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酶解缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽的分离与稳定性研究
丁顺杰1，罗金凤1，丁晓雯1，黄先智2,*

（1.西南大学食品科学学院，重庆市农产品加工及贮藏重点实验室，重庆 400715；

2.西南大学蚕学与系统生物学研究所，重庆 400715）  

摘  要：目的：研究酶解缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽的分离和稳定性，为其开发应用提供基础数据。方法：超滤分

离酶解缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽，比色法测定其抗氧化能力。结果：超滤分级后得到分子质量为200～3 000 D的酶

解缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽对O2
－•、•OH、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）自由基

的IC50分别为18.85 mg/mL、3.13 mg/mL、35.23 µg/mL。该抗氧化肽经过4 h胃蛋白酶+胰蛋白酶处理前后对DPPH
自由基清除率分别为81.05%、82.26%；在pH 4、8条件下处理1 h，对DPPH自由基清除率分别为98.02%、11.80% 
（100 μg/mL）；在温度95 ℃条件下处理1 h，对DPPH自由基清除率为87.11%（100 μg/mL）；用浓度为1.0 mol/L的
NaCl处理6 h，相比对照组，对DPPH自由基清除率由51.58%下降到22.68%（60 μg/mL）。结论：超滤后得到的分

子质量为200～3 000 D的酶解缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽的抗氧化能力比酶解原液有一定提高；且在酸性、高温、脱盐

处理后对DPPH自由基的清除能力保持较好；胃肠道消化酶对其DPPH自由基清除能力的影响不显著（P＞0.05）。
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Separation and Stability of Antioxidant Peptides from Silkworm Pupa Protein by Enzymatic Hydrolysis
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Abstract: Objective: To study the separation and stability of antioxidant peptides produced by enzymatic hydrolysis of 

silkworm pupa protein with a commercial enzyme preparation. Methods: The antioxidant peptides derived from silkworm 

pupa protein were separated and purified by ultrafiltration. Their antioxidant activity was determined by colorimetry. 

Results: The antioxidant peptides with molecular weights of 200–3 000 D were obtained by ultrafiltration and their IC50 for 

superoxide anion, hydroxyl, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl hydrate (DPPH) free radical were 18.85 mg/mL, 3.13 mg/mL, 

and 35.23 μg/mL, respectively. The DPPH free radical scavenging rate of the antioxidant peptides after treatment with both 

pepsin and trypsin for 4 h was increased from an initial level of 81.05% to 82.26%. The DPPH free radical scavenging rate 

of the antioxidant peptides at a concentration of 100 μg/mL was 98.02% and 11.80% after treatment at pH 4 and 8 for 1 h, 

and 87.11% after heat treatment at 95 ℃ for 1 h, respectively. The DPPH free radical scavenging rate at a concentration 

of 60 μg/mL was reduced from an initial level of 51.58% to 22.68% after 6 h of incubation in the presence of 1.0 mol/L 

NaCl. Conclusion: The 200–3 000 D antioxidant peptides generated by enzymatic hydrolysis of silkworm pupa protein were 

capable of effectively scavenging superoxide anion and DPPH free radical and had reducing power; their DPPH free radical 

scavenging activity in an acidic environment was higher than in an alkaline environment, and was effectively maintained by 

desalination but not significantly affected by digestive enzymes or temperature.
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机体氧化产生的自由基与人体衰老及许多疾病有关[1-2]。

抗氧化肽由于其良好的抗氧化活性、低毒性、分子质量小、

易吸收等特性而成为近年来研究的热点之一[3]。我国是

世界最大的蚕茧生产国，年产鲜茧60余万 t[4]。蚕蛹是蚕
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茧缫丝后的主要副产物，其蛋白质含量丰富，占干蚕蛹

质量的45%～55%[5]。蚕蛹蛋白质含有18 种氨基酸，其

中8 种人体必需氨基酸含量占氨基酸总量的40%以上，

高于世界卫生组织与联合国粮农组织提出的参考蛋白模

式，且比例适当，是一种优质、丰富的蛋白源[6-7]。由于

缫丝蚕蛹的理化、功能性质发生了改变和特殊腥味，不

宜作为食品直接食用，因此目前缫丝蚕蛹多作为动物饲

料，使其附加值没能得到充分发挥，如何更好地开发利

用缫丝蚕蛹蛋白成为推动我国蚕桑产业发展的关键环节

之一。

近年来，利用酶工程技术将蚕蛹蛋白开发为生物活

性肽的研究时有报道[8-11]，本实验室也通过酶处理技术对

缫丝蚕蛹蛋白进行分解，得到了有较强抗氧化能力的肽

混合物。本实验采用超滤分离技术，对酶解后的缫丝蚕

蛹蛋白肽进行分离，考察得到的各组分抗氧化活性并对

它们对多种理化因素的稳定性进行评价，为缫丝蚕蛹蛋

白抗氧化肽的深入开发提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

脱脂缫丝蚕蛹蛋白：自制。将干燥的缫丝蚕蛹粉

碎，以石油醚作溶剂用索式提取器抽提12 h以去除其中的

脂肪，将剩余物干燥、粉碎而得脱脂蚕蛹蛋白粗粉。

缫丝蚕蛹蛋白水解专用酶（酶活力为105 U/g） 南宁 

东恒华道生物科技有限公司；牛血清白蛋白  上海 

伯奥生物科技有限公司；1 ,1 -二苯基 -2 -三硝基苯肼

（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）、Folin-酚  

美国Sigma-Aldrich公司；其他试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

MSM-2008实验用超滤微滤膜分离装置、HPS-3聚醚

砜卷式超滤柱、RO-1812芳香聚酰胺卷式纳滤柱 上海

摩速科学器材有限公司；SHZ-Ⅲ真空泵 上海亚荣生化

仪器厂；UV2000紫外-可见分光光度计 日本Shimadzu

公司；ALPAAI-4LIC真空冷冻干燥机  美国Sigma-

Aldrich公司；HD-5电脑核酸蛋白（紫外）检测仪、HL-2

恒流泵、CBS-A程控全自动部分收集器 上海青浦沪西

仪器厂；Elix10纯水机、Milli-Qbiocel超纯水机 美国

Millipore公司。

1.3 方法

1.3.1 缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽的制备

根据本实验室前期的研究结果，取脱脂缫丝蚕蛹蛋

白粗粉配制成7%的酶解底物，用1 mol/L的NaOH调节pH

值为7.2，按质量分数3%的加酶量加入缫丝蚕蛹蛋白水解

专用酶，53 ℃酶解4 h。酶解过程中不断滴加1 mol/L的

NaOH或HCl以维持pH值稳定。沸水浴10 min灭酶结束酶

解，流动水冷却，4 000 r/min离心15 min，收集上清液冷

冻备用。测得上清液还原力吸光度为0.75，O2
－•和DPPH

自由基清除率分别为34.54%和79.38%。

1.3.2 缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽的超滤分级

抽滤：将缫丝蚕蛹蛋白酶解液用0.45 µm有机滤

膜抽滤，去除酶解液中的大颗粒杂质。超滤：将抽滤

后酶解液上超滤分离装置进行超滤。超滤条件为压强

0.25 MPa、常温，用截留分子质量为3 000 D有机超滤膜

处理，得到分子质量大于3 000 D和小于3 000 D的超滤片

段；将后者再用截留分子质量为100～200 D的有机滤膜

处理，超滤条件为压强0.4 MPa、常温，得到分子质量为

200～3 000 D组分和分子质量小于200 D的组分。收集酶

解原液、分子质量大于3 000 D组分和200～3 000 D组分

进行真空冷冻干燥，作为抗氧化活性检测样本备用。

1.3.3 缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽抗氧化能力评价

1.3.3.1 还原力的测定

参考Oyaizu[12]的铁氰化钾还原法测定还原力。将酶

解原液、分子质量大于3 000 D和200～3 000 D的酶解组

分分别配成0.1、0.3、0.5、1.0、2、5、10 mg/mL的溶

液，同时分别配制0.005、0.01、0.03、0.05、0.1、0.2、

0.4 mg/mL的VC溶液，作为阳性对照，在700 nm波长处

测定吸光度。

1.3.3.2 超氧阴离子自由基（O2
－•）清除能力的测定

将酶解原液、分子质量大于3 000 D和200～3 000 D

组分分别配成0.5、1、2、5、10、20、30 mg/mL的溶液，

同时分别配制0.01、0.03、0.05、0.1、0.2、0.4 mg/mL 

的VC溶液，作为阳性对照。

测定方法参考文献[13-14]加以改进。吸取缫丝蚕蛹

蛋白肽稀释液1.0 mL，加入2.5 mL的0.1 mol/L Tris-HCl

缓冲溶液（pH 8.2），混匀，在25 ℃水浴保温10 min后

加入10 μL 50 mmol/L的邻苯三酚（25 ℃水浴预热），

迅速混匀并开始计时，每隔30 s在320 nm处测定吸光度

A320 nm，5 min后结束测定。作吸光度随时间变化的回归方

程，其斜率为缫丝蚕蛹蛋白酶解液对邻苯三酚自氧化速

率v2；以蒸馏水作空白对照，其斜率为蒸馏水邻苯三酚自

氧化速率v1，按照公式（1）计算O2
－•清除率，由对O2

－•的

清除率计算半数清除浓度（IC50）。

O2 /%
v1 v2 100

v1
	 （1）

1.3.3.3 羟自由基（•OH）清除能力的测定

参考文献[15-16]中的方法进行测定。将酶解原液、

分子质量大于3 000 D和200～3 000 D组分分别配成0.5、

1、2、5、10、20、30 mg/mL的溶液，同时分别配制

0.01、0.03、0.05、0.1、0.2、0.4 mg/mL的VC溶液，作为

阳性对照，由对•OH的清除率计算出其对•OH的IC50。
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1.3.3.4 DPPH自由基清除能力的测定

测定方法参考文献[17-18]加以改进。将酶解原液、分

子质量大于3 000 D和200～3 000 D组分分别配成10、20、

40、60、80、100、120、140、160、200 µg/mL的溶液，

同时分别配制1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 μg/mL 

的VC溶液，作为阳性对照。分别取3.0 mL缫丝蚕蛹蛋白

酶解液于试管中，加入3.0 mL 20 μg/L DPPH自由基溶液

（乙醇配制，避光保存）摇匀，放置30 min后在517 nm

波长处测定其吸光度。在相同反应体系下分别测定空白

对照组、样品颜色组干扰的吸光度，按照公式（2）计算

DPPH自由基的清除率，由对DPPH自由基的清除率计算

出其对DPPH自由基的IC50。

DPPH /%
A1 A3 A2 100

A1
 （2）

式中：A1为空白对照组的吸光度；A2为样品组吸光

度；A3为样品颜色组干扰的吸光度。

1.3.4 200～3 000 D的缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽稳定性检测

1.3.4.1 对消化酶的稳定性检测[19]

对胃蛋白酶的稳定性：模拟人体自然生理消化过

程，用pH 2.0 HCl-KCl缓冲液配制样品，根据样品质量，

加入质量分数1%的胃蛋白酶，在37 ℃酶解3 h，酶解

结束后在沸水浴中加热10 min终止反应，流动水冷却，

5 000 r/min离心15 min，取上清液测定其对DPPH自由基

的清除率，并做空白对照。

对胰蛋白酶的稳定性：在经过胃蛋白酶处理后的缫

丝蚕蛹蛋白抗氧化肽中加入质量分数1%的胰蛋白酶，在

37 ℃、pH 8.0条件下酶解3 h，在沸水浴中加热10 min终

止反应，流动水冷却，5 000 r/min离心15 min，取上清液

测定对DPPH自由基的清除率，并做空白对照。

1.3.4.2 对pH值变化的稳定性检测

将缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽样品分别溶于pH值为2、

4、6、8、10、12的Na2HPO4-柠檬酸缓冲溶液中配成质量

浓度为100 μg/mL的溶液，用1 mol/L HCl和1 mol/L NaOH

调节至相应pH值，用蒸馏水作对照，37 ℃保温5 h，每

1 h测定其对DPPH自由基的清除率。

1.3.4.3 对温度变化的稳定性检测

将缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽样品溶于超纯水中配成质

量浓度为100 μg/mL的测试液，置于温度分别为25、35、

45、55、65、75、85、95 ℃水浴保温3 h，室温作对照。

每30 min取样在冰水浴中迅速冷却到室温，测定其对

DPPH自由基的清除率。

1.3.4.4 对NaCl溶液的稳定性检测

将缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽样品用浓度分别为0.2、

0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 mol/L的NaCl溶液配制为60 µg/mL

的溶液，室温放置6 h，每1 h取样测定其对DPPH自由基

的清除率。以蒸馏水作对照。

1.4 数据处理

实验结果为3  次重复实验的平均值，采用Exce l 

2007、SPSS 17.0进行数据分析。

2 结果与分析

2.1 超滤分级前后酶解缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽的抗氧化

能力评价

2.1.1 超滤分级前后各组分的还原力

多项研究表明，抗氧化活性与还原力存在正相关[20-22]。

还原力可表示抗氧化物质提供电子的能力，还原能力强

的物质是良好的电子供体，可以与自由基反应，通过提

供电子使自由基变为稳定的物质，从而阻断自由基的链

式反应，为物质清除活性氧等自由基或发挥抗氧化作用

提供了可能[23]。
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图 1 超滤分离前后各组分的还原力

Fig.1 Reducing power of the hydrolysate and its ultrafiltration fractions

由图1可知，缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽超滤分离前后

各组分的还原力随着质量浓度的增加逐渐增大，存在

明显的剂量-效应关系；达到一定质量浓度后，还原力

不再增大。在质量浓度低于5 mg/mL时，分子质量为

200～3 000 D组分的还原力高于酶解原液和分子质量大

于3 000 D的组分；当质量浓度大于5 mg/mL后，酶解原

液、分子质量大于3 000 D组分和200～3 000 D组分的还

原力达到最高水平，吸光度为2.74且无显著性差异（P＞
0.05），与VC的最高还原力（A700 nm＝2.86）无显著性差

异（P＞0.05）。由此可见，在相对较低的质量浓度范围

内，超滤后分子质量在200～3 000 D组分的还原力最高。

2.1.2 超滤分级前后各组分对O2
－•、•OH、DPPH自由基

的清除能力

O2
－•是生物体系中自由基产生的根源[24-25]。人体内有

一定数量的超氧阴离子自由基存在，不发生化学变化时

对人体无害，但是一旦与羟自由基（•OH）结合后，其

产物会导致细胞DNA损坏，破坏人体功能[26]。•OH是已

知的存在于需氧生物代谢过程中的最强的氧自由基，几
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乎可以和所有的生物大分子发生不同类型的反应，其危害最

大，能够引起生物膜、蛋白质和DNA的氧化损伤，导致细胞

衰老、死亡和机体病变[22,27-28]。DPPH自由基是生物体正常代

谢中形成的，影响着各种生理活性。它们与机体老化、各种

炎症疾病、致癌作用存在一定关系[29-32]。

表 1 超滤分级前后各组分及VC对O2
－•、•OH、DPPH自由基的IC50

Table 1 IC50 of the hydrolysate and its ultrafiltration fractions in 

comparison to VC for scavenging three kinds of free radicals

不同组分 VC 酶解原液 ＞3 000 D组分 200～3 000 D组分

对O2
－•的IC50/（mg/mL） 0.03** 17.94 23.59* 18.85 

对•OH的IC50/（mg/mL） 0.23** 4.04 5.10* 3.13* 

对DPPH自由基的IC50/（µg/mL） 2.09** 53.77 96.73** 35.23**

注：*. 与酶解原液相比，差异显著（P ＜ 0.05）；**. 与酶解原液相比，

差异极显著（P ＜ 0.01）。下同。

由表1可知，酶解缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽超滤后，对

O2
－•清除活性，分子质量大于3 000 D缫丝蚕蛹蛋白抗氧

化肽有显著性降低（P＜0.05），200～3 000 D的组分变

化无显著性差异（P＞0.05），这与王璇[16]的研究结果基

本一致；对•OH清除活性，分子质量大于3 000 D的组分

有显著性降低（P＜0.05），分子质量为200～3 000 D的

组分缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽有显著性提高（P＜0.05）；

对DPPH自由基清除活性，分子质量大于3 000 D的组分

有极显著性降低（P＜0.01），分子质量为200～3 000 D

缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽有极显著性提高（P＜0.01）。

对缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽超滤前后各组分对4 种自

由基的清除能力的测定结果表明，在一定质量浓度范围

内，分子质量为200～3 000 D缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽的还

原力、•OH、DPPH自由基的清除活力显著（P＜0.05）高

于酶解原液和分子质量＞3 000 D的组分，但远弱于VC抗

氧化性；IC50值越小，自由基清除能力越强，其清除自由

基能力大小顺序为DPPH自由基＞•OH＞O2
－•。且在研究

的质量浓度范围内，随着质量浓度增大，其清除能力也

增大，具有较好的量效关系。因此有必要对分子质量为

200～3 000 D的组分进行稳定性评价。

2.2 缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽（200～3 000 D）的稳定性

评价

2.2.1 胃肠道消化酶对抗氧化肽稳定性的影响

消化酶是参与消化的酶的总称，其作用是将大分子

物质水解为小分子物质从而被人体吸收，同时也会使部

分肽类物质结构发生改变，影响其生理活性。为了解分

子质量为200～3 000 D缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽对抗消化

酶的能力，通过体外模拟人体胃肠道消化系统测定其对

DPPH自由基清除率变化来评价其对胃蛋白酶、胰蛋白酶

的抵抗能力。

表 2 200～3 000 D组分经胃肠道消化酶处理前后对DPPH 

自由基清除率比较

Table 2 Comparisons of DPPH radical scavenging activities of  

200–3 000 D peptides after being digested by pepsin alone or in 

combination with trypsin

项目
胃蛋白酶 胃蛋白酶＋胰蛋白酶

对照组 实验组 对照组 实验组

对DPPH自由基的清除率/% 86.21±2.25 83.63±1.05 81.05±1.30 82.26±0.64

由表2可知，200～3 000 D的缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽

组分经胃蛋白酶水解后，对DPPH自由基的清除率下降了

2.58%，无显著性差异（P＞0.05）；经胃蛋白酶与胰蛋

白酶处理后，对DPPH自由基的清除率增加了1.11%，也

未有显著性差异。实验结果表明，分子质量200～3 000 D

的缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽能够耐受肠道蛋白酶的作用，

可能被人体直接吸收而参与人体的抗氧化过程。

2.2.2 pH值对抗氧化肽稳定性的影响

将分子质量200～3 000 D的缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽组

分溶于不同pH值的缓冲溶液中，研究它们在不同pH值条

件下5 h内对DPPH自由基清除率的变化。
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图 2 pH值对200～3 000 D组分的DPPH自由基清除率的影响

Fig.2 Effect of pH on DPPH radical scavenging activity of  

200–3 000 D peptides

由图2可知，pH＜4时，分子质量200～3 000 D的

缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽对DPPH自由基清除能力随pH

值增加而增加，pH 4时达到最大（100 μg/mL清除率

98.02%）；之后随着pH值增大，对DPPH自由基清除能

力逐渐减小，pH 8时，处理1 h，DPPH自由基清除率最

低为（11.80±0.45）%。时间对其DPPH自由基清除率

影响不显著。结果表明，在pH 2～7环境下，分子质量

200～3 000 D的缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽对DPPH自由基清

除能力相对较高且稳定，而在碱性环境中，其对DPPH自

由基清除能力降低。

2.2.3 温度对抗氧化肽稳定性的影响

由图3可知，分子质量200～3 000 D的缫丝蚕蛹蛋白

抗氧化肽在45 ℃条件下具有较高的DPPH自由基清除活

性，清除率为86%左右；随着温度的升高，DPPH自由

基清除活性降低，温度为75～85 ℃时，清除能力降到最

低，清除率为80%左右；当温度高于85 ℃后，清除活性
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得以恢复，在95 ℃条件下处理1h，对DPPH自由基清

除率为87.11%（100 μg/mL），且加热时间对其清除率

没有显著性影响。这说明，在一定范围内温度对分子

质量200～3 000 D的缫丝蚕蛹蛋白肽对DPPH自由基清

除率影响不明显，它们可以耐受加工过程较高温度的

处理。
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图 3 温度对200～3 000 D组分DPPH自由基清除率的影响

Fig.3 Effect of temperature on DPPH radical scavenging activity of 

200–3 000 D peptides

2.2.4 NaCl浓度对抗氧化肽稳定性的影响

由于食品加工过程经常用到NaCl，将分子质量

200～3 000 D的缫丝蚕蛹蛋白肽分别溶于0.2、0.4、0.6、

0.8、1.0、1.2 mol/L的NaCl溶液中，考察它们6 h内DPPH

自由基清除率的变化，实验结果如图4所示。
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图 4 NaCl浓度对200～3 000 D组分DPPH自由基清除率的影响

Fig.4 Effect of NaCl concentration on DPPH radical scavenging 

activity of 200–3 000 D peptides 

由图4可知，不同浓度的NaCl对缫丝蚕蛹抗氧化肽

对DPPH自由基清除率有较大影响。样品对DPPH自由

基清除率呈现降-升-降的波动趋势。当NaCl为0、0.2、

0.8 mol/L时，出现样品对DPPH自由基清除活性高峰；当

NaCl浓度高于0.8 mol/L后，样品对DPPH自由基清除活性

迅速降低，用1.0 mol/L的NaCl处理6 h，相比对照组，缫

丝蚕蛹抗氧化肽对DPPH自由基清除率由51.58%下降到

22.68%（60 μg/mL）。5 h和6 h处理时间对0.4、1.0 mol/L 

NaCl中样品DPPH自由基清除率有较大降低。由此可见，

脱盐处理能较好保证分子质量200～3 000 D的缫丝蚕蛹蛋

白肽的抗氧化性。

3 结 论

研究超滤分级后水解产物的还原力与清除自由基

能力大小，分子质量200～3 000 D的抗氧化肽具有较好

抗氧化活性，且大于酶解原液与分子质量大于3 000 D

组分，其清除自由基能力由大到小为：D P P H自由 

基＞•OH＞O2
－•；在一定质量浓度范围内，其总还原力、

O2
－•、•OH、DPPH自由基的清除能力随着其质量浓度增

加而增加。

胃肠道消化酶处理后对其DPPH自由基的清除率影

响不明显，该抗氧化肽可能被人体胃肠道正常吸收而参

与抗氧化过程；分子质量200～3 000 D的缫丝蚕蛹蛋白

抗氧化肽的DPPH自由基清除能力在酸性环境下较高且稳

定，而在碱性环境下较低；缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽耐热

性较好，95 ℃加热3 h，DPPH自由基清除率仍保持80%

以上；NaCl浓度对其DPPH自由基清除能力的影响趋势

呈现波动性，NaCl浓度为0、0.2、0.8 mol/L时，缫丝蚕

蛹蛋白抗氧化肽的DPPH自由基清除活性较高为53%左右

（60 μg/mL）。

后续研究将对200～3 000 D的缫丝蚕蛹蛋白抗氧化肽

采用柱层析法进一步分离纯化，对分离得到的新组分进

行分子质量鉴定和抗氧化能力的深入研究。
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