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酶法制备花生 α－葡萄糖苷酶抑制肽的工艺优化

张晓瑞，章绍兵

（河南工业大学 粮油食品学院，郑州 ４５０００１）

摘要：为促进花生蛋白资源的开发利用及发挥花生肽的降血糖作用，采用碱溶酸沉法制备花生蛋

白，并利用不同商品蛋白酶水解花生蛋白制备花生肽。以α－葡萄糖苷酶抑制率为评价指标，对蛋
白酶进行了筛选。在此基础上，采用单因素试验和响应面试验对花生 α－葡萄糖苷酶抑制肽的制
备工艺进行了优化。另外，考察了花生蛋白水解度和花生肽 α－葡萄糖苷酶抑制活性的相关性。
结果表明：与其他商品蛋白酶相比，胰蛋白酶制备的花生肽的 α－葡萄糖苷酶抑制活性最高；酶法
制备花生α－葡萄糖苷酶抑制肽的最优工艺条件为将花生蛋白于９５℃加热５ｍｉｎ进行预处理，采
用胰蛋白酶水解，水解时间６２ｍｉｎ，加酶量８．９％，底物质量浓度４．１ｇ／１００ｍＬ，在最优条件下花生
肽α－葡萄糖苷酶抑制率达到 （６８．８２±０．２４）％，此时花生蛋白的水解度为１０．０９％；水解度在
８．０％～１１．５％范围内与花生肽的α－葡萄糖苷酶抑制活性呈显著正相关。综上，花生蛋白经胰蛋
白酶水解后得到的花生肽对α－葡萄糖苷酶具有显著的体外抑制活性。
关键词：花生肽；酶法；α－葡萄糖苷酶；水解度
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　　近年来花生蛋白的功能特性受到了极大关注，
尤其是花生蛋白经过酶水解后会形成不同分子质量
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的混合肽段，其具有比花生蛋白更好的生物活性。

刘昭明等［１］研究发现，花生蛋白肽的抗氧化活性与

分子质量有很大关系，小分子质量的花生肽具有更

高的抗氧化活性。张宇昊等［２］研究发现，分子质量

在１ｋＤａ以下的花生肽对血管紧张素转化酶
（Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ－ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＡＣＥ）的抑制效果
很好，可显著降低原发性高血压大鼠的尾动脉收缩

压。Ｙｅ等［３］从花生蛋白中提取出了抗菌肽

Ｈｙｐｏｇｉｎ，其对花生分枝杆菌、尖孢镰菌等真菌的生
长具有明显的抑制作用。

糖尿病（Ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）是一种常见的代
谢紊乱疾病，目前一些治疗糖尿病的药物对身体具

有很大的副作用或者潜在危害［４］，因此探索具有降

糖功能的天然物质来源成为研究热点。Ｃｈｅｎ等［５］

研究发现，相比碱溶性茶多糖，水溶性茶多糖可以更

好地降低糖尿病小鼠的血糖。李丽等［６］研究发现，

四氧嘧啶致糖尿病小鼠每天食用小麦麸膳食纤维，

其空腹血糖指数明显降低。不同种类的蛋白经过酶

水解得到的活性肽对α－葡萄糖苷酶的活性也有抑
制作用。张玉等［７］研究发现，采用酸性蛋白酶水解

蚕蛹蛋白，所得活性肽对 α－葡萄糖苷酶有较高的
抑制率。顾欣等［８］筛选出两种山杏仁蛋白酶水解

后的活性肽，都可抑制α－葡萄糖苷酶活性，并且对
其进行结构分析得出两个有效的氨基酸序列分别是

Ｔｒｐ－Ａｌａ和Ｔｈｒ－Ｔｒｐ。许婷婷等［９］研究发现，花生

蛋白经过Ａｌｃａｌａｓｅ２．４Ｌ碱性蛋白酶水解后得到的活
性肽对α－葡萄糖苷酶活性有一定的抑制作用，但
其并未比较不同商品蛋白酶水解产物对 α－葡萄糖
苷酶的抑制活性，研究有待进一步深入。

本文采用胰蛋白酶、碱性蛋白酶、中性蛋白酶等

多种商品蛋白酶制备花生肽，比较不同酶水解产物

对α－葡萄糖苷酶的抑制活性，优化酶法制备花生
肽的工艺条件，分析花生蛋白水解度与花生肽 α－
葡萄糖苷酶抑制活性之间的关系，以期为深入开发

花生肽的降血糖作用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

花生仁，购买于郑州市高新区永辉超市；胰蛋白

酶、对硝基苯－α－Ｄ－葡萄糖苷（ｐ－Ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ－α－
Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ｐＮＰＧ），上海麦克林生化科技有
限公司；Ａｌｃａｌａｓｅ２．４Ｌ碱性蛋白酶，丹麦诺维信有限
公司；２７０９碱性蛋白酶，北京索莱宝科技有限公司；
中性蛋白酶、α－葡萄糖苷酶，上海源叶生物科技有
限公司。

１．１．２　仪器与设备
ＴＧ１８５０－ＷＳ型高速离心机，上海卢湘仪离心

机仪器有限公司；ＤＴ５－４Ｂ型低速离心机，北京时
代北利离心机有限公司；ＰＨＳ－３Ｃ型 ｐＨ计，上海大
普仪器有限公司；ＨＨ－２Ｊ数显恒温水浴锅，上海维
诚仪器有限公司；ＩＧＪ－１０Ｃ型冷冻干燥机，北京四
环科学仪器厂；ＧＬ－２０Ｇ－ＩＩ型冷冻离心机，上海安
亭科学仪器厂；Ｐ９型分光光度计，上海美谱达仪器
有限公司；Ｓｃｉｅｎｔｚ－ＩＩＤ型超声波细胞粉碎机，宁波
新芝生物科技有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　花生蛋白的制备

采用碱溶酸沉法制备花生蛋白。先将花生仁用

打浆机破碎，按照料液比１∶６将花生浆与蒸馏水混
匀，并将其ｐＨ调为１０．０，然后在恒温水浴振荡器中
以１５０ｒ／ｍｉｎ的转速振荡３０ｍｉｎ；取出溶液在低速离
心机中以４０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心１５ｍｉｎ，弃油层后
将上清液过滤；再将上清液的 ｐＨ调为４．５进行酸
沉，用蒸馏水洗涤沉淀，随后再以４０００ｒ／ｍｉｎ的转
速离心１０ｍｉｎ，弃去上清液保留沉淀，然后冷冻干燥
得到花生蛋白。

１．２．２　花生肽的制备
１．２．２．１　花生蛋白预处理

配制一定质量浓度的花生蛋白溶液，在９５℃下
分别加热０、５、１０、１５、２０ｍｉｎ进行热处理；另外在热处
理的基础上辅助超声处理，设置超声功率为４００Ｗ，
超声时间为５ｍｉｎ。
１．２．２．２　蛋白酶水解制备花生肽

配制一定质量浓度的花生蛋白溶液，加入一定比

例的蛋白酶进行水解，水解过程中控制体系的温度和

ｐＨ为蛋白酶的最适条件，不断搅拌且用０．５ｍｏｌ／Ｌ
的ＮａＯＨ溶液控制体系ｐＨ恒定。水解结束后将水解
液置于９０℃的水浴锅中灭酶１５ｍｉｎ，冷却后于高速
离心机中以１００００ｒ／ｍｉｎ的转速离心１５ｍｉｎ，温度控
制在４℃，对上清液进行过滤，冷冻干燥得到花生肽。
１．２．３　酶活的测定

商品蛋白酶的酶活按照 ＧＢ／Ｔ２３５２７—２００９中
附录Ｂ福林法测定。
１．２．４　水解度的测定

在赵会［１０］的方法的基础上，采用ｐＨ－Ｓｔａｔ法测
定水解度，并稍作修改。蛋白质在水解过程中随着质

子的释放，溶液的ｐＨ会迅速下降，此时加入０．５ｍｏｌ／Ｌ
的ＮａＯＨ溶液来维持ｐＨ，通过加入的碱液体积可计
算出水解度（Ｄ），其计算公式见式（１）。
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Ｄ＝ Ｃ×Ｖ
α×ｍ×ｈｔｏｔ

×１００％ （１）

式中：Ｃ为ＮａＯＨ溶液的浓度，ｍｏｌ／Ｌ；Ｖ为消耗的
ＮａＯＨ溶液的体积，ｍＬ；α为α－氨基的解离度；ｍ为溶
液中花生蛋白的质量，ｇ；ｈｔｏｔ为底物蛋白质中肽键总物
质的量，ｍｍｏｌ／ｇ。花生蛋白的ｈｔｏｔ＝７．１３（根据花生蛋
白中氨基酸的组成计算得到［１１］，α根据式（２）计算。

α＝ １０
Ｈ－Ｋａ

１＋１０Ｈ－Ｋａ
（２）

式中：Ｈ为水解体系的 ｐＨ；Ｋａ为氨基的 ｐＫａ。
Ｋａ根据式（３）计算。

Ｋａ＝７．８＋
２９８－Ｔ
２９８Ｔ ×２４００ （３）

式中：Ｔ为热力学温度，Ｋ。
１．２．５　α－葡萄糖苷酶抑制率的测定

按照Ｋｉｍ等［１２］的方法测定α－葡萄糖苷酶抑制
率，并稍作修改。用０．２ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ６．８的磷酸钠缓冲
液分别将 α－葡萄糖苷酶和 ｐＮＰＧ配成０．２Ｕ／ｍＬ、
１ｍｇ／ｍＬ的溶液。试验组分别加入５００μＬ缓冲液、
５００μＬｐＮＰＧ溶液和５００μＬ２ｍｇ／ｍＬ的样品溶液，
然后置于３７℃的恒温水浴锅内预热５ｍｉｎ，取出立
即加入１００μＬα－葡萄糖苷酶液启动反应，混匀，
置于 ３７℃的水浴锅内 ３０ｍｉｎ；然后立即加入
８００μＬ、１ｍｏｌ／Ｌ的Ｎａ２ＣＯ３溶液终止反应，再采用分
光光度计在４０５ｎｍ波长下测定吸光值。试验另设
置空白组、对照组和样品背景组：空白组只添加

５００μＬ的底物ｐＮＰＧ，其余用等量的缓冲液代替，以
排除底物ｐＮＰＧ在预热过程中自发地转变成显色物
４－硝基苯酚（ｐ－Ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ，ＰＮＰ）这一干扰；对照
组除了不加入样品溶液外其余都与试验组一样，肽液

用等量的缓冲液代替，在相同条件下得到α－葡萄糖
苷酶和底物ｐＮＰＧ反应后生成显色物ＰＮＰ的最高含
量；样品背景组只加入样品溶液，其余用等量的蒸馏

水代替。α－葡萄糖苷酶抑制率（Ｙ）按式（４）计算。

Ｙ＝
Ａｃ－（Ａｓ－Ａｄ）
Ａｃ－Ａｂ

×１００％ （４）

式中：Ａｂ为空白组吸光值；Ａｃ为对照组吸光值；
Ａｓ为试验组吸光值；Ａｄ为样品背景组吸光值。
１．２．６　数据分析

所有试验至少重复两次，数据以“平均值 ±标
准差”表示，使用ＩＢＭＳＰＳＳ软件对数据进行方差分
析（ｐ＜０．０５）。
２　结果与分析
２．１　蛋白酶的酶活

按１．２．３测定中性蛋白酶、胰蛋白酶、Ａｌｃａｌａｓｅ２．４Ｌ
碱性蛋白酶、２７０９碱性蛋白酶的酶活分别为７．５９×

１０３、２．９９×１０４、２．１４×１０５、２．０２×１０５Ｕ／ｇ。
２．２　蛋白酶的筛选

选取中性蛋白酶、胰蛋白酶、Ａｌｃａｌａｓｅ２．４Ｌ碱性
蛋白酶、２７０９碱性蛋白酶４种酶，在底物质量浓度５
ｇ／１００ｍＬ、加酶量 ５％（以底物蛋白的质量计，下
同）、各自最适温度和 ｐＨ（见表１）条件下对未经预
处理的花生蛋白进行水解，水解度为１０％时停止反
应，制备花生肽，并测定不同质量浓度花生肽的 α－
葡萄糖苷酶抑制率，结果见图１。

表１　不同蛋白酶水解的最适条件

蛋白酶 温度／℃ ｐＨ
中性蛋白酶 ４０ ７．０
胰蛋白酶 ５０ ８．０
Ａｌｃａｌａｓｅ２．４Ｌ碱性蛋白酶 ５５ ８．０
２７０９碱性蛋白酶 ５０ ８．５

注：不同字母代表组内具有显著性差异（ｐ＜０．０５）
图１　不同蛋白酶对花生肽α－葡萄糖苷酶抑制率的影响

　　本研究发现，花生蛋白不能抑制 α－葡萄糖苷
酶的活性（数据未展示）。由图１可知，４种商品蛋
白酶制备的花生肽的α－葡萄糖苷酶抑制活性均具
有浓度依赖性。花生蛋白被胰蛋白酶水解后的产物

具有最高的α－葡萄糖苷酶抑制活性；中性蛋白酶
和２７０９碱性蛋白酶制备的花生肽的 α－葡萄糖苷
酶抑制活性比较接近；Ａｌｃａｌａｓｅ２．４Ｌ制备的花生肽
的α－葡萄糖苷酶抑制活性较差。试验进一步提高
Ａｌｃａｌａｓｅ２．４Ｌ碱性蛋白酶、２７０９碱性蛋白酶和中性
蛋白酶水解产物的水解度，结果发现此时水解产物

的α－葡萄糖苷酶抑制活性与１０％水解度产物相比
均有所降低，说明进一步提高水解度并不能提高花

生肽的活性。江明珠［１３］通过对比不同酶水解大豆

肽的α－葡萄糖苷酶抑制活性，筛选出了胰蛋白酶
为最佳用酶，这与本文的研究结果相符。

不同蛋白酶的水解产物抑制 α－葡萄糖苷酶活
性的差异可能是由于酶切生成肽段的结构和数量不

同引起的。Ｌｉｕ等［１４］研究表明，麦胚肽中精氨酸的

含量极高，这可能是其抑制 α－葡萄糖苷酶活性的
重要原因之一。另外，多肽链中赖氨酸和精氨酸残
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基的羧基侧是胰蛋白酶的切割位点［１５］，所以精氨酸

残基主要存在于这些肽的 Ｃ端，这可能也是胰蛋白
酶水解产物具有更高α－葡萄糖苷酶抑制活性的原
因。因此，最终选择胰蛋白酶制备花生肽，并进一步

优化其水解条件。

２．３　花生蛋白水解条件优化的单因素试验
２．３．１　水解时间的影响

采用胰蛋白酶水解未经预处理的花生蛋白，在底

物质量浓度５ｇ／１００ｍＬ、加酶量５％条件下研究水解时
间（０．５、１．０、１．５、２．０、２．５ｈ）对α－葡萄糖苷酶抑制率
及花生蛋白水解度的影响，结果如图２所示。

　注：不同字母代表组间具有显著性差异（ｐ＜０．０５）。下同
图２　水解时间对α－葡萄糖苷酶抑制率和水解度的影响

　　由图２可知，随着水解时间的延长，α－葡萄糖苷
酶抑制率逐渐升高，水解度与水解时间也呈现出正相

关关系。在水解反应的前１．５ｈ内，胰蛋白酶与底物
蛋白充分接触反应，使抑制α－葡萄糖苷酶的活性肽
段暴露出来，因此这一阶段水解度和α－葡萄糖苷酶
抑制率均呈增大趋势，当水解时间达到２．０ｈ时，α－
葡萄糖苷酶抑制率最高（５６．４％），之后随着水解时间
的延长水解度和α－葡萄糖苷酶抑制率均趋于稳定。
这是因为随着水解反应的进行蛋白质大分子被分解

成多肽和氨基酸的混合物，可被酶切的位点逐渐减

少，同时酶与底物结合的中间产物和最终产物增多，

这些对水解反应都有抑制效应［１６］。

２．３．２　加酶量的影响
采用胰蛋白酶水解未经预处理的花生蛋白，在水

解时间２．０ｈ、底物质量浓度５ｇ／１００ｍＬ条件下研究加
酶量（４％、５％、６％、７％、８％）对α－葡萄糖苷酶抑制率
及花生蛋白水解度的影响，结果如图３所示。

图３　加酶量对α－葡萄糖苷酶抑制率和水解度的影响

　　由图３可知：底物浓度保持不变，加酶量越大花
生蛋白被水解的程度越高，水解度一直呈上升趋势；

而花生肽对α－葡萄糖苷酶的抑制活性并非随着加
酶量的增加而增加，当加酶量为７％时α－葡萄糖苷
酶抑制率达到最高（５８．５％），当加酶量进一步提高
到８％时α－葡萄糖苷酶抑制率反而下降。原因是
当底物浓度固定，加酶量较少时，花生蛋白不能被完

全水解，随着加酶量的增加底物蛋白被水解得越彻

底，所以水解度逐渐上升直至达到平缓的水平；而适

量的胰蛋白酶有利于具有α－葡萄糖苷酶抑制活性
肽段的生成，而加酶量过高可能会使生成的高活性

肽段进一步被水解成低活性或者没有活性的肽段，

所以在加酶量超过７％后花生肽的 α－葡萄糖苷酶
抑制活性降低［１７］。

２．３．３　底物质量浓度的影响
采用胰蛋白酶水解未经过预处理的花生蛋白，

在水解时间２．０ｈ、加酶量７％条件下研究底物质量
浓度（３、４、５、６、７ｇ／１００ｍＬ）对α－葡萄糖苷酶抑制
率及花生蛋白水解度的影响，结果如图４所示。

图４　底物质量浓度对α－葡萄糖苷酶抑制率

和水解度的影响

　　由图４可知：花生肽的 α－葡萄糖苷酶抑制率
在底物浓度为４ｇ／１００ｍＬ时达到最高（６１．８４％），
继续增加底物质量浓度，花生肽的 α－葡萄糖苷酶
抑制活性迅速下降；而水解度从整体上看是在一个

稳定的范围内波动，底物质量浓度为 ５ｇ／１００ｍＬ
时，水解度最高（１２．９７％），随后呈幅度较小的下降
趋势。花生肽抑制α－葡萄糖苷酶活性的差异是由
于酶切生成肽段的结构和数量不同引起的。底物质

量浓度较低时，随着其升高，胰蛋白酶可以与底物充

分结合水解出更多的高活性肽段，所以水解度和α－
葡萄糖苷酶抑制率逐渐升高，当底物质量浓度超过最

适范围时，酶解体系的黏度显著增大，导致胰蛋白酶

与底物的运动和扩散受到限制［１８］，水解度下降，且显

著影响抑制α－葡萄糖苷酶活性肽段的有效释放。
２．３．４　花生蛋白酶解前预处理条件的影响

首先对花生蛋白进行加热和超声辅助加热预处
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理，再采用胰蛋白酶水解，在水解时间２．０ｈ、加酶量
７％、底物质量浓度４ｇ／１００ｍＬ条件下研究花生蛋
白预处理对α－葡萄糖苷酶抑制率的影响，结果如
图５所示。

图５　花生蛋白预处理对α－葡萄糖苷酶抑制率的影响

　　由图５可知，与未进行预处理制备的花生肽相
比，水解之前对花生蛋白进行热处理可以显著提高

花生肽的α－葡萄糖苷酶抑制活性，加热５ｍｉｎ时抑
制率达到最高，继续延长热处理时间酶解产物的

α－葡萄糖苷酶抑制活性反而下降。原因是未处理
的花生蛋白空间结构紧密，部分酶切位点隐藏在花

生蛋白内部很难被蛋白酶识别，此时生成的活性肽

段数量较少；对花生蛋白进行适当热处理后其空间

结构展开，有利于蛋白酶和暴露的酶切位点结合，活

性产物生成量迅速增加，所以α－葡萄糖苷酶抑制率
升高；但是加热时间过长会导致蛋白质通过分子间作

用力生成大分子聚合物，不利于胰蛋白酶与蛋白质结

合生成有效肽段，所以花生肽的α－葡萄糖苷酶抑制
活性逐渐降低［１９］。由水解度测定结果可知，热处理

５ｍｉｎ时获得花生肽的水解度为１１．３３％，而随着热处
理时间延长，水解度最低降至１０．３２％。

由图５可知，单独超声预处理制备的花生肽比
未经预处理制备的花生肽的α－葡萄糖酶抑制率高
了２．１７百分点。超声辅助加热预处理后，随着加热
时间的延长，花生肽的 α－葡萄糖苷酶活性逐渐增
加，热处理１５ｍｉｎ后 α－葡萄糖苷酶抑制率处于平
缓趋势（６１．６％）。与单独长时间加热处理（超过
５ｍｉｎ）相比，超声辅助加热处理后花生肽的 α－葡
萄糖苷酶抑制活性均有所提高，但与５ｍｉｎ热处理
相比，超声辅助加热处理后花生肽的 α－葡萄糖苷
酶抑制活性反而下降，因此最终确定花生蛋白预处

理的条件为９５℃加热５ｍｉｎ。
２．４　花生蛋白水解条件优化的响应面试验

在单因素试验的基础上，将花生蛋白于９５℃加
热５ｍｉｎ进行预处理，按照 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设
计，以α－葡萄糖苷酶抑制率（Ｙ）为响应值，水解时
间（Ａ）、加酶量（Ｂ）、底物质量浓度（Ｃ）为考察因素，

设计了１７组试验，其中１２组为析因点试验，５组为
中心点试验，以优化花生蛋白水解制备花生 α－葡
萄糖苷酶抑制肽的工艺条件，响应面试验因素水平

见表２，响应面试验设计及结果见表３。
表２　响应面试验因素水平

水平
Ａ水解时间／

ｈ
Ｂ加酶量／
％

Ｃ底物质量浓度／
（ｇ／１００ｍＬ）

－１ ０．５ ５ ３

－０ １．５ ７ ４

－１ ２．５ ９ ５

表３　响应面试验设计及结果

试验号 　Ａ 　Ｂ Ｃ Ｙ／％

１１ －１ －１ ０ ５３．１０

１２ １ －１ ０ ６１．８０

１３ －１ １ ０ ６６．５４

１４ １ １ ０ ６２．１９

１５ －１ ０ －１ ５９．８３

１６ １ ０ －１ ５６．３３

１７ －１ ０ １ ５９．２７

１８ １ ０ １ ６０．７３

１９ ０ －１ －１ ５６．３３

１０ ０ １ －１ ６０．１４

１１ ０ －１ １ ６１．８５

１２ ０ １ １ ６５．９５

１３ ０ ０ ０ ６３．３３

１４ ０ ０ ０ ６５．２４

１５ ０ ０ ０ ６６．５９

１６ ０ ０ ０ ６４．７８

１７ ０ ０ ０ ６４．５２

　　由表３可知，在这１７组试验中，花生肽的 α－
葡萄糖苷酶抑制率最高达６６．５９％，此时水解度为
９．４０％，α－葡萄糖苷酶抑制率最低为５３．１０％，此
时水解度为７．０５％。在５组中心点试验中，α－葡
萄糖苷酶抑制率比较稳定，在６５％左右。对 α－葡
萄糖苷酶抑制率进行二次多项式回归拟合，得到二

次回归方程为Ｙ＝６４．９０＋０．２９Ａ＋２．７２Ｂ＋１．８９Ｃ－
３．２６ＡＢ＋１．２４ＡＣ＋０．０７３ＢＣ－３．０１Ａ２－０．９８Ｂ２－
２．８５Ｃ２。对回归模型进行方差分析，结果见表４。

由表４可知：模型高度显著（ｐ＜０．０１），失拟项
不显著（ｐ＞０．０５），表明回归方程对试验结果的拟
合度高，可以用回归方程对实际值进行分析与预测。

模型预测值和实际值之间拟合度高的标准是模型决

定系数（Ｒ２）大于０．８［２０］，而本研究中模型的决定系
数为０．９０９１，即响应值α－葡萄糖苷酶抑制率的变
化有９０．９１％来源于所选变量，说明模型可以很好
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地预测花生肽的α－葡萄糖苷酶抑制率。变异系数
是表明模型是否可靠与精确的指标，数值越小代表

模型越好［２１］，本试验模型的变异系数为２．８８％，说
明模型的可靠度高。另外，该模型的信噪比为

８．７８６，大于４，表明此模型的拟合度良好［２２］。在线

性效应中，一次项加酶量（Ｂ）对 α－葡萄糖苷酶抑
制率的影响高度显著（ｐ＜０．０１），底物质量浓度（Ｃ）
的影响显著（ｐ＜０．０５），但水解时间（Ａ）的影响不显
著（ｐ＞０．０５）；在曲面效应中，二次项 Ｂ２对α－葡萄
糖苷酶抑制率的影响不显著（ｐ＞０．０５），Ａ２和 Ｃ２的
影响显著（ｐ＜０．０５）；交互项 ＡＢ对 α－葡萄糖苷酶
抑制率的影响高度显著。因此，花生肽对 α－葡萄
糖苷酶活性的抑制效果与各因素之间并不是简单的

线性关系，某些因素的二次项和交互作用在很大程

度上也影响了响应值的变化。

表４　回归模型方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ

模型 ２２０．５５ ９ ２４．５１ ７．７８ ０．００６５

残差 ２２．０６ ７ ３．１５

失拟项 １６．４８ ３ ５．４９ ３．９４ ０．１０９４

纯误差 ５．５８ ４ １．４０

总和 ２４２．６０ １６

Ａ ０．６７ １ ０．６７ ０．２１ ０．６５８５

Ｂ ５９．０２ １ ５９．０２ １８．７３ ０．００３４

Ｃ ２８．７０ １ ２８．７０ ９．１１ ０．０１９４

ＡＢ ４２．６２ １ ４２．６２ １３．５３ ０．００７９

ＡＣ ６．１７ １ ６．１７ １．９６ ０．２０４５

ＢＣ ０００．０２ １ ００．０２ ６．８３Ｅ－０３ ０．９３６４

Ａ２ ０３８．０２ １ ３８．０２ １２．０７ ０．０１０４
Ｂ２ ４．０４ １ ４．０４ １．２８ ０．２９４５
Ｃ２ ３４．１０ １ ３４．１０ １０．８２ ０．０１３３

　　由响应面回归模型预测出酶解制备花生 α－葡
萄糖苷酶抑制肽的最优工艺条件为水解时间

１．０３ｈ、加酶量８．９１％、底物质量浓度４．１１ｇ／１００ｍＬ，
在此条件下制备的花生肽对α－葡萄糖苷酶抑制率
的预测值为６７．３８％。考虑到操作的可实施性与便
利性，将工艺条件调整为水解时间６２ｍｉｎ、加酶量
８．９％、底物质量浓度４．１ｇ／１００ｍＬ。为了验证该
工艺的准确性与可靠性，在调整后的条件下制备

花生肽并进行 ３次平行试验进行验证，得到花生
肽对 α－葡萄 糖 苷 酶 的 抑 制 率 为 （６８．８２±
０．２４）％，与预测值仅相差１．４４百分点，说明模型
预测值与实际值拟合较好（此时花生蛋白水解度

为１０．０９％）。

２．５　花生蛋白水解度和花生肽 α－葡萄糖苷酶抑
制活性的相关性分析

对所有单因素试验中测得的花生肽 α－葡萄糖
苷酶抑制率与其相对应的花生蛋白水解度进行相关

性分析，结果见图６。

图６　水解度和α－葡萄糖苷酶抑制率的相关性分析

　　由图６可知：水解度在８．０％～１１．５％低范围内，
花生肽的α－葡萄糖苷酶抑制率随着水解度的增加
而增加，经分析两者呈显著正相关（ｐ＝０．０１＜０．０５，
ｒ＝０．８１４）；而水解度超过１１．５％时，花生肽的α－葡
萄糖苷酶抑制率与水解度之间并没有表现出良好的

线性关系（ｐ＝０．５９８＞０．０５，ｒ＝０．１６２）。试验结果表
明花生肽对α－葡萄糖苷酶的抑制能力与其水解度
在一定范围内呈显著正相关。花生肽对α－葡萄糖
苷酶的抑制活性主要依赖于其特殊的氨基酸序列，当

水解度达到要求后继续过度水解可能会破坏这种有

效的结构，导致水解度与α－葡萄糖苷酶抑制活性没
有显著相关性。梁凯［２３］也发现水解度更高的汉麻籽

粕酶解物的α－葡萄糖苷酶抑制率反而较低。
３　结　论

由单因素试验和响应面试验得到酶法制备花生

α－葡萄糖苷酶抑制肽的最优工艺条件为：将花生
蛋白于９５℃加热５ｍｉｎ进行预处理，采用胰蛋白酶
水解，水解时间６２ｍｉｎ，加酶量８．９％，底物质量浓
度４．１ｇ／１００ｍＬ。在最优条件下，制备的花生肽对
α－葡萄糖苷酶的抑制率达到（６８．８２±０．２４）％，水
解度为１０．０９％。水解度在８．０％～１１．５％范围内，
与花生肽的α－葡萄糖苷酶抑制率呈显著正相关，
超出此范围两者无显著相关性。由于本文制备的花

生肽水解度不高，高分子质量肽组分较多，因此采取

有效措施使花生肽能够抵抗体内消化酶作用（保持

高活性）值得进一步研究。
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