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酶法处理对油菜花粉萌发孔通透性的改善
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摘 要：研究了经酶法处理的油菜花粉的营养物质的溶出情况和萌发孔打开情况。结果表明：用

中温淀粉酶和复合纤维素酶处理花粉后，每克花粉上清液中可溶性糖含量最高可达到(o．365士

0．017)g，与空白相比提高了53％；用复合蛋白酶和复合纤维素酶处理花粉后，蛋白质溶解指数达

到最高为0．66±0．05；通过显微镜可以观察到经过复合蛋白酶和复合纤维素酶处理后，花粉萌发

孔明显变大。
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Abstract：This manuscript studied the effect of enzymatic treatments on permeability of germ

pores of rape pollens．The results indicated that the content of soluble sugar of pollens treated

bya—amylase of BAN@and cellulase of celluclast@from Novozymes was(0．365士0．017)g，

increasing by 53％compared with that of the contr01．The solution index of pollens treated by protease

of protamex@and cellulose of celluclast@from Novozymes was chieved at 0．66-4-0．05．And germ pores

of pollens treated by protease of protamex@and cellulose of celluclast@opened the greatest．
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蜂花粉(Bee pollen)是蜜蜂从蜜源植物花蕊内

采集的花粉粒，经过蜜蜂向其内部加入了花蜜和分

泌物，混合成不规则扁圆形、上面带有蜜蜂后肢嵌

挟痕迹的团状物‘¨。蜂花粉的营养成分十分丰富，
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几乎含有全部营养素，是一种高质量的营养源，被

人们誉为营养素的浓缩体[2]。然而，由于花粉有一

层坚固的花粉壁，会影响人体对其营养成分的吸

收，故人们普遍认为，花粉在口服前必须先进行破

壁处理。目前花粉的破壁方法均存在一些缺点，例

如超声波破壁、温差破壁、机械破壁(绞碎机)等，这

些方法破壁率低、生产成本高，容易使花粉中的活性

物质受到损害。并且这些方法都忽视了蜂花粉自身

的特点，即花粉壁上存在萌发孔，是花粉中营养物质

的出口。在自然环境下不需要破壁，花粉内的营养物

质是可以通过萌发孔流出来的，但渗出量很少。本实

验的目的就是采用比较温和的酶法处理蜂花粉，改善

蜂花粉萌发的环境条件，使蜂花粉中的营养成分能通

过萌发孑L大量渗透出来。从而最大限度地保护蜂花

粉的营养成分，克服破壁工艺的缺点，为蜂花粉的应

用提供可借鉴的科学方法和研究数据。

1材料与方法

1．1材料与设备

1．1．1 实验材料油菜花粉来自中国农业科学院

蜜蜂研究所；蒽酮，乙酸乙酯，蔗糖，乙酸铅，草酸

钠，硼酸，氢氧化钠，浓硫酸，均为分析纯；甲基红，

指示剂；溴甲酚绿，分析纯；中温淀粉酶(BAN，

Bacterial Amylase Novo)，复合蛋白酶(protamex)，

复合纤维素酶(celluelast)，由诺维信生物技术有限

公司提供。

1．1．2设备TDL-5一A型台式离心机；上海安亭

科学仪器厂制造；HZS-H型摇床水浴：哈尔滨市东

明医疗仪器厂制造；SevenEasy型pH计：梅特勒一

托利多仪器上海有限公司制造；HYP-1014消化炉，

上海纤检仪器有限公司制造；酸式滴定管，微量凯

式定氮仪，PL303型精密天平，梅特勒～托利多仪

器上海有限公司制造；数码照相机NIKON BM一7；

显微镜0LYMPUS CX31。

1．2 方法

1．2．1样品的前处理 取一定量的油菜花粉8

份，研磨均匀后放入三角瓶中，然后向每瓶花粉中

加入等量的蒸馏水。

1．2．2酶解将处理好的花粉液，加入一定的酶，

调相应的pH值，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

解好的水解液取一点进行显微镜观察，剩余的样品

于5 000 r／min离心，然后分离上清液和沉淀。

用复合蛋白酶酶解时，加酶量为8％，水解pH

7．5，水解温度50℃，水解时间12 h。用中温淀粉

酶和复合纤维素酶酶解时，加酶量均为0．3 mL，水

解pH值均为6，水解温度均为60℃，水解时间均

为12 h。

加两种酶酶解时，如果有复合蛋白酶先加蛋白

酶，在最适的水解条件下水解完成后，再加另一种

酶。加中温淀粉酶和复合纤维素酶时，这两种酶可以

同时加，因为水解条件一样。加复合蛋白酶、中温淀

粉酶和复合纤维素酶这3种酶时，先加蛋白酶，在其

最适水解条件下水解完成后，再同时加入中温淀粉酶

和复合纤维素酶，最后95℃灭酶10 min。

1．2．3 可溶性糖的测定 分离的上清液稀释50

倍后，采用蒽酮比色法[3]，对可溶性糖进行测定。

蒽酮比色法的标准曲线的回归方程为

y=0．006x-t-0．0132。R2---0．996 5

酶处理后l g花粉上清液中可溶性糖质量(g)Q=筹×10叫
式中：Q为可溶性糖质量(g)；耽为标准曲线查得
的糖质量；y为样品总体积(mL)；V。为测定时取用

体积(mL)；D为稀释倍数；W为样品质量(g)；10q

为由肛g到g的换算单位。

1．2．4溶解指数的测定将分离的沉淀物进行微

量凯氏定氮，用于溶解指数的测定H]。

溶解指数一1一酶解沉淀物含氮量／空白沉淀

物含氮量

1．2．5 光学显微镜观察 用胶头滴管取一滴花粉

液在载玻片上，并加盖玻片，然后将制好的样品在

OLYMPUS光学显微镜下观察(放大倍数为1600

倍)、摄影。

1．2．6统计学分析使用SPSS 12．0软件，对实

验结果用邓肯法进行方差分析。

2结果与讨论

2．1酶法处理对可溶性糖质量的影响

由表1可以看出，对于没加酶的空白样品，其

上清液中的可溶性糖质量为(O．238±0．007)g；而

分别用复合蛋白酶、复合蛋白酶+复合纤维素酶、

复合纤维素酶处理的花粉，它们上清液中的可溶性

糖质量均明显低于空白样品(P<O．05)，说明用这

些酶处理花粉并不能促进花粉中碳水化合物的溶

出。而分别用复合蛋白酶+中温淀粉酶、复合蛋白

酶+中温淀粉酶+复合纤维素酶、中温淀粉酶、中

温淀粉酶+复合纤维素酶处理的样品中，它们的可

溶性糖质量均明显高于空白样品(声<O．05)。其中

经过中温淀粉酶+复合纤维素酶处理后，样品中可
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溶性糖质量最高，为(0．365土0．017)g，比空白样品

提高了53％。所以此组合对花粉中碳水化合物的

溶出有很好的改善作用。

表1 酶法处理对可溶性糖质量分数的影响

Tab．1 The influence of treatment by enzyme on content of

soluble sugar

酶法处理
可溶性糖

质量分数／(g／g)

复合蛋白酶0．135土3．881-

复合蛋白酶+复合纤维素酶0．209±0．0126

复合纤维素酶0．213士0．095b

空白0．238-+-0．007c

复合蛋白酶+中温淀粉酶0．262士0．002e

复合蛋白酶+中温淀粉酶+复合纤维索酶0．282土0．002。

中温淀粉酶0．305--±0．008‘

中温淀粉酶+复合纤维素酶0．365±0．017。

注：字母不同代表彼此之间有显著性差异(声<0．05)，字
母相同代表彼此之间无显著性差异。

2．2酶法处理对溶解指数的影晌

由表2可以看出，分别用复合纤维素酶、中温

淀粉酶+复合纤维素酶、中温淀粉酶处理的花粉，

其溶解指数均为负值，说明这些酶对花粉中蛋白质

的溶出没有改善反而抑制了。而分别用复合蛋白酶

+中温淀粉酶+复合纤维素酶、复合蛋白酶、复合蛋

白酶+中温淀粉酶、复合蛋白酶+复合纤维素酶处理

花粉，其溶解指数均有提高，而且彼此之间无显著性

差异(夕>o．05)。经复合蛋白酶+复合纤维素酶处理

的花粉，其溶解指数最大，为0．66士0．05。

表2酶法处理对溶解指数的影响

Tab．2 The influence of treatment by enzyme on the solution

index

酶法处理 溶解指数

复合纤维素酶 一0．3士0．01‘

中温淀粉酶+复合纤维素酶 一0．05士0．036

中温淀粉酶 一0．02±0．026

复合蛋白酶+中温淀粉酶+复合纤维素酶0．61土0．06‘

复合蛋白酶0．64±0．01。

复合蛋白酶+中温淀粉酶0．64土O．01。

复合蛋白酶+复合纤维素酶0．66--+_0．05‘

注：字母不同代表彼此之间有显著性差异(户<o．05)，字
母相同代表彼此之间无显著性差异。

从实验结果可以看出，只要经过中温淀粉酶处

理的样品，可溶性糖质量均明显高于空白样品。这

是因为中温淀粉酶能够降解存在于萌发孔突出腔

中的淀粉粒[5]，使萌发孔更易打开，进而才有可能

促进花粉中淀粉的降解和溶出。同样只要加入复

合蛋白酶将蛋白质进行水解，都能提高蛋白质的溶

解指数[6]。这是因为在花粉壁上除了含有果胶纤

维素(内壁)和孢粉素(外壁)外，在内外壁上还含有

蛋白质，而内壁的蛋白质主要集中在萌发孔处Is]。因

此用复合蛋白酶降解萌发孔处的蛋白质，会更有利于

萌发孔的打开和花粉壁内蛋白质的溶出。

2．3显微镜下观察花粉萌发孔情况

图1为没经过任何处理的单个花粉，可以看出

花粉呈圆形，看不清花粉孔。图2为经过复合蛋白

酶+复合纤维素酶处理的单个花粉，可以清晰地看

到萌发孔。一般在成熟花粉壁上都有萌发孔，这是

花粉外壁形成时产生的开口，长的称沟，短的称孔。

在自然的条件下，花粉中的营养物质可以通过萌发

孔与外界相通[5]。

图1没经过任何处理的单个花粉

Fig．1 The single pollen of no treatment

图2经复合蛋自酶十复合纤维素醛处理的单个花粉

rig．2 The single pollen of treatment by protamex and

cellulclast

经过复合纤维素酶和中温淀粉酶分别处理的

花粉，以及用这两种酶一起处理的花粉，花粉颗粒

仍然呈圆形或椭圆形，萌发孔不清晰，与没有经过

酶处理的空白样品相近，见图3。说明中温淀粉酶

和复合纤维素酶对萌发孔的打开影响很小，这两种

酶不适合于在花粉的酶解工艺中单独或联合使用。

图3没经过任何处理的花粉

Fig．3 The pollens of no treatment
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经过复合蛋白酶+中温淀粉酶+复合纤维素

酶、复合蛋白酶、复合蛋白酶+中温淀粉酶、复合蛋

白酶+复合纤维素酶4种方式处理的花粉，从图4

"--5中可以观察到，与空白样品相比，这4种花粉的

萌发孔均打开，并且用不同酶处理花粉的萌发孔裂

开的缝隙程度是不同的。用复合蛋白酶+复合纤

维素酶处理花粉的萌发孔(图5中箭头所指)裂开

最为明显，见到了花粉内容物从萌发孔外吐现象。

这4种处理方式都使用了复合蛋白酶，可见复合蛋

白酶在提高花粉萌发孔的通透性上具有非常大的

作用。经过这4种方式处理花粉的蛋白质溶解指

数分别为0．61土0．06、0．64±0．01、0．64士0．01、

0．66±0．05，都是非常高的，可见蛋白溶解指数的

变化趋势与花粉萌发孔的打开情况是一致的，蛋白

溶解指数越高萌发孔打开就越明显。

图5经复合蛋白酶+复合纤维素酶处理的花粉

Fig．5 The pollens of treatment by protamex and cellu‘

clast

内切葡聚糖酶，外切葡聚糖酶和葡萄糖苷酶，这3

类酶的协同作用可以将结构复杂的天然纤维素降

解[7]。所以先用蛋白酶将萌发孔上的蛋白质降解

后，再用复合纤维素酶降解纤维素内壁，这样更易

于萌发孔的暴露和打开，有利于花粉壁内部营养物

质的溶出。

3 结 语

通过对酶法处理的花粉萌发孔通透性改善情

况进行分析，结果表明：用中温淀粉酶+复合纤维

素酶处理花粉后，每克花粉中上清液中可溶性糖质

图4经复合蛋白酶+中温淀粉酶处理的花粉 量最高，可达到(O．365±0．017)g，与空白相比提高
Fig．4 The pollens of trea‘ment by protamex and BAN 了53％；用复合蛋白酶+复合纤维素酶处理花粉
通过以上分析可以看出，复合蛋白酶对花粉萌 后，蛋白质的溶解指数最高为0．66=t=0．05。
发孑L的打开影响很大，而且用复合蛋白酶+复合纤 显微镜观察花粉通透性的改善情况结果表明：
维素酶处理花粉后，萌发孔打开最明显。这是因为 中温淀粉酶和复合纤维素酶对萌发孔的打开影响

萌发孔是花粉外壁的不连续造成的，所以在萌发孔 很小；而复合蛋白酶对萌发孔的打开影响比较大，
处只有内壁(纤维素)和内壁上的蛋白质口3·而纤 而且用复合蛋白酶+复合纤维素酶处理花粉后，萌
维素酶是一个复杂酶系，根据其功能的不同可分为 发孔打开最明显。
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