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文蛤肉酶解液清除自由基能力的研究

（广西大学生命科学与技术学院，南宁 !"###$ ） 阎欲晓 粟桂娇

摘 要：利用木瓜蛋白酶、酸性蛋白酶及两者组合水解文蛤肉，研

究了各种酶解液对两种自由基的清除能力。结果表明，酶

解液对羟基自由基及超氧自由基均有一定的清除能力。

在一定的水解度范围内，双酶水解液清除羟基自由基的

能力最强，其次为酸性蛋白酶的水解液和木瓜蛋白酶水

解液。对于清除超氧自由基而言，酸性蛋白酶的水解液强

于双酶法水解液和木瓜蛋白酶水解液。
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文蛤营养价值极高，具有平肝化痰、清肺、软坚

散结等功效 !"#，目前对文蛤肉药理作用、水解液酶法

制备条件、水解液降血脂功效方面都有研究!"1)#，但有

关其酶解液的抗氧化活性的研究未见报道。为此，本

研究采用几种常见的蛋白酶水解文蛤，通过离体实

验系统检测其清除羟基自由基和超氧自由基的效

果，为文蛤多肽的进一步开发利用提供理论依据。

$ 材料与方法
$%$ 实验材料
新鲜文蛤肉 购于南宁五里亭农贸市场，去壳，

用高速组织捣碎机打碎；木瓜蛋白酶（*%/8"(/9 : ;）、
中性蛋白酶（"8"(/9 : ;） 庞博生物工程有限公司；
酸性蛋白酶（/8"(29 : ;） 无锡酶制剂厂；其余化学
试剂 均为分析纯。

$%! 实验方法
"%’%" 水解液清除羟基自由基 !21/# 7%/<<=> : ? 邻非
罗邻 (%7/<?，加 @A7%2 的磷酸缓冲液 ’%/<?，充分混

匀后，加 7%/<<=> : ? 的硫酸亚铁 (%7/<?，每加一管立
即混匀；加 (%"B A’C’"%(<?，最后以水补充至相同体
积，反应液 )7D保温 "E，测 /)*F<处的吸光度，为 5 损伤；
实验组先加样品后加 A’C’，测 5 加样；不加 A’C’和样品

液，为 5 空白。
清除率G5 加样65 损伤 :（5 空白65 损伤）8"((B

"%’%’ 清除超氧阴离子自由基的方法 !*# 取 2%/<?
@A0%)2的 HI4（终浓度 /(<<=> : ?），"%’<?蒸馏水，混
匀后在 ’/D的水浴中保温 ’(<JF，取出后立即加入在
’/D预热的邻苯三酚 (%)<?（终浓度 (%’<<=> : ?），总
体积为 *%(<?，在 )’/F< 下测反应启动后 2<JF 内邻
苯三酚自氧化速率，为 K 自。待测液取试剂同前，只是
在加入邻苯三酚前分别加入一定量的样品体积，蒸

馏水减少相应体积，测反应启动后 2<JF 内样品抑制
邻苯三酚自氧化的氧化速率，为 K 样品。
清除率G（K 自6K 样品）: K 自8"((B

! 结果与讨论
!%$ 木瓜蛋白酶水解液清除自由基的效果
准确称取一定量文蛤肉，按加水比 "L)（M:K）加

入蒸馏水，升温到 2/D，起始 @A*%/，加酶量为
0(((9 : ; 原料，分别水解 "、"%/、)%/、2%/E，得不同水解
度的酶解原液，分别离心取上清液，按 "%’ 方法进行
自由基清除实验。

从表 " 和表 ’ 看出，采用木瓜蛋白酶在最适水
解条件下水解文蛤蛋白，得到的水解液对羟基自由

基和超氧自由基均具有清除作用，而且随加样量的

增加清除率增加。为了比较不同水解度的样品清除

能力的大小，将数据作图后计算清除 /(B自由基时
氨基氮量（4N/(），以此作为对比指标，可以看出，经酶

水解的样品，其羟基自由基清除能力比未经酶水解
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样品清除率显著提高，但超氧阴离子自由基的清除

率变化不大，而且各水解液的清除能力与水解度大

小不呈相关关系，说明水解度不同，得到的游离的及

暴露的肽链末端氨基酸不同，影响清除效果。

!%! 酸性蛋白酶酶解液清除自由基的效果
取一定量文蛤肉浆按酶量为 !""# $ % 原料加入酸

性蛋白酶，在 &’()*，温度为 !*+条件下水解 !",-.、
/*,-.、01、(1、!1，灭酶，离心，取清液，测定水解液清
除自由基的能力。

由表 ! 及表 / 看出，经酸性蛋白酶水解的文蛤
水解液，对两种自由基均有清除效果。以清除率达

*"2时的氨基氮量为指标比较，水解液的清除能力比
未经水解的文蛤蛋白有显著提高，且高于木瓜蛋白

酶水解液的清除能力；对自由基的清除能力与水解

度的大小不成相关关系，但在一定范围内随着水解

度的增加清除率增加，但水解度过大时，清除能力反

而下降。

!%& 木瓜蛋白酶与酸性蛋白酶组合水解文蛤蛋白清
除自由基的效果

考虑到双酶水解可能由于增加所切位点，产生

的肽序列较多，所以以双酶组合对文蛤肉浆进行水

解，水解顺序为先木瓜蛋白酶再酸性蛋白酶，实验条

件按正交表进行，结果见表 *。
由表 * 可知，以清除 *"2羟基自由基和超氧阴

离子自由基时氨基氮消耗量为指标，水解时间为最

主要影响因素，最佳清除条件为 3!405(，即木瓜蛋白

酶6酸性蛋白酶7")*26")"*2，水解时间为 01，水解时
间的分配为 06(。
从正交实验结果中得出最佳双酶用量及水解时

间分配，由于水解总时间为最显著影响因素，故进一

样品水解度

（2）
氨基氮

（,% $,8）
抑制率（2） 95*"氨基氮量

:,%;")"*,8 ")0,8 ")0*,8 ")(* ,8 ")* ,8
!")(/ 0)<(<! (")"0 !()=! > <()0* ?()=0 ")(@/"
!/)</ ()"/ 0@)!= !!)*< > *@)/@ ?")0* ")!=?<
!*)(0 ()(<@! (*)/= !*)<? > <*)== ?/)/0 ")!<!"
!*)<! ()(0(< (*)/0 !/)=" > <*)!* ?()(= ")!*/"

0?)0(:无酶解; 0)"@<= 0<)/0 (=)/* !<)(( /*)"@ *@)=0 ")!(@"

表 0 木瓜蛋白酶水解液清除超氧阴离子自由基的能力

样品水解度

（2）
氨基氮量

（ ,% $,8）
清除率（2） 95*"氨基氮量

（,%）")*,8 0,8 0)*,8 (,8
!")(/ 0)<(<! 0=)// /0)0( <=)!" ??)** 0)@?@!
!/)</ ()"/ !!)!! <0)/" ?!)<= =!)"( 0)?!?!
!*)(0 ()(<@! 0!)=/ /0)=? ?*)"" =?)?( 0)=(((
!*)<! ()(0(< !@)!@ *?)0= ?*)"" @()?! 0)?/?

0?)0(:无酶解; 0)"@<= (0)*= (*)@? (<)@= (=)@* ?)0""?
")"*2维生素 5 @)=? (")?* !()=* *@)<= ")@("?（维生素 5）

表 ( 木瓜蛋白酶水解液清除羟基自由基的能力

水解度（2） 氨基氮

（ ,% $,8）
抑制率（2） 95*"氨基氮量

（,%）")"*,8 ")0,8 ")0*,8 ")(*,8 ")*,8
(@)=! 0)@0!= /0)=@ *!)(( <*)/* ?")@0 =@)/( ")0/*=
!0)/@ ()"/(/ /<)=/ <()*/ ?")"? =")@0 =@)00 ")00"?
!<)?* ()!"?0 *!)<@ <<)=0 ?<)<< =0)=@ @")?@ ")"?(=
!@)@@ ()/*=/ /")/< *?)*0 <0)!/ ?/)/0 =/)!@ ")("*"
/")(< ()!(@= !@)?( *()/? </)!@ ?0)"@ =/)@@ ")(00!

0?)0(（无酶解） 0)"@<= 0<)/0 (=)/* !<)(( /*)"@ *@)=0 ")!(@"

表 ! 酸性蛋白酶解液抑制超氧阴离子自由基的能力

水解度（2） 氨基氮

（,% $,8）
抑制率（2） 95*"氨基氮量

（,%）")*,8 0,8 0)*,8 (,8
(@)=! 0)@0!= /*)!/ <")?0 =0)=@ @@)"@ 0)(*0"
!0)/@ ()"/(/ /!)?* ?!)*? @<)=! @@)!( 0)(0@?
!<)?* ()0!<( *!)0( ?0)/0 =")?( @")"( ")?"!@
!@)@@ ()!//@ /()@! ?*)== @@)=* 0"" 0)/"!
/")"0 ()/*=/ !@)<! ?<)0= @/)(! @=)!/ 0)*<*0

0?)0(（无酶解） 0)"@<= (0)*= (*)@? (<)@= (=)@* ?)0""?

表 / 酸性蛋白酶水解液清除羟基自由基的能力
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实验号
! 酶量
（木瓜"酸性） #时间（$） % 时间比

（木瓜"酸性）
水解度

（&）
’%()（·*+）
氨基氮量（,-）

’%()（*.·
/）

氨基氮量（,-）
0 0（)1(&")10&） 0（0） 0（0"0） 2.134 01))). )10222
. 0 .（.） .（0".） ()1)0 01.2)( )1.).(
5 0 5（5） 5（0"5） (.126 01.6). )1.663
2 .（)1(&")1).(&） 0 . 221(4 01)3(( )1066)
( . . 5 26144 010702 )1070)
6 . 5 0 231(( 01..42 )1.03.
4 5（)1(&")1)(&） 0 5 2(147 010273 )100()
3 5 . 0 26165 0102(7 )1.003
7 5 5 . ()1)5 010(20 )106(5
80 01064) 01)43( 016363
8. 010630 014337 0107.6

·*+ 85 010277 01.057 01.))(
9 )1)03. )140)2 )1272.
80 )1.)26 )10203 )1070(

*.
/1 8. )10704 )1.)03 )10447

85 )1062) )1.063 )1 07)7
9 )1)2)6 )1)4264 )1)05(

表 ( 正交实验及结果分析表 :7（52）

步探讨了水解时间对水解度及清除效果的研究，并

进一步探讨了不同种类的蛋白酶水解液的清除能

力，结果见图 0。对于超氧自由基而言，单一酸性蛋白
酶解液的清除能力最强;双酶水解液的清除能力比单
一木瓜蛋白酶水解液清除能力高。对于羟基自由基，

在较低水解度下（<+=2)&）双酶水解液（样品 0、样
品 .）的清除效果明显优于单一酸性蛋白酶和木瓜蛋
白酶的水解液，但样品 2、样品 ( 的水解度过大，其清
除能力反而下降。原因可能是各种蛋白酶水解反应

条件各异，影响底物蛋白构象变化；且各种蛋白酶的

专一性，促使产物多肽的 >/末端、%/末端氨基酸组
成及排序各异，这是影响肽功能性质最主要的因素。

% 结论
%&$ 文蛤酶解液具有清除自由基的能力
文蛤水解液中富含多肽及游离的氨基酸，如牛

磺酸、胱氨酸、组氨酸、色氨酸、赖氨酸、精氨酸、亮氨

酸、缬氨酸等，它们均具有抗氧化性能?4@。在较低的水

解度时，清除活性会随水解度增加而提高，但当水解

度达一定值后，随着水解度的增加，清除能力反而降

低。说明通过控制水解度可制得抗氧化效果良好的

水解液。

%&! 不同蛋白酶文蛤水解液对羟基自由基和超氧阴
离子自由基的清除能力存在差异

采用复合酶由于增加了所切位点，产生的肽序

列较多，在水解度为 2)&内其酶解物清除能力较
强，其次为酸性蛋白酶解液，较差的是木瓜蛋白酶

解液。
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0 双酶 5),LMB<+N54157&C；. 双酶 (),LM（<+N531)2&）；
5 双酶 4),LMB<+N53145&C；2 双酶 0.),LMB<+N26105&C；
( 双酶 0(),LMB<+N(51.4&C；6 酸性蛋白酶（最佳 <+N
5614(&）；4 木瓜蛋白酶（最佳 <+N52162&）。

图 0 各种酶解液清除自由基能力的比较
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