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　　核桃中含有丰富的营养成分，其中油脂含量占比达
４０％～６５％，蛋白质含量占比达１４％～１７％［１－４］。研究发现，

核桃蛋白中含有清蛋白、球蛋白、醇溶蛋白和谷蛋白４种蛋白
质，分别占蛋 白 质 总 量 的 ６．８１％、１７．５７％、５．３３％、
７０．１１％［５］。这些蛋白中就含有１８种氨基酸，其中８种是人
类生命得以存在所必需的氨基酸，且其中精氨酸、谷氨酸、组

氨酸、酪氨酸含量在植物蛋白类中相对较高［６］，这些成分都

是人体组织细胞代谢不可或缺的重要物质，长时间食用可以

对冠心病起到一定的预防作用［７－９］。安康核桃表现为果质

良、易取仁、仁色浅、饱满、风味香、壳薄、出仁率高，其中蛋白

质含量以及脂肪含量和其他核桃相比较高。本研究采用碱提

酸沉法提取核桃中的蛋白质，优点是操作过程简约，试验条件

易于控制，且成本低廉。

１　材料与方法

１．１　仪器、试剂及材料
ＭＯＤＥＬ０４０６－１离心机，上海医疗器械（集团）有限公司

手术器械厂生产；ＳＹ２２００－Ｔ超声波清洗机，上海声源超声波
仪器设备有限公司生产；１７６５半微量定氮蒸馏装置，上海昕
沪实验设备有限公司生产。试验所用试剂均为分析纯。核桃

采自陕西安康地区的山地核桃。

１．２　试验方法
１．２．１　核桃蛋白的提取　筛选安康优质核桃，称取１０ｇ，粉
碎，加入 １∶１（质量比）的纤维素酶和果胶酶，超声波提取
３０ｍｉｎ、灭酶，使用离心机离心３０ｍｉｎ，２０００ｒ／ｍｉｎ，烘干，接
着加入适量的 ＮａＯＨ溶液并在不同的温度下水浴搅拌
６５ｍｉｎ，再次利用离心机离心３０ｍｉｎ，然后加入盐酸，调节 ｐＨ
值，使其出现絮状沉淀，然后离心３０ｍｉｎ，洗涤沉淀２～３次，
干燥，得到核桃蛋白。操作过程见图１。
１．２．２　核桃蛋白含量的测定　参照ＧＢ５００９．５—２０１６《食品
安全国家标准食品中蛋白质的测定》［１０］，以凯氏定氮法测定

核桃中蛋白质的含量，并计算蛋白提取率。

１．３　碱提核桃蛋白的单因素试验
１．３．１　ｐＨ值的优化　固定料液比为１ｇ∶２０ｍＬ、提取温度
为 ４５℃，依次调节ＮａＯＨ溶液的ｐＨ值为７．０、７．５、８．０、８．５、
９．０，浸提６５ｍｉｎ后，计算核桃蛋白的提取率。
１．３．２　提取温度的优化　固定 ＮａＯＨ溶液的 ｐＨ值为８．０、
料液比为１ｇ∶２０ｍＬ，分别在温度为３５、４０、４５、５０、５５℃条件
下各浸提６５ｍｉｎ，计算核桃蛋白的提取率。
１．３．３　料液比的优化　固定提取温度为５０℃、碱液 ｐＨ值
为８．０，依次以１∶１０、１∶２０、１∶３０、１∶４０、１∶５０（ｇ∶ｍＬ）为
料液比浸提６５ｍｉｎ，计算核桃蛋白的提取率。
１．４　碱提核桃蛋白的正交试验

按表１所示的影响因素设计正交试验，正交试验结果见
表２，对核桃蛋白碱提的各因素进行综合优化，确定最佳的提
取参数。

表１　核桃蛋白提取正交试验因素和水平

水平
因素

Ａ：ｐＨ值 Ｂ：料液比（ｇ∶ｍＬ） Ｃ：提取温度（℃）
１ ７．５ １∶２０ ４０
２ ８．０ １∶３０ ４５
３ ８．５ １∶４０ ５０

１．５　蛋白酸沉ｐＨ值的确定
在最佳碱提条件下，加入盐酸依次调节核桃蛋白溶液的

ｐＨ值为３．５、４．０、４．５，接着测定核桃蛋白质的含量，并计算
其沉淀率和得率，确定最佳酸沉ｐＨ值。

２　结果与分析

２．１　碱液ｐＨ值对核桃蛋白提取率的影响
在固定料液比１ｇ∶２０ｍＬ、提取温度４５℃条件下，调节

不同的ｐＨ值。
　　从图２可以看出，在７．０＜ｐＨ值＜８．０的碱性范围内，蛋
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白质提取率随着 ｐＨ值的增大而增大，当 ｐＨ值 ＝８．０时，核
桃蛋白的提取率最大，随后开始减小。原因是当 ｐＨ值 ＞８．０
时，蛋白质变性越来越严重，且赖氨酸的损失增大。

２．２　提取温度对核桃蛋白提取率的影响
固定１ｇ∶２０ｍＬ的料液比、ｐＨ值为８．０，改变不同温度。

从图３可以看出，在提取温度低于５０℃时，蛋白提取率随着
温度的升高而增大，当温度为５０℃时，蛋白的提取率最大。
５０℃之后核桃蛋白提取率反而开始减小，是因为温度越高蛋
白质变性越严重，还有可能是蛋白质与杂质黏合所致。

２．３　料液比对核桃蛋白提取率的影响
固定提取温度为５０℃、碱液ｐＨ值为８．０，改变不同的料

液比。从图４可以看出，当料液比＜１ｇ∶３０ｍＬ时，核桃蛋白
的提取率会随着料液比的增加而增大，且变化幅度较大。当

料液比为１ｇ∶３０ｍＬ时，核桃蛋白的提取率最大。料液比 ＞
１ｇ∶３０ｍＬ时，提取率反而减小，但变化幅度不大。考虑到
加水量增加会导致蛋白分离时间大幅加长，同时必然会增加

设备负荷，这就需要投入更多的设备，所以选择料液比为

１ｇ∶３０ｍＬ较为合适。
２．４　正交试验

以单因素试验所得数据为依据，对核桃蛋白提取条件进

行正交试验。从表２可以看出，核桃蛋白提取率的影响程度
依次为 Ａ＞Ｃ＞Ｂ，最佳水平组合为Ａ２Ｂ２Ｃ３。核桃蛋白的最佳
提取工艺参数为：碱提 ｐＨ值为８．０、提取温度为５０℃、料液
比为 １ｇ∶３０ｍＬ，提取率最高可达１２．１５％。
２．５　核桃蛋白酸沉最佳条件的确定

分别调节ｐＨ值为３．５、４．０、４．５，测定蛋白质的含量，计
算沉淀率和得率，得到的酸沉试验结果见表３。

表２　核桃蛋白提取正交试验结果

试验号 Ａ：ｐＨ值 Ｂ：料液比 Ｃ：提取温度 蛋白质提取率

（％）

１ １ １ １ ９．５４
２ １ ２ ２ １０．０２
３ １ ３ ３ １０．７８
４ ２ １ ２ １１．４３
５ ２ ２ ３ １２．１５
６ ２ ３ １ １１．２８
７ ３ １ ３ １０．９１
８ ３ ２ １ １０．５２
９ ３ ３ ２ １０．１２
Ｋ１ ３０．３４ ３１．８８ ３１．３４
Ｋ２ ３４．８６ ３２．６９ ３１．５７
Ｋ３ ３１．５５ ３２．１８ ３３．８４
ｋ１ １０．１１ １０．６３ １０．４５
ｋ２ １１．６２ １０．９０ １０．５２
ｋ３ １０．５２ １０．７３ １１．２８
Ｒ １．５１ ０．２７ ０．８３

因素主次 Ａ＞Ｃ＞Ｂ
最优方案 Ａ２Ｂ２Ｃ３

　　从表３可以看出，ｐＨ值为４．０时，核桃蛋白的质量占比
为１４．３６％，沉淀率为９７．２０％，得率为１．７４％，此时酸沉的效
果最好。

表３　酸沉试验结果

试验号 ｐＨ值 核桃粉

质量（ｇ）
核桃蛋白

粉质量（ｇ）
蛋白质含量

（％）
沉淀率

（％）
得率

（％）

１ ３．５ １０ １．０６ １３．５７ ９５．３７ １．４４
２ ４．０ １０ １．２１ １４．３６ ９７．２０ １．７４
３ ４．５ １０ １．１４ １３．７１ ９６．８３ １．５６

３　结论

通过单因素试验和正交试验研究结果，核桃蛋白质的最

佳提取工艺参数为料液比１ｇ∶３０ｍＬ，提取温度５０℃，碱提
和酸沉的ｐＨ值分别为８．０、４．０，在该工艺条件下，核桃蛋白
的提取率可达１２．１５％。采用碱提酸沉法提取核桃蛋白，不
仅提高了蛋白的提取率，还降低了蛋白质的变性比率，保证了

蛋白质的天然结构和色泽。若进行核桃蛋白的深加工，比如

蛋白饮料、多肽口服液，则核桃的附加值会大幅提高。所以应

加大其深加工产品的开发力度，推广高纯度核桃蛋白产品在

医药、食品工业上的应用。
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　　摘要：通过菌酶联合法发酵制备牦牛血低聚肽（分子量＜１ｋｕ），研究其氨基酸组成、热稳定性、酸碱稳定性、金属
离子稳定性、冻融稳定性及对食品辅料的稳定性；同时，运用等辐射分析法评价３种食源性低聚肽按不同比例组合后
组合肽的抗氧相互作用。结果表明，牦牛血低聚肽具有良好的热稳定性，１００℃水浴热处理５ｈ后的·ＯＨ清除活性
仍有８４．３２％。牦牛血低聚肽在ｐＨ值为６～１０，即高ｐＨ值下·ＯＨ清除活性几乎没有受到影响，而低ｐＨ值条件下的
·ＯＨ清除能力较差。Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋对牦牛血低聚肽的·ＯＨ清除活性影响较大，当二者浓度达到 ５００ｍｇ／Ｌ时，其·ＯＨ
清除活性保持率仅为４９．３５％、４６．１５％；Ｋ＋、Ｍｇ２＋对其·ＯＨ清除活性影响较小。牦牛血低聚肽对·ＯＨ清除活性保
持率随冻融次数增多而降低。食品辅料ＮａＣｌ对其·ＯＨ自由基清除活性有增效作用，特别是ＮａＣｌ添加量为０．５％～
１．５％时，而当ＮａＣｌ添加量为１．５％～２．５％时，增效作用不明显；葡萄糖浓度为８％ ～１０％时，对其·ＯＨ清除活性有
明显抑制作用；柠檬酸对其·ＯＨ清除活性有明显抑制作用，但柠檬酸浓度变化对其·ＯＨ清除活性影响不大。牦牛
血低聚肽的体外抗氧化活性优于商品化的大豆低聚肽以及鱼胶原低聚肽，将３种食源性低聚肽按比例组合后，在
ＤＰＰＨ模型和脂质过氧化抑制能力模型中，大部分组合低聚肽表现出较强的协同作用，组合低聚肽中的牦牛血低聚肽
比例超过５０％时表现出拮抗作用；在ＡＢＴＳ模型中组合低聚肽中的牦牛血低聚肽比例越高协同作用越低。
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　　在日本、欧美等发达国家，动物屠宰血液（特别是猪血）
用于开发生物肽类药物、功能性食品与食品添加剂等的利用

率已达到６０％以上［１］，而我国对动物屠宰血液的利用率却非

常低。牦牛是我国青藏高原的特殊家畜，牦牛血中蛋白质含

量明显高于其他畜禽类血液［２］。因此，利用牦牛血制备抗氧

化低聚肽既能满足人们对抗氧化剂安全性的要求［３］，又能解

决牦牛血随意排放对环境造成污染的问题，提高牦牛血的附

加值。笔者所在试验组以体外抗氧化指标作为评价体系，采

用枯草芽孢杆菌（ＳＩＣＣ１．１９７）联合碱性蛋白酶发酵，并采用
超滤分级已制备出分子量＜１ｋｕ的牦牛血抗氧化低聚肽［１］。

然而，关于牦牛血抗氧化低聚肽物理化学稳定性的报道较少。

王雪芹发现，鲐鱼多肽在１００℃条件下能保持一定的抗氧化
活性，冻融次数和紫外线照射对多肽的１，１－二苯基－２－三
硝基苯肼自由基（ＤＰＰＨ·）和羟基自由基（·ＯＨ）清除能力
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