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摘  要 : 为了以细菌胞外蛋白酶酶解低值蛋白资源制备抗氧化活性肽以及挖掘新型蛋白酶，采用液体发酵培

养的方法对假交替单胞菌 Pseudoalteromonas sp. SHK1-2 进行发酵产酶，获得胞外蛋白酶粗酶液用于酶解热水

法提取的鲮鱼胶原蛋白，通过超滤、sephadex LH-20 分子筛层析获得具有 DPPH 自由基清除能力 (35.6%±7%)、

氧自由基清除能力 (Oxygen radical absorbance capacity，ORAC) 及 DNA 氧化损伤抑制活性的小分子肽，液相

色谱质谱联用鉴定该活性肽分子量为 776.2 Da，预测氨基酸序列为 Thr-Ala-Gly-His-Pro-Gly-Thr-His。ORAC

检测验证了人工合成的多肽同样具有抗氧化活性。研究表明细菌胞外蛋白酶在低值资源高值化中具有一定的应

用前景，对于新型蛋白酶及其应用的挖掘具有一定的参考意义。 

关键词 : 抗氧化肽，鲮鱼，胶原蛋白，DPPH，ORAC，DNA 氧化损伤  
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Abstract:  In order to prepare antioxidant peptide through hydrolyzing low-value protein resources with bacterial 

生物技术与方法



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  December 25, 2016  Vol.32  No.12 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1728 

extracellular proteases and to discover novel proteases, crude extracellular protease from Pseudoalteromonas sp. SHK1-2 

was obtained through fermentation which was used to hydrolyze collagen extracted from Cirrhinus molitorella skin. Small 

peptide fraction was isolated from hydrolysate by ultrafiltration and Sephadex LH-20 size exclusion chromatography and 

showed 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical scavenging activity (35.6%±7%), oxygen radical absorbance capacity and 

inhibition of DNA oxidation damage. The molecule weight was 776.2 Da, and amino acid sequence was 

Thr-Ala-Gly-His-Pro- Gly-Thr-His through liquid chromatography mass spectrum. Our findings suggest that peptide 

obtained from low-value protein of fish waste by hydrolysis with bacterial protease has antioxidant activity. 

Keywords:  antioxidant peptide, Corrhinus molitorella, collagen, DPPH, ORAC, DNA oxidation damage  

活性氧簇 (Reactive oxygen species，ROS)

是一系列具有高化学活性的氧化还原反应产

物，包括超氧阴离子自由基 (O2
−·)、羟自由基 

(HO·)、氮氧自由基 (NO·)、过氧自由基 (ROO·)、

过氧化氢 (H2O2) 等。ROS 在宿主抵御外来病

原体感染中起着重要的作用，同时也作为信号

分子参与到了多种细胞信号通路当中[1-2]。然而，

过度累积的活性氧自由基会攻击损伤膜脂、蛋

白、核酸以及其他细胞内生物活性大分子，从

而引发细胞的衰老、病变与凋亡。 

研究发现癌症、糖尿病、神经退行性疾病

和免疫功能弱化等多种疾病都存在着脂质过氧

化、自由基形成、蛋白氧化、酪氨酸硝基化和

DNA/RNA氧化损伤的特征，因此氧化损伤被认

为是诱发多种慢性疾病的一个重要因素[3-4]。此

外，自由基在食品中也会导致脂类氧化酸败并

产生有毒的物质，这逐渐成为食品工业领域一

个担忧的问题[5]。为此，多种人工合成的抗氧化

剂也应运而生，如二叔丁基对甲酚、叔丁基对

苯二酚等，但这些抗氧化剂对人体具有一定的

毒性，因此在食品工业与医药领域都被严格限

制用量[6-7]。 

近年来越来越多的研究发现某些小分子肽

段具有自由基清除能力，这为寻找新型抗氧化

剂提供了一种新思路。天然存在的抗氧化活性

肽种类极少，因此通过水解大分子蛋白质获得

新型的抗氧化活性肽成为研究的热点。目前已

证实有多种蛋白质资源可用于抗氧化活性肽的

制备，如黑鳍鲨皮明胶[8]、黄鱼鱼皮明胶[9]、黄

花鱼肉[10]、三文鱼下脚料[11-12]等动物源蛋白，

以及微藻 [13]、豆粕 [14]、油料渣 [15]等植物源蛋  

白质。 

鲮鱼 Cirrhinus molitorella 是一种在我国华

南地区广泛养殖的经济鱼类，鱼皮在加工过程

中往往被丢弃，而动物皮肤中含有丰富的胶原

蛋白，而且鱼皮中胶原蛋白含量比陆地生动物

皮肤中胶原蛋白含量要高，胶原结构的稳定性

更低，因此可作为一种生物活性肽制备的低值

蛋白资源加以利用，但目前国内外利用鲮鱼皮

制备活性肽的研究仍十分缺乏。本研究拟采用

微生物胞外蛋白酶酶解鲮鱼皮中的胶原蛋白，

通过一系列的分离纯化手段制备出具有抗氧化

活性的寡肽，为鲮鱼下脚料的综合高值化利用

提供参考。 

1  材料 

1.1  实验材料 

假 交 替 单 胞 菌 Pseudoalteromonas sp. 

SHK1-2 (实验室保存菌株)，新鲜鲮鱼皮 (水产

市场)；酵母浸出粉、胰蛋白胨 (OXOID)；1，
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1-二苯基-2-三硝基苯肼 (DPPH，Sigma)；其余

化学试剂均为国产分析纯。 

1.2  主要仪器 

液相色谱仪 (上海青浦沪西仪器厂)；高速

冷 冻 离 心 机  (Thermo) ； EnSpire 酶 标 仪

(PerkinElmer)； Sephadex LH-20 凝胶色谱柱  

(16 mm×600 mm，GE Healthcare)。 

2  方法 

2.1  培养基 

人工海水：NaCl 2.815 g，MgSO4·7H2O  

0.692 g，KCl 0.067 g，MgCl2·6H2O 0.551 g，CaCl2 

0.145 g，ddH2O 100 mL。 

2216E培养基：蛋白胨 0.5 g，酵母浸出粉 0.1 

g，Fe2 (PO4)3 0.001 g，人工海水 100 mL，pH 7.8。 

发酵产酶培养基：玉米粉 2 g，麸皮 1 g，

豆粕 2 g，Na2HPO4 0.1 g，KH2PO4 0.03 g，CaCl2 

0.1 g，Na2CO3 0.1 g，人工海水 100 mL，pH 7.8。 

2.2  发酵产酶 

将产胞外蛋白酶菌株 Pseudoalteromonas sp. 

SHK1-2 接种于 2216E 液体培养基，17 ℃、   

200 r/min培养 24 h，将活化的菌种按照 2%接种

量接种发酵培养基，17 ℃、200 r/min培养 5 d，

将发酵液 10 000×g、4 ℃离心 20 min，取上清并

用 20 mmol/L的 Tris-HCl (pH 7.8) 透析 4 h，重

复 3次，获得粗酶液。 

2.3  鲮鱼皮胶原蛋白的制备 

使用热水法提取鲮鱼胶原蛋白：取洗净的

鱼皮置于烧杯中，加入超纯水，然后放置在 80 ℃

水浴锅中静置水浴 30 min，用 4 层纱布过滤，

取滤液，12 000×g、4 ℃离心 15 min，取上清液，

用双蒸水透析 4 h，重复 3次，然后放置在预冷

的真空冷冻干燥机中，进行冷冻干燥，获得鱼

皮胶原蛋白。 

2.4  制备抗氧化活性肽 

2.4.1  酶解胶原蛋白 

根据酶与底物比例 1∶10 (mL/mg) 将粗酶

液与鱼皮胶原蛋白混合，置于 37 ℃、100 r/min

恒温水平摇床中酶解 5 h；将酶解液置于 95 ℃

水浴锅中加热 10 min使酶失活，冷却至室温后，

10 000×g、4 ℃离心 5 min去除变性大分子蛋白，

收集上清，加入到截留分子量为 3 kDa的超滤管

中，3 000×g离心 45 min，收集超滤管下层滤液。 

2.4.2  分离纯化 

使用 Sephadex LH-20凝胶色谱柱对酶解产

物进行层析：以两倍体积超纯水作为流动相平

衡色谱柱，按柱床体积 3%–5%上样，用超纯水

洗脱 3–4倍体积，流速为 1 mL/min，检测波长

为 220 nm，收集各组分峰，冷冻干燥，然后用

超纯水重溶。 

2.5  抗氧化能力检测 

2.5.1  DPPH自由基清除率 

参照刘平怀等[16]的方法进行改进优化。取  

20 µL 浓度为 100 μg/mL 的分离样品，加入    

60 µmol/L 的 DPPH 溶液 (以 95%乙醇为溶剂) 

100 µL，在室温下密封避光反应 60 min，然后

检测 517 nm下的吸光度，清除率计算公式如下： 

DPPH清除率=[1–(As–Ab)/Ac]×100% 

其中 As代表实验组吸光度，Ab代表用 95%

乙醇代替 DPPH 后的吸光度，Ac代表用双蒸水

代替样品后的吸光度，每组做 3 次重复实验，

以维生素 C (VC) 作为阳性对照。 
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2.5.2  对 DNA氧化损伤的抑制作用 

参照 Sheih 等[17]的方法进行改进优化。取 

6 μL pET-22b质粒 DNA，加入 4 μL 2 mmol/L 

FeSO4与 6 μL待测组分，轻轻混匀后，加入 4 μL   

0.06 mmol/L H2O2启动反应，37 ℃水浴 5 min，

然后加入 5 μL 5×DNA电泳上样缓冲液，在 1%

琼脂糖凝胶中进行电泳，电泳缓冲液为 TAE 缓

冲液，电泳条件为 120 V恒压电泳 25 min，以

双蒸水代替样品作为损伤组。 

2.5.3  氧自由基吸收能力评价 (ORAC) 

ORAC 测定参照 Dávalos 等[18]的方法稍许

改动，用 75 mmol/L 磷酸盐缓冲液将待测组分

稀释到适当浓度，在 96孔板孔中分别加入 20 µL 

PBS 缓冲液作为空白，加入 VC 标准品作为阳性

对照，加入 20 µL不同浓度的待测组分，然后分

别加入 150 µL 96 nmol/L 荧光素钠，37 ℃       

5 min，之后加入 30 µL 320 mmol/L 2,2-偶氮二 (2-

甲基丙基咪) 二盐酸盐 (AAPH) 溶液。启动酶标

仪，于 37 ℃、激发波长 485 nm、发射波长 538 nm

连续检测各孔的荧光强度，每 1 min重复测一次，

测定 120个循环，检测荧光衰减的情况。 

2.6  液相色谱质谱联用鉴定活性肽 

使用 Agilent 6200 Series TOF/6500 Series 

Q-TOF LC/MS系统对活性组分峰进行液相色谱

质谱联用鉴定。 

3  结果与分析 

3.1  鲮鱼皮胶原蛋白酶解产物的分离纯化 

如图 1 所示，通过 3 kDa 截留分子量超滤

分离后的鲮鱼皮胶原蛋白酶解产物，经过

Sephadex LH-20分子筛层析后获得 8个主要的组

分，根据洗脱时间分别命名为 F1–F8。 

 
 

图 1  酶解产物下层超滤组分的 Sephadex LH-20 分

子筛色谱图 

Fig. 1  Sephadex LH-20 size exclusion chromatography 
of small fraction from hydrolysate after ultrafiltration. 
 

3.2  检测 DPPH 自由基清除能力 

如图 2 所示，同一质量浓度下各分离组分

均有一定的 DPPH 自由基清除能力，其中组分

F8 的自由基清除能力最强，为 35.6%±7%，该

结果符合抗氧化肽分子量较小的特点。 

 
 

 
 

图 2  Sephadex LH-20 分离组分的 DPPH 自由基清

除能力 

Fig. 2  DPPH scavenging activity of fractions purified 
by Sephadex LH-20. 
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3.3  检测活性组分对氧化诱导 DNA 损伤的

抑制作用 

如图 3 所示，无损伤组超螺旋结构质粒

DNA 含量最高，说明质粒 DNA 结构完好，损

伤组超螺旋结构质粒 DNA 基本消失，DNA 含

量也明显降低，说明质粒 DNA受到严重的氧化

损伤，加入酶解样品和分离样品的实验组 DNA

均有一定程度的损伤，但损伤程度小于损伤组，

说明酶解产物和分离组分具有一定的抗氧化

性。DNA损伤是生物体内由氧化应激引起的细

胞病变的典型现象之一。目前已有相关研究发

现部分抗氧化活性肽具有该能力。Sheih 等[17]

研究表明酶解藻蛋白制备的抗氧化肽具有 

DNA 保护功能以及提高 AGS 细胞在氧化损伤

后存活率的功能。Karawita 等[19]发现微藻蛋白

酶解物具有抑制DNA氧化损伤以及修复过氧化

氢损伤小鼠 L5178 淋巴细胞的作用。具有抑制 

DNA 氧化损伤功能的多肽可作为一种潜在药 

 
 

图 3  分离组分 F8 抑制氧化诱导损伤 DNA 的能力 

Fig. 3  Inhibition activity of isolated fraction F8 in 
DNA oxidation-induced damage test. 

物或功能补充剂用于预防与氧化应激相关疾病

的发生，如肿瘤[20]、心血管疾病[21]以及阿尔兹

海默[22]。 

3.4  检测活性组分的氧自由基吸收能力 

由荧光衰减曲线图 4 可见，PBS 缓冲液对

照组荧光强度衰减非常迅速，而高浓度的 VC

能够抑制荧光强度的衰减，当分离组分 F8存在

时，也可以抑制由自由基引起的荧光变化，且

抑制程度随浓度增加而增加，由此可知分离组

分 F8具有一定的氧自由基吸收能力。抗氧化肽

通过提供氢原子与氧自由基反应而阻断过氧自

由基的持续损伤，供氢能力与特定的氨基酸残

基有密切联系[23]，如半胱氨酸残基、酪氨酸残

基、组氨酸残基等，可分别从其侧链基团上的

巯基、酚羟基以及咪唑环上提供氢原子，并且

通过形成二硫键或以电子共轭的方式稳定自身

结构，从而阻断自由基链式反应[24]。 

 
 
 

 
 
 

图 4  分离组分 F8 氧自由基清除活性 

Fig. 4  Peroxyl radical scavenging activity assay of 
isolated fraction F8. 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  December 25, 2016  Vol.32  No.12 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1732 

3.5  活性组分 F8 的液相色谱质谱联用鉴定

结果 

如图 5所示，组分 F8在高效液相色谱中有一

主要的成分，通过质谱鉴定该组分分子量约为

776.2 Da，通过比对预测该活性肽序列为 Thr- 

Ala-Gly-His-Pro-Gly-Thr-His，具有典型的胶原蛋

白 Gly-X-Y序列特征，理论分子量为 776.4 Da，

与检测值接近。根据质谱检测所获得的多肽氨基

酸序列进行固相合成 (由上海强耀生物科技有限

公司合成)，并使用氧自由基吸收能力检测方法验

证该合成多肽的抗氧化活性。从图 6可见，与 PBS

缓冲液对照组的荧光曲线相比，加入浓度为   

100 μg/mL 的合成多肽后，荧光素钠衰减明显减

慢，证明该多肽具有一定清除氧自由基的能力。 

4  结论 

Pseudoalteromonas sp. SHK1-2发酵所产胞外

蛋白酶对热水法提取的鲮鱼胶原蛋白进行酶解， 

通过超滤分离、Sephadex LH-20分子筛层析纯化

后可获得具有 DPPH 自由基清除能力和氧自由基

吸收能力的抗氧化活性肽，并且对氧化诱导损伤

的 DNA具有一定的保护作用，通过液质联用结果

预测以及人工合成多肽验证，抗氧化活性肽的序

列为 Thr-Ala-Gly-His-Pro-Gly-Thr-His，是一种新

型抗氧化肽。目前市售蛋白酶面临的主要问题

为成本高，酶活性不高，对温度、盐度、pH值

的适应性较低，这限制了市售蛋白酶在低值蛋

白酶解制备生物活性肽中的应用。本研究利用

细菌发酵所产胞外蛋白酶代替市售蛋白酶，可

大大减少酶制剂采购成本，同时可促进自主性

新型胶原蛋白酶的挖掘与利用，对于弥补蛋白

酶制备活性肽领域的空白具有重要的意义。此

工艺成本较低，使用热水法提取胶原蛋白不仅 

 
 

 
 

图 5  分离组分 F8 的液相色谱质谱联用分析结果 

Fig. 5  Liquid chromatography mass spectrum analysis of isolated fraction F8. 
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图 6  合成多肽的氧自由基清除活性 

Fig. 6  Peroxyl radical scavenging activity assay of 
synthesized peptide. 

 

有效缩短胶原提取工艺时间，减少化学试剂的

使用，提高蛋白提取率，还能适当破坏胶原蛋

白的紧密结构，有利于蛋白酶的结合与作用，

从而提高活性肽的产量。下一步将对酶解工艺

进行优化，获得最优酶解条件，同时对鉴定获

得的多肽的氨基酸进行增加、减少、替换和多

肽修饰等处理，探究氨基酸种类、关键氨基酸

位置、多肽结构对抗氧化活性的影响，为抗氧

化肽的应用提供科学依据，指导新型抗氧化肽

制备与发掘。 
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