
基金项目!校级人才启动项目!编号"

$%&(R9G

O

%%>

#(高校优秀青年人

才支持计划重点项目!编号"

<

R

DO

!K$%&'>%+

#(黄山市科

技局项目!编号"

$%&+!-%+

#(校级科研平台建设项目!编

号"

G

DE

5$%&*&&

#

作者简介!姜薇!

&)*'

&#$女$黄山学院讲师$博士%

,-./01

"

a

1F

a

P

!

89F:64F:7=

收稿日期!

$%&B-&$-$(

第
>+

卷第
>

期

$%&*

年
>

月
! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

?31:>+

$

@3:>

A/;:$%&*

!"#

"

$%&$'()*

'

+

&,--.&$%%'/)011&*%$1&%'&%'1

鹿茸抗氧化多肽高压脉冲电场辅助酶法提取

及纯化工艺优化
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摘要!以鹿茸渣为研究对象!利用高压脉冲电场辅助菠萝蛋

白酶制备鹿茸抗氧化肽!并进行分离纯化#以水解度和

KYY\

(清除率为评价指标!通过单因素及响应面优化试验

对鹿茸渣制备抗氧化活性多肽的酶解工艺进行优化#采用

大孔吸附树脂对鹿茸抗氧化肽进行脱盐及纯化!并分析纯化

后鹿茸肽的抗氧化活性#结果表明!抗氧化活性肽的最佳制

备工艺为%底物浓度
&(U

"酶添加量
B:%+X

,

.

<

!电场强度

&B:>G?

,

7.

!脉冲数
B

!该条件下制备的鹿茸蛋白水解液对

KYY\

(清除率达&

B+:B'l$:%>

'

U

#

B(U

乙醇溶液洗脱组

分
L>

对
KYY\

("(

[\

及
[

V

$

(的清除率最高!相比粗多

肽的抗氧化活性大幅提高!鹿茸抗氧化肽具有较强的抗氧化

活性!是制备抗氧化活性肽的良好原料#

关键词!鹿茸渣$抗氧化多肽$高压脉冲电场$蛋白酶$分离

纯化
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目前$抗氧化剂及其化学性质引起了很多科学家研究的

热潮%由于体内外的氧化压力使人体产生一系列问题$引发

很多的致命性疾病$如癌症+动脉硬化+心血管疾病+糖尿病+

神经紊乱等,

&

-

%蛋白质经酶降解后释放出的生物活性肽能

有效清除体内过剩的自由基+螯合金属离子+抑制脂质过氧

化的发生等避免机体被氧化产生损伤,

$

-

%消费者以及生产

厂商更倾向于.天然/食品的抗氧化剂对人体的低损害性$因

此从安全无污染的食品中提取天然抗氧化活性多肽已成为

研究热点%

中国是世界上的鹿产业大国$鹿茸是绝大多数雄性鹿科

动物生长的一种尚未骨化的幼角$也是一种珍贵的具有滋补

作用的中药$主要被加工成鹿茸精作为药用$且年产量可达

$%

万瓶之多,

>

-

%但是对于生产鹿茸精过程中的副产物&&&

鹿茸渣却没有充分利用%目前$仅有关于鹿茸渣酸解制备氨

基酸+酶法提取硫酸软骨素+熬制鹿茸渣胶的研究,

+

-

$都存在

加工工艺复杂$提取及利用率低的缺点%

%*&



高压脉冲电场技术!
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DE
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Y,N

#是食品非热加工技术之一$被广泛地应用于食品的杀

菌处理,

(

-

+酒的催陈,

'

-

+物料的提取,

B

-等%在较高电场强度

下$大部分的酶均会有不同程度损坏而失活,

*

-

$但是少数的

几种酶在适宜的电场强度下活性会增加,

)

-

$并且能够显著提

高酶解反应产物得率$还未见高压脉冲电场促进菠萝蛋白酶

解反应的相关报道%

本研究以鹿茸渣蛋白水解度及抗氧化活性为试验指标$

选用菠萝蛋白酶为水解用酶$通过单因素试验研究底物浓

度+酶浓度+电场强度+脉冲数等对降解鹿茸渣蛋白的影响$

并采用响应面分析优化酶解工艺条件$以提高鹿茸渣制备抗

氧化肽的酶解效率及缩短反应时间%最后用
K$%&-L

大孔树

脂对水解液进行除盐和粗分$获得具有高抗氧化活性的鹿茸

抗氧化肽组分$从而为利用鹿茸渣生产抗氧化活性多肽提供

一定的理论参考和试验依据%

&

!

材料与方法
&:&

!

材料与仪器

&:&:&

!

材料与试剂

鹿茸渣"中韩动物研究院(

&

$

&-

二苯基
-$-

三硝基苯肼!

KYY\

#+水杨酸+磷酸氢二

钠+磷酸二氢钠等"分析纯$北京化工厂(

KW$%&-L

大孔树脂"廊坊淼阳化工有限公司(

菠萝蛋白酶"

>%%X

'

.

<

$上海宝曼生物有限公司%

&:&:$

!

主要仪器设备

高速离心机"

j,@-%%$-C#+'$+

型$美国
j6=4;3

公司(

紫外可见分光光度仪"

CX-&*&%

型$北京普析通用仪器

有限责任公司(

高压脉冲电场设备"实验室自制!电场操作系统设计详

见文献,

&%

-#(

喷雾干燥机"

TY-&(%%

型$上海顺义实验设备有限公司(

上海雷磁电导率仪"

KKT->%B

型$上海右一仪器有限

公司(

水浴恒温振荡器"

T\W-L

型$金坛市恒丰仪器厂%

&:$

!

方法

&:$:&

!

检测方法

!

&

#水解度!

K\

#的测定"根据文献,

&&

-%

!

$

#

KYY\

1清除率的测定"根据文献,

&$

-%

!

>

#1

[\

清除率的测定"根据文献,

&>

-%

!

+

#

[

V

$

1清除率的测定"根据文献,

&+

-%

&:$:$

!

Y,N

下酶解反应的单因素试验

!

&

#固定电场强度
(G?

'

7.

$脉冲数
'

$酶添加量

'X

'

.

<

$用磷酸缓冲溶液调鹿茸渣水溶液
E

\

至
B:%

$分别

考察不同底物浓度!

(U

$

&%U

$

&(U

$

$%U

$

$(U

#对鹿茸蛋白

水解度和水解液抗氧化活性的影响%

!

$

#固定电场强度
(G?

'

7.

$脉冲数
'

$底物浓度
&(U

$

用磷酸缓冲溶液调
E

\

至
B:%

$分别考察不同酶添加量!

&

$

>

$

(

$

B

$

)X

'

.

<

#对鹿茸蛋白的水解度和水解液抗氧化活性的

影响%

!

>

#固定脉冲数
'

$底物浓度
&(U

$酶添加量
BX

'

.

<

$用

磷酸缓冲溶液调
E

\

至
B:%

$分别考察不同电场强度!

%

$

(

$

&%

$

&(

$

$%

$

$(G?

'

7.

#对鹿茸蛋白水解度和水解液抗氧化活

性的影响%

!

+

#固定电场强度
&(G?

'

7.

$底物浓度
&(U

$酶添加量

BX

'

.

<

$用磷酸缓冲溶液调
E

\

至
B:%

$分别考察不同的脉冲

数!

+

$

'

$

*

$

&%

$

&$

#对鹿茸蛋白水解度和水解液抗氧化活性的

影响%

&:$:>

!

Y,N

下酶解反应多因素试验
!

根据中心设计试验原

理$综合单因素试验结果$固定底物浓度
&(U

$

E

\B:%

$考察

菠萝蛋白酶浓度+电场强度和脉冲数对酶解液抗氧化活性的

影响$根据试验结果确定最佳制备工艺%

&:$:+

!

大孔吸附树脂脱盐及分离
!

利用大孔吸附树脂去除

酶解反应过程中添加的无机盐$并对鹿茸抗氧化肽进行纯

化%将一定体积处理好的湿树脂慢慢装入
0

&:(7.c(%7.

的玻璃柱中$用去离子水洗至洗脱液在
$$%=.

处的吸光值

平稳$用
& ?̂

'

8

的流速上样$上样体积
(%."

%然后用去离

子水和不同浓度!

$(U

$

(%U

$

B(U

$

&%%U

#乙醇作为洗脱剂$

对吸附后树脂进行洗脱%收集洗脱液$用紫外分光光度计在

$$%=.

处测吸光值$用电导率检测洗脱液中的离子强度%

$

!

结果与分析
$:&

!

单因素试验

$:&:&

!

底物浓度对酶解反应的影响
!

由图
&

可以看出$随着

底物的增加$鹿茸蛋白的水解度先增加后减少$当底物浓度

为
&(U

时$鹿茸蛋白的水解度,!

&+:$>l%:&&

#

U

-及清除
KY-

Y\

1的能力,!

B$:+$l%:%)

#

U

-均达到最大值$当底物浓度

过高时$由于底物浓度超过了蛋白酶能降解的底物量$所以

水解度反而降低%这是因为酶解位点是一定的$酶相对于底

物的酶切位点不足$且过高的底物浓度降低了水解产物的分

子运动速率$从而降低酶与酶切位点的接触几率,

&(

-

%这一

结果和姜惠敏等,

&'

-制备羊胎盘抗氧化肽的变化趋势相似%

$:&:$

!

酶添加量对酶解反应的影响
!

由图
$

可以看出$酶添

加量从
&X

'

.

<

增加到
BX

'

.

<

时$鹿茸蛋白水解度和水解

液的
KYY\

1清除率呈直线上升趋势$在
BX

'

.

<

时达到最

大值$随后水解度和水解液的
KYY\

1清除率反而下降$与

图
&

!

底物浓度对鹿茸蛋白水解度和
KYY\

(清除率的影响
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图
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酶添加量对鹿茸蛋白水解度和
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(清除率的影响
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(

唐梦茹等,

&B

-的研究结果相似%这是因为在酶相对于底物达

到饱和之前$随着酶添加量的增加$可以使酶与底物的接触

机率增高$底物被水解的程度也随之增加$但当底物相对酶

浓度达到饱和时$酶的进一步添加反而导致酶分子之间起到

竞争性抑制作用$增加试验的操作成本,

&*

-

%故酶的最优添

加量为
BX

'

.

<

%

$:&:>

!

电场强度对酶解反应的影响
!

由图
>

可以看出$电场

强度对鹿茸蛋白的水解度和水解液抗氧化活性的影响很明

显%电场强度为
&(G?

'

7.

时鹿茸蛋白的水解度和水解液

抗氧化活性最高$与菠萝蛋白酶在此电场条件下的活力最高

相一致!图
+

#%这是因为在适宜的电场强度下$酶的结构被

改变$活性中心暴露出来提高了蛋白酶的活性,

&)

-

(同时物料

的细胞膜也可被电场击穿而导致细胞内容物渗出$提高酶与

底物的接触机会%

$:&:+

!

脉冲数对酶解反应的影响
!

从图
(

可以看出$随脉冲

数从
$

增加到
&$

$鹿茸蛋白的水解度和水解液抗氧化活性先

增加后减少$当脉冲数为
*

时达到最大值%在相同的流量

下$反应时间与脉冲数有关$因此当脉冲数增加时$反应时间

增加$酶的活性变得不稳定$所以过高的脉冲数反而不利于

酶的溶解反应,

$%

-

%这一结果可以从图
'

中脉冲数对菠萝蛋

白酶活力的影响得到验证%

$:$

!

响应面优化试验

$:$:&

!

试验设计及结果
!

试验因素水平设计见表
&

$试验设

计与结果见表
$

%

图
>
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KYY\
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<
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8
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D

909/=497/Q6=
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(

图
+

!

电场强度对菠萝蛋白酶活性的影响
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<

F;6+

!

C860=21F6=763261675;072061495;6=

<

583=

6=S

D

.6/750Q05

D

图
(

!

脉冲数对鹿茸蛋白水解度和
KYY\

(清除率的影响

N0

<
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!
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(

图
'

!

脉冲数对菠萝蛋白酶活性的影响

N0

<
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D
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表
&

!

响应面优化试验因素水平编码

C/M16&

!

N/753;9/=416Q61932ITA3

E

50.0S/503=

6R

E

6;0.6=59

水平
b

&

电场强度'

!

G?

1

7.

V&

#

b

$

酶添加量'

!

X

1

.

<

V&

#

b

>

脉冲数

V& &% ( '

% &( B *

& $% ) &%

$*&
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表
$

!

响应面法优化方案及试验结果

C/M16$

!

K690

<

=/=46R

E

6;0.6=5/1;69F15932ITA

序号
b

&

b

$

b

>

KYY\

1清除率'
U

& V& & % '(:&$

$ % V& & 'B:*B

> V& V& % '%:$(

+ & & % B%:>$

( % & & '):&)

' % % % B>:)'

B % V& V& B%:$+

* % % % B>:%&

) % % % B+:>*

&% V& % & '(:>'

&& % % % B>:%>

&$ % % % B$:BB

&> & V& % B&:>&

&+ % & V& B$:&)

&( V& % V& '&:>$

&' & % V& B$:$$

&B & % & 'B:(>

$:$:$

!

模型建立与数据分析
!

用
K690

<

=,R

E

6;5B:%

软件对

试验结果进行回归分析$得到鹿茸蛋白水解液对
KYY\

1清

除率与电场强度+酶添加量+脉冲数之间的二次回归方程为"

-fB>:+>e>:'B<

&

e%:*)<

$

V%:B(<

>

V&:+B<

&

<

$

V

$:&*<

&

<

>

V%:&'<

$

<

>

V+:)B<

$

&

V&:B&<

$

$

V&:*(<

$

>

% !

&

#

去除不显著项后的公式为"

-fB>:+>e>:'B<

&

e%:*)<

$

V&:+B<

&

<

$

V$:&*<

&

<

>

V

+:)B<

$

&

V&:B&<

$

$

V&:*(<

$

>

% !

$

#

从方程中可以看出电场强度和脉冲数对水解液清除

KYY\

1的能力起到正影响$酶添加量对其抗氧化活性起到

负面影响$但是电场强度和脉冲数均可以对酶添加量产生负

面影响%各项的二次方均为负面影响$即因素值的大量提高

都不利于抗氧化活性肽的产生$只能小幅度的调节三者的比

例$才能酶解出高抗氧化活性的多肽溶液%

从表
>

中可以看出$回归模型的
Y

&

%:%%%&

$表明试验

设计得出的二次方程模型达到了极显著水平$该模型可以用

来分析和预测鹿茸蛋白酶解制备抗氧化多肽的效果%同时

模型失拟项!

%:&B$*

#不显著$说明试验误差较小$回归方程

与实际值相似度较高%对水解液清除
KYY\

1的能力影响

最显著的是电场强度!

Y

&

%:%%%&

#$其次为酶添加量!

Y

&

%:%(

#$最后为脉冲数%各因素的二次方值对水解液的抗氧

化活性的影响均较显著!

Y

&

%:%&

#$电场强度与脉冲数的交

互作用较显著!

Y

&

%:%&

#$其次为酶添加量与电场强度!

Y

&

%:%(

#$最后为酶添加量与脉冲数没有交互作用%说明在设

定的脉冲数范围内$酶的活性受电场强度的影响较明显$从

而导致水解液抗氧化活性能力的提高%

表
>

!

响应面模型方差分析g

C/M16>

!

W@[?W23;586;69

E

3=969F;2/76

O

F/4;/507.3461

方差来源 平方和 自由度 均方
7

值
Y

'

7

显著性

模型
$*B:(' ) >&:)( >':)$

&

%:%%%&

((

b

&

&%B:(> & &%B:(> &$+:$+

&

%:%%%&

((

b

$

':>) & ':>) B:>* %:%$))

(

b

>

+:(> & +:(> (:$> %:%('%

b

&

b

$

*:(* & *:(* ):)$ %:%&'$

(

b

&

b

>

&):%( & &):%( $$:%& %:%%$$

((

b

$

b

>

%:%)) & %:%)) %:&& %:B++)

b

$

&

&%+:&& & &%+:&& &$%:$*

&

%:%%%&

((

b

$

$

&$:$* & &$:$* &+:&* %:%%B%

((

b

$

>

&+:+& & &$:$* &+:&* %:%%+B

((

残差
':%' B %:*B

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

失拟差
+:&% > &:>B $:*% %:&B$*

不显著

纯误差
&:)' + %:+)

总变异
$)>:'$ &'

!

g

!

Y

'

7

的值小于
%:%(

$影响显著!

(

#(

Y

'

7

的值小于
%:%&

$极其

显著!

((

#%

!!

从图
B

和
*

可知$电场强度与酶添加量之间具有显著的

交互作用$其次是场强和脉冲数$这与表
>

结果一致%采用

分析软件分析得到鹿茸蛋白酶解制备抗氧化肽的最佳工艺

条件"电 场 强 度
&B:>G?

'

7.

$脉 冲 数
B:&*

+酶 添 加 量

B:%+X

'

.

<

$根据高压脉冲电场实际操作条件$脉冲数调整

为
B

%此时鹿茸酶解液的
KYY\

1清除率可达
B+:+)U

%为

了检验模型与实际值的相似性$将试验条件调整为最佳参数

值$进行
>

次平行试验$测定酶解液清除
KYY\

1的活性为

!

B+:B'l$:%>

#

U

$理论预测值与实际值非常接近$从而进一

步验证了回归模型的合适性%

$:>

!

鹿茸抗氧化肽的大孔吸附树脂脱盐及纯化

KW$%&-L

大孔树脂对鹿角茸多肽的除盐和粗分洗脱曲

线见图
)

%

KW$%&-L

大孔树脂的疏水性能很强$有机物质通

过疏水基团可以吸附到大孔树脂的表面上%鹿茸蛋白经菠

萝蛋白酶水解后$随着蛋白质中肽键的断裂$蛋白分子的构

象发生了改变$蛋白质分子内的疏水氨基酸被暴露出来$从

而使蛋白质混合物的疏水性增加$而吸附到树脂上%相反$

无机盐不能吸附到大孔树脂上$可以被去离子水洗脱下来$

从而与多肽分开$而达到除盐的效果,

$&V$$

-

%根据乙醇溶液

能改变多肽溶液的非极性侧链的排水倾向$从而可以将多肽

从树脂上置换到洗脱液中$而被洗脱下来$疏水性越高的多

肽$洗脱的乙醇浓度越高,

$>

-

%

$:+

!

纯化多肽抗氧化能力

为了筛选出抗氧化活性较强的组分$分别对未纯化多肽

!

LY

#及不同的洗脱峰
L&

+

L$

+

L>

和
L+

!

&%.

<

'

."

#测定

1

[\

+

[

V

$

1和
KYY\

1清除率$结果见图
&%

%

!!

由图
&%

可以看出$乙醇浓度
B(U

的洗脱组分
L>

对

1

[\

+

[

V

$

1和
KYY\

1清除的能力最优$比未纯化鹿茸多

>*&

提取与活性
!

$%&*
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>
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图
B

!

电场强度和脉冲数交互作用等高线图和响应面图

N0

<

F;6B

!

I69

E

3=969F;2/76/=473=53F;

E

135923;5860=56;/7503=62267593261675;07201640=56=905
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图
*

!

电场强度和酶添加量交互作用等高线图和响应面图
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图
)

!

鹿茸多肽除盐和粗分的洗脱曲线

N0
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F;6)

!
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E

503=7F;Q6932469/10=/503=/=496

E

/;/503=32/=516;

E

6

E
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肽的抗氧化活性有大幅度提高$此时洗脱组分
L>

对
KYY\

1

的清除率为!

)%:('l&:(+

#

U

$对
KYY\

1清除率高于张周莉

等,

$+

-用风味蛋白酶制备的猪肩胛骨抗氧化肽!

B(:)U

#和柯

勤勤等,

$(

-制备的草鱼鱼鳞抗氧化肽!

**:B&U

#的%洗脱组分

L>

对1

[\

的清除率为!

(*:(+l&:>&

#

U

$对
[

V

$

1的清除率

为!

)$:&$l&:*)

#

U

$与文献相比$其对1

[\

的清除率高于

羊 胎 盘 抗 氧 化 肽 !

+':**U

#

,

&'

- 和
#

鱼 皮 胶 原 多 肽

!

+B:>*U

#

,

&>

-的$而对
[

V

$

1的清除率略低于羊胎盘抗氧化

肽!

)>:+(U

#

,

&'

-的%表明酶解制备的鹿茸抗氧化肽经过初步

分离纯化后具有较高的抗氧化活性%

+*&

第
>+

卷第
>

期 姜
!

薇等"鹿茸抗氧化多肽高压脉冲电场辅助酶法提取及纯化工艺优化
!



图
&%

!

粗多肽及各洗脱部分的抗氧化活性
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F;6&%

!
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E

6

E
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/=46/782;/7503=

>

!

结论
鹿茸渣是鹿茸加工成鹿茸精后的残渣$富含胶原蛋白$

往往被加工成鹿茸渣胶$不仅工艺复杂$且利用率低%本研

究选择菠萝蛋白酶为水解用酶$通过单因素及响应面优化试

验对鹿茸渣制备抗氧化活性多肽的酶解工艺进行优化%确

定最佳工艺条件为"

E

\B

+电场强度
&B:>G?

'

7.

+脉冲数
B

+

酶添加量
B:%+X

'

.

<

%在此优化条件下$鹿茸抗氧化肽对

KYY\

1清除率可达
B+:+)U

%然后利用
K$%&-L

大孔树脂

对鹿茸抗氧化肽进行除盐和纯化$

B(U

乙醇溶液的洗脱组分

L>

对1

[\

+

[

V

$

1和
KYY\

1的清除率最高$制备的鹿茸多

肽经过初步分离纯化后具有较高的抗氧化活性$可为深入开

发鹿茸抗氧化肽产品提供一定的试验依据$对鹿茸渣的有效

利用及提高其附加值也具有一定的指导意义%
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-刘唯佳
:
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-孙旭$肖志刚$马秀婷$等
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盐效果的研究,

_

-

:

食品与机械$

$%&$

$

$*

!

'

#"

+>-+':

,

$>

-

!\W@]N6=

<

-R0/=

<

$

`W@]!8/=

<

$

bXT80-

D

0=

<

:A/7;3

E

3;-

3F9;690=

E

F;0207/503=32

<

;/997/;

E

2098

!

4A/'3

Z

28K

G

'

(

3C3'

&C/FF8

#

97/16

E

6

E

50469P0580=Q05;3/=

<

0356=90=-H73=Q6;50=

<

6=-

S

D

.6

!

WL,

#

0=80M053;

D

/M0105

D

,

_

-

:N334L86.095;

D

$

$%%)

$

&&B

!

>

#"

>*B->)$:

,

$+

-张周莉$李诚$刘爱平$等
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响应面优化酶解法制备猪肩胛骨抗
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草鱼鱼鳞抗氧化肽的酶法制备及

其抗氧化稳定性研究,
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