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银杏抗氧化肽的分离纯化及活性鉴定

贾韶千　吴彩娥　范龚健　李婷婷
（南京林业大学森林资源与环境学院，南京 ２１００３７）

　　【摘要】　为了分离制备银杏抗氧化肽，通过葡聚糖凝胶 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０和半制备型液相色谱

对银杏抗氧化肽进行纯化，得到了具有抗氧化活性的肽段。纯化后的银杏抗氧化肽经过高效液相色谱鉴定为单一

组分，采用液相色谱串联四极杆飞行时间质谱测定其相对分子量为 ４５２２１Ｄａ。抗氧化试验结果表明，纯化后的银

杏抗氧化肽质量浓度为 １０ｍｇ／ｍＬ时，对羟自由基和 ＤＰＰＨ自由基具有很强的清除作用，清除率分别达到 ８０２６％

和 ８３５７％。
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　　引言

银杏种仁（俗称白果）中蛋白质含量丰富，具有

抗氧化
［１～２］

、抑菌
［３～４］

、抗肿瘤
［５］
、抗衰老

［６］
和免疫

调节
［７～８］

等多种功能作用。银杏种仁蛋白经过酶解

可以制得活性多肽，使其抗氧化活性得到明显提高。

前人对银杏抗氧化肽的研究主要集中在制备和活性

的检验，并未对银杏抗氧化肽进行纯化和结构鉴

定
［９～１１］

。

已有研究表明，多肽结构与抗氧化活性有密切

关系，多肽的结构鉴定对揭示其构效关系有十分重

要的意义
［１２］
。结构鉴定对多肽的纯度有较高要求，

因此多肽的分离纯化就显得非常重要。本研究采用

２７０９碱性蛋白酶和胃蛋白酶分步水解银杏种仁蛋
白制备银杏抗氧化肽。银杏抗氧化肽粗品经过

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０初步分离纯化，
然后通过半制备型液相色谱进行纯化，得到单一的

抗氧化肽组分，为进一步进行结构鉴定奠定基础。

１　材料与方法

１１　实验材料与试剂
银杏种仁蛋白，南京林业大学食品实验室制备；

２７０９碱性蛋白酶，北京东华强盛生物技术有限公
司；胃蛋白酶，上海源聚生物科技有限公司；二苯基



苦基苯肼（ＤＰＰＨ），日本 ＷＡＫＯ公司。
乙腈（色谱纯）；三氟乙酸；无水乙醇；水杨酸；

双氧水。

１２　实验仪器
ＬＣ ８Ａ型半制备液相色谱仪；Ｓｈｉｍ ｐａｃｋ

ＰＲＣ ＯＤＳ型高效液相制备柱（２５０ｍｍ×５０ｍｍ），
日本岛津公司；高效液相色谱，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司；液
相色谱串联四极杆飞行时间质谱仪，美国 Ｗａｔｅｒｓ公
司；ＴＵ １８００ＰＣ型紫外可见分光光度计；玻璃层析
柱（１６ｍｍ×５００ｍｍ）；ＢＳＺ型自动部分收集器；
ＱＴ ５８Ａ型智能紫外检测仪，上海沪西分析仪器厂
有限公司。

１３　实验方法
１３１　银杏抗氧化肽粗品的制备

银杏种仁蛋白由 ２７０９碱性蛋白酶和胃蛋白酶
分步水解制得，经冷冻干燥得到银杏抗氧化肽粗品。

１３２　银杏抗氧化肽的分离纯化
葡聚糖凝胶 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５：将处理好的样品

配制成质量浓度 ５０ｍｇ／ｍＬ的溶液，在 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ ２５凝胶柱上进行分离纯化，上样量为 ５ｍＬ。以
去离子水为洗脱液，洗脱流速为 ０５ｍＬ／ｍｉｎ，采用
自动部分收集器收集洗脱液（３ｍＬ／管），用紫外检
测仪在２８０ｎｍ处检测，收集各洗脱峰，真空浓缩，冷
冻干燥各级洗脱组分；以 ＤＰＰＨ自由基清除率为检
测指标筛选抗氧化活性最高的组分。

葡聚糖凝胶 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０：对由 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ ２５分离得到的活性最高的组分进行多次收集，冷
冻干燥，然后配制成质量浓度 ５０ｍｇ／ｍＬ的溶液，在
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０凝胶柱上进行分离纯化，上样量为
５ｍＬ。以去离子水为洗脱液，洗脱流速为０５ｍＬ／ｍｉｎ，
采用自动部分收集器收集洗脱液（３ｍＬ／管），用紫外
检测仪在２８０ｎｍ处检测，收集各洗脱峰，真空浓缩，
冷冻干燥各级洗脱组分；以 ＤＰＰＨ自由基清除率为检
测指标筛选抗氧化活性最高的组分。

半制备型液相色谱：对由 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０分离
得到的活性最高的组分进行多次收集，冷冻干燥，然

后配制成质量浓度 ２０ｍｇ／ｍＬ的溶液，采用半制备
型液相色谱进行分离纯化，上样量为 ２ｍＬ。以质量
分数１０％的乙腈和 ０１％的 ＴＦＡ为洗脱液，洗脱流
速为 １０ｍＬ／ｍｉｎ，手动收集各洗脱峰，真空浓缩，冷
冻干燥各级洗脱组分，以 ＤＰＰＨ自由基清除率为检
测指标筛选抗氧化活性最高的组分。

１３３　银杏抗氧化肽的纯度检验
采用高效液相色谱对纯化效果进行检验。

１３４　银杏抗氧化肽的活性检验
采用羟自由基清除率

［１３］
和 ＤＰＰＨ自由基清除

率
［１４］
对银杏抗氧化肽的活性进行鉴定。

１３５　银杏抗氧化肽分子量分析
采用液相色谱串联四极杆飞行时间质谱对银杏

抗氧化肽的分子量进行测定。

２　结果与讨论

２１　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５分离纯化结果
银杏抗氧化肽粗品的 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５分离纯

化结果如图１所示。

图 １　银杏抗氧化肽的 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５层析洗脱图

Ｆｉｇ．１　Ｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｇｉｎｋｇｏａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｅｐｔｉｄｅｏｎ

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５ｃｏｌｕｍｎ
　
从图 １可 以 看 出，银 杏 抗 氧 化 肽 粗 品 经

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５纯化后，被分离成 Ａ１、Ａ２、Ａ３、Ａ４
４个组分。ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５的分离范围是 １０００～
５０００Ｄａ，组分 Ａ１为穿透峰，即没有进入凝胶颗粒，
直接从凝胶的缝隙中被洗脱下来，因此 Ａ１组分中
以分子量为５０００Ｄａ以上的成分为主；Ａ２、Ａ３和 Ａ４
３个组分是进入到凝胶颗粒而被分离开来，因此这
３个组分中以分子量为 ５０００Ｄａ以下的成分为主。
将这４个组分分别收集，冷冻干燥，然后配成相同质
量浓度的溶液，分别测定 ４个组分的 ＤＰＰＨ自由基
清除率，结果发现组分 Ａ３的 ＤＰＰＨ自由基清除率
最高。因此，将组分 Ａ３所在的试管进行合并，冷冻
干燥，供下一步分离纯化使用。

２２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０分离纯化结果

银杏抗氧化肽粗品经 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５纯化后
的组分 Ａ３再经过 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０进行分离纯化，
结果如图２所示。

图 ２　银杏抗氧化肽的 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０层析洗脱图

Ｆｉｇ．２　Ｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｇｉｎｋｇｏａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｅｐｔｉｄｅｏｎ

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０ｃｏｌｕｍｎ
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从图２可以看出，组分 Ａ３经 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０
纯化后，又被分离成 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３３个组分。将这３个
组分分别收集，冷冻干燥，然后配成相同质量浓度的

溶液，分别测定３个组分的 ＤＰＰＨ自由基清除率，结
果发现组分 Ｂ３的 ＤＰＰＨ 自由基清除率最高。
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０的分离小于７００Ｄａ，因此，初步断定
组分 Ｂ３的分子量小于 ７００Ｄａ。将组分 Ｂ３所在的
试管进行合并，冷冻干燥，供下一步分离纯化使用。

２３　半制备型液相色谱分离纯化结果
经 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０纯化后的组分 Ｂ３再经过半

制备型液相色谱进行纯化，结果如图３所示。

图 ３　银杏抗氧化肽的半制备型液相色谱分离图谱

Ｆｉｇ．３　Ｇｉｎｋｇｏａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｅｐｔｉｄｅｓｅｐａｒａｔｅｄｂｙ

ｓｅｍｉｐｒｅｐａｒｉｎｇＲＰＨＰＬＣ
　
如图３所示，经过 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １０分离纯化得

到的组分 Ｂ３经半制备型液相色谱分离后，收集得
到９个主要组分。重复进样，多次收集各组分，冷冻
干燥。将所得各组分溶于超纯水中配制成相同质量

浓度的溶液，进一步测定各组分的抗氧化活性。结

果发现组分 Ｃ８的 ＤＰＰＨ自由基清除率最高。
２４　ＨＰＬＣ液相色谱分析

将经过半制备型液相色谱纯化得到的组分 Ｃ８
进行纯度检验，结果见图４。

图 ４　银杏抗氧化肽的 ＨＰＬＣ分析图谱

Ｆｉｇ．４　ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＨＰＬＣｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｇｉｎｋｇｏ

ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｅｐｔｉｄｅ
　
从图４中可以看出，组分 Ｃ８的高分辨率 ＨＰＬＣ

图谱显示为单一主峰，据此可以判断组分 Ｃ８为纯
度较高的肽段，可以进行下一步结构鉴定分析。

２５　质谱分析图
采用液相色谱串联四极杆飞行时间质谱对组分

　　

Ｃ８的分子量进行分析，结果见图５。

图 ５　组分 Ｃ８的质谱图

Ｆｉｇ．５　ＭＳｐｒｏｆｉｌｅｏｆｆｒａｃｔｉｏｎＣ８
　

图５中 ４５３２０９４的峰为组分 Ｃ８的质子化分
子（［Ｍ＋Ｈ］＋）峰，组分 Ｃ８的实际分子量应该是
４５３２０９４减去一个氢离子分子量。因此，组分 Ｃ８
的分子量约为４５２２１Ｄａ。
２６　抗氧化性检验

组分 Ｃ８经过重复收集，冷冻干燥，配成质量浓
度１０ｍｇ／ｍＬ的溶液，进行抗氧化性试验，以相同
浓度的还原型谷胱甘肽作对照，结果见表１。

表 １　组分 Ｃ８对羟自由基和 ＤＰＰＨ自由基的清除率

Ｔａｂ．１　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｓｏｆｆｒａｃｔｉｏｎＣ８ｔｏｈｙｄｒｏｘｙｌ

ｒａｄｉｃａｌｓａｎｄＤＰＰＨｒａｄｉｃａｌｓ ％

组分 羟自由基清除率 ＤＰＰＨ自由基清除率

Ｃ８ ８０２６ ８３５７

ＧＳＨ ８０６３ ８２１５

从表１可以看出，纯化后的组分Ｃ８对羟自由基
和 ＤＰＰＨ自由基有着较强的清除作用，所以组分 Ｃ８
为高纯度的抗氧化肽。

３　结束语

采用葡聚糖凝胶 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ ２５和 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ １０对酶解得到的银杏抗氧化肽粗品进行初步纯
化，然后再利用半制备型液相色谱进一步分离，得到

抗氧化活性较高的肽段。说明采用葡聚糖凝胶结合

液相色谱法纯化银杏抗氧化肽是可行的。纯化后的

银杏抗氧化肽经高效液相色谱鉴定为单一组分，采

用液相色谱串联四极杆飞行时间质谱测定抗氧化肽

的相对分子质量为 ４５２２１Ｄａ。抗氧化试验结果表
明，纯化后的银杏抗氧化肽对羟自由基和 ＤＰＰＨ自
由基有较强清除能力，当质量浓度为 １０ｍｇ／ｍＬ
时，清除率分别达到了８０２６％和 ８３５７％。通过本
研究，得到了银杏抗氧化肽的纯化工艺，为之后的结

构鉴定分析奠定了基础。同时，银杏抗氧化肽的开

发为银杏产品的深加工开辟了新的途径。

４５１ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１１年
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