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杜仲籽粕水解肽的制备及其抗氧化活性分析
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3.食品生产与安全河南省协同创新中心，河南郑州 450001）

摘　要：以碱提酸沉得到的杜仲籽粕蛋白为原料，以水解度和总抗氧化能力（T-AOC）为指标，在单因素实验的基

础上，以酶添加量、酶解时间和底物浓度为考察因素，采用 Box-Behnken 法进行三因素三水平响应面试验优化设

计得出杜仲籽粕水解肽的制备最佳工艺参数，并对得到的杜仲籽粕水解肽进行体外抗氧化测定。结果表明，中性

蛋白酶为最优蛋白酶，最佳酶解条件为酶添加量 10000 U/g，酶解时间 1.50 h，底物浓度 20 g/L，在该条件下的水

解度为 47.45%±1.50%，T-AOC 为 30.62±0.59 μmol/g；最佳工艺下得到的杜仲籽粕水解肽，对 DPPH 自由基、超氧

阴离子自由基以及 ABTS 自由基清除率的 IC50 值分别为 0.731、4.258、0.407 mg/mL，表现出良好的抗氧化性，为

杜仲籽粕高值化利用及抗氧化肽功能产品开发提供理论依据。
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Abstract：Eucommia ulmoides seed meal  protein  prepared by alkali  extraction and acid  precipitation was  utilized as  raw
material. On the basis of single factor experiment, the total evaluation value of the hydrolysis degree and total antioxidant
capacity  (T-AOC)  as  response  value  was  used  to  optimize  the  addition  of  enzyme,  hydrolysis  time  and  substrate
concentration.  And  the  Box-Behnken  method  was  used  for  three  factors  and  three  levels  response  surface  test  design  to
determine  the  best  enzymatic  preparation  process  of  hydrolyzed  peptides  from Eucommia  ulmoides seed  meal.  The
antioxidant activity of the obtained hydrolyzed peptides was determined in vitro.  The results showed that neutral protease
was the best protease, and the best enzymatic hydrolysis condition were enzyme was 10000 U/g, hydrolysis time 1.50 h and
substrate concentration 20 g/L. Under these conditions, the degree of hydrolysis and T-AOC of hydrolyzed peptides were
47.45%±1.50% and 30.62±0.59 μmol/g, separately; the IC50 for DPPH free radical, superoxide anion radical and ABTS free
radical  scavenging  rates  were  0.731,  4.258  and  0.407  mg/mL,  respectively.  The Eucommia  ulmoides seed  meal  peptides
prepared under these conditions had great antioxidant capacity and provided a theoretical basis for the high-value utilization
of Eucommia ulmoides seed meal and the development of antioxidant peptide functional products.
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杜仲（Eucommia ulmoides Oliv）是我国特有的名

贵滋补药材和珍稀树种[1−3]，主要分布在陕西、甘肃、

四川、河南等秦岭以南地区[4]。杜仲籽油作为新资源

食品，含有多种功能性的营养成分[5]，但其在生产时，

大量籽粕遭到丢弃，不仅对环境造成污染，而且导致

大量营养素和功能因子的流失。杜仲籽粕的蛋白含

量高达 35.98%，含有 18 种氨基酸，人体必需氨基酸

含量占总氨基酸的 32.3%，是一种新型的植物蛋白来

源，但其高回收价值尚未得到重视[6−8]。

目前，绿豆多肽[9]、大豆多肽[10]、鹰嘴豆多肽[11]

等植物源多肽因其具有较好的抗氧化性而备受关注，

并且已有较多新型的抗氧化肽，如红花籽抗氧化肽[12]、

菠萝蜜种子蛋白肽[13]、木薯叶片多肽[14] 等被开发出

来。黄群等[15] 通过酶解制备的杜仲籽粕抗氧化肽对

超氧阴离子自由基清除率最高可达 56.6%；葛珍珍

等[16] 前期发现，杜仲籽粕蛋白经消化酶体外消化的

产物对 DPPH·、ABTS+·和·OH 的清除率分别可达

63.34%、58.16%、71.11%。因此，通过不同方法制备

得到的杜仲籽粕水解肽的抗氧化能力有所不同，但是

否能以不同的评判指标得到抗氧化性更强的水解肽

还有待进一步探究。

综上，本文以杜仲籽粕为原料，通过响应面试验

优化酶解制备杜仲籽粕水解肽的工艺条件，在此工艺

基础上选取 DPPH、超氧阴离子以及 ABTS 三种自

由基的清除率对杜仲籽粕水解肽的体外抗氧化性进

行研究，旨在为提高杜仲籽粕附加价值，杜仲籽粕蛋

白的功能性开发及其水解肽在功能性产品中的应用

提供理论基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

杜仲籽粕　中国农业科学院郑州果树研究所；

酸性蛋白酶（50 U/mg）、中性蛋白酶（100 U/mg）、碱

性蛋白酶（200 U/mg）、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼

（DPPH）、总抗氧化能力（T-AOC）检测试剂盒　上海

源叶生物科技有限公司；2,2’-联氮双（3-乙基苯并噻

唑啉-6-磺酸）二铵盐（ABTS）　Sigma 公司；其余试

剂均为分析纯。

PHS-3C 型 pH 计　上海仪电科学仪器股份有

限公司；HC-3618R 型高速冷冻离心机　安徽中科中

佳科学仪器有限公司；SPARK 多模式酶标仪　奥地

利 Tecan 有限公司；RE-52AA 型旋转蒸发器　上海

亚荣生化仪器厂；SHB-3 型循环水多用真空泵　郑

州杜普仪器厂。 

1.2　实验方法 

1.2.1   杜仲籽粕蛋白提取　按照葛珍珍等[16] 的方法

提取蛋白。称取杜仲籽粕 20 g，按料液比 1:15（杜仲

籽粕质量（g）与水体积（mL）的比例）混合均匀，用

1 mol/L NaOH 溶液调 pH 至 10，在 40 ℃ 的水浴锅

中浸提 1.5 h，9000 r/min 离心 15 min，得上清用 1 mol/L
HCl 溶液调 pH 至 4.2，静置 30  min，9000  r/min 离

心 15 min 后，将沉淀用少量的蒸馏水复溶，调其

pH 至中性，冷冻干燥得到杜仲籽粕蛋白粉（纯度为

70.03%）。 

1.2.2   蛋白酶的筛选　选择酸性蛋白酶、中性蛋白

酶和碱性蛋白酶分别对杜仲籽粕蛋白进行初步水

解[17−18]。水解条件为酶添加量 6000 U/g、底物质量

浓度 30 g/L，在不同蛋白酶的最适酶解温度和 pH 条

件下（表 1），水解 3 h，以总抗氧化能力和水解度为评

价指标，综合筛选出具有抗氧化且水解度相对较高的

蛋白酶，进行下一步实验。
  

表 1    不同蛋白酶酶解试验条件
Table 1    Test conditions for enzymatic hydrolysis of

different proteases

蛋白酶
最适温度

（℃） pH
底物质量浓度

（g/L）
酶添加量
（U/g）

酶解时间
（h）

酸性蛋白酶 40 3.5 30 6000 3
中性蛋白酶 45 7.5 30 6000 3
碱性蛋白酶 40 10.5 30 6000 3
  

1.2.3   酶解单因素实验　选取中性蛋白酶为最适水

解酶，在该酶的最适温度（45 ℃）和 pH（7.5）下，设定

其单因素水解的基本条件为：酶添加量为 6000 U/g，
酶解时间为 2.5 h，底物浓度为 40 g/L。改变其中一

个条件，固定其他条件并分别考察酶添加量、酶解时

间及底物浓度对总抗氧化能力和水解度的影响。各

个因素水平梯度分别为：酶添加量 2000、4000、
6000、8000、10000 U/g；酶解时间 1.5、2、2.5、3、3.5 h；
底物浓度 10、20、30、40、50 g/L。酶解结束后，沸水

浴灭酶 10 min，然后离心、取上清液，测定其总抗氧

化能力和水解度，通过比较确定各因素酶解工艺最适

的条件。 

1.2.4   响应面试验设计　在单因素实验上，根据 Box-
Behnken 试验设计原理，以总抗氧化能力和水解度的

总评归一值（OD）为响应值，选取酶添加量、酶解时

间、底物浓度作为响应因子，利用 Design Expert 软
件进行三因素三水平的 Box-Behnken 试验设计，试

验因素及水平见表 2。
  

表 2    Box-Behnken 试验因素水平表
Table 2    Factors and levels of Box-Behnken design

因素
水平

−1 0 1

A酶添加量（U/g） 6000 8000 10000
B酶解时间（h） 1.5 2 2.5

C底物浓度（g/L） 20 30 40
  

1.2.5   总抗氧化能力（T-AOC）测定　用 T-AOC 检

测试剂盒进行测定。将 ABTS 溶液和氧化剂等体积

混合配制成 ABTS 工作液。临用前，用蒸馏水将

ABTS 工作液稀释至在 405 nm 处的吸光度为 1.4±
0.05。用蒸馏水将 Trolox 溶液（10 mmol/L）稀释至

0.05、0.15、0.3、0.6、0.9、1、1.2、1.5  mmol/L。取
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200 μL ABTS 工作液再分别加入 5 μL 的酶解液，混

匀，室温放置 6 min，测定 405 nm 下的吸光值，带入

标准曲线方程（y=-1.1833x+1.5175，R2=0.994）算出样

品的总抗氧化能力。 

1.2.6   水解度测定　参考 PENAS 等[19] 的邻苯二甲

醛法，取 400 μL 酶解液与 3 mL 邻苯二甲醛法 OPA
试剂迅速混匀，避光反应 2 min，以未水解样品做空

白对照，测定 340 nm 处的吸光值，按照下式计算水

解度（degree of hydrolysis，DH）。

DH(%) =
1.8114×∆A×d

c
×100

式中：∆A 为水解样品的吸光度与未水解样品的吸

光度的差值；d 为稀释倍数；c 为蛋白质质量浓度，g/L。 

1.2.7   计算总评归一值 OD　以总抗氧化能力和水

解度为指标，采用 Hassan 法[20] 处理归一化，单指标

评价值（d）和总评归一值（OD）按照下列公式进行

换算：

d =
Yi −Ymin

Ymax −Ymin

OD =
d1 +d2

2

式中：d 表示单指标评价值，d1 表示总抗氧化能

力指标评价值，d2 表示水解度指标评价值，Yi 表示指

标中第 i 个值，Ymin 表示指标中最小值，Ymax 表示指

标中最大值。 

1.2.8   杜仲籽粕水解肽的体外抗氧化试验　 

1.2.8.1   DPPH 自由基清除率测定　参考 YANG 等[21]

的方法，并进行一定的调整。将杜仲籽粕水解物配成

质量浓度分别为 0.02、0.04、0.08、0.2、0.4、0.8、2、
4、6、8 mg/mL 的溶液。在试管中依次加入 150 μL
上述浓度的酶解液及 150  μL 的 DPPH 乙醇溶液

（0.6 mmol/L），振荡混匀后，在室温条件下避光静置

30 min，测定 517 nm 处的吸光值。

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A1 为加样品与 DPPH 乙醇溶液时的吸光

度；A2 为加样品与无水乙醇时的吸光度；A0 为无水

乙醇与 DPPH 乙醇溶液时的吸光度。 

1.2.8.2   超氧阴离子自由基清除率测定　参考杨永

涛[22] 的方法，并进行一定的调整。配制质量浓度分

别为 0.2、0.4、0.8、2、4、6、8 mg/mL 的样品溶液。

在试管中加入 4.5  mL  Tris-HCl 缓冲溶液（pH 为

8.2，浓度为 0.05 mol/L），2.5 mL 的蒸馏水，30 ℃ 水

浴 20 min。然后加入 1.5 mL 不同浓度样品溶液，以

及 0.5 mL 的邻苯三酚溶液（25 mmol/L），快速摇匀，

于 30 ℃ 水浴反应 8  min 后，立即滴加 0.1  mL 的

HCl（8 mmol/L）终止反应，测定 320 nm 处的吸光值。

超氧阴离子自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A1 为加样品时的吸光度；A2 为用蒸馏水

代替邻苯三酚溶液时的吸光度；A0 为用蒸馏水代替

样品时的吸光度。 

1.2.8.3   ABTS 自由基清除率的测定　参考 ZILIC
等[23] 的方法，并进行一定的调整。配制质量浓度分

别为 0.02、0.04、0.08、0.2、0.4、0.8、2、4、6、8 mg/mL
的样品溶液。将 ABTS 溶液（7 mmol/L）和过硫酸钾

溶液（2.45 mmol/L）按照 1:1 体积比混合均匀，避光

放置 12 h。取上述混合液，用无水乙醇调其吸光度

在 734 nm 处为 0.70±0.02，即得 ABTS 工作液。取

0.4 mL 样品溶液，加入 ABTS 工作液 4.0 mL，静置

反应 5 min 后，测定 734 nm 处的吸光度。

ABTS自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A1 为加样品时的吸光度；A2 为用蒸馏水

代替 ABTS 工作液时的吸光度；A0 为用蒸馏水代替

样品时的吸光度。 

1.3　数据处理

所有试验均进行 3 组平行实验，数据采用平均

值±标准差的形式表示，采用 SPSS22.0 和 Origin
Expert8.0.6 软件对数据进行分析处理。显著性差异

用单因素方差分析法（one-way ANOVA）进行表示

（P<0.05）。 

2　结果与分析 

2.1　蛋白酶的筛选

由图 1 可知，中性蛋白酶酶解液的总抗氧化能
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图 1    不同蛋白酶对杜仲籽粕蛋白水解肽 T-AOC 和水解度
（A）、OD 值（B）的影响

Fig.1    Effects of different proteases on T-AOC, degree of
hydrolysis (A) and OD value (B) of Eucommia ulmoides

seed meal protein hydrolysate
注：不同小写字母表示同一指标不同处理间的差异显著性，
P<0.05；图 2~图 4 同。
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力最高，其次是酸性蛋白酶、碱性蛋白酶；而碱性蛋

白酶对杜仲籽粕蛋白的水解度最高，其次是中性蛋白

酶、酸性蛋白酶。不同的蛋白酶具有特定的酶切位

点，从而得到不同肽链组成的酶解产物，所以其生物

活性也存在较大差异[24]。本研究中，中性蛋白酶处理

后的 OD 值最大，综合考虑酶解液的水解度和抗氧

化活性，本实验选择中性蛋白酶为最适作用酶。 

2.2　单因素实验结果 

2.2.1   酶添加量的影响　由图 2 可知，在测量范围

内，酶解液的总抗氧化能力呈现先增大后减少的趋

势。当酶添加量为 8000 U/g 时，总抗氧化能力达到

24.03 μmol/g，达到最大值；而当酶添加量为 4000 U/g
时，水解度达到最大值，为 55.7%。这可能是由于随

着酶量的增加，酶和底物达到饱和，其水解度达到最

大值，随着酶量继续增加，过多的酶将抗氧化能力较

低的肽段进一步水解，从而得到抗氧化性较好的多

肽[25]。综合两者得到的 OD 值，与总抗氧化能力呈

现相同的趋势。因此，确定酶添加量为 8000 U/g。
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图 2    酶添加量对杜仲籽粕蛋白水解肽 T-AOC 和水解度
（A）、OD 值（B）的影响

Fig.2    Effect of enzyme addition on T-AOC, hydrolysis degree
(A) and OD value (B) of Eucommia ulmoides seed

meal protein hydrolysate
  

2.2.2   酶解时间的影响　由图 3 可知，在酶解时间

为 1.5~3.5 h 内，酶解液的水解度和总抗氧化能力均

呈现先增大后降低的趋势。当酶解时间为 2 h 时，总

抗氧化能力达到最大值 18.92 μmol/g，继续增加酶解

时间，底物逐渐被转化而导致酶解速率下降，生成的

活性肽被进一步水解，从而导致酶解液的总抗氧化能

力降低[26]。酶解时间为 2.5 h 时，其水解度达到最大

值 52%。综合考虑酶解液的总抗氧化能力和水解度

的大小，确定酶解时间为 2 h。 

2.2.3   底物浓度的影响　由图 4 可知，随着底物浓度

的增加，总抗氧化能力和水解度均先增加后降低，其

中底物浓度 20 g/L 时，总抗氧化能力为 29.3 μmol/g，

达到最大值，水解度为 36.4%。在底物浓度为 30 g/L

时其水解度为 53.4%，相较前者有所增加，之后逐渐

降低。这是因为在底物浓度较低时，随着底物浓度的

增加，酶和底物结合速率也随之增加，当酶和底物达

到饱和后，继续增加底物浓度，会对酶与底物的反应
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起到抑制作用[27−28]。而总抗氧化能力先增加后降低，

这是因为随着水解度的增加使多肽暴露出更多的活

性基团，但过高的水解度会破坏活性肽的结构，从而

使总抗氧化性降低[29]。综合考虑酶解液的总抗氧化

能力和水解度的大小，确定底物浓度为 20 g/L。 

2.3　响应面试验结果 

2.3.1   中心组合试验结果　根据前述实验设计方案，

选择酶添加量（A）、酶解时间（B）、底物浓度（C）三个

因素为考察指标，以总抗氧化能力和水解度的总评归

一值（OD）为响应值，利用 Origin-Expert8.0.6 软件对

响应结果进行多元回归拟合，建立的二次响应面回归

方程如下：OD=0.33+0.10A+0.041B−0.20C−0.10AB−
0.028AC+0.078BC+0.085A2+0.10B2−0.054C2。

从实验结果（表 3）和方差分析（表 4）可以看出，

模型极显著（P=0.0026<0.01），说明模型较为稳定，失

拟项不显著（P=0.1509>0.05），说明方程拟合性良好，

即回归方程模型有显著意义。决定系数 R2 为 0.9312，
即响应值的变化有 93.12% 与所选变量有关系，说明

模型拟合程度良好，能够较准确地预测和分析实际情

况[29]；模型的校正决定系数 R2
Adj 为 0.8427，说明不

确定因素对实验结果的干扰较小，该模型与数据拟合

度良好，即回归方程模型适合杜仲籽粕多肽制备工艺

的分析与预测[30]。模型的一次项 A、C 极显著（P<
0.01），交互项 AB、二次项 B2 差异显著（P<0.05）。
对比各因素的 F 值大小可知，在三个因素中，按照对

结果的影响排序，底物浓度（C）>酶添加量（A）>酶解

时间（B）。 

2.3.2   响应面模型验证　通过对响应面优化工艺结

果拟合分析得出：中性蛋白酶酶解杜仲籽粕蛋白制备

抗氧化肽的最佳工艺条件为酶添加量 9999.98 U/g，
酶解时间 1.50 h，底物浓度 20 g/L，在最佳工艺条件

下，杜仲籽粕抗氧化肽的 OD 值为 0.938。
结合实际情况将上述所得最佳条件修正为：

酶添加量 10000  U/g，酶解时间 1.50  h，底物浓度

20 g/L，在此条件下进 3 组验证试验，测得杜仲籽粕

蛋白酶解液的总抗氧化能力为（30.62±0.59 μmol/g），
水解度为 47.45%±1.50%，OD 值为 0.932，与响应面

回归模型所得到的预测值（0.938）偏差 0.397%，说明

这次响应面分析的回归模型可以很好地预测实际试

验结果。 

2.4　杜仲籽粕水解肽的体外抗氧化试验

不同质量浓度的酶解液和 VC 对 DPPH 自由

基、超氧阴离子自由基以及 ABTS 自由基的清除率

测定结果如图 5 所示。在测量的质量浓度范围内，

酶解液和 VC 对自由基的清除能力均随着质量浓度

的增大而逐渐增大，呈现出一定的剂量依赖性。当水

解肽的浓度为 0.8 mg/mL 时，对 DPPH 自由基、超氧

阴离子自由基以及 ABTS 自由基的清除率分别为

57.4%、16.7%、75.2%；浓度为 8 mg/mL 时，对自由

基的清除率分别为 78.6%、75.4%、96.1%，而当 VC

的浓度为 0.8 mg/mL 时，对 DPPH 自由基、超氧阴离

子自由基以及 ABTS 自由基的清除率分别为 91.5%、

94.4%、99.5%，由此可看出，杜仲籽粕水解肽对 DPPH
自由基、超氧阴离子自由基以及 ABTS 自由基的清

除能力在低浓度时不如 VC，但高浓度时与 VC 相

当。本研究以水解度和总抗氧化能力为指标，在响应

面优化的最佳工艺条件下制备出来的多肽，对超氧阴

离子自由基的清除率可高达 75.4%，且该最佳条件

所需的底物质量浓度、酶添加量和酶解时间与黄群

等 [15] 制备抗氧化肽条件相比（底物质量浓度为

7.32 g/100 mL、酶用量为 12292.3 U/g、酶解时间为

2.59 h）更少，即此次优化得到的杜仲籽粕水解肽具

有更强的抗氧化能力。

采用 SPSS22.0 软件进行回归拟合，计算得水解

 

表 3    响应面设计及结果

Table 3    Response surface design and results

试验号
因素 T-AOC

（μmol/g）
水解度
（%） OD

A B C

1 0 0 0 26.5524 16.394 0.25721
2 −1 0 1 23.344 17.891 0.151687
3 0 −1 −1 28.9329 24.815 0.608634
4 −1 −1 0 24.9944 18.233 0.237842
5 −1 1 0 29.2255 20.129 0.487889
6 1 0 −1 31.8009 20.878 0.628496
7 1 −1 0 26.6493 33.842 0.761695
8 1 0 1 24.4468 18.509 0.183023
9 0 0 0 26.2303 19.072 0.319039

10 0 0 0 25.8923 20.511 0.344658
11 1 1 0 29.4565 23.638 0.599129
12 0 1 1 24.1479 21.984 0.31026
13 0 −1 1 20.9921 17.013 0.033119
14 0 1 −1 29.9903 21.445 0.57513
15 0 0 0 27.212 17.170 0.321057
16 −1 0 −1 27.7603 22.428 0.486
17 0 0 0 26.4726 22.242 0.415272

 

表 4    回归方程模型的显著性检验及方差分析

Table 4    Explicitness test and variance analysis of regression
equation model

方差来源 平方和 自由度 均方和 F值 P值 显著性

模型 0.58 9 0.065 10.52 0.0026 **
A-酶添加量 0.082 1 0.082 13.29 0.0082 **
B-酶解时间 0.014 1 0.014 2.23 0.1792
C-底物浓度 0.33 1 0.33 53.32 0.0002 **

AB 0.043 1 0.043 6.92 0.0339 *
AC 3.089E-003 1 3.089E-003 0.50 0.5015
BC 0.024 1 0.024 3.92 0.0882
A2 0.031 1 0.031 4.98 0.0607
B2 0.046 1 0.046 7.52 0.0288 *
C2 0.013 1 0.013 2.03 0.1970

残差 0.043 7 6.154E-003
失拟项 0.030 3 0.010 3.09 0.1519 不显著

纯误差 0.013 4 3.244E-003
总误差 0.63 16

R2=0.9312 R2
Adj=0.8427

注：*为显著（P<0.05）；**为极显著（P<0.01）。
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肽对 DPPH 自由基、超氧阴离子自由基以及 ABTS 自

由基清除率的 IC50 分别为 0.731、4.258、0.407 mg/mL。

当某物质的 IC50 低于 10 mg/mL 时，一般说明其有

较好的抗氧化活性[31]，杜仲籽粕水解肽对三种自由基

清除率的 IC50 均远小于 10 mg/mL，综上，杜仲籽粕

蛋白水解肽具有明显的抗氧化性。 

3　结论
本实验以杜仲籽粕为原料，通过碱提酸沉得到

杜仲籽粕蛋白，利用酶解法制备多肽，通过单因素实

验及响应面试验对酶添加量、酶解时间和底物浓度

这三个因子进行优化，得到最佳工艺条件：酶添加量

10000 U/g，酶解时间 1.50 h，底物浓度 20 g/L，在此

条件下，酶解液的水解度为 47.45%±1.50%，总抗氧

化能力为（30.62±0.59 μmol/g），且随着杜仲籽粕蛋白

酶解液浓度的增大，其清除 DPPH 自由基、超氧阴离

子自由基以及 ABTS 自由基的能力也不断增大，表

明杜仲籽粕多肽具有良好的抗氧化功能。本文仅对

酶解杜仲籽粕蛋白制备多肽工艺条件及其抗氧化性

进行了研究，但其抗氧化能力与结构特征间的关联性

仍有待进一步探究。
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图 5    不同浓度酶解液对自由基的清除率

Fig.5    Scavenging rate of different concentrations of enzymatic
hydrolysate on free radicals
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