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小米糠谷蛋白－ ２抗氧化肽的制备、纯化与鉴定
郭　 帅１，郑新雨２，武鑫怡２，霍新宇２，宋昕凌２，孟欣月２，郑亚军２

（晋中学院生物科学与技术系１，晋中　 ０３０６１９）
（山西师范大学食品科学学院２，太原　 ０３００９２）

摘　 要：为了提高小米糠中蛋白质的综合利用率，本研究以小米糠谷蛋白－ ２为原料制备抗氧化肽。依次
用单因素实验和正交实验对小米糠谷蛋白－ ２的酶解工艺进行了优化，以抗氧化能力为评价指标，得到的最佳
酶解工艺为：最佳蛋白酶为风味蛋白酶、温度５５ ℃、ｐＨ ６. ０、酶用量为３. ５ ｇ ／ １００ ｇ和时间２ ｈ。验证实验表明，
最佳工艺下小米糠谷蛋白－ ２酶解产物（ＭＢＧ － ２Ｈ）的ＡＢＴＳ ＋·清除率为９３. １４％，水解度为１５. ９６％。然后
采用Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ －２５凝胶色谱对最佳工艺下ＭＢＧ －２酶解产物进行分离纯化，得到小米糠谷蛋白－ ２酶解产
物－ １（ＭＢＧ －２Ｈ － １）、酶解产物－ ２（ＭＢＧ － ２Ｈ － ２）和酶解产物－ ３（ＭＢＧ － ２Ｈ － ３）３个多肽组分。其中，
ＭＢＧ －２Ｈ －３的抗氧化能力最强。经Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ －１５色谱柱进一步分离后，得到ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ａ和ＭＢＧ －
２Ｈ －３ － ｂ这２个多肽组分，其中ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ａ表现出较强的还原力（０. ４２３）、ＡＢＴＳ ＋·（９７. ６０％）和超氧
根离子自由基清除能力（６８. ３５％）。经ＥＳＩ － ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ分析，ＭＢＧ －２Ｈ － ３ － ａ和ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ｂ分别含
８个和１２个寡肽，分子质量分布在６１０. ４５ ～ １ ０５７. ５８ ｕ，富含谷氨酸、精氨酸、天冬氨酸和芳香族氨基酸。Ｉｎ
ｓｉｌｉｃｏ预测显示，ＨＦＳＳＬ、ＳＷＰＦＧＥＳＲ、ＲＰＦＮＬＦＨＫ等８条寡肽具有抗氧化性。采用固相合成法对这８条寡肽进
行合成并用于抗氧化性验证。结果表明，这８条多肽具有良好的羟基自由基清除能力（７９. ５４％ ～ ９９. ６７％）、
亚铁离子络合能力（５１. ０５％ ～ ９３. ４８％）、ＡＢＴＳ ＋·清除能力（４５. １２％ ～ ９２. ４８％）和还原力。因此，小米糠谷
蛋白－ ２酶解产物有开发为天然抗氧化剂的潜力。
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ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ｏｆ ２ ｈ． Ｔｈｅ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＡＢＴＳ ＋·ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅ ａｎｄ ｈｙ-
ｄｒｏｌｙｓｉｓ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｌｌｅｔ ｂｒａｎ ｇｌｕｔｅｎ － ２ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ （ＭＢＧ － ２Ｈ）ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｃｏｎｄｉ-
ｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ９３． １４％ ａｎｄ １５． ９６％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ，ｔｈｅ ＭＢＧ －２Ｈ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｗａｓ
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ｍｉｌｌｅｔ ｂｒａｎ ｇｌｕｔｅｎ － ２ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ － １ （ＭＢＧ －２Ｈ －１），ｍｉｌｌｅｔ ｂｒａｎ ｇｌｕｔｅｎ － ２ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ － ２ （ＭＢＧ －２Ｈ －２）ａｎｄ
ｍｉｌｌｅｔ ｂｒａｎ ｇｌｕｔｅｎ － ２ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ － ３ （ＭＢＧ － ２Ｈ － ３）． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ，ｔｈｅ ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｅｓｔ ａｎ-
ｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ． Ａｆｔｅｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＭＢＧ －２Ｈ －３ ｂｙ Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ －１５ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ，ｔｗｏ ｐｅｐ-
ｔｉｄｅ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ａ ａｎｄ ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ｂ． ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ａ ｓｈｏｗｅｄ ｓｔｒｏｎｇ
ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｐｏｗｅｒ（０． ４２３），ＡＢＴＳ ＋·ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ （９７． ６０％），ａｎｄ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｎｉｏｎ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｃｔｉｖ-
ｉｔｙ （６８． ３５％）． Ｅｉｇｈｔ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ａ ａｎｄ ｔｗｅｌｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｆｒｏｍ
ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ｂ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｖｉａ ＥＳＩ － ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈｅｓｅ ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｈａｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔｒｉ-
ｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ６１０． ４５ － １ ０５７． ５８ ｕ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｒｉｃｈ ｉｎ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ （Ｇｌｕ），ａｒｇｉｎｉｎｅ （Ａｒｇ），ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ （Ａｓｐ），ａｎｄ ａｒ-
ｏｍａｔｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ． Ｔｈｅ ｓｉｌｉｃｏ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅｉｇｈｔ ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅｓ，ｓｕｃｈ ａｓ ＨＦＳＳＬ，ＳＷＰＦＧＥＳＲ ａｎｄ ＲＰＦＮ-
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ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｌｌ ｅｉｇｈｔ ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｈｉｇｈ ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎ-
ｇｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ （７９． ５４％ －９９． ６７％），ｆｅｒｒｏｕｓ ｉｏｎ ｃｈｅｌａｔｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ （５１． ０５％ －９３． ４８％），ＡＢＴＳ ＋ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｃｔｉｖｉ-
ｔｙ （４５． １２％ －９２． ４８％），ａｎｄ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｐｏｗｅｒ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ ｆｒｏｍ ｍｉｌｌｅｔ ｂｒａｎ ｇｌｕｔｅｎ － ２ ｈａｓ
ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｂｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａｓ ａ ｎａｔｕｒａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ．
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　 　 人体中自由基的产生与淬灭总体上保持着平
衡，当体内的自由基失衡时，过量的羟基自由基、超
氧根离子自由基等会攻击细胞中的大分子物质进而
引发一系列氧化反应，最终形成大量的过氧化物，从
而造成细胞和器官损伤［１］。氧化反应也是导致食品
腐败的主要原因之一，如油脂酸败、ＶＣ氧化、天然色
素的氧化褐变等，都可以破坏食品的感官品质，并降
低食品的营养价值和安全性［２］。因此，抑制过度的
氧化反应是保持机体健康与防止食品腐烂变质的共
同需求。抗氧化剂可以清除自由基的产生并抑制氧
化反应，有助于延缓人体衰老、缓解高血压、高血糖
等慢性病，以及减慢食品腐败的速度［１，３］。目前使用
的抗氧化剂多为化学合成，安全性较差，而绿色、天
然的抗氧化剂因安全性更高而颇受关注。食源性抗
氧化肽的结构与内源性抗氧化肽类似，具有低抗原
性、安全、易吸收等特点，部分食源性抗氧化肽有益
于降血压、降血糖等，已成为近年来的研究热点［４］。

小米糠是小米在加工过程中产生的一种副产
品，它包括小米的皮、种皮、糊粉层、少量胚以及胚
乳［５］。小米糠含有丰富的蛋白质、纤维素和维生素，
其中蛋白质质量分数约为１６％。我国是小米的主产
国之一，其中小米糠年产约５０万ｔ，是丰富和优质的
蛋白质资源。然而，我国大部分地区将小米糠直接

或简单加工后作为畜禽饲料使用，蛋白质、膳食纤维
等活性成分并未开发利用，因此造成小米的综合利
用率低，产业经济效益差［６］。小米糠蛋白按溶解性
可划分为清蛋白、球蛋白、醇溶蛋白、酸溶性谷蛋白
（谷蛋白－ １）、碱溶性谷蛋白（谷蛋白－ ２）和难溶性
蛋白，其中谷蛋白－ ２的含量最高（３４. ４５ ｇ ／ １００ ｇ）。
小米糠谷蛋白－ ２是一种必需氨基酸含量丰富、配比
合理、营养价值较高的蛋白质［７］，部分研究从小米糠
蛋白酶解物中分离鉴定出降血压肽、抑菌肽、金属离
子螯合肽等活性多肽［７ － １２］。然而，目前关于小米糠
谷蛋白－ ２抗氧化肽的研究鲜见报道。本实验以小
米糠为原料制备小米米糠谷蛋白－ ２，然后对其酶解
工艺进行优化，再使用葡聚糖凝胶色谱等对小米糠
谷蛋白－ ２酶解产物（ＭＢＧ － ２Ｈ）进行分离纯化，以
期得到活性较强的抗氧化多肽，为进一步开发天然
抗氧化肽产品与促进小米的精深加工提供参考。

１　 材料与方法
１． １　 主要材料与试剂

小米糠；ＥＤＴＡ、硫酸亚铁、Ｆｅｒｒｏｚｉｎｅ、铁氰化钾、
氯化铁、没食子酸、甲醛、盐酸羟胺、邻菲罗啉、乙酸
钠均为分析纯。
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１． ２　 主要仪器与设备
ＲＥ － ５２ＡＡ 旋转蒸发器、ＣＰ２１４ 电子天平、

ＴＧＬ －１５Ｂ离心机、透析袋、真空冷冻干燥机、ｐＨＳ － ３Ｃ
ｐＨ计、ＸＲ ５３６４８数显恒温水浴锅、柱层析凝胶色谱
柱、ＵＶ － １８００ＰＣ紫外可见分光光度计、ＳＨＡ － Ｂ双
功能数显恒温振荡器。
１． ３　 实验条件
１． ３． １　 小米糠谷蛋白－ ２的制备

参考高颖等［１０］的方法，略有改动，小米糠在４５
℃的鼓风干燥箱中干燥４ ｈ，粉碎，过１００目筛。然
后称取干燥小米糠粉末于三角瓶中，按照ｍ小米糠粉∶
Ｖ石油醚为１∶ ３０ ｇ ／ ｍＬ加入石油醚（沸点６０ ～ ９０ ℃），
封口后进行振荡脱脂，过滤，收集滤渣。在滤渣中再
次加入石油醚，重复脱脂２ ～ ３次，石油醚回收后收
集滤渣，在４５ ℃的鼓风干燥箱中烘干４ ｈ后备用。
称取３０ ｇ脱脂小米糠粉于三角瓶中，加入０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ
的ＮａＯＨ振荡提取２ ｈ，过滤后收集滤液；在滤渣中再
次加入０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ进行２次振荡提取。过滤后
合并滤液，在１０ ０００ × ｇ下，离心２０ ｍｉｎ，收集上清
液，转移至透析袋（截留分子质量３ ｋｕ）中，在４ ℃蒸
馏水中透析４８ ｈ，期间蒸馏水２ ｈ更换１次。最后将
透析液真空冷冻干燥，得到小米糠谷蛋白－ ２，－ ２０
℃下保藏备用。
１． ３． ２　 小米糠谷蛋白－ ２的酶解工艺研究
１． ３． ２． １　 酶解工艺

将小米糠谷蛋白－ ２溶液（２ ｇ ／ Ｌ）置于锥形瓶
中［１１］，每瓶２００ ｍＬ，按照表１调节各组ｐＨ和温度，
加入蛋白酶后，振荡酶解２ ｈ，灭酶（置于１００ ℃下煮
沸１０ ｍｉｎ）。将酶解液冷却至室温后，离心（１０ ０００ ×
ｇ、２５ ｍｉｎ），收集上清液，冷冻干燥后得到小米糠谷蛋
白－ ２酶解产物（ＭＢＧ －２Ｈ）。

表１　 各组酶水解时的条件

酶 ｐＨ 温度
／ ℃

酶用量
／ ｇ ／ １００ ｇ

水解
时间／ ｈ

酸性蛋白酶 ３． ０ ４５ ２ ２
中性蛋白酶 ７． ０ ５０ ２ ２
碱性蛋白酶 ８． ０ ５５ ２ ２
风味蛋白酶 ７． ０ ５５ ２ ２
木瓜蛋白酶 ７． ５ ５５ ２ ２

复合蛋白酶［ｍ（风味）∶
ｍ（碱性蛋白酶）＝ １∶ １］

８． ０ ５０ ２ ２

１． ３． ２． ２　 最佳蛋白酶的筛选
在６个锥形瓶中，分别加入２００ ｍＬ的小米糠谷

蛋白－ ２溶液（２ ｇ ／ Ｌ）后，按照表１调节各瓶中溶液
的ｐＨ，加入酸性蛋白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶

等，按照表１中各自的温度和时间进行水解。然后
在１００ ℃下加热１０ ｍｉｎ进行灭酶，再按照１. ３. ２. １
的方法将水解液离心，收集上清液，分别采用甲醛滴
定法测定所得酶解物的水解度（ＤＨ）［１３］和ＡＢＴＳ ＋·
清除能力［１４］，重复３次，取平均值。
１． ３． ２． ３　 不同温度对ＭＢＧ －２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能
力与ＤＨ的影响

在５个锥形瓶中，将２００ ｍＬ小米糠谷蛋白－ ２
溶液（２ ｇ ／ Ｌ）置于锥形瓶中，调节至ｐＨ ７. ０，加入风
味蛋白酶（２. ０ ｇ ／ １００ ｇ），分别在４５、５０、５５、６０、６５ ℃
下酶解２ ｈ，灭酶后离心，测定酶解物的ＤＨ与
ＡＢＴＳ ＋·清除能力，重复３次取平均值［１４］。
１． ３． ２． ４　 不同酶用量对ＭＢＧ －２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除
能力与ＤＨ的影响

在５个锥形瓶中，将２００ ｍＬ小米糠谷蛋白－ ２
溶液（２ ｇ ／ Ｌ）置于锥形瓶中，调节至ｐＨ ７. ０，加入不
同风味蛋白酶（１. ０、１. ５、２. ０、２. ５、３. ０ ｇ ／ １００ ｇ），在
５５ ℃下酶解２ ｈ，灭酶后离心，测定酶解物的ＤＨ与
ＡＢＴＳ ＋·清除能力，重复３次取平均值［１５］。
１． ３． ２． ５　 不同ｐＨ对ＭＢＧ － ２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能
力与ＤＨ的影响

在５个锥形瓶中，各将２００ ｍＬ小米糠谷蛋白－ ２
溶液（２ ｇ ／ Ｌ）置于锥形瓶中，分别调节至ｐＨ ６. ０、
６. ５、７. ０、７. ５、８. ０，加入风味蛋白酶（２. ０ ｇ ／ １００ ｇ），
在５５ ℃下酶解２ ｈ，灭酶后离心，测定酶解物的ＤＨ
与ＡＢＴＳ ＋·清除能力，重复３次取平均值［１６］。
１． ３． ２． ６　 不同时间对ＭＢＧ －２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能
力与ＤＨ的影响

在５个锥形瓶中，各将２００ ｍＬ小米糠谷蛋白－ ２
溶液（２ ｇ ／ Ｌ）置于锥形瓶中，调节至ｐＨ ７. ０，加入风
味蛋白酶（２. ０ ｇ ／ １００ ｇ），在５５ ℃下分别酶解１、２、４、
６、８ ｈ，灭酶后离心，测定酶解物的ＤＨ与ＡＢＴＳ ＋·清
除能力，重复３次取平均值。
１． ３． ２． ７　 正交实验

在分析单因素实验结果后，采用Ｌ９（３４）正交实
验［１７］对ＭＢＧ － ２的酶解工艺参数进行优化，其因素
和水平见表２。

表２　 小米糠谷蛋白－ ２酶解实验因素与水平表

水平
因素

Ａ（温度）／ ℃ Ｂ（ｐＨ） Ｃ（酶用量）
／ ｇ ／ １００ ｇ

Ｄ（水解
时间）／ ｈ

１ ５０ ５ ２． ５ １

２ ５５ ６ ３． ０ ２
３ ６０ ７ ３． ５ ３

３８
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１． ３． ３　 小米糠谷蛋白－ ２抗氧化肽的纯化
采用正交实验所得最佳工艺条件对小米糠谷

蛋白－ ２进行酶解，灭酶（１００ ℃、１０ ｍｉｎ）后将酶
解液在１０ ０００ × ｇ下离心２５ ｍｉｎ，收集上清液，冷
冻干燥后得到ＭＢＧ － ２Ｈ粉末，从而进行分离纯
化。
１． ３． ３． １　 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ －２５凝胶色谱分离

以ｄＨ２ Ｏ为溶剂，配制１０ ｍｇ ／ ｍＬ的ＭＢＧ － ２Ｈ
溶液，过０． ４５ μｍ的滤膜后，上样２ ｍＬ，以ｄＨ２Ｏ为
流动相洗脱，流速为２． ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长２８０
ｎｍ，每５ ｍｉｎ收集１管，共收集４０管。监测波长
２８０ ｎｍ，分别收集各吸收峰，重复多次后，冷冻干燥
后测定各组分的抗氧化能力［１８］。选取抗氧化能力
最高的组分用于后续的Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ － １５凝胶色谱
分离。
１． ３． ３． ２　 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ －１５凝胶色谱分离

将Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ －２５分离所得的抗氧化能力最强
样品的制成１０ ｍｇ ／ ｍＬ，上样量２ ｍＬ过Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ －
１５凝胶色谱柱，以ｄＨ２Ｏ为流动相洗脱，设置流速为
２． ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ，每５ ｍｉｎ收集１管，共收集２５管［１９］。
监测波长２８０ ｎｍ，分别收集各吸收峰，重复多次后，
分别对各峰的收集液进行冷冻干燥，然后测定各组
分的抗氧化能力。
１． ３． ４　 多肽序列鉴定与活性预测

经Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ － １５分离所得的抗氧化能力最
强的多肽组分，参考Ｚｈｅｎｇ等［２０］的方法，采用高效
液相串联质谱（ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ），耦合Ｎａｎｏ ＬＣ和
ＬＴＱ线性离子阱质谱仪鉴定序列。使用生物信息
学搜索引擎Ｍａｓｃｏｔ ｖｅｒｓｉｏｎ ２ ． １ ． ０ （Ｍａｔｒｉｘ Ｓｃｉ-
ｅｎｃｅｓ）对获取的ＭＳ ／ ＭＳ数据进行比对分析。以
Ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ技术，使用数据库Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｒａｎｋｅｒ ｓｅｒｖｅｒ
（ｈｔｔｐ：／ ／ ｄｉｓｔｉｌｌｄｅｅｐ． ｕｃｄ． ｉｅ ／ ＰｅｐｔｉｄｅＲａｎｋｅｒ ／）预测所
得各多肽序列的抗氧化性。
１． ３． ５　 多肽序列的合成与抗氧化性验证

参考Ｚｈｅｎｇ等［７］的方法，将预测得到的抗氧化
寡肽序列用固相合成法进行合成，所得寡肽纯度＞
９９. ５％。然后对合成寡肽（质量浓度为１００ μｇ ／ ｍＬ）
的还原力、对ＡＢＴＳ ＋·、超氧根离子自由基和羟基自
由基的清除能力进行测定，以此验证活性预测结果
的准确性。
１． ３． ６　 水解度的测定

使用甲醛滴定法测定其水解度［１３］：取６ ｍＬ酶
解产物加入３ ｍＬ蒸馏水置于试管中，向每个试管

中加入ｐＨ ８． ２的甲醛溶液３ ｍＬ，混匀，用０. ０１
ｍｏＬ ／ Ｌ ＮａＯＨ溶液滴至ｐＨ ９. ２，记录滴定所用溶液
的体积。

制作完全水解的ＭＢＧ － ２Ｈ溶液：称取ＭＢＧ － ２
样品０. １５ ｇ，加入７５ ｍＬ、６ ｍｏｌ ／ Ｌ的盐酸于带塞试管
中，于１００ ℃的水浴锅水解２４ ｈ。

制作不经水解的小米糠谷蛋白－ ２溶液：称取
ＭＢＧ －２样品０. １５ ｇ，加入７５ ｍＬ蒸馏水。

水解度（ｙ）按式（１）计算：
ｙ ＝

Ｈｓ － Ｈ０
Ｈａ － Ｈ０

× １００％ （１）
式中：ｙ为水解度／ ％；Ｈｓ为蛋白质水解液滴定至

ｐＨ ９. ２时所消耗的０. ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ体积数／ ｍＬ；
Ｈ０为水解０ ｈ的蛋白质溶液滴定至ｐＨ ９. ２时所消耗
的０. ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ体积数／ ｍＬ；Ｈａ为蛋白质溶液在
６ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ中水解２４ ｈ（１０５ ～ １１０ ℃）后滴定至ｐＨ
９. ２时所消耗的０. ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ体积数／ ｍＬ。
１． ３． ７　 抗氧化能力的测定
１． ３． ７． １　 ＡＢＴＳ ＋·清除能力

５０ μＬ样液与２ ｍＬ、７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＢＴＳ工作液在
３０ ℃下暗反应６ ｍｉｎ，于７３４ ｎｍ波长下测定吸光
值［１４］。空白实验：ｄＨ２ Ｏ代替样品；对照实验：ｄＨ２ Ｏ
代替ＡＢＴＳ工作液。
１． ３． ７． ２　 羟基自由基（·ＯＨ）的清除能力

样液１００ μＬ与ＦｅＳＯ４ － ＥＤＴＡ －２Ｎａ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、
１００ μＬ）和１００ μＬ ２ － Ｄ －脱氧核糖（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）混
匀，加ｐＨ ７. ４、０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸缓冲液１. ４ ｍＬ，加双氧
水１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ １００ μＬ，３７ ℃水浴１ ｈ，再加入１ ｍＬ质
量分数为２８％的三氯乙酸，加质量分数为１％的硫代
巴比妥酸（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ溶解）１ ｍＬ，１００ ℃下水
浴２０ ｍｉｎ，冷却到室温５３２ ｎｍ比色［１６］。空白实验：
ｄＨ２Ｏ代替样液；对照实验：ｄＨ２Ｏ代替２ － Ｄ －脱氧
核糖试剂。
１． ３． ７． ３　 超氧根离子自由基的清除能力

０． １ ｍＬ样液，加入３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ邻苯三酚１. ５ ｍＬ、
０. ２ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ ８. ０、１. ５ ｍＬ），摇匀，立即
在３２０ ｎｍ下测定吸光值，５ ｍｉｎ内每３０ ｓ记录１次。
对照实验：ｄＨ２Ｏ代替邻苯三酚［１４］。
１． ３． ７． ４　 ＤＰＰＨ自由基（ＤＰＰＨ·）的清除能力

样液５０ μＬ，加入５０ μＬ的ＤＰＰＨ、１. ９ ｍＬ体积
分数９５％的无水乙醇，暗反应３０ ｍｉｎ后，在５１７ ｎｍ
下测量其吸光值［２０］。空白实验：ｄＨ２Ｏ代替样液；对
照实验：ｄＨ２Ｏ代替ＤＰＰＨ。
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１． ３． ７． ５　 还原力
取０. ５ ｍＬ样液于试管中，加入１. ２５ ｍＬ、０. ２

ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ为６. ６的磷缓溶液，１. ２５ ｍＬ质量分数为
１％铁氰化钾，５０ ℃下水浴２０ ｍｉｎ，再加入１. ２５ ｍＬ
质量分数为１％的三氯乙酸，３ ０００ × ｇ下离心１０
ｍｉｎ，取上清液１. ２５ ｍＬ，加１. ２５ ｍＬ ｄＨ２ Ｏ和０. ２５
ｍＬ质量分数为１％的氯化铁，静置５ ｍｉｎ后于７００
ｎｍ比色［２０］。空白实验：ｄＨ２Ｏ代替样液；对照实验：
ｄＨ２Ｏ代替氯化铁。
１． ３． ８　 数据分析

各实验至少重复３次，取平均值，并用ＳＰＳＳ软件
进行显著性分析（Ｐ ＜０. ０５），Ｏｒｉｇｉｎ ８. ６０软件作图。

２　 结果与分析
ＡＢＴＳ ＋·清除能力可以反映物质总抗氧化能

力［８，２０，２１］，因此本实验以ＭＢＧ － ２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除
能力为主要指标进行酶解工艺研究，同时以水解度
为辅助指标。
２． １　 小米糠谷蛋白－ ２最优蛋白酶的筛选

风味蛋白酶、复合蛋白酶、酸性蛋白酶、木瓜蛋
白酶、中性蛋白酶和碱性蛋白酶对ＭＢＧ － ２Ｈ的
ＡＢＴＳ ＋·清除能力与水解度的影响见图１。

　 　 注：图中不同大写字母代表ＡＢＴＳ ＋·清除能力显著性差异
（Ｐ ＜ ０. ０５）；小写字母代表水解度显著性差异（Ｐ ＜ ０. ０５）；下同。

图１　 不同蛋白酶对ＭＢＧ －２Ｈ的水解度与
ＡＢＴＳ ＋·清除能力的影响

由图１可见，各蛋白酶水解后，ＭＢＧ － ２Ｈ的水
解度以风味蛋白酶为最高，复合蛋白酶次之，酸性蛋
白酶最小；ＭＢＧ － ２Ｈ对ＡＢＴＳ ＋·的清除能力，也以
风味蛋白酶为最高，酸性蛋白酶最低。酸性蛋白酶
处理后，ＭＢＧ －２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能力和水解度均
最低，可能是由于其最适ｐＨ为２. ５，而在这一ｐＨ值
下，小米糠谷蛋白－ ２的溶解性较差，无法融入到反
应体系［２１］。按ｍ（风味蛋白酶）∶ ｍ（碱性蛋白酶）＝

１∶ １处理后，ＭＢＧ － ２Ｈ的水解度均最高。风味蛋白
酶属于外切酶，碱性蛋白酶属于内切酶，虽然有研究
表明二者的复合酶在水解蛋白时更有效［１７，１９］，但本
实验表明，复合酶与风味蛋白酶对小米糠谷蛋白－ ２
的水解效果并无显著差异，这可能是由于小米糠谷
蛋白－ ２独特的氨基酸序列导致。因此从经济和操
作便捷的角度出发，风味蛋白酶为本实验水解小米
糠谷蛋白－ ２的最佳蛋白酶。
２． ２　 小米糠谷蛋白－ ２单因素酶解实验
２． ２． １　 酶用量对ＭＢＧ －２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能力与
ＤＨ的影响

在ｐＨ ６. ０、水解温度５５ ℃和时间２ ｈ的条件下，
风味蛋白酶的用量对ＭＢＧ － ２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能
力与水解度的影响如图２所示。

图２　 酶用量对ＭＢＧ －２Ｈ的水解度与ＡＢＴＳ ＋·清除能力的影响
由图２可见，不同酶用量对ＭＢＧ － ２Ｈ的水解度

与ＡＢＴＳ ＋·清除能力均有显著影响。在酶用量为
２. ０ ～ ３. ０ ｇ ／ １００ ｇ时，随着酶用量增加，ＭＢＧ － ２Ｈ的
水解度与ＡＢＴＳ ＋·清除能力均逐渐增大；但当酶用
量为３. ５ ～ ４. ０ ｇ ／ １００ ｇ时，随着酶用量的增加，
ＭＢＧ －２Ｈ的水解度与ＡＢＴＳ ＋·清除能力均无显著
性变化。在蛋白质的酶解反应中，酶用量的增加意
味着更多的酶加入反应，可有效推动反应的发生，产
生更多的酶解产物，从而使ＭＢＧ － ２Ｈ的水解度与
ＡＢＴＳ ＋·清除能力都显著增加［２２］。当酶用量为３. ５
ｇ ／ １００ ｇ后，反应中的酶趋于饱和，酶解反应接近平
衡值，因此ＭＢＧ －２Ｈ的水解度与ＡＢＴＳ ＋·清除能力
变化不大。综合考虑经济因素，选择３． ０ ｇ ／ １００ ｇ为
木瓜蛋白酶的最佳用量。
２． ２． ２　 温度对ＭＢＧ － ２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能力与
ＤＨ的影响

温度是影响蛋白酶活性的关键因素，也是影响
蛋白质酶解效果的重要因素［２１］。当酶的用量为３． ０
ｇ ／ １００ ｇ、ｐＨ ６. ０、水解时间２ ｈ的条件下，不同温度
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对ＭＢＧ －２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能力与水解度的影响
如图３所示。

在４５ ～ ５５ ℃下酶解２ ｈ后，ＭＢＧ － ２Ｈ的水解
度和ＡＢＴＳ ＋·清除能力均随温度的升高而显著提
高。５５ ℃下酶解所得ＭＢＧ － ２Ｈ 的水解度和
ＡＢＴＳ ＋·清除能力均达到最高值。在６０ ～ ６５ ℃下
酶解２ ｈ后，ＭＢＧ － ２Ｈ的水解度和ＡＢＴＳ ＋·清除
能力都显著降低。这是因为在适宜的温度范围内，
升温会提高风味蛋白酶的活性进而使ＭＢＧ － ２Ｈ的
水解度增大，释放出更多的抗氧化肽段，使ＭＢＧ －
２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能力增大；而在６０ ～ ６５ ℃的较
高温度下，风味蛋白酶会发生热变性，导致结构改
变，酶活下降，从而使ＭＢＧ － ２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能
力和水解度都降低［２２］，这与Ｘｕ等［１９］与和继刚等［２３］

的研究报道一致。因此，选择５５ ℃为本实验的最佳
酶解温度。

图３　 酶解温度对ＭＢＧ －２Ｈ的水解度与ＡＢＴＳ ＋·清除能力的影响
２． ２． ３　 不同ｐＨ对ＭＢＧ － ２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能力
与ＤＨ的影响

不同ｐＨ对ＭＢＧ － ２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能力与
ＤＨ的影响见图４。

ｐＨ ６. ０时，ＭＢＧ － ２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能力与
ＤＨ均显著高于其他ｐＨ值下的样品。在ｐＨ ７. ０ ～

图４　 不同ｐＨ对ＭＢＧ －２Ｈ的水解度与ＡＢＴＳ ＋·清除能力影响

ｐＨ ９. ０时，随着ｐＨ增大，ＭＢＧ － ２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清
除能力与ＤＨ反而变小。故选择ｐＨ ６. ０为最适ｐＨ。
适宜的环境ｐＨ是蛋白酶发挥最大活性的前提条件
之一，同时ｐＨ通过改变蛋白质的解离状态、溶解性
来影响蛋白质的酶解［２４］。Ｈｕ等［２５］的研究表明，风
味蛋白酶在ｐＨ ６. ０ ～ ｐＨ ７. ５时的活性较高。Ｘｕ
等［１９］的研究发现，在ｐＨ ６. ０ ～ ｐＨ ７. ０时小米糠谷
蛋白具有较好的溶解性。
２． ２． ４　 酶解时间对ＭＢＧ －２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能力
与ＤＨ的影响

不同时间对ＭＢＧ － ２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除能力与
ＤＨ的影响见图５。在ｐＨ ７. ０、酶解温度５５ ℃、酶用
量２. ０ ｇ ／ １００ ｇ的条件下，当酶解时间为０. ５ ～ ２. ０
ｈ时，ＭＢＧ － ２Ｈ的水解度随时间的延长而增大。水
解度的增大意味着更多的活性多肽从小米糠谷蛋
白－ ２中被释放出来，使ＭＢＧ － ２Ｈ对ＡＢＴＳ ＋·的
清除能力也相应升高。当酶解时间为４ ～ ６ ｈ时，
ＭＢＧ － ２Ｈ的水解度随时间的延长并未有显著变
化，表明此时小米糠谷蛋白－ ２的水解已经基本结
束，由于没有更多的多肽释放出来，因此ＭＢＧ － ２Ｈ
对ＡＢＴＳ ＋·的清除能力也没有发生显著变化。在
蛋白质的酶解反应中，不同蛋白酶有选择地对多
肽链位点进行水解，因此，每一种蛋白酶对蛋白质
的水解度影响是有限的，这一限制无法通过延长
酶解时间来增加水解率［４，２０］。因此，选择２ ｈ为本
实验风味蛋白酶酶解小米糠谷蛋白－ ２的最佳时
间。

图５　 酶解时间对ＭＢＧ －２Ｈ的水解度与ＡＢＴＳ ＋·清除能力的影响
２． ３　 小米糠谷蛋白－ ２酶解工艺参数的优化

单因素实验之后，选取温度、ｐＨ、酶用量和酶解
时间为因变量，设计Ｌ９（３４）正交实验，对小米糠谷蛋
白－ ２的酶解工艺进行优化，实验结果与方差分析分
别见表３和表４。
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表３　 小米糠谷蛋白－ ２酶解工艺的正交实验结果

实验号 Ａ
ｐＨ

Ｂ
温度

Ｃ
酶用量

Ｄ
时间

ＡＢＴＳ ＋·清
除率／ ％

水解度
／ ％

１ １ １ １ １ ６１． １４ ６． ２８
２ １ ２ ２ ２ ７７． ２１ ７． ９０
３ １ ３ ３ ３ ８９． ３６ １４． ７４
４ ２ １ ２ ３ ７０． ５３ ４． ７８
５ ２ ２ ３ １ ９１． ２５ １６． ７４
６ ２ ３ １ ２ ７７． ５９ ８． ３８
７ ３ １ ３ ２ ８２． １４ １０． ７２
８ ３ ２ １ ３ ６９． ３３ ６． ４１
９ ３ ３ ２ １ ８３． ０１ １２． ７３
Ｋ１ ｊ ２． ２８ ２． １４ ２． ０８ ２． ３５ ７０１． ５６ ８８． ６８
Ｋ２ ｊ ２． ３９ ２． ３８ ２． ３１ ２． ３７
Ｋ３ ｊ ２． ３４ ２． ５０ ２． ６３ ２． ２９
Ｋ１ ｊ ５． １８ ４． ５７ ４． ３３ ５． ５４
Ｋ２ ｊ ５． ７３ ５． ６５ ５． ３２ ５． ６１
Ｋ３ ｊ ５． ５０ ６． ２３ ６． ９０ ５． ２５
Ｒｊ ０． １２ ０． ３６ ０． ５５ ０． ０８

表４　 小米糠谷蛋白－ ２酶解工艺的正交实验的方差分析
因素自由度 平方和 方差 Ｆ Ｆ*

Ａ ２ ０． ００２ ２８５ ５６２ ０． ００１ １４２ ７８１ ２． ０５３ ６７０ ８３９ Ｆ０． ０５ ＝ ６． ９４
Ｂ ２ ０． ０２２ ５５５ ２４２ ０． ０１１ ２７７ ６２１ ２０． ２６６ ８０４ ７１０*

Ｃ ２ ０． ０５０ ３３１ ４６９ ０． ０２５ １６５ ７３４ ４５． ２２４ ８７６ ８００*

Ｄ ２ ０． ００１ １１２ ９１６ ０． ０００ ５５６ ４５８ ０． ４８６ ９３２ ９５０
８ ０． ０７６ ２８５ １８９

　 　 注：*表示差异显著（Ｐ ＜０. ０５）。

从表３中极差（Ｒ值）可以看出，各因素对小米
糠谷蛋白－ ２酶解效果的影响次序为：Ｃ（酶用量）＞
Ｂ（ｐＨ）＞ Ａ（温度）＞ Ｄ（时间）。方差分析进一步表
明，在４个因素中，只有Ｃ（酶用量）和Ｂ（ｐＨ）对小米
糠谷蛋白－ ２酶解效果的影响均达到显著水平。根
据“达到显著性差异的因素选取最大水平，而未达到
显著性差异的水平结合实际情况考虑”的原则，小米
糠谷蛋白－ ２的酶解工艺的最佳方案为Ａ２ Ｂ３ Ｃ３ Ｄ２，
即酶解温度为５５ ℃、ｐＨ为６. ０、酶用量３. ５ ｇ ／ １００ ｇ
和酶解时间２ ｈ。在最佳工艺条件下进行验证实验，
结果表明，ＭＢＧ －２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除率为９３. １４％，
水解度为１５. ９６％，符合本实验预期值。
２． ４　 ＭＢＧ －２Ｈ的抗氧化能力分析

采用最优酶解工艺所制备的小米糠谷蛋白－ ２
酶解产物（ＭＢＧ － ２Ｈ），首先用于抗氧化性分析，包
括自由基（ＡＢＴＳ ＋·、ＤＰＰＨ·、超氧根离子和·ＯＨ）
清除能力和还原力，结果见表５。

ＭＢＧ －２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除率较高，显著高于常
用抗氧化剂ＢＨＴ（Ｐ ＜ ０. ０５）。与ＢＨＴ相比，ＭＢＧ －
２Ｈ表现出较低的·ＯＨ清除能力和较高的超氧根离
子自由基清除能力（Ｐ ＜ ０. ０５）。然而，ＭＢＧ － ２Ｈ对

ＤＰＰＨ·的清除能力较差，可能是因为其中醇溶体系
中的溶解度较低导致的。ＢＨＴ是食品工业，尤其是
油脂工业广泛使用的抗氧化剂，在清除自由基、延缓
食品氧化方面效果显著［１０，２７］。本实验结果表明，
ＭＢＧ － ２Ｈ较高的抗氧化性，因此，对其进行进一步
的分离纯化。
２． ５　 ＭＢＧ －２Ｈ的Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ －２５分离

在Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ －２５凝胶色谱中，分子质量较大的
多肽，由于洗脱路程短而被较早洗出；而小分子肽由
于洗脱路程长而被最后洗出，从而使多肽得到有效
分离［２１］。ＭＢＧ －２Ｈ的Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ － ２５分离效果见
图６。

图６　 ＭＢＧ －２Ｈ的Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ － ２５分离效果
由图６可见，ＭＢＧ －２Ｈ经过Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ － ２５分

离后共出现３个峰，分别为ＭＢＧ － ２Ｈ － １、ＭＢＧ －
２Ｈ －１和ＭＢＧ － ２Ｈ － ３。分别测定这３个多肽组分
的抗氧化性，结果如表５所示，ＭＢＧ － ２Ｈ － ３具有最
高的还原力，对ＡＢＴＳ ＋·和超氧根离子自由基的清
除能力均最高，这些抗氧化性也显著高于ＢＨＴ（Ｐ ＜
０. ０５）。然而，ＭＢＧ － ２Ｈ － ３未表现出·ＯＨ清除能
力。与之相反，ＭＢＧ －２Ｈ － １表现出较高的·ＯＨ清
除能力。可能是因为经过Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ － ２５分离后，
对·ＯＨ清除能力较强的肽段被分离到ＭＢＧ － ２Ｈ －
１中。此外，这３种多肽组分的ＤＰＰＨ·清除能力都
较差，可能是由于它们在醇溶液体系中溶解性较差
所导致，而ＤＰＰＨ可溶解于无水乙醇中。研究表明，
氨基酸的组成决定多肽的抗氧化性，而氨基酸组成
决定多肽的分子质量、极性、表面疏水性，这些性质
又决定了多肽与油脂、糖类等物质的结合能力和清
除自由基的能力［１１，１９］。其中，分子质量越小，多肽的
抗氧化性越高。目前所报道的抗氧化多肽，多为小
于３ ｋｕ的低分子质量肽［４，２６］。在凝胶色谱分离中，
最后被洗出的ＭＢＧ － ２Ｈ － ３的分子质量最小，表现
出最强的抗氧化性。因此，３个组分中，ＭＢＧ － ２Ｈ －
３的抗氧化性最强，将其用于进一步分离纯化。
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表５　 ＭＢＧ －２Ｈ及其Ｇ －２５凝胶色谱所分离组分的抗氧化能力

抗氧化性 ＭＢＧ －２Ｈ ＭＢＧ －２Ｈ －１ ＭＢＧ －２Ｈ －２ ＭＢＧ －２Ｈ －３ ＢＨＴ
ＡＢＴＳ ＋·清除能力／ ％ ９３． １４ ± ２． ７５ａ １４． ３５ ± １． ６６ｃ ４０． ８４ ± ２． ３７ｂ ９６． ６０ ± ５． ５４ａ ６３． ６７ ± ３． ４６ｂ
ＤＰＰＨ·清除能力／ ％ ６． ６７ ± ０． ３３ｂ ５． ３２ ± １． ２７ｂ ０． ５２ ± ０． ０４ｃ ７． ０１ ± ０． ２７ａ ７５． ８９ ± １． ９９ａ
超氧根离子自由基
清除能力／ ％

２９． ９９ ± ２． ７３ｂ １１． ６２ ± ０． １２ｃ １３． ９５ ± ０． ２１ｃ ６１． ６７ ± ３． ２６ａ ４． ７９ ± １． ０５ｄ

还原力 ０． １９ ± ０． ０１ｃ ０． １８ ± ０． １２ｃ ０． ２３ ± ０． ０１ｂ ０． ３７ ± ０． ０１ａ ０． ２５ ± ０． ０２ｂ
·ＯＨ清除能力／ ％ ４８． ３９ ± １． ８９ｂ ５０． ００ ± ０． ０９ｂ １３． ９５ ± ０． ２１ｃ ０． ００ ± ０． ００ｄ ９８． ０６ ± ４． ２３ａ

　 　 注：ＢＨＴ ／ １００ μｇ ／ ｍＬ为对照；表中同一行不同小写字母代表显著性差异（Ｐ ＜ ０. ０５）。

２． ６　 ＭＢＧ －２Ｈ －３的Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ －１５分离纯化
由图７可见，ＭＢＧ － ２Ｈ － ３经Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ － １５

分离后共得到２个组分：ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ａ和ＭＢＧ －
２Ｈ －３ － ｂ。分别测定二者的抗氧化性，结果如表６所
示。

图７　 ＭＢＧ －２Ｈ －３的Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ － １５分离图
表６　 ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ａ ａｎｄ ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ｂ抗氧化能力对照表
抗氧化性 ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ａ　 ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ｂ ＢＨＴ

ＡＢＴＳ ＋·清除能力／ ％ ９７． ６０ ± ４． １１ａ ７２． １４ ± １． ９７ｂ ６３． ６７ ± ３． ４６ｂ
ＤＰＰＨ·清除能力／ ％ ９． ２１ ± ３． ４６ｂ ０． ３１ｂ ± ３． ４６ｃ ７５． ８９ ± １． ９９ａ
超氧根离子自由基
清除能力／ ％

６８． ６７ ± ３． ４６ａ ３５． ７５ｂ ± ３． ４６ｂ ４． ７９ ± １． ０５ｃ

还原力 ０． ４２ ± ３． ４６ａ 　 ０． ４３ ± ３． ４６ａ ０． ２５ ± ０． ０２ｂ
·ＯＨ清除能力／ ％ ０． ００ ± ０． ００ｂ 　 ０． ００ ± ０． ００ｂ ９８． ０６ ± ４． ２３ａ
　 　 注：表中同一行不同小写字母代表显著性差异（Ｐ ＜ ０. ０５）。

ＭＢＧ －２Ｈ － ３ － ａ对ＡＢＴＳ ＋·与超氧根离子自
由基的清除能力均高于ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ｂ和ＢＨＴ（Ｐ
＜ ０. ０５）。而ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ａ与ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ｂ
的还原力均显著高于ＢＨＴ（Ｐ ＜ ０. ０５）。还原力是指
物质提供质子的能力，即淬灭孤对电子自由基的能
力［２６］。此外，ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ａ与ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ｂ
对ＤＰＰＨ·和·ＯＨ的清除能力均较弱，这可能与其
氨基酸组成有关。结果表明，ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ａ的抗
氧化性最强；而ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ｂ具有较强的还原
力，二者均具有开发为天然抗氧化剂的潜力。大量
研究还表明，疏水性氨基酸利于多肽与油脂的结合，
在多肽抑制油脂氧化中具有重要作用；而某些多肽中
的半胱氨酸和甲硫氨酸，能对油脂氧化反应中的金属

离子催化剂进行有效螯合，从而提高多肽的抗氧化
性［１６，２８］。Ｘｕ等［１９］的研究表明，小米糠谷蛋白－ ２中
含有较多的极性氨基酸，尤其是谷氨酸、天冬氨酸和
精氨酸的含量较高，但缺乏含硫氨基酸和疏水性氨
基酸，这可能是导致其ＤＰＰＨ·和·ＯＨ清除能力均
较弱的原因。
２． ７　 氨基酸序列的鉴定

采用ＥＳＩ － ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ对ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ａ与
ＭＢＧ －２Ｈ － ３ － ｂ所含多肽序列进行鉴定，结果如表
７所示。

目前，抗氧化肽绝大多数是分子质量小于３ ｋｕ
的寡肽，所含氨基酸残基数量不超过１２个［７，１６］。也
有研究发现大于１３个氨基酸残基的抗氧化肽，然
而，由于分子质量较大，在人体胃肠道中的稳定性很

表７　 ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ａ ａｎｄ ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ｂ中多肽序列
的鉴定与抗氧化性预测

多肽组分氨基酸序列　 分子质量／ ｕ 预测值预测抗氧化性ａ
ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ａ ＨＦＳＳＬ ６４９． ３４ ０． ５５２ ５７２ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ＤＴＨＥＬＲ ７２５． ３８ ０． １１６ ８２３

ＥＤＫＬＥＲ ７８８． ４０ ０． ０６８ ０１７

ＡＧＴＩＶＳＦＡＮＲ １ ０３４． ５５ ０． ２４４ ０１３

ＳＷＰＦＧＥＳＲ ９６４． ４４ ０． ７７７ ４５６ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ＲＰＦＮＬＦＨＫ １ ０５７． ５８ ０． ７９０ ７６４ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ＧＲＥＥＥＥＧＲ ９６０． ４３ ０． ０８２ ９０７

ＤＷＬＤＧＲ ７０２． ３８ ０． ７６３ ４８０ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ｂ ＨＩＥＴＲ ６１２． ３６ ０． ０８５ ０５８

ＤＷＩＥＴＲ ７６８． ４６ ０． ３３５ ２３９

ＱＦＥＥＡＧＲ ８０３． ４６ ０． ２３６ ０７６

ＥＮＩＬＲ ６４３． ３６ ０． １５６ ３３８

ＥＬＱＥＲ ７０３． ３８ ０． ０５３ ９５６

ＩＫＱＮＩＧＤＰＲ １ ０３９． ５８ ０． ２７０ ７１０

ＱＮＩＧＤＰＲ ７９８． ４０ ０． ４５７ ６６２ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ＥＩＤＶＦＮＰＲ ９７３． ５１ ０． ４３１ ７４７ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ＦＡＤＹＮＰＲ ８１７． ４１ ０． ７５８ ７７２ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ＴＨＥＩＤＲ ６４８． ４０ ０． ０７８ ８２６

ＤＰＩＬＲ ６１０． ４５ ０． ５９８ ３９２ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ＩＴＴＬＮＳＥＫ ９０４． ４９ ０． ０３７ ４６０
　 　 注：ａ活性预测来源于数据库Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｒａｎｋｅｒ ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／ ／ ｄｉｓｔｉｌｌ-
ｄｅｅｐ． ｕｃｄ． ｉｅ ／ ＰｅｐｔｉｄｅＲａｎｋｅｒ ／），抗氧化肽的闼值为０． ４。
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差；而且，大分子质量的多肽无法被小肠上皮细胞吸
收，因此，有效的食源性抗氧化肽分子质量较小。本
实验主要鉴定和分析出了ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ａ和
ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ｂ中含２ ～ １２个氨基酸参加的多肽
序列。可以看出，ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ａ和ＭＢＧ － ２Ｈ －
３ － ｂ分别含８个和１２个小分子肽。这些小分子肽含
有５ ～ １０个氨基酸残基，分子质量分布在６１０. ４５ ～
１ ０５７. ５８ ｕ之间，大部分多肽含有谷氨酸（Ｅ）、精氨
酸（Ｒ）、天冬氨酸（Ｄ）和天冬酰胺（Ｎ），但这些寡肽
中含硫氨基酸的含量较少，这与前人的报道一
致［１６，２８，２９］。采用Ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ技术结合Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｒａｎｋｅｒ
ｓｅｒｖｅｒ （ｈｔｔｐ：／ ／ ｄｉｓｔｉｌｌｄｅｅｐ. ｕｃｄ. ｉｅ ／ ＰｅｐｔｉｄｅＲａｎｋｅｒ ／）数
据库对鉴定出的２０条多肽进行活性预测，结果表
明，８ 条寡肽ＨＦＳＳＬ、ＳＷＰＦＧＥＳＲ、ＲＰＦＮＬＦＨＫ、
ＤＷＬＤＧＲ、ＱＮＩＧＤＰＲ、ＥＩＤＶＦＮＰＲ、ＦＡＤＹＮＰＲ 和
ＤＰＩＬＲ的预测值超过０. ４表明具有潜在的抗氧化
性［２０］。此外，这８条抗氧化肽都含有芳香族氨基酸
（Ｆ、Ｙ或Ｗ）、支链氨基酸（Ｌ、Ｖ和Ｉ）、脯氨酸（Ｐ）和
精氨酸（Ｒ）。其中，芳香族氨基酸尤其是酪氨酸和色
氨酸具有较强的给出质子能力，因此有较强的抗氧
化性［１９］；精氨酸所含胍基和脯氨酸所含亚氨基都可
以快速猝灭孤对电子［３０］，而支链氨基酸属于疏水性
氨基酸，可以显著抑制油脂自氧化反应［３０］。因此，这
些多肽的氨基酸组成特点是ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ａ和
ＭＢＧ －２Ｈ － ３ － ｂ具有较强抗氧化性的主要原因。
然而，这些多肽的抗氧化性还需要进一步研究。
２． ８　 抗氧化性验证

采用固相合成法对从ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ａ和ＭＢＧ －
２Ｈ －３ － ｂ中鉴定的活性寡肽ＨＦＳＳＬ等进行合成，合
成后的寡肽进行抗氧化性验证。

由表８中可见，合成的８条寡肽（ＨＦＳＳＬ、ＳＷＰＦ-
ＧＥＳＲ、ＲＰＦＮＬＦＨＫ、ＤＷＬＤＧＲ、ＱＮＩＧＤＰＲ、ＥＩＤＶＦＮ-

ＰＲ、ＦＡＤＹＮＰＲ和ＤＰＩＬＲ）均显示出较好的抗氧化性。
ＨＦＳＳＬ等８条寡肽的亚铁离子络合能力均高于ＢＨＴ
（Ｐ ＜ ０. ０５），其中ＤＷＬＤＧＲ和ＥＩＤＶＦＮＰＲ的亚铁离
子络合能力最高，这是因为这３条寡肽中富含谷氨
酸（Ｇｌｕ，Ｅ）和天冬氨酸（Ａｓｐ，Ｄ）。天冬氨酸和谷氨
酸为酸性氨基酸，含有γ －羧基，与亚铁离子具有很
强的螯合能力［７］，因此ＤＷＬＤＧＲ和ＥＩＤＶＦＮＰＲ表现
出很高的亚铁离子络合能力。除ＤＰＩＬＲ外，其余７
条寡肽对羟基自由基的清除能力均显著高于ＢＨＴ
（Ｐ ＜ ０. ０５）；而ＳＷＰＦＧＥＳＲ、ＲＰＦＮＬＦＨＫ、ＱＮＩＧＤＰＲ、
ＥＩＤＶＦＮＰＲ和ＦＡＤＹＮＰＲ对ＡＢＴＳ ＋·的清除能力均
显著高于ＢＨＴ（Ｐ ＜ ０. ０５）。此外，ＳＷＰＦＧＥＳＲ、ＱＮＩＧ-
ＤＰＲ、ＦＡＤＹＮＰＲ和ＤＷＬＤＧＲ还表现出较高的超氧
根离子自由基清除能力。这是因为ＳＷＰＦＧＥＳＲ、ＦＡ-
ＤＹＮＰＲ和ＥＩＤＶＦＮＰＲ等寡肽富含苯丙氨酸（Ｆ）、酪
氨酸（Ｙ）、精氨酸（Ｒ），丝氨酸（Ｓ）和脯氨酸（Ｐ）。苯
丙氨酸和酪氨酸的酚羟基具有良好的抗氧化性，可
以快速猝灭自由基，而丝氨酸的侧链羟基，也是良好
的自由基猝灭剂［１５，２９］；精氨酸所含胍基和脯氨酸所
含亚氨基都可以快速猝灭孤对电子［３０］，因此，这些寡
肽表现出良好的羟基自由基和ＡＢＴＳ ＋·清除能力。
ＲＰＦＮＬＦＨＫ、ＨＦＳＳＬ和ＦＡＤＹＮＰＲ表现出较强的还原
力，这与它们所含组氨酸（Ｈ）、苯丙氨酸（Ｆ）和丝氨
酸（Ｓ）有关。组氨酸的咪唑基、苯丙氨酸的酚羟基和
丝氨酸的侧链羟基都具有很强的提供质子能力［１７］，
因此ＲＰＦＮＬＦＨＫ、ＨＦＳＳＬ和ＦＡＤＹＮＰＲ具有很强的还
原力。从ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ａ和ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ｂ中鉴
定出的８条寡肽均有较好的抗氧化性，其中，ＲＰＦＮ-
ＬＦＨＫ、ＦＡＤＹＮＰＲ、ＳＷＰＦＧＥＳＲ和ＥＩＤＶＦＮＰＲ的自由
基清除能力、亚铁络合能力和还原力均很高，可以开
发为抗氧化多肽。然而，这些多肽的体内抗氧化性
还需要进一步研究。

表８　 ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ａ ａｎｄ ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ｂ中活性寡肽的抗氧化性验证

氨基酸序列 ＡＢＴＳ ＋·
清除率／ ％

亚铁离子
络合率／ ％

羟基自由基
清除率／ ％

超氧根离子
自由基清除率／ ％ 还原力

ＨＦＳＳＬ ４５． １２ ± １． １４ｆ ８２． １２ ± １． ３７ｂｃ ８９． ７６ ± １． ５５ｂ ０． ００ ± ０． ００ｆ ０． ３４５ ± ０． ０１７ｃ
ＳＷＰＦＧＥＳＲ ７５． １８ ± １． ５６ｃｄ ８０． ７７ ± ２． ８７ｃ ９２． ５５ ± ０． ６２ｂ ７４． ６７ ± ２． ４３ａｂ ０． １９８ ± ０． ０２２ｆ
ＲＰＦＮＬＦＨＫ ９２． ４８ ± ３． ３７ａ ５１． ０５ ± ０． １２ｆ ９９． ４７ ± ５． ５５ａ １９． ２２ ± ０． ２７ｅ ０． ４２６ ± ０． ０１１ａ
ＤＷＬＤＧＲ ３７． ２５ ± ２． ００ｇ ９３． ４８ ± ０． ７２ａ ９７． ６２ ± ３． ６６ａ ７０． ００ ± １． ７９ｂ ０． ２３８ ± ０． ０３４ｅ
ＱＮＩＧＤＰＲ ７９． ３４ ± ４． ０１ｃ ７１． ８５ ± ３． ３６ｄ ９５． ００ ± ２． ００ａｂ ８１． ３５ ± ３． ２５ａ ０． １４９ ± ０． ０２５ｇ
ＥＩＤＶＦＮＰＲ ８６． ５４ ± ３． １９ｂ ９０． ０５ ± ２． １４ａ ９２． ７９ ± ４． ２４ｂ ４６． ０９ ± ２． ５４ｃ ０． ２８５ ± ０． ０１７ｄ
ＦＡＤＹＮＰＲ ８８． ４６ ± １． １７ｂ ６０． ４４ ± ３． ６８ｅ ９９． ６７ ± ０． ０９ａ ７９． ０５ ± ３． ４５ａ ０． ３８９ ± ０． ０２９ｂ
ＤＰＩＬＲ ５８． ４６ ± ０． ３２ｅ ８５． ７６ ± ４． ０４ｂ ７９． ５４ ± ３． ３６ｃ ０． ００ ± ０． ００ｆ ０． ２７６ ± ０． ０１１ｄ
ＢＨＴ ６５． ０４ ± ２． ７６ｄ ４０． ３３ ± １． ６７ｇ ７７． ３１ ± ０． ８５ｃ ３４． ５５ ± ０． １２ｄ ０． ３５３ ± ０． ０２３ｃ

　 　 注：表中寡肽与ＢＨＴ的测试质量浓度均为１００ μｇ ／ ｍＬ；表中同一列不同小写字母代表显著性差异（Ｐ ＜ ０. ０５）。

９８
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３　 结论
本研究通过单因素结合正交实验，确定酶解小

米糠谷蛋白－ ２的最佳蛋白酶为风味蛋白酶，而最佳
酶解工艺条件为５５ ℃、ｐＨ ６. ０、酶用量３. ５ ｇ ／ １００ ｇ
和酶解２ ｈ。在此条件，ＭＢＧ － ２Ｈ的ＡＢＴＳ ＋·清除
率为９３. １４％，水解度为１５. ９６％。ＭＢＧ －２Ｈ依次经
过Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ －２５和Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ －１５凝胶色谱分离
后，得到ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ａ和ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ｂ这２
个多肽组分，其中ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ａ对ＡＢＴＳ ＋·与超
氧根离子自由基的清除能力高于ＭＢＧ － ２Ｈ － ３ － ｂ
和ＢＨＴ；而ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ｂ具有较强的还原力。同
时分别从ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ａ和ＭＢＧ －２Ｈ －３ － ｂ中鉴
定出８、１２个寡肽，这些寡肽由５ ～ １０个氨基酸残基
构成，分子质量分布在６１０. ４５ ～ １ ０５７. ５８ ｕ之间。
ＨＦＳＳＬ等８条多肽具有较高的羟基自由基清除能
力、亚铁离子络合能力、ＡＢＴＳ ＋·清除能力和还原
力；其中ＲＰＦＮＬＦＨＫ、ＦＡＤＹＮＰＲ、ＳＷＰＦＧＥＳＲ和ＥＩＤ-
ＶＦＮＰＲ的抗氧化性最高。小米糠谷蛋白－ ２的多肽
组分具有开发为新型天然抗氧化肽的潜力。
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