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摘要：采用复合蛋白酶对沙虫(Sipunculus nudu)进行酶解，得到沙虫蛋白酶解产物(SNPH)，并对其氨基酸组成进行了分析。采用

高效液相凝胶色谱法对 SNPH 的相对分子质量分布进行了测定。采用紫外分光光度法测定 SNPH 对 DPPH 自由基，羟基自由基、超

氧阴离子的清除能力及其还原能力。采用四甲基偶氮唑盐(MTT)法检测 SNPH 在对刀豆蛋白(Con A)和脂多糖(LPS)诱导的小鼠脾淋巴

细胞增殖作用的影响。结果显示 SNPH 中必需氨基酸和疏水氨基酸含量较高，小分子肽含量较高，相对分子质量在 120~1800 之间的

物质占 85.11%。抗氧化活性实验显示 SNPH 对 DPPH 自由基，羟基自由基和超氧阴离子具有较强的清除效果，且清除率与浓度存在

一定的量效关系。免疫调节活性试验表明 SNPH 对 Con A 和 LPS 诱导的小鼠脾淋巴细胞的增殖具有协同刺激作用。SNPH 具有较好

的抗氧化和免疫调节活性。 
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Abstract: Enzymatic hydrolysis of Sipunculus nudus was performed using Protamex to obtain SNPH. Subsequently, the amino acid 

composition of SNPH was analyzed, and the distribution of relative molecular mass was determined using a high performance gel 

chromatography method. The 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging activity, hydroxyl radical scavenging activity, 

superoxide anion scavenging activity, and reducing power of SNPH were evaluated using ultraviolet (UV) spectrophotometry. The effects of 

SNPG treatment on the splenic lymphocyte proliferation induced by concanavalin (Con) A and lipopolysaccharide (LPS) in mice were 

determined using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. The results indicated that SNPH had high 

contents of essential amino acids and hydrophobic amino acids. The molecular weight distribution showed that SNPH had a high content of 

oligopeptides, and the substances with a relative molecular mass of 120~1800 accounted for 85.11%. The antioxidant activity experiment 

revealed that SNPH possessed potent scavenging activities on DPPH free radical, hydroxyl free radical, and superoxide anion in a good 

dose-effect relationship. The experiment on immunomodulatory activity indicated that SNPH could have a synergistic effect on the splenic 

lymphocyte proliferation induced by Con A and LPS. SNPH had good antioxidant and immunomodulatory activities. 
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方格星虫(Sipunculus nudus.)隶属于星虫动物门，

方格星虫纲，方格星虫目，方格星虫科和方格星虫属，

俗称沙虫，广泛分布于大西洋、太平洋和印度洋沿岸

等海域，在中国沿海大部分地区均有分布，目前以广

西北部湾沿岸资源 为丰富[1]。沙虫肉质脆嫩，味道

鲜美，富含蛋白质、多种氨基酸、微量元素，是一种

食疗兼优的药膳，也是我国红树林地区重要的底栖动

物[2]。据记载，沙虫性寒、味甘、咸，具有滋阴降火、

清肺补虚、活血强身、补肾养颜等功能，可治疗骨蒸

潮热，阴虚盗汗、阴虚盗汗和肺虚咳喘等多种病症[3]。

现代医学研究表明沙虫含有多种活性物质，具有延缓

衰老、抗炎镇痛、免疫调节、抗氧化、抗辐射及心血

管保护作用等多种生理功能[3~5]。由于沙虫富含蛋白质

和多种氨基酸，已有学者研究发现沙虫经过木瓜蛋白

酶水解后获得的酶解产物中含有蛋白质、生物活性肽

和游离氨基酸等成分，并具有较强的抗氧化活性[6~8]。

因此采用现代食品技术对沙虫蛋白进行酶解获得生物

活性肽，对于提高沙虫相关产品的附加值和延伸沙虫

加工的产业链具有重要的现实意义。在前期研究中，

我们以采集自广西北海北部湾的沙虫为研究对象，以

水解度为指标，采用单因素实验确定了沙虫的水解用

酶为复合蛋白酶，通过响应面分析法优选了沙虫酶解

的 佳工艺参数[9]。本文在前期研究的基础上，对按

照 佳工艺条件酶解制备的沙虫蛋白酶解产物进行了

氨基酸组成分析及相对分子质量分布的表征，并测定

其蛋白酶解产物的体外抗氧化活性和免疫调节活性，

为沙虫资源的开发和利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  材料与试剂 
新鲜沙虫采集自广西北海沿岸，用清水洗净泥沙，

去除内脏，清洗后用不锈钢剪刀剪碎，用滤纸滤干表

面水分，干燥，粉碎成粗粉备用，经测定蛋白含量

69.37±5.41%，脂肪含量 8.94±0.77%，水分含量

9.39±0.53%，灰分含量 9.46±0.23%。 
复合蛋白酶(Protamxe，80000 U/g)，诺维信生物

技术有限公司；RPMI-1640 培养液和胎牛血清，Gibco
公司；1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)、还原型谷胱

甘肽(GSH)、刀豆蛋白 A(Con A)、脂多糖(LPS)、三羟

甲基氨基甲烷和噻唑蓝(MTT)，美国 Sigma 公司；分

子量标准品：细胞色素 C(12500)、抑肽酶(6500)、杆

菌酶(1450)、乙氨酸-乙氨酸-酪氨酸-精氨酸(451)和乙

氨酸-乙氨酸-乙氨酸(189)，上海曦玉分析仪器科技有

限公司，其余试剂均为分析纯。 
昆明种小鼠，雄性，18~22 g，上海斯莱克实验动

物有限公司。 
1.1.2  仪器与设备 

电热恒温水浴锅：DS-S26 型，上海精宏实验设备

有限公司；紫外可见分光光度计：TU-1810 型，北京

普析通用仪器有限责任公司；精密电子天平：ME104
型，梅特勒-托利多仪器有限公司；氮磷钙测定仪：

NPCa-02 型，上海洪纪设备有限公司；氨基酸分析仪：

L-8900，日本日立公司；高效液相色谱仪：Agilent 1260 
Infinity，美国安捷伦有限公司；多功能酶标仪：infinite 
M200 Pro，瑞士帝肯公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  沙虫蛋白酶解产物的制备 

在前期研究中，我们通过单因素实验和响应面分

析法，以水解度为指标，考察了酶与底物比、酶解时

间和酶解温度 3 个因素对沙虫蛋白酶解的影响，经过

优化确定 佳酶解条件，在此条件下，水解度可以达

到 24.81%[9]。因此本研究中按照前期研究确定的工艺

参数制备沙虫蛋白酶解产物。取沙虫粗粉，加入 20
倍量(m/V)水，50 ℃保温 10 min 后，按照酶与底物比

7.8%加入复合蛋白酶，不断搅拌酶解 4 h，酶解过程

中保持 pH 为 7.0，沸水煮沸 10 min 后，4000 r/min 离

心 10 min，取上清液减压浓缩，冷冻干燥即得沙虫蛋

白酶解产物(Protein hydrolysate from S. nudus，SNPH)。 
1.2.2  一般营养成分分析 

采用重量法测定水分含量；采用凯氏定氮法测定

蛋白含量；采用高温灰化法测定灰分含量。采用索氏

提取法测定脂肪含量。 
1.2.3  氨基酸组成的测定 

参照 GB/T 5009.124-2003《食品中氨基酸的测定》

方法对 SNPH 中的氨基酸进行测定。准确称取 10 mg 
SNPH样品，加6 mol/L盐酸10 mL，真空封存于110 ℃
条件下水解 24 h，过滤后定容至 10 mL，取 1 mL 加

压蒸干，再加入 0.02 mol/L 盐酸溶解定容至 5 mL，取

20 µL 进样，用氨基酸自动分析仪分析样品氨基酸组

成[10]。 
1.2.4  相对分子质量分布的测定 

采用高效液相凝胶色谱法测定 SNPH的分子量分

布，色谱柱为 TSKgel G2000SWXL (300×7.5 mm)，流

动相为乙腈:水:三氟乙酸(30:70:0.1)，流速 0.5 mL/min，
检测波长 220 nm，进样体积 10 µL。 

分别用流动相配制 0.1%(质量浓度)的不同分子量

的混合标准品，细胞色素 C(12500)、抑肽酶(6500)、
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杆菌酶(1450)、乙氨酸-乙氨酸-酪氨酸-精氨酸(451)和
乙氨酸-乙氨酸-乙氨酸(189)，用孔径为 0.22 µm 微孔

滤膜过滤后进样，得到系列标准品色谱图。以相对分

子质量的对数(log Mt)对保留时间作线性回归，得到相

对分子质量校正曲线和方程。用流动相将 SNPH 配制

成 1 mg/mL 的样品溶液，微孔滤膜过滤后，进样测定，

将样品的色谱数据代入校正曲线方程中进行计算，即

可得样品中肽的相对分子质量及其分布范围[11]。 
1.2.5  体外抗氧化活性的测定 
1.2.5.1  DPPH 自由基清除能力的测定 

取不用浓度的 SNPH 溶液，置于 10 mL 具塞试管

中，加入 2×104 mol/L DPPH 50%乙醇溶液 2 mL，充

分混匀，室温条件下，避光静置 30 min 后，在 517 nm
下测定吸光度为 Ai，空白对照组以蒸馏水代替样品测

定的吸光值为 A0。样品对 DPPH 自由基的清除率(%)
按照下式计算，GSH 作为阳性对照[12]。 
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1.2.5.2  羟基自由基清除能力的测定 
取不同浓度的 SNPH 溶液，依次加入 2 mL、6 

mmol/L 的硫酸亚铁、2 mL、6 mmol/L 的水杨酸，混

匀后静置 10 min，再加入 2 mL、6 mmol/L 的过氧化

氢，混匀，37 ℃静置 30 min，在 510 nm 处测定吸光

值记为 Ai，用蒸馏水代替水杨酸测定的吸光值为 Aj。

空白对照组以蒸馏水代替样品测定的吸光值为 A0。样

品对羟基自由基的清除率(%)按照下式计算，GSH 作

为阳性对照[13]。 
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1.2.5.3  还原能力的测定 
取 1 mL 不同浓度的 SNPH，加入 2.5 mL 的磷酸

缓冲溶液(0.2 mol/L，pH 6.6)和 2.5 mL 铁氰化钾溶液

(5%，m/m)，混匀后，50 ℃保温 20 min 后加入 2.5 mL
三氯乙酸(10%，m/m)，混合后，以 3000 r/min，离心

10 min，取上清液 2.5 mL，加入 1%三氯化铁溶液，

在 700 nm 出测定吸光值，GSH 作为阳性对照。吸光

值越大，表明样品的还原能力越强[12]。 
1.2.5.4  超氧阴离子自由基清除能力的测定 

取 2 mL 不同浓度的 SNPH 溶液和 5 mL、50 
mmol/L，pH 8.2 的 Tris-HCl 缓冲液混合，与 37 ℃保

温 10 min，然后加入 0.3 mL、3 mmol/L 的邻苯三酚溶

液。4 min 内每 30 s 在 320 nm 处测定一次吸光值，以

吸光值对时间制备回归曲线，其斜率即为自氧化速率，

超氧阴离子自由基清除率按照下式计算，GSH 作为阳

性对照[13]。 
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式中，V0为蒸馏水代替 SNPH 的自氧化速率；V1为 SNPH

的自氧化速率。 

1.2.6  脾淋巴细胞增殖活性的测定 
1.2.6.1  脾淋巴细胞的制备 

小鼠颈椎脱臼法处死，放入装有 70%乙醇的烧杯

中浸泡 3~5 min 消毒后，无菌取脾脏置于无菌培养皿

中(淋巴细胞分离液)，用 0.01 mol/L、pH 7.4 的磷酸缓

冲溶液冲洗后，用注射器内芯与 200 目滤网上研磨，

磷酸缓冲溶液清洗，收集细胞滤液，2000 r/min 离心

20 min，取淋巴细胞分离层，加入红细胞裂解液 
(Tris-NH4Cl)，再次冲洗后，2000 r/min 离心 5 min，弃

去上清液，用 RPMI-1640 培养液(10%胎牛血清，100 
U/mL 青链霉素)悬浮细胞，37 ℃孵育 1 h，收集非贴

壁脾淋巴细胞。RPMI-1640 培养基调整细胞浓度为

4×106/mL，接种于 96 孔板，台盼蓝染色检测细胞生

存率大于 95%。 
1.2.6.2  SNPH 对 Con A 和 LPS 诱导小鼠脾淋巴细胞

增殖能力的影响 
小鼠脾淋巴细胞接种于 96 孔板中，每孔加入细胞

悬液 100 µL，不同浓度的 SNPH 溶液，使终浓度达为

100、250、500、1000 和 1500 µg/mL 刀豆蛋白的终浓

度为 5 µg/mL。另设只加 ConA 和 LPS 不加样品的阳

性对照孔和仅有细胞悬液的阴性对照组(以生理盐水

代替 Con A 和 LPS)，整个反应体系 终体积为 200 
µL，ConA终浓度为5 µg/mL，LPS终浓度为50 µg/mL，
每个浓度设定 3 个复孔，37 ℃、5% CO2培养 48 h，
570 nm 处测定吸光度，MTT 法检测样品对小鼠脾淋

巴细胞增殖的影响[14]。 
1.2.7  统计学分析 

所有实验数据均以平均值±标准偏差表示，用 t
检验法比较差异，p<0.05 为统计学上的显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  SNPH的主要营养成分 

通过营养成分分析可知，SNPH 的水分含量为

6.52±0.87%，蛋白含量为 80.91±4.59%，灰分含量为

8.07±0.48%，脂肪含量为 1.15±0.17%。 

2.2  SNPH的氨基酸组成分析 

由表 1 可知，SNPH 中共检测出 18 中氨基酸，其

中谷氨酸含量 高，甘氨酸次之，天冬氨酸、赖氨酸、

亮氨酸、丙氨酸、精氨酸和牛磺酸含量也比较高，其
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中人体必需氨基酸含量较高，占总氨基酸比例为

30.39%。这一结果与前人报告基本一致，谷氨酸和天

冬氨酸不仅是鲜味氨基酸，还是脑营养剂，是人类消

耗 大的氨基酸，能够促进神经细胞兴奋，对大脑功

能和中枢神经系统的正常活动具有重要意义[6]。甘氨

酸不仅参与机体蛋白质的构成，而且是很多重要物质

如蛋氨酸、胆碱，一些重要激素和脱氧核糖核酸的基

本结构。作为非必需氨基酸，大量研究表明，在某些

病理情况下甘氨酸可以表现出抗损伤、抗炎、免疫调

节和细胞保护等作用[15]。综上所述，SNPH 特定的氨

基酸组成为其生理活性奠定了良好的物质基础。 
表1 SNPH的氨基酸质量分数 

Table 1 Mass fractions of amino acids in SNPH 

氨基酸种类 
质量分数 

/(mg/g) 
氨基酸种类 

质量分数

/(mg/g) 

天冬氨酸(Asp) 59.76±0.48 蛋氨酸(Met)* 15.71±0.25

丝氨酸(Thr) 22.29±0.63 异亮氨酸(Ile)* 24.72±0.18

谷氨酸(Glu) 114.54±0.77 亮氨酸(leu)* 40.94±0.94

脯氨酸(Pro) 26.54±1.80 酪氨酸(Tyr) 14.77±0.06

甘氨酸(Gly) 76.86±0.55 苯丙氨酸(Phe)* 15.33±0.08

丙氨酸(Ala) 36.60±1.34 赖氨酸(Lys)* 44.57±0.71

胱氨酸(Cys) 6.11±0.72 组氨酸(His) 3.98±1.24

缬氨酸(Val)* 25.85±0.56 精氨酸(Arg) 33.69±0.71
牛磺酸(Tau) 36.08±1.63 苏氨酸(Thr)* 21.18±0.28

注：*为必需氨基酸。 

2.3  SNPH的相对分子质量分布 

 
图1 标准品的相对分子质量分布图 

Fig.1 Molecular weight distribution profile of standard samples 

注：1，细胞色素 C；2，抑肽酶；3，杆菌酶；4，乙氨酸

-乙氨酸-酪氨酸-精氨酸；5，乙氨酸-乙氨酸-乙氨酸。 

图 1 是 5 个不同分子质量的肽标准品的高效液相

凝胶色谱图，相对分子质量对数与保留时间的回归方

程为 logMt=-0.2742tR+7.147，R2=0.9782。由图 2 可知，

分子质量在 120~3900 u 之间的物质占 87.63%，分子

质量小于 120 u 占 5.31%，其中分子质量在 120~1800 u

之间的物质占 85.11%，这一部分主要由含有 2~10 个

氨基酸的小肽(寡肽)组成。据报道，与游离氨基酸、

大分子多肽和蛋白质相比，寡肽更易被机体吸收而且

寡肽具有多种生理活性如抗氧化、抗菌、血管紧张素

转化酶抑制和免疫调节等。 

 
图2 SNPH分子质量分布图 

Fig.2 The molecular weight distribution profile of SNPH 

2.4  抗氧化活性 

 
图3 SNPH对 DPPH自由基的清除活性 

Fig.3 DPPH radical scavenging activities of SNPH 

由图 3 可知，SNPH 表现出较强的 DPPH 自由基

清除活性，且随着浓度的增大，其清除能力也随着增

强，在 0~1.0 mg/mL 的浓度范围内，呈现出一定的量

效关系，当浓度为 1 mg/mL 时，清除率超过 50%。 

 

图4 SNPH对羟基自由基的清除活性 

Fig.4 Hydroxyl radical scavenging activities of SNPH 
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由图 4 可知，在 0~1.0 mg/mL 的浓度范围内，随

着 SNPH 浓度的增加，其清除羟基自由基能力逐渐增

强，且呈现出较好的浓度依赖关系，但是与阳性对照

GSH相比，其对羟基自由基的清除能力稍弱。当SNPH
浓度大于 0.8 mg/mL 时，其对羟基自由基的清除率已

经超过 50%。 

 
图5 SNPH的还原能力 

Fig.5 Reducing power of SNPH 

样品的还原能力与抗氧化活性有明显相关关系。

由图 5 可知，SNPH 具有一定的还原能力，还原力随

着浓度的增加而增加，当浓度为 1.0 mg/mL 时，SNPH
的吸光度达到 0.47，在 0~1.0 mg/mL 的浓度范围内，

SNPH 的还原能力稍弱于阳性对照 GSH。 

 
图6 SNPH对超氧阴离子的清除能力 

Fig.6 Super oxide anion radical scavenging activities of SNPH 

超氧阴离子自由基是基态氧接受一个电子后形成

的第一个氧自由基，可以经过一系列反应生成其他氧

自由基。抗氧化剂因具有提供氢质子和电子的能力，

能够与氧自由基发生氧化还原反应，从而能够终止自

由基连锁反应，达到清除或抑制自由基的目的。由图

6 可知，SNPH 对超氧阴离子具有较好的清除活性，

在 0~1.0 mg/mL 的浓度范围内呈现一定的量效关系，

当浓度达到 1.0 mg/mL 时，对超氧阴离子的清除能力

达到 47.19%，与羟基自由基清除能力相似，其清除活

性弱于 GSH。 

2.5  免疫调节活性 

 
图7 SNPH对 Con A和 LPS诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖作用的影

响 

Fig.7 Effect of SNPH on the proliferation of mouse splenic 

lymphocyte induced by Con A and LPS 

注：*表示 p<0.05。 

由图 7 可知，SNPH 在 250~1500 µg/mL 的浓度范

围内，对 Con A 和 LPS 诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖作

用具有显著的协同作用，且在 100~1000 µg/mL 的浓

度范围内，呈现良好的量效关系，当浓度在 1000 
µg/mL 时，SNPH 对 Con A 和 LPS 诱导的小鼠脾淋巴

细胞增殖作用分别提高 23.61%和 24.65%，但是当浓

度超过 1000 µg/mL 时，其协同作用出现下降趋势。上

述结果表明SNPH对Con A和LPS诱导的小鼠的增殖

有协同刺激作用。 
多肽的抗氧化活性与肽段的疏水性氨基酸有关，

其疏水性部分可阻断自由基的链式反应，提高自由基

的捕捉能力，根据 SNPH 的氨基酸组成分析，其疏水

性氨基酸约占总氨基酸的 30%，这可能是 SNPH 具有

较强抗氧化活性的重要原因。另外多肽的抗氧化活性

与其相对分子质量大小及肽链长短密切相关，链长为

2~6 个氨基酸的短肽的抗氧化活性要高于蛋白质大分

子。张学忠等在研究大豆多肽抑制邻苯三酚自氧化速

率的实验中发现抗氧化肽的分子质量主要分布在

100~1300 u 范围内。在本研究中，SNPH 的相对分子

质量在 120~1800 u 之间的物质占 85.11%，表明其所

含的肽链较短，这可能是 SNPH 具有较强抗氧化活性

的另一重要原因[16]。 
脾脏淋巴细胞中含有 T 淋巴细胞和 B 淋巴细胞，

它们均是机体的免疫活性细胞，它们均是机体的免疫

活性细胞，其增殖是反映细胞免疫 直接的指标。本

实验研究发现 SNPH 与 Con A、LPS 共同作用对小鼠

脾淋巴细胞增殖反应具有明显的促进作用。Con A 作

为 T 淋巴细胞有丝分裂原，主要促进 T 淋巴细胞的增

殖，LPS 主要促进 B 淋巴细胞增殖，由此推测 SNPH
可能是淋巴细胞的致有丝分裂原，通过突进淋巴细胞 
增殖，达到增强机体免疫能力的目的[17]。肽段的疏水
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性氨基酸与免疫活性也有密切联系，较强的疏水作用

可能使其肽段促进细胞膜的相互作用，从而增强其免

疫活性[18]。由于 SNPH 成分复杂，其免疫调节作用可

能是多靶点、多途径的作用方式。本研究中 SNPH 在

高浓度下协同作用有所下降，可能与免疫细胞受体饱

和或细胞毒活性所致，具体机制有待于体内实验进一

步研究。 

3  结论 

本研究在前期研究的基础上，通过复合蛋白酶水

解沙虫得到蛋白酶解产物，该酶解产物蛋白含量高，

氨基酸组成合理，分子量较小。体外实验表明该酶解

产物具有较强的抗氧化活性，在一定浓度范围内能够

协同 ConA、LPS 促进脾淋巴细胞增殖。基于以上的

功能和特点，沙虫蛋白酶解产物具有易制备、活性强、

易吸收等特点，有望开发成天然功能性食品，本研究

为沙虫资源的开发利用提供理论依据。 
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