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ＴＧａｓｅ催化的壳寡糖糖基化修饰玉米肽的抗氧化活性
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（齐齐哈尔大学 食品与生物工程学院，黑龙江 齐齐哈尔 １６１００６）

摘要：为进一步提高玉米肽的抗氧化活性，以玉米醇溶蛋白源活性肽为原料，利用谷氨酰胺转氨酶

（ＴＧａｓｅ）催化壳寡糖（分子质量１５００Ｄａ）与玉米肽共价结合制备玉米糖肽，研究壳寡糖的糖基化
修饰对玉米肽抗氧化活性的影响，并对玉米糖肽进行体外模拟胃肠消化，表征玉米糖肽在体内发挥

抗氧化活性的潜力。结果表明：ＴＧａｓｅ催化的壳寡糖共价结合使玉米肽的肽含量和体外消化率显
著提高；在质量浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ时，ＴＧａｓｅ催化壳寡糖糖基化修饰使玉米肽的 ＤＰＰＨ自由基、羟
自由基、超氧阴离子自由基清除率，Ｆｅ２＋螯合率和还原力提高，体外消化使玉米糖肽的 ＤＰＰＨ自由
基、羟自由基清除率和还原力提高，而 Ｆｅ２＋螯合率和超氧阴离子自由基清除率降低。综上，ＴＧａｓｅ
途径的壳寡糖糖基化反应使玉米肽的抗氧化活性显著提高，且体外消化可以促进玉米糖肽抗氧化

活性的释放（Ｆｅ２＋螯合能力和超氧阴离子自由基清除能力除外）。
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疾病有关［１］。抗氧化可以有效克服过量自由基所

带来的健康危害，已成为保健品、化妆品企业的主

要开发方向之一，同样也是市场的一项重要功能

性诉求。天然抗氧化剂，如抗氧化活性肽，具有安

全性高、活性高、易吸收、副作用小或无副作用、分

布广等特点，日益受到人们的关注，具有广阔的发

展前景。

玉米肽是以玉米蛋白为原料，主要通过酶解法

或微生物发酵法制备得到的一类具有多种生物活性

（如抗氧化、促进乙醇代谢、抗炎、抗癌等）的低分子

质量产物。体外研究发现，玉米肽具有良好的还原

力、自由基清除活性以及金属离子螯合能力［２－４］，能

够增强细胞内抗氧化酶（如过氧化氢酶、谷胱甘肽

过氧化物酶和超氧化物歧化酶等）活力，从而减轻

细胞的氧化应激损伤［５－６］；玉米肽在动物体内也具

有抗氧化活性，能够抑制肝脏、心、脑组织的脂质过

氧化反应［７］。因此，玉米肽是一种具有开发潜力的

天然抗氧化剂。但是，与常用的抗氧化剂如维生素

Ｃ相比，玉米肽的抗氧化效果相对较弱，使其在食品
工业中的应用受到了限制。

谷氨酰胺转氨酶（Ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ，ＴＧａｓｅ，ＥＣ
２．３．２．１３）全名蛋白质 －谷氨酰胺 γ－谷氨酰胺转
移酶，其能催化蛋白质与胺化的糖或含伯胺基团的

糖共价交联。研究表明，ＴＧａｓｅ途径的糖基化产物
既具备蛋白质的大分子特性，又具备多糖类物质的

亲水特性，在蛋白质／多肽改性中显示出良好的应用
潜力［８－９］。王晓杰等［１０］利用 ＴＧａｓｅ催化 Ｄ－氨基
葡萄糖糖基化修饰玉米肽，玉米肽的抗氧化活性得

到显著提高，在质量浓度１．０～２．０ｍｇ／ｍＬ内，糖基
化产物的还原力和 Ｆｅ２＋螯合率显著高于同质量浓
度的谷胱甘肽和玉米肽。宋莲军等［１１］利用 ＴＧａｓｅ
催化氨基葡萄糖对大豆分离蛋白酶解物进行糖基化

修饰，与改性前相比，修饰产物的抗氧化和抗菌能力

均得到显著提高。壳寡糖是一种部分或完全去乙酰

化的几丁质，已被证明具有抗氧化活性，其 Ｃ－２位
的游离氨基、Ｃ－３位和 Ｃ－６位的羟基基团能够提
供活性氢原子与自由基反应，起到清除自由基的作

用［１２］。为了进一步提高玉米肽的抗氧化活性，本

文先利用碱性蛋白酶 Ａｌｃａｌａｓｅ酶解玉米醇溶蛋白
制备玉米肽，再以 ＴＧａｓｅ为催化剂，壳寡糖为酰基
受体对玉米肽进行糖基化修饰制备玉米糖肽。采

用体外化学法研究ＴＧａｓｅ糖基化修饰对玉米肽、体
外模拟胃肠消化对玉米糖肽抗氧化活性的影响，

为抗氧化活性玉米糖肽产品的研发奠定一定理论

基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

玉米醇溶蛋白，色谱纯，美国 Ｓｉｇｍａ公司；壳寡
糖（平均分子质量１５００Ｄａ，去乙酰度９０％），青岛
博智汇力生物科技有限公司；碱性蛋白酶 Ａｌｃａｌａｓｅ
（５．７２×１０５Ｕ／ｍＬ）、２，２－联苯基 －１－苦基肼基
（ＤＰＰＨ），上海源叶生物有限公司；ＴＧａｓｅ（１０００Ｕ／ｇ），
一鸣生物股份（泰兴）有限公司；胃蛋白酶、胰蛋白

酶、菲洛嗪、硫代巴比妥酸、Ｌ－谷胱甘肽（ＧＳＨ），分
析纯，上海生工生物有限公司；２－脱氧 －Ｄ－赤戊
糖，分析纯，北京Ｓｏｌａｒｂｉｏ生物科技有限公司。
１．１．２　仪器与设备

ＺＮＣＬ－ＧＳ型智能磁力搅拌器，上海凌科实业
发展有限公司；ＢＭ５１５型超低温冷冻储存冰箱、
Ｃｒ２２Ｎ型超速冷冻离心机，上海 Ｔｅｃｈｃｏｍｐ有限公
司；ＬＤ－５３型冷冻干燥机，美国米尔洛克（Ｍｉｌｌｒｏｃｋ）
公司；ＮＤＡ７０１型杜马斯燃烧定氮分析仪，意大利威
尔普（Ｖｅｌｐ）公司；ＵＶ－２６００型紫外 －可见分光光
度计，日本岛津公司。

１．２　实验方法
１．２．１　玉米糖肽的制备

参照本课题组前期确定的玉米肽制备方法及壳

寡糖酶法糖基化修饰玉米醇溶蛋白的工艺条件制备

玉米糖肽［１３－１４］。配制质量浓度３ｇ／１００ｍＬ的玉米
醇溶蛋白悬浮液，进行酶解反应，反应条件为碱性蛋

白酶Ａｌｃａｌａｓｅ０．０９ｇ、温度６０℃、时间２ｈ、ｐＨ８．５。
酶解反应停止后，１００℃水浴１５ｍｉｎ灭酶，冷却至室
温，再进行酶法糖基化反应，反应条件为壳寡糖

２４２ｇ（玉米醇溶蛋白的酰基供体与壳寡糖酰基受
体的物质的量比为１∶３）、ＴＧａｓｅ０．１８ｇ（加酶量为
６０Ｕ／ｇ，以蛋白质量计）、ｐＨ７．７、温度 ３７℃、时间
８ｈ。糖基化反应停止后，８５℃水浴５ｍｉｎ灭酶，冷
却至室温后，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃去沉淀，取
上清液，真空冷冻干燥即得玉米糖肽，经测定得率为

（８９．９７±０．３９）％。
１．２．２　玉米糖肽中肽含量的测定

参考文献［１４－１５］采用三氯乙酸沉淀法进行
肽含量测定。１０ｍＬ５０ｍｇ／ｍＬ的玉米肽和玉米糖
肽溶液分别与１０％三氯乙酸等体积混合，室温振荡
反应１ｈ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，采用
凯氏定氮法测定蛋白质含量［１６］。按公式（１）计算
肽含量（ｃ）。

ｃ＝
Ｐ１
Ｐ总
×１００％ （１）
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式中：Ｐ１为上清液中蛋白质含量，ｍｇ；Ｐ总 为总
蛋白质含量，ｍｇ。
１．２．３　玉米糖肽的体外消化

一步水解（胃蛋白酶水解）：分别取 １０ｍＬ
５０ｍｇ／ｍＬ的玉米肽和玉米糖肽溶液，调节 ｐＨ至
２．０，添加１０ｍｇ胃蛋白酶，３７℃水解２ｈ。

二步水解（胃蛋白酶－胰蛋白酶水解）：将一步
水解液ｐＨ调至８．０，添加３０ｍｇ胰蛋白酶，３７℃水
解１ｈ。

分别取一定量一、二步水解结束后的消化液于

９０℃水浴５ｍｉｎ灭酶，冷却至室温，分别加入１０ｍＬ
１０％三氯乙酸，室温水浴振荡１ｈ，１００００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，取上清液，采用凯氏定氮法测定可溶性蛋
白质含量，按公式（２）计算体外消化率（ｘ）。

ｘ＝
Ｐ１
Ｐ总
×１００％ （２）

式中：Ｐ１为上清液中蛋白质含量，ｍｇ；Ｐ总为总
蛋白质含量，ｍｇ。

将玉米肽和玉米糖肽的二步水解液冷冻干燥，

得到玉米肽和玉米糖肽体外消化产物，用于抗氧化

活性的测定。

１．２．４　玉米糖肽及其体外消化产物抗氧化活性的
测定

以ＧＳＨ为阳性对照，测定不同质量浓度（０．５、
１．０、１．５、２．０ｍｇ／ｍＬ）玉米肽、玉米糖肽及二者体
外消化产物的抗氧化活性。

１．２．４．１　ＤＰＰＨ自由基清除活性
利用 Ｊｅｏｎｇ等［１７］方法测定，略作修改。测定

５１７ｎｍ下，空白组（２ｍＬＤＰＰＨ自由基＋２ｍＬ无水
乙醇，Ａ０）、对照组（２ｍＬ样品 ＋２ｍＬ无水乙醇，
Ａｊ）和样品组（２ｍＬ样品＋２ｍＬＤＰＰＨ自由基，Ａｉ）
的吸光度，按公式（３）计算 ＤＰＰＨ自由基清除率
（ｘ）。

ｘ＝ １－
Ａｉ－Ａｊ
Ａ( )
０

×１００％ （３）

１．２．４．２　羟自由基清除活性
利用 Ｍａｕｇｅｒｉ等［１８］方法进行测定。测定 ５３２

ｎｍ下，空白组（０．５ｍＬ去离子水 ＋０．９ｍＬ磷酸钠
缓冲液＋０．２ｍＬ２－脱氧－Ｄ－赤戊糖，Ａ－）、对照
组（０．５ｍＬ去离子水＋０．９ｍＬ磷酸钠缓冲液 ＋０．２
ｍＬ２－脱氧－Ｄ－赤戊糖＋０．２ｍＬＦｅＳＯ４－ＥＤＴＡ＋
０．２ｍＬＨ２Ｏ２，Ａ

＋）和样品组（０．５ｍＬ样品＋０．９ｍＬ
磷酸钠缓冲液＋０．２ｍＬ２－脱氧－Ｄ－赤戊糖＋０．２
ｍＬＦｅＳＯ４－ＥＤＴＡ＋０．２ｍＬＨ２Ｏ２，Ａ样）的吸光度。
按公式（４）计算羟自由基清除率（ｘ）。

ｘ＝
Ａ＋－Ａ样
Ａ＋－Ａ－

×１００％ （４）

１．２．４．３　还原力
利用Ｏｙａｉｚｕ［１９］方法进行测定，略作修改。测定

７００ｎｍ下，样品溶液（２ｍＬ样品 ＋２ｍＬ０．２ｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ６．６磷酸盐缓冲液＋２ｍＬ１％铁氰化钾→５０℃水
浴２０ｍｉｎ→加入２ｍＬ１０％三氯乙酸→４０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ→取２ｍＬ上清液 ＋２ｍＬ去离子水 ＋０．４
ｍＬ０．１％三氯化铁→５０℃水浴１０ｍｉｎ）的吸光度，
吸光度越高代表测定样品的还原力越强。以双蒸水

代替样品溶液重复以上操作为空白。

１．２．４．４　Ｆｅ２＋螯合能力
利用Ｋｏｎｇ等［２０］方法进行测定，略作修改。取

１ｍＬ样品加入２ｍＬ２０μｍｏｌ／Ｌ硫酸亚铁和２ｍＬ
０．５ｍｍｏｌ／Ｌ菲洛嗪，摇匀后室温反应１０ｍｉｎ，于５６３
ｎｍ处测定吸光度（Ａ样）。用１ｍＬ去离子水代替样
品，于５６３ｎｍ处测定吸光度（Ａ参）。按公式（５）计
算Ｆｅ２＋螯合率（ｘ）。

ｘ＝
Ａ参 －Ａ样
Ａ参

×１００％ （５）

１．２．４．５　超氧阴离子自由基清除活性
利用邻苯三酚自氧化法进行超氧阴离子自由

基清除率的测定［２１］。对照管中分别加入 １０μＬ
０．０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ和４．５ｍＬ０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ８．２的
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ溶液；空白管中加入１０μＬ４．５ｍｍｏｌ／Ｌ
的邻苯三酚溶液和４．５ｍＬ０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ８．２的
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ溶液，摇匀反应 ３０ｓ，设置波长为 ３２５
ｎｍ，模式为时间扫描，检测时间为４ｍｉｎ，空白的自
氧化速率控制在（０．０７０±０．００２）Ａ／ｍｉｎ，绘制吸光
度随时间变化的曲线，计算斜率（ＲＡ）。样品管中加
入１０μＬ待测样品溶液，其他操作同空白管，计算斜
率（ＲＢ）。按公式（６）计算超氧阴离子自由基清除率
（ｘ）。

ｘ＝
ＲＡ－ＲＢ
ＲＡ

×１００％ （６）

１．２．５　数据处理
应用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１９．０统计软件进行数据处

理，所有结果均以“平均值 ±标准差”表示，多样本
均数间比较采用 Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ检验，各组间
多重比较采用 ＬＳＤ法，ｐ＜０．０５认为具有显著
差异。

２　结果与讨论
２．１　玉米糖肽的肽含量

玉米肽及玉米糖肽的肽含量如表１所示。
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表１　玉米肽及玉米糖肽的肽含量

样品 肽含量／％

玉米肽 ７５．５５±０．７４ｂ

玉米糖肽 ７８．３６±０．１８ａ

　注：不同小写字母表示差异极显著（ｐ＜０．０１）

肽含量与生物利用度直接相关，与蛋白质相

比，小分子质量的肽具有可以被胃肠道直接吸收

的特点，从而发挥其抗氧化等诸多生物学功能［２２］。

肽含量是评估食物营养价值重要指标之一。由表

１可以看出，经 ＴＧａｓｅ糖基化修饰后，玉米肽的肽
含量增加了 ２．８１百分点（ｐ＜０．０１），说明 ＴＧａｓｅ
糖基化修饰可以增加小肽的含量。Ｍａｒｔｉｎｅｚ－
Ａｌｖａｒｅｎｇａ等［２３］研究了乳清分离蛋白和麦芽糊精

的美拉德反应，发现与乳清分离蛋白相比，乳清分

离蛋白 －麦芽糊精缀合物的肽含量提高了 ３％。
壳寡糖的糖基化修饰使玉米肽的肽含量增加，一

方面，可能是由于与玉米肽共价结合的壳寡糖所

提供的羟基基团以及部分大分子质量玉米肽在

ＴＧａｓｅ的作用下空间结构展开，进一步增加了羟基
基团的数量，提高了肽的水溶性，进而使肽含量提

高；另一方面，与玉米肽共价结合的壳寡糖分子产

生的空间位阻效应阻碍了玉米糖肽分子的聚集，

有助于玉米糖肽在水相中的溶解，进而导致肽含

量增加。

２．２　玉米肽及玉米糖肽的体外消化率
玉米肽及玉米糖肽的体外消化率见表２。

表２　玉米肽及玉米糖肽的体外消化率 ％

项目 玉米肽 玉米糖肽

一步消化 ８９．３８±０．３９ ８９．５３±１．０８

二步消化 ９１．２７±１．３６ ９２．８６±０．８５

　注：表示同行相比有显著差异（ｐ＜０．０５）

蛋白质消化率也是评估食物营养价值的重要指

标之一。由表２可以看出，一步消化和二步消化玉
米糖肽的体外消化率均高于玉米肽，可能是糖基的

导入使大分子质量玉米肽的空间结构展开，胃蛋白

酶和胰蛋白酶的酶切位点增加，提高了玉米肽的体

外消化率。付淼［２４］利用壳寡糖修饰大豆分离蛋白，

也发现糖基化修饰使大豆分离蛋白的体外消化能力

提高，与本实验结果一致。

２．３　玉米肽、玉米糖肽及其体外消化产物的抗氧化
活性

２．３．１　ＤＰＰＨ自由基清除活性
ＧＳＨ、体外消化前后玉米肽及玉米糖肽对

ＤＰＰＨ自由基的清除能力如图１所示。

注：不同小写字母表示组内差异显著（ｐ＜０．０５）。下同

图１　ＤＰＰＨ自由基清除能力

　　由图１可以看出，在实验浓度范围内，４种样品
的ＤＰＰＨ自由基清除率均随质量浓度的增加而增
加，呈剂量－效应关系，且均显著低于同质量浓度的
阳性对照（ｐ＜０．０５）。与玉米肽相比，除质量浓度
０．５ｍｇ／ｍＬ外，玉米糖肽的 ＤＰＰＨ自由基清除率均
显著增加（ｐ＜０．０５），经体外消化后，玉米肽（除
０．５ｍｇ／ｍＬ外）和玉米糖肽的 ＤＰＰＨ自由基清除率
也显著增加（ｐ＜０．０５）。在质量浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ
时，消化后玉米糖肽的 ＤＰＰＨ自由基清除率为
６６１３％，比消化前高１９．３８百分点，消化后玉米肽
的 ＤＰＰＨ自由基清除率为 ５３．２１％，比消化前高
２４９５百分点。

糖基化修饰可以显著提高玉米肽对ＤＰＰＨ自由
基的清除能力。这是因为在 ＴＧａｓｅ催化下，具有抗
氧化活性的壳寡糖与玉米肽发生共价结合，使

ＤＰＰＨ自由基形成稳定的 ＤＰＰＨ－Ｈ而被清除。体
外消化产物的 ＤＰＰＨ自由基清除率显著提高，可能
的原因是在体外消化过程中，胃蛋白酶和胰蛋白酶

的酶解作用使更多具有抗氧化活性的氨基酸残基暴

露出来，供氢能力大大提高，进而提高ＤＰＰＨ自由基
清除率。这也与２．１玉米糖肽的肽含量和２．２玉米
糖肽的体外消化率高于玉米肽的结果相一致。

２．３．２　羟自由基清除活性
ＧＳＨ、体外消化前后玉米肽及玉米糖肽对羟自

由基的清除能力如图２所示。
由图 ２可以看出，质量浓度为 ０．５ｍｇ／ｍＬ和

１．０ｍｇ／ｍＬ时，玉米肽和玉米糖肽的羟自由基清除率
间差异不显著（ｐ＞０．０５），质量浓度为１．５ｍｇ／ｍＬ和
２．０ｍｇ／ｍＬ时，糖基化修饰使玉米肽的羟自由基清
除率显著增加（ｐ＜０．０５），且与同质量浓度的 ＧＳＨ
相比差异不显著（ｐ＞０．０５）。经体外消化后，玉米
肽和玉米糖肽的羟自由基清除率均升高。当质量

浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ时，玉米糖肽消化产物的羟自
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由基清除率为２１．７７％，比同质量浓度玉米肽、玉
米糖肽和 ＧＳＨ分别高４．８１、５．８６百分点和１５．８８
百分点。

图２　羟自由基清除能力

　　糖基化修饰可以改善玉米肽的羟自由基清除能
力，可能是壳寡糖分子的结构单元中含有较多的

—ＮＨ２活性基团，可以作为氢供体与羟自由基结合
形成较为稳定的结构而被淬灭。体外消化后玉米糖

肽的羟自由基清除率提高，可能的原因：经胃蛋白酶

和胰蛋白酶消化后，玉米糖肽被进一步降解，体外消

化率提高，使含有活性基团的肽段释放出来，增加了

与羟基反应的机会，从而增强了其对羟自由基的清

除能力。

２．３．３　还原力
ＧＳＨ、体外消化前后玉米肽及玉米糖肽的还原

力如图３所示。

图３　还原力

　　由图３可以看出，在实验浓度范围内，４种样品
的还原力均与质量浓度呈剂量－效应关系，且均显著
低于同质量浓度阳性对照的（ｐ＜０．０５）。经壳寡糖糖
基化修饰后，玉米肽的还原力显著提高（ｐ＜０．０５），可
能是与玉米肽共价结合的壳寡糖可以作为电子供体

将溶液中的Ｆｅ３＋还原成Ｆｅ２＋，使还原力增强。经体
外消化后，玉米糖肽的还原力升高，质量浓度在１．０
ｍｇ／ｍＬ及以上存在统计学意义（ｐ＜０．０５），在质量
浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ时，玉米糖肽消化产物的还原力
为０．５２８，比消化前增加０．０２１，这可能与玉米糖肽
的氨基酸组成有关，因为酸性或碱性氨基酸的羧基

和氨基能够参与金属离子的螯合反应［２５］。在胰蛋

白酶和胃蛋白酶的作用下，肽键断裂使玉米糖肽中

极性或带电荷的氨基酸侧链基团暴露出来，并且

与玉米肽共价结合的壳寡糖分子上有氨基、羟基

等活性基团，使消化产物的供电子能力增强，从而

还原能力提高。Ｚｈｕ等［２６］对玉米醇溶蛋白酶解物

体外消化后的还原力进行了测定，发现消化产物的

还原力比消化前增加了２倍。本研究中除质量浓度
０．５ｍｇ／ｍＬ外，玉米肽的还原力与消化后相比差异
均不显著（ｐ＞０．０５）。
２．３．４　Ｆｅ２＋螯合能力

ＧＳＨ、体外消化前后玉米肽及玉米糖肽的 Ｆｅ２＋

螯合能力如图４所示。

图４　Ｆｅ２＋螯合能力

　　由图４可以看出，玉米糖肽的 Ｆｅ２＋螯合能力显
著高于同质量浓度的玉米肽和 ＧＳＨ（ｐ＜０．０５），且
与质量浓度呈正相关，可能是由于壳寡糖含有大量

游离的—ＮＨ２和—ＯＨ，壳寡糖分子内部或其他分子
以氢键或离子键形成类似网状结构的笼状分子，能

够与Ｆｅ２＋发生配位作用，形成壳寡糖 －Ｆｅ２＋螯合
物［２７］，从而使玉米肽的Ｆｅ２＋螯合率提高。经体外消
化后，玉米肽和玉米糖肽的 Ｆｅ２＋螯合能力均显著降
低（ｐ＜０．０５）。当质量浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ时，玉米
糖肽的Ｆｅ２＋螯合率为７８．９５％，比消化后高４０．８２
百分点，玉米肽的Ｆｅ２＋螯合率为７１．０９％，比消化后
高３６．７３百分点。孙宏［２８］采用胃蛋白酶消化棉籽

肽时，也发现消化产物的金属离子螯合能力显著降

低。Ｄｅｃｋｅｒ等［２９］研究表明，金属离子的螯合能力与

抗氧化肽的二级结构有关。因此，推测胃蛋白酶和

胰蛋白酶的专一性酶切使玉米肽、玉米糖肽的二级

结构改变，影响了二者螯合 Ｆｅ２＋的特定结构，从而
导致Ｆｅ２＋螯合率降低。
２．３．５　超氧阴离子自由基清除活性

ＧＳＨ、体外消化前后玉米肽及玉米糖肽的超氧
阴离子自由基清除能力如图５所示。

由图５可以看出，与玉米肽相比，玉米糖肽的超
氧阴离子自由基清除率显著增加（ｐ＜０．０５），但显
著低于同质量浓度阳性对照的（ｐ＜０．０５）。经体外
消化后，玉米肽的超氧阴离子自由基清除率提高，在
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质量浓度为１．５、２．０ｍｇ／ｍＬ时存在显著差异（ｐ＜
０．０５）；质量浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ时，玉米糖肽的超氧
阴离子自由基清除率显著降低（ｐ＜０．０５），除此之
外，玉米糖肽的超氧阴离子自由基清除率虽有升高，

但无显著差异（ｐ＞０．０５）。

图５　超氧阴离子自由基清除能力

　　ＴＧａｓｅ糖基化修饰改善了玉米肽对超氧阴离子
自由基的清除能力，这可能是具有抗氧化活性的壳

寡糖与玉米肽的协同作用。壳寡糖分子中含有很多

活性基团如氨基离子、还原端羰基和伯、仲

—ＯＨ［３０］，玉米肽的氨基酸组成中含有酚羟基和巯
基等给电子基团，这些活性基团可以和超氧阴离子

发生氧化还原反应，将其清除。玉米糖肽经胃蛋白

酶和胰蛋白酶作用后，其超氧阴离子自由基清除活

性整体无显著变化，说明体外消化基本不能破坏玉

米糖肽提供氢质子的能力，这为其在生物体内发挥

抗氧化活性提供了基础。

综合以上分析，在ＴＧａｓｅ催化下，壳寡糖与玉米
肽共价结合，改变了玉米肽的结构特性，壳寡糖分子

上的活性基团和玉米肽中的抗氧化氨基酸二者的协

同作用，显著提高了玉米肽的抗氧化活性，并且在胃

蛋白酶和胰蛋白酶的体外模拟胃肠道消化条件下，

玉米糖肽的肽含量和体外消化率的增加，可以进一

步释放玉米糖肽的抗氧化活性，使其具有在体内发

挥抗氧化活性的潜力。

３　结　论
采用ＴＧａｓｅ催化壳寡糖对玉米肽进行糖基化修

饰，发现糖基化修饰能够有效改善玉米肽的营养价

值和抗氧化活性，尤其是 Ｆｅ２＋螯合能力，显著高于
同质量浓度的阳性对照ＧＳＨ；质量浓度为１．５ｍｇ／ｍＬ
时，玉米糖肽的羟自由基清除能力与同质量浓度的

ＧＳＨ相比无显著差异（ｐ＞０．０５）。除Ｆｅ２＋螯合能力
和超氧阴离子自由基清除能力外，体外消化可以促

进玉米糖肽抗氧化活性的释放，具有在体内发挥抗

氧化活性的潜力。因此，玉米糖肽是一种具有开发

潜力的天然抗氧化剂。

参考文献：

［１］毕郑妍，刘艳岚．自由基级联反应调控策略在重大疾病
防治中的应用［Ｊ］．黑龙江大学自然科学学报，２０２１，
３８（５）：５７４－５８４．

［２］王晓杰，曲悦，丛万锁．玉米肽的抗氧化活性及其对熟
猪肉糜脂质氧化抑制作用的研究［Ｊ］．食品科技，２０１８，
４３（４）：２５１－２５７．

［３］ＷＡＮＧＸＪ，ＬＩＵＸＬ，ＺＨＥＮＧＸＱ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆ
ｃｏｒｎｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｎａｌｃｏｈｏｌ－ｉｎｄｕｃｅｄｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ／ＯＬ］．Ｊ
ＦｕｎｃｔＦｏｏｄｓ，２０２０，６６：１０３７７６［２０２３－０５－０６］．
ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．１０１６／ｊ．ｊｆｆ．２０１９．１０３７７６．

［４］王晓杰，刘晓兰，曲悦，等．两步水解法制备玉米抗氧
化活性肽及产物的稳定性［Ｊ］．中国粮油学报，２０２０，３５
（１２）：６７－７３．

［５］王丽英．玉米抗氧化肽活性氧清除作用与抗氧化基因
表达调节作用研究［Ｄ］．长春：吉林大学，２０１８．

［６］王晓杰，曲悦，刘晓兰，等．玉米肽的纳滤脱盐工艺及
脱盐产物抗氧化活性 ［Ｊ］．食品科学，２０２１，４２
（５）：３９－４５．

［７］ＪＩＡＮＧＸ，ＣＵＩＺ，ＷＡＮＧＬ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｂｉｏａｃｔｉｖｅ
ｐｅｐｔｉｄｅｓｆｒｏｍｃｏｒｎｇｌｕｔｅｎｍｅａｌｂｙｓｏｌｉｄ－ｓｔａｔｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＭＴＣＣ５４８０ａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｉｔｓ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙｉｎｖｉｖｏ［Ｊ／ＯＬ］．ＬＷＴ－ＦｏｏｄＳｃｉ
Ｔｅｃｈｎｏｌ，２０２０，１３１：１０９７６７［２０２３－０５－０６］．ｈｔｔｐｓ：／／
ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．１０１６／ｊ．ｌｗｔ．２０２０．１０９７６７．

［８］王晓杰．转谷氨酰胺酶途径的酶法糖基化修饰在蛋白
质／多肽改性中的研究进展［Ｊ］．中国油脂，２０２２，４７
（１０）：２５－３２．

［９］宋莲军，余留印，黄现青，等．蛋白质转谷氨酰胺酶途径
糖基化研究进展［Ｊ］．中国油脂，２０１８，４３（１１）：３４－３８．

［１０］王晓杰，童玲，刘晓兰．玉米糖肽的体外抗氧化活性
［Ｊ］．中国粮油学报，２０２２，３７（８）：１６６－１７３．

［１１］宋莲军，潘浩东，徐潘，等．大豆分离蛋白酶解物的氨
基葡萄糖糖基化修饰及其生物活性变化［Ｊ］．粮食与
饲料工业，２０１９（４）：２８－３１．

［１２］ＪＥＪＹ，ＫＩＭＳＫ．Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｍｉｎｏｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄｃｈｉｔｏｓａｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅ
ｏｆｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｏｒｇＭｅｄＣｈｅｍ，２００６，１４（１７）：
５９８９－５９９４．

［１３］王晓杰，刘晓兰，丛万锁，等．壳寡糖酶法糖基化修饰
对玉米醇溶蛋白功能性质的影响［Ｊ］．食品科学，
２０１８，３９（８）：１３－２０．

［１４］ＷＡＮＧＸＪ，ＺＨＥＮＧＸＱ，ＫＯＰＰＡＲＡＰＵＮＫ，ｅｔａｌ．
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｅｐｔｉｄｅ
ｆｒｏｍｃｏｒｎｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｓｓＢｉｏｃｈｅｍ，
２０１４，４９（９）：１５６２－１５６９．

［１５］ＭＩＬ?Ｎ－ ＣＡＲＲＩＬＬＯ Ｊ， ＶＡＬＤ?Ｚ － ＡＬＡＲＣ?Ｎ Ｃ，
ＧＵＴＩ?ＲＲＥＺ－ＤＯＲＡＤＯＲ，ｅｔａｌ．Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆ

８４ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２４Ｖｏｌ４９Ｎｏ９



ｑｕａｌｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎｍａｉｚｅａｎｄｃｈｉｃｋｐｅａｅｘｔｒｕｄｅｄｂａｓｅｄｗｅａｎｉｎｇ
ｆｏｏｄ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＦｏｏｄｓＨｕｍＮｕｔｒ，２００７，６２（１）：３１－３７．

［１６］李建武．生物化学实验原理和方法［Ｍ］．北京：北京
大学出版社，１９９４：１６０－１６８．

［１７］ＪＥＯＮＧＣＨ，ＣＨＯＩＧＮ，ＫＩＭＪＨ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｆｒｏｍｔｈｅａｅｒｉａｌｐａｒｔｓｏｆＰｌａｔｙｃｏｄｏｎｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ
［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍ，２０１０，１１８（２）：２７８－２８２．

［１８］ＭＡＵＧＥＲＩＦ， ＭＡＬＴＥＳＥ Ａ， ＷＡＲＤＫ Ｗ， ｅｔａｌ．
Ｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｎｅｗｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ
ｖｉｓｃｏｓｕｒｇｉｃａｌｄｅｖｉｃｅ［Ｊ］．ＣｕｒｒＥｙｅＲｅｓ，２００７，３２（２）：
１０５－１１１．

［１９］ＯＹＡＩＺＵＭ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｂｒｏｗｎｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｏｆｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｆｒａｃｔｉｏｎａｔｅｄｂｙｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔａｎｄｔｈｉｎ－
ｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．Ｎｉｐｐｏｎ Ｓｈｏｋｕｈｉｎ Ｋｏｇｙｏ
Ｇａｋｋａｉｓｈｉ，１９８８，３５（１１）：７７１－７７５．

［２０］ＫＯＮＧＢ，ＸＩＯＮＧ Ｙ Ｌ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｚｅｉｎ
ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｉｎａｌｉｐｏｓｏｍｅｓｙｓｔｅｍａｎｄｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｍｏｄｅｏｆ
ａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＡｇｒｉｃＦｏｏｄＣｈｅｍ，２００６，５４（１６）：６０５９－
６０６８．

［２１］ＭＡＲＫＬＵＮＤＳ，ＭＡＲＫＬＵＮＤ Ｇ．Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅ
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｉｏｎｒａｄｉｃａｌｉｎｔｈｅａｕｔｏｘｉｄａｔｉｏｎｏｆｐｙｒｏｇａｌｌｏｌ
ａｎｄａｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔａｓｓａｙｆｏｒｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ［Ｊ］．ＥｕｒＪ
Ｂｉｏｃｈｅｍ，１９７４，４７（３）：４６９－４７４．

［２２］张红玉，李会珍，张天伟，等．抗氧化肽作用机制研究
进展［Ｊ］．食品安全质量检测学报，２０２２，１３（１２）：
３９８１－３９８８．

［２３］ＭＡＲＴＩＮＥＺ－ＡＬＶＡＲＥＮＧＡ Ｍ Ｓ， ＭＡＲＴＩＮＥＺ －

ＲＯＤＲＩＧＵＥＺＥＹ，ＧＡＲＣＩＡ－ＡＭＥＺＱＵＩＴＡＬＥ，ｅｔａｌ．
ＥｆｆｅｃｔｏｆＭａｉｌｌａｒｄｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｗｈｅｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅ－
ｍａｌｔｏｄｅｘｔｒｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＨｙｄｒｏｃｏｌｌｏｉｄ，２０１４，
３８：１１０－１１８．

［２４］付淼．ＴＧａｓｅ诱导的壳寡糖糖基化与交联对两种蛋白
质的性质影响［Ｄ］．哈尔滨：东北农业大学，２０１６．

［２５］ＡＩＳ，ＴＡＮＡＢＥＳ，ＮＩＳＨＩＭＵＲＡＴ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｐｏｒｃｉｎｅｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙ
ｐｒｏｔｅａｓｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＪＡｇｒｉｃＦｏｏｄＣｈｅｍ，２００３，５１
（１２）：３６６１－３６６７．

［２６］ＺＨＵＬ，ＣＨＥＮＪ，ＴＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．Ｒｅｄｕｃｉｎｇ，ｒａｄｉｃａｌ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ，ａｎｄｃｈｅｌａｔｉｏｎｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｉｎｖｉｔｒｏｄｉｇｅｓｔｓｏｆ
Ａｌｃａｌａｓｅ－ｔｒｅａｔｅｄｚｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ［Ｊ］．ＪＡｇｒｉｃＦｏｏｄ
Ｃｈｅｍ，２００８，５６（８）：２７１４－２７２１．

［２７］ＷＡＮＧＰ，ＪＩＡＮＧ Ｘ， ＪＩＡＮＧ Ｙ， ｅｔａｌ． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｈｒｅｅｍａｒｉｎｅｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
［Ｊ］．ＮａｔＰｒｏｄＲｅｓ，２００７，２１（７）：６４６－６５４．

［２８］孙宏．菌酶协同处理棉籽粕的营养特性、棉籽肽的制
备及其抗氧化活性研究［Ｄ］．杭州：浙江大学，２０１３．

［２９］ＤＥＣＫＥＲＥＡ，ＣＲＵＭＡＤ，ＣＡＬＶＥＲＴＪＴ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｉｎｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｃａｒｎｏｓｉｎｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅ
ｏｆｃｏｐｐｅｒａｎｄｉｒｏｎ［Ｊ］．ＪＡｇｒｉｃＦｏｏｄＣｈｅｍ，１９９２，４０
（５）：７５６－７５９．

［３０］王鑫，林强，田平芳，等．低分子量壳寡糖改善Ⅱ型糖
尿病大鼠症状及其作用机制研究［Ｊ］．食品科学，
２００７，２８（１１）：

櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂櫂
５２９－５３２．

（上接第２７页）
［５０］齐宝坤，江连洲，李杨，等．挤压膨化后微体化预处理

水酶法提取大豆油脂工艺研究［Ｊ］．食品工业科技，
２０１２，３３（２１）：１９６－２００．

［５１］ＷＡＬＡＹＡＴＮ，ＹＵＲＤＵＮＵＳＥＶＥＮ－ＹＩＬＤＩＺＡ，ＫＵＭＡＲ
Ｍ，ｅｔａｌ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ｑｕａｌｉｔｙ，ａｎｄｂｉｏａｃｔｉｖｅ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｆｏｉｌｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｕｌｔｒａｓｏｕｎｄａｎｄｍｉｃｒｏｗａｖｅ－
ａｓｓｉｓｔｅｄｏｉｌｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ［Ｊ／ＯＬ］．ＣｒｉｔＲｅｖＦｏｏｄＳｃｉＮｕｔｒ，
２０２３：１－１８［２０２３－１２－０４］．ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．
１０８０／１０４０８３９８．２０２３．２２１９４５２．

［５２］ＭＡＲＴ?ＮＥＺ－ＰＡＤＩＬＬＡＬＰ，ＨＥＲＮ?ＮＤＥＺ－ＲＯＪＡＳＦ
Ｓ，ＳＯＳＡ－ＨＥＲＲＥＲＡＭＧ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄａｎｄｍｉｃｒｏｗａｖｅ－ａｓｓｉｓｔｅｄｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒａｑｕｅｏｕｓ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｏｃｏｎｕｔｏｉｌａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＪＦｏｏｄＳｃｉ
Ｔｅｃｈｎｏｌ，２０２２，５９（１０）：３８５７－３８６６．

［５３］孙禹凡，齐宝坤，廖一，等．微波辅助生物解离法提取
大豆油工艺及作用机理研究［Ｊ］．中国油脂，２０１９，４４

（７）：１６－２２．
［５４］杨柳，江连洲，李杨，等．超声波辅助水酶法提取大豆

油的研究［Ｊ］．中国油脂，２００９，３４（１２）：１０－１４．
［５５］ＫＩＭＩＨ，ＹＯＯＮＳＨ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｓｏｎ

ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｒｕｄｅｓｏｙｂｅａｎｏｉｌ［Ｊ］．ＪＡｍＯｉｌ
ＣｈｅｍＳｏｃ，１９９０，６７（３）：１６５－１６７．

［５６］韩宗元，李晓静，江连洲．水酶法提取大豆油脂的中
试研究［Ｊ］．农业工程学报，２０１５，３１（８）：２８３－２８９．

［５７］冯雪，钱珊珊，于彤，等．提取方法对大豆油脂体组成
及氧化稳定性的影响［Ｊ］．中国食品学报，２０２１，２１
（１）：１４８－１５６．

［５８］李杨，张雅娜，王欢，等．水酶法提取大豆油与其他不
同种大豆油品质差异研究［Ｊ］．中国粮油学报，２０１４，
２９（６）：４６－５２．

［５９］冯红霞，隋晓楠，齐宝坤，等．挤压膨化参数对水酶法
提取大豆油品质的影响［Ｊ］．中国油脂，２０１６，４１（４）：
５１－５５．

９４２０２４年第４９卷第９期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂


