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响应面法优化酸枣仁肽-锌螯合物的制备工艺及 
结构表征研究 

赵艺琳, 赵一萌, 刘彩霞, 董露露, 尚彩玲, 杜晨晖, 裴香萍* 
 (山西中医药大学中药与食品工程学院, 晋中  030619) 

摘  要: 目的  优化酸枣仁肽-锌螯合物(Ziziphi Spinosae Semen peptide-zinc chelate, ZSSP-Zn)的制备工艺, 并

对其进行结构表征。方法  采用单因素结合响应面试验优化 ZSSP-Zn 的制备方法; 通过紫外光谱、红外光谱、

氨基酸分析、扫描电镜及粒度分布对 ZSSP-Zn 的结构和组成进行表征 ; 通过体外模拟胃肠道消化研究

ZSSP-Zn 的稳定性。结果  ZSSP-Zn 的最佳螯合条件为: 肽锌比 3:1 (m:m), pH=6, 螯合时间 2 h, 螯合温度

60 ℃。在此条件下, 螯合率可达(41.97±0.82)%; 螯合后紫外吸收峰蓝移; 氨基氮原子、羧基氧原子、羰基氧

原子、羟基氧原子是锌离子的重要结合位点; 螯合后呈疏松颗粒状, 粒度减小。体外模拟胃肠道消化分析结果

表明, ZSSP-Zn 稳定性较好。结论  本研究优化得到的 ZSSP-Zn 制备工艺稳定可靠, 螯合物粒度分布更为均一, 

研究结果将为中药类锌补充剂的开发提供技术参考。 

关键词: 酸枣仁; 多肽; 肽-锌螯合物; 制备工艺; 结构表征 
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Optimization of preparation process and structural characterization of 
Ziziphi Spinosae Semen peptide-zinc chelates using response  

surface methodology 
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Jinzhong 030619, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the preparation process of Ziziphi Spinosae Semen peptide-zinc chelate 

(ZSSP-Zn) and characterize its structure. Methods  This study optimized the preparation of ZSSP-Zn used a 
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combination of single-factor experiments and response surface methodology. The structures and compositions of 

ZSSP-Zn were characterized using ultraviolet spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy, amino acid 

analysis, scanning electron microscopy and size distribution. The stability of the ZSSP-Zn was investigated through 

in vitro simulated gastrointestinal digestion. Results  The optimal chelation conditions for ZSSP-Zn included 

peptide-to-zinc ratio of 3:1 (m:m), pH 6, chelation time of 2 h and a chelation temperature of 60 ℃. Under these 

conditions, the chelation rate was (41.97±0.82)%. After chelation, the ultraviolet absorption peak shifts to the blue. 

Amino nitrogen atoms, carboxyl oxygen atoms, carbonyl oxygen atoms and hydroxyl oxygen atoms served as key 

binding sites for zinc ions. Chelation led to formation of loose granular structures with reduced particle size. The in 

vitro simulated gastrointestinal digestion analysis indicated that the ZSSP-Zn chelate exhibited good stability. 

Conclusion  The optimized ZSSP-Zn preparation process in this study is stable and reliable, with a more uniform 

particle size distribution of the chelate complex. These results provide technical references for the development of 

traditional Chinese medicine-based zinc supplements. 
KEY WORDS: Ziziphi Spinosae Semen; peptide; peptide-zinc chelate; preparation; structural characterization 
 
 

0  引  言 

酸枣仁来源于鼠李科植物酸枣[Ziziphus jujuba Mill. 
var. spinosa (Bunge) Huex H. F. Chou]的干燥成熟种子, 具
有养心补肝、宁心安神、敛汗生津等功效。近年来随着失

眠人数的逐渐增加, 酸枣仁药材作为临床治疗失眠的首选

中药备受关注[1]。酸枣仁中含有丰富的蛋白质, 含量高达

约 40%[2], 为进一步综合开发利用酸枣仁, 在对其黄酮、

皂苷、生物碱等主要次生代谢产物开发利用的基础之上, 
对酸枣仁中的蛋白质类成分开展研究与开发利用十分必

要 [3]。多肽作为蛋白经水解后的产物, 分子量相对较小, 
生物活性较蛋白质更为显著, 已有研究报道澳洲坚果多肽[4]、

红花籽多肽[5]具有免疫、抗氧化和抗疲劳等多种生物活性, 
然而多肽尚存在稳定性低、研发生产成本高等问题, 近年

来多肽金属螯合物的开发利用逐渐在食品及生物医药领域

引起关注, 因其结合了多肽的生物相容性与金属离子的独

特理化活性展现出一定优势。 
锌作为人体必需的微量元素之一, 参与调节机体的

生命活动, 影响着人体细胞的增殖、分裂和基因的表达; 
然而, 机体本身并不能生成锌, 只能依靠外部锌的摄入, 
第一代及第二代锌补充剂易与其他微量元素产生拮抗等不

良影响[6]。近年来植物多肽-金属螯合物作为一种新型的营

养强化剂, 因其良好的稳定性、高生物利用度及协同增效

作用成为研究热点[7]。研究报道银杏肽-锌螯合物具有较好

的生物利用率和抗氧化活性, 结果表明其锌离子的溶解率

和渗透率均显著高于无机锌盐, 具有较好的清除 1,1-二苯

基 -2-三硝基苯肼 (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自
由 基 和 2,2’- 联 氮 - 双 (3- 乙 基 苯 并 噻 唑 啉 -6- 磺 酸 ) 
[2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), ABTS]
阳离子自由基的能力[8]; 灰树花多肽-锌螯合物可改变仔鼠

脑部海马区的代谢, 从而改善记忆功能, 表明丙氨酸、天

冬氨酸和谷氨酸代谢途径中的海马代谢产物可能在小鼠学

习记忆中起到关键作用[9]。现有肽锌离子螯合相关研究多

集中于动物源多肽[10–11]、普通植物[8,12]及真菌[9,13], 针对药

食同源原料的研究相对较少。而药食同源原料安全性高、

温和低刺激, 兼具食用与药用双重优势, 具备开发新型肽

锌螯合补锌剂的巨大潜力。因此本研究以酸枣仁肽(Ziziphi 
Spinosae Semen peptide, ZSSP)为原料, 通过单因素试验结

合响应面法优化酸枣仁肽-锌螯合物(Ziziphi Spinosae Semen 
peptide-zinc chelate, ZSSP-Zn)的制备工艺, 并进行结构表征

研究, 为酸枣仁补锌剂的开发利用提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

酸枣仁药材(山西国泰中药股份有限公司), 由杜晨晖

教授鉴定为鼠李科植物酸枣的干燥成熟种子。 
硫酸锌(纯度 99.0%, 上海易恩化学技术有限公司); 

乙醇、氨水(优级纯, 天津市北辰方正试剂厂); 溴化钾(光
谱纯, 上海泰坦科技股份有限公司); 氢氧化钠(NaOH)、盐

酸(HCl)(分析纯, 上海国药集团化学试剂有限公司); 模拟

胃液、模拟肠液(北京雷根生物技术有限公司); 葡萄糖酸锌

(纯度 98.0%, 上海麦克林生化科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

UV-6100S紫外可见分光光度计(上海元析仪器有限公

司); Multiskan FC 酶标仪、Heraeus Fresco 21 高速冷冻离心

机、ICAP-PRO 电感耦合等离子体发射光谱仪[赛默飞世尔

(上海)仪器有限公司]; Multiskan FC 红外光谱仪(美国热电公

司 ); Biochrom 30+氨基酸分析仪 (英国 Biochrom 公司 ); 
HITACHI SU8010 扫描电子显微镜(日本株式会社日立制作

所); Nano ZS90 激光粒度分布仪(英国马尔文仪器有限公司)。 
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1.3  实验方法 

1.3.1  ZSSP 的制备 
根据课题组前期研究基础 [14]。将酸枣仁药材粉碎 , 

过二号筛, 置于萃取釜中。工艺条件为: 50 ℃, 25 MPa, 
90 min。超临界萃取结束后, 将萃取釜中的酸枣仁粉末取

出得到酸枣仁脱脂粉。随后采用碱溶酸沉法提取酸枣仁蛋

白, 工艺条件为: pH 为 9、料液比 1:20 (g:mL)、时间 1 h、
温度 60 ℃。冷却后 6000 r/min 离心 10 min, 收集上清液, 
调 pH 至 4。静置, 离心收集沉淀, 透析, 冷冻干燥即得。

进一步利用酶水解法制备 ZSSP, 工艺条件为: 底物浓度

5%、碱性蛋白酶添加量 2%、pH 为 9、水解时间 3 h、水

解温度 60 ℃。沸水浴灭酶, 冷却至室温, 调节 pH 至中性, 
6000 r/min离心10 min收集上清液, 冷冻干燥, 即得ZSSP[15]。

经纯化后纯度达到 72%, 得到不同分子量的多肽组分, 其中

ZSSP-IV (<3 kDa)为 44.73%, ZSSP-I (>10 kDa)为 19.54%、

ZSSP-II (5~10 kDa)为 16.31%、ZSSP-III (3~5 kDa)为 19.42%。 
1.3.2  ZSSP-Zn 的制备 

取 ZSSP 0.9 g, 以蒸馏水溶解 , 加入硫酸锌 (纯度

99.0%) 0.3 g, 超声混匀(功率 100 W, 时间 3 min), 调节温

度和 pH 进行螯合反应。冷却, 4500 r/min 离心 10 min, 收
集上清液, 与 5 倍预冷的乙醇溶液混匀, 2~8 ℃静置 12 h, 
4500 r/min 离心 10 min, 收集沉淀, 冷冻干燥, 即得[16]。 
1.3.3  螯合率和螯合物得率的测定 

根据 GB 5009.14—2017《食品安全国家标准 食品中

锌的测定》的二硫腙比色法, 对样品中锌含量进行测定, 
根据公式(1)、(2)计算螯合率(%)和螯合物得率(%)[15]。 

 螯合率/%= 1 2

3

m m
m
− ×100%   (1) 

式中: m1 为 ZSSP-Zn 中锌的质量, mg; m2 为 ZSSP 中

锌的质量, mg; m3 为反应体系中锌的总质量, mg。 

 螯合物得率/%= 4

5

m
m

×100%   (2) 

式中: m4 为所得 ZSSP-Zn 的质量, mg; m5 为反应物的

质量, mg。 
1.3.4  单因素实验 

(1)肽锌比对螯合率及螯合物得率的影响 
取适量 ZSSP 与蒸馏水混匀, 加入适量硫酸锌, 使肽

锌比(m:m, 下同)分别为: 1:1、2:1、3:1、4:1、5:1, 超声混

匀, 调节 pH 至 6、螯合温度 50 ℃、螯合时间 1.0 h 进行螯

合反应。结束后冷却至室温, 4500 r/min 离心 10 min, 取上

清液, 加入 5 倍体积预冷的乙醇溶液, 2~8 ℃静置 12 h, 
4500 r/min 离心 10 min, 收集沉淀 , 冷冻干燥 , 即得

ZSSP-Zn[15]。 
(2) pH 对螯合率及螯合物得率的影响 
取适量 ZSSP 与蒸馏水混匀, 加入适量硫酸锌, 使得

肽锌比为 3:1, 超声混匀, 调节 pH 分别为 4、5、6、7、8, 调

节螯合温度为 50 ℃、螯合时间 1.0 h 进行螯合反应。结束

后冷却至室温, 4500 r/min离心10 min, 取上清液, 加入5倍体

积预冷的乙醇溶液, 2~8 ℃静置 12 h, 4500 r/min 离心 10 min, 
收集沉淀, 冷冻干燥, 即得 ZSSP-Zn[15]。 

(3)螯合时间对螯合率及螯合物得率的影响 
取适量 ZSSP 与蒸馏水混匀, 加入适量硫酸锌, 使得

肽锌比为 3:1, 超声混匀, 调节 pH 为 6.0、螯合温度 50 ℃, 
螯合时间分别为 0.5、1.0、2.0、3.0、4.0 h 进行螯合反应。

结束后冷却至室温, 4500 r/min 离心 10 min, 取上清液, 加
入 5 倍体积预冷的乙醇溶液, 2~8 ℃静置 12 h, 4500 r/min
离心 10 min, 收集沉淀, 冷冻干燥, 即得 ZSSP-Zn[15]。 

(4)螯合温度对螯合率及螯合物得率的影响 
取适量 ZSSP 与蒸馏水混匀, 加入适量硫酸锌, 使得

肽锌比为 3:1, 超声混匀, 调节 pH 为 6.0、螯合时间 2.0 h, 
螯合温度分别调节为 40、50、60、70、80 ℃进行螯合反

应。结束后冷却至室温, 4500 r/min 离心 10 min, 取上清液, 
加入 5 倍体积预冷的乙醇溶液, 2~8 ℃静置 12 h, 4500 r/min 
离心 10 min, 收集沉淀, 冷冻干燥, 即得 ZSSP-Zn[15]。 
1.3.5  响应面试验 

在 单 因 素 实 验 基 础 上 , 以 螯 合 率 为 指 标 , 用

Box-Behnken 响应面法进行 4 因素 3 水平的实验设计, 因
素水平表如表 1 所示。 

 
表 1  Box-Behnken 试验因素水平表 

Table 1  Factors and levels table of Box-Behnken test 

水平

因素 

A(肽锌比) B (pH)
C(螯合 
时间)/h 

D(螯合 
温度)/℃ 

–1 2:1 5 1.0 50 
0 3:1 6 2.0 60 
1 4:1 7 3.0 70 

 

1.3.6  肽锌螯合物中锌的测定 
取最佳制备方法制备所得的 ZSSP-Zn, 采用电感耦合

等 离 子 体 质 谱 法 (inductively coupled plasma mass 
spectrometry, ICP-MS)测定其锌含量。仪器条件及测定方法: 
等离子体功率: 1350 W; 雾化气流量: 1.035 L/min; 辅助气

流量: 0.8 L/min; 冷却气流量: 14 L/min; 重复 3 次。 
1.3.7  ZSSP-Zn 的结构表征 

(1)紫外光谱 
取一定质量的 ZSSP 和 ZSSP-Zn 溶解于去离子水

(0.5 mg/mL)。测量前, 先用去离子水校正紫外分光光度

计的基线, 再测定样品溶液在 190~600 nm 的吸光值[17]。 
(2)红外光谱 
分别称取 2 mg ZSSP 和 ZSSP-Zn 与 200 mg 光谱纯溴

化钾置于玛瑙研钵中充分研磨均匀, 放入压片模具, 抽气

加压获得透明样品片。以 4 cm–1 的分辨率记录样品在

4000~400 cm–1 的光谱[18]。 
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(3)氨基酸分析 
准确称取ZSSP和ZSSP-Zn 20 mg, 加入水解管中, 并

加入 6 mol/L 的盐酸溶液 10 mL。持续 30 s 吹入氮气, 随后

立即进行密封处理。置于油浴锅内, 调节温度为 110 ℃, 水
解 24 h。冷却后, 用 0.45 μm 微孔滤膜对样品进行过滤处

理, 定容至 50 mL。吸取 2 mL 定容后的样品液, 置于旋转

蒸发仪脱酸, 在温度 45 ℃至干燥, 瓶底部有少许固体或渍

痕。随后用 2 mL 柠檬酸钠缓冲液溶解样品, 再用 0.45 μm 微

孔滤膜过滤, 用氨基酸分析仪分析, 并计算氨基酸含量[19]。 
(4)扫描电子显微镜测定 
将 ZSSP 和 ZSSP-Zn 均匀分散固定于样品台上, 喷金镀

膜, 在扫描电子显微镜下拍摄样品, 设置加速电压为 5.0 kV, 
放大倍数 100~2000 倍, 使用内置软件捕获图像[20]。 

(5)粒度分布测定 
将 ZSSP 和 ZSSP 锌螯合物配制成 1 mg/mL 的溶液, 

采用激光粒度分布仪测定[21]。 
1.3.8  稳定性研究 

配制相同浓度的硫酸锌溶液、葡萄糖酸锌溶液和

ZSSP 锌螯合物溶液。将模拟胃液分别于上述 3 种样品 1:1
混合, 用 1 mol/L HCl 溶液将 pH 调至 3 后, 将样品置于

37 ℃恒温环境中进行振荡处理, 总共持续 2 h, 期间每隔

0.5 h取一次样, 5000 r/min离心5 min取上清液, 进行后续的检

测。将模拟肠液与消化后的样品 1:1 混合, 并用 1 mol/L NaOH
溶液将 pH 调至 7, 将样品置于 37 ℃恒温环境中进行振荡

处理, 总共持续 2 h, 期间每隔 0.5 h取一次样, 离心取上清

液, 进行后续的检测。利用二硫腙比色法测定锌含量, 根
据公式(3)计算溶解率[22]。 

 溶解率/%= 6

7

m
m

×100%   (3) 

式中: m6 为上清液中锌离子的质量, mg; m7 为消化液

中总锌质量, mg。 

1.4  数据处理 

所有实验重复 3 次, 结果以平均值±标准偏差表示, 
采用 GraphPad Prism 8 软件处理实验数据并绘图。采用

IBM SPSS Statistics 27 软件, 方差分析(analysis of variance, 
ANOVA)对实验数据进行显著性分析, P<0.05 表示统计学

差异显著, P<0.01 表示统计学差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验 

肽锌比对螯合反应的影响如图 1a 所示, 随着肽锌比

的增加, 螯合率及螯合物得率呈先逐渐上升后逐渐下降的

趋势。当肽锌比为 3:1 时, 螯合率及螯合物得率均达到最

大, 分别为 37.47%和 41.67%。肽锌比较小时, 锌与多肽结

合不充分, 导致大多数锌以离子形式存在, 在纯化过程被

除去, 不利于螯合反应。随着肽锌比的增加, 螯合物的锌

含量逐渐升高, 达到稳定值。而肽锌比较大时, 多肽在溶

液中易发生聚集, 有效利用率下降, 反而不利于与锌离子

结合[23]。因此, 优选肽锌比为 3:1, 并以 3:1 作为响应面设

计的中心值。 
pH 对螯合反应的影响如图 1b 所示, 随着 pH 的提高, 

螯合率及螯合物得率呈现先上升后下降的发展趋势。当

pH=6 时 , 螯合率和螯合物得率均达到最大 , 分别为

37.82%、40.17%。在偏酸性条件下, H+会争夺给电子基团, 
导致螯合反应被抑制。而当 pH 升高, 反应体系过碱性, 存
在较多的 OH–, 游离的锌离子生成氢氧化锌沉淀, 导致溶

液中 Zn2+缺乏, 从而抑制螯合反应, 导致螯合率和螯合物

得率偏低[24–25]。因此, 优选 pH 为 6, 并以 pH=6 作为响应

面设计的中心值。 
螯合时间对螯合反应的影响如图 1c 所示, 随着螯合

时间的增长, 螯合率及螯合物得率呈先上升后略有下降的

趋势。当螯合时间为 2.0 h 时, 螯合率和螯合物得率均达到

最大 , 分别为 38.53%、42.19%。反应时间过长 , 影响

ZSSP-Zn 的稳定性, 导致螯合率和螯合物得率下降[26]。因此, 
优选螯合时间为 2.0 h, 并以 2.0 h 作为响应面设计的中心值。 

螯合温度对螯合反应的影响如图 1d 所示, 随着螯合

温度的提高, 螯合率及螯合物得率呈先上升后下降的趋

势。当螯合温度为 60 ℃时, 螯合率和螯合物得率均达到最

大, 分别为 42.61%、48.01%。温度逐渐升高, 会加速锌离

子的溶出, 增加锌离子与肽的碰撞频率, 导致螯合率和螯

合物得率升高。但温度过高则会导致螯合物结构被破坏, 
导致螯合率和螯合物得率降低[27]。因此, 优选螯合温度为

60 ℃, 并以 60 ℃作为响应面设计的中心值。 

2.2  ZSSP-Zn 制备的响应面试验 

基于单因素实验结果 , 以螯合率为响应值 , 采用

Box-Behnken 试验设计, 优化 ZSSP-Zn 的制备工艺, 结果

如表 2 所示。 
2.2.1  回归模型建立及方差分析 

得到螯合率(Y, %)与肽锌比(A)、pH(B)、螯合时间(C)、
螯合温度(D)之间的二次多项回归方程: Y=42.296–1.2083A
–3.5841B–0.9533C–0.5208–3.86AB+3.805AC+1.46AD–1.397
5BC–4.07BD+0.9375CD–3.6221A2–10.7784B2–7.0346C2–6.7
484D2, 回归方程的方差分析如表 3 所示。肽锌比(A)、pH 
(B)、螯合时间(C)、螯合温度(D)均对螯合率具有显著影响,
影响因素主次顺序为: B>A>C>D。该模型 P<0.0001, 表明

具有显著性; 失拟值为 0.5923 (>0.05), 失拟不显著, 因
此可认为该回归模型拟合程度较好, 可以分析和预测实

验方案。 
2.2.2  交互效应分析 

如图 2~4 所示, 响应面的坡度越陡, 等高线图中椭圆

分布越集中, 说明两因素的交互作用对螯合率的影响越大。 
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图 1  单因素实验结果 
Fig.1  Results of the single-factor experiment 

 
图 2 表明, 肽锌比及 pH 响应面图的坡度陡峭, 等高线分布

集中, 故肽锌比及 pH 存在显著的交互作用, 且可以看出

pH 对螯合率的影响比肽锌比大。图 3 表明, 当肽锌比一定

时, 随着螯合时间不断增大, 螯合率呈由高到低的变化趋

势, 且可以看出螯合率的影响中螯合时间大于肽锌比。由

图 4 可知, pH 及螯合温度响应面图坡度陡峭, 等高线分布

密集, 表明 pH 与螯合温度存在显著交互作用, 且 pH 对螯

合率的影响大于螯合温度。 
 

表 2  响应面优化结果 
Table 2  Results of response surface optimization  

实验号 
因素水平 

螯合率/% 实验号

因素水平 
螯合率/% 

A(肽锌比) B (pH) 
C(螯合 
时间)/h 

D(螯合 
温度)/℃ 

A(肽锌比) B (pH)
C(螯合 
时间)/h 

D(螯合 
温度)/℃ 

1 4:1 6 3 60 33.16±0.75 16 3:1 6 1 70 27.34±1.29

2 2:1 6 2 50 35.52±0.82 17 3:1 6 2 60 42.15±0.56

3 3:1 5 3 60 27.69±0.78 18 3:1 6 2 60 42.02±0.78

4 2:1 6 3 60 28.51±1.19 19 4:1 6 2 70 31.34±0.97

5 2:1 6 2 70 31.37±0.85 20 3:1 6 2 60 41.87±0.75

6 3:1 7 3 60 18.49±1.33 21 3:1 7 1 60 24.16±1.58

7 4:1 6 1 60 27.13±1.02 22 2:1 5 2 60 28.86±1.06

8 2:1 6 1 60 37.70±0.82 23 3:1 7 2 70 17.21±1.48

9 3:1 5 1 60 27.77±0.94 24 3:1 7 2 50 25.57±1.24

10 4:1 7 2 60 19.15±1.24 25 3:1 6 2 60 43.78±1.24

11 3:1 6 3 70 27.95±0.93 26 3:1 5 2 50 24.16±0.80

12 3:1 5 2 70 32.08±0.85 27 4:1 6 2 50 29.65±1.29

13 2:1 7 2 60 28.21±0.92 28 3:1 6 3 50 27.75±1.08

14 3:1 6 2 60 41.66±0.55 29 4:1 5 2 60 35.24±1.14

15 3:1 6 1 50 30.89±1.01       
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表 3  回归方程方差分析 
Table 3  Analysis of variance of regression equation 

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 
模型 1417.11 14 101.2200 150.180 <0.0001

A(肽锌比) 17.52 1 17.5200 25.990 0.0002 
B (pH) 154.16 1 154.1600 228.710 <0.0001
C(螯合 
时间)/h 

10.91 1 10.9100 16.180 0.0013 

D(螯合 
温度)/℃ 

3.26 1 3.2600 4.830 0.0453 

AB 59.6 1 59.6000 88.420 <0.0001
AC 57.91 1 57.9100 85.920 <0.0001
AD 8.53 1 8.5300 12.650 0.0032 
BC 7.81 1 7.8100 11.590 0.0043 
BD 66.26 1 66.2600 98.310 <0.0001
CD 3.52 1 3.5200 5.220 0.0385 
A2 85.1 1 85.1000 126.26 <0.0001
B2 753.56 1 753.5600 1118.030 <0.0001
C2 320.99 1 320.9900 476.240 <0.0001
D2 295.4 1 295.4000 438.280 <0.0001

残差 9.44 14 0.6740   
失拟值 6.55 10 0.6550 0.908 0.5923 
纯误差 2.89 4 0.7214   
总离差 1426.54 28    

 
2.2.3  ZSSP-Zn 制备的最佳条件和模型验证 

该模型最佳提取条件: 肽锌比 2.844:1, pH 为 5.872, 
螯合时间 1.901 h, 螯合温度 59.767 ℃。结合实际情况适当

修正, 确定酸枣仁蛋白提取工艺为: 肽锌比 3:1、pH 为 6、
螯合时间 2 h、螯合温度 60 ℃。在此条件下进行 3 次重复

实验, 测得螯合率为(41.97±0.82)%, 与预估值 42.672%相

差不大(验证实验中, 由于其中一份干燥后稍有损失 , 故
均值略低于工艺优化中的最高螯合率)。以上结果表明 , 
采用响应面法优化得出的工艺条件是可行的, 达到了参

数优化的目的。 
2.2.4  肽锌螯合物中锌含量测定结果 

经 ICP-MS 测定结果表明, 本实验制备的 ZSSP-Zn 的

三批锌螯合物中锌含量约为 0.081、0.083、0.081g/g, 平均

值为 0.082 g/g。 

2.3  ZSSP-Zn 结构表征结果 

2.3.1  紫外全波长扫描结果 
如图 5 所示, ZSSP 和 ZSSP-Zn 的紫外吸收最大波长

明显不同。ZSSP 和 ZSSP-Zn 的最大吸收峰分别出现在

288 nm、277 nm 处, 紫外吸收光谱发生变化。可能由于酸

枣仁肽上的氨基、羧基等官能团与锌离子形成配位键后, 
电子云向金属离子偏移, 基团中 O-H、N-H、C=O 等化学

键的键长缩短、键能增大、力常数提高, 振动频率升高, 对
应吸收峰发生蓝移[28]。 
2.3.2  傅里叶红外吸收光谱结果 

ZSSP 和 ZSSP-Zn 在 400~4000cm–1的红外光谱图如图 6
所示。ZSSP 在 3327.21、1660.71 和 1112.93 cm–1 处均出现

了明显的特征吸收峰[29]。ZSSP-Zn 位于 3327.21 cm–1 的吸

收峰移至 3294.42 cm–1, 推测是因为锌离子与氨基发生配

位结合, N-Zn 配位键取代原有氢键结构, 导致吸收峰向低

频方向移动[30]。螯合后位于 2964.09 cm–1 的吸收峰蓝移至

2926.01 cm–1, 可能是由于 CH2上的氢离子被锌离子取代[31]。

N-H 变形振动和 C-H 的拉伸形成了 ZSSP 在 1546.91 cm–1 的

吸收峰, 与锌离子螯合后, 吸收峰移至 1552.7 cm–1 [32]。

ZSSP 在 1408.04 cm–1 处的吸收峰代表了-COOH 的对称运

动和反对称运动[33], 与锌离子发生螯合作用后, 该峰移至

1398.39 cm–1, 可能是 ZSSP 分子中羧基氧原子与 Zn2⁺形成

配位键, 改变了-COOH 基团的电子云分布与键力常数, 分
子振动环境发生变化, 导致吸收峰发生红移。O-H 的变形

振动引起 ZSSP 在 1315.45 cm–1 处产生吸收峰[34–35], 螯合

后移至 1246.02 cm–1 处, 可能是因为 ZSSP 分子中羟基 
 

 
 

图 2  肽锌比及 pH 对螯合率的响应面图 
Fig.2  Response surface of zinc ratio of peptide and pH to chelation rate 
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图 3  肽锌比及螯合时间对螯合率的响应面图 
Fig.3  Response surface of zinc ratio of peptide and time to chelation rate 

 

 
 

图 4  pH 及螯合温度对螯合率的响应面图 
Fig.4  Response surface of temperature and pH to chelation rate 

 
的氧原子含孤对电子, 可作为电子供体与 Zn2⁺形成配位键, 
O-H 的力常数降低, 使得基团振动频率减弱, 吸收峰发生

红移。COO-的振动引起 ZSSP 在 1112.93 cm–1 处形成吸收 

 
 

图 5  ZSSP 与 ZSSP-Zn 的紫外扫描光谱图 
Fig.5  Ultraviolet scanning spectra ofZSSP and ZSSP-Zn 

 
 

图 6  ZSSP 和 ZSSP-Zn 的傅里叶红外光谱图 
Fig.6  Fourier infrared spectra of ZSSP and ZSSP-Zn 
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峰[36], 经过螯合后移至 1080.14 cm–1, 原因可能是 C=O 参

与配位结合, 改变了官能团的键力常数与分子振动环境, 
使化学键振动频率降低, 吸收峰发生偏移。因此肽链中的

氨基氮原子、羧基氧原子、羰基氧原子及羟基氧原子是锌

离子的重要结合位点。 
2.3.3  氨基酸测定 

通过氨基酸分析仪对 ZSSP、ZSSP-Zn 进行氨基酸组

成分析。结果如表 4 所示, ZSSP 与 ZSSP-Zn 的氨基酸组成

相似, 共检测出 16 种氨基酸, 包括 8 种必需氨基酸[15]。

ZSSP-Zn 的谷氨酸、天冬氨酸、精氨酸及赖氨酸的含量与

ZSSP 相比有所提高, 其中谷氨酸和精氨酸含量增加较多, 
分别增加了 1714.4 mg/100 g 和 1083.5 mg/100 g, 天冬氨酸

和赖氨酸含量分别提高了210.2 mg/100 g和140.3 mg/100 g。
这 4 种氨基酸侧链带有羧基、氨基等强配位官能团, 对锌

离子络合配位能力更强; 其余氨基酸虽也含有同类官能团, 
但配位亲和力与空间匹配度较弱, 螯合率相对较低, 基于

以上结果初步推测, 以上 4 种氨基酸在肽锌螯合反应中起

主要参与作用[37–38]。 
 

表 4  ZSSP 及 ZSSP-Zn 的氨基酸组成 
Table 4  Amino acid composition of ZSSP and ZSSP-Zn 

氨基酸种类 ZSSP/(mg/100 g) 含量百分比/% ZSSP-Zn/(mg/100 g) 含量/% 螯合后含量变化 

天冬氨酸 8573.30±34.64 13.32±0.19 8783.50±23.35 14.80±0.12 ↑ 

苏氨酸* 1724.90±14.42 2.68±0.08 1179.10±10.54 1.99±0.05 ↓ 

丝氨酸 3153.20±15.28 4.90±0.08 3067.50±17.47 5.17±0.09 ↓ 

谷氨酸 18134.40±109.21 28.17±0.60 19848.80±80.83 33.45±0.41 ↑ 

甘氨酸 3534.10±25.17 5.49±0.14 3498.20±18.52 5.89±0.09 ↓ 

丙氨酸 2732.40±14.01 4.25±0.08 1808.00±16.01 3.05±0.08 ↓ 

胱氨酸 799.40±11.21 1.24±0.06 771.40±9.02 1.30±0.05 ↓ 

缬氨酸* 3793.70±19.65 5.89±0.11 2536.20±10.82 4.27±0.05 ↓ 

蛋氨酸* 416.80±5.13 0.65±0.03 285.40±4.73 0.48±0.02 ↓ 

异亮氨酸* 1822.70±16.37 2.83±0.09 1224.80±7.64 2.06±0.04 ↓ 

亮氨酸* 4499.80±19.05 6.99±0.11 2271.80±8.02 3.83±0.04 ↓ 

酪氨酸 2154.10±17.32 3.35±0.10 1250.80±8.50 2.11±0.04 ↓ 

苯丙氨酸* 2706.40±18.93 4.20±0.10 1496.90±14.43 2.52±0.07 ↓ 

组氨酸* 1671.70±14.42 2.60±0.08 1446.20±18.58 2.44±0.09 ↓ 

赖氨酸* 1884.30±11.53 2.93±0.06 2024.60±14.84 3.41±0.07 ↑ 

精氨酸 6765.90±36.06 10.51±0.20 7849.40±20.95 13.23±0.11 ↑ 

注: *为必需氨基酸; ↑为螯合后该氨基酸含量增加; ↓为螯合后该氨基酸含量降低。 
 

2.3.4  扫描电子显微镜测定结果 
结果如图 7 所示, ZSSP 的呈片块状的颗粒。ZSSP-Zn

呈均匀疏松的颗粒状, 排布相对较密集; 可能是由于发生

螯合反应后, 肽链上的氨基、羧基等活性基团与 Zn2⁺形成配

位键, 同时分子间产生静电相互作用与氢键作用力; 这种分

子层面的交联与空间构象重构, 破坏了原有肽分子堆叠成片

块状的聚集方式, 促使肽链发生折叠、重组并形成分散的微

小颗粒, 堆积后导致形成结构疏松、分布均匀的颗粒形貌[15]。 
2.3.5  粒度分布结果 

ZSSP-Zn 及 ZSSP 的粒度分布如图 8 所示。ZSSP-Zn
的主要粒度分布在 0.20~0.30 μm, 占 92.78%, 平均粒度为

0.2498 μm。ZSSP 的主要粒度分布在 0.20~0.30 μm, 占
85.85%, 平均粒度为 0.2588 μm。相比 ZSSP, ZSSP-Zn 的平

均粒度较小, 粒度分布范围更集中均一, 表明 ZSSP 与锌

螯合可能促使多肽分子链发生空间构象折叠、减少了分子

无序聚集现象, 更容易形成尺寸均一、粒径略小的稳定微

颗粒结构[39]。 
 

 
 

注: a. ZSSP (×100); b. ZSSP (×2000); c. ZSSP–Zn (×100);  
d. ZSSP–Zn (×2000)。 

图 7  ZSSP 及 ZSSP-Zn 的微观形态 
Fig.7  Micromorphology of ZSSP and ZSSP-Zn 
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图 8  ZSSP 及 ZSSP-Zn 的粒度分布 
Fig.8  Particle size distribution of ZSSP and ZSSP-Zn 

 
2.3.6  ZSSP-Zn 稳定性研究 

由图 9 可知, 在模拟胃消化阶段, ZSSP-Zn 的溶解率

明显低于硫酸锌和葡萄糖酸锌, 在 120 min 时溶解率分别

为 85.07%、94.11%、94.98%。经模拟肠液消化后, ZSSP-Zn
的溶解率明显高于硫酸锌和葡萄糖酸锌, 在 240 min 时, 
ZSSP-Zn 溶解率为 56.42%(硫酸锌 17.52%、葡萄糖酸锌

31.77%)。结果表明, 与硫酸锌、葡萄糖酸锌相比, ZSSP-Zn
经体外胃肠道消化后锌离子溶出率更高; 且随消化时间延

长, ZSSP-Zn 在胃肠道模拟环境中仍保持良好稳定性。 

 

 
 

图 9  体外胃肠模拟消化分析 
Fig.9  Analysis of simulated digestion of the  

gastrointestinal tract in vitro 
 

3  结  论 

本研究通过单因素试验结合响应面法系统优化

ZSSP-Zn 制备工艺, 最佳螯合条件为肽锌比 3:1、pH=6、
螯合时间 2 h、螯合温度 60 ℃, 明确了肽锌比、pH、螯合

时间与温度对螯合反应的影响。通过分析螯合物的键合方

式及微观形貌, 了解酸枣仁多肽与锌离子之间的相互作用

机制, 为螯合物的形成过程提供理论依据。肽锌螯合物颗

粒疏松、粒径减小, 利于提升溶解性与生物接触效率, 与
多数肽-锌螯合物结构演变规律相一致[40–41]。体外模拟胃肠

道消化试验证实 ZSSP-Zn 具备良好胃肠环境稳定性。 

本研究创新性聚焦酸枣仁活性多肽与锌的螯合效应, 
不仅优化得到稳定可行的制备工艺, 还从光谱特征、官能

团配位、微观形貌及粒度层面阐明螯合机制, 补充了酸枣

仁深加工及矿物元素螯合领域的研究。ZSSP-Zn 相较于无

机锌制剂溶解性、胃肠稳定性及生物利用度更优, 可开发

为新型天然补锌功能食品、膳食营养补充剂, 也可作为食

品营养强化剂应用于功能性饮品、休闲食品等领域, 在大

健康食品开发与微量元素营养补给方面具备广阔产业化

前景。 
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