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富硒对黄粉虫蛋白分布及其酶解多肽抗氧化活性的

影响 
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摘要：本实验讨论了富硒对黄粉虫蛋白及其硒含量的影响；按照溶解性依次提取水、盐、醇和碱四种可溶性蛋白，通过原子荧

光光谱仪进行硒含量的测定；对富硒黄粉虫蛋白进行酶解来获得含硒多肽，并以红细胞溶血为模型对比了富硒前后黄粉虫水解多肽

的细胞抗氧化活性。结果发现，富硒后黄粉虫蛋白所占干重比例由 53.86%上升至 59.12%，分子量对应 75 ku 和 37 ku 的蛋白电泳条

带在富硒后变深；富硒黄粉虫中（Se-TM）总硒含量为 573.32 μg/kg，其中有机硒含量为 524.91 μg/kg，占总硒含量的 91.56%；在可

溶性蛋白中，硒主要存在于碱溶蛋白中，占总硒的26.62%，此外，有46.63%的硒存在于不溶性组分中；富硒黄粉虫水解得到的多肽

（Se-TMP）对红细胞溶血的抑制率在样品浓度为 3 mg/mL 时为 87.32%，在实验各样品浓度下 Se-TMP 对红细胞氧化溶血的抑制率均

高于未富硒黄粉虫水解多肽（TMP）。 
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molitor and Antioxidative Activity of Enzymatically Hydrolyzed Tenebrio 

molitor Peptides 
LIN Yan-yin1, MIN Tian1, LAI Fu-rao1, ZHANG Xiao-yuan1,2, WU Hui1 

(1.School of Food Sciences and Technology, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China) 
(2.Research Institude of Shaoguan Huagong High-tech Industry, Shaoguan 512027, China) 

Abstract: The effects of selenium-enrichment on Tenebrio molitor (mealworm) protein and its selenium concentration were evaluated. 

Based on solubility, water-, salt-, ethanol-, and alkali-soluble proteins from T. molitor were extracted, and the selenium concentration was 

measured using an atomic fluorescence spectrometer. Selenium-enriched mealworm protein was hydrolyzed by enzymes to obtain Se-containing 

T. molitor peptide (Se-TMP), and the cellular antioxidant activities of Se-TMP and TMP were determined and compared using erythrocyte 

hemolysis as a model. The results showed that the dry weight ratio of mealworm proteins after Se-enrichment increased from 53.86% to 59.12% 

and electrophoretic bands at 75 and 37 ku were darker in Se-enriched proteins. The total selenium concentration in Se-enriched T. molitor was 

573.32 μg/kg and organic selenium concentration was 524.91 μg/kg (91.56%). In soluble protein, selenium was mainly present in alkali-soluble 

protein, accounting for 26.62% of the total selenium. Furthermore, 46.63% of total selenium was found in the insoluble component. At a sample 

concentration of 3 mg/mL, the inhibition rate of Se-TMP on erythrocyte hemolysis was 87.32%. The inhibition rates of Se-TMP were all higher 

than those of TPM at various sample concentrations. 
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黄粉虫是一种全变态昆虫，分为卵、幼虫、蛹和 
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成虫四个阶段，因高蛋白、高脂肪及氨基酸组成全面

的特点，被称为“蛋白质饲料宝库”，随着生长阶段的

推移，体内蛋白含量逐渐上升，油脂含量逐渐下降[17]。

通过诱导和酶解等方式从其体内分离出了抗氧化肽、

抗菌肽、降血压肽和抗肿瘤肽等生物活性肽[6~8]。黄粉

虫可以吸收微量元素并在体内富集转化为机体活性物
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质，制成富含某些微量元素的保健食品，以补充人体

中缺乏的某些微量元素[6]。 
硒是人体所必须的一种微量元素，主要以含硒氨

基酸的形式存在于生物体内，硒作为 20 多种含硒蛋白

的组成部分，与机体抗氧化作用、免疫应答、甲状腺

激素代谢等密切相关[9]。人们主要通过食物获取每天

所需的硒，给定类型的植物性食物中的硒含量主要取

决于土壤中硒含量，不同硒含量土壤中的植物被动物

所取食，进而导致动物硒含量的不同[10,12~15]。虽然近

年来中国人的饮食结构中摄入含硒量相对较丰富的海

产品、动物肝脏、肌肉所占比例增大[9]，但主食仍为

谷物类植物性食物，加之中国粮食的主要种植地东北

平原、长江三角洲和珠江三角洲多处于低硒地区，其

粮食产量占全国的 70%，从而造成中国人均硒摄入量

偏低。硒有两种存在形式，无机硒（硒酸钠和亚硒酸

钠）和有机硒（硒代甲硫氨酸和硒代半胱氨酸）[10]，

两种硒都可以作为硒的饮食来源或硒的膳食补充剂
[11]。与无机硒相比，由于有机硒补剂特别是富含硒代

氨基酸的产品在毒理安全性、生理活性和吸收率上得

优越性[10,12,13]，也掀起了一股富硒热，加之人工合成

有机硒成本高，目前难以投入生产，通过植物、微生

物、动物等进行生物转化作用生产富有机硒产品为主

要获取富硒食品的途径，其中有机硒主要以含硒蛋白

的形式存在于富硒产品中[1~5]。 
因黄粉虫蛋白含量丰富，且能富集微量元素的性

质，本实验选用富硒培养黄粉虫（Se-enriched Tenebrio 
molitor，Se-TM）幼虫为实验对象，研究富硒前后蛋

白及硒含量的变化，并通过酶解获得含硒多肽

（Se-enriched Tenebrio molitorpeptides，Se-TMP）后对

其细胞抗氧化活性进行初探。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

富硒黄粉虫幼虫购于广州生技能生物科技有限公

司；普通黄粉虫幼虫购于广州市芳村虫鸟市场。 

1.2  试剂与仪器 

碱性蛋白酶（200000 U/g）、中性蛋白酶（60000 
U/g）购自北京奥博星生物技术有限责任公司，胰蛋白

酶（250 NF/mg）、风味蛋白酶（20 U/mg）购自源叶

生物；30%过氧化氢、硝酸、盐酸均为 AR 级；PBS
购于美国 HyClone 公司；2.5%戊二醛（电镜专用）购

于广州硕恒生物科技有限公司；微量丙二醛（MDA）

测试盒购于南京建成生物工程研究所。 

主要仪器有：752S 紫外可见分光光度计、

SCIENTZ-18N 冷冻干燥机、DF-101S 集热式恒温加热

磁力搅拌器、JW-1016 低速离心机、1420 酶标仪和

LEO1530VP 扫描电镜。 

1.3  基本成分的测定 

1.3.1  样品前处理 
将经微波干燥的富硒黄粉虫幼虫和普通黄粉虫幼

虫倒入搅拌机中粉碎，粉碎后经 40 目筛子过筛，收集

备用。 
1.3.2  蛋白含量的测定 

总蛋白的测定参照 GB 50095-2010，可溶性蛋白

的测定采用考马斯亮蓝法。 
1.3.3  脂肪含量的测定 

油脂含量的测定参照 GB/T 14772-2008。 
1.3.4  水分含量的测定 

水分的测定参照 GB 50093-2010。 

1.4  硒的测定 

1.4.1  样品预处理 
总硒测定的预处理：称取 0.2 g 富硒黄粉虫多肽于

105 ℃烘干至恒重，混匀，备用。 
无机硒测定的预处理：称取 0.2 g 样品（精确到

0.001 g）于具塞刻度试管中，加 50%盐酸溶液 10 mL，
超声波混匀 30 min 后，沸水浴 30 min，冷却后用脱脂

棉过滤。 
有机硒的测定：通过总硒含量减去无机硒含量，

得到有机硒的含量。 
1.4.2  微波消解 

称取样品 0.2 g（精确到 0.001 g）于消化管中，加

入 2 mL 蒸馏水，2 mL、30%过氧化氢，4 mL 硝酸，

混合均匀，于微波消化仪中消化，消化条件如表 1： 
表1 微波消化条件参数 

Table 1 Microwave digestion parameters 

Nr t/min E/W T/℃ 

1 5 1000 130 

2 5 1000 180 

3 25 1000 180 
4 40 0 45 

冷却后放置赶酸架赶酸，再加 5 mL 盐酸（6 
mol/L），继续加热至溶液变为清凉无色并伴有白烟出

现，将六价硒还原为四价硒。冷却，转移样品消化液

于 25 mL 容量瓶中定容，混匀备用，同时做空白试验。 
1.4.3  原子荧光光谱仪测定条件 

负高压：270 V；灯电流：40 mA；原子化器温度：
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200 ℃；炉温：203 ℃；载气流速：300 mL/min；屏蔽

气流速：600 mL/min；测量方式：标准曲线法；读数

方式：面积；延迟时间：3 s；读数时间：15 s；进样

体积：1 mL；重复测量次数：3 次。 
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1.5  不同可溶性蛋白的分步提取 

 
图1 可溶性蛋白提取流程图 

Fig.1 Fl action 

按 ，采用

凯氏定氮法测

li法[17]，浓缩胶5%，分离胶15%，

80 V

性条件下进行，因此

选用 pH-stat 法进行测定[8]。水解度计算公式如下： 

100DH(%) ×=
toth

公式中，h：单位质量蛋白中被裂解的肽键数（mmol/g）；

htot：单位质量原料蛋白中肽键的总数（mmol/g），某一特定蛋

白质的该值为一特定值，黄粉虫蛋白的

h  

htot 参照代春华根据其

蛋白

过程中断裂的

肽键量与加入碱量的定量关系如下： 

质组成计算得出的 7.57[8]。 

当溶液中 pH≥6 时候，蛋白的水解

p
b Mα

式中，B：NaOH 消耗量，mL；Nb：NaOH 浓度，mol/L

11NBh ×××=  

；

Mp：被水解的蛋白 校正系数[8]。 

able 2 SD la

5%浓缩胶/mL 15%分离胶/mL 

质量，g；α：不同条件下的

表2 SDS-PAGE电泳配方 

T S-PAGE formu tion 

贮液 
蒸馏水 5.5 1.5 

30% Acr-Bis 1.3 7.5 ow chart of soluble protein extr
1 M .8 

 0.006 

 Tris，pH 8 1 5.7 

10% SDS 0.08 0.15 

10% AP 0.08 0.15 

照图1制备Se-TM和TM不同蛋白组分

定各组分提取液中的蛋白含量。通过硫

酸铵沉淀法沉淀四种可溶性蛋白，3500 u 透析袋过夜

透析后，收集透析袋内液体，冷冻干燥，备用。 

1.6  SDS-PAGE 

TEMED 0.008

采用经典Laemm
电泳 5 min，120 V 电泳 2 h。将四种可溶性蛋白

进行SDS-PAGE电泳，用考马斯亮蓝R-250染色20~30 
min，过夜脱色。脱色完成后，与 marker 对照观察亚

基条带组成。SDS-PAGE 电泳配方如下表 2 所示。 

1.7  水解度的测定 

因本实验的水解在中性及碱

1.8  虫粉蛋白的酶解 

液即为酶解粗

提液，冷冻干燥后保存于 4 ℃冰箱。 
白酶作用条件 

atic hydrolysis conditions 

名称 酶活力 最适 作用类型 酶切位点 

取一定量的脱脂虫粉，加入适量蒸馏水制成底物

浓度为 4%的溶液，95 ℃下水浴灭酶 5 min，冷却至室

温，准备开始进行酶解。加酶量为 40000 U/g 虫粉，

调节温度和 pH 到各酶的最适条件下酶解 4 h，酶解过

程中加入 0.2 mol/L 的 NaOH 维持水解 pH。酶解结束

后，95 ℃水浴保持 5 min 灭酶，冷却至室温对酶解液

10000 g 离心力下离心 10 min，取上清

表3 蛋

Table 3 Enzym

pH 最适温度/℃

碱性蛋白酶 200000U/g 疏水氨基酸的 C 末端 8.5 50 内切 

中性蛋白酶 6  

内  

0000 U/g 7.5 55 内切 无特异性 

胰蛋白酶 250 NF/mg 8.0 40 内切 Lys、Arg 残基 
风味蛋白酶 20 U/mg 7.0 50 切+外切 无特异性 

1.9  富硒黄粉虫多肽 Se- 通黄 虫多

基脒二盐酸

 

通过红细胞氧化溶血 Se-TMP 对

APH 诱导的细胞氧化溶血 ，从而评估其

10 min
去血

模型，研究

A 的抑制情况
TMP 和普 粉

抗氧化活性。 
将人血红细胞于 4 ℃下，1200 r/min 离心

肽 TMP 对红细胞溶血的抑制作用 

1.9.1  对 AAPH（2,2'-偶氮二异丁

盐）诱导红细胞氧化性溶血的保护作用

浆，用 pH 7.4 的 PBS 洗涤 2~3 次，洗净的红细

胞用 PBS 配置为 20%细胞悬液。0.2 mL 细胞悬液加
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浓度样品溶液，于 37 ℃预培养 30 min，
加入

体积

抹一层于盖玻片上，依次用 50%、65%、

风干，喷金，电

镜（

 r/min
积蒸馏水裂解细胞，

4 ℃

3 次。结果以平均值±标准差表示，

处理，差异显著性分析包括 SPSS
中的

虫组成的影响 

响 
普通

Se-en

虫粉
  

入 0.2 mL 不同

0.4 mL、200 mM AAPH，于 37 ℃避光培养 2 h，
加入 5 mL PBS 稀释，1200 r/min 离心 10 min，上清于

540 nm 下测吸光值；正常组用 PBS 替代样品和

AAPH；损伤组用 PBS 代替样品；毒性实验组用 PBS
代替 AAPH，全溶血组用蒸馏水代替样品和 AAPH。 

溶血抑制率=(1-样品组吸光值/全溶血组吸光

值)×100% 
1.9.2  扫描电镜观察细胞形态 

将 1.8.1 处理的细胞用 PBS 洗涤 2 次，加入 30 倍

的 2.5%戊二醛，4 ℃下固定 1 h，将固定后的细

胞薄薄的涂

75%和 85%酒精逐级脱水，取出自然

EM-1530）下进行扫描，观察细胞形态。 
1.9.3  红细胞内 MDA 测定 

将 1.8.1 处理的细胞用 PBS 洗涤 2 次，1200

表4 富硒黄粉虫（Se-TM）与

Table 4 Basic components in powder of 

离心 5 min，沉淀的细胞用 5 倍体

下裂解 10 min，1200 r/min 离心 5 min 收集清液用

试剂盒测定 MDA 值。 

1.10  统计分析 

所有试验重复

统计分析采用 SPSS
Duncan’s 法（显著性差异以小写字母标注）和独

立样本 T 检验。 

2  结果与分析 

2.1  富硒对黄粉

2.1.1  富硒对黄粉虫主要成分影
黄粉虫（TM）虫粉基本成分 

riched T. molitor and ordinary T. molitor 

 水分/% 
脂肪 蛋白

湿重/% 干重/% 湿重/% 干重/%  

普通 2.74±0  36.29±0.48 .49 52.39±0.60 .62  .46  37.31±0  53.86±0  
富硒 8.04±0  3  3  5  5  .04 0.39±0.66 3.05±0.72 4.37±1.54 9.12±1.67  

由表 4 可知 相比 蛋白

升，脂肪含量相对减少；采 本 T
数据

谢有一 其 增 可能是为了

多的 M 蛋 量分别为

与TM

riched T. molitor and ordinary T. molitor 

虫粉 
有机硒 

，TM ，Se-TM 含量略有上

用独立样 检验对两组

进行显著性分析，结果显示：在 99%的置信区间，

Se-TM 与 TM 的蛋白及油脂含量具有显著性差异

（α=0.01）。说明硒的加入可能对黄粉虫体内生物大分

53.86%和 59.12%，均以干重计。 
2.1.2  富硒对黄粉虫硒含量的影响 

表5 Se-TM

Table 5 Selenium content in Se-en

子的代 定影响， 中蛋白含量 大

结合更 硒[3]。Se-T 和 TM 的 白含

虫粉硒含量 

总硒/(μg/kg) 
无机硒 

μg/g % μg/g % 

普通 220.10±24 1 .02 45.51±8.8 0.67±4.04  .06 174.61±1 .81 79.33±3 9 2
富硒 5 48  8.4 64 524.91±33.80 91.56±5.90 73.32±24.89 .43±9.40 4±1.

对 Se-TM 与 虫粉 的测

表 5，相较于普通黄粉虫（ 培养

其总

食品含硒量要求》

方标准 北 品硒含

规定 总硒含量最低要达到 200 
μg/k

白，Se-TM 和 TM 均有一半以上

TM 进行硒含量 定，结果如

TM），富硒 的黄粉虫，

硒含量由 220.1 μg/kg 增大至 573.32 μg/kg，有机

硒含量由 TM 的 45.51 μg/kg 上升为 524.91 μg/kg。因

黄粉虫杂食、高转化率的特点，可以大量摄取并富集

周围环境中的微量元素，因此 MT 体内仍有一定量的

硒，其中 79.33%以无机形式存在；富硒后总硒含量增

加了 1.6 倍，其中有机硒含量提高了十倍以上，近 92%
的硒以有机硒形态存在，无机硒的含量由 TM 的 79%
降低至 8%，说明富硒培养一定程度上能促进黄粉虫

对无机硒向有机硒的生物转化。 
关于富硒食品的标准，目前仅有《富硒稻谷》国

家标准及湖北省发布的《富有机硒

等少数地 ；其中湖 DB《富有机硒食

量要求》 ，富硒食品中

g（固体）或 100 μg/L（液体），且有机硒含量大

于其总硒含量 80%，才可声称“富有机硒”食品；而根

据食品安全国家标准的规定，食品中的硒，不论是无

机硒还是有机硒，只要含量达到 150 μg/kg（固体）或

75 μg/L（液体），且强化的硒符合《食品营养强化剂

使用标准》（GB 14880-2012）的要求，即可声称“富含

硒”或“富硒”食品。 
2.1.3  富硒对黄粉虫蛋白组成的影响 

由表 6 可以看出，不溶组分和可溶组分中蛋白含

量占总蛋白比例趋势为：残渣蛋白>碱溶蛋白>水溶蛋

白>盐溶蛋白>醇溶蛋
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M 蛋白，

Se-T

TM 蛋白含量/% Se-TM 蛋白含量/% 

的蛋白存在于残渣中，未能溶出。相较于 T
M 水溶蛋白比例增加，盐溶、醇溶、碱溶蛋白的

比例相对降低，通过独立样品 T 检验分析显示：TMP
和 Se-TMP 的水溶蛋白含量在 99%的置信区间有显著

性差异（α=0.01），醇溶蛋白含量在 95%的置信区间有

显著性差异（α=0.05）。说明富硒对黄粉虫体内蛋白的

合成代谢可能有一定影响，导致不同溶解性蛋白组成

的变化；而四种可溶性蛋白在总蛋白中所占比例的趋

势没有变化。 
表6 Se-TM和 TM中各可溶性蛋白和残渣蛋白占总蛋白比例 

Table 6 Proportions of four soluble proteins of Se-TM and TM 

in total protein 

名称 

水溶蛋白 14.50±0.42c 19.29±1.53c 

盐溶蛋白 2.71±0.17d 2.43±0.34d 

1±0.38d 醇溶蛋白 2.5 1.66±0.11d 

碱溶蛋白 33.52±6.14b 24.81±0.29b 

残渣蛋白 50.99±2.02a 50.61±1.56a 

注：采用Dunc 不同字母表 据间有

显著 05

2.1 对黄 分布的

以进一步看到，相较于 TM 碱

溶性

白和盐溶性蛋白中，分子量约

；此外，

TM

an’s法，a~d 示同一列数

性差异（p<0. ）。 

.4  富硒 粉虫蛋白 影响 
从图 2 可 TM，Se-
蛋白中，分子量在75 ku左右的条带变浅，约50 ku

的条带加深；水溶性蛋

在 37 ku 左右（32~40 ku）的条带明显变深

盐溶蛋白中 27 ku 处的条带，在 Se-TM 盐溶蛋白

中不存在，新出现一条 20 ku 分子量对应的条带；

Se-TM与TM醇溶蛋白的SDS-PAGE电泳条带变化不

明显，进一步说明硒的加入可能影响了黄粉虫体内蛋

白质的合成代谢，导致蛋白种类分布的改变。 

 
图2 Se-TM和 TM中四种可溶性蛋白的SDS-PAGE电泳图 

Fig.2 SDS-PAGE image of four soluble proteins in Se-TM and 

白进行归纳分析，Se-TM 的蛋白条带分布主要

发生

后，对其不同溶

白的含量、硒含

量如

不溶

 cont

富硒样品 

TM 

通过比对黄粉虫蛋白数据库，对其四种可溶性蛋

与TM
变化的分子量为：75 ku、50 ku 和 37 ku（32~40 

ku）；变化条带对应的蛋白分别可能为原肌球蛋白

1，α-淀粉酶，精氨酸激酶和原肌球蛋白 2；其中，α-
淀粉酶、精氨酸激酶是文献报道过的黄粉虫体内含有

的过敏原，在加热或水解处理后可显著降低其致敏性
[14]，而酶解过程包括了高温灭酶和蛋白的水解，因

此，考虑到直接对黄粉虫蛋白进行利用的安全性，选

择对富硒黄粉虫蛋白酶解得到的产物多肽进行下一步

的研究。 

2.2  Se-TM 蛋白含量及硒含量 

富硒黄粉虫经过粉碎、脱油处理

解性的蛋白进行分步依次提取，各蛋

表 7 所示。 
组分蛋白含量及硒含量 

ent in Se-enriched T. m

表7 Se-TM可溶组分和

Table 7 Protein content and selenium olitor (Se-TM) 

硒含量 蛋白含量 

mg/g g % μg/kg μg % 

40 g 脱脂虫粉 736.09±13.45  100 573.32±24.89  100 29.44±0.54 22.93±1.00

水溶蛋白 142 .25 5.68 .45c 19.2 .53c 630  3.69 c 16.1 .14c 

2.4 d 2.7 d 

3  

.02±11 ±0 9±1 .33±83.55 ±0.49 1±2

盐溶蛋白 17.89±2.51 0.72±0.1d 3±0.34 877.51±99.80 0.63±0.07d 6±0.31

醇溶蛋白 12.20±0.84 0.49±0.03d 1.66±0.11d 371.39±69.14 0.18±0.03d 0.79±0.15e 

碱溶蛋白 182.64±2.13 7.31±0.09b 24.81±0.29b 835.04±72.89 6.10±0.53b 26.62±2.32b 

残渣 72.53±11.45 14.74±0.23a 50.61±1.56a 725.51±62.74 10.69±0.92a 46.63±4.03a

注： n’s 法， 表 间 （p<

由表 7 显示， 粉 含量

高达

可溶

为水 1 ），

总硒的 16.11%；盐溶性和醇溶性组

采用 Dunca a~d 不同字母 示同一列数据 有显著性差异 0.05）。 

数据 Se-TM 脱脂虫 中总蛋白

736.09 mg/g，Se 含量为 573.32 μg/kg。Se-TM 的 19.29%，硒含量占

性蛋白中以碱溶性蛋白为主，占总蛋白的

24.81%，硒含量为 835.04 μg/kg，占总硒的 26.62%；

分中蛋白含量及其硒含量所占比率均较低；可溶蛋白

组分中的硒含量占总硒的 46.28%，占有机硒的

其次 溶性蛋白（ 42.02 mg/g 占总蛋白的
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硒茶叶[2]、富硒灵芝[3]和富硒螺旋藻[1]

进行

 

过 40 目筛后的脱

、胰蛋白酶、风味

虫粉蛋白，加入

相同

50.55%；此外，有 50.61%的蛋白存在于残渣中未能溶

出，相应的有 46.63%的硒存在于残渣中，硒含量达

725.51 μg/kg。 
硒的分布情况为：残渣>碱溶蛋白>水溶蛋白>盐

溶蛋白>醇溶蛋白，与蛋白含量的分布趋势一致，说

明硒在富硒黄粉虫中的分布与其蛋白的分布有一定相

关性；前人对富

研究，发现其中硒主要以含硒蛋白形式存在，与

本实验的结论相符。可溶和不溶组分中的蛋白质量之

和占总蛋白的 98.80%，测定的硒含量之和占总硒的

92.91%，实验操作可能导致部分硒在蛋白提取、处理

及硒的测定前处理过程中损失掉，除了与蛋白结合，

有部分硒可能与其他生物分子结合，如多糖和核酸等

生物大分子[2]。 
考虑到有一半以上的蛋白及硒仍存在于残渣中，

为了最大限度的获得富硒多肽，之后的实验直接对过

40 目筛后的脱脂虫粉进行酶解。 

2.3  富硒黄粉虫蛋白的酶解

通过前期的实验探索发现富硒黄粉虫中大量硒存

在于不溶性组分中，因此这里直接对

脂虫粉进行酶解。选用碱性蛋白酶

蛋白酶和中性蛋白酶酶解 Se-TM 脱脂

活力酶量，在各自最适条件下酶解 2 h，分别得到

含硒多肽 Se-TMP-J 、 Se-TMP-Y 、 Se-TMP-F 和

Se-TMP-Z，对酶解产物进行硒含量的测定。 

 
图3 不同蛋白酶处理的水解度 

Fig.3 Degree of hydrolysis by four protease treatments of 

Se-TM 

从图 3 可知，在酶解时间内，不同的蛋白酶酶解

相同时间对底 依次为：碱

性

碱性蛋白酶在水解各时 对底物的水解程度均

大于其他三

氨基

酸的

物的水解度不同，水解效率

蛋白酶>中性蛋白酶>风味蛋白酶>胰蛋白酶，其中

间段内，

种酶，在酶解 60 min 即可达到近 20%水解

度，此后水解度随时间变化逐渐减慢，水解至 13 h 后

达到 30%水解度（因时间太久图中未作出）。 

从图 4 可以看出，酶解相同的时间，不同蛋白酶

水解得到的含硒多肽的硒含量有显著性差异

（p<0.05），依次为 Se-TMP-J>Se-TMP-Y>Se-TMP-F> 
Se-TMP-Z。其中，碱性蛋白酶的酶切位点为疏水

C 末端，胰蛋白酶主要作用于精氨酸和赖氨酸，

风味蛋白酶和中性蛋白酶是非特异性酶，没有特定识

别的酶切位点，除了风味蛋白酶的作为类型为内切+
外切，其余三种蛋白酶均为内切酶。可能是由于有机

硒在生物体中主要以硒代蛋氨酸（SeMet）和硒代半

胱氨酸（SeCys）的硒代氨基酸形式存在，而四种蛋

白酶的作用方式、酶切位点不同，导致切下的可溶性

肽段中，含有的SeMet和SeCys的比例组成不同所致。 

 
图4 不同蛋白酶处理后的含硒多肽硒含量 

Fig.4 Selenium content of Se-TMP-J, Se-TMP-Y, Se-TMP-F, 

and Se-TMP-Z 

注：a~d 不同小写字母表示组间有显著性差异（p<0.05）。 

 
图5 不同水解度含硒多肽的硒含量 

Fig.5 Selenium content of Se-TMP with different DHs 

注：不同小写字母表示组间有显著性差异（p<0.05），相

同小字母表示无显著性差异。 

从图 5 间得到不

同水 水

解度

可能是因为在碱性蛋白酶

作用

可知，用碱性蛋白酶酶解不同时

解度的含硒多肽，在水解度达到 20%之前，随

的增加硒含量逐渐增加，水解度达到 20%之后，

硒含量没有显著性的差异。

下，Se-TM 的蛋白中含硒氨基酸所在肽段主要在

水解的前期被酶切下来，当水解度达 20%，含硒氨基

酸已较充分酶切出来。 
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由此，以经碱性蛋白酶酶解至水解度 20%的虫粉

蛋白水解多肽为原料，来进行后续的富硒前后活性对

比试验。 

2.4  富硒对黄粉虫水解多肽抗氧化活性的影

响 

59 

红细胞氧化模型是通过添加抗氧化剂来抑制自由

发的红细胞损伤，测定反应终体系中溶血抑制率

简单，是建立抗氧化评价方

法的

2.4.1  Se-TMP和TMP对AAPH诱导的红细胞

溶血的保护作用对比 

基诱

来评价保护剂细胞内抗氧化活性的一种方法，由于其

氧化响应灵敏，代谢机制

理想模型[18]。 

 
图6 Se-TMP对红细胞溶血的抑制作用 

Fig.6 Inhibitory effects of Se-TMP on AAPH-induced 

erythrocyte hemolysis 

注：a~h 不同小写字母表示组间有显著性差异（p<0.05）。

图6中 92.89%，

Se-T 组；

通过差异显著性分 Se-TMP 自身对

红细

由于

血的保护

作用

 

，正常细胞组红细胞溶血抑制率为

MP 毒性实验组的抑制率为 90.56%，接近正常

析（p<0.5），显示

胞溶血有一定影响，但不显著（p>0.05），可能是

样品为粗多肽，未经纯化，含有酶解过程带入的

杂质而对红细胞造成影响；AAPH 损伤组的红细胞溶

血抑制率为 27.77%，经不同浓度 Se-TMP 保护，AAPH
引发的红细胞溶血情况得到了不同程度的抑制，抑制

率与样品浓度间成正相关关系。在低浓度和中浓度区

间，不同浓度 Se-TMP 对红细胞溶血的保护效果差异

显著（p<0.05），高浓度区间的样品对红细胞的保护作

用无显著性差异（p>0.05）；即样品浓度由 0.2 mg/mL
升至 2 mg/mL，对红细胞溶血的抑制率由 45.58%提高

到 84.03%，继续增大样品浓度达到 3 mg/mL，对细胞

的溶血抑制率为 88.32%；经差异分析显示，在对红细

胞溶血抑制率的表现上，浓度为 2 mg/mL 与 3 mg/mL
的样品保护组间无显著性差异（p>0.05）。 

进一步对比 Se-TMP 与 TMP 对 AAPH 诱导红细

胞溶血的保护作用，如图 7 所示，各浓度下的 Se-TMP
与 TMP 均能显著减小红细胞的溶血率；在样品浓度

达 3 mg/mL 前，Se-TMP 与 MP 对红细胞溶

表现出了显著性差异（p<0.05）；当样品浓度达到

3 mg/mL，富硒组与普通组样品对红细胞的保护作用

的差异不再显著（p>0.05），抑制率分别为 88.32%和

86.10%。说明 Se-TMP 与 TMP 均能有效的保护受

AAPH 诱导损伤的人血红细胞，且在 0.2~2 mg/mL 浓

度下，Se-TMP 的保护作用显著高于 TMP。 

 
图7 Se-TMP和 TMP对红细胞溶血抑制率的对比 

Fig.7 Comparison of inhibitory effects between Se-TMP and 

TMP on AAPH-induced erythrocyte hemolysis 

注：差异分析对象为各浓度下，正常组、损伤组、富硒

多肽（ 率的

差

2.4.2 保护

作用

Se-TMP）和未富硒多肽（TMP）对红细胞溶血抑制

异（p<0.05）。 

 Se-TMP与TMP对人血红细胞膜的

对比 

 
图8 不同浓度Se-TMP保护下AAPH氧化损伤红细胞内MDA变化 

Fig.8 Changes in MDA content in AAPH-induced oxidative 

damaged red blood cells under protections of Se-TMP at 

different concentrations 

胞 质

过氧化反应，细 加，并且与膜

蛋白

注：a~f 不同小写字母表示组间有显著性差异（p<0.05）。 

AAPH 引发的自由基链式反应开始后，迅速进攻

膜中的不饱和脂肪酸（LH），诱导磷脂层发生脂

胞内 MDA 含量随之增

游离氨基交联，逐步氧化改变细胞膜的结构[19]。 
图 8 显示，较正常对照组的 8.35 nmol/mg，AAPH
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损伤组 MDA 含量显著增高至 24.14 nmol/mg，而在不

同浓度（0.2~3 mg/mL）Se-TMP 保护下，MDA 的含

量则由 18.48 nmol/mg 不断下降至 9.80 nmol/mg，接近

60 

正常对照组。 

 
图9 不同浓度Se-TMP、TMP保护下的AAPH氧化损伤红细胞内

MDA对比 

Fig.9 Comparison of the MDA content in AAPH-induced 

oxidative damaged red blood cells under protection of Se-TMP

注：差异分析对象为各浓度下，Se-TMP、TMP保护下与

损伤

损伤的红细胞内 MDA 况，结果如图 9，表

明在

生趋

势与

 

and TMP 

组氧化损伤红细胞内MDA含量差异（p<0.05）。 

进一步对比 Se-TMP 与 TMP 保护下 AAPH 氧化

的产生情

实验的各浓度下，Se-TMP 保护下的受损红细胞

内产生的 MDA 均低于 TMP 保护组，MDA 的产

红细胞溶血抑制率结果相似，说明 Se-TMP 与

TMP 均能一定程度保护人血红细胞膜免受自由基的

氧化攻击，减少细胞内 MDA 的产生；0.2~1 mg/mL
浓度范围内，Se-TMP 的保护作用显著高于 TMP。 

 

  
图10 几种不同处理的人血红细胞电镜图 

Fig.10 Scanning electron micrographs of human red blood cells 

with different treatments 

注：a表示正常人血红细胞；b表示AAPH损伤红细胞；

表示TMP ；d表示

图 10a 为正 的形态，呈双

面凹

P 保护下

的损

一定程度提高 TMP 对人血红细胞

膜的

进行酶解获得含硒多肽 Se-TMP，
Se-TMP对AAPH 诱导的细胞氧化溶血的

而评估其抗氧化活性。结果显示，富硒

黄粉

c

（2 mg/mL）保护下的AAPH损伤红细胞

Se-TMP（2 mg/mL）保护下的AAPH损伤红细胞。 

常红细胞在扫描电镜下

的圆饼状，中间薄，边缘厚，表面平滑。图 10b
为 AAPH 损伤处理后的细胞，细胞膜皱缩、棘突明显，

呈星芒状。图 10c、10d 分别为 TMP、Se-TM
伤红细胞，两图中的红细胞仍呈中间凹陷的圆饼

状，基本形态均得以保持；此外，TMP 保护组的红细

胞表面略有皱缩，边缘有棘突趋势，而 Se-TMP 保护

组的细胞膜表面略有皱缩，无棘突趋势，十分接近正

常红细胞形态。 
MDA 测定和扫描电镜结果表明，Se-TMP 和TMP

均可保护人血红细胞膜免受自由基的氧化攻击；同样

浓度下，Se-TMP对红细胞膜的保护效果较TMP更好，

说明硒的加入可以

保护作用。 

3  结论 

本文讨论了富硒黄粉虫体内蛋白及硒含量的变化

情况，并对其蛋白

进一步研究

抑制情况，从

虫的蛋白含量较未富硒虫粉高，而其油脂所占比

例降低，分子量对应 75 ku 和 37 ku 的蛋白电泳条带在

富硒后变深，对应的蛋白分别可能为原肌球蛋白 1 和

精氨酸激酶，其中精氨酸激酶是文献报道过的黄粉虫

体内的过敏原，在加热或水解处理后可降低其致敏性
[20]，因此对富硒黄粉虫蛋白进行酶解制成含硒多肽能

更好的对其进行利用。经过富硒培养，黄粉虫能有效

的将无机硒生物转换为有机形态，大大提高了有机硒

在总硒含量中的比例。经碱性蛋白酶酶解制成的水解

度为 20%的 Se-TMP 和 TMP，均表现出较强细胞抗氧

化活性，同浓度下 Se-TMP 的活性明显高于 TMP，其

保护机理可能是：通过直接清除AAPH引发的自由基，

以减少细胞膜收到的氧化进攻[21]，也可能是在细胞膜

周围形成一层保护膜阻断自由基对细胞膜的进攻途径
[22]，具体机理仍需进一步实验探索。此前，已有人对

富硒螺旋藻、富硒茶叶、富硒灵芝和富硒花生[1~4]等植

物进行硒蛋白、含硒多肽的制备及研究，但以动物蛋

白作为富硒对象的研究仍很少见。相较于植物蛋白，

动物蛋白更易被人体消化吸收，其蛋白质种类和结构

更接近人体的蛋白结构和数量，有着植物蛋白不能替

代的营养价值，本实验为以动物蛋白为原料进行有机

硒的富集及对其含硒活性多肽的研究提供实验依据。 
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