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摘要:目的:制备堇叶碎米荠低聚肽,并拓展其应用范围.

方法:以堇叶碎米荠为原料,使用碱性蛋白酶酶解,采用

超滤膜进行分离浓缩,冷冻干燥后获取堇叶碎米荠低聚

肽粉末,并对该低聚肽的结构和抗氧化活性进行分析.

结果:堇叶碎米荠蛋白水解的最佳工艺条件为酶解温度

５０℃、酶解pH１０、加酶量４％、底物质量分数２％,此条

件下水解度为１７．９％;堇叶碎米荠低聚肽的蛋白质和多

肽含量 分 别 为 ４９．０１％ 和 ４２．８７％;该 低 聚 肽 在 ２００~
２２０nm 有较强的吸收带,具有酰胺键的特征吸收峰,二

级结构以βＧ转 角 为 主,相 对 分 子 质 量 ＜１０００ 的 约 占

９０％;当堇叶碎米荠低聚肽质量浓度为２０mg/mL时,其

羟自 由 基、ABTS自 由 基、DPPH 自 由 基 清 除 率 分 别 为

８４．５４％,９８．２２％,６０．３３％.结论:试验优化的堇叶碎米荠

低聚肽制备工艺合理可行,堇叶碎米荠低聚肽具有抗氧

化活性.

关键词:堇叶碎米荠;低聚肽;结构特征;抗氧化

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoprepareoligopeptidess

ofCamelinaviolifoliaandexpanditsapplicationrange．Methods:

C．violifoliaproteinwashydrolyzedbyalkalineprotease,and

then used ultrafiltration membrane for isolating and

concentrating,andobtainedoligopeptidesbyfreezeＧdrying．The

structureandantioxidantactivityofC．violifoliaoligopeptides

were analyzed．Results: The optimum conditions for the

hydrolysisofC．violifolia protein wereasfollows:hydrolysis

temperature ５０℃,pH １０,enzyme dosage ４％,substrate

concentration ２％,and hydrolysis degree １７．９％．The C．

violifoliaoligopeptidescontentsofproteinandpolypeptidewere

４９．０１％ and４２．８７％,respectively．Theoligopeptideshada

strongabsorptionbandat２００~２２０nm,amidebondＧspecific

absorptionpeaks,βＧanglewasthemainsecondarystructure,and

a９０％relativemolecularweightoflessthan１０００Da．Whenthe

oligopeptidesconcentrationwas２０mg/mL,thescavengingrates

ofhydroxylradical, ABTS radicaland DPPH radical were

８４．５４％,９８．２２％ and６０．３３％ respectively．Conclusion:The

preparationprocess ofthe oligopeptides ofC．violifolia is

reasonableandfeasible．Theoligopeptideshavegoodantioxidant

capacity．

Keywords: Cardamine violifolia; oligopeptides; structural

characteristics;antioxidantactivity

堇叶碎米荠(Cardamineviolifolia O．E．Schulz)别

名野油菜,为十字花科一年或二年生草本植物,全草可作

为野菜食用,也可作药用,具有清热祛湿的功能[１].据

«湖北恩施药用植物志»[２]记载,碎米荠性平,味淡,具有

清热利湿的功效.２０２１年３月,国家卫健委批复堇叶碎

米荠参照叶类蔬菜标准管理.

堇叶碎米荠中富含不饱和脂肪酸、硒蛋白、硒多糖、

维生素、矿质元素等成分[３－５].目前,关于堇叶碎米荠的

研究大多集中在富硒栽培及硒耐受的机理、硒形态分析、

营养成分、富硒蛋白和富硒多糖等大分子物质的功效评

价等方面,吕昊[６]研究发现,堇叶碎米荠富硒蛋白具有缓

解疲劳的作用;林樾[７]研究发现,堇叶碎米荠中的有机硒

以硒代胱氨酸为主,并探究了富硒多肽对肝癌细胞的抑
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制作用及其机理.然而有关堇叶碎米荠中小分子活性成

分低聚肽的系统研究尚未见报道.
研究拟以堇叶碎米荠蛋白为原料,优化酶解工艺制

得堇叶碎米荠低聚肽粉末,分析检测该低聚肽的理化成

分和氨基酸组成,利用相对分子质量分布、紫外全波长扫

描、红外光谱和扫描电镜对其结构进行表征,并通过羟自

由基清除能力等４种化学评价方法分析堇叶碎米荠低聚

肽的抗氧化能力,以期为堇叶碎米荠功能食品的开发提

供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

堇叶碎米荠:经中科院昆明植物研究所鉴定为十字

花科碎米荠属植物堇叶碎米荠,恩施州农科院;
氢氧化钠、无水乙醇、过硫酸钾、硫酸亚铁、双氧水

等:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;
水杨酸:分析纯,天津福晨化学试剂有限公司;
碱性蛋白酶(２００U/mg)、１,１Ｇ二苯基Ｇ２Ｇ三硝基苯肼:

上海源叶生物科技有限公司;

２,２′Ｇ联氮Ｇ双Ｇ３Ｇ乙基苯并噻唑啉Ｇ６Ｇ磺酸:上海阿拉丁

生化科技股份有限公司;
抗氧化能力(FRAP法)试剂盒:苏州科铭生物技术

有限公司.

１．１．２　主要仪器设备

分析天平:BSＧ１２４S型,德国Sartorius公司;

pH 计:FE２０K 型,梅特勒—托利多科技(中国)有限

公司;
离心机:TG１６ＧWS型,湖南湘立科学仪器有限公司;
真空冷冻干燥机:SＧ１８N 型,宁波新芝生物科技股份

公司;
凯氏定氮仪:K９８４０型,海能未来技术集团股份有限

公司;
紫外可见光分光光度计:UVＧ１９００型,日本岛津仪器

有限公司;
全波长酶标仪:Spectra Max１９０型,美国 Molecular

Devices公司;
双道原子荧光光度计:AFSＧ９７６０型,北京海光仪器

公司;
膜分离系统:HCＧDG２５４０Ｇ３X型,成都和诚过滤技术

有限公司;
扫描电镜:sigma３０００型,德国蔡司公司;
傅里 叶 红 外 光 谱 仪:NicoletIS２０ 型,美 国 赛 默 飞

公司;
高效液相色谱仪:１２６０型,美国安捷伦公司.

１．３　试验方法

１．３．１　堇叶碎米荠低聚肽的制备　堇叶碎米荠干粉经碱

提、酸沉、脱盐、干燥后获取堇叶碎米荠蛋白,按质量分数

４％称取一定量的堇叶碎米荠粗蛋白溶于蒸馏水中,升温

至５０℃,调节pH 值为９,加入１６０mg碱性蛋白酶,酶解

２h,酶解过程中使用氢氧化钠溶液保持pH 值为９,直至

酶解结束,９５ ℃水浴１０min,离心,上清液依次通３０,５,

１kDa的超滤膜,收集滤过液,减压浓缩后冷冻干燥,得到

堇叶碎米荠低聚肽干粉.
(１)单因素试验:固定堇叶碎米荠蛋白质量分数为

４％、酶用量为 ５％,酶解温度为 ５０ ℃、酶解时间 ２h、

pH９,以水解度为指标,考察堇叶碎米荠蛋白质量分数

(２％,３％,４％,５％,６％)、酶 解 温 度 (４０,４５,５０,５５,

６０℃)、酶 用 量 (０％,３％,４％,５％,６％,７％)和 pH 值

(７．５,８．０,８．５,９．０,９．５,１０．０)对堇叶碎米荠蛋白酶解效果

的影响.
(２)正交试验:在单因素试验基础上,采用四因素三

水平正交表 L９(３４),以堇叶碎米荠蛋白水解度为测定指

标,对酶解条件进行优化.

１．３．２　水解度测定　采用PhＧSTAT法[８－１０].

１．３．３　成分分析

(１)蛋白质:按 GB５００９．５—２０１６执行.
(２)水分:按 GB５００９．３—２０１６执行.
(３)硒含量:按 GB５００９．９３—２０１７执行.
(４)氨基酸含量:按 GB５００９．１２４—２０１６执行.
(５)酸溶蛋白含量:按 GB/T２２７２９—２００８执行.
(６)游离氨基酸含量:参考谭建宁等[１１]的方法.

１．３．４　相对分子质量分布测定　参考Liu等[１２]的方法.

１．３．５　结构特征

(１)紫外全波长扫描:参考 Liu等[１２]的方法,扫描波

长为１９０~４００nm.
(２)傅里叶变换红外光谱扫描:根据朱孝晨[１３]的

方法.
(３)扫描电镜:参考 Qin等[１４]的方法,分别于２０００,

５０００倍下获取图像.

１．３．６　体外抗氧化活性测定

(１)DPPH 自由基清除能力:参考 Zhao等[１５]的方

法,按式(１)计算 DPPH 自由基清除率.

A＝ １－
A２－A０

A１
( ) ×１００％, (１)

式中:

A———自由基清除率,％;

A２———样品组吸光值;

A１———对照组吸光值;

A０———空白组吸光值.

(２)ABTS自由基清除能力:参考 Pandhare等[１６]方

法,按式(１)计算 ABTS自由基清除率.
(３)羟自由基清除能力:参考 Amarowicz等[１７]的方
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法,按式(１)计算羟自由基清除率.
(４)总抗氧化能力(FRAP法):按抗氧化能力试剂盒

说明书进行测定.

１．３．７　数据处理　各试验重复３次,结果以平均值±标

准差表 示,利 用 Excel２０１７ 软 件 进 行 数 据 处 理,采 用

SPSS１６．０软件进行显著性分析,OriginPro９．１软件绘

图,使用omnic８和peakfit４．１２软件进行红外光谱数据

分析.

２　结果与分析

２．１　单因素试验

２．１．１　酶用量　由图１(a)可知,随着酶用量的增加,堇叶

碎米荠蛋白水解度增加.当酶用量为５％时,堇叶碎米荠

蛋白水解度为９．２６％,继续增大酶用量,堇叶碎米荠蛋白

水解度增加的趋势比较平缓,可能是因为底物大部分已

参与反应,堇叶碎米荠蛋白水解度趋于饱和[１８].因此,堇
叶碎米荠蛋白酶解的最佳酶用量为５％.

２．１．２　底物质量分数　由图１(b)可知,当底物质量分数

为３％时,堇叶碎米荠蛋白水解度最大,达１０．１７％,继续

增大底物质量分数,堇叶碎米荠蛋白水解度呈下降趋势,

可能是因为随着底物质量分数的增加,溶液黏度增加,减
缓了酶的扩散,降低了酶分子与底物的相互作用[１９],从而

导致堇叶碎米荠蛋白水解度降低.因此,堇叶碎米荠蛋

白酶解的最佳底物质量分数为３％.

２．１．３　酶解温度　由图１(c)可知,随着酶解温度的增加,

堇叶碎米荠蛋白水解度增加.当酶解温度为５５℃时,堇

叶碎米荠蛋白水解度达１０．７４％,继续提升酶解温度,堇

叶碎米荠蛋白水解度不再增加,可能是因为随着酶解温

度的升高,酶活力受到影响甚至变性[２０],导致堇叶碎米荠

蛋白水解度降低.因此,堇叶碎米荠蛋白酶解的最佳酶

解温度为５５℃.

２．１．４　酶解pH　由图１(d)可知,随着酶解pH 值的增

加,堇叶碎米荠蛋白水解度增加.当酶解pH 为９．５时,

堇叶碎米荠蛋白水解度达１２．２２％,继续增大酶解pH,堇

叶碎米荠蛋白水解度略有下降.试验选取的碱性蛋白酶

的最适pH 为９~１０[２０],当pH＞１０时,酶活力会下降从

而导致堇叶碎米荠蛋白水解度降低.因此,堇叶碎米荠

蛋白的最佳酶解pH 值为９．５.

２．２　正交试验

根据单因素试验结果,选取酶解温度、pH、酶用量、底

物质量分数４个因素进行正交试验,各因素水平见表１,

试验设计及结果见表２.

由表２和表３可知,各因素均会影响堇叶碎米荠蛋

白水解度,影响顺序依次为pH＞底物质量分数＞酶解温

度＞酶用量,其最佳酶解组合为 A１B２C２D２,即酶解温度

５０℃、pH９．５、酶用量５％、底物质量分数３％,此时堇叶

碎米荠蛋白水解度为１５．１％.

图１　各因素对堇叶碎米荠蛋白水解度的影响

Figure１　TheinfluenceofvariousfactorsonthedegreeofhydrolysisofC．violifoliaprotein
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表１　正交试验因素水平表

Table１　Factorsandlevelsoforthogonalexperiments

水平 A酶解温度/℃ BpH C酶用量/％ D底物质量分数/％

１ ５０ ９．０ ４ ２

２ ５５ ９．５ ５ ３

３ ６０ １０．０ ６ ４

表２　正交试验设计及结果

Table２　Designandresultsoforthogonalexperiments

序号 A B C D 水解度/％
１ １ １ １ １ １２．４８

２ １ ２ ２ ２ １４．９１
３ １ ３ ３ ３ １２．５９

４ ２ １ ２ ３ ９．７１
５ ２ ２ ３ １ １２．８１

６ ２ ３ １ ２ １３．０６
７ ３ １ ３ ２ １１．４７

８ ３ ２ １ ３ １１．７５
９ ３ ３ ２ １ １２．８３
k１ １３．３３ １１．２２ １２．４３ １２．７１

k２ １１．８６ １３．１６ １２．４８ １３．１５
k３ １２．０２ １２．８３ １２．２９ １１．３５

R １．３１ １．６１ ０．１９ １．３６

表３　正交试验方差分析†

Table３　Analysisoforthogonalexperiment

来源 平方和 自由度 均方 F 值

修正的模型 　４６．８９２ ８ 　５．８６２ 　１８２４．７２６
截距 ４１５２．９１９ １ ４１５２．９１９ １２９６３６２．７２５

A １１．６９３ ２ ５．８４６ １８２４．９９５

B １９．２７５ ２ ９．６３８ ３００８．４８２

C ０．１７４ ２ ０．０８７ ２７．１３２

D １５．７５０ ２ ７．８７５ ２４５８．２９５
错误 ０．０５８ ９ ０．００３



总计 ４１９９．８６９ ２７
校正后总数 ４６．９５０ ２６

　†　R２＝０．９９９;R２
Adj＝０．９９８.

２．３　堇叶碎米荠低聚肽成分

由表４可知,堇叶碎米荠低聚肽水分含量为５．２５％,

蛋白质含量为４９．０１％,总硒含量为４１２．６７mg/kg,酸溶

性蛋白质含量为４４．２％,占总蛋白质的９０％,游离氨基酸

含量为１．３３％,经计算,肽含量为４２．８７％.说明堇叶碎

米荠蛋白经酶解制备得到的低聚肽,其蛋白、肽和硒元素

含量较高,是开发富硒功能食品的优质原料.

由表 ５可知,堇叶碎米荠低聚肽中氨基酸总量为

４８．１０g/１００g,其中色氨酸、胱氨酸、谷氨酰胺、天冬酰胺

在酸性条件下被水解,未检测到[２１].堇叶碎米荠低聚肽

表４　堇叶碎米荠低聚肽的成分

Table４　CompositionofC．violifolia
oligopeptides

蛋白质/％ 水分/％ 硒含量/(mgkg－１) 多肽含量/％

４９．０１±２．０４ ５．２５±０．２５ ４１２．６７±１２．００ ４２．８７±０．０６

表５　堇叶碎米荠低聚肽的氨基酸组成

Table５　AminoacidcompositionofCardamine
violifoliaoligopeptides

氨基酸

种类

含量/
(１０－２gg－１)

氨基酸

种类

含量/
(１０－２gg－１)

天冬氨酸 ２．９８ 亮氨酸　　　　　 ５．８９

苏氨酸　 ２．０８ 酪氨酸　　　　　 ３．０３

丝氨酸　 １．９０ 苯丙氨酸　　　　 ３．７３

谷氨酸　 ４．７４ 组氨酸　　　　　 １．２３

脯氨酸　 ２．１７ 赖氨酸　　　　　 ４．０９

甘氨酸　 ２．７５ 精氨酸　　　　　 ０．８０

丙氨酸　 ４．４３ 给质子能力氨基酸 ２７．２４

缬氨酸　 ４．１５ 疏水性氨基酸　　 ２４．４９

蛋氨酸　 １．１８ 氨基酸总量　　　 ４８．１０

异亮氨酸 ２．９４



中必需氨基酸种类和含量丰富(７种,２４．０６％),疏水性氨

基酸占氨基酸总量的５０．９１％,给质子能力氨基酸占氨基

酸总量的５６．６３％.有研究[２２－２３]报道,氨基酸的组成与

低聚肽的抗氧化能力紧密相关,疏水性氨基酸和给质子

能力氨基酸占比高,可稳定和清除自由基,从而提升低聚

肽的抗氧化能力.

２．４　堇叶碎米荠低聚肽的相对分子质量分布

使用 GPC软件处理色谱数据,结果显示堇叶碎米荠

低聚肽的重均相对分子质量为６２１,数均相对分子质量为

４６１,主要为小分子物质.由图２可知,堇叶碎米荠低聚

肽的凝胶色谱图中主要有４个峰,每个峰的相对分子

质量分布见表６,峰１、２、３、４的数均相对分子质量分别为

图２　堇叶碎米荠低聚肽的流出曲线图

Figure２　FlowgraphofGPCforC．violifolia
oligopeptides
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表６　堇叶碎米荠低聚肽的相对分子质量分布

Table６　MolecularweightdistributionofC．violifoliaoligopeptides

峰 峰值分子量 数均相对分子质量 重均相对分子质量 多分散系数 开始时间/min 结束时间/min 峰面积百分比/％

１ １５４６ １５６７ １５９６ １．０１８５１ ２３．８４ ２５．３４ １０．６４

２ ７７１ ７８２ ８３２ １．０６３９４ ２５．３４ ２７．４１ ３６．１３

３ ４６２ ３８３ ３９７ １．０３６５５ ２７．４１ ２９．５１ ４６．０１

４ ２３４ ２３８ ２３８ １．０００００ ２９．５１ ３０．０９ ７．２２

１５６７,７８２,３８３,２３８,峰 面 积 分 别 为 １０．６４％,３６．１３％,

４６．０１％,７．２２％,制备的堇叶碎米荠低聚肽主要以寡肽为

主,且各峰的分散系数均接近１,说明相对分子质量分布

越小,相对分子质量越集中.有研究[２４－２５]表明,抗氧化

活性较好的肽,其相对分子质量均较小.

２．５　堇叶碎米荠低聚肽的紫外光谱扫描

由图３可知,低聚肽在２００~２２０nm 范围内有较强

的吸收带,可能是肽键存在的原因,吸收了能量而产生电

子跃迁;２７５nm 处有一个较弱吸收峰,吸收值为０．５９２,可
能是因为低聚肽中存在一些紫外光谱的生色团,吸收了

某一段 光 波 内 的 光 子 而 产 生 电 子 跃 迁,如 C O、
—COOH、—NH２等[２６].

２．６　堇叶碎米荠低聚肽的红外光谱扫描

蛋白质二级结构的分析常使用酰胺Ⅰ带的谱图,它
能够反映αＧ螺旋(１６６０~１６５０cm－１)、βＧ折叠(１６４０~
１６００cm－１)、βＧ转角(１７００~１６６０cm－１)及无规卷曲

(１６５０~１６４０cm－１)等不同结构信息[２７].通过对堇叶

碎米荠低聚肽酰胺Ⅰ带(１７００~１６００cm－１)的图谱进行

基线校准、高斯去卷积、二阶导数拟合后得到分峰拟合图

如图４所示.

　　由图４可知,对酰胺I带进行分峰拟合后共获得７个

单一峰,各子峰的面积代表相对应结构所占比例,结果见

表７.由表７可知,堇叶碎米荠低聚肽二级结构中有多种

构象并存,主要以βＧ转角为主,含量为 ５７．４％,其次是

αＧ螺旋、无规卷曲和βＧ折叠.αＧ螺旋和βＧ折叠代表蛋白分

图３　堇叶碎米荠低聚肽的紫外全波长扫描

Figure３　UVscanninganalysisofC．violifolia
oligopeptides

子的有序性,βＧ转角和无规卷曲代表蛋白分子的分散程

度[２８].这可能是因为酶解破坏了蛋白质间的氢键和肽

键,从而使蛋白质结构从有序向无序转变[２９].

２．７　堇叶碎米荠低聚肽的扫描电镜

由图５可知,堇叶碎米荠蛋白在酶解成低聚肽后,微
观结构有明显差异.堇叶碎米荠蛋白的外观结构以不规

则片状结构存在,表面比较平整光滑.酶解过１０００Da
超滤膜得到的低聚肽外观结构变化明显,表面不再光滑,

变成具有许多小孔的海绵状.这可能是酶解导致蛋白质

分子间的氢键和范德华力被破坏,蛋白质结构被破坏,内
部结构中的疏水性基团暴露出来,低聚肽的抗氧化活性

可能会因此而提高[２４].

图４　堇叶碎米荠低聚肽的红外光谱扫描图和酰胺I带分峰拟合图

Figure４　FTIRspectrumandpeakfittingdiagramintheamideIbandofC．violifoliaoligopeptides
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表７　堇叶碎米荠低聚肽的二级结构含量

Table７　Thecontentofsecondarystructureof
C．violifoliaoligopeptides

序号 波数/cm－１ 二级结构 二级结构含量/％

１ １６０２．４１ βＧ折叠 ７．２３

２ １６１２．８４ βＧ折叠 １．０３

３ １６４０．９０ 无规卷曲 １０．１３

４ １６５２．７６ αＧ螺旋 ２４．１９

５ １６６５．７１ βＧ转角 ２８．４８

６ １６７８．０２ βＧ转角 ２１．０３

７ １６８７．６３ βＧ转角 ７．８９

２．８　堇叶碎米荠低聚肽的体外抗氧化能力

由图６可知,堇叶碎米荠低聚肽清除自由基(OH、

DPPH和 ABTS)的能力和抗氧化能力(FRAP法)均
表现出明显的量效关系,随样品质量浓度的增加而增强;
当堇叶碎米荠低聚肽质量浓度为２０mg/mL时,对羟自

由基、ABTS自由 基 和 DPPH 自 由 基 的 清 除 率 分 别 为

８４．５４％,９８．２２％,６０．３３％,其IC５０值分别为０．３５,１．００,

１６．００mg/mL,抗氧化能力(FRAP法)为１．８２μmol/mL
Trolox.堇叶碎米荠低聚肽表现出较好的抗氧化能力,可
能是蛋白被酶解后,低相对分子质量水解物或肽更能有

效地与自由基发生反应[２９];产生了一些离子化的氨基、羧

图５　堇叶碎米荠蛋白和低聚肽的扫描电镜

Figure５　ScanningelectronmicroscopeofC．violifoliaproteinandoligopeptides

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)
图６　堇叶碎米荠低聚肽的抗氧化能力

Figure６　AntioxidantcapacityofC．violifoliaoligopeptides
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基等供 氢 体 与 富 含 疏 水 氨 基 酸 的 肽 和 活 性 氨 基 酸 序

列[３０－３２],从而提高了抗氧化活性.有研究[３３]报道,多肽

分子量越小,表现出的抗氧化能力越强,堇叶碎米荠蛋白

水解度越好,相对分子质量越小,抗氧化活性越好.总体

而言,堇叶碎米荠低聚肽清除自由基的能力相对于抗坏

血酸要稍弱一些,但其作为植物来源,安全性高,是开发

功能食品的良好原料.

３　结论
试验表明,堇叶碎米荠低聚肽的蛋白质、肽含量较

高,硒含量为(４１２．６７±１２．００)mg/kg,必需氨基酸含量为

２４％且种类丰富,主要成分为相对分子质量＜１０００的小

肽,外观结构呈明显的球体颗粒状,在２００nm处有肽键的

特征吸收峰,二级结构以多种构象并存,βＧ转角为主要结构

(５７．４％).堇叶碎米荠低聚肽的总抗氧化能力较强,对羟

自由基、ABTS自由基的IC５０值分别为０．５,１．０mg/mL.综

上,堇叶碎米荠低聚肽是一种有效的抗氧化小肽,是开发

富硒功能食品的优质原料.后续可进一步研究堇叶碎米

荠低聚肽的精制纯化、稳定性、体内抗氧化活性及其他功

能活性.
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