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摘要! 研究罗非鱼下脚料蛋白酶解物锌螯合盐"-+:2#及乙醇纯化"-+:

,

#与透析纯化组分

"-+:

&

#的理化特性及体外自由基的清除能力!为多肽螯合盐的纯化研究提供理论基础$ 结

果表明!-+:2 的蛋白质含量"干基计#为 :3197I!-+:

,

和 -+:

&

分别为 :4108I与 :919/I&

-+:2 的锌含量为 37129I!-+:

,

和 -+:

&

分别为 38180I与 31112I&凝胶层析结果显示!

-+:

,

%-+:

&

与-+:2 相比!有 / 个相同的主吸收峰!且大分子与小分子杂峰减少&氨基酸分析

结果表明 -+:

&

中的 &NF%K0@%K0B%'BN%&4? 和 +<N的含量均高于 -+:

,

!且都高于 -+:2!与

透析纯化相比!乙醇纯化必需氨基酸与支链氨基酸损失较大&-+:2%-+:

,

和 -+:

&

对羟基自

由基与 5JJ+自由基的清除率随浓度增强而增强!以 )-

42

值计!-+:

,

%-+:

&

比 -+:2 的清除

能力分别提高了 9101I%18123I与 /9127I%8713/I$ 罗非鱼下脚料!蛋白酶解物",+32O#

有较好的超氧阴离子自由基清除能力!浓度为 32122 ;?6;'时清除率为 7011:I!而 -+:2%

-+:

,

与 -+:

&

则显示了负清除作用$ 纯化方法对罗非鱼下脚料蛋白酶解物锌螯合盐的理化

特性有影响$

关键词! 尼罗罗非鱼下脚料& 酶解物& 锌螯合盐& 纯化& 抗氧化

中图分类号! D*1481055555555555 文献标志码'&

55我国罗非鱼产量 1231 年达 38813 万 C"约占

当年世界总产量的 82I"居第一位
'3(

& 目前罗非

鱼主要加工为冷冻鱼片"在加工过程中会产生大

量的罗非鱼下脚料包括鱼头)鱼鳞)鱼骨)鱼皮等"

约占总重量的 84I<44I& 数量庞大的罗非鱼下

脚料缺乏高值化利用的有效途径"是制约罗非鱼

养殖与加工业进一步发展的重要原因之一& 如何

充分利用罗非鱼下脚料"国内很多研究者开展了

大量的工作"其中以蛋白酶水解利用下脚料蛋白

研究最多
'1 6/(

& 金属离子与多肽螯合之后"其稳

定性)吸收利用率及生物活性提高
'8 64(

& 国内有

关肽或氨基酸螯合物的研究报道不少"主要有螯

合物的制备工艺与结构特征研究
'7 6:(

)体外活性

研究
'9 60(

)体内生物活性研究
'32 633(

"而关于螯合

物的分离纯化的研究报道不多& 据报道将螯合物

与未鳌合的金属离子)肽或氨基酸分开的方法一

是乙醇沉淀法"杨遷等 '31(

采用不同浓度乙醇沉淀

得到 / 种鱼蛋白多肽钙螯合物"发现它们的钙含

量)抗氧化和抗菌活性都不相同%二是透析法"

P3/ 等
':(

采用 422 @ 截留限的透析袋分离得到 1

种大豆蛋白多肽钙螯合物并分析了它们的钙含量

以及螯合肽的分子量"但分离方法对螯合物理化

特性的影响未见报道& 本实验室研究了尼罗罗非

鱼#92,.732.41)-1'.517()$下脚料蛋白酶解物锌螯

合盐的制备工艺
'3/ 638(

及其乙醇纯化与透析纯化

组分的理化性质及清除自由基的活性"旨在为多

肽螯合盐的研究提供基础数据"为罗非鱼下脚料

的综合利用提供新途径&
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35材料与方法

"#"$材料与仪器

,+32O!罗非鱼下脚料蛋白酶解液经 32 E@

超滤的透过液"称为未螯合酶解蛋白%-+:2!未经

纯化的锌螯合盐%-+:

,

!04I乙醇一次纯化的锌

螯合盐%-+:

&

!透析纯化的锌螯合盐"均为冻干

粉&

"

:脱 氧 核 糖" 3" 3:二 苯 基:1:三 硝 基 苯 肼

#5JJ+$"谷胱甘肽 #K*+$"标准品 K0B:K0B:K0B

#390 @$"杆菌肽 # G39<C439<> 3 18/ @$"牛胰岛素

#<>N@0<> 84/; G/Q<>=F3>94=3N4 :// @$"细胞色素

-#-BC/9L4/;=-31 /1: @$均购于 *<?;3公司&

透析袋#截留分子量!322 <422 @$"美国光谱医学

产品&

2<><F=00<9/> 超滤器与膜包 #美国 2<><F/4=

公司$"%:3322 旋转蒸发仪#上海爱朗仪器有限公

司$"(5#:3322 冷冻干燥机 #日本东京理化器械

株式会社$"#.:1321 紫外 6可见光分光光度计

#上海尤尼科仪器厂$"原子吸收分光光度计 #美

国 DL=4;/ 公司$&

"#%$罗非鱼下脚料蛋白酶解液锌螯合盐的制备

与纯化

按照文献 '3/ 638(制备罗非鱼下脚料蛋白

酶解液锌螯合盐"参考陈亚房
'34(

的方法采用 04I

乙醇沉淀对锌螯合盐进行纯化& 参考 P3/ 等
':(

的方法采用透析法对锌螯合盐进行纯化&

"#=$锌螯合盐及其纯化组分的理化性质分析

锌离子含量测定55原子吸收法
'37(

&

蛋白质55微量凯氏定氮法
'37(

&

水分55直接干燥法
'37(

&

氨基酸组成分55氨基酸仪分析法
'3:(

&

锌螯合盐及其纯化组分的凝胶层析分析55

利用 *=FL3A=H K:14 #/12 9;=72 9;$层析柱分

析"以蒸馏水作为洗脱液"洗脱流速为 219 ;'6

;<>"每管收集 8 ;<>%分子量标准品是甘氨酸 6

甘氨酸 6甘氨酸)杆菌肽)牛胰岛素和细胞色素

-"根据洗脱体积#J$和分子量#!$大小的对数作

分子量标准线性回归方程!

'?!>621218JC71998 9#R

1

>21094 :$

样品的分子量根据其洗脱体积和标准曲线

求得&

"#E$锌螯合盐及其纯化组分的抗氧化活性

对羟基自由基清除能力55参考 +300<W=00

等
'39(

采用脱氧核糖法测定&

对 5JJ+自由基清除能力55参考 *L<;3A3

等
'30(

的方法&

对超氧阴离子自由基的清除能力55参考

234E0@>A 等
'12(

采用邻苯三酚自氧化体系测定&

15结果与分析

%#"$锌螯合盐及纯化组分的紫外光谱特性分析

在螯合物中"过渡金属离子会吸收可见或紫外

区的某一部分波长的光而发生跃迁"配合体内部也

可能因吸收可见或紫外区的光而发生电子的跃迁&

形成新物质时中央离子与配位体的键合使配位体

内部有关轨道的能量改变"因此新物质中的配合体

内部电子的跃迁与游离配位体内部电子的跃迁时

要求的能量不相同"即吸收光的波长或者峰形不相

同
'13(

& -+:2)-+:

,

和 -+:

&

在波长 142 </22 >;

处"吸收峰发生明显变化"不同于 ,+32O"形成了

新的吸收峰"表明有新物质产生"证实 ,+32O与锌

离子可能发生了螯合反应"其中 -+:

&

与 -+:

,

相

比"吸收峰的变化更明显#图 3$&

图 "$锌螯合盐及纯化组分的紫外光谱

@+,#"$&81/*25'R+-*12741025-,5'6 -BX+.0

081*'2+., 7'*27'.3+274/5+B+130-64-.1.27

%#%$锌螯合盐及纯化组分的主要成分

锌螯合盐及其纯化组分蛋白质含量均在

:2I以上"其中透析纯化的 -+:

&

粗蛋白质含量

最高" 为 :919/I" 比 乙 醇 纯 化 的 -+:

,

高

/193I"比未纯化的 -+:2 高 01:2I%锌离子含量

在 31I<37I之间"乙醇和透析纯化后的 -+:

,

)

-+:

&

锌离子含量较 -+:2 有所降低"分别是 -+:

2 的 02133I与 :419:I%其他 #主要是灰分与脂

肪$物质含量由 -+:2 的 31127I减少到 -+:

&

的

988
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m10:I#表 3$& 说明纯化方式影响纯化组分主要

成分含量"纯化可以去掉未螯合的锌离子及其他

杂质"从而使纯化品蛋白质含量增加"锌含量

减少&

表 "$锌螯合盐及纯化组分的成分分析"干基#

&'(#"$&810-64-7+2+-.'.'*;7+7-BX+.0081*'2+., 7'*27'.3+274/5+B+130-64-.1.27"35; ('7+7# _

成分 9/;F/>=>C ,+32O -+:2 -+:

,

-+:

&

粗蛋白质 94@A=F4/C=<> 9:1/2 ?2187 :3197 ?2138 :4108 ?2139 :919/ ?211:

锌离子 S<>9</> 37129 ?2114 38180 ?21/9 31112 ?213:

其他 /CL=4N 3/1:2 31127 014: 910:

%#=$锌螯合盐及纯化组分的凝胶层析分析

,+32O在 8/)4/ 管出峰%-+:2 在 /9)8/)4/)

40 以及 71 管出峰%-+:

,

在 /9)8/)4/ 以及 71 管

出峰%-+:

&

在 /9)8/ 与 4/ 管出峰#图 1$& 可见

-+:2)-+:

,

和 -+:

&

均在 /9) 8/) 4/ 管处 #即

0 184)/ :4/):83 @$出现了吸收峰& ,+32O与锌

发生螯合反应后"呈现出了较多的吸收峰 #图 1:

G$"纯化后的 -+:

,

与 -+:

&

吸收峰较 -+:2 有

所减少"这说明纯化去除了游离氨基酸或小肽等

杂质& 同时"-+:

&

与 -+:

,

相比"在 72 管后未

出峰"可能透析去除游离氨基酸或小肽更为彻底&

根据回归方程计算得到 -+:

&

主要分子量分布!

大于0 184 @的占 3212/I"4 /9/ <0 184 @ 的占

13184I"3 1:1 <4 /9/ @ 的占 4317:I"390 <

3 1:1 @的占 341/7I"也就是说 -+:

&

中 4 222 @

以下的寡肽约占 7:I&

图 %$螯合盐及纯化组分的层析图"'CW["\P)(CM[C\)0CM[C

!

)3CM[C

"

#

@+,#%$&81085-6'2-,5'48+045-B+*1-BX+.0081*'2+., 7'*27'.3+274/5+B+130-64-.1.27

%#E$锌螯合盐及纯化组分氨基酸组成分析

实验共检测了 37 种氨基酸的含量"由表 1 可

知"以干基计"-+:

&

的氨基酸总量最高"且高于

,+32O"为 7:184I"-+:2 与 -+:

,

的氨基酸总

量相仿且低于 ,+32O& 比较 ,+32O及其锌螯合

盐的氨基酸含量"发现 -+:

&

中必需氨基酸 2=C)

'=@))0=和 JL=的含量高于 -+:

,

"而与 ,+32O

和 -+:2 相近"说明这些氨基酸在乙醇纯化中容

易丢失%-+:

&

中的 &NF)K0@)K0B)'BN)&4? 和 +<N

的含量均高于 -+:

,

"且两者都高于 -+:2 而与

,+32O相近"说明这些氨基酸更容易存在螯合盐

中& '@ 等
'11(

在大豆蛋白铁螯合肽)D/44=N等
'1/(

088
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在鸡肉蛋白螯合肽的研究中均发现螯合肽富含

&NF)K0@)&4? 和 +<N& ,+32O中"必需氨基酸占

总氨基酸的 /81:0I#不含色氨酸$"支链氨基酸

#亮氨酸)异亮氨酸)缬氨酸 $ 占总氨基酸的

37122I%-+:2)-+:

,

和 -+:

&

必需氨基酸占总

氨基酸比例分别为 /8184I)10130I和 //118I"

支链氨基酸占必需氨基酸的比例分别为3419:I)

3310:I和 34122I& 可见"与透析相比"乙醇纯

化中必需氨基酸与支链氨基酸损失较大&

%#H$锌螯合盐及纯化组分清除自由基的能力

清除羟基自由基55,+32O)-+:2)-+:

,

以及

-+:

&

对羟基自由基的清除能力均随着浓度的增大

而逐渐增强#表 /$")-

42

相应的浓度分别为 01/8)

0129)911: 和 7102 ;?6;'"清除能力大小顺序为

-+:

&

B-+:

,

B-+:2 B,+32O"且 7122 ;?6;'的

,+32O)-+:2)-+:

,

及 8122 ;?6;'的 -+:

&

的清除

能力与 8122 ;?6;'K*+的相当& 可见,+32O及

其螯合盐对羟基自由基有一定的清除效果"螯合盐

-+:2 比未螯合的 ,+32O清除能力提高了 11:9I"

纯化后的螯合盐 -+:

,

)-+:

&

比未纯化的分别提高

了 9101I和 18123I&

表 %$锌螯合盐及纯化组分的氨基酸组成"干基#

&'(#%$?'6+.- '0+30-64-7+2+-.'.30-.21.2

'.'*;7+7-BX+.0081*'2+., 7'*27'.3+274/5+B+13

0-64-.1.27"35; ('7+7# _

氨基酸 3;<>/ 39<A ,+32O -+:2 -+:

,

-+:

&

天冬氨酸 &NF 7113 4183 7139 717:

苏氨酸 DL4 /122 117/ 1140 /122

丝氨酸 *=4 1198 11/9 1143 1171

谷氨酸 K0@ 0147 9148 0181 321/1

甘氨酸 K0B :138 7149 :134 :187

丙氨酸 &03 410/ 418/ 41/9 410:

缬氨酸 .30 /13: 11:4 1114 /113

蛋氨酸 2=C 3174 3188 21:3 3188

异亮氨酸 )0= 1170 11/: 3192 11:2

亮氨酸 '=@ 8170 8139 1190 8113

酪氨酸 DB4 3147 31/4 3112 3187

苯丙氨酸 JL= 1172 1118 317: 1139

组氨酸 +<N 3118 2109 3132 311/

赖氨酸 'BN 4134 814: 412/ 4170

精氨酸 &4? 8187 8121 8149 8102

脯氨酸 J4/ 8124 /1:1 /149 81/0

氨基酸总量 C/C303;<>/ 39<A 74101 4914: 4912/ 7:184

表 =$锌螯合盐及纯化组分对羟基自由基的清除率

&'(#=$[;35-9;*5'3+0'*70'R1.,+., '02+R+2; -BX+.0081*'2+., 7'*27'.3+274/5+B+130-64-.1.27 _

浓度6#;?6;'$

9/>9=>C43C</>

羟基自由基清除率 LBA4/HB043A<930N93Q=>?<>? 43C=

K*+ ,+32O -+:2 -+:

,

-+:

&

8122 /8107 ?21:8 881:/ ?2107 /71:4 ?21/9 821:9 ?210:

7122 83101 ?2191 811/2 ?21/: 88198 ?2109 80138 ?2109

9122 8:13: ?2144 8710: ?21/2 42143 ?2130 48127 ?214/

32122 4/14: ?2177 4/149 ?2183 4818/ ?2121 4:140 ?2189

31122 44137 ?217/ 47109 ?2120 401:4 ?213: 40178 ?210/

2114 1/124 ?21//

2142 18114 ?2113

3122 19178 ?2183

1122 /1117 ?214/

8122 8218: ?2131

55清除 5JJ+自由基55随着浓度的提高"

,+32O)-+:2)-+:

,

以及 -+:

&

对 5JJ+自由基

清除率逐渐增大#表 8$"当浓度为 31122 ;?6;'

时"-+:

,

和 -+:

&

的清除率均超过了 02I"明显

高于 ,+32O和 -+:2& )-

42

值表明",+32O)-+:

2)-+:

,

和 -+:

&

对应的浓度分别为 71:0)712:)

/1:7 和 /11: ;?6;'"相当于 2132 ;?6;'K*+

的清除能力& 同样可见"螯合盐 -+:2 比未螯合

的 ,+32O清除能力提高了 32172I"纯化后的螯

合盐 -+:

,

)-+:

&

比未纯化的清除能力分别提

高了 /9127I和 8713/I"而且透析纯化的 -+:

&

清除能力提高更为明显& 汪学荣等
'18(

也发现猪

血多肽亚铁螯合盐比猪血多肽的自由基清除活

性高&

清除超氧阴离子自由基55,+32O有较好

的超氧阴离子自由基清除能力"当浓度由 1122

248
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;?6;'增加到 32122 ;?6;'时"其清除率近线

性增加"最高为 7011:I#图 /$& 然而螯合盐 -+:

2 及其纯化组分 -+:

,

以及 -+:

&

在低浓度下有

一定的超氧阴离子自由基清除能力"但随着浓度

的提高"出现负清除作用"且浓度大于 7122 ;?6

;'时"-+:2)-+:

,

比 -+:

&

的负清除作用更明

显& 这可能是由于螯合盐中有游离态的锌或者螯

合态的锌在一定条件下被释放出来"而游离的锌

对体系有催化氧化作用& 郭延熙等
'14(

研究脱脂

米糠 蛋 白 酶 解 物) 韩 华 等
'17(

研 究 羊 栖 菜

#?%2*%))(4;()1;.24,$提取物对超氧阴离子自由

基清除能力时均发现有同样结果&

表 E$锌螯合盐及纯化组分对 <FF[的清除率

&'(#E$<FF[5'3+0'*70'R1.,+., '02+R+2; -BX+.0081*'2+., 7'*27'.3+274/5+B+130-64-.1.27 _

浓度6#;?6;'$

9/>9=>C43C</>

5JJ+自由基清除率 5JJ+N93Q=>?<>? 43C=

K*+ ,+32O -+:2 -+:

,

-+:

&

8122 /41:2 ?21:1 /819: ?2184 8:18/ ?2142 44130 ?2100

7122 87101 ?2130 4317: ?21/8 781/7 ?21:1 :/174 ?2107

9122 4910: ?2104 78180 ?2182 :9113 ?2103 94102 ?21:/

32122 70193 ?2102 :9123 ?2140 97100 ?211/ 03120 ?213:

31122 :1191 ?2188 981/7 ?2171 01131 ?2117 01177 ?2114

2123 321/9 ?2190

2124 12130 ?2111

2132 42184 ?2174

2112 :4122 ?2188

2142 04102 ?2127

图 =$锌螯合盐及纯化组分对超氧

阴离子自由基的清除率

@+,#=$O/415-9+315'3+0'*70'R1.,+., '02+R+2; -B

X+.0081*'2+., 7'*27'.3+274/5+B+130-64-.1.27

/5结论

本研究结果显示"纯化方法影响罗非鱼下脚

料蛋白酶解物锌螯合盐的理化性特性及其自由基

清除活性& 紫外吸收光谱表明罗非鱼下脚料蛋白

酶解物与锌形成了螯合盐%乙醇纯化组分 -+:

,

和透析纯化组分 -+:

&

的蛋白质含量比未纯化组

分 -+:2 的 :3197I高 4179I与 01:2I"锌含量

比 -+:2 的 37129I低 0191I与 1813/I%凝胶层

析分析结果表明 -+:

,

)-+:

&

与 -+:2 相比"有 /

个相同的主吸收峰"但大分子与小分子杂峰减少%

氨基酸分析结果表明"-+:

&

中的 &NF)K0@)K0B)

'BN)&4? 和 +<N的含量均高于 -+:

,

"且前两者都

高于 -+:2"与透析纯化相比"乙醇纯化必需氨基

酸与支链氨基酸损失较大& -+:2)-+:

,

和 -+:

&

对羟基自由基与 5JJ+自由基的清除率随浓度

增强而增强"以 )-

42

值计"-+:

,

)-+:

&

比 -+:2

的清除能力分别提高了 9101I) 18123I 与

/9127I)8713/I& 罗非鱼下脚料蛋白酶解物

,+32O有较好的超氧阴离子自由基清除能力"浓

度为 32122 ;?6;'时清除率为 7011:I"-+:2)

-+:

,

与 -+:

&

则显示了负清除作用& 从减少氨

基酸损失与提高自由基清除能力方面考虑"透析

法比较适合罗非鱼下脚料蛋白酶解物锌螯合盐的

纯化"从产业化方面考虑"透析可用纳滤替代"相

比乙醇沉淀法"操作简单易行"又无需耗费大量的

乙醇"更有优势&
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