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响应面试验优化酶法制备辣木籽多肽工艺及其 
抑菌活性分析 
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摘要：以辣木籽蛋白粉为原料，首先筛选蛋白水解效果较佳的蛋白酶，其次考察酶添加量（酶底质量百分比）、料液比、酶解温

度及酶解时间对蛋白水解度和肽得率的影响，并结合响应面法优化辣木籽多肽制备工艺，最后研究该酶解产物的抑菌活性。实验结果

表明，碱性蛋白酶具有较好的蛋白水解度，酶法制备辣木籽多肽的最佳工艺条件为碱性蛋白酶添加量 5.50%、pH 9.0、料液比 1:30

（g/mL）、酶解温度 62.50 ℃、酶解时间 143 min，在此条件下肽得率实际值为（84.43±2.31）%、蛋白水解度为（20.69±0.46）%。该

辣木籽蛋白酶解产物对单增李斯特菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、鼠伤寒沙门氏菌等 4 种致病菌株均有抑制作用，最小抑菌浓度依

次为 3.00 mg/mL、0.75 mg/mL、0.38 mg/mL、0.75 mg/mL，对培养至 4.5 h 后的金黄色葡萄球菌呈现较好抑制效果。 
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Abstract: Moringa oleifera seed protein powder was used as raw material to prepare for peptides by enzymatic hydrolysis. Firstly, the 

protease with better proteolysis effect was screened as the optimal enzyme. Secondly, the effects of enzyme addition amount (enzyme-substrate 

mass percentage), material-liquid ratio, hydrolysis temperature and hydrolysis time on the degree of hydrolysis (DH) and peptide yield were 

investigated. The process for enzymatic preparation of Moringa oleifera seed peptides was optimized by response surface methodology (RSM). 

Finally, the antibacterial activity of the hydrolysates was evaluated. Results showed that alkaline protease was the optimal enzyme. The optimal 

process for enzymatic preparation of Moringa oleifera seed peptides was founded to be alkaline protease addition of 5.50%, pH of 9.0, 

solid-liquid ratio of 1:30 (g/mL), hydrolysis temperature of 62.50  and hydrolysis time of 143 min. Under these conditions, the actual peptide ℃

yield was (84.43±2.31)%, and the degree of hydrolysis was (20.69±0.46)%. The hydrolysates had inhibitory effects on Listeria monocytogenes, 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella typhimurium, and the minimum inhibitory concentrations against these above four 

pathogens were 3.00 mg/mL, 0.75 mg/mL, 0.38 mg/mL and 0.75 mg/mL, respectively. The hydrolysates had better inhibitory effects on 

Staphylococcus aureus after incubation for 4.5 h. 
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辣木（Moringa oleifera）为辣木科辣木属多年生

热带落叶乔木，在我国的热带和亚热带地区如云南、

福建、广东等地被广泛种植[1]。辣木以高蛋白质、高

钙、高维生素以及具有特殊的营养保健作用[2]而著名，

辣木叶、籽是辣木中营养成分和经济价值较高的部位
[3]，据报道[4,5]，辣木叶片干粉中含有 27.5%的粗蛋白、

2.30%钙及 0.41%维生素 A，辣木籽干粉中更是含有

37.80%的粗蛋白。由于辣木含有如此高的营养成分，

辣木叶已被我国卫生部（2012 年第 19 号公告）批准

为新资源食品，辣木籽也经常被当作品茶常伴佳品食

用。 
辣木全身是“宝”，国内外进行了较深入的研究，

其中在辣木籽研究方面，主要集中在其净水功能及机

理、活性成分提取及功效以及辣木籽油（可与橄榄油、

茶油相媲美的高档健康植物油）提取、利用等[6,7]。有

研究[8]表明辣木籽中的一种小分子蛋白-凝集素（分子

量约为 2 ku）具有絮凝沉淀净化水和杀菌的作用，可

作为饮用水杀菌剂使用。天然蛋白往往蕴含许多具有

生物活性的氨基酸序列，用特异的蛋白酶水解就有可

能释放出有活性的肽段[9]，如 Sabrine 等[10]利用胃蛋白

酶水解苜蓿汁中的 RuBisCO 蛋白得到了三种新的活

性肽。因此，酶法制备活性肽因其反应条件温和、反

应过程容易控制、制备的活性肽安全性较高，已被认

为是大批量生产蛋白活性肽最有前途的方法之一[11]。 
2016 年 1 月 8 日，中国辣木产业联盟正式成立，

指出辣木产业是具有发展前景的新兴产业，但在我国

仍处于起步阶段，有关辣木的许多科学问题亟待解决，

如辣木蛋白生物学价值低的问题，辣木（籽、叶）蛋

白活性肽的生物活性（抗菌、抗氧化等）及其作用机

制等目前尚不完全清楚，已成为辣木资源深度利用的

瓶颈。本试验拟筛选具有较佳蛋白水解效果的蛋白酶，

以蛋白水解度和肽得率为评价指标，通过单因素试验

和响应面法优化辣木籽多肽的酶解制备工艺，进一步

研究其抑菌活性，为辣木籽蛋白活性肽的高效制备及

抗菌肽等高附加值产品的研发提供一定的参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

辣木籽，产自云南德宏州，由云南天佑科技开发

有限公司提供，样品经粉碎过 60 目筛，避光常温保存

备用；供试菌种：单增李斯特菌 Listeria monocytogenes 
ATCC 19114、大肠杆菌 Escherichia coli ATCC 25922、
金黄色葡萄球菌  Staphylococcus aureus MCCC(B) 
26003 和鼠伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium 

MCCC(B) 50115，由云南农业大学食品科技学院微生

物实验室提供。 
牛血清白蛋白、LB 培养基，美国 Sigma 公司；

胃蛋白酶（活力 250 U/mg）、胰蛋白酶（活力 250 
U/mg）、碱性蛋白酶（活力 200 U/mg），北京索莱宝

科技有限公司；贯筋藤蛋白酶（活力相当于 200 
U/mg），实验室自制；三氯乙酸、甲醛、考马斯亮蓝

G-250、氯化钠、盐酸、氢氧化钠、磷酸氢二钠、磷

酸二氢钠等均为分析纯，天津市风船化学试剂科技有

限公司。 

1.2  仪器与设备 

TH12-5 超临界 CO2 萃取装置，上海震樨机电科

技发展有限公司；FW-200 高速万能粉碎机，北京中

兴伟业仪器有限公司；UV-1800CP 紫外分光光度计，

上海美谱达仪器有限公司；TGL20M高速冷冻离心机，

北京中兴伟业仪器有限公司；RE-52A1A 旋转蒸发仪，

上海亚荣生化精密科学仪器厂；SCIENTZ-18N 真空冷

冻干燥机，上海比朗仪器制造有限公司；HPX-9272ME
恒温培养箱，上海博讯实业有限公司；SW-CJ-IF 单人

双面超净无菌操作台，苏州江东精密仪器有限公司；

GMSX-280 压力蒸汽灭菌器，北京市永光明医疗仪器

有限公司；FD-1A-50 真空冷冻干燥机，上海比朗仪器

制造有限公司生产；AMR-IOO 微孔孔板酶标仪，杭

州奥盛仪器有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  辣木籽脱脂粉的制备 
辣木籽脱脂处理参照段琼芬等[12]方法并修改。将

辣木籽用粉碎机粉碎过 60 目筛。称取辣木籽粉，通过

超临界 CO2萃取装置在萃取压力 30 MPa、萃取分离

温度 40 ℃的条件下脱脂处理得到辣木籽脱脂粉。 
1.3.2  辣木籽蛋白质的提取 

称取 5.00 g 脱脂辣木籽粉,加入 320 mL 0.20 
mol/L NaCl 溶液，30 ℃条件下水浴搅拌 90 min，静

置冷却，4000 r/min 离心 30 min，取上清液，残渣反

复提取2次，合并上清液并调节pH至11.0，静置30 min, 
4000 r/min 离心 30 min，沉淀加入少量超纯水溶解后

透析（截留分子质量为 3.5 ku）脱盐处理 36 h，-20 ℃
低温冷冻 12 h 后经真空冷冻干燥得到辣木籽蛋白粉

（蛋白质含量为 86.57%），4 ℃冷藏备用。 

1.3.3  最适蛋白酶的筛选 
选取胃蛋白酶、胰蛋白酶、碱性蛋白酶及贯筋藤

蛋白酶，以酶底质量百分比 2.5%为酶添加量，在适宜

酶解条件（表 1）下分别酶解辣木籽蛋白 30 min，考
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察不同蛋白酶对辣木籽蛋白的水解度影响，筛选蛋白

水解效果较佳的蛋白酶。 

表1 试验选用的蛋白酶及性质 

Table 1 Protease selected and their properties for the 

experiment 

蛋白酶名称 适宜温度/℃ 适宜 pH 

胃蛋白酶 45 2.5 

胰蛋白酶 37 7.5 

碱性蛋白酶 60 9.0 

贯筋藤蛋白酶 80 8.5 

1.3.4  辣木籽多肽的制备 
1.3.4.1  工艺流程 

辣木籽蛋白粉→加水溶解→匀浆 5 min→水浴酶解，酶解

过程维持酶解液 ℃pH=9→95 灭酶 10 min，静置 30 min 沉淀蛋

白酶及部分未分解蛋白→4000 r/min离心20 min→上清液45 ℃

旋转蒸发浓缩→透析（截留分子质量为 100 u）处理 24 h→真

空冷冻干燥→酶解产物冻干粉 

1.3.4.2  单因素试验 

相关研究报道表明[13~15]，蛋白酶解过程受酶添加

量、料液比、酶解温度、酶解时间的影响。因此，考

察酶添加量（酶底质量百分比 2.50%、3.50%、4.50%、

5.50%、6.50%）、料液比（1:10、1:20、1:30、1:40、
1:50 g/mL）、酶解温度（45 ℃、50 ℃、55 ℃、60 ℃、

65 ℃）、酶解时间（30 min、60 min、90 min、120 min、
150 min）4 个因素对辣木籽蛋白水解度及肽得率的影

响，分别进行单因素试验，确定最佳的因素水平。 

1.3.4.3  响应面法优化设计 

根据单因素试验结果，固定酶添加量（酶底质量

百分比）5.5%、pH 9.0，选取酶解温度、料液比和酶

解时间为考察因素，以肽得率为响应值，通过响应面

分析法优化辣木籽多肽的酶解制备工艺条件。 
1.3.5  酶解液中总蛋白含量测定 

 
图1 牛血清白蛋白标准曲线 

Fig.1 Standard curve of bovine serum albumin 

参照祝婧等[16]方法：取 1 mL 酶解上清液于 10 mL
试管中，再加入 5.00 mL 0.01%考马斯亮蓝 G-250 染

液；空白组用蒸馏水代替酶解上清液，混匀，室温静

置 5 min，在 595 nm 波长下测定酶解液的吸光值；以

牛血清白蛋白为标准品绘制标准曲线（见图 1），根据

标准曲线得到酶解液总蛋白含量。 

1.3.6  蛋白质水解度（DH）的测定 
参照刘振锋等[17]方法计算蛋白质水解度。 
水解度（DH）/%=氨基酸态氮含量/酶解液中总蛋

白含量×100% 
游离氨基酸态氮含量的测定根据 GB/T 5009.39- 

2003 采用甲醛值法。 
1.3.7  肽得率的测定 

参照易起达等[18]方法：取 5 mL 酶解上清液测定

其蛋白质含量；另取 5 mL 酶解上清液,加入 5 mL 20%
三氯乙酸溶液，摇匀，静置 30 min，4 ℃下 4000 r/min
离心 20 min，取上清液测定蛋白质含量。 

肽得率/%=（水解后酸溶蛋白含量-水解前酸溶蛋

白含量）/总蛋白含量 

1.3.8  酶解产物抑菌活性试验 
1.3.8.1  菌种活化 

分别取 2 mL 菌液接种于 100 mL 灭菌 MRS 肉汤

培养基中，旋涡混匀于 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h
得到一代菌悬液。按 5%接种量将一代菌悬液接种于

MRS 肉汤培养基中，37 ℃恒温培养 24 h 得二代菌悬

液。重复上述步骤 37 ℃恒温培养 18 h，进行第三次

活化得到三代活化菌悬液，4 ℃冰箱保存备用。 

1.3.8.2  酶解产物抑菌活力测定 

采用液体培养法[19]考察酶解产物的抑菌活力，用

抑菌率表示。4 种致病菌株（单增李斯特菌、大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌、鼠伤寒沙门氏菌）分别培养至

对数期，4 ℃下 4000 r/min 离心 10 min 收集菌体，用

磷酸盐缓冲溶液（PBS，10 mmol/L，pH=7.4）反复洗

涤并重悬到 106 CFU/mL。将灭菌的酶解产物（5、10、
15、20、25 mg/mL，PBS 配制)经 0.22 µm 滤膜过滤

除菌，依次将 100 µL 不同浓度的酶解产物和等体积受

试菌液加入到灭菌平底 96 孔板中，37 ℃培养 12 h。
PBS 缓冲液代替酶解产物作空白对照。培养结束后，

在 600 nm 波长处测量其 A600值。 

抑菌率计算公式为：抑菌率(%)=(A0−A)/A0×100 
式中：A 和 A0分别代表样品和空白的 A600值。 

1.3.8.3  酶解产物对 4 种致病菌株的最小抑菌浓度测

定 

采用微量稀释法[20]测定酶解产物对 4 种致病菌株

的最小抑菌浓度（Minimal inhibitory concentration，
MIC）。 

对培养至对数期的 4 种致病菌株离心收集菌体，
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采用灭菌的 PBS 缓冲液（10 mmol/L，pH=7.4）清洗、

重悬至 A600在 0.15~0.35 之间。将酶解产物用 PBS 缓

冲液配制成 12.000 mg/mL 的母液后，经 0.22 µm 滤膜

过滤除菌，依次取 100 µL 经倍比稀释后的酶解产物和

等体积受试菌液加入到灭菌平底 96 孔板，37 ℃培养

18 h，酶标仪测定每孔内 A600值。对照组采用等量 PBS
缓冲溶液代替酶解产物。与初始值相比，A600 值不再

增加时为酶解产物对 4 种致病菌株的最小抑菌浓度。 

1.3.8.4  细菌生长曲线抑制动力学测定 

参照 Xiao Jianhui 等[21]方法，以金黄色葡萄球菌

为指示菌，考察酶解产物对金黄色葡萄球菌生长曲线

的影响。离心收集对数期金黄色葡萄球菌菌体，灭菌

PBS 缓冲液（10 mmol/L，pH=7.4）重复洗涤菌体沉

淀，重悬至 A600在 0.05~0.15 之间；分别将 100 µL 的

菌悬液和等体积的酶解产物(终浓度 MIC)加入灭菌

平底 96 孔板，振荡均匀，37 ℃培养，每隔 0.5 h 采用

酶标仪测定每孔的 A600值，同时以 100 µL PBS 缓冲

液代替酶解产物作空白对照。 

1.3.9  数据处理 
每个样品至少 3 次重复数据，以平均值(⎯x)±标准

差(SD)表示。通过 SPSS 17.0 软件对数据进行统计分

析，Design-Expert 8.0.6 软件进行响应面优化分析。 

2  结果与讨论 

2.1  最适蛋白酶的筛选 

 
图2 不同蛋白酶对辣木籽蛋白的水解效果 

Fig.2 Hydrolysis of Moringa oleifera seed protein by different 

proteases 

由图 2 可知，不同蛋白酶对辣木籽蛋白水解度的

大小分别为碱性蛋白酶>胃蛋白酶>贯筋藤蛋白酶>胰
蛋白酶，其中以碱性蛋白酶对辣木籽蛋白质的水解效

果较佳，水解度达 11.42%，说明碱性蛋白酶能有效水

解辣木籽蛋白分子肽链生成小分子肽或氨基酸，故选

取碱性蛋白酶为辣木籽蛋白肽制备的最佳水解用酶。 
 

2.2  单因素试验结果 

2.2.1  酶添加量对辣木籽蛋白水解效果的影响 
在料液比 1:20（g/mL）、酶解温度 55 ℃、酶解时

间 30 min 条件下，考察酶添加量（酶底质量百分比）

对辣木籽肽得率和蛋白水解度的影响。由图 3 可知，

随着酶添加量的增加，肽得率和蛋白水解度均呈现增

长趋势，表明酶添加量的增加可以增大底物与酶的接

触面积，能有效加速酶解反应进程，从而提高酶解效

果[22]。当酶添加量为 5.50%时肽得率和蛋白水解度趋

于平稳，分别为 55.50%、16.90%，可能原因是随着酶

添加量的增大，底物与酶的接触面积趋于饱和，减缓

了水解进程，肽得率和蛋白水解度均达到较大值。因

此，选取最适酶添加量为 5.50%。 

 
图3 酶添加量对辣木籽肽得率和蛋白水解度的影响 

Fig.3 Effect of enzyme addition on peptide yield and DH of 

Moringa oleifera seed protein 

2.2.2  料液比对辣木籽蛋白水解效果的影响 

 
图4 料液比对辣木籽肽得率和蛋白水解度的影响 

Fig.4 Effect of liquid-to-liquid ratio on peptide yield and DH of 

Moringa oleifera seed protein 

在酶添加量 5.50%、酶解温度 55 ℃、酶解时间

30 min 条件下，考察料液比对辣木籽肽得率和蛋白水

解度的影响。图 4 可以看出，肽得率和蛋白水解度随

着料液比的增加均先升高后降低，在料液比 10~30 
g/mL 时，2 个指标出现上升趋势的原因是水分含量的 
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增加提高了蛋白的溶解度，有利于酶和底物的充分接

触，从而加速酶解反应进程；料液比 30~50 g/mL 时，

底物浓度过于降低造成酶和底物的接触几率变低，不

利于酶解反应[23]，酶解效果变差，指标降低。综上所

述，在料液比为 30 g/mL 时肽得率和蛋白水解度均达

到最高值，选为适宜料液比。 
2.2.3  酶解温度对辣木籽蛋白水解效果的影响 

在酶添加量 5.50%、料液比 1:30（g/mL）、酶解

时间 30 min 条件下，考察酶解温度对辣木籽肽得率和

蛋白水解度的影响。温度会影响酶解反应体系内的物

质运动速度和酶分子结构的稳定性[24]。由图 5 可知，

45~60 ℃时，温度的升高加速了反应体系内的物质运

动，有利于酶和底物接触几率的提高，进一步加速酶

解反应进程，肽得率和蛋白水解度 2 个指标都得到明

细增高；60~65 ℃时，过高的温度影响了酶分子结构

的稳定性，导致酶活性下降，酶解效率降低。因此，

选取 60 ℃为最适酶解温度。 

 
图5 酶解温度对辣木籽肽得率和蛋白水解度的影响 

Fig.5 Effect of hydrolysis temperature on peptide yield and DH 

of Moringa oleifera seed protein 

2.2.4  酶解时间对辣木籽蛋白水解效果的影响 
在酶添加量 5.50%、料液比 1:30（g/mL）、酶解

温度 60 ℃条件下，由图 6 所示，随着酶解时间的延

长，肽得率和蛋白水解度都产生较大影响，其中肽得

率影响明显。在 30~120 min 范围内，肽得率上升趋势

明显，水解度也有增高，这是由于一定时间内的蛋白

质可以被充分的酶解，且以小肽的形式存在[14]。

120~150 min 内，水解度继续增高，但肽得率出现下

降，可能是因为过度酶解造成一些多肽进一步被水解

成小分子短肽或游离氨基酸[25]。综合考虑，确定 120 
min 为最适酶解时间。 

 
图6 酶解时间对辣木籽肽得率和蛋白水解度的影响 

Fig.6 Effect of hydrolysis time on peptide yield and DH of 

Moringa oleifera seed protein 

2.3  响应面优化酶解制备工艺 

2.3.1  响应面试验设计及结果 
在单因素试验基础上，以酶解温度（A）、料液比

（B）和酶解时间（C）为自变量，肽得率为响应值，

按低、中、高 3 个水平，将每一个自变量分别进行编

码为 1、0、1，根据 Box-Behnken 试验设计原理，利

用 Design-Expert 8.0.6 软件进行三因素三水平的响应

面分析试验，试验因素及水平设计见表 2，试验设计

方案与结果如表 3 所示。 
表2 响应面试验因素及水平 

Table 2 Coded levels for independent variables used in response 

surface analysis 

水

平

因素 

A 酶解温度/℃ B 料液比/(g/mL) C 酶解时间/min

-1 55 1:20 90 

0 60 1:30 120 

1 65 1:40 150 

表3 响应面试验设计方案及结果 

Table 3 Experimental design with response variable for response surface analysis 

试验号 A 酶解温度/℃ B 料液比/(g/mL) C 酶解时间/min 肽得率/% 
1 55 1:30 90 64.02±0.02 

2 60 1:20 90 66.87±0.08 

3 60 1:30 120 78.62±0.06 

4 60 1:40 150 77.76±0.01 

5 60 1:30 120 80.61±0.03 

6 55 1:20 120 61.86±0.05 

转下页 
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7 60 1:30 120 81.26±0.02 

8 60 1:20 150 76.89±0.03 

9 60 1:30 120 84.28±0.01 

10 55 1:40 120 61.86±0.02 

11 55 1:30 150 72.96±0.04 

12 65 1:30 150 83.20±0.01 

13 60 1:30 120 82.77±0.01 

14 60 1:40 90 76.89±0.01 

15 65 1:30 90 77.11±0.02 

16 65 1:40 120 76.24±0.01 

17 65 1:20 120 65.79±0.01 

表4 回归模型的方差分析 

Table 4 Analysis of variance of regression equation 

来源 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著性 
模型 913.28 9 101.48 29.84 <0.0001 ** 

A 216.74 1 216.74 63.74 <0.0001 ** 

B 56.92 1 56.92 16.74 0.0046 ** 

C 83.98 1 83.98 24.70 0.0016 ** 

AB 27.30 1 27.30 8.03 0.0253 * 

AC 2.03 1 2.03 0.60 0.4649  

BC 20.93 1 20.93 6.16 0.0421 * 

A² 248.04 1 248.04 72.95 <0.0001 ** 

B² 230.27 1 230.27 67.72 <0.0001 ** 

C² 1.01 1 1.01 0.30 0.6027  

残差 23.80 7 3.40    

失拟项 5.32 3 1.77 0.38 0.7714  

纯误差 18.49 4 4.62    

总方差 937.08 16     

注：* p<0.05，差异显著；** p<0.01，差异极显著。 

2.3.2  模型建立及显著性检验 
利用 Design-Expert 8.0.6 软件对表 4 进行多元回

归拟合，得到辣木籽肽得率 3 个因子（A 酶解温度、

B 料液比和 C 酶解时间）的回归模型方程为： 

Y=81.508+5.205A+2.6675B+3.24C+2.6125AB-0.7
125AC-2.2875BC-7.67525A2-7.39525B2+0.48975C2 

回归模型方差分析结果见表 4 可知，该模型中一

次项 A、B、C 和二次项 A2、B2对辣木籽肽得率的影

响极显著，交互项 AB、BC 影响显著，说明各试验因

素对响应值的影响过程较为复杂，并非简单的线性关

系。模型显著性检测 p 值<0.0001，表明该回归模型极

显著；模型失拟项 p 值为 0.7714，表明失拟项不显著，

方程拟合度高，该模型可用于预测料液比、酶解温度

和酶解时间对辣木籽肽得率的影响。模型的决定系数

R2=0.9746，调整决定系数 R2
Adj=0.9419，说明该模型

与实际情况拟合度较好、误差小，能较好反映各因素

与辣木籽肽得率之间关系。CV 值表示试验本身的精

度，CV 值越小，试验的可靠性越高，该模型 CV 值

为 2.47%，比较低，表明试验操作的可信度高，具有

实际指导意义；F 值一般用于评价各因素对试验指标

的影响，F 值越大，影响越显著，该模型中各因素对

辣木籽肽得率的影响顺序依次为 A（酶解温度）>C（酶

解时间）>B（料液比）。 
2.3.3  响应面分析 

响应面图可以直观反映各因素与响应值之间的关

系，以及两因素间交互作用的显著性，与回归模型的

方差分析结果相呼应[26]。等高线的形状反映各因素交

互作用是否显著，椭圆等高线代表两因素交互作用显

著，圆形等高线则代表交互作用不显著[27]。由图 7 可

知，AB、BC 两个等高线均表现为椭圆形，表明酶解
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温度和料液比、料液比和酶解时间的两因素交互作用

显著。三维响应面图坡度陡峭或平缓，代表响应值对

于试验因素的改变是否敏感[28]。各因素中，酶解温度

对辣木籽肽得率的影响最为显著，响应曲面坡度陡峭，

随着酶解温度的升高肽得率出现先增后减的趋势；其

次，酶解时间比料液比的影响相对显著些，料液比响

应曲面坡度相比酶解时间稍微平缓。该结论与方差分

析结果一致：各因素对辣木籽肽得率的影响顺序为酶

解温度>酶解时间>料液比。 

  

  

  
图7 各因素交互作用对辣木籽肽得率影响的响应面及等高线

图 

Fig.7 Response surface and contour plots showing the 

interactive effects of variables on Moringa oleifera seed peptide 

yield 

2.3.4  最佳参数确定及回归模型验证 
通过响应面法优化得到酶法制备辣木籽多肽的最

佳工艺条件为：料液比 1:29.9（g/mL）、酶解温度

62.6 ℃、酶解时间 142.8 min，在此条件下肽得率达

84.58%。结合实际操作的简便性，调整为料液比 1:30
（g/mL）、酶解温度 62.50 ℃、酶解时间 143 min，在

此条件下进行 5 组平行实验，辣木籽肽得率为

（84.43±2.31）%，蛋白水解度为（20.69±0.46）%，

肽得率与理论值非常接近，说明该回归模型得到的优

化参数准确性高。 

2.4  辣木籽蛋白酶解产物抑菌活性试验结果 

2.4.1  酶解产物对 4 种致病菌株的抑菌率 
由图 8 可知，不同浓度的辣木籽蛋白酶解产物对

4 种致病菌株均产生了抑制作用。当酶解产物浓度为 5 
mg/mL 时，抑菌率最小，对单增李斯特菌、大肠杆菌、

金黄色葡萄球菌和沙门氏菌的抑菌率分别为 21.52%、

23.91%、21.34%、25.25%；随着酶解产物浓度的增加

抑菌率逐渐增大，当其浓度为 25 mg/mL 时，对 4 种

致病菌株的抑菌率分别达到为 32.30%、29.77%、

37.38%、35.15%。由此可见，辣木籽蛋白酶解产物具

有一定的抑菌能力，且对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性

菌均有抑制效果，是潜在的抗菌肽资源。 

 
图8 酶解产物对4种致病菌株的抑菌率 

Fig.8 Antibacterial rate of hydrolysates against four kinds of 

pathogenic strains 

2.4.2  酶解产物对 4 种致病菌株的最小抑菌浓

度 
由图 9 可以看出，辣木籽蛋白酶解产物对 4 种致

病菌株的最小抑菌浓度大小分别为单增李斯特菌 3.00 
mg/mL<鼠伤寒沙门氏菌 0.75 mg/mL=大肠杆菌 0.75 
mg/mL<金黄色葡萄球菌 0.38 mg/mL，其中以金黄色

葡萄球菌对酶解产物较为敏感，这可能是由于不同种

类致病菌细胞膜组成的细微差异对酶解产物呈现出不

同的亲和特性[29]。 

 
图9 酶解产物对4种致病菌株的最小抑菌浓度 

Fig.9 Minimum inhibitory concentration of hydrolysates 

against four kinds of pathogenic strains 

2.4.3  细菌生长曲线抑制动力学变化 
基于抑菌率试验和最小抑菌浓度试验结果，以对

辣木籽蛋白酶解产物较为敏感的金黄色葡萄球菌为指

示菌，考察酶解产物对金黄色葡萄球菌生长曲线的影

响，结果如图 10 所示。 
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图10 酶解产物对金黄色葡萄球菌生长曲线的影响 

Fig.10 Effect of hydrolysates on the growth curve of 

Staphylococcus aureus 

由图 10 可知，在培养至 0.5~4.5 h 范围内，对照

组金黄色葡萄球菌菌液A600值基本维持在0.045左右，

而添加酶解产物的金黄色葡萄球菌菌液A600值则维持

在 0.049 左右；但培养至 4.5~8.0 h 范围内，随着培养

时间的延长，添加酶解产物的菌液 A600值呈缓慢下降

趋势，而对照组菌液 A600值逐渐增大，且上升趋势明

显，说明酶解产物对培养至 4.5 h 后的金黄色葡萄球菌

产生了有效抑制，可能原因是辣木籽蛋白酶解产物对

金黄葡萄球菌产生了一定的膜损伤作用，造成细菌细

胞膜通透性增加、细胞膜功能发生变化[30]，从而抑制

其生长。 

3  结论 

本试验以辣木籽蛋白粉为原料，首先筛选蛋白水

解效果较佳的蛋白酶，确定碱性蛋白酶具有较好的蛋

白水解度；其次考察酶添加量、料液比、酶解温度及

酶解时间对蛋白水解度和肽得率的影响，并结合响应

面法优化酶法制备辣木籽多肽的最佳工艺为碱性蛋白

酶添加量 5.50%、pH 9.0、料液比 1:30（g/mL）、酶解

温度 62.50 ℃、酶解时间 143 min，在此条件下肽得

率实际值为（ 84.43±2.31 ） % 、蛋白水解度为

（20.69±0.46）%；最后通过抑菌活性试验表明该辣木

籽蛋白酶解产物对单增李斯特菌、大肠杆菌、金黄色

葡萄球菌、沙门氏菌等 4 种致病菌株均有抑制作用，

最小抑菌浓度分别为 3.00 mg/mL、0.75 mg/mL、0.38 
mg/mL、0.75 mg/mL，且对金黄色葡萄球菌的生长曲

线在培养 4.5 h 后呈现较好抑制效果。该研究为辣木籽

蛋白活性肽的高效制备及抗菌肽等高附加值产品的研

发提供理论依据。 
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