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青刺果粕抗氧化肽的酶法制备工艺优化

及体外抗氧化活性分析

王增丽1，付坚2，何同1，王雪峰1,3*，范江平1,3，黄艾祥1

（1.云南农业大学食品科学技术学院，云南昆明 650201）（2.云南公安民警综合训练基地，云南昆明 

650222）（3.云南省畜产品加工工程技术研究中心，云南昆明 650201）

摘要：青刺果为食药同源的云南特色木本油料作物，其榨油后的副产物存在蛋白质利用率低的问题。实验以青

刺果粕为原料获得具有抗氧化活性的蛋白酶解物，对酶质量分数、酶解时间、料液比三个因素进行单因素实验和响

应面优化分析，确定碱性蛋白酶水解制备青刺粕蛋白酶解物的工艺条件。结果表明，最佳酶解工艺条件为：酶质量

分数 4.6%、酶解时间 4.6 h、料液比 1:31（g/mL），在此最优条件下酶解制备的抗氧化肽质量浓度为 0.9 mg/mL 时，

对 DPPH 自由基、ABTS+
自由基和羟基自由基的清除能力最高分别为 76.46%、94.22%、73.02%。此外，青刺果抗

氧化肽对细胞毒性实验结果表明，该肽对 HepG 2 细胞的生长无毒性作用。综上，该工艺条件下制备的青刺果抗氧

化肽具有较好的抗氧化活性，研究可为青刺果蛋白资源的开发利用提供参考依据。
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Abstract: Prinsepia utilis Royle is a food and medicine homologous woody oil crop with Yunnan characteristics. The 

by-products after oil extraction have the problem of low protein utilization. In this experiment, Prinsepia utilis Royle meal 

was used as the raw material to produce protein hydrolysate with antioxidant activity. The single factor experiments and 

response surface optimization analysis were carried out on three factors, enzyme mass fraction, enzymatic hydrolysis time 
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青刺果（Prinsepia utilis Royle）是蔷薇科一种

多年生灌木扁核木，又名青刺尖、打油果，主要分

布于云南、贵州、四川等海拔在 1 800~3 200 m 的

冷寒地区 [1]。据不完全统计，云南丽江青刺果籽年

产量约 1 000 t，青刺果籽油年产量约 200 余 t，其

中有 5 家企业已开发出青刺果软胶囊、青刺果茶饮

品等产品 [2]。青刺果富含酚类、脂肪、蛋白等多种

营养物质，具有调节内分泌 [3]、抗氧化 [4]、降血糖 [5]

和降血脂 [6] 等作用，其蛋白含量尤为丰富，高达

46.97% [7]。目前，对青刺果的开发利用主要集中在

油脂上，其副产物—青刺果粕大多被用来当做饲料

喂养牲畜或者直接丢弃，造成蛋白资源的浪费。高

凡丁等 [8] 研究发现，青刺果粕中的蛋白质含量约为

24.6%。因此，如何高效利用青刺果粕提取抗氧化

肽对提高青刺果蛋白资源利用率具有重要意义。

常见生物活性肽的制备方法有微生物发酵法、

分离提取法和酶解法等 [9]。其中，酶解法因酶解条

件温和易控制、制备的肽具有稳定的生物活性而被

广泛用于生物活性肽的提取 [10]。酶解法提取所用蛋

白酶主要有胰蛋白酶、碱性蛋白酶、木瓜蛋白酶、

中性蛋白酶等。如 Li 等 [11] 利用碱性蛋白酶水解牦

牛皮蛋白和 Cai 等 [12] 利用碱性蛋白酶水解草鱼皮蛋

白均制备出具有较强抗氧化能力的抗氧化肽；张靖

等 [13] 通过酶解法从羊骨中提取抗氧化肽的工艺研究

中发现，相比其他蛋白酶，碱性蛋白酶所提取的多

肽 C 端具有大分子疏水性氨基酸，提取的多肽表现

出高抗氧化活性。

因此本实验以青刺果粕为原料，采用碱性蛋白

酶通过酶解法对青刺果粕进行酶解制备抗氧化肽，

并对酶解工艺条件进行优化及抗氧化肽的抗氧化活

性进行分析。此外，还对青刺果抗氧化肽的细胞毒

性进行了研究。预期提高青刺果蛋白资源的开发利

用，为青刺果抗氧化肽的开发和利用提供理论依据。

1  材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验材料及试剂

青刺果，购自香格里拉碧罗雪山生物科技公司；

碱性蛋白酶（酶活力 500 U/mg）、DPPH、ABTS，
购自上海源叶生物科技有限公司；氢氧化钠、盐酸，

购自天津市凤船化学试剂科技有限公司；PBS 缓冲

液，购自赛默飞世尔科技有限公司；其余试剂均为

分析纯。

1.1.2 仪器与设备

STARTER3100 pH 计，奥豪斯仪器（常州）有

限公司；EPED-ESL-10 纯水器，南京易普易达科技

发展有限公司；TGL20M 高速冷冻离心机，北京兴

伟业仪器有限公司；SCIENTZ-18N 真空冷冻干燥机，

上海比朗仪器制造有限公司；UV-1800CP 紫外分光

光度计，上海美谱达仪器有限公司；HWS24 电热恒

温水浴锅，上海一恒科学仪器有限公司；Multiskan 
Go 酶标仪，Thermo Scientific ；恒温磁力搅拌器，

上海梅颖溥仪器仪表制造有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 青刺果蛋白的提取

取青刺果 1 000 g，于 45 ℃恒温干燥箱中恒温

干燥 4 h，榨油机预热，将干燥好的青刺果于榨油

机中压榨得到青刺果粕并粉碎备用。

青刺果粕蛋白的提取参照孙显惠等 [14] 的方法，

稍作修改。取青刺果粕粉于烧杯中，与去离子水混

合后用 1.0 mol/L 的 NaOH 调节混合液 pH 值至 9.0，
于室温下磁力搅拌提取 1 h 后过滤，滤液于 4 ℃离

心（4 000 r/min）25 min，取上清液用 1.0 mol/L 的

HCl 将 pH 值调至 4.5，室温下静置 2 h 后再次离心

and solid-liquid ratio, to determine the enzymatic hydrolysis process conditions for the preparation of protease hydrolysate 

from Prinsepia utilis Royle meal by alkaline protease. The results showed that the optimal enzymatic hydrolysis conditions 

were: enzyme mass fraction, 4.6%; enzymatic hydrolysis time, 4.6 h; solid-liquid ratio, 1:31 g/mL. Under the optimal 

conditions, when the mass concentration of antioxidant peptide prepared by enzymatic hydrolysis was 0.9 mg/mL, the 

scavenging capacities for DPPH free radical, ABTS+ free radical and hydroxyl free radical were 76.46%, 94.22% and 73.02%, 

respectively. In addition, the results of cytotoxicity experiments showed that the peptide had no toxic effect on the growth of 

HepG 2 cells. Taken together, the antioxidant peptide prepared through this process had good antioxidant activity. This study 

can provide a reference for the development and utilization of Prinsepia utilis Royle protein resource.

Key words: Prinsepia utilis Royle; antioxidant peptides; enzymatic hydrolysis; antioxidant activity
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15 min，沉淀用去离子水溶解并调节 pH 值至中性，

冷冻干燥后得到青刺果粕蛋白。

1.2.2 青刺果抗氧化肽的制备

青刺果抗氧化肽的制备工艺参照于丽颖 [15] 的方

法稍作修改。青刺果粕蛋白与去离子水混合后水浴

至沸腾，取出冷却至室温，用 1.0 mol/L NaOH 调节

pH 值至 8.0，加入碱性蛋白酶，在水浴锅中于

50 ℃恒温酶解，并保持混合液的 pH 值恒定为 8.0，
酶解完成后将混合液在 95 ℃下灭酶 15 min，待冷

却后于 4 000 r/min 离心 20 min，上清液真空冷冻干

燥后得到青刺果抗氧化肽。

1.2.3 酶解液中总蛋白质含量的测定

蛋白含量的测定参照和丽等 [16] 的方法，取青刺

果粕酶解上清液和质量分数 0.01% 的考马斯亮蓝染

液以 1:5（V/V）混合；同时用蒸馏水代替酶解上清液

作空白对照。混合液于室温下静置 5 min 后在 595 nm
波长下测定吸光值；以牛血清白蛋白（BSA）为标

准品绘制蛋白含量的标准曲线，所得蛋白质标准曲

线方程为：y=0.635 5x+0.002 4（R2=0.992 2），通过

样品吸光值计算样品总蛋白含量（V1）。

1.2.4 水解度（DH）的测定

水解度采用 OPA 方法 [17] 进行测定，将酶解液

与 OPA 试剂以 1:40（V/V）的体积比混匀，25 ℃
孵化 8 min 后于酶标仪测定 340 nm 波长下的吸光

度。以谷胱甘肽（GSH）作为标准品绘制肽含量的

标准曲线，所得肽含量标准曲线方程为：y=0.002 4x 
+0.186 5（R2=0.994 5），根据标准曲线求样品中的

肽含量（V2）。水解度按公式（1）计算：

B  = V2

V1
×100%                                                   （1）

式中：

B——水解度（DH），% ；

V1——样品蛋白质含量，mg/mL ；

V2——样品肽含量，mg/mL。

1.2.5 单因素实验设计

根据预实验结果分析，酶质量分数、料液比、

酶解时间三个因素对青刺果抗氧化肽的 DPPH 抗氧

化活性影响均较大，因此本实验主要考察酶质量分

数（2.5%、3.5%、4.5%、5.5%、6.5%）、料液比（1:10、
1:20、1:30、1:40、1:50 g/mL）、酶解时间（2.5、3.5、
4.5、5.5、6.5 h）3 个因素对青刺果抗氧化肽水解度

及抗氧化活性的影响。

1.2.6 响应面实验设计

在单因素实验的基础上，以酶质量分数（A）、

酶解时间（B）、料液比（C）为自变量，以青刺

果抗氧化肽 DPPH 自由基清除率为响应值，利用

Design-Expert 8.0.6 软件进行三因素三水平的响应面

实验。各因素水平及编码见表 1。

表 1  响应面试验因素水平表

Table 1 Response surface test factor level

水平

因素

A 酶质量
分数 /% 

B 酶解
时间 /h

C 料液比
(g/mL)

-1 3.5 3.5 1:20

0 4.5 4.5 1:30

1 5.5 5.5 1:40

1.2.7 体外抗氧化活性的测定

1.2.7.1 DPPH自由基清除能力的测定

DPPH 自由基清除率参照 Angelo 等 [18] 的方法

测定。将 100 µL 不同质量浓度的青刺果抗氧化肽溶

液加入到 100 µL 0.1 mmol/L DPPH 乙醇溶液中。同

样，通过向 100 µL 0.1 mmol/L DPPH 乙醇溶液中加

入 100 µL 去离子水，平行制备空白实验组；对照组

以乙醇代替 DPPH 溶液。同时，用不同浓度的抗坏

血酸制备阳性对照。将上述溶液温育 10 min，使用

设定在 515 nm 的酶标仪测定其吸光度（OD），清

除率按公式（2）进行计算：

R1=
Ab-（As-Ac）

Ab
×100%                                    （2）

式中：

R1——DPPH 自由基清除率，% ；

As——样品组吸光度；

Ab——空白组吸光度；

Ac——对照组吸光度。

1.2.7.2 ABTS+自由基清除能力的测定

ABTS+ 自由基清除能力的测定参照杨宗美等 [19]

的方法，稍作修改。将 25 μL 不同质量浓度的样品

溶液和 190 μL ABTS+ 工作液混匀，避光温育 5 min
后在 734 nm 波长处测定吸光度（OD），对照组以

去离子水代替 ABTS+ 溶液，空白组以去离子水替代

样品溶液，以 Vc 作对照，清除率按公式（3）计算：

R2=
Ab-（As-Ac）

Ab
×100%                                   （3）

式中：

R2 ——ABTS+
自由基清除率，% ；
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As ——样品组吸光度；

Ab ——空白组吸光度；

Ac ——对照组吸光度。

1.2.7.3 羟基自由基清除能力的测定

羟基自由基清除能力的测定参照徐弦等 [20] 的方

法，稍作修改。取样品溶液、过氧化氢溶液（6 mmol/L）
和硫酸亚铁溶液（6 mmol/L）按 1:1:1（V/V/V）的

体积依次加入到 10 mL 试管中，充分振荡，避光静

置 30 min 后加入同体积的水杨酸醇溶液（6 mmol/L），
振荡混匀后 25 ℃下静置 10 min 于酶标仪在 510 nm
波长处测定吸光度（OD），空白组以去离子水代替

样品溶液，对照组以蒸馏水代替水杨酸醇溶液，以

Vc 作对照，清除率按公式（4）计算：

R3=
Ab-+Ac-As

Ab
×100%                                       （4）

式中：

R3——羟基自由基清除率，% ；

As——样品组吸光度；

Ab——空白组吸光度；

Ac——对照组吸光度。

1.2.8 青刺果抗氧化肽对HepG 2细胞的毒性测定

参考吉正梅等 [21] 的方法，稍作修改。将 HepG 2
细胞培养至对数生长期，加入质量分数为 0.25% 的

胰蛋白酶消化后向其中加入含胎牛血清的 DMEM
培养基混合均匀获得单细胞悬液，然后接种于 96
孔板（每孔细胞密度为 5×104 个）在 37 ℃培养箱中

培养 12 h，药物处理组分别加入 1、0.8、0.4、0.2、0.1、
0.05、0.025 mg/mL 的青刺果抗氧化肽溶液。同时以

不加药物为对照组，以不接种细胞为空白组。每孔

加入 20 μL 的 MTT 溶液（5 mg/mL）避光反应 4 h 后

吸出溶液并加入 150 μL DMSO 振荡 10 min，于酶

标仪在 570 nm 波长处测定吸光度（OD）。细胞存

活率按公式（5）计算：

R4=
ODs--ODb

ODc--ODb

×100%                                      （5）

式中：

R4 ——细胞存活率，% ；

ODs ——样品处理组吸光度；

ODb ——空白组吸光度；

ODc ——对照组吸光度。

1.3 数据分析

本文所有实验均重复三次，利用 IBM SPSS 

Statistics 23、Design-Expert 8.0.6 对数据进行统计学

分析，用 GraphPad Prism 8 进行绘图。

2  结果与讨论

2.1 单因素实验结果

2.1.1 酶质量分数对水解度及DPPH自由基清除率

的影响

水解度为制备多肽的首要评价指标，在高水平

的水解度下多肽含量也会增加 [22]。在蛋白酶的作用

下，蛋白质会产生不同分子量的肽片段，而肽段分

子量越小越容易被人体吸收，其生物活性也越高 [23]。

由图 1 可知，水解度和 DPPH 自由基清除率随着

酶质量分数增加均呈现先增加后减少的趋势。当酶

质量分数为 4.5% 时，其水解度和 DPPH 自由基清

除率达到最大，分别为 6.45%、60.36%。可能该酶

质量分数下酶与底物的接触的面积最大，水解更加

充分，产生了大量的小分子肽，增加了其抗氧化活

性 [24]。当酶质量分数过低时，酶不足于与底物反应，

导致反应不充分，分解的肽含量较低；当酶质量分

数过高时，会抑制酶解中间产物转化为酶解终产物，

意味着酶解产物的活性会下降 [25]，因此，综合考虑

选择最适酶质量分数为 4.5%。

图 1 酶质量分数对水解度及 DPPH 自由基清除率的影响

Fig.1 Effect of enzyme mass fraction on degree of hydrolysis 

and DPPH free radical scavenging rate

2.1.2 酶解时间对水解度及DPPH自由基清除率的

影响

酶解时间不同，获得的酶解产物在结构上和肽

链的长度上存在差异，从而使肽的生物活性发生变

化。由图 2 可知，当酶解时间为 4.5 h 时，水解度

和 DPPH 自由基清除率达到最大，分别为 13.37%、

58.34%，少于或多于 4.5 h，水解度和清除率均出现

降低的现象。其可能得原因是，酶解时间越长，得
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到的具有抗氧化活性的肽类物质就越多，当酶解时

间过度，部分抗氧化肽进一步会被水解生成不具有

抗氧化活性的短肽或游离氨基酸，其活性也随之降

低 [26]。因此，综合考虑选择最适酶解时间为 4.5 h。

图 2 酶解时间对水解度及 DPPH 自由基清除率的影响

Fig.2 Effect of enzymatic time on degree of hydrolysis and 

DPPPH free radical scavenging rate

2.1.3 料液比对水解度及DPPH自由基清除率的影响

由图 3 可知，料液比在 1:10~1:50（g/mL）范

围内，水解度和 DPPH 自由基清除活性呈现先上升

后下降的趋势，这可能是因为在一定的水分含量范

围内底物浓度的增加提高了酶与底物结合的几率，

从而加速酶解反应进程 [27]，而当水分含量达到饱和

时，继续增加溶剂会导致底物浓度变低，减少了酶

与底物接触几率，从而抑制酶解反应的进行 [28]。在

料液比 1:30（g/mL）时，水解度和 DPPH 自由基清

除率均达到最大值，分别为 20.88%、61.03%。因此，

综合考虑选择最适料液比为 1:30（g/mL）。

图 3 料液比对水解度及 DPPH 自由基清除率的影响

Fig.3 Effect of solid liquid ratio on degree of hydrolysis and 

DPPPH free radical scavenging rate

2.2 响应面优化酶解制备工艺

2.2.1 响应面试验设计及结果分析

利用 Design-Expert 8.0.6 软件进行响应面实验设

计，结果见表 2，并对实验数据进行方差分析（表 3）
得到其回归方程为：Y=59.59+0.86A+0.71B+0.72C+ 
1.15AB+1.55AC-1.14BC-4.79A2-4.14B2-5.85C2。

该模型 P＜0.01，具有极高的显著性，且失拟项

P=0.563 8＞0.05，R2
Adj=0.935 7，说明该模型的拟合

度较好、可信度高，能够对青刺果抗氧化肽的酶

解工艺进行较好的分析和预测。F 值可以反映各

因素的影响程度，F 值越大影响越明显，由表 3
可知 F(A)=3.74，F(B)=2.56，F(C)=2.62，因此各

因素对青刺果酶解物 DPPH 自由基清除率的主次

顺序为：A（酶质量分数）＞C（料液比）＞B（酶解

时间）。

表 2  响应面实验设计方案及结果

Table 2 Experimental design with response variable for 
response surface analysis

试验号
A 酶质量
分数 /%

B 酶解
时间 /h

C 料液比
(g/mL)

DPPH 自由
基清除率 /%

1 5.5 4.5 1:20 48.23

2 3.5 4.5 1:20 48.46

3 4.5 3.5 1:20 47.32

4 4.5 4.5 1:30 60.13

5 3.5 3.5 1:30 50.41

6 4.5 4.5 1:30 59.46

7 4.5 3.5 1:40 51.27

8 5.5 3.5 1:30 48.67

9 4.5 5.5 1:40 49.61

10 3.5 5.5 1:30 50.34

11 3.5 4.5 1:40 46.56

12 4.5 4.5 1:30 57.46

13 4.5 4.5 1:30 59.87

14 4.5 4.5 1:30 61.03

15 5.5 5.5 1:30 53.21

16 5.5 4.5 1:40 52.54

17 4.5 5.5 1:20 50.21

2.2.2 各因素交互作用分析

应用 Design-Expert 8.0.6 绘制三维立体图及等

高线图，可以直观地反映各因素对 DPPH 自由基清

除率的影响。各因素对酶解物 DPPH 自由基清除率

的响应面图及等高线图见图 4。三维立体图越平缓，

说明因素之间影响不显著，反之说明具有显著差异。

等高线图轮廓的形状越接近椭圆，则交互作用越
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强，轮廓线沿自变量所在的轴的变化越大，则此变

量相较另一变量对 DPPH 自由基清除率的影响程度

越大 [29]。由图可看出，酶质量分数（A）、酶解时

间（B）、料液比（C）三者两两交互作用的响应

面坡度变化较陡，而等高线图近似圆形，说明三

者对 DPPH 自由基清除率有显著影响，但两两交

互作用不明显。

表 3  回归模型方差分析表

Table 3 Variance analysis of the developed quadratic 
regression model

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 382.93 9 42.55 26.86 <0.000 1 **

A 5.92 1 5.92 3.74 0.094 5

B 4.06 1 4.06 2.56 0.153 4

C 4.15 1 4.15 2.62 0.149 7

AB 5.31 1 5.31 3.35 0.109 7

AC 9.64 1 9.64 6.09 0.043 0 *

BC 5.18 1 5.18 3.27 0.113 6

A2 96.76 1 96.76 61.08 0.000 1 **

B2 72.12 1 72.12 45.53 <0.000 3 **

C2 144.03 1 144.03 90.93 <0.000 1 **

残差 11.09 7 1.58

失拟项 4.09 3 1.36 0.78 0.563 8

纯误差 7.00 4 1.75

总和 394.02 16

R2=0.971 9 R2
Adj =0.935 7

注  * 表示影响显著（P＜0.05）；** 表示影响极显

著（P＜0.01)。

图 4 各因素交互作用对 DPPH 自由基清除率影响的

响应面及等高线图

Fig.4 Response surface and contour plots of the effect 

of the interaction of various factors on the scavenging rate 

of DPPH radicals

2.2.3 最佳条件的确定及回归模型的验证

经 Design-Expert 8.0.5.0 软件分析可得最佳工艺

条件如表 4 所示。酶质量分数（A）为 4.61%、酶解

时间（B）为 4.59 h、料液比（C）为 1:30.68（g/mL），
DPPH 自由基清除率为 59.69%。考虑到可操作性实

践和设备条件，将最佳酶解条件调整为：酶质量分

数（A）4.6%、酶解时间（B）4.6 h、料液比（C）

1:31 （g/mL），并进行三次平行实验验证，得到

DPPH 自由基清除率为 58.34%，与预测值之间相差

5% 以内，表明由响应面优化工艺得到的最佳酶解

条件较为可靠。

表 4  最佳条件的确定和回归模型的验证

Table 4 Determination of optimal conditions and validation 
of regression models

因素 最优选择 实验验证

酶质量分数 /% 4.61 4.6

酶解时间 /h 4.59 4.6

料液比 (g/mL) 1:30.68 1:31

DPPH 自由基清除率 /% 59.69 58.34

2.3 青刺果粕抗氧化肽的体外抗氧化活性分析

2.3.1 DPPH自由基清除能力

由图 5 可知，随着青刺果抗氧化肽质量浓度的

增加，DPPH 清除活性也随之增加，在质量浓度为

0.9 mg/mL 时 DPPH 清除率达到最大为 76.46%。根

据从植物中提取抗氧化肽对 DPPH 自由基的清除能

力来看，大豆乳清蛋白肽清除率为 62.30% [30]，草菇

抗氧化肽的 DPPH 自由基清除率为 69.85% [31]，鹰嘴

豆抗氧化肽的清除率为 43.71% [32]，对比结合本实验

的青刺果抗氧化肽的 DPPH 自由基清除率，可以说

明其具有较好的抗氧化活性。
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图 5 不同质量浓度下青刺果抗氧化肽的 DPPH

自由基清除能力

Fig.5 DPPH radical scavenging ability of antioxidant peptides

 of Prinsepia utilis Royle at different mass concentrations

注：图中不同小写字母表示组间存在显著性差异，

P＜0.05。下图同。

2.3.2 ABTS+
自由基清除能力

由图 6 可知，与 Vc 相比，青刺果抗氧化肽对

ABTS+ 自由基有较好的清除能力，其清除能力随肽

质量浓度的增加而增加，在青刺果抗氧化肽质量浓

度为 0.9 mg/mL 时，对 ABTS+ 的清除率相接近于

Vc，达到 94.22%，之后便趋于稳定。王惠敏等 [33]

在亚麻籽粕抗氧化肽的制备研究中，在最佳酶解工

艺条件下制备的酶解产物的 ABTS+ 自由基清除率为

88.11%。由此可以说明本研究所制备的酶解物具有

较好的 ABTS+ 自由基清除能力。

图 6 不同质量浓度下青刺果抗氧化肽的 ABTS+

自由基清除能力

Fig.6 ABTS+ radical scavenging ability of antioxidant peptides of 

Prinsepia utilis Royle at different mass concentrations

2.3.3 羟基自由基清除能力

羟基自由基是一种具有较强氧化能力，对人体

能产生极大伤害的自由基，清除羟基自由基能力可

以反应样品抗氧化活性的强弱 [34]。如图 7 所示，Vc
和青刺果抗氧化肽在 0.1~0.5 mg/mL 质量浓度范围

内对羟基自由基清除率明显上升（P＜0.05）。当质

量浓度超过 0.5 mg/mL 后 Vc 对羟基自由基的清

除率接近 100%，而青刺果抗氧化肽在质量浓度

超过 0.5 mg/mL 时对羟基自由基的清除率无明显变

化，质量浓度为 0.8 mg/mL 时，羟基自由基的清除

率最大为 75.07%。宁芯等 [34] 在莜麦蛋白酶解物抗氧

化活性的研究中，当酶解物的浓度达到15 mg/mL时，

羟基自由基的清除率才高达 40.11%。由此可见，该

研究在最佳酶解工艺条件下制备的酶解物具有较好

的抗氧化活性。

图 7 不同质量浓度下青刺果抗氧化肽的羟基自由基清除能力

Fig.7 Hydroxyl radical scavenging ability of antioxidant peptides 

of Prinsepia utilis Royle at different mass concentrations

2.4 青刺果抗氧化肽对HepG 2细胞的抑制作用

图 8 青刺果抗氧化肽的细胞毒性实验结果

Fig.8 Results of cytotoxicity experiments of antioxidant 

peptides of Prinsepia utilis Royle

MTT 比色法是一种非常经典的检测细胞存活和

生长的方法，该方法已广泛用于生物活性因子的活

性检测、药物筛选和细胞毒性试验等 [35]。青刺果粕

抗氧化肽在不同质量浓度下对 HepG 2 细胞活性的

影响如图 8 所示，随着青刺果粕抗氧化肽质量浓度

的增加，对 HepG 2 细胞存活率影响不大，HepG 2
细胞经样品处理 24 h 后，细胞存活率仍在 90% 以上。
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说明青刺果粕抗氧化肽在质量浓度≤1 mg/mL 时对

细胞的生长无毒性作用。

3  结论

本研究通过响应面法优化青刺果抗氧化肽酶

解物的最佳工艺条件为：酶质量分数 4.6%、酶解

温度 60 ℃、料液比 1:31（g/mL），在此酶解条件

下 DPPH 自由基清除率达 58.34%。并对青刺果抗

氧化肽的抗氧化活性进行了研究，结果表明，其对

DPPH 自由基、ABTS+ 自由基和羟基自由基的清除

能力最高分别为 76.46%、94.22% 和 73.02% ；此外，

还对青刺果抗氧化肽的毒性进行分析，MTT 实验结

果表明青刺果抗氧化肽在质量浓度≤1 mg/mL 时对

细胞的生长无毒性作用。综上所述，通过酶解法制

备的青刺果抗氧化肽具有较好的抗氧化活性和无细

胞毒性作用，为青刺果粕抗氧化肽的开发利用提供

了参考价值。
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