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摘要!通过超声波辅助酶法制备芝麻多肽!在分析芝麻多肽的氨基酸组成%相对分子质量分布及抗

氧化活性的基础上!研究芝麻多肽抗氧化活性对乳酸菌生长的影响& 结果表明'芝麻多肽中谷氨

酸%精氨酸%异亮氨酸和亮氨酸的含量较高#其相对分子质量分布主要集中在 ("" <'"" 之间#芝麻

多肽羟自由基清除率%超氧阴离子自由基清除率和@EGH自由基清除率分别为 $,8(-D%(!8,#D和

((F'D#添加 #8" 1Pc1I的芝麻多肽能够明显促进乳酸菌的生长!提高乳酸菌的活菌数和乳酸的

生成量#相关分析表明!乳酸菌活菌数与芝麻多肽超氧阴离子自由基清除率和@EGH 自由基清除率

的相关系数分别为 "8'' 和 "8'##乳酸含量与芝麻多肽羟自由基清除率%超氧阴离子自由基清除

率%@EGH自由基清除率的相关系数分别为 "8'!%"8'. 和 "8'&& 可见!芝麻多肽抗氧化活性对乳酸

菌生长具有一定的影响&
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;;芝麻多肽是由芝麻蛋白经蛋白酶消化后获得的

短链氨基酸化合物&由 ! <-" 个氨基酸组成&与游离

氨基酸相比&多肽具有多种生物学活性&如抗氧化+

抗血栓形成+抗高血压+免疫调节+抗肿瘤+促进矿质

元素吸收等)# %&*

' 其中&抗氧化作用是多肽的一种

重要的生理活性&具有清除机体自由基+抑制脂质过

氧化以及提高抗氧化酶活性的能力), %-*

' 研究表

明&芝麻多肽能有效抑制猪油的氧化&"8"!D的芝麻

多肽能使猪油过氧化值从 #!(8( 11:4ĉP降低至

,-8- 11:4ĉP

)(*

!灌胃芝麻三肽和四肽&能够降低小

鼠血清和肝脏中丙二醛含量&提高肝脏中超氧化物

歧化酶活性和谷胱甘肽过氧化物酶活性)$*

'

乳酸菌作为世界公认安全的食用细菌$SO>OW24

WOP2WU 2AA2TOX6&Se@H%&其生长代谢过程中产生的

各种有机酸+胞外多糖+乳酸菌素等不仅对乳制品的

品质有着重要影响)' %.*

&而且对提高乳制品的感官

特性及营养价值+延长货架期等方面具有重要作

用)#" %##*

' 然而&乳酸菌对蛋白的水解能力有限&需

要补充多种外源的营养物质和生长因子促进其生

长)#!*

' 另外&乳酸菌是一种兼氧厌氧微生物&其抗

氧胁迫能力较差&在实际培养过程中&很难做到绝对

厌氧&环境中存在的活性氧以及菌株自身代谢过程

中产生的活性氧&严重威胁菌株的生长)#&*

' 研究表

明&植物蛋白经水解后产生的多肽能够促进乳酸菌

的生长)#, %#(*

&而有关多肽本身具有的抗氧化活性与

乳酸菌生长之间的关系目前还不清楚' 因此&本文

在制备芝麻多肽的基础上&研究芝麻多肽抗氧化活

性对乳酸菌生长的影响&为蛋白质类多肽在乳制品

发酵中的广泛应用提供理论基础'

:;材料与方法

#8#;试验材料

乳酸菌菌种(保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌&安

徽工程大学生物技术实验室!芝麻粕(安徽华安食品

有限公司提供!牛肉膏+蛋白胨+葡萄糖+硫酸镁+乙

酸钠+吐温 '"+柠檬酸三胺+磷酸氢二钾+邻二氮菲+

苯酚+&&- %二硝基水杨酸+碱性水解酶+铁氰化钾+

三氯乙酸+邻苯三酚等&分析纯'

*R#"" 微型高速粉碎机&[).! %!+型超声波

细胞粉碎机&GSI%#(S高速冷冻离心机&?BH %!-

酸度计&G@%!#, 电子天平&GK%#'"" 紫外可见分

光光度计&SB?%."-" 隔水式恒温培养箱'

#8!;试验方法

#8!8#;芝麻多肽的制备

称取 -" P芝麻粕&研磨破碎后&用 "8# 1:4cI

M2bB溶液在 ,"=恒温水浴搅拌提取 # Q&高速离

心机离心后&取上清液为芝麻蛋白液' 取一定量的

芝麻蛋白液&在超声功率 !#" R+超声温度 -!=下

超声预处理 #- 13>' 之后采用 !D碱性蛋白酶&在

NB'8"+酶解温度 ,"=条件下酶解 ! Q' 反应结束

后沸水浴灭酶&高速离心后收集上清液为芝麻多肽

溶液)#$*

'

#8!8!;芝麻多肽氨基酸组成与含量测定

取 # 1I芝麻多肽溶液&加入 ! 1I三氯乙酸沉

淀蛋白后离心&经 "8!!

!

1膜过滤后采用 B?IL法

进行氨基酸组成及含量的测定'

#8!8&;芝麻多肽相对分子质量测定

取 # 1I芝麻多肽溶液的超滤液$截留相对分

子质量大于 # """%&利用 HONQ2UO]S%!- 进行分

离&以蒸馏水为洗脱液&洗脱速度为 ," 1IcQ&采用

自动部分收集器收集洗脱液$& 1Ic管%&在 !#, >1

处检测流出液' 以辅酶
(

+核黄素+谷胱甘肽为标准

相对分子质量参照物&计算芝麻多肽相对分子质量'

#8!8,;芝麻多肽抗氧化活性测定

分别配制 "8#!-+"8!-+"8-"+#8" 1Pc1I和 #F-

1Pc1I的芝麻多肽溶液&并分别测定其羟自由基清

除率+超氧阴离子自由基清除率和 @EGH 自由基清

除率' 每个处理均做 & 次重复'

羟自由基清除率测定(采用邻二氮菲 %*O氧化

法)#'*检测羟自由基清除率'

超氧阴离子自由基清除率测定(采用邻苯三酚

法)#.*测定超氧阴离子自由基清除率'

@EGH自由基清除率测定(参照文献)!"*进行'

#8!8-;芝麻多肽对乳酸菌生长的影响

在aeH培养基中分别添加 "8#!-+"8!-+"F-"+

#8" 1Pc1I和 #8- 1Pc1I的芝麻多肽溶液&以添加

去离子水为空白对照&在高压灭菌锅中 #!#=灭菌

!" 13>&待其冷却后放在无菌操作台中紫外杀菌 &"

13>&然后向其中接入 !D的保加利亚乳杆菌和嗜热

链球菌$#g#%&置于 ,"=恒温培养箱培养' 从 " Q

开始&每隔 & Q 测定菌液 B:

(""

值&绘制乳酸菌生长

曲线'

#8!8(;乳酸菌活菌数计算

将培养 &" Q 菌液充分混匀&采用 #" 倍稀释法

!,

LBJM@bJIH @M+*@GH;;;;;;;;;;;;;;!"#' C:4F,& M:F#"



稀释至适当稀释度&然后于 &$=培养 ,' Q 后观察

记录菌落数&试验设置 & 次重复'

#8!8$;乳酸含量测定

取一定量培养 &" Q的菌液于 ' """ Wc13> 下离

心 #- 13>&取上清&采用对羟基联苯法)!#*测定发酵

液中乳酸含量&试验设置 & 次重复'

#8!8';数据处理

采用/]9O4!"#" 软件进行数据整理作图&用 H@H

.8#统计分析软件进行差异显著性分析和相关性分析'

<;结果与分析

!8#;芝麻多肽的基本特征分析

图 # 为芝麻多肽的氨基酸组成' 由图 # 可以看

出&芝麻多肽中共检出 #& 种氨基酸&其中 $ 种为必

需氨基酸$色氨酸除外%' 另外&谷氨酸$S45%+精氨

酸$@WP%+异亮氨酸$J4O%和亮氨酸$IO5%的含量较

高&分别为 #8-!+"F$!+#8("+"8(" 1Pc1I&而其他氨

基酸含量相对较低'

图 :;芝麻多肽的氨基酸组成

;;采用 HONQ2UO]S%!- 分离芝麻多肽溶液&得到

相对分子质量不同的 & 个峰' 根据标准曲线和出峰

管数推测出其相对分子质量分布主要集中在 ("" <

'"" 之间!采用面积归一化法对不同肽的含量进行

定量分析&其芝麻多肽含量分别为 !"8(D+!'8,D

和 &(8$D$见表 #%'

表 :;芝麻多肽相对分子质量分布

产物 平均相对分子质量 多肽含量cD

峰 # $'( !"8(

峰 ! $#! !'8,

峰 & (,- &(8$

!8!;芝麻多肽的体外抗氧化活性

图 ! 为芝麻多肽的羟自由基清除率' 由图 ! 可

以看出&芝麻多肽对羟自由基具有明显的清除能力!

当芝麻多肽质量浓度在 " <"8!- 1Pc1I之间&清除

率随着多肽质量浓度的增加而迅速增加&当芝麻多

肽质量浓度大于 "8!- 1Pc1I时&其羟自由基清除

率增幅不明显' 在试验浓度范围内&芝麻多肽对羟

自由基的最大清除率为 $,8(-D&低于对照$C

L

% 的

清除率$'-8&-D%'

图 <;芝麻多肽对羟自由基的清除率

;;芝麻多肽对超氧阴离子自由基的清除率见图

&' 由图 & 可以看出&当芝麻多肽质量浓度在 " <

"F- 1Pc1I之间&随着多肽质量浓度的增加&其对超

氧阴离子自由基的清除率明显增加!当多肽质量浓

度大于 "F- 1Pc1I&其超氧阴离子自由基清除率增

幅不大' 当芝麻多肽质量为 #8- 1Pc1I时&其超氧

阴离子自由基清除率$(!8,#D%与 C

L

$(-8"!D%相

当' 由此可见&芝麻多肽对超氧阴离子自由基具有

很好的清除作用'

图 ?;芝麻多肽对超氧阴离子自由基的清除率

;;芝麻多肽对 @EGH 自由基的清除率如图 , 所

示' 由图 , 可以看出&芝麻多肽对 @EGH 自由基清

除率虽然低于C

L

&但仍具有明显的 @EGH 自由基清

除能力&其对 @EGH 自由基最大清除率为 ((F'D'

当多肽质量浓度在 " <"8- 1Pc1I之间时&其对

@EGH自由基清除能力随着多肽质量分数的增加而

迅速增强!多肽质量浓度大于 "8- 1Pc1I时&其自

由基清除能力增幅较小'

图 A;芝麻多肽对7JTN自由基的清除率

!8&;芝麻多肽对乳酸菌生长的影响

研究了 , 种芝麻多肽质量浓度对乳酸菌生长的

影响&其乳酸菌生长曲线如图 - 所示' 由图 - 可以

&,
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看出&添加适量质量浓度的芝麻多肽能够促进乳酸

菌生长' 在 " <. Q&乳酸菌生长较为缓慢&在 . <!#

Q&乳酸菌进入对数生长期' 与对照相比&芝麻多肽

可以缩短乳酸菌生长的延迟期&使其提前进入对数

生长期&从而提高菌体的生长速率' 在乳酸菌生长

的整个过程中&随着芝麻多肽质量浓度的增加&乳酸

菌的生长速率逐渐增加!但当芝麻多肽质量浓度为

#8- 1Pc1I时&其对乳酸菌生长的影响与质量浓度

#8" 1Pc1I的芝麻多肽相差不大' 因此&在乳酸菌

生长过程中添加 #8" 1Pc1I的芝麻多肽较为适宜'

图 B;芝麻多肽对乳酸菌生长的影响

!8,;芝麻多肽对乳酸菌活菌数的影响

图 ( 为芝麻多肽对乳酸菌活菌数的影响' 由图

( 可以看出&芝麻多肽对乳酸菌的活菌数具有重要

的影响&随着芝麻多肽质量浓度的增加&乳酸菌活菌

数逐渐增加!当芝麻多肽质量浓度为 #8" 1Pc1I

时&活菌数达到最大值' 另外&添加 "8-+#8" 1Pc1I

和 #8- 1Pc1I芝麻多肽的乳酸菌活菌数显著高于

对照组$&p"8"#!&"8"#,&"8"#,%'

图 C;芝麻多肽对乳酸菌活菌数的影响

!8-;芝麻多肽对乳酸菌产乳酸的影响

图 $ 为芝麻多肽对乳酸菌产乳酸的影响'

图 W;芝麻多肽对乳酸菌产乳酸的影响

;;由图 $ 可以看出&芝麻多肽能够促进乳酸菌产

生乳酸&随着芝麻多肽添加量的增大&乳酸含量也逐

渐增加' 当添加的芝麻多肽质量浓度为 "8-+#8"

1Pc1I和 #8- 1Pc1I时&其乳酸含量显著高于对照

组$&p"F","&"8"!&&"8"#.%'

!8(;芝麻多肽抗氧化活性与乳酸菌生长的相关性

芝麻多肽抗氧化活性与乳酸菌生长的相关性见

表 !' 由表 ! 可以看出&芝麻多肽抗氧化活性对乳

酸菌的生长具有重要影响' 乳酸菌活菌数与超氧阴

离子自由基和 @EGH 自由基清除率呈显著正相关&

其相关系数分别为 "8'' 和 "8'#!乳酸含量与羟自

由基+超氧阴离子自由基+@EGH 自由基清除率均呈

显著正相关&其相关系数分别为 "8'!+ "8'. 和

"8'&'

表 <;芝麻多肽抗氧化活性与乳酸菌生长的相关性

项目
羟自由基

清除率

超氧阴离子自

由基清除率

@EGH自由基

清除率

活菌数 "8$.

$

"8''

$

"8'#

$

乳酸含量 "8'!

$

"8'.

$

"8'&

$

;注(

$

表示 -D显著水平'

?;结;论

研究表明&通过超声波辅助酶法制备的芝麻多

肽具有较高的谷氨酸+精氨酸+异亮氨酸和亮氨酸含

量!其相对分子质量分布主要集中在 ("" <'"" 之

间' 芝麻多肽具有一定的羟自由基清除率+超氧阴

离子自由基清除率和@EGH 自由基清除率' 乳酸菌

活菌数与超氧阴离子自由基和@EGH 自由基的清除

率均呈显著正相关!乳酸含量与 & 种自由基清除率

均呈显著正相关' 表明芝麻多肽能够促进乳酸菌的

生长+提高乳酸的生成量&并与其抗氧化活性有关'
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