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木瓜蛋白酶制备大豆抗癌活性肽的条件优化

吴 非，于胜男，葛锡娟，刘 畅，李 响
(东北农业大学食品学院，黑龙江 哈尔滨      150030)

摘   要：用木瓜蛋白酶对大豆分离蛋白进行酶解，制备大豆抗癌活性肽，并对其细胞生长抑制率、水解度和木瓜

蛋白酶的最优作用条件进行研究。结果表明：在整个酶解过程中，大豆抗癌活性肽都具有明显的抗癌作用，但水

解度与大豆抗癌活性肽的细胞生长抑制率之间不呈线性关系。底物质量浓度、酶用量、酶解温度、酶解时间和反

应 pH 值都影响大豆抗癌活性肽的细胞生长抑制率。木瓜蛋白酶制备大豆抗癌活性肽的最优酶解条件为：底物大豆

抗癌活性肽的浓度 6g/100mL、酶用量 7000U/g、酶解温度 55℃、酶解时间 4h、反应 pH7.5，在此条件下得大豆

抗癌活性肽细胞生长抑制率为 28.13%。
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Abstract ：In this study, operating conditions for the enzymatic preparation of anticancer peptides from soybean protein isolate
with papain were optimized for maximum inhibitory rate against the growth of human gastric cancer SGC-7901 cells. Peptides
with the highest anticancer activity were obtained after 4 h of hydrolysis at pH 7.5 and 55 ℃ with papain at a dose of 7000 U/g and
a substrate concentration of 6 g/100 mL. All hydrolysates collected at selected time points during the hydrolysis process had
obvious anticancer activity, while no linear relationship between degree of hydrolysis and cell growth inhibitory rate was found.
All substrate concentration, enzyme dose, hydrolysis temperature, hydrolysis time and pH could affect cell growth inhibition
rate of hydrolysates.
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大豆是中国古老的作物之一，含有 35%～40% 的蛋

白质，是食物蛋白的一种重要来源。大豆肽是指大豆蛋

白经蛋白酶作用后，再经过特殊处理所得到的蛋白质的

分解产物[1-2]。大豆肽具有较高的营养价值，同时也具有

较高的功能活性如抗氧化、抗疲劳和抗高血压等[3-4]。前

期实验研究结果表明，用蛋白酶作用于大豆分离蛋白，

可以制备大豆抗癌活性肽；在众多的蛋白酶中，木瓜蛋

白酶的作用效果最明显。目前国内外对制备大豆抗癌活

性肽酶解条件的研究较少。

癌症是当今发病率最高的疾病，我国每年约有 130
多万人死于癌症，而且其发病率和死亡率还在逐年递

增。合成的抗癌药物虽能有效地控制疾病，但同时它

也能造成免疫系统损伤、骨髓受抑制等副作用[5]。我国

是大豆的主产国，大豆资源丰富，研究大豆抗癌活性

肽具有十分重要的意义。大豆抗癌活性肽安全性高、毒

副作用小、容易吸收、易于制备[ 6 -8 ]。本实验对生产大

豆抗癌活性肽的酶解条件和水解度与抗癌活性之间的关

系进行研究，以为开发大豆抗癌活性肽产品、预防和

辅助治疗疾病、促进大豆精深加工提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

大豆分离蛋白由国家大豆工程技术研究中心提供。

胃癌细胞SGC-7901由教育部国家乳品科学重点实验

室提供；木瓜蛋白酶   无锡杰能科生物有限公司；其

他试剂均为分析纯。

快速离心机    北京医用离心机厂；凯氏定氮仪    上
海新嘉电子有限公司；冷冻干燥机    上海医用离心机
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厂；超净工作台    北京安泰空气技术有限公司；CO2 细

胞培养箱    上海博迅实业有限公司；倒置显微镜   日本

Olympus 公司；酶联免疫检测仪    美国 Bio-Rad 公司。

1.2 方法

1.2.1 原料常规指标测定

蛋白质含量的测定方法按照GB/T 5009.5—2003《食

品中蛋白质的测定》[9]，水分含量的测定方法按照 GB/T
5009.3 — 2003《食品中水分的测定》[10]，灰分的测定方

法按照 GB/T 5009.4 — 2003《食品中灰分的测定》[11]。

1.2.2 酶活力测定

采用福林 - 酚法进行测定，参照 SB/T 10317 — 1999
《蛋白酶活力测定法》[ 1 2 ]。

1.2.3 水解度(DH)测定

依据 p H - S t a t 法[ 13 ]，蛋白质水解时会释放出氨基

酸，使溶液的 pH 值发生变化，通过滴定保持蛋白酶的

最佳反应 p H 值环境，因此，水解度可由水解过程中

NaOH 的消耗量来计算。

水解度 /%=VNaOH ×(1/α)×(c/mp)×(1/Htot)× 100   (1)
式中：VNaOH 为水解过程中消耗的 NaOH 的体积 /mL；

mp 为底物蛋白质的总质量 /g；c 为 NaOH 的浓度 /(mol/L)；
H tot 为每克蛋白质中肽键的克当量数(取 7.8)；α为氨基

的解离度，1/α＝ 1 ＋ 10(pK － pH)

1.2.4 MTT 法测定大豆抗癌活性肽对胃癌细胞生长的

抑制率

取对数生长期胃癌细胞SGC-7901用含10%胎牛血清

的 RPMI 1640 培养液吹打成单细胞悬液，以每孔 4000～
5000 个 /200μL 细胞浓度接种于 96 孔培养板中，每孔体

积 200μL。置 37℃、5% 湿化的 CO2 培养箱中培养 24h。
将不同质量浓度的大豆抗癌活性肽分别加到 96 孔板中，

每孔分别加入滤液 1 0 0μL，同时设置 5 个平行孔，对

照为 RPMI 1640 培养液。置 37℃、5% 湿化的 CO2 培养

箱中培养 48h 后，小心吸弃孔内培养上清液，控干后每

孔加入 5mg/mL 噻唑蓝(MTT)溶液 20μL，37℃继续孵育

4h，每孔再加 150μL 二甲基亚砜，轻轻振荡 15min。
选择 490nm 波长，在酶标仪上测定各孔光密度值[14]。按

公式(2)计算细胞生长抑制率。

           (OD对照－ OD空白)－(OD给药－ OD空白)
抑制率 /%＝——————————————————×100    (2)

                              OD对照－ OD空白

式中：OD 对照为不加样品的光密度；OD 给药为加入样

品的光密度；OD空白为不加胃癌细胞SGC-7901时的光密度。

1.2.5 木瓜蛋白酶酶解大豆分离蛋白

配制 6g/100mL 大豆分离蛋白溶液，在 90℃热处理

15min，然后将反应条件调至木瓜蛋白酶反应的最适条

件 [ 1 5 ]，加入木瓜蛋白酶进行水解，得到大豆抗癌活性

肽。反应过程中用 1moL/L 的 NaOH 溶液或 HCl 调节酸

碱度，使其一直处于酶的最适反应 pH 值，并使温度始

终保持在酶反应的最适温度。酶解开始后 1 、2 、3 、

4、5、6 h 时取酶解液，在 1 0 0℃条件下保温 1 5 m i n，
使酶失活，调节 pH 值到大豆分离蛋白等电点(PI 4.5)后，

4000r/min 离心 15min，取上清液测水解度。将上清液冻

干后，取一定质量的冻干粉溶解，过 0 . 2μm 的滤膜，

测定细胞生长抑制率。

1.2.6 酶解单因素对抗癌活性肽的活性影响

以底物质量浓度、酶用量、温度、水解时间、p H
值为单因素进行试验，以细胞生长抑制率为指标，研

究单因素对于大豆分离蛋白的木瓜蛋白酶酶解液抗癌活

性的影响。

1.2.6.1 底物质量浓度对抗癌活性肽的活性影响

采用木瓜蛋白酶，在 55℃、pH7.5、酶添加量 7000U/g
条件下，选取不同的底物质量浓度( 4、5、6、7、8 g /
100mL)进行酶解反应，得到抗癌活性肽，分别对酶解 3、
4、5h 时酶解液的细胞生长抑制率进行比较，选取较好

的底物质量浓度。

1.2.6.2 酶用量对抗癌活性肽的活性影响

在 pH7.5、55℃、底物质量浓度 6g/100mL 的条件

下，木瓜蛋白酶在不同的酶用量(4000、5000、6000、
7000、8000、9000U/g)条件下反应得到抗癌活性肽，分

别对酶解 3、4、5h 时酶解液的细胞生长抑制率进行比

较，选取较好的酶用量。

1.2.6.3 酶解温度对抗癌活性肽的活性影响

采用木瓜蛋白酶，在 pH 值为 7.5、酶用量为 7000U/g、
底物质量浓度为 6g/100mL 条件下制备大豆抗癌活性肽，

选取不同的反应温度(45、50、55、60、65℃)进行考

察，分别对酶解 3、4、5h 时的癌细胞生长抑制率进行

比较，选取较好的酶解温度。

1.2.6.4 酶解时间对抗癌活性肽的活性影响  
采用木瓜蛋白酶，在55℃、pH7.5、酶添加量7000U/g、

底物质量浓度 6g/100mL 的条件下进行酶解反应，得到抗癌

活性肽，分别对酶解 1、2、3、4、5、6 h 时酶解液的

细胞生长抑制率进行比较，选取较好的酶解时间。

1.2.6.5 酶解 pH 值对抗癌活性肽的活性影响

采用木瓜蛋白酶，在 55℃、酶用量为 7000U/g、
底物质量浓度为 6g/100mL 条件下，选取不同的 pH 值

(6 . 0、6 . 5、7 . 0、7 . 5、8 . 0 )条件进行酶解，反应得到

抗癌活性肽，分别对酶解 3、4、5h 时酶解液的细胞生

长抑制率进行比较，选取较好的酶解 p H 值。

1.2.7 木瓜蛋白酶制备大豆抗癌活性肽最优条件研究

以底物质量浓度、酶用量、酶解温度、酶解时间

和 pH 值为因素，根据单因素试验结果确定其水平的范
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图 4 酶解时间对细胞生长抑制率的影响

Fig.4   Effect of hydrolysis time on cell growth inhibitory rate of
hydrolysates
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围，分别选取 5 个水平，设计五因素五水平的正交试验

(表 1)。以细胞生长抑制率为指标确定木瓜蛋白酶制备大

豆抗癌活性肽的最优条件。

                 因素

水平 A 底物质量浓 B 酶用 C 酶解温 D酶解时
E pH

度 /(g/100mL) 量 /(U/g) 度 /℃ 间 /h
1 4 4000 49 2.5 6.0
2 5 5000 52 3.0 6.5
3 6 6000 55 3.5 7.0
4 7 7000 58 4.0 7.5
5 8 8000 61 4.5 8.0

表 1 L25(55)正交试验因素水平设计

Table 1   Factors and levels in orthogonal array design

1.2.8 数据处理

原始数据的整理采用 Microsoft Excel(Office 2007)软
件完成；实验数据采用 SAS8.1 软件进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 大豆分离蛋白的常规指标和蛋白酶活力

所用大豆分离蛋白的蛋白质含量、水分含量、灰

分含量分别为 90.33%、3.72%、3.04%。酶活力反映了

1 g 酶制剂在适宜的条件下水解酪蛋白的能力。结果表

明，木瓜蛋白酶活力为 23106.3U/g。
2.2 单因素对抗癌活性肽活性的影响

2.2.1 底物质量浓度

如图 1 所示，随着酶解时间由 3h 增加到 5h 时，细

胞生长抑制率先增大随后趋于稳定。同一酶解时间条件

下，当底物质量浓度达到 6g/100mL 时，细胞生长抑制

率略微下降，所以单因素试验中选择最佳的底物质量浓

度为 6g/100mL。

2.2.2 酶用量

如图 2 所示，随着酶解时间由 3h 增加到 5h 时，细

胞生长抑制率随之增加，但之后有所减小。相同酶解

时间条件下，随酶用量增大，细胞生长抑制率的值也

逐渐增大，酶用量达到 7000U/g 以后，细胞生长抑制率

逐渐趋于平缓。因此，选择 7 0 0 0 U / g 为较适酶用量。

2.2.3 酶解温度

如图 3 所示，木瓜蛋白酶的细胞生长抑制率随着酶

解温度的升高都有所提高，且都在温度 55℃时达到最高

细胞生长抑制率。原因是酶属于蛋白质，有一定的适

宜作用温度范围，当超过最适温度时，酶会发生变性，

其活性降低。所以单因素试验中，选择 5 5℃为最佳反

应温度。

2.2.4 酶解时间

图 1 底物质量浓度对细胞生长抑制率的影响

Fig.1   Effect of substrate concentration on cell growth inhibitory rate
of hydrolysates
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图 2 酶用量对细胞生长抑制率的影响

Fig.2   Effect of protease dosage on cell growth inhibitory rate of
hydrolysates
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图 3 酶解温度对细胞生长抑制率的影响

Fig.3   Effect of temperature on cell growth inhibitory rate of hydrolysates
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如图 4 所示，随着酶解时间的延长，细胞生长抑

制率逐渐增加，在 1～4h 增加较为迅速，在 4h 以后有

所下降。原因是随着酶解反应的进一步发生，可与蛋

白酶反应的底物逐渐减少，酶切位点也逐渐减少，同

时蛋白酶的活性也有所降低，产物的积累对酶的作用也

会产生竞争性抑制，而且已经产生的有活性的肽段会被

进一步水解，所以，酶解产物的活性有所下降。因此，

单因素试验中，选择酶解时间 4 h 为最佳作用时间。

2.2.5 酶解 pH 值

如图 5 所示，随着酶解时间由 3h 增加到 5h 时，细

胞生长抑制率呈现出先增加后减小的趋势。在 pH 值为

7.5 时，细胞生长抑制率相对高于其他 pH 值时的细胞生

长抑制率，原因是酶发生作用有其最适的反应 p H 值，

当低于或高于该值时，酶的活性结构可能会因为酸性或

碱性的环境而有所改变，从而使其活性未能充分发挥。

因此单因素试验中，选择最适反应 p H 值为 7 . 5。
2.3 木瓜蛋白酶制备大豆抗癌活性肽条件的优化

从表 2 极差分析可知，各因素对木瓜蛋白酶水解大

豆分离蛋白的影响次序依次为：底物质量浓度＞酶解温

度＞反应 pH 值＞酶用量＞酶解时间。反应条件最佳组

合为 A3B4C3D4E4，即木瓜蛋白酶酶解大豆分离蛋白制备

抗癌活性肽的最优条件为：酶解温度 5 5℃、酶添加量

7000U/g、反应 pH7.5、酶解时间 4h、底物质量浓度

6g/100mL。在此条件下进行验证，得到大豆抗癌活性肽

对细胞生长抑制率为 28.13%，略高于正交试验中各组的

结 果 。

2.4 大豆分离蛋白酶解物的癌细胞生长抑制率与水解度

的关系

在正交试验优化条件下，由木瓜蛋白酶作用于大豆

分离蛋白得到的大豆抗癌活性肽的癌细胞生长抑制率见

图 6，细胞生长抑制率在 13.4%～27.36% 之间变化。随

着酶解时间的延长，水解度先迅速增大，之后虽有所

增大但趋于平缓。在水解度达到最大值之前，细胞生长

抑制率达到最大值 27.36%；随酶解时间的继续延长，细

胞生长抑制率有所下降。总体看，对胃癌细胞的生长抑

制率表现出先增大后有所减小的趋势，在水解度 20.95%
时，表现出最大的细胞生长抑制率。

通过分析水解度与细胞生长抑制率的关系可以看

出，水解度与细胞生长抑制率不呈线性关系。由此得

知，大豆抗癌活性肽的细胞生长抑制率与酶解生成的肽

段的大小及结构有直接关系，水解度只是反映大豆分离

蛋白的肽键断裂情况和大豆肽段的平均分子质量的变

化，不能反映所生成肽段的末端活性基团，也就不能

图 5 酶解 pH 值对细胞生长抑制率的影响

Fig.5   Effect of pH on cell growth inhibitory rate of hydrolysates
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试验
A B C D E

细胞生长

号 抑制率 /%
1 1 1 1 1 1 19.01
2 1 2 2 2 2 21.45
3 1 3 3 3 3 25.18
4 1 4 4 4 4 27.35
5 1 5 5 5 5 27.40
6 2 1 2 3 4 27.21
7 2 2 3 4 5 28.08
8 2 3 4 5 1 22.25
9 2 4 5 1 2 25.84
10 2 5 1 2 3 26.11
11 3 1 3 5 2 28.02
12 3 2 4 1 3 26.89

表 2 木瓜蛋白酶酶解大豆分离蛋白制备抗癌活性肽正交试验结果

Table 2   Orthogonal array design and results for optimizing the
preparation of soybean anti-cancer peptides

试验
A B C D E

细胞生长

号 抑制率 /%
13 3 3 5 2 4 26.37
14 3 4 1 3 5 24.09
15 3 5 2 4 1 26.54
16 4 1 4 2 5 23.84
17 4 2 5 3 1 24.07
18 4 3 1 4 2 24.18
19 4 4 2 5 3 23.11
20 4 5 3 1 4 25.04
21 5 1 5 4 3 16.81
22 5 2 1 5 4 22.07
23 5 3 2 1 5 22.09
24 5 4 3 2 1 24.88
25 5 5 4 3 2 19.57
k1 24.08 22.98 23.09 23.77 23.35
k2 25.90 24.51 24.08 24.53 23.81
k3 26.38 24.01 26.24 24.02 23.62
k4 24.05 25.05 23.98 24.59 25.60
k5 21.08 24.93 24.09 24.57 25.10
R 5.30 2.07 3.14 0.81 2.25
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3 结  论

大豆分离蛋白的各项性能指标为：蛋白质含量

90.33%、水分含量 3.72%、灰分含量 3.04%，木瓜蛋白

酶的酶活力为 23106.3U/g。木瓜蛋白酶酶解大豆分离蛋

白制备大豆抗癌活性肽的最优酶解条件为：底物质量浓

度 6g/100mL、酶添加量 7000U/g、酶解温度 55℃、酶

解时间 4h、反应 pH7.5。由木瓜蛋白酶作用于大豆分离

蛋白得到的抗癌活性肽在整个酶解过程中都具有明显的

抗癌作用，但水解度与大豆抗癌活性肽的细胞生长抑制

率之间不呈线性关系。
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图 6 大豆蛋白酶解物的细胞生长抑制率和水解度

Fig.6   Cell growth inhibitory rate and hydrolysis degree of soybean
protein hydrolysates
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