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摘要：采用碱溶酸沉法从大田废弃上部烟叶中提取蛋白质，分别使用胰蛋白酶、

木瓜蛋白酶、复合蛋白酶对烟叶蛋白进行酶解，研究不同酶解条件对烟叶蛋白

水解度和烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清除率的影响．结果表明：蛋白多肽水解度最
优的酶解条件与蛋白多肽对ＤＰＰＨ清除率最高的酶解条件不同．以使用木瓜蛋
白酶为例，烟叶蛋白水解度最优酶解条件为，酶解温度 ５０℃，酶解时间为
０．５ｈ，加酶量为底物的３％，酶解 ｐＨ＝８；ＤＰＰＨ清除率最优酶解条件为，酶解
温度 ４０℃，酶解时间２ｈ，加酶量为底物质量的３％，ｐＨ＝７．这说明蛋白多肽的
水解度高低与其抗氧化性并非正相关，蛋白多肽既可以作为美拉德反应的底

物，也可以作为抗氧化剂，可针对不同的应用目的，选择相应的最优酶解条件．
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０　引言

我国烟叶产量大，但工业使用中对农业生

产的烟叶要求较高．烟叶生产中打顶会产生部

分废弃上部叶［１］，由于其成熟度不够、使用率较

低，有时甚至废弃不用，大量废弃烟叶通常制成

肥料或作焚烧处理［２］．事实上，烟叶中蛋白质含

量非常丰富，有很高的营养价值和药用价值［３］，

提取烟叶蛋白并合理利用，不仅能够减轻环境

负担，还能创造一定的经济价值．将烟叶蛋白进

行控制酶解，得到分子大小适宜且包含特定氨

基酸序列的具有较高生物活性的多肽［４］，可进

一步提高烟叶蛋白的使用价值．具有生物活性

的多肽也有很高的使用价值，可以满足人体的

营养需求，对人体的生理功能进行调节［５］．董二

慧等［６］研究低次烟叶中蛋白质的提取工艺，优

化了提取缓冲溶液的浓度、液料比和 ｐＨ值，得

出烟叶中蛋白质的最高提取率为１０．９６ｍｇ／ｇ．

饶国华等［７］以低次烟叶为材料，采用 Ｌ９（３
４）正

交试验设计研究了烟叶蛋白最佳提取工艺，结

果表明，磨浆工艺的最佳方案为：固液比（ｍ（烟

叶）ｍ（水））１１７；提取温度６０℃；提取液

ｐＨ＝８．０；磨浆２次．林晓婕等［８］采用不同的方

法获得烟草色素蛋白复合物 ＴＰＰ（ｔｏｂａｃｃｏｐｉｇ

ｍｅｎｔｓｐｒｏｔｅｉｎ），并研究其抗紫外性能和机理，得

出ｐＨ＝４．５沉降的ＴＰＰ的酚类物质含量最高，

抗紫外活性也最强．但目前的研究结合酶解技

术研究烟叶蛋白抗氧化性的成果很少．本文拟

通过碱溶酸沉法从大田废弃上部烟叶中提取蛋

白质，研究不同酶解条件对烟叶蛋白水解度和

烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清除率的影响，以期为

烟叶蛋白复合物的利用和生物活性的进一步研

究提供理论依据．

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
材料：上部废弃鲜烟叶（豫烟十号，采摘自

许昌市襄城县）．

试剂：Ｎａ２ＨＰＯ４，ＮａＨ２ＰＯ４，Ｈ３ＰＯ４，ＮａＯＨ，

茚三酮，ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ＝８），均为分析纯，天

津科密欧化学试剂有限公司产；ＤＰＰＨ，梯希爱

（上海）化成工业发展有限公司产；胰蛋白酶

（２５０Ｕ／ｍｇ），宝生物科技有限公司产；考马斯

亮蓝Ｇ－２５０，牛血清白蛋白，西安国安生物科

技有限公司产．

仪器：ＴＤＺ５－ＷＳ低速多管架自动平衡离

心机，湘仪离心机仪器有限公司产；ＳＪＩＡ－１０Ｎ

冷冻干燥机，宁波市双嘉仪器有限公司产；

ＵＶ－１７００１Ｃ紫外分光光度计，上海凤凰光学

科仪有限公司产．

１．２　方法
１．２．１　原料的预处理　将从大田新采摘的上
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部废弃鲜烟叶摊开放入烘箱中，１０５℃烘烤

１５ｍｉｎ进行杀青处理［９］，４０℃烘干２４ｈ，打粉，

备用．

１．２．２　烟叶蛋白的提取（碱溶酸沉法）　称取

５０ｇ烟叶粉末，加入 ｐＨ＝８的 Ｎａ２ＨＰＯ４

ＮａＨ２ＰＯ４缓冲液（５００ｍＬ）中；用机械搅拌器搅

拌２４ｈ，１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ；取上清

液，重复上述步骤１次，合并上清液，往上清液

中逐滴加入体积分数为８５％的Ｈ３ＰＯ４，搅拌，将

ｐＨ值调至３．０，放置８ｈ；以１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃

离心１０ｍｉｎ，取沉淀部分，冷冻干燥，得到烟叶

蛋白，为后续实验备用［１０］．

１．２．３　蛋白质含量测定　用牛血清白蛋白绘

制标准曲线．准确称取烟叶蛋白０．２ｇ，加水溶

解，定容到 １０００ｍＬ，取 １ｍＬ用考马斯亮蓝

法［１１］测定吸光度．同法，通过标准曲线和稀释

倍数计算蛋白质含量，计算公式为

蛋白质含量＝（蛋白质浓度×稀释倍数／

１０００ｍＬ）／２００ｍｇ

１．２．４　不同酶解条件对蛋白质水解度的影响

　蛋白质的酶解实验分为３组，分别为胰蛋白

酶组、木瓜蛋白酶组、复合蛋白酶组，每组分别

进行酶解单因素实验．

１）温度对蛋白质水解度的影响实验．取

６０ｍｇ烟叶蛋白，加入３ｍＬ水溶解，调 ｐＨ到每

组不同酶的最适值（胰蛋白酶ｐＨ＝１０，木瓜蛋白

酶ｐＨ＝７，复合蛋白酶ｐＨ＝７），预热５ｍｉｎ；对应

加入质量分数 ３％的不同的酶，温度分别为

３０℃，４０℃，５０℃，６０℃进行反应，酶解时间２ｈ．

２）时间对蛋白质水解度的影响实验．将酶

解温度设置为５０℃，酶解时间分别为０．５ｈ，

１ｈ，２ｈ，３ｈ，４ｈ，其他条件与上述相同．

３）加酶量对蛋白质水解度的影响实验．将

酶解温度设置为５０℃，酶解时间２ｈ，加酶量

（质量分数）分别调至为 ２％，３％，４％，５％，

６％，其他条件与上述相同．

４）ｐＨ值对蛋白质水解度的影响实验．将酶

解温度设置为 ５０℃，酶解时间 ２ｈ，加酶量

３％．胰蛋白酶组ｐＨ值分别调至７，８，９，１０，１１，

１２；木瓜蛋白酶组 ｐＨ值分别调至５，６，７，８，９；

复合蛋白酶组ｐＨ值分别调至４，５，６，７，８，９．其

他实验条件与上述相同．

１．２．５　完全水解的蛋白水解液的制备与水解

度［１２］的测定　１）完全水解的蛋白水解液的制

备．取烟叶蛋白１００ｍｇ，放入４０ｍＬ耐压瓶中，

加入５ｍＬ的６ｍｏｌ／Ｌ盐酸，拧紧瓶盖，１１０℃油

浴中水解２４ｈ；冷却，过滤，滤液旋转蒸发至蒸

干，加蒸馏水 ５０ｍＬ左右，用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ中

和至ｐＨ＝６，定容至１００ｍＬ．

２）水解度的测定．实验组：茚三酮法测氨

基酸浓度，取烟叶完全水解蛋白液 ０．２ｍＬ，

０．４ｍＬ，０．６ｍＬ，０．８ｍＬ，１．０ｍＬ于试管中，蒸

馏水补至４．０ｍＬ，加ｐＨ＝８缓冲溶液 １．０ｍＬ，

茚三酮溶液１．０ｍＬ，混匀，沸水浴加热 １５ｍｉｎ，

冷却，用蒸馏水稀释至１０ｍＬ，５７０ｎｍ处测定吸

光度（水作参比）．对照组：另取１００ｍｇ蛋白质，

加水１００ｍＬ，振荡均匀后过滤，取相应体积的

滤液，按上述方法测定吸光度．

取灭酶的水解液１ｍＬ，稀释至５０ｍＬ，过

滤，取滤液１ｍＬ，加水至４ｍＬ，按上述茚三酮法

反应，５７０ｎｍ处测定吸光度（水作参比）．另取

同种未水解烟叶蛋白溶液 １ｍＬ，按上述方法

（茚三酮法）测定吸光度，并计算二者吸光度的

差值．以相同体积样品的吸光度之差与烟叶蛋

白的含量作工作曲线，取线性部分作标准曲线．

然后根据烟叶蛋白水解液中蛋白质浓度与吸光

度标准曲线计算得到蛋白质含量，按下式计算

水解度：

ＤＨ＝ Ａ
１０００×Ｗ×Ｖ１×５０×１００％

式中，Ａ为计算得到蛋白质的含量／（ｍｇ·ｇ－１），

Ｗ为称样重／ｇ，Ｖ１为水解液的总体积／ｍＬ．

·８５·
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１．２．６　不同酶解条件下酶解产物 ＤＰＰＨ清除

率［１３］的计算　对不同条件下的烟叶蛋白水解

液稀释５０倍，测定其 ＤＰＰＨ清除能力．取３组

试管，分别为实验组、对照组和空白组．实验组

加１ｍＬ烟叶蛋白水解液，３ｍＬＤＰＰＨ溶液，漩

涡振荡器混匀，避光放置 ３０ｍｉｎ，以５０％乙醇

溶液调紫外分光光度计为零，于５１７ｎｍ处测定

其吸光度，记为 Ａｉ；对照组加入１ｍＬ蒸馏水，

３ｍＬＤＰＰＨ溶液，方法同上，测得吸光度记为

Ａ０；空白组加１ｍＬ烟叶蛋白水解液，３ｍＬ５０％

乙醇，方法同上，测得吸光度记为 Ａｊ．以不同条

件下的烟叶蛋白水解液为研究材料，设置一组

实验，每组实验重复３次．烟叶蛋白水解液对

ＤＰＰＨ清除率／％的计算公式如下：

ＤＰＰＨ清除率＝［１－（Ａｉ－Ａｊ）／Ａ０］×１００％

２　结果与分析

２．１　废弃烟叶蛋白提取结果
按照实验１．２．２的方法从５０ｇ烟叶粉末

中提取出４ｇ蛋白质，烟叶蛋白质得率为８％．

由牛血清白蛋白标准液得到的标准曲线为 ｙ＝

０．００７５ｘ＋０．９４５３，Ｒ２＝０．９９３２．

取烟叶蛋白水解液中蛋白质含量与吸光度

值作图即得图 １，标准曲线为 ｙ＝０．７３１３ｘ－

０．０４２４，Ｒ２＝０．９９５２．稀释后的样品平均吸光

度为 １．４３０１，计 算 得 到 蛋 白 质 浓 度 为

６４．６４μｇ／ｍＬ，烟叶蛋白含量为０．３２３２ｍｇ／ｇ．

２．２　不同酶解条件对烟叶蛋白水解度的影响
图２反映３种酶在不同实验条件下对烟叶

蛋白水解度的影响．图２ａ）中，胰蛋白酶对烟叶

蛋白的水解度随酶解温度的升高先增加后减

少，在５０℃左右达到最高值３４．４０％；木瓜蛋

白酶在５０℃左右达到最高值４１．７２％；复合蛋

白酶在４０～６０℃ 范围内对烟叶蛋白的水解变

化不明显，从节约能源考虑，取４０℃为最适温

度．图２ｂ）中，随酶解时间的延长，３种酶对烟叶
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图１　烟叶蛋白水解液中蛋白质浓度

与吸光度标准曲线

Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄ

ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｉｎｔｏｂａｃｃｏｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ

蛋白质的水解度的影响都有所增大：胰蛋白酶

组中烟叶蛋白的水解度在２ｈ以后几乎不变，

故最适酶解时间为 ２ｈ；木瓜蛋白酶组在酶解

时间为０．５ｈ时，烟叶蛋白水解度已经达到较

高的水平（３９．６５％）；复合蛋白酶组烟叶蛋白

的水解度在 ３ｈ后相对稳定在较高水平

（４３．９９％），需要的反应时间比较长．从图２ｃ）水

解度趋势可以看出，最适加酶量分别为：胰蛋白

酶为底物质量的５％，木瓜蛋白酶为底物质量的

３％，复合蛋白酶为底物质量的５％．从图２ｄ）可

以看出，胰蛋白酶的最适ｐＨ值为１０，木瓜蛋白酶

的最适ｐＨ值为８，复合蛋白酶的最适ｐＨ值为７．

综上，在单因素实验的基础上进行测试，结

果如下：胰蛋白酶，在酶解温度５０℃，酶解时间

２ｈ，加酶量为底物质量的５％，ｐＨ＝１０的条件

下，烟叶蛋白水解度最高为３４．９８％；木瓜蛋白

酶，在酶解温度５０℃，酶解时间０．５ｈ，加酶量为

底物质量的３％，ｐＨ＝８的条件下，烟叶蛋白水

解度最高为４３．４３％；复合蛋白酶，在酶解温度

４０℃，酶解时间３ｈ，加酶量为底物质量的５％，

ｐＨ＝７的条件下，烟叶蛋白水解度最高为

４１．１５％．

２．３　不同酶解条件下烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ

清除能力的影响

　　图３为３种酶在不同实验条件下获得的烟

·９５·
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图２　不同酶解条件对烟叶蛋白水解度的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆｔｏｂａｃｃｏｌｅａｆｐｒｏｔｅｉｎ

叶蛋白多肽对ＤＰＰＨ清除能力的影响．由图３ａ）

可知，胰蛋白酶组烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ的清

除能力很低；木瓜蛋白酶组烟叶蛋白多肽对

ＤＰＰＨ的清除率在 ４０℃ 时达到 最 高 值

４３．５１％，也就是说，其他条件不变时，温度为

４０℃时木瓜蛋白酶对烟叶蛋白质的水解产物

抗氧化性最佳；复合蛋白酶组在 ５０℃ 时达到

最高值２８．５５％．从图３ｂ）中可以看出，随着酶

解时间的增加：胰蛋白酶组多肽对 ＤＰＰＨ清除

率差异仍不显著，且抗氧化性很低；木瓜蛋白酶

组在２ｈ左右烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清除率最

高，为４３．０２％；复合蛋白酶组随时间增加抗氧

化性先增加后减少，在酶解时间为１ｈ时，烟叶

蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清除率最高为 ３６．７１％．从

图３ｃ）中可以看出，胰蛋白酶组的烟叶蛋白多

肽对ＤＰＰＨ清除率很低；木瓜蛋白酶组和复合

蛋白酶组在加酶量 ＞３％时烟叶蛋白多肽对

ＤＰＰＨ清除率变化趋势相似，清除率分别为

４３．３０％和２７．７０％；从图３ｄ）中可以看出，胰蛋

白酶组的烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清除率很低，

ｐＨ值的变化对其影响不大；木瓜蛋白酶组在

ｐＨ＝７时，清除率达到最高值为 ４４．８７％；复合

蛋白酶组在 ｐＨ为 ６～８时，清除率变化不显

著，ｐＨ＝８时，清除率为２９．３３％．虽然木瓜蛋

白酶和复合蛋白酶的酶活力不同，但是在高于

３％的加酶量后对ＤＰＰＨ清除率变化不明显，说

明在３％的加酶量下，酶活力不是影响烟叶蛋

白多肽对ＤＰＰＨ清除率的主要因素［１４］．

综上，在单因素实验基础上进行测试，结果

如下：胰蛋白酶在酶解温度 ３０℃，酶解时间

４ｈ，加酶量为底物质量的２％，ｐＨ＝１１时，烟叶

蛋白多肽对ＤＰＰＨ清除率为３．５６％；木瓜蛋白

·０６·
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图３　不同酶解条件下获得的烟叶蛋白多肽对ＤＰＰＨ清除能力的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｏｂａｃｃｏｐｒｏｔｅｉｎｐｅｐｔｉｄｅｓｔｏ

ＤＰＰＨｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

酶在酶解温度４０℃，酶解时间２ｈ，加酶量为底
物质量的 ３％，ｐＨ＝７时，烟叶蛋白多肽对
ＤＰＰＨ清除率最高，为４５．２２％；复合蛋白酶在
酶解温度５０℃，酶解时间１ｈ，加酶量为底物质
量的３％，ｐＨ＝８时，烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清
除率为３９．４４％．

３　结论

本文采用碱溶酸沉法从大田废弃上部新鲜

烟叶中提取蛋白质，分别使用胰蛋白酶、木瓜蛋

白酶、复合蛋白酶对烟叶蛋白进行酶解，研究不

同酶解条件对烟叶蛋白水解度和不同条件下获

得的烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清除率的影响，得
出以下结果：

１）胰蛋白酶，在酶解温度５０℃，酶解时间

２ｈ，加酶量为底物质量的５％，ｐＨ＝１０时，烟
叶蛋白水解度最高为３４．９８％；木瓜蛋白酶，酶
解温度５０℃，酶解时间０．５ｈ，加酶量为底物质
量的３％，ｐＨ＝８时，烟叶蛋白水解度最高为
４３．４３％；复合蛋白酶，酶解温度４０℃，酶解时
间３ｈ，加酶量为底物质量的５％，ｐＨ＝７时，烟
叶蛋白水解度最高为４１．１５％．
２）胰蛋白酶，在酶解温度３０℃，酶解时间

４ｈ，加酶量为底物质量的２％，ｐＨ＝１１时，烟叶
蛋白多肽对ＤＰＰＨ清除率为３．５６％；木瓜蛋白
酶，在酶解温度４０℃，酶解时间２ｈ，加酶量为
底物质量的 ３％，ｐＨ＝７时，烟叶蛋白多肽对
ＤＰＰＨ清除率最高，为４５．２２％；复合蛋白酶，在
酶解温度５０℃，酶解时间１ｈ，加酶量为底物质
量的３％，ｐＨ＝８时，烟叶蛋白多肽对 ＤＰＰＨ清
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除率为３９．４４％．

这表明，蛋白多肽水解度最优的酶解条件

与蛋白多肽对ＤＰＰＨ清除率最高的酶解条件不

同，进而说明蛋白多肽的水解度高低与其抗氧

化性并非正相关．蛋白多肽既可以作为美拉德

反应的底物，也可以作为抗氧化剂，在具体实验

中可以针对不同的应用目的，选择相应的最优

酶解条件．该结果为烟叶蛋白的利用和烟叶蛋

白多肽生物活性的进一步研究提供了理论依

据．下一步的研究重点将是多肽的化学组成和

抗氧化活性的机理．
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