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摘要!采用超滤&大孔树脂&凝胶过滤色谱和半制备液相

色谱对中华圆田螺肉的酶解液进行分离纯化"以
.aa2

自由基清除率&

1SV)

自由基清除率&铁离子还原能力

!

,'1a

$&氧自由基吸收能力!

-'1(

$为指标"制备抗氧

化肽"并通过小鼠体内抗氧化酶活性及
0.1

生成量进行

测定试验#结果表明(分子质量
'

#I.<

部位的抗氧化活

性最强"分离出的混合物抗氧化肽纯度达到
$"Y

#体外

抗氧化活性显示"该抗氧化肽的
.aa2

自由基清除率&

1SV)

自由基清除率&

-'1(

均为最高"且
-'1(

与谷胱

甘肽相比效果无显著差异!

a

9

"A"&

$"通过小鼠体内抗氧

化酶及
0.1

增加值的测定显示"除
\)2:ag

外"试验组

与谷胱甘肽阳性对照组无显著差异!

a

9

"A"&

$"说明试验

所获得的抗氧化肽具有和谷胱甘肽相当的抗氧化活性"

具有深层的开发利用价值#

关键词!中华圆田螺'肉'肽'抗氧化'体内外活性
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中华圆田螺俗名田螺$香螺#属软体动物门腹足纲田

螺科圆田螺属/

#

0

#广泛分布于稻田$湖泊$沼泽$河流$小

溪等处#是淡水螺中较大型的食用螺/

!

0

%田螺肉丰腴红

腻#味道鲜美#营养丰富#每
#""

E

内含蛋白质
#%A!

E

$脂

肪
"A7

E

#还有磷$钙$铁$

Z

S

以及丰富的
Z

1

等#是典型的

高蛋白$低脂肪的天然保健食品/
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明#中华圆田螺肉富含人体必需的
%

种氨基酸#必需氨基

酸占总氨基酸的比例均在
6&Y

左右#与
_2-

.

,1-

模式

推荐的模式)

6&A6%Y

+接近%

氧化应激是指机体内产生过多活性氧簇)

'-)

+自由

基#超出机体清除能力#导致体内氧化系统与抗氧化系统

失衡/

+

0

%而体内氧化还原状态失衡与慢性代谢性疾病#

如心脑血管疾病$糖尿病$类风湿性关节炎和癌症发生$

发展等/

&X7

0有关%目前#中华圆田螺资源开发集中在普

通食品及饲料行业#杨丽丽等/

#

0已发现中华圆田螺抗菌

肽对人体肺腺癌细胞
1&+$

细胞的生长抑制作用#但对其

他生物活性尤其是抗氧化活性的研究开发尚未见报道%

试验拟在前期研究的基础上#通过碱性蛋白酶$胰蛋

白酶进行双酶酶解制备中华圆田螺肽#采用超滤$大孔树

脂$葡聚糖凝胶色谱和半制备液相色谱对其进行分离纯

化#以
#

#

#:

二苯基
:!:

苦基肼)

.aa2

+自由基清除率$

!

#

!

7

:

联氮
:

二)

6:

乙基
:

苯并噻唑
:7:

磺酸+二铵盐)

1SV)

+自由基

清除率$铁离子还原能力)

,'1a

+$氧化自由基吸收能力

)

-'1(

+为指标#进行活性追踪#制备获得活性较高的抗

氧化肽#并通过小鼠体内抗氧化酶及
0.1

增加值的测定

验证其体内抗氧化活性%

#

!

材料与方法

#A#

!

材料与仪器

#A#A#

!

材料与试剂

中华圆田螺*山东省济宁市微山湖田螺养殖场,

胰蛋白酶$碱性蛋白酶*

#A"h#"

&

]

.

E

#上海源叶生物

科技有限公司,

昆明种封闭群小白鼠*动物合格证号
)(g8

)鲁+

!"#W:""##

#雌雄各半#济南朋悦实验动物繁育有限公司,

谷胱甘肽过氧化物酶)

\)2:ag

+试剂盒$总超氧化物

歧化酶)

V:)-.

+

*>=N<

试剂盒$微量丙二醛)

0.1

+测定试

剂盒)

VS1

法+$总抗氧化能力)

V:1-(

+测试盒$过氧化

氢酶)

(1V

+试剂盒*武汉纯度生物科技有限公司,

偶氮二异丁脒盐酸盐)

11a2

+*美国
)HBC;<

公司,

荧光素钠)

,>MCOHNBH=D!4<

+$

1SV)

$

.aa2

*美国

)=

E

;<

公司,

!

#

+

#

7:

三吡啶基三嗪)

VaVe

+$还原型谷胱甘肽$水

溶性
Z

*

*北京
)C><OK=C

公司,

超滤管*

#"""

#

6""".<

#美国
0=>>=

Q

COH

公司,

葡聚糖凝*

)H

Q

G<LHT\:#"

型#北京
)C><OK=C

公司,

大孔树脂*

.1!"#:(

型#上海源叶生物科技有限

公司%

#A#A!

!

仪器设备

电脑自动部分收集器*

S):##"

型#上海精科实业

公司,

高速组织捣碎机*

`̀:!

型#上海谷宁实业有限公司,

膜分离设备*

#%#!

型#杭州瑞纳膜工程有限公司,

精密增力电动搅拌器*

`̀:#

型#江苏省金坛市宏华仪

器厂,

冷冻干燥机*

,.:#1:&"

型#北京博医康实验仪器有

限公司,

半制备液相色谱系统*

b(:!"1

型#日本岛津株式

会社,

紫外-可见分光光度计*

]Z:#%""

型#日本岛津株式

会社,

分析天平*

g)#"&

型#瑞士
0HFF>HOVC>HLC

公司,

高速冷冻离心机*

\b:!#0

型#湖南湘仪离心机仪器

有限公司%

#A!

!

试验方法

#A!A#

!

田螺肉酶解液的制备
!

取田螺在水中滴加
6

滴香

油养殖
6L

#

%"[

水煮田螺
#&;=D

#充分洗净后#挑出田螺

肉#置于冰箱冷冻保存备用%称取田螺肉
#I

E

#加水

&""";b

匀浆#

%&[

加热
#&;=D

#冷却#采用胰蛋白酶$

碱性蛋白酶酶解#酶解条件为
Q

2$

$酶解温度
&&[

$每种

酶的酶用量
6"""]

.

E

#酶解时间
6G

#酶解结束后#酶解

液在
%&[

下加热
#";=D

#

&"""O

.

;=D

离心
&;=D

#收集上

清液冻干以获得酶解产物#使用前将其冷冻在
X!"[

下

保存%

#A!A!

!

田螺肉中抗氧化肽的分离纯化

)

#

+超滤分段*取酶解液冻干粉#用水复溶#通过

#"""

#

6""".<

超滤膜分段为
'

#"""

#

#"""

"

6"""

#

9

6""".<6

个部分#将冻干粉配制成
#

#

!;

E

.

;b

溶液#

测定各部位的
.aa2

自由基清除率$

1SV)

自由基清除

率$铁 离 子 还 原 能 力 )

,'1a

+$氧 自 由 基 吸 收 能 力

)

-'1(

+#筛选出活性最强的部位进行下一步分离纯化%

)

!

+大孔树脂分离纯化*取超滤后体外活性最强的部

位冻干粉用水复溶#浓度为
#" ;

E

.

;b

#将处理好的

.1!"#:(

大孔树脂装柱)

#7;;h#$";;

+#样品上柱%

大孔树脂柱分别用
6SZ

的去离子水$

&"Y

乙醇$

W&Y

乙

醇洗脱#洗脱流速为
#;b

.

;=D

#收集各洗脱部位#浓缩冻

干后配制为
#

#

!;

E

.

;b

溶液#测定其
.aa2

自由基清除

率$

1SV)

自由基清除率$铁离子还原力)

,'1a

+$氧自由

基吸收能力)

-'1(

+#筛选出活性最强的部位进行下一步

分离纯化%

)

6

+凝胶过滤色谱的分离纯化*去大孔树脂纯化后活

性最强的部位冻干粉用水复溶#浓度为
!&;

E

.

;b

#将处

理好的
)H

Q

G<LHT\#"

装柱)

!";;h#"";;

+#样品上

柱%先用去离子水平衡色谱柱#然后进行洗脱#洗脱溶剂

为去离子水#洗脱流速为
#;b

.

;=D

#

!;b

收集一支
*a

管#在
!%"D;

下检测其吸光度#收集各洗脱峰#浓缩并冻

干制备成
#

#

!;

E

.

;b

溶液#测定其
.aa2

自由基清除

率$

1SV)

自由基清除率$铁离子还原能力)

,'1a

+$氧自

"%!

提取与活性
*gV'1(V3-4 / 1(V3Z3V5
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由基吸收能力)

-'1(

+#选择活性最强的部位进行下一步

的分离%

)

+

+半制备液相色谱的分离纯化样品*凝胶过滤色谱

所得最强活性部位冻干粉#用水复溶#过
"A!!

$

;

的微孔

滤膜#制备样品#进半制备液相%参考王少平等/

W

0的色谱

条件进行半制备液相色谱分离纯化#收集各洗脱峰#冻干

后制备为
#;

E

.

;b

溶液#检测其肽含量$

.aa2

自由基

清除率$

1SV)

自由基清除率$铁离子还原力)

,'1a

+$氧

自由基吸收能力)

-'1(

+确定活性最强的部位%

#A!A6

!

肽纯度检测
!

将半制备液相色谱分离获得的活性

最强部位#过
"A+&

$

;

滤膜后#利用分析型高效液相色谱

仪检测其纯度%检 测 条 件 为*

S1g:e-'6"")S:(

#%

柱

)

#&";;h7 ;;

#

&

$

;

+#流动相
1

*

"A#Y

三氟乙酸

)

V,1

+,流动相
S

*乙腈
p"A#Y V,1

,梯度洗脱*

"

"

&";=D

#

&Y S

"

&"Y S

,

&"

"

7&;=D

#

&"Y S

"

$&Y S

,流

速*

#;b

.

;=D

,检测波长*

!%"D;

,进样量*

#"

$

b

%

#A!A+

!

田螺肽的活性检测

)

#

+

.aa2

自由基清除率的测定*根据
)<;<L

等/

%

0

的测定方法#将
!;b"A#;;C>

.

b.aa2

溶液)溶剂为无

水乙醇+和
!;b

待测溶液混匀%在室温暗处静置
6";=D

后#测量其在
&#$D;

处的吸光度
-

F

%测定混有蒸馏水

的待测溶液的吸光度
-

?

以及
.aa2

溶液的吸光度
-

"

%

.aa2

自由基清除率
J

根据式)

#

+计算%

Jc

-

"

X

)

-

F

X-

?

+

-

"

h#""Y

% )

#

+

)

!

+

1SV)

自由基清除率的测定*参照
.<MFG<>

等/

$

0

用
1SV)

和过硫酸钾制备自由基溶液#以
!A+&;;C>

.

b

的终浓度稀释在水中#并且在黑暗中放置
#7G

以允许自

由基生长#稀释溶液以在
W6+D;

处达到约
"AW

的吸光度

-

&

#将
"A$7;b1SV)

p自由基溶液与
"A"+;b

各样品混

合#

W6+D;

处反应
6;=D

后测量吸光度
-

+

#使用去离子

水作为空白%

1SV)

自由基清除率
>

根据式)

!

+计算%

>c

-

"

X-

+

-

"

h#""Y

% )

!

+

)

6

+铁离子还原能力的测定*参照郭晓青等/

#"

0的方

法并加以改进%在反应管中加入
#""

$

b

待测液#再加入

!A+;b,'1a

工作液#

6W[

水浴
#";=D

#于
&$6D;

处测

定吸光度%以
"A#

"

#A7;;C>

.

b

的
,H)-

+

标准液替代样品

绘制标准曲线%以
#A";;C>

.

b

的
,H)-

+

为标准#样品抗氧

化活性以达到同样吸光度值为一个
,'1a

值#计算结果%

)

+

+

-'1(

的测定*参照戴慧卿等/

##

0的方法#将供试

品荧光衰减曲线下的保护面积代入
VOC>CT

方程#得到供

试品的
-'1(

#结果用
VOC>CT

浓度表示%

)

&

+肽含量的测定*在反应管中加入
#;b

待测液#

再加入
#;b

碱性铜试剂和
+;b

福林酚试剂#

&&[

下反

应
&;=D

#冰水浴
#";=D

#于
7&"D;

处测定吸光度%以

"A"

"

"A!;

E

.

;b

牛血清白蛋白的标准液替代样品绘制

标准曲线#利用标准曲线计算结果%

Wc

JhS

I

h#""Y

# )

6

+

式中*

W

---肽含量#

Y

,

J

---待测液浓度)根据标准曲线计算+#

;

E

.

;b

,

S

---待测液体积#

;b

,

I

---待测物质量#

;

E

%

#A!A&

!

田螺肽的体内抗氧化活性检测

)

#

+小鼠饲养及训练条件*小鼠按照体重随机分组#

共
&

组#

#

个空白组$

6

个试验组和
#

个阳性对照组%日常

自由饮食#灌胃饲养
+"L

#运动前
#A&G

灌胃#空白组灌胃

双蒸水#试验组灌胃中华圆田螺抗氧化肽#阳性对照组灌

胃谷胱甘肽#饲喂量为小鼠体重的
6Y

%每日游泳训练

#

次#不负重#每次
6";=D

#水温)

6"̂ !

+

[

%

)

!

+血清$组织匀浆的制备及指标检测*参照文献

/

#!

0%

#A6

!

统计分析

采用
)a))!!A"

软件进行显著性差异分析#方法为

.MDB<D;M>F=

Q

>H

#

a

'

"A"&

为差异 显 著%采 用
-O=

E

=D

!"#WK

进行作图/

#6

0

%

!

!

结果与分析

!A#

!

田螺肽的分离纯化

!A#A#

!

超滤
!

如图
#

所示#各项指标随样品浓度的增加

而增大%在浓度为
!;

E

.

;b

时#

'

#I.<

部位的
.aa2

自由基清除率为
W7A%#Y

#显著高于其他两个部位)

a

'

"A"&

+,两个浓度下#

'

#I.<

部位的
-'1(

均显著高于另

外两个部位)

a

'

"A"&

+#

'

#I.<

和
#

"

6I.<

部位的

1SV)

自由基清除率和
,'1a

相当且均高于
9

6I.<

部

位的%分子量较小的
'

#I.<

部位具有良好的捕捉

.aa2

$

1SV)

自由基电子的能力及还原物质的能力%

!A#A!

!

大孔树脂分离纯化
!

将
'

#I.<

部位经
.1!"#:(

大孔树脂分离为水$

&"Y

乙醇$

W&Y

乙醇洗脱部位%由

图
!

可知#各指标均随样品浓度增大而增大#在
#

#

!;

E

.

;b

下水洗脱部位的
.aa2

自由基清除率分别为

&WA!6Y

#

%"A#+Y

#

,'1a

分别为
"A6%W

#

"AW6+

#

-'1(

分别

为
%&+A!6

#

#&W7AW7

$

;C>

.

b

#均显著高于其他两个部位的

)

a

'

"A"&

+,

1SV)

自 由 基 清 除 率 分 别 为
+%A!WY

#

%%A!6Y

#与
W&Y

乙醇部位的相当%以上表明#经大孔树

脂分离的极性较大的
'

#I.<

水部位具有较强的抗氧化

能力%

!A#A6

!

凝胶过滤色谱分离纯化
!

由图
6

可以看出#水洗

脱部位经
)H

Q

G<LHT\:#"

分离后被分成了
6

个部位%

由图
+

可以看出#

6

个部位的各项指标随着样品浓度

#%!

"

ZC>A6&

"

4CA#!

吴明泽等!中华圆田螺肉抗氧化肽的分离纯化及小鼠体内外活性研究



同一浓度小写字母不同表示差异显著)

a

'

"A"&

+

图
#

!

超滤分段后各部位的
.aa2

自由基清除率&

1SV)

自由基清除率&

,'1a

&

-'1(

,=

E

MOH#

!

.aa2JOHHO<L=B<>NB<RHD

E

=D

E

O<FH

"

1SV)JOHHO<L=B<>NB<RHD

E

=D

E

O<FH

"

,'1a

"

-'1(CJ<>>

Q

<OFN<JFHO

M>FO<J=>FO<F=CDNH

E

;HDF<F=CD

!

'c6

$

同一浓度小写字母不同表示差异显著)

a

'

"A"&

+

图
!

!

大孔树脂分离纯化后各部位的
.aa2

自由基清除率&

1SV)

自由基清除率&

,'1a

&

-'1(

,=

E

MOH!

!

.aa2O<L=B<>NB<RHD

E

=D

E

O<FH

"

1SV)O<L=B<>NB<RHD

E

=D

E

O<FH

"

,'1a

"

-'1(CJH<BG

Q

<OF<JFHONH

Q

<O<F=CD

<DL

Q

MO=J=B<F=CDP=FG;<BOC

Q

COCMNOHN=D

!

'c6

$

$%!

提取与活性
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总第
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期
"
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年
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增大而增大%峰
!

的
.aa2

自由基清除率$

1SV)

自由

基清除率$

,'1a

$

-'1(

在
#

#

!;

E

.

;b

时都为最大#分

别为
7#A!%Y

#

%$A!#Y

,

&&A!$Y

#

$"A%WY

,

"A+"$

#

"A%#7

,

$"!A7W

#

#76!A+&

$

;C>

.

b

#均显著高于其他部位的)

a

'

"A"&

+%结果表明峰
!

部位具有较强的抗氧化能力%

!A#A+

!

半制备液相色谱纯化
!

由图
&

可知#凝胶过滤色

谱得到的
!

号峰经过半制备液相色谱分离纯化后被分成

了
+

个部位%

!!

由图
7

可知#在酶解液浓度
#;

E

.

;b

时#峰
!

的
.a:

a2

自由基清除率和
1SV)

自由基清除率最强分别为

7"A+!Y

#

&+A$7Y

,

-'1(

也最高#为
$6!A&%

$

;C>

.

b

#且均

图
6

!

#I.<

部位凝胶过滤色谱图

,=

E

MOH6

!

#I.<BC;

Q

CDHDF

E

H>J=>FO<F=CDBGOC;<FC

E

O<;

同一浓度小写字母不同表示差异显著)

a

'

"A"&

+

图
+

!

凝胶过滤色谱分离纯化后各部位的
.aa2

自由基清除率&

1SV)

自由基清除率&

,'1a

&

-'1(

,=

E

OH+

!

.aa2JOHHO<L=B<>NB<RHD

E

=D

E

O<FH

"

1SV)O<L=B<>NB<RHD

E

=D

E

O<FH

"

,'1a<DL-'1(PHOH

LHFHO;=DHL<JFHO

E

H>J=>FO<F=CDBGOC;<FC

E

O<

Q

G

@

!

'c6

$

图
&

!

半制备液相色谱分离色谱图

,=

E

MOH&

!

)H

Q

<O<F=CDBGOC;<FC

E

O<;CJNH;=:

Q

OH

Q

<O<F=RH

>=

d

M=LBGOC;<FC

E

O<

Q

G

@

显著高于其他组)

a

'

"A"&

+,

,'1a

低于峰
6

#为
"A6W%

%以

谷胱甘肽为阳性对照#

#;

E

.

;b

谷胱甘肽溶液的
.aa2

自由 基 清 除 率 为
7&A!$Y

#

1SV)

自 由 基 清 除 率 为

7!A"$Y

#

,'1a

为
"A&$$

#

-'1(

为
$6WA6W

$

;C>

.

b

%峰
!

的
.aa2

自由基清除率和
1SV)

自由基清除率略低于谷

胱甘肽#

-'1(

与谷胱甘肽相当%

-'1(

法是基于氢原

子转移的反应#目前氢原子转移反应被认为是自由基氧

化反应的主要机制/

#+

0

#因此#峰
!

为抗氧化活性最强的

部位%

%%!

"

ZC>A6&

"

4CA#!

吴明泽等!中华圆田螺肉抗氧化肽的分离纯化及小鼠体内外活性研究



小写字母不同表示差异显著)

a

'

"A"&

+

图
7

!

半制备液相色谱分离纯化后各部位的
.aa2

自由基清除率&

1SV)

自由基清除率&

,'1a

&

-'1(

,=

E

MOH7

!

VGH.aa2O<L=B<>NB<RHD

E

=D

E

O<FH

"

1SV)O<L=B<>NB<RHD

E

=D

E

O<FH

"

,'1a

"

-'1(CJH<BGJO<BF=CD

PHOHNH

Q

<O<FHL<DL

Q

MO=J=HLK

@

NH;=:

Q

OH

Q

<O<F=RH>=

d

M=LBGOC;<FC

E

O<

Q

G

@

!

'c6

$

!A!

!

抗氧化肽纯度

所得肽段经肽含量测定为)

W%A7&^!A"!

+

Y

#如图
W

所示#半制备液相色谱所得
!

号峰主要为
#

个大峰#通过

归一化法计算得到峰面积占比达到
$"Y

以上#说明通过

分离纯化最终得到一个纯度较高的抗氧化肽片段/

#&

0

%

图
W

!

分析液相色谱图

,=

E

MOHW

!

1D<>

@

F=B<>>=

d

M=LBGOC;<FC

E

O<

Q

G

@

!A6

!

抗氧化肽的体内抗氧化活性

由图
%

可知#试验组小鼠的血清中过氧化氢酶

)

(1V

+$超氧化物歧化酶)

)-.

+$谷胱甘肽过氧化酶

)

\)2:ag

+$总抗氧化能力)

V:1-(

+的活力与空白组相

比均增大#且差异显著)

a

'

"A"&

+#除
\)2:ag

外#试验组

与谷胱甘肽阳性对照组无显著差异)

a

9

"A"&

+#表明各种

抗氧化酶在体内均发挥了与谷胱甘肽相当的抑制自由基

的作用%试验组的
0.1

生成量明显低于对照组#且与谷

同一项目小写字母不同表示差异显著)

a

'

"A"&

+

图
%

!

小鼠体内抗氧化酶活性及
0.1

生成量

,=

E

MOH%

!

1DF=CT=L<DFHD?

@

;H<BF=R=F

@

<DL0.1

Q

OCLMBF=CD=D;=BH

!

'c#"

$

胱甘肽相当#以上表明中华圆田螺抗氧化肽具有显著的

体内抗氧化活性%

6

!

结论
对中华圆田螺肉碱性蛋白酶$胰蛋白酶双酶酶解液

进行分离纯化#经超滤$大孔树脂$凝胶过滤色谱和半制

备液相色谱分离后#获得了一个纯度和体外抗氧化活性

均较高的肽段%试验对中华圆田螺肽中抗氧化活性肽进

行了研究#据多项研究表示#抗氧化活性与多种氨基酸的

作用息息相关#如亮氨酸等疏水性氨基酸/

#7

0

#而中华圆田

&%!

提取与活性
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期
"
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月
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螺中有含量较高的亮氨酸/

#W

0

#此外#多种氨基酸构成的小

肽比氨基酸活性更强#可能与机体更高的相容性$易吸收

及氨基酸的相互作用有关/

#%

0

%但试验针对中华圆田螺分

离纯化所得抗氧活性肽未进行肽序测定及接下来的活性

研究#对于体内活性测定的指标较为简单#还需进一步

研究%
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