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牦牛乳酪蛋白酶解产物清除 DPPH 自由基活性分析 
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（中国农业大学食品科学与营养工程学院，教育部－北京市功能乳品重点实验室，北京 100083） 

摘要：以牦牛（Bos grunniens）乳酪蛋白为原料，用胃蛋白酶、胰蛋白酶、碱性蛋白酶、木瓜蛋白酶和风味蛋白酶制备酪蛋白

酶解产物，分别测定其 DPPH 自由基清除活力，发现碱性蛋白酶酶解产物的清除活力显著高于其他酶解产物（p＜0.05）。测定不同水

解时间点酪蛋白酶解产物的 DPPH 自由基清除活力，发现第 7 h 酶解产物的清除活力显著高于其它水解时间点的样品（p＜0.05）。还

分析了碱性蛋白酶 7 h 酶解产物的理化指标，发现其水解度、三氯乙酸氮溶解指数和蛋白质回收率均较高，表明此时大部分酪蛋白已

降解，且酶解产物中短肽段的含量较高，用碱性蛋白酶制备具有 DPPH 自由基清除能力的酪蛋白酶解产物时得率较高，而其氨基氮

含量相对较低，适宜作为保健食品功能性基料。 
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Abstract: The DPPH radical scavenging activity of enzymatic hydrolysate of yak casein by different enzymes was studied. It was found 

that hydrolysates catalyzed by Alcalase showed the highest scavenging effect (p<0.05). Its scavenging effect varied with the hydrolysis time. 

When the hydrolysis time was 7 h, the obtained hydrolysate had the highest antioxidation property (p<0.05).Besides，the hydrolysis degree, 

TCA-soluble nitrogen index, short chain peptide content and protein recovery rate of casein hydrolysate by Alcalase for 7 h were very high, 

indicating a degradation of the most yak casein. In addition, the amino acid content of this hydrolysate was much lower than 15%. 
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生物体过量的自由基会引起蛋白质氧化、DNA 损

伤和脂类过氧化[1]，导致衰老、肿瘤、心脑血管疾病

等[2]。因此，寻找阻断自由基反应的高效安全抗氧化

剂显得格外重要。目前，食品中多添加化学合成抗氧

化剂 BHA、BHT 等，其具有致畸、致癌等毒副作用[3]。

因此，非常有必要从天然化合物中寻找更加安全的抗

氧化剂。肽类抗氧化剂在体内可以消化吸收、兼具营

养和保健特性、作用温和、没有毒副作用，因此肽类

抗氧化剂的研发十分必要。 
许多蛋白酶解产物中均含有抗氧化活性组分。蛋

白质高级结构不利于活性位点与自由基的接触，经酶

解作用释放出具有抗氧化活性的小分子肽和游离氨基 
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酸[4]。大豆蛋白水解产物可以抑制亚油酸氧化[5]，抗氧

化能力取决于其氨基酸组成和序列[6]。随着水解时间

的延长，鲭鱼蛋白酶解产物清除 DPPH 自由基的能力

提高[7]。酪蛋白胰蛋白酶酶解产物通过抑制脂肪氧合

酶和过氧化自由基的活性抑制亚油酸氧化[8,9]。邱隽等

（2002）报道乳蛋白活性肽可以延长果蝇寿命、降低

大鼠血清丙二醛（MDA）含量、延缓衰老[10]。本研究

旨在解析酪蛋白酶解产物水解度与酶解产物清除

DPPH 自由基活性的关系，确定适宜的水解时间，并

对活性酶解产物的理化特性进行分析，旨在为乳蛋白

抗氧化保健品的研发提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料与仪器 
牦牛（Bos grunniens）乳酪蛋白（兰州同健生物

科技股份有限公司），胃蛋白酶（EC.3.4.23.1，比活力
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为 1:10000，Sigma）；胰蛋白酶（EC.3.4.21.4，比活力

为 1:250，Gibco-BRL，活力为 2~4 U/mg，Sigma）；
木瓜蛋白酶（EC.3.4.22.21，活力为 6000 U/mg，德国

进口分装）；碱性蛋白酶（3500 U/mg）和风味蛋白酶

（5000 U/mg）均为 Novozymes 公司生产；DPPH（购

自 Sigma 公司）。 
恒温箱（天津市中环实验电炉公司）；FD-1 冷冻

干燥机（北京博医康技术公司）；79-3 型磁力恒温搅

拌器（上海市上海县曹行无线电元件厂）；PH S-3C 型

酸度计（上海虹益仪器厂）Ultrospec 3000型UV/Visible
分光光度计（Pharmacia-Biotech）；电子恒温水浴箱（北

京医疗设备厂）；万分之一电子天平（岛津）。 
1.2  试验方法 
1.2.1  酪蛋白酶解产物的制备 

用胃蛋白酶（pepsin）、胰蛋白酶（trypsin）、碱

性蛋白酶（alcalase）、风味蛋白酶（flavorzyme）和

木瓜蛋白酶（papain），按照表 1 所列条件分别酶解酪

蛋白，制备酪蛋白酶解产物。 
表1 蛋白酶水解的反应条件 

Table 1 Reaction conditions of the enzymatic hydrolysis of 

yakcasein 

蛋白酶 温度/℃ pH 酶/底物比/(U/g 酪蛋白) 

胰蛋白酶 40 7.5 5000 

碱性蛋白酶 60 8.0 2800 

胃蛋白酶 37 2.0 12500 

木瓜蛋白酶 65 7.0 1800 
风味蛋白酶 45 6.5 600 

1.2.2  DPPH 自由基的清除能力[11] 
将1.5 mL质量浓度为2.5 mg/mL酪蛋白酶解产物

溶液与等量的 DPPH（2×10-4 mol/L，乙醇溶解）溶液

均匀的混合，室温下避光静置 30 min 在 517 nm 下测

定 OD 值。DPPH 自由基清除率用下式计算： 

%100
Ao

AeAo% ×
−

=）自由基清除率（DPPH  

其中 Ao 为没有肽段的反应管的 OD 值，Ae 是含有肽段

的反应管的 OD 值。 

1.2.3  水解度的测定 
水解度（DH）等于断裂肽键的数目与总肽键数目

之比[12]，计算公式为： 

( ) 1 1% 1 0 0N a O H
N a O H

to t

ND H V
M p hα

= × × × ×
 

式中，VNaOH 为水解过程中用去的 NaOH（mL）；Mp 为

水解底物的总蛋白质含量（g）；NNaOH为 NaOH 的摩尔浓度；

htot 为每克蛋白质中肽键的克当量；α为 α-氨基的解离度。 

1.2.4  氨基氮含量的测定[13] 
采用甲醛滴定法，即取 10 mL 酶解液，加入 30 mL

蒸馏水，搅拌均匀，用 0.1 M 的 NaOH 调节 pH 至 8.2，
加入 20 mL 中性甲醛，然后用 0.1 M NaOH 调节 pH
至 9.2，记录所用 NaOH 溶液的体积。每个样品设 3
次重复。 

V
VVN

mLmg NaOH 008.14)(
)( 011 ×−×
=⋅ −氨基酸含量  

式中，V 为酶解液体积（mL）；V1为样品滴定所用 NaOH

的体积（mL）；V0为空白滴定所用 NaOH 的体积（mL）；NNaOH

为 NaOH 的摩尔浓度。 
1.2.5  三氯乙酸氮溶解指数（TCA-NSI）的测定[14] 

取 10 mL 酶解液于小烧杯中，加入 10 mL 三氯乙

酸（TCA），放置 30 min，于 4000 r/min 下离心 10 min，
取上清液用凯氏定氮法测定可溶性氮含量，计算酶解

产物的三氯乙酸氮溶解指数。 

100% ×=−
）量（前蛋白水解物中的总氮加入

）可溶性氮（
）（

gTCA

gTCA
NSITCA  

1.2.6  蛋白回收率（NR）的测定[15] 
调节酶解液至 pH4.6，沉淀未被分解的蛋白质，

未被沉淀的部分即为酸溶性多肽。计量酶解离心后上

清液的总体积，取 5 mL 蛋白酶解液，用凯氏定氮法

测出上清液中的蛋白质含量，即可以计算出蛋白质回

收率，又称为酸溶性多肽得率。 

2  结果与分析 

2.1  不同蛋白酶酶解产物的 DPPH 自由基清除活性

的比较 
测定酪蛋白的胃蛋白酶、胰蛋白酶、碱性蛋白酶、

风味蛋白酶和木瓜蛋白酶酶解产物清除DPPH自由基

的活力，结果如图 1 所示。 

 
图1 牦牛乳酪蛋白酶解产物的DPPH自由基清除活性 

Fig.1 Effect of the enzymes on the DPPH radicals scavenging 

activity of casein hydrolysates 

图 1 显示酪蛋白的碱性蛋白酶酶解产物的 DPPH
自由基清除活性最强，显著高于其胃蛋白酶、胰蛋白

酶、木瓜蛋白酶和风味蛋白酶酶解产物（p＜0.05）。
因此，选用碱性蛋白酶（Alcalase）作为本研究中水解
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酪蛋白制备抗氧化肽的蛋白酶。 
2.2  不同水解时间点样品的 DPPH 自由清除活性 

用 Alcalase 水解牦牛乳酪蛋白，并于水解反应的

不同时间点取样，测定不同水解时间点样品的 DPPH
自由基清除活性，测定结果如图 2 所示。 

 

图 2 酪蛋白不同时间碱性蛋白酶解产物的DPPH自由基清除率 

Fig.2 Effect of the reaction time on the DPPH radicals 

scavenging activity of casein hydrolysates by alcalase 

图 2 显示酪蛋白本身所具有的 DPPH 清除活性很

低，随着酶解时间的延长，酶解产物的 DPPH 自由基

清除活性逐渐升高，当水解时间为 7 h 时，所得酶解

产物对 DPPH 自由基清除活性最强，显著高于其它酶

解产物的活性（p<0.05）。 
2.3  活性酶解产物特性分析 

以上结果表明用碱性蛋白酶酶解酪蛋白 7 h 获得

的酶解产物的 DPPH 自由基清除活性最高，分析其水

解度、氨基氮含量、三氯乙酸氮溶解指数和蛋白质回

收率，测定结果如表 2 所示。 
表2 酪蛋白碱性蛋白酶7 h酶解产物的特性 

Table 2 Characteristics of casein hydrolysates catalzyed by 

alcalase for 7 hours 

水解度/% 氨基氮含量/% 
三氯乙酸氮溶

解指数/% 

蛋白质回收

率/% 
21.56±0.24 4.19±0.009 84.11±0.56 83.37±0.55

表 2 显示用碱性蛋白酶酶解酪蛋白 7 h 时获得的

酶解产物的水解度、三氯乙酸氮溶解指数和蛋白质回

收率均较高，表明酶解 7 h 时大部分酪蛋白已降解，

且酶解产物中短肽段的含量较高，用碱性蛋白酶制备

酪蛋白 DPPH 自由基清除产物时得率较高。酶解产物

的氨基氮含量为（4.19±0.009）%，表明蛋白水解物中

游离氨基酸的相对含量较低，适宜作为保健食品功能

性基料。 

3  结论 

 
 

（1）牦牛乳酪蛋白碱性蛋白酶酶解产物的 DPPH
自由基清除活力显著其胃蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋

白酶和风味蛋白酶酶解产物（p＜0.05）。 
（2）不同水解时间点酪蛋白酶解产物的 DPPH

自由基清除活力不同，水解 7 h 获得的酶解产物的清

除活力显著高于其它水解时间点的样品（p＜0.05）。 
（3）水解 7 h 获得的碱性蛋白酶酶解产物的水解

度、三氯乙酸氮溶解指数和蛋白质回收率均较高，表

明此时大部分酪蛋白已降解，且酶解产物中短肽段的

含量较高，而其氨基氮含量相对较低，适宜作为保健

食品功能性基料。 
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