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摘   要：茶花花粉蛋白经过风味酶(外切酶)和中性蛋白酶(内切酶)组成的复合酶水解得到活性肽。通过单因素试验

及正交试验得到各因素的优化组合，结果表明，复合酶的最佳水解工艺为：水解 pH7，水解温度 40℃，加酶量

8%，两种酶比2:1，水解时间12h。此工艺水解所测得的茶花花粉蛋白水解度为40%，溶解指数为0.8，水解效

果明显改善。
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Abstract ：The complex of flavourzyme and neutral protease was used to hydrolyze camellia pollen to obtain bioactive peptides.

The optimal process of enzymatic hydrolysis was determinated by orthogonal test. The test results indicated that the optimal

conditions of enzymatic hydrolysis are pH value 7, temperature 40 ℃, amount added 8%, ratio of flavourzymeto neutral protease

2:1, time of hydrolysis 12 h. Under optimal conditions, the degree of hydrolysis is 40% and the nitrogen solution index is 0.8.

The effect of hydrolysis was improved obviously.
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我国是世界著名产茶大国，茶花花粉资源巨大[1]。

茶花花粉在“高蛋白、低脂肪”这个特点上表现的尤

为突出，经测得其蛋白质含量为 29.1 8%，脂肪含量为

2.34%。所以茶花花粉是一种优良的蛋白质营养源[2]。

但是花粉作为植物的雄性生殖细胞，外面有一层坚

硬的花粉壁。在没有破壁的情况下花粉中的营养物质只

能通过花粉壁上少量的萌发孔缓慢溶出，减少了营养物

质的吸收。

本研究通过实验筛选出了对茶花花粉蛋白水解效果

最好的两种酶，分别为外切酶和内切酶，组成复合酶。

通过单因素试验和正交试验确定了复合酶的最佳水解工

艺，从而利用酶解方法促进花粉中蛋白质的溶出。

1 材料与方法

1.1 材料与设备

1.1.1 材料与试剂

茶花花粉    中国农业科学院蜜蜂研究所。

无水乙醇(分析纯)；石油醚(分析纯)；氢氧化钠

(分析纯)；浓盐酸(分析纯)；甲基红(指示剂)；甲醛(分

析纯)；酚酞(指示剂)；溴甲酚绿(分析纯)；溴麝香草

酚蓝(分析纯)；中性蛋白酶和木瓜蛋白酶    北京奥博星

生物技术有限责任公司；胃蛋白酶和风味蛋白酶    诺维

信生物技术有限公司；胰蛋白酶    北京科昊生物技术有

限公司；酸性蛋白酶和碱性蛋白酶    南宁东恒华道生物

科技有限责任公司。

1.1.2 设备与仪器

TDL-5-A 型台式离心机    上海安亭科学仪器厂；

DZF-6090 型真空干燥箱    上海恒科学仪器有限公司；

KQ-50DB型数控超声波清洗器    昆山市超声仪器有限公

司；HZS-H 型摇床水浴    哈尔滨市东明医疗仪器厂；

SevenEasy 型 pH计 梅特勒－托利多仪器上海有限公司；

HYP-1014 消化炉    上海纤检仪器有限公司；碱式滴定
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管；酸式滴定管；微量凯式定氮仪；P L 3 0 3 型精密天

平 梅特勒－托利多仪器    上海有限公司。

1.2 方法

1.2.1 花粉前处理

取茶花花粉，用一定量的无水乙醇溶液研磨均匀，

静置10min后 5000r/min离心弃去上清液。按同样的方法

用无水乙醇浸提两次。接下来沉淀用石油醚，按同样

的方法浸提两次弃去上清液，保留沉淀。最后将沉淀

置于真空干燥箱中30℃干燥3h。将干燥好的花粉倒入装

有30ml 蒸馏水的锥型瓶中，20℃超声 10min。

1.2.2 酶解

将处理好的花粉液，加入一定的酶,调相应的 pH，

在一定温度下摇床水浴水解。作为空白的样品既不加

酶，也不调pH值。最后将水解好的水解液5000r/min 离

心，分离上清液和沉淀。

1.2.3 水解度的测定

DH=(AN/TN)× 100%[3]

式中，D H 为氨基酸态氮生成率( % ) ；A N 为氨基

酸态氮含量(g/1g)；TN 为全氮含量(g/1g)。

1.2.3.1 氨基态氮的测定

甲醛滴定法[4]。

1.2.3.2 总氮的测定

微量凯氏定氮法[5]。

1.2.4 溶解指数的测定

                         
1－酶解沉淀物含氮量

溶解指数 = —————————————

                             
空白沉淀物含氮量

将酶解沉淀物与空白沉淀物进行微量凯式定氮，具

体过程同总氮的测定过程。

1.2.5 正交试验确定最佳酶解工艺

将处理好的花粉液调 p H 值，以水解温度、加酶

量、两种酶比和水解时间为影响因素，各因素取三个

水平，采用 L9(34)正交表设计的试验进行酶解，以水解

度和溶解指数为考察指标，对水解工艺进行优化。具

体设计见表 1。另取 3 瓶样品不调 p H、不加酶，分别

在 30、40、50℃水浴 12 h 作为空白。

由图1 可知，水解度最好酶是风味酶21.3%，风味酶

是外切酶可以从蛋白质末端以一个氨基酸为单位水解蛋白

质，因此氨基态氮含量就高，水解度也就高。其次是中

性蛋白酶水解度为16.3% 和酸性蛋白酶水解度为14.78%。

水解效果最不好的是胃蛋白酶，水解度仅为 1. 1 7 %。

温度(℃) 加酶量(%) 两种酶比(风:中) 水解时间(h)

1 30 6 1:1 8

2 40 8 1:2 10

3 50 10 2:1 12

表1    正交试验因素水平表

Table 1      Table of factors and levels of orthogonal test

酶解结束后5000r/min 离心，分离上清和沉淀。上

清进行水解度的测定，沉淀进行溶解指数的测定。

1.2.6 统计学分析

用正交试验直观分析法[6]和 SPSS 软件[7]对正交试验

的结果进行分析，确定复合酶的最佳酶解工艺。

2 结果与分析

2.1 单一酶的选择

1.风味酶；2.中性蛋白酶；3.酸性蛋白酶；4.碱性蛋白酶；5.胰蛋白

酶；6 .木瓜蛋白酶；7 .胃蛋白酶。风味酶、中性蛋白酶、酸性蛋白

酶、碱性蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、胃蛋白酶水解的 p H 分别

为 6、7 、3 、8 、8 、6 、和 3 。加酶量均为 8 % ，均在 5 0 ℃摇床水

浴中水浴12h[8]。
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图1    不同酶对水解度的影响

Fig.1      Effects of different proteases on hydrolysis degree

1.中性蛋白酶；2.酸性蛋白酶；3.风味酶；4.碱性蛋白酶；5.胰蛋白

酶；6 .木瓜蛋白酶；7 .胃蛋白酶。风味酶、中性蛋白酶、酸性蛋白

酶、碱性蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、胃蛋白酶水解的 p H 分别

为 6 、7 、3、8、8 、6 、和 3。加酶量均为 8 % ，均在 5 0 ℃摇床水

浴中水浴 12h。
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图2    不同酶对溶解指数的影响

Fig.2      Effects of different proteases on the solution index

由图2可知，溶解指数最好的是中性蛋白酶为0.778，

其次是酸性蛋白酶为0.698，和风味酶为0.664，最不好
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由图 3 可知，风味酶和酸性蛋白酶组合成的复合酶

水解度是随着 pH 值的增加而增加，pH7 时复合酶(风味

酶、酸性蛋白酶)的水解度最高为 24.1%。

由图5 可知，风味酶和酸性蛋白酶组成的复合酶，在

pH7 时溶解指数达到最高为0.694，pH5 时溶解指数最低。

由图6 可知，风味酶和中性蛋白酶组成的复合酶在pH8 时

溶解指数达到最高为0.855，pH5 时溶解指数也最低。

出现这种情况是因为大多数植物蛋白等电点都在

pH5 附近[10]，所以造成了茶花花粉蛋白在此时的溶解指

数最低。但是 p H 偏碱时，一方面影响了产品口味，另

一方面又影响其营养价值。所以 pH7 为这两组复合酶的

最适 p H 。

通过以上分析可知，以水解度和溶解指数为评价指

标，可以确定两组复合酶的最适 p H 均为 7。另外风味

酶和中性蛋白酶组成的复合酶，酶解效果明显好于风味

酶和酸性蛋白酶组成的复合酶。故选择由风味酶和中性

的是胃蛋白酶溶解指数为0.142，与没加酶的空白相比它

们的溶解指数分别提高了 78%、70%、66% 和 14.2 %。

由图 1 和图 2 可见几种酶对水解度和溶解指数的影

响彼此之间的差异较显著。水解度最好的酶是风味酶，

溶解指数最好的酶是中性蛋白酶和酸性蛋白酶，因为风

味酶是外切酶可以提高水解度，而中性蛋白酶和酸性蛋

白酶是内切酶能改善溶解指数[9]，所以综合水解度和溶

解指数两个指标考虑风味酶作为提高水解度的必选酶，

中性蛋白酶和酸性蛋白酶作为改善溶解指数的必选酶，

组合成两组复合酶。

2.2 不同 pH 值对两组复合酶酶解效果的影响
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图3    风味酶和酸性蛋白酶组成的复合酶在不同 pH 的水解度

Fig.3     Hydrolysis degree of complex of flavourzyme and acidic
protease at different pH values
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图4    风味酶和中性蛋白酶组成的复合酶在不同 pH 的水解度

Fig.4     Hydrolysis degree of complex of flavourzyme and neutral
protease in different pH values

由图 4 可知，风味酶和中性蛋白酶组合成的复合酶

水解度也是随着 p H 值的增加而增加。

出现这种结果的原因是蛋白质有碱溶酸沉的特点，

偏碱时蛋白质溶解性增加水解度自然就增加了。pH8 时

复合酶(风味酶、中性蛋白酶)的水解度最高为35.39%。

但是 p H 偏碱时，一方面影响了产品口味，另一方面又

影响其营养价值。使用酶解物制成的产品的 p H 一般是

偏酸的，但如果酶解时是在偏碱的条件下进行，最后

就需要把 p H 重新调到酸性，这样会产生大量的盐，直

接影响产品的离子强度和口感。另外蛋白质在碱性条件

下易产生消旋作用，使其在体内的消化性明显降低，而

且在碱性条件下，人体必须的赖氨酸因产生交联而被破

坏，直接影响营养价值[1 0 ]。所以以水解度为评价指标

综合考虑，p H 7 为这两组复合酶的最适 p H 。
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图5   风味酶和酸性蛋白酶组成的复合酶在不同 pH 的溶解指数

Fig.5     Solution index of complex of flavourzyme and acidic
protease at different pH values
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图6    风味酶和中性蛋白酶组成的复合酶在不同 pH 的溶解指数

Fig.6     Solution index of complex of flavourzyme and neutral
protease at different pH values
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从表 2 可以看出，以水解度为评价指标的最佳酶解

工艺是：水解温度 30℃、加酶量 10 %、酶比(风味酶:

中性酶)1:1、水解时间12h。以溶解指数为评价指标的

最佳工艺是水解温度 40℃、加酶量 8%、酶比(风味酶:

试验号
温度 加酶量 酶比 水解时间 水解度 溶解

(℃) (%) (风:中) (h) (%) 指数

1 30 6 1:1 8 29.5 0.599

2 30 8 1:2 10 31 0.713

3 30 10 2:1 12 33 0.702

4 40 6 1:2 12 26.5 0.736

5 40 8 2:1 8 28 0.736

6 40 10 1:1 10 30.5 0.724

7 50 6 2:1 10 29 0.688

8 50 8 1:1 12 32.5 0.718

9 50 10 1:2 8 29.5 0.707

水
T 1 93.5% 85% 92.5% 87%

解
T 2 8 5 % 92% 87% 90.5%

度
T 3 9 1 % 93% 90% 92%

R 1 3 % 3 % 2 % 1 %

溶 T 4 2.01 2.03 2.04 2.05

解 T 5 2.2 2.17 2.16 2.12

指 T 6 2.12 2.13 2.13 2.16

数 R 2 0.06 0.04 0.04 0.04

表2     最佳酶解工艺正交试验结果表

Table 2      Design and data of orthogonal test for optimum process

中性酶)1:2、水解时间12h。各因素对水解度影响的大

小顺序为温度、加酶量＞酶比＞水解时间。各因素对

溶解指数影响的大小顺序为温度>加酶量、酶比、水解

时 间 。

2.3.2 多因素方差分析结果

经正交试验直观分析，对水解度影响最好的温度

是 30℃，对溶解指数影响最好的温度是 40℃。经 SPSS

软件分析，由表 3 和表 4 可知，温度的三个水平 3 0 、

40、50℃对水解度和溶解指数的影响，彼此之间均存

在显著性差异(p ＜ 0.05)。但是从没破壁的花粉特性考

虑，蛋白质只有从花粉的萌发孔中溶解出来，才能被

水解成氨基态氮。所以改善了溶解性才能进一步提高

水解度。故溶解指数应为优先考虑指标，选择 40℃为

最佳水解温度。

经正交试验直观分析，水解度最好的加酶量是

1 0 %，溶解指数最好的加酶量是 8 %。经 S P S S 软件分

析，三种加酶量对水解度的影响(表 5)，6% 与 8% 和 10%

之间均存在显著性差异(p ＜ 0.05)，8% 和 10% 之间无显

著性差异，所以就水解度而言，选择加酶量为 1 0 % 。

三种加酶量对溶解指数的影响(表 6)，6% 与 8% 和 10%

之间均存在显著性差异(p ＜ 0.05)，8% 和 10% 之间无显

著性差异。所以就溶解指数而言，选择加酶量为 8 % 。

因为只有改善了茶花花粉蛋白的溶解性才能进一步提高

其水解度，所以溶解指数应为优先考虑指标，故选择

加酶量 8 % 为最佳加酶量。

经正交试验直观分析，水解度最好的酶比(风味酶:

中性酶)是 1:1，溶解指数最好的酶比是1:2。经 SPSS 软

蛋白酶组成的复合酶。

2.3 复合酶(风味酶、中性蛋白酶)最佳酶解工艺的确

定

2.3.1 用正交试验直观分析法对试验结果进行分析

                               95%置信度
(I)水解时间 (J)水解时间 均差(I－J) 标准误差 概率

下限 上限

L S D 1.00 2.00 －0.0620* 0.00513 0.000 －0.0736 －0.0504

3.00 －0.0340* 0.00513 0.000 －0.0456 －0.0224

2.00 1.00 0.0620* 0.00513 0.000 0.0504 0.0736

3.00 0.0280* 0.00513 0.000 0.0164 0.0396

3.00 1.00 0.0340* 0.00513 0.000 0.0224 0.0456

2.00 －0.0280* 0.00513 0.000 －0.0396 －0.0164

表4    温度对溶解指数影响的多重比较

Table 4     Multiple comparisons of effects of hydrolysis temperature on the solution index

                               95%置信度
(I)水解时间 (J)水解时间 均差(I－J) 标准误差 概率

下限 上限

L S D 1.00 2.00 0.0287* 0.00395 0.000 0.0197 0.0376

3.00 0.0123* 0.00395 0.012 0.0034 0.0213

2.00 1.00 －0.0287* 0.00395 0.000 －0.0376 －0.0197

3.00 －0.0163* 0.00395 0.003 －0.0253 －0.0074

3.00 1.00 －0.0123* 0.00395 0.012 －0.0213 －0.0034

2.00 0.0163* 0.00395 0.003 0.0074 0.0253

表3    温度对水解度影响的多重比较

Table 3     Multiple comparisons of effect of hydrolysis temperature on hydrolysis degree
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                               95%置信度
(I)水解时间 (J)水解时间 均差(I－J) 标准误差 概率

下限 上限

L S D 1.00 2.00 －0.0215* 0.00395 0.000 －0.0304 －0.0126

3.00 －0.0275* 0.00395 0.000 －0.0364 －0.0186

2.00 1.00 0.0215* 0.00395 0.000 0.0126 0.0304

3.00 －0.0060 0.00395 0.163 －0.0149 0.0029

3.00 1.00 0.0275* 0.00395 0.000 0.0186 0.0364

2.00 0.0060 0.00395 0.163 －0.0029 0.0149

表5    加酶量对水解度影响的多重比较

Table 5     Multiple comparisons of effects of concentration on hydrolysis degree

                               95%置信度
(I)水解时间 (J)水解时间 均差(I－J) 标准误差 概率

下限 上限

L S D 1.00 2.00 －0.0470* 0.00513 0.000 －0.0586 －0.0354

3.00 －0.0363* 0.00513 0.000 －0.0479 －0.0247

2.00 1.00 0.0470* 0.00513 0.000 0.0354 0.0586

3.00 0.0107 0.00513 0.066 －0.0009 0.0223

3.00 1.00 0.0363* 0.00513 0.000 0.0247 0.0479

2.00 －0.0107 0.00513 0.066 －0.0223 0.0009

表6    加酶量对溶解指数影响的多重比较

Table 6     Multiple comparisons of effects of concentration on the solution index

                               95%置信度
(I)水解时间 (J)水解时间 均差(I－J) 标准误差 概率

下限 上限

L S D 1.00 2.00 0.0187* 0.00395 0.001 0.0097 0.0276

3.00 0.0083 0.00395 0.064 －0.0006 0.0173

2.00 1.00 －0.0187* 0.00395 0.001 －0.0276 －0.0097

3.00 －0.0103* 0.00395 0.028 －0.0193 －0.0014

3.00 1.00 －00083 0.00395 0.064 －0.0173 0.0006

2.00 0.0103* 0.00395 0.028 0.0014 0.0193

表7    两种酶比(风味酶:中性蛋白酶)对水解度影响的多重比较

Table 7     Multiple comparisons of effects of ratio of flavourzyme to neutral protease on hydrolysis degree

件分析，三种酶比(风味酶:中性酶)对水解度的影响，

1:2与1:1和2:1之间均存在显著性差异(p＜0.05)，1:1和

2:1 之间无显著差异(表 7)。就水解度而言，酶比既可以

选择1:1也可以选择2:1。(表 8)对溶解指数的影响，1:1

与1:2和2:1之间均存在显著性差异(p＜0.05)，1:2和2:1

无显著差异。就溶解指数而言，酶比既可以选择 1:2 也

可以选择 2:1。所以综合考虑水解度和溶解指数两个指

标，选择 2 : 1 为最佳酶比。

                               95%置信度
(I)水解时间 (J)水解时间 均差(I－J) 标准误差 概率

下限 上限

L S D 1.00 2.00 －0.0369* 0.00513 0.000 －0.0485 －0.0253

3.00 －0.0280* 0.00513 0.000 －0.0396 －0.0163

2.00 1.00 0.0369* 0.00513 0.000 0.0253 0.0485

3.00 0.0089 0.00513 0.116 －0.0027 0.0205

3.00 1.00 0.0280* 0.00513 0.000 0.0163 0.0396

2.00 －0.0089 0.00513 0.116 －0.0205 0.0027

表8    两种酶比(风味酶:中性蛋白酶)对溶解指数的影响的多重比较

Table 8     Multiple comparisons of effects of ratio of flavourzyme to neutral protease on the solution index

经正交试验直观分析，水解度和溶解指数最好的水

解时间均为 12h。经 SPSS 软件分析，三个水解时间对

水解度和溶解指数的影响(表 9、10)，8h 与 10h 和 12h

之间有显著性差异(p＜ 0.05)，10h和 12h之间无显著性

差异。所以选择最佳水解时间为 1 2 h 。

综上所述，复合酶(风味酶、中性蛋白酶)最佳酶解

工艺为：pH7，温度 40℃，加酶量 8%，酶比(风味酶:

中性酶)2:1，水解时间12h。
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                               95%置信度
(I)水解时间 (J)水解时间 均差(I－J) 标准误差 概率

下限 上限

L S D 1.00 2.00 －0.0272* 0.00513 0.000 －0.0388 －0.0156

3.00 －0.0381* 0.00513 0.000 －0.0497 －0.0265

2.00 1.00 0.0272* 0.00513 0.000 0.0156 0.0388

3.00 －0.0109 0.00513 0.063 －0.0225 0.0007

3.00 1.00 0.0381* 0.00513 0.000 0.0265 0.0497

2.00 0.0109 0.00513 0.063 －0.0007 0.0225

表10    水解时间对溶解指数影响的多重比较

Table 10     Multiple comparisons of effects of hydrolysis time on the solution index

                               95%置信度
(I)水解时间 (J)水解时间 均差(I－J) 标准误差 概率

下限 上限

L S D 1.00 2.00 －0.0127* 0.00395 0.011 －0.0216 －0.0037

3.00 －0.0198* 0.00395 0.001 －0.0288 －0.0109

2.00 1.00 0.0127* 0.00395 0.011 0.0037 0.0216

3.00 －0.0072 0.00395 0.103 －0.0161 0.0018

3.00 1.00 0.0198* 0.00395 0.001 0.0109 0.0288

2.00 0.0072 0.00395 0.103 －0.0018 0.0161

表9    水解时间对水解度影响的多重比较

Table 9     Multiple comparisons of effects of hydrolysis time on hydrolysis degree

2.3.3 工艺验证

用复合酶(风味酶、中性蛋白酶)的最佳酶解工艺

对茶花花粉进行酶解，并对其水解度和溶解指数进行

测定。测定结果：水解度为 4 0 % ，溶解指数为 0 . 8 ，

与正交试验的九组结果相比水解度和溶解指数均有显著

提 高 。

3 结  论

改善水解度最好的酶是风味酶，改善溶解指数最好

的酶是中性蛋白酶和酸性蛋白酶。因为风味酶是外切

酶，可以提高水解度；而中性蛋白和酸性蛋白酶是内切

酶，能改善溶解指数。风味酶分别和酸性蛋白酶、中

性蛋白酶组成复合酶的最适pH 值都为 7。风味酶和中性

蛋白酶组成复合酶的水解效果，明显高于风味酶和酸性

蛋白酶组成的复合酶。因此选择了风味酶和中性蛋白酶

组成的复合酶。

通过正交试验直观分析和SPSS 12.0软件进行分析，

得出了风味酶和中性蛋白酶组成的复合酶的最佳酶解工

艺是：p H 值为 7 ，温度 4 0 ℃，加酶量 8 % ，酶比( 风

味酶:中性蛋白酶)2:1，水解时间12h。并对最佳工艺进

行验证，水解度可达到 40%，溶解指数可达到 0.8，明

显高于正交试验中的九组试验结果。
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