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猪皮胶原肽的抗氧化活性研究
△

李婷，于海涛，金玉翠，刘晓美，李圆圆，王常瞵，吴明泽，代龙，高鹏

（山东中医药大学 药学院，山东　济南　２５０３５５）

［摘要］　目的：研究不同分子量猪皮胶原肽的抗氧化特性，筛选出抗氧化活性较强的组分。方法：采用仿生酶
解技术酶解新鲜猪皮得到酶解原液，酶解原液经超滤得到Ｍ＜１ｋＤａ、１ｋＤａ＜Ｍ＜３ｋＤａ、Ｍ＞３ｋＤａ３个不同分子量
肽段，猪皮经水提取得到猪皮水提液，上述５组分分别冻干，得到冻干粉。对不同分子量范围的猪皮胶原肽５组分
进行肽含量测定和抗氧化性研究，包括对ＤＰＰＨ·自由基、Ｏ２

－·自由基及·ＯＨ自由基的清除实验。结果：各组分
的肽含量分别为酶解原液组分６４６２％、１～３ｋＤａ组分６２６３％、大于３ｋＤａ组分６２１３％、水提液组分６０５７％、小
于１ｋＤａ组分５９７５％。各组分清除ＤＰＰＨ·自由基能力顺序为：小于１ｋＤａ组分＞１～３ｋＤａ组分＞酶解原液组分＞水
提液组分＞大于３ｋＤａ组分；各组分清除Ｏ２

－·自由基能力顺序为：小于１ｋＤａ组分 ＞酶解原液组分 ＞１～３ｋＤａ组
分 ＞大于３ｋＤａ组分＞水提液组分；各组分清除·ＯＨ自由基能力顺序为：小于１ｋＤａ组分＞１～３ｋＤａ组分＞酶解原
液组分 ＞大于３ｋＤａ组分 ＞水提液组分。结论：不同分子量的猪皮胶原肽组分均有一定的抗氧化活性，其中 Ｍ＜
１ｋＤａ组分具有较强的自由基清除能力。

［关键词］　猪皮胶原肽；抗氧化；自由基清除
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氧化是所有生物体中必不可少的反应，氧化代

谢过程中自由基的形成也是不可避免的。几种慢性

疾病如糖尿病、心血管疾病、神经变性疾病和癌症

的发生或进展可能与自由基的过量生成有关［１２］。

目前，许多蛋白质水解物及其分离的肽，如大豆蛋

白［３］、牛蛙皮［４］、鱼皮明胶［５］、鸡蛋蛋白［６］、水

稻胚乳蛋白和油菜籽蛋白［７］等均已被发现具有抗

氧化活性。抗氧化肽可以有效清除机体过剩的自由

基，保护细胞和线粒体的正常结构和功能，在预防

和治疗自由基诱发的一些慢性疾病和抗衰老方面有

广泛的应用前景［８］。

猪皮中胶原蛋白含量达到２９％［９］。通过酶解猪

皮胶原蛋白得到的酶解产物中具有多种生理活性的

肽，其中抗氧化活性多肽由于安全、高效等特点，

被用于食品及化妆品中［１０］。因此进行猪皮胶原肽抗

氧化性的研究具有重要的现实意义。目前，从猪皮

中提取猪皮胶原的方法已十分成熟，常用提取方法

包括碱提取、酸提取、酶解提取、热水提取［１１］。本

研究直接以本实验室前期优化的酶解条件［１２］进行

提取，对其进行超滤分离纯化，得到不同分子量肽

段的胶原肽酶解液，浓缩冷冻干燥得到冻干粉，上

述各组分与热水提取得到的胶原蛋白进行抗氧化能

力比较，为从猪皮中提取抗氧化肽提供参考依据。

１　材料与仪器

１１材料与试剂

新鲜猪皮（购于济南家家悦超市），胃蛋白酶

（批号：０９０５０５，酶活力：３０００Ｕ·ｍｇ－１，上海蓝季
科技发展有限公司）；胰蛋白酶（批号：０９１１０５，酶
活力：１５００Ｕ·ｍｇ－１，上海蓝季科技发展有限公
司）；牛血清白蛋白（批号：１４０６２６２００６０８，中国食
品药品检定研究院）。

１，１二苯基２三硝基苯肼 （ＤＰＰＨ，批号：
Ｇ１６１２０５３）、抗血酸（Ｖｃ，批号：Ａ１０３５３７）均购自阿
拉丁试剂（上海）有限公司；焦性没食子酸、氢氧化

钠、无水碳酸钠、硫酸铜、酒石酸钾钠、钨酸钠、

钼酸钠、硫酸锂、盐酸均为分析纯。

１２仪器

卷式超滤膜（１ｋＤａ、３ｋＤａ，北京市旭邦膜设备
有限责任公司）；ＦＡ２２０４Ｂ万分之一电子天平（上海
佑科仪器仪表有限公司）；ＢＴ３００２Ｊ蠕动泵（保定兰
格恒流泵有限公司）；真空冷冻干燥机（北京博医康

实验仪器有限公司）；ＨＨＳ４数显恒温水浴锅（常州
国宇仪器制造有限公司）；ＵＶ１８００紫外可见分光光
度计 ［岛津仪器（苏州）有限公司］；电渗析器（沧州

市众邦水处理技术有限公司）；高速离心机（上海精

密仪器有限公司）。

２　方法与结果

２１不同分子量猪皮胶原肽的制备

取鲜猪皮，刮去脂肪层及血、肉等杂质，以剪

刀剪成直径小于２ｍｍ、长度小于２ｃｍ的碎块，先
用８倍量２％碳酸钠溶液脱脂４ｈ，滤去碱液，水洗
至中性，加８倍量水加热煮沸１５ｍｉｎ，匀浆３ｍｉｎ，
待冷至约４０℃，以２５％盐酸调ｐＨ至１５～２０，加
入１５％胃蛋白酶（３０００Ｕ·ｇ－１），４０℃保温酶解
２ｈ，以２５％氢氧化钠溶液调ｐＨ至７５～８０，加入
２％胰蛋白酶（１０００～１５００Ｕ·ｇ－１），４０℃保温酶解
４ｈ，酶解液加热煮沸 １５ｍｉｎ，冰箱冷藏过夜，离
心，取上清液，控制操作电压为 ３０Ｖ，上样流速为
５０Ｌ·ｈ－１进行电渗析脱盐处理。取部分脱盐后的酶
解液减压浓缩（６０～６５℃，－００７～－００８ＭＰａ）至
相对密度为１１０～１１５（６０℃），冷冻干燥后即得猪
皮酶解原液冻干粉；将剩余脱盐后酶解液先后用不

同分子截留量（３、１ｋＤａ）的超滤膜进行分离，分别
得到Ｍ＞３ｋＤａ组分、１ｋＤａ＜Ｍ＜３ｋＤａ组分、Ｍ＜１
ｋＤａ组分，按上述条件减压浓缩，冷冻干燥，即得
Ｍ＞３ｋＤａ、１ｋＤａ＜Ｍ＜３ｋＤａ、Ｍ＜１ｋＤａ冻干粉。

另取鲜猪皮，切成碎块，脱脂后，加１０倍量水
煎煮提取２ｈ，过滤，取上清液，按上述条件冷冻干
燥，得到猪皮水提液冻干粉。

２２各组分肽含量的测定

２２１溶液的配制　碱性铜的制备：取氢氧化钠１ｇ，
碳酸钠５ｇ，加水４０ｍＬ使溶解，作为甲液；取酒石
酸钾０５ｇ，加水５０ｍＬ使溶解，另取硫酸铜０２５ｇ，
加水３０ｍＬ使溶解，将两液混合作为乙液。临用前，
取甲液４０ｍＬ、乙液８ｍＬ，并加水至５０ｍＬ。

对照品溶液的制备：取牛血清白蛋白对照品适

量，精密称定，加水制成每 １ｍＬ含０２ｍｇ的溶液，
即得。

供试品溶液的制备：分别精密量取２１项下各
组分冻干粉５０ｍｇ，置 １００ｍＬ量瓶中，加水定容至
刻度，摇匀，即得。

２２２标准曲线的制备　精密量取牛血清白蛋白对
·４４９·
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照品溶液００、０２、０４、０６、０８、１０ｍＬ，分别
置１０ｍＬ试管中，各加水至１０ｍＬ，分别加入碱性
铜试液１０ｍＬ，摇匀，再分别加入福林酚试液（取
储备液稀释１６倍）４０ｍＬ，立即混匀，置５５℃水浴
中反应５ｍｉｎ，取出，置冷水浴中冷却１０ｍｉｎ，照紫
外可见分光光度法，以 ０号管为空白，在 ６５０ｎｍ
波长处测定吸光度。以牛血清白蛋白含量为横坐标，

吸光度为纵坐标，绘制标准曲线，并计算线性回归

方程为Ｙ＝２４９０１Ｘ＋００３８５，ｒ＝０９９９５。
２２３供试品测定　精密量取供试品溶液 １０ｍＬ，
照标准曲线的制备项下自 “加入碱性铜试液

１０ｍＬ”起操作，依法测定吸光度，从回归方程
中计算各组分总肽的含量。猪皮各组分肽含量测

定结果见表１。

表１　猪皮胶原肽各组分含量测定结果
猪皮胶原肽组分 质量分数（％）

Ｍ＜１ｋＤａ冻干粉 ５９７５

１ｋＤａ＜Ｍ＜３ｋＤａ冻干粉 ６２６３

Ｍ＞３ｋＤａ冻干粉 ６２１３

酶解原液冻干粉 ６４６２

水提液冻干粉 ６０５７

２３不同分子量猪皮胶原肽体外抗氧化能力的测定

蛋白水解产物的分子量大小对其生理活性具有

重要的意义，将２１项下制备的样品分别配制成质
量分数 １％、０８％、０６％、０４％、０２％、０１％
的溶液，采用不同氧化机制测定不同分子量猪皮胶

原肽的抗氧化能力，包括清除 ＤＰＰＨ·活性、清除
·ＯＨ活性、清除Ｏ２

－·活性，分析抗氧化活性与分

子量大小的关系。

２３１不同分子量猪皮胶原肽组分对ＤＰＰＨ自由基清除
能力测定　精确称量４１０ｍｇＤＰＰＨ，溶解到１００ｍＬ无
水乙醇中，配制成浓度为６５×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＤＰＰＨ
乙醇溶液。分别吸取２ｍＬ样液与２ｍＬＤＰＰＨ的无
水乙醇溶液置于试管中，摇匀，在室温反应

３０ｍｉｎ后在波长 ５１７ｎｍ处测定吸光度（Ａｉ）；分
别吸取２ｍＬ样液和无水乙醇于试管中，摇匀，室
温反应 ３０ｍｉｎ后在 ５１７ｎｍ波长处测定吸光度
（Ａｊ）；最后分别吸取２ｍＬＤＰＰＨ无水乙醇溶液与
无水乙醇于试管中，摇匀，在室温反应３０ｍｉｎ后在
５１７ｎｍ波长处测定吸光度（Ａｃ）

［１３］。按公式（１）计算
ＤＰＰＨ自由基清除率，结果如图１、２所示。

清除率（％）＝（１－
Ａｉ—Ａｊ
Ａｃ

）×１００％ （１）

图１　猪皮胶原肽各组分ＤＰＰＨ·自由基清除作用比较

图２　猪皮胶原肽各组分清除ＤＰＰＨ·自由基能力的比较

从图１不同分子量猪皮胶原肽对ＤＰＰＨ·自由
基的清除率趋势可以看出，在实验范围内（０３～
６ｍｇ·ｍＬ－１），不同分子量猪皮胶原肽对ＤＰＰＨ·自
由基都有一定的清除作用，且随猪皮胶原肽质量浓

度的增加，各组分对ＤＰＰＨ·自由基的清除率不断增
加，表明不同分子量猪皮胶原肽对ＤＰＰＨ·自由基的
清除率具有量效关系；随分子量增加猪皮胶原肽清

除ＤＰＰＨ·自由基效果呈下降趋势，通过比较 ＩＣ５０，
各组分清除ＤＰＰＨ·自由基能力顺序为：小于１ｋＤａ
组分＞１ｋＤａ～３ｋＤａ组分 ＞酶解原液组分 ＞水提液
组分＞大于３ｋＤａ组分，小于１ｋＤａ组分对ＤＰＰＨ·
自由基清除率最高，其 ＩＣ５０值为 ０８３６ｍｇ·ｍＬ

－１，

当质量浓度增加到一定量时，清除ＤＰＰＨ·自由基能
力接近Ｖｃ。起作用的主要是一些小分子量的肽，可
能是由于许多功能性小肽多集中在这部分，这与一

些文献报道一致［１４］，说明超滤处理能够富集猪皮胶

原肽中对ＤＰＰＨ·自由基清除活性强的组分。
２３２不同分子量猪皮胶原肽组分对Ｏ２

－·活性清除

能力测定

２３２１邻苯三酚自氧化速率的测定　取 ４５ｍＬ
５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液（ｐＨ＝８２）、加４２ｍＬ

·５４９·
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蒸馏水于１０ｍＬ试管中，混匀后在３７℃水浴中保温
２０ｍｉｎ，取出后立即加入０３ｍＬ在３７℃预热过的
４５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的邻苯三酚，空白管用１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

盐酸代替邻苯三酚的盐酸溶液，迅速混匀后倒入比

色皿中，３２２ｎｍ下每隔３０ｓ测定吸光度，连续记录
４ｍｉｎ内吸光度的增加，以１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ溶液配
制空白管作为对照，记录结果［１５］。

２３２２不同分子量猪皮胶原肽抑制邻苯三酚自氧
化速率的测定　按上述步骤加入 ｐＨ＝８２缓冲液
４７ｍＬ，然后分别加入肽质量浓度为１５ｍｇ·ｍＬ－１的
猪皮胶原肽溶液０１、０２、０４、０８、１２ｍＬ，蒸
馏水补至４２ｍＬ，加入０３ｍＬ邻苯三酚迅速摇匀，
同样以１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液作为空白管，同上测
定。按公式（２）计算加入猪皮胶原肽后邻苯三酚的
自氧化速率，按公式（３）计算清除率。

△Ａ０＝（
Ａ４－Ａ３
３ ）×１００％ （２）

清除率（％）＝（１－△Ａ
△Ａ０

）×１００％ （３）

式中：Ａ３为３０ｓ时的吸光度；Ａ４为４ｍｉｎ时的
吸光度；△Ａ０为邻苯三酚自氧化速率，△Ａ为加入
猪皮胶原肽溶液后邻苯三酚的自氧化速率。

不同分子量猪皮胶原肽对 Ｏ２
－·的清除作用见

图３、４。在实验范围内（０１～１２ｍｇ·ｍＬ－１），不同
分子量猪皮胶原肽对 Ｏ２

－·均有一定清除作用，与

未酶解的水提胶原肽相比，猪皮胶原蛋白酶解物具

有较高的清除Ｏ２
－·的能力，随着猪皮胶原肽质量浓

度的增加，对 Ｏ２
－·的清除率不断增加，通过比较

ＩＣ５０值，各组分清除能力顺序为：小于１ｋＤａ组分 ＞
酶解原液组分＞１ｋＤａ～３ｋＤａ组分＞大于３ｋＤａ组分
＞水提液组分，结果显示小于１ｋＤａ组分对Ｏ２

－·的

清除力最强，其ＩＣ５０值为０４２ｍｇ·ｍＬ
－１。

２３３不同分子量猪皮胶原肽组分对·ＯＨ的清除能
力测定　精密量取１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ＝７４磷酸盐缓
冲液 ２０ｍＬ、７５ｍｍｏ１·Ｌ－１邻二氮菲 ０２ｍＬ、
７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１硫酸亚铁溶液０２ｍＬ、不同猪皮胶原
肽组分试样 ０４ｍＬ、蒸馏水 ０８ｍＬ、体积分数
０１％过氧化氢 ０４ｍＬ于试管中，混匀做试样组，
将各试管同时于３７℃恒温放置１ｈ，在５３６ｎｍ处测
定吸光度。空白组以蒸馏水代替样品，其余步骤同

试样组；空白对照组以蒸馏水分别代替试样和双氧

图３　猪皮胶原肽各组分对Ｏ２
－·清除作用比较

图４　猪皮胶原肽各组分清除Ｏ２
－·自由基能力比较

水，其余步骤同试样组，按公式（４）计算·ＯＨ清
除率。

清除率（％）＝（
Ａ试样 －Ａ０
Ａ空白对照 －Ａ０

）×１００％ （４）

式中：Ａ试样为试样组的吸光度值，Ａ０为空白组
的吸光度值，Ａ空白对照为空白对照组的吸光度值。

猪皮胶原肽不同分子量组分对·ＯＨ的清除作用
见图５、６。在实验范围内（０３～６ｍｇ·ｍＬ－１），不同
分子量猪皮胶原肽酶解组分对·ＯＨ均有一定清除作
用，且随浓度的增加清除能力也增加，不同分子量

猪皮胶原蛋白肽组分对·ＯＨ的清除能力不同，通过
比较ＩＣ５０，各组分清除能力顺序为：小于１ｋＤａ组分
＞１ｋＤａ～３ｋＤａ组分＞酶解原液组分＞大于３ｋＤａ组
分＞水提液组分，结果显示小于 １ｋＤａ组分对
·ＯＨ的清除力最强，其ＩＣ５０值为２１９５ｍｇ·ｍＬ

－１。

３　讨论

本实验采用仿生酶解技术酶解新鲜猪皮得到酶解

原液，酶解原液经超滤得到Ｍ＜１ｋＤａ、１ｋＤａ＜Ｍ＜
３ｋＤａ、Ｍ＞３ｋＤａ３个不同分子量肽段，猪皮经水提
取得到猪皮水提液，上述５组分分别冻干，得到冻
干粉。对猪皮胶原肽５组分进行抗氧化性研究，包

·６４９·



２０１８年７月　第２０卷　第８期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ａｕｇ２０１８　Ｖｏｌ２０　Ｎｏ８

图５　猪皮胶原肽各组分对·ＯＨ清除作用比较

图６　猪皮胶原肽各组分清除·ＯＨ自由基能力比较

括对ＤＰＰＨ·自由基、Ｏ２
－·自由基及·ＯＨ自由基

的清除实验。结果表明，不同分子量的猪皮胶原肽

组分均有一定的抗氧化活性，其中Ｍ＜１ｋＤａ组分的
清除活性最强，这一结果印证了 Ｇｕｉｌｌｅｎ等［１６］研究

得出的分子量大小也会影响肽抗氧化活性的结论。
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