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摘要：本文研究了以巴旦杏粕蛋白为实验原料，通过 Box-Benhnken 响应面优化巴旦杏粕蛋白抗氧化肽的酶法制备工艺。以酶解

产物的水解度及 DPPH·清除率为评价标准从碱性蛋白酶、中性蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、复合蛋白酶中挑选最优水解酶，考

察酶的添加量、pH 值、酶解时间及酶解温度对酶解产物 DPPH·清除率的影响。在单因素试验基础上，采用四因素三水平响应面法确

定巴旦杏抗氧化肽酶法制备工艺。结果表明：碱性蛋白酶较适合制备巴旦杏抗氧化肽，其最佳酶解工艺条件为：酶解时 pH 为 9.1，

酶添加量为 10000 U/g，酶解温度为 58 ℃，酶解时间为 4 h，此时酶解物的 DPPH·清除率为 74.45%。该条件适于制备的巴旦杏抗氧化

肽，通过对巴旦杏抗氧化肽制备工艺的优化可为抗氧化肽的开发与应用提供理论借鉴。 
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Abstract: The preparation process of antioxidant peptides from almond meal protein was optimized. The optimal enzyme was selected 

from alkaline protease, neutral protease, trypsin, papain and protamex according to the hydrolysis degree and DPPH clearance rate of the 

hydrolysate. The effects of the amount of enzyme, pH, hydrolysis time and temperature on DPPH radical scavenging activity were investigated. 

On the basis of single factor test, four-factor and three-level response surface method was used to determine the preparation technology of 

antioxidant peptides from almond meal protein. The results showed that alkaline protease was suitable for the preparation of antioxidant peptides 

from almond meal protein. The optimum enzymatic hydrolysis conditions were as follows: pH 9.1, enzyme addition 10000 U/g, enzymatic 

hydrolysis temperature 58 , enzymatic hydrolysis time 4 h, and ℃ DPPH radical scavenging activity of enzymatic hydrolysate was 74.45%. This 

condition was suitable for the preparation of antioxidant peptides from almond meal protein. The optimization of the preparation process of 

antioxidant peptides from almond meal protein can provide theoretical reference for the development and application of antioxidant peptides. 
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巴旦杏又名巴旦木、因形为扁长，故叫扁桃，新

疆地区的巴旦杏资源相对比较丰富[1]。巴旦杏中含有

多种微量元素以及人体健康所需的必需氨基酸，其仁 
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含有 55%~66%的优质油脂，糖的含量在 10%左右，

粗蛋白含量为 26.3%[2,3]，是一种优质的蛋白质资源。

但由于蛋白质分子量大，结构复杂，摄入人体后不易

被消化吸收，从而影响了其生理功能及营养价值的有

效发挥。有研究表明将蛋白质经蛋白酶水解为小肽和

游离氨基酸后，其吸收利用率就会大大增加[4-6]。近年

来有关植物蛋白质水解物的研究逐渐增多，其功能特

性受到广泛的关注，构成蛋白质的几种肽已经被证实

具有抗氧化活性，而且人们对其抗氧化活性进行了广

泛的研究。人的衰老及慢性疾病由于人体中自由基作
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用于蛋白质导致蛋白质羰基的积聚，这种自由基可被

一些具有抗氧化生物活性物质从人体内清除掉，因此

具有抗氧化活性的生物肽可被认为是一种潜在的可以

利用的外源性抗氧化物质，使用食源性抗氧化剂被认

为是一种有效地促进人体健康的方式[7,8]。如今市场推

出的巴旦杏加工产品数量显著提升，如巴旦杏饮料、

蛋白粉、油脂及多糖，但目前巴旦杏仅处于初加工状

态，利用高新技术对巴旦杏蛋白水解肽的研究及其产

品的开发和利用，可提高巴旦杏资源利用率，具有一

定的经济效益。 
本文以水解度及 DPPH·清除率为主要指标，从常

用的五种蛋白酶：碱性蛋白酶、中性蛋白酶、胰蛋白

酶、木瓜蛋白酶、复合蛋白酶中确定最优水解蛋白酶，

考察了酶解条件包括 pH 值、酶解时间、酶添加量及

酶解温度对酶解产物 DPPH·清除率的影响，并确定巴

旦杏抗氧化肽最优制备条件。通过研究酶种类及 pH
值、酶解时间、酶添加量、温度等因素对制备抗氧化

肽酶解条件的影响，为巴旦杏抗氧化肽的开发与应用

奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

巴旦杏粕蛋白，实验室自制；碱性蛋白酶（20 万

U/g）、中性蛋白酶（10 万 U/g）、木瓜蛋白酶（80 万

U/g）、复合蛋白酶（12 万 U/g），上海源叶生物科技有

限公司；胰蛋白酶（25 万 N.F.U/g），赛国生物科技有

限责任公司；1,1-二苯基-2-苦肼基(1,1-diphenyl-2- 
picrylhydrazyl，DPPH·)，美国 Sigma 公司；NaOH、

HCl、无水乙醇(分析纯)，国药集团化学试剂有限公司。 

1.2  仪器与设备 

PHS–3C 型雷磁 pH 计，上海仪电科学仪器股份有

限公司；TD5A–WS 型台式低速离心机，长沙湘仪离

心机仪器有限公司；FA1204B 型电子天平，上海仪天

科学仪器有限公司；UV-7500 型紫外分光光度计，上

海棱光技术有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  巴旦杏粕蛋白提取工艺 
根据文献[9]，修改如下：首先对采购回的巴旦杏

仁进行脱皮处理，榨油机初榨去除部分杂质，将所得

产物利用正己烷脱脂得到巴旦杏粕，再将所得巴旦杏

粕按水粕比 20:1 进行配置，利用提前配好的 1 mol/L
的 NaOH 将样液 pH 调至 10，超声处理 15 min，利用

台式离心机以 4000 r/min 离心 15 min，取上清液，用

1 mol/L 的 HCL 调 pH 至 5，离心 15 min，取出沉淀，

经过冷冻干燥处理得到巴旦杏粕蛋白粉。 
1.3.2  水解度（DH）的测定[10,11] 

通过水解后肽键断裂数比总肽键数来得出水解

度。本实验采用 pH-Stat 法进行测定：以 0.5 mol/L 的

NaOH（标定）在整个水解过程中的消耗量来判定水

解程度，记录 NaOH 的滴定量，根据下式计算水解度。 

%100×
××

×
=

totP

b

hM
NB

DH
α  

式中：B-记录 NaOH 溶液滴定量（mL）；Nb-0.5 mol/L NaOH

溶液浓度（mol/L ）；Mp-水解的蛋白质量（g）；htot-蛋白质肽键

的总数（mmol/g ），巴旦杏蛋白取 htot =7.58；α-蛋白氨基的平

均解离度，可用下式计算而得： 
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式中：pH-酶解体系的 pH；pK-α-NH3+的解离常熟（通常

取数值 7）。

 1.3.3  DPPH·清除率测定 
根据文献[12]，修改如下：将 2 mL 酶解液加入新

配制的 0.2 mmol/L DPPH·溶液 2 mL，用力摇匀后在避

光处静置 30 min，后在波长 517 nm 处测定吸光值。

根据下式计算 DPPH·清除率。 

1 2

3

DPPH 1- 100%A A
A
−

= ×•清除率 （ ）
 

式中：A1-样品组，为加蛋白酶解液及 DPPH·溶液时的吸

光度；A2-空白组，为蛋白酶解液及 2 mL 无水乙醇溶液的吸光

度；A3-对照组，为 2 mL DPPH·溶液及 2 mL 蒸馏水的吸光度。 

1.3.4  蛋白酶的筛选 

选用碱性蛋白酶、中性蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜

蛋白酶、复合蛋白酶分别在表 1 中各自最适 pH、温度

及底物浓度 5%、8000 U/g 条件下酶解 4 h[13-15]，以 DH
和 DPPH·清除率为指标筛选最适蛋白酶进行酶解。 

表1 蛋白酶最适酶解因素表 

Table 1 Table of optimum enzymatic hydrolysis factors of 

protease 

序号 酶种类 添加量 水解 
时间 

水解

温度

pH
值

1 碱性蛋白酶 8000 U/g 4 60 9 

2 中性蛋白酶 8000 U/g 4 50 7 

3 胰蛋白酶 8000 N.F.U/g 4 40 8 

4 木瓜蛋白酶 8000 U/g 4 60 6 

5 复合蛋白酶 8000 U/g 4 50 7 

1.4  抗氧化肽制备单因素试验 
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选用筛选出的最适蛋白酶，固定底物浓度 5%、

以 DPPH·清除率为指标，选择 pH 为 7.0、8.0、9.0、
10.0 和 11.0；酶添加量为 4000 U/g、6000 U/g、8000 
U/g、10000 U/g和12000 U/g；酶解温度为40 ℃、50 ℃、

60 ℃、70 ℃和 80 ℃；酶解时间为 1、2、3、4 和 5 h，
进行单因素试验，考察各因素对制备多肽的抗氧化活

性的影响。每个样品做 3 组平行实验。 

1.5  数据处理 

每个样品处理均作 3 个平行，采用 Origin Pro 软

件进行制图及Design Expert软件和Box-Behnken中心

组合试验方法设计响应面优化分析。 

2  结果与分析 

2.1  水解蛋白酶的筛选 

 

 
图1 不同蛋白酶酶解对巴旦杏多肽水解度和DPPH·清除率的

影响 

Fig.1 Effect of enzymatic hydrolysis of different protease on 

hydrolysis degree and DPPH clearance rate of apricot peptides 
分别用碱性蛋白酶、中性蛋白酶、胰蛋白酶、木

瓜蛋白酶和复合蛋白酶在适宜的条件下水解巴旦杏粕

蛋白，测定蛋白酶解液的以水解度及 DPPH·清除率，

筛选出最优蛋白酶，结果表明不同蛋白酶的酶解液水

解度及 DPPH·清除率均不同，见图 1。 
由图 1a 可以看出不同的蛋白酶随着时间的变化

水解度呈现逐渐增加的趋势，在最初水解 1 h 内，五

中蛋白酶水解度急剧上升，后趋于平稳，此现象符合

酶解反应动力学[16]，其中碱性蛋白酶水解度最高为

17.32%。由图 1b 可以看出不同蛋白酶的酶解产物抗

氧化活性有明显的差异，由于蛋白酶的专一性与特异

性，作用于蛋白的酶切位点不同，酶解出的多肽氨基

酸组成与肽链长度的不一导致多肽具有不同活性的差

异[17]。碱性蛋白酶与其它酶相比，水解巴旦杏粕蛋白

的酶解产物的 DPPH·清除率最高达 67.72%，故选择碱

性蛋白酶为制备巴旦杏抗氧化肽最适蛋白酶。 

2.2  单因素试验分析 

2.2.1  pH 值对酶解产物活性的影响 

不同 pH 值对巴旦杏粕蛋白酶解肽 DPPH·清除率

的影响如图 2 所示。 

 
图2 pH值对巴旦杏粕蛋白酶解物DPPH·清除率的影响 

Fig.2 Effect of pH value on DPPH clearance of protease 

hydrolysate from Almond meal protein 

由图 2 可知，酶解 pH 值是影响蛋白酶催化活性

的重要参数之一，其过高或者过低都会影响酶解反应，

随着 pH 值得增加，巴旦杏粕蛋白酶解物的 DPPH·清
除率呈现先上升后降低的趋势，这是由于酶的催化作

用需在最适的pH值范围内才会具有最高的催化活性，

同时酶解反应速率也达到最高[18]。在 pH 值为 9 时

DPPH·清除率达到最高为 70.26%。因此，根据试验结

果，选择 pH 值为 8、9、10 三个水平进行响应面优化。 
2.2.2  酶添加量对酶解产物活性的影响 

不同酶的添加量对巴旦杏粕蛋白酶解肽

DPPH·清除率的影响如图 3 所示。 
由图 3 可知，巴旦杏粕蛋白酶解物 DPPH·清除率

随着酶添加量的增加逐渐升高，这是由于随着酶添加

量的增加，酶与底物的作用反应增强，巴旦杏粕蛋白

肽中的活性位点逐渐暴露，DPPH·清除率增大，即抗

氧化活性增强。当酶添加量达到 10000 U/g 时，

DPPH·清除率最高为 72.35%，后呈现下降的趋势，由

于当酶相对于底物的切点过多时，过高的酶浓度导致

酶分子之间的竞争抑制，引起 DPPH·清除率的下降
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[19]。同时考虑经济方面，确定酶添加量为 10000 U/g
时最佳。根据试验结果，选择酶添加量为 8000 U/g、
10000 U/g、12000 U/g 三个水平进行响应面优化。 

 
图3 酶添加量对巴旦杏粕蛋白酶解物DPPH·清除率的影响 

Fig.3 Effect of enzyme additionvalue on DPPH clearance of 

protease hydrolysate from Almond meal protein 

2.2.3  温度对酶解产物活性的影响 

 
图4 温度对巴旦杏粕蛋白酶解物DPPH·清除率的影响 

Fig.4 Effect of temperature on DPPH clearance of protease 

hydrolysate from Almond meal protein 

不同酶解温度对巴旦杏粕蛋白酶解肽 DPPH·清
除率的影响如图 4 所示。由图 4 可知，酶对温度的变

化敏感性较高，从而温度对巴旦杏粕蛋白酶解物的

DPPH·清除率的影响较大。在低于 60 ℃时，DPPH·清
除率随着温度升高逐渐上升，分析由于在温度较低时，

酶的催化活性未被激活，反应速率较低[20]。随着温度

逐渐升高，酶反应速度加快，酶解产物抗氧化活性在

60 ℃时达到最高，其 DPPH·清除率为 70.96%，当温

度升高，酶的活性逐渐减弱，酶解产物的 DPPH·清除

率下降。故 60 ℃为酶解蛋白制备抗氧化肽的最适酶

解温度，根据试验结果，选择酶解温度为 50 ℃、60 ℃、

70 ℃三个水平进行响应面优化。 
2.2.4  时间对酶解产物活性的影响 

不同酶解时间对巴旦杏粕蛋白酶解肽 DPPH·清
除率的影响如图 5 所示。 

由图 5 可知，随着酶解时间的延长，酶解物的

DPPH·清除率逐渐升高。在酶解时间 4 h 时，DPPH·清

除率最高达 68.70%。酶解时间达到 4 h 后，抗氧化活

性降低，分析由于酶解时间的延长，具有抗氧化活性

的肽段进一步受到碱性蛋白酶的影响。同时，适用于

酶的专一性作用位点减少，导致酶解液的抗氧化活性

降低。故考虑工艺耗时，选择酶解时间为 4 h 最佳，

根据试验结果，选择酶解时间为 3 h、4 h、5 h 三个水

平进行响应面优化。 

 
图5 时间对巴旦杏粕蛋白酶解物DPPH·清除率的影响 

Fig.5 Effect of time on DPPH clearance of protease hydrolysate 

from Almond meal protein 

2.3  响应面实验结果分析 

2.3.1  响应面四因素三水平设计方案及结果 

在设计的单因素试验基础上，以酶解温度、酶解

时间、pH 值、酶添加量为自变量，DPPH·清除率为响

应值，设计四因素三水平的二次回归方程拟合自变量

与 DPPH·清除率之间的函数关系，采用响应面分析方

法优化提取工艺。见表 2。 
表2 响应面试验因素与水平表 

Table 2 Response surface test factors and horizontal table 

因素 
水平 

-1 0 1 

A(pH 值） 8.0 9.0 10.0 

B（酶添加量) 8000 U/g 10000 U/g 12000 U/g

C（酶解温度） 50 ℃ 60 ℃ 70 ℃ 

D（酶解时间） 3 h 4 h 5 h 

2.3.2  响应面模型建立 
采用 Design-Expert V 8.0.6 软件对试验数据进行

回归分析，得出的回归方程为：Y=75.53+0.84A+0.64B- 
2.56C-0.06D-0.39AB-3.49AC+0.068AD+0.96BC+0.18
BD-2.8CD-8.13A2-9.84B2-7.48C2-7.39D2。 

响应面结果见表 3。在回归方程中，各因素系数

绝对值反映了对响应值的影响程度，各因素系数的正

负性可以反映影响的方向。试验回归方程的二次项系

数为负值，表明响应值具有极大值点，可进行优化分

析，对所得回归方程做显著性检验与方差分析，结果
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见表 4。由表 4 可知，该模型的显著性检验 p<0.0001，
R2 =0.9906，说明该模型高度显著，方程可行性好，失

拟项不显著（p=0.9674），说明了回归模型和实际试验

拟合充分，模型可行性和精确度高，可以用该模型对

巴旦杏抗氧化肽的制备件进行分析预测。 

表3 根据Design-expert设计响应面试验方案及结果 

Table 3 Design of response surface test scheme and results according to Design-expert 

试验序号 A B C D DPPH·清除率% 试验序号 A B C D DPPH·清除率%

1 9 10000 50 5 66.45 16 9 12000 50 4 60.16 

2 9 10000 60 4 73.35 17 8 10000 60 5 59.33 

3 10 10000 70 4 55.18 18 8 10000 60 3 58.97 

4 8 10000 50 4 57.72 19 9 8000 50 4 60.75 

5 9 10000 60 4 76.22 20 9 8000 70 4 54.55 

6 9 8000 60 5 57.15 21 10 10000 50 4 67.12 

7 9 10000 70 5 54.73 22 9 10000 60 4 77.05 

8 10 10000 60 5 61.38 23 10 8000 60 4 57.42 

9 10 10000 60 3 60.75 24 9 10000 50 3 60.76 

10 9 8000 60 3 58.46 25 10 12000 60 4 58.15 

11 9 10000 60 4 75.87 26 9 10000 60 4 75.14 

12 9 12000 60 5 58.52 27 8 8000 60 4 55.96 

13 8 12000 60 4 58.26 28 9 12000 60 3 59.11 

14 9 10000 70 3 60.23 29 8 10000 70 4 59.73 

15 9 12000 70 4 57.8       

表4 响应面回归方程方差分析结果 

Table 4 Results of variance analysis of response surface regression equation 

方差 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 Y 
模型 1322.52 14 94.47 104.97 <0.0001 *** 

A 8.38 1 8.38 9.32 0.0086 ** 

B 4.95 1 4.95 5.5 0.0342 * 

C 78.75 1 78.75 87.5 <0.0001 *** 

D 0.043 1 0.043 0.048 0.8297  

AB 0.62 1 0.62 0.68 0.4218  

AC 48.65 1 48.65 54.06 <0.0001 *** 

AD 0.018 1 0.018 0.02 0.8889  

BC 3.69 1 3.69 4.1 0.0625  

BD 0.13 1 0.13 0.14 0.71  

CD 31.3 1 31.3 34.78 <0.0001 *** 

A2 428.39 1 428.39 476.01 <0.0001 *** 

B2 627.64 1 627.64 697.41 <0.0001 *** 

C2 362.48 1 362.48 402.78 <0.0001 *** 

D2 354.53 1 354.53 393.94 <0.0001 *** 

残差 12.6 14 0.9    

失拟性 4.79 10 0.48 0.25 0.9674  

纯误差 7.81 4 1.95    

总差 1335.12 28     

R2=0.9906 

注：***差异极显著(p<0.001);**差异高度显著(p<0.01);*差异显著(p<0.05)。 
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2.3.3  响应面分析与优化 

 

 
图6 pH和酶解温度对DPPH·清除率影响的响应面图 

Fig.6 Response surface diagram of the effect of pH and 

enzymatic temperature on the clearance of DPPH 

 

 
图7 酶解温度和酶添加量对DPPH·清除率影响的响应面图 

Fig.7 Response surface map of the effect of enzymatic 

temperature and enzymatic addition on the clearance of 

DPPH 

 

 

 
图8 酶解时间和酶添加量对DPPH·清除率影响的响应面图 

Fig.8 Response surface map of the effect of enzymatic 

hydrolysis time and enzymatic addition on the clearance of 

DPPH 

 

 
图9 酶解时间和酶添温度对DPPH·清除率影响的响应面图 

Fig.9 Response surface map of the effect of enzymatic 

hydrolysis time and enzymatic temperature on the clearance of 

DPPH 
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酶解 pH 值、酶添加量、酶解温度及酶解时间四

个因素对响应值的影响显著性可用 F 值来评价，由表

4 可知，F（A）=9.32，F（B）=5.5，F（C）=87.5，F
（D）=0.048，即各因素对巴旦杏粕蛋白酶解液的抗

氧化活性影响顺序为酶解温度>pH 值>酶添加量>酶
解时间，其中酶解温度对巴旦杏粕蛋白酶解液的抗氧

化活性影响为极显著，pH 值和酶添加量对巴旦杏粕

蛋白酶解液的抗氧化活性影响为显著，酶解时间影响

不显著。下图 6~9 为影响巴旦杏粕蛋白酶解液的抗氧

化活性的各个因素之间的相互交互作用图。 
由图 6 和图 9 可知，一次项 A(pH)因素差异高度

显著、B(酶添加量)因素差异显著，交互项 AC(pH 和

酶解温度)、CD(酶解温度和酶解时间)和 4 个二次项的

影响差异极显著，可以看出，各因素对 DPPH 清除率

的影响不是一个简单的线性关系。所有因素都在调查

范围内。响应面坡度越大，响应值对不同条件的变化

越敏感。反之，坡度越平缓，对响应值的影响越小。 
2.3.4  最佳条件的确定及验证试验 

该模型得到最优处理水平为酶解时 pH 为 9.09，
酶添加量为 10043.10 U/g，酶解温度为 58.02 ℃，酶解

时间为 4.03 h。在此条件利用碱性蛋白酶酶解巴旦杏

粕蛋白制备抗氧化肽的 DPPH·清除率为 75.83%。考虑

到实际操作性上，我们将实际试验条件调整为酶解时

pH 为 9.1，酶添加量为 10000 U/g，酶解温度为 58 ℃，

酶解时间为 4 h，在此条件下重复 3 次试验，取平均值

得到试验数据 DPPH·清除率为 74.45%，与模型相符。 

3  结论 

通过筛选选择碱性蛋白酶制备巴旦杏抗氧化肽；

通过响应面结果可以得出酶法制备巴旦杏抗氧化肽的

最佳条件为：酶解时 pH 为 9.1，酶添加量为 10000 
U/g，酶解温度为 58 ℃，酶解时间为 4 h，此时酶解

物的 DPPH·清除率为 74.45%。通过研究巴旦杏抗氧

化肽制备工艺，对功能性多肽的研究与开发起到一定

的理论指导作用。 
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