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羊骨多肽酶法制备工艺优化及抗氧化活性研究
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摘要：以羊骨粉为原料，用碱性蛋白酶进行酶解制备具有

抗氧化活性的酶解多肽液。以水解度为指标，优化了羊

骨多肽酶法制备工艺条件，并对酶解液的抗氧化能力进

行了测定。结果表明，碱性蛋白酶制备羊骨多肽的最佳

制备工艺条件为酶解时间５ｈ，酶解温度４５℃，加酶量

８２００Ｕ／ｇ，酶解ｐＨ值１０，该条件下羊骨粉的水解度为

（２８．３６±０．０２）％。羊骨粉酶解液与对照组（未被碱性蛋

白酶酶解的羊骨粉溶液）的抗氧化能力均随着溶液浓度

的增加而上升，当酶解液浓度达到２．５ ｍｇ／ｍＬ 时对

ＤＰＰＨ自由基、羟自由基、超氧阴离子自由基清除率和还

原力均达最大值，分别为（６５．４２±０．１１）％，（８２．３０±

０．２７）％，（７９．８３±０．２２）％，０．４８４±０．００７，显著高于对照

组（Ｐ＜０．０５）。说明碱性蛋白酶水解羊骨粉得到的酶解

多肽液具有体外抗氧化活性。
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羊骨中的蛋白质含量高达１８．６％，其中胶原蛋白占

骨蛋白的９０％左右
［１］。但目前羊骨主要以非深加工方式

用于鱼类、禽类等非反刍动物饲料的添加，利用率很低。

寻找一种天然、高效、低毒的抗氧化剂是现代科研中

的一个热门课题［２］。国内外研究［３］发现，蛋白酶可将各

类动植物源蛋白序列中具有抗氧化活性的片段（即抗氧

化肽）酶解分离出来。这些用天然食品制备的抗氧化肽

具有分子量小、易被机体吸收、高活性的特点，可以广泛

应用于医药、食品、保健品等行业［４］。目前已有学者对羊

骨胶原蛋白肽的酶解工艺及单酶水解羊骨粉效果比较等

进行了研究，但未对其酶解液的抗氧化性进行深入研究。

傅鑫森等［５］发现优化酶解工艺后得到的羊骨酶解物具有

体外抗氧化活性，但未测定酶解物的还原力。

研究拟以羊骨为原料，用碱性蛋白酶对其进行酶解，
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优化酶解工艺，并对酶解液的抗氧化性进行测定，旨在为

羊骨的深加工利用提供有效的参数支持。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

新鲜羊骨：来源于甘肃省甘南藏族自治州玛曲县欧

拉乡的藏绵羊；

碱性蛋白酶：２００Ｕ／ｍｇ，上海源叶生物科技有限

公司；

ＤＰＰＨ标准品：梯希爱（上海）化成工业发展有限

公司；

四硼酸钠：分析纯，天津市光复科技发展有限公司；

十二烷基硫酸钠、焦性没食子酸、菲洛嗪：分析纯，上

海源叶生物科技有限公司。

１．２　仪器与设备

ｐＨ计：ＰＨＳ３Ｃ型，上海宁隆仪器有限公司；

分析天平：ＦＡ２００４Ｂ型，上海越平科学仪器有限

公司；

台式高速冷冻离心机：Ｈ１８５０Ｒ型，长沙湘仪离心机

仪器有限公司；

恒温搅拌水浴锅：ＨＨ４Ａ型，常州金坛精达仪器制

造有限公司。

１．３　方法

１．３．１　羊骨多肽的制备工艺流程

羊骨→冲洗→剔除大块肉筋→预煮（９５℃，１ｈ）→高

压蒸煮（１２０℃，１ｈ）→烘干（６０℃，５ｈ）→脱脂（无水乙醇

浸泡２４ｈ）→脱钙（０．５ｍｏｌ／Ｌ盐酸，浸泡２４ｈ）→蒸馏水

冲洗→烘干（６０℃，５ｈ）→冷却→粉碎（过８０目筛）→羊

骨粉→羊骨粉加水预混合（４５℃，１０ｍｉｎ）→调节ｐＨ值→

加入碱性蛋白酶酶解（酶解过程中每隔１ｈ调节一次酶解

液的ｐＨ值，使其保持稳定）→灭酶（９５℃，１５ｍｉｎ）→离

心（１５００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ）→上清液（酶解液）→测定水

解度［６－７］

抗氧化试验中的对照组：不添加碱性蛋白酶，其他处

理同羊骨粉的酶解处理。

１．３．２　碱性蛋白酶酶解羊骨粉的工艺优化　称取１０ｇ羊

骨粉与蒸馏水以１∶１０（ｇ／ｍＬ）的比例在恒温磁力搅拌

器上混合均匀展开羊骨粉酶解试验，操作如下：

（１）酶解温度：固定酶解 ｐＨ 为９．０，酶添加量为

８０００Ｕ／ｇ羊骨粉，分别在３０，３５，４０，４５，５０ ℃下水解

５ｈ，考察酶解温度对羊骨粉水解度的影响。

（２）加酶量：在确定温度的基础上，调节ｐＨ为９．０，

加酶量分别为４０００，６０００，８０００，１００００，１２０００Ｕ／ｇ，水

解５ｈ，考察加酶量对羊骨粉水解度的影响。

（３）酶解时间：在确定酶解温度、加酶量的基础上，调

节ｐＨ为９．０，设置酶解时间２，３，４，５，６ｈ，考察酶解时间

对羊骨粉水解度的影响。

（４）酶解ｐＨ：在确定酶解温度、加酶量、水解时间的

基础上，设置ｐＨ为８．５，９．０，９．５，１０．０，１０．５进行酶解，考

察酶解ｐＨ对羊骨粉水解度的影响。

（５）响应面试验：根据单因素结果，选择酶解的时间、

温度、加酶量和ｐＨ 为影响因素，以水解度（ＤＨ）为响应

值，利用四因素三水平响应面优化分析法优化工艺参数。

１．３．３　水解度的测定　采用ＯＰＡ法
［８］。

１．３．４　抗氧化性的测定

（１）ＤＰＰＨ自由基清除率：参照 Ｔａｉ等
［９］的方法，修

改如下：吸取２ｍＬ样品与 ＤＰＰＨ—９５％乙醇溶液相互混

合，避光反应０．５ｈ，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，５１７ｎｍ

波长处测其吸光度，按式（１）计算ＤＰＰＨ自由基清除率。

犆＝
犃狊－犃犮

犃犫
×１００％， （１）

式中：

犆———ＤＰＰＨ自由基清除率，％；

犃狊———２ｍＬ样品与ＤＰＰＨ溶液的吸光度；

犃犮———２ｍＬ样品与２ｍＬ９５％乙醇溶液的吸光度；

犃犫———２ｍＬ 样品与 ＤＰＰＨ—９５％乙醇溶液的吸

光度。

（２）羟自由基清除率：依据Ｚｈａｎｇ等
［１０］的方法，修改

如下：取１．０ｍＬ样品置于试管内，先后加入邻二氮菲—

乙醇、磷酸盐缓冲液、０．０３％过氧化氢和ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，

混匀，在３７ ℃恒温条件下水浴１ｈ，冷却至室温，以

４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，于５３２ｎｍ 处检测吸光度为

犃狊，按式（２）计算羟自由基清除率。

犆＝
犃狊－犃狀

犃犫－犃狀
×１００％， （２）

式中：

犆———羟自由基清除率，％；

犃狊———样品组吸光度；

犃犫———空白组吸光度；

犃狀———损伤组吸光度（去离子水代替 Ｈ２Ｏ２溶液）。

（３）超氧阴离子自由基清除能力：参照文献［１１］。

（４）还原能力：参照文献［１２］。

１．４　统计分析

采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６开展响应面试验的设计及

结果分析，利用ＩＢＭＳＰＳＳｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ２２．０软件统计分析，

借助Ｏｒｉｇｉｎ８．５绘制图形。

２　结果与分析

２．１　单因素试验

如图１所示，酶解时间选择５ｈ，反应温度选择４５℃，

考虑经济效益，加酶量选择８０００Ｕ／ｇ，酶解ｐＨ 选择１０

较为适宜。
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字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

图１　单因素对水解度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

２．２　响应面试验

２．２．１　响应面试验设计及结果分析　由单因素试验结

果，选择酶解的时间、温度、加酶量和ｐＨ 值四因素（见

表１），利用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组合原理设计四因素三水

平的响应面试验，设计及结果见表２。

　　利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件对水解度与各响应变

量进行回归拟合后得各因素与响应值关系的函数：

表１　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓｗｉｔｈａｃｔｕａｌａｎｄｃｏｄｅｄｌｅｖｅｌｓｕｓｅｄ

ｉｎＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎ

水平 Ａ时间／ｈ Ｂ温度／℃ Ｃ加酶量／（Ｕ·ｇ－１） ＤｐＨ

－１ ４ ４０ ６０００ ９．５

０ ５ ４５ ８０００ １０．０

１ ６ ５０ １００００ １０．５

表２　响应面试验的设计及结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 水解度／％ 试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 水解度／％

１ －１ －１ ０ ０ １８．３２ １６ ０ １ １ ０ ２２．１９

２ １ －１ ０ ０ ２０．４６ １７ －１ ０ －１ ０ ２１．６４

３ －１ １ ０ ０ ２３．３４ １８ １ ０ －１ ０ ２１．８４

４ １ １ ０ ０ ２３．０３ １９ －１ ０ １ ０ ２２．３４

５ ０ ０ －１ －１ ２０．１３ ２０ １ ０ １ ０ ２５．１６

６ ０ ０ １ －１ ２３．４２ ２１ ０ －１ ０ －１ １７．７８

７ ０ ０ －１ １ ２４．０７ ２２ ０ １ ０ －１ ２３．８６

８ ０ ０ １ １ ２３．８５ ２３ ０ －１ ０ １ ２３．７９

９ －１ ０ ０ －１ ２０．１２ ２４ ０ １ ０ １ ２３．５２

１０ １ ０ ０ －１ ２１．３０ ２５ ０ ０ ０ ０ ２６．０８

１１ －１ ０ ０ １ ２２．４５ ２６ ０ ０ ０ ０ ２８．８９

１２ １ ０ ０ １ ２３．３２ ２７ ０ ０ ０ ０ ２８．５０

１３ ０ －１ －１ ０ １７．６２ ２８ ０ ０ ０ ０ ２７．７１

１４ ０ １ －１ ０ ２４．０１ ２９ ０ ０ ０ ０ ２７．８６

１５ ０ －１ １ ０ ２２．８４
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　　犚＝２７．８１＋０．５８犃＋１．６０犅＋０．８７犆＋１．２０犇－

０．６１犃犅＋０．６６犃犆 －０．７７犃犇 －１．７６犅犆 －１．５９犅犇 －

０．８８犆犇－３．０９犃２－３．４１犅２－２．３７犆２－２．５５犇２。 （３）

对模型进行方差分析，结果见表３。

　　由表３可知，试验所用的二次回归模型极显著（Ｐ＜

０．０００１），表明该方程中的因变量及自变量存在显著的线

性关系；失拟项不显著（Ｐ＞０．０５），表明与实际拟合相近；

模型的调整系数犚２Ａｄｊ＝０．９３１８，表明９３．１８％的响应值发

生变化时，可以利用模型来进行阐述；相关系数犚２＝

０．９６５９，表明该模型与实际相吻合，不存在较多的误差，

模型较为合理；离散系数犆犞＝３．３０％＜１０．００％，信噪比

２７．２４＞４．００，说明比值理想。

由图２、３可知，酶解时间和酶解温度以及酶解时间

和加酶量的交互作用均对水解度影响显著；酶解ｐＨ和酶

解时间的交互作用对水解度的影响不显著；酶解温度和

加酶量以及酶解温度和酶解ｐＨ的交互作用均对水解度

影响极显著（Ｐ＜０．０１）；加酶量和酶解ｐＨ的交互作用对

水解度的影响显著。

２．２．２　模型验证　通过响应面软件分析得到碱性蛋白酶

酶解羊骨粉的优化工艺参数为酶解时间５．０９ｈ，酶解温度

４５．８０℃，加酶量８２１３．１７Ｕ／ｇ，酶解ｐＨ值为１０．０８，该条

件下水解度预测值为２８．１１％。考虑到试验的可行性，调

整最优工艺条件为酶解时间５ｈ，酶解温度４５℃，加酶量

８２００Ｕ／ｇ，酶解ｐＨ１０，并进行验证实验（狀＝３），其实测

水解度为（２８．３６±０．０２）％。说明采用响应面法优化碱性

蛋白酶水解羊骨粉工艺模型可行。

２．３　羊骨酶解物的抗氧化性

２．３．１　ＤＰＰＨ自由基清除能力　由图４可知，随着酶解

液质量浓度的增加，其ＤＰＰＨ 自由基所具有的清除能力

也逐渐提升。酶解液与对照组的犐犆５０分别为 ０．９０，

１０．７５ｍｇ／ｍＬ，说明酶解液ＤＰＰＨ 自由基清除能力相比

羊骨粉溶解液（对照组）有明显提升（Ｐ＜０．０５），可能与羊

骨酶解形成的小分子多肽相关。根据相关研究［１３］可知，

在溶液和溶质或固相与气相的界面，小分子多肽将会产

生一种薄膜，从而对目标物加以隔离和保护。

２．３．２　羟自由基清除能力　由图５可知，随着酶解液质

量浓度的增加，其羟自由基清 除 能 力 逐 渐 增 强，由

（６１．２９±０．２１）％升高至（８２．３０±０．２７）％，升高了３４．２８％

（Ｐ＜０．０５）。酶解液与对照组的犐犆５０分别为 ０．４５，

０．９７ｍｇ／ｍＬ，表明经酶解后溶液的羟自由基清除力显著

上升。试验结果与甄润英等［１４］报道的鲶鱼骨酶解物的抗

氧化活性研究中羟自由基清除效果一致。

２．３．３　超氧阴离子自由基清除能力　由图６可知，羊骨

酶解液与对照组的超氧阴离子自由基清除力存在显著差

表３　二次回归方程模型的方差分析


Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｑｕａｄｒａｔｉｃｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｏｆａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ

方差来源 总方差 自由度 均方差 犉 值 Ｐ值 显著性

模型 ２３０．０８ １４ １６．４３ ２８．３５ ＜０．０００１ 

Ａ ３．９７ １ ３．９７ ６．８４ ０．０２０３ 

Ｂ ３０．５３ １ ３０．５３ ５２．６６ ＜０．０００１ 

Ｃ ９．１７ １ ９．１７ １５．８２ ０．００１４ 

Ｄ １７．２６ １ １７．２６ ２９．７６ ＜０．０００１ 

ＡＢ １．５０ １ １．５０ ２．５９ ０．１３００

ＡＣ １．７２ １ １．７２ ２．９６ ０．１０７４

ＡＤ ２．４０×１０－２ １ ２．４０×１０－２ ４．１０×１０－２ 　０．８４１６

ＢＣ １２．３９ １ １２．３９ ２１．３７ 　０．０００４ 

ＢＤ １０．０８ １ １０．０８ １７．３９ ０．０００９ 

ＣＤ ３．０８ １ ３．０８ ５．３１ ０．０３７０ 

Ａ２ ６１．８９ １ ６１．８９ １０６．７５ ＜０．０００１ 

Ｂ２ ７５．３８ １ ７５．３８ １３０．０２ ＜０．０００１ 

Ｃ２ ３６．２９ １ ３６．２９ ６２．９５ ＜０．０００１ 

Ｄ２ ４２．２７ １ ４２．２７ ７２．９１ ＜０．０００１ 

残差 ８．１２ １４ ０．５８


失拟项 ３．４７ １０ ０．３５ ０．３０ ０．９４４９

纯误差 ４．６５ ４ １．１６

总和 ２３８．１９ ２８

　　　　　　　　　 表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）；表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
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异（Ｐ＜０．０５）。酶解液的犐犆５０为０．３５ｍｇ／ｍＬ，对超氧阴

离子自由基的清除属浓度依赖型。羊骨粉溶解液（对照）

的犐犆５０为０．８６ｍｇ／ｍＬ，对超氧阴离子清除率随溶液质量

浓度上升变化不明显（Ｐ＞０．０５）。这是由于歧化反应和

一些其他的反应可以产生过氧化氢和羟自由基［１５－１６］，使

清除力增强，且碱性蛋白酶能够显著提高羊骨酶解水解

度，使羊骨粉水解彻底，因而小分子量肽段产量增加，酶

解液的抗氧化性增强［１７］。

２．３．４　还原力　由图７可知，酶解液还原力随着酶解液

质量浓度的增加而增大。酶解组相比对照组，其还原力

图２　各因素的交互作用对水解度影响的响应面图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓ

ｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

图３　各因素的交互作用对水解度影响的等高图

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
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字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

图４　酶解液对ＤＰＰＨ自由基的清除能力

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙ

字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

图５　酶解液对羟自由基的清除能力

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｈｙｄｒｏｘｙｌｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｒｅｍｏｖａｌｃａｐａｃｉｔｙ

字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

图６　酶解液对超氧阴离子自由基的清除能力

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｓｕｐｅｒ

ｏｘｙｇｅｎａｎｉｏｎｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｒｅｍｏｖａｌｃａｐａｃｉｔｙ

字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

图７　酶解液的还原能力

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｒｅｄｕｃｉｎｇａｂｉｌｉｔｙ

显著 提 升，酶 解 液 与 对 照 组 的 犐犆５０ 分 别 为 ２．２７，

１．７８ｍｇ／ｍＬ，但峰值（犗犇 值）分别为０．６８９和０．０９１。还

原力在初始浓度下，由０．０２２±０．００１提高至０．２４７±０．００２

（Ｐ＜０．０５），在最高浓度下，由０．０７７±０．００１提高至

０．４８４±０．００７（Ｐ＜０．０５）。说明酶解可以有效提升酶解液

的还原力，主要与其中形成的还原性氨基酸残基相关［１３］。

试验结果与刘倩霞等［１８］报道的酶解曲拉干酪素研究中还

原力效果一致。

３　结论
采用响应面法对碱性蛋白酶酶解羊骨粉的工艺进行

优化，并且对其酶解液的抗氧化活性进行了探究。结果

表明，在 酶 解 时 间 ５ｈ，酶 解 温 度 为 ４５ ℃，加 酶 量

８２００Ｕ／ｇ，酶解ｐＨ值１０的工艺条件可以较彻底地酶解

羊骨粉，提高多肽得率。经酶解后的羊骨碱性蛋白酶解

液具有良好的抗氧化性，其ＤＰＰＨ自由基清除率、羟自由

基清除能力、超氧阴离子自由基清除率以及还原力相对

未被酶解的羊骨粉溶解液均显著上升。

试验仅研究了酶解工艺优化及酶解液的抗氧化性，

后续将在此基础上分离、纯化和鉴定分子质量不相同的

肽段，并探求其序列，探究肽段的结构及其内在抗氧化

机制。
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