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摘要!为探究分子质量对玉米醇溶蛋白肽体外生物活性的影响!以玉米醇溶蛋白为原料!采用碱性

蛋白酶N9C797Y=酶解制备玉米醇溶蛋白肽!采用截留分子质量为 K%. HR和 # HR的超滤膜对玉米醇

溶蛋白肽进行顺次分级分离!获得分子质量大于 K HR%. fK HR%# f. HR和小于 # HR J 个组分!通过

测定各组分的抗氧化活性和乙醇脱氢酶激活活性!表征超滤膜分级对玉米醇溶蛋白肽体外生物活

性的影响& 结果表明)用碱性蛋白酶N9C797Y=酶解玉米醇溶蛋白 ! W 时!清除 bhhT自由基的玉米

醇溶蛋白肽组分分子质量分布在 # fK HR范围内#螯合亚铁离子%清除羟自由基和激活乙醇脱氢酶

的玉米醇溶蛋白肽组分的分子质量集中在小于 # HR#而玉米醇溶蛋白肽的超氧阴离子自由基清除

活性和还原力受其分子质量大小影响较小& 综上!分子质量对玉米醇溶蛋白肽的生物活性影响较

大!可以选用超滤膜对玉米醇溶蛋白肽活性组分进行分级和富集&
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MM玉米醇溶蛋白肽是以玉米醇溶蛋白为原料$经

蛋白酶水解或微生物发酵后获得的小分子质量多

肽+#,

% 与玉米醇溶蛋白相比$玉米醇溶蛋白肽具有

分子质量小'易于吸收等特性$可以减轻胃肠道负

担$进而改善胃肠功能障碍% 同时$玉米醇溶蛋白肽

的结构多样性使其在抗氧化活性方面效果显著$如

清除自由基'螯合金属离子'抑制亚油酸自氧化

等+! $.,

!在T

!

`

!

诱导的氧化应激条件下$玉米醇溶

蛋白肽通过清除人肝肿瘤细胞T=_1! 和(TT& 细胞

内的活性氧簇"*̀ 0#$ 提高细胞内源抗氧化酶活性

及总谷胱甘肽的含量$从而对氧化损伤的肝细胞产

生保护作用+J $A,

!(87;?等+&,用 N$半乳糖构建了衰

老大鼠模型$发现 !K" 6?FH?剂量的玉米醇溶蛋白

肽"分子质量小于 #" HR#能够提高大鼠体内的超氧

化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶活性$降低脂质

过氧化产物丙二醛浓度$表明玉米醇溶蛋白肽具有

良好的体内抗氧化能力% 因此$可以将玉米醇溶蛋

白肽用作食品'宠物食品和饲料系统中的天然抗氧

化剂+%,

%

玉米醇溶蛋白肽的分子质量大小与其抗氧化效

果直接相关+),

$但大多数功能性活性肽存在于复杂

的基质混合物中$且该混合物含有大量不同大小'构

象和净电荷的水解蛋白质组分+#",

$因此有必要在工

业规模上分离和浓缩特定肽$并明确玉米醇溶蛋白

肽的分子质量大小与其生物活性之间的关系$为玉

米醇溶蛋白肽的制备和富集指明方向% 超滤是一种

膜过滤法$其借助压力或浓度梯度使样品通过半透

膜进行分离$这种分离方法已在实验室研究和工业

生产中广泛应用于从粗蛋白水解物中纯化和浓缩低

分子质量活性肽+##,

%

本研究以玉米醇溶蛋白为原料$采用碱性蛋白

酶N9C797Y=酶解制备玉米醇溶蛋白肽$采用截留分

子质量为 K'. HR和 # HR 的超滤膜对玉米醇溶蛋白

肽进行顺次分级分离$获得分子质量大于 K HR'. fK

HR'# f. HR和小于 # HR J 个组分$通过测定各组分

的抗氧化活性和乙醇脱氢酶激活活性$表征分子质

量对玉米醇溶蛋白肽抗氧化活性和乙醇脱氢酶激活

活性的影响$以期为玉米蛋白源活性肽产品的生产

与开发提供参考%

=>材料与方法

#B#M实验材料

硫代巴比妥酸'菲洛嗪$上海生工生物工程有限公

司!碱性蛋白酶N9C797Y=$酶活力 AB!% r#"

K

XF6U$

丹麦诺维信公司!bhhT自由基'! $脱氧 $N$核

糖'玉米醇溶蛋白"蛋白质含量 )Ke#$08?67公司!

乙醇脱氢酶'氧化型辅酶
$

"PNb

n

#$上海宝曼生物

科技有限公司!其他试剂均为分析纯%

b-$V集热式磁力加热搅拌器!0T2$N恒温水

浴振荡器!LX#)"# 紫外可见分光光度计!h'$#"

_T计!PbN&"# 杜马斯定氮仪$意大利 a4Uh公司!

Ub$K. 真空冷冻干燥机$美国 Q899[DCH 公司!

N+LN-O,0膜过滤系统$美国 14公司!中空纤维

膜"K """'. """ PQO3和 # """ PQO3#$美国 14

公司%

#B!M实验方法

#B!B#M玉米醇溶蛋白肽的制备

将玉米醇溶蛋白用蒸馏水配成底物质量浓度为

K" 6?F6U的悬浮液$按酶与底物的质量比为 .o#""

加入碱性蛋白酶N9C797Y=$在初始 _T%BK'温度 A"p

条件下酶解 ! W% 在酶解过程中$不断加入 #B" 6D9FU

P7̀T使 _T保持在 %BK% 酶解结束后$将反应液放

入沸水浴中灭酶 #K 68;$冷却至室温后将 _T调至

&B"$以 J """ [F68;离心 #" 68;$收集上清液"玉米

醇溶蛋白肽溶液#备用%

#B!B!M玉米醇溶蛋白肽的超滤分级

将一定体积的玉米醇溶蛋白肽溶液注入超滤分

离装置的储槽中$通过泵提供动力$样品溶液经微滤

后进入截留分子质量为 K HR的超滤膜中$样品溶液

中分子质量小于 K HR 的小分子物质经中空纤维膜

的内壁渗透出来成为渗透液$分子质量大于 K HR 的

大分子物质得以保留并得到浓缩$返回到储槽中$如

此反复循环$收集分子质量大于 K HR和小于 K HR的

组分% 将分子质量小于 K HR的渗透液再顺次通过 .

HR和 # HR 的超滤膜% 共获得分子质量大于 K HR'

. fK HR'# f. HR和小于 # HR J 个组分%

#B!B.M蛋白质含量的测定

采用-D98; $酚法+#!,测定蛋白质含量%

#B!BJM抗氧化活性的测定

参照O7;?等+),的方法进行测定% 以未超滤的

玉米醇溶蛋白肽为对照$用蒸馏水将各超滤组分稀

释为质量浓度分别为 "BK'#B"'#BK'!B" 6?F6U溶

液$用于测定bhhT自由基'羟自由基和超氧阴离子

自由基清除能力$亚铁离子螯合能力和还原力%

#B!BKM乙醇脱氢酶激活活性的测定

采用瓦勒$霍赫法进行测定+#.,

$略有修改% 按

表 # 加入各种相应反应液到 #" 6U带盖离心管中$

振荡混合均匀后放入 !Kp水浴锅中$盖盖水浴 K

68;后立即加入 "B# 6U"B!K XF6U乙醇脱氢酶$摇

匀后于 .J" ;6处进行时间扫描$反应时间 K 68;$取

#&
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反应最初的线性部分作图$斜率记为 O

_

% 对于对照

组$用 "B! 6U蒸馏水代替样品$斜率记为O

C

% 对于

空白组$以 "B% 6U蒸馏水代替对照组的 ##BKe乙

醇溶液% 按公式"##计算待测样品的乙醇脱氢酶激

活率$记为8%

表 =>乙醇脱氢酶激活活性测定时的加样量 8U

组别 样液
_T%B%

焦磷酸钠
PNb

n

##BKe乙醇 T

!

`

空白组 $ . ! $ #

对照组 $ . ! # M"B!

样品组 "B! . ! # $

MM8m

O

_

$O

C

O

C

r#"": "##

#B!BAM数据统计与分析

除超滤膜分级实验外$其他实验均平行 . 次$结

果用 (平均值 q标准差) 表示% 实验数据采用

Q8C[DYD<S4cC=9!"#" 和 0h00 #)B" 进行单因素方差

分析$采用U0b法进行组间多重比较$(k"B"K 为差

异显著性水平%

?>结果与讨论

!B#M超滤膜分级对玉米醇溶蛋白肽蛋白质回收率

的影响

J 个超滤组分的蛋白质回收率结果如表 ! 所

示% 由表 ! 可知$玉米醇溶蛋白经碱性蛋白酶

N9C797Y=酶解 ! W的水解液$经 . 种超滤膜顺次分级

分离后$蛋白质的总回收率为 &%B!Ke$其中分子质

量小于 . HR 的组分为 KJB.#e$而分子质量大于 K

HR的组分仅为 &B)Ae$说明在碱性蛋白酶 N9C797Y=

的作用下$玉米醇溶蛋白的酶解产物主要由分子质

量小于 . HR的组分构成%

表 ?>超滤膜分级后玉米醇溶蛋白肽的蛋白质回收率

组分 体积F6U

蛋白质含量F

"6?F6U#

蛋白质总量F

6?

回收率Fe

超滤前 &A" !KBJK #) .J! $

lK HR J! .ABA& # KJ" &B)A

. fK HR #"" ."B)# . ")# #KB)%

# f. HR ."" !#B%! A KJA ..B%J

k# HR #)% !"B"" . )A" !"BJ&

!B!M超滤膜分级对玉米醇溶蛋白肽抗氧化活性的

影响

!B!B#MbhhT自由基清除能力

bhhT自由基是一种含有一个单电子'较稳定

的含氮自由基$当其遇到质子供体时$例如抗氧化活

性肽$可以转移一个电子将 bhhT自由基还原成稳

定的抗磁性分子+#J,

$同时$bhhT自由基的抑制实

验具有很高的重现性+#K,

% 因此$bhhT自由基通常

用于评价食品成分的氮自由基清除能力% 在不同质

量浓度下$研究分子质量对玉米醇溶蛋白肽 bhhT

自由基清除能力的影响$结果如图 # 所示%

M注&同一质量浓度下不同小写字母表示差异显著"(k

"B"K#% 下同

图 =>超滤膜分级对玉米醇溶蛋白肽

!SST自由基清除率的影响

MM由图 # 可见$与对照组相比$玉米醇溶蛋白肽经

超滤膜分级后$各分子质量组分对 bhhT自由基的

清除能力有不同程度的降低$但均随着其质量浓度

的增加而增大% 在质量浓度为 "BK f#B" 6?F6U

时$分子质量大于 K HR组分对bhhT自由基的清除

能力与分子质量 . fK HR 和 # f. HR 组分相比差异

不显著"(l"B"K#$但显著高于分子质量小于 # HR

组分"(k"B"K#!在质量浓度为 #BK f!B" 6?F6U

时$分子质量大于 K HR组分对bhhT自由基的清除

能力显著低于分子质量 . fK HR 组分"(k"B"K#$

而与分子质量 # f. HR组分差异不显著"(l"B"K#$

说明经过超滤膜分级后$具有较强 bhhT自由基清

除能力的组分主要集中在分子质量 # fK HR 范

围内%

'76Z7Z等+#A,研究了大麦醇溶蛋白酶解产物的

抗氧化活性$发现中等大小的肽可能在抗氧化活性

中起重要作用% 0R>79等+#&,发现bhhT清除能力与

肽组分的疏水性呈正相关% ,87等+#%,发现大分子质

量肽比小分子质量肽具有更好的bhhT自由基清除

能力% 齐希光等+#),研究了不同分子质量黑籽瓜种

子多肽的抗氧化能力$发现高分子质量多肽具有较

多电子致密的侧链基团和较高的疏水性$更易于与

bhhT自由基结合% 在本研究中$分子质量为 # fK

HR的组分可能具有扩散性和疏水性的最佳平衡$有

利于玉米醇溶蛋白肽与bhhT自由基结合并将其清

除% 分子质量大于 K HR的组分$主要由大分子质量

肽段组成$其较低的反应扩散率可能会限制 bhhT

自由基的清除$而分子质量小于 # HR 的组分由于其

亲水性的积累$不利于与脂溶性bhhT自由基结合$

!&
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导致bhhT自由基清除能力较低%

!B!B!M亚铁离子螯合能力

亚铁离子是过渡态金属离子中最强大的助氧化

剂$具有通过-=;SD;反应或T7̂=[$O=8YY反应产生

羟自由基的能力+!",

% 因此$具有亚铁离子螯合能力

就能抑制羟自由基的产生$进而延迟氧化反应% 在

不同质量浓度下$研究分子质量对玉米醇溶蛋白肽

亚铁离子螯合能力的影响$结果如图 ! 所示%

图 ?>超滤膜分级对玉米醇溶蛋白肽亚铁离子螯合率的影响

MM由图 ! 可见$玉米醇溶蛋白肽经超滤膜分级后$

随着超滤组分分子质量的减小$其对亚铁离子的螯

合能力逐渐增大$且螯合能力随着其质量浓度的增

加而增大% J 个分级组分中$分子质量小于 # HR 组

分具有最强的亚铁离子螯合能力$且显著高于对照

组"(k"B"K#% 杨玉蓉等+!#,研究了不同分子质量桃

仁多肽螯合亚铁离子的能力$也发现分子质量越小

而螯合率越高的现象$与本实验结果一致% 078?7

等+!!,发现酸性残基"NY_ 和 19R#和碱性残基"T8Y$

U:Y和N[?#由于其电子电荷特性$其侧链中的羧基

和氨基在肽的-=

! n和 3R

! n螯合能力中起着至关重

要的作用% 与分子质量大的组分相比$分子质量小

于 # HR的玉米醇溶蛋白肽组分中可能具有更多的

亚铁离子结合位点$如 NY_'19R'T8Y和 N[?等$故其

亚铁离子螯合能力最强$这与 (78Y>79等+!.,实验结

果一致%

!B!B.M还原力

在不同质量浓度下$研究分子质量对玉米醇溶

蛋白肽还原力的影响$结果如图 . 所示%

图 B>超滤膜分级对玉米醇溶蛋白肽还原力的影响

MM由图 . 可见&在质量浓度为 "BK f#B" 6?F6U

时$经超滤膜分级后$分子质量 . fK HR'# f. HR 组

分的还原力与对照组相比显著增加"(k"B"K#!在

质量浓度为 #BK 6?F6U时$分子质量 # f. HR 和小

于 # HR 组分的还原力与对照组相比差异不显著

"(l"B"K#!在质量浓度为 !B" 6?F6U时$分子质量

. fK HR'# f. HR 和小于 # HR . 个组分间的还原力

差异不显著"(l"B"K#% 丁顺杰等+!J,研究了超滤分

级前后酶解缫丝蚕蛹蛋白各组分的还原力$发现达

到一定质量浓度后还原力不再增大的现象$与本实

验结果一致% 综上$在玉米醇溶蛋白肽的不同分子

质量组分中$发挥还原能力的组分主要集中在分子

质量 # f. HR范围内%

!B!BJM羟自由基清除能力

羟自由基在活性氧簇"*̀ 0#中具有最强的氧化

能力$可以在金属离子"例如 3R

! n或 -=

! n

#存在下

由超氧阴离子和过氧化氢形成% 羟自由基可以与蛋

白质'脂质和核酸发生反应% 因此$羟自由基清除能

力是衡量抗氧化剂性能的常用指标% 在不同质量浓

度下$研究分子质量对玉米醇溶蛋白肽羟自由基清

除能力的影响$结果如图 J 所示%

图 C>超滤膜分级对玉米醇溶蛋白肽

羟自由基清除率的影响

MM由图 J 可见$在实验质量浓度范围内$分子质量

小于 # HR组分的羟自由基清除率与对照组相比显

著增加"(k"B"K#$表明经超滤膜过滤可富集具有

清除羟自由基能力的玉米醇溶蛋白肽% 在质量浓度

为 !B" 6?F6U时$分子质量小于 # HR组分的羟自由

基清除率最大$为 !"B%Ae% 随着分子质量的降低$

玉米醇溶蛋白肽对羟自由基的清除能力总体上逐渐

增强$可能的原因有以下两方面&一是小分子质量玉

米醇溶蛋白肽可以作为氢供体与羟自由基反应$阻

止了自由基链式反应$杨佳洪+!K,研究鲍内脏抗氧化

肽时也发现小分子肽段由于空间位阻小$更易与自

由 基 接 触$ 发 挥 其 抗 氧 化 活 性! 二 是 结 合

!B!B! 的实验结果$小分子质量玉米醇溶蛋白肽作

为金属离子螯合剂可以与过渡金属离子如 -=

! n发

生螯合作用$破坏-=;SD; 反应或者T7̂=[$O=8YY反

.&
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应$从而抑制羟自由基的产生%

目前$关于分子质量对活性肽清除羟自由基能

力的影响有不同的报道% 分子质量在 ." fK" HR 之

间的大豆蛋白水解物显示出最高的羟自由基清除能

力"A)B&Ke#$而鹰嘴豆蛋白N9C797Y=水解物中分子

质量最低的肽组分显示出最高的羟自由基清除活性

"#BK 6?F6U时为 %#e#

+!A,

% 这些差异可以通过底

物'蛋白酶类型以及酶与底物比例的不同来解释$这

些因素都会直接影响底物的水解程度$进而影响水

解产物的氨基酸组成和序列+!A,

% 因此$在利用玉米

醇溶蛋白制备抗氧化活性肽时$应考虑蛋白酶的选

择及使用剂量$才能使抗氧化活性肽的活性集中在

小分子质量范围内%

!B!BKM超氧阴离子自由基清除能力

超氧阴离子自由基是 *̀ 0 的主要成分$在细胞

凋亡'增殖和分化中起着重要的生理作用+!",

% 同

时$超氧阴离子自由基是高反应活性物质"例如羟

自由基#的潜在前体% 因此$清除超氧阴离子自由

基非常重要% 在不同质量浓度下$研究分子质量对

玉米醇溶蛋白肽超氧阴离子自由基清除率的影响$

结果如图 K 所示%

图 D>超滤膜分级对玉米醇溶蛋白肽超氧阴离子

自由基清除率的影响

MM由图 K 可见&在质量浓度为 "BK f#B" 6?F6U

时$分子质量小于 # HR组分的超氧阴离子自由基清

除率与对照组相比显著增加"(k"B"K#!在质量浓

度为 #BK f!B" 6?F6U时$分子质量小于 # HR 组分

的超氧阴离子自由基清除率与对照组相比差异不显

著 "(l"B"K#!在质量浓度为 !B" 6?F6U时$J 个分

子质量组分间的超氧阴离子自由基清除率差异不显

著"(l"B"K#$说明玉米醇溶蛋白肽清除超氧阴离

子的能力与其分子质量之间没有太大关系$这与付

学军等+!&,的研究结果一致%

!B.M超滤膜分级对玉米醇溶蛋白肽乙醇脱氢酶激

活活性的影响

在肝脏中$大部分酒精通过乙醇脱氢酶途径代

谢% 乙醇脱氢酶途径包括乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶

两种酶$血液中酒精的去除率通常取决于乙醇脱氢

酶活性% 在不同质量浓度下$研究分子质量对玉米

醇溶蛋白肽乙醇脱氢酶激活率的影响$结果如图 A

所示%

图 A>超滤膜分级对玉米醇溶蛋白肽

乙醇脱氢酶激活率的影响

MM由图 A 可见$除 "BK 6?F6U质量浓度外$分子

质量大于 K HR'. fK HR 和 # f. HR . 个组分的乙醇

脱氢酶激活率与对照组间差异均不显著 "(l

"B"K#$而分子质量小于 # HR 组分的乙醇脱氢酶激

活率与对照组相比显著增加"(k"B"K#$说明经超

滤膜分离可对具有乙醇脱氢酶激活活性的玉米醇溶

蛋白肽起到富集效果% 在质量浓度为 !B" 6?F6U

时$分子质量小于 # HR组分的乙醇脱氢酶激活率最

高$为 .&B)!e% 小分子质量组分的乙醇脱氢酶激

活率最高$可能的原因有以下两方面&一是分子质量

小于 # HR组分中含有高比例的丙氨酸"N97#和亮氨

酸"U=R#$能够稳定反应体系中的 PNb

n

$从而增强

了乙醇脱氢酶的活性$提高了乙醇脱氢酶激活率!二

是与大分子质量组分相比$分子质量小于 # HR 组分

相对于乙醇脱氢酶的空间位阻相对较低$可以稳定

乙醇脱氢酶活性% ,87D等+!%,研究了鸡肉水解物对

乙醇脱氢酶稳定性的影响$发现肽分子的低空间位

阻可以稳定乙醇脱氢酶活性$与本实验结果一致%

B>结>论

玉米醇溶蛋白经碱性蛋白酶 N9C797Y=酶解 ! W

时$水解产物经过截留分子质量为 K'. HR和 # HR的

超滤膜进行顺次分级分离后$研究不同分子质量组

分的抗氧化活性和乙醇脱氢酶激活活性$发现玉米

醇溶蛋白肽的生物活性与其分子质量大小有关$玉

米醇溶蛋白肽的抗氧化活性和乙醇脱氢酶激活活性

主要集中在分子质量小于 # HR 组分中$且呈剂量依

赖性% 因此$在制备玉米醇溶蛋白肽时$可以选用超

滤膜对活性组分进行分级和富集%
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