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大口黑鲈鱼皮胶原蛋白肽的制备及抗氧化活性研究
B'3*

.

()

"

+2

"

&+&'$()(/%(##&

7

2)

"

2

"

'$*2,/+(04-5#0

/

()#+%%&3*0-2)%

,-$)&)*$',&)'$(;$*&)'&%'$9$'

.

韩梦瑶)

!

'

!

;

!

+

*?) O/,

-

=

4

&+

)

$

'

$

;

$

+

!

李新月)

!

'

!

;

!

+

'(G%,=

4

C/

)

$

'

$

;

$

+

!

王晓梅)

!

'

!

;

!

+

I?)!G%&+=L/%

)

$

'

$

;

$

+

王国治)

!

'

!

;

!

+

I?)!!C+=S7%

)

$

'

$

;

$

+

!

叶金云)

!

'

!

;

!

+

<;$%,=

4

C,

)

$

'

$

;

$

+

!

张忠山)

!

'

!

;

!

+

P*?)!P7+,

-

=27&,

)

$

'

$

;

$

+

!

)D

水生动物繁育与营养国家地方联合工程实验室$浙江 湖州
!

;);(((

/

'D

浙江省水生生物资源养护与开发技术研究重点实验室$浙江 湖州
!

;);(((

/

;D

中国水产科学研究院水生动物繁育与营养重点实验室$浙江 湖州
!

;);(((

/

+D

湖州师范学院生命科学学院$浙江 湖州
!

;);(((

#

!

)D)&3%+,&>='+.&>$+%,3;,

-

%,//1%,

-

'&T+1&3+1

4

+

5

?

[

C&3%.?,%L&>!/,/3%.@1//9%,

-

&,9)C31%3%+,

$

*CS7+C

$

P7/

B

%&,

-

;);(((

$

67%,&

/

'DP7/

B

%&,

-

J1+0%,.%&>\/

4

'&T+1&3+1

4

+

5

?

[

C&3%.K/2+C1./2

6+,2/10&3%+,&,9H/0/>+

M

L/,3

$

*CS7+C

$

P7/

B

%&,

-

;);(((

$

67%,&

/

;D\/

4

'&T+1&3+1

4

+

5

?

[

C&3%.

?,%L&>!/,/3%.@1//9%,

-

&,9)C31%3%+,+

5

67%,/2/?.&9/L

4

+

5

A%27/1

4

:.%/,./2

$

*CS7+C

$

P7/

B

%&,

-

;);(((

$

67%,&

/

+D6+>>/

-

/+

5

'%

5

/:.%/,./2

$

*CS7+C",%0/12%3

4

$

*CS7+C

$

P7/

B

%&,

-

;);(((

$

67%,&

#

摘要!目的!探究酶种类对胶原蛋白肽抗氧化活性的影

响"方法!从大口黑鲈&

O%.1+

M

3/1C22&>L+%9/2

'鱼皮中提

取胶原蛋白!采用碱性蛋白酶%中性蛋白酶%木瓜蛋白酶

和胰蛋白酶酶解胶原蛋白!得到碱性蛋白酶酶解胶原蛋

白肽&

GYY

'%中性蛋白酶酶解胶原蛋白肽&

$YY

'%木瓜蛋

白酶酶解胶原蛋白肽&

YY

'%胰蛋白酶酶解胶原蛋白肽

&

<Y

'!比较其总抗氧化活性%还原活性%对
MYY"

*%

*

L"

和
L

J

'

*清除能力以及亚铁离子螯合能力和脂质

氧化抑制活性"结果!

+

种蛋白酶酶解胶原蛋白肽都具有

抗氧化活性!且抗氧化能力与胶原蛋白肽浓度呈正相关!

其中
GYY

的抗氧化活性最佳!总抗氧化活性和还原活性

分别为
)8T'*

和
(8,*S

!对
MYY"

*和
L

J

'

*清除率分别为

*-8;*]

和
;S8+)]

"结论!碱性蛋白酶酶解的胶原蛋白肽

抗氧化活性更佳"

关键词!大口黑鲈鱼皮#蛋白酶#酶解#胶原蛋白肽#抗氧

化活性
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中国水域辽阔$水产资源丰富$其中淡水养殖占水产
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养殖产量的
T*]

%鱼类在加工和消费过程中会产生约

*(]

的下脚料$包含鱼皮(鱼尾(鱼骨(鱼鳍(鱼鳞等)

)

*

$这

些下脚料不仅会对环境造成污染$同时也是一种资源的

浪费%大口黑鲈!

O%.1+

M

3/1C22&>L+%9/2

#俗称加州鲈$原

产于北美洲$于
'(

世纪
S(

年代被引入中国养殖)

'

*

$目前

已成为中国养殖的主要淡水鱼种之一)

;

*

%

胶原蛋白是结缔组织的重要组成部分$是一种白色(

不透明(无支链的纤维状蛋白质$主要存在于动物的皮(

骨(牙齿(韧带和血管中$起着支撑器官(保护机体的作

用)

+

*

$目前胶原蛋白的提取方法主要有酸法)

*

*

(酶法)

-

*

(

碱法)

T

*

(热水法)

S

*等%胶原蛋白肽是胶原蛋白的酶解产

物$一般由
;

"

'(

个氨基酸组成)

,

*

$具有抗氧化(降血脂(

提高免疫力等生物活性)

)(

*

%因其分子量小$溶解性好$易

被人体肠道吸收$目前在保健食品(化妆品中得到广泛

应用)

))J)'

*

%

人体内含有多种自由基$自由基会引起机体发生病

变和衰老$甚至引起癌症%目前$研究人员)

);J)*

*已从鳕

鱼 !

F7/1&

-

1& .7&>.+

-

1&LL&

#(

! "

鱼 !

'+

M

7%C2

>%3C>+,

#(罗非鱼!

#1/+.71+L%2L+22&LT%.C2

#等鱼皮中得

到了具有抗氧化活性的多肽$证实了从水产动物中提取

的多肽具有良好的抗氧化活性$拥有较好的发展前景%

大口黑鲈近年来在浙江省的养殖规模和产量增长非常迅

速$深受养殖户和消费者的欢迎$但在深加工过程中会产

生大量鱼皮副产物$其富含胶原蛋白$可作为提取胶原蛋

白的原料%但目前对大口黑鲈鱼皮多肽的提取及其抗氧

化活性报道较少%

为了提高效率和产率$研究拟采用酸酶复合法提取

大口黑鲈鱼皮胶原蛋白$所得胶原蛋白用碱性蛋白酶(中

性蛋白酶(木瓜蛋白酶和胰蛋白酶
+

种酶进行酶解$得到

+

种蛋白酶酶解胶原蛋白肽$通过测定总抗氧化活性(还

原活性(清除自由基!

MYY"

0(0

L"

和
L

J

'

0#能力以及

亚铁离子螯合能力和脂质氧化抑制活性$确定最适蛋白

酶$旨在为大口黑鲈鱼皮开发利用提供依据%

)

!

材料与方法
)8)

!

材料与仪器

)8)8)

!

材料与试剂

大口黑鲈鱼皮"湖州市海鲜市场/

;(]

双氧水(硫酸亚铁(硫酸铜(磷酸钠(钼酸铵(水

杨酸(铁氰化钾(

)

$

)&

二苯基
&'&

三硝基苯肼!

MYY"

#(氯化

硝基四氮唑蓝!

$X<

#(还原型辅酶
1

!

$GM"

#(吩嗪硫酸

甲酯!

YOV

#"分析纯$国药集团化学试剂有限公司/

碱性蛋白酶!

'(

万
`

'

5

#(中性蛋白酶!

)(

万
`

'

5

#(

木瓜蛋白酶!

S(

万
`

'

5

#(胰蛋白酶!

'*

万
`

'

5

#"上海源

叶生物有限公司/

乙腈(三氟乙酸"色谱纯$美国
V0

5

./

公司%

试验用水为
O0110&Z

去离子水%

)8)8'

!

主要仪器设备

冷冻高速离心机"

<%)-dQ

型$长沙东旺实验仪器有

限公司/

循环水式真空泵"

V"!&Y

!

(

#型$杭州庚雨仪器有限

公司/

紫外可见分光光度计"

[̀&)'((

型$南京菲勒仪器有

限公司/

质谱仪"

G6>4?19I

(

型$日本岛津仪器有限公司/

电泳仪"

YL\#Q;((

型$莱普特仪器科学仪器公司/

冷冻干燥机"

VbPG&)($

型$宁波市双嘉仪器有限

公司/

数显鼓风干燥箱"

X%!W&,(T-OX#

型$广州航信科学

仪器有限公司/

电热恒温水浴锅"

Md&V'+

型$无锡沃信仪器制造有

限公司/

电子天平"

GQ''+C$

型$广州市怡华新电子仪器有

限公司%

)8'

!

试验方法

)8'8)

!

大口黑鲈鱼皮胶原蛋白的制备
!

鱼皮清洗后烘

干$剪成
(8*7.c(8*7.

的小块$加入
(8*.41

'

U

碳酸钠

溶液搅拌浸泡
'+3

$脱去杂蛋白和色素$用蒸馏水冲洗至

B

"T

$晾干%按
L

鱼皮
eN

)(]

异丙醇为
)e)(

!

5

'

.U

#的比例

混合搅拌浸泡
'+3

进行脱脂处理$蒸馏水洗净$晾干/将

除杂后的鱼皮按照料液比!

L

鱼皮
eN

乙酸#

)e)((

!

5

'

.U

#

的比例加入含有
(8;]

胃蛋白酶的
(8*.41

'

U

乙酸中搅拌

浸泡
'+3

$

+(((A

'

.02

离心
)(.02

$上清液缓慢加入氯化

钠盐析
'+3

$

+(((A

'

.02

离心
)(.02

$沉淀用乙酸复溶$

蒸馏水透析$真空冷冻干燥得到大口黑鲈鱼皮胶原蛋白%

)8'8'

!

不同酶解胶原肽的制备
!

称取大口黑鲈鱼皮胶原

蛋白
)

5

$按照料液比!

L

鱼皮胶原蛋白
eN

乙酸#
)e)((

!

5

'

.U

#

的比例$加入
(8*.41

'

U

乙酸溶解$得到胶原蛋白溶液%

分成
+

份$向其中加入碱性蛋白酶(中性蛋白酶(木瓜蛋

白酶(胰蛋白酶$并调节胶原蛋白溶液
B

"

在各酶的最适

B

"

范围内!表
)

#$最适温度下酶解
+3

$

)(( a

灭酶

)(.02

$冷却至室温后离心!

+(((A

'

.02

$

)(.02

#$取上清

分别得到碱性蛋白酶酶解胶原蛋白肽!

GYY

#(中性蛋白

酶酶解胶原蛋白肽!

$YY

#(木瓜蛋白酶酶解胶原蛋白肽

!

YY

#(胰蛋白酶酶解胶原蛋白肽!

<Y

#%

表
)

!

+

种蛋白酶的最适
B

"

&温度

</@19)

!

L

B

>0./1

B

"/2:>9.

B

9A/>6A9?4A+_02:=

4?

B

A4>9/=9=

蛋白酶种类 最适
B

"

最适温度'
a

碱性蛋白酶
)( **

中性蛋白酶
T *(

木瓜蛋白酶
- **

胰蛋白酶
!

S *(

&'!

提取与活性
#W<QGC<PL$ N GC<P[P<R

总第
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期
"

'(''

年
+

月
"



)8'8;

!

胶原蛋白及胶原蛋白肽分子量测定

!

)

#胶原蛋白
VMV&YG%#

凝胶电泳"根据文献)

)-

*

修改如下"称取
*.

5

胶原蛋白溶于
).U*]VMV

溶液$

S*a

变性
)3

$冷却至室温$

*(((A

'

.02

离心
)(.02

$取

上清液备用%配制
S]

的分离胶和
+]

的浓缩胶$加入

'(

&

U

的蛋白样品和高分子量的蛋白质标记物$在电泳槽

中加入电泳缓冲液$电泳结束后$加入考马斯亮蓝
Q&'*(

染液染色
+3

$回收染色液$加入乙酸&甲醇脱色液$数小

时更换一次脱色液$直至背景清晰$放入凝胶成像仪进行

观察%

!

'

#大口黑鲈鱼皮胶原蛋白的紫外吸收光谱"根据文

献)

)T

*修改如下"将大口黑鲈鱼皮胶原蛋白用
(8*.41

'

U

乙酸配制成质量浓度为
).

5

'

.U

的溶液$用紫外分光光

度计在波长范围
+((

"

'((2.

扫描%

!

;

#质谱仪测定胶原蛋白肽分子量"根据文献)

)S

*修

改如下"设定波长
$

f;;T2.

$加速电压
'*_[

%乙腈和

超纯水
)e)

混合!含
(8)]

三氟乙酸#作为溶剂使用$将

GYY

(

$YY

(

YY

(

<Y

溶解于溶剂中$配成
).

5

'

.U

的溶

液%样品和基质溶液
)e)

!

5

'

.U

#混合$取
)

&

U

点在靶

板上$自然干燥后$将样品板放进仪器中进行测定%

)8'8+

!

水解度测定
!

采用茚三酮法)

),

*

$按式!

)

#计算胶

原蛋白肽的蛋白水解度!

M"

#%

9

U

)

)

Z

)

'

)

(

W

)((]

$ !

)

#

式中"

9

&&&水解度$

]

/

)

)

&&&蛋白酶水解后氨基态氮含量$

&

.41

'

U

/

)

'

&&&原料中游离氨基态氮含量$

&

.41

'

U

/

)

(

&&&原料中总游离氨基态氮含量$

&

.41

'

U

%

)8'8*

!

胶原蛋白肽抗氧化活性研究

!

)

#总抗氧化能力"采用钼酸铵法)

'(

*

$酶解胶原蛋白

肽与钼酸铵溶液反应$于
-,*2.

进行比色$吸光度代表

各管总抗氧化能力%

!

'

#还原能力"采用铁氰化钾还原法)

')

*

$以
B

"-8-

磷酸盐缓冲液代替样品作为空白对照$测定各管
LM

值$

绘制还原能力曲线%

!

;

#清除
MYY"

0活性"根据文献)

''

*$按式!

'

#计算

MYY"

0清除率%

'

U

?

(

Z

?

)

?

(

W

)((]

$ !

'

#

式中"

'

&&&自由基清除率$

]

/

?

(

&&&对照管
LM

值/

?

)

&&&加入胶原蛋白肽的
LM

值%

!

+

#清除0

L"

活性"采用水杨酸法)

';

*

$以
;..41

'

U

水杨酸溶液进行调零$于
*)(2.

下测吸光度$按式!

'

#计

算胶原蛋白肽对0

L"

的清除率%

!

*

#清除
L

J

'

0活性"根据文献)

'+

*修改如下"向
)

"

-

号试管依次加入
(

"

).U

酶解胶原蛋白肽$每管加入

<A0=&"C1

缓冲液补足至体积为
;.U

$向试管中依次加入

;((

&

.41

'

U

的
$GM"

溶液(

+-S

&

.41

'

U

的
$X<

溶液和

-(

&

.41

'

U

的
YOV

溶液各
(8*.U

$每加入一种溶液都要

混匀一次/另取一管用
(8* .U <A0=&"C1

缓冲液代替

$GM"

溶液作为对照管$室温静置
*.02

$在
*-(2.

下

测定吸光度$按式!

;

#计算胶原肽对
L

J

'

0的清除率%

'

U

?

(

Z

?

)

?

(

W

)((]

$ !

;

#

式中"

'

&&&

L

J

'

0清除率$

]

/

?

(

&&&加入
<A0=&"C1

缓冲液的
LM

值/

?

)

&&&加入胶原蛋白肽的
LM

值%

!

-

#亚铁离子螯合能力"根据文献)

'*

*$按式!

+

#计算

胶原肽的亚铁离子螯合能力%

'

U

?

(

Z

?

)

?

(

W

)((]

$ !

+

#

式中"

'

&&&亚铁离子螯合率$

]

/

?

(

&&&对照管
LM

值/

?

)

&&&加入胶原蛋白肽的
LM

值%

!

T

#脂质氧化抑制活性"根据文献)

'-

*修改如下"将

(8*.U

酶解胶原蛋白肽与
'8*.U'8*]

亚油酸无水乙

醇(

'.U

磷酸盐缓冲液混合$吸取
(8(

"

(8).U

混合液$

用
T*]

乙醇补足至
*.U

$随后加入
;(]

硫氰酸铵溶液

(8).U

$

'(..41

'

UK9C1

'

(8(*.U

$准确计时
;.02

$在

*((2.

处测定吸光度$并用蒸馏水代替
K9C1

'

作为空白

管调零$按式!

*

#计算胶原蛋白肽脂质氧化抑制率%

'

U

?

(

Z

?

)

?

(

W

)((]

$ !

*

#

式中"

'

&&&脂质氧化抑制率$

]

/

?

(

&&&对照管
LM

值/

?

)

&&&加入胶原蛋白肽的
LM

值%

)8'8-

!

数据分析
!

数据结果以平均值
g

标准偏差表示$

采用
%A/

B

3

B

/:YA0=.,

对试验数据进行处理及作图%

'

!

结果与分析
'8)

!

胶原蛋白及胶原蛋白肽分子量

'8)8)

!

胶原蛋白
VMV&YG%#

凝胶电泳
!

由图
)

可知$大

口黑鲈鱼皮胶原蛋白主要由两条
)'(_M/

的
!

链和一条

'((_M/

的
"

链组成$符合
1

型胶原蛋白的特征%

1

型胶

原蛋白是鱼皮和鱼鳞中发现的主要胶原蛋白$主要由两

条
!

链和一条
"

链组成)

)-

*

%

"

链是
!

链的二聚体$表明
1

型胶原蛋白结构完整$胃蛋白酶未破坏胶原蛋白的结构$

与周瑞等)

-

*研究结果保持一致%图
)

中$在
!

'

条带以下$

''!

"

[418;S

"

$48+
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无其他明显的条带$表明提取的大口黑鲈鱼皮胶原蛋白

纯度较高$三螺旋结构保持完好%

'8)8'

!

大口黑鲈鱼皮胶原蛋白的紫外吸收光谱
!

在

'((

"

+((2.

范围内对大口黑鲈鱼皮胶原蛋白进行扫描$

结果如图
'

所示$大口黑鲈鱼皮胶原蛋白的最大吸收峰

在
';+2.

处$与
1

型胶原蛋白的特征吸收峰位置
';*2.

十分接近%这主要是&

++

C L

(&

CLL"

(

CL

&

$"

'

等生

色基团在
';*2.

附近对紫外光有较大吸收$与
!"

鱼

皮)

'T

*

(暗纹东方!

F/31+9+,3%

5

+1L/2

5

&2.%&3C2

#鱼皮)

-

*和

马面鱼!

F7&L,&.+,C2L+9/23C2

#皮)

'S

*研究结果一致$由

此可以推断$所提取的胶原蛋白为
1

型胶原蛋白%

'8)8;

!

不同蛋白酶酶解胶原肽质谱图
!

由图
;

"

图
-

可

知$

GYY

(

$YY

(

YY

(

<Y

的相对分子质量分别集中在
))(

"

),+'

$

'((

"

)SS;

$

))'

"

),+;

$

)'(

"

),*)M/

%不同的

蛋白酶具有不同的酶切位点$从而使得
GYY

(

$YY

(

YY

(

<Y

氨基酸组成和序列发生变化$相对分子质量出现差

异%研究)

',

*表明$分子量越小$抗氧化活性越高$更易被

人体吸收%

'8)8+

!

不同蛋白酶酶解胶原肽氨基酸的相对百分含量

如表
'

所示$

GYY

(

$YY

和
YY

都含有
)'

种氨基酸$

而
<Y

仅含有
))

种氨基酸%氨基酸的种类(数量及排列

顺序与多肽抗氧化能力有着紧密联系%研究)

;(

*表明$酸

性氨基酸!

G=

B

(

%16

#(芳香族氨基酸!

Y39

(

<

H

A

(

<A

B

#(含

硫基氨基酸!

O9>

(

C

H

=

#和疏水性氨基酸具有较强的抗氧

化能力%试验中
GYY

所含有的抗氧化氨基酸种类和含

量较为丰富$因此推断
GYY

具有较强的抗氧化能力%

'8'

!

酶种类对胶原蛋白水解度的影响

蛋白质通过酶解$生成的小分子肽更易被人体吸收%

通过测定其水解度$可以了解不同蛋白酶的酶解程度%

由图
T

可知$碱性蛋白酶的酶解效果最好!

J

$

(8(*

#$其

水解度可以达到
'*8++]

$其他
;

种蛋白酶的酶解效果相

差不大$与胡杨等)

;)

*研究结果一致%结合质谱图可知$水

解度越大$肽键断裂更彻底$分子量越小%

图
)

!

大口黑鲈鱼皮胶原蛋白
VMV&YG%#

图

K0

5

6A9)

!

VMV&YG%#0./

5

94?O%.1+

M

3/1C22&>L+%9/2

=_027411/

5

92

'8;

!

大口黑鲈鱼皮胶原蛋白肽的抗氧化活性

'8;8)

!

总抗氧化能力
!

由图
S

可知$

+

种蛋白酶酶解胶原

蛋白肽都具有总抗氧化能力$并且随浓度的增加呈上升

趋势$其中
GYY

总抗氧化能力明显优于其他
;

种蛋白酶

酶解胶原蛋白肽%这可能与其水解度有关$碱性蛋白酶

水解度最高$肽键断裂更彻底$更有利用水解出抗氧化氨

基酸$提高胶原蛋白肽的抗氧化活性)

;'

*

%

'8;8'

!

还原能力
!

由图
,

可知$

+

种蛋白酶酶解胶原肽都

具有还原能力$但
GYY

还原能力明显优于其他
;

种蛋白

酶酶解胶原蛋白肽!

J

$

(8(*

#$当
GYY

质量浓度为

)(.

5

'

.U

时$吸光度达到
(8,*S

$优于
!"

鱼皮胶原蛋白

肽)

'T

*

!还原能力为
(8-T-

#%总抗氧化能力和还原能力之

间具有明显的正相关性$由图
S

和图
,

可知$抗氧化和还

原能力依次为
GYY

(

$YY

(

YY

(

<Y

%结果表明$大口黑

鲈鱼皮胶原蛋白肽的抗氧化活性与其浓度和酶解液的水

解度密切相关%

'8;8;

!

清除
MYY"

0活性
!

由图
)(

可知$质量浓度为

(8'*

"

'8((.

5

'

.U

时$

<Y

清除
MYY"

0能力并未随着其

质量浓度的升高而增强$当质量浓度达到
'8*(.

5

'

.U

时$清除率明显上升$原因可能是设定浓度还未达到其合

适浓度%而其他
;

种蛋白酶酶解胶原蛋白肽清除率远远

高于
<Y

$当
GYY

质量浓度为
)8*.

5

'

.U

时$

MYY"

0清

除率已达到最大值
*-8;*]

%可以看出$在相同浓度下$

GYY

具有较强的
MYY"

0清除率%原因可能是碱性蛋白

酶是一种深入的内切蛋白酶$能够切除多种肽键$释放出

活性肽段$更有利于清除自由基$提高抗氧化能力%

'8;8+

!

清除0

L"

活性
!

由图
))

可知$质量浓度为
)

"

*.

5

'

.U

时$

YY

的0

L"

清除率无显著变化$仅为
;8*]

$

其他
;

种蛋白酶酶解胶原蛋白肽清除率已达到
**]

"

-T]

$原因可能是未达到
YY

的合适浓度%

GYY

质量浓度

在
'

"

+.

5

'

.U

时$清除率从
;)8**]

升高到
-T8(*]

$显著

高于
YY

!

J

$

(8(*

#/在质量浓度为
+.

5

'

.U

后$清除率呈

平缓的趋势$表示已达到最大清除率%与大菱鲆鱼皮胶原

蛋白肽)

))

*相比$

GYY

对0

L"

的清除能力更强%

图
'

!

大口黑鲈鱼皮胶原蛋白的紫外吸收光谱

K0

5

6A9'

!

1̀>A/E0419>/@=4A

B

>0424?7411/

5

92?A4.

O%.1+

M

3/1C22&>L+%9/2=_02

('!

提取与活性
#W<QGC<PL$ N GC<P[P<R

总第
'+-

期
"

'(''

年
+

月
"



图
;

!

GYY

质谱图

K0

5

6A9;

!

GYY./===

B

97>A6.

图
+

!

$YY

质谱图

K0

5

6A9+

!

$YY./===

B

97>A6.

图
*

!

YY

质谱图

K0

5

6A9*

!

YY./===

B

97>A6.

图
-

!

<Y

质谱图

K0

5

6A9-

!

<Y./===

B

97>A6.

)'!

"

[418;S

"
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表
'

!

不同蛋白酶酶解胶原肽氨基酸的相对百分含量

</@19'

!

<39A91/>0E9

B

9A792>/

5

9=4?/.024/70:=027411/&

5

92

B

9

B

>0:9=3

H

:A41

H

F9:@

H

:0??9A92>

B

A4>9/=9=

]

氨基酸
GYY $YY YY <Y

丙氨酸!

G1/

#

);8;, ))8+; );8)' );8(S

甘氨酸!

%1

H

#

'*8;' ;)8*; '-8+, '*8*;

苏氨酸!

<3A

#

;8'S )8+* ;8(* '8*-

丝氨酸!

V9A

#

+8,T '8,; +8T; +8T'

缬氨酸!

[/1

#

'8'T ;8;T )8,) )8-(

亮氨酸!

U96

#

+8)T *8T) +8'+ ;8,)

脯氨酸!

YA4

#

))8'- T8,- )'8)T )'8+'

羟脯氨酸!

"

HB

#

S8+' *8T+ T8(; T8,,

甲硫氨酸!

O9>

#

)8T) +8,+ )8SS (8((

天冬氨酸!

G=

B

#

T8+; T8S, T8T, T8-*

苯丙氨酸!

Y39

#

'8,, (8(( '8S* '8,S

谷氨酸!

%16

#

)+8T, );8)) )+8T+ ;8(;

异亮氨酸!

P19

#

(8(( )8+( (8(( (8((

图
T

!

不同蛋白酶的水解效果比较

K0

5

6A9T

!

C4.

B

/A0=424?3

H

:A41

H

=0=9??97>=4?

:0??9A92>

B

A4>9/=9=

'8;8*

!

L

J

'

0清除活性
!

由图
)'

可知$当胶原蛋白肽质

量浓度为
(8(*.

5

'

.U

时$

GYY

的
L

J

'

0清除率可以达

图
S

!

不同酶解胶原蛋白肽总抗氧化能力

K0

5

6A9S

!

<4>/1/2>04I0:/2>7/

B

/70>

H

4?7411/

5

92

B

9

B

>0:9=

3

H

:A41

H

F9:@

H

:0??9A92>92F

H

.9=

;S8+)]

$已经达到最大清除率$之后趋于平缓%说明大口

黑鲈鱼皮胶原蛋白肽对
L

J

'

0的清除活性有极限$此时浓

度和清除率无显著关系%在相同浓度下$

L

J

'

0清除率依

次为
GYY

(

$YY

(

<Y

(

YY

%

GYY

(

$YY

和
<Y

对0

L"

和
L

J

'

0都具有较强的清除能力$而
YY

清除能力明显低

于其他
;

种$可能原因是木瓜蛋白酶主要作用于蛋白质

疏水区域的肽键$疏水性的肽和氨基酸抗氧化活性较低$

从而使水解液对自由基的清除能力降低)

;;

*

%

'8;8-

!

亚铁离子螯合能力
!

由图
);

可知$在胶原蛋白肽

质量浓度为
(8)'*

"

(8'*(.

5

'

.U

时$

GYY

亚铁离子螯合

能力增加趋势最为明显%从清除率趋势来看$

GYY

亚铁

离子螯合能力最强$与杨雅兰等)

;;

*研究结果一致%可能

与碱性蛋白酶水解度最高有关$碱性蛋白酶具有最强的

剪切力$通过水解使其释放出更多的活性肽段和氨基酸$

从而与亚铁离子进行螯合%

'8;8T

!

脂质氧化抑制活性
!

由图
)+

可知$

+

种蛋白酶酶

解胶原蛋白肽对脂质氧化都具有很高的抑制活性$抑制

率可以达到
,,]

%脂质氧化生成的醛与糖尿病(阿尔兹

海默症等疾病密切相关)

;+

*

$而胶原蛋白肽可以有效抑制

脂质氧化$预防疾病的发生%
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结论
通过

VMV&YG%#

凝胶电泳证实了从大口黑鲈鱼皮中

提取的胶原蛋白为
1

型胶原蛋白$含有
;

条链$分别为两

条
)'(_M/

的
!

链和一条
'((_M/

的
"

链%采用酸酶复

合法提取大口黑鲈鱼皮胶原蛋白不仅可以提高效率和得

率$而且可以保持胶原蛋白的三螺旋结构%试验利用
+

种

蛋白酶酶解大口黑鲈鱼皮胶原蛋白$结果表明$

+

种蛋白

酶酶解胶原蛋白肽均具有抗氧化能力$且抗氧化能力和

胶原蛋白肽浓度(水解度都呈一定的正相关关系%水解

度越大$分子量越小$抗氧化活性越高%蛋白酶的种类对

胶原蛋白肽具有一定的影响$有可能是不同酶类具有不

同的酶切位点$酶解成不同分子量和氨基酸组成的胶原

蛋白肽$从而产生不同的抗氧化活性%

+

种蛋白酶中$碱

性蛋白酶具有最高的水解度和抗氧化活性%
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