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响应面法优化制备南瓜籽抗氧化肽的工艺

范三红，毛强强，王亚云，冯雨薇，刘艳荣

(山西大学生命科学学院，山西 太原      030006)

摘   要：以南瓜籽分离蛋白为原料，采用酸性蛋白酶酶解制备南瓜籽抗氧化肽。选用加酶量、酶解温度、pH 值、

底物质量浓度、酶解时间作为研究对象，以酶解液对 DPPH 自由基的清除率为评价指标，在单因素试验的基础上，

运用 Plackett-Burman 筛选试验确定显著因素，然后通过三因素三水平的 Box-Behnken响应面分析法优化制备南瓜籽

抗氧化肽的酶解工艺条件。结果表明：酸性蛋白酶酶解南瓜籽蛋白质的最佳工艺条件为：酶解温度 50℃、pH2.5、

酶解时间 5h、底物质量浓度 0.05g/mL、加酶量 6000U/g pro，在此条件下，DPPH 自由基清除率可达到 92.82%。

关键词：响应面法；南瓜籽；抗氧化肽；酶解工艺；优化

Optimization of Preparation Process for Antioxidant Peptides from Pumpkin Seed by Response Surface Methodology

FAN San-hong，MAO Qiang-qiang ，WANG Ya-yun，FENG Yu-wei，LIU Yan-rong
(College of Life Science, Shanxi University, Taiyuan      030006, China)

Abstract ：Pumpkin seed protein isolate was hydrolyzed by acidic protease to prepare antioxidant peptides. One-factor-at-a-

time experiments were done to explore the effects of enzyme concentration, pH, temperature, substrate concentration and hydroly-

sis time on the scavenging activity of pumpkin seed hydrolysate against DPPH free radicals. Enzyme concentration, susbstrate

concentration and hydrolysis time were identified as main affecting parameters and optimized using response surface analysis based

on a three-variable, three-level Box-Behnken design. The optimal hydrolysis conditions were determined as hydrolysis temperature

of 50 ℃, hydrolysis pH of 2.5, enzyme concentration of 6000 U/g, substrate concentration of 0.05 g/mL and hydrolysis time of

5 h. Under these conditions, the scavenging activity of DPPH free radicals was up to 92.82%.
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随着人们生活水平的提高，活性氧和自由基导致的

各种疾病严重危害了人类的健康，已经引起了社会各界

的广泛关注。近年来，评价和筛选具有强抗氧化活性

的天然资源已成为生物学、医学和食品科学研究的新趋

势，而各种原料产生的抗氧化肽由于其低毒、高效等

特点，成为国内外研究的热点。

目前，从廉价易得的动植物原料制备抗氧化肽的研

究有很多，这些原料主要有大豆蛋白 [ 1 ]、玉米蛋白 [ 2 ]、

麦胚蛋白[3 ]、乳蛋白[4 ]、鱼类蛋白[5 ]等，此外在牛奶蛋

白、家蝇幼虫蛋白等动物蛋白原料，以及黑米、菜籽、

灵芝、枸杞等植物蛋白原料中均获得了具有抗氧化作用

的活性肽[6]。由此可见，生产抗氧化肽的原料范围非常

广 泛 。

南瓜籽作为南瓜的副产品，来源广泛，产量巨

大，其榨油后的饼粕含有丰富的蛋白质[7]，直接废弃造

成资源的极大浪费。本实验即利用酸性蛋白酶酶解南瓜

籽蛋白制备抗氧化肽，同时应用响应面法[8-10]优化酶解

工艺，为南瓜籽蛋白的充分利用和南瓜籽肽类产品的开

发提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

南瓜籽分离蛋白(总蛋白含量91.07%)    实验室自制；

酸性蛋白酶(固态，酶活力为 10 万 U/g pro 以上)    宁夏

和氏璧公司；1,1- 二苯基 -2- 三硝基苯肼(DPPH)   美国

S i g m a 公司；氢氧化钠、盐酸等均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

UV-2800AH型紫外 -可见分光光度计    龙尼柯(上海)
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仪器有限公司；HH-4 数显恒温水浴锅    国华电器有限

公司；AL204 电子分析天平    梅特勒 - 托利多仪器(上海)
有限公司；TG16A-WS 台式高速离心机    湖南赛特湘仪

离心机有限公司；868 型 pH 测试仪    美国奥立龙公司。

1.3 方法

1.3.1 DPPH 自由基清除率的测定[11]

D P P H 自由基清除率采用比色法，具体过程为：

在反应管中加入 2mL 0.2mmol/L 的 DPPH 乙醇溶液，再

加入 2mL 南瓜籽蛋白水解液，混合均匀，室温条件下

避光反应 50min 后，于 517nm 波长处测定吸光度。同

时以 2mL DPPH 溶液与 2mL 蒸馏水混合后的吸光度为

对照组；以 2mL 蒸馏水与 2mL 乙醇混合后的吸光度为

空白组。

                                 A1－A2

清除率 /% ＝(1 －————)× 100
                                      A3

式中：A 1 为加水解液后 D P P H 溶液的吸光度；A 2

为空白组的吸光度；A3 为未加水解液时 DPPH 溶液的吸

光 度 。

1.3.2 南瓜籽蛋白酶解液的制备

配制一定质量浓度的南瓜籽分离蛋白溶液，在沸水

中加热处理 10min，冷却至酶解反应的最适温度，调节

一定的 pH 值，然后按一定比例加入蛋白酶，反应过程

中使 p H 值保持恒定。反应到预定时间，沸水浴灭酶

10min，冷却后 5000r/min 离心 20min，上清液置于冰箱

中待用。

1.3.3 单因素试验设计

1.3.3.1 酶添加量的确定

配制底物质量浓度为 0.05g/mL 的南瓜籽蛋白溶液 5
份，调 pH 值为 3.5，在温度为 50℃，加酶量分别为 500、
2000、4000、6000、8000U/g pro 的条件下酶解 4h。以

D P P H 自由基清除率为指标，确定较适的加酶量。

1.3.3.2 酶解温度的确定

配制底物质量浓度为 0.05g/mL 的南瓜籽蛋白溶液 5
份，调 pH 值为 3.5，在加酶量为 6000U/g pro，温度

分别为 3 0、4 0、4 5、5 0、5 5℃的条件下酶解 4 h。以

D P P H 自由基清除率为指标，确定酶解的较适温度。

1.3.3.3 pH 值的确定

配制底物质量浓度为 0.05g/mL 的南瓜籽蛋白溶液 5
份，在加酶量为 6000U/g pro、温度为 50℃，pH 值分

别为 2 . 5、3 . 0、3 . 5、4 . 0、4 . 5 的条件下酶解 4 h。以

DPPH 自由基清除率为指标，确定酶解的较适 pH 值。

1.3.3.4 底物质量浓度的确定

分别配制底物质量浓度为 0.02、0.04、0.06、0.08、

0.10g/mL 的南瓜籽蛋白溶液，在 pH 值为 2.5、加酶量

为 6000U/g pro、温度为 50℃条件下酶解 4h。以 DPPH
自由基清除率为指标，确定酶解的较适底物质量浓度。

1.3.3.5 酶解时间的确定

配制底物质量浓度为 0.05g/mL 的南瓜籽蛋白溶液 5
份，调 pH 值为 2.5，在加酶量为 6000U/g pro、温度

为 5 0℃的条件下分别酶解 2、4、6、8、1 0 h，测定

酶解液的 DPPH 自由基清除率，确定较适的酶解时间。

1.3.4 响应面试验设计

在单因素试验的基础上，设计了 N ＝ 12 的 Plackett-
Burman 筛选实验，以 DPPH 自由基清除率为响应值 Y，
筛选出影响最显著的 3 个因素即：加酶量、底物质量浓

度、酶解时间，然后结合 Box-Behnken 中心组合试验

设计原理 [ 1 6 ]，开展三因素三水平的响应面试验。试验

共有 15 个试验点，其中 12 个为分析因子，3 个为零点，

零点试验进行 3 次，以估计误差。试验以随机次序进

行，重复 3 次。试验设计见表 1 。

水平
                                               因素

A加酶量 /(U/g pro) B 底物质量浓度 /(g/mL) C 酶解时间 /h
－ 1 2000 0.02 2

0 5000 0.04 4
1 8000 0.06 6

表 1 响应面分析因素水平表

Table 1    Factors and their coded levels teasted in response surface
analysis

1.4 数据分析

采用软件 MINITAB15.0 处理。

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果

2.1.1 加酶量对抗氧化活性的影响

由图 1 可知，南瓜籽蛋白酶解液对DPPH 自由基的清

图 1 加酶量对 DPPH 自由基清除率的影响

Fig.1   Effect of enzyme concentration on DPPH free radicalscavenging
activity of pumpkin seed hydrolysate
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除率随着酶用量的增加而增强，当加酶量超过 6000U/g pro
时，这种趋势变得缓慢。这可能是由于加酶量小于

6000U/g pro 时，在底物质量浓度一定的情况下，增加

的酶量未使底物质量浓度饱和，随着加酶量的增大，反

应速度越快，蛋白质水解度也越高，得到的多肽液清

除 DPPH 自由基的能力越强。而当加酶量继续增加时，

底物质量浓度相对较低，酶分子过饱和，所以水解程

度变化不大，活性多肽的量不再增加。同时，酶量的

增加也会使生产成本大大增加，所以选择酶用量为

6000U/g pro 较为合适。

2.1.2 温度对抗氧化活性的影响

图 3 pH 值对 DPPH 自由基清除率的影响

Fig.3   Effect of hydrolysis pH on DPPH free radicalscavenging activity
of pumpkin seed hydrolysate

图 4 底物质量浓度对 DPPH 自由基清除率的影响

Fig.4    Effect of substrate concentration on DPPH free
radicalscavenging activity of pumpkin seed hydrolysate

温度对酶催化反应的影响是多方面的，温度提高会

影响酶的稳定性和底物转化成产物的速度[12]。由图 2 可

知，50℃左右时南瓜籽蛋白酶解液表现出最强的 DPPH
自由基清除能力，这可能是因为随着温度的升高，酶

促反应的速度加快，水解度增大，活性多肽的含量增

加；当温度高于 5 0℃时，蛋白酶结构发生改变，酶活

降低，使活性肽的含量保持在一定水平。因此较适宜

的酶解温度为 5 0℃。

2.1.3 pH 值对抗氧化活性的影响

pH 值能影响酶活性部位的解离和底物蛋白的解离，

从而直接影响了酶与底物蛋白的结合与催化,每个催化反

应都有一个最适宜的 pH 值[13]，此外，不同的反应条件

对酶解产物的结构、性质有着不同的影响，从而使产

物表现出不同的清除 DPPH 自由基的活性[12]。由图 3 可

知，当 pH 值为 2.5 时酶解液的 DPPH 自由基清除能力最

强，随着 p H 值继续升高，活性下降并逐渐趋于平缓。

本实验旨在得到活性高的多肽片段，因此选择 pH2.5 作

为较适 p H 值。

2.1.4 底物质量浓度对抗氧化活性的影响

由图 4 可知，随着底物质量浓度的增大，酶解液

的 DPPH 自由基清除率先增大后减小，在 0.06g/mL 左右

达到最大。在低质量浓度时，溶液太稀不利于酶分子

与蛋白质分子相互作用，而实际生产也希望底物质量浓

度较大，获得较多的活性多肽；但是质量浓度过高，

溶液比较黏稠，也会阻碍酶与蛋白之间的充分作用[14]，

故初步确定酶解体系的较适底物质量浓度为 0.06g/mL。

2.1.5 酶解时间对抗氧化活性的影响

由图 5 可知，从 2～4h 时，DPPH 自由基清除率显

著增大，4 h 以后增加缓慢。由于在反应的初始阶段，

蛋白酶活力最强，能与底物充分结合，而且底物质量

浓度最大，酶作用位点也最多，此时反应最快，酶解
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图 5 酶解时间对 DPPH 自由基清除率的影响

Fig.5    Effect of hydrolysis time on DPPH free radicalscavenging
activity of pumpkin seed hydrolysate
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图 2 酶解温度对 DPPH 自由基清除率的影响

Fig.2    Effect of hydrolysis temperature on DPPH free
radicalscavenging activity of pumpkin seed hydrolysate
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液活性显著增加。随着反应的继续进行，底物质量浓

度减少，反应位点相应减少，产物质量浓度增加，对

酶催化反应起到抑制作用，反应达到某一动态平衡，同

时酶活力也随时间的延长而降低[15]。这些因素的综合作

用导致酶解液的活性增加趋于平缓，因此初步选择较适

酶解时间为 4 h。
2.2 酸性蛋白酶酶解南瓜籽蛋白的响应面试验分析

2.2.1 多元二次模型方程的建立及检验

酸性蛋白酶酶解南瓜籽蛋白的响应面分析试验根据

Box-Behnken 设计进行了 15 组试验，其中 3 组中心点重

复试验，结果见表 2。利用 Minitab15.0 软件对表 2 试验

数据进行多元回归拟合，得到编码空间的酸性蛋白酶水

解南瓜籽蛋白的三元二次回归方程如下：

Y＝90.9767＋1.0113A＋4.4488B＋1.8225C－0.7596A2－

2.7946B2 － 1.2721C2 － 0.3275AB－ 0.4200AC－ 0.7450BC

试验号 A B C 
       DPPH 自由基清除率 /%

试验值 预测值

1 0 － 1 － 1 80.05 79.8937
2 0 － 1 1 84.47 85.0288
3 0 0 0 91.32 90.9767
4 0 0 0 90.95 90.9767
5 0 1 － 1 90.84 90.2813
6 0 0 0 90.66 90.9767
7 － 1 － 1 0 81.63 81.6350
8 1 － 1 0 84.72 84.3125
9 1 0 1 91.51 91.3588
10 － 1 1 0 90.78 91.1875
11 1 1 0 92.56 92.5550
12 － 1 0 1 90.74 90.1763
13 0 1 1 92.28 92.4363
14 1 0 － 1 87.99 88.5538
15 － 1 0 － 1 85.54 85.6913

表 2 响应面试验设计与结果

Table 2    Box-Behnken design and results for response surface analysis

来源 自由度 平方和 均方 F 值 P
回归 9 230.247 25.5830 67.12 0.000
线性 3 193.084 64.3614 168.87 0.000
平方 3 33.808 11.2694 29.57 0.001

交互作用 3 3.355 1.1182 22.9 0.138
失拟 3 1.687 0.5623 5.14 0.167
误差 2 0.219 0.1094
合计 14 232.152 R2=0..9918 R2Adj=0.9970

表 3 回归方程方差分析

Table 3    Analysis of variances for the fitted regression model

项 系数 系数标准误 t P
常量 90.9767 0.3564 255.244 0.000

A 1.0113 0.2183 4.633 0.006
B 4.4488 0.2183 20.382 0.000
C 1.8225 0.2183 8.350 0.000
A2 － 0.7596 0.3213 － 2.364 0.064
B2 － 2.7946 0.3213 － 8.698 0.000
C2 － 1.2721 0.3213 － 3.959 0.011
AB － 0.3275 0.3087 － 1.061 0.337
AC － 0.4200 0.3087 － 1.361 0.232
BC － 0.7450 0.3087 － 2.414 0.061

表 4 回归系数显著性分析

Table 4    Significance test for each regression coefficient of the fitted
regression model

97.70% 响应值的变化，仅有总变异的 2.30% 不能用此模

型来解释，说明该模型拟合程度良好，用该模型对酸

性蛋白酶水解制备南瓜籽抗氧化肽的工艺进行优化是合

适 的 。

从该模型的方差分析表 3 可知，本实验所选用的二

次多项模型具有高度的显著性(P ＜ 0.0001)[16]。失拟项在

α＝ 0.05 水平上不显著(P ＝ 0.167 ＞ 0.05)，其决定系数

为 0.9918，校正决定系数为 0.9770，说明该模型能解释

对方程的回归系数显著性分析(表 4)表明，试验中

常量、A 、B 、C 、B 2、C 2 这几个因素对酶解液清除

率的影响显著，表明在酸性蛋白酶水解南瓜籽蛋白过程

中，加酶量、酶解时间、底物质量浓度对 D P P H 自由

基清除率有显著影响：B 2、C 2 的影响显著也说明酶解

过程中酶解时间和底物质量浓度对酶解液的抗氧化活性

影响是非线性的。

2.2.2 响应面分析与优化[13]

通过上述二次多项回归方程所作的响应曲面图和等

高线图见图 6～8。通过该组动态图即可对任何两因素交

互影响 DPPH 自由基清除率效应进行分析与评价，并从

中确定最佳因素水平范围。等高线的形状反映出交互效

应的强弱大小，圆形表示两因素交互作用不显著，而

椭圆形则与之相反[17 ]。

图 6 显示了加酶量和酶解时间对DPPH 自由基清除率

的交互影响效应。从其等高线图可以直观的看出加酶量和

酶解时间的交互作用不显著，加酶量在 4000～8000U/g pro
之间，时间在 4～6h 之间存在最高值，DPPH 自由基清

除率最高值在 91%～93% 之间。图 7 显示了加酶量和底

物质量浓度对 DPPH 自由基清除率的交互影响效应，加

酶量在 3000～8000U/g pro 之间，底物质量浓度在 0.04～
0.06g/mL 之间存在最高值，DPPH 自由基清除率最高值

在 92%～96% 之间。图 8 显示了底物质量浓度和酶解时

间对 DPPH 自由基清除率的交互影响效应，由等高线图

可见，该两因素对 DPPH 自由基清除率的交互作用比较

显著，当底物质量浓度约为 0.045～0.06g/mL，酶解时

间约为 3～6h 时，DPPH 自由基清除率最高值在 92%～

9 6 % 之间。
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2.2.3 南瓜籽蛋白酶解工艺条件的确定及验证

根据 Box-Behnken 试验所得的结果和二次多项回

归方程，利用 MINITAB15.0 软件获得了 DPPH 自由基

清除率最高时的最佳酶解条件为：酶解温度 5 0 ℃、

pH2.5、酶解时间 4.87h、底物质量浓度 0.0543g/mL，

加酶量 6181.82U/g pro，在此酶解条件下，DPPH 自

由基清除率的预测值为 93.17%。为了检验模型预测的

准确性，在最佳酶解条件下进行酶解，考虑到操作的

可行性，实际酶解条件修正为：温度 5 0℃、酶解 p H
2.5、酶解时间 5h、底物质量浓度 0.05g/mL、加酶量

6000U/g pro。
在以上优化条件下进行验证实验，共进行 3 次实

验，所得 D P P H 自由基清除率结果分别为 9 2 . 1 5 %、

93.08% 和 93.23%，平均值为 92.82%，与预测值较为接

近，证明该模型能较好地预测南瓜籽酶解液的实际

DPPH 自由基清除率效果。

3 结  论

本研究在单因素试验的基础上，运用 Plackett-Burman
筛选试验结合 Box-Behnken 响应面设计确定加酶量、底

物质量浓度、酶解时间三因素为显著因素，并且优化

得到酸性蛋白酶水解制备南瓜籽抗氧化肽的最佳酶解条

件为加酶量 6000U/g pro，底物质量浓度 0.05g/mL、酶解

时间 5h、温度 50℃、pH2.5，在此酶解条件下，DPPH
自由基清除率可达到 92.82%。经方差分析得知酶解时间

图 8 底物质量浓度和酶解时间交互影响 DPPH 自由基清除率的

响应面图和等高线图

Fig.8    Response surface and contour plots for the effects of substrate
concentration and hydrolysis time on DPPH free radical scavenging

activity of pumpkin seed hydrolysate

图 7 加酶量和底物质量浓度交互影响 DPPH 自由基清除率的

响应面图和等高线图

Fig.7   Response surface and contour plots for the effects of enzyme
concentration and substrate concentration on DPPH free radical

scavenging activity of pumpkin seed hydrolysate
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Fig.6   Response surface and contour plots for the effects of enzyme
concentration and hydrolysis time on DPPH free radicals cavenging

activity of pumpkin seed hydrolysate
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和底物质量浓度对 DPPH 自由基清除率的影响都是显著

的而且是非线性的，而它们之间的交互影响不显著。实

验证明，响应面分析法可以有效地优化酶解制备南瓜籽

抗氧化肽的工艺条件，这为进一步分离纯化南瓜籽抗氧

化肽提供了数据参考。
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