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不同酶解方式下蜂王浆蛋白生物活性的比较

李珍珠，冯毅楠，郑文涛，陶文丽，黄艾祥*

（云南农业大学食品科学技术学院，云南昆明 650500）

摘要：蜂王浆营养丰富，蛋白质含量高，是挖掘生物活性肽的重要来源。为探究不同酶解方式对蜂王浆蛋白的抗氧化

和降糖活性影响，该研究以蜂王浆为原料，采用硫酸铵沉淀法提取蜂王浆粗蛋白，通过不同的酶解（胃蛋白酶、胰蛋白酶、

胃胰蛋白酶）制备得到酶解粗提物 W-WSPs、Y-WSPs、WY-WSPs，以未酶解的粗蛋白为对照，羟自由基、DPPH 自由基

清除率和 α- 葡萄糖苷酶抑制率为评价指标，评估其抗氧化和降糖活性的差异，并依据不同温度、pH 值评估其活性的热稳

定性和酸碱稳定性。结果表明，三种粗提物对细胞均无毒性，其中蜂王浆蛋白酶解粗提物 WY-WSPs 具有更好的抗氧化活

性和 α- 葡萄糖苷酶抑制活性，其对羟自由基、DPPH 自由基的清除率分别为 48.54% 和 41.59%，对 α- 葡萄糖苷酶的抑制率

为 50.75%，且具有一定的热稳定性和酸碱稳定性。其中 WY-WSPs 在相同条件下具有更高的羟自由基、DPPH 自由基清除

率和 α- 葡萄糖苷酶抑制率，稳定性也更强。研究旨在为蜂王浆高值化利用及产品开发提供理论参考。
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Comparison of Royal Jelly Protein Bioactivity under Different Enzymatic 

Hydrolysis Methods
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(College of Food Science and Technology, Yunnan Agricultural University, Kunming 650500, China)

Abstract: Royal jelly is rich in nutrients and exhibits high protein content; it serves as an important source of bioactive 

peptides. To explore the effects of different enzymatic hydrolysis methods on the antioxidant and hypoglycemic activities of 

royal jelly proteins, royal jelly was first subjected to crude protein extraction using the ammonium sulfate precipitation method, 

followed by different methods of enzymatic hydrolysis (pepsin, trypsin, pepsin+trypsin) to prepare water-extracted water-soluble 

polysaccharide (W-WSP), enzyme-assisted extracted water-soluble polysaccharide (Y-WSP), and combined water- and enzyme-

assisted extracted water-soluble polysaccharide (WY-WSP) enzymatic crude extracts. Using unhydrolyzed crude protein as the 

control, the hydroxyl radical scavenging rate; 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging rate; and α-glucosidase 

inhibition rate were used as indicators to assess differences in antioxidant and hypoglycemic activities. The thermal and acid-base 

stabilities of these bioactivities were evaluated under different temperatures and pH values. The results showed that the three crude 

extracts were non-cytotoxic. Among them, the WY-WSP enzymatic crude extract exhibited superior antioxidant and α-glucosidase 

inhibitory activities, with hydroxyl and DPPH radical scavenging rates of 48.54% and 41.59%, respectively, and an α-glucosidase 

inhibition rate of 50.75%. The WY-WSP enzymatic crude extract also exhibited thermal and acid-base stability. Under the same 
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蜂王浆（Royal Jelly, RJ）又称蜂皇浆，蜂乳，我

国是世界上生产和输出蜂王浆最多的国家，中国的

Rj 年产量超过 4 000 吨，国际贸易中的蜂王浆产品

有 90% 以上来源于中国 [1] 。其含有 60%~70% 的水分，

9%~18% 的蛋白质，7%~18% 的碳水化合物，3%~8%
的脂肪，1%~3% 的矿物质，维生素以及其他一些微量

元素 [2] ，营养十分丰富，能够满足人体所需 [3] 。

近年来，蜂王浆的保健功效已被大量研究证实，

其具有抗衰老 [4] 、增强机体免疫 [5] 、降血压 [6] 、降血

糖 [7] 、抗炎 [8] 、抗菌 [9] 、抗肿瘤 [10] 等多种生理功能，除

此之外，还有抗疲劳、改善睡眠和保护肝脏等保健功

效，被称为“液体黄金” [3] ，广泛应用于食品、生物和

医疗领域。然而，蜂王浆因其具有辛辣、粘稠、溶解

性差等特点，限制了其应用价值，在产品深加工方面

还有待加强。此外，从蜂王浆中提取分离出的成分，

大部分是大分子量的蛋白质，无法被人体直接吸收，

生物利用度有限 [11] 。蜂王浆作为食品 [12] ，从入口就会

经过各种各样酶的消化，例如唾液淀粉酶，胃蛋白酶、

胰蛋白酶等，经过酶水解后的小分子蛋白部分结构展

开，肽序列中的疏水基团增加 [13] ，感官，理化特性以

及功能活性都比未经酶解的大分子好，显著提高了蛋

白质的消化率和安全性 [14] 。目前针对蜂王浆蛋白酶解

研究主要是酸性蛋白酶，碱性蛋白酶和木瓜蛋白酶等

风味蛋白酶酶解后酶解产物的结构组成和生物活性，

例如，Li 等 [15] 使用碱性蛋白酶酶解蜂王浆蛋白并研究

其酶解后的蛋白结构变化以及抗氧化活性；Ge 等 [16] 通

过酸性蛋白酶水解蜂王浆蛋白并对其中酪氨酸酶抑制

肽的生产、分离、鉴定和对接进行深入的分析；刘佳

霖等 [17] 则以水溶性蛋白质的提取率为主要指标，采用

木瓜蛋白酶、无花果蛋白酶、中性蛋白酶、菠萝蛋白

酶制备水溶性蜂王浆，结果显示，4 种酶的水溶性蛋

白质提取率分别为 14.10%、13.97%、24.91%、7.20%，

中性蛋白酶具有最好的酶解效果。这些研究不仅成功

优化了蜂王浆蛋白的酶解条件，还对其酶解产物蜂王

浆蛋白肽的生物活性展开了系统性探究，然而，当前

基于人体内源性消化酶（如胃蛋白酶、胰蛋白酶）酶

解蜂王浆蛋白的研究较为有限，而采用这类天然存在

于消化道的酶进行蛋白水解，能更精准模拟人体消化

过程，使产物的生物活性（如抗氧化、免疫调节等）

更贴近生理条件下的实际效应，对食品生物活性研究

及功能食品开发更有参考价值。

该研究旨在通过应用胃蛋白酶、胰蛋白酶以及两

者分步酶解法酶解蜂王浆蛋白，分别模拟蜂王浆蛋白

体外胃消化、肠消化和胃肠消化。因此未进行酶解条

件优化，pH 值、温度、时间等都是模拟人体胃 - 肠消

化道的生理环境（胃 pH 值：1.5~2.5，2 h ；小肠 pH 值：

7~8，2~4 h ；体温 37 ℃）。以羟自由基、DPPH 自由

基清除率和 α- 葡萄糖苷酶抑制率为评价指标，评估其

抗氧化和降糖活性，并在不同温度和 pH 值条件下探

究其热稳定性和酸碱稳定性，以期为制备蜂王浆蛋白

来源的抗氧化肽和降糖肽的筛选鉴定及蜂王浆蛋白高

值化利用提供理论依据。

1  材料与方法

1.1 材料与仪器 

新鲜蜂王浆，由云南天卉蜂业科技有限公司提供；

硫酸铵，天津市风船化学试剂科技有限公司；HCl，天

津市风船化学试剂科技有限公司；NaOH，天津市风船

化学试剂科技有限公司；胃蛋白酶（695 U·mg-1），美

国 sigma 公司；胰蛋白酶（8×USP），美国 sigma 公

司；硫酸亚铁，天津市风船化学试剂科技有限公司；

水杨酸，天津市风船化学试剂科技有限公司；过氧化

氢，天津市风船化学试剂科技有限公司；无水乙醇，

天津市风船化学试剂科技有限公司；2,2- 联苯基 -1- 苦
基肼基（DPPH），上海晶纯生化科技股份有限公司；

α- 葡萄糖苷酶（700 000 U·mL-1），美国 sigma 公司；

对硝基苯基 -β-D- 吡喃葡萄糖苷酶（PNPG），美国

Sigma 公司；

JY2002 电子天平，上海精密科学仪器有限公

司；Avanti J-15/15R 高速离心机，苏州贝克曼库尔

特公司；SHZ-82 恒温振荡器，常州国华电器有限公

司；Y2-712-4 磁选搅拌器，永嘉县瓯北远进电机厂；

DKZW-S-6 电热恒温水浴锅，北京市永光明医疗仪

器有限公司；SCIENTZ-18N 真空冷冻干燥机，上海

比朗仪器制造有限公司；Synergy H1 酶标仪，美国 
Biotek 公司；60110-206 96 孔板，检硕科学器材（上

海）有限公司。

conditions, it exhibited superior hydroxyl radical and DPPH radical scavenging rates, an elevated α-glucosidase inhibition rate, and 

improved stability. These findings provide a theoretical basis for the high-value utilization and product development of royal jelly.

Key words: royal jelly; enzymatic crude extract; antioxidant activity; hypoglycemic activity; stability
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表 1  AS的终浓度：在0 ℃时的百分饱和度

Table 1 Final concentration of As: percentage saturation at 0 ℃

AS 的初始浓度（0 ℃时
的百分饱和度）

1 L 溶液加入固体 As 的量

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

0 106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697

5 79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662

10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627

15 26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592

20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557

25 0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522

30 0 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488

35 0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453

40 0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418

45 0 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 383

50 0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348

55 0 30 61 93 127 161 197 235 273 313

60 0 31 62 95 129 164 201 239 279

65 0 31 63 97 132 168 205 244

70 0 32 65 99 134 171 209

75 0 32 66 101 137 174

80 0 33 67 103 139

85 0 34 68 105

90 0 34 70

95 0 35

100 0

1.2 实验方法

1.2.1 蜂王浆蛋白提取

参考钱家乐 [18] 和刘家维等 [19] 的方法，将冷冻的蜂

王浆于 45 ℃条件下水浴加热溶解后称取 100 g 于烧杯

中，溶解后纯水定容至 1 000 mL，离心（5 000×g, 4 ℃）

15 min 取上清液，随后用纯水将上清液重新定容至

1 000 mL， 倒 入 烧 杯 中， 参 照 表 1， 在 磁 力 搅

拌器（600 r·min-1）搅拌下分次缓慢加入硫酸铵

（Ammonium Sulfate, AS）粉末 516 g 使其达到 80%（质

量分数）饱和度，静置 30 min 后加 1 mol·L-1 的 NaOH 调

pH 值至 7.38，于 4 ℃冰箱静置 30 min 后离心（5 000×g,
4 ℃）20 min，然后分离取沉淀，在磁选搅拌器转速为

600 r·min-1 条件下使用 30 kDa 透析袋透析 24 h，收集

透析好的粗蛋白放入 -80 ℃冷冻 12 h，在真空冷阱温

度≤ -50 ℃，真空度≤ 10 Pa，升华干燥 72 h 获得蜂王

浆蛋白冻干粉备用。

1.2.2 蜂王浆蛋白酶解粗提物的制备

按照表 2进行酶解反应，反应 1和 2直接进行反应，

分别模拟蜂王浆蛋白在胃和小肠的消化，反应 3 分步

进行，先用胃蛋白酶酶解 2 h，调节 pH 值后再用胰蛋

白酶酶解 2 h，体外进行动态模拟蜂王浆蛋白在胃肠道

的消化，结束后将样品置于 85 ℃恒温水浴锅中进行

10 min 的灭酶处理，灭酶完成后使其自然冷却，随后

将 pH 值调节至 7，离心（8 000×g, 4 ℃）5 min 取上清

液进行 24 h 的超滤后放入 -80 ℃冷冻，真空冷冻干燥

得到酶解粗提物 [20-22] ，依次命名为 W-WSPs、Y-WSPs、
WY-WSPs。

表 2  酶解条件表

Table 2 Enzymatic hydrolysis condition list

编号 名称
酶（溶液总体积

的 0.65%）
料液比

温度
/℃ pH 值

时间 
/h

1 W-WSPs 胃蛋白酶 1:6 37 2 2

2 Y-WSPs 胰蛋白酶 1:6 37 8 2

3 WY-WSPs
胃蛋白酶

胰蛋白酶

1:6
1:6

37
37

2
8

2
2

1.2.3 肽含量测定

根据王道滇等 [23] 的方法，采用邻苯二甲醛分光光
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度法测定质量浓度为 1 mg·mL-1 粗提物的肽含量。采

用胰酪蛋白胨（质量浓度为 0~1 mg·mL-1）作为标准

品，测定其吸光度，绘制标准曲线（y =0.71x+0.14，
R2=0.99，y 为吸光值，x 为胰酪蛋白胨浓度）；按式（1）
计算测定样品的肽含量：

T = 
A1

A2
×100%                                   （1）

式中：

T——待测样品的肽含量，% ；

A1——经标准曲线计算得出的样品中肽的质量浓度，

mg·mL-1
；

A2——测定样品的质量浓度，mg·mL-1
。

1.2.4 抗氧化活性测定 
1.2.4.1 羟自由基清除能力测定

羟自由基清除能力参照文献 [24] 测定。取 1 mL 待

测样品液（质量浓度 10 mg·mL-1）依次加入 2 mL 
9 mmol·L-1 的 FeSO4，1.5 mL 9 mmol·L-1 的水杨酸 -

乙醇溶液和 0.1 ml 8.8 mmol·L-1 的 H2O2 溶液，水浴锅

设置温度 37 ℃反应 30 min。反应结束后取 200 μL 混

合液于 96 孔酶标板，并在波长 510 nm 下测定吸光值

A1，用去离子水代替待测样品液作为对照，对照组吸

光值为 A2。按式（2）计算清除率：

Q = 
A2-A1

A2
×100%                                （2）

式中

Q——待测样品的羟自由基清除率，% ；

A1——样品组的吸光度；

A2——对照组的吸光度。 

1.2.4.2 DPPH自由基清除能力测定

DPPH 自由基清除率测定参照文献 [25] ：在 96 孔板中

加入 100 µL 的待测样品液（质量浓度为 10 mg·mL-1）

与 100 µL 0.2 mmol·L-1 的 DPPH（95% 无水乙醇），在

常温下避光放置 30 min，测定 517 nm 波长下的吸收

度 A1。100 µL DPPH 与 100 µL 的去离子水作为对照组，

对照组吸光值为 A2，100 µL 的 95% 无水乙醇与 100 µL
的去离子水作为空白组，空白组吸光值为A0。按式（3）
计算清除率：

D = 
A2-A1

A2-A0
×100%                               （3）

式中：

D——待测样品的 DPPH 自由基清除率，% ；

A0——空白组的吸光度；

A1——样品组的吸光度；

A2——对照组的吸光度。

1.2.5 α-葡萄糖苷酶抑制率的测定

分别配制质量浓度为 10 mg·mL-1 的三种蜂王浆蛋

白酶解粗提物的溶液和未经过酶解处理的蜂王浆蛋白

溶液，用于降糖活性的测定。

参考 Zhao 等 [26] 的办法。将 100 μL 样品溶液移至

96孔板中，随后加入 50 μL质量浓度为 700 U·mL-1的 α-
葡萄糖苷酶溶液，充分混合均匀后，置于 37 ℃恒温

培养箱中孵育 20 min。待反应结束，向各孔内添加 50 μL
浓度为 0.01 mol·L-1 的对硝基苯基 -β-D- 吡喃葡萄糖苷

（PNPG）溶液，振荡摇匀，再次放入 37 ℃恒温培养箱

中继续反应 30 min。随后迅速加入 50 μL 质量浓度为

0.67 mol·L-1 的 NaCO3 溶液以终止反应。在该研究中：

用 50 μL 的 0.02 mol·L-1 的磷酸盐缓冲液（PBS ：pH
值 6.8）代替 α- 葡萄糖苷酶作为样品空白组，100 μL
的 0.02 mol·L-1 磷酸盐缓冲液（PBS ：pH 值 6.8）代替

样品作为对照组；150 μL 0.02 mol·L-1 的 PBS 作为空白

对照组。在 405 nm 下用酶标仪测量溶液的吸光度，各

试样重复 3 遍。按式（4）计算 α- 葡萄糖苷酶抑制率：

Y = 
As-An

Ac-Ab
×100%                             （4）

式中：

Y——待测样品的 α- 葡萄糖苷酶抑制率，% ；

Ab——对照组的吸光度；

Ac——空白对照组的吸光度；

As——样品组的吸光度；

An——样品空白组的吸光度。

1.2.6 蜂王浆蛋白酶解粗提物的抗氧化和α-葡萄糖

苷酶抑制活性稳定性研究

参考付中民等 [24] 的方法测定羟自由基清除能力；

参考姜建辉等 [25] 的方法测定 DPPH 自由基清除能力；

参考 Zhao 等 [26] 的方法测定 α- 葡萄糖苷酶抑制能力。

1.2.6.1 温度对蜂王浆蛋白酶解粗提物抗氧化和α-葡
萄糖苷酶抑制活性活性的影响

配制质量浓度为 10 mg·mL-1 的三种蜂王浆蛋白酶

解粗提物的溶液和未经过酶解处理的蜂王浆蛋白溶液，

分别在 25（室温）、40、60、80 和 100 ℃下保温 2 h，
然后迅速冷却至室温，以评估其抗氧化活性和 α- 葡萄

糖苷酶抑制活性的变化。

1.2.6.2 pH值对蜂王浆蛋白酶解粗提物抗氧化和降糖

活性的影响

配制质量浓度为 10 mg·mL-1 的三种蜂王浆蛋白酶

解粗提物的溶液和未经过酶解处理的蜂王浆蛋白溶液，

用 1 mol·L-1 的 HCl 和 NaOH 调整溶液 pH 值至 3.0、
5.0、7.0、9.0 和 11.0，并在室温下反应 2 h，结束后调
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节 pH 值为 7.0，以评估蜂王浆蛋白酶解粗提物抗氧化

活性和 α- 葡萄糖苷酶抑制活性的变化。

1.2.7  细胞活力测定

采用 MTT 法 [27] 评价蜂王浆蛋白溶液及其不同酶

解条件下的的酶解液（质量浓度为 0.25、0.5、1、2、
4 mg·mL-1）的细胞毒性。

参考文献 [28] ，将 RAW 264.7 细胞接种于 96 孔板

（每孔 1×104 个），每孔 100 μL，设 5 个复孔，放 37 ℃培

养箱孵育 12 h。待细胞密度大于 70%（φ）时弃培养

基加药，用无血清培养基设置对照组，无细胞，只含无

血清培养基设为空白组，恒温培养箱培养 24 h。处理结

束后，每孔添加 20 μL 质量浓度为 5 mg·mL-1 的 MTT 检

测液，置于细胞培养箱避光孵育 4 h，随后弃孔内液体，

加入 150 μL DMSO 溶解紫色沉淀，在 490 nm 波长条件

下测定 OD 值。按式（5）计算细胞活力：

H = 
A1-A0

A2-A0
×100%                               （5）

式中：

H——待测样品的细胞存活率，% ；

A0——空白组的吸光度；

A1——样品组的吸光度；

A2——对照组的吸光度。 

1.2.8 数据分析

所有指标测定至少进行三次重复实验，用 SPSS 
2022 进行方差分析（Analysis of Variance, ANOVA），

在 P  ＜  0.05 的显著性水平分析数据之间的统计学差异，

用 Origin 2019 绘图。

2  结果与分析

2.1 蜂王浆蛋白酶解粗提物的肽含量分析

由表 3 可知，三种不同酶解方式得到的粗提物中

肽含量存在显著差异（P  ＜  0.05），其中 WY-WSPs 样
品的肽含量最高，为 51.65%（质量分数），未酶解蛋

白有一定肽含量是因为有游离肽的存在，这些游离肽

也具有一定的生物活性 [29] 。现有研究表明较高的肽含

量往往表现出更高的生物活性 [15] ，说明 WY-WSPs 相
比 W-WSPs、Y-WSPs 以及未酶解蛋白中的游离肽可能

表现出更好的生物活性。

表3 肽含量

Table 3 Peptide content (%)

W-WSPs Y-WSPs WY-WSPs 未酶解蛋白

31.17±0.90c 47.74±1.04b 51.65±0.65a 25.95±0.70d

注：不同小写字母表示不同组分间差异显著（P ＜ 0.05）。

2.2 蜂王浆蛋白酶解粗提物的抗氧化活性

2.2.1 蜂王浆蛋白酶解粗提物的羟自由基清除能力

由图 1 可知，在质量浓度为 10 mg·mL-1 时，蜂王

浆蛋白酶解粗提物与未酶解蛋白的羟自由基清除能力

具有显著性差异（P  ＜  0.05）；其中 WY-WSPs 的羟自

由基清除率最高，为 48.54%，这可能由于酶的充分水

解使其具有最高的肽含量，从而具有最佳清除自由基

的能力 [30] 。之前的研究表明蜂王浆蛋白肽对羟基自由

基的抑制率在 48.00%~68.00% 之间 [1] ，说明胃蛋白酶

和胰蛋白酶分步联合可以更好的酶解蛋白，提高其生

物活性。此外，在同样的条件下，未经酶解的蛋白质

清除率为 29.01%，这可能由于酶将肽段水解成小片段，

使内部疏水性基团暴露。这些基团可增强抗氧化肽与

不饱和脂肪酸的反应，从而提升抗氧化肽活性 [30] 。

图 1 蜂王浆蛋白酶解粗提物及未酶解蛋白羟自由基清除率

Fig.1 The crude extract and hydroxyl radical scavenging rate 

of royal jelly protease hydrolysis

注：不同小写字母表示不同组分间差异显著（P ＜ 0.05）。

下图同。

2.2.2 蜂王浆蛋白酶解粗提物的二苯基-2-苦肼自由

基（DPPH·）自由基清除能力

由图 2 可知，在质量浓度为 10 mg·mL-1 时，蜂

王浆蛋白酶解粗提物与未酶解蛋白的自由基清除能力

具有显著差异（P  ＜  0.05）；其中 WY-WSPs 的 DPPH
自由基清除率达 41.59%，为三者最高。已有研究显

示，蜂王浆蛋白酶解物的 DPPH 自由基清除率范围在

43.00%~62.80% [1] ，该研究得到的酶解粗提物相比较低，

可能是由于蜂王浆材料不同，或幼虫的年龄和采集时

间不同造成的。其次，在同样的条件下，未经酶解的

蛋白质清除率只有 15.86%。说明酶解后的蜂王浆蛋白

的 DPPH 自由基清除能力显著提高，与羟自由基清除

率结果相同 [30] ，Yan 等 [22] 也得出了相同的结果，揭示

了经酶解的 RjP 比未水解的蜂王浆蛋白表现出更优越

的抗氧化活性。
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图 2 蜂王浆蛋白酶解粗提物及未酶解蛋白 DPPH 自由基清除率

Fig.2 The crude extract and DPPH free radical scavenging 

rate of royal jelly protease hydrolysis

2.3 蜂王浆蛋白酶解粗提物对α-葡萄糖苷酶的
抑制能力

由图 3 可知，在 10 mg·mL-1 质量浓度下，三种方

案制备的样品具有 α- 葡萄糖苷酶抑制活性，且差异显

著（P  ＜  0.05）。相比于未酶解的蜂王浆蛋白，酶解可

以提高蜂王浆蛋白 α- 葡萄糖苷酶抑制活性，酶解后的

三种粗提物活性提高 20% 以上，且活性与酶解条件也

有密切关系，WY-WSPs α- 葡萄糖苷酶的抑制活性最高，

其对 α- 葡萄糖苷酶的抑制率为 50.75%，这可能由于分

部联合酶解产物因肽段多样性，形成更多 β- 折叠与无

规则卷曲结构，这类结构比单一酶解产生的 α- 螺旋结

构更易与 α- 葡萄糖苷酶的催化位点形成氢键或疏水相

互作用，从而增强抑制活性 [31] 。朱作艺等 [3] 的研究也

表明在 10 mg·mL-1 质量浓度下蜂王浆蛋白肽的抑制率

在 50% 左右，与该研究结果相似。说明蜂王浆蛋白酶

解粗提物也具有潜在的 α- 葡萄糖苷酶抑制活性，其中

同时使用胃蛋白和胰蛋白酶解得到的粗提物活性更好，

这可能与酶解程度有关。

图 3 蜂王浆蛋白酶解粗提物及未酶解蛋白对

α- 葡萄糖苷酶的抑制能力

Fig.3 The crude extract of royal jelly hydrolyzed by protease and 

the effect of raw jelly on α-The inhibitory ability of glucosidase

2.4 蜂王浆蛋白酶解粗提物的抗氧化和α-葡萄
糖苷酶抑制活性的热稳定性分析

图 4 温度对蜂王浆蛋白酶解粗提物活性的影响

Fig.4 Effect of temperature on the activity of crude extract 

from royal jelly protease hydrolysis

如图 4a 和 4b 所示，蜂王浆蛋白酶解粗提物的羟

自由基清除率和 DPPH 自由基清除率随温度上升而发

生显著变化（P  ＜  0.05）。在不同的温度条件下，经过

酶解后的粗提物对羟自由基清除率和 DPPH 自由基清

除率显著高于未酶解蛋白，其中 WY-WSPs 的清除率

显著强于 Y-WSPs 和 WY-WSPs 处理的样品，其中羟

自由基清除率最高在 25 ℃可达 48.09%，DPPH 自由

基清除率在 40 ℃达最高（51.82%），这与此前研究

MRjP 特定的生物功能在温度为 20~35 ℃范围内保持

稳定相同 [32] ，说明由 WY-WSPs 制备得到的酶解粗提

物在抗氧化活性方面热稳定性相对较好。
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如图 4c 所示，不同酶解方式以及未酶解蛋白的

α- 葡萄糖苷酶活性随着温度升高也发生了显著变化

（P  ＜  0.05），呈现出随着温度升高活性降低的趋势，

其中 WY-WSPs 处理得到的样品热稳定性相对较好，

抑制率均高于 30%。在 100 ℃条件下，对 α-  葡萄糖

苷酶的抑制作用达到最低，抑制率为 28.91%，而此

时未酶解蛋白的抑制率不及 10%。综上所述，热处

理条件过高会影响其稳定性。先前的研究表明高温

会使蛋白降解的多肽二级结构发生改变，使其活性降

低  [33] 。综上所述，将胃蛋白酶和胰蛋白酶联合酶解

制备的蜂王浆蛋白粗提物在羟自由基、DPPH 自由基

清除率和 α  - 葡萄糖苷酶抑制率方面具有较好的热稳

定性。

2.5 蜂王浆蛋白酶解粗提物的抗氧化和α-葡萄
糖苷酶抑制活性的酸碱稳定性分析

如图 5a 和图 5b 所示，蜂王浆蛋白酶解粗提物的

羟自由基清除率和 DPPH 自由基清除率随 pH 值上升

而发生显著变化（P  ＜  0.05）。在不同的酸碱条件下，

经过酶解后的粗提物对羟自由基清除率和 DPPH 自

由基清除率显著高于未酶解蛋白，其中在中性（pH
值 7）条件下清除效果最佳，前人研究显示大多数

蛋白质在 pH 值为 7.0 或 7.5 时确实具有最佳稳定性，

MRjP 特定的生物功能在 4.0 至 7.0 的宽 pH 值范围内

保持稳定 [34] ，姚轶俊等 [30] 研究表明，在极端的强酸、

强碱条件下，肽链中的活性片段极易发生外水解反应

与脱酰胺作用，这些化学变化会破坏肽链内部的氢键、

疏水相互作用等非共价键，进而导致其二级结构发生

重排与改变，最终致使肽的生物活性显著降低。其

中 WY-WSPs 的清除率显著强于 Y-WSPs 和 WY-WSPs
处理的样品，两种自由基的清除率最高为 48.54%、

42.50%，说明由 WY-WSPs 制备得到的酶解粗提物在

抗氧化活性方面具有较好的酸碱稳定性。

图 5 pH 值对蜂王浆蛋白酶解粗提物活性的影响

Fig.5 Effect of pH value on activity of crude extract from 

royal jelly protease hydrolysis

如图 5c 所示，不同酶解方式以及未酶解蛋白的 α-
葡萄糖苷酶活性随着 pH 值的升高而发生了显著变化

（P  ＜  0.05），随着 pH 值的升高，各样品的 α- 葡萄糖

苷酶抑制能力呈现出先增强后减弱的趋势，其中 WY-
WSPs 处理的样品的酸碱稳定性显著强于 Y-WSPs 和
W-WSPs 处理的样品，抑制率为 48.91%。综上所述，

在强酸碱条件下，蜂王浆蛋白酶解粗提物的稳定性会

受到影响。在强酸强碱条件下 α- 葡萄糖苷酶可以通过

抑制氨基酸残基中的相互作用，从而改变其二级结构

及荷电性，降低其生物活性 [35] 。综上所述，将胃蛋白

酶和胰蛋白酶联合酶解制备的蜂王浆蛋白粗提物在羟

自由基、DPPH 自由基清除率和 α- 葡萄糖苷酶抑制率

方面也具有较好的酸碱稳定性。

2.6 蜂王浆蛋白酶解粗提物的细胞毒性判定

几种样品在不同浓度下对 RAW 264.7 细胞的毒性

影响如图 6 所示。在 0.25~4 mg·mL-1 质量浓度内，细

胞活力均维持在 100% 以上，表明蜂王浆蛋白酶解粗

提物以及未酶解的蛋白均无毒性且具有一定的促细胞

生长作用，其中 WY-WSPs 的在 4 mg·mL-1 质量浓度下

有最好效果，细胞存活率达 135.38%，随着浓度的增加，
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促进细胞增殖能力逐渐增加 [28]。与未酶解的对照组相

比，酶解样品的细胞活力显著提高（P  ＜  0.05），在细胞

存活率最强的质量浓度（4 mg·mL-1）下，酶解样品的

细胞活力较未酶解的对照组分别提高了 12.47%、9.11%
和 18.49%，说明酶解得到的粗提物中可能存在促进细

胞生长的活性物质。

图 6 细胞毒性测试结果

Fig.6 Cell toxicity test results

注：图中 C 表示未加样品的空白对照。

3  结论 

该研究探讨不同酶解方式对蜂王浆蛋白抗氧化及

α- 葡萄糖苷酶抑制活性的影响，以及产物在不同条件

下的稳定性。结果显示，胃蛋白酶与胰蛋白酶分步联

合酶解制备的粗提物生物活性最优，具有较高的 α- 葡
萄糖苷酶抑制能力及 DPPH、羟基自由基清除能力，

且在室温和中性环境中稳定性良好。此外，三种酶解

粗提物对 RAW 264.7 细胞无毒性，还能促进细胞增殖。

上述研究结果表明该方法所制备的粗提物富含生物活

性物质，具备开发潜力。后续可针对高活性组分 WY-
WSPs 开展分离纯化与结构鉴定，为蜂王浆蛋白深加

工及功能食品开发提供理论支撑，推动其高值化利用。
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