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摘要$以去壳牡蛎肉为原料通过酶解法制备牡蛎低聚肽$

并通过体外模拟消化试验$对比消化前后牡蛎低聚肽分

子量分布%

.;;3

自由基清除能力%羟自由基!*

-3

"清

除能力%

1d=:

自由基清除能力%氧自由基吸收能力

!

-712

"变化$探究牡蛎低聚肽经模拟胃%肠道消化后抗

氧化活性的变化&试验结果显示$牡蛎低聚肽的相对分

子量主要在
$""".F

以下$胃蛋白酶和胰蛋白酶消化后

重均分子量下降不超过
%)!*

'胃蛋白酶和胰蛋白酶消化

后$

.;;3

自由基清除率降低分别不超过
A)9*

$

%)A*

'胃

蛋白酶和胰蛋白酶消化后$*

-3

清除率降低分别不超

过
9)#*

$

#)%*

'胃蛋白酶消化后$

1d=:

自由基清除率降

低
9)!*

$胰蛋白酶消化后$

1d=:

自由基清除率提高

#)+*

'胃蛋白酶和胰蛋白酶消化后$

-712

值分别提高

$$)(*

$

$)#*

&胃肠消化对牡蛎低聚肽的抗氧化活性评

价各指标均无显著性影响!

;

#

")"(

"&说明牡蛎低聚肽

具有较好的综合抗氧化活性和稳定性&

关键词$牡蛎'牡蛎低聚肽'体外消化'抗氧化
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牡蛎.

,A@?-1

/又名生蚝!是世界上第一大养殖贝类!

是中国四大养殖贝类之一$牡蛎营养价值高!蛋白质含

量高!氨基酸含量丰富且均匀!有"海洋牛奶#之称$通过

生物酶解&分离纯化&喷雾干燥等技术制备牡蛎肽!是牡

蛎高值化利用的有效途径1

$'!

2

$研究1

#'+

2表明!牡蛎肽具

有抗氧化&抗衰老&抗肿瘤&降血糖和抑制
126

活性等生

理作用$

牡蛎低聚肽主要成分为短肽!相对分子量小$与氨

基酸相比!人体对短肽的吸收利用率更高且不易饱和!例

如二肽和三肽的吸收速度高于相同组成的氨基酸1

A

2

$但

经口服进入人体后!受胃肠道中各种消化酶的作用!可能

会造成生物活性的降低1

%'9

2

$目前!关于牡蛎低聚肽消

化前后抗氧化活性的研究未见报道$

研究拟以去壳牡蛎肉为原料!经蛋白提纯&酶解&分

离纯化等步骤制得牡蛎低聚肽!采用胃蛋白酶和胰蛋白

酶对其进行体外模拟消化!通过对比消化前后牡蛎低聚

肽分 子 量 分 布&

.;;3

自 由 基 清 除 能 力&羟 自 由 基

.3

-3

/清除能力&

1d=:

自由基清除能力以及氧自由基

吸收能力.

-712

/变化!验证牡蛎低聚肽消化前后抗氧化

能力的变化!以期为牡蛎低聚肽在抗氧化功能性食品的

开发方面提供理论依据$

$

!

材料与方法
$)$

!

材料与仪器

冷冻去壳牡蛎肉(北京中食海氏生物技术有限公司'

碱性蛋 白 酶 .

&

&)"^$"

(

.\

0

T

/&中 性 蛋 白 酶

.

&

$+""1\

0

T

/(杜邦丹尼斯克公司'

胃蛋白酶(

&

!("\QGLK

0

E

T

!美国
:G

T

EF

公司'

胰蛋白酶(

&

!("5,\

0

E

T

!美国
:?@FRVG?

公司'

偶氮二异丁脒盐酸盐.

11;3

/&

,@M?RNKPNGQ

.荧光指

示剂/&

$

!

$D

二苯基
D!D

三硝基苯肼.

.;;3

/&

=R?@?Y

.水溶

性维生素
6

/&分子量标准品(分析纯!美国
:G

T

EF

公司'

乙腈&三氟乙酸(色谱纯!美国
,GKINR

公司'

1d=:

自由基清除率检测试剂盒(碧云天生物技术研

究所'

其他试剂(分析纯!北京化工厂'

恒温水浴锅(

33D("$

型!常州国宇仪器制造有限公司'

电子天平(

:4D$$&

型!美国
.NQSNR4QKLRMENQL

公司'

喷雾干燥机(

_[D(

型!无锡市阳光干燥设备厂'

电热恒温鼓风干燥箱(

.3_D9"A(1

型!北京陆希科

技有限公司'

多功能酶标仪(

:

U

NPLRF07

型!美国
.

X

QNY

公司'

高效液相色谱仪(

<2D!"1

型!日本
:IGEFOHM

公司'

多功能酶标仪(

:

U

NPLRF0FYG#Y

型!美国
0.

公司$

$)!

!

试验方法

$)!)$

!

牡蛎低聚肽的制备
!

将冷冻去壳牡蛎肉先用蒸馏

水洗净!然后称取
+""

T

绞碎!加入蒸馏水搅拌成匀浆$

控温.

("c!

/

]

!调节
U

3

至
%)(

!以每克原料
!(""

单位

的酶量加入碱性蛋白酶!酶解
!I

!使用
")$E?@

0

<

的
32@

调节水解液
U

3

为
+)(

!以每克原料
#"""

单位的酶量加

入中性蛋白酶!酶解
!I

$酶解过程中用
")$E?@

0

<

的

32@

或
5F-3

调节水解液使
U

3

保持不变$酶解结束

后!

$""]

沸水浴灭酶!

$""""̂

T

下离心
!"EGQ

!取上清

液!利用孔径为
!""QE

的陶瓷膜进行过滤!取滤过清液!

再用超滤膜超滤.截留分子量
$""".F

/!取分子量
$

$""".F

的滤过液进行喷雾干燥!进料温度
!(]

!进料

速度
$&E<

0

EGQ

!进风温度
$#(]

!进风压力
!"a;F

!制

备出牡蛎低聚肽干粉$

$)!)!

!

牡蛎低聚肽体外模拟消化

.

$

/体外模拟胃液消化试验(准确称取
()"

T

牡蛎低聚

肽和
")!

T

5F2@

加入到
("E<

去离子水中!用
$)"E?@

0

<

的
32@

调节
U

3

至
!)"

!

#A]

水浴!加入
")"(

T

胃蛋白酶消

化
!I

!消化完毕后
$""]

沸水浴灭酶!待冷却至室温!用

$)"E?@

0

<5F-3

溶液将
U

3

调至
A)(

!最后定容至
$""E<

$

空白对照同上述处理方法!不加胃蛋白酶1

$"'$!

2

$

.

!

/体外模拟肠液消化试验(准确称取
()"

T

牡蛎低

聚肽和
")+%

T

B3

!

;-

&

加入到
("E<

去离子水中!用浓

度为
$)"E?@

0

<5F-3

将
U

3

调至
A)(

!

#A]

水浴!加入

")"(

T

胰蛋白酶恒温消化
&I

!消化完毕后
$""]

沸水浴

灭酶!冷却至室温后!加去离子水定容至
$""E<

$空白

对照同上述处理方法!不加胰蛋白酶1

$"'$!

2

$

$)!)#

!

分子量分布的测定
!

采用反相高效液相凝胶色谱

法进行分子量分布分析$流动相(乙腈+水+三氟乙酸

.

X

乙腈
lX

水
lX

三氟乙酸
`&(l((l")$

/'色谱柱(

=:B

T

N@

_!""":eZ<#""EE Â)%EE

'流速(

")(E<

0

EGQ

'样品

浓度(

$)"E

T

0

E<

'进样体积(

$"

#

<

'检测器(紫外检测器'

检测波长(

!!"QE

'柱温(

#"]

$用孔径
")!

#

E

的聚四氟

乙烯滤膜将样品溶液过滤后!上机进行凝胶过滤$将乙

氨酸+乙氨酸+乙氨酸&乙氨酸+乙氨酸+酪氨酸+精

氨酸&杆菌酶和细胞色素
2

配制成
")$

T

0

$""E<

的溶液!

用于制作相对分子量标准曲线1

$#

2

$

$)!)&

!

牡蛎低聚肽消化前后的
.;;3

自由基清除率测定

依次加入
$""

#

<")$EE?@

0

<.;;3D

无水乙醇溶液

和
$""

#

<

不同浓度的样品溶液!室温避光放置
#"EGQ

!

于
($AQE

处测定吸光值'将
$""

#

<

不同浓度的样品溶

液与
$""

#

<

无水乙醇混合!测定吸光值'以蒸馏水代替

样品作为空白对照!与
$""

#

<")$EE?@

0

<.;;3D

无水

乙醇溶液混合!测定吸光值1

$&

2

$按式.

$

/计算
.;;3

自

由基清除率$

$#!

提取与活性
6Z=712=4-5 / 12=4>4=8

总第
!!9

期
"

!"!"

年
$$

月
"



5

N

$

R

/

)

R

/

"

/

$

. /

Q

$""*

! .

$

/

式中(

5

+++自由基清除率!

*

'

/

)

+++样品组吸光值'

/

"

+++空白组吸光值'

/

$

+++对照组吸光值$

$)!)(

!

牡蛎低聚肽消化前后的3

-3

清除率测定
!

采用

水杨酸法!其原理是
3

!

-

!

和
,N

!k反应生成3

-3

!再加

入水杨酸后能够捕捉3

-3

显色$依次加入
$""

#

<

不同

浓度的样品溶液!

!""

#

<(EE?@

0

<

水杨酸+乙醇溶液!

!""

#

< ( EE?@

0

< ,N:-

&

溶 液!试 验 组 以
$""

#

<

(EE?@

0

<3

!

-

!

启动反应'对照组以等体积蒸馏水启动

反应$空白组以等体积蒸馏水代替样品$涡旋震荡!反

应
$I

后取
!""

#

<

反应液在
($"QE

处测定吸光值1

$(

2

$

按式.

$

/计算3

-3

清除率$

$)!)+

!

牡蛎低聚肽消化前后的
1d=:

自由基清除率测定

将
!)&( EE?@

0

<

高硫酸钾溶液加入到
A EE?@

0

<

1d=:

储备液中!室温避光静置
$+I

!制备成
1d=:

k自由

基储备液$用磷酸盐缓冲液.

")$ E?@

0

<

!

U

3 A)&

/将

1d=:

k自由基储备液稀释
#(

倍后作为工作液$每个孔

中加入
!""

#

<

稀释
#(

倍的工作液$向标准曲线检测孔

中加入
$"

#

<

不同浓度的
=R?@?Y

.水溶性维生素
6

/标准

溶液!向样品检测孔中加入样品
$"

#

<

!轻轻混匀后室温

孵育
+EGQ

!于
A#&QE

处测定吸光值$同时制作
=R?@?Y

溶液标准曲线!最终样品的抗氧化能力以
EE?@

0

T

=R?@?Y

表示1

$+

2

$

$)!)A

!

牡蛎低聚肽消化前后的
-712

值测定
!

将
!(

#

<

样品 溶 液 和
$""

#

<

的
,@M?RNKPNGQ

.荧 光 指 示 剂!

")%

#

E?@

0

<

/于
9+

孔 板 中 混 合!然 后 加 入
A(

#

<

$("EE?@

0

<

偶氮类化合物
11;3

启动反应!此为试验

组$分别用
!(

#

< =R?@?Y

标准品.

+)!(

!

$!)("

!

!()""

!

(")""

!

$"")""

!

!(")""

!

("")""

#

E?@

0

<

/代替样品作为阳性

对照.制作标准曲线/&

!(

#

<

磷酸缓冲液.

U

3 A)&

!

A(EE?@

0

<

/代替样品为空白对照!于
#A]

保温
!"EGQ

!

荧光酶标仪激发波长
&%(QE

!发射波长
(#"QE

!每隔

!EGQ

测定一次!测定
$("EGQ

$同时以磷酸缓冲液代替

11;3

作为对照$以样品和标准品的荧光衰退曲线的保

护面积之比计算样品的
-712

值!结果表示为
#

E?@

0

T

=R?@?Y

1

$A'$%

2

$

$)!)%

!

数据处理
!

试验平行测定
#

次!结果以平均值
c

标准偏差表示$使用
-RG

T

GQ%)"

软件处理数据$

!

!

结果与分析
!)$

!

消化前后牡蛎低聚肽分子量分布

分子量分布分析结果.表
$

/表明!牡蛎低聚肽的分子

量主要在
$""".F

以下!占总比例的
%9*

以上!具有较好

的水溶性&消化吸收性$研究1

$9

2表明!肽的抗氧化作用与

其分子量大小有关!分子量低的短肽往往表现出较高的

抗氧化活性$因此!牡蛎低聚肽是一种具有潜力的天然

抗氧化性物质$胃蛋白酶和胰蛋白酶消化后!牡蛎低聚

肽的重均分子量略微减少!这是由于低聚肽经蛋白酶消

化后!部分肽段会被酶切降解!进一步生成小肽!将一些

活性基团暴露出来!增加低聚肽与自由基发生反应的机

会1

!"

2

$但是消化前后重均分子量变化不超过
%)!*

!因此

牡蛎低聚肽具有一定的消化稳定性$

!)!

!

消化前后牡蛎低聚肽的
.;;3

自由基清除能力

在体外模拟胃蛋白酶和胰蛋白酶消化前后!牡蛎低

聚肽对
.;;3

自由基清除能力的变化如图
$

所示$由

图
$

可知!在浓度为
$

!

!"E

T

0

E<

时!消化前后的牡蛎

低聚肽对
.;;3

自由基清除率与浓度呈明显的剂量关

系$与消化前相比!消化后的牡蛎低聚肽对
.;;3

自由

基清除能力稍有下降$胃蛋白酶消化前后!

K9

("

值分别

约为
+)$

!

A)% E

T

0

E<

!在试验浓度范围内!最高降低

A)9*

'胰 蛋 白 酶 消 化 前 后!

K9

("

值 分 别 约 为
+)#

!

+)+E

T

0

E<

!最高降低
%)A*

$但胃肠消化对
.;;3

自由

基清除能力均无显著性影响.

;

#

")"(

/$因此!经模拟消

化后!牡蛎低聚肽仍可保持较高的抗氧化活性$王熙

等1

!$

2的研究中也报道了相似的结果!条浒苔抗氧化肽模

拟胃肠消化后!其
.;;3

自由基清除能力稍有下降!但没

有显著性影响$

!)#

!

消化前后牡蛎低聚肽的-

-3

清除能力

经胃蛋白酶和胰蛋白酶消化前后牡蛎低聚肽对

3

-3

清除能力的变化如图
!

所示$牡蛎低 聚 肽 的

表
$

!

不同处理的牡蛎低聚肽分子量分布

=FV@N$

!

0?@NPM@FRWNG

T

ILOGKLRGVMLG?Q?J?

X

KLNR?@G

T

?

U

N

U

LGONKWGLIOGJJNRNQLLRNFLENQLK *

消化方法
分子量0

.F

#

$"""" ("""

!

$""""#"""

!

(""" !"""

!

#""" $"""

!

!""" $("

!

$"""

$

$("

重均

分子量

胃蛋白酶处理
")"$#+ ")!!A" ")AAA$ $)&&+( +)$&%( (A)+!+" ##)A+$# #9")#+(9

胃蛋白酶对照
")"#&( ")&$## $)$$9$ $)A++# +)&+&9 (()+"%A #&)(9#! &!()!(%#

胰蛋白酶处理
")"$#" ")#"$# ")9"A% $)(9## +)#%(# (+)++#" #!)9%!! &"A)"%(!

胰蛋白酶对照
")"!A# ")!%(( ")9"!& $)(9!# +)#9!( (+)$$"( ##)!9&" &"!)(%!&

%#!

"

>?@)#+

"

5?)$$

马
!

勇等$模拟胃肠消化对牡蛎低聚肽抗氧化活性的影响



图
$

!

不同处理的牡蛎低聚肽对
.;;3

自由基清除作用

,G

T

MRN$

!

.;;3JRNNRFOGPF@KPFSNQ

T
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NJJNPLK?J?

X
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T
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LGONKWGLIOGJJNRNQLLRNFLENQLK

3

-3

清除能力在试验浓度范围内呈浓度依赖趋势$徐

兆刚等1

!!

2制备的河蚌蛋白肽在浓度
#$)#!E

T

0

E<

时!

3

-3

清除率为
%!)!9*

!低于试验中牡蛎低聚肽的

3

-3

清除率$胃蛋白酶消化前后!浓度
+E

T

0

E<

时

3

-3

清除率变化最大!降低
9)#*

!在
%

!

$(E

T

0

E<

范

围内!牡蛎低聚肽的3

-3

清除能力与未处理的基本相

同!消化前后
K9

("

值分别约为
%)$

!

%)#E

T

0

E<

$胰蛋白

酶消化前后!整体3

-3

清除能力较胃蛋白酶处理更加

稳定!浓度
& E

T

0

E<

时3

-3

清除率变化最大!降低

#)%*

!其余浓度下变化很小!消化前后
K9

("

值分别约为

()9

!

+)"E

T

0

E<

$胃肠消化对3

-3

清除能力均无显著

性影响.

;

#

")"(

/!说明牡蛎低聚肽在3

-3

清除能力方

面具有一定的消化稳定性!可能是具有3

-3

清除能力

的肽类因其结构不符合消化酶的特异要求从而能够抵抗

消化酶水解!使整体保持较高的抗氧化活性1

!$

2

$

!)&

!

消化前后牡蛎低聚肽的
1d=:

自由基清除能力

以
=R?@?Y

标准品绘制的
1d=:

标准曲线如图
#

所

示!根据标准曲线计算消化前后牡蛎低聚肽的
1d=:

自

由基清除率!结果如表
!

所示$胃肠消化对
1d=:

自由

基清除能力均无显著性影响.

;

#

")"(

/!胃蛋白酶消化

后!牡蛎低聚肽对
1d=:

自由基的清除能力降低了
9)!*

'

胰蛋白酶消化后!对
1d=:

自由基的清除能力提高了

#)+*

$这与
:PIEN@HNR

等1

!#

2研究的
$

D

酪蛋白和刘珊珊

等1

!"

2研究的酪蛋白肽经模拟胃肠消化后的降解规律一

致$推测是由于胃蛋白酶将部分高活性肽段酶切降解!

阻碍了低聚肽与
1d=:

自由基的反应!使低聚肽对自由

基的清除能力略有下降$在随后的模拟肠道消化阶段!

胰蛋白酶消化后!进一步生成小肽!暴露更多活性基团!

大大增加与
1d=:

自由基反应的机会!从而增强对自由

基的清除能力1

!&

2

$

图
!

!

不同处理的牡蛎低聚肽对*

-3

清除作用
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图
#

!

1d=:

标准曲线

,G

T

MRN#

!

1d=:KLFQOFROPMRSN

表
!

!

不同处理的牡蛎低聚肽对
1d=:

自由基清除作用

=FV@N!

!

1d=:JRNNRFOGPF@KPFSNQ

T

GQ

T

NJJNPLK?J?

X

KLNR

?@G

T

?

U

N

U

LGONKWGLIOGJJNRNQLLRNFLENQLK

EE?@

%

T

=R?@?Y

处理方法
1d=:

自由基清除能力

胃蛋白酶消化
!)+#!c")$"#

胃蛋白酶对照
!)9""c")"#(

胰蛋白酶消化
!)$+Ac")"#9

胰蛋白酶对照
!)"9$c")$$%

&#!

提取与活性
6Z=712=4-5 / 12=4>4=8

总第
!!9

期
"

!"!"

年
$$

月
"



!)(

!

消化前后牡蛎低聚肽的
-712

值

不同浓度
=R?@?Y

绘制标准曲线如图
&

所示!根据标

准曲线计算最终牡蛎低聚肽消化前后的
-712

值变化!

结果如表
#

所示$胃肠消化对牡蛎低聚肽的
-712

值均

无显著性影响.

;

#

")"(

/!经胃蛋白酶消化后!

-712

值

提高了
$$)(*

'经胰蛋白酶消化后!

-712

值提高了

$)#*

$顾敏1

!(

2对青养蛋白抗氧化肽经凝胶过滤色谱分

离的组分
d

的胃肠道消化特性进行了研究!结果与试验

一致!体外胃肠道消化体系均提高了其抗氧化活性$产

生这种结果可能是因为经胃&胰蛋白酶处理后!牡蛎低聚

肽的部分肽段被酶解!生成小肽段.三肽或二肽/和氨基

酸!而某些分子量越小的肽段抗氧化活性越强1

$9

2

$另据

报道1

!&

2

!某些氨基酸!如蛋氨酸&组氨酸&苯丙氨酸&色氨

酸&半胱氨酸等!因其特殊的结构而具有抗氧化作用$这

些都可能是牡蛎低聚肽消化之后
-712

值提高的原因$

图
&

!

=R?@?Y

标准曲线

,G

T

MRN&

!

=R?@?YKLFQOFROPMRSN

表
#

!

不同处理的牡蛎低聚肽的
-712

值变化

=FV@N#

!
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X
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#

E?@

%
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=R?@?Y

消化方法
-712

值

胃蛋白酶处理
("$)&(c+$)"9

胃蛋白酶对照
&&9)+$c#$)%+

胰蛋白酶处理
+"()%Ac+")$9

胰蛋白酶对照
(9%)$"c#&)%"

#

!

结论
试验以去壳牡蛎肉为原料!通过两步酶解法制备牡

蛎低聚肽!并以其为研究对象!模拟胃肠道消化试验!通

过对比体外消化前后的分子量分布&

.;;3

自由基清除

能力&3

-3

清除能力&

1d=:

自由基清除能力和
-712

值!探讨胃肠道消化对其抗氧化活性的影响$结果表明!

牡蛎低聚肽的相对分子量主要在
$""".F

以下!胃蛋白

酶和胰蛋白酶消化后重均分子量下降不超过
%)!*

'胃蛋

白酶和胰蛋白酶消化后!

.;;3

自由基清除率降低分别

不超过
A)9*

!

%)A*

'胃蛋白酶和胰蛋白酶消化后!3

-3

清除率降低分别不超过
9)#*

!

#)%*

'胃蛋白酶消化后!

1d=:

自由基清除率降低
9)!*

!胰蛋白酶消化后!

1d=:

自由基清除率提高
#)+*

'胃蛋白酶和胰蛋白酶消化后!

-712

值分别提高
$$)(*

!

$)#*

$胃肠消化对牡蛎低聚

肽的抗氧化活性评价各指标均无显著性影响.

;

#

")"(

/!

证明牡蛎低聚肽经模拟胃肠道消化后仍保持较高的抗氧

化活性!个别抗氧化评价指标有所提高$这表明牡蛎低

聚肽具有较好的综合抗氧化活性和稳定性!此外!由于牡

蛎低聚肽具有很高的安全性!长期食用不会产生毒副作

用!因此可用于抗氧化功能性食品的开发应用$后续将

通过凝胶色谱&离子交换色谱&反相高效液相色谱等方法

分离筛选高活性的抗氧化肽片段!进一步探讨牡蛎低聚

肽发挥抗氧化作用的机理和具体功效成分$
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