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摘要!研究了菠萝蛋白酶%木瓜蛋白酶%中性蛋白酶%胰蛋白酶%碱性蛋白酶 !-"0 和O6<464[>蛋白酶

分别酶解芝麻蛋白制备芝麻抗氧化肽!测定多肽产率%水解度并评价抗氧化活性!以多肽产率和抗

氧化活性为参数采用逼近理想解排序法对酶解物进行排序!确定适宜制备芝麻抗氧化肽的蛋白酶&

结果表明'蛋白酶品种差异会显著影响芝麻抗氧化肽的制备效果#在加酶量相同时!碱性蛋白酶

!-"0%O6<464[>蛋白酶%胰蛋白酶酶解芝麻蛋白能力强!多肽产率高!且抗氧化活性强#根据与最优向

量距离总和!用于制备芝麻抗氧化肽蛋白酶的适宜性由高到低依次为碱性蛋白酶 !-"0%O6<464[>蛋

白酶%胰蛋白酶%中性蛋白酶%菠萝蛋白酶%木瓜蛋白酶&

关键词!芝麻蛋白#抗氧化肽#蛋白酶#逼近理想解排序法
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DD芝麻是我国主要的油料作物之一$油脂含量约

为 &"H$蛋白质含量为 !"H J!!H

(#)

% 芝麻在我国

主要用于榨油$每年产生 &" 万 \以上芝麻饼粕(!)

%

研究表明$芝麻饼粕中富含蛋白质$含量为 /$H J

&"H$具有开发利用价值(/)

% 由于缺乏加工技术$

$!
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目前芝麻饼粕主要用作饲料与肥料%

利用蛋白酶酶解蛋白可生产具有降血压'抗氧

化'抗菌'调节免疫等生理功能的活性肽(/)

% 芝麻

蛋白经过酶解可以制备抗氧化肽与降血压肽(( %')

%

由于不同的蛋白酶作用肽键位点的不同$ 通过酶解

得到不同特性的肽类$ 同时试验条件的差异也会对

酶解产物产生重要的影响% 因此$ 选择合适的酶是

保证制备高活性抗氧化肽的关键(-)

% 目前$关于制

备芝麻抗氧化肽适用的蛋白酶种类报道较少$有必

要对适用制备芝麻抗氧化肽的蛋白酶进行筛选%

抗氧化能力的评价方法尚未统一$其根据原理$

可以划分成清除自由基方法$如 #$# %二苯基 %! %

三硝基苯肼"QaaF#自由基清除能力法'!$!s%联氮

双" / %乙基苯并噻唑啉%' %磺酸#二铵盐"OWLM#

自由基清除能力法!还原氧化物能力法$如还原铁离

子能力法"gbOa#!细胞抗氧化评价等($)

% 同种物

质采用不同抗氧化测定方法$其结果存在差异$这影

响对该物质的抗氧化能力的评价% 因此$需要综合

考虑多种抗氧化测定的结果%

逼近理想解排序法"LUaMSM#是系统工程中常

用的多指标综合评价方法$通过计算评价对象到最

优向量与最劣向量的距离$进而对评价对象进行排

序$优化方案应该距理想解近$而距负理想解

远(0 %#")

% 本研究通过测定木瓜蛋白酶'菠萝蛋白

酶'中性蛋白酶'胰蛋白酶'碱性蛋白酶 !-"0'O6<42

64[>蛋白酶酶解芝麻蛋白制备抗氧化肽的产率'

QaaF自由基清除率'OWLM 自由基清除率'gbOa

值$利用LUaMSM算法对上述指标进行综合排序$找

出制备芝麻抗氧化肽的最佳工具酶$为后续芝麻抗

氧化肽的研究提供参考%

:;材料与方法

#@#D试验材料

低温芝麻粕&实验室自制$低温压榨后$采用沸

程 /" J'"I石油醚 &"I索氏抽提 ' =$回收溶剂$

获得低温芝麻粕%

胰蛋白酶"酶活 #@#" f#"

&

TK9#$上海阿拉丁

生化科技股份有限公司!中性蛋白酶"酶活 '@&# f

#"

(

TK9#$广州裕立宝生物科技有限公司!菠萝蛋

白酶"酶活 &@$( f#"

(

TK9#' 碱性蛋白酶 !-"0 "酶

活 !@(! f#"

&

TK9#$上海源叶生物科技有限公司!木

瓜蛋白酶"酶活 &@0& f#"

(

TK9#$国药集团化学试

剂有限公司!O6<464[>蛋白酶"酶活 !@$# f#"

&

TK9#'

QaaF'OWLM'!$($' %三吡啶基三嗪"LaL+#'牛血

清白蛋白'考马斯亮蓝$美国 M5934%O6VX5<= 公司!

其他试剂为分析纯$购自国药集团化学试剂有限

公司%

LPR!"j%

#

高速冷冻离心机$湖南凯达科学

仪器有限公司!LPR%#'O小型离心机$ 上海悦峰仪

器仪表有限公司!Te%'/"" 双光束型紫外可见分

光光度计$上海美谱达仪器有限公司!Q*j%0'"'

酶标分析仪$北京普朗新技术有限公司!)M!"& 分析

天平$梅特勒 %托利多仪器上海有限公司!Qg%

#"#M集热式磁力搅拌器$金坛市医疗器械厂%

#@!D试验方法

#@!@#D芝麻蛋白制备

参考袁东振等(##)的方法% 取低温芝麻粕以质

量体积比 #G#$ 加入蒸馏水$采用 & 3;6KR*4UF调

节溶液 EF至 #"@&$(&I搅拌提取 /" 358$& """

XK358 离心 /" 358$收集上清液$调节 EF&@"$& """

XK358离心 /" 358$收集沉淀% 采用相同条件对沉

淀进行碱溶酸沉二次处理$将沉淀中和后$采用截留

相对分子质量为 & """ Q4透析膜透析$冻干$获得

芝麻蛋白$纯度为"$&@"/ o"@/-#H%

#@!@!D芝麻抗氧化肽制备

分别取 &$@$" 9芝麻蛋白加入 # """ 3R水$结

合文献报道与蛋白酶使用说明书$采用 & 3;6KR

*4UF调节溶液 EF"木瓜蛋白酶'菠萝蛋白酶'中性

蛋白酶'胰蛋白酶'碱性蛋白酶 !-"0 和 O6<464[>蛋

白酶的 EF分别为 '@&''@&'-@"'$@"'#"'#"#$加入

' """ TK9的蛋白酶$(&I酶解 & =$每隔 "@& =取 #"

3R酶解液$沸水浴灭酶 #" 358$$ """ XK358离心 #"

358$收集上清液备用%

#@!@/D多肽产率测定

取 "@& 3R上清液加入到O35<;8 T6\X4%"@& 超

滤离心管 "截留相对分子质量 # 万 Q4滤芯#以

$ """ XK358 离心 /" 358$取透过液与酶解液采用考

马斯亮蓝法测定多肽与蛋白质浓度(#!)

% 按下式计

算多肽产率%

多肽产率h

-

E

-

C

f#""H

式中&-

E

为透过液中多肽质量$39!-

C

为酶解液

中蛋白质质量$39%

#@!@(D水解度测定

修改 OV6>X%*5[[>8

(#/)方法$上清液适当稀释

后$取 "@#!& 3R稀释液于试管中$随后加入 # 3R'

EF$@! 磷酸缓冲液和 # 3R'体积分数 "@#H的

L*WM$铝箔遮光$在水浴锅中 &"I振荡 '" 358% 最

后用 ! 3R'"@# 3;6KR的盐酸进行终止反应$室温静

置 /" 358% 以 " J! 33;6KR的 B %亮氨酸制作标准

曲线$在波长 /(" 83处测定吸光度(#()

% 按下式计

0!
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算蛋白水解度%

水解度h

$

$

\;\

f#""H

式中&$ 为 # 9酶解物被裂解所含的肽键量$

33;6K9!$

\;\

为每克原料蛋白质总的肽键量$33;6K9$

芝麻蛋白的 $

\;\

取 $ 33;6K9%

#@!@&DQaaF自由基清除能力测定

取 "@& 3R上清液加入O35<;8 T6\X4%"@& 超滤

离心管"截留相对分子质量 # 万 Q4滤芯#以 $ """

XK358离心 /" 353$将透过液中多肽质量浓度稀释

至 / 39K3R$取稀释液 #""

!

R加入到 0' 孔酶标板

中$随后加入 #""

!

R! f#"

%(

3;6KRQaaF乙醇溶

液$振荡 /" [$室温避光反应 /" 358$在波长 &#- 83

处测定吸光度%

5

$以同样的方法同时测定 #""

!

R样

品与 #""

!

R乙醇混合后的吸光度%

n

$#""

!

RQaaF

溶液与 #""

!

R乙醇混合后的吸光度%

"

(#&)

% 按下式

计算QaaF自由基清除率"(

S

#%

(

S

h"# %

%

5

%%

n

%

"

# f#""H

#@!@'DOWLM自由基清除能力测定

取 & 3R'-@( 33;6KROWLM 溶液和 & 3R'!@'

33;6KR过硫酸钾混合$室温避光放置 #' = 制备

OWLM溶液$测定时在波长 -/( 83处用甲醇将OWLM

溶液稀释至其吸光度为""@-" o"@"!#% 取 !&

!

R/

39K3R多肽溶液加入到 0' 孔酶标板中$随后加入

!""

!

ROWLM溶液$室温避光静置 ' 358$在波长 -/(

83处测定吸光度 %

5s

$测定 !&

!

R/ 39K3R多肽溶

液与 !""

!

R甲醇混合物的吸光度%

ns

$!&

!

R甲醇与

! 3ROWLM 溶液混合物的吸光度 %

"s

(#')

% 按下式计

算OWLM自由基清除率"%

S

#%

%

S

h"# %

%

5s

%%

ns

%

"s

# f#""H

#@!@-DgbOa测定

取 &"

!

R/ 39K3R多肽溶液加入到 0' 孔酶标

板中$随后加入 #&"

!

RgbOa工作液"由 EF/@''

"d/ 3;6KR醋酸盐缓冲液$ #" 33;6KRLaL+$ !"

33;6KRg>.6

/

溶液以 #"G#G# 比例混合#$振荡 /" [$

避光 /-I反应 /" 358$在波长 &0/ 83处测定吸光

度% 另以 " J! 33;6KRg>MU

(

标准溶液代替样品作

标准曲线% 样品的总抗氧化能力以具有相同吸光度

的g>MU

(

的浓度表示$单位为33;6KR

(#-)

%

#@!@$D数据处理

采用 MOM 0@/ 进行单因素方差分析和 LUaMSM

算法排序"多肽产率'QaaF自由基清除率'OWLM 自

由基清除率和 gbOa值权重均为 ##% 表中同一列

中带有相同小写字母的样品间在 "@"& 水平上无显

著差异%

<;结果与分析

!@#D不同蛋白酶酶解芝麻蛋白制备抗氧化肽能力

"见图 #$

图 :;不同蛋白酶酶解芝麻蛋白的多肽产率与水解度

DD由图 # 可知$不同蛋白酶酶解芝麻蛋白呈现不

同的效果% 菠萝蛋白酶'木瓜蛋白酶和中性蛋白

酶酶解芝麻蛋白能力较差$水解度低$多肽产率偏

低$而胰蛋白酶'碱性蛋白酶 !-"0'O6<464[>蛋白酶

水解芝麻蛋白能力强$水解度高$多肽产率高$酶

解 & =后$水解度在 !&@00H J/"@#(H之间$多肽

产率在 !(@(!H J!0@-"H之间% 这与蛋白酶作用

位点及芝麻蛋白的自身组成有关$菠萝蛋白酶'木

瓜蛋白酶水解位点较专一$菠萝蛋白酶水解位点

在碱性氨基酸"如精氨酸#或芳香族氨基酸"如苯

丙氨酸'酪氨酸#的羧基侧上的肽链!木瓜蛋白酶

水解位点在精氨酸和赖氨酸的羧基端'*%端酸性

氨基酸或芳香族氨基酸!而碱性蛋白酶 !-"0'O6<42

64[>蛋白酶'胰蛋白酶作用范围广(-)

% 此外$芝麻

蛋白是碱溶性蛋白$其等电点在 (@/ J(@& 之间$

当溶液 EF从 (@& 继续增加时$芝麻蛋白自身负电

荷增多$在静电排斥作用下$蛋白质分子伸展$分

子内部间隙增加(#$)

% 这些因素导致碱性蛋白酶和

胰蛋白酶酶解效果好%

"/
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!@!D芝麻多肽抗氧化能力分析

!@!@# D芝麻多肽的 QaaF自由基清除能力

"见表 ##

表 :;不同蛋白酶酶解芝麻蛋白制备的芝麻多肽的QEEC自由基清除率

酶解时间K=

QaaF自由基清除率KH

菠萝蛋白酶 木瓜蛋白酶 中性蛋白酶 胰蛋白酶 碱性蛋白酶 !-"0 O6<464[>蛋白酶

"@&

"-@'( o"@!/

=

"&@/0 o"@/&

9

"(@0' o"@!/

=

"0@/$ o"@#/

=

"$@-# o"@(!

=

"0@'0 o"@/(

=

#@"

"0@$# o"@/!

9

"-@-! o"@/#

C

#"@#0 o"@#(

9

!"@#" o"@#&

9

#$@00 o"@!$

9

#&@"( o"@&!

9

#@&

#&@/- o"@!"

C

"$@"/ o"@((

>C

#(@0# o"@"&

C

!&@0! o"@!(

C

!#@!# o"@!'

C

!!@&- o"@/&
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D注&酶解时间 " =蛋白溶液的QaaF自由基清除率为""@"! o"@"##H%

DD由表 # 可知$' 种蛋白酶酶解芝麻蛋白制备的

芝麻多肽均有 QaaF自由基清除能力$这表明芝麻

多肽具有抗氧化活性$其中由胰蛋白酶酶解制备的

芝麻多肽的QaaF清除能力最强$其次是碱性蛋白

酶 !-"0'O6<464[>蛋白酶$其余 / 种蛋白酶制备的芝

麻多肽QaaF自由基清除能力较弱% 观察酶解时间

与QaaF自由基清除率的关系发现&随着酶解时间从

" = 延长到 ! =$QaaF自由基清除率呈现显著上升

趋势$但是继续延长酶解时间$QaaF自由基清除率

增加幅度减少$且有上下波动% 这可能是酶解液中

高活性的抗氧化肽被蛋白酶水解产生新的多肽$导

致活性降低或增加$从而表现为总体 QaaF自由基

清除率下降或上升(-)

%

!@!@!D芝麻多肽的OWLM自由基清除能力"见表 !#

表 <;不同蛋白酶酶解芝麻蛋白制备的芝麻多肽的7RSM自由基清除率

酶解时间K=

OWLM自由基清除率KH
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D注&酶解时间 " =蛋白溶液的OWLM自由基清除率为""@"# o"@"##H%

DD由表 ! 可知$' 种蛋白酶酶解芝麻蛋白制备的

芝麻多肽具有 OWLM 自由基清除能力$这也显示芝

麻多肽具有抗氧化能力$总体来看$由O6<464[>蛋白

酶制备的芝麻多肽 OWLM 自由基清除率最高$其次

是碱性蛋白酶 !-"0 和胰蛋白酶% 在酶解 / = 内$芝

麻多肽的 OWLM 自由基清除能力有显著提高$随后

继续延长酶解时间$OWLM 自由基清除能力变化不

明显%

!@!@/D芝麻多肽的gbOa值"见表 /#

由表 / 可知$芝麻多肽除具有清除自由基的能

力$还具有一定的还原金属阳离子的能力% 胰蛋白

酶和碱性蛋白酶 !-"0 酶解制备的芝麻多肽具有最

高的 gbOa值$其次是 O6<464[>蛋白酶'菠萝蛋白

酶'中性蛋白酶和木瓜蛋白酶% 与 QaaF'OWLM 自

#/
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由基清除率类似$芝麻多肽的 gbOa变化主要在酶 解 / =以内$随后gbOa值基本保持稳定%

表 =;不同蛋白酶酶解芝麻蛋白制备的芝麻多肽的NL7E值

酶解时间K=

gbOa值K"33;6KR#
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D注&酶解时间 " =蛋白溶液的gbOa值为""@"# o"@"##33;6KR%

!@/D制备芝麻抗氧化肽的工具酶筛选

综上所述$' 种蛋白酶酶解芝麻蛋白制备的芝

麻多肽具有抗氧化性% 采用 QaaF自由基清除率'

OWLM自由基清除率和 gbOa值对芝麻多肽抗氧活

性进行评价时$对于同一样品的 / 个指标一致性较

差$即高QaaF自由基清除率的样品$其 OWLM 自由

基清除率与gbOa值并非也高% 综合考虑芝麻抗氧

化肽的产率和活性$采用LUaMSM算法对 ' 种蛋白酶

制备的多肽样品进行排序$结果见表 (%

表 @;不同蛋白酶酶解芝麻蛋白制备抗氧化肽表现的S>EMTM排序

样品 与最优向量距离 排序 样品 与最优向量距离 排序 样品 与最优向量距离 排序

i0 "@"/0 / # i( "@#/- 0 !# a0 "@!&! " (#

i#" "@"(& ! ! L/ "@#$! & !! a$ "@!&( $ (!
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L- "@"$" $ #/ *' "@!#- $ // a/ "@/"$ & &/

i' "@"$/ $ #( W' "@!!" ! /( a! "@/!' & &(

O& "@"0' # #& *( "@!!' 0 /& L# "@//" 0 &&

L' "@"0$ # #' *& "@!/# & /' i# "@//! # &'

i& "@#"$ ( #- W& "@!/( - /- O# "@//' ' &-

L& "@##" ' #$ W( "@!(# - /$ W# "@/(0 / &$

L( "@#!- / #0 L! "@!(! # /0 *# "@/&& ! &0

O( "@#!$ " !" i! "@!(! / (" a# "@/&$ ( '"

D注&样品标号中W'a'*'L'i'O分别代表菠萝蛋白酶'木瓜蛋白酶'中性蛋白酶'胰蛋白酶'碱性蛋白酶 !-"0'O6<464[>蛋白酶

的酶解液$# J#" 分别代表酶解 "@&'#@"'#@&'!@"'!@&'/@"'/@&'(@"'(@&'&@" =%

DD由表 ( 可知$由菠萝蛋白酶'木瓜蛋白酶'中性

蛋白酶'胰蛋白酶'碱性蛋白酶 !-"0 和 O6<464[>蛋

白酶酶解物的与最优向量距离总和分别为 !@(/( 0'

!@$$" &'!@/-$'#@/'/'#@!0! /'#@!0- /$可知 ' 种

蛋白酶作为制备芝麻抗氧化肽工具酶的适宜性由高

到低依次为碱性蛋白酶 !-"0'O6<464[>蛋白酶'胰蛋

!/
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白酶'中性蛋白酶'菠萝蛋白酶'木瓜蛋白酶%

=;结;论

采用常用的 ' 种蛋白酶酶解芝麻蛋白制备芝麻

抗氧化肽$通过测定多肽产率'水解度'QaaF自由

基清除率'OWLM 自由基清除率和 gbOa值$利用

LUaMSM对酶解液的多肽产率和抗氧化活性进行综

合排序筛选出适宜制备芝麻抗氧化肽的工具酶% 结

果表明&' 种蛋白酶酶解芝麻蛋白的能力存在明显

差异$碱性蛋白酶 !-"0'O6<464[>蛋白酶'胰蛋白酶

酶解芝麻蛋白能力强$酶解 & = 后$水解度在

!&d00H J/"@#(H之间$多肽产率在 !(@(!H J

!0d-"H之间!' 种蛋白酶制备的芝麻多肽虽均具有

抗氧化活性$但抗氧化活性存在显著差异$碱性蛋白

酶'O6<464[>蛋白酶'胰蛋白酶制备的芝麻抗氧化肽

活性较强% 此外$芝麻抗氧化肽的 OWLM 自由基清

除能力高于QaaF自由基清除能力$抗氧化活性主

要形成于酶解 / =以内$随后基本保持稳定!根据与

最优向量距离总和$碱性蛋白酶 !-"0 最适宜用于制

备芝麻抗氧化肽$随后依次为O6<464[>蛋白酶'胰蛋

白酶'中性蛋白酶'菠萝蛋白酶'木瓜蛋白酶%

受时间所限$本文未研究不同蛋白酶复配酶解

芝麻蛋白制备抗氧化肽的效果$以及酶解条件对芝

麻抗氧化肽生成的影响$上述内容将在后续工作中

进行研究%
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