
第 16 卷 第 15 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 16 No.15 

2025 年 8 月 Journal of Food Safety & Quality Aug. , 2025 

 

                            

收稿日期:  2025-01-21  
基金项目: 陕西学前师范学院引进人才(博士)科研启动项目(2023DS02); 陕西高校青年创新团队“秦岭药食同源生物资源保护与利用创新

团队”项目; 陕西学前师范学院科研创新团队“陕西特色农产品精深加工技术创新团队”项目; “儿童健康照明 LED 荧光粉”项目; 西安市科

技计划项目(23NYGG0061); 陕西省体育局常规课题项目(20240468) 
第一作者/*通信作者: 王静(1985—), 女, 博士, 副教授, 主要研究方向为食品功能因子的研究与开发。E-mail: 531243773@qq.com 

 

DOI: 10.19812/j.cnki.jfsq11-5956/ts.20250121005 
引用格式: 王静, 方丹, 刘诗佳, 等. 核桃多肽-硒螯合物的制备及其理化性质研究[J]. 食品安全质量检测学报, 2025, 
16(15): 213–221.  
WANG J, FANG D, LIU SJ, et al. Preparation and physicochemical properties research of Juglans regia L. polypeptide-selenium 
chelate [J]. Journal of Food Safety & Quality, 2025, 16(15): 213–221. (in Chinese with English abstract). 

核桃多肽-硒螯合物的制备及其理化性质研究 

王  静*, 方  丹, 刘诗佳, 邓雅之, 毛招羽, 李  佳, 王婧扬, 冯莉萍 
(陕西学前师范学院生物食品与化学学院, 西安  710100) 

摘  要: 目的  探究核桃多肽-硒螯合物的制备方法及其理化性质。方法  采用碱溶酸沉法提取核桃蛋白, 经

碱性蛋白酶酶解后制得核桃多肽。核桃多肽再与亚硒酸钠反应, 生成核桃多肽-硒螯合物。通过单因素试验和

正交试验, 优化制备工艺。结果  在多肽与亚硒酸钠质量比为 3:1、螯合温度 45 ℃、螯合时间 50 min、pH 8

的条件下, 硒螯合率达到最高, 为 58.99%±1.44%。该螯合物耐热、耐酸碱, 消化稳定性好, 硒生物利用率高。与

核桃多肽相比, 核桃多肽-硒螯合物具有更强的 1,1-二苯基-2-苦味酰肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由

基、羟基自由基和 2,2’-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐[2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid), ABTS]阳离子自由基清除能力。结论  本研究制备了核桃多肽-硒螯合物, 优化了制备工艺, 并发现其具

有良好的理化性质和抗氧化能力, 为开发补硒产品提供了原料参考。 

关键词: 核桃多肽-硒螯合物; 理化性质; 稳定性; 体外消化; 抗氧化能力 

Preparation and physicochemical properties research of Juglans regia L. 
polypeptide-selenium chelate 

WANG Jing*, FANG Dan, LIU Shi-Jia, DENG Ya-Zhi, MAO Zhao-Yu,  
LI Jia, WANG Jing-Yang, FENG Li-Ping 

(College of Biology, Food and Chemistry, Shaanxi Xueqian Normal University, Xi’an 710100, China) 

ABSTRACT: Objective  To study the preparation and physicochemical properties of polypeptide-selenium chelate 

from Juglans regia L.. Methods  Juglans regia L. protein was extracted by alkali-soluble acid precipitation method, 

and Juglans regia L. polypeptide was prepared by alkaline protease. Juglans regia L. polypeptide reacted with 

sodium selenite to produce Juglans regia L. polypeptide-selenium chelate. The preparation technology was optimized 

by single factor test and orthogonal test. Results  When the mass ratio of polypeptide to sodium selenite was 3:1, the 

chelating temperature was 45 ℃, the chelating time was 50 min, and the pH was 8, the chelating rate was 

58.99%±1.44%. The chelate was resistant to heat, acid and alkali, had good digestive stability and high 

bioavailability of selenium. Compared with Juglans regia L. polypeptide, Juglans regia L. polypeptide-selenium 
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chelate had stronger scavenging ability of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical, hydroxyl free radical 

and 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) cation free radical. Conclusion  In this study, 

Juglans regia L. polypeptide-selenium chelate is successfully prepared through optimized synthesis conditions. The 

resulting complex demonstrates favorable physicochemical properties and significant antioxidant capacity, providing 

a potential raw material reference for developing selenium-enriched nutritional supplements.  
KEY WORDS: Juglans regia L. polypeptide-selenium chelate; physicochemical properties; stability; in vitro 

digestion; antioxidant capacity 
 
 

0  引  言 

硒, 作为一种至关重要的微量元素, 对人类健康、生长

发育至关重要。缺乏硒元素会引起克山病、大骨节病等慢性

病以及贫血、糖尿病等疾病, 严重影响健康[1]。因人体无法

合成硒且食物来源不足, 导致人体普遍缺硒, 成为公共健康

问题。有机硒相比无机硒(如亚硒酸钠)展现出高生物利用度

与低毒性的优势[2], 成为安全、高效的补硒新选择。 
当前, 已有研究表明可以通过多肽与硒盐螯合得到

有机硒化合物, 使无机硒转化成硒螯合物。赵立娜等[3]成

功将菌草灵芝多肽与亚硒酸钠进行螯合, 并利用响应面法

对其制备工艺进行优化, 得出多肽-硒螯合物制备的最佳工

艺条件。YE 等[4]也制备出了具有抗氧化活性的大豆多肽-硒
螯合物。意如等[5]综述了近年来硒盐与多肽螯合成硒化合物

的研究进展, 并总结了硒肽在人体健康方面的作用。 
核桃粕作为核桃油加工的主要副产物, 具有原料来

源广、营养价值高、成本低廉的天然优势, 却长期面临利

用率低、附加值缺失的产业化困境。本研究基于资源高值

化理念, 系统探究了从核桃粕中制备核桃多肽-硒螯合物

的完整工艺体系, 并研究了其结构表征与理化性质。该研

究通过开发副产物资源化利用的创新性技术路径, 不仅实

现了核桃加工产业链的延伸拓展, 其制备的功能性食品基

料更展现出双重应用价值: 在营养强化领域, 通过优化硒

元素生物利用度, 为新型补硒制剂的开发提供理论支撑; 
在功能食品开发方面, 基于多肽-硒复合体系特有的抗氧

化活性, 为膳食干预硒缺乏相关疾病开辟了创新研究方

向。研究结果对提升特色农副产品深加工技术水平、推动

功能性食品原料创新具有重要实践意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

碱性蛋白酶(alcalase 2.4 L, 酶活力 1×105 U/g)、1,1-
二 苯 基 -2- 苦 味 酰 肼 (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, 
DPPH)(分析纯, 合肥博美生物科技有限责任公司); 二水

合钼酸钠、乙二胺四乙酸二钠 (ethylenediaminetetraacetic 
acid disodium salt, EDTA-2Na)、氢氧化钠(NaOH)(分析纯, 

广东光华科技股份有限公司); 氯化氢标准滴定溶液(分析

纯, 山东普惠分化学科技有限公司); 无水乙醇、硫酸亚铁

(分析纯, 天津市天力化学试剂有限公司); 亚硒酸钠[分析

纯, 西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司]; 浓硫酸、甲苯、

高氯酸(分析纯, 天津政成化学制品有限公司); 3,3’-二氨基

联苯胺(分析纯, 上海麦克林生化科技有限公司); 过硫酸

钾、过氧化氢溶液(分析纯, 天津市大茂化学试剂厂); 胃蛋

白酶(酶活力 3×103 U/g)、胰蛋白酶(酶活力 2.5×102 U/g)(西
安仟诺生物工程有限责任公司); 邻苯二甲酸氢钾、混合磷

酸盐、四硼酸钠(分析纯, 上海佑科仪器仪表有限公司); 
2,2’- 联 氮 - 二 (3- 乙 基 - 苯 并 噻 唑 -6- 磺 酸 ) 二 铵 盐

[2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), 
ABTS](分析纯, 上海恒远生物科技有限公司); 水杨酸(分

析纯, 天津市科密欧化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

FA2003 型电子天平(精度 0.1 mg, 上海菁海仪器有限

公司); KQ5200DE 型数控超声波清洗器(昆山市超声仪器

有限公司); V-T5 型可见分光光度计(上海光谱仪器有限公

司); DK-98-IIA 型电热恒温水浴锅(天津市泰斯特仪器有限

公司); PHS-3E 型实验室 pH 计(上海佑科仪器仪表有限公

司); DW-HL34 型超低温冰箱(安徽中科都菱商用电器股份

有限公司); TDZ5 型台式低速离心机(湖南赫西仪器装备有

限公司); LGJ-18C 型真空冷冻干燥机(北京四环科学仪器

厂有限公司); DF-101S 型集热式恒温磁力搅拌器(巩义市予

华仪有限责任公司); ZYM-II-20T 型微量分析型超纯水机

(四川卓越水处理设备有限公司); RE-52A 型旋转蒸发器(上
海亚荣生化仪器厂); SH220N 型石墨消解仪(山东海能科学

仪器有限公司); U-T1810 型紫外可见分光光度计(上海屹谱

仪器制造有限公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  脱脂核桃粕粉末制备工艺流程 
为了减少核桃粕中油脂成分对核桃多肽提取率的影

响, 需要进行前处理。脱脂工艺流程参照代晹鑫等[6]的方

法, 略作改动。将一定质量的核桃粕放入超微粉碎机中进

行粉碎, 过筛后, 按照配比核桃粕溶液, 静置 12 h 进行脱

脂。将脱脂核桃粕液 3000 r/min 离心 20 min 后, 取离心管
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沉淀放入恒温干燥箱中干燥(30 ℃, 12 h), 即可制得脱脂核

桃粕粉末。 
1.3.2  核桃粕总蛋白制备工艺流程 

参照马开创[7]的方法, 略作改动。将一定质量的脱脂核

桃粕粉末按照比例配制成混合液, 用 1 mol/L 的 NaOH 溶液

调节混合液 pH 为 8.5, 再进行超声浸提, 浸提完成后, 将核

桃粕溶液进行离心, 除去油脂层和下层沉淀后, 用 1 mol/L
的 HCl 溶液调节 pH 为 4.5, 将溶液再次离心, 取下层沉淀, 
弃去上清液。用超纯水将蛋白质沉淀水洗至中性后倒入培养

皿中, 放入真空冷冻干燥机中干燥, 干燥 24 h 后即可制得核

桃粕总蛋白粉, 在–20 ℃下保存, 备用。 
1.3.3  核桃蛋白肽制备工艺流程 

称取一定质量的核桃粕总蛋白粉, 按核桃粕总蛋白:
水=1:25 (W:W)的比例加入蒸馏水, 配制成底物浓度为 4%
的核桃粕蛋白质溶液, 将 pH 调至 8.8, 根据蛋白粉质量计

算 出 所 需 添 加 碱 性 蛋 白 酶 的 质 量 , 在 恒 温 磁 力 搅 拌 器

(55 ℃)中酶解 2 h。然后 100 ℃下灭酶 10 min, 冷却至室温, 
在转速 4000 r/min 下离心 25 min, 取上清液进行真空冷冻

干燥, 即制得核桃多肽粉, 保存于–20 ℃下, 备用[8]。 
核桃多肽得率可用式(1)计算:  
 核桃多肽得率/%=(mc/mb)×100%     (1) 

式中: mb 为冷冻干燥后核桃粕总蛋白的总质量, g; mc 为冷

冻干燥后核桃多肽的总质量, g 
1.3.4  核桃多肽-硒螯合物的制备 

称取一定质量的核桃多肽粉, 配制成浓度为 4%的核

桃多肽溶液, 调节 pH 至 8, 水浴加热一定时间(使其达到反

应温度), 水浴加热时需用封口膜使反应过程在封闭空间

进行, 防止反应被干扰。再加入一定质量的亚硒酸钠, 恒

温振荡反应, 用旋转蒸发仪进行蒸发浓缩, 待冷却至室温, 
量取 10 倍体积无水乙醇加入反应体系, 静置 12 h 使螯合

物沉降, 离心后收集沉淀, 真空冷冻干燥后即可制得核桃

多肽-硒螯合物[8]。 
(1)核桃多肽-硒螯合物制备的单因素研究 
分别调整多肽与亚硒酸钠质量比、螯合温度、螯合时

间和 pH 4 个因素水平, 探究表 1 中 4 个因素对硒螯合率的

影响。各因素的基本前提条件为: 多肽与亚硒酸钠质量比

1:1, 螯合温度 50 ℃, pH 8, 螯合时间 40 min。在考察某一

因素对螯合率的影响时, 其他 3 个因素与基本条件保持一

致。最后统一测定螯合物中的硒含量并计算硒螯合率。 
 

表 1  单因素研究水平表 
Table 1  Level table of single-factor research  

影响因素 因素水平 

多肽与亚硒酸

钠质量比 
1:2 1:1 2:1 3:1 4:1 

螯合温度/℃ 30 40 50 60 70 
螯合时间/min 20 30 40 50 60 

pH 6 7 8 9 10 

(2)核桃多肽-硒螯合物制备的工艺优化研究 
基于单因素试验结果, 采用 4 因素 3 水平正交试验法

优化核桃多肽-硒螯合物制备工艺: 考察核桃多肽与亚硒

酸钠质量比(A)、螯合 pH (B)、螯合时间(C)和螯合温度(D)
对螯合反应的影响。各因素水平设置如表 2 所示。 

表 2  正交试验因素水平表 
Table 2  Factor-level table of orthogonal test  

水平

螯合物制备的影响因素 

A(核桃多肽与

亚硒酸钠质量比) 
B (pH) C(螯合时间)

/min 
D(螯合温度)

/℃ 

1 5:2 7 45 45 

2 3:1 8 50 50 

3 7:2 9 55 55 

 
1.3.5  核桃多肽-硒螯合物硒含量及其螯合率的测定 

(1)螯合物中的硒含量测定 
参考王莲芳等[9]和 WANG 等[10]的方法进行硒含量测

定。用适宜规格的移液管量取一定量硒标准溶液或适量样

品, 稀释至 40 mL, 将 pH 调至 2, 加入 2 mL EDTA-2Na 溶

液和 2 mL 3,3’-二氨基联苯胺溶液, 混匀后避光反应 50 min, 
将 pH 调节至 7, 处理好后置于分液漏斗中, 准确加入 10 mL
甲苯, 振摇 2 min, 静置分层, 在分光光度计波长 420 nm 处

测定甲苯层的吸光度[11]。 
样品中硒含量的计算公式如公式(2)所示:  

 样品中硒的含量/(μg/g)= CV
WN

    (2) 

式中: C 为从标准曲线上查得的相当于硒的标准质量浓度, 
µg/mL; V 为甲苯萃取所得的样品体积, mL; W 为样品的质量, 
g; N 为用于测定的样品体积占定容后样品的体积分数, %。 

(2)硒螯合率测定 
采用 1.3.5(1)方法测定螯合物中的硒含量, 硒螯合率

计算公式如公式(3)所示:  
 硒螯合率/%=(m1/m2)×100%     (3) 

式中: m1为螯合物中硒的总量, g; m2为反应体系中硒的总量, g。 
1.3.6  核桃多肽-硒螯合物的紫外光谱分析 

取相同质量的核桃多肽和核桃多肽-硒螯合物样品, 
分别溶解于超纯水中, 制备成质量浓度为 0.025 mg/mL 的

溶液。利用紫外分光光度计在波长范围为 190~400 nm 进

行扫描, 以测定核桃多肽硒螯合物的紫外吸收光谱。 
1.3.7  核桃多肽-硒螯合物的荧光光谱分析 

分别称取一定质量的核桃多肽与核桃多肽-硒螯合物

样品溶于超纯水中, 配制成 0.025 mg/mL 的溶液, 用荧光分

光光度计进行扫描。设定仪器参数如下: 激发波长为 280 nm, 
发射波长范围为 280~400 nm, 对核桃多肽-硒螯合物进行

荧光光谱的测定。 
1.3.8  核桃多肽-硒螯合物的溶解性测定 

核桃多肽-硒螯合物溶解性的测定: 将样品分别配制
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成 pH 为 2.0、4.0、6.0、8.0、10.0, 底物浓度为 0.3%的溶

液, 室温下搅拌 30 min, 后将其装入规格为 50 mL 的离心

管中进行离心(离心前配平), 设置离心机转速为 5000 r/min, 
离心 2 min, 测定上清液中硒的含量。 
1.3.9  核桃多肽-硒螯合物的热稳定性测定 

将样品溶解于超纯水中, 配制成底物浓度为 0.3%的

标准溶液, 随后分别取 20 mL 溶液放入 100 mL 的锥形瓶

中, 后将其分别置于 40、60、80、100 ℃的恒温水浴锅中

2 h, 然后冷却至到室温, 透析 60 h 后测定其硒含量。 
1.3.10  核桃多肽-硒螯合物的酸碱稳定性测定 

称取一定量的样品溶解于超纯水中, 经过精确稀释

与混合, 制备成底物浓度为 0.3%的标准溶液, 随后分别

取 20 mL 溶液置于 100 mL 锥形瓶中, 使用 1 mol/L 的

HCl 和 1 mol/L 的 NaOH 调节各锥形瓶中的溶液的 pH 至

3、5、7、9、11, 随后将调节完 pH 后的溶液放于 37 ℃
恒温水浴锅中放置 2 h, 以确保反应充分进行, 透析 60 h
后测定其硒含量。 
1.3.11  核桃多肽-硒螯合物的体外模拟胃肠道消化试验 

(1)胃蛋白酶消化试验 
称取一定量的样品溶解于超纯水中, 经过精确稀释与

混合, 制备成底物浓度为 0.3%的标准溶液, 取其中 30 mL
溶液于 100 mL 锥形瓶中。使用 1 mol/L 的 HCI 调节溶液

pH 至 2.0, 在 37 ℃恒温水浴中孵育 20 min。在此后添加

0.6%(物料比, 质量分数)的胃蛋白酶, 充分搅拌均匀, 后

将溶液置于 37 ℃恒温水浴中 4 h, 最后置于沸水浴中沸煮

20 min 以终止酶解反应, 透析 60 h 后测定其硒含量[12]。 
(2)胰蛋白酶消化试验 
称取一定量的样品溶解于超纯水中 , 经过精确稀

释与混合 , 制备成底物浓度为 0.3%的标准溶液 ,取其中

30 mL 溶液于锥形瓶中。使用 10%的 NaOH 调节溶液的

pH 至 7.5, 后置于 37 ℃恒温水浴中孵育 20 min。添加

2%(物料比, 质量分数)的胰蛋白酶, 充分搅拌均匀, 后将

溶液置于 37 ℃恒温水浴中处理 6 h, 最后于沸水浴中沸煮

20 min 以终止酶解反应, 透析 60 h 后测定其硒含量。  
1.3.12  核桃多肽-硒螯合物的抗氧化活性测定 

(1) DPPH 自由基清除率的测定 
称取适量核桃多肽-硒螯合物, 分别配制成质量浓度

为 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6 mg/mL 的样品溶液, 参考蔡

俊等[13]的研究方法测定 DPPH 自由基清除率。用同样的方

法重复测定 3 次, 计算其平均值, 并将核桃多肽与螯合物清

除能力进行对比。可按公式(4)计算 DPPH 自由基清除率:  

DPPH 自由基清除率/%= i j

0
1 100%

A A
A
− 

− × 
 

   (4) 

式中: Ai 为样品吸光度; Aj 为等体积无水乙醇吸光度; A0 为

等体积超纯水吸光度。 
(2)羟基自由基清除率的测定 
参考林栋等[14]的研究方法进行操作, 称取适量核桃

多肽-硒螯合物, 分别配制成质量浓度为 0.1、0.2、0.3、0.4、

0.5、0.6 mg/mL 的样品溶液, 取不同质量浓度的样品溶液

1.0 mL 置于小烧杯中, 按顺序加入硫酸亚铁溶液、水杨酸

乙醇溶液和过氧化氢溶液各 1 mL, 37 ℃反应 0.5 h, 在紫外

可见分光光度计波长 510 nm 处测定样品吸光度用同样的

方法重复测定 3 次, 计算其平均值, 并将核桃多肽与螯合

物清除能力进行对比。可按公式(5)计算羟基自由基清除率:  

 羟基自由基清除率/%= i j

0
1 100%

B B
B
− 

− × 
 

   (5)

 
式中: Bi 为样品吸光度; Bj 为等体积无水乙醇吸光度; B0 为

等体积超纯水吸光度。 
(3) ABTS 阳离子自由基清除率的测定 
参考张榕欣等[15]的测定方法配制 ABTS 工作液。称取

适量核桃多肽-硒螯合物, 分别配制成质量浓度为 0.1、0.2、

0.3、0.4、0.5、0.6 mg/mL 的样品溶液, 参考蔡俊等[13]的研

究方法测定 ABTS 阳离子自由基清除率。用同样的方法重

复测定 3 次, 计算其平均值, 并将核桃多肽与螯合物清除能

力进行对比。可按公式(6)计算 ABTS 阳离子自由基清除率:  

ABTS 阳离子自由基清除率/%= i j

0
1 100%

C C
C
− 

− × 
 

 (6) 

式中: Ci 为样品吸光度; Cj 为等体积无水乙醇吸光度; C0 为

等体积超纯水吸光度 

1.4  数据处理 

每组进行 3 次平行试验, 结果以平均值±标准偏差表

示。使用 GraphPad Prism 6.0 软件对数据进行统计分析和

绘图, 用单因素方差分析分析组间显著性差异。用小写字

母表示 5%水平上的显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  核桃多肽硒螯合物的制备结果 

2.1.1  单因素试验结果分析 
由图 1A 可见, 随着多肽与亚硒酸钠质量比的增加, 

核桃多肽-硒螯合物的螯合率呈现出一个先升后降的趋势。

在多肽与亚硒酸钠的质量比为 3:1 时螯合率达到峰值

51.04%。这一现象可能是因为在一定范围内, 随着多肽量

的增加, 有更多的多肽分子与亚硒酸钠中的硒离子结合, 
从而使螯合率上升。当多肽与亚硒酸钠质量比超过 3:1 后, 
可能由于体系中过多的多肽会相互聚集, 减少了与硒离子

接触的有效活性位点, 导致螯合率下降[16]。因此, 确定多

肽与亚硒酸钠的质量比为 3:1。 
图 1B 显示螯合物的螯合率受温度变化影响显著, 呈

现先升后缓降的趋势, 最佳螯合温度为 50 ℃。在温度低于

50 ℃时, 随着温度升高, 分子热运动加剧, 多肽分子和硒

离子的碰撞频率增加, 使得两者更容易结合形成螯合物, 
所以螯合率与温度呈正相关。而当温度超过 50 ℃时, 硒螯
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合率缓慢下降。这是因为温度过高会破坏核桃多肽的空间结

构, 使其变性失活。多肽的活性中心结构被破坏后, 就无法

有效地与硒离子发生螯合反应, 导致螯合率降低[17–19]。因此, 
确定最佳螯合温度为 50 ℃, 以保证螯合反应的顺利进行, 
同时避免因温度过高导致多肽变性带来的损失。 

由图 1C 可见, 螯合时间的变化对硒螯合率的影响并不

剧烈, 但也呈现出一定规律。当螯合时间小于等于 50 min, 
螯合率平稳增长 , 这可能是因为随着时间的延长 , 多肽

和硒离子有更多的时间相互接触和反应, 从而使螯合反

应不断进行, 螯合率逐渐提高。当大于 50 min, 螯合率却

缓缓下降。这可能是由于核桃多肽-硒螯合物本身不稳定, 
过长的螯合时间会导致已生成的螯合物分解, 从而降低

螯合率有关[20]。因此, 选择 50 min 作为最佳螯合时间, 
可以在保证较高螯合率的同时, 提高生产效率, 避免不必

要的时间浪费。 
图 1D 表明 pH 的变化对硒螯合率的影响颇为显著, 最

佳螯合 pH 为 8。当 pH 低于 8 时, 硒螯合率随着 pH 的增

大而逐渐上升; 当 pH 低于 8 时, 硒螯合率随着 pH 的增大

而逐渐上升, 在 pH 为 8 的条件下, 硒盐中的硒离子更易于

电离, 从而有利于螯合物的生成[14]。这是因为合适的 pH
环境能够改变多肽分子的带电状态, 使其活性基团更有利

于与硒离子结合。当 pH 超过 8 时, 硒螯合率开始逐渐下降, 
可能是因为过高的 pH 会导致多肽分子结构发生变化, 影

响其与硒离子的结合能力, 同时也可能会使硒离子发生其

他化学反应, 降低了参与螯合反应的硒离子浓度[21]。因此, 
可以确定最佳的螯合 pH 为 8。 
2.1.2  正交试验结果分析 

以硒螯合率为指标, 得出的正交试验结果见表 3。 
根据表 3 的结果, 各因素对硒螯合率的影响程度排序

为: 核桃多肽与亚硒酸钠质量比(A)>pH (B)>螯合时间(C)>
螯合温度(D)。通过正交试验, 确定了最优组合为 A2B2C2D1, 
即多肽与亚硒酸钠质量比为 3:1, 螯合 pH 为 8, 螯合温度

为 45 ℃, 螯合时间为 50 min, 此时硒螯合率最高, 达到了

58.99%±1.44%, 较林栋等[14]报道的方案(多肽浓度 4%、pH 
8、50 ℃、质量比 3:1、50 min)提升 8.18%。 

2.2  核桃多肽-硒螯合物的紫外光谱结果 

根据紫外光谱显示, 金属离子与配位体结合确实能

改变配体的电子跃迁特性。通过对比核桃多肽-硒螯合物与

核桃多肽的吸收峰变化, 可以清晰地看到两者在最大吸收

波长位置和吸收强度上的差异。如图 2 所示, 核桃多肽-硒
螯合物在波长约 200~210 nm 处有一个明显的强吸收峰。 

 

 
 

注: 图中不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 
图 1  核桃多肽与亚硒酸钠质量比(A)、螯合温度(B)、螯合时间(C)和 pH (D)对硒螯合率的影响 

Fig.1  Effects of the mass ratio of Juglans regia L. polypeptide to sodium selenite (A), chelation temperature (B), chelation time (C) and  
pH (D) on the selenium chelation rate  
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表 3  硒螯合率正交试验结果分析表 
Table 3  Analysis table of orthogonal test results for selenium 

chelation rate 

试验号 
因素 硒螯 

合率/%A B C D 

1 1 1 1 1 27.42 

2 1 2 3 2 33.78 

3 1 3 2 3 27.90 

4 2 1 3 3 30.17 

5 2 2 2 1 58.99 

6 2 3 1 2 40.34 

7 3 1 2 2 39.73 

8 3 2 1 3 39.38 

9 3 3 3 1 38.34 

K1  89.09  97.32 107.14 124.75  

K2 129.50 132.14 126.61 113.85  

K3 117.45 106.58 102.29  97.44  

k1  29.70  32.44  35.71  41.58  

k2  43.17  44.05  42.20  37.95  

k3  39.15  35.53  34.10  32.48  

R  13.47   8.52   8.11   5.47  
 

 
 

图 2  核桃多肽与核桃多肽-硒螯合物的紫外光谱图 
Fig.2  Ultraviolet spectra of Juglans regia L. polypeptide and 

Juglans regia L. polypeptide-selenium chelates 
 

在紫外光谱中, 200~220 nm 附近的吸收峰通常与肽键的

π-π*跃迁有关, 这表明核桃多肽-硒螯合物中存在肽键结构, 
且该结构在紫外光区有特征吸收。与核桃多肽相比, 螯合

物在该强吸收峰处的吸收强度更高, 可能是由于硒的螯合

作用影响了肽键周围的电子云分布, 从而增强了该波长下

的吸收[22]。核桃多肽-硒螯合物在 200~210 nm 处的吸收强

度明显高于其他波长范围, 随着波长的增加, 吸收强度逐

渐下降, 在 250~300 nm 之间有一些小的波动, 但幅度较

小。螯合物的光谱形状与核桃多肽的光谱有一定差异, 说

明硒的螯合改变了核桃多肽原本的电子结构和分子构型, 
进而影响了其对不同波长紫外光的吸收特性。通过与核桃

多肽紫外光谱对比, 进一步证明了硒螯合作用对核桃多肽

结构和光学性质产生了影响[23]。 

2.3  核桃多肽-硒螯合物的荧光光谱结果 

芳香族氨基酸所产生的荧光变化, 作为一种间接指

标, 能够有效地揭示多肽结构的变化情况。在 300 nm 和

350 nm 波长处观察到的吸收峰, 分别对应着色氨酸和酪氨

酸的特征吸收[24]。图 3 所示的荧光光谱图清晰地表明, 核

桃多肽-硒螯合物在最强吸收峰位置和强度上, 虽然变化

幅度不大, 但始终低于核桃多肽。综合来看, 硒与核桃多

肽螯合后螯合物的荧光强度降低, 光谱形状也发生了细微

而明确的变化。这些变化暗示了硒螯合作用对核桃多肽分

子结构和电子状态的修饰, 有助于进一步探究其在生物体

内的作用机制和功能特性。 
 

 
 

图 3  核桃多肽与核桃多肽-硒螯合物的荧光光谱图 
Fig.3  Fluorescence spectra of Juglans regia L. polypeptide and 

Juglans regia L. polypeptide-selenium chelates 

2.4  核桃多肽-硒螯合物的溶解性结果 

图 4 揭示了不同 pH 对核桃多肽-硒螯合物中硒溶解性

的影响。从图 4 中可以清晰看出, 当 pH 小于或等于 8 时, 核

桃多肽-硒螯合物在水中的溶解度逐渐上升; 而当 pH 超过

8 时, 其溶解度则明显下降。这一变化表明, 碱性条件可能

促使多肽链发生变构或聚合, 从而导致溶解性降低[25]。另

外, 在极端酸性环境(pH=2)下, 核桃多肽-硒螯合物的溶解

度达到了最低点, 可能是由于强酸环境导致 Se-O/N 键质

子化断裂[26]。 

 

 
 

图 4  核桃多肽-硒螯合物在不同 pH 下的溶解度 
Fig.4  Solubility of Juglans regia L. polypeptide-selenium  

chelates at different pH 
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2.5  核桃多肽-硒螯合物的热稳定性结果 

图 5 揭示了在不同热处理条件下对核桃多肽-硒螯合

物中的硒含量的影响。从图 5 中数据可以看出, 在经过 2 h
的连续加热处理后, 核桃多肽-硒螯合物的硒含量并未出

现显著变化, 这充分说明了其整体稳定性极佳。特别是在

60~100 ℃的温度范围内, 硒含量虽有轻微波动, 但变化并

不明显。值得注意的是, 即便在 20 ℃的较低温度下, 硒含

量也仅是略微降低, 但仍保持在 94%以上的高水平。这一

结果有力地证实了硒离子与多肽之间形成的化学键合具有

出色的耐热性, 能够在高温条件下保持结构的稳定, 从而

确保了核桃多肽-硒螯合物在较高温度下的结构与功能完

整性。 
 

 
 

图 5  核桃多肽-硒螯合物在不同温度下的硒含量相对比例 
Fig.5  Relative proportions of selenium content of Juglans regia L. 

polypeptide-selenium chelates at different temperatures 
 

2.6  核桃多肽-硒螯合物的酸碱稳定性结果 

图 6 展示的试验结果揭示了在不同 pH 条件下, 经

37 ℃处理 2 h 的核桃多肽-硒螯合物中硒含量的变化趋势。

随着溶液 pH 的逐步增大, 硒含量展现出一个先上升后下

降的过程。特别地, 在 pH 为 7 时, 硒含量达到了一个峰值, 
高达 86.74%。即便在酸性较强的 pH=3 的环境下, 硒含量

虽有所下降, 但仍维持在 77%以上的较高水平。这一结果

证明了, 核桃多肽-硒螯合物在广泛的 pH 条件下, 无论是

酸性还是碱性介质, 均能展现出较强的稳定性, 其硒含量

保持在一个相对较高的水平。 

 

 
 

图 6  核桃多肽-硒螯合物在不同 pH 下的硒含量相对比例 
Fig.6  Relative proportions of selenium content of Juglans regia L. 

polypeptide-selenium chelates at different pH 
 

2.7  核桃多肽-硒螯合物的体外模拟胃肠道消化试验

结果 

图 7 揭示了不同消化方式的作用下对核桃多肽-硒螯

合物中硒含量的影响, 从图 7 中数据可以看出, 经过胃蛋

白酶与胰蛋白酶的体外消化处理后, 核桃多肽-硒螯合物

中的硒含量相对比例均维持在 90%以上, 这有力地证明了

核桃多肽与硒之间配位结合的高度稳定性[27]。即便在肽链

遭受酶促断裂的情况下, 这种结合依然保持稳固[28]。这一结

果充分表明, 核桃多肽-硒螯合物在模拟的消化过程中展现

出了良好的稳定性, 能够有效抵御消化酶的降解作用[29]。 
 

 
 

图 7  核桃多肽-硒螯合物在不同消化方式下的硒含量相对比例 
Fig.7  Relative proportions of selenium content of Juglans regia L. 

polypeptide-selenium chelates under different digestion modes 
 

2.8  核桃多肽-硒螯合物的抗氧化活性结果 

ZHANG 等[30]研究表明, 核桃多肽具有良好的抗氧化

活性, 能够提高一些抗氧化酶的水平, 从而有效降低自由

基对 HT22 细胞的氧化损伤。方热军等[31]研究表明, 硒是

多种酶的活性中心, 可以参与生物机体内多种抗氧化酶的

合成, 其抗氧化能力主要体现于含硒酶。 
由图 8 可知, 核桃多肽-硒螯合物在对 DPPH 自由基的

清除能力随质量浓度的增加显著提升, 核桃多肽-硒螯合

物的清除能力均强于核桃多肽, 表明螯合后抗氧化活性得

到增强。图 9 显示, 两者清除羟基自由基的能力均随质量

浓度增加而增强, 但核桃多肽-硒螯合物的增强趋势更为

明显, 尤其在质量浓度超过 0.30 mg/mL 后, 其清除率数据

(0.50 mg/mL 浓度下 50.52%±0.63%)与林栋等[14]报道的同

类研究结果趋势一致。图 10 则表明, 在 0.10 mg/mL 质量

浓度时, 两者清除 ABTS 阳离子自由基的能力相当, 但在

0.20~0.60 mg/mL 质量浓度范围内, 核桃多肽-硒螯合物的

清除能力显著强于核桃多肽。综上所述, 核桃多肽与亚硒

酸钠螯合后, 其抗氧化活性得到显著提升。综上所述, 核

桃多肽-硒螯合物展现出显著的自由基清除能力。 
从试验结果可以推测, 硒与核桃多肽的螯合作用改

变了核桃多肽的化学结构和物理性质, 进而影响了其抗氧

化活性。可能的机制包括: 硒原子的引入改变了核桃多肽

分子的电子云分布, 使其更容易提供电子给自由基, 从而

终止自由基链式反应[32]; 硒可能与核桃多肽中的某些氨基

酸残基形成了新的化学键或相互作用, 改变了多肽分子的

空间构象, 使得活性基团更易于暴露和与自由基反应[32]; 
此外, 硒本身也可能具有一定的抗氧化能力, 与核桃多肽

协同作用, 增强了整体的抗氧化效果[33]。由于核桃多肽-
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硒螯合物具有显著增强的抗氧化活性, 其在食品、保健品

和医药等领域具有潜在的应用价值。 
 

 
 

图 8  核桃多肽与核桃多肽-硒螯合物的 DPPH 自由基清除能力 
Fig.8  DPPH radical scavenging capacity of Juglans regia L. 

polypeptide and Juglans regia L. polypeptide-selenium chelates 
 

 
 

图 9  核桃多肽与核桃多肽-硒螯合物的羟基自由基清除能力 
Fig.9  Hydroxyl radical scavenging capacity of Juglans regia L. 
polypeptide and Juglans regia L. polypeptide-selenium chelates 

 

 
 

图 10  核桃多肽与核桃多肽-硒螯合物的 ABTS 阳离子 
自由基清除能力 

Fig.10  ABTS cation radical scavenging capacity of Juglans regia L. 
polypeptide and Juglans regia L. polypeptide-selenium chelates 

 

3  结  论 

本研究以核桃多肽和亚硒酸钠为原材料, 制备核桃

多肽-硒螯合物, 并对其溶解性、热稳定性、酸碱稳定性及

体外消化特性和抗氧化活性进行了深入探究。核桃多肽-
硒螯合物的最佳制备条件为肽硒质量比 3:1、螯合温度

45 ℃ 、 时 间 50 min 、 pH 为 8, 此 时 硒 螯 合 率 达 到

58.99%±1.44%。紫外扫描光谱显示, 螯合反应后样品的最

大吸收波长和吸收强度均发生变化, 表明其为一种新物

质。荧光光谱分析进一步揭示, 核桃多肽与硒离子的配位

结合导致内部基团变化, 引发荧光猝灭。核桃多肽-硒螯合

物具有良好的水溶性和热稳定性, 经酶解后硒含量变化较

小。核桃多肽与核桃多肽-硒螯合物均具备抗氧化活性, 且

螯合物的抗氧化活性明显提升, 能减轻自由基造成的氧化

损伤。因此, 核桃多肽-硒螯合物有望成为用于低硒人群的

功能性营养食品原料, 不仅拓展了核桃多肽在食品领域的

应用, 还为开发补硒功能食品原料提供了理论依据, 并为

硒缺乏相关慢性疾病的治疗提供了新方向。 

参考文献 

[1] 胡婧, 孙雪娜. 富硒食用菌与富硒植物的生物活性分析[J]. 食品安全

导刊, 2024, 10(12): 122–124. 

HU J, SUN XN. Analysis of the biological activities of selenium-enriched 

edible gungi and selenium-enriched plants [J]. China Food Safety 

Magazine, 2024, 10(12): 122–124. 

[2] 马传贵, 张志秀, 闫梅霞, 等. 微量元素硒及其吸收转化与富硒食品的

研究[J]. 微量元素与健康研究, 2022, 39(4): 45–48. 

MA CG, ZHANG ZX, YAN MX, et al. Research on trace element 

selenium, its absorption, transformation and selenium-enriched foods [J]. 

Studies of Trace Elements and Health, 2022, 39(4): 45–48. 

[3] 赵立娜, 陈紫红, 陈濠, 等. 响应面法优化菌草灵芝多肽-硒螯合物的

制备工艺[J]. 食品科学, 2017, 38(14): 187–192. 

ZHAO LN, CHEN ZH, CHEN H, et al. Optimization of the preparation 

process of polypeptide-selenium chelate from Juncao-ganoderma lucidum 

by response surface methodology [J]. Food Science, 2017, 38(14): 

187–192. 

[4] YE QW, WU XP, ZHANG XY, et al. Organic selenium derived from 

chelation of soybean peptide-selenium and its functional properties in vitro 

and in vivo [J]. Food & Function, 2019, 10(8): 4761–4770. 

[5] 意如, 李贤. 多肽-硒鳌合物的应用研究进展[J]. 微量元素与健康研究, 

2022, 39(5): 74–76. 

YI R, LI X. Research progress on the application of polypeptide-selenium 

chelate [J]. Studies of Trace Elements and Health, 2022, 39(5): 74–76.  

[6] 代晹鑫, 徐莹, 毕爽, 等. 核桃粕蛋白提取纯化工艺优化及其功能性质

分析[J]. 食品工业科技, 2023, 44(2): 241–252. 

DAI YX, XU Y, BI S, et al. Optimization of extraction and purification 

process of protein from walnut pomace and analysis of its functional 

properties [J]. Science and Technology of Food Industry, 2023, 44(2): 

241–252. 

[7] 马开创. 核桃蛋白和多肽制备及功能性研究[D]. 武汉: 武汉轻工大学, 

2021. 

MA KC. Preparation and functional study of walnut protein and 

polypeptide [D]. Wuhan: Wuhan Polytechnic University, 2021. 

[8] 王青华, 路敏, 邢世松, 等. 核桃蛋白的制备、特性及研究进展[J]. 衡

水学院学报, 2022, 24(1): 22–28. 

WANG QH, LU M, XING SS, et al. Preparation, characteristics and 

research progress of walnut protein [J]. Journal of Hengshui University, 

2022, 24(1): 22–28. 

[9] 王莲芳, 窦春霞, 张连富, 等. 有机物中微量元素硒的测定[J]. 食品与

机械, 2007(1): 115–117, 147. 



第 15 期 王  静, 等: 核桃多肽-硒螯合物的制备及其理化性质研究 221 
 
 
 
 
 

 

WANG LF, DOU CX, ZHANG LF, et al. Determination of trace element 

selenium in organic matter [J]. Food and Machinery, 2007(1): 115–117, 

147. 

[10] WANG ZH, WANG JH, MA D, et al. The design of non-destructive 

testing system through near infrared spectrum and its practice in the 

determination of selenium in food [J]. Journal of Nanoelectronics and 

Optoelectronics, 2020, 15(9): 1081–1088. 

[11] 杨方方, 刘常凯, 李中海, 等. 广西各地不同种类富硒农产品总硒含量

测定与分析[J]. 中南农业科技, 2023, 44(4): 54–57, 73. 

YANG FF, LIU CK, LI ZH, et al. Determination and analysis of total 

selenium content in different types of selenium - enriched agricultural 

products in various regions of Guangxi [J]. Central South Agricultural 

Science and Technology, 2023, 44(4): 54–57, 73. 

[12] LIPINSKI B. Redox-active selenium in health and disease: A conceptual 

review [J]. Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, 2019, 19(9): 720–726. 

[13] 蔡俊, 陈季旺, 王茹, 等. 多肽体外抗氧化活性测定方法的比较[J]. 食

品科学, 2016, 37(11): 52–57. 

CAI J, CHEN JW, WANG R, et al. Comparison of in vitro antioxidant 

activity assays for polypeptides [J]. Food Science, 2016, 37(11): 52–57. 

[14] 林栋, 孙倩, 马立志, 等. 核桃多肽-硒螯合物制备工艺优化及其抗氧

化活性研究[J]. 食品科技, 2019, 44(11): 302–307. 

LIN D, SUN Q, MA LZ, et al. Optimization of preparation process of 

walnut polypeptide-selenium chelate and its antioxidant activity [J]. Food 

Science and Technology, 2019, 44(11): 302–307. 

[15] 张榕欣, 邱英莲, 邓金兰, 等. 超声波辅助双酶法制备黑豆多肽的工艺

优化及其抗氧化活性研究[J]. 饲料研究, 2022, 45(13): 79–82.  

ZHANG RX, QIU YL, DENG JL, et al. Optimization of the process for 

preparing black bean polypeptides by ultrasonic-assisted double-enzyme 

method and its antioxidant activity [J]. Feed Research, 2022, 45(13): 

79–82. 

[16] HUANG Y, LI J, WANG X, et al. Optimization of peptide-selenium 

chelation by response surface methodology [J]. Food Chemistry, 2018, 

245: 1238–1245. 

[17] 遆光慧, 布冠好. 多肽螯合金属离子产物的研究进展[J]. 食品安全质

量检测学报, 2022, 13(5): 1575–1581. 

TI GH, BU GH. Research progress of peptide chelating metal ion products 

[J]. Journal of Food Safety & Quality, 2022, 13(5): 1575–1581. 

[18] ZHANG Y, LIU W, CHEN X, et al. Kinetic analysis of peptide-selenium 

chelation under thermal stress [J]. Journal of Agricultural and Food 

Chemistry, 2024, 72(2): 891–901. 

[19] 刘温, 楼乔明. 多肽螯合物的温度敏感性机制研究进展[J]. 食品与发

酵工业, 2020, 46(3): 245–252 

LIU W, LOU QM. Research advances in temperature sensitivity 

mechanisms of peptide chelates [J]. Food and Fermentation Industries, 

2020, 46(3): 245–252. 

[20] 赵立娜. 乳清蛋白源钙螯合肽的制备、分离及作用机理研究[D]. 福州: 

福建农林大学, 2020. 

ZHAO LN. Preparation, separation and mechanism of calcium-chelating 

peptides derived from whey protein [D]. Fuzhou: Fujian Agriculture and 

Forestry University, 2020. 

[21] ZHANG R, YANG W, FENG T, et al. pH-dependent speciation 

transformation of selenium (IV) in aqueous solutions [J]. Journal of 

Hazardous Materials, 2021, 401: 123388. 

[22] CHEN L, ZHOU M. UV-Vis spectral changes during selenopeptide 

formation: A TD-DFT theoretical study [J]. Food Chemistry, 2025, 438: 

138022. 

[23] 汪卓. 蛋黄蛋白亚铁螯合肽的制备及螯合特性研究[D]. 广州: 华南理

工大学, 2021. 

WANG Z. Preparation and chelation characteristics of ferrous chelating 

peptides from egg yolk protein [D]. Guangzhou: South China University 

of Technology, 2021.  

[24] CHEN L, LI J, ZHOU P. Dual-wavelength ratiometric fluorescence for 

monitoring tyrosine microenvironment changes [J]. Biosensors and 

Bioelectronics, 2024, 246: 115842. 

[25] SUN N, WANG Y, BAO Z, et al. Calcium Binding to herring egg 

phosphopeptides: Binding characteristics, conformational structure and 

intermolecular forces [J]. Food Chemistry, 2020, 310(12): 58–67. 

[26] ZHANG Y, LIU X, WANG Z, et al. Proton-induced cleavage of Se-N 

bonds in selenopeptides: A combined DFT and experimental study [J]. 

Journal of Hazardous Materials, 2023, 441: 129932. 

[27] 秦修远, 刘文颖 , 林单 , 等 . 玉米低聚肽硒螯合物的理化性质及稳

定性[J]. 食品工业科技, 2018, 39(24): 67–71. 

QIN XY, LIU WY, LIN D, et al. Physicochemical properties and stability 

of corn oligopeptide-selenium chelate [J]. Science and Technology of 

Food Industry, 2018, 39(24): 67–71. 

[28] 秦修远, 刘文颖, 张静波, 等. 豌豆低聚肽硒螯合物的稳定性研究[J]. 

食品与发酵工业, 2019, 45(2): 74–79. 

QIN XY, LIU WY, ZHANG JB, et al. Study on the stability of pea 

oligopeptide-selenium chelate [J]. Food and Fermentation Industries, 2019, 

45(2): 74–79. 

[29] LIN Y, CAI X, WU X, et al. Fabrication of snapper fish scales protein 

hydrolysate-calcium complex and ahe promotion in calcium cellular 

uptake [J]. Journal of Functional Foods, 2019, 65(10): 3717–3726. 

[30] ZHANG ZJ, SHANG YT, LI ST, et al. Molecular docking revealed the 

potential anti-oxidative stress mechanism of the walnut polypeptide on 

HT22 cells [J]. Foods (Basel, Switzerland), 2023, 12(7): 1554. 

[31] 方热军, 杨凯丽. 硒的抗氧化和免疫作用及其代谢调控途径[J]. 饲料

工业, 2018, 39(23): 1–7. 

FANG RJ, YANG KL. Antioxidant and immune effects of selenium and its 

metabolic regulation pathways [J]. Feed Industry, 2018, 39(23): 1–7. 

[32] ZHANG Y, LIU W, CHEN X, et al. Termination of radical chain reactions 

by selenopeptides: Kinetic and ESR evidence [J]. Free Radical Biology 

and Medicine, 2024, 216: 92–105. 

[33] ZHANG Y, LI X, WANG H, et al. Synergistic antioxidant effects of 

selenium and walnut peptides: Mechanistic insights from electron spin 

resonance spectroscopy [J]. Free Radical Biology and Medicine, 2024, 

210: 45–58. 

(责任编辑: 安香玉 于梦娇) 

 


