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摘要  过多的活性氧自由基会导致细胞凋亡甚至组织损伤，引发慢性疾病，采用食源性活性肽辅助疾病的预防和治疗

具有一定的开发潜力。该研究选择 α-乳白蛋白、酪蛋白、米糠蛋白、麦谷蛋白和火麻仁蛋白，进行碱性蛋白酶单酶水

解、胃蛋白酶与胰液素双酶解两种方式制备抗氧化肽，并测定水解产物的抗氧化活性。结果表明，碱性蛋白酶水解条

件下的样品活性更高，α-乳白蛋白、酪蛋白、米糠蛋白和麦谷蛋白水解样的抗氧化活性相近且显著高于火麻蛋白（P 

< 0.05）。将 4 种抗氧化活性较高的蛋白的水解样品进行凝胶色谱分离纯化，测定活性后发现，分子质量越小的分离

组分活性越高。利用液相色谱-质谱联用对抗氧化肽进行序列鉴定，获得 6 条三肽和 5 条四肽，其中 WVC、LFY 和

YWL 是具有抗氧化活性潜力。 

关键词  食源蛋白；抗氧化肽；水解产物；分离纯化；液相色谱-质谱联用技术 
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Preparation and activity screening of food-derived antioxidant peptides  

ZHANG Liwei 1, ZHANG Bojin 1, JIANG Yan 1, CUI Yongquan 1, YIN Jiayi 2, ZHANG Yinghua 2 

1(Center of Foods Evaluation, State Administration for Market Regulation, Beijing 100070, China)  

2(Foods College, Northeast Agriculture University, Harbin 150030, China) 

Abstract  Apoptosis and tissue damage could be caused by excess reactive oxygen radicals, leading to chronic diseases. 

Food-derived antioxidant peptides show some potential on prevention and treatment of diseases. α - lactalbumin, casein, rice 

bran protein, wheat gluten and hemp kernel protein were selected to prepare antioxidant peptides, hydrolyzed by alkaline 

protease hydrolysis and combination of pepsin and pancreatin respectively, and the antioxidant activity of the hydrolysates 

were measured. The results showed that the activity of hydrolysates were higher when hydrolyzed by alkaline protease. 

Moreover, the activity of the hydrolysates of α-lactalbumin, casein, rice bran protein and glutenin were similar and 

significantly higher than that of hemp seed protein (P < 0.05). Gel chromatography was used to isolate and purify the 

hydrolysates of four proteins with high antioxidant activity. Determination of the activity of different fractions revealed t hat 

the smaller the molecular weight, the higher the antioxidant activity. Finally, 6 tripeptides and 5 tetrapeptides were identified 

from α-lactalbumin, among which WVC, LFY and YWL were antioxidant peptides with high antioxidant activity.  

Key words  food-derived protein; antioxidant peptide; hydrolysate; separation and purification; liquid chromatography-mass 

spectrometry   

氧化应激是机体氧化和还原失衡导致大量活性氧（reactive oxygen species，ROS）无法清除而引

发的，研究表明 85%的慢性疾病都受氧化压力的影响，因此清除 ROS 是维持内环境稳定的重要途

径。抗氧化肽具有广泛的生物活性，除了可以有效地清除自由基、抑制脂质过氧化外，还可以起到抗

疲劳 [1]、抗衰老 [2]、降血糖 [3]、抗炎 [4]、抗癌 [5]、抗肿瘤 [6]、增强机体免疫力、保护神经系统 [7]等作

用，可应用于食品、医疗、健康管理等领域，具有广阔的应用前景。目前，很多食物蛋白被证实存在
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抗氧化肽，如亚麻籽[8]、虾肉[9]、鸭血浆[10]、甘薯蛋白[11]等。食源性抗氧化肽因其具备高水溶性、低

发泡性的优点而且来源安全、结构简单、稳定性强、易被机体吸收，被国内外研究人员广泛研究 [12]。 

乳蛋白是一种重要的食源蛋白，乳源生物活性肽的开发与制备是当前的研究热点 [13] 。

BALLATORE[14]等发现浓缩乳清蛋白经胰蛋白酶水解产生的肽具有抗氧化和保护细胞抵御氧化应激的

作用。此外，我国种植了大量农作物，加工过程中往往产生丰富的蛋白副产物，利用这些植物蛋白开

发具有高附加值的功能性食品是充分利用资源的良好方法 [15- 16]。JIANG[17]等研究证明玉米蛋白肽可

以在体内发挥良好的抗氧化作用，是可靠的天然抗氧化剂。因此，从乳源和植物副产物中制备抗氧化

肽具有十分重要的价值。 

抗氧化肽在其母体蛋白结构中并不具备活性，需要经过加工处理释放后才能发挥活性[18]。酶解法

是实验室乃至工业生产中最为常用的肽的制备方法，但酶解样品中通常含有灭活的酶、盐等杂质，需

要经过分离纯化才能深入了解样品中多肽的性质。CHAI[19]等对菠萝蜜种子蛋白水解物进行纯化和测

序分析，得到了一条具有 ABTS 阳离子自由基清除能力的肽序列，并评估了其胃肠道消化稳定性。

DING[20]等从豌豆蛋白水解物中分离出 14 条多肽，证明了 YSSPIHIW 等是影响水解物抗氧化活性的

主要原因。 

本研究以 α-乳白蛋白、酪蛋白、米糠蛋白、麦谷蛋白和火麻仁蛋白五种食源性蛋白质为研究对

象，分别使用碱性蛋白酶和胃肠道消化酶制备水解产物并评估其抗氧化活性，进一步鉴定高活性酶解

产物中的抗氧化肽序列，为蛋白质的功能性开发提供理论依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料与试剂 

α-乳白蛋白，北京中柏创业化工产品有限公司；酪蛋白，上海阿拉丁化学试剂有限公司；米糠蛋

白，陕西三原龙生生物技术有限责任公司；麦谷蛋白，盈芯生物科技有限公司；火麻仁蛋白，江西省

富之源生物科技公司；蛋白酶、葡聚糖凝胶，索莱宝科技有限公司；所有分离用有机溶剂均为国产分

析纯。 

1.2 仪器与设备 

D-8 紫外分光光度计，南京菲勒仪器有限公司；PB-10 pH 计，赛多利斯仪器有限公司；HH-4 型

数显恒温磁力搅拌水浴锅，常州赛普实验仪器厂；Multiskan FC 多功能酶标仪，瑞士 TECAN 集团；

AKTA 蛋白纯化仪，美国通用电气公司；液质联用仪，美国 Thermo Fisher 公司。 

1.3 实验方法 

1.3.1 蛋白的选择 

使用 ExPASy ProtParam（https://web.expasy.org/protparam/）在线软件计算实验室常见的乳源蛋白

质（α-乳白蛋白、酪蛋白）和植物蛋白（米糠蛋白、麦谷蛋白和火麻仁蛋白）的各种氨基酸组成，根

据氨基酸占比选择合适的蛋白源。该工具可以自动计算包括分子质量、氨基酸组成、原子组成、脂肪

族指数和亲水性的均值等参数。 

1.3.2  蛋白质水解   

将 α-乳白蛋白、酪蛋白、米糠蛋白、麦谷蛋白和火麻仁蛋白配制成 2%的蛋白溶液，第一组使用

碱性蛋白酶水解，水解时间为 10 h。第二组先使用胃蛋白酶水解蛋白 2 h，调节胰液素最适 pH 后灭

酶加入胰液素继续水解 3 h。蛋白酶添加量为 5 000 U/g，水解时加入适量的 0.1 mol/L NaOH 或 0.1 

mol/L HCl 溶液使反应体系处于酶反应的最适 pH，每隔一段时间取水解液 1 mL 于沸水浴中灭酶 5 

min，作为水解样品用于测定水解度，水解结束后，将最终的蛋白水解液冻干备用。  

1.3.3 水解度的测定   

水解度的测定方法采用邻苯二甲醛（o-phthalaldehyde，OPA）法。 
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配制 L-亮氨酸标准储备液，取各浓度的储备液 3 mL 与等体积的 OPA 试剂混匀后准确计时反应 5 

min，以去离子水为空白，于 340 nm 测定 OD 值，绘制标准曲线。将蛋白水解液适当稀释，取 3 mL

蛋白稀释液以相同的操作步骤测定 OD 值，游离氨基的含量计算方式如公式（1）、公式（2）所示： 

 
X131.17

NA
Y




=  （1） 

 100
h

YY
DH(%)

tot

21 
−

=  （2） 

式中：Y 表示游离氨基含量，mmol/g；A 为从标曲中计算出的亮氨酸的含量，μg/mL；N 表示蛋

白水解液的稀释倍数；131.17 为亮氨酸摩尔质量，g/moL；X 表示样品的蛋白含量，g/L；Y1 表示样品

水解后的游离氨基含量，mmol/g；Y2 表示样品水解前的游离氨基含量，mmol/g；htot 表示蛋白的肽键

含量，mmol/g。 

1.3.4 水解样 ABTS 阳离子自由基清除活性的测定 

将蛋白水解液冻干粉复溶，测定其 ABTS 阳离子自由基清除活性。样品溶液的质量浓度为 1 

mg/mL，4 ℃存放。PBS 缓冲溶液配制的过硫酸钾与 ABTS 混合作为 ABTS 储备液，于 37 ℃恒温培

养箱中静置过夜，使用时 ABTS 储备液用 PBS 缓冲溶液稀释，作为 ABTS 工作液，避光放置。向 96

孔板中每孔加入 180 μL ABTS 工作液和各样品溶液，以 PBS 缓冲溶液作为对照，每组设置 3 个平

行，混合均匀并于温室孵育，在 750 nm 测定 OD 值。ABTS 阳离子自由基清除率计算方法如公式

（3）所示： 

 1 3

2 3

(A A )
ABTS [1- ] 100%

(A A )
n%n  （3） 

式中：A1代表实验组 OD 值，A2代表对照组 OD 值，A3代表空白组 OD 值。 

以 Trolox 浓度为横坐标，清除率或吸光值变化量为纵坐标绘制标准曲线，根据标准曲线求得三

肽的 Trolox 当量，单位为 μmol TE/μmol（μmol TE/mg）。 

1.3.5 蛋白水解物的分离纯化 

1.3.5.1 抗氧化肽的凝胶色谱分离 

室温条件下，将葡聚糖凝胶粉末于去离子水中浸泡 24 h 使其充分溶胀，洗净后装入层析柱备

用，柱子规格为 Φ 10×300 mm。将上述得到的蛋白水解样冻干粉配制成 25 mg/mL 的溶液，经 0.45 

μm 滤膜过滤后，利用恒流泵缓慢进样，上样结束后以去离子水作为流动相进行洗脱，流速设定为 1 

mL/min，紫外检测波长为 280 nm，以每管 3 mL 为单位回收洗脱液并将同一分离峰合并，冷冻干燥后

测定各个组分的 ABTS 阳离子自由基清除能力。 

1.3.5.2 抗氧化肽的序列鉴定 

采用 LC-MS/MS 对抗氧化肽进行序列鉴定。色谱条件：液相色谱柱（0.15 mm×150 mm，RP-

C18，Column Technology Inc.）以 95%的 A 液（0.1%甲酸水溶液）进行平衡，样品由自动进样器上样

到 Zorbax 300SB-C18 peptide traps （Agilent Technologies，Wilmington，DE），再经过液相色谱柱分

离，液相梯度设置如下： 0~50 min ， 4%~50%B 液（ 0.1%甲酸乙腈水溶液）； 50~54 min ，

50%~100%B 液；54~60 min，100%B 液。质谱条件：用 Q Exactive 质谱仪（Thermo Fisher）进行质谱

分析，分析时长：60 min；检测方式：正离子；一级离子质量容差：20 ppm；一级离子质量容差：0.1 

Da。 

1.4 实验数据统计与分析 

采用 Excel、Origin 软件处理和分析数据并绘图，用 Statistix 8 软件进行显著性分析，显著性水平

为 α=0.05。 
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2 结果与分析 

2.1 蛋白原料和酶的选择 

肽的抗氧化能力受很多因素影响，如蛋白质和蛋白酶种类、蛋白质的氨基酸组成和序列、水解程

度等[31]。ZHENG[27]等通过实验发现来源于蛋白的游离氨基酸中，只有 Trp、Tyr、Cys 和 Met 具有

ABTS 阳离子自由基清除能力，而 Trp 和 Tyr 清除能力最强。Trp 的吲哚环（-NH），Tyr 的酚羟基（-

OH），Cys 的巯基（-SH）都是良好的供氢体，可以起到清除自由基的作用，当它们位于肽链的端基

时，更多的基团暴露在外，进而发挥更有效的抗氧化功能[28]。 

ExPASy ProtParam 计算 5 种蛋白源的氨基酸占比如表 1 所示。从表中可以看出，酪蛋白、麦谷蛋

白、α-乳白蛋白和米糠蛋白的 Trp 与 Tyr 的比重和均在 5%以上，3 种优势氨基酸占比之和也在 6%以

上，高于火麻仁蛋白。因此本研究选取 α-乳白蛋白、酪蛋白、米糠蛋白和麦谷蛋白作为潜在的优势蛋

白原料进行水解制备抗氧化肽，火麻蛋白作为阴性对照，此外，蛋白酶的选择对水解产物的活性也会

有很大影响。碱性蛋白酶的专一性较差而且价格低，是使用极为广泛的蛋白水解酶，而且其主要水解

位点为芳香族氨基酸，符合实验需求。胃蛋白酶的水解位点虽然满足要求，但其水解位点相当有限，

因此本实验使用胃蛋白酶与胰液素双酶解的方式制备抗氧化肽。另一方面，这两种酶属于胃肠道消化

酶，可以起到模拟人体消化的作用。 

表1 蛋白质的各种氨基酸占比 

Tab. 1 Proportion of various amino acids in proteins 

氨基酸/% α-乳白蛋白 酪蛋白 米糠蛋白 麦谷蛋白 火麻蛋白 

Ala (A) 3.50 5.40 6.17 3.50 6.30 

Arg (R)  0.70 2.20 8.90 1.20 11.40 

Asn (N)  5.60 4.00 0.00 0.00 6.70 

Asp (D)  9.20 5.40 9.87 0.50 4.50 

Cys (C)  5.60 1.30 2.23 0.50 1.20 

Gln (Q)  4.90 7.60 0.00 34.80 7.40 

Glu (E) 4.90 8.10 15.36 1.90 8.00  

Gly (G)  4.90 0.40 6.24 19.60 6.80 

His (H)  2.80 1.80 3.36 0.50 2.00 

Ile (I)  6.30 6.30 3.12 0.50 4.10 

Leu (L) 12.00 6.30 7.26 4.90 7.20 

Lys (K) 8.50 9.90 5.75 0.80 2.20 

Met (M) 2.10 3.10 1.54 0.40 1.00  

Phe (F) 4.20 4.50 6.82 0.40 3.90 

Pro (P) 1.40 4.00 4.78 12.80 3.50 

Ser (S) 6.30 12.10 4.27 5.80 8.20 

Thr (T) 5.60 6.70 3.53 3.00 4.30 

Trp (W)  2.80 1.80 1.54 1.10 1.00 

Tyr (Y)   2.80 3.60 4.10 5.50 3.30 

Val (V) 5.60 5.40 5.41 2.50 7.00 

W+Y 5.60 5.40 5.64 6.60 4.30 

W+Y+C 11.20 6.70 7.87 7.10 5.50 

2.2 蛋白水解度变化趋势 

如图 1 所示，碱性蛋白酶水解组中，α-乳白蛋白的水解度最高，达到 47.38%，其水解曲线与麦谷

蛋白十分贴近，火麻仁蛋白为最低，其在水解发生 180 min 后的水解度几乎不变。双酶解实验中，所

有蛋白的最终水解度较单酶水解样品均有升高（见图 2）。前 120 min 由胃蛋白酶水解得到的样品水

解度仅有 12%~15%，灭酶后调节体系的反应条件，加入胰液素继续水解，水解度迅速上涨，酪蛋白

的最终水解度最大，为 66.89%，而火麻蛋白的水解度只有 30%左右。双酶解组虽然水解时间短（300 

min），但是水解度显著高于碱性蛋白酶水解组，这是由于当使用胃蛋白酶水解蛋白时，蛋白的结构

被初步打开，一些位点得以暴露，而胰液素作为复合酶，水解位点比较广泛，在加入水解体系后未被

完全展开的蛋白结构被迅速打开，使得水解度容易达到非常高的水平。 
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图 1  碱性蛋白酶水解曲线  

Fig. 1 The trend of hydrolysis degree of the hydrolysates obtained by alkaline protease hydrolysis  

 

注：右图为局部放大图  

图 2  胃蛋白酶与胰液素两步水解条件下的水解曲线  

Fig. 2 The trend of hydrolysis degree by two-step hydrolysis with pepsin and pancreatin 

2.3 蛋白水解产物抗氧化活性的测定 

本研究选择 ABTS 法评价样品的抗氧化活性，分析蛋白水解样品的自由基清除能力，结果如图 3

所示。碱性蛋白酶的水解样品抗氧化活性更高，这说明不同蛋白酶水解条件下的样品的水解度大小与

活性无关，而且碱性蛋白酶可以更好地促使高活性抗氧化肽的释放。这可能是因为胃蛋白酶的水解位

点是 Phe, Tyr, Trp, Leu 羧基端，胰液素的水解位点是 Trp, Tyr, Phe，而碱性蛋白酶的作用位点较广更

有利于含 Trp、Tyr、Cys 和 Met 氨基酸的释放。两组样品中，α-乳白蛋白、酪蛋白、米糠蛋白和麦谷

蛋白的活性非常接近且显著高于火麻仁蛋白（P < 0.05）。单酶水解样品中，酪蛋白的活性最高，为

1.784 2 μmol TE/mg，其次是 α-乳白蛋白和米糠蛋白，火麻仁蛋白水解产物的活性最低，为 1.403 2 

μmol TE/mg。这可能是由于火麻仁蛋白的溶解度和水解度都比较低，酶切时不利于活性肽段的释放。

双酶解样品中，酪蛋白的活性最高，其次是米糠蛋白和麦谷蛋白，火麻蛋白水解物的活性为 1.302 8 

μmol TE/mg。 
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注：小写字母相同表示差异不显著（P > 0.05），不同表示差异显著（P < 0.05） 

图 3  不同水解条件下的样品的抗氧化活性  

Fig. 3 Antioxidant activities of the samples under different hydrolysis conditions  

2.4 蛋白水解物的凝胶色谱分离 

将上述四种抗氧化活性较强的水解样品进行凝胶色谱分离，纯化过程中以体积为单位回收洗脱

液，色谱图如图 4 所示。可见每种蛋白样品可以得到 2~4 个分离组分，其中将米糠蛋白水解产物的第

二个和第三个分离峰进行合并，记为一个组分，所有组分从左至右依次由 F1、F2、F3 表示。 

 

a-乳白蛋白；b-酪蛋白；c-米糠蛋白；d-麦谷蛋白 

图 4  蛋白水解样的凝胶色谱图  

Fig. 4 Chromatograms of hydrolysates 

2.5 蛋白纯化产物的抗氧化活性测定 

测定水解物各个分离组分的抗氧化活性，结果如表 2 所示。 

碱性蛋白酶 胃蛋白酶+胰液素
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表2 蛋白各分离组分的抗氧化活性  

Tab. 2 Antioxidant activity of each fraction of proteins 

蛋白 组分 活性/（μmol TE·mg-1） 

乳白蛋白 
F1 1.408 0 ± 0.011 2e 

F2 2.054 7 ± 0.032 1a 

酪蛋白 

F1 0.812 8 ± 0.017 5g 

F2 1.237 1 ± 0.038 4f 

F3 1.952 3 ± 0.016 1b 

米糠蛋白 

F1 1.351 1 ± 0.042 9e 

F2 1.863 3 ± 0.024 8c 

F3 1.967 2 ± 0.028 8b 

麦谷蛋白 
F1 1.546 9 ± 0.021 3d 

F2 2.012 1 ± 0.028 1ab 

注：小写字母相同表示差异不显著（P > 0.05），不同表示差异显著（P < 0.05） 

由上表的结果可见，α-乳白蛋白的 F2 活性最高，为 2.054 7 μmol TE/mg，说明这部分组分包含了

丰富的高活性抗氧化肽。还可以发现这 4 种蛋白水解物分离得到的最后一个组分的活性最强，明显高

于未纯化的水解样品，说明纯化有利于提高样品活性，而且小分子质量肽段集中的组分抗氧化活性更

强，这与 IRSHAD 等[23]的研究结果一致。在另一项类似的研究中，研究者将小麦蛋白的胃蛋白酶水

解产物分离成 4 种不同分子质量范围的组分，结果表明分子质量越低的组分表现出的抗氧化活性越

强，验证了蛋白活性与其分子质量分布密切相关[24]。 

2.6 抗氧化肽的序列鉴定 

高效色谱技术联合质谱技术已经被广泛应用于蛋白样品中的生物活性肽鉴定，SHAZLY 等[21]从

水牛和奶牛酪蛋白水解物中鉴定出具有抗氧化活性的肽段；DELGADO 等[25]从苋菜红蛋白胃肠道模拟

水解中鉴定出 7 条具有氧化自由基清除能力的多肽；AHMED 等[26]从羊乳蛋白酶解物中鉴定出了抗氧

化肽，这些研究结果表明液质联用技术是鉴定蛋白中的生物活性肽的有效方式，在深入研究蛋白质的

结构与功能方面发挥重要作用。 

采用 LC-MS/MS 对活性最高的 α-乳白蛋白 F2 进行序列鉴定。由于 F2 所包含的肽段过短，在数

据库中无法搜索到匹配的肽段，需要采用二级质谱分析结合 De novo 手动从头测序来分析肽段序列。

肽段在母离子与惰性气体碰撞的能量作用下断裂后会生成一个 b、y 离子对，N-端的碎片为 b 离子，

C-端的碎片为 y 离子，根据 b、y 碎片离子对多肽序列进行分析。在组分 F2 中，共鉴定出 11 条多

肽，其中 6 条三肽（WVC、FVF、LFY、LFQ、QWL 和 YWL），5 条四肽（WLAH、LLLL、

YGLF、NYWL 和 LLLV），所有肽段均带 1 个电荷（[M+H]+），肽段的二级质谱（MS/MS）如图 5

所示。多项研究表明，当 Trp、Tyr 和 Cys 这 3 种氨基酸位于三肽的端基时，肽的抗氧化活性通常较

高[29,-30]。综上所述，本研究获得三肽中 WVC、LFY、YWL 具有抗氧化活性潜力。 
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a-WVC (m/z=406.18)；b-FVF (m/z=412.22)；c-LFY (m/z=443.24)；d-LFQ (m/z=407.86)；e-QWL (m/z=446.24)；f-YWL 

(m/z=481.24)；g-WLAH (m/z=528.28)；h-LLLL (m/z=472.18)；i-YGLF (m/z=498.90)；j-NYWL (m/z=595.29)；k-LLLV (m/z=456.69) 

注：图中横坐标代表 m/z；左侧纵坐标代表强度值百分比（%），右侧纵坐标代表强度值  

图 5 多肽的二级质谱图  

Fig. 5 MS/MS spectra of polypeptide 

3   结论 

本研究分别使用碱性蛋白酶、胃蛋白酶与胰液素双酶水解 α-乳白蛋白、酪蛋白、米糠蛋白、麦谷

蛋白和火麻仁蛋白，制备抗氧化肽。对比不同样品的抗氧化活性发现，在以碱性蛋白酶、胃蛋白酶与

  

  

  

a b 

c 

e f 

d 
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胰液素双酶解条件下，α-乳白蛋白、酪蛋白、米糠蛋白和麦谷蛋白更适合作为制备抗氧化肽的原料，

且碱性蛋白酶水解得到的样品活性更高。通过凝胶色谱法分离水解样品并测定活性，结果表明低分子

质量的分离组分活性更高。利用 LC-MS/MS 在 α-乳白蛋白纯化组分中鉴定出 6 条三肽和 5 条四肽，

其中 WVC、LFY 和 YWL 具有较高的抗氧化活性潜力。本实验成功从 α-乳白蛋白纯化组分中鉴定出

具有高抗氧化活性潜力的肽段。结合本研究的结果可以用于指导天然抗氧化肽蛋白原料的选择。 
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