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摘 要:为充分利用提取韭菜籽油后的副产品韭籽粕，本文采用响应面分析法( ＲSM) 优化黑曲霉液态发酵韭籽粕中韭
籽多肽提取工艺，并测定了最优提取条件下韭籽多肽的抗氧化活性。结果表明: 影响韭籽多肽提取工艺的因素主次顺
序为发酵时间 ＞韭籽粕浓度 ＞初始 pH，韭籽多肽提取的最佳工艺条件: 韭籽粕浓度 9.4%，初始 pH3.0，发酵时间 3 d，
在此条件下，每毫升发酵液中韭籽多肽含量可达 573.55 μg /mL。在最佳工艺条件下，测定黑曲霉液态发酵制备得到的
韭籽多肽对 DPPH·的清除能力以及总还原力，结果表明采用黑曲霉液态发酵制备得到的韭籽多肽具有抗氧化活性，随
着韭籽多肽浓度的提高，抗氧化活性增强。
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Abstract: The optimum extraction conditions of bioactive peptides from Chinese leek seed meal by using Aspergillus niger liquid
fermentation were investigated using the response surface method ( ＲSM) and the antioxidant activity of extract was obtained
under optimum extraction conditions in order to make full use of the by － product of Chinese leek seed meal. The results
indicated that the effect order of the three factors on the peptide extraction from Chinese leek seed meal was fermentation time
＞ substrate concentration ＞ initial pH，and the optimum extraction conditions were substrate concentration 9.4%，initial pH3.0，
fermentation time 3 d.Under the optimal conditions，the extraction rate of peptide from Chinese leek seed meal was 573.55 μg /mL.
Antioxidant activity of the leek polypeptide from Chinese leek seed meal，including the DPPH· and reducing power measure.
The results showed that the leek polypeptide possessed antioxidant properties in vitro.And with the concentration of polypeptides
increasing，its antioxidant activity gradually becomes stronger.
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韭菜籽，是葱属科植物韭菜的成熟干燥种子，是

我国传统的中药材，最早记载于《名医别录》。韭菜
籽的药用价值和营养价值都极高，2002 年我国卫生
部将其列为药食两用植物天然产物［1］。近年来国内
外对于药食两用的韭菜籽研究主要集中在韭菜籽油

的提取和成分分析等方面，而对韭菜籽油提取后的

副产品———韭籽粕的进一步开发利用及研究等方面
在国内外都鲜有报道［2－5］。韭籽中含有丰富的蛋白

质和膳食纤维等成分，并且我国韭菜种质资源丰富，

有必要对韭籽及其副产物韭菜籽粕进行进一步的开

发利用。
近几年随着生命科学技术的飞速发展，人们在

研究生物小分子的同时更加关注生物活性多肽物质

的研究。科学家们已研究发现了具有抗氧化、降血
脂和降血压等的功能性多肽，这就使得多肽类物质

研究更为热门［6－8］。目前根据掌握的大量文献，除孙
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婕［9］、洪晶等［10］曾对韭菜籽蛋白的提取及抗氧化活
性进行研究和陈涛涛［11］等人对韭菜籽中活性肽的抗

菌和抗氧化研究以外，鲜有关于韭菜籽蛋白质、韭菜
籽多肽的研究报道。响应面分析法 ( Ｒesponse
Surface Metod，ＲSM) 是一种非常有效的常用统计学
分析方法，通过实验数据可以建立数学模型来实现

受多因素影响的最优组合条件的筛选; 中心组合设

计在食品工业中的应用较为广泛［12］。本实验以韭籽
多肽得率为考察指标，采用响应面分析法研究黑曲

霉液态发酵制备韭籽活性多肽得率的影响因素，利

用 Design－Expert 软件中心组合设计，对三个主要工
艺参数———韭籽粕浓度、初始 pH、接种量进行优化
设计实验，以获取最佳发酵条件，为今后在工业中充

分利用发酵法提取韭菜籽中生物活性物质提供相应

的工艺参数。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
黑曲霉 中国工业微生物菌种保藏管理中心

( 4097) ; 斜面培养基: 察氏培养基［13］。韭籽粕 平顶
山市农业科学院提供; 甘氨酸 天津市光复精细化

工研究所; 茚三酮 天津市科密欧化学试剂有限公

司; 三氯乙酸 天津市致远化学试剂有限公司; 乙酸

钠 天津市光复科技发展有限公司; 乙酸氢氧化钠、
盐酸、( 均为分析纯) 洛阳市化学试剂厂; 甘氨酸、
DPPH· 上海索莱宝生物科技有限公司。
电子天平、pH计 梅特勒－托利多( 上海) 有限

公司; 高压蒸汽灭菌锅 上海科学有限公司; HZQ－
X100E 恒温震荡摇床 常州普天仪器制造有限公
司; 紫外可见光分光光度计 北京谱析通用仪器有

限责任有限公司; 超净工作台 苏州安泰空气技术

有限公司; HWSZ8 电热恒温水浴锅 上海一恒科技
有限公司; FDC－1044 高速离心机 科大创新股份有
限公司中佳分公司。

1.2 实验方法
1.2.1 实验流程 制备黑曲霉孢子悬液、发酵培养基→培
养基灭菌→菌悬液接种到发酵培养基中→液态发酵→离心取
上清液→酶活测定
1.2.2 制备黑曲霉孢子悬液和发酵培养基 取黑曲
霉斜面一支，用 10 mL生理盐水分两次将菌苔洗下，
充分震荡 10 min后制成孢子悬液。用血球计数板在
显微镜下直接计数［14］。用生理盐水调整孢子悬液浓
度为 107 个 /mL，取 10 mL 孢子悬液加入容量为
150 mL装有 90 mL 的液体培养基的锥形瓶中，于
30 ℃，200 r /min 震荡培养 36 h，待生成均一菌丝球
时即为可用于发酵的种子液［15－16］。发酵培养基: 韭籽
粕溶液 50 mL /瓶( 锥形瓶容量 150 mL) ，121 ℃灭菌
20 min 后冷却至室温，按照一定比例接入种子液，振
荡培养。
1.2.3 甘氨酸标准曲线的制作 参考文献［17－18］的
方法，分别取 0、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 20 μg /mL
的标准甘氨酸溶液于试管中，用蒸馏水补足到 1 mL。
分别加入 0.2 mol /L pH5.8 的乙酸－乙酸钠缓冲液
1 mL; 再加入 0.2%茚三酮显色液 1 mL，充分混合后

盖住试管口，在 100 ℃水浴中加热 15 min，冷却，放置
5 min后，加入 60%乙醇 3 mL，充分摇匀，甘氨酸浓
度为 0 的溶液为对照，在 570 nm 下测定 OD 值。以
甘氨酸的浓度( μg /mL) 为横坐标，OD 值为纵坐标绘
制标准曲线。
1.2.4 发酵液中多肽含量的测定 取适量发酵液
4000 r /min离心 15 min，上清液 3 mL 于 10 mL 离心
管中，加入 3 mL 20% 三氯乙酸，5000 r /min 离心
15 min。离心结束后，取适量上清液，稀释 100 倍，根
据茚三酮法测定发酵液中多肽含量［19－20］。

1.3 单因素实验设计
影响黑曲霉发酵韭籽粕产韭籽多肽的主要因素

有韭籽粕浓度、初始 pH、接种量和发酵时间［21－22］。将
韭籽粕粉碎并过 60 目筛，并将未通过筛孔的渣滓再
次进行粉碎于过筛后的细粉混合作为发酵原料。
1.3.1 考察韭籽粕质量浓度对韭籽多肽含量的影
响 分别按照 3%、5%、7%、9%、11% ( m/v) 的比例
称取韭籽粕，加入 50 mL蒸馏水，pH调至 6.0，121 ℃
灭菌 30 min，冷却至 30 ℃以下，加 10% ( v /v) 的种子
液，混匀后 30 ℃，200 r /min振荡培养 3 d 结束发酵，
测定多肽浓度。
1.3.2 考察初始 pH 对黑曲霉发酵制备韭籽多肽的
影响 按 10% ( m/v) 的比例将韭籽粕加入到锥形瓶
中，均加入 50 mL 蒸馏水，分别将 pH 调为 3、4、5、6、
7，21 ℃条件下灭菌 30 min，冷却至 30 ℃以下，接入
10% ( v /v) 的种子液，混匀后 30 ℃，200 r /min振荡培
养 3 d结束发酵，测定多肽含量。
1.3.3 考察接种量对黑曲霉发酵提取韭籽多肽的影
响 按照 10% ( m/v) 的比例称量预处理后的韭籽粕
于各锥形瓶中，加入蒸馏水 50 mL，pH 均调至 6.0。
121 ℃条件下灭菌 30 min，灭菌结束后冷却至 30 ℃
以下，然后按照 6%、8%、10%、12%、14% ( v /v) 比例
分别加种子液，混匀后 30 ℃，200 r /min振荡培养 3 d
结束发酵，测定多肽含量。
1.3.4 考察发酵时间对黑曲霉发酵提取韭籽多肽的
影响 按照 10% ( m/v) 的比例称量预处理后的韭籽
粕于各个锥形瓶中，均加入蒸馏水 50 mL，pH均调至
6.0。121 ℃条件下灭菌 30 min，冷却至 30 ℃以下，然
后按照 10% ( v /v ) 比例加种子液，混匀后 30 ℃，
200 r /min分别振荡培养 2、3、4、5、6 d 结束发酵，测
定多肽含量。

1.4 响应面实验设计
根据单因素实验的结果，根据中心组合设计，采

用软件 Design－Expert 建立三因素三水平实验，确定
微生物发酵韭籽粕提取韭籽多肽工艺。以韭籽多肽
含量为考察指标，韭籽粕浓度( A) 、初始 pH( B) 和发
酵时间( C) 为自变量，因素水平编码见表 1。

1.5 发酵液中多肽的提取
参考陈涛涛的提取方法［11］。

1.6 抗氧化效果测定
1.6.1 对 DPPH·清除效果测定 参考孙婕等人的
方法［9］。
1.6.2 总还原力测定 取 0.2 mol /L pH6.6 的磷酸缓
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表 1 响应面分析法的因素与水平表
Table 1 Factors and levels of response surface methodology

水平

因素

A韭籽粕浓度
( % )

B初始
pH

C发酵时间
( d)

－ 1 7 2 2
0 9 3 3
1 11 4 4

冲液和质量分数为 1% ( m/V ) 的铁氰化钾溶液各
2.5 mL，加入不同浓度的韭籽多肽溶液 1 mL( 用 1.5
中提取得到的多肽粉末配制不同浓度的多肽溶液) ，

混匀后 50 ℃水浴 20 min，冷却后加入 2.5 mL 10%三
氯乙酸溶液，混匀，3000 r /min条件下离心 10 min，取
离心后的上清液 2.5 mL，再加入 2.5 mL 双蒸水和
2.5 mL 0.1%的氯化铁，混匀，室温下静置 10 min，在
700 nm处测定吸光度［23］。
1.7 数据统计分析
本实验数据统计及作图均采用 Execl 2003 软件，

所有实验重复 5 次。

2 结果与分析
2.1 甘氨酸标准曲线
根据结果绘制标准曲线，如图 1 所示。

图 1 甘氨酸标准曲线
Fig.1 Standard curve of Glycine

通过茚三酮显色反应实验，确定甘氨酸浓度和

吸光值之间的线性关系，即: Y = 0.0687X－ 0.0425，
Ｒ2 = 0.993。

2.2 单因素对发酵液中韭籽多肽含量的影响
2.2.1 韭籽粕浓度对黑曲霉发酵法制备韭籽多肽的
影响 实验结果如图 2 所示。韭籽粕浓度对测定结
果有较大影响，韭籽粕浓度从 3%升到 9%的过程中，
多肽含量随之提高，增加趋势十分明显。但当浓度
提高到 11%时，多肽含量下降，分析其原因可能为浓
度过大，发酵培养基粘度增高，基质水分含量减少，

溶氧不足，不利于微生物的生长代谢以及微生物代

谢产生的酶对蛋白质的水解作用［24］。因此，将发酵
过程中的底物浓度即韭籽粕浓度定为 9%。
2.2.2 初始 pH 对黑曲霉发酵制备韭籽多肽的影
响 结果如图 3 所示。菌株所产蛋白酶对韭籽粕中
蛋白的酶解效果与发酵初始 pH 有密切关系，同时，
pH也会影响菌株的产酶量，进而影响多肽含量。从
图 3 中可以看出，随着 pH 的增大，多肽含量迅速降

图 2 韭籽粕质量浓度对韭籽多肽含量的影响
Fig.2 Effect of concentration of

leek seed meal on Polypeptide content

低，其原因是所选发酵菌种为 40970 号黑曲霉，其主
要产酸性蛋白酶，而酸性蛋白酶酶解时环境最适 pH
为 2.5～3.5。当 pH 环境偏大或者偏小时，都不利于
菌种的生长［25］。因此，在 pH为 3 的条件下发酵效果
较好。

图 3 初始 pH对韭籽多肽含量的影响
Fig.3 Effect of initial pH on polypeptide content

2.2.3 接种量对黑曲霉发酵提取韭籽多肽的影响
结果如图 4 所示。接种量在 6% ～10%之间时，韭籽
多肽含量先增后降，但是升高和下降的趋势均不明

显。说明接种量在 6% ～10%之间时对发酵产多肽影
响较小，但是随着接种量的增高，菌株大量消耗发酵

培养基的水分，阻碍酶水解蛋白的过程，使得韭籽多

肽含量显著下降［26］。因此根据测定结果，确定发酵
接种量为 8%。

图 4 接种量对韭籽多肽含量的影响
Fig.4 Effect of inoculation concentration on polypeptide content

2.2.4 发酵时间对黑曲霉发酵提取韭籽多肽的影
响 结果如图 5 所示。发酵时间对微生物法提取多
肽有较大的影响，发酵时间在 2～3 d 时，多肽含量显
著增加，说明该时间段菌株大量产生次级代谢产
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物—酸性蛋白酶，蛋白酶作用于蛋白产生多肽。发
酵进行 3 d后，发酵液中营养基本大部分被消耗，菌
株进入衰亡期，所产酶量减少［27］，韭籽多肽含量随之

下降。因此将 3 d作为最佳发酵时间。

表 3 回归方程的方差分析
Table 3 Analysis of the established regression mode

方差来源 自由度 总偏差平方和 平均偏差平方和 F值 Pr ＞ F值 显著性

A 1 23729.31 23729.31 24.75 0.0042 ＊＊
B 1 5056.66 5056.661 5.27 0.0701
C 1 1.209E + 005 1.209E + 005 126.12 ＜ 0.0001 ＊＊
AB 1 19525.87 19525.87 20.36 0.0063 ＊＊
AC 1 8507.30 8507.30 8.87 0.0308 *
BC 1 4637.61 4637.61 4.84 0.0792
A2 1 37365.01 37365.01 38.97 0.0015 ＊＊
B2 1 59557.14 59557.14 62.12 0.0005 ＊＊
C2 1 59510.25 59510.25 62.07 0.0005 ＊＊
模型 9 3.183E + 005 35369.34 36.89 0.0005 ＊＊
误差项 5 4794.02 958.80
失拟项 3 4358.08 1452.69 6.66 0.1333 不显著

纯差项 2 435.94 217.97
所有项 14 3.231E + 005

S = 30.96 Ｒ2 = 98.52% Ｒ2
Adj = 95.85%

注: p ＜ 0.001，代表极显著“＊＊＊”; p ＜ 0.01，代表较显著“＊＊”; p ＜ 0.05，代表显著“* ”; p ＞ 0.05，代表不显著。

图 5 发酵时间对韭籽多肽含量的影响
Fig.5 Effect of fermentation time on polypeptide content

2.3 响应面法优化结果和分析
综合单因素实验结果，选取韭籽粕浓度、初始

pH和发酵时间为考察因素，根据响应面分析法中心
组合设计原理进行响应面实验，响应面实验设计及

结果见表 2。实验点共 15 个。可分为两类: 一是 12
个析因点; 二是区域的中心点－零点，零点实验重复 3
次，以估计误差。
运用 Design－Expert 分析软件进行数据处理，对

实验数据进行多元回归拟合，得到韭籽粕浓度、初始
pH、发酵时间的二元多次回归模型: Ｒ1 = + 593.68 +
54.46A + 25.14B + 122.94C + 69.87AB + 46.12AC +
34.05BC－100.60A2 －127.00B2 －126.95C2

对回归方程进行方差分析，结果见表 3。回归模
型 p值( p = 0.0005) 小于 0.01，表明所得模型较显著。
模型的相关系数 Ｒ2 达 98.52%以上，失拟项 p 值为
0.1333大于 0.05，失拟不显著，说明该方程对实验拟
合度较好，可靠性较高，可用此模型来分析和预测黑

表 2 Box－Behnken 设计方案及响应值结果
Table 2 Experiment design and results of

response surface methodology

实验号

因素

A韭籽粕
浓度
( % )

B初始
pH

C发酵
时间
( d)

Ｒ1 多肽
含量
( μg /mL)

1 － 1 0 1 268.56
2 0 － 1 1 198.69
3 0 1 1 339.88
4 1 0 － 1 412.66
5 0 1 － 1 566.13
6 0 － 1 － 1 194.32
7 － 1 1 0 507.71
8 1 － 1 0 258.37
9 － 1 0 － 1 252.55
10 － 1 － 1 0 371.47
11 1 0 1 553.23
12 1 1 0 364.19
13 0 0 0 576.97
14 0 0 0 599.13
15 0 0 0 604.95

曲霉发酵法制备韭籽多肽的效果。从表 3 回归模型
系数的显著性检验结果中可以看出，模型一次项 A、
C的 p值小于 0.01，说明韭籽粕浓度和发酵时间对韭
籽多肽含量的影响极显著，B 的 p 值大于 0.05，说明
初始 pH对韭籽多肽含量的影响不显著; 交互项 AB
的 p 值小于 0.01 对韭籽多肽含量影响极显著; 交互
项 BC的 p值大于 0.05 对韭籽多肽含量影响不显著;
交互项 AC的 p值小于 0.05 对韭籽多肽含量影响显
著; 同时二次项 A2、B2、C2 的 p 值都小于 0.01 具有极
高的显著性。由此可知，各影响因素对于多肽含量
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的影响不是简单的线性关系，曲面效应显著。各因
素影响提取韭籽多肽含量的程度由大到小为: 发酵

时间 ＞韭籽浓度 ＞初始 pH。
2.3.1 各因素对黑曲霉发酵韭籽粕制备得到韭籽多
肽的影响分析 用各因素的 F 值可评价该因素对实
验指标的影响，F 值越大，表明该因素的影响越显
著［28］。响应面曲面的坡度可反映该因素对黑曲霉发
酵韭籽粕制备得到韭籽多肽含量影响的强弱程

度［29］。响应曲面相对平缓，说明其可容忍处理条件
的影响。等高线图的形状表明变量间的交互作用是
否显著，椭圆等高线表明变量间的交互作用显著，圆

形等高线表明交互作用不显著［30］。由图 6～图 8 可以
看出，各因素对韭籽多肽含量均有不同程度影响，韭

籽多肽含量在实验区内可达到极值。此外，由等高
线可知，发酵时间等高线变化趋势较韭籽粕浓度和

初始 pH陡峭。由此可推测发酵时间对所得多肽含
量影响大于韭籽粕浓度和初始 pH。由图 7 可看出，
在韭籽粕浓度和初始 pH交互作用等高线中，等高线
沿韭籽粕浓度轴变化的趋势明显高于初始 pH 轴，说
明韭籽粕浓度对黑曲霉发酵韭籽粕制备得到韭籽多

肽含量影响较初始 pH大。综上所述，各因素对韭菜
籽蛋白提取率的影响主次顺序为发酵时间 ＞韭籽粕
浓度 ＞初始 pH。

图 6 韭籽粕浓度和发酵时间对黑曲霉发酵韭籽粕
制备得到韭籽多肽影响的响应面和等高线

Fig.6 Ｒesponsive surfaces and contour plot of
the effect of concentration of Chinese leek seed meal

and fermentation time on the concentration of leek polypeptide
2.3.2 最佳提取条件及验证 由 Design－Expert 软件
分析三个因素最优实验点为: 浓度 9.40%，初始
pH3.06，发酵时间 3.04 d，在此点的韭籽多肽含量是
593.34 μg /mL。按照实验操作的可行性，将最佳条件
调整为韭籽粕浓度 9.4%，初始 pH3.0，发酵时间
3.0 d，根据优化得到的参数进行验证实验，验证实验
重复 3 次，发酵结果的平均韭籽多肽含量是

图 7 韭籽粕浓度和初始 pH对黑曲霉发酵韭籽粕
制备得到韭籽多肽影响的响应面和等高线

Fig.7 Ｒesponsive surfaces and contour plot of
the effect of concentration of Chinese leek seed meal
and initial pH on the concentration of leek polypeptide

图 8 初始 pH和发酵时间对黑曲霉发酵韭籽粕
制备得到韭籽多肽影响的响应面和等高线

Fig.8 Ｒesponsive surfaces and contour plot of
the effect of concentration of initial pH and fermentation

time on the concentration of leek polypeptide

573.55 μg /mL，与理论值相差 3.45% ( 相对误差 ＜
5% ) ，说明该方程与实际情况拟合很好，通过响应面
法优化得到的模型回归方程及最佳条件可靠。
2.4 抗氧化性能检测
2.4.1 韭籽多肽和 BHT 对 DPPH·的清除效果 由
图9看出，以 BHT为对照，随着韭籽多肽浓度的提高，
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清除能力逐渐增强，当浓度为 2.0 mg /mL 时，清除率
达 66.3%。

图 9 韭籽多肽和 BHT清除 DPPH·的能力
Fig.9 The scavenging of DPPH free radicals

by leek polypeptide and BHT

2.4.2 韭籽多肽和 BHT的总还原力 抗氧化剂通过
自身的还原作用给出电子而清除自由基，还原力越

强，抗氧化性越强。因此，可通过测定还原力来说明
其抗氧化活性的大小［31］。由图 10 可知，随着韭菜籽
浓度提高( 0.1～2.0 mg /mL) ，还原力逐渐增强。

图 10 韭籽多肽和 BHT的总还原力
Fig.10 The total reducing power of

leek polypeptide and BHT

3 结论
根据单因素的实验结果，通过 Box－Behnken 中

心组合实验设计及响应面分析，得到具有较好拟合

度的回归方程模型，该模型具有统计学意义，从而确

定优化条件。通过验证实验，优化后实际响应值与
预测的最大响应值间拟合程度良好，表明中心组合

设计和响应面分析在提取条件优化方面的应用具有

实际指导作用。最终的优化条件为: 韭菜籽粕浓度
为 9.4%，初始 pH为 3.0，发酵时间为 3.0 d，在此条件
下韭籽多肽含量是 573.55 μg /mL。
对在最佳黑曲霉发酵工艺条件下制备得到韭籽

多肽对 DPPH·的清除能力以及总还原力进行测定，
结果表明韭籽多肽具有抗氧化活性。
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第 4 h吸附平衡，蛋白在第 6 h 吸附平衡，多酚在第
5 h吸附平衡。绘制泄漏曲线，得到蛋白的穿透点和
吸附饱和点，多糖进行回收浓缩得到纯化倍数 2.34，
多糖回收率 85%。数次实验结果均较稳定，粗多糖
干粉初始多糖含量由 40.3% ～57.6%，纯化后含量由
94.6%～120.0%，纯化倍数 2.10～2.34，纯化效果均较
好，说明 ADS－7 大孔树脂纯化枇杷多糖效果较好，初
步纯化工艺可以为工业化生产提供实验基础。
采用大孔树脂吸附法纯化枇杷多糖，进行杂蛋

白和多酚的脱除，是一种较为可行的方法。黄酮等
多数物质用大孔树脂吸附法分离纯化时，通常的方

法是: 用适宜的大孔树脂将目标物吸附，同时部分杂

质一并吸附，再采用适宜的洗脱剂将目的物与杂质

分别洗脱，收集目的物达到纯化的效果; 而本研究中

多糖的纯化主要是通过将杂质吸附而达到将多糖纯

化的效果，粗多糖通过大孔树脂吸附法纯化。相关
研究［24－25］认为这两种方法都是可行的，具体应根据实

际情况选用适宜树脂采用适宜工艺进行纯化。
同时抗氧化活性实验显示，枇杷叶多糖具有一

定的抗氧化能力，经过大孔树脂纯化后活性有自由

基清除能力有所提高。说明在枇杷叶提取物中除三
萜酸、黄酮等活性物质外，多糖也具有一定的潜在的
利用价值。
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