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摘要：为促进茶叶籽资源的深度开发利用，采用不同截留分子质量的超滤膜对混菌发酵茶籽多肽产

物进行分级分离，比较茶籽多肽的抗氧化活性与其分子质量的对应关系；利用凝胶过滤色谱技术对

茶籽多肽逐级纯化，获得特征性茶籽抗氧化肽，对其二级结构组成及相对含量进行分析，并考察其

热稳定性和抗消化稳定性；以Ｈ２Ｏ２诱导小鼠胚胎成纤维细胞（ＭＥＦ细胞）建立氧化损伤模型，评价
茶籽抗氧化肽的细胞氧化损伤保护功能。结果表明：经超滤分级后，茶籽多肽的抗氧化活性与其分

子质量呈负相关，分子质量小于１ｋＤａ的ＴＳＰ４组分具有最高的自由基清除能力；ＴＳＰ４分子质量分
布范围在９０～８４９Ｄａ之间，凝胶过滤色谱纯化得到的ＴＳＰ４－ｂ亚组分平均分子质量为４４６Ｄａ，其
二级结构中的β－折叠的相对含量从未发酵茶叶籽的１６．５９％上升至４４．４３％，α－螺旋则由未发
酵茶叶籽的３７．６１％降至１７．５７％；ＴＳＰ４－ｂ经２０～６０℃热处理以及模拟胃肠消化后，自由基相
对清除率仍可分别保持在９０％及８０％以上，具备良好的热稳定性及抗消化能力；中（０．５ｍｇ／ｍＬ）、
高（５．０ｍｇ／ｍＬ）剂量的 ＴＳＰ４－ｂ的介入可使 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＭＥＦ细胞存活率分别达到 ７３．８％、
８２４％。综上，所分离的茶籽抗氧化肽具有较强的抗氧化活性，对 Ｈ２Ｏ２诱导的细胞损伤具有保护
作用，在医药、保健食品等领域具有良好的发展潜力。
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　　我国是茶叶生产大国，现有茶园 １６８．４７万
ｈｍ２，产量按７５０ｋｇ／ｈｍ２计算，每年潜在茶叶籽资源
约１２６．４万ｔ，茶叶籽资源十分丰富［１］。目前茶叶籽

除少量作为有性繁殖育种外，大量茶叶籽散落茶园

腐烂，造成极大的资源浪费。茶叶籽以及榨油后的

茶籽粕中富含皂素、多糖、多酚及蛋白质等成分，加

强茶叶籽资源利用研究，开发高附加值衍生产品，实

现资源的绿色综合利用，是当前研究的热点之

一［２］。研究表明，蛋白质经水解后的小分子多肽产

物具有降血糖、抗氧化、降血压等生物活性［３］。通

过微生物发酵、酶法水解等工艺，以多种油料蛋白为

原料，已开发出血管紧张素转换酶芝麻抑制肽［４］、

核桃清蛋白抗氧化肽［５］、亚麻籽降胆固醇肽［６］、辣

木籽抗菌肽［７］等生物活性肽，极大地促进了低值废

弃物的高值化利用。

活性氧自由基是机体进行有氧呼吸时自身代谢

产生的一类氧化自由基，体内自由基增加可导致机

体发生氧化应激反应，进而对蛋白质、核酸和脂质等

生物大分子造成损伤，最终可能诱发炎症、阿尔茨海

默病等慢性疾病［８］。植物来源的天然活性抗氧化

肽因其来源广、生物安全性高，被广泛用于中和自由

基、清除氧化剂以减轻或抑制氧化应激对细胞造成

的损伤，在功能性食品和生物医药等领域有着广阔

的应用前景［９］。

课题组以茶叶籽为原料，通过双菌顺序发酵，获

得了茶籽多肽的微生物发酵法制备工艺，并初步证

实了茶籽多肽的体外抗氧化活性［１０］。基于前期基

础，本研究采用超滤分级、凝胶过滤色谱分离等方

法，系统考察茶籽多肽产物的分子质量分布、二级结

构与其抗氧化活性间的构效关联，并筛选高活性茶

籽抗氧化肽，研究其热稳定性、抗消化性能以及对

Ｈ２Ｏ２诱导的小鼠胚胎成纤维细胞（ＭＥＦ细胞）氧化
损伤的保护作用，以期为茶籽多肽在保健食品、生物

医药等领域的应用提供理论基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

茶叶籽，采自安徽宣城地区的茶园；灵芝菌

（Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ）ＵＩＭ－２８１、解淀粉芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎ）ＰＩ１４２，均为本实验室保
存菌种；ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ，生工生物工程（上海）股份
有限公司；氢氧化钠、无水乙醇等均为分析纯。

１．１．２　仪器与设备
ＺＱＺＹ－７８ＢＶ恒温振荡培养箱，ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ酶

标仪，８０５０型超滤装置，ＩＲＰｒｅｓｔｉｇｅ－２１傅里叶变换
红外光谱仪，ＡＫＴＡＰｒｉｍｅＰｌｕｓ快速低压液相色谱系
统，ＬＣ－２０３０液相色谱仪。
１．２　实验方法
１．２．１　混菌发酵法制备茶籽多肽

采用灵芝菌 ＵＩＭ－２８１与解淀粉芽孢杆菌
ＰＩ１４２进行混菌两段液体发酵制备茶籽多肽［１０］。发

酵工艺：茶叶籽７５．２３ｇ／Ｌ、葡萄糖４．０ｇ／Ｌ、ＵＩＭ－
２８１接种量１％、初始发酵 ｐＨ９．２，发酵２４ｈ后，接
种ＰＩ１４２，接种量０．５％，继续发酵２４ｈ，两段发酵温
度恒定４０℃、摇床转速１２０ｒ／ｍｉｎ。发酵液中加入２
倍体积无水乙醇，静置沉淀１２ｈ后，于７１００×ｇ离
心１０ｍｉｎ，取上清液（茶籽多肽发酵液），经 －２０℃
冻结后，置于冻干机中进行冷冻干燥（冷阱温度

－８０℃，冻干时间２０ｈ），得到茶籽多肽冻干粉。
同时，按照上述方法在不添加菌种条件下制备

未发酵茶籽冻干粉（ＴＳ）。
１．２．２　茶籽多肽超滤分级

取茶籽多肽发酵液，以截留分子质量（ＭＷＣＯ）
分别为３０、５、１ｋＤａ的超滤膜对茶籽多肽进行分级，
获得 ４种组分：ＴＳＰ１（＞３０ｋＤａ）、ＴＳＰ２（５～３０
ｋＤａ）、ＴＳＰ３（１～５ｋＤａ）、ＴＳＰ４（＜１ｋＤａ）。冷冻干燥
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后用去离子水复溶，待测。

１．２．３　茶籽多肽体外抗氧化活性测定
自由基清除率测定参照王婕娉等［１１］的方法并

稍作修改。将２００μＬ不同质量浓度的茶籽多肽溶
液分别与８００μＬＡＢＴＳ溶液、４００μＬＤＰＰＨ溶液、
３００μＬ水杨酸－硫酸亚铁－Ｈ２Ｏ２溶液充分混匀，静
置反应后，分别在７３４ｎｍ（ＡＢＴＳ）、５１７ｎｍ（ＤＰＰＨ）、
５１０ｎｍ（·ＯＨ）处测定吸光值，按公式（１）计算自由
基清除率（Ｙ）。

Ｙ＝ １－
Ａ１－Ａ２
Ａ( )
０

×１００％ （１）

式中：Ａ０为空白对照组（以去离子水替代多肽
样品）的吸光值；Ａ１为样品组（添加多肽样品）的吸
光值；Ａ２为本底对照组（以去离子水替代各测试溶
液）的吸光值。

以样品质量浓度对 ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ和羟自由基清
除率做回归方程，计算ＩＣ５０。同时以ＴＳ和ＶＣ的ＩＣ５０
作为对照。

１．２．４　茶籽多肽的凝胶过滤色谱分离纯化及分子
质量分布的测定

将超滤所得抗氧化活性最强的组分配制成１０
ｍｇ／ｍＬ的溶液，吸取１．５ｍＬ上样于预先以去离子
水平衡的ＳｍａｒｔｄｅｘＧ－１０凝胶色谱柱（１６ｍｍ×７００
ｍｍ），以去离子水为洗脱剂进行常温洗脱，流速１．０
ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２２０ｎｍ，每５ｍｉｎ收集一管，分步
收集出峰组分，得到茶籽多肽亚组分。

以辅酶 Ｉ（ＭＷ６６３．４５）、Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ａｒｇ
（ＭＷ４５１．４８）、酪氨酸（ＭＷ１８１．１９）为标准物质，
用去离子水配制成质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的标准分
子质量混合溶液，按上述 ＳｍａｒｔｄｅｘＧ－１０凝胶色谱
条件进行上样、洗脱，记录相应保留时间，绘制标准

相对分子质量洗脱曲线，回归方程为ｙ＝－０．００８６ｘ＋
３．２４７３（ｙ为 ｌｇ（相对分子质量），ｘ为保留时间，
Ｒ２＝０．９９７３），参照标准洗脱曲线推测出分子质量
分布范围，计算各峰值对应的分子质量，并按峰面积

归一化计算各组分相对含量。

１．２．５　茶籽抗氧化肽纯度的测定
采用反相高效液相色谱（ＲＰ－ＨＰＬＣ）法对凝胶

过滤色谱分离得到的抗氧化活性最强的茶籽多肽亚

组分（抗氧化肽）纯度进行测定。色谱条件：Ｃ１８分
析柱（４．６ｍｍ ×２００ｍｍ，５μｍ），洗脱液为体积分
数 １０％的乙腈溶液，进样量 １０μＬ，流速 ０．５
ｍＬ／ｍｉｎ，紫外检测波长２２０ｎｍ。
１．２．６　茶籽多肽红外光谱表征

分别取０．１ｇＴＳ和茶籽抗氧化肽，在红外灯下

加入烘干后的 ＫＢｒ固体，充分混合研磨后压片，采
用傅里叶变换红外光谱仪在４００～４０００ｃｍ－１范围
内进行扫描，并采用ＰｅａｋＦｉｔ软件对红外光谱图的酰
胺Ｉ带（１６００～１７００ｃｍ－１）进行曲线拟合，计算各
二级结构的含量。

１．２．７　茶籽抗氧化肽稳定性研究
１．２．７．１　热稳定性

将质量浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的抗氧化肽溶液分
别置于２０、４０、６０、８０、１００℃下保持２ｈ，待冷却至室
温后，按１．２．３的方法测定其自由基清除率，并以
２０℃下的自由基清除率为１００％，计算自由基相对
清除率，评估其热稳定性。

１．２．７．２　抗消化稳定性
采用体外模拟胃肠消化实验评估其抗消化稳定

性。胃消化：将 ＴＳＰ４－ｂ配制成 ０．１ｍｇ／ｍＬ的溶
液，在ｐＨ２、３７℃条件下预热５ｍｉｎ，加入３％的胃蛋
白酶混匀，在３７℃消化３ｈ后，测定自由基清除率，
以未消化的 ＴＳＰ４－ｂ自由基清除率为１００％，计算
其自由基相对清除率。胃肠消化：将上述经胃蛋白

酶消化后的产物调节ｐＨ至６．８，加入３％的胰蛋白
酶混匀，在３７℃继续消化３ｈ后，采用上述方法计
算其自由基相对清除率。

１．２．８　茶籽抗氧化肽对小鼠胚胎成纤维细胞（ＭＥＦ
细胞）的损伤保护作用分析

１．２．８．１　茶籽抗氧化肽对ＭＥＦ细胞的毒性检测
取对数期的 ＭＥＦ细胞消化后，配制成 ５×１０４

个／ｍＬ的细胞悬液。在９６孔板中，对照组与样品组
分别加入１００μＬ细胞悬液，置于３７℃、５％ＣＯ２培
养箱中培养１２ｈ至细胞贴壁。对照组加入１０μＬ
的培养基，样品组每孔加入 １０μＬ不同质量浓度
（００１、０．０５、０．１、０．５、１．０、５．０ｍｇ／ｍＬ）的茶籽抗氧
化肽，继续培养１２ｈ，采用ＣＣＫ－８细胞增殖试剂盒
测定细胞存活率，比较不同质量浓度茶籽抗氧化肽

对ＭＥＦ细胞的毒性。
１．２．８．２　Ｈ２Ｏ２诱导的 ＭＥＦ细胞氧化损伤模型的
建立

在９６孔板中，按１．２．８．１方法培养 ＭＥＦ细胞
２４ｈ，添加不同浓度梯度（０、２５、５０、１００、２００、４００、
６００、８００μｍｏｌ／Ｌ）的Ｈ２Ｏ２对ＭＥＦ细胞诱导３０ｍｉｎ，
测定细胞存活率，选取细胞存活率接近５０％的Ｈ２Ｏ２
浓度作为最适浓度，构建诱导 ＭＥＦ细胞氧化损伤
模型。

１．２．８．３　茶籽抗氧化肽对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＭＥＦ细胞
氧化损伤的保护作用

按１．２．８．１方法配制ＭＥＦ细胞悬液。在９６孔
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板中，设置空白组，损伤组及茶籽抗氧化肽低、中、高

剂量组（每组设６个复孔），每组加入１００μＬ细胞
悬液，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养１２ｈ后，空白
组、损伤组分别加入１０μＬ培养基，剂量组分别加入
１０μＬ质量浓度为０．０５、０．５、５．０ｍｇ／ｍＬ的茶籽抗
氧化肽，继续培养１２ｈ后，空白组加入１０μＬ培养
基，损伤组和剂量组分别加入 １０μＬ浓度为 １００
μｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２溶液，继续诱导３０ｍｉｎ后，测定细胞
存活率。

１．２．９　数据统计与分析
利用ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｍｅ９．０和 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ２０１９ｂ进

行图表绘制和数据分析，ｐ＜０．０５表示达到显著性
差异水平，不同字母代表差异显著；红外光谱图采用

ＰｅａｋＦｉｔｖ４．１２分峰拟合。
２　结果与讨论
２．１　超滤分级茶籽多肽的抗氧化活性

茶籽多肽发酵液经不同截留分子质量超滤膜分

级后，各组分自由基清除活性如图１所示。

　 　
图１　茶籽多肽不同组分的自由基清除活性

　　由图１可知，茶籽多肽各组分的抗氧化能力整
体上对浓度呈现依赖性，随质量浓度的增加其

ＡＢＴＳ、ＤＰＰＨ、羟自由基清除能力均逐渐提高。各组
分的ＤＰＰＨ、羟自由基清除率均高于 ＴＳ。随着多肽
分子质量的减小，自由基清除能力逐渐提升，即低分

子质量多肽的自由基清除能力强于高分子质量多

肽。以ＴＳＰ４的自由基清除率最高，１．０ｍｇ／ｍＬ质量
浓度下其ＡＢＴＳ、ＤＰＰＨ和羟自由基清除率分别达到
９５４％、９５．１％、６４．６％。茶籽多肽各组分自由基清
除率的ＩＣ５０如图２所示。

　 　
注：同一指标下，不同小写字母表示具有显著差异（ｐ＜０．０５）。下同

图２　茶籽多肽不同组分自由基清除率的ＩＣ５０

　　由图２可知，随着多肽分子质量的减小，对应的
ＩＣ５０逐渐减小，分子质量小于５ｋＤａ组分的抗氧化能
力与大分子质量组分存在显著差异（ｐ＜０．０５），说
明具备抗氧化能力的多肽主要存在于小分子质量肽

段。其中，ＴＳＰ３、ＴＳＰ４对 ＡＢＴＳ自由基清除的 ＩＣ５０，
以及ＴＳＰ４对羟自由基清除的ＩＣ５０均达到ＶＣ的抗氧
化能力水平（ｐ＞０．０５）。

综上，不同分子质量茶籽多肽的抗氧化活性与

其分子质量大小呈现宏观负相关，以 ＴＳＰ４具有最
高的自由基清除能力。有研究显示，蛋白质水解后

的色氨酸残基能有效减缓自由基链式反应［１２］，同时

苯丙氨酸等疏水性氨基酸残基也有利于羟自由基清

除活性发挥［１３］，推测 ＴＳＰ４中含有上述两类氨基酸
组成，赋予其高抗氧化活性。

２．２　ＴＳＰ４分子质量分布
使用凝胶过滤色谱对 ＴＳＰ４组分进一步分离纯

化，得到 ＴＳＰ４－ａ、ＴＳＰ４－ｂ、ＴＳＰ４－ｃ、ＴＳＰ４－ｄ４种
洗脱组分（图３）。根据标准曲线回归方程计算的各
洗脱组分分子质量分布如表１所示。

图３　ＴＳＰ４亚组分洗脱曲线
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表１　ＴＳＰ４分子质量分布

亚组分 始／末时间／ｍｉｎ 保留时间／ｍｉｎ 分子质量范围／Ｄａ 平均分子质量／Ｄａ 含量／％
ＴＳＰ４－ａ ３７／５５０ ４８．５ ５９５～８４９ ６７６ １６．７
ＴＳＰ４－ｂ ６０／８５０ ６９．５ ３２８～５３９ ４４６ ２８．２
ＴＳＰ４－ｃ ９０／１２０ １０７．０ １６４～２９７ ２１２ ２５．７
ＴＳＰ４－ｄ １３０／１５０ １４１．０ ９０～１３４ １０８ １２．５

　　由表１可知，ＴＳＰ４中的多肽分子质量以１６４～
８４９Ｄａ之间为主，占７０．６％，其中 ＴＳＰ４－ａ、ＴＳＰ４－
ｂ、ＴＳＰ４－ｃ的保留时间对应的平均分子质量分别为
６７６、４４６、２１２Ｄａ。

２．３　ＴＳＰ４亚组分的抗氧化活性
ＴＳＰ４亚组分对 ＡＢＴＳ、ＤＰＰＨ和羟自由基清除

的ＩＣ５０如图４所示。

图４　ＴＳＰ４亚组分的ＩＣ５０

　　由图４可知，除 ＴＳＰ４－ｃ和 ＴＳＰ４－ｄ对 ＡＢＴＳ
自由基清除的ＩＣ５０无显著差异外，其他ＴＳＰ４亚组分
对ＡＢＴＳ、ＤＰＰＨ和羟自由基清除的 ＩＣ５０均存在显著
差异。ＴＳＰ４－ｃ、ＴＳＰ４－ｄ较ＴＳＰ４－ａ、ＴＳＰ４－ｂ的分
子质量更小，但其抗氧化活性却更弱；ＴＳＰ４－ｂ的分
子质量居中，具有最强的抗氧化活性，其对应的ＩＣ５０
分别为１７．６４μｇ／ｍＬ（ＡＢＴＳ自由基）、２８．５４μｇ／ｍＬ
（ＤＰＰＨ自由基）和２９２．９μｇ／ｍＬ（羟自由基）。以上
结果表明，茶籽多肽的抗氧化能力宏观上表现为小

分子质量肽段的抗氧化能力更强（图２），但图４呈
现出的抗氧化活性与多肽分子质量大小并无规律性

关联，其原因可能是相较于分子质量，肽段的特定氨

基酸序列更能对其功能活性起主导作用，这一现象

在小麦胚芽肽中也同样存在［１４］。

２．４　ＴＳＰ４－ｂ的纯度
ＴＳＰ４－ｂ组分经分析型 ＲＰ－ＨＰＬＣ分离后，呈

现一个单峰（图５），纯度上能满足后续光谱表征及
功能测定所需。

图５　ＴＳＰ４－ｂ的ＲＰ－ＨＰＬＣ洗脱曲线

２．５　ＴＳＰ４－ｂ的红外光谱表征
蛋白质、多肽等具有特定结构的生物大分子，其

特征性二级结构信息常用酰胺Ⅰ带来解析。ＴＳ和
ＴＳＰ４－ｂ的红外光谱图如图６所示。

图６　ＴＳ和ＴＳＰ４－ｂ的红外光谱图

　　由图６可知，ＴＳ和ＴＳＰ４－ｂ的红外光谱图在酰
胺Ⅰ带（１６００～１７００ｃｍ－１）均有明显的吸收峰，选
取此波段采用ＰｅａｋＦｉｔ软件进行曲线拟合，得到酰胺
Ⅰ带图谱（图７）。通过各拟合峰值面积，进行二级
结构成分分析，得到 ＴＳ和 ＴＳＰ４－ｂ二级结构组成
及相对含量见表２。由表２可知，ＴＳ与 ＴＳＰ４－ｂ的
二级结构相对含量存在显著差异，ＴＳ经发酵超滤分
级及凝胶过滤色谱分离纯化，使 β－折叠相对含量
从１６．５９％上升至４４．４３％，α－螺旋则由３７．６１％
下降至１７．５７％，无规卷曲、β－转角也均有一定程
度下降。王岸娜等［１５］研究发现高含量的 β－折叠
结构能提高猕猴桃糖蛋白的自由基清除能力，

Ｊｉａｎｇ［１６］、Ｌｉａｎｇ［１７］等研究表明，多肽的 α－螺旋、无
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规卷曲结构与其抗氧化能力呈负相关。ＴＳＰ４－ｂ结
构中高比例 β－折叠结构及低比例 α－螺旋结构是
其比ＴＳ具备更高抗氧化活性的原因之一，这可能是
因为高 β－折叠、低α－螺旋二级结构更趋向于展
开，从而更易暴露活性位点，提升抗氧化活性。

图７　ＴＳ和ＴＳＰ４－ｂ酰胺Ⅰ带图谱

表２　酰胺Ⅰ带拟合ＴＳ和ＴＳＰ４－ｂ
二级结构组成及相对含量 ％

样品 β－折叠 无规卷曲 α－螺旋 β－转角
ＴＳ １６．５９ ２８．１６ ３７．６１ １７．６５
ＴＳＰ４－ｂ ４４．４３ ２２．８４ １７．５７ １５．１５

２．６　ＴＳＰ４－ｂ的稳定性
２．６．１　热稳定性

不同温度下 ＴＳＰ４－ｂ的自由基相对清除率如
图８所示。

图８　不同温度下ＴＳＰ４－ｂ的自由基相对清除率

　　由图８可知，ＴＳＰ４－ｂ经不同温度处理后，在２０～
６０℃范围内，其ＡＢＴＳ、ＤＰＰＨ、羟自由基相对清除率
均能保持在９０％以上，呈现出良好的热稳定性。温
度高于８０℃后，尤其是经１００℃处理后，ＴＳＰ４－ｂ的
自由基相对清除率显著下降。这是高温导致肽段降

解失去了部分特征性氨基酸序列以及多肽在高温条

件下变性失活［１８］所致。

２．６．２　抗消化稳定性
ＴＳＰ４－ｂ体外模拟胃肠消化结果如图９所示。

图９　不同消化方式下ＴＳＰ４－ｂ的自由基相对清除率

　　由图９可知，经胃蛋白酶单独消化及胃蛋白酶－
胰蛋白酶顺序消化后，ＴＳＰ４－ｂ的自由基相对清除
率均呈现不同程度的下降，表明胃肠消化可降低

ＴＳＰ４－ｂ的抗氧化活性。模拟胃液的酸性极端环境
下，ＴＳＰ４－ｂ部分变性及因胃蛋白酶水解失去部分
特征性氨基酸可能使其抗氧化活性减弱。但经消化

后，ＴＳＰ４－ｂ的 ３种自由基相对清除率仍能保持
８０％以上，表明ＴＳＰ４－ｂ在胃肠内有潜在的良好抗
消化性能。胃蛋白酶消化对 ＴＳＰ４－ｂ的自由基相
对清除率影响显著，胰蛋白酶的二次消化并未显著

降低ＴＳＰ４－ｂ的自由基清除活性（ｐ＞０．０５），表明
ＴＳＰ４－ｂ中含有被胃蛋白酶识别的芳香族氨基酸或
酸性氨基酸肽键，而相对缺少胰蛋白酶水解的特征

性位点。来源于茶渣蛋白的肽段同样具有类似的胃

肠消化抵抗性［１９］。

２．７　ＴＳＰ４－ｂ对ＭＥＦ细胞氧化损伤的保护作用
２．７．１　ＴＳＰ４－ｂ对ＭＥＦ细胞毒性作用

ＴＳＰ４－ｂ对 ＭＥＦ细胞存活率的影响如图 １０
所示。

图１０　ＴＳＰ４－ｂ对ＭＥＦ细胞存活率的影响

　　由图１０可知，ＴＳＰ４－ｂ在０．０１～５．０ｍｇ／ｍＬ范
围内，各组细胞存活率均在９５％以上，与对照组没
有显著差异（ｐ＞０．０５），表明在该质量浓度范围内
ＴＳＰ４－ｂ对 ＭＥＦ细胞没有毒性作用，可以选取低
（０．０５ｍｇ／ｍＬ）、中（０．５ｍｇ／ｍＬ）、高（５．０ｍｇ／ｍＬ）３
个剂量组的ＴＳＰ４－ｂ开展 Ｈ２Ｏ２诱导细胞损伤保护
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作用研究。

２．７．２　Ｈ２Ｏ２诱导的ＭＥＦ细胞氧化损伤模型建立
Ｈ２Ｏ２诱导的ＭＥＦ细胞氧化损伤如图１１所示。

图１１　 Ｈ２Ｏ２对ＭＥＦ细胞存活率的影响

　　由图１１可知，细胞存活率与 Ｈ２Ｏ２浓度呈现明
显的负相关性，随着 Ｈ２Ｏ２浓度递增，ＭＥＦ细胞存活
率迅速下降，Ｈ２Ｏ２浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ时，细胞存活
率为（５２．３±１．３）％，与空白组（Ｈ２Ｏ２浓度０μｍｏｌ／Ｌ）
存在显著差异（ｐ＜０．０５），该浓度下的细胞既能满
足损伤的需要，同时又具有一定的活性。因此，选择

１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２构建诱导 ＭＥＦ细胞氧化损伤
模型。

２．７．３　ＴＳＰ４－ｂ对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＭＥＦ细胞氧化损
伤的保护作用

ＴＳＰ４－ｂ对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＭＥＦ细胞氧化损伤的
保护作用如图１２所示。

图１２　ＴＳＰ４－ｂ对ＭＥＦ细胞氧化损伤的保护作用

　　由图１２可知：与空白组相比，损伤组细胞存活
率显著下降（ｐ＜０．０５），为５１．８％；加入 ＴＳＰ４－ｂ
后，各剂量组细胞存活率则相应增加，呈现一定的

ＴＳＰ４－ｂ质量浓度正相关性，低剂量组的细胞存活
率提升效果不显著（ｐ＞０．０５），但中、高剂量组的细
胞存活率分别达到７３．８％、８２．４％，显著高于损伤
组（ｐ＜０．０５）。以上结果表明，ＴＳＰ４－ｂ的介入可有
效保护ＭＥＦ细胞，修复Ｈ２Ｏ２诱导的 ＭＥＦ细胞氧化

损伤。Ｊｉａｎｇ等［１６］研究发现，低含量α－螺旋、无规卷
曲结构更有利于玉米多肽抗氧化性的发挥，本研究中

相对于ＴＳ，ＴＳＰ４－ｂ二级结构组成中的α－螺旋、无
规卷曲结构比例均下降（表２），可能是对细胞氧化损
伤起到保护作用的重要原因之一。

３　结　论
采用超滤分级结合凝胶过滤色谱分离法从茶籽

多肽发酵液中纯化得到茶籽抗氧化肽，并研究其抗

氧化活性、稳定性及对ＭＥＦ细胞氧化损伤的保护作
用，主要结论如下：

（１）发酵产物经超滤分级后，各组分的抗氧化
活性与其分子质量大小呈负相关，分子质量小于

１ｋＤａ的ＴＳＰ４组分具有最高的自由基清除能力。
ＴＳＰ４组分分子质量分布范围在９０～８４９Ｄａ之间，
经凝胶过滤色谱纯化后获得了特征性茶籽抗氧化肽

ＴＳＰ４－ｂ，其平均分子质量为４４６Ｄａ。
（２）ＴＳＰ４－６经２０～６０℃热处理后，自由基相

对清除率保持在９０％以上，经模拟胃肠消化后，其
自由基相对清除率可保持在８０％以上，显示出良好
的热稳定性及抗消化能力；ＴＳＰ４－ｂ二级结构中高
含量的β－折叠及低含量的 α－螺旋是其具备高抗
氧化活性的原因之一。

（３）ＴＳＰ４－ｂ具有Ｈ２Ｏ２诱导的细胞损伤保护功
能，中（０．５ｍｇ／ｍＬ）、高（５．０ｍｇ／ｍＬ）剂量 ＴＳＰ４－ｂ
介入可使ＭＥＦ细胞存活率分别达到７３．８％、８２．４％。
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