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摘要：以河蚬肉为蛋白源，添加中性蛋白酶进行酶解，采

用葡聚糖凝胶Ｇ５０分离纯化得抗氧化肽，根据螯合最佳

工艺制备抗氧化肽—锌螯合物，采用茚三酮法和硫化钠

法对螯合产物进行定性分析，并通过紫外、红外、荧光光

谱、Ｘ射线衍射和扫描电镜对产物结构进行分析。结果

表明：所得螯合产物是一种抗氧化肽—锌螯合物；抗氧化

肽中的羧基、氨基及酰胺键均参与了螯合反应，反应前后

肽结构发生了显著变化；根据已得图谱分析可初步预测

河蚬抗氧化肽—锌螯合物的结构。
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河蚬（犆狅狉犫犻犮狌犾犪犳犾狌犿犻狀犲犪），一种常见的软体动物，别

名黄蚬、沙蜊等，原产于亚洲，主要栖居于淡水（或咸淡

水）河、湖和入海口处。河蚬营养价值高，干样粗蛋白高

达６０％左右，粗脂肪约为１０．９１％
［１］，其中糖蛋白、金属硫

蛋白等具有预防肿瘤、氧化和调节免疫等功能；含有１７种

氨基酸，其中必需氨基酸占总氨基酸的３９％；此外，还富

含ＥＰＡ、ＤＨＡ及大量活性多糖物质，能有效对抗心血管

疾病、增强机体免疫［２］，为保健类产品的优质原材料，其

药用和食疗价值引起了越来越多国内外学者的关注。

锌作为一种人体必不可少的微量元素，与动物的感

官功能和记忆有关，全球约２５％的人存在缺锌问题
［３－４］。

研究［５］表明，多肽—锌螯合物可经肽消化吸收通路将锌

元素输往血液，更利于机体利用，可弥补传统锌制剂利用

率低和生物毒性高的不足，与氨基酸锌相比，其吸收更

快，能耗更少。

近年来，有关抗氧化肽金属螯合物方面的研究多集

中于螯合工艺条件优化及抗氧化性测定，关于螯合产物

结构的研究相对较少，相关的研究［６－７］缺少对螯合原料

多肽的纯化，无法确保螯合原料的纯度，对螯合产物的结

构分析也不够全面。试验拟以河蚬为原料，制备抗氧化

肽—锌螯合物，采用多种光谱分析河蚬抗氧化肽螯合锌

的结构性质，为抗氧化肽金属螯合物的构效关系及实际

应用提供依据。
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１　材料与方法
１．１　材料与设备

１．１．１　材料与试剂

速冻河蚬肉：江苏省宿迁楠景水产品有限公司；

中性蛋白酶：分析纯，上海蓝季生物有限公司；

葡聚糖凝胶Ｇ５０：上海蓝季科技发展有限公司；

双硫腙、三氯乙酸：分析纯，国药集团化学试剂有限

公司；

七水合硫酸锌、氢氧化钠、盐酸、无水乙醇、磷酸氢二

钠、磷酸二氢钠、水合茚三酮：分析纯，江苏强盛功能化学

股份有限公司；

三氯化铁、硫化钠、铁氰化钾：分析纯，天津致远化学

试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

分析天平：ＥＬ１０４型，梅特勒—托利多仪器制造有限

公司；

数显恒温水浴锅：ＨＨ２型，金坛市杰瑞尔电器有限

公司；

高速组织捣碎机：上海市比朗仪器制造有限公司；

超低温冰箱：ＢＣＤ２１６ＴＤＸＺＡ型，青岛市海尔电器

股份有限公司；

台式冷冻干燥机：Ａｌｐｈａ１２ＬＤｐｌｕｓ型，博劢行仪器

有限公司；

高速台式冷冻离心机：ＴＧＬ１６Ｍ 型，长沙市湘仪有

限责任公司；

数字ｐＨ 计：ｐＨＳ３Ｃ型，上海仪电科学仪器股份有

限公司；

集热式恒温磁力搅拌器：ＤＦ１０１Ｂ型，金坛市医疗仪

器厂；

自动部分收集器：ＢＳＺ３０型，上海沪西分析仪器厂；

紫外分光光度计：ＵＶ７５４型，上海市精密科学仪器

制造有限责任公司；

紫外—可见分光光度计：Ｃａｒｙ３００型，美国安捷伦公司；

傅立叶红外光谱仪：ＮｉｃｏｌｅｔｉＳ１０型，美国赛默飞世尔

科技公司；

荧光分光光度计：Ｆ７０００型，日本日立公司；

Ｘ射线衍射仪：Ｄ／ｍａｘ２２００／ｐｃ型，日本理学公司；

热场发射电镜扫描仪：ＺＥＩＳＳΣＩＧＭＡ型，德国卡尔

蔡司。

１．２　试验方法

１．２．１　河蚬抗氧化肽的制备

（１）河蚬肉酶解液粉末的制备：将速冻河蚬肉解冻清

洗，挤干称重，加入２倍质量的蒸馏水，捣碎搅匀。按河

蚬肉质量的３．７６％添加中性蛋白酶，５５．３６℃酶解４ｈ
［８］，

１００℃ 水浴灭酶 ２０ ｍｉｎ，冷 却 后，４０００ｒ／ｍｉｎ 离 心

３０ｍｉｎ，取上层清液，冷冻干燥，粉碎，冷藏待用。

（２）河蚬抗氧化肽的分离纯化：根据文献［９］的方法

稍作修改。取适量河蚬肉酶解液粉末，配成浓度为

５０ｍｇ／ｍＬ样液，４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，采用葡聚糖凝胶

Ｇ５０对上清液进行分离。上样量２ｍＬ，蒸馏水作洗脱液，

由自动收集器每５ｍｉｎ收集一管，样品流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ，共

集４００管，测定收集液的吸光度值。根据吸光度值合并相

同分离峰的洗脱液，干燥成粉末，冷藏待测。

（３）各组分总抗氧化性的测定：称取分离后各个分离

峰的酶解液粉末，分别配成５０ｍｇ／ｍＬ的溶液。量取

１ｍＬ各样液于试管中，分别加入０．２ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ＝６．６）

ＰＢＳ溶液和１％的Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］溶液各１ｍＬ，于５０℃水

浴２０ｍｉｎ，添加质量分数１０％的三氯乙酸溶液１ｍＬ，

１０００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ。取上清液１ｍＬ，分别加入蒸馏

水１ｍＬ和０．１％的三氯化铁溶液０．２ｍＬ，振动摇匀，

５０℃ 水浴１０ｍｉｎ，溶液渐渐由黄变蓝
［１０－１１］，于７００ｎｍ

处测定其吸光值。蒸馏水代替样品作空白组。

１．２．２　河蚬抗氧化肽—锌螯合物的制备　称取一定量的

抗氧化肽冻干粉末，配成２０ｍｇ／ｍＬ的溶液，充分搅匀，

按肽锌质量比２．１８∶１加入一定量的硫酸锌溶液，调节

ｐＨ 至 ５．０７，５２．６５ ℃ 下 反 应 ４６．５０ ｍｉｎ
［１２］，冷 却，

４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取沉淀，用８０％乙醇进行洗涤

再离心，反复数次，上清液中分别加入双硫腙和水合茚三

酮（检测溶液中的游离锌离子和抗氧化肽）直至不变色。

沉淀冷冻干燥备用。

１．２．３　河蚬抗氧化肽－锌螯合物的定性检测　根据文献

［１３］略作修改。称取少量反应产物冻干粉，蒸馏水溶解，

滴入５滴茚三酮指示剂，加热煮沸３ｍｉｎ，观察是否发生

颜色变化。取适量反应产物冻干粉配成溶液，添加过量

的硫化钠粉末，放置５ｍｉｎ，若有沉淀生成，５０００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，取上清液，滴５滴水合茚三酮指示剂，沸腾

３ｍｉｎ，观察是否出现颜色变化。

１．２．４　河蚬抗氧化肽—锌螯合物的结构表征　根据文献

［６，１４］的方法并稍作修改。

（１）紫外—可见光光谱分析：将制备好的抗氧化肽—

锌螯合物配制成０．１ｍｇ／ｍＬ溶液，８０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ，取上清液放入扫描室，设置波长１９０～４００ｎｍ进

行扫描分析。并在相同条件下对参加反应的抗氧化肽进

行处理，作为对照组。

（２）红外光谱分析：称取螯合物粉末２ｍｇ，加入适量

的色谱级ＫＢｒ，研磨，烘干。取少量研磨后的粉末进行压片

并置于样品槽中，４０００～５００ｃｍ－１内扫描。并在相同条件

下对参与螯合反应的抗氧化肽进行处理，作为对照组。

（３）荧光光谱分析：分别称取适量的抗氧化肽与抗氧

化肽—锌螯合物，配制成１ｍｇ／ｍＬ的溶液，８０００ｒ／ｍｉｎ

离心２０ｍｉｎ，取上清液用于检测。蒸馏水作对照，设激发

波长２８０ｎｍ，室温条件下测定两种样品在３２０～５２０ｎｍ

处的发射光谱。
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（４）Ｘ射线衍射分析：取适量抗氧化肽—锌螯合物研

磨至直径＜１０μｍ，填入样品槽中，铺压成平整试片，设置

仪器参数为加速电压４０ｋＶ，扫描范围（２θ）５°～９０°，扫描

速度４°／ｍｉｎ。并在相同条件下对参与螯合反应的抗氧化

肽粉末进行预处理并扫描。

（５）扫描电镜分析：用牙签挑取少量抗氧化肽和抗氧

化肽—锌螯合物粉末，均匀涂至贴有黑色双面胶的载样

板上，再于喷金装置内喷金。将预处理好的样品进行扫

描，扫描电镜工作电压５ｋＶ，３０００×获得图像。

１．３　数据处理

采用 Ｅｘｃｅｌ记录和汇总试验数据，采用 Ｅｘｃｅｌ和

Ｏｒｉｇｉｎ７．０软件进行制图分析。

２　结果与分析
２．１　河蚬抗氧化肽的分离纯化

２．１．１　葡聚糖凝胶Ｇ５０分离河蚬肉酶解液　由图１可

知，河蚬肉酶解液经分离后共得到５个清晰的洗脱峰，按

洗脱液出峰的顺序分别将其命名为Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５。

２．１．２　河蚬肉酶解液中抗氧化肽的总抗氧化性　由图２

可知，５个组分均具有抗氧化活性，组分Ｆ２、Ｆ３的总抗氧

化性能高于其他３个组分的，７００ｎｍ处的吸光值分别为

２．０３，１．７９。鲍鱼下脚料抗氧化肽最高抗氧化活性犃７００ｎｍ

图１　河蚬肉酶解液的ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０洗脱曲线
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图２　河蚬肉酶解液中抗氧化肽的总抗氧化活性
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为（０．５９８±０．０５０）
［１５］，蟹抗氧化肽最高抗氧化活性犃７００ｎｍ

为０．８４１
［１６］，说明河蚬肉酶解液抗氧化肽具有较高的研究

价值。

２．２　抗氧化肽—锌螯合物的定性分析

研究［１７］表明，金属硫化物在一般情况下的稳定常数

大于抗氧化肽金属螯合物的，当加入硫化钠时，常温下就

可将抗氧化肽—锌螯合物中的锌离子置换，生成更稳定

的硫化锌沉淀，原反应物中的抗氧化肽变成游离态。通

过试验可知，抗氧化肽与锌的反应产物经水合茚三酮指

示剂在煮沸情况下检测后未变色，无多余的游离抗氧化

肽原料，说明螯合产物有一定的纯度。当添加过量的硫

化钠粉末后，产生了沉淀，离心后上清液中滴加茚三酮试

剂发生变色，表明上清液存在游离抗氧化肽，说明抗氧化

肽与锌发生了螯合反应。综上，抗氧化肽与锌发生螯合

且螯合反应得到了有一定纯度的螯合物粉末。

２．３　抗氧化肽—锌螯合物的结构表征

２．３．１　紫外光谱分析　由图３可知，抗氧化肽溶液最大

吸光度对应的波长为１９４．０２ｎｍ，属于抗氧化肽羰基和肽

键的特征吸收峰。加入锌螯合后，抗氧化肽—锌螯合物

吸收峰发生了变化，最大吸收峰接近１９０ｎｍ，与螯合前的

差距＞４ｎｍ，可能是锌离子与抗氧化肽螯合后改变了原

有的基团结构，基团原子的价电子发生跃迁，最大吸光度

对应的波长产生移动［１８］，说明抗氧化肽与锌发生了螯合。

２．３．２　红外光谱分析　由图４可知，抗氧化肽的—ＮＨ２

的吸收峰为３３８６．３４ｃｍ－１，酰胺Ⅰ带 Ｃ Ｏ的特征峰为

１６５４．２４ｃｍ－１
［１９］，—ＣＯＯ－的吸收峰为１３９０．９９ｃｍ－１；

与锌反应后，—ＮＨ２的吸收峰为３３９５．４０ｃｍ
－１，酰胺

Ｃ Ｏ的吸收峰为１６５４．９４ｃｍ－１，—ＣＯＯ－的吸收峰为

１３７９．８０ｃｍ－１。氨基、羰基、羧基的特征峰发生了显著位

移，说明肽链上的这些基团都参与了螯合反应，与锌离子

发生了结合。

图３　抗氧化肽—锌螯合物与抗氧化肽的紫外光谱
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图４　抗氧化肽—锌螯合物与抗氧化肽的红外光谱
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２．３．３　荧光光谱分析　由图５可知，河蚬抗氧化肽与锌螯

合前后的荧光强度存在显著差异（Ｐ＜０．０５），螯合后的抗氧

化肽分子中的荧光生色基团发生了结构上的变化，抗氧化

肽中加入锌离子后图谱由１个强峰变为１个弱峰，说明锌

离子与抗氧化肽发生了螯合反应，改变了原有结构。

２．３．４　Ｘ射线衍射光谱分析　由图６可知，抗氧化肽与抗

图５　抗氧化肽—锌螯合物与抗氧化肽的荧光光谱
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图６　抗氧化肽—锌螯合物与抗氧化肽的

Ｘ射线衍射光谱
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氧化肽螯合锌的衍射强度峰存在显著差异（Ｐ＜０．０５）表

明抗氧化肽在螯合锌离子后，自身结构发生了一定改变。

２．３．５　电镜扫描结构分析　由图７可知，抗氧化肽表面更

光滑且存在空洞，可能是抗氧化肽经冷冻干燥后留下的亲

水区痕迹；抗氧化肽—锌螯合物表面更粗糙，存在许多颗

粒结构物质（锌晶体）［２０］，这些颗粒经电镜扫描电击后仍牢

牢覆盖于肽表面，使原本光滑的肽面凹凸不平，说明锌与

肽发生了相互作用且结合紧密，结构也变得更加复杂。

图７　扫描电镜图
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３　结论
通过分离纯化和定性分析试验得到了有一定纯度的

抗氧化肽—锌螯合物。螯合后的特征峰发生了显著的位

移，说明抗氧化肽中的肽键参与了螯合；氨基（—ＮＨ２）、

羧基（—ＣＯＯ
—）和酰胺键（酰胺Ι带 Ｃ Ｏ）的吸收峰发

生了显著的位移，说明这３个基团都参与了螯合反应。

荧光光谱图和Ｘ射线衍射图谱表明，抗氧化肽与锌螯合

前后差异较大，说明螯合后的肽结构发生了变化。抗氧

化肽—锌螯合物表面更粗糙，说明锌离子紧密结合到了

抗氧化肽上。综上，初步预测抗氧化肽—锌螯合物的结

构通式为：

由于制备的抗氧化肽—锌螯合物结构较为复杂，其

具体结构及一些生物活性机理有待进一步探究，锌离子

与各基团连接键的类型也有待进一步研究。
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１％。藜麦水分检测的相对误差（绝对值）最小为０．０２％，

最大为１４．５８％，平均相对误差为４．１７％，测量时间小于

２ｓ。在检测高含水率样品时的部分结果误差很大，可能

是由于温度从５℃升至４０℃过程中水分蒸发以及检测

模块杂散电容的干扰等因素导致。

５　结论
使用 ＬＣＲ 仪 研 究 了 温 度 （５～４０ ℃）、含 水 率

（１０．１４％～２９．５５％）、测量频率（１～１００ｋＨｚ）对藜麦电容

的影响，建立了藜麦水分与电容、温度的多元回归模型，并

以此为依据设计了藜麦水分快速检测仪。对设计的检测

仪进行了性能评估试验，结果表明，检测值与标准值的平

均相对误差为４．１７％，测量时间小于２ｓ，检测仪具有一定

的应用价值。为了提高仪器的检测精度及便携性，后续可

采用铜箔作为电极材料。同时，还可增加屏蔽罩等屏蔽装

置以增强仪器检测抗干扰能力，进一步完善检测仪。
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展［Ｊ］．食品工业科技，２０１４，３５（８）：３５９３６２．

［６］曾庆瑞，钱文举，王梦，等．宽体金线蛭多肽—锌螯合物

的制备及其结构表征［Ｊ］．食品与机械，２０１６，３２（５）：１１１５．

［７］赵梓月，王思远，廖森泰，等．蚕蛹多肽螯合钙的制备工艺

优化及结构表征［Ｊ］．食品与机械，２０１９，３５（８）：２０２６．

［８］刘晶晶，金林烽，韩曜平，等．可控酶法制备河蚬抗氧化肽

工艺优化［Ｊ］．食品与机械，２０１５，３１（５）：２２２２２５，２５５．

［９］范建凤，王泽南，杨柯，等．蟹抗氧化肽的分离纯化及活性

研究［Ｊ］．食品科学，２０１０，３１（１３）：４８５１．

［１０］刘杰，万细妹，徐明生．河蚬酶解液体外抗氧化作用的研

究［Ｊ］．江西农业大学学报，２００９，３１（６）：１０９３１０９６．

［１１］吴燕燕，尚军，李来好，等．合浦珠母贝肉短肽的分离及其

抗氧化活性研究 ［Ｊ］．食 品 工 业 科 技，２０１２，３３（７）：

１２３１２６．

［１２］刘晶晶，徐蕴桃，林秋逸，等．锌离子螯合修饰河蚬抗氧化

肽的工艺研究［Ｊ］．食品工业，２０１９，４０（５）：１４８１５２．

［１３］俞园园．类人胶原蛋白—铜螯合物的制备及相关性质研

究［Ｊ］．化学与生物工程，２０１３，３０（７）：２９３２．

［１４］高敏，汪建明，甄灵慧，等．牛骨多肽螯合物的制备及结构

表征［Ｊ／ＯＬ］．食品科学．［２０１９１２２２］．ｈｔｔｐ：／／ｋｎｓ．ｃｎｋｉ．

ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／１１．２２０６．ｔｓ．２０１９０３１１．１０１５．０３２．ｈｔｍｌ．

［１５］梁杰，赵晓旭，汪秀妹，等．鲍鱼内脏蛋白的提取及水解肽

的抗氧化活性研究［Ｊ］．食品工业科技，２０１９，４０（８）：

１３６１４４．

［１６］范建，王泽南，杨柯，等．蟹抗氧化肽的分离纯化及活性研

究［Ｊ］．食品科学，２０１０，３１（１３）：４８５１．

［１７］刘丽莉．牛骨降解菌的筛选及其发酵制备胶原多肽螯合钙

的研究［Ｄ］．武汉：华中农业大学，２０１０：１６９．

［１８］ＹＵＹｕａｎｙｕａｎ，ＦＡＮＤａｉｄｉ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｍｐｌｅｘｏｆ

ｈｕｍａｎｌｉｋｅｃｏｌｌａｇｅｎｗｉｔｈｃａｌｃｉｕｍ［Ｊ］．ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＴｒａｃｅＥｌｅｍｅｎｔ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１２，１４５（１）：３３３８．

［１９］肖珊，黄立新，赵璧秋．乳清多肽螯合钙的制备与结构表

征［Ｊ］．食品工业科技，２０１３，３４（２４）：２５３２５７．

［２０］付文雯．牛骨胶原多肽螯合钙的制备及其结构表征［Ｄ］．武

汉：华中农业大学，２０１０：６８６９．
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