
收稿日期!!"#$ %#" %")!修回日期!!"#& %"2 %!#

作者简介!季晓彤"#))2#$女$硕士研究生$研究方向为天然

产物与化妆品化学"*+,-./#:.Z.-7S7EM""13#12567,%

通信作者!孙培冬$副教授 "*+,-./# X8E[;.W7EM!""'3#!15

67,%

油料蛋白

桃仁多肽的分离及其抗氧化性能研究
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摘要!桃仁是一种优质的油料和蛋白质资源!为获得具有高抗氧化活性的桃仁多肽!通过超滤技术

对酶解法制备的桃仁多肽"Y>Y$进行分级分离!得到 2 种相对分子质量分布不同的组分 Y>Y%#&

Y>Y%! 和Y>Y%2!并以 ' 种不同的抗氧化能力实验为指标进行评定% 结果表明'相对分子质量分

布不同的桃仁多肽其抗氧化能力差异明显!其中相对分子质量低于 # c_-的 Y>Y%# 具有最高的

_YYA+清除能力"5:

0"

o#5'' ,Mb,G$&aA+清除能力"5:

0"

o#5"' ,Mb,G$&a

%

!

+清除能力和还

原能力% 因此!采用截留相对分子质量为 # c_-的超滤膜可有效分离得到具有高抗氧化活性的桃

仁多肽%
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((桃仁是蔷薇科植物桃 "*&.(.)$+&)-1' "G5#

f-SX6Q#或山桃"*&.(.)6'<-6-'(' "@-995# V9-E6Q#

的干燥成熟种子(#)

$富含油脂'蛋白质$以及黄酮'

甾体等生物活性物质(! %2)

% 桃仁中油脂含量约为

0"<$蛋白质含量约为 2"<$其油脂中不饱和脂肪

酸含量达到 )"<以上$蛋白质中含有 $ 种人体必需

的氨基酸$是一种优质的油料及蛋白质资源(' %&)

%

然而桃仁作为桃加工产业的下脚料$除少部分作为

中药使用$其余大多被废弃$造成了大量的资源

浪费%

近年来$通过酶解蛋白提高食品营养价值以及

获取功能性多肽已经受到广泛关注$尤其是对抗氧

化肽的研究已成为热点() %##)

% 多肽组成复杂分离

困难$因而多肽构效关系的确定存在较大的难度%

而超滤作为一种新兴的膜分离技术$具有操作方便'

条件温和等优点$目前已被广泛应用于蛋白质和多

肽的分离(#! %#')

% 王才立等(#0)发现$通过超滤分离

小麦胚芽多肽得到的不同组分中$相对分子质量小

$$

!"#& 年第 '2 卷第 $ 期(((((((((((((中(国(油(脂



于 ! c_-的多肽具有更高的抗氧化活性% F.9+

.L-[Q-E等(#1)在研究金线鱼鱼骨及鱼皮酶解产物时

发现$相对分子质量在 # j0 c_-的组分具有最高的

抗氧化活性和细胞保护作用$并具有抑制乳酸脱氢酶

"G_A#的泄露以及活性氧"Ja>#生成的作用% 可见$

多肽的相对分子质量与抗氧化性能存在相关性%

本文以碱性蛋白酶对桃仁蛋白进行酶解$利用

超滤技术对桃仁多肽进行分级分离$比较相对分子

质量分布不同的桃仁多肽的抗氧化能力$以期为桃

仁的开发利用提供依据%

78材料与方法

#5#(实验材料

#5#5#(原料与试剂

桃仁蛋白粉$桃仁经碱提酸沉法制得"桃仁购

自安徽亳州乐春堂中药材批发零售店#!碱性蛋白

酶$购自青岛吉宝中新国际贸易有限公司!#$# %二

苯基%! %三硝基苯肼"_YYA#$购自 >.M,-公司!氢

氧化钠'盐酸'浓硫酸'邻苯三酚'水杨酸'双氧水'硫

酸亚铁'铁氰化钾'三氯化铁均为分析纯$购自国药

集团化学试剂有限公司%

#5#5!(仪器与设备

=I%#)"" 紫外分光光度计$A%&0" 台式高速

离心机$GnaOI*>=%&0 冷冻干燥机$IV%#&#! 超

滤系统$F-S;9X1"" 高效液相色谱仪%

#5!(实验方法

#5!5#(桃仁多肽的制备

取桃仁蛋白粉$加入去离子水使底物的质量分

数达到 '<$按酶底比 2i#"" 加入碱性蛋白酶$维持

体系 [A为 #"5"$在 0"d酶解 ! Q$反应结束后煮沸

#0 ,.E 进行灭酶% 冷却至室温$转移至离心管中$

$ 0"" 9b,.E离心 #! ,.E$收集上清液$调节体系 [A

至等电点 '50$离心收集上清液$冷冻干燥后得到桃

仁多肽冻干粉Y>Y%

#5!5!(桃仁多肽相对分子质量分布的测定

取Y>Y$用超纯水配成 0 ,Mb,G的溶液$过

" !̂!

!

,的微孔滤膜$采用高效液相空间排阻色谱

">*@%AYG@#测定其相对分子质量分布$条件如

下&=>`M;/!""" >FRG色谱柱 " 2"" ,,h$5&

,,#!柱温 2"d!流动相为乙腈%水%三氟乙酸"体

积比 '0 i''i"5# #!流速 "50 ,Gb,.E!检测波长

!!" E,%

#5!52(桃仁多肽的超滤分离

将Y>Y用去离子水配制成 #" ,Mb,G的溶液$

调节 [A为 $5"$依次通过 "5'0

!

,及 "5!!

!

,的微

孔滤膜% 根据相对分子质量分布的测定结果$将滤

液分别通过 1 c_-和 # c_-的超滤膜$调节超滤压

力为 "5# j"5! DY-$常温超滤 0 次% 分别收集各组

分多肽溶液$旋蒸后冷冻干燥$得到 2 种相对分子质

量分布不同的多肽%

#5!5'(桃仁多肽各组分得率的测定

通过双缩脲法$以 " j!" ,Mb,G的牛白蛋白溶

液绘制标准曲线$将质量分数为 #"<的三氯乙酸加

入等体积的多肽溶液中$将蛋白质进行沉淀$对上清

液中多肽的质量进行测定% 按公式"##计算 Y>Y的

多肽得率$按公式 "!#计算超滤后各组分的多肽

得率&

Y>Y的多肽得率o

!

!

!

#

h#""< "##

各组分的多肽得率o

!

'

!

2

h#""< "!#

式中&!

#

为桃仁蛋白的质量$,M!!

!

为酶解液中

多肽的质量$,M!!

2

为 Y>Y中多肽的质量$,M!!

'

为

超滤后各组分中多肽的质量$,M%

#5!50(桃仁多肽抗氧化性能的测定

#5!505#(_YYA自由基清除率的测定

样品组取 ! ,G质量浓度分别为 "5#!0'"5!0'

"50'#'!'' ,Mb,G的多肽溶液$加入 ! ,G浓度为

"5# ,,7/bG的_YYA溶液$以去离子水代替多肽溶

液作为对照组$以无水乙醇代替_YYA作为空白组$

以相同质量浓度的谷胱甘肽"C>A#作为阳性对照$

在室温下避光反应 '0 ,.E$测其 0#$ E,处吸光度$

平行测定 2 次$按公式"2#计算_YYA0清除率&

_YYA0清除率o"# %

4

X

%4

"

4

6

# h#""< "2#

式中&4

X

为样品组吸光度!4

6

为对照组吸光度!

4

"

为空白组吸光度%

#5!505!(羟基自由基"aA0#清除率的测定

依次向试管中加入 "50 ,G) ,,7/bG的 V;>a

'

溶液'"50 ,G) ,,7/bG的水杨酸 %乙醇溶液和

# ,G质量浓度分别为 #'!'2'''0 ,Mb,G的多肽溶

液$用去离子水补齐至 $ ,G$摇匀后加入 "50 ,G

& &̂ ,,7/bG的A

!

a

!

溶液启动反应$在 2$d保温 #0

,.E$同时以去离子水代替样品作为对照组$以去离

子水代替A

!

a

!

溶液作为空白组$以相同质量浓度的

C>A为阳性对照$测定溶液在 0#" E,处的吸光度$

平行测定 2 次$按公式"'#计算aA0清除率&

aA0清除率o"# %

4

X

%4

"

4

6
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式中&4

X

为样品组吸光度!4

6

为对照组吸光度!

4

"

为空白组吸光度%

#5!5052 超氧阴离子自由基"a

%

!

0#清除率的测定

通过邻苯三酚自氧化法测定 a

%

!

0清除率%

向 #" ,G具塞试管中加入 "50 ,G质量浓度分别

为 "50'#'!'2'''0 ,Mb,G的多肽溶液与 0 ,G

=9.X%A@/"[A&5!#缓冲溶液$在 2$d下水浴保温

!" ,.E% 向试管中加入 "52 ,G$50 ,,7/bG的邻

苯三酚溶液$振荡均匀$立即在 2!" E,处每隔 0 X

测其吸光度 # 次$反应 &" X% 以吸光度对时间作

图$斜率即为样品组邻苯三酚自氧化速率% 用 "50

,G=9.X%A@/缓冲溶液代替样品$按上述方法测得

空白组邻苯三酚自氧化速率$以相同质量浓度的

C>A作为阳性对照$平行测定 2 次$按公式"0#计

算 a

%

!

0清除率&

a

%

!

0清除率o

4

"

%4

X

4

"

h#""< "0#

式中&4

"

为空白组邻苯三酚自氧化速率!4

X

为样

品组邻苯三酚自氧化速率%

#5!505'(还原力的测定

向试管中依次加入 # ,G质量浓度分别为 "50'

#'!'2'''0 ,Mb,G的多肽溶液$!50 ,G质量分数为

#<的铁氰化钾和 !50 ,G磷酸缓冲溶液""5! ,7/bG$

[A151#$混合均匀后在 0"d保温 !" ,.E% 将该溶

液放入 'd冰箱 0 ,.E 暂停反应$之后加入 !50 ,G

质量分数为 #"<的三氯乙酸溶液$放置 #" ,.E后离

心$取上清液 !50 ,G加入 !50 ,G去离子水和 "50

,G质量分数为 #<的 V;@/

2

$混合均匀测其在 $""

E,处的吸光度%

98结果与讨论

!5#(桃仁多肽的相对分子质量分布

利用高效液相空间排阻色谱对 Y>Y及超滤各

级组分的相对分子质量分布进行测定$结果如图 #

及表 # 所示% 从图 # 可以看出$Y>Y的相对分子质

量分布范围较广$但相对分子质量皆小于 #" c_-$

这表明碱性蛋白酶能充分将桃仁蛋白酶解为桃仁多

肽% 根据 Y>Y的相对分子质量分布$选用孔径为

1 c_-和 # c_-的滤膜对Y>Y进行超滤分离$得到 2

个组分Y>Y%#'Y>Y%!'Y>Y%2% 从图 # 和表 # 可

以看出$超滤膜能有效截留大于孔径尺寸的肽段$其

中Y>Y%# 中相对分子质量小于 # c_-的多肽约占

))51)<$Y>Y%! 中未检测出相对分子质量大于 1

c_-的多肽$而在Y>Y%2 中检测出相对分子质量大

于 1 c_-的多肽%

图 78各组分相对分子质量分布图

表 78各组分相对分子质量分布 :

多肽 m# c_- # j1 c_- 1 j#" c_-

Y>Y &)50) &5&! #51"

Y>Y%# ))51) "52# %

Y>Y%! )$5#' !5&1 %

Y>Y%2 &15)) #"5$$ !5!2

!5!(桃仁多肽各组分得率

桃仁蛋白经酶解得到 Y>Y$经超滤分级得到

Y>Y%#'Y>Y%! 和Y>Y%2$桃仁多肽各组分得率如

表 ! 所示%

表 98桃仁多肽各组分得率

多肽 得率b<

Y>Y 1$52! l"5#'

Y>Y%# !&5!1 l"5!#

Y>Y%! 2'5"! l"5#!

Y>Y%2 !$5!' l"5#'

)$
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((从表 !可以看出$Y>Y的多肽得率达到 1$52!<l

"5#'<$结合 Y>Y的相对分子质量分布图$充分证

明通过碱性蛋白酶酶解能成功将桃仁蛋白酶解为桃

仁多肽% Y>Y经超滤后各组分多肽得率大小依次

是&Y>Y%! eY>Y%# eY>Y%2$各组分得率之和为

&)50!<$说明超滤过程中损失的多肽较少%

!52(桃仁多肽的抗氧化性能

为了筛选抗氧化能力强的多肽$分别通过_YYA

自由基清除率'羟基自由基清除率'超氧阴离子自由

基清除率和还原力实验对 Y>Y及超滤后各组分

Y>Y%#'Y>Y%! 和Y>Y%2 的抗氧化性能进行测定$

结果如图 ! j图 0 所示%

图 98各组分对NUUO自由基的清除能力

((从图 ! 可以看出$各组分均表现出对 _YYA0

清除效果$且均对质量浓度有依赖性% 在质量浓度

低于 "50 ,Mb,G时$各组分清除 _YYA0的效果并

不明显$然而随着质量浓度的不断升高$各组分间差

异明显$_YYA0清除能力由大到小依次为&Y>Y%

# eY>YeY>Y%! eY>Y%2$其中相对分子质量最小

的Y>Y%# 表现出的清除能力最强$半抑制浓度

"5:

0"

#达到 #5'' ,Mb,G% 结果表明$相对分子质量

小于 # c_-的肽段具有更强的_YYA0清除能力$这

是由于低相对分子质量的多肽具有较小的空间位

阻$可以作为更好的电子供体$与自由基发生反应$

将其转化为更稳定的最终产物(#$)

% 而其他组分与

Y>Y%# 相比$相对分子质量分布范围更广$高于 #

c_-的肽段具有较大的空间位阻$可能会阻碍相对

分子质量低的肽段与 _YYA0接触$导致其清除率

的降低%

图 ;8各组分对羟基自由基的清除能力

((从图 2 可以看出$随着质量浓度的升高$各组分

对aA0的清除率均有明显上升$呈现出浓度量效

关系% 其中Y>Y%# 在所有质量浓度都表现出最强

的aA0清除能力$其 5:

0 "

达到 #5"' ,Mb,G$与

2 )̂' ,Mb,G的C>A相当$Y>Y%! 和Y>Y与C>A的

aA0清除能力较为接近$而Y>Y%2 的aA0清除能

力明显低于 C>A% 这是由于相对分子质量小于 #

c_-的肽段可作为质子供体阻断自由基链式反应$

促使自由基转化成更加稳定的物质(#&)

$而 Y>Y%#

中的肽段相对分子质量有 ))51)<小于 # c_-%

图 <8各组分对超氧阴离子自由基的清除能力

((从图 ' 可以看出$随着多肽质量浓度的增加$各

组分的 a

%

!

0清除率均呈现不断上升的趋势% 其

中$Y>Y%# 清除a

%

!

0的能力最强$Y>Y%! 最弱$而

Y>Y和Y>Y%2 在质量浓度低于 ' ,Mb,G时$有着

相近的 a

%

!

0清除能力$但与 C>A相比各组分清除

a

%

!

0的能力较弱%

图 =8各组分的还原能力

((从图 0 可以看出$各组分多肽在低质量浓度时

吸光度较低$说明其还原能力较低$随着质量浓度的

增加$吸光度也逐渐增加$说明其还原能力也逐渐升

高% 各组分还原能力的大小依次为&Y>Y%# e

Y>Y%2 eY>YeY>Y%!% 其中 Y>Y%# 的还原能力

最强$在质量浓度为 ' ,Mb,G时$Y>Y%# 在 $"" E,

处的吸光度是Y>Y的 !51# 倍% 这是由于桃仁蛋白

结构中具有还原能力较强的基团$而随着酶解的发

生$这些基团不断分散到低相对分子质量的多肽中$

经超滤截留后$相对分子质量低的活性肽被富集$因

而还原能力较高% 而相对分子质量高的肽段可能具

有较多电子致密的基团暴露在外$转移电子的能力

"&

@AHB?aHG> ?B_V?=>((((((((((((((!"#& k7/̂'2 B7̂$



也较强$因而Y>Y%2 的还原力高于不含大于 1 c_-

相对分子质量肽段的Y>Y%!%

;8结8论

通过碱性蛋白酶酶解得到的桃仁多肽Y>Y$经 1

c_-和 # c_-的超滤膜超滤后得到 2 种相对分子质

量分布不同的多肽 Y>Y%#'Y>Y%! 和 Y>Y%2% 桃

仁多肽各组分在体外抗氧化实验中均表现出抗氧化

能力$且其抗氧化能力与其相对分子质量分布密切相

关$其中相对分子质量小于 # c_-的多肽具有最强的

抗氧化能力% 因此$通过超滤技术可有效截留大分子

肽段$富集相对分子质量小于 # c_-的抗氧化活性多

肽$这一结果可为桃仁的综合利用提供依据%
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