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鹰嘴豆低聚肽抗疲劳活性研究
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摘要%目的%开发鹰嘴豆低聚肽抗疲劳产品&方法%检测

鹰嘴豆低聚肽灌胃小鼠的生理生化指标和体外抗氧化能

力#综合评价鹰嘴豆低聚肽抗疲劳能力&结果%鹰嘴豆低

聚肽的超氧阴离子自由基清除能力!
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和还原力显著高于谷胱甘肽阳性对照组!

T

%

"?">

"'低$

中$高剂量鹰嘴豆低聚肽均提高了小鼠肌糖原和肝糖原

的含量#降低了血清尿素氮$丙二醛和乳酸的浓度'增加

了小鼠过氧化氢酶$超氧化物歧化酶及谷胱甘肽过氧化

物酶的酶活&结论%鹰嘴豆低聚肽具有显著的抗疲劳

作用&

关键词%鹰嘴豆'低聚肽'抗氧化'抗疲劳
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鹰嘴豆多肽是一种具有抗氧化%降血脂%提高免疫力

等多种生理功能的生物活性多肽1

8

2

"刘宇等1

!

2研究发现

鹰嘴豆多肽具有较强的抗氧化能力!其超氧阴离子的清

除率显著高于大豆蛋白水解物.

+QI

等1

9

2研究发现分子

质量在
8"""6G

的鹰嘴豆多肽可以显著降低高脂模型大

鼠血清中的甘油三酯及血清胆固醇的含量.李睿臖等1

:

2

研究发现鹰嘴豆多肽可能通过影响
$548N.

%

$54!

%

$54>

%

$54=

等细胞因子的分泌而提高小鼠的免疫力"

运动疲劳是一种因运动所引起的机体工作能力短时

下降%能量供应不足的生理现象!代谢产物积累%氧化应

激作用等都是运动中产生疲劳的重要因素1

>

2

"植物蛋白

活性肽比蛋白质更易于吸收利用!不仅能够给机体提供

能量!还可以通过清除机体内代谢产物和自由基等途径

起到抗运动疲劳作用1

#]N

2

"鹰嘴豆中含有优质植物蛋

白!其消化吸收比率以及生物利用率远高于其他豆类1

*

2

"

研究拟测定鹰嘴豆低聚肽的抗氧化活性!并研究鹰嘴豆

低聚肽对小鼠负重游泳时间以及小鼠游泳后肌糖原和肝

糖原含量%血尿素氮%乳酸%丙二醛等有害物质水平%抗氧

化酶活性等指标的影响!以期为开发鹰嘴豆低聚肽抗疲

劳产品提供新思路"
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材料与方法
8?8

!

动物#材料与试剂

雄性昆明小鼠/

(E&

级!体重
8*

!

!!

[

!北京维通利

华公司.

.MUGMGCQ!?:5

碱性蛋白酶'

!?"g8"

>

%

0

[

(%

1QKVFGCQ

!%!

&--6 ; 0./,$123<

第
9*

卷第
#

期 总第
!:*

期
"

!"!!

年
#

月
"
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中性蛋白酶'

8?>g8"

:

%

0

[

(/诺维信生物技术有限

公司.

西洋参粉/吉林集安市春及参茸有限公司.

!

!

!̀4

偶氮二异丁基脒二盐酸盐'

..E,

(%

8

!

84

二苯

基
4!4

三硝基苯肼'

6EE,

(/美国
(B

[

OG

公司.

乳酸试剂盒%尿素氮试剂盒%肌糖原试剂盒%肝糖原

试剂盒%过氧化氢酶'

/.)

(试剂盒%超氧化物歧化酶

'

(-6

(试剂盒%谷胱甘肽过氧化物酶'

7(,4ES

(试剂盒/

南京建成生物科技有限公司"

8?!

!

仪器与设备

单列数显恒温水浴锅/

,,4#6

型!上海左乐仪器有

限公司.

电子天平/

0&8"9>Z

型!济南童鑫生物科技有限公司.

分光光度计/

A48#""Z

型!青岛明博环保科技有限

公司.

高效液相色谱仪/

/)-4!"./

型!日本岛津公司.

高速冷冻离心机/

PFQCU'8N

型!赛默飞世尔科技'中

国(有限公司.

琼脂糖凝胶电泳仪/

E'\QFEGU

型!美国
ZB'43GW

公司.

全波长酶标仪/

ZB'43GW#*"

型!美国
ZB'43GW

公司.

0BMMB4c

超纯水仪/

6BFQUV4c9

型!美国
0BMMB

L

'FQ

公司"

8?9

!

试验方法

8?9?8

!

鹰嘴豆低聚肽的制备
!

参照王雨晴等1

=

2的方法并

略作修改"将
:""

[

鹰嘴豆蛋白加入
>5

去离子水中!搅

拌均匀"料液'

M

酶
jM

底物
m8j8""

(在
>"d

%

L

,*?"

条

件下经碱性蛋白酶酶解
9D

后!继续在
>"d

条件下利用

中性蛋白酶酶解
!D

'

M

酶
jM

底物
m8j>"

("料液于

8""d

水浴
8"OBI

灭酶!然后离心'

9"""F

0

OBI

!

8>OBI

(

取上清液"利用
8"""6G

的超滤膜过滤上清液!得到相

对分子质量低于
8"""6G

的鹰嘴豆低聚肽溶液!溶液经

浓缩%喷雾干燥后得到鹰嘴豆低聚肽粉末"

8?9?!

!

体外抗氧化活性的测定
!

参照
+K

等1

8"

2与
.DI

等1

88

2的方法并略作修改"将等体积的待测液与
6EE,

溶液混合均匀!置于黑暗环境中
9"OBI

!在
>8NIO

处测

定吸光度'

/

8

("

8""

+

5

去离子水与
8""

+

56EE,

溶液

的混合溶液作为对照组并测定吸光度'

/

!

(!同体积的乙

醇溶液与去离子水的混合溶液作为空白组并测定吸光度

'

/

"

("谷胱甘肽'

7(,

(作为阳性对照"按式'

8

(计算

6EE,

自由基清除率"

R

6EE,

m

/

!

]/

8

/

!

]/

"

g8""@

! '

8

(

式中/

R

6EE,

,,,

6EE,

自由基清除率!

@

.

/

8

,,,样品溶液在
>8NIO

处的吸光度.

/

!

,,,对照组溶液在
>8NIO

处的吸光度.

/

"

,,,空白组溶液在
>8NIO

处的吸光度"

超氧阴离子自由基采用邻苯三酚自氧化法检测%羟

自由基清除能力采用水杨酸法检测!还原力采用铁氰化

钾法检测!计算各自的半抑制浓度'

$/

>"

(!进而表示鹰嘴

豆低聚肽抗氧化功能"

8?9?9

!

动物试验条件及分组
!

将
#"

只昆明种雄性小鼠

随机分为
>

组即空白组!阳性对照组!鹰嘴豆低聚肽低%

中%高剂量组!每组
8!

只"经过
8

周明暗交替
8!D

的适

应性饲养!自由采食饮水!室温为'

!!k!

(

d

!相对湿度为

'

:>k>

(

@

"阳性对照组灌胃
"?#O

[

0'

[

4

W

(西洋参!

低%中%高 剂 量 鹰 嘴 豆 低 聚 肽 组 分 别 灌 胃
"?>

!

!?"

!

9?>O

[

0'

[

4

W

(鹰嘴豆低聚肽!空白组连续
:

周灌胃等体

积的蒸馏水"

8?9?:

!

力竭游泳试验
!

末次灌胃
9"OBI

后!将尾根部负

重
>@

体重的铅丝小鼠置于深
:"UO

水箱中!待其鼻孔完

全浸入水中
NC

后!记录不能浮出水面的时间"

8?9?>

!

乳酸%尿素氮%肝糖原的测定
!

负重游泳的小鼠吹

干后休息
9"OBI

!处死!取腿部腓肠肌和肝脏!生理盐水

洗净!吸干!按照试剂盒检测方法检测小鼠肌糖原%肝糖

原含量"

8?9?#

!

疲劳相关生化指标测定
!

末次灌胃
9"OBI

后!小

鼠不负重在温水中游泳
#"OBI

!吹干后休息
9"OBI

!眼球

取血!离心'

9"""F

0

OBI

!

8"OBI

(制备清液!按照试剂盒说

明书测定乳酸%尿素氮%

/.)

%

(-6

和
7(,4ES

的活力"

8?:

!

数据统计分析

试验数据采用
(E((8N?"

软件进行独立样本
>

检验"

结果用平均值
k

标准误表示!

T

%

"?">

表示差异显著"

!

!

结果与分析

!?8

!

鹰嘴豆低聚肽体外抗氧化活性

由表
8

可知!鹰嘴豆低聚肽
6EE,

自由基含量与阳

性对照组无显著差异'

T

#

"?">

(!表明鹰嘴豆低聚肽具有

一定的
6EE,

自由基清除能力"鹰嘴豆低聚肽对羟自由

基的
$/

>"

值与阳性对照相比!二者无显著差异'

T

#

"?">

(!表明鹰嘴豆低聚肽具有一定羟自由基清除能力"

鹰嘴豆低聚肽对超氧阴离子自由基的
$/

>"

值显著高于

表
8

!

鹰嘴豆低聚肽体外抗氧化活性l

)GXMQ8

!

.IVB'SBWGIVGUVBYBV

J

'PUDBUH4

L

QG'MB

[

'

L

Q

L

VBWQC

BIYBVF' O

[

*

O5

样品

$/

>"

值

6EE,

自由基
羟自由基

超氧阴离子

自由基
还原力

鹰嘴豆低聚肽
9?:=k"?9: #?"Nk"?9N:?!#k"?N*

G

N?=*k"?>9

G

7(, 9?9!k"?!* #?8!k"?>8!?>8k"?:9

X

8?>*k"?89

X

!

l

!

同列小写字母不同表示差异显著'

T

%

"?">

("

"%!

提取与活性
2b)3./)$-1 ; ./)$A$)<

总第
!:*

期
"

!"!!

年
#

月
"



7(,

阳性对照组'

T

%

"?">

(!表明鹰嘴豆低聚肽清除超

氧阴离子自由基能力较弱"鹰嘴豆低聚肽的还原力显著

高于
7(,

阳性对照组'

T

%

"?">

("

!?!

!

鹰嘴豆低聚肽对小鼠体重的影响

由表
!

可知/在饲养的第
N

%

8:

%

!8

%

!*

天!鹰嘴豆低聚

肽低%中%高剂量组的小鼠体重与空白组%阳性对照组的

均无显著差异'

T

#

"?">

("在饲养期间!小鼠体重未发生

过快或过慢的增长!随着饲喂时间的延长!小鼠体重随之

增加!各组小鼠精神状态良好%行为特征未发现异常!表

明鹰嘴豆低聚肽对小鼠正常生长无影响"

表
!

!

鹰嘴豆低聚肽对小鼠体重的影响

)GXMQ!

!

2PPQUVC'PUDBUH4

L

QG'MB

[

'

L

Q

L

VBWQC'IVDQX'W

J

\QB

[

DV'POBUQ

[

组别 第
"

天 第
N

天 第
8:

天 第
!8

天 第
!*

天

空白组
!8?>!k"?*: !*?:9k8?!> 9>?*8k8?88 :!?98k8?!: ::?*8k8?>>

阳性对照组
!8?N:k"?>N !*?#Nk"?*N 9>?>Nk8?:* :!?8:k8?9! ::?#Nk8?!9

低剂量组
!8?>8k"?*= !*?#*k"?== 9:?#>k8?N* :8?>#k8?># ::?>9k8?##

中剂量组
!8?N#k"?== !N?=#k8?9> 9:?*:k"?== :8?!:k8?"! :9?:!k8?9!

高剂量组
!8?!8k"?:* !*?:!k"?9= 9>?9=k8?:! :8?99k"?*= ::?==k"?==

!?9

!

鹰嘴豆低聚肽对小鼠力竭游泳时间的影响

由图
8

可知!与空白组相比!中%高剂量组的鹰嘴豆

低聚肽均显著增加了小鼠负重力竭游泳时间'

T

%

"?">

("

高剂量组小鼠的力竭游泳时间与阳性对照组无显著差异

'

T

#

"?">

("

'̂YGUC41'MGI

等1

8!

2研究发现大豆肽不仅可

以降低肌肉衰减率!还可以提高肌肉运动能力"由此可

知!中%高剂量的鹰嘴豆低聚肽可以提高小鼠的运动耐

力!一定程度上缓解体力疲劳"

!?:

!

鹰嘴豆低聚肽对小鼠肌糖原和肝糖原含量的影响

人体进行亚强度有氧运动时!肌糖原作为主要供能

物质!其含量与持续亚强度运动时间呈正相关!同时!肝

糖原补充供能!维持血糖稳态"因此!糖原消耗量与疲劳

程度紧密关联1

89

2

"由表
9

可知!低%中%高剂量组小鼠的

肌糖原和肝糖原含量均高于空白组'

T

%

"?">

(!但低于阳

性对照组!与刘娜等1

8:

2

%张铁华等1

8>

2研究结果一致"因

此!鹰嘴豆低聚肽可以通过提高肌糖原和肝糖原含量为

机体提供能量!从而使血糖稳定在正常水平"

小写字母不同表示差异显著'

T

%

"?">

(

图
8

!

鹰嘴豆低聚肽对小鼠负重力竭游泳时间的影响
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'
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'PQSDGKCVBYQC\BOOBI

[
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!

鹰嘴豆低聚肽对小鼠体内有害物质浓度的影响

丙二醛是机体内氧自由基的重要代谢物!反映机体

潜在的抗氧化能力%脂质过氧化的速率以及组织过氧化

损伤的程度1

8#

2

"运动缺氧导致心肌组织中产生大量自由

基"自由基作用于细胞膜上的不饱和脂肪酸!使膜脂发

生过氧化作用!导致心肌细胞损伤!形成脂质过氧化!因

此!在疲劳状态下!丙二醛浓度升高1

8N

2

"由表
:

可知!相

比于空白组!鹰嘴豆低聚肽低%中%高剂量组的丙二醛浓

度显著降低'

T

%

"?">

(!且呈剂量依赖性!表明鹰嘴豆低

表
9

!

鹰嘴豆低聚肽对小鼠肌糖原和肝糖原的影响l

)GXMQ9

!
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组别 肌糖原含量 肝糖原含量

空白组
!!

"?**k"?"*

Q

!?9Nk"?!*

Q

阳性对照组
8?#>k"?88

G

N?*Nk"?9>

G

低剂量组
!

8?"*k"?"#

W

9?*9k"?>*

W

中剂量组
!

8?98k"?"=

U

>?#!k"?N#

U

高剂量组
!

8?:"k"?"9

X

N?!*k"?98

X

!!

l

!

同列小写字母不同表示差异显著'

T

%

"?">

("

表
:

!

鹰嘴豆低聚肽对小鼠体内有害物质的影响l

)GXMQ:

!
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CKXCVGIUQCBIOBUQ OO'M
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组别 乳酸浓度 血尿素氮浓度 丙二醛浓度

空白组
!!

8>?!8k8?>:

G

#?>Nk"?>:

G

*?**k"?>9

G

阳性对照组
8"?:!k8?"!

U

:?>>k"?!8

U

:?==k"?*=

Q

低剂量组
!
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G

>?9*k"?>#

X

N?#Nk"?>=

X

中剂量组
!
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U

高剂量组
!
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聚肽能够通过抑制体内脂质过氧化来发挥抗疲劳作用"

!!

血液中的乳酸是机体发生糖代谢的必然产物"血乳

酸的升高会导致肌肉组织和血液的
L

,

值下降!引发对人

体功能有害的生化和生理过程1

8*

2

"由表
:

可知!相比于

空白组!中剂量组和高剂量组小鼠的血乳酸浓度均显著

降低'

T

%

"?">

("由此可知!中%高剂量的鹰嘴豆低聚肽

能够通过降低小鼠体内乳酸的堆积来缓解机体疲劳"

当机体内糖含量无法满足运动供能的需求时!机体

内的蛋白质就会参与供能反应1

8*

2

!经肝脏代谢后产生血

尿素氮!其含量与运动疲劳程度呈正相关1

8=

2

"因此!血尿

素氮可以有效衡量机体疲劳程度"由表
:

可知!相比于

空白组!低%中和高剂量组小鼠的血尿素氮浓度均显著降

低'

T

%

"?">

("高剂量组小鼠的血尿素氮浓度显著低于

阳性对照组的'

T

%

"?">

("综上!鹰嘴豆低聚肽能够降低

小鼠体内代谢废物的堆积从而缓解机体疲劳"

!?#

!

鹰嘴豆低聚肽对抗氧化酶活力的影响

/.)

可将机体中过量的
,

!

-

!

催化分解!以此保护

细胞膜结构和功能完整!因此
/.)

常用来评价机体抗氧

化能力"由图
!

可知!相比于空白组!鹰嘴豆低聚肽低%

中%高剂量组的
/.)

活力分别提高了
:?*"@

!

!!?#>@

!

:>?>9@

"高剂量组
/.)

酶活与阳性对照组的无显著差

异'

T

#

"?">

("

(-6

是一种能够清除代谢过程中有害物质的活性蛋

白酶!其含量可以直接反映机体的疲劳程度1

8#

2

"由图
!

可知!相比于空白组!鹰嘴豆低聚肽低%中%高剂量组的

(-6

活力分别提高了
!?"N@

!

8:?NN@

!

8=?!!@

!中%高剂

量组小鼠肝脏
(-6

活力显著增高'

T

%

"?">

("中剂量组

(-6

酶活与阳性对照组的无显著性差异'

T

#

"?">

("

7(,4ES

是人体最重要的过氧化物酶之一!可将体内

,

!

-

!

还原为无毒的羟基化合物!维持细胞膜结构与功

能1

!"

2

"运动使身体产生强烈的脂质氧化和葡萄糖代谢等

氧化反应1

!8]!!

2

"由图
!

可知!相比于空白组!鹰嘴豆低

聚肽低%中%高剂量组的
7(,4ES

活力分别提高了
:?#"@

!

图
!

!

鹰嘴豆低聚肽对小鼠抗氧化能力的影响
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!

!:?*:@

!中%高剂量组小鼠肝脏
7(,4ES

活力显

著增高'

T

%

"?">

("高剂量组
7(,4ES

酶活与阳性对照

组的无显著差异'

T

#

"?">

("研究结果表明!鹰嘴豆低聚

肽可以提高机体抗氧化酶的活性!清除因运动而产生的

自由基!进而缓解疲劳"

9

!

结论
利用双酶水解法制备鹰嘴豆低聚肽!测定其抗氧化

活性及反映疲劳程度的生化指标"结果表明!鹰嘴豆低

聚肽
6EE,

自由基清除能力%超氧阴离子自由基清除能

力以及还原力均高于谷胱甘肽'阳性对照(.羟自由基清

除能力与谷胱甘肽'阳性对照(接近"此外!与空白组相

比!不同剂量的鹰嘴豆低聚肽均提升了小鼠负重力竭游

泳时间%小鼠的肌糖原%肝糖原含量以及小鼠肝脏
(-6

活力.并且丙二醛含量%血乳酸浓度%血尿素氮浓度均降

低.鹰嘴豆低聚肽提高了抗氧化酶的活力"因此!鹰嘴豆

低聚肽具有显著的抗疲劳作用"但鹰嘴豆低聚肽属混合

肽!其肽段组成以及起到抗疲劳作用的肽结构尚不明确!

下一步拟开展鹰嘴豆低聚肽分离纯化研究!明确具有抗

疲劳作用的肽段组成!探讨其抗疲劳机理"
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