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多指标评价果胶酶对油菜蜂花粉的破壁作用
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摘要：为改善蜂花粉的破壁效果，采用果胶酶对油菜蜂花粉

进行破壁处理。以ｐＨ 值和温度为考察因素，蛋白分散指

数、可溶性糖含量、显微镜分析、粒度分析等为评价指标，对

破壁工艺进行优化。结果表明：果胶酶对油菜蜂花粉有一定

的破壁作用，最佳破壁条件是ｐＨ值３．５，温度５０℃。该条

件下，蛋白分散指数为０．６８４６；可溶性糖含量为２４．８６％；部

分花粉粒萌发孔打开，花粉粒周围有小颗粒性物质出现；花

粉孔洞面积增加，增加率为３９．２０％；花粉颗粒由孔洞率小的

范围趋向孔洞率大的范围分布；花粉颗粒的粒径和花粉碎片

的粒径都有减小的趋势，其中１μｍ以下粒径范围内的花粉

碎片变化最为明显，增加了３３９．９２％。
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　　蜂花粉是指经蜜蜂采集加工后的花粉团状物，其中包含

植物的雄性配子体（花粉）、花蜜和蜜蜂的分泌物［１－２］。蜂花

粉中含有多酚、黄酮、花青素、磷脂和蛋白质等多种营养成

分［３－６］，同时有着重要的生物活性和潜在的治疗功效，如自

由基清除能力［７－１０］、抑制脂质过氧化性质［１１］和治疗前列腺

疾病等［１２］。但是蜂花粉有坚韧的细胞壁，使其在人体中的

消化利用率不高，进一步开发时营养物质的提取受到影响，

因此对蜂花粉破壁方面的研究尤为重要。

　　成熟花粉的细胞壁可分为外壁和内壁两层，外壁由孢粉

素构成，有许多与木质和角质共同的特性，有很好的稳定性，

内壁由果胶、纤维素、蛋白质构成，与体细胞的初生壁相

似［１３］。成熟花粉的细胞壁上有萌发孔，这是在外壁形成时

形成的开口，是花粉中的水分进出的主要位置，萌发孔处没

有外壁，只有内壁，是花粉易受环境影响的部位［１４］。因此，

利用酶对花粉内壁物质的降解作用，可以使只有内壁而没有

外壁的萌发孔打开，内部营养物质流出，从而达到破壁的效

果。目前，朱文学等［１５］研究发现果胶酶对杜仲雄花粉有很

好的破壁作用。张红城等［１６－１７］研究发现纤维素酶可以改善

油菜花粉细胞壁的通透性，达到一定的破壁效果。另外，中

国油菜花粉产量大，果胶和纤维素在油菜花粉内壁中的占比

尚不清楚，因此，果胶酶对油菜蜂花粉的作用效果值得期待。

　　果胶酶是一种组分较复杂的复合酶，能够降解果胶物

质，广泛应用于食品工业等领域［１８］。果胶是花粉内壁的主

要成分之一，本试验拟利用果胶酶对果胶的降解作用，研究

果胶酶对油菜蜂花粉的破壁作用，并以蛋白分散指数（ｐｒｏ
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ｔｅｉｎｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＤＩ）、可溶性糖含量（ｓｏｌｕｂｌｅｓｕｇａｒ

ｃｏｎｔｅｎｔ，ＳＳＣ）、显微镜分析和粒度分析等衡量破壁效果，从

而为破壁蜂花粉的生产提供一条新思路，为今后蜂花粉中有

效成分的提取奠定基础。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　果胶酶：酶活１５００Ｕ／ｍＬ，日本阿玛诺公司；

　　油菜蜂花粉：中国农业科学院蜜蜂研究所；

　　蒽酮：国药集团化学试剂有限公司；

　　其他试剂：均为分析纯，天津市福晨化学试剂厂。

１．１．２　主要仪器设备

　　紫外可见分光光度计：ＵＶ２１００型，ＵＮＩＣＯ上海仪器有

限公司；

　　ｐＨ计：ＳｅｖｅｎＥａｓｙ型，梅特勒—托利多仪器（上海）有限

公司；

　　凯氏定氮仪：Ｋｊｅｌｔｅｃ２２００型，丹麦ＦＯＳＳ公司；

　　离心机：ＴＤＬ５Ａ型，上海安亭科学仪器厂；

　　显微镜：ＣＸ３１型，奥林巴斯（中国）有限公司。

１．２　方法

１．２．１　酶解破壁　将蜂花粉研磨均匀，并称取１．０ｇ于

２０ｍＬ蒸馏水。用玻璃棒充分搅拌，并调节ｐＨ 值至３．０，

３．５，４．０，４．５，５．０和５．５。空白样品不加酶，向加酶样品中

加入０．２ｍＬ果胶酶，设置温度为４５，５０，５５℃，处理２４ｈ。

每个样品做３组平行。

１．２．２　蛋白分散指数的测定　根据文献［１９］，修改如下：将

花粉液以２５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，然后准确吸取５ｍＬ的上

清液进行凯氏定氮分析，得到分散在上清液中的蛋白含量；

准确称取０．１ｇ蜂花粉，通过凯氏定氮法分析花粉中粗蛋白

含量。蛋白分散指数按式（１）计算：

　　犘＝
犣１
犣２

（１）

　　式中：

　　犘———蛋白分散指数（ＰＤＩ）；

　　犣１———花粉上清液中蛋白含量，％；

　　犣２———花粉中粗蛋白含量，％。

１．２．３　可溶性糖含量的测定　采用蒽酮比色法
［２０］。试验测

定的标准曲线为狔＝０．００７狓＋０．０３，相关系数犚
２＝０．９９６９。

可溶性糖含量按式（２）计算：

　　犆＝
犿×犞×犇

犞１×犕×１０
３×１００％ （２）

　　式中：

　　犆———可溶性糖的含量，％；

　　犿———标准曲线查得的糖含量，μｇ；

　　犞———样品总体积，ｍＬ；

　　犇———稀释倍数；

　　犞１———测定时取用的体积，ｍＬ；

　　犕———样品质量，ｍｇ。

１．２．４　显微镜分析　制作花粉液玻片，用显微镜 ＯＬＹＭ

ＰＵＳＣＸ３１进行观察，尼康 Ｄ８０进行摄影，结合使用 ＵＶＣ

软件对同一视野的照片共聚焦合成。

１．２．５　粒度分析　使用ＵＶＧ粒度分析软件对部分样品进

行分析，并按式（３）、（４）分别计算花粉粒的孔洞面积增加率

和花粉碎片的粒径变化率。

　　犠１ ＝
犛１－犛０
犛０

×１００％ （３）

　　犠２ ＝
犖１－犖０
犖０

×１００％ （４）

　　式中：

　　犠１———样品孔洞面积的增加率，％；

　　犛１———加酶样品的孔洞面积，μｍ
２；

　　犛０———空白样品的孔洞面积，μｍ
２。

　　犠２———样品碎片的变化率，％；

　　犖０———加酶样品的碎片数量；

　　犖１———空白样品的碎片数量。

１．２．６　数据分析　采用软件Ｅｘｃｅｌ和ＳＰＳＳ１３．０对试验数

据进行处理和分析。

２　结果与分析
２．１　蛋白分散指数（ＰＤＩ）及可溶性糖含量（ＳＳＣ）分析

２．１．１　蛋白分散指数（ＰＤＩ）分析　不同温度条件下，与空白

样品相比，加酶样品的ＰＤＩ都明显增加，见图１。温度为４５℃

图１　ｐＨ值对ＰＤＩ的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎＰＤＩ
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时，随着ｐＨ值的变化，加酶样品ＰＤＩ波动较大，波动幅度为

０．１２６４，ｐＨ值３．５处ＰＤＩ出现最大值０．６９５２；５０℃时，加

酶样品的ＰＤＩ随ｐＨ 值的变化波动幅度比较小，ｐＨ 值３．５

处ＰＤＩ出现最大值０．６８４６；５５℃时，加酶样品的ＰＤＩ随ｐＨ

值的增大而减小，ｐＨ值３．０处ＰＤＩ出现最大值０．６８７８。每

个温度条件下，ｐＨ值３．０和ｐＨ 值３．５处的ＰＤＩ之间的显

著性差异都不明显（Ｐ＞０．０５），而且ＰＤＩ都较大，说明果胶酶

破壁油菜蜂花粉的最适ｐＨ值在３．０～３．５。因此，选择ｐＨ

值３．０和３．５，讨论破壁温度对ＰＤＩ的影响。

　　固定ｐＨ值在３．０或３．５处，３种温度条件下，加酶样品

的ＰＤＩ之间的显著性差异都不明显（Ｐ＞０．０５），说明在此ｐＨ

值下，温度对ＰＤＩ的影响不大。

２．１．２　可溶性糖含量（ＳＳＣ）分析　由图２可知，与空白样品

相比，大多数条件下加酶样品的ＳＳＣ增加。温度为４５℃时，

ｐＨ值对加酶样品的ＳＳＣ影响较明显。加酶样品的ＳＳＣ随

着ｐＨ值的增加先增大后减小，而且变化幅度比较大，在ｐＨ

值４．０处ＳＳＣ出现最大值２７．７４％。ｐＨ值４．５，５．０，５．５处

加酶样品的ＳＳＣ没有明显的变化。温度为５０℃时，加酶样

品的ＳＳＣ随着ｐＨ值的增加先增大后减小，在ｐＨ值４．０处

ＳＳＣ出现最高值，最高含量为２５．５３％。ｐＨ 值３．０，３．５，

４．０，４．５处加酶样品的ＳＳＣ之间没有明显变化，但与ｐＨ值

图２　ｐＨ值对ＳＳＣ的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎＳＳＣ

５．０和ｐＨ值５．５处加酶样品的ＳＳＣ之间存在显著的差异性

（Ｐ＜０．０５）。温度为５５℃时，加酶样品的ＳＳＣ随着ｐＨ值的

增加先增大后逐渐减小，在ｐＨ 值３．５处ＳＳＣ出现最大值

２４．８６％。ｐＨ值３．０和４．５，ｐＨ值３．０和５．０，ｐＨ值３．５和

４．０，ｐＨ值５．０和５．５处ＳＳＣ之间差异性不明显（Ｐ＞０．０５），

其它不同处理条件下样品的 ＳＳＣ之间差异性显著（Ｐ＜

０．０５）。因此，将ｐＨ值固定为３．５和４．０，并在此条件下讨

论破壁温度对ＳＳＣ的影响。

　　在ｐＨ值３．５和４．０处，加酶样品的ＳＳＣ随着温度的增

加逐渐减少，温度４５℃条件下ＳＳＣ均表现出最高值。通过

显著性分析可知，ｐＨ值３．５时，不同温度条件下，加酶样品

的ＳＳＣ之间显著性差异不明显（Ｐ＞０．０５）；ｐＨ值４．０时，不

同温度条件下，加酶样品的ＳＳＣ差异性显著（Ｐ＜０．０５）。

　　综上分析，３种温度条件下，ｐＨ 值在３．０和３．５处的

ＰＤＩ都比较大，且显著性差异不明显（Ｐ＞０．０５）；ＳＳＣ比较高

的酶解破壁条件有温度４５，５０，５５℃条件下ｐＨ值３．５处和

温度４５，５０℃条件下ｐＨ值４．０处。各温度条件下，通过比

较不同ｐＨ值处ＰＤＩ和ＳＳＣ的变化幅度，最终选择３．５为最

适ｐＨ值，且此ｐＨ值条件下，ＰＤＩ、ＳＳＣ之间显著性差异不明

显（Ｐ＞０．０５）。

２．２　显微镜分析

　　空白样品中的花粉粒近似圆形，萌发孔不能被清楚地观

察或者处于闭合状态；加酶样品中的部分花粉粒萌发孔打

开，而且花粉粒周围出现小颗粒性物质。这可能是因为花粉

萌发孔处没有外壁保护，而内壁又是由比较简单的成分（主

要是蛋白质、纤维素和果胶）构成［１３］，因此花粉样品在经果

胶酶酶解处理后，萌发孔处的内壁便会被部分降解，使得被

降解的细胞壁碎片可以脱离花粉或花粉中的内容物而溶出，

见图３。

图３　ｐＨ３．５，５０℃花粉的镜检图

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｉｎｇｏｆｐｏｌｌｅｎｓａｍｐｌｅｓ

ａｔｐＨ３．５，５０℃ （×４００）

２．３　粒度分析

　　通过花粉粒的孔洞面积增加率、花粉粒孔洞率分布以及

花粉颗粒粒径分布，分析花粉颗粒的粒度变化；通过花粉碎

片的粒径变化率分析花粉碎片的粒度变化。综合考虑以上

四点，从而全面评估花粉粒酶解破壁前后的变化情况。

２．３．１　样品颗粒粒度分析　在ｐＨ值３．５处，４５，５０，５５℃

３种温度梯度下，加酶样品与空白样品比较，其孔洞面积都明

显增加，见表１。孔洞面积的增加说明花粉细胞壁表面发生了

变化，有新的孔洞出现或者已有的孔洞发生扩张。这可能是

由于果胶酶降解了细胞壁中的果胶物质，导致细胞壁不再完

整并出现孔洞，只有内壁的萌发孔打开或进一步扩张。
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表１　ｐＨ值３．５处样品颗粒孔洞面积增加率

Ｔａｂｌｅ１　ＧｒｏｗｔｈｒａｔｅｏｆｐｏｌｌｅｎｓａｍｐｌｅｈｏｌｅｓａｒｅａａｔｐＨ３．５

温度／℃ ４５ ５０ ５５

增加率／％ ９５．８３ ３９．２０ ６４．９２

　　ｐＨ值为３．５时，４５℃的空白样品孔洞率主要在２０％～

５０％，而加酶样品孔洞率主要在５０％以上；５０℃和５５℃的

空白样品孔洞率主要在４０％以下，而加酶样品孔洞率主要在

４０％以上。整体而言，空白样品的花粉粒集中分布在孔洞率

小的范围内，加酶样品的花粉粒集中分布在孔洞率大的范围

内，见表２。孔洞率变大说明花粉粒上的孔洞个数增加，推测

增加的孔洞是果胶酶作用果胶物质的结果。

表２　ｐＨ值３．５处不同孔洞率的花粉个数分布表

Ｔａｂｌｅ２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｐｏｌｌｅｎｇｒａｉｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｈｏｌｅｓｒａｔｉｏａｔｐＨ３．５

花粉孔洞

率／％

４５℃

空白

样品

加酶

样品

５０℃

空白

样品

加酶

样品

５５℃

空白

样品

加酶

样品

＜２０ １ ０ ３ １ ３ ０

２０～３０ ３ ０ １１ １ ８ １

３０～４０ １２ ０ ６ ２ ５ １

４０～５０ ４ ０ ４ ４ ３ ２

５０～６０ ０ １０ １ ２ ０ ６

＞６０ ０ ９ １ ２ ０ １

　　ｐＨ值３．５时，空白样品与加酶样品中不同粒径范围内

的花粉颗粒分布情况存在明显的差异。整体而言，ｐＨ值３．５

时，３个温度条件下，空白样品中２２μｍ以上粒径范围内的

花粉颗粒占整体花粉颗粒的８０％以上，而就２２μｍ以下粒

径范围内的花粉颗粒比例而言，加酶样品明显高于空白样

品，特别是５０℃时，样品中２２μｍ以下粒径范围内的花粉颗

粒比例增加了４４．６１％。这说明果胶酶酶解破壁油菜蜂花粉

有一定的效果，可使花粉颗粒粒径减小，从变化幅度来看，

５０℃的酶解破壁条件使花粉颗粒粒径变化较大，见表３。花

粉颗粒的粒径减小，可以推测花粉的细胞壁遭到破坏，内壁

的果胶物质受果胶酶作用的位置可能不只是萌发孔，更大范

围的内壁可能会沿着萌发孔被降解，导致外壁或内壁的某些

物质从花粉中脱离。

表３　ｐＨ值３．５处不同花粉颗粒粒径分布表

Ｔａｂｌｅ３　ＰａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｂｕｔｉｏｎｆｏｒｐｏｌｌｅｎｇｒａｉｎａｔｐＨ３．５

花粉颗粒

粒径／μｍ

４５℃

空白样

品／％

加酶样

品／％

５０℃

空白样

品／％

加酶样

品／％

５５℃

空白样

品／％

加酶样

品／％

１５～１８ ９．１０ １０．５３ ０．００ ２５．００ ０．００ ０．００

１８～２２ ４．５５ ３１．５７ １７．３９ ３７．００ ０．００ ９．０９

２２～２６ ９．０８ ４２．１１ １３．０５ ０．００ ３６．８５ ６３．６４

２６～３０ ６３．６３ １５．７９ ５６．５２ ２９．６７ ５７．８９ ２７．２７

３０～３５ １３．６４ ０．００ １３．０４ ８．３３ ５．２６ ０．００

２．３．２　样品碎片粒度分析　经３个条件的酶解破壁后，大

多数情况下，样品中小粒径范围内的花粉碎片增多，大粒径

范围内的花粉碎片减少。最佳的酶解破壁温度为５０℃，此

时的花粉碎片粒径变化幅度较大，特别是２μｍ以下粒径范

围内的花粉碎片变化最为明显，增加率高达３１９．２９％，见

表４。由此可知，果胶酶不仅可以降解花粉内壁，使部分花

粉细胞壁呈碎片状脱落，而且还可以继续降解一部分已经脱

落的细胞壁碎片。

表４　ｐＨ值３．５处花粉碎片的粒径变化率


Ｔａｂｌｅ４　Ｃｈａｎｇｅｒａｔｅｏｆｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｌｌｅｎ

ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｐＨ３．５

花粉碎片

粒径／μｍ

粒径变化率／％

４５℃ ５０℃ ５５℃

０～２ －１．４９ ３１９．２９ ５１．３５

２～４ －３．６４ －４６．５７ －１１．５１

４～６ ５３．３４ －５４．７１ －５８．４５

６～８ １６０．６８ －７１．５３ －７９．８６

８～１０ ２４５．０２ １２７．７４ ２０．８７

１０～１２ ＮＤ －１００．００ ＮＤ

１２～１５ ＮＤ －１００．００ ＮＤ

　　　　　正值代表增多，负值代表减少；ＮＤ代表未检出。

　　综上分析，经果胶酶酶解破壁后，花粉颗粒的孔洞面积

增加，花粉颗粒由孔洞率小的范围趋向孔洞率大的范围分

布，花粉颗粒的粒径和花粉碎片的粒径都有减小的趋势。综

合考虑，变化幅度最大的酶解破壁条件是ｐＨ 值３．５、温度

５０℃。此条件下，经果胶酶酶解破壁，样品中１μｍ以下的

碎片由８．２９％增加到３６．４７％，增加率为３３９．９２％，样品中

１～２，２～４μｍ粒径范围内花粉碎片数量减少明显，分别由

５８．５５％减少到４６．４７％、由２６．４２％减少到１４．１２％。见

图４。其中１μｍ 以下粒径范围内的花粉碎片变化最为明

显，可能是由于已经脱落的细胞壁碎片更容易被果胶酶降

解，或者部分花粉内容物已经溶出。

３　结论
　　选用果胶酶处理油菜蜂花粉后，蜂花粉的蛋白分散指数

（ＰＤＩ）明显增加（Ｐ＜０．０５），大多数条件下，可溶性糖含量（ＳＳＣ）

ｐＨ３．５，５０℃

图４　最佳条件下花粉碎片的粒径分布图

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｆｏｒｐｏｌｌｅｎｆｒａｇｍｅｎｔ

ｕｎｄｅｒｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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明显增加（Ｐ＜０．０５），综合分析确定果胶酶酶解破壁最佳条

件是ｐＨ值３．５、温度５０℃。最佳条件下，ＰＤＩ为０．６８４６，

ＳＳＣ为２５．０６％。经粒度软件分析，最佳条件酶解破壁后，花

粉颗粒的孔洞面积增加，增加率为３９．２０％；花粉颗粒由孔洞

率小的范围趋向孔洞率大的范围分布；花粉颗粒的粒径有减

小的趋势；花粉碎片的粒径分布发生变化，其中１μｍ以下粒

径范围内的花粉碎片变化最为明显，增加率高达３３９．９２％。

这些变化可以说明经果胶酶处理后，油菜蜂花粉细胞壁遭到

破坏，萌发孔处的内壁被部分降解，而且很有可能更大范围

的内壁会沿着萌发孔一起被降解，导致外壁或内壁的物质呈

碎片状脱落，脱落的碎片继续被果胶酶降解，此时花粉内容

物中的营养物质，如蛋白质、可溶性糖等部分溶出，实现果胶

酶对油菜蜂花粉的破壁作用。但由于果胶酶是专一性降解

内壁中的果胶物质，还不能将花粉细胞完全破成碎片，仍有

部分营养物质在花粉细胞内，因此花粉破壁的研究需结合考

虑多种酶复合处理，或其他物理手段辅助处理，这还有待进

一步研究。
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构虽然延长了寿命，但与国外密封结构相比过于复杂且寿命

差距较大，例如日本密封材料经过实际试验，１０００万次只有

轻微磨损，且不影响使用效果。因此密封工艺和材料将是今

后改进的方向。
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