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大豆生理活性肽的研究（!）
———抗氧化性和 567抑制活性的初步研究
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摘! 要：采用 58.* #/1 和 5)9:):;<两种蛋白酶，制备了水解度为 .%= >"$=的大豆多肽，对其抗氧
化性、567抑制活性和相对分子质量的分布进行了研究，结果表明：采用 58.* #/1 酶水解的 ?@ 为
."=的产品抗氧化活性最高，添加量为 4 AB C AD时使亚油酸的氧化诱导期延长 "* /" 倍，其相对分
子质量分布在 . %%% 以上的组分较多；采用 5)9:):;<酶水解的 ?@为 .$=的大豆多肽产品，567 抑
制活性最高，E63%为 %* .$$ AB C AD，其相对分子质量分布大多在 "%% > 4%% 之间*
关键词：大豆生理活性肽；抗氧化性；567抑制活性；相对分子质量分布
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! ! 大豆生理活性肽是大豆蛋白经蛋白酶水解后
生成的大豆多肽和氨基酸的混合物，其氨基酸组成

和大豆蛋白质基本相同，但更易被人体消化吸收，

而且具有多种生理功能，如抗氧化性、降血压、降低

胆固醇含量和预防骨质疏松等"这些生理活性取决
于多肽的相对分子质量大小和氨基酸序列，而多肽

的相对分子质量大小和氨基酸序列又与蛋白质水

解所用的蛋白酶种类和水解度大小有关" 因此，选
择不同种类的蛋白酶、水解度，可以得到不同生理

活性的大豆多肽"
自 #$$% 年以来，关于大豆蛋白水解物的抗氧

化性以及机理、结构研究的论文相继发表［# & ’］，对

大豆多肽的研究已由初级提取、制备深入到理论探

讨，对大豆多肽的氨基酸序列和肽段大小也有了初

步的认识"最近，()*+,-./ 012.［#］等选用来自芽孢
杆菌产的蛋白酶，制备具有抗氧化性的大豆短肽，

通过 3241*526 7+8% 色谱制备、提取、分离及纯化
后，经氨基酸顺序检测确定具有高抗氧化性的短肽

分别是：

9# ! :*;+<=.+9>?+(-=+<=4+(-=+7;.+<=.
98 ! @2)+:*;+<=.+9>?+(-=+<=4+(-=+7;.+<=.
9’ ! @2)+@2)+9>?+(-=+(-=

并提出具有抗氧化性多肽片段由 % & #A 个氨基酸
残基组成，相对分子质量分布在 ABB & # CBB 之间"
人体内的血管紧张素!在血管紧张素转化酶

（<0D）的作用下生成血管紧张素"，血管紧张素"
是已知的最高内源升压肽" <0D 抑制剂能阻止血管
紧张素"的生成，因此，可作为降血压药物［E］"食物
蛋白中有许多 <0D 抑制活性的序列，它们可源于
大豆蛋白、酪蛋白、玉米蛋白、胶原蛋白及其他蛋白

如鱼类蛋白等［%］" 关于大豆来源的 <0D 抑制剂国
内外已有很多报道［A & $］，F-*./4-./ G)［$］等用 <;H*+
;*=2蛋白酶水解大豆，经超滤、离子交换树脂初分离，
得到具有 <0D抑制活性的肽，再经过 3241*526 7+#%
和 (9@0纯化，得到两个组分，经氨基酸顺序检测确
定它们为 <=4+@2)+9>?和 <=4+7;I"
在前期的研究工作中，作者采用中性蛋白酶

<3#" ’$J 和碱性蛋白酶 <;H*;*=2酶法水解大豆分离
蛋白，控制水解度 K( 为 #BL & 8EL，得到一系列
不同水解度的大豆生理活性肽"作者测定了这些产
品的抗氧化性和 <0D 抑制活性，并用高效凝胶过
滤色谱测定了相对分子质量分布，探讨了这些活性

与蛋白酶的种类、水解度的大小和相对分子质量分

布的关系"

!" 材料与方法

!# !" 材料与试剂
大豆分离蛋白：黑龙江三江食品公司产品；

<3#" ’$J 中性蛋白酶：无锡杰能科酶制剂公司产
品；<;H*;*=2 碱性蛋白酶：丹麦 MN:N 公司产品；
K<8B#+0大孔吸附树脂：江阴有机化工厂产品；
<0D和 ((@：美国 3-/,* 公司；乙腈，色谱纯；其它
试剂均为分析纯"
!# $" 方法与条件
!" $" !" 大豆活性肽粉末的制备" 大豆分离蛋白的
酶解工艺：按一定的底物浓度准确称取大豆分离蛋

白于酶反应器中，加入适量蒸馏水搅拌均匀；$B O
热处理 #B ,-.，冷却到酶反应温度后，用 8 ,?; P @的
M*N(溶液调至酶反应所需 4( 值，依据所用酶的
活力单位加入一定蛋白酶，反应过程中不断滴加 8
,?; P @的 M*N( 溶液，使 4( 值稳定在最适 4( 值；
反应至一定水解度后，用 8 ,?; P @ 的 (0; 溶液调至
4( E" %，沸水浴灭酶 #B ,-.，冷却后 ’ BBB > P ,-. 离
心 #% ,-.，取上清液，即得到黄褐色的大豆活性肽
溶液"该溶液经 K<8B#+0 大孔吸附树脂脱盐后，再
浓缩、干燥得到淡黄色的大豆活性肽粉末" 水解度
的控制和计算采用 4(+3Q*Q法［#B］"
!" $" $" 抗氧化性的测定 ! 硫氰酸铁（RS0）法［#］"
于 #B ,@试管中加入 ’" B ,@ 的活性肽溶液和 8" B
,@ B" B% ,?; P @的亚油酸溶液，在混匀器上混合均
匀，用硅橡胶塞密封，放在 AB O恒温培养箱中保
温，每 8E 1 测定吸光度" 吸光度的测定：取反应液
B" # ,@，依次加入 B" # ,@ 体积分数为 C%L的乙醇
溶液，B" # ,@质量分数为 ’BL硫氰酸铵溶液和 B" #
,@硫酸亚铁溶液（含质量分数 ’" %L (0;），混合均
匀 % ,-.后在 %BB .,处测定吸光度，每天测定一次
吸光度，定义吸光度达到 B" ’ 所需的天数为诱导
期"
!" $" %" <0D抑制活性的测定" 反相高压液相色谱
法［A］"

#）色谱条件：高压液相色谱系统（(9@0）检测
器：G*Q2>= E$B；积分仪：(9’’$A< TMSD7U<SNU；
色谱拄：3I,,2Q>I 0#J；洗脱液：#8L乙腈+B" %L乙
酸；洗脱液流速：#" B ,@ P ,-.；检测波长：88J .,；上
样量：#B #@"

8）色谱分析样品的制备：样品溶于超纯水，离
心（C 8BB !，#% ,-.），取上清液进行 <0D 抑制活性
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测定!取样品 "# !$ 和 %# !$ &! "’ (()* + $ 底物溶
液，于 ,’ -保温 . (/0，加入 123 &# !$，,’ -下反
应 ,# (/0后，加入 4# !$ " ()* + $的 52* 溶液终止
反应；反应产物经微孔过滤膜（#! %6 !(）过滤后取
"# !$进样，通过 57$2 洗脱图谱定量马尿酸生成
量!以生成马尿酸的量来判断样品的 123 抑制活
性，同时做空白对照!
123活性抑制率（8）9［（空白对照的马尿酸峰面
积 :样品的马尿酸峰面积）+空白对照的马尿酸峰
面积］; "##8
!! "! #$ 多肽相对分子质量分布的测定$ 采用高效
凝胶过滤色谱法!

"）色谱条件：<=>?@A .## 高效液相色谱仪（配
&%4’ 紫外检测器和 B,& 工作站）；色谱柱：
CDEF?"&###；流动相：!（乙睛）G !（水）G !（三氟
乙酸）9 %6 G 66 G #! "；检测波长：&&# 0(；体积流
量：#! 6 ($ + (/0；柱温：,# - !

&）样品制备：大豆活性肽粉溶于去离子水，配
成质量浓度为 6 (F + ($的样液!吸取样液 & ($，用
流动相稀释至 "## ($，微孔过滤膜（#! %6 !(）过滤
后供进样!
相对分子质量校正曲线所用标准品：细胞色素

2（B< "& 6##），抑肽酶（B< . 6##），杆菌酶（B<
" %6#），乙氨酸H乙氨酸H酪氨酸H精氨酸（B< %6"），
乙氨酸H乙氨酸H乙氨酸（B< "4I）!

"$ 结果与讨论

"% !$ 大豆多肽的抗氧化性
由 1*J=*=A?和 1D"! ,I4 酶解得到的一系列水

解度的大豆活性肽对亚油酸模拟体系的抗氧化效

果见图 "!由图可见，在初始的几天内，亚油酸的氧
化速率较慢，曲线比较平缓，当吸光度超过 #! , 之
后，氧化速率突然增大，呈直线上升!而在添加了大
豆活性肽的体系中，亚油酸的氧化速率受到抑制，

曲线的平缓期得到延长! 作者定义吸光度达到 #! ,
所需的天数为诱导期，计算出添加不同酶解产物的

亚油酸体系的诱导期，结果图 &! 由图可见，没有添
加大豆活性肽的对照亚油酸体系的氧化诱导期是

,! 66 K，而添加了大豆活性肽的亚油酸体系的氧化
诱导期均有不同程度的延长，说明这些大豆活性肽

都有一定的抗氧化性!
采用两种不同蛋白酶和不同水解度的酶解产

物的抗氧化性均有一定的差异，这说明蛋白酶的种

类和水解度的大小都对酶解产物的抗氧化性有影

响!不同的蛋白酶有不同的专一性和不同的作用位
点，促使产物多肽的 LH末端和 2H末端氨基酸组成
及氨基酸排列顺序各异，这是影响多肽抗氧化性的

主要因素!水解度大小对肽段长短和游离氨基酸的
相对含量是至关重要的，如水解度太小，则肽段过

长，具有抗氧化性的一些氨基酸未能断裂而呈现在

肽段的 LH末端和 2H末端，抗氧化性显示不出；如水
解度太大，游离氨基酸含量过高，抗氧化性则降低!
所以，选择合适的蛋白酶和控制适当的水解度是制

备高抗氧化性大豆活性肽的关键! 实验结果可知，
1D"! ,I4 酶解产物的抗氧化性略高于 1*J=*=A? 的酶
解产物，其 M5 为 "&8的产品抗氧化活性最高，添
加量为 . (F + ($ 时使亚油酸的氧化诱导期延长了
&! I& 倍!
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图 !" 添加大豆多肽的亚油酸的氧化曲线
#$%& !" ’() *+$,-./ 0123) *4 5$.*5)$0 -0$, -,,$.% 6*78)-. 9)9/$,)6

图 :" 添加大豆多肽的亚油酸的氧化诱导期
#$%& :" ’() *+$,-./ $.,10/$*. 9)2$*, *4 5$.*5)$0 -0$, -,,$.% 6*78)-. 9)9/$,)6

:& :" 大豆多肽的 ;<=抑制活性
作者通过 !"#$ 图谱可以定量测定马尿酸的

生成量，结果见图 %&

’&空白与反应液的产物

(&大豆活性肽溶液与反应液的产物

图 >" 反应产物的 ?@AB@C<图谱
#$%& >" ?@AB@C< 92*4$5) *4 92*,10/6

) ) 图 %’ 是以水作为空白和反应液（ *$+ 和
!!#）作用后产物的 !"#$ 图谱& 与标准物质的图
谱比较后，确定第一个峰是马尿酸，第二个峰是过

量的底物三肽，利用峰面积可以表示马尿酸的量；

图 %(是大豆活性肽溶液与反应液作用后产物马尿
酸的 !"#$图谱，马尿酸的生成量与空白相比较明
显降低&采用此法测定了两种蛋白酶一系列水解度
产物的 *$+抑制活性&
) ) 从表 , 中数据可以看出，两种蛋白酶不同水解
度产物的 *$+ 抑制活性有明显差异& 对肽结构与
*$+抑制活性关系的研究发现：$ 末端是 "-.，"/0，
12-或序列中含有疏水性氨基酸是维持高 *$+ 抑
制活性所必需的&由于不同的蛋白酶对蛋白质水解
存在特异性，水解产物的末端氨基酸组成不同，可

能造成 *$+ 抑制活性存在差异& 此外还有研究结
果表明：具 *$+ 抑制活性的多肽主要集中在相对
分子质量较小的组分&由于两种蛋白酶水解产物的
相对分子质量都集中在 , 333 以下，所以都有较高
的 *$+ 抑制活性，而 *45’4’60 的水解能力更强，产
物的相对分子质量更小，对羧基端为疏水性氨基酸

的作用有特异性，所以 *45’4’60的水解产物 *$+ 抑
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制活性更强!对 "#$! %&’ 水解产物，"() 抑制活性
随着水解度的增大而增大，因为水解度大的产物的

相对分子质量更小! 对 "*+,*,-. 水解产物，由于
"()抑制活性普遍较高，可能由于活性肽的质量浓
度过高，对 "()的抑制作用还没有得到完全发挥!
作者降低了活性肽溶液的质量浓度再次测定了

"()抑制活性，结果见表 /! 可以看出，"*+,*,-.酶，
01为 $23的产物有最强的 "()抑制活性，在质量
浓度 4! / 56 7 58 时的抑制率为9&! 2:3，其 ;(:4

（"()活性被抑制 :43 时的质量浓度）为 4! $22
56 7 58；继续增加水解度，产物的 "() 抑制活性反
而略有下降，这可能是因为具 "() 抑制活性的多
肽有部分被进一步水解，生成活性较小或没有活性

的多肽!
表 !" 两种蛋白酶不同水解度产物的 #$%抑制活性

&’() !" #$% *+,*(*-./0 ’1-*2*-0 .3 ,04/.506’-76 8*-, 9: .3
!;< = >?< @/.4A1-74 (0 #B!) CDE ’+4 #51’5’67

01 7 3
抑制率 7 3

"#$! %&’ "*+,*,-.

$4 9%! ’< ’’! /&

$/ <4! %< ’/! ::

$2 <%! ’: ’/! :/

$9 <:! 9% ’%! /4

$’ ’2! 9$ ’4! 9%

/4 ’<! /’ ’%! 4/

// ’9! 22 ’:! 9:

/2 ’<! :& ’:! 44

表 >" #51’5’67酶解产物的 #$%抑制活性
&’() >" #$% *+,*(*-./0 ’1-*2*-0 .3 ,04/.506’-76 @/.4A1-74

(0 #51’5’67

01 7 3
抑制率 7 3

4! : 56 7 58 4! / 56 7 58

$4 ’&! /% 9%! <%

$/ <9! %% 9:! /:

$2 ’&! :2 9&! 2:

$9 <$! 2’ 94! %’

$’ :9! :$ :<! %<

/4 ’$! 4: ::! ’9

// <$! /< :%! ’:

/2 <<! $: :%! 9:

>) C" 大豆多肽的相对分子质量分布
大豆多肽的生理活性和它的相对分子质量分

布有必然的联系，而相对分子质量分布又取决于水

解时选用的蛋白酶和控制的水解度的大小! 作者用
高效凝胶过滤色谱法测定了两种蛋白酶不同水解

度制备的大豆活性肽的相对分子质量分布的情况!
根据各种平均相对分子量的定义求出各种平

均相对分子质量，结果见表 %!

重均相对分子质量 != " !!#$# %!$#

数均相对分子质量 !> " !$# %!（$# % !&）

分布宽度指数 ’ " != % !>

表 C" 酶解产物的相对分子质量分布
&’() C" &,7 F.571A5’/ 87*G,- 4*6-/*(A-*.+ .3 ,04/.506’-76
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@ @ 由表 % 可以看出，两种蛋白酶水解产物的相对
分子质量主要在 $ 444 以下（&43以上）!从重均相
对分子质量和数均相对分子质量的数值来看，随着

水解度的增大，两种相对分子质量都是不断减小，

而重均相对分子质量的减小幅度更大，所以分布宽
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度指数 !值随着水解度的增大而减小，同一水解度
的产物，!"#$"$%& 的 ! 值更小’ 这说明碱性蛋白酶
!"#$"$%&在较低的水解度就将蛋白质水解成长度比
较平均的肽键，而中性蛋白酶 !()’ *+, 一开始将蛋
白质水解成长短不一的肽键，但随着水解度的增

加，较长的肽键继续被水解成短的肽键，肽键的长

度趋于平均’即 !()’ *+, 的水解产物在较低的水解
度，相对分子质量分布较广，较高的水解度时，相对

分子质量分布趋于平均，而 !"#$"$%& 水解产物的相
对分子质量分布在较低的水解度时就比较均匀’通
过对酶解产物相对分子质量分布的分析，说明了两

种蛋白酶不同的水解方式，这与前面通过水解得率

分析所得到的结论是一致的’将不同水解度的大豆
活性肽产品的抗氧化性和 !-. 抑制活性与其相对
分子质量分布的情况相比较，可以看出，具有较高

抗氧化性的大豆活性肽相对分子质量在 ) /// 以上
的组分含量相对较高，具有较高 !-. 抑制活性的

大豆活性肽相对分子质量在 0// 1 2// 之间的组分
含量相对较高，这与参考文献的报道是一致的’

!" 结" 论

综上所述，实验所用的两种蛋白酶各个不同水

解度的大豆活性肽产品都有一定的抗氧化活性和

!-.抑制活性，活性大小由蛋白酶的种类和水解度
的大小决定’采用 !()’ *+, 酶水解的 34 5 )0 的产
品抗氧化活性最高，添加量为 2 67 8 69时使亚油酸
的氧化诱导期延长 0’ +0 倍，其相对分子质量分布
在 ) /// 以上的组分较多；采用 !"#$"$%& 酶水解的
34 5 ): 的产品 !-. 抑制活性最高，;-</为/’ )::
67 8 69，其相对分子质量分布在 0// 1 2// 之间的组
分较多’以上结论的得出，为大豆生理活性肽的进一
步分离、纯化和结构鉴定提供了一定的依据’
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