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响应面法优化酶法制备藻蓝蛋白抗氧化肽的实验研究 
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摘要: 为优化碱性蛋白酶酶解藻蓝蛋白制备抗氧化肽的工艺条件, 采用响应面分析法, 以超氧阴离子

自由基清除率为响应值, 研究了[E]/[S]、酶解温度和时间对制备抗氧化肽工艺的影响。结果表明, 制备

藻蓝蛋白肽的最佳酶解条件为: 温度为 44.9℃、时间为 6.4 h 和[E]/[S]为 3.6%, 此时对超氧阴离子自由

基清除率达到 75.39%。在该条件下制备的藻蓝蛋白酶解产物(0.5 g/L)还原能力的吸光度为 1.03, 并达

到稳定。 
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藻蓝蛋白是存在于蓝藻、红藻、隐藻中的一类

光合辅助色素, 由开链四吡咯化合物和脱辅蛋白通

过硫链键结合, 是螺旋藻细胞中起重要光合作用的

天然色素, 在螺旋藻中的含量高达 10%~20%[1]。大

量研究表明, 藻蓝蛋白具有抗氧化[2]、抗辐射[3]、提高

机体免疫力[4]、促进动物细胞再生[5]、抑制癌细胞[6]等

作用, 这就决定了螺旋藻及其活性成分在功能性食

品、药物研究与开发方面有着广阔的应用前景。我

国对藻蓝蛋白的研究始于 20 世纪 70 年代, 经过 30

多年的研究开发 , 虽然有较大进展 , 但大都处于实

验室水平。同时, 以藻蓝蛋白为主的功能性食品不多, 

在药品的研究开发方面还是空白[7]。采用酶解的方法

将藻蓝蛋白降解为可溶性寡肽, 则可大大提高其在

食品中的理化性能, 并有可能获得其前体没有的生

理活性。因此, 将藻蓝蛋白进行酶解处理具有较大的

实用价值和应用前景。目前国内外有关对藻蓝蛋白

进行酶解制备抗氧化肽的研究尚未见报道。本文以

对超氧阴离子和羟基自由基的清除能力为评价指标, 

应用响应面分析方法对碱性蛋白酶制备藻蓝蛋白抗

氧化肽的酶解工艺进行了研究, 为藻蓝蛋白的进一

步开发利用提供研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料和仪器 

藻蓝蛋白 (A620/A280>2), 由本实验室从螺旋藻

((Spirulina platensis)中提纯得到; 碱性蛋白酶, 上海

江莱生物科技有限公司; 其他均为分析纯试剂; pH

仪, 上海任氏有限公司; HH-6 恒温水浴锅, 江苏省

金坛市荣华仪器制造有限公司; TDL-5型台式离心机, 

上海安亨科学仪器厂; 721 型分光光度计, 上海菁华

科技仪器有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  藻蓝蛋白碱性蛋白酶水解工艺 

称取适量藻蓝蛋白溶于 20 mL 去离子水中, 在

一定温度下恒温水浴酶反应器中溶解 20 min, 然后

按不同[E]/[S]、pH、温度酶解一定的时间, 到所需反

应时间后将酶解液置于 95℃中灭酶 10 min, 冷却后

离心(4 000 r/min, 15 min), 将上清液冻干备用。 

1.2.2  响应面(RSM)因素的确定 

在探讨酶作用温度、时间、pH、[E]/[S]和底物

浓度等单因素对酶解作用影响的基础上, 确定了酶

作用的适宜 pH 为 8.5, 底物浓度为 5%, 根据

Box-Behnken中心组合试验设计原理, 以 X1 (温度)、

X2 (时间)和 X3([E]/[S])为自变量, 以超氧阴离子自由

基清除率(Y)为响应值, 设计了三因素三水平的响应

面分析试验。试验的因素和水平的取值见表 l。 

1.2.3  数据分析 

对试验所得数据采用Design-Expert7.0进行响应
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面分析。通过将优化试验所得的试验数据与响应面

模型进行拟合, 以验证模型的可靠性。 
 
表 1  Box-Behnken 试验因素与水平 
Tab. 1  Factors and levels of Box-Behnken design 

水平 
代号 因素 

-1 0 1 

X1 温度( )℃  30 40 50 

X2 时间 (h) 3 5 7 

X3 [E]/[S] (%) 1 3 5 

 

1.2.4  分析方法 

藻蓝蛋白酶解产物清除超氧阴离子自由基清除

能力测定, 采用邻苯三酚自氧化法[8]。分别称取适量

藻蓝蛋白酶解产物溶解于 1 mL 的蒸馏水中, 取 0.1 

mL加入 2.8 mL 0.1mol／L的 Tris-HCl缓冲溶液 pH 

8.2), 空白对照管以双蒸馏水代替样品 , 震荡混匀 , 

在 25℃水浴保温 10 min后加入 0.1 mL、3 mmol／L

的邻苯三酚溶液(25℃水浴预热), 迅速混匀并开始

计时, 每隔 30 S 在 325 nm 处测定吸光度值 A325, 5 

min后结束, 以 0.1 mL双蒸水加 2.8 mL 的 Tris·HCL

缓冲溶液调零。作吸光度随时间变化的回归方程, 其

斜率为邻苯三酚自氧化速率 V, 按下式计算样品对

超氧阴离子的清除率:  

清除率(%)=(V 对照–V 样品)／V 对照×100 

式中, V 对照为对照组邻苯三酚自氧化速率, △A／min; 

V 样品为样品组邻苯三酚自氧化速率, △A／min。 

还原能力的测定, 铁氰化钾法[9]。  

清除羟基自由基能力测定, 采用 Fenton反应[10]。 

2  结果与分析 

2.1  酶解工艺参数的优化 

本实验采用 Box-Benhnken组合设计对影响藻蓝

蛋白酶解的三个因素 X1 (温度 )、X2 (时间 )和

X3([E]/[S])进行了 15组试验, 来寻找上述 3因素的最

佳条件。试验设计及结果见表 2。 

2.1.1  回归方程的建立 

以超氧阴离子自由基清除率(Y)为响应值指标 , 

通过 design expert7.0数据处理软件对表 3的试验结

果进行分析, 得到 X1 (温度)、X2(时间)和 X3([E]/[S])3

个因素与 Y之间的回归方程(模型)为: 

Y=71.13+6.65X1+3.6X2+7.58X3+8.95X1X2+1.3X1X3+ 

1.15X2X3-13.64X1

2
-5.99X2

2 
-14.69X3

2                  
(1) 

对回归模型进行方差分析, 结果见表 3。该模型的 

表 2  Box-Behnken 试验设计及结果 
Tab. 2  Design and result of Box-Behnken test 

试验次数 X1 X2 X3 超氧阴离子清除率 Y(%)

1 -1 -1 0 56.0 

2 1 -1 0 46.2 

3 -1 1 0 38.9 

4 1 1 0 64.9 

5 -1 0 -1 27.7 

6 1 0 -1 43.6 

7 -1 0 1 39.4 

8 1 0 1 60.5 

9 0 -1 -1 36.8 

10 0 1 -1 48.1 

11 0 -1 1 50.5 

12 0 1 1 66.4 

13 0 0 0 69.3 

14 0 0 0 71.2 

15 0 0 0 72.9 

 

Pr>F 值为 0.0096, 说明模型回归高度显著; 失拟项

Prob>F =0.0668＞0.1, 失拟不显著, 说明回归方程的

拟合程度较好; CV 为 10.16%, 较低, 说明试验操作

可信, 综上可以确定回归方程(1)为碱性蛋白酶制备

藻蓝蛋白抗氧化肽提供了一个理想的模型, 故可用

该回归模型代替试验真实点对试验结果进行分析。

从 3因素(X1、X2、X3)对酶解产物的水解度的影响来

看, 方程中 X1
2和 X3

2项对 Y值的影响高度显著, X1、

X3和 X1X2项对 Y 值的影响显著, 其他项对 Y 值的影

响不显著 , 分析结果表明响应值的变化非常复杂 , 

三个试验因素对响应值的影响不是简单的线性关系, 

二次项和交互项对响应值有很大的影响。 

根据模型方程(1) 绘制响应曲面见图 1、图 2和 

 

图 1  酶解温度和时间对超氧阴离子自由基清除率的影响 

Fig. 1  Response surface plots for the effects of hydrolysis 
temperature and time on the scavenging rate of su-
peroxide anion radicals 
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表 3  回归方程方差分析 

Tab. 3  Analysis of variance for regression equation 

方差来源 总偏差平方和 自由度 平均偏差平方和 F值 Prob>F 

模型 2686.14 9 298.46 10.37 0.0096 

X1 353.78 1 353.78 12.29 0.0172 

X2 103.68 1 103.68 3.60 0.1162 

X3 459.05 1 459.05 15.95 0.0104 

X1X2 320.41 1 320.41 11.13 0.0206 

X1X3 6.76 1 6.76 0.23 0.6484 

X2X3 5.29 1 5.29 0.18 0.6860 

X1
2 687.12 1 687.12 23.87 0.0045 

X2
2 132.55 1 132.55 4.60 0.0847 

X3
2 796.97 1 796.97 27.69 0.0033 

误差项 143.93 5 28.79   

失拟项 137.44 3 45.81 14.13 0.0668 

纯误差 6.49 2 3.24   

所有项 2830.07 14    

注: 1) 显著: Prob>F值小于 0.05; 高度显著: Prob>F值小于 0.01 

 

  

图 2  酶解温度和[E] / [S]对超氧阴离子自由基清除率的

影响 

Fig. 2  Response surface plots for the effects of hydrolysis 
temperature and [E] / [S] on the scavenging rate of 
superoxide anion radicals  

 

图 3。从响应面的最高点和等高线可以看出在所选的

范围内存在极值, 响应面的最高点同时也是等值线

中最小椭圆的中心点。通过岭嵴分析得到水解度(Y)

最高时的酶解优化组合为 X1=0.468、X2 =6937 和   

X3 =0.307, 即温度为 44.9℃、时间为 6.4 h和[E] / [S]

为 3.6%, 此时对超氧阴离子自由基清除率达到

75.15%。 

2.1.2  验证实验 

为了验证回归模型预测的准确性, 采用上述优

化后的酶解工艺条件, 即温度 44.9℃、时间 6.4 h、  

[E] / [S]为 3.6%、[S]5.0%、pH 8.5进行验证试验, 3

次试验的超氧阴离子自由基清除率平均为 75.39%, 

与理论预测值的相对误差在土 1%以内, 说明响应面

法优化得到的数学模型与试验数据拟合较好, 能较

好反映酶解过程中超氧阴离子自由基清除率。 

 

图 3  酶解时间和[E]/[S]对超氧阴离子自由基清除率的影响 

Fig. 3  Response surface plots for the effects of hydrolysis 
time and [E] / [S] on the scavenging rate of super-
oxide anion radicals  

 

2.2  藻蓝蛋白酶解产物的还原能力 

研究表明, 抗氧化剂的还原力与其抗氧化性之

间存在联系。抗氧化剂是通过自身的还原作用给出

电子而清除自由基的, 还原力越强, 抗氧化性越强。
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因此可通过测定还原力来说明抗氧化活性的强弱[11]。

藻蓝蛋白酶解产物(在优化后的酶解工艺条件下获得)

的还原能力见图 4。在浓度为 0.1～0.5 g/L时, 藻蓝

蛋白酶解产物的还原能力随浓度的增大而提高, 当

浓度为 0.5 g/L 时吸光度达 1.03, 还原能力略高于

VC。 

 

图 4  藻蓝蛋白酶解产物的还原能力 

Fig. 4  The reducing power of antioxidant peptides from 
phycocyanin   

 

3  结论 

根据 Box-Behnken 设计原理采用三因素水平的

响应面分析法, 对影响藻蓝蛋白抗氧化肽制备的三

个主要因素: 温度、时间、[E]/[S]进行了优化, 选取

合适的取值范围, 并对各因素的最佳水平进行了研

究, 建立了温度、时间、[E]/[S]与超氧阴离子自由基

清除率之间的数学模型 , 模型的回归效果显著 , 能

很好地预测超氧阴离子自由基清除率。优化后的酶

解工艺条件 , 即温度 44.9℃、时间 6.4 h、 [E] / 

[S]3.64%、[S]5.0%、pH 8.5, 在此条件下, 实际超氧

阴离子自由基清除率为 75.39%, 与模型理论值 75.15

的相对误差在土 1%以内, 说明响应面法优化得到的

数学模型与试验数据拟合较好, 能较好反映酶解过

程中超氧阴离子自由基清除率。在优化条件下制备

的藻蓝蛋白酶解产物在 0.5 g/L时吸光度达 1.03, 还

原能力略高于 VC, 说明藻蓝蛋白酶解产物具有显著

的还原能力。本研究对于藻蓝蛋白的进一步开发利

用具有重要的意义。 
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Optimization for antioxidant phycocyanin peptide production 
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Abstract: In order to optimize alcalase hydrolytic process of producing antioxidant peptides from phycocyanin, the 

effect of [E]/[S], enzymolysis temperature and time on the technology in which superoxide anion radical capturing 

rates were taken as response values was evaluated by using response surface methodology. The results demonstrated 

that the optimum hydrolysis conditions for preparing phycocyanin peptides were as follows: enzymolysis tempera-

ture 44.9 ℃, time 6.4 h, and [E]/[S] 3.6%. And under this condition, the scavenging capability of phycocyanin pep-

tides on superoxide anion radicals was reached to 75.39% and the reducing power reached a constant value of 1.03 

at concentration of 0.5 g/L. 
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