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摘要!天然巯基化合物因生理活性高%毒副作用低等优势越来越受到关注& 为获得天然巯基肽!以

低温压榨亚麻籽饼为原料提取亚麻籽蛋白!进一步酶解制备富含巯基的亚麻籽蛋白酶解物!并采用

共价色谱法富集亚麻籽巯基肽& 首先对蛋白酶进行了筛选!然后以酶解温度%_T%酶解时间%酶添

加量%料液比为考察因素!以巯基含量为评价指标!在单因素实验的基础上通过正交实验对酶解工

艺进行优化& 采用LW8D_[D_:93[:YS7[DY=A -7YS-9D>凝胶对亚麻籽蛋白酶解物中巯基肽进行选择性

吸附并洗脱收集!并对亚麻籽巯基肽的氨基酸组成进行了分析& 结果表明)最佳酶解工艺条件为采

用木瓜蛋白酶%料液比 #oA"%_T&B"%酶解温度 KKp%酶添加量 .e%酶解时间 J W!在此条件下亚麻

籽蛋白酶解物的巯基含量为 #ABA)

"

6D9F?#通过富集得到巯基含量为 &#B#.

"

6D9F?的亚麻籽巯基

肽#相较于亚麻籽蛋白!亚麻籽巯基肽中含巯基氨基酸比例升高& 综上!以低温压榨亚麻籽饼为原

料!通过蛋白提取%酶解和共价色谱法富集可得到亚麻籽巯基肽&

关键词!亚麻籽巯基肽#制备#富集#共价色谱
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MM亚麻籽是我国重要的油料+#,

% 目前$亚麻籽

主要用来榨取油脂$榨油后的副产物即为亚麻籽

饼% 亚麻籽饼中蛋白质含量高达 .Ke以上$其氨

基酸的组成和比例基本符合 OT̀ F-Ǹ 规定人体

所需氨基酸的模式$是一种优质的植物蛋白来

源+!,

$但目前亚麻籽饼大多被加工成饲料$造成优

质植物蛋白资源浪费+. $J,

% 亚麻籽蛋白具有保护

心脏健康'提高人体免疫功能'抑制血管紧张素转

化酶活性'抑菌等功能+K $&,

% 亚麻籽蛋白酶解肽

具有抗氧化+%,

'降血压+),

'降血脂+#" $##,等多种生

理活性% 目前国内外高度重视植物蛋白的加工利

用$因此对亚麻籽蛋白进行深度加工利用显得尤

为重要%

随着我国工业化进程的加速$铅污染问题越来

越严重% 铅通过消化道'呼吸道及皮肤等进入人体$

通过血液循环分布于肝'肾'脑'皮肤和骨骼肌等软

组织中$引起神经系统'造血系统'内分泌系统'心血

管系统'免疫系统等不同程度的损伤$引发一系列相

关的病症+#!,

% 因此$预防和治疗铅中毒已经成为亟

待研究解决的课题% 目前$铅中毒的主要防治方法

有化学制剂排铅及中药排铅$但均存在一定的副作

用+#!,

% 因此$从天然产物中寻找防治铅中毒且无副

作用的重金属解毒剂具有重要意义% 前期研究发现

给重金属铅中毒人群提供足够量的优质蛋白质和氨

基酸$可以降低体内铅的浓度$减轻铅中毒症状+#.,

%

丁秀臻+#J,研究表明大豆球蛋白酶解物中巯基肽在

体外与重金属有很强的结合能力% 于立博+#K,发现

从新疆鹰嘴豆中提取的鹰嘴豆$金属硫蛋白能够拮

抗铅毒性% 以上研究表明$含有巯基的蛋白质及其

多肽能与重金属离子螯合并排出体外$所以制备出

含有巯基的活性肽来螯合重金属并排出体外是一种

可行的解毒思路%

亚麻籽蛋白含有带巯基的半胱氨酸$目前以亚

麻籽蛋白为原料制备巯基肽的研究较少% 因此$本

文以低温压榨亚麻籽饼为原料提取亚麻籽蛋白$并

对其进行酶解$制备富含巯基的亚麻籽蛋白酶解物$

对酶解工艺条件进行优化$而后通过共价色谱法富

集巯基肽$以期为亚麻籽蛋白深加工利用提供新

途径%

=>材料与方法

#B#M实验材料

#B#B#M原料与试剂

低温压榨亚麻籽饼$内蒙古丰吉妙农业产品科

技开发有限公司% LW8D_[D_:93[:YS7[DY=A -7YS-9D>

凝胶$武汉晶诚生物科技股份有限公司!甘氨酸$北

京索莱宝科技有限公司!三羟甲基氨基甲烷"L[8Y#$

北京酷来搏科技有限公司!二硫苏糖醇 "bLL#'

K$Kj$二硫代双"! $硝基苯甲酸#$上海麦克林生化

科技有限公司!碱性蛋白酶"#" """ XF?#'木瓜蛋白

酶"#! """ XF?#'胃蛋白酶"#" """ XF?#$诺维信

"中国#生物技术有限公司%

#B#B!M仪器与设备

Xa$!."" 紫外分光光度计$北京中西远大科

技有限公司!-bX$!!"" 真空浓缩冷冻干燥机$东

京理化器械株式会社!hT0($JN酸度计$上海雷磁

仪电科学仪器股份有限公司! U$%)"" 氨基酸分析

仪$日本日立公司%

#B!M实验方法

#B!B#M亚麻籽蛋白的制备

根据刘晓静+#A,的方法稍作修改% 将低温压榨

亚麻籽饼粉碎$按料液比 #o. 与正己烷混合于烧杯

中$常温下充分搅拌 ! W$ 弃去上清液$将沉淀再加

正己烷重复脱脂 . 次$然后将沉淀晾干得到脱脂亚

麻籽饼粉% 称取 !" ?脱脂亚麻籽饼粉于烧杯中$以

料液比 #o.K 加入蒸馏水混合$调 _T至 %BK$放入

K"p恒温水浴锅中浸提 ! W$以 J K"" [F68; 离心

#K 68;$取上清液$用 "B# 6D9FUT39将上清液 _T

调至 JBJ$静置 # W$之后以 J K"" [F68;离心 #K 68;$

取沉淀$用 "B# 6D9FUP7̀T将其 _T调至 &B"$冷冻

干燥后即为亚麻籽蛋白%

#B!B!M亚麻籽蛋白的酶解

称取一定量亚麻籽蛋白$加入蒸馏水配制成亚

麻籽蛋白溶液$调节 _T后加入蛋白酶$搅拌均匀$

置于一定温度水浴锅中恒温酶解一定时间% 酶解结

束后 )"p灭酶 #K 68;$在 J """ [F68;下离心 #K 68;

后所得上清液即为亚麻籽蛋白酶解液$冷冻干燥得

到亚麻籽蛋白酶解物%

#B!B.M亚麻籽巯基肽的富集

以LW8D_[D_:93[:YS7[DY=A -7YS-9D>凝胶为填充

装柱"

*

#BK C6rJ C6#$总体积为 !%B. 6U$用含有

# 66D9FU4bLN的"B"K 6D9FUL[8Y$T39缓冲液"_T

&BK#平衡柱子% 将 J" 6?亚麻籽蛋白酶解物溶于

J" 6U蒸馏水配制成亚麻籽蛋白酶解物溶液$将其

以 !" 6UFW的流速过柱后$用缓冲液洗涤凝胶柱至吸

光度小于 "B# 时$使用 #"" 6U含 !" 66D9FUbLL的

缓冲液洗脱$收集洗脱液$用截留分子质量为 K"" b7

透析袋对洗脱液透析 J% W"期间换水 A f% 次#$以去

除过量的bLL及盐分$冷冻干燥得到亚麻籽巯基肽%
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#B!BJM巯基含量的测定

根据 49967;jY法并稍作修改+#& $#%,

% 以 L[8Y$

甘氨酸缓冲液配制质量浓度为 ." 6?F6U的样品溶

液$然后加入质量浓度为 J 6?F6U的 49967;jY试

剂$室温反应 ." 68;后以 #" """ [F68;离心 #" 68;$

取上清液在 J#! ;6处测定吸光度$以不加样品的试

剂为空白$按下式计算巯基含量"#

0T

#%

#

0T

m

&.BK. r"I

J#!

$I空白# rN

K

"##

式中&I

J#!

为样品上清液的吸光度!I空白为空白

的吸光度!N为稀释倍数!K为样品质量浓度$

6?F6U%

#B!BKM氨基酸组成分析

取 #.B% 6?样品置于蛋白水解瓶中$加入 & 6U

A 6D9FU的 T39溶液$于氮气保护下 ##" p水解

!! W$冷却后转移至 #" 6U容量瓶$加水定容% 取

"B# 6U溶液于 KK p用氮气吹干$吹干后样品加约

"g. 6U蒸馏水$再于 KK p用氮气吹干% 加入

"gA 6U"B"! 6D9FU的 T39充分溶解% 将溶液振荡

混匀后用 "B!!

"

6滤膜过滤$精密量取供样本溶液

!"

"

U注入氨基酸自动分析仪$对氨基酸组成进行

测定%

#B!BAM统计分析

实验均重复 . 次$结果以(平均值 q标准差)表

示$用 0h00 #AB" 统计软件的方差分析"NP̀ aN#进

行两组间的数据分析$用 [̀8?8; !"#% 作图%

?>结果与分析

!B#M蛋白酶的筛选

选用木瓜蛋白酶'胃蛋白酶和碱性蛋白酶在

酶解温度 KKp'_T&B"'料液比 #oK" 和酶添加量

#e的条件下$对亚麻籽蛋白分别酶解 ! f#" W$测

定亚麻籽蛋白酶解物中的巯基含量$结果如图 #

所示%

图 =>不同蛋白酶酶解后亚麻籽蛋白酶解物中的巯基含量

由图 # 可知$亚麻籽蛋白在不同蛋白酶的酶解

作用下$其巯基含量均呈现先降低后增加再趋于平

缓的趋势% 胃蛋白酶酶解 K W时巯基含量达到最大

值$为 JBA%

"

6D9F?!木瓜蛋白酶酶解 J W 时巯基含

量达到最大值$为 %BA.

"

6D9F?!碱性蛋白酶酶解 A W

时巯基含量达到最大值$为 ABA)

"

6D9F?% 亚麻籽蛋

白经木瓜蛋白酶酶解所得酶解物巯基含量最高$故

将其用于下一步的研究%

!B!M单因素实验

!B!B#M酶解温度对亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量

的影响

在 _T&B"'酶解时间 J W'料液比 #oK" 和酶添

加量 #e的条件下$改变酶解温度分别为 J"'JK'K"'

KK'A"'AKp$探讨酶解温度对亚麻籽蛋白酶解物中

巯基含量的影响$结果如图 ! 所示%

图 ?>酶解温度对亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量的影响

MM由图 ! 可知$酶解温度从 J"p升高至 A"p的过

程中$亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量呈不断上升的趋

势$在酶解温度为 A"p时达到最高$为 %B".

"

6D9F?$

但随着酶解温度继续升高$亚麻籽蛋白酶解物中巯

基含量开始下降% 这是因为温度超过 A"p时$木瓜

蛋白酶的活力受到影响$不能达到最佳的酶解效果%

因此$选择适宜的酶解温度为 A"p%

!B!B!M_T对亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量的影响

在酶解温度 KKp'酶解时间 J W'料液比 #oK"

和酶添加量 #e的条件下$改变 _T分别为 KB"'KgK'

AB"'ABK'&B"'&BK$探讨 _T对亚麻籽蛋白酶解物中

巯基含量的影响$结果如图 . 所示%

图 B>,T对亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量的影响

由图 . 可知$_T从 KB" 升高至 &B" 的过程中$

亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量呈不断上升的趋势$

AA
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在 _T为 &B" 时达到最高$为 %BK)

"

6D9F?$但随着

_T继续增大$亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量开始下

降% 因此$选择适宜的酶解 _T为 &B"%

!B!B.M酶解时间对亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量

的影响

在酶解温度 KKp'_T&B"'料液比 #oK" 和酶添

加量 #e的条件下$改变酶解时间分别为 !'.'J'K'

A'& W$探讨酶解时间对亚麻籽蛋白酶解物中巯基含

量的影响$结果如图 J 所示%

图 C>酶解时间对亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量的影响

由图 J 可知$当酶解时间从 ! W 延长至 . W 时$

亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量呈现下降趋势$在 . W

时达到最低$之后随着酶解时间的延长$亚麻籽蛋白

酶解物中巯基含量呈现上升趋势并在 J W 时达到最

高$为 %BA.

"

6D9F?$继续延长酶解时间$亚麻籽蛋白

酶解物中巯基含量呈现缓慢下降趋势% 这可能是由

于酶解初期酶解不充分$部分含巯基肽段会随大分

子蛋白沉淀$导致了巯基的流失!之后随酶解时间的

延长$亚麻籽蛋白被进一步酶解$大分子蛋白逐渐被

酶解为小分子肽段$其中含有巯基的肽段也随之增

加$所以亚麻籽蛋白酶解物中的巯基含量会逐渐升

高!但酶解时间过长$巯基可能发生氧化$从而造成

其含量降低% 因此$适宜的酶解时间为 J W%

!B!BJM酶添加量对亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量

的影响

在酶解温度 KKp'_T&B"'料液比 #oK" 和酶解

时间 J W的条件下$改变酶添加量分别为 #e'!e'

.e'Je'Ke'Ae$探讨酶添加量对亚麻籽蛋白酶解

物中巯基含量的影响$结果如图 K 所示%

图 D>酶添加量对亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量的影响

由图 K 可知$酶添加量从 #e增加至 .e时$亚

麻籽蛋白酶解物中巯基含量呈不断上升的趋势$

在酶添加量为 .e时达到最高$为 %BA)

"

6D9F?$但

随着酶添加量继续增加$亚麻籽蛋白酶解物中巯

基含量开始下降$并在酶添加量为 Je fAe时趋

于平缓% 因此$选择适宜的木瓜蛋白酶添加量

为 .e%

!B!BKM料液比对亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量的

影响

在酶解温度 KKp'_T&B"'酶解时间 J W 和酶

添加量 #e的条件下$改变料液比分别为 #o."'

#oJ"'#oK"'#oA"'#o&"'#o%"$探讨料液比对亚麻

籽蛋白酶解物中巯基含量的影响$结果如图 A

所示%

图 A>料液比对亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量的影响

由图 A 可知$料液比从 #o." 增加至 #oK" 时$

亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量呈不断上升的趋

势$在料液比为 #oK" 时达到最高$为 ABAK

"

6D9F?$

随着料液比继续提高$亚麻籽蛋白酶解物中巯基

含量开始下降% 因此$选择适宜的料液比为 #oK"%

!B.M正交实验

基于单因素实验结果$以巯基含量为考察指

标$选择酶解温度"N#'酶解时间"'#'_T"3#'酶

添加量"b#'料液比"4#为考察因素$各取 J 个水

平$设计 U

#A

"J

K

#正交实验$对亚麻籽蛋白的酶解

工艺条件进行优化% 正交实验因素水平见表 #$正

交实验设计与结果见表 !%

表 =>正交实验因素水平

水平
酶解

温度Fp

酶解

时间FW

_T

酶添

加量Fe

料液比

# K" ! KB" # #oJ"

! KK . AB" ! #oK"

. A" J &B" . #oA"

J AK K %B" J #o&"

&A
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表 ?>正交实验设计与结果

实验号 N ' 3 b 4

巯基含量F

"

"

6D9F?#

# # # # # # KB)#

! # ! ! ! ! &B))

. # . . . . #!B)!

J # J J J J )BJ.

K ! # ! . J )BKJ

A ! ! # J . &B)!

& ! . J # ! #"BKK

% ! J . ! # )BK%

) . # . J ! )BA!

#" . ! J . # %BA#

## . . # ! J %B&)

#! . J ! # . %B)%

#. J # J ! . %B#.

#J J ! . # J )B"#

#K J . ! J # %B)A

#A J J # . ! KB.A

;

#

)B"A "%B." "&B"" %BA# %B!&

;

!

)BJ" "%B.% "%B%& %BA! %B.%

;

.

)B"" #"B.# #"B!% )B## )BJ)

;

J

&B%& "%B.J ")B#% %B)% )B#)

) #BK. "!B"# ".B!) "BJ) #B!!

由表 ! 可知$对亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量

影响主次关系是3l'lNl4lb$即 _Tl酶解时

间l酶解温度l料液比 l酶添加量$最优水平组合

为N

!

'

.

3

.

b

.

4

.

$即酶解温度 KKp$酶解时间 J W$_T

&B"$酶添加量 .e$料液比 #oA"% 在最优酶解条件下

进行实验$亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量为 #ABA)

"

6D9F?$高于表 !中最高巯基含量"#!B)!

"

6D9F?#%

!BJM亚麻籽巯基肽的巯基含量及氨基酸组成

按 #B!B. 方法对最优酶解条件下制备的亚麻籽

蛋白酶解物中的巯基肽进行富集$测定其巯基含量$

并与亚麻籽蛋白及其酶解物的巯基含量进行比较$

结果见表 .%

表 B>亚麻籽蛋白$亚麻籽蛋白酶解物

及亚麻籽巯基肽的巯基含量
!

8.4R(

亚麻籽蛋白 亚麻籽蛋白酶解物 亚麻籽巯基肽

%BA. q"BJK #ABA) q"B.& &#B#. q#B%&

MM由表 . 可知$亚麻籽蛋白酶解物中巯基含量由

%gA.

"

6D9F?提升至 #ABA)

"

6D9F?$提升至原来的

近 ! 倍% 经共价色谱法富集后亚麻籽巯基肽中巯基

含量从 #ABA)

"

6D9F?提高到 &#B#.

"

6D9F?$提升至

原来的 JB!A 倍%

进一步对亚麻籽蛋白及亚麻籽巯基肽的氨基酸

组成进行分析$结果见表 J%

表 C>亚麻籽蛋白及亚麻籽巯基肽的

氨基酸组成及含量 V

氨基酸 亚麻籽蛋白 亚麻籽巯基肽

中性氨基酸 "极性#

M苏氨酸"LW[# JB.) !B!J

M丝氨酸"0=[# ABA! .BK!

M甘氨酸"19:# #"B". )B%!

M酪氨酸"L:[# "BA! "B#%

M半胱氨酸 "3:Y# #B#! .B.#

M总量 !!B&% #)B"&

酸性氨基酸 "极性#

M天冬氨酸"NY_# ##B!J %B"K

M谷氨酸"19R# #"B". )B%!

M总量 !#B!& #&B%&

碱性氨基酸 "极性#

M赖氨酸"U:Y# !B)! #B&.

M精氨酸"N[?# %BA& &BK)

M组氨酸"T8Y# #B)% "B)#

M总量 #.BK& #"B!.

疏水性氨基酸"非极性#

M丙氨酸"N97# &B.# AB)A

M缬氨酸"a79# ABJ% &BK&

M甲硫氨酸"Q=S# "B.. #BAA

M异亮氨酸"V9=# JB%! JB&J

M亮氨酸"U=R# ABJ# AB.K

M苯丙氨酸"hW=# JB.! JBK"

M脯氨酸"h[D# .B%% .B%#

M总量 ..BKK .KBK)

M注&甘氨酸归类存在争议$本文将其归于极性氨基酸

由表 J 可知$亚麻籽巯基肽的氨基酸含量与亚

麻籽蛋白相比发生了改变$亚麻籽巯基肽的半胱氨

酸'甲硫氨酸含量与亚麻籽蛋白相比分别增加了

#g)A'JB". 倍$表明亚麻籽巯基肽中有更多的含巯

基氨基酸%

B>结>论

本实验以低温压榨亚麻籽饼为原料提取亚麻籽

蛋白$通过酶解亚麻籽蛋白制备亚麻籽蛋白酶解物$

以巯基含量为指标$对蛋白酶进行了筛选$通过单因

素实验和正交实验对其酶解工艺进行了优化$采用

共价色谱法对酶解产物中巯基肽进行富集$制备得

到亚麻籽巯基肽% 结果表明&采用木瓜蛋白酶在料

液比 #oA"'_T&B"'酶解温度 KKp'酶添加量 .e的

条件下酶解 J W$得到的亚麻籽蛋白酶解物的巯基含

量最高$为 #ABA)

"

6D9F?!采用共价色谱法富集得到

的亚麻籽巯基肽中巯基含量达到 &#B#.

"

6D9F?% 氨

基酸组成分析表明$相比亚麻籽蛋白$富集后亚麻籽

巯基肽的含巯基氨基酸半胱氨酸'甲硫氨酸含量上

升% 综上$以低温压榨亚麻籽饼为原料$通过蛋白提

%A
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取'酶解和共价色谱法富集可得到亚麻籽巯基肽%

参考文献!

+#, 周政B我国亚麻籽油产业发展现状及存在问题+(,B中国

油脂$!"!"$JK")#&#.J $#.AB

+!, 深圳市诚致生物开发有限公司$佛山科学技术学院B一

种提 高 亚 麻 籽 粕 中 蛋 白 质 水 解 度 的 方 法&

3P!"#)#").).K&B)+h,B!"#) $#! $#.B

+., 李赫$张文敏$应知伟$等B亚麻籽蛋白及其活性肽的研

究进展 +(,B食品工业科技$ !"#)$ J" " A #& .." $

..K$ .J#B

+J, 李燕青$金军B亚麻籽中氨基酸组成及含量的研究+(,B

食品研究与开发$!"#%$.)"&#&#A) $#&.B

+K, b̀ /4PN$ Xb4PV1O433$ QVL3T4UUhU$ =S79B

N;S8$Z87̂=S8C7;Z 7;S8W:_=[S=;Y8\=7CS8\8S8=YD<S>D

<97cY==Z _[DS=8; W:Z[D9:Y7S=<[7CS8D;Y[=\=79=Z <D99D>8;?

SW=8[ Y86R9S7;=DRY Y=_7[7S8D; ^: =9=CS[DZ879:Y8Y >8SW

R9S[7<89S[7S8D; 6=6̂[7;=Y+ (,B-DDZ 3W=6$ !"#J$ #JK&

AA $&AB

+A, L4T*NPVQTT$'NLNU*$+NQNUVP4(NbQ$=S79B

4cS[7CS8D; 7;Z _R[8<8C7S8D; D<<97cY==Z _[DS=8;Y7;Z YSRZ:8;?

SW=8[7;S8̂7CS=[8797CS8\8S8=Y+(,B(h97;S0C8$!"#J$!"##&

#" $#!B
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