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辣木籽醒酒肽的酶解制备工艺优化

彭宇航，孙　立，杨果果，孙爱娣，张　璐，王雪峰

（云南农业大学 食品科学技术学院，昆明 ６５０２０１）

摘要：旨在促进辣木籽醒酒肽的开发利用，以辣木籽蛋白粉为原料，蛋白水解度和辣木籽醒酒肽的

乙醇脱氢酶（ＡＤＨ）激活率为考察指标，采用单因素实验和响应面法优化辣木籽醒酒肽的制备工
艺。结果表明，辣木籽醒酒肽制备的最佳酶解工艺条件为料液比１∶２０、碱性蛋白酶添加量５．０％、
酶解ｐＨ９．０、酶解温度６３℃、酶解时间１４２ｍｉｎ，在此条件下辣木籽蛋白水解度为１２．２３％，辣木籽
醒酒肽的ＡＤＨ激活率为２２．１６％。综上，以辣木籽为原料制备醒酒肽具有良好的发展前景。
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　　辣木（Ｍｏｒｉｎｇａｏｌｅｉｆｅｒａ），又称鼓槌树，因其根部
具有辛辣味而得名［１］。辣木原产于印度，在我国热

带和亚热带地区均有种植，其中以云南省种植最多。

辣木的根、茎、种子等部位均含有多种有效功能成

分，具有降胆固醇、降血压、增强机体免疫力等生理

功效［２］。辣木籽还具有丰富的营养价值［３］，其蛋白

质含量高达３７．８％［４］，已有以辣木籽蛋白为原料制

备具有抗氧化、抗菌等功能的生物活性肽的研

究［５－６］。因此，辣木籽具有重要的开发利用价值。

目前，我国对辣木的研究还在初步阶段，已有的辣木

相关产品附加值低，无法充分利用辣木资源，并且关

于辣木籽的研究较少［５］。因此，还需加大辣木籽的

研发力度，提高辣木籽蛋白资源的利用度。
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醒酒肽，是一种具有解酒功能的生物活性肽，通

常由多个氨基酸组成的寡肽构成，如二肽、环形肽以

及更加复杂的结构［７］。大量的体外试验、体内试验

研究发现，醒酒肽通过直接参与酒精代谢过程，从中

调节相关酶活性，以及改变酒精进入人体后的许多

反应来发挥其醒酒活性［８］。汤银红等［９］研究发现，

经常大量饮酒或者酗酒会导致乙醇脱氢酶（ＡＤＨ）
活性下降，使血液中乙醇浓度提高，导致乙醇对肝

脏、大脑等器官的危害作用更加严重；潘兴昌等［１０］

研究发现，人体摄入乙醇后其９０％通过肝脏代谢，
主要代谢途径为脱氢酶系统，即ＡＤＨ和乙醛脱氢酶；
张春红等［１１］利用脱脂大豆粕研制出醒酒肽；王微

星［１２］在菜籽蛋白肽制备及其酶解产物醒酒活性的研

究中发现，菜籽肽具有解酒活性。近几年各种解酒药

不断出现，对于具有解酒功效的天然活性成分的研究

也日益增加，但多数集中于玉米中活性物质的制备与

探究，而关于辣木籽醒酒肽的研究尚未涉及。

本文以辣木籽蛋白粉为原料，利用单因素实验

和响应面法对辣木籽醒酒肽的酶解制备工艺条件进

行优化，确定辣木籽醒酒肽最佳的酶解制备工艺条

件，以期为辣木籽醒酒肽的制备提供参考，为辣木籽

蛋白资源的开发利用奠定一定的研究基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

辣木籽，云南丽江喜马拉雅生物科技有限公司。

四硼酸钠、氢氧化钠、硫酸钾、柠檬酸、硫酸铜、氯

化钠、硼酸、无水乙醇、考马斯亮蓝 Ｇ－２５０，分析纯，
天津市风船化学试剂科技有限公司；邻苯二甲醛

（ＯＰＡ）、２－巯基乙醇（２－ＭＥ），分析纯，上海麦克林
生化科技股份有限公司；乙醇脱氢酶（ＡＤＨ）、氧化型
辅酶Ⅰ（ＮＡＤ＋）、牛血清白蛋白、焦磷酸钠十水合物，
分析纯，上海源叶生物科技有限公司；十二烷基硫酸

钠（ＳＤＳ），分析纯，北京索莱宝科技有限公司。
１．１．２　仪器与设备

高速万能粉碎机，北京中兴伟业仪器有限公司；

真空冷冻干燥机，上海比朗仪器制造有限公司；恒温

水浴锅，上海尚普仪器设备有限公司；数显恒温水浴

锅，国华电器有限公司；循环水式真空泵，巩义市予

华仪器有限责任公司；电子天平，奥豪斯仪器（常

州）有限公司；高速离心机，湖南可成仪器设备有限

公司；磁力搅拌器，常州澳华仪器有限公司；超纯水

机，南京易普易达科技发展有限公司；ｐＨ计，上海仪
电科学仪器股份有限公司；紫外可见光分光光度计，

上海菁华科技仪器有限公司；酶标仪，赛默飞世尔科

技有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　辣木籽蛋白粉的制备

参照郭其洪等［６］的方法制备辣木籽蛋白粉。

利用高速万能粉碎机将干辣木籽粉碎，称取适量辣

木籽粉，通过超临界 ＣＯ２萃取装置在萃取压力 ３０
ＭＰａ、分离温度４０℃的条件下脱脂处理得到脱脂辣
木籽粉（蛋白质含量为４９．２６％）。将脱脂辣木籽粉
与０．３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液按料液比１∶１０混合均匀，用
０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节ｐＨ至７．１５，于５０℃水浴锅中
利用电动搅拌器混合３０ｍｉｎ，采用抽滤法去除废渣，
收集滤液，真空冷冻干燥后得到辣木籽蛋白粉，放入

－４０℃冰箱备用。
１．２．２　辣木籽醒酒肽的制备

工艺流程：辣木籽蛋白粉→加水溶解→调节ｐＨ
（０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液和０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液）→加
酶→水浴酶解（酶解过程中监测酶解液 ｐＨ，保持稳
定）→９５．０℃灭酶１０ｍｉｎ→８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ→
取上清液（酶解液）→４５．０℃旋转蒸发浓缩→调节
ｐＨ为７．０→真空冷冻干燥→辣木籽醒酒肽。
１．２．３　蛋白水解度的测定

水解度参照 Ｖｓｑｕｅｚ－Ｖｉｌｌａｎｕｅｖａ等［１３］的 ＯＰＡ
法进行测定，并稍作修改。将１００．０μＬ４０ｍｇ／ｍＬ
ＯＰＡ溶液、２．５ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ四硼酸钠溶液、１．０ｍＬ
体积分数 ５％的 ＳＤＳ溶液、１．３９ｍＬ蒸馏水、１０．０
μＬ２－ＭＥ组成５．０ｍＬ混合物，将２．５ｍＬ蛋白酶
解液与１００．０μＬ上述混合物混合，在室温下放置反
应８ｍｉｎ，使用分光光度计在３４０ｎｍ波长处测量吸
光度，再通过由谷胱甘肽（０～５ｍｇ／ｍＬ）作为标准品
获得的标准曲线计算肽含量（Ｃ１），对应样品蛋白粉

中蛋白质含量（Ｃ２）通过考马斯亮蓝法
［１４］测定。水

解度（Ｄ）计算公式如式（１）所示。
Ｄ＝Ｃ１／Ｃ２×１００％ （１）

１．２．４　体外ＡＤＨ激活率的测定
参照文献［１５］采用瓦勒 －霍赫法测定 ＡＤＨ的

酶活力，并稍作修改。将１．５ｍＬ焦磷酸钠缓冲溶液
（ｐＨ８．８）、１．０ｍＬ０．０２７ｍｏｌ／Ｌ氧化型辅酶Ⅰ
（ＮＡＤ＋）、０．５ｍＬ体积分数１１．５％的乙醇溶液、０．１
ｍＬ蛋白酶解液依次加入比色皿中，混合均匀，２５℃
恒温水浴 ５ｍｉｎ后，立即加入 ０．１ｍＬ０．２０Ｕ／ｍＬ
ＡＤＨ，混合均匀后立即在３４０ｎｍ波长下测定吸光
度，然后每间隔１ｍｉｎ记录吸光度，记录５ｍｉｎ，选取
线性数据。以０．１ｍＬ蒸馏水代替等体积的蛋白酶
解液作空白组，测定 ＡＤＨ的酶活力。ＡＤＨ酶活力
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（Ｅ）计算公式如式（２）所示。

Ｅ＝
Ｅ３４０×３．２
Ｅｗ×６．２

（２）

式中：Ｅ３４０为３４０ｎｍ处每分钟吸光度的增大值；Ｅｗ
为每毫升所用酶液中酶的含量，ｍｇ／ｍＬ；６．２为ＮＡＤＨ
的克分子吸光度系数；３．２为反应液的总体积，ｍＬ。

ＡＤＨ激活率（Ａ）计算公式如式（３）所示。

Ａ＝
Ｅ样品 －Ｅ空白
Ｅ空白

×１００％ （３）

式中：Ｅ样品为样品液的酶活力；Ｅ空白为空白液的
酶活力。

１．２．５　数据分析
所有实验均重复测定３次，结果表示为“平均

值±标准偏差”。使用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件进
行响应面分析，使用ＳＰＳＳ２０．０、Ｅｘｃｅｌ进行数据分析
和图表处理。

２　结果与分析
２．１　辣木籽醒酒肽酶解工艺单因素实验
２．１．１　最适蛋白酶的筛选

在料液比１∶２０、酶添加量５．０％、酶解时间１８０
ｍｉｎ的条件下，考察碱性蛋白酶（酶活２００Ｕ／ｍｇ，最
适温度和最适 ｐＨ分别为６０℃、９．０）、酸性蛋白酶
（酶活５０Ｕ／ｍｇ，最适温度和最适 ｐＨ分别为４５℃、
２５）、木瓜蛋白酶（酶活２Ｕ／ｍｇ，最适温度和最适ｐＨ
分别为６０．０℃、７．０）、胰蛋白酶（酶活２５０Ｕ／ｍｇ，最适
温度和最适ｐＨ分别为３７℃、７．５）、复合蛋白酶（酶活
１２０Ｕ／ｍｇ，最适温度和最适ｐＨ分别为５５℃、７．５）对
辣木籽蛋白水解度的影响，结果如图１所示。

图１　不同蛋白酶酶解辣木籽蛋白的水解度

　　由图１可知，５种蛋白酶酶解辣木籽蛋白的水解
度存在较大的差距，其中：碱性蛋白酶的水解效果最

好，水解度为１２．２３％；复合蛋白酶水解效果最差，水
解度仅为４５８％。因此，选择碱性蛋白酶为最适水解
酶用于后续研究。

２．１．２　酶解ｐＨ对辣木籽蛋白水解度和 ＡＤＨ激活
率的影响

在料液比 １∶２０、酶添加量 ５．０％、酶解时间

１５０ｍｉｎ、酶解温度６０℃的条件下，考察酶解 ｐＨ对
辣木籽蛋白水解度和ＡＤＨ激活率的影响，结果如图
２所示。

图２　酶解ｐＨ对辣木籽蛋白水解度和ＡＤＨ激活率的影响

　　由图２可知，辣木籽蛋白水解度和ＡＤＨ激活率
随着酶解ｐＨ的增加均先升高后降低，且在 ｐＨ９．０
时均达到最大。这主要是因为酶分子是一种由一个

或多个活性部位组成的蛋白质，其液化活性依赖于其

特定的结构［１６］，ｐＨ过高或者过低都会抑制蛋白酶的
活性甚至破坏蛋白酶的结构，使得辣木籽蛋白水解度

降低，使得多肽有效成分减少，从而使ＡＤＨ激活率降
低。综合考虑，选取ｐＨ９．０为最适酶解ｐＨ。
２．１．３　酶解时间对辣木籽蛋白水解度和ＡＤＨ激活
率的影响

在料液比１∶２０、酶解 ｐＨ９．０、酶添加量５．０％、
酶解温度６０℃的条件下，考察酶解时间对辣木籽蛋
白水解度和ＡＤＨ激活率的影响，结果如图３所示。

图３　酶解时间对辣木籽蛋白水解度和ＡＤＨ激活率的影响

　　由图３可知，随着酶解时间的延长，辣木籽蛋白
水解度和ＡＤＨ激活率均逐渐上升，二者在１５０ｍｉｎ
达到最大值后变化都较为平缓。这是因为在一定时

间内蛋白质能够被充分酶解，酶制剂作用位点上的

氨基酸被切开后，水解度基本不再增加［１７］，相应地

ＡＤＨ激活率也变化较小。综合考虑，确定１５０ｍｉｎ
为最适酶解时间。

２．１．４　酶解温度对辣木籽蛋白水解度和ＡＤＨ激活
率的影响

在料液比１∶２０、酶解ｐＨ９．０、酶添加量５．０％、酶
解时间１５０ｍｉｎ的条件下，考察酶解温度对辣木籽蛋
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白水解度和ＡＤＨ激活率的影响，结果如图４所示。

图４　酶解温度对辣木籽蛋白水解度和ＡＤＨ激活率的影响

　　由图４可知，随着酶解温度的上升，辣木籽蛋
白水解度和 ＡＤＨ激活率均先增高后下降，均于
６０℃时达到最大值。这可能是由于在一定温度范
围内，温度的升高加快了溶液内物质的运动［１８］，酶

解反应进程得到加快；但温度太高，酶的结构发生

改变，其活性受到抑制甚至失去活性，从而导致水

解度下降［１９］，还会使醒酒肽变性影响解酒效果，降

低 ＡＤＨ激 活 率。因 此，确 定 最 适 酶 解 温 度
为６０℃。
２．１．５　料液比对辣木籽蛋白水解度和ＡＤＨ激活率
的影响

在酶解ｐＨ９．０、酶添加量 ５．０％、酶解温度
６０℃、酶解时间１５０ｍｉｎ的条件下，考察料液比对辣
木籽蛋白水解度和ＡＤＨ激活率的影响，结果如图５
所示。

图５　料液比对辣木籽蛋白水解度和ＡＤＨ激活率的影响

　　由图５可知，随着料液比的降低，辣木籽蛋白水
解度及ＡＤＨ激活率均先升高，之后水解度趋于平
缓，而ＡＤＨ激活率下降。在料液比为１∶４０时辣木
籽蛋白水解度最大，在料液比为１∶２０时 ＡＤＨ激活
率最大。这可能是因为溶液体积增加有利于辣木籽

蛋白的溶解，使蛋白酶与底物能充分接触，从而加速

酶解反应进程，使水解度升高［２０］。综合考虑，确定

１∶２０为最适料液比。
２．１．６　酶添加量对辣木籽蛋白水解度和ＡＤＨ激活
率的影响

在料液比１∶２０、酶解ｐＨ９．０、酶解温度６０℃、酶

解时间１５０ｍｉｎ的条件下，考察酶添加量对辣木籽蛋
白水解度和ＡＤＨ激活率的影响，结果如图６所示。

图６　酶添加量对辣木籽蛋白水解度和ＡＤＨ激活率的影响

　　由图６可知，随着酶添加量的增加，辣木籽蛋白
水解度和ＡＤＨ激活率均先快速升高而后趋于平缓，
在酶添加量为 ５．０％时辣木籽蛋白水解度和 ＡＤＨ
激活率最大。酶添加量的增加可以使酶与底物的接

触面积加大，促使蛋白质水解得更加完全；当酶与底

物充分接触后，酶添加量的加大不能形成更多的

酶－底物复合物，即已经达到了酶解的饱和状态，水
解度不再进一步增加［２１］。因此，确定５．０％为最适
酶添加量。

２．２　辣木籽醒酒肽酶解工艺响应面法优化
根据单因素实验结果，确定了酶解 ｐＨ、酶添加

量在一定范围内对水解度和 ＡＤＨ激活率的影响较
小，所以固定酶解ｐＨ为９．０，酶添加量为５．０％，着
重选择影响更大的酶解温度、酶解时间、料液比进行

响应面实验。以 ＡＤＨ激活率（Ｙ）为响应值，采用
Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件，通过 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ实验
设计原理，设计响应面优化实验，以确定辣木籽醒酒

肽最佳的酶解制备工艺条件。响应面实验因素水平

见表１，响应面实验设计方案及结果见表２，回归模
型方差分析见表３。

表１　响应面实验因素水平

水平 Ａ酶解温度／℃ Ｂ酶解时间／ｍｉｎ Ｃ料液比

－１ ５５ １２０ １∶１０

０ ６０ １５０ １∶２０

１ ６５ １８０ １∶３０

表２　响应面实验设计方案及结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ ＡＤＨ激活率／％
１ １ １ ０ １９．１８±１．３４
２ １ －１ ０ ２０．８６±０．４６
３ －１ ０ －１ １５．２９±０．３９
４ １ ０ １ １７．２２±０．７８
５ ０ ０ ０ ２０．３５±０．６２
６ －１ －１ ０ １６．２９±１．６９
７ ０ －１ １ １６．３８±０．８５
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续表２

实验号 Ａ Ｂ Ｃ ＡＤＨ激活率／％
８ ０ １ －１ １６．７３±０．６１
９ ０ ０ ０ ２０．６３±０．４３
１０ ０ ０ ０ １９．８３±０．４９
１１ ０ １ １ １６．４４±０．４５
１２ １ ０ －１ １７．８５±０．４３
１３ －１ １ ０ １４．３７±０．３４
１４ ０ ０ ０ ２０．３４±０．４１
１５ －１ ０ １ １３．３２±０．４９
１６ ０ －１ －１ １７．５４±０．５５
１７ ０ ０ ０ ２１．０９±０．５１

表３　回归模型方差分析

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ 显著性

模型 ８９．８４ ９ ９．９８ ２２．５８ ０．０００２ 

Ａ ３１．３６ １ ３１．３６ ７０．９４＜０．０００１ 

Ｂ ２．３７ １ ２．３７ ５．３５ ０．０５４０

Ｃ ２．０５ １ ２．０５ ４．６４ ０．０６８３

ＡＢ ０．０１ １ ０．０１ ０．０３ ０．８６１９

ＡＣ ０．４５ １ ０．４５ １．０２ ０．３４７２

ＢＣ ０．１９ １ ０．１９ ０．４３ ０．５３３９

Ａ２ １３．８４ １ １３．８４ ３１．２９ ０．０００８ 

Ｂ２ ３．８８ １ ３．８８ ８．７８ ０．０２１０ 

Ｃ２ ３１．０４ １ ３１．０４ ７０．２１＜０．０００１ 

残差 ３．０９ ７ ０．４４

失拟项 ２．２５ ３ ０．７５ ３．５３ ０．１２７３

纯误差 ０．８５ ４ ０．２１

总误差 ９２．９４ １６

　注：表示差异显著（ｐ＜０．０５）；表示差异极显著
（ｐ＜０．０１）

　　使用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件对表２数据进行
拟合分析，得到回归模型：Ｙ＝２０．４５＋１．９８Ａ－
０５４Ｂ－０．５１Ｃ＋０．０６ＡＢ＋０．３４ＡＣ＋０２２ＢＣ－
１８１Ａ２－０．９６Ｂ２－２．７２Ｃ２。由表 ３可知，３个因素
对ＡＤＨ激活率影响大小排序为酶解温度 ＞酶解时
间＞料液比。模型的ｐ值（０．０００２）小于００１，差异
极显著，失拟项ｐ值（０．１２７３）大于０．０５，差异不显
著，说明该模型成立，能够预测辣木籽蛋白酶解过程

中酶解温度、酶解时间和料液比对ＡＤＨ激活率的影
响。一次项Ａ和二次项 Ａ２、Ｃ２对 ＡＤＨ激活率的影
响极显著，二次项 Ｂ２影响显著，说明这几个因素都
是辣木籽醒酒肽制备过程中重要的影响因素。

通过响应面法优化得到最佳工艺条件为酶解温

度６２．６８℃、酶解时间１４１．７７ｍｉｎ、料液比１∶１９．２８，
在此条件下 ＡＤＨ激活率预测值为２１．０７０３％。根
据实际操作将该工艺条件调整为酶解温度６３℃、酶

解时间１４２ｍｉｎ、料液比１∶２０，在此条件下进行验证
实验，辣木籽醒酒肽 ＡＤＨ激活率为２２．１６％，辣木
籽蛋白水解度为 １２．２３％，ＡＤＨ激活率优于宁庆
鹏［１５］制备的花生醒酒多肽的 （ＡＤＨ 激活率
１８．２５％）。本研究中 ＡＤＨ激活率的实测值与预测
值接近，表明通过响应面法优化得到的回归模型能

较好地模拟各个因素对ＡＤＨ激活率的影响。
３　结　论

本实验以辣木籽蛋白粉为研究对象，采用单

因素实验结合响应面法进行辣木籽醒洒肽的酶解

制备工艺优化，获得最佳工艺条件为碱性蛋白酶

添加量５．０％、酶解 ｐＨ９．０、酶解温度６３℃、酶解
时间１４２ｍｉｎ、料液比１∶２０，在此条件下 ＡＤＨ激活
率为２２．１６％，辣木籽蛋白水解度为１２．２３％。本
研究为后续辣木籽醒酒肽相关产品的研发提供了

理论依据。
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