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摘要:目的:开发具有抗氧化活性和补钙功能的产品.方

法:在固相法合成 GYLEQ 抗氧化肽的基础上,采用单因

素和正交试验优化酪蛋白 GYLEQ 抗氧化肽与钙离子螯

合反应条件,利用红外光谱和扫描电镜表征 GYLEQＧCa
螯合物的结构,并分析 GYLEQＧCa螯合物体外抗氧化活

性、模拟胃肠液中的持钙率以及对细胞活力的影响.结

果:GYLEQＧCa螯合反应最佳条件为螯合温度５０ ℃,螯

合时间４０min,pH７．５,肽钙质量比４∶１,其中温度对螯

合率的影响达到了极显著水平,pH 和肽—钙质量比对螯

合率的影响达到了显著水平.螯合后产物的红外波谱吸

收峰与 GYLEQ肽相比发生了改变,扫描电镜观察发现

GYLEQ肽为颗粒状,而 GYLEQＧCa螯合物为黏连在一

起的网状结构,表明 GYLEQ 肽与钙离子反应生成了新

的化合物.GYLEQＧCa螯合物的 DPPH 自由基、羟自由

基清除率和还原力高于 GYLEQ 肽,GYLEQＧCa螯合物

在模拟肠液中持钙率维持在７０％以上,且无 细 胞 毒 性.

结论:GYLEQＧCa螯合物具有较好的抗氧化活性和钙维

持率.

关键词:GYLEQＧCa螯合物;结构表征;抗氧化活性;持钙

率;细胞活力

Abstract:Objective:Preparation of GYLEQＧCa chelate with

antioxidantactivityandcalciumsupplementfunction．Methods:

OnthebasisofsolidＧphasesynthesisof GYLEQ antioxidant

peptide,theconditions ofchelation reaction between casein

GYLEQantioxidantpeptideandCa２＋ wereoptimizedbysingle

factorandorthogonalexperiment．ThestructureofGYLEQＧCa

chelatewascharacterizedbyIRandSEM．Meanwhile,thein

vitro antioxidant activity, calcium retention in simulated

gastrointestinaljuiceofGYLEQＧCachelateanditseffectoncell

viability wereanalyzed．Results:Theoptimum conditionsfor

GYLEQＧCachelationreaction weretemperature５０ ℃,time

４０min,pH ７．５,andpeptideＧcalcium massratio４∶１．The

influenceofchelationtemperatureonthechelationratereacheda

verysignificantlevel,andthepHandpeptideＧcalcium massratio

reachedasignificantlevel．Theinfraredabsorptionpeakofthe

GYLEQＧCachelatewaschangedcomparedwithGYLEQpeptide,

andthe SEM observationshowedthat GYLEQ peptide was

granular,while GYLEQＧCachelate wasanetworkstructure

adheredtogether,indicatingthatGYLEQpeptidereactedwith

Ca２＋ toform anewcompound．TheDPPH,hydroxylradical

scavengingrateandreducingpowerofGYLEQＧCachelatewere

higherthanthoseofGYLEQpeptide．Thecalciumretentionrate

ofGYLEQＧCachelateinsimulatedintestinalfluidwasmaintained

atmorethan７０％,andGYLEQＧCachelatehasnocytotoxicity．

Conclusion:GYLEQＧCachelatehasgoodantioxidantactivityand

calcium maintenancerate．

Keywords: GYLEQＧCa chelate; structural characterization;

antioxidantactivity;calciumretention;cellviability

目前,常见的钙补充剂有无机钙和有机钙,无机钙对
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胃肠道具有较大的刺激作用且在小肠碱性条件下发生沉

淀而不易被吸收[１].有机钙具有溶解性好、吸收时不需

要过多胃酸支持以及生物利用度高等特点[２].生物活性

肽可以与钙离子配位结合形成肽钙螯合物[３].肽钙螯合

物能够使钙离子在胃及小肠等吸收部位以螯合态形式存

在而不易形成磷酸钙沉积物;且能够利用肽转运系统吸

收,提高钙的生物利用度[４].另外,肽钙螯合物能够与机

体内未配 对 的 铜 离 子、铁 离 子 等 金 属 离 子 结 合,阻 断

Fenton反应发生,从而减少自由基的产生,发挥抗氧化活

性[５].目前,肽钙螯合物的来源主要有从食源性蛋白质

中分离提取,如已从乳清蛋白、鱼皮胶原蛋白等分离得到

多种肽钙螯合物[６－７];另外,亦可以将制备的多肽与钙离

子在一定的反应条件下螯合制得,如大豆多肽钙螯合、蚕
蛹多肽钙螯合物等[８－９].这些方法制备得到的肽钙螯合

物虽然具有一定的补钙功能,但大多数的多肽仅作为钙

离子的 载 体,缺 乏 相 应 的 生 物 活 性.GYLEQ 肽 (GlyＧ
TyrＧLeuＧGluＧGln)是蛋白酶酶解酪蛋白分离得到的一种

抗氧化 肽,具 有 较 强 的 自 由 基 清 除 活 性[１０].因 此,将

GYLEQ肽与钙离子螯合形成的螯合物可以协同抗氧化

活性和补钙功能.

研究拟在固相合成 GYLEQ肽的基础上,采用单因素

和正交试验优化肽钙螯合物 GYLEQＧCa的制备工艺条件,

并对 GYLEQＧCa螯合物进行结构表征及功能特性分析,以
期为开发具有抗氧化活性和补钙功能的产品提供基础.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

Wangresin、FmocＧLeuＧOH、FmocＧGlyＧOH、FmocＧ
TyrＧOH、FmocＧGluＧOH、FmocＧGlnＧOH,N,NＧ二异丙

基乙胺、１Ｇ羟基苯并三唑、N,N′Ｇ二异丙基碳二亚胺:分析

纯,吉尔生化有限公司;

二氯甲烷、１Ｇ羟基苯并三唑、哌啶、三氟乙酸、乙醚、二

甲基甲酰胺、四硼酸钠、氢氧化钠、CaCl２、酸性洛兰 K、

CuSO４、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、FeCl３、水杨酸:分析纯,

国药集团化学试剂有限公司;

铁氰化钾、DPPH、抗坏血酸等:上海展云化工有限

公司.

１．２　仪器与设备

电子天平:BSA１２４S型,北京赛多利斯天平有限公司;

台式低速冷冻离心机:L２Ｇ４K 型,湖南可成仪器设备

有限公司;

酶标仪:MultiskanFC型,赛默飞世尔科技(中国)有
限公司;

真空冷冻干燥机:LJGJＧ１２型,济南禾普仪器设备有

限公司;

高效液相色谱仪:LCＧ２０A型,日本岛津公司;

三重四极杆质谱仪:LCMSＧ８０３０型,日本岛津公司;

傅立叶变换红外光谱仪:IRPrestigeＧ２１型,日本岛津

公司;

扫描电子显微镜:SＧ４８００型,日立公司.

１．３　试验方法

１．３．１　GYLEQ 肽制备 　 采用 Fmoc固相合成法制备

GYLEQ 肽[１１]. 以 WangＧresin 为 氨 基 酸 载 体,按 照

GYLEQ肽序列将第一个氨基酸固定在树脂上,以 N,NＧ
二异丙基乙胺、１Ｇ羟基苯并三唑和 N,N′Ｇ二异丙基碳二

亚胺为缩合剂,二甲基甲酰胺为溶剂,按照肽序列依次合

成后续氨基酸.合成的产物采用液相进行分离纯化,冷
冻干燥后采用液质联用检测分析其实际分子量.

１．３．２　钙含量测定　向６个１００mL容量瓶中分别加入

０．０~２．５mL(０．５位间隔)０．０２mol/L的氯化钙溶液,然
后分别再加入１０mL０．００２mol/L的酸性洛兰k和５mL

pH１１．５的四硼酸钠缓冲液,去离子水定容至１００mL,测
定４５０nm 处的吸光值A４５０nm.以氯化钙浓度为横坐标,

以吸光值为纵坐标,绘制标准曲线.标准曲线回归方程

为Y＝０．１４０２X＋０．０５９６,R２＝０．９８９.并根据标准曲线

计算钙含量.按式(１)计算钙离子螯合率[１２].

CCa＝[(M－M０)/M]×１００％, (１)

式中:

CCa———钙离子螯合率,％;

M———反应前钙离子浓度,mol/L;

M０———反应后上清液中钙离子浓度,mol/L.

１．３．３　GYLEQＧCa螯合物制备　将 GYLEQ肽溶于去离

子水中,在适宜的温度、时间、pH 和肽钙质量比条件下与

氯化钙溶液进行螯合.然后用５倍体积的无水乙醇沉淀

螯合物,５０００r/min离心１５min,弃去上清液,取沉淀,冷
冻干燥后得到 GYLEQＧCa螯合物[１３].

１．３．４　单因素试验　GYLEQＧCa螯合反应单因素试验的

初始条 件 为:螯 合 温 度 ４５ ℃、螯 合 时 间 ６０ min、螯 合

pH７．０和肽钙质量比３∶１.优化时螯合温度分别为３５,

４０,４５,５０,５５℃;螯合时间分别为２０,４０,６０,８０,１００min;

螯合pH 分别为５,６,７,８,９;m肽 ∶m钙 分别为１∶１,２∶１,

３∶１,４∶１,５∶１.

１．３．５　正交试验　根据单因素试验结果,以螯合温度、螯
合时间、螯合pH 和肽钙质量比为自变量,以螯合率为应

变量,设计四因素三水平正交试验.

１．３．６　红外光谱分析　分别将１ mg的 GYLEQ 肽和

GYLEQＧCa螯合物冻干粉与１００mg的溴化钾混匀后充

分研 磨,压 片,采 用 傅 立 叶 红 外 光 谱 仪 在 ４００~
４０００cm－１范围内分别扫描分析其红外光谱.

１．３．７　扫描电镜分析　将GYLEQ肽和GYLEQＧCa螯合

物冻干粉分别涂片、喷金后,采用扫描电镜分别对其表面

形态进行分析.
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１．３．８　DPPH 自由基清除率测定　参照 Wu等[１４]的方法

并稍 作 修 改.用 ９５％ 乙 醇 溶 液 配 置 ０．１ mmol/L 的

DPPH 溶液,备用.将１ mL 不同浓度的样品与 １ mL
０．１mmol/LDPPH 乙醇溶液混匀,室温下避光静置反应

０．５h后测定５１７nm 处的吸光值,记为A１;用１mL不同

浓度样品与１mL９５％乙醇溶液混合,室温下避光静置反

应０．５h 后 测 定 ５１７nm 处 的 吸 光 值,记 为 A２;１ mL
０．１mmol/LDPPH 乙醇溶液与１ mL９５％乙醇溶液混

合,测定５１７nm 处的吸光值,记为 A０.按式(２)计算样

品的 DPPH 自由基清除率.

WDPPH＝[１－(A１－A２)/A０]×１００％, (２)

式中:

WDPPH———DPPH 自由基清除率,％;

A１———样品 与 DPPH 乙 醇 溶 液 的 混 合 溶 液 在

５１７nm 处的吸光值;

A２———样品与９５％乙醇溶液的混合溶液在５１７nm
处的吸光值;

A０———DPPH 乙醇溶液与９５％乙醇溶液的混合溶

液在５１７nm 处的吸光值.

１．３．９　羟自由基清除率测定　参照 Zhang等[１５]的方法

并稍作修改.将１mL样品与０．３mL８mmol/LFeSO４、

１mL３mmol/L水杨酸以及０．２５mL２０mmol/L过氧化

氢混匀后于３７℃恒温条件下反应３０min,反应结束后冷

却,加入蒸馏水使体系总体积为３mL,５０００r/min离心

１５min,测定上清液在５１０nm 处的吸光值,记为A３;用蒸

馏水代替样品,按照上述方法处理后测定５１０nm 处的吸

光值,记为A４.按式(３)计算样品的羟自由基清除率.

W 羟自由基 ＝[(A３－A４)/A３]×１００％, (３)

式中:

W 羟自由基 ———羟自由基清除率,％;

A４———空白组在５１０nm 处的吸光值;

A３———样品在５１０nm 处的吸光值.

１．３．１０　还原力测定　参照 Akinyed等[１６]的方法并略作

修改.取样品溶液０．５mL 于试管中,分别加入 pH６．６
的０．２ mol/L 磷酸盐缓冲液和 １．０％ 铁氰化钾溶液各

２．５mL,混匀后于５０℃保温２０min,冰浴中冷却后加入

１０％的三氯乙酸溶液２．５mL,混合后于５０００r/min离心

１０min.取上清液２．５mL,分别加入０．１％三氯化铁溶液

０．５mL和蒸馏水２mL,振荡均匀后静置１０ min,测定

７００nm 处的吸光值.

１．３．１１　模拟体外消化　参照龙芳[１７]的方法并稍作修

改.取５mg/mL的 GYLEQＧCa溶液,调节pH 至２．０,按

VGYLEQＧCa∶V胃蛋白酶 ＝２５∶１加入２．０g/mL的胃蛋白酶溶

液,在３７℃水浴条件下模拟胃消化２h,每隔０．５h取一

次样,并于沸水浴中灭酶１５min.随后将溶液pH 调至

７．０,按VGYLEQＧCa∶V胰蛋白酶 ＝２５∶１加入２．０g/mL的胰蛋

白酶溶液,在３７℃水浴条件下模拟肠道消化,同样每隔

０．５h取一次样,沸水浴灭酶终止消化.消化液离心后取

上清液测定钙含量,按式(４)计算 GYLEQＧCa持钙率.

RCa＝[(mT－mS)/T]×１００％, (４)

式中:

RCa———持钙率,％;

mT———GYLEQＧCa样品溶液中总钙质量,mg;

mS———消化后上清液游离钙质量,mg.

１．３．１２　细胞活性测定　采用 MTT 法评价 GYLEQＧCa
螯合物对小鼠胚胎成纤维细胞(MEF 细胞)活力的影

响[１８].将 MEF细胞接种于１０％胎牛血清的 DMEM 培

养基中,并置于３７℃、５％ CO２培养箱中培养.取１００μL
对数生长期(每毫升１×１０５个细胞)的 MEF细胞悬液接

种于９６孔板中培养２４h,然后每孔分别加入２,４,６,８,

１０mg/mL 的 GYLEQＧCa螯合物１００μL,继续培养２４h
后每孔加入２０μLMTT,继续培养４h,弃上清,每孔加入

１５０μL二甲基亚砜,震荡１０min后用酶标仪测定４９０nm
吸光值,按式(５)计算细胞活力.

V＝[(ODt－ODb)/(ODc－ODb)]×１００％, (５)

式中:

V———细胞活力,％;

ODt———含 有 GYLEQＧCa 螯 合 物、MEF 细 胞 和

DMEM 培养基组的光密度值;

ODc———含有 MEF细胞和 DMEN 培养基组的光密

度值;

ODb———仅含有 DMEM 培养基组的光密度值.

１．４　数据整理与分析

采用 Excel２０１０ 软件进行数据整理与作 图,采 用

SAS１０．０软件对正交试验结果进行统计分析.

２　结果与分析

２．１　GYLEQ抗氧化肽分子量

由图１可知,保留时间４５．７min和４７．８min处各出

现了一个峰,且在４７．８min处的峰面积较大.收集两处

峰的样品,采用液质联用检测其质荷比,分析其实际分

子 量.由图２可知,４７．８min处的样品的实际分子量为

图１　GYLEQ肽的高效液相色谱分析

Figure１　HPLCanalysisofGYLEQpeptide
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图２　GYLEQ肽的质荷比分析

Figure２　MassＧchargeratioanalysisofGYLEQpeptide

６０９．６５,与 GYLEQ 肽实际分子量６０８．６４相接近,表明

４７．８min处的样品为 GYLEQ目标肽.

２．２　GYLEQＧCa螯合反应条件优化

２．２．１　螯合温度对GYLEQＧCa螯合率的影响　由图３可

知,随着温度的升高,GYLEQＧCa螯合物的产率呈先增加

后减小趋势,可能是因为温度的升高增加了分子的热运

动,提高了钙离子与肽的碰撞概率,有利于其螯合反应的

进行[１３],但当温度超过５０℃时,肽的结构被破坏,导致钙

离子结合位点减少,螯合率降低[１９].

２．２．２　螯合时间对GYLEQＧCa螯合率的影响　由图４可

知,随着螯合时间的增加螯合率也逐渐增加;但当螯合时

图３　螯合温度对 GYLEQＧCa螯合率的影响

Figure３　EffectsofreactiontemperatureonGYLEQＧCa
chelationrate

图４　螯合时间对 GYLEQＧCa螯合率的影响

Figure４　EffectsofreactiontimeonGYLEQＧCa
chelationrate

间超过６０min时,GYLEQＧCa的螯合率增速趋于平稳,

表明 GYLEQ肽与钙离子已经充分结合.

２．２．３　pH 对 GYLEQＧCa螯合率的影响　由图５可知,

随着pH 值的增大,GYLEQＧCa螯合率呈先增大后下降

趋势,当pH 为８时,螯合率达最高值.在酸性条件下,

H＋ 与Ca２＋ 竞争—COO—供电子基团,导致螯合反应受

阻;而过高的pH 导致溶液中的 OH－ 与Ca２＋ 发生反应生

产氢氧化钙微溶物,导致螯合物产率降低[９].

２．２．４　肽—钙质量比对 GYLEQＧCa螯合率的影响　由

图６可知,随着肽—钙质量比的增加,GYLEQＧCa螯合率

逐渐增加,且肽—钙质量比为１∶１~３∶１时,螯合率增

加幅度较大,可能是由于随着肽浓度的升高,肽与钙离子

碰撞的几率增加,促进了螯合物的形成[２０].而当肽—钙

质量比超过３∶１时,螯合率增加幅度逐渐变小,可能是

因为随着肽浓度的增加,溶质扩散受阻,限制了螯合物的

形成[２１].

２．２．５　GYLEQＧCa螯合反应的正交试验　根据单因素试

验结果,设 计 四 因 素 三 水 平 的 正 交 试 验,进 一 步 优 化

GYLEQＧCa螯合反应条件.正交试验因素水平设计如

表１所示,其结果如表２所示.由表２可知,不同因素对

GYLEQＧCa螯合率影响不同,其中螯合温度对螯合率的

影响最大,pH次之,再次为肽—钙质量比,而螯合时间

图５　pH 对 GYLEQＧCa螯合率的影响

Figure５　EffectsofpHonGYLEQＧCachelaterate

图６　肽—钙质量比对 GYLEQＧCa螯合率的影响

Figure６　EffectsofpeptideＧcalciumratioonGYLEQＧCa
chelationrate
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表１　GYLEQＧCa螯合反应正交试验因素水平表

Table１　Factorleveltableoforthogonalexperimentfor
GYLEQＧCachelationreaction

水平 A 螯合温度/℃ B螯合时间/min CpH Dm肽 ∶m钙

１ ４０ ４０ ７．５ ３∶１

２ ４５ ６０ ８．０ ４∶１

３ ５０ ８０ ８．５ ５∶１

表２　GYLEQＧCa螯合反应正交试验结果

Table２　Theresultsoforthogonalexperimentfor
GYLEQＧCachelationreaction

试验号 A B C D 螯合率/％

１ １ １ １ １ ４２．９８

２ １ ２ ２ ２ ４１．２１

３ １ ３ ３ ３ ３９．１４

４ ２ １ ２ ３ ４４．３７

５ ２ ２ ３ １ ３９．７９

６ ２ ３ １ ２ ４６．２９

７ ３ １ ３ ２ ５７．１５

８ ３ ２ １ ３ ５９．１３

９ ３ ３ ２ １ ４９．０１

k１ ４１．１１ ４８．１６ ４９．４６ ４３．９２


k２ ４３．４８ ４６．７１ ４４．８６ ４８．２１

k３ ５５．０９ ４４．８１ ４５．３６ ４７．５５

R １３．９８ ３．３５ ４．６０ ４．２９

因素主次 A＞C＞D＞B

最佳组合 A３B１C１D２

对 GYLEQＧCa螯合物产率的影响最小.最优的螯合反应

条件为:A３B１C１D２,即反应温度为 ５０ ℃,反应时间为

４０min,pH 为７．５,肽—钙质量比为４∶１.对优化得到的

最佳条件进行验证,３次实验得到的平均 GYLEQＧCa螯

合率为６１．５６％.

　　为了判断各因素对GYLEQＧCa螯合率影响的差异显

著性,对正交试验结果进行方差分析,结果见表 ３.由

表３可知,模型差异达到了极显著水平,说明螯合因素对

螯合率有重要影响;其中螯合温度对螯合率有极显著影

响,pH 和肽—钙质量比对螯合率有显著影响,而螯合时

间对其影响不显著.

２．３　GYLEQＧCa螯合物的结构表征

２．３．１　GYLEQＧCa螯合物红外光谱分析　红外光谱分析

可以反映官能团的组成情况,与 GYLEQ 肽的红外光谱

相比,GYLEQＧCa螯合物的红外光谱具有明显的不同,这
可能是钙离子在与 GYLEQ 肽进行螯合时,使肽的某些

官能团结构发生变化,引起吸收峰发生变化[２２].由图７
可知,３４２３．６５cm－１处由N—H的伸缩振动引起的吸收

表３　GYLEQＧCa螯合反应正交试验结果方差分析

Table３　Varianceanalysisoforthogonaltestresultsof
GYLEQＧCachelationreaction

变异来源 自由度 平方和 均方 F 值 P＞F

模型 ９ ８５２．９５２ ９４．７７２ １８．３３ ０．０００２

重复 １ ６．７２２ ６．７２２ １．３０ ０．２８７１

螯合温度 ２ ６７１．８７９ ３３５．９３９ ６４．９８ ＜０．０００１

螯合时间 ２ ３３．８７７ １６．９３８ ３．２８ ０．０９１３

pH ２ ７６．５５６ ３８．２７８ ７．４０ ０．０１５１

肽—钙质量比 ２ ６３．９１７ ３１．９５８ ６．１８ ０．０２３８

误差 ８ ４１．３５６ ５．１６９


总和 １７ ８９４．３０９

图７　GYLEQＧCa螯合物的红外吸收光谱

Figure７　Infraredabsorptionspectrumof
GYLEQＧCachelate

峰转移到了３４０２．４３cm－１处,说明 N—H 键参与了钙离

子螯合[２３];酰 胺I带 吸 收 峰 从 １６５８．０１cm－１ 转 移 到

１６５４．９３cm－１,—COOH 吸收峰从１３４４．３８cm－１转移到

了１２５５．６６cm－１,说明—COOH 中的CO参与了螯合

反应[２４];GYLEQＧCa离子螯合 物 在２５８２．６８cm－１ 出 现

C—H 伸缩振动吸收峰,可能是由于—CH２—与钙离子发

生了结合;１７５１．３６cm－１处吸收峰可能是钙离子与酰胺

CO 键发生了结合[２５].由此可知,GYLEQ 肽的酰胺

键,氨基的氮原子和羧基的氧原子参与了钙离子的螯合

反应.

２．３．２　GYLEQＧCa螯合物的电镜分析 　 由图 ８可知,

GYLEQＧCa螯合物与 GYLEQ肽在形态结构上存在明显

差异,GYLEQ肽为分散的小颗粒;而 GYLEQＧCa螯合物

为网状的聚集体,这可能是 GYLEQ 肽与钙离子作用后

发生聚集而形成的寡聚体[２６].两者形貌差异同样能够证

明 GYLEQ肽与钙离子发生螯合生成了新的化合物.

２．４　GYLEQＧCa螯合物的抗氧化活性分析

２．４．１　DPPH 自由基清除能力　由图９可知,GYLEQＧ
Ca螯合物的 DPPH 自由基清除率明显高于 GYLEQ 肽;

在质量浓度为０~４mg/mL时,GYLEQ肽及GYLEQＧCa
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图８　GYLEQＧCa螯合物的扫描电镜分析

Figure８　SEManalysisofGYLEQＧCachelate

图９　GYLEQＧCa螯合物的 DPPH 自由基清除率

Figure９　DPPHfreeradicalscavengingrateof

GYLEQＧCachelate

螯合物的 DPPH 自由基清除率均随着质量浓度的升高而

逐渐增大;当质量浓度为４mg/mL时,GYLEQ与其钙螯

合物的 DPPH 自由基清除率分别为６３．１％和７３．６％;而

当质量浓度高于４mg/mL时,两者 DPPH 自由基清除率

增加不明显.通过拟合曲线得到 GYLEQ肽及其钙螯合物

的DPPH自由基清除率的IC５０分别为２．３１,１．４３mg/mL,

由此可知,GYLEQ肽在与钙螯合后,其对 DPPH 自由基

清除能力增强.

２．４．２　羟自由基清除能力　由图１０可知,随着质量浓度

的升高,GYLEQ 肽及 GYLEQＧCa螯合物的羟自由基清

除率 均 逐 渐 增 大;当 GYLEQ 肽 的 质 量 浓 度 为 ０~

３mg/mL时,其 羟 自 由 基 清 除 率 增 加 较 为 迅 速,而

GYLEQＧCa螯合物浓度为０~２mg/mL时,其羟自由基

清除率增加较为明显;GYLEQ 肽及 GYLEQＧCa螯合物

的羟自由基清除率的IC５０值分别为２．１３,１．１９mg/mL,表

明 GYLEQＧCa对羟自由基的清除效果优于 GYLEQ肽.

２．４．３　还原力　由图１１可知,GYLEQ 肽与 GYLEQＧCa
螯合物的还原力均随质量浓度的增加而增大;当 GYLEQ
肽质量浓度为０~４mg/mL时,其还原力随着质量浓度

的增加而迅速增加,当质量浓度高于４mg/mL时,其还

原力随着浓度的增加而增加得较慢.相对于 GYLEQ
肽,GYLEQＧCa 螯 合 物 的 还 原 力 在 质 量 浓 度 为 ０~

２mg/mL 时随着浓度的增加而增加得较快,而之后还原

力增加得较为缓慢.

图１０　GYLEQＧCa螯合物的羟自由基清除率

Figure１０　Hydroxylradicalscavengingrateof
GYLEQＧCachelate

图１１　GYLEQＧCa螯合物的还原力

Figure１１　ReducingpowerofGYLEQＧCachelate

　　综上,GYLEQＧCa螯合物的 DPPH 自由基和羟自由

基清除率以及 还 原 力 总 体 高 于 GYLEQ 肽,这 可 能 与

GYLEQＧCa能够与金属离子结合,阻断自由基产生和阻

碍金属与脂类和过氧化物的相互作用有关[７].

２．５　模拟体外消化对GYLEQＧCa螯合物持钙率的影响

由图１２可知,GYLEQＧCa螯合物在模拟胃液中消化

０~１．５h时,持钙率逐渐降低,１．５h后持钙率基本保持不

变,表明pH 和胃蛋白酶对 GYLEQＧCa螯合物稳定性具

有一定的影响,可能是因为较低的pH 使螯合过程发生了

可逆反 应 和 胃 蛋 白 酶 的 酶 解 作 用 破 坏 了 螯 合 物 的 结

构[２０].但加入模拟肠液消化后,持钙率逐渐上升,且在肠

液消化１．５h后,持钙率基本维持不变,可能是因为进入

肠液后 H＋ 浓度逐渐降低,而 OH－ 浓度逐渐升高,钙离

子与肽的螯合能力增强,也可能是在胃液中消化的肽又

重新与钙离子发生了螯合,从而导致持钙率上升[１７].钙

离子在肠道中容易被草酸盐、植酸盐以及 OH－ 所沉淀,

形成难以吸收的沉淀物;而 GYLEQ 肽与钙离子形成的

GYLEQＧCa螯合物具有较好的肠道吸收性.

２．６　GYLEQＧCa螯合物对细胞活力的影响

由图１３可知,当 GYLEQＧCa螯合物质量浓度低于

３mg/mL时,随着浓度的增加 MEF细胞活力逐渐增加,

当质量浓度高于３mg/mL时,细胞活力呈下降趋势,表
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图１２　模拟体外胃肠液消化对 GYLEQＧCa螯合物

持钙率的影响

Figure１２　 Effectsofinvitrosimulateddigestionof

gastrointestinaljuiceoncalciumretentionof
GYLEQＧCachelate

图１３　GYLEQＧCa螯合物对 MEF细胞活力的影响

Figure１３　EffectsofGYLEQＧCachelateonthe

viabilityofMEFcell

明 GYLEQＧCa螯合物并无细胞毒性,且适宜的浓度能够

促进细胞的增殖.钙离子能够与细胞内的钙调节蛋白结

合形成钙—钙调节蛋白复合物,从而激活胞内多种酶的

活性,调控细胞的生长代谢,但过高浓度的钙离子会导致

细胞功能异常[２７].

３　结论
采用固相法合成了 GYLEQ抗氧化肽,GYLEQ抗氧

化肽与Ca２＋ 螯合反应的最佳工艺条件为螯合温度５０℃,

螯合时间４０min,pH７．５和肽—钙质量比４∶１,在此条

件下,GYLEQＧCa螯合物产率为６１．５６％.通过红外光谱

和扫描电镜表征分析比较 GYLEQ肽与 GYLEQＧCa螯合

物结构,发现 GYLEQＧCa螯合物为一种新生成的化合物.

优化制备的 GYLEQＧCa螯合物具有较好的抗氧化活性、

较高的肠液持钙率和生物安全性.相比较常见的混合肽

与Ca２＋ 形成的螯合物,GYLEQＧCa螯合物具有更为稳定

的结构和生物学特性.但后续仍需要对 GYLEQＧCa螯合

物的体内抗氧化活性、促进钙吸收的分子机制以及转运

途径进行研究.
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信 息 窗

欧盟修订酒精饮料分析的参考方法

　　欧盟官方公报２０２３年２月２１日消息,２月１６日

欧盟委员会通过(EU)２０２３/３８３实施条例修订(EC)第

２８７０/２０００号酒精饮料分析的参考方法,并废除(EEC)

No２００９/９２条例,该条例确定了酒精饮料、芳香化葡萄

酒、芳香化酒基饮料和芳香化酒产品鸡尾酒制备过程

中农业来源乙醇的分析方法,发布后第２０日生效.主

要内容如下:① 该条例适用于欧洲议会和理事会(EU)

２０１９/７８７第５条所定义的农业乙醇;农业来源乙醇的

欧盟参考分析方法应为该条例附件中规定的方法;农
业来源的乙醇应被视为一种馏出物,其酒精度应按附

件第一章附录II的规定直接测量.但是,当酒精样品

不澄清或可见悬浮颗粒时,应对样品进行蒸馏;对于挥

发性物质的测定,应要求用无水乙醇配制的标准溶液 C
进行校准,以实现附件５第III．２章中详述的样品和标

准溶液之间的适当基质匹配.对于糠醛的测定,如附

件第 X章所述,农业来源的乙醇应通过加水稀释两倍,
使其初始体积加倍,并达到与校准溶液相同的体积酒

精浓度;乙醇中 C１４含量的测定,采用附件第十一章规

定的方法;② 废除(EEC)No２００９/９２;③ 该条例直接

适用于所有成员国.

(来源:http://news．foodmate．net)
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