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油茶籽油水酶法制取机制的显微研究
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摘要:使用透射和扫描电子显微镜观察经水酶法提油前后的油茶籽仁细胞内部及表面形态结构的变化。实验
结果表明:油茶籽仁细胞内油脂体呈离散状分布; Alcalase 2． 4 L 碱性蛋白酶能有效降解油茶籽仁细胞的细胞
壁并释放包括油脂在内的细胞内容物，其作用过程是一个动态的降解过程。
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A Study on the Mechanism of Aqueous Enzymatic
Extraction of Camellia oleifera Seed Oil
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Abstract: By means of TEM and SEM the intracellular and extracellular changes in Camellia oleifera seed
cells during aqueous enzymatic extraction of oil from it were observed． The result showed that the lipid gran-
ules were discretely distributed in camellia seed cells，and it was confirmed that Alcalase 2． 4 L could degrade
cell wall effectively and release cell contents including lipid granules from the morphological view． The degra-
dation of cell wall was a dynamic process．
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油茶籽油( Camellia oleifera seed oil) 富含不饱和脂肪酸和许多功能性成份，是一种营养价值、保健
功能俱佳的优质木本油料

［1 － 2］。但目前传统的油茶籽油的生产方法，即压榨法和浸提法制油技术存在
一定的不足，油茶籽油品质和加工附加值有待进一步提高。
早在 20 世纪 50 年代，国际上就有学者提出水酶法制取油脂的方法［3］，但受到当时酶制剂工业发展

的影响，研究工作进展缓慢。近年来，伴随着生物技术的飞速发展，酶法制油技术逐渐成为引起广泛关
注的油脂提取新工艺，国内外已经在大豆油、花生油、菜籽油等油脂的水酶法制取方面作了大量的研
究
［4 － 8］，但在油茶籽油的酶法制取方面国内还处于起步阶段［9 － 11］。在之前的研究中笔者发现使用 Alca-

lase 2． 4 L碱性蛋白酶进行油茶籽油的水酶法制取能够获得较高的提油率，并且该酶价格较低、达到了
食用级，适宜作为水酶法制油的水解酶，并对酶解条件进行了优化，本文旨在以 Alcalase 2． 4 L碱性蛋白
酶为水解酶，使用扫描和透射电镜研究酶解前后的油茶籽细胞形态、结构的变化，以及酶解过程中细胞
形态的动态变化，以期从形态学上分析水酶法制油技术的机制，为油茶籽油的水酶法制取提供理论支持。
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图 1 苏丹Ⅲ染色后细胞形态的光学显微镜观察结果
Fig． 1 Microscopic observation of oil － tea Camellia oleifera

seed cell stained by sudanⅢ

1 材料与方法
1． 1 材料、试剂
油茶籽:产于福建省福安市，干仁含油率 46． 15%，含水率 8． 48%，经 3 次机械研磨粉碎成 80 目油

茶籽粉备用。酶制剂: Alcalase碱性蛋白酶，购自丹麦 Novozymes 公司，商品名 Alcalase 2． 4 L，产自 Ba-
cillus licheniformis，2． 4 AU /g。
1． 2 主要仪器、设备

Hitachi S-4700 型扫描电子显微镜，JEOL 公司 JEM-1200EX 型透射电子显微镜，Olympus 光学显微
镜，冰冻切片机，瑞士 Buchi B-811 索氏提取仪，Thermo Fisher高性能台式离心机，北京四环科学仪器厂
LGJ-18c型冷冻干燥机。
1． 3 实验方法
1． 3． 1 实验室茶籽油水酶法制取流程及提油率计算方法 准确称取一定量的油茶籽粉于离心管中，调
固液比，混匀后 90 ℃水浴 10 min 灭酶，降至室温后调 pH值，加酶，置于恒温振荡器中，调节反应温度、
震荡酶解，反应完成后 90 ℃水浴 10 min灭酶，离心分离后得到清油、乳化相、水相和残渣。取残渣测定
残渣含油量及计算提油率，原料含油率及残渣中油脂含量的测定采用 GB /T 5009． 6-2003 第一法［12］。
提油率 = ( 原料中油的质量 －残渣中油的质量) /原料中油的质量 × 100% ( 1)

1． 3． 2 油茶籽仁细胞内油脂体形态的光学显微镜观察 选择新鲜、饱满的油茶籽仁剥壳后取一片子
叶，采用冰冻切片法制片，用苏丹Ⅲ染色后在光学显微镜中观察油茶籽仁细胞及细胞内油脂体的形态结构。
1． 3． 3 油茶籽仁细胞内部形态结构的透射电子显微镜观察 选择新鲜、饱满的油茶籽仁剥壳后取一片
子叶，切成约 1 mm3

的小块，经戊二醛固定、漂洗、丙酮脱水、浸透、环氧树脂包埋、切片、醋酸枸缘酸电
子染色等步骤制成超薄切片，使用透射电子

显微镜观察油茶籽仁细胞的内部形态、结构。
1． 3． 4 经粉碎后油茶籽仁细胞表面形态结
构的扫描电子显微镜观察 油茶籽仁经 3 次
机械研磨后得到粒度约为 80 目的油茶籽粉，
以该油茶籽粉为材料，经戊二醛固定、乙醇逐
级脱水、冷冻干燥、真空喷金制成标本，使用
扫描电子显微镜观察细胞表面的形态结构，

并以此作为后续试验的对照。
1． 3． 5 Alcalase 碱性蛋白酶处理后油茶籽
细胞表面及内部形态结构的观察 使用 Al-
calase 碱性蛋白酶作为水解酶，按照上述油
茶籽油水酶法制取方法处理油茶籽粉，以经离心分离后得到的残渣，为材料制备标本，分别用于扫描电

子显微镜和透射电子显微镜的观察，并以未经处理茶籽粉鲜样和仅用水处理的酶空白样本为对照，观察

经水酶法提油后油茶籽细胞的表面及内部形态结构。
1． 3． 6 Alcalase碱性蛋白酶处理油茶籽细胞后细胞形态结构的动态变化 根据上述实验室油茶籽油
水酶法制取流程，以 Alcalase碱性蛋白酶为水解酶，分别设定酶解时间 1，2，4 h，酶解完成后立即终止反
应，8 000 r /min离心 30 min分离得到油茶籽残渣，制备成样本后使用扫描电子显微镜观察水酶法提油
后油茶籽细胞表面的形态结构变化，以时间为轴分析细胞表面形态结构的动态变化过程。

2 结果与分析
2． 1 茶籽仁细胞中油脂体的光学显微镜观察
苏丹Ⅲ试剂能使切片中细胞内的脂肪着橘色。在成熟油茶籽细胞中油脂体呈离散分布，如图 1 所

示，其所占细胞体积的比重较大。因苏丹Ⅲ染色法的分辨率有限，无法清晰看到细胞内单个油脂体细胞
器，具体细节有待后续透射电镜的观察。
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A ( × 3 000) B( × 20 000)
图 2 透射电子显微镜观察茶籽仁细胞的细胞形态、结构

Fig． 2 Microscopic observation on morpha and structure of oil － tea Camellia oleifera seed cell by TEM

A( × 500) B( × 1 000)
图 3 机械粉碎后茶籽仁细胞表面形态的扫描电子显微镜观察

Fig． 3 Microscopic observation on cell morpha of grinded oil － tea Camellia oleifera seed by SEM

2． 2 茶籽仁细胞内部形态结构的透射电子显微镜观察
对油料细胞结构的研究将有助于更好地了解水酶法提取油脂的过程。如图 2 ( A) 所示，油料细胞

结构的一个主要特点就是细胞内含有许多离散分布的油脂体
［11］，油脂体是油料细胞中油脂的主要储存

部位。如图 2( B) 所示，油脂体平均直径为 1 ～2 μm，分析显示细胞内油脂体是分布在一个蛋白网络中［15］。
值得注意的是，油脂体中有一种称为 oleosins 的蛋白质在维持油脂体的稳定方面发挥重要作用［16 － 17］，
其结构在所有油料细胞中几乎都是相同的，由分子质量为 15 000 ～ 26 000 ku的低分子量蛋白构成。研
究表明，oleosins经蛋白酶水解后，油脂体发生破裂，并出现油脂体间的融合。说明 oleosins 可能起到维
持油脂体的完整性，阻止细胞内油脂体间相互融合的作用。这也暗示，用蛋白水解酶处理细胞，可能更
易于油脂的渗出，此外，蛋白水解酶还能够作用于细胞内的蛋白网络结构，使细胞内结构变得松弛，易于

油脂和蛋白质的渗出，从而能够得到更高的提油率，Yoon 等［18］通过实验证明仅用蛋白水解酶处理大豆
就能够得到 86%的得油率。

2． 3 茶籽仁细胞表面形态结构的扫描电子显微镜观察
在水酶法制油工艺中，油料的粉碎程度决定了油料粒度的大小，对油脂的得率有重要影响［19 － 20］。

在进行酶解前，油料须达到足够的粉碎度从而确保油料细胞的细胞壁被充分破坏，使细胞内水溶性成分

易于溶出释放油脂，也扩大了酶的相对作用面积和扩散速率，提高了酶的使用效能，使酶的作用更充分

地发挥出来。如图 3 所示，经多次机械粉碎和干燥后，大部分油茶籽仁细胞的细胞壁皱缩但仍然保持细
胞结构的完整性，能够在扫描电子显微镜中看到呈聚集状态的细胞团。

2． 4 Alcalase碱性蛋白酶处理后油茶籽细胞形态结构的观察
以图 4( A) 、4( B) 为对照，由图 4( C) 可知，Alcalase 碱性蛋白酶能有效降解油茶籽仁细胞的细胞结

构。未经处理的油茶籽粉鲜样中大部分细胞结构仍保持完整( 图 4A) ;当用水处理时( 图 4B) ，相当一
部分表层细胞发生细胞破裂，这可能是因为机械粉碎使一部分油茶籽仁细胞的细胞壁发生损伤，在水相
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C ( × 250) D ( × 1 000)
图 A为未经处理的油茶籽粉鲜样;图 B为仅用水处理的酶空白样本;图 C 为经 Alcalase 碱性蛋白酶处理后的油

茶籽粉样本;图 D为图 C的放大。
A: Untreated control group; B: Control group treated with water only; C: oil-tea Camellia oleifera seed treated with Alca-

lase; D: Local amplification of fig 4-C．
图 4 Alcalase碱性蛋白酶处理后油茶籽细胞表面及内部形态结构的观察

Fig． 4 SEM observation on cell morpha and structure of oil-tea Camellia oleifera seed hydrolyzed by Alcalase

溶液中这部分细胞因吸水而发生胀破，而未被损伤的细胞在水相中仍能保持细胞结构的完整性; 当用

Alcalase 碱性蛋白酶处理时( 图 4C) ，经水酶法提油后的细胞几乎仅剩未完全降解的细胞壁结构残渣，
油茶籽细胞团已呈“镂空”形态( 图 4D) 。蛋白酶的良好作用效果可能是因为蛋白质在维持细胞结构的
完整性以及细胞内脂体膜结构的稳定性方面发挥着重要的作用

［13 －14］。扫描电子显微镜观察表明: Alcalase
碱性蛋白酶在油茶籽油的水酶法制取中发挥了明显的作用。
2． 5 Alcalase碱性蛋白酶处理油茶籽细胞后细胞形态结构的动态变化
由图 5 可知，Alcalase碱性蛋白酶降解油茶籽细胞是一个渐进的过程，图 5A显示当酶解时间为 1 h

时，细胞壁已经开始出现部分降解，但大部分细胞仍保持细胞结构的完整性，降解作用主要发生于油茶

籽细胞团的表面。当酶解时间达到 2 h时( 图 5B) ，降解程度明显增大。酶解时间达到 4 h 时( 图 5C) ，
已看不到完整的细胞结构，降解程度进一步增加，细胞壁破碎成片状，细胞内容物溶出。

3 结 论

( 1) 研究结果表明，在油茶籽仁细胞内含有许多呈离散分布的油脂体，并从显微观察分析的角度证
实: Alcalase 2． 4 L碱性蛋白酶能有效降解茶籽仁细胞的细胞壁、释放包括油脂在内的细胞内容物，该过
程是一个动态的降解过程。
( 2) 实验结果证实:水酶法制油技术是在机械破碎的基础上，使用能降解油料细胞壁以及细胞内油

脂体的酶作用于油料细胞，破坏油料细胞结构，从而使油脂易于从油料细胞中释出，有利于后续利用非

油组分对油和水的亲和力差异及油水比重的不同而实现对油脂的分离。
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C( × 500) D ( × 1 000)
图 A、B、C分别为酶处理 1、2、3 h时的茶籽仁细胞形态;图 D为图 C的放大。
A，B，C: The treatment time for hydrolyze were 1，2，3 h，respectively; D: Local amplification of fig 5-C．

图 5 Alcalase碱性蛋白酶处理油茶籽仁细胞后细胞形态结构的动态变化
Fig． 5 SEM observation on dynamic changes of morpha and structure of oil － tea Camellia oleifera seed hydrolyzed by Alcalase
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