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摘要:目的:对扇贝加工副产物中蛋白质酶解物进行抗氧

化活性分析,提高扇贝加工副产物的利用价值.方法:以
海湾扇贝加工副产物为原料,分别采用碱提酸沉法、碱提

硫酸铵沉法和低温乙醇变性沉淀法提取蛋白质,并进行

SDSＧPAGE电泳分析.对胃蛋白酶、中性蛋白酶、碱性蛋

白酶和风味蛋白酶水解蛋白酶解产物的抗氧化活性进行

分析;进一步分析中性蛋白酶解物的分子量分布、氨基酸

组成和羟脯氨酸含量.结果:碱提硫酸铵沉法所获的蛋

白质纯度最高,达９１．１６％,且电泳效果最佳.４种酶解物

均具备 DPPH 自由基、ABTS自由基、羟自由基清除力和

还原能力,而中性蛋白酶水解产物的抗氧化活性最高,尤

其是 羟 自 由 基 清 除 效 果 明 显,清 除 率 高 达 (７７．２４±
１．８７)％;该酶解物中含天冬氨酸等１５种氨基酸,总含量

达８４g/１００g,羟脯氨酸含量达(１１．８２±０．０９)％.结论:从
扇贝加工副产物中采用碱提硫酸铵沉法所获的蛋白质,经
中性蛋白酶水解产生的小分子肽产物具有很好的抗氧化

活性,营养价值高,可进一步开发抗氧化功能食品.

关键词:扇贝;副产物;蛋白质;酶解;肽;抗氧化活性

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoimprovetheutilization

valueofscallopprocessingbyＧproducts,byanalyzingtheantioxiＧ

dantactivityofitsproteinhydrolysates．Methods:Theprocessing

byＧproductsofArgopectenirradianswereusedasrawmaterials,

andtheproteinswereextractedbyalkaliextractionandacidpreＧ

cipitation,alkaliextractionandammoniumsulfateprecipitation

andlowtemperatureethanoldenaturationprecipitation．Thenthe

proteinswereanalyzedbySDSＧPAGE．Pepsin,flavourzyme,disＧ

paseandalcalasewereusedtohydrolyzetheprotein,andtheanＧ

tioxidantactivitiesofthehydrolysateproductswereanalyzed．

Themolecularweightdistribution,aminoacidcompositionand

hydroxyprolinecontentofdispasehydrolysateswerefurtheranaＧ

lyzed．Results:ThepurityofproteinobtainedbyalkalineammoＧ

nium sulfateprecipitation method wasthe highest,reaching

９１．１６％,withtheoptimaelectrophoreticresults．AllthefourhyＧ

drolysateshadDPPH,ABTS,hydroxylradicalscavengingability

andreducingability,andthedispasehydrolysateshowedthe

highestantioxidantability,especiallyhydroxylradicalscavenging

rate,whichreached(７７．２４±１．８７)％．Thehydrolysateofdispase

contained１５kindsofaminoacidssuchasasparticacid,withatoＧ

talcontentof８４g/１００g,andthecontentofhydroxyproline

reached(１１．８２±０．０９)％．Conclusion:Theproteinobtainedfrom

thebyＧproductsofscallopprocessingbyalkalineextractionand

ammonium sulfateprecipitation,anditsdispasehydrolysates

haveoptimalantioxidantactivityand high nutritionalvalue,
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whichcanbefurtherdevelopedasantioxidantfunctionalfood．

Keywords:scallop;byＧproduct;protein;enzymolysis;peptide;

antioxidantactivity

近年来,中国水产品产量激增,加工副产物亦增多,

但因其组成成分多、处理困难等,只有少部分能用作养殖

饲料,绝大部分被丢弃处理,造成大量优质资源浪费.海

湾扇贝(Argopectenirradians)是一种高蛋白、低脂、食用

价值高的海鲜产品[１],其加工副产物富含蛋白质,有研

究[２]尝试将其加工副产物应用到食品、保健品等领域,这
对扇贝加工副产物的深入研究具有重要的应用价值[３].

氧化应激是指体内活性氧自由基快速积累,但清除

防御系统不能及时清除而导致的机体受损[４].生物活性

肽是蛋白质中天然氨基酸以不同组成和排列方式构成的

不同肽类的总称,是源于蛋白质的多功能活性因子[５].

其中抗氧化多肽可消除体内多余的氧自由基,减轻自由

基对机体的损伤,因而可用于治疗由自由基积累引发的

疾病[６].由于人工合成抗氧化肽的安全性仍受到广泛质

疑,因而食源性抗氧化肽备受青睐[７].从天然食物中获

得氧自由基清除剂或抗氧化剂,是未来预防氧化应激潜

在的有效治疗策略.而利用天然植物或动物加工副产物

蛋白来制备生物活性肽,既可以避免蛋白质资源的浪费,

又可以开发出新型的天然抗氧化剂[８－９].

研究拟利用碱提酸沉法、碱提硫酸铵沉法和低温乙

醇变性沉淀法,从扇贝加工副产物中提取扇贝蛋白.采

用胃蛋白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶和风味蛋白酶对副

产物中蛋白质进行酶解,并分析酶解产物的抗氧化活性,

以期更好地为扇贝加工副产物的高值化利用提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

扇贝加工副产物:烟台东宇海珍品有限公司;

碱性蛋白酶、中性蛋白酶、胃蛋白酶、风味蛋白酶:生
物试剂,北京索莱宝科技有限公司;

十二烷基硫酸钠(SDS)、N,N,N,NＧ四甲基乙二胺

(TEMED):纯度９９％,上海麦克林生化科技有限公司;

１,１Ｇ二苯基Ｇ２Ｇ苦肼基自由基(DPPH):纯度９７％,上
海麦克林生化科技有限公司;

２,２Ｇ联 氮Ｇ二 (３Ｇ乙 基Ｇ苯 并 噻 唑Ｇ６Ｇ磺 酸 )二 铵 盐

(ABTS):纯度９８％,嘉兴思诚化工有限公司;

谷胱甘肽(GSH):纯度≥９８％,北京酷来搏科技有限

公司;

其他化学试剂:分析纯,中国医药集团有限公司.

１．１．２　主要仪器设备

电热恒温鼓风干燥箱:DHGＧ９２４６A 型,太仓精宏实

验设备有限公司;

超级水浴:HHＧ６０１型,常州金坛良友仪器有限公司;

电子天 平:AX２２４ZH 型,奥 豪 斯 仪 器 (常 州)有 限

公司;

冷冻干燥机:LGJＧ２５C型,四环福瑞科仪科技发展有

限公司;

电泳仪:DYYＧ６C型,北京市六一仪器厂;

磁力搅拌器:８SＧ１型,常州国字仪器制造有限公司;

快速混匀器:XHＧC型,金坛市医疗仪器厂;

脱色摇床:TSＧ１０００型,海门市其林贝尔仪器制造有

限公司;

台式高速冷冻离心机:TGLＧ１６M 型,湘仪离心机有

限公司;

分光光度计:岛津 UV１８００型,岛津国际贸易(上海)

有限公司;

超微弱发光测量仪:BPCLＧ１ＧTGC型,广州微光科技

有限公司;

高效液相色谱系统:Waterse２６９５型,泰灵佳科技有

限公司;

重金属消解仪:SH２３０N型,济南海能仪器有限公司.

１．２　方法

１．２．１　扇贝加工副产物蛋白提取　采用低温乙醇变性沉

淀法、碱提酸沉法和碱提硫酸铵沉淀法３种方法进行蛋

白质的提取,并利用凯氏定氮法进行纯度对比.
(１)低温乙醇变性沉淀法:在胡昂等[１０]方法的基础

上优化.将扇贝加工副产物洗净,冻干４８h后,用研钵研

磨２h磨成粉末.将扇贝副产物粉和９５％乙醇分别置于

４℃冰箱预冷４h,按 m扇贝副产物粉 ∶V乙醇 ＝１∶１０(g/mL)

的物料比将９５％乙醇加入扇贝副产物粉中,调节pH 值

至７．０,置于４℃冰箱反应２４h.将混合液于５０００r/min
下离心２０min,收集沉淀,并按１∶２(g/mL)的物料比加

入９５％乙醇,再次置于４℃冰箱反应２４h.取出混合液

在上述条件下离心,收集沉淀于－２０℃冰箱冻存.
(２)碱提酸沉法:在李丽等[１１]方法的基础上优化.

将扇贝副产物粉与 ０．１ mol/L NaOH 按 m扇贝副产物粉 ∶
VNaOH＝１∶３０(g/mL)的物料比混合,搅拌均匀,并调节

pH 值至１２,超声处理３０min.将混合液置于４０℃水浴

锅中搅拌９h,８０００r/min离心１５ min,收集上清.用

１．０mol/L HCl调 节 pH 值 至 ４．４,８０００r/min 离 心

１５min,收集沉淀于－２０℃冰箱冻存.
(３)碱提硫酸铵沉淀法:在刘泰标等[１２]方法的基础

上优 化. 将 扇 贝 副 产 物 粉 与 ０．１ mol/L NaOH 按

m扇贝副产物粉 ∶VNaOH ＝１∶４０(g/mL)的物料比混合,搅拌

均匀,并超声处理３０min,置于３０℃水浴锅中反应１１h.

于４℃,１００００r/min离心１０min,收集上清.加入过饱

和硫酸铵,置于４℃冰箱中过夜.于上述条件下离心,取
沉淀,袋透析４８h后收集透析液,置于－２０ ℃冰箱中

７７１

|Vol．３８,No．１１ 郭　宇等:扇贝加工副产物中蛋白质提取及其酶解物抗氧化活性分析



冻存.

将以上３种方法提取的蛋白质置于提前预冻１h的

真空冷冻干燥机中－６０℃冻干４８h,得到固体粉末,分别

密封保存.

１．２．２　扇贝加工副产物蛋白含量分析　按 GB/T６４３２—

２０１８执行.

１．２．３　SDSＧPAGE凝胶电泳　根据 O＇Sullivan等[１３]的方

法,修改如下:浓缩胶和分离胶含量分别为５％和１２％,

上样体积为２０μL.２０mA 恒流进样１５min,４０mA 恒

流电泳至溴酚蓝指示剂距离凝胶底部１cm.

１．２．４　酶解物的制备　称取碱提硫酸铵沉淀法制备的扇

贝蛋白 １．５０００g,按 料 液 比 m扇贝蛋白 ∶V去离子水 ＝１∶
５０(g/mL)加入去离子水,水化２h.按表１分别加入

４种酶进行酶解,酶解时加入０．１mol/LHCl或 NaOH 使

pH 值稳定在设定值,并记录所消耗的酸碱体积,计算水

解度(DH).酶解结束后,将酶解产物置于 ９９ ℃ 灭活

８min.冷却后,１００００r/min离心１５min,取上清液冻干

(－６０℃,４８h).上述试验均设置３个平行试验.

表１　不同蛋白酶的反应条件

Table１　Reactionconditionsofdifferentenzymes

酶种类
酶活/

(U􀅰g－１)

温度/

℃
pH

加酶量/

％

时间/

h

胃蛋白酶　 ３×１０４ ３７ ２ ５．００ ４

中性蛋白酶 ５×１０４ ５０ ７ ３．００ ４

风味蛋白酶 ３×１０４ ５３ ７ ５．００ ４

碱性蛋白酶 ２×１０５ ５０ １０ ０．７５ ４

１．２．５　酶解物的抗氧化活性检测

(１)DPPH 自由基清除率:根据 GB/T３９１００—２０２０.

取３支试管,按表２添加试剂.

　　１号管为试验组(As),２号管为对照组(Ac),３号管

为空白组(Ab),混匀后避光反应３０min,５１７nm 下检测

吸光值.其中,使用样品溶剂调零,谷胱甘肽作阳性对

照,进行３次平行试验.按式(１)计算 DPPH 自由基清

除率.

　　P＝ １－
As－Ac

Ab
( ) ×１００％, (１)

式中:

表２　DPPH 试剂添加量

Table２　DPPHreagentadditions

溶液名称 １号管/mL ２号管/mL ３号管/mL

DPPH 溶液 ３．０ — ３．０

样品溶液 １．０ １．０ —

样品溶剂溶液 — — １．０

无水乙醇溶液 — ３．０ —

　　P———清除率,％;

As———待测溶液与 DPPH 溶液混合液的吸光度;

Ac———待测溶液与无水乙醇溶液混合液的吸光度;

Ab———DPPH 溶 液 与 样 品 溶 剂 溶 液 混 合 液 的 吸

光度.

(２)ABTS自由基清除率:根据 GB/T３９１００—２０２０.

取２支试管,按表３添加试剂.

表３　ABTS试剂添加量

Table３　ABTSreagentadditions

溶液名称 １号管/mL ２号管/mL

ABTS＋ 溶液 ３．６ ３．６

样品溶液 ０．４ —

样品溶剂溶液 — ０．４

　　１号管为试验组(As),２号管为空白组(Ab),混匀后

避光反应５min,７３４nm 下检测吸光值.其中,使用样品

溶剂调零,谷胱甘肽作阳性对照,进行３次平行试验.按

式(２)计算 ABTS自由基清除率.

P＝
Ab－As

Ab
×１００％, (２)

式中:

P———清除率,％;

Ab———ABTS＋ 溶 液 与 样 品 溶 剂 溶 液 混 合 液 的 吸

光度;

As———待测溶液与 ABTS＋ 溶液混合液的吸光度.

(３)羟自由基清除率:利用紫外超微弱发光测量仪检

测羟自由基清除能力[１４].用硼砂溶液润洗测量管,按

表４加入溶液.将混合液放入反应池,设置反应时间为

９００s,每０．１s测定一次发光强度,记录峰值,平行测定

３次.以蒸馏水为空白对照,谷胱甘肽为阳性对照.

　　按式(３)计算羟自由基清除率.

P＝
Lb－Ls

Lb
×１００％, (３)

式中:

P———清除率,％;

Lb———样品溶剂溶液混合液的发光强度;

　　Ls———待 测 溶 液 与 样 品 溶 剂 溶 液 混 合 液 的 发 光

强度.

表４　羟自由基试剂添加量

Table４　Dosageofhydroxylradicalreagents

溶液名称 添加量/μL 溶液名称 添加量/μL

样品溶液　　 ５０ 抗坏血酸溶液 ２０

邻菲罗啉溶液 ５０ 硼砂缓冲液 ７８０

硫酸铜溶液　 ５０ ３０％过氧化氢溶液 ５０
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　　(４)还原能力:在 Wang等[１５]方法的基础上优化,将

１mL扇贝肽、２．５mL０．２mol/L磷酸盐缓冲液(pH６．６)

和２．５mL１．０g/１００mL铁氰化钾溶液混合.５０℃下反

应２５min.混合物中加入０．５mL１．０g/１００mLTCA,

６５００r/min离心１０min.取２．５mL上清液与２．５mL去

离子水和０．５mL１．０g/１００mL氯化铁溶液混合.反应

１０min后,７００nm 处测定吸光度.使用样品溶剂调零,

谷胱甘肽做阳性对照.

１．２．６　中性酶解产物的分子量分布分析　采用高效凝胶

过滤色谱法分析中性酶解产物的相对分子量分布[１６].以

多孔性填料为固定相,依据酶解混合物中肽分子大小进

行分离.在肽键的紫外吸收波长２２０nm 处检测吸光度,

使用Empower软件对色谱图及其数据进行处理.通过

计算肽的相对分子质量大小及分布范围,得出不同分子

量大小的肽所占百分比.

１．２．７　中性酶解产物的氨基酸组分测定

(１)氨基酸含量:利用盐酸将中性酶解产物彻底水解

成游离氨基酸(色氨酸在酸水解过程中几乎完全被破坏,

因此无法测定其含量),经过离子交换柱分离,分离产物

与茚三酮溶液反应变色,通过可见光—分光光度检测器

测定氨基酸含量[１７].

按式(４)计算样品测定液氨基酸含量.

Ci＝
Cs

As
×Ai, (４)

式中:

Ci———扇贝肽液中氨基酸浓度,nmol/mL;

Ai———扇贝肽液中氨基酸的峰面积;

As———氨基酸标准液的峰面积;

Cs———氨基酸标准液浓度,nmol/mL.

按式(５)计算试样中各氨基酸含量.

Xi＝
Ci×F×V×M

m×１０９ ×１００, (５)

式中:

Xi———扇贝肽氨基酸的含量,g/１００g;

F———稀释倍数;

V———定容体积,mL;

M———氨基酸摩尔质量,g/mol;

m———称样量,g.

(２)羟脯氨酸含量:在１０５℃下用硫酸水解扇贝肽,

水解结束后过滤并稀释.羟脯氨酸与氯胺 T 发生反应

后,一定条件下可以与对二甲基氨基苯醛生成红色产物,

在５５０nm 处有最大吸收值[１８].按式(６)计算羟脯氨酸

含量.

X＝
０．２５C
m×v×１００％, (６)

式中:

X———扇贝肽中羟脯氨酸含量,％;

C———利用标准方程计算得出扇贝肽液中羟脯氨酸

质量浓度,μg/mL;

m———扇贝肽的质量,g;

v———在２５０mL容量瓶中吸取的滤液体积,mL.

１．２．８　统计分析　用SPSS２３．０软件进行统计分析,设置

最小显著水平为０．０５,进行分析及差异显著性检验.对

不同处理数据进行 Duncan多重比较,数据以平均值±标

准差表示.

２　结果与分析

２．１　蛋白分析

２．１．１　蛋白质含量　如图１所示,３种方法所提蛋白含量

均超过８０％.李丽等[１１]利用碱提酸沉法提取扇贝蛋白,

蛋白含量为７７．９７％;在此法基础上进行优化,提取过程

中增加超声波处理,并将酸沉的pH 值由４．１提高到４．４,

增加了蛋白质的沉淀量,因而所提取蛋白含量有所提高,

达８２．９５％.刘泰标等[１２]利用碱提硫酸铵沉法从牡蛎中

提取含硒蛋白质,含硒蛋白量为４４．９０％;对该提取方法

进行优化,增加超声波处理并将碱提的时间由９h延长至

１１h,获得扇贝蛋白含量达(９１．１６±１．３６)％.经比较,优

化后的碱提硫酸铵沉淀法最适合从扇贝副产物中提取蛋

白质.

字母不同表示差异显(P＜０．０５)

图１　３种提取方法所获蛋白含量

Figure１　ThecontentofproteinsobtainedbythreedifＧ

ferentextractionmethods(n＝９)

２．１．２　SDSＧPAGE分析　如图２所示,乙醇变性法所提

取的蛋白降解严重,而碱提酸沉法只能提取部分蛋白质,

无法获得全蛋白.碱提硫酸铵沉法所提取的蛋白质分子

量分布最广,电泳分离条带清晰,说明提取过程中蛋白质

未被降解且杂质干扰少.
综合蛋白提取纯度和电泳条带效果,对碱提硫酸铵

沉法所提蛋白进行酶解.
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M．分子量标记　１．乙醇变性沉淀法　２．碱提硫酸铵沉法

３．碱提酸沉法

图２　不同提取方法所获蛋白质SDSＧPAFGE电泳图谱

Figure２　SDSＧPAFGEelectrophoresismapofproteins
obtainedfromdifferentextractions

２．２　４种酶酶解物的抗氧化活性

２．２．１　DPPH 自由基清除率　如图３所示,阳性对照谷

胱甘肽对 DPPH 自由基的清除率为(９５．６７±０．０９)％;

４种扇贝肽中,中性蛋白酶酶解产物的 DPPH 自由基清

除率最高,为(２９．２０±０．７３)％.

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图３　４种酶解产物的 DPPH 自由基清除率

Figure３　DPPH freeradicaleliminatingrateoffour

kindsofenzymatichydrolysates(n＝９)

２．２．２　ABTS自由基清除率　如图４所示,酶解物和谷

胱甘肽浓度相同,谷胱甘肽的 ABTS自由基清除率高达

(９９．８０±０．０１)％,而样品中清除力最强的是碱性蛋白酶

酶解物,清除率为(６９．７５±０．７９)％,其次是中性蛋白酶酶

解物和风味蛋白酶酶解物;而胃蛋白酶对 ABTS自由基

清除率最低.Wang等[４]在分析不同酶解产物的抗氧化

活性时也发现碱性蛋白酶酶解物的 ABTS自由基清除率

最高,不过清除率仅为４０％.研究中,除胃蛋白酶酶解产

物外,所获得的其他３种酶解产物的 ABTS自由基清除

率均高于５０％,具有较强的抗氧化能力.

比较图３和图４,研究制备的４种扇贝蛋白酶酶解物

对 ABTS自由基的清除力整体高于对 DPPH 自由基的,

说明从扇贝加工副产物中提取的蛋白质,经４种蛋白酶

水解后,产生了更多有利于清除 ABTS自由基的肽段.

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图４　４种酶解物的 ABTS自由基清除率

Figure４　ABTSfreeradicaleliminatingrateoffourkinds
ofenzymatichydrolysates(n＝９)

２．２．３　羟自由基清除率　如图５所示,４种扇贝蛋白酶解

物中,清除效果最佳的是中性蛋白酶酶解物和风味蛋白

酶酶解物,二者无显著差异,清除率均超过８０％,而碱性

蛋白酶酶解物的清除率最低.

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图５　４种酶解物的羟自由基清除率

Figure５　Hydroxylradicaleliminatingrateoffourkinds
ofenzymatichydrolysates(n＝９)

２．２．４　还原能力　如图６所示,４种酶解产物中,中性蛋

白酶酶解物的还原能力最强.由于试验采用的扇贝蛋白

酶解混合物,未对特定抗氧化肽进行纯化,产物中含有多

个不同氨基酸序列的寡肽,因而其还原力低于纯肽———

谷胱氨肽.
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字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图６　４种酶解物的还原能力

Figure６　Reductioncapacityoffourkindsof
enzymatichydrolysates(n＝９)

　　中性蛋白酶酶解产物的抗氧化活性高于其他酶解

物.为了解该酶解产物的营养特性,进一步对其氨基酸

组分及羟脯氨酸含量进行分析.

２．３　中性蛋白酶水解产物分子量分布及氨基酸组分

２．３．１　分子量分布　如图７所示,根据出峰时间和峰面

积,利用Empower软件处理中性蛋白酶水解物的分子量

分布 (表 ５).扇 贝 肽 相 对 分 子 量 主 要 分 布 在 ２００~
５０００Da,总占比达(９５．１７±１．４９)％,说明中性蛋白酶对

扇贝加工副产物的酶解较充分,可以获得大量的小分子

肽产物.

２．３．２　氨基酸组分分析　如图８和表６所示,由中性蛋

白酶制备的扇贝肽中含天冬氨酸等１５种氨基酸,总量达

８４g/１００g.研究制备的扇贝肽中含苏氨酸、缬氨酸、蛋
氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸６种必需氨基酸,含量

为(１０．６１±０．３０)g/１００g;且扇贝肽中潜在抗氧化氨基酸

有 Ala、Tyr、Pro３种,含量达(１４．７８±０．３２)g/１００g,具有

图７　中性蛋白酶水解产物分子量分布的 HPLC图

Figure７　HPLCmapofdispasehydrolysates

表５　中性蛋白酶水解产物分子量分布

Table５　Molecularweightdistributionofdispase
hydrolysates

相对分子量/Da 占比/％ 相对分子量/Da 占比/％

　 ＜２００ ０．２５±０．０３ ３０００~５０００ ９．５９±０．１９

２００~１０００ ４２．５３±０．７３ ５０００~１００００ ４．３５±０．１７

１０００~３０００ ４３．０５±０．４０ 　　 ＞１００００ ０．２３±０．０１

很高的营养价值.

２．３．３　羟脯氨酸含量　经测定,中性蛋白酶水解物的吸

光度为 ０．４１,羟 脯 氨 酸 含 量 为 (１１．８２±０．０９)％.Liu
等[１９]研究表明,胶原蛋白中含有较多羟脯氨酸,每天摄入

胶原蛋白水解物可改变人体血液中肽的组成比例,并保

持较高水平肽含量.羟脯氨酸是一种亚氨基酸,可使胶

原肽衍生为低聚肽,对蛋白酶产生高抗性,防止被机体的

蛋白酶水解.这类肽经口服至肠道吸收并进入血液过程

中,能始终以肽形式存在.因此含羟脯氨酸的小分子肽

能完整通过肠细胞中肽转运体系,进而吸收入血液,更稳

定、高效地发挥肽的生物活性[２０－２１].

图８　中性蛋白酶水解产物氨基酸分析色谱图

Figure８　Aminoacidanalysischromatogramofdispasehydrolysates
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表６　中性蛋白酶水解产物中氨基酸组分及其含量†

Table６　Contentsofaminoacidindispasehydrolysates

氨基酸 保留时间/min 响应值 氨基酸浓度/(nmol􀅰mL－１)氨基酸含量/(１０－２g􀅰g－１)

天冬氨酸 ８．９２７ １１６９．３６８５ １６６．３４±１．９０ ４．８１±０．１０

苏氨酸　 １０．１７１ ５１２．３５５５ ７１．７４±２．５０ １．８６±０．０５

丝氨酸　 １０．８９９ ９１５．４９６０ １１５．６４±０．５０ ２．６４±０．０５

谷氨酸　 １４．２７９ ２０６６．２１３０ ２７２．３６±８．３０ ８．７１±０．０５

甘氨酸　 １９．２０４ １０２８２．２９９５ １４４２．００±１．００ ２３．５０±０．０５

丙氨酸　 ２０．２５９ ３４１５．７２０５ ５６２．９９±３．６０ １０．９０±０．１０

缬氨酸　 ２１．０６３ ７９６．６３９５ ９５．０６±１．３０ ２．４２±０．０５

蛋氨酸　 ２３．０９９ ８４．３８４５ １０．８５±１．５０ ０．３５±０．０５

异亮氨酸 ２４．２４８ ２５９．６０６５ ４２．８４±２．７０ １．２２±０．０５

亮氨酸　 ２５．４５７ ６４２．６１７５ ８９．０４±１．７０ ２．５４±０．０５

酪氨酸　 ２８．４３２ ２０１．６７７５ ２４．２９±１．４０ ０．９６±０．０５

苯丙氨酸 ２９．３１２ ５２７．７６８０ ６１．９３±４．７０ ２．２２±０．０５

组氨酸　 ３４．７５６ １０６１．５４６５ １１５．７１±５．１０ ３．９０±０．１５

精氨酸　 ４３．６４８ １３７６．００４５ １７８．２３±１．００ ６．７５±０．０５

脯氨酸　 １５．３００ １２２４．２２４５ ３９９．６５±１５．１０ １１．６０±０．２２

合计　　 ３６４８．６７ ８４．３８
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

　　　　　　　†　脯氨酸采用检测器２(４４０nm),其他氨基酸均采用检测器１(５７０nm).

３　结论

利用优化的碱提硫酸铵沉法,在物料比(m扇贝副产物粉 ∶

VNaOH)１∶４０(g/mL)、３０℃沉淀１１h的条件下,从扇贝

加工副产物中提取蛋白质,可获得纯度高达(９１．１６±
１．３６)％的蛋白质产物.不同酶解物对于不同自由基清除

效果不同,但总体上利用中性蛋白酶制备的扇贝肽的

DPPH 自由基清除力、羟自由基清除力及还原能力更佳.
对中性蛋白酶物的氨基酸组分分析结果表明,扇贝肽中

富含多种氨基酸,包括６种人体必需氨基酸,且羟脯氨酸

含量达(１１．８２±０．０９)％,营养价值高.含羟脯氨酸的小

分子肽在人体内可稳定高效地发挥其生物活性,这是今

后将进 一 步 探 讨 的 课 题.此 外,借 鉴 Wen 等[８]和 Qu
等[２２]报道的生物信息学研究手段,有望筛选出潜在的特

定氨基酸序列的扇贝源生物活性肽.
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