

白酶活性的影响% 通过前期研究发现$薄壳山核桃

仁内源性蛋白酶的活性在 _TJ fK 时较强$而在 _T

J 以下和 _TK 以上活性逐步减弱$这与大多数植物

种子中内源性蛋白酶相符+!",

% 因此$ 本文在

_T.BK fKBK 和 J" f%"p条件下进行系统研究%

按照 #B!BK 的方法考察 _T和温度对薄壳山核

桃仁内源性蛋白酶活性的影响$结果分别见图 ! 和

图 .% 由图 ! 可知$在 _TJBK 时氮溶指数最大$为

#.gJAe$_TK"##gK)e#和 _TJ"##BJAe#时次之$

而 _T.BK 时氮溶指数为 #"B..e$_TKBK 时氮溶指

数为 %BJAe% 空白对照氮溶指数为 KBAAe% 可见$

在 _TJBK'K"p条件下$内源性蛋白酶的活性比空

白对照提高了 &B% 百分点%

由图 . 可知&在 J" fA"p范围内$K"p时 J% f

A& Hb7'.# f.K Hb7和 !# f!! Hb7等蛋白条带的强

度降低最大$其次是 J"p"接近于人体温度#!在

&" f%"p时$上述的蛋白条带强度降低明显$但是

在分离胶的顶部形成了大量的蛋白聚合物% 综合上

述结果可知$薄壳山核桃仁中的内源性蛋白酶在 _T

JBK 和 K"p时活性最大$这与核桃'芝麻和大豆中

内源性蛋白酶的结果相符+J$#.$!#,

% 由上述结果可

知$通过鲜食薄壳山核桃可以摄入膳食蛋白酶$这些

蛋白酶在胃中和食糜进入小肠的碳酸氢钠中和阶段

可发挥助消化作用% 对于这些蛋白酶是否可发挥其

他生理活性作用$还需后续进一步研究%

M注&3为空白对照!不同小写字母表示差异显著"(k"B"K#

图 ?>D@^条件下,T对薄壳山核桃仁内源性

蛋白酶活性的影响

注&Q为标准蛋白Q7[H=[!3为空白对照

图 B>,TC_D 时不同温度下薄壳山核桃仁内源性蛋白酶的

W-+1+')PZ!ZPS9JI图谱

B>结>论

薄壳山核桃仁蛋白主要包括 ##0 球蛋白'&0 球

蛋白和 ) Hb7蛋白$分别占总蛋白的 K%e'#&e和

#Ke% 另外$还含有超氧化物歧化酶'过氧化氢酶和

内源性蛋白酶等微量活性蛋白$相对丰度分别为

"B!.)e'"B#)"e和 "B!%!e% U3$Q0FQ0 仅检测

出 # 种蛋白酶抑制剂"半胱氨酸蛋白酶抑制剂#$且

相对丰度极低$可作为薄壳山核桃可鲜食的重要科

学依据% 内源性蛋白酶在 _T.BK fKBK'J" fA"p

时具有水解活性$并在 _TJBK 和 K"p时活性最大%

与进口薄壳山核桃不同$国产薄壳山核桃由于可保

持新鲜度$从而适宜鲜食% 鲜食可摄入薄壳山核桃

仁中的抗氧化酶和内源性蛋白酶$对于促进人体健

康有益% 另外$与大多数植物蛋白类似$薄壳山核桃

仁蛋白的赖氨酸含量达不到-Ǹ 标准% 不过$薄壳

山核桃仁蛋白是一种良好的谷氨酸n谷氨酰胺和精

氨酸来源% 基于上述研究$对于国产薄壳山核桃$我
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们建议国内相关从业人员在推广鲜食薄壳山核桃

"活性蛋白保留较好#方面做出努力$开辟国内市场

新赛道$促进国产薄壳山核桃产业的健康发展%
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