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酪蛋白水解物的酶法修饰优化与抗氧化活性改善
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（东北农业大学乳品科学教育部重点实验室，哈尔滨 １５００３０）

　　【摘要】　利用木瓜蛋白酶对酪蛋白水解，并对所得到的水解物进行类蛋白反应修饰，制备高活性抗氧化肽。

以水解物的游离氨基含量变化为响应值，利用响应面分析法对类蛋白反应条件进行优化，得到适宜条件为：酶添加

量为 ５００Ｕ／ｇ，温度 ３０℃，底物质量分数 ５０％，反应时间 ５６ｈ。毛细管电泳分析确认，水解物经类蛋白反应修饰后

肽分子组成发生变化。抗氧化活性分析结果表明，所制备的 ３个修饰产物对 ３种自由基的清除能力显著提高。
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　　引言

蛋白质的酶水解修饰，可以改善蛋白质的某些

性质。徐红华等
［１］
利用３种蛋白酶复合对大豆分离

蛋白乳化性进行改善，并确定其最佳水解条件，陈洁

等
［２］
利用中性蛋白酶对葵花浓缩蛋白进行酶水解

改性，改善其溶解性、吸油性、乳化性等功能性。蛋

白质的酶水解还可以制备具有抗氧化活性的产

物———抗氧化肽。国内李艳红等
［３］
利用碱性蛋白

酶水解鹰嘴豆蛋白制备抗氧化肽，胡文琴等
［４］
以羟

基自由基清除率为衡量指标，通过正交试验确定３种
蛋白酶水解酪蛋白的最佳条件。国外 ＫｉｔｔｓＤＤ［５］

对酪蛋白磷酸肽进行抗氧化活性的测定并进行比

较，ＨｅｒｎáｎｄｅｚＬｅｄｅｓｍａＢ等［６］
则对发酵乳中抗氧化

肽以及降血压肽进行研究，采用 ＲＰＨＰＬＣ收集大量
活性肽并采用串联质谱进行测序，研究了结构与活

性的关系，Ｒａｖａｌ等［７～８］
通过对脂肪氧合酶抑制作用

的评价，比较了酪蛋白和酪蛋白水解物的抗氧化活



性。然而，已经发表的研究大多集中于蛋白质的酶

解过程，主要是通过优化酶解条件和参数来制备高

活性的抗氧化肽，并没有更多地考虑通过其他的技

术手段来提高蛋白水解物的抗氧化活性。

类蛋白反应可以看成是在蛋白酶存在下蛋白质

水解反应的逆反应
［９］
，其结果相当于肽分子合成蛋

白的反应，目前对类蛋白反应的研究较少。国内曾

利用其对水解明胶进行改性
［１０］
，国外 Ｗｉｌｌｉａｍｓ等将

此反应应用于真菌蛋白，优化了反应条件并对修饰

后真菌蛋白的性质进行研究
［１１～１２］

。本文尝试两步

法制备酪蛋白抗氧化肽，首先利用木瓜蛋白酶制备

蛋白水解物，并利用木瓜蛋白酶对水解物进行类蛋

白反应修饰；利用响应面分析法优化酪蛋白水解物

的类蛋白反应条件，采用毛细管电泳技术对产物的

组成变化进行确认，同时对产物抗氧化活性进行分

析评价，确认类蛋白反应对酪蛋白水解物抗氧化活

性的影响，以探讨利用类蛋白反应作为一个新手段

改善酪蛋白水解物生物活性的可能性。

１　材料与方法

酪蛋白（蛋白质含量 ９５７％，上海山浦化工有
限公司），木瓜蛋白酶（上海国药集团化学试剂有限

公司，酶活 １７８００Ｕ／ｇ），１，１二苯基２苦基肼
（ＤＰＰＨ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司），Ｔｒｏｌｏｘ（美国 Ｓｉｇｍａ公
司）。其他所有试剂为分析纯，所用的水为去离子

水。

主要仪器设备包括毛细管电泳仪（ＰＡＣＥ
ＭＤＱ型，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；石英毛细管（６０ｃｍ×
５０μｍｉ．ｄ．，窗口位于 ５０ｃｍ处）；紫外可见分光光
度计（ＵＶ ２４０１ＰＣ型，日本岛津公司）；分析天平
（ＡＬ２０４型，梅特勒 －托利多仪器中国有限公司）；
全自动凯氏定氮仪（ＫｊｅｌｔｅｃＴＭ２３００型，瑞士 Ｆｏｓｓ
公司）；真空冷冻干燥机（ＬＧＪ １型，上海医用分析
仪器厂）；精密 ｐＨ计（ＤＥＬＴＡ３２０型，梅特勒 托利

多中国有限公司）；微型漩涡混合器（Ｈ １型，上海
精科实业有限公司）；远红外恒温干燥箱（ＹＨ ４ＢＳ
型，天津市中环实验电炉有限公司）；电热恒温水浴

锅（ＤＫ ９８ １型，天津市泰斯特仪器有限公司）。

２　方法

２１　酪蛋白的酶水解
用蒸馏水配制质量分数为 ５％的酪蛋白溶液，

调节 ｐＨ值至６５，按５００Ｕ／ｇ的加酶量添加木瓜蛋
白酶，然后在 ４５℃恒温水浴中进行酶解；酶解作用
进行２ｈ后，调节 ｐＨ值至４６等电点沉淀，１００℃加
热处理 ２０ｍｉｎ使酶灭活，然后 ５０００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ，测定其蛋白质含量和游离氨基含量，计算其
水解度。水解物冷冻干燥，保存于 －２０℃冰箱中备
用。

２２　酪蛋白水解物的类蛋白反应优化
根据中心组合试验设计原理，在木瓜蛋白酶添

加量为 ５００Ｕ／ｇ的条件下，研究温度、底物质量分
数、反应时间对类蛋白反应修饰的影响。以反应前

后游离氨基含量变化（反应前游离氨基含量减去反

应后游离氨基含量）为响应值，采用三因素五水平

响应面分析方法优化反应条件，其因素水平编码如

表１所示。

表 １　响应面分析的因素水平编码

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｃｏｄｉｎｇｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

编码
因素

温度 ｘ１／℃ 底物质量分数 ｘ２／％ 反应时间 ｘ３／ｈ

－１６８２ １３２ ２９８ １３

－１ ２００ ３８０ ３０

０ ３００ ５００ ５５

１ ４００ ６２０ ８０

１６８２ ４６８ ７０２ ９７

２３　酪蛋白水解物的相关分析
２３１　蛋白质含量、蛋白质水解度及酶活力测定

（１）蛋白质含量参照凯氏定氮法［１３］
。

（２）游离氨基含量与蛋白质水解度测定参照
ＯＰＡ法［１４］

。

水解度计算公式
［１５］
为

ＤＨ＝

Ｆ１
ｆ
Ｎ
Ｎ１
－Ｆ０

ｈｔｏｔ
×１００％

式中　Ｆ０———酪蛋白游离氨基含量，取０４４ｍｍｏｌ／ｇ
Ｆ１———酪蛋白水解物游离氨基含量，ｍｍｏｌ／ｇ
ｆ
Ｎ
———酪蛋白的蛋白质换算系数，取６３８
Ｎ１———酪蛋白水解物的氮含量，ｍｇ／ｍＬ
ｈｔｏｔ———酪蛋白的肽键含量，取８２ｍｍｏｌ／ｇ

（３）酶活力测定参照福林酚法［１６］
。

２３２　抗氧化活性分析
（１）清除 ＤＰＰＨ自由基活性
参照文献［１７］，无水乙醇溶解 ＤＰＰＨ，最终浓度

为２０μｍｏｌ／Ｌ。取 １ｍＬＤＰＰＨ乙醇溶液与 ２ｍＬ已
稀释适当倍数的待测样品溶液混合，室温暗处反应

３０ｍｉｎ，测定其在５１７ｎｍ处的吸光度，同时利用无水
乙醇进行空白试验，平行试验 ３次。采用系列
Ｔｒｏｌｏｘ溶液（１～５μｇ／ｍＬ）代替样品溶液，测定后绘
制标准曲线，用于计算样品半数清除浓度。ＤＰＰＨ
自由基清除率计算公式为
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ＳＡＤ＝
ＡＤ０－ＡＤ１
ＡＤ０

×１００％

式中　ＡＤ０———空白样在波长５１７ｎｍ处的吸光度
ＡＤ１———样品在波长５１７ｎｍ处的吸光度

（２）清除·ＯＨ活性
参照文献［１８］，将 ０２ｍＬ的 ＦｅＳＯ４ ＥＤＴＡ

（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）溶液与 ０２ｍＬα脱氧核糖（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）
混合，加入一定量的样品溶液，并用 ０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸
缓冲液（ｐＨ值 ７４）定容到 １８ｍＬ，再加入０２ｍＬ
Ｈ２Ｏ２（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），混匀后于 ３７℃水浴中恒温保持
３０ｍｉｎ，然后加质量分数为２８％三氯乙酸１００ｍＬ、
１０％硫代巴比妥酸１００ｍＬ，混匀后于沸水浴中加
热１０ｍｉｎ；冷水冷却后在波长 ５３２ｎｍ处测吸光度，
平行试验３次，计算样品半数清除浓度。·ＯＨ清除
率计算公式为

ＳＡＨ (＝ １－
ＡＨＳ－ＡＨ０
ＡＨＣ－Ａ )

Ｈ０
×１００％

式中　ＡＨＳ———样品溶液操作处理后在波长 ５３２ｎｍ
处的吸光度

ＡＨＣ———不加样品溶液，相同操作处理后在波
长５３２ｎｍ处的吸光度

ＡＨ０———不加样品溶液且不在 ３７℃水浴中反
应，其他相同操作处理后在 ５３２ｎｍ
处的吸光度

（３）清除 ＡＢＴＳ· ＋
活性

参照文献［１９］，将 ７ｍｍｏｌ／ＬＡＢＴＳ· ＋
（水溶

液）与终浓度为２４５ｍｍｏｌ／Ｌ的过硫酸钾混合，室温
下混合液放置１２～１６ｈ。然后用无水乙醇稀释该溶
液，使其３０℃下波长 ７３４ｎｍ处的吸光度达到 ０７０±
００２。

取该溶液１ｍＬ与 １０μＬ适当稀释的待测样品
溶液混合，３０℃下分别在 １、４、６ｍｉｎ时测定吸光度，
进行空白试验，平行试验 ３次。采用系列 Ｔｒｏｌｏｘ溶
液（０～４５μｍｏｌ／ｍＬ）代替样品溶液，测定后绘制标
准曲线，用于计算样品半数清除浓度。ＡＢＴＳ· ＋

清

除率计算公式为

ＳＡＡ＝
ＡＡ０－ＡＡ１
ＡＡ０

×１００％

式中　ＡＡ０———空白样在波长７３４ｎｍ处的吸光度
ＡＡ１———待测样在波长７３４ｎｍ处的吸光度

２３３　毛细管电泳分析
配制样品溶液、分离缓冲液及电泳试剂。本研

究中所有分析样品的浓度均为 ２ｍｇ／ｍＬ，溶液于毛
细管上样瓶中上机测定

［２０］
。

在 ＢｅｃｋｍａｎＰ／ＡＣＥＭＤＱ毛细管电泳系统进行
测定，毛细管为裸管（６０ｃｍ×５０μｍｉ．ｄ．），分离温

度为 ２０℃，分离电压为 １７ｋＶ，样品紫外检测波长
２００ｎｍ。测定前依次用水、０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ、水、电泳
缓冲溶液冲洗毛细管，时间分别为 １０、１０、１０和
７ｍｉｎ。然后２４１ｋＰａ压力下进样，进样量 ５μＬ，进
样时间为３ｓ。最后，用分离缓冲液分离 ６０ｍｉｎ。利
用 Ｐ／ＡＣＥＭＤＱ中的 ３２Ｋａｒａｔ软件处理分析毛细管
电泳谱图。

２４　数据的统计分析
采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７０软件中 ＲＳ（ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｓｕｒｆａｃｅ）程序进行分析，用 ＭｏｄｅｌＧｒａｐｈｓ程序作响应
曲面图和等高线图，用 Ｅｘｃｅｌ２００３软件进行规划分
析得到最优条件。

３　结果与分析

３１　酪蛋白水解物的制备
酪蛋白进行木瓜蛋白酶水解时，水解产物含有

大小不等的肽分子。为了得到抗氧化活性较好的酪

蛋白水解物，需要控制酪蛋白的酶水解条件。根据

其他研究者的研究结果
［４］
，采用一个较适宜的水解

条件，即酶添加量为５００Ｕ／ｇ、ｐＨ值６５、温度４５℃、
酪蛋白质量分数 ５％。在此水解条件下，对不同水
解时间（１～５ｈ）得到的酪蛋白水解物进行抗氧化活
性比较，发现酪蛋白水解处理 ２ｈ时，获得对 ＤＰＰＨ
自由基和 ＡＢＴＳ· ＋

清除能力最高的水解物，其清除

ＤＰＰＨ自由基活性的 Ｔｒｏｌｏｘ等价抗氧化能力值为
（１０４５±０６４）ｍｍｏｌ／ｇ，半数清除浓度（１８５４４６±
１０９５４）μｇ／ｍＬ；其清除ＡＢＴＳ· ＋

活性的Ｔｒｏｌｏｘ等价
抗氧化能力值为（８３３±１１４）μｍｏｌ／ｇ，半数清除浓
度为（９６５５２±５６７７）μｇ／ｍＬ。因此，制备水解处理
２ｈ的酪蛋白水解物（其水解度为１０％）作为下一步
进行类蛋白反应修饰的底物。

３２　类蛋白反应条件的响应面分析法优化
３２１　类蛋白反应回归方程的建立与分析

按照中心组合设计的统计学要求，进行２０组试
验，温度、底物质量分数和反应时间分别为自变量

Ｘ１、Ｘ２和 Ｘ３，以水解物类蛋白反应修饰后的游离氨
基含量变化为响应值 Ｙ，试验结果如表２所示。

利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对表２试验数据进行二
次多项回归拟合，获得类蛋白反应修饰前后的游离

氨基含量变化量与温度、底物质量分数和反应时间

关系的二次多项式回归方程为

Ｙ＝－６６１１１４６６＋１２９０７３６Ｘ１＋１６１６７８８Ｘ２＋
４９１１０５７Ｘ３＋００９１９６９Ｘ１Ｘ２＋０４１８９５Ｘ１Ｘ３－

０１８４７１Ｘ２Ｘ３－０３２６９２Ｘ
２
１－０１７７５９Ｘ

２
２－

４７１９８８Ｘ２３
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表 ２　中心组合设计表及试验结果

Ｔａｂ．２　Ｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｓｉｇｎｍａｔｒｉｘａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验序号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｙ／μｍｏｌ·ｇ－１

１ －１ －１ －１ １０８７

２ １ －１ －１ －３１９１

３ －１ １ －１ －１６２３

４ １ １ －１ ７０７

５ －１ －１ １ －６７９

６ １ －１ １ １４２６

７ －１ １ １ －３４１２

８ １ １ １ ９１５

９ －１６８２ ０ ０ －９８０

１０ １６８２ ０ ０ －２０６４

１１ ０ －１６８２ ０ －８６０

１２ ０ １６８２ ０ １８４３

１３ ０ ０ －１６８２ －７７４

１４ ０ ０ １６８２ －４６４

１５ ０ ０ ０ ７８９５

１６ ０ ０ ０ ８１０１

１７ ０ ０ ０ ８０５０

１８ ０ ０ ０ ８０５０

１９ ０ ０ ０ ７９９８

２０ ０ ０ ０ ７９４６

　　方差分析结果见表 ３。分析结果表明所得模型
显著（Ｐ＜００００１），模型的校正确定系数 Ｒ２Ａｄｊ＝
０９４７８，表明模型能很好的反映出类蛋白反应过程
中游离氨基含量变化，与实际情况拟合较好，可用于

类蛋白反应修饰实际情况预测。

表 ３　回归方程方差分析

Ｔａｂ．３　ＡＮＯＶＡｆｏｒｔｈｅｑｕａｄｒａｔｉｃｐｏｌｙｎｏｍｉａｌ

ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型　 ３３４９５９６ ９ ３７２１７７ ３９３０ ＜００００１

失拟项 ９４４１０ ５ １８８８２ ３２６９１ ＜００００１

纯误差 ２８９ ５ ０５８

所有项 ３４４４２９６ １９

Ｒ２＝０９７２５　　Ｒ２Ａｄｊ＝０９４７８

　　ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７０软件分析表明，影响响应值
的各因素主次顺序为反应时间、底物质量分数、温

度。

３２２　类蛋白反应最优水平确定
用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７０软件中 ＭｏｄｅｌＧｒａｐｈｓ程序

所作的响应面曲面图及其等高线，结果如图１～３。
底物质量分数和温度对酪蛋白水解物类蛋白反

应修饰后游离氨基含量变化量的响应面及等高线图

如图１所示。随着底物质量分数和温度的增加，游

图 １　底物质量分数和温度对酪蛋白水解物类蛋白反应中游离氨基含量变化的响应面和等高线图（Ｘ３＝０）

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｌｉｎｅｓｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｆｒｅｅａｍｉｎｏｇｒｏｕｐｏｆ

ｃａｓｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｂｙｐｌａｓｔｅｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（Ｘ３＝０）

图 ２　反应时间和温度对酪蛋白水解物类蛋白反应中游离氨基含量变化量的响应面和等高线图（Ｘ２＝０）

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｌｉｎｅｓｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆ

ｆｒｅｅａｍｉｎｏｇｒｏｕｐｏｆｃａｓｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｂｙｐｌａｓｔｅｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（Ｘ２＝０）
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离氨基含量变化量逐渐增加，这意味着肽分子之间

相互反应合成新的肽分子；然后，游离氨基含量变化

量逐渐降低，意味着肽分子之间合成反应趋势降低，

水解反应趋势增加。从等高线图看出，一定底物质

量分数下、２８～３４℃时游离氨基变化量较大。
反应时间和温度对酪蛋白水解物类蛋白反应修

饰后游离氨基含量变化量的响应面及等高线图如

图２所示。随着反应时间和温度的增加，游离氨基
含量变化量逐渐增加，反应时间为 ５６ｈ时，此变化
量达到最大，之后逐渐降低。从等高线图看出，反应

时间为 ４５～６５ｈ、温度为 ２８～３４℃时，类蛋白反
应修饰后游离氨基含量变化量较大。

底物质量分数和反应时间对酪蛋白水解物类蛋

白反应修饰后游离氨基含量变化量的响应面及等高

线图如图３所示。随着反应时间的增加，游离氨基
含量变化量增加，达到一定程度后呈现下降趋势。

从等高线图看出，底物质量分数为 ５０％时游离氨基
含量变化量最大，可能是由于类蛋白反应修饰达到

一定程度后，底物质量分数的变化对游离氨基含量

变化量的影响不明显。

图 ３　反应时间和底物质量分数对酪蛋白水解物类蛋白反应游离氨基含量变化量的响应面和等高线图（Ｘ１＝０）

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｌｉｎｅｓｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆ

ｆｒｅｅａｍｉｎｏｇｒｏｕｐｏｆｃａｓｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｂｙｐｌａｓｔｅｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（Ｘ１＝０）
　
　　通过上述分析，得到酪蛋白水解物类蛋白反应
修饰的优化条件为反应温度 ３０℃、底物质量分数
５０％、反应时间 ５６ｈ。将此参数代入二次回归模
型，得出水解物类蛋白反应修饰后的游离氨基含量

变化量的最大理论值为８００１μｍｏｌ／ｇ。试验设计中
的中心点与优化反应条件很接近（仅反应时间相差

０１ｈ），中心点反应条件下的实际游离氨基含量变
化量为８００６ｍｏｌ／ｇ（６次平均值），与理论值基本无
区别。这表明所得出的回归方程可以很好地反映温

度、底物质量分数和时间与类蛋白反应中游离氨基

含量的变化关系，可用于预测类蛋白反应修饰进行

的程度。在 Ｗｉｌｌｉａｍｓ等的研究中［１１～１２］
，用胃蛋白酶

与其他蛋白酶（包括胰蛋白酶，胰凝乳蛋白酶和木

瓜蛋白酶等）进行类蛋白反应，反应底物选择真菌

蛋白多肽；通过比较发现胃蛋白酶优于其他蛋白酶；

研究表明多肽浓度在１１％ ～４３％之间，类蛋白反应
产物的产率增加；当反应时间为 ４～５ｈ、温度 ６５℃
时，类蛋白反应产物的产率达到最大值。本研究结

果与其相比，类蛋白反应底物、酶等存在根本性差

别，所以不存在可比性，但是反应时间基本相同。

３３　毛细管电泳分析
毛细管电泳技术常用于分析蛋白质或肽分子的

组成，方法准确、灵敏度高、可靠。为了研究类蛋白

反应对酪蛋白水解物组成的影响，选择修饰反应过

程中游离氨基变化量均大于零的类蛋白修饰产物

（此可以保证它们发生了类蛋白反应合成新肽）为

分析对象，所选择的两个反应产物的游离氨基含量

变化量分别为 ７μｍｏｌ／ｇ、８１μｍｏｌ／ｇ，这样可以保证
它们典型性的代表类蛋白反应修饰程度不同的修饰

产物。以酪蛋白水解物（水解处理 ２ｈ）为对照，分
析、比较两种修饰产物的肽分子组成，经过 Ｐ／ＡＣＥ
ＭＤＱ３２Ｋａｒａｔ软件处理后的分析结果如图 ４所示。
图中１为酪蛋白水解物，２为类蛋白反应修饰产物 １
（游离氨基含量变化量为 ７μｍｏｌ／ｇ），３为类蛋白反
应修饰产物２（游离氨基含量变化量为８１μｍｏｌ／ｇ）。

图 ４　毛细管电泳分析酪蛋白水解物类蛋白反应修饰

前后肽分子组成变化情况

Ｆｉｇ．４　Ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｓｅｉｎ

ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓａｎｄｔｗｏｐｌａｓｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｓ
　

图４显示，与酪蛋白水解物相比，两个类蛋白反
应修饰产物的肽分子组成情况发生明显变化（见分

离时间在 １４～５０ｍｉｎ之间的吸收峰的变化情况）。
在分离时间为 ０～２０ｍｉｎ之间，肽分子吸收峰的变
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化较小，而在分离时间为 ２０ｍｉｎ附近、２８～３２ｍｉｎ
之间以及３７～４４ｍｉｎ之间，肽分子吸收峰变化很明
显，尤其在３７～４５ｍｉｎ之间出现若干吸收强度强的
新峰；而在分离时间为２４ｍｉｎ、３４ｍｉｎ附近肽分子吸
收峰减少。这些结果表明，酪蛋白水解物类蛋白反

应修饰后，确实生成一些新的肽分子，同时还伴随有

一些肽分子数量增加、一些肽分子数量减少，导致类

蛋白反应修饰产物的肽分子组成明显的不同于原料

酪蛋白水解物，从而可能导致其某些性质发生变化。

３４　类蛋白反应修饰抗氧化活性变化
对酪蛋白水解物、制备出的 ３个类蛋白修饰产

物的抗氧化活性进行分析，选用了大多数研究中常

用的 ＤＰＰＨ自由基、·ＯＨ和 ＡＢＴＳ·＋
的清除活性评

价方法，得到表４中所列结果。

表 ４　酪蛋白水解物以及修饰产物的清除自由基活性

Ｔａｂ．４　Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｃａｓｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓａｎｄｔｈｒｅｅｐｌａｓｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

分析样品
游离氨基含量

变化量／μｍｏｌ·ｇ－１

清除 ＤＰＰＨ自由基活性 清除·ＯＨ活性 清除 ＡＢＴＳ·＋活性

Ｔｒｏｌｏｘ等价抗氧化

能力／ｍｍｏｌ·ｇ－１
半数清除浓度

／μｇ·ｍＬ－１
半数清除浓度

／μｇ·ｍＬ－１
Ｔｒｏｌｏｘ等价抗氧化

能力／μｍｏｌ·ｇ－１
半数清除浓度

／μｇ·ｍＬ－１

酪蛋白水解物 ０ １０４５±０６４ １８５４４６±１０９５４ １１５６７±０３３ ８３３±１１４ ９６５５２±５６７７

修饰产物１ ７ ７６５０±０３０ ２５３２９±０９８ ８７９１±９５０ １６３７±１９７ ４９１２３±２４５８

修饰产物２ ８１ ９０３１±１４２ ２１４５７±３３６ １１１８０±０１８ １５２３±１０９ ５２８３０±１５９４

修饰产物３ ７９ ８６５８±０５７ ２２３８１±１７４８ ９４８０±０４１ １５５１±０１２ ５１８５２±１６０

　　从数据结果中可以看出，酪蛋白水解物的类蛋
白反应修饰，有效地提高了 ３个修饰产物的抗氧化
活性，修饰产物的半数清除浓度均小于酪蛋白水解

物的半数清除浓度，表明３个产物对 ＤＰＰＨ自由基、
·ＯＨ和 ＡＢＴＳ·＋

的清除活性有较大幅度的改善。虽

然类蛋白反应修饰酪蛋白水解物的程度（游离氨基

含量的减少程度）与抗氧化活性增加之间的不明显

关系，但是整体结果仍然表明，酪蛋白水解物的类蛋

白反应修饰是提高其活性的有效的技术手段。但对

于其他蛋白质水解物是否存在类似的结果，以及蛋

白酶的不同是否有影响作用，有待于今后的相关研

究结果确定。

４　结论

（１）利用木瓜蛋白酶对酪蛋白酶水解，得到水

解度约为１０％酪蛋白水解物。通过响应面分析法，
对水解物的木瓜蛋白酶催化类蛋白反应条件进行研

究，得到适宜的反应条件为：反应温度为 ３０℃、底物
质量分数为５０％、反应时间为 ５６ｈ，各因素主次顺
序为反应时间、底物质量分数、温度。

（２）采用毛细管电泳技术对酪蛋白水解物、水
解物的类蛋白反应修饰产物进行分析，发现修饰后

产物的肽分子组成情况发生变化，证明类蛋白反应

对酪蛋白水解物的组成产生了影响。

（３）通过评价酪蛋白水解物、水解物的类蛋白
反应修饰产物的抗氧化活性，结果表明类蛋白反应

修饰产物对 ＤＰＰＨ自由基、·ＯＨ和 ＡＢＴＳ·＋
的清除

能力明显提高。
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