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马鹿角蛋白酶解物的抗氧化、抗疲劳和免疫活性
侯 潇，高 建，李春雨，王 铮，金莉莉，王秋雨* 

(辽宁大学生命科学院，辽宁 沈阳 110036) 

摘  要：目的：以复合蛋白酶与风味蛋白酶双酶解的马鹿角蛋白酶解物和马鹿角蛋白作为受试样品，研究样品的抗

氧化、抗疲劳和免疫调节功能。方法：采用邻苯三酚自氧化法、水杨酸比色法和总还原力测定法，研究酶解物体外

抗氧化的功能；通过测定酶解物灌胃小鼠的血清中超氧化物歧化酶(SOD)活性和丙二醛(MDA)含量，分析其体内抗

氧化功能；通过小鼠负重游泳、血乳酸、肝糖原测定研究酶解物的抗疲劳功能；通过ConA诱导的小鼠脾淋巴细胞

转化实验及小鼠碳廓清实验研究酶解物对小鼠免疫功能的影响。结果：马鹿角蛋白酶解物对羟自由基(·OH)、超氧

阴离子自由基(O2
－
·)均有清除能力，且高于同等质量浓度的马鹿角蛋白，总还原力与马鹿角蛋白相比也有提高；

可提高小鼠血清SOD活性，降低其血清MDA含量，并明显延长小鼠负重游泳时间、降低血乳酸值和增加肝糖原含

量；可显著增强小鼠的免疫功能。结论：马鹿角蛋白酶解物具有抗氧化、抗疲劳和提高免疫功能的作用，活性明显

优于马鹿角蛋白。
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Antioxidant, Anti-fatigue and Immuoregulatory Functions of Red Deer (Cervus elaphus) Antler Protein Hydrolysate

HOU Xiao，GAO Jian，LI Chun-yu，WANG Zheng，JIN Li-li，WANG Qiu-yu*
(College of Life Science, Liaoning University, Shenyang 110036, China)

Abstract：The antioxidant, anti-fatigue and immuoregulatory effects of red deer (Cervus elaphus) antler protein and 
hydrolysate prepared with both protamex and flavourzyme were investigated. For the determination of antioxidant effects,  
pyrogallol auto-oxidation method, salicylate colorimetry and total reducing power assay were used. The in vivo antioxidant 
potential of antler protein hydrolysate was analyzed by measuring SOD activity and MDA content in the serum of mice 
receiving oral administration. Weight-loaded swimming test and blood lactic acid and liver glycogen assays were performed 
to assess its anti-fatigue effect. Besides, the immunoregulatory effect of the hydrolysate in mice was examined by ConA-
induced mice spleen lymphocyte transformation and carbon clearance tests. Our results indicated that red deer antler protein 
hydrolysate possessed scavenging activity against hydroxyl and superoxide anion radicals and improved total reducing 
power compared to red deer antler protein. In addition, oral administration of this hydrolysate increased serum SOD activity, 
reduced serum MDA content, obviously prolonged swimming time, decreased blood lactic acid and liver glycogen levels, 
and remarkably enhanced the immune function of mice. From these observations, we concluded that red deer antler protein 
hydrolysate has significantly stronger antioxidant, anti-fatigue and immuoregulatory effects than red deer antler protein. 
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马鹿茸、马鹿骨为可用于保健食品的生物资源。

马鹿角为已骨化的鹿茸或锯茸后翌年春季脱落的角基，

具有温肾阳、强筋骨、行血消肿的功效[1]。马鹿角胶为

马鹿角煎熬而成的胶块，主要成分是蛋白质，含量为

83.81%[2]，有补肾阳、益精血和抗疲劳及增强机体免疫

能力的作用 [3-4]。马鹿角胶的蛋白质分子质量大，难以

透过生物膜，生物利用度低，通过化学、物理或酶解方

法，降低蛋白质分子质量，可提高蛋白质的吸收率和保

健功能[5]。据报道[2]鹿角胶经中性蛋白酶水解后能显著提

高正常雄性大鼠血清中睾酮水平，提高了鹿角蛋白的功

能。大豆蛋白、牛乳酪蛋白、鸡蛋清等通过酶法水解制

备的多肽具有良好的免疫活性[6]。



306 2013, Vol.34, No.09             食品科学 ※营养卫生

为提高马鹿角的生物利用率和生理药理活性，本实

验组在前期工作中研究了马鹿角蛋白的提取和最佳酶解

工艺[7]。马鹿角粉碎后，经80～90℃水浸法提取蛋白，

3000r/min离心除去不溶物，上清液经浓缩干燥得到马鹿

角蛋白。采用1kD超滤膜截留未酶解的蛋白，经浓缩、冷

冻干燥得到白色粉末状的马鹿角蛋白酶解物。酶解物易

溶于水，多肽含量99%，Tricine-SDS-PAGE鉴定分子质

量小于3kD。采用BCA试剂盒测定马鹿角蛋白和酶解物

的蛋白含量。本实验研究该酶解物的抗氧化、抗疲劳和

免疫活性，并与未水解的马鹿角蛋白进行比较，以期为

马鹿角蛋白的精深加工和高效利用提供参考。

1 材料与方法

1.1 动物、材料与试剂

体质量为28～30g的30日龄、清洁级昆明小鼠100

只，雌雄各半，购自辽宁中医药大学实验动物部。

马鹿角购于铁岭西丰鹿产品交易中心；马鹿角蛋白

及酶解物在本实验室制备得到[7]。

丙二醛(MDA)检测试剂盒、超氧化物歧化酶(SOD)

检测试剂盒 南京建成生物工程研究所；刀豆蛋白A 

(ConA) 美国Sigma公司；香菇多糖 浙江普洛康裕天

然药物有限公司；其他试剂均为分析纯。

1.2 方法

1.2.1 体外抗氧化活性的测定  

将VC配制成质量浓度分别为0.1、0.2、0.4、0.6、

0.8mg/mL的溶液，将马鹿角蛋白和马鹿角酶解物分别稀释

成10、20、30、40、50mg/mL的溶液。作为待测液备用。

清除O 2
－
•活性的测定采用邻苯三酚自氧化法；清

除•OH活性的测定采用水杨酸法；总还原力的测定采用

铁氰化钾法[8-10]。

O－2 /% =                          100
∆A －∆A

∆A
 (1)

式中：ΔA对照为对照组邻苯三酚自氧化时吸光度每分

钟变化量；ΔA样品为样品组邻苯三酚自氧化时吸光度每分

钟变化量。

OH /% =               100
A0  A1

A0
 (2)

式中：A 0为对照组的吸光度；A 1为样品组的吸

光度。

1.2.2 体内抗氧化活性的测定  

30只昆明小鼠，随机分为3组：空白对照组(同体积

生理盐水)、马鹿角蛋白组(500mg/(kg·d))、马鹿角蛋白

酶解物组(500mg/(kg·d))。实验组蛋白和酶解物灌胃剂量

参考海参肽功能研究使用剂量[11]。连续灌胃30d后，摘眼

球取血，1500r/min离心取血清，检测马鹿角蛋白酶解前

后对血清中SOD活性和MDA含量的影响。具体操作按试

剂盒说明书进行[12]。

1.2.3 抗疲劳活性研究

30只昆明小鼠随机分为3组：空白对照组(同体积生理

盐水)、马鹿角蛋白组(500mg/(kg·d))、马鹿角蛋白酶解物

组(500mg/(kg·d))。连续灌胃给药30d后进行负重游泳、肝

糖原、血乳酸3项指标的测定。负重游泳实验：在末次灌

胃后30min后，将小鼠的尾部负荷5%体质量的铅皮然后放

入水深30cm、水温(25±1)℃的游泳箱中游泳，记录小鼠

力竭游泳时间，即从入水至沉入水下10s不能浮出水面的

时间[13]。血乳酸测定：小鼠于末次给予受试物30min后，

在水深30cm、水温30℃的游泳箱中不负重游泳10min后，

眼球采血测定血清血乳酸含量[14]。肝糖原测定：小鼠于末

次给予受试物30min后，30℃水箱中游泳10min，颈椎脱臼

处死，取肝脏100mg，用蒽酮法测定肝糖原含量[15]。

1.2.4 免疫活性研究

40只昆明小鼠随机分为4组：空白对照组(同体积生理

盐水)、阳性香菇多糖组(145mg/(kg·d))、马鹿角蛋白组

(500mg/(kg·d))、马鹿角蛋白酶解物组(500mg/(kg·d))。

连续灌胃给药30d后进行小鼠碳廓清率和淋巴细胞转化指

标的测定[11,16]。

1.2.4.1 小鼠碳廓清率测定

小鼠连续给药30d，按10mL/kg尾静脉注射稀释4倍的

印度墨汁，注射后开始计时，分别于2、10min时眼眶取

血20μL，立即置于盛有2mL 0.1% Na2CO3溶液的试管中。

在波长600nm处测其光密度OD1和OD2，测其吞噬指数α，
以表示碳廓清率。

K =
lgOD1－lgOD2

t2  t1
 (3)

α =                   
3
K

m
m  + m  (4)

式中：t1、OD1为给墨汁后第一次取血的时间及所测OD
值；t2、OD2为给墨汁后第二次取血的时间及所测OD值。

1.2.4.2 ConA诱导小鼠脾淋巴细胞转化实验

小鼠连续给药30d后, 脱颈处死，75%酒精浸泡消毒

3min后无菌取脾，将脾磨碎，200目筛网过滤，Hanks液

清洗2次，每次洗后1000r/min离心10min，制备单细胞悬

液，用RPMI1640培养液调整细胞浓度为3×106个/mL，台

酚兰染色应使活细胞数量在95%以上。将一份脾细胞悬

液分两孔加入24孔板，每孔1mL，一孔加75μL ConA，

另一孔对照，培养68h时每孔吸去0.7mL上清液，加入

0.7mL不含血清培养液，同时每孔加入5mg/mL MTT 

50μL，继续培养4h。结束后加入1mL酸性异丙醇吹打混

匀。测每一份脾细胞悬液在570nm波长处的OD值，脾淋

巴细胞增殖能力用OD实验组与OD对照组的差值表示。
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1.2.5 数据统计

采用SPSS17.0软件进行单因素方差分析。

2 结果与分析

2.1 马鹿角蛋白酶解物的体外抗氧化能力

**

**
** ** **

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

0.1 10 10 0.2 20 20 0.4 30 30 0.6 40 40 0.8 50 50

O
－ 2

/%

VC

/(mg/mL)
**. 与相同质量浓度的马鹿角蛋白组比较，差异极显著(P＜0.01)。图2、3同。

图 1 马鹿角蛋白和马鹿角蛋白酶解物的O2
－
·清除能力(n=3)

Fig.1 Comparison of superoxide anion radical scavenging activity 

between red deer antler protein and hydrolysate(n=3)

由图1可知，马鹿角蛋白酶解物对O2
－·的清除能力

明显高于同等质量浓度的马鹿角蛋白，随着测试质量浓

度的增加而增大。马鹿角蛋白的半清除质量浓度(IC50)为

45.57mg/mL，而马鹿角酶解物IC50为10.59mg/mL。阳性

照组VC的IC50为0.42mg/mL。
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图 2 马鹿角蛋白和马鹿角蛋白酶解物的·OH清除能力(n=3)

Fig.2 Comparison of hydroxyl radical scavenging activity between red 

deer antler protein and hydrolysate (n=3)

由图2可知，马鹿角蛋白酶解物对·OH的清除能

力与同等质量浓度的马鹿角蛋白相比，差异极显著，

随着质量浓度的增加，其清除能力呈增大的趋势。马

鹿角蛋白的半清除质量浓度(IC50)为45.20mg/mL，而

酶解物的IC50为7.63mg/mL。阳性对照组VC的IC50为

0.28mg/mL。

由图3可知，马鹿角蛋白和酶解物均具有还原能力，

且随着质量浓度增加而增大。同等质量浓度的马鹿角蛋

白酶解物的还原力高于马鹿角蛋白，统计结果显示两者

差异极显著。
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图 3 马鹿角蛋白和马鹿角蛋白酶解物的总还原能力(n=3)

Fig.3 Comparison of total reducing power between red deer antler 

protein and hydrolysate (n=3)

2.2 马鹿角蛋白酶解物的体内抗氧化能力
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**.与生理盐水对照组比较，差异极显著 (P＜0.01)；

a.与马鹿角蛋白组比较，差异显著(P＜0.05)；b.与马

鹿角蛋白组比较，差异极显著(P＜0.01)。图5、6同。

图 4 马鹿角蛋白和马鹿角蛋白酶解物对小鼠血清中SOD(A)、

MDA(B)的影响(n=10)

Fig.4 Comparative effects of red deer antler protein and hydrolysate 

on serum SOD activity (A) and MDA content (B) in mice (n=10)

由图4可知，饲喂马鹿角蛋白组、马鹿角蛋白酶解物组

的小鼠SOD活性和MDA含量与空白对照组相比均有极显著

差异性，显示抗氧化功能显著，且酶解物组SOD的活性和

MDA的减少量均好于马鹿角蛋白组，并具有显著性差异。

2.3 马鹿角蛋白酶解物的抗疲劳活性
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图 5 马鹿角蛋白及马鹿角蛋白酶解物对小鼠负重游泳时间(A)、血乳

酸含量(B)和肝糖原含量(C)的影响(n=10)

Fig.5 Comparative effects of red deer antler protein and hydrolysate 

on weight-loaded swimming time (A) and blood lactic acid (B) and liver 

glycogen contents (C) in mice(n=10)

由图5可知，与空白对照组相比，马鹿角蛋白组和酶

解物组的小鼠游泳时间延长，乳酸含量降低，肝糖原含

量增加，均有显著性或极显著性差异，酶解物的抗疲劳

活性更强。

2.4 马鹿角蛋白酶解物的免疫活性
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图 6 马鹿角蛋白和马鹿角蛋白酶解物对小鼠碳廓清吞噬指数α(A)和脾

淋巴细胞增殖能力(B)的影响(n=10)

Fig.6 Comparative effects of red deer antler protein and hydrolysate on 

carbon clearance index (A) and lymphocyte proliferation (B) in mice (n=10)

由图6可知，马鹿角蛋白和马鹿角蛋白酶解物能提高

小鼠碳廓清吞噬指数α和脾淋巴细胞增殖能力，与空白对

照组比较差异极显著，且马鹿角蛋白酶解物组活性高于

马鹿角蛋白组，具有显著性差异。

3 讨 论

O2
－
·和·OH是生物体内主要的活性氧自由基，它们

可以引起体内脂质过氧化。而使用生物抗氧化剂切断过

氧化链式反应，可以抑制机体的自由基损伤，从而保持

最佳健康状态和防治相关疾病，延缓衰老[17-18]。SOD对机

体的氧化与抗氧化平衡起着至关重要的作用，可专一性

清除O2
－
·，保护细胞免受损伤，MDA含量可以间接反映

出机体脂质过氧化的程度[19]。本研究通过对以上指标的

检测，显示马鹿角蛋白及其酶解物具有清除O2
－
·、·OH

的能力和总还原力，可提高受试小鼠血清SOD活力并降

低MDA含量，与空白对照组相比差异显著，且酶解物组

活性高于未酶解的马鹿角蛋白。研究结果表明马鹿角蛋

白酶解物具有显著的抗氧化活性。

在抗疲劳实验中，本实验选择测定了受试小鼠负

重游泳时间、能量物质肝糖原和代谢产物血乳酸三项指

标。各指标在运动时的变化程度与运动负荷强度一致的

条件下，可作为动物疲劳的评价指标[20]。力竭游泳时间

的长短可以反应受试动物运动抗疲劳的能力[21]，疲劳发

生的早晚与糖原的储备直接相关，乳酸作为肌肉活动的

主要代谢产物，可以通过肌肉乳酸的含量来评价疲劳的

程度[22]。持续运动后血乳酸的数值越低，表明疲劳消除

越快。通过对以上指标进行实验测定，表明马鹿角蛋白

及其酶解物具有抗疲劳功效，与空白对照组比较差异显

著，马鹿角蛋白酶解物的抗疲劳作用更强。

巨噬细胞是机体内生物学作用最为活跃的细胞，具

有吞噬、杀伤及消化病原体、杀伤肿瘤细胞，并在特异

性免疫应答中参与抗原的提呈及免疫调节作用[23]。淋巴

细胞是体内免疫活性细胞，淋巴细胞增殖能力的强弱，

反应机体免疫功能的高低[24]。本实验通过对碳廓清吞噬

指数研究表明：马鹿角蛋白及其酶解物对单核巨噬细胞

吞噬功能具有明显的促进作用，能提高小鼠对血中碳粒

胶体廓清速度，酶解物组的作用更为明显；用ConA诱导

小鼠脾淋巴细胞转化，马鹿角蛋白及其酶解物的促淋巴

细胞增殖能力与空白对照组相比较具有显著差异性，后

者的作用更明显。
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