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摘要：以脱淀粉玉米蛋白粉为原料，用 Ａｌｃａｌａｓｅ２．４Ｌ在优化

酶解条件下制得玉米低聚肽产品ＣＯＰ。通过体外醒酒活性

及动物试验表明：ＣＯＰ具有较高体内外醒酒活性，同时发现

ＣＯＰ的剂量与小鼠血醇含量的降低呈明显的剂量—效应关

系。经凝胶过滤色谱和反相色谱分离分级及醒酒活性筛选，

得到醒酒活性较强的玉米低聚肽级分ＣＯＰⅢ１７。该级分通

过超高效液相色谱—四级杆—飞行时间串联质谱联用分析，

得到其氨基酸序列为：ＰＹＬＰＬＬＰＳ。

关键词：玉米；低聚肽；醒酒活性；色谱分离；四级杆—飞行时

间串联质谱
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　　玉米低聚肽是以玉米蛋白为主要原料，用酶解法（蛋白

酶）生产的相对分子量小于１０００、主要成分为肽的粉末状物

质［１］，２０１０年经中华人民共和国国家卫生和计划生育委员

会批准作为新资源食品开始使用。玉米低聚肽中富含丙氨

酸、亮氨酸、谷氨酸和脯氨酸等［２］，其特殊的氨基酸组成和连

接方式赋予玉米肽多种生物活性，如促进酒精代谢［３］、保护

酒精性／化学性肝损伤［４，５］、抗疲劳［６］、抗肿瘤［７］、抑制血管紧

张素转换酶活性［８］等。

　　Ｙａｍａｇｕｃｈｉ等
［１，３］首先用碱性蛋白酶水解玉米蛋白，得

到了有生物活性的玉米肽，并发现其具有促进酒精代谢作

用，并对其醒酒机理进行了初步研究。结果表明：玉米肽的

醒酒作用源于它可以显著性提高血清中丙氨酸、亮氨酸的浓

度，从而产生稳定的辅酶（ＮＡＤ＋），进而加速血液中乙醇在

肝脏中的代谢。

　　目前，关于具有醒酒活性玉米低聚肽的报道多集中于玉

米蛋白粉的酶解条件的优化，而关于其醒酒活性肽的氨基酸

序列报道较少，仅 ＭａＺｈｉｌｉ等
［９］给出了一种醒酒活性肽的

氨基酸序列为 ＱＬＬＰＦ。为进一步研究醒酒活性肽的构

效关系，进而为开发高醒酒活性玉米低聚肽产品提供理论依

据，本研究将自制的玉米低聚肽产品经凝胶过滤色谱和反相

色谱分离分级，以及醒酒活性筛选，获得醒酒活性较强的级

分；该级分再经超高效液相色谱—四级杆—飞行时间串联质

谱联用分析，以获得其氨基酸序列。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　试验原料

　　玉米蛋白粉（ｃｏｒｎｇｌｕｔｅｎｍｅａｌ，ＣＧＭ）：粗蛋白含量为

６２．８７％，中食都庆（山东）生物技术有限公司。

１．１．２　试验动物

　　昆明种健康小白鼠，体重（２５±２）ｇ，雄性，苏州中医院

研究所。

１．１．３　主要试剂

　　中温 α淀粉酶 ＢＡＮ４８０Ｌ：４８０ＫＮＵ／ｇ，丹麦 Ｎｏｖｏ

公司；

７９１



　　Ａｌｃａｌａｓｅ２．４Ｌ：２．４ＡＵ／ｇ，丹麦Ｎｏｖｏ公司；

　　氧化型辅酶Ｉ（ＮＡＤ＋）：上海国药集团；

　　乙醇脱氢酶ＡＤＨ：３１０Ｕ／ｍｇ，美国Ｓｉｇｍａ公司；

　　ＳｅｐｈａｄｅｓＧ１５：葡聚糖凝胶，美国ＧＥ公司；

　　乙腈：色谱纯，美国Ｆｉｓｈｅｒ公司；

　　甲酸：色谱纯，美国ＲＯＥ公司；

　　乙醇、正丁醇：优级纯，国药集团化学试剂有限公司；

　　ＮａＯＨ、Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、明胶、焦磷酸

钠、盐酸、三氟乙酸、无水乙醇等：分析纯，国药集团化学试剂

有限公司。

１．１．４　主要仪器设备

　　高速冷冻离心机：ＡｖａｎｔｉＪＥ型，美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司；

　　双光紫外可见分光光度计：ＴＵ１９００型，北京普析通用

仪器有限公司；

　　气相色谱仪：ＧＣ２０１０型，日本岛津公司；

　　恒流泵：ＨＬ２型，上海沪西分析仪器有限公司；

　　电脑全自动部分收集器：ＢＳＺ１００型，上海沪西分析仪

器有限公司；

　　紫外检测器：ＨＤ３型，上海沪西分析仪器有限公司；

　　色谱工作站：ＳＥＰＵ３０００型，杭州普惠科学仪器有限

公司；

　　冷冻干燥机：ＳＣＩＥＮＴＺ１０Ｎ型，宁波新芝生物科技有限

公司；

　　高效液相色谱仪：Ｗａｔｅｒｓ２５４５型，美国沃特公司；

　　超高效液相色谱—飞行时间质谱联用仪：ＷａｔｅｓＡｃｑｕｉｔｙ

ＵＰＬＣＷａｔｅｒｓＭＡＬＤＩＳｙｎａｐｔＱＴＯＦ型，美国沃特公司。

１．２　方法

１．２．１　玉米低聚肽的制备　因原料中蛋白质含量不高，故

先用中温淀粉酶对原料脱淀粉，然后以脱淀粉玉米蛋白粉为

原料进行酶水解得到玉米粗肽液，再经过除杂和脱盐，最后

进行低温喷雾干燥得到玉米低聚肽成品（ＣＯＰ）。玉米低聚

肽的制备工艺流程：

　　玉米蛋白粉→α淀粉酶水解（ｐＨ５．５，温度６０℃，酶底

比２．５％，料 液 比 １∶１１（犿 ∶犞），酶 解 时 间 ３ ｈ）

→
脱淀粉玉米蛋白粉

碱性蛋白酶水解（ｐＨ８．５，温度５５℃，酶

底比１．５％，料 液 比 １∶１５（犿∶犞），酶 解 时 间 ３ｈ）

→
玉米粗肽液

冷冻离心（８０００ｒ／ｍｉｎ，１０℃，２０ｍｉｎ） →
上清液

微滤（分别用０．８０，０．４５，０．２２μｍ的微孔滤膜抽滤）→超滤

（３ｋＤａ）→纳滤（１６０Ｄａ）→低温喷雾干燥→玉米低聚肽

１．２．２　玉米低聚肽的理化指标　按 ＱＢ／Ｔ４７０７—２０１４

执行。

１．２．３　体外醒酒活性———乙醇脱氢酶（ＡＤＨ）活力的测定

　　参照文献［１０］修改如下：取５ｍＬ小管，加入ｐＨ８．８的

焦磷酸钠缓冲液１．５ｍＬ，２７ｍｍｏｌ／Ｌ氧化型辅酶Ｉ（ＮＡＤ＋）

１．０ｍＬ，体积分数为１１．５％的乙醇溶液０．５ｍＬ，试样

（０．１ｍｇ／ｍＬＣＯＰ溶液或超纯水）０．１ｍＬ，混匀后置于２５℃

水浴锅中温浴５ｍｉｎ，之后向管中加入２５℃温浴的 ＡＤＨ

（０．２５Ｕ／ｍＬ）０．１ｍＬ。混匀后立即测定其吸光度（犃３４０ｎｍ）

值，每隔１０ｓ读数一次，直至每分钟吸光度的增大值达到稳

定为 止。取 最 初 线 性 部 分 计 算 每 分 钟 还 原 型 辅 酶 Ⅰ

（ＮＡＤＨ）的生成量，ＡＤＨ 的活力（Ｕ）以每分钟生成１μｍｏｌ

ＮＡＤＨ时所需的酶量表示。ＡＤＨ酶活按式（１）计算：

　　犈ＡＤＨ＝
Δ犃×３．２
犠×６．２

（１）

　　式中：

　　犈ＡＤＨ———ＡＤＨ酶活，Ｕ；

　　Δ犃———３４０ｎｍ处每分钟吸光度的增加值；

　　３．２———反应液总体积，ｍＬ；

　　犠———酶液中含酶量，ｍｇ／ｍＬ；

　　６．２———ＮＡＤＨ在３４０ｎｍ处的摩尔吸光系数。

１．２．４　玉米低聚肽醒酒动物试验　醒酒动物试验及量效关

系试验参照文献［１１］。将昆明种雄性小鼠，饲养１周后随即

分为５组，每组１０只。５组分别为空白组（阴性对照）、模型

组（阳性对照）、ＣＯＰ低剂量组（０．２ｍｇ／ｇ·ＢＷ）、ＣＯＰ中剂

量组（０．４ｍｇ／ｇ·ＢＷ）、ＣＯＰ高剂量组（０．８ｍｇ／ｇ·ＢＷ）。

采用灌胃的方式给予ＣＯＰ，灌胃前禁食１２ｈ，空白组和模型

组分别给予等体积的生理盐水。３０ｍｉｎ后除空白组外，其余

４组均灌胃５０％（犞／犞）乙醇０．０１２ｍＬ／ｇ·ＢＷ，空白组则灌

胃等体积的生理盐水，两次灌胃总体积不超过０．０３ｍＬ／ｇ·ＢＷ。

１ｈ后眼眶取血，将所取血样于３７℃水浴恒温３０ｍｉｎ，立即

以４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ取血清，在血清中加入等体积的

１０％ ＴＣＡ和４μＬ／ｍＬ的正丁醇（内标物），再以４０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，取上清液供测定血清中乙醇浓度用。

　　将上述处理好的血清样品用气相色谱法测定乙醇的浓

度，色谱条件：检测器：ＦＩＤ，温度２５０℃；ＤＢ２３毛细管色谱

柱：６０ｍ×３２０ｍｍ×２５μｍ，柱温７０℃；流量：氢气４７ｍＬ／ｍｉｎ，

空气４００ｍＬ／ｍｉｎ，氮气１．５ｍＬ／ｍｉｎ。

１．２．５　凝胶过滤色谱分离ＣＯＰ　色谱分离柱自装，填料为

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５，柱尺寸：６０ｃｍ×２．６ｃｍ；洗脱液：超纯水；洗

脱流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；上样量：ＣＯＰ１５ｍＬ（３０ｍｇ／ｍＬ）；检测

波长：２２０ｎｍ。结合ＳＥＰＵ３０００色谱工作站给出的色谱图，

每６ｍｉｎ收集１管，按照分子量大小分为不同级分，将各级分

经冷冻干燥后得到固形物，然后分别测定其体外醒酒活性，

活性最强的级分用于后续进一步分离纯化。

１．２．６　制备型反相高效液相色谱分离纯化　将经冷冻干燥

制得的１．２．５中活性最强的级分，用 Ｗａｔｅｒｓ２５４５制备型高

效液相色谱（ＲＰ—ＨＰＬＣ）进一步分离纯化。色谱柱为 Ｗａ

ｔｅｒｓｘＢｒｉｄｇｅ
ＴＭＰｒｅｐＣ１８（２５０ｍｍ×１９ｍｍ，５μｍ）；柱温为室

温（２０℃左右），进样量５００μＬ，样品浓度５０ｍｇ／ｍＬ，流动相

流速１０ｍＬ／ｍｉｎ，紫外检测波长２２０ｎｍ；流动相：Ａ为乙腈

（０．０５％ ＴＦＡ），Ｂ为超纯水（０．０５％ ＴＦＡ）；梯度洗脱条件：

０～３０ｍｉｎ，５％ Ａ～２０％ Ａ；３０～５０ｍｉｎ，２０％ Ａ～５０％ Ａ；

５０～５３ｍｉｎ，５０％ Ａ；５３～５５ｍｉｎ，５０％ Ａ～５％ Ａ；５５～

６０ｍｉｎ，５％ Ａ。将集分经冷冻干燥后得到固形物，分别测定

其ＡＤＨ激活率。ＡＤＨ激活率按式（２）计算：
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　　犚＝
犈加肽－犈空白

犈空白
×１００％ （２）

　　式中：

　　犚———ＡＤＨ激活率，％；

　　犈加肽———玉米低聚肽组ＡＤＨ酶活，Ｕ；

　　犈空白———空白组ＡＤＨ酶活，Ｕ。

１．２．７　ＵＰＬＣ—Ｑ—ＴＯＦ—ＭＳ分离分析　将１．２．６中体外

醒酒活性最强的冻干组分，经 ＵＰＬＣ—Ｑ—ＴＯＦ—ＭＳ进一

步分离分析。

　　（１）液相条件：ＷａｔｅｓＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣ超高效液相色谱

仪，色谱柱为 ＷａｔｅｒｓｘＢｒｉｄｇｅ
ＴＭ ＢＥＨ１３０Ｃ１８（１５０ｍｍ×

２．１ｍｍ，１．７μｍ）；柱温 ４５ ℃，进样量 １μＬ，进样浓度

０．１ｍｇ／ｍＬ，流动相流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ，ＰＤＡ检测器，流动相：

Ａ为乙腈，Ｂ为超纯水（０．１％甲酸）；洗脱条件：０～１ｍｉｎ，２％

Ａ；１～２３ｍｉｎ，２％ Ａ～４０％ Ａ；２３～２５ｍｉｎ，４０％ Ａ～８０％

Ａ；２５～２６ｍｉｎ，８０％ Ａ；２６～３０ｍｉｎ，８０％ Ａ～２％ Ａ。

　　（２）质谱条件：ＷａｔｅｒｓＭＡＬＤＩＳｙｎａｐｔＱ—ＴＯＦ，离子化

方式ＥＳＩ＋；毛细管电压３．０ｋＶ；取样锥孔电压３０Ｖ；离子源

温度１００℃；脱溶剂温度４００℃；脱溶剂气流５００Ｌ／ｈ；锥孔

气流５０Ｌ／ｈ；碰撞能量６／２５Ｖ；倍增器电压１８００Ｖ。

１．２．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ软件，所有数据以平均值

（３次重复）或者以平均值±标准差表示，组间经狋检和方差

分析对试验结果进行显著性分析。

２　结果与分析

２．１　玉米低聚肽的理化指标

　　由表１可知，通过比较可以发现自制玉米低聚肽的各项

值均优于ＱＢ／Ｔ４７０７—２０１４中的要求。

表１　玉米低聚肽理化指标

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｃｏｒｎ

ｏｌｉｇｏｐｅｔｉｄｅｓ ％

来源
蛋白质

（干基）

低聚肽

（干基）

蛋白质水解物所占

比例（λ＝２２０ｎｍ）
水分 灰分

测定值 ８５．０９ ７４．０７ ９５．６２ ４．１０ ２．６１

ＱＢ／Ｔ４７０７

—２０１４限值
８０．００ ７０．００ ８５．００ ７．００ ８．００

相对分子质量小于１０００。

２．２　体外醒酒试验

　　经ＡＤＨ活力测定，自制玉米低聚肽ＣＯＰ的体外醒酒活

性———ＡＤＨ激活率为（４１．７３±１．９）％，优于市售某玉米低

聚肽的ＡＤＨ激活率（３５．６９±１．４）％，说明自制的玉米低聚

肽ＣＯＰ具有高效的体外醒酒活性。

２．３　玉米低聚肽醒酒动物试验

　　由图１可知，与阳性对照组比较，随着灌胃ＣＯＰ剂量的

增加，小鼠血清中乙醇含量不断降低，当 ＣＯＰ 的剂量为

０．２ｍｇ／ｇ·ＢＷ时，小鼠血清中乙醇含量显著降低（Ｐ＜０．０５），

当ＣＯＰ的剂量为０．４ｍｇ／ｇ·ＢＷ时，小鼠血清中乙醇含量极

．与阳性对照组比较差异显著（Ｐ＜０．０５）　．与阳性对照组比

较差异极显著（Ｐ＜０．０１）　．与阳性对照组比较差异极显著

（Ｐ＜０．００１）

图１　不同剂量玉米低聚肽对小鼠血清中乙醇含量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｒｎｐｅｐｔｉｄｅｓｏｎｓｅｒｕｍｅｔｈａｎｏｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ

显著降低（Ｐ＜０．０１），当ＣＯＰ的剂量为０．８ｍｇ／ｇ·ＢＷ 时，

血醇含量降低达到极显著水平（Ｐ＜０．００１），乙醇含量降低率

达到７０．０２％。通过动物试验表明，ＣＯＰ在小鼠体内有高醒

酒活性，同时不难发现玉米低聚肽的剂量与小鼠血清中乙醇

含量的降低呈现明显的量效关系。

２．４　凝胶过滤色谱分离分级

　　凝胶过滤色谱（ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５）分离ＣＯＰ的洗脱曲线见

图２。按照分子量大小分为５个级分，分别定义为ＣＯＰⅠ、

ＣＯＰⅡ、ＣＯＰⅢ、ＣＯＰⅣ、ＣＯＰⅤ。５个级分中ＣＯＰⅢ的体外

醒酒活性最强，其 ＡＤＨ激活率为（３７．８２±１．７）％。多次收

集ＣＯＰⅢ，经旋转蒸发浓缩及冷冻干燥后得到固形物用于后

续分离纯化。

图２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５分离ＣＯＰ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＣＯＰｂｙＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５

２．５　制备型ＲＰ—ＨＰＬＣ分离分级

　　将经凝胶过滤色谱（ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５）分离得到的活性较

#

级分ＣＯＰⅢ进一步进行反相色谱分离，可分成如图３所示

的２１个级分。分别收集这２１个级分，经旋转蒸发浓缩及冷

冻干燥后测定其体外醒酒活性，结果见图４。

　　由图４可知，１７号级分的体外醒酒活性最高，其 ＡＤＨ

激活率为（４５．７３±２．３）％，组分１４，１５，１６，１９，２０，２１的

ＡＤＨ激活率均超过２５％～４０％。１７号级分用于下一步

ＵＰＬＣ—Ｑ—ＴＯＦ—ＭＳ分析，以期得到其氨基酸序列。
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图３　制备反相高效液相分离ＣＯＰⅢ色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＣＯＰⅢｓｅｐａｒａｔｅｄｂｙＰｒｅｐａｒａｔｉｖｅＲＰ—ＨＰＬＣ
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图４　反相高效液相分离组分的体外醒酒活性

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｈｅａｎｔｉａｌｃｏｈｏｌｉｓｍａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｖｉｔｒｏｏｆｔｈｅ

ｆｒａｃｔｉｏｎｓｓｅｐａｒａｔｅｄｂｙＲＰ—ＨＰＬＣ

图５　ＣＯＰⅢ１７级分的反相超高效液相色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＴｈｅＲＰ—ＵＰＬＣｐｒｏｆｉｌｅｏｆＣＯＰⅢ１７

图６　ＣＯＰⅢ１７主峰（犚犜＝１４．８６）的Ｑ—ＴＯＦ二级

质谱图（犿／狕＝８９９．５）

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＭＳ／ＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅｍａｊｏｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ｏｆＣＯＰⅢ１７

２．６　活性级分的氨基酸序列分析

　　将１７号级分经 ＵＰＬＣ—Ｑ—ＴＯＦ—ＭＳ分离分析，得到

ＵＰＬＣ—ＵＶ图谱和其主成分（犚犜＝１４．８６ｍｉｎ）的 Ｑ—ＴＯＦ

二级质谱图，见图５、６。采用Ｂｉｏｌｙｎｘ软件对该主成分的碎

片离子进行解析，得到其氨基酸序列为ＰＹＬＰＬＬＰＳ，断

裂模式见图６。

３　结论
　　经体外ＡＤＨ活性试验及动物试验表明，在本研究给出

的水解条件下制得的玉米低聚肽产品ＣＯＰ具有较高的体内

外醒酒活性，ＣＯＰ的剂量与小鼠血醇含量的降低呈现明显的

剂量—效应关系。经 ＵＰＬＣ—Ｑ—ＴＯＦ—ＭＳ分析，初步得

到最强活性组分的分子量为８９９．５，其氨基酸序列为：ＰＹＬ

ＰＬＬＰＳ。本研究为进一步开发玉米蛋白资源及高醒酒活

性玉米低聚肽产品提供了新的依据。
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３　结论

　　本试验对 Ａｌｃａｌａｓｅ碱性蛋白酶酶解大豆蛋白过程进行

优化，以水解度为指标，确定大豆多肽酶解的最佳工艺参数

为：反应体系ｐＨ值９．０，反应温度５５℃，反应时间３ｈ，大豆

脱脂豆粕添加量５％（犿／犞），Ａｌｃａｌａｓｅ碱性蛋白酶的添加量

２０００Ｕ／ｇ，该条件下水解度为１３．５３％。本试验使得大豆蛋

白水解度得到了较大提高，下一步将对大豆蛋白水解产物的

生理功能与水解度之间的关系进行更深入的研究。
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