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摘要! 为制备金枪鱼鱼骨胶原肽!并对其抗氧化活性进行研究!利用酶解"超滤"凝胶色谱和反相

高效液相色谱制备抗氧化胶原肽!采用氨基酸序列分析仪测定其氨基酸序列!利用质谱$,*)7

N*%确定其分子量!采用羟自由基"466+自由基"&:K*自由基和超氧阴离子自由基清除实验和

脂质过氧化抑制实验对胶原肽抗氧化能力进行评价# 结果显示!金枪鱼鱼骨胶原蛋白经胃蛋白

酶和胰蛋白酶 2 步酶解和分离纯化得到 1 个十肽$K(-+762%!经氨基酸序列分析和质谱$,*)7

N*%确定其氨基酸序列为 F0P76I/7&027F0P76I/7&027F0P7F0B7F037F0P$F6&F6&F;,F%!分子量

为 0/:109 B$)N <+*

<

043170 B%# 体外抗氧化实验结果表明!F6&F6&F;,F对羟自由基

$,-

83

3110 <?5<'%"466+自由基$,-

83

31:9 <?5<'%"&:K*自由基$,-

83

3182 <?5<'%和超

氧阴离子自由基$,-

83

31/0 <?5<'%具有良好的清除作用&F6&F6&F;,F亦显示出良好的脂质

过氧化抑制作用# 研究表明!胶原肽 F6&F6&F;,F抗氧化活性良好!可以用于抗氧化相关的功

能食品"药物或者食品添加剂#

关键词! 金枪鱼& 鱼骨& 多肽& 抗氧化活性

中图分类号! K*2841:55555555555 文献标志码'&

55胶原蛋白是动物体内含量最多的蛋白质"广泛

存在于动物骨骼)肌腱)软骨)皮肤及其它结缔组织

中"约占哺乳动物总蛋白的 /3L

'1(

& 目前"已知有

2: 种不同的具有三重螺旋结构的胶原蛋白
'2(

& 胶

原蛋白具有很强的生物活性及生物功能"能参与细

胞的迁移)分化和增殖"使骨腱)软骨和皮肤具有一

定的机械强度"因其具有较弱的抗原性和良好的生

物相容性"在烧伤)创伤)眼角膜疾病)美容)硬组织

修复)创面止血等医药卫生领域用途广泛
'/ 64(

& 然

而"胶原蛋白的分子量大"难以被人体直接吸收"必

须酶解成小分子肽和氨基酸"才能被吸收利用"再

经过复杂的生物化学反应"最后合成满足各器官结

缔组织所需的胶原蛋白& 胶原蛋白肽#胶原肽$是

胶原蛋白经过降解#化学降解或者酶解$所得到的

介于氨基酸和蛋白质之间的一类化合物"虽然其与

胶原蛋白只有肽链长短之别"但是其除保存了胶原

蛋白本身特性之外"还具有了更显著的生理活性"

其中胶原肽的抗氧化性受到普遍关注"已被应用于

医药)保健)食品加工)化妆品等众多领域"制成具

有护肤美容和延缓皮肤老化功能的化妆品和保健

食品
'8 67(

&

据联合国粮农组织统计"金枪鱼年捕获量超

过 7 A13

7

万 H"占公海渔业总产量的 93L以上"

是世界远洋渔业的重要作业鱼种之一
'9(

& 在金

枪鱼加工过程中产生占总重量 83L=93L的下

脚料"其中 23L下脚料为鱼骨& 然而"鱼骨并未

得到有效利用"主要作为低值饲料)肥料出售"

甚至随意丢弃"既浪费了宝贵的远洋资源"又污

染环境& 因此"金枪鱼鱼骨的高值化利用对于

金枪鱼产业的发展和环境保护具有重要意义&

本研究以金枪鱼鱼骨为原料"利用酸提法制备

其胶原蛋白"并以此为材料"通过蛋白酶酶解)

膜超滤)凝胶色谱和反相高效液相色谱 #$67

+6'-$从中制备高活性抗氧化肽"利用氨基酸
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序列分析仪和质谱确定胶原肽的氨基酸序列和

分子量"采用羟自由基)466+自由基)&:K*自

由基和超氧阴离子自由基清除实验和脂质过氧

化实验评价多肽的抗氧化活性"为其后续开发

利用提供数据支持&

15材料与方法

!"!#材料与试剂

466+)胃蛋白酶)胰蛋白酶):+K#2"77二叔丁

基747甲基苯酚$为上海源聚生物科技有限公司进口

分装%葡聚糖凝胶F718 为6@2I<2E=2进口分装%乙腈

为(0BG2公司产品%其他试剂均为国产分析纯&

金枪 鱼 # OG=JZ2EG HB32$ 经 鉴 定 为 鲣 鱼

#K/%;=N1:=;6-0/49;$"金枪鱼鱼骨由宁波丰盛食

品有限公司提供&

!"8#实验方法

金枪鱼鱼骨酸溶性胶原蛋白及其酶解物的制

备55金枪鱼鱼骨中胶原蛋白的提取参考文献

'0 613(的方法"金枪鱼鱼骨粉末依次用 311 </05

'的 %2"+溶液和 318 </05'的 ,4K&7%2

2

# J+

914$溶液浸泡脱除杂蛋白)色素和矿物质等成

分"然后按料液比 1D23#RSQ$加入 318 </05'的

乙酸溶液搅拌提取 24 @" 4 833 I5<=3 离 心

18 <=3"取上清液"残渣重复上述过程"合并 2 次

提取液"即为粗胶原蛋白& 取适量粗胶原蛋白加

入 %2-0至溶液终浓度为 218 </05'"同时析出絮

状沉淀"4 R)12 333 I5<=3 离心 18 <=3 得沉淀物

即为盐析后的酸溶性胶原蛋白 #2E=D7O/0BM=0=OCD

E/002?C3"&*-$"得率为 2149L&

胶原蛋白酶解物的制备参照文献 '11(的方

法"按料液比 1D2#RSQ$将金枪鱼鱼骨胶原蛋白

加入到甘氨酸 6盐酸缓冲液# J+213"3138 </05

'$"按照酶5底物比#,5*$为 2L加入胃蛋白酶"

在 /9 R条件下酶解 / @ 后"酶解液用 1 </05'

%2"+调 J+至 013"于 /9 R按照酶5底物比#,5

*$为 2L加入胰蛋白酶酶解 / @"酶解液加热至

:8 R恒温保持 13 <=3灭酶"离心取上清液"经

4131 大孔树脂脱盐)真空干燥"得金枪鱼鱼骨胶

原蛋白酶解物#K(-+$" 623 R条件下冷冻保存&

K(-+的超滤分级55将 K(-+粉末配成

2813 <?5<'的溶液用截留分子量为 8 和 1 GB 的

超滤膜进行分级"按分子量大小得到 K(-+7)

#NW @8 GB$)K(-+7))#1 GB BNW B8 GB$和

K(-+7)))#NW B1 GB$/ 个组分"浓缩冷冻干燥后

测定所得组分的抗氧化活性"选择羟自由基清除

活性最高的组分进行下一步分离&

*CJ@2DCX F718 凝胶层析55将羟自由基清

除活性最强的超滤组分 K(-+7)))配成 1313 <?5

<'的溶液" 取 8 <'加入到预先处理好的

*CJ@2DCX F718 层析柱#213 E<A173 E<$"用超纯

水洗脱"流速为 113 <'5<=3"自动部分收集器每

8 <=3 收集一管"于 223 3<检测吸光度并绘制吸

光度曲线"按照吸光度曲线合并各洗脱峰"冷冻干

燥得组分 K(-+7)))71)K(-+7)))72 和 K(-+7)))7/&

测定冻干后的各组分的羟自由基清除率"大量收

集清除率最高的洗脱峰并浓缩冷冻干燥" 623 R

条件下保存)备用&

反相高效液相色谱55将 K(-+7)))7/ 配成

13313

"

?5<'的溶液"利用反相高效液相色谱纯

化"色谱条件为高效液相色谱仪!&?=0C3H1273%色

谱柱!9/IM2X -10#283 <<A417 <<"8

"

<$%柱

温!28 R%流动相! /3L乙腈 #含 311L三氟乙

酸$%洗脱速度 113 <'5<=3%检测波长 223 3<&

K(-+的氨基酸 !&&"组成分析55氨基酸

#&&$组成分析参照陆剑锋等
'/(

方法进行& 称取 1

<? 冷冻干燥的 K(-+放入安瓿瓶中"加入 2 <'

+-0#7 </05'$#色氨酸测定采用 Y"+水解$"并充

入少量 %

2

"在酒精喷灯下迅速封管"113 R条件下

水解 24 @& 水解结束后"冷却水解物"移至坩埚"在

93 R水浴锅中挥发剩余盐酸"再加入少量双蒸水

蒸干"重复 / 次& 用适量 J+2123 的缓冲液溶解后

定容"并用 3122

"

< 微 孔滤膜 除 杂"滤 液 用

+)K&-+'0033 氨基酸全自动分析仪进行测定&

多肽的氨基酸序列检测和分子量测定55多

肽的氨基酸序列分析采用 %7端分析法"利用 &:)

4:4 蛋白5多肽测序仪进行测定& 分子量采用

,*)7N*进行测定&

抗氧化实验55羟自由基)466+自由基)

&:K*自由基和超氧阴离子自由基清除率实验"以

及脂质过氧化实验参照文献'12(的方法进行&

25结果与讨论

8"!#$PGL的氨基酸组成分析

K(-+中甘氨酸含量最高#//91/残基51333 残

基$"丙氨酸)脯氨酸)羟脯氨酸)谷氨酸)天冬氨酸

的含量相对较高"而半胱氨酸)组氨酸和酪氨酸的

/81
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含量相对较少#表 1$& 因此"K(-+符合典型的胶

原蛋白氨基酸组成特征
'/"1/(

&

表 !#金枪鱼鱼骨酸溶性胶原蛋白酶解物$$PGL%的

氨基酸组成分析$残基f!TTT 残基%

$%&"!#=*)50 %3).30*10,)4)05,0/3022%7+56J.(02J,%4+0/

,])1̀%3]4-5% /),6&05+$$PGL%$(+,).-+,f!TTT (+,).-+,%

氨基酸

2<=3/ 2E=D

含量

E/3HC3H

氨基酸

2<=3/ 2E=D

含量

E/3HC3H

+PJ 9/10 NCH 1412

&OJ 481/ )0C 171/

K@I 281: 'CB 2018

*CI /219 KPI 412

F0B 7819 6@C 1719

6I/ 13/10 +P0 /10

F0P //91/ 'PO /112

&02 12011 +=O 411

-PO 310 &I? 411:

.20 2819 H/H20 1 333

8"8#$PGL的超滤分级

K(-+)K(-+7))K(-+7))和 K(-+7)))在所测

浓度范围内"对羟自由基清除率呈现出量效关系"

且 K(-+7)))#,-

83

1119 <?5<'$的活性最强"说

明该组分中含有抗氧化活性较强的多肽#图 1$&

已有报道证明!酶解多肽的抗氧化活性与其分子

量成负相关
'7(

& K(-+7)))在测定活性的 4 个组

分中" 分子量最小" 该结果与已有的报道相

一致
'7"12(

&

8"9#$PGLMEEE的凝胶色谱分离纯化

K(-+7)))经过*CJ@2DCX F718凝胶柱层析后

获得 4 个主要组分! K(-+7)))7&) K(-+7)))7:)

K(-+7)))7-和 K(-+7)))74#图 2$& 抗氧化活性

显示"K(-+7)))7-活性最强",-

83

为 314:1 <?5

<'"显 著高于 K(-+# ,-

83

2148 <?5<'$ 和

K(-+7)))#,-

83

1119<?5<'$#图 /$&

图 !#$PGL及其超滤分级组分的羟自由基清除活性

P)7"!#LJ.(0[J2(%.)3%2,3%N+57)57 %34)N)4J 0/

$PGL %5.)4,/(%34)05,&J -24(%/)24(%4)05

图 8#$PGLMEEE的葡聚糖凝胶 ?M!> 柱层析曲线图

P)7"8#?+2/)24(%4)0536(0*%407(%16J 0/$PGLMEEE05

% @+16%.+[M!> 302-*5

图 9#$PGLMEEE及其凝胶过滤组分的羟自由基清除活性

P)7"9#LJ.(0[J2(%.)3%2,3%N+57)57 %34)N)4J 0/$PGLMEEE%5.)4,/(%34)05,&J 7+2/)24(%4)0536(0*%407(%16J

481



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 谭洪亮"等!金枪鱼鱼骨胶原肽的制备及抗氧化活性研究 55

8":#$PGLMEEEM9 的 ;'ML'CG分离纯化

K(-+7)))7-经 -10 $67+6'-分离纯化"获

得 2 个量较大的组分 K(-+761 和 K(-+762 #图

4$& K(-+761 和 K(-+762 在 3128 <?5<'浓度

下对羟基自由基清除率为 8/191L C/121L和

9314/L C2139L"K(-+762 显示出较强的羟自

由基清除活性&

8">#$PGLM'8 的氨基酸序列分析和分子量测定

K(-+762经高效液相色谱检测基本为单一峰"

纯度达到序列分析要求& 利用,D<23 降解法经蛋白

质序列分析仪测定氨基酸序列为 F0P76I/7&027F0P7

6I/7&027F0P7F0B7F037F0P#F6&F6&F;,F$",*)7N*

检测分子量为 0/:109 B#'N <+(

<

043170 B$ #图

8$"与理论分子量 0/:108 B基本吻合&

图 :#$PGLMEEEMG的 G!K ;'ML'CG图

P)7":#G!K ;'ML'CG36(0*%407(%* 0/$PGLMEEEMG

图 >#$PGLM'8 的质谱图

P)7">#F%,,,1+34(07(%* 0/$PGLM'8

8"B#$PGLM'8 的抗氧化活性评价

K(-+762 的自由基清除活性55K(-+762

对羟自由基)466+自由基)&:K*自由基)超氧阴

离子自由基具有较好的清除作用",-

83

分别为

3110)31:9)3182 和 31/0 <?5<'#表 2$& 与文献

'11 612"14 617(对照发现"K(-+762 的活性与

已知多肽 W4$)68(%Y和 '4Y相类似"但是显

著 低 于 ,F') 8F4,8) ',,',,,',F-, 和

'F'%F44.%&

K(-+762 的抗脂质过氧化能力55空白组

在 833 3<的吸光度最高"表明该组氧化程度最

高%而 :+K阳性对照组吸光值最低"亦表明该组

氧化程度最低"抗氧化的能力最强& 活性肽

K(-+762 的吸光值略高于 :+K"但明显低于空白

组#图 7$"说明 K(-+762 亦具有较好的抗脂质过

氧化能力"其与 W4$

'12(

)68(%Y

'12(

和 '4Y

'14(

具

有相类似的抗脂质过氧化能力&

/5结论

已有的研究表明!分子量大小和氨基酸组成

是影响多肽活性的最重要的 2 个因素
'19(

"寡肽较

其蛋白)多聚肽和单个氨基酸具有更强的生物活

性"同时多肽序列中含有 KPI)KIJ)+=O)6I/)NCH)

'PO)F0P 和 KIJ 等疏水性氨基酸或芳香族氨基酸

亦可增强多肽的活性
'10 61:(

& K(-+762 为十肽化

合物 "且氨基酸序列中含有疏水性氨基酸F0P )

881



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

555 水5产5学5报 /0 卷

表 8#胶原蛋白肽 $PGLM'8 与已知抗氧化肽的活性比较

$%&"8#G0*1%(%4)N+%5%2J,),0/%54)0[).%54%34)N)4J &+4Z++5$PGLM'8 %5.]50Z51+14).+,

多肽序列

JCJH=DCOCUBC3EC

,-

83

羟自由基

@PDI/XP0I2D=E20

466+自由基

466+I2D=E20

&:K*自由基

&:K*I2D=E20

超氧阴离子自由基

OBJCI/X=DC23=/3 I2D=E20

F6&F6&F;,F#K(-+762$ 3110 <?5<' 31:9 <?5<' 3182 <?5<' 31/0 <?5<'

,F'

'11(

4171

"

?5<' 6 6 6

8F4,8

'11(

7148

"

?5<' 6 6 6

W4$

'12(

3118 <?5<' /17/ <?5<' 31/4 <?5<' 313: <?5<'

68(%Y

'12(

3124 <?5<' 4111 <?5<' 3112 <?5<' 3111 <?5<'

'4Y

'14(

3119 <?5<' /137 <?5<' 311: <?5<' 3112 <?5<'

',,',,,',F-,

'18(

3131: <?5<' 31324 <?5<' 6 31381 <?5<'

'F'%F44.%

'17(

3137: <?5<' 6 6 6

注! 6未检测

%/HCO! 63/HDCHCEHCD

图 B#$PGLM'8 的脂质过氧化抑制试验

P)7"B#C)1).1+(0[).%4)05)56)&)4)050/$PGLM'8

6I/ 和 &02"对其抗氧化能力起到了重要作用& 另

外"K(-+762 的抗氧化活性低于阳性对照 :+K"

但是 K(-+762 来源于食源蛋白"其安全性要显著

高于化学合成抗氧化剂& 因此"可以通过增加剂

量的方式来弥补抗氧化能力的不足& 本实验从金

枪鱼鱼骨酸溶性胶原蛋白酶解物中制备了抗氧化

活性显著的十肽 #F6&F6&F;,F$"该研究结果

对于金枪鱼以及其他海洋生物下脚料胶原蛋白的

高值化开发具有借鉴的意义%同时"制备的胶原肽

可以用于与抗氧化相关的功能食品)药物或者食

品添加剂的开发&
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