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摘 要：以玉米胚芽粕为原料，研究超声波辅助碱性蛋白酶提取玉米胚芽粕水解蛋白的工艺条件。通过单因素试验

初步确定超声波辅助酶法提取玉米胚芽粕水解蛋白的条件，在单因素试验基础上进行正交试验设计，并测定其抗氧

化活性。结果表明，最优提取条件为超声温度 50 ℃、超声时间 50 min、超声功率 140 W，在此条件下，玉米胚芽粕的

水解蛋白提取率为 90.6%。对 DPPH自由基和羟自由基的 IC50分别为 17.56 µg/mL和 28.41 µg/mL。
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Antioxidant Activity
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Abstract：The ultrasound ‑ assisted enzymatic extraction was employed to extract corn germ meal protein.
Single factor tests were carried out to preliminarily determine the extraction conditions affecting the protein ex‑
traction rate. Furthermore，the orthogonal design was employed to optimize the extraction conditions. Finally，
the antioxidant characteristics of the extracted protein were determined. The results showed that the optimal ex‑
traction conditions were ultrasound treatment at 50 ℃ and 140 W for 50 min，under which the protein extrac‑
tion rate from maize germ meal was 90.6%. The IC50 values of the extracted protein for scavenging the DPPH
and hydroxyl free radicals were 17.56 µg/mL and 28.41 µg/mL，respectively.
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玉米胚芽粕是玉米胚芽油生产的主要副产物[1]。
玉米胚芽作为玉米萌发的基础，含有全面且丰富的营

养物质，玉米中的蛋白质分布主要集中在玉米胚芽，去

除油脂的玉米胚芽粕所含营养物质丰富，具有极大的

开发利用价值。玉米胚芽粕中必需氨基酸赖氨酸和蛋

氨酸含量分别是玉米的 3.2倍和 1.4倍，其中赖氨酸是

玉米蛋白中易缺乏的限制氨基酸。目前，玉米胚芽粕

在国内主要作为动物饲料使用[2]，玉米胚芽粕可以提

高畜类的生长性能、胴体品质、肉质及肉风味，增加禽

类的产蛋率等[3]，但其利用效率相对较低[4]。玉米胚芽

蛋白的功能特性研究主要包括溶解性、吸油性、吸水

性、乳化性等[5]，玉米胚芽中的蛋白质还具有降低血压

的作用[6]，近年关于玉米胚芽蛋白抗氧化活性和护肝

作用的研究较多[7‑10]。
目前玉米胚芽内蛋白的提取方法有微生物发酵

法[11]、反胶束法[12]、醇法[13]、酶法[14‑15]等。此外还有一些
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关于物理方法辅助提取大豆蛋白的研究，但鲜有利用

超声波辅助酶法提取玉米胚芽粕蛋白的研究。在众多

提取方法中，酶法制备的反应条件温和，而且酶的来源

众多，对提取的影响差异较大，酶的专一性特点也保证

了产物的专一性，目标产物的安全性也优于其他方法。

超声辅助法是将超声波产生的空化、振动、粉碎、搅拌

等综合效应应用到天然产物成分提取工艺中，使生物

体细胞壁破碎，细胞内容物溢出的过程，过程中可以辅

助其他物理、化学生物方法，提高目标产物提取率。利

用空穴效应、热效应和机械效应，提高被提取成分的溶

出速度，不影响提取物的结构、活性，常用于提取植物

内的有效成分[16‑18]。本试验以玉米胚芽粕为原料，研究

超声波辅助碱性蛋白酶提取水解蛋白，并对提取水解

蛋白的抗氧化活性进行研究，以期为玉米胚芽粕在食品、

医药等领域的应用提供科学依据，提高其应用价值。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

玉米胚芽粕：黑龙江昊天玉米开发有限公司；碱性

蛋白酶（200 000 U/g）：郑州万搏化工产品有限公司；牛

血清蛋白、考马斯亮蓝、铁氰化钾、三氯乙酸、三氯化

铁、1，1‑二苯基‑2‑三硝基苯肼（1，1‑diphenyl‑2‑picrylhy‑
drazyl，DPPH）、邻二氮菲（均为分析纯）：天津光复科技

发展有限公司。

1.2 仪器与设备

电子分析天平（BT 2202S）、数显恒温水浴锅（HH‑
2）：常州越新仪器制造有限公司；台式低速离心机（80‑
2）：常州天璞仪器有限公司；紫外分光光度计（722）：上

海精密科学仪器有限公司；电热恒温水浴锅（HH‑W）：

上海跃进机械厂；双频数控超声清洗器（KQ‑200VDE）：

昆山市超声仪器有限公司；酸度计（PHS‑3C）：杭州齐

威仪器有限公司；数显鼓风干燥箱（GZX‑9240）：上海

博迅实业有限公司医疗设备厂。

1.3 试验方法

1.3.1 玉米胚芽粕水解蛋白提取工艺流程

玉米胚芽粕→粉碎→过筛（60 目，25 mm）→脱脂

（体积比 1∶1 加入石油醚，1.5 h）→烘干（50 ℃，2 h）→
加去离子水→碱性蛋白酶酶解[15]→超声处理→灭酶

（80 ℃，10 min）→离心（4 000 r/min，20 min）→酶解

液→测水解蛋白含量。

1.3.2 水解蛋白含量测定及标准曲线的绘制

采用考马斯亮蓝染料比色法测定水解蛋白含量，

以吸光度为横坐标，水解蛋白含量为纵坐标，得到标准

曲线回归方程为 y=0.418x+0.012 7，R2为 0.988。
1.3.3 超声波辅助碱性蛋白酶提取单因素试验

各因素参考条件设为酶解 pH9.5、碱性蛋白酶添

加量 3%、酶解时间 40 min、酶解温度 40 ℃。分别称

取 2.0 g已脱脂玉米胚芽粕 5份放入烧杯中，按料液比

1∶20（g/mL）各加入 40 mL 蒸馏水，同时置于 40 ℃水

浴，低速振荡 1.5 h，调节 pH值至 9.5，按 1%、2%、3%、

4%、5% 加入碱性蛋白酶，烧杯口用保鲜膜密封，以防

液体损失。放入超声仪器中，进行碱性蛋白酶添加量

单因素试验。用相同方法分别以超声温度、超声时间、

超声功率为单因素进行酶解试验，设置不同超声温度

（30、40、50、60、70 ℃）、超 声 时 间（20、30、40、50、
60 min）、超声功率（80、100、120、140、160 W）为单因素

条 件 。 酶 解 后 升 温 至 80 ℃灭 酶 10 min，酶 解 液

4 000 r/min 离心 20 min，取上清液 5 mL，以蒸馏水定

容至 100 mL，备用，测定水解蛋白提取率。

1.3.4 水解蛋白提取率计算

水解蛋白提取率（X，%）计算公式如下。

X = m1
m × 100

式中：m1为酶解液中水解蛋白含量，%；m 为原料

液中蛋白质含量，%。

1.3.5 正交试验

以超声辅助碱性蛋白酶酶解过程的超声时间、超

声温度、超声功率为正交试验因素，采用 L9（33）的正交

试验方法优化水解蛋白的提取工艺，正交因素水平

见表 1。

1.3.6 玉米胚芽粕水解蛋白抗氧化活性测定

与相同浓度的抗坏血酸（VC）作比对，研究玉米胚

芽粕水解蛋白的抗氧化活性。

1.3.6.1 DPPH自由基的清除作用测定

样品组：取 2 mL消化后的样品于干净烧杯中，加

入等体积的 DPPH溶液，充分混合。空白组：取消化后

的 2 mL样品放入干净的烧杯中，与等体积的无水乙醇

溶液充分混合。对照组：用 2 mL蒸馏水代替 2 mL消化

后的样品，在干净烧杯中加入等体积的 DPPH溶液，充

分混合。将各混合溶液置于暗处 30 min后，采用紫外分

光光度计测定其在 517 nm处的吸光度[19‑20]，分别记为

Ai、Aj、Ac。DPPH自由基清除率（I，%）计算公式如下。

I = ( )1 - A i - A jAc
× 100

1.3.6.2 羟自由基的清除作用测定

参考库咏峰[21]的方法测定羟自由基清除率。对照

组：取 2 mL 0.2 mol/L pH7.4 的磷酸缓冲液，加入 1 mL

表 1 L9（33）正交试验因素水平

Table 1 Factors and levels of L9（33）orthogonal design

水平

1
2
3

A超声温度/℃
40
50
60

B超声时间/min
40
50
60

C超声功率/W
120
140
160
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蒸馏水、1 mL FeSO4（0.75mol/L）和 1 mL H2O2（0.01%），

持续振荡 1 min，再加入 1 mL 邻菲罗啉。空白组：取

2 ml 0.2mol/L pH7.4 的磷酸缓冲液，加入 1 mL 蒸馏水

持续振荡 1 min，再加入 1 mL 邻菲罗啉。样品组：取

2 mL 0.2 mol/L pH7.4 的磷酸缓冲液，加入 1 mL 样品、

1 mL FeSO4（0.75 mol/L）和 1 mL H2O2（0.01%），持续振

荡 1 min，再加入 1 mL邻菲罗啉。采用紫外分光光度

计在波长 536 nm 下测定其吸光度，分别记为 Ap、Ab、
As。羟自由基清除率（d，%）计算公式如下。

d = As - Ap
Ab - Ap × 100

1.3.6.3 还原力的测定

铁离子还原能力（ferric ion reducing antioxidant
power，FRAP）测 定[22]：准 备 醋 酸 ‑醋 酸 钠 缓 冲 液

（0.3 mol/L、pH3.6）、盐酸（40 mmol/L）配制的 2，4，6‑三
（2‑吡啶基）‑1，3，5‑三嗪[2，4，6‑ tri（2‑pyridyl）‑1，3，5‑
triazine，TPTZ]（10 mml/L）及 超 纯 水 配 制 的 FeCl3
（20 mmol/L）溶液，按照体积比 10∶1∶1 混合后制得所

需 FRAP 溶液。0.1 mL 消化溶液加入 1.8 mL FRAP，
再加入 3.1 mL 去离子水，在 20 ℃下反应 8 min，于
593 nm下测定其吸光度。还原力（A）计算公式如下。

A = A1 - A2
式中：A1为消化样品的吸光度；A2为空白组的吸

光度。

1.4 数据处理

所有试验重复测定 3次，数据以平均值±标准差

表示。

2 结果与分析

2.1 碱性蛋白酶添加量的确定

碱性蛋白酶添加量对玉米胚芽粕水解蛋白提取率

的影响如图 1所示。

由图 1可知，碱性蛋白酶添加量由 1%增加到 5%
的过程中，玉米胚芽粕水解蛋白提取率逐渐增大，3%
为增长拐点，随后玉米胚芽粕水解蛋白提取率增加趋

势变小，与胡博等[23]研究的趋势基本一致，可能是碱性

蛋白酶添加量较大时，底物不足，产物积累对酶产生竞

争性抑制，酶解速率降低。从生产成本角度考虑，选取

3%为最佳提取条件。

2.2 超声辅助碱性蛋白酶酶解最适超声温度的确定

超声温度对玉米胚芽粕水解蛋白提取率的影响

见图 2。

从图 2可以看出，随着超声温度的升高，玉米胚芽

粕水解蛋白提取率呈现增加趋势，而且增幅较大，超声

温度为 50 ℃时，水解蛋白的提取率达到最大 87.5%；

当超声温度大于 50 ℃时，水解蛋白的提取率开始降

低。与何爽等[24]的研究趋势基本一致。经过分析可

知，超声波在破坏细胞壁释放内容物时，细胞中释放的

水解蛋白增多，温度适度升高可使水解蛋白溶解度变

大，但超声温度升高也促使水解蛋白分子运动加剧，大

量极性分子碰撞导致水解蛋白分子聚集沉降。所以，

当超声温度大于 50 ℃时，反而降低了水解蛋白的溶解

度，温度过高也会使部分水解蛋白变性，造成损失。因

此，选取超声波辅助酶法提取玉米胚芽粕中水解蛋白

的超声温度为 50 ℃。

2.3 超声辅助碱性蛋白酶酶解最适超声时间的确定

超声时间对玉米胚芽粕水解蛋白提取率的影响

见图 3。

从图 3 可以看出，超声时间从 20 min 延长到

图 1 碱性蛋白酶添加量对玉米胚芽粕水解蛋白提取率的影响

Fig.1 Effect of enzyme addition amount on the extraction rate of
maize germ meal protein
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图 2 超声温度对玉米胚芽粕水解蛋白提取率的影响

Fig.2 Effect of ultrasonic temperature on the extraction rate of
maize germ meal protein

图 3 超声时间对玉米胚芽粕水解蛋白提取率的影响

Fig.3 Effect of ultrasonic time on the extraction rate of maize
germ meal protein
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50 min，蛋白质的提取率逐渐增大，当超声时间为

50 min时，超声波辅助碱性蛋白酶酶解的水解蛋白提

取率达到最大 88.5%；而超声时间从 50 min 延长到

60 min 时，水解蛋白提取率逐渐下降。与薛颖等[25]研
究的趋势相似。提取率上升是因为超声波能加速释放

细胞内物质，利于其扩散与溶解。造成下降趋势的原

因可能是随着超声波作用时间延长，提取的水解蛋白

易受到微生物的污染而变性，或者溶液温度逐渐升高

导致水解蛋白变性。玉米胚芽粕的松散程度逐渐接近

极限，不再继续提高玉米胚芽粕水解蛋白渗出速度。

超声波的两种作用相互影响，可能造成了玉米胚芽粕

水解蛋白提取率的波动。当水解蛋白变性达到一定程

度时，提取率不再上升。因此，初步确定最佳超声时间

为 50 min。
2.4 超声辅助碱性蛋白酶酶解最适超声功率的确定

超声功率对玉米胚芽粕水解蛋白提取率的影响

见图 4。

从图 4可以看出，当超声功率从 80 W增加到 100 W
时，提取率增幅较小，当继续增加到 120 W时，超声波

辅助碱性蛋白酶酶解阶段的水解蛋白提取率缓慢增加

由 77%增加到 82%，这可能是由于在此阶段超声功率

与最适超声功率数值相差太多，使得细胞不能达到很

好的破碎效果，不能使细胞中的内容物充分释放；当超

声功率继续升高达到 140 W时，水解蛋白的提取率达

到 87%，继续增加超声功率，水解蛋白提取率增幅变缓，

可能是因为 140 W已经最大程度破坏了细胞结构，内

部蛋白已经基本释放完全，继续增加功率意义不大，从

经济、能耗角度考虑，选择 140 W作为最适超声功率。

2.5 正交试验设计及结果分析

以超声酶解过程的超声时间、超声温度、超声功率

为影响因素，水解蛋白提取率为考察指标，进行正交试

验设计，结果见表 2。方差分析见表 3。
由表 2可知，各因素对水解蛋白的提取率影响主

次为 B>C>A，即超声时间对其影响最大，其次为超声

功率和超声温度。由表 3可以看出，超声时间对蛋白

提取率的影响最大，超声温度对蛋白提取率的影响最

小，根据 F 值的大小，得到的各因素对水解蛋白的提

取率影响主次为超声时间>超声功率>超声温度，这与

极差分析所得结果一致。

结果表明，水解蛋白提取最优组合为 A2B2C2，即超

声温度 50 ℃、超声时间 50 min、超声功率 140 W。在

A2B2C2条件下进行超声辅助酶解，最终得到的玉米蛋

白提取率为 90.6%，高于正交试验任一组。因此，

A2B2C2为提取玉米蛋白的最佳条件。

2.6 抗氧化活性测定结果

2.6.1 DPPH自由基清除能力

超声波辅助碱性蛋白酶酶解提取液 DPPH自由基

清除能力如图 5所示。

图 4 超声功率对玉米胚芽粕水解蛋白提取率的影响

Fig.4 Effect of ultrasonic power on the extraction rate of maize
germ meal protein
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试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
k1
k2
k3
R

最优水平

最优组合

A超声温度/℃
1（40）
1
1

2（50）
2
2

3（60）
3
3

86.433
87.267
87.133
0.834
A2

A2B2C2

B超声时间/min
1（40）
2（50）
3（60）
1
2
3
1
2
3

85.267
89.200
86.367
3.933
B2

C超声功率/W
1（120）
2（140）
3（160）
2
3
1
3
1
2

85.300
88.100
87.433
2.800
C2

提取率/%
83.5
89.5
86.3
86.7
90.4
84.7
85.6
87.7
88.1

因素

A
B
C

误差

偏差平方和

1.03
25.05
12.66
0.82

自由度

2
2
2
2

均方

0.51
12.53
6.33
0.41

F值

1.26
30.72
15.52

P值

0.44
0.03
0.06

表 2 正交试验结果

Table 2 Orthogonal test results

表 3 水解蛋白提取率方差分析

Table 3 Analysis of variance of the extraction rate of protein

注：P<0.05表示影响显著。

图 5 玉米胚芽粕水解蛋白 DPPH 自由基清除能力

Fig.5 Scavenging effect of maize germ meal protein on DPPH
free radicals
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由图 5可知，与常用的食品抗氧化剂 VC作比较，

在相同浓度下，超声波辅助碱性蛋白酶提取液对

DPPH 自由基的清除能力略低于 VC，且二者清除率变

化趋势相似。浓度为 10 µg/mL时，两者均具有较好的

清除率，均高于 55%，随着提取液浓度的增加，DPPH
自由基的清除率增加并趋于平缓。提取液中含有可以

提供电子的产物，这些消化产物可与 DPPH 自由基进

行反应，结合转化成为为稳定产物，终止自由基的连锁

反应。当提取液浓度达到 50 µg/mL时，提取液对 DPPH
自由基的清除率与 VC曲线相差最小。经 SPSS软件做

线性回归后得半抑制浓度 IC50值为 17.56 µg/mL。
2.6.2 羟自由基清除能力

超声波辅助碱性蛋白酶酶解提取液羟自由基清除

能力如图 6所示。

由图 6可知，在相同浓度下，提取液的羟自由基清

除率变化趋势与 VC相似，羟自由基清除率随着浓度增

大而增加。可以推测，同 DPPH自由基清除率一样，提

取液中含有可以提供电子的产物，这些消化产物可与

羟自由基进行反应，结合转化成为稳定产物，终止自由

基的连锁反应。当提取液浓度达到 50 µg/mL时，提取

液的羟自由基清除率与 VC标准曲线相差最小，可知在

此浓度时，羟自由基清除能力较好。经 SPSS软件做线

性回归后得半抑制浓度 IC50值为 28.41 µg/mL。
2.6.3 还原力

超声波辅助碱性蛋白酶酶解提取液还原力如图 7
所示。

由图 7 可知，在相同浓度下，提取液还原力变化

趋势与 VC相似，吸光度随浓度增加而增大，测得吸光

度越大，说明还原力越强。当提取液浓度为 50 µg/mL
时，其吸光度与 VC 标准曲线相差较小，还原力与 VC
相似。可能是由于提取蛋白液中氨基酸侧链羧基数

量引起螯合能力的变化，玉米胚芽粕水解蛋白氨基酸

侧链中活性部位暴露，导致水解物的 Fe2+螯合能力

增强。

3 结论

以玉米胚芽粕为原料，采用超声波辅助酶解的方

法提取玉米胚芽粕中的水解蛋白。通过单因素试验确

定最佳的试验条件，再通过正交试验优化了超声辅助

酶法从玉米胚芽粕中提取蛋白的提取工艺，结果表明，

最优提取工艺为超声温度 50 ℃、超声时间 50 min、超
声功率 140 W，从玉米胚芽粕中提取水解蛋白的提取

率可达到 90.6%。在最优条件下超声波辅助碱性蛋白

酶酶解后的提取液对 DPPH自由基和羟自由基 IC50分
别为 17.56 µg/mL和 28.41 µg/mL。
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图 7 玉米胚芽粕水解蛋白还原力

Fig.7 Reducing power of maize germ meal protein
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