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摘要　通过高效凝胶过滤层析和反相高效液相色谱先后对大米渣蛋白酶解后的多肽溶液进行分离纯化,分
别得到组分２和组分 RF９;再经反相高效液相色谱Ｇ质谱联用对组分 RF９进行分析鉴定得到抗氧化肽氨基酸序

列LＧQＧPＧY(LeuＧGlnＧProＧTyr),分子质量为５２０．２７７u.合成的抗氧化肽片段 LＧQＧPＧY 质量浓度为１mg/mL
时,对 DPPH 自由基清除率达到８５．８４％.
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　　我国是稻谷生产大国,年产稻谷１．８亿t以上,
约占世界总产量的４２％[１].大米渣是味精厂、柠檬

酸厂、糖厂等工厂的下脚料,目前,我国约有上千家

葡萄糖厂和味精厂,其中一半以上利用大米淀粉发

酵生产[２],大米渣中的蛋白含量高达６０％ (干基)
以上,是大米中蛋白含量的６~１０倍[３].与谷类蛋

白相比,大米蛋白的生物价(BV)和蛋白质效用比率

(PER)更高[４],氨基酸组成配比更合理,含有机体必

需氨基酸[５].此外,大米蛋白的低过敏性使之非常

适合作为特殊人群食品[６Ｇ８].因此,开发利用大米蛋

白,提高大米蛋白附加值,具有重要的应用价值.
酶解大米渣生产多肽,在大米利用率提高的同

时还能够研发具有新功能的米多肽产品,对食品和

饲料行业的发展意义重大[９].大米多肽除了具有一

般大米蛋白的营养功能外,还在消化吸收和保健方

面有广泛的应用[１０].抗氧化肽作为一种非酶类自

由基清除剂正在兴起[１１],如大豆蛋白抗氧化肽、玉
米蛋白抗氧化肽、小麦蛋白抗氧化肽,而大米抗氧化

肽是目前的研究热门之一.近年来,研究发现大米

被蛋白酶水解时,具有抗氧化活性的肽序列释放出

来,它的抗氧化活性强于游离氨基酸和大分子蛋白

质,具有清除自由基和抑制生物大分子过氧化的能

力[１２].
然而,国内外对大米蛋白抗氧化肽的研究报道

较少[１３].本研究采用酶法制备大米多肽,研究大米

多肽对DPPH 自由基的清除率,并对具有抗氧能力

的多肽进行分离纯化和结构鉴定,旨在为大米渣的

精深加工及综合利用提供理论基础和实践依据.

1　材料与方法

1.1　试验材料

大米渣来自湖北裕丰糖业有限公司;蛋白酶 K
由笔者所在实验室自主构建工程菌液态发酵获得;

DPPH、乙腈和三氟乙酸等为美国Sigma公司生产;
其他试剂由国药集团化学试剂有限公司生产.

AKTApurifier１００蛋白质纯化仪,瑞典安玛

西亚公司;SynergyHT 酶标仪,美国 Biotek公司;

１２６０Ｇ６５４０ 液 相 色 谱Ｇ质 谱 联 用 仪,美 国 Agilent
Technologies公司.
1.2　大米抗氧化肽的制备

大米渣→粉碎(过孔径０．０３７mm 网筛)→加入

蛋白酶 K 进行酶解(温度６０ ℃,pH８．０,料水比

１∶７(m/V),酶添加量６０００U/g,酶解时间６h)→
灭酶 活 (沸 水 浴 １０ min)→ 离 心 (７０００r/min,

１０min)→取上清→过３ku超滤膜,取透过液→冷

冻干燥,得到大米抗氧化肽粗品.
1.3　大米抗氧化肽的抗氧化性测定

抗氧化剂对 DPPH 自由基的淬灭能力可有效
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地评价其抗氧化活性,国内外广泛以 DPPH 自由基

清除能力来筛选天然抗氧化剂[１４].DPPH 自由基

清除率测定方法依照许明峰等[１５]的方法进行改进,
简要过程如下:样品液１００μL(用双蒸水溶解)与

１００μL０．１mmol/L的 DPPH 溶液(用无水乙醇配

制)混合均匀,室温下避光反应３０min,之后在５１７
nm 处测样品的吸光度(Ai),空白组(Aj)用等体积

无水乙醇代替 DPPH 溶液,其他条件与试验组相

同,对照组(A０)用等体积无水乙醇代替样品溶液,
其他条件相同.DPPH 自由基清除率按下式计算:

DPPH 自由基清除率＝(１－
Ai－Aj

A０
)×１００％.

1.4　大米抗氧化肽的分离纯化

１)高效凝胶过滤层析(GFC)分离纯化大米抗氧

化肽粗品.选用SuperdexPeptide１０/３００GL层析

柱分离大米多肽液粗品,收集洗脱峰后冷冻干燥,重
复收集,将收集的洗脱峰配制成相同质量浓度的溶

液,测其对DPPH 自由基的清除率,筛选出抗氧化

活性最高的组分.
色谱条件为:SuperdexPeptide１０/３００GL层析

柱,上样量３００μL,流速为０．５mL/min,洗脱液为pH
６．８的磷酸盐缓冲液,检测波长为２８０nm[１６].

２)反相高效液相色谱(RPＧHPLC)分离纯化大

米抗氧化肽.将凝胶过滤层析分离获得的抗氧化活

性最强的组分冻干,然后用超纯水溶解后经反相高

效液相色谱进一步分离纯化.重复试验收集洗脱峰

进行冷冻干燥,将各洗脱峰配制成相同浓度,测其对

DPPH 自由基的清除率,筛选出抗氧化活性最高的

组分.
色谱条件:YMCＧPackODSＧAQ(２５０mm×４．６

mm,５μm)色谱柱;检测波长２８０nm;进样量２０

μL;流速０．５mL/min;流动相为超纯水(A,含０．１％
TFA)和乙腈(B,含０．１％ TFA);梯度洗脱:０~
５min,５％ ~２０％ B;５~２５ min,２０％ ~３０％ B;

２５~３０min,３０％~５％ B.
1.5　大米抗氧化肽的氨基酸序列测定

采用 反 相 高 效 液 相 色 谱Ｇ质 谱 联 用 法 (RPＧ
HPLCＧESIＧMS)测定样品的氨基酸序列.经 RPＧ
HPLC分析得到最高活性的收集液,以０．４mL/min
的速度穿过电喷雾界面进入质谱仪(Agilent６５４０
UHDQＧTOF,America).采用正离子扫描模式,雾
化气和干燥气为高纯氮气,质谱仪自动对来自于反

相高效液相色谱的洗脱组分交替进行一级质谱

(MS)和二级质谱(MS/MS)处理.
液相色谱条件:检测器 AgilentTechnologies

１２６０Infinity;色谱柱 ZORBAXEclipsePlusC１８;
流速:０．３mL/min,进样量:２．０μL,流动相同本文

“１．４”RPＧHPLC中色谱条件.
质谱条件:离子源为 DualESI,脱溶剂气体温

度３００ ℃,脱溶剂气体流量９L/min,毛细管电压

４０００V,碰撞能量１５０V,锥孔电压６５V,扫描范围

(m/z):５０~１８００.
质谱数据解析由软件 ProteinPilotv４．０完成

(武汉金开瑞生物工程有限公司),其中数据库来自

于 Uniprot中的rice(下载于２０１６年２月２９日).
1.6　合成大米抗氧化肽的抗氧化性验证

经质谱分析鉴定的抗氧化肽序列送到上海强耀

生物科技有限公司合成,纯度为９９．５％,对合成肽进

行分析和抗氧化性测定.
1.7　数据处理及分析

采用 MicrosoftExcel２０１３软件和 SpassStaＧ
tistics２０软件进行数据处理,每组试验均重复３
次,取平均值.

2　结果与分析

2.1　大米渣酶解前后对 DPPH 自由基清除率的

变化

　　当大米渣、酶解液、还原型谷胱甘肽的质量浓度

为１０mg/mL时,其对DPPH 自由基的清除率如图

１所示,大米渣经酶解后对 DPPH 自由基的清除率

从５４％上升到８５％,还原型谷胱甘肽为９４％.因

此,大米渣本身就具有抗氧化性,能够清除 DPPH
自由基,经酶解后大米多肽的抗氧化能力显著提高,
清除DPPH 自由基能力增强,可以作为一种天然的

抗氧化剂[１６].

图１　大米渣、大米多肽、还原型谷胱甘肽

对DPPH自由基的清除率

Fig．１　DPPHradicalscavengingratesofrice,

ricepeptidesandGSH

３０１
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　　已有研究表明,对DPPH 自由基的清除能力与

大米多肽的浓度之间存在计量效应关系[１７].将大

米多肽配制成质量浓度为２~１００mg/mL的溶液,
分别测量其对DPPH 自由基的清除率,结果如图２
所示,大米多肽随着质量浓度的增大对 DPPH 自由

基的清除率呈先升高后趋于稳定的趋势,当其质量

图２　不同质量浓度大米多肽对DPPH自由基的清除率

Fig．２　DPPHradicalscavengingratesof
differentconcentrationsofricepeptides

浓度达到４０mg/mL时,对DPPH 自由基的清除率

已达到９６％.
2.2　高效凝胶过滤层析分离纯化结果

样品经SuperdexPeptide１０/３００GL层析柱分

离后得到４个洗脱峰,按照图３A进行重复收集,冷
冻干燥,溶解后测定各个组分对 DPPH 自由基的清

除率,结果如图３B所示.抗氧化能力最高的为组

分２,当蛋白质量浓度为２００μg/mL时对 DPPH 自

由基清除率达到６２．９３％,重复收集组分２进行验

证,如图３C所示,然后进行下一阶段的纯化.
2.3　反相高效液相色谱分离纯化结果

由图４A可知,组分２经反相高效液相色谱共

得到９个洗脱峰,对这９个洗脱峰进行重复收集,冷
冻干燥并测定其抗氧化能力,结果如图４B 所示.
可知９号峰的抗氧化能力最高,当蛋白质量浓度为

１３０μg/mL时 DPPH 自由基清除率达到７０．２１％.
重复收集９号峰,进行单峰验证(图４C).

图３　高效凝胶过滤层析的分离纯化结果

Fig．３　TheseparationandpurificationofGFC

图４　反相高效液相色谱的分离纯化

Fig．４　TheseparationandpurificationofRPＧHPLC
2.4　大米抗氧化肽的氨基酸序列鉴定

组分RF９的一级质谱和二级质谱结果分别如

图５A和图５B 所示,b离子和y离子碎裂结果如

表１所示,使用 ProteinPilotv４．０软件进行序列分

４０１
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析,得到该组分的氨基酸序列为LＧQＧPＧY,分子质量

为５２０．２７７u.质谱法测定多肽的氨基酸序列是按

照质谱中的碎片离子来进行推导的,肽键断裂形成

质谱中的序列信息碎片,这些碎片还能够形成脱水、
脱氨的离子.由丰度较高的b型离子和y型离子来

确定待测组分的氨基酸序列[１８].

A．组分 RF９的一级图谱;B．主成分的二级图谱(m/z:５２０．２７７).A．RF９spectraoffraction;B．TheTOFＧTOFMSofmainconstituent．

图５　组分RF９的质谱图

Fig．５　MSofpartRF９

表１　b离子和y离子碎片

Table１　Thefragmentsofbionandyion

残基 Residue b b＋２ y y＋２

L １１４．０９１３ ５７．５４９３ ５２０．２７６６ ２６０．６４１９

Q ２４２．１４９９ １２１．５７８６ ４０７．１９２５ ２０４．０９９９

P ３３９．２０２７ １７０．１０５０ ２７９．１３３９ １４０．０７０６

Y ５０２．２６６０ ２５１．６３６６ １８２．０８１２ ９１．５４４２

2.5　合成大米抗氧化肽的抗氧化性验证

将质谱分析推测的肽片段 LＧQＧPＧY 送到专业

结构公司(上海强耀生物科技有限公司)进行多肽合

成,验证该序列的多肽是否具有抗氧化性.图６和

图７为合成的 LＧQＧPＧY 验证分析图.图８为合成

的多肽LＧQＧPＧY对DPPH 自由基的清除能力,当质

量浓度同为１mg/mL,LＧQＧPＧY(LeuＧGlnＧProＧTyr)

对DPPH 自由基清除率为８５．８４％,GSH 对 DPPH
自由基清除率为９５．９８％,虽然与 GSH 相比仍有一

定差距,但作为天然抗氧化剂仍有一定价值.

图６　反相高效液相分析LＧQＧPＧY
Fig．６　RPＧHPLCchromatogramanalysisofLＧQＧPＧY

５０１
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图７　质谱分析LＧQＧPＧY
Fig．７　MSanalysisofLＧQＧPＧY

图８　合成肽(LＧQＧPＧY)与抗氧化剂GSH的比较

Fig．８　DPPHradicalscavengingofsynthesized

peptide(LＧQＧPＧY)andGSH

3　讨　论

当今食品安全越来越受到重视,天然抗氧化肽

也慢慢走进人们的生活,成为研究热点,目前国内外

学者已从不同的蛋白中提取出多种具有抗氧化活性

的多肽[１９].但目前关于大米抗氧化活性肽的研究,
大多只通过酶解得到具有抗氧化活性的混合肽,包
括各种肽和氨基酸,有些具有抗氧化活性,有些只具

有营养功能[２０].本试验采用酶解法从大米蛋白中

制备抗氧化肽,利用蛋白酶对大米蛋白的降解作用

以及修饰作用,使较难溶的大米蛋白变成可溶性肽,
并将混合肽进行分离纯化,最终得到具有抗氧化活

性的多肽序列LＧQＧPＧY.
目前已经报道的各种抗氧化肽的分子质量都较

小,唐宁[２１]从玉米蛋白酶解物中分离得到３种抗氧

化肽 LeuＧProＧPhe (３７５．４６u)、LeuＧLeuＧProＧPhe
(４８８．６４u)和 PheＧLeuＧProＧPhe(５２２．６４u).刘恩

歧等[２２]从黑豆蛋白酶解物中分离纯化得到的２种

抗 氧 化 肽 TyrＧAsnＧIle(４４４ u)和 TrpＧAsnＧPro
(４５１u)都是由３到４个氨基酸构成,分子质量在

１０００u以下.大米多肽中具有抗氧化作用的多肽

也是由一些小分子肽组成,本试验得到的大米抗氧

化肽(LeuＧGlnＧProＧTyr)分子质量为５２０．２７７u,与
已有的研究相一致[２３Ｇ２４].且序列中的Leu、Pro、Tyr
是已有文献中抗氧化肽普遍含有的氨基酸,这说明

某些氨基酸是组成抗氧化肽不可缺少的活性部分,
它们本身能够清除自由基,也具有一定的抗氧化能

力[２５Ｇ２６].
大米抗氧化肽作为食品添加剂,能够改变食品

品质,延长食品的保质期,也可以阻止或延缓食品氧

化的发生[２７],还能够应用于医药行业和化妆品行

业,预防和治疗心血管疾病,有效清除体内多余活性

氧自由基,防止发生脂质过氧化[２８].而且制备大米

抗氧化肽的原料是大米加工副产物,成本低,能提高

稻米的综合利用率[２９],因此,有着广阔的应用空间

和发展前景.

参 考 文 献

[１]　姚惠源．世界稻米深加工的发展趋势和中国的潜在优势:中国

粮油学会第二届学术年会论文选集[C]．成都:蓝天出版社,

２００２．
[２]　张术臻,王远义,唐金泉．大米多肽的生产及其在食品工业中的

应用[J]．粮油加工,２００８(９):９１Ｇ９３．
[３]　李明,李赟高,高红艳．大米蛋白研究概述[J]．粮食与油脂,

２００６(８):３Ｇ５．
[４]　邓霄,钟鸣,王菊,等．大米蛋白及其提取、改性的研究进展[J]．

粮食与饲料工业,２００７(９):１３Ｇ１６．
[５]　余兆海．稻谷综合利用[M]．北京:中国农业出版社,１９８７．
[６]　HASENLP,HOSEKR,CALLAN M,etal．Thedevelopment

ofhighＧproteinriceflourforearlychildhoodfeeding[J]．Food

technology,１９８１,３５(１１):３８Ｇ４２．
[７]　NISHITA K D,ROBERTSRL,BEANM M,etal．DevelopＧ

mentofayeastＧleavenedriceＧbreadformulahydroxypropylＧ

methylcelluloses[J]．Cerealchemistry,１９７６,５３(５):６２６Ｇ６２９．
[８]　SIEGELA．Developmentacceptabilityandproximateanalyses

ofhighＧproteinriceＧbasedsnacksforthatchildren[J]．Food

Sci,１９７６,４１:１１８４Ｇ１１８６．
[９]　CHANGKC,LEECC,BROWNG．Productionandnutritional

evaluationofhighＧproteinriceflour[J]．Journaloffoodscience,

１９８６,５１(２):４６４Ｇ４６７．
[１０]MANNJ,TRUSWELLAS．Essentialsofhumannutrition[M]．

NewYork:OxfordUniversityPress,２００７．
[１１]王亚林,刘国志．蛋白活性肽的制备工艺研究[J]．粮食与饲料工

业,２００４(６):４６Ｇ４７．
[１２]裴小平,唐道邦,肖更生,等．抗氧化肽制备的应用现状及趋势

[J]．食品工业科技,２００９,３０(２):３１９Ｇ３２２．
[１３]付岩松．米糠抗氧化肽对DＧ半乳糖致衰小鼠线粒体损伤的影响

[D]．沈阳:沈阳农业大学,２０１０．
[１４]王巧娥,谢丹,钱洁,等．黑米花色苷的分离纯化及其抗氧化性

６０１



　第２期 赵晓蕾 等:大米抗氧化肽的分离纯化及结构鉴定 　

的研究[J]．食品工业科技,２０１５,３６(２):１５７Ｇ１６０．
[１５]许明峰,沈莲清,王奎武,等．雷丸多糖的提取分离及其抗氧化

活性研究[J]．中国食品学报,２０１１,１１(６):４２Ｇ４６．
[１６]赵利,王璋,许时婴．Alcalase水解酪蛋白特性的研究[J]．中国

乳品工业,２００５,３３(４):１５Ｇ１９．
[１７]玄国东．米糟蛋白提取及酶法制备抗氧化活性肽及降血压活性

肽的研究[D]．无锡:江南大学,２００５．
[１８]刘志东,郭本恒,王荫榆,等．乳抗氧化肽的分离纯化与结构鉴

定[J]．天然产物研究与开发,２０１０,２２(５):７４０Ｇ７４６．
[１９]唐宁,庄红．玉米抗氧化肽 LeuＧProＧPhe抗氧化稳定性研究[J]．

中国食品学报,２０１５(２):４９Ｇ５５．
[２０]郑玉娟,夏宇,周文化．大米抗氧化肽研究进展[J]．粮食与油脂,

２０１４,２７(１):５Ｇ７．
[２１]唐宁．玉米抗氧化肽的制备分离纯化及结构鉴定[D]．长春:吉

林大学,２０１４．
[２２]刘恩岐,巫永华,高兆建,等．抗氧化黑豆肽的分离纯化与结构

鉴定[J]．中国粮油学报,２０１６,３１(２):３３Ｇ３７．
[２３]吴建平,丁宵霖,等．大豆降压肽的研究[J]．中国油脂,１９９８,２３

(５):２２Ｇ２５．
[２４]LIGH,SIYH,LEG W．etal．Alcalasehydrolysatesofpeanut

proteinisolatesinhibitangiotensiniＧconvertingenzymeactivity
[J]．Foodscience,２００５,２６(６):５５Ｇ６１．

[２５]PIHLANTO A．Antioxidativepeptidesderivedfrom milkproＧ

teins[J]．Internationaldairyjournal,２００６,１６(１１):１３０６Ｇ１３１４．
[２６]吴慧,卢蓉蓉,沈浥,等．乳清蛋白抗氧化肽的分离纯化及序列

分析[J]．食品与发酵工业,２０１０(１０):６Ｇ１０．
[２７]刘成梅．天然产物有效成分的分离与应用[M]．北京:化学工业

出版社,２００３．
[２８]张君慧,张晖,王兴国,等．抗氧化活性肽的研究进展[J]．中国粮

油学报,２００８,２３(６):２２７Ｇ２３３．
[２９]贾薇．大米肽体外抗氧化活性及应用研究[D]．哈尔滨:东北农

业大学,２００８．

Isolation,purificationandcharacterization
ofantioxidantpeptidesfromricedreg

ZHAOXiaolei１　TIANTian１　HUYuanliang１,２　ZHAOShumiao１　LIANGYunxiang１

１．StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China;

２．HubeiKeyLaboratoryofEdibleWildPlantsConservationandUtilization,

HubeiNormalUniversity,Huangshi４３５００２,China

Abstract　Highlypurifiedantioxidantpeptides,namedaspart２andpartRF９,wereisolatedandpuＧ
rifiedfromricepeptideswithGFCandRPＧHPLC methods．TheresultsofRPＧHPLCＧESIＧMSanalyses
showedthattheaminoacidsequencewasLＧQＧPＧY(５２０．２７７u)．TheDPPHfreeradicalscavengingrateof
１mg/mLsyntheticfragmentsLＧQＧPＧYreached８５．８４％．

Keywords　ricedreg;riceantioxidantpeptides;DPPHfreeradical;RPＧHPLCＧESIＧMS
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