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摘要：为优化酶法制备河蚬抗氧化肽的最佳工艺条件，在单

因素试验的基础上，利用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组合试验和响应

面分析法，研究不同因素水平时酶解产物对羟自由基清除率

的影响。获得河蚬抗氧化肽的最佳制备条件为：添加０．９４％

中性蛋白酶 （以河蚬肉计），在料液 比 １∶２（犿∶犞），

ｐＨ６．００，温度５４．７０℃的条件下酶解３．９１ｈ，该条件下羟自

由基清除率为８１．６３％。
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　　生物活性肽分布很广泛，人们已从各种食品原料中鉴定

出具有不同功能的生物活性肽（如抗氧化、抑菌、抗癌、改善

免疫调节、提高人体耐力），使得对肽的研究日趋升温［１］。其

中，对抗氧化肽的研究更是炙手可热，近年来，已从水产蛋白

（鳞鱼、鲭鱼、巨鱿鱼皮、白虾头和黄鳍金枪鱼骨架蛋白）中提

取了具有显著抗氧化活性的肽段［２］。

　　河蚬（犆狅狉犫犻犮狌犾犪犳犾狌犿犻狀犲犪），又称黄蚬、金蚶、扁螺等，广泛

分布于中国内陆水域，是中国重要的经济贝类之一。河蚬含

有丰富的蛋白质、糖原、必需氨基酸、牛磺酸、多种维生素以及

钙、磷、铁、硒等具有特殊生理作用的矿物质［３］。由于河蚬所

具有的营养、药用及食疗价值，对河蚬的开发研究越来越受到

国内外专家和学者的关注。邱春江等［４］研究发现花蚬的酶解

物具有较强的清除羟自由基能力。刘杰等［５］研究发现河蚬的

酶解液具有显著的清除超氧阴离子自由基和羟自由基作用。

张磊等［６］发现河蚬提取物可能对酒精性肝损伤有保护作用。

吴立峰等［７］报道河蚬糖蛋白对小鼠化学性肝损伤有保护作

用。王一铮等［８］研究发现河蚬汤对小鼠急性乙醇肝损伤的保

护作用。Ｊ．Ｓ．Ｔｓａｉ等
［９］研究发现河蚬肌肉蛋白水解物对血管

紧张素Ⅰ转换酶具有一定的抑制作用。可见，目前河蚬的研究

主要集中于提取物和酶解液在抗氧化、护肝及降血压等功效

方面的研究，而对河蚬抗氧化肽的可控酶解制备方面的研究

未见报道。本试验拟采用可控酶解法制备河蚬抗氧化肽，旨

为开发新型抗氧化剂、抗衰老功能食品提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与设备

１．１．１　材料与试剂

　　速冻河蚬肉：江苏省宿迁楠景水产品有限公司；

　　碱性蛋白酶（酶活２．０×１０５ Ｕ／ｇ）、中性蛋白酶（酶活

２．０×１０５Ｕ／ｇ）、木瓜蛋白酶（酶活８．０×１０
５ Ｕ／ｇ）、复合风味

蛋白酶（酶活１．５×１０４ Ｕ／ｇ）和菠萝蛋白酶（酶活６．０×

１０５Ｕ／ｇ）：分析纯，上海奥宇生物科技有限司公司；

　　氢氧化钠、邻二氮菲、硫酸亚铁、磷酸氢二钠、磷酸二氢

钠和 Ｈ２Ｏ２：分析纯，国药集团化学试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

　　电子天平：ＥＬ１０４型，梅特勒—托利多仪器有限公司；

　　冰箱：ＢＣＤ２１６ＴＤＸＺＡ型，青岛海尔股份有限公司；

　　分光光度计：７２２型，上海菁华科技仪器有限公司；

　　离心机：８０２型，金坛市荣华仪器制造有限公司；

　　水浴锅：ＨＨＳ１１２型，江苏金坛宏凯仪器厂。

２２２



１．２　试验方法

１．２．１　单因素试验

　　（１）酶种类的筛选：将河蚬肉流水解冻，按１∶３（犿∶犞）

的料液比加水后用组织捣碎机匀浆，分别添加０．７５％的不同

种类蛋白酶，在各自最适的温度和ｐＨ条件下（见表１）水解

４ｈ，１００℃灭酶２０ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取上清液

测定羟自由基清除率并进行比较，从而筛选合适的蛋白酶。

表１　不同蛋白酶最适酶解条件

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｓ

酶的种类 最适温度／℃ 最适ｐＨ

木瓜蛋白酶 ７０ ７．０

复合风味酶 ５３ ６．５

菠萝蛋白酶 ５５ ６．５

碱性蛋白酶 ５７ ９．０

中性蛋白酶 ４８ ７．０

　　（２）料液比对羟自由基清除率的影响：将河蚬肉流水解

冻，按照不同料液比（１∶１，１∶２，１∶３，１∶４，１∶５，犿∶犞）匀

浆，分别加入０．７５％的中性蛋白酶，调节ｐＨ为７．０，于４８℃

的恒温水浴锅中酶解４ｈ，１００℃灭酶２０ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ

离心３０ｍｉｎ，得到不同料液比的河蚬抗氧化肽，取上清液测

定羟自由基清除率并进行比较，从而筛选合适的料液比。

　　（３）ｐＨ对羟自由基清除率的影响：将河蚬肉流水解冻，

按照料液比１∶２（犿∶犞）进行匀浆，调节不同ｐＨ（６．０，６．５，

７．０，７．５，８．０），分别加入０．７５％的中性蛋白酶，于４８℃的恒

温水浴锅中酶解４ｈ，１００℃灭酶２０ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心

３０ｍｉｎ，得到不同ｐＨ条件的河蚬抗氧化肽，取上清液测定羟

自由基清除率并进行比较，从而筛选合适的ｐＨ。

　　（４）加酶量对羟自由基清除率的影响：将河蚬肉流水解

冻，按照料液比１∶２（犿∶犞）进行匀浆，加入不同比例的中性

蛋白酶（０．２５％，０．５０％，０．７５％，１．００％，１．２５％），调节ｐＨ

为６．５，于４８ ℃的恒温水浴锅中酶解４ｈ，１００ ℃灭酶

２０ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，得到不同加酶量的河蚬抗

氧化肽，取上清液测定羟自由基清除率并进行比较，从而筛

选合适的加酶量。

　　（５）酶解温度对羟自由基清除率的影响：将河蚬肉流水

解冻，按照料液比１∶２（犿∶犞）进行匀浆，调节ｐＨ为６．５，再

加入０．７５％的中性蛋白水解酶，于不同温度（２８，３８，４８，５８，

６８℃）下酶解４ｈ，１００ ℃灭酶２０ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心

３０ｍｉｎ，得到不同水解温度的河蚬抗氧化肽，取上清液测定

羟自由基清除率并进行比较，从而筛选合适的酶解温度。

　　（６）酶解时间对羟自由基清除率的影响：将河蚬肉流水

解冻，按照料液比１∶２（犿∶犞）进行匀浆，调节ｐＨ为６．５，加

入０．７５％的中性蛋白酶，于４８℃的恒温水浴锅中分别酶解

１，２，３，４，５ｈ，１００℃灭酶２０ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，

得到不同酶解时间的河蚬抗氧化肽，取上清液测定羟自由基

清除率并进行比较，从而筛选合适的酶解时间。

１．２．２　羟自由基清除率的测定　参照赵谋明等
［１０］的方法。

清除率按式（１）进行计算：

　　犮＝
犃１－犃２
犃３－犃２

×１００％ （１）

　　式中：

　　犮———清除率，％；

　　犃１———样品管在波长５３６ｎｍ处的吸光值；

　　犃２———用去离子水代替样品液后，在波长５３６ｎｍ处的

吸光值；

　　犃３———用去离子水代替样品液和 Ｈ２Ｏ２溶液，在波长

５３６ｎｍ处的吸光值。

１．２．３　数据统计分析　所有试验至少３次重复，用 Ｍｉ

ｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ进行数据整理，不同平均值之间用ＳＰＳＳ１１．５

统计软件中的邓肯氏多重比较法（ｄｕｎｃａｎｓｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅ

ｔｅｓｔ）进行差异显著性检验。

２　结果与分析
２．１　单因素试验结果

２．１．１　酶种类的筛选试验　由图１可知，采用５种蛋白酶

制备的河蚬抗氧化肽对羟自由基清除率的影响存在显著性

的差异，其中采用菠萝蛋白酶制备的河蚬抗氧化肽对羟自由

基清除率最低，仅有４６．００％，而中性蛋白酶制备的河蚬抗氧

化肽对羟自由基清除率最高，达７０．２０％，故本试验采用中性

蛋白酶来制备河蚬抗氧化肽。

图１　酶种类的筛选试验结果
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２．１．２　料液比对羟自由基清除率的影响　由图２可知，酶

解液对羟自由基清除率随料液比增大而呈下降趋势，数据经

分析得出料液比为１∶１与１∶２（犿∶犞）的酶解物对羟自由

基清除率没有显著性差异。而考虑到试验操作测定的便利

性，本试验采用１∶２（犿∶犞）的料液比进行试验。

图２　料液比对羟自由基清除率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｉｄｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏｏｎｈｙｄｒｏｘｙｌ

ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

２．１．３　ｐＨ对羟自由基清除率的影响　由图３可知，在不同

的ｐＨ条件下制备的河蚬抗氧化肽对羟自由基清除率具有

显著性差异，在ｐＨ为６．０～６．５时，曲线呈上升趋势，而当

ｐＨ调节到６．５时其羟自由基清除率可达到最高值７９．６０％，

在ｐＨ为６．５～８．０时，曲线又呈下降趋势，确定中性蛋白酶

的最适ｐＨ为６．５。

３２２
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图３　ｐＨ对羟自由基清除率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

２．１．４　加酶量对羟自由基清除率的影响　由图４可知，羟

自由基清除率随加酶量的增大而升高，因为在底物浓度一定

的情况下，蛋白酶的含量越高，其酶解越充分，从而导致酶解

制备的抗氧化肽对羟自由基清除率呈上升的趋势。但当加

酶量超过０．７５％时，不同加酶量的酶解产物对羟自由基清除

率没有显著性差异，结合成本考虑，选用添加０．７５％的中性

蛋白酶。

图４　加酶量对羟自由基清除率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅｏｎｈｙｄｒｏｘｙｌ

ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

２．１．５　酶解温度对羟自由基清除率的影响　由图５可知，

不同温度条件下制备的河蚬抗氧化肽对羟自由基清除率存

在显著性差异，其中４８℃时抗氧化肽对羟自由基清除率最

高，达到了７５．００％。因为蛋白酶具有最适反应温度，在

４８℃时，中性蛋白酶活性最强，酶解液清除羟自由基的能力

最强。低于或高于４８℃时，酶活力下降，酶解液清除羟自由

基的能力也随之下降。故选用４８℃为河蚬抗氧化肽的最佳

酶解温度。

图５　酶解温度对羟自由基清除率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｈｙｄｒｏｘｙｌ

ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

２．１．６　酶解时间对羟自由基清除率的影响　由图６可知，

酶解产物对羟自由基清除率随酶解时间的增加而增大，在酶

解时间为１～３ｈ时，羟自由基清除率呈明显的上升趋势，而

在３ｈ后曲线的上升趋势明显缓慢，且酶解时间为３ｈ和４ｈ

时，羟自由基清除率没有显著性差异。这是由于酶解初期，

酶量充足，酶解速度较快，酶解液中抗氧化肽含量上升较快；

一定时间后，酶解速度缓慢，且随着水解时间的延长，抗氧化

图６　酶解时间对羟自由基清除率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅｏｎｈｙｄｒｏｘｙｌ

ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

肽含量增加不明显，故酶解时间选用３ｈ为宜。

２．２　响应面试验结果

　　在单因素试验的基础上，采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７．１．３软件

中的ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计原理
［１１，１２］，固定料液比为１∶２

（犿∶犞），选取对河蚬酶解工艺具有显著影响的因素：酶解温

度、ｐＨ、酶解时间和加酶量进行４因素３水平的试验设计，

各因素水平编码表见表２，试验结果见表３。

表２　响应面试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ２　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｂｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ

水平 Ａ酶解温度／℃ ＢｐＨ Ｃ酶解时间／ｈ Ｄ加酶量／％

－１ ４０ ６．０ ２ ０．５０

０ ５０ ６．５ ３ ０．７５

１ ６０ ７．０ ４ １．００

表３　响应面试验结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ

组别 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 羟自由基清除率／％

１ ０ ０ ０ ０ ７８．６０

２ ０ １ －１ ０ ７１．４０

３ １ －１ ０ ０ ７６．６０

４ ０ ０ ０ ０ ７８．３０

５ ０ １ １ ０ ７９．２０

６ ０ －１ １ ０ ８３．２０

７ ０ ０ １ １ ７７．９０

８ ０ ０ －１ －１ ７０．９０

９ １ ０ １ ０ ８１．６０

１０ １ １ ０ ０ ７９．００

１１ １ ０ －１ ０ ７６．９０

１２ ０ ０ １ －１ ７２．２０

１３ ０ －１ ０ －１ ６６．３０

１４ １ ０ ０ １ ７８．５０

１５ ０ ０ ０ ０ ７８．４０

１６ ０ ０ ０ ０ ７８．４０

１７ －１ ０ －１ ０ ７０．００

１８ ０ ０ ０ ０ ８３．４０

１９ ０ １ ０ －１ ６８．７０

２０ １ ０ ０ －１ ７６．００

２１ －１ ０ ０ １ ７６．９０

２２ －１ ０ ０ －１ ６１．９０

２３ －１ ０ １ ０ ６６．１０

２４ ０ １ ０ １ ７７．１０

２５ ０ ０ －１ １ ７１．３０

２６ －１ －１ ０ ０ ７１．８０

２７ －１ １ ０ ０ ７１．４０

２８ ０ －１ ０ １ ８３．５０

２９ ０ －１ －１ ０ ７７．４０

４２２
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２．２．１　方差分析　使用软件对结果进行分析处理，得到结

果见表４。

表４　回归方程显著性检验和方差分析


Ｔａｂｌｅ４　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔｅｓｔｏｆ

ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

来源 平方和 自由度 均方 犉值 Ｐ值 显著性

模型 ０．０７ １４ ５．０３Ｅ－０３ ５．２０ ０．０００２ 

Ａ ０．０２１ １ ０．０２１ ２１．９７ ０．０００３ 

Ｂ １．２０Ｅ－０３ １ １．２０Ｅ－０３ １．２４ ０．２８４１

Ｃ ４．１４Ｅ－０３ １ ４．１４Ｅ－０３ ４．２８ ０．０５７４

Ｄ ０．０２ １ ０．０２ ２０．８６ ０．０００４ 

ＡＢ １．９６Ｅ－０４ １ １．９６Ｅ－０４ ０．２０ ０．６５９５

ＡＣ １．８５Ｅ－０３ １ １．８５Ｅ－０３ １．９１ ０．１８８４

ＡＤ ３．９１Ｅ－０３ １ ３．９１Ｅ－０３ ４．０４ ０．０４４２ 

ＢＣ １．００Ｅ－０４ １ １．００Ｅ－０４ ０．１０ ０．７５２６

ＢＤ １．９４Ｅ－０３ １ １．９４Ｅ－０３ ２．００ ０．１７９０

ＣＤ ７．０２Ｅ－０４ １ ７．０２Ｅ－０４ ０．７３ ０．４０８５

Ａ２ ６．９８Ｅ－０３ １ ６．９８Ｅ－０３ ７．２２ ０．０１７７ 

Ｂ２ ５．４７Ｅ－０４ １ ５．４７Ｅ－０４ ０．５７ ０．４６４５

Ｃ２ ２．２３Ｅ－０３ １ ２．２３Ｅ－０３ ２．３１ ０．１５０８

Ｄ２ ０．０１ １ ０．０１ １０．５６ ０．００５８ 

残差


０．０１４ １４ ９．６７Ｅ－０４

失拟 ０．０１２ １０ １．１６Ｅ－０３ ２．３３ ０．２１５５

误差 １．９９Ｅ－０３ ４ ４．９６Ｅ－０４

总和 ０．０８４ ２８

　　表示极其显著，Ｐ＜０．００１；表示显著，Ｐ＜０．０５。

　　由表４可知：模型中犉值为５．２，Ｐ值为０．００２＜０．０５，

因此回归方程对羟自由基清除率具有较高显著性，而且模型

中的失拟项Ｐ值为０．２１５５＞０．０５（不显著）表示该模型是比

较稳定的［１３］，可以很好地解释分析响应结果并能正确预测

最佳工艺条件。单因素中温度、加酶量对羟自由基清除率的

影响是极其显著（Ｐ＜０．００１）；交互因素中温度与加酶量对羟

自由基清除率的影响显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２．２　回归模型优化　将不显著项手动删除，见表５。

表５　去掉不显著项后的优化结果


Ｔａｂｌｅ５　Ｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｘｃｌｕｄｉｎｇ

来源 平方和 自由度 均方 犉值 Ｐ值 显著性

模型 ６１９．６３ ６ １０３．２７ １０．３４ ＜０．０００１ 

Ａ ２１２．５２ １ ０．０２１ ２１．９７ ０．０００１ 

Ｃ ４１．４４ １ ４１．４４ ４．７５ ０．０４３８ 

Ｄ ２０１．７２ １ ２０１．７２ ２０．２０ ０．０００２ 

ＡＤ ３９．０６ １ ３９．０６ ４．４３ ０．００４５ 

Ａ２ ５５．６５ １ ５５．６５ ５．５７ ０．０２７５ 

Ｄ２ ８５．８６ １ ８５．８６ ８．６０ ０．００７７ 

残差


２１９．７５ ２２ ９．９９

失拟 １９９．９０ １８ １１．１１ ２．２４ ０．２２６７

误差 １９．８５ ４ ４．９６

总和 ８３９．３８ ２８

　　表示极其显著，Ｐ＜０．００１；表示显著，Ｐ＜０．０５。

　　手动优化后的二次回归方程为：

　　犢＝ ７７．９１＋４．２１犃＋１．８６犆＋４．１０犇－３．１３犃犇－

２．８４犃２－３．５３犇２ （２）

　　手动调整后的变异系数（Ｃ．Ｖ．％）为４．２０，小于５．０，所

以整个试验的模型稳定性较强，试验设计较为合理。

　　对结果影响较强的交互项响应曲面图见图７。

图７　酶解温度与加酶量对羟自由基清除率影响

的响应曲面和等高线

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｆｏｒｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｔｈｅｉｒ

ｍｕｔｕａｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｎｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

　　由图７可知，加酶量与温度相互作用对羟自由基清除率

的影响显著（Ｐ＜０．０５），其等高线中心呈较完整的椭圆形，峰

值出现在温度５５℃与加酶量０．７０％～０．９０％，并且当温度

一定时，并非加酶量越多酶解效果越好，因此适量添加蛋白

酶不仅能够达到最优酶解效果，而且工厂化生产后可以节约

部分成本。

　　通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７．１．３软件计算分析并预测出最优

工艺条件为：温度５４．７０℃，ｐＨ６．００，酶解时间３．９１ｈ，中性

蛋白酶的加酶量为０．９４％，理论预测值羟自由基清除率为

８３．３４％。

２．３　验证实验

　　根据ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７．１．３软件计算出的最优工艺条件：

料液比为１∶２（犿∶犞），添加０．９４％中性蛋白酶，在ｐＨ 为

６．００，温度为５４．７０℃的条件下酶解３．９１ｈ，实际测得酶解

制备的河蚬抗氧化肽对羟自由基清除率为８１．６３％，与理论

预测值相差１．７１％，可见模型预测值在实际值的误差范围之

内，说明该模型可以用来优化制备河蚬抗氧化肽。

３　结论
　　（１）在单因素试验基础上，通过ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计

和响应面分析法，经过分析建立二项数学模型，确定最佳酶

解工艺条件为料液比１∶２（犿∶犞），中性蛋白酶的添加量

０．９４％，酶解时间３．９１ｈ，酶解温度５４．７０℃和ｐＨ６．００，模

型预测该条件下羟自由基清除率为８３．３４％，而实际测定值

为８１．６３％，属于试验误差范围内，因此，利用该模型来优化

河蚬抗氧化肽的酶法制备工艺参数准确、可靠，具有实用

价值。

　　（２）利用可控酶解技术对河蚬蛋白进行深度开发，该工

（下转第２５５页）
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著提高，这为后续深入开发以糙薏米为代表的具有降血脂、

降血糖、抗癌等多种保健功能的高附加值产品提供依据。本

研究的不足之处在于未对萌芽薏米中ＧＡＢＡ对生物体内蛋

白质、糖类、脂类等代谢和表达方面进行深入了解，下一步需

针对上述问题进行动物试验研究。
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艺条件下制备的河蚬抗氧化肽对羟自由基清除率较高，为制

备新型抗氧剂和具有抗氧化功效的富肽酶解物并开发系列

功能食品提供理论依据，为河蚬的深度加工提供一条新的

途径。
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