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珍珠贝水解肽的制备、氨基酸组成及抗炎活性
Preparation,aminoacidcompositionandantiＧinflammatoryactivityof

hydrolyzedpeptidesfromPinctadamartensii
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摘要:目的:高值化利用马氏珠母贝肉生物活性成分及马

氏珠母贝肉抗炎活性肽.方法:以马氏珠母贝肉为原料,

以水解度(DH)为指标,通过单因素试验和响应面试验优

化珍珠贝水解肽工艺制备,并对珍珠贝水解肽的氨基酸

组成和抗炎活性进行评价分析.结果:中性蛋白酶为最

适酶,酶解最优工艺条件为料液比１∶１(g/mL),酶解温

度４６．３℃,酶解时间１．４h,酶底比０．３％,此时水解度为

２２．８８％,与理论值无显著差异,回归模型可靠.酶解物中

必需 氨 基 酸 含 量 达 １９．８４％,疏 水 性 氨 基 酸 含 量 占 比

２１．１９％,带正电荷氨基酸含量为１０．４６％.在 LPS诱导

的小鼠巨噬细胞 RAW２６４．７抗炎模型中,珍珠贝水解肽

在０~４．０mg/mL的质量浓度范围内无细胞毒性且有利

于巨噬细胞增殖.质量浓度为２．０mg/mL时,珍珠贝水

解肽可有效抑制 NO 的产生,以及细胞炎症因子 TNFＧα、

ILＧ６和ILＧ１β 的生成,NO 抑制率达到７０．００％,TNFＧα、

ILＧ６和ILＧ１β抑制率分别达到８３．０１％,８５．０４％,８３．１１％.

结论:珍珠贝水解肽的氨基酸种类齐全,其能有效抑制

RAW２６４．７巨噬细胞 NO 及细胞炎症因子 TNFＧα、ILＧ６
和ILＧ１β的产生,表现出良好的抗炎活性.

关键词:马氏珠母贝;酶解工艺;水解肽;氨基酸组成;抗

炎活性

Abstract:Objective:ThisstudyaimedtorealizethehighＧvalue

utilizationofbiologicalactiveingredientsandantiＧinflammatory

peptidesfrom the Pinctada martensii meat．Methods:The

hydrolysisprocessoftheP．martensii meatwasoptimizedby
singlefactortestand response surfacetest with degree of

hydrolysis(DH)astheindex．Theaminoacidcompositionand

antiＧinflammatoryactivity of P．martensii meat hydrolysate

peptides were evaluated and analyzed．Results: The results

showedthatneutralproteasewastheoptimalenzyme,andthe

optimal hydrolysis conditions were solidＧliquid ratio １ ∶

１(g/mL),temperature４６．３ ℃,hydrolysistime１．４h,and

substrateratio０．３％．Thehydrolysisdegreewas２２．８８％,which

wasnotsignificantlydifferentfromthetheoreticalvalue,andthe

regression model was reliable．The hydrolysates including

１９．８４％ofessentialaminoacids,２１．１９％ ofhydrophobicamino

acidsand１０．４６％ ofpositivelychargedaminoacids．In LPS

induced RAW２６４．７ antiＧinflammatory model of mouse

macrophages,thehydrolyzedpeptideofP．martensii hadno

cytotoxicityandwasbeneficialtotheproliferationofmacrophages

inthemassconcentrationrangeof０~４．０mg/mL．Atthemass

concentrationof２．０mg/mL,hydrolyzedpeptidecouldeffectively
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inhibittheproductionofNOandinflammatorycytokinesTNFＧα,

ILＧ６andILＧ１β;theinhibitionrateofNO,TNFＧα,ILＧ６andILＧ

１βwas７０．００％,８３．０１％,８５．０４％ and８３．１１％,respectively．

Conclusion:HydrolyticpeptideofP．martensiihasacomplete

rangeofaminoacids,whichcaneffectivelyinhibittheproduction

ofNOandinflammatorycytokinesTNFＧα,ILＧ６andILＧ１βin

RAW２６４．７ macrophages,showing good antiＧinflammatory

activity．

Keywords:Pinctada martensii;enzymatichydrolysisprocess;

hydrolyticpeptides;aminoacidcomposition;antiＧinflammatory

activity

炎症是机体免疫系统对创伤、微生物病原体感染或

化学刺激引起的组织损伤和感染而做出的一种保护性生

理防御机制[１].巨噬细胞是动物机体内最重要的免疫细

胞,也是机体防御反应的重要组成部分,当机体受到外界

因素刺激时,活化的巨噬细胞能通过 MAPK和 NFＧκB等

通路释放多种炎症细胞因子发挥免疫调节作用,包括促

炎介质,如一氧化氮(NO)以及促炎细胞因子白细胞介素Ｇ
１β (ILＧ１β)、白 细 胞 介 素Ｇ６(ILＧ６)和 肿 瘤 坏 死 因 子Ｇα
(TNFＧα)等[２],这些炎症因子在诱发多种炎症性疾病的

过程中发挥着关键作用.炎症免疫反应的失调会导致促

炎介质和细胞因子的过度积累,可能诱发机体功能性障

碍以及多种急性、慢性疾病,如动脉粥样硬化、癌症、类风

湿性关节炎、急性肠胃炎和过敏等.因此,抑制活化巨噬

细胞中的促炎介质和细胞因子有助于炎症性疾病的治

疗[３－４].近年来,抑制炎症细胞因子的合成或活性已成

为炎症治疗的主流,促炎细胞因子抑制剂可作为抗炎药

的候选药物[５].最常用的治疗药物是类固醇、非类固醇

抗炎药和单克隆抗体[６],但其中许多药物都伴有不良副

作用,如降低组织的可修复性和损伤胃肠黏膜,且炎症相

关疾病发病率的增加促使人们寻找具有抗炎特性的天然

化合物.在炎症反应中发现的几种内源性多肽,如血管

活性肠肽(VIP)、αＧ促黑素细胞激素(αMSH)和肾上腺髓

质素等已成为抗炎剂,可用于炎症和自身免疫疾病的新

疗法[５,７－８],且几种合成肽和天然肽,如鲟鱼肉水解肽[９]、

牡蛎水解肽[１０]、鸡肉蛋白水解肽[１１]等已被证实可通过抑

制炎症细胞因子的产生或表达信号转导途径,来防止过

度的炎症反应.

马氏珠母贝(Pinctadamartensii)又称合浦珠母贝,

是中国沿海地区珍珠养殖的主要品种之一 [１２].马氏珠

母贝肉营养成分丰富,富含多种功效氨基酸和活性肽,具
有抗氧化、抗衰老、抗疲劳等药理作用[１３].然而取珠后的

新鲜贝肉仅作为动物饲料,原料附加值较低,有待深入研

究和高值化开发利用[１４].

研究利用蛋白酶对马氏珠母贝肉进行酶解,探究酶

解制备活性肽的最优工艺参数和条件,并利用小鼠巨噬

细胞 RAW２６４．７抗炎评价模型对珍珠贝水解肽进行活性

评价,以期为马氏珠母贝肉生物活性成分的高值化利用

提供理论依据,为马氏珠母贝肉抗炎活性肽的开发提供

技术参数.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

马氏珠母贝肉:北海黑珍珠海洋生物科技有限公司;

中性蛋白酶(１０ 万 U/g)、胰蛋白酶(２５万 U/g)、碱
性蛋白酶(２０万 U/g)和木瓜蛋白酶(２０万 U/g):食品

级,南宁庞博生物工程有限公司;

三硝基苯磺酸(TNBS):分析纯,成都化夏化学试剂

有限公司;

噻唑蓝(MTT):分析纯,上海麦克林生物化学公司;

脂多糖(LPS)、二甲基亚砜(DMSO):生化试剂,美国

Sigma公司;

DMEM 培养基、胎牛血清(FBS):生化试剂,赛默飞

世尔科技公司;

小鼠巨噬细胞 RAW２６４．７:中科院上海细胞所;

其余试剂均为国产分析纯.

１．２　仪器与设备

数显恒温水浴锅:HHＧ４型,金坛市华城海龙实验仪

器厂;

多管架自动平衡离心机:L５３０型,湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司;

电子天平:AL１０４型,梅特勒—托利多仪器(上海)有
限公司;

pH 计:PHSＧ３CW 型,赛多利斯科学仪器(北京)有限

公司;

多功 能 酶 标 仪:Enspire２３００ 型,美 国 PerkinElmer
公司;

微量振荡器:MHＧ２型,海门其林贝尔仪器制造有限

公司;

真空冷冻干燥机:FDＧ１型,海门市其林贝尔仪器制造

有限公司;

全自动氨基酸分析仪:SＧ４３３D型,赛卡姆(北京)科学

仪器有限公司.

１．３　方法

１．３．１　马氏珠母贝肉酶解物的制备　马氏珠母贝肉洗净

沥干,打碎成贝肉匀浆,置于－２０℃冷冻保存.试验时解

冻,称取一定量贝肉匀浆,按料液比１∶１(g/mL)加入一

级水,用０．１ mol/L NaOH 调节溶液 pH 值至最适 pH
值,按酶底比０．３％加入蛋白酶,在恒温水浴锅中酶解３h,

酶解过程中每３０min搅拌混匀酶解液,９０ ℃水浴灭酶

１０min,冷却至室温,４０００r/min离心１０min,取上清液

测定水解度.将上清液置于－２０℃冻结后,进行冷冻干
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燥,得到珍珠贝水解肽冻干粉,于－２０℃冻藏备用.

１．３．２　酶解工艺优化

(１)最适酶的筛选:各蛋白酶最适条件见表１,在各

种蛋白酶最适条件下按１．３．１进行酶解.

表１　４种蛋白酶的最适酶解条件

Table１　Optimalenzymolysisconditionsfor
fourkindsofproteases

种类 最适酶解温度/℃ 最适酶解pH 值

中性蛋白酶 ４０~４５(４５) ６．０~７．５(７．０)

碱性蛋白酶 ４５~５５(５０) ８．５~１０．５(９．０)

木瓜蛋白酶 ５５~６０(５５) ６．０~７．０(７．０)

胰蛋白酶　 ３５~４５(４５) ７．５~８．０(８．０)

　　(２)单因素试验:选择水解度最高的一种蛋白酶对影

响水解度的４个因素(酶解温度、酶解时间、酶底比和料

液比)进行优化,以水解度为评价指标,初始条件选取:酶
底比０．３％、料液比１∶３(g/mL)、酶解温度４５℃和酶解

时间３h.主要优化条件:酶底比(０．１％,０．２％,０．３％,

０．４％,０．５％),料 液 比 [１∶１,１∶２,１∶３,１∶４,１∶
５(g/mL)],酶解温度(３５,４０,４５,５０,５５ ℃),酶解时间

(１,２,３,４,５h),各组试验均重复３次,数据取平均值.
(３)响应面法优化酶解工艺:根据单因素试验结果,

使用 DesignＧExpertV８．０．６软件进行响应面分析,以水解

度指标为响应值进行 BoxＧBehnken设计,建立三因素三

水平的响应面分析试验,对显著性影响因素进行优化,筛
选出最优酶解工艺条件.

(４)水解度的测定:采用 TNBS法测定蛋白质水解

度.根据 AdlerＧNissen 等[１５－１６]的 方 法,略 作 修 改.以

LＧ亮氨 酸 作 标 准 品 绘 制 标 准 曲 线.取 酶 解 上 清 液

０．１２５mL,加入１ mLpH８．２,０．２ mol/LPBS和１ mL
０．１％ TNBS,５０℃恒温避光反应１h,冷却至室温后加入

２mL０．１mol/LHCl并振荡使反应完全终止,３４０nm 下

测定吸光值.按式(１)计算水解度[１７].

K＝
y(B－A)×０．１６
m×P×Htot

×１００％, (１)

式中:

K———水解度,％;

y———亮氨酸浓度,mmol/L;

B———样品在３４０nm 下的吸光值;

A———去离子水在３４０nm 下的吸光值;

m———酶解样品的质量,g;

P———酶解样品中的蛋白质含量,g/g;

Htot———蛋白质总肽键数,７．８５mmol/g蛋白质.

１．３．３　蛋白质含量测定　按 GB５００９．５—２０１６中的凯氏

定氮法执行.

１．３．４　氨基酸组成分析　采用氨基酸自动分析仪.

１．３．５　抗炎活性评价

(１)细胞培养:小鼠巨噬细胞 RAW２６４．７用含１０％
FBS、１％双抗的 DMEM 培养基置于５％ CO２、３７℃细胞

培养箱中培养,待细胞生长至对数生长期进行传代.当

细胞铺板率大于培养瓶面积的８０％时,吸尽原培养基,

３mLPBS缓冲液洗涤细胞两次,移液枪吸取培养液２mL
吹打细胞至完全脱落,细胞计数,根据计数结果调整细胞

悬液浓度,接种至孔板中,置于恒温培养箱中培养.
对细胞设计试验分组:空白组以完全培养基孵育;模

型组以１μg/mL的LPS孵育;试验组以不同浓度的待测

样品加LPS(１μg/mL).每组设置３个复孔.
(２)MTT法测定细胞存活率:采用 MTT法评估样品

对细胞的毒性作用.调整细胞浓度至１×１０４个/mL,按每

孔１００μL将细胞接种于９６孔板中,培养２４h后吸尽原

培养液,用PBS洗涤细胞两次,试验组分别加入含不同质

量浓度的珍珠贝水解肽的完全培养基(０．１２５,０．２５,０．５,

１．０,２．０,４．０mg/mL)１００μL,空白组加入等量的完全培

养基,每 组 设 ６ 个 复 孔,继 续 培 养 ２４h 后,每 孔 加 入

１００μLMTT溶液(０．５mg/mL)并在培养箱中孵育４h.
弃去 MTT 溶 液 后 用 PBS 洗 净,每 孔 加 入 １５０μL 的

DMSO完全溶解固体物质,震荡１０ min使结晶充分溶

解,使用酶标仪测定 ４９０nm 下每孔的吸光值(A),按

式(２)计算细胞存活率.

S＝
A１－A０

A２－A０
×１００％, (２)

式中:

S———细胞存活率,％;

A０———空白组吸光值;

A１———试验组吸光值;

A２———模型组吸光值.
(３)NO浓度测定:采用 Griess法对 RAW２６４．７细胞

的 NO释放量水平进行测定.调整 RAW２６４．７细胞浓度

为１×１０５个/mL,每孔５００μL接种至２４孔板,置于培养

箱孵育过夜,吸尽原培养基,空白组和模型组加入５００μL
完全培养基,试验组加入５００μL含不同浓度的珍珠贝水解

肽的完全培养基(０．１２５,０．２５,０．５,１．０,２．０mg/mL),置于培

养箱中继续培养１２h后,吸尽原培养基并用 PBS洗涤两

次,模型组和试验组每孔加入５００μL１μg/mL的 LPS溶

液,空白组加入等量的完全培养基,继续培养２４h,收集上

清液,在９６孔板按５０μL/孔中加入样品上清液,各孔中分

别加入５０μLGriessReagentⅠ试剂和 GriessReagentⅡ试

剂,震荡混合均匀,于４５０nm测定吸光值.
(４)ELISA法测定细胞因子含量:按照 ELISA 测定

试剂盒说明书操作,测定细胞培养上清液中的各细胞因

子含量.酶标板上加入１００μL培养上清液,贴上封板膜

后在３７℃下避光孵育９０min,弃去液体,加入３５０μL洗

涤液,静止３０s后弃去,在吸水纸上拍干,重复５次.加
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入１００μL生物素抗体工作液,贴上封板膜后３７℃避光孵

育１h,洗板５次.加入１００μL酶结合物工作液,贴上封

板膜后３７℃避光孵育３０min,洗板５次.加入１００μL显

色液,３７℃避光孵育１５min后,加入１００μL 反应终止

液,４５０nm 处测定吸光值.根据浓度和 OD值算出标准

曲线的回归方程,计算样品中各细胞因子含量.

１．４　数据分析

各试验进行３次平行,数据取平均值.统计分析采用

SPSS２０．０ 软 件 (IBM SPSS,USA)进 行 单 因 素 方 差

(ANOVA)和 Duncan法分析,P＜０．０５为差异有统计学

意义.

２　结果与分析

２．１　蛋白酶的筛选

由图１可以看出,４种蛋白酶对贝肉的水解程度略有

差异.由于酶的专一性,每种酶的酶切位点特定,酶解同

一原料所得到的多肽,在肽序列、空间结构和分子量大小

等方面具有很大差异,导致水解度也不同[１８].中性蛋白

酶对马氏珠母贝肉水解程度最高,为１３．０９％,故选择中

性蛋白酶为最适蛋白酶.

２．２　单因素试验

２．２．１　酶底比对蛋白水解度的影响　由图２可以看出,
随着酶底比增大,水解度呈先增加后降低的趋势,该结果

与马骏等[１９]在制备啤酒抗氧化肽时的酶解效果相似,出
现这种趋势可能是由于酶底比小,底物与蛋白酶不能充

分结合,导致反应速度慢;随着酶底比增大,底物与酶的

接触率增加,反应速度随之加快;但当酶与底物结合位点

趋于饱和后,过多的酶反而会出现竞争性抑制或酶自身

相互水解,导致酶活力降低,影响体系反应速度,水解度

下降[２０].当酶底比为０．３％时,水解度最高为１３．５８％,因
此最适酶底比为０．３％.

２．２．２　酶解温度对水解度的影响　由图３可以看出,随
着温度的增加,水解度呈先增加后逐渐下降的趋势,当酶

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)
图１　不同蛋白酶对蛋白水解度的影响

Figure１　Effectsofdifferentproteasesonthe
degreeofproteolysis

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图２　酶底比对蛋白水解度的影响

Figure２　EffectsofenzymeＧtoＧsubstrateratioonthe
degreeofproteolysis

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图３　酶解温度对蛋白水解度的影响

Figure３　Effectsoftemperatureonthedegree
ofproteolysis

解温度为４５℃时,水解度达到最大值为１３．４８％,酶解温

度达到４５℃后水解度呈逐渐降低的趋势.这是由于中

性蛋白酶有其合适的反应温度范围,温度过高可能会影

响酶的稳定性,破坏酶的特定空间结构,导致酶活性降

低,酶解速度下降,进而使水解程度下降[２１].因此,选择

４５℃ 作为最适的酶解温度.

２．２．３　料液比对水解度的影响　由图４可以看出,水解

度因料液比的不同而差异明显.水解度与料液比呈负相

关,料液比的提高会使水解度不断下降,由于料液比增大

时,酶浓度被稀释,单位体积内酶含量降低,底物与酶的

结合位点变少,使酶解效果受抑制[２２],同时随着料液比的

提高,单位体积内酶解出来的多肽浓度降低,从而导致水

解度下降.当料液比为１∶１(g/mL)时,水解度最高,为

１６．１５％.因此,选择１∶１(g/mL)为最适料液比.

２．２．４　酶解时间对水解度的影响　由图５可以看出,水
解度随着酶解时间的延长呈先增加后逐渐平缓的趋势,

与刘东伟等[２３]和张维等[２４]的研究结果一致,酶解时间在
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小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)
图４　料液比对蛋白水解度的影响

Figure４　EffectsofsolidＧtoＧliquidratioonthedegree
ofproteolysis

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)
图５　酶解时间对蛋白水解度的影响

Figure５　Effectsoftimeonthedegreeofproteolysis

１~２h时对水解度的影响较为显著,之后保持稳定.这

是因为酶解前期随着酶解时间的增加,酶更容易与底物

接触,水解度快速增长,一定时间后,随着底物浓度的降

低,可水解的特定部位也随之减少,水解度的增幅也随之

降低[２５].因此,选择２h为最适酶解时间.

２．３　响应面试验

２．３．１　模型建立与显著性检验　在单因素试验结果的基

础上,选取酶底比、酶解温度、酶解时间进行三因素三水

平的响应面优化试验.响应面试验设计见表２.以水解

度为响应值,酶底比、酶解温度、酶解时间为自变量,分析

马氏珠母贝肉酶解的最优工艺指标.试验结果见表３.

对表３数据进行回归拟合,从而得到３个因素的二

表２　响应面试验设计

Table２　Codeandleveloffactorschosen

水平 A 酶底比/％ B酶解温度/℃ C酶解时间/h

－１ ０．２ ４０ １

０ ０．３ ４５ ２

１ ０．４ ５０ ３

表３　响应面试验结果

Table３　Resultsoffactorschosen

试验号 A B C Y 水解度/％

１ １ ０ －１ １９．０９

２ ０ －１ －１ １８．６３

３ －１ ０ １ １７．３７

４ ０ １ １ １７．７２

５ ０ １ －１ ２０．５１

６ ０ ０ ０ ２２．１８

７ －１ １ ０ １７．３２

８ １ １ ０ １９．６５

９ ０ ０ ０ ２２．３８

１０ １ －１ ０ １８．４８

１１ ０ ０ ０ ２１．０２

１２ ０ －１ １ １８．３３

１３ －１ ０ －１ １９．４４

１４ ０ ０ ０ ２１．１０

１５ １ ０ １ １９．４４

１６ ０ ０ ０ ２０．０５

１７ －１ －１ ０ １４．０２

次多项回归模型为:

　　Y＝２１．３６＋１．０６A ＋０．７２B－０．６０C－０．５３AB＋

０．６１AC－０．６２BC－１．９８A２－２．０２B２－０．５５C２. (３)

　　为检验该回归方程的有效性,对其进行显著性分析,

结果见表４.

表４　回归模型及方差分析†

Table４　Varianceanalysisforregressionequation

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 ５８．１４ ９ ６．４６ ５．４４ ０．０１８０ ∗

A ９．０５ １ ９．０５ ７．６３ ０．０２８０ ∗

B ４．１２ １ ４．１２ ３．４７ ０．１０４８

C ２．８９ １ ２．８９ ２．４４ ０．１６２５

AB １．１３ １ １．１３ ０．９６ ０．３６０９

AC １．４６ １ １．４６ １．２３ ０．３０３５

BC １．５５ １ １．５５ １．３１ ０．２９０７

A２ １６．４７ １ １６．４７ １３．８７ ０．００７４ ∗∗

B２ １７．１０ １ １７．１０ １４．４０ ０．００６８ ∗∗

C２ １．２６ １ １．２６ １．０６ ０．３３６８

残差 ８．３１ ７ １．１９
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

失拟项 ４．７３ ３ １．５８ １．７６ ０．２９３３

纯误差 ３．５８ ４ ０．９０

总和 ６６．４５ １６

　†　∗∗表示影响极显著(P＜０．０１);∗表示影响显著(P＜

０．０５);CV 为５．６７％.
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　　由表４可知,回归模型P＜０．０５,说明试验数据与模

型相符;失拟项对应的P＝０．２９３３＞０．０５,表明所得方程

与实际拟合中非正常误差所占比例较小,方程可行.通

过对回归方程的显著性分析可以看出,A 对响应值影响

显著(P＜０．０５),A２和 B２对响应值的影响极显著(P＜
０．０１),由此可知试验因子对响应值不是简单的线性关系,

并且酶底比对水解度有极显著影响.

２．３．２　响应面交互作用分析　从图６可以看出,酶底比和

酶解温度曲面坡度较大,酶解温度在４０~４６℃时及酶底

比在０．２％~０．３％时坡度更陡,之后趋于平缓,说明酶解温

度的二次项和酶底比的二次项对水解度的影响显著.酶

解时间和酶底比、酶解时间和酶解温度曲面均有一定的坡

度,但酶解时间曲面坡度趋于平缓,说明酶底比和酶解温

度对水解度的影响较大,酶解时间对水解度的影响较小.

２．３．３　验证实验　经DesignＧExpertV８．０６软件分析得到

的最佳酶解条件为酶底比０．３２％、酶解时间１．３８h、酶解

温度４６．２７℃,在此条件下,水解度预测值为２１．７１％.为

了验证响应面法的可行性,采用得到的最优酶解条件进

图６　各因素之间交互作用的响应曲面图

Figure６　Responsesurfacediagramsforinteractionofvariousfactors

行验证实验,同时考虑到实际因素,修正工艺参数为:酶
底比０．３２％、酶解时间１．４h、酶解温度４６．３℃,进行３次

重复实验得到的水解度为(２２．８８±０．９０)％,与预测值无

显著性差异.因此,通过响应面法优化提取珍珠贝水解

肽的酶解条件是可行的,回归模型较可靠.

２．４　氨基酸组成分析

如表５所示,酶解物中氨基酸种类齐全,必需氨基酸

(EAA)含量为１９．８４％.活性肽的功能活性与其特殊的

氨基酸以及排列顺序有关,具有抗炎活性的肽富含疏水

性和带正电的氨基酸,尤其是在 N端或C端,其中疏水性

高的氨基酸可促进多肽与细胞膜之间的相互作用,并起

到调节信号通路的作用,使多肽更容易进入靶细胞发挥

抗炎细胞活性,带正电荷的氨基酸也与抗炎活性有关[２６].

在珍珠贝水解肽中,有助提高抗炎能力的氨基酸包括疏

水性氨基酸(２１．１９％)和带正电荷氨基酸(１０．４５％),占比

３４．６５％,从物质基础层面表明珍珠贝水解肽可能具有抗

炎方面的潜力.

表５　氨基酸组成分析†

Table５　Analysisofaminoacidcontent
氨基酸种类 含量/％ 氨基酸种类 含量/％
牛磺酸 ５．９１１ 亮氨酸 ４．０４６
天冬氨酸 ６．３０７ 酪氨酸 １．７１３
苏氨酸 ２．７７６ 苯丙氨酸 １．９８５
丝氨酸 ２．７２３ 组氨酸 １．５０９
谷氨酸 ９．７０７ 赖氨酸 ４．２４６
甘氨酸 ４．６８８ 精氨酸 ４．７１１
丙氨酸 ３．７０１ 脯氨酸 ２．９６３
胱氨酸 ０．０６４ HAA ２１．１９５
缬氨酸 ２．９２４ PCAA １０．４６０
蛋氨酸 １．３３４ NCAA １６．０１４
异亮氨酸 ２．５２９ EAA １９．８４０

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

　†　疏水性氨基酸(HAA):色氨酸、苯丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸、
异亮氨酸、丙氨酸和蛋氨酸;必需氨基酸(EAA):色氨酸、
苯丙氨酸、甲硫氨酸、苏氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、缬氨酸;带
正电荷氨基酸(PCAA):赖氨酸、精氨酸和组氨酸;带负电

荷氨基酸(NCAA):天冬氨酸、谷氨酸.
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２．５　珍珠贝水解肽抗炎活性

２．５．１　对小鼠巨噬细胞的毒性　如图７所示,在０．１２５~
４．０mg/mL的质量浓度范围内各样品均对 RAW２６４．７细

胞无细胞毒性,且在０．１２５~２．０mg/mL浓度范围内对细

胞生长有促进作用.

２．５．２　对 LPS诱导的 RAW２６４．７细胞 NO 释放量的影

响　如图８所示,与空白组(C－)比较,LPS模型组(C＋)

的 NO分泌显著升高,表明抗炎细胞模型造模成功.与

LPS模型组(C＋)相比,添加不同质量浓度珍珠贝水解肽

处理组均能显著降低造模细胞上清液中 NO 含量,且呈

浓度依赖性,其中最高质量浓度(２．０mg/mL)处理组 NO
抑制率达７０．００％.由此表明,珍珠贝水解肽可以有效降

低炎症细胞模型中的 NO分泌,表现出显著的抗炎活性.

２．５．３　对小鼠巨噬细胞 RAW２６４．７炎症因子分泌的影响

炎症细胞因子是炎症反应的关键因素.当病原体感

染机体时,巨噬细胞可以通过产生细胞因子来抵抗病原

体的入侵.在某种程度上,细胞免疫因子的水平可用于

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图７　珍珠贝水解肽对 RAW２６４．７细胞增殖率的影响

Figure７　 Effects of P．martensii peptides on the

proliferationrateofRAW２６４．７cells

评估免疫反应[２７].

如图９所示,与空白组(C－)相比,使用LPS诱导后的

模型组(C＋)细胞炎症因子TNFＧα、ILＧ６和ILＧ１β分泌显著

上升,而使用不同多肽浓度处理组(０．１２５~２．０mg/mL)干
预的巨噬细胞产生的细胞炎症因子分泌均被有效抑制,

且均呈浓度依赖性,与 NO 释放量的结果趋势一致.其

中最高 质 量 浓 度 (２．０ mg/mL)处 理 组 能 够 显 著 抑 制

RAW２６４．７巨噬细胞因子 TNFＧα、ILＧ６和ILＧ１０的释放,

抑制率分别为８３．０１％,８５．０４％,８０．４３％,由此表明,珍珠

贝水解肽能有效降低由LPS刺激的RAW２６４．７细胞炎症

因子的分泌.

３　结论

以马氏珠母贝肉为原料,以水解度为指标筛选出中

性蛋白酶为最佳用酶;基于单因素结果结合响应面优化

确定了最优工艺参数:酶解时间１．４h,酶底比０．３％,酶解

温度４６．３℃.在此基础上得到的酶解物氨基酸种类齐

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图８　珍珠贝水解肽对 LPS诱导的 RAW２６４．７
细胞 NO 释放的影响

Figure８　 EffectsofP．martensii peptideson LPSＧ
inducedNOreleaseinRAW２６４．７cells

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图９　珍珠贝水解肽对 LPS诱导的 RAW２６４．７细胞中炎症因子 TNFＧα、ILＧ６和ILＧ１β分泌的影响

Figure９　EffectsofP．martensiipeptidesonLPSＧinducedsecretionofinflammatoryfactors
TNFＧα,ILＧ６andILＧ１βinRAW２６４．７cells
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全,其中必需氨基酸含量为１９．８４％,有助于提高抗炎活

性的氨基酸(疏水性氨基酸和带正电荷氨基酸)占比达

３１．６５％.通过对珍珠贝水解肽的体外细胞炎症评价模型

发现,珍 珠 贝 水 解 肽 能 够 有 效 降 低 由 LPS 诱 导 的

RAW２６４．７巨噬细胞的 NO和细胞炎症因子TNFＧα、ILＧ６
和ILＧ１β分泌量,表明珍珠贝水解肽具有良好的抗炎活

性.后续将对珍珠贝抗炎肽的活性成分及其抗炎机制进

行深入研究.
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