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摘　要：以酸枣仁为原料，采用碱提酸沉法对酸枣仁蛋白进行提取，用三种不同蛋白酶（碱性蛋白酶、中性蛋白酶

和木瓜蛋白酶）对酸枣仁蛋白进行酶解，得到三种酶解物，研究不同酸枣仁蛋白酶解物的功能特性和抗氧化活

性。结果表明，与酸枣仁蛋白相比，不同酸枣仁蛋白酶解物的溶解性、持油性、起泡性及其稳定性、乳化性及其

稳定性均具有不同程度地提高，其中，木瓜蛋白酶解物的溶解性、持油性、起泡性和乳化性最强，碱性蛋白酶解

物的起泡稳定性和乳化稳定性最强；体外抗氧化研究表明，相比于酸枣仁蛋白，不同蛋白酶所得酶解产物的抗氧

化活性均明显提高，其中，碱性蛋白酶酶解物的 DPPH 清除能力、羟基自由基清除能力、超氧阴离子清除率和

ABTS 自由基清除能力均高于其他酶解产物，当质量浓度为 2.5 mg/mL 时，DPPH 自由基清除率最高为 95.87％、

超氧阴离子自由基率为 44.77％、ABTS 自由基清除率为 90.84％、羟基自由基清除率为 47.77％。本研究表明，酸

枣仁蛋白酶解物具有较好的食品加工性能，其抗氧化活性明显增高，可以作为一种潜在的蛋白质资源应用到食品

中，为酸枣仁蛋白酶解物在食品行业中的应用提供理论依据。
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Abstract：Using Ziziphi Spinosae semen as raw material, Ziziphi Spinosae semen protein was extracted by alkali extraction
and acid  precipitation method.  The Ziziphi  Spinosae semen protein  was hydrolyzed by three  different  proteases  (alkaline
protease,  neutral  protease  and papain).  The functional  properties  and antioxidant  activity  of  enzymatic  hydrolysates  from
Ziziphi Spinosae semen protein were studied. The results showed that the solubility, oil holding capacity, foaming capacity
and  stability,  emulsifying  capacity  and  stability  of  protein  hydrolysates  from  different  Ziziphi  Spinosae  semen  were
improved  in  different  degrees  compared  with  protein  hydrolysates  from  Ziziphi  Spinosae  semen,  among  them,  papain  
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hydrolysate had the strongest solubility, oil holding, foaming and emulsifying properties, and alkaline protease hydrolysate
had  the  strongest  foaming  and  emulsifying  stability. In  vitro antioxidant  studies  showed  that  compared  with  of  Ziziphi
Spinosae  semen  protein,  the  antioxidant  activities  of  enzymatic  hydrolysates  obtained  by  different  proteases  were
significantly improved, the alkaline protease DPPH scavenging ability,  hydroxyl radical  scavenging ability,  super oxygen
anion clearance  and ABTS+ radical  scavenging ability  were  higher  than  those  of  other  enzymatic  hydrolysates,  when the
mass concentration was 2.5 mg/mL, the highest  DPPH radical  scavenging rate  was 95.83%, the superoxide anion radical
scavenging rate was 44.77%, the ABTS radical scavenging rate was 90.84%, and the hydroxyl radical scavenging rate was
44.77%.  Therefore,  this  study  shows  that  the  enzymatic  hydrolysate  of  Ziziphi  Spinosae  semen  protein  has  good  food
processing  performance,  and  its  antioxidant  activity  is  significantly  increased,  protein  sources  can  be  used  as  a  potential
protein resource in food, and provides a theoretical basis for the application of Ziziphi Spinosae semen protease hydrolysate
in food industry.

Key  words： Ziziphi  Spinosae  semen； protein  hydrolysates； alkaline  protease； neutral  protease； papain； functional

characteristics；antioxidant activity

 

神农本草经记载的酸枣仁，为鼠李科植物酸枣

（Ziziphus jujube Mill.）的干燥成熟种子，是我国临床

应用的传统中药，主产于河北、陕西、辽宁、河南等

地。酸枣仁性味酸、甘平微温，具有养肝、宁心安神、

敛汗生津的功效，主治虚烦不眠，惊悸怔祌，烦渴虚汗

等症[1]。酸枣仁中富含多种有效成分，主要为黄酮、

生物碱、皂苷、挥发油、蛋白质等，其中，蛋白质占其

干重的 40%，约含有 18 种人体所需氨基酸。酸枣仁

具有良好的食品功能特性，是理想的功能产品和植物

蛋白来源[2]。前期研究发现，酸枣仁蛋白具有一定的

抗氧化、抗疲劳以及增强免疫功能等生物活性[3]。但

经实验及文献研究发现，由于蛋白质复杂的空间结构

以及较大的分子质量，导致酸枣仁蛋白的部分性质较

一般（如溶解性、抗氧化性等），绝大部分不能够被人

体摄入利用，营养价值得不到充分地发挥[4]。相关研

究表明，多肽具有大分子蛋白质和游离氨基酸所不具

备的生物学活性，且更容易被人体吸收，逐渐成为近

年来食品领域的研究热点。

酶解法是国内外生产多肽的主要方法，是一种

酶促降解蛋白达到提取、改性目的的方法，具有反应

条件温和、副产物少等优点，还可以进一步通过分离

纯化得到具有多种理想功能特性和高营养的多肽。

随着研究的不断深入，从不同蛋白酶解产物中分离得

到的多肽在人体调节中起到了重要作用，具有降血

压、抗氧化、降胆固醇、降血糖、调节免疫等生理功

能，可以作为潜在的食品添加剂，提高食品的营养价

值，大大改善了食品的品质[5]。近年来，关于蛋白水

解物的研究已有许多报道，研究证明水解物都具有较

好的功能特性和生物活性。有研究表明，不同的蛋白

酶解产物可产生不同的理化性质、功能特性以及生

物活性，阎震等[6] 用多种蛋白酶对牡丹籽蛋白进行酶

解处理，所得的不同蛋白酶解产物理化性质及抗氧化

活性均具有差异，其中，碱性蛋白酶解产物具有更高

的水解度、更小的粒径以及更强的体外抗氧化活

性。这是由于不同种类的蛋白酶在蛋白质链中有不

同的活性位点和切割位点。

目前，有关酸枣仁蛋白酶解产物的研究较少，而

不同蛋白酶处理酸枣仁蛋白的研究尚未发现。赵节

昌[7] 关于酶解酸枣仁蛋白制备抗氧化肽的研究结果

表明，酸枣仁蛋白酶解物具有良好的 DPPH 自由基

清除活性，但对其他的功能特性和抗氧化活性尚无研

究。因此，本研究以酸枣仁蛋白为原料，采用木瓜蛋

白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶分别对酸枣仁蛋白进

行酶解，并对不同酸枣仁蛋白酶解产物的功能特性和

体外抗氧化活性进行研究，以期得到具有良好功能特

性及抗氧化活性的蛋白酶解产物，为酸枣仁这种药食

同源中药材在食品及保健食品行业中的应用提供理

论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

酸枣仁药材　长春中医药大学附属医院；碱性

蛋白酶（200 U/mg）、中性蛋白酶（100 U/mg）、木瓜

蛋白酶（0.5~2 U/mg）　购于上海源叶生物科技有限

公司；十二烷基硫酸钠（SDS）　美国 sigma 公司；考

马斯亮蓝 R-250、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）、

2,2-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸（ABTS）　北

京索莱宝科技有限公司；其他试剂均为分析纯。

HX-400A 型高速中药粉碎机　浙江省永康市溪

岸五金药具厂；Y50 型养生破壁机　中山市奥英斯

电器有限公司；HH-6 型数显恒温水浴锅　金坛市佳

美仪器有限公司；DF-101S 型集热式磁力搅拌器　

金坛市医疗器械厂；SCIENTZ-50F 型冷冻干燥机　

宁波新芝冻干设备股份有限公司；PowerPac Basic 型

蛋白电泳装置　BIO-RAD；UV-1700 型紫外分光光

度计、2010A 型高效液相色谱仪　日本岛津（中国）

有限公司；S220-K-CN 型台式 pH 计　梅特勒—托

利多国际贸易（上海）有限公司；AB265-S 型电子分

析天平　梅特勒—托利多国际贸易（上海）有限公司；

Centrifuge 5840 R 型高速离心机　德国 eppendorf
公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   酸枣仁蛋白的提取　取适量酸枣仁药材，粉碎

后过 60 目筛，置于 5 倍体积的石油醚中搅拌脱脂
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24 h，在 3000 r/min 室温下离心 10 min 除去石油醚，

沉淀放置在通风橱中干燥，过 60 目筛。取均一的脱

脂酸枣仁粉末 150  g，按料液比 1:20（g/mL）加入

3000 mL 蒸馏水溶解，配制 1 mol/L NaOH 溶液调

节 pH10，在 55 ℃ 恒温水浴锅中搅拌 50 min，冷却

放凉后 4000 r/min 离心20 min，取上清液进行酸沉，

用 1 mol/L 盐酸溶液调节 pH4，4 ℃ 静置 2 h，继续

4000 r/min 离心 10 min，沉淀加水用养生破壁机复

溶，用 1 mol/L NaOH 溶液调至中性，装袋透析 48 h，
期间每 2 h 换一次水，−80 ℃冻干得酸枣仁蛋白[8]。 

1.2.2   酸枣仁蛋白的酶解　取蒸馏水 100 mL，加入

酸枣仁蛋白 5 g，溶解制成 5% 的蛋白溶液，分别在各

酶的最适条件下进行酶解，具体条件见表 1。将蛋白

溶液置于 55 ℃ 水浴锅中保温放置，用 1 mol/L NaOH
溶液、1 mol/L HCl 溶液调节 pH 至酶最适 pH 后，分

别加入不同种类的蛋白酶 0.1 g（酶与底物比为 2%），

酶解过程中每隔 20 min 用 1 mol/L NaOH 溶液维持

反应体系的 pH，酶解时间为 3 h，结束后沸水灭酶

10 min，冷却至室温，8000 r/min 离心 10 min，取上清

液冷冻干燥，−20 ℃ 保存备用[9]。
  

表 1    不同蛋白酶最适温度和最适 pH
Table 1    Optimum temperature and pH of different proteases

酶种类 最适温度（℃） 最适pH

碱性蛋白酶 55 8.5
中性蛋白酶 50 6.5
木瓜蛋白酶 65 6.0

  

1.2.3   水解度的测定　总氮含量：采用 GB 5009.5-
2016《食品安全国家标准食品中蛋白质的测定》中的

凯氏定氮法进行测定。氨态氮含量：采用 GB
5009.235-2016《食品安全国家标准食品中氨基酸态

氮的测定》中的酸度计法进行测定[10]。称量 5.0 g 试

样于 50 mL 烧杯中，用水分数次洗入 100 mL 容量

瓶中，加水至刻度，混匀后吸取 20.0 mL 置于 200 mL
烧杯中，加 60 mL 水,开动磁力搅拌器，用氢氧化钠标

准溶液 [c（NaOH）=0.050 mol/L] 滴定至酸度计指示

pH 为 8.2，记下消耗氢氧化钠标准滴定溶液的毫升

数，可计算总酸含量。加入 10.0 mL 甲醛溶液，混匀。

再用氢氧化钠标准滴定溶液继续滴定至 pH 为 9.2，
记下消耗氢氧化钠标准滴定溶液的毫升数。同时取

80 mL 水，先用氢氧化钠标准溶液调节至 pH 为 8.2，
再加入 10.0mL 甲醛溶液，用氢氧化钠标准滴定溶液

滴定至 pH 为 9.2，做试剂空白试验。

水解度(DH，%) =
氨态氮含量

总氮含量
×100

 

1.2.4   多肽含量的测定　采用福林酚法[11] 对三种蛋

白酶解产物中的多肽含量进行测定。配制福林酚试

剂甲、试剂乙。分别取样品溶液 1.3 mL，加水稀释并

定容至 100 mL，得多肽含量大约为 0.14 mg/mL 的

供试品溶液，待测。取 1 mL 样品溶液（约合 20~

250 μg 多肽）加入 5 mL 试剂甲混匀，于 20~25 ℃ 放

置 10 min，再加 0.5 mL 试剂乙（Folin-酚），立即摇

匀，在 20~25 ℃ 保温 30  min 然后于 500  nm 处比

色，以 1 mL 水代替样品作空白对照。测定后，可以

在标准曲线中查出未知样品的浓度。取 0.2 mL 样

品溶液（约含 5~100 μg 多肽）加入 1 mL 试剂甲（选

用 0.3~0.5 cm 直径的小试管）混匀，10 min 后，加入

0.1 mL 试剂乙，立即混匀，30 min 后比色。 

1.2.5   SDS-PAGE 电泳分析　十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳使用 12.5% 分离凝胶

和 5% 浓缩凝胶，酸枣仁蛋白或酶解物和上样缓冲液

以 1:1 的比例混合，混合溶液在 100 ℃ 加热 5 min。
待其冷却至室温后，向凝胶中加入 10 μL 混合溶液上

样。用 Bio-Rad 电泳仪进行 SDS-PAGE 电泳[12]，样

品在 70 V 下运行 30 min，在 140 V 下运行 1 h。凝

胶在考马斯亮蓝 R250 中染色，并在脱色溶液（冰醋

酸:甲醇:水=20:60:120）中脱色。最后，所得凝胶在

凝胶成像仪中拍照成像。 

1.2.6   溶解性的测定　加蒸馏水于酶解物中配制成

0.1% 的溶液，分别调节溶液 pH（2~10），离心 15 min
（5000 r/min），取上清液补足至 1 mL，用福林酚法分

别测定上清液和样品溶液中的多肽含量。

溶解度(%) =
上清液中多肽含量

样品中多肽含量
×100

 

1.2.7   持水性、持油性测定　持水性：取酸枣仁蛋白

酶解产物 0.5 g，置于 10 mL 离心管中，加入 10 mL
蒸馏水，混匀，放置室温 25 ℃ 下 30 min，4000 r/min
离心 20 min，去除上清称量刻度离心管的质量。

持水性(g/g) =
m2 −m1

m0

式中：m0：样品质量（g），m1：样品质量+离心管质

量（g），m2：离心管质量+去除上清液的样品质量。

持油性：在 10 mL 离心管中加入 0.5 g 酶解物，

3 mL 大豆色拉油，充分混匀样品与色拉油，在室温条

件下放置 30 min，4000 r/min 离心 20 min，弃去上层

未被吸附的色拉油，称量质量。

持油力(g/g) =
m2 −m1

m0

式中：m0：样品质量（g），m1：离心管质量+样品质

量（g），m2：离心管质量+吸油后的样品质量（g）。 

1.2.8   起泡性及其泡沫稳定性　称 50 mL 1% 的样品

溶液，分别调 pH（2~10），记体积 V0，置于 10000 r/min
高速分散器中 1 min，记总体积 V1，30 min 后记总体

积 V2。

起泡性(%) =
V1 −V0

V0

×100

起泡稳定性(%) =
V2 −V0

V1 −V0

×100
 

1.2.9   乳化性及其稳定性　配制 9 mL 1% 的蛋白及

样品溶液，分别调节 pH（2、4、6、8、10、12），加入 3 mL
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大豆色拉油，10000 r/min 均质 2 min，搅打成均一的

乳化液，取 50 mL 于试管中，加入 5 mL 0.1% SDS
溶液，设置 500 nm 测吸光值 A1，30 min 后测吸光度

A2
[13]。

乳化性(EAI，m2/g) =
2×2.303×A1 ×D
Φ× c×L×10000

×100

乳化稳定性(ESI，%) =
A1 ×∆t
A1 −A2

×100

式中：Φ：油相的体积分数（%）；D:稀释倍数；c：酸
枣仁蛋白酶解产物质量浓度（g/mL）；t：时间（min）；
L：光程（1 cm）；2.303 表示 ln10。 

1.2.10   抗氧化活性的测定　 

1.2.10.1   DPPH 自由基清除率测定　加蒸馏水于一

定质量的酶解物中配制成不同质量浓度的溶液；分别

吸取 1 mL 样品溶液与 DPPH 溶液混匀，室温下避光

反应 30 min，测定 517 nm 处吸光度；以 1 mL 蒸馏

水代替样品溶液作为空白对照组，以 0.5 mL 蒸馏

水+0.5 mL 95% 乙醇混合溶液代替 DPPH 溶液作为

样品对照组[14]，以维生素 C、谷胱甘肽为阳性对照

组，并按下式计算 DPPH 自由基清除率。

S(%) =
A0 −A1 +A2

A0

×100

式中：S：DPPH 自由基清除率（%）；A0：空白对照

组吸光值；A1：样品组吸光值；A2：样品对照组吸光值。 

1.2.10.2   ABTS 自由基清除率测定　将 5 mL 浓度

为 7.4  mmol/L 的 ABTS 溶液与 88  μL  2.6  mmol/L
的过硫酸钾溶液混匀，静置 12~16 h，配制成 ABTS+

储备液。取 ABTS+储备液 0.4 mL，用 pH7.4 的 PBS
溶液稀释，使 734  nm 处吸光度为 0.7±0.02，制成

ABTS+工作液[15]。分别将 200 μL ABTS+工作液与

10  μL 不同浓度的样品溶液混匀，室温避光反应

6  min，测定 734  nm 处吸光度值。用 10  μL  PBS
溶液代替样品溶液作为空白对照组，以维生素 C、谷

胱甘肽为样品对照组，按下式计算 ABTS 自由基清

除率。

S(%) =
A0 −A1 +A2

A0

×100

式中：S：ABTS 自由基清除率（%）；A0：空白对照

组吸光值；A1：样品组吸光值；A2：样品对照组吸光值。 

1.2.10.3   超氧阴离子清除率测定　采用邻苯三酚自

氧化法[16]。将 5 mL Tris-HCl 缓冲溶液（0.05 mol/L，
pH 8.2）和 0.5 mL 不同浓度样品溶液混合，于 25 ℃
水浴中反应 20 min，然后加入在 25 ℃ 下预热 0.5 mL
邻苯三酚溶液（7 mmol/L）。每隔 10 s 在 325 nm 处

测定混合物的吸光度，即为实验组 A1。以 0.3 mL 蒸

馏水代替邻苯三酚溶液作为样品对照组 A2，以 0.1 mL
蒸溜水代替样品液作为空白对照组 A0。并于 420 nm
处测定吸光度值，蒸馏水调 0。按下式计算超氧阴离

子的清除率：

S(%) =
A0 −A1 +A2

A0

×100

式中：S：超氧阴离子清除率（%）；A0：为空白对照

组吸光值；A1：样品组吸光值；A2：样品对照组吸光值。 

1.2.10.4   羟基自由基清除率的测定　将 1.0 mL 样

品溶液与 FeSO4（1.0 mL，2 mmol/L）及水杨酸乙醇溶

液（1.0 mL，6 mmol/L）混合。随后，向溶液中添加

1.0 mL H2O2（6 mmol/L），37 ℃ 水浴反应 1 h 后，在

510 nm 处立即测定吸光度 [17]。1 mL 蒸馏水代替

H2O2，测定吸光度值作为样品对照组；1 mL 蒸馏水

代替样品溶液作为空白对照；以照维生素 C 代替样

品作为样品阳性对照组，按下式计算羟基自由基的清

除率：

S(%) =
A0 −A1 +A2

A0

×100

式中：S：羟基自由基清除率，%；A0：空白对照组

吸光值；A1：样品组吸光值；A2：样品对照组吸光值。 

1.3　数据处理

所有试验平行测定 3 次，结果取平均值，使用

Origin 2019 和 SPSS 20.0 软件进行数据处理。 

2　结果与分析 

2.1　水解度（DH）的测定

酶解法作为常用的蛋白质改性方法，现已得到

广泛地应用，其中，蛋白酶种类是影响酶解过程的一

个重要因素，蛋白酶能够将蛋白质水解成为小分子肽

类和氨基酸[18]。由于蛋白酶具有底物专一性，不同种

类的蛋白酶，其酶切位点也不相同，进而可导致酶解

产物的理化性质及生物活性不同[19]。酸枣仁蛋白不

同蛋白酶解产物的水解度测定结果如图 1 所示，不

同酸枣仁蛋白酶解产物的水解度随着时间的延长而

增大。反应开始的前 3 h 内，不同酶解产物的水解度

增长速率较快，当反应时间超过 3 h 后，增长趋势较

为平缓，所以后续实验均采用了 3 h 作为水解的最适

时间。实验结果表明，相比于中性蛋白酶解产物

（16.94%）及木瓜蛋白酶解产物（12.89%），碱性蛋白

酶解产物具有更高的水解度（22.91%），可能是由于

碱性蛋白酶是一种内切蛋白酶，具有更多的催化位点
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图 1    不同酸枣仁蛋白酶解产物的水解度

Fig.1    Degree of hydrolysis of enzymatic hydrolysates from
different Ziziphi Spinosae semen protein
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来切断蛋白质中的肽键，使得酶解反应更加完全[20]。 

2.2　电泳结果分析

SDS-PAGE 通常用于蛋白质分子量和亚基组成

分析。在还原条件下酸枣仁蛋白及其不同酶解产物

的电泳图如图 2 所示。结果表明，酸枣仁蛋白主要

由 10~40 kDa（15、20、25、35、40 kDa）范围内的五

条主要低分子量亚基组成。经不同蛋白酶处理后，不

同蛋白酶解物的条带转移到低分子量范围，条带主要

分布在 15 kDa 以下，表明酶解后分子量较大的蛋白

亚基被降解，产生分子量较小的片段。其中，中性蛋

白酶解产物及木瓜蛋白酶解产物在 22 kDa 处仍具

有一定的蛋白条带，而碱性蛋白酶解产物中未发现此

情况，进一步结合水解度测定结果分析，表明碱性蛋

白酶可使水解反应更完全，产生更多具有小分子量的

肽段。
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图 2    SDS-PAGE 电泳检测结果
Fig.2    Results of SDS-PAGE electrophoresis

注：泳道 1 为酸枣仁蛋白；泳道 2、3 为木瓜蛋白酶解产物；泳
道 4、5 为中性蛋白酶解产物；泳道 6、7 为碱性蛋白酶解产
物。
  

2.3　不同酸枣仁蛋白酶解产物的溶解性

3 种酶解产物在不同 pH 条件下的溶解性由图 3
所示，结果表明，木瓜蛋白酶解产物的溶解度最大，其

次是碱性蛋白酶解产物，最后是中性蛋白酶解产物，

这可能是由于不同酶解产物其氨基酸序列及所得到

的肽段长度存在一定的差异而导致的。3 种酶解物

在 pH2~10 范围内的溶解性均高于酸枣仁蛋白，这可

能是由于酶解后，肽键断裂形成了部分更小的肽段以

及部分亲水性基团，进而导致其溶解性增强[21]。当

pH 为 4 时，木瓜蛋白酶解物、中性蛋白酶解物、碱性

蛋白酶解物的溶解度最小，达到了酸枣仁蛋白的等电

点，分子聚合，溶解性降低[22]。随着 pH 升高，不同蛋

白酶解产物的溶解性逐渐增强。以上研究表明酸枣

仁蛋白酶解产物具有很好的溶解性。 

2.4　不同酸枣仁蛋白酶解产物的持水性和持油性

3 种不同酸枣仁蛋白酶解产物的持水性和持油

性如图 4 所示，相比于酸枣仁蛋白，持水性明显降低，

这可能与酶解产物本身的溶解性有较大关系，酶解后

溶解性明显增强，导致其对水的吸附能力变差，进而

降低了持水性[23]。此外，由图 4 可知，相比于酸枣仁

蛋白，不同的酸枣仁蛋白酶解产物持油性均有明显提

升，由于不同种类蛋白酶的作用位点不同，酶解获得

的多肽片段也不相同，表现出的功能特性存在差异，

其中，木瓜蛋白酶的持油性最大，这是由于酶解使得

蛋白质的空间结构被破坏，部分亲脂基团外露，影响

了木瓜蛋白酶的构象和催化活性，进而影响其与底物

的结合和催化，通过疏水作用增强蛋白质与油脂的结

合能力，进一步增强了持油能力[24]。
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图 4    不同酸枣仁蛋白酶解产物的持水性及持油性
Fig.4    Water and oil holding capacity of enzymatic

hydrolysates from different Ziziphi Spinosae semen protein
  

2.5　不同酸枣仁蛋白酶解产物的起泡性和起泡稳定性

3 种不同酸枣仁蛋白酶解产物的起泡性和起泡

稳定性如图 5、图 6 所示，不同酸枣仁蛋白酶解产物

的起泡性强弱为：木瓜蛋白酶解产物>碱性蛋白酶解

产物>中性蛋白酶解产物。和酸枣仁蛋白相比，酶解

产物的起泡性明显提升，因为酶解产物的溶解性明显

增强，溶液的分散性增加，进一步增强了其起泡性能[25]。

酸枣仁蛋白及其酶解产物在 pH（2~10）范围内，起泡

性先减弱后增强，在 pH4 时最低，此时达到了蛋白质

的等电点，溶解性较差，分散在溶液中的蛋白质较少，

进一步导致其起泡性较差，随着 pH 的逐渐升高，不

同酸枣仁蛋白酶解产物的溶解性逐渐增强，其起泡性

也随之增强。以上研究结果表明，不同酸枣仁蛋白酶

解产物均具有良好起泡性能，可将其添加到泡沫型食

品中，增添食品的风味，减少化学起泡剂的使用[26]。
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图 3    不同酸枣仁蛋白酶解产物的溶解性

Fig.3    Solubility of hydrolysates from different Ziziphi
Spinosae semen protein
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图 5    不同酸枣仁蛋白酶解产物的起泡性
Fig.5    Foaming properties of enzymatic hydrolysates from

different Ziziphi Spinosae semen protein
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图 6    不同酸枣仁蛋白酶解产物的起泡稳定性
Fig.6    Foaming stability of enzymatic hydrolysates from

different Ziziphi Spinosae semen protein
  

2.6　不同酸枣仁蛋白酶解物的乳化性和乳化稳定性

不同酸枣仁蛋白酶解物的乳化性及其稳定性如

图 7、图 8 所示。由图可知，相比于酸枣仁蛋白，木

瓜蛋白酶解产物、中性蛋白酶解产物及碱性蛋白酶

解物乳化性和乳化稳定性均有明显提升，这可能是由

于酶解过程中，蛋白质中的疏水性残基进一步暴露，

增强了与油的结合能力，使得蛋白质更快更多的与油

水界面吸附，增强了乳化性[27]。研究表明，木瓜蛋白

酶解产物的乳化性略高于碱性蛋白酶解产物及中性

蛋白酶解产物，这可能与其溶解度有关，溶解度高的

酶解产物，溶液中蛋白质分子含量较高，与油水界面

接触吸附的能力就越强，导致其乳化性较强[28]，碱性

蛋白酶的乳化稳定性强于中性蛋白酶和木瓜蛋白酶

解物。以上研究结果表明，酶解后可进一步提高酸枣

仁蛋白的乳化性能，所得的酶解产物具有较好的食品

功能特性。
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图 8    不同酸枣仁蛋白酶解产物乳化稳定性
Fig.8    Emulsification stability of different enzymatic

hydrolysates of Ziziphi Spinosae semen protein
  

2.7　酸枣仁蛋白酶解物的体外抗氧化活性 

2.7.1   DPPH 自由基清除能力　不同酸枣仁蛋白酶

解物的 DPPH 自由基清除能力由图 9 所示，当质量

浓度在 0.5~2.5 mg/mL 范围内，酸枣仁蛋白及其不同

酶解产物的 DPPH 自由基清除能力随浓度不断的增

加而不断增强，不同酸枣仁蛋白酶解产物的 DPPH
自由基清除能力均明显高于酸枣仁蛋白。相同质量

浓度时，碱性蛋白酶解物的 DPPH 清除能力最强，其

次是中性蛋白酶解产物，木瓜蛋白酶解物的清除能力

最弱，当浓度为 2.5 mg/mL 时，碱性蛋白酶解产物的

清除能力可高达 95.87%，逐渐接近于阳性对照组

VC 的清除能力，且高于常见的抗氧化肽谷胱甘肽

（GSH）的清除能力。这是由于碱性蛋白酶酶解时，碱

性蛋白酶解物中的疏水性氨基酸含量较高，脂溶性

的 DPPH 与其更好的结合，对 DPPH 的清除能力明

显增强[29]。以上研究结果表明酸枣仁蛋白酶解产物

具有很强的 DPPH 自由基清除活性。
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图 9    不同酸枣仁蛋白酶解产物对 DPPH 自由基清除能力
Fig.9    DPPH radical scavenging ability of different

enzymolysis hydrolysates of Ziziphi Spinosae semen protein
  

2.7.2   ABTS 自由基清除能力　不同酸枣仁蛋白酶

解物的 ABTS 自由基清除能力如图 10 所示，当质量

浓度为 0.5~2.5 mg/mL 范围内时，酸枣仁蛋白及其酶

解物对 ABTS 自由基清除活性随质量浓度的增加而

增强。结果表明，不同酶解产物的 ABTS 自由基清

 

140
130
120

100
110

90
80
70
60
50
40

2 4 6 8
pH

乳
化

性
 (m

2 /g
)

碱性蛋白酶解产物
中性蛋白酶解产物
木瓜蛋白酶解产物
酸枣仁蛋白

10

图 7    不同酸枣仁蛋白酶解产物乳化性

Fig.7    Emulsifying properties of different enzymatic
hydrolysates from Ziziphi Spinosae semen protein
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除能力均明显增强。在相同质量浓度下，碱性蛋白酶

酶解后的蛋白酶解物对 ABTS 自由基清除率明显高

于酸性蛋白酶和中性蛋白酶处理的蛋白酶解物。当

质量浓度为 2.5 mg/mL 时，对 ABTS 自由基清除率

最高达到 90.84%，接近于阳性对照组 VC 及 GSH 的

清除能力，表明碱性蛋白酶解物具有较强的 ABTS
自由基清除能力，可作为一种潜在的抗氧化剂[30]。
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图 10    不同酸枣仁蛋白酶解产物对 ABTS 自由基清除能力
Fig.10    ABTS+· scavenging ability of different enzymatic

hydrolysates of Ziziphi Spinosae semen protein
  

2.7.3   超氧阴离子自由基清除能力　不同酸枣仁蛋

白酶解物超氧阴离子自由基清除能力如图 11 所示，

当质量浓度为 0.5~2.5 mg/mL 范围时，酸枣仁蛋白及

其酶解产物对超氧阴离子的清除活性与样品浓度呈

正相关，均在 2.5 mg/mL 时具有最高的清除活性。

其中碱性蛋白酶解产物的超氧阴离子自由基清除效

果最好，其次是中性蛋白酶，木瓜蛋白酶解产物最

差。相比于酸枣仁蛋白，不同酸枣仁蛋白酶解产物的

自由基清除活性均具有明显提升，表明酶解处理可明

显提高蛋白质的抗氧化性。当质量浓度为 2.5 mg/mL
时，碱性蛋白酶酶解物的超氧阴离子清除率最高为

44.77%，中性蛋白酶解产物超氧阴离子清除率为

38.35%，木瓜蛋白酶解产物超氧阴离子清除率为

20.33%。其中碱性蛋白酶解物清除效果好与其产生

大量的疏水性氨基酸与自由基结合从而产生良好的

抗氧化效果有关[31]。
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图 11    不同酸枣仁蛋白酶解产物对超氧阴离子的清除活性
Fig.11    O2

−· scavenging activity of different enzymatic
hydrolysates of Ziziphi Spinosae semen protein

  

2.7.4   羟基自由基清除能力　3 种酸枣仁蛋白酶解

物的羟基自由基清除能力如图 12 所示，在 0.5~

2.5 mg/mL 范围内，羟基自由基的清除能力与不同酸

枣仁蛋白酶解产物的质量浓度呈正比关系，即随着质

量浓度的增加，羟基自由基的清除能力越强。实验结

果表明，酸枣仁蛋白经不同蛋白酶处理后，不同酸枣

仁蛋白酶解产物的羟基自由基清除活性明显增强。

3 种蛋白酶解产物中，碱性蛋白酶解产物的羟基自由

基清除能力最强，为 47.77%；其次是木瓜蛋白酶解产

物，为 37.16%，中性蛋白酶解产物的羟基自由基清除

能力最差，为 35.04%。以上研究结果表明，不同酸枣

仁蛋白酶解产物均具有一定的羟基自由基清除能力，

其中碱性蛋白酶解产物效果最好。
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图 12    不同酸枣仁蛋白酶解产物的对羟基自由基的清除能力
Fig.12    ·OH scavenging ability of different enzymolysis

hydrolysates of Ziziphi Spinosae semen protein
  

3　结论
本研究以酸枣仁蛋白为原料，采用不同蛋白酶

对其进行酶解处理，得到三种不同蛋白酶解产物。并

对不同酸枣仁蛋白酶解产物的功能特性及体外抗氧

化活性进行比较研究。SDS-PAGE 电泳结果表明，

酶解处理后，其分子量分布有所变化，由高分子量分

布向低分子量分布转变，其中，碱性蛋白酶解产物的

变化最为明显。功能特性研究表明，相比于酸枣仁蛋

白，持水性有所降低，不同蛋白酶解产物的溶解性、

吸油性、起泡性、乳化性及乳化稳定性均具有不同程

度地提高，功能特性在一定温度和 pH 范围内保持良

好。体外抗氧化活性结果表明，与酸枣仁蛋白相比，

不同酸枣仁蛋白酶解物的体外抗氧化活性均具有不

同程度地提升，其中经碱性蛋白酶酶解的产物

DPPH、ABTS、超氧阴离子自由基等清除能力均强

于中性蛋白酶解产物及木瓜蛋白酶解产物，表明酶解

大大提高了酸枣仁的体外抗氧化能力，以上研究表明

所得的酸枣仁蛋白酶解产物具有较好的功能特性以

及体外抗氧化活性，可作为一种潜在的抗氧化剂应用

于食品及保健食品加工行业中，有助于发挥酸枣仁药

材自身最大的利用价值，为酸枣仁蛋白酶解产物的应

用提供了一定的理论依据。
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