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摘　要：以南极磷虾（Ｅｕｐｈａｕｓｉａｓｕｐｅｒｂａ）粉为原料，α葡萄糖苷酶抑制率为指标，在确认最佳生物酶的基础
上，通过单因素试验和响应面优化酶解工艺条件，并用超滤和Ｇ２５进行分离纯化，凝胶色谱法探究酶解液和
多肽的分子量及其分布情况。结果表明：复合蛋白酶酶解效果最佳；最佳酶解条件为酶解时间５．９ｈ、料液比
３．７５∶１、酶添加量６．２％（原料）；酶解液的相对分子质量集中分布在３０００ｕ以下，占９８．６３％；经超滤Ｃ４（＜３
ｋｕ）组分对α葡萄糖苷酶抑制率ＩＣ５０为（１４．８９±２．１５）ｍｇ／ｍＬ；Ｇ２５纯化 Ｃ４２组分对 α葡萄糖苷酶抑制率
ＩＣ５０为（４．６４±０．１５）ｍｇ／ｍＬ。Ｃ４２组分中＜１０００ｕ的多肽占９７．６％，其中 Ｃ４２１、Ｃ４２２、Ｃ４２３的分子量
分别为５９７ｕ、３３５ｕ、２４６ｕ。
关键词：南极磷虾粉；工艺参数优化；分离纯化；分子量分布；α葡萄糖苷酶抑制活性
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　　近年来，糖尿病病例呈逐年递增的趋势，世
界卫生组织预计２０５０年患病人数将达 ６．４２亿
人。由于对人体有着严重危害，其被称为第三种

慢性疾病［１］。在糖尿病患者中，Ⅱ型糖尿病所占
比例最大，占患者总数的８５％ ～９５％［２］。这种疾

病给社会带来了巨大的负担，为开发有效的降血

糖产品创造了根本的需要［２］。

糖尿病产生的主要原因是人体吸收过多糖

分以及胰岛素分泌失衡导致的身体中糖分代谢

紊乱［３４］。人类饮食摄入的碳水化合物（低聚糖、

二糖等）通过小肠黏膜上的关键消化酶（α葡萄
糖苷酶）水解成葡萄糖单体，被人体吸收进入血

液提高血糖浓度［５］。因此，可通过抑制 α葡萄糖
苷酶活性来降低血糖［３］。目前用于治疗Ⅱ型糖
尿病的方法主要是口服人工合成的酶抑制剂（如

阿卡波糖），然而，这些酶抑制剂经常导致腹胀、

腹泻等胃肠道症状的副作用［５］。因此，从天然产

物提取对人体无毒的 α葡萄糖苷酶抑制剂成了
重要途径，目前对动植物蛋白α葡萄糖苷酶抑制
剂的研究是热点，张灿等［６］利用木瓜蛋白酶酶解

银杏蛋白制得了α葡萄糖苷酶抑制肽，张玉等［７］

利用酸性蛋白酶酶解蚕蛹蛋白得到了 α葡萄糖
苷酶抑制剂。

目前南极磷虾（Ｅｕｐｈａｕｓｉａｓｕｐｅｒｂａ）的蕴藏量
据《南大洋生物资源储量调查》保守估计６～１０
亿 ｔ［８］。它含有丰富的蛋白质，可作为制备生物
活性肽的重要来源，例如，ＷＡＮＧ等［９］分离纯化

抗骨质疏松肽，李芙蓉等［１０］制备出抗氧化活性

肽。南极磷虾蛋白酶解产物中氨基酸种类丰富，

据文献［１１］报道 α葡萄糖苷酶的抑制活性与氨
基酸的疏水性相关，南极磷虾中含有丰富的疏水

性氨基酸［１２］，故南极磷虾可作为制备 α葡萄糖
苷酶抑制肽的来源。但目前还很少有关于从南

极磷虾粉中分离纯化出 α葡萄糖苷酶抑制肽的
报道。本研究为南极磷虾的综合利用提供科学

依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

脱脂南极磷虾粉（水分含量为１３．６６％，蛋白
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含量为 ７２％，脂肪含量为 １．２０％，灰分含量
１２．４４％，总糖含量０．６４％）由青岛康境海洋生物
科技有限公司提供。风味蛋白酶（２２２００Ｕ／ｇ）和
动物蛋白质水解酶（７２１７７．７８Ｕ／ｇ）购于南宁东
恒华道生物科技有限责任公司；碱性蛋白酶（７１
１５５．５６Ｕ／ｇ）、中性蛋白酶（６９７３３．３Ｕ／ｇ）和复合
蛋白酶（６２２２２．２Ｕ／ｇ）购于天津市诺奥科技发展
有限公司；α葡萄糖苷酶、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５购于北
京索莱宝科技有限公司；ＰＮＰＧ购于上海源叶生
物科技有限公司。

紫外分光光度计 ＵＶ２０００型，北京普析通用
仪器有限责任公司；雷磁 ＰＨＳ３ＣｐＨ计，上海仪
电科学仪器股份有限公司；超滤杯、超滤膜，上海

摩速科学器材有限公司；ＣＢＳＡ程控多功能全自
动部分收集器、核酸蛋白检测仪 ＨＤＢ７Ｌ，上海沪
西分析仪器有限公司；ＴＳＫ凝胶色谱柱（Ｇ２０００
ＳＷＸＬ，７．８ｍｍ×３００ｍｍ），北京金欧亚科技发展
有限公司；Ａｌｌｉａｎｃｅｅ２６９５高效液相色谱仪，上海
硅仪生化科技有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　α葡萄糖苷酶抑制率测定

参考文献［１３］并略作修改，将２ｍＬ的０．２
ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ为６．８）磷酸盐缓冲溶液、０．３ｍＬ的０．
２Ｕ／ｍＬα葡萄糖苷酶和０．５ｍＬ的样品溶液加
入试管，３７℃恒温水浴中保温１５ｍｉｎ；然后向试

管中加入０．４ｍＬ的２．５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＰＮＰＧ溶液，
３７℃恒温水浴中保温１５ｍｉｎ；最后向试管内加入
０．８ｍＬ的０．２ｍｏｌ／Ｌ的 Ｎａ２ＣＯ３溶液终止反应。
用蒸馏水调零点，在波长为４０５ｎｍ处，测定吸光
值为Ａｉ，用缓冲液代替样品溶液测得吸光度 Ａｏ，
缓冲液代替酶测得 Ａｊ。测定结果以 α葡萄糖苷
酶抑制率Ｔ表示：

Ｔ＝ １－
Ａｉ－Ａｊ
Ａ( )
ｏ

×１００％ （１）

式中：Ａｏ为空白对照管；Ａｉ为样品测定管；Ａｊ为样
品对照管。

１．２．２　蛋白酶活力测定
蛋白酶活力单位定义为１ｍｉｎ内分解出１μｇ

酪氨酸的酶量为 １单位，操作步骤参照陈安
和［１４］。

１．２．３　蛋白酶的选择
以脱脂南极磷虾粉为原材料，选取中性蛋白

酶、复合蛋白酶、碱性蛋白酶、风味蛋白酶、动物

水解蛋白酶５种生物酶，在表１中各自最适条件
（磷酸缓冲溶液调 ｐＨ），按酶添加量 ０．０２３ｇ／ｇ
（原料）、酶解时间４．５ｈ和料液比１０∶１（ｍＬ／ｇ）
进行酶解，酶解液于９０℃下灭酶１５ｍｉｎ，１００００
ｒ／ｍｉｎ４℃离心２０ｍｉｎ，收集上清液，以α葡萄糖
苷酶抑制率为指标比较各种酶酶解效果。

表１　蛋白酶的酶解条件
Ｔａｂ．１　Ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｐｒｏｔｅａｓｅ

酶种类

Ｅｎｚｙｍｅｔｙｐｅ
最适温度

Ｏｐｔｉｍｕｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃
最适 ｐＨ
ＯｐｔｉｍａｌｐＨ

碱性蛋白酶Ａｌｋａｌｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ ５０（４０～５５） ９．０（９．０～１１．０）
风味蛋白酶Ｆｌａｖｏｒｐｒｏｔｅａｓｅ ５０（５０～５５） ７．０（６．０～８．０）
中性蛋白酶Ｎｅｕｔｒａｌｐｒｏｔｅａｓｅ ５０（４５～５０） ７．０（６．８～７．０）
复合蛋白酶Ｃｏｍｐｏｕｎｄｐｒｏｔｅａｓｅ ５０（５０～６０） ７．０（６．５～７．５）
动物水解酶Ａｎｉｍａｌｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｐｒｏｔｅａｓｅ ５０（５０～５５） ７．５（７．０～８．０）

１．２．４　单因素试验
以筛选出来的蛋白酶对脱脂南极磷虾粉进

行酶解，酶解条件：脱脂南极磷虾粉５．０ｇ，料液
比８∶１（ｍＬ／ｇ），酶添加量０．２５ｇ，温度５０℃，ｐＨ
７．０，酶解时间４．０ｈ。单因素条件时间：４．０ｈ、５．
０ｈ、６．０ｈ、７．０ｈ、８．０ｈ；酶添加量：０．２０ｇ、０．２５
ｇ、０．３０ｇ、０．３５ｇ、０．４０ｇ；料液比：２∶１、４∶１、６∶１、
８∶１、１０∶１。反应结束，将烧杯置于９０℃沸水中
１５ｍｉｎ，然后离心２０ｍｉｎ（１００００ｒ／ｍｉｎ）。测其α

葡萄糖苷酶抑制率。

１．２．５　响应面试验
根据中心组合试验设计原理，以 α葡萄糖苷

酶抑制率（Ｙ）为响应值，选择酶解时间（Ａ）、酶添
加量（Ｂ）、料液比（Ｃ）为影响因素，设计３因素３
水平实验。因素和编码水平见表２。
１．２．６　分子量分布测定

采用凝胶色谱法测定分子量分布［１５］。以细

胞色素Ｃ（相对分子质量１２３８４ｕ），抑肽酶（相对

５６５
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分子质量６５１１ｕ），杆菌肽（相对分子质量１４５０
ｕ），ＧｌｙＧｌｙＴｙｒＡｒｇ（相对分子质量 ４５１ｕ），Ｇｌｙ
ＧｌｙＧｌｙ（相对分子质量１８９ｕ）为标准品，以各标
准品的分子量与洗脱体积作标准曲线，通过比较

样品的洗脱体积计算样品的分子量分布。色谱

条件：色谱柱ＴＳＫｇｅｌＧ２０００ＳＷＸＬ（７．８ｍｍ×３００
ｍｍ），进样量 １０μＬ，检测波长 ２２０ｎｍ，温度 ３０
℃，流动相为乙腈∶水∶三氟乙酸 ＝４５∶５５∶０．１（体
积比），流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ。样品经０．２２μｍ微孔
滤膜处理后注入仪器进行测定。

表２　响应面试验因素水平与编码
Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｓｔｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌａｎｄｃｏｄｉｎｇ

水平

Ｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒ
Ａ时间
Ｔｉｍｅ／ｈ

Ｂ酶添加量
Ａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｚｙｍｅ／ｇ

Ｃ料液比
Ｌｉｑｕｉｄｍａｔｅｒｉａｌｒａｔｉｏ／（ｍＬ／ｇ）

－１ ５ ０．２ ２∶１
０ ６ ０．３ ４∶１
１ ７ ０．４ ６∶１

１．２．７　超滤
酶解产物依次通过１０ｋｕ、５ｋｕ、３ｋｕ的超滤

膜，获得ＭＷ≥１０ｋｕ、５ｋｕ≤ＭＷ＜１０ｋｕ、３ｋｕ≤
ＭＷ＜５ｋｕ和＜３ｋｕ４个组分，冷冻干燥，测各组
分对α葡萄糖苷酶抑制率的ＩＣ５０。
１．２．８　凝胶过滤层析

操作步骤参考石杰方法并略作修改［１６］，

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５凝胶预处理之后装柱（８０ｃｍ×１．６
ｃｍ），去离子水平衡、洗脱，将上述超滤中抑制效
果最好的组分用去离子水配成质量浓度３０ｍｇ／
ｍＬ，上样５ｍＬ，流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ，在２８０ｎｍ下用
核酸蛋白检测仪检测，自动收集器每６ｍｉｎ收集
一管，测各组分对α葡萄糖苷酶抑制率的ＩＣ５０。
１．３　统计分析

所得数据运用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．０软件进
行响应曲面分析，Ｏｒｉｇｉｎ９软件作图，ＳＰＳＳ９．０软
件进行数据统计分析，以α＝０．０５作为差异显著
水平。ＩＣ５０为抑制率达５０％时样品浓度，ＩＣ５０的计
算采用ＳＰＳＳ９．０软件拟合样品浓度与抑制活性
之间的线性关系得到。

２　结果与分析
２．１　酶解脱脂南极磷虾粉的蛋白酶选择分析

脱脂南极磷虾粉分别经５种蛋白酶酶解后，
在质量浓度 ３０ｍｇ／ｍＬ下测 α葡萄糖苷酶抑制
率，由图 １可知，５种酶解产物均有一定的抑制活
性但差别很大，其中复合蛋白酶酶解产物对 α葡
萄糖糖苷酶抑制活性最高，抑制率为４９．５３％，远
远高于其他４种酶解产物。由于酶的专一性，每
种酶的酶切位点特定，酶解同一原料所得到的多

肽，在肽序列、空间结构和分子量大小等方面具

有很大差异，导致不同的蛋白酶酶解产生的多肽

对α葡萄糖苷酶的抑制活性也不相同［１７１８］。在

利用酶法制备多肽的过程中，对蛋白酶的选择至

关重要。复合蛋白酶内含内切酶和外切酶，多种

酶共同作用能够把肽链的内部结构和末端切碎，

释放更多不同结构的具有特异功能的多肽。胡

春芹等［１９］利用复合蛋白酶（内切与外切蛋白酶）

酶解条斑紫菜制备α葡萄糖苷酶抑制肽；延海莹
等［２０］采用复合蛋白酶酶解扇贝裙边制备降血糖

活性肽；林海生等［２１］通过复合酶酶解华贵栉孔扇

贝制备α葡萄糖苷酶抑制肽。
２．２　脱脂南极磷虾粉酶解单因素条件分析

由图２（ａ）可知，酶解时间为４～６ｈ时，α葡
萄糖苷酶抑制率线性递增，且在６ｈ时 α葡萄糖
苷酶抑制率达到最大值５９．３９％，酶解时间为６～
８ｈ时，抑制率随酶解时间增加逐渐降低。这可
能是因为随酶解时间的增加，底物被酶解的越彻

底，生产的活性肽增多，而酶解时间过长，使得活

性肽被进一步水解，导致酶解产物对α葡萄糖苷
酶的抑制能力下降。如图２（ｂ），随着酶量的增
加，酶解产物对α葡萄糖苷酶的抑制率先增加后
降低，在酶用量为 ０．３ｇ时，抑制率达最大值
为７０．２１％。这是因为相同酶解时间下，酶量的
增加使得底物分解速率加快，得到更多的活性

肽，而酶过量时，活性肽被进一步酶解，对 α葡萄
糖苷酶的抑制能力下降。由图２（ｃ）可知，料液比
在２∶１～４∶１时，酶解产物的α葡萄糖苷酶抑制率
逐渐增大，且在４∶１时α葡萄糖苷酶抑制率达到
最大值７２．３３％，料液比在４∶１～１０∶１时，α葡萄
糖苷酶抑制率逐渐降低。其原因是在料液比为

４∶１时，酶充分与底物作用，因而抑制率最大，但
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随酶解体系中溶剂的添加过量降低了酶的含量， 从而破坏了酶与底物的充分结合，故抑制率下降。

图中标有不同字母表示组间有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．

图１　不同蛋白酶对α葡萄糖苷酶的抑制率
Ｆｉｇ．１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅａｓｅｓｏｎαｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

图２　脱脂南极磷虾粉酶解单因素试验
Ｆｉｇ．２　ＳｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｔｅｓｔｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＤｅｆａｔｔｅｄＡｎｔａｒｃｔｉｃＫｒｉｌｌｐｏｗｄｅｒ

２．３　响应面法优化酶解条件
２．３．１　中心组合试验结果

以抑制率为响应值，利用 Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６．０软
件对响应结果进行回归拟合，得到如下回归方

程：Ｙ＝＋８４．２６－１．２４Ａ＋１．４７Ｂ－１．３５Ｃ＋
０．４７ＡＢ＋０．０４０ＡＣ －０．０６５ＢＣ －６．５５Ａ２ －
６．０１Ｂ２－５．４８Ｃ２。从实验结果（表３）和方差分析
（表４）可以看出：所建立的模型显著性极高（Ｐ＜
０．０００１），失拟项不显著（Ｐ＝０．１３０１＞０．０５），表
明模型比较稳定。ＣＶ＜１０％，表明可信度比较
高；Ｒ２Ａｄｊ＝０．９８２７、Ｒ

２＝０．９９２４，说明模型拟合较
好，试验误差小。根据回归方程中各因素的系数

值可知各因素对 α葡萄糖苷酶抑制率的影响顺

序为酶添加量＞料液比＞时间。
２．３．２　响应面等高线和响应曲面图分析

从图３（ａ）可以看出，固定酶量，随时间增加
抑制率先缓慢增加后逐渐减小，酶解时间固定，

酶添加量对 α葡萄糖苷酶抑制率的变化趋于一
致，两者交互作用显著，抑制率的极大值在５．５～
６．０ｈ和０．３～０．３５ｇ。图３（ｂ）与图３（ａ）相似，
固定时间因素，随料液比增大，抑制率先增加后

缓慢减少，固定料液比因素，酶解时间对 α葡萄
糖苷酶抑制率的变化先缓慢增加后逐渐减少，抑

制率的极大值在５．５～６．０ｈ和３∶１～４∶１。图３
（ｃ）可以看出酶添加量与料液比交互作用不明
显。
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表３　响应面设计与结果
Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

组Ｇｒｏｕｐ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ／％

１ ０ ０ ０ ８３．７９
２ ０ ０ ０ ８３．８４
３ １ ０ １ ７０．０１
４ ０ １ １ ７３．１２
５ －１ －１ ０ ７２．５６
６ ０ ０ ０ ８３．６５
７ －１ ０ －１ ７４．５４
８ １ １ ０ ７１．７９
９ １ ０ －１ ７２．１０
１０ ０ －１ １ ６９．１９
１１ １ －１ ０ ６９．０１
１２ ０ ０ ０ ８３．７９
１３ －１ １ ０ ７３．４５
１４ ０ １ －１ ７６．４９
１５ ０ －１ －１ ７２．３０
１６ －１ ０ １ ７２．２９
１７ ０ ０ ０ ８３．９７

表４　方差分析
Ｔａｂ．４　Ｔａｂｌｅｏｆｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ
平方和

ＳｕｍｏｆＳｑｕａｒｅｓ
自由度

ｄｆ
均方

ＭｅａｎＳｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ Ｐ＞Ｆ

模型Ｍｏｄｅｌ ５５７．７ ９ ６１．９７ １０１．９３ ＜０．０００１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
Ａ １２．３３ １ １２．３３ ２０．２８ ０．００２８
Ｂ １７．３８ １ １７．３８ ２８．５８ ０．００１１
Ｃ １４．６３ １ １４．６３ ２４．０７ ０．００１７
ＡＢ ０．８９ １ ０．８９ １．４７ ０．２６４８
ＡＣ ６．４０×１０－３ １ ６．４０×１０－３ ０．０１１ ０．９２１２
ＢＣ ０．０１７ １ ０．０１７ ０．０２８ ０．８７２３
Ａ２ １８０．５７ １ １８０．５７ ２９７．０４ ＜０．０００１
Ｂ２ １５２．０２ １ １５２．０２ ２５０．０７ ＜０．０００１
Ｃ２ １２６．２７ １ １２６．２７ ２０７．７１ ＜０．０００１

残差Ｒｅｓｉｄｕａｌ ４．２６ ７ ０．６１
失拟项Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ ３．０８ ３ １．０３ ３．４８ ０．１３０１ ｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
净误差Ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ １．１８ ４ ０．２９
总误差Ｔｏｔａｌｅｒｒｏｒ ５６１．９５ １６

图３　三因素交互作用对α葡萄糖苷酶抑制率的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｒｅｅｆａｃｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆαｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ

２．３．３　响应面模型的验证
根据实验数据，利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．０

处理，计算出最佳条件为：酶解时间５．９１ｈ、酶添
加量０．３１ｇ、料液比３．７５∶１，此条件下预测值为
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８４．４９％。考虑实际操作，最终取优化条件：酶解
时间５．９ｈ、酶添加量０．３１ｇ、料液比３．７５∶１，通
过３组重复实验得到的实验值为８３．９６％，与预
测值相比误差在 ±１％以内，说明响应面优化得
到的酶解条件可靠，具有实际意义。

２．４　复合蛋白酶酶解产物的分子量分布
不同分子量的肽在凝胶色谱中的保留时间

不同，故可以利用分子量与洗脱体积作标准曲

线，计算不同分子量的肽分布［２２］。标准线性拟合

曲线为ｌｏｇ２ｎ＝４．８８ｘ
３－１．２８ｘ２＋１０．５ｘ－２３．３，Ｒ２

为０．９９０。复合蛋白酶在上述响应面优化得到的

最优条件下，对脱脂南极磷虾粉进行酶解得到酶

解产物，然后利用凝胶色谱法测其分子量分布。

由图４（ａ）可知酶解产物出峰时间大多数集中在
１５至２３ｍｉｎ之间，结合标准曲线拟合方程算出
酶解产物分子量分布，如图４（ｂ）大部分多肽分子
量范围为＜３０００ｕ，占９８．６３％。这表明脱脂南
极磷虾粉中的大分子蛋白质被复合蛋白酶酶解

基本上为小分子的多肽、寡肽及游离氨基酸。这

为接下来的超滤选择超滤膜提供了试验数据支

撑。

图４　酶解产物的ＧＰＣ谱及分子量分布
Ｆｉｇ．４　ＧＰＣｓｐｅｃｔｒｕｍａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ

２．５　超滤
根据脱脂南极磷虾粉酶解液中分子量分布

结果，利用１０ｋｕ、５ｋｕ和３ｋｕ的超滤膜将酶解液
分成Ｃ１（ＭＷ≥１０ｋｕ）、Ｃ２（５ｋｕ≤ＭＷ＜１０ｋｕ）、
Ｃ３（３ｋｕ≤ＭＷ＜５ｋｕ）和 Ｃ４（ＭＷ＜３ｋｕ）等４个
组分，每个组分对 α葡萄糖苷酶抑制的 ＩＣ５０值如
图５所示。其中 Ｃ４［（１４．８９±２．１５）ｍｇ／ｍＬ］的
ＩＣ５０值明显低于 Ｃ１［（２４．９５±１．１２）ｍｇ／ｍＬ］、Ｃ２
［（２２．２５±１．９６）ｍｇ／ｍＬ］和 Ｃ３［（１６．４８±０．９８）
ｍｇ／ｍＬ］。有文献［２３］报道酶解产物的分子量大小

可以影响其生物活性，通过超滤得到的组分分子

量越小其抑制活性越高。顾欣等［２４］利用碱性蛋

白酶酶解山杏仁制备 α葡萄糖苷酶抑制肽经超
滤分离得到分子量＜５ｋｕ组分抑制效果最好；李
昱菲［３］以鹰嘴豆为原料利用碱性蛋白酶酶解制

备α葡萄糖苷酶抑制肽经超滤得到＜３ｋｕ组分抑

制效果最好。故选择Ｃ４组分进行下一步纯化。

图５　不同分子量段多肽对α葡萄糖
苷酶抑制率的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ
ｐｅｐｔｉｄｅｓｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆαｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ
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２．６　凝胶过滤层析
用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５分离 Ｃ４，得到 ３个洗脱峰

（Ｃ４１，Ｃ４２，Ｃ４３）如图６（ａ）。由于 Ｃ４３组分含
量较低，无法收集进行后续研究，所以仅研究前

两个组分对α葡萄糖苷酶抑制的ＩＣ５０值。由图６
（ｂ）可知Ｃ４２［（４．６４±０．１４）ｍｇ／ｍＬ］对 α葡萄
糖苷酶抑制活性远高于 Ｃ４１［（１３．９７±０．３５）
ｍｇ／ｍＬ］，与之前文献［２５］研究结果一致。黄钦钦

等［２６］利用 Ｇ１０分离纯化条斑紫菜 α葡萄糖苷
酶抑制肽分成２个组分，其中后一个组分抑制率

最高。由图６（ａ）可知，制备的多肽含有丰富的芳
香族侧链氨基酸，间接证实制备的物质中含有疏

水性氨基酸，这符合文献报道的具有α葡萄糖苷
酶抑制活性物质的特点。

经超滤和Ｇ２５纯化后的产物（Ｃ４２）对 α葡
萄糖苷酶抑制活性远高于胡建恩等［２７］利用

ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０纯化牡蛎蛋白水解物得到的 α
葡萄糖苷酶抑制组分（ＩＣ５０为 ４０ｍｇ／ｍＬ）和梁
凯［２８］通过纯化汉麻籽粕酶解产物得到的 α葡萄
糖苷酶抑制活性物质（ＩＣ５０值为６．７７ｍｇ／ｍＬ）。

图６　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５凝胶色谱和各组分（Ｃ４１、Ｃ４２）对α葡萄糖苷酶抑制ＩＣ５０
Ｆｉｇ．６　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５ｇｅｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｎｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆαｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｏｆｅａｃｈｆｒａｃｔｉｏｎ（Ｃ４１，Ｃ４２）

２．７　Ｃ４２的分子质量及分布测定
利用凝胶色谱法测Ｃ４２分子质量及分布，如

图７和表５所示Ｃ４２中多为寡肽，其中分子质量
为２００～１０００ｕ的占９７．５９％。经计算 Ｃ４２１、
Ｃ４２２和Ｃ４２３的分子量分别为５９７ｕ、３３５ｕ和
２４６ｕ，基本上为３～６肽。这与胡宇航等［２９］利用

玉米制备α葡萄糖苷酶抑制肽的分子质量基本
吻合。准确地测定Ｃ４２的分子质量及分布，为后
续α葡萄糖苷酶抑制肽的进一步鉴定提供基础。

３　结论
本研究以脱脂南极磷虾为原料，以抑制率为

指标筛选出复合蛋白酶为最佳用酶；基于单因素

结果结合响应面优化确定最优工艺参数：酶解时

间５．９ｈ、料液比３．７５∶１、酶添加量０．０６２ｇ／ｇ（原
料）。在此基础上得到的酶解液，其分子质量集

中分布在３０００ｕ以下，占９８．６３％。经超滤和Ｇ
２５分离纯化提高了酶解产物的α葡萄糖苷酶抑制

图７　Ｃ４２的ＧＰＣ谱图

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅＧＰＣｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＣ４２
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活性。本试验证明了通过复合蛋白酶酶解脱脂

南极磷虾粉再经分离纯化得到的物质是具有 α
葡萄糖苷酶抑制活性的，也证明了脱脂南极磷虾

粉是制备α葡萄糖苷酶抑制肽的一个很有前途
的来源。

表５　Ｃ４２的分子质量以及分子质量分布
Ｔａｂ．５　ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＣ４２

项目

Ｐｒｏｊｅｃｔ
序号

Ｎｕｍｂｅｒ ＭＷ ＭＮ ＭＷ／
ＭＮ

ＭＷ≥
１０００ｕ

３２０ｕ≤ＭＷ＜
１０００ｕ

２００ｕ≤ＭＷ＜
３２０ｕ ＭＷ＜２００ｕ

分子量Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ
Ｃ４２１ ５９７ｕ ５４３ｕ １．１００５６
Ｃ４２２ ３３５ｕ ３３２ｕ １．００７２５
Ｃ４２３ ２４６ｕ ２４３ｕ １．００８９２

分子量分布Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｓｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ／％ ２．４０ ４６．１１ ５１．４８ ０．０１

注：ＭＷ为重均分子质量，ＭＮ为数均分子质量，ＭＷ／ＭＮ为多分散性指数。
Ｎｏｔｅｓ：ＭＷｉｓｗｅｉｇｈｔａｖｅｒａｇｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ，ＭＮｉｓｎｕｍｂｅｒａｖｅｒａｇｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ，ＭＷ／ＭＮｉｓｍｕｌｔｉｐｌｅｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｉｎｄｅｘ．

　　这种利用天然产物酶解制备出来的肽往往
对人体没有副作用，吸收快，必将成为未来食品

工业制造抑制剂的发展趋势［３１］。但本研究还需

进一步纯化鉴定肽的结构，探究肽的作用机制。
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