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摘要：研究了中性蛋白酶和木瓜蛋白酶复合水解制备枸杞活性肽的工艺条件，

并采用离子交换层析和凝胶柱层析对酶解产物进行纯化，以制备具有较高抗氧

化活力的枸杞多肽．以ＤＰＰＨ·清除率为指标，通过响应面优化得到最佳酶解工
艺条件：酶解温度５１℃，中性蛋白酶与木瓜蛋白酶质量比１２．６５，酶解时间
４．３ｈ，ｐＨ＝７．０．此条件下得到的枸杞多肽对 ＤＰＰＨ·清除率为（２３．３２±
０．４７）％．分别采用ＤＥＡＥ阴离子交换层析和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５凝胶柱层析对枸
杞多肽进行分离，最终获得ＤＰＰＨ·和ＯＨ·清除率分别为（７２．６５±１．８４）％和
（５８．７２±１．８８）％的 Ａ－１组分，该组分的 ＤＰＰＨ·清除能力、ＡＢＴＳ＋·清除能
力和ＯＨ·清除能力均随浓度的增大而提高．
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０　引言

枸杞（Ｌｙｃｉｕｍｂａｒｂａｒｕｍ）具有补肝肾、增强

免疫系统功能、抑制脂肪在肝细胞沉淀聚集、促

进肝细胞再生、抗氧化和降低血糖等作用［１－２］，

在我国西北地区分布广泛．近年来，对枸杞的药

理、药用活性成分和综合利用等方面研究较多，

但主要集中于枸杞的含糖、维生素、甜菜碱和黄

酮类等方面．对于枸杞蛋白的研究多集中于其

稳定性方面，而对于其蛋白水解产生的活性多

肽的研究甚少［３－４］．已知枸杞全果粗蛋白含量

１０．６ｗｔ％左右，含有１８种氨基酸，其中８种为

人体必需氨基酸［５］．鉴于此，本课题拟采用酶法

制备枸杞多肽，并对其抗氧化活性进行研究，以

期为枸杞的开发利用提供理论参考．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
主要材料：宁夏枸杞，无病虫害和霉变，购

于淮安厚生药房．

主要试剂：木瓜蛋白酶、中性蛋白酶、碱性

蛋白酶、纤维素酶、胃蛋白酶，均为分析纯，采购

于江苏锐阳生物科技有限公司；ＤＥＡＥ－５２阴

离子交换树脂和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５葡聚糖凝胶，

购于南京奥多福尼生物科技有限公司；二苯代

苦味酰基自由基（ＤＰＰＨ），２，２－联氮－二（３－

乙基－苯并噻唑－６－磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）和

谷胱甘肽（ＧＳＨ），均为生物试剂，美国 Ｓｉｇｍａ

ａｌｄｒｉｃｈ公司生产；其他试剂均为分析纯，购于国

药集团化学试剂有限公司．
主要仪器：ＢＳ－４０Ａ型自动部分收集器，上

海嘉鹏科技有限公司产；层析柱（１８～４０ｃｍ），
上海五相仪器仪表有限公司产；ＦｒｅｅＺｏｎｅ６Ｌ

型真空冷冻干燥机，美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ公司产．

１．２　实验方法
１．２．１　制备枸杞多肽的工艺流程　枸杞→干
燥→研磨→枸杞粉→脱脂→碱提酸沉→离心→
沉淀物→真空冷冻干燥→枸杞蛋白→酶解→灭
酶→离心→上清液→浓缩→真空冷冻干燥→枸

杞多肽．

１．２．２　酶解工艺的优化　预实验中分别选择
胃蛋白酶、碱性蛋白酶、纤维素蛋白酶、中性蛋

白酶和木瓜蛋白酶在各自的适宜条件下酶解枸

杞蛋白，在获得的酶解产物中以 ＤＰＰＨ·清除

活性最好的中性蛋白酶和木瓜蛋白酶进行复配

实验．采用４因素３水平二次回归试验设计，研
究温度 Ｘ１、中性蛋白酶和木瓜蛋白酶质量比

（以下简称加酶比）Ｘ２，酶解时间 Ｘ３，ｐＨ值 Ｘ４
对水解产物ＤＰＰＨ·自由基清除能力（Ｙ）的影
响，优化酶解条件．二次回归试验亦称响应面试

验．各因素水平见表１．
１．２．３　枸杞多肽的分离纯化

１．２．３．１　ＤＥＡＥ－５２离子交换层析　将２ｍＬ

样液加入到层析柱中，分别使用水和０．１ｍｏｌ／Ｌ，

·２３·
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表１　响应面试验各因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｓｔａｂｌｅｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

因素
水平

－１ ０ １
Ｘ１／℃ ４５ ５０ ５５
Ｘ２ １２ １３ １４
Ｘ３／ｈ ４．０ ４．５ ５．０
Ｘ４ ６．０ ６．５ ７．０

０．５ｍｏｌ／Ｌ，１．０ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ溶液逐级洗脱，

流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，每１０ｍｉｎ收集一管，并于

２８０ｎｍ波长处测吸光值，根据检测到的峰值合

并试管内溶液，比较各峰ＤＰＰＨ·及ＯＨ·清除

能力，选择活性最高的组分进行收集，备用．

１．２．３．２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５凝胶过滤层析　凝

胶装柱后，用 ３倍于柱床体积的 ０．０２ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ＝６．５的ＮＨ４ＡＣ溶液洗涤平衡．平衡结束之

后，将２ｍＬ的样液加入到层析柱中，以水为流

动相，设定流速为０．６ｍＬ／ｍｉｎ，每１０ｍｉｎ收集

一管，并于２８０ｎｍ波长处测吸光值，根据检测

到的峰值合并试管内溶液，比较各峰 ＤＰＰＨ·

及ＯＨ·清除能力，选择活性最高的组分进行

收集，真空冷冻干燥之后备用．

１．２．４　枸杞多肽抗氧化功能评价　ＤＰＰＨ·自

由基清除能力的测定参照Ｚ．Ｘ．Ｗａｎｇ等［６］的测

定方法；ＡＢＴＳ＋·清除能力的测定参照 Ｄ．

Ｋｕｍａｒ等［７］的测定方法；ＯＨ·清除能力的测定

参照Ｔ．Ｐ．Ｓｃｈｕｌｔｚ等［８］的测定方法．

１．２．５　数据处理　利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件和

ＳＰＳＳ２３．０软件对数据进行分析．

２　结果与讨论

２．１　酶解工艺的优化
响应面试验设计和结果见表 ２．采用

ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对表２中的试验设计与结果

进行回归拟合，得到ＤＰＰＨ·清除率对温度、加

酶比、时间和ｐＨ的二次多项回归模型，即

Ｙ＝２４．９３＋１．８４Ｘ１－０．３Ｘ２－０．０５Ｘ３＋０．４１Ｘ４－

２．９７Ｘ１Ｘ２＋０．７７Ｘ１Ｘ３＋１．５９Ｘ１Ｘ４＋

０．０４２Ｘ２Ｘ３＋１．７５Ｘ２Ｘ４－３．４１Ｘ３Ｘ４－７．０４Ｘ１
２－

３．３７Ｘ２
２－３．８０Ｘ３

２－３．８２Ｘ４
２

对此模型进行方差分析，结果见表３．分析

结果表明交互项Ｘ１Ｘ４与Ｘ２Ｘ４差异性达到显著

水平（Ｐ＜０．０５），一次项Ｘ１，交互项 Ｘ１Ｘ２，Ｘ３Ｘ４
及二次项 Ｘ１

２，Ｘ２
２，Ｘ３

２，Ｘ４
２差异性极显著（Ｐ＜

０．０１），而Ｘ２，Ｘ３，Ｘ４，Ｘ１Ｘ３与Ｘ２Ｘ３差异性不显

表２　响应面试验设计和结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

编号 Ｘ１／℃ Ｘ２ Ｘ３／ｈ Ｘ４ Ｙ／％
１ ０ ０ －１ １ ２０．３６
２ ０ －１ －１ ０ １８．１７
３ １ １ ０ ０ １０．７０
４ ０ ０ ０ ０ ２５．７９
５ －１ ０ －１ ０ １３．５５
６ ０ ０ ０ ０ ２４．８１
７ －１ －１ ０ ０ １２．２０
８ ０ １ －１ ０ １８．２６
９ ０ １ ０ －１ １５．９６
１０ ０ ０ ０ ０ ２５．１８
１１ ０ －１ ０ １ １５．７１
１２ ０ １ １ ０ １７．９９
１３ １ ０ －１ ０ １６．０６
１４ ０ ０ －１ －１ １２．２７
１５ ０ －１ １ ０ １７．７３
１６ －１ １ ０ ０ １５．７８
１７ －１ ０ １ ０ １０．２６
１８ １ ０ ０ －１ １５．２８
１９ ０ －１ ０ －１ １９．０８
２０ －１ ０ ０ －１ １２．３７
２１ １ ０ ０ １ １９．５０
２２ －１ ０ ０ １ １０．２２
２３ ０ ０ １ －１ ２０．８９
２４ ０ ０ １ １ １５．３５
２５ １ ０ １ ０ １５．８５
２６ ０ ０ ０ ０ ２３．５１
２７ １ －１ ０ ０ １９．０１
２８ ０ ０ ０ ０ ２５．３８
２９ ０ １ ０ １ １９．５９

·３３·
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表３　二次回归方程的方差分析

Ｔａｂｌｅ３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｑｕａｄｒａｔｉｃ

ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

方差
自由

度
平方和 均方 Ｆ值 Ｐｒ＞Ｆ

Ｘ１ １ ４０．４１ ４０．４１ １９．１ ０．０００６

Ｘ２ １ １．０９ １．０９ ０．５２ ０．４８４３
Ｘ３ １ ０．０３ ０．０３ ０．０１４ ０．９０６９
Ｘ４ １ １．９８ １．９８ ０．９４ ０．３４９３
Ｘ１Ｘ２ １ ３５．３４ ３５．３４ １６．７ ０．００１１

Ｘ１Ｘ３ １ ２．３７ ２．３７ １．１２ ０．３０７７
Ｘ１Ｘ４ １ １０．１４ １０．１４ ４．７９ ０．０４６

Ｘ２Ｘ３ １ ７．２３Ｅ－０３ ７．２３Ｅ－０３ ３．４１Ｅ－０３０．９５４２
Ｘ２Ｘ４ １ １２．２５ １２．２５ ５．７９ ０．０３０５

Ｘ３Ｘ４ １ ４６．４４ ４６．４４ ２１．９５ ０．０００４

Ｘ１
２ １ ３２１．６６ ３２１．６６ １５２．０１ ＜０．０００１

Ｘ２
２ １ ７３．５４ ７３．５４ ３４．７５ ＜０．０００１

Ｘ３
２ １ ９３．５２ ９３．５２ ４４．１９ ＜０．０００１

Ｘ４
２ １ ９４．５ ９４．５ ４４．６６ ＜０．０００１

模型 １４ ５５５．７５ ３９．７ １８．７６ ＜０．０００１

失拟项１０ ２６．５９ ２．６６ ３．５ ０．１１９１
误差 ４ ３．０４ ０．７６
总和 ２８ ５８５．３８

　　注：表示差异显著（Ｐ＜０．０５），表示差异极显著
（Ｐ＜０．０１）．

著（Ｐ＞０．０１）．即本实验中温度与加酶比、温度

与ｐＨ、加酶比与 ｐＨ、时间与 ｐＨ之间的交互作

用影响显著，各交互作用对枸杞多肽 ＤＰＰＨ·

清除率影响的响应面图如图１所示．由图１可

知，温度对ＤＰＰＨ·清除率的影响最为显著，表

现为曲线较陡；而ｐＨ和加酶比的影响次之，表

现为曲线较为平滑，且随其数值的变化，响应值

变化较小．通过二次响应面回归分析，去一阶偏

倒数等于０，得到回归方程稳定点Ｘ１，Ｘ２，Ｘ３，Ｘ４
的编码值分别为 ０．１９，０．１３，－０．４３，１．００，即

酶解温度５０．９５℃，加酶比１２．６５，酶解时间

４．２８５ｈ，酶解 ｐＨ＝７．０，此时的枸杞多肽

ＤＰＰＨ·清除率最高，达到（２２．７０±０．３５）％．

考虑到实验的可行性，实际酶解条件修改为：酶

解温度 ５１℃，加酶比 １２．６５，酶解时间

４．３ｈ，酶解ｐＨ＝７．０，在此优化条件下重复实

验３次，ＤＰＰＨ·清除率为（２３．３２±０．４７）％，与

预测值较为接近．因此，运用此模型得到的提取

条件精确可靠，具有实用价值．

２．２　离子交换层析分离纯化
将２ｍＬ离心后的酶解液加到 ＤＥＡＥ－５２

阴离子交换层析柱上进行逐级洗脱，得到的洗

脱曲线见图２．收集到５个组分的色谱峰：Ａ组

分得率为 １０．０２％，蛋白质含量为 １０．６２μｇ／

ｍＬ；Ｂ组分得率为 ４．９６％，蛋白质含量为

９．０１μｇ／ｍＬ；Ｃ组分得率为８．９６％，蛋白质含

量为７．６９μｇ／ｍＬ；Ｄ组分得率为７．４６％，蛋白

质含量为３．５４μｇ／ｍＬ；Ｅ组分得率为５．６２％，

蛋白质含量为２．８５μｇ／ｍＬ．随后对５个组分进

行ＤＰＰＨ·和ＯＨ·清除率实验，结果见图３．由

图３可见，在５０ｍｇ／ｍＬ浓度下，Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ和 Ｅ

组分对 ＤＰＰＨ·清除率分别为（７３．５８±

１．２６）％，（６７．９１±１．４５）％，（３４．４０±２．０６）％，

（６５．４３±３．０７）％，（６２．４１±２．４６）％；对ＯＨ·清

除率分别为 （６０．１６±２．３１）％，（４５．４５±

１．８７）％，（３０．０８± ０．６５）％，（３４．１５ ±

２．４１）％，（２６．８３±１．９６）％．Ａ组分活性最好

且组分得率最高，故将其用做进一步纯化．

２．３　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５分离纯化
将上述经离子交换层析分离出的 Ａ组分

取２ｍＬ，使用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５凝胶层析柱进行

进一步分离洗脱，曲线见图４．图４显示，Ａ组分

经凝胶柱层析后获得组分Ａ－１和Ａ－２，得率分

别为５．６４％和４．９６％．测得Ａ－１和Ａ－２组分

的ＤＰＰＨ·清除率分别为（７２．６５±１．８４）％和

（６２．２０±１．３４）％；ＯＨ·清除率分别为（５８．７２±

１．８８）％和（４６．０５±２．１２）％．故选择活性最好的

组分Ａ－１做进一步的抗氧化活性研究．

２．４　抗氧化活性研究
ＤＰＰＨ·清除率是快速定量分析多肽作为

电子受体转移电子能力的通用方法［９］．枸杞多

肽Ａ－１组分对 ＤＰＰＨ·自由基的清除率如表４

·４３·
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所示，并与ＧＳＨ作对比．在０．２～１．２ｍｇ／ｍＬ的

浓度范围内，Ａ－１对 ＤＰＰＨ·自由基的清除能

力与样品的浓度呈明显的线性关系，清除能力

随浓度的升高而增强．Ａ－１对ＤＰＰＨ·自由基的

半数有效清除浓度 ＩＣ５０＝１．１９ｍｇ／ｍＬ．ＡＢＴＳ＋·

在抗氧化多肽提供的电子作用下生成 ＡＢＴＳ，

图１　不同自变量交互作用对枸杞多肽ＤＰＰＨ·清除率影响的响应面图

Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｆｏｒｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｖａｒｉａｂｌｅｓｏｎｔｈｅＤＰＰＨ· ｒａｄｉｃａｌ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｏｆＬｙｃｉｕｍｂａｒｂａｒｕｍｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

图２　ＤＥＡＥ－５２阴离子交换层析洗脱曲线

Ｆｉｇ．２　ＥｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＤＥＡＥ－５２ａｎｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

·５３·
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图３　离子交换层析洗脱峰的

ＤＰＰＨ·和ＯＨ·的清除率

Ｆｉｇ．３　ＤＰＰＨ· ａｎｄＯＨ· ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

ｏｆＩｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｅｌｕｔｉｏｎｐｅａｋ

这时墨绿色溶液会发生褪色，在 ７３４ｎｍ处的

吸光度下降，褪色程度可反映其抗氧化能力的

大小［１０］．由表４可知，随着样品浓度增加，各

组分的抗氧化效果不断提高，１．１３ｍｇ／ｍＬ

Ａ－１清除 ＡＢＴＳ＋·的能力与 ０．４９ｍｇ／ｍＬ

ＧＳＨ等效．同样，Ａ－１对 ＯＨ·自由基的清除

能力与样品的浓度也呈线性关系，Ａ－１对

ＯＨ·自由基的半数有效清除浓度 ＩＣ５０ ＝

０．８２３ｍｇ／ｍＬ．以上结果表明，枸杞多肽 Ａ－１

具有较好的抗氧化作用，可以有效降低自由基

的浓度．

图４　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５凝胶柱层析洗脱曲线

Ｆｉｇ．４　ＥｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５ｇｅｌｃｏｌｕｍｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

表４　枸杞多肽Ａ－１的ＤＰＰＨ·，ＡＢＴＳ＋·和

ＯＨ·的清除能力

表４　ＤＰＰＨ·，ＡＢＴＳ＋· ａｎｄＯＨ·ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＬｙｃｉｕｍｂａｒｂａｒｕｍｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅＡ－１

样品
浓度／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
ＤＰＰＨ·清除
能力／％

ＡＢＴＳ＋·清除
能力／％

ＯＨ·清除
能力／％

０．２ ６．２１±０．３４ １２．７３±０．８３ １０．６２±０．５１
０．４ １０．３４±０．６５ １６．３４±０．４６ １５．３９±０．７２
０．６ １３．７６±０．２１ ２３．５６±０．３４ ３６．９２±０．３３

Ａ－１ ０．８ １９．５９±０．０５ ３１．６５±０．３３ ４９．２１±０．６３
１．０ ３４．２８±０．２３ ４４．９３±０．２１ ５９．３３±０．２３
１．２ ５０．２１±０．４３ ５９．２１±０．１０ ７２．５９±０．１５
０．２ １８．６８±０．７２ ２７．５６±０．３７ ３０．１２±０．５６
０．４ ２６．９３±０．０７ ４５．３２±０．２８ ３３．２５±０．３２
０．６ ３３．４１±０．１２ ６５．５６±０．４３ ４６．６３±０．４１

ＧＳＨ ０．８ ４６．６７±０．４３ ８０．３２±０．５５ ７０．３８±０．２３
１．０ ６２．３２±０．３８ ８５．９８±０．３２ ７８．３５±０．５６
１．２ ８１．２３±０．３２ ９０．３２±０．８３ ９１．７８±０．８３

３　结论

通过酶解的方式水解枸杞蛋白可以得到具

有抗氧化活性的多肽．确定酶解提取枸杞多肽

的最佳工艺条件为：酶解温度５１℃，中性蛋白

酶与木瓜蛋白酶加酶比 １２．６５，酶解时间

４．３ｈ，酶解 ｐＨ＝７．０．分别采用 ＤＥＡＥ阴离子

交换层析和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５凝胶柱层析对枸

杞多肽进行分离，最终获得ＤＰＰＨ·和 ＯＨ·清

除率分别为（７２．６５±１．８４）％和（５８．７２±

１．８８）％的 Ａ－１组分．枸杞蛋白多肽 Ａ－１组

分的ＤＰＰＨ·，ＡＢＴＳ＋·和ＯＨ·清除能力均随

着浓度的增大而提高．

·６３·
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