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牦牛血抗氧化低聚肽的稳定性及与其他

食源性低聚肽抗氧化互作分析

肖　岚１，２，李　诚２，程小平３，杜　昕２

（１．四川旅游学院食品学院，四川成都６１０１００；２．四川农业大学食品学院，四川雅安 ６２５０１４；
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　　摘要：通过菌酶联合法发酵制备牦牛血低聚肽（分子量＜１ｋｕ），研究其氨基酸组成、热稳定性、酸碱稳定性、金属
离子稳定性、冻融稳定性及对食品辅料的稳定性；同时，运用等辐射分析法评价３种食源性低聚肽按不同比例组合后
组合肽的抗氧相互作用。结果表明，牦牛血低聚肽具有良好的热稳定性，１００℃水浴热处理５ｈ后的·ＯＨ清除活性
仍有８４．３２％。牦牛血低聚肽在ｐＨ值为６～１０，即高ｐＨ值下·ＯＨ清除活性几乎没有受到影响，而低ｐＨ值条件下的
·ＯＨ清除能力较差。Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋对牦牛血低聚肽的·ＯＨ清除活性影响较大，当二者浓度达到 ５００ｍｇ／Ｌ时，其·ＯＨ
清除活性保持率仅为４９．３５％、４６．１５％；Ｋ＋、Ｍｇ２＋对其·ＯＨ清除活性影响较小。牦牛血低聚肽对·ＯＨ清除活性保
持率随冻融次数增多而降低。食品辅料ＮａＣｌ对其·ＯＨ自由基清除活性有增效作用，特别是ＮａＣｌ添加量为０．５％～
１．５％时，而当ＮａＣｌ添加量为１．５％～２．５％时，增效作用不明显；葡萄糖浓度为８％ ～１０％时，对其·ＯＨ清除活性有
明显抑制作用；柠檬酸对其·ＯＨ清除活性有明显抑制作用，但柠檬酸浓度变化对其·ＯＨ清除活性影响不大。牦牛
血低聚肽的体外抗氧化活性优于商品化的大豆低聚肽以及鱼胶原低聚肽，将３种食源性低聚肽按比例组合后，在
ＤＰＰＨ模型和脂质过氧化抑制能力模型中，大部分组合低聚肽表现出较强的协同作用，组合低聚肽中的牦牛血低聚肽
比例超过５０％时表现出拮抗作用；在ＡＢＴＳ模型中组合低聚肽中的牦牛血低聚肽比例越高协同作用越低。
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　　在日本、欧美等发达国家，动物屠宰血液（特别是猪血）
用于开发生物肽类药物、功能性食品与食品添加剂等的利用

率已达到６０％以上［１］，而我国对动物屠宰血液的利用率却非

常低。牦牛是我国青藏高原的特殊家畜，牦牛血中蛋白质含

量明显高于其他畜禽类血液［２］。因此，利用牦牛血制备抗氧

化低聚肽既能满足人们对抗氧化剂安全性的要求［３］，又能解

决牦牛血随意排放对环境造成污染的问题，提高牦牛血的附

加值。笔者所在试验组以体外抗氧化指标作为评价体系，采

用枯草芽孢杆菌（ＳＩＣＣ１．１９７）联合碱性蛋白酶发酵，并采用
超滤分级已制备出分子量＜１ｋｕ的牦牛血抗氧化低聚肽［１］。

然而，关于牦牛血抗氧化低聚肽物理化学稳定性的报道较少。

王雪芹发现，鲐鱼多肽在１００℃条件下能保持一定的抗氧化
活性，冻融次数和紫外线照射对多肽的１，１－二苯基－２－三
硝基苯肼自由基（ＤＰＰＨ·）和羟基自由基（·ＯＨ）清除能力
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无显著性影响，ｐＨ值变化对其抗氧化活性影响较大［４］；赵谋

明等发现，蓝圆
!

抗氧化肽具有较强耐热性［５］；刘丹发现，大

豆抗氧化肽在温度达到８０℃时的活性明显降低，Ｚｎ２＋、Ｃａ２＋

对大豆抗氧化肽的活性干扰较大［６］。为了方便牦牛血低聚

肽作为配料在保健食品、化妆品以及医药行业中的广泛应用，

本试验拟对牦牛血抗氧化低聚肽的热稳定性、酸碱稳定性、金

属离子稳定性、冻融稳定性以及作为食品辅料的稳定性进行

研究，以获得相关基础数据。

目前，关于食源性抗氧化低聚肽的制备及其抗氧化活性

的研究报道较多，例如大豆蛋白抗氧化肽［７］、罗非鱼皮胶原

蛋白抗氧化肽［８］、棉籽粕抗氧化肽［９］、菜籽蛋白抗氧化肽［１０］

等，然而关于食源性抗氧化低聚肽的抗氧化互作报道较少。

等辐射分析法是一种简单、精确分析药物之间相互作用的方

法［１１］，本试验借鉴等辐射分析法，评价３种食源性抗氧化低
聚肽按不同比例组合后，它们之间的抗氧化相互作用，以期为

合理复配食源性抗氧化低聚肽以及通过天然动物化学物之间

的增效作用提高低聚肽的抗氧化能力提供帮助。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　材料与试剂　牦牛血，四川省大渡河食品有限公司生
产；碱性蛋白酶，活性为８５．６１Ｕ／ｍｇ，上海楷洋生物技术有限
公司生产；枯草芽孢杆菌ＳＩＣＣ１．１９７，四川省工业微生物资源
平台菌种保藏管理中心提供；其他化学试剂，国产分析纯；大

豆低聚肽，分子量 ＜１ｋｕ，西安百川生物科技有限公司生产；
鱼胶原低聚肽，分子量 ＜１ｋｕ，济南东轩生物工程有限公司
生产。

１．１．２　主要仪器设备　台式高速冷冻离心机，Ｈ２０５０Ｒ型，
长沙湘仪离心机仪器有限公司生产；恒温振荡培养箱，ＱＹＣ－
２１０２Ｃ型，上海福玛实验设备有限公司生产；紫外可见分光光
度计，ＵＶＰｏｗｅｒ型，北京莱伯泰科仪器股份有限公司生产；冷
冻干燥机，ＬＧＪ－５０Ｆ型，北京松源华兴科技发展有限公司
生产。

１．２　方法
１．２．１　菌酶联合法制备牦牛血抗氧化低聚肽　采用笔者所
在试验组前期研究的菌酶联合法［１］制备牦牛血抗氧化低聚

肽。将前期制备所得的枯草芽孢杆菌菌液（１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ）
以接种量为２．５ｍＬ／１００ｍＬ加入底物浓度为７５ｇ／Ｌ的高压灭
菌（１２１℃，１５ｍｉｎ）牦牛血液中，在３５℃、１３５ｒ／ｍｉｎ下恒温振
荡培养７２ｈ，发酵结束后经高压灭菌（１２１℃，１５ｍｉｎ）得到牦
牛血发酵液。待牦牛血发酵液冷却后加入碱性蛋白酶，在酶

底比为１９０Ｕ／ｇ、ｐＨ值为９．５、６０℃的条件下进行酶解３ｈ，酶
解结束后用沸水水浴灭酶活１０ｍｉｎ，得到牦牛血酶解液。将
牦牛血酶解液在４℃、６０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ，取上清
液用０．４５μｍ水性微孔滤膜抽滤去除菌体残渣，再将滤液置
于５ｋｕ超滤管中在４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，取
上清液得到分子量＜５ｋｕ的牦牛血低聚肽；进一步将肽液置
于１ｋｕ超滤管中在４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心３０ｍｉｎ，得
到分子量＜１ｋｕ的牦牛血低聚肽。
１．２．２　牦牛血低聚肽氨基酸组分分析　采用 Ａ３００自动氨
基酸分析仪分析得到氨基酸组分分析谱图。

１．２．３　牦牛血低聚肽体外抗氧化活性研究　（１）体外抗氧
化活性采用·ＯＨ清除率表示，其测定参照 Ｔｉａｎ等的方
法［１２］，脂质过氧化抑制能力的测定参照陈乃富的方法［１３］，还

原力的测定参照刘昭明等的方法［１４］，２，２－联氮 －二（３－乙
基－苯并噻唑－６－磺酸）二胺盐自由基（ＡＢＴＳ＋·）清除率
的测定参照潘瑶等的方法［１５］，ＤＰＰＨ·清除率的测定参照朱
夕波的方法［１６］，总抗氧化力的测定参照 Ｙａｎｇ等的方法［１７］。

（２）半抑制浓度值测定　分别测定其·ＯＨ清除率、抑制脂质
过氧化能力、还原力、ＡＢＴＳ＋·清除率、ＤＰＰＨ·清除率、总抗
氧化力。参照杜昕的方法［１］，以样品浓度为横坐标，抑制率

为纵坐标，绘制成圆滑曲线，根据曲线计算半抑制浓度

（ＩＣ５０）值。
１．２．４　牦牛血低聚肽稳定性研究　（１）温度对牦牛血低聚
肽稳定性的影响　将低聚肽粉配制成浓度为２ｍｇ／ｍＬ溶液，
分别在２０、４０、６０、８０、１００℃条件下水浴保温１～５ｈ，快速冷
却至室温，测其·ＯＨ清除能力。（２）ｐＨ值对牦牛血低聚肽
稳定性的影响　取相同质量的低聚肽粉分别溶解于 ｐＨ值为
２、４、６、８、１０、１２的磷酸缓冲液中，室温静置１～５ｈ，测其·ＯＨ
清除能力。（３）金属离子对牦牛血低聚肽稳定性的影响　取
２ｍｇ／ｍＬ牦牛血低聚肽溶液，分别加入 ＫＣｌ、ＺｎＳＯ４、ＣａＣｌ２、
ＭｇＳＯ４、ＣｕＳＯ４，使溶液中 Ｋ

＋、Ｚｎ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｃｕ２＋的浓度
分别按５、１０、５０、１００、５００ｍｇ／Ｌ顺序递增，混匀静置２ｈ，测其
·ＯＨ清除能力。（４）食品辅料对牦牛血低聚肽稳定性的影
响　取２ｍｇ／ｍＬ牦牛血低聚肽溶液，分别加入适量的 ＮａＣｌ、
葡萄糖、柠檬酸，使ＮａＣｌ质量分数达到 ０．５％、１．０％、１．５％、
２．０％、２．５％；葡萄糖、柠檬酸质量分数达到 ２％、４％、６％、
８％、１０％，混匀静置２ｈ，测其·ＯＨ清除能力。（５）冻融次数
对牦牛血低聚肽稳定性的影响　取２ｍｇ／ｍＬ牦牛血低聚肽
溶液，在－８０℃条件下反复冻融１０次，流动水解冻，测其·
ＯＨ清除能力。
１．２．５　牦牛血低聚肽与其他食源性低聚肽抗氧化相互作用
的研究　根据“１．２．３”节（２）中的方法求得３种低聚肽的抗
氧化指标半抑制浓度（ＩＣ５０）值，根据Ｌｕｓｚｃｚｋｉ等的方法

［１８］，由

相加等效公式（１）分别计算理论值ＩＣ５０ｍｉｘ。
ＩＣ５０ｍｉｘ＝ＩＣ５０Ａ／（ＰＡ＋Ｒ×ＰＢ）。 （１）

式中：ＩＣ５０Ａ为抗氧化剂Ａ单独作用时的ＩＣ５０值；Ｒ为协同组合
中２种抗氧化剂的效价比，Ｒ＝ＩＣ５０Ａ／ＩＣ５０Ｂ，其中 ＩＣ５０Ｂ为抗氧
化剂及单独作用时的 ＩＣ５０值；ＰＡ为抗氧化剂 Ａ在 ＡＢ２种抗
氧化剂协同组合中的比例；ＰＢ为抗氧化剂 Ｂ在 ＡＢ２种抗氧
化剂协同组合中的比例。

１．３　数据处理
数据经３次平行试验后得到，通过方差分析（ＡＮＯＶＡ）来

检测数据之间的差异显著性。统计分析使用 Ｅｘｃｅｌ２０１３、
ＳＰＳＳ１６０、Ｏｒｉｇｉｎ８．１等软件。

２　结果与分析

２．１　牦牛血低聚肽的氨基酸组成
对通过超滤分级得到的分子量 ＜１ｋｕ牦牛血低聚肽进

行氨基酸组分分析，分析结果见表１，可以看出，分子量＜１ｋｕ
牦牛血低聚肽的氨基酸组成较为丰富，由１２种氨基酸构成，
氨基酸含量为８５．１０１％。研究结果表明，大部分抗氧化肽在
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Ｎ端包含疏水性氨基酸如缬氨酸（Ｖａｌ）或亮氨酸（Ｌｅｕ），并且
序列中含有脯氨酸（Ｐｒｏ）、组氨酸（Ｈｉｓ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）、色氨
酸（Ｔｒｐ）和半胱氨酸（Ｃｙｓ）等氨基酸［１９］。牦牛血抗氧化低聚

肽的抗氧化活性可能与高含量的 Ｌｅｕ、Ｐｒｏ以及 Ｔｙｒ有关。当
然，除了氨基酸组成会影响抗氧化活性外，肽段序列、一级结

构以及活性位点也会影响其抗氧化活性［１９］。

表１　分子量＜１ｋｕ牦牛血低聚肽的氨基酸组成

序号
时间

（ｍｉｎ） 氨基酸名称
含量

（％）

１ １３．９４３ 天冬氨酸（Ａｓｐ） １．５２８
２ １６．５６７ 苏氨酸（Ｔｈｒ） ４．５８０
３ １７．８９９ 丝氨酸（Ｓｅｒ） ９．５２０
４ ２３．１２５ 谷氨酸（Ｇｌｕ） １５．１８０
５ ２６．２３０ 甘氨酸（Ｇｌｙ） ５．２３０
６ ２７．４６４ 丙氨酸（Ａｌａ） １２．１５０
７ ３１．３５２ 缬氨酸（Ｖａｌ） ２．６４０
８ ３７．３６３ 亮氨酸（Ｌｅｕ） １９．２４０
９ ３８．９９７ 酪氨酸（Ｔｙｒ） ５．２２１
１０ ４０．４２６ 苯丙氨酸（Ｐｈｅ） ２．９３３
１１ ４５．３８３ 赖氨酸（Ｌｙｓ） １．５９０
１２ ７９．５７７ 脯氨酸（Ｐｒｏ） ５．２８９
合计 ８５．１０１

２．２　牦牛血低聚肽的体外抗氧化活性及与其他低聚肽的相
互作用

２．２．１　牦牛血低聚肽的体外抗氧化活性　不同来源低聚肽
体外抗氧化活性的ＩＣ５０值见表２，可以看出，牦牛血低聚肽的
总抗氧化能力极显著优于大豆低聚肽以及鱼胶原低聚肽；牦

牛血低聚肽的还原力显著优于大豆低聚肽，与鱼胶原低聚肽

差异不显著；牦牛血低聚肽的脂质过氧化抑制能力极显著优

于大豆低聚肽，与鱼胶原低聚肽差异不显著；牦牛血低聚肽对

·ＯＨ自由基的清除能力极显著优于大豆低聚肽以及鱼胶原
低聚肽；牦牛血低聚肽对 ＤＰＰＨ·自由基的清除能力极显著

优于大豆低聚肽，显著优于鱼胶原低聚肽；但是，牦牛血低聚

肽对ＡＢＴＳ＋·自由基的清除能力弱于大豆低聚肽和鱼胶原
低聚肽。表明本试验制备的牦牛血低聚肽的抗氧化活性优于

商品化的大豆低聚肽以及鱼胶原低聚肽，牦牛血低聚肽具有

作为天然抗氧化剂开发的潜力。

２．２．２　牦牛血低聚肽与其他低聚肽的相互作用　ＤＰＰＨ模
型中不同来源低聚肽组合的理论值和试验值见表３。从表２、
表３可以看出，在ＤＰＰＨ模型中，大部分组合低聚肽均表现出
协同作用。如牦牛血低聚肽 －大豆低聚肽比例为１∶９时，
ＩＣ５０ｍｉｘ为３．６５ｍｇ／ｍＬ，而大豆低聚肽的 ＩＣ５０为４．１０ｍｇ／ｍＬ，
表现为协同作用；牦牛血低聚肽－鱼胶原低聚肽比例为１∶９
时，ＩＣ５０ｍｉｘ为 ２．４０ｍｇ／ｍＬ，而鱼胶原低 聚肽的 ＩＣ５０为
２．４９ｍｇ／ｍＬ，也表现出协同作用。同时，也有部分表现为拮
抗作用，如牦牛血低聚肽－大豆低聚肽比例为９∶１时，ＩＣ５０ｍｉｘ
为１．９５ｍｇ／ｍＬ，而牦牛血低聚肽的ＩＣ５０为１．８４ｍｇ／ｍＬ；牦牛
血低聚肽 －鱼胶原低聚肽比例为 ９∶１时，ＩＣ５０ｍｉｘ为
１．８９ｍｇ／ｍＬ，而牦牛血低聚肽的ＩＣ５０为１．８４ｍｇ／ｍＬ。虽然牦
牛血低聚肽在组合低聚肽中的比例增加会引起拮抗作用，但

是却降低了组合低聚肽的ＩＣ５０ｍｉｘ，即组合低聚肽的ＤＰＰＨ·清
除能力随牦牛血低聚肽比例的增加而增大。为了验证ＩＣ５０ｍｉｘ
可靠性，测定不同比例组合的低聚肽ＤＰＰＨ·清除率，如牦牛
血低聚肽－大豆低聚肽比例为 １∶９时，ＤＰＰＨ·清除率为
６２５５％，而大豆低聚肽（３ｍｇ／ｍＬ）的清除率为５９．９０％，表现
为协同作用；牦牛血低聚肽 －鱼胶原低聚肽比例为１∶９时，
ＤＰＰＨ·清除率为 ７０．４０％，而鱼胶原低聚肽（３ｍｇ／ｍＬ）的
ＤＰＰＨ·清除率为６７．１４％，也表现出协同作用。而牦牛血低
聚肽 －大豆低聚肽比例为 ９∶１时，ＤＰＰＨ·清除率为
８２５７％，牦牛血低聚肽 （３ｍｇ／ｍＬ）ＤＰＰＨ· 清除率为
９１４１％；牦牛血低聚肽 －鱼胶原低聚肽比例为 ９∶１时，
ＤＰＰＨ·清除率为８８．８８％，牦牛血低聚肽（３ｍｇ／ｍＬ）的清除
率为９１．４１％，表现为抗氧化拮抗作用。

表２　不同来源低聚肽体外抗氧化活性的ＩＣ５０值

不同来源低聚肽
ＩＣ５０（ｍｇ／ｍＬ）

还原力 脂质过氧化抑制能力 ·ＯＨ清除率 ＡＢＴＳ＋·清除率 ＤＰＰＨ·清除率 总抗氧化力

牦牛血低聚肽 ３．１５±０．２４ａＡ ２．３０±０．１５ａＡ ０．７６±０．０４４ａＡ １．９７±０．１１２ｂＢ １．８４±０．１５ａＡ ２．６７±０．２２ａＡ
大豆低聚肽　 ３．６２±０．１８ｂＡ ６．２１±０．３４ｂＢ １．８４±０．１１ｃＣ １．５４±０．１０７ａＡ ４．１０±０．３９ｃＢ １２．３２±０．１４ｃＣ
鱼胶原低聚肽 ３．４８±０．１２ａｂＡ ２．７３±０．１７ａＡ １．４３±０．０９４ｂＢ １．６５±０．１４３ａＡ ２．４９±０．２７ｂＡ ７．６４±０．５９ｂＢ

　　注：同列数据后不同大、小写字母分别表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）、显著（Ｐ＜０．０５）。表３至表５同。

表３　ＤＰＰＨ模型中不同来源低聚肽组合的理论值和试验值

混合低聚肽

（３ｍｇ／ｍＬ）
混合比例

（体积比）

ＩＣ５０ｍｉｘ
（ｍｇ／ｍＬ）

实测ＤＰＰＨ·清除率
（％）

牦牛血低聚肽－大豆低聚肽　 １∶９ ３．６５±０．３４ｄＣ ６２．５５±１．１７
３∶７ ３．００±０．２７ｃＢ ６６．２１±１．３５
１∶１ ２．５４±０．２２ｂＡＢ ７０．７１±０．６４
７∶３ ２．１４±０．２２ａｂＡ ７６．１３±０．８５
９∶１ １．９５±０．１６ａＡ ８２．５７±０．７５

牦牛血低聚肽－鱼胶原低聚肽 １∶９ ２．４０±０．２５ｂＡ ７０．４０±０．６７
３∶７ ２．２５±０．２２ａｂＡ ７８．４７±０．９９
１∶１ ２．１０±０．２０ａｂＡ ８０．４９±０．６３
７∶３ ２．００±０．１８ａＡ ８４．３０±０．６２
９∶１ １．８９±０．１６ａＡ ８８．８８±２．０７
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　　ＡＢＴＳ模型中不同来源低聚肽组合的理论值和试验值见
表４。从表２、表４可以看出，在ＡＢＴＳ模型中，大部分组合低
聚肽均表现出协同作用，与ＤＰＰＨ模型不同，组合低聚肽中的
牦牛血低聚肽的比例越高协同作用越低，如牦牛血低聚肽 －
大豆低聚肽比例为９∶１、７∶３、１∶１时，ＩＣ５０ｍｉｘ均低于牦牛血
低聚肽的ＩＣ５０，表现为协同作用；牦牛血低聚肽－鱼胶原低聚
肽比例为９∶１、７∶３、１∶１）时，ＩＣ５０ｍｉｘ均低于牦牛血低聚肽的
ＩＣ５０，也表现为协同作用。但是，牦牛血低聚肽 －大豆低聚肽
比例为３∶７、１∶９时，ＩＣ５０ｍｉｘ均高于大豆低聚肽的 ＩＣ５０，牦牛
血低聚肽－鱼胶原低聚肽比例为３∶７、１∶９时，ＩＣ５０ｍｉｘ均高
于鱼胶原低聚肽的ＩＣ５０值，表现为拮抗作用。在牦牛血低聚
肽－大豆低聚肽组合中，１∶９组合和９∶１组合的ＩＣ５０ｍｉｘ差异
极显著；３∶７组合和９∶１组合的 ＩＣ５０ｍｉｘ差异显著；１∶１组
合、７∶３组合和９∶１组合的 ＩＣ５０ｍｉｘ差不显著，说明在牦牛血
低聚肽中添加一定比例的大豆低聚肽可显著提高其对

ＡＢＴＳ＋·的清除能力。在牦牛血低聚肽－鱼胶原低聚肽组合
中，所有组合之间的ＩＣ５０ｍｉｘ差异均不显著，说明大豆低聚肽较
鱼胶原低聚肽对牦牛血低聚肽的协同作用更显著。试验测得

的ＡＢＴＳ＋·清除率结果与ＩＣ５０ｍｉｘ结论一致。
　　脂质过氧化抑制能力模型中不同来源低聚肽组合的理论
值和试验值见表５。从表２、表５可以看出，在脂质过氧化抑
制能力模型中，大部分组合低聚肽均表现协同作用，如牦牛血

低聚肽－大豆低聚肽比例为１∶９时，ＩＣ５０ｍｉｘ为５．３１ｍｇ／ｍＬ，
较大豆低聚肽的ＩＣ５０低；牦牛血低聚肽 －鱼胶原低聚肽比例
为１∶９时 ＩＣ５０ｍｉｘ为２．６８ｍｇ／ｍＬ，而鱼胶原低聚肽的 ＩＣ５０为
２７３ｍｇ／ｍＬ，也表现出协同作用。与 ＤＰＰＨ模型类似，牦牛
血低 聚 肽 －大 豆 低 聚 肽 比 例 为 １∶１时，ＩＣ５０ｍｉｘ为
３．３６ｍｇ／ｍＬ，远低于大豆低聚肽的 ＩＣ５０（６．２１ｍｇ／ｍＬ），但是
高于牦牛血低聚肽的ＩＣ５０（２．３０ｍｇ／ｍＬ），从大豆低聚肽的角
度考虑表现为协同作用，从牦牛血低聚肽的角度考虑表现为

拮抗作用；随着牦牛血低聚肽所占比例的增加，混合低聚肽的

ＩＣ５０ｍｉｘ降低，其中１∶１混合低聚肽和７∶３混合低聚肽差异显
著，１∶１混合低聚肽和９∶１混合低聚肽差异极显著；７∶３混
合低聚肽和９∶１混合低聚肽差异不显著，说明增加牦牛血低
聚肽的比例可增加协同作用。混合低聚肽的 ＤＰＰＨ·清除率
验证试验也得出了相似的结论。

表４　ＡＢＴＳ模型中不同来源低聚肽组合的理论值和试验值

混合低聚肽

（３ｍｇ／ｍＬ）
混合比例

（体积比）

ＩＣ５０ｍｉｘ
（ｍｇ／ｍＬ）

实测ＡＢＴＳ＋·清除率
（％）

牦牛血低聚肽－大豆低聚肽　 １∶９ １．５７±０．９４ａＡ ９４．８６±２．２１
３∶７ １．６５±０．１２ａｂＡＢ ８９．２８±０．８３
１∶１ １．７３±０．１４ａｂｃＡＢ ８７．８４±２．５２
７∶３ １．８２±０．１６ｂｃＡＢ ８６．８７±２．３６
９∶１ １．９２±０．１５ｃＢ ８４．２６±４．７６

牦牛血低聚肽－鱼胶原低聚肽 １∶９ １．６８±０．９７ａＡ ９０．６０±１．６７
３∶７ １．７３±０．１５ａＡ ８８．９３±１．６５
１∶１ １．８０±０．１３ａＡ ７５．００±３．３６
７∶３ １．８６±０．１２ａＡ ７１．９１±１．９０
９∶１ １．９４±０．１６ａＡ ６９．８４±１．７９

表５　脂质过氧化抑制能力模型中不同来源低聚肽组合的理论值和试验值

混合低聚肽

（３ｍｇ／ｍＬ）
混合比例

（体积比）

ＩＣ５０ｍｉｘ
（ｍｇ／ｍＬ）

实测脂质过氧化抑制率

（％）

牦牛血低聚肽－大豆低聚肽　 １∶９ ５．３１±０．３０ｄＤ ２７．８１±０．５５
３∶７ ４．１１±０．２５ｃＣ ３１．８０±０．３９
１∶１ ３．３６±０．２１ｂＢ ３３．７２±０．９３
７∶３ ２．８４±０．１８ａＡＢ ４０．４５±０．９５
９∶１ ２．４５±０．１６ａＡ ４１．７２±０．７５

牦牛血低聚肽－鱼胶原低聚肽 １∶９ ２．６８±０．１７ｂＡ ２５．４１±０．１７
３∶７ ２．５６±０．１６ａｂＡ ３３．９２±０．４６
１∶１ ２．５０±０．１６ａｂＡ ３９．０５±０．９４
７∶３ ２．４１±０．１６ａｂＡ ４１．５２±０．７５
９∶１ ２．３４±０．１５ａＡ ４２．５１±０．７６

２．３　牦牛血低聚肽稳定性
２．３．１　处理环境对牦牛血低聚肽稳定性影响　温度对牦牛
血低聚肽稳定性影响的试验结果见图 １－Ａ。温度为 ２０～
６０℃ 时，牦牛血低聚肽对·ＯＨ清除活性保持率随水浴加热
时间的延长无明显变化；而温度为８０～１００℃时，牦牛血低聚
肽的·ＯＨ清除活性保持率随水浴加热时间的延长呈明显降
低趋势；然而，１００℃水浴热处理５ｈ后的牦牛血低聚肽仍有

８４．３２％的·ＯＨ清除活性，说明热处理在一定程度上破坏了
牦牛血低聚肽的抗氧化活性，可能因为加热导致肽链断

裂［２０］，但有报道认为，加热可能使多肽中羰基与氨基缩合发

生美拉德反应，生成一些抗氧化活性更强的物质［２１］。总之，

牦牛血低聚肽具有一定程度的热耐受性，与刘丹等对秋刀鱼

蛋白抗氧化肽以及鲢鱼鱼鳞胶原蛋白抗氧化肽的研究结

果［２２－２３］一致。
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ｐＨ值对牦牛血低聚肽稳定性影响的试验结果见图１－
Ｂ。当ｐＨ值为 ６、８、１０时，即高 ｐＨ值下牦牛血低聚肽的
·ＯＨ清除活性保持率随 ｐＨ值升高和处理时间延长变化不
大；而低ｐＨ值条件下的·ＯＨ清除能力较差，随着ｐＨ值的下
降以及处理时间的延长，牦牛血低聚肽的·ＯＨ清除活性保
持率总体呈下降趋势。总之，牦牛血低聚肽对碱的耐受程度

优于酸。这与河蚬［２４］、秋刀鱼［２２］抗氧化肽耐酸不耐碱的性

质不符，可能是由于枯草芽孢杆菌的发酵使具有耐碱能力的

抗氧化肽得以保留。

不同金属离子对牦牛血低聚肽稳定性的影响试验结果见

图１－Ｃ，各金属离子浓度为５～５００ｍｇ／Ｌ时，随着金属离子
浓度的增加，牦牛血低聚肽抗氧化活性均总体呈下降趋势，对

牦牛血低聚肽抗氧化活性影响较大的是 Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋，当二者
浓度达到５００ｍｇ／Ｌ时，·ＯＨ清除活性保持率仅为４９．３５％、
４６．１５％。对牦牛血低聚肽抗氧化活性影响较小的是 Ｋ＋、
Ｍｇ２＋，当二者浓度达到５００ｍｇ／Ｌ时，·ＯＨ清除活性保持率
为８７．９２％、６６．１４％。因此，在食品加工与贮藏过程中应尽
量减少与铜、锌接触。

从图１－Ｄ可以看出，牦牛血低聚肽的·ＯＨ清除活性保
持率随冻融次数增多而降低，可能与反复冻融诱发的蛋白质

变性有关，有研究报道，牦牛血低聚肽反复冻融后出现轻微浑

浊现象，离心后有少量白色沉淀物，可能是蛋白质变性析出

所致［２５］。

２．３．２　食品配制　对牦牛血低聚肽活性的影响从图２－Ａ
可以看出，随着 ＮａＣｌ添加量的增加，牦牛血低聚肽的·ＯＨ
自由基清除活性保持率增高，说明 ＮａＣｌ对牦牛血低聚肽的
·ＯＨ自由基清除活性有增效作用，特别是 ＮａＣｌ添加量为
０５％～１．５％时；而当ＮａＣｌ添加量为１．５％ ～２．５％时，增效
作用不明显。这与唐宁等的研究结果［２６］一致，可能因为ＮａＣｌ
吸附了低聚肽表面的部分电荷导致水化膜被破坏，使低聚肽

的供氢体或供质子体充分暴露而更易与自由基结合，进而提

高了对·ＯＨ的清除能力。
　　从图２－Ｂ可以看出，牦牛血低聚肽的·ＯＨ自由基清除
活性保持率随葡萄糖浓度的增加总体呈下降趋势，当葡萄糖

浓度为２％～６％时，对·ＯＨ清除能力的影响不明显；当葡萄
糖浓度为８％～１０％时，对·ＯＨ清除能力的影响明显。葡萄
糖浓度为１０％时，·ＯＨ活性保持率仅为６５．１１％，与陈日春
等的研究结果［２３－２４］一致。柠檬酸对牦牛血低聚肽的·ＯＨ

清除活性有明显抑制作用，但柠檬酸浓度变化对低聚肽的

·ＯＨ清除活性影响不大。可能因为柠檬酸的添加导致溶液
ｐＨ值降低，酸性条件抑制了牦牛血低聚肽对·ＯＨ自由基的
清除能力，与前述得到的牦牛血低聚肽对酸不稳定的结论

一致。

３　讨论与结论

３．１　牦牛血低聚肽的体外抗氧化活性
牦牛血低聚肽在总抗氧化能力、对·ＯＨ以及 ＤＰＰＨ·的

清除能力、还原能力、对脂质过氧化抑制能力方面均优于大豆

低聚肽以及鱼胶原低聚肽。牦牛血低聚肽具有良好的抗氧化

活性，可能与牦牛血的高蛋白含量、菌酶联合发酵关键技术以

及牦牛血低聚肽的氨基酸组成、肽序列、肽的结构等有关。

Ｙｏｕ等研究发现，ＡＢＴＳ·清除率和 ＤＰＰＨ·清除率相关性可
能较低［２７］。这与本试验发现牦牛血低聚肽对ＡＢＴＳ＋·的清
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除能力较弱，而对 ＤＰＰＨ·的清除能力较好的结果一致。本
试验采用体外化学评价方法进行抗氧化活性分析，而生物体

内氧化过程极其复杂，因而化学评价显示的抗氧化活性较高

的低聚肽未必在生物体内能取得良好的抗氧化效果。因此，

需在化学评价方法的基础上进一步结合生物试验对牦牛血低

聚肽的抗氧化活性进行评价，为将牦牛血低聚肽开发成商品

化的保健食品及配料提供数据支持。

３．２　牦牛血低聚肽与其他食源性低聚肽的相互作用
食源性蛋白质酶解产生的低聚肽是一种肽的混合物，李

艳伏研究发现，核桃粕蛋白酶解物对 Ｏ－２·清除率比对 ·ＯＨ
清除率高，而酶解物提纯后则相反［２８］，说明混合肽之间可能

存在相互作用，从而影响其抗氧化性。关于食源性低聚肽之

间是否有相互作用的研究较少，本试验研究了３种不同来源
食源性低聚肽的抗氧化相互作用，结果发现，同一比例组合在

不同抗氧化模型中表现出的相互作用不同，如牦牛血低聚

肽－大豆低聚肽的１∶９和３∶７组合和牦牛血低聚肽－鱼胶
原低聚肽的１∶９和３∶７组合在ＤＰＰＨ模型和脂质过氧化抑
制能力模型中均表现为抗氧化协同作用，而牦牛血低聚肽 －
大豆低聚肽的１∶９和３∶７组合和牦牛血低聚肽－鱼胶原低
聚肽（１∶９和３∶７）组合在 ＡＢＴＳ模型中表现为抗氧化拮抗
作用。这可能是由于３种不同的抗氧化模型其原理不同导致
的［２９］。３种低聚肽两两组合的相互作用及抗氧化活性强弱
受组合比例的影响，可能与主抗氧化剂（其中抗氧化活性较

强的低聚肽）在组合中的比例有关，相互作用受组合中不同

肽的比例含量影响［３０］。有研究报道，多种抗氧化活性成分可

形成氧化还原循环系统，从而使抗氧化效果明显强于单一抗

氧化剂［３１］。在ＡＢＴＳ＋自由基体系中，胡晓
"

研究发现，甘氨

酰－Ｌ－酪氨酸与脯氨酸－组氨酸－组氨酸、甘氨酰－Ｌ－酪
氨酸和Ｌ－丙氨酰－谷氨酰胺、谷胱甘肽（ＧＳＨ）和双甘氨肽
在不同浓度比下均有微弱的协同增效作用（Ｐ＜０．０５），Ｌ－肌
肽与其他小肽之间有微弱的拮抗作用，通过改变温度和添加

溶剂，初步判断肽之间的相互作用可能是氢键和疏水键相互

作用共同影响的结果［３２］。

３．３　牦牛血低聚肽的稳定性
生物活性肽在制备、贮藏运输和应用过程中可能因为外

源添加物、共存物、环境ｐＨ值、加热等原因，发生一系列的物
理化学变化，导致其生物活性下降甚至完全丧失，严重影响肽

类产品的商品价值。因此，研究温度、ｐＨ值、冻融次数、金属
离子以及添加物对牦牛血低聚肽稳定性的影响就非常有必

要［３３］。根据试验结果，高浓度的 Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋会抑制牦牛血低
聚肽抗氧化活性，葡萄糖和柠檬酸的共存会降低其抗氧化活

性，因此不宜作为抗氧化剂用于果蔬罐头类食品。

３．４　结论
牦牛血低聚肽的·ＯＨ清除活性对温度有较好的稳定

性；在弱酸以及碱性条件比较稳定；少次的冻融对其活性影响

不大；高浓度的Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋会抑制其活性；ＮａＣｌ对其活性有增
效作用，葡萄糖、柠檬酸对其活性有明显抑制作用。牦牛血低

聚肽具有较好的理化稳定性，可用作常规食品的抗氧化剂或

功能食品配料。

不同食源性低聚肽的体外抗氧化活性不同，牦牛血低聚

肽的抗氧化活性最强，优于鱼胶原低聚肽与大豆低聚肽。由

于抗氧化模型原理不同，相同的食源性低聚肽组合在不同的

体外抗氧化模型中的相互作用存在差异。３种不同来源低聚
肽两两组合后，大多数组合表现出抗氧化协同作用，且协同作

用的强弱受不同低聚肽比例的影响；部分组合表现出较强的

抗氧化拮抗作用。在牦牛血低聚肽体系中加入适当比例的大

豆低聚肽和鱼胶原低聚肽，在 ＤＰＰＨ模型和脂质过氧化抑制
能力模型中并不能提高牦牛血低聚肽的抗氧化活性，在ＡＢＴＳ
模型中却能提高其抗氧化活性，究其产生协同作用或拮抗作

用的具体原因有待今后进一步研究阐明。
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