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南瓜籽蛋白肽的制备及其延缓肌肉衰减的活性评价

张早伟1，喻勤2*，严建刚2，杜玉兰2，谢岚2，李晓敏2，汪旭霆1，肖丹华2

（1.广州中医药大学中药学院，广东广州 510006）（2.完美(广东)日用品有限公司，广东中山 528400）

摘要：为提升南瓜籽粕的价值，探究南瓜籽蛋白肽在延缓肌肉衰减的活性及机理，以南瓜籽粕为原料，利用酶解技术

制备南瓜籽蛋白肽，对制备工艺进行优化，并对其延缓肌肉衰减的活性进行评价。采用不同的蛋白酶对南瓜籽粕进行酶解，

进行蛋白酶的筛选以及单因素实验和响应面优化实验，通过评价最终酶解产物对氧化应激、炎症、线粒体功能的影响，探

究其延缓肌肉衰减的机理。结果显示，利用碱性蛋白酶和胰酶双酶复合酶解制备的南瓜籽蛋白肽效果最优，最佳工艺条件

为酶解时间 3.50 h、双酶比例 2.97:1、加酶量 0.76%。在此条件下制备的南瓜籽蛋白肽，可使秀丽隐杆线虫身体摆动次数达

20.63 次 /30 s，相对于未干预组 13.30 次 /30 s 有显著提升效果。此外，最优条件下的南瓜籽蛋白肽显示出优异的抗氧化活

性（CAT 活性提升 2.50 倍、GSH 活性提升 0.49 倍、MDA 水平降低 75.21%）、抗炎活性（TNF-α 水平降低 41.95%、IL-6

水平降低 69.57%）、线粒体功能（ATP 水平提升 1.10 倍）。该研究确定了南瓜籽蛋白肽的制备工艺，同时指出，其具有提

升线虫运动能力以及提升 C2C12 细胞的抗氧化、抗炎、线粒体功能能力，为南瓜籽蛋白肽延缓肌肉衰减提供理论基础。
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Abstract: To increase the value of pumpkin seed meal and investigate the activity and mechanism of pumpkin seed protein 

peptides in delaying muscle atrophy, pumpkin seed protein-derived peptides were prepared from pumpkin seed meal using enzymatic 

hydrolysis. The preparation process was optimized, and the ability of pumpkin seed protein peptides to delay muscle atrophy was 

evaluated. Different proteases were employed to hydrolyze pumpkin seed meal, and proteinase screening, single-factor experiments, 

and response surface methodology (RSM) experiments were carried out. By evaluating the effects of the enzymatic hydrolysis 

products on oxidative stress, inflammation, and mitochondrial function, the mechanism of muscle atrophy retardation was explored. 

Pumpkin seed protein peptides prepared via dual-enzyme complex hydrolysis using alkaline protease and trypsin displayed the most 

potent effects. The optimal process conditions included 3.50 hours of hydrolysis, an alkaline protease to trypsin ratio of 2.97:1, and 

an enzyme dosage of 0.76%. Pumpkin seed protein peptides prepared under these conditions could increase the Caenorhabditis 

elegans body bending frequency to 20.63 times/30 s, significantly greater than that of the non-intervention group (13.30 times/30 s). 
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  骨骼肌是人体主要的蛋白质储存库，约占总体重

的 40%，在运动和能量代谢中发挥重要作用 [1] 。肌肉

衰减是一种通常发生在老年人中，与年龄相关的全身

性骨骼疾病，这种疾病会涉及到肌肉质量和力量的加

速下降，与跌倒、死亡率和虚弱等不良后果的增加有

关 [2] 。肌肉衰减的具体特征为骨骼肌质量数量改变，

如肌肉纤维类型或者肌球蛋白亚型的变化、肌纤维发

生萎缩，以及肌细胞的数量和总蛋白质的损失 [3] 。氧

化应激、炎症、线粒体功能障碍和自噬往往在这些疾

病引起的肌肉衰减中起重要作用 [4-6] 。以上的各种因

素会造成蛋白质的水解增加以及合成减少，导致骨骼

肌的衰减 [7,8] 。与此同时，蛋白质的衰减与蛋白质合成

通路 PI3K-AKT-mTOR 和蛋白质降解通路 PI3K-AKT-
FOXO 密切相关 [9,10] 。有研究确定了 10 种药物干预措

施：维生素 D、联合雌激素 - 孕酮、生长激素、生长

激素释放激素、联合睾酮 - 生长激素、胰岛素样生长

因子 -1 和睾酮等，但是该研究只能推广到老年人，不

能够普及到肌肉衰减患者 [11] 。并且此类药物对人体具

有一定的副作用，高水平的睾酮可能会带来心血管方

面的副作用 [12] 。到目前为止，还没有任何专一治疗药

物上市，也没有开发出有效的治疗肌肉衰减的方法。

南瓜籽中蛋白含量丰富，达到 30%~40%，南瓜

籽粕中蛋白质含量高达 75%，是一种经济实惠且易于

获取的蛋白质资源，并且支链氨基酸含量丰富，含有

人体所必需的 8 种氨基酸，也是一种优质的蛋白质食

品 [13] 。现阶段，南瓜籽作为南瓜的副产品，蛋白资源

不能得到充分的利用，无疑是一种巨大的浪费 [14] 。近

年来，国内外对南瓜籽成分的活性研究逐渐增加，在

抗氧化 [15] 、降血压 [16] 、抗糖尿病 [17] 等方面都有生理活

性。除此之外，由于南瓜籽具有高蛋白含量的优点，

可以对其采用蛋白酶进行酶解，转化为利用率更高的

生物活性小分子。已有研究证明生物活性肽具有良好

的抗氧化性，并参与调控衰老相关信号通路中重要基

因的表达对衰老产生抑制效果 [18] 。并且生物活性肽对

肌肉功能也会产生一定的影响 [19] 。南瓜籽粕作为一种

经济实惠且易于获取的蛋白质资源，为肌肉衰减的预

防和缓解提供了更多的选择性。

本研究通过不同的蛋白酶对南瓜籽粕进行酶解，

并对酶解工艺进行响应曲面的优化，优化后的组分进

行功效评价实验。旨在为南瓜籽蛋白肽在肌肉衰减中

的应用提供参考。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

南瓜籽粕，北京宝得瑞健康产业有限公司；淀粉

酶，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；纤维素酶，

安琪酶制剂（宜昌）有限公司；碱性蛋白酶、胰酶、

风味蛋白酶、植物水解蛋白酶、2SD、AXH、AY50C、
NY50C，南宁东恒华道生物科技有限公司；盐酸、

氢氧化钠，国药集团化学试剂有限公司；C2C12 细

胞，武汉普诺赛生命科技有限公司；N2 秀丽隐杆线

虫，CGC 美国秀丽隐杆线虫中心；MDA 检测试剂盒、

TNF-α 检测试剂盒、IL-6 检测试剂盒、ATP 检测试剂盒、

线粒体膜电位检测试剂盒，上海碧云天生物技术有限

公司；CAT 检测试剂盒，北京盒子生工科技有限公司；

GSH 检测试剂盒，北京索莱宝科技有限公司。

1.2 仪器和设备

TW20 恒温水浴锅，苏州赛恩斯仪器有限公司；

4446025 搅拌器，艾卡（广州）仪器设备有限公司；

TS6006 冷冻干燥机，上海新诺仪器集团有限公司；

WH620R-D 多孔位搅拌器，维根技术（北京）有限公

司；R1010 旋转蒸发仪，郑州长城科工贸有限公司；

Sorvall LYNX400 高速落地离心机，赛默飞世尔科技公

司；K1100 全自动凯氏定氮仪，济南海能仪器有限公司；

SYNERGY H1 多功能酶标仪，安捷伦科技（中国）有

限公司。

1.3 方法

1.3.1 南瓜籽粕成分分析

总糖、果糖、蔗糖、葡萄糖、乳糖、麦芽糖测定

Pumpkin seed protein peptides under optimal conditions also exhibited excellent antioxidant activity (a 2.50-fold increase in CAT 

activity, a 0.49-fold increase in GSH activity, and a 75.21% reduction in MDA level), anti-inflammatory activity (a 41.95% reduction 

in TNF-α and a 69.57% reduction in IL-6), and mitochondrial function (a 1.10-fold increase in ATP). This study identified a 

satisfactory process to prepare pumpkin seed protein peptides and confirmed the ability of pumpkin seed protein peptides to improve 

locomotion in nematodes and enhance the antioxidant, anti-inflammatory, and mitochondrial function of C2C12 cells. These findings 

provide a theoretical basis for the use of pumpkin seed protein peptides to delay muscle atrophy.

Key words: pumpkin seed protein peptide; bioactive peptides; muscle atrophy; caenorhabditis elegans
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参考《GB 5009.8-2023 食品安全国家标准 食品中果

糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖的测定》，总膳食

纤维测定参考《GB 5009.88-2023 食品安全国家标准 
食品中膳食纤维的测定》，脂肪测定参考《GB 5009.6-
2016 食品安全国家标准 食品中脂肪的测定》，蛋白质

测定参考《GB 5009.5-2016 食品安全国家标准 食品中

蛋白质的测定》，水分测定参考《GB 5009.3-2016 
食品安全国家标准 食品中水分的测定》，灰分测定

参考《GB 5009.4-2016 食品安全国家标准 食品中

灰分的测定》。

1.3.2 南瓜籽蛋白肽的制备

取一定量南瓜籽粕溶解于水中，在水浴锅中恒温

至酶解所需的温度，然后将 pH 值调节至蛋白酶最适

宜的 pH 值，加入蛋白酶，利用搅拌设备在 300 r ·min-1

的条件下持续搅拌，达到酶解时间后进行高温灭酶处

理，冷却至室温，使用离心机在 10 000 r·min-1 的条件

下离心取上清液，将上清液进行喷雾干燥或冷冻干燥

为粉状保存。

1.3.3 酶解工艺的优化

1.3.3.1 蛋白酶的筛选

为了最大程度的利用南瓜籽粕蛋白资源，本研究

对比单酶酶解和双酶酶解之后的肽含量，确定最优的

酶解方式。

表 1  各种蛋白酶水解条件

Table 1 Various protease hydrolysis conditions

酶种类 温度 /℃ pH 值 酶解时间 /h

碱性蛋白酶 50~55 8 5

胰酶 50~55 8 5

风味蛋白酶 50~55 8 5

植物水解蛋白酶 42~52 4 5

2SD 45~50 8 5

AXH 45~50 7 5

AY50C 55~60 10 5

NY50C 50~55 8 5

精准称取 300.00 g 南瓜籽粕，按照 1:9 的料液比

溶解于水中，并使用搅拌桨在 300 r·min-1 的条件下持

续搅拌（直至酶解结束），在恒温水浴锅中将样品恒温

至各蛋白酶酶解的最佳温度，然后将 pH 值调节至蛋

白酶酶解最适宜 pH 值，在蛋白酶酶解之前，先加入

淀粉酶和纤维素酶进行酶解，灭酶处理完成后，按称

取样品量质量分数 1.00% 的添加量加入各种蛋白酶，

按照表 1 所示条件，酶解 5 h 后在 95 ℃的条件下进行

灭酶处理 10 min，然后冷却至室温，使用离心机在

10 000 r·min-1 的条件下离心 10 min，取上清液进行冷

冻干燥处理，得到的干燥样品用于后续检测。以酶解样

品肽含量以及其对秀丽隐杆线虫运动行为学（身体摆动

以及咽泵）的影响为指标，对第一种酶进行筛选。

取第一种蛋白酶酶解液离心后的沉淀，然后分别

加入等比例的第二种蛋白酶进行酶解，步骤如上所述，

对第二种蛋白酶进行筛选。将筛选得到的两种蛋白酶

再同时加入南瓜籽粕溶液中，对比分步酶解和混合酶

解的酶解效果，选择最优的酶解方式。

1.3.3.2 单因素实验

选择两个最优的蛋白酶，考察指标为肽含量、对

秀丽隐杆线虫身体摆动以及吞咽行为学的影响。优化

条件为：酶比例（3:1、2:1、1:1、1:2、1:3）、加酶量

（质量分数为 0.20%、0.60%、1.00%、1.40%、1.80%）、

酶解时间（1、2、3、4、5 h）、底物质量分数（4.00%、

6.00%、8.00%、10.00%、12.00%）。除了以上条件外，

其余的条件均控制不变，酶解温度为 52 ℃，酶解 pH
值为 8，酶解时间 5 h，酶比例为 2:1，加酶量 1.00%（质

量分数），底物质量分数 10.00%。

1.3.3.3 响应曲面优化实验

通过单因素实验的结果进行分析，以肽含量、对

秀丽隐杆线虫身体摆动的影响为考察指标，确定加酶

量（A）、酶解时间（B）、酶比例（C）为三个因素，

每个因素设置三个水平，进行响应曲面优化实验，以

得到南瓜籽蛋白的最佳酶解工艺。各单因素及其水平

设计见表 2。

表 2  响应面因素与水平设计

Table 2 Response surface factors and horizontal design

因素
水平

-1 0 1

A 加酶量（% 质量分数） 0.20 0.60 1.00

B 酶解时间（h） 2 4 6

C 酶比例 1:3 1:1 3:1

1.3.4 酸溶蛋白含量以及肽含量的测定

酸溶蛋白含量：精确称取 1.00 g 样品于 50 mL 容

量瓶中，用质量分数 15.00% 三氯乙酸定容并摇匀，

用滤纸进行过滤，然后取 10 mL 过滤后的样品于消

化试管中，分别加入 5 g 硫酸铜催化剂，再分别加

入 15 mL 浓硫酸在 420 ℃条件下消化 1.5 h。消化完成

后进行冷却，然后用凯式定氮仪进行测定。

A = 
(V-V0)×0.0140×6.25×C

m×
10
50

×100%      （1）

式中：

A——酸溶蛋白含量（% 质量分数）；
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V——消耗硫酸的体积，mL ；

V0——空白组消耗硫酸体积，mL ；

C——硫酸的浓度，mol·L-1
；

m——称取样品的质量，g。

B=A-D                                                                   （2）
式中：

B——肽含量，%（质量分数）；

A——酸溶蛋白含量，%（质量分数）；

D——游离氨基酸含量，%（质量分数）。

1.3.5 线虫延缓肌肉衰减的活性评价研究

1.3.5.1 线虫的同步化

将处于产卵期的 N2 型线虫用 M9 缓冲液清洗至

1.5 mL 离心管中，离心弃上清，再用 M9 缓冲液清洗

三次，去掉一半上清液，加入线虫裂解液，迅速震荡

直至线虫完全裂解，常温下 5 000 r·min-1 离心 3 min，
弃去上清，再用 M9 缓冲液清洗三次，然后将虫卵放

在不含有食物的 NGM 板上 20 ℃培养，待其孵化成幼

虫备用 [20] 。

1.3.5.2 线虫培养

参照 Solis 等 [21] 的方法，将孵化出的幼虫用 S.M
培养基调至适宜的虫密度，然后用 24 孔板进行培养，

每个孔加入 1 mL 含有幼虫的 S.M 培养基，然后设置

空白组以及 15 mg·mL-1 的南瓜籽蛋白酶解样品的样品

组，处理之后 20 ℃培养。

1.3.5.3  线虫行为学能力的测定

身体摆动：取培养 15 d 后的线虫，将每个孔的线

虫混匀，每个孔取 100 μL 于载玻片上，将线虫分散均

匀避免有重叠，然后在光学显微镜下观察线虫，统计

线虫 30 s 的身体摆动情况。

咽泵：取培养 15 d 后的线虫，将每个孔的线虫混

匀，每个孔取 10 μL 于载玻片上，将线虫分散均匀避

免有重叠，然后在光学显微镜下观察线虫，统计线虫

30 s 的咽泵情况。

1.3.6 C2C12细胞延缓肌肉衰减活性机理研究

1.3.6.1 C2C12细胞的培养

C2C12 小鼠成肌细胞采用 DMEM 高糖培养基（含

有体积分数 10% 胎牛血清以及体积分数 1% 青霉素链

霉素双抗）进行培养，放置 37 ℃，5% CO2 的培养

箱中，待其生长至 80% 左右进行传代和铺板。

1.3.6.2 肌肉衰减模型的建立

参照郎爽等 [22] 的方法，采用 D- 半乳糖（D-gal）作用

于 C2C12 成肌细胞来模拟自然衰老过程中的肌肉衰减。

1.3.7 体外抗氧化活性的测定

实验设计共分为五个组：空白对照组，D- 半乳糖

模型组（质量浓度为 20 mg·mL-1），低、中、高南瓜籽

酶解液样品组（PSPP 质量浓度分别为 0.625、1.25、
2.50 mg·mL-1）。将 C2C12 成肌细胞以每孔 3×105 的数

量接种于六孔板，培养 24 h 后对细胞进行样品处理，

继续培养 48 h，按照试剂盒说明书操作，分别测定

C2C12 细胞中过氧化氢酶（CAT）、脂质氧化（MDA）、

还原性谷胱甘肽（GSH）含量。

1.3.8 炎症反应相关指标的测定

实验设计共分为五个组：空白对照组，D- 半乳糖

模型组（质量浓度为 20 mg·mL-1），低、中、高南瓜籽

酶解液样品组（PSPP 质量浓度分别为 0.625、1.25、
2.50 mg·mL-1）。细胞操作方法如 1.3.6 所述，按照检测

试剂盒的说明书操作，分别测定 C2C12 细胞产生的肿

瘤坏死因子（TNF-α）、白细胞介素 6（IL-6）含量。

1.3.9  线粒体功能指标的测定

实验设计共分为五个组：空白对照组，D- 半乳糖

模型组（质量浓度为 20 mg·mL-1），低、中、高南瓜

籽酶解液样品组（PSPP 质量浓度分别为 0.625、1.25、
2.50 mg·mL-1）。细胞操作方法如 1.3.6 所述，按照检

测试剂盒的说明书操作，分别测定 C2C12 细胞内 ATP
的含量以及线粒体膜电位。

1.4 数据处理与分析 

利用 Design-Expert V 10.0.1 软件对响应曲面实验

进行设计与分析；利用 GraphPad Prism 对实验数据进

行单因素方差分析并做图。P ＜ 0.05 认为差异有统计

学意义。

2  结果与分析

2.1 南瓜籽粕成分检测结果

表 3  南瓜籽粕的基本成分

Table 3 Basic components of pumpkin seed meal

序号 检测项目 检测方法 含量 /%

1 总糖含量 /(g/100g)

GB 5009.8-2023

2.80

2 果糖 /(g/100g) 0.39

3 蔗糖 /(g/100g) 2.10

4 葡萄糖 /(g/100g) 0.34

5 乳糖 /(g/100g) —

6 麦芽糖 /(g/100g) —

7 总膳食纤维 /(g/100g) GB 5009.88-2023 7.37

8 脂肪 /(g/100g) GB 5009.6-2016 7.20

9 蛋白质 /(g/100g) GB 5009.5-2016 66.20

10 水分 /% GB 5009.3-2016 8.11

11 灰分 /% GB 5009.4-2016 7.80
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南瓜籽粕的主要成分检测结果见表 3，可以发现

南瓜籽经过去油之后得到的南瓜籽粕脂肪含量（质量

分数 7.20%）降低，并且含有丰富的蛋白质（质量分

数 66.20%），对于后续的酶解工艺研究具有一定的开

发价值。

2.2 南瓜籽蛋白肽的制备

2.2.1 蛋白酶的筛选结果

选择碱性蛋白酶、胰酶、植物水解蛋白酶、风

味蛋白酶、2SD、AXH、NY50C、AY50C 八种蛋白

酶，分别在各种酶最佳条件下进行酶解。活性肽的特

定生理活性由氨基酸组成和序列决定 [23] 。所以可以

利用不同蛋白酶的特异性酶解产生不同的活性肽片段

去探究其缓解肌肉衰减的活性。如图 1 所示，碱性蛋

白酶、植物水解蛋白酶、AY50C 和 NY50C 四种蛋白

酶酶解之后的产物肽含量要高于其他蛋白酶，分别为

44.93%、45.69%、44.91%、40.42%（质量分数）。碱

性蛋白酶、胰酶、AY50C 和 NY50C 四种蛋白酶酶解

物对线虫运动能力影响较大，碱性蛋白酶酶解物对可

以使秀丽隐杆线虫的身体摆动次数达到 21 次 /30 s，
可以使咽泵次数达到 35 次 /30 s，然而空白组的秀丽

隐杆线虫身体摆动次数仅为 13 次 /30 s，咽泵次数

为 15 次 /30 s。以上述三个指标分别占比权重（肽

含量质量分数 40%、身体摆动次数 30%、咽泵次数

30%）进行综合考虑，碱性蛋白酶对肽含量以及线虫

身体摆动次数影响最大，优先碱性蛋白酶作为第一

种蛋白酶。

图 1 第一种蛋白酶制备南瓜籽蛋白酶解物的肽含量以及

对线虫身体摆动以及咽泵频率影响

Fig.1 The initial proteinase was employed to produce a pumpkin

 seed protein hydrolysate enriched with peptides, and its effects on 

the body waving and pharyngeal pump frequency of nematodes 

注：不同字母各组之间代表具有统计学差异（P ＜ 0.05），

相同字母各组之间无统计学差异（P ＞ 0.05）。下图同。

第二次酶解结果见图 2，由图可知，NY50C、胰

酶以及风味蛋白酶三种蛋白酶对滤渣进行酶解后肽

含量（质量分数）最高，分别为 65.88%、60.51% 和

53.28%。胰酶、风味蛋白酶以及 NY50C 三种蛋白酶

对秀丽隐杆线虫的身体摆动以及咽泵次数影响最大。

以上述三个指标分别占比权重（肽含量 40%、身体摆

动次数 30%、咽泵次数 30%）进行综合考虑，选择胰

酶作为第二种蛋白酶。为进一步优化工艺，节省时间

以及能耗，将上述的分步酶解与双酶混合同步酶解对

比，重复实验结果一致（肽含量为 62.00%、身体摆动

次数为 21.90 次 /30 s、咽泵次数为 35.80 次 /30 s），张

慧杰 [24] 在研究野菊花内酯过程中统计给药 12 d 秀丽

隐杆线虫身体摆动以及咽泵次数分别为 25 次 ·min-1、

28 次 ·min-1，由此可以发现南瓜籽蛋白肽具有缓解肌

肉衰减的潜力。因此后续采用碱性蛋白酶和胰酶双酶

混合同步酶解。

图 2 第二种蛋白酶制备南瓜籽蛋白酶解物的肽含量、

对线虫身体摆动以及咽泵频率影响

Fig.2 The second protease was employed to prepare a pumpkin 

seed protein hydrolysate enriched with peptides, and its effects 

on the body waving of nematodes and the frequency of their 

pharyngeal pump

2.2.2 单因素优化实验结果

如图 3a 所示，刚开始随着蛋白酶浓度的上升，

肽含量也会逐步上升，说明此时酶量仍处于较低水

平，在加酶量达到 0.60%（质量分数）时肽含量达到

60.80%（质量分数）。通过增加蛋白酶的用量来增加与

蛋白的接触面积进而增加蛋白的酶解效率，加酶量超

过 0.60% 之后肽含量会呈现下降的趋势，在蛋白质酶

解发生的过程中，不仅蛋白本身可以作为蛋白酶催化

的底物，所生成的肽分子也可以作为蛋白酶催化的底

物，因此可能会存在肽分子的过度酶解导致肽含量的

下降。在酶解反应的最后阶段，整个反应体系中存在

很多小分子肽以及氨基酸，他们会通过进攻酶 - 肽片

段，与另一个肽片段的酰胺键结合，发生蛋白质合成

反应，形成与原来的小分子肽结构显著不同的新小分
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子肽 [25] 。秀丽隐杆线虫在肌肉衰减等疾病中是一种成

熟的模型动物，衰老后的秀丽隐杆线虫会发生一定程

度的肌肉衰减，并伴随有运动能力的下降 [26] 。由单因素

实验结果可知，线虫身体摆动次数与咽泵次数具有一定

的关联性，因此选择以秀丽隐杆线虫的身体摆动为评价

指标，评判样品对肌肉衰减的缓解作用。由实验结果可

知，在加酶量质量分数为 0.60% 时，酶解物对秀丽隐杆

线虫的身体摆动次数影响最大，为 20.40 次 /30 s，并

且随着酶量的继续增加，对线虫的有利影响逐渐减弱。

因此在加酶量质量分数为 0.60% 左右时较为合适。

如图 3b 所示，在酶解时间为 4 h 时，肽含量为最

大值 62.70%（质量分数），并随着酶解时间的延长，

肽含量不增反减，说明此时酶解已达终点。由秀丽隐

杆线虫的身体摆动次数可知，刚开始随着酶解时间的

延长，对线虫的身体摆动的有利影响逐渐增加，达到

4 h 后继续延长酶解时间可以发现此时样品对线虫有利

影响逐渐减弱。因此在酶解时间为4 h左右时较为合适。

如图 3c 所示，可以发现碱性蛋白酶在双酶中所占

比例越高时，对秀丽隐杆线虫运动的有利影响最大，

当双酶比例为 3:1 的时候，秀丽隐杆线虫身体摆动为

22.60 次 /30 s。尽管此时的肽含量为 55.91%（质量分

数），以功能为导向，因此在酶比例为 3:1 左右时较为

合适。

如图 3d 所示，随着底物质量分数的变化，肽含量

的结果虽有变化，但对秀丽隐杆线虫运动的影响甚小，

因此后续响应曲面不考虑此因素。

图 3 不同单因素对南瓜籽蛋白酶解物肽含量及

其对秀丽隐杆线虫身体摆动的影响

Fig.3 The effects of different single factors on the peptide content 

of pumpkin seed protease hydrolysate and its impact on the body 

movement of Caenorhabditis elegans

注：a 为加酶量；b 为酶解时间；c 为碱性蛋白酶与胰酶的

比例；d 为以及底物质量分数。

2.2.3 响应曲面优化实验结果

根据单因素实验的结果，以加酶量（A）、酶解时

间（B）和酶比例（C）作为三因素，以酶解液对秀丽

隐杆线虫身体摆动次数的影响为响应值，设计出三因

素三水平的响应曲面优化实验，对酶解工艺进行优化

处理，响应曲面的设计及其结果见表 4。使用 Design-
Expert V 10.0.1 对表中的数据进行回归拟合分析，得

到二次回归方程：

Y=20.26+0.50A+0.27B+0.83C-0.05AB+0.58AC+ 
0.02BC-0.82A2-1.22B2-0.63C2。

由表 5 方差分析可知，模型的 P 值 ＜ 0.000 1，说

明实验设计的模型具有极显著差异，失拟项的 P 值为

0.052 3 ＞ 0.05，说明失拟项差异不显著，拟合效果较

好 [27] 。模型的相关系数 R2=0.988 0 ＞ 0.9，说明该模型

的实验值与预测值之间相关度好。然后通过分析模型

中三个单因素对于线虫身体摆动的影响，加酶量（A）、

酶解时间（B）以及酶比例（C）P 值均小于 0.05，对

线虫身体摆动次数的影响显著。并且由 F 值可以得出，

对线虫身体摆动的影响由大到小依次为酶比例 ＞ 加酶
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量 ＞ 酶解时间，每两个独立单因素也会对线虫身体摆

动次数产生影响。

表 4  响应曲面设计与结果

Table 4 Response surface design and results

序号
A 加酶量

/%
B 酶解
时间 /h

C 酶
比例

身体摆动
/( 次 /30 s) SD 值

1 0.2 2 50 17.53 2.38

2 1 2 50 18.60 2.36

3 0.2 6 50 17.93 3.26

4 1 6 50 18.80 4.23

5 0.2 4 25 17.93 3.09

6 1 4 25 17.80 2.34

7 0.2 4 75 18.66 3.10

8 1 4 75 20.86 2.52

9 0.6 2 25 17.33 3.52

10 0.6 6 25 18.06 3.24

11 0.6 2 75 18.73 2.19

12 0.6 6 75 19.53 2.65

13 0.6 4 50 20.33 2.21

14 0.6 4 50 20.20 2.35

15 0.6 4 50 20.40 1.83

16 0.6 4 50 20.26 2.18

17 0.6 4 50 20.13 2.57

表 5  方差分析

Table 5 Analysis of variance 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 21.46 9 2.38 63.98  < 0.000 1 ***

A- 加酶量 2.01 1 2.01 53.92 0.000 2 ***

B- 时间 0.57 1 0.57 15.21 0.005 9 **

C- 酶比例 5.54 1 5.54 148.73  < 0.000 1 ***

AB 0.010 1 0.010 0.27 0.620 5

AC 1.36 1 1.36 36.41 0.000 5 ***

BC 1.225E-3 1 1.225E-3 0.033 0.861 3

A2 2.86 1 2.86 76.78  < 0.000 1 ***

B2 6.31 1 6.31 169.36  < 0.000 1 ***

C2 1.66 1 1.66 44.40 0.000 3 ***

残差 0.26 7 0.037

失拟项 0.22 3 0.072 6.41 0.052 3 不显著

纯误差 0.045 4 0.011

总和 21.73 16

注：P ＜ 0.01，差异极显著，用 ** 表示；P ＜ 0.001，差异

极显著，用 *** 表示；P ＞ 0.05，差异不显著。

由 Box-Behnken 所做出的两两因素交互图可知，

图中的坡度的陡峭程度反映了其对结果的影响度 [28] 。

由表 5、图 4 可知两两因素交互作用中加酶量（A）与

酶比例（C）的交互项显著，其响应面的坡度较为陡

峭。其余两个交互项不显著，其响应面的坡度较为平

缓。优化后南瓜籽蛋白制备延缓肌肉衰减肽的最佳工

艺为：加酶量为 0.76%（质量分数），酶解时间为 3.50 h，
酶比例为 2.97:1，最终得到的线虫身体摆动次数为

20.63 次 /30 s。在最优的条件下进行 3 次重复性实验，

所得到的值与最终预测值差别不大，说明该模型优化

较为准确。将此得到的酶解液进行后续冷冻干燥之后

得到固体粉末，用于后续活性研究。

图 4 两因素交互作用响应曲面

Fig.4 Response surface of interaction between two factors
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2.2.4 南瓜籽缓解肌肉衰减肽对D-半乳糖诱导的

C2C12细胞氧化应激的影响

图 5 南瓜籽缓解肌肉衰减肽的抗氧化应激作用

Fig.5 Pumpkin seeds alleviate the antioxidant stress of muscle 

wasting peptides

注：代表模型组（D-gal）与空白组对比有显著性；

P ＜ 0.001，差异极显著，用 *** 和 ### 表示。下同。

机体内存在氧化剂与抗氧化剂，当二者之间出现

不平衡时更有利于氧化剂，导致机体发生氧化应激导

致损伤，抗氧化防御的主要作用是由抗氧化酶实现

的，而不是由小分子抗氧化化合物实现的 [29] 。近年来

D- 半乳糖被广泛的作为一种动物、细胞快速衰老模型

诱导剂 [30,31] ，大量的 D- 半乳糖会导致细胞、动物产生

氧化应激以及线粒体功能受损，其对细胞所产生的诱

导作用与细胞正常自然衰老相似 [32] 。因此采用 D- 半
乳糖对 C2C12 细胞进行干预。由图 5 可以发现，模

型组（D-gal 造模）相比于空白组，C2C12 细胞中抗

氧化酶过氧化氢酶（CAT）和谷胱甘肽（GSH）的活

性分别下降 70.86% 和 16.52%（P ＜ 0.001），丙二醛

（MDA）的质量分数上升了 318.38%（P ＜ 0.001）。高、

中剂量样品组（2.50、1.25 mg·mL-1 PSPP）的抗氧化

酶活性均显著提高（P ＜ 0.001、P ＜ 0.001），低剂量

样品组（0.625 mg·mL-1 PSPP）对造模后的细胞内抗

氧化酶含量无显著提升效果。高中低剂量样品组分别

可以显著降低 MDA 的含量（P ＜ 0.001）。王培宇 [33] 用

H2O2 处理 HSF 细胞后 GSH 含量由 19.70 μg·mL-1

降低至 15.20 μg·mL-1，样品干预之后也有不同程度的

提升。伍先伟 [34] 探究了四种生物活性肽对 H2O2 诱导

的 C2C12 细胞氧化应激的影响，经过 H2O2 的造模之

后 MDA 质量分数升高了 60%，活性肽处理之后对

MDA 的降低有显著作用。综上所述，南瓜籽缓解

肌肉衰减肽可以不同程度提高 C2C12 细胞内抗氧化

酶（CAT 和 GSH）的活性以及降低脂质过氧化物丙

二醛（MDA）的含量，提高机体抵御氧化应激的能

力，进而缓解 D- 半乳糖所引起的细胞内氧化应激，

改善肌肉功能。

2.2.5 南瓜籽缓解肌肉衰减肽对D-半乳糖诱导的

C2C12细胞炎症反应的影响

D- 半乳糖在诱导 C2C12 细胞衰老发生氧化应激

的同时，也会产生炎症因子影响肌肉的功能，并发生

肌肉的衰减 [35] 。炎症因子之间的相互作用会影响细

胞的正常代谢，肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）由巨噬细

胞分泌，影响免疫以及炎症反应，并可以抑制蛋白质

的合成加速蛋白质的降解；白细胞介素 -6（IL-6）可

以通过抑制 PI3K-AKT、JAK-STAT3 信号通路激活

STAT3 蛋白，进而影响骨骼肌蛋白质的降解。由图 6
可得到，与对照组相比，经过 D-gal 的诱导，炎症因

子 TNF-α 和 IL-6 水平显著升高，分别升高 0.68、5.41
倍（P ＜ 0.001），而经过样品干预之后，能显著减少由

D-gal 诱导的 C2C12 小鼠成肌细胞所分泌的 TNF-α 以

及 IL-6 水平。王惠惠 [36] 探究了川陈皮素对 D-gal 诱导

的衰老小鼠肌肉衰减的影响，与对照组小鼠相比，D-gal
诱导衰老小鼠血清中 TNF-α、IL-6 质量分数分别升高

了 19.81% 和 27.78%，川陈皮素干预后质量分数分别

降低了 19.19% 和 11.01%。综上所述，南瓜籽缓解肌

肉衰减肽能缓解 D- 半乳糖所引起的细胞内炎症，并且

对于 IL-6 的干预具有一定的剂量依赖性，通过降低机
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体内炎症因子水平，对促进蛋白质合成以及抑制蛋白

质的降解发挥重要作用，改善肌肉功能。

图 6 南瓜籽缓解肌肉衰减肽的抗炎作用

Fig.6 The anti-inflammatory effect of pumpkin seeds in relieving

 muscle wasting peptides

2.2.6 南瓜籽缓解肌肉衰减肽对D-半乳糖诱导的

C2C12细胞线粒体功能的影响

线粒体是机体主要的能量生成场所，线粒体功能

也是骨骼肌功能的一个重要影响因素 [37] 。如图 7 所展

示，与空白组做对比，C2C12 细胞经过 D-gal 的诱导

之后 ATP 的质量分数显著下降约 58.59%（P ＜ 0.001）。
经过南瓜籽缓解肌肉衰减肽（PSPP）的干预之后可以

恢复部分由 D-gal 诱导的 ATP 含量降低（P ＜ 0.001）。
JC-1 荧光探针常被用来检测线粒体膜电位，当线粒体

膜电位较高时，可以产生红色荧光，线粒体膜电位较

低时，可以产生绿色荧光。如下图所展示，D-gal 会导

致红色荧光减弱，绿色荧光增强，也就意味着线粒体

膜电位的下降。经过样品干预之后红色荧光增强，绿

色荧光减弱，此时线粒体膜电位增强。伍先伟 [34] 使用

JC 法以及流式细胞仪分别测定了线粒体膜电位，多肽

可以抵抗过氧化氢诱发的 C2C12 细胞线粒体膜电位降

低。综上所述，南瓜籽缓解肌肉衰减肽（PSPP）可以

增强 ATP 的产生以及线粒体膜电位。通过增强线粒体

功能维持骨骼肌对于 ATP 的需求，调节细胞代谢，对

于增强骨骼肌的质量发挥重要作用。

 

图 7 南瓜籽缓解肌肉衰减肽对线粒体功能的影响

Fig.7 Effects of pumpkin seed relieving muscle decay peptide

mitochondrial functions

注：a 为 ATP 含量；b 为线粒体膜电位。* 代表给药组与模

型组对比有差异。P ＜ 0.001，差异极显著，用 *** 和 ### 表示。

3  结论

本研究采用蛋白酶对南瓜籽粕进行酶解，为了提

高对南瓜籽粕的利用率，在使用单一蛋白酶对其酶解

的基础上考虑使用不同种蛋白酶进行二次酶解，研究

结果证明不仅可以提高肽含量，而且对于秀丽隐杆线

虫的身体摆动次数以及咽泵频率也略有提升，通过对

比两种酶分步酶解和同步酶解对肽含量及功效结果影
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响无差异，从产业化的效率上考虑，同步酶解更有利，

因此最终确定了碱性蛋白酶和胰酶双酶混合同步酶解

的方式。通过单因素和响应面实验对整体制备工艺进

行优化，得到的最佳工艺条件为酶解时间 3.50 h、双

酶比例 2.97:1、加酶量质量分数 0.76%。

本研究以秀丽隐杆线虫为模型生物模拟正常衰老，

根据秀丽隐杆线虫的身体摆动以及咽泵次数两个行为

学指标评估南瓜籽蛋白肽延缓肌肉衰减的作用，发现

南瓜籽蛋白肽可以增强衰老秀丽隐杆线虫的运动能力，

同时发现经过南瓜籽蛋白肽的干预之后，对 D-gal 诱
导的 C2C12 细胞氧化应激以及炎症有缓解作用，并且

可以增强线粒体功能。由此推断，南瓜籽蛋白肽可能

从氧化应激、炎症以及线粒体功能等方面作用，进而

影响蛋白质合成通路 PI3K-AKT-mTOR 和蛋白质降解

通路 PI3K-AKT-FOXO，通过这两条信号通路增加蛋

白质的合成抑制蛋白质的降解，对肌肉衰减产生有利

影响。

然而，在骨骼肌功能中，肌纤维萎缩是骨骼肌功

能下降的重要病理特征，本研究仅仅从秀丽隐杆线虫

以及 C2C12 细胞模型评估了蛋白肽对肌肉功能的影

响，对于肌纤维萎缩的探讨存在不足，后续研究中考

虑加入小鼠模型或者更为复杂的体内模型进行更深入

的探究，以期提高研究结果的可靠性以及临床研究价

值。综上所述，本研究可以为开发肽产品提供一定的

理论依据。南瓜籽具有经济实惠且易于获取、安全健康、

来源广泛等优点，商业价值巨大，可作为深度开发的

对象，本研究对延缓肌肉衰减的探究可以为后续临床

研究提供一定的参考。
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