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摘要：采用水溶法制备腐乳低聚肽，对其进行理化及氨基酸

组成分析，通过与抗坏血酸对比·ＯＨ、ＤＰＰＨ·和 Ｏ－２ ·的

清除能力，评价腐乳低聚肽抗氧化活性。结果表明：腐乳低

聚肽总蛋白质含量为８５．４７％，氨基酸组成丰富，富含抗氧化

性氨基酸，必需氨基酸含量为３４．４３％，具有抗氧化活性的氨

基酸总量为３０．５％；抗氧化试验结果显示，腐乳低聚肽具有

一定的自由基清除能力，对·ＯＨ、ＤＰＰＨ·和 Ｏ－２ ·的半抑

制浓度犐犆５０值分别为５．８，６．１，９．７ｍｇ／ｍＬ。因此，腐乳中低

聚肽具有较强的抗氧化活性。
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腐乳是中国独具特色大豆发酵制品之一，在国内受到广

大消费者喜爱。腐乳富含蛋白和脂肪，经过复杂生化酶解

后，形成对人体具有特殊生理调节性能的低聚肽氨基酸，该

类氨基酸很容易被机体消化吸收，具有很好的营养价值和生

物活性［１］。

王鹤霖等［２］研究表明克东腐乳分离提取的低聚肽具有

一定的抗氧化活性，但是对于腐乳中低聚肽氨基酸组成分析

以及抗氧化活性与氨基酸组成关系没有进行系统研究，而且

研究的抗氧化活性未做通用的对照试验。因此，本试验主要

分析酶解后腐乳中低聚肽的氨基酸组成并进行清除·ＯＨ、

ＤＰＰＨ·和 Ｏ－２ ·抗氧化活性评价，旨在评价腐乳中低聚肽

氨基酸潜在的抗氧化活性，进一步揭示腐乳中抗氧化肽的构

效关系，为开发富含抗氧化活性的肽类食品提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料来源

腐乳：天津中天食品有限公司；

ＤＰＰＨ：美国Ｓｉｇｍａ公司；

邻二氮菲：分析纯，天津市科威化学试剂公司；

三氯乙酸：分析纯，天津市光复化学试剂公司；

试验用所有蒸馏水为实验室独立制备。

１．２　仪器

分析天平：ＢＴ２２４Ｓ型，德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；

ｐＨ计：ｐＨ３２１０，德国 ＷＴＷ公司；

超滤膜：３０００Ｕ与１００００Ｕ，德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；

紫外－可见分光光度计：Ｔ１８００型，北京普析通用仪器

有限公司；

恒温干燥箱：ＺＦＤ５０９０型，上海至诚分析仪器制造厂；

电热恒温水浴锅：ＨＷＳ２６型，上海一恒科技有限公司；

冷冻干燥机：ＲＬＰＨＲ１４ＬＳＣ型，德国Ｃｈｒｉｓｔ公司。

氨基 酸 自 动 分 析 仪：ＲＡＲＴ ＮＯ．８３５０２００ 型，日 本

Ｈｉｔａｃｈｉ公司。

１．３　试验方法

１．３．１　腐乳低聚肽的制备　参照文献［２］。

１．３．２　腐乳低聚肽主要组成分析
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（１）蛋白质含量测定：按ＧＢ／Ｔ５００９．５—２０１０执行；

（２）脂肪含量测定：按ＧＢ／Ｔ５００９．６—２００８执行；

（３）水分含量测定：按ＧＢ／Ｔ５００９．３—２０１０执行；

（４）氨基酸含量测定：按ＧＢ／Ｔ５００９．１２４—２００３执行。

１．３．３　抗氧化活性测定

（１）低聚肽清除·ＯＨ 能力测定：制备不同浓度待测溶

液，·ＯＨ由加入的等量硫酸铁和过氧化氢产生，进行清除

·ＯＨ 能力测定
［３］。加入上述溶液摇床３７℃反应１ｈ，于

５１０ｎｍ处测定吸光度值，由吸光度数值可以计算·ＯＨ清除

率。与此同时，测定半数抑制率（犐犆５０），其中犐犆５０表示清除

５０％自由基时需要抗氧化剂的量，犐犆５０是由不同浓度的样品

对自由基清除率作图拟合得到［４］。·ＯＨ 清除率按式（１）

计算：

犚 ＝ １－
犃１－犃２

犃０（ ）×１００％ ， （１）

式中：

犚———清除率，％；

犃０———无样品时吸光度值；

犃１———有样品时吸光度值；

犃２———无显色剂时样品吸光度值。

（２）低聚肽清除ＤＰＰＨ·能力测定：配制浓度不同的样

品溶液，加入１．０ｍｇ／ｍＬ样品溶液和２．０ｍＬ３×１０
－５ｍｏｌ／Ｌ

ＤＰＰＨ，摇床摇匀室温反应１ｈ，在５１７ｎｍ条件下测定吸光

度。ＤＰＰＨ·清除率按式（１）计算 ，其中：犃１为ＤＰＰＨ 溶液

吸光度；犃２为水解液吸光度；犃０为未加水解液时ＤＰＰＨ溶液

吸光度［５］。

（３）低聚肽清除Ｏ－２ ·清除能力测定：采用邻苯三酚自

氧化法［６］。

２　结果与分析

２．１　腐乳低聚肽的基础理化成分组成分析

测定分离纯化后的腐乳低聚肽结果显示，腐乳低聚肽蛋

白质总含量数值８５．４７％，脂肪含量值为０．２４％，水分含量值

为６．３３％，灰分含量值为７．９６％。说明腐乳低聚肽中蛋白质

含量较高，而其它成分含量略低。因此，腐乳低聚肽是一种

优质的蛋白质物质［７］。

２．２　腐乳低聚肽氨基酸组成分析

腐乳低聚肽氨基酸含量种类齐全，其中人体必须的８种

氨基酸和２种半必需氨基酸（组氨酸和精氨酸）的含量分别

达到３４．４３％ 和 ８．４５％，两 类 氨 基 酸 占 氨 基 酸 总 和 为

４２．７５％。具体组成测定结果见表１。

肽的抗氧化活性往往受到氨基酸组成影响。常见的氨

基酸如：赖氨酸、精氨酸、丙氨酸、亮氨酸、色氨酸等多种氨基

酸具有一定的抗氧化活性。腐乳低聚肽抗氧化性氨基酸含

量较高，其中谷氨酸、天门冬氨酸、精氨酸含量较高。与此同

时，肽的抗氧化活性更是受到疏水性氨基酸的影响，比如肽

类富含亮氨酸和缬氨酸等疏水性氨基酸，其对应的抗氧化活

性越高，该类氨基酸可以螯合金属离子，因此推断腐乳低聚

肽抗氧化能力较强［３］。

表１　低聚肽的氨基酸组成分析

Ｔａｂｌｅ１　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓ

氨基酸名称
含量／

（１０－２ｇ·ｇ－１）

天门冬氨酸（Ａｓｐ） ９．４０

苏氨酸（Ｔｈｒ） ３．２９

苯丙氨酸（Ｐｈｅ） ４．４５

色氨酸（Ｔｒｙ） ４．４０

缬氨酸（Ｖａｌ） ３．５０

谷氨酸（Ｇｌｕ） １５．２６

氨基酸名称
含量／

（１０－２ｇ·ｇ－１）

组氨酸（Ｈｉｓ） ３．２６

赖氨酸（Ｌｙｓ） ３．２４

精氨酸（Ａｒｇ） ５．０２

甲硫氨酸（Ｍｅｔ） ３．４５

异亮氨酸（Ｉｌｅ） ３．３２

亮氨酸（Ｌｅｕ） ３．７０

２．３　腐乳低聚肽清除·ＯＨ的能力

·ＯＨ十分活跃，对人体危害较大，因此对其的清除能

力是衡量物质抗氧化性能的重要标准。由图１可知，腐乳低

聚肽在１～１０ｍｇ／ｍＬ试验质量浓度范围内对·ＯＨ的清除

作用，随着浓度的增加对应的·ＯＨ清除能力越强。计算拟

合分析，腐乳低聚肽清除·ＯＨ的犐犆５０值为５．８ｍｇ／ｍＬ，对

照组（抗坏血酸）·ＯＨ 的犐犆５０值为０．９４ｍｇ／ｍＬ，同等浓度

下，抗坏血酸的·ＯＨ清除率约是腐乳低聚肽的６．２倍。腐

乳低聚肽活性位点或基团作为供氢体还原·ＯＨ，从而终止

自由基连锁反应［８］，因此腐乳低聚肽具备一定的·ＯＨ清除

能力。

２．４　腐乳低聚肽清除ＤＰＰＨ·的能力

ＤＰＰＨ·主要以氮为活性中心，在人体代谢过程中比

·ＯＨ稳定，也是衡量物质抗氧化能力的重要指标
［９］。不同浓

度的腐乳低聚肽和抗坏血酸对ＤＰＰＨ·的清除能力见图２。

在１～１０ｍｇ／ｍＬ腐乳低聚肽试验质量浓度范围区间均表现

出较强的清除ＤＰＰＨ·的作用，清除率随着浓度增大逐渐增加。

图１　腐乳低聚肽和抗坏血酸对·ＯＨ的清除作用

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｐｉｃｋｌｅｄｔｏｆｕｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅａｎｄａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄｓｃａｖｅｎ

ｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｎｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌ
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图２　腐乳低聚肽和抗坏血酸对ＤＰＰＨ·的清除作用

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｐｉｃｋｌｅｄｔｏｆｕｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅａｎｄａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄｓｃａｖｅｎ

ｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｎＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ

计算拟合，腐乳低聚肽清除ＤＰＰＨ·的犐犆５０值为６．１ｍｇ／ｍＬ，

抗坏血酸清除ＤＰＰＨ·的犐犆５０值为０．００５８ｍｇ／ｍＬ，同等浓

度下，抗坏血酸对 ＤＰＰＨ·的清除能力约是腐乳低聚肽的

１０００倍。腐乳低聚肽可以抑制脂质过氧化链反应，达到清

除ＤＰＰＨ·的目的
［１１］。

２．５　腐乳低聚肽对Ｏ
－
２ ·的清除能力

Ｏ－２ ·常作为代谢自由基的衍生自由基存在，对人体危

害较大［１１－１２］，同时也需要测定对该自由基的清除能力，判定

腐乳低聚肽抗氧化性能。不同浓度腐乳低聚肽和抗坏血酸

对Ｏ－２ ·清除能力见图３。结果表明，在腐乳低聚肽质量浓

度为１～１０ｍｇ／ｍＬ时，腐乳低聚肽对Ｏ
－
２ ·清除率趋势是随

着腐乳低聚肽浓度的提高而逐渐增强，但是最终的清除率低

于·ＯＨ、ＤＰＰＨ·清除率。计算拟合，腐乳低聚肽清除 Ｏ－２

·的犐犆５０值为９．７ｍｇ／ｍＬ，抗坏血酸清除Ｏ
－
２ ·的犐犆５０值为

０．０５ｍｇ／ｍＬ。腐乳低聚肽清除Ｏ
－
２ ·能力相对较差，主要原

因是Ｏ－２ ·氧化能力弱于·ＯＨ，导致Ｏ
－
２ ·和低聚肽氨基酸

反应能力低于·ＯＨ反应能力
［１３］，因此腐乳低聚肽对 Ｏ－２ ·

抗氧化能力偏低。

３　结论
（１）本研究说明腐乳低聚肽氨基酸含量十分丰富，种类

齐全，具有较高的营养价值，可作为氨基酸的强化剂或高效

的功能性食品添加剂，是对腐乳氨基酸的组成分析的完善和

发展。

（２）抗氧化活性评价结果表明，腐乳低聚肽具有较低的

犐犆５０值，具有较强的抗氧化活性，这是对腐乳低聚肽氨基酸

抗氧化活性评价的系统研究。

（３）对抗氧化活性肽的氨基酸序列氧化作用机制需进

一步研究，并且需要完善其他抗氧化活性对比。

图３　腐乳低聚肽和抗坏血酸对超氧阴离子自由基的清除作用
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