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蚕蛹抗氧化肽的制备及其体外抗氧化活性评价

卢 楠, 廖鲜艳, 翁新楚, 宋红生
(上海大学 生命科学学院, 上海 200444)

摘摘摘要要要: 为更客观地评价蚕蛹抗氧化肽的抗氧化能力, 以人工胃肠模拟液对不同蛋白酶酶解物的抗氧化能力进行
评价, 优选获得最佳的制备用酶——碱性蛋白酶. 在此基础上, 以蚕蛹抗氧化肽总还原能力为指标, 利用响应曲面

法(response surface method, RSM)优化碱性蛋白酶制备蚕蛹抗氧化肽的最佳酶解工艺. 结果表明: 碱性蛋白酶的
最佳酶解条件为 pH=8.30, 加酶量为 15.34 µL(1 902 U), 温度为 50.47 ◦C, 时间为 2.45 h; 在此条件下优化预测得
到的 2 mg 蚕蛹蛋白/mL 酶解液的总还原能力为 0.434, 蚕蛹抗氧化肽对 ·OH 和 DPPH· 自由基的半数清除率
IC50 分别为 4.51 与 4.24 mg/mL.
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Preparation of Antioxidant Peptides from

Silkworm Pupae Protein and Evaluation of Activities in vitro
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Abstract: Alkaline protease was chosen by the effect of gastrointestinal fluid simulation which was used

to predict the activity in vivo of silkworm pupae protein. Response surface method (RSM) was employed

to optimum the optimal alkaline protease enzymolysis procedure of silkworm pupae protein for antioxidant

peptides with high reducing power. Antioxidant activity of enzymolysates was assessed with reducing power

and scavenging effects against ·OH and DPPH·radicals. Results show that the optimum conditions are as

follows: pH at 8.30, quantity of alkaline protease at 15.34 µL(1 902 U), temperature at 50.47 ◦C and time at

2.45 h. Under the optimum conditions, the predicted total reducing power of 2.0 mg silkworm pupae protein/mL

enzymolysates was 0.434. On the basis of the optimum conditions of the enzymolysates, the half-scavenging

concentration IC50 values of ·OH and DPPH·radicals were 4.51 and 4.24 mg/mL respectively.
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我国鲜蚕蛹年产量可达 50 万 t, 占世界总茧量的
70%, 烘干后可得干蚕蛹 12 万 t[1]. 一直以来, 蚕蛹的
加工利用率极低, 除少数经烘干粉碎作为营养添加剂

外, 多数用作饲料甚至肥料, 还有很多被废弃, 造成资
源的巨大浪费. 据分析, 蚕蛹的蛋白含量高, 氨基酸种

类齐全, 缫丝后干蚕蛹中的水分占总质量的 11.28%,
粗脂肪、粗蛋白各占其干重的 20.77% 和 70.69%, 14
种氨基酸的总含量为 59.68 mg/100 g, 8 种必需氨基
酸的含量占蚕蛹所含氨基酸总量的 49.65%, 必需氨基

酸与非必需氨基酸含量的比值为 0.99[2]. 可见, 蚕蛹是
一种优良的活性肽源.

生物活性肽是近年来研究的热点. 已有研究
发现, 植物蛋白、动物蛋白以及微生物蛋白中能水

解分离出血管紧张素转化酶(angiotensin converting
enzyme, ACE)抑制肽[3]、抗菌肽[4]以及抗氧化肽[5]等
生物活性肽. 杨安树等[6]酶解蚕蛹得到了免疫活性肽,
吴琼英等[7]、贾俊强等[8]酶解蚕蛹得到了ACE 抑制肽.
闵建华[9]、粟晖等[10]、朱新鹏[11]以水解度(degree of
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hydrolysis, DH)为指标, 肖燕平等[12]、李高扬等[13]、
赵钟兴等[14]以 DPPH·自由基清除能力为指标, 分
别研究了蚕蛹蛋白酶解制备抗氧化肽的最优条件. 但
这些研究都存在一些问题, 如没有考虑到活性肽在
胃肠中的稳定性, 水解度不能直接反应抗氧化效果,
DPPH·自由基清除能力测定过程中所用的乙醇易使
活性肽变性, 导致测定结果可能存在偏差等. 本研究
对在人工胃肠模拟液中不同酶的酶解产物的抗氧化能
力进行了评价, 优选获得了最佳的制备用酶——碱性
蛋白酶, 以总还原能力为指标直观评价了抗氧化肽的
抗氧化效果; 采用 RSM 分析得出了碱性蛋白酶的最
佳酶解条件; 以谷胱甘肽(glutathione, GSH)、维生素

C(vitamin C, VC) 为阳性对照, 对蚕蛹抗氧化肽进行
了体外抗氧化评价, 以期为工业生产抗氧化肽提供实
验依据, 也为蚕蛹资源的回收利用提供思路.

1 材料与方法

1.1 实验试剂与材料
碱 性 蛋 白 酶 Alcalase 2.4 L FG (根 据 SB/T

10317—1999, 测得酶的活性为 124 000 U/mL) 购自
诺维信 (中国) 投资有限公司; 干蚕蛹由安徽省霍山

县丝绸厂提供; 2,2-二苯基苦基苯肼 (DPPH) 购自美

国Sigma 公司; 谷胱甘肽 (GSH) 购自沃凯有限公司;
其他试剂均为分析纯, 购自国药集团上海化学试剂

公司.

1.2 实验方法
1.2.1 蚕蛹蛋白粉的制备工艺

干蚕蛹油脂含量约为 30%[15], 蚕蛹蛋白的水解
度与蚕蛹油脂的残留量成负相关. 为避免油脂影响蚕

蛹蛋白的水解, 本研究采用二步索氏脱脂法制备蚕蛹
蛋白, 具体步骤如下: 干蚕蛹去杂→清洗→烘干→使
用石油醚 (60∼90 ◦C) 第一次脱脂 12 h, 残油率为

10.61%→挥发→粉碎→过筛→使用正己烷(72 ◦C)第
二次脱脂 12 h, 残油率为 2.69%→乙醇水洗→挥发烘
干→得到浅褐色基本无腥味的蚕蛹蛋白粉.

1.2.2 蚕蛹蛋白的酶解过程
称取 0.5 g 蚕蛹蛋白粉, 用10 mL 磷酸盐缓冲液

溶解, 热处理 (80 ◦C, 15 min) 后冷却, 加蛋白酶, 放
入恒温振荡器 (100 r/min) 中酶解. 酶解一定时间

后灭活 (100 ◦C, 10 min), 倒入 10 mL 离心管中离心
(3 000 r/min) 20 min 后, 上清液稀释定容至 25 mL,
即制得浓度为 2 mg 蚕蛹蛋白/mL 酶解液的待测样品.

1.2.3 蚕蛹抗氧化肽制备的单因素实验

在单因素实验前, 对木瓜蛋白酶、风味蛋白酶、
碱性蛋白酶、中性蛋白酶进行了筛选. 4 种蚕蛹抗氧

化肽冷冻干燥后, 经 5 mL 人工胃液 (量取稀 HCL

16.4 mL, 加水约 800 mL, 加胃蛋白酶 10 g, 摇匀后
加水稀释至 1 000 mL) 37 ◦C 保温 10 min 处理, 冷
冻干燥, 再经 5 mL 人工肠液 (KH2PO3 6.8 g 加水

500 mL 溶解, 用 0.4% NaOH 溶液调节 pH 值至 6.8,
另取胰蛋白酶 10 g 加适量水溶解, 将两种溶液混合后
加水稀释至 1 000 mL) 37 ◦C 保温 10 min 后, 冷冻干
燥, 比较其总还原能力. 结果发现, 碱性蛋白酶结合
人工胃肠液处理, 其总还原能力最佳. 因此, 后续实验

中选用碱性蛋白酶对蚕蛹蛋白进行酶解, 以获得抗氧

化肽.

以总还原能力为指标评价酶解工艺, 分别研究了
pH 值、酶解温度、加酶量、酶解时间对酶解制备蚕蛹
抗氧化肽工艺的影响.

1.2.4 蚕蛹抗氧化肽制备的 RSM 分析

在单因素实验的基础上, 以总还原能力为响应值,
设计 4 因素 3 水平共 29 个实验点的 RSM 分析实验,
对工艺条件进行了进一步的优化, 实验安排如表 1 所

示. 实验重复次数为 3 次, 采用 Design Expert 7 对实
验数据进行方差分析和显著检验分析.

表 1 RSM 实验设计因素及水平

Table 1 Factors and levels of RSM experimental design

因素
水平

−1 0 1

pH 7 8 9

加酶量/µL 5 15 25

酶解温度t/◦C 45 50 55

酶解时间/h 1 2 3

1.2.5 体外抗氧化活性测定
1.2.5.1 总还原能力测定

取 0.5 mL 不同浓度待测样品与 2.5 mL磷酸盐缓
冲液、2.5 mL K3Fe(CN)6 溶液充分混合, 于 50 ◦C 水

浴中保温 20 min. 快速冷却, 加入 2.5 mL 三氯乙酸溶

液, 迅速混匀, 4 000 r/min 离心 10 min. 取 2.5 mL 上

清液与 2.5 mL 蒸馏水、0.5 mL FeCl3 溶液混合反应
10 min 后, 于 700 nm 处测定其吸光度值[16], 空白对
照为蒸馏水, 阳性对照为 GSH, VC. 吸光度值越高, 说

明所测定样品的还原力越强.

1.2.5.2 对·OH 自由基清除作用的测定
在 5 mL 试管中依次加入 6 mmol/L硫酸亚铁溶液

1 mL、不同浓度的蚕蛹抗氧化肽溶液 1 mL、6 mmol/L
双 氧 水 溶 液 1 mL, 摇 匀 后 静 置 10 min, 再 加 入

6 mmol/L水杨酸溶液1 mL, 摇匀后静置 30 min, 于
510 nm 处测定其吸光度值 A510

[17](以 GSH, VC 为

阳性对照). 因此, ·OH 自由基清除率的具体计算公
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式为

清除率/% =
(
1− As −Ax

A0

)
× 100%,

式中,A0为不加样品液的吸光度值,As为加入样品溶液

反应后的吸光度值, Ax为不加水杨酸溶液的吸光度值.
1.2.5.3 DPPH·自由基清除能力的测定

取不同浓度的蚕蛹抗氧化肽样品 0.1 mL, 加入

1×10−4 mol/L DPPH·无水乙醇溶液 2.8 mL, 混匀
后在室温下避光反应 0.5 h, 于 517 nm 处测定吸光度
值 Am. 空白组以等体积无水乙醇溶液代替 DPPH·
溶液, 测得吸光度值 An. 对照组以等体积蒸馏水代替
样品溶液, 测得吸光度值 A0. 该测定试验以等体积蒸

馏水和无水乙醇混合液空白调零[18], 以 GSH, VC 为

阳性对照. 因此, DPPH·自由基清除率的计算公式为

清除率/% =
(
1− Am −An

A0

)
× 100%.

2 结果与分析

2.1 单因素实验分析

单因素实验的结果如图 1 所示. 由图 1(a) 可见,
在酶解温度为 50 ◦C, 酶用量为 30 µL, 酶解时间为

3 h 的条件下, 当 pH＜8 时, 蚕蛹抗氧化肽的总还原力
随着 pH 值的增大而增大; 当 pH= 8 时, 蚕蛹抗氧化肽

的总还原力达到最大, 之后随着 pH 值的增大而有所

降低. 由图 1(b) 可见, 在酶用量为 30 µL, pH 值为 8,
酶解时间为 3 h 的条件下, 酶解的最适温度为 50 ◦C;
超过 55 ◦C 时, 总还原能力迅速下降, 这可能是因为

酶解温度超过了酶的最适温度范围, 从而造成酶的活
性下降. 由图 1(c) 可见, 在 pH 值为 8, 酶解温度为 50
◦C, 酶解时间为 3 h 的条件下, 总还原能力随着加酶量
的增加而增大. 当加酶量比较少时, 总还原能力随酶量
的增加而较快上升; 当加酶量达到 15 µL 时, 随着酶量
的增加, 总还原力有所增大, 但是也相应增加了成本.
由图 1(d) 可见, 在 pH 值为 8, 酶解温度为 50 ◦C, 酶用
量为 15 µL 的条件下, 总还原能力随酶解时间的延长
逐渐增大, 其中在 2 h 内上升较快, 2 h 后随着酶解时
间的延长略有下降.
2.2 酶解工艺条件的优化

采用 RSM 分析, 对 pH 值、酶解温度、加酶量和
酶解时间 4 因素 3 水平的实验结果如表 2 所示.

应用 Design Expert 7 统计分析软件对 29 个实验

点的响应面进行回归分析, 得到如下总还原能力的二
次多元回归方程 (模型):

OD700 = 0.423 2 + 0.006X1 + 0.001 667X2+
0.001 667X3+0.003 5X4+0.000 5X1X2+0.002 X1X3+
0.007 X1X4−0.007 X1X4−0.002X2X3−0.000 5X3X4−
0.015 18X2

1 − 0.009 43X2
2 − 0.010 43X2

3 − 0.006 18X2
4 ,

式中, X1 为 pH 值, X2 为加酶量, X3 为酶解温度, X4

为酶解时间.

图 1 单因素对蚕蛹抗氧化肽总还原能力的影响

Fig. 1 Effect of single factor on reducing power of silkworm pupae peptides
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对该模型进行方差分析, 结果如表 3 所示. 可以看
出, P模型 < 0.000 1 表明模型极显著, P失拟 为 0.075 8 >

0.05 表明模型失拟度不显著. 由回归方程系数显著性
检验可知, 一次项 A 与 D 显著, 二次项 A2, B2, C2,
D2 均显著, 交互项 AD 显著. 各因素对总还原能力的

影响顺序依次为 pH值> 时间> 温度=加酶量. 模型
的绝对系数 R2 = 0.956 5, 说明该模型能解释 95.65%
响应值的变化. 因此, 该模型拟合程度良好, 实验误

差较小, 可以用此模型对碱性蛋白酶制备的蚕蛹抗氧

化肽的总还原能力进行分析和预测. 这与贾俊强等[8]

表 2 实验设计及结果
Table 2 Experimental design and results

实验
pH 值

加酶 酶解 酶解
OD700

实验
pH 值

加酶 酶解 酶解
OD700号 量/µL 温度/◦C 时间/h 号 量/µL 温度/◦C 时间/h

1 8 25 50 1 0.408±0.10 16 8 25 50 3 0.411±0.02

2 8 25 55 2 0.403±0.03 17 9 15 55 2 0.410±0.06

3 8 15 55 1 0.405±0.09 18 8 5 55 2 0.402±0.05

4 9 5 50 2 0.406±0.11 19 8 15 50 2 0.423±0.03

5 8 25 45 2 0.407±0.03 20 9 15 50 3 0.417±0.04

6 9 15 45 2 0.397±0.04 21 8 15 45 3 0.412±0.01

7 7 15 55 2 0.395±0.02 22 7 15 50 1 0.397±0.07

8 7 25 50 2 0.393±0.04 23 8 15 50 2 0.426±0.03

9 7 15 50 3 0.391±0.11 24 8 5 50 3 0.412±0.05

10 8 5 50 1 0.401±0.03 25 9 15 50 1 0.395±0.06

11 8 15 50 2 0.422±0.04 26 8 15 55 3 0.410±0.08

12 9 25 50 2 0.407±0.07 27 8 15 50 2 0.423±0.03

13 8 5 45 2 0.394±0.07 28 8 15 50 2 0.422±0.04

14 8 15 45 1 0.405±0.11 29 7 5 50 2 0.394±0.02

15 7 15 45 2 0.390±0.04

表 3 回归模型方差分析

Table 3 Analysis of variance for regression equation

方差来源 平方和 自由度 均方 F比值 P值 显著性
模型 30.03E−4 14 2.14E−4 22.005 240 < 0.000 1 显著

A(pH) 4.32E−4 1 4.32E−4 44.318 510 < 0.000 1 显著

B(加酶量) 3.33E−5 1 3.33E−5 3.419 638 0.085 6 不显著

C(酶解温度) 3.33E−5 1 3.33E−5 3.419 638 0.085 6 不显著

D(酶解时间) 1.47E−4 1 1.47E−4 15.080 610 0.001 7 显著

AB 1.00E−6 1 1.00E−6 0.102 589 0.753 5 不显著

AC 1.60E−5 1 1.60E−5 1.641 426 0.220 9 不显著

AD 1.96E−4 1 1.96E−4 20.107 470 0.000 5 显著

BC 3.60E−5 1 3.60E−5 3.693 210 0.075 2 不显著

BD 1.60E−5 1 1.60E−5 1.641 426 0.220 9 不显著

CD 1.00E−6 1 1.00E−6 0.102 589 0.753 5 不显著

A2 14.95E−4 1 14.95E−4 153.407 000 < 0.000 1 显著

B2 5.77E−4 1 5.77E−4 59.216 310 < 0.000 1 显著

C2 7.06E−4 1 7.06E−4 72.436 450 < 0.000 1 显著

D2 2.48E−4 1 2.48E−4 25.442 300 0.000 2 显著

残差 1.36E−4 14 9.75E−6 — — —

失拟 1.26E−4 10 1.26E−5 4.654 321 0.075 8 不显著

误差 1.08E−5 4 2.70E−6 — — —

总和 31.39E−4 28 — — — —

模型的绝对系数 R2 0.956 500

模型的调整绝对系数Adj-R2 0.913 100
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采用 RSM 分析酶解蚕蛹蛋白制备 ACE 抑制肽的模
型相似, 各因素对制备 ACE 抑制肽的活性影响程度由
大到小依次为 pH 值>酶解温度>加酶量. 因此, 蚕蛹
酶解得到的多肽的抗氧化效果与 ACE 的抑制效果有
正相关性.

为了进一步验证最佳点的值, 对回归方程取一阶
偏导等于 0, 得到最优酶解条件如下: pH=8.30, 加酶

量为 15.34 µL, 温度为 50.47 ◦C, 时间为 2.45 h. 在
此条件下, 预测得到的酶解产物的总还原能力最高为

0.434, 蚕蛹抗氧化肽的得率为 64.46%.

为了确保在以上几组实验基础上所建立的回归模
型的准确性, 对不同条件进行了预测, 并与实验数据进
行了比较, 结果如表 4 所示. 可见, 实验值和预测值的
相对偏差小于 5%, 证明该模型有效, 可以用于预测蚕

蛹抗氧化肽的总还原能力.

表 4 响应面二次回归模型验证实验

Table 4 Validation of response surface quadratic model

实验 pH 加酶 酶解 酶解 OD700

号 值 量/µL 温度/◦C 时间/h 预测值 实验值

1 8.0 15 50 2.5 0.423 4 0.422

2 8.5 15 50 2.5 0.424 4 0.426

3 8.5 20 50 2.5 0.422 5 0.423

2.3 体外抗氧化活性测定
当 蚕 蛹 抗 氧 化 肽 浓 度 为 1.0∼3.0 mg/mL、阳

性 对 照 GSH 和 VC 的 浓 度 分 别 为0.1∼0.9, 0.02∼
0.10 mg/mL 时, 总还原能力 (吸光度从 0∼1.0) 与这
三者呈良好线性关系. 比较总还原能力强弱时发现:
VC>GSH> 蚕蛹抗氧化肽.

蚕蛹抗氧化肽对·OH 自由基的清除率在 1∼
10 mg/mL 蚕蛹抗氧化肽浓度范围内, 且随着浓度
的增加而升高, 其半数清除率 IC50 为 4.51 mg/mL. 阳

性对照 GSH 在 1∼5 mg/mL 浓度范围内与·OH 自由
基清除率呈良好线性关系, IC50 为 2.53 mg/mL. VC
在 0.1∼1.0 mg/mL 浓度范围内与·OH 自由基清除率
呈良好线性关系, IC50 为 0.50 mg/mL (见表 5). 比较
·OH 自由基清除能力发现: VC>GSH> 蚕蛹抗氧化
肽. 这与文献 [9] 报道的碱性蛋白酶酶解制备的蚕蛹
抗氧化肽的半数清除率相同.

DPPH·自由基清除率在 3∼9 mg/mL 蚕蛹抗
氧 化 肽 浓 度 范 围 内 呈 良 好 线 性 关 系, 其IC50 为

4.24 mg/mL. 阳性对照 GSH 对 DPPH·自由基的
IC50 为 4.65 mg/mL, VC 的 IC50 为 0.03 mg/mL (见
表 5). 比较 DPPH·自由基清除能力发现: VC> 蚕蛹
抗氧化肽 >GSH.

表 5 蚕 蛹 抗 氧 化 肽 对·OH 和 DPPH·自由基的半数清

除率
Table 5 IC50 values of ·OH and DPPH·free rad-

icals scavenging activity of silkworm pupae

peptides mg·mL−1

IC50

蚕蛹抗氧化肽 GSH VC

·OH 自由基 4.51 2.53 0.50

DPPH· 自由基 4.24 4.65 0.03

3 结 束 语

对蚕蛹蛋白用碱性蛋白酶酶解制备蚕蛹抗氧化
肽的影响因子: pH 值、温度、加酶量、酶解时间进行
了 4 因素 3 水平的 RSM 分析实验. 实验结果表明:
各因素对总还原能力的影响顺序依次为 pH> 水解时
间> 温度=加酶量; 最适水解条件为 pH=8.30, 加酶

量为 15.34 µL, 温度为 50.47 ◦C, 时间为 2.45 h; 在此

条件下预测得到的 2 mg 蚕蛹蛋白/mL 酶解液的总还
原能力为 0.434. 体外抗氧化活性实验结果表明: 蚕

蛹抗氧化肽在 0.5∼3.0 mg/mL 范围内的总还原能力
随着浓度的增加而增强 (吸光度从 0∼1.0); 蚕蛹抗氧

化肽对·OH 自由基的清除率在 1∼10 mg/mL 浓度
范围内随着浓度的增加而升高, 半数清除率 IC50 为

4.51 mg/mL; DPPH·自由基清除能力在 3∼9 mg/mL
范围内呈良好线性关系, IC50 为 4.24 mg/mL, 具有一

定的量效关系.
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