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富硒花生降胆固醇活性肽的制备工艺优化及活性研究

刘　欣，刘昆仑

（河南工业大学 粮油食品学院，郑州 ４５０００１）

摘要：旨在为降胆固醇保健品的开发提供理论依据，以富硒花生芽为原料，采用碱溶酸沉法提取富

硒花生蛋白，并对其进行酶解和超滤制备富硒花生降胆固醇活性肽。以胆固醇胶束溶解度抑制率

为指标，通过单因素试验和响应面试验确定最佳酶解工艺条件，并对酶解物的氨基酸组成、超滤前

后多肽的降胆固醇活性及硒含量进行了研究。结果表明：最佳酶解工艺条件为采用木瓜蛋白酶、加

酶量１６０００Ｕ／ｇ、ｐＨ８．０、底物质量浓度３ｇ／１００ｍＬ、酶解温度４１℃、酶解时间９０ｍｉｎ，在此条件下
富硒花生蛋白酶解物的胆固醇胶束溶解度抑制率为（４５．５８±０．４９）％，显著高于未富硒花生蛋白
酶解物的〔（３２．７０±０．７１）％〕；富硒花生蛋白酶解物的总疏水性氨基酸含量占总氨基酸含量的
３６％。超滤后分子质量小于１０ｋＤａ的多肽组分的降胆固醇活性最强，胆固醇胶束溶解度抑制率为
（５２．７２±０．６３）％，且硒含量最高（１０．１３ｍｇ／ｋｇ）。综上，利用木瓜蛋白酶酶解富硒花生蛋白和超
滤的方法可以制备富硒花生降胆固醇活性肽。
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　　花生中蛋白质含量为 ２４％ ～３６％，仅次于大
豆，花生蛋白中含有８种人体必需氨基酸，氨基酸利
用率高达９８％，营养价值高［１－２］。硒是人体必需的

一种微量营养元素，具有抗氧化、抗肿瘤、拮抗重金

属、预防心血管疾病等作用［３］。硒以多种有机形式

存在于人体中，是含硒蛋白质和几种抗氧化酶的组

成部分［４］。有机硒化合物毒性远低于无机硒化合

物，且生物利用率更高［５］，其主要与蛋白质结合以

硒蛋白的形式存在［６］。花生中富含蛋白质，是硒的

良好载体，且花生在发芽过程中可吸收无机硒并向

有机硒转化，利用花生发芽进行富硒生产富硒花生

芽是获得有机硒的合理途径［７］。

高胆固醇血症是高脂血症的一种，可引起血管

堵塞，产生动脉粥样硬化，进而导致高血压、脑血管

病、冠心病等严重的心脑血管疾病，危害极大。当前

医学上用于治疗高脂血症的化学类药物对人体副作

用较大，研究发现从食源性蛋白中获得的具有降胆

固醇作用的多肽，不仅效果好，且天然无害［８］。目

前，常见的用于生产降胆固醇活性肽的原料主要有

乳清蛋白［９］、酪蛋白［１０］、蚕豆蛋白［１１］、核桃蛋

白［１２］、亚麻籽蛋白［１３］等。花生蛋白酶解物的活性

研究主要集中在抗氧化［１４］、降血压［１５］和抗菌［１６］等

方面，对富硒花生肽降胆固醇活性的研究较少。

本研究利用花生发芽进行富硒，以富硒花生芽

为原料制备富硒花生蛋白，并对其进行酶解得到富

硒花生肽，进一步通过超滤制备富硒花生降胆固醇

活性肽。以胆固醇胶束溶解度抑制率为指标，通过

单因素试验和响应面试验对酶解工艺进行优化，并

对超滤前后多肽的降胆固醇活性进行分析，以期为

降胆固醇保健品的开发提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

花生（远杂６号），河南省农业科学院；木瓜蛋白酶
（８００Ｕ／ｍｇ）、碱性蛋白酶（２００Ｕ／ｍｇ）、风味蛋白酶
（２０Ｕ／ｍｇ）、中性蛋白酶（１００Ｕ／ｍｇ）、牛磺胆酸钠、胆
固醇，上海源叶生物科技有限公司；油酸，分析纯，天津

市科密欧化学试剂有限公司；其他试剂均为分析纯。

１．１．２　仪器与设备
ＧＬ－１００００Ｃ离心机，上海安亭科学仪器厂；

ＳＢ－５２００ＤＴＤ超声波清洗机，宁波新芝生物科技股

份有限公司；ＸＭＴＤ－７０００电热恒温水浴锅，北京市
永光明医疗仪器有限公司；ＬＧＪ－２５Ｃ冷冻干燥机，
北京四环科学仪器厂有限公司；ＵＶ－１９０１紫外可
见分光光度计，北京普析通用仪器有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　花生芽的培养

对花生进行剥壳，分别挑选１２０粒颗粒饱满、表
皮光滑、无霉烂的去壳花生于２个发芽盒中，用质量
分数１％的ＮａＣｌＯ浸泡１５ｍｉｎ杀菌消毒，用去离子水
冲洗干净。培养富硒花生芽的花生用３００μｍｏｌ／Ｌ亚
硒酸钠（Ｎａ２ＳｅＯ３）溶液浸泡 ６ｈ，培养未富硒花生
芽的花生用蒸馏水浸泡６ｈ［１７］，然后取出沥干，置
于铺有２层纱布的发芽盒中，加入 ３０ｍＬ去离子
水，１～２ｄ后将发芽的花生插入发芽盘中，发芽盘
底部的水没过芽根，于２５℃恒温培养箱中进行发
芽，每隔１２ｈ喷水２０ｍＬ，每隔２４ｈ换水，７ｄ后停
止发芽，得富硒花生芽和未富硒花生芽。

１．２．２　花生蛋白的制备
将花生芽于 ５０℃烘箱中干燥 １２ｈ，粉碎过

０４２５ｍｍ（４０目）筛，按料液比１∶１０向锥形瓶中加
入花生芽粉和正己烷，于２５℃下振荡 ６ｈ，静置分
层，收集下层沉淀，于通风橱挥发干溶剂［１８］，得脱脂

花生芽粉。称取１００ｇ脱脂花生芽粉于烧杯中，以
料液比１∶１０加水溶解，用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调 ｐＨ至
９．０，５５℃水浴搅拌２ｈ，冷却后用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调
ｐＨ至４．５，５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集沉淀，冷冻
干燥后得花生蛋白［１９］。

１．２．３　花生蛋白的酶解
向花生蛋白中加入蒸馏水配制成一定质量浓度

的花生蛋白溶液，用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ或１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
调节 ｐＨ，加入一定量蛋白酶，在一定酶解温度下水
浴加热搅拌一定时间，沸水浴灭酶１５ｍｉｎ，冷却后
５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清液，冷冻干燥后
得花生蛋白酶解物。

１．２．４　水解度的测定
采用茚三酮比色法［２０］测定花生蛋白水解度。

１．２．５　胆固醇胶束溶解度抑制率的测定
参考张宇等［９］的方法测定花生蛋白酶解物胆

固醇胶束溶解度抑制率。

１．２．６　氨基酸组成分析
参照ＧＢ５００９．１２４—２０１６《食品安全国家标准
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食品中氨基酸的测定》测定富硒花生蛋白酶解物的

氨基酸组成。

１．２．７　富硒花生蛋白酶解液的超滤分离
将富硒花生蛋白酶解液采用截留分子质量

３０ｋＤａ和１０ｋＤａ的超滤管进行分离，得到分子质
量＞３０ｋＤａ、１０～３０ｋＤａ、＜１０ｋＤａ３个组分，收集
各组分并冷冻干燥。

１．２．８　硒含量测定
参照 ＧＢ５００９．９３—２０１７《食品安全国家标准

食品中硒的测定》第一法测定硒含量。

１．２．９　数据处理
采用ＳＰＳＳ２０进行统计分析，Ｏｒｉｇｉｎ２０１７绘图，

采用ＪＭＰ１４．０进行响应面试验分析。
２　结果与分析
２．１　蛋白酶的筛选

在加酶量１２０００Ｕ／ｇ、底物质量浓度３ｇ／１００ｍＬ、
各酶的最适 ｐＨ（碱性蛋白酶 ｐＨ８、中性蛋白酶
ｐＨ７、风味蛋白酶ｐＨ６．５、木瓜蛋白酶ｐＨ７）和最适
酶解温度（５０℃）条件下，考察蛋白酶对富硒花生蛋
白水解度和富硒花生蛋白酶解物胆固醇胶束溶解度

抑制率的影响，结果分别见图１和图２。

图１　蛋白酶对富硒花生蛋白水解度的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｏｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆ

ｓｅｌｅｎｉｕｍ－ｅｎｒｉｃｈｅｄｐｅａｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎ

图２　蛋白酶对富硒花生蛋白酶解物胆固醇
胶束溶解度抑制率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｉｃｅｌｌａｒｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆｓｅｌｅｎｉｕｍ－ｅｎｒｉｃｈｅｄ

ｐｅａｎｕｔｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｐｒｏｄｕｃｔ

　　水解度反映了不同酶对花生蛋白的水解能力和

酶解程度，不同蛋白酶因其酶切位点及水解方式不

同，酶解富硒花生蛋白的水解度也不相同。由图１可
知，随着酶解反应的进行，４种蛋白酶的水解度变化
趋势相同，均先逐渐升高后趋于稳定。４种蛋白酶在
酶解１２０ｍｉｎ时均接近最大酶解程度，其中：木瓜蛋
白酶水解度为（６．２２±０．２２）％，中性蛋白酶水解度为
（６．６５±０．１４）％，碱性蛋白酶水解度为（９．２１±
０２６）％，风味蛋白酶水解度最大，达（１４．３２±０．３９）％。

由图２可知，随着酶解时间的延长，４种富硒花
生蛋白酶解物的胆固醇胶束溶解度抑制率呈现先上

升后下降或趋于平缓的趋势。蛋白质在水解过程中

长链被打开，形成了不同相对分子质量的肽段［２１］。

富硒花生蛋白酶解物的降胆固醇活性可能与蛋白质

经酶解后暴露出来的某些氨基酸残基有关。４种蛋
白酶在相同时间内的富硒花生蛋白酶解物抑制率由

高到低依次为木瓜蛋白酶、中性蛋白酶、风味蛋白

酶、碱性蛋白酶，且采用木瓜蛋白酶酶解９０ｍｉｎ时的
胆固醇胶束溶解度抑制率最高，为（２４．９６±１１８）％，
约是中性蛋白酶的２倍，这可能是因为木瓜蛋白酶
的酶切位点通常在亮氨酸、缬氨酸等疏水性氨基酸

的Ｃ端。因此，选用木瓜蛋白酶为最佳酶制备富硒
花生降胆固醇活性肽（这与宋玲钰［２２］的研究结果一

致），且控制酶解时间为９０ｍｉｎ。
２．２　富硒花生蛋白酶解的单因素试验
２．２．１　加酶量对水解度及胆固醇胶束溶解度抑制
率的影响

固定ｐＨ７、底物质量浓度３ｇ／１００ｍＬ、酶解温
度５０℃、酶解时间９０ｍｉｎ，考察加酶量对富硒花生
蛋白水解度和酶解物胆固醇胶束溶解度抑制率的影

响，结果见图３。

　注：同一指标不同字母表示存在显著差异（ｐ＜０．０５）。下同

　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｉｎｄｅｘｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

图３　加酶量对富硒花生蛋白水解度和酶解物胆固醇

胶束溶解度抑制率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅｄｏｓａｇｅｏｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆ

ｓｅｌｅｎｉｕｍ－ｅｎｒｉｃｈｅｄｐｅａｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｉｃｅｌｌａｒｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆｉｔｓｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｐｒｏｄｕｃｔ
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　　由图３可知，在加酶量４０００～２００００Ｕ／ｇ范围
内，富硒花生蛋白水解度呈连续上升趋势，而胆固醇

胶束溶解度抑制率则呈现先上升后下降趋势。当加

酶量为１２０００Ｕ／ｇ时，胆固醇胶束溶解度抑制率为
（２６．３６±０．６１）％，降胆固醇活性达到最强；当加酶
量大于１２０００Ｕ／ｇ时，底物酶解充分，相对分子质
量较大的多肽被水解为相对分子质量更小的肽段或

氨基酸［１３］，降胆固醇活性肽减少，胆固醇胶束溶解度

抑制率降低。因此，选择最适加酶量为１２０００Ｕ／ｇ。
２．２．２　ｐＨ对水解度及胆固醇胶束溶解度抑制率的
影响

固定加酶量１２０００Ｕ／ｇ、底物质量浓度３ｇ／１００ｍＬ、
酶解温度５０℃、酶解时间９０ｍｉｎ，考察ｐＨ对富硒花
生蛋白水解度和酶解物胆固醇胶束溶解度抑制率的

影响，结果见图４。

图４　ｐＨ对富硒花生蛋白水解度和酶解物
胆固醇胶束溶解度抑制率的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆ
ｓｅｌｅｎｉｕｍ－ｅｎｒｉｃｈｅｄｐｅａｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｉｃｅｌｌａｒｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆｉｔｓｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｐｒｏｄｕｃｔ

　　由图４可知，随着 ｐＨ增大水解度先增加后趋
于平缓，这可能是由于花生蛋白等电点在４．５左右，
富硒花生蛋白在酸性条件下溶解性较差，碱性条件

下溶解性好，底物与蛋白酶的接触面积增加，有利于

酶解［２３］。当ｐＨ在５～９范围内，胆固醇胶束溶解度
抑制率随 ｐＨ增加先升高后降低，当 ｐＨ为７时，酶
解物的降胆固醇活性最强，胆固醇胶束溶解度抑制

率达（２０．８７±０．７２）％。因此，确定最适ｐＨ为７。
２．２．３　底物质量浓度对水解度及胆固醇胶束溶解
度抑制率的影响

固定加酶量１２０００Ｕ／ｇ、ｐＨ７、酶解温度５０℃、
酶解时间９０ｍｉｎ，考察底物质量浓度对富硒花生蛋
白水解度和酶解物胆固醇胶束溶解度抑制率的影

响，结果见图５。
由图５可知，当底物质量浓度在１～９ｇ／１００ｍＬ

时，随着底物质量浓度的增大水解度和胆固醇胶束

溶解度抑制率均呈现先上升后下降的趋势，当底物

质量浓度为７ｇ／１００ｍＬ时，水解度最大，当底物质
量浓度为５ｇ／１００ｍＬ时，胆固醇胶束溶解度抑制率
最大，为（２７．００±０．６４）％。当底物质量浓度大于５
ｇ／１００ｍＬ时，胆固醇胶束溶解度下降的原因可能是
具有降胆固醇活性的肽被进一步水解所致［２４］。因

此，选择最适底物质量浓度为５ｇ／１００ｍＬ。

图５　底物质量浓度对富硒花生蛋白水解度
和酶解物胆固醇胶束溶解度抑制率的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｅｌｅｎｉｕｍ－ｅｎｒｉｃｈｅｄｐｅａｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｉｃｅｌｌａｒｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆ

ｉｔｓｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｐｒｏｄｕｃｔ

２．２．４　酶解温度对水解度及胆固醇胶束溶解度抑
制率的影响

固定加酶量 １２０００Ｕ／ｇ、ｐＨ７、底物质量浓度
５ｇ／１００ｍＬ、酶解时间９０ｍｉｎ，考察酶解温度对富硒
花生蛋白水解度和酶解物胆固醇胶束溶解度抑制率

的影响，结果见图６。

图６　酶解温度对富硒花生蛋白水解度
和酶解物胆固醇胶束溶解度抑制率的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆ
ｓｅｌｅｎｉｕｍ－ｅｎｒｉｃｈｅｄｐｅａｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｉｃｅｌｌａｒｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆｉｔｓｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｐｒｏｄｕｃｔ

　　由图６可知，在３０～７０℃范围内，随着酶解温
度的升高水解度不断升高，而胆固醇胶束溶解度抑

制率先升高后降低。当酶解温度为４０℃时，酶解物
的降胆固醇活性最强，胆固醇胶束溶解度抑制率为

（２４．９４±０．３８）％。酶解温度超过４０℃时，胆固醇
胶束溶解度抑制率降低的原因可能是，当酶解温度

继续升高时，水解度增大，具有降胆固醇活性的相对

分子质量较大的多肽被继续水解为小肽段或氨基
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酸［２５］，导致酶解物的降胆固醇活性降低。因此，选

择最适酶解温度为４０℃。
２．３　富硒花生蛋白酶解的响应面试验
２．３．１　回归模型分析

在单因素试验基础上，固定酶解时间９０ｍｉｎ，以
胆固醇胶束溶解度抑制率（Ｙ）为响应值，加酶量、
ｐＨ、底物质量浓度和酶解温度为因素，设计响应面
试验，响应面试验因素与水平见表１，响应面试验设
计与结果见表２。利用ＪＭＰ软件对回归模型及回归
系数进行方差分析，结果分别见表３和表４。

表１　响应面因素与水平
Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

水平
Ｘ１加酶量／
（Ｕ／ｇ）

Ｘ２ｐＨ
Ｘ３底物质量浓度／
（ｇ／１００ｍＬ）

Ｘ４酶解
温度／℃

－１ ８０００ ６ ３ ３０
０ １２０００ ７ ５ ４０
１ １６０００ ８ ７ ５０

表２　响应面试验设计及结果
Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｙ／％

１ －１ －１ －１ －１ ２１．８３±０．３７

２ －１ －１ ０ ０ ３２．２３±０．９１

３ －１ －１ １ －１ ３３．２７±０．６２

４ －１ ０ １ １ ３２．１２±０．６６

５ －１ １ －１ １ ２２．９３±０．１９

６ －１ １ ０ －１ ２９．４３±０．２７

７ ０ －１ －１ １ １５．６６±０．２９

８ ０ ０ －１ ０ ３９．５０±０．４６

９ ０ ０ ０ ０ ３２．７６±１．３５

１０ ０ ０ ０ ０ ３１．０４±０．５６

１１ ０ １ １ ０ ３５．６４±０．３４

１２ ０ －１ ０ －１ １０．６２±０．２４

１３ １ －１ －１ ０ １６．６３±０．５２

１４ １ －１ １ １ ２９．６８±０．８７

１５ １ ０ １ －１ ３３．３４±０．６５

１６ １ １ －１ －１ ３５．５７±０．９３

１７ １ １ ０ １ ３５．４６±１．２１

表３　回归模型方差分析
Ｔａｂｌｅ３　ＡＮＯＶＡｆｏｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌｓ

变异来源 自由度 平方和 均方 Ｆ ｐ 显著性

模型 １３ １０４４．５９８９８０．３５３８９．２７６９０．０４６０ 
总误差 ３ ２５．９８５２ ８．６６１７
失拟 ２ ２４．５１２８１２．２５６４８．３２４３０．２３８０
纯误差 １ １．４７２４ １．４７２４
校正总和 １６ １０７０．５８４１

　注： 表示极显著，ｐ＜０．０１； 表示显著，ｐ＜０．０５。下同
　Ｎｏｔｅ： ｐ＜０．０１；ｐ＜０．０５．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

表４　回归系数方差分析
Ｔａｂｌｅ４　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ

方差来源 估计值　 标准误差 ｔ ｐ 显著性

截距 ３３．７９５９８３ １．７２６２７７１９．５８０．０００３ 
Ｘ１ －０．３４０８６１ ０．９４１６８３－０．３６０．７４１４
Ｘ２ ５．４５９１６７ ０．９３８８２３ ５．８１０．０１０１ 
Ｘ３ ２．２９７５１８ ０．９７７４２８ ２．３５０．１００３
Ｘ４ ０．５４１９９７ ０．９４１６８３ ０．５８０．６０５２
Ｘ１Ｘ２ ５．６２５６０１ １．１４３６８６ ４．９２０．０１６１ 
Ｘ１Ｘ４ ４．０８３９３７ １．２６７３３８ ３．２２０．０４８５ 
Ｘ２２ －６．９８３５６８ ２．０２３３５５－３．４５０．０４０９ 
Ｘ２４ －８．２３９１４１ １．９１４３４７－４．３００．０２３１ 

　　由表３可知：该模型 ｐ＜０．０５，说明模型显著；
失拟项ｐ＞０．０５，说明不存在失拟因子。模型的决
定系数（Ｒ２）为 ０９７５７，校正决定系数（Ｒ２Ａｄｊ）为
０８７０５，表明模型拟合效果好。由表４可知，各因
素对胆固醇胶束溶解度抑制率影响的主次顺序为

Ｘ２＞Ｘ３＞Ｘ４＞Ｘ１，即ｐＨ＞底物质量浓度 ＞酶解温
度＞加酶量，且加酶量和 ｐＨ、加酶量和酶解温度之
间交互作用显著。

２．３．２　最佳酶解工艺确定
通过ＪＭＰ定制试验分析，得到最佳酶解工艺条

件为加酶量 １６０００Ｕ／ｇ、ｐＨ８．０、底物质量浓度 ３
ｇ／１００ｍＬ、酶解温度４１℃，在此条件下富硒花生蛋
白酶解物的胆固醇胶束溶解度抑制率预测值为

４６６４％。在最佳酶解工艺条件下分别对富硒花生
蛋白与未富硒花生蛋白进行酶解，富硒花生蛋白酶

解物平均胆固醇胶束溶解度抑制率为（４５．５８±
０４９）％，试验值与预测值接近，具有较强的降胆固
醇活性，而未富硒花生蛋白酶解物的胆固醇胶束溶

解度抑制率为（３２．７０±０．７１）％，显著低于富硒花
生蛋白酶解物的，说明硒对肽的降胆固醇能力具有

协同促进作用，但其协同作用机制仍需进一步研究。

２．４　富硒花生蛋白酶解物的氨基酸组成
富硒花生蛋白酶解物的氨基酸组成如表５所示。
由表５可知，富硒花生蛋白酶解物中共检测到

１７种氨基酸，其中包含７种必需氨基酸，总必需氨
基酸含量为２３．４％。已有研究表明降胆固醇活性
肽含有大量的疏水性氨基酸，如 Ｙｕａｎ等［２６］指出亚

麻籽降胆固醇活性肽的主要成分是亮氨酸、脯氨酸、

甘氨酸、异亮氨酸等疏水性氨基酸，本研究中降胆固

醇活性肽含８种疏水性氨基酸，总疏水性氨基酸含
量达２８．２％，占总氨基酸含量的３６％，这可能是其
具有降胆固醇活性的主要原因，这也与张宇等［９］研

究的肽的降胆固醇活性与其含有的疏水性区域有关

的结果一致。
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表５　富硒花生蛋白酶解物的氨基酸组成及含量

Ｔａｂｌｅ５　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆ

ｓｅｌｅｎｉｕｍ－ｅｎｒｉｃｈｅｄｐｅａｎｕｔｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｐｒｏｄｕｃｔ

氨基酸 含量／％
天冬氨酸（Ａｓｐ） １１．０
苏氨酸（Ｔｈｒ）△ ２．４
丝氨酸（Ｓｅｒ） ３．９
谷氨酸（Ｇｌｕ） １５．４
甘氨酸（Ｇｌｙ） ３．６
丙氨酸（Ａｌａ） ３．８
胱氨酸（Ｃｙｓ） ０．６
缬氨酸（Ｖａｌ）△ ３．８
蛋氨酸（Ｍｅｔ）△ １．４
异亮氨酸（Ｉｌｅ）△ ３．１
亮氨酸（Ｌｅｕ）△ ５．１
酪氨酸（Ｔｙｒ） ３．３
苯丙氨酸（Ｐｈｅ）△ ４．７
组氨酸（Ｈｉｓ） ２．０
赖氨酸（Ｌｙｓ）△ ２．９
精氨酸（Ａｒｇ） ８．７
脯氨酸（Ｐｒｏ） ２．７
总疏水性氨基酸 ２８．２
总必需氨基酸 ２３．４
总氨基酸 ７８．３

　注：为疏水性氨基酸；△为必需氨基酸
　Ｎｏｔｅ：．Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃａｍｉｎｏａｃｉｄｓ；△．Ｅｓｓｅｎｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

２．５　富硒花生蛋白酶解物超滤分离及活性对比
不同分子质量的富硒花生蛋白酶解物对胆固醇

胶束溶解度抑制率的影响见图７。

图７　不同分子质量的富硒花生蛋白酶解物

对胆固醇胶束溶解度抑制率的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｅｌｅｎｉｕｍ－ｅｎｒｉｃｈｅｄｐｅａｎｕｔｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｉｃｅｌｌａｒｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ

　　由图７可知，富硒花生蛋白酶解液经超滤分离
后，分子质量小于１０ｋＤａ的组分降胆固醇活性最
强，胆固醇胶束溶解度抑制率达（５２．７２±０．６３）％，
与超滤前的酶解物相比，胆固醇胶束溶解度抑制率

提高了７．１４百分点，这与唐诵泽［１２］研究的核桃降胆

固醇多肽的分子质量主要集中在１０ｋＤａ以下的结果
一致。

２．６　原料及产品的硒含量
未富硒花生芽、富硒花生芽、富硒花生蛋白、富

硒花生蛋白酶解物及不同分子质量的富硒花生蛋白

酶解物的硒含量见表６。
表６　不同样品的硒含量

Ｔａｂｌｅ６　Ｓｅｌｅｎｉｕｍｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ

样品 硒含量／（ｍｇ／ｋｇ）
未富硒花生芽（干基） ０．２３±０．０１
富硒花生芽（干基） ４．２６±０．０３
富硒花生蛋白 ８．９５±０．０６
酶解物 ９．６０±０．０５
酶解物（＞３０ｋＤ） ９．９１±０．０２
酶解物（１０～３０ｋＤ） ９．２３±０．０５
酶解物（＜１０ｋＤ） １０．１３±０．０４

　　由表６可知，富硒花生芽中的硒含量为４．２６
ｍｇ／ｋｇ，远高于未富硒花生芽的（０．２３ｍｇ／ｋｇ）。富
硒花生芽、富硒花生蛋白和富硒花生蛋白酶解物中

硒含量分别为４．２６、８．９５ｍｇ／ｋｇ和９．６０ｍｇ／ｋｇ。这
一结果说明富硒花生芽中的硒元素主要与蛋白质结

合，并且酶解工艺使硒元素在活性肽中进一步富

集［２７］。富硒花生芽硒含量约是富硒土壤增施硒肥

的富硒花生（０．４４９ｍｇ／ｋｇ）［２８］的１０倍，富硒花生蛋
白酶解物的硒含量约是富硒核桃蛋白酶解物（０．８２
ｍｇ／ｋｇ）［２９］的１２倍，说明通过花生发芽进行富硒是
一条有效的途径。分子质量小于１０ｋＤａ的多肽组
分的硒含量最高，为１０．１３ｍｇ／ｋｇ。硒主要通过清
除血管壁沉积的脂质过氧化物、自由基等有害物质，

使血管保持畅通，保证血脂正常循环，从而达到降血

脂的作用，毛龙［３０］研究发现，纳米硒能显著降低高

脂高胆固醇饮食诱导的 ＡｐｏＥ基因缺陷小鼠血清总
胆固醇、甘油三酯以及低密度脂蛋白胆固醇含量，所

以高硒含量可能是分子质量小于１０ｋＤａ的多肽组
分降胆固醇活性最强的重要原因之一。

３　结　论
通过酶解法制备富硒花生降胆固醇活性肽，在

单因素试验的基础上，以胆固醇胶束溶解度抑制率

为响应值对酶解工艺条件进行响应面试验优化。确

定最佳酶解工艺条件为采用木瓜蛋白酶、加酶量

１６０００Ｕ／ｇ、ｐＨ８．０、底物质量浓度３ｇ／１００ｍＬ、酶
解温度４１℃、酶解时间９０ｍｉｎ，在此条件下酶解物的
胆固醇胶束溶解度抑制率为（４５．５８±０．４９）％。对最
佳酶解工艺条件下得到的产物进行氨基酸分析和超

滤分离，酶解物中总疏水性氨基酸含量占总氨基酸含

量的３６％，超滤后分子质量小于１０ｋＤａ组分的降胆
固醇活性最强，胆固醇胶束溶解度抑制率达（５２７２±
０．６３）％，其硒含量与酶解物相比也有所提高。
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