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摘要： 为了制备高活性的螺旋藻抗氧化肽，通过优化木瓜蛋白酶酶解条件，并结合超滤、凝胶过滤
层析等方法，从钝顶螺旋藻酶解液中分离、纯化抗氧化肽，并对其体外抗氧化活性进行研究。 结果
表明，木瓜蛋白酶酶解钝顶螺旋藻的最适工艺条件为：酶底比 1.6%、温度 60 ℃、水解时间 9 h、pH
7.0。相对分子质量范围为 0到 3 000的螺旋藻酶解液的抗氧化活性最高。该部分酶解液通过凝胶
层析纯化获得更高活性的螺旋藻抗氧化肽，其 DPPH·清除率、OH·清除率和总抗氧化能力分别相
当于质量浓度为（1.01±0.07）×10-2、（4.77±0.28）×10-1、（3.79±0.81）×10-2 mg/mL 的抗坏血酸溶液，从
而为螺旋藻抗氧化肽用于抗氧化功能食品和生物制药方面奠定基础。
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Abstract： In order to obtain antioxidative peptides from Spirulina platensis，this study was
performed to optimize the enzymatic hydrolysis process of Spirulina platensis by papain and to
purify antioxidant peptides from digests of Spirulina platensis by ultra-filtration and gel filtration
chromatography，and the antioxidative activity was also determined in vitro. The results indicated
that the optimum hydrolysis conditions of papain were given as follows：ratio of enzyme to substrate
1.6% ，temperature 60 ℃ ，hydrolysis time 9 h，pH 7. The hydrolysates with molecular weights
ranging from 0 to 3 000 had the most potent antioxidative activity. This fraction of the hydrolysate
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was purified by gel chromatography to obtain antioxidative peptides with higher activity. The DPPH
radical scavenging rate，hydroxyl radical scavenging rate and total antioxidant capacity of the
purified antioxidative peptides were equivalent to those of （1.01±0.07）×10-2 mg/mL，（4.77±0.28）×
10-1 mg/mL and （3.79±0.81）×10-2 mg/mL ascorbic acid solution respectively，suggesting that the
antioxidative peptides from Spirulina platensis possess high antioxidative activity.
Keywords： Spirulina platensis，bioactive peptide，enzymatic hydrolysis，antioxidation，in vitro
activity

众所周知，活性氧（Reactive Oxygen Species）如
羟基自由基、氢过氧自由基等，是人体代谢的产物
之一。ROS的增多会破坏 DNA、蛋白质，酶等细胞分
子，并导致癌症、心血管疾病和糖尿病等严重的疾
病[1]。 同样，油脂的氧化也会引起食品的腐败变质。
抗氧化剂通过抑制氧化酶的活性、消耗环境中的氧
以及提供氢原子来阻断活性氧和食品中油脂自动
氧化的连锁反应。

虽然许多人工合成抗氧化剂在相关疾病的防
治中得到广泛的使用，但是这些人工抑制剂如丁基
羟基茴香醚（BHA）和特丁基对苯二酚（TBHQ）等，
都无法避免地带有潜在的毒副作用。 食源性的蛋白
质水解物所含的多肽具有天然的抗氧化活性，易吸
收，而且没有人工合成抗氧化剂的副作用[2]。 鉴于天
然抗氧化肽的优势，近年来一些研究已经验证了不
同生物来源[3-5]的活性肽的抗氧化活性作用。

螺旋藻（Spirulina platensis）被誉为 21世纪人类
最理想的食品 [6]，其富含蛋白质、β-胡萝卜素、γ-亚
麻酸、维生素 E 等营养成分[7]。 同时，螺旋藻不仅包
括 8 种人体必需氨基酸，还是目前已知植物中螺旋
藻是蛋白质含量最高的一种 [6]，因此，螺旋藻是获得
天然活性肽的潜在宝贵资源。

作者通过对螺旋藻粉冻融， 超声等预处理，优
化木瓜蛋白酶解条件，并结合超滤、凝胶过滤层析
等方法，从钝顶螺旋藻的酶解液中分离、纯化得到
活性肽，并对其进行体外生物活性研究，从而为螺
旋藻抗氧化肽的开发和用于抗氧化功能食品和生
物制药方面奠定基础。

1.1 主要材料与仪器
钝顶螺旋藻： 北京林业大学螺旋藻研究所提

供；牛血清白蛋白、木瓜蛋白酶（纯度 99%）、L-半胱
氨酸（分析纯）、1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）

标准品（纯度 99%）、总抗氧化能力检测试剂盒：南

京建成生物工程研究所提供 ； 抗坏血酸 （纯度

99%）、无水乙醇、乙二胺四乙酸、氯化钠、无水硫酸

铜、氢氧化钠、三氯乙酸、2-氨基-2-（羟甲基）-1，3-
丙二醇（Tris）、盐酸、水杨酸、氨水均为分析纯。

WFZ752 型紫外分光光度计： 上海光谱仪器有

限公司产品；Heto PowerDry LL1500 冻干机：赛默飞

世尔科技（中国）有限公司产品；FA1604N 电子分析
天平： 上海精密仪器厂产品；Anke GL-20G-Ⅱ高速
冷冻离心机： 上海安亭科学仪器厂产品；DSY-2-8
电热恒温水浴锅：北京国华医疗器械厂产品；层析

柱：上海之信仪器有限公司产品。

1.2 方法

1.2.1 螺旋藻藻蓝蛋白的提取和质量分数测定

螺旋藻粉 20 g 悬浮在 160 mL 蒸馏水中， 在-18 ℃
下缓慢冷冻，然后在 25~30 ℃水浴解冻，反复 5 次，

再用超声波破碎 3 min，使藻蓝蛋白充分溶出。 在 6
000 g、4 ℃条件下离心 30 min，离心后去除沉淀，收

集蛋白上清液。

以牛血清白蛋白作为标准物， 采用 Bio-Rad
Protein Assay Kit 测定蛋白质质量分数[8]。 上清液通

过真空冷冻干燥，得到螺旋藻的蛋白粉，保存于 4℃。

1.2.2 螺旋藻藻蓝蛋白酶解条件优化 为了得到

较高的多肽浓度，确定木瓜蛋白酶水解螺旋藻藻蓝

蛋白的最佳条件，根据预备实验结果设计正交试验

方案，实验因素水平见表 1。
1.2.3 三氯乙酸（TCA）法测定多肽质量分数 参考

鲁伟等人[9]的方法进行测定。

材料与方法1
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表 1 正交试验因素水平表

Table 1 Factors and levels of the orthogonal experiment

1.2.4 超滤 在 30 mL 底物质量浓度为 2 g/dL 的
螺旋藻蛋白液中加入终浓度为 2.0 mmol/L 的乙二
胺四乙酸、5.0 mmol/L L-半胱氨酸、300 mmol/L 氯
化钠，并在 1.2.2得到的最佳酶解条件进行酶解。

将酶解液在 6 000 g、4 ℃条件下经截留相对分
子质量（MWCO）为 30 000 的超滤膜过滤去除酶等
大分子物质，然后滤液经过不同截留相对分子质量
（MWCO 10 000、3 000）的超滤膜在 4 ℃、6 000 g 下
超滤， 获得具有不同相对分子质量的滤液， 并按
1.2.5 中所介绍方法测定各部分滤液的体外抗氧化
活性，滤液真空冷冻干燥后在 4 ℃下保存。
1.2.5 抗氧化活性研究

1） 清除 DPPH 自由基能力 参考 Kim S Y 等
人[10]的方法进行测定。

2）清除羟基自由基能力 参考李超等人[11]的
方法进行测定。

3） 总抗氧化能力 参照总抗氧化能力检测试
剂盒 （南京建成生物工程研究所） 的操作说明，于
520 nm 处测定反应液的吸光度值，根据公式计算得
到待测样品的总抗氧化能力。
1.2.6 螺旋藻活性肽的纯化 具有最高抗氧化活
性的冻干粉溶解在 10 mL 10 mmol/L Tris-HCl（pH
7.0）中，经脱气及 0.22 μm Supor 膜过滤处理，然后
通 15/600 mm凝胶过滤柱分离。 流动相为 10 mmol/L
Tris-HCl（pH 7.0，包含 150 mmol/L NaCl），流量为
0.8 mL/min。 洗脱峰在 215 nm波长处进行检测并收
集，然后按 1.2.5中所介绍方法检测抗氧化活性。

2.1 螺旋藻蛋白质质量分数的测定结果
经 Bio-Rad Protein Assay 方法测定螺旋藻蛋白

质含量的标准曲线如图 1所示。 在稀释不同倍数的
样品中， 其中稀释 50 倍的螺旋藻蛋白液在 595 nm
处的吸收值为 0.369， 基本落在标准曲线的有效线
性范围。 因此，根据该样品计算得到螺旋藻的蛋白

质质量分数约为 56%。

图 1 Bio-Rad Protein Assay 标准曲线
Fig. 1 Standard curve of Bio-Rad Protein Assay

2.2 正交实验结果
木瓜蛋白酶水解的正交试验结果及方差分析

见表 2及表 3。
表 2 正交试验分析

Table 2 Analysis of the orthogonal experiment

表 3 正交试验方差分析

Table 3 Variance analysis for the orthogonal experiment

注：F0.01（2，18）=6.01，F0.05（2，18）=3.55

由正交试验方差分析可知，在 α=0.01 水平上，
A 因素（温度）的不同处理水平对指标影响显著；B

水平
因素

温度 A/℃ 酶底比 B/% 时间 C/h D pH

1 50 1.4 5 6

2 60 1.6 7 7

3 70 1.8 9 8

结果与分析2

试验号 A B C D
肽质量浓度/
（mg/mL）

1 1 1 1 1 47.42±1.210

2 1 2 2 2 57.86±1.32

3 1 3 3 3 53.12±1.14

4 2 1 2 3 65.42±0.98

5 2 2 3 1 74.86±1.36

6 2 3 1 2 67.12±1.17

7 3 1 3 2 50.78±1.28

8 3 2 1 3 49.45±1.48

9 3 3 2 1 45.81±1.09

K1 158.40 163.62 163.99 168.09

K2 207.40 182.17 169.09 175.76

K3 146.04 166.05 178.76 167.99

方差来源 平方和 L 自由度 f 均方 s2 F 值 P

A 351.05 2 175.52 31.13 <0.01

B 33.88 2 16.94 3.01 >0.05

C 18.76 2 9.38 1.66 >0.05

D 6.62 2 3.31 0.59 >0.05

e 101.49 18 5.64
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因素（酶底比）、C 因素（时间）和 D 因素（pH）的不同
处理水平对指标影响不显著。 确定各因素的主次关
系为 A>B>C>D，最优组合为 A2B2C3D2，即温度为 60
℃，酶质量分数 1.6%，时间为 9 h，pH为 7.0。
2.3 不同相对分子质量范围螺旋藻酶解液的抗氧
化活性

螺旋藻的木瓜蛋白酶水解液经超滤得到不同
分子量范围的酶解液。 如表 4 所示，相对分子质量
范围为 0 到 3 000 的酶解液具有最强的抗氧化活
性，表明该片段活性肽捕获自由基更容易 [12-13]，因此
选择该部分酶解液进行抗氧化肽的纯化。 各酶解液
的抗氧化肽得率按酶解前后 215 nm 处吸光度值的
比值确定， 从表 2 可知， 相对分子质量范围为 0
到3 000的酶解液的得率为（13.23±1.24）%。

表 4 螺旋藻木瓜蛋白水解液的抗氧化活性

Table 4 Antioxidative activities of the papain hydrolysates
of Spirulina platensis

2.4 抗氧化肽的纯化
相对分子质量范围为 0 到 3 000 的螺旋藻酶解

液经凝胶过滤柱分离，从图 2 可以看出，在 215 nm
处有 4个主要吸收峰（I~IV）。经 1.2.5中所介绍方法
检测抗氧化活性， 测得吸收峰 III 具有最强的抗氧
化活性。

图 2 木瓜蛋白水解液的凝胶色谱图（Sephadex G-15 层析
柱（1.6 cm × 60 cm））

Fig. 2 Gel filtration chromatogram of the papain
hydrolysates on a Sephadex G -15 column （1.6
cm × 60 cm）

图 3 DPPH·清除标准曲线
Fig. 3 Clearance curve of DPPH·

图 4 OH·清除标准曲线
Fig. 4 Clearance curve of OH·

图 5 总抗氧化能力标准曲线

Fig. 5 Total antioxidative capability curve

根据抗坏血酸标准曲线 ， 计算出清除 50%
DPPH 自由基所需的抗坏血酸溶液用量即为半数有
效量 IC50，得到 IC50（抗坏血酸）=18.36 μg/mL，而经
过凝胶层析得到螺旋藻活性肽（III 峰）原液（质量浓
度 C=0.104 2 mg/mL） 的 DPPH 自由基清除率为
（28.49±1.05）%，相当于（10.01±0.68） μg/mL 的抗坏
血酸溶液。

同理可知， 质量浓度为 0.104 2 mg/mL 螺旋藻
活性肽（III 峰）的清除羟基自由基清除率与（0.477±
0.028） mg/mL 的抗坏血酸相同， 螺旋藻活性肽（III
峰）原液的总抗氧化能力相当于该试剂盒条件下浓
度为（0.037 9±0.008 1） mg/mL的抗坏血酸溶液。

因此，螺旋藻活性肽比相同质量的浓度的米蛋
白短肽 [14]的抗氧化能力强，说明是一种具有较强抗
氧化活性的天然活性肽。 该天然活性肽具有营养丰

相对分
子质量

IC50/（mg/mL）

得率/%
OH·清除 DPPH·

清除
总抗氧化
能力

0~3 000 1.61±0.23 0.27±0.05 1.10±0.97 13.23±1.54

3 000~10 000 5.98±0.16 0.39±0.02 4.68±0.25 28.21±1.13

10 00~30 000 18.45±1.78 4.91±0.14 10.43±0.08 6.03±0.53
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富、易吸收、无毒副作用等特点，因而该活性肽具有
很好的应用前景。

木瓜蛋白酶水解的最适工艺条件为：酶质量分
数 1.6%、温度 60 ℃、水解时间 9 h、pH 7.0。 在最佳
木瓜蛋白酶优化工艺下，水解钝顶螺旋藻，通过超
滤得到不同相对分子质量范围的抗氧化肽混合液，
其中相对分子质量范围为 0 到 3 000 的酶解液活性

最高。
经过层析得到螺旋藻活性肽（III 峰）原液（C=

0.104 2 mg/mL）具有较强的抗氧化活性，其 DPPH·
清除率、OH·清除率和总抗氧化能力分别相当于质
量浓度为（1.01±0.07）×10-2 mg/mL、（4.77±0.28）×10-1

mg/mL和（3.79±0.81）×10-2 mg/mL 的抗坏血酸溶液。
小分子肽不但具有易吸收的特点，而且经肠胃消化
有良好的稳定性[15]，因此，该活性肽在保健食品和药
品中具有很好的应用前景。
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