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摘 要：为探究制备葵花籽蛋白抗氧化肽的最佳蛋白酶组合，并鉴定酶解物中的抗氧化肽段序列，利用不同双蛋白

酶或三蛋白酶组合对葵花籽蛋白进行酶解，并通过测定不同酶解物的 DPPH 自由基清除率和总抗氧化能力以及对

萎缩 C2C12肌管中超氧化物歧化酶活性、丙二醛含量和谷胱甘肽含量的影响，进一步筛选最佳蛋白酶组合及酶解物

中抗氧化能力最强的肽段分子量范围，通过肽段鉴定和抗氧化能力预测评分筛选出抗氧化肽段。结果表明，不同复

合蛋白酶的酶解多肽中，胰蛋白酶、木瓜蛋白酶和碱性蛋白酶的复合酶解多肽抗氧化作用最强，其中分子量范围小

于 1 kDa 的肽段抗氧化能力显著高于其他分子量肽段，并筛选出序列为 LLPYYPN、LLPYYPNT、FSPHWTVN、

GVAPGPVWTP和 AIQSPHWT的抗氧化肽段。
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Abstract：To investigate the optimal protease combination for the preparation of antioxidant peptides from sun‑
flower seed protein and to identify antioxidant peptide sequences in the hydrolysates，sunflower seed protein
was hydrolyzed using different combinations of dual or triple proteases. The antioxidant activities of the result‑
ing hydrolysates were evaluated by measuring their DPPH free radical scavenging activity and total antioxidant
capacity. In addition，their effects on superoxide dismutase activity，malondialdehyde content，and glutathi‑
one content in atrophic C2C12 myotubes were assessed to further screen the optimal protease combination and
determine the peptide molecular weight fractions with the strongest antioxidant capacity. Antioxidant peptides
were subsequently identified by peptide sequencing and antioxidant activity prediction scoring. The results
showed that among the hydrolysates generated by different protease combinations，peptides produced by the
combined hydrolysis with trypsin，papain，and alkaline protease exhibited the strongest antioxidant activity.
Furthermore，peptides with a molecular weight below 1 kDa demonstrated significantly higher antioxidant ca‑
pacity than those in other molecular weight fractions. Ultimately，five antioxidant peptides were identified，
with the sequences LLPYYPN，LLPYYPNT，FSPHWTVN，GVAPGPVWTP，and AIQSPHWT.
Key words：sunflower seed protein；oxidative stress；protease；oxidation resistance；antioxidant active peptide
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蛋白质是人体必需的营养素，长期以来，动物蛋白

在膳食蛋白供给中占据主导地位，但其生产过程通常

伴随较高的温室气体排放和土地与水资源消耗[1]。与

动物蛋白相比，植物蛋白在资源利用效率和环境友好
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性方面均表现出明显优势。研究表明，在提供等量蛋

白的条件下，植物蛋白的碳足迹和生态负荷显著低于

动物蛋白[2]。同时，流行病学研究发现，以植物蛋白部

分替代动物蛋白可降低心血管疾病风险及全因死亡

率[3‑4]。此外，植物蛋白往往伴随较低的饱和脂肪酸水

平[5‑6]，使其在健康膳食和功能食品开发中具有广阔

前景。

葵花籽是我国重要的油料作物之一，在内蒙古、新

疆等地区具有较大种植规模[7]。在油脂加工过程中，

会产生大量葵花籽粕或饼粕副产物，其中蛋白含量通

常为 29%~43%，是极具潜力的植物蛋白资源[8]。通过

脱壳、脱酚及蛋白提取等工艺，可获得纯度较高的葵花

籽蛋白分离物[9]。葵花籽蛋白主要由球蛋白和白蛋白

组成[10]，已有研究对葵花籽蛋白的氨基酸构成进行了

系统分析，结果表明，其富含谷氨酸、天冬氨酸和精氨

酸等氨基酸，同时含有较高比例的亮氨酸、缬氨酸以及

苯丙氨酸、酪氨酸等疏水性氨基酸和芳香族氨基

酸[11‑12]。其中疏水性氨基酸和芳香族氨基酸已被证明

在自由基清除和氧化反应调控中发挥重要作用，为葵

花籽蛋白的抗氧化潜力提供了理论基础[13]。
近年来，对于葵花籽蛋白及其水解物生理活性的

研究逐渐增多。多项体外及细胞模型研究表明，葵花

籽蛋白分离物或其酶解产物能够显著提高体系或细胞

的抗氧化能力，降低活性氧水平[14‑15]，也有研究发现，

葵花籽蛋白水解物在一定条件下可有效抑制脂质氧化

过程，表现出良好的抗氧化活性[16]。总体而言，葵花籽

蛋白兼具较高蛋白含量、合理的氨基酸组成以及明确

的抗氧化活性等特性，是实现油料加工副产物高值化

利用的重要植物蛋白资源。然而，其抗氧化活性与蛋

白或肽段的结构特征及加工方式之间的关系仍有待进

一步系统研究。因此，本文为探究制备葵花籽蛋白抗

氧化肽的最佳蛋白酶组合，并鉴定酶解物中的抗氧化

肽段序列，以葵花籽蛋白为原料，通过酶解制备、抗氧

化活性评价及肽段序列鉴定等方法系统筛选与鉴定具

有高抗氧化潜力的活性肽段，以期为葵花籽蛋白抗氧

化肽的制备与筛选提供基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

葵花籽蛋白：渭南东江天成实业有限公司；木瓜蛋

白酶（800 000 U/g）、碱性蛋白酶（200 000 U/g）、中性蛋

白酶（200 000 U/g）、胰蛋白酶（250 000 U/g）、胃蛋白酶

（400 000 U/g）、丝氨酸（纯度≥99.00%）、L‑抗坏血酸（纯

度≥99.0%）、邻苯二甲醛（纯度≥98.0%）、1，1‑二苯基‑2‑
三硝基苯肼（1，1‑diphenyl‑2‑picrylhydrazyl，DPPH，纯度

97.00%）、甘氨酸‑甘氨酸‑酪氨酸‑精氨酸四肽（纯度≥
98%）、还原型谷胱甘肽（γ‑L‑glutamyl‑L‑cysteinyl‑gly‑

cine，GSH）含量检测试剂盒、十二烷基磺酸钠（sodium
dodecyl sulfate，SDS，纯度 95.00%）、二硫苏糖醇（dithio‑
threitol，DTT，纯度≥99.5%）：北京索莱宝科技有限公

司；Dulbecco 改良伊格尔（DMEM）培养基、胎牛血清、

马血清：赛默飞世尔科技有限公司；D‑半乳糖（纯度≥
99%）、谷胱甘肽（纯度≥98.0%）：西格玛‑奥德里奇公

司；总抗氧化能力检测试剂盒{2，2′‑联氮‑双‑3‑乙基苯

并噻唑啉‑6‑磺酸[2，2′‑azino‑bis（3‑ethylbenzothiazoline‑
6‑sulfonic acid），ABTS]法}、总超氧化物歧化酶（super‑
oxide dismutase，SOD）活性检测试剂盒、脂质氧化[丙二

醛（malondialdehyde，MDA）法]检测试剂盒：上海碧云

天生物技术股份有限公司；胃消化液、肠消化液：上海

源叶生物科技有限公司；C2C12细胞：国家生物医学实

验细胞资源库。以上化学试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

ALC‑210万分之一电子天平：德国 Acculab公司；

Synergy HTX 多功能微孔检测仪：美国 Biotek 公司；

G560E 漩涡振荡器：美国 SCIENTIFIC 公司；H2O3‑H
金属浴锅：北京卡尤迪生物科技股份有限公司；5424R
台式低温高速离心机：德国 Eppendorf公司；SHA‑C摇

床：常州市国旺仪器制造有限公司。

1.3 方法

1.3.1 葵花籽蛋白水解多肽的制备

双酶解多肽制备：取 0.4 g葵花籽蛋白加入 20 mL
的纯水溶解，调节 pH值，按表 1首先加入第一种蛋白

酶酶解 60 min，立即置于沸水浴中 10 min 以终止酶

活；调节酶解温度和 pH 值，加入第二种蛋白酶，继续

酶解 60 min，立即置于沸水浴中 10 min 以终止酶活，

4 000 r/min 离心 20 min，收集上清液，冷冻干燥后备

用。双酶解多肽包括中木双酶解多肽（第一种酶为中

性蛋白酶，第二种酶为木瓜蛋白酶）、木碱双酶解多肽

（第一种酶为木瓜蛋白酶，第二种酶为碱性蛋白酶）、中

碱双酶解多肽（第一种酶为中性蛋白酶，第二种酶为碱

性蛋白酶）、胰碱双酶解多肽（第一种酶为胰蛋白酶，第

二种酶为碱性蛋白酶）、胰中双酶解多肽（第一种酶为

胰蛋白酶，第二种酶为中性蛋白酶）和胰木双酶解多肽

（第一种酶为胰蛋白酶，第二种酶为木瓜蛋白酶）。

三酶解多肽制备：取 0.4 g葵花籽蛋白加 20 mL的

纯水溶解，按表 1首先加入第一种蛋白酶酶解 60 min，
立即置于沸水浴中 10 min以终止酶活；调节酶解温度

和 pH值，加入第二种蛋白酶，继续酶解 60 min，立即置

于沸水浴中 10 min以终止酶活；再次调节酶解温度和

pH值，加入第三种蛋白酶，继续酶解 60 min，立即置于

沸水浴中 10 min以终止酶活，4 000 r/min离心 20 min，
收集上清液，冷冻干燥后备用。三酶解多肽包括胰木

碱三酶解多肽（第一种酶为胰蛋白酶，第二种酶为木瓜

蛋白酶，第三种酶为碱性蛋白酶）、中木碱三酶解多肽
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（第一种酶为中性蛋白酶，第二种酶为木瓜蛋白酶，第

三种酶为碱性蛋白酶）、胰中碱三酶解多肽（第一种酶

为胰蛋白酶，第二种酶为中性蛋白酶，第三种酶为碱性

蛋白酶）和胰木中三酶解多肽（第一种酶为胰蛋白酶，

第二种酶为木瓜蛋白酶，第三种酶为中性蛋白酶），各

蛋白酶的添加量、酶解温度及酶解 pH值见表 1。

1.3.2 葵花籽蛋白水解度测定

采用邻苯二甲醛（O‑phthalaldehyde，OPA）法对水

解度进行测定[17]，OPA试剂配制方法：将 250 mg SDS、
83.5 mg DTT和 2 mL含 4% OPA的乙醇溶液完全溶解

于 0.25 mol/L 四硼酸钠溶液中，最终定容至 100 mL。
取 200 μL水解上清液与 1.5 mL OPA试剂混匀并反应

2 min，之后立即在 340 nm 波长下测定其吸光值。以

0.951 6毫克当量（milliequivalent，meqv）/L丝氨酸标准

溶液的吸光值为参考，去离子水的吸光值为空白对照。

水解度的计算公式如下。

S =（O1 - O0）/（O- O0）× 0.951 6 ×V × N/（X × P）
h =（S - β）/α
D = h/htot × 100

式中：S表示每克蛋白质中丝氨酸的含量，meqv/g；
O1为样品的吸光值；O 为 0.951 6 meqv/L 丝氨酸标准

溶液的吸光值；O0为离子水的吸光值；V为水解总体系

体积，L；N为测定水解度时样品稀释倍数；X为样品质

量，g；P为样品的蛋白质含量，%；h为每克葵花籽蛋白

酶解物所含肽键数量，meqv/g；α为校正系数，1 meqv/g；
β 为未水解蛋白中的氨基的贡献系数，0.4 meqv/g；D
为葵花籽蛋白酶解物的水解度，%；htot为每克葵花籽蛋

白样品所含肽键数量，7.8 meqv/g。
1.3.3 葵花籽蛋白酶解物肽含量测定

参考胡晓倩等[18]的方法对肽含量进行测定。用纯

水配制 1.8 mg/mL的甘氨酸‑甘氨酸‑酪氨酸‑精氨酸四

肽标准溶液，并分别稀释为 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、
1.4、1.6、1.8 mg/mL的梯度溶液。取标准溶液或酶解物

溶液 2 mL，加入 200 μL 10% 三氯乙酸溶液，室温反

应 10 min 后低温离心 10 min（10 000 r/min，4 ℃），取

上清液 1.5 mL，加入 1 mL 现配双缩脲试剂室温反应

20 min，于波长 540 nm处测定吸光值。以四肽标准溶

液浓度为横坐标，吸光值为纵坐标，绘制标准曲线。对

于水解物，将吸光值代入标准曲线回归方程计算肽浓

度（mg/mL），再乘以料液比得到肽含量（mg/g蛋白）。

1.3.4 多肽自由基清除率测定

在避光条件下进行 DPPH 自由基清除试验，使用

95% 乙醇溶液配制 0.1 mmol/L 的 DPPH 工作液（现配

现用）。取 1 mL待测样品溶液与 1 mL的 DPPH 工作

液混合，充分混匀后于室温避光条件下反应 30 min，在
517 nm 处测定混合液的吸光值（A0）、样品与等体积

95% 乙醇混合液的吸光值（A1）、95% 乙醇溶液与等体

积 DPPH 工作液混合液的吸光值（A2），DPPH 自由基

清除率（D，%）按照如下公式进行计算。

D = [1 -（A0 - A1）/A2] × 100
1.3.5 多肽总抗氧化能力测定

根据总抗氧化能力检测试剂盒（ABTS法）说明书

的步骤测定多肽总抗氧化能力。以水溶性维生素 E
衍生物（Trolox）作为标准抗氧化剂，通过绘制 Trolox标
准曲线定量分析多肽总抗氧化能力，单位为 mmol Tro‑
lox/g蛋白。

1.3.6 体外模拟胃肠道消化试验

采用 Brodkorb等[19]的方法进行体外模拟胃肠道消

化试验。

模拟胃消化阶段：提前预热胃消化液（37 ℃），配

制胃蛋白酶溶液（25 000 U/mL）并置于冰上。将 15 mL
酶解物溶液与 12 mL 胃消化液混合，加入 7.5 μL 的

0.3 mol/L 的 CaCl2（H2O）2 溶液和 2.4 mL 胃蛋白酶溶

液，之后立即用 6 mol/L 的 HCl 溶液将 pH 值调整到

3.0，用超纯水定容到 30 mL。立即置于 37 ℃水浴摇床

振荡反应 2 h，之后立即沸水浴加热 10 min灭酶。

模拟肠消化阶段：提前预热肠消化液（37 ℃），取

24 mL肠消化液与胃消化体系混合，加入 60 μL 0.3 mol/L
的 CaCl2（H2O）2溶液，加入 3 mL胰酶溶液（2 000 U/mL），

立即用 6 mol/L 的 NaOH 溶液调节 pH 值至 7.0，加超

纯水定容到 60 mL。立即置于 37 ℃水浴摇床中恒温

振荡反应 2 h，之后沸水浴加热 10 min灭酶，冷却至室

温，冷冻干燥后备用。

1.3.7 萎缩肌管模型建立与酶解物干预方法

在 12 孔板中培养 C2C12 细胞并诱导分化为肌

管，接着利用 20 g/L 的 D‑半乳糖诱导 C2C12 肌管萎

缩[20]。首先将 D‑半乳糖与体外消化后的不同目标肽段

分别完全溶解于 DMEM完全培养基中，使 D‑半乳糖终

浓度为 20 g/L，不同酶解物的多肽含量为 200 μg/mL，以
谷胱甘肽作为阳性对照（浓度 200 μg/mL），将配制好

的干预体系加入分化后的 C2C12肌管中共培养 48 h。
1.3.8 SOD活性、MDA和 GSH含量测定方法

利用总 SOD活性检测试剂盒、脂质氧化（MDA法）

检测试剂盒和还原型谷胱甘肽（GSH）含量检测试剂盒

对细胞裂解物中的 SOD活性、MDA 含量和 GSH 含量

进行测定。

1.3.9 不同分子量区间肽段的分离

参考李奕等[21]的方法，利用卷式超滤膜对不同分

表 1 葵花籽蛋白酶解过程中蛋白酶的种类、添加量、pH 值和温度

Table 1 Types，dosage，pH value，and temperature of proteases
during proteolysis of sunflower seed protein

蛋白酶

碱性蛋白酶

木瓜蛋白酶

中性蛋白酶

胰蛋白酶

酶添加量/（U/g）
5 000
5 000
5 000
5 000

酶解温度/℃
55
55
55
37

酶解 pH值

9
6
7
8
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子量区间的肽段进行分离，采用截留分子质量分别为

1 kDa 和 3 kDa 的卷式超滤膜，按分子质量<1 kDa、1~
3 kDa和>3 kDa 3个范围进行分离，冷冻干燥后备用。

1.3.10 肽段序列鉴定

委托上海中科新生命生物科技有限公司对葵花籽

蛋白的酶解物进行肽段序列鉴定。

1.3.11 肽段抗氧化活性预测

使用抗氧化数据库（https：//services.healthtech.dtu.
dk/services/AnOxPePred）评估所鉴定肽段的抗氧化活

性，预测得分范围为 0（无抗氧化活性）~1（强抗氧化活

性），分数越接近 1表示肽段抗氧化活性越强[22]。
1.4 统计分析

利用 IBM SPSS Statistics 2.5进行方差齐性检验和

单因素方差分析（P<0.05），采用 GraphPad Prism 10进

行结果作图。

2 结果与分析

2.1 不同葵花籽蛋白酶解多肽水解度和肽含量结果

分析

不同葵花籽蛋白酶解多肽水解度和肽含量结果

见图 1。

由图 1可知，经不同蛋白酶复合水解，葵花籽蛋白

的水解度和肽含量不同，与双酶复合水解相比，三酶复

合水解后葵花籽蛋白的水解率和肽含量有升高趋势，

这主要归因于多种蛋白酶复合作用增加了酶切位点，

从而提高了整体水解度和肽段的生成[23]。4种三酶解

多肽的水解度和肽含量之间无显著性差异（P>0.05），

其中中木碱三酶解多肽的水解度和肽含量最高，分别

为 53.85%和 252.13 mg/g蛋白，双解多肽中，木碱双酶

解多肽的水解度和肽含量最高，分别为 53.60% 和

247.87 mg/g蛋白，并且与三酶解多肽的水解度和肽含

量均无显著性差异（P>0.05），中碱双酶解多肽的水解

度和肽含量较低。

2.2 葵花籽蛋白酶解多肽自由基清除能力和总抗氧

化能力结果分析

进一步利用自由基清除率试验和总抗氧化能力测

定试验对比不同酶解物的抗氧化活性，结果见图 2。

由图 2可知，三酶解多肽中，中木碱三酶解多肽的

DPPH自由基清除率最大，为 72.16%；胰木碱三酶解多

肽的总抗氧化能力最高，为 1.71 mmol Trolox/g 蛋白，

且显著高于其他双酶解多肽或三酶解多肽的总抗氧化
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图 1 不同葵花籽蛋白酶解多肽水解度和肽含量

Fig.1 The degree of hydrolysis and peptide content of different
sunflower seed protein⁃hydrolyzed polypeptides

A.水解度；B.肽含量。不同小写字母表示存在显著性差异，P<0.05。
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图 2 葵花籽蛋白酶解多肽自由基清除能力和总抗氧化能力

Fig.2 The free radical scavenging capacity and total antioxidant
capacity of sunflower seed protein⁃hydrolyzed polypeptides

A. DPPH自由基清除率；B.总抗氧化能力。不同小写字母表示存在

显著性差异，P<0.05。
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能力（P<0.05）。双酶解多肽中，木碱双酶解多肽的

DPPH 自由基清除率最高，为 72.10%，显著高于其他

双酶解多肽的 DPPH 自由基清除率（P<0.05），并且

其 DPPH 自由基清除率与中木碱三酶解多肽和胰木

碱三酶解多肽的 DPPH 自由基清除率无显著性差

异（P>0.05）。胰碱双酶解多肽的总抗氧化能力最高，

为 1.65 mmol Trolox/g 蛋白，显著高于除木碱双酶解多

肽的其他双酶解多肽的总抗氧化能力（P<0.05），因此

选取抗氧化能力最高的 4种酶解物，即木碱双酶解多

肽、胰碱双酶解多肽、中木碱三酶解多肽和胰木碱三酶

解多肽进行后续试验。经观察发现这几种多肽样品均

涉及碱性蛋白酶参与水解，碱性蛋白酶是一种广谱内

切蛋白酶，对疏水性肽键和中性肽键具有较高的切割

能力[24]，已有研究多次报道碱性蛋白酶水解产物在自

由基清除和脂质过氧化抑制方面具有良好表现，这与

本研究结果一致[25]。
2.3 葵花籽蛋白酶解多肽对萎缩肌管氧化应激的保

护作用分析

为筛选抗氧化能力最强的复合蛋白酶组合，以谷

胱甘肽作为阳性对照，利用 4 种酶解多肽干预萎缩

C2C12 肌管，并对不同处理组肌管的 SOD 活性、GSH
含量和 MDA含量进行测定，结果见图 3。

由图 3 可知，D‑半乳糖的 SOD 活性和 GSH 含量

均显著低于空白对照（P<0.05），MDA含量显著高于空

白对照（P<0.05）。与 D‑半乳糖相比，不同酶解物处理

的 SOD 活性和 GSH 含量均显著升高（P<0.05），MDA
含量均显著降低（P<0.05），其中胰木碱三酶解多肽的

SOD活性和 GSH含量最高，分别为 40.15 U/mg蛋白和

12.05 μg/mg 蛋白，MDA 含量最低，为 2.60 nmol/mg 蛋

白，且与谷胱甘肽处理组的 SOD 活性和 MDA 含量无

显著性差异（P>0.05）。因此选取胰木碱三酶解多肽进

行后续试验。

2.4 不同分子量区间多肽自由基清除能力和总抗氧

化能力结果分析

为进一步确定酶解物中发挥抗氧化作用的主要分

子量范围，对酶解物中不同分子量区间的多肽进行分

离，结果见图 4。

由图 4 可知，分子量<1 kDa 的肽段 DPPH 自由

基清除率和总抗氧化能力最强，分别为 75.99% 和

1.83 mmol Trolox/g 蛋白，且显著高于其他分子量区间

的多肽（P<0.05）。分子量>3 kDa的肽段 DPPH自由基

清除率和总抗氧化能力最弱，且显著低于其他分子量
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图 3 葵花籽蛋白酶解多肽对萎缩肌管氧化应激的保护作用

Fig.3 The protective effect of sunflower seed protein⁃hydrolyzed
polypeptides on oxidative stress in atrophic myotubes

A.SOD活性；B.GSH含量；C.MDA含量。不同小写字母表示存在显

著性差异，P<0.05。
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图 4 不同分子量区间多肽自由基清除能力和总抗氧化能力

Fig.4 The free radical scavenging capacity and total antioxidant
capacity of polypeptides within different molecular weight ranges

A. DPPH自由基清除率；B.总抗氧化能力。不同小写字母表示存在

显著性差异，P<0.05。

20



食品研究与开发
20262026年年 99月月

第第 4747卷卷 第第 1717期期基础研究基础研究

区间的多肽（P<0.05）。即随着分子量区间的升高，多

肽的 DPPH 自由基清除率和总抗氧化能力呈下降趋

势。研究表明，低分子量肽（通常<3 kDa）更易表现出

较强的抗氧化能力，可能是由于其更高的扩散效率及

与自由基和金属离子更充分地接触[26]，这与本研究结

果一致。

2.5 不同分子量区间多肽对萎缩肌管氧化应激的保

护作用分析

利用不同分子量区间的多肽干预萎缩 C2C12 肌

管并对比抗氧化能力，结果见图 5。

由图 5可知，与空白对照相比，D‑半乳糖处理组的

SOD活性和 GSH含量显著降低 62.98%和 55.57%（P<
0.05），MDA 含量显著升高 113.15%（P<0.05）。与 D‑
半乳糖处理组相比，不同分子量区间的多肽干预后，萎

缩 C2C12 肌管的 SOD 活性和 GSH 含量均显著升高

（P<0.05），MDA含量显著降低（P<0.05）。不同分子量

区间多肽处理组中，分子量<1 kDa 的多肽处理组

SOD 活性和 GSH 含量最高，分别为 38.98 U/mg 蛋白

和 13.53 μg/mg蛋白，其中 SOD活性显著高于其他分子

量区间多肽（P<0.05），且与谷胱甘肽处理组无显著性差

异（P>0.05），GSH含量显著高于分子量>3 kDa的多肽

（P<0.05）；分子量<1 kDa的多肽处理组的 MDA含量最

低，为 3.05 nmol/mg蛋白，显著低于分子量>3 kDa的多

肽（P<0.05），且谷胱甘肽处理组无显著性差异（P>0.05）。
2.6 抗氧化肽段序列鉴定分析

对酶解物中分子量小于 1 kDa的多肽进行肽段鉴

定并进行抗氧化活性预测，抗氧化活性评分范围为

0~1，数值越大表明抗氧化能力越强。同时根据肽段在

混合物中的相对丰度，最终筛选出 5条抗氧化肽段，结

果见表 2。

由表 2可知，序列为 LLPYYPN、LLPYYPNT、FSPH‑
WTVN、GVAPGPVWTP 和 AIQSPHWT，抗氧化活性评

分分别为 0.63、0.62、0.52、0.50和 0.50。抗氧化肽的氨

基酸组成被普遍认为是决定其生物活性高低的重要因

素。肽段中芳香族氨基酸（如酪氨酸、苯丙氨酸、色氨

酸）、疏水性氨基酸（如亮氨酸、缬氨酸、脯氨酸）以及具

有金属螯合能力的残基（如组氨酸、天冬氨酸、谷氨酸）

均与抗氧化活性密切相关[27]。本研究筛选得到的

LLPYYPN、LLPYYPNT、FSPHWTVN、GVAPGPVWTP
和 AIQSPHWT 在氨基酸组成上均呈现出典型的抗氧

化肽特征：首先，这些肽段普遍富含芳香族残基，尤其

是酪氨酸和色氨酸。芳香族侧链能够通过供氢或电子

转移稳定自由基中间体，并被认为是抗氧化肽发挥自由

基清除作用的核心结构基础[28]，其中 LLPYYPN 和

LLPYYPNT 含有连续的酪氨酸残基，有利于形成多位

点协同供氢体系，从而增强其抗氧化能力；FSPHWTVN
和 AIQSPHWT中同时含有组氨酸和色氨酸残基，有研

究表明，组氨酸不仅可作为质子供体参与自由基清除，

还可通过咪唑环与金属离子形成配位键，抑制金属催化

的氧化反应[29]，而色氨酸则因其吲哚环结构具有较强的

电子供体能力，在多种抗氧化模型体系中表现出较高活

性[28]。此外，GVAPGPVWTP的脯氨酸和谷氨酸含量较
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A. SOD活性；B. GSH含量；C. MDA含量。不同小写字母表示存在

显著性差异，P<0.05。
图 5 不同分子量区间多肽对萎缩肌管氧化应激的保护作用

Fig.5 The protective effects of polypeptides within different
molecular weight ranges against oxidative stress in atrophic

myotubes

表 2 抗氧化肽段序列鉴定分析

Table 2 Identification and analysis of antioxidant active peptide
sequences

序列

LLPYYPN
LLPYYPNT
FSPHWTVN
GVAPGPVWTP
AIQSPHWT

肽段
长度

7
8
8
10
8

‑lgP
39.20
39.08
51.89
46.94
49.40

分子量/
Da

878.45
979.50
986.46
979.51
938.46

相对丰度

788 000
133 000
1 050 000
1 640 000
18 200 000

抗氧化活
性评分

0.63
0.62
0.52
0.50
0.50
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高，这类残基可赋予肽链更大的构象灵活性，有助于肽

段在氧化环境中调整构象并与自由基有效结合[30]。

3 结论

综上所述，本研究发现，胰蛋白酶、木瓜蛋白酶和

碱性蛋白酶复合水解所得的葵花籽蛋白水解物具有显

著的抗氧化活性，其中分子量小于 1 kDa 的肽段表现

出更强的抗氧化能力，并筛选出序列为 LLPYYPN、
LLPYYPNT、FSPHWTVN、GVAPGPVWTP和 AIQSPHWT
的抗氧化肽段，为后续葵花籽蛋白的高值化利用及抗

氧化肽制备奠定了理论基础。
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