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摘要
:
通过测定酶解物对 Fe

n to n
体系产生的经自由基 的清除效果

,

从胰蛋 白酶
、

木瓜蛋白酶
、

胃蛋白酶
、

枯草杆

菌蛋白酶和复合蛋白酶 5 种酶中
,

筛选出木瓜蛋 白酶和胰蛋白酶作为酶解鳞制备具有较高清除 经 自由基 活性

酶解物的理想水解酶 ;用正交试验 场 (3
4
)对两种酶的水解条件进行 了优化

,

并对最佳酶解条件下得到 的酶解 物

进行 seP ha de
x G 一

25 凝胶柱分离
,

洗脱液分别在波长 280 lun 处 比色
,

测定酶解物中主要抗氧化活性肚 的分子量

分布
。

结果表明
,

木瓜蛋 白酶在温度 50 ℃
、

酶解时间 巧 m in
、

pH 二 6
.

5
、

酶质量分数 1
.

50 %
、

底物
:
水

= 1 : 2 的水解

条件下
,

酶解物对经 自由基清除效果较好
,

清除率为 88
.

2 % ;胰蛋 白酶在 温度 55 ℃
、

酶解时间 60 而
n

、

pH 二 8
.

0
、

酶质量分数 0
.

25 %
、

底物
:
水

= 1 : 2 的水解条件下
,

酶解物对经 自由基清除效果较好
,

清除率为 84
.

2 %
。

木瓜蛋

白酶酶解物在最大洗脱峰时有最大经 自由基清除率峰
,

清除率为 95 1%
,

在最大峰处酶解 物中活性肤的分子 量

为 2
.

2kD a; 胰蛋白酶酶解物在最大洗脱峰时也有最大经 自由基清除率峰
,

其清除率为 89
.

6 %
,

该峰处活性肤的

分子量为 14
·

ZkD ao
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A b st r a c t: Th
e

Pu rp o se o f th is stu d y w as to in ve stig a te the sc a v e n g in g ac ti vity (SA ) o f th e fi sh Pro te in

hyd ro lys

ate
s (FP H )

,

w hi eh w ere p ro d u e ed u sin g fi v e d iffe re n t hyd ro lytie e n z yme
s

fro m 场, 叩htha lm ic h t

hys

mo lit心 Pr o tein
, o n hyd ro x yl fre

e ra die a l
,

an d to se Pa ra te the ac tiv e pe Ptide s Pro du
ced by hyd ro lysis an d m e as ure

the m o lec u le w e ig h t d istri b u tio n o f th e ac ti v e pe pti de s
.

1七e fi sh pro te in hyd ro ly s

ate
s (FP H ) are

o f in c re as in g

in te re s t du e to th eir Po te n tial 叩Plieati on s a s a s o u代 e o f b io ac tiv e pe Pti de s o r as n u tri tio n al in g red ie n ts o f fo o d

pro du
e ts o r as n itro g e n o u s s

ub
stra te s fo r th e fe rm

e n ta tio n

me d ia
.

Ac
c o rd in g to th e sc a v e n g in g ac ti v ity (SA ) o f

产逆, 叩句为在如沈从人笋 mo lit 瓜 vro tei n hyd ro lysat e s o n hydro 翔1 fre
e

rad ieal pro d u c ed by Fe n to n re ac ti o n ,

p叩ai n an d

t尽Psin
,

w h o s e h yd ro lysat
e s had hi g he r sc av e n gin g ac tiv ity (SA = 8 1

.

5 % an d 8 3
.

5 %
,

re spe c ti ve ly ) o n
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hyd ro x yl fr e e

rad ie a l
,

hed bee n e h o se n to be th e g o o d hydro lytic e n z ym e s

fro m th e fi ve ap Plie d e n z ym e s su c h a s

try Ps in
,

PaPai n ,

PeP s in
, su bti lisin an d fl a V o u rZ ym e

.

Fu rt h e
rm

o re
,

the o Ptim al hyd ro lys is Pa ra n le te rs o f PaPai n

a n d try Psin hydro lys is reac tio n ,

in elu d in g th e tem pe r a tu re
,

tim e ,

PH
, e n z ym e e o n te n t

,

an d the su b stan c e

e o n e e n

trat io n s in e n z ym at ie re ac tio n sys te m
,

we re d e term in ed by th e o rt h o g o n al d e sig n 肠 (3
4

)
,

re s

衅
tiv ely

.

Th
e

in fl u e n e e o f th e Pro e e ss v
ari ab le s e n z ym e su b stra te ra tio ; e

ffe
c t o f in term

e diate
su b strat

e an d e n z ym e ad d itio n w as

stu die d w ith re g ard s to th e e x te n t o f Pro te o lytie d e g ra dat io n an d th e seav e n g in g ac tivity o n hydro x yl fr e e

rad ic al
,

a n d to th e m o le e u la r

we ig h t d istri b u tio n o f小e ac tiv e p ep tide s
.

Al tho u g h th e de gre e o f hyd ro lysis (D H ) in ere a se d

w ith the tim e an d th e e n z ym e ad d iti o n ,
the re w e re n o d ire e t re lat io n ship b e tw e e n de g re e o f hyd ro lysis (D H ) an d

se a ve n g in g ac tiv ity (SA )
.

Th
e n th e 双净叩htha lm ie hth” 。litrix pro te in hyd ro lys a te s Pro d u e e d b y u sin g p ap ai n

a n d try Psin w ith hig h e r s e a v e n g in g ac tiv ity o n hyd ro x yl fre
e ra d ic al w e re fra

c ti o n

ate d w ith S ePhad e x G 一 2 5 re s in
,

re sPe e tiv ely
.

Th
e ab so rb an e e o f e v ery fi a c tio n a ted e o m Po n e n t w a s m eas u re d at 2 8 0 n m an d its m o le e u lar

w e ig h t d is tri b u tio n w a s eal e u la te d ac e o rd in g to the ab so th an e e a n d stan da rd s g ra Ph s d ra w n
.

T he re su lts

sh o w e d that th e o Ptim al e n z ym a tie hyd ro lysis c o n d itio n s that e o u ld Pro d u c e th e Pro te in hyd ro lys a te s w ith th e

h ig he st s c a v e n g in g ac tiv ity o n hydro x yl fre
e ra d ie a l fo r u s in g p叩a in we re te m 伴rat

u re 5 0 ℃
,
tim e d u ra tio n 15

m in
,

pH 6
.

5
, e n z ym e e o n te n t 1

.

50 % (w / w ) an d e n z ym e / su b s tan e e s r a tio l : 2
,

an d that th e hig he st seav e n g in g

ac tiv ity (SA ) w a s 88
.

2 % ;
An d th e o ptim d e n z ym a tie hydro lysis c o n d itio n s th at e o u一d pro d u e e pro te in

hyd ro lys a te s w ith th e hi g h e s t s e a v e n g in g ac tivity o n hyd ro x yl fre
e ra d ie al fo r u sin g try Psin w ere e n z ym e e o n te n t

0
.

2 5 % (w / w )
,

tim e d u ra tio n 6 o m in
,

pH 8
.

0
,

te m p e
rat

u re 55 ℃ an d s u b stan c e c o n c e n rra tio n l : 2
,

an d that th e

hig he st se a ve n g in g ac tiv ity (SA ) w a s 84
.

2 %
.

Th
e fr a c tio n a te d a e tive pe p tide ,

w hieh se para te d fro m th e

双净叩h tha lm ic hr
hys mo litnx Pro te in hyd ro lysat e s Pro du c e d b y Pap al n ,

h a d the hig h e st s e a v e n g in g a e tiv ity
,

SA 二

9 5
.

1 %
, o n hyd ro x yl fre

e r a dlc a l a n d its m o le e ular w eigh ts w a s 2
.

2 幼
a

.

An d the fr a e tio n a te d pe Ptid e s ,

w hieh

s ePar ate d fro m th e Ilyl
〕

叩h th alm ieh th” 。lit二 Pro te in hyd ro lysa te s Pro du e e d by try Ps in h a d th e s tro n g s e a v e n g in g

ac tivity
,

SA = 89
.

6 %
, o n hyd ro x yl fre

e r a d ie al
,

an d its m o le e u lar w e ig ht w a s 14
.

2 k D a
.

K e y wo
r ds

:

坟净叩h‘ha lm ic h th, ‘ mo lir二 ; e n z ym a tie hyd ro lysis ; b io ac tiv e PePtid e s : hyd ro x yl fr e e rad ie al ;

an tio x id an t ac tivity

生物活性肤 (bi o ac ti ve pe Pt ide s )是指那些有特

殊的生理活性的肤类 〔’〕
。

近几年来
,

有关生物活
J

胜肤的研究已引起食品科学界的高度关注
。

在国

外
,

从鱼蛋白中制备生物活性肚的研究 已取得 了

很大进展
。

R oz en n[ 创等从鳍酶解物中找到促内分

泌肚及生长 因子
,

Fuj ita 和 Y a shik a w a 〔’〕从鲤酶解

物 中提取 出血管 紧张素转化 酶抑制肤
,

Ka w as aki
等冈从沙丁鱼肉酶解物中提取出一种小肤作为抗

高血压药物
,

B em e t 等 [’」从鱼酶解物 g汕o lysat P e

60 中找到类肾上腺素活性肤
,

可以用来舒缓焦虑

等
。

在抗 氧化肤 的研究方面
,

shi m o n o seu 仁6〕已从

鲤酶解物中提取 出抗氧化活性肤
。

然而
,

国内在

水产类水解蛋 白酶解物抗氧化活性肤方面的研究

少有报道
。

近 10 年来
,

我 国淡水渔业迅猛发展
,

上世纪

90 年代初
,

年产量已超过 5 00
x l少 t[

7 ) 。 鳞是我国

四大家鱼之一
,

是常见养殖种类中耐低氧能力最

差的种类 [ 8
,

其量大价廉
,

基本以鲜活方式进人市

场
,

上市集 中季节往往会引起
“

压塘现象
”

(滞销 )
。

目前
,

对缝的加工利用技术水平低
,

主要是由于鳞

肉刺多和固有的土腥味
,

以及采肉得率不高等原

因
。

对此
,

寻求鳞蛋白新的开发途径
,

是非常必要

的
。

在生物体生命活动的氧化代谢过程中
,

不 断

地产生各种 自由基
,

其 中轻 自由基 (
’

O H )是体 内

最活泼的活性氧
,

可介导许多病理变化
,

如引发不

饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应
,

并损伤膜结构

及功能等等
。

因此
,

轻 自由基的清除
,

对维持生物

机体正常的生理活动和抗衰老具有重要意义
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

原材料及预处理 鲜活缝 10 尾
,

购于大连市

黑石礁市场
。

去头尾
、

内脏和鳞
,

采 肉
、

搅碎混匀



1 期 许庆陵等
:

维酶解物对经 自由基的清除作用

后
,

分袋包装并密封
,

于冰箱冷冻保存
。

酶 及 其 它 试 剂 枯 草 杆 菌蛋 白 酶
:

丹 麦

N O V O 公 司出品 ; 复合蛋 白酶
:

丹麦 N Ov o 公 司

出品 ;胰蛋白酶
、

木瓜蛋白酶
、

胃蛋白酶
: 上海化学

试剂公司出品
。

2 一
脱 氧核糖

: Sig m a 公 司出品 ;

硫代 巴 比妥酸 (珊 A )
:

上海化学试 剂公 司 出品
。

葡聚糖凝胶 (Se p had e x ) G 一 2 5 : A ln sham B io sc ien e e

公司出品 ;细胞色 素 c
、

胰岛素
、

维生素 B1 2 、

杆菌

肤 D :
Si g m a 公 司出品 ; 蓝色葡 聚糖 2以X ) :

上海伯

奥生物科技有限公 司出品 ;辅酶 I( N A D )
:

中国科

学院东方仪器设备公 司生产部 出品 ; 5
’ 一 腺嗓吟

核昔 一 磷酸 (AMP)
:

中国科学 院上海生物化学研

究所出品
。

1
.

2 主要仪器设备

Uv 一 7 5 4 紫外分光 光度计和 721 分光光度

计
:

上海第三分析仪器厂
。

J 一 6M 型大容量冷冻

离心机 : 美 国 B E C K MA N 公 司 ;2 50 701 部分收集

器
: LA B O M A T IC

,

Sw itz erl an d 一 su isse ; ST A 一

13 1驯x〕蠕 动 泵 :

De
s吧e G m bH

,

价id e一b e ,

w -

Ge rm an
。

X W 一
80 A 旋涡混合器

:

上海精科实业有

限公司 ; PH S 一 Zc 型精密酸度计
:

上海雷磁仪器

厂
。

D Px 4 5 多用搅馅机
:

中国哈尔滨商业机械总

厂制造 ; 酶解反应瓶
:

自制
。

1
.

3 方法

酶活力测 定 根据 Fo lin 酚法 [9, ’”〕
,

并对其作

了适当的改变
。

酶 活力
: 1

.

0 9 固体酶粉 (1
.

o m L

酶液 )在一定温度和 p H 条件下
,

1而
n 水解酪素产

生 1
.

0 魄 酪氨酸为一个酶活力单位
,

以 u
·

g 一 ‘

表

示
。

测定结果为
:

胰蛋 白酶 135 00 u
·

g 一 ’ ; 木瓜蛋

白酶 47 00 u
·

g 一 ’ ; 胃蛋白酶 4仪洲〕u. g 一 ’ ;枯草杆菌

蛋白酶 13 6《x〕u
·

g 一 ‘ ;复合蛋白酶 73 00 U
·

g 一 ’。

总氮测 定 微量凯氏定氮法 [川
。

氛基 氮测定 中性 甲醛电位滴定法 [’2 〕
。

水解度 (D H )〔‘3〕 D H (% ) =
[水解 的肤键数

目 一 原料 中总肤键数 目」
x loo

=
「(B

一 C ) + (
.

A -

C )〕
x l(X)

式 中
: A : 原料中总氨基氮数 目 ; B :

水解后酶解液

中氨基氮数 目 C :原料液本身含有的氨基氮数 目
。

鱿酶解物对舟 自由基 清除能 力 的 测 定 采

用 酶解 物对 Fe nt on 体 系 产生 的 轻 自由基 清 除

率 的体 外 实 验进 行 测 定仁’4
一 ‘6 〕

。

取 0. 2 m L 的

R Sq
一 E D T A 混 合 液 (1 0

.

o
nun

o l
·

L
一 ’ ) 于

s m L 刻 度 试管 中
,

加 人 0
.

s m L 的 2 一
脱 氧核

糖溶 液 (1 0
.

0
~

of
·

L
一 ‘ )和 0

.

6 m L 鳞 酶解

物
,

用 磷 酸 缓 冲 液 (pH 值 为 7
.

4
,

0
.

l m of
·

L 一 ’

) 定 容 至 1
.

s m L
,

再 加 人 0
.

2 m L 玩 q

(1 0
.

0
~ ol

·

L
一 ’ )

,

混 匀 后 置 于 3 7 ℃ 恒 温 水

浴 中反 应 l h
。

然 后 加 入 2
.

8 % ( w / w )三 氯

乙 酸 (TC A )溶 液 1
.

o m L
,

在 4 0 0 0 ;
·

而
n 一 ‘下

离心 2 0 而
n ,

取 上 清 液 2
.

Om L 于 另 一 支 试 管

中
,

加 入 1
.

0 % (w / w )硫 代 巴 比妥 酸 (珊A )

溶 液 1
.

O m L
,

混 匀后 置 沸水 浴 反 应 15 m in
,

冷

却后 稀 释 5 倍
,

在 波 长 5 3 2 n m 处 测 其 吸 光 度

值
。

酶解 物对 经 自由基 的清 除效 果用 清 除率

(SA / % )表示
,

按 下式 计算
:

SA ( % ) =
【(Ac

一 A s ) 一 (Ac
一
Ao )」x 100

式中
:

Ac 为不加清除剂 的吸光度
,

A s 为加人鳞酶

解液后的吸光度
,

A0 为试剂空白的吸光度
。

酶解物分子量分布测 定 酶 解 物 分子 量 分
.

布测 定 参 见 文 献 「1 7 〕
。

取 l
.

o m L 酶 解 物
,

经 过 Sephad e x G 一 2 5 凝 胶柱 层 析
,

用 0
.

1 m o l

·

L
一 ’磷 酸缓 冲液 (p H 7

.

0 )洗脱
,

洗 脱 速度 为

0
.

6 mL
·

而
n 一 ‘ ,

并 控 制 恒 定 流 速
,

每管 收 集

3
.

o m L 洗 脱 液
。

然 后 在 波 长 2 8 0 n m 处 分 别

测定 各 管 的吸 光 度 值
,

再 在 同一 条 件 下 制 得

的分子 量 标 准 曲 线 上 求 出酶 解 物 分 子 量 分

布
。

2 结果与讨论

2
.

1 酶的筛选

取 5 份
:

鱼 肉 5
.

0 9
、

水 10
.

0 m L
、

酶量 300 u
o

在胰蛋白酶
、

木瓜蛋 白酶
、

胃蛋白酶
、

枯草杆菌蛋

白酶和复合蛋 白酶五种酶的适宜条件 (表 l) 下于

三颈恒温 的酶解瓶中分别进行酶解
。

然后测定每

一种酶在不同酶解时间的酶解物对轻 自由基清除

率及其水解度
。
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表 1 五种酶的适宜酶解条件

Ta b
.

1 T he
戒ta b le hy d r 0 lyt ic e o n d iti o ns

o f th e n v e e
nz y m e s

温度 (℃ )
te n 】pe r at llr e

酶活力 (u
·

g 一 ’

)
e n z y毗

a eti vity

酶质量分数(% )

E / S

胰蛋白酶 try Ps in

胃蛋 白酶 pe Ps ln

木瓜蛋 白酶 p a pa in

枯草蛋 白酶 s u b tilis in

复合蛋 白酶 n a v o w rz ym e

135 以〕

教诫侧)

4 7印
13日训】

7 30()

0
.

4 4科

1
.

30 43

1 2 7〔润i

0
.

科 12

0
.

8 2 19

503755505000000.

:
82777

实际上
,

鳞蛋白水溶液本身具有一定的轻 自

由基清除能力
,

测定 SA 值为 57
.

0 %
,

这可能与鳞

肉本身的水溶性蛋 白及 自溶作用而产生的肚
、

氨

基酸等有关
。

经过多次不同时间段的酶解实验发

现
,

轻 自由基清除率较高的酶解物都在酶解作用

的 1 20而
n 以 内

,

酶解时间超过 12 0而
n 以后

,

酶解

物对经 自由基清除能力随着时间的增加均呈现不

同程度的下降趋势
。

从图 1 可知
,

酶解时间为 20 m in 时
,

木瓜蛋白

酶酶解物显示出最强的轻 自由基清除作用活性
,

清 除率 为 8 3
.

5 % ; 酶解 时 间 为 4 0而
n 时

,

胰

蛋 白酶 酶 解 物 的经 自 由基 清 除 作 用 活 性 最

强
,

其 清 除 率 为 8 1
.

5 % ; 酶 解 时 间 分 别 为

6 0 m in
、

8 0 m in
、

1 0 0 m in
、

1 2 0 m in 时
,

都 是 木 瓜

蛋 白酶 酶解物的轻 自由基清除作用活性最强
,

其

清除率依 次为 79
.

2 %
、

76
.

1 %
、

8 1
.

1 %
、

8 0
.

6 %
。

所以
,

酶 解 物 对 轻 自 由基 清 除 作 用 能 力 随酶

解 时间 的增 加
,

并 未体 现 出显 著 的 规 律性 变

化
。

另 外
,

对 酶 解 物 的 水 解 度 测 定 结 果 表

明
,

木 瓜 蛋 白 酶 及 胰 蛋 白 酶 在 酶 解 时 间 为

2 0 m in
、

40 m jn
、

6 0 m in
、

8 0 m jn
、

l0() m in
、

12 0 m jn 的水

解度分 别为 7
.

02 %
、

9
.

7 7 %
、

12
.

83 %
、

14
.

5 3 %
、

1 5
.

3 4 %
、

1 7
.

0 3 % 和 1
.

5 2 %
、

2
.

9 5 %
、

4
.

2 6 %
、

5
.

21 %
、

6
.

17 %
、

6
.

78 %
,

呈现出逐渐增加的趋势
,

其它三种酶酶解物的水解度也是随着水解时间的

延长呈现不 同程度 的增加
。

由此可以认为
,

酶解

物的水解度和酶解物对轻 自由基清除作用之间并

无直接的相关性
,

酶解物对轻 自由基的清除作用

主要取决于肤链中暴露的氨基酸侧链基团的性质

和肤的氨基酸序列
。

8
qJR�qJS
八JR,J8OC

tl�l八t)八bUJ工匕

�V巴卜尸叫>叫尸。的切‘叫如u。>司。s

%\瓣逝契

酶解时间/ m in

Hyd ro l y s i s t i 口e

图 l 酶解物对经 自由基的清除作用

Fi g
.

1 T h e sc a v e n g in g e
ffe

e t o f hyd ro lysate s o n hyd ro xyl fre
e ra d ie al

2
.

2 酶解工艺条件优化

木瓜蛋白酶酶解条件优化 按照木瓜蛋白酶

酶解因数 (表 2 )进行 肠 ( 3 4 )正交试验 [’”气表 3 )
。

将表 3 的正交试验结果进行极差分析
,

结果

表明影响木瓜蛋白酶酶解物轻 自由基清除作用的

各因素排列顺序为
: A > B > D > C

,

即酶解温度影

表 2 木瓜蛋白酶酶解因素水平表

Ta b
.

2 Th
e fa c to rs a

ud le v山 of 琳p目n h yd r o lysis

因数 fac to rs

豁 A B _ D

温度 ( ℃ ) 时间 ( mi n)
te m pe r at u r e ti n le

C
_

州
酶质量分数 ( % )

E / S

1 5() 15 6
.

5 1
,

田
2 5 5 3 0 7

.

0 1
.

2 5

3 创〕 4 5 7
.

5 1
.

别 )

注
:

底物浓度 为肉水 比 1 : 2 N o tes
: su bs ta n e e c o n e e n tra tio n l : 2
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响最大
,

p H 的影响最小 ; 木瓜蛋 白酶酶解物对经

自由基清除作用最强的酶解条件是 A ; B , C ; D ; ,

即

温度 50 ℃
,

时间 15 而
n ,

酶质量分数 1
.

50 %
,

pH 为

6
.

5
。

在此结果基 础上
,

保持温度
、

酶质 量分数
、

pH 和底 物浓度 不变 的条件 下
,

进一 步对 sm in
、

10 而
n 、

15 而
n 和 2 0而

n 4 个时间段酶解物 的轻 自

由基 清 除作用 进行 了比较 (表 4 )
,

其结 果 仍在

15而
n 的酶解时间获得的酶解物对轻 自由基清除

作用最强
。

T a b
.

3

表 3 木瓜蛋白酶酶解物对轻自由基清除作用

Th e sc a
ve

n g in g e n触ct o f by d r o lysa 姗 p r
od u c

ed 勿 Pa Pa in o n hy d r o
xy l fr ee ra山 c a l

序号
酶 解 条 件

e o

ndi ti o n s o f hy dr 0 1ysi s 清除率(% ) 序号
n o

。

酶 解 条 件
e o lld lti o ns o f h ydr o lysis

A B C D

1 1 1 1 1 (

3 1 3 3 3 (

A B C D

1 2 2 2

清除率(% )
SA

2 l

2 3

3 2

2 74
.

5 2 63
.

2

23 3
.

6 2 45
.

7

8 1
.

4 8 1
.

0

2 3 段3
.

6

2 8 1
.

0

2
‘

沁
.

9 3 80
.

9

24 蕊
.

2 248
.

9

80
.

7

2 56

246

6 242
.

1

2 43
.

1

8 7
.

7

2 49
.

3

85
,

6

82
.

1

4 2 6 1
.

2

2468KJKa一叹

7 7
.

9 8 1 9 R 13
.

6 6
.

7 3
.

5 6 4

9凡一筑一凡

胰蛋 白酶酶解条件优化 按照胰蛋白酶酶解

因素 (表 5 )进行 场 (3 4 )正交试验 (表 6 )
。

从 表 6

可知
,

胰蛋白酶酶解物对经 自由基清除作用最佳

的酶解条件是 凡 B 3 q D I ,

即温度为 55 ℃
,

时间是

60 而
n ,

酶质量分数是 0
.

25 %
,

pH 为 8
.

0
。

极差值

反映出影响胰蛋白酶酶解物轻 自由基清除作用的

各因素排列顺序为
: D > B > C > A

,

即酶的质量分

数影响最大
,

温度的影响最小
。

表 4

T 叻
.

4

木瓜蛋 白酶最佳时间条件的优化

Th
e o Pti. 山姗公。n o f tim e 树th Pa P川 n

表 5 胰蛋白酶酶解因素水平表

T ab
.

5 Tb e fa c to招 . n d le ve 肠 of t叮脚加 hy dr o lysis

时间
(而

n )
tim e

因素 柏c to rs

温度 (℃ )
比m pe ra tu re

酶质量分数
(% )
E / S

清除率
(% )
SA 豁

A B C D

5 5() l
.

5() 6
.

5 76
.

5

10 50 1
.

50 6
.

5 80
.

5

1 5 50 1
.

50 6
.

5 88 2

20 50 1
.

50 6
.

5 82
.

3

注
:

底物浓度为肉水 比 l : 2

N o tes
:
su b sta n c e c o n c e n t ra tio n l : 2

温度(℃ ) 时间 (而n)
te m pe r a tu r e ti me

酶质量分数(% )
PH E / S

1 4 5 30 7
.

5 0 2 5

2 50 45 8
.

0 0
.

50

3 5 5 印 8
.

5 0
.

75

注 : 底物浓度 为肉水 比 l : 2

N o te s : sub sta n c e eon e e n tra ti o n l : 2

最佳底物浓度的确 定 木瓜蛋 白酶
、

胰蛋白

酶在各 自最佳酶解条件下
,

对不同肉水 比的底物

进行水解
。

结果表明
,

欲得到具有较强的轻 自由

基清除作用的酶解物
,

木瓜蛋白酶
、

胰蛋白酶对鱿

酶解的最佳底物浓度均为肉
:水 二 l : 2 (表 7 )

。
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表 6 胰蛋白酶酶解物的轻 自由基清除作用

Tab
.

6 Th
e sc a v e n gi

n g e n沁c t o f hyd ro lysa teS Pr o duc
e d b y try州

n o n hyd r o x yl ra 山e ai

序号
酶 解 条 件

e o n ditio n s o f h ydr ol ys is 清除率 (% )
SA

序号
n o

.

_
A B C D

1 1 1 1 1

3 1 3 3 3

5 2 2 3 1

7 3 1 3 2

9 3 3 2 1

K Z 2 22
.

8 2 11
.

6 23 2
.

9 2 08
.

0

K 一 76
.

1 76
.

6 了4
.

7 8()
.

5

K3 76
.

2 79
.

4 74
.

2 7 6
.

8

酶 解 条 件
e o nd iti o ns o f h yd ro lys is

A B C D

1 2 2 2

2 1 2 3

2 3 1 2

3 2 1 3

22 8
‘

3 2 29
.

8 2 24
.

2 24 1
.

4

22 8
.

6 2 38
.

3 2 22
.

5 23 0
.

3

74
.

3 70
,

5 77
.

6 69
.

3

1
.

9 8
.

9 3
.

4 1 1
.

2

清除率 (% )

SA

8 1 3

79
.

9

72
.

9

6 9
.

了

8 7
.

2

6 7
.

1

78
.

7

7 1
.

2

7 1
.

7

fiO�4682KIK3一KZR

表 7 木瓜 蛋白酶
、

胰蛋白酶最佳底物浓度

T a b
.

7 T he OPtim ai s u加ta n c e e o n c e ni r a
tio ns Of t r yPS in and Pa Pa in

肉水比
sub s ta n e e e o nc e n tr a tio n

3 1 : 4 1 : 5 1 : 6 1 : 7 1 : 8

木瓜蛋白酶酶解物的清除率 ( % )
se a v e吃in g ac tiv ity o f hydro lys

ate
s b y Pa 四

n

胰蛋白酶酶解物的清除率 ( % )
sc a v e n g in g a e ti v ity of h yd ro lysat

e s b y 卿Psi n

7 7
.

6 88
.

2 85
.

6 se 0 75
.

2 72
.

0 7 0
.

8 〔试玉
.

6

7 6
.

7 84
.

2 80
.

7 78
.

9 76
.

6 74
.

8 6 9
.

5 67
.

3

0 00
11
8

2
.

3 酶解物分子 t 分布测定

标准曲线的 制作 以蓝葡聚糖 2 0以) (分子量

21叉x〕k D a )
、

细胞色素 C (分子量 12
.

3k D a )
、

胰岛素

(分子量 5
.

7 kD a )
、

杆菌肤 D (分子量 2 刀k D a )
、

维生

素 B I : (分子量 13 55压 )
、

N AD (分子量 肠3
.

4 n a )
、

AMP( 34 7
.

ZD a )作为标准物质配制溶液
,

分别进行

se Ph ad ex G 一 25 凝胶柱层析
,

测定外水体积 vo
、

洗脱体积 V e ,

计算出分配系数 K a v
值

,

制作标准

曲线 (图 2 )
。

此处洗脱液同时还具有最大的对经 自由基清除率

峰
,

其 SA 二 9 5
.

1 %
。

由图 2
、

图 3 表 明
,

在最大洗

脱峰处分子量为 2
.

2切
a 。

故在最大洗脱峰处获

得的分离液即为木瓜蛋白酶酶解物中具有较强抗

氧化活性的活性肤
,

它具有木瓜蛋 白酶酶解物中

最大轻 自由基清除作用 活性
,

该活性肤分子量为

2
.

2 k D a 。

-
吸光度
a b s o r b七比le e

一
SA

辞泛S
nU�U�bA

‘

00�旧q阳osq目

侧米督杆菌肤 D

G r 笼山 i e i di n

0
.

4

0
.

2

1.41.21.0

0
.

8

0
.

6

胰岛素
i n s u li n

0
.

1 5

0
.

10

0
.

0 5

}胞色素C

oc hr om e C

卜目目

撅睽巾田

0
.

0 ‘

2
.

5 3二。

l g M

3
.

5 4
.

0

( Mo l e e u la r
)

7 13 19 25 3 1 37 4 3 4 9 5 5 6 1 6 7 7 3 7 9

管数
f r ac t i o n n o

.

图 2 用葡萄糖凝胶 ( G
一 2 5) 层析柱测分子量的标准曲线

Fi g
.

2 Se Par a ti on e

urv
e o f s

tan d a rd s by Se Ph a de
x G 一 2 5

图 3 木瓜蛋白酶酶解液在 280 nln 处 的吸光度和 SA

Fig
.

3 T h e
ab

so rb a n e e an d SA o f 妙dro lysa te s

p r
od

u e e d by P aPa in a t 2 8 0 n m

木瓜蛋 白酶酶解物 的分子量分布及清除率

木瓜蛋 白酶酶解物经 seP had ex G 一
25 凝 胶柱分

离
,

收集液在波长 28 0 n m 比色测定
。

结果 ( 图 3) 表

明
,

在最大吸收峰处 的 K av = 0
.

5 934 ( 31 号 管 )
,

胰蛋白酶酶解物 的分子量分布及清除率 胰

蛋白酶酶解物经 SeP hed ex G 一
25 凝胶柱分离

,

收

集液在波长 2 80 n m 比色测定 (图 4 )
。
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onandl49
仁5 」 B

erne
t F

.

D iaz e pam
一

11坛 efl泛c t o f a fi sh p ro沈 in h ydr of yste

⋯⋯)))暖暖
re spo n sive ne s s o f th e

rat Pi tu lt田含书由e n al syste m

a th o a dre nal ac tivi ty〔J」
.

p syeho ph
arm ac o lo gy

,

2 〕x l
,

34 一 叨
.

趁VS
八U6 OA工

00‘的q�0沈q必

侧呆彭

1 7 13 19 25 3 1 3 7 43 4 9 55 6 1 6 7 73 79

管数
fr ac t ion

n o
.

图 4

Fl g

胰蛋白酶酶解液在 2 80 n m 处 的吸光度和 sA

4 Th
e
ab

s o rb a n e e a n d S A o f hyd ro lysa te s

Pro d u c e d by try Psi n a t 28()
n m

由图 4 可知
,

最 大洗 脱 吸 收 峰 处 的 K a v 二

0
.

0 0 9 5 ( 1 9 号 管 )
,

此 处 洗 脱 液 同 时 还 具 有

最 大 的对 经 自由基 清 除率 为 89
.

6 % ; 由图 2 和

图 4 表明
,

在 2 80
n m 最大洗 脱峰处 的分 子量为

14
.

2 k D a 。

故在最大洗脱峰处获得的分离 液即为

胰蛋白酶酶解物 中具 有较 强抗 氧化活性的活性

肤
,

它具有最大轻 自由基清除作用活性
,

该活性肤

分子量为 14
.

2切
a 。

3 结论

木瓜蛋 白酶和胰蛋 白酶分别在最佳酶解条件

下对鳞蛋白进行水解
,

可以获得具有较高经 自由

基清除作用能力的酶解物
。

木瓜蛋 白酶酶解物中

具有最大经 自由基清除效果 的活性肤分子量 为

2
.

2kD
a ,

其清除率为 95
.

1 % ; 胰蛋 白酶酶解物 中

具有最大轻 自由基清除效果 的活性肤分 子量 为

14
.

2kD
a ,

其清除率为 89
.

6 %
。
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