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氨肽酶 YwaD 的异源表达及其在玉米肽脱苦中的应用

戴 林 1,2 宗 红 1,2 陆信曜 1,2 诸葛斌 1,2*
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摘要：【目的】制备一种性能优良的新型氨肽酶，并初步评价其对玉米肽的脱苦能力。【方法】选取地衣芽孢杆

菌（ Bacillus licheniformis ，B. licheniformis）SQ1 来源的氨肽酶 YwaD 在枯草芽孢杆菌（ Bacillus subtilis ，

B. subtilis）WB600中进行表达，纯化后探究其酶学性质及其对玉米肽的脱苦效果。【结果】氨肽酶 YwaD 均在

B. subtilis WB600中分泌表达，其相对分子质量约为 49 000。氨肽酶 YwaD 最适反应温度为 80 ℃，半衰期为

24 h，且在 4.0 mol/L 的 NaCl 条件下相对酶活力高于 90%，表明该酶具有较强的耐热和耐盐性能；氨肽酶

YwaD 具有底物特异性，以 Leu-pNA 为底物时，Km为 0.093 mol/L，Vmax为 18.975 μg/（L·min）。与碱性蛋白酶

单酶酶解法制备的玉米肽（ZA）相比，氨肽酶 YwaD 联合碱性蛋白酶分步双酶酶解法制备的玉米肽（ZAAP）

的水解度增加了 12.14%；苦味氨基酸质量浓度提高了 4.85倍，鲜味氨基酸质量浓度提高了 4.74倍；相对分子

质量小于 500 的肽段占比增加了 21.14%；DPPH 自由基清除率增加了 34.53%，羟基自由基清除率增加了

16.59%；苦味值降低了约 80%，鲜味值提高了约 27%。【结论】氨肽酶 YwaD 可将苦味肽 N 端疏水性氨基酸（多

为苦味氨基酸）释放出来，显著去除玉米肽的苦味并增强其抗氧化性，该酶在功能性植物肽制备中有良好的

应用前景。
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Abstract: [Objective] The aim of this study was to prepare a novel aminopeptidase with excellent properties 

and evaluate its performance in debittering zein peptides. [Method] Aminopeptidase aminopeptidase YwaD 

derived from Bacillus licheniformis (B. licheniformis) SQ1 was expressed in Bacillus subtilis (B. subtilis) 

WB600, and the enzymatic properties and debittering effect on zein peptides were investigated after purification. 

[Result] Aminopeptidase YwaD was expressed in a secretory form in B. subtilis WB600, with the relative 

molecular mass of about 49 000. Aminopeptidase YwaD showed the optimum reaction temperature of 80 ℃ , the 

half-life of 24 h, and the relative activity higher than 90% in the presence of 4.0 mol/L NaCl, which indicated that 

aminopeptidase YwaD had strong tolerance to high temperatures and salt. Aminopeptidase YwaD had substrate 

specificity, with the Km of 0.093 mol/L and the Vmax of 18.975 μg/(L·min) in the case of Leu-pNA as the substrate. 

Compared with zein peptides produced by single-enzyme hydrolysis using alkaline protease alone (ZA), the 

hydrolysis degree of zein  peptides produced by aminopeptidase YwaD combined with alkaline protease in two 
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steps (ZAAP) increased by 12.14%, the mass concentration of bitter amino acids by 4.85 times, the mass 

concentration of umami amino acids by 4.74 times, the proportion of peptides with molecular mass less than 500 

by 21.14%, the DPPH free radical scavenging rate by 34.53%, and the hydroxyl radical scavenging rate increased 

by 16.59%, while decreasing the bitter value by approximately 80% and increasing the umami value by 27%. 

[Conclusion] Aminopeptidase YwaD could release hydrophobic amino acids (mostly bitter amino acids) at the 

N-terminus of bitter peptides to significantly remove the bitterness and enhance the antioxidant activity of zein 

peptides, demonstrating a good application prospect in the preparation of functional plant peptides.

Keywords: aminopeptidase; high temperature tolerance; high salt tolerance; protein hydrolysis; debittering; 

antioxidant activity

氨肽酶是一类重要的外切蛋白酶，专一性催

化蛋白质或肽 N 端氨基酸水解，广泛分布于动物、

植物及微生物中［1］。微生物因物种资源丰富、生产

周期短、易大规模培养等优势成为新型酶制剂的

重要来源［2］。已报道的产氨肽酶的微生物种类较

多，但大多数野生菌株都存在产量低的问题，且部

分菌株因具有致病性，其所产氨肽酶不能直接用

于多肽苦味去除、生物活性肽制备、蛋白质过敏源

降解等食品加工过程［3］，需要克隆目的基因在安全

宿主中异源表达。Wang 等［4］在 B. subtilis WB600

中表达了米曲霉来源的氨肽酶 PAP；Yan 等［5］在

B. subtilis WS9 中表达了链霉菌来源的氨肽酶

ScAPase；Zhao 等［6］在 B. subtilis WB800N 中表达

了球形芽孢杆菌来源的氨肽酶 Amp0279。但目前

成功应用于生产中的氨肽酶种类相对匮乏，仅限

于亮氨酸氨肽酶，因此发掘更多性能优良的氨肽

酶不仅能丰富氨肽酶种类，还能提升其规模化应

用价值。

玉米蛋白质营养丰富，含多种人体必需氨基

酸，是生物活性肽的潜在来源［7］。目前，玉米肽主

要通过酶法水解制备，在玉米蛋白质水解过程中，

原本存在于蛋白质内部的疏水性氨基酸随肽键断

裂而暴露出来，达到一定阈值后使人感受到苦

味［8］。疏水性是影响肽苦味的一个关键因素［9］，当

疏水性氨基酸位于肽链非端基位置时，呈现出的

苦味最强，位于 N 端或 C 端时，呈现出的苦味次

之，释放后作为游离氨基酸存在时，呈现出的苦味

最弱［10］。外切酶能切割苦味肽末端疏水性氨基酸

来降低苦味，目前利用外切酶的酶法脱苦是降低

肽类苦味的主要方法［11］。黄伟谦［12］利用结合氨肽

酶 rSLAP1 的 双 酶 法 将 酪 蛋 白 肽 苦 味 降 低 了

59.62%；宋婷婷等［13］利用结合氨肽酶 AAP 的双酶

法将大豆肽苦味降低了 28.72%。

作者旨在制备一种性能优良的新型氨肽酶，

研究其酶学性质及其在玉米肽脱苦中的应用，为

低苦味功能性植物肽的工业化制备及应用提供理

论依据［14］。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

B. licheniformis SQ1：作者前期试验筛选得到；

pMA5质粒、E. coli JM109、B. subtilis WB600：作者所

在实验室前期保藏；质粒抽提和 DNA 纯化试剂

盒：南京诺唯赞生物科技股份有限公司；T4 连接

酶、DNA Marker 2501：日本 Takara 公司 ；Protein 

Marker P0060M：上海碧云天生物技术有限公司；

对硝基苯胺衍生物（AA-pNA）：南京莱昂生物科技

有限公司；玉米蛋白质：上海源叶生物科技有限公

司；碱性蛋白酶：北京索莱宝科技有限公司；酵母

粉、蛋白胨：美国 Oxoid公司；镍柱、脱盐柱：嘉兴千

纯生物科技有限公司；其他试剂：分析纯，国药集

团化学试剂有限公司。

LB 培养基：NaCl 10.00 g/L、蛋白胨 10.00 g/L、

酵 母 粉 5.00 g/L；TB 培 养 基 ：KH2PO4 2.30 g/L、

K2HPO4 12.54 g/L、酵母粉 24.00 g/L、蛋白胨 12.00 g/L、

甘油 5.00 g/L。

磷 酸 盐 缓 冲 液 ：先 配 制 0.20 mol/L 的

Na2HPO4·12H2O溶液和 0.20 mol/L的NaH2PO4·2H2O

溶液，再组合配制并稀释成 0.02 mol/L、不同 pH 的

磷酸盐缓冲液。

Tris-HCl缓冲液：先配制 0.05 mol/L Tris溶液和

0.10 mol/L 盐 酸 溶 液 ，再 组 合 配 制 并 稀 释

成 0.02 mol/L、不同 pH的 Tris-HCl缓冲液。
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甘 氨 酸 - 氢 氧 化 钠 缓 冲 液 ：先 分 别 配 制

0.20 mol/L 的甘氨酸溶液和氢氧化钠溶液，再组合

配制并稀释成 0.02 mol/L、不同 pH 的甘氨酸-氢氧

化钠缓冲液。

缓冲液 A：含 0.50 mol/L NaCl的 Tris-HCl缓冲

液（pH 7.5，0.02 mol/L）；缓冲液 B：含 0.50 mol/L 

NaCl 和 0.60 mol/L 咪 唑 的 Tris-HCl 缓 冲 液（pH 

7.5，0.02 mol/L）。

1.2　仪器与设备

PCR扩增仪：ALS1296型，美国 BIO-RAD公司；

核酸电泳仪：DYY-8C 型，北京六一仪器厂；pH 计：

STARTER3100 型，美国奥豪斯公司；高速离心机：

ALS1296 型，美国 Thermo Fisher Scientific 公司；

高速冷冻离心机：H1850R 型，湖南湘仪实验室仪

器开发公司；蛋白质电泳系统：PowerPac Basic型，

美国 BIO-RAD 公司 ；高效液相色谱仪 ：Waters 

2695 型，美国 Waters公司；味觉分析系统：SA402B

型，日本 INSENT 公司；高效液相色谱仪：Agilent 

1100型，美国安捷伦科技有限公司；蛋白质纯化系

统：AKTA avant 25型，美国通用电器医疗集团。

1.3　方法

1.3.1　重组菌株的构建　

以 B. licheniformis SQ1 基因组为模板设计引

物，PCR 扩增获得氨肽酶 Ywad 的基因 ywad（下游

带 6×His标签并引入载体对应的双酶切位点）。将

目的基因和质粒 pMA5用 BamH I和 MIu I双酶切，

回收目的片段并用 T4 连接酶连接过夜，构建重组

表 达 载 体 pMA5-ywad，转 化 至 E. coli JM109。

将其涂布于含 50 μg/mL 卡那霉素的 LB 培养基

中过夜培养，随机挑选 5 个转化子，菌落 PCR 验

证后将阳性转化子划线分离，放大培养并提取质

粒进行核苷酸测序。核苷酸序列验证无误后，将

重组质粒 pMA5-ywad 电击转入 B. subtilis WB600

感 受 态 细 胞［15］，得 到 重 组 表 达 菌 株 B. subtilis 

WB600/pMA5-ywad。

1.3.2　氨肽酶 YwaD 的重组表达与纯化　

将重组菌株 B. subtilis WB600/pMA5-ywad 在

含 50 μg/mL 卡那霉素的 LB 平板上进行平板划线

培养，挑取单菌落至 10 mL 含 50 μg/mL 卡那霉素

的  LB 培养基中扩大培养（37 ℃、200 r/min、12 h），

按体积分数 1% 转接至含 50 μg/mL 卡那霉素的

50 mL TB培养基中进行发酵表达（37 ℃、200 r/min、

24 h）。发酵液于 8 000 r/min 离心 10 min，吸取上

清液，即得到重组氨肽酶 YwaD 粗酶液，将其浓缩

后用 0.22 μm 水系微孔滤膜过滤，于 4 ℃保存备

用。采用 AKTA 蛋白质纯化系统纯化蛋白质，先

用缓冲液 A 将镍柱平衡 5 个柱体积，然后上样，再

用缓冲液 B 梯度洗脱杂质并收集目的蛋白质，最

后使用脱盐柱除去收集液中的盐离子和咪唑。纯

化操作均在 4 ℃下进行，纯化效果通过 SDS-PAGE

验证。

1.3.3　氨肽酶 YwaD 的酶学性质与序列分析　

1）氨肽酶 YwaD 酶活力的测定 ：将氨肽酶

YwaD 加入缓冲液中，50 ℃保温 5 min，加入检测

底物 Leu-pNA，反应 10 min，加入体积分数 40% 乙

酸终止反应，立即冷却［16］。在 pH 8.5、50 ℃的条件

下，每分钟水解底物生成 1 μg 对硝基苯胺消耗的

酶量定义为 1个酶活力单位，用 U 表示。

2）最适温度和温度稳定性的测定：将氨肽酶

YwaD 分别置于 20~90 ℃下，测定不同温度（间隔

10 ℃）下氨肽酶 YwaD 的相对酶活力，探究其最

适温度，将最高相对酶活力定义为 100%。将氨

肽酶 YwaD 在上述各温度下放置 1 h，在最适温

度下测定氨肽酶 YwaD 相对酶活力，探究其温度

稳定性［17］。

3）最适 pH 和 pH 稳定性的测定 ：将氨肽酶

YwaD加入不同 pH的缓冲液中，在最适温度下测定

不同 pH 条件下氨肽酶 YwaD 的相对酶活力，探究

其最适 pH，将最高相对酶活力定义为 100%。将氨

肽酶 YwaD置于不同 pH下放置 1 h，在最适 pH下测

定氨肽酶YwaD相对酶活力，探究其 pH稳定性。

4）NaCl 对 相 对 酶 活 力 的 影 响 ：将 未 添 加

NaCl 反应体系的相对酶活力定义为 100%，在缓

冲液中加入 NaCl 使总反应体系中 NaCl 浓度为

0.5~4.0 mol/L，每 间 隔 0.5 mol/L 加 入 氨 肽 酶

YwaD，在 最 适 反 应 条 件 下 反 应 ，测 定 氨 肽 酶

YwaD 相对酶活力，探究 NaCl 对氨肽酶 YwaD 相

对酶活力的影响。

5）金属离子对相对酶活力的影响：将未添加

金属离子反应体系（CK）的相对酶活力定义为

100%，在缓冲液中加入不同金属离子（Co2+、Mn2+、
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Ca2+、Mg2+、Ni2+、Cu2+、Zn2+、Fe2+），使得总反应体系

中金属离子的浓度分别为 0.1、1.0 mmol/L，加入氨

肽酶 YwaD 在最适反应条件下反应，测定氨肽酶

YwaD 相对酶活力，探究金属离子对氨肽酶 YwaD

相对酶活力的影响［18］。

6）抑制剂对相对酶活力的影响：将未添加抑

制剂反应体系的相对酶活力定义为 100%，在缓冲

液中加入不同抑制剂（EDTA、PMSF、DTT、苯丁抑

制素、β-巯基乙醇），使得总反应体系中抑制剂的

浓度分别为 1、10 mmol/L，加入氨肽酶 YwaD 在最

适反应条件下反应，测定氨肽酶 YwaD 相对酶活

力 ，探究抑制剂对氨肽酶 YwaD 相对酶活力的

影响。

7）最 适 底 物 和 动 力 学 分 析 ：以 Leu-pNA、

Glu-pNA、Val-pNA、Ala-pNA、Lys-pNA、Phe-pNA、

Pro-pNA 为底物，测定氨肽酶 YwaD 相对酶活力，

定义最高相对酶活力为 100%，探究其最适底物。

向反应体系中加入不同浓度（10~150 mmol/L）的

Leu-pNA，在最适反应条件下测定氨肽酶 YwaD 相

对酶活力，采用双倒数法作图并计算氨肽酶 YwaD

对 Leu-pNA 的 Km和 Vmax。

8）氨基酸序列分析：使用 PSIPRED 在线网站

预 测 氨 肽 酶 的 二 级 结 构 ，通 过 NCBI 数 据 库

BLAST 工具比对其氨基酸序列同源性，再利用

MEGA 7.0、ESPript 3.0 等工具对同家族中同源性

较高但不同来源的氨肽酶进行多序列比对分析及

着色。

1.3.4　氨肽酶 YwaD 催化玉米蛋白质水解及相关指

标测定

1）玉米蛋白质未酶解物（ZK）的制备：配制

50 g/L 玉米蛋白质溶液，用恒温磁力搅拌器搅拌

均匀后超声处理 30 min，90 ℃水浴 10 min，然后冷

却至室温。8 000 r/min离心 10 min，预处理后未经

酶解的玉米蛋白质溶液上清液即为 ZK。

2）ZA 的制备：将装有预处理后的玉米蛋白质

溶液的三角瓶置于恒温搅拌器上，调节 pH 至碱性

蛋白酶的最适 pH（9.0），调节温度至碱性蛋白酶的

最适温度（50 ℃），加入碱性蛋白酶（8 000 U/g），

酶解 4 h后立即煮沸 10 min终止反应，溶液离心后

的上清液即为 ZA。

3）ZAAP的制备：第一步碱性蛋白酶酶解步骤

同前，碱性蛋白酶酶解结束后煮沸 10 min 终止反

应，用冷水冷却至氨肽酶 YwaD 的最适反应温度

（80 ℃），调节 pH 至氨肽酶 YwaD 的最适 pH（8.5），

加入氨肽酶 YwaD（8 000 U/g），酶解 4 h 后立即煮

沸 10 min 终止反应，溶液离心后的上清液即为

ZAAP。

4）水解度的测定 ：采用邻苯二甲醛（OPA）

法［19］测定玉米蛋白质酶解液的水解度。

5）游离氨基酸的测定：用高效液相色谱仪

检测玉米蛋白质酶解液中的游离氨基酸质量

浓度［20］。

6）多肽相对分子质量分布的测定：使用高效

液相色谱仪检测玉米蛋白质酶解液中的多肽相对

分子质量分布［21］。

7）抗氧化活性的测定：参照文献［22］的方法

测定 DPPH 自由基清除率和羟基自由基清除率。

8）苦味值和鲜味值的测定：以标准液为对照，

使用 SA402B 味觉分析系统［23］对玉米蛋白质酶解

液的苦味值进行测定。

2　结果与讨论

2.1　氨肽酶 YwaD 的重组表达与纯化

目的基因 PCR 产物经 1 g/dL 琼脂糖凝胶电泳

验证的结果见图 1，约 1 400 bp 处有清晰的单条

带 ，与 预 期 相 符 。 以 pMA5 为 载 体 ，B. subtilis 

WB600 为宿主，构建重组氨肽酶 YwaD 表达菌株

B. subtilis WB600/pMA5-ywad，重组菌株发酵后，

检测到发酵上清液中氨肽酶 YwaD 酶活力为

1 769.16 U/mL，说明氨肽酶 YwaD 在 B. subtilis 

WB600中分泌表达。将发酵上清液浓缩后使用镍

柱纯化，用 300 mmol/L咪唑洗脱收集目的蛋白质，

脱盐后 SDS-PAGE 验证结果见图 2，发现存在单一

的蛋白质条带，其相对分子质量约为 49 000，与理

论相对分子质量相符，说明氨肽酶 YwaD 纯化成

功，并将其用于后续研究。

2.2　氨肽酶 YwaD 的酶学性质与序列分析

2.2.1　氨 肽 酶 YwaD 的 最 适 反 应 温 度 和 温 度 稳

定性　

如图 3（a）所示，氨肽酶 YwaD 最适反应温度

为 80 ℃ ，当温度为 50~80 ℃时，其相对酶活力均
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高于 80%。如图 3（b）所示，该酶在 80 ℃孵育 1 h

后相对酶活力高于 65%，半衰期为 24 h。结果

表明，氨肽酶 YwaD 在高温（80 ℃）下的耐受性

和稳定性好 ，且优于目前已报道的氨肽酶 ，如

李进等［24］报道的铜绿假单胞菌来源的耐热氨肽

酶最适温度为 80 ℃ ，但在 80 ℃孵育 2 h 便失活。

Uliho 等［25］报道的枯草芽孢杆菌来源的耐热氨

肽 酶 在 80 ℃ 孵 育 2 h 后 ，其 相 对 酶 活 力 仅 为

20%。工业反应过程的温度通常高于 50 ℃［26］，

高温条件下稳定的氨肽酶 YwaD 在工业上应

用前景较好 ，如在植物蛋白双酶分步水解中 ，

第一步酶解结束后需高温灭活，再冷却调至第二

步外肽酶的反应温度，氨肽酶 YwaD 的耐高温特

性可减少降温过程所需的冷凝水和耗电量，从而

节 约 生 产 成 本 ，有 助 于 实 现 经 济 效 益 的 最

大化［27］。

2.2.2　氨肽酶 YwaD 的最适反应 pH 和 pH 稳定性　

如图 4（a）所示，氨肽酶 YwaD 的最适反应 pH

为 8.5。如图 4（b）所示，氨肽酶 YwaD 在偏碱性环

境（pH 7.5~8.5）中稳定性较好，此特性有利于其与

碱性蛋白酶协同水解植物蛋白。

2.2.3　NaCl浓度对氨肽酶YwaD相对酶活力的影响　

如图 5 所示，氨肽酶 YwaD 的最适 NaCl 浓度

为 1.5 mol/L，相对酶活力为 119.97%，当 NaCl浓度

提升至 3.0 mol/L 时仍可提高其相对酶活力，NaCl

浓度提升至 4.0 mol/L 时，其相对酶活力大于 90%，

表明氨肽酶 YwaD 具有较强的耐盐性能。陈雅惠

等［17］发现 NaCl 浓度提升至 1.5 mol/L 时就能抑制

氨肽酶 pepN 的酶活力。在高盐食品行业，如酱油

的高盐稀态发酵中，高浓度食盐能够抑制杂菌生

长、防止酱醅变质，但也会抑制部分蛋白酶的活

性，导致蛋白质原料水解不彻底［28］。因此具有强

耐盐性能的氨肽酶 YwaD 可适用于高盐食品行

业，在加速进料蛋白质水解的同时有利于提升产

品的口感与风味［29］。

图 1　PCR 产物琼脂糖凝胶电泳验证

Fig. 1　Verification by agarose gel electrophoresis of the PCR 

product

图 2　氨肽酶 YwaD 纯化结果的 SDS-PAGE验证

Fig. 2　SDS-PAGE verification of the purified results of 

aminopeptidase YwaD

图 3　氨肽酶 YwaD 的最适反应温度及温度稳定性

Fig. 3　Optimum reaction temperature and thermal stability of aminopeptidase YwaD
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2.2.4　金属离子和抑制剂对氨肽酶 YwaD 相对酶活

力的影响　

如图 6（a）所示，一定浓度的 Co2+、Mn2+、Ca2+、

Mg2+、Fe2+能提高氨肽酶 YwaD 的相对酶活力，而

一定浓度的 Ni2+、Cu2+、Zn2+会抑制其相对酶活力。

1.0 mmol/L Co2+对氨肽酶 YwaD 相对酶活力的促

进作用最强，相对酶活力提高了 2.3倍。如图 6（b）

所示，10 mmol/L EDTA 和 10 mmol/L β-巯基乙醇

能够使氨肽酶 YwaD 完全失活，表明氨肽酶 YwaD

属于金属蛋白酶，其相对酶活力可能对巯基浓度

有剂量依赖性。

2.2.5　氨肽酶 YwaD 的底物特异性和动力学分析　

如图 7所示，氨肽酶 YwaD 对底物 Leu-pNA 表

图 4　氨肽酶 YwaD 的最适反应 pH 及 pH 稳定性

Fig. 4　Optimum reaction pH and pH stability of aminopeptidase YwaD

图 5　NaCl浓度对氨肽酶 YwaD 相对酶活力的影响

Fig. 5　Effect of NaCl concentration on the relative enzyme 

activity of aminopeptidase YwaD

图 6　金属离子和抑制剂对氨肽酶 YwaD 相对酶活力的影响

Fig. 6　Effects of metal ions and inhibitors on the relative enzyme activity of aminopeptidase YwaD
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现出最高的相对酶活力，其次为 Glu-pNA 和 Ala-

pNA，其相对酶活力分别为 21.67% 和 14.63%，而

对 Lys-pNA 和 Val-pNA 的催化活性较低，均低于

5%，对其他底物几乎没有催化活性。表明氨肽酶

YwaD 属于亮氨酸氨肽酶，其底物谱较广。在最适

反应条件下，氨肽酶 YwaD 催化 Leu-pNA 的 Km 为

0.093 mol/L，Vmax为 18.975 μg/（L·min）。

2.2.6　氨肽酶 YwaD 的序列分析　

如图 8 所示，B. licheniformis SQ1 来源的氨肽

酶 YwaD 属于金属蛋白酶 M28 家族，含 499 个氨

基酸，与同家族中氨肽酶 BSAP（来自 B. subtilis 
图 7　氨肽酶 YwaD 的底物特异性

Fig. 7　Substrate specificity of YwaD

图 8　M28家族不同来源氨肽酶的氨基酸序列比对和二级结构预测

Fig. 8　Amino acid sequence alignment and secondary structure prediction of aminopeptidases from different sources in the M28 family
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zj016）和氨肽酶 ywaD（来自 B. subtilis 168）的氨

基酸序列同源性较高，同源性分别为 65.90% 和

65.83%。氨肽酶 YwaD 残基和二级结构见图 8，

氨 肽 酶 YwaD 的 氨 基 酸 残 基（His255、Asp267、

Glu300、Asp328、His406）与氨肽酶 ywaD 和 BSAP

的氨基酸残基（His250、Asp262、Glu295、Asp323、

His401）具有一致性，均含 M28 家族催化中心特

征保守序列“HDEDH”。二级结构预测结果表

明，氨肽酶 YwaD 为单体，含 10 个 α 螺旋和 16 个 β

折叠。

2.3　氨肽酶 YwaD 在玉米肽脱苦中的应用

2.3.1　水解度　

如图 9所示，以玉米蛋白质为底物，ZA 的水解

度为 20.37%，ZAAP 的水解度为 32.51%，水解度增

加了 12.14%，水解程度更深。

2.3.2　游离氨基酸质量浓度　

如图 10 所示，ZAAP 总游离氨基酸、苦味氨

基酸（Ser、His、Arg、Val、Met、Ile、Leu）、鲜味氨基

酸（Asp、Glu、Gly、Ala、Tyr、Phe）的质量浓度分别

为 15.20、7.78、5.97 mg/mL，是 ZA 的 5.41 倍、5.85

倍、5.74 倍。相较于 ZK，ZAAP 中 Leu、Glu 和 Ala

质量浓度增加较明显（均大于 8 倍），与氨肽酶

YwaD 底物水解偏好性特征相符（见图 7），表明

加入氨肽酶 YwaD 再次水解，能促进疏水性氨基

酸（多为苦味氨基酸）和鲜味氨基酸释放，通过降

低苦味肽的平均疏水性来减弱苦味，同时通过鲜

味掩盖苦味，从而改善玉米肽的风味。

2.3.3　多肽相对分子质量分布　

如图 11所示，与 ZA相比，ZAAP中相对分子质

量为 500~<1 500的肽段占比减少了 14.91%，该范围

内的肽段具有较强的苦味，表明氨肽酶 YwaD 有降

低玉米肽苦味的潜在能力；ZAAP中相对分子质量

在 150~<500以及相对分子质量<150的肽段占比分

别增加了 10.70% 和 10.44%，可见氨肽酶 YwaD 能

促进易被人体吸收利用的小分子物质（游离氨基酸

和短肽）的释放，有利于发挥其功能活性。

2.3.4　抗氧化活性　

植物肽能清除诱发人体氧化应激反应的自由

图 10　玉米蛋白质酶解液游离氨基酸质量浓度热图

Fig. 10　Heat map of free amino acid mass concentration in 

zein protease hydrolysate

图 9　玉米蛋白质酶解液的水解度

Fig. 9　Hydrolysis degree of zein protease hydrolysate

图 11　玉米蛋白质酶解液的肽相对分子质量分布

Fig. 11　Molecular mass distribution of zein protease hydrolysate
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基，具备抗氧化活性，作者选取常用的抗氧化活性

评价方法（DPPH 自由基清除能力和羟基自由基

清除能力）［30］探究玉米肽的抗氧化活性，结果见

图 12。ZAAP 的 DPPH 自由基清除率和羟基自由

基清除率分别为 87.61%、92.11%，比 ZA 分别增加

了 34.53%、16.59%，表明氨肽酶 YwaD 可提升酶

解产物的抗氧化能力。相对分子质量较小的肽段

通常对自由基清除能力更强，与 ZA 相比，ZAAP

中相对分子质量<500 的肽段占比增加了 21.14%

（见图 11），因此 ZAAP 对自由基清除能力增强［31］，

抗氧化能力更强。

2.3.5　苦味值和鲜味值　

大多数外切蛋白酶单独酶解制备的植物肽

具有苦味，而利用氨肽酶再次酶解能降低苦味，

使风味发生变化［32］。作者利用电子舌技术来分

析多肽的苦味和鲜味，探究氨肽酶 YwaD 二次酶

解对玉米肽苦味值和鲜味值的影响。如图 13 所

示，相较于 ZA，ZAAP 的苦味值由 12.04 降低至

2.36，降 低 了 约 80%；鲜 味 值 由 12.87 增 加 至

16.35，提高了约 27%。ZAAP 风味变化明显，苦

味降低，鲜味提升，表明氨肽酶 YwaD 具有较好

的抑苦增鲜作用，在植物蛋白水解物脱苦中具有

较大的应用潜力。

3　结论

作者实现了氨肽酶 YwaD 的分泌表达（胞外

酶活力为 1 769.16 U/mL），并对其酶学性质及其

在玉米肽制备中的脱苦效果进行了研究。结

果表明 ，氨肽酶 YwaD 耐高温且热稳定性好 ，

其最适反应温度为 80 ℃ ，半衰期为 24 h，该特

性有利于其在功能性植物肽工业生产中的应用，

可压缩降温过程的生产成本，有助于实现工厂

经 济 效 益 最 大 化 ；氨 肽 酶 YwaD 耐 高 盐 且 活

性高 ，在 4.0 mol/L NaCl 下其相对酶活力仍大

于 90%，可 规 避 大 多 数 氨 肽 酶 因 高 盐 耐 受

性差导致的蛋白质水解不彻底 、风味不佳的

问题，提升高盐腌制食品的品质；氨肽酶 YwaD

为 金 属 蛋 白 酶 ，Co2+ 对 其 活 性 的 促 进 作 用 最

强；氨肽酶 YwaD 具有底物特异性，偏好性水解

Leu-pNA、Glu-pNA 和 Ala-pNA。 与 ZA 相 比 ，

ZAAP 水解度增加了 12.14%；苦味氨基酸和鲜味

氨基酸质量浓度分别增加了 4.85 倍和 4.74 倍；相

对分子质量小于 500 的肽段占比增加了 21.14%；

DPPH 自由基清除率和羟基自由基清除率分别增

加了 34.53% 和 16.59%；苦味值降低了约 80%，鲜

味 值 提 高 了 约 27%。 这 些 结 果 表 明 ，氨 肽 酶

YwaD 与碱性蛋白酶联合水解玉米蛋白质，促进

了活性短肽和游离氨基酸的释放，一些氨基酸和

小分子肽类物质又将作为底物参与各类酶促反

应，产生具有强烈鲜味的风味产物，有利于风味

的提升，同时疏水性氨基酸（多为苦味氨基酸）释

放也显著降低了玉米肽的苦味。因此，氨肽酶

YwaD 在低苦味功能性植物肽的制备中具有较

好的应用潜力。
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