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玉米醇溶蛋白的提取及酶解工艺研究

初志战１，巫光宏１，刘小林２

（１华南农业大学 生命科学学院／广东省农业生物蛋白质功能与调控重点实验室，广东 广州 ５１０６４２；
２江西宜春学院，江西 宜春 ３３６０００）

摘要：【目的】优化水解醇溶蛋白生产功能肽的工艺，提高玉米醇溶蛋白的应用价值．【方法】通过正交试验获得从
玉米蛋白粉中提取醇溶蛋白的最佳提取时间、提取温度、料液比、乙醇浓度等提取条件；通过碱性蛋白酶和蛋白酶

Ｋ对玉米醇溶蛋白进行水解生产玉米多肽．【结果和结论】通过正交试验获得了从玉米蛋白粉中提取醇溶蛋白的最
佳条件，即：料液比１∶４（ｇ／ｍＬ），６０℃水浴加热，乙醇体积分数为７５％，提取３ｈ．两步酶解法效率高于单酶解法，两
步酶解法先加蛋白酶Ｋ反应后再加碱性蛋白酶时水解效果最佳．
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　　玉米蛋白粉（ＣＧＭ），俗称玉米渣，是玉米湿法生
产淀粉过程中的主要副产品．玉米蛋白粉中蛋白质
高达 ４０％ ～７０％，其中醇溶蛋白约占总蛋白的
６８％，谷蛋白约占２８％，同时含有少量的球蛋白和白
蛋白．由于玉米醇溶蛋白中含有大量的非极性氨基
酸，因此在体积分数为６０％ ～９５％的醇类水溶液中
溶解度较高，而在水溶液中溶解性很差．在我国，玉

米蛋白粉作为生产淀粉的下脚料，大部分作为“工业

三废”排放掉了，不仅没有实现资源的循环利用，还

造成了严重浪费和环境污染，经济效益极低．近年来
随着对玉米醇溶蛋白研究的不断深入，玉米醇溶蛋

白组成的特殊性逐渐引起人们的重视，不断开发出

新的产品，例如利用玉米醇溶蛋白制作保鲜膜、缓释

胶囊、可降解塑料等环境友好材料．如何利用醇溶蛋



白的营养价值，成为进一步提高醇溶蛋白开发的核

心．研究发现，玉米醇溶蛋白中支链氨基酸（亮氨酸、
异亮氨酸、缬氨酸）含量相当高，可用于制取高 Ｆ值
（支链氨基酸对芳香族氨基酸的摩尔比称为Ｆ值）寡
肽分子，以改善肝、肾、肠、胃疾病患者的营养，可用

于功能性食品或医药产品中．栾新红等［１］发现玉米

蛋白多肽能影响鹅肉品质及机体代谢．玉米蛋白含
有高比例缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、脯氨酸和谷氨

酰胺等，而赖氨酸等碱性氨基酸很少，这种不平衡氨

基酸组成可以抑制人体中的血管紧张素转移酶

（ＡＣＥ），使玉米醇溶蛋白成为降血压肽很好的来源．
目前，对玉米醇溶蛋白开发和研究较为成熟的

是日本和美国．日本用玉米多肽开发出了低热量的
早餐饮料．我国酶解制备玉米多肽的研究起步较晚，
最早的研究记录在２０世纪９０年代末．１９９８年，吴建
平［２］用复合酶（碱性蛋白酶＋胃蛋白酶）对玉米蛋白
进行水解，获得了相对分子质量较小、有明显抑制

ＡＣＥ活性的玉米多肽．王雄等［３］用碱性蛋白酶处理

玉米黄粉，获得多肽．１９９９年王梅等［４］用３种碱性蛋
白酶、２种中性蛋白酶、３种酸性蛋白酶对蛋白进行
水解比较研究，指出用碱性蛋白酶水解得到的蛋白

水解物其溶解性好，营养价值高．２０００年赵国华等［５］

用ＡＳ１３９８酶处理玉米蛋白，得到流动性好、黏度低、
热稳定性较好、乳化性好的玉米多肽分子．但由于玉
米醇溶蛋白的纯水不溶性与蛋白酶必需的水溶液环

境相冲突，使得玉米醇溶蛋白酶解程度较低，达不到

可以应用的程度，这已成为玉米多肽开发的瓶颈．本
研究根据醇溶蛋白可溶于高ｐＨ缓冲液这一特点，将
提取的醇溶蛋白液加入ｐＨ＞１１５的缓冲液中，然后
筛选在碱性条件中仍保持较高活性的酶———碱性蛋

白酶和蛋白酶Ｋ，比较醇溶蛋白的降解程度，为玉米
多肽产品的开发提供参考．

１　材料与方法
１．１　材料

玉米蛋白粉由华南农业大学动物科学学院提供．
蛋白酶 Ｋ和碱性蛋白酶为美国 Ｓｉｇｍａ公司产

品；其余试剂均为国产分析纯．
１．２　试验方法

称取一定量玉米蛋白粉，放入烘箱中８０℃烘６
ｈ，粉碎后过１００目筛，利用有机溶剂法［６７］提取得到

玉米醇溶蛋白，然后用考马斯亮蓝 Ｇ２５０法测定提
取液中玉米醇溶蛋白的含量．

醇溶蛋白的水解先采用碱性蛋白酶和蛋白酶 Ｋ
分别对玉米醇溶蛋白进行水解，确定每种酶的最佳

作用条件，然后再选用两步酶法水解．水解度的测定

采用ｐＨｓｔａｔ法［８９］和 ＳＮＴＣＡ指数法［１０］．采用袁斌
等［１１］改进的ｐＨｓｔａｔ法初步测定醇溶蛋白各种加酶
方式的水解度，然后与ＳＮＴＣＡ指数法测定的水解度
进行比较，确定最适的加酶方式．

２　结果与分析
２．１　乙醇法提取醇溶蛋白参数的选择
２．１．１　乙醇体积分数对玉米醇溶蛋白提取效果的
影响　玉米醇溶蛋白能够溶解在体积分数为６０％～
９５％的乙醇溶液中，本试验对比了体积分数为６５％、
７５％、８５％和９５％的乙醇对提取效果的影响，结果表
明，用６５％～８５％的乙醇作为溶剂时，蛋白的提取率
都大大高于用９５％乙醇作为溶剂时的提取率，而用
７５％乙醇作为溶剂的提取率最高．故选择体积分数
为６５％、７５％、８５％作为正交试验的３个水平（图１）．

图１　乙醇体积分数对提取效果的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｚｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

２．１．２　提取温度对提取效果的影响　从图２中可
以看出，在６０℃以下，温度的升高能够使提取率增
大，３０～４０℃时提取率有较明显的提高，４０与５０℃
时的提取率非常接近，５０℃时稍高，６０℃时提取率
达到最高，而７０℃时提取率反而有明显的下降．因
此，以玉米蛋白粉为原料提取醇溶蛋白的温度不宜

超过６０℃．故选取４０、５０和６０℃作为正交试验的３
个水平．

图２　温度对提取效果的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｚｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

２．１．３　料液比对提取效果的影响　从图３中可以
看出，随着料液比（ｇ／ｍＬ）的增大，提取效果呈上升
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趋势，当料液比为１∶８时，提取效果最好，１∶８之后提
取效果开始下降，１∶１０时提取效果最差．可见，溶剂
乙醇用量少会减少玉米蛋白粉中的玉米醇溶蛋白的

溶出量，但溶剂用量过多也不会增加玉米醇溶蛋白

的溶出量．因而，选取料液比为１∶４、１∶６和１∶８作为
正交试验的３个水平．

图３　料液比对提取效果的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍａｔｅｒｉａｌ／ｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏｏｎｚｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

２．１．４　提取时间对提取效果的影响　提取时间对提
取效果影响很大，提取２ｈ比提取１ｈ的提取率有显
著的提高，而２ｈ后提取率反而逐渐下降，４ｈ以后的
提取率与提取１ｈ的提取率相差不大（图４）．可能是
因为较长时间的加热导致玉米醇溶蛋白中少部分的

蛋白质与ＣＧＭ中的淀粉粘连，造成蛋白的提取率下
降．因此，宜选择１、２、３ｈ作为正交试验的３个水平．

图４　提取时间对提取效果的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｔｉｍｅｏｎｚｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

２．１．５　正交试验　根据单因素试验结果，设计正交
试验，结果见表１．

根据统计结果分析，加热搅拌提取玉米醇溶蛋

白的最佳工艺条件为 Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ１，即料液比 １∶４
（ｇ／ｍＬ），６０℃水浴加热，乙醇体积分数是 ７５％，提
取３ｈ．料液比对提取效果影响最大，其次是温度和
乙醇体积分数，时间对提取效果的影响程度在４个
因素中最小．温度为６０℃时提取效果最好，比５０℃
稍高，较４０℃时有显著提高；提取１ｈ的效果最差，２
和３ｈ的提取效果接近；乙醇体积分数为７５％时的

提取率最高，比６５％时的提取率稍高，体积分数为
８５％乙醇的提取效果最差；料液比１∶６和１∶８的提
取效果接近，１∶４时有显著提高．

表１　Ｌ９（３
４）正交试验结果及极差分析表

Ｔａｂ．１　Ｌ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｒａｎｇｅ

ａｎａｌｙｓｅｓ

试验号
Ａ

（θ／℃）
Ｂ
（ｔ／ｈ）

Ｃ
［φ（乙醇）／％］

Ｄ
（料液比）

Ｄ２７７ｎｍ

１ 　　１（４０） 　　１（１） 　　１（６５）　　１（１∶４） ０．５３１
２ １ 　　２（２） 　　２（７５）　　２（１∶６） ０．３５２
３ １ 　　３（３） 　　３（８５）　　３（１∶８） ０．１８１
４ 　　２（５０） １ ２ ３ ０．２８７
５ ２ ２ ３ １ ０．５４５
６ ２ ３ １ ２ ０．３８９
７ 　　３（６０） １ ３ ２ ０．３４４
８ ３ ２ １ ３ ０．２７９
９ ３ ３ ２ １ ０．６１５

∑ｋ１ ０．３４９ ０．３８１ ０．３９４ ０．５５８
∑ｋ２ ０．４０７ ０．３９２ ０．４１８ ０．３６２
∑ｋ３ ０．４１３ ０．３９５ ０．３５７ ０．２４９
Ｒ ０．０６４ ０．０１４ ０．０６１ ０．３０９
排序 ２ ４ ３ １

２．２　酶解玉米醇溶蛋白条件的确定
由于玉米醇溶蛋白溶于高体积分数的乙醇溶液

（φ为７５％乙醇）和高ｐＨ水溶液（ｐＨ１２０），目前没
有报道蛋白水解酶在该环境中仍具有水解活力，因

此我们将玉米醇溶蛋白提取烘干后用 ｐＨ１２０的
ＮａＯＨＮａ２ＨＰＯ４缓冲溶液溶解．在如此高 ｐＨ溶液中
有活力的酶不多，我们选择蛋白酶 Ｋ和碱性蛋白酶
进行酶解试验．由于过多的醇溶蛋白底物会对酶活
性产生抑制作用，因此本试验的底物量为 ０６２８
ｍｇ／ｍＬ（图５）．参考蛋白酶Ｋ和碱性蛋白酶单独水解
的最佳作用条件，本试验中，２种酶的试验条件分别设

图５　底物质量浓度对酶解的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｚｅｉｎｅｎｚｙｍａｔｉｃ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
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为：００５ｍｇ蛋白酶Ｋ、反应时间２０ｍｉｎ、反应温度３５
℃；００５ｍｇ碱性蛋白酶、反应时间１５ｍｉｎ、反应温度
４５℃．分别采取以下４种加酶顺序进行反应：只加蛋
白酶Ｋ；只加碱性蛋白酶；先加蛋白酶 Ｋ反应后再加
碱性蛋白酶、先加碱性蛋白酶反应后再加蛋白酶Ｋ．

采用ｐＨｓｔａｔ法及 ＳＮ－ＴＣＡ指数法分别测定４
种加酶方式下玉米醇溶蛋白的水解度，据此选出最

好的酶解方法，结果见表２和表３．

表２　ｐＨｓｔａｔ法测定玉米醇溶蛋白水解度
Ｔａｂ．２　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆｚｅｉｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ

ｐＨｓｔａｔｍｅｔｈｏｄ

加酶顺序
ＮａＯＨ
用量／ｍＬ

ｐＨ
反应前 反应后

水解度／
％

蛋白酶Ｋ ０．８７ １１．７３ １０．６３ １９．３３
碱性蛋白酶 ０．４４ １１．７３ １０．６４ ９．７８
蛋白酶Ｋ－碱性蛋白酶 １．０４ １１．７３ １０．４２ ２３．１１
碱性蛋白酶－蛋白酶Ｋ １．２４ １１．７３ １０．４２ ２７．５５

表３　ＳＮＴＣＡ指数法测定玉米醇溶蛋白水解度
Ｔａｂ．３　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆｚｅｉｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ

ＳＮＴＣＡｍｅｔｈｏｄ

加酶顺序 Ｄ２７７ｎｍ ＳＮＴＣＡ指数１）／％
蛋白酶Ｋ １．０００ ３４．４９
碱性蛋白酶 ０．４９０ １６．９０
蛋白酶Ｋ－碱性蛋白酶 １．２５０ ４３．１２
碱性蛋白酶－蛋白酶Ｋ １．００５ ３４．６７

　１）ＳＮＴＣＡ指数：代表水解程度．

３　讨论与结论

随着Ｅｖａｎｓ等［１２］在２０世纪４０年代开始研究玉
米醇溶蛋白的提取，目前醇溶蛋白的研究已经在多

种材料上展开，如水稻、椰子、小麦、高粱等，提取的

试剂也很多，如乙醇、乙二醇、异丙醇等［１３１５］．考虑到
后续产品的食用价值，本试验采用乙醇提取．根据玉
米醇溶蛋白提取的统计结果分析，提取玉米醇溶蛋

白的最佳工艺条件为 Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ１，即料液比 １∶４
（ｇ／ｍＬ），６０℃水浴加热，乙醇体积分数为 ７５％，提
取３ｈ．料液比对提取效果影响最大，其次是温度和
乙醇体积分数，时间对提取效果的影响程度在４个
因素中最小．温度为６０℃时提取效果最好，比５０℃
稍高，较４０℃时有显著提高；提取１ｈ的效果最差，２
和３ｈ的提取效果接近；乙醇体积分数为７５％时的
提取率最高，比体积分数为 ６５％时的提取率稍高，
８５％乙醇的提取效果最差；料液比１∶６和１∶８的提
取效果接近，料液比为１∶４时提取效果有显著提高．
玉米醇溶蛋白质量浓度可达１５６８８ｍｇ·ｍＬ－１．

由于醇溶蛋白的溶解特性，以及色氨酸含量很

少，因此醇溶蛋白的酶解产物快速检测比较困难，最常

用的方法为 ｐＨｓｔａｔ法和 ＳＮＴＣＡ指数法．本研究发
现，双酶解效果比采用单一酶水解效果好，先加蛋白酶

Ｋ后加碱性蛋白酶与先加碱性蛋白酶后加蛋白酶 Ｋ
的水解度分别达到２３．１１％、２７．５５％（ｐＨｓｔａｔ法）和
４３．１２％、３４．６７％（ＳＮＴＣＡ指数法）．根据ｐＨｓｔａｔ法测
定的双酶水解的水解度相差不大，而采用ＳＮＴＣＡ指
数法测得先加蛋白酶Ｋ后加碱性蛋白酶的水解效果
更明显．故采用两步酶解法可明显提高玉米蛋白水解
反应的水解度，两步酶解的加酶顺序为先加蛋白酶Ｋ
然后加碱性蛋白酶．该研究为进一步利用玉米醇溶蛋
白生产高附加值的短肽提供参考数据．
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