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摘要!为开发具有较好抗氧化活性的植物源蛋白肽!采用木瓜蛋白酶和中性蛋白酶复合酶法水解汉

麻籽粕获得汉麻籽蛋白水解物!经膜分离技术得到 J 种不同分子质量的多肽组分& 通过 agg,自

由基清除率%总还原力的测定!评价不同多肽组分的抗氧化活性!并对抗氧化活性最强的多肽组分

进行氨基酸序列分析& 结果显示(低分子质量的汉麻籽多肽组分具有更好的抗氧化活性!其中

,g$

%

组分"分子质量m# Ea3$的抗氧化活性最强#,g$

%

组分中丰度较高的 & 个肽段的分子质

量分别为 )&J=.J%()%=''%&)"=)"%&&!=))%'#.=%"%.!'=J# a3!氨基酸序列分别为 MeaaOe0e%

KMf̀afIHe%Mg0a0I0f̀ee0++e+%M,MMf̀àGge%GbMHNM̀gT̀eI%bH`̀aGHMbMMf̀aaMgeeIN&

汉麻籽蛋白水解物!尤其是分子质量小于 # Ea3的多肽组分可作为功能性成分用于抗氧化相关功

能食品和保健品的开发&

关键词!汉麻籽多肽#抗氧化活性#氨基酸序列
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//活性氧"e_H#参与人体生理代谢过程并起着至

关重要的作用&在正常情况下&多余的 e_H 能够通

过生物体内的抗氧化酶和非酶因子被有效消除+#,

(

&)
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e_H过多可导致许多疾病&如糖尿病'冠心病'癌

症'肝病和炎症性疾病+!,

( 此外&e_H 介导的脂质'

蛋白质氧化会导致食物变酸&产生异味&并在食物中

产生潜在的毒性+),

( 因此&开发有效的抗氧化剂&

对于食品加工和保鲜工业非常重要( 目前&一些合

成抗氧化剂具有很强的抗氧化性&并且已经广泛用

于医药和食品工业( 但是合成抗氧化剂具有副作

用&如肝损害和致癌&影响其应用+J,

( 因此&开发天

然抗氧化剂替代合成抗氧化剂具有重要的意义( 饮

食中的抗氧化成分包括维生素'类胡萝卜素'类黄

酮'酚和多肽等+(,

&其中功能活性肽具有生物活性

高'毒性低的特点&可开发为天然抗氧化剂+&,

(

食物源抗氧化肽在其氨基酸序列中无活性亲本

蛋白&具有 ! !̂" 个氨基酸残基&易于吸收并且没有

有害的免疫反应&可以发挥其作为自由基清除剂'过

氧化物活性分解剂'金属灭活剂和氧气抑制剂的作

用&保护食品和生物免受 e_H 的侵害+',

( 研究表

明&植物蛋白来源的多肽如大豆蛋白肽+.,

'鹰嘴豆

多肽+%,

'米糠多肽+#",

'玉米多肽+##,

'核桃仁多肽+#!,

具有很强的抗氧化作用&可以用于功能性食品(

汉麻"'7..7E1&&7/1F7 =̀#也称工业大麻'火麻'

汉麻'线麻'黄麻等&是一种一年生草本植物&隶属于

大麻科&在中国和加拿大地区广泛种植+#),

( 汉麻为

无毒品种&四氢大麻酚含量低于 "=)\( 汉麻籽具

有很好的药用价值和食用价值&其药用功效在 !"""

年版的.药典/和 !""# 年$药食同源%名单中均有记

载+#J,

( 汉麻籽脂肪含量为 )(\ (̂"\&蛋白质含量

为 !"\ Ĵ"\( 汉麻籽蛋白营养价值高&致敏性

低&易消化&氨基酸种类齐全&组成均衡&必需氨基酸

含量可以与酪蛋白和大豆蛋白相媲美&且精氨酸和

谷氨酸含量丰富&是一种极具开发价值的优质蛋

白+#(,

( 目前关于汉麻籽多肽的制备工艺与降血糖'

降血脂'抗氧化作用研究已有大量的报道+#)&#& $#.,

&

而关于汉麻籽抗氧化肽组成分析和结构鉴定的研究

较少&因此本研究以汉麻籽粕为原料制备汉麻籽抗

氧化肽&并对其进行组成分析和结构鉴定&以期为汉

麻籽多肽在功能食品中的应用奠定理论基础(

=>材料与方法

#=#/实验材料

汉麻籽粕&实验室采用超临界技术由汉麻籽提

取油脂后制得!木瓜蛋白酶"酶活力为 . d#"

(

UD9#'

中性蛋白酶"酶活力为 #=) d#"

(

UD9#&无锡雪梅酶

制剂有限公司!其他试剂均为分析纯&国药集团化学

试剂有限公司(

OK̀aT$G_I基质辅助激光解析飞行时间质谱

仪&KW HRT0-公司! gQ554>?8 切向流超滤系统&

O4554Z?XQ公司!Ia$!K$." 型真空冷冻干燥机&上

海继谱电子科技有限公司!Ub$(#""W紫外可见分

光光度计&上海元析仪器有限公司! f0[3>F4YQ组合

型四极杆 _XA4FX3Z 质谱仪'03V:$8 R̀#""" 纳升级

液相色谱&赛默飞世尔公司(

#=!/实验方法

#=!=#/汉麻籽多肽的制备与分离纯化

以汉麻籽粕为原料制备汉麻籽多肽( 按质量比

#j( 将汉麻籽粕加入蒸馏水溶解&然后调整溶液 Z,

为 (="&温度为 '"i&加入汉麻籽粕质量 )="\的中

性蛋白酶'"=J\的木瓜蛋白酶&酶解 ) 7( %(i水

浴灭酶活 #" 248&以 #" """ XD248离心 #( 248&取上

清液&备用( 采用不同截留分子质量超滤膜"#')'(

Ea3#对上清液进行分离&超滤条件为温度 !(i'压

力 "=#( Og3'转速 #!( XD248( 收集各个组分的多肽

液冷冻干燥&计算各组分所占比例(

#=!=!/抗氧化活性测定

#=!=!=#/agg,自由基清除率的测定

根据N?<等+#%,的方法测定 agg,自由基清除

率&略作修改( 冷冻干燥的汉麻籽多肽样品用蒸馏

水溶解得到质量浓度分别为 "=#'"=('#="'!=('

(]"'#"]" 29D2̀ 的溶液( 取 #""

!

汉̀麻籽多肽溶

液&与 #""

!

"̀=# 22?5D̀ 的 agg,溶液充分混匀

后&在 )'i水浴中反应 #=( 7&测定在 (#' 82处的

吸光度( 空白组为 #""

!

乙̀醇溶液和 #""

!

一̀定

质量浓度的汉麻籽多肽溶液&对照组为 #""

!

乙̀醇

溶液和 #""

!

`agg,溶液( agg,自由基清除率

">#按式"##计算(

>c"# $

2

#

$2

!

2

)

# d#""G "##

式中)2

#

为汉麻籽多肽溶液吸光度!2

!

为空白组

吸光度!2

)

为对照组吸光度(

#=!=!=!/总还原力的测定

参照 _:346<

+!",的方法测定总还原力&略作修

改( 反应管中依次加入 "=#'"=('#="'!=('(="'

#"]" 29D2̀ 的汉麻籽多肽溶液 #=" 2̀ &!=( 2̀ "=!

2?5D̀ 的磷酸盐缓冲液 " Z, &=&#和 !=( 2̀ #"

29D2̀ 铁氰化钾溶液&充分混合后&于 ("i的水浴

中充分反应 !" 248&以 ) """ XD248 离心 #" 248&取

!=( 2̀ 上清液与 "=# 2̀ # 29D2̀ IQR5

)

混合&测定

在 '"" 82处的吸光度&以吸光度的大小表示总还原

力的强弱(

#=!=)/汉麻籽抗氧化肽分子质量分布的测定

采用 OK̀aT$G_I基质辅助激光解析飞行时

')
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间质谱仪对汉麻籽抗氧化肽的分子质量分布进行测

定+!#,

( 取质量浓度为 # 29D2̀ 的汉麻籽多肽溶液

#

!

&̀点至样品靶位上&自然干燥后&再取 #

!

`R,RK

基质溶液点至对应靶位上并自然干燥&用相同方法在

样品靶位相邻靶位上点校准标准品 "J'"" gX?FQ?24>V

K835:6QXR354AX3F4?8 O4[F<XQ##( 采用校准标准品

R354AX3F4?8 O4[F<XQ#进行外标一级校准&质量误差小

于 "=( a3( 图谱采集条件)一级质谱 "OH#范围

"<CH##"" (̂ """&每张谱图累加 (""个 3̀VQXH7?FV(

#=!=J/汉麻籽抗氧化肽的氨基酸序列分析

参照文献+!#,方法&采用液相色谱 $串联质谱

" R̀$OHDOH#对汉麻籽抗氧化肽的氨基酸序列进

行分析&采用0HT质谱鉴定及质谱数据分析(

?>结果与分析

!=#/汉麻籽多肽各组分所占比例

对汉麻籽粕酶解液进行分离纯化后得到 J 个多

肽组分&各组分分子质量及所占比例见表 #(

表 =>汉麻籽多肽各组分分子质量及所占比例

组分 分子质量DEa3 所占比例D\

,g$

& #

( #=!' o"=#)

,g$

'

( )̂ J=!) o"=#(

,g$

(

# )̂ (J=)! o"=!#

,g$

%

m#/ J"=#. o"="'

//由表 # 可知&得到的 J 个多肽组分中&,g$

(

组分 "分子质量为 # )̂ Ea3#所占比例最高&为

(J])!\&其次为,g$

%

组分"分子质量 m# Ea3#&

所占比例为 J"=#.\(

!=!/汉麻籽多肽的抗氧化活性

!=!=#/agg,自由基清除能力

汉麻籽多肽对agg,自由基的清除能力如图 #

所示(

图 =>汉麻籽多肽的!$$T自由基清除能力

//agg,自由基在乙醇溶液中稳定&且在 (#' 82

处有最大的吸光度( 当agg,自由基遇到提供质子

的物质&如抗氧化剂时&自由基被清除&吸光度降低(

这个方法可评价抗氧化剂对agg,自由基的清除能

力( 由图 # 可见&汉麻籽多肽对 agg,自由基具有

清除能力&且呈现出剂量相关性( 汉麻籽多肽的分

子质量越大&相同质量浓度的汉麻籽多肽对 agg,

自由基清除能力越小( 一般来说&生物活性肽的分

子质量'疏水性'氨基酸组成和序列被认为在抗氧化

作用中起关键作用&抗氧化肽的生物活性高度依赖

于其分子大小&因为小分子的抗氧化剂更有可能与

自由基相互作用&以防止过氧化反应+!!,

(

!=!=!/总还原力

汉麻籽多肽的总还原力如图 ! 所示(

图 ?>汉麻籽多肽的总还原力

//总还原力是评价活性肽抗氧化活性的重要指

标( 从图 ! 可见&在 "=# #̂"=" 29D2̀ 范围内&汉

麻籽多肽的总还原力均随着汉麻籽多肽质量浓度的

增加而增强&并呈现出显著的量效关系&相同质量浓

度条件下&分子质量越大&总还原力越低&,g$

%

组

分的分子质量"分子质量 m# Ea3#最小&其总还原

力最强(

!=)/汉麻籽抗氧化肽的分子质量分布

经测定&,g$

%

组分丰度较高的 & 个峰对应的

肽段分子质量分别为 )&J=.J' ()%=''' &)"=)"'

&&!]))''#.=%"'.!'=J# a3(

!=J/汉麻籽抗氧化肽的氨基酸序列分析

为了确定可能引起抗氧化活性的肽段结构&根据

,g$

%

组分的分子质量分布&对,g$

%

组分丰度较

高的 &个峰对应的肽段进行氨基酸序列分析&多肽序

列分析结果如表 !所示&质谱图如图 ) 图̂ .所示(

表 ?>汉麻籽抗氧化肽肽段的氨基酸序列

序号 分子质量Da3 氨基酸序列

# )&J=.J MeaaOe0e

! ()%='' KMf̀afIHe

) &)"=)" Mg0a0I0f̀ee0++e+

J &&!=)) M,MMf̀ àGge

( '#.=%" GbMHNM̀gT̀eI

& .!'=J# bH`̀aGHMbMMf̀aaMgeeIN

/注) +=甘氨酸!K=丙氨酸!b=缬氨酸! =̀亮氨酸!T=异亮氨

酸!g=脯氨酸!I=苯丙氨酸!N=酪氨酸!H=丝氨酸!G=苏氨酸!

O=甲硫氨酸!M=天冬酰胺!f=谷氨酰胺!a=天冬氨酸!0=谷

氨酸!e=精氨酸!,=组氨酸(

.)
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图 B>WY!!ZYNY质谱图

图 D>9W[\![CXY质谱图

图 E>W$N!NCN[\YYNVVYV质谱图

图 F>WTWW[\!\U$Y质谱图

图 J>UMWX]W\$#\YC质谱图

图 K>MX\\!UXWMWW[\!!W$YYC]质谱图

//据报道&天冬氨酸'苯丙氨酸'酪氨酸'谷氨酸'

赖氨酸'组氨酸'色氨酸'亮氨酸'脯氨酸'甲硫氨酸'

半胱氨酸等对肽的抗氧化性有贡献+!),

( 由表 ! 和

图 ) 图̂ . 可知&鉴定的 & 个肽段中&均含具有抗氧

化活性的氨基酸( 已有研究证明多肽序列中异亮氨

酸'亮氨酸'苯丙氨酸'色氨酸和缬氨酸等疏水性氨

基酸使其具有较好的抗氧化活性+!J,

( 因此&研究认

为 MeaaOe0e' KMf̀afIHe' Mg0a0I0f̀ee1

0++e+' M,MMf̀àGge' GbMHNM̀gT̀eI' bH`̀a1

GHMbMMf̀aaMgeeIN多肽序列组成是使分子质

量小于 # Ea3的汉麻籽多肽组分具有较好抗氧化活

性的主要因素(

B>结>论

本文采用复合蛋白酶法制备了具有较高抗氧化

活性的汉麻籽多肽( 利用切向流超滤系统分离纯

化&通过比较不同组分汉麻籽多肽的抗氧化活性&确

定分子质量小于 # Ea3的汉麻籽多肽具有最强的抗

氧化活性( 分子质量小于 # Ea3的汉麻籽多肽组分

中丰度较高的 & 个峰对应的肽段分子质量分别为

)&J=.J'()%='''&)"=)"'&&!=))''#.=%"'.!'=J#

a3&采用液相色谱$串联质谱对其进行氨基酸序列

%)
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分析&得到的氨基酸序列分别为 MeaaOe0e'

KMf̀afIHe' Mg0a0I0f̀ee0++e+' M,MMf̀1

àGge' GbMHNM̀gT̀eI' bH`̀aGHMbMMf̀aaM1

geeIN( 研究认为分子质量小于 # Ea3的汉麻籽蛋

白水解物是抗氧化功能食品开发的优良原料(
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