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摘要：为提高云南核桃饼粕附加值，选取云南３个主栽品种深纹核桃（漾泡、三台和细香），采用碱
性蛋白酶、木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶对３个品种的脱脂核桃粕粉进行水解制备核桃多肽，对核桃多
肽进行模拟胃肠消化，研究核桃多肽及其体外消化产物的抗氧化活性，并对核桃多肽的基本成分、

分子质量分布和氨基酸组成进行分析。结果表明：碱性蛋白酶水解制备的核桃多肽的抗氧化能力

显著高于木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶水解制备的，而碱性蛋白酶水解制备的３个不同品种核桃多肽的
抗氧化活性无显著差异，其中漾泡、三台和细香核桃多肽的 ＤＰＰＨ自由基清除率分别为７１．３４％、
７１．２６％和７１８２％，ＡＢＴＳ＋自由基清除率分别为８２．４１％、８１．２３％和８２．８６％；在经过模拟胃肠消
化后，碱性蛋白酶水解制备的核桃多肽的 ＤＰＰＨ自由基清除率和 ＡＢＴＳ＋自由基清除率均有所上
升，且其中分子质量小于１０００Ｄａ的小分子多肽组分含量增高；碱性蛋白酶水解制备的漾泡、三台
和细香核桃多肽的蛋白质含量均高于５０％，必需氨基酸含量分别为１２２．５８、１２２．８４ｍｇ／ｇ和１３９．１９
ｍｇ／ｇ，且与抗氧化活性相关的疏水性氨基酸含量较高。综上，云南３种深纹核桃漾泡、三台和细香
均适用于碱性蛋白酶水解核桃蛋白进行抗氧化相关功能食品的研发。

关键词：云南核桃；主栽品种；核桃饼粕；核桃多肽；抗氧化活性

中图分类号：ＴＳ２２９；ＴＳ２０１．２　 　 文献标识码：Ａ 文章编号：１００３－７９６９（２０２５）０２－００５１－０７

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｆｒｏｍ
ｔｈｒｅｅｍａｉｎｗａｌｎｕｔｃｕｌｔｉｖａｒｓｉｎＹｕｎｎａｎ

ＸＩＥＪｉｎｘｉａｎｇ１，ＧＥＮＧＳｈｕｘｉａｎｇ２，ＮＩＮＧＤｅｌｕ２，ＺＨＵＡＮＧＹｏｎｇｌｉａｎｇ１，ＷＡＮＧＸｉ２

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＫｕｎｍｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
Ｋｕｎｍｉｎｇ６５０５００，Ｃｈｉｎａ；２．ＷｏｏｄｙＯｉｌ，ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｏｆＹｕｎｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，

ＹｕｎｎａｎＡｃａｄｅｍｙｏｆＦｏｒｅｓｔｒｙａｎｄＧｒａｓｓｌａｎｄ，Ｋｕｎｍｉｎｇ６５０５００，Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＩｎｏｒｄｅｒｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅａｄｄｅｄｖａｌｕｅｏｆｗａｌｎｕｔｃａｋｅａｎｄｍｅａｌｉｎＹｕｎｎａｎ，ｔｈｒｅｅｍａｉｎＪｕｇｌａｎｓ
ｓｉｇｉｌｌａｔａＤ．ｃｕｌｔｉｖａｒｓ（Ｙａｎｇｐａｏｗａｌｎｕｔ，ＳａｎｔａｉｗａｌｎｕｔａｎｄＸｉｘｉａｎｇｗａｌｎｕｔ）ｉｎＹｕｎｎａｎｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄ，
ａｎｄａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ，ｐａｐａｉｎａｎｄｂｒｏｍｅｌａｉｎｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｈｙｄｒｏｌｙｚｅｔｈｅｄｅｆａｔｔｅｄｗａｌｎｕｔｍｅａｌｐｏｗｄｅｒｏｆ
ｔｈｅｔｈｒｅｅｃｕｌｔｉｖａｒｓｔｏｐｒｅｐａｒｅｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ．Ｓｉｍｕｌａｔｅｄｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｔｈｅｗａｌｎｕｔ
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔ，ａｎｄｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｉｎｖｉｔｒｏ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄ．Ｔｈｅｂａｓｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆｔｈｅ ｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｅｒｅ
ａｎａｌｙｚｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙａｌｋａｌｉｎｅ
ｐｒｏｔｅａｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ
ｔｈａｔｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｐａｐａｉｎａｎｄｂｒｏｍｅｌａｉｎ，ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｒｅｅｃｕｌｔｉｖａｒｓｏｆｗａｌｎｕｔ
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ

１５２０２５年第５０卷第２期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂



ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ．ＴｈｅＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｓｏｆＹａｎｇｐａｏｗａｌｎｕｔ，ＳａｎｔａｉｗａｌｎｕｔａｎｄＸｉｘｉａｎｇｗａｌｎｕｔ
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｗｅｒｅ７１．３４％，７１．２６％ ａｎｄ７１．８２％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
ａｎｄｔｈｅＡＢＴＳ＋ ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｓｗｅｒｅ８２．４１％，８１．２３％ ａｎｄ８２．８６％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｆｔｅｒ
ｓｉｍｕｌａｔｅｄｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｄｉｇｅｓｔｉｏｎ，ｔｈｅＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｓａｎｄＡＢＴＳ＋ ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｓｏｆｔｈｒｅｅｃｕｌｔｉｖａｒｓｏｆｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｉｔｈｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｔｈａｎ
１０００Ｄａｉｎｃｒｅａｓｅｄ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＹａｎｇｐａｏｗａｌｎｕｔ，ＳａｎｔａｉｗａｌｎｕｔａｎｄＸｉｘｉａｎｇｗａｌｎｕｔ
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ５０％，ｔｈｅｅｓｓｅｎｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄ
ｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅ１２２．５８，１２２．８４ｍｇ／ｇａｎｄ１３９．１９ｍｇ／ｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓｒｅｌａｔｅｄｔｏａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒ．Ｉｎｓｕｍｍａｒｙ，ｔｈｅｔｈｒｅｅｃｕｌｔｉｖａｒｓｏｆＪｕｇｌａｎｓｓｉｇｉｌｌａｔａＤ．
Ｙａｎｇｐａｏ，ＳａｎｔａｉａｎｄＸｉｘｉａｎｇｉｎＹｕｎｎａｎａｒｅｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ－
ｒｅｌａｔｅｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｆｏｏｄｓｂｙａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｗａｌｎｕｔｐｒｏｔｅｉｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｙｕｎｎａｎｗａｌｎｕｔ；ｍａｉｎｃｕｌｔｉｖａｒ；ｗａｌｎｕｔｃａｋｅａｎｄｍｅａｌ；ｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ；ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

　　核桃饼粕是核桃油加工后的副产品，通常用作
动物饲料或肥料，未对其中的蛋白质等营养物质进

行充分利用，造成了严重的资源浪费。核桃蛋白中

含有１８种氨基酸，并富含人体所需的８种必需氨基
酸，是生产生物活性肽的优质原料［１］。目前多肽的

制备方法主要分为直接分离提取法、酶解法、化学合

成法和发酵法［２］。酶解法是一种常用的制备活性

肽的方法，其原理为利用酶催化蛋白质中的肽键水

解，将有活性的肽段从蛋白质内部释放出来。该方

法条件温和、操作简单、酶解过程易控制，能较好地

保留活性肽的生物活性以及营养价值［３］。目前关

于核桃蛋白和核桃多肽的制备以及生物活性研究已

有大量报道，但研究的核桃品种大多来自新疆、山

西、吉林等地，且关于漾濞大泡核桃的研究较多，而

关于云南主栽核桃品种分析较少。

云南３个主栽深纹核桃（漾泡、三台、细香）的
栽培面积达２００多万 ｈｍ２，分别占云南省核桃种植
面积的７０％和全国核桃种植面积的２０％，具有较好
的区域代表性。本文选择漾泡、三台和细香３种云
南主栽核桃品种，采用酶解法水解脱脂核桃粕粉制

备核桃多肽，通过对核桃多肽及其模拟胃肠消化产

物ＤＰＰＨ自由基和 ＡＢＴＳ＋自由基清除能力的比较，
筛选出适用于云南核桃生产抗氧化肽的蛋白酶，并

对核桃多肽的成分进行分析，以期为云南核桃抗氧

化肽产品的研发提供理论基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

漾泡核桃仁，２０２２年１０月购于大理漾濞；三台

核桃仁，２０２２年１０月购于楚雄大姚；细香核桃仁，
２０２２年１１月购于保山昌宁；木瓜蛋白酶（１０万Ｕ／ｇ）、
菠萝蛋白酶（１０万 Ｕ／ｇ）、碱性蛋白酶（２０万 Ｕ／ｇ），
郑州百思特健康科技有限公司；胃蛋白酶（ＵＳＰ级，
１∶３００００）、胰蛋白酶（ＵＳＰ级，１∶２５０）、２，２－联氮－
二（３－乙基 －苯并噻唑 －６－磺酸）二铵盐
（ＡＢＴＳ）、１，１－二苯基 －２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ），
上海源叶生物科技有限公司；氢氧化钠、盐酸、过硫

酸钾、石油醚（沸程６０～９０℃），天津市风船化学试
剂科技有限公司。

１．１．２　仪器与设备
ＨＢ２０００型核桃仁去皮机，山东省诸城市华邦

机械有限公司；６ＹＹ－２８０型液压全自动榨油机，沂
水阳东机械有限公司；ＣＳＪ－２００高效粗碎机，江阴
市鹭燕机械制造有限公司；ＴＨＺ－８２型水浴恒温振
荡器、ＴＤ－４低速离心机，常州澳华仪器有限公司；
ＬＧＪ－５０ＦＤ真空冷冻干燥机，北京松源华兴科技发
展有限公司；Ｕ－５１００ＵＶ／ＶＩＳ紫外可见分光光度
计、Ｌ－８９００氨基酸自动分析仪，日本日立公司；
Ｋｊｅｌｔｅｃ８４００全自动凯氏定氮仪，福斯分析仪器（苏
州）有限公司；Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪；伍丰
ＬＣ－１００高效液相色谱仪。
１．２　实验方法
１．２．１　脱脂核桃粕粉的制备

将核桃仁在４０℃温水中浸泡２０ｍｉｎ，然后取出
放入核桃仁去皮机中去除核桃仁内种皮，将得到的

去皮核桃仁４０℃烘干，使用液压全自动榨油机将去
皮核桃仁在４０ＭＰａ下持续压榨２ｈ，重复２次，将压
榨后的核桃饼粉碎过０．４２５ｍｍ（４０目）筛，得到３
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种核桃饼细粉。取一定量核桃饼细粉按质量比１∶５
加入石油醚，室温振荡提取１ｈ，抽滤，收集残渣，重
复提取２次，将残渣置于４０℃烘箱挥发干溶剂，得
到脱脂核桃粕粉。

１．２．２　核桃多肽的制备
准确称取１０ｇ脱脂核桃粕粉，加入２００ｍＬ超

纯水，以３ｍｏｌ／ＬＨＣｌ以及１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节 ｐＨ
至所用蛋白酶的最适ｐＨ，随后按照酶与底物质量比
１∶３０加入蛋白酶，在蛋白酶的最适温度下恒温水浴
振荡４ｈ，沸水浴灭酶活 １５ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ后取上清，冷冻干燥得到核桃多肽，将其粉
碎后于－２０℃储藏备用。不同蛋白酶的最适ｐＨ和
最适温度：碱性蛋白酶最适温度５０℃，最适ｐＨ９．５；
木瓜蛋白酶和菠萝蛋白酶最适温度５５℃，最适 ｐＨ
７．０。
１．２．３　核桃多肽水解度的测定

根据文献［４］的方法，使用全自动凯氏定氮仪
测定核桃蛋白酶解液中蛋白质含量，使用茚三酮比

色法测定游离氨基（—ＮＨ２）含量。根据式（１）计算
核桃多肽的水解度（Ｄ）。

Ｄ＝ Ｂ
Ｎ×ｈｔｏｔ

×１００％ （１）

式中：Ｂ为核桃蛋白酶解液中—ＮＨ２的含量，
ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｎ为核桃蛋白酶解液中蛋白质含量，ｍｇ／ｍＬ；
ｈｔｏｔ为核桃蛋白中肽键的物质的量，ｍｍｏｌ／ｇ。
１．２．４　核桃多肽的体外模拟消化

根据文献［４］的方法，按照质量比１∶２０分别向
核桃多肽粉和脱脂核桃粕粉中加入超纯水，溶解混

匀，以 ３ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调节 ｐＨ至２．５，按照酶与底物
质量比１∶３５加入胃蛋白酶，３７℃下恒温水浴振荡１
ｈ，使用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节 ｐＨ至７．５，按照酶与底
物质量比１∶２５加入胰蛋白酶，３７℃下恒温水浴振荡
２ｈ，沸水浴灭酶活１５ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ
取上清，冷冻干燥后－２０℃储藏备用。
１．２．５　核桃多肽及其体外消化产物抗氧化活性的
测定

１．２．５．１　ＤＰＰＨ自由基清除能力
参照田文慧等［５］的方法，并略作修改，测定

ＤＰＰＨ自由基清除率。向样品加入蒸馏水制备 ５
ｍｇ／ｍＬ的样品溶液，取样品溶液０．４ｍＬ，加入２ｍＬ
０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＰＰＨ－甲醇溶液，充分混匀，室温下
避光反应３０ｍｉｎ后于５１７ｎｍ处测定吸光值（Ａ１）。
以０．４ｍＬ蒸馏水代替样品溶液为空白对照组，测定
吸光值（Ａ２）。ＤＰＰＨ自由基清除率（Ｙ）按式（２）
计算。

Ｙ＝（１－Ａ１／Ａ２）×１００％ （２）

１．２．５．２　ＡＢＴＳ＋自由基清除能力
参照田文慧等［５］的方法，并略作修改，测定

ＡＢＴＳ＋自由基清除率。向样品加入蒸馏水制备 １
ｍｇ／ｍＬ的样品溶液，取样品溶液０．５ｍＬ，加入４ｍＬ
ＡＢＴＳ＋自由基工作液，充分混匀，３０℃水浴６ｍｉｎ后
于７３４ｎｍ处测定吸光值（Ａ１）。以０．５ｍＬ蒸馏水
代替样品溶液为空白对照组，测定吸光值（Ａ２）。

ＡＢＴＳ＋自由基清除率（Ｘ）按式（３）计算。
Ｘ＝（１－Ａ１／Ａ２）×１００％ （３）

１．２．６　核桃多肽基本成分的测定
水分参照 ＧＢ５００９．３—２０１６《食品安全国家标

准 食品中水分的测定》中直接干燥法测定；灰分参

照ＧＢ５００９．４—２０１６《食品安全国家标准 食品中灰
分的测定》测定；采用全自动凯氏定氮仪测定样品

中总蛋白质含量，其中核桃蛋白质转换系数为５．３。
参考文献［６］采用苯酚 －硫酸法测定样品中总

糖含量。以葡萄糖质量浓度（ｘ）为横坐标，吸光值
（ｙ）为纵坐标，绘制葡萄糖标准曲线，得到的回归方
程为ｙ＝０００９４ｘ＋０．００９２，Ｒ２为０．９９９６，由标准
曲线回归方程计算样品的总糖含量。

１．２．７　核桃多肽分子质量分布的测定
采用Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪测定核桃多

肽的分子质量分布。液相色谱条件：ＴＳＫＧＥＬＧ
２０００ＳＷＸＬ色谱柱（３００ｍｍ×７．８ｍｍ，５μｍ）；流动
相为乙腈－水－三氟乙酸（体积比４０∶６０∶０．１）溶液，
等度洗脱，流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ。以细胞色素 Ｃ（１２３８４
Ｄａ）、抑肽酶（６５１２Ｄａ）、杆菌肽（１４２２Ｄａ）、甘氨
酸－甘氨酸 －酪氨酸 －精氨酸（４５１Ｄａ）和甘氨
酸－甘氨酸－甘氨酸（１８９Ｄａ）作为标准品，由保留
时间确定分子质量分布。

１．２．８　核桃多肽氨基酸组成的测定
使用伍丰ＬＣ－１００高效液相色谱仪，采用柱前

衍生－高效液相色谱法测定核桃多肽的氨基酸组
成。液相色谱条件：氨基酸专业柱（２５０ｍｍ×４．６
ｍｍ，５μｍ）；流动相Ａ为０．０５ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠水溶液
（ｐＨ６．５０±０．０５），流动相Ｂ为甲醇－乙腈－水（体
积比２０∶６０∶２０）；梯度洗脱程序为 ０ｍｉｎ９５％ Ａ，
３９ｍｉｎ５２％ Ａ，４０ｍｉｎ４０％ Ａ，４５ｍｉｎ４５％ Ａ，
４６ｍｉｎ９５％ Ａ，６０ｍｉｎ９５％ Ａ；进样量１０μＬ；流速
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３５℃；紫外检测波长２５４ｎｍ。
１．２．９　数据处理

所有实验数据均用 ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１９软件
进行差异性分析，使用Ｏｒｉｇｉｎ２０２１软件绘图。
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２　结果与分析
２．１　核桃多肽的水解度

不同蛋白酶水解下核桃多肽的水解度见图１。

　注：不同字母表示具有显著差异（ｐ＜０．０５）。下同
　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ｐ＜００５）．
Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

图１　不同蛋白酶水解下核桃多肽的水解度
Ｆｉｇ．１　Ｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅａｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

　　由图１可知，碱性蛋白酶水解３种脱脂核桃粕粉
制备的核桃多肽水解度普遍较高，木瓜蛋白酶水解制

备的核桃多肽水解度普遍较低，其中碱性蛋白酶细香

核桃多肽水解度显著高于其余样品的。对于三台核

桃多肽，碱性蛋白酶水解制备的核桃多肽与菠萝蛋白

酶水解制备的核桃多肽的水解度之间无显著差异。

２．２　核桃多肽的抗氧化活性
分别对３种脱脂核桃粕粉及经３种蛋白酶水解

制备的核桃多肽进行 ＤＰＰＨ自由基和 ＡＢＴＳ＋自由
基清除能力测定，结果如图２所示。

由图２可知，３种脱脂核桃粕粉以及核桃多肽
的抗氧化活性具有一定的相似性，３种脱脂核桃粕
粉ＤＰＰＨ自由基清除能力均显著低于核桃多肽的，
碱性蛋白酶水解制备的核桃多肽的ＤＰＰＨ自由基清
除率和ＡＢＴＳ＋自由基清除率高于菠萝蛋白酶和木
瓜蛋白酶水解制备的，且碱性蛋白酶水解制备的３
种核桃多肽的 ＤＰＰＨ自由基清除率和 ＡＢＴＳ＋自由
基清除率均无显著差异。碱性蛋白酶水解制备的漾

泡、三台和细香核桃多肽的 ＤＰＰＨ自由基清除率分
别为７１．３４％、７１．２６％和７１．８２％，ＡＢＴＳ＋自由基清
除率分别为８２．４１％、８１．２３％和８２．８６％。一般来
说，碱性蛋白酶制备的生物活性肽在产量以及生物

活性上高于其他蛋白酶，这是因为在碱性环境中，核

桃蛋白溶解性更好，较多的蛋白质与蛋白酶反应产

生更多的生物活性肽，可能导致其具有更高的抗氧

化活性。

　　　
图２　脱脂核桃粕粉及不同核桃多肽的ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ＋自由基清除率

Ｆｉｇ．２　ＤＰＰＨａｎｄＡＢＴＳ＋ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｗａｌｎｕｔｍｅａｌａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ

　　相较于其他研究结果，弘子姗等［７］使用７种蛋
白酶水解漾濞核桃粕，得出碱性蛋白酶水解制备的

核桃多肽的抗氧化能力最佳，在０．５ｇ／ｍＬ质量浓度
下，其 ＤＰＰＨ自由基清除率为（８７．２１±２．０７）％，
ＡＢＴＳ＋自由基清除率为（８４．２０±１．３１）％，推测其
相同浓度下的抗氧化能力低于本研究中碱性蛋白

酶水解制备的核桃多肽的，同时本研究中核桃多肽

的ＤＰＰＨ自由基清除能力高于侯雅坤［８］使用河北核

桃制备的碱性蛋白酶水解物（ＩＣ５０为１３．６２ｍｇ／ｍＬ）
的；但相比于贾靖霖［９］使用新疆温１８５－核桃制备
的核桃多肽，其在０．６ｍｇ／ｍＬ质量浓度下 ＤＰＰＨ自
由基清除率高于 ６０％，以及阮晓慧［１０］使用陕西香

玲核桃制备的核桃多肽，其在０．１ｍｇ／ｍＬ质量浓度
下ＤＰＰＨ自由基清除率为８５．１８％，本研究中３种核

桃多肽的ＤＰＰＨ自由基清除能力略低。
２．３　核桃多肽体外消化产物的抗氧化活性

食物中的活性物质在进入生物体中，经过胃肠

消化后，被进一步分解，其生物活性也会发生变

化［１１］，测定核桃多肽胃肠模拟消化后消化产物的抗

氧化活性，可表明核桃多肽在体内消化过程中抗氧

化活性的保持情况。脱脂核桃粕粉和核桃多肽体外

消化产物的 ＤＰＰＨ自由基清除率及 ＡＢＴＳ＋自由基
清除率如图３所示。

由图３可以看出：脱脂核桃粕粉消化产物的抗
氧化能力显著弱于核桃多肽消化产物的；碱性蛋白

酶水解制备的漾泡、三台和细香核桃多肽消化产物

的ＤＰＰＨ自由基清除率分别为７７．５４％、７４．１５％和
７８．０２％，高于木瓜蛋白酶和菠萝蛋白酶水解制备的
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核桃多肽消化产物的；木瓜蛋白酶水解制备的细香核

桃多肽消化产物的ＡＢＴＳ＋自由基清除率为８８．０５％，
高于碱性蛋白酶水解制备的细香核桃多肽消化产物

的（８６．５８％），但二者无显著差异。
对比图２、图３可知，经过模拟胃肠消化后，碱

性蛋白酶水解制备的漾泡、三台和细香核桃多肽的

抗氧化活性得到了提升，其中 ＤＰＰＨ自由基清除率
增幅分别为 ６２０、２．９０百分点和 ６．２０百分点，
ＡＢＴＳ＋自由基清除率增幅分别为４．１７、６．８２百分点
和３．８８百分点。与本研究类似，芦鑫等［１２］对芝麻

蛋白进行体外模拟消化后，其 ＤＰＰＨ自由基清除率
和ＡＢＴＳ＋自由基清除率均有所上升，而陈艳等［１３］

制备的榛子多肽与张淼［１４］制备的玉米多肽在模拟

胃肠消化后抗氧化能力均有所降低，这可能是由于

蛋白质进一步水解，破坏了具有抗氧化活性的多肽

结构，以及可能产生了更多的亲水性氨基酸侧链，导

致抗氧化活性减弱。而本研究中自由基清除能力的

增加可能是由于高分子质量核桃多肽进一步水

解［１５］，而小分子质量核桃多肽稳定性更好以及较高

含量的疏水性氨基酸使其产生了更强的抗氧化活性。

　　　
图３　脱脂核桃粕粉及不同核桃多肽体外消化产物的ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ＋自由基清除率
Ｆｉｇ．３　ＤＰＰＨａｎｄＡＢＴＳ＋ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｗａｌｎｕｔｍｅａｌａｎｄ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎｖｉｔｒｏｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　综上所述，碱性蛋白酶水解制备的核桃多肽的
抗氧化活性优于菠萝蛋白酶、木瓜蛋白酶的，且具有

良好的消化稳定性，但不同品种核桃之间的抗氧化

能力差异并不显著，说明碱性蛋白酶普遍适用于云

南主栽核桃品种抗氧化产品的研发。在接下来的实

验中，选择碱性蛋白酶生产的核桃多肽进行进一步

研究。

２．４　核桃多肽的基本成分分析
对碱性蛋白酶水解制备的３种核桃多肽的基本

成分进行测定，结果如表１所示。
由表１可以看出，３种核桃多肽的蛋白质含量

均高于５０％，其抗氧化活性可能主要是由于核桃蛋

白在蛋白酶的作用下变成了小分子活性肽［１５－１６］。３
种核桃多肽中总糖含量为１５．９１％～１７．７７％，灰分含
量为８．６７％～８．９２％，水分含量为４．９３％～５．８６％。

表１　核桃多肽的基本成分
Ｔａｂｌｅ１　Ｂａｓｉｃｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ　％

核桃多肽 蛋白质 总糖 灰分 水分

漾泡 ５４．６６±１．０６１５．９１±０．２５ ８．８４±０．０６ ５．８６±０．４２

三台 ５４．０８±０．８２１７．７７±０．４４ ８．６７±０．０２ ５．１４±０．０８

细香 ５８．１７±１．７２１６．１６±０．３８ ８．９２±０．２６ ４．９３±０．１８

２．５　核桃多肽及其体外消化产物的分子质量分布
对碱性蛋白酶水解制备的３种核桃多肽及其消

化产物进行分子质量分布测定，结果如表２所示。

表２　核桃多肽及其体外消化产物的分子质量分布
Ｔａｂｌｅ２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｉｎｖｉｔｒｏｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

分子质量范围／Ｄａ
核桃多肽／％ 消化产物／％

漾泡 三台 细香 漾泡 三台 细香

＞３０００ ０．５４ ０．５９ ０．４８ ０．２２ ０．１５ ０．２１

（２０００，３０００］ １．１３ １．２１ １．１１ ０．６１ ０．６４ ０．６５

［１０００，２０００］ ５．２２ ５．１８ ４．９２ ４．２５ ４．４９ ４．４５

＜１０００ ９３．１０ ９３．０４ ９３．４９ ９４．９３ ９４．７２ ９４．６９

　　由表２可以看出，３种核桃多肽及其体外消化
产物的分子质量分布具有一定的相似性，其中分子

质量大于３０００Ｄａ的多肽含量低于１％，说明在碱
性蛋白酶的作用下，脱脂核桃粕粉中的大分子蛋白

质大部分被降解为小分子多肽。与未消化的核桃多

肽相比，消化产物中大于或等于１０００Ｄａ的组分进
一步减少，可能是由于模拟胃肠消化过程中胃蛋白

酶、胰蛋白酶进一步水解核桃蛋白所致。３种核桃
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多肽及其消化产物中小于１０００Ｄａ的多肽占比最
高且均高于９０％。大量研究表明，多肽的分子质量
是影响其抗氧化能力的一个重要因素［１７］。通常认

为，抗氧化能力强的多肽主要由２～９个氨基酸组
成［１８］，模拟胃肠消化后，小分子多肽含量的增加进

一步提高了核桃多肽的抗氧化活性［１６］，这与２．３中
核桃多肽消化产物抗氧化活性得到提高相符合。

２．６　核桃多肽的氨基酸组成
对碱性蛋白酶水解制备的３种核桃多肽进行氨

基酸组成及含量测定，结果如表３所示。
表３　核桃多肽的氨基酸组成及含量

Ｔａｂｌｅ３　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆ

ｗａｌｎｕｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ ｍｇ／ｇ

氨基酸 漾泡核桃多肽 三台核桃多肽 细香核桃多肽

天冬氨酸 ４２．４５ ４０．８９ ４０．３３
谷氨酸 １１０．３７ １０７．４６ １０８．０６
丝氨酸 ３２．３３ ３１．７８ ３５．４２
甘氨酸 ２８．０９ ２６．９０ ３１．２１
组氨酸 １２．５６ １２．５８ １３．８４
精氨酸 ８１．２７ ７８．４０ ８８．５６
苏氨酸 １８．１９ １８．０３ ２０．４３
丙氨酸△ ２２．３４ ２２．１８ ２４．３０
脯氨酸△ ２０．２７ ２０．２１ ２３．０３
酪氨酸 １７．１６ １７．１０ １９．０１
缬氨酸△ １７．７１ １７．９９ ２０．２９
甲硫氨酸△ ０．６９ ０．５７ １．３５
胱氨酸 １．１１ １．１１ １．１９
异亮氨酸△ １５．５６ １５．８７ １８．０１
亮氨酸△ ３４．９４ ３４．７４ ３９．４２
苯丙氨酸△ ２２．５５ ２２．４７ ２５．３５
赖氨酸 １２．９４ １３．１７ １４．３４
半胱氨酸 １．５８ １．６１ １．５５
必需氨基酸 １２２．５８ １２２．８４ １３９．１９
疏水性氨基酸 １３４．０６ １３４．０３ １５１．７５
总量 ４９２．１１ ４８３．０６ ５２５．６９

　注：表示必需氨基酸；△表示疏水性氨基酸
　Ｎｏｔｅ：．Ｅｓｓｅｎｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄ；△．Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃａｍｉｎｏａｃｉｄ

　　由表３可以看出，３种核桃多肽中，细香核桃多
肽的氨基酸总量最高，达到了５２５．６９ｍｇ／ｇ，三台核
桃多肽的氨基酸总量最低，为４８３．０６ｍｇ／ｇ。３种核
桃多肽中氨基酸含量最高的均为谷氨酸、精氨酸。

漾泡、三台和细香核桃多肽的必需氨基酸含量分别

为１２２．５８、１２２．８４、１３９．１９ｍｇ／ｇ，分别占氨基酸总量
的２４．９０％、２５．４３％和２６４８％。据报道，疏水性氨
基酸的含量与多肽的抗氧化活性呈正相关［１９］，漾

泡、三台、细香核桃多肽的疏水性氨基酸含量占比分

别为２７．２４％、２７．７５％和２８．８７％，略低于张丽娜［２０］

采用河北核桃制备的抗氧化肽（３３１３％），但高于杨

君丽［２１］制备的大豆球蛋白抗氧化肽（２１．８６％），有
作为抗氧化肽的潜力。

３　结　论
本研究采用碱性蛋白酶、木瓜蛋白酶、菠萝蛋白

酶对漾泡、三台、细香３个云南主栽品种的脱脂核桃
粕粉进行水解，比较不同蛋白酶水解以及不同品种

核桃制备的核桃多肽的抗氧化活性差异，并对核桃

多肽的基本成分、分子质量分布和氨基酸组成进行

分析。结果表明：碱性蛋白酶水解制备的核桃多肽

的抗氧化能力显著高于木瓜蛋白酶和菠萝蛋白酶水

解制备的，经碱性蛋白酶水解后，３个品种核桃多肽
的抗氧化活性无显著差异；经过模拟胃肠消化后，核

桃多肽的ＤＰＰＨ自由基清除率和ＡＢＴＳ＋自由基清除
率均有所上升，且分子质量小于１０００Ｄａ的小分子
多肽含量增高；碱性蛋白酶水解制备的漾泡、三台、

细香核桃多肽中蛋白质含量均高于５０％，其必需氨
基酸含量分别为 １２２５８、１２２．８４ｍｇ／ｇ和 １３９．１９
ｍｇ／ｇ，且与抗氧化活性相关的疏水性氨基酸含量较
高。综上，在生产核桃多肽产品时碱性蛋白酶更适

用于３种云南核桃，云南脱脂核桃粕粉有作为抗氧
化肽资源的开发潜力。
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