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摘要：以中成药血必净药渣为材料，研究了通过蛋白酶水解从中制备生物活性

肽的工艺．通过考察比较酸性蛋白酶、中性蛋白酶和碱性蛋白酶水解药渣的效
果，确定了复合蛋白酶的适宜配比；通过比较不同水解时间的蛋白提取率、水解

度和ＤＰＰＨ自由基清除率等指标，确定了复合蛋白酶适宜的水解时间．结果为，
选用中性蛋白酶与碱性蛋白酶进行复配来水解制备生物活性肽，适宜配比为

３１，４ｈ为复合蛋白酶适宜的水解时间．在该条件下蛋白质提取率达 ８１％，
ＤＰＰＨ自由基清除率达３９．８％．
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０　引言

近些年，我国中药现代化产业发展迅速，但

同时也产生了规模愈来愈庞大的中药渣废弃

物［１－４］．统计数据显示，我国每年仅植物类药渣

的排放量就已高达数百万吨，目前的处理方式

以烧毁、堆放为主，不仅浪费大量的资源，也严

重污染环境［５－６］．目前已报道的中药渣废弃物

综合利用途径包括堆肥化处理、生产食用菌、加

工成饲料等，但资源利用率和产品附加值都比

较低，影响了企业推广应用的积极性．因此需要

探索利用率更高、附加值水平更好的综合利用

途径［７］．

由于现在的中药材提取工艺比较单一，尚

有许多有益成分残留在药渣中．高发奎［８］检测

甘草废渣发现，其中含有１８种氨基酸，含量在

０．０７％～０．７９％之间，其中有８种是人体必需

的氨基酸．贾伍员等［９］研究板蓝根药渣中的成

分，结果表明，该药渣中含有大量的纤维素、淀

粉、粗蛋白、磷、钾等营养成分，可用于制作有机

肥．祖庸等［１０］对太白花药渣中的氨基酸、无机

元素及维生素Ｃ的含量进行了测定，发现总氨

基酸含量为１．９８５ｇ／１００ｇ，其中谷氨酸含量最

高，达到０．２９３ｇ／１００ｇ，其次为天门冬氨酸和

精氨酸，还含有硅、锰、铝、锌、钡、铬、镁、铁等多

种无机元素及少量维生素Ｃ．由此可见，药渣中

不仅残留部分药用成分，而且含有丰富的蛋白

质、多糖、纤维素和木质素等生物质和其他营养

物质，具有很高的再利用价值．
由蛋白质水解生成的生物活性肽由于结构

不同而显示出各种独特的生理活性，具有较高

的营养价值和丰富的保健功能，如免疫调节、降

胆固醇、降血压、抗氧化功能等，是保健功能食

品的重要成分．天津红日药业的中成药血必净
由红花、赤芍、川芎、当归和丹参５种药材制得．
本文拟采用血必净的药渣作为原料，通过蛋白

酶水解制备生物活性肽，以探索中药渣综合利

用的新途径．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
材料：血必净药渣，由天津红日药业提供；

酸性蛋白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶，由天津

诺奥公司提供；１，１－二苯基 －２－三硝基苯肼
（ＤＰＰＨ）（分析纯），购于东京化成工业株式会
社；茚三酮（分析纯），购于天津市恒兴化工贸

易公司；硫酸、盐酸、硫酸铜、硫酸钾、硼酸，均为

试剂纯，购于天津博欧特化工贸易有限公司．
仪器：ＦＥ２０型 ｐＨ计、ＡＢ２０４－Ｓ型分析天

平，梅特勒 －托利多仪器上海公司产；ＧＬ２０Ａ
型高速冷冻离心机，日本日立有限公司产；ＳＣＤ
－ＩＩ型高纯水装置，军事医学科学院卫生装备
研究所产；ＴＵ－１８１０型紫外分光光度计，北京
普析通用仪器有限责任公司产；Ｋ０５Ａ型自动
定氮仪，上海晟声自动化分析仪器有限公司产．
１．２　试剂的配制

１）茚三酮显色剂：准确移取果糖０．３ｇ，茚三
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酮０．５ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４·１０Ｈ２Ｏ１０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４６ｇ混

合均匀，然后定容至１００ｍＬ，避光保存，现用现配．

２）混合指示剂：甲基红乙醇溶液溴甲酚

绿乙醇溶液（ｖｖ）＝１５．

３）ＤＰＰＨ 乙醇溶液：精密称取 ＤＰＰＨ

１９．７ｍｇ，用无水乙醇溶解于２５０ｍＬ容量瓶中，

摇匀即得０．２ｍｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ乙醇溶液，０～４℃

避光保存，备用．

１．３　实验方法
１．３．１　药渣水解制备生物活性肽样品　称取

粉碎的药渣５ｇ，用１００ｍＬ水溶解，酸性蛋白

酶、中性蛋白酶和碱性蛋白酶水解前，将药渣

ｐＨ值分别调整到５，７和９．按８００Ｕ／ｇ添加蛋

白酶，５０℃水解一定时间后沸水浴灭酶

１０ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液为

生物活性肽样品．

１．３．２　蛋白质含量的测定　采用凯氏定氮法

（ＧＢ５００９．５—１９８５）测定蛋白质含量．

１．３．３　水解度的测定　水解度测定采用茚三

酮比色法［１１－１２］，具体步骤如下：

１）水解度的计算公式

ＤＮ＝ ｎ
６．２５×Ｎ／ｈｔｏｔ

×１００％

其中，ｎ为样品中 －ＮＨ２的摩尔含量／（μｍｏｌ·

ｍＬ－１），６．２５×Ｎ为样品的蛋白含量／（ｍｇ·

ｍＬ－１），ｈｔｏｔ为１ｇ原料中蛋白质的肽键毫摩尔

数／（ｍｍｏｌ·ｇ－１）．

２）标准曲线的绘制：取０．１ｇ干燥过的甘

氨酸，溶解后定容至１００ｍＬ，取出１０．００ｍＬ定

容至１００ｍＬ，得到１００μｇ／ｍＬ的甘氨酸溶液．

取此溶液再分别稀释成含量为２０～８０μｇ／ｍＬ

的溶液，用于标准曲线的绘制．取出２．００ｍＬ测

定用稀释液于试管中，加入１．００ｍＬ茚三酮显

色剂，混匀后沸水浴１５ｍｉｎ，同时做空白实验；

然后冷水冷却，加入５．００ｍＬ４０％乙醇溶液混

匀，放置１５ｍｉｎ后，于５７０ｎｍ处测定吸光度．

３）水解液中 －ＮＨ２摩尔含量的测定：取蛋

白水解液１ｍＬ定容至５０ｍＬ，加入１．００ｍＬ茚

三酮显色剂，混匀后沸水浴１５ｍｉｎ，同时做空白

实验；然后冷水冷却，加入５．００ｍＬ４０％乙醇溶

液混匀，放置 １５ｍｉｎ后，于 ５７０ｎｍ处测定吸

光度．

１．３．４　抗氧化能力的测定［１３－１４］　１）取药渣水

解样品０．５ｍＬ（空白对照取水０．５ｍＬ），补加

无水乙醇１．５ｍＬ，然后加入 １．０ｍＬＤＰＰＨ乙

醇溶液，混匀，于 ３７℃条件下反应 ３０ｍｉｎ，

０．２μｍ膜过滤后于５１７ｎｍ处测吸光度．

２）ＤＰＰＨ自由基清除率

Ｙ＝（ＡＣ－ＡＳ）／ＡＣ×１００％

其中，ＡＳ为加测定样品时的吸光度，ＡＣ为未加

测定样品时空白对照的吸光度．

２　结果与讨论

２．１　蛋白酶制剂的选择
选取酸性蛋白酶、中性蛋白酶和碱性蛋白

酶３种常用微生物源蛋白酶进行水解制备多

肽，图１为３种蛋白酶水解药渣３ｈ后的蛋白

质提取率和水解度．

图１　３种蛋白酶水解药渣的蛋白质提取率和水解度

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

ｄｅｇｒｅｅｏｆｔｈｒｅｅｐｒｏｔｅａｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｒｅｓｉｄｕｅｓ

由图１可知，在３种酶中，酸性蛋白酶对药

渣蛋白质的水解程度最好，但是蛋白质提取率

最低，而中性蛋白酶与碱性蛋白酶对药渣蛋白

质的提取率较高．考虑到高蛋白质提取率对原
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料利用率至关重要，并且提高水解度可以通过

延长水解时间实现，故本文在选择酶制剂进行

多肽制备时优先采纳蛋白质提取率这个指标．

中性蛋白酶与碱性蛋白酶在蛋白质提取率与蛋

白质水解度方面相差不大，且碱性蛋白酶水解

时ｐＨ值会逐渐下降到中性，因此最终选用中

性蛋白酶与碱性蛋白酶进行复配来水解药渣制

备多肽．

２．２　复合蛋白酶配比的确定
为了确定复合蛋白酶里中性蛋白酶与碱性

蛋白酶的合适比例，本研究分别测定了不同比

例条件下所得多肽的蛋白质提取率，结果如图

２所示（水解之前药渣 ｐＨ值调至９，复合蛋白

酶添加量为８００Ｕ／ｇ）．

图２　中性蛋白酶与碱性蛋白酶不同比例

条件下的蛋白质提取率

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｙｉｅｌｄｏｆｎｅｕｔｒａｌ

ｐｒｏｔｅａｓｅａｎｄａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｕｎｄｅｒｔｈｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

由图２可知，当中性蛋白酶与碱性蛋白酶

的比例为３１时，复合蛋白酶对药渣蛋白有较

高的提取率，对药渣原料的利用更充分，因此选

用复合蛋白酶的适宜配比为３１．

２．３　复合蛋白酶水解时间的确定
理论上不同时间对蛋白质的提取和水解程

度不同，进而会导致多肽产物抗氧化能力的变

化．复合蛋白酶在不同水解时间（１ｈ，２ｈ，３ｈ，

４ｈ，５ｈ）下的蛋白质提取率和ＤＰＰＨ自由基清

除率测定结果如图３所示．由图３可知，蛋白质

提取率随着水解时间的延长而逐渐增加，到４ｈ

后，蛋白质提取率趋于稳定；ＤＰＰＨ自由基清除

率所反映出的抗氧化能力呈现先升高后降低的

趋势，水解时间为４ｈ时的抗氧化能力最强．综

合蛋白质提取率和自由基清除率的测定结果，

适宜的水解时间选择４ｈ，该条件下蛋白质提取

率达到８１％，ＤＰＰＨ自由基清除率达到３９．８％．

图３　复合蛋白酶在不同水解时间下的

蛋白质提取率和ＤＰＰＨ自由基清除率

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄ

ｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｒａｔｅｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ

ｐｒｏｔｅａｓｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅ

３　结论

本文以符合我国保健品生产要求的中成药

血必净药渣为原料，通过蛋白酶水解法制备了

生物活性肽．比较了酸性蛋白酶、中性蛋白酶和

碱性蛋白酶的水解效果，确定选用中性蛋白酶

与碱性蛋白酶进行复配来水解制备多肽，适宜

配比为３１．通过考察不同水解时间下的蛋白

质提取率、水解度和 ＤＰＰＨ自由基清除率等指

标，确定复合蛋白酶适宜的水解时间为４ｈ，在
该条件下蛋白质提取率达到了８１％，抗氧化指
标ＤＰＰＨ自由基清除率达到了３９．８％．本研究
成果为用蛋白酶水解中药渣制备高附加值的活

性多肽产品做出了有益的探索．
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我校荣获两项２０１５年度国家科学技术奖

２０１６年１月８日，２０１５年度国家科学技术奖励大会在北京人民大会堂隆重举行．党和国
家领导人习近平、李克强、刘云山、张高丽出席大会并为获奖代表颁奖．郑州轻工业学院与牵头
单位共同完成的“定向转化多元醇的生物催化剂创制及其应用关键技术”和“节能与新能源客

车关键技术研发及产业化”两项科研成果分别荣获国家技术发明奖二等奖和国家科学技术进

步奖二等奖．
两项奖励的获得，是我校国家级科学技术奖励方面的重大进展，标志着我校科技研发能

力、科技创新能力和知识转化能力迈上新台阶，彰显了我校在特色骨干大学建设上的新跨越．
多年来，学校坚持科技兴校战略，以解决国家和地方重大战略需求为导向，以全面提升科

技创新能力为目标，立足领域前沿、坚持自主创新，强化原始积累、注重重点培育，并结合科技

工作发展需求制定出台了一系列激励政策和保障措施．全校广大教师、科研人员潜心科研，勇
于探索，敢于攻坚，厚积薄发，为国家科技发展做出了越来越多、越来越大的贡献．

据了解，全国共有１２０所高校作为主要完成单位获得了２０１５年度国家科学技术奖三大奖
１７４项，其中国家技术发明奖二等奖３１项，国家科学技术进步奖二等奖９８项．河南省今年共
有６所高校获得了９项奖励，我校获奖数量在省内高校中位列第二．

（供稿：郑州轻工业学院科技处）
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