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摘  要: 目的  优化红凤菜蛋白提取工艺并制备活性多肽, 对多肽进行改性, 探讨产物的抗氧化性能, 深入

开发其蛋白资源。方法  结合超声和高剪切技术, 用响应面法优化提取红凤菜中的蛋白质, 采用酶解法制备多

肽并进行糖基化改性, 且研究其抗氧化性能。结果  最优条件为料液比 1:47 (g:mL), 300 W 超声波处理 20 min, 

高剪切 6 次, 提取温度为 46.7℃, 提取时间 2.5 h, 提取液 pH 8.40 时, 此时蛋白提取率为 79.64%, 接近响应

面预测值。用蛋白酶水解红凤菜蛋白制备活性肽, 以抗氧化性能为指标筛选合适的酶并优化酶解条件。用

超滤膜加压过滤对水解产物进行分级, 分级产物中, Mw<1 kDa 的多肽抗氧化性能最佳。红凤菜多肽与木糖

进行美拉德反应后, 对 1,1 二苯基-2-三硝基苯肼自由基和 2,2-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸自由基的清除率

分别为 87.65%、80.65%, 比改性前提高了 7.99%和 11.37%。结论  本方法的红凤菜蛋白提取率高, 糖基化产物

的抗氧化效果好。 

关键词: 红凤菜; 蛋白; 酶解; 多肽; 抗氧化; 美拉德反应 

Study on the preparation of polypeptides from Gynura bicolor and the 
antioxidant properties of Maillard reaction products 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the extraction process of Gynura bicoloi protein, prepare active peptides, and 

then modify the peptides, explore the antioxidant properties of the products, and further develop its protein resources. 

Methods  Combined with ultrasonic and high shear technology, response surface methodology was used to optimize 

the extraction of protein from Gynura bicolor. Peptides were prepared by enzymatic hydrolysis, and then was 

modified by glycosylation, and the antioxidant properties of the products were studied. Results  The protein 
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extraction rate was the highest when the solid-liquid ratio was 1:47 (g:mL), ultrasonic 300 W treatment for 20 min, 

high shear treatment for 6 times, the extraction temperature was 46.7℃, the extraction time was 2.5 h, and the pH of 

extraction solution was 8.40. Under the optimum conditions, the protein extraction rate was 79.64%, which was close 

to the predicted value of response surface experiment. The active peptides were prepared by hydrolyzing Gynura 

bicolor protein with protease. Taking antioxidant activity as index, the appropriate enzymes were screened and the 

enzymatic hydrolysis conditions were optimized. The hydrolysates were graded by pressure filtration with ultrafiltration 

membrane. Among the graded products, the polypeptide with Mw<1 kDa had the best antioxidant performance. After 

Maillard reaction of polypeptide with xylose, the clearance and 2,2-azo-bis-3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonic acid 

radical were 87.65% and 80.65%, respectively, which were 7.99% and 11.37% higher than those before modification. 

Conclusion  This method has high protein extraction rate and good antioxidant effect of glycosylated products. 

KEY WORDS: Gynura bicolor; protein; enzymolysis; polypeptide; antioxidant; Maillard reaction 
 
 

0  引  言 

红凤菜(Gynura bicolor DC.)是菊科菊三七属草本植

物[1], 民间又称红背菜、观音菜、观音苋、血皮菜、紫背

天葵等, 在广西、广东等多个省份常见有大面积生长。其

味清甜、微苦, 可清炒、凉拌、煮汤, 是一种广受欢迎的

野菜。因人们的喜爱, 多地也有人工种植[2], 甚至制成了

饮料[3], 拓宽了蔬菜种植种类, 提高了经济效益。红凤菜

是一种药食同源的植物, 具有凉血、活血、治外伤出血、

解毒消肿等功效[4]。目前人们对红凤菜的研究主要集中在

色素[5‒6]、黄酮[7‒8]、多酚[9]、奎宁酸[10]、甾醇类等物质的

提取及提取物的抗氧化性能方面[11]。 

蛋白质是植物体生命活动的基础物质, 是多种生理

功能必不可少的物质。除了果实以外, 茶叶、烟草叶、辣

木叶等植物叶片也含有丰富的蛋白质[12‒14]。多肽是生物体

的重要活性物质, 它是蛋白质水解的中间产物。多肽可以

直接从生物体内提取, 也可以人工合成小片段多肽, 或者

用酶解蛋白质的方法获取多肽 , 其中酶解法因为条件温

和、成本低, 是最常用的方法。相比蛋白质, 多肽分子量

更小, 组成简单, 更容易被人体吸收。由于链长较短, 无法

进行复杂的折叠盘绕, 因而结构更简单, 亲水性更强, 容

易使氨基酸基团展示在外而发挥活性。许多多肽可以清除

自由基、螯合金属离子、提供还原力等作用, 所以具有抗

氧化性[15]。近年来, 人们从元菇、碎米荠、汉麻等多种植

物中制备了活性肽, 均具有良好的抗氧化活性[16‒18]。目前, 

尚未有从红凤菜中提取蛋白质并制备多肽的相关报道。   

超声和高剪切具有作用时间短、破碎力强、样品损失

少等特点, 尤其适用于具有坚硬外壁的植物组织的破碎。

本研究结合超声和高剪切技术, 采用碱溶酸沉的方法, 对

红凤菜中的蛋白质进行提取, 并用蛋白酶对提取的蛋白质

进行酶解, 通过超滤膜分级小分子多肽, 最后用木糖和多

肽进行美拉德反应, 并测试美拉德反应产物清除自由基的

能力, 为红凤菜的深入开发提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

红凤菜摘取茎叶部分, 水流冲洗去除泥沙, 择去枯黄

腐败老叶, 60℃干燥, 粉碎, 过 60 目筛, 备用。 

1.2  仪器与试剂 

BME 100L 高剪切混合乳化机(上海威宇机电有限公

司); Cary 60 紫外可见分光光度计(美国安捷伦科技有限公

司); JY 92-IIN 超声波细胞粉碎机(宁波新芝生物科技有限

公司); Alpha 1-4LDplus 冷冻干燥机(德国 Marin Christ 公

司); GHG 9030A 鼓风干燥箱(上海一恒科学仪器有限公司); 

UFSC20001 型超滤杯(美国密理博公司); AL204 万分之一

型电子分析天平(梅特勒-托利多中国有限公司)。 

牛血清蛋白(生化试剂, 国药集团工业股份有限公司); 1,1

二苯基-2-三硝基苯肼(1,1 diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine, 

DPPH) 、 2,2- 联 氮 - 双 -3- 乙 基 苯 并 噻 唑 啉 -6- 磺 酸

(2,2-azo-bis-3-ethyl benzothiazoline-6-sulfonic acid, ABTS) 
(分析纯 , 上海源叶生物科技有限公司 ); 考马斯亮蓝

G250(生化试剂, 阿拉丁试剂有限公司); 磷酸氢二钠、磷酸

二氢钠、硫酸铜、无水乙醇、硼酸、氢氧化钠(分析纯, 国

药集团化学试剂有限公司); 试验用水为超纯水。 

1.3  试验方法 

1.3.1  蛋白质提取及工艺优化 

(1)蛋白质标准曲线绘制 

采用考马斯亮蓝法测定不同浓度牛血清蛋白溶液

的吸光度值 A595, 分别以质量浓度为横坐标(X, mg/mL)、

A595 为 纵 坐 标 (Y) 绘 制 标 准 曲 线 , 拟 合 的 方 程 为

Y=9.2286X+0.1862 (r2=0.9979), 线性关系好, 可用于蛋白

质检测。 

(2)红凤菜蛋白的提取及含量测定 

取红背凤菜粉末 1.0 g, 放入烧杯中, 加入磷酸缓冲溶

液(0.1 mol/L, pH=8.0), 浸泡 10 min 后进行超声破碎, 然后
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转移到高剪切专用瓶内, 置于水浴锅中, 进行间歇式高速

剪切, 每次 30 s。随后离心(4000 r/min, 15 min), 收集上清

液, 调节 pH 至等电点附近, 混匀后冷藏静置 4 h, 离心分

离(3000 r/min, 15 min), 取沉淀, 水洗至中性, 冻干后收集, 

即为红凤菜蛋白质成品。 

称取蛋白质冻干粉适量, 用水溶解定容至 10 mL, 取

1 mL 加入到 5 mL 考马斯亮蓝 G250 溶液中, 测吸光度值

A595, 计算蛋白溶液浓度及冻干粉中蛋白含量(提取的蛋白

质纯度为 85.32%)。另称取适量提取液, 按照凯氏定氮法测

定红凤菜中总蛋白质含量。经凯氏定氮法测定, 红凤菜总蛋

白含量为 18.2%(干重)。红凤菜蛋白提取率计算如公式(1): 

   红凤菜蛋白提取率/%= 1 1

2 2

100%





m c

m c
   (1) 

式中: m1: 为冻干粉总质量(g); m2 为红凤菜样品总量(g); c1

为冻干粉中蛋白含量(%), c2 为红凤菜中总蛋白质含量(%)。 

(3)红凤菜蛋白质等电点测定 

参考徐弦等[19]的方法, 用若干量筒量取 10 mL 第 1 次

离心收集的上清液, 滴加盐酸分别把 pH 调为 3.2、3.4、3.6、

3.8、4.0、4.2、4.4、4.6、4.8, 冷藏静置 12 h。10000 r/min

离心 15 min, 取 1 mL上清液加入到 5 mL 考马斯亮蓝 G250

溶液中, 测 595 nm 处的吸光度值。 

(4)蛋白质提取工艺优化 

分别考察超声波处理功率(100、200、300、400、500 W)

及处理时间(5、10、15、20、25、30 min)、高剪切次数(3、

4、5、6、7)、提取温度(20、30、40、50、60、70℃)、提

取液 pH (6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5)、料液比(1:10、1:20、

1:30、1:40、1:50、1:60, g/mL, 下同), 提取时间(0.5、1.0、

1.5、2.0、2.5、3.0 h)对蛋白质提取率的影响。 

(5)响应面优化 

选取料液比、提取液 pH、提取温度进行响应面试验, 

采用 Box-Behnken 设计三因素三水平试验方案如表 1。响

应值为红凤菜蛋白质提取率。 

 
表 1  Box-Behnken 试验因素水平 

Table 1  Factor and level of Box-Behnken test 

因素  
水平 

‒1 0 1 

A 料液比(g:mL)  1:30 1:40 1:50 

B 提取液 pH  7.5 8.0 8.5 

C 提取温度/℃  30 40 50 

 
1.3.2  多肽制备及工艺优化 

(1)酶解单因素试验 

选取胃蛋白酶、胰蛋白酶、中性蛋白酶、菠萝蛋白酶和

碱性蛋白酶 5 种蛋白酶, 底物浓度为 3%, 加酶量为 3000 U/g, 

分别在各种酶的最适温度和 pH 下酶解 4 h, 高温灭活, 测

定酶解产物的水解度和自由基清除率。 

进一步优选最佳酶反应条件, 考察酶解时间(1、2、3、

4、5 h)、酶解温度(45、50、55、60、65℃)、酶解 pH (6.0、

6.5、7.0、7.5、8.0)和加酶量(1000、2000、3000、4000、

5000 U/g)对自由基清除率的影响。 

(2)酶解产物的超滤分级 

将酶解产物依次用截留分子量为 5、3、1 kDa 的超滤

膜进行过滤, 压力为 0.1 MPa, 分别收集不同分子量组的

滤液, 冷冻干燥, 得到不同分子量组的红凤菜多肽粉末。

以多肽的抗氧化活性为指标, 优选最适合的组。 

1.3.3  水解度测定 

参考文献[20], 用凯氏定氮法联合甲醛滴定法测定酶

解产物的水解度(degree of hydrolysis, DH)。 

1.3.4  抗氧化活性测试 

参考文献[21]进行操作, 测试酶解液及多肽对 DPPH自

由基和 ABTS+自由基的清除能力。 

1.3.5  红凤菜多肽的糖基化改性 

用木糖与红凤菜多肽发生美拉德反应制备糖基化的

多肽[22]。木糖和红凤菜多肽(Mw<1 kDa)质量比为 1:2, 初

始 pH 为 11.5, 总质量浓度为 80 mg/mL, 在 100℃下混合反

应 4 h, 冰浴冷却, 冷冻干燥, −20℃保存, 待紫外光谱测试, 

抗氧化活性测试及体外模拟胃肠道消化后的抗氧化测试[23]。 

1.3.6  数据处理 

所有数据平行测 3 次, 结果均以平均值±标准偏差表

示。数据分析采用标准方差分析, 多重分析使用 SPSS 17.0

进行 t 检验 , 两组数据有显著差异的用不同字母表示

(P<0.05), 差异不显著的用同一字母表示(P>0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  蛋白提取的工艺优化 

2.1.1  红凤菜蛋白质等电点 

蛋白质是两性电解质, 溶液的 pH 会影响其分子的电

荷性质和质量。当蛋白质处于等电点时, 净电荷为零, 相

邻的分子之间没有静电斥力 , 容易聚沉 , 此时溶解度最

低。pH 偏离等电点时, 蛋白质分子携带同种符号的净电荷, 

相邻的分子相互排斥, 阻止单个分子聚集成沉淀, 这时溶

解度较大[24]。结果显示, pH 为 4.2 时, 上清中的吸光度值

最低, 即蛋白质含量最少, 说明大部分蛋白质已经沉淀。

越偏离 4.2, 蛋白质溶解度越大, 沉淀越少, 因而上清液中

检测到的蛋白质含量越多。据此可以判定红凤菜蛋白质的

等电点为 4.2, 所以调节提取液 pH 为 4.2 进行后续试验。 

2.1.2  超声处理对蛋白质提取率的影响 

植物组织的细胞壁主要成分为纤维素和果胶。纤维素

链在细胞内捆绑在一起 , 提供了强度 , 当细胞被拉伸时, 

纤维素链相互滑动, 提供了延展性[25]。要使蛋白质溶出, 

必须先破坏这层壁垒。超声通过液体介质形成许多密集的

小气泡, 这些小气泡迅速炸裂, 产生的能量可以使细胞组
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织破碎, 细胞壁及细胞内含物得以溶出。较低功率的超声

处理不足以提供足够的能量, 细胞壁破碎不完全, 适当提

高功率(小于 300 W)能够明显提高蛋白质提取率。过高的

功率(大于 300 W)会使小气泡产生和炸裂的速度加快, 热

效应明显, 局部温度过高会使蛋白发生热变性, 不利于提

取。另外过于密集而迅速的气泡炸裂也会使部分蛋白分子

结构被破坏, 电荷组成改变, 导致蛋白质提取率降低。 

超声处理时间对红凤菜蛋白质提取率有一定的影响。

在 20 min 之前, 延长处理时间可以显著增加提取率。超过

20 min 之后, 蛋白质提取率有所下降。处理 20 min 已经能

使绝大部分组织破碎, 蛋白质容易溶出; 长处理时间, 超

声产生的空穴效应和热效应会使蛋白质部分发生变性, 还

可能会使蛋白分子的肽键断裂, 形成一些链长较短的多肽

片段, 而这些多肽片段在下一步的等电点沉淀步骤中难以

被沉淀下来, 最终造成蛋白质提取率下降[26]。因此选择超

声功率为 300 W, 时间为 20 min。 

2.1.3  高速剪切对蛋白提取率的影响 

转子与定子作相对的高速旋转, 引起的层流、湍流和

空穴效应使物料受到强大的剪切力、摩擦力、高频振动等

物理作用, 从而被有效地分散和粉碎, 达到物料超细粉碎

的效果。因此在处理含纤维较多、较硬的颗粒物料方面, 高

剪切处理效果良好[27‒28]。高剪切处理可以有效增加红凤菜

蛋白质提取率。在剪切 6 次时, 蛋白质提取率达到最高值。

剪切次数过多, 可能会使提取液黏稠度过大, 产生糊化等

现象, 不利于蛋白的提取。因此, 本研究选择高剪切处理

次数为 6 次。 

2.1.4  提取单因素结果 

提取时间在 0.5~2.5 h 之间时, 蛋白质提取率与提取

时间呈正相关, 2.5~3.0 h 提取率不再增加。蛋白质是一类

具有长链的生物大分子, 其复杂的盘绕折叠结构会让它和

细胞组织中的其他物质互相包埋或者绞联, 需要一定时间

才能溶出至提取液中。2.5 h 已能使提取液中的蛋白浓度基

本达到饱和, 蛋白质提取率达到最大, 再增加时间不能使

提取率再升高。所以选择提取时间为 2.5 h, 并设置为固定

条件。 

在 20~50℃之间, 随着温度的升高, 蛋白质提取率随

之增加, 50℃时达到最大值, 50℃后蛋白质提取率有所下

降。蛋白质的溶出需要一个适当的温度。温度的升高, 有

利于蛋白质分子的舒展, 与其他物质之间的包埋或者绞联

减少, 从而有利于蛋白质溶出, 提取率上升。但蛋白质是

热不稳定、对温度较为敏感的物质, 过高的温度会使蛋白

质的空间结构遭到破坏, 甚至分解, 等电点改变, 导致酸

沉时沉淀减少, 提取率降低。另外, 过高的温度会使组织

中的糖类、脂肪等其他物质溶解到提取液中, 分子密度增

大, 提取液黏度增加, 会降低蛋白质的溶解度, 提取率下

降[29]。所以红凤菜中蛋白质的最佳提取温度为 50℃。 

提取液的 pH 对提取率的影响较大。低于 8.0 时, 增

加提取液的碱性, 能够使蛋白分子带更多的负电荷, 增加

静电斥力, 蛋白质分子分散均匀, 从而提高蛋白质的溶解

度, 因此提取率逐步上升。连接蛋白分子基本单元氨基酸

的是肽键。肽键较不稳定, 在强酸强碱下会断裂, 造成蛋

白部分水解成氨基酸、多肽。提取液 pH 超过 8.0 后, 蛋白

质提取率随着溶液碱性的增加而下降。因此, 提取液最适

合的 pH 为 8.0。 

在料液比为 1:10 时, 红凤菜中蛋白质提取率最低, 溶

剂太少会使提取液黏度大, 单位体积内蛋白浓度高, 导致

蛋白溶出受阻。随着提取液用量的增加, 蛋白质得以分散, 

单位体积内浓度较低 , 增加细胞内外的渗透压力 , 所以

蛋白质提取率与提取液用量呈正相关。当料液比为 1:40

时, 蛋白质提取率最高, 继续增加提取液用量, 蛋白质的

提取率有所下降。提取液中大部分为水分子, 提取液量的

增加使蛋白质表面的亲水性基团形成水化层, 使蛋白质

颗粒之间距离增大 , 随着溶剂体积的增加 , 影响红凤菜

中蛋白质的析出效果, 蛋白质提取率降低。因此最适料液

比为 1:40。 

2.1.5  响应面试验结果 

料液比、提取液 pH 和提取温度对蛋白质提取率的响

应面试验方案及结果见表 2。 

 
表 2  Box-Behnken 试验方案设计及试验结果 

Table 2  Box-Behnken experimental design and results 

试验序号
A 料液比

(g:mL) 
B 提取液 

pH 
C 提取温度

/℃ 
提取率 

/% 

1 1:30 7.5 40.0 56.18 

2 1:50 8.0 30.0 77.95 

3 1:40 7.5 50.0 67.92 

4 1:30 8.0 50.0 61.80 

5 1:40 8.0 40.0 79.36 

6 1:40 8.0 40.0 78.59 

7 1:30 8.5 40.0 66.85 

8 1:40 8.5 30.0 71.53 

9 1:50 8.0 50.0 70.10 

10 1:40 8.0 40.0 80.88 

11 1:30 8.0 30.0 58.69 

12 1:40 8.0 40.0 78.92 

13 1:50 7.5 40.0 76.44 

14 1:40 8.0 40.0 79.59 

15 1:40 8.5 50.0 70.96 

16 1:40 7.5 30.0 68.77 

17 1:50 8.5 40.0 70.84 

 
回归模型的方差分析见表 3。从表 3 中可分析建立红

凤菜蛋白质提取回归模型的可信度, 该回归方程的失拟项

大于 0.05, 模型 P 值小于 0.0001, 说明该方程的拟合度较

好, 该模型极显著, 因此该回归方程可以指导红凤菜中蛋

白质的提取。该模型拟合出的回归方程为:  
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Y=79.47+9.48A+0.86B+0.23C‒0.068AB‒0.74AC+0.070BC
‒6.78A2‒6.12B2‒3.56C2 

方差分析显示, 模型P<0.0001, 回归方程R2=0.9936, 失

拟项 P=0.4128, 说明此模型极显著, 与实际拟合情况很好, 

误差小, 模型成立。A、B、A2、B2、C2、AB、AC 均为极显著

(P<0.0001), C 为显著, 说明这几个因素对红凤菜中蛋白质提

取均有极显著的影响。比较 F 值大小可以看出 3 个因素对红

凤菜中的蛋白质提取率的影响主次顺序为: A＞B＞C。各因素

之间交互作用对蛋白质提取率的影响依次为: AB＞AC＞BC。 

图 1 是各因素对蛋白质提取率的响应面及等高线。响

应面图坡度的陡峭程度及等高线的椭圆度可以反映出两个

因素交互显著程度。响应面曲线坡度越大, 等高线越密集

且呈现椭圆状, 则表明该因素值的改变对蛋白质提取率的

影响越大, 两因素的交互作用越显著。从图 1 可以看出, 3

个响应面图的曲面都呈中心最高, 四周向下倾斜形状, 两两

因素的等高线基本都呈椭圆形, 其中料液比与 pH 等高线的

椭圆度最大, 说明各因素对蛋白质提取率的影响较大, 各因

素交互作用明显, 其中料液比与 pH 的交互作用最明显。 

经拟合, 最优试验方案为料液比 1:47.30, pH 8.40, 提

取温度 46.71℃, 预测值为 80.23%。将最优方案取整, 在料

液比 1:47, pH 8.40, 提取温度 46.7℃条件下进行 3 次平行

试验, 平均值为 79.64%, 与预测值非常接近, 说明该拟合

模型可靠。 

2.2  蛋白质酶解条件优化 

2.2.1  酶的选择 

由图 2 可知, 红凤菜蛋白用中性蛋白酶酶解后, 其

水解产物的水解度最高 , 同时 , 对自由基清除的能力均

比其他蛋白酶处理的效果要好。试验条件下, 水解度为

29.47%, 对 DPPHꞏ和 ABTS+ꞏ的清除率分别为 79.82%、

68.50%。所以后续试验中均采用中性蛋白酶对红凤菜蛋

白进行水解。 

 
表 3  响应面试验回归模型方差分析 

Table 3  Analysis of variance for the fitted regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性 

模型 918.10 9 102.01 120.92 <0.0001 ** 

A 335.53 1 335.53 397.73 <0.0001 ** 

B 14.77 1 14.77 17.51  0.0041 ** 

C 4.74 1 4.74 5.62  0.0495 * 

AB 66.18 1 66.18 78.44 <0.0001 ** 

AC 30.03 1 30.03 35.60  0.0006 ** 

BC 0.02 1 0.02 0.02  0.8832  

A2 222.86 1 222.86 264.17 <0.0001 ** 

B2 89.69 1 89.69 106.31 <0.0001 ** 

C2 107.71 1 107.71 127.67 <0.0001 ** 

残差 5.91 7 0.84    

失拟项 2.81 3 0.94 1.21  0.4128  

净误差 3.09 4 0.77    

总误差 924.01 16     

注: **表示差异极显著(P<0.01), *表示差异显著(P<0.05)。 
 

 
 

图 1  各因素对红凤菜蛋白提取率响应面及等高线 

Fig.1  Response surface and contour lines of various factors on Gynura bicolor protein extraction rate 
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图 1(续)  各因素对红凤菜蛋白提取率响应面及等高线 

Fig.1  Response surface and contour lines of various factors on Gynura bicolor protein extraction rate 

 

 
 

注: 同一类别不同字母代表同一指标间差异具有显著性, P<0.05, 

下同。 

图 2  不同蛋白酶对红凤菜蛋白水解度及水解产物对自由基清除

率的影响(n=5) 

Fig.2  Effects of different proteases on degree of Gynura bicolor protein 
hydrolysis and free radical scavenging rate of hydrolysates (n=5) 

 

2.2.2  酶解单因素红凤菜蛋白酶解产物抗氧化活性的影响 

(1) pH 对红凤菜蛋白酶解产物抗氧化活性的影响 

蛋白质对 pH 比较敏感, pH 的改变容易使蛋白质分

子的解离状态发生变化 , 使底物不能和酶结合 , 或者结

合后不能生成产物。pH 还会影响酶分子活性部位上有关

基团的解离 , 从而影响与底物的结合或催化 , 酶活性降

低。另外, pH 也可能影响到中间络合物的解离状态, 不

利于催化生成产物[24]。如图 3A 所示, 当 pH 为 7.0 时, 酶

解产物对自由基的清除效果最佳, 与其他 pH 条件下的

效果有明显区别。因此本研究中, 中性蛋白酶酶解红凤

菜蛋白的最佳 pH 为 7.0。 

(2)酶解温度对红凤菜蛋白酶解产物抗氧化活性的影响  

蛋白酶需要在适合的温度下才能发挥最大作用, 温

度过低酶促反应进行缓慢, 温度过高会导致酶部分失活。

如图 3B 所示, 温度为 55℃时, 酶解产物对自由基的清除

率最高, 说明在这个温度下酶解产生的活性肽最多, 最容

易发挥抗氧化性, 因此, 选择酶解温度为 55℃。 

(3)酶解时间对红凤菜蛋白酶解产物抗氧化活性的影响 

中性蛋白酶的对蛋白质的水解条件比较温和, 因此, 

蛋白质的水解需要一定的时间。如图 3C 所示, 在 3 h 以内, 

酶解产物对自由基的清除率随着时间的延长而升高, 酶解

时间为 3 h 时, 对 DPPH 自由基和 ABTS+自由基的清除率

最高, 分别 80.09%和 70.44%。3 h 之后则呈缓慢下降趋势。

本研究选择酶解时间为 3 h。 
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图 3  酶解各因素对自由基清除率的影响(n=5) 

Fig.3  Effects of enzymatic hydrolysis factors on free radical scavenging rate (n=5) 

 
(4)酶添加量对红凤菜蛋白酶解产物抗氧化活性的影响 

如图 3D 所示, 酶添加量在 3000 U 以内时, 酶的增多

有利于提高酶解产物的抗氧化性能, 加酶量为 3000 U 时, 

对 DPPH 自由基和 ABTS+自由基的清除率最高, 分别为

81.17%和 70.01%。此后再增加酶的投入量, 酶解产物对自

由基的清除率有略微下降。可见酶添加量为 3000 U 时, 能

产生最多的活性肽。酶添加量太少, 仍有部分蛋白质未能

被催化水解, 肽产生量少。酶添加量过多则容易使蛋白质

过度水解, 形成游离氨基酸, 活性肽含量减少。因此选择

的酶添加量为 3000 U。 

综上, 酶添加量为3000 U, 反应温度为55℃, pH为7.0, 

反应时间为 3 h 的条件下, 酶解产物的抗氧化性能最佳。 

2.3  不同分子量组酶解产物的抗氧化活性 

经过超滤膜分级, 得到了不同分子量组的产物。如图

4 所示, 分子量对红凤菜多肽的抗氧化性能影响显著。分

子量小于 1 kDa 时, 多肽对 DPPH 和 ABTS+自由基的清除

率最高, 与其他组有显著区别。分子量在 1~3 kDa 之间和

在 3~5 kDa 之间的多肽对两种自由基的清除能力区别不明

显。分子量大于 5 kDa 时, 多肽对两种自由基的清除率最低。

有研究表明, 郫县豆瓣酱的水溶性肽中, 分子量小于 1 kDa

的多肽比高分子量的多肽能更有效地清除 DPPH 自由基和

ABTS+自由基[30], 这与本研究结果相一致。多肽抗氧化作

用的发挥与其氨基酸组成尤其是表面氨基酸残基组成以及

多肽的疏水性有重要关系[31]。疏水性氨基酸含量高的多肽

具有更好的抗氧化作用[32]。蛋白质的分子量大, 链长比较

长, 折叠盘绕成复杂的大基团, 许多具有抗氧化活性的疏 
 

 
 

图 4  分级产物的自由基清除效果(n=5) 

Fig.4  Free radical scavenging effects of graded products (n=5) 
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水性氨基酸被包埋在分子内部而不能发挥作用。蛋白质被

酶解成小片段多肽后, 被包埋的活性氨基酸暴露于多肽片

段表面 , 能更好的发挥抗氧化作用。此外 , 分子量更小

(Mw<1 kDa)的多肽更容易通过上皮细胞而被机体吸收 , 

发挥活性作用[33]。 

2.4  红凤菜多肽糖基化改性 

从图 5 可看出, 红凤菜多肽与木糖进行美拉德反应后, 

抗氧化性能明显提高, 对 DPPH 自由基和 ABTS+自由基的清

除率分别提高了7.99%和11.37%。为了产品的进一步使用, 研

究了体外模拟胃肠道消化前后红凤菜多肽及其与木糖美拉德

反应产物的抗氧化性能, 发现未经糖基化的多肽经过消化后, 

抗氧化性能有所降低, 其中对 DPPH 自由基的清除率降低显

著, 对 ABTS+自由基的清除率有所降低, 但是变化不显著。

经过糖基化改性后, 对两种自由基的清除率有略微的升高。

综上可知, 糖基化改性对提高多肽的抗氧化性能有明显作

用。可能是因为经过美拉德反应, 糖裂解产生酮、醛等小分

子中间体, 这些小分子活性产物可以聚合或与多肽结合形成

黑色素[34], 这是美拉德反应产物中重要的抗氧化成分。 

 

 
 

图 5  糖基化改性对 DPPH 自由基(A)和 ABTS+自由基(B)抗氧

化活性的影响(n=5) 

Fig.5  Effects of glycosylation modification on DPPH (A) and 
ABTS+ (B) free radical antioxidant activity (n=5) 

3  结  论 

本研究采取超声处理, 浸提配合间歇式高剪切的方式, 

通过单因素、响应面试验对红凤菜中的蛋白质提取工艺进行

了优化, 在最优条件下, 蛋白质提取率为 79.64%。用蛋白酶

水解红凤菜蛋白制备活性肽, 以抗氧化性能为指标筛选合

适的蛋白酶并优化酶解条件, 酶解产物有较好的抗氧化性

能。用超滤膜对水解产物进行分级, 选取 Mw<1 kDa 的多肽

与木糖进行美拉德反应, 反应产物对 DPPH 自由基和

ABTS+自由基的清除率分别为 87.65%、80.65%。经过糖基

化改性的多肽经过胃肠道体外模拟消化后, 抗氧化活性并

未降低, 更耐消化。本研究制备的多肽营养成分高, 鲜味突

出, 易被人体吸收且具有较好的抗氧化性, 在多种食品加工

方面具有潜在价值。 
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