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摘要!文章概述了贝类源抗氧化肽制备过程中蛋白酶解%

分离%纯化及鉴定的研究进展!基于抗氧化肽活性检测方

法及结构鉴定手段'重点分析一级结构对抗氧化机制的

影响!指出一级结构中氨基酸基团%亲疏水性%酸碱性%序

列及空间构象对抗氧化肽活性产生重要影响!并展望了

贝类源抗氧化肽在特殊食品及化妆品中的应用趋势&

关键词!贝类'酶解'抗氧化肽'分离纯化'构效关系
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生物体中活性氧!

@XW

#和活性氮!

@ZW

#作为在体内

发挥重要作用的自由基'参与细胞内信息传递过程'并可

防御病原体入侵+

"

,

(但过量的自由基会对
*ZF

-蛋白质

和膜等各种细胞组分造成氧化损伤(氧化损伤是导致人

体衰老和各种疾病如糖尿病-心脏病-中风-动脉硬化和

癌症等的重要因素+

&

,

(研究+

!

,表明'摄入一定量的抗氧

化剂能有效延缓衰老'预防或治疗相关疾病(同时'脂质

过氧化反应也是造成食品酸败的主要原因'不仅降低了

食物的营养价值'还会产生不良气味及一些有害物质+

+

,

(

抗氧化剂可通过转移氢原子或电子直接清除自由基'或

通过金属离子螯合作用'抑制自由基的形成'有效阻断脂

质过氧化的链式反应+

,

,

(合成抗氧化剂如二丁基羟基甲

苯!

QVP

#-叔丁基羟基茴香醚!

QVF

#和没食子酸丙酯

!

D\

#等'虽能有效清除自由基'但其潜在的副作用会对人

体产生危害'且成本较高-易产生污染+

#

,

(而天然抗氧化
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剂具有来源广泛-成本低且无毒副作用等优点'在越来越

多的行业中得到应用(

生物活性肽具备广泛活性'如抗氧化-抗病毒-抗肿

瘤-镇痛-神经保护-降高血压和免疫调节等+

$

,

(因此'以

生物活性肽作为天然抗氧化剂不仅可阻断有害的氧化反

应'还对人体有其他保护作用(

中国贝类产业发展迅猛+

%

,

'贝类及其加工副产物蛋

白质丰富'脂肪含量低'是获取天然抗氧化肽的重要原

料+

-

,

(酶解法制备抗氧化肽是目前较为广泛的方法+

"'

,

(

随着现代生物工程的发展'利用基因工程及发酵工程制

备贝类源抗氧化肽也取得了一定成果+

""

,

(本文综述了国

内外贝类及其副产物制备抗氧化肽的研究进展'以期对

贝类源新资源的高值化利用提供基础(

"

!

可控性酶解处理方法及优化
由贝类蛋白制备抗氧化肽通常有化学水解法-微生

物发酵法和酶解法等(化学水解法利用酸或碱降解蛋白

质获得活性肽'工艺简单-成本低'但水解进程不易控制'

而且酸碱易导致氨基酸或肽的结构受损'影响生物活性'

同时易造成环境问题使其应用受到限制+

"&

,

$微生物发酵

法指利用一定的微生物进行发酵'以此产生的酶能将蛋

白质水解从而获得活性肽'成本较低'但发酵周期长'生

成的产物复杂使得提纯过程困难+

"!

,

$酶解法生产肽类具

有成本低-条件温和-产品安全性高等优点'并且水解进

程易于控制'广泛应用于制备贝类源抗氧化肽(

蛋白质的酶促降解受诸多因素影响'使得水解产物

的氨基酸组成和分子量大小各异'进而影响肽的抗氧化

活性+

"+

,

(利用可控酶解技术研究蛋白酶品种-底物浓度-

酶用量-

N

V

值-酶解时间及酶解温度对酶解液水解度-得

肽率和抗氧化活性的影响'以获得最佳酶解工艺条件'能

高效制备抗氧化肽+

",

,

(图
"

所示为可控酶法制备贝类源

抗氧化肽的一般过程(

!!

制备贝类源抗氧化肽的酶解方式主要包括单酶酶

解-复合酶解和分段酶解(单酶酶解操作简单'酶解条件

易于控制'但因蛋白酶水解位点高度专一'很难达到预期

效果+

"$

,

(复合酶解指采用
&

种或
&

种以上蛋白酶按照一

定比例同时酶解底物'分段酶解指采用多种蛋白酶依次

酶解底物'与单酶酶解相比'这
&

种方法可有效提高酶解

效率'但酶解过程中需要控制的条件较多+

"%

,

(目前应用

于贝类源抗氧化肽生产的常见酶有"动物源蛋白酶'如胃

蛋白酶-胰蛋白酶-糜蛋白酶$植物源蛋白酶'如木瓜蛋白

酶-菠萝蛋白酶$微生物源蛋白酶'如枯草杆菌蛋白酶-蜡

样芽胞杆菌蛋白酶等(表
"

列出了利用海洋贝类及其副

产物源制备抗氧化肽的主要方法和结果(

!!

由于蛋白酶具有特定的酶切位点'同一底物经不同

蛋白酶酶解后'所得产物的抗氧化活性差异较大+

&$

,

(因

图
"

!

贝类及其副产品制备抗氧化肽的工艺流程-

"#
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此'在制备贝类源抗氧化肽时要根据原料及试验条件挑

选合适的蛋白酶'并研究出最佳酶解条件以获得较多高

抗氧化活性的肽(酶解结束后还需对酶解液进行分离-

纯化-富集及活性检测'以得到高纯度和高活性的抗氧化

肽'利于对发挥抗氧化活性组分的进一步研究(

&

!

肽的分离纯化
研究+

&%

,发现分子量较小的肽往往表现出更高的抗氧

化活性(如表
"

中所示'经不同贝类获得的抗氧化肽分

子量大多处于
+''

"

",''*1

(为获得具高抗氧化活性的

肽组分'需采用一定方法对酶解液中的小分子肽进行分

离富集'常用的分离技术包括超滤法-色谱法和色谱)质

谱联用技术(

超滤法常用于抗氧化肽的初步分离'即通过特定截

留分子量规格的多孔膜实现对酶解液的分级'如
[2

等+

&+

,

分别利用
!

'

,

'

"'S*1

的超滤膜对短颈蛤水解液进行分

离'得到具有不同分子质量范围的多个肽组分(超滤法

操作简单'无需添加其他化学试剂'但超滤过程中易出现

浓差极化使得分离不彻底'常采用色谱法对超滤后的组

分进一步纯化分离'有时也会同时采用两种方法以提高

分离效果+

&-

,

(

色谱法包括离子交换色谱法!

A.E

#-分子排阻色谱法

!

W.E

#以及反相高效液相色谱法!

@D/VD[E

#等(其中'

A.E

又分为阴离子交换色谱!

F.E

#和阳离子交换色谱

!

E.E

#'即以离子交换剂为固定相'依据流动相中的组分

与离子交换剂的结合力大小差别达到分离目的(

W.E

是

根据蛋白质和多肽的分子量大小不同'其通过填充柱中

的凝胶介质速度不同而实现分离浓缩的'常以
W;

N

61<;4

\/",

-

W;

N

61<;4\/&,

和
W;

N

61<;4\/,'

作为固定相(如

FB61

等+

&"

,用
!'b

的乙腈和
':"b

的三氟乙酸用作为洗

)!"

"

_J3:!,

$

ZJ:!
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脱液'用
W;

N

61<;4\/&,

柱分离了分子量为
"

"

,S*1

的

牡蛎酶解液组分'在
&"+70

处检测获得了吸收峰(

@D/

VD[E

分离效率高'通常为纯化抗氧化肽的最后一步(

体系由非极性固定相和极性流动相组成'常以
E

"%

作为固

定相'用乙腈或甲醇作为流动相'将洗脱馏分在特定波长

下进行检测'以得到具有最高活性的抗氧化肽组分(

G=

等+

&,

,获得
W.E

富集的抗氧化肽后'采用半制备
gJKR14

WQE

"%

柱'以超纯水-

':"b

三氟乙酸和甲醇为流动相'在

一定洗脱程序下获得了
,

组纯化的肽'测定各自的抗氧

化活性后选择活性最高的组分用于氨基酸序列测定(

色谱)质谱联用技术以其自动化和高效的特点'已

被广泛应用于抗氧化肽的分离纯化'如气相色谱)质谱

!

\E/?W

#-液相色谱)串联质谱!

[E/?W

*

?W

#-超高效液

相色谱)串联质谱!

D̂[E/?W

*

?W

#等(

^01

I

1

N

1KL1H62

等+

&'

,利用
W;

N

61<;4\/&,

凝胶柱获得牡蛎酶解液中抗氧

化活性最高的组分
),

后'运用
D̂[E/?W

对其进行分离

纯化'洗脱收集到的
$

个肽组分都能有效清除
*DDV

自

由基'其中清除活性最强的
!

个组分则经
/̀PX).WA

质

谱仪获得了分子量及氨基酸序列!见表
"

#(

Z;L;B

等+

!'

,

采用
D̂[E/?W

*

?W

纯化并鉴定了鲑鱼蛋白酶解液中的

十六肽
BH

N

/>"

的氨基酸序列'发现肽序列
P

I

K/DKJ

的氧自

由基吸收能力!

X@FE

#最强(将色谱)质谱联用技术运

用于分离及鉴定抗氧化肽不仅能达到更好的分离效果'

还能有效简化测序过程(

抗氧化肽的分离纯化方法多样'作为结构鉴定前必

不可少的一步'研究中应采用适当的分离纯化手段逐步

得到高纯度-高活性的抗氧化成分'以利于对其进行更深

入的研究(

表
"

!

海洋贝类及其副产物源抗氧化肽
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原料 酶名称 检测指标 分离纯化及鉴定 肽氨基酸序列
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蛋白酶

*DDV

.清除率

V

&

X

&

清除率

.

XV

清除率

W.E

D̂[E/?W

/̀PX).WA

[FZF]

!

,",:&-*1

#

DW[_\@DD_\][P[

!

"+!&:%-*1

#

_]_[[.VD_[

!

""+,:$,*1

#

牡蛎+

&"

, 木瓜蛋白酶

*DDV

.清除率

.

XV

清除率

);

!j还原力

)̂

W.E

@D/VD[E

[E/?W

*

?W

AWA\\̀ DF\@A_?

!

"&-%*1

#

贻贝+

&&

, 胃蛋白酶
*DDV

.清除率

氧化自由基吸收能力

E.E

@D/VD[E

PX)/[E

*

?W

*

?W

DAA_(G]

!

"''+:,$*1

#

)W__DWD]

!

%#':'-*1

#

贻贝+

&!

, 中性蛋白酶

*DDV

.清除率

.

XV

清除率

X

&

.

/

清除率

)̂

W.E

@D/VD[E

(DDF]

!

,$+*1

#

短颈蛤+

&+

, 胰蛋白酶
*DDV

.清除率

*ZF

损伤保护

)̂

W.E

@D/VD[E

\*..]

!

,$,:+,*1

#

合浦珠母贝+

&,

,

碱性蛋白酶
*DDV

.清除率

.

XV

清除率

X

&

/

.清除率

W.E

@D/VD[E

?W

\F\[D\]@.@

!

"'!-:!!*1

#

扇贝+

&#

, 木瓜蛋白酶

*DDV

.清除率

.

XV

清除率

);

&j螯合能力

)̂

W.E

VD[E

*

*""
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!

!

抗氧化肽活性检测及结构鉴定

!:"

!

抗氧化肽活性检测方法

!:":"

!

化学法检测评价
!

肽组分在分离纯化前'需检测

其抗氧化活性以筛选最佳产物'研究中常测定两种以上

指标相互验证以表征肽的体外抗氧化活性+

!"

,

(肽对各类

自由基如.

XV

-

X

&

.

U及
ZX

.等的清除力'最直接地反

映了其抗氧化活性$金属离子螯合能力'即肽与环境中的

金属离子螯合'降低或消除金属离子对生物细胞毒性危

害的能力+

!&

,

$还原力指肽提供氢原子或电子的能力'具有

较高还原力时供电子能力也越强+

!!

,

(此外'抗氧化肽的

脂质过氧化抑制力也是检测其氧化活性的一项重要指

标(机体内多不饱和脂肪中的碳碳双键!

E

$

E

#会降低

碳氢键的作用力'使氢原子易受自由基攻击'从而引起脂

质过氧化连锁反应'如图
&

所示(含疏水性氨基酸的抗

氧化肽因其具有较高的脂溶性'增强了与脂肪酸反应'有

效防止氢原子受到攻击'阻断脂质过氧化链式反应+

!+

,

(

但生物体内存在着复杂的氧化过程'在体外抗氧化活性

较强的肽在生物体内不一定具有同样的效果(因此'在

化学方法评价的基础上需进一步结合生物试验进行

评价+

!,

,

(

图
&

!

不饱和脂肪酸氧化过程图-

!+

.

)2

8

=K;&

!

DKJ>;BBJM=7B1H=K1H;<M1HH

I

1>2<J42<1H2J7

!:":&

!

生物试验评价
!

研究常用生物试验包括动物模型

评价-细胞系活性试验以及体内环境模拟试验等(

]20

等+

!#

,用木瓜蛋白酶酶解厚壳贻贝获得的匀浆液对小鼠进

行了
,'0

8

*!

S

8

.

<

#的灌胃试验'并检测了小鼠肝脏中超

氧化物歧化酶!

WX*

#的含量变化(与对照组相比'试验

组小鼠的
WX*

活性增加了
":,

倍'证明该酶解液具有强

的抗氧化活性(

E62

等+

&-

,对毛蛤的蛋白质水解产物的研

究中'首先以
*DDV

.-.

XV

-

X

U

&

.和
FQPW

j

.清除率

为指标中分离出具有较强自由基清除力的肽!

PK

N

/DKJ/

DKJ

#'然后利用该肽进行了细胞系活性检验(结果发现'

该肽段对
DE/!

-

*̂ /"+,

-

V/"&--

和
V;[1

细胞系具有较

强的细胞毒性'并显著改变了
DE/!

细胞的形态'可用于

消除氧化应激条件下产生的过量
@XW

'并预防大量自由

基引起的癌症(这一结果进一步证明了进行体内试验的

必要性(

!:&

!

肽的分子量及氨基酸序列测定

肽序列组成以及其氨基酸残基被认为是影响肽抗氧

化活性的重要因素+

!$

,

(液相色谱)质谱联用技术!

[E/

?W

*

?W

#是鉴定多肽序列和分子量的常用方法'通常配

备电喷雾电离源!

.WA

#-联用混合四级杆飞行时间质谱仪

!

/̀PX)01BB

#或三重四极杆)线性离子阱质谱仪对纯

化的抗氧化肽进行精确测序和分子量测定'与蛋白质测

序仪的联用可提高测序结果的精准性+

&"

,

(此外'埃德曼

降解法!

.<017<;

8

K1<1H2J7

#也可用于测定肽的氨基酸序

列'从蛋白质或多肽氨基末端进行分析(因为此法是以

异硫氰酸苯酯对
#/

端氨基的修饰为基础'当
#/

端被其

他化学基团所封闭时需要先去除这些基团才能进行测

序'且无法得到序列的分子量'有一定的局限性+

!%

,

(

E62

等+

&-

,对毛蛤分离纯化后所得的抗氧化肽段测序'得其序

列为
PK

N

/DKJ/DKJ

$

]3;;S1

I

12

等+

!-

,分别从虾酱水体液得

到具有抗氧化作用的肽段'经鉴定的序列为
PK

N

/DKJ

'如

图
!

所示(

X7

8

J72;K01

等+

+'

,也提出
PK

N

/DKJ

具有二肽

基肽酶!

*DD/A_

#抑制活性(

V;KK125

等+

+"

,也发现含有氨

基酸色氨酸
PK

N

的小分子肽能够提供电子以达到消除阳

离子的作用'特别是
FQPW

自由基(

图
!

!

具有抗氧化活性的氨基酸序列

)2

8

=K;!

!

F7H2J42<17H1>H2L2H

I

JMH6;1027J1>2<

B;

T

=;7>;

!!

鉴定具有抗氧化活性肽段的分子量和氨基酸序列'

不仅对抗氧化肽构效关系的深层研究具有重要意义'同

时对于天然抗氧化肽的体外合成有一定的参考价值'借

助这一方法也为合成高活性抗氧化肽能指出新的发展

方向(

+

!

抗氧化肽构效研究
多肽一级结构中氨基酸所含基团-亲疏水性-酸碱性

及序列'空间构象都会对抗氧化肽活性产生影响(理解

结构)活性关系!

WF@

#有助于预测肽中潜在的抗氧化活

性物质'开发新的高活性抗氧化肽+

+&

,

(

!""

"

_J3:!,

$

ZJ:!

杨锡洪等!贝类源抗氧化肽研究进展



+:"

!

一级结构氨基酸组成和序列

氨基酸组成和序列是影响肽抗氧化活性的重要因

素+

+!

,

(表
"

给出了近年来部分贝类源抗氧化肽的氨基酸

组成与序列'可以看出'这些抗氧化肽的氨基酸序列间同

源性甚微'或因其制备原料-水解酶和酶解方式不同造

成(研究+

++

,发现'大部分抗氧化性强的肽除含有
DKJ

-

V2B

-

P

I

K

-

PK

N

-

?;H

和
E

I

B

等疏水性氨基酸之外'其
#

端

还常含有疏水性残基(抗氧化肽中疏水性氨基酸的脂肪

烃侧链使其与自由基更易结合'增强肽与多不饱和脂肪

酸的反应'从而延缓脂质的过氧化进程+

+,

,

(因此'疏水性

氨基酸是影响肽抗氧化活性的重要因素(

\20q7;5

等+

+#

,

研究了
!

种具有相同分子量的肽"

\D[\[[\)[\D/

[\[W

-

\DX\XX\)X\DX\XW

和
\DX\XX\)[\/

DX\XW

'发现其中疏水性最强的
\D[\[[\)[\D[\[W

抗氧化活性也最强'进一步证实了疏水性与肽段的抗氧

化活性的关联性较强(含组氨酸的肽可通过供氢-捕获

脂质过氧自由基或利用咪唑基团的金属离子螯合作用发

挥其抗氧化作用+

+$

,

$肽中的芳香族氨基酸残基!如酪氨

酸-色氨酸和苯丙氨酸#可以向缺电子自由基提供质子从

而表现抗氧化性+

+%

,

(

G=

等+

+-

,从扇贝雌性性腺中分离出

&

种 分 子 量 相 似 的 肽
V?W(

!

,!# *1

#和
D.FW(

!

,#,*1

#'通过对其抗氧化活性的比较证明了该观点(

此外'在对一些具有脂质过氧化性的贝类源结构鉴

定时发现'该类肽具有两亲性(两亲性肽能够存在于

油)水界面'有效猝灭亚油酸乳液体系的水相和油相中

的自由基'从而使肽具有抗氧化活性+

+#

,

(肽的亲脂性和

亲水性氨基酸残基可共同作用'促进其与疏水性靶标的

结合'从而激发肽的总体抗氧化活性+

!+

,

(

以
W=;HB=71

等+

++

,从酪蛋白水解物中分离出的抗氧

化肽
P

I

K/D6;/P

I

K/DKJ/\3=/[;=

为例'如图
+

所示'

#

端

多为疏水性氨基酸!如
_13

-

[;=

等#'在细胞膜水油层界

面处'疏水氨基酸有利于抗氧化肽直接进入细胞质进行

@XW

清除反应$

E

端的
E

I

B

含易结合自由基!如
@XX@

-

@XX

. -

@

. -

VX

.等#结合的巯基'从而终止自由基链

式反应+

+!

,

'发挥抗氧化作用(

图
+

!

两亲性抗氧化肽作用机理-

+!

.

)2

8

=K;+

!

F0

N

62

N

1H62>17H2J42<17H

N

;

N

H2<;0;>6172B0

JM1>H2J7

+:&

!

空间构象影响

多肽的空间构象!二级结构-二硫键等#也会影响肽

的抗氧化活性(

W=;HB=71

等+

++

,利用虾肌肉蛋白得到可抑

制亚油酸过氧化的肽段
A]]

-

)]]

和
)A]]

'但将相同浓

度的氨基酸混合却无抗氧化活性'说明肽键及多肽的结

构对抗氧化活性起重要作用(

E6;7

等+

,'

,在对合成肽进

行研究时发现'含有组氨酸的人工合成短肽在其单独存

在时'并不具有抗氧化能力'则在一定程度上说明'肽的

抗氧化性是所有短肽在一定空间结构上的协同作用产生

的(此外'韦绪芹等+

,"

,认为'通过人工合成贝类抗氧化肽

的氨基酸序列'采用插入-替换或剔除的方法对肽空间构

象进行修饰也会影响其抗氧化活性(

,

!

结论与展望
作为一种天然活性物质'贝类源抗氧化肽的安全性

高-毒副作用小'在生物学-医学和食品科学领域发挥重

要作用'但目前相关研究中仍存在一些问题"酶解法无法

制得单一活性肽'且其富集-纯化过程耗时较长$活性结

构序列测定繁琐复杂'成本高$抗氧化肽构效关系仍待进

一步验证$活性位点的分布及其作用机理-贝类源抗氧化

肽与其他抗氧化剂之间是否存在协同或拮抗作用等问题

都值得深入研究(

除抗氧化性外'贝类源肽还具有抗菌性-光保护性和

抗光老化活性等其他生物活性'因此被认为是开发药用

化妆品的更安全的选择(尽管贝类源抗氧化肽在医学-

食品-化妆品等行业的应用潜力很大'但目前多数研究仅

处于试验阶段'需要进一步研究其商业化发展的安全性(

此外'通过开发一些补充剂'进一步提高贝类源抗氧化肽

的生物利用率和组织再生功效'增加其应用潜力'也是一

个具有前景的研究方向(
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欧盟修订裂壶藻油作为新食品原料的使用名称和规格

!!

据欧盟官方公报消息'

!

月
""

日'欧盟委员会发布

欧盟法规!

.̂

#

&'"-

*

!%$

'修订来自裂壶藻!

W>625J>6

I

/

HK2=0B

N

:

#

FPEEDPFU-#-,

菌株的裂壶藻油作为新

食品原料的使用名称和规格(主要修订内容如下"

在欧盟委员会实施细则!

.̂

#

&'"$

*

&+$'

建立的授

权新食品原料清单中的%裂壶藻油&条目中'新食品原

料来源菌株名称修订为%

W>625J>6

I

HK2=0B

N

:

!

FPEE

DPFU-#-,

#

J23

&$新增裂壶藻油的规格要求'规定了壶

藻油作为新食品原料的过氧化值-反式脂肪酸等指标

要求以及在含有它的食品标签上名称应为%

X23MKJ0

H6;02>KJ13

8

1;W>625J>6

I

HK2=0B

N

:

&的标签要求等(

该法规自官方公报发布之日起
&'

日生效(

!来源"

6HH

N

"**

7;OB:MJJ<01H;:7;H

#

$""

研究进展
F*_FZE.W

总第
&'-

期
"

&'"-

年
!

月
"


