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山桐子抗氧化多肽的制备及功能特性研究
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摘要：为了促进山桐子饼粕的开发利用，以山桐子饼为原料提取蛋白，并对其酶解制备山桐子多肽。

以ＤＰＰＨ自由基清除率和多肽得率为指标，结合多肽二级结构筛选最佳水解酶，并采用单因素实验
和响应面实验对山桐子多肽的制备工艺进行优化，同时考察其体外抗氧化能力和功能特性。结果

表明：经复合蛋白酶酶解山桐子蛋白所得多肽具有更高的抗氧化活性和多肽得率，且其α－螺旋含
量从酶解前的３８．２３％下降到１６．４９％，β－折叠含量从２８．０１％下降到１７．８１％；山桐子多肽最优
制备工艺条件为酶解时间２．７ｈ、酶解温度４５．８℃、ｐＨ８、酶添加量２．９％，在该条件下ＤＰＰＨ自由
基清除率和多肽得率分别达到７８．５４％和２０．０４％；制备的山桐子多肽具有良好的体外抗氧化活
性，其对ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ＋和羟自由基清除能力的ＩＣ５０值分别为０．４６２、０．５８３ｍｇ／ｍＬ和３．６２６ｍｇ／ｍＬ；
ｐＨ、温度和离子强度与山桐子多肽的多种功能特性密切相关；与山桐子蛋白相比，山桐子多肽溶解
度和起泡性显著升高，而持水性和乳化性有所下降。综上，以山桐子饼粕中提取的蛋白为原料，可

通过复合蛋白酶酶解制备抗氧化多肽。
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　　山桐子（ＩｄｅｓｉａｐｏｌｙｃａｒｐａＭａｘｉｍ．）为大风子科山
桐子属木本油料植物，其果实富含油脂、蛋白质、维

生素等营养成分，是一种重要的食用功能性水

果［１］。山桐子果肉含油量高达４３．６％，且其油脂中
富含亚油酸、亚麻酸等不饱和脂肪酸，被誉为“树上

油库”，是新型植物油的优质来源［２－３］。目前，对山

桐子的开发利用仅局限于油脂的加工与精炼，对油

料衍生副产物山桐子饼粕的利用相对不足。山桐子

饼粕富含蛋白质［４］，且其氨基酸种类齐全，具有较

高的营养价值［５］。因此，为避免资源浪费，应加大

对山桐子饼粕的开发，提升其附加值［６］。

山桐子饼粕因富含蛋白质而成为天然抗氧化多

肽的优质来源。抗氧化多肽能够有效清除体内的自

由基，减缓细胞老化及衰退过程，凭借其安全性和有

效性成为天然食品添加剂和营养补充剂［７］。酶解

法作为一种常见的制备抗氧化多肽的绿色高效方

法，可以有效地将蛋白质水解为更易被人体吸收的

小分子肽段。但目前还未有以山桐子饼粕为原料制

备抗氧化多肽的研究。

本研究以山桐子饼为原料，采用碱提酸沉法提

取蛋白，然后采用酶解法制备抗氧化多肽，以多肽得

率和ＤＰＰＨ自由基清除率为指标，结合多肽二级结
构含量确定最佳水解酶，通过单因素实验和响应面

实验对酶解工艺条件进行优化，并对多肽的体外抗

氧化能力和功能特性进行探究，以期为山桐子油料副

产物的利用和抗氧化多肽功能产品的开发提供参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

山桐子饼，湖北恩施采摘山桐子，经实验室榨油

后获得；碱性蛋白酶（ＢＲ，２００Ｕ／ｍｇ，地衣芽孢杆菌
２７０９）、中性蛋白酶（ＢＲ，１００Ｕ／ｍｇ，枯草杆菌）、复
合蛋白酶（ＢＲ，１２０Ｕ／ｍｇ，主要由蛋白内切酶、外切
酶和风味酶等组成）、胰蛋白酶（ＢＲ，１∶２５０，猪胰
腺）、１，１－二苯基 －２－苦基肼（ＤＰＰＨ）、２，２－联

氮－二（３－乙基 －苯并噻唑 －６－磺酸）二铵盐
（ＡＢＴＳ）、酒石酸钾钠，上海源叶生物科技有限公司；
正己烷，上海麦克林生化科技有限公司；谷胱甘肽，

上海阿拉丁生化科技股份有限公司；五水合硫酸铜、

氢氧化钠、水杨酸、３０％过氧化氢，国药集团化学试
剂有限公司；三氯乙酸，山东西亚化学工业有限公

司；硫酸亚铁，天津市福晨化学试剂厂。

１．１．２　仪器与设备
ＹＢ－１５０多功能粉碎机，永康市速锋工贸有限

公司；ＵＶ－８０００Ｈ紫外可见分光光度计，上海元析
仪器有限公司；ＨＨ－４Ａ恒温水浴锅，常州国华仪器
制造有限公司；ＺＮＣＬ－ＧＳ智能磁力搅拌器，上海越
众仪器设备有限公司；ＨＺＰ－Ｔ５０２ｐＨ计，福建华志
电子科技有限公司；ＮｉｃｏｌｅｔｉＳ５傅里叶红外光谱
（ＦＴＩＲ）仪，上海善福电子科技有限公司。
１．２　实验方法
１．２．１　山桐子蛋白（ＩＰ）的提取

以山桐子饼为原料，参考文献［８］采用碱提酸
沉法制备山桐子蛋白。

１．２．２　山桐子多肽的制备
配制质量浓度２ｇ／１００ｍＬ的山桐子蛋白溶液，

于９０℃水浴锅中变性１０ｍｉｎ，冷却后调节溶液ｐＨ，
加入一定量蛋白酶，在一定温度下酶解一定时间。

酶解结束后置于９０℃水浴锅中灭酶１０ｍｉｎ，冷却后
于６５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后取上清液（酶解液），
将上清液冷冻干燥后得到山桐子多肽。

１．２．３　多肽得率的测定
参考文献［９］的方法，采用双缩脲法测定多肽

含量。吸取２．５ｍＬ酶解液与同体积１０％的三氯乙
酸溶液混合，静置１０ｍｉｎ后于６５００ｒ／ｍｉｎ离心１５
ｍｉｎ，取上清液，用 ５％的三氯乙酸溶液定容至 １０
ｍＬ，用移液管吸取１ｍＬ溶液用５％的三氯乙酸稀释
１０倍后，再取６ｍＬ稀释液与 ４ｍＬ双缩脲试剂混
合，静置３０ｍｉｎ后于５４０ｎｍ波长处测其吸光值，代
入以还原型谷胱甘肽为标准品绘制的标准曲线方程
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（ｙ＝０．１２９７ｘ＋０．０００２，Ｒ２＝０．９９７，ｘ为还原型谷
胱甘肽质量浓度，ｙ为吸光度）中得到多肽质量浓
度。按公式（１）计算多肽得率（ｙ）。

ｙ＝ Ｃ×Ｖ×Ｎ
２．５×１０００×ｍ （１）

式中：Ｃ为多肽质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｖ为酶解液
体积，ｍＬ；Ｎ为稀释倍数；ｍ为山桐子蛋白质量，ｇ。
１．２．４　ＦＴＩＲ分析

参考 Ｘｕ等［１０］的方法进行 ＦＴＩＲ分析。将山桐
子多肽与溴化钾混合压片，采用傅里叶红外光谱仪

扫描压片谱带，扫描范围为４００～４０００ｃｍ－１，分辨
率为４ｃｍ－１，扫描次数为６４次。使用 Ｏｍｎｉｃ软件
解卷积，并使用ＰｅａｋＦｉｔ软件进行平滑和二次推导。
１．２．５　体外抗氧化能力测定
１．２．５．１　ＤＰＰＨ自由基清除率的测定

参考郭浩彬等［１１］的方法测定 ＤＰＰＨ自由基清
除率。将山桐子多肽制成不同质量浓度（０．２、０．４、
０．６、０．８、１．０、１．２ｍｇ／ｍＬ）的样液。取２ｍＬ样液与
等体积０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＰＰＨ溶液混合，在室温下避
光反应３０ｍｉｎ后，于５１７ｎｍ处测定吸光值（Ａ１）。
另外测定无水乙醇与 ＤＰＰＨ混合溶液的吸光值
（Ａ２）和无水乙醇与样液混合溶液的吸光值（Ａ３），按
公式（２）计算其ＤＰＰＨ自由基清除率（Ｒ）。以ＶＣ的
ＤＰＰＨ自由基清除率为对照。

Ｒ＝ １－
Ａ１－Ａ３
Ａ( )
２

×１００％ （２）

１．２．５．２　ＡＢＴＳ＋自由基清除率的测定
参考Ｒｕｍｐｆ等［１２］的方法测定 ＡＢＴＳ＋自由基清

除率。将山桐子多肽制成不同质量浓度（０．２、０．４、
０．６、０．８、１．０、１．２ｍｇ／ｍＬ）的样液。将７ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＡＢＴＳ＋溶液和２．４５ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｋ２Ｓ２Ｏ８溶液等体积
混合，在黑暗环境下静置１６ｈ制备 ＡＢＴＳ＋储备液，
再稀释至在 ７３４ｎｍ处吸光值为 ０．７０±０．０２。取
０２ｍＬ样液，加入４ｍＬＡＢＴＳ＋稀释液于室温下反
应６ｍｉｎ，在７３４ｎｍ处测定吸光值（Ａ１），另外测定
Ｈ２Ｏ代替多肽溶液的吸光值（Ａ２）以及 Ｈ２Ｏ代替
ＡＢＴＳ＋溶液的吸光值（Ａ３），按公式（２）计算ＡＢＴＳ

＋自

由基清除率。以ＶＣ的ＡＢＴＳ
＋自由基清除率为对照。

１．２．５．３　羟自由基清除率的测定
参考吴绍珍［１３］的方法测定羟自由基清除率。

将山桐子多肽制成不同质量浓度（１、２、３、４、５ｍｇ／ｍＬ）
的样液。取０．５ｍＬ样液加入等体积９ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＦｅＳＯ４溶液、９ｍｍｏｌ／Ｌ的水杨酸溶液和９ｍｍｏｌ／Ｌ的
Ｈ２Ｏ２溶液，在３７℃水浴反应３０ｍｉｎ，于６０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ后取上清液，在５１０ｎｍ处测定吸光值

（Ａ１）。另外测定Ｈ２Ｏ代替多肽溶液的吸光值（Ａ２）
和Ｈ２Ｏ代替Ｈ２Ｏ２溶液的吸光值（Ａ３），按公式（２）计
算羟自由基清除率。以 ＶＣ的羟自由基清除率为
对照。

１．２．６　山桐子多肽功能特性的测定
１．２．６．１　溶解度

分别取１ｇ山桐子蛋白和多肽，加１００ｍＬ纯水
溶解，分别调节溶液ｐＨ至一定值后，于６５００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清液。分别采用考马斯亮蓝法和
双缩脲法测定上清液和样品中的蛋白质和多肽含

量，按公式（３）计算溶解度（Ｘ）。

Ｘ＝ＡＢ×１００％ （３）

式中：Ａ为上清液蛋白质或多肽含量；Ｂ为样品
蛋白质或多肽含量。

１．２．６．２　持水性
分别取１ｇ山桐子蛋白和多肽，加１００ｍＬ纯水

溶解，调节溶液的 ｐＨ、温度及离子强度（采用 ＮａＣｌ
调节，以多肽或蛋白质量计）后放置３０ｍｉｎ，于６０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去除上清液后称质量。按公式
（４）计算持水性（Ｗ）。

Ｗ＝
ｍ１－ｍ２
ｍ０

（４）

式中：ｍ０为样品质量；ｍ１为吸水后样品 ＋离心
管质量；ｍ２为样品＋离心管质量。
１．２．６．３　乳化性（ＥＡＩ）和乳化稳定性（ＥＳＩ）

参考庞会娜［１４］的方法测定 ＥＡＩ和 ＥＳＩ。分别
取１ｇ山桐子蛋白和多肽，加１００ｍＬ纯水溶解，调
节其ｐＨ、温度和离子强度后，加入５ｍＬ玉米油，于
１２０００ｒ／ｍｉｎ均质３ｍｉｎ，再取５０μＬ下层样液于５
ｍＬ０１％十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）溶液中混匀，于
５００ｎｍ处测定吸光值（Ａ０）。在室温中放置１０ｍｉｎ
后，吸取５０μＬ溶液，测定吸光值（Ａｔ）。分别按公式
（５）、公式（６）计算ＥＡＩ和ＥＳＩ。

ＩＥＡ＝
２．３０３×Ａ０×２×ｄ
１００００×φ×ｃ

（５）

ＩＥＳ＝
Ａ０×１０
Ａ０－Ａｔ

（６）

式中：ＩＥＡ为 ＥＡＩ，ｍ
２／ｇ；ｄ为稀释倍数；ｃ为样品

质量浓度，ｇ／ｍＬ；φ为乳化液中油相比例；ＩＥＳ为ＥＳＩ。
１．２．６．４　起泡性（ＦＣ）及泡沫稳定性（ＦＳ）

分别取１ｇ山桐子蛋白或多肽，加１００ｍＬ纯水
溶解，调节其ｐＨ、温度和离子强度后，使用均质机于
１２０００ｒ／ｍｉｎ均质 ３ｍｉｎ，记录样品体积。３０ｍｉｎ
后，再次记录样品体积。按公式（７）、公式（８）计算
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ＦＣ和ＦＳ。

ＦＣ＝
Ｖ１－Ｖ０
Ｖ０

×１００％ （７）

ＦＳ＝
Ｖｔ
Ｖ１
×１００％ （８）

式中：ＦＣ为 ＦＣ；Ｖ１为搅打后样品体积；Ｖ０为样
品初始体积；ＦＳ为ＦＳ；Ｖｔ为３０ｍｉｎ后的样品体积。
１．２．７　数据处理与分析

每组实验做 ３组平行，结果取平均值。采用
Ｏｒｉｇｉｎ２０２２、Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ１３软件进行数据绘图
和统计分析。

２　结果与分析
２．１　蛋白酶种类对 ＤＰＰＨ自由基清除率和多肽得
率的影响

蛋白酶通过切割蛋白质中的肽键从而达到释放

活性肽的目的。当酶与底物结合时，会使酶发挥活

性，使其具有特定的活性位点［１５］。在酶解时间３ｈ，
酶添加量３％（以山桐子蛋白质量计），蛋白酶最适
ｐＨ和最适温度（复合蛋白酶和中性蛋白酶的最适
ｐＨ均为７，最适温度均为４５℃；碱性蛋白酶的最适
ｐＨ为１０，最适温度为４５℃；胰蛋白酶的最适 ｐＨ为
８，最适温度为３７℃）条件下，以山桐子蛋白（ＩＰ）为
原料，分别制备碱性蛋白酶酶解多肽（ＡＩＰ）、中性蛋
白酶酶解多肽（ＮＩＰ）、复合蛋白酶酶解多肽（ＣＩＰ）、
胰蛋白酶酶解多肽（ＴＩＰ），考察蛋白酶种类对山桐
子蛋白酶解液ＤＰＰＨ自由基清除率和多肽得率的影
响，结果如图１所示。

　注：同一指标不同字母表示具有显著差异（ｐ＜０．０５）
　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅｓａｍｅｉｎｄｅｘｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ｐ＜０．０５）
图１　蛋白酶种类对ＤＰＰＨ自由基清除率和多肽得率的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｔｙｐｅｓｏｎＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅａｎｄｐｏｌｙｐｅｔｉｄｅｓｙｉｅｌｄ

　　由图１可知，ＣＩＰ的 ＤＰＰＨ自由基清除率达到
７１．２％，显著高于ＮＩＰ、ＡＩＰ和ＴＩＰ，同时ＣＩＰ的多肽得
率达到１８．１３％，同样也显著高于其他３种蛋白酶的
多肽得率（ｐ＜０．０５）。这是由于复合蛋白酶相比其他
蛋白酶具有更广泛的酶切位点，对蛋白质水解得更加

彻底，产生了较多具有抗氧化活性的多肽，从而使其

具有较好的抗氧化活性和较高的多肽得率。

２．２　蛋白酶种类对山桐子多肽红外光谱和二级结
构的影响

通过ＦＴＩＲ对山桐子蛋白和多肽的结构进行表
征，结果如图２所示。

图２　山桐子蛋白和多肽的ＦＴＩＲ图

Ｆｉｇ．２　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＩｄｅｓｉａｐｏｌｙｃａｒｐａＭａｘｉｍ．

ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ

　　由图２可知，山桐子蛋白存在多处明显吸收峰，
其中在３２６９ｃｍ－１处出现的宽峰归因于蛋白质的
Ｎ—Ｈ和 Ｏ—Ｈ的伸缩振动，主要与蛋白质主链上
的氢键有关，氢键对维持蛋白质二级结构稳定性起着

至关重要的作用［１６－１７］。此外，Ｃ—Ｈ伸缩振动可以反
映蛋白质结构中的疏水区域，其在２８００～３０００ｃｍ－１

处出现显著的吸收峰。酰胺Ⅰ带代表蛋白质主链的
Ｃ Ｏ伸缩振动，在１６３１ｃｍ－１处出现，是蛋白质典
型的特征峰。酰胺Ⅰ带对二级结构如β－折叠、无
规卷曲、α－螺旋和β－转角非常敏感。山桐子蛋白
经酶解后，在３２６９ｃｍ－１处的蛋白质特征峰出现小
范围红移，这可能是因为酶解使蛋白质结构发生变

化，造成氢键数量或强度发生变化，从而影响了

Ｏ—Ｈ伸缩振动吸收峰的位置。
通过ＰｅａｋＦｉｔ软件对ＦＴＩＲ数据进行平滑处理和

二次推导得到山桐子蛋白及多肽的二级结构含量，

结果见表１。
表１　山桐子蛋白和多肽的二级结构含量

Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＩｄｅｓｉａｐｏｌｙｃａｒｐａ

Ｍａｘｉｍ．ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｐｏｌｙｐｅｔｉｄｅｓ ％

样品 β－折叠 无规卷曲 α－螺旋 β－转角
ＩＰ ２８．０１ １５．２０ ３８．２３ １８．５６
ＡＩＰ １７．６０ １５．０２ １６．５５ ５０．８１
ＮＩＰ ２３．５８ １４．５３ ３０．９８ ３０．８９
ＣＩＰ １７．８１ １４．９７ １６．４９ ５０．７４
ＴＩＰ ３１．５４ １６．７１ ３２．５７ １９．１９

　　由表１可知，除ＴＩＰ的 β－折叠外，山桐子多肽
的α－螺旋和β－折叠含量均低于山桐子蛋白的，推
测蛋白酶主要对α－螺旋和β－折叠结构进行水解，
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使蛋白质构象部分展开，促使更多的无规则结构产

生，使得水解后蛋白质有序结构逐渐转变为无序结

构，暴露大量疏水性基团，抗氧化能力提高［１８］。相对

于其他多肽，ＣＩＰ的 α－螺旋含量最低，为１６４９％，
β－折叠也从原料的２８．０１％降至１７．８１％。复合蛋
白酶由多种内切酶、外切酶和风味酶组成，能够同时

从蛋白质内部肽链和外端肽链进行切割，导致对蛋

白质主链的氢键产生更大的破坏，暴露出更多的疏

水性基团，从而影响 α－螺旋的稳定性及其抗氧化
能力，这与２．１ＣＩＰ的ＤＰＰＨ自由基清除能力最高相
对应，因此选择复合蛋白酶来制备山桐子多肽。

２．３　山桐子多肽制备工艺的单因素实验
酶解时间、酶解温度、ｐＨ和酶添加量对山桐子多

肽的ＤＰＰＨ自由基清除率和多肽得率的影响见图３。

　　

　　
注：在考察某一因素时，其他条件固定为酶解时间３ｈ、酶解温度４５℃、ｐＨ８、酶添加量３％

Ｎｏｔｅ：Ｗｈｅｎｅｘａｍｉｎｉｎｇａｆａｃｔｏｒ，ｏｔｈｅｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｆｉｘｅｄａｓｅｎｚｙｍｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅｏｆ３ｈ，ｅｎｚｙｍｅ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆ４５℃，ｐＨ８，ａｎｄｅｎｚｙｍｅｄｏｓａｇｅｏｆ３％

图３　山桐子多肽制备工艺的单因素实验结果
Ｆｉｇ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｎｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆＩｄｅｓｉａｐｏｌｙｃａｒｐａＭａｘｉｍ．ｐｏｌｙｐｅｔｉｄｅｓ

　　由图３ａ可知，随着酶解时间的延长，ＤＰＰＨ自
由基清除率和多肽得率均呈现先上升后下降的趋

势，在酶解时间２ｈ时，多肽得率达到最大，在酶解
时间３ｈ时ＤＰＰＨ自由基清除率达到最大。当酶解
时间超过３ｈ时，ＤＰＰＨ自由基清除率和多肽得率都
逐步降低，这是由于酶解时间过长，导致产物发生进

一步水解，变为无活性的氨基酸，故不能与双缩脲试

剂发生反应，同时较长的酶解时间还会导致多肽之

间通过非共价键产生聚合，导致多肽得率降低［１９］。

综合考虑，选择３ｈ为最佳酶解时间。
由图３ｂ可知，随着酶解温度的升高，ＤＰＰＨ自

由基清除率和多肽得率均呈现先上升后下降的趋

势，在酶解温度４５℃时，ＤＰＰＨ自由基清除率和多
肽得率均达到最大。当酶解温度超过 ４５℃时，
ＤＰＰＨ自由基清除率和多肽得率均降低。温度过高
会导致酶空间结构发生改变，导致酶活性降低甚至

失活，进而影响蛋白质水解程度，使多肽得率和

ＤＰＰＨ自由基清除率降低。综合考虑，选择４５℃为
最佳酶解温度。

由图３ｃ可知，随着ｐＨ的增加，ＤＰＰＨ自由基清
除率和多肽得率均呈现先上升后下降的趋势，在ｐＨ
为８时 ＤＰＰＨ自由基清除率和多肽得率均达到最
大。ｐＨ会对酶与底物的结合以及催化作用产生直
接影响。当ｐＨ超过８时，酶活性会逐渐降低，影响
蛋白质水解程度，使多肽得率和 ＤＰＰＨ自由基清除
率降低。综合考虑，选择ｐＨ８为最佳酶解ｐＨ。

由图３ｄ可知，随着酶添加量的增加，ＤＰＰＨ自由
基清除率和多肽得率均呈现先上升后下降的趋势，在

酶添加量３％时，ＤＰＰＨ自由基清除率达到最大，在酶
添加量４％时，多肽得率达到最大。当酶浓度逐渐增
加时，酶解速率也同步增加，当酶与底物达到饱和时

继续增加酶浓度，会导致肽链酶切位点处酶分子过饱

和，使酶与酶之间产生竞争作用，从而影响酶解速率。

此外，过高的酶浓度还会造成底物黏度过大，影响酶

８７ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２５Ｖｏｌ５０Ｎｏ８



与底物的流动［２０］，最终造成酶解产物的抗氧化活性

降低。综合考虑，选择３％为最佳酶添加量。
２．４　山桐子多肽制备工艺的响应面优化实验
２．４．１　响应面实验设计与结果

在单因素实验的基础上，以酶解时间（Ａ）、酶解
温度（Ｂ）、ｐＨ（Ｃ）和酶添加量（Ｄ）４个因素为自变
量，以ＤＰＰＨ自由基清除率（Ｙ１）和多肽得率（Ｙ２）为
响应值，根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ模块设计四因素三水平
响应面实验，预测复合蛋白酶酶解山桐子蛋白制备

多肽的最佳工艺。响应面实验因素与水平见表２，
响应面实验设计与结果见表３。

表２　响应面实验因素与水平

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

水平 Ａ酶解时间／ｈＢ酶解温度／℃ ＣｐＨＤ酶添加量／％
－１ ２ ４０ ７ ２
０ ３ ４５ ８ ３
１ ４ ５０ ９ ４

表３　响应面实验设计与结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｙ１／％ Ｙ２／％
１ １ ０ １ ０ ７６．５２ １７．８９
２ －１ ０ －１ ０ ７３．６７ ２０．１１
３ １ ０ ０ －１ ７６．３３ １８．３２
４ ０ ０ ０ ０ ７８．８２ １９．９６
５ ０ －１ ０ －１ ７１．６５ １７．５４
６ －１ ０ ０ １ ６８．５２ ２０．９４
７ ０ －１ ０ １ ６９．８７ １８．２３
８ －１ ０ ０ －１ ７３．６９ ２０．０７
９ １ －１ ０ ０ ７３．６３ １７．３６
１０ －１ １ ０ ０ ７３．２１ ２０．２１
１１ １ ０ ０ １ ７４．６４ １８．０７
１２ －１ ０ １ ０ ７３．２５ １８．２１
１３ ０ －１ －１ ０ ７４．６３ １６．８１
１４ －１ －１ ０ ０ ７２．６３ １９．８５
１５ ０ ０ １ １ ７２．３４ １９．３４
１６ ０ －１ １ ０ ７３．８８ １７．６３
１７ １ １ ０ ０ ７５．６６ １８．２８
１８ ０ ０ －１ １ ７１．９８ １７．５４
１９ ０ ０ ０ ０ ７８．３７ １９．５３
２０ ０ １ １ ０ ７６．３８ １８．１６
２１ ０ ０ ０ ０ ８０．０７ ２０．２３
２２ ０ １ ０ １ ７０．２１ １９．６９
２３ ０ ０ ０ ０ ７９．２４ ２０．１８
２４ ０ ０ １ －１ ７５．６２ １７．４４
２５ ０ ０ ０ ０ ７９．１２ １９．６３
２６ ０ ０ －１ －１ ７４．６９ １７．２３
２７ ０ １ －１ ０ ７４．６８ １７．１８
２８ １ ０ －１ ０ ７５．６４ １６．５８
２９ ０ １ ０ －１ ７６．３２ １８．３３

２．４．２　模型的建立与方差分析
对表３中的数据进行多元回归拟合，得到多元

二次回归方程：Ｙ１＝７９．１２００＋１．４５００Ａ＋０．８４７５Ｂ＋
０．２２５０Ｃ－１．７３００Ｄ＋０．３６２５ＡＢ＋０．３２５０ＡＣ＋
０８７００ＡＤ＋０．６１２５ＢＣ－１．０８００ＢＤ－０．１４２５ＣＤ－
２．３７００Ａ２－２．９５００Ｂ２－１．６４００Ｃ２－３．８１００Ｄ２；
Ｙ２＝１９．９１００－１．０７００Ａ＋０．３６９２Ｂ＋０．２６８３Ｃ＋
０．４０６７Ｄ＋０．１４００ＡＢ＋０．８０２５ＡＣ－０．２８００ＡＤ＋
０．０４００ＢＣ＋０．１６７５ＢＤ＋０．３９７５ＣＤ－０．０９２２Ａ２－
０．９１９７Ｂ２－１．５６００Ｃ２－０．４８５９Ｄ２。该模型的方差
分析如表４、表５所示。

表４　Ｙ１方差分析
Ｔａｂｌｅ４　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｆｏｒＹ１

方差来源 平方和 自由度 方差 Ｆ ｐ
模型 ２２１．２１ １４ １５．８０ ２５．３７ ＜０．０００１

Ａ ２５．３８ １ ２５．３８ ４０．７４ ＜０．０００１

Ｂ ８．６２ １ ８．６２ １３．８４ ０．００２３

Ｃ ０．６１ １ ０．６１ ０．９８ ０．３４０１
Ｄ ３５．８５ １ ３５．８５ ５７．５６ ＜０．０００１

ＡＢ ０．５３ １ ０．５３ ０．８４ ０．３７３８
ＡＣ ０．４２ １ ０．４２ ０．６８ ０．４２４０
ＡＤ ３．０３ １ ３．０３ ４．８６ ０．０４４７

ＢＣ １．５０ １ １．５０ ２．４１ ０．１４２９
ＢＤ ４．６９ １ ４．６９ ７．５３ ０．０１５９

ＣＤ ０．０８ １ ０．０８ ０．１３ ０．７２３４
Ａ２ ３６．５３ １ ３６．５３ ５８．６６ ＜０．０００１

Ｂ２ ５６．５７ １ ５６．５７ ９０．８４ ＜０．０００１

Ｃ２ １７．３８ １ １７．３８ ２７．９１ ０．０００１

Ｄ２ ９４．３８ １ ９４．３８ １５１．５４ ＜０．０００１

残差 ８．７２ １４ ０．６２
失拟项 ７．１５ １０ ０．７２ １．８２ ０．２９５６
纯误差 １．５７ ４ ０．３９
合计 ２２９．９３ ２８

　注：表示差异显著（ｐ＜０．０５），表示差异极显著
（ｐ＜０．０１）。下同

　Ｎｏｔｅ：．ｐ＜０．０５，．ｐ＜０．０１．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

表５　Ｙ２方差分析
Ｔａｂｌｅ５　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｆｏｒＹ２

方差来源 平方和 自由度 方差 Ｆ ｐ
模型 ４１．２８ １４ ２．９５ １８．９１ ＜０．０００１

Ａ １３．８５ １ １３．８５ ８８．８１ ＜０．０００１

Ｂ １．６４ １ １．６４ １０．４９ ０．００５９

Ｃ ０．８６ １ ０．８６ ５．５４ ０．０３３７

Ｄ １．９８ １ １．９８ １２．７３ ０．００３１

ＡＢ ０．０８ １ ０．０８ ０．５０ ０．４８９９
ＡＣ ２．５８ １ ２．５８ １６．５２ ０．００１２

ＡＤ ０．３１ １ ０．３１ ２．０１ ０．１７８０
ＢＣ ０．０１ １ ０．０１ ０．０４ ０．８４２４
ＢＤ ０．１１ １ ０．１１ ０．７２ ０．４１０５

９７２０２５年第５０卷第８期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂



续表５

方差来源 平方和 自由度 方差 Ｆ ｐ
ＣＤ ０．６３ １ ０．６３ ４．０５ ０．０６３７
Ａ２ ０．０６ １ ０．０６ ０．３５ ０．５６１７
Ｂ２ ５．４９ １ ５．４９ ３５．１９ ＜０．０００１

Ｃ２ １５．８５ １ １５．８５ １０１．６９ ＜０．０００１

Ｄ２ １．５３ １ １．５３ ９．８２ ０．００７３

残差 ２．１８ １４ ０．１６
失拟项 １．７８ １０ ０．１８ １．７８ ０．３０４１
纯误差 ０．４０ ４ ０．１０
合计 ４３．４６ ２８

　　由表４可知，Ｙ１模型的ｐ值小于０．０１，差异极显
著，失拟项的ｐ值大于０．０５，差异不显著，回归模型
的决定系数（Ｒ２）为０．９６２１，校正决定系数（Ｒ２Ａｄｊ）为
０．９２４２，表明该模型拟合程度较好且无其他因素显
著影响，能够准确可靠地预测各因素对山桐子多肽

ＤＰＰＨ自由基清除率的影响。其中，一次项 Ａ、Ｂ、Ｄ
和二次项Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２对模型影响极显著，４个因素
对ＤＰＰＨ自由基清除率的影响程度依次为酶添加
量＞酶解时间＞酶解温度＞ｐＨ。

由表５可知，Ｙ２模型的ｐ值小于０．０１，差异极显
著，失拟项ｐ值大于０．０５，差异不显著，Ｒ２为０．９４９８，
Ｒ２Ａｄｊ为０．８９９６，４个因素对多肽得率的影响程度依
次为酶解时间＞酶添加量＞酶解温度＞ｐＨ。
２．４．３　最优条件确定及验证

根据ＤＰＰＨ自由基清除率模型预测制备山桐子
多肽的最优工艺条件为酶解时间２．７３３ｈ、酶解温度
４５．７８７℃、ｐＨ８．０２８、复合蛋白酶添加量２．９３６％，
在此条件下ＤＰＰＨ自由基清除率和多肽得率理论值
分别为７８．７４％和２０．１８％。为便于操作，调整工艺
条件为酶解时间２．７ｈ、酶解温度４５．８℃、ｐＨ８、复
合蛋白酶添加量２．９％，在该条件下测得实际ＤＰＰＨ
自由基清除率和多肽得率分别为７８．５４％和２００４％。
预测值和实际值相差不大，表明该响应面模型具有

可行性。

２．５　山桐子多肽的体外抗氧化能力
在上述最优条件下制备山桐子多肽，测定其

ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ＋和羟自由基清除率，结果如图 ４
所示。

图４　山桐子多肽的ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ＋和羟自由基清除活性

Ｆｉｇ．４　ＤＰＰＨ，ＡＢＴＳ＋ａｎｄｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＩｄｅｓｉａｐｏｌｙｃａｒｐａＭａｘｉｍ．ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ

　　由图４可知，山桐子多肽的体外抗氧化能力与
其质量浓度呈正相关。当山桐子多肽质量浓度达到

１．２ｍｇ／ｍＬ时，其对 ＤＰＰＨ和 ＡＢＴＳ＋自由基清除率
分别达到７９．４４％和８３．２８％；当山桐子多肽质量浓
度为 ５ｍｇ／ｍＬ时，其对羟自由基清除率达到
６５５３％：表明山桐子多肽具有良好的抗氧化活性。
但山桐子多肽对 ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ＋和羟自由基的清除
活性均低于ＶＣ的。山桐子多肽对 ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ

＋和

羟自由基清除能力的半抑制浓度（ＩＣ５０）值分别为
０．４６２、０．５８３ｍｇ／ｍＬ和３．６２６ｍｇ／ｍＬ，低于一些已
报道多肽的ＩＣ５０值，如：通过双酶系统酶解芝麻蛋白
所得的多肽，其清除ＤＰＰＨ自由基的ＩＣ５０值为５．６８９

ｍｇ／ｍＬ［２１］；魔芋飞粉经碱性蛋白酶酶解得到的最优
抗氧化多肽清除ＤＰＰＨ和羟自由基的ＩＣ５０值分别为

２．８２ｍｇ／ｍＬ和９．０３ｍｇ／ｍＬ［２２］。

２．６　山桐子多肽功能特性分析
２．６．１　溶解度

山桐子蛋白（ＩＰ）和ＣＩＰ的溶解度如图５所示。

图５　ＩＰ和ＣＩＰ的溶解度

Ｆｉｇ．５　ＳｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆＩＰａｎｄＣＩＰ

　　由图５可知，当ｐＨ为３时，ＩＰ和ＣＩＰ的溶解度
均达到最低，分别为１６．０１％和４９．９０％。ｐＨ刚偏
离等电点（ｐＨ３～４）时，ＩＰ和 ＣＩＰ与氢离子之间的
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相互作用力逐渐减弱，样品的溶解度迅速增加；当

ｐＨ完全偏离等电点时，ＩＰ和 ＣＩＰ的溶解度大幅度
升高，此时样品分子与溶液中的离子相互作用，形成

稳定的离子对或离子复合物，从而使溶解度达到一

个相对稳定的水平。

２．６．２　持水性
ｐＨ、温度和离子强度对ＩＰ和ＣＩＰ持水性的影响

如图６所示。

图６　ｐＨ、温度和离子强度对ＩＰ和ＣＩＰ持水性的影响
Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨ，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈｏｎｗａｔｅｒｈｏｌｄｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｙｏｆＩＰａｎｄＣＩＰ

　　由图６可知，ＣＩＰ在不同 ｐＨ、温度和离子强度
下的持水力显著低于ＩＰ的，分子质量较小的ＣＩＰ具
有较高的亲水性，溶解度相对较高，导致ＣＩＰ持水能
力下降。随着体系中 ｐＨ的不断增加，ＩＰ和 ＣＩＰ的
持水性均呈现先下降后上升的趋势。当 ｐＨ为 ４
时，ＩＰ的持水性最低，为 ４．３２ｇ／ｇ，当 ｐＨ为 ３时，
ＣＩＰ的持水性最低，为０．３７ｇ／ｇ。两者的持水性均
在等电点附近达到最低。随着温度和离子强度的提

高，ＩＰ和 ＣＩＰ的持水性总体呈现先上升后下降的趋
势。当温度为５０℃时，ＩＰ和ＣＩＰ的持水性均达到最

高，分别为８．７８ｇ／ｇ和０．４９ｇ／ｇ，温度过高时，会导
致蛋白质和多肽生成沉淀，减少了多肽与水分子的

接触面积，导致其持水性降低。当离子强度为

２０％时，ＩＰ和 ＣＩＰ的持水性均达到最高，分别为
７０５ｇ／ｇ和０．４４ｇ／ｇ，当离子强度过高时，Ｎａ＋／Ｃｌ－

的水化作用和盐析效应，会与蛋白质和多肽的持水

性降低。

２．６．３　乳化性及乳化稳定性
ＩＰ和ＣＩＰ在不同ｐＨ、温度和离子强度下的乳化

性和乳化稳定性如图７所示。

　 　
图７　ｐＨ、温度和离子强度对ＩＰ和ＣＩＰ乳化性及乳化稳定性的影响

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨ，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈｏｎｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｙａｎｄｅｍｕｌｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＩＰａｎｄＣＩＰ

　　由图７可知，ＣＩＰ在不同 ｐＨ、温度和离子强度
下的乳化性和乳化稳定性均显著低于 ＩＰ的。ＣＩＰ
主要由分子质量较小的肽段组成，导致体系中分子

粒径、表面张力和黏度降低，从而影响乳化效果和乳

化稳定性。ＩＰ、ＣＩＰ在ｐＨ为３时乳化性和乳化稳定

性均达到最低，分别为２５．６４％和４４．８６％、１９．１６％
和２２．１０％。该 ｐＨ处于等电点附近，静电斥力最
小，蛋白质和多肽更倾向于聚集并沉淀，导致吸附在

油水界面的蛋白质量减少，难以形成均一的乳液，进

而降低了乳液的稳定性［２３］。随着温度的逐渐升高，
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ＩＰ和ＣＩＰ的乳化性和乳化稳定性总体呈现先上升
后下降的趋势，适度加热处理可以提高体系的溶解

度，有利于提高油滴在界面上的吸附能力，但当温度

过高时，会导致界面上的蛋白质和多肽变性聚集和

黏度降低，进而影响乳化效果和其稳定性。ＮａＣｌ浓
度的增加会导致 ＩＰ和 ＣＩＰ的乳化性和乳化稳定性
降低。这是因为 ＮａＣｌ会影响蛋白质和多肽的电荷

分布，影响分子之间的吸引力和水合作用，导致其乳

化性降低。此外，ＮａＣｌ还能通过水化作用消耗自由
水，削弱蛋白质／多肽水化膜的稳定性，从而降低了
蛋白质和多肽的乳化能力。

２．６．４　起泡性及起泡沫稳定性
ｐＨ、温度和离子强度对ＩＰ和ＣＩＰ起泡性及泡沫

稳定性的影响如图８所示。

　 　
图８　ｐＨ、温度和离子强度对ＩＰ和ＣＩＰ起泡性及泡沫稳定性的影响

Ｆｉｇ．８　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨ，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈｏｎｆｏａｍｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｙａｎｄｆｏａｍｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＩＰａｎｄＣＩＰ

　　由图８可知，ＣＩＰ在不同 ｐＨ、温度和离子强度
下的起泡性及泡沫稳定性均显著高于 ＩＰ的。ＩＰ、
ＣＩＰ在ｐＨ为３时起泡性和泡沫稳定性均达到最低，
分别为２２．６６％和３４．３１％、７８．６３％和４０．７４％。该
ｐＨ处于等电点附近，分子之间作用力和表面张力较
小，导致形成的泡沫表面膜张力不够，进而影响蛋白

质和多肽的起泡能力和泡沫稳定性。随着温度的逐

渐升高，ＩＰ和 ＣＩＰ的起泡性和泡沫稳定性均出现小
范围上升，温度的升高会导致分子间流动性增加，进

一步增强体系的溶解度。ＮａＣｌ浓度的增加会导致
ＩＰ和ＣＩＰ的起泡性和泡沫稳定性增强。这可能是
由于ＮａＣｌ通过静电屏蔽作用促进蛋白质／多肽的界
面吸附，并通过Ｎａ＋桥接增强界面膜强度，从而提高
了起泡性和泡沫稳定性。

３　结　论
本研究以山桐子饼为原料提取蛋白，然后利用

酶解法制备抗氧化多肽，以 ＤＰＰＨ自由基清除率和
多肽得率为指标，结合多肽二级结构筛选最佳蛋白

酶，采用单因素实验和响应面实验对山桐子多肽的

制备工艺进行优化，并对山桐子多肽的抗氧化活性

与功能特性进行探究。结果表明：经复合蛋白酶酶

解后，所得山桐子多肽的 ＤＰＰＨ自由基清除率和多
肽得率均最高，且其 α－螺旋含量从酶解前的
３８２３％下降到１６．４９％，β－折叠含量从２８．０１％下
降到１７．８１％；山桐子多肽的最优制备工艺条件为
酶解时间２．７ｈ、酶解温度４５．８℃、ｐＨ８、复合蛋白
酶添加量２．９％，在此条件下 ＤＰＰＨ自由基清除率
和多肽得率分别达到７８５４％和２０．０４％；山桐子多
肽对ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ＋和羟自由基清除能力的ＩＣ５０值分
别为０．４６２、０．５８３ｍｇ／ｍＬ和３．６２６ｍｇ／ｍＬ，具有良
好的抗氧化活性；与山桐子蛋白相比，山桐子多肽溶

解度和起泡性显著升高，而持水性和乳化性有所下

降。本研究结果为山桐子多肽的后续开发及其在食

品行业的应用提供一定的参考。
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