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摘　要　探索蒙古绵羊脾蛋白的最佳酶解条件 ,确定最具抗氧化活性的脾肽及其分子质量。将不同饱和度硫酸铵

沉淀制得的脾蛋白分别经胰蛋白酶、木瓜蛋白酶及二者混合物 (质量比 1∶1 ,下称酶混合物)水解制得脾肽 ,经 G225

柱层析分离后 ,电泳确定脾肽分子质量。分别在非脂质的 DPPH·和·OH体系 ,及脂质的卵磷脂和猪油体系中对制

得的脾肽进行体外抗氧化活性试验 ,结果表明 :60 ℃,p H710 ,酶混合物添加量 510 % (质量分数) ,515 h为最佳酶解

条件。饱和度为 60 %的硫酸铵沉淀制得的脾蛋白电泳条带最多 ,此脾蛋白经酶混合物水解后 ,柱层析分离得到

F1、F2、F3、F4 4个峰区 ,其中 F3 (分子质量 6 ku)的脾肽在非脂质体系中清除·OH的作用显著 ( P < 0101) ,且随剂量

的增加对非脂质体系中 DPPH·的清除能力增强。在脂质的卵磷脂体系中小分子质量脾肽在浓度较低时对 TBARS

仍有显著抑制作用 ( P < 0105) ,但随着浓度的增大 ,层析后不同脾肽对其抑制作用不尽相同。在猪油体系中 ,小分

子质量脾肽均表现出一定的抗氧化活性 ( P < 0105) ,且随着浓度的增加抗氧化活性不断增强。脾肽的抗氧化性具

有广谱性。
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Preparation of spleen polypeptide s of mongolian sheep through

enzymatic hydrolyzation and it s antioxidant ability in vitro
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(11Food science and Engineering College of Inner Mongolia Agriculture University , Huhhot 010018 , China ;21Biology Engineering College of

Inner Mongolia Agriculture University , Huhhot 010018 , China ; 31Beijing Nabisco Foods Limited , Beijing 100053 , China)

Abstract　The purpos e of the s tudy was to explore the best condition under which the Mongolian Sheep spleen polyp ep2
tides were produced through enzymatic hydrolysis and to identify its antioxidant characteris tics as well as its corre2
sponding molecular weight . Spleen protein s amples , precipitated by ammonium s ulfate at different uns aturated levels ,

were hydrolyzed with trypsin , p ap ain , and a mixture of both (in the ratio of 1 to 1) , resp ectively. The yielded polyp ep2
tides s olutions were fractionated with G225 column chromatography and analyzed with electrophoresis to identify its

molecular weight . The inhibitory effect of the polyp eptides on auto2oxidation was tes ted in vitro with 1 , 12Diphenyl222
picrylhydrazyl (DPPH·) and ·OH in non2lipos ome system and with phosphatidylcholine in lipos ome system and swine

lard system. The res ults showed that the optimal condition for the hydrolysis develop ed five and half hours after the

510 % dos age of the enzyme mixture was added at a temp erature of 60 ℃and a pH value of 710 (mass fraction , ration

of trypsin to p ap ain in the mixture is 1 to 1) . We als o found that spleen protein precipitated with 60 % uns aturated am2
monium s ulfate displayed more s trip es of fractions than thos e precipitated at other levels . This spleen protein was hy2
drolyzed in a mixture of trypsin and p ap ain and fractionated. Four p eaks of fractions , F1 , F2 , F3 , and F4 , were detect2
ed . Among them F3 (molecular weight of 6 ku) inhibited the development of ·OH significantly ( P < 0101) in the non2lipo2
s ome system and DPPH·s cavenging cap ability grew stronger as the dos age increas ed. In the phosphatidylcholine lipo2
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s ome system , the low2molecular2weight spleen polyp eptides in a small dos age could inhibit the thiobarbituric acid reac2
tive s ubstances ( TBARS) effectively ( P < 0105) . But as the dos age increas ed , fractionated spleen polyp eptides had

different effects on inhibiting TBARS in the lipos ome system. In the swine lard system , the small molecular weight

demonstrated antioxidative activity ( P < 0105) and the antioxidative activity s trengthened as the dos age increas ed.

The anti2oxidative prop erty of spleen polyp eptides can be generalized on a bigger s cale .

Key words　spleen protein ; enzymatic hydrolysis ; spleen polyp eptides ; antioxidation in vitro

　　据农业部畜牧兽医局统计 ,2004年我国牛羊猪

饲养量已达到 87 060 万头 (只) ,可获得脾脏 44

万 t ,这个数字相当于内蒙古 2003 年的羊肉产量。

我国大多数居民没有食用动物脾脏的习惯 ,脾脏被

大量遗弃 ,造成资源的极大浪费。动物脾脏含有的

多种生物活性成分 ,对于医学、药物学、食品科学和

化妆品的开发均有重要价值。我国中医学常将动物

脾脏作为药方的成分治疗某些疾病。国内外已有关

于分离提纯脾脏有效成分用于疾病治疗的报道 :

Borghard等从猪脾脏中提取脾肽 ,用于患者头部和

颈部肿瘤的支撑性治疗[1 ] ;苏秀兰等从羊脾脏中提

取的体内诱导的抑癌因子[2 ] ,对人胃癌细胞及乳腺

癌细胞的增殖具有明显抑制作用。脾脏作为机体免

疫器官 ,可能存在多种功能因子 ,一些具有特殊功能

的物质尚有待于开发。包斌等[3 ]采用超滤法分别

得到分子质量超过 100和 3 ku的脾蛋白提取液 ,并

证实其在卵黄和亚油酸模拟体系中具有抗氧化性。

此前从动物脾脏中提取抗氧化因子的相关研究未见

报道。酶法可较超滤分离法缩短提取时间 ,且提取

纯度高 ,广谱性、抗氧化性强 ,故本研究采用酶法 ,旨

在探索蒙古绵羊脾蛋白的最佳酶解条件 ,分离最具

抗氧化活性的脾肽 ,并确定其相对分子质量 ,分析该

脾肽在体外非脂质和脂质模拟体系中的抗氧化特性

和影响因素 ,拟为绵羊脾脏多肽的工业化制备提供

理论依据。

1　试验材料与方法

111　酶法试验

11111　材料、试剂与主要仪器设备

1)材料。蒙古绵羊脾脏 (采集于呼和浩特市屠

宰加工现场) , - 80 ℃条件下冷冻备用。

2)主要试剂。胰蛋白酶 (5 000 U/ mg ) 、G225

葡聚糖凝胶、木瓜蛋白酶 (15～30 U/ mg) 、二苯代苦

味酰基自由基 (DPPH·) 、十二烷基磺酸钠、脲、过硫

酸铵、丙烯酰胺、N ,N2甲叉双丙烯酰胺、三 (羟甲基)

甲基甘氨酸 ( Tricine) ,购自 Sigma公司 ;四甲基乙二

胺 ( TEMED ) 、低分子质量蛋白标准品、胰岛素 ,购

自上海西宝生物科技有限公司。

3)主要仪器与设备。721 型分光光度计、G225

葡萄糖凝胶柱、层析系统 ( L KB2023 ) 、冻干机

( KARL . KOLB 型 ) 、低温高速离心机 ( SCR20BC

型) 、Bio2Rad小型垂直式电泳附件模具和日立 8352
50型氨基酸自动分析仪。

11112　方法　

1)羊脾脏蛋白的制备。取定量绵羊脾脏 ,去掉

外表脂肪、表皮及皮下筋膜 ,加入 10 ℃、与绵羊脾脏

体积比为 1∶1的蒸馏水 ,手动匀浆 ,按照 V (乙醚)∶

V (匀浆) = 4∶1加入乙醚 ,在常温下密封抽提 2 h脱

脂 ,分离得到脱脂脾脏匀浆 ,回收乙醚。将脱脂脾脏

匀浆以 4 000 r/ min离心 20 min ,取上清液。用不同

饱和度 (25 %、40 %、60 %、80 %、95 %)的硫酸铵溶液

沉淀蛋白 ,室温静置 15 min ,离心 ,透析 ,SDS2PA GE

检查沉淀情况。

2)脾肽的酶法制备。将所有脾脏蛋白调制成

67 mg/ mL 溶液 ,p H710 ,水浴温度 55 ℃,加酶量 5 %

(质量分数 ,分别为胰蛋白酶、木瓜蛋白酶和质量比

1∶1的二者混合物 (下称酶混合物) ) ,保温搅拌 ,不

断加入 NaOH 溶液 (1 mol/ L ) ,使 p H 稳定。515 h

后 ,沸水浴加热 10 min ,终止水解反应。4 ℃条件

下 ,以 4 000 r/ min离心酶解液 15 min ,取上清液 ,纱

布过滤。

3)脾肽的分离纯化与鉴定。采用 Tricine2SDS2
PA GE 方法测定酶解液多肽分子质量 [4 ] , 选用

Sephadex G225型凝胶分离脾脏多肽并电泳鉴定 ,将

分离得到的样品冷冻干燥。

112　体外抗氧化试验

11211　材料　试验材料包括 :羊脾脏多肽冻干粉、

铁氰化钾、三氯化铁、三氯乙酸 ( TCA) 、已二胺四已

酸 ( ED TA) 、22脱氧核糖 (DR) (购自 Fluka) 、硫代巴

比妥酸 ( TBA) 、DPPH·、二丁基羟基甲苯 (BHT) 、猪

油、淀粉、柠檬酸、抗坏血酸 (VC)和蛋黄卵磷脂 (北

京双旋制品) 、1 ,1 ,3 ,32四已氧基丙烷 ( TEP) (购自
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Sigma公司) 。

11212　方法

1)脾肽清除·OH 效果测定。按照 Halliwell[5 ]

的方法进行。每个试样做 3个平行 ,取平均值。

2)脾肽清除 DPPH·能力测定。DPPH·在乙醇

中呈紫色 ,于 517 nm处有强吸收 ,加入抗氧化剂后 ,

其褪色程度可反映抗氧化剂对自由基的清除能力。

将 DPPH·用无水乙醇配成 615 ×10 - 4 mol/ L 的溶

液 ,冰箱存放 ,用时稀释为 615 ×10 - 5 mol/ L。将 2

mL DPPH·有机溶液加入到 2 mL 提取液中 ,30 min

后在 517 nm处测定吸光度 ,每个试样做 3 个平行 ,

取平均值。

3)卵磷脂体系脾蛋白及脾肽的抗氧化效果。

a.卵磷脂脂质体的制备[6 ]。将 5 mL 甲醇加入

4 mL 含有卵磷脂的氯仿溶液 (5 mg/ mL)中 ,在旋转

蒸发器上 (50 r/ min ,水浴 45 ℃)用油泵抽真空 ,旋

转蒸发 30 min除去溶剂 ,得到均匀分散的卵磷脂薄

膜 ,加入 4 mL 磷酸缓冲液 ,卵磷脂薄膜缓慢溶解 ,

摇匀 ,得白色乳状脂质体溶液。

b. TBA 测定。反应混合物 (终反应体积 110

mL)含 315 mg 卵磷脂脂质体、1 000 ×10 - 6 VC及

FeCl3。分别加入脾肽或去离子水 ,37 ℃反应 30 min

后 ,加入 20μL 质量分数 2 %的BHT后终止反应 ,防

止后加热过程造成的脂类氧化。1 mL 反应体系加

入 2 mL TBA 贮备液 ,沸水浴 95～100 ℃,发色 15

min ,冷却 10 min ,5 500 r/ min 离心 20 min ,取上清

液在 532 nm比色 ,定量。

4)猪油体系脾肽的抗氧化效果。分别取 100、

200μL 的脾肽溶液 (67 mg/ mL ) ,加入 5 g 自制猪

油 ,搅拌均匀 , (70±1) ℃恒温水浴 ,测定前于紫外灯

下照射 40 min ,测定猪油过氧化值 ( POV) ,同时取 5

g自制猪油做对照。每个试样做 3 个平行 ,取平

均值。

2　试验结果

211　酶法试验

21111　不同硫酸铵饱和度下脾脏蛋白的电泳结果

　采用 15 % (质量分数 ,下同)的分离胶进行电泳

时 ,随着硫酸铵饱和度的增加 ,脾脏蛋白中小分子质

量蛋白增多 ,60 %饱和度硫酸铵沉淀的脾脏蛋白电

泳条带最多 ,分子质量大多低于 100 ku (图 1) 。

L x为不同硫酸铵饱和度下的绵羊脾脏蛋白 ,下标为硫酸

铵饱和度 ,下同 ;Maker为标准低分子质量蛋白

图 1　不同( NH4) 2SO4 饱和度下绵羊脾脏

蛋白电泳图
Fig. 1 　Electrophoretogram of spleen protein precipitated in

solutions of ( NH4 ) 2 SO4 at different concentration

levels

21112　不同硫酸铵饱和度下脾脏蛋白酶解后的电

泳图谱分析 　不同 (N H4) 2SO4 饱和度下沉淀的脾

脏蛋白 ,酶解后利用 15 %分离胶进行电泳 ,大分子

质量蛋白基本没有明显谱带 ,酶解后的脾肽分子质

量多集中在 1414 ku以下 (图 2) 。

图 2　不同( NH4) 2SO4 饱和度下绵羊脾脏

蛋白酶解后的电泳图谱
Fig. 2　Electropheregram of spleen protein hydrolysates pre2

cipitated in solutions of (NH4) 2 SO4 at different lev2
els of concentrations

　

21113　脾蛋白酶解液的 DPPH·测试　在理论最适

条件 (55 ℃,p H710 ,515 h ,下同)下 ,利用酶混合物

进行酶解 ,加酶量 5 % (质量分数 ,下同) 。经 SAS软

件分析 ,分离沉淀后的不同分子质量脾肽 (将脾肽冻

干成粉 ,配成 67 mg/ mL 的溶液)的 DPPH·吸光值

均明显低于对照组 ( P < 0105) ,且 L60酶解液明显低

于其他酶解液 ( P < 0101) 。由表 1 可以看出 ,所有

脾蛋白酶解液对 DPPH·均有一定清除作用 ,L60酶

解液清除效果最好。
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表 1　绵羊脾脏蛋白酶解液 DPPH·清除率测试结果

Table 1　DPPH·of hydrolysate solution of spleen

protein ( n = 3 , X ±s)

试样名称 添加量/μL 吸光值 DPPH·清除率/ %

对照 0. 294±0. 005

L25酶解液 300 0. 251±0. 003 3 14. 740±0. 008

L40酶解液 300 0. 221±0. 001 3 24. 717±0. 002

L60酶解液 300 0. 157±0. 003 3 3 46. 480±0. 007

L80酶解液 300 0. 250±0. 001 3 15. 080±0. 004

L95酶解液 300 0. 257±0. 001 3 12. 473±0. 005

　　注 : 3 P < 0105 , 3 3 P < 0101 ; n = 3 ,测试结果为测试值±标

准差 ( X ±s) ;下表同。

21114　酶解条件的筛选

1) 确定最佳水解酶。理论最适条件 ( 55 ℃,

p H710 ,515 h)下 ,L 60中分别加入胰蛋白酶、木瓜蛋

白酶、酶混合物对脾蛋白进行水解 ,可以看出 ,酶混

合物水解度明显高于单一酶 ( P < 0105) ,DDPH·清

除率也大于单一酶 ( P < 0105) (表 2) 。

2) 确定最佳酶解时间。加酶量 5 % , 55 ℃,

p H710时 ,首先根据 DPPH·清除率和水解度确定最

佳酶解时间 (表 3) 。SAS软件分析结果表明 ,加酶

量、温度、p H 不变时 ,水解时间 515 h 时水解度和

DPPH·清除率均大于其他组 ( P < 0105) ,据此将最

佳水解时间定为 515 h。

表 2　不同酶酶解绵羊脾脏蛋白 L60后的 DPPH·值

Table 2　DPPH·values of various enzymatic hydrolysates precipitated in 60 % (NH4) 2 SO4 solutions ( n = 3 , X ±s)

试　样 添加量/μL 吸光值 DPPH·清除率/ % 水解度/ %

对照 0. 253±0. 014

木瓜蛋白酶酶解液 450 0. 080±0. 005 68. 83±0. 020 b 42. 34±0. 005 b

胰蛋白酶酶解液 450 0. 085±0. 004 67. 87±0. 008 b 34. 86±0. 002 b

胰蛋白酶 +木瓜蛋白酶酶解液 450 0. 071±0. 002 72. 47±0. 008 a 51. 76±0. 003 a

　　 　注 :将 L 60不同酶解液冻干成粉配成 67 mg/ mL 的溶液 ;同列不同字母表示数据间差异显著 ( P < 0105) ,下表同。

表 3　不同酶水解时间对 DPPH·清除率及水解度的影响

Table 3　Effects of reaction time on DPPH·and extent of hydrolysis

试验号
因　素 衡 量 指 标

水解时间/ h 温度/ ℃ p H 加酶量/ % w (总氮) / % w (游离氮) / % 水解度/ % DPPH·清除率/ %

1 4. 5 55 7. 0 5 1. 134 1 0. 386 3 34. 04 b 18. 383 b

2 5. 5 55 7. 0 5 1. 082 3 0. 562 7 51. 76 a 25. 510 a

3 6. 5 55 7. 0 5 1. 178 9 0. 423 8 35. 78 b 19. 741 b

　　3)确定最佳酶解条件。温度、p H、加酶量都可

能影响酶解效果 ,所以采用三因素三水平试验设计

(表 4) 。经 SAS软件分析可知 ,A、B、C、A ×B、A ×

C、B ×C、A ×B ×C之间的水解度差异均显著。A、

B、C不同水平组合下 ,以 A3B2C2 组合水解度均值

最高。B、C、A ×B、A ×C、A ×B ×C 之间的 DPPH·

清除率差异均显著。A3B2C2组合DPPH·清除率占

所有组合的第 7 位 ,将其与前 6 组合 A1B3C2、

A2B1C2、A2B2C3、A3B1C3、A3B2C3、A3B3C1 进行

SAS软件分析 ,由结果可知 ,此 7组合的差异均不显

著 ;因此 ,综合水解度可确定 A3B2C2为最佳酶解条

件 ,即温度 60 ℃,p H710 ,加酶量 510 %。对水解度

进行逐步回归分析 :第 1 步引入温度 ,差异极显著

( P < 0101) ;第 2步引入 p H ,差异显著 ( P < 0105) ;

最后引入加酶量 ,差异不显著。从此结果可知 ,温度

表 4　蛋白酶水解度影响因子与试验水平

Table 4　Factors and Levels

　影响因子
试验水平

1 2 3

A　温度/ ℃3 3 50 55 60

B　p H 3 6. 5 7. 0 7. 5

C　加酶量/ % 3 4. 5 5. 0 5. 5
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是影响蛋白水解度的主要因子 ,其次为 p H ,加酶量

对水解度影响不明显。

21115　脾肽的分离纯化与鉴定

1)脾肽的分离纯化。在最佳酶解条件下获得

L60酶解液 ,用 G225柱层析对酶解液进行分离纯化 ,

λ= 280 nm ,结果见图 3。可以看出 ,L60酶解液经柱

层析分离得到 4个峰 ,收集其样品 ,冻干机中冻干。

图 3　最佳酶解液 L60的层析图谱
Fig. 3 　Column chromatography of the optimal enzymatic

hydrolysis solution.

2) L60酶解液与 4 个峰冻干物质的 Tricine2
SDS2PA GE电泳结果。从图 4可以看出 , F4 没有明

显谱带 ,可能是样品量不足造成的。根据已知标准

物的分子质量和相对迁移率可知 ,F3 分子质量大致

为 6 ku。

1为胰岛素 ;M为标准分子质量蛋白 ;2为 L60酶解液

图 4　酶解液与 4个峰冻干物质的电泳图谱
Fig. 4　Electropheregram of lyophilised substance

related to the four peaks of the enzymatic
hydrolysis solution

3) F1、F2、F3、F4抗氧化活性的确定。在脾肽溶

液质量浓度相同 (0105 g/ mL)的条件下 ,F1 和 F2 对

DPPH·有微弱的清除作用 (表 5) , F3 的DPPH·清除

率与 F1、F2和 F4差异均显著 ( P < 0101) ,而且 F3的

产率较高 ,为白色絮状物。F4 虽然也有相对较高的

DPPH·清除率 ,但产率较低。

212　体外抗氧化试验

21211　不同浓度脾蛋白和脾肽 ( F3)对·OH的清除

作用　22脱氧核糖溶液在·OH作用下可发生明显

降解[7 ] ,降解产物与 TBA 起显色反应 ,在λ= 532

nm处有显著光吸收。脾脏蛋白和脾肽 F3在试验添

加量 (10～200μL)范围内对·OH均有清除作用 (表

6) ,且随添加量的增加清除作用增强。根据 SAS软

件分析 ,脾肽 F3 比脾脏蛋白的清除作用显著 ( P <

0101) ,说明抑制羟基自由基的成分应是分子质量较

小的肽。

表 5　F1、F2、F3、F4 对 DPPH·的清除作用

Table 5　Scavenging rate of DPPH·by F1 , F2 , F3 and F4 re2
spectively ( n = 3 , X ±s)

试样名称 添加量/μL 吸光值 DPPH·清除率/ %

对照 0. 288±0. 003

F1 200 0. 274±0. 005 4. 979±0. 017 3

F2 200 0. 271±0. 012 5. 902±0. 043 3

F3 200 0. 237±0. 005 18. 173±0. 016 3 3

F4 200 0. 259±0. 007 10. 116±0. 027 3 3

　　注 :4峰值样品冻干粉质量浓度 0105 g/ mL。

表 6　不同添加量脾蛋白和脾肽( F3)对·OH的清除作用

Table 6　Scavenging rate of ·OH by the solution of spleen pro2
tein and polypeptides ( F3 ) at different levels of con2
centrations ( n = 3 , X ±s)

试样名称
添加量/

μL
吸光值 ·OH清除率/ %

空白 0. 049 0±0. 002 9

对照 1. 888 5±0. 007 5

脾肽 ( F3)

10 0. 667 5±0. 004 5 67. 25±0. 002 3 3

50 0. 564 5±0. 037 5 72. 70±0. 019 3 3

100 0. 525 0±0. 039 0 74. 79±0. 020 3 3

200 0. 468 0±0. 031 0 78. 20±0. 016 3 3

未酶解的脾

蛋白 (L60)

10 1. 557 5±0. 059 0 20. 12±0. 031 3

50 1. 529 0±0. 020 0 21. 89±0. 010 3

100 1. 410 0±0. 010 0 27. 93±0. 005 3

200 1. 131 0±0. 025 0 42. 71±0. 013 3

　　注 :ρ= 67 mg/ mL ;空白无 22脱氧核糖 ,对照有 22脱氧核糖。

21212　脾肽 ( F3)清除 DPPH·能力的测定　根据表

7结果 ,随着脾肽添加量的增加 (起始质量浓度 011

g/ mL) ,其 DPPH·清除率增加 ,且清除率与对照相

比差异均显著 ( P < 0101) 。

21213　食品模拟体系下脾肽的抗氧化效果

1)卵磷脂体系中脾肽的抗氧化效果。从表 8

可以看出 ,F2、F3的添加量为300μL时 ,对TBARS基
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表 7　不同添加量脾肽( F3)对 DPPH·的清除作用

Table 7　DPPH·values of spleen polypeptides at different lev2
els of concentrations ( n = 3 , X ±s)

试样名称 添加量/μL 吸光值 DPPH·清除率/ %

对照 0. 252±0. 008

脾肽 100 0. 158±0. 002 37. 17±0. 011 3 3

脾肽 150 0. 097±0. 019 61. 51±0. 039 3 3

脾肽 200 0. 071±0. 009 71. 96±0. 036 3 3

本上没有抑制作用 ,但添加量为 100μL 时 ,对

TBARS的抑制作用显著。F4 的添加量为 100、300

μL 时 ,对 TBARS均有显著抑制作用 ,且随着添加

量的增大 ,脾肽抑制脂质体中 TBARS形成的作用

也增强。可见相同体系下 ,不同添加量的同种抗氧

化剂的活性不尽相同。

表 8　F2、F3、F4 与 VC的 TBA测试结果

Table 8　TBA values of F2 , F3 , F4 and VC

样品 添加量/μL 吸光值 TBARS值 抑制率/ %

对照 0. 333 0. 156 28

F2

100 0. 267 0. 125 30 19. 82 d

300 0. 319 0. 149 71 4. 20

F3

100 0. 262 0. 122 96 21. 32 c

300 0. 341 0. 160 03

F4

100 0. 237 0. 111 22 28. 83 b

300 0. 228 0. 107 00 31. 53 a

VC 300 0. 352 0. 165 19

　　2)猪油体系中脾肽的抗氧化效果。由表 9可以

看出 ,在猪油体系中 ,F2 在添加量 100、200μL 时均

没有很强的抗氧化活性 ,而 F3、F4在添加量100、

表 9　猪油体系脾肽的 POV值

Table 9 　POV value of spleen polypeptides in the system of

swine lard

样品
添加量/

μL

POV值/ %

1 d 3 d 4 d 5 d 7 d

对照 6. 44 7. 21 8. 24 9. 28 12. 60

F2

100 5. 76 6. 44 6. 94 9. 12 12. 64

200 5. 80 6. 80 7. 52 8. 44 10. 80

F3

100 4. 48 4. 92 5. 32 6. 24 9. 20 a

200 4. 72 4. 84 5. 04 5. 36 6. 52 b

F4

100 4. 40 4. 84 5. 16 5. 28 6. 08 c

200 3. 20 3. 84 4. 64 5. 32 5. 96 d

200μL 时均表现出一定的抗氧化活性 ,且随着浓度

增加 ,其抗氧化活性增强 ( P < 0105) 。

3　讨　论

随着硫酸铵溶液饱和度的增大小分子质量脾蛋

白电泳谱带增多 ,饱和度 60 %的脾蛋白 L60电泳谱

带最多 (图 1) ,可能是该饱和度下溶液离子强度最

适于各种脾蛋白凝絮沉淀的缘故。此时的谱带分布

在 2011～9714 ku。此区间的大分子质量脾蛋白基

本没有呈现谱带 ,其谱带集中分布于 1414 ku 以下

区域 (图 2) ,说明经酶处理后大分子质量脾蛋白被

水解成小分子质量的脾肽。

酶水解后的脾蛋白硫酸铵溶液 DPPH·吸光值

F检验结果表明 ,L60酶解溶液对 DPPH·的清除率

较高 ,与其他硫酸铵饱和度溶液相比差异极显著

( P < 0101) ,这个结果证实了分子质量小于 1414 ku

的脾肽的抗氧化活性 ,表明研究 L60溶液是极具意

义的。

最佳酶解条件试验结果表明 ,相同酶添加量条

件下 ,胰蛋白酶和木瓜蛋白酶混合物 (质量比 1∶1)

对脾蛋白的水解度和 DPPH·清除率都显著高于单

一酶 ( P < 0105) 。这可以解释为单一酶总是选择切

割脾蛋白肽链的特定部位 ,其切割点数量少 ,而酶混

合物可实现多点切割 ;因此在相同条件下后者得到

的脾肽数远远高于前者 ,清除 DPPH·的能力和水解

能力也自然高于前者。影响酶水解的因素中 ,温度

的影响显著大于 p H和酶添加量 ( P < 0101) 。这是

由于硫酸铵溶液是酸性溶液 ,而木瓜蛋白酶和胰蛋

白酶是酸性酶 ,对 p H的变化呈现一定的“惰性”。

最佳酶水解条件下对 L60酶解液进行柱层析分

离 ,得到峰区 F1、F2、F3、F4 (图 3) ,这 4 个峰区洗脱

得到的冻干物质电泳分析结果 (图 4)表明 ,516 ku

上方有 1条明显的 F3分布谱带 ,该谱带的分子质量

确定为 6 ku。F3、F4对 DPPH·的清除作用呈极显著

水平 ( P < 0101) (表 5) ,且 F3 对羟基自由基的清除

作用极显著 ( P < 0101) (表 6) ,说明抑制羟基自由基

成分的应该是分子质量较小 (6 ku)的肽。在清除

DPPH·方面 ,F3脾肽随着添加量的增加表现出显著

的清除能力 ( P < 0101) (表 7) 。

抗氧化试验结果表明 ,猪油体系中 F2脾肽添加

量由 100μL 增加到 200μL 时无明显抗氧化活性 ,

而 F3、F4随添加量的增加表现出明显的抗氧化活性

( P < 0105) (表 9) 。卵磷脂体系中当 F2 和 F3 脾肽
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添加量为 300μL 时对 TBARS基本没有抑制作用 ,

但添加量为 100μL 时对 TBARS 抑制作用显著

( P < 0105) ;而 F4在添加量为 100和 300μL 时均有

显著抑制作用 ( P < 0105) ,且随着添加量的增加

TBARS降低。出现这种不规律变化的原因在于卵

磷脂体系较羟基和 DPPH·溶液体系复杂 ,除含有磷

脂外 ,还含有油酸、亚油酸、亚麻酸及花生四烯酸等

多种不饱和脂肪酸 ,双键的位置、数量、氧化途径差

异很大。此现象其他文献也有报道[8 ]。文献 [ 3 ]报

道分子质量 3～100 ku的脾脏提取液在亚油酸体系

和卵黄脂蛋白体系中均有明显抗氧化性 ,本研究中

最具抗氧化活性的 F3脾肽的分子质量为 6 ku ,位于

上述范围之内 ,这说明文献[ 3 ]报道的脾脏提取液可

能是 F3脾肽。以 F3为代表的小分子质量脾肽表现

出的显著的抗氧化活性 ( P < 0105)和抗氧化的广谱

性 ,与脾脏的生理特性相关。脾脏是哺乳动物最大

的外周淋巴器官 ,也是含铁量最高的脏器[9 ]。在脾

脏中铁以血红素铁的方式同蛋白 (主要是胶原蛋白)

结合 ,脾脏离体后 ,铁只能由 Fe2 +向 Fe3 +转变 ,此时

会释放出大量电子 ,这些电子很容易同周围游离的

各种自由基结合而被还原 ,失去氧化活性。这也许

是脾脏具有广谱性抗氧化作用的主要原因。

4　结　论

1)最佳酶解条件为 60 ℃,p H710 ,胰蛋白酶和

木瓜蛋白酶混合物 (质量比 1∶1)加酶量 510 % (质量

分数) ,酶解 515 h。

2)非脂质的 DPPH·和羟基自由基体系中最具

抗氧化活性的脾肽 ( F3)分子质量为 6 ku。在脂质的

卵磷脂体系中 ,添加量较低时小分子质量脾肽均对

TBARS有显著抑制作用 ( P < 0105) ,但随着添加量

的增大 ,层析后不同脾肽抑制脂质体中 TBARS的

作用也不尽相同。在猪油体系中 ,小分子质量脾肽

均表现出一定的抗氧化活性 ( P < 0105) ,且随着添

加量的增加 ,抗氧化活性不断增强。

3)脾肽的抗氧化作用具有广谱性。
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