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摘要：为高值化开发长柄扁桃种仁蛋白，以长柄扁桃种仁为原料，脱脂后提取水溶性蛋白，采用蛋白

酶对其酶解制备长柄扁桃肽。通过比较５种蛋白酶对长柄扁桃水溶性蛋白水解度及酶解产物抗氧
化活性的影响，优选合适的酶解用酶，在此基础上，采用单因素实验和响应面实验优化了长柄扁桃

多肽的制备工艺。结果表明：采用碱性蛋白酶酶解可以得到更高的长柄扁桃蛋白水解度

（１６０３％）和酶解产物ＤＰＰＨ自由基清除率（５９．４９％），更适于长柄扁桃蛋白的酶解；长柄扁桃蛋
白的最优酶解工艺条件为酶解温度５７℃、酶解时间４ｈ、碱性蛋白酶用量１１９２Ｕ／ｇ、ｐＨ８．４，在此
条件下长柄扁桃蛋白水解度为１８．１２％。酶解长柄扁桃蛋白制备多肽可提高长柄扁桃种仁的附加
值，同时可为功能性肽产品提供优质原料。
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ｐｅｐｔｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：Ａｍｙｇｄａｌｕｓ ｐｅｄｕｎｃｕｌａｔａ Ｐａｌｌ； ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ； ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｉｏｎ； ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｓｕｒｆａｃｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

　　木本油料通常含有丰富的油脂和蛋白质，榨油
后的饼粕可以作为制备优质植物蛋白及多肽的原

料［１］。大力发展木本油料产业是我国应对粮油危

机的重要举措，油用牡丹、文冠果、元宝枫、长柄扁桃

等特色木本油料作物逐渐受到各级政府及相关研究

者的重视。长柄扁桃（ＡｍｙｇｄａｌｕｓｐｅｄｕｎｃｕｌａｔａＰａｌｌ），
又名野樱桃、柄扁桃，是蔷薇科扁桃属的落叶灌木，

分布在中国西北毛乌素沙漠、内蒙古，以及蒙古国、

俄罗斯西伯利亚东部等地。长柄扁桃耐寒耐旱，根

系发达，保水性好，生命周期长，是防风固沙的优良

树种［２］，在环保方面具有一定作用；长柄扁桃叶可

制备杀虫剂［３］，其桃壳可开发成高品质的碳材

料［４］，具有较好的经济价值；长柄扁桃种仁油脂含

量在４０％以上［５］，富含不饱和脂肪酸、维生素 Ｅ和
角鲨烯等，有着较好的抗氧化、降血脂、保护肝脏的

功效［６］，且其蛋白质含量大于２０％，蛋白质氨基酸
组成齐全，具有较高的营养价值［７］。长柄扁桃种仁

中的水溶性蛋白具有较好的持油力、乳化性、起泡

性、热稳定性，是开发多肽的潜在优良原料。多肽是

一种极具潜力的活性功能成分，可广泛应用于食品、

保健品、化妆品等领域，具有广阔的应用前景和良好

的经济效益，是食品、生物医学领域的研究热点［８］。

课题组前期研究比较了稀碱溶液、水溶液和盐

溶液对长柄扁桃蛋白提取率的影响，发现碱法的提

取率略高于水提法，但碱法对长柄扁桃蛋白的色泽

有不利影响［５］。目前有关长柄扁桃肽的研究尚未

见报道。本文将长柄扁桃种仁脱脂提取水溶性蛋

白，再经酶解制备多肽，通过比较５种生物酶的蛋白
水解度及酶解液的 ＤＰＰＨ自由基清除能力，优选合
适的酶解用酶，并以水解度为指标采用响应面法优

化了长柄扁桃肽制备工艺，以期为长柄扁桃蛋白的

高值化开发利用提供参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料

长柄扁桃种子，采自陕西省榆林市，脱壳后得到

长柄扁桃种仁，冷藏备用；胃蛋白酶（１．００×１０４

Ｕ／ｇ）、胰蛋白酶（２．５０×１０５Ｕ／ｇ）、中性蛋白酶
（５．００×１０４Ｕ／ｇ）、碱性蛋白酶（２．００×１０４Ｕ／ｇ）、木
瓜蛋白酶（１．００×１０４Ｕ／ｇ），西安优博生物有限公
司；正己烷，分析纯，西安化学试剂厂；氢氧化钠，分

析纯，天津志远化工有限公司。

ＪＰ－５００Ｃ－８高速粉碎机，永康市久品工贸有
限公司；ＭＥ２０４电子分析天平，梅特勒 －托利多仪
器有限公司；ＡｖａｎｔｉＪ－２６ＸＰ高速冷冻离心机，美国
Ｂｅｃｋｍａｎ公司；Ｆｒｅｅｚｏｎｅ冷冻干燥机，美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ
公司。

１．２　实验方法
１．２．１　长柄扁桃水溶性蛋白的制备

长柄扁桃种仁经热烫（８０℃热水中１０ｓ）、手工
去皮后于４０℃下烘干，用高速粉碎机粉碎，得到长
柄扁桃种仁粉，以料液比１∶５向其中加入正己烷进
行索氏抽提脱脂后，于２５℃干燥得到长柄扁桃种仁
脱脂粉，于４℃保存备用。将长柄扁桃种仁脱脂粉
和蒸馏水以 １∶１６的比例混合，在 ２５℃下搅拌 ９０
ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液，加稀盐
酸（１ｍｏｌ／Ｌ）调 ｐＨ至４．５酸沉，过滤，沉淀物冷冻
干燥后得到长柄扁桃水溶性蛋白粉。

１．２．２　长柄扁桃肽的酶解制备
取一定量长柄扁桃水溶性蛋白粉配制成质量浓

度为４ｇ／ｍＬ的溶液，在９０℃下加热１０ｍｉｎ。调节
溶液 ｐＨ，加入一定量蛋白酶，在一定温度下酶解一
定时间后，于１００℃下水浴１０ｍｉｎ灭酶，离心（８０００
ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），取上清液（酶解产物溶液），冷冻干
燥后得到长柄扁桃肽。

１．２．３　水解度的测定
采用ｐＨ－ｓｔａｔ法测定长柄扁桃蛋白的水解度。

当长柄扁桃蛋白酶解时，需要加入碱液维持反应体

系的ｐＨ不变，碱液的消耗量与被酶解的肽键数量
成正比，根据消耗碱液的体积和浓度计算长柄扁桃

蛋白的水解度（Ｘ），其计算见公式（１）。

Ｘ＝ ＣＶ
ａ×ｍｐ×ｈｔｏｔ

×１００％ （１）

式中：Ｃ为酶解过程中碱液的浓度，ｍｏｌ／Ｌ；Ｖ为
酶解过程中所消耗的标准碱液的体积，ｍＬ；ｍｐ为底
物蛋白质总质量，ｇ；ａ为氨基的平均解离度；ｈｔｏｔ为底
物蛋白质中肽键总数，ｍｍｏｌ／ｇ。长柄扁桃蛋白的
ｈｔｏｔ是７．６０ｍｍｏｌ／ｇ。
１．２．４　ＤＰＰＨ自由基清除能力的测定

取 ２．０ｍＬ酶解产物溶液，加入 ２．０ｍＬ６０
μｍｏｌ／Ｌ的ＤＰＰＨ－乙醇溶液，室温条件下避光反应

２１１ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２４Ｖｏｌ４９Ｎｏ３



３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ处测定其吸光度，蒸馏水作为参比
溶液。ＤＰＰＨ自由基清除率（Ｙ）的计算见公式（２）。

Ｙ＝
Ａ０－（Ａ－Ａ１）

Ａ０
×１００％ （２）

式中：Ａ０为ＤＰＰＨ－乙醇溶液的吸光度；Ａ为酶
解产物混合 ＤＰＰＨ－乙醇溶液的吸光度；Ａ１为蒸馏
水混合乙醇溶液的吸光度。

１．２．５　数据处理
所有测量均重复３次，使用 ＳＰＳＳ１９软件处理

数据。除酶的筛选结果以“平均值 ＋偏差”表示外，
其他均以平均值表示。

２　结果与分析
２．１　最适酶解用酶的筛选

不同蛋白酶有不同的酶切位点，同一种蛋白原

料采用不同蛋白酶酶解，会有不同的水解度，进而影

响酶解产物的肽组成和生物功能。按 １．２．２的方
法，分别以胃蛋白酶（最适温度 ３７℃，最适 ｐＨ
２５）、胰蛋白酶（最适温度３７℃，最适 ｐＨ７．５）、中
性蛋白酶（最适温度５０℃，最适ｐＨ７．３）、碱性蛋白
酶 （最适温度５５℃，最适ｐＨ９．０）、木瓜蛋白酶（最
适温度５０℃，最适 ｐＨ７．５）作为酶解用酶，在酶用
量为１６８０Ｕ／ｇ，各自最适温度和ｐＨ下酶解４ｈ，考
察蛋白酶对长柄扁桃蛋白水解度及其酶解产物

ＤＰＰＨ自由基清除能力的影响，结果如图 １、图 ２
所示。

注：不同字母代表具有显著性差异（ｐ＜０．０５）。下同
图１　蛋白酶对长柄扁桃蛋白水解度的影响

图２　蛋白酶对长柄扁桃蛋白酶解产物
ＤＰＰＨ自由基清除能力的影响

　　由图１可看出，用碱性蛋白酶酶解长柄扁桃蛋

白的水解度最高，达到１６．０３％，其次为木瓜蛋白酶
（水解度为１５．４０％），中性蛋白酶、胰蛋白酶和胃蛋
白酶的长柄扁桃蛋白水解度较低，且显著低于碱性

蛋白酶的（ｐ＜０．０５）。由图２可知，碱性蛋白酶酶
解产物的ＤＰＰＨ自由基清除能力最高，其次为胰蛋
白酶和中性蛋白酶的，三者的 ＤＰＰＨ自由基清除率
分别为５９．４９％、５５．１５％和５１．０４％，并且碱性蛋白
酶酶解产物的ＤＰＰＨ自由基清除能力显著强于木瓜
蛋白酶和胃蛋白酶的（ｐ＜０．０５）。综上，后续选择
碱性蛋白酶作为长柄扁桃蛋白的酶解用酶。

２．２　单因素实验
２．２．１　酶解温度对碱性蛋白酶酶解效果的影响

在酶用量１６８０Ｕ／ｇ、ｐＨ９．０、酶解时间４ｈ的
条件下，考察酶解温度对碱性蛋白酶酶解效果的影

响，结果如图３所示。

图３　酶解温度对碱性蛋白酶酶解效果的影响

　　由图３可知，随酶解温度的升高，长柄扁桃蛋白
的水解度升高，在酶解温度为５５℃时，长柄扁桃蛋
白水解度最高，超过５５℃后，随着酶解温度的升高，
长柄扁桃蛋白水解度下降。酶解温度超过５５℃，水
解度下降的原因可能是随着酶解温度的升高，碱性

蛋白酶的结构发生改变，从而使其活性降低。因此，

选择碱性蛋白酶的酶解温度为５５℃。
２．２．２　酶用量对碱性蛋白酶酶解效果的影响

在酶解温度５５℃、ｐＨ９．０、酶解时间４ｈ的条
件下，考察酶用量对碱性蛋白酶酶解效果的影响，结

果如图４所示。

图４　酶用量对碱性蛋白酶酶解效果的影响

　　从图４可看出，当酶用量小于１０５０Ｕ／ｇ时，随
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着酶用量的增加，水解度增速较快，但随着酶用量的

继续增大，水解度虽然继续增加，但是变化不明显。

从经济角度考虑，选择较适的酶用量为１０５０Ｕ／ｇ。
２．２．３　ｐＨ对碱性蛋白酶酶解效果的影响

ｐＨ不仅会影响蛋白酶的活力，也会影响原料蛋
白的解离状态，进而影响原料的水解度［９］。在酶解

温度５５℃、酶用量１０５０Ｕ／ｇ、酶解时间４ｈ的条件
下，考察ｐＨ对碱性蛋白酶酶解效果的影响，结果如
图５所示。

图５　ｐＨ对碱性蛋白酶酶解效果的影响

　　由图５可知，ｐＨ从７．０升高到８．５时，水解度
由１４．１０％增加到１５．６１％，继续增加ｐＨ时，水解度
反而下降。这是由于酶作为一种特殊的蛋白质分

子，其催化反应能力与环境中的 ｐＨ密切相关，随着
环境ｐＨ的变化，酶分子的构象和酶分子及底物分
子的解离状态也表现出不同，从而影响酶与底物的

结合和催化，促进或抑制酶的活性和酶促反应速度，

ｐＨ过高或过低均会对酶促反应产生不利影响［１０］。

因此，选择８．５作为碱性蛋白酶的最适ｐＨ。
２．２．４　酶解时间对碱性蛋白酶酶解效果的影响

在酶解温度５５℃、酶用量１０５０Ｕ／ｇ、ｐＨ８．５的
条件下，考察酶解时间对碱性蛋白酶酶解效果的影

响，结果如图６所示。

图６　酶解时间对碱性蛋白酶酶解效果的影响

　　由图６可知，在酶解的前４ｈ内，随酶解时间的
延长，长柄扁桃蛋白水解度增加较大。主要原因是

酶解开始时，酶的活力很高，产物抑制较小。４ｈ以
后水解度的增加趋于平缓。因此，确定碱性蛋白酶

的最佳酶解时间为４ｈ。

２．３　响应面实验
以单因素实验为基础，采用酶解温度（Ａ）、酶用

量（Ｂ）、ｐＨ（Ｃ）和酶解时间（Ｄ）作为考察因素，长柄
扁桃蛋白的水解度（Ｙ）为考察指标，根据 Ｂｏｘ－
Ｂｅｈｎｋｅｎ实验设计原则，设计了长柄扁桃蛋白酶解
工艺的四因素三水平响应面优化实验，响应面实验

因素及水平、响应面实验设计方案与结果、回归模型

方差分析分别见表１、表２、表３。
表１　响应面实验因素及水平

水平
Ａ酶解
温度／℃

Ｂ酶用
量／（Ｕ／ｇ） ＣｐＨ Ｄ酶解

时间／ｈ

－１ ４５ ０４２０ ８．０ ３
０ ５５ １０５０ ８．５ ４
１ ６５ １６８０ ９．０ ５

表２　响应面实验设计方案与结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 水解度／％

１ ０ １ １ ０ １５．１８

２ ０ －１ ０ －１ １２．５３

３ １ ０ －１ ０ １６．０２

４ ０ １ ０ １ １５．２９

５ ０ ０ １ －１ １５．３２

６ ０ ０ ０ ０ １８．３９

７ －１ ０ －１ ０ １３．１６

８ １ ０ ０ １ １５．３７

９ ０ －１ －１ ０ １２．５９

１０ －１ ０ ０ －１ １３．２８

１１ １ ０ １ ０ １４．９８

１２ ０ １ －１ ０ １５．１８

１３ ０ ０ －１ －１ １５．８５

１４ －１ －１ ０ ０ １１．７６

１５ ０ ０ ０ ０ １８．４２

１６ ０ －１ １ ０ １２．３２

１７ －１ ０ １ ０ １３．９８

１８ －１ １ ０ ０ １２．９６

１９ ０ ０ １ １ １５．４３

２０ １ －１ ０ ０ １１．９６

２１ ０ ０ ０ ０ １８．３２

２２ －１ ０ ０ １ １４．１４

２３ ０ ０ －１ １ １５．６５

２４ ０ ０ ０ ０ １８．１９

２５ １ ０ ０ －１ １５．５４

２６ ０ －１ ０ １ １２．９１

２７ ０ ０ ０ ０ １８．４８

２８ １ １ ０ ０ １６．５１

２９ ０ １ ０ －１ １５．８４
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表３　回归模型方差分析

项目 平方和 自由度 方差 Ｆ ｐ 显著性

回归

模型
１１７．５６ １４ ８．４０ ２６１．０４ ＜０．０００１ 

Ａ １０．２７ １ １０．２７ ３１９．１９ ＜０．０００１ 
Ｂ ２３．７７ １ ２３．７７ ７３９．０３ ＜０．０００１ 
Ｃ ０．１３ １ ０．１３ ３．９８ ０．０６５８
Ｄ ０．０２ １ ０．０２ ０．４８ ０．５００２

ＡＢ ２．８１ １ ２．８１ ８７．２２ ＜０．０００１ 
ＡＣ ０．８６ １ ０．８６ ２６．８９ ０．０００１ 
ＡＤ ０．２７ １ ０．２７ ８．２５ ０．０１２３ 
ＢＣ ０．０２ １ ０．０２ ０．５７ ０．４６４１

ＢＤ ０．２２ １ ０．２２ ６．７２ ０．０２１３ 
ＣＤ ０．０２ １ ０．０２ ０．７５ ０．４０２０

Ａ２ ３４．１８ １ ３４．１８ １０６２．４７ ＜０．０００１ 

Ｂ２ ５３．５８ １ ５３．５８ １６６５．７９ ＜０．０００１ 
Ｃ２ １５．４９ １ １５．４９ ４８１．６０ ＜０．０００１ 
Ｄ２ １１．９８ １ １１．９８ ３７２．５１ ＜０．０００１ 
残差 ０．４５ １４ ０．０３

失拟项 ０．４０ １０ ０．０４ ３．２５ ０．１３３８

纯误差 ０．０５ ４ ０．０１

合计 １１８．０１ ２８

　注： ｐ＜０．０１； ｐ＜０．０５

从表３可看出，各因素的 Ｆ值大小排序为 Ｂ＞
Ａ＞Ｃ＞Ｄ，即酶用量 ＞酶解温度 ＞ｐＨ＞酶解时间。
该模型的相关系数为 ０．９９６２，调整相关系数为
０．９９２４，模型拟合度较高，另外，模型失拟项的Ｆ值
为３．２５，ｐ值为０．１３３８，大于０．０５，失拟项不显著，
说明能够使用该模型来预测长柄扁桃蛋白的最优酶

解工艺。

利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ１０．０．１软件对实验数据进
行拟合分析，得到二次多项回归方程：Ｙ＝１８．３６＋
０．９２５Ａ＋１．４０７Ｂ－０．１０３Ｃ＋０．０３６Ｄ＋０．８３７ＡＢ－
０４６５ＡＣ－０．２５７ＡＤ＋０．０６７ＢＣ－０．２３２ＢＤ＋
０．０７７ＣＤ－２．２９５Ａ２－２．８７Ｂ２－１．５４５Ｃ２－１．３５９Ｄ２。

综合考虑酶解温度、酶解时间、ｐＨ和酶用量之
间的交互作用对长柄扁桃蛋白水解度的影响，以长

柄扁桃蛋白的水解度为优化目标，根据 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ１０．０．１软件运行结果，长柄扁桃蛋白的最优
酶解工艺条件为酶解温度５７．２５℃、酶解时间３．９７
ｈ、酶用量１１９１．７５Ｕ／ｇ和 ｐＨ８．４２，在此条件下模
型预测的长柄扁桃蛋白水解度为１８．６６％。

根据响应面软件预测结果，结合实际工艺条件

的可行性，取酶解温度５７℃、酶用量１１９２Ｕ／ｇ、ｐＨ

８．４、酶解时间４ｈ为长柄扁桃蛋白的最优酶解条
件，在此条件下进行 ３次重复实验，平均水解度为
１８．１２％，该值与模型预测结果接近，说明基于该响
应面模型优化酶解长柄扁桃蛋白制备多肽工艺的方

法是可行的。

３　结　论
本文通过比较碱性蛋白酶、中性蛋白酶、胰蛋白

酶、木瓜蛋白酶、胃蛋白酶对长柄扁桃蛋白酶解效率

的影响，发现碱性蛋白酶的长柄扁桃蛋白水解度最

高（１６．０３％），且酶解产物具有更高的 ＤＰＰＨ自由
基清除率（５９．４９％），被确定为最适酶解用酶。对
碱性蛋白酶酶解长柄扁桃蛋白制备多肽的工艺进行

响应面实验优化，得到长柄扁桃蛋白的最优酶解工

艺条件为酶解温度 ５７℃、酶解时间 ４ｈ、酶用量
１１９２Ｕ／ｇ、ｐＨ８．４，在最优条件下长柄扁桃蛋白水
解度为１８．１２％。
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