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摘 � 要: 本文检测了不同分子量范围的W P I(乳清分离蛋白 )酶解物的抗氧化活性, 结果表明各个组分显示出不

同的抗氧化活性,其中分子量小于 5 kD a的组分最强。采用凝胶过滤色谱对分子量小于 5 kD a的W PI酶解物进

行分离, 抗氧化活性强的组分继续采用 RP�HPLC进行纯化。通过 MA LD I�TOF�M S与氨基酸组成分析鉴定该活

性肽为 H is�Ile�A rg。
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Abstract: The evaluation of antiox idative activ ity of W P I( w hey prote in iso lates) hydro lysates show ed that the frac tion

w ith m olecu lar w e ight below 5 kD a possessed the h ighest antiox idative activ ity. T he mo st active fraction was obta ined by

ge l filtra tion chrom atography, and further sepa ra ted by RP�H PLC. The pur ified peptide was determ ined to be H is�Ile�A rg

by M ALD I�TOF�M S and am ino acid analysis.
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� � 随着科学的发展, 人们逐渐认识到机体氧化产

生的自由基与人的衰老和许多疾病有关。因此,有

关机体抗氧化的研究成为现代生命科学研究的前

沿;获得具有较好抗氧化活性物质的研究也成为生

物学,医学和食品科学等领域的研究热点之一。抗

氧化肽由于其良好的抗氧化活性、低毒、分子量低、

易于在机体内吸收和转运等特性而成为近年来研究

的热点之一
[ 1, 2]
。乳清是干酪生产过程中产生的副

产品。乳清蛋白主要包括 ��乳白蛋白、��乳球蛋白,

血清白蛋白和免疫球蛋白等
[ 3]
。近年来, 乳清蛋白

作为功能性成分在食品中广泛应用。乳清蛋白经蛋

白酶水解后不仅能够显著改善其乳化性、起泡性等

性能, 而且降解后产生的生物活性肽更易于机体的

吸收、转运及利用
[ 4]
。目前国内关于乳抗氧化肽的

研究较少;国外关于乳抗氧化肽的研究也比较零散,

主要是所用蛋白酶具有随意性, 功能性的检测方法

单一,尤其是关于抗氧化肽的构效关系还没有阐明。

目前抗氧化肽分离纯化的方法主要有三种: 一

是凝胶过滤色谱,按照活性肽的大小进行分离,二是

离子交换色谱,按照活性肽所具有的带电基团的性

质和数目进行分离: 三是反相高效液相色谱 ( RP�
H PLC ),按照活性肽的疏水性强弱进行分离。电喷

雾�四极杆 �飞行时间 ( ESI�quadrupo le�t im e o f fligh,t

ESI�Q �TOF)用于测定肽链的氨基酸序列
[ 5, 6]
。

本研究采用超滤、凝胶过滤层析和 RP�H PLC对

具有较好抗氧化活性的乳肽进行分离纯化并采用电

喷雾串联质谱进行结构鉴定, 为提高乳清蛋白的附

加值和深入研究提供理论依据。

1� 材料与方法

1. 1� 材料与试剂

W PI酶解物 (自制 ) ; Sephadex G�15(瑞典 Phar�
m ac ia公司 ) ; ��氰基 �4�羟基肉桂酸、DPPH、胃蛋白

酶、胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶 ( S igm a�A ldrich公司 );



三氟乙酸, 乙腈 (德国 M erck公司 ) ;其他试剂均为

分析纯。

1. 2� 主要仪器

超滤装置 V ivaflow 50( 5000, 10000MW CO, 德国

Sartorius公司 );紫外检测仪 H D�3, DBS�100自动部

分收集器, DHL�B电脑定时恒流泵 (上海沪西分析

仪器厂 ); 高效液相色谱仪 ( LC�8A RP�H PLC, 日本

岛津公司 ) ; A vanti冷冻离心机 (美国 Beckm an

Ku lter公司 ) ; UV�754紫外分光光度计 (上海精密科

学仪器有限公司 ) ; 基质辅助激光解吸附电离飞行

时间质谱 (MALDI�TOF�TOF M S , 美国应用系统生

物公司 ) ; LABCONCO 真空冻干机 (美国 ) ; H itachi

835�50氨基酸自动分析仪 (日本日立公司 )。

1. 3� 实验方法

1. 3. 1� W PI酶解物 (W PIH s)的制备
[ 7 ]

1. 3. 2� 抗氧化活性的检测 [ 8 ]

1. 3. 3� 乳抗氧化肽的分离纯化

1. 3. 3. 1� W PI酶解物 (W PIH s)的超滤分离

将乳清分离蛋白酶解物离心, 取上清液经 l0

kDa超滤膜截流分离, 保留浓缩液, 将滤过液经 5

kDa超滤膜截流分离,依次制备分子量为 10 kDa以

上、5~ 10 kDa, 5 kDa以下的多肽。然后将各部分溶

液进行真空冷冻干燥, 分别测定各部分的抗氧化活

性。

1. 3. 3. 2� Sephade G�15凝胶过滤层析

将分子量小于 5 kDa的冻干品上 Sephadex G�
15柱 ( 1. 6 cm ! 100 cm ) ,采用 20 mM醋酸 �醋酸钠
缓冲液平衡并洗脱, 自动分布收集器收集, 在 220

nm处紫外光检测, 收集洗脱峰; 合并每次收集的相

同组份冻干后,检测其抗氧化活性。

1. 3. 3. 3� RP�HPLC纯化

样品处理方法: 由于样品冻溶的时候有少量沉

淀生成,疑是缓冲液结晶。样品溶解后经高速离心

机 12, 000 ! g离心 15 m in, 再过 0. 45  m滤膜过滤

后,用 RP�H PLC进行纯化。

RP�H PLC的 分离纯 化条件: 半制 备型柱

(  Bondapak C18 19 mm ! 300 mm ), 分析型柱

(  Bondapak C18 3. 9 mm ! 300 mm ); 流动相: A, 5%

乙腈, 含 0. 05%三氟乙酸 ( TFA ); B, 80%乙腈, 含

0�05% TFA; 检测波长 220 nm, 流速: 1 mL /m in, 进

样量: 2 mL。梯度洗脱程序为 0 ~ 5 m in, 100% A; 5

~ 20 m in, 100% A ~ 40% B; 20~ 30 m in, 40% B ~

100% B; 30~ 40 m in, 100% B; 40 ~ 50 m in, 100% B

~ 100% A; 50~ 55 m in, 100% A。

1. 3. 4� 乳抗氧化肽的稳定性实验

在体外模拟人体自然生理消化过程:在 1% ( w /

v)的样品溶液 (样品溶于 0. 1 M的 KC l�HC l缓冲

液, pH 2. 0)中, 加入 1% ( w /w )的胃蛋白酶, 于 37

∀ 下水解 2 h(模拟胃中的消化环境 ), 在沸水浴中

保持 10 m in后中止反应, 冷却至室温, 并用 2 M

NaOH调节 pH值至 7. 0。取适量水解液在 12 000 !

g下离心 30 m in,测定上清液的活性。在剩余的中

性水解液中再加入 1% (w /w )的胰蛋白酶和胰凝乳

蛋白酶 ( 1: 1),于 37 ∀ 下水解 2 h(模拟肠道中的消

化环境 ), 然后在沸水浴中保持 10 m in中止反应, 冷

却至室温,再取适量水解液于 12 000 ! g下离心 30

m in, 测定上清液的活性
[ 9 ]
。

1. 3. 5� 乳抗氧化肽的结构分析

点样方式:先点 0. 5  L的样品于 MALDI不锈

钢靶板上,自然干燥后再点上 0. 5  L, 0. 5 g /L ��氰
基�4�羟基肉桂酸 ( CCA)溶液 (溶剂为 0. 1% TFA +

50%乙腈 ), 在室温下自然干燥。另点 0. 5  L 0. 5

g /L CCA溶液 (不点样品 )作为空白对照。

质谱分析:激光源: 355 nm 波长的 Nd: YAG激

光器, 加速电压 20 kV, 质量扫描范围: m / z 100 ~

800。

M S分析参数:碰撞诱导解离 ( C ID) :关;相对分

子质量范围: 100~ 3000; 固定激光强度: 6000; 数字

转换器:容度 1. 0 ns。

质谱仪的分析软件采用 4700 Explorer TM Soft�
w are。

1. 3. 6� 乳抗氧化肽的氨基酸组成分析

将样品置于水解管中, 加入 6 M 的盐酸, 真空

条件下 110 ∀ 下水解 24 h,冷却后蒸干。干物质溶

于柠檬酸缓冲液, 可以测定色氨酸以外的其它氨基

酸含量。

2� 结果

2. 1� 乳抗氧化肽的分离纯化

2. 1. 1� W PI酶解物的超滤分离

本实验采用木瓜蛋白酶水解乳清分离蛋白, 酶

解时间 4 h,先将酶解液离心去除不溶性物质, 然后

分别用 l0 kDa和 5 kDa两种超滤膜对酶解液进行超

滤以获得不同分子量范围的乳肽。
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表 1� 不同分子量范围肽的抗氧化活性

T able 1� A ntiox idative activ ity of fractions from W P I hydro ly sate

酶解物的分子量范围

未经超滤
大于 10 kD

(W P IH s�# )

介于 10 kD和

5kD之间

(W PIH s�∃ )

小于 5 kD

(W PIH s�% )

自由基的

清除率 (% )
37. 2 26. 4 41. 4 50. 8

� � 以 DPPH自由基清除率为指标测定了不同分子

量范围多肽的抗氧化活性, 如表 1所示。可见乳清

蛋白酶解物的分子量范围不同其抗氧化能力相差也

很大。乳清蛋白酶解物的抗氧化活性成分主要集中

在 5 kD a以下 (WPIH s�% )。所以, 在后续的实验中

主要研究了 (W PIH s�% ) ,浓缩后冻干,置于�20 ∀ 贮

存备用。

超滤法是根据滤膜孔径的大小实现对样品按分

子量大小和形状进行分离, 常用于样品的分级分离

和浓缩。超滤法可以按膜的截留分子量 ( KW CO )来

对物料进行分离以达到初步分级的目的, 但精度不

是很高。这是因为其分离效果受物料微粒的电荷、

分子大小及形状等方面的影响,导致分级纯化效率

较低, 在使用中应与其它技术联合使用,以获得更为

好的分离效果。因此, 本实验在超滤之后再用凝胶

过滤色谱和 RP�H PLC进行分离纯化。

2. 1. 2� Sephadex G�15凝胶过滤层析

将W PIH s�%的组分通过 Sephadex G�15凝胶柱

来进行分离纯化, 洗脱液为 20 mM 的醋酸 �醋酸钠
缓冲液,检测波长为 220 nm, 洗脱流速为 0. 5 mL /

m in。由洗脱图 1可以看到, 样品经 Sephadex G�15

凝胶柱分离后得到 5个洗脱峰W PIH s�% �1、W PIH s�
% �2、W PIH s�% �3, WPIH s�% �4和W PIH s�% �5,分别
收集这 5个洗脱峰冷冻干燥后测定其抗氧化活性。

表 2� Sephadex G�15凝胶过滤层析分离得到组分的抗氧化活性

T ab le 2� Antiox idant ac tiv ity of fractions from W P IH s�% fraction

组分 G roup
W PIH s�
%�1

W P IH s�
% �2

W PIH s�
% �3

W PIH s�
% �4

W PIH s�
% �5

DPPH自由基清除率

DPPH free rad ical

scavenging(% )

29. 1 37. 4 40. 6 53. 3 30. 2

� � 从表 2中可以看出, 这 5个洗脱峰组分的 DP�
PH自由基清除率分别为 29. 1%、37. 4%、40. 6%、

53. 3%和 30. 2% ,其中第 4个洗脱峰的自由基清除

能力最强。W PIH s�% �1至 WPIH s�% �5均有一定的

抗氧化活性, 并且按照出峰次序呈递增的趋势,

W PIH s�% �1和 WPIH s�% �2清除率较低, 小于分离

前的样品峰; W PIH s�% �4洗脱峰组分的抗氧化活性
最高,相对于其它洗脱峰抗氧化活性较显著。通过

比较可以发现,凝胶柱层析的分离纯化效率要比超

滤高的多,虽然二者同是利用分子量大小来进行分

离纯化的,但由于超滤膜的孔径存在不均一性,膜上

膜下的分离比较粗糙,而柱层析系统的分离借助的

是紫外检测系统,峰与峰之间的分离要精确许多。

图 1� Sephadex G�15凝胶层析图谱

F ig�1� Sephadex G�15 chrom atog ram o f the fraction from

W P IH s�%

2. 1. 3� RP�H PLC纯化

将待分离的洗脱峰 4组分经半制备 RP�HPLC

分离后得到 6个洗脱峰 (图 2 ), 分别收集并冷冻干

燥后测定其抗氧化活性。结果如表 3所示,其中第

3个洗脱峰组分的抗氧化活性最强。从梯度洗脱程

序看,在此区域内采用的是降低流动相极性 (即降

低流动相中水的含量 )的线性梯度洗脱。

表 3� 半制备 R P�HPLC分离得到W P IH s�% �4组分的抗氧化

活性

T ab le 3� An tiox idant ac tiv ity of fraction from W P IH s�% �4 by

RP�HPLC

组分 Group 1 2 3 4 5 6

DPPH自由基清除率

DPPH free rad ical
scaveng ing(% )

27. 5 42. 5 61. 3 40. 8 31. 7 24. 5

图 2� 半制备型 RP�HPLC图谱

F ig� 2� RP�HPLC chrom atog ram o f fraction from W P IH s�

% �4 by RP�HPLC
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图 3� 分析型 RP�HPLC图谱

F ig�3� R P�H PLC ch rom a tog ram of fraction from W P IH s�% �

4�3 by R P�HPLC

� � 收集抗氧化活性最高峰的组分, 采用分析型的

RP �H PLC分离纯化后得到 1个组分 (图 3)。

2. 2� 乳抗氧化肽的稳定性实验
在研究食品中的 �功能性成分  时,非常有必要

检测产品在各种环境下的稳定性,包括热稳定性、与

其他组分共处时的稳定性及贮存稳定性等。其中,

最重要的是其在人体内自然生理消化过程的稳定

性。许多来源于食品蛋白质的生物活性肽在体内测

试时就丧失了它们的生物活性,这有可能是它们在

胃肠道的消化过程中被水解了而降低了它们的活

性
[ 5]
。生物活性肽在体内活性的稳定性可以直接

通过动物实验或者临床测试来完成。但是, 通过体

外实验的方法来模拟胃肠道系统的消化过程比体内

实验更加方便。由于胃蛋白酶�胰酶复合酶水解模
式最接近人体自然生理消化过程, 于是本实验采用

了此模式来检测乳抗氧化肽在体内消化的稳定性。

� � 表 4是乳抗氧化肽经过胃蛋白酶�胰复合酶水
解后的活性比较,由表中可知, 乳抗氧化肽在经过胃

肠道消化后活性变化不大, 尤其是胃蛋白酶水解后

的乳抗氧化肽在胰复合酶作用下几乎不会对抗氧化

活性有影响;其次,胃蛋白酶可能酶解了部分抗氧化

肽,从而影响了部分肽的活性, 使其自由基清除率略

有降低。

表 4� 乳抗氧化肽W P IH s�% �4�3经胃肠道酶消化后的活性

T ab le 4� An tiox idant activ ity o fW P IH s�% �4�3 be fo re and after

digestion w ith pepsin and pancreatin

酶

Enzym e

对照 (未酶解 )

C om parison

胃蛋白酶

Peps in

胰蛋白酶 �
胰凝乳蛋白酶

T ryp sin �
chymotrypsin

DPPH自由基清除率

DPPH free rad ica l

scaveng ing(% )

47. 52 & 0. 73 46. 71 & 0. 39 46. 50 & 0. 53

2. 3� 乳抗氧化肽的结构分析

质谱法测定肽或蛋白质的序列是根据质谱中的

碎片离子来推导的,质谱中出现的序列信息碎片主

要是通过酰胺键 (肽键 )断裂所形成 (图 4)。这些

碎片还可以进一步形成脱水、脱氨的离子,但 b型和

y型离子出现这种碎片的几率较大。根据 P. Roep�
storf和 J. Foh lm an提出的命名系统 (由 B iem an等修

正 )
[ 10 ]

, N端碎片离子用英文字母 a, b, c等表示, C

端离子用字母 x, y, z等表示 (图 4)。其中, y型离子

的一般结构为
+

H 2�(HNCHRCO ) nOH, b型离子为 H

( HNCHRCO )
+
n , a型离子为 H ( HNCH RCO) n�1, N =

CHR
+
n ,下标代表氨基酸残基所处的位置。由于这

几组碎裂峰的丰度相对较高,因此,它们是确定氨基

酸序列的主要依据。

� � 目的峰的质谱鉴定结果见图 5和 6。从图 6可

以看出,质谱图中大部分出现的是 b和 y系列碎片,

这验证了肽链中酰胺键较容易断裂的推断, 其中丰

度较强的主要离子峰都可以从结构上进行解释。此

外, 碱性氨基酸对肽键断裂也有特殊的作用,它们的

质子亲和能较高, 具有使质子在肽链或碎片上定位

的倾向。如果精氨酸在肽链的 N端, 碎裂中倾向于

产生 N端离子, 精氨酸在 C端则倾向于产生 C端离

子
[ 11]
。由于木瓜蛋白酶水解作用的专一性较强, 只

断裂赖氨酸或精氨酸羧基末端参与形成的肽键, 精

图 4� 肽主链断裂及其碎片命名

F ig�4� Sketch m ap o f fragm ent peptide back bone and the nom enc la ture
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氨酸应在肽链的 C末端。因此, 质谱图中应是 y系

列的离子 (图 5)。经过软件分析并标注 (图 6) ,可

以看出在此区域内显示 H ( H is)、I( Ile)、R ( A rg) 3

种氨基酸的多个相关特征离子峰, 其中分别标注为

H、I和 R的 3个峰所对应的是这 3种氨基酸的亚氨

正离子的质荷比
[ 12]
。由于 L( Leu)与 I( Ile)的相关

特征离子峰是完全相同的。因此, 图 6中的离子峰

是可能是 I。在得到肽段的氨基酸残基种类的信息

之后, 运用 De Novo Explorer分析软件对这几种氨基

酸排列的顺序进行分析。经过分析, 我们认为这个

肽组分的氨基酸序列为 H I( L ) R。由于软件无法区

分 L( Leu)与 I( Ile)。因此,必须结合氨基酸组成分

析的结果进行分析, 这样可以最后确定肽段中氨基

酸的种类和数量。

2. 4� 乳抗氧化肽的氨基酸组成分析

乳抗氧化肽的氨基酸组成分析结果表明: 该肽

主要由组氨酸 (H is, H ) , 异亮氨酸 ( Ile, I)和精氨酸

( A rg, R)组成,相对摩尔比例为 1∋1∋1,相对分子质

量为 425. 28 Da。

国际上通常要求相对分子质量低于 1000的物

质的测定值与计算值的误差应在 5 ! 10
�6
以内,根据

这个肽段所得出的精确计算的相对分子质量为

425. 28 Da, 其分子离子 [ M + H ]
+
质量则应为

425�288+ 1. 0078= 426. 2958。

由于 MALD I�TOF�TOF�M S的分析结果精度很

高, 质荷比精度高达 0. 0001。与 ESI�M S最重要的

区别是由于能够得到有特征性的二级谱图, 可以得

到确定的氨基酸序列,而且方便快捷,但仪器较为昂

贵。氨基酸组成分析则是对这一方法有力的佐证和

必要的补充。综上所述, 实验从质谱和氨基酸组成

分析两方面确证抗氧化肽的氨基酸序列为 H IR

( H is�Ile�A rg)。
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3� 讨论

� � 本研究采用不同的超滤膜对乳清分离蛋白的木

瓜蛋白酶酶解物实行了分级,并对不同分子量大小

的组分进行了抗氧活性检测。在各组分中, 分子量

小于 5 kDa的酶解物抗氧化性最强。目前已经报道

的各种抗氧化肽的分子量都较小, 氨基酸残基的数

目一般在 20个以内。Chen等
[ 13]
从 ��伴大豆球蛋

白酶解物中分离到的 6种抗氧化肽, 它们是由 5�16

个氨基酸残基构成; Se�Kwon等
[ 14 ]
在分步酶解阿拉

斯加鳍鱼皮制备抗氧化肽时,酶解到第 2步得到的

抗氧化肽其分子量在 1. 5 ~ 4. 5 kDa的范围; 沈蓓

英
[ 15]
利用酸性蛋白酶 AP水解大豆分离蛋白得到了

分子量约 0. 7 kD a的抗氧化肽; 刘大川
[ 16]
利用碱性

蛋白酶 2709水解大豆分离蛋白得到了分子量在 2

kDa以下的抗氧化肽。N iran jan Ra japakse等
[ 17]
将

鱿鱼肉酶解液根据分子量的不同分为 10 kD a以上、

5~ 10 kDa, 3~ 5 kDa和 3 kDa以下四个部分, 它们

在亚油酸体系中对 7天后亚油酸的抗氧化率分别为

18. 27% , 23. 32%, 48. 45%和 67. 39%, 这些抗氧化

肽的分子量大小与本试验结果相近。实验中采用

C18柱, 进行线性梯度洗脱,成功的将凝胶过滤层析

后的组分进行了分离,获得了相对较纯的抗氧化肽。

蛋白质和多肽氨基酸序列测定的传统方法是以

DNA顺序分析和 Edm an降解为基础的测序方法,即

N端测序法。DNA顺序测定解决不了翻译后加工

所导致的氨基酸残基的修饰的问题, N端测序法的

缺点是不能测定 N端修饰的蛋白质或多肽
[ 18 ]
。除

非经过脱修饰反应,使 N端的氨基酸释放出来。而

且对于小的肽段, Edm an降解法常常不能测定全序

列,可能是由于小肽在支持剂上不能牢固地吸附的

原因。近年来,生物质谱的发展,尤其是纳升电喷四

极杆�飞行时间串联质谱 ( Nano�ESI�Q�TOF electr�
spectrom etry ion ization�quadrupole�tim e of flight)的出

现为蛋白质及多肽的测序开辟了一个新天地, 成为

鉴定微量蛋白质及蛋白质翻译后修饰的有力工

具
[ 19�23 ]

。电喷雾质谱是根据肽段经惰性气体碰撞

而诱导裂解产生的一系列有规律的碎片离子之间的

质量差来推断氨基酸序列。纳升电喷雾串联质谱就

是在四极杆�飞行时间串联质谱 ( Q�TOF)上配备一

个纳升喷雾源,该方法使蛋白质及多肽的测序不再

受翻译后修饰及纯度的限制,与常用的三、四级电喷

雾串联质谱或离子阱电喷雾串联质谱比较, 四级杆�

飞行时间电喷雾串联质谱 ( Q�TOF�ESI�M S /M S)具

有更高的分辨率、灵敏度和质量准确度,更适合蛋白

质及多肽测序,测定结果准确可靠。本研究采用纳

升电喷雾�四极杆 �飞行时间串联质谱技术对乳清分
离蛋白酶解物中分离获得的肽段的结构进行了鉴

定。

4� 结论

4. 1� 采用超滤膜对乳清分离蛋白酶解物进行超滤

处理,分子量在 5 kDa以下的乳清分离蛋白酶解物

对 DPPH自由基率的清除率最高。

4. 2� 采用 Sephadex G�15凝胶过滤层析法对低分子

量酶解物进行了分离, 20 mM的醋酸�醋酸钠缓冲液
进行洗脱,收集 DPPH自由基清除能力最强的洗脱

峰。样品冻干后,采用 RP�H PLC继续纯化, 得到抗

氧化活性最强的洗脱峰。MALDI�TOF�TOF�M S及氨

基酸组成结果分析表明抗氧化活性强的组分中的肽

为 H is�Ile�A rg。
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