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超滤法分离富集谷朊粉抗氧化活性肽

苏春燕, 朱科学* , 周惠明
(江南大学食品学院, 江苏 无锡 214122)

摘 要: 为了研究谷朊粉酶解产物中发挥抗氧化活性的肽片段, 采用截留不同相对分子质量的超

滤膜对谷朊粉酶解产物进行初步分离富集, 并通过测定各级多肽的亚铁离子螯合能力、对亚油酸

的自氧化抑制能力以及对 ABT S自由基的清除能力来评价其体外抗氧化能力。结果表明:抗氧化

能力由弱到强依次为:大于10 000< 10 000~ 5 000< 小于5 000。对于相对分子质量在5 000以下

的组分, 当质量浓度为0 2、0 4 mg / mL 时, 亚铁离子螯合能力是超滤前样品的 2倍左右;对亚油酸

自氧化的抑制能力在 36 h后比其它相对分子质量片段的组分效果明显;而当质量浓度为 4 mg/

mL 时, T EAC值达到 1 45 mmol/ L T rolox; 并且由高效液相色谱法对其相对分子质量进行分析

发现,小分子肽占了绝大部分,说明抗氧化肽主要集中在相对分子质量2 000以下。
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Preparation and Enrichment Antioxidant Peptides from

Wheat Gluten Hydrolysate using Ultrafiltration
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Abstract: In order to study the act ive fraction o f w heat g luten hydro lysates( WGH ) , WGH was

pr elim inary separ ated and purified by using differ ent MWCO o f the ult raf ilt ration membrane.

Dif ferent ant ioxidant assay s in vit ro such as ferrous ion chelating act iv ity, inhibit ion o f linoleic

acid emulsion perox idat ion and 2, 2 ' azinobis ( 3 ethy lbeno thiazoline 6 sulphonic acid )

diammonium salt ( ABT S) radical scaveng ing act ivity, w ere employed to evaluate the ant iox idant

act ivit ies of the obtained wheat gluten hydr olysate. It w as found that the ant io xidant act iv ity o f

the WGH can be arranged in the follow ing o rder: over 10KD< 10KD 5KD< below 5KD. For the

f ract ion w hich mo lecular w eight w as below 5KD, w hen the concentrat ion w as set at 0. 2 or 0. 4

mg / mL, the ferrous ion chelat ing act iv ity w as about as tw ice as the sample w hich w as not t reated

by ult rafilt rat ion; in the lino leic acid system, a longer induct ion t ime made a significant decrease

of lipid perox idation, especially af ter 36h, g aps began to w iden; and also when the concentrat ion

w as set at 4mg/ mL, the TEAC value w as up to 1. 45mmol/ L T rolox . And it w as found that

small mo lecular w eight pept ides accounted for the most by the high performance liquid

chromato graphy analysis o f it s molecular w eight , it show ed that ant io xidant pept ides



concentrated in the fo llow ing 2KD.
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氧化反应会导致食品品质下降, 如色、香、味和

质地, 抗氧化剂可以延缓食品贮藏期间的品质劣

变,延长食品的货架期。然而, 由于人们对合成抗

氧化剂安全方面的忧虑日益增加, 使得人们逐步开

始关注天然抗氧化剂的开发和应用 [ 1]。研究表明,

植物蛋白酶水解后会产生具有抗氧化功能的活性

肽,多种食用蛋白酶解液中已分离出具有生物活性

的抗氧化肽片段[ 2] , 抗氧化肽以其相对分子质量

小、易吸收、活性强等特点受到重视[ 3] ,谷朊粉酶解

产物已被证实具有抗氧化性 [ 4] , 但是酶解液中常含

有未水解的蛋白质、酶等大分子物质, 若能进一步

分离纯化则有利于提高抗氧化活性。目前分离纯

化的方法主要有凝胶层析和超滤等,凝胶层析法设

备简单,操作方便, 样品回收率高, 但处理量少、耗

时长,不适合工业化生产
[ 5]
。而超滤法由于可以按

膜的截留相对分子质量( MWCO)对物料进行分离,

用于蛋白质制品的纯化具有工艺流程短、耗用化学

试剂少等优点, 所以是较有前途的方法[ 6] 。

为了更确切地了解谷朊粉酶解产物发挥抗氧

化活性的片段及机理, 作者采用超滤分离技术对其

中所含的功效肽段进行分离富集, 以期为谷朊粉酶

解物的应用提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 材料与试剂

谷朊粉: 河南莲花味精有限公司产品; 碱性蛋

白酶 Alcalase 2. 4L: 诺维信酶制剂公司产品; 菲洛

嗪( ferrozine)、T rolox ( 6 hydroxy 2, 5, 7, 8 tet ra

methychr oman 2 carboxylic acid )、ABT S ( 2, 2

azinobis ( 3 ethylbenzo thiazoline 6 sulphonate) di

ammonium salt ) :色谱纯, Sigma公司产品;亚油酸:

安庆中创生物工程有限公司产品; 其他试剂如硫酸

亚铁、氢氧化钠、盐酸、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、铁

氰化钾、三氯乙酸、氯化铁、乙醇、硫氰酸氨、高硫酸

钾等,均为国产分析纯试剂。

1 2 仪器与设备

小型切向流超滤装置: 配有截留相对分子质量

分别为10 000、5 000的改良聚醚砜复合膜, 美国

Millipore公司制造; HH 4 数显恒温水浴锅: 江苏

省金坛市荣华仪器制造有限公司制造; PHS 3C 型

精密 pH 计:上海雷磁仪器厂制造; U V 2800紫外

可见分光光度计:上海 UN ICO仪器有限公司制造;

PL203分析天平: 梅特勒托利多公司制造; 超声波

药品处理机:济宁金百特工程机械有限公司制造;

冰箱:海尔电器制造;超低温冰箱:美国 T hermo 公

司制造;冷冻离心机: 日本日立公司制造;冷冻干燥

机: 德国 CHRIST 公司制造。

1 3 试验方法

1 3 1 谷朊粉基本成分分析 粗蛋白测定: 微量

凯氏定氮法( GB 5511 85) ;水分测定: 105 恒重法

( GB 5597 85 ) ; 灰分的测定: 550 灼烧法 ( GB

5505 85)。

1. 3. 2 谷朊粉的酶法水解工艺 底物质量浓度 2

g/ dL ,溶解介质为0 01 mol/ L 的NaOH 溶液, 连续

搅拌 20 min, 然后放入超声波反应器中, 在低频

( 25 1~ 25 5 KH z)作用下超声辅助酶解30 min,温

度为 50 ,酶解时 pH 调到 9 0, 加入质量分数 1%

的碱性蛋白酶 A lcalase 进行酶解 [ 7] , 反应过程中用

0 1 mo l/ L 的 NaOH 溶液维持 pH 值在 9 0 左右

( 0 1) ,酶解结束时将 pH 调到 7 0, 将烧杯置于

沸水浴中加热 10 min灭酶,冷却至室温, 以 10 000

r/ m in 转速冷冻离心 30 min, 取上清液冷冻干燥

备用。

1 3 3 谷朊粉酶解产物的超滤工艺 将冷冻干燥

的酶解产物用去离子水配成溶液, 先用滤纸真空抽

滤, 再用孔径 0 45 m 的微孔滤膜过滤, 最后采用

截留相对分子质量为10 000、5 000的超滤膜, 超滤

时将10 000的超滤膜的透过液作为5 000超滤膜的

起始液,收集浓缩和透过液, 分别冷冻干燥。测定

各相对分子质量段样品的抗氧化活性, 以此来确定

合适的截留相对分子质量的超滤膜。

1 3 4 抗氧化活性的测定

1) 螯合亚铁离子能力的测定:试验中先用微量

凯氏定氮法测出样品的粗蛋白质量分数,然后配出

蛋白质质量浓度分别为 0 2、0 4、0 6、0 8、1 0、1 2

mg / mL 的溶液,用于测亚铁螯合率。

0 05 mL、2 mmol/ L 的 FeCl2与 0 2 mL、5

mmol/ L 的 fer rozine 混合后会产生一种物质, 在

562 nm 处有强吸收。向其中添加 3 mL 稀释到一

定浓度的样品,由于 Fe
2+
被螯合, 溶液颜色发生变

化, 10 min 后在 562 nm 下读取吸光值。按以下公

式计算:
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螯合作用( %) = ( 1- (样品溶液的吸光值/空

白溶液的吸光值) ) 100% [ 8]

2) 对亚油酸自氧化的抑制作用: 取 0 4 mg/

mL 的样品溶液 0 5 mL,加入 2 0 mL 亚油酸乳化

液( 2 5 mL 亚油酸溶于 100 mL 95%的乙醇中) , 与

0 1 mol/ L pH 7 0的磷酸盐缓冲溶液 4 0 mL 在具

塞试管中混匀, 混匀后于 60 避光反应,每隔 12 h

测试一次。取 50 L 反应液,依次加入 4 mL 75%

的乙醇, 50 L 30%的硫氰酸铵和 50 L 20 mmol/

L 氯化亚铁(溶于 3 5% HCl) , 振荡混匀, 3 min 后

在 500 nm 波长下测定吸光值
[ 9]
。

3) ABTS + 自由基清除能力的测定: 按照

Kim 等 [ 10]的方法, 略有改动。

ABT S+ 自由基的制备:将 7 mmo l/ L ABTS

储备液和 2 45 mmo l/ L 高硫酸钾(最终浓度)混合,

在室温、避光的条件下静置过夜,形成 ABTS+ 自

由基储备液。使用前用 0 1 mol/ L 磷酸盐缓冲液

( pH 7 4)稀释成工作液, 使其在 734 nm 处的吸光

值为 0 70 0 02。

绘制标准曲线: 配制一系列浓度的 Tro lox 溶液

( 0~ 1 5 mmo l/ L )。40 L 不同浓度的 T rolo x 溶

液与 4 mL ABT S+ 工作液混合,反应 6 min后在

734 nm读取吸光值,以 T rolo x 溶液浓度为横坐标,

吸光度为纵坐标,绘制标准曲线。

ABT S+ 自由基清除能力测定: 40 L 消化液

与 4 mL ABTS + 工作液混合, 反应 6 m in 后在

734 nm读取吸光值。ABTS+ 自由基清除能力用

Trolox 等价抗氧化能力表示( TEAC, mmol/ L)。

1 3 5 谷朊粉酶解产物相对分子质量分布

1) 高效液相色谱: Waters600(配 2487 紫外检

测器和 M32工作站) ; 色谱柱: TSKgel2000 SWXL

300 mm 7 8 mm; 流动相:乙腈、水和三氟乙酸体

积比为 45 55 0 1; 检测 UV220 nm, 流速 0 5

mL/ min,柱温 30 。

2) 相对分子质量校正曲线所用标准品:细胞色

素 C(相对分子质量为 12 500) , 杆菌酶(相对分子

质量为 1450) , 乙氨酸- 乙氨酸- 酪氨酸- 精氨酸

(相对分子质量为 451) , 乙氨酸- 乙氨酸- 乙氨酸

(相对分子质量为 189)

2 结果与讨论

2 1 超滤对谷朊粉酶解产物螯合亚铁离子能力的

影响

过渡态金属如铁、铜是诱导多不饱和脂肪酸发

生脂质过氧化的催化剂, 尤其是 Fe2+ 是最具有影响

力, 因此螯合 Fe2+ 能力与抗氧化有密切的关系。菲

洛嗪能够与 Fe2+ 结合形成复合物, 在波长 562 nm

处具有强的吸收。如果酶解产物具有螯合 Fe
2+
作

用, 则形成的紫色复合物就会减少, A 562 nm就会减

少, 因此反应物的 A 562 nm较低, 表明酶解产物的螯合

铁离子的能力较强 [ 11]。

图 1 超滤对酶解产物螯合亚铁离子能力的影响

Fig. 1 Effect of ultraf iltration on ferrous ion chelating

activity of wheat gluten hydrolysate

由图 1可以看出, 不论是超滤前还是经过各种

不同截留相对分子质量的超滤膜处理过的样液, 当

其中蛋白质质量浓度在 0 2~ 1 2 mg/ mL 范围内

时, 亚铁离子螯合能力和浓度之间都呈现出良好的

量效关系,即随着质量浓度的增加, 亚铁离子螯合

能力也随之增加。并且可以看出, 酶解产物的抗氧

化性随着相对分子质量的变化而发生变化,呈现出

相对分子质量越小,亚铁离子的螯合能力越强的趋

势。当相对分子质量为大于10 000片段时, 亚铁离

子螯合能力远远小于未经过超滤处理的样液, 而相

对分子质量在5 000~ 10 000时亚铁离子螯合能力

略大于未超滤处理的样液, 在相对分子质量小于

5 000时,螯合能力都比未超滤处理的样液大得多。

小于5 000的肽段表现出很高的亚铁离子螯合能力,

当质量浓度为 0 2、0 4、0 6 mg/ mL 时, 亚铁离子

螯合能力是超滤前酶解产物的两倍, 即亚铁离子螯

合能力有显著提高。当质量浓度增加时,亚铁离子

螯合能力的增长速度趋于平缓, 但当质量浓度在

0 8、1 0 、1 2 mg / mL 时, 各个相对分子质量片段

的多肽都表现出很高的亚铁离子螯合能力,都维持

在 80%以上。说明经过5 000超滤膜处理后酶解物

的抗氧化活性得到很大的提高。

2 2 超滤对谷朊粉酶解产物抑制亚油酸自动氧化

作用的影响

脂质过氧化物对生物体内蛋白质、膜结构的破坏

会造成生物细胞的损伤。鉴于脂类的过氧化对人类

的健康和寿命的影响极大,研究谷朊粉酶解物防止脂

质过氧化能力具有重要意义[ 12] 。亚油酸乳化体系是
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用来检验抗氧化剂抗氧化作用最常用的方法,可部分

反映谷朊粉酶解物防止脂质过氧化的能力。

图 2 超滤对谷朊粉酶解产物对亚油酸氧化抑制作用

的影响

Fig. 2 Eff ect of ultraf iltration on linoleic acid autoxida

tion inhibition of wheat gluten hydrolysate

从图 2可以看出, 各个相对分子质量片段的多

肽在 500 nm 下的吸光值都比空白的小, 随着时间

的延长, 各组吸光值均呈现上升趋势, 其中空白样

更明显, 说明亚油酸自动氧化作用十分显著, 而各

相对分子质量片段多肽的吸光值虽然也有上升趋

势, 但上升的比较缓慢, 说明亚油酸的自氧化作用

受到了抑制。从图 2中也可以看出,对谷朊粉酶解

产物进行超滤处理得到的多肽对亚油酸的自氧化

抑制作用与相对分子质量大小有一定的关系。在

24 h内谷朊粉各相对分子质量片段多肽的吸光值

和空白基本上是同步的, 差别很小, 24 h后,吸光值

之间的差值开始增大, 表明谷朊粉各个相对分子质

量片段的多肽对亚油酸的自氧化都有不同程度的

抑制作用,总体来说, 相对分子质量越小的多肽对

亚油酸的自氧化抑制作用更强。相对分子质量在

10 000以上的多肽组分对亚油酸的自氧化抑制作用

小于 未 经 过 超 滤 处 理 的 谷 朊 粉 酶 解 物,

5 000~ 10 000的多肽对亚油酸的自氧化抑制作用

稍强于未经过超滤处理的样品, 相对分子质量在

5 000以下的多肽对亚油酸自氧化的抑制能力最强。

2 3 超滤对谷朊粉酶解产物 ABTS 自由基清除能

力的影响

脂质过氧化过程中会生成较多的自由基, 因而

会引发连锁反应,加速脂质的过氧化。抗氧化物质

能够清除这些自由基, 中断脂质过氧化的链反应,

从而达到抗氧化的目的[ 11] 。ABTS+ 是一种水溶

性自由基,抗氧化剂对自由基清除能力的强弱在一

定程度上反映了其抗氧化特点以及抗氧化能力的

强弱。

由图 3可知,当蛋白质质量浓度在 0 4 mg / mL

~ 4 mg/ mL 范围内时,各个片段多肽的 ABTS 自由

基清除能力都随着质量浓度的增加而增加。总体

来说,谷朊粉酶解产物的各个相对分子质量片段都

表现出很高的 ABT S自由基清除能力, T EA C值维

持在 0 34~ 1 45 mmol/ L T rolo x 之间, 而且发现

谷朊粉酶解产物各组分清除 ABT S 自由基清除能

力与相对分子质量大小密切相关, 相对分子质量越

低自由基清除能力越强,以质量浓度为 0 8 mg/ mL

时为例, 相对分子质量大于10 000、5 000~ 10 000、

小于5 000多肽的 T EAC值分别是 0 66、0 69、0 73

mmol/ L T ro lox。相对分子质量小于 5 000 的

ABT S 自由基清除能力尤为突出,当蛋白质质量浓

度为 4 0 mg/ mL 时,小于5 000的肽段的 TEAC 值

达到 1 45mmol/ L(以 Tr olox 计) ,所以谷朊粉抗氧

化肽的活性主要集中在低相对分子质量的范围内。

这是因为抗氧化活性肽含有能与自由基反应的特

殊基团即供氢基团,只有这些短肽的相对分子质量

适中, 供氢基团才能得到充分的暴露与自由基作

用, 表现出较强的抗氧化能力。

图 3 超滤对酶解产物螯合亚铁离子能力的影响

Fig. 3 Ef fect of ultrafiltration on the ABTS radical

scavenging activity of wheat gluten hydrolysate

2 4 超滤对谷朊粉酶解产物相对分子质量分布的

影响

以上已经得出经过5 000超滤膜处理后的谷朊

粉酶解物抗氧化活性最强, 进一步对它的相对分子

量分析, 以确认抗氧化活性与相对分子质量的关

系, 见图 4, 5。

超滤膜超滤处理前后谷朊粉酶解产物中相对

分子质量在 5 000以上的组分由 7 8% 减少至

2 78%,相对分子质量在 2 000~ 5 000的组分含量

由 11 07%减少至 6 41% ,相对分子质量在2 000以

下的组分含量由 81 12%提高至 90 81%。说明超

滤有效地去除了一些相对大分子质量的组分, 再由

以上抗氧化的研究发现5 000超滤膜处理后抗氧化

活性明显增强,进一步说明相对分子质量越小抗氧

化活性越强。
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图 4 未经过超滤处理过的谷朊粉酶解物的高效液相

分离图

Fig. 4 Chromatograms of wheat gluten hydrolysate sepa

rated by HPLC

3 结 语

选用10 000、5 000两种超滤膜对谷朊粉酶解产

物进行处理,超滤膜处理后谷朊粉酶解产物抗氧化

活性得到提高, 发现多肽的抗氧化性与相对分子质

图 5 5KD超滤膜处理后的谷朊粉酶解物的高效液相

分离图

Fig. 5 Chromatograms of wheat gluten hydrolysate trea

ted by ultraf iltratiom separated by HPLC

量大小有一定的关系, 一般相对分子质量越小抗氧

化性越强,相对分子质量在5 000以下的组分在亚铁

离子螯合能力、对亚油酸自氧化抑制作用以及对

ABT S自由基的清除能力方面都表现出最强的抗氧

化能力,所以在后续研究可以选用低相对分子截留

量的超滤膜对谷朊粉酶解产物进行分离富集。
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