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酶辅助提取人参-五味子复合蛋白酶解物的

理化性质和抗氧化活性

史佳琳1，张涵1，王海东1，周泓妍1，张红印1，衣春光1*，严铭铭1,2*

（1.长春中医药大学东北亚中医药研究院，吉林长春 130117）

（2.吉林省中药保健食品科技创新中心，吉林长春 130117）

摘要：以人参、五味子为研究对象，采用酶辅助提取法制备人参蛋白酶解产物（Panax ginseng Protein 

Hydrolysates, PGPH）、五味子蛋白酶解产物（Schisandrae chinensis Protein Hydrolysates, SCPH）、单混合蛋白酶解产

物（Single Mixed Protein Hydrolysates, SMPH）和共提取复合蛋白酶解产物（Co-extraction of Protein Hydrolysates，

COPH），对其理化性质和体外抗氧化活性进行研究，并评估 H2O2 诱导的 HepG2 细胞氧化损伤后的修复效果。研

究显示，紫外吸收光谱中四种蛋白酶解产物在 280 nm 处均有蛋白特征峰，红外吸收光谱中检测出二级结构的差异，

与其他蛋白酶解产物相比，COPH 电泳在 18、31 ku 处出现新条带，并且 COPH 具有良好的 1,1- 二苯基 -2- 三硝基

苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH）清除能力、2,2- 联氮 - 二 (3- 乙基 - 苯并噻唑 -6- 磺酸 ) 二铵盐［2,2’-azino-

bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), ABTS］和羟基自由基清除能力，分别为 86.62%、48.05% 和 95.96%，同时

还原能力为 13.57%。此外，COPH 可有效修复细胞氧化应激损伤，降低胞内活性氧水平。综上，该研究从大分子化

合物的角度分析人参 - 五味子药对复合蛋白酶解产物理化性质及体外抗氧化活性，为抗氧化功能性食品或保健食品

工业的开发与应用提供关于其抗氧化性能的参考依据。
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蛋白质作为人体不可或缺的六大营养素之一，

被誉为人体生命活动的承担者，对人体健康具有至

关重要的作用 [1] 。同时，植物蛋白质是人类饮食的

重要组成部分，拥有诸多有益于健康的生理功能，

如降低胆固醇、抗氧化，可预防与饮食相关的慢性

疾病，包括糖尿病、心血管疾病、肥胖症等 [2] 。众

多学者目前正致力于研究黄芪、山药、枸杞等中药

材中所含的植物蛋白，他们的研究成果显示，这些

中药植物蛋白普遍展现出抗氧化、抗过敏、抗糖尿

病以及抗癌等多重生物活性功能。

近年来，全球人口增长伴随各国减排目标，引

发了蛋白质资源短缺问题，加之现有蛋白质资源在

营养与生物活性上的不足，已成为全球性挑战。为

应对此困境，提高现有蛋白质资源的利用效率、主

动探寻新的蛋白质来源、并创新提升复合蛋白的营

养价值，成为缓解蛋白质资源紧张的有效策略。因

此，复合蛋白的研究开发变得尤为重要。复合蛋白

是指两种或更多种简单蛋白的组合，避免单一蛋白

资源的短缺和营养价值及生物活性的不完善。任广

旭等
 [3] 的研究揭示，乳清蛋白与大豆蛋白结合形成

的复合蛋白体系，凭借出色的消化性能，有助于确

保血液中必需氨基酸的持续供应，进而推动肌肉蛋

白的合成过程。此外，Tian 等 [4] 采用等电点共沉淀

技术制备大豆 - 小麦复合蛋白，结果表明，大豆和

小麦经共沉淀处理后形成了一种新型的复合蛋白结

构，其核心结构更加紧密，功能特性更加优异。目前，

国内外大多数学者对于复合蛋白的研究主要集中在

动物 - 植物的天然优质动植物蛋白而植物 - 植物天

然活性复合蛋白研究较少 [5,6] 。

本课题组前期研究发现 ，人参蛋白和五味子蛋

白均具有抗氧化、抗疲劳、抗衰老、提升免疫等功

效 [7,8] 。人参 -五味子为临床经典配伍药对，源于《千

金药方》中的“生脉散”。人参能够强健脾胃与肺

气，同时具有恢复脉象、稳固脱症的作用；五味子

则能收敛肺气、止汗，并能生津解渴，它还具备益

气生津、恢复脉象的功效。人参 - 五味子药对本身

就具有优良的生物活性，但现有的研究往往仅针对

人参 -五味子药对的小分子类成分研究 [9,10] ，对配伍

药对中蛋白类大分子化合物的研究尚为空白。因此

本研究应用酶辅助提取法将人参、五味子两种蛋白

进行单混与共提，构建人参 - 五味子复合蛋白酶解

产物混合体系。研究人参 - 五味子单一、混合及共

提取体系的理化特性与抗氧化活性，旨在为这两种

中药复合蛋白在抗氧化功能性食品及健康产品开发

中的应用提供理论支撑，并为进一步揭示其抗氧化

活性调控机制奠定基础。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

人参、北五味子药材，购于吉林省长春中医

药大学附属医院，经长春中医药大学姜大成教授

鉴定为五加科植物人参（Panaxginseng C.A.Mey.）
的干燥根和根茎和木兰科植物五味子（Schisandra 
chinensis (Turcz.) Baill）干燥成熟的果实；蛋白质分

子量标准、Folin- 酚试剂、邻啡罗啉（邻二氮菲）、

1,1-二苯基 -2-苦基肼（1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl 
radical, DPPH）、2,2- 联氮 - 双（3- 乙基苯并噻唑

啉 -6- 磺酸）二胺盐 ABTS（Diammonium Salt）、维

生素 C，北京索莱宝科技有限公司；γ- 半胱氨酰甘

Abstract: Panax ginseng and Schisandra chinensis (Wuweizi) were used to prepare protein hydrolysates through 

enzyme-assisted extraction. The physicochemical properties and in vitro antioxidant activity of P. ginseng protein 

hydrolysates, S. chinensis protein hydrolysates, single mixed protein hydrolysates, and co-extracted protein hydrolysates 

(COPH) were evaluated, along with their respective effects on hydrogen peroxide-induced oxidative damage in HepG2 cells. 

All hydrolysates showed characteristic absorption peaks at 280 nm, and distinct differences in secondary structure were 

observed in the infrared spectra. COPH exhibited new bands at 18 and 31 kDa during electrophoresis and demonstrated 

strong radical scavenging activity with 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, 2, 2-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), 

and hydroxy radicals, as well as a ferric reducing ability of 13.57%. Additionally, COPH reduced reactive oxygen species 

in cells, alleviating oxidative stress. These findings suggest that P. ginseng-S. chinensis composite protein hydrolysates may 

have potential applications in antioxidant functional foods or dietary supplements.

Key words: protein hydrolysate; physicochemical properties; free radical scavenging; oxidative stress; HepG2 cells
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氨酸，上海麦克林生化科技股份有限公司；碱性蛋

白酶（100 U/mg），上海源叶生物科技有限公司，

Bradford 蛋白质定量试剂盒，天根生化科技有限公

司；增强型 CCK-8 试剂盒（Enhanced Cell Counting 
Kit-8）、PBS，北京博奥森生物技术有限公司；人肝

癌细胞 HepG2、MEM 培养基，武汉普诺赛生命科

技有限公司；胎牛血清、胰酶，美国 Gibco 有限公司；

Tris-Tricine-SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒，北京索莱

宝科技有限公司。

1.2 仪器与设备

Infinite M200 PRO 酶 标 仪， 瑞 士 TECAN 公

司；MS303S 千分之一分析天平、AL204 万分之一

分析天平、AB135-S 十万分之一分析天平、S220-
K-CN 标准型 pH 计，梅特勒 - 托利多仪器有限公

司；Mini-PROTEAN Tetra Cell 蛋白电泳仪，美国

Bio-rad 公司；UV-3600i Plus 紫外可见分光光度计，

IRAffinity-1s 傅里叶变换红外光谱仪，日本岛津仪

器有限公司；S82-2 磁力搅拌器，上海志威电器有

限公司；HH-6 数显恒温水浴锅，金坛市佳美仪器

有限公司；SCIENTZ-50F 真空冷冻干燥机，宁波新

芝冻干设备股份有限公司；Sorvall LYNX 高速离心

机，Invitrogen iBright FL 1000 凝胶成像仪，美国

Thermo Fisher 有限公司。

1.3 方法

1.3.1 样品制备

1.3.1.1 人参蛋白酶解产物与五味子蛋白酶解产物

的制备

各称取人参、五味子药材粉 30 g，按 1:20 料液

比加蒸馏水匀浆，调 pH 值为 9.0，温度为 55 ℃，加

入含有 1% 质量分数的碱性蛋白酶，匀浆提取 3 h，
并间隔半小时调 pH 值为 9.0，离心（8 000 r/min）
10 min，取上清，调 pH 值为 3.5，4 ℃下静置 2 h，
离心（8 000 r/min）10 min，弃上清，加蒸馏水使

沉淀复溶调 pH 值为中性，冷冻干燥为 PGPH 和

SCPH。

1.3.1.2 共提取蛋白酶解产物样品制备

将人参，五味子粉碎，按人参、五味子质量比 6:1
比例混合。操作方法同 1.3.1.1.1，制备 COPH。

1.3.1.3 单混合蛋白酶解产物样品制备

将冻干后的 PGPH 和 SCPH 按照 6:1 的比例混合，

加入蒸馏水，溶解，离心（8 000 r/min）10 min，取上清，

上清为 SMPH。

1.3.2 人参-五味子蛋白酶解产物最佳比例筛选

1.3.2.1 不同人参、五味子质量比蛋白酶解产物的

制备

将人参、五味子粉碎，选择 9 种人参、五味子

质量比（2:3、1:1、2:1、3:1、4:1、6:1、1:2、1:3、1:4、
1:6）进行混合，操作方法同 1.3.1.1，制备不同质量

比的人参 -五味子复合蛋白酶解产物。

1.3.2.2 蛋白含量比较 
采用考马斯亮蓝 Bradford 比色法测定 9 种不同

人参 - 五味子比例的蛋白酶解产物的蛋白含量。依

据文献 [11] 所述方法绘制标准曲线，并进行了调整。

稀释后的不同样品水溶液用上述方法测定，由标准

曲线求得其质量浓度。计算样品蛋白质的含量：

W = 
M1

M2
×100%                                              （1）

式中：

W——样品蛋白相对含量，% ；

M1——上清液蛋白质含量，mg ；

M2——不同样品中总蛋白含量，mg。

1.3.2.3 SDS-PAGE和Tris-Tricine-SDS-PAGE分析

将 9 种不同人参 - 五味子质量比的蛋白酶解

产物的样品溶液质量浓度配置为 5 mg/mL，参考文

献 [11] 的方法进行 SDS-PAGE。Tricine-SDS-PAGE 采

用试剂盒说明书的方法，进行 Tricine-SDS-PAGE。
以评价不同人参 - 五味子质量比蛋白酶解产物的

SDS-PAGE 和 Tris-Tricine-SDS-PAGE。
1.3.2.4 自由基清除能力比较 

采用国际公认的 DPPH· 及 ABTS· 清除试验，

评估五味子蛋白的 9 种酶解产物的自由基清除活性。

参考文献的方法 [11] 并稍作修改。 
1.3.2.5 还原能力比较

以铁离子还原能力作为评价指标，对 9 种人参 -

五味子质量比的蛋白酶解产物进行比较，参考文献

的方法 [11] 并稍作修改。

1.3.3 理化性质

1.3.3.1 SDS-PAGE 
制备质量浓度为 5 mg/mL PGPH、SCPH、SMPH、

COPH 样品，参考文献 [11] 的方法进行 SDS-PAGE。
1.3.3.2 Tricine-SDS-PAGE
  Tricine-SDS-PAGE 采用试剂盒说明书的方法，

进行 Tricine-SDS-PAGE。
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1.3.3.3 紫外吸收光谱

0.45 μm 微孔滤膜过滤 5 mg 溶解于 10 mL 蒸馏

水中的 PGPH、SCPH、SMPH、COPH，蒸馏水作

空白对照，200~800 nm 内紫外全波长扫描，280 nm
处观察 PGPH、SCPH、SMPH、COPH 吸收峰强弱。

1.3.3.4 傅立叶变换红外吸收光谱（FTIR）检测

准确称取 2 mg PGPH、SCPH、SMPH、COPH
与 200 mg KBr 混合碾磨，压片，红外吸收光谱分

辨率为 4 cm-1，扫描范围 500~4 000 cm-1，信号扫描

累加 32 次。

1.3.4 自由基清除能力

1.3.4.1 DPPH自由基

  参考文献的方法  [11] 并稍作修改，配置样品溶

液，在 517 nm 波长下测定吸光度，选用 Vc 和 GSH
作为阳性对照。设置样品对照组为 2 mL 甲醇替代

DPPH 溶液，空白对照组则以 2 mL 蒸馏水替换样品

溶液。通过以下公式计算其清除率：

D =
A1-A0

A2-A0
×100%                                             （2）

式中：

D——DPPH 自由基清除率，% ；

A0——空白对照组吸光度；

A1——样品组吸光度；

A2——样品对照组吸光度。

1.3.4.2 ABTS+自由基

参考文献的方法  [11] 并稍作修改，配置工作液，

于 4 ℃避光静置 12~16 h，后以 0.01 mol/L、pH 值 7.4
的 PBS 缓冲液稀释，确保 734 nm 处吸光度值位于

0.7±0.2 区间，设置为空白对照组。以 Vc 和 GSH
为阳性对照组，734 nm 处测定吸光度。通过以下公

式计算清除率：

A =
A0-A1

A0
×100%                                             （3）

式中：

  A——ABTS+
自由基清除率，% ；

A0——空白对照组吸光度；

A1——样品组吸光度。

1.3.4.3 羟基自由基

参考文献的方法 [11] 并稍作修改，以 Vc 和 GSH
为阳性对照组，1 mL 蒸馏水代替样品溶液设置

为空白对照组，1 mL 蒸馏水代替 0.025% 体积分

数 H2O2 溶液设置为样品对照组，依据以下公式

计算清除率：

O =
A1-A0

A2-A0
×100%                                             （4）

式中：

O——羟基自由基清除率，% ；

A0——空白对照组吸光度；

A1——样品组吸光度；

A2——样品对照组吸光度。

1.3.5 还原能力 
参考文献的方法 [11] 并稍作修改，配置样品溶液，

在 700 nm 波长下测定吸光度，使用蒸馏水进行空

白校正至零，并设立样品对照组，其中以 2.5 mL 蒸

馏水替代样品溶液。还原能力通过以下公式计算：

F = A1-A2                                                           （5）
式中：

  F——Fe3+
还原能力；

A1——样品组吸光度；

A2——样品对照组吸光度。

1.3.6 HepG2细胞氧化应激修复作用

1.3.6.1 HepG2细胞培养与分组

参考文献的方法 [12] 培养 HepG2 细胞，设置正

常对照组、模型组和实验组，采用浓度分别为 50、
100、200、400 µg/mL 的四种蛋白酶解产物干预 24 h。
1.3.6.2 对H2O2诱导HepG2细胞增殖率的影响

参考文献的方法 [12] 并稍作修改，按照 1.3.5.1 节

分组。运用 CCK-8 试剂盒测定细胞存活率，遵循

说明书指示测量吸光度值，细胞存活率计算如公

式所示：

S = 
A1

A2
×100%                                                （6）

式中：

S——细胞存活率，% ；

A1——样品组吸光度；

A2——样品对照组吸光度。

1.3.6.3 Calcein-AM/PI双色荧光凋亡染色

在 24 孔板内以每孔体积 0.5 mL、接种密度

为每毫升 1.0×105 个的对数生长期的 HepG2 细胞，

在 37 ℃、体积分数为 5% CO2 环境培养 24 h，用

H2O2 造模 2 h 后分别加入浓度为 50（低）、200（中）、

400（高）µg/mL 的四种蛋白酶解产物培养 24 h，使

用 PBS进行 2~3 次洗涤后，向每孔添加 500 µL 稀
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释的 Calcein-AM 溶液，在 37 ℃下孵育 20 min。
随后，用 PBS 洗涤 3 次，再加入 200 µL 稀释的

PI 溶液，于 37 ℃避光条件下孵育 5 min。最后，

用 PBS 洗涤 2~3 次，将样本置于荧光显微镜下进

行观察。

1.3.6.4 HepG2细胞中ROS水平测定

在 6 孔板内以每孔体积 2 mL、接种密度为每毫

升 1.0×105 个的对数生长期的 HepG2 细胞，置于

37 ℃、体积分数为 5% CO2 环境下培养，用 H2O2

造模 2 h 后分别加入质量浓度为 50（低）、200（中）、

400（高）µg/mL 的四种蛋白酶解产物培养 24 h，
向每孔加入浓度为 10 µmol/L 的 DCFH-DA 荧光探

针，在 37 ℃下避光反应 20 min。之后，使用预冷

的 PBS 对细胞进行 3 次洗涤，最后将样本置于荧光

显微镜下进行观察。

1.3.7 统计分析

所有上述试验均至少重复执行三次以确保数

据可靠性，所收集的数据利用 Origin 2021 及 Excel 
2021 软件进行统计分析，最终成果以平均值 ± 标

准差的形式呈现。

2  结果与分析

2.1 人参五味子配比最佳比例筛选

2.1.1 蛋白含量筛选

以牛血清蛋白质量为横轴，吸光度为纵轴，得

到标准曲线方程 Y=0.125 8X+0.497 5，R2=0.991 0。

结果表明，此方程具有良好的线性相关性。如图 1
可知，人参 - 五味子比例为 6:1 的相对含量最高，

质量分数达 36.96%，4:1 含量次之（质量分数达

35.53%），人参 - 五味子比例 1:3 的蛋白质含量最低

质量分数为 12.56%。

图 1 不同人参 - 五味子配比蛋白酶解产物的蛋白含量

Fig.1 Protein content of different ginseng-schisandra ratio 

protein hydrolysates

2.1.2 SDS-PAGE和Tris-Tricine-SDS-PAGE分析

不同人参 - 五味子配比的蛋白酶解产物条带如

图 2 所示，在相同浓度下人参 - 五味子比例为 4:1、
6:1、2:1 的亚基条带较深，说明其蛋白含量较高，

但在 Tris-Tricine-SDS-PAGE 中可以看到人参 - 五味

子比例为 6:1 的条带最深，由于在提取过程中加入

碱性蛋白酶会使其产生更多的低分子量的人参 - 五

味子复合蛋白酶解产物，因此可以看到人参 - 五味

子比例为 6:1 的蛋白酶解产物更好。

图 2 不同人参 - 五味子配比的蛋白酶解产物 SDS-PAGE 和 Tris-Tricine-SDS-PAGE

Fig.2 SDS-PAgE and tris-tricine-SDS-PAgE of protein hydrolysates with different ginseng-Schisandra ratio

注：M 为 Maker，a 为人参，b 为五味子，c 为 2:3，d 为 1:1，e 为 2:1，f 为 3:1，g 为 4:1，h 为 6:1，i 为 1:2，j 为 1:3，k 为 1:4，

l 为 1:6。
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2.1.3 人参-五味子不同比例的蛋白酶解产物的自

由基清除能力与还原能力的对比

图 3 不同人参 - 五味子配比的蛋白酶解产物的自由

基清除能力及还原能力

Fig.3 the free radical scavenging ability and reducing 

ability of protein hydrolysates with different ginseng-

schisandra ratios

由图 3a、3b 可知，9 种人参 - 五味子比例的蛋

白酶解产物均表现出一定的自由基清除能力。几种

配比的蛋白酶解产物的 DPPH 与 ABTS+ 自由基清除

能力随浓度的升高而升高，在质量浓度为 2.5 mg/mL
时达到最大，蛋白酶解产物在人参与五味子质量

比为 6:1 时，对 DPPH· 和 ABTS+· 的清除率相较于

其他比例更高，分别为 89.47% 和 60.88%，并且其

DPPH 自由基清除能力接近 Vc（91.84%），通过两

种自由基清除实验说明，人参五味子质量比 6:1 蛋

白酶解产物有着更好的 DPPH 与 ABTS+ 自由基清除

能力，而后选用四种比例（6:1、2:1、3:1、4:1）对

还原能力进行研究，如图 3c，结果表明，还原能力

与样品质量浓度呈正相关，随着质量浓度的升高而

变大，在质量浓度为 2.5 mg/mL 处最高，在四种比

例中人参 - 五味子 6:1 蛋白酶解产物的还原能力最

强（44.84%） ＞ 2:1（36.13%） ＞ 3:1（34.78%） ＞ 4:1
（34.49%）。综上，人参 - 五味子 6:1 蛋白酶解产物

有着更好的蛋白含量，自由基清除能力及还原能力，

因此采用人参 - 五味子 6:1 蛋白酶解产物作为人

参 - 五味子共提取蛋白（COPH）用于后续实验研

究，并且采用单混合蛋白（SMPH）作为对照，分

析比较两种混合方式对蛋白理化性质及生物活性的

影响。

2.2 理化性质

2.2.1 SDS-PAGE电泳分析

由图 4 可知，PGPH 在 25、16、13 ku 处有明

显条带，SCPH 条带颜色较浅，可能是因为 SCPH
的蛋白含量较低，SMPH 和 PGPH 的条带基本一致，

而 COPH 的条带在 31、18 ku 处出现新条带，可能

是共提取的方法来提取人参 -五味子蛋白酶解产物，

更能使人参蛋白酶解产物与五味子蛋白酶解产物更

好的混合，促进人参 - 五味子共提取蛋白酶解产物

的二硫键的断裂。

图 4 四种蛋白酶解产物 SDS-PAGE 和 Tris-Tricine-

SDS-PAGE

Fig.4 SDS-PAgE and tris-tricine-SDS-PAgE of 

four protein peptides

注：M 为 Maker，a 为 PGPH，b 为 SCPH，c 为 SMPH，

d 为 COPH。

2.2.2 紫外吸收光谱分析

如图 5 显示了 PGPH、SCPH、SMPH、COPH
的紫外吸收光谱，发现几种样品随吸收强度有所不

同，但最大吸收峰的位置并没有变化。共提取与单
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一蛋白酶解产物的紫外吸收强度差异，可能源于采

用了不同的提取溶剂，这改变了蛋白质的含量及其

螺旋结构。图示中，COPH 在 280 nm 波长下展现

出最强的紫外吸收，表明其富含酪氨酸（Try）、苯

丙氨酸（Phe）、色氨酸（Trp）等芳香族氨基酸。此

现象或许归因于共提取时蛋白质空间结构展开，使

得原本隐匿的内部疏水基团暴露，蛋白螺旋结构亦

随之延展，进而促使色氨酸、酪氨酸等显色基团由

疏水内部迁移至极性溶剂环境，增加了这些基团在

蛋白质表面的分布，从而增强了紫外吸收。相反，

SMPH 可能导致蛋白质分子折叠并聚集，减少了暴

露的发色基团数量，进而降低了紫外吸收强度。

图 5 四种蛋白酶解产物紫外吸收光谱

Fig.5 UV absorption spectra of four protein peptides

2.2.3 傅立叶变换红外吸收光谱（FT-IR）检测 

图 6 四种蛋白酶解产物红外吸收光谱

Fig.6 Infrared absorption spectra of four protein peptides

如图 6 所示，所有样品在波数 3 600~3 100 cm-1

范围内均呈现一条宽广且显著的谱带，这通常归因

于蛋白酶解产物分子内部的结构特征及其分子间氢

键、酰胺 N-H 键的伸缩振动，不同蛋白酶解产物

在该范围吸收峰为 3 392 cm-1（COPH）、3 382 cm-1

（SMPH）、3 397 cm-1（SCPH）和 3 398 cm-1（PGPH），

SMPH 与 COPH 吸收峰的差异揭示了不同提取方式

可能改变蛋白质内部的氢键效应、环张力、空间位阻

以及分子间与分子内的氢键状态。两者在 2 927 cm-1

处的峰位置几乎一致，表明两种提取方法对 C-H 键

伸缩振动的影响微乎其微。位于 2 590~2 500 cm-1

的弱吸收峰归属于巯基，其强度反映了巯基的含量。

值得注意的是，SCPH 在 2 856 cm-1 处展现出较强

的吸收峰，这表明 SCPH 含有较高水平的巯基。

如图 7 所示在酰胺Ⅰ带 SCPH 在 1 634 cm-1 处

出现吸收峰说明 SCPH 的 C=O 键和 C=N 键的伸缩

振动较高。这与邓永蓉研究发现的蚕豆蛋白酶解产

物的红外吸收光谱类似 [13] 。酯是一种常见的有机化合

物，其在红外光谱中通常表现为在 1 720~1 750 cm-1

范围内的吸收峰。四种蛋白酶解产物在 1 720~1 750 cm-1

区域内的吸收峰为 1 744 cm-1 （COPH）、1 742 cm-1

（SMPH）、1 745 cm-1（SCPH），这种吸收峰是由于

酯中的碳氧双键（C=O）振动引起的。说明这三种

蛋白酶解产物可能含有酯基，而 SMPH 在该范围中

出现较强的吸收峰，说明 SMPH 中酯基含量较高。

四种蛋白酶解产物的差异进一步揭示了内部结构的

不同，导致了理化和抗氧化活性的差异。SMPH 在

1 414 cm−1处出现谱带说明 SMPH可能含有 -COOH。

四种蛋白酶解产物在 1 480 cm-1 附近出现吸收峰为

1 482cm-1（COPH）、1 484 cm-1（SMPH）、1 485 cm-1

（SCPH）、1 483 cm-1（PGPH），表明四种蛋白酶解

产物可能存在甲基或亚甲基的官能团，这一区域的

吸收峰通常与碳 - 碳单键振动有关。这与四种蛋白

酶解产物在 1 190 cm−1 处出现吸收峰，说明这四种

蛋白酶解产物可能存在羧酸，这一区域的吸收峰通

常与羧酸中的 C-O 伸缩振动有关。

图 7 各样品蛋白酶解产物酰胺带区域 FT-IR 的细节放大图

Fig.7 The details of the FT-IR amplification of the peptide 

amide band region of each sample were enlarged

2.3 自由基清除能力

2.3.1 羟基自由基清除率能力 
由图 8a 可知，四种蛋白酶解产物对 ·OH 均具
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有一定的清除能力，各蛋白酶解产物对 ·OH 的清

除能力均具有质量浓度依赖性，清除能力随质量

浓度的提升而逐渐增强。Vc 在 2.0 mg/mL 质量浓

度时对 ·OH 的清除能力趋于平衡，清除率为接

近 98%。PGPH 和 COPH 在 2.0 mg/mL 质量浓度时

对 ·OH 的清除能力趋向于平缓。其中，COPH 清除

能力最高可达 95.96%，此时的清除能力已经超越了

阳性对照组中的谷胱甘肽，并接近 Vc 的清除水平。

PGPH、SCPH 和 SMPH 清除率最高能达到 90.35%、

95.61%、90.24%。因此，四种蛋白酶解产物对 · OH
清除能力大小为：COPH ＞ SCPH ＞ PGPH ＞ SMPH，

表明四种蛋白均具有一定 · OH 清除活性，且

COPH 的 · OH 清除能力最好，为 COPH 的应用提

供了参考。

2.3.2 DPPH自由基清除能力

如图 8b 所示，在测定浓度范围内，除 SCPH
外，随着样品质量浓度的增加，其他三种蛋白酶

解产物对 DPPH· 的清除能力也随之增强。在样品

质量浓度为 1.0 mg/mL 时，COPH 清除率趋向平

缓。在四种蛋白酶解产物中，COPH 的清除能力最

高，在质量浓度为 2.5 mg/mL 时，清除能力达到最

大值 86.62%，这一水平已接近阳性对照组中 Vc 的

清除能力。因此，四种蛋白酶解产物清除 DPPH· 的
能力排序为：COPH ＞ SCPH ＞ SMPH ＞ PGPH，上

述结果表明四种蛋白酶解产物中可能含有大量的供

氢物质，能与自由基反应生成更稳定的产物，终止

自由基链式反应。表明四种蛋白酶解产物，尤其是

COPH，可以作为一种很好的 DPPH· 清除剂。

2.3.3 清除ABTS+
自由基能力

四种蛋白酶解产物 ABTS+· 清除能力如图 8c 所

示，四种蛋白酶解产物对 ABTS+· 均具有一定的清

除作用，随着质量浓度的增加，清除能力也越来越

强。其中 COPH 在 2.5 mg/mL 质量浓度时，其清除

率已达 48.05%。表明 COPH 可以作为一种良好的

ABTS+· 清除剂。

2.3.4 铁离子还原能力

在 700 nm 处光密度越大，样品的还原力越

强 [14] 。由图 8d 可知，SCPH 的 Fe3+ 还原能力优于

其他三种蛋白酶解产物，原料的差异可能是导致碱

液提取过程中抗氧化酶解产物含量有所不同的原

因。在质量浓度范围 0.1~2.0 mg/mL 内，四种蛋白

酶解产物的 Fe3+ 还原能力随着样品质量浓度的提升

而增强，并在质量浓度为 2.5 mg/mL 时达到最高还

原能力水平，COPH 还原能力 ＞ SMPH ＞ PGPH，说

明共提取方法更能充分的混合 SCPH 和 PGPH，为

COPH 的应用提供了参考。

图 8 四种蛋白酶解产物自由基清除能力及还原能力

Fig.8 Free radical scavenging ability and reducing ability 

of four protein hydrolysates
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2.4 HepG2细胞氧化应激修复作用

2.4.1 四种蛋白对HepG2细胞存活率的影响

图 9 展示了四种蛋白酶解产物对 HepG2 细胞存

活的影响。在 400 μg/mL 的质量浓度下，COPH 组

展现出最高的细胞活力。而对于 SMPH 组，当质量

浓度超过 300 μg/mL 时，细胞活力开始下滑，表明

在此质量浓度之上 HepG2 细胞受到损害。然而，所

有组别的细胞存活率均保持在 90% 以上，符合正常

存活标准。因此，后续研究将采用 400 μg/mL 的质

量浓度进行。

图 9 四种蛋白酶解产物对 HepG2 细胞存活率的影响

Fig.9 the effect of four protein peptides on the survival 

rate of hepg2 cells

2.4.2 四种蛋白酶解产物对H2O2诱导HepG2细胞

氧化应激损伤修复作用

细胞存活率作为衡量外界因素所致细胞损伤程

度的重要指标，直观反映了细胞的健康状况。在氧

化应激条件下，细胞内活性氧水平上升，对 HepG2
细胞构成氧化伤害，可能引发细胞凋亡或坏死。细

胞存活率的高低，直接反映了 HepG2 细胞所受氧化

损伤的轻重程度 [15] 。通过前期研究，我们确定了以

300 μmol/L 的 H2O2 干预 2 h 作为构建氧化应激模型

的条件，为后续研究奠定了基础。图 10 展示了四

种不同剂量的蛋白酶解产物对 HepG2 细胞在氧化应

激条件下存活率的影响。与空白对照组相比，模型

组的细胞存活率显著降低至 56.71%，这有力地证明

了 H2O2 成功诱导了 HepG2 细胞的氧化应激模型。

进一步地，与模型组相比，当 HepG2 细胞经过质

量浓度为 50、100、200、400 µg/mL 的四种蛋白酶

解产物处理 24 h 后，其存活率随质量浓度的增加而

逐渐上升。值得注意的是，在测定的质量浓度范围

内，COPH 处理后的细胞存活率始终保持在最高水

平，特别是在 400 µg/mL 时，其修复效果已接

近阳性对照组。实验结果显示，这四种蛋白酶

解产物均展现出对 H2O2 所致细胞损伤的修复能

力，而 COPH 在修复 H2O2 诱导的 HepG2 细胞

氧化应激损伤方面，其效果尤为突出，优于其

他三种蛋白酶解产物。

图 10 不同质量浓度蛋白酶解产物对 H2O2 诱导 HepG2

细胞氧化应激损伤修复作用

Fig.10 Effects of different concentrations of protein peptides

 on the repair of oxidative stress injury induced by h2O2 in

 hepg2 cells

2.4.3 Calcein-AM/PI双色荧光凋亡染色

为了探究四种蛋白酶解产物如何影响 HepG2
细胞在 H2O2 诱导的氧化应激下的凋亡情况，我

们采用了 Calcein-AM/PI 染色技术来观察凋亡细

胞的染色质核形态。Calcein-AM 能特异性地对

活细胞进行染色，使其细胞质发出绿色荧光，而

PI 作为一种核染色染料，则无法穿透质膜完整的

活细胞，仅能对死细胞的细胞核进行染色   [16,17] 。

图 11 的结果显示，与正常组细胞相比，模型组

细胞出现了明显的皱缩现象，且细胞密度降低，

绿色荧光减弱，红色细胞核变得更加明显。这表

明 H2O2 诱导的氧化应激促进了 HepG2 细胞的凋

亡过程。然而，与模型损伤组相比，分别加入四

种蛋白酶解产物后，活细胞的绿色荧光强度普遍

增强，而死细胞细胞核的红色荧光强度则有所减

弱，其中 COPH 组显示的绿色荧光较强，红色

细胞核相对较少，因此，四种蛋白酶解产物均具

备修复 HepG2 细胞因 H2O2 诱导而产生的形态学

改变的能力。并且 COPH 修复效果优于其他三

种蛋白酶解产物，说明 COPH 有着更好的氧化

应激修复能力，为 COPH 的开发提供参考和理论

依据。 
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图 11 Calcein-AM/PI 双色荧光染色结果

Fig.11 Calcein-AM/PI double-color fluorescence staining results

2.4.4 对H2O2诱导HepG2细胞内ROS水平的影响

正常细胞内，ROS 的生成与清除维持着一

种动态平衡状态。当细胞受到外界刺激时，内

部 ROS 水平会上升，过量的 ROS 会对细胞的

核酸、蛋白质及生物膜造成氧化损伤，从而打

破细胞内的氧化还原稳态，引发氧化应激反应，

最终导致细胞损伤与凋亡   [18]  。DCFH-DA 荧光

探针能够穿透质膜进入细胞质，并在细胞内被

酯酶水解为非荧光的 DCFH。随后，DCFH 被

ROS 氧化成 DCF，发出绿色荧光，以此反映细

胞内的活性氧水平。如图 12 所示，与正常组相

比，模型组的 DCF 荧光强度及 ROS 含量显著升

高，表明细胞遭受了严重的氧化应激。而在加

入四种蛋白酶解产物后，DCF 荧光强度及 ROS
含量相较于模型组均有所下降。在测定浓度范围

内，COPH 的 ROS 含量始终低于其他三种蛋白酶

解产物。从图中绿色荧光强度及 ROS 含量来看，

SCPH ＞ PGPH ＞ SMPH ＞ COPH。实验结果表

明，这四种蛋白酶解产物均能有效降低 H2O2 诱

导的 HepG2 细胞内 ROS 含量，发挥抗氧化应激

作用，对细胞的氧化应激损伤具有修复效果。其

中，COPH 在清除氧化应激损伤细胞内过量 ROS
方面表现最优，而 SCPH 的 ROS 含量较高，可

能与其蛋白含量较少有关。COPH 相较于 SMPH
的 ROS 含量更低，表明共提取方法更为优越，

为 COPH 的进一步应用提供了有力参考。

图 12 四种蛋白酶解产物对 H2O2 诱导 HepG2

细胞胞内 ROS 水平荧光染色

Fig.12 Fluorescence staining of four protein peptides on 

h2O2-induced intracellular ROS levels in hepg2 cells

注：a 为空白组，b 为模型组，c 为 Vc，d 为 GSH，e

为 PGPH，f 为 SCPH，g 为 SMPH，h 为 COPH。
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3  结论

本研究以人参 - 五味子共提取复合蛋白为主要

研究对象，采用酶辅助提取法制备 PGPH、SCPH、

SMPH、COPH，对四种蛋白的理化性质，自由基清

除活性、还原能力和对 H2O2 诱导 HepG2 细胞氧化

应激损伤模型修复作用进行研究。理化性质的差异

会对其体外抗氧化活性产生显著影响。根据体外抗

氧化实验结果，人参 - 五味子共提取蛋白展现出了

较好的自由基清除能力和还原能力。针对 H2O2 诱

导的 HepG2 细胞氧化应激，COPH 能够提升细胞存

活率，有效改善细胞在氧化应激后的形态变化，并

减少细胞凋亡的发生。此外，COPH 还能有效抑制

细胞内 ROS 水平的上升，维护细胞膜系统的稳定性。

综上所述，本研究通过对 COPH 的研究，拟从大分

子化合物的角度分析阐述人参 - 五味子药对蛋白酶

解产物理化性质及活性的变化，为更好地了解中药

共提取蛋白酶解产物的性质与生物活性提供数据支

撑，为其在功能性健康食品领域的开发与应用提供

了有价值的参考依据。 
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