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摘要： 以卵白蛋白为原料，采用胃蛋白酶和胰蛋白酶复合水解，对其水解产物进行体外抑菌试

验， 并利用A咬KTA蛋白纯化系统、 透析及 RP-HPLC 分离得到 2 个具有抗菌活性的组分 F21 和
F22。 考察了 2 种组分对大肠杆菌细胞膜渗透性和细胞膜完整性的影响，及其 DPPH·自由基清
除能力。 50 μg/mL的 F21和 F22 组分对大肠杆菌分别具有 84.6%和 22.5%的抑菌率，对金黄色
葡萄球菌分别具有 53.3%和 29.6%的抑菌率。 半乳糖苷酶释放法和流式细胞仪分析结果表明，2
种产物均能破坏大肠杆菌细胞膜渗透性和细胞膜完整性。 此外，F21 和 F22 组分均具有抗氧化
能力，能有效清除 DPPH·自由基，当质量浓度为 2.0 mg/mL 时，两者 DPPH·清除率接近于 1.0
mg/mL GSH的 DPPH·清除效果。 卵白蛋白水解产物可作为抗菌剂和抗氧化剂加以深度开发利用。
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Abstract： Ovalbumin hydrolyzate was prepared by pepsin and trypsin hydrolysis. Two hydrolyzate

fractions with antibacterial activity F21 and F22，were separated by A咬 KTA protein purification
systems，dialysis，and RP-HPLC. The effects of F21 and F22 on cell membrane permeability and
membrane integrity and their DPPH o radical scavenging ability were also investigated. The
inhibition rates of 50 μg/mL of F21 and F22 on Escherichia coli were 84.6% and 22.5%
respectively，and the inhibition rates on Staphylococcus aureus were 53.3% and 29.6% .
Galactosidase release and flow cytometry analysis showed that the two fractions could destroy
Escherichia coli cell membrane permeability and membrane integrity. In addition，they could
effectively scavenge DPPH o radical. When the concentrations were 2.0 mg/mL，the DPPH o radical
scavenging abilities of the two fractions were close to the scavenging ability of 1.0 mg/mL GSH. As
a result，ovalbumin hydrolysate could be used as antibacterial agents and antioxidants in further
exploitation.
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卵白蛋白（ovalbumin）是卵清中的一 种 磷 酸 糖

蛋白质，其质量分数占卵清蛋白的 54%左右[1]。 其由

386 个氨基酸残基组成，相对分子质量约为 45 000，
等电点为 4.5[2]。 卵白蛋白具有典型的蛋白质胶凝、
乳化和起泡等功能特性，在食品加工中赋予食品各

种风味、质地和口感等感官特性。 长期以来，卵白蛋

白的研究主要集中于其结构、功能特性和致敏性等

相关领域。 除膳食营养作用和作为胚胎发育中氨基

酸来源之一以外，卵白蛋白的生理活性尚未受到广

泛关注。
因全球范围内细菌耐药性的增强和合成食品

防腐剂的潜在危害，抗菌肽作为一种新型抗菌剂受

到国内外研究者的广泛关注。 抗菌肽（Antibacterial
peptides，AMPs）， 又 称 肽 类 抗 生 素 （peptide
antibiotics）， 是一类具有广谱抗菌活性的小分子短

肽，是生物天然免疫防御系统的重要组成部分。 抗

菌肽具有不同于传统抗生素的杀菌机制，不易产生

病原菌耐药性和交叉抗性，具有多重生物活性。 此

外，抗菌肽有较好的酸碱稳定性、热稳定性和低温

贮藏稳定性， 在实际应用中具有独特的使用特性，
可用于医药、食品、饲料加工业等领域，具有极大的

开发应用前景[3]。 目前，抗菌肽的制备方法主要包括

直接提取、化学合成、基因工程和酶水解。 酶水解法

具有安全性高、产量大、条件温和、成本较低、操作

简便等优点，故有望实现工业化规模性生产。
众多食物蛋白质经过酶解后，可以释放出一系

列易吸收并具有抗菌、抗氧化、降血压、抗凝血、抗

肿瘤、促进矿物质吸收、促进 DNA 合成等多种生理

活性的多肽 [4]。 为深入了解卵白蛋白酶解产物的生

理活性及开发新型生物活性肽，本实验中采用胃蛋

白酶、胰蛋白酶复合水解卵白蛋白，并对其抗菌活

性组分进行分离纯化，评价其抗菌活性、细菌细胞

膜损伤性特性及抗氧化活性，旨在提高卵白蛋白的

综合利用水平和效益。

1.1 材料与试剂

卵白蛋白，实验室自制（纯度 92.6%）。
胃蛋白酶（≥400 U/mg），Sigma 公司产品；胰蛋

白 酶（≥50 000 U/g）、营 养 琼 脂（BR）、鱼 粉 蛋 白 胨

（BR）、牛肉浸膏（BR）、氯化钠（分析纯）、葡萄糖（分

析纯），国药集团产品；GENMED 半乳糖苷酶释放法

细菌膜损伤荧光检测试剂盒，上海杰美基因公司产

品；碘化丙锭，Aladdin 公司产品。
大肠杆菌 Escherichia coli ATCC 25922、金黄色

葡萄球菌 Staphylococcus aureus ATCC 25923， 由江

南大学食品学院提供。
1.2 仪器与设备

YXQ-LS-SH 全 自 动 立 式 电 热 压 力 蒸 汽 灭 菌

锅， 上海博讯实业有限公司医疗设备厂制造；SW-
CJ-1FD 超净工作台， 苏净集团苏州安泰空气技术

有限公司制造；SPX-150 C 型恒温恒湿培养箱，上

海 博 讯 实 业 有 限 公 司 医 疗 设 备 厂 制 造；Free Zone
2.5 型 冷 冻 干 燥 机 ， 美 国 Labconco 公 司 制 造 ；
FORMA 702 型 超 低 温 冰 箱，美 国 Thermo Scientific
公 司 制 造；A咬 KTA 蛋白质纯化系统，瑞典 Amersham
Bioscience Co 制 造 ；HPLC 色 谱 系 统 ，Agilent
Technologies 公司制造；M5 酶标仪， 美国 Molecular
Devices 公司制造；FACSCalibur 流式细胞仪， 美国

Becton Dickinson 公司制造。
1.3 试验方法

1.3.1 卵白蛋白水解液的制备 配制质量分数 5%
卵白蛋白悬浊液，用 1 mol/L HCl 调 pH 至 2.0，搅拌

加入 1%质量分数胃蛋白酶，37 ℃反应 5 h， 反应过

程中以 1 mol/L HCl 维持 pH 值恒定。 采用 1 mol/L
NaOH 调 pH 至 8.0 终止胃蛋白酶水解反应。 搅拌加

入 2%质量分数胰蛋白酶，37 ℃反应 8 h， 反应过程

中以 1 mol/L NaOH 维持 pH 值恒定。 反应结束后，
反应物沸水浴加热 10 min 钝化蛋白酶， 调 pH 至

7.0。 反应物离心 15 min（4 500 g，4 ℃），上清液冻干

备用。
1.3.2 卵白蛋白水解物抑菌性质的测定

1）抑菌能力测定：指示菌大肠杆菌、金黄葡萄

球菌 37 ℃培养至对数期，制成 105 CFU/mL 菌悬液，
均匀涂布至营养琼脂培养基上。 直径 6 mm 的灭菌

滤纸片分别浸泡于 2 mg/mL 卵白蛋白水解液和生

理盐水对照溶液中， 取出置于含菌平板上，37 ℃培

养箱倒置培养 18 h， 每种指示菌重复操作 3 个平

材料与方法1
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板 。 培 养 结 束 后 测 定 滤 纸 片 的 抑 菌 圈 直 径 大 小

（mm）。
2） 抑菌率的测定： 灭菌 96 孔板中依次加入

100 μL 液 体 培 养 基、100 μL 活 化 菌 悬 液 和 50 μL
蛋白水解产物（50 μg/mL），37 ℃培养 18 h。 生理盐

水代替蛋白水解液作为对照。 混匀后置于 37 ℃恒

温培养箱中培养 18 h，酶标仪测定 OD600 值[5]。 抑菌

率按式（1）计算。

抑菌率= A0-A
A0

×100% （1）

式（1）中，A0 为对照的 OD600， A 为样品的 OD600。
1.3.3 卵白蛋白水解液相对分子质量分布的测定
卵白蛋白水解物配成溶液，经 0.22 μm 滤膜过滤后

采用 HPLC（TSKgel 2000 SWXL 柱：300 mm×7.8 mm）
测定卵白蛋白水解液相对分子质量分布。 色谱条件

为：柱温 30 ℃，流动相为乙腈/水/三氟乙酸（体积比

45∶55∶0.1），体积流量 0.5 mL/min，紫外检测波长为

220 nm。
1.3.4 卵白蛋白水解物的分离纯化 首 先 采 用

A咬 KTA 蛋白质纯化系统 （GE Healthcare Superdex TM

Superdex peptide 10/300 GL 型凝胶柱） 对卵白蛋白

水解物进行粗分。 分别采用 2 个柱体积的 20%乙

醇、超纯水、0.02 mol/L 磷酸盐缓冲液（pH 7.0）溶液

对凝胶柱进行洗脱平衡。蛋白水解物配成 10 mg/mL
溶 液 ， 经 0.22 μm 滤 膜 过 滤 后 上 样 （0.5 mL）。
0.05 mol/L HCl 以 0.5 mL/min 体积流量洗脱 2 个柱

体积。 检测波长 220 nm，自动收集器收集吸各峰组

分，100 Da 透析袋透析并冷冻干燥。 冻干粉复溶检

测抗菌率。 由凝胶柱分离得到抗菌组分，配成 2 mg/mL
的 溶 液 ， 经 0.22 μm 滤 膜 过 滤 后 采 用 RP-HPLC
（Kromasil C18 柱：250 mm×10 mm）分离。 色谱条件

为：柱温 25 ℃，流动相（A：0.1%（体积分数） 三氟乙

酸溶液；B： 含 0.1%三氟乙酸的体积分数 80%乙腈

溶 液 ）体 积 流 量 0.5 mL/min，梯 度 洗 脱 （30 min 内

0%~100% B）。 紫外检测波长为 215 nm。 手动收集

各吸收峰，冻干、复溶并检测其抗菌率。
1.3.5 半乳糖苷酶释放法测定卵白蛋白水解物对
细菌细胞内膜渗透性的影响 采用半乳糖苷酶释

放法测定卵白蛋白水解物对大肠杆菌细胞膜渗透

性的影响。 实验采用 GENMED 半乳糖苷酶释放法

细菌膜损伤荧光检测试剂盒，按说明书操作。 以无菌

生理盐水为对照。 实验重复 3 次，数据取其平均值。

1.3.6 流式细胞仪测定卵白蛋白水解物对细菌细
胞膜完整性的影响 取培养至对数生长后期的待

测大肠杆菌菌液，加入 100 μg/mL 的卵白蛋白水解

物，对照组加生理盐水，37 ℃培养 4 h。 离心洗涤样

品，菌体用生理盐水悬浮，调整菌浓度为 106 CFU/
mL。 加入碘化丙啶（PI）染液至终质量浓度为 50 μg/
mL，37 ℃避光孵育 30 min 后离心，双蒸水洗去多余

的 PI 并用 1 mL 双蒸水重悬，流式细胞仪检测 PI 着

染阳性细菌数[6]。
1.3.7 卵白蛋白水解物的 DPPH·自由基清除能力
分别配制卵白蛋白水解物溶液为 0.1~2.0 mg/mL。向

96 孔 板 中 分 别 加 入 50 μL 蛋 白 水 解 物 溶 液 和

150 μL DPPH·甲醇溶液（0.1 mmol/L），轻微振荡混

匀，室温避光反应 30 min。 517 nm 下测定样品吸光

值。 以甲醇代替卵白蛋白水解物为空白对照。 质量

分数 0.5%原始卵白蛋白悬浊液 3 000 g 离心 5 min，
还原型谷胱甘肽作为参考对照，其余操作同上[7]。 每

个 样 品 重 复 测 定 3 次，DPPH·自 由 基 清 除 率 以 式

（2）计算：

DPPH·清除率＝ Ac-As

Ac
×100% （2）

式（2）中，Ac 为空白对照的 OD517， As 为样品的 OD517。

2.1 卵白蛋白水解物的抗菌作用

由图 1 可见，卵白蛋白经水解后对大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌都具有抗菌活性，而原始卵白蛋白

对两种指示菌均无抗菌活性。 说明无抗菌活性的母

体蛋白卵白蛋白经胃蛋白酶、胰蛋白酶复合水解后

可释放出抗菌片段。 且相同浓度的卵白蛋白水解物

对大肠杆菌的抑菌圈直径大于对金黄色葡萄球菌

的，表明其对大肠杆菌的抑菌活性大于对金黄色葡

萄球菌的抑菌活性。

结果与分析2
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图 1 卵白蛋白（1）及其水解液（2）对大肠杆菌和金黄色葡萄

球菌的抑菌能力

Fig. 1 Antibacterial activities of ovalbumin hydrolysate
against Escherichia coli and Staphylococcus aureus

2.2 卵白蛋白水解物相对分子质量分布

为在后续试验中选择合适的分离系统和分离

柱，对卵白蛋白水解产物的相对分子质量分布进行

了考察。 由图 2 和表 1 可见，其相对分子质量大多

分布在 6 000 以下， 相对分子质量在 1 000 以下的

组分占到了 50%以上。

图 2 卵白蛋白水解产物的相对分子质量分布图

Fig. 2 Relative molecular weigh distribution of ovalbumin
hydrolysate

说明该水解物中含有大量的 2～50 个氨基酸残

基组成的肽类。 这与其他研究者认为抗菌肽是由 50
个以下氨基酸组成的小分子肽类物质的观点相一

致[8]。

以上结果表明，蛋白水解物的抗菌活性与相对

分子质量分布有关。
2.3 卵白蛋白水解物的分离纯化

因抗菌肽的相对分子质量多为 6 000 以下，故

采用分离范围为相对分子质量 100~7 000 的 10/300
GL 型凝胶柱对卵白蛋白水解物进行分离。 卵白蛋

白水解物的洗脱图谱如图 3 所示，收集各洗脱峰冻

干复溶并测定抗菌活性，仅发现峰 2（F2 组分，图中

箭头所示）具有抗菌活性。 将 F2 经 RP-HPLC 再次

分离，收集各洗脱部分并测定抑菌率（图 4）。 抑菌率

试验结果表明，50 μg/mL 的 F21 和 F22 组分对大肠

杆菌分别具有 84.6%和 22.5%的抑菌率， 对金黄色

葡萄球菌分别具有 53.3%和 29.6%的抑菌率。

图 3 A咬KTA 蛋白纯化系统分离卵白蛋白水解物洗脱图谱

Fig. 3 Elution profile of ovalbumin hydrolysate separated

with A咬KTA protein liquid chromatography

表 1 卵白蛋白水解产物的相对分子质量分布计算

Table 1 Relative molecular weigh distribution of ovalbumin hydrolysate

组分 数均相对分子质量 Mn 重均相对分子质量 Mw 峰值相对分子质量 MP 峰面积 百分比/%

1 6 621 7 285 5 019 1 920 662 4.02

2 3 741 3 826 2 982 3 716 290 7.77

3 2 391 2 426 1 987 4 040 802 8.45

4 1 373 1 427 1 261 8 822 390 18.44

5 685 708 654 13 157 996 27.51

6 285 302 282 13 735 779 28.72

7 74 105 182 2 440 440 5.10
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图 4 RP-HPLC 分离卵白蛋白水解物 F2 洗脱图谱

Fig. 4 Elution profile of F2 separated with RP-HPLC

2.4 卵白蛋白水解物对大肠杆菌细胞膜渗透性的

影响

β-半乳糖苷酶（β-galactosidase）为一种细菌内

源性酶，仅当细菌细胞膜受到损害时才从胞内释放

出细菌外[9]。 试验中采用甲基伞形酮酰 β-D-半乳糖

苷酸 （4-Methylumbelliferyl-β-D-galactoside） 作为

β-半乳糖苷酶的底物。 水解产生的甲基伞形酮具有

蓝色荧光，吸收峰是 365 nm，而散射峰是 460 nm，
因此可以作为一种荧光检测信号来评价细菌细胞

膜损伤程度。从图 5 可以看出，卵白蛋白水解物 F21
和 F22 作用于大肠杆菌后， 溶液的荧光强度增加，
说明 F21 和 F22 引起大肠杆菌膜透性增加， 导致

β-半乳糖苷酶的释放量增大。 荧光强度的变化 5 h
后趋于平缓，且相同时间内 F21 对膜透性的影响大

于 F22。细胞膜是具有高度选择性的渗透性膜，胞膜

透性增加，导致细胞内物质溢出胞外，最终引起细

菌死亡。

图 5 卵白蛋白水解物组分 F21 和 F22 对 大 肠 杆 菌 细 胞 膜

渗透性的影响

Fig. 5 Effect of ovalbumin hydrolysate fraction F21 and
F22 on membrane permeabilization of E. coli

以上结果表明，卵白蛋白水解物 F21 和 F22 使

大肠杆菌细胞膜透性发生改变， 引起胞内物质外

流，从而发挥抑菌作用。

2.5 卵白蛋白水解物对细菌细胞膜完整性的影响

碘 化 丙 锭（propidine iodide，PI）是 阳 离 子 核 酸

荧光染料，不能进入活细胞的完整细胞膜，但却能

穿过破损的细胞膜而对细胞核染色。 当细菌细胞膜

受损，荧光强度会随进入细胞内的 PI 增多而增强，
因此细菌发出荧光信号的强弱反映了其细胞膜受

损伤的程度[10]。 由图 6 可见，与对照组相比，卵白蛋

白水解物处理后大肠杆菌的 PI 阳性染色细胞数均

增多。 卵白蛋白水解物处理前的大肠杆菌 PI 染色

率为 0.15%，见图 6（a）；F21 处理 4 h 后，大肠杆菌

染色细胞数增加到 72.54%，见图 6（b）；F22 处理 4
h 后，PI 染色细胞数为 7.42%，见图 6（c）。

图 6 PI 流入 F21 和 F22 处理后的大肠杆菌流式分析结果

Fig. 6 Flow cytometric analysis of Escherichia coli ATCC
25922 cells labeled with PI （a） and cells treated
with ovalbumin hydrolysates fraction F21 and
F22F21（b） and F22 （c）
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相同处理时间下，F21 处理后的大肠杆菌的 PI
阳性染色细胞数大于 F22 处理后的菌体的， 这与

2.3 中得到的两者抑菌率结果一致。 由此可知卵白

蛋白水解物可以破坏细菌细胞膜的完整性。
2.6 卵白蛋白水解物的 DPPH·自由基清除能力

众多蛋白水解片段具有多重生物活性， 如抗

菌、抗氧化、降血压、降胆固醇、抗癌等。 为验证已分

离出的具有抗菌作用的卵白蛋白水解片段 F21 和

F22 是否具有其他活性， 实 验 中 也 考 察 了 F21 和

F22 的 DPPH·清除能力。 DPPH·自由基含单电子，
在 517 nm 波长处有强烈吸收。 当存在自由基清除

物时，其在该波长下的吸光值会减小[11]。试验以 GSH
为对照，考察了 F21 和 F22 对 DPPH·清除能力的影

响。 图 7 表明，在 0.1~2.0 mg/mL 质量浓度范围内，
卵白蛋白水解物对 DPPH·清除能力均随质量浓度

的增大而增大。质量浓度低于 2.0 mg/mL 时，相同质

量浓度的 F22 的 DPPH·清除能力高于 F21 的。当质

量浓度增加至 2.0 mg/mL 时，两者 DPPH·清除率相

当， 接近于 1.0 mg/mL GSH 的 DPPH·清除效果，表

现出较强的 DPPH·清除能力。
试验中也考察了质量分数 0.5%原始卵白蛋白

悬浊液上清液的 DPPH·清除能力，仅为 17.0%。 因

此， 卵白蛋白经酶解后使其抗氧化活性大大提高，
其酶解片段同时具有抗菌活性和抗氧化活性。

为探明蛋白酶解产物的生理活性，作者采用胃

蛋白酶、胰蛋白酶复合水解卵白蛋白，通过A咬 KTA 蛋

白质纯化系统、 透析及 RP-HPLC 得到 2 个具有抗

菌活性的水解产物组分 F21 和 F22， 测定了其对大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌率，相同质量浓度

的 F21 对大肠杆菌的抑菌率高于 F22 的，而对金黄

色葡萄球菌的抑菌率低于 F22 的。 半乳糖苷酶释放

法和流式细胞仪分析结果表明，2 种产物均能破坏

大肠杆菌细胞膜渗透性和细胞膜完整性，说明细菌

细胞膜可能是其发挥抗菌性能的作用位点之一。 此

外，2 种产物组分均能清除 DPPH·自由基。 因此，卵

白蛋白水解产物在食品、医药等方面具有广阔的应

用前景。

图 7 卵白蛋白水解物组分 F21 和 F22 的 DPPH·自由基清

除能力

Fig. 7 DPPH free radical scavenging abilities of
ovalbumin hydrolysate fraction F21 and F22

结 语3
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美国加州拟规定含糖饮料加注“有害健康”标志

美国加州 13 日提出一项议案，要求在碳酸饮料和其他含糖饮料上添加“含糖饮料有害健康”的警示标签，如

果获得通过，加州将成为美国第一个采取该措施的州。

据美国媒体 14 日报道，这项议案要求在所有每 12 盎司（约 340 克）热量在 75 卡路里以上的含甜味剂的饮

料，包装正面应加上警示性标签。 警示标签内容拟为：“加利福尼亚州安全警告：饮用添加糖分的饮料可引发肥胖

症、糖尿病及蛀牙。 ”

提出这项议案的加州议员威廉姆斯·蒙宁说，这些警示语由一个全国营养和公共卫生专家小组提出。蒙宁说，

大量研究结果显示，饮用含糖饮料与上述健康问题相关。 加注相关警示的目的，就是让消费者有权获知摄取含糖

饮料对健康的影响。 “这是一个公共健康流行病，它夺走的生命比枪支暴力更多，”他说。

这一提案得到了加州医学会和加州公共卫生宣传中心等机构的支持。此外，加州非洲裔和拉丁裔等少数族裔

的一些组织也表示赞成，称少数族裔中普遍存在大量摄取含糖饮料并出现相关健康问题的现象。

在美国，17%的 2 至 19 岁儿童和青少年，以及 30%的成年人患有肥胖症。 目前，加州已禁止在公立学校销售

碳酸饮料和垃圾食品。

不过，对含糖饮料加注危害健康的标签必将对含糖饮料生产和销售造成冲击，因此这项提案也面临来自该行

业的阻力。

［信息来源］国家食品质量监督检验中心（上 海）. 美 国 加 州 拟 规 定 含 糖 饮 料 加 注“有 害 健 康”标 志 [EB/OL].
(2014-2-21). http://www.fqs.net.cn/dynamicDetail.aspx?id=3186.

欧盟批准酪氨酸作为饲料添加剂

据欧盟网站消息，2 月 5 日欧盟发布（EU）No101/2014 号法规，批准酪氨酸（L-tyrosine ）作为饲料添加剂。

欧盟食品安全局收到 1 份申请，请求将酪氨酸作为饲料添加剂使用。经过相应评估，欧盟食品安全局认为，酪

氨酸对动物、人体健康和环境无不利影响。 因此，欧盟委员会批准了这项申请。

酪氨酸是一种含有酚羟基的芳香族极性 α 氨基酸。 L-酪氨酸是组成蛋白质的 20 种氨基酸中的一种，是哺乳

动物的必需氨基酸，又是生酮和生糖氨基酸。

［信息来源］ 食品伙伴网. 欧盟批准酪氨酸作为饲料添加剂 [EB/OL]. (2014-2-19). http://news.foodmate.net/
2014/02/257371.html.
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