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摘要!#目的$研究尖吻蝮!
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'

),KI3TCT#5H9I9K

"蛇毒的不同蛋白酶水解产物的制备及抗氧化活性%#方法$分别用碱性
蛋白酶&中性蛋白酶&木瓜蛋白酶和胰蛋白酶水解尖吻蝮蛇毒(以水解物的水解度&清除自由基活性&金属离子螯合能力和
总还原力作为抗氧化活性比较指标来选出最佳水解蛋白酶(并比较该蛋白酶水解物在超滤后得到的不同分子量组分的抗
氧化活性大小%#结果$碱性蛋白酶水解物的清除

AZZg

自由基活性&亚铁离子螯合能力和总还原力均为最佳'该酶解物
经超滤得到的

)

个组分中(分子量为
)

#

#"TA/

的组分对
AZZg

自由基和羟基自由基清除能力最强(分子量大于
#"TA/

的组分的亚铁离子螯合能力和总还原力最强%#结论$尖吻蝮蛇毒的不同蛋白酶水解物均具有抗氧化活性(其中用碱性蛋
白酶水解物抗氧化活性较强%
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通过酶解法可从动物或植物蛋白质中获得多种具有不同生理功能的活性肽)

#

*

'例如$花生(大豆等植物的
蛋白质经不同的蛋白酶水解$可产生具有抗氧化(降血压(抑菌(促进消化吸收(增强人体免疫力等不同生物功能
的活性肽)
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'其中$抗氧化活性肽通常通过抑制脂质过氧化(清除自由基(螯合金属离子捕捉体内自由基等方
式发挥抗氧化的功效)

N

*

'目前$已从皮氏叫姑鱼#

/TJ#,9K8<@<#

'

<3,,

&

)

$

*

(小麦#

G3,I,H9(5<KI,=9(

&胚)

#"

*

(草鱼
#

6I<#T

2

J53

&

#

'

TCT#,C<@@5

&鳞片)

##

*

(猪#

*9KKH3T

$

5CT(<KI,H9K

&血液)

#!

*

(鹰嘴豆#

6,H<353,<I,#9(

&

)

#)

*等生物个体
或组织的蛋白质酶解产物中制备出具有抗氧化性的活性肽'

蛇毒是毒蛇的毒腺分泌的一种复杂的蛋白质混合物$具有多种生物活性)
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&蛇毒的主要成分包括金属蛋白酶(丝氨酸蛋白酶(
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型凝集素(磷脂酶
H
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等组分)
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$这些蛋白组分在尖吻
蝮进行捕食(消化和防御行为时发挥着重要的作用'本研究在体外条件下用不同蛋白酶对尖吻蝮蛇毒进行水
解$制备出小肽混合物$并测定了这些混合物的抗氧化活性$从而为有关毒蛇咬伤患者的自身组织酶对蛇毒的抵
抗作用研究提供实验数据$同时也为进一步开发相关小肽产物奠定理论基础'
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材料与方法
#@#
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燥箱#上海精宏实验设备有限公司&和
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冻干机#北京博医康实验仪器有限公司&'
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制备水解物
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参照文献)
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*的方法制备尖吻蝮蛇毒的不同蛋白酶水解物'选取碱性蛋白酶(中性蛋白
酶(木瓜蛋白酶和胰蛋白酶进行酶解反应'配制粗毒溶液$按
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的酶和蛇毒质量比在最适的反应温度和
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条件下酶解反应
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'反应结束后将立即于
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处理
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使酶灭活$
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L#离心
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保存备用'
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水解度测定
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&'取蛋白酶水解物测试样品(丝氨酸标准品和水解前蛇毒样品各
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分别与
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邻苯二甲醛溶液
混合均匀后$静置

!76.

$再于
)G".7

处测吸光值'用去离子水作空白对照'水解度是指蛋白质中被水解的肽
键占总肽键的百分比$基本计算公式为!

水解度
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抗氧化活性实验
!

#

&

AZZg

自由基清除率#

O

AZZg

&测定'参照
g9

等人)

!I
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溶液#溶于甲醇&
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混合$在黑暗条件
下室温孵育

)"76.

后$在
I#D.7

处测吸光值
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'用双蒸水替代样品溶液做空白对照$在相同条件下测吸光值
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的计算公式为!
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I77&0

2

d

L#

菲洛嗪溶液
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加入混合液中$室温下静置反应
#"76.

后在
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处测吸光度
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'用双蒸水替代样品溶
液做空白对照$在相同条件下测吸光值
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&总还原能力#
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L#磷酸缓冲液#
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为
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&和
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质量分数为
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铁氰化钾溶液混合$
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保温
!"76.

'冷却后加入
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$

d

质量分数为
#"k

的三氯乙酸溶液$混合均匀后
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L#离心
#"76.

'取
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上清液$加入
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的蒸馏水和
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质量分数为
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的三氯化铁溶液$在
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处测吸光度
.
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'用双蒸
水替代样品溶液做空白对照$在相同条件下测吸光值
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'用以下计算公式计算
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酶解物的超滤
!

通过对上述测定结果进行比较得到水解尖吻蝮蛇毒效果最佳的蛋白酶$然后分别采用截
留分子量为

)

$

#"TA/

的超滤离心管对该蛋白酶水解物进行超滤$得到分子量小于
)TA/

(

)

#

#"TA/

和大于
#"TA/

共
)

个组分样品$分别收集(冻干保存$并按前述方法测定这
)

个组分样品的抗氧化活性'
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数据处理
!

研究所得数据均采用0平均值
m

标准误1表示'使用
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软件作图并进行单因
素方差分析$当
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时$所得结果具有统计学意义'

!

结果与分析
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不同蛋白酶水解物的水解度
与中性蛋白酶水解物和胰蛋白酶水解物相比$碱性蛋白酶水解物和木瓜蛋白酶水解物的水解度相对较高$
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但四者无统计学意义上的差异#图
#

&'经不同蛋白酶水解尖吻蝮蛇毒而得到的水解物中多肽含量有所不同$从
而导致它们的水解度也不相同$而胰蛋白酶水解物的水解度略低于其他蛋白酶水解物$这一结果与

b/-/7/>

n等
人)
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*早期的研究结果一致'出现这种情况可能原因在于!碱性蛋白酶和木瓜蛋白酶的水解位点较为广泛$而中
性蛋白酶和胰蛋白酶对底物存在特异性选择'
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不同蛋白酶水解物的
AZZg

清除活性
图

!

显示!不同蛋白酶水解尖吻蝮蛇毒所得产物的质量浓度越高$清除
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自由基效果也越好$其中碱性
蛋白酶水解物质量浓度在
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L#时$它的
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自由基清除率增长较快'在
I7

4

2

7d

L#质量浓度条
件下$碱性蛋白酶水解物对
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自由基清除效果最好$清除率达
!#@NGkm#@D$k

$与胰蛋白酶水解物的这一
指标相比$差异有具有统计学意义#
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&$但与其余两种蛋白酶水解物的
AZZg

自由基清除率相比则无统
计学意义上的差异'
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不同蛋白酶水解物

图
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尖吻蝮蛇毒不同蛋白酶水解物的水解度
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水平上与同一质量浓度下的最高值相比差异
具有统计学意义$下同'

图
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尖吻蝮蛇毒不同蛋白酶水解物在不同质量
浓度条件下的
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自由基清除率
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不同蛋白酶水解物羟基自由基清除活性的比较
由图

)

可见!不同蛋白酶水解物的质量浓度与它们的羟基自由基清除能力存在明显的量效关系'其中碱性
蛋白酶水解物和中性蛋白酶水解物的质量浓度为
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L#时$对羟基自由基有着较高的清除率$分别为
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和
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$两者无统计学意义上的差异%但碱性蛋白酶水解物与木瓜蛋白酶水解物
和胰蛋白酶水解物的这一指标间存在着统计学意义上的差异#
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不同蛋白酶水解物亚铁离子螯合能力的比较
由图

G

可知!碱性蛋白酶水解物在质量浓度
#7

4

2

7d

L#时亚铁离子螯合能力较强$达
D!@I#km!@NNk

%

其次是中性蛋白酶水解物$该指标为
*D@*Ikm"@$Gk

'两者存在统计学意义上的差异#
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&'然而$木瓜
蛋白酶水解物的亚铁离子螯合能力不及其他

)

组蛋白酶水解物$与碱性蛋白酶水解物的这一指标相比具有统计
学意义上的差异#
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不同蛋白酶水解物对总还原力的影响
由图

I

可知$随着不同蛋白酶水解物质量浓度的增加$它们的总还原力也不断增加'其中碱性蛋白酶水解
物在
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L#时表现出较高的总还原力$但与中性蛋白酶水解物的该项指标相比不具有统计学意义上的差
异$而同其他两种蛋白酶水解物的总还原力存在统计学意义上的差异#
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尖吻蝮蛇毒不同蛋白酶水解物在不同质量
浓度条件下的羟基自由基自由基清除率
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尖吻蝮蛇毒不同蛋白酶水解物在不同质量
浓度条件下的亚铁离子螯合能力
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尖吻蝮蛇毒不同蛋白酶水解物在不同质量
浓度条件下的总还原力
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!@*

超滤组分抗氧化活性测定
根据上述结果$选取具有较好抗氧化活性的碱

性蛋白酶水解物进行超滤$对得到的
)

个组分进行
抗氧化活性比较'结果显示!分子量为

)

#

#"TA/

的超滤组分对
AZZg

自由基和羟基自由基的清除
能力较好#图

*/

$

`

&$特别是该组分质量浓度在
G

和
I7

4

2

7d

L#时$它的
AZZg

自由基清除率与其他
两组的该项指标相比具有统计学意义上的差异#

2

)

"@"I

&$但在
"@!

#

#7

4

2

7d

L#范围
)

个组分的羟
基自由基清除率均无统计学意义上的差异'由图
*>

$

U

可知$分子量大于
#"TA/

的超滤组分的亚铁离
子螯合能力较强$总还原力较高$除在质量浓度为
"(!7

4

2

7d

L#时与其他两组的亚铁离子螯合能力
差异无统计学意义外$均与其他两组的这两项指标
存在统计学意义上的差异#

2

)

"@"#

&'

)

讨论
有研究认为$

AZZg

自由基清除能力可能与疏水性氨基酸含量有关$较高
AZZg

自由基清除活性与疏水性
氨基酸或肽的高含量有关)

)!F))

*

'而本研究中$

G

种蛋白酶水解物均呈现良好的
AZZg

自由基清除能力$其中碱
性蛋白酶水解物清除效果最好'由于碱性蛋白酶和中性蛋白酶的切割位点都为疏水性氨基酸$因此这可能是这
两种蛋白酶水解物对自由基的清除效果较好的主要原因'

本研究结果显示$碱性蛋白酶水解物的金属离子螯合能力最强$其中原因可能在于肽的抗氧化活性高低高
度依赖于一级结构$并取决于氨基酸组成)

)G

*

$而不同蛋白酶水解的特异性也影响着活性大小'此外$有文献报
道)

)I

*

$抗氧化物质一般通过自身的还原能力达到抗氧化效果$抗氧化活性与样品还原能力呈正相关关系'本研
究中碱性蛋白酶水解物吸光度变化最大$说明它的总还原力最高'

总体上看$本研究中碱性蛋白酶水解物的抗氧化活性最佳'在此基础上$本研究选取该蛋白酶水解物进行
超滤$测定了各超滤组分的抗氧化活性'结果显示!碱性蛋白酶水解物不同分子量大小组分的抗氧化活性存在
较大差异$这可能是因为碱性蛋白酶作用于不同酶解位点$水解物中暴露出不同氨基酸残基$活性肽的供氢或供
电子能力存在差异$从而使各组分具有不同的抗氧化能力'

N!#
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图
*

!

不同质量浓度条件下的
)

组超滤组分的抗氧化活性
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4
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总之$本研究主要对尖吻蝮蛇毒不同蛋白酶水解产物的抗氧化能力进行了初步探究'结果显示$不同蛋白
酶水解物都具有一定的抗氧化活性$其中碱性蛋白酶水解物呈现出最佳抗氧化活性'然而$由于酶解反应存在
复杂性$本研究涉及的蛋白酶水解物的具体组成(结构等尚不清楚$仍需进行进一步的分离纯化和结构鉴定'
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