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摘要：为对红仁核桃的精深加工及其保健功能提供参考，以红仁核桃分离蛋白为原料对其进行酶解

制备红仁核桃多肽，采用单因素试验和正交试验优化酶解工艺条件，并经超滤分离得到３个组分的
红仁核桃多肽，测定其多肽含量、胰脂肪酶抑制率和胆固醇胶束溶解度抑制率。以高血脂 ＳＤ大鼠
为模型，分别以活性最高的红仁核桃多肽的低、中、高剂量（２００、４００、８００ｍｇ／ｋｇ）饲喂大鼠２８ｄ，测
定大鼠体质量、脏器质量和血清指标，并进行组织切片观察。结果表明：红仁核桃多肽制备的最佳

条件为酶解ｐＨ９．０、底物质量分数４．０％、酶加入量（以反应体系总质量计）４．０％、酶解温度５５℃，
在此条件下水解度达到６．９６％；分子质量小于３ｋＤａ的组分活性最高；用红仁核桃多肽灌胃ＳＤ大
鼠后能显著减缓大鼠体质量及肝脏、肾脏和附睾脂肪组织质量的增加（ｐ＜０．０５），显著或极显著降
低大鼠血清总胆固醇含量、甘油三酯含量、低密度脂蛋白胆固醇含量、动脉粥样硬化指数，升高高密

度脂蛋白胆固醇含量（ｐ＜０．０５，ｐ＜０．０１）；组织切片观察结果显示仁核桃多肽干预能抑制脂肪组
织的生长和积累。红仁核桃分离蛋白酶解产物多肽具有较好的降血脂功能。
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　　核桃（ＪｕｇｌａｎｓｒｅｇｉａＬ．）是胡桃科胡桃属植物，
其果实与扁桃、腰果、榛子并称为世界“四大干

果”［１］，常被加工成核桃油、核桃乳［２］等产品，具有

较高的营养价值。核桃仁蛋白质含量可达１５％ ～
２９．７％［３］，是优质植物蛋白来源。核桃蛋白中氨基

酸组成主要以疏水性氨基酸和酸性氨基酸为主［４］，

是制备降血脂肽的优质原料。

现在人们的高脂饮食、久坐等生活习惯致使高脂

血症、动脉粥样硬化、高血压、心脏病等疾病的发病率

增高，他汀类、苯氧酸类等治疗高脂血症药物的副作

用明显［５］，而天然活性多肽具有分子质量小、生物活

性强、副作用小等优点，可以通过抑制胆固醇胶束溶

解和吸收，改变肠肝胆汁酸循环和提高胆固醇分解代

谢，以及调节脂质生成蛋白和基因起到降血脂作用，

已被广泛用于保健食品［６－８］。多肽分子质量不同，作

用效果不同，Ｍａｒｑｕｅｓ等［９］发现分子质量小于３ｋＤａ
的豇豆蛋白多肽能较好地抑制ＨＭＧＣＲ酶和胆固醇
胶束溶解，从而发挥降血脂作用。此外，多肽的生物

活性效应与肽序列密切相关［１０］，组成多肽的氨基酸

类型、含量及在多肽中位置也会影响其活性。研究

表明，高比例疏水性氨基酸（如亮氨酸、缬氨酸等）

存在的多肽具有较强的抗氧化活性和降血脂作

用［１１］，而抗高血压肽中芳香族和脂肪族氨基酸占比

较高［１２］。许多天然活性多肽如大豆蛋白多肽［１３］、

火麻籽多肽［１４］、燕麦多肽［１５］、驼血多肽［１６］等均被

证明具有较好的降血脂作用。核桃蛋白酶解后的产

物核桃多肽被证实具有抗氧化［１７］、降血压［１８］、改善

学习记忆［１９］、调节代谢紊乱［２０］等作用，而关于核桃

多肽的降血脂作用研究较少［２１］。

本文以红仁核桃制备的分离蛋白粉为试验材

料，采用单因素试验和正交试验优化碱性蛋白酶酶

解红仁核桃分离蛋白制备红仁核桃多肽的工艺条

件，并选用高血脂 ＳＤ大鼠模型评价红仁核桃多肽

的降血脂功能，旨在为红仁核桃的精深加工及其保

健功能提供科学依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

红仁核桃分离蛋白粉（蛋白质含量８８．９１％），
由陕西省洛南县红仁核桃基地生产的红仁核桃中提

取得到。碱性蛋白酶（１００００Ｕ／ｇ）、胰脂肪酶
（１２５０００Ｕ／ｇ），美国Ｓｉｇｍａ公司；氢氧化钠、磷酸缓
冲液、盐酸、胆固醇均为分析纯，奥利司他、３ｋＤａ超
滤膜、１０ｋＤａ超滤膜、４％多聚甲醛、苏木精 －伊红
（ＨＥ）和油红 Ｏ染色液，西安晶博生物科技有限公
司；甘油三酯（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、高密度脂蛋白
胆固醇（ＨＤＬ－Ｃ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬ－Ｃ）
试剂盒，南京建成生物研究所；ＳＤ雄性大鼠（体质量
１８０～２２０ｇ）、普通饲料、高脂饲料（配方为玉米粉
２０％，面粉１３％，麸、鱼粉、豆饼各５％，粗纤维、复合
维生素各０．５％，矿物质１％，猪油１８％，蔗糖、全脂
奶粉各１０％，酪蛋白８％，碳酸氢钙、动物饲料预混
料各２％），第四军医大学实验动物中心。
１．１．２　仪器与设备

ＵＶ－１１００型紫外可见分光光度计，上海美谱
达仪器有限公司；ＴＧＬ－１６ｇＲ型高速冷冻离心机，
上海安亭科学仪器厂；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧｏ型全波长酶标
仪，美国热电公司；ＢＹ－ＴＲ型光学显微镜，重庆奥
特光学仪器有限公司；ＤＷ－ＨＬ４３８型超低温冰箱，
合肥美菱股份有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　红仁核桃多肽的制备

取一定量的红仁核桃分离蛋白粉于一定体积

０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液中，磁力搅拌，利用０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ标准溶液调节ｐＨ至恒定，在设定的温度下加
一定量碱性蛋白酶（以反应体系总质量计，下同）酶
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解１２０ｍｉｎ，酶解液于 ９５℃灭酶 １５ｍｉｎ，冷却至室
温，调节 ｐＨ至７．０，离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）取
上清液，真空冷冻干燥，得到红仁核桃多肽。

１．２．２　红仁核桃多肽组分的超滤分离
将酶解得到的上清液用１０、３ｋＤａ的超滤膜过滤

分离，收集得到分子质量分别为小于３ｋＤａ（ＷＰＨ－
Ⅰ）、３～１０ｋＤａ（ＷＰＨ－Ⅱ）、大于１０ｋＤａ（ＷＰＨ－
Ⅲ）的红仁核桃多肽液，冷冻干燥后置于 －８０℃冰
箱中保存备用。

１．２．３　大鼠饲喂试验
取 ３０只 ８周龄 ＳＤ雄性大鼠，在温度 ２０～

２２℃、相对湿度６０％、２４ｈ明暗循环条件下正常饲
喂，适应一周后称其质量并随机分为 ５组，每组 ６
只，分别为空白对照组（ＮＤ），高脂模型组（ＨＦＤ），
核桃多肽低、中、高剂量干预组（ＬＷＭＰ、ＭＷＭＰ、
ＨＷＭＰ）。ＮＤ组每日饲喂普通饲料，其余各组每日饲
喂高脂饲料，同时低、中、高剂量干预组每日分别灌胃

２００、４００、８００ｍｇ／ｋｇ［２２］的红仁核桃多肽，饲喂２８ｄ。
１．２．４　水解度的测定

采用甲醛滴定法［２３］测定水解度。

１．２．５　多肽含量测定
采用福林酚法［２４］测定多肽含量。

１．２．６　胰脂肪酶抑制率和胆固醇胶束溶解度抑制
率测定

参照文献［２５］的方法测定胰脂肪酶抑制率，以
奥利司他作阳性对照；参照文献［２６］的方法通过处理
模拟胆汁胶束溶液测定胆固醇胶束溶解度抑制率。

１．２．７　大鼠体质量、脏器质量测定
灌胃２８ｄ后，称量大鼠的体质量，并解剖取肾

脏、肝脏，用生理盐水冲洗，滤纸吸干后称量各部分

脏器质量。

１．２．８　大鼠血清指标测定
最后一次给药后禁食不禁水１２ｈ，用麻醉剂麻

醉，取动脉血浆，在 １２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃条件下离心
１０ｍｉｎ，取上清液用试剂盒测定大鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、
ＨＤＬ－Ｃ、ＬＤＬ－Ｃ指标，并按照下式计算动脉粥样
硬化指数（ＩＡ）。

ＩＡ＝（ＣＴ－ＣＨ）／ＣＨ （１）
式中：ＣＴ为ＴＧ含量；ＣＨ为ＨＤＬ－Ｃ含量。

１．２．９　组织形态学观察
参照文献［２７］的方法，将大鼠组织用４％多聚甲

醛固定，石蜡包埋，用ＨＥ和油红Ｏ染色，制作切片，
切片干燥后在显微镜下观察组织形态。

１．２．１０　数据统计与分析
所有数据都以“平均值 ±标准差”表示，采用

ＳＰＳＳ１９．０软件进行方差分析，采用 Ｄｕｎｃａｎ法进行
多重比较（ｐ＜０．０５表示差异显著，ｐ＜０．０１表示
差异极显著），采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件作图。
２　结果与分析
２．１　红仁核桃多肽制备的单因素试验

用碱性蛋白酶酶解红仁核桃分离蛋白制备红仁

核桃多肽，分别在酶解温度５５℃、酶加入量２．０％及
底物质量分数２．０％条件下考察酶解 ｐＨ对水解度
的影响，在酶解温度５５℃、酶解ｐＨ９．０及底物质量
分数２．０％条件下考察酶加入量对水解度的影响，
在酶解温度５５℃、酶解ｐＨ９．０及酶加入量４．０％条
件下考察底物质量分数对水解度的影响，在酶解ｐＨ
９．０、酶加入量４．０％及底物质量分数４．０％条件下
考察酶解温度对水解度的影响，结果见图１。

　　　　　

　　　　　
图１　不同酶解条件对红仁核桃分离蛋白水解度的影响
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　　由图１可看出，水解度随着酶解 ｐＨ的增加呈
先增大后减小的趋势，当酶解 ｐＨ为９．０时，水解度
达到最大值（５．８２％），这可能是不同的 ｐＨ使酶分
子的带电状态与底物分子的解离状态发生改变［２８］，

从而影响水解度。另外，过高或过低的 ｐＨ均会造
成酶分子活性部位空间结构被破坏，影响酶的稳定

性。因此，本试验以９．０为最佳酶解ｐＨ。
由图１可看出，随着酶加入量的增加，水解度

不断增加，酶加入量达到４．０％以上，水解度趋于
平缓，这是因为底物已经达到饱和，剩余的酶无法

与蛋白质分子结合。因此，本试验以４．０％为最佳
酶加入量。

由图１可看出，随着底物质量分数的增大，酶与
底物充分接触，当底物质量分数为４．０％时，水解度
达到最大值（５．３５％），随后水解度呈下降趋势，这
可能是由于底物质量分数过大，体系黏度增大，阻碍

了酶与底物的结合，限制了酶促反应。因此，本试验

以４．０％为最佳底物质量分数。
由图１可看出，水解度随着酶解温度升高呈先

增大再减小再增大趋势，当酶解温度为５５℃时，水
解度达到最大（５．７９％）。这可能是在较低温度下
随温度升高活化分子的有效碰撞增加，从而酶解效

率增加，而温度过高会破坏酶的分子构象，酶被钝

化，导致酶解效率降低。因此，本试验以５５℃为最
佳酶解温度。

２．２　红仁核桃多肽制备的正交试验
在单因素试验的基础上，以酶解 ｐＨ（Ａ）、酶加

入量（Ｂ）、底物质量分数（Ｃ）、酶解温度（Ｄ）为因
素，以水解度为评价指标进行 Ｌ９（３

４）正交试验优

化红仁核桃多肽制备条件，每组试验重复 ３次。
正交试验因素及水平见表１，正交试验设计及结果
见表２。

由表２可看出，各因素对红仁核桃分离蛋白水解
度的影响主次顺序为Ａ＞Ｄ＞Ｂ＞Ｃ，即酶解ｐＨ＞酶
解温度＞酶加入量＞底物质量分数。以水解度为试
验指标，制备红仁核桃多肽的最优组合为Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ２，
即酶解 ｐＨ９．０、酶加入量 ４．０％、底物质量分数
４．０％、酶解温度５５℃，在此条件下进行３次验证试
验，水解度达６．９６％。

表１　正交试验因素及水平

水平
Ａ酶解
ｐＨ

Ｂ酶
加入量／％

Ｃ底物
质量分数／％

Ｄ酶解
温度／℃

１ ８．５ ３．０ ３．０ ５０
２ ９．０ ４．０ ４．０ ５５
３ ９．５ ５．０ ５．０ ６０

表２　正交试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 水解度／％
１ １ １ １ １ ５．６３±０．０３
２ １ ２ ２ ２ ５．８９±０．１０
３ １ ３ ３ ３ ５．０２±０．２２
４ ２ １ ２ ３ ６．１９±０．０７
５ ２ ２ ３ １ ６．５１±０．０８
６ ２ ３ １ ２ ６．３９±０．１３
７ ３ １ ３ ２ ５．６４±０．１０
８ ３ ２ １ ３ ５．０７±０．１０
９ ３ ３ ２ １ ５．３４±０．０８
ｋ１ ５．５１ ５．８２ ５．７０ ５．８３
ｋ２ ６．３６ ５．８２ ５．８１ ５．９７
ｋ３ ５．３５ ５．５８ ５．７２ ５．４３
Ｒ １．０１ ０．２４ ０．１１ ０．５４

２．３　红仁核桃多肽组分的超滤分离及多肽含量和
活性

红仁核桃多肽经超滤分离后得到 ＷＰＨ－Ⅰ、
ＷＰＨ－Ⅱ、ＷＰＨ－Ⅲ ３个组分，各组分得率分别为
（７８．３７ ±０．９２）％、（１１．８１ ±１．０７）％、
（２．０１±０．１１）％。

胰脂肪酶可将膳食甘油三酯水解为甘油和脂肪

酸，促进脂类吸收，抑制胰脂肪酶活性可以预防肥胖

和高血脂［２９］，另外，胆固醇胶束溶解度对人体胆固

醇吸收也至关重要［３０］。红仁核桃多肽３个组分的
多肽含量及其对胰脂肪酶和胆固醇胶束溶解度抑制

率见图２。

注：同一指标不同的小写字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）

图２　红仁核桃多肽各组分多肽含量及对胆固醇

胶束溶解度抑制率和胰脂肪酶抑制率的影响

　　由图２可看出，３个组分的多肽含量均在８５％
以上，并且无显著差异。以奥利司他为对照的胰脂

肪酶抑制率为９４．７４％。ＷＰＨ－Ⅰ的胰脂肪酶抑制
率（５８．４８％）和胆固醇胶束溶解度抑制率（４５．４１％）
均高于其他２个组分，符合活性高的多肽分子质量
一般较小的原理［８］。因此，使用多肽ＷＰＨ－Ⅰ进行
大鼠饲喂试验。
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２．４　红仁核桃多肽对大鼠体质量及脏器质量的
影响

表３为红仁核桃多肽对雄性ＳＤ大鼠体质量及脏
器质量的影响。由表３可看出，按１．２．３的方法饲喂
大鼠２８ｄ后，与 ＮＤ组相比，ＨＦＤ组大鼠体质量，肝
脏、肾脏及附睾脂肪质量均显著增加（ｐ＜０．０５），说明

造模成功，各干预组大鼠体质量均显著低于ＨＦＤ组
（ｐ＜０．０５），说明红仁核桃多肽能够抑制大鼠体质量
增长。各干预组大鼠肝脏、肾脏及附睾脂肪质量随着

红仁核桃多肽灌胃剂量的增加而降低，说明红仁核桃

多肽具有抑制大鼠脏器脂肪组织增多的作用。

表３　红仁核桃多肽对雄性ＳＤ大鼠体质量及脏器质量的影响 ｇ

项目 ＮＤ ＨＦＤ ＬＷＭＰ ＭＷＭＰ ＨＷＭＰ
体质量 ３５８．７４±１２．７４ｃ ４２９．２５±１０．４０ａ ４０２．２６±１４．０８ｂ ３８９．９０±１０．２５ｂ ３８７．７７±７．１１ｂ
肝脏 ７．７２±０．４０ｂ ９．１３±０．３４ａ ９．０６±０．４５ａ ８．８３±０．２４ａ ８．６８±０．１６ａｂ
肾脏 ２．１４±０．１４ｂ ２．４０±０．１３ａ ２．１９±０．１２ａｂ ２．１０±０．０９ｂ ２．０８±０．０９ｂ
附睾脂肪 ２．０４±０．３６ｂ ３．６７±０．５３ａ ３．２５±０．４６ａｂ ２．６７±０．６ａｂ ２．６４±０．３２ａｂ

　注：同行不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）

２．５　红仁核桃多肽对大鼠血清指标的影响
高脂饮食会导致肥胖，引发高脂血症、动脉粥样

硬化、脂肪肝等疾病，血清中的 ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ－Ｃ以

及ＨＤＬ－Ｃ常被用作血脂检测指标［３１］，ＡＩ用于衡
量动脉粥样硬化程度。各组大鼠血清指标水平测定

结果见图３。

　　　
注：、分别表示与空白对照组比较差异显著（ｐ＜０．０５）、差异极显著（ｐ＜０．０１）；＃、＃＃分别表示与模型组比较差异显

著（ｐ＜０．０５）、差异极显著（ｐ＜０．０１）
图３　红仁核桃多肽对大鼠血清指标的影响

　　由图 ３可看出，与 ＮＤ组相比，ＨＦＤ组的 ＴＣ、
ＴＧ、ＬＤＬ－Ｃ、ＡＩ均显著或极显著升高（ｐ＜０．０５，
ｐ＜０．０１），ＨＤＬ－Ｃ极显著降低（ｐ＜０．０１），这与杨
子明等［３２］的研究结果一致。ＴＧ是脂肪酸和甘油在
脂肪酸合成酶的作用下形成的脂肪分子，能有效反

映血脂水平。与ＨＦＤ组相比，红仁核桃多肽干预能
降低大鼠ＴＧ水平，且中、高剂量具有显著降低作用
（ｐ＜０．０５），可能是红仁核桃多肽抑制了 ＴＧ形成过
程中脂肪酸合成酶的表达。高密度脂蛋白作为体内

脂质的清道夫，通过结合胆固醇转运到肝脏中代谢为

胆汁酸排出体外达到降血脂的目的［３３］。与 ＨＦＤ组
相比，红仁核桃多肽干预组大鼠的 ＨＤＬ－Ｃ水平升

高，且高剂量组存在极显著升高作用（ｐ＜０．０１）。与
ＨＦＤ组相比，红仁核桃多肽干预组大鼠的ＴＣ水平和
ＡＩ水平均极显著降低（ｐ＜０．０１），ＬＤＬ－Ｃ水平均降
低，且中、高剂量组存在极显著降低作用（ｐ＜０．０１）。
综上，红仁核桃多肽有较好的预防动脉粥样硬化和降

血脂功能。

２．６　红仁核桃多肽对大鼠组织病理变化的影响
为验证高脂饮食及红仁核桃多肽干预对脏器脂

质积累的影响，本试验对 ＳＤ大鼠附睾脂肪组织和
肝脏组织分别进行ＨＥ、油红Ｏ染色，显微镜观察结
果分别见图４、图５。由图４可看出，ＨＦＤ组大鼠脂
肪细胞体积大，排列疏松，ＭＷＭＰ组和 ＨＷＭＰ组大
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鼠脂肪细胞体积明显减小，细胞形态与 ＮＤ组差异
不大，说明红仁核桃多肽能抑制脂肪细胞的增长。

由图５可看出，ＨＦＤ组存在大量脂滴被染成红色，
细胞结构被破坏，红仁核桃多肽干预组随干预剂量

的增加肝脏组织状态趋于正常，ＨＷＭＰ组虽仍存在
少量脂滴，但与ＮＤ组相比无明显差异，说明红仁核
桃多肽能在一定程度上改善因高脂饮食引起的脂肪

增加，降低脂肪积累量。

图４　红仁核桃多肽对灌胃大鼠ＨＥ染色附睾脂肪组织的影响（２００×）

图５　红仁核桃多肽对灌胃大鼠油红Ｏ染色肝脏组织的影响（４００×）

３　结　论
本试验采用碱性蛋白酶酶解红仁核桃分离蛋白

制备红仁核桃多肽，优化得到最佳酶解条件为底物

质量分数４．０％、酶解 ｐＨ９．０、酶加入量４．０％、酶
解温度５５℃，在此条件下水解度达到６．９６％。经超
滤筛选多肽组分后发现，分子质量小于３ｋＤａ的组
分对胰脂肪酶抑制率达到５８．４８％，对胆固醇胶束
溶解度抑制率达到４５．４１％，具有较好的抑制作用。
红仁核桃多肽对高脂饮食引起的高脂血症大鼠进行

干预可以减缓大鼠体质量、脏器质量的增加，明显降

低血清中ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ－Ｃ、ＡＩ水平，提高ＨＤＬ－Ｃ水
平。经过组织切片观察，红仁核桃多肽干预在一定

程度上能够抑制脂肪组织的生长和积累，说明红仁

核桃多肽在降血脂方面具有一定潜力，可为降血脂

天然产物和功能性食品的开发提供新资源。
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ｅｎｚｙｍｅ［Ｊ／ＯＬ］．Ｆｏｏｄｓ，２０２０，９（７）：８４４［２０２２－０３－
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［３０］ＷＯＯＬＬＥＴＴＬＡ，ＷＡＮＧＹ，ＢＵＣＫＬＥＹＤＤ，ｅｔａｌ．
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