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燕麦麸皮蛋白
在不同蛋白酶作用下的水解研究

冯  冰,王昌涛,雷  芳  董银卯*

(北京工商大学北京市植物资源研究开发重点实验室, 北京 100037)

 摘  要:以燕麦麸皮为原料,研究了燕麦麸皮中蛋白质在 A lcalase

酶和 P rotam ex酶的作用下的水解, 测定了其在不同水解时

间下的水解产物的分子量,并对燕麦麸皮水解产物去除羟

自由基能力进行了初步测定。结果表明, 用 A lcalase酶和

P rotamex酶水解燕麦麸皮,水解时间越长,水解产物分子量

越小。在同样的水解条件下, Protam ex酶水解产物的分子

量大于 A lcalase酶水解产物的分子量,而且 Protam ex酶水

解产物去除羟自由基能力大于 A lca lase酶的水解产物。本

实验为燕麦麸皮水解产物应用于食品提供了一定的理论

基础。
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the m o le cu la r w e ig h t o f hyd ro lysa te a nd its ab ility o f

e lmi ina ted hyd roxy rad ica l w e re de te rm ined1 The
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by A lca lase1Th is resea rch p rov ide d p rmi a ry theo ry

bas is fo r hyd ro lyze d o f o a ts b ran us ing in food1

 Key words: oa t b ran; e nzym a tic hyd ro lys is; g e l

c h rom a to g raphy; hyd ro xy l ra d ica l
 
 中图分类号: TS20112+

1 文献标识码: A

 文 章编 号: 1002- 0306( 2007) 10- 0120- 03

收稿日期: 2007- 03- 26

作者简介:冯冰 ( 1981- ) ,女,硕士研究生,研究方向:生物化工。

近年来,研究发现植物蛋白质酶解产物中的一

些短肽除营养功能以外, 还具有广泛的生理调节功

能,如降血压, 降低胆固醇, 促进免疫以及促进营养

物质的消化吸收, 且其在体内的消化吸收性能明显

优于单个氨基酸。可以促进钙吸收的酪蛋白磷酸

肽、降血压肽、免疫促进肽等多种具有生物活性的功

能肽引起了人们的高度关注, 成为生物活性肽研究

领域最引人注目的方向之一
[ 1, 2]
。大豆、玉米等常见

粮食作物被人研究的较多, 其活性肽的制备及其生

理功效已经被人们了解
[ 3, 4]
。而作为人类八大粮食作

物之一的燕麦, 尽管早被医学专家和营养专家证明

具有降低机体胆固醇等生理功效, 但研究较多的主

要是燕麦中的 B-葡聚糖,对于燕麦蛋白质水解后的

产物 ) ) ) 燕麦活性肽却少有文献可查, 因此关于燕

麦肽的性质和功效的研究无疑会成为今后研究的新

热点
[ 5, 6]
。本文研究了燕麦麸皮在不同蛋白酶作用下

水解产物分子量的分布, 并对水解产物清除羟自由

基能力进行了初步研究, 为进一步开发燕麦肽奠定

基础。

1 材料与方法
111 材料与设备
燕麦麸皮  20~ 60目筛, 作为水解原料;牛血清

蛋白、氧化性谷胱甘肽、Sephadex G- 15 F ine、牛胰岛

素、维生素 B12  北京拜尔迪生物公司; 碱性蛋白酶

( A lcalase 酶 )、复 合蛋 白 酶 ( P rotamex 酶 )  
Novozymes公司。

DSHZ--- 300多用途水浴恒温振荡器  江苏太
仓实验设备厂; DHL ) A电脑恒流泵、HD) 2核酸蛋

白检测仪、DBS) 100电脑全自动部分收集器  上海
沪西分析仪器厂有限公司; 3057型便携式记录仪  

重庆川仪总厂有限公司执行器记录仪分公司; 752

PC紫外可见分光光度计  上海光谱仪器有限公司。

112 A lcalase酶和 Protamex酶水解工艺
料液比为 1 B10, 即称取 10g 燕麦麸皮, 量

100mL蒸馏水, 加入 250mL的锥形瓶中。将燕麦

麸皮液调至酶水解合适 pH, 在 55e 摇床转速
200 r /m in预处理 1h, 之后加入 5%的 A lca lase酶

( P rotam ex酶 )水解 , 使之在摇床中反应一定时间

后, 在 8000r /m in的条件下离心 15m in, 所得上清

液即为燕麦麸皮的水解液。

113 燕麦肽分子量的测定方法
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采用凝胶色谱分析法测燕麦肽的分子量, 选择

可分离范围在 1000~ 5000的葡聚糖凝胶 Sephadex G

- 25F ine。分别取水解一定时间的燕麦水解液 5mL,

以 018mL /m in的洗脱速度洗脱并按每管 5m in收集洗

脱液, 洗脱液为磷酸缓冲液 ( pH718)。用紫外分光光
度计逐管测定其吸光度 A280,并确定各水解液的洗脱

峰最高点,然后量出其洗脱体积。

114 燕麦麸皮水解产物清除羟自由基能力测定
采用结晶紫法

[ 7 ]
。

2 结果与讨论
211 凝胶色谱分子量标准曲线的制作
将已知分子量的标准品物质牛血清白蛋白、牛

胰岛素、氧化型谷胱甘肽及维生素 B12分别配成 1%

的溶液,经微孔滤膜过滤后分别进样 3mL, 分子量与

洗脱体积见表 1。

表 1 标准物质的分子量与洗脱体积

牛血清

白蛋白
牛胰岛素

维生素

B12

氧化型

谷胱甘肽

分子量 ( Da) 67000 5700 1335 614

分子量的对数 41826 31756 31125 21788
洗脱体积 ( mL ) 78 114 13615 14515
  以分子量的对数为纵坐标, 洗脱体积为横坐标,

做出标准曲线如图 1所示。

图 1 分子量对数与洗脱体积关系图

采用最小二乘法,求出直线的回归方程为:

Y= - 010298X+ 711547,其回归系数 R = 01999。
式中 X代表洗脱体积, Y代表分子量对数。采

用该回归方程可以根据某物质的洗脱体积估算出该

物质的分子量。

212 A lca lase酶水解燕麦麸皮产物的凝胶色谱分析
分别对燕麦 A lca lase酶水解 1、2、3h的水解物进

行 G- 25凝胶分离,洗脱曲线见图 2。

图 2 Alca lase酶水解不同时间的凝胶洗脱图谱

图 2表明, A lca lase碱性蛋白酶作用不同时间

后,都出现洗脱高峰, 说明得到的水解产物分子量相

对集中。随着水解时间的延长, 水解产物的吸光度

的高峰出现的越来越晚, 且吸光度的最大值也逐渐

减小,说明水解时间越长,水解所得多肽的分子量就

越小,且洗脱高峰也逐渐降低。从图中还可以看出,

水解产物还有一个较小的洗脱高峰, 且水解时间越

长的物质,洗脱体积在 200mL以上的吸收峰面积占

的比例越大, 这说明水解时间越长所得的小分子量

的物质越多, 也越难被分离。也证明了随着水解时

间增加, 后面出现小分子量洗脱高峰, 所以随着时间

增加,前面大的洗脱逐渐降低。

从图中还可以得出一个结论, 水解所得的多肽

分子是连续分布的, 即水解物存在着各种分子量大

小不等的肽分子。从总体上看, A lca lase碱性蛋白酶

水解的产物, 分子量分布较为集中,在水解 3h以内,

水解物中多肽主要分布在洗脱体积 100~ 200mL之

间, 说明多肽的分子量的范围均在 5000D a以下。

213 Protamex酶水解燕麦麸皮产物的凝胶色谱

分析
分别对燕麦 Pro tamex酶水解 1、2、3h的水解物

进行 G- 25凝胶分离,洗脱图见图 3。

图 3 P ro tam ex酶水解不同时间的凝胶洗脱图谱

由图 3可知, P rotamex酶水解燕麦所得的产物中

多肽分子也是连续分布的, 该酶水解的产物分子量

分布较为集中,这点与 A lcalase碱性蛋白酶作用所得

的产物的洗脱图谱相同。不同水解时间的产物的洗

脱高峰随时间先后依次到来, 说明水解物的分子量

也在逐渐减小。与 A lca lase酶水解不同的是, 随着时

间的增加,水解产物的吸光度的高峰出现的越来越

晚, 但是吸光度的最大值却逐渐增大。这可能是因

为在洗脱峰前面还有一个小的洗脱高峰, 随着时间

延长,分子量较大的产物继续水解,导致洗脱峰值的

增大。

由图 3还可知, P ro tamex酶的水解物中多肽主要

分布在洗脱体积在 60~ 200mL之间,水解 3h后,其洗

脱峰对应的分子量为 5700Da, 而 A lca lase酶水解 3h

后, 分子量在 1000Da左右。说明水解产物中有相当

一部分物质的分子量远大于 A lca lase碱性蛋白酶水

解产物的分子量。

214 燕麦麸皮酶解后去除羟自由基能力
分别对用 A lcalase酶和 Protamex酶水解不同时

间所得的燕麦肽进行抗氧化性的测定, 可得每种样

品的表观抗羟自由基氧化率 S, 该值越大, 说明样品

的抗氧化性越好。 S(% ) = ( As- Ab) / ( A0- Ab) @

100% ,实验结果如图 4。

由图 4可以得出, 无论是 A lcalase 酶还是
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图 4 A lca lase酶和 P rotam ex酶水解产物清除羟自由基能力

Protamex酶作用于燕麦麸皮,都是水解时间越长的产

物,清除羟自由基的能力越强。而在同样的水解时

间下, 总是 Pro tamex酶水解出的产物清除羟自由基

能力更好, 说明用 Pro tamex酶水解燕麦可以得到更

多的具有清除自由基功能的多肽。这种结果的产生

是由于 A lca lase酶和 Protamex酶对蛋白质具有不同

的作用位点,因此产生的多肽才有不同程度的功效。

3 结论
本文对碱性蛋白酶 A lca lase和复合蛋白酶

Protamax水解燕麦麸皮做了初步研究, 发现随着水解

时间的延长,水解产物洗脱高峰逐渐延后, 说明小分

子的肽类逐渐增多。不同蛋白酶水解燕麦麸皮所得

产物不同, P rotam ex酶水解的产物总是在洗脱体积为

60mL左右有个小的洗脱高峰, 然后出现大的洗脱高

峰,说明产物中有些分子量较大的物质很早就被洗

脱出来,而 A lcalase酶所得产物所得洗脱峰大的在

前,小的在后。这是 Pro tamex酶和 A lca lase酶特异性

作用的结果。而且水解时间越长, 产物的吸光度的

最高峰越大, 这说明水解时间的延长使得产物中小

分子的含量在增多,且分子量相对集中。

不同蛋白酶水解燕麦麸皮所得水解产物分子量

有差异,而且水解产物的功能也不同,本文研究发现

A lca lase酶与 Protamex酶水解燕麦麸皮,随着时间的

延长去除羟自由基能力逐渐增强。相同水解条件下,

P rotamex酶水解产物去除羟自由基能力强于 A lcalase

酶的水解产物。薛照辉
[ 8]
曾对菜籽肽的制备及其生

物活性做过研究, 利用复合酶水解菜籽清蛋白,对菜

籽肽的抗氧化活性做了研究, 显示它们可以有效减

弱脂质过氧化反应。汪建斌
[ 9 ]
研究了大豆多肽在非

油脂体系中和油脂体系中的抗氧化性, 发现肽液与

亚油酸体系的反应时间越长, 且肽液本身的水解度

越高,则肽液表现出的相对抗氧化力越强。这些研

究与本文研究结果基本一致。
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保湿剂可以有效结合配方中的水分, 保持产品

的柔软度、弹性、口感没有变化, 使 ERH 降低, 延长

无霉货架期。添加 016%~ 018%保湿剂可以有效控制
ERH,获得最佳无霉货架期。纳他霉素可有效抑制铜

锣烧及糯米糍产品中霉菌和酵母的生长。常温贮藏

条件下,浓度为 10~ 15mg /kg的纳他霉素可显著抑制

霉菌和酵母的滋生, 延长保质期。添加保湿剂及纳

他霉素不会影响产品的感官特征。
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