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提要   以栉孔扇贝内脏团为原料, 对其中抗氧化肽的制备、纯化及性质进行了研究。首先

采用硫酸铵沉淀、DEAE-Sephadex A-50阴离子交换层析的方法,进行了扇贝提取蛋白的制备,

其次采用海洋蛋白酶 YS-80水解、SephadexG-25凝胶层析的方法,进行扇贝抗氧化肽的制备,

获得多肽粗品 (海洋肽, PCF),并进一步采用 CM Sepharose阳离子交换层析和反相高效液相

色谱的方法,对扇贝抗氧化肽进行了纯化,结果得到组分 PCF-3A,反相高效液相显示为单一

峰。采用茚三酮反应、Sephadex G-15凝胶层析和 AccQ1Tag氨基酸分析柱,进行了 PCF-3A的

理化性质研究。结果表明,茚三酮反应呈阳性;分子量约为 794D;由 7种氨基酸组成,分别为

天冬氨酸、甘氨酸、苏氨酸、丙氨酸、缬氨酸、赖氨酸和脯氨酸。采用邻苯三酚自氧化体系和

Fenton反应体系对 PCF-3A的抗氧化活性进行了研究,发现该肽可有效清除羟自由基和超氧

阴离子,半抑制浓度 ( IC50 )分别为 0139mg /m l和 2185mg /m ,l具有明显的抗氧化、抗衰老作用。
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  自由基可造成机体的多种损伤和病变, 加速

机体的衰老。自由基清除剂也称为抗氧化剂可

清除体内多余的自由基, 从而增强机体免疫力,

延缓衰老。合成抗氧化剂,如 BHT、BHA,虽然有

较强的抗氧化能力, 但是却对人体构成多种潜在

的危害 ( Saiga et al, 2003)。因此, 近年来寻找和

开发安全、无毒的天然抗氧化剂的研究引起了广

泛关注 (沈文英等, 2004; 孙虎山等, 2005)。以一

定的蛋白为底物,在适宜的酶解作用下可产生具

有抗氧化作用的肽类。 Chen 等从大豆蛋白

( 1998)、Suetsuna等 ( 2000a, b)从酪蛋白、沙丁鱼

肉的酶解产物中均分离得到了具有抗氧化活性

的功能肽。酶解蛋白制备的生物活性肽具有生

理活性强、安全可靠等优点, 已成为新型天然抗

氧化剂的主要来源。

我国沿海海域中蕴藏着丰富的蛋白资源 (陈

师勇等, 2004;于华华等, 2005) , 海洋贝类内脏团

中就包含许多具有较强生理活性的蛋白质。作

者通过水解扇贝内脏团中具有抗氧化活性的蛋

白,得到了抗氧化活性肽 ) ) ) 海洋肽 ( PCF) (王春

波等, 1998)。通过动物及病理模型实验表明,该肽

具有明显的抗皮肤衰老及抗紫外线对皮肤损伤作

用 (刘晓萍等, 2001; 贺孟泉等, 1998), 并且对小鼠

的肝脏和胸腺淋巴细胞的活性具有促进或保护作

用 (王玉贞等, 2001;杜卫等, 2000)。本文中报道了

海洋肽的制备方法,并在此基础上进一步对其中活

性物质的纯化及性质进行了研究。

1 材料与方法
111 材料和试剂

栉孔扇贝 (Chlamys farreri )由黄海水产研究

所小麦岛养殖实验基地提供, 内脏团为剥离扇贝

柱后的剩余部分。海洋蛋白酶 YS-80由黄海水
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产研究所酶工程开放实验室提供。邻苯三酚、番

红花红为进口分装, DEAE Sephadex A-50、Sepha-

dex G-25、Sephadex G-15、CM Sepharose FF购于

Pharmacia公司, 杆菌肽、P物质片段 ( 4- 11)、二

肽 ( Phe-Ser)购于 sigm a公司, 乙腈 (色谱纯 )购于

上海星狮生物工程有限公司, 其他试剂均为国产

商品试剂 (分析纯 )。

112 主要仪器
H ITACH I 20PR- 52D高速冷冻离心机, LKB

2021恒温层析冷柜, G ilsonⅢ型低压制备色谱, W a-

ters 2690高效液相色谱系统, LGJ 015冷冻干燥机。
113 抗氧化肽的制备

11311 扇贝提取蛋白的制备   将新鲜的扇贝
内脏团绞碎, 加入 1B1 (W /W )的生理盐水匀浆,

4e 抽提 6h后离心 ( 6000r /m in, 20m in )。取上清

用硫酸铵分级沉淀, 取 60% ) 90%饱和度的沉

淀,对 5mmo l /L Tris-HC l pH 715缓冲液透析至无
硫酸根离子。浓缩后的样品上 5mmol /L Tris-HC l

pH 715缓冲液平衡的 DEAE Sephadex A-50柱 (柱

规格 18mm @ 80mm),采用浓度为 0) 012mol /L梯

度的 N aC l溶液洗脱,部分收集,每管 10m ,l流速为

015m l/m in,检测波长为 280nm。同时测定每管的

抗氧化活性,合并蛋白峰, 浓缩后对 5mmo l/L T ris-

HC l pH 715缓冲液进行透析并冻干。
11312 抗氧化肽粗品的制备   将 0136g扇贝
提取蛋白溶于 100m l双蒸水,加入 01018g海洋低
温蛋白酶 YS- 80, 用 1mol /L的 NaOH 调 pH 至

910,于 30e 恒温水浴中酶解 24h。酶解物经沸水

浴加热 10m in后离心除去沉淀,上 Sephadex G-25

柱 (柱规格 16mm @ 600mm ), 以双蒸水进行洗脱,

流速为 310m l/m in, 检测波长为 280nm, 部分收

集,每管 6m ,l合并蛋白峰, 同时以未经水解的扇

贝提取蛋白作为参比。

114 抗氧化肽的纯化
PCF先经 CM Sepharose FF阳离子交换柱层

析纯化 (柱规格 30mm @ 160mm ), 上样缓冲液为

2mmo l/L pH310 Na2HPO4-柠檬酸缓冲液, 采用浓

度为 0) 015mol /L的 NaC l溶液梯度洗脱, 部分收

集, 每管 2m ,l流速为 110m l/m in, 检测波长为

280nm。测定每管的抗氧化活性, 合并蛋白峰,进

一步经反相高效液相色谱 ( RP-HPLC )分析, 使用

Symmetry C18分析型 色谱柱 ( 5Lm, 319mm @

150mm)、Waters 2690高效液相色谱系统,上样溶液

为过膜去离子水,以流动相为 0% ) 30%的乙腈-水

溶液进行梯度洗脱。对各峰进行抗氧化活性测定。

115 抗氧化肽理化指标的测定

11511 纯度鉴定   采用反相 C18 HPLC, 乙腈

梯度。

11512 分子量测定   采用 Sephadex G-15凝胶

柱层析法测定, 柱规格为 10mm @ 950mm,洗脱液

为 0102mo l/L Tr is-HC l pH712 缓冲 液, 内含

0115mol /L NaC,l流速为 110m l/m in, 检测波长为

280nm。以杆菌肽 ( 1450D)、P物质片段 ( 4-11,

966D)、二肽 ( Phe-Ser, 234D)为标准分子量多肽。

11513 氨基酸组成测定   取经纯化的抗氧化

肽,用 6mo l/L HC l在 110e 水解 22h,将水解后的

样品全部转移至旋转蒸发仪内蒸干,用 011mo l/L

HC l溶解定容后进行柱前衍生, 以 A ccQ1Tag氨
基酸分析柱 (W aters, 319mm @ 150mm )进行氨基

酸组成的测定。

11514 茚三酮反应   取样品液四滴, 加入

011%茚三酮乙醇溶液 2滴混合, 沸水浴 1)

2m in,冷却后观察颜色变化。

116 抗氧化活性检测
11611 清除超氧阴离子   采用邻苯三酚自氧

化法 (M arklund et al, 1974), 邻苯三酚在碱性条

件下会发生自氧化, 生成有色中间产物和超氧阴

离子自由基,超氧阴离子自由基对自氧化有催化

作用。具体操作: 取 0105mol /L Tris-HC l pH 812
缓冲液 415m ,l置 25e 水浴预热 20m in, 加 011m l

不同浓度的样品, 215mmol /L邻苯三酚 014m ,l混

匀后在 25e 水浴中反应 4m in, 立即用维生素 C

溶液终止反应,测 A 299nm值。以蒸馏水代替样品做

空白组,按下式计算清除率并求得 IC50 (半抑制浓

度,即达到 50%清除率所需要的样品浓度 )。

清除率 = (A空白 - A样品 ) /A空白 @ 100%

式中, A样品、A空白分别为样品和空白的吸光值。

11612 清除羟自由基   采用 Fenton反应体系

(陈学勤, 1996) ,亚铁离子催化过氧化氢产生羟

自由基,该反应产生的羟自由基可使番红花红褪

色。抗氧化剂可清除羟自由基, 抑制番红花红褪

色。具体操作: 取 01025mo l /L pH 714的磷酸缓
冲液 1m ,l 40Lg /m l的番红花红 1m ,l不同浓度样

品 015m ,l 3% 过氧 化氢 1m l (新 鲜配 制 ),

01945mmo l/L EDTA-Fe
2+

1m l(新鲜配制 ) , 混合

后在 37e 水浴中反应 30m in,测 A 520nm值, 空白组

以 015m l蒸馏水代替供试样品, 对照组以 115m l

蒸馏水代替 EDTA-Fe
2+
和供试样品。按下式计
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算清除率并求得 IC 50。

清除率 = (A样品 - A空白 ) / (A对照 - A空白 ) @ 100%

式中, A样品、A空白、A对照分别为样品、空白和对照的

吸光值。

2 结果与分析
211 抗氧化肽的制备
21111 扇贝抗氧化蛋白的制备   经组织匀浆

和 ( NH 4 ) 2 SO4分级分离后, 活性部分主要存在于

所收集的沉淀中,该组分经 DEAE Sephadex A-50

柱层析后的结果见图 1, 活力峰在 15) 24管

之间。

图 1 扇贝蛋白 DEAE-Sephadex A-50层析曲线

F ig11 Co lumn ch rom a tog ram of pro te ins in

scallopentra ils on DEAE-Sephadex A-50

) p ) 蛋白浓度, ) o ) 活性

21112 抗氧化肽粗品的制备   酶解产物经

Sephadex G- 25柱层析分离后显示有两个峰 (图

2) ,第一峰蛋白吸收峰为大分子物质, 第二峰的

分子量相对较小,为扇贝提取蛋白经蛋白酶 YS-

80酶解后产生的小肽类物质, 将 28) 44管收集

合并。经过此步分离可去除样品中的大分子杂

质,制备得到海洋多肽 ( PCF)。

图 2 扇贝抗氧化蛋白与肽的凝胶层析曲线
F ig1 2 Co lum n chrom atogram o f an tiox idative peptides and

pro tein on Sephadex G-25

) p ) 多肽吸收, ) o ) 蛋白吸收

212 抗氧化肽的分离纯化
PCF经 CM Sepharose FF阳离子交换层析柱

分离后的结果见图 3, 活力峰在 42) 49管之间,

收集合并。阳离子交换得到的样品再经反相高

效液相色谱 ( RP-HPLC )分析, 结果如图 4, 保留时

间为 201919m in的峰为主要活性峰。因该峰与杂

峰临近并有部分交叉, 所以只收集峰尖部分并冻

干保存。该组分命名为 PCF-3A。

图 3 扇贝肽 CM Sepharose阳离子柱层析曲线

F ig1 3 Co lum n chrom atogram o f sca llop

peptide on CM Sepha rose

) p ) 多肽吸收, ) o ) 蛋白吸收,

, ,NaC l梯度

图 4 扇贝肽 RP-H PLC分析曲线

F ig1 4 Co lum n chrom atogram o f

scallop peptide on RP-H PLC

) ) ) A 280, , ,乙腈浓度

213 抗氧化肽的理化性质
21311 纯度   PCF- 3A经反相 C18色谱柱检

测结果为单一峰, 峰面积积分测定纯度大于

95%,说明该样品经纯化最终达到了 HPLC纯

(图 5)。

21312 分子量   根据标准品的分子量和洗脱
体积, 以Kav-lgMW作标准曲线 (图 6) ,得回归方

程 Kav = - 017775 lgMW + 217521 ( r2 = 01998 )。
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其中, Kav为分配系数,表示被分离物质在固定相

和流动相中的比例关系;MW为分子量。经计算,

PCF-3A的分子量约为 794D。

图 5 反相 C18 HPLC鉴定 PCF-3A纯度

F ig15 Identify ing the pur ity of PCF-3A

through reversed C18 H PLC

) ) ) A 280, , ,乙腈浓度

图 6 Sephadex G-15凝胶过滤测定分子量

F ig1 6 Determ ination of m olecu lar

w e ight on Sephadex G-15

空心圆圈表示 PCF-3A;三个黑点表示标准分子量多肽,

从上到下依次为二肽 ( Phe-Se r, 234D )、

P物质片断 ( 4-11, 966D )和杆菌肽 ( 1450D )

21313 PCF-3A的氨基酸组成   PCF-3A的氨

基酸组成分析结果见表 1,它由 7种氨基酸组成。

其中酸性氨基酸的相对含量为 912% , 碱性氨基

酸的相对含量为 1216%, 极性氨基酸的相对含量

为 4417%。根据 PCF-3A的分子量,推测该多肽

含有 8个氨基酸残基。

表 1 PCF-3A的氨基酸组成

Tab1 1 Com ponents of am ino acids in PCF-3A

氨基酸 Asp G ly Thr A la P ro Va l Lys

相对含量 ( m o%l ) 91 2 1013 1216 1419 2716 1216 1216

21314 茚三酮反应   PCF- 3A与茚三酮呈阳

性,表明该物质 N端未被封闭且为链状多肽。

214 PCF-3A的抗氧化活性

21411 清除超氧阴离子   实验结果表明 (表

2) , PCF对 O
# -
2 有一定的清除作用, 但是产生

50%清除效应所需的浓度大于特异性清除剂抗

坏血酸的浓度。

表 2 PCF-3A清除 O# -
2 、# OH的效应

Tab12 The effec t of PCF-3A on scaveng ing O# -

2
、# OH

样品名称 效应 IC50 ( m g /m l)

PCF-3A 清除 O# -
2 21 85

抗坏血酸 清除 O# -
2 01 09

PCF-3A 清除# OH 01 39

甘露醇 清除# OH 31 21

  注: 以上数据的回归系数 r均大于 0199

21412 清除羟自由基   由表 2可知, PCF-3A

与羟自由基的特异性清除剂甘露醇相比较,

对 # OH的清除作用是甘露醇的 812倍,说明其抗

氧化活力相当强。推测该肽的抗氧化作用主要

是通过提供氢离子或接受自由基以打断 Fenton

反应的氧化自由基链状反应实现的。

3 讨论
抗氧化肽的肽链长短对活性影响较大, 一

般认为应在 20个氨基酸残基以内 (丁晓雯等,

2003) ,这要求蛋白酶在对底物蛋白水解时作用

位点较多。栉孔扇贝内脏团蛋白中亲水性残基

含量占 66% (苏秀榕等, 1997 ) , 本文中采用的

海洋蛋白酶 YS-80可以选择性的作用于这些亲

水性氨基酸残基, 因而释放出的肽的分子量较

小。另外, 海洋蛋白酶 YS-80来源于海洋环境,

该酶具有作用温度低、最适 pH为碱性等特点,

在酶解过程中可能会影响蛋白构象及产物肽链

结构,并且可能对海洋生物蛋白的水解特异性

较强。在组成蛋白的基本氨基酸中, Tyr、M et、

H is、Lys、Trp被普遍认为具有抗氧化活性 (M ar-

cuse, 1962; Kare l et al, 1966; Y amaguchi et al,

1971) ,但是根据氨基酸分析结果, 在这些氨基

酸中 PCF-3A仅包括一个 Lys残基。构成肽的

氨基酸种类、数量及排列顺序共同决定着肽的

抗氧化能力, 对于 PCF-3A的构效关系仍需进一

步研究。
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为了适应极端的海洋环境, 海洋生物蛋白无

论是氨基酸的组成还是氨基酸的序列都与陆栖

生物蛋白有很大的不同,其中潜在着很多具有生

物活性的多肽片段。根据肽模拟物理论的指导,

作者对扇贝内脏团中具有抗氧化活性的提取蛋

白进行酶解, 从酶切得到的大量多肽片断中, 最

终筛选得到了包含抗氧化活性功能单位的多肽

序列片断 ) ) ) PCP-3A,这为下一步开展栉孔扇贝

抗氧化肽结构与功能的研究奠定了基础,同时也

为海洋生物蛋白资源的开发利用提供了理论

依据。

氧自由基诱导的脂质过氧化反应与许多疾

病的发生有密切的联系。其中羟自由基是已知

的最强的氧化剂,对机体危害极大。扇贝抗氧化

肽可有效清除# OH,动物及病理模型实验也已经

证明了 PCF具有良好的生理活性。另外,海洋蛋

白资源酶解后普遍呈现出溶解性好, 乳化性强,

流动性增加等优点。因此, 该抗氧化肽作为天然

抗氧化剂在药物、日用化工、食品等方面均具有

广阔的开发利用前景。
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ANTIOXIDATIVE PEPT IDE

FROM SCALLOP CHLAMYS FARRERI

HUW en-T ing, SUN M i

, WANG Yue-Jun



(Yellow Sea FisheriesR esearch Institute, ChineseA cadem y of F ishery Sciences, Q ingdao, 266071; C ollege of

Chem ica lE ngineering, Qingdao University of Science and Techno logy, Q ingdao, 266042)

(Yellow Sea F isheries Research Institute, Chinese Academ y of F ishery Sciences, Q ingdao, 266071)

Abstract  The preparation, purificat ion and prim e characterization of ant iox idative peptide iso lated from

marine proteins, sca llop v isceralmass, w ere studied.

Prote ins o f sca llop w ere extracted in 019% NaC l at 4e , then centrifuged, and the prec ip itate w as dis-

carded. The supernatantw as fract ionated w ith ammon ium sulfate. The prec ip ita te betw een 60% and 90% satu-

rat ion w as co llected and loaded into a DEAE-Sephadex A-50 column. The co lumnw as equilibrated w ith T ris-

HC l buffer( 5mmol /L, pH 715) and e luted w ith a linear grad ient of th is bu ffer containing 012mol /L NaC .l The

peakmonitored at 280nm absorbance comprising mostly of activ ity w as co llected. Antiox idative prote ins w ere

hydro lyzed w ith low-temperaturemarine proteaseYS-80 at 30e ( pH 910) for 24h, then centrifuged and the

prec ip itatew as d iscarded. And PCF w as prepared by taking offmacromo lecular prote ins on a Sephadex G-25

co lumn. The column w as equ ilibrated w ith redist illed w ater. The peakmonitored at 280nm absorbance compr-i

sing pept ides w as collected. Antiox idative pept idew as purified in the f irst step by means of CM Sepharose FF

cationic-exchange chromatography. The column w as equ ilibrated w ith 2mmol /L phosphate-c itric buffer( pH

310) and e luted w ith a linear grad ient o f th is buffer conta in ing 110mol /L N aC .l The th ird peak mon itored at

280nm absorbance comprising most ly o f activ ityw as collected. In the second step, the peptidew as purified by

a reversed phase h igh performance liqu id chromatography(HPLC ) , the peak eluted at 201919m in has most

activ ities and nam ed as PCF-3A.

Thema jor physica l and chem ica l characteristics o f PCF- 3A were stud ied. HPLC on C18 w as used to

check the homogene ity o f the isolated produc.t A fter the purif ication w ith tw o co lumn chromatog raphies, the

separated product was verified to be homogeneous. Themolecularw e igh tw as measured by size exc lusion chro-

matography on a Sephadex G-15 co lumn. The co lumnw as equ ilibrated w ith a 0102mol /L Tris-HC l buffer con-

taining 0115mo l/L N aC l at pH 712. The samplew as app lied to the co lumn and e luted at a flow rate o f110m l/

m in. PCF-3A possesses amo lecularw eight of 794D. The purif ied PCF-3A was exhibited positive in biuret co-l

or reaction. Co lumn ofAccQ. Tagw as used to analysis the am ino acids of PCF-3A. The peptide was hydro ly zed

w ith 6mo l/L HC l at 110e fo r 22h in an sealed tube. Am ino ac id analysis show ed that PCF-3A was composed

of D, G, T, A, P, V and K. It is suggested that e ight am ino acid residues were composed o fPCF-3A accord-

ing to the molecu lar w eigh.t

The scaveng ing activ ity o f PCF-3A on hydroxyl free rad ica lwas studied by Fenton reaction. And scaven-

ging superox ide an ion activ ity of PCF-3A was measured by sel-f ox idation m ethod of pyroga llo.l PCF-3A has

dist inctive effect an tiox idation, the IC50 va lue for hydroxyl free radica l and superox ide an ion rad ical scaveng ing

activ ities w ere 0139 and 2185mg /m l respective ly. And the activ ity o f scaveng ing hydroxy l free radical is much

greater thanmannito.l

Key words  Scallop Chlamy s farreri, Ant iox idative peptide, Separation and purification, Characterization


