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响应面法优化赤小豆多肽制备
及体外降糖活性研究

辛 婷  索 婷  李长滨  王 钊  许美娟  邹  建

（河南牧业经济学院食品与生物工程学院，河南  郑州   450046）

摘要：［目的］利用响应面法优化赤小豆多肽制备工艺，并分析其体外降血糖活性。［方法］从 3 种蛋白酶中筛选最适酶，

采用单因素及响应面试验优化最佳酶解工艺；将酶解多肽液进行超滤分离，并比较不同组分的降糖活性。［结果］最佳

赤小豆多肽制备工艺条件为碱性蛋白酶添加量 3 860 U/g、底物浓度 2.0%、pH 8.0、酶解时间 3 h、酶解温度 60 ℃，此时多

肽含量为 135 mg/g。酶解多肽液经超滤分离，F1（相对分子质量<3 000）组分的体外降糖活性最高，10 mg/mL 质量浓

度下 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶抑制率分别为 79.1%，81.0%。［结论］采用碱性蛋白酶酶解制备的赤小豆多肽展现出显著

的体外降血糖效果。
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Optimization of rice bean polypeptide preparation by response surface 

method and its in vitro hypoglycemic activity
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Abstract: ［［Objective］］ To optimize the preparation process of rice bean polypeptide by the response surface method and analyze its in vitro 

hypoglycemic activity. ［［Methods］］ The optimal enzyme is screened from the three proteases, and the best enzymatic hydrolysis process 

conditions are optimized by single factor and response surface experiments. Then, the enzymatically hydrolyzed polypeptide solution is 

subject to ultrafiltration separation, and the hypoglycemic activities of different components are compared. ［［Results］］ The optimal 

preparation process conditions for rice bean polypeptide are: basic protease addition amount of 3 860 U/g, substrate concentration of 2.0%, 

pH of 8.0, enzymatic hydrolysis time of 3 hours, and enzymatic hydrolysis temperature of 60 ℃ , resulting in the polypeptide content of 

135 mg/g. After ultrafiltration separation of the enzymatically hydrolyzed polypeptide solution, the in vitro hypoglycemic activity is the 

highest in the F1 (relative molecular weight <3 000) component, with the α -glucosylase inhibition rate of 79.1% and the α -amylase 

inhibition rate of 81.0% at a mass concentration of 10 mg/mL. ［［Conclusion］］ The rice bean polypeptide prepared by enzymatic hydrolysis 

with alkaline protease shows a significant in vitro hypoglycemic effect.

Keywords: rice bean polypeptide; protease enzymatic hydrolysis; response surface optimization; hypoglycemic activity

糖尿病是一种复杂的慢性代谢病，其根本原因是胰

岛素分泌不足或胰岛素抵抗导致血糖升高。抑制 α-葡萄

糖苷酶、α -淀粉酶的活性可有效控制糖尿病［1］。大量研

究［2-4］表明，植物源生物活性肽可以抑制 α-葡萄糖苷酶和

α-淀粉酶活性，表现出较好的降糖活性。与其他降糖因子

相比，植物源生物活性肽具有吸收更好、活性更高、用药
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剂量更小、更安全等优点［5］。目前开发出的植物源降糖肽

包括辣木籽降糖肽［6］、黑豆降糖肽［7］、美藤果多肽［8］、花生

降糖肽［9］和灵芝降糖肽［10］等。

赤小豆，又叫赤豆、红小豆，是一种历史悠久、应用广

泛的药食同源作物，最早记载于《神农本草经》，具有调理

人体阴阳平衡、活血化瘀、清热解毒、利尿等功效［11］。赤

小豆富含蛋白质、膳食纤维、矿物质等营养成分［12］及单

宁、多酚、黄酮等生物活性成分［13］，具有抗氧化、抑菌、降

血糖等功效［14］。中国是世界上最大的赤小豆生产国［15］，

但其在食品市场上的开发和深加工应用较少，应加大对

赤小豆的开发，提高产品附加值。

赤小豆中蛋白质含量约占 20%［16］，高于大多数的豆

类，富含 18 种氨基酸且 1/3 为必需氨基酸［17］。目前，有关

赤小豆活性成分的研究主要集中在多酚、糖苷等，对其蛋

白质的研究较少，有关赤小豆多肽的提取制备及活性研

究尚未见报道。相较于蛋白质，多肽的相对分子质量更

小、更利于人体吸收且生理活性更强［18-19］。张慧荣等［20］

研究发现，相较于刀豆和绿豆，赤小豆多肽的抗氧化和抗

炎能力最强。Padhi 等［21］用枯草芽孢杆菌发酵制备赤小

豆多肽，表现出了很好的 ACE 抑制活性。而国内外有关

降糖活性赤小豆多肽的提取制备研究尚处于空白。试验

拟选择适宜的酶来制备赤小豆生物活性肽（RBPPs），通过

单因素试验和响应面试验优化最佳酶解条件，并对多肽

液进行超滤分离，筛选最佳降血糖活性的分子段，以期为

赤小豆的高值利用及开发新型天然降糖功能产品提供

依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

赤小豆：五常市彩桥米业有限公司；

胰蛋白酶（250 U/mg）、木瓜蛋白酶（800 U/mg）、碱性

蛋白酶（200 U/mg）、α-葡萄糖苷酶（200 U/mL）、α-淀粉酶

（3 700 U/g）、pNPG、DNS：上海源叶生物科技有限公司；

牛血清蛋白：纯度>99%，天津市众联化学试剂有限

公司。

1.2　仪器与设备

分光光度计：723PC 型，上海菁华科技仪器有限公司；

真空冷冻干燥机：HD-LG20 型，山东环美分析仪器有

限公司；

医用离心机：JW-2018H 型，南京贝登贝登医疗器械

有限公司；

酶标仪：ReadMax-1500 型，上海闪谱生物科技有限

公司；

微孔板孵育器：MB100-2A 型，常州金坛良友仪器有

限公司。

1.3　试验方法

1.3.1　赤小豆蛋白提取　参照孔彩羽［22］的方法。

1.3.2　RBBPs 制备　取 3 g 赤小豆蛋白粉置于 250 mL 锥

形 瓶 ，加 入 100 mL 蒸 馏 水 ，在 一 定 温 度 下 水 浴 保 温

20 min，调节至最适 pH，加入适量蛋白酶，充分搅拌且酶

解一定时间，100 ℃灭酶 5 min，冷却至室温，4 000 r/min 离

心 20 min，取上清液冷冻干燥，得到 RBBPs。

1.3.3　蛋白酶筛选　选取胰蛋白酶、碱性蛋白酶和木瓜

蛋白酶对赤小豆蛋白进行酶解，以多肽含量和 α-葡萄糖

苷酶抑制率为指标，按表 1 条件选择最适蛋白酶［23-25］。

1.3.4　单因素试验　选择碱性蛋白酶酶解制备 RBBPs，固

定底物质量浓度 2.0%，酶解 pH 8.5，酶添加量 4 000 U/g，酶

解时间 3 h，酶解温度 60 ℃，考察酶解时间（1，2，3，4，5 h）、

底 物 浓 度（1.0%，1.5%，2.0%，2.5%，3.0%）、酶 添 加 量

（2 000，3 000，4 000，5 000，6 000 U/g）、酶解 pH（7.5，8.0，

8.5，9.0，9.5）、酶解温度（50，55，60，65，70 ℃）5 个因素对

多肽含量和 α-葡萄糖苷酶抑制率的影响。

1.3.5　响应面试验　在单因素试验基础上，选取酶添加

量、底物浓度和酶解 pH 3 个因素为自变量，以多肽含量为

响应值，进行三因素三水平响应面试验。

1.3.6　RBBPs 超滤　将最佳条件下得到的 RBBPs 命名为

RBBPs-1，使用截留相对分子质量分别为 3 000，5 000，

10 000 的 超 滤 管 进 行 截 留 分 离 ，得 到 3 个 组 分 ：F1

（<3 000）、F2（3 000~5 000）、F3（5 000~10 000），将各组

分收集浓缩并冷冻干燥。每个组分复溶后配成 10 mg/mL

的质量浓度，测定各组分对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶的

抑制率。

1.3.7　多肽含量测定　参照姜东［26］的方法略有修改。以

OD 值为纵坐标，多肽浓度为横坐标，绘制标准曲线方程

为 y=0.045 7x+0.015 1，R2=0.998 8。按式（1）计算多肽

含量。

R= C× V
m

， （1）

式中：

R——多肽含量，mg/g；

C——酶解液中多肽质量浓度，mg/mL；

V——酶解液总体积，mL；

m——赤小豆蛋白质量，g。

1.3.8　体外降糖活性测定　

（1） α-葡萄糖苷酶抑制率：参照韩鹏薇等［27］的方法。

表 1　3种蛋白酶的酶解条件

Table 1　Enzymatic hydrolysis conditions of three proteases

酶种类

胰蛋白酶

碱性蛋白酶

木瓜蛋白酶

最适温

度/℃
45

60

60

最适

pH

8.0

8.5

6.5

底物浓

度/%

2.0

2.0

2.0

酶添加量/

（U·g-1）

4 000

4 000

4 000

酶解时

间/h

3.0

3.0

3.0
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（2） α-淀粉酶抑制率：参照 Wang 等［28］的方法。

1.4　数据处理与绘图

每组试验设 3 次平行。采用 Design Expert 13.0 软件

设计响应面试验，采用 Origin 2019 软件进行数据处理和

绘图。

2　结果与分析
2.1　蛋白酶筛选

不同蛋白酶的酶切位点不同，所制备的多肽类型、产

量及生物活性也存在差异，因此，筛选适宜的蛋白酶是试

验的关键步骤［29］。由图 1 可知，酶解多肽含量大小顺序为

碱性蛋白酶>木瓜蛋白酶>胰蛋白酶，其中碱性蛋白酶

的多肽含量为 128.4 mg/g，显著高于其余两种酶。3 种酶

解产物均具有一定的体外降糖活性，木瓜蛋白酶和碱性

蛋白酶的 α-葡萄糖苷酶抑制率均接近 70%。综合考虑，

选择碱性蛋白酶进行后续试验。

2.2　单因素试验

由图 2（a）可知，随着酶添加量的提高，多肽含量和

α-葡萄糖苷酶抑制率均表现出先上升后下降的变化规律。

当 酶 添 加 量 为 4 000 U/g 时 ，多 肽 含 量 达 到 峰 值

127.44 mg/g，进一步增大酶添加量反而导致多肽得率降

低。这可能是底物浓度不变的情况下，酶添加量达到一

定量时，部分多肽产物被水解为氨基酸，使得多肽含量下

降。当酶添加量为 5 000 U/g 时，α-葡萄糖苷酶抑制率达

到最大，为 69.35%。随着酶添加量的继续增大，α-葡萄糖

苷酶抑制率逐渐下降，可能是随着酶添加量的增加，赤小

豆多肽被过度降解，分解为无降糖活性的小分子［30］。考

虑到酶成本，选择最适酶添加量为 4 000 U/g。

由图 2（b）可知，随着底物质量浓度的增加，多肽含量

上升趋势显著。当底物浓度为 2% 时，多肽含量达到峰值

140 mg/g，继续增大底物浓度，多肽含量缓慢下降。这是

由于适量的底物可以充分地与酶结合，而过量的底物会

影响酶解反应，底物与蛋白酶扩散速率降低，蛋白质链断

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 1　3 种蛋白酶的多肽含量和 α-葡萄糖苷酶抑制率

Figure 1　Peptide content and α -glucosidase inhibition of 

three proteases

图 2　酶解制备 RBPPs 的单因素试验

Figure 2　Single factor experiment of the enzymatic hydrolysis process to prepare RBPPs
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裂，反应受到抑制，酶解效率降低，多肽含量随之下降［31］。

当底物浓度由 1.0% 增大到 2.0% 时，α-葡萄糖苷酶抑制率

先缓慢上升而后快速上升，当底物浓度为 2.0% 时，α-葡萄

糖苷酶抑制率达到最大值 69.89%；当底物浓度 ＞2.0%

时，α-葡萄糖苷酶抑制率呈下降趋势。说明过高的底物浓

度会抑制酶解，降低功能性肽释放量［31］。故选择最适底

物浓度为 2.0%。

由图 2（c）可知，随着酶解 pH 的升高，多肽含量和 α-葡

萄糖苷酶抑制率均表现出先增大后减小的变化规律。当

酶解 pH 为 8.0 时，多肽含量和 α-葡萄糖苷酶抑制率同时达

到最佳水平，分别为 136.4 mg/g 和 69.86%。当酶解 pH＞
8.0时，多肽含量和 α-葡萄糖苷酶抑制率逐渐降低。过量的

碱性条件可能改变蛋白酶的活性中心构象，从而抑制碱性

蛋白酶的催化活性［32］。故选择最适酶解 pH为 8.0。

由图 2（d）可知，随着酶解时间的延长，多肽含量和 α-

葡萄糖苷酶抑制率均先显著增长后逐渐降低。当酶解时

间为 3 h 时，多肽含量和 α-葡萄糖苷酶抑制率达到最佳水

平，分别为 132.8 mg/g 和 73.05%。随着酶解时间的继续

延长，多肽含量和 α-葡萄糖苷酶抑制率逐渐下降。这可

能是因为酶解一定时间后，赤小豆蛋白酶解位点被完全

反应，部分多肽产物进一步降解为低活性氨基酸［33］，从而

表现为多肽含量和 α -葡萄糖苷酶抑制率缓慢下降的趋

势。故选择最适酶解时间为 3 h。

由图 2（e）可知，随着酶解温度的增加，多肽含量和 α-

葡萄糖苷酶抑制率先不断增加，当酶解温度为 60 ℃时，多

肽 含 量 和 α -葡 萄 糖 苷 酶 抑 制 率 达 到 最 大 值 ，分 别 为

130 mg/g 和 72.35%；继续升高酶解温度，多肽含量和 α-葡

萄糖苷酶抑制率逐渐下降。这是由于酶解温度过高会改

变酶结构，使酶活力逐渐下降甚至失活。故选择最适酶

解温度为 60 ℃。高翔等［34］采用碱性蛋白酶酶解玉米胚芽

粕制备降糖肽，经优化得最佳酶解温度为 59.5 ℃，与试验

结果基本吻合。

2.3　响应面试验

2.3.1　响应面试验设计与结果　基于单因素试验结果，

固定酶解温度 60 ℃、酶解时间 3 h。选取酶添加量、底物

浓度和酶解 pH 为自变量，以多肽含量为响应指标，采用

三因素三水平响应面试验设计方法进行优化研究［35］。试

验因素水平见表 2，试验设计及结果见表 3。

2.3.2　模型建立与方差分析　利用 Design-Expert 13.0 软

件进行多元回归拟合，得到酶添加量、底物浓度、酶解 pH 

3 个因素对多肽含量的影响拟合回归模型方程：

Y=134.47-8.89A+4.58B+2.38C-3.10AB-5.78AC+
9.57BC-35.40A2-20.04B2-25.32C2。 （2）

由 表 4 可 知 ，模 型 的 决 定 系 数 R2=0.996 1，P<

表 2　响应面试验因素与水平

Table 2　Factors and levels of response surface experiment

水平

-1

0

1

A 酶添加量/（U·g-1）

3 000

4 000

5 000

B 底物浓度/%

1.5

2.0

2.5

C 酶解 pH

7.5

8.0

8.5

表 3　响应面试验设计及结果

Table 3　Design and results of response surface experiment

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

-1

1

1

0

0

1

-1

-1

0

0

0

1

0

0

-1

0

0

B

0

-1

0

1

-1

1

-1

1

0

0

1

0

0

0

0

-1

0

C

-1

0

1

1

1

0

0

0

0

0

-1

-1

0

0

1

-1

0

多肽含量/（mg·g-1）

76.56

69.56

59.39

107.49

78.50

71.84

80.03

94.70

130.49

136.42

80.58

69.20

136.39

135.68

89.85

89.88

133.37

表 4　响应面回归模型方差分析†

Table 4　Analysis of variance of response surface 

regression model

来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

总残差

失拟项

纯误差

总回归

平方和

1 2101.68

632.79

167.81

45.17

38.38

133.40

366.53

5 276.46

1 690.53

2 699.38

47.61

21.61

26.00

1 2149.29

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

1 344.63

632.79

167.81

45.17

38.38

133.40

366.53

5 276.46

1 690.53

2 699.38

6.80

7.20

F 值

197.69

93.03

24.67

6.64

5.64

19.61

53.89

775.75

248.54

396.87

1.11

P 值

<0.000 1

<0.000 1

0.001 6

0.036 6

0.049 2

0.003 0

0.000 2

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.443 8

显著性

**

**

**

*

*

**

**

**

**

**

不显著

† *表示差异显著（P<0.05），**表示差异极显著（P<0.01）；

R2=0.996 1，R 2
Adj=0.991 0。
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0.000 1，极显著，表明该回归模型有意义；失拟项 P=
0.443 8＞0.05，不显著，表明回归模型与实际拟合程度良

好；校正系数 R 2
Adj=0.991 0，可用该模型预测 99.1% 的响

应值，表明模型可信度高。一次项 A、B，交互项 AC、BC

和二次项 A2、B2、C2对多肽含量影响极显著（P<0.01），交

互项 AC、BC、AC 对多肽含量影响显著（P<0.05）。各因

素对多肽含量影响大小排序为酶添加量＞底物浓度＞酶

解 pH。综上，可用该模型来优化酶解制备 RBPPs 的最佳

工艺参数。

2.3.3　交互作用分析　由图 3~图 5 可知，酶添加量、底物

浓度、酶解 pH 对多肽含量的三维立体抛物面图开口均向

下，有峰值，响应面坡度较陡；各等高线图均近似椭圆，等

高线较为密集，说明各因素之间交互作用显著，与方差分

析结果一致。

2.3.4　验证实验　根据模型得到酶解制备 RBPPs 的最佳

工艺条件为酶添加量 3 860.413 U/g，底物浓度 2.074%，酶

解 pH 8.046，此时 RBPPs 预测值为 135.533 mg/g。为便于

实际操作，将最佳工艺调整为酶添加量 3 860 U/g，底物浓

度 2.0%，酶解 pH 8.0，按此条件进行 3 次验证实验，测得多

肽含量为 135 mg/g，与预测值无显著性差异，证实所建立

的响应面模型具有较高的可靠性。

2.4　赤小豆多肽液的初步分离纯化及体外降血糖活性

酶 解 多 肽 液 通 过 截 留 超 滤 离 心 管 分 离 得 F1

（<3 000）、F2（3 000~5 000）、F3（＞5 000）3 个超滤组分。

由图 6 可知，F1（<3 000）组分的 α-葡萄糖苷酶抑制率和

α-淀粉酶抑制率显著高于分离纯化前及 F2 和 F3 两种组

分（P<0.05），分别达到 79.1% 和 81.0%。说明赤小豆多肽

截留相对分子质量越小，降糖效果越好。Valencia 等［36］研

究表明，菜豆来源的低相对分子质量多肽组分（<3 000）

对 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶表现出最强的抑制活性；魏

光强等［6］研究表明，辣木籽来源的<3 000 降糖肽组分对

α-葡萄糖苷酶表现出最优抑制活性，与试验结果一致。

3　结论

通过酶解法制备了赤小豆多肽并对其体外降血糖活

图 3　酶添加量和底物浓度对 RBPPs 含量影响的响应面图及等高线图

Figure 3　Response surface plots and contour plots of the effect of enzyme dosage and substrate concentration on RBPPs 

content

图 4　酶添加量和酶解 pH 对 RBPPs 含量影响的响应面图及等高线图

Figure 4　Response surface plots and contour plots of the effect of enzyme dosage and enzymatic hydrolysis pH on RBPPs 

content
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性进行了评价。结果表明，相较于胰蛋白酶和木瓜蛋白

酶，碱性蛋白酶更适合用于赤小豆降糖肽的制备。最佳

赤小豆多肽酶解工艺条件为酶添加量 3 860 U/g、底物浓

度 2.0%、酶解 pH 8.0、酶解时间 3 h、酶解温度 60 ℃，此条

件下多肽得率为 135 mg/g。该多肽液经超滤分离得 F1

（<3 000）、F2（3 000~5 000）、F3（＞5 000）3 种组分，其中

F1（<3 000）组分的 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶抑制率最

好，在 10 mg/mL 质量浓度下分别达到 79.1% 和 81.0%。

综上，利用碱性蛋白酶酶解制备的赤小豆多肽具有良好

的降糖活性，其中经超滤制得的小分子肽具有最佳的降

糖活性，可作为新的植物源降糖肽进行开发应用。
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