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摘　要：本文研究了３种不同的蛋白酶（木瓜蛋白酶、碱性蛋白酶、胰蛋白酶）分别水解南极磷虾得到多肽的
体外抗氧化活性，以清除超氧阴离子、羟自由基和ＤＰＰＨ的能力为指标。结果表明，木瓜蛋白酶水解制备的多
肽抗氧化活性比较好，其次是碱性蛋白酶。用响应面法优化木瓜蛋白酶水解南极磷虾制备多肽的工艺参数，

经凝胶电泳测定其分子量，显示该多肽有３个明显条带，其分子量大多位于３～７ｋｕ。将上述多肽溶液脱氟后
经超滤系统分离，按分子量（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ，ＭＷ）大小分为ＭＷ≥１０ｋｕ，５～１０ｋｕ，ＭＷ≤５ｋｕ的３种多肽，并
比较其抗氧化活性的强度。在本实验体系浓度范围内，３种不同分子量的多肽对超氧阴离子、羟自由基、
ＤＰＰＨ的清除能力有所差异，随着多肽浓度的增加，其对清除能力也增大，呈明显的剂量依赖关系。
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　　南极磷虾（Ｅｕｐｈａｕｓｉａｓｕｐｅｒｂａ）是全球现存的
单种生物资源量最为丰富的生物之一［１］，具有巨

大的开发和利用潜力。南极磷虾具有食物和饵

料用途，还含有比较高的活性成份。如富含以

ＥＰＡ和ＤＨＡ为代表的 Ｏｍｅｇａ－３ｓ［２］成分。南极
磷虾的蛋白质含量比较高，肌肉鲜样粗蛋白含量

为１６．３１％［３］。南极磷虾肌肉水解产物中氨基酸

种类丰富，含有１８种，其中包含人体所需的８种
必需氨基酸（ＥＡＡ）和 １０种非必需氨基酸
（ＮＥＡＲ）。研 究 表 明：必 需 氨 基 酸 含 量 为
２５．８８％，占南极磷虾肌肉中氨基酸总量的
４５．２８％［３］。ＣＨＥＮ等［４］在对磷虾蛋白水解产物

进行分析后，得出南极磷虾蛋白所含的必需氨基

酸含量满足 ＦＡＯ／ＷＨＯ／ＵＮＵ１９８５推荐的人体对
蛋白质的摄取要求。天然的生物活性肽，如肽类

抗生素、生物毒素和激素等，在生物体内含量极

低，提取难度非常大，所以难以大规模地生产，形

成产业化，而通过添加外源酶对组织蛋白进行酶

解，然后从中筛选出具有特定功能的多肽更加经

济、简便，因而目前常采用酶解制肽的方法进行

多肽的制备［５］。本文还进行了南极磷虾多肽的

体外抗氧化活性研究。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
材料：南极磷虾捕于南极海域４８．２区，－２０

℃冷冻保存运到实验室。
主要试剂：茚三酮、果糖、磷酸二氢钠、碱性

蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶等试剂均购于上

海国药集团试剂有限公司，ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白标准
品购于中科瑞泰（北京）生物科技有限公司。

１．２　仪器与设备
主要仪器：高速冷冻离心机 Ｈ２０５０（湘仪离

心机仪器有限公司）；ＦＪ２００高速分散均质机；紫
外可见分光光度计（上海美谱达仪器有限公司）；

超滤系统（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓｓｔｅｄｉｍ，Ｖｉｖａｆｉｏｗ２００）；真空冷
冻干燥器ＣＨＲＩＳＴＡＬＰＨＡＩ２（北京博劢行仪器有
限公司）。
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１．３　方法
１．３．１　制备多肽的工艺流程

南极磷虾→解冻→加水匀浆→加酶保温水
解→灭酶→冷却→离心→超滤→真空冷冻干燥
→南极磷虾多肽粉。
１．３．２　蛋白酶的选定

选取３种不同的蛋白酶（木瓜蛋白酶、碱性
蛋白酶、胰蛋白酶）分别在其最适温度、ｐＨ下添
加酶量为１％，按料液质量体积比１∶２（ｇ／ｍＬ）水
解南极磷虾３ｈ得到３种多肽，对上述３种多肽
分别进行体外抗氧化活性，以超氧阴离子清除

率、羟自由基清除率、ＤＰＰＨ清除率为指标。选取

综合抗氧化效果最好的多肽，从而确定使用的蛋

白酶。

１．３．３　响应面优化南极磷虾多肽的制备工艺
单因素设计：单因素试验选择液料比、ｐＨ、酶

量、酶解温度、酶解时间为南极磷虾蛋白水解主

要影响因素，以南极磷虾蛋白水解度为考察指

标［６］。

响应面设计：在单因素试验基础上，综合考

虑酶量、酶解温度、酶解时间３个因素对南极磷
虾蛋白水解度的影响（表 １），采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ
的设计方案来进行响应面分析试验，用响应面分

析软件ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ对响应面结果进行绘制。

表１　南极磷虾多肽制备工艺的响应面法试验因素和水平
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｔｅｓｔｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｔｅｓｔ

ｆｏｒＥｕｐｈａｕｓｉａｓｕｐｅｒｂａｐｅｐｔｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

水平ｌｅｖｅｌ
因素ｆａｃｔｏｒ

Ａ酶量／％ｅｎｚｙｍｅａｍｏｕｎｔ Ｂ温度／℃ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ Ｃ时间／ｈｔｉｍｅ
－１ ０．５ ５０ ２．０
０ １．０ ５５ ２．５
１ １．５ ６０ ３．０

１．３．４　蛋白质水解度测定方法
本实验采用茚三酮比色法［７］测定蛋白质水

解度（ＳＤＨ）。
ＳＤＨ（％）＝Ａ／（１０００×Ｗ） ×Ｖ１×１００／Ｖ２×

１００％ （１）
式中：ＳＤＨ为蛋白质水解度；Ａ为蛋白质毫克数
（ｍｇ）；Ｗ为所称样品的蛋白质含量（ｇ）；Ｖ１为水
解液总体积（ｍＬ）；Ｖ２为稀释液体积（ｍＬ）。
１．３．５　凝胶电泳

参考 ＨＥＲＭＡＮＮ和 ＧＥＢＨＡＲＤ［８］的方法，将
南极磷虾蛋白酶解液进行电泳测定其分子量的

分布范围。

１．３．６　抗氧化试验设计
多肽对超氧阴离子清除率和羟自由基清除

率的测定参照ＹＡＮＧ等［９］的方法。多肽对ＤＰＰＨ
清除率的测定参照ＣＨＥＮ等［１０］的方法。

２　结果与分析

２．１　蛋白酶的确定
将南极磷虾肌肉组织进行水解，分别添加

１％ ３种不同的蛋白酶（木瓜蛋白酶、碱性蛋白
酶、胰蛋白酶），在其酶的最适温度（５５℃、４５℃、
５０℃），ｐＨ（６．０、１０．０、８．０）下水解 ３ｈ得到多

肽，并分别进行体外抗氧化活性，以超氧阴离子

清除率、羟自由基清除率、ＤＰＰＨ清除率为指标。
３种不同蛋白酶水解产物的抗氧化性见图

１～３，在本实验体系浓度范围内，木瓜蛋白酶制
备的多肽对超氧阴离子、羟自由基和 ＤＰＰＨ自由
基的清除能力最大，且随着多肽浓度的增大而增

加；在浓度为２４ｍｇ／ｍＬ时，对超氧阴离子、羟自
由基和 ＤＰＰＨ自由基的清除率最大，分别达到
２７．７１％、９３．１７％、５８．６１％。因此选取木瓜蛋白
酶作为制备南极磷虾多肽的酶制剂。

图１　酶解物对超氧阴离子的清除率
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｒａｔｅｓｏｆｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｎ

ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｉｏｎｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｕｍ

７８７
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图２　酶解物对羟自由基的清除率
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｒａｔｅｓｏｆｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｎ
ｈｙｄｒｏｘｙｌｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｕｍ

图３　酶解物对ＤＰＰＨ的清除率
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｒａｔｅｓｏｆｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｎＤＰＰＨｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｕｍ

２．２　影响南极磷虾多肽的制备工艺条件
２．２．１　标准曲线

由图４可以看出，蛋白质浓度与吸光度值呈
线性关系，线性方程为 ｙ＝０．０２９６ｘ＋０．０１１，相关
性Ｒ２＝０．９９２７。其横坐标为反应体系中的甘氨
酸质量浓度，纵坐标为相应吸光度。

２．２．２　单因素试验对南极磷虾蛋白水解度的影
响

实验单因素实验结果见图５～８。由图５可
知，在本次实验范围内，随着料液比的增加，蛋白

水解度曲线先上升后下降，料液比为 １１∶２（ｇ／
ｍＬ）时水解度最大，随后逐渐下降。可能是料液
比为１１∶１（ｇ／ｍＬ）时，水解体系过于粘稠，不利于
酶和底物的作用导致酶解不充分。料液比为

１１∶２（ｇ／ｍＬ）时反应处于最佳状态水解度上升，之

后随着液料比的增加，反应体系的酶及底物浓度

降低，水解度下降。

图４　标准曲线
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

图５　料液比对水解度的影响
Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｉｄｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏ

ｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅ

　　由图６可知，水解度随ｐＨ增加而加大，蛋白
水解度曲线先上升后下降，ｐＨ为６．０时，水解度
最大随后逐渐下降。表明木瓜蛋白酶水解南极

磷虾蛋白的最适ｐＨ范围为５．５～６．５。

图６　ｐＨ对水解度的影响
Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅ

８８７
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　　由图７可知，随着酶量的增加，蛋白水解度
曲线先上升后趋于平缓，酶量为１．５％时，水解度
曲线上升到第一个最大值，之后曲线上升水平趋

于平缓。表明继续加大蛋白酶的用量对于提高

水解度影响不大。

图７　酶量对水解度的影响
Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅａｍｏｕｎｔｏｎ

ｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅ

　　由图８可知，随着温度的上升，蛋白水解度
先上升后下降，酶解温度在５０～５５℃之间水解
度曲线达到最高峰。可能是随着酶解温度的升

高，木瓜蛋白酶活性增大，催化效率增强，从而使

反应速度提升，水解度增加；但是温度持续上升

超过其最适温度范围之后，木瓜蛋白酶酶活性下

降，水解度减小。

图８　酶解温度对水解度的影响
Ｆｉｇ．８　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅ

　　由图９可知，随着酶解时间的增加，蛋白水
解度先上升后趋于平缓，酶解时间超过２ｈ后，水
解度上升趋势趋于平缓。结果显示，酶解时间达

到一定时，再延长酶解时间对于提高水解度结果

影响不大。

图９　酶解时间对水解度的影响
Ｆｉｇ．９　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅ

２．３　响应面优化试验
２．３．１　响应面优化试验南极磷虾多肽的制备工
艺

在单因素试验基础上，选择酶量、酶解温度、

酶解时间３个因素进行３因素３水平响应面优化
试验。利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔＶ８．０．６对试验结果进
行分析，通过回归拟合得到酶量、酶解温度、酶解

时间３个自变量（表１）的二次多项回归方程：
Ｙ＝－４２５．５２５２５＋３．９６４００Ａ＋１４．９１１５７Ｂ＋

１８．４８６２５Ｃ ＋０．０７４０００ＡＢ －０．５２０００ＡＣ －
０．１９４５０ＢＣ－ ３．０２４５０Ａ２ － ０．１３１３９Ｂ２ －
１．２３９５０Ｃ２

对回归模型进行方差分析见表２，由表２可
知，模型的值小于 ０．０００１，即模型为极显著水
平，表明不同处理间的差异极显著。该模型的失

拟项Ｐ＞０．０５为不显著水平，失拟项是反映实验
数据与模型不相符情况的数据，说明该模型选择

正确。模型的决定系数Ｒ２＝０．９８９１，矫正决定系
数ＡｄｊＲ２＝０．９７９１，表明该模型可以解释响应值
变化的９７．９１％，所以模型拟合程度好，实验误差
小，可有效分析和预测南极磷虾蛋白水解度的效

果。从方差分析表中还可看出，南极磷虾蛋白水

解度的各工艺参数对蛋白水解度效果影响的大

小排序：时间 ＞酶量 ＞温度。其中，时间为极显
著水平，酶量为显著水平。

９８７
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表２　回归模型系数方差分析
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

变异源

ｓｏｕｒｃｅ
平方和

ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ
自由度

ｄｆ
均方

ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ Ｆ ｐ

模型ｍｏｄｅｌ ５５．０９ ９ ６．１２ ７０．６３ ＜０．０００１
Ａ ０．９４ １ ０．９４ １０．８３ ０．０１３３
Ｂ ０．４２ １ ０．４１ ４．８６ ０．０６３４
Ｃ ２．３０ １ ２．３０ ２６．４８ ０．００１３
ＡＢ ０．１４ １ ０．１４ １．５８ ０．２４９１
ＡＣ ０．０６８ １ ０．０６８ ０．７８ ０．４０６５
ＢＣ ０．９５ １ ０．９５ １０．９１ ０．０１３１
Ａ２ ２．４１ １ ２．４１ ２７．７８ ０．００１２
Ｂ２ ４５．４３ １ ４５．４３ ５２４．２２ ＜０．０００１
Ｃ２ ０．４０ １ ０．４０ ４．６６ ０．０６７６

残差ｒｅｓｉｄｕａｌ ０．６１ ７ ０．０８７
失拟项ｌａｃｋｏｆｆｉｔ ０．４３ ３ ０．１４ ３．３４ ０．１３７３
纯误差ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ ０．１７ ４ ０．０４３
总和ｃｏｒｔｏｔａｌ ５５．７０ １６

Ｒ２ ０．９８９１
ＡｄｊＲ２ ０．９７５１

２．３．２　响应面分析
响应面图形可以反映最佳参数和各参数间

的相互作用及其强弱趋势［１１］，见图 １０～１２。由
图１０可知，酶量与温度的交互影响不显著，水解
度主要由酶量决定，温度不变时，酶量增加到适

当的程度可以得到较高的水解度。由图 １１可
知，水解度主要由时间决定，随着酶量和时间的

增加，水解度曲面向高水平方向移动，然后曲面

趋于平缓。由图 １２可知，温度与时间的交互影
响显著，随着温度的增加，时间响应抛物曲线的

最高点先向高水平方向移动然后降低。

图１０　酶量与温度对水解度的交互影响
Ｆｉｇ．１０　Ｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅａｍｏｕｎｔａｎｄ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅ

　 　 采 用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔＶ ８．０．６软 件 的
Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ选项对上述的二次多项回归方程进
行分析，南极磷虾蛋白水解度最高时的条件：酶

量为１．０８％，温度为５４．８８℃，时间为２．９３ｈ，水
解度为１２．８２７％。

图１１　酶量与时间对水解度的交互影响
Ｆｉｇ．１１　Ｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅａｍｏｕｎｔａｎｄ

ｔｉｍｅｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅ

图１２　温度与时间对水解度的交互影响
Ｆｉｇ．１２　Ｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｔｉｍｅ

ｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅ
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为验证响应面优化条件及结果的可靠性，为

了实际操作简便，采用适宜的优化条件：酶量为

１．０％，温度为５５℃，时间为２．９ｈ进行试验，其
他条件为液料比１１∶２、ｐＨ６．０，得到实际水解度
为１２．８８％，与预测值偏差不大，证明该结果合
理。

２．４　多肽分子量的测定
将木瓜蛋白酶水解南极磷虾制备的多肽进

行ＳＤＳＰＡＧＥ试验，结果如图 １３所示，１号是
ｍａｒｋｅｒ，２～５号为不同浓度的未添加木瓜蛋白酶
的南极磷虾水解液，６号是木瓜蛋白酶水解南极
磷虾制备的多肽，该样品有３个明显条带，其分
子量大多位于３～７ｋｕ。将酶解液分别通过分子
截留量为１００００，５０００的超滤系统，多肽提取物
按分子量大小分为ＭＷ≥１０ｋｕ，５～１０ｋｕ，ＭＷ≤
５ｋｕ。

图１３　木瓜蛋白酶水解南极磷虾
制备的多肽凝胶电泳图

Ｆｉｇ．１３　Ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｐｅｐｔｉｄｅ
ｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｐａｐａｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＥｕｐｈａｕｓｉａｓｕｐｅｒｂａ

２．５　体外抗氧化试验
２．５．１　多肽对超氧阴离子的清除作用

超氧阴离子为生物体内第一个氧自由基，是

其他活性氧的前体，能导致细胞死亡、酶失去活

性、ＤＮＡ和膜的降解，并能引起不饱和脂肪酸和
其他易受影响物质的过氧化［１２］。所以，研究南极

磷虾多肽抗氧化活性的重要指标为多肽对超氧

阴离子的清除能力。图１４所示为不同分子量的
南极磷虾多肽对超氧阴离子的清除能力，清除率

与多肽浓度为正相关关系，ＭＷ≤５ｋ的多肽在质
量浓度为２０ｍｇ／ｍＬ时清除率达到１９．６２％，清除
能力与其他２种多肽相比更高。

图１４　多肽对超氧阴离子的清除率
Ｆｉｇ．１４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

ｏｎｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｉｏｎ

２．５．２　多肽对对羟自由基的清除作用
从图１５可以看出，３种不同分子量的南极磷

虾多肽对羟自由基的清除能力有明显差异，并且

随着浓度的增加而提高。在多肽浓度为２０ｍｇ／
ｍＬ时，分子量 ＜５０００的多肽对羟自由基的清除
能力最大，清除率达到 ７１．７１％；浓度为 １５ｍｇ／
ｍＬ时，３种多肽对对羟自由基的清除能力明显增
强，ＭＷ≤５ｋｕ、５～１０ｋｕ、ＭＷ≥１０ｋｕ的多肽对羟
自由基的清除率分别为 ６８．２３％、４５．８１％、
３３．７４％。可能是相对分子量较小的多肽对羟自
由基的清除作用比较明显。

图１５　多肽对羟自由基的清除率
Ｆｉｇ．１５　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

ｏｎｈｙｄｒｏｘｙｌｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ

２．５．３　多肽对ＤＰＰＨ自由基的清除作用
图１６所示为不同分子量的多肽对 ＤＰＰＨ自

由基的清除能力，由图可以看出，在本实验体系

浓度范围内，３种不同分子量的多肽对 ＤＰＰＨ自

１９７
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由基均有不同的清除能力，随着多肽浓度的增

加，其清除能力也增大，呈明显的剂量依赖关系。

随着浓度的增大，多肽对羟自由基的清除能力大

小为：（ＭＷ≤５ｋｕ）＞（５～１０ｋｕ）＞（ＭＷ≥１０
ｋｕ），其最大清除率分别为 ７４．３３％、６７．２４％、
５５．１３％。

图１６　多肽对ＤＰＰＨ自由基的清除率
Ｆｉｇ．１６　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｏｎＤＰＰＨ

３　讨论

本研究首先通过单因素实验选定了参与响

应面试验的料液比、温度、时间３个主要因素并
设立不同水平，运用响应面分析方法建立二次多

项回归数学模型。较优条件为：ｐＨ６．０，料液比
１１∶２，酶量为１．０％，温度５５℃，时间２．９ｈ，该条
件下南极磷虾蛋白水解度为１２．８８％。实验结果
表明该模型具有明显的统计学意义，可用于实践

生产中，为南极磷虾多肽制备的工业化生产提供

理论参考依据。

本研究采用超滤膜法分离南极磷虾多肽，分

离效果良好，可作为分离纯化多肽的一种方法。

体外抗氧化试验表明，不同分子量的多肽都有不

同程度的抗氧化能力，对超氧阴离子、羟自由基

和ＤＰＰＨ自由基的清除能力都比较良好，且随多
肽质量浓度的增大而增加。结果显示，ＭＷ≤５
ｋｕ的多肽的抗氧化能力最佳，对超氧阴离子、羟
自由基和ＤＰＰＨ自由基的清除能力均高于其他分
子量段的多肽。这可能是由于多肽抗氧化的活

性与氨基酸种类或极性相关［１３］。本实验为南极

磷虾多肽的制备寻找新方法，也为南极磷虾的综

合开发利用以及今后的科学研究提供理论基础。
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