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摘要!以新鲜蚕豆为原料"采用碱溶酸沉法提取蚕豆蛋白"采用 : 种不同蛋白酶对蚕豆蛋白进行单

酶或双酶酶解"通过比较蚕豆蛋白水解度和多肽得率筛选出最优的两种酶复合酶解蚕豆蛋白"将复

合酶解液通过膜分离技术分离得到 __X=̂ #

&

! x% ,CL#%__X=̂ #

-

!% c1 ,CL#%__X=̂ #

)

!1 c7 ,CL#%__X=̂ #

/

!7 c%" ,CL#%__X=̂ #

0

! m%" ,CL#7 个不同分子质量的组分"对 7 个组

分的氨基酸组成%紫外光谱%红外光谱进行分析"同时通过测定体外抗氧化活性及
!

#葡萄糖苷酶

抑制率表征其活性& 结果表明(选用菠萝蛋白酶和木瓜蛋白酶对蚕豆蛋白进行复合酶解$与膜分离

前比较"膜分离后 %" ,CL以下的蚕豆蛋白酶解产物总氨基酸含量增加"__X=̂ #

-

%__X=̂ #

)

%

__X=̂ #

/

的疏水氨基酸含量较高"此外__X=̂ #

)

的总氨基酸%必需氨基酸%疏水氨基酸%芳香氨

基酸含量均为最高"分别为 37&1":<%%'&!!!<%!"&23!<%$&23'<& 不同分子质量的蚕豆蛋白酶

解产物表现出一定体外抗氧化能力"当质量浓度为 %" K/(KB时"__X=̂ #

/

的 @_45 自由基清除

率可达!!2&$' k"&"%#<"__X=̂ #

-

的CXX=自由基清除率可高达!72&2" k"&""#<$当质量浓度

在 ! c1! K/(KB范围内"不同分子质量蚕豆蛋白酶解产物的
!

#葡萄糖苷酶抑制活性呈剂量依赖

关系"__X=̂ #

-

%__X=̂ #

)

%__X=̂ #

/

表现出良好的
!

#葡萄糖苷酶抑制活性"质量浓度为 1!

K/(KB时__X=̂ #

)

的
!

#葡萄糖苷酶活性抑制率最佳"达到!$3&73 k%&!1#<& 因此"通过膜分

离技术得到的小分子质量的蚕豆蛋白酶解产物具有更好的抗氧化活性和
!

#葡萄糖苷酶抑制活

性"具有良好的开发及应用前景&

关键词!蚕豆蛋白$酶解产物$膜分离$体外抗氧化$
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88蚕豆$C5$53 E383 B&%又名胡豆!佛豆!罗汉豆等#

作为一种可食性资源食用历史悠久" 我国地域辽

阔#种植蚕豆品种多!范围广#主要分布于四川!云

南!湖南!湖北!青海等省#是世界上蚕豆种植大国之

一/%0

" 由于青海种植的蚕豆品质优!无虫害#深受

市场欢迎/!0

"

蚕豆的蛋白质含量为 !7< c1"<#是制作低脂

高蛋白食品的理想原料/10

" 目前国内对蚕豆蛋白

的研究主要集中在蛋白质的提取!蚕豆蛋白酶解多

肽的制备及工艺优化方面/: #30

#对于不同分子质量

蚕豆蛋白酶解产物的分离及生物活性研究较少" 蚕

豆蛋白酶解产物具有易吸收/:0

!降胆固醇/20

!抗氧

化/$ #'0

!抗菌/%"0

!降血压/%%0

!抗糖尿病等作用#其分

离纯化有多种方法#其中膜分离原理简单!操作方

便#无化学污染/%!0

#且可以将酶解产物分离成不同

分子质量的组分#从而可以进一步研究各组分的理

化性质及生物活性#对酶解产物研究开发有应用价

值/%10

" 如&黄文凯/%:0采用膜分离富集具有免疫活

性的大豆肽'吴红洋等/%70使用超滤制备的花椒籽蛋

白降血压肽@9I抑制率得到提高"

本课题组前期研究表明#蚕豆蛋白经不同蛋白

酶处理后氨基酸的种类和含量有所增加#且酶解产

物相对于蚕豆蛋白本身具有更高的体外抗氧化活

性#在此基础上#本文利用不同蛋白酶酶解蚕豆蛋

白#筛选出两种最优的酶进行复合酶解#再采用膜分

离技术分级分离蚕豆蛋白酶解产物#进一步研究酶

解产物的抗氧化活性及
!

#葡萄糖苷酶抑制活性#

为蚕豆的精深加工奠定理论基础#对深层次开发蚕

豆蛋白有一定的实际应用意义"

&'材料与方法

%&%8试验材料

%&%&%8原料与试剂

新鲜蚕豆#采集于青海大通'菠萝蛋白酶$1""

Y(K/%!木瓜蛋白酶$$"" Y(K/%!胃蛋白酶$%" """

Y(/%!胰蛋白酶$!7" Y(K/%#福州飞净生物科技有

限公司'标准牛血清白蛋白#南京都莱生物科技有限

公司'D

9

#南京奥多福尼生物科技有限公司'CXX=

$%#% #二苯基#! #苦肼基自由基%!

!

#葡萄糖苷

酶# 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司' @_45

$!#! #联氮基双$1 #乙基苯并噻唑啉 #3 #磺酸%

二铵盐#梯希爱化成工业发展有限公司'过硫酸钾!

碳酸钠!氢氧化钠!浓盐酸!磷酸二氢钾!磷酸氢二

钾!无水乙醇!三氯乙酸等均为分析纯#天津市河东

区红岩试剂厂"

%&%&!8仪器与设备

==5 #:5 电子恒温不锈钢水浴锅#上海仪器纱

筛厂'W@%""1 电子天平#上海良平仪器仪表有限公

司'C9#17" 高速多功能粉碎机#浙江武义鼎藏日用

1'
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金属制品厂'[=5 #19实验室 [=计#上海佑科仪器

仪表有限公司'YD#!3"" 紫外可见分光光度计#岛

津企业管理有限公司'BV%"g大容量冷冻离心机#

湖南赫西仪器装备有限公司'U577 #' 冷冻干燥机#

基因有限公司'l'$:" 自动凯氏定氮仪#山东海能科

学仪器有限公司'6FEagRK#"""7 #X?:" 高压平板

膜小试设备#厦门福美科技有限公司"

%&!8试验方法

%&!&%8蚕豆蛋白的提取

参考文献/:#%30对蚕豆蛋白进行提取#具体提取

工艺为&新鲜蚕豆
)

去皮
)

冷冻干燥
)

粉碎过筛
)

碱溶$"&7 KEF(B?LA=调节 [=至 $&"#7"j浸提

% M%

)

离心$1 """ N(K-+#!" K-+%

)

酸沉$% KEF(B

=9F调节 [=至 :&$%

)

离心$1 """ N(K-+#!" K-+%

)

沉淀冷冻干燥
)

蚕豆蛋白"

%&!&!8蚕豆蛋白酶解产物的制备

参考文献/: #7#%20#称取 : /蚕豆蛋白配制成

质量分数为 %"<的溶液#'"j预处理 %" K-+#调节

[=至适宜的酶解环境#分别加入 "&"$ /胃蛋白酶!

胰蛋白酶!菠萝蛋白酶!木瓜蛋白酶或 "&"$ /胃蛋

白酶u"&"$ /胰蛋白酶!"&"$ /菠萝蛋白酶u"&"$ /

木瓜蛋白酶进行酶解$各酶酶解条件见表 %%#酶解结

束后取出于 '"j灭酶 %" K-+ 终止反应#冷却后测定

反应体系的 [=#并用 "&! KEF(B?LA=标准溶液调节

至酶解前体系的 [=#并记录?LA=的消耗体积/%$0

"

表 &'蛋白酶酶解条件

蛋白酶 [= 温度(j 时间(M

胃蛋白酶 !&" :7 :

胰蛋白酶 $&" 77 :

菠萝蛋白酶 3&7 :7 :

木瓜蛋白酶 3&7 77 :

菠萝蛋白酶u

木瓜蛋白酶
3&7 7" :

胃蛋白酶u

胰蛋白酶
!&"($&" :"(:" !(!

8注&胃蛋白酶u胰蛋白酶采取先添加胃蛋白酶#再添加胰

蛋白酶的分段酶解方式

将菠萝蛋白酶u木瓜蛋白酶酶解液于 1 """ N(K-+

离心 !" K-+后倒出上清液" 将上清液装入透析袋

脱盐 :$ M#冷冻干燥后置于#$"j备用"

%&!&18水解度及多肽得率的测定

%&!&1&%8水解度$C=%的测定

参考文献/70采用 [=#̂;L;法测定蚕豆蛋白的

水解度" 计算公式如下&

I

C

h6iL

b

i

%

3

i

%

M

i

%

1

;E;

i%""< $%%

式中&I

C

为水解度'6为 ?LA=的消耗体积#

KB'L

b

为?LA=浓度#KEF(B'M为蛋白质的质量#/'

1

;E;

为蛋白质中肽键总数#KKEF(/#本试验取 2&27'3

为蚕豆蛋白氨基的平均解离度#本试验取 "&$'"

%&!&1&!8多肽得率的测定

参考文献/%' #!"0#采用双缩脲法制作标准曲

线#以吸光值$%%与牛血清白蛋白质量浓度$9%进行

线性回归#得到回归方程%h"F"7'9u"F1:: $#>

!

h

"F'''" 根据曲线计算得出样品溶液中的多肽质量

浓度#按下式计算多肽得率$!%"

!h$C-"i%""< $!%

式中&$为酶解液多肽质量浓度'C为酶解液体

积'"为蚕豆蛋白质量"

%&!&:8蚕豆蛋白酶解产物的分离

参考文献/%70并作改动#取冷冻干燥后的双酶

酶解产物#用超纯水配制成质量分数为 7<的蚕豆

蛋白酶解液#于 : """ N(K-+ 离心 !" K-+ 后取上清

液#严格按照膜分离设备的操作要求#将上清液分别

经过 %!1!7!%" ,CL滤膜分离#得到 7 个不同分子质

量的酶解产物组分#再经过 VA膜处理得到不同分

子质量酶解产物组分的浓缩液#分别为 __X=̂ #

&

$ x% ,CL%!__X=̂ #

-

$% c1 ,CL%!__X=̂ #

)

$1 c7 ,CL%!__X=̂ #

/

$7 c%" ,CL%!__X=̂ #

0

$ m%" ,CL%#冷冻干燥后于 #$"j保存#计算膜分

离后各组分在酶解产物中所占比例"

%&!&78蛋白质含量的测定

参照U_7""'&7(!"%3 采用凯氏定氮法进行蛋

白质含量测定"

%&!&38氨基酸含量测定

按U_(47""'&%!:(!""1 采用氨基酸自动分析

仪测定未膜分离酶解产物与膜分离后的不同分子质

量组分的氨基酸含量"

%&!&28紫外光谱分析

准备 "&! K/(KB未膜分离与膜分离酶解产物

溶液#使用紫外可见分光光度计在 !"" c$"" +K范

围内扫描得到样品的紫外可见光谱"

%&!&$8红外光谱分析

取 ! K/未膜分离与膜分离后的酶解产物#与

"&! /l_N粉末混合压片#在室温下使用红外分光光

度计扫描记录样品的红外光谱#扫描范围为

7"" c: """ *K

#%

"

%&!&'8蚕豆蛋白酶解产物抗氧化活性测定

%&!&'&%8蚕豆蛋白酶解产物 @_45 自由基清除能

力测定

将 2 KKEF(B@_45溶液与 !&:7 KKEF(B过硫酸

:'
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钾溶液等体积混合" 吸取 % KB@_45 混合溶液#用

无水乙醇稀释#使其在 21: +K处的吸光值为 "&2 k

"&%#以此为@_45工作液" 样品用蒸馏水稀释至质

量浓度分别为 %"&"!7&"!!&7!%&!7!"&3!7 K/(KB

的溶液'分别与@_45工作液混合后#置于室温反应

3 K-+#以无水乙醇为空白调零#于 21: +K处测定吸

光值#以相同质量浓度的 D

9

为阳性对照#按下式计

算样品对@_45自由基的清除率$!

%

%"

!

%

h$% #*N-*% i%""< $1%

式中&*为 @_45 溶液吸光值'*v为 @_45 溶液

加入样品后的吸光值"

%&!&'&!8蚕豆蛋白酶解产物 CXX=自由基清除能

力测定

样品用无水乙醇稀释至质量浓度分别为 %"&"!

7&"!!&7!%&!7!"&3!7 K/(KB的溶液'将不同质量浓

度样品与 "&! KKEF(BCXX=试剂混合#室温下反应

% M#以无水乙醇为空白调零#于 7%2 +K处测定其吸

光值#以相同质量浓度的 D

9

为阳性对照#按下式计

算样品对CXX=自由基的清除率$!

!

%"

!

!

h$% #*N-*% i%""< $:%

式中&*为CXX=溶液的吸光值'*v为 CXX=溶

液加入样品后的吸光值"

%&!&%"8蚕豆蛋白酶解产物对
!

#葡萄糖苷酶活性

的抑制能力测定

将不同组分的酶解产物用蒸馏水配制成不同质

量浓度$1!!%3!$!:!! K/(KB%#参考文献/!%0并按

表 ! 各组反应物体积加样#测定空白组!阴性对照

组!样品空白组!样品组在 :"7 +K处的吸光值#以阿

卡波糖为阳性对照#按公式$7%计算样品对
!

#葡萄

糖苷酶的抑制率$!

1

%"

表 $'

!

Q葡萄糖苷酶的活性抑制试验反应体系

试剂
添加量(

%

B

空白组 阴性对照组 样品空白组样品组

X_5溶液$[=3&$% !"" %$" %$" %3"

X?XU溶液

$:&$ KKEF(B%

:" :" :" :"

样品溶液 " " !" !"

酶溶液$3 Y(KB% " !" " !"

?L

!

9A

1

终止液

$%&7 KEF(B%

$" $" $" $"

8注&加入样品溶液后#充分混匀#12j下孵化 %7 K-+'加入

酶溶液后充分混匀#12j下反应 1" K-+

!

1

h

$*

1

#*

:

% #$*

%

#*

!

%

*

1

#*

:

i%""< $7%

式中&*

%

为样品组吸光值'*

!

为样品空白组吸光

值'*

1

为阴性对照组吸光值'*

:

为空白组吸光值"

%&!&%%8数据处理

所有试验数据均以)9k<*表示#采用 5X55!%&"

软件进行单因素方差分析#以 4x"&"7 表示显著性

差异#4x"&"% 表示极显著性差异"

$'结果与讨论

!&%8蛋白酶水解能力的比较!见图 %#

8注&@&菠萝蛋白酶 u木瓜蛋白酶'_&胃蛋白酶 u胰蛋白

酶'9&菠萝蛋白酶'C&胃蛋白酶'I&木瓜蛋白酶'6&胰蛋白

酶'U&未处理组" 与未处理比较#

&

4x"F"7#

&&

4x"&"%

图 &'不同酶水解能力的比较

88水解度$C=%是判断酶水解能力的重要指标"

由图 % 可知#与未酶解比较#菠萝蛋白酶!胃蛋白酶!

木瓜蛋白酶处理的蚕豆蛋白水解度及多肽得率都极

显著上升$4x"F"%%" 其中#菠萝蛋白酶酶解产物

的水解度高达$'&3% k"&%'%<#木瓜蛋白酶酶解产

物的多肽得率高达$%&$1 k"&"%%<" 通过复合酶

解试验得出#菠萝蛋白酶与木瓜蛋白酶复合酶解蚕

豆蛋白的水解度最高#且所得酶解产物的多肽得率

高达$!&%$ k"&"%%<#与胃!胰蛋白酶复合酶解相比

有极显著差异$4x"F"%%" 因此#综合考虑选用菠萝

蛋白酶和木瓜蛋白酶作为双酶酶解最优水解酶"

!&!8膜分离后蚕豆蛋白酶解产物各组分所占比例

取 7 /蚕豆蛋白酶解产物按 %&!&: 方法进行分

离#得到的 7个不同分子质量的组分所占比例见表 1"

表 )'膜分离后蚕豆蛋白酶解产物各组分所占比例

组分 质量(K/ 占比(<

__X=̂ #

&

$ x% ,CL% !%2&7 2&3

__X=̂ #

-

$% c1 ,CL% :1!&% %7&%

__X=̂ #

)

$1 c7 ,CL% 7%"&' %2&'

__X=̂ #

/

$7 c%" ,CL% 33:&2 !1&!

__X=̂ #

0

$ m%" ,CL% % "17&2 13&!

7'
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88由表 1可知#__X=̂ #

&

$ x% ,CL%!__X=̂ #

-

$% c

1 ,CL%!__X=̂ #

)

$1 c7 ,CL%!__X=̂ #

/

$7 c

%" ,CL%!__X=̂ #

0

$ m%" ,CL%组分所占比例分别为

2&3<!%7&%<!%2&'<!!1&!<!13&!<"

!&18氨基酸含量

未膜分离与经膜分离所得不同分子质量蚕豆蛋

白酶解产物组分的氨基酸含量见表 :"

表 *'未膜分离与膜分离后不同分子质量蚕豆蛋白酶解产物组分的氨基酸含量 L

氨基酸
未膜分离

酶解产物

__X=̂ #

&

$ x% ,CL%

__X=̂ #

-

$% c1 ,CL%

__X=̂ #

)

$1 c7 ,CL%

__X=̂ #

/

$7 c%" ,CL%

__X=̂ #

0

$ m%" ,CL%

天冬氨酸$@̂[% 1&"%" !&%1' :&"73 1&"%% :&122 !&3$3

苏氨酸$4MN%

&

%&"!2 "&71: !&"%3 "&'27 1&!3" "&$!7

丝氨酸$5RN% !&7"2 !&273 :&72" :&"$' !&2'% !&73!

谷氨酸$UFP% 1&7%7 3&2'! 3&"11 :&"7% 7&2!' 1&732

甘氨酸$UF0% 1&$'1 :&%"7 7&$3' 3&227 :&1%1 1&73$

丙氨酸$@FL%

*

%&723 %&7"% !&31: !&$2: !&"%! "&'73

半胱氨酸$90̂% :&32' :&'!% :&7$2 7&"71 :&$!% 1&1:!

缬氨酸$DLF%

&*

7&2$' $&"%% 2&3'7 $&:"7 2&"1! 7&77"

蛋氨酸$gR;%

&*

"&7!% "&1:2 "&:$! "&31! "&%"! "&:%2

异亮氨酸$>FR%

&*

%&11! %&7"$ %&'3" !&72' %&2%2 %&$7'

亮氨酸$BRP%

&*

%&:"' %&323 !&731 !&"%! 1&"$' !&3'%

酪氨酸$40N%

+

7&''! 7&737 !&1:1 $&!!2 2&"7! 1&:7"

苯丙氨酸$XMR%

&*+

%&'73 "&$$3 "&'"1 "&7:! "&271 %&73!

组氨酸$=-̂% !&737 !&732 %&7"3 !&:'1 !&"%" %&273

赖氨酸$B0̂%

&

:&:!" :&1!: 1&"!: :&"22 !&%%$ %&$3!

精氨酸$@N/% 1&123 :&721 :&77" 7&2'% :&11$ :&%"%

脯氨酸$XNE%

*

%&!23 %&3$% !&1"$ 1&2%$ !&"33 %&:'!

4@@ :$&$:1 71&$$3 72&"'' 37&1": 72&7$" :!&!:3

I@@ %3&:7: %2&!$3 %$&3:1 %'&!!! %$&"2% %:&233

=@@ %1&$7' %7&3%" %$&7:7 !"&23! %3&22% %:&7!2

@@@ 2&':$ 3&:7% 1&!:3 $&23' 2&$"7 7&"%!

I@@(4@@ 11&3$$ 1!&"2' 1!&37" !'&:17 1%&1$: 1:&'7!

8注&4@@&总氨基酸'I@@&必需氨基酸'=@@&疏水氨基酸'@@@&芳香氨基酸'

&

为I@@'

*

为=@@'

+

为@@@

88由表 : 可看出#蚕豆蛋白酶解产物共检出 %2 种

氨基酸#其中 2 种必需氨基酸" 经膜分离后 %" ,CL

以下的蚕豆蛋白酶解产物的总氨基酸和必需氨基酸

含量均增加" 7 种膜分离蚕豆蛋白酶解产物中#

__X=̂ #

)

的总氨基酸!必需氨基酸!疏水氨基酸!

芳香氨基酸含量均为最高#分别为 37&1":<!

%'G!!!<!!"&23!<!$&23'<#明显高于未膜分离的

酶解产物'3 种蚕豆蛋白酶解产物中均含有XMR!>FR!

BRP!DLF!XNE等疏水氨基酸#说明蚕豆蛋白酶解产物

有较好的抗氧化活性'而对于 40N!XMR等芳香氨基

酸#__X=̂ #

-

中含量较少#为 1&!:3<#__X=̂ #

)

中含量最高#为 $&23'<#芳香氨基酸可通过电子供

体作用将自由基转化为稳定的分子#因此推断

__X=̂ #

)

有较高的生物活性"

!&:8紫外光谱分析

图 ! 为膜分离前后蚕豆蛋白酶解产物的紫外光

谱" 紫外吸收光谱法可以根据最大吸收峰的位置及

强度判断其共轭体系的类型"

8注&!$7 +K波长处紫外光谱由下到上依次为未膜分离!

__X=̂ #

&

!__X=̂ #

-

!__X=̂ #

)

!__X=̂ #

/

!__X=̂ #

0

图 $'膜分离前后蚕豆蛋白酶解产物的紫外光谱

3'
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88由图 ! 可看出#在 !"" c$"" +K波长范围内#3

种蚕豆蛋白酶解产物的紫外光谱在 !$7 +K处都有

最高吸收峰#判断是
1

)

1&

跃迁所引起" 而膜分

离后酶解产物与未膜分离相比吸收强度有不同程度

的升高#可能是膜分离后酶解产物的多肽链侧链发

生变化导致紫外吸收强度发生了变化"

!&78红外光谱分析

图 1 为膜分离前后蚕豆蛋白酶解产物的红外光

谱" 红外吸收峰与化合物的官能团有关#可用于分

子结构特征分析/!!0

" 酰胺
&

带波数范围为 % 3"" c

% 2"" *K

#%

#可以体现蛋白质的
!

#螺旋!

$

#折叠!

$

#转角和无规卷曲等二级结构"

88

88

88

图 )'膜分离前后蚕豆蛋白酶解产物的红外光谱

88由图 1可知#3种蚕豆蛋白酶解产物的蛋白质二

级结构有所差异" 其中&__X=̂ #

&

在 % 3:3&3! *K

#%

处的强吸收峰#是
((

9 A伸缩振动而具有的

!

#螺旋结构'__X=̂ #

-

!__X=̂ #

)

!__X=̂ #

0

分

别在 % 3:1&$2!% 3:1&'$!% 3::&$3 *K

#%处的强吸收峰

为无规卷曲'__X=̂ #

/

在 % 313&:7 *K

#%处的强吸收

峰为
$

#折叠'而未膜分离蚕豆蛋白酶解产物在

% 3:1&'! *K

#%处的强吸收峰为无规卷曲"

!&38膜分离前后蚕豆蛋白酶解产物的抗氧化活性

!&3&%8对@_45自由基的清除能力$见图 :%

由图 : 可看出#3 种蚕豆蛋白酶解产物具有一定

的@_45自由基清除能力" 在 "&3!7 c7&" K/(KB质

量浓度范围内#7种膜分离组分中__X=̂ #

/

表现出

较高的@_45自由基清除能力#均大于未膜分离的'

此外#__X=̂ #

-

和 __X=̂ #

)

的 @_45 自由基清

除能力趋势相近" 当质量浓度为 %" K/(KB时#

__X=̂ #

/

对 @_45 自 由 基 的 清 除 率 达 到

$!2&$' k"&"%%<#与 __X=̂ #

-

和 __X=̂ #

)

相

比差异极显著$4x"F"%%#相较于 __X=̂ #

0

组分

其@_45 自由基清除率高出 3&17 百分点 $4x

"G"%%" 说明 7 种膜分离组分中__X=̂ #

/

的@_45

自由基清除能力强且具有稳定性#但质量浓度为 %"

K/(KB时低于未膜分离组分的@_45自由基清除率#

可能与未膜分离酶解产物中氨基酸组成有关"

2'
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注&

&

4x"&"7#

&&

4x"&"%#与未膜分离酶解产物比较" 下同

图 *'蚕豆蛋白酶解产物的0ZYP自由基清除活性

!&3&!8对CXX=自由基的清除能力$见图 7%

图 +'蚕豆蛋白酶解产物的!IIM自由基清除活性

88由图 7 可看出#与膜分离前比较#蚕豆蛋白酶解

产物经过膜分离处理后CXX=自由基清除率有所降

低$除 __X=̂ #

-

%#但各组分仍表现出良好的

CXX=自由基清除能力" 7 种膜分离组分中#

__X=̂ #

-

组分表现较高的 CXX=自由基清除能

力#而__X=̂ #

0

的CXX=自由基清除率最低'当质

量浓度为 %" K/(KB时#__X=̂ #

-

组分CXX=自由

基清除率为$72&2" k"&""%<" 研究表明#氨基酸

的疏水性与酶解产物抗氧化活性密切相关#__X=̂ #

&

!__X=̂ #

-

!__X=̂ #

)

!__X=̂ #

/

中疏水氨

基酸含量较高#因此分子质量小于 %" ,CL的膜分离

蚕豆蛋白酶解产物具有较好 CXX=自由基清除能

力#说明小分子质量的酶解产物清除自由基能力的

优势值得进一步研究"

!&28膜分离前后蚕豆蛋白酶解产物对
!

#葡萄糖

苷酶活性的抑制能力

未膜分离与膜分离后的蚕豆蛋白酶解产物对

!

#葡萄糖苷酶活性抑制结果如图 3 所示"

图 ,'蚕豆蛋白酶解产物对
!

Q葡萄糖苷酶活性的抑制率

88由图 3 可看出#蚕豆蛋白酶解产物对
!

#葡萄

糖苷酶有一定的抑制作用#且 7 个膜分离组分在质

量浓度 : c%3 K/(KB范围内的
!

#葡萄糖苷酶抑制

率均显著高于未分离酶解产物" 在 ! c1! K/(KB

质量浓度范围内#蚕豆蛋白酶解产物的
!

#葡萄糖

苷酶抑制率呈剂量依赖性" 在 ! c: K/(KB质量浓

度下#__X=̂ #

-

的
!

#葡萄糖苷酶抑制率高于其

他组分" 当质量浓度为 $ c1! K/(KB时#__X=̂ #

)

的
!

#葡萄糖苷酶抑制率最高#且在 1! K/(KB时

可达 $ $3&73 k%&!1 %<#与阿卡波糖的抑制率

$'%G1$ k"&'1%%<相近#相比于未分离酶解产物增

长了 !3&$1 百分点'1! K/(KB质量浓度下__X=̂ #

/

的抑制率略高于 __X=̂ #

-

的#为 $22&23 k

"G1$%<" 在质量浓度 !!1! K/(KB时#__X=̂ #

&

组分的
!

#葡萄糖苷酶抑制率与未膜分离相比差异

均不显著" 在 ! K/(KB时#__X=̂ #

0

的
!

#葡萄

糖苷酶抑制率显著低于未膜分离蚕豆蛋白酶解物

的" 综上#7 个膜分离组分中#__X=̂ #

-

!__X=̂ #

)

!__X=̂ #

/

组分具有较好的
!

#葡萄糖苷酶抑

制效果#可能与此 1 个组分含有较多的 @FL!DLF!

gR;!>FR!XNE等疏水氨基酸有关#其机制还有待进一

步研究" 综上所述#% c%" ,CL的膜分离蚕豆蛋白

酶解产物可能是治疗糖尿病的良好药物制剂"

)'结'论

通过比较酶解蚕豆蛋白的水解度和多肽得率#选

择菠萝蛋白酶和木瓜蛋白酶为复合酶对蚕豆蛋白进

行酶解#通过膜分离得到不同分子质量的酶解产物组

分并评价其生物活性" 结果表明&膜分离后得到

__X=̂ #

&

$ x% ,CL#2G3<%!__X=̂ #

-

$% c1 ,CL#

%7&%<%!__X=̂ #

)

$1 c7 ,CL#%2&'<%!__X=̂ #

/

$7 c%" ,CL#!1G!<%!__X=̂ #

0

$ m%" ,CL#13&!<%

7个不同分子质量组分" 通过氨基酸含量分析#膜分

离后 %" ,CL以下的蚕豆蛋白酶解产物的总氨基酸相

对于未膜分离酶解产物有所增加#且 __X=̂ #

-

!

__X=̂ #

)

!__X=̂ #

/

组分的疏水氨基酸含量较高"

在质量浓度为%" K/(KB时#__X=̂ #

/

$7 c%" ,CL%有

较高的@_45 自由基清除能力#清除率达到$!2&$' k

"&"%%<#__X=̂ #

-

$% c1 ,CL%有较高的CXX=自

由基清除能力#清除率达到$72G2" k"&""%<'在

! c1! K/(KB质量浓度下#% c%" ,CL酶解产物的

!

#葡萄糖苷酶抑制效果良好" 因此#利用酶法水

解蚕豆蛋白可以提高其生物活性#小分子质量的蚕

豆蛋白酶解产物有更显著的
!

#葡萄糖苷酶抑制作

用#可能是预防有关氧化疾病的良好药物制剂或功

能性食品添加剂#值得进一步深入研究"

$'
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