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摘要：为获得优质的核桃蛋白血管紧张素转化酶（ＡＣＥ）抑制肽的制备原料及优化其制备工艺，采
用连续提取法从脱脂核桃粕中依次分离出清蛋白、球蛋白、醇溶蛋白、谷蛋白－１和谷蛋白－２５种
组分蛋白，测定５种组分蛋白的占比及ＡＣＥ抑制率，以ＡＣＥ抑制率最大的组分蛋白作为原料采用
酶解法制备ＡＣＥ抑制肽，在筛选出最适酶解用酶基础上，采用单因素试验与响应面试验优化酶解
制备核桃蛋白ＡＣＥ抑制肽的工艺。结果表明：５种组分蛋白中谷蛋白 －１占比仅次于谷蛋白 －２，
且其ＡＣＥ抑制率最高，以核桃谷蛋白－１为原料，在筛选出胃蛋白酶作为酶解用酶基础上，经工艺
优化得到最优的酶解法制备核桃谷蛋白－１ＡＣＥ抑制肽的工艺条件为酶解温度４６℃、酶解时间６
ｈ、酶用量４．２％（以底物质量计）、酶解ｐＨ１．６，在该条件下所得核桃谷蛋白 －１酶解液的 ＡＣＥ抑
制率为（５０．０８±２．３４）％。因此，核桃谷蛋白 －１经胃蛋白酶酶解可生产 ＡＣＥ抑制活性较高的核
桃多肽。
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中图分类号：ＴＳ２２９；ＴＱ９３４　　　文献标识码：Ａ　　 文章编号：１００３－７９６９（２０２４）０４－００１３－０７

ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅｆｒｏｍｗａｌｎｕｔ
ｇｌｕｔｅｌｉｎ－１ｂｙｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

ＷＡＮＧＪｉｎｇ，ＭＡＪｉｎ，ＺＨＵＢａｉｊｉａ，ＹＡＯＪｉａｙｉ，ＷＡＮＧＦｅｉ，
ＹＡＮＧＷｅｎｊｉｎｇ，ＦＥＮＧＬｏｎｇｄａｎ

（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓａｎｄＦｏｏｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＳｈａａｎｘｉＸｕｅｑｉａｎＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉ′ａｎ７１００６１，Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｏｂｔａｉｎｈｉｇｈ－ｑｕａｌｉｔｙｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｓｆｏｒｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ（ＡＣＥ）ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅｆｒｏｍ ｗａｌｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｏｐｔｉｍｉｚｅｉｔｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ，ｆｉｖｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇａｌｂｕｍｉｎ，ｇｌｏｂｕｌｉｎ，ｐｒｏｌａｍｉｎ，ｇｌｕｔｅｌｉｎ－１ａｎｄｇｌｕｔｅｌｉｎ－２ｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄ
ｆｒｏｍｄｅｆａｔｔｅｄｗａｌｎｕｔｍｅａｌｕｓｉｎｇｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｉｎｔｕｒｎ．ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｎｄＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｒａｔｅｓｏｆｔｈｅｆｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．ＴｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｔｈｅｌａｒｇｅｓｔＡＣＥ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｕｓｅｄａｓｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｔｏｐｒｅｐａｒｅＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅｂｙｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ．Ｏｎ
ｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｓｅｌｅｃｔｉｎｇｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｅｎｚｙｍｅ，ｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｗａｌｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎ
ＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅｗｅｒｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄｂｙｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ
ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｇｌｕｔｅｌｉｎ－１ｉｎｔｈｅｆｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓｗａｓ
ｓｅｃｏｎｄｏｎｌｙｔｏｇｌｕｔｅｌｉｎ－２，ａｎｄｉｔｓＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔ．Ｗｉｔｈｗａｌｎｕｔｇｌｕｔｅｌｉｎ－１ａｓｒａｗ

ｍａｔｅｒｉａｌａｎｄ ｐｅｐｓｉｎ ａｓｅｎｚｙｍｅ， ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌ
ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｗａｌｎｕｔｇｌｕｔｅｌｉｎ－１ＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅｗｅｒｅ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
４６℃，ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅ６ｈ，ｅｎｚｙｍｅｄｏｓａｇｅ４．２％
（ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅ）， ａｎｄ
ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｐＨ１．６．ＴｈｅＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ
ｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｎｄｅｒｔｈｅ
ｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗａｓ（５０．０８±２．３４）％．

３１２０２４年第４９卷第４期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂



Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｗａｌｎｕｔｇｌｕｔｅｌｉｎ－１ｂｙｐｅｐｓｉｎｃａｎｐｒｏｄｕｃｅｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒＡＣＥ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｗａｌｎｕｔｇｌｕｔｅｌｉｎ－１；ＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅ；ｐｒｏｔｅａｓｅ；ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

　　蛋白质是一种复杂的生物大分子，紧密包裹的
分子构象致使其功能特性较差，生物活性受到抑制，

严重制约了其在食品工业中的应用［１］。将蛋白质

水解制成活性肽，可改善蛋白质的功能特性和生理

活性［２］，其中酶解法因具有反应条件温和、操作简

单、产品性能优良、安全性高等特点被广泛应用于制

备生物活性肽［３］。目前，已从多种食品蛋白质酶解

产物中分离和鉴定出对人体健康有益的生物活

性肽［４－６］。

核桃粕是核桃仁提油后的副产物，蛋白质含量

高达４０％～６０％，是制备生物活性肽的优质原料［７］。

目前，科研工作者们运用酶解技术已从核桃粕的蛋

白质中制备出了多种生物活性肽［８－１３］。研究发现，

核桃多肽具有抗疲劳、抗癌、抑菌、免疫调节以及润

肠通便等多种生物活性［１４－１６］。

核桃中蛋白质根据溶解性的不同可分为清蛋

白、球蛋白、醇溶蛋白和谷蛋白［１７］，其中，谷蛋白又

可根据其在稀酸或稀碱溶液中溶解性的差异分为酸

溶性谷蛋白（谷蛋白－１）和碱溶性谷蛋白（谷蛋白－
２）［１８－２０］。由于氨基酸组成与溶解性的不同，核桃各
组分蛋白在营养价值、功能特性以及生理活性等方面

均存在较大差异［１］。目前，关于核桃中蛋白质的研究

报道较多，但针对其组分蛋白的功能性质与生理活

性等的研究较少。血管紧张素转换酶（Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ
ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＡＣＥ）抑制肽是一类对ＡＣＥ有抑
制作用的多肽，其在维持人体血压平衡中发挥着关

键作用［２１］。食源性 ＡＣＥ抑制肽因来源丰富、安全
性高，受到学者们的广泛关注。已报道的关于核桃

ＡＣＥ抑制肽的研究主要集中在总蛋白，而对各组分
蛋白及起主要抑制作用的组分蛋白的相关研究

较少。

本研究采用核桃蛋白制备ＡＣＥ抑制肽，具体以
脱脂核桃粕为原料，采用连续提取法提取５种组分
蛋白，测定不同组分蛋白的 ＡＣＥ抑制活性，筛选出
适宜组分并采用酶解法制备ＡＣＥ抑制肽，在筛选出
适宜的酶解用酶后，采用单因素试验和响应面试验

优化酶解工艺条件，以期获得一种经济高效的核桃

蛋白ＡＣＥ抑制肽的制备方法，为拓宽核桃粕中蛋白
质的应用，提高其附加值提供参考。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

脱脂核桃粕，由陕西师范大学植物油脂与蛋白

质工程实验室制备。

ＡＣＥ（源自兔肺组织）、马尿酰 －组氨酰 －亮氨
酸（Ｈｉｐｐｕｒｙｌ－ｈｉｓｔｉｄｙｌ－ｌｅｕｃｉｎｅ，ＨＨＬ），美国 Ｓｉｇｍａ
公司；酸性蛋白酶（酶活力５×１０４Ｕ／ｇ）、风味蛋白
酶（酶活力 ５×１０４ Ｕ／ｇ）、中性蛋白酶（酶活力
１×１０５Ｕ／ｇ）、碱性蛋白酶（Ａｌｃａｌａｓｅ２．４Ｌ，酶活力
１×１０５Ｕ／ｇ）、胰蛋白酶（酶活力２．５×１０２Ｕ／ｇ）、胃
蛋白酶（酶活力３×１０３Ｕ／ｇ）、透析袋（截留相对分
子质量３５００），北京索莱宝科技有限公司；ＮａＣｌ、石
油醚、无水乙醇、冰乙酸、氢氧化钠、盐酸、乙酸乙酯

等均为分析纯，西安晶博化学试剂有限公司。

１．１．２　仪器与设备
７８ＨＷ－１型恒温加热磁力搅拌器，杭州仪表电

机有限公司；ＨＨ－４型数显恒温水浴锅，金坛市岸
头仪都仪器厂；Ｌ５５０型低速大容量离心机，湘仪离
心机仪器有限公司；ＴＧＬ－１６ｇＲ型高速冷冻离心
机，上海安亭科学仪器厂；ＬＧＪ－１８Ｃ型真空冷冻干
燥机，北京四环科学仪器厂；ＳＨＺ－８８Ａ型往复式水
浴恒温振荡器，太仓市试验设备厂；Ｔ６型紫外可见
分光光度计，北京普析通用仪器有限责任公司；雷磁

ＰＨＳ－３ＣｐＨ计，上海仪电科学仪器股份有限公司。
１．２　试验方法
１．２．１　脱脂核桃粕基本成分的测定

参照ＧＢ５００９．５—２０１６采用凯氏定氮法测定蛋
白质含量，参照 ＧＢ５００９．６—２０１６采用索氏抽提法
测定粗脂肪含量，参照 ＧＢ５００９．３—２０１６采用直接
干燥法测定水分含量，参照 ＧＢ５００９．４—２０１６采用
称重法测定灰分含量。

１．２．２　核桃组分蛋白的提取分离
参照文献［１］采用连续提取法从脱脂核桃粕中

提取清蛋白、球蛋白、醇溶蛋白、谷蛋白 －１和谷蛋
白 －２。核桃粕中各组分蛋白的提取流程如图 １
所示。

１．２．３　核桃组分蛋白的酶解
称取一定量的核桃组分蛋白，配制质量分数为
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２％的溶液，调整溶液 ｐＨ，加入一定量的蛋白酶，在
一定酶解温度下酶解一定时间后，将酶解液置于沸

水浴中灭酶１０ｍｉｎ，冷却，得核桃蛋白酶解液。
１．２．４　ＡＣＥ抑制率的测定

参考Ｚｈｅｎｇ等［２２］的方法，将５０μＬ质量浓度为
１．０ｍｇ／ｍＬ的样品溶液和５０μＬ２５ｍＵ／ｍＬ的 ＡＣＥ
混合均匀，于３７℃水浴反应１０ｍｉｎ，冷却至室温后
加入１５０μＬＨＨＬ溶液，３７℃继续反应１ｈ，再次冷
却至室温后加入２５０μＬ１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液终止反
应。加入１．４ｍＬ乙酸乙酯，剧烈振荡５ｓ，以１４１００
ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，移取１ｍＬ上层溶液至玻璃试管
中，将试管置于鼓风干燥箱（１２０℃）中干燥０．５ｈ。
取出试管，冷却，加入４ｍＬ去离子水，混合均匀后在

２２８ｎｍ处测定吸光值。同时按上述方法测定卡托
普利溶液（参比样）的吸光值。ＡＣＥ抑制率（ｘ）按公
式（１）计算。

ｘ＝（１－ＡＳ／ＡＣ）×１００％ （１）
式中：ＡＳ、ＡＣ分别为样品、参比样在２２８ｎｍ处的

吸光值。

１．２．５　数据统计分析
每组进行３次平行试验，结果以“平均值 ±标

准差”表示。使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０（ＬａＪｏｌｌａ，
ＣＡ，ＵＳＡ）软件对数据进行统计分析和绘图，用单因
素方差分析（ＡＮＯＶＡ）分析组间显著性差异。用小
写字母表示５％水平上的显著性差异，大写字母表
示１％水平上的显著性差异。

图１　核桃粕中各组分蛋白的提取流程

２　结果与分析
２．１　脱脂核桃粕的基本成分

脱脂核桃粕的基本成分见表１。
表１　脱脂核桃粕的基本成分 ％

蛋白质 粗脂肪 水分 灰分

６１．２５±０．６８ ２．３０±０．３８ ８．３４±０．５４ ３．２５±０．２６

　　由表１可看出，脱脂核桃粕中蛋白质含量高达

（６１．２５±０．６８）％，而粗脂肪含量较低，为（２．３０±
０．３８）％。
２．２　核桃粕中各组分蛋白的占比与ＡＣＥ抑制活性

按１．２．２方法提取核桃粕中各组分蛋白，计算
各组分蛋白占比，并测定各组分蛋白 ＡＣＥ抑制率，
结果见图２。

　　　　
图２　核桃粕中各组分蛋白占比及ＡＣＥ抑制率

　　由图２可知，核桃粕中５种组分蛋白占比大小
顺序为谷蛋白－２〔（５０．４７±２．５４）％〕＞谷蛋白 －１
〔（２１．９８±１．８２）％〕＞球蛋白〔（１４．９２±１．０２）％〕＞
清蛋白〔（６．７３±１．３５）％〕＞醇溶蛋白〔（５．８６±

０．６５）％〕。５种组分蛋白均具有 ＡＣＥ抑制活性，且
以谷蛋白 －１的 ＡＣＥ抑制活性最高，醇溶蛋白次
之，谷蛋白－２的最低（ｐ＜０．０１）。因此，综合考虑
各组分蛋白占比和 ＡＣＥ抑制活性，选择谷蛋白 －１
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作为制备核桃ＡＣＥ抑制肽的原料。
２．３　谷蛋白－１酶解用酶的筛选

由于不同蛋白酶的最佳酶解条件、专一性和作

用位点存在差异，因而多肽的构象、氨基酸的排列顺

序和Ｃ端与Ｎ端氨基酸残基都会受到影响，进而直
接影响肽的功能活性［２３］。按１．２．３方法，在酶用量
３％（以底物质量计）、酶解时间４ｈ条件下，按表２
中各蛋白酶最适ｐＨ和温度条件［２４－２５］对谷蛋白 －１
进行酶解，测定核桃谷蛋白 －１酶解液（ＤＷＰＧ－
１Ｈ）的ＡＣＥ抑制率，结果如图３所示。

表２　不同蛋白酶的最适作用条件

蛋白酶 条件

酸性蛋白酶 ｐＨ２．０，４５℃
中性蛋白酶 ｐＨ７．０，５０℃
碱性蛋白酶 ｐＨ８．５，５５℃
胰蛋白酶 ｐＨ８．０，３７℃
胃蛋白酶 ｐＨ１．５，３７℃
风味蛋白酶 ｐＨ６．５，５０℃
胃蛋白酶＋胰蛋白酶 ｐＨ２．０、３７℃，ｐＨ８．０、３７℃

　注：复合酶中两种酶的质量比为１∶１，复合酶酶解时，先在
第一种蛋白酶的最适作用条件下酶解２ｈ，灭酶，再在第二种
蛋白酶的最适作用条件下继续酶解２ｈ

　注：ＡＰ．酸性蛋白酶；Ａ．碱性蛋白酶；Ｎ．中性蛋白酶；Ｐ．胃
蛋白酶；Ｔ．胰蛋白酶；Ｐ＋Ｔ．胃蛋白酶 ＋胰蛋白酶；Ｆ．风味蛋
白酶

图３　不同蛋白酶处理对ＤＷＰＧ－１Ｈ的
ＡＣＥ抑制率的影响

　　由图３可看出，采用单一酶酶解时，胃蛋白酶酶
解液的ＡＣＥ抑制率最高，为（３２．３８±１．８４）％，胃蛋
白酶对某些氨基酸序列的作用具有特异性，在对蛋白

质进行酶解时，主要剪切酸性氨基酸或芳香族氨基酸

之间形成的肽键［２６］。金子纯［２７］分析了核桃组分蛋

白的氨基酸组成，其中核桃谷蛋白－１中酸性氨基酸
和芳香族氨基酸含量较高，如谷氨酰胺的含量为

（１９．２７±１．４４）ｇ／１００ｇ，天冬氨酸的含量为（６．６６±
０．０８）ｇ／１００ｇ，芳香族氨基酸的总含量为（１２．３４±
０．２２）ｇ／１００ｇ，这可能是胃蛋白酶酶解谷蛋白－１后
具有较强ＡＣＥ抑制活性的主要原因。此外，胃蛋白
酶可以在一定程度上模拟人体消化酶的作用，制备的

活性肽在体内具有更好的耐受性［２８］。为模拟胃肠消

化，对胃蛋白酶和胰蛋白酶进行复合，考察复合酶的

酶解效果，结果发现，酶解液的ＡＣＥ抑制率低于单一
胃蛋白酶酶解液的（见图３），故选择胃蛋白酶作为制
备核桃谷蛋白－１ＡＣＥ抑制肽的最适用酶。
２．４　核桃谷蛋白－１ＡＣＥ抑制肽制备的单因素试验

各因素的基本条件为酶解温度 ３７℃、酶用量
３％、酶解ｐＨ１．５、酶解时间４ｈ。在考察某一因素
对ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率影响时，其他３个因
素与基本条件保持一致。

２．４．１　酶解温度对 ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率的
影响

酶解温度对ＤＷＰＧ－１Ｈ的ＡＣＥ抑制率的影响
如图４所示。

图４　酶解温度对ＤＷＰＧ－１Ｈ的ＡＣＥ抑制率的影响

　　由图 ４可以看出，酶解温度在 ３０～４５℃范围
内，ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率随酶解温度的升高
不断增大，酶解温度为４５℃时 ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ
抑制率最高。酶解温度继续升至５０℃时，ＤＷＰＧ－
１Ｈ的ＡＣＥ抑制率显著降低（ｐ＜０．０１）。这是因为酶解
温度升高，酶解反应速率增大；但酶解温度过高会导致

酶活性中心的构象改变，诱发酶变性，酶活力降低，进

一步导致酶解反应速率减慢［２９］。因此，确定４５℃为胃
蛋白酶酶解谷蛋白－１的最佳酶解温度。
２．４．２　酶解时间对 ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率的
影响

酶解时间对ＤＷＰＧ－１Ｈ的ＡＣＥ抑制率的影响
见图５。

图５　酶解时间对ＤＷＰＧ－１Ｈ的ＡＣＥ抑制率的影响

　　由图５可知：酶解时间在２～６ｈ内，ＤＷＰＧ－
１Ｈ的ＡＣＥ抑制率随酶解时间的延长逐渐提高；当
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酶解时间为６ｈ时，ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率达到
峰值；当酶解时间超过６ｈ时，ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ
抑制率显著下降（ｐ＜０．０１），这可能与随着酶解的
进行，ＡＣＥ抑制肽被进一步水解，生成活性较小的
无ＡＣＥ抑制活性的短肽有关［３０］。因此，选择６ｈ为
胃蛋白酶的最佳酶解时间。

２．４．３　酶用量对 ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率的
影响

酶用量对ＤＷＰＧ－１Ｈ的ＡＣＥ抑制率的影响如
图６所示。

图６　酶用量对ＤＷＰＧ－１Ｈ的ＡＣＥ抑制率的影响

　　由图６可知：酶用量在１％ ～４％范围内，随着
酶用量的增加，ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率逐渐提
高，酶用量超过４％时，ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率
降低。这可能是因为在酶用量低于４％时，增加酶
用量可以直接增加酶活性中心的数量，提高两者的

有效接触面积，促进核桃谷蛋白 －１酶解生成 ＡＣＥ
抑制肽，ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率逐渐增大；而体
系中酶用量大于４％时，蛋白酶过量，将 ＡＣＥ抑制
肽继续酶解为活性较小的肽或者氨基酸［３０］，从而导

致ＡＣＥ抑制率下降。因此，选择４％为胃蛋白酶的
最佳酶用量。

２．４．４　酶解 ｐＨ对 ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率的
影响

酶解ｐＨ对 ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率的影响
如图７所示。

图７　酶解ｐＨ对ＤＷＰＧ－１Ｈ的ＡＣＥ抑制率的影响

　　由图７可知，随酶解ｐＨ的增大，ＤＷＰＧ－１Ｈ的
ＡＣＥ抑制率先增大后减小，在酶解 ｐＨ为 １．５时
ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率最大。酶解 ｐＨ介于

１．５～２．０时，ＤＷＰＧ－１Ｈ的ＡＣＥ抑制率大于４０％，
这可能是因为胃蛋白酶的最适作用 ｐＨ在 １．５～
２．０，在此范围内时，胃蛋白酶可发挥较好的酶解作
用。酶解ｐＨ大于２．０时，ＤＷＰＧ－１Ｈ的 ＡＣＥ抑制
率显著下降，可能与反应体系不适宜的 ｐＨ不同程
度地破坏了胃蛋白酶的正常空间结构，导致酶活力

降低有关［３０］。因此，选择 ｐＨ１．５作为胃蛋白酶的
最佳酶解ｐＨ。
２．５　核桃谷蛋白 －１ＡＣＥ抑制肽制备的响应面
试验

２．５．１　响应面试验设计与结果
根据单因素试验结果，以酶解温度（Ａ）、酶解时

间（Ｂ）、酶用量（Ｃ）和酶解ｐＨ（Ｄ）为自变量，ＤＷＰＧ－
１Ｈ的 ＡＣＥ抑制率（Ｙ）为响应值，采用响应面试验
优化胃蛋白酶酶解核桃谷蛋白 －１制备 ＡＣＥ抑制
肽的工艺条件。响应面试验因素水平见表３，响应
面试验设计及结果见表４。

表３　响应面试验因素水平

水平 Ａ酶解温度／℃ Ｂ酶解时间／ｈＣ酶用量／％Ｄ酶解ｐＨ
－１ ４０ ５ ３ １．０
－０ ４５ ６ ４ １．５
－１ ５０ ７ ５ ２．０

表４　响应面试验设计及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ ＡＣＥ
抑制率／％

１ －１ －１ ０ ０ ２５．６１±１．６５
２ １ －１ ０ ０ ３２．４７±２．１１
３ －１ １ ０ ０ １７．４３±０．８５
４ １ １ ０ ０ ３７．３５±１．７９
５ ０ ０ －１ －１ ３９．８２±２．２１
６ ０ ０ １ －１ ３７．６４±２．１０
７ ０ ０ －１ １ ３３．５８±１．７９
８ ０ ０ １ １ ４６．７７±２．１６
９ －１ ０ ０ －１ ２３．４１±１．３２
１０ １ ０ ０ －１ ３６．２７±２．４５
１１ －１ ０ ０ １ ２４．６８±１．６８
１２ １ ０ ０ １ ３９．０７±２．１４
１３ ０ －１ －１ ０ ４２．１１±２．５９
１４ ０ １ －１ ０ ３２．７６±１．５７
１５ ０ －１ １ ０ ３８．７５±１．７３
１６ ０ １ １ ０ ３７．５３±２．０６
１７ －１ ０ －１ ０ ２１．６５±１．６４
１８ １ ０ －１ ０ ３６．６３±２．３６
１９ －１ ０ １ ０ ３０．１４±２．０１
２０ １ ０ １ ０ ３８．３６±２．６２
２１ ０ －１ ０ －１ ３８．３４±２．４４
２２ ０ １ ０ －１ ２７．８６±１．６９
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续表４

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ ＡＣＥ
抑制率／％

２３ ０ －１ ０ １ ３３．２５±１．８８
２４ ０ １ ０ １ ４１．３１±２．３３
２５ ０ ０ ０ ０ ４７．２２±２．２６
２６ ０ ０ ０ ０ ４９．２７±２．３１
２７ ０ ０ ０ ０ ５０．１２±２．２７
２８ ０ ０ ０ ０ ４８．４２±２．３６
２９ ０ ０ ０ ０ ４９．５１±２．４８

２．５．２　响应面回归方程
采用Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ１０．０软件对自变量与响应

值进行多元回归拟合，得到二次多项回归模型：Ｙ＝
４８．８８＋６．４３Ａ－１．３６Ｂ＋１．７２Ｃ－１．１０Ｄ＋３．２８ＡＢ－
１．７０ＡＣ－０．４０ＡＤ＋２．０５ＢＣ－４．６５ＢＤ－３．３５ＣＤ－
１２．８７Ａ２－７．６４Ｂ２－４．０３Ｃ２－５．７５Ｄ２。

响应面回归模型的方差分析结果见表５。
表５　响应面回归模型的方差分析

来源
离差

平方和
自由度 均方 Ｆ ｐ 显著性

模型 ２０７０．６５ １４ １４７．９０ ５２．１３ ＜０．０００１ 
Ａ ４９５．３７ １ ４９５．３７ １７４．５８ ＜０．０００１ 
Ｂ ２２．１４ １ ２２．１４ ７．８０ ０．０１４４ 
Ｃ ３５．３６ １ ３５．３６ １２．４６ ０．００３３ 
Ｄ １４．５２ １ １４．５２ ５．１２ ０．０４０１ 
ＡＢ ４２．９０ １ ４２．９０ １５．１２ ０．００１６ 
ＡＣ １１．５６ １ １１．５６ ４．０７ ０．０６３１
ＡＤ ０．６４ １ ０．６４ ０．２３ ０．６４２２
ＢＣ １６．８１ １ １６．８１ ５．９２ ０．０２８９ 
ＢＤ ８６．４９ １ ８６．４９ ３０．４８ ＜０．０００１ 
ＣＤ ４４．８９ １ ４４．８９ １５．８２ ０．００１４ 
Ａ２ １０７３．５７ １ １０７３．５７ ３７８．３６ ＜０．０００１ 
Ｂ２ ３７８．６１ １ ３７８．６１ １３３．４４ ＜０．０００１ 
Ｃ２ １０５．２２ １ １０５．２２ ３７．０８ ＜０．０００１ 
Ｄ２ ２１４．６５ １ ２１４．６５ ７５．６５ ＜０．０００１ 
残差 ３９．７２ １４ ２．８４
失拟项 ３４．７０ １０ ３．４７ ２．７６ ０．１７
纯误差 ５．０３ ４ １．２６
总和 ２１１０．３７ ２８

　注：表示ｐ＜０．０１，极显著；表示ｐ＜０．０５，显著

由表５可知，回归模型 ｐ＜０．０００１，极显著，失
拟项ｐ＝０．１７＞０．０５，表明模型拟合程度良好，可利
用此模型对ＡＣＥ抑制率进行预测。模型决定系数
（Ｒ２）为 ０．９８１２（＞０．９），经调整后的决定系数
（Ｒ２Ａｄｊ）为０．９６２４，即该模型可解释９６．２４％的数据，
表明方程可信度较高；模型信噪比为３．６３％，小于
１０％，说明数据拟合度较好，差异较小。一次项Ａ、Ｃ

对ＡＣＥ抑制率有极显著影响（ｐ＜０．０１），Ｂ、Ｄ对
ＡＣＥ抑制率有显著影响；交互项ＡＢ、ＢＤ、ＣＤ对ＡＣＥ
抑制率具有极显著影响（ｐ＜０．０１），ＢＣ对ＡＣＥ抑制
率有显著影响（ｐ＜０．０５），而ＡＣ、ＡＤ对ＡＣＥ抑制率
影响不显著（ｐ＞０．０５）；二次项 Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２对
ＡＣＥ抑制率影响极显著（ｐ＜０．０１）。各因素的主效
应关系为Ａ（酶解温度）＞Ｃ（酶用量）＞Ｂ（酶解时
间）＞Ｄ（酶解ｐＨ）。
２．５．３　最优酶解工艺条件验证

通过对模型回归方程进行偏导数求导后，得出

核桃谷蛋白－１ＡＣＥ抑制肽制备的最优工艺条件为
酶解温度４６．２１℃、酶解 ｐＨ１．６５、酶用量４．２２％、
酶解时间６．０９ｈ。在最优酶解工艺条件下，ＤＷＰＧ－
１Ｈ的ＡＣＥ抑制率预测值为５０．１０％。考虑到实际
应用的可操作性，将最优酶解工艺条件调整为酶解

温度４６℃、酶解 ｐＨ１．６、酶用量 ４．２％、酶解时间
６ｈ，在此条件下进行 ３次重复验证试验，所得
ＤＷＰＧ－１Ｈ的ＡＣＥ抑制率为（５０．０８±２．３４）％，与
理论预测值的误差在１％的范围内，说明调整后的
条件可用于制备核桃谷蛋白－１ＡＣＥ抑制肽。
３　结　论

本研究采用连续提取法从脱脂核桃粕中依次分

离出清蛋白、球蛋白、醇溶蛋白、谷蛋白 －１和谷蛋
白－２５种组分蛋白，其占比大小顺序为谷蛋白－２＞
谷蛋白－１＞球蛋白＞清蛋白＞醇溶蛋白；５种组分
蛋白均具有一定的 ＡＣＥ抑制活性，其中谷蛋白 －１
的ＡＣＥ抑制活性最高，醇溶蛋白次之，谷蛋白 －２
的最低。以核桃谷蛋白－１为原料，通过筛选，采用
胃蛋白酶酶解制备核桃谷蛋白 －１ＡＣＥ抑制肽，通
过单因素试验结合响应面试验对工艺条件进行优

化，得到胃蛋白酶酶解制备核桃谷蛋白 －１ＡＣＥ抑
制肽的最优工艺条件为酶解温度 ４６℃、酶解时间
６ｈ、酶用量４．２％、酶解ｐＨ１．６，该条件下所得酶解
液的ＡＣＥ抑制率为（５０．０８±２．３４）％。因此，该最
优工艺条件可用于制备核桃谷蛋白 －１ＡＣＥ抑
制肽。
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［２９］汪东风，徐莹．食品化学［Ｍ］．３版．北京：化学工业

出版社，２０１９．
［３０］卢蔼纯，苏嘉毅，杨迅，等．富硒核桃粕蛋白降血压肽

的酶解制备及硒含量分析［Ｊ］．现代食品科技，２０２３，
３９（２）：１６１－１６９．
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