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　　摘要：研究了自溶酶解制备蚯蚓小分子多肽提取物的工艺，并对其抗氧化活性进行了初步研究。通过单因素和正
交试验法，以肽的得率为评价指标，确定了最佳制备工艺：反应时间１ｈ，料液比１．０ｇ∶１．５ｍＬ，温度３５℃，ｐＨ值
６７６。在此工艺条件下，１．７ｋｇ鲜蚯蚓制自溶酶解，酶解液经分子膜截留并冷冻干燥，共得到了１０３．３９ｇ蚯蚓小分子
多肽提取物。该产品为微黄色粉末，略带独特香味，主要为相对分子质量３０００以下的小分子多肽和氨基酸。在浓度
为１０、３０ｍｇ／ｍＬ时，蚯蚓小分子多肽提取物对ＤＰＰＨ自由基和超氧阴离子自由基的清除率分别为９１．１％、５３．０％。
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　　蚯蚓为环节动物门（Ａｎｎｅｌｉｄａ）寡毛纲（Ｏｌｉｇｏｃｈａｅｔａ）动
物，可改良土壤，促进农业增产，在物质循环、生物多样性、保

护生态环境等方面发挥着特殊作用。此外，蚯蚓还是我国常

用中药，名为地龙。研究发现，蚯蚓具有治疗心血管疾

病［１－２］、癌症［３］、哮喘［４－５］等多种药理作用，同时还具有增强

免疫力［６－７］、促进伤口愈合［８］等作用。蚯蚓中含有丰富的人

体所需营养物质［９－１０］，包括蛋白质、核酸、微量元素、维生素

等，其中蛋白质总量约占干质量的４５．９０％ ～６８．１１％。蚯蚓
经酶水解可获得小分子多肽和氨基酸，不仅可以提供均衡的、

易于吸收的营养物质，而且蚯蚓肽还具有抗氧化［１１］、增强免

疫［１２］、抗菌［１３］等生理活性，在保健食品领域具有潜在的应用

前景。蚯蚓自身含有丰富的蛋白酶，在一定条件下容易发生

自溶酶解。目前，通过外源蛋白酶或自身酶水解制备蚯蚓酶

解物研究已有相关报道［１４－１７］，但制备工艺主要以生成氨基酸

为主。本研究以肽的得率为评价指标，结合单因素法和正交

试验法，对蚯蚓自溶酶解工艺进行优化，采用分子膜截留技

术，去除蚯蚓自身腥味，制备略带香味的蚯蚓小分子多肽提取

物，并考察其抗氧化活性，旨在为开发高附加值的蚯蚓保健食

品提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
赤子爱胜蚓（Ｅｉｓｅｎｉａｆｏｅｌｉｄｅ，天津贾立明蚯蚓养殖有限公

司）；溶菌酶（１４０００Ｄａ，华美生物工程公司）；胰岛素
（５７３３Ｄａ，徐州万邦金桥制药有限公司）；杆菌肽（１４２２Ｄａ，
Ｓｉｇｍａ公司）；谷胱甘肽还原型（３０７Ｄａ，Ｓｉｇｍａ公司）、ＤＰＰＨ

（Ｓｉｇｍａ公司）；其他化学试剂均为国产分析纯试剂。ＴＯＳＯＨ
ＴＳＫ－Ｇｅｌ－２０００ＳＷＸＬ色谱柱（３００ｍｍ×７．８ｍｍ）；Ａｇｉｌｅｎｔ
１２００系列高效液相色谱仪；ＴＵ１９００紫外可见分光光度计（北
京普析通用仪器有限责任公司）；Ｌ－８９００氨基酸分析仪（日
本日立公司）。

１．２　方法
１．２．１　自溶酶解处理方法　将鲜蚯蚓洗净，置于纯净水中让
其尽量吐出体内的食物残渣。用高速捣碎机将洗净的鲜蚯蚓

捣碎，蚯蚓捣碎液即为鲜蚯蚓原液。在蚯蚓原液中加入一定

体积的去离子水，混匀，在一定条件下进行自溶酶解反应，反

应结束后，于沸水浴酶灭活５ｍｉｎ，经１２０００ｒ／ｍｉｎ转速离心
１０ｍｉｎ，上清液即为自溶酶解液。每个试验重复３次。
１．２．２　肽得率测定方法　采用双缩脲试剂法［１８］，检测蚯蚓

自溶酶解液中肽的浓度。自溶酶解液加入等体积的 １０％
ＴＣＡ溶液，静置３０ｍｉｎ，离心，取１ｍＬ上清液，补水至２ｍＬ，
在５４０ｎｍ处测定 Ｄ值。以杆菌肽为对照，参照标准曲线的
回归方程ｙ＝０．０６１４９ｘ＋０．００４２２（ｒ２＝０．９９６５８），计算肽浓
度。肽得率计算公式如下：

肽得率＝肽的浓度×酶解液体积／样品湿质量×１００％。
１．２．３　蚯蚓自溶酶解工艺的优化
１．２．３．１　ｐＨ值对自溶酶解条件的影响　取 １ｇ蚯蚓捣碎
液，加入１ｍＬ去离子水，混匀，经测定混合液 ｐＨ值为６．７６。
分别在ｐＨ值为６．０、６．５、６．７６、７．０、７．５、８．０条件下进行自溶
酶解，于最佳反应温度条件下反应４ｈ。分别检测自溶酶解液
中肽的浓度，计算肽得率。

１．２．３．２　温度对自溶酶解条件的影响　取１ｇ蚯蚓捣碎液，
加入１ｍＬ去离子水，混匀，分别于３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０℃
下反应４ｈ。分别检测自溶酶解液中肽浓度，计算肽得率。
１．２．３．３　料液比对自溶酶解条件的影响　取 １ｇ蚯蚓捣碎
液，分 别 加 入 不 同 体 积 的 去 离 子 水，混 匀，配 制 成

１．０ｇ∶１．０ｍＬ、１．０ｇ∶１．５ｍＬ、１．０ｇ∶２．０ｍＬ、１．０ｇ∶２．５ｍＬ、
１．０ｇ∶３．０ｍＬ料液比的蚯蚓混合液，于最佳ｐＨ值和温度条
件下反应 ４ｈ。分别检测自溶酶解液中肽的浓度，计算肽
的得率。
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１．２．３．４　反应时间对自溶酶解条件的影响　于最佳 ｐＨ值、
温度和料液比条件下，分别自溶酶解１、２、３、４、５、６、７ｈ。反应
结束后，分别检测自溶酶解液中肽的浓度，计算肽的得率。

１．２．３．５　正交试验　在单因素试验结果基础上，按照表１所
示的４因素３水平设计正交试验。

表１　自溶酶解条件因素水平

水平

因素

Ａ：ｐＨ值 Ｂ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｃ：温度
（℃）

Ｄ：时间
（ｈ）

１ ６．００ １．０∶１．０ ３５ １
２ ６．７６ １．０∶１．５ ４０ ２
３ ７．００ １．０∶２．０ ４５ ３

１．２．４　ＨＰＬＣ检测肽的分子量分布情况　采用ＨＰＬＣ对蚯蚓
自溶酶解物中肽的分子量分布情况进行分析。检测条件：乙

腈 ∶水 ∶三氟乙酸 ＝２０∶８０∶０．１；流速：０．５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：
２５℃；进样量：２０μＬ；检测波长：２２０ｎｍ。采用溶菌酶、胰岛
素、杆菌肽、谷胱甘肽还原型为对照，以相对分子质量的对数

对保留时间作线性回归，得到标准曲线方程 ｙ＝８．３４２－
０２８ｘ（ｒ２＝０．９８８２５）。
１．２．５　蚯蚓小分子多肽提取物的制备　在自溶酶解最优工
艺条件下，对１．７ｋｇ鲜蚯蚓进行自溶酶解。酶解原液首先经
相对分子质量为３０００的超滤膜进行超滤，滤液再经相对分
子质量为３００的纳滤膜进行截留，截留液冷冻干燥，即为蚯蚓
小分子多肽提取物。采用ＨＰＬＣ检测肽的分子量分布情况。
１．２．６　蚯蚓小分子多肽提取物总氮含量及游离氨基酸含量
的检测　参照ＧＢ５００９．５—２０１０《食品中蛋白质的测定》规定
的方法，采用凯氏定氮法，对蚯蚓小分子多肽提取物总氮含量

进行分析。参照 ＧＢ／Ｔ５００９．１２４—２００３《食品中氨基酸的测
定》规定的方法，用３％磺基水酸溶液溶解样品并定容，样品
溶液摇匀后过滤、离心，采用日立Ｌ－８９００氨基酸分析仪测定
上清液，对蚯蚓小分子多肽提取物中１６种游离氨基酸进行
分析。

１．２．７　蚯蚓小分子多肽提取物的体外抗氧化活性检测　参
照前人研究方法［１９］，分别以α－熊果苷和维生素 Ｃ为阳性对
照，检测蚯蚓小分子多肽提取物对 ＤＰＰＨ自由基和超氧阴离
子的清除作用，考察其体外抗氧化活性。

２　结果与分析

２．１　ｐＨ值对蚯蚓自溶酶解的作用
以肽的得率为评价指标，考察ｐＨ值对自溶酶解的作用。

由图１可知，当ｐＨ值低于７．０（即６．０、６．５、６．７６）时，肽的得
率差别不大。当ｐＨ值大于６．７６时，肽得率开始下降并趋于
稳定。蚯蚓匀浆液和水混合时，其 ｐＨ值为６．７６左右，因此
选择６．７６作为自溶酶解试验的ｐＨ值。
２．２　温度对蚯蚓自溶酶解的作用

由图２可知，在３５℃自溶酶解时，肽的得率最高。随着
温度的上升，肽的得率缓慢下降。但在６０℃时，肽的得率反
而增大。虽然在６０℃时仍可以获得较高得率，但是温度过高
容易导致蛋白质、肽活性发生改变。因此，选择３５℃为自溶
酶解试验的温度。

２．３　料液比对蚯蚓自溶酶解的作用
由图３可知，随着加水量的增大，蚯蚓肽的得率首先缓慢

上升，然后缓慢下降，在料液比为１．０ｇ∶２．０ｍＬ时达到最
大。因此，选择料液比为１．０ｇ∶２．０ｍＬ。

２．４　反应时间对蚯蚓自溶酶解的作用
由图４可知，在自溶时间为１ｈ时，肽的得率最高，随着

自溶时间的延长，肽的得率逐渐降低。
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２．５　正交试验法优化蚯蚓自溶水解条件
在单因素试验基础上，通过正交试验考察各因素之间的

关系，结果如表２所示。
表２　自溶酶解正交试验结果与极差分析

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 肽得率（％）
１ １ １ １ １ １．６１０
２ １ ２ ２ ２ １．５９０
３ １ ３ ３ ３ １．５２０
４ ２ １ ２ ３ １．４８０
５ ２ ２ ３ １ １．６３０
６ ２ ３ １ ２ １．６３０
７ ３ １ ３ ２ １．４００
８ ３ ２ １ ３ １．５７０
９ ３ ３ ２ １ １．６４０
ｋ１ １．５７３ １．４９７ １．６０３ １．６２７
ｋ２ １．５８０ １．５９７ １．５７０ １．５４０
ｋ３ １．５３７ １．５９７ １．５１７ １．５２３
Ｒ ０．０４３ ０．１００ ０．０８６ ０．１０４

　　由表２可知，蚯蚓自溶酶解时间、料液比对肽的得率影响
较大。最佳自溶条件为时间１ｈ，料液比为１．０ｇ∶１．５ｍＬ，温
度为 ３５℃，ｐＨ值为 ６．７６。在此条件下，肽的得率可达
到１６３％。
２．６　蚯蚓小分子多肽提取物的小试制备

１．７ｋｇ鲜蚯蚓在最优工艺条件下进行自溶酶解，自溶酶
解原液经相对分子质量为３０００的超滤膜过滤，滤液再经相
对分子质量为３００的纳滤膜截留，截留液冷冻干燥，共制备得
到１０３．３９ｇ蚯蚓小分子多肽提取物，去除蚯蚓本身腥味，略
带独特香味。经双缩脲试剂法检测，肽的含量约为２７．８％。
采用ＨＰＬＣ法对自溶酶解原液和蚯蚓小分子多肽提取物分别
进行检测，检测结果如图５所示。

　　经对照标准蛋白出峰时间，蚯蚓自溶酶解原液中主要为

小分子多肽和氨基酸，但仍有较多的大分子肽和蛋白质。与

自溶酶解原液相比，通过分子截留技术获得的蚯蚓小分子多

肽提取物主要为相对分子质量 ３０００（保留时间为
１７．３５２ｍｉｎ）以下的小分子多肽及氨基酸，不含大分子的多肽
和蛋白质。

２．７　蚯蚓小分子多肽提取物总氮含量及游离氨基酸含量
经凯氏定氮法检测，每１００ｇ蚯蚓小分子多肽提取物样

品中总氮含量为１２．０ｇ，以换算系数６．２５计算，蛋白质含量
约为７５％左右。如表３所示，蚯蚓小分子多肽提取物样品中
１６种游离氨基酸总含量为３５．５％。每１００ｇ样品中含有赖
氨酸１．５９ｇ，苯丙氨酸 ２．７９ｇ，苏氨酸 ３．１８ｇ，异亮氨酸
２．４３ｇ，亮氨酸５．６５ｇ，缬氨酸２．４８ｇ。

表３　蚯蚓小分子多肽提取物中游离氨基酸含量

氨基酸
含量

（％） 氨基酸
含量

（％）

ＡＳＰ ０ ＩＬＥ ２．４３
ＴＨＲ ３．１８ ＬＥＵ ５．６５
ＳＥＲ ０ ＴＹＲ １．１３
ＧＬＵ ５．９５ ＰＨＥ ２．７９
ＧＬＹ １．１３ ＬＹＳ １．５９
ＡＬＡ ４．５０ ＨＩＳ １．３０
ＶＡＬ ２．４８ ＡＲＧ １．７６
ＭＥＴ ０．９２ ＰＲＯ ０．６９

２．８　蚯蚓小分子多肽提取物的抗氧化活性
采用ＤＰＰＨ法检测蚯蚓小分子多肽提取物对ＤＰＰＨ自由

基的清除作用，以α－熊果苷为阳性对照，结果如图６所示。

　　由图６可知，低浓度时，α－熊果苷对 ＤＰＰＨ自由基的清
除作用较为明显，０．８ｍｇ／ｍＬα－熊果苷处理下，ＤＰＰＨ自由
基清除率达８４．３％。低浓度 ＬＭＷＰＥＥ处理下，蚯蚓小分子
多肽提取物对ＤＰＰＨ自由基具有清除作用，但效果不明显，随
着ＬＭＷＰＥＥ浓度的升高，对ＤＰＰＨ自由基的清除作用逐渐增
强。当ＬＭＷＰＥＥ浓度升至５ｍｇ／ｍＬ时，ＤＰＰＨ自由基清除率
为４８．３％；当 ＬＭＷＰＥＥ浓度进一步升高至 １０ｍｇ／ｍＬ时，
ＤＰＰＨ自由基清除率达９１．１％。

采用邻苯三酚法检测蚯蚓小分子多肽提取物对超氧阴离

子自由基的清除作用，以维生素Ｃ为阳性对照，结果如图７所
示。维生素Ｃ浓度较低时，维生素Ｃ对超氧阴离子自由基的
清除作用较为明显；当维生素 Ｃ浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ时，清除
率达９２．５％。ＬＭＷＰＥＥ对超氧阴离子自由基有一定的清除
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作用，当ＬＭＷＰＥＥ浓度为１０ｍｇ／ｍＬ时，超氧阴离子自由基清
除率为２０．７％；当 ＬＭＷＰＥＥ浓度达３０ｍｇ／ｍＬ时，超氧阴离
子自由基清除率达到５３．０％。

　　综合体外抗氧化活性的检测结果，蚯蚓小分子多肽提取
物对自由基的清除作用具有一定的选择性，高浓度下对

ＤＰＰＨ自由基的清除作用较为明显，对超氧阴离子自由基具
有一定的清除作用。

３　结论

目前，蚯蚓蛋白质水解工艺主要以生成氨基酸为主。刘

波等通过外源酶和内源酶水解获得的产物中，相对分子质量

２２０以下的含量约７２％，即氨基酸含量都接近７２％［１５－１６］。李

国雷等通过加长自溶酶解时间至４８ｈ，获得的酶解产物中氨
基酸含量更高，约７８％［１４］。这些研究报道并未对水解产物进

行进一步处理，水解液不仅仍带有蚯蚓自身的腥味，且不利于

保存。本研究首次采用双缩脲试剂法，以肽的得率为评价指

标，对蚯蚓自溶酶解工艺进行优化。确定了蚯蚓自溶酶解的

最佳制备工艺为：反应时间１ｈ，料液比１．０ｇ∶１．５ｍＬ，温度
３５℃，ｐＨ值６．７６。同时，采用分子膜截留技术和冷冻干燥技
术，对酶解液进行处理，制备获得了蚯蚓小分子多肽提取物。

去除了蚯蚓自身所带的腥味，产品为微黄色、略带香味的粉

末，主要含有相对分子质量３０００以下的小分子多肽和氨基
酸，１６种游离氨基酸总含量为３５．５％。通过双缩脲试剂法检
测，肽的含量为２７．８％，由于该检测法对二肽灵敏度不高，因
此肽的实际含量应更高。在浓度为１０、３０ｍｇ／ｍＬ时，蚯蚓小
分子多肽提取物对ＤＰＰＨ自由基和超氧阴离子自由基的清除
率分别为９１．１％、５３．０％。本研究制备工艺简单，不引入其
他外源蛋白酶，去除了蚯蚓自身腥味，制备获得了微黄色粉末

状、略带香味的蚯蚓小分子多肽提取物。该产品不仅具有均

衡的营养物质，而且具有较好的抗氧化活性，可应用于抗衰老

和增强免疫等功能的保健食品开发。
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