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摘要#为优化羊肺酶解工艺及探讨酶解物体外抗氧化活性#

采用中性蛋白酶酶解羊肺#以水解度为评价指标#在单因素

试验的基础上#运用响应面法优化酶解工艺%结果表明'羊

肺的最佳酶解条件为酶解温度
/$c

#加酶量
#C$$D

)

Q

#水

料比
"a#

!

J]
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Q

"#酶解时间
@I

%在最优条件下#进行
!

次

验证性实验#测得实际水解度为
#.).Bb

#与理论水解度

!

#.)#Bb

"相比误差较小%体外抗氧化结果表明'羊肺酶解

产物具有一定的抗氧化活性#其还原力的吸光值为
$)@C"

#清

除
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的
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值分别为
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关键词#羊肺&蛋白&酶解&抗氧化
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目前!酶解技术因其反应条件温和&反应时间短&效率高

等优点而广泛应用于多肽的制备!也使得通过酶解内脏等副

产物来制备生物活性肽成为研究热点$

XGH87G

等,

#A"

-分别

利用碱性蛋白酶酶解沙丁鱼内脏和鱼头!前者获得了分子量

为
!)/8V

的抗氧化活性肽!后者得到
>0R

'血管紧张素转化

酶(抑制肽$
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等,
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-通过风味蛋白酶来酶解
!

种不

同淡水鲤鱼!得到的多肽表现出较高的
>0R

抑制活性$
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等,

@

-通过
/

种不同的蛋白酶酶解鲍鱼内脏!研

究不同酶解产物的抗氧化活性及其与原料中总氨基酸组成

的差异分析!结果表明不同的肽液都具有较优的抗氧化活

性*与原料氨基酸相比!不同酶解产物的氨基酸含量有所差

异!

/

种酶解产物中都存在清除自由基活性较强的组氨酸&

亮氨酸和酪氨酸$
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等,

/

-通过碱性蛋白酶酶解无脊

椎动物副产物'包括海参内脏&生殖腺和海胆(!所得酶解物

均具有较高的清除
+E>0

自由基和抑制脂质过氧化自由基

的能力$

随着羊肉需求量增多和加工企业生产规模的扩大!产生

大量的羊副产物!这些副产物常被加工成饲料或直接丢弃!

不仅产品附加值较低!而且对环境造成污染$中国羊肉加工

企业虽多!但对羊副产物的加工利用大多还停留在粗加工阶

段!使得大量的羊副产物未得到充分利用$羊肺为羊肉加工

过程中的副产物之一!蛋白质含量丰富!同时含铁&硒等营养

元素!并有补益肺气&止咳&利尿行水的作用$因此!对羊肺

进行深加工&精加工!提高其附加值是亟待解决的问题$

目前!国内外学者已对羊骨,
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&羊胎盘,
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羊肝,
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&羊胃,

#!

-等羊副产物进行了相关研究!而关于羊肺的

研究,

#@

-主要集中于绵羊肺炎支原体分离与鉴定等畜禽方

面!对羊肺进行酶解!研究其抗氧化活性的研究未有报道$

本研究采用酶解技术!通过响应面优化羊肺酶解工艺!研究

羊肺酶解产物的体外抗氧化活性及其氨基酸组成!以期为羊

肺深加工&生物活性肽产品的开发和提高羊肺资源加工利用

率提供理论依据$
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材料与方法
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材料与仪器
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材料与试剂
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中性蛋白酶'酶活力
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力
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其他试剂+均为分析纯$
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主要仪器设备
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试验方法
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工艺流程

原料预处理
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灭酶!
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酶解液
8

测定水解度
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蛋白酶的筛选
!

以水解度为指标进行筛选$称取已

脱脂的原料
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Q

!根据表
#

不同酶的作用条件!进行酶解$

#)")!
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水解度的测定
!

总氮含量测定按
:X/$$B)/

%

"$#$

的凯氏定氮法执行*水解后生成的氨基态氮含量测定采用甲

醛电位滴定法,

#/

-进行$水解度按式'
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碱性蛋白酶
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中性蛋白酶
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酶解液体外抗氧化活性测定
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(清除超氧阴离子能力测定+参照文献,
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(清除羟基自由基能力测定+参照文献,
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单因素试验
!

以水解度为指标!以中性蛋白酶进行羊

肺酶解!调节
O

W

至
C)$

!以酶解时间&酶解温度&加酶量&水

料比为酶解因素!确定单因素的条件+
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肺水解度的影响$
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!研究加酶量'
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!研究水料比'
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对羊肺水解度的影响$
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羊肺基本理化成分测定
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(蛋白质含量+参照
:X/$$B)/

%

"$#$

采用凯氏定氮

法测定$

'
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(脂肪含量+参照
:X

)

4/$$B)%

%

"$$!

采用索氏抽提

法测定$
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(水分含量+参照
:X

)

4/$$B)!

%

"$$!

采用直接干燥

法测定$
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(灰分含量+参照
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)

4/$$B)@
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"$$!

采用灼烧法

测定$
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羊肺酶解液中氨基酸含量分析
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参考文献,
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-!略微

修改+称取羊肺酶解液
$)/J]

于水解管中!加入
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溶液
/J]

!充氮气后!热融密封!

##$ c

烘箱中水解
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!待放冷后!用蒸馏水无损转移水解液至容量瓶中!用
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值 至
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!再 用 蒸 馏 水 定 容 至

#$$J]

容量瓶!取约
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适量浓度的水解液过
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滤

膜至进样瓶!采用全自动氨基酸分析仪上样测定$
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结果与分析
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羊肺基本组成分析

由表
"

可知!羊肺酶解液的粗蛋白质含量在
#Cb

左右!

可用于羊肺多肽的酶解$
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蛋白酶的筛选

蛋白酶的种类不同!其作用位点及其所结合的底物特异

性也有所不同$在各酶最适条件下!对羊肺进行酶解!结果

见图
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$由图
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可知!
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种蛋白酶中!中性蛋白酶的水解度最
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提取与活性
!

"$#%

年第
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羊肝基本组分分析
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酶种类对羊肺酶解液水解度的影响
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!其次是胰蛋白酶'

C)/#b

(!木瓜蛋白酶和碱性

蛋白酶的水解度均为
%)C$b

$中性蛋白酶是一种金属蛋白

酶!其主要作用于疏水性氨基酸残基或任一氨基酸肽键的
P

]9L

端,

#B

-

!其酶解产物的水解度最高$因此!选用中性蛋白

酶酶解羊肺进行后续试验$
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!

单因素试验条件对中性蛋白酶酶解羊肺水解度的影响
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酶解时间
!

由图
"

可知!酶解时间
@I

前!随着酶解

时间的延长!羊肺水解度呈逐渐增大趋势!酶解
@I

后水解

度变化较小$这是因为在反应
@I

前!酶活力高!酶解时间

的延长促使反应向正方向进行!加快羊肺蛋白质被降解的速

率!当酶解反应达到
@I

后!大分子蛋白完全被降解为小分

子肽!酶切位点开始减少!酶活力降低!使得水解度趋于平

缓,

"$

-

$因此!考虑时间成本!选择
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为最佳酶解时间$

图
"

!

酶解时间对羊肺酶解液水解度的影响

27

Q

LH9"

!

RYY9,-'YI

=

5H'(

=

N7N-7J9'<-I9I

=

5H'(

=

N7N

59

Q

H99'YNI99

O

(L<

Q

")!)"

!

酶解温度
!

由图
!

可知!温度过高或过低都会对羊肺

水解度造成影响!高温会使蛋白质的结构发生变性!从而使

酶活性降低!水解度降低*低温不利于酶与底物反应完全!水

解不彻底!也会造成水解度较低$所以!选择酶解温度为

/$c

$

")!)!

!

加酶量
!

由图
@

可知!在酶添加量低于
#%$$D

)

Q

图
!

!

酶解温度对羊肺酶解液水解度的影响

27

Q

LH9!

!

RYY9,-'YI

=

5H'(

=

N7N-9J

O

9HG-LH9'<-I9

I

=

5H'(

=

N7N59

Q

H99'YNI99

O

(L<

Q

图
@

!

加酶量对羊肺酶解液水解度的影响

27

Q

LH9@

!

RYY9,-'YGJ'L<-N'Y9<S

=

J9N'<-I9I

=

5H'(

=

N7N

59

Q

H99'YNI99

O

(L<

Q

时!水解度上升趋势较快!高于
#%$$D

)

Q

时!水解度变化缓

慢$出于蛋白酶使用成本的考虑!选择酶用量为
#%$$D

)

Q

$

")!)@

!

水料比
!

在蛋白酶解反应中!水在反应中有利于分子

的扩散和运动!一方面水量的多少会影响酶与底物的浓度高

低!另一方面会影响水解的效果,

#.

-

$由图
/

可知!在一定范

围内!羊肺水解度随水料比的增大而增大!在水料比为
"a#

'

J]

)

Q

(时水解度达到最大值!随后水解度表现为逐步减小$

考虑合理用水!选择水料比
"a#

'

J]

)

Q

(较为适宜$

")@

!

响应面优化试验结果与分析

在单因素试验的基础上!以酶解温度&加酶量&水料比&

酶解时间为自变量!水解度为响应值!按照
X'[PX9I<89<

中

心组合设计原理!进行响应面试验设计!因素水平编码表见

表
!

!试验设计和分析采用
V9N7

Q

<PR[

O

9H-)&.)$)%

软件$

图
/

!

水料比对羊肺酶解液水解度的影响

27

Q

LH9/

!

RYY9,-'YUG-9HPN'(75HG-7''<-I9I

=

5H'(

=

N7N

59

Q

H99'YNI99

O

(L<

Q

!/#
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表
!

!

因素水平编码表

4G;(9!

!

2G,-'HNG<5(9Z9(N-G;(9

水平
>

酶解温

度)
c

X

加酶量)

'

D

.

Q

A#

(

0

水料比

'

J]

)

Q

(

V

酶解时

间)
I

A# @/ #"$$ #a# !

$ /$ #%$$ "a# @

# // "$$$ !a# /

")@)#

!

试验数据分析
!

利用
V9N7

Q

<PR[

O

9H-)&.)$)%

软件!对

表
@

试验数据进行多元回归拟合!得到水解度对自变量酶解

温度&加酶量&水料比&酶解时间的二次多项式回归模型

方程+

9e#.)$.f$)%$Ff$)%@Hf$)$/$f$)@#NA$)."FHA

$)#BF$A$)C"FNf$)@@H$A$)$%HNA$)#$$NA!)"!F

"

A

#)"@H

"

A#)B.$

"

A")#%N

"

$ '

"

(

表
@

!

X'[PX9I<89<

试验设计及结果

4G;(9@

!

X'[PX9I<89<9[

O

9H7J9<-G(59N7

Q

<JG-H7[

G<5H9NL(-N

试验号
> X 0 V F

水解度)
b

# $ A# # $ #!)B/

" $ $ # # #@)$!

! # A# $ $ #@)/#

@ $ $ $ $ #C)%!

/ $ # A# $ #/)#!

% $ $ # A# #!)@/

C $ $ $ $ #C).C

. # $ $ A# #!)"@

B $ $ A# A# #!)##

#$ $ A# $ A# #!)@B

## A# $ A# $ ##).B

#" # # $ $ #!)//

#! # $ # $ #!)CB

#@ A# # $ $ #!).#

#/ A# $ $ A# ##)#@

#% A# $ # $ #")%#

#C $ $ A# # #@)$.

#. $ A# $ # #@)$"

#B # $ $ # #!)$@

"$ $ # $ A# #/)C.

"# $ A# A# $ #/)$"

"" $ # $ # #%)$B

"! A# A# $ $ ##)@B

"@ $ $ $ $ #.)!#

"/ $ $ $ $ #.)"!

"% $ $ $ $ #.)!/

"C A# $ $ # #!).!

". $ # # $ #/)."

"B # $ A# $ #!).@

!!

由表
/

可知!模型的决定系数
M

"

e$)B%.B

!校正系数

M

"

>5

\

为
$)B!CB

!该模型能解释
B!)CBb

的中性蛋白酶酶解羊

肺响应值的变化$回归模型
?

#

$)$$$#

!表明拟合得到的模

型方程极显著*失拟项
?e$)#!B!

$

$)$/

不显著!说明回归

方程与实测值之间拟合较好*一次项
>

&

X

!交互项
>X

!二次

项
>

"

&

X

"

&

0

"

&

V

"差异均为极显著'

?

#

$)$#

(!一次项
V

与交

互项
>V

差异显著'

?

#

$)$/

($从表
/

中各因素
?

值可知!

影响水解度的主次关系为+加酶量
$

温度
$

酶解时间
$

料

液比$

表
/

!

回归方程各项的方差分析h

4G;(9/

!

><G(

=

N7N'YZGH7G<,9'YH9

Q

H9NN7'<9

T

LG-7'<

变异来源 均方 自由度 平方和
<

值
?

值 显著性

回归模型
#$B)%% #@ C).! !#)#B

#

$)$$$#

''

> @)!" # @)!" #C)"$ $)$$#$

''

X @)B@ # @)B@ #B)%C $)$$$%

''

0 $)$! # $)$! $)## $)C@!"

V #)B. # #)B. C)B$ $)$#!B

'

>X ")%B # ")%B #$)C# $)$$/%

''

>0 $)#/ # $)#/ $)/B $)@//#

>V ")$B # ")$B .)!# $)$#"$

'

X0 $)CC # $)CC !)$. $)#$$B

XV $)$# # $)$# $)$/ $)."B@

0V $)$@ # $)$@ $)#/ $)C$!$

>

"

%C)/# # %C)/# "%.).!

#

$)$$$#

''

X

"

B)B# # B)B# !B)@C

#

$)$$$#

''

0

"

"/)!B # "/)!B #$#)#"

#

$)$$$#

''

V

"

!$)#/ # !$)#/ #"$)$.

#

$)$$$#

''

残差
!)/" #@ $)"/

***********************

失拟项
!)#" #$ $)!# !)#% $)#!B!

纯误差
$)!B @ $)#$

总和
##!)#C ".

!

h

!''

表示差异极显著!

?

#

$)$#

*

'

表示差异显著!

?

#

$)$/

*

M

"

e$)B%.B

!

M

"

>5

\

e$)B!CB

$

")@)"

!

响应面直观图分析
!

图
%

中显示了各自变量之间的

交互作用对羊肺水解度三维响应图和等高线图的影响$由

图
%

可知!酶解温度与加酶量&酶解温度与酶解时间之间的

交互作用显著!这与方差分析结果吻合$在试验范围内!酶

解温度与加酶量&酶解温度与酶解时间之间的交互作用对水

解度的影响与单因素变化结果一致$图
%

'

G

(沿加酶量方向

的等高线密度高于酶解温度!说明加酶量对水解度的影响大

于酶解温度*而图
%

'

,

(沿酶解温度方向的等高线密度高于酶

解时间!说明酶解温度对水解度的影响大于酶解时间$

")@)!

!

验证实验
!

通过软件
V9N7

Q

<PR[

O

9H-)&.)$)%

对方程进

行求解!得出中性蛋白酶酶解羊肺的最佳工艺条件为+酶解

温度
/$)"/ c

!加酶量为
#%B.)/.D

)

Q

!水料比为
")$!a#

'

J]

)

Q

(!酶解时间为
@)$.I

!此时理论上水解度为
#.)#Bb

$

考虑实际操作可行性!将其修正为+酶解温度
/$c

!加酶量

#C$$D

)

Q

!水料比
"a#

'

J]

)

Q

(!酶解时间
@I

!对上述最优

@/#

提取与活性
!

"$#%

年第
#$

期



图
%

!

因素之间的交互作用对羊肺酶解液水解度的影响

27

Q

LH9%

!

E9N

O

'<N9NLHYG,9

O

('-NNI'U7<

Q

-I97<-9HG,-7Z99YY9,-'YI

=

5H'(

=

N7N-9J

O

9HG-LH9

#

GJ'L<-N

'Y9<S

=

J9N

#

G<59<S

=

J9I

=

5H'(

=

N7N-7J9'<-I9VW'YNI99

O

(L<

Q

//#
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酶解条件进行验证!取脱脂羊肺!在最优酶解条件下进行
!

次验证实验!得到羊肺酶解液水解度为
#.).Bb

!实际值与理

论值相接近!说明模型拟合度较好$

")/

!

氨基酸组成分析

氨基酸的组成在一定程度上影响酶解物的生物活性$

由表
%

可知!羊肺酶解液中含有甘氨酸&丙氨酸&缬氨酸&亮

氨酸&脯氨酸&蛋氨酸&苯丙氨酸&酪氨酸和异亮氨酸等疏水

性氨基酸!占总氨基酸含量的
"C)$"b

$研究,

"#

-表明!疏水

性氨基酸在脂相中具有良好的溶解性!从而保证了酶解物具

有较强的抗氧化活性$羊肺酶解液中疏水性氨基酸的存在!

也为其具有较强抗氧化活性提供了可能$

表
%

!

羊肺酶解液氨基酸结果分析h

4G;(9%

!

>J7<'G,75,'J

O

'N7-7'<G<G(

=

N7N'Y3I99

O

(L<

Q

Q

)

#$$

Q

氨基酸 含量 氨基酸 含量

天冬氨酸
@)$#

异亮氨酸'

#)..

苏氨酸'

#)C!

亮氨酸'

!).@

丝氨酸
#)/"

酪氨酸
#)$%

谷氨酸
%)@/

苯丙氨酸'

")$"

甘氨酸
%)@!

赖氨酸'

")B!

丙氨酸
!)B$

组氨酸'

#)$#

半胱氨酸
$)#/

精氨酸
!)!!

缬氨酸'

").C

脯氨酸
@)#%

蛋氨酸'

$).%

疏水性氨基酸
"C)$"

!

h

!'

表示必需氨基酸*疏水性氨基酸,

"#

-包括甘氨酸&丙氨酸&缬

氨酸&亮氨酸&脯氨酸&蛋氨酸&苯丙氨酸&酪氨酸和异亮氨酸$

")%

!

羊肺酶解液的体外抗氧化活性

")%)#

!

清除
V??W

.能力
!

由图
C

可知!羊肺酶解液与
&,

对
V??W

.的清除率随着质量浓度的增大而逐渐增大!不同

质量浓度的酶解液和
&,

与
V??W

.清除率之间近似呈量效

关系!这与
Ì'LVGP

=

'<

Q

等,

@

-采用
V??W

法测定中性蛋白

酶酶解鲍鱼内脏所得酶解物清除
V??W

.的结果一致$在

质量浓度为
#$$J

Q

)

J]

时!羊肺酶解液对
V??W

.的清除

率为
C!)"$b

!而
&,

的清除率达到
B/)"$b

$羊肺酶解液的

#$

/$

值为
%CJ

Q

)

J]

!高于
&,

的
#$

/$

值
"%)/J

Q

)

J]

$

#$

/$

图
C

!

羊肺酶解液与
&,

对
V??W

(的清除作用

27

Q

LH9C

!

3,GZ9<

Q

7<

Q

9YY9,-'YNI99

O

(L<

Q

I

=

5H'(

=

NG-9

59H7Z95YH'J-I9<9L-HG(

O

H'-9GN9NG<5GN,'H;7,

G,75'<V??WHG57,G(

值越低!表明抗氧化能力越强$尽管羊肺酶解液的清除能力

不如
&,

!但其表现出良好的抗氧化活性$

")%)"

!

还原力
!

多数研究,

"#A""

-表明!还原力与抗氧化能力

具有相关性!还原力越大!其抗氧化能力越强$由图
.

可知!

在一定浓度范围内!羊肺酶解液和
&,

的还原力都随着质量

浓度的增大而增大!呈现出剂量效应关系$在相同质量浓度

'

##J

Q

)

J]

(下!羊肺酶解液的吸光值为
$)@C"

!约为
&,

吸光

值'

$)BC!

(的
@.)/#b

$羊肺酶解液的还原力虽低于
&,

的还

原力!但羊肺酶解液可作为一种良好的天然抗氧化剂$

图
.

!

羊肺酶解液与
&,

的还原能力

27

Q

LH9.

!

E95L,-7'<G;7(7-

=

'YNI99

O

(L<

Q

I

=

5H'(

=

NG-959H7Z95

YH'J-I9<9L-HG(

O

H'-9GN9NG<5GN,'H;7,G,75

")%)!

!

清除
+

A

"

.能力
!

+

A

"

.是基态氧接受一个电子后形

成的第一个氧自由基!经过一系列反应生成其它的氧自由

基!会损伤
V*>

和细胞膜!对细胞有显著的破坏性$由图
B

可知!在试验浓度范围内!羊肺酶解液与
&,

对
+

A

"

.的清除

率都随着质量浓度的增加而增大!在浓度为
!$J

Q

)

J]

时!

羊肺酶解液对
+

A

"

.的清除率为
!@)B#b

!

&,

的清除率达到

B/)!@b

!这与王雨生等,

"!

-酶解黄鳍金枪鱼皮所得胶原肽与

&,

对超氧阴离子的研究结果相似$与
&,

相比!尽管羊肺酶

解液的清除
+

A

"

.能力较
&,

弱!但其仍表现出一定的清除

+

A

"

.能力$羊肺酶解液与
&,

的
#$

/$

值分别为
@$)$C

!

#$)$#J

Q

)

J]

$

")%)@

!

清除.

+W

能力
!

在自由基体系中!.

+W

的活性最

强!能与体内多种生物分子'如氨基酸&蛋白质和
V*>

(反

应!引起机体发生多种疾病,

"#

-

$由图
#$

可知!在试验浓度

图
B

!

羊肺酶解液与
&,

对
+

A

"

(的清除作用

27

Q

LH9B

!

3,GZ9<

Q

7<

Q

9YY9,-'YNI99

O

(L<

Q

I

=

5H'(

=

NG-9

59H7Z95YH'J-I9<9L-HG(

O

H'-9GN9NG<5GN,'H;7,

G,75'<NL

O

9H'[759G<7'<NHG57,G(

%/#
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图
#$

!

羊肺酶解液与
&,

对(

+W

的清除作用

27

Q

LH9#$

!

3,GZ9<

Q

7<

Q

9YY9,-'YNI99

O

(L<

Q

I

=

5H'(

=

NG-9

59H7Z95YH'J-I9<9L-HG(

O

H'-9GN9NG<5GN,'H;7,

G,75'<I

=

5H'[

=

(HG57,G(

范围内!羊肺酶解液和
&,

对.

+W

的清除率与质量浓度之

间表现出量效关系$在质量浓度为
"/J

Q

)

J]

时!羊肺酶解

液对.

+W

的清除能力为
!.)B"b

!低于王艳梅等,

""

-关于黄

缘盒龟肉的酶解产物对.

+W//b

的清除率!而
&,

对.

+W

的清除能力达到
C/)@.b

$羊肺酶解液与
&,

清除.

+W

的

#$

/$

值分别为
!#)..

!

#@)$!J

Q

)

J]

$羊肺酶解液的
#$

/$

值

约为
&,

的
")"C

倍$

!

!

结论
通过蛋白酶筛选试验表明了中性蛋白酶为羊肺最佳酶

解酶$在单因素试验基础上!利用软件
V9N7

Q

<PR[

O

9H-.)$)%

对试验结果进行分析!得到酶解羊肺的最佳水解工艺组合

为+酶解温度
/$c

!加酶量
#C$$D

)

Q

!水料比
"a#

'

J]

)

Q

(!

酶解时间
@I

$在该条件下羊肺酶解液水解度为
#.).Bb

$

羊肺酶解液中含有
#C

种氨基酸!对自由基具有一定抗氧化

作用的疏水性氨基酸含量为
"C)$"b

$羊肺酶解液具有一定

抗氧化活性!在试验浓度范围内!其还原力的吸光值为

$)@C"

!对
V??W

.&

+

A

"

.和.

+W

的清除率达到
C!)"#b

!

!@)B#b

!

!.)B"b

!

#$

/$

值分别为
%C)$$

!

@$)$C

!

!#)..J

Q

)

J]

$

试验为提高羊肺加工利用率及开发生物活性肽提供了理论

依据!但有关羊肺酶解液中抗氧化组分的分离纯化&作用机

理以及体内抗氧化试验都有待进一步研究$
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