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摘  要：以油脂体得率为评价指标，在单因素实验基础上，通过响应面法优化酶法提取高油酸花生油

脂体的工艺条件并对提取的油脂体进行成分分析。结果表明，酶法提取高油酸花生油脂体的最佳工艺

条件为：pH 5.5、液料比 6∶1（mL/g）、酶用量 440 U/g、酶解时间 90 min、酶解温度 60 ℃，该工艺

条件下高油酸花生油脂体得率为 49.30%，验证实验结果与模型预测结果一致。所提取油脂体中粗脂肪

含量为（60.14±3.75）%、粗蛋白含量为（8.06±0.63）%。与花生原料相比，高油酸花生油脂体中脂肪

酸组成与相对含量无显著差异（P＞0.05）。高油酸花生油脂体中特征性内源油体蛋白为油体膜蛋白和

油体固醇蛋白，总含量近 80%。 
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Abstract: On the basis of single factor experiments, the process conditions of enzyme extraction of high 

oleic peanut elaiosome were optimized by response surface methodology (RSM) and the components of the 

elaiosome were analyzed. The results showed that the optimal process conditions were as follows: pH 5.5, 

liquid-solid ratio 6∶1 (mL/g), enzyme dosage 440 U/g, enzymolysis time 90 min, enzymolysis temperature 

60 ℃. Under the optimal conditions, the yield of high oleic peanut elaiosome reached 49.30%, which was 

consistent with the predicted value. For high oleic peanut elaiosome, the crude fat content was 

(60.14±3.75)%, and the crude protein content was (8.06±0.63)%. The composition of fatty acid of high oleic 

peanut elaiosome was not significantly different (p>0.05) with the raw peanuts. The characteristic intrinsic 

proteins in high oleic peanuts elaiosome were oleosin and steroleosin and the total contents of these two 

proteins were nearly 80%. 
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油脂体是油料作物内储存脂肪的重要亚细胞

结构[1-2]，是由磷脂单分子层、膜蛋白和中性脂组

成的简单细胞器，具有易提取、乳化性好[3-4]的特

点，在食品、医药、化妆品及饲料[5-6]等领域具有

广阔的开发前景，但新鲜油脂体氧化稳定性差、

贮藏期短等不足限制其在工业上的应用。高油酸

花生作为新培育的花生品种，油脂体含量高且含

有丰富的油酸和维生素 E[7]，能改善油脂体氧化

稳定性，延长产品货架期。因此，制备高油酸花

生油脂体对拓展油脂体的应用具有现实意义。 

水剂法因其操作简便、适合工业化生产等特

点成为目前提取油脂体常用的方法，但其油脂体

得率和生产效率都不高，且制备过程中蔗糖、无

机盐等外源性杂质的存在对油脂体应用特性（如

冻融稳定性）影响显著[8]，为减少花生油脂体后

续纯化工序，最大限度的保留花生油脂体优异的

应用特性，开发一种更加绿色简便的花生油脂体

制备工艺尤为必要。随着酶制剂行业的发展和价

格的下浮，越来越多的学者采用酶法辅助提取油

脂体，Rujira[9]采用酶法提取玉米中的油脂体，表

明温度、酶等是影响油脂体得率的重要因素，纤

维素酶能显著提高玉米胚芽油脂体的得率

（23.09%）。Kapchie等[10]在水剂法提取油脂体的

基础上，应用 β-葡聚糖酶、纤维素酶和果胶酶配

比而成的复合酶处理大豆粉得到油脂体。随着研

究的不断深入，Loman等[11]发现酶法不仅能完整

提取出油脂体，还能将蛋白体和水解碳水化合物

同时回收出来。因而利用酶制剂辅助提取油脂体

逐渐成为一个极具发展前景的提取方法。 

关于酶法提取普通油酸花生油脂体方面的研

究已有报道[12]，由于我国高油酸花生新品种的培

育起步较晚，有关高油酸花生油脂体的研究还十

分欠缺。且郝莉花等[13]研究表明不同品种花生油

脂体品质差异显著，因而有必要采用合适方法提

取高油酸花生油脂体，并对其进行系列深入研究。

本研究以高油酸花生（豫花 37）为原材料，利用

优化配比后的复合酶制备高油酸花生油脂体，并

采用响应面法确定最佳提取工艺，以期为高油酸

花生产品的开发利用和花生油脂体工业化发展奠

定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

高油酸花生：豫花 37[粗脂肪含量（46.94± 

0.66）%，粗蛋白含量（25.60±0.13）%，水分含量

（4.26±0.20）%，灰分含量（2.68±0.04）%]：国家

油料改良中心河南花生分中心；纤维素酶（酶活

2.0×104 U/g）、果胶酶（酶活 3.0×104 U/g）、木聚

糖酶（酶活 3.0×104 U/g）：庞博生物工程有限公

司。 

1.2  仪器与设备 

Agilent 7890A/5975C 型气相色谱-质谱联用

仪：美国安捷伦科技有限公司；LC-2998 型高效

液相色谱仪：美国 Waters公司；T-18-DS-25型数

显高速分散机：德国艾卡有限公司；UV-6300 型

紫外分光光度计：上海美谱达仪器有限公司；

DXF-060 型手提式中药粉碎机：广州市大祥电子

机械设备有限公司；PL203型电子天平：梅特勒-

托利多仪器（上海）有限公司；SHA-B型水浴恒

温振荡器：常州金坛精达仪器制造有限公司；

DL-5-B型大容量低速离心机：上海安亭科学仪器

厂；D2X-6022B型真空干燥箱：上海福玛实验设

备有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  酶法提取高油酸花生油脂体的工艺流程 

称取脱红衣高油酸花生 80 g，高速粉碎机间

歇性短暂粉碎后过 100目筛备用。按液料比 4∶1

（mL/g）在花生粉中加入去离子水，搅拌均匀后

12 000 r/min均质 5 min。取适量（500 U/g）复合

酶加入样品悬浮液中，调节 pH为 6.0，并将其放

入 50 ℃恒温水浴锅中酶解 3.0 h。酶解充分后取

出，置于恒温水浴锅中 90 ℃灭酶 10 min，待其

冷却至室温 4 500 r/min离心 10 min，收集上层即

得高油酸花生油脂体（工艺流程图见图 1）。油脂

体的得率按公式（1）计算： 

100%mY
M

    （1） 

式中：Y—油脂体得率，%；m—油脂体干基

质量，g；M—脱红衣花生质量，g。 

1.3.2  单因素实验 

据前期的研究结果确定复合酶的最佳复配比 
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图 1  酶法提取高油酸花生油脂体的工艺流程图 
 

例为纤维素酶∶果胶酶∶木聚糖酶（U/U/U）= 

63∶24∶13。通过单因素实验考察各因素对酶法

提取高油酸花生油脂体得率的影响。其中液料比

分别为 1∶1、2∶1、3∶1、4∶1、5∶1、6∶1、

7∶1（mL/g）；酶用量分别为 100、200、300、400、

500、600、700、800 U/g；酶解时间分别为 40、

60、80、100、120、140、160、180 min；酶解温

度分别为 40、45、50、55、60、65、70 ℃。 

1.3.3  响应面实验设计 

在单因素实验的基础上，确定酶解反应的

pH=5.5，根据 Box-Behnken 实验设计原理，选取

对高油酸花生油脂体得率影响显著的液料比、酶

用量、酶解时间和酶解温度 4 个因素为自变量，

以油脂体得率（Y）为响应值，采用 Design-Expert 

V8.0.6 设计四因素三水平实验进行响应面优化。

实验因素与水平见表 1。 
 

表 1  Box-Behnken 实验设计因素与水平 

水平 A液料比
/(mL/g) 

B酶用量 
/(U·g–1) 

C酶解时间
/min 

D酶解温度
/℃ 

–1 5∶1 300 60 55 

0 6∶1 400 80 60 

1 7∶1 500 100 65 

 
1.3.4  油脂体组成成分测定 

水分及易挥发物的测定：参照 GB/T 5009.3— 

2010《食品中水分的测定减压干燥法》。 

粗脂肪的测定：参照 GB 5009.6—2016《食品

安全国家标准食品中脂肪的测定》。 

粗蛋白的测定：参照 GB/T 5009.5—2010《食

品中蛋白质的测定凯氏定氮法》。 

灰分的测定：参照 GB 5009.4—2016《食品中

灰分的测定食品中总灰分的测定》。 

1.3.5  脂肪酸组成测定 

样品甲酯化：将新鲜油脂体经 60 ℃真空干

燥后用索氏抽提法提取其中的油脂。油脂甲酯化

及气相色谱检测条件参照文献[14]的方法。分别参

照脂肪酸标样的保留时间和采用面积归一化法 

对花生油脂体中各脂肪酸组分进行定性和定量 

分析。 

1.3.6  SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE） 

取 1.3.1 中提取的花生油脂体 0.1 g 加入到

1.5 mL样品处理液中（0.05 mol/L Tris-HCl缓冲

液，5%(V/V)巯基乙醇，2%(m/V)SDS，0.1%(m/V)

溴酚蓝，10%(V/V)甘油），震荡摇匀，沸水浴

10 min，12 000 r/min离心 15 min，吸取 8 μL上

清液上样。浓缩胶浓度为 3%，电流为 15 mA；分

离胶浓度为 12.5%，分离电流为 30 mA。采用考

马斯亮蓝 R-250 染色 2 h，脱色液（含 0.1 g/mL

冰乙酸和 0.1 g/mL甲醇）脱色至背景清楚。 

1.4  数据处理与分析 

所有实验进行 3 个平行实验，采用 Excel 

2010、Origin 8.5 和 Design-Expert.V8.0.6 软件对

数据进行分析。样品间差异采用 SPSS 2.0软件进

行显著性分析，P<0.05为差异显著，图 2~图 6中

不同字母表示差异性显著。 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验结果 

2.1.1  液料比对高油酸花生油脂体得率的影响 

由图 2 可知，液料比对高油酸花生油脂体得

率影响显著（P<0.05）。得率随加水量的增加而增

大，当体系液料比为 6∶1（mL/g）时，得率达到

最高。这是因为当加水量太小时，底物浓度太高，

酶被完全饱和，酶分子迁移和油脂体游离受到抑

制，不利于油脂体的提取。而加水量过大，导致

体系中酶和底物的浓度降低，降低了酶与底物接 
 

 
 

图 2  液料比对高油酸花生油脂体得率的影响 
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触几率[15]，酶反应速率受到影响，油脂体得率有

所降低。综合考虑油脂体得率和用水量等经济因

素，确定提取高油酸花生油脂体的液料比为 5∶1~ 

7∶1（mL/g）。 

2.1.2  酶用量对高油酸花生油脂体得率的影响 

由图 3 可知，高油酸花生油脂体得率随酶用

量的增加而增大，酶用量为 400 U/g 时油脂体得

率最大。当酶用量低于 400 U/g 时，酶用量的变

化对油脂体得率无显著性影响（P>0.05），这是由

于低剂量的复合酶尽管能一定程度上水解细胞

壁，但对细胞壁的水解程度不足以释放出大量油

脂体；当酶用量超过 400 U/g 时，油脂体得率趋

于平缓，这是因为底物浓度固定时，随着酶用量

增加，底物与酶的接触几率增大[16]，细胞壁的破

坏程度相应增加，细胞内的物质被充分释放；当

酶用量继续增加时，反应体系达到了相对平衡状

态，油脂体得率变化平稳。综合考虑油脂体得率

和生产成本，确定提取高油酸花生油脂体的酶用

量为 300~500 U/g。 
 

 
 

图 3  酶用量对高油酸花生油脂体得率的影响 

 
2.1.3  酶解时间对高油酸花生油脂体得率的影响 

酶解时间的长短是影响油脂体得率的关键因

素之一。如图 4 所示，随酶解时间的延长，高油

酸花生油脂体得率大致呈上升趋势，这是由于一

定酶解时间内，酶与底物接触充分[17]，油脂体释

放量增加；进一步延长酶解时间，油脂体已经充

分释放，而底物浓度相对降低，体系反应速率缓

慢。综合考虑得率和时间成本，确定提取高油酸

花生油脂体的酶解时间为 60~100 min。 

2.1.4  酶解温度对高油酸花生油脂体得率的影响 

温度是酶解反应的另一关键因素。如图 5 所

示，当酶解温度低于 60 ℃时，高油酸花生油脂

体的得率随温度升高而增加；酶解温度 60 ℃时，

得率达到最高，这是因为一定范围内升高温度能

提高酶活性，增加酶促反应和油脂体迁移的速率，

有利于油脂体的释放和聚集。当温度超过 60 ℃

后，由于温度过高，导致部分酶结构发生改变，

引起失活[16]，另外温度过高会引起油脂体稳定性

降低，因此油脂体得率呈下降趋势。综合考虑油

脂体得率和品质，确定酶解温度为 55~65 ℃。 
 

 
 

图 4  酶解时间对高油酸花生油脂体得率的影响 
 

 
 

图 5  酶解温度对高油酸花生油脂体得率的影响 
 

2.1.5  酶解 pH对高油酸花生油脂体得率的影响 

如图 6所示，在 pH<7，随 pH的升高，高油

酸花生油脂体得率呈先上升后平缓的趋势，在 
 

 
 

图 6  酶解 pH 对高油酸花生油脂体得率的影响 
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pH5.5时得率最高；当 pH<5.5时，体系 pH越低，

油脂体的得率越低且体系中有游离油的出现，说

明较低的 pH 破坏了油脂体表面蛋白电荷平衡，

致使游离油脂出现；且 pH 值过低时酶活性中心

构象发生改变，降低酶与底物的结合几率[18]，因

而油脂体得率较低。因此确定高油酸花生油脂体

提取的酶解 pH为 5.5。 

2.2  响应面实验结果与分析 

2.2.1  数学模型建立与显著性检验 

响应面实验设计及结果见表 2。根据表 2 响

应面设计和结果，利用 Design-Expert V8.0.6对实

验结果进行多元回归拟合分析，建立高油酸花生

油脂体得率与液料比、酶用量、酶解时间和酶解

温度的二次多项回归模型，该模型对应的回归方

程为： 

Y = 49.15－0.65A＋0.50B＋0.68C＋(7.500E－

003)D－ 0.47AB－ 0.30AC－ 0.44AD＋ 0.53BC＋

0.25BD－ 0.31CD－ 1.99A2－ 1.25B2－ 0.85C2－

2.35D2。 

由表 3 可知，模型达到极显著水平模型 

 
表 2  响应面实验设计及结果 

Y/% Y/% 
序号 A B C D 

实际值 预测值
序号 A B C D 

实际值 预测值

1 0 0 0 0 49.10 49.15 16 –1 1 0 0 47.69 47.53
2 1 0 0 1 43.60 43.73 17 0 –1 0 –1 44.90 45.29
3 0 0 0 0 48.67 49.15 18 –1 0 0 1 46.18 45.90
4 0 1 0 1 47.11 46.30 19 1 –1 0 0 45.22 45.24
5 0 0 0 0 49.58 49.15 20 –1 0 0 –1 44.58 45.01
6 0 0 0 0 49.03 49.15 21 0 0 1 –1 47.37 46.92
7 1 1 0 0 45.34 45.29 22 0 0 1 1 45.73 46.32
8 0 0 –1 1 45.27 45.57 23 0 1 1 0 47.85 48.76
9 0 1 –1 0 45.76 46.34 24 1 0 –1 0 45.44 45.28

10 0 0 0 0 49.36 49.15 25 0 –1 1 0 46.72 46.70
11 0 0 –1 –1 45.68 44.94 26 0 –1 0 1 44.74 44.80
12 1 0 0 –1 43.75 44.59 27 –1 0 1 0 48.19 47.93
13 –1 –1 0 0 45.68 44.94 28 1 0 1 0 46.83 46.05
14 –1 0 –1 0 45.61 45.98 29 0 1 0 –1 46.26 45.78
15 0 –1 –1 0 46.74 46.39        

 

表 3  回归与方差分析结果 

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 
模型 71.51 14 5.11 12.27 <0.001 0** 

A 5.01 1 5.01 12.02 0.003 8** 
B 3.01 1 3.01 7.23 0.017 6* 
C 5.59 1 5.59 13.43 0.002 6** 
D 6.750E–004 1 6.750E–004 1.621E–003 0.968 4 
A2 0.89 1 0.89 2.15 0.165 1 
B2 0.35 1 0.35 0.85 0.372 1 
C2 0.77 1 0.77 1.84 0.196 5 
D2 1.11 1 1.11 2.67 0.124 3 
AB 0.26 1 0.26 0.61 0.446 9 
AC 0.38 1 0.38 0.91 0.356 7 
AD 25.61 1 25.61 61.51 <0.000 1** 
BC 10.13 1 10.13 24.32 0.000 2** 
BD 4.71 1 4.71 11.31 0.004 6** 
CD 35.96 1 35.96 86.37 <0.000 1** 
残差 5.83 14 0.42     
失拟项 5.35 10 54 4.49 0.080 3 
纯误差 0.48 4 0.12     
总和 77.34 28       

R2=0.924 6 R2
Adj=0.849 3 

注：*表示差异显著，P<0.05；**表示差异极显著，P<0.01。 
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（P<0.01），同时失拟项不显著（P>0.05），且模

型 R2=0.924 6，R2
Adj=0.849 3，说明该模型拟合程

度好，实验误差小[19]，能较好地反映出高油酸花

生油脂体得率与液料比、酶用量、酶解时间和酶

解温度间的关系。模型中一次项 A、C 和二次项

AD、BC、BD、CD 影响极显著（P<0.01），一次

项 B影响显著（P<0.05），可推测出各因素对响应

值的影响并非简单的线性关系，而是一个复杂的

多元回归过程[20]。由 F值大小可知，在实验范围

内各因素对高油酸花生油脂体得率的影响大小依

次为酶解时间＞液料比＞酶用量＞酶解时间。 

2.2.2  因素间交互作用影响结果 

液料比、酶用量、酶解时间和酶解温度的两

因素交互作用响应面见图 7，可直观地根据响应

面图坡度的陡峭程度判断各交互项对高油酸花生

油脂体得率的影响。如图 7 所示，液料比和酶用

量、液料比和酶解时间对高油酸花生油脂体得率

影响明显，液料比和酶解温度、酶用量和酶解时

间、酶用量和酶解温度、酶解时间和酶解温度交

互作用显著，与方差分析结果一致。 
 

 
 

图 7  各因素交互作用对高油酸花生油脂体得率影响的响应面图
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根据所得到的回归模型，采用 Design-Expert 

V8.0.6 对实验结果进一步处理分析得到酶法提取

高油酸花生油脂体的最佳工艺条件为液料比

5.75∶1（mL/g）、酶用量 436 U/g、酶解时间

91 min、酶解温度 60.04 ℃。考虑到实验的可操

作性，将工艺条件调整优化为液料比 6∶ 1

（mL/g）、酶用量 440 U/g、酶解时间 90 min、酶

解温度 60 ℃，在此条件下进行 3组平行实验，实

际平均得率为 49.30%，与理论预测值（49.51%）

接近，说明响应面法优化得到的回归模型和最佳

条件切实可靠，重复性好，可以用来优化酶法提

取高油酸花生油脂体的提取工艺。 

2.3  油脂体成分分析 

为考察上述工艺提取的花生油脂体的品质，

对所提取花生油脂体的基本成分、脂肪酸组成  

及蛋白质组成进行了测定，结果分别见表 4、5和

图 8。 
 

表 4  高油酸花生油脂体的基本成分表   %（湿基） 

水分及易挥发物 粗脂肪 粗蛋白 灰分 其他 

28.77±4.50 60.14±3.75 8.06±0.63 0.51±0.063 2.52±1.31

 
表 5  高油酸花生油脂体脂肪酸组成及含量    % 

序号 名称 花生原料 油脂体 

1 C16:0（棕榈酸） 6.31±0.05 6.23±0.13 

2 C18:0（硬脂酸） 3.15±0.11 3.16±0.02 

3 C18:1（油酸） 77.59±0.07 77.87±0.10 

4 C18:2（亚油酸） 5.07±0.10 4.98±0.21 

5 C20:0（花生酸） 1.51±0.12 1.49±0.08 

6 C20:1（花生一烯酸） 1.63±0.15 1.60±0.10 

7 C22:0（二十二碳烷酸） 2.80±0.07 2.78±0.12 

8 C22:1（二十二碳一烯酸） 1.64±0.04 1.60±0.06 

9 C24:0（二十四烷酸） 0.30±0.06 0.29±0.04 

— ∑SFA 14.07 13.95 

— ∑MUFA 80.86 81.07 

— ∑PUFA 5.07 4.98 

— ∑UFA 85.93 86.05 

注：∑SFA总饱和脂肪酸；∑MUFA总单不饱和脂肪酸；

∑PUFA总多不饱和脂肪酸；∑UFA总不饱和脂肪酸。 

 

由表 4 可以看出，高油酸花生油脂体中脂肪

和蛋白质含量分别为（60.14±3.75）%和（8.06± 

0.63）%，与康波[21]酶法提取花生油脂体的结果[脂

肪含量（69.94±0.06）%，蛋白质含量（1.96±    

 
 

图 8  高油酸花生油脂体蛋白的 SDS-PAGE 电泳分析 
注：条带 1：Marker；条带 2：花生油脂体 

 
0.03）%]具有一定差异性，可能是本实验对提取的

油脂体清洗不完全，致使很多吸附于油脂体表面

的外源蛋白未被洗脱 [22]，从而使蛋白质含量增

加，粗脂肪相对含量降低。 

由表 5 可知，高油酸花生原料和高油酸花生

油脂体脂肪酸均由油酸、棕榈酸、亚油酸、二十

二碳烷酸、二十二碳一烯酸和花生酸等成分组成，

其中油酸含量最高，棕榈酸次之。高油酸花生油

脂体总饱和脂肪酸含量为 14.17%，总单不饱和脂

肪酸含量为 81.76%，总多不饱和脂肪酸含量为

4.08%。油脂体脂肪酸组成与花生原料脂肪酸组成

无明显差异（P>0.05），这是因为油料作物种子中

的油脂绝大多数储存于油脂体中[23]。 

通过 SDS-PAGE 电泳表征所提取高油酸花生

油脂体的蛋白组成，由图 8 可以看出高油酸花生

油脂体中蛋白质分子质量为 16~81 kDa，共有 9

个条带，其中 1条为油体固醇蛋白（Steroleosin），

3条为油体膜蛋白（17、18、24 kDaOleosin），这

与陈雅静等[24]研究结果类似。通过 Image Lab软

件对电泳条带分析知：所提取的花生油脂体蛋白

中特征性内源油体蛋白（油体膜蛋白、油体钙蛋

白和油体固醇蛋白）[25]含量近 80%，表明上述目

标产物确为花生油脂体且纯度较高。此外，所提

取的油脂体中外源性蛋白含量近 20%，这可能与

酶解过程外源蛋白质的吸附行为和粗油脂体的清

洗不完全有关。 
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3  结论 

本研究在单因素实验的基础上，根据 Box- 

Behnken 实验设计原理对酶法提取高油酸花生油

脂体的工艺进行了响应面优化。通过回归数学模

型得到最佳工艺条件为 pH 5.5、液料比 6∶1

（mL/g）、酶用量 440 U/g、酶解时间 90 min、酶

解温度 60 ℃，在此条件下高油酸花生油脂体得

率为 49.30%，与理论预测值 49.51%接近，证明

响应面法优化设计应用于酶法提取高油酸花生油

脂体的工艺中切实可行，重复性好。对所提取花

生油脂体的基本成分、脂肪酸组成及蛋白质组成

测定：油脂体中粗脂肪含量为（60.14±3.75）%、

粗蛋白含量为（8.06±0.63）%。与花生原料相比，

高油酸花生油脂体中脂肪酸组成与相对含量无显

著差异（P>0.05）。电泳结果显示高油酸花生油脂

体中含两种特征性内源油体蛋白（油体膜蛋白和

油体固醇蛋白），其总含量近 80%。酶法提取高油

酸花生油脂体工艺的研究结果，为高油酸花生的

产品开发和高油酸花生油脂体的应用提供参考。 
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