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摘 薹 以工业化生产的海洋鱼皮胶原肽为研究对象，研究了从中分离抗氯化活性肽的方法。分别探索了分予

撼疆色谱囊囊学交换色谱塞接壤发浼麓荻及先等炭漶怼，再檬发洗麓3秘浼麓方法翡分褰藏象，发凌离子交援

也谱先等度洗脱，再梯度洗脱分离效聚最好，共分戚s个洗脱洚。优化出此方法下的簸佳洗脱液pH为5．5。簸

饿岬匕样量为50rag。在优化的分离条件下分离并富集样品，脱熊后测定分离前后抗氯化活性，与原胶原肽相比，

38、48、5。垮麓显示塞较强的抗羲亿活蛙，其中38蜂活性最强，提齑了lO，6譬。这对篡韭亿生产蹇抗氧化活投

放英有一定参考侨僵。
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近年来的研究表明，人类摄取的蛋白质经过消化

道的多种酶水解后，不是仅以氨基酸的形式吸收，更

多的是以小肢的形式被直接吸收(70％)，两且二歇穰

三肽的吸收速度比同一组成的氨基酸要快。体外酶

解食物蛋白得到的食源性低聚肽不仅具有原组成蛋

自的营养功能，薅且具有了小肽的易吸收特性以及一

系列原蛋白和组成氯基酸所不具备的独特的生理功

能，这使得食源性低聚肽的研究成为当前一大热

点‘h引，磁究天员从不同来潦的蛋童簌料如大委蛋

白‘3～引、援米蛋白c"、小麦礞臼‘8‘、乳蛋白[9~1¨、鱼皮

蛋白[12]等为原料，制备或生产出一系列其有抗氧化、

降盎歪黻及降盘脂等功能酶羝聚腋产鼓。

胶原蛋白是近年来功能食品市场一大热点，这主

要是由予其具有促进细胞的新陈代谢，改善皮肤细胞

的生存环境，延缓细胞老化，进而使人的皮肤柔满光

滑而有弹性等功能，这些功能主要由予其所具有的抗

氧化活性c13．14]。酶解获原蛋巍所得到的胶原默结合

了胶原蛋白所具有的抗氧化活性和低聚肽的易吸收

等特点，因而具有独特的应用优势。

本研究渡工韭他生产的深海鱼皮黢愿蛋自酶解

产物海洋胶原肽为样品，摸索并优化出抗氧化肽的离

子交换色谱条件，对今后工业化生产高抗氧化活性肽

产晶具骞一定参考价值。
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1材料和方法

l。l实验材料

海洋胶原肽粉(jl：京中食海氏生物技术有限公

司)；1，1一二苯基一2一苦基苯肼(DPPH)(Sigma公司)；

Sephadex G-15(GE Healthcare)，SP-Sephadex C-50

(Amersham Pharmacia Biotech)；其它所用试剂为分

析纯试剂。

1．2主要仪嚣

DB孓100电脑全自动部分收集器，上海沪西分析

仪器厂；DHL-A电脑恒流泵，上海沪西分析仪器厂；

T聪一1000撵发混合器，上海沪茬分橱搜器I-；Uv_

2100紫外可照分光光度计，尤尼柯上海仪器有限公

司；pH211 pH计，HANNA Instruments；QL-90l涡

旋混合议，海门泰其林瑟尔仪器裁造有限公蠲；SHB-

ⅢA循环水斌多用真空泵，郑州长城科工贸有限公

司；RE一52A旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器厂。

1．3实验方法

1．3．1 分予排阻色谱Sephadex G-15分离胶原肽

柱型：l。6 cmX90 cm；洗脱液：过膜蒸馏水(蒸馏

承避零一O．22蛙m微魏滤貘，黻磊掰震缓；孛液都经魏

步处理)；洗脱流速：0．2 mL／min；上样量：10 mg；检

测波长：220 nm。

1．3．2 离子交换色谱SP-Sephadex C-50分离胶原

肽

柱型：2．5 cm×50 cm；洗脱液：0。02 mol／L醋酸

缓冲液；洗脱流速：0．9 mL／min；检测波长：220 am。

1．3．2．1 直接梯度洗脱和先等度洗脱，再梯度洗脱

2种方法分嵩胶骧肽摸索与毙较
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在50mg上样量。缓冲液pH4．0条件下分别摸

索直接梯度洗脱和先等度洗脱，再梯度洗脱2种洗脱

方法的分离情况，找出较佳分离方法。

1．3．2．2先等度洗脱，再梯度洗脱条件下最佳pH

值研究

在1．3．2．1所述较佳分离方法条件下，固定上样

量50mg，分别摸索pH=4．0，4．5，5．0，5．5，6．0，7．0

(pH=7．0时使用磷酸缓冲液)不同pH条件下的分

离情况，优化pH值。

1．3．2．3先等度洗脱，再梯度洗脱条件下最佳上样

量研究

在1．3．2．2研究优化出的pH条件下分别摸索

上样量25mg，50mg，100mg条件下的分离情况，优化

上样量。之后在之前研究出的优化条件下分离并反

复收集样品，合并相同峰，45℃旋转蒸发浓缩后分别

用Sephadex G-10凝胶脱盐，旋转蒸发浓缩后冷冻干

燥备用。

1．3．3抗氧化活性测定【15,1fi】

在试管中依次加入1．5 mL样品，1．5 mL DPPH

溶液(2×10一mol／L，溶于99％乙醇中)，振荡摇匀，

室温避光反应30 min后以无水乙醇做参比，在

517nm测定吸光值Ai，同时测定DPPH与乙醇混合

液吸光值A。，待测液与等体积乙醇混合液吸光值Aj。

样品对DPPH自由基的清除能力用清除率R表示，

公式为：

R／％=(卜学)×100
^C

自由基清除率为50％时样品浓度记为ICs。。

分别测定胶原肽以及1．3．2．3分离的各峰抗氧

化活性(浓度均为4mg／mL)。

2 结果与讨论

2．1 分子排阻色谱Sephadex G-15分离胶原肽

分子排阻色谱主要通过分子量大小进行分离，该

法肽的回收率很高，活力不受破坏且结果处理方便，

是目前广泛使用的肽的分离方法之一，也是所有色谱

技术中操作最简单、条件最温和的方法之一[1引。若

以水为流动相进行洗脱，可避免之后脱盐的麻烦，故

本实验首先摸索此条件下的分离效果，结果如图1所

示。从图1可看出，分子排阻色谱对胶原肽分离效果

较差，未达到有效分离。这主要是由于胶原肽整体分

子质量在1000u以下，且组分复杂，分布集中，此种类

型填料不能对其实现有效分离。
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图1分子排阻色谱分离胶原肽

2．2离子交换色谱SP-Sephadex C-50分离胶原肽

离子交换色谱是利用溶质分子带不同性质的电

荷和不同的电荷量而实现分离的一种色谱技术u 81。

一般结构差别很小的短肽在一定pH值和离子强度

条件下电荷性质会有一定的差异。SP—Sephadex C-

50离子交换剂本身带有强的功能基团磺丙基

(SP一)，且颗粒较细，适合带电量不大且分子较小的

物质的吸附。

2．2．1 直接梯度洗脱和先等度洗脱，再梯度洗脱两

种方法分离胶原肽摸索与比较

梯度洗脱是分离复杂组分时的首选，一般采用先

等度洗脱，再梯度洗脱方法，其原理是先用缓冲液洗

脱出与填料结合较弱的组分，再采用梯度增加离子强

度的方法逐步洗脱出结合较紧密的组分。此法需更

换缓冲液，对分离稳定性有一定影响，而且操作较为

繁琐。直接进行梯度洗脱分离效果不及前者，但结果

稳定，操作简单。若直接梯度洗脱能对胶原肽实现有

效分离则能提高试验稳定性与效率，故首先对这2种

不同洗脱方法进行摸索，结果如图2和图3所示。可

看出对于组分比较复杂的胶原肽，离子交换色谱2种

不同的洗脱方法都实现了有效分离，洗脱效果明显好

于分子排阻色谱。而先等度洗脱，再梯度洗脱效果要

明显好于直接梯度洗脱，故采用先等度洗脱，再梯度

洗脱方法分离胶原肽。下面对其分离条件进行优化。
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图2 SP-Sephadex C-50直接梯度洗脱分离胶原肽

2．2．2先等度洗脱，再梯度洗脱条件下最佳pH值
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研究

SP-Sephadex C-50为阳离子交换剂，洗脱过程

中，带较多负电荷的物质因电荷排斥首先被洗脱下

来，而带正电荷较多的物质只能在较高盐浓度条件下

才能被洗脱下来n引。而对低聚肽类样品，决定其所

带电荷的正负和多少的最主要因素是pH值。其它因

素影响相对较小，故首先对pH进行优化，结果如图

3～图8所示。
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图3 SP-Sephadex C-50先等度洗脱。

再梯度洗脱分离胶原肽，pH=4．0
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图4 SP-Sephadex C-50先等度洗脱，再梯度

洗脱分离胶原肽，pH=4．5
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图5 SP-Sephadex C-50先等度洗脱，

再梯度洗脱分离胶原肽，pH=5．0

对离子交换色谱条件的摸索，有文献选择采用试

管法[173，但实际效果并不明显，且误差较大，故本实

验选用实际分离摸索。从图中可看出，pH对胶原肽

洗脱效果影响很大。在pH4．0时，大部分组分带上

了正电荷，梯度洗脱分成两大峰；部分带上了负电荷．

带强负电荷组分较少，整体分离效果不佳；在pH一
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图6 SP-Sephadex C一50先等度洗脱，

再梯度洗脱分离胶原肽，pH=6．0
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图7 SP-Sephadex C-50先等度洗脱，

再梯度洗脱分离胶原肽，pH=7．0
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图8 SP-Sephadex C一50先等度洗脱，

再梯度洗脱分离胶原肽，pH=5．5
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图9上样量100mg

4．5时，大部分组分已带上负电荷，电荷大小分布较

连续，分离效果比较差；在pH=7．0时，大部分组分

带上较强负电荷，分离效果也不好；在pH5．0，5．5以

及6．0时，整体电荷分布较为均匀，带负电荷的组分

分布也较为分散，其中pH5．5和pH6．0时分离效果
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豳lO上样量25rag

相对最好，同时出于缓冲液pH越小，分离时介入的

盐会越少，将会减少后续脱盐的珏力，教选胄l pHS。5

作为分离胶原肽最佳pH。

2．2．3最佳上样量摸索

农铡备型龟谱分离中，合适的上榉量至关垂要。

上样黧太小则浪费时间和成本，上样鬣太大则不能得

到理想的分离效果，本实验对缓冲液pH5．5时的最

适上样量送行摸索。如圈8，图9程隧10所示，霹看

出，100mg的上样量明显过量，而25mg的上样量与

50mg(女【l图8所示)洗脱效果相差无几，故50mg的

上样鬟是览较合透的。

2．3胶原肽及离子交换色谱各洗脱峰抗氧化满性测

定《DPPH法)

DPPH是一个稳定的黻氮交孛心的鸯蠹蓑，在

有机溶剂中非常稳定，其孤对电子在517nm附近有

强吸收(显深紫色)。当有机清除剂存在时，孤对电子

被配对，吸收消失凌减弱，通过测定吸收减弱静程度，

即可评价抗氧化剂对DPPH自由基清除活性[1引。

同时藩受试物能清除它。则提示受试物具有降低羟自

壶基、烷自壶基凌遗氧鑫巍基等鑫蠢蓑兹有效浓度、

打断脂质过氧化链反应的作用。此方法对抗氧化剂

抗氧化活性的评价相对全越。

实验得出胶原肽清除DPPH的lC；。鸯20．719

mg／mL，与本实验室其它食源性低聚肽相比清除

DPPH活性处予中游，然耐经过一步分离纯化赠部分

峰活设提高较多，测得各峰4 mg／mL时活性如表l

所示。活性最高的为3。峰，清除率达72．9％，48峰、

54峰透性也较懑，分别为82．1％、48。9 0A，均邋高于

胶原放的16．3％。l 8峰幂鞋28峰此浓度下无明显清

除DPPH活性。进一步测定38峰的ICs。为1．952

mg／mL，穗毖予骧胶原敷其活性提蒜了10。6借，此

活性优于文献中报道的食源性低聚肢雒“2蚰(胶原肽

本身抗氧化活性较差)。

实验中驳原获经过一步分离纯纯后38峰，48

74 2—009 V01．35 No—．2(Totol 254)

峰，5 8峰抗氧化活性熬体都较高，合并这3个蜂则同

样能够得到活性较高的抗氧化活性肽组分，且得率较

高，同样具有一定应用价值。

裹1胶原肽及其分离各缀分抗氧化满性

缀分(4 mg／mI，)骏源救 1。 2 8 34 48 5’

3结论

(1)探索了分子排阻色谱Sephadex G-15对获琢

肽的分离情况，效果较差。

(2)比较了离子交换色谱SP-Sephadex C-50赢

接梯度洗脱和先等度洗脱，再梯度洗脱2种方法对胶

原肽的分离情况，结果显示，2种方法都实现了对胶

骤默的有效分离，两先等度洗脱，再梯度洗脱效果更

好。

(3)在离子交换色谱SP—Sephadex C-50先等度

洗脱，再梯度洗脱条件下对其缓狰渡pH翔上样量进

行优化，结栗显示pH5．5时分离效果最好，此时其最

佳上样量为50mg。

(4)对胶愿赋及搿子交换色谱各洗脱峰抗氧化溪

性测定显示通过一步离子交换色谱胶原肽分成5个

洗脱峰，经过脱盐后，较原胶原肽相比，38、48、5 8峰

均显示出较疆薛抗氧他活性，其中38峰活性最强，提

高了10．6倍。这对工业化生产高抗氧化活性肽具有

一定参考价值。
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Isolation of Marine Collagen Peptide with Ion Exchange Chromatography

and Research of the Anti。oxidative Activity

Jin Zhentao，Ren Wei，Chen Lian，Cai Muyi，Yi Weixue

(China National Research Institute of Food and Fermentation Industries，Beijing 100027，China)

ABSTRACT Industrial product Marine Collagen Peptide was taken as the research obj ect，the isolation

effects of size exclusion chromatography and ion exchange chromatography were studied respectively．The

ion exchange chromatography was studied by two different ways：gradient elution directly and first isocratic

elution，then gradient elution．The results showed that the elution effect of first isocratic elution，then gradi—

ent elution was the best，and the peptide was separated into 5 elution peeks．In this elution condition，the pH

of the eluent and the volume of the sample were optimized respectively，the results were 5．5 and 50mg．The

sample was separated about 10 times，the elution peeks were collected and desahed respectively，and the an—

tioxidative activities were determined．Compared to the sample peptide，peek 3 8，48，5
8 showed strong activ—

ity。with peek 3
8 has the strongest activity，which was 1 0．6 times of the sample peptide．This research of

the anti-oxidative activity of Marine Collagen Peptide provides advice to industrial manufacturing．

Key words marine collagen peptide，size exclusion chromatography,ion exchange chromatography，anti—

oxidative activity
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