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牡蛎功能短肽的制备及567抑制活性

于 娅!!杨瑞金!!王 璋

!江南大学 食品学院"江苏 无锡!-$#"2#

摘!要!以新鲜无壳牡蛎为原料!采用酶水解的方法制备牡蛎短肽!经89:;+<9=>/-3分离!并用

?@A6测定其相对分子质量分布!通过 ?@A6法定量马尿酸测定各组分的567"血管紧张素转化

酶#抑制活性$结果表明!牡蛎水解液中相对分子质量较大和较小部分的 567抑制活性偏低!只

有相对分子质量在一定范围内的短肽!对567具有较好的抑制作用!质量浓度为#($BC%BA的

牡蛎功能短肽的567抑制率为3-($D(
关键词!牡蛎功能短肽$567抑制活性$抑制率
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!!牡 蛎 是 著 名 的 海 洋 产 品%牡 蛎 肉 不 仅 营 养 丰

富%而且药食兼用%自古就有’清肺补心%滋阴养血(
之功效)-*(牡蛎功能短肽是经处理的新鲜无壳牡蛎

的酶解产物%是由相对分子质量小且具有很高活性

的小肽分子组 成(按 干 物 质 计%牡 蛎 中 蛋 白 质 质 量

分数为3#D左右%且含有丰富的营养物质%在日本

素有’海的玄 米(之 称%在 欧 美 亦 有’W9+BJ’[(之 佳

誉)!*(对牡蛎的利用%我国也以直接食用为主%而保

健品 或 疗 效 品 的 开 发 刚 刚 兴 起%远 远 落 后 于 日

本)"*(因此%充分利用牡蛎开发新的保健品%具有重

要意义(
海洋天然活性物质是现代生物学研究热点%而
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天然海洋活 性 肽 是 海 洋 活 性 物 质 研 究 的 重 要 组 成

部分(牡蛎是 一 种 高 营 养 价 值 的 贝 类!也 是 一 种 很

有药用价值的海洋生物!所起到的药用价值和保健

功能不仅在中医药领域得到推崇!近些年来同样受

到国内外一些学者的重视(国内外都曾报道了牡蛎

体内的抗菌肽"特异蛋白质和酶类的分离纯化和结

构分析!但目前对牡蛎降血压活性物质的分离研究

尚很缺乏(
作者应用分离得到的牡蛎天然活性肽!研究其

对567#血管紧张转化酶$的抑制活性(采用新鲜无

壳牡蛎为原料!用微生物蛋白酶将原料中的蛋白质

水解成 短 肽!利 用89:;+<9=>/-3进 行 分 离!并 且

测定不同组分的 567抑制活性!得到具有 较 高 活

性的短肽!并用 ?@A6测定了牡蛎功能短肽的相对

分子质量分布(

B!材料与方法

BCB!实验材料

新鲜无壳牡蛎%市售&89:;+<9=>/-3#葡聚糖凝

胶$%WJCB+公司产品&碱性蛋白酶#5’O+’+W9$%)&V&
公司生产&血管紧张素转化酶#567$和马尿酰组氨

酰亮氨酸#;J::I,S’/A/?JW/A/A9I$%WJCB+公司产&
其他试剂均为分析纯(
BCD!实验方法

B(D(B!脱脂牡蛎粉的制备

-$牡蛎干粉的制备

新鲜 牡 蛎"打 浆"冷 冻 干 燥"磨 碎"牡 蛎

干粉

!$牡蛎脱脂工艺’$!3(

牡蛎干粉"加石油醚浸泡"抽滤

###########$ %%
反复多次

"风干

!!最终得到脱脂牡蛎粉(
B(D(D!牡 蛎 肽 的 制 备!取0#C脱 脂 牡 蛎 粉!加

0##BA水!加 碱 性 蛋 白 酶 5’O+’+W9!于2#\!:?
0(3下恒 温 水 解 一 定 时 间(在 水 解 过 程 中 不 断 加

)+X?以保持反应液:?值恒定(牡蛎蛋白的水解

度#]?$可以根据消耗的碱量进行控制(
]?^水解肽键数)总肽键数

根据下式计算]?’2(%

]?D^!_‘"Z‘-)!‘-)#:‘-)$T&T
式中%!_ 为滴 定 所 消 耗 的 碱 体 积#BA$&" 为

碱液浓度#B&’)A$&#: 为水解反应中蛋白质总质量

#C$&!为氨基的解离度&$T&T为每克底物蛋白质中的

肽键总数!取0(#(

本实验通过:?/WT+T法控制]?为!#D!酶解

完成后!将水解液加热至.#!-##\灭酶-#BJL!
然后将其离心#"###,)BJL$-3BJL得到上清液!将
上清液喷雾干燥后得到黄色粉末(
B(D(E!牡蛎肽的分离纯化!选择-(2OB‘-##OB
的89:;+<9=>/-3凝 胶 柱!加!BA样 液!用#(-
B&’)A!:?$(#的醋酸/醋酸钠缓冲液进行洗脱!保
持洗脱液体积流量为!-("BA);!用Q?00#!/!紫

外检测仪在!!#LB检测吸收物质!用"#34型便携

式记录仪记录检测结果(
B(D(F! 牡蛎功能短肽的567抑制活性的测定!
实验方法见参考文献’4!.((
B(D(G!牡蛎功能短肽的相对分子质量分布测定!
在 柱 温 "# \!体 积 流 量 为 #(3 BA)BJL 下 用

R8aC9-!###8M1A"##BB‘4(0BB色谱柱!在

检测波长!!#LB下 测 定!其 中 流 动 相 为!#乙 腈$

b!#水$b!#三氟乙酸$̂ $3b33b#(-
样品制备%吸取样品!BA置于-#BA容量瓶

中!用流动相 稀 释 至 刻 度!用 微 孔 过 滤 膜 过 滤 后 供

进样(

D!结果与讨论

DCB!脱脂条件的选择

按干物质计!牡蛎中含有质量分数为-#D的脂

肪(脂肪的存 在 会 对 产 品 的 风 味"色 泽 等 产 生 不 良

的影响!且易造成水解液的浑浊(为了消除这些不

良影响!作者 采 用 了 有 机 溶 剂 浸 提 法(为 了 最 大 程

度的保持原有牡蛎蛋白的性质!选择的浸提温度为

"3\!有机溶剂 为 石 油 醚(在 保 证 脂 肪 含 量 降 到 一

定程度的前提下!尽可能的降低费用(脱脂次数研

究结果!见表-(
表B!牡蛎干粉经石油醚的脱脂结果

H&?CB!I.3$.&/+%3$./#’0/"(8.0$"’.#J.04.$0$.&$J.%0"(04.

6$1"1/0.$8"A6.$/

浸泡次数 原脂肪质量分数)D 浸提后脂肪质量分数)D

-次 .(0! 2(#!

!次 .(0! "(-0

"次 .(0! #(.4

!!从表-可看出!牡蛎粉经 石 油 醚 浸 提"次 后!
脂肪质量分数降到-D以下!达到脱脂要求!得到脱

脂牡蛎粉(
DCD!酶水解条件选择

酶法制备蛋白水解物大多采用蛋白水解酶(为
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了能获得相对分子质量较小的牡蛎肽混合物!作者

选择了 一 种 作 用 范 围 很 广 的 食 品 级 碱 性 蛋 白 酶

"5’O+’+W9#(此 酶 最 适 :? 值 为0(3!最 适 温 度 为

2#\(在确定酶反应的最适 温 度 和:? 值 后!在 同

一体系中每千克牡蛎脱脂粉选择不同的酶量!其对

反应水解能力的影响见图-(

图B!不同加酶量对牡蛎蛋白水解度的影响

:+3CB!H4..((.;0"(.%K1J.&J"#%0/"%04.IL"("1/M

0.$8$"0.+%/

!!图-表明!在所需水解度为!#D的情况下!考

虑其经济性!得到最适宜条件为每千克脱脂牡蛎粉

加酶量-0G!反应$;(
DCE!牡蛎肽的分离纯化

鉴于食物蛋白质经酶解后产生的567抑制肽

的相 对 分 子 质 量 一 般 在-3##以 下$-#%!可 以 用

89:;+<9=>/-3凝胶色谱!根据相对分子 质 量 大 小!
达到分离目的!结果见图!(

图D!牡蛎肽的凝胶过滤图谱

:+3CD!N.’(+’0$&0+"%;4$"J&0"3$&831"(04."1/0.$8.8M

0+6./

!!凝 胶 材 料&W9:;+<9=>/-3’柱 尺 寸&-(2OB‘
-##OB’体积流量&!-("#BA(;’分步收集体积&3
BA(管(

其中标样谷胱甘肽"相对分子质量"#"#的洗脱

体积为-"#("BA!酪氨酸"相对分子质量-0##的洗

脱体积为!#"BA(由图!看出!牡蛎肽得到了较好

的分 离(经 碱 性 蛋 白 酶 5’O+’+W9作 用 后 水 解 度 为

!#D的酶解产物中!肽的相对分子质量分布较为广

泛(其中 含 有 一 部 分 相 对 分 子 质 量 较 大 的 肽 及 在

!!#LB 有 吸 收 的 未 被 显 著 水 解 的 蛋 白 质 类 组 分

"组分-#)游离氨基酸及相对分子质量较小的肽"组

分3#(
DCF!牡蛎功能短肽的<=>抑制活性

降血压肽通 过 抑 制 人 体 中 血 管 紧 张 素 转 换 酶

的活性而达 到 降 血 压 作 用(567是 肾"血 管 紧 张

素系统中对调节血压起重要作用的酶!它通过去除

血管紧张素"的 碳 末 端 ?JW/A9I生 成 有 血 管 收 缩

活性的血管紧 张 素#!同 时 使 舒 缓 激 肽 失 活!引 起

血压升高$-#!-!%(
原料蛋白质 经 酶 解 反 应 后 生 成 了 众 多 的 短 肽

和游离氨基酸!其中只有一部分短肽具有降血压活

性(由于动物 实 验 费 用 昂 贵!因 此 建 立 一 套 体 外 测

定降 血 压 肽 活 性 的 实 验 方 案 尤 为 重 要(567 在

"4\!:?0("的条件 下 催 化 分 解 血 管 紧 张 素c的

模 拟 物 ?J::I,S’/A/?JWTJ<S’/A/A9IOJL9*??A+产

生马尿酸!该物质 在 紫 外!!0LB处 具 有 特 征 吸 收

峰’当加入567抑制剂时567对 ??A的催化分

解作 用 受 到 抑 制!马 尿 酸 的 生 成 量 减 少(通 过

?@A6测定加入 抑 制 剂 前 后 所 生 成 马 尿 酸 的 量 即

可算出抑制 活 性 的 大 小(567抑 制 活 性 根 据 下 式

计算&
样品的567活 性 抑 制 率^"对 照 的 马 尿 酸 峰

值d样品的马尿酸峰值#(对照的马尿酸峰值

测定 牡 蛎 短 肽 经89:;+<9=>/-3分 离 后 各 组

分的567抑制活性!见表!(
表D!各组分质量浓度OCFJ3!J2的<=>抑制活性

H&?CD!H4.<=>&;0+-+01+%4+?+0"$1;&8&?+’+01"(04..&;43$"#8

组分 抑制率(D

- !"(!

! $0(2

" $4($

$ 30("

3 !-(-

!!由表!可看出!组分-和组分3对 567的 抑

制作用较低’而 组 分!!"!$为 牡 蛎 功 能 短 肽 分 子!
具有很 强 的 567抑 制 活 性(因 此!通 过89:;+<9=
>/-3!除去567抑制活性低的大分子和小分子!得

到了具有高567抑制活性的牡蛎功能短肽(
DCG!牡蛎功能短肽的相对分子质量分布

-3!第!期 于 娅等!牡蛎功能短肽的制备及567抑制活性
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图"为各标 样 的 相 对 分 子 质 量 对 数 与 各 标 样

经 ?@A6的洗脱时间的关系曲线!由图可知二者呈

很好的相关性!回归方程为

’C", 4̂(!"d#(!"0%(
式中!%为洗脱时间"", 为相对分子质量

图E!各标样的相对分子质量对数!’3!$"与 各 标 样 经

L72=的洗脱时间的关系曲线

:+3CE!P.’&0+"%?.0A..%’3!$"(04./0&%6.$6/&J8’./
&%604.0+J.?1L72=

!!图$!3!2为 牡 蛎 功 能 短 肽#即 组 分!!"!$$的

?@A6图谱!并根据回归方程计算出了各峰处对应

的相对分子质量(
!!由图$!3!2可知!组分!主要分布在相对分子

质量在30"!!-#的!个 峰 之 间!组 分"主 要 分 布

在相对分子质量在2#!!-!!的几个峰之间!组分$
主要分布在相对分子质量为!#!!.4的!个 峰 之

间(由此可见!牡 蛎 功 能 短 肽 的 各 主 要 组 分 主 要 分

布在相对分子 质 量 为!#!!2#!之 间!即 牡 蛎 功 能

短肽主要由!肽到3肽的短肽组成(组分!!"!$还

可能含相对分子质量较小的且在!!#LB有吸收的

非肽和非氨基酸类物质(

图F!牡 蛎 肽 经 凝 胶 过 滤 色 谱 分 离 得 到 的 组 分D的

L72=图谱

:+3CF!L72=;4$"J&0"3$&J"(04.3$"#8D/.8&$&0.6?1
3.’(+’0$&0+"%;4$"J&0"3$&831

图G!牡 蛎 肽 经 凝 胶 过 滤 色 谱 分 离 得 到 的 组 分E的

L72=图谱

:+3CG!L72=;4$"J&0"3$&J"(04.3$"#8E/.8&$&0.6?1
3.’(+’0$&0+"%;4$"J&0"3$&831

图Q!牡 蛎 肽 经 凝 胶 过 滤 色 谱 分 离 得 到 的 组 分F的

L72=图谱

:+3CQ!L72=;4$"J&0"3$&J"(04.3$"#8F/.8&$&0.6?1

3.’(+’0$&0+"%;4$"J&0"3$&831

E!结!论

用碱 性 蛋 白 酶 5’O+’+W9将 牡 蛎 蛋 白 水 解 成 为

牡蛎短肽!并通过89:;+<9=>/-3得到了具有一定

567抑制活性 的 牡 蛎 功 能 短 肽(抑 制 作 用 的 强 弱

与短肽的相对分子质量有关!相对分子质量较大和

较小的部分抑制率均较低!当相对分子质量在!#!
!2#!之间!即大致为!肽到3肽的牡蛎短肽具有

很强的567抑制活性(
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生中下部竹叶!!!(-6"(这说明不同竹种和同一竹

种不同竹龄的竹叶维生素4的含 量 和 类 型 存 在 一

定的差异#因此在给大熊猫投放饲料时对此应有所

考虑(
维生素4又名抗坏血酸#其结构为2碳的酸性

多羟基化合物#在 体 内 既 可 成 为 供 氢 体#又 可 作 为

受氢体#与细 胞 内 的 氧 化 还 原 过 程 关 系 密 切#在 参

与呼吸链和能量代谢#促进铁和叶酸还原而影响造

血#通过羟化酶促进胶原蛋白合成#以及抗氧化$抗

衰老#提高机 体 免 疫 力 等 方 面 均 有 着 重 要 作 用(竹

子作为大熊猫的主要食物#其中各种营养素的水平

与大熊猫的生长发育密切相关#而且与野生大熊猫

相比#圈养大熊猫对竹子的种类和部位的选择性较

低(因此深入系统地研究圈养大熊猫的食物成分和

膳食结构#对于合理投放饲料及添加营养素有指导

性意义(
本研究结果显示#淡竹上部竹叶的维生素4相

对富集#并且竹子生长期 长 短 对 维 生 素4含 量$还

原型和总维生素4的比例有一定的影响%箬竹和淡

竹竹叶中所测定的总维生素4含量无明显差别#箬
竹竹叶还原型维生素4低 于 淡 竹(通 过 本 次 研 究#
初步了解到箬竹和淡竹竹叶中维生素4的含量#为
进一步深入研究大熊猫的营养结构#以及人工饲养

大熊猫更好的科学配制膳食提供了实验依据(
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