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　 　 摘要:　 以鹅肝为原料ꎬ采用超声预处理鹅肝蛋白后ꎬ添加胰酶进行酶解ꎬ制备鹅肝多肽ꎬ研究超声辅助鹅肝蛋

白酶解动力学和热力学ꎬ并比较常规酶解和超声辅助酶解制备鹅肝多肽的抗氧化性能ꎮ 酶解时间为 １５０ ｍｉｎ 时ꎬ与
常规酶解相比ꎬ超声辅助酶解的水解度提高了 １６􀆰 ０５％ꎮ 酶解时间为 １３０ ｍｉｎ 时ꎬ与常规酶解相比ꎬ超声辅助酶解的

鹅肝多肽得率提高了 １５􀆰 ６３％ꎮ 酶解温度为 ２０ ℃、３０ ℃、４０ ℃、５０ ℃时ꎬ与常规酶解相比ꎬ超声辅助酶解动力学参

数即反应速率常数 ｋ 分别提高了 ２１４􀆰 ００％、１１５􀆰 ００％、６４􀆰 ００％、４１􀆰 ００％ꎬ其酶解反应的热力学参数 Ｅａ、△Ｈ、△Ｓ、△Ｇ
分别下降了 ７０􀆰 ００％、７９􀆰 ００％、３０􀆰 ００％、２􀆰 ００％ꎬ表明超声处理会导致蛋白质内部氢键破裂、氨基酸残基氧化修饰以

及交联引发的聚合作用ꎬ降低其反应所需活化能ꎬ提高反应速率ꎮ 抗氧化结果表明ꎬ超声辅助酶解产物中的多肽浓

度为 １ ｍｇ / ｍｌ时ꎬ其对 ２ꎬ２￣二苯基￣１￣硝基苯肼(ＤＰＰＨ)自由基、２ꎬ２￣联氮基双￣(３￣乙基苯并噻唑啉￣６￣磺酸)二氮盐

(ＡＢＴＳ)自由基和羟自由基的清除率分别为 ５１􀆰 ２０％、６７􀆰 ８０％、６１􀆰 ７０％ꎬ与常规酶解物相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 超

声预处理破坏了鹅肝蛋白的非共价作用ꎬ包括氢键、范德华键和疏水性ꎬ鹅肝蛋白水解物能提供更多的单电子或氢

的多肽ꎬ因此超声辅助酶解产物具有较高消除自由基的功能ꎬ表明超声辅助酶解制备的鹅肝多肽具有较高的抗氧

化性能ꎮ 本研究不仅为鹅肝抗氧化多肽的制备提供了科学依据ꎬ还为鹅肝蛋白精深加工及其附加值的提高奠定了
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　 　 鹅肝被誉为世界三大美食(肥鹅肝、鱼子酱、松
茸蘑)之一[１]ꎬ它质地细嫩、脂香独特ꎬ是一种高级

滋补品ꎬ含有人体所需的多种营养素ꎬ特别是含有丰

富的蛋白质、脂肪、维生素、卵磷脂、核酸、各种酶以

及钙、磷等金属元素[２￣３]ꎮ 它还含有大量的超氧化物

歧化酶(ＳＯＤ)ꎬ具有明显的脂质抗氧化作用[４]ꎬ可
以保护细胞和组织不受损伤ꎬ具有防止肿瘤发生[５]

和抗衰老[６]等药用价值ꎮ 此外ꎬ鹅肝中的硒具有抗

动脉粥样硬化的作用ꎬ同时硒对黄曲霉毒素 Ｂ１ 的

致癌性有破坏作用ꎬ可提高机体免疫力[７]ꎮ
超声波是一种安全高效的技术ꎬ在适当条件下

具有促进酶解和提高提取率等优点[８￣１２]ꎮ 随着国内

外研究人员对蛋白质资源的不断开发和利用ꎬ酶解

蛋白制备不同功能活性肽的研究主要集中于大豆蛋

白、小麦蛋白和水产蛋白[１３￣１５]ꎬ鹅肝中含有大量蛋

白质ꎬ但关于鹅肝蛋白制备生物活性肽的动力学及

热力学的报道较少ꎮ 本试验拟以新鲜鹅肝为研究对

象ꎬ采用超声辅助酶解鹅肝蛋白制备活性多肽ꎬ研究

酶解过程中的动力学和热力学ꎬ进一步比较常规酶

解和超声辅助酶解所得多肽的抗氧化性能ꎬ旨在提

高鹅肝在食品领域中的潜在应用ꎬ以期为鹅肝蛋白

的精深加工及其附加值的提高奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

鹅肝购于南京市孝陵卫农贸市场ꎬ２ꎬ２￣二苯基￣

１￣硝基苯肼(ＤＰＰＨ)购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ２ꎬ２￣联氮基

双￣(３￣乙基苯并噻唑啉￣６￣磺酸)二氮盐(ＡＢＴＳ)购于

萨恩化学技术(上海)有限公司ꎮ
胰酶(ＢＲꎬ１ ∶ ４ ０００)购于上海源叶生物科技有

限公司ꎬ其他试剂均为国产分析纯ꎮ
１.２　 仪器与设备

ＨＪ￣８(ＤＦ￣１)集热式磁力搅拌器购于常州国华

电器有限公司ꎬＨＨ￣８ 数显恒温水浴锅购于国华电器

有限公司ꎬＪＹＬ￣Ｄ００１ 九阳料理机购于九阳股份有限

公司ꎬＵｎｃｅｎ ＭＲ 台式冷冻离心机购于德国 Ｈｅｒｏｌａｂ
公司ꎬＭ１２４Ａ 电子天平购于上海衡发实业有限公

司ꎬ便携式 ｐＨ 计购于上海米青科实业有限公司ꎬ
ＵＶ￣６１００ 型分光光度计购于上海美普达仪器有限公

司ꎬＳＣＩＥＮＴＺ￣Ｄ 超声波细胞粉碎机购于宁波新芝生

物科技股份有限公司ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 鹅肝常规多肽酶解液的制备　 鹅肝 ６０ ｇꎬ去
表面和内部薄膜切丁ꎬ搅成肉糜ꎬ９０ ℃灭酶 ２０ ｍｉｎꎬ
１０％异丙醇脱脂 １２ ｈꎬ按 １ ∶ ６ 的料液比加蒸馏水ꎬ
酶解(胰酶 ２％ꎬ２０~ ５０ ℃ꎬｐＨ ８ꎬ１５０ ｍｉｎ)ꎬ９０ ℃水

浴灭酶 ２０ ｍｉｎꎬ离心(５ ０００ ｇꎬ１５ ｍｉｎ)ꎬ取上清液ꎬ透
析 ４８ ｈꎬ获得鹅肝常规多肽酶解液ꎮ
１.３.２　 鹅肝超声多肽酶解液的制备　 鹅肝 ６０ ｇꎬ去
表面和内部薄膜切丁ꎬ搅成肉糜ꎬ９０ ℃灭酶 ２０ ｍｉｎꎬ
１０％异丙醇脱脂 １２ ｈꎬ按 １ ∶ ６ 的料液比加蒸馏水ꎬ
超声预处理鹅肝蛋白(１５０ Ｗꎬ５ ｍｉｎ)ꎬ酶解(胰酶
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２％ꎬ２０~５０ ℃ꎬｐＨ ８ꎬ１５０ ｍｉｎ)ꎬ９０ ℃ 水浴灭酶 ２０
ｍｉｎꎬ离心(５ ０００ ｇꎬ１５ ｍｉｎ)ꎬ取上清液ꎬ透析 ４８ ｈꎬ获
得鹅肝超声多肽酶解产物ꎮ
１.３.３　 水解度的测定　 水解度的测定参考 ｐＨ￣ｓｔａｔ
法[１６]ꎮ

ＤＨ(％)＝ ｈ
ｈｔｏｔ

＝
Ｎｂ×Ｂ×１００
α×Ｍｐ×ｈｔｏｔ

(１)

式中:ＤＨ 为水解度(％)ꎬＮｂ 为 ＮａＯＨ 的浓度

(ｍｏｌ / Ｌ)ꎬＢ 为酶解过程中消耗 ＮａＯＨ 的体积(ｍｌ)ꎬ
Ｍｐ为酶解液中鹅肝蛋白的质量(ｇ)ꎬα 为氨基酸的

平均解离度ꎬｈｔｏｔ为底物蛋白中的摩尔肽键数ꎬ鹅肝

蛋白为 ７.６ ｍｍｏｌ / Ｌ[１６]ꎮ

α＝ １００(ｐＨ－ｐＫ)
１＋１０(ｐＨ－ｐＫ)

(２)

式中:ｐＨ 为氨基酸平均值 ７.０ꎬｐＫ 为氨基酸的

初始值ꎬ胰酶的 ｐＫ 为 ８.０ꎮ
１.３.４　 鹅肝多肽浓度的测定 　 多肽浓度的测定参

考 Ｑｕ 等[１７] 建立的福林酚比色法ꎬ略有改动ꎮ １ ｍｌ
的酶解样品加入 １ ｍｌ 福林酚 Ａ 液(１０􀆰 ００ ｇ 氢氧化

钠、５０􀆰 ００ ｇ 碳酸钠、０􀆰 ２５ ｇ 硫酸铜、０􀆰 ５０ ｇ 酒石酸

钾ꎬ定容至 ５００ ｍｌ)ꎬ室温下反应 １０ ｍｉｎꎬ再加入 ４ ｍｌ
福林酚ꎬ５５ ℃热水浴 ５ ｍｉｎꎬ冷水浴 １０ ｍｉｎꎬ于 ６５０
ｎｍ 处测吸光度ꎬ以去离子水替代酶解样品作为空白

对照ꎬ根据标准曲线计算样品中多肽的含量ꎮ
１.３.５　 鹅肝超声辅助酶解对其动力学反应速率常

数 ｋ 的影响　 酶解鹅肝蛋白模型采用 Ｑｕ 等[１７]建立

的一级动力学模型ꎮ 其模型表达式如下:
ｄＣ ｔ

ｄｔ
＝ －ｋＣ ｔ (３)

式中:Ｃ ｔ为 ｔ ｍｉｎ 时鹅肝多肽的浓度(ｍｇ / ｍｌ)ꎬｋ
为反应速率常数(ｍｉｎ－１)ꎬｔ 为酶解时间(ｍｉｎ)ꎮ

对式(３)进行积分ꎬ鹅肝酶解模型可表达为:

ｌｎ(
Ｃ ｔ

Ｃ０
)＝ －ｋｔ (４)

式中:Ｃ０为鹅肝蛋白的初始浓度(ｍｇ / ｍｌ)ꎮ 在

酶解反应体系中ꎬ鹅肝蛋白的浓度通过多肽生成量

表示ꎮ 一级动力学模型在此条件( ｔ ＝ ０－∞ ꎬＣ ｔ ＝
Ｑ∞ －Ｑｔ和 Ｃ０ ＝ Ｑ∞ )下可表达成:

ｌｎ(Ｑ∞ －Ｑｔ)＝ －ｋｔ＋ｌｎＱ∞ (５)
式中:Ｑ∞ 为鹅肝蛋白彻底酶解后的多肽浓度

(ｍｇ / ｍｌ)ꎬ在 ｐＨ８、５０ ℃的反应条件下酶解 １５０ ｍｉｎ
测得ꎮ Ｑｔ为 ｔ ｍｉｎ 时鹅肝多肽的浓度(ｍｇ / ｍｌ)ꎬｒ 值

为 ｌｎ(Ｑ∞ －Ｑｔ)比 ｔ 的线性回归斜率ꎮ
１.３.６　 超声辅助酶解对热力学参数的测定 　 温度

与鹅肝酶解反应速率常数 ｋ 的关系通常采用阿伦尼

乌斯方程(Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ) [１８]表示:

ｋ＝Ａｅ(
－Ｅａ
Ｒ×Ｔ) (６)

式中:ｋ 为反应速率常数(ｍｉｎ－１)ꎬＡ 为前指因子

(ｍｉｎ－１)ꎬＥａ 为活化能(Ｊ / ｍｏｌ)ꎬＲ 为气体摩尔常数

[８􀆰 ３１４ Ｊ / (ｍｏｌ􀅰Ｋ)]ꎬＴ 为开尔文温度(Ｋ)ꎮ
通过对 ｌｎｋ 比 １ / Ｔ 进行线性回归ꎬ活化能(Ｅａ)

由直线斜率计算而来ꎮ 为了更好地理解温度对酶解

和宏观变化的影响ꎬ通过过渡态理论[１６] 研究酶解反

应的焓变 (△Ｈ)、熵变 (△Ｓ) 和吉布斯自由能变

(△Ｇ)ꎮ

ｋ＝
ｋＢ×Ｔ
ｈ

ｅ(
－△Ｇ
Ｒ×Ｔ )＝

ｋＢ×Ｔ
ｈ

ｅ(
－△Ｈ
Ｒ×Ｔ ＋－△Ｓ

Ｒ ) (７)

式中:ｋＢ为玻尔兹曼常数(１.３８×１０－２３Ｊ / Ｋ)ꎬＴ 为

开尔文温度 ( Ｋ)ꎬ ｈ 为普朗克常数 (６.６２５６× １０－３４

Ｊ / ｓ)ꎬ△Ｇ 为吉布斯自由能变(Ｊ / ｍｏｌ)ꎬ△Ｈ 为焓变

(Ｊ / ｍｏｌ)ꎬ△Ｓ 为活化熵变[Ｊ / (ｍｏｌ􀅰Ｋ)]ꎮ
１.３.７　 鹅肝蛋白酶解液的抗氧化试验

１.３.７.１　 ＤＰＰＨ 自由基清除率　 ９５％乙醇现配 ０􀆰 １
ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＤＰＰＨꎬ１ ｍｌ 的多肽样品加入 １ ｍｌ 的乙

醇ꎬ再加入 １ ｍｌ 的 ＤＰＰＨ 溶液于试管中ꎬ振动混匀

后于 ３７ ℃水浴中避光反应 ０􀆰 ５ ｈꎬ于波长 ５１７ ｎｍ 处

测吸光度 Ａ２ꎬ乙醇作为空白测定吸光度 Ａ１
[１９]ꎮ ＤＰ￣

ＰＨ 自由基清除率计算如式(８)所示:

ＤＰＰＨ 自由基清除率＝
Ａ２－Ａ１

Ａ１
×１００％ (８)

式中:Ａ１为空白组吸光度ꎬＡ２为试验组吸光度ꎮ
１.３.７.２　 ＡＢＴＳ 自由基清除率　 ＡＢＴＳ 自由基溶液的

配制:取 ０􀆰 １００ ｇ ＡＢＴＳ 和 ０􀆰 ０２９ ｇ 过硫酸钾溶于

１００􀆰 ０ ｍｌ 磷酸盐钠缓冲液中ꎬ充分混合后于 ４ ℃下

避光保存 １６ ｈꎬ备用ꎮ 试验时取 ２􀆰 ０ ｍｌ ＡＢＴＳ 自由

基溶液ꎬ加入 １８􀆰 ０ ｍｌ 磷酸盐钠缓冲液ꎬ配成 ＡＢＴＳ
储备液于波长 ７３４ ｎｍ 处测吸光度为 ０􀆰 ８０±０􀆰 ０５ꎬ即
为 ＡＢＴＳ 工作液ꎬ现配现用ꎮ 测定方法:取 ０􀆰 １ ｍｌ 多
肽溶液ꎬ加入 ３􀆰 ９ ｍｌ ＡＢＴＳ 工作液ꎬ混合均匀后于室

温下静置 １０ ｍｉｎꎬ于波长 ７３４ ｎｍ 处测定吸光度 Ａ２ꎬ
以去离子水代替多肽样品溶液测定空白吸光度 Ａ０ꎬ
以磷酸盐钠缓冲液代替 ＡＢＴＳ 工作液测得吸光度

Ａ０
[２０]ꎮ ＡＢＴＳ 自由基清除率的计算如式(９)所示:

７９３１王　 立等:超声辅助酶解鹅肝蛋白的动力学和热力学及酶解物抗氧化性能



ＡＢＴＳ 自由基清除率＝(１－
Ａ２－Ａ１

Ａ０
)×１００％ (９)

式中:Ａ１为对照组吸光度ꎬＡ２为试验组吸光度ꎬ
Ａ０为空白组吸光度ꎮ
１.３.７.３　 羟自由基清除率　 试管中分别加入 ０􀆰 ５ ｍｌ
水杨酸￣乙醇溶液、０􀆰 ５ ｍｌ ＦｅＳＯ４溶液、０􀆰 ５ ｍｌ 多肽溶

液和 １􀆰 ０ ｍｌ Ｈ２ Ｏ２ 溶液ꎬ混匀后在室温下反应 １０
ｍｉｎꎮ 于波长 ５１０ ｎｍ 处测定吸光度 Ａ２ꎮ 取 ０􀆰 ５ ｍｌ
蒸馏水代替 ＦｅＳＯ４溶液ꎬ测得吸光度 Ａ１ꎬ取 ０􀆰 ５ ｍｌ
蒸馏水代替多肽溶液ꎬ测得空白吸光度 Ａ０

[２１]ꎮ 羟自

由基清除率的计算如式(１０)所示:

羟自由基清除率＝(１－
Ａ２－Ａ１

Ａ０
)×１００％ (１０)

式中:Ａ１为对照组吸光度ꎬＡ２为试验组吸光度ꎬ
Ａ０为空白组吸光度ꎮ
１.４　 数据分析

上述所有试验均进行 ３ 次重复ꎬ结果表示为平

均值±标准差ꎮ 采用 ＳＰＳＳ１８.０ 统计软件进行处理ꎬ
Ｏｒｉｇｉｎ９.０ 作图ꎬ用组间 ＡＮＯＶＡ 进行统计分析ꎬＴｕｒ￣
ｋｅｙ 检验用于组间数据分析ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示 ２ 组之间

差异显著ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同酶解时间对鹅肝蛋白水解度及多肽浓度

的影响

　 　 图 １ 显示ꎬ在鹅肝酶解反应初始阶段前 ４０ ｍｉｎ
内ꎬ常规酶解和超声辅助酶解的酶解反应速率均较

快ꎮ 但随着酶解反应时间的延长ꎬ反应速率的增加

逐渐减缓ꎬ并趋于稳定ꎮ 这是因为随着酶解时间的

延长ꎬ反应底物逐渐减少ꎮ 当酶解时间为 １５０ ｍｉｎ
时ꎬ与常规酶解相比ꎬ超声辅助酶解鹅肝蛋白的水解

度提高了 １６􀆰 ０５％ꎬ这可能是由于鹅肝蛋白经过超

声处理后ꎬ蛋白分子结构展开ꎬ暴露出更多与胰酶酶

切的活性位点ꎬ提高了酶与底物的结合速率[１６ꎬ２２]ꎮ
同时ꎬ鹅肝蛋白水解度曲线和已报道的猪脑蛋白水

解度曲线相类似[２３]ꎬ是典型的水解曲线形状ꎮ 在酶

解前 ６０ ｍｉｎ 时ꎬ常规酶解和超声辅助酶解的鹅肝多

肽浓度迅速增加ꎬ而且超声酶解制备的鹅肝多肽浓

度明显高于常规酶解法制备的鹅肝多肽浓度ꎬ这是

因为超声预处理使得蛋白质粒径减小ꎬ破坏其蛋白

内部作用力ꎬ如氢键、范德华力、疏水性ꎬ改变了鹅肝

蛋白质的构象ꎬ进而提高了鹅肝蛋白与胰酶的亲和

力[２４￣２６]ꎬ并且在酶解初始阶段超声辅助酶解的水解

度显著高于常规酶解的水解度ꎮ 随着酶解时间的延

长ꎬ多肽浓度逐渐趋于稳定ꎬ这主要是因为随着鹅肝

蛋白反应底物的减少ꎬ胰酶的自我消解及抑制所造

成的[２７]ꎮ 在鹅肝酶解 １３０ ｍｉｎ 时ꎬ多肽浓度达到最

大值ꎬ此时超声辅助酶解的鹅肝多肽浓度为 ６􀆰 ６５
ｍｇ / ｍｌꎬ而常规酶解的鹅肝多肽浓度为 ６􀆰 ２１ ｍｇ / ｍｌꎬ
表明超声处理提高了鹅肝蛋白的水解度ꎬ获得更多

鹅肝多肽类物质ꎮ 酶解时间为 １３０ ｍｉｎ 时ꎬ常规酶

解和超声辅助酶解的多肽得率分别为 ７２􀆰 ４３％、
８３􀆰 ７５％ꎬ与常规酶解相比ꎬ超声酶解多肽得率提高

了 １５􀆰 ６３％ꎮ 但随着酶解时间的延长ꎬ多肽浓度呈

现下降趋势ꎬ这可能是随着鹅肝蛋白水解度的提高ꎬ
多肽降解形成游离氨基酸ꎬ导致其多肽浓度下

降[１６]ꎮ 因此ꎬ酶解时间设为 １３０ ｍｉｎ 较为适宜ꎮ

图 １　 鹅肝常规酶解和超声辅助酶解的水解曲线(Ａ)和多肽浓度(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 Ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ (Ａ) ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (Ｂ) ｏｆ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｏｏｓｅ ｌｉｖｅｒ
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２.２　 超声辅助酶解对动力学反应速率常数 ｋ 的影响

　 　 反应速率常数 ｋ 是化学反应的特性常数ꎬ其物

理意义是各反应物浓度为单位浓度时的反应速

率[２８]ꎬｋ 值的大小主要取决于温度和催化剂等ꎮ 本

试验采用的鹅肝底物蛋白浓度为 ６０ ｇ / Ｌꎬ酶浓度为

２０ ｇ / ＬꎬｐＨ 值为 ８ꎮ 酶解 １５０ ｍｉｎ 时ꎬ研究常规酶解

和超声波辅助酶解在不同温度(２０ ℃、３０ ℃、４０ ℃、
５０ ℃)下的反应速率常数 ｋꎬ并将酶解时间为 １~ １０

ｍｉｎ 的酶解蛋白浓度用于计算 ｋ 值ꎮ 图 ２ 显示ꎬ常
规酶解在 ２０ ℃、３０ ℃、４０ ℃、５０ ℃时的回归系数分

别为０.９９０ ７、０.９８５ ４、０.９９１ ２、０.９８６ ５ꎬ超声辅助酶

解在 ２０ ℃、３０ ℃、４０ ℃、５０ ℃时的回归系数分别为

０.９８９ １、０.９９１ ５、０.９８５ ３、０.９９１ ４ꎬ其回归系数均大

于０.９８０ ０ꎬ表明在酶解前 １０ ｍｉｎ 内ꎬ常规酶解和超

声辅助酶解的线性关系均较好ꎬ可采用一级动力学

方程进行描述[１５]ꎮ

Ａ:鹅肝常规酶解ꎻＢ:鹅肝超声辅助酶解ꎮ ｌｎ(Ｑ∞ ￣Ｑｔ):ｔ ｍｉｎ 内鹅肝蛋白的减少量ꎮ

图 ２　 不同温度下酶解时间与 ｌｎ(Ｑ∞ ￣Ｑｔ)的线性拟合

Ｆｉｇ.２　 Ｌｉｎｅａｒ ｆｉｔｔｉｎｇ ｏｆ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｌｎ(Ｑ∞ ￣Ｑｔ) ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

　 　 表 １ 显示ꎬ酶解温度为 ２０~ ５０ ℃ꎬ常规酶解和

超声辅助酶解的反应速率常数随温度升高呈升高趋

势ꎬ这是由于温度对鹅肝酶解的影响较大ꎬ温度的升

高使得酶与底物的碰撞频率增加ꎬ从而提高反应速

率[２９]ꎮ 在相同酶解温度条件下ꎬ超声辅助酶解的 ｋ
值均大于常规酶解的 ｋ 值(Ｐ<０.０５)ꎮ 在 ２０ ℃、３０
℃、４０ ℃和 ５０ ℃下ꎬ与常规酶解的 ｋ 值相比ꎬ超声

辅助酶解的 ｋ 值分别增加了 ２１４％、１１５％、６４％和

４１％ꎬ表明通过超声预处理ꎬ可提高酶解反应速率ꎮ
Ｚｏｕ 等[１６]发现当超声频率为 ２０ Ｈｚꎬ超声功率为 ８０
Ｗ 且超声时间为 ５ ｍｉｎ 时ꎬ超声辅助酶解猪脑蛋白

可提高猪脑蛋白酶解速率ꎮ 超声辅助酶解反应速率

常数的增量(ｋｕｓ)随温度的升高而降低ꎬ与 ｋ 值的变

化趋势相反ꎮ 这可能是由于超声波在物质中的传播

速度与饱和空气量成正比ꎬ随着温度的升高饱和空

气量下降ꎬ降低了超声处理的效果[３０￣３１]ꎮ

表 １　 在不同温度下常规酶解和超声辅助酶解法的反应速率常数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｃｏｎｓｔａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

酶解方法　 　 　 　 温度(℃) ｋ(ｍｉｎ－１) ｋｕｓ(ｍｉｎ－１) Ｒ２
ａｄｊ

常规酶解 ２０ ０.０１４ ５ ± ０.０００ ９ － ０.９９０ ７

３０ ０.０２３ ８ ± ０.００１ ２ － ０.９８５ ４

４０ ０.０３５ ４ ± ０.００２ ５ － ０.９９１ ２

５０ ０.０４４ ２ ± ０.００２ ３ － ０.９８６ ５

超声辅助酶解 ２０ ０.０４５ ５ ± ０.００２ １ ０.０３１ ０ ± ０.００１ ５ ０.９８９ １

３０ ０.０５１ ２ ± ０.００２ ３ ０.０２７ ４ ± ０.００１ ４ ０.９９１ ５

４０ ０.０５７ ９ ± ０.００３ ７ ０.０２２ ５ ± ０.００１ ３ ０.９８５ ３

５０ ０.０６２ ２ ± ０.００３ ９ ０.０１８ ０ ± ０.００１ ７ ０.９９１ ４
ｋ:反应速率常数ꎻｋｕｓ:超声辅助酶解反应速率常数的增量ꎻＲ２

ａｄｊ:回归系数ꎮ
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２.３　 超声辅助酶解鹅肝蛋白对反应热力学参数的

影响

　 　 热力学参数活化能 Ｅａ表示分子由非活跃分子

转化为活跃分子所需的能量ꎬ可反映化学反应的快

慢[１６]ꎮ 在酶解反应中ꎬ活化能大多处于 ４０~ ４００
ｋＪ / ｍｏｌꎬ如果反应所需活化能小于 ４０ ｋＪ / ｍｏｌꎬ反应

就会迅速达到平衡ꎬ由 ｌｎｋ 与 Ｔ－１的斜率和截距可求

得活化能等热力学参数(图 ３)ꎮ 表 ２ 显示ꎬ常规酶

解和超声辅助酶解所需活化能均小于 ４０ ｋＪ / ｍｏｌꎬ说
明 ２ 种酶解方式均可快速进行ꎮ 与常规酶解相比ꎬ
超声辅助酶解的 Ｅａ、△Ｈ、△Ｓ 分别降低了 ７０％、
７９％、３０％ꎬ差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ反应所需△Ｇ 下降

了 ２％ꎬ这可能是由于超声处理导致蛋白质内部氢

键破裂、氨基酸残基氧化修饰及交联引发的聚合作

用ꎬ降低了其反应所需的活化能ꎬ提高反应速率[３２]ꎮ
此结果与 Ｚｏｕ 等[１６] 采用聚能式超声处理猪脑蛋白

酶解制备多肽的结果相似ꎮ 以上结果表明ꎬ超声处

理可明显降低鹅肝酶解所需活化能ꎬ提高反应速率ꎮ

图 ３　 常规酶解和超声辅助酶解的 ｌｎｋ 与 １ / Ｔ 的拟合直线

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｎｋ ａｎｄ １ / Ｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎ￣
ａｌ ａｎｄ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ

表 ２　 常规酶解与超声辅助酶解的热力学参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｕｌｔｒａ￣

ｓｏｕｎｄ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ

酶解方法
Ｅａ

(ｋＪ / ｍｏｌ)
△Ｈ

(ｋＪ / ｍｏｌ)
△Ｓ

[Ｊ / (ｍｏｌ / Ｋ)]
△Ｇ

(ｋＪ / ｍｏｌ)

常规酶解 ２８.２３８ ２７.９７４ －２１８.７５４ ９５.３８３

超声辅助酶解 ８.４０２ ５.９４５ －２８４.３５１ ９３.５６８
Ｅａ:活化能ꎻ△Ｇ:吉布斯自由能变ꎻ△Ｈ:焓变ꎻ△Ｓ:活化熵变ꎮ

２.４　 抗氧化活性

活性氧(ＲＯＳ)是一类未配对电子的含氧物质ꎬ主
要包括羟自由基和 ＤＰＰＨ 自由基等ꎬ过量自由基的产

生会导致机体细胞凋亡ꎬ诱发各类病变[３３]ꎮ 图 ４ 显

示ꎬ多肽浓度为 １ ｍｇ / ｍｌ时ꎬ常规酶解和超声辅助酶解

的产物对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率分别为 ３３􀆰 ７％和

５１􀆰 ２％ꎬ对 ＡＢＴＳ 自由基的清除率分别为 ４５􀆰 ３％和

６７􀆰 ８％ꎬ对 羟 自 由 基 的 清 除 率 分 别 为 ３９􀆰 ６％ 和

６１􀆰 ７％ꎮ 超声辅助酶解物清除 ＤＰＰＨ 自由基、ＡＢＴＳ
自由基和羟自由基的能力显著高于常规酶解液(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 通过超声预处理使得蛋白质粒径变小ꎬ破坏

其蛋白质内部作用力ꎬ如氢键、范德华力和疏水性ꎬ改
变了鹅肝蛋白的构象ꎬ且超声辅助酶解的鹅肝蛋白水

解度显著高于常规酶解ꎬ蛋白水解物能提供更多的单

电子或氢的多肽ꎬ因此具有较高的消除自由基的能

力[２５]ꎮ 叶丛林等[３４]采用胰酶酶解乌贼内脏得到的

多肽分子量为 ３ ０００~５ ０００时ꎬ对 ＤＰＰＨ 自由基和羟

自由基的清除率分别为 ５５􀆰 １％、４６􀆰 ９％ꎮ 以上结果表

明ꎬ鹅肝超声多肽酶解液具有较高清除羟自由基的能

力ꎬ超声辅助鹅肝蛋白酶解得到的多肽具有较强抗氧

化能力ꎬ是一种潜在的多肽类抗氧化剂ꎮ

不同小写字母表示常规酶解和超声辅助酶解对同一自由基的清

除率之间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ４　 常规酶解和超声辅助酶解鹅肝蛋白酶解液的抗氧化活性

Ｆｉｇ.４ 　 Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｚａｔｅ ｏｆ ｇｏｏｓｅ
ｌｉｖｅｒ ｂｙ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ

３　 结 论

以鹅肝蛋白为原料ꎬ采用一级动力学模型、阿伦
尼乌斯方程和过渡态理论ꎬ研究超声辅助酶解鹅肝
蛋白的反应动力学和热力学ꎮ 结果表明ꎬ与常规酶
解相比ꎬ超声辅助酶解可明显提高鹅肝蛋白的水解
度和多肽得率ꎬ降低酶解反应所需活化能和焓变ꎬ显
著提高鹅肝蛋白酶解的反应速率ꎮ 抗氧化试验结果
表明ꎬ超声辅助酶解制备的鹅肝多肽对 ＤＰＰＨ 自由
基、ＡＢＴＳ 自由基、羟自由基清除效果较好ꎬ与常规
酶解相比ꎬ超声辅助酶解制备的鹅肝多肽的抗氧化
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性得到了显著提高ꎬ该研究为鹅肝的精深加工及其
附加值的提高奠定了理论基础ꎮ
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