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摘  要 

为探究牡丹籽粕多肽作为抗氧化功能性食品成分的可能性，本研究以牡丹籽粕蛋白为原料，对牡丹籽粕

抗氧化肽的制备工艺进行优化。首先，以水解度(DH)和1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)自由基清除率

为指标，通过单因素试验，确定了酶解温度、时间、酶浓度、pH、底物浓度对牡丹籽粕蛋白酶解程度和

抗氧化性的影响。在此基础上，采用四因素三水平L9(34)正交试验，优化抗氧化肽的最佳制备工艺，其

结果为：酶解时间2 h，pH为9.5，酶解温度60℃，底物浓度10%，酶浓度1.30%。随后，将牡丹籽粕多

肽进行体外模拟消化，探究消化对其抗氧化性的影响。研究发现除2,2'-联氮双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺
酸)二铵(ABTS+)清除能力没有明显差别外，超氧阴离子( 2O− )自由基清除率和还原力分别提高了13.40%
和14.79%，表明牡丹籽粕的抗氧化性功能肽不会被胃肠消化破坏。本研究为牡丹籽粕多肽应用于食品

体系提供理论支持。 
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Abstract 
In order to explore the possibility of peony seed meal peptides as antioxidant functional food com-
ponents, this study optimized the preparation process of peony seed meal antioxidant peptides 
with peony seed meal protein as raw materials. Firstly, the hydrolysis degree (DH) and the free 
radical scavenging rate of 1,1-diphenyl-2-nitrophenylhydrazine (DPPH) were used as indexes, and 
the effects of hydrolysis temperature, time, enzyme concentration, pH and substrate concentration 
on the degree of proteolysis and antioxidant activity of peony seed meal were determined by sin-
gle factor test. On this basis, L9(34) orthogonal test with four factors and three levels was used to 
optimize the optimal preparation process of antioxidant peptides. The results were as follows: en-
zymatic hydrolysis time 2 h, pH 9.5, enzymatic hydrolysis temperature 60˚C, substrate concentra-
tion 10%, enzyme concentration 1.3%. Then, the peony seed meal polypeptide was simulated for 
digestion in vitro to explore the effect of digestion on its antioxidant activity. It was found that the 
scavenging capacity of 2,2'-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium (ABTS+) was 
not significantly different, the scavenging rate of superoxide anion ( 2O− ) radical and reducing pow-
er were increased by 13.40 and 14.79%, respectively, indicating that the antioxidant functional 
peptide of peony seed meal could not be damaged by gastrointestinal digestion. This study pro-
vides theoretical support for the application of peony seed meal peptides in food system. 
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1. 引言 

在人体生长过程中，自由基的过量积累会引发癌症、糖尿病、心脑血管等一系列慢性疾病[1] [2]。
因此，清除自由基对维持人体健康至关重要。随着经济的发展和科技的进步，人们开始对人工合成的抗

氧化剂提出质疑[3]。同时，天然抗氧化剂的研究引起了人们的极大兴趣[4]。生物活性肽能够以多种方

式发挥其抗炎，抗氧化等特性，包括清除自由基、抑制活性氧的产生以及抑制促炎细胞大子的释放等[5] 
[6] [7]。自然界中存在的胶原蛋白及其衍生肽具有强氧化性、强生物相容性和对人体无刺激等特点[8] [9] 
[10]。已报道多种来源的多肽具有抗氧化功能，如罗非鱼皮多肽[11]、海洋鱼低聚肽[12]、大豆多肽[13]
等。 

牡丹属毛茛科、芍药属，是多年生落叶灌木，原产于我国西北地区，目前已被广泛种植。牡丹分为

观赏型牡丹和油用型牡丹，近年来，由于国家卫生部批准牡丹籽油成为新资源食品，因此，油用型牡丹

种的植面积不断扩大，在提取油脂的过程中，牡丹籽粕的产量约为 25%~30%，研究表明，我国每年约产

生 5 × 104 吨牡丹籽壳和饼粕，其中只有少部分被用于饲料，大部分被直接丢弃[14]。牡丹籽粕蛋白含量

丰富，约占种子重量的 28%，具有良好的起泡性、持水性、乳化性和乳化稳定性，具有广阔的开发利用

前景。牡丹籽多肽是酶解牡丹籽粕的产物，具有抗氧化、抗菌、降血压及免疫调节等生物活性[15] [16]。 
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目前，对于这样一种成分安全，营养价值高，功能性较好的物质相关研究却并不充分，牡丹籽粕水

解后产生多肽抗氧化性相关研究较少，因此，本文通过测定 DPPH 清除率和 DH 对牡丹籽粕酶解工艺进

行探究。随后将牡丹籽粕多肽进行体外模拟消化，测定不同浓度多肽液的抗氧化性，以评估模拟消化对

样品抗氧化能力的影响。本研究开发了利用牡丹籽粕资源的新方法，减少了营养资源的浪费。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料与试剂 

牡丹籽粕购自山东省荷泽市尧舜牡丹生物技术有限公司；碱性蛋白酶(50 U/mg，食品级，诺维信生

物技术有限公司)；中性蛋白酶(50 U/mg，食品级，诺维信生物技术有限公司)；木瓜蛋白酶(100 U/mg，
食品级，诺维信生物技术有限公司)；风味蛋白酶(200 U/mg，食品级，诺维信生物技术有限公司)；胃蛋

白酶、胰液(食品级，美国 Sigma 公司)；氢氧化钠、盐酸、1,1-二苯基-2-苦基肼、过硫酸钾、无水乙醇、

氨基丁三醇、邻苯三酚、磷酸、铁氰化钾、碳酸氢钠、三氯乙酸及三氯化铁(分析纯，国药集团化学试剂

有限公司)。 

2.2. 主要仪器设备 

电热恒温水浴锅(HH-2，金坛区华城润华实验仪器厂)；台式酸度计(PHS-25，浙江赛德仪器设备有限

公司)；电子天平(BSA3202S-CW，梅特勒托利多常州公司)；紫外分光光度计(UV-1700，日本岛津公司)；
超低温冰箱(907，美国赛默飞世尔公司)；真空冷冻干燥机(Lab-1A-50E，北京博医康司)；高速小型离心

机(TG16G，湖南凯达科学仪器有限公司)；台式冷冻离心机(KH20R，湖南凯达科学仪器有限公司)。 

2.3. 试验方法 

2.3.1. 牡丹籽粕蛋白提取 
提取牡丹籽粕蛋白，参照阎震等人[17]方法并进行简单修改。具体方法为：按照料液比 1:10 (m/v)将

100 g 牡丹籽粕与超纯水混合，搅拌混匀，使用 0.05 M NaOH 调节溶液 pH 至 9.5，使用 100 W 超声振荡

3.5 h，超声振荡结束后冷却至室温，随后 8000 r/min 离心 10 min，收集上清液，使用 0.05 M HCl 调节上

清液 pH 至 3.6，8000 r/min 离心 10 min，收集沉淀，将沉淀冷冻干燥，−20℃冰箱储存待用。 

2.3.2. 酶解蛋白酶的筛选 
如表 1 所示，使用风味蛋白酶、木瓜蛋白酶、中性蛋白酶和碱性蛋白酶在各自最适酶解条件下对牡

丹籽粕进行酶解试验，其中底物质量分数为 0.5%，加酶量 1%，以 DH 和 DPPH 自由基清除率为指标，

找出适合酶解牡丹籽粕蛋白的蛋白酶。 
 

Table 1. Optimum enzymatic hydrolysis conditions for different proteases 
表 1. 不同蛋白酶的最适酶解条件 

蛋白酶种类 温度(℃) pH 

风味蛋白酶 55 8.0 

木瓜蛋白酶 55 7.0 

中性蛋白酶 45 7.0 

碱性蛋白酶 50 8.0 
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2.3.3. 单因素试验 
1) 酶解时间对牡丹籽粕蛋白水解度和抗氧化性的影响 
固定料液比 1:10 (m/v)，调节 pH 至 8.0，加入 0.5%的碱性蛋白酶，在 45℃分别酶解 1、1.5、2、2.5、

3 和 3.5 h。以 DH 和 DPPH 自由基清除率为指标，确定最佳酶解时间。 
2) 酶解 pH 对牡丹籽粕蛋白水解度和抗氧化性的试验 
固定料液比 1:10 (m/v)，分别调节 pH 至 7.0、8.0、9.0、10.0、11.0 和 12.0，加入 0.5%的碱性蛋白酶，

在 45℃酶解 2.5 h。以 DH 和 DPPH 自由基清除率为指标，确定最佳酶解 pH。 
3) 酶解温度对牡丹籽粕蛋白水解度和抗氧化性的试验 
固定料液比 1:10 (m/v)，调节 pH 至 8.0，加入 0.5%的碱性蛋白酶，分别在 45℃、50℃、55℃、60℃、

65℃和 70℃酶解 2.5 h。以 DH 和 DPPH 自由基清除率为指标，确定最佳酶解温度。 
4) 酶解底物浓度对牡丹籽粕蛋白水解度和抗氧化性的试验 
分别在料液比 1:10、1:15、1:20、1:25、1:30 和 1:35 (m/v)下，调节 pH 至 8.0，加入 0.5%的碱性蛋白

酶，在 45℃酶解 2.5 h。以 DH 和 DPPH 自由基清除率为指标，确定最佳酶解底物浓度。 
5) 酶浓度对牡丹籽粕蛋白水解度和抗氧化性的试验 
固定料液比 1:10 (m/v)，调节 pH 至 8.0，分别加入 0.5%、1.0%、1.5%、2.0%、2.5%及 3.0%的碱性

蛋白酶，分别在 45℃酶解 2.5 h。以 DH 和 DPPH 自由基清除率为指标，确定最佳酶浓度。 

2.3.4. 水解度测定 
因为牡丹籽粕蛋白在酶解过程中会伴随着 H+的吸收与释放，所以采用 pH-State 法测定牡丹籽粕多肽

的水解度[18]，如公式(1)所示进行计算。 

( ) bBNDH % 100
hMpα

= ×                                  (1) 

pH pKa

pH pKa
10

1 10
α

−

−=
+

 

298 TpKa 7.8
298 T

−
= +

×
 

式中：Nb——NaOH 溶液的浓度(M)； 
B——NAOH 溶液消耗的体积(mL)； 
Mp——底物中总蛋白质含量(g)； 
h——每 g 底物中肽键的毫摩尔数(7.84 mMol/g)。 

2.3.5. DPPH 自由基清除率指标的测定 
配制浓度为 0.2%的牡丹籽粕多肽溶液，再称取 0.04 g 的 DPPH，加入无水乙醇，用 100 mL 的容量

瓶定容，获得 0.1 mMol/L 的 DPPH 溶液，取 2 mL 上述样品溶液与等体积的 0.1 mMol/LDPPH 溶液充分

混匀，室温反应 30 min，待反应结束然后向比色管中加入反应液，在 517 nm 处测定溶液的吸光值并记为

Ai；将 2 mL 样品液与等体积的去离子水混合均匀作为空白组，其吸光值记为 Aj；将 2 mL DPPH 溶液与

等体积的去离子水混合均匀作为对照组，以 4 mL 无水乙醇调零，测定吸光值为 A0。如公式(2)所示进行

计算。 

( )
0

DPPH % 1 100%i jA A
A
− 

= − × 
 

自由基清除率                        (2) 
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2.3.6 正交试验 
选择酶解 pH 值，酶解温度，底物浓度和酶浓度作为正交试验的因素，根据单因素试验获得的最优

条件分別安排 3 个水平，试验指标为 DPPH∙自由基清除率，以确定酶解牡丹籽粕蛋白制备抗氧化活性肽

的最优制备条件。表 2 所示为正交试验因素水平表。 
 

Table 2. Levels of experimental factors for preparation of antioxidant active peptides by enzy-
matic hydrolysis of peony seed meal protein 
表 2. 酶解牡丹籽粕蛋白制备抗氧化活性肽试验因素水平表 

水平 
因素 

A 
温度(℃) 

B 
pH 

C 
底物浓度(%) 

D 
酶浓度(%) 

1 50 8.5 0.8 1.3 

2 55 9.0 1.0 1.5 

3 60 9.5 1.2 1.7 

2.3.7. 体外模拟胃肠道消化 
对于体外胃蛋白酶–胰蛋白酶模拟胃肠消化，溶解牡丹籽粕多肽(3% W/V)并使用 1 M HCL 将 pH 值

保持在 2.0。加入胃蛋白酶(4% m/v)，37℃孵育 2 小时。将 0.9 mM NaHCO3 溶液的 pH 值调节至 5.3，并

将 1.0 M NaOH 溶液的 pH 值调节至 7.5。加入胰蛋白酶(4% m/v)，混合，37℃反应 2 h，终止反应。煮沸

10 min 后，将混合物以 9000 r/min 离心 15 分钟。将上清液冻干并在−20℃冷藏，即得消化后的牡丹籽粕

多肽。 

2.3.8. 体外抗氧化活性测定 
按照正交试验获得的最优条件制备的多肽进行以下体外抗氧化试验[19]。 
1) 超氧阴离子(O2−)自由基清除率测定试验 
称取一定量的牡丹籽粕酶解多肽，以 0.5%为最低的底物浓度，每组㡳物浓度依次以 0.5%浓度梯度递

增，配制成 8 组等浓度梯度的酶解多肽溶液；分别准确量取 4 mL 等浓度梯度的酶解多肽溶液，加入 5 mL
浓度为 0.05 mol/L Tris-HCl 缓冲溶液，25℃恒温水浴 20 min，随后分别加入 1 mL 已在 25℃的恒温水浴

锅中预热 20 min 的浓度为 3 mmol/L 的邻苯三酚溶液，混合均匀后在 25℃下精确反应 5 min，反应结束后

立即加入 1 mL 浓度为 10 mol/L 的 HCl 溶液终止反应，于 320 nm 处测定吸光度，空白组以同体积的蒸馏

水代替样品，每个试样重复测定三次。的具体计算公式如下： 

( )
0

2
0 1% 1O 00%A A
A

− −
= ×自由基清除率                           (3) 

式中： 
A1——样品组在 5 min 时的吸光值与样品在 0 min 时的吸光值之差； 
A0——空白组在 5 min 时的吸光值与空白组在 0 min 时的吸光值之差。 
2) ABTS+自由基清除率的测定试验 
参考 Xican Li 等人[20]的研究方法，取 7.4 mmol/L 0.2 mL 的 ABTS+溶液与 2.6 mmol/L 0.2 mL 的

K2S2O8 溶液混合，在室温且四周无光黑暗的条件下反应 12 h，之后用 pH 9.4 的磷酸盐缓冲液或无水乙醇

缓稀释，使其在 734 nm 处的吸光值为 0.7 ± 0.02，该溶液就是 ABTS+工作液，4℃储存备用。 
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称取足量的牡丹籽粕酶解多肽，配制成以 0.025%为最低浓度，浓度梯度为 0.025%递增的 8 组等浓度

梯度的溶液，分别准确吸取 0.8 mL 样品溶液置于管中，加入 3.2 mL ABTS+工作液，震荡混匀后在室温

下避光反应 6 min，反应结束后在 734 nm 处测定反应液的吸光值记为 As。以无水乙醇代替样品作为空白

组测其吸光值记为 Aa，以无水乙醇为参比调零。ABTS+自由基清除率的具体计算公式如下： 

( )ABTS % 1 100%s

a

A
A

+  
= − × 
 

自由基清除率                         (4) 

式中： 
Aa——无水乙醇 + ABTS+的吸光值； 
As——样品液 + ABTS⁺的吸光值。 
3) 还原力的测定 
参考高蕾蕾[21]的研究方法称取足量的牡丹籽粕酶解多肽，配制成以 0.05%为最低浓度，浓度梯度以

0.5%递增的 8 组等浓度梯度的溶液。分别准确吸取 1 mL 上述样品溶液加入 2.5 mL，pH 值 6.6，0.2 mol/L
的磷酸缓冲液和 2.5 mL，1%浓度的 K3[Fe(CN)6]溶液，混匀后在 50℃下反应 20 min，冷却至室温后，加

入 2.5 mL，10%浓度的 TCA 溶液以终止反应。将上述所得溶液 3000 r/min 离心 10 min，取 2.5 mL 上清

液，加入 2.5 mL 超纯水和 0.5 mL，1 mg/mL FeCl3，混匀后，室温反应 10 min，在 700 nm 处测定其吸光

值。溶液的吸光值越大表明牡丹籽粕酶解多肽的还原力越强。 

2.3.9. 数据分析 
所有试验重复三次。采用 ORIGIN 2021 软件处理数据，结果以平均值 ± 标准差表示。 

3. 试验结果与分析 

3.1. 牡丹籽粕蛋白酶解蛋白酶筛选 

不同蛋白酶在各自的最佳反应条件下，对牡丹籽粕蛋白的水解度值和 DPPH 自由基清除率值如图 1
所示。根据下图的试验结果可知经过碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶和复合蛋白酶这四种酶酶解

后得到的牡丹籽粕多肽对 DPPH 自由基清除率的值分别为 40%、41%、32%和 26.2%；而碱性蛋白酶、中

性蛋白酶、木瓜蛋白酶和复合蛋白酶对牡丹籽粕蛋白水解度(DH)的值分别为24.3%、8.45%、6.5%和8.78%。

这一系列数据表明，用碱性蛋白酶和中性蛋白酶酶解后的多肽对 DPPH 自由基的清除能相差不大，此外

碱性蛋白酶对牡丹籽粕蛋白水解度(DH)的影响最大，且远大于其它三种蛋白酶。可能是由于不同蛋白酶

的作用位点不同，所以不同蛋白酶酶解后的产物多肽分子量和空间结构也不同，碱性蛋白酶酶解后所得

的牡丹籽粕多肽 DPPH 自由基清除能力和水解度(DH)明显较高[22]。因此，本次试验选用碱性蛋白酶作

为牡丹籽粕多肽的水解酶，并通过单因素与正交试验优化牡丹籽粕抗氧化活性肽酶解工艺。 

3.2. 单因素试验结果 

3.2.1. 酶解时间对牡丹籽粕多肽 DH 及 DPPH 的影响 
酶解时间对牡丹籽粕多肽的 DPPH 自由基清除率和 DH 的影响如图 2 所示。随着酶解时间从 1 h 增

长到 2 h，DPPH 自由基清除率也随着从 32.89%增长到 50.78%，2 h 以后随着时间的推移，DPPH 自由基

清除率缓慢下降，这可能是因为部分具有 DPPH 自由基清除活性的肽段被酶解[22]。同样的，随着酶解

时间从 1 h 增长到 2.5 h，牡丹籽粕多肽的 DH 从 4.4%增长到 6.4%，2.5 h 以后牡丹籽粕多肽的 DH 趋于

平稳。这可能是由于酶解时间达到 2.5 h，酶和底物已经充分的反应，完全水解[23]。综上所述，在保证

酶解产物具备较高的抗氧化活性的同时节省成本，选择酶解时间 2 h 作为酶解牡丹籽粕多肽的最适时间。 
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Figure 1. Effects of protease types on DH and DPPH of polypeptide solu-
tion of peony seed meal 
图 1. 蛋白酶种类对多肽的 DH 及 DPPH 的影响 

 

 
Figure 2. Effects of enzymatic hydrolysis time on DH and DPPH of poly-
peptide solution of peony seed meal 
图 2. 酶解时间对多肽的 DH 及 DPPH 的影响 

3.2.2. pH 对牡丹籽粕多肽 DH 及 DPPH 的影响 
pH 对牡丹籽粕多肽的 DPPH 自由基清除率和 DH 的影响如图 3 所示。显然，随着 pH 从 7 增长到 9，

DPPH 自由基清除率从 32.57%增长到 56.57%，当 pH 值继续增长达到 12，DPPH 自由基清除率从 56.57%
降低到 30.17%。同样的，随着 pH 值从 7 增长到 11，牡丹籽粕多肽的水解度从 4.1%增长到 8.78%，pH
值大于 11 后牡丹籽粕多肽的水解度趋于稳定。DPPH 自由基清除率和 DH 的变化趋势都表明，pH 值过

高或过低都会对牡丹籽粕多肽的酶解过程造成影响。一方面这可能是因为过高或过低的 pH 值破坏了碱
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性蛋白酶的正常空间结构，也有可能影响碱性蛋白酶的活性位点[24]。另一方面过高的 pH 值会使牡丹籽

粕多肽变性[25]。所以，为了保证酶解产物具备较高的抗氧化活性，选择 pH = 9 作为酶解牡丹籽粕多肽

的最适 pH 值。 
 

 
Figure 3. Effects of enzymatic pH on DH and DPPH of polypeptide solu-
tion of peony seed meal 
图 3. pH 值对多肽的 DH 及 DPPH 的影响 

3.2.3. 酶解温度对牡丹籽粕多肽 DH 及 DPPH 的影响 
酶解温度对牡丹籽粕多肽的 DPPH 自由基清除率和 DH 的影响如图 4 所示。由图可得，随着酶解温

度从 45℃增长到 55℃，DPPH 自由基清除率先从 49.24%增长到 62.72%，当酶解温度继续增长达到 70℃，

DPPH自由基清除率从 62.72%降低到 49.97%，这可能是因为温度过高使碱性蛋白酶变性失活了。同样的，

酶解温度在 45℃~55℃，牡丹籽粕多肽的水解度先从 5.7%增长到 6.47%，然后又降低到 5.81%。酶解温

度达到 65℃时，水解度达到最大，为 9.07，并在 65℃后趋于平稳。较高水解度的多肽水解产物其自身的

电子供体可能会与自由基反应终止自由基链反应，这可能是导致在 45℃~55℃这一区间内，DPPH 自由基

清除率与水解度的变化趋势有差异的原因[25]。因此，选择 55℃作为酶解牡丹籽粕多肽的最适温度。 

3.2.4. 底物浓度对牡丹籽粕多肽 DH 及 DPPH 的影响 
㡳物浓度对牡丹籽粕多肽的 DPPH 自由基清除率和 DH 的影响如图 5 所示。随着底物浓度从 0.5%增

长到 1%，DPPH 自由基清除率也随着从 51.53%增长到 64.14%，当底物浓度继续增长到 1.5%，DPPH 自

由基清除率从 64.14%缓慢下降到 59.34%。这表明当底物浓度为 1%时，牡丹籽粕多肽的 DPPH 自由基清

除率最大为 64.14%，具有较高的抗氧化活性。与此同时，随着底物浓度从 0.5%增长到 0.75%，牡丹籽粕

多肽的 DH 从 5.79%增长到 6.89%，当底物浓度继续增长到 1.5%，牡丹籽粕多肽的水解度从 6.89%降低

到 4.8%。这表明，当底物浓度为 0.75%时，牡丹籽粕多肽的水解度最大为 6.89%。当底物浓度增长到超

过 1%后，DPPH 自由基清除率和水解度均呈下降趋势。这可能是由于底物浓度过高，导致底物不能充分

被酶解[26]。综上所述，为了保证酶解产物抗氧活性高的同时水解度也较高，选择底物浓度 1%作为酶解

牡丹籽粕多肽的最适底物浓度。 
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Figure 4. Effects of enzymatic hydrolysis temperature on DH and DPPH 
of polypeptide solution of peony seed meal 
图 4. 酶解温度对多肽的 DH 及 DPPH 的影响 

 

 
Figure 5. Effects of enzymatic hydrolysis concentration of substrate on DH 
and DPPH of polypeptide solution of peony seed meal 
图 5. 底物浓度对多肽的 DH 及 DPPH 的影响 

3.2.5. 酶浓度对牡丹籽粕多肽 DH 及 DPPH 的影响 
酶浓度对牡丹籽粕多肽的 DPPH 自由基清除率和 DH 的影响如图 6 所示。随着酶浓度从 0.5%增长到

1.5%，DPPH 自由基清除率也随着从 49.74%增长到 86.53%。当底物浓度继续增长到 3%，DPPH 自由基

清除率从 86.53%降低到 34.02%。这表明，当酶浓度为 1.5%时，牡丹籽粕多肽的抗氧化活性最高。这可

能是因为部分具有 DPPH 自由基清除活性的肽段被过量的碱性蛋白酶水解了，失去了活性。与此同时，

随着酶浓度从 0.5%增长到 2.0%，牡丹籽粕多肽的水解度从 5.68%增长到 6.71%，之后水解度趋于平缓。
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这可能是因为酶的量过多，已经将底物水解完全，所以牡丹籽粕多肽的水解度没有明显变化。因此，选

择 1.5%作为酶解牡丹籽粕多肽的最适酶浓度。 
 

 
Figure 6. Effects of enzymatic hydrolysis concentration of enzyme on DH 
and DPPH of polypeptide solution of peony seed meal 
图 6. 酶浓度对多肽的 DH 及 DPPH 的影响 

3.3. 牡丹籽粕蛋白酶解工艺正交试验结果 

由表 3 可知，各因素对酶解牡丹籽粕蛋白制备抗氧化活性肽试验的影响从大到小的顺序为酶浓度、

底物浓度、温度和 pH。通过极差分析，确定了四因素的最优组合为 D1C2A3B3。所以最优的试验条件为：

酶解温度 60℃，溶液 pH 值 9.5，底物浓度 1.0%，酶浓度 1.3%时，酶解牡丹籽粕蛋白制备的抗氧化活性

肽对 DPPH 自由基清除率高，抗氧化活性强。并在此条件下，进行 3 次平行验证试验，验证值与预测值

的误差在允许误差 5%内，说明该模型合理可靠。 
 

Table 3. Orthogonal test results of preparation of antioxidant peptides from peony seed meal 
表 3. 牡丹籽粕制备抗氧化多肽正交试验结果 

序号 
A 

温度(℃) 
B 

pH 
C 

底物浓度(%) 
D 

酶浓度(%) 
DPPH 

自由基清除率(%) 

1 1 (50℃) 1 (8.5) 1 (0.8%) 1 (1.3%) 82.21 

2 1 2 (9.0) 2 (1.0%) 2 (1.5%) 86.60 

3 1 3 (9.5) 3 (1.2%) 3 (1.7%) 32.04 

4 2 (55℃) 1 2 3 60.97 

5 2 2 3 1 34.15 

6 2 3 1 2 82.67 

7 3 (60℃) 1 3 2 76.21 
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Continued  

8 3 2 1 3 58.66 

9 3 3 2 1 88.45 

K1 200.85 219.39 223.54 204.81 

T = 643.78 

K2 177.79 179.41 236.02 245.48 

K3 223.32 203.16 142.40 151.67 

k1 66.95 73.13 74.51 68.27 

k2 59.26 59.80 78.67 81.83 

k3 74.44 67.72 47.47 50.56 

R 15.18 13.33 31.20 31.27 

因素主→次 DCAB  

最优组合条件 D1C2A3B3  

3.4. 模拟消化前后牡丹籽粕多肽的抗氧化性 

牡丹籽粕多肽对 2O− 自由基的清除效果如图 7 所示。显而易见，随着牡丹籽粕抗氧化活性肽的浓度从

0.5%增长到 3.5%，牡丹籽粕多肽对 2O− 自由基的清除率从 46.94%增长到 87.76%，当牡丹籽粕抗氧化活性

肽的浓度继续增长到 4.0%，牡丹籽粕多肽对 2O− 自由基的清除率基本不变。经过体外模拟胃肠道消化后，

牡丹籽粕多肽的 2O− 自由基的清除率显著提升，虽然趋势与消化前类似，但在浓度为 3.5%时为 96.52%，

比消化前增加了 13.40%。 
 

 
Figure 7. Effect of antioxidant polypeptide on 2O−  clearance 

图 7. 抗氧化多肽浓度对 2O− 的清除率的影响 
 
牡丹籽粕多肽对 ABTS+自由基的清除效果由图 8 所示。随着牡丹籽粕抗氧化活性肽的浓度从 0.025%

增长到 0.1%，牡丹籽粕多肽对 ABTS+自由基的清除率从 46.94%增长到 97.23%，当牡丹籽粕抗氧化活性
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肽的浓度继续增长到 0.2%，牡丹籽粕多肽对 ABTS+自由基的清除率基本不变。经过体外模拟胃肠道消化

后，牡丹籽粕多肽的 ABTS+自由基的清除率没有明显变化。 
 

 
Figure 8. Effect of antioxidant polypeptide on ABTS+ clearance 
图 8. 抗氧化多肽浓度对 ABTS+的清除率的影响 

 
牡丹籽粕多肽还原力的测定结果如图9所示，随着牡丹籽粕抗氧化活性肽的浓度从0.5%增长到4.0%，

牡丹籽粕多肽与铁氰化钾反应后的溶液的吸光值从 0.25 增长到 0.78。当牡丹籽粕多肽浓度为 3.5%时，其

还原力为 0.76，浓度再增加到 4.0%时，还原力虽有上升但并不明显。经过体外模拟胃肠道消化后，牡丹

籽粕多肽的还原力显著提升，虽然趋势与消化前类似，但在浓度为 3.5%时为 0.88，比消化前增加了 14.79%。 
 

 
Figure 9. Effect of antioxidant polypeptide on reducing power 
图 9. 抗氧化多肽浓度对还原力的影响 

 
试验结果显示，牡丹籽粕多肽具有较强的抗氧化性，在浓度为 3.5%的时候， 2O− 自由基的清除率和

还原力分别为 87.76%和 0.76。当浓度为 0.1%时，ABTS+自由基的清除率为 97.23%。与陈荣用碱性蛋白
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酶酶解获得的牡丹籽粕多肽相比，ABTS+自由基的清除率提升了 42.77%。同时，以上测定结果表明，牡

丹籽粕的抗氧化性可以通过胃肠消化显著提升，除 ABTS+清除能力没有明显差别外， 2O− 自由基清除率和

还原力均有提高。这可能是由于经过体外胃肠道消化后牡丹籽粕多肽分子量降低，小分子量的多肽分子

更易在 N 末端暴露更多具备抗氧化活性的疏水性氨基酸和支链氨基酸[27]。其次，也可能是因为经过胃

蛋白酶和胰蛋白酶消化后，多肽链上的部分氨基酸变为游离氨基酸，从而提高了抗氧化能力[28]。这与发

酵扁豆和发酵大豆胃肠道消化后的结果类似[16] [29]。 

4. 结论 

本文以牡丹籽粕为原料，使用碱性蛋白酶作为水解蛋白酶，对牡丹籽粕蛋白进行酶解制备抗氧化多

肽。以 DH 和 DPPH 清除率为指标，在单因素试验和四因素三水平 L9(34)正交试验的基础上，得到制备牡

丹籽粕抗氧化肽的最佳反应条件为：酶浓度 1.30%，溶液 pH 值 9.5，酶解时间 2 h，底物浓度 1%以及温

度 60℃。该牡丹籽粕抗氧化肽经体外模拟胃肠消化后，发现除 ABTS+清除能力没有明显差别外， 2O− 自

由基清除率和还原力分别提高了 13.40%和 14.79%。牡丹籽粕的抗氧化性的提升可能是由于分子量降低及

游离氨基酸含量升高。本研究为牡丹籽粕的开发利用提供了理论基础。 
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