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核桃粕源抗氧化活性肽的酶解制备及活性分析
Enzymatichydrolysispreparationandactivityanalysisof

antioxidantpeptidesderivedfromwalnutdregs
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摘要:目的:深度利用核桃粕蛋白.方法:采用分级分离

法从核桃粕中提取蛋白质后,分别用胰蛋白酶、木瓜蛋白

酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶和风味蛋白酶５种蛋白酶对

其进 行 水 解,并 比 较 分 析 胰 蛋 白 酶 酶 解 物 (trypsin

hydrolysate,TH )、木 瓜 蛋 白 酶 酶 解 物 (papain

hydrolysate,PH)、中 性 蛋 白 酶 酶 解 物 (dispase

hydrolysate,DH)、碱 性 蛋 白 酶 酶 解 物 (alcalase

hydrolysate,AH)和 风 味 蛋 白 酶 酶 解 物 (flavourzyme

hydrolysate,FPH)的抗氧化活性;以 DPPH 自由基清除

率、ABTS自由基清除率和羟自由基清除率为检测指标分

析不同浓度 AH 的体外抗氧化性;采用 LCＧMS/MS技术

鉴 定 AH 中 所 有 肽 的 序 列,并 利 用 PeptideRanker、

BIOPEPＧUWM 数 据 库 和 分 子 对 接 工 具 AutoDock１．５．６
筛选潜在 的 核 桃 抗 氧 化 活 性 肽;将 上 述 两 条 肽 分 别 与

Keap１蛋白进行计算机模拟分子对接,并利用斑马鱼胚

胎氧化损伤模型,对人工合成的两条抗氧化活性肽的抗

氧化活性进行分析.结果:５种酶解物中抗氧化活性较好

的 AH 对 DPPH 自由基、ABTS自由基和羟自由基的最

佳清除 率 分 别 为 (７１．５６±０．７５)％,(６０．６３±０．４５)％,

(９８．６３±０．０６)％.LCＧMS/MS鉴定并通过计算机分析预

测得到两条活性最优的肽,即:ALWPF和 PLRWPF;两

条抗氧化活性肽均能与 Keap１蛋白的活性部位结合,其

结 合 能 分 别 为 －９．２,－９．６ kJ/mol.ALWPF 和

PLRWPF肽处理斑马鱼胚胎的安全质量浓度范围分别为

０~５０,０~３０μg/mL.结论:从核桃粕中鉴定出两条抗氧

化肽,其对斑马鱼胚胎具有保护作用.

关键词:核桃蛋白;酶解工艺;抗氧化活性;LCＧMS/MS;

生物信息学分析;斑马鱼胚胎模型

Abstract:Objective:Thisstudyfocusedontheidentificationand

activityanalysisofantioxidantactivepeptidesin walnutdregs

protein hydrolysates．Methods:Protein was extracted from

walnut meal by fractionation method, and five kinds of

proteolyticenzymes,includingtrypsin,papain,neutralprotease,

alkalineproteaseandflavorprotease,wereusedtohydrolyzethe

proteins．Theantioxidantactivityoftrypsinhydrolysate(TH),

papainhydrolysate(PH),dispasehydrolysate (DH),alcalase

hydrolysate(AH)andflavourzymehydrolysate (FPH)were

evaluatedandcompared．Thein vitroantioxidantactivityof

differentconcentrationsofAH wasdeterminedbythedetection

indexesofDPPHfreeradicalscavengingrate,ABTSfreeradical

scavengingrateandhydroxylfreeradicalscavengingrate．The

sequencesofallpeptidesinAH wereidentifiedbyLCＧMS/MS

technology,and the potentialantioxidantactive peptides of

walnut were screened by PeptideRanker, BIOPEPＧUWM

databaseandmoleculardockingtoolAutoDock１．５．６,andthetwo

antioxidantactivepeptideswereobtained．Theabovetwopeptides

weresimulatedwithKeap１protein,andtheantioxidantactivity

ofthetwo antioxidant peptides wasanalyzed by using the

zebrafishembryooxidativedamagemodel．Results:Theoptimal

scavengingratesofAH withbetterantioxidantactivityamong

thefiveenzymatichydrolysateswere(７１．５６±０．７５)％,(６０．６３±

０．４５)％ and (９８．６３±０．０６)％,respectively．LCＧMS/MS was
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identifiedbycomputeranalysistoobtaintwoactiveALWPFand

PLRWPFpeptides,bothofwhichcouldbindtotheactivesitesof

Keap１protein,withbindingenergiesof－９．２and－９．６kJ/mol,

respectively．Thesafeconcentrationsofzebrafishembryostreated

withALWPFandPLRWPFpeptidesrangedfrom０~５０μg/mL

and０~３０μg/mL,respectively．Conclusion:Twoantioxidant

peptideswereobtainedfrom walnutmeal,andtheantioxidant

effectsofthem wereverifiedbyzebrafishembryo model．The

resultsofthisstudycanprovideabasisfortheinＧdepthutilization

ofwalnutprotein．

Keywords: walnut protein; enzymatic hydrolysis process;

antioxidant activity; LCＧMS/MS; bioinformatics analysis;

zebrafishembryomodel

核桃是中国主要经济树种之一,广泛分布于中国的

辽宁、湖南、四川和云南等２１个省份及直辖市,其种植面

积和年产量均为世界第一.核桃主要用于榨油,榨油后

的核桃粕营养价值丰富,但目前对榨油之后的核桃粕利

用不充分,造成了大量的资源浪费[１].近年来,随着生物

活性肽制备技术的进步,对核桃粕中潜在生物活性肽开

发逐渐受到重视.前期研究表明,酶解植物源蛋白可以

获得生物活性肽[２－４],这些肽类物质在抗氧化、抗疲劳、

调节血压、提高免疫力等方面表现出显著功效[５－６].

目前,植物源蛋白的提取方法主要有碱提酸沉法和

分级分离法,前者主要提取种子中的谷蛋白,后者可提取

全部蛋白[７].制备生物活性肽的方法主要有酶解法、发

酵法和化学合成法,其中酶解法为利用天然蛋白质制备

生物活性肽最常用的方法,具有操作简单、环境污染小、

原料价格低廉等优点[８].前人研究大多采用碱提酸沉法

制备核桃蛋白,进行酶解并获得抗氧化活性肽[９].

生物在正常有氧代谢过程中会产生许多自由基,人

体中过量的自由基会堆积在细胞内,引起氧化应激,从而

破坏机体原有的氧化还原平衡,引起衰老与疾病[１０].食

源性抗氧化肽作为天然抗氧化剂的潜在来源,既可以提

供营 养 物 质,又 可 以 通 过 调 节 活 性 氧 物 质 (reactive

oxygenspecies,ROS)失活、螯合过渡金属以阻止自由基

形成等方式发挥抗氧化作用[１１].Keap１ＧNrf２ＧARE是研

究机体内抗氧化通路的重要路径[１２].与体外抗氧化活性

研究相比,动物试验更能真实模拟体内环境.斑马鱼体

型小、繁殖力高、成本低、与哺乳动物生理相似、体内胚胎

发育快,尤其是其透明度允许特定的细胞、组织和器官的

可视化,故胚胎和幼体均有利于成像研究,近年来被作为

一种新型试验动物模型来研究体内氧化应激和抗氧化

水平[１３].

研究拟以核桃粕为原料,采用酶解法制备核桃蛋白

酶解物,并探究核桃蛋白酶解物抗氧化活性;鉴定并预测

抗氧化活性肽,合成抗氧化活性较强的肽段,并通过斑马

鱼体内试验探究其抗氧化活性,旨在为核桃肽的广泛应

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

核桃粕:甘肃成县九源农林产品开发有限公司;

AB品系斑马鱼:中国科学院武汉水生所;

六水合氯化铁、２,２′Ｇ联氮双(３Ｇ乙基苯并噻唑啉Ｇ６Ｇ磺

酸)二铵盐(ABTS):９８％,阿拉丁试剂(上海)有限公司;

碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、风味蛋白酶、

胰蛋白酶:北京索莱宝科技有限公司;

LＧ抗坏血酸、溴甲酚绿:分析纯,西陇化工股份有限

公司;

１,１Ｇ二苯基Ｇ２Ｇ苦肼基自由基(DPPH):＞９７％,上海

麦克林生化科技股份有限公司;

谷胱甘肽(GSH):≥９８％,北京酷来搏科技有限公司;

甲酸:≥９６％,西 格 玛 奥 德 里 奇 (上 海)贸 易 有 限

公司;

乙腈:优级纯,上海麦克林生化科技股份有限公司;

其他 化 学 试 剂:分 析 纯,国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限

公司.

１．１．２　主要仪器设备

台式高速冷冻离心机:TGLＧ１６型,湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司;

数显恒温水浴锅:HHＧB８型,常州金坛良友仪器有

限公司;

恒温磁力搅拌器:HJＧ３型,江苏金怡仪器科技有限

公司;

紫外可见分光光度计:UVＧ５２００型,上海元析仪器有

限公司;

pH 计:PHSＧ２５ 型,上 海 仪 电 科 学 仪 器 股 份 有 限

公司;

真空冷冻干燥机:LGJＧ２５C型,四环福瑞科仪科技发

展(北京)有限公司;

超微弱发光测量仪:BPCL 型,广州微光科技有限

公司;

DLAB微量冷冻离心机:Fresco１７型,赛默飞世尔科

技公司;

真空离心浓缩仪:CV１００ＧDNA 型,北京吉艾姆科技

有限公司;

纳升液相系统:EasyＧnLC１２００型,赛默飞世尔科技

公司;

高分辨质谱仪:QExactive型,赛默飞世尔科技公司;

除盐柱:C１８ZipＧTip型,安捷伦科技有限公司;
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倒置生物显微镜:XDＧ１０１型,南京江南永新光学有

限公司.

１．２　方法

１．２．１　核桃粕脱脂预处理　称取一定量核桃粕粉按料液

比１∶３(g/mL)加入正己烷,常温下搅拌２h后静置,待

出现明显分层后倾倒上层清液.重复上述步骤一次,将

下层沉淀置于通风橱中风干溶剂,得到脱脂核桃粕粉.

１．２．２　核桃全蛋白的提取　称取脱脂核桃粉,按料液比

１∶１０ (g/mL)加 入 去 离 子 水,常 温 下 搅 拌 ２ h,

３６００r/min离心３０min,上清液为清蛋白.向剩余沉淀

中按料液比１∶１０(g/mL)加入５％ NaCl溶液,常温搅拌

２h,３６００r/min离心３０min,上清液为球蛋白.向剩余

沉淀中按料液比１∶１０(g/mL)加入７０％乙醇,常温搅拌

２h,３６００r/min离心３０min,上清液置于６０℃水浴中搅

拌至乙醇完全挥发,得到醇溶蛋白.最后向剩余沉淀中

按料液比１∶２０(g/mL)加０．１mol/LNaOH 溶液,常温

搅拌２h,３６００r/min离心３０min,上清液为谷蛋白.上

述蛋白液 除 醇 溶 蛋 白 外,调 到 相 应 等 电 点,即 清 蛋 白

pH４．１,球蛋白pH４．３,谷蛋白pH４．５,３６００r/min离心

３０min,收集沉淀.将上述蛋白沉淀混合后冻干,控制参

数为冷阱温度－７４．７ ℃,腔室真空２Pa,得到核桃全蛋

白,研磨均匀后于－８０℃保存.

１．２．３　酶解工艺　称取一定量核桃蛋白,按料液比１∶

２０(g/mL)加入去离子水,水化２h,每个样本设置３个平

行试样.按表１所示的温度、pH 值和酶量对蛋白质进行

酶解 ３h.在 酶 解 过 程 中 加 入 ０．２ mol/L NaOH 或

０．１mol/LHCl使酶解液的pH 始终维持在设定的范围

内,记录所添加的 NaOH 体积.酶解结束后,立即置于

９５℃水浴中灭酶处理１０min,待酶解液冷却至室温后调

节pH 至中性,１００００r/min离心２０min,上清液冻干后

置于－２０℃冰箱中备用.

１．２．４　水解度测定　采用 pHＧstate法,按式(１)计算水

解度.

DH＝
B×Nb

α×Mp×htot
×１００％, (１)

式中:

表１　不同蛋白酶的反应条件

Table１　Reactionconditionsofdifferentproteases

酶种类 酶解温度/℃ pH 加酶量/(Ug－１)

碱性蛋白酶 ５０ １０．０ ６０００

胰蛋白酶　 ３７ ７．０ ６０００

风味蛋白酶 ５０ ６．５ ６０００

木瓜蛋白酶 ６５ ６．５ ６０００

中性蛋白酶 ５０ ７．０ ６０００

　　DH———水解度,％;

B———消耗 NaOH 的体积,mL;

α———αＧNH２的解离度,α＝
１０pHＧpK

１＋１０pHＧpK,pKa值为７;

Nb———NaOH 的摩尔浓度,mol/L;

Mp———蛋白质的质量,g;

htot———水解度常数,７．３５mmol/g.

１．２．５　抗氧化活性测定

(１)ABTS 自 由 基 清 除 能 力:称 取 ABTS 固 体

２００mg,K２S２O８３４．４mg加水溶解后定容到５０mL,暗处

避光反应２４h,作为 ABTS母液.将母液与９５％乙醇按

一定比例混合,使其在７３４nm 处的吸光度维持在０．７０±

０．０２,作为 ABTS测定溶液(现配现用).分别称取不同酶

解产物配制成０．２５mg/mL的待测液.在离心管中加入

０．４mL酶解物待测液和３．６mLABTS测定液作为样品

组;用去离子水替代酶解物待测液作为空白组.充分混

合均匀后,暗处避光反应５ min.用空白组调零,测定

７３４nm 吸光度.按式(２)计算 ABTS自由基清除率.

P＝
Ab－As

Ab
×１００％, (２)

式中:

P———ABTS自由基清除率,％;

Ab———ABTS＋ 溶液与样品溶剂混合液的吸光度;

As———待测溶液与 ABTS＋ 溶液混合液的吸光度.

(２)DPPH 自由基清除能力:分别称取不同酶解产物

配制成２mg/mL的待测液.在离心管中加入１mL酶解

物待测液与３mL５０μg/mLDPPH 溶液(无水乙醇为溶

剂),作为样品组;将 DPPH 溶液换成无水乙醇作为对照

组;将待测液换成去离子水作为空白组;充分混合均匀

后,立即置于暗处避光反应３０min.在波长５１７nm 处,

测定其吸光度.按式(３)计算 DPPH 自由基清除率.

P＝ １－
As－Ac

Ab
( ) ×１００％, (３)

式中:

P———DPPH 自由基清除率,％;

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 溶液与样品溶剂混合液的吸光度.

(３)羟自由基清除能力:利用紫外超微弱发光测量仪

进行测定.称取不同酶解产物配制成１mg/mL的待测

液,在测量前,先用pH７．５的硼砂—硼酸缓冲溶液润洗

测量管,依次加入多肽待测液５０μL、１．５mmol/L 邻菲罗

啉５０μL、１．２５mmol/LCuSO４５０μL、０．２５mmol/L抗坏

血酸２０μL和pH７．５的硼砂—硼酸缓冲溶液７８０μL,轻

弹测量管,加入３０％ H２O２５０μL后立即放入反应池中,

盖好盖子,测定发光强度.设置测定程序为反应时间

３５
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５０min,每０．１s测定一次发光强度,待出现明显峰值后停

止测量,记录峰值.以去离子水代替多肽待测液,测定其

发光强度,并记录峰值,作为空白;按式(４)计算羟自由基

清除率.

P＝
S空白 －S样品

S空白
×１００％, (４)

式中:

P———羟自由基清除率,％;

S空白 ———空白组荧光吸光峰值;

S样品 ———样品荧光吸光峰值.

(４)总还原能力:在 Wang等[１４]的基础上优化.称

取不同酶解产物配制成０．５mg/mL的待测液.取１mL
待测液,加入２．５mL０．２mol/L磷酸缓冲溶液(pH６．６)

和２．５mL１．０％ K３[Fe(CN)６],混合均匀后置于５０℃水

浴２５min,立即加入０．５mL１０％三氯乙酸溶液停止反

应,１００００r/min离心５min;取２．５mL上清液,分别加入

２．５mL去离子水和０．５mLFeCl３,室温反应１０min.用

去离子水调零,于７００nm 下测定溶液的吸光度.以吸光

度大小表示总还原能力的大小.

以上试验均以 GSH 作为阳性对照,设定３次平行

试验.

１．２．６　LCＧMS/MS测序分析

(１)多肽除盐:取碱性蛋白酶解产物溶于清洗液(含

０．１％ FA和２％ ACN)之后转移至超滤离心管(０．５mL,

１０kD)中,用冷冻离心机４ ℃,１２０００×g,离心１０min;

将超滤后的溶液使用C１８除盐柱进行脱盐处理,再用洗脱

液(含０．１％ FA 和６０％ ACN)洗脱样品,洗脱溶液转至

新EP管,将洗脱后的多肽样品进行离心浓缩干燥.

(２)LCＧMS/MS分析:除盐后多肽样品经离心干燥,

重新溶解于１００μLNanoＧLC流动相 A(０．１％甲酸/水)中

装瓶上样,进行在线LC/MS分析.２μL溶解后的样品上

样至 NanoViperC１８预柱(３μm,１０nm),２０μL体积冲洗

脱盐.高效液相分析采用 EasynLC１２００型纳升液相系

统,样品在预柱上脱盐保留后再经分析柱分离,分析柱规

格为 C１８反相色谱柱(Acclaim PepMapRSLC,７５μm×

２５cmC１８,２μm,１０nm),６０min内流动相 B(８０％乙腈,

０．１％甲酸)由５％ 升高至 ３８％.采用 ThermoFisherQ

Exactive质谱系统结合纳升喷雾 NanoFlex离子源分析

氨基酸序列.喷雾电压为１．９kV,离子传输管加热温度

为２７５℃.质谱扫描方式为信息依赖的采集工作模式下

(datadependentanalysis,DDA),一级质谱扫描分辨率为

７００００,扫 描 范 围 １００~１５００(m/z),最 大 注 入 时 间

１００ms.每次 DDA循环下最多采集２０个电荷量为１＋ ~

３＋ 的二级图谱,二级质谱离子最大注入时间为５０ ms.

碰撞室能量设定为２８eV,适用于所有前体离子;动态排

除时间设置为６s.

１．２．７　 抗氧化活性肽的筛选及模拟分子对接 　 参照

Wang等[１５]的方法,将多肽序列提交至 PeptideRanker数

据库(http://distilldeep．ucd．ie/PeptideRanker/)进行生物

活性肽预测.预测根据多肽的氨基酸组成、排列顺序、所

带电荷和其他性质判定其具有生物活性的可能性(介于０
与１之间),越接近１,表明其具有生物活性的概率越大.

手动将参数阈值设置为０．５,并将所有高于０．５的多肽序

列保存到Excel表格中.将上述预测的生物活性肽序列

提交到 BIOPEPＧUWM 数据库(https://biochemia．uwm．

edu．pl/biopep/start_biopep．php)中进行抗氧化活性的预

测.通过对比所提交肽段与数据库中肽段的同源性,筛

选出可能具有抗氧化活性的肽段以及抗氧化活性的氨基

酸位点.分子对接被广泛应用于研究蛋白质和肽类的相

互作用和结合亲和力[１６].在软件 AutoDock１．５．６上对

Keap１蛋白质分子进行去水加氢,Keap１蛋白为受体与核

桃肽对接;应用内置vina程序对接９次,并输出对接完成

的小分子“pbdqt”格式.在PyMol２．３．０中画出核桃肽与

Keap１蛋白结合能最高的接触图、细节图;应用 Discovery
Studio４．５展示结合部位的键参数;应用 LigPlot＋ v２．２．８
将３D模型转换为２D平面展示图.

１．２．８　斑马鱼养殖及抗氧化模型构建　在１４h/１０h的

光/暗循环、水温为(２８．０±０．５)℃的条件下饲养斑马鱼,

每天３次(８:００、１２:００、１７:００)喂食脱壳丰年虾卵.按雌

雄比１∶２将斑马鱼成鱼分开放入隔上隔板的孵育缸中,

第２天抽取隔板,通过光照刺激雌鱼产卵,收取胚胎.为

构建 H２O２ 诱导斑马鱼胚胎模型,设置试验组和对照组

分别用６０μg/L海盐溶液配制的１,２,３,４,５mmol/L的

H２O２ 溶液和６０μg/L海盐溶液处理;均于２８．５ ℃培养

箱中培养;每组设置６个平行.每２４h记录胚胎存活数

量并换液,连续观察９６h;计算９６h时的半致死浓度.

１．２．９　核桃酶解物体内抗氧化活性测定　参照邹娅雪

等[１７]的方法略加修改.设置对照组为６０μg/L 海盐溶

液,试验组 分 别 用 ６０μg/L 海 盐 溶 液 配 制 的 ０．２,２．０,

１０．０,２０．０,２００．０mg/mL的酶解物处理;于２８．５ ℃培养

箱中培养;每组设置６个平行.每２４h记录胚胎存活数

量并换液,连续观察９６h.设置试验组、H２O２ 损伤组和

对照组分别用６０μg/L海盐溶液配制的１mL４０mg/mL
酶解物和４mmol/L H２O２(共２mL)混合处理、浓度为

２mmol/LH２O２ 溶液处理和６０μg/L海盐溶液处理;于

２８．５℃培养箱中培养;每组设置６个平行.每２４h记录

胚胎存活数量并换液,连续观察９６h.

１．２．１０　核桃肽体内毒性测定　对核桃肽的安全性进行

测试.设置对照组和试验组分别用６０μg/L海盐溶液配

制的１０,３０,５０,７０,９０μg/mL的核桃肽溶液和６０μg/L

４５
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海盐溶液处理;每组设置３个平行.２４h后记录胚胎存

活数量.

１．２．１１　核桃肽对 H２O２ 诱导损伤的斑马鱼胚胎的保护

作用　参照 Ko等[１３]的方法略改.设置试验组、H２O２ 损

伤组和对照组,在采用核桃肽保护处理斑马鱼胚胎２４h
后,分别加入６０μg/L海盐溶液配制的１０和３０μg/mL
核桃肽、半致死浓度的 H２O２ 和６０μg/L海盐溶液;均于

２８．５℃培养箱中培养;每组设置６个平行.每２４h记录

胚胎存活数量并换液,连续观察９６h.

１．２．１２　统计分析　运用SPSS２７．０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　不同蛋白酶的水解度分析

研究表明,相对分子质量小于３０００的肽段具有更强

的抗氧化活性,水解程度越高,获得小分子肽的可能性越

大[１８].如图１所示,碱性蛋白酶的水解度为(３３．７４±
０．２１)％,胰蛋白酶的水解度为(８．４７±０．３４)％,风味蛋白

酶的 水 解 度 为 (２２．４０±０．３６)％,木 瓜 蛋 白 酶 的 水 解

度为(１６．８６±０．３６)％,中性蛋白酶的水解度为(１１．２５±

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图１　５种酶水解度的测定

Figure１　Determinationofhydrolysisdegreeoffive
kindsofenzymes(n＝３)

０．３０)％.碱性蛋白酶的酶切位点比其他４种酶多,能够

使得更多的肽键发生断裂,因而水解度更高.

２．２　５种酶解产物的抗氧化活性分析

２．２．１　ABTS自由基清除能力　如图２(a)所示,TH、

AH、DH、FPH 和 PH 的 ABTS 自 由 基 清 除 率 为

５４．１１％~６８．５９％,其 中 AH 与 TH 清 除 效 果 显 著 高

于其余３种酶解物,分别为(６７．０６±０．３６)％与(６８．５９±

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图２　５种酶解产物的抗氧化能力测试

Figure２　Antioxidantcapacitytestoffiveenzymatichydrolysates(n＝９)
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１．０５)％.Gu等[１９]通过胰蛋白酶水解核桃蛋白得到多

肽,当多肽质量浓度为０．５mg/mL时,其 ABTS自由基清

除率为(６９．２１±７．６６)％;而试验中,蛋白酶水解物质量浓

度仅为０．２５mg/mL,其 ABTS自由基清除率已接近 Gu
等[１９]报道的数据.

２．２．２　DPPH 自由基清除能力　如图２(b)所示,酶解物

对 DPPH 自由基的清除率为５５．３２％~７３．８２％,由高到

低依次为 FPH、TH、PH、NPH 和 AH.阳性对照 GSH
的清除率为(８８．７１±０．２９)％.李丽等[２０]研究结果表明,

核桃肽的 DPPH 自由基清除率在一定浓度下随着浓度的

增加而升高,且质量浓度为 ５ mg/mL 时,其清除率达

７５％.试验中,５种蛋白酶产物的质量浓度为２mg/mL,

均具备较高的 DPPH 自由基清除率.

２．２．３　羟自由基清除能力　如图２(c)所示,５种蛋白酶

的酶解物均具有很高的羟自由基清除能力,且在试验范

围内无显著变化.其中,FPH 的羟自由基清除能力最佳,

为(８５．５４±１．４８)％. 阳 性 对 照 GSH 的 清 除 率 为

(９９．１２±１．３９)％.罗燕等[２１]利用碱性蛋白酶水解核桃蛋

白得到多肽,当酶解物质量浓度为１mg/mL时,羟自由

基清除率为２１．４４％;而试验中,相同质量浓度酶解物,具
有更高的羟自由基清除能力,可能为分级分离提取的核

桃全蛋白较碱提酸沉蛋白种类更多,因而其酶解产物可

产生更多的抗氧化活性肽.

２．２．４　总还原能力　如图２(d)所示,５种蛋白酶的酶解

产物都表现出很低的还原能力.其中还原力最高的是

TH,吸光度为０．１２４±０．０１４,而阳性对照 GSH 的吸光度

为１．０４６±０．００３,远高于酶解物.根据贾靖霖等[２２]的研

究结果,核桃多肽的总还原能力与其质量浓度存在相关

性,低浓度的多肽会表现出较低的还原能力;当多肽质量

浓度达到１２０mg/mL时,其还原能力与 VC接近.试验

中,使用的蛋白酶解物质量浓度仅为０．５mg/mL,但均表

现出一定程度的总还原能力.

５种酶解产物均具有较强的抗氧化活性.核桃全蛋

白通过酶促水解释放出具有抗氧化活性的肽段,但由于

不同蛋白酶的酶切位点不同,所得肽段的相对分子质量、

氨基酸序列不同,导致其抗氧化活性存在差异.

综上所述,相比其他４种酶解物,AH 的体外抗氧化

活性较高[２３].因此,继续对 AH 进行深入的体外和体内

抗氧化活性分析.

２．３　AH体外抗氧化测定

使用３种常用的体外抗氧化模型来进行抗氧化测

定,结果(图３)表明,５．００mg/mLAH 的羟自由基清除率

为(９８．６３±０．０６)％;０．２５mg/mLAH 的 ABTS自由基清

除率为(６０．６３±０．４５)％;０．５０mg/mLAH 的 DPPH 自由

基清除率为(７１．５６±０．７５)％,均高于 GSH.贺舒雯等[２４]

发现,虾壳肽 DPPH 自由基和羟自由基的清除率分别为

(４６．３５±１．３２)％,(７５．２２±２．１８)％,与之相比 AH 清除能

力更高.由 此 可 见,AH 具 有 良 好 的 体 外 自 由 基 清 除

能力.

２．４　H２O２ 诱导斑马鱼氧化应激损伤模型建立

H２O２ 引起的氧化应激会造成体内氧化系统与抗氧

化系统作用失衡,使体内产生过多高活性分子,从而造成

组织损伤[２５].由图４可知,与对照组的斑马鱼胚胎存活

率相比,在４８h之内各浓度处理下的斑马鱼胚胎存活率

相近;浓度＞２mmol/LH２O２ 处理后的斑马鱼胚胎存活

率在４８h后显著降低.经过直线内插法[２６]得出 H２O２

处理斑马鱼胚胎的半致死浓度约为２mmol/L.

２．５　AH毒性测试及其保护作用分析

酶解提取物对于动物细胞的毒性测试是有必要的.

AH 处 理 斑 马 鱼 胚 胎 的 安 全 质 量 浓 度 范 围 为 ２~
２００mg/mL;其中质量浓度为２,２０mg/mL的 AH 可显

著提高胚胎存活率(图５);２０mg/mLAH 对 H２O２ 损伤

处理后的斑马鱼胚胎具有保护作用,存活率可恢复至与

空白组相当的水平(图６).

字母不同表示显著性差异(P＜０．０５)

图３　不同质量浓度 AH 的抗氧化活性

Figure３　AntioxidantactivityofdifferentconcentrationsofAH (n＝３)
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字母不同表示显著性差异(P＜０．０５)

图４　斑马鱼胚胎损伤模型的建立

Figure４　Establishmentofazebrafishembryoinjurymodel(n＝４)

２．６　抗氧化活性肽的序列鉴定及生物信息学预测

利 用LCＧMS/MS及生物信息学技术对AH进行肽

图５　AH 浓度对斑马鱼胚胎存活率的影响

Figure５　TheeffectsofAHconcentrationonthesurvival
rateofzebrafishembryos(n＝６)

－:未添加该组分;＋:添加该组分;字母不同表示显著性差异

(P＜０．０５)

图６　AH 保护组对斑马鱼胚胎存活率的影响

Figure６　TheeffectsofdifferentconcentrationsofAH
protection groups on the survival rate of
zebrafishembryos(n＝６)

组学分析,共获得１３９１条肽序.通过 PeptideRanker和

BIOPEPＧUWM 数据库搜寻并对生物活性肽和抗氧化活

性肽进行筛选,共获得２１７条潜在抗氧化活性肽,占所鉴

定肽数目的１５．６０％,其中７０．０７％抗氧化活性肽长度小

于１０个氨基酸.试验所预测的部分抗氧化活性肽序列

见表２,相应的 MS/MS图谱见图７.

表２　部分潜在抗氧化活性肽序列信息

Table２　Partofsequenceinformationofpotential
antioxidantpeptides

多肽氨基

酸序列

肽长度

(氨基酸数目)

抗氧化肽

序列核心

PeptideRanker
值

ALWPF ５ LW ０．９８４３９４

PLRWPF ６ RW ０．９８３０７０

PRLWPF ６ LW ０．９８２９０４

RLWPF ５ LW ０．９８２７００

PKFDPWPVFF １０ PW ０．９８１８０８

FYAPW ５ PW ０．９７８３３３

　　抗氧化活性肽长度在２~１０个氨基酸,而且真正起作

用的往往是２~３个核心氨基酸.由表２可知,通过肽组学

和生物信息学预测分析,证明 AH 中存在抗氧化活性肽,

从而解释了上述试验中 AH 具有抗氧化活性.分子对接

是研究分子间相互作用,并预测其结合模式和亲合力的一

种理论模拟方法[１６],对表２中得分最高的两条肽(ALWPF
和PLRWPF)与 Keap１蛋白分子作分子模拟对接分析.发

现 ALWPF与PLRWPF两条肽均可与受体 Keap１蛋白分

子结合,主要结合力为氢键和疏水相互作用,结合能分别

为－９．２,－９．６kJ/mol(图８).图８(a)中,ALWPF肽与

Keap１的 Thr５６０,Gly３６７,Val５１２,Val３２４,Val６０８ 形 成 氢

键,键长分别为０．２９１,０．３１３,０．２９９,０．２８０,０．２９１nm;与

Ala４６６,Cys５１３,Val３６９,Val４６７,Val５６１,Cys３６８,Val４２０,

７５
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图７　肽序的 MS/MS鉴定图谱

Figure７　MS/MSidentificationmapofpeptidesequence

图８　ALWPF肽及PLRWPF肽与 Keap１受体的氨基酸

作用位点与相互作用图

Figure８　Aminoacidbindingsitesandinteractiongraphs
of peptides ALWPF and PLRWPF with
Keap１receptor

Ile５５９,Ala６０７,Val４１８,Gly４１７,Ala３６６,Ile４１６等氨基酸

残基形 成 疏 水 作 用 力.图 ８(b)表 明,PLRWPF 肽 与

Keap１蛋白质的 Val５１４,Val５６１,Gly３６７,Val４１８,Ile４１６
形成 氢 键,键 长 分 别 为 ０．２９７,０．３１３,０．２８７,０．２９９,

０．３２６nm;与 Val６０４,Gly３６４,Ala３６６,Val４６３,Arg４１５,

Val５１２,Leu３６５,Gly４６４,Val６０６,Val４６５,Cys５１３,Ile５５９,

Val４６７,Gly４１７, Ala４６６, Val４２０,Thr５６０, Ala６０７,

Cys３６８,Val６０８等氨基酸残基形成疏水作用力.

２．７　核桃肽毒性测试

与对照 组 相 比,质 量 浓 度 为 １０μg/mL 的 核 桃 肽

ALWPF和PLRWPF处理下斑马鱼胚胎存活率均显著升

高.随着核桃肽质量浓度的增加,斑马鱼胚胎存活率均

下降;其 中,核 桃 肽 ALWPF 的 安 全 质 量 浓 度 为 ０~

３０μg/mL,PLRWPF的安全质量浓度为０~５０μg/mL
(图９).
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字母不同表示显著性差异(P＜０．０５)

图９　ALWPF、PLRWPF浓度对斑马鱼胚胎存活率的影响

Figure９　EffectsofdifferentconcentrationsofALWPFandPLRWPFonzebrafishembryosurvivalrate(n＝６)

２．８　核桃肽(ALWPF、PLRWPF)对 H２O２ 损伤处理斑马

鱼胚胎的保护作用

研究[２７]表明,从植物中提取的活性肽对氧化应激损

伤处理的斑马鱼胚胎具有一定的保护作用.试验中,与
空白组和损伤组相比,高质量浓度(３０μg/mL)ALWPF、

PLRWPF保护组和低质量浓度(１０μg/mL)PLRWPF保

护组的斑马鱼胚胎存活率显著提高(图１０);４８h后低质

量浓度 ALWPF保护组斑马鱼胚胎存活率与损伤组相

近,且此时损伤组出现大量脊柱侧弯的畸变,而对照组与

保护组中存活的斑马鱼胚胎无畸变现象(图１１).结果表

－:未添加该组分;＋:添加该组分;字母不同表示显著性差异(P＜０．０５)

图１０　不同浓度 ALWPF和PLRWPF预保护后对斑马鱼胚胎存活率的影响

Figure１０　EffectsofdifferentconcentrationsofALWPFandPLRWPFpreＧprotectionon
zebrafishembryosurvivalrate(n＝６)

A~F分别表示对照组、H２O２ 损伤组、低浓度 ALWPF保护组、低浓度PLRWPF保护组、高浓度 ALWPF保护组、高浓度PLRWPF保

护组;箭头表示斑马鱼幼体脊柱生长趋势;H２O２ 损伤组中的灰色圆圈处存在脊柱侧弯现象

图１１　不同浓度 ALWPF、PLRWPF处理斑马鱼胚胎的显微照片

Figure１１　MicrographsofzebrafishembryostreatedwithdifferentconcentrationsofALWPFandPLRWPF

９５
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明,高 质 量 浓 度 ALWPF、PLRWPF 和 低 质 量 浓 度

PLRWPF对 H２O２ 损伤后的斑马鱼胚胎具有较强的保护

作用.

３　结论

研究以脱脂核桃粕为原料,通过分级分离提取得到

核桃全蛋白.通过测定碱性蛋白酶、中性蛋白酶、风味蛋

白酶、胰蛋白酶及木瓜蛋白酶酶解产物的抗氧化活性,发
现核桃粕蛋白的酶解产物均具有较高的抗氧化活性.其

中,碱性蛋白酶解物具有较好的抗氧化活性.

试验过程中通过探究不同浓度碱性蛋白酶解物的体

外抗氧化水平,发现各浓度碱性蛋白酶解物对于 DPPH
自由基、ABTS自由基及羟自由基均有很强的清除效果;

利用LCＧMS/MS对碱性蛋白酶解物进行肽序鉴定,并进

一步对抗氧化活性预测,发现短肽具有更高的潜在抗氧

化活性.研究共筛选出２１７条潜在的抗氧化活性肽,占
比１５．６０％,证明碱性蛋白酶酶解策略具有制备核桃抗氧

化肽潜 力.其 中 预 测 活 性 最 好 的 肽 段 为 ALWPF 和

PLRWPF.利用计算机模拟将两条肽 ALWPF、PLRWPF
与 Keap１蛋白分子进行分子对接,其均能与 Keap１的活

性部位进行结合,结合能分别为－９．２,－９．６kJ/mol,表

明分子结合较稳定.

通过斑马鱼胚胎氧化应激损伤模型的保护试验分

析,发现核桃肽(ALWPF和 PLRWPF)均对斑马鱼胚胎

具有保护作用,且随着核桃肽质量浓度的升高,其保护能

力增强.质量浓度为２０mg/mL的碱性蛋白酶解物对于

H２O２ 损伤的斑马鱼胚胎具有较好的保护作用,可使半致

死浓度 H２O２ 损伤的胚胎存活率恢复至正常水平.

核桃肽在抗氧化方面具有极大的潜能,但其体内的

作用机制 尚 未 可 知.后 续 可 以 通 过 蛋 白 质 印 迹 法 对

ALWPF、PLRWPF保护的斑马鱼体内的 Keap１和 Nrf２
蛋白含量及其下游相关蛋白进行检测,探究其对 Keap１Ｇ

Nrf２通路调控的分子机制.
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