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　　摘要：为开发一种新型降血糖肽，以牡丹籽蛋白为原料，探索使用生物酶法制备牡丹籽降血糖肽。以 α－葡萄糖
苷酶抑制活性为标准，使用胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、碱性蛋白酶进行最佳酶类筛选，选择抑制活性最好的酶，然后使用

单因素试验、响应面试验优化工艺条件。胰蛋白酶的抑制效果最好，响应面优化得到最优工艺条件：蛋白浓度为

０８％、加酶量为５４０１．５７Ｕ／ｇ、温度为３７．６２℃、时间为４３．１８ｍｉｎ、ｐＨ值＝８．０７。该条件下经过试验验证α－葡萄糖
苷酶的实际抑制率达到２２．２１％，与预测值２２．１１％基本吻合，模型回归显著。该结论为牡丹籽降血糖肽进一步研究
与生产提供基础，也为牡丹籽蛋白高效利用提供新方向。
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　　牡丹油是我国新型的食用油，其中牡丹籽的含油率为
２９％［１］，粗蛋白含量约占２０％，蛋白含量较为丰富。牡丹油
营养价值高，需求量也越来越大。迄今为止，油料牡丹的种植

面积已达２万ｈｍ２以上［２］。榨油后的牡丹籽粕多作为饲料，

深层次的加工利用较少，如何高效利用牡丹籽蛋白是本领域

亟待解决的问题［３］。

糖尿病是一种严重影响人们身体健康的疾病［４］。近年

来，随着经济飞速发展，人们的饮食越来越好，运动却日趋减

少，糖尿病的发病率逐年增加。传统的降血糖药分为葡萄糖

苷酶抑制剂、胰岛素增敏剂、胰岛素促分泌剂、中成药、胰岛

素、双胍类、磺酞脲类等７种药物类型［５－７］，由于药物治疗存

在副作用，长期使用患者难以接受。近年来，通过食疗达到控

制血糖的方法越来越受到人们的青睐，其中新开发的 α－葡
萄糖苷酶抑制物是专家学者的努力方向。

最新研究表明，蛋白质经过蛋白酶酶解之后所获得的生

物活性物质多肽具有降血压、降血脂等功效［８］，杂色蛤、蚕

丝、蛋清、乳清等蛋白经过酶解也表现出一定的α－葡萄糖苷
酶抑制作用，可以起到辅助降血糖作用［９－１４］。以牡丹籽蛋白

为酶解底物、酶解多肽对 α－葡萄糖苷酶活性抑制率为评价
指标，建立制备方法，并采用响应面法进行工艺优化，获得最

佳酶解参数，为开发新型降血糖多肽提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
试验动物为昆明小鼠，购自江苏大学试验动物中心（合

格证编号：２０１５２２９９）。
试验材料与药品：牡丹籽购自安徽省亳州市谯城区万亩

药材种植农民专业合作社；对硝基苯酚 －α－吡喃葡萄糖苷

（ｐＮＰＧ）购自阿拉丁试剂（上海）有限公司；胰蛋白酶（质量比
１∶２５０）、木瓜蛋白酶均购自国药集团化学试剂有限公司；碱
性蛋白酶购自北京奥博星生物技术有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　牡丹籽蛋白的制备　牡丹籽经６５℃烘干１２ｈ，剥壳，
６５℃烘干８ｈ，榨油，将所得牡丹籽粕烘干粉碎，与蒸馏水按
照料液比１ｇ∶１０ｍＬ混溶，１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节ｐＨ值至９．５，
５０℃超声水浴２ｈ，３８００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；所得沉淀重复提
２次，合并所得溶液，４ｍｏｌ／Ｌ盐酸调节 ｐＨ值至 ４．５，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清；将所得沉淀５５℃烘干，粉
碎，过４０目筛得到牡丹籽蛋白。
１．２．２　α－葡萄糖苷酶制备　脱臼处死小鼠，取小肠浸泡于
０℃生理盐水中，洗去杂物，液氮研磨。将研磨粉与 ｐＨ值 ＝
６．８的０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，
简称ＰＢＳ）质量体积比 １ｍｇ∶１０ｍＬ加入，涡旋振荡 ３０～
６０ｓ，４℃ ８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清。
１．２．３　检测方法　酪氨酸标准曲线与酶活力的测定方法参
照周景祥等的方法［１５］；α－葡萄糖苷酶抑制率测定方法参照
Ｌｅｅ等的方法［１４］。

１．２．４　单因素条件的筛选与响应面试验设计　以 α－葡萄
糖苷酶抑制率为评价指标，通过单因素试验对加酶量、底物浓

度、温度、时间、ｐＨ值等条件进行筛选。根据单因素试验结
果，将加酶量、温度、时间、ｐＨ值作为响应面设计的响应值进
行分析。

１．２．５　数据分析　通过 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件建立响应
面模型与分析数据。

２　结果与分析

２．１　酶类筛选的结果
分别选取猪胰蛋白酶、地衣芽孢杆菌碱性蛋白酶、木瓜蛋

白酶进行蛋白酶的筛选试验。反应体系为 ５０ｍＬ，时间为
３ｈ，底物浓度为 ２％，按照各自适宜 ｐＨ值、温度进行反应。
酶解反应容器放在恒温水浴锅内，间歇搅拌，加入 １ｍｏｌ／Ｌ
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ＮａＯＨ溶液维持ｐＨ值稳定。反应结束后，沸水浴１０ｍｉｎ灭
酶，冷却之后８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液检测α－葡萄
糖苷酶抑制率。

　　由表１可知，碱性蛋白酶、木瓜蛋白酶的酶解多肽产物对
α－葡萄糖苷酶的抑制效果较差，胰蛋白酶酶解产物抑制效
果较好。这可能是因为碱性蛋白酶、木瓜蛋白酶的酶切位点

较为广泛导致产物多样，胰蛋白酶酶切位点较为特殊，酶切位

点集中在精氨酸（ａｒｇｉｎｉｎｅ，简称 Ａｒｇ）、赖氨酸（ｌｙｓｉｎｅ，简称
Ｌｙｓ）为羧基端的肽键部分［１６］，特殊序列能对 α－葡萄糖苷酶
分子产生抑制作用。因此，选择胰蛋白酶进行试验。

表１　不同种类蛋白酶对抑制率的影响

蛋白酶
加酶量

（Ｕ／ｇ） ｐＨ值 温度

（℃）
抑制率

（％）

胰蛋白酶 ５０００ ８．０ ３７ ２３．０
碱性蛋白酶 ５０００ ８．５ ５５ ８．５
木瓜蛋白酶 ５０００ ７．５ ５０ ３．３

２．２　单因素试验结果
２．２．１　不同酶解时间对抑制率的影响　在不同时间点０、
１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０ｍｉｎ，加酶量为５０００Ｕ／ｇ，底物浓度为
０．８％，温度为３７℃，ｐＨ值 ＝８．０的条件下分别检测抑制效
果。由图１可知，在０～４０ｍｉｎ时抑制率不断上升，可能是因
为胰蛋白酶将牡丹籽蛋白质切成具有抑制活性的多肽不断增

多，在４０ｍｉｎ时抑制率达到最高，继续延长反应时间，抑制率
并未有明显增加，因此选择４０ｍｉｎ作为最优时间。

２．２．２　不同加酶量对抑制率的影响　在加酶量为０、２０００、
３０００、４０００、５０００、６０００Ｕ／ｇ，时间为 ４０ｍｉｎ，底物浓度为
０．８％，温度为３７℃，ｐＨ值 ＝８．０的条件下分别检测抑制效
果。由图２可知，加酶量在０～６０００Ｕ／ｇ范围内，α－葡萄糖
苷酶抑制率随着加酶量增加明显增强，当超过 ５０００Ｕ／ｇ之
后增幅平缓，这可能是酶分子结合位点达到饱和，反应速度增

加缓慢。因此，选择５０００Ｕ／ｇ的加酶量作为最适加酶量。
２．２．３　不同底物浓度对抑制率的影响　在底物浓度为０、
０２％、０．４％、０．６％、０．８％、１．０％、２．０％、３．０％，加酶量为
５０００Ｕ／ｇ，时间为４０ｍｉｎ，温度为３７℃，ｐＨ值 ＝８．０条件下
分别检测抑制效果。由图３可知，底物浓度在０～０．８％内，
随着底物的逐渐增多，抑制率明显上升，在０．８％ ～３．０％内，
抑制率上升缓慢，一方面可能是蛋白中存在一定的蛋白酶抑

制剂［１７］，一方面酶分子达到饱和。为了更加经济，选择０．８％
浓度进行响应面设计。

２．２．４　不同ｐＨ值对抑制率的影响　在ｐＨ值为６、７、８、９、

１０，加酶量为５０００Ｕ／ｇ，时间为４０ｍｉｎ，温度为３７℃，底物浓
度为０．８％时，分别检测抑制效果。由图４可知，在６～１０的
范围内，随着ｐＨ值的增加，α－葡萄糖苷酶的抑制率呈现先
上升后下降的趋势；在 ｐＨ值为８．０时达到最大值；ｐＨ值在
８～１０范围内，抑制率下降。这表明胰蛋白酶的最适ｐＨ值为
８．０，因此选择８．０作为最优ｐＨ值。

２．２．５　不同温度对抑制率的影响　在温度为３１、３４、３７、４０、
４３℃，加酶量为 ５０００Ｕ／ｇ，时间为 ４０ｍｉｎ，底物浓度为
０．８％，ｐＨ值为８．０时分别检测抑制效果。由图５可知，在温
度３１～３７℃范围内，随着温度升高，抑制率逐渐增高，对于
α－葡萄糖苷酶的抑制率呈快速上升趋势，３７℃时达到顶点，
然后在３７～４３℃时缓慢下降，表明胰蛋白酶的最适温度为
３７℃，因此选择３７℃ 作为最优温度。
２．３　响应面优化试验
２．３．１　响应面试验设计与结果　为优化酶解工艺，在单因素
试验的基础上，采用二次回归旋转组合设计，对酶解工艺进行

优化试验，选取加酶量（Ａ）、温度（Ｂ）、时间（Ｃ）、ｐＨ值（Ｄ）作
为４个因素，每个因素选取５个显著水平结合前期单因素结
果，设定各因素水平编码（表２），响应面设计与结果如表 ３
所示。
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表２　响应面试验的因素和水平编码

设计水平

因素

Ａ：加酶量
（Ｕ／ｇ）

Ｂ：温度
（℃）

Ｃ：时间
（ｍｉｎ） Ｄ：ｐＨ值

－２ ３０００ ４３ ２０ ６
－１．１８９ ３８１０ ３３．４３ ２８．１１ ６．８１
０ ５０００ ３７ ４０ ８
１．１８９ ６１８９ ４０．５７ ５１．８９ ９．１８９
２ ７０００ ４３ ６０ １０

表３　响应面试验设计与结果

编号 Ａ：加酶量 Ｂ：温度 Ｃ：时间 Ｄ：ｐＨ值 抑制率

（％）

１ ０ ０ ０ ０ １７．５２
２ １．１８９ －１．１８９ １．１８９ １．１８９ １７．２４
３ －１．１８９ －１．１８９ －１．１８９ －１．１８９ １５．８４
４ ０ ０ ０ ２ １８．９２８
５ １．１８９ １．１８９ －１．１８９ －１．１８９ ２１．６５
６ ０ ０ ０ ０ １４．５７
７ －１．１８９ １．１８９ １．１８９ １．１８９ １７．７４
８ １．１８９ －１．１８９ －１．１８９ １．１８９ １６．２３
９ ０ ０ ０ ０ ２０．１６
１０ ０ ０ ２ ０ ２０．０１
１１ １．１８９ １．１８９ １．１８９ －１．１８９ １３．４０
１２ ０ －２ ０ ０ １９．０４
１３ ０ ０ ０ ０ １２．６１
１４ ０ ０ ０ －２ ２１．２６
１５ ０ ０ －２ ０ １６．３３
１６ －１．１８９ １．１８９ －１．１８９ １．１８９ １３．７６
１７ ０ ２ ０ ０ １３．９８
１８ ０ ０ ０ ０ ２２．７４
１９ ２ ０ ０ ０ １２．４７
２０ －１．１８９ －１．１８９ １．１８９ －１．１８９ １４．１８
２１ －２ ０ ０ ０ ２３．６０

２．３．２　模型方差分析　在蛋白质酶解的工艺参数中，影响抑
制效果的因素按照主次顺序排列：Ａ（加酶量）＞Ｂ（温度）＞Ｃ
（时间）＞Ｄ（ｐＨ值）。加酶量和温度有显著差异，时间和 ｐＨ
值无差异显著性；加酶量与温度、ｐＨ值存在交互作用，达到显
著水平。模型极其显著，失拟项不显著；总决定系数 Ｒ２ ＝
０９５８５，调整决定系数Ｒ２＝０．８９６３，说明该模型的拟合程度
较好，该方程模型成立，可以进行预测（表４）。
　　抑制率 ＝２１．７＋１．４９Ａ＋１．２３Ｂ＋０．６１Ｃ－０．５２Ｄ－
１．５ＡＢ－０．６ＡＣ＋１．７２ＡＤ＋０．７６ＣＤ－１．７４Ａ２ －２．０９Ｂ２ －
０．８５Ｃ２－２．０９Ｄ２。

表４　回归方程模型方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方和 Ｆ值 Ｐ值
模型 ２２１．３００ １２ １８．４４０ １５．４１０ ０．０００３

Ａ ３０．１８０ １ ３０．１８０ ２５．２３０ ０．００１０

Ｂ ８．５０６ １ ８．５０６ ７．１０９ ０．０２８５

Ｃ ５．０８６ １ ５．０８６ ４．２５０ ０．０７３２
Ｄ １．５５９ １ １．５５９ １．３０３ ０．２８６７
ＡＢ ７．４７１ １ ７．４７１ ６．２４４ ０．０３７０

ＡＣ ２．８４３ １ ２．８４３ ２．３７６ ０．１６１８
ＡＤ ９．７６７ １ ９．７６７ ８．１６３ ０．０２１２

ＣＤ ４．６２３ １ ４．６２３ ３．８６３ ０．０８４９
Ａ２ ４５．０８０ １ ４５．０８０ ３７．６８０ ０．０００３

Ｂ２ ６４．９７０ １ ６４．９７０ ５４．２９０＜０．０００１

Ｃ２ １０．８１０ １ １０．８１０ ９．０３５ ０．０１６９

Ｄ２ ６５．２１０ １ ６５．２１０ ５４．５００＜０．０００１

残差 ９．５７２ ８ １．１９６
失拟项 １．９３１ ４ ０．４８３ ０．２５３ ０．８９４３
纯误差 ７．６４１ ４ １．９１０
总和 ２３０．８００ ２０

　　注：、分别表示在０．０５、０．０１水平差异显著；Ｒ２＝０．９５８５，

调整Ｒ２＝０．８９６３。

　　在分析回归模型结果的基础上，根据上述二次方程，作酶
解加酶量、温度、时间、ｐＨ值对抑制率影响的响应面图，分析
２个因素交互作用的影响［１８］。由图６－ａ可知，沿酶解加酶量
方向等高线比温度方向等高线密集，说明加酶量对抑制率的

影响要大于酶解温度的影响；由图６－ｂ可知，沿加酶量等高
线比时间等高线密集，说明加酶量对抑制率的影响大于时间

的影响；由图６－ｃ可知，沿 ｐＨ值等高线远远比加酶量等高
线密集，说明 ｐＨ值对抑制率的影响高于加酶量；由图６－ｄ
可知，沿ｐＨ值的等高线密度比时间因素等高线密集，说明
ｐＨ值对抑制率的影响高于时间。

在底物浓度为０．８％的条件下，经过响应曲面分析得出
酶解牡丹籽蛋白最优工艺条件：加酶量为５４０１．５７Ｕ／ｇ，温度
为３７．６２℃，时间为４３．１８ｍｉｎ，ｐＨ值为８．０７，此条件预测抑
制率达到２２．１１％。为验证模型可靠性，进行３次验证，测得
抑制率为２２．２１％，与预测值基本一致。可见，得到的优化工
艺参数准确可靠，具有实用性。

３　结论

牡丹籽蛋白是一种新型的蛋白，作为传统饲料利用价值

较低。本研究选用牡丹籽蛋白，以 α－葡萄糖苷酶抑制率为
指标，通过单因素筛选和响应面试验得出最优酶解工艺：蛋白

浓度为０．８％、加酶量为５４０１．５７Ｕ／ｇ、温度为３７．６２℃、时间
为４３．１８ｍｉｎ、ｐＨ值为８．０７，抑制率达到２２．１１％，经过验证
试验抑制率为２２．２１％，因此模型可靠，回归显著，具有应用
价值。本试验为酶法制备牡丹籽降血糖肽的进一步研究提供

基础，也为牡丹籽蛋白的高效利用指引一条新的道路。
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