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摘 要: 以总抗氧化能力( FＲAP) 、DPPH和 OH自由基清除能力为评价指标，采用木瓜蛋白酶和碱性蛋白酶
分步水解谷朊蛋白，并采用超滤、DA201 － C大孔树脂和凝胶 Sephadex G － 15 富集谷朊蛋白水解液中的高活
性抗氧化肽。实验结果显示，谷朊蛋白经酶解及进一步的初步分离获得了组分 GF2，其 FＲAP 值、DPPH·清
除和·OH清除 IC50值分别达到 0. 893 mmol /L、6. 13 mg /mL和 0. 472 mg /mL。结果表明:超滤、DA201 － C 大
孔树脂和凝胶 Sephadex G － 15 分离有效富集了酶解液中的高抗氧化活性肽。
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谷朊粉是小麦淀粉生产的副产物，其蛋白质

含量达 80%以上，氨基酸组成较齐全，是营养丰
富的植物性蛋白来源，［1］但谷朊蛋白由于缺乏亲

水性氨基酸残基而导致水溶性不高，使其应用存

在较大局限性。［2］通过酶法改性，能使部分原来
包埋在谷朊蛋白内部的疏水性氨基酸暴露出来，

大大提升其溶解性，同时将谷朊蛋白水解成具有

抗氧化活性的肽链。［3］赵源等［4］采用碱性蛋白酶
水解小麦谷朊粉制备的谷朊蛋白多肽、刘树兴
等［5］采用木瓜蛋白酶水解谷朊粉制备的抗氧化

肽，均具有较强的抗氧化活性。此外，有研究表
明，对于同一蛋白原料，单酶水解的效果往往次于

双酶或多酶水解。［6］本研究以谷朊粉为原料，采
用碱性蛋白酶和木瓜蛋白酶复合酶解法制备谷朊

蛋白源抗氧化肽，并采用超滤、树脂和凝胶色谱初
步分离高活性抗氧化肽，以提高谷朊粉的附加值，

拓展其应用范围。

1 材料与方法

1. 1 材料与试剂
谷朊粉( 蛋白质含量≥80% ) 购自江苏联海

生物科技有限公司; 木瓜蛋白酶( ＞ 200 U /mg) 、
碱性蛋白酶( ＞ 200 U /mg) 购自国药集团化学试

剂有限公司。
1. 2 仪器与设备

TGL －20M 高速台式冷冻离心机: 湘仪实验
室仪器开发有限公司; UV － 7504 紫外可见分光
光度计: 上海欣茂仪器有限公司; HD 2004 紫外
检测仪:上海骥辉科学分析仪器有限公司。
1. 3 方法
1. 3. 1 谷朊蛋白酶解液的制备
参照饶胜其等［6］的研究方法: 各取 4 g 谷朊

粉配制成 2% ( m/v) 的悬浊液，95 ℃温育 10 min，
分别采用木瓜蛋白酶和碱性蛋白酶进行单酶酶解

以及双酶分步酶解，酶解条件按下页表 1 方式进
行。待酶反应结束后，95℃温育 10 min 终止酶反
应，并于 4℃、8 000 r /min 离心 15 min，收集上清
液，－ 20℃冻存。
1. 3. 2 大孔吸附树脂分离抗氧化肽
参照饶胜其等［6］的方法，酶解液 HY 先经超

滤离心管( 膜截留分子量 3 kDa) 4℃、4 000 g 离
心，收集滤过液，进一步采用 DA201 － C 大孔吸附
树脂于 25℃、160 r /min 条件下振荡吸附 4 h，
4 000 g离心 15min后收集树脂沉淀，依次加入体
积分数 25%、50%和 75%的乙醇洗脱，收集洗脱
峰，旋转蒸发去除乙醇和水分，最后用 pH 7. 0 的
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PBS缓冲液溶解，－ 20℃冻存。
表 1 单酶及双酶分步酶解条件

酶解方式 pH 温度
( ℃ )

［E］/
［S］
( % )

酶解
时间
( h)

酶解液
命名

木瓜蛋白酶 5. 0 37 2 4 MY

碱性蛋白酶 8. 0 55 2 4 JY

木瓜蛋白酶→
碱性蛋白酶

5. 0→
8. 0

37→
55

2→
2

4→
4

HY

注: YY为谷朊粉原液; MY为木瓜蛋白酶解液; JY为碱
性蛋白酶解液;HY为先木瓜蛋白酶后碱性蛋白酶酶解液。

1. 3. 3 凝胶过滤层析色谱分离抗氧化肽
将经预处理 Sephadex G － 15 凝胶填料装入

1. 6 cm × 100 cm 玻璃层析柱，用 pH 7. 0 的 PBS
缓冲液将大孔树脂分离组分配制成 50 mg /mL 溶
液，上样量 2 mL，然后用蒸馏水以 0. 4 mL /min 流
速洗脱，每 5 min收集一管，280 nm下检测其吸光
度，收集各洗脱峰，真空旋转蒸发浓缩，冷冻干燥

得各分离组分。
1. 3. 4 抗氧化活性测定
总抗氧化能力 ( FＲAP) 值、DPPH·和·OH

清除活性参照饶胜其等［6］的方法测定。

2 结果与讨论

2. 1 谷朊蛋白酶解
谷朊粉原液经木瓜蛋白酶和碱性蛋白酶分别

单独酶解后，多肽浓度有所提升;经木瓜蛋白酶和

碱性蛋白酶分步酶解后，与单酶水解效果相比，分

别提高了 6. 1 倍和 2. 2 倍( 图 1． A) ，说明双酶水
解的效果显著优于单酶水解。当多肽浓度为
1 mg /mL时，双酶水解液 HY 的 FＲAP 值达到
0. 303 mmol /L，相比单酶水解液 MY 和 JY，分别
提高了 2. 8 倍和 2. 3 倍( 图 1． B) 。

图 1 各样品多肽浓度及 FＲAP值
注: 图中标注不同小写字母代表柱状间组内差

异显著( P ＜ 0. 05) ，相同小写字母代表组内无显著性
差异( P ＞ 0. 05) ，下图同。

2. 2 DA201 － C大孔树脂动态分离抗氧化肽
如图 2 所示，水解液 HY 经超滤处理后采用

DA201 － C大孔树脂吸附分离，去离子水和 25%、
50%的乙醇溶液洗脱所获得的洗脱峰分别记为
ＲF1、ＲF2 和 ＲF3，75%的乙醇溶液洗脱未获得明
显洗脱峰( 图 2) ，由大孔树脂纯化的原理可知，其
疏水性由弱到强，吸附能力由弱到强。［7］

图 2 DA201 － C大孔树脂分离 UF1 的洗脱曲线

水解液 HY经超滤及 DA201 － C 大孔树脂处
理后，多肽吸附率达到了 83. 46% ; 进一步采用
25%乙醇和 50%乙醇洗脱时多肽解析率分别为
60. 13%和 23. 65%，而 75%乙醇洗脱时基本无多
肽洗脱出峰。蒸馏水洗脱峰 ＲF1 的收集液的电
导率显著高于其他乙醇洗脱组分的电导率( 图 3．
A) ，说明溶解盐类随洗脱液逐渐流出，且在蒸馏
水去除未吸附多肽时，有大量盐类流出。将各组
分样品调整至同一多肽浓度 ( 1 mg /mL) 并测定
FＲAP值，结果显示，ＲF3 的 FＲAP 值显著高于其
他组分( 图 3． B) ，说明 ＲF3 组分的抗氧化能力较
高。因此，将组分 ＲF3 作为进一步凝胶层析分离
的样品。

图 3 各样品的电导率及 FＲAP值

2. 3 Sephadex G －15 凝胶层析分离抗氧化肽
通过 Sephadex G － 15 凝胶层析分离，出现 6

个洗脱峰( 下页图 4 ) ，分别记为 GF1、GF2、GF3、
GF4、GF5、GF6，分子量由大到小。
凝胶层析分离的 6个组分将 Fe3 + -三吡啶基三

嗪( TPTZ) 还原为 Fe2 +的能力接近，其中组分 GF2
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的 FＲAP值为 0. 893 mmol /L，略高于其他 5个组分
( 下页图 5． A) 。6 个层析分离组分中，GF2 对 DP-
PH和 OH自由基的清除能力最强，IC50值分别达到

6. 13 mg /mL和 0. 472 mg /mL( 图 5． B 和图 3． B) 。
综上所述，组分 GF2的抗氧化活性最强。

图 4 Sephadex G － 15 凝胶柱分离 ＲF3 洗脱曲线

图 5 Sephadex G － 15 分离各组分的抗氧化分析

3 结论

本文以谷朊粉为原料，采用碱性蛋白酶和木

瓜蛋白酶分别进行单酶和双酶水解，并采用大孔

树脂和琼脂糖凝胶富集水解液中的高抗氧化活性

组分。结果显示，相对碱性蛋白酶解液 JY和木瓜
蛋白酶酶解液 MY，双酶水解液 HY中的多肽含量
分别提高了 6. 1 倍和 2. 2 倍，同时抗氧化活性分
别提高 2. 8 倍和 2. 3 倍;双酶水解液 HY 经超滤、
DA201 － C大孔树脂和 Sephadex G － 15 初步分离
获得的 GF2 组分显示了较强的抗氧化活性。结
果表明:谷朊粉经碱性蛋白酶和木瓜蛋白酶分步

酶解后进一步采用常规分离手段可获得高抗氧化

活性组分，该方法具有一定应用价值。
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A study on the antioxidant activities of peptide from gluten protein
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Abstract: In order to obtain the highly active antioxidant peptides，gluten protein was hydrolyzed by papaya
protease and alkaline protease． FＲAP ( total antioxidant capacity) ，DPPH·and ·OH scavenging activities
were used as evaluation index． Ultrafiltration，macroporous resin DA201-C and gel Sephadex G-15 were used to
enrich the peptides with high antioxidant activity in the hydrolysates obtained from gluten protein． The results
showed that the component GF2 with strong antioxidant capacity was obtained，and the value of FＲAP，the IC50
of DPPH· and ·OH scavenging activity were 0． 893 mmol /L，6． 13 mg /mL，and 0． 472 mg /mL，respectively．

Key words: gluten protein; enzymolysis; separation and purification; antioxidant
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