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摘要!为进一步提高辣木籽蛋白资源的开发利用!采用盐提法提取辣木籽蛋白!再采用超声波辅助

酶法制备辣木籽PQ)抑制肽% 以水解度和 PQ)抑制率为评价指标!通过单因素实验探究超声波

功率&超声酶解时间&超声酶解温度及料液比对制备PQ)抑制肽的影响!采用响应面法对制备工艺

条件进行优化% 结果表明'超声波辅助酶法制备辣木籽PQ)抑制肽的最佳酶解工艺条件为碱性蛋

白酶添加量 F3F +A>+b&DE'&超声波功率 F"" o&超声酶解时间 %3& 9&超声酶解温度 FFI&料液比

%G$F!在此条件下制备的酶解物 PQ)抑制率达到 &03/!J!水解度为 &h&0J% 以辣木籽为原料制

备PQ)抑制肽作为功能性蛋白肽产品!可有效提高辣木籽蛋白资源的开发利用%

关键词!辣木籽#辣木籽蛋白#PQ)抑制肽#超声波辅助酶法
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CC辣木"M2$%"5& 2B4%C4$&#是一种特色植物$在我

国以云南的种植量最多+产量最大% 辣木籽富含蛋

白质+油脂+维生素+多糖+矿质元素等营养成
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分)% #!*

$具有较好的食用功能和药用价值$极具开发

前景)/*

% 目前$国内外在辣木籽研究方面$主要集

中在黄酮+多糖+蛋白质和油脂的提取及其在抗氧

化+抗菌+抗肿瘤+抗炎+降脂和改善糖尿病功效等方

面的作用)F #&*

%

血管紧张素转化酶"PQ)#抑制肽是一类可抑

制PQ)活性的小分子多肽物质$其通过抑制 PQ)

的活性$从而起到降血压作用% 目前$化学合成的

PQ)抑制类药物不但成本高而且有一定的毒副作

用$而天然食品中的PQ)抑制肽活性高+安全性好$

没有降压药物的毒副作用$成为未来多肽类降压食

品的主力军$同时也是研究降压药物很好的切入点%

研究发现$从核桃)0*

+龙须菜)'*

+南瓜籽)%"*中均可制

备高活性的 PQ)抑制肽% P<;\-=5.,等)%%*研究表

明$辣木籽在胰蛋白酶作用下水解生成了具有潜在

抗高血压特性的肽和肽组分$但未对提取工艺进行

优化% PQ)抑制肽通常采用酶解法+发酵法和 eRP

重组法制备)%!*

% 酶解法反应条件较温和$过程易操

作和控制$制备的PQ)抑制肽安全性较好)%/*

$被认

为是大批量生产PQ)抑制肽最有前途的方法之一%

魏康)%$*

+韩扬)%F*等分别通过超声波辅助酶法制备

了大米PQ)抑制肽和燕麦 PQ)抑制肽$其研究均

表明超声波辅助酶法能有效提高酶解效率$促进

PQ)抑制肽的制备$但关于超声波辅助酶法制备辣

木籽PQ)抑制肽工艺优化的报道较少%

本实验以水解度和PQ)抑制率为指标$采用超

声波辅助酶法制备辣木籽PQ)抑制肽$探究超声波

功率+超声酶解时间+超声酶解温度以及料液比的影

响$进一步优化酶法制备工艺$为辣木籽蛋白资源的

进一步开发利用$以及后续开发功能性蛋白肽等高

附加值辣木产品奠定一定的研究基础%

<=材料与方法

%3%C实验材料

%3%3%C原料与试剂

辣木籽$云南天佑科技开发有限公司!碱性蛋白

酶"!"" H>+A#+邻苯二甲醛"L_P#+! #巯基乙醇+

马尿酰#组氨酰#亮氨酸"EEb#+血管紧张素转化

酶"PQ)#$上海源叶生物科技有限公司%

盐酸+氯化钠+氢氧化钠+乙酸乙酯+甲醇$天津

市风船化学试剂科技有限公司%

%3%3!C仪器与设备

O4-;=]@#F"Q多功能恒温超声波萃取仪+O4-;=]@#

%0R冷冻干燥机$宁波新芝生物科技股份有限公司!

EoO!$ 电热恒温水浴锅$北京市永光明医疗仪器有

限公司!XO !!$ O精密电子天平$北京赛多利斯仪器

系统有限公司!eET#'"&"P电热鼓风干燥箱$上海

一恒科学仪器有限公司!^#XML_EP̂ ao)b% 酶标

仪$赛默飞世尔科技"中国#有限公司!)#!"% #Q

DE复合电极$上海仪电科学仪器股份公司!bF0"^

高速冷冻离心机+_EO #/QDE计$上海安亭科学仪

器厂%

%3!C实验方法

%3!3%C辣木籽蛋白制备

辣木籽脱脂
(

盐提""3/ +5.>b氯化钠与辣木

籽蛋白粉体积质量比 %G%"$DE&3%F$/"I下水浴 /"

+-=#

(

抽滤+离心"$I$$ F"" \>+-=$%F +-=#

(

取上

清液冷冻干燥
(

辣木籽蛋白%

%3!3!C超声波辅助酶法制备辣木籽蛋白酶解物

用超纯水溶解辣木籽蛋白$加入 F3F +A>+b

的碱性蛋白酶 "在辣木籽蛋白溶液中的质量浓

度#$置于多功能恒温超声波萃取仪中$在 DE'+一

定温度下酶解一定时间后$灭酶+冷却+低温离心$

取上清液"酶解液#$于 #!"I保存备用%

%3!3/C水解度测定

参照文献)%(*采用 L_P法测定辣木籽蛋白水

解度%

%3!3$CPQ)抑制率测定

参照文献)%&*采用体外检测方法测定酶解液的

PQ)抑制率% 根据表 %按顺序将各试剂加入试管中$

在反应结束后加入 F"

!

b% +5.>b的EQ."空白组不

加#终止反应!向各试管中加入 "3$ +b乙酸乙酯$混

合后离心!取 "3/ +b乙酸乙酯层$放入烘箱烘干$取

出冷却$加入 "3( +b去离子水$在 !!0 =+处测定吸

光度% 按式"%#计算PQ)抑制率"?#%

?k"!

6

#!

,

#;"!

6

#!

4

# f%""J "%#

式中&!

,

为实验组吸光度!!

6

为对照组吸光度!

!

4

为空白组吸光度%

表 <=8J$抑制率体外检测方法

试剂
添加量>

!

b

实验组 对照组 空白组

EQ."% +5.>b# " " F"

PQ)""3% H>+b# " " F

EEb"% +A>+b# %F %F %F

酶解液 F " F

去离子水 " F "

PQ)""3% H>+b# F F "

C注&加入去离子水后 /&I水浴预热 $ +-=$然后二次加入

PQ)$/&I水浴预热 /" +-=

0$
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>=结果与分析

!3%C酶解工艺单因素实验

!3%3%C超声波功率对水解度及PQ)抑制率的影响

在超声酶解时间 ! 9+料液比 %G%F+超声酶解温

度 $FI的条件下$考察超声波功率对水解度及PQ)

抑制率的影响$结果见图 %%

图 <=超声波功率对水解度及8J$抑制率的影响

由图 % 可知$随着超声波功率的增大$辣木籽蛋

白水解度变化不大$而 PQ)抑制率先增大$在 $F"

o时达到最大值$随后逐渐降低% 随超声波功率增

大PQ)抑制率先升高后降低的原因可能是&较低的

超声波功率超声空化作用较小$随着超声波功率的

增大空化作用逐渐增强$使蛋白质的结构发生变化$

暴露了新的酶切位点)%0*

$从而可能产生更多的PQ)

抑制肽!当超声波功率超过 $F" o后$PQ)抑制率

逐渐降低$可能是产生了较强的瞬间空化作用$导致

具有PQ)抑制活性的肽的结构被破坏)%'*

% 因此$

选择 $F" o为最佳的超声波功率%

!3%3!C超声酶解时间对水解度及 PQ)抑制率的

影响

在料液比 %G%F+超声波功率 $F" o+超声酶解温度

$FI的条件下$考察超声酶解时间对水解度及PQ)抑

制率的影响$结果见图 !%

图 >=超声酶解时间对水解度及8J$抑制率的影响

由图 ! 可知$随着超声酶解时间的延长$PQ)

抑制率先增大$在 ! 9 达到最大$随后迅速下降$而

辣木籽蛋白水解度先大幅上升$超过 ! 9 后上下波

动% 原因可能是随着超声酶解时间的延长$酶与底

物反应得更加充分$水解度逐渐上升$得到的 PQ)

抑制肽也越来越多$但过长的超声酶解时间可能导致

PQ)抑制肽进一步水解成为无PQ)抑制活性的氨基

酸碎片)!"*

!另外因为超声酶解时间较短时$超声波的

空化作用和热效应增加了底物分子和酶分子的能量$

加大了酶与底物的结合速率和产物的释放速率$从而

促进了酶解过程$但是随着超声酶解时间的继续延

长$酶的活性中心被底物分子饱和$部分与酶结合但

尚未酶解的底物分子在超声波的空化扰动作用下有

可能重新离开酶的活性中心$而且此过程中还伴随着

酶的失活和底物分子构象的变化)!% #!!*

$超声波对酶

解的促进作用减弱$水解度也有所波动% 因此$超声

时间不宜太长% 综合考虑$选择 ! 9 为最佳超声酶解

时间%

!3%3/C 超声酶解温度对水解度及 PQ)抑制率的

影响

在料液比 %G%F+超声波功率 $F" o +超声酶解

时间 ! 9 的条件下$考察超声酶解温度对水解度及

PQ)抑制率的影响$结果见图 /%

图 @=超声酶解温度对水解度及8J$抑制率的影响

由图 / 可知$随超声酶解温度的升高$辣木籽

蛋白水解度和 PQ)抑制率总体先逐渐增大后降

低$二者分别在 $F+ FFI时达到最大% 当超声酶

解温度上升时酶活力逐渐增强$水解度增大$产生

的 PQ)抑制肽增多$PQ)抑制率也上升!当超声

酶解温度过高时$酶的空间结构发生变化$活性受

到抑制甚至失活$导致水解度下降)!/*

$酶解物中

PQ)抑制肽的含量降低$PQ)抑制率降低% 超声

酶解温度为 $FI时有最高的水解度$但 PQ)抑制

率较低$可能是酶解物中含有的 PQ)抑制肽种类

和含量较少$而在 FFI时$水解度较低$而 PQ)抑

制率最高$可能是因为此温度下酶解物中 PQ)抑

制肽的含量最高% 综合考虑$选择 FFI为最佳超

声酶解温度%

!3%3$C料液比对水解度及PQ)抑制率的影响

在超声波功率 $F" o+超声酶解时间 ! 9+超声

酶解温度 FFI的条件下$考察料液比对水解度及

PQ)抑制率的影响$结果见图 $%

'$
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图 A=料液比对水解度及8J$抑制率的影响

由图 $ 可知$随着料液比的降低$ 辣木籽蛋白

的水解度逐渐升高$而 PQ)抑制率先升高后降低$

料液比为 %G/F 时$PQ)抑制率最高% 当料液比降

低时溶液中辣木籽蛋白浓度降低$碱性蛋白酶可以

充分水解蛋白质$故水解度逐渐增大% 而PQ)抑制

率先增加后降低的原因可能是当料液比降低时水解

度逐渐增大$PQ)抑制肽含量逐渐增加$但随着进

一步水解$可能将 PQ)抑制肽水解为无 PQ)抑制

活性的氨基酸碎片)!"*

% 因此$选择 %G/F 为最佳料

液比%

!3!C酶解工艺的响应面优化

!3!3%C响应面实验结果

综合单因素实验结果$固定超声酶解温度 FFI$

根据X5d#X;9=?;=实验设计原理$选择超声波功率

"!#+超声酶解时间"*#+料液比"+#为自变量$PQ)

抑制率",#为响应值$进行响应面实验$确定超声波

辅助酶解辣木籽蛋白制备 PQ)抑制肽工艺的最佳

条件% 响应面实验因素与水平见表 !$响应面实验

设计方案与结果见表 /%

表 >=响应面实验因素与水平

水平 超声波功率>o 超声酶解时间>9 料液比

#% /F" %3F %G!F

" $F" !3" %G/F

% FF" !3F %G$F

表 @=响应面实验设计方案与结果

实验号 ! * + ,>J

% " " " &!3!!

! " #% % &F3//

/ % " #% &(3("

$ " " " &"3F'

F " #% #% F03'(

( #% " % $/3!&

& #% " #% F(3'F

0 " " " &$3$!

' " % #% &!3F0

%" % % " (%3//

%% " " " &!3$%

%! #% #% " $"3(F

%/ % " % &!3F0

%$ " " " 0"30F

%F " % % F03%0

%( #% % " $&3F'

%& % #% " (03!!

CC对表 /数据进行多元回归拟合$得到回归模型方

程&,k&$-"'0 l%%-!0$!#"-$/F*#%-'((+#/h$F0!*l

!-$%F!+#&-('/*+ #%%-&0!!

!

#&h0('*

!

l

"-"//$+

!

%

!3!3!C方差分析

回归模型方程的方差分析结果见表 $%

表 A=回归模型方程方差分析

来源 平方和 自由度 均方 0 .

模型 ! !F!3/$ ' !F"3!( %$3$"

"3""% "

!!

! % "%03F0 % % "%03F0 F03("
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CC由表 $ 可知$该回归模型的 .值小于 "3"%$极

显著$失拟项的.值大于 "3"F$不显著$表明该模型

的拟合程度较好$回归模型的决定系数 "/

!

#为

'$h0&J$只有 F3%/J的响应值不能被此模型解释$

说明此模型较准确+可靠$可以用来分析和预测超声

波功率+超声酶解时间和料液比对辣木籽蛋白酶解

物PQ)抑制率的影响% 该模型中 !

!

+*

!

+*++!对

PQ)抑制率的影响极显著$/ 个因素对 PQ)抑制率

的影响大小顺序为超声波功率n料液比n超声酶解

时间%

!3!3/C最佳酶解条件的确定及验证

通过对回归模型方程分析$得到超声波辅助酶

法制备辣木籽 PQ)抑制肽的最佳工艺条件为碱性

蛋白酶添加量 F3F +A>+b+ DE '+超声波功率

F%&3'%F o+超声酶解时间 %3((& 9 +超声酶解温度

FFI+料液比 %G$F$在此条件下 PQ)抑制率的预测

值为 &'3F!%J% 结合实际将此工艺条件修正为碱

性蛋白酶添加量 F3F +A>+b+ DE'+超声波功率

F"" o+超声酶解时间 %3& 9+料液比 %G$F+超声酶解

温度 FFI$在此条件下水解度为 &3&0J$PQ)抑制

率为"&03/! j"3!%#J$与预测值接近$表明通过响

应面法优化工艺得到的回归模型方程以及最佳条件

可靠%

@=结=论

采用超声波辅助酶法制备辣木籽PQ)抑制肽$

通过单因素实验和响应面实验得到最佳酶解条件为

超声波功率 F"" o+超声酶解时间 %3& 9+超声酶解

温度 FFI+料液比 %G$F+碱性蛋白酶添加量 F3F

+A>+b+DE'$在此条件下 PQ)抑制率达"&03/! j

"3!%#J%
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