
Ｏｃｔ. ２０１８ 现代化工 第 ３８ 卷第 １０ 期

Ｍｏｄｅｒｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ２０１８ 年 １０ 月

鲎血胶原蛋白酶解条件
及其体外活性的研究

邓春梅１ꎬ何兰珍１ꎬ张国光１ꎬ吴育廉１ꎬ温燕梅１ꎬ洪鹏志２ꎬ康信煌１∗

(１.广东海洋大学化学与环境学院ꎬ广东 湛江 ５２４０８８ꎻ
２.广东海洋大学食品科技学院ꎬ广东 湛江 ５２４０８８)

摘要:为了考察鲎血胶原蛋白(ＨＸＪ)酶解条件及其体外活性ꎬ以酶解后的肽得率为考察指标ꎬ在单因素的基础上ꎬ采用正交
设计试验对酶解 ｐＨ、酶解温度和底物浓度进行筛选ꎬ寻找 ＨＸＪ 的最佳酶解条件ꎻ对酶解后的 ＨＸＪ 进行体外 α－葡萄糖苷酶和乙
酰胆碱酶抑制活性测试ꎬ同时对其总抗氧化力和对 ＤＰＰＨ 自由基、羟自由基、超氧阴离子清除率进行测试ꎮ 结果表明ꎬＨＸＪ 的最
佳酶解条件为:ｐＨ 为 ７􀆰 ０、温度为 ７０℃、底物质量浓度为 ０􀆰 ３８ ｍｇ / ｍＬ、胰酶质量浓度为 ２􀆰 ２０ ｍｇ / ｍＬ、酶解时间为 ５ ｈꎬ此时肽得
率为 ３６􀆰 ５０％ꎻ对 α－葡萄糖苷酶和乙酰胆碱酯酶的最大抑制率分别为 ４７􀆰 ９％和 ９７􀆰 ５％ꎻＨＸＪ 具有一定总抗氧化能力ꎬ对 ＤＰＰＨ
自由基、羟自由基和超氧阴离子的最大清除率分别为 ２９􀆰 ３％、９７􀆰 ３％和 ２５􀆰 ９％ꎮ ＨＸＪ 能有效抑制 α－葡萄糖苷酶和乙酰胆碱酯
酶ꎬ具有较强的抗氧化活性ꎮ
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　 　 海洋生物蛋白是开发新型海洋药物和功能食品

的重要资源[１－４]ꎮ 鲎是一种十分珍贵的海洋生物ꎬ
鲎血中含有丰富的活性蛋白[５－７]ꎬ目前人们对鲎血

蛋白的研究主要是鲎素和鲎试剂[８－１０]ꎬ而且提取出

鲎素的鲎血往往作为废料处理掉ꎬ不仅浪费资源而

且污染环境ꎮ 为了高值化利用鲎血资源ꎬ笔者以酶

解后的肽得率为考察指标ꎬ在单因素的基础上ꎬ采用

正交设计试验寻找 ＨＸＪ 的最佳酶解条件ꎻ并对酶解

后的 ＨＸＪ 进行体外抑制 α－葡萄糖苷酶和乙酰胆碱

酶活性测试ꎬ及其总抗氧化力和对 ＤＰＰＨ 自由基、
羟自由基、超氧阴离子清除率测试ꎬ为 ＨＸＪ 的应用

提供理论依据ꎮ

１　 实验材料与仪器

材料与试剂:鲎血胶原蛋白(ＨＸＪ)ꎬ湛江博康海

洋生物有限公司生产ꎻ三氯醋酸、双缩脲试剂、邻苯

􀅰８１１􀅰
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三酚、二氯化铁、酪蛋白、胰酶、乙酰胆碱酯酶、α－葡
萄糖苷酶、石杉碱甲、阿卡波糖、总抗氧化能力试剂

盒(ＦＲＡＰ 法)等ꎮ
仪器:紫外－可见分光光度计、酶标仪、高速低

温冷冻离心机、真空冷冻干燥机等ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 酪蛋白标准曲线

在 ０、０􀆰 ２、０􀆰 ４、０􀆰 ６、０􀆰 ８、１􀆰 ０ ｍＬ 的标准酪蛋白

溶液中用蒸馏水补足到 １ ｍＬꎬ然后分别加入 ４ ｍＬ
双缩脲试剂ꎬ混匀ꎬ在 ２５℃室温下放置 ３０ ｍｉｎꎬ测吸

光度 Ａ５４０ꎬ每个浓度平行测定 ３ 次取平均值ꎬ以酪蛋

白的质量浓度为横坐标ꎬ吸光度为纵坐标绘制标准

曲线[１１]ꎮ
２􀆰 ２　 肽得率的测定

用 ＴＣＡ 沉淀法测试肽得率[１２]ꎮ
２􀆰 ３　 正交试验

在单因素试验的基础上ꎬ分别取酶浓度、ｐＨ、温
度 ３ 个水平进行正交试验ꎬ优化鲎血胶原蛋白的最

佳水解条件[１３]ꎮ 正交试验水平和因素如表 １ 所示ꎮ
表 １　 正交实验因素和水平

水平

因素

Ａ
温度 / ℃

Ｂ
ｐＨ

Ｃ

底物质量浓度 / (ｍｇ􀅰ｍＬ－１)

１ ６５ ６􀆰 ５ １􀆰 ８

２ ７０ ７􀆰 ０ ２􀆰 ０

３ ７５ ７􀆰 ５ ２􀆰 ２

２􀆰 ４　 α－葡萄糖苷酶抑制活性测定

按照文献[１４]所述方法进行体外 α－葡萄糖苷

酶抑制活性筛选ꎮ
２􀆰 ５　 乙酰胆碱酶抑制力测定

参照文献[１５－１６]中所述的方法进行体外乙酰

胆碱酶抑制力测定ꎮ 抑制率的计算式为:
抑制率(％) ＝

{[Ａ空白对照 － (Ａ样品组 － Ａ样品对照组)] / Ａ空白对照} × １００％

２􀆰 ６　 总抗氧化能力测试

取样品溶液于酶标板中ꎬ加 ＦＲＡＰ 工作液混匀ꎬ
在 ３７℃微孔板恒温振荡器中孵化 １０ ｍｉｎꎬ于 ５９３ ｎｍ
波长处测定其吸光度[１７]ꎬ维生素 Ｃ 作阳性对照ꎮ
２􀆰 ７　 ＤＰＰＨ 自由基清除率的测定

参照文献[１８]中所述方法测定 ＤＰＰＨ 自由基

的清除率ꎮ 维生素 Ｃ 作为阳性对照ꎮ 清除率的计

算式为:

消除率(％) ＝

{[Ａ空白对照 － (Ａ样品组 － Ａ样品对照组)] / Ａ空白对照} × １００％

注:空白对照组以纯水代替待测样品ꎻ样品对照组以

无水乙醇代替 ＤＰＰＨ 无水乙醇溶液ꎮ
２􀆰 ８　 羟自由基的清除率测定

参照文献[１９]中所述方法测定 ＨＸＪ 对羟自由

基的清除率ꎬ用维生素 Ｃ 作为阳性对照ꎮ 计算

式为:
消除率(％) ＝

{[Ａ空白对照 － (Ａ样品组 － Ａ样品对照组)] / Ａ空白对照} × １００％

注:空白对照组以纯水代替待测样品ꎬ样品对照组以

纯水代替过氧化氢溶液ꎮ
２􀆰 ９　 超氧阴离子清除率的测定

将待测样品液加入邻苯三酚溶液ꎬ混匀后室温

下反应 ２０ ｍｉｎꎬ加入浓盐酸ꎬ立即在 ４２０ ｎｍ 波长处

测吸光度[２０]ꎬ维生素 Ｃ 作阳性对照ꎮ 计算式为:
消除率(％) ＝

{[Ａ空白对照 － (Ａ样品组 － Ａ样品对照组)] / Ａ空白对照} × １００％

注:空白对照组以纯水代替待测样品ꎬ样品对照组以

纯水代替邻苯三酚溶液ꎮ

３　 结果

３􀆰 １　 酪蛋白标准曲线

酪蛋白的标准曲线如图 １ 所示ꎮ

图 １　 络蛋白标准曲线

由络蛋白标准曲线可得回归方程为:Ｙ＝０􀆰 ４３３ ２Ｘ＋
０􀆰 ０１２６ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ３ꎮ
３􀆰 ２　 最佳水解酶筛选

最佳水解酶筛选结果如表 ２ 所示ꎮ
表 ２　 不同酶的肽得率

酶的种类
胰蛋

白酶

木瓜

蛋白酶

胃蛋

白酶

碱性

蛋白酶
胰酶粉

肽得率 / ％ ７􀆰 ６６７ ８􀆰 １６７ ６􀆰 ８３３ ９􀆰 ５００ １１􀆰 ６６７

由表 ２ 可以看出ꎬ５ 种酶在各自催化能力最强

的 ｐＨ、 温 度 范 围 内ꎬ 胰 酶 粉 的 肽 得 率 最 高 为

１１􀆰 ６７％ꎬ水解鲎血胶原蛋白选择胰酶最合适ꎮ

􀅰９１１􀅰
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３􀆰 ３　 时间和胰酶质量浓度对 ＨＸＪ 酶解反应的影响

采用胰酶进行水解ꎬ胶原蛋白在 ｐＨ ８􀆰 ０ 以及温

度 ５５℃下进行酶解ꎬ不同时间和酶质量浓度对应的

肽得率如表 ３ 所示ꎮ
表 ３　 不同时间和酶质量浓度对应肽得率

序号
胰酶质量浓度 /

(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)

肽得率 / ％

１ ｈ ２ ｈ ３ ｈ ４ ｈ ５ ｈ ６ ｈ

Ａ ０􀆰 ４ ５􀆰 ００ ４􀆰 ２５ ２􀆰 ５０ ６􀆰 ５０ ６􀆰 ００ ５􀆰 ００

Ｂ ０􀆰 ８ １０􀆰 ００ ５􀆰 ７５ ３􀆰 ７５ １２􀆰 ２５ ８􀆰 ００ ９􀆰 ５０

Ｃ １􀆰 ２ １３􀆰 ５０ ７􀆰 ２５ ６􀆰 ２５ １１􀆰 ７５ １１􀆰 ５０ １３􀆰 ２５

Ｄ １􀆰 ６ １０􀆰 ２５ １０􀆰 ００ ６􀆰 ７５ １１􀆰 ００ １６􀆰 ５０ ８􀆰 ００

Ｅ ２􀆰 ０ １１􀆰 ５０ ９􀆰 ５０ ７􀆰 ５０ １３􀆰 ００ ２４􀆰 ００ ９􀆰 ００

Ｆ ２􀆰 ４ １３􀆰 ００ １１􀆰 ２５ ９􀆰 ５０ １６􀆰 ５０ ２１􀆰 ５０ １０􀆰 ７５

由表 ３ 可以看出ꎬ采用胰酶进行胶原蛋白水解ꎬ
在 ｐＨ ８􀆰 ０、温度 ５５℃、底物质量浓度为 ０􀆰 ６４ ｍｇ / ｍＬ
的水解条件下ꎬ当胰酶质量浓度为 ２􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ、水解

时间为 ５ ｈ 时ꎬ最高肽得率为 ２４􀆰 ０％ꎮ
３􀆰 ４　 底物质量浓度、酶解温度和 ｐＨ 对 ＨＸＪ 酶解

反应的影响

底物质量浓度、酶解温度和 ｐＨ 对 ＨＸＪ 酶解反

应的影响分别如图 ２~图 ４ 所示ꎮ

图 ２　 肽得率随底物浓度变化曲线

图 ３　 肽得率随酶解温度变化曲线

图 ４　 肽得率随 ｐＨ 变化曲线

由图 ２ 可以看出ꎬ底物质量浓度为 ０􀆰 ３８ ｍｇ / ｍＬ
时ꎬ肽得率达到最高ꎬ为 ２２􀆰 ７４％ꎮ

由图 ３ 可以看出ꎬ酶解最佳为温度为 ７０℃ꎮ
由图 ４ 可以看出ꎬ最佳 ｐＨ 为 ７􀆰 ０ꎮ
因此ꎬ单因素实验结果得出胰酶粉酶解 ＨＸＪ 的

最佳 条 件 是: 温 度 为 ７０℃、 底 物 质 量 浓 度 为

０􀆰 ３８ ｍｇ / ｍＬ、酶质量浓度为 ２􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ、酶解时间

为 ５ ｈ、ｐＨ 为 ７􀆰 ０ꎮ
３􀆰 ５　 正交试验结果

正交试验结果如表 ４ 所示ꎮ
表 ４　 正交试验结果

序号

因素

Ａ
温度 / ℃

Ｂ
酸碱度(ｐＨ)

Ｃ
酶质量浓度 /

(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)

肽得率 /
％

１ １ １ １ １９􀆰 ００

２ １ ２ ２ ２０􀆰 ３３

３ １ ３ ３ １７􀆰 ５０

４ ２ １ ２ １７􀆰 ２５

５ ２ ２ ３ ３６􀆰 ５０

６ ２ ３ １ １７􀆰 ７５

７ ３ １ ３ １７􀆰 ３８

８ ３ ２ １ ２１􀆰 ００

９ ３ ３ ２ １７􀆰 ００

Ｋ１ ５６􀆰 ８３ ５３􀆰 ６３ ５７􀆰 ７５ ２０􀆰 ４１

Ｋ２ ７１􀆰 ５０ ７７􀆰 ８３ ５４􀆰 ５８ 　

Ｋ３ ５５􀆰 ３８ ５２􀆰 ２５ ７１􀆰 ３８ 　

ｋ１ １８􀆰 ９４ １７􀆰 ８８ １９􀆰 ２５ 　

ｋ２ ２３􀆰 ８３ ２５􀆰 ９４ １８􀆰 １９ 　

ｋ３ １８􀆰 ４６ １７􀆰 ４２ ２３􀆰 ７９ 　

(ｋ１－ｘ) ２ ０􀆰 ０２ ０􀆰 ８９ ０􀆰 １９ 　

(ｋ２－ｘ) ２ ２５􀆰 １７ ５０􀆰 ８１ ０􀆰 ３９ 　

(ｋ３－ｘ) ２ ０􀆰 １３ １􀆰 ９６ ２４􀆰 ７５ 　

极差 Ｒ ５􀆰 ３８ ８􀆰 ５３ ５􀆰 ６０ 　

主次顺序 Ｂ>Ｃ>Ａ 　

优水平 Ａ２ Ｂ２ Ｃ３ 　

优组合 Ａ２Ｂ２Ｃ３ 　

由正交实验结果中极差(Ｒ)可以得出最优组合

为 Ａ２Ｂ２Ｃ３ꎬ与实验组第 ５ 组实验条件相符合ꎬ得出

ＨＸＪ 与胰酶酶解反应的最佳条件是:温度为 ７０℃ꎬ
酶质量浓度为 ２􀆰 ２０ ｍｇ / ｍＬꎬ底物质量浓度为 ０􀆰 ３８
ｍｇ / ｍＬꎬｐＨ 为 ７􀆰 ０ꎬ酶解时间为 ５ ｈꎮ

􀅰０２１􀅰
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３􀆰 ６　 ＨＸＪ 酶抑制活性研究

３􀆰 ６􀆰 １　 ＨＸＪ 对 α－葡萄糖苷酶的抑制率

　 　 α－葡萄糖苷酶是新陈代谢过程中的关键酶ꎬ对
α－葡萄糖苷酶的抑制可有效降低血糖浓度ꎬ改善并

预防糖尿病及其并发症[２１]ꎮ ＨＸＪ 水解肽和阿卡波

糖对 α－糖苷酶抑制率的影响分别如图 ５、图 ６ 所示ꎮ

图 ５　 ＨＸＪ 水解肽对 α－糖苷酶抑制率

图 ６　 阿卡波糖对 α－糖苷酶抑制率

由图 ５ 和图 ６ 可以看出ꎬ在实验测试质量浓度

范围内ꎬＨＸＪ 能抑制 α－葡萄糖苷酶ꎬ当质量浓度为

１９􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ抑制率达到最大值 ４７􀆰 ９％ꎮ
３􀆰 ６􀆰 ２　 ＨＸＪ 对乙酰胆碱酯酶的抑制率

ＨＸＪ 对乙酰胆碱酯酶的抑制率如表 ５ 所示ꎮ
表 ５　 ＨＸＪ 对乙酰胆碱酯酶的抑制率

ＨＸＪ 石杉碱甲

质量浓度 /

(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)

抑制率 /
％

质量浓度 /

(μｇ􀅰ｍＬ－１)

抑制率 /
％

０􀆰 ０４ ６９􀆰 ３ １􀆰 ０ ８５􀆰 ８

０􀆰 ０８ ７１􀆰 ４ ２􀆰 ０ ９１􀆰 ２

０􀆰 １２ ８５􀆰 ６ ３􀆰 ０ ９２􀆰 ７

０􀆰 １６ ９１􀆰 ６ ４􀆰 ０ ９２􀆰 ７

０􀆰 ２０ ９７􀆰 ５ ５􀆰 ０ ９８􀆰 ２

由表 ５ 中可以看出ꎬＨＸＪ 能够有效地抑制乙酰

胆碱酯酶ꎬ抑制率高达 ９７􀆰 ５％ꎬ达到石杉碱甲的抑

制效果ꎮ
３􀆰 ７　 ＨＸＪ 体外抗氧化活性研究

３􀆰 ７􀆰 １　 ＨＸＪ 总抗氧化数据

采用 ＦＲＡＰ 法测试 ＨＸＪ 的总抗氧化能力ꎬ
ＦｅＳＯ４ 的标准曲线如图 ７ 所示ꎬＨＸＪ 的总抗氧化能

力如表 ６ 所示ꎮ

图 ７　 ＦｅＳＯ４ 的标准曲线

表 ６　 ＨＸＪ 的总抗氧化能力

ＨＸＪ 质量浓度 / (ｍｇ􀅰ｍＬ－１) ０􀆰 １７２ ０􀆰 ３４４ ０􀆰 ５１６ ０􀆰 ６８８ ０􀆰 ８６

ＦＲＡＰ ４􀆰 ３５ ４􀆰 ５０ ４􀆰 ８０ ４􀆰 ６０ ４􀆰 ４２

由图 ７ 和表 ６ 可以看出ꎬＨＸＪ 具有一定的总抗

氧化能力ꎬ当质量浓度为 ０􀆰 ５１６ ｍｇ / ｍＬ 时达到最大

ＦＲＡＰ 值 ４􀆰 ８０ꎬ并且质量浓度每增加 １ 倍ꎬＦＲＡＰ 值

都出现显著性变(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
３􀆰 ７􀆰 ２　 ＨＸＪ 对 ＤＰＰＨ 自由基的消除率

利用 ＤＰＰＨ 法测定 ＨＸＪ 对 ＤＰＰＨ 自由基消除

率ꎬ评价 ＨＸＪ 的抗氧化活性ꎮ 测试结果如表 ７
所示ꎮ

表 ７　 ＨＸＪ 对 ＤＰＰＨ 自由基清除能力

ＨＸＪ 质量浓度 / (ｍｇ􀅰ｍＬ－１) ０􀆰 １ ０􀆰 ２ ０􀆰 ３ ０􀆰 ４ ０􀆰 ５

清除率 / ％ ６􀆰 ６ １３􀆰 １ ２３􀆰 ４ ２９􀆰 ３ ２１􀆰 ９

由表 ７ 可以看出ꎬＨＸＪ 具有一定 ＤＰＰＨ 自由基

消除能力ꎬ当质量浓度为 ０􀆰 ４ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ清除率达

到最大 ２９􀆰 ３％ꎬ各质量浓度之间都有极显著的差异

(ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
３􀆰 ７􀆰 ３　 ＨＸＪ 对羟自由基的清除率

ＨＸＪ 对羟自由基的清除率的影响如表 ８ 所示ꎮ
表 ８　 ＨＸＪ 对羟自由基的清除率

ＨＸＪ 质量浓度 / (ｍｇ􀅰ｍＬ－１) ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０８ ０􀆰 １２ ０􀆰 １６ ０􀆰 ２０

清除率 / ％ ６４􀆰 ９ ７２􀆰 ６ ９７􀆰 ３ ９６􀆰 ０ ８４􀆰 ８

由表 ８ 可以看出ꎬ对羟自由基的清除率的检测

结果类似于清除 ＤＰＰＨ 和总抗氧化力的变化规律ꎮ
当质量浓度为 ０􀆰 １２ ｍｇ / ｍＬ 时清除率达到最大

９７􀆰 ３％ꎬ在实验范围ꎬＨＸＪ 对羟自由基清除率都超过

６０％ꎬ甚至可以达到 ９７􀆰 ３％ꎬ表明 ＨＸＪ 对羟自由基

的高效清除力ꎮ
３􀆰 ７􀆰 ４　 ＨＸＪ 对超氧阴离子消除率

ＨＸＪ 对超氧阴离子消除率的影响如表 ９ 所示ꎮ

􀅰１２１􀅰
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表 ９　 ＨＸＪ 对超氧阴离子消除率

ＨＸＪ 质量浓度 / (ｍｇ􀅰ｍＬ－１) ０􀆰 ０２ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ０８ ０􀆰 １０

清除率 / ％ ２０􀆰 ３ ２４􀆰 １ ２４􀆰 ４ ２５􀆰 ０ ２５􀆰 ９

由表 ９ 可以看出ꎬ在实验设定的质量浓度范围ꎬ
ＨＸＪ 对超氧阴离子消除率与其质量浓度呈现剂量依

赖关系ꎬ当质量浓度达到所设定的最大值 ( ０􀆰 １０
ｍｇ / ｍＬ)时ꎬ对超氧阴离子消除率也达到最大值

２５􀆰 ９％ꎮ 各质量浓度间均为显著差异(ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

４　 结论

鲎血胶原蛋白是鲎血液中变形细胞的细胞外基

质ꎬ是一种结构蛋白质ꎬ在体内以不溶性大分子存

在ꎬ不容易被吸收ꎬ使用中需要把分子质量缩小ꎮ 笔

者筛选出肽得率最高的胰酶作为 ＨＸＪ 水解酶ꎬ在单

因素实验基础上进行酶解条件正交实验优化ꎬ确定

ＨＸＪ 胰酶水解的最佳条件是:温度为 ７０℃、酶质量

浓度为 ２􀆰 ２０ ｍｇ / ｍＬ、底物质量浓度为 ０􀆰 ３８ ｍｇ / ｍＬ、
ｐＨ 为 ７􀆰 ０、酶解时间为 ５ ｈꎬ在此水解条件下ꎬ肽得

率为 ３６􀆰 ５０％ꎮ ＨＸＪ 水解肽对 α－葡萄糖苷酶抑制率

达到 ４７􀆰 ９％ꎬ对乙酰胆碱酯酶抑制率甚至可达

９７􀆰 ５％ꎬ由此可见ꎬＨＸＪ 有助于糖尿病治疗ꎬ可作为

阿尔茨海默病人的药物和保健品ꎬ至于其高效的乙

酰胆碱酯酶抑制活性ꎬ后续有必要深入研究ꎮ 另外ꎬ
ＨＸＪ 具有抗氧化能力ꎬ在实验范围内ꎬＨＸＪ 对 ＤＰＰＨ
自由基、羟自由基和超氧阴离子清除率分别达到

２９􀆰 ３％、９７􀆰 ３％和 ２５􀆰 ９％ꎬ活性氧主要包括羟自由基

和超氧阴离子等ꎬ人体里过多的活性氧作为致病因

子几乎和人类常见的几种主要疾病密切相关ꎬＨＸＪ
的抗氧化活性有助于体内活性氧的清除ꎬ其高效的

羟基自由基清除率证明 ＨＸＪ 在药物和保健品上的

使用价值ꎮ
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