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超声预处理对驴乳酪蛋白酶解物抗氧 
化性及结构的影响 
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光明乳业股份有限公司乳业研究院, 上海  200436; 3. 上海交通大学生命科学技术学院, 上海  200240) 

摘  要: 目的  探究超声协同酶解对驴乳酪蛋白抗氧化性及结构的影响, 优化复合处理工艺参数, 解析超

声预处理对酶解过程的促进机制。方法  以驴乳酪蛋白为原料, 单因素试验优化超声参数(200 W、20 min、

6 s/6 s 间歇比), 筛选中性蛋白酶与胰蛋白酶(质量比 2:1)复配, 结合响应面法优化酶解条件(酶添加量 4.86%、

55.28 ℃、pH 7.76)。通过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE)、红外光谱法等分析蛋白分子质量、二级结构及官能团变化, 测定 1,1-二苯基-2-

三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基清除率等抗氧化指标。结果  超声协同酶解使抗氧化

能力达 69.77%, Fe3+还原能力提升 65.3%, 显著优于单一处理。结构显示 α-螺旋减少至 26.70%, 无规卷曲增至

28.35%, 芳香族氨基酸暴露 , 巯基氧化为二硫键 , 分子质量降低。响应面模型预测值与实测值吻合度高

(R2=0.9937)。结论  超声预处理通过破坏蛋白胶束结构, 协同酶解释放抗氧化短肽, 显著提升抗氧化性, 研究

结果为高附加值驴乳抗氧化产品的生产提供可参考的工艺参数, 有助于推动驴乳产业的发展, 提高驴乳的经

济价值。 
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ABSTRACT: Objective  To explore the effects of ultrasonic synergistic enzymatic hydrolysis on the antioxidant 
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activity and structure of donkey milk casein, optimize the process parameters of composite treatment, and analyze the 
promotion mechanism of ultrasonic pretreatment on the enzymatic hydrolysis process. Methods  Using donkey milk 
casein as raw material, the ultrasonic parameters (200 W, 20 min, 6 s/6 s intermittency ratio) were optimized by single 
factor experiment, the neutral protease and trypsin (the mass ratio was 2:1) were screened, and the enzymatic 
hydrolysis conditions were optimized by response surface method (enzyme addition amount 4.86%, 55.28 °C, pH 
7.76). The changes of protein molecular weight, secondary structure and functional groups were analyzed by sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and infrared spectroscopy. The antioxidant indexes 
such as 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) scavenging rate were determined. Results  Ultrasonic synergistic 
enzymatic hydrolysis resulted in antioxidant ability of 69.77% and a 65.3% increase in Fe3⁺ reducing capacity, which 
was significantly better than that of the single treatment. The structure showed that the α-helix decreased to 26.70%, 
the random coil increased to 28.35%, the aromatic amino acids were exposed, the sulfhydryl groups were oxidized to 
disulfide bonds, and the molecular weight was reduced. The predicted value of the response surface model was in 
good agreement with the measured value (R2=0.9937). Conclusion  The results of ultrasonic pretreatment 
significantly improves the antioxidant activity by destroying the structure of protein micelles and releasing 
antioxidant short peptides in synergy with enzymes, which provides a reference process parameter for the production 
of high value-added donkey milk antioxidant products, which is helpful to promote the development of donkey milk 
industry and improve the economic value of donkey milk. 
KEY WORDS: ultrasonic; hydrolysis; casein; antioxidant activity; structure 
 
 

0  引  言 

驴乳富含酪蛋白[1–2], 其氨基酸组成均衡且具有抗氧

化[3]、抗菌[4]等生物活性, 在功能食品与营养领域具有广阔

应用前景[5–7]。当下, 氧化损伤相关健康问题频发, 食品中

抗氧化成分需求迫切, 而酪蛋白作为驴乳关键成分, 提升

其抗氧化性对开发功能性食品、增强产品健康价值意义重

大, 可更好发挥抗氧化、延缓氧化劣变等作用, 满足消费

者对健康食品的需求[8–10]。目前, 单一物理或酶解技术对

酪蛋白抗氧化性的提升效果有限[11–12], 现有研究表明超声

辅助酶解可用于对过敏原进行过敏性降低处理[13], 超声预

处理与酶解的协同作用因能突破天然蛋白结构限制[14]、增

强活性肽释放潜力, 成为改善蛋白功能特性的研究热点。

国内外研究表明, 超声空化效应可破坏酪蛋白胶束的疏水

相互作用[15–18], 暴露内部活性位点, 而酶解能定向切割肽

链生成抗氧化肽段[19]。然而, 现有研究对超声与酶解协同

处理驴乳酪蛋白的抗氧化机制研究较少。 
本研究以驴乳酪蛋白为对象, 旨在通过超声预处理

结合酶解技术, 探究其对抗氧化活性的提升效果及作用机

制。首先通过单因素试验优化超声参数, 解析超声对蛋白

二级结构(傅里叶红外光谱)、三级结构(紫外/荧光光谱)的
影响; 进而筛选复合酶配比并优化酶解工艺(响应面法), 
明确超声与酶解协同作用下蛋白分子降解规律[十二烷基

硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)]; 研究结果

将为驴乳功能性产品开发提供理论依据, 同时为蛋白复合

改性技术在食品工业中的应用拓展新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

驴乳酪蛋白粉(实验室自制)。 
木瓜蛋白酶(酶活力 32767 U/g)、碱性蛋白酶(酶活力

105466 U/g)、胰蛋白酶(酶活力 1250000 U/g)、胃蛋白酶(酶
活力 348204 U/g)、中性蛋白酶(酶活力 88070 U/g)(诺维信

生物有限公司); 四硼酸钠(分析纯, 无锡市展望化工试剂

有限公司); SDS、邻苯二甲醛、氢氧化钠、苯氨基-萘磺酸

铵盐、乙二胺四乙酸二钠、尿素、8-苯氨基-萘磺酸铵盐(分
析纯, 国药集团化学试剂有限公司); L-丝氨酸、硫代巴比

妥酸、考马斯亮蓝 R250(分析纯, 北京索莱宝有限公司); 
1,1-二苯基 -2-三硝基苯肼 (1,1-diphenyl- 2-picrylhydrazyl, 
DPPH)(分析纯, 美国 Sigma 公司); 铁氰化钾(分析纯, 天
津博迪化工股份有限公司); 无水硫酸铜(CuSO4)(分析纯, 
天津市华盛化学试剂有限公司); 氯化铁(分析纯, 无锡市

展望化工试剂有限公司); 菲洛嗪(分析纯, 合肥博美生物

科技有限责任公司); 邻苯二酚紫(分析纯, 天津市鲁鑫化

工科技有限公司); 三氯乙酸、β-巯基乙醇(分析纯, 天津市

巴斯夫化工有限公司); 三(羟甲基)氨基甲烷(Tris)、三(羟甲

基)甲基甘氨酸(Tricine)(分析纯, 上海麦克林生化科技有

限公司); 5,5-二硫代双(2-硝基苯甲酸)(分析纯, 合肥千盛

生物科技有限公司); 甲醇、冰乙酸(分析纯, 成都市科隆化

学品有限公司)。 
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1.2  仪器与设备 

Sonics VCX750 超声波细胞破碎仪(美国 Sonics 公司); 
雷磁 PHS-25 pH 计(上海仪电科学仪器股份有限公司); 
UV2700紫外可见分光光度计(日本岛津公司); Eon酶标仪、

PowerPac Basic 电泳仪(美国 BioTek 仪器有限公司); SQP
天平(精度 0.01 mg, 赛多利斯科学仪器有限公司); Hitachi 
F-4600 荧光光谱仪(日本日立公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  蛋白酶选择及配比确定 
将冻干的酪蛋白粉用 0.01 mol/L, pH 7.4 的磷酸盐缓冲

液(phosphate buffered saline, PBS)配成质量浓度为 10 mg/mL
母液, 取 25 mL 于高筒烧杯中, 放入超声细胞破碎仪中, 探
头浸入液面下 1 cm, 进行超声波处理, 超声处理条件设置

为: 超声功率 200 W, 超声处理 20 min, 超声间歇比 6 s/6 s。 
通过预试验固定酶解条件: 底物浓度 4%、酶添加量

4%、时间 3 h, 将超声处理后的溶液, 按预试验固定酶解条

件, 在各蛋白酶最适 pH 和温度条件下酶解 3 h(表 1), 反应

进程中用 0.1 mol/L NaOH 标准溶液稳定酶解液 pH, 根据

水解度(degree of hydrolysis, DH)、DPPH 自由基清除率的

大小, 筛选出酶解效果最好的 2 种酶。将效果最优的两种

酶以 1:1、1:2、1:3、2:1、3:1 的质量比进行复配, 以 DH、

DPPH 自由基清除率的大小为指标筛选最佳的酶配比。 
 

表 1  蛋白酶种类及最适条件 
Table 1  Types and optimal conditions of protease 

蛋白酶种类 最适 pH 最适温度/℃ 

碱性蛋白酶 8.0~9.0 50~60 

中性蛋白酶 6.5~7.5 45~55 

胃蛋白酶 1.5~2.5 35~45 

胰蛋白酶 7.5~8.5 45~55 

木瓜蛋白酶 6.0~7.0 55~65 

 
1.3.2  超声辅助酶解法单因素试验 

以 DH 和抗氧化性为指标, 各单因素的基础条件为温

度 45 ℃、时间 3 h、pH 6.5、酶添加量 4%、底物浓度 4%。

各单因素的水平为温度 45、50、55、60、65 ℃; 时间 1、
2、3、4、5 h; pH 6.5、7.0、7.5、8.0、8.5; 酶添加量 1%、

2%、3%、4%、5%; 底物浓度 2%、3%、4%、5%、6%。

根据加入 NaOH 的量, 计算 DH。水解结束后时间组煮沸

10 min; 温度、底物浓度组煮沸 15 min; pH、酶添加量组煮

沸即可, 终止酶解, 测定抗氧化率。 
1.3.3  酪蛋白 DH 测定 

准备待测的酪蛋白水解溶液, 在水解反应开始前, 使
用 0.1 mol/L NaOH 溶液将样品的初始 pH 调整至目标 pH, 
使用 pH 计实时测定, 确保在设定的 pH 范围内。当 pH 下

降时, 通过滴定管滴加 0.1 mol/L 的 NaOH 溶液, 至 pH 恢

复至设定的数值。DH 可通过公式(1)计算: 

 DH/%= V C f× ×
样 质品 量

×100%     (1) 

式中: V 为 NaOH 的体积, L; C 为 NaOH 的浓度, mol/L; f 为
氨基酸中氮的摩尔化当量, 通常为 14 分子量。 
1.3.4  酪蛋白抗氧化性测定 

(1) DPPH 自由基清除能力分析 
参照文献[20]方法稍作修改。将驴乳酪蛋白溶液配制

为 4 mg/mL, 移取 2.5 mL 至反应试管中, 定量加入等体积

0.2 mmol/L DPPH 溶液。混合体系于避光环境孵育 30 min
后, 设定离心力 5000 r/min 进行 10 min 离心。取上清液在

517 nm 波长下测定吸光值。超纯水替代样品的空白参照组, 
乙醇为对照组。按公式(2)计算 DPPH 自由基清除率: 

 DPPH 自由基清除率/%=(1– s b

c

A A
A
− )×100%    (2) 

式中: As、Ab 和 Ac 分别为样品组、空白组和对照组的吸光度。 
(2) Fe3+还原能力分析 
参考文献[21]方法稍作修改。将待测样品经超纯水稀

释至目标质量浓度(2.0 mg/mL), 准确移取 0.5 mL 并与等

体积浓度为 1%铁氰化钾溶液及 0.02 mol/L 缓冲液混合。

反应后置于 55 ℃恒温孵育 20 min 后立即冰浴降温, 加入

0.5 mL 浓度为 10%的三氯乙酸溶液进行混合。取混匀后液

体 1 mL 与显色剂体系(1 mL 超纯水+0.2 mL 0.1% FeCl3 溶

液)经涡旋振荡混匀, 静置显色 10 min 后, 于 700 nm 处测

定吸光值。用超纯水替代样品作为空白对照组。按公式(3)
计算 Fe3+还原能力: 

 Fe3+还原能力＝An–Am     (3) 
式中: An 和 Am 分别为样品组、对照组的吸光度。 

(3)金属离子螯合能力分析 
Fe2+螯合能力, 参考文献[22]试验方法, 将 1 mL 驴乳

酪蛋白样品, 3.7 mL 去离子水, 0.1 mL FeCl2 溶液和 0.2 mL
菲啰嗪溶液分别加入到试管中, 混合均匀, 混合溶液在常

温静置 20 min, 取上清液于 562 nm 处测定吸光度, 用去离

子水作为对照组并进行调零。按公式(4)计算 Fe2+螯合能力: 

 Fe2+螯合能力/%=(1– 1

0

A
A

)×100%    (4) 

式中: A0 为空白对照的吸光度; A1 为样品溶液的吸光度。 
Cu2+螯合能力测定, 参考文献[22]试验方法, 采用邻

苯二酚紫测定, 将 1 mL 浓度为 2 mmol/L 的 CuSO4 溶液、

1 mL 浓度为 10%的吡啶与 20 μL 浓度为 0.1%的邻苯二酚

紫进行混合, 混合均匀后加入 1 mL 样品溶液, 继续混合均

匀, 室温下静置 5 min。取上清液在波长 632 nm 处测定吸

光度, 以 1 mL 的去离子水作为对照组。按公式(5)计算 Cu2+

螯合能力: 

 Cu2+螯合能力/%=(1– 2

3

A
A

)×100%     (5) 

式中: A2 为空白对照的吸光度; A3 为样品溶液的吸光度。 
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1.3.5  响应面优化设计 
(1) Plackett-Burman 试验 
Plackett-Burman 试 验 次 数 为 12 次 , 利 用

Design-expert 13 进行试验的组合设计, 对 A-温度、B-时间、

C-pH、D-酶添加量和 E-底物浓度 5 个因素进行考察(表 2), 
以 DPPH 自由基清除率为响应值, 测定各因素组合对抗氧

化性的影响。 
 

表 2  Plackett-Burman 设计因子水平及编码值 
Table 2  Design factor levels and coding values of  

Plackett-Burman  
编码 
水平 

A-温度 
/℃ 

B-时间 
/h 

C-pH D-酶添加量 
/% 

E-底物浓度
/% 

低(–1) 50 2 7 3.5 3 

高(+1) 60 4 8 4.5 5 
 

(2)最陡爬坡试验 
最陡爬坡试验是通过在参数空间中进行局部线性回

归, 识别响应函数在特定条件下的变化率。试验过程主要

是围绕当前设计点对各影响因素进行微小变化, 观察响应

变量的变化, 选择温度、pH、酶添加量 3 个最显著因素进

行最陡爬坡试验。 
(3)响应面试验 
Box-Behnken 设计是一种常用的响应面设计方法[23]。

在 Plackett-Burman 试验和最陡爬坡试验的基础上, 以温

度、pH、酶添加量为变量, 以驴乳酪蛋白水解产物的 DPPH
自由基清除率为响应值 Y1, 进行 3 因素 3 水平的试验, 试
验水平的选取及编码如表 3 所示。 

 
表 3  Box-Behnken 试验中变量及其水平 
Table 3  Variables and their levels in the  

Box-Behnken experiment 

因素 
编码水平 

–1 0 1 
A-温度/℃ 55.0 55.5 56.0 

C-pH  7.5  7.9  8.3 
D-酶添加量/%  4.0  4.5  5.0 

 
1.3.6  超声处理结合酶解驴乳酪蛋白的样品制备 

将冻干处理的驴乳酪蛋白粉用 0.01 mol/L, pH 7.4 的

PBS 配成质量浓度为 10mg/mL 的溶液, 在 25 ℃条件下磁

力搅拌 2 h, 取 25 mL 于烧杯中, 放入超声波细胞破碎仪中

(探头直径为 6 mm, 超声探头浸入液面下 1 cm)进行超声波

处理, 超声处理条件设置为: 超声功率 200 W, 超声间歇

比 6 s/6 s, 超声处理 20 min。45 ℃水浴加热 3 h, 未超声和

超声处理后的驴乳酪蛋白分别加入酶与底物的质量比为

4%的复合酶, 调节 pH 至 6.5, 45 ℃水浴加热 3 h。 
1.3.7  SDS-PAGE 电泳 

基于文献[24]方法略作调整, 40 μL样品中加入 10 μL 非

还原上样缓冲液混合, 在 100 ℃温度下加热 5 min, 冷却后进

行 50 s 离心, 取上清液进行上样, 每孔上样 20 μL, Marker 每
孔上样 8 μL。电压 120 V, 当样品条带跑至玻璃板边缘大约

0.5 cm 时停止电泳。固定时间 20 min, 染色 3 h 后, 用甲醇-
冰乙酸脱色液进行脱色, 直至出现清晰的蛋白条带。 
1.3.8  傅里叶红外光谱分析 

基于文献[25]方法略作调整。将 2 mg 样品与 KBr 粉末

均匀混合后精细研磨, 经液压成型工艺制备透明薄片。采用

傅里叶变换红外光谱仪在恒温条件(25 ℃)下进行全波长扫描, 
参数设定为: 波数范围 4000~400 cm–1, 光谱分辨率 4 cm–1, 
扫描 64 次。试验设置纯 KBr 薄片作为空白对照组, 获取的

原始光谱数据通过OMNIC进行多峰拟合处理。通过Peak Fit 
v4.12 软件进行处理并计算蛋白二级结构的相对含量。 
1.3.9  紫外吸收光谱分析 

基于文献[22]方法略加调整, 样品使用 PBS 稀释至

1 mg/mL, 取 3 mL 样品打入两面透光的比色皿中, 用
PBS 作为空白对照, 检测前使用两种不同 pH 的 PBS 对

仪器进行基线校正, 在温度为 25 ℃、波长为 190~450 nm
的条件下对样品进行扫描, 参数设置为: 分辨率 0.5 nm, 
扫描步长 1 nm, 速率 50 nm/min, 得到紫外吸收光谱后, 选
择波长为 200~450 nm 的蛋白样品紫外吸收光谱进行分析。 
1.3.10  内源荧光光谱分析 

基于文献[25]方法, 样品使用 PBS 稀释至 0.5 mg/mL。
取 3 mL 样品加入比色皿中, 用 PBS 作为空白对照测定

参数设置为: 扫描范围 290~450 nm, 激发狭缝 5 nm, 发
射狭缝 5 nm, 扫描速度 1200 nm/min, 激发波长 280 nm, 
电压 500 V, 测定样液的内源荧光发射光谱, 并分析其内

源荧光强度的变化。 

1.4  数据处理 

通过 Design-Expert 13 软件进行响应面试验设计和分

析, 所有试验均平行测定 3 次, 结果用平均值±标准偏差表示, 
使用软件 IBM SPSS Statistix 26 进行显著性分析, P<0.05 为差

异显著, P>0.05 为差异不显著。采用 Origin 2022 软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  复合酶对抗氧化性的影响 

2.1.1  单酶酶解效果的比较 
酶解特性研究表明, DH 可作为肽键断裂比例的量化

指标[26–27], 能反映蛋白酶解进程, 而 DPPH 自由基清除率

反映样品降低羟自由基、烷自由基和过氧化自由基等的能

力, 被广泛证实为评价物质抗氧化效能的可靠参数[28]。 
如图 1 数据所示, 中性蛋白酶与胰蛋白酶的 DH 分别达

22.83%和 22.25%, DPPH 自由基清除率则达到 55.33%与

51.83%。木瓜蛋白酶组在两项指标中均呈现显著劣势(DH<10%, 
DPPH 自由基清除率<40%)。基于酶解效率与抗氧化功能的测

定, 最终选定中性蛋白酶与胰蛋白酶进行后续试验。 
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注: 不同小写字母表示组间差异显著(P<0.05), 图 2~3、9 同。 
图 1  单酶酶解的 DH 及抗氧化性 

Fig.1  DH and antioxidant activity of single  
enzyme hydrolysis 

 
2.1.2  复合酶酶解效果的比较 

由于酶具有特异性, 当下越来越多的的研究都选择

使用多种酶复配进行酶解, 不仅可以提高 DH, 在一定程

度上还可以提高抗氧化性[29]。选择中性蛋白酶与胰蛋白酶

按比例复配后水解酪蛋白, DH、DPPH 自由基清除率如图 2
所示。从图 2 中可以看出, 中性蛋白酶与胰蛋白酶以 2:1
复配时 DH 可达 27.73%, DPPH 自由基清除率最高达 57.3%, 
显著高于其他复配组合(P<0.05), 因此, 选择中性蛋白酶

与胰蛋白酶配比为 2 : 1 进行驴乳酪蛋白的酶解。 

  
 

图 2  复合酶酶解的 DH 及抗氧化性 
Fig.2  DH and antioxidant activity of  

composite enzyme hydrolysis 
 

2.2  单因素试验 
图 3 为各因素下蛋白酶酶解的 DH 及抗氧化性。 
由图 3(a)可以发现, DH和 DPPH自由基清除率随温度

变化均呈先升后降的趋势并出现一个峰值(55 ℃), 适度的

热效应也可增加酶的构象柔韧性, 从而提高胰蛋白酶和中

性蛋白酶两种酶的活性协同性, 获得最佳的水解率和抗氧

化性[29]。以 DPPH 自由基清除率为主要标准, 55 ℃为最佳

酶解温度。 
由图 3(b)可知, DH和DPPH自由基清除率随着时间的

增长, 呈现先升高后降低的趋势, 在 3 h 时均达到峰值。在

反应前 3 h 时, 复配酶之间表现出较强的协同作用, 使酪

蛋白快速降解释放出富含抗氧化基团的短肽片段, 并且新 
 

 
 
 

图 3  各因素下蛋白酶酶解的 DH 及抗氧化性 
Fig.3  DH and antioxidant activity of protease hydrolysis under various factors 
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生成的肽段其活性位点未被破坏, 共同推动 DH 与 DPPH
自由基清除率升高。因此, 以 DPPH 自由基清除率为主要

判断标准时, 选择 3 h 为酶解驴乳酪蛋白的最佳时间。 
如图 3(c)所示, DH 和 DPPH 自由基清除率随 pH 升高, 

二者先上升后降低, 且在 pH 7.5 处同时达到峰值。pH 
6.5~7.5 时, 中性蛋白酶与胰蛋白酶的协同增效作用较突

出。因此, 以 DPPH 自由基清除率为主要参考指标, 将 pH 
7.5 确定为酶解驴乳酪蛋白的最佳 pH。 

图 3(d)表明, 随着酶添加量的升高, DH 表现出先升后

降的趋势, 在 3%时达最大值; 而 DPPH 自由基清除率变化

幅度不大, 同样在 3%时达最大值。这表明酶量对 DH 和抗

氧化性具有有非线性影响。以 DPPH 自由基清除率为判断

指标, 选择 3%为酶解驴乳酪蛋白的最佳酶添加量。 
由图 3(e)可以看出 , 随着底物浓度的升高 , DH 和

DPPH 自由基清除率均在 4%达最大值。低浓度底物情况下

(2%~4%)底物与酶的摩尔比逐渐优化, 得到具有抗氧化活

性的短肽片段, 同时保证反应体系的传质效率, 使水解产

物的生成速度和自由基清除效果处于最优化状态, 通过评

价指标 DPPH 自由基清除率, 确定 4%为酶水解驴乳酪蛋

白的最适浓度。 

2.3  酶解优化设计及结果分析 
2.3.1  Plackett-Burman 试验设计筛选结果 

对表 4 Plackett-Burman 试验设计与结果进行方差分

析, 使用 Lenth 方法识别 Plackett-Burman 试验中的显著效

应[30], 得到因素标准化效应的半正态概率图(图 4)和帕累

托图(图 5)。 
在图 4 中, 因素 D、A 和 C 的标准化效应点远离拟合线, 

表明它们是显著因素(P<0.05), 即酶添加量、温度和时间是影

响抗氧化性的主要因素, 而其他因素的标准化效应值较小。 
通过图 5 的标准化效应帕累托图, 可以看出因素 D、

A 和 C 超过 t 值, 表明它们是显著因子[31]。 
 

表 4  Plackett-Burman 试验设计与结果 
Table 4  Design and results of Plackett-Burman experimental  

试验号 A/℃ B/h C D/% E/% 
DPPH 自由基

清除率/% 

1 60 4 7 4.5 5 67.16 

2 50 4 8 3.5 5 55.63 

3 60 2 8 4.5 3 63.21 

4 50 4 7 4.5 5 62.51 

5 50 2 8 3.5 5 54.06 

6 50 2 7 4.5 3 64.96 

7 60 2 7 3.5 5 62.50 

8 60 4 7 3.5 3 64.10 

9 60 4 8 3.5 3 59.34 

10 50 4 8 4.5 3 61.31 

11 60 2 8 4.5 5 63.73 

 
 

图 4  标准化效应的半正态概率效应图(α=0.05) 
Fig.4  Semi normal probability effects diagram of standardization 

effects (α=0.05) 
 

 
 

图 5  标准化效应的帕累托图(α=0.05) 
Fig.5  Pareto chart of standardization effects (α=0.05) 

 

由 Plackett-Burman 试验的显著性分析见表 5, 该模型

的 P<0.01, 表明这一模型极显著, 整个回归区域的拟合性

能良好。相关系数 R2=0.9621, 说明此模型能解释 96.21%
的试验数据变异量, 有 3.79%的变异不能用此模型解释(校
正系数 R2

adj=0.9306), CV 越小, 试验的可信度和精确度越

高, CV=1.68%, 说明 Plackett-Burman 试验的可靠性较高。

精密度>4.0 为合理[32], 此试验精密度为 17.9891。通过对数

据进行多元回归拟合, 得到回归方程如公式(6)所示:  
Y=48.062+0.395A+0.312B–3.633C+4.9D–0.432E  (6) 

2.3.2  最陡爬坡试验结果 
最陡爬坡试验由回归方程(6)可知, 因素 D 偏回归系

数为 4.9, 表明因素 D 对 DPPH 自由基清除率的影响为 7
下正效应, 即随着 D因素的增加, DPPH自由基清除率呈上 
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表 5  Plackett-Burman 试验因素、水平及显著性分析 
Table 5  Factors, levels and significance analysis of  

Plackett-Burman test 

来源 自由度 平方和 均方 F P 显著性

模型 5 161.92 32.38 30.49 0.0003 显著

A/℃ 1 46.89 46.89 44.14 0.0006 显著

B/h 1 1.17 1.17 1.10 0.3352  
C 1 39.60 39.60 37.28 0.0009 显著

D/% 1 72.03 72.03 67.81 0.0002 显著

E/% 1 2.24 2.24 2.11 0.1970  
残差 6 6.37 1.06 30.49 0.0003  

综合 11 168.29 32.38 44.14 0.0006  

R2=0.9621 RPred
2=0.8485 CV/%=1.68  

R2
adj=0.9306 精密度=17.9891    

注: 变异系数(coefficient of variation, CV)。 
 

升趋势; C 因素为负效应, A 因素为正效应。因此选取 D、C、

A 3个因素做响应面试验, 响应面试验中3个因素的试验次

数为 20。最显著的为因素 D, 因此选择 D 为爬坡单位。A、

C、D 步长计算如公式(7)~(9)所示:  

 A 步长= 0.395
4.9

×
60 50

2
− =0.403   (7) 

 C 步长= 3.633
4.9

×
8 7

2
− =0.37   (8) 

 D 步长= 4.9
4.9

×
4.5 3.5

2
− =0.5   (9) 

式中: A 根据试验实际取为 0.5 ℃; C 根据试验实际取为

pH=0.4; 后续试验 D 步长取 0.5%。 
根据步长计算结果(7)~(9)设计最陡爬坡试验表格, 如

表 6 所示。 
由表 6 可知, 处理 2 的 DPPH 自由基清除率达到最大

值, 因此以处理 2 为响应面试验的中心点。 
 

表 6  最陡爬坡试验设计及其结果 
Table 6  Design and results of steepest climbing test 

处理 步长 D/% A/℃ C 
DPPH 自由基

清除率/% 
1 0 4.0 55.0 7.5 59.91 
2 0+1Δ 4.5 55.5 7.9 65.25 
3 0+2Δ 5.0 56.0 8.3 64.53 
4 0+3Δ 5.5 56.5 8.7 60.72 
5 0+4Δ 6.0 57.0 9.1 55.28 
6 0+5Δ 6.5 57.5 9.5 53.74 

注: Δ 为一个步长单位。 
 

2.3.3  Box-Behnken 响应面法试验结果 
根据最陡爬坡试验 , 以处理 2 为中心点实行

Box-Behnken 试验[23], 选择酶添加量、pH 和温度 3 个因素

作为自变量, 根据Box-Behnken设计建立 3因素 3水平试验, 
以 DPPH 自由基清除率为响应值。试验设计及结果见表 7。 

表 7  Box-Behnken 试验设计及其结果 
Table 7  Design and results of Box-Behnken experimental  

试验号 D/% A/℃ C 
DPPH 自由基

清除率/% 
1 4.0 55.0 7.9 65.61 
2 5.0 55.0 7.9 65.77 
3 4.0 56.0 7.9 65.44 
4 5.0 56.0 7.9 66.12 
5 4.0 55.5 7.5 65.56 
6 5.0 55.5 7.5 65.89 
7 4.0 55.5 8.3 65.83 
8 5.0 55.5 8.3 65.98 
9 4.5 55.0 7.5 65.87 
10 4.5 56.0 7.5 66.07 
11 4.5 55.0 8.3 66.21 
12 4.5 56.0 8.3 66.08 
13 4.5 55.5 7.9 66.71 
14 4.5 55.5 7.9 66.79 
15 4.5 55.5 7.9 66.75 
16 4.5 55.5 7.9 66.78 
17 4.5 55.5 7.9 66.76 

 

通过对数据进行二次多元回归拟合, 得到二次多项

式方程如公式(10)所示: 
Y=66.76+0.1650D+0.0313A+0.0887C+0.1300DA– 

0.0450DC–0.0825AC–0.6328D2–0.3903A2–0.3102C2  (10) 
模型的显著性小于 0.01, 失拟项大于 0.05, 表明该模

型极显著 , 说明模型与实际数据拟合较好 , 相关系数

R2=0.9937, 校正系数 R2
adj=0.9856 说明预测值与实测值之

间具有高度相关性, 该模型可以解释 98.56%的变化, 可用

于分析和预测酶解处理后蛋白的抗氧化性的变化情况。从

表 8 中可以看出, 因素 D 和 C、交互项 DA、AC 对抗氧化

性有显著性影响, DC 没有显著性影响; 二次项 D2、A2、C2

对抗氧化性有显著性影响。由 F 可以看出, 各因素影响程

度顺序为: D>C>A。 
 

表 8  Box-Behnken 试验设计二次模型方差分析 
Table 8  Analysis of variance of Box-Behnken experimental 

design quadratic model  

来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

模型 3.4100 9 0.3784 122.60 <0.0001 显著

D 0.2178 1 0.2178 70.57 <0.0001 显著

A  0.0078 1 0.0078 2.53 0.1556  
C 0.0630 1 0.0630 20.42 0.0027 显著

DA 0.0676 1 0.0676 21.90 0.0023 显著

DC 0.0081 1 0.0081 2.62 0.1493  
AC 0.0272 1 0.0272 8.82 0.0208 显著

D2  1.6900 1 1.6900 546.19 <0.0001 显著

A2  0.6412 1 0.6412 207.76 <0.0001 显著

C2  0.4053 1 0.4053 131.31 <0.0001 显著

残差 0.0216 7 0.0031    
失拟 0.0177 3 0.0059 6.09 0.0567 不显著

R2=0.9937 RPred
2=0.9155 CV/%=0.0840  

R2
adj=0.9856 精密度=30.1989    
利用回归模型预测不同酶解条件下的抗氧化性。为更

加直观地反映模型预测效果, 分别绘制模型预测值与试验
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值相关图, 如图 6 所示。可以看出, 各个样本点都近乎分布

在 45°对角线上, 说明该模型对于预测各个酶解条件下的抗

氧化性与试验结果具有较高的拟合度, 二者较为接近。 
 

 
 

图 6  模型预测值与试验值相关性 
Fig.6  Correlation between model predicted values and  

experimental values  
 

理想的模型通常要求大部分样本预测误差在模型的

±2 标准差(standard deviation, SD)范围以内, 由图 7 可以看

出, 该模型中的样本点都在模型的±2SD的范围内, 并未发

现离群点, 说明该模型预测能力较强, 可以用来分析蛋白

酶解后的抗氧化能力[33]。 
依据回归方程, 利用Design-expert绘出响应面分析图, 

结果见图 8。通过响应面 3D 图可以明显看到所做试验的范

围包括最大值所在区域。利用 Design-expert 对模型进行分

析预测, 得到酶添加量为 4.86%, 温度为 55.28 ℃, pH 为

7.76, 此时的响应值最大值为 66.79%。 

2.4  不同处理对驴乳酪蛋白抗氧化性的影响 
图 9 为不同处理对驴乳酪蛋白抗氧化性的影响。 
如图 9(a)所示, 采用单一处理方式, 超声与酶解均能

提升 Fe3+的还原能力, 但酶解效果更显著, 可能酶解过程

中 DH 较高, 水解物中的小肽比例增加, 从而氢离子可用

性增强, 增加与铁离子的反应表面积, 促进还原反应的进

行。通过超声协同酶解的处理方式, 显著提升 Fe3+的还原

能力至 65.3%。 
 

 
 

图 7  残差对模型预测散布图 
Fig.7  Scatter plot of residuals to predict the model 

 
如图 9(b)所示, 驴乳酪蛋白经超声与酶解联合处理后

DPPH自由基清除能力的显著提升, 且酶解效果优于超声处

理。与未超声处理组相比, 超声预处理结合酶解后 DPPH 自

由基清除能力有显著性升高(P<0.05), 可能是因为超声预处

理使蛋白致密结构舒展开来, 促使酶能更好的切割肽链, 所
以超声后的反应体系的 DPPH 自由基的清除能力增强[34]。 

如图 9(c)所示, 以超声、酶解、超声结合酶解处理驴

乳酪蛋白后, 其金属离子螯合能力均得到提高。超声处理

是以物理方法来改变蛋白质的空间构象, 从而暴露出更多

的活性位点, 进而能够更容易与金属离子螯合; 酶解处理

则是通过酶的催化降解, 又进一步降解出更多小肽段, 这
些小肽段的金属离子结合能力比蛋白好[35–36]。 

 

 
 

图 8  各因素交互作用对抗氧化性的影响 
Fig.8  Effects of the interaction of various factors on antioxidant activity 
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注: CN. 未处理组; U-CN. 超声处理组; AEH-CN. 酶解组; UAEH-CN. 超声结合酶解组, 下同。 
图 9  不同处理条件下驴乳酪蛋白抗氧化性 

Fig.9  Antioxidant activity of donkey milk casein under different treatment conditions 

 
如图 9(d)所示, 未经处理的驴乳酪蛋白脂质抗氧化能

力为 18.4%, 而经过超声处理后, 抗氧化能力显著提升至

57.8%, 可能是超声引起的蛋白质结构重组和活性位点的

暴露, 进而增强了其与自由基的结合能力; 酶解处理后抗

氧化能力达到 60.3%, 超声结合酶解处理后的抗氧化能力

进一步提高至 69.77%, 可能是超声波引起液体中的微小气

泡产生爆炸效应, 这种空化现象可以有效地破坏细胞壁和

生物膜, 提高脂质纤维的暴露, 增加酶与脂质的接触面, 
促进酶的水解反应, 提高脂质抗氧化能力[37–38]。 

2.5  不同处理对酪蛋白分子量分布的影响 
如图 10 所示, 超声处理条带与未经处理的酪蛋白相

比, 条带变浅, 可能是超声的机械作用, 引起蛋白质的断

裂或者降解, 导致其空间构象发生改变, 降低了蛋白质的

聚合程度和稳定性, 在凝胶电泳中蛋白条带的强度降低, 颜
色变浅[39]。经过酶解处理后, 酪蛋白的条带出现上移的现象, 
可能是由于分子被酶切割为较小的肽段和氨基酸, 导致在

电泳过程中, 胶体中的小肽移动速度加快, 会相对较高的位

置出现, 因此会向上移动, 电泳图谱表现为条带上移。经过

超声结合酶解处理后, 电泳条带出现变深的现象, 可能是超

声后的酪蛋白经过酶解处理, 生成比原始蛋白更有效的聚

合体或肽段, 聚合体在电泳中表现为更深的条带[40]。 
 

 
 

图 10  不同处理对酪蛋白分子量分布的影响 
Fig.10  Effects of different treatments on the molecular weight 

distribution of casein 
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2.6  不同处理对驴乳酪蛋白二级结构的影响 

不同处理对驴乳酪蛋白傅里叶红外光谱如图 11所示。

与未超声处理组对比, 其他处理组在 3600~3000 cm–1 的光

谱范围内, 出现谱带变宽的现象, 可能是超声处理通过空

化效应破坏酪蛋白胶束的疏水聚集结构, 导致分子间氢键

相互作用断裂或重组, 而酶解作用进一步切割肽链, 暴露

更多极性基-NH₂, 促使游离羟基和氨基与水分子形成动态

氢键网络, 导致 O-H 的伸缩振动和 N-H 的弯曲振动, 引起

光谱图的变化, 表现为吸收峰展宽[41]。 
表 9 结构分析数据显示, 超声结合酶解处理能显著改

变驴乳酪蛋白二级结构组成: 相较于对照组, α-螺旋相对

含量下降(26.70%), 无规卷曲增加(28.53%), β-折叠相对含

量提升, β-转角相对含量下降。α-螺旋的减少可归因于超声

空化效应产生的剪切力场及瞬态高温, 导致螺旋区氢键断

裂并重排为 β-折叠。也可能是由于超声产生的机械作用使

蛋白结构松散, 削弱了维系蛋白结构稳定的氢键作用力, 
增加了底物与酶的结合位点, 使有序的蛋白结构在水解后

向无序形式转变[42]。 
 

 
 

图 11  不同处理驴乳酪蛋白傅里叶红外光谱图 
Fig.11  Fourier transform infrared spectra of donkey milk casein 

under different treatments 
 
 

表 9  不同处理驴乳酪蛋白二级结构含量 
Table 9  Secondary structure content of donkey milk casein 

under different treatments 

处理方法 
α-螺旋相对

含量/% 
β-折叠相对

含量/% 
β-转角相对 

含量/% 
无规则卷曲

相对含量/%

CN 28.93±0.33a 26.91±0.21b 17.55±0.37a 26.49±0.64a

U-CN 28.79±0.43a 26.60±0.37b 16.49±0.64ab 27.91±1.16a

AEH-CN 28.78±0.33a 27.17±0.22b 16.86±0.38ab 28.12±0.51a

UAEH-CN 26.70±0.47b 28.53±0.54a 16.32±0.36b 28.35±0.71a

注: 同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 
 

2.7  不同处理驴对乳酪蛋白紫外吸收光谱的影响 
如图 12 所示, 通过紫外吸收光谱分析不同处理方式

对驴乳酪蛋白结构的影响。超声组、酶解组及超声结合酶

解处理组的吸光度与未处理组相比均有所增强。其中, 超
声结合酶解处理组的吸光度最高, 可能是超声预处理使包

埋于蛋白内部的芳香族氨基酸残基爆露, 且促进酶解产物

的发色基团释放, 通过破坏酪蛋白胶束的致密结构, 蛋白

结构更加疏松, 暴露出更多酶切位点, 促使酶解反应更彻

底[22]。酶解处理组的吸光度低于超声处理组, 可能因蛋白

酶特异性切割导致部分发色基团随小分子肽段流失。 
 

 
 

图 12  不同处理酪蛋白紫外光谱图 
Fig.12  Ultraviolet spectra of casein under different treatments 

 

2.8  不同处理驴对乳酪蛋白内源荧光光谱的影响 

如图 13 所示, 经过超声处理后酪蛋白的内源荧光强

度明显高于未处理的酪蛋白, 而经过酶解处理和超声结合

酶解的处理下, 荧光强度低于未处理组。在超声作用下, 
二硫键诱导聚合反应形成聚合物, 导致具有荧光特性的氨

基酸被隐藏起来, 从而荧光强度增强[43]。酶解处理后的蛋

白荧光光谱最大吸收峰从 342 nm 蓝移到 340 nm, 荧光强

度降低, 可能是酪蛋白在酶解条件下结构容易展开, 残留

在疏水区域的色氨酸暴露于溶剂中, 从而导致荧光强度下 
 

 
 

图 13  不同处理酪蛋白内源荧光图 
Fig.13  Intrinsic fluorescence spectra of casein under  

different treatments 
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降。在超声结合酶解处理后, 蛋白质分子之间结构稳定性

下降, 改变它们的微环境, 进一步导致荧光猝灭现象。 

3  结  论 

本研究通过超声预处理结合酶解技术对驴乳酪蛋白

进行改性, 系统探究了不同处理方式对蛋白抗氧化性及结

构的影响。结果表明, 超声处理(200 W, 20 min, 6 s/6 s 间歇

比)可通过破坏蛋白胶束结构、暴露疏水基团, 使 DPPH 自

由基清除率提升至 57.3%; 中性蛋白酶与胰蛋白酶(2:1)复
配酶解可将 DH 和 DPPH 清除率提高至 27.73%和 57.3%。

超声结合酶解协同处理进一步使抗氧化能力达 69.77%, 
Fe³⁺还原能力提升 65.3%, 显著优于单一处理, 归因于超声

破除空间位阻促进酶解效率, 释放更多小分子抗氧化肽。

结构分析显示, 协同处理导致 α-螺旋减少、无规卷曲增加

(28.35%), 紫外吸光度增强表明芳香族氨基酸暴露, 内源

荧光强度降低及巯基氧化反映微环境改变。响应面优化确

定最优酶解条件为酶添加量 4.86%、55.28 ℃、pH 7.76, 此
时抗氧化性达峰值。本研究证实超声-酶解协同可通过结构

重构提升酪蛋白抗氧化性, 可为驴乳功能性产品开发提供

理论依据。 
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