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摘　要：采用复合蛋白酶酶解南极磷虾得到虾粉多肽，经超滤分离和高速逆流色谱技术进行分离纯化并检验
其体外抗氧化活性。结果表明：经超滤分离后的多肽在分子量范围为５～１０ｋｕ时多肽抗氧化活性最好，当浓
度为１０ｍｇ／ｍＬ时，其超氧阴离子自由基清除率达到２１．２８％，ＤＰＰＨ自由基清除率为８６．５２％，对羟基自由基
清除率为５３．４９％，Ｆｅ２＋螯合率为８５．３５％。对分子量范围在５～１０ｋｕ的多肽进行高速逆流色谱分析，采用体
积比为氯仿∶丁醇∶甲醇∶水＝４∶０．７５∶３∶２作为两相溶剂体系，下相作固定相，上相作流动相；反转，转速９００ｒ／
ｍｉｎ，恒温水浴温度为２５℃，在流动相的流速１．５ｍＬ／ｍｉｎ，进样浓度２０ｍｇ／ｍＬ的条件下分离得到５个组分。
经测定：当浓度为５ｍｇ／ｍＬ时，Ｐ３组分清除超氧阴离子自由基的能力和 Ｆｅ２＋螯合能力均显著高于其余４个
组分，分别为３７．１８％和９２．３３％，Ｐ２组分的ＤＰＰＨ自由基清除率最高，为９０．３３％，Ｐ５组分的羟基自由基清除
率最高，为７０．１１％。与未经ＨＳＣＣＣ分离的对照组相比，抗氧化活性均得到明显增强。
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　　南极磷虾是围绕极地分布的无脊椎动物，主
要以最小的浮游植物为食，是迄今为止发现的含

有最高蛋白质的生物［１］，蛋白水解产物中氨基酸

种类丰富，含有１８种氨基酸，包含人体所需的８
种必需氨基酸［２］，因此其开发和利用空间巨大。

生物活性肽是指一类具有生理作用的肽类化合

物，目前具有易被人体消化吸收、促进免疫力、延

缓衰老、抑制微生物生长、抗病毒、降血压、降血

脂等功效，其分子量一般在１０ｋｕ以下，是目前国
内外极具研究性和发展前景的功能因子［３］。目

前，已有南极磷虾抗氧化肽的相关研究，高颖

等［４］研究发现３种低氟南极磷虾多肽的抗氧化
活性与选用的蛋白水解酶、氨基酸组成、分子质

量分布和其二级结构有关。赵敏等［５］研究发现

通过在饲料中添加南极磷虾粉可以显著提高雄

鱼的抗氧化功能。王继宏等［６］利用中性蛋白酶

和胰蛋白酶酶解南极磷虾得到分子量为 ５～１０
ｋｕ的活性肽具有良好的超氧阴离子自由基、
ＤＰＰＨ自由基以及羟基自由基清除能力。

高速逆流色谱（ＨｉｇｈｓｐｅｅｄＣｏｕｎｔｅｒｃｕｒｒｅｎｔ
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＳＣＣＣ）是一种新型的液液分配
的色谱技术，由于不采用固体支持物，有效地避

免了样品出现不可逆吸附、污染、变性失活等情

况［７］。本研究通过选用复合酶酶解南极磷虾虾

粉，经超滤分离得到不同分子量范围的多肽，进

一步采用高速逆流色谱技术进行分离纯化，通过

比较４个抗氧化指标综合评定具有较好抗氧化
活性的组分，为研究水产品中的生物活性成分提

供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　材料

捕捞于南极ＦＡＯ４８．２区的南极磷虾运至实
验室后置于－８０℃冰箱保存备用。
１．１．２　试剂

木瓜蛋白酶（酶活为５３７３６Ｕ）购于上海生物
工程股份有限公司，枯草杆菌中性蛋白酶（酶活
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为２９２９０Ｕ）、复合酶（酶活为５２２３８Ｕ）购于上海
源叶生物科技有限公司，抗超氧阴离子自由基试

剂盒购于南京建成生物科技研究所，超低分子量

标准蛋白购于 ＢＩＯＲＡＤ，２，２联苯基１苦基肼基
购于美国Ｓｉｇｍａ公司，Ｌ抗坏血酸酸、三氯化铁、
水杨酸、铁氰化钾、三氯乙酸、菲洛嗪、无水甲醇、

过氧化氢均购自中国国药集团。

１．１．３　仪器与设备
真空冷冻干燥箱ＣＨＲＩＳＴＡＬＰＨＡ１２（京博劢

行仪器有限公司）；超滤杯及超滤膜８４００（上海摩
速科学器材有限公司）；冷冻离心机 ＧＬ２０Ｇ１１
（上海安亭科学仪器厂）；酸度计 ＰＨＳ３Ｅ（深圳
市优米仪器设备有限公司）；紫外分光光度计

ＵＶ２０００（北京普析通用仪器有限责任公司）；匀
浆仪 ＢＩＬＯＮＷＸ０８（上海比朗仪器制造有限公
司）；高速逆流色谱仪ＴＢＥ２０Ａ／３００Ｂ（上海同田生
化技术有限公司）；高效液相色谱仪 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０
（安捷伦科技有限公司）；反相柱ＲＥＳＯＵＲＣＥＲＰＣ
（美国ＧＥ）。
１．２　实验方法
１．２．１　南极磷虾虾粉多肽的制备

取冷冻南极磷虾于无菌采样袋中，冷水解冻

后经真空冷冻干燥制得虾粉。分别选择木瓜蛋

白酶、中性蛋白酶和复合酶作为水解酶，在其最

适温度和 ｐＨ条件下，按料液质量体积比 １∶１０
（ｇ／ｍＬ）加入５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨｃｌ缓冲液水浴酶解
４ｈ，沸水浴灭酶１５ｍｉｎ，离心取上清液后，采用甲
醛滴定法测其水解度［８］，最终选取水解度最高的

酶作为实验水解酶。后将上清液经超滤分离得

到分子量＜１ｋｕ、１～３ｋｕ、３～５ｋｕ、５～１０ｋｕ和＞
１０ｋｕ５个分子量范围的多肽，经真空冷冻干燥制
成南极磷虾多肽粉。

１．２．２　南极磷虾虾粉多肽的体外抗氧化实验
以超氧阴离子自由基清除率、羟基自由基清

除率、ＤＰＰＨ自由基清除率和Ｆｅ２＋螯合率为指标，
评价南极磷虾虾粉多肽的体外抗氧化活性。超

氧阴离子自由基清除率按照抗超氧阴离子试剂

盒说明书进行测定（货号 Ａ０５２）。ＤＰＰＨ自由基
清除率根据布冠好等［９］的实验方法测定。羟基

自由基清除率参照王继宏等［６］的方法。Ｆｅ２＋螯
合率的测定参照ＪＭＯ等［１０］的方法。

１．２．３　分子量５～１０ｋｕ多肽的高效液相色谱检
测

利用高效液相色谱技术（ＨＰＬＣ）对样品进行
扫描，可以了解样品组分的复杂程度和极性［１１］，

选用Ｃ１８反相色谱柱，在流速为１ｍＬ／ｍｉｎ、最大
压力为３０００ｐｓｉ、上样浓度为４ｍｇ／ｍＬ、上样量为
２０μＬ、检测波长为２１４ｎｍ、柱温２０℃的条件下
进行梯度洗脱。流动相 Ａ选用２％乙腈和水（含
有０．１％三氟乙酸），流动相 Ｂ选用８０％乙腈和
水（含有０．１％三氟乙酸），梯度洗脱条件见表１。

表１　ＨＰＬＣ梯度洗脱流动相配比
Ｔａｂ．１　ＨＰＬＣｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｒａｔｉｏ

时间

Ｔｉｍｅ／ｍｉｎ
流动相Ａ

ＭｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＡ／％
流动相Ｂ

ＭｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢ／％
１～１０ １００ ０
１０～２５ ８０ ２０
２５～４０ ５０ ５０
４０～５０ ３０ ７０
５０～６０ ０ １００

１．２．４　溶剂体系的筛选和系统分配系数的确定
根据 ＨＰＬＣ检测出的多肽极性，选择进行

ＨＳＣＣＣ分离的溶剂体系，并对各个体系进行分配
系数（Ｋ值）的测定。Ｋ值是达到分配平衡时样
品在两种互不相溶的溶剂中的活度（常近似为浓

度）之比，采用ＨＰＬＣ进行测定［１２］。

１．２．５　ＨＳＣＣＣ的条件选择
固定相的保留率与分离效果有着直接的关

系，因此主机转速、水浴温度和流动相流速等影

响因素的参数均以固定相的保留率为指标。操

作步骤：在制备型 ＨＳＣＣＣ上，以２０ｍＬ／ｍｉｎ的流
速将固定相泵满主机，再以适当的流速泵入流动

相，在出口处收集固定相，当出口处有流动相流

出时，表明固定相和流动相在螺旋管内达到了动

态平衡。固定相的保留率为

Ｗ＝（Ｖ１－Ｖ２）／（Ｖ１－Ｖ０）×１００％ （１）
式中：Ｗ为保留率；Ｖ１为主机螺旋管及管道体积，
ｍＬ；Ｖ２为推出的流动相体积，ｍＬ；Ｖ０为进样环体
积，ｍＬ。
１．２．６　数据处理

实验数据采用 Ｏｒｉｇｉｎ９．１和 ＳＰＳＳ２１．０软件
进行处理。

６０３



２期 李芙蓉，等：高速逆流色谱法分离制备南极磷虾虾粉抗氧化肽

２　结果与分析

２．１　３种蛋白酶加酶量及水解度的测定
以水解度为指标来选取水解酶，意在比较水

解程度与抗氧化活性之间的关系。结果表明：中

性蛋白酶的最适酶添加量为２５００Ｕ／ｇ，水解度达
到３１．３４％；木瓜蛋白酶的最适酶添加量为２２００
Ｕ／ｇ，水解度达到３３．２６％；复合酶的最适酶添加
量为２０００Ｕ／ｇ，水解度达到３７．７５％（图１）。因
此，复合酶在其最佳水解条件下水解度最高，即

水解更充分，其次是木瓜蛋白酶和中性蛋白酶。

这是因为复合酶既发挥了中性蛋白酶对肽链水

解位点的无明显选择性，又发挥了木瓜蛋白酶的

专一性，使得水解程度大大增加，因此采用复合

酶作为实验水解用酶，加酶量为２０００Ｕ／ｇ。

图１　３种蛋白酶加酶量对水解度的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｔｈｒｅｅｐｒｏｔｅａｓｅｓ

ａｄｄｅｄｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

２．２　超滤分离后多肽的抗氧化能力测定
由表２可知，分子量小于１０ｋｕ时，随着分子

量的增加，其对超氧阴离子、ＤＰＰＨ、羟基自由基
清除率和 Ｆｅ２＋的螯合率都随之增加。通过数据
的显著性差异分析，可以得出分子量范围在５～
１０ｋｕ的多肽抗氧化活性显著高于其余组分。当
多肽浓度为１０ｍｇ／ｍＬ时，其超氧阴离子自由基
清除率达到 ２１．２８％，ＤＰＰＨ自由基清除率为
８６．５２％，对羟基自由基清除率达到 ５３．４９％，
Ｆｅ２＋螯合率为 ８５．３５％。张元元等［１３］使用木瓜

蛋白酶提取到到南极磷虾多肽，研究结果表明分

子量小于５ｋｕ的多肽具有较好的抗氧化活性，且
在多肽浓度为２０ｍｇ／ｍＬ时超氧阴离子自由基清
除率 为 １９．６２％，ＤＰＰＨ 自 由 基 清 除 率 为
７４．３３％，其结果均低于本研究。原因可能是选
取不同蛋白酶酶解得到的多肽链不同。就目前

关于多肽的研究来看，这可能是因为抗氧化作用

与组氨酸有关［１４］。

２．３　分子量５～１０ｋｕ多肽的高效液相色谱
多肽样品的复杂程度及极性大小可以通过

ＨＰＬＣ扫描有初步了解。从图２可以看出，在２０
ｍｉｎ时大部分多肽组分已经被洗脱出来，根据梯
度洗脱的条件，表明这些组分是由含量小于２０％
的乙腈洗脱出来的，从而可以判断出多肽样品偏

极性，因此在 ＨＳＣＣＣ中应采用极性或中等极性
溶剂体系作进一步分离。

表２　多肽分子量对抗氧化能力的影响
Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｏｎａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙ ％

分子量范围

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔｒａｎｇｅ

超氧阴离子自由基清除率

Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｉｏｎｆｒｅｅ
ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

ＤＰＰＨ自由基清除率
ＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

羟基自由基清除率

Ｈｙｄｒｏｘｙｌｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

Ｆｅ２＋螯合率
Ｆｅ２＋ｃｈｅｌａｔｉｏｎ

＜１ｋｕ ２．９７±０．３１ａ ６１．７６±０．３１ａ ２０．８２±０．３１ａ ６５．０３±０．１２ａ

１～３ｋｕ ８．４２±０．１６ｂ ６８．４２±０．３８ｃ ４１．１３±０．８１ｃ ７９．５６±０．３８ｂ

３～５ｋｕ １３．５９±０．６６ｃ ８０．５０±０．１．０２ｄ ５０．９１±０．２３ｄ ８４．４１±０．４１ｃ

５～１０ｋｕ ２１．２８±０．２７ｅ ８６．５２±０．５１ｅ ５３．４９±０．４２ｅ ８５．３５±０．３８ｄ

＞１０ｋｕ １４．９８±０．１９ｄ ６４．３０±０．４７ｂ ３０．６３±０．３９ｂ ８５．７８±０．２１ｄ

注：同列中标有不同小写字母表示组间有显著性差异（Ｐ＜０．０５），标有相同小写字母表间无显著性差异（Ｐ＞０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５），ｍａｒｋｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）

２．４　ＨＳＣＣＣ法分离纯化条件的选择
２．４．１　溶剂体系的选择

高速逆流色谱是一种液液分配色谱技术，其
原理是利用被分离物质的分配系数差异使物质

分离。表３中 Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３为中等溶剂体系，Ｇ４、

Ｇ５、Ｇ６为极性溶剂体系。这６种溶剂体系符合
以下要求：上下相分层时间在 ３０ｓ内，Ｋ值为
０．５～２．０，适合作为 ＨＳＣＣＣ分离南极磷虾虾粉
多肽的系统［１５］。对这６个溶剂体系进行 ＨＳＣＣＣ
发现，含有氯仿和正丁醇的体系有利于南极磷虾
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虾粉活性肽的分离，即 Ｇ６体系有初步的分离效
果，其分析型ＨＳＣＣＣ的图谱如图３所示，结果显
示Ｇ６体系已有分离趋势，因此调整Ｇ６体系中丁
醇的用量，最终确定溶剂体系体积比为氯仿∶正
丁醇∶甲醇∶水＝４∶０．７５∶３∶２（Ｇ７），色谱条件：进
样量５ｍｇ，下相做固定相，上相做流动相，反转，
转速为１７００ｒ／ｍｉｎ，流动相流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，
２１４ｎｍ下进行洗脱。根据图４可以看出，Ｇ７体
系下的色谱图分离趋势比较明显，可以标注出５
个组分，记为Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５。后经ＨＰＬＣ测定
溶剂体系的Ｋ值见表３。 图２　分子量范围５～１０ｋｕ多肽的高效液相色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ
ｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｒａｎｇｅ５１０ｋｕｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

表３　溶剂系统的筛选及Ｋ值测定
Ｔａｂ．３　ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｓｏｌｖｅｎｔｓｙｓｔｅｍａｎｄｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＫｖａｌｕｅ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ
溶剂系统

Ｓｏｌｖｅｎｔｓｙｓｔｅｍ
体积比

Ｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏ
分层时间

Ｓｔｒａｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｓ
Ｋ值
Ｋｖａｌｕｅ

Ｇ１ 正己烷醋酸乙酯甲醇水 １∶１∶１∶１ １３．５５ ０．６８９
Ｇ２ 甲基叔丁基醚乙腈水 ２∶２∶３ １８．８８ ０．８４２
Ｇ３ 氯仿甲醇水 ４∶３∶２ ２２．７６ ０．８６４
Ｇ４ 醋酸乙酯丁醇甲醇水 ４∶１∶０．５∶６ ２６．６６ ０．９９８
Ｇ５ 醋酸乙酯丁醇水 ４∶１∶５ ２８．３３ １．１１２
Ｇ６ 氯仿丁醇甲醇水 ４∶０．５∶３∶２ ２３．１２ １．２２３
Ｇ７ 氯仿丁醇甲醇水 ４∶０．７５∶３∶２ ２６．３９ １．４３２

图３　Ｇ６体系下分子量５～１０ｋｕ多肽的
分析型ＨＳＣＣＣ图

Ｆｉｇ．３　ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＨＳＣＣＣｍａｐｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ
５１０ｋｕｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｕｎｄｅｒＧ６ｓｙｓｔｅｍ

图４　Ｇ７体系下分子量５～１０ｋｕ多肽的
分析型ＨＳＣＣＣ图

Ｆｉｇ．４　ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＨＳＣＣＣｍａｐｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ
５１０ｋｕｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｕｎｄｅｒＧ７ｓｙｓｔｅｍ
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２．４．２　主机转速对固定相保留率的影响
在使用 ＨＳＣＣＣ分离样品的过程中，应选择

合适的转速以提高其固定相的保留率。由图 ５
可知：当转速小于９００ｒ／ｍｉｎ时，随着转速的增加
固定相保留率也随之增加。这是因为随着转速

的增加，螺旋柱在做行星运动时产生的离心力增

加，使得流动相与固定相能在螺旋管内得到较好

的分配，从而提高固定相的保留率。当转速高于

９５０ｒ／ｍｉｎ时，固定相的保留率开始下降。其原因
是两相体系在螺旋管内剧烈混合产生了溶剂乳

化的现象，造成固定相的流失［１６］。因此，在本体

系中最终采用９００ｒ／ｍｉｎ的主机转速进行实验。

图５　主机转速对固定相保留率的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｏｓｔｓｐｅｅｄｏｎ
ｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎ

２．４．３　水浴温度对固定相保留率的影响
从图６可以看出，当恒温水浴的温度小于

２５℃时，固定相的保留率随着温度的升高而升
高。这是由于温度升高后，使得两相溶剂系统的

分层时间缩短，减小了溶液的传质阻力而实现固

定相保留率的提高。当温度达到２５℃时，其保
留率达到最大。当温度高于２５℃后，随着温度
的升高固定相的保留率开始下降。这是因为温

度升高使得体系的黏度发生变化，同时温度较高

时螺旋管在高速旋转时会产生较强的摩擦热，从

而对固定相的保留率及设备都产生影响［１７］。因

此，最终采用２５℃的恒温水浴温度。
２．４．４　流动相流速对固定相保留率的影响

流动相流速的大小会影响到 ＨＳＣＣＣ螺旋管
内上相和下相的平衡体系，从而关系到固定相保

留率的大小。一般来讲，流动相的流速与固定相

的保留率成反比。由图７可以看出，流速越小时

图６　水浴温度对固定相保留率的影响
Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｗａｔｅｒｂａｔｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｏｎｒｅｔｅｎｔｉｏｎｏｆｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅ

固定相保留率越低。流速过大会导致固定相的

流失，而流速过小会使得分离时间过长，从而降

低其分离效率。综合考虑本研究中流速选择为

１．５ｍＬ／ｍｉｎ，此时固定相的保留率为８０％。

图７　流动相流速对固定相保留率的影响
Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｆｌｏｗｒａｔｅ

ｏｎｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎ

２．４．５　上样浓度对分离效果的影响
样品溶解液的加入会改变两相之间的动态

平衡，使得固定相有一定的流失，因此适宜的加

样浓度在分离中也有很大影响。本研究用流动

相溶剂配置质量浓度分别为５、１０、２０和３０ｍｇ／
ｍＬ的样品溶液，在上述最佳条件下，即主机转速
为９００ｒ／ｍｉｎ、恒温水浴温度为２５℃、流动相的流
速为１．５ｍＬ／ｍｉｎ时进样，进样量为５ｍＬ。比较
得出当样品的质量浓度为２０ｍｇ／ｍＬ时，样品既
具有较高的保留率，又能实现样品组分的分离，

分离图谱见图８，结果显示该实验体系在合适的
时间内达到较好的分离，因此选用最佳的进样质

量浓度是２０ｍｇ／ｍＬ。
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图８　Ｇ７体系下分子量５～１０ｋｕ多肽的
制备型ＨＳＣＣＣ图谱

Ｆｉｇ．８　ＰｒｅｐａｒａｔｉｖｅＨＳＣＣＣｍａｐｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ
５１０ｋｕｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｕｎｄｅｒＧ７ｓｙｓｔｅｍ

２．５　ＨＳＣＣＣ分离后所得多肽的体外抗氧化实
验

ＨＳＣＣＣ的出峰顺序与被分离物质的 Ｋ值有
关，分配系数小的先被洗脱出来，分配系数大的

后被洗脱下来，即 Ｐ１～Ｐ５组分在该体系中 Ｋ值
是依次增大的。将经ＨＳＣＣＣ分离收集到的５个

组分进行体外抗氧化实验，各多肽组分的质量浓

度均为５ｍｇ／ｍＬ，结果见表４。结果表明：Ｐ３组分
清除超氧阴离子自由基的能力和 Ｆｅ２＋螯合能力
均显著高于其余 ４个组分（Ｐ＜０．０５），分别为
３７．１８％和９２．３３％；Ｐ２组分的ＤＰＰＨ自由基清除
率最高，为９０．３３％；Ｐ５组分的羟基自由基清除
率最高，为７０．１１％。与未经ＨＳＣＣＣ分离的对照
组相比，抗氧化活性均得到明显增强。在相同多

肽浓度下，王继宏［１８］对南极磷虾肽进行 ＨＳＣＣＣ
分离纯化得到 ７个多肽组分，经抗氧化研究表
明，其清除羟基、ＤＰＰＨ自由基和超氧阴离子自由
基能力最高为６１．３５％、２７．４３％和７０．９８％。对
比本研究得到的 Ｐ５组分的多肽，其羟基自由基
清除率比王继宏［１８］的研究结果高出 １４．２８％，
ＤＰＰＨ自由基清除率高出２．２１倍，这可能是木瓜
蛋白酶属巯基蛋白酶，可水解多肽中精氨酸、赖

氨酸和苯丙氨酸的羧基端，并能优先水解芳香 Ｌ
氨基酸的肽键。相关研究［１９］表明，具有芳香族氨

基酸残基的多肽有较好的抗氧化效果。

表４　ＨＳＣＣＣ分离后多肽的抗氧化活性
Ｔａｂ．４　ＡｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓａｆｔｅｒｓｅｐａｒａｔｉｏｎｂｙＨＳＣＣＣ ％

组别

Ｇｒｏｕｐｓ

超氧阴离子自由基清除率

Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｉｏｎｆｒｅｅ
ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

ＤＰＰＨ自由基清除率
ＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

羟基自由基清除率

Ｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

Ｆｅ２＋螯合率
Ｆｅ２＋ｃｈｅｌａｔｉｏｎｒａｔｅ

Ｐ１ ３．４２±０．２２ａ ３３．１２±０．８７ｂ １８．１２±０．１６ａ ３１．２２±０．３２ａ

Ｐ２ ９．２２±０．２０ｂ ９０．３３±０．６７ｅ ６０．９５±０．２４ｄ ４４．８６±０．３０ｃ

Ｐ３ ３７．１８±０．５０ｅ ６０．５３±０．４８ｃ ４０．１１±０．７１ｃ ９２．３３±０．７１ｅ

Ｐ４ １１．５２±０．６９ｃ ３１．２２±０．４７ａ ２０．０６±０．３５ｂ ４２．１９±０．２６ｂ

Ｐ５ １７．１８±０．２４ｄ ８８．１９±０．４２ｄ ７０．１１±１．２１ｅ ８８．１５±０．５１ｄ

注：同列中标有不同小写字母表示组间有显著性差异（Ｐ＜０．０５），标有相同小写字母表间无显著性差异（Ｐ＞０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５），ｍａｒｋｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）

３　结论

选取综合抗氧化性能最好的多肽进行

ＨＳＣＣＣ分离并将分离得到的组分进行同样的抗
氧化性能比较，从而确定抗氧化性能最好的组

分。本研究以水解度为评价指标，比较了中性蛋

白酶、木瓜蛋白酶和复合酶的水解效果，最终采

用复合酶酶解南极磷虾虾粉。酶解工艺：加酶量

２０００Ｕ／ｇ，料液比１∶１０，酶解温度５０℃，ｐＨ７．５，
酶解时间４ｈ，该条件下南极磷虾虾粉蛋白水解
度为３７．７５％。然后将经超滤分离后的多肽进行

抗氧化试验。研究表明：复合酶酶解法制备的生

物活性肽具有一定的清除超氧阴离子、ＤＰＰＨ自
由基、羟基自由基、螯合Ｆｅ２＋的能力，其中以分子
量在５～１０ｋｕ的多肽抗氧化活性最好。

采用ＨＳＣＣＣ对超滤得到的分子量５～１０ｋｕ
多肽进一步分离纯化，得到了抗氧化效果更好的

南极磷虾多肽。其溶剂体系体积比为氯仿∶丁
醇∶甲醇∶水＝４∶０．７５∶３∶２，主机反转，转速９００ｒ／
ｍｉｎ、恒温水浴温度２５℃、流动相的流速１．５ｍＬ／
ｍｉｎ，进样浓度２０ｍｇ／ｍＬ。在该体系下分离共得
到５个组分，经测定：当浓度为５ｍｇ／ｍＬ时，Ｐ３组

０１３
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分清除超氧阴离子自由基的能力和 Ｆｅ２＋螯合能
力均显著高于其余４个组分，分别为３７．１８％和
９２．３３％；Ｐ２组分的 ＤＰＰＨ自由基清除率为
９０．３３％；Ｐ５组分的羟基自由基清 除 率 为
７０．１１％。与未经ＨＳＣＣＣ分离的对照组相比，抗
氧化活性均得到明显增强。本实验为南极磷虾

肽的分离纯化寻找新的方法并提供理论基础，同

时为抗氧化南极磷虾肽产品的开发利用奠定基

础。为更好地了解抗氧化能力与多肽结构的关

系，后期拟进一步对 Ｐ２、Ｐ３和 Ｐ５组分进行氨基
酸的组成和排序分析。
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