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摘要

花生，作为一种重要的植物油料蛋白资源， 含有人体必需的八种氨基酸、 是适合

人类食用的非常理想的优质食用蛋白源。 本文以花生分离蛋白为研究对象 ， 通过酶

法制备花生肤 ， 考察不同酶解产物的抗凝血活性 : 在筛选获得合适蛋白酶的基础

上 ， 对其酶解产物进行分离纯化 ， 并通过液质联用分析高抗凝花生肤的一级结构 。

通过酶种筛选， 确定使用 Alcalase 2.4L 酶解花生蛋白 : 通过响应面设计试验优化

得到其最佳酶解工艺条件: 底物浓度 50.mgfmL， 加酶量为 5000U/(g 蛋白)， 反应温度

55 0C , pH 9 ， 酶解时间 2h。花生蛋白的水解度为 19.1% ， 得到酶解物 60mg!ml 时候凝

血酶抑制率可达到 86.62% 。

使用制备 RP-HPLC 分离花生蛋白酶解物， 通过单因素试验确定其最佳分离条件:

乙腊浓度 25% 、 进样浓度 20mg!mL、 进样体积 lmL， 流速 5mLlmin 。 在此优化条件下

得剑 3 个主要花生肤组分 (Gl， G2 和 G3 ) ， 其中 G2 组分抗凝血活性最好， 浓度为

40mg!mL 时 ， 对凝血酶的抑制率达到 94.2%。进一步采用半制备肥旧LC 分离 G2 组

分 ， 获得其最佳洗脱条件为: 乙腊/水=15/85 ( v:v ) ， 进样浓度 7mg!mL 进样体积 80

μ 1， 流速 1.5mL/min 。

在此分离条件下得到 5 个主要肤组分 ， 其 中 G2-R3 的抗凝血效果最好 ， 在

0.4 1mg/mL 时 ， 可以完全抑制凝血酶的活性即 100.07 ; G2-R5 的抗凝血效果次之， 在

0.40mg/mL 的时抗凝血活性为 100.00%。采用液质联用分别分析组分 G2-R3 和 G2-R5

的结构 ， 发现两者均不是单一组分 ， 在 G2-R3 鉴定出 2 个活性肤结构 ， 分别是

Gly-Asn-His-Glu-Ala-Gly-Glu (分子量 :712..1 9 )和 Cys-Phe-Asn-Glu-Tyr-Glu (分子

量:803 .23 ) ; 在 G2-R5 中鉴定出 2 个活性肤结构， 分别是 Pro-Ala-Ser-Gln-Gly-Glu (分

子量:587.24 ) 和 Asn-A la-Gly-Leu-Asn-Asp-Pro-Met-Asp-His-Glu (分子量:121 1.47 ) 。

关键词 : 花生肤 ; 酶法 ; 抗凝血 : 纯化; 结构



Abstract 

Peanut, as an important resource of oil plant protein,contains eight kinds of essential 

amino acids that is well balanced of the human body , is high quality edible protein source 

which is ideally suited for human consumption. In this dissertation, peanut protein was 

gained with dried peanut, the anticoagulant acti vity of different kinds of protein isolates was 

studied and compared. High quality peanut protein was selected for futher isolate 

preparation of peanut peptides ,which is prepared by the method of enzymatic , via testing 

the anticoagulant activity of different hydrolysates, the suitable proteases on further 

hydrolysis of peanut protein isolate is chosed. The anticoagulant activitypeanut of peptide is 

higher than that of peanut protein; After the peanut peptides is 仕eeze dryed, the high 

anticoagulant activity of peanut peptides was prepared by preparative liquid 

chromatography, semi-preparative RP-HPLC and SEC-HPLC,then explore and analysis the 

relationship between the anticoagulant activity and molecular structure via HPLC-MS . 

Different degree of hydrolysis, different anticoagulation activity,though the degree of 

anticoagulant activity of enzymatic hydrolysate is high ,the hydrolysis may be low, here 

comes the conclusion that the hydrolyzed degree of enzymatic hydrolysate and its 

anticoagulant activity are not necessarily linked. Vía the enzyme screening, according to the 

comparison of the overall enzymatic hydrolysate anticoagulant activity, we determined to 

hydrolyze peanut protein with the Alcalase 2.4L enzyme.The best hydrolysis process 

conditions were determined according to the response surface experimental design: 

substrate concentration 5.0 g/ lOOmL, enzyme dosage is 5000 U/ (G protein), reaction 

temperaωre 55 C, pH 9, hydrolysis time 2h. When the density was 60mg/ml川le inhibition 

rate of thrombin under this condition reached 86.62%, while the degree of peanut enzyme 

hydrolys was 19.1%. 

Preparation of peanut peptides is separated by liquid chromatograph system, the 

optimal separation condition is determined through single factor experiment: acetonitrile 

concentration : 25%, the concentration of sample :20mg/mL, sample volume: 1 mL, flow 
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rate of 5mL/min ,Under which condition the peanut peptide separation purity and yield 

the best: 3 main components were seperated, the anticoagulant activity of component G2 is 

best, At the concentratíon of 40mg!mL, the ínhíbítíon rate on thrombín reached 94.2%. 

The G2 component was seperated by semi preparative RP-HPLC, accordíng to 

optímízíng separatíon condítíons of síngle factor test, the best condítíons for the elutíon 

gradient elution is determined:A flow rate of 1.5 mLlmin, the mobile phase with gradient 

elution: 0 ~ 5min and 100 ~ 85%A; 5 ~ 20 min, 85 ~ 60% A; 20 ~ 26 min, 60 ~ O%A ~ 28 

min; 26 0% A; 28 ~ 30 min, 0 ~ 100% A and 30 ~ 40 min; 100% A (A: 1 00% water, 0.1 % 

TFA; B:I00% pure acetonitrile, containing (U% TFA), feed concentration for the 1.5 

mg!mL;in the same way ,when the eluent was at a certain proportíon , we determined the 

best condition: proportion of acetonitrile: water = 15:85 (v:v), flow rate of 1.5mLlmin, inlet 

concentration of 7mg!mL, the injectíon volume 80μ l. 

Through SEC-HPLC the component of G2-R3 ,G2-R5 was analysísed under thís 

condítíon:the eluate ratio of acetonitrile: water =15:85 (v:v), f10w rate of 1. 5 mL/min, 

inlet concentratíon of 7mg/mL, the injection volume 80μ1， Both of them were not 

pure. The anticoagulant effect of G2-R3 was the best, and the inhibition rate was 

100.07 at 0.41 mg/mL, the anticoagulant etfect of G2-R5 was second, and the anticoa 

gulant activity was 100% at 0.40mg/mL. The structural of G2-R3 , G2-R5 was analy 

sised by MALDI SYNAPT Q-TOF MS, we got four active peptides. Gly-Asn-His-GI 

u-Ala-Gly-Glu CM:712.l9) and Cys-Phe-Asn-Glu-Tyr-Glu CM:803.23) were 仕omG2-R

3 , Pro幽Ala-Ser幽Gln幽Gly-Glu CM:587.24) and Asn幽Ala幽Gly-Leu-Asn幽Asp-Pro幽Met-Asp­

His-Glu CM:121 1.47) were 仕om G2-R5 , in which Asp (aspartic acid) was a main co 

mponent of cotyledons of peanut protein. 

Key words: Peanut peptide; Enzymatic; Anticoagulant; Purification;structure 
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第一章绪论

1. 1 课题研究的目的与意义

1.1. 1 花生的种植及营养成分

花生有很多不同的种类，生育期分为 145 天和 120 天等。英果有大有小，有

大花生和小花生之分。花生的分布地广泛，在中国主要在中原地带和长江以南地

带种植。花生分为花生果和花生仁，其中花生仁分为胚和种皮 ， 脂肪和蛋白质主

要处在于胚中。花生仁中脂肪、蛋白质、碳水化合物含量丰富，其中脂肪含量

50%左右 、 蛋臼质含量 24%~36% 、 碳水化合物含量 10%~23%[I]。花生是世界

主要种植农作物之一 ， 也是我国六大重要油料作物之一。作为花生的生产大国 ，

我国的花生年产量在世界上首届一指。 作为非常重要的油料蛋白资源，花生蛋

白在植物蛋白资源中居第三位占有百分之十一的蛋白总量很适合用作食用蛋

白资源(2) 。

1.1.2 花生分离蛋白的分类构成和性质

在花生蛋白 中，水溶性的蛋白有 15% 等电点为 4.6 盐1容蛋 白为其蛋白主要成

分，比例约为 85%，等电点为 5 .2-6.5 [3 ] 0 Cherry 研究表明花生蛋白主要有花生球

蛋白和伴花生球蛋白两种类型[4]。大都认为这两种蛋白均为盐溶蛋白，花生球蛋白

可以利用 40%饱和度的硫酸镀可制备伴花生球蛋白可以选用 85%饱和度的硫酸

锻可制备[5]。花生蛋白可以根据其纯化程度分为花生蛋白粉(纯度低于 56% ) 、

浓缩花生蛋白粉(纯度高于 65% ) 以及分离花生蛋白粉(纯度高于 85%) ， 当然 ，

也有人按脱脂程度来分 : 一般脱脂 、 半脱脂和全脱脂花生蛋白粉(6) 。花生蛋白作

为功能性食品，能够有效的帮助患有糖尿病 、 高血压病、动脉硬化症以及肠 胃病

的病人恢复健康[7] 。

花生、花生分离蛋白、花生浓缩蛋白的氨基酸组成如下图所示[8]
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表 1 花生、花生分离蛋白、花生浓缩蛋白的氨基酸组成

氨基酸 Amino acids 花生 花生分离蛋白 花生浓缩蛋白 FAO/WHO 

拉氨酸 Lysine 3.0 3.0 3.0 5.5 

组氨酸 Histidine 2.3 2 .4 2 .4 

精氨酸 Arginine 11.3 12.8 12.6 

天门冬氨酸 Asparagine 14.1 12.3 12.5 

苏氨酸 Threon ine 2.5 2.5 2.5 4.0 

丝氨酸 Serine 4.9 5.1 5.2 

谷氨酸 Glutamicacid 19.9 21 .4 20.7 

脯氨酸 Proline 4.4 4.8 4.6 

甘氨酸 Glycine 5.6 4.1 4.2 

两氨酸 Alanin 4.2 3.9 4.0 

肮氨酸 Cystine 1.3 1.4 1.4 

盟员氨酸 飞raline 4.5 4 .4 4.5 5.0 

蛋氨酸 Methionine 0.9 1.0 1.0 3.5 

异亮氨酸 Isoleucine 4.1 3.6 3 .4 4.0 

亮氨酸 Leucine 6.7 6.6 6.7 7.0 

酷氨酸 Tyrosine 4.1 4.3 4 .4 

苯丙氨酸 Phenylalanine 5.2 5.6 5.6 6.0 

色氨酸 Trytophan 1.0 1.0 1.0 1.0 

化学评分 Chemical score 55 55 55 

花生分离蛋白具有持水性、吸油性(9)。持水性的用途:可以将其当做添加剂

用在各种食品中，加在肉制品中能保持肉的湿度，嫩肉口感自然也就好:加到;陪

烤食品中 ， 有助于其保留水分，从而使其柔软，进而保留原来风味。由于实验过

程对样品粉碎不够彻底，以至于颗粒不均，使得花生分离蛋白的吸油性比较差 ，

如果在生产中采用喷雾干燥方法来提高花生分离蛋白的组织状态，进而改善其相

关的特性 ， 增加其吸油性，可以促进脂肪结合和吸收，从而减少加工过程中时

脂肪的损失，这样一来，可以使花生分离蛋白的性质也更稳定，从而得到更广泛
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的应用 。

花生蛋白的生理活性与大豆分离蛋白的非常相似 ， 但却有着大豆蛋白不可比

拟的优势。花生蛋白的棉子糖和水苏糖等各种不利于人体消化吸收的糖含量还不

足大豆蛋臼的六分之一，故花生蛋白的消化系数达高达 90% ，不会产生食用大

豆蛋白后常出现的腹胀、喃气等不良反应 。 另外，花生蛋白的颜色洁白，非常容

易溶解，可以添加到各种动植物食品中 ， 用来改善食品品质 、 强化食品营养，且

无任何副作用(IO) 。

1 . 1 .3花生肤的结构性质和分离方法

利用用生物酶工程技术， jzt取特定的酶，对花生蛋白进行限制性水解，从而得到

功能特性良好、生物活性比较高的小分子的肤，即为花生肤[1 1 ) 。 花生肤是小分子质量

的氨基酸聚合物。 花生肤一般由 n 个氨基酸组成，当 2<n<10 时，称为 n 肤，可统称为寡

肤;当 lO<n<50 时 ， 统称为多肤[1 2) 。 花生蛋白活性肤的氨基酸序列中一般有 3-6 个氨

基酸，分子量多分布在 130-5000 Dalton ， 主要是低聚肤，且于 500--2000 Dalton 间呈

正态分布。花生肤一般呈粉末状， 不结块， 无杂质或异味， 有花生特有的清香气味。

其水溶性和持水性皆很好， 当 pH 为 2-10 的时候能够全部溶解。

花生肤的营养均衡，包含人体必需的 8 种氨基酸 ， 其中含硫氨基酸的成分

很多。花生肤的溶解性、稳定性都优于花生蛋白 ， 可以在 pH2-10 的条件下完全

溶解 ， 吸水性和持水性都非常好 ， 能够直接被小肠吸收，和成人体蛋白质和氨基

酸 ， 促进蛋白质活性基团发挥作用表现出蛋白的生理功能迅速补充营养的同时

增强免疫力 [13]。一般根据所需要的指标来选择要制备出来的肤。有很多常用的指

标为不同的研究学者采用，比如:肤的含量、疏水性、水解度 DH 、 血管紧张素转

化酶 ACE 抑制性、 三氯乙酸可溶性氮法 TCA-NSI 和抗氧化性。本实验通过检测

所制备的肤的抗凝血酶活性的高低来选择所需要的花生肤。

作为和花生蛋白有着类似氨基酸聚合物的花生肤 ， 可以用蛋白质含量的测定

方法来测定花生肤肤含量。目 前，关于花生肤含量测定方法 ， 还没有统一标准规

定。在测定花生肤含量的过程中， 高分子蛋白质都会对肤含量产生严重干扰，必须

在测肤含量之前将蛋白其除去 。 除去花生蛋白常用沉淀法-分为化学和物理法 。
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化学法中主要用酸、碱、盐和有机溶剂等四类化学试剂。加热沉淀法是常用的物

理方法(1 4) 。

肤的分离纯化的方法有很多种，比如，等电点沉淀，大孔树脂、电泳、超波、、

透析袋透析 、 凝胶过滤层析、反相高效液相色谱等(1 5]。其中 ， 反相高效液相色谱

( RP-HPLC ) 和制备液相色谱仪是多肤精细分离的常用手段。

1.1.4 花生肤的开发应用

早在几千年前，花生就被人们誉为长生果pol o 有着非常吉祥的象征。目前已

经有研究发现:花生肤具有抗氧化(16) 、 防止高血压、促进生长、增强免疫力和不

易致敏的功能活性，其中抗氧化性是花生短肤其它生理功能的基础[1 7) 。 如果将

抗氧化花生肤分离纯化出来，也许会从中发现由治疗自由基引发疾病的药物或保

健食品 ( 1 8)。基于以上花生肤己知的多种活性 ， 花生肤成为新型功能性食品越来越

受到人们的关注(1 9)。关于对花生肤进行定性定量检测的标准方法需要我们继续研

究探讨。花生肤可以不经过花生蛋白肤的生产是花生深加工产品，具有良好的风

昧和持水性，其中含有人体所必需的 8 种氨基酸，尤其是硫氨基酸的含量相当高。

花生除了不含胆固醇之外，还有着与人体非常接近的氨基酸组成，非常有利于人

体的吸收。具备多种生理功效 : 增强体力 、 增加免疫力 、 防止血压升高、加速脂

肪代谢、延年益寿等(19] 。

我们可以在对花生肤的不同功能活性进行了解后，开发出具有各种生理功能

活性的花生活性肤保健食品。花生肤凭借其不需要消化直接被小肠吸收，进入人

体循环系统的优势，能够在人体内发挥其相应重要功能。所以 ， 作为我国的主要

农作物之一的花生，如果能够被生产出高抗凝血活性的花生活性肤产品，其应用

前景是非常广阔的。

1.1.5 抗;疑血活性肤的应用市场

血栓是指血液成分在血液流动过程中 ， 在心血管系统血管内面剥落处或修补处的

表面所形成的一种半凝块状物质(2 1 )。血栓性疾病包括动脉血栓形成、静脉血栓形成、

毛细血管性血栓形成、 血栓栓塞性疾病等，其发病率高居各种疾病之首，严重危害人

类生命健康(2 1 ) 。
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临床上的抗凝血药物的抗凝血效果主要通过对凝血酶及其他凝血因子的抑制而实

现的。根据药物对凝血酶作用方式分为间接抑制和直接抑制两种方式，间接凝血酶抑

制剂是通过对凝血酶的产生起到抑制作用或通过"介质"抑制凝血酶活性，直接凝血

酶抑制剂是直接参与和凝血酶作用，改变凝血酶的功能特性(2 1 ) 。

近年来，随着新的抗血栓形成、抑制血小板活性和溶解血栓的药物以及相应的研

究不断出现，将具有抗凝血效果的生物活性肤用于预防血栓形成、溶栓治疗具有广阔

的应用前景。来源于食品原料的抗凝血活性肤，因其可以被人体消化和吸收，能有效

地进入凝血系统，进而发挥作用。而且， 这些活性肤可以进一步被人体降解，在体内

的半衰期较短， 不会在体内积存 ， 具有较高的安全性。研究花生蛋白酶解物的抗凝血

活性， 开发出具有抗凝血活性的功能多肤 ， 应用到保健食品和药品中 ， 将会带来很好

的经济效益和社会效益。

1.2 国内外研究现状

1 .2.1 花生蛋白的精深加工和应用前景

在对外贸易中，主要出口的是花生的初级加工产品，约占出口总额的 92.7%，而精

深加工产品仅占了 7.3%。但是，能带来较大利润的却是精深加工产品 ，花生经过精深

加工可增值 2-10 倍，而经过初级加工仅可增值 0.5-1.0 倍(22) 。

由此 ， 我们可以发现对花生蛋白的精深加工有很大的市场潜力和研究价值， 应该

受到我们越来越多的关注。很多研究机构发现通过对花生蛋白的精深加工可以开发出

具有高蛋白、减肥功能的花生蛋白食品。日本和美国在对花生分离蛋白技术的研究上

己经有了很深的造诣 ， 在世界上首屈一指。他们生产出的很多产品都在乳制品、肉制

品、;陪烤食品以及其它保健食品诸多行业有广泛应用。

提取花生蛋白的方法有很多种，目前主要分为冷榨法、浸出法、酸沉法、传统

的碱溶酸沉法、水剂法以及膜分离技术等(46)。刘丽华(23) ((花生蛋白水解工艺的优化及

水解产物分子量分布的研究》发现: 用碱性蛋白酶在加酶量 75AU/kg、水解温度 45
0

C 、

pH7.7、水解时间 2.5 小时的条件下水解花生蛋白，可以得到高达 84.73%的 1000 道尔

顿以下的肤分子组分。封小龙(23)选择用低温冷沉法分离花生球蛋白和伴花生球蛋白，

通过转谷氨毗肢酶 (TG 酶)交联技术， 使得花生蛋白组分的凝胶性有了很大的改善，
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并将其应用于肉制品香肠中，同时，对改性前后花生蛋白组分的物化和结构特性进行

了分析和比较，揭示出了 TG 酶改性花生蛋白组分的机理。赵晓燕(25)等对花生蛋白的

研究进展和开发利用现状做了综述， 目前的花生蛋白产品主要有花生蛋臼粉，生产方

法为: 压榨 、 浸出、水剂和膜分离法:花生浓缩锺臼;花生分离蛋白 ， 生产方法有:

碱提酸沉法、超滤膜法; 花生组织蛋白 : 花生肤，多肤的生产方法主要有两种 : 人工

合成、 蛋白质体外水解。而合成法成本太过于昂贵 ， 应用较少。 水解蛋白质来制备肤

的方法主要有 3 种 : 酸水解、碱水解以及酶法水解， 其中用作研究最为广泛的是酶法

水解。

花生蛋白具有一定功能特性能对食品的特定功能和口味等产生一定的影响 ， 这些

主要是由花生蛋白的化学性质和物理性质所决定的。 花生蛋白的功能性质既和本身的

氨基酸组成， 肤链的结构有关又和周围环境比如温度、 pH 等有关(26)。花生蛋白的改

性主要是为了满足人们工业生产的需要，从而拓宽其应用领域， 主要有物理改性、化

学改性、生物改性三种改性方法。将花生蛋白的改性后，其原有的抗乳化性、保湿性、

成膜性、 抗氧化性及持水性等诸多性能皆得到了提高， 使其表现出天然植物蛋白不能

体现出来或不能满足生产需要的功能，因此其应用前景可观(25) 。

1.2.2 花生肤的多功能性研究

目前所有短肤主要是通过酸或碱水解、 酶法水解、 固态发酵等方法制备。花生肤

一般是花生蛋白经过水解作用后，再经特殊处理得到的产物， 由氨基酸聚合而成， 一

般相对分子质量比花生蛋白小。每种方法都有各自的优缺点 ， 根据不同的目的选择相

应的方法。比如: 酸碱水解蛋白质由于反应条件剧烈 ， 会对部分氨基酸造成破坏 ， 或

引起氨基酸的外消旋化，或产生氯代丙醇类有害物质，在实验室和实际生产中很少用

到。选择适宜的蛋白酶是酶法制备花生肤的关键因素。蛋白酶种类甚多 ， 花生肤的制

备有五大酶的来源: 植物蛋白酶， 动物蛋白酶，细菌蛋白酶， 真菌蛋白酶，多酶协同

等方法来制备花生肤。

早在十九世纪的二 、 三十年代有报道短肤可不经过消化被完整吸收进入血液的

相关研究(27)。但是人们还是认为游离氨基酸才是蛋白质的主要吸收形式，后来小肤能

够在肠胃中被吸收的证明越来越多， 人们才开始越来越重视小肤的生理作用。生物活

性肤的吸收机制有六大主要特点 : ( 1 )有 10%吸收 (2)不经过消化， 直接被吸收(3)主动
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吸收(4)吸收时 ， 不需消耗能量， 故而不会增加人体胃肠功能负担(5)能够作为载体帮助

其他氨基酸的吸收 (6)快速吸收[28] 。

目前有很多关于短肤功能活性的研究。功能性短肤除了其吸收机制优胜于氨基酸

之外， 还具有很多氨基酸所不具有的功能特性。越来越多的实验证明 ， 短肤具有降低

高血压、 防止氧化、 改善加强元素吸收和矿物质的运输、 抗疲劳、对肝损伤有治疗作

用 、 激素作用 、 免疫调节、 抗血栓、 降胆固醇、 抑制细菌 、 病毒和抗癌作用 、 促进生

长等诸多功能活性[29] 。

成静等(30)所用口服液为用花生肤和蒲公英提取物制备而成， 研究其对小鼠的急性

毒理和对肝的保护功能， 实验结果显示口服液无毒， 复方花生肤口服液可以辅助保护

CC14 所导致的肝损伤， 且明显比单一花生肤或者蒲公英提取物的保护效果好。彭维兵

等(3 1 )关于体外花生肤的抗氧化活性做了相关研究， 实验结果证明了花生肤对 DPPH 自

由基具有较好的清除能力和一定的还原能力。

关于对花生肤肤含量的定量检测， 还没有统一的方法。实验中主要用双缩服法、

氨基酸分析仪进测定法、 凯氏定氮、 紫外分光光度等方法进行检测。其中双缩服法是

应用最广泛的方法， 只要实验过程中确定标准曲线的准确性， 一般实验结果都很准确 ，

所以 ， 这一步非常重要。现在的研究中酷蛋白作为标准品。紫外分光光度法使用很少 ，

主要是其干扰因素多。虽然凯氏定氮法在测定过程中干扰因素少， 但是牵涉到肤的转

换系数和蛋白的转换系数是否相同 ， 不同的样品，测定情况不一样，对影响测定结果

的准确性的影响极其重要关键(32) 。

活性炭吸附、 膜分离、 凝胶过滤色谱 C GFC ) 、 HPLC 和联用技术等现代分离技

术是当前用于花生肤分离纯化的诸多方法(33)。综合考虑各种因素， HPLC 和联用技术

是当下效果较好的分离技术。

1 .2.3 抗;疑血活性肤探究与分析

凝血是机体重要的生理防御过程， 当凝血机能 "亢进"时， 即J疑血过度，易形成

血栓。血栓有引起严重疾病的危险， 例如肺栓塞、 脑血栓、心肌梗塞、视网膜动静脉

阻塞和四股及周围血管栓塞等。药物治疗在血栓防治过程中起着重要的作用。

目前，已经发现许多具有显著的抗凝血活性的肤类化合物， 也己经鉴定得到了部
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分活性肤的结构。天然水怪素(氨基酸序列见表 2) 由 65~66 个氨基酸残基组成， 相

对分子质量约为 7000Da; 水怪素可以阻止凝血酶将纤维蛋白原分解为纤维蛋白单体，

从而抑制纤维蛋白单体的凝结(34)。采采蝇凝血酶抑制剂(氨基酸序列见表 2 ) 是从来

来蝇的唾液腺提取物中分离得到的， 相对分子质量约为 3530Da; 比较 N幽端氨基酸的

顺序，发现其与己经鉴定过得到的丝氨酸蛋白酶抑制剂和其他天然抗凝剂没有同源性

(35) 
。

回垒等 (36)用固相合成，将不同疏水性的氨基酸添加在蛇毒抗凝血活性三肤

( Pyr-Asn-Trp ， 其中 Pyr 为焦谷氨酸〉的 C 末端上，得到 Pyr-Asn-Trp-Leu ，

Pyr-Asn-Trp-Phe , Pyr-Asn-Trp-Tyr 和 Pyr-Asn-Trp-Ser ， 实验表明在抗凝肤的 c-端添加

上疏水性越强的氨基酸， 其抗凝血效果得到提高。

蛋白源

牛酷乳

蛋白

虾虎鱼

肉蛋白

蛋清蛋

白

原料处理

Lαctobacillus 

casei Shirota 

发酵

8acillus 

Iicheniformis 

NHl 酶解

Prot巳aseN 酶

解

表 2 部分食物源抗凝血活性肤的氨基酸序列

氨基酸序列

Tyr-G ln-G lu-Pro-Val-Leu-Gly-Pro-Val-Arg-Gl y-Pro-Phe-Pro-1 

le- I1e-Val; Gln-Glu-Pro-Val-Leu-Gly-Pro-Val-Arg; 

Gly-Pro-Phe-Pro-lle-lle-Val 

Leu-Cys-Arg; His-Cys-Phe; Cys-Leu-Cys-Arg; 

Leu-Cys-Arg-Arg 

Leu-Ser-Tyr-Arg-Asn; Asn-Leu-Tyr-Arg-Asn; 

Tyr-Arg-Gly-Tyr; Leu-Tyr-Arg-Pro-Ser; 

His-Ala-Gly-Leu-Gly-Asn; Tyr-Gly-Leu-Arg; 

Val-Tyr-Arg-Glu-Glt月 Phe-Arg-Val-Lys; 

Leu-Leu-Ala-Lys-Ala-Tyr; Val-Arg-Tyr-Pro; 

Val-Pro-Ser-Met-Pro-Arg; Leu-Phe-Arg-Pro; 

Val-Tyr-Leu-Pro-Arg; Lys-Tyr-Gly-Asn-Trp; 

Lys-Leu-Lys-Thr-Ser-Thr-Gly-Lys-Pro-Asp-Val-Gly-Pro; 

Asp-Gly-Gly-Trp-Asn-Thr-Arg-Gly-Pro-Ala-Ala-Pro-Val-Gly 

参考文献

[40] 

[41 ] 

[42] 

QianZ.Y 等(37)研究发现来自绵羊 u酷蛋白的糖肤能够减少凝血酶引起的血小板

聚合，并呈显著的量效关系。杨万根(43)等利用 Alcalase 2.4L 和 Protease N 7}(解蛋清蛋

白 ， 结果表明 Protease N 蛋白酶的酶解物抗凝血活性要高于 Alcalase2 .4L 酶解物 ， 且

在水解度为 15% 时活性最高， 并得到了 17 个富含疏水氨基酸和碱性氨基酸的多肤的
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氨基酸序列。刘静波[38-39)以蛋清粉为原料采用 Alcalase 碱性蛋白酶制备食源性抗凝血

肤，优化了酶解工艺和蛋清源凝血酶抑制肤的纯化工艺。Rebeca 等[46]利用 Lactobacillus

casei Shirota 和 Streptococcus thermophilus 发酵牛酶乳蛋白 ， 研究发现只有 Lactobacillus

casei Shirota 发酵产物具有抗凝血活性。 Rim Nasri(47)等利用多种蛋白酶水解虾虎鱼肉

蛋白，其中 Bacillus licheniformis NHl 酶解产物具有最高抗凝血活性。表 3 列举了部

分己知氨基酸序列的食物源抗凝血活性肤。

1.3 本课题的主要研究内容和研究目的

本课题针对花生蛋臼的利用率不高、产品附加值低等问题， 通过酶法制备获得具

有抑制凝血酶活性的花生肤， 并通过多步色谱纯化结合质谱分析鉴定出高抗凝活性花

生肤的一级结构。

1. 3.1花生抗;疑血活性肤酶法制备工艺的研究

水解之前用碱提酸沉法制得的花生蛋白，通过比较多种酶制剂酶解产物的抗凝抗

凝血活性，得到制备抗凝血活性肤的最优方法，确定其加酶量、温度、 pH 等条件。

1.32 高抗;疑血活性花生肤的分离纯化与制备

先用制备液相色谱仪优化分离方法， 进行大量分离收集， 选择收集出具有高抗凝

血酶活性的花生肤组分; 再用半制备高效液相色谱优化分离出具有更高抗凝血酶活性

的花生肤组分。

1. 3.4花生肤-级结构的鉴定

通过液质联用测定高抗凝血洒性花生肤组分的一级结构 ， 分析花生肤结构及其对

其抗凝血酶活性的影响。

9 



第二章花生抗;疑血肤的酶法制备工艺

2.1引言

大分子的蛋白质被蛋白酶水解成小分子肤类和游离氨基酸， 其中肤比氨基酸有着

更易被人体消化吸收的吸收机制。花生蛋白含有人体必需的八种氨基酸， 氨基酸比例

合理，水解后得到的花生肤更易于人体消化吸收， 具有更高的营养价值。花生肤已被

证实有很多功能活性。

本章先测定比较了通过碱提酸沉得到的花生蛋白和蛋白水解物的抗凝血酶活性。

通过抗凝血活性的比较， 筛选出最优的蛋白酶。再以抗凝血酶活性为指标对最优蛋白

酶的水解条件进行优化， 得到最能水解出最高抗凝血活性水解物的水解条件。

2.2 实验材料与设备

2.2.1 实验材料

花生: 市售

花生分离蛋白(脱红衣和不脱红衣) : 实验室自制。

大豆分离蛋白 : 市售

碱性蛋白酶 2709: 北京东华强盛生物科技有限公司 ， 厂家推荐最适条件: 温度

60.C 、 pH8.5 。

Alcalase 2.4L: 诺维信(中国)生物科技有限公司 ， 厂家推荐最适条件: 温度 50.C 、

pH8.5 。

Protex 6L : 杰能科(无锡)生物工程有限公司， 厂家推荐最适条件: 60 .C 、 pH8.5 。

凝血酶 : 索莱宝(北京)生物科技有限公司。

纤维蛋白原: Sigma 公司。

酷蛋白 : 北京索莱宝生物科技有限公司 。

L-酷氨酸 : 北京索莱宝生物科技有限公司 。

其他试剂均为分析纯。
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2.2.2 实验仪器与设备

PHS-3C 精密 pH 计

DHG-9076 电热恒温鼓风干燥箱

FW幽200 高速万能粉碎机

由-I-S 型恒温水浴锅

DW-2 增力无极恒速搅拌器

TD5-4B 离心机

BS-2 10C 电子天平

722S 型分光光度计

IGJ- I0C 冷冻干燥机

MDF-U460BR 速冻箱

FC 型酶标仪

凯氏定氮仪 KDN-l

消解炉 KDN-20

SD2 制备液相色谱仪

2.3 实验方法

2. 3.1 水分含量测定

105 .C烘箱法 ， 参照、 GB/T5009.3-2003 。

2.3.2 粗蛋白含量测定

微量凯氏定氮法， 参照、 GB/T5009.5-2003 。

2.3.3粗脂肪含量测定

索氏抽提法， 参照、 GB厅5009.6-2003 。

2.3.4蛋白酶活力的测定

上海大浦仪器有限公司

上海精宏实验设备有限公司

北京中兴伟业仪器有限公司

金坛市华峰仪器有限公司

巩义市予华仪器有限责任公司

北京时代北利离心机有限公司

北京赛多利斯天平有限公司

上海精密科学仪器有限公司

北京四环科学仪器厂

日本三洋公司

赛默飞世儿仪器有限公司

上海仪电科学仪器股份有限公司

上海仪电科学仪器股份有限公司

安捷伦科技(中国)有限公司

福林法， 参照 GB/T 23527-2009 <<蛋白酶制剂》。
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2.3.5 蛋白质水解度测定

pH-stat 法是根据水解过程中释放的质子而测定蛋白质水解度的 。 在花生蛋白质水

解过程中记录不同时刻为维持反应体系 pH 恒定而消耗的碱，根据消耗的碱的量可按

下式 C 1. 1 、1.2 、 1 .3 ) (43)计算出蛋白质的水解度。

αf 
DH =-. * 100% 

αmn 、
1
/

···
& . ···a f

飞

-
ub­

u
b

.

一吁

吁
一附

州

立
uv

l-

4A 

nu
-

1-
+ -咱

A

α
 ( 1.2) 

298 -T 
pKa = 7.8+ 一一--一 "'2400

298*T ( 1.3) 

其中字母分别代表:

V: NaOH 溶液消耗体积， mL: 

C: NaOH 溶液浓度， mollL; 

m: 花生蛋白样品中蛋白质质量， g; 

h : 每克原料蛋白质中肤键的毫摩尔数， h=7.8mmol/g [4J; 

T: 实验温度， K。

2.3.6 花生蛋白及其水解物抗凝血活性测定

采用酶标仪法[44，43J测定花生蛋白水解物的凝血酶抑制率。 将恒温培养箱的温度设

定为 37 .C ， 酶标仪的测定波长设定为 405nm o 纤维蛋白原溶液和凝血酶溶液均用

Tris-HCI 缓冲液 ( 0.05mol/L. pH7.2 ) 溶解配制。 测定步骤: (1)往酶标板的小孔中

加入 0.1% Cw/v) 纤维蛋白原溶液 140 μ L.再加入 40μL 待测的样品溶液，混匀后读

数 (ASB ) , ( 2 ) 加入 10μL凝血酶溶液 C 12U/mL) 开始反应，在 37.C的恒温培养

箱中培养 lOmin 后，用酶标仪测定其读数 (AS ) , (3) 取 40μLTris-HCI 缓冲液代沓

样品溶液，其它操作同样品管，测得吸光值 (ACB 和 AC ) ， ( 4) 按下式(1.4 ) [3,7] 

计算花生蛋白酶解液抑制凝血酶将纤维蛋白原催化形成纤维蛋臼的能力 ，

[Ac - Acs1 - [A s - Ass1 
抑制率= ι ω .). . .>~ * 100% 

Ac - Acs 
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2.3.7 花生分离蛋白的制备

本课题参照刘向军(45)制备花生蛋白的方法。用万能粉碎机粉碎花生，向蒸馆水中

加入粉碎后的花生，使其料液比为 1: 12 ， 将温度设定为 50
0

C ， pH 调为 9.5 ， 将其搅

拌 120min ， 为保持 pH 稳定，期间调整 pH 一次。之后在 3700r/min 条件下离心上一步

的搅拌品，时间为 15min ， 舍弃下面的沉淀，用 1.5moLlL 的 HCL 将上清液的 pH 调

节为4. 5 ， 然后在 4
0

C的冰箱中放置 2h，放置后的液体在 3700r/min 的条件下离心 15min ，

舍弃上清液， 用蒸馆水将下面的沉淀复容， 复容后的溶液在-50 0C条件下冻结实后在冷

冻干燥机中干燥。用福林盼法(47)定冻干后产品的蛋白质含量 83.1% 。

2.3.8 Acalase2.4L 酶解工艺优化单因素实验设计

2.3.8.1 pH 对酶解物凝血酶抑制率的影响

配制底物浓度 50mglmL 的花生蛋白溶液，使其在温度为 550C ， 加酶量为 4000u侣，

pH 分别为 8 、 8.5 、 9 、 9.5 的条件下进行水解 CpH 过低或者过高可能会对之后测抗凝

血酶活性的时候，影响凝血酶对纤维蛋白原的催化作用) ， 酶解过程中用 O.lmoLlmL

的 NaOH 维持 pH 恒定，反应时间为1.5h，反应结束后 ， 测定产物的抗凝血酶活性， 通

过计算得到温度对花生蛋白水解物的凝血酶抑制率的影响。

2.3.8.2 时间对酶解物凝血酶抑制率的影响

配制底物浓度 50mglmL 的花生蛋白溶液， 使其在温度为 550C ， 加酶量为 4000u/g ，

pH 为 8. 5 的条件下进行水解，水解时间分别为 0.5h ， lh , 1.5h , 2h , 2.5h ， 酶解过程

中加入 0.1 molfLNaOH 维持 pH 恒定，反应结束后测定反应产物的抗凝血酶活'性， 通

过计算得到水解时间对花生蛋白水解物抗凝血酶活性的影响。

2.3.8.3 时间对酶解物凝血酶抑制率的影响

配制底物浓度 50mgfmL 的花生蛋白溶液， 使其在温度为 550C ， pH 为 8. 5，加酶

量分别为 3000u/g、 4000u/g、 5000ufg、 6000ufg、 7000u/g 的条件下水解 1.5h， 反应过

程中加入 O.lmol/LNaOH 维持 pH 恒定，反应结束后测定反应产物的抗凝血酶活性，

通过计算得到加酶量对花生蛋白水解物抗凝血酶活性的影响。
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2.3 .9 数据统计与处理

用 Design-Expert. 8.0元 和 Orign8 .0 进行数据的处理和分析。

2.4结果与讨论

2.4.1 不同来源蛋白质抗;疑血酶活性的比较

已知大豆蛋白具有一定的抗凝血活性， 而花生红衣里面含有的维生素 K 具有一定

的促凝效果 ， 需要对脱红衣和不脱红衣的花生制备的蛋白抗凝血活性进行比较 ， 因此 ，

选择以上三种蛋白质来研究和比较其抗凝血活性。

通过对三种蛋白抗凝血活性的比较发现， 三种蛋白都有一定的抗凝血活性， 但抗

凝活性均较差(最高仅为 16.2%) 。 不脱皮和脱皮的花生蛋白在低浓度的时候抗凝血

活性均相对大豆蛋白较高， 不脱皮的花生较脱皮的花生抗凝血活性略高，说明花生红

衣里面的维生素 K对花生蛋白的抗凝血活性没有显著影响。 为进一步提高不脱皮花生

制备蛋白的抗凝血活性，选择不同商品酶制剂对其进行酶解。

E一·一不脱皮花生蛋白

一←脱皮花生蛋白
一企一大豆蛋白

4 

16 

" 12 
京

、，_/

川
军
现
吕
器
运

。

。 5 10 15 20 25 30 35 

浓度( mg/ml) 

图 1 三种蛋白的抗凝血活性比较
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2.4.2 商品蛋白酶活力的测定

以自各氨酸浓度(μg/mL)为横坐标， 680nm 吸光度值为纵坐标，绘制标准曲(见图

3) ，其方程为: y=O.0089 x+O.0063 ( R2=O.9990) 。

0 .5 

0 .4 

吸 03

先

度 0.2

0 .1 

。

。 10 20 30 40 50 60 
浓度〈闯!mL)

图 2 酶氨酸溶液标准曲线

研究发现，碱性蛋臼酶水解花生蛋白得到的花生肤的水解度( DH) 和控自由基清

除率(49) 均比中性蛋白酶和酸性蛋白酶的高， 故而水解植物蛋白时使用碱性蛋白酶更

合适， 原因可能与在碱性体系中花生蛋白的熔解性更好有关。本实验拟采用的三种碱

性蛋白酶活力的测定结果见下表:

表 3 酶活力测定结果

蛋白酶 酶活力

Alcalase2.4L 1.8* 105U/mL 

2709 碱性蛋白酶 2.1 * I05U/g 

Protex 6L 1.2* I05U1mL 
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2.4.3.不同碱性蛋白酶对花生蛋白水解度的影晌

采用不同碱性蛋白酶在各自最适条件下酶解花生蛋白(底物浓度为 3.0g/1001ηL;

酶添加量为 5000U/(g 蛋白) ) ，其水解度随时间变化关系如图 3 所示。

20 

18 

16 

f飞

(ft. 14 
、._/

是2
主~、

10 

8 

6 

。

一-11- Protex6L 

/大斗
/什

10 20 30 40 50 60 70 80 90 

时间 C min)

图 3 不同蛋白酶酶解花生蛋白的水解度随时间变化

由图 3 可知，尽管所用蛋白酶的种类不同 ， 但都符合典型的酶解反应进程曲线。

Acalase2 .4L 和 protex6L 在反应最初的 20min 显示了最大的水解速率: 碱性蛋白酶在

40 分钟的时候也显示除了其最大的水解度。随着反应时间的延长，水解度变化都有不

同程度的持续减缓， 这主要是由于在反应的最初阶段，蛋臼酶可断裂的肤键数目较多 ，

敏感性肤键断裂相对较快， 导致水解速度非常快: 但是随着酶解反应的进行， 可供水

解的肤键不断减少， 还未水解的肤键相对不太敏感， 蛋白酶的催化作用趋于完全， 水

解速度明显下降。

结果显示: 尽管反应体系中加入酶活力的量是相同的 ， 但是不同种类的碱性蛋白

酶对花生蛋白水解度的影响也有显著差别。 Alcalase 2.4L、 Protex 6L 的水解度明显高

于 2709 碱性蛋白酶， 其中 ， 在相同时间内 Alcalase 2 .4L 的水解度最高。在接下来的

试验中采用 Alcalase 2 .4L 来制备花生肤。

2.4.4不同蛋白酶对花生蛋白水解物抗凝血活性的影响

用不同蛋白酶酶解花生蛋白 ， 在不同的水解度的条件下酶解液的凝血酶抑制率如
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图 3 所示。图 4 为相同一时间( 1.5h ) 条件下不同蛋白酶在底物浓度均为 50mglmL 时，

酶解液的抗凝血活性和空白(不加蛋白酶，其余条件相同)对照。

/幽、、

'èf< 
、._/

40 

30 

持 20

母§

军

10 

。

Alcalase protex6L 碱性蛋白酶 空白

蛋白酶

图 4 不同花生蛋白酶酶解液在相同7j'(解时间条件下的的凝血酶抑制率

图 4 中实验结果显示: 花生蛋白水解物的抗凝血活性明显要比花生蛋白的抗凝血

活性高，可以预见，酶解液中存在可以抑制凝血酶催化纤维蛋白原反应的产物， 这说

明起抗凝血活性作用的主要是花生肤，或者是水解之后能使更多抑制凝血酶活性的化

学键暴露出来。为此，可以分析不同酶种的水解物的抗凝血活性，边出能水解出高活

性花生蛋白水解物的蛋白酶，用来对花生蛋白进一步水解。

由图 5 可知，不同蛋白酶的酶解液对凝血酶的抑制率也有所区别，其中 Alcalase

2.4L 水解产物的抑制率最高，在水解度为 6 的时候能够达到 70%左右。 尽管 Protex 矶

和 Akala吕t: 2 .4L 酶解液的水解度都可以达到 19%左右 ， 但前者的凝血酶不同水解度阶

段的凝血酶抑制率却均较低。 同时，也可发现，水解度高的酶解物的抗凝血酶活性并

不一定高。

17 



80 
区翅 Acalase2.4L水解物
医~ Protex6L水解物
C] 2709碱性蛋白酶水解物

60 

(求
)

A
『

制
一
、
坷
'
回
回
路
运

20 

。

2 4 6 8 

水解度(% )

10 12 

图 5 不同水解度下不同花生蛋白酶酶解液的凝血酶抑制率

Alcalase 2.4L 酶酶解花生蛋白在不同水解度下的凝血酶抑制率有所区别，但是并

没有随水解度的变化表现出明显的规律性。这说明了花生蛋白酶解液的凝血酶抑制率

和花生蛋白质水解度没有必然的联系。实际上，7k解度较低时， 蛋白水解不完全，可

能会导致部分抗凝血活性较强的多肤不能被水解出来;而过度水解可能会导致部分抗

凝血活性较强的多肤被水解为寡肤， 造成了抗凝血活性的削弱。因此不能简单地认为

花生蛋白水解度越大， 抗j疑血活性越强。

分析以上两种现象的原因 ， 可能是对于同一种底物，不同蛋白酶的酶切位点差异

较大，造成不同蛋白酶同一底物水解产物的抗凝血活性也显著不同。而同一种蛋白酶

酶解花生蛋白肘，虽然酶切位点有专一性， 但是酶解后的肤链的长度是随机的，造成

酶解产生具有抗凝血活性的肤的数目和种类以及出现时间也是随机的。本实验选取

Alcalase 2 .4L 制备花生凝血酶抑制肤，并进一步对其酶解工艺进行优化。
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2.4.5 Acalase2.4L 酶解工艺优化

2.4. 5 .1 单因素实验

(1) pH 对花生蛋白质凝血酶抑制率的影响

/'""、

运主

30 

起i 20 

胆
画
密
罪 1 0

0 
7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 

pH 

图 6 pH 对花生蛋白酶解物凝血酶抑制率的影响

10.0 

从图 6 可以看出，在 pH=8.5 的条件下水解的花生蛋白的酶解物的抗凝血酶活性

最高。酶活性中心上面的必须基团，随着 pH 的变化而变化， 因此，酶的活性对反应

过程中环境的 pH 非常敏感，其活性部位只有与蛋白酶处在一定空间构象的时候才能

存在， 才能实现催化功能， 其解离状态随 pH 值的变化而变化，抗凝血活性也会有所

不同。

(2) 水解时间对花生蛋白质水解度和凝血酶抑制率的影响
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图 7 71<解时间对花生蛋白水解度和凝血酶抑制率的影响

由图 79 可知，酶解物的抗凝血酶活性在1.5h 之前随反应时间的变化没有一定的

规律性，在反应时间为 1.5h 的时候酶解物的抗凝血酶活性最高，之后随着反应时间的

延长，抗凝血酶活性明显降低， 在反应时间为 2.5h 的时候抗凝血活性极其低。这是因

为，花生蛋臼在较低的水解度时候，蛋白水解不完全，可能会导 m 致部分抗凝血活性

较强的多肤不能被水解出来: 而如果过度水解的话，部分抗凝血活性较强的肤可能会

被水解为没有抗凝血活性的寡肤 ， 造成了花生蛋白酶解物整体抗凝血活性的降低。

(3) 加酶量对花生蛋白质水解度和凝血酶抑制率的影响
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图 8 加酶量对花生蛋臼水解度和凝血酶抑制率的影响

由图 8 可知，在本实验的设定范围内，酶解物的抗凝血酶活性随着加酶量的增加，
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先增加后降低， 在加酶量为 6000u侣的时候，花生蛋白酶解物的抗凝血酶活性达到最

大，加酶量超过 6000时g 的时候，其抗凝血酶活性又呈现下降的趋势。

由于底物的水解度会随着加酶量的增加而不段的增加， 当蛋白酶分子在整个体系中浓

度趋于饱和的时候，有些遥自酶的酶分子和底物接触不到，水解度增加的幅度就会降

低。随着水解度的增加，花生蛋白水解物相对分子质量分布范围就越小， 因较高的抗

凝血酶活性肤和化学键只在一定分子质量范围之内的肤链中产生，水解不足或者过度

水解会造成花生蛋白水解物抗凝血酶活降低 。

2.4.5.2 Acalase2.4L 水解花生蛋白制备抗凝血活性肤的响应面实验结果

表 4 响应面优化水解实验因素水平编码表

因素

水平

X) 酶解 pH

8 

X2 时间 ( h ) X3加酶量 (ulg)

。 8.5 

9 

1.5 

2 

5000 

6000 

7000 

为了获得抗凝血酶活性较高的花生多肤 ， 在以上三个单因素水平实验基础上，以

加酶量、 pH、反应时间为单因素，以花生分离蛋白酶解物的抗凝血酶活性为响应值，

设计 3 因素 3 水平的二次回归方程来拟合加酶量、 pH、 反应时间和酶解物抗凝血酶活

性之间的函数关系 ， 采取响应面分析法( ResponseSurface Analysis , RSA) 分析实验结

果 ， 做出最优选择。表 4 为试验的因素水平设计， 表 5 为本设计实验的结果。
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表 5 响应面设计以及实验结果

实验号 X) X2 X3 抑制率(%)

。 。 。 63.15土4.96

2 。 43.45士4.36

3 。 52.88土0.72

4 。 69.47土1.61

5 。 44.77士6.43

6 。 。 。 53.54土4.55

7 。 50.48土3.09

8 。 。 。 56.55土1.24

9 。 。 。 58.25土2.47

10 。 。 。 5 1.98土4.70

11 。 48.30土 1.44

12 。 86.72土4.91

13 。 84.17土 1.49

14 。 61.57士0.93

15 -1 。 46.75土0.63

16 1 。 42.90士3.56

17 。 44.42土1.61

(1) 回归模型的建立以及方差分析

通过软件对水解后得到抑制率的实验结果进行二次多元回归拟合，对上列表 2 中

的数据进行方差分析，之后得到模型的二次多项回归方程为:抑制率=56.70-8.39*X)+8.

22*X2-9.73*X3-5 .35*X )X2+ 1.05*X )X3+3. 74*X2X 3+ 5.71 *X)2 -8.73*X2
2 -4.26*xl 
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变异来源 平方和

模型

X ) 

X2 

X3 

X) X2 

X)X3 

X2X3 

2 
X) 

X22 

2 
X3 

残差

失拟项

2544.77 

563.81 

540.71 

757.58 

130.53 

304.68 

72.59 

120.54 

4.66 

58.80 

255.30 

179.01 

表 6 回归方程与方差分析表

自 由度 均方 F 值 p {直

9 

7 

3 

282.75 

563 .81 

540.71 

757.58 

130.53 

304.68 

72.59 

120.54 

4.66 

58.80 

36.47 

59.67 

4.3 1 0.0066 

6.60 0.0057 

13.18 0.0063 

0.98 0.0026 

3.58 0.1004 

8.35 0.0233 

1.99 0.2012 

3.30 0. 1119 

0.13 0.7313 

1.61 0.2448 

3.13 0.1 497 

纯误差 76.29 4 19.07 

总变异 2800.07 16 

显著

不显著

由表 4 可以看出 ， 本实验方程因变量与自变量之间的线性关系明显 ， 回归方程的

一次项和二次项显著，本实验设计整体模型的 "P>F" 值小于 0.05 ， R2=0. 9088 ， 说明

此次二次方程的模型比较显著。单因素 x l 和 x2 实验因素对响应值的影响显著，这表

明这两个单因素和响应面应该是二次抛物线的关系。说明该模型与实验具有可行的拟

合， 即本实验方法可靠性很高。自变量与响应值之间线性关系显著， 可以用于该反应

产物抗凝血活性高低的理论推测。回归系数 F 显著性检验表明 : 在本实验中选取的每

个单因素的设定水平范围内，对 Aωlase2.4L 酶解花生分离蛋臼产物抗凝血活性影响

的排序依次为: X3>X)>X2，即 ， 加酶量>酶解 pH>酶解时间。

之所以加酶量对实验结果的影响比酶解 pH 和酶解时间显著， 是因为加酶量处在

相对较低的水平范围内 ， 酶分子在体系中远远没有饱和， 其含量的增减对水解照成严

重影响，即反应体系处在不稳定状态， 抗凝血活性因子也不稳定 ， 造成酶解产物的抗
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凝血酶活性有明显变化。

(2) 响应面分析:下列为应用响应面优化分析的方法对本实验回归模型进行分析的

3D 和平面图的结果。
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图 9 pH 和时间的响应面

图 11 pH和加酶量的响应面

图 13 时间和l加酶量的响应面
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图 14 时间和加酶量的平面图

从上列六图中可以看出可以看出 pH( Xl) 与酶解时间( X3) 、 pH( Xl) 与加酶量

( X3) 、酶解时间( X2) 与加酶量( X3) 的交互作用对花生蛋白酶解产物抗凝血酶活性的

影响。

(3)最高抗凝血活性酶解产物酶解条件的预测和验证
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用 design-expert8.05b 软件对实验条件进行优化，优化方案建议选择 pH9，酶解时

间 2.0h，加酶量 5000时g ， 二次方程优化抗凝血酶活性最优值为 92.86% 。

经过实验验证得到酶解物的抗凝血酶活性为 86.22%。说明优化后的 2 次回归方程

对花生蛋白酶解物抗凝血酶活性的结果的分析以及预测是可行的。 下因为冷冻干燥前

后样品在不同浓度下抗凝血活性的拟合曲线。

表 7 冷冻干燥前后酶解物的抗凝血活性

浓度 (mglmL) 冷冻干燥前 冷冻干燥后

60 11 1.00 11 1.00 

40 87.00 86.00 

20 57.00 63.00 

10 32.10 31.90 

5 26.25 26.00 

Equa悦。n y . a+b'x 
Weight NoWe地h6ng

，毛e剧。ualS-um 74.3‘ 952 165.05661 
。ISQU3fOS

Pearson'S r 0.99285 0.9839 

40 

叫肉.Square 0.98101 0.95741 
Value Standø.rct Effor 

IntÐrcepl 20.19952 3.6936 
Slope 1.57298 0 .10916 
Inle t四pl 21.70793 5.50335 
Slope 1.55082 0 .16264 
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nunu 86 (J
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---冷冻干燥前

.... 冷冻干燥后

20 
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浓度 (mg/ml)

图 15 冻干前后花生肤的抗凝血活性的拟合|曲线

由图可知:冷冻干燥前为 Y= 1.4918Xl+25.9207; 冷冻干燥后 Y=1.5072X2+24.305 

3，将抗凝血活性 Y=50 代入得到冷冻干燥前 ICso= 17.0480 mglmL. 冷冻干燥后 ICso=

16 .1411 mglmL。通过比较二者的 lC50 可以发现冷冻干燥对实验结果没有影响。
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2 .4.5.3 最优条件下制得酶解物的提取及其花生肤含量测定

采用上一步优化之后的条件对花生分离蛋白进行水解。 冷却至室温，在 3700 r/min 

的条件下离心 15 min，取上清液，真空旋蒸1.5h 将其浓缩后在冷冻干燥机中干燥。 用

凯氏定氮法测定冷冻干燥后的产品的花生肤含结为 80.16%。
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2.5 本章小结

(1 )考察了花生脱红衣蛋白、花生不脱红衣蛋白和大豆蛋白的抗凝血活性，发现

三者均对凝血酶的抑制有一定的效果。最后确定用不脱红衣的花生制备花生分离锺白。

(2 ) 以花生分离蛋白为底物，分别用碱性蛋白酶 2709 、 AJcalase 2.4 L、 Protex 6L 

在各自最适条件下对其进行酶解。 AJcalase 2 .4L 和 Protex 6L 均能在 1.5 h 内均能使底

物的水解度达到 19.5% 通过对三种酶酶解花生蛋白产物的抗凝血活性的计算比较，

发现 AJcalase 2.4L 蛋白酶酶解花生蛋臼得到的酶解物的抗凝血活性最高。

(3)通过对响应曲面分析确定了 Alcalase 2.4L 酶解花生分离蛋白的最佳工艺条

件: 底物浓度 5.0 g/100mL.加酶量为 5000 U/(g 蛋白)，反应温度 550C ， pH 9 ， 酶解

时间 2h。在此条件下酶解液冻干后花生肤含量为 80.16% ， 抗凝血酶活性可达到 92.8% 。

( 4 ) 通过比较冷冻干燥前后酶解物的抗凝血活性的 IC50 发现 : 冷冻干燥过程对

酶解物的抗凝血活性没有影响
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第三章高抗;疑活性花生肤的分离纯化

3.1 引言

近些年，出现了很多种多肤和蛋白的纯化技术与方法，分离方法主要有密度梯度

离心、 等电点沉淀、超滤、 盐析、 电泳 、 亲和色谱、 离子交换色谱和分子筛等。离心、

等电点沉淀、 超滤、盐析等方法是粗分离肤的方法， 而高效液相色谱法可根据目标肤

的来源、极性、相对分子质量大小、 性质状态等方面将单一的目标肤从复杂的混合肤

产物中分离出来，以其快速的分析， 高效率的分离 ， 高级灵敏的检测 ， 比较专一的选

择性等独特的优点，成为目前分离纯化多肤的主要手段[49]制备液相色谱仪和高效液相

色谱 CHPLC ) 是多肤精细分离的常用手段。

本章拟采用制备液相色谱仪和半制备 RP-HPLC 等方法对花生蛋白酶解液多肤进

行分离纯化和回收，优化分离条件，测定比较分离纯化组分的抗凝血活性，选择获得

具有高抗凝活性的花生肤。

3.2 实验材料与设备

3.2.1实验材料

花生肤 : 来自第二章 Alcalase 最优条件下的水解产物。

SephadexG… 15: 索莱宝(北京)生物科技有限公司。

纤维蛋白原: Sigma 公司 。

凝血酶: 索莱宝(北京〉生物科技有限公司。

三氟乙酸 (分析纯) : 阿拉丁试剂有限公司 。

乙腊 (HPLC ) : 天津科密欧化学试剂有限公司 。

其他试剂均为分析纯。

3.2.2 实验仪器与设备

TD5-4B 离心机

BS-210C 电子天平

SD2 制备液相色谱仪
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IGJ一 10C 冷冻干燥机 北京四环科学仪器厂

Agilient 1260 高效液相色谱仪 Agilent 公司

FC 型酶标仪

DHP幽360 恒温培养箱'

赛默飞世尔(上海〉仪器有限公司

北京市永光明医疗仪器有限公司

3.3 实验方法

3.3.1测定方法

3.3. 1. 1 花生肤含量测定

采用福林盼比色法测定样品中总肤含量[50] 。 标准曲线如图 :
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0.3 

Value Standard Er 

B Intercep 0∞9 0.01022 

B SIOpe 1.466 0.07273 
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图 16 花生蛋白的标准曲线 (Y=1.466X+O.OO9 , R2=O.9954) 

3 .3.2实验设计

3 .3 .2.1 制备色谱分离花生肤

制备液相色谱仪: 美国安捷伦 SD2 纯化系统

色谱柱: 反相色谱柱 C- 1 8 ( 1 00x250mm) ，郑州英诺生物科技有限公司。

检测波长 : 220nm 

流动相 : 乙腊和水

定量环: lmL 
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C 1 )流动相洗脱比例的选择

采用定比例洗脱。

( 2 ) 上样量的选择

综合整体设备和柱子的性能， 选择用进样体积为 lmL 的定量环， 通过改变进样量

的浓度，观察洗脱曲线的变化。将上样量分别设定为: 5mg/mL 10mglmL, 15mglmL 

20mglmL 25mglmL 3 Omg/mL , 35mglmL, 40mg/mL, 45mglmL 50mg/mL。

(3)流速的选择

流速的选择也是制备色谱分离中一个很重要的因素。增加流速也会有助于提高色

谱产率， 超过一定值的流速， 固定相内的扩散阻力将起到负面作用 ， 使色谱柱的分离

能力减弱，即引起组分峰的重叠，不利于分离。为此， 分别按以下流速对样品进行洗

脱: 1 mL/min , 5mL/min, 10mL/min , 15mL/min ， 考察其对花生肤分离效果的影响。

3 . 3.2.2半制备反相高效液相色谱 CRP-HPLC) 分离花生肤组分

HPLC 系统 : Agilent1260 。

色谱柱 : 反相色谱柱 C-18 C 10x250mm ) ， 郑州英诺生物科技有限公司。

检测波长 : 220nmj 柱温 : 30.C j 进样体积: 100μL 。

C 1 )梯度洗脱

①洗脱流速的选择

进样浓度 lmg/mL，洗脱条件: 0""""5min 100 ,...._, 80%A; 5""""20min 80""""60%A; 20""'_'25min 

60""""0%Aj 25""""27min O%Aj 27""'_'29min O,...._, 100%Aj 29 """"40min 100%A (A: 5%乙腊，

含 0.05%TFA; B: 80%乙脂 ， 含 0.05%TFA ) 。

②洗脱梯度的选择

流速 lmLlmin ， 进样浓度 lmg/mL. TFA 添加量 0.05% ， 分别按下述洗脱条件洗

脱:

l 、 0""""5min 100 ,...._,80%Aj 5----20min 80'""-'60%A; 20----25min 60""""0%A; 25 ""'_' 27min 

O%A; 27""'_'29min O""'_' 100%A; 29----40min 100%A CA: 5%乙脂，含 0.05%TFA; B: 

80%乙腊，含 0.05%TFA)

2 、 O""'_' 15min 100----60%Aj 15----20min 60'""-' 0%A; 20----25min O""'_' 100%A; 25 ""'_' 35min 

100%A (A: 5%乙脯，含 0.05%TFAj B: 80%乙脯 ， 含 0.05%TFA)

3 、 O---- lSmin 80----60%A; lS ,...._,2Smin 60 ,...._, 0%Aj 2S ,...._,3Smin 0"""" 100%Aj 3S"""" 4Smin 
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100%A (A: 5%乙脯，含 0.05%TFA; B: 80%乙脯，含 0.05%TFA )

0----5min 100---- 80%A; 5----30min 80----60%A; 30----35min 60----0%A; 35 ----37min 

O%A; 37----39min 0---- 100%A; 39----50min 100%A (A: 5%乙腊，含 0.05%TFA; B: 

80%乙脯，含 0.05%TFA)

③进样浓度的选择

洗脱梯度为 : 0----5min 100----80%A; 5""""20min 80----60%A; 20""""25min 60""""0%A; 

25 ----27min O%A; 27----29min 0---- 100%A; 29"-'40min 100%A(A: 5%乙脂，含 0.05%TFA;

B: 80%乙脯，含 0.05%TFA) , TFA 添加量: 0.05% ， 考虑到分离 Gl 后 ， 还要将 Gl

个组分收集测定其抗凝血活性， 在上样量分别提高产率，决定增大进样浓度 : 5mg!mL, 

7mg/mL, 9mg/mL 条件下分离花生肤。

④TFA 添加量的选择

上样量: 3mg/mL.洗脱梯度为: 0""""5min 100,___80%A; 5""""20min 80'"'-'60%A; 20 ,___ 

25min 60 ,___ 0%A; 25----27min O%A ; 27----29min 0---- 100%A; 29----40min 100%A ( A: 

5%乙腊， 含 TFA; B: 80%乙腊) , TFA 添加量分别为 0.05%， 0.1% , 0.1 5%的条件下

进行洗脱。

优选出分离效果最好条件条件， 重复进样 ， 收集一定量各洗脱峰，比较选择出

具有最高抗凝血活性的洗脱峰，对其进行冷冻干燥或得高抗凝血活性肤。

3.4结论

3.4.1 用制备色谱在不同流动相比例条件下的分离效果

制备液相色谱仪可实验最大回收率和纯度。为了能够满足在损失花生肤最少的情

况下， 相对精确分离第二章中在最优条件下用 Acalase2.4L 制备的花生肤，同时 ， 大

量收集所分离花生肤，以便于冷冻干燥后对其进行更近一步的分离，所以选择制备色

谱分离制备花生肤。分析肤最常用的色谱柱是 C1 8 柱，柱料为细小的硅胶颗粒，硅胶

表面用硅炕疏水基团修饰。反相柱柱子的极性都比溶剂弱，洗脱效果和碳链的长短有

关， 填料中碳链越长的柱子洗脱效果越好。流动相中其他溶剂和水混合所占百分比范

围为 100%-1%。之前制备的花生肤皆是溶于水的极性分子，在洗脱的过程中，疏水性

越弱的化合物越不容易从流动相中被挤出去，即在色谱柱中停留的时间也越短。所以，
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在反相色谱柱中，不同的化合物由于其疏水性的不同而得到分离， 为了能够较好的分

离开本实验样品，防止柱子上面沉积， 在本章中拟设置流动相的比例的理念为: 乙脂

所占比例小于 50%。
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图 17 花生蛋白的制备色谱洗脱曲线 1

(乙腊浓度 25%，上样浓度 20mg/mL，流速 : lOmL/min ) 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
IINUfES 

图 18 花生蛋白的制备色谱洗脱曲线 3

〈乙睛浓度 35%，上样浓度 20mg/mL，流速 : lOmL/mÎn ) 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
IINlJTES 

图 19 花生蛋白的制备色谱洗脱曲线 4

(乙脂浓度 45%，上样浓度 20mg/mL，流速 : lOmL/min ) 

由上面一系列的图形可以看出 : 虽然柱子比较大， 但是在 10mL 流速的条件下，
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延时不是很长， 首峰出峰时间大概都在 9 分钟之前。 流动相比例的调整对分离效果有

很大的影响。流动相中乙脂含量增加时，流动相的洗脱能力增强， 各组分出峰时间缩

短， 并且两边组分出峰时间的缩短幅度大于中间的组分，因而整个循环周期明显缩短。

由产率与流动相消耗的定义可知， 洗脱循环周期越短， 流动相的消耗就越小，样品的

产率越高，故花生肤的产率随乙腊所占流动相的比例的增加而增加 。 同时， 当流动相

消耗减小、 收集产品的浓度增加时， 蒸发回收溶剂的能耗就会降低。但当乙脂浓度增

至 45% ， 循环周期不再有很大缩减， 而三种组分峰却逐渐接近趋于重叠，分离难度增

大， 为保证产品的纯度， 必须放弃乙腊比例 45%以及 45%以后更高的产品回收率。综

上分析， 本实验选用的合适的流动相组成为乙腊:水= 35/75(v/v) 

3 .4.2 用制备色谱在不同上样量条件下的分离效果
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图 20 花生蛋白的制备包谱洗脱曲线 5

( 乙腊浓度 35%，上样浓度 5mg/mL

1 2 :3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
IINlJfES 

图 21 花生蛋白的制备色谱·洗脱曲线 6

〈乙脂浓度 35%，上样浓度 10mg/mL，流速 : 10mL/min ) 
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图 22 花生蛋白的制备色谱洗脱曲线 7

(乙脂浓度 35%，上样浓度 15mg/mL，流速: 10mL/min) 
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图 23 花生蛋白的市1)备色谱洗脱曲线 8

(乙腊浓度 35%，上样浓度 20mg/mL，流速: 10mL/min ) 
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图 24 花生蛋白的制备色谱洗脱曲线 9

〈乙脂浓度 35%，上样浓度 25mg/mL，流速: 10mL/min ) 
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图 25 花生蛋白的制备色谱洗脱曲线 10

(乙腊浓度 35%，上样浓度 30mg/mL，流速 : 10mL/min ) 
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图 26 花生蛋白的制备色谱洗脱曲线 11

(乙腊浓度 35%，上样浓度 35mg/mL，流速 : 10mL/min ) 

从上列各个图形可以看出 ， 进样浓度的大小能够改变峰的形状。 进样浓度越低，

峰越宽 ， 峰值越小 ， 浓度太低会照成峰变形 ， 拖峰。当进样浓度从 5 mg/mL 增至

35mg/mL 时， 一个洗脱的循环周期有所延长，在进样量为 15mg/mL 以及之前的时候，

不能有效的分离样品。在进样浓度为 20mg/m 到 25mg/mL 之间，出峰的情况还是比较

可观的， 三个峰的峰值都比较高。当进样浓度大于 25mg/mL 尽管循环周期没有什么

大的变化， 但是洗脱峰中间的峰值开始降低 ， 即样品的产率开始下降， 这表明在这样

的浓度区间进样浓度对样品的产率的所影响 ， 强于洗脱循环周期。当进样浓度继续增

加至 35 mg/mL 时 ， 由于色谱柱超载严重， 中间的峰降至很低， 开始趋近于零， 说明

该组分在柱子累积， 不能得到有效分离， 色谱峰变形严重。综合考虑， 最终选择上样

浓度为 20mg/ml 。
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3.4.3用制备色谱在不同流速条件下的分离效果
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图 27 花生蛋白的制备色谱洗脱曲线 14

(乙腊浓度 35%，上样浓度 20mg/mL，流速 : lmL/min ) 
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囱 28 花生蛋臼的制备色谱洗脱曲线 15

(乙腊浓度 35%，上样浓度 20mg/mL
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图 29 花生蛋白的制备色谱洗脱曲线 16

(乙脂浓度 35%，上样浓度 20mg/mL，流速: 10mL/min ) 

综合以上各图可知: 当流速从 lmL/min 增加到 10mL/min 时，缩短了洗脱循环周

期，提高了产率， 但是流速大于 lOmL/min 时，开始有组分之间重叠 ， 产品纯度降低，

主要是因为: 不同榕质组分开始慢慢偏离于流动相和固定相之间的平衡分配，从而降

低色谱柱的分离能力 ， 色谱峰加剧扩展， 增加了流动相的消耗，即加大溶质稀释程度 。
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流动相消耗的增大将直接导致在接下来旋蒸的时候耗能多 ， 用时长，不利于保所持收

集样品原有的性能。 所以决定在收集实验中采用 5mLlmin 的流速。

又以上优化条件分析发现， 当分离条件为乙腊浓度 25%，上样浓度 20mglmL，流速 :

5mLlmin 的时候， 分离效果最好，选这个条件为最优分离条件用来制备分离花生肤。
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3.4.4高抗凝血活性花生肤选择 ， 以及其在不同浓度下抗;疑血活性的探究

在上一步中的优化条件下重复收集 Gl 、 G2、 G3 组分 ， 真空旋蒸浓缩， 冷冻干燥

后 ， 分别测定他们在 10mg/mL ， 20mg/mL , 40mg/mL 时候的抗凝血活见图 35 。

100 i I C=J 10mg/ml 
~20mg/ml 

80 J I ~ 40mg/ml 
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图 30 制备色谱分离花生做各组分的抗凝血酶活性

由上图可知: 通过对在相同浓度条件下的 Gl 、 G2 ， G3 抗凝血活性的比较发现，

G2 组分的抗凝血活性最好。 所以选择 G2 作为进一步分离的样品 ， 用 以活得高抗凝血

活性肤。

3.4.5 半制备 RP-HPLC 分离 G2 组分

在用半制备 RP-HPLC 分离 G2 组分的时候 ， 选择先用梯度分离 G2 组分 ， 再用定

比例无梯度分离 G2 组分，之后比较两种方法在各自最优条件下的分离效果，最后确

定用来分离 G2 组分的方法。

3.4.5. 1 梯度洗脱花生肤组分

通过改变洗脱梯度， 洗脱流速， 进样量 、 TFA 添加量等几个方面来进行优化其分

离条件。

(1)不同洗脱流速对花生肤分离效果的影响
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半制备 RP-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 2

(流速: 1.5mL/min ) 
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半制备时-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 3图 33

〈流速: 2mL/min ) 

由上列三图可以发现流速对样品的分离效果起着重要的作用 ， 当流速为 lmLlmin

时，每个峰的时间都很长，所以一个洗脱循环周期也最长; 当流速为 1 .5mL/min 时出

峰最多，每个峰的时间都有所缩减，整个洗脱循环周期也很短， 洗脱的产率和纯度都

很高; 当留速增加到 2mLlmin 的时-候，最然整个循环周期最短，但是各组峰的重叠现

象比较严重，不能有效的将样品中的不同组分分离检测出来，达不到实验目的。综上

决定选择 1.5mL/min 为最终洗脱流速

(2) 不同洗脱梯度对花生肤分离效果的影响
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半制备时-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 4图 34

5"-'20min 85"-'60%A; 20"-'26min 60"-'0%A; 26"-' j先脱方法 1: 0"-' 5min 100"-' 85%A; 

28min O%A; 28"""'30min 0"-' 100%A; 30"-'40min 100%A ( A: 100%乙腊; 含 O.l%TFA;

含 0.05%TFA)100%乙脯，B: 
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半*IJ备 盯-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 5图 35

15"-'20min 65"""'0%A; 20"-'25min 0"-' 100%A; 2 

100%乙脂，含 0.05%TFA)100%乙脂 ， 含 0.05%TFA; B: 
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半制备盯-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 6图 36

洗脱方法 3: 0'__' 15min 85 ,__,65%A; 15'"'-'25min 65 '"'-' 0%A; 25 ----35min 0 ,__, 100%A; 35----

100%乙脂 ， 含 0.05%TFA )100%乙腊，含 0.05%TFA; B: 45min 100%A ( A: 
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半制备 RP-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 7图 37

洗脱方法 4: 0'"'-'5min 100""""85%A; 5'"'-'30min 85 '"'-'65%A; 30----36min 65 ---- 0%A; 36,__, 

38min O%A; 38 ,__,40min O'__' 100%A; 40----50min 100%A ( A: 0.05%乙脂，含 0.1%TFA;

100%乙睛， 含 0.05%TFA)B: 

反相高效液相色谱 (RP幽HPLC) 对多肤的分离一般采用初始流动相极性最高， 随

着洗脱时间延长降低流动相极性的线性梯度洗脱[56叫。 在初始流动相中提高水相的比
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例，先被洗脱下来的是疏水性最弱的肤组分，而后疏水性强一次被洗脱下来，疏水性

越强的组分， 停留的时间越长，越难以被洗脱下来。 由图 34 至图 37 可以看出，洗脱

曲线初期 C O"-'8min) ， 没有肤组分被洗脱出来， 主要由于色谱柱有一定的体积， 导

致出峰时间与开始洗脱时间相比有一段时间的滞后。 比较困 34、 35 、 36 三图发现， 在

洗脱初始阶段 。"-'5min 设定 100"-'85%A ， 可以较好的分离此段花生肤， 图 35 、 36 流

动相的极性降低过快，不利于某些花生肤组分的洗脱分离 ; 且 15 分钟以后的出峰重叠

现象比图 34 要严重。 图 35 的流动相比例变化范围较少，花生做各组分分离效果相对

最差， 图 34 图 35 在后期的洗脱流动相的极性不同，可以看出，图 34 对在洗脱后期对

极性较弱的组分的分离效果比较好。 图 35 虽然也能出现几个峰， 但是峰值低， 产率比

较低。

综合以上分析， 选择洗脱方法 l 对 0 1 组分进行进一步的分离优化，通过改变进

样量， TFA 添加量 ， 获得更好的分离方法。

(3)不同进样量对花生肤分离效果的影响

2到)()

2创)()

1日)()

1创始

500 

。

5 10 15 20 25 30 

图 38 半制备 RP-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 8

(进样浓度 : 5mg/mL ) 
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(进样浓度 : 7mg/mL) 
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半制备 RP-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 10图 40

(进样浓度: 9mg/mL) 

由以上三图可以看出 : 浓度越大，峰值越高， 产率越高，进样浓度 7mg!mL.分

离的组分虽然很多，但是产率不如图 38 ， 在进样浓度为 9mg!mL 的时候，波峰的重叠

虽然产率很高， 但是不能满足纯度的要求，综合分析 ， 在前两步己经优化
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出的洗脱梯度和流速的情况下 ， 选择最佳进样弄度为 7mg!mL。

(4)不同 TFA 添加量对花生肤分离效果的影响
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图 41 半制备 时-田LC 分离 G1 洗脱曲线 11

(TFA 浓度 : 0.05%) 

mAU 

3αm 

25∞ 

2αJO 

15∞ 

1仪泊

5∞ 

。

5 10 15 20 

图 42 半制备 RP-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 12

(TFA 浓度 : 0.1%) 

45 



F 

‘。
rr由U

3织)Q

30∞ 

2500 

2000 

3是
15∞ 

10∞ 

5∞ 

何llJ'I35 30 
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( TFA 浓度 : 0.15% ) 

æ mAU 
到∞

25∞ 

禁
地飞

20∞ 

15∞ 

10∞ 

5∞ 

。

mm 35 30 25 20 15 10 5 

半制备 RP-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 14图 44

(TFA 浓度 : 0.2% ) 

在用反相高效液相色谱 CRP-HPLC ) 分离多肤或者蛋白质的实验中 ， 需要流动相

TFA 是很容易挥发的离子抑制剂，一般选择 TFA 作为添加剂。 这主要因为，为酸性，

最终会从制备出的样品中除去 ， 不会对样品的性质造成影响 。 除此之外， TFA 的最大

紫外吸收峰小于 200nm ， 对多肤在 220nm 波长处的检测没有干扰。
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流动相中添加的 TFA 可以通过与硅胶表面疏水键合相以及固定相上残留的极性

表面的作用，来改善峰形、避免峰展宽与峰拖尾，保证检测灵敏度，提高对样品的分

离度; TFA 结合花生肤上面的正电荷和极性基团，从而减少极性保留，进而把花生肤

带吸附到具疏水性的反相表面。 与此同时，固定相上残留的极性表面被 TFA 屏蔽。 即

滞留在反相固定相表面的 TFA，会发生和多肤及柱床的作用 。

改变流动相中添加的 TFA 的浓度，可以对多肤在反相色谱柱上的滞留时间进行微

调。 TFA 的这种作用有助于优化分离条件、 增加复杂色谱可以分析出的信息量。 图 46

至图 49 为 01 组分在不同 TFA 添加量的条件下的分离效果。当 TFA 流动相中的添加

浓度为 0.1%时，分离效果优于其他添加量: 当 TFA 添加量为 0.05%时，部分峰会出现

展宽和拖尾的，峰形的重叠现象严重: 当添加量大于 0.1%时， 某些组分的出峰时间

延迟，峰形重叠更严重。 综合分析，选择流动相中 TFA 的最佳浓度选为 0.1%。 在之

后的分离检测中拟采用本优化结果。

3.4.5.2 非梯度洗脱分离花生肤

通过改变水和乙腊的比例 ， 洗脱流速，进样浓度，进样量等几个方面对其分离条

件进行优化。

(1)不同洗脱液比例对花生肤分离效果的影响(进样体积: 100 川，流速: 1. 5 mLlmin , 

进样浓度: 1 mg/mL. TFA 添加量: 0.1% ) 
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图 45 半制备 RP-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 28

(乙脂含量 : 35% ) 
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半制备 RP-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 29图 46

〈乙腊含量 : 25% ) 
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半制备 RP-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 30

(乙脯含量 : 15% ) 
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图 48 半制备盯-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 31

(乙脂含量: 5% ) 

由上列各图可知 : 增加流动相中乙腊的比例会延迟出峰的时间 ， 说明乙腊的比例

越大， 流动相极性与越弱， 疏水性弱的样品在固体相上停留的时间比较长， 越不容易

被洗脱下来。乙腊比例为 5%的时候很快，整个洗脱循环周期很短， 出现的峰明显变

多 ， 但是叠加峰比多。乙腊所占流动相比例为 25%时 ， 产率很低， 说明流动相极性太

低， 样品在这种色谱柱上有残留 。 乙腊比例为 15%样品产率比 25%时候较高， 而且出

峰形状即分离样品纯度好于 5%， 综合分析，选择流动相中乙腊比例为 15%为最佳比

例。

(2 ) 不同洗脱速度对花生肤分离效果的影响(乙腊比例 : 15% ， 进样体积: 100 川，

进样浓度: lmg/mL , TFA 添加量: 0.1 %) 
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半制备盯-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 26

(流速 : 1.5mL/min) 
。

图 51
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半制备 RP-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 27

10 

图 52

5 

。

(流速: 2mL/min) 

由 以上四图可知 : 流速越慢整个洗脱周期循环越长。当流速为 2mLlmin 的时候 ，

波峰因为严重重叠而变形， 分离组分的纯度最低。 虽然图 52 比图 51 的循环周期短，

但是波峰趋于重叠。 只能为了纯度舍弃产率 ， 选择最佳流速 1.5mol/min 。

100μ1 ， 15% ， 进样体积:(3 )不同进样浓度对花生肤分离效果的影响(乙腊比例:

TFA 添加量: 0.1% ) 
51 

1.5mol/min , 流速:
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半制备 RP-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 16

(浓度 : 3mg/mL) 
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半制备盯-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 17图 55

(浓度 : 5mg/mL) 
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(浓度 : 7mg/mL) 
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10 5 

。

图 57

(浓度 : 9mg/mL) 

即提高浓度可以提高收集样品的产由以上各图说明 : 进样浓度越大，峰值越高，

率。 进样浓度在小于 7mg/mL 的时候， 波峰的形状改变幅度不大， 但是升高到 9mg/mL

时候， 波峰严重重叠 ， 即不再能成功将样品花生肤分离开， 为了能够在满足产物纯度

崩溃) ，综合分析的情况下 ， 尽量提高产率， 结合柱子性能(浓度太高会增加柱压，

选择进样浓度为 7mg/mL。

15% ， 流速: 1.5mol/min , (4 ) 不同进样体积对花生肤分离效果的影响(乙腊比例:

TFA 添加量: 0.1%) 

54 

进样浓度 : 7mg/mL 
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半制备盯-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 20图 58

(进样体积: 40μL) 
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(进样体积: 60μL) 
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半制备盯-HPLC 分离 Gl 洗脱曲线 22

(进样体积 : 80μL) 

图 60
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。

(进样体积 : 100μL) 

综合以上各图可知:进样体积过高， 会使得波峰重叠变性，其实， 增加上样体积

峰值越低， 产率越低，但是过高会降低即体积越小，和增加上样浓度的效果很相似，

收集分离组分的纯度。综合收集样品的产率 、 纯度、 柱子的性能分析， 最终选择最佳

56 

花生肤的进样量为 80μL。



3 .4.6 反相高效液相 (RP-HPLC) 分离花生瞅各个成分的抗;疑血活性

在优化之后的分离条件下分离 G2，如图 62 所示，一共收集了 5 个主要成分， 真

空旋蒸，用双缩服法测得各组分的浓度为: 0.40mglmL. O.50mglmL. O.70mglmL. O. 

69mglmL. O.75mglmL， 如图。由图可知 ， 几个组分都含有一定量的花生肤，只是极

性不同。为了能够使得测的抗凝血活性结果具有可比性，决定将每一个组分的浓度均

稀释为 0.40mglmL. 所测得结果如图。几个组分的浓度虽然一样， 但是抗凝血活性有

很大的区别 ， 这说明所分离开的是几个性质不同的组分。其中 ， R3 和 R5 的抗凝血活

性均能达到接近百分之百。将其测过抗凝血活性之后剩余的部分分别冷冻干燥， 进行

质谱分析。
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反相高效液相分离各个组分相同浓度下抗凝血活性比较
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图 62



3.5 本章小结

(1 )采用制备液相色谱分离花生肤， 比较了在不同流动相比例 、 进样浓度和洗脱

流速下样品的分离效果。结果表明 ， 流动相比例为乙脂: 水=35:75 ( v:v) 、 进样浓度

30mglmL、 流速 10mLlmin 时花生肤的分离纯度、 产率综合最好，并在此条件下收集

得到 3 个主要组分。 实验测得， 各组分在不同浓度下均显示了一定的抗凝血活性， 其

中三组分在同浓度时候 G2 组分的抗凝血最高， 在 40mglmL 的时候凝血酶的抑制率达

到 94.2% 。

( 2 ) 用半制备反相高效液相 (RP-HPLC ) 分离 G2 组分 ， 研究发现， 无论是梯度

洗脱还是定比例洗脱， 采用流动相中已经的比例 ， 三氟乙酸的浓度、 流动相中流动相

的比例以及变换时间 、 进样浓度和体积、 都会对样品的分离效果造成重要的影响。 确

定梯度洗脱最佳洗脱条件为 : 流动相的流速 1.5 mLlmin ， 洗脱梯度 : 0""""" 5min 100""""" 

85%A; 5...........20min 85 ........... 60%A; 20"""""26min 60 """""0%A; 26 """""28min O%A; 28 """"" 30min 0""""" 

100%A; 30""""" 40min 100%A(A: 100%水， 含 O.l%TFA; B: 100%纯乙脂， 含 O.l%TFA ) , 

进样浓度为 1.5mglmL; 定比例洗脱的最佳洗脱条件为: 洗脱液比例:乙睛 : 水=15:85

(v:v) ， 流速 1.5mLlmin，进样浓度 7mg/mL， 进样体积 80μ1 0 综合考虑收集产品的

产率、 纯度等， 决定选用定比例洗脱条件。 在此条件下收集得到 5 个主要成分， 其中

G2-R3 的抗凝血效果最好， 在 0.40mg/mL 时 ， 对凝血酶的抑制率几乎达到 100%。
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第四章高抗;要是血活性花生肤的结构分析

4. 1 引言

液质联用(LC-MS)主要可解决如下几方面的问题: ①不挥发性化合物分析测定:

②极性化合物的分析测定: ③热不稳定化合物的分析测定:④大分子量化合物(包括

蛋白、多肤、 多聚物等〉的分析测定: ⑤没有商品化的谱库可对比查询 ， 只能自己建

库或自己解析谱图。应用 MALDI-TOF-MS 技术对蛋白质可准确测定相对分子质量信

息，而采用液质联用技术可得到完整而精确的肤质量图谱[60] ，可确证蛋白质氨基酸序列

是否正确，并由此推断DNA序列是否正确，是鉴定蛋白质一级结构的完整性和准确性的

重要方法[60]。基质辅助激光解吸电离-飞行时间-飞行时间 (matrixassist laser desorption 

ionization time-of-flight/time-of-flight , MALDI-TOF -TOF ) 串联质谱可直接用于测定肤

段的氨基酸序列，其过程是利用基质吸收激光的能量将固牛目的多肤样品转换成气态带

电荷离子，从一级质谱产生的分子离子中选择母离子，进入二级质谱，经惰性气体碰

撞诱导解离 ( collision induceddissociation. CID) 后肤链断裂，由所得碎片离子间的质

量数差值即可推导出肤的氨基酸序列[61] 。

4.2 实验材料与设备

4.2.1 实验材料

实验材料: G2-R3 , G2-R5 

4.2.2 实验仪器与设备

色谱仪 UHPLC

检测器 UV detector 

工作站

质谱仪

WATERS ACQUITY UPLC 

WATERS ACQUJTY PDA 

Biolynx 

WATERS MALDI SYNAPT Q-TOF MS 

59 



4.3 实验设计

4.3.1实验方法

实验方法: 液质联用 C MALDI SYNAPT Q-TOF MS ) 

4.3.2 实验条件

4.3.2.1 液相色谱条件 C UHPLC CONDITION ) 

分析柱: BEH 130 2.1X150 mm 1.7 um 

流动相 Mobile :A:I00% 乙腊 Acetonitrile; B: 0.1 %甲酸 Formic acid , A+B= 100% 

[Gradient Table] RUN TlME 30min 

I%A-l min… I%A ……3 min ……30%A……-1 min……100%A 

柱温 Temp:45 .C

流速 Flow rate:O.3 mL/min 

进样量 Injection V:0.5μL 

4.3 .2.2 MS Conditions: 

离子方式: ESI+ 

毛细管 C Capi l1ary )电压: 3.0 kVolts 

锥孔 CCone ) 电压 : 30 Volts 

离子源 C Source Block ) 温度:100.C

脱溶剂气 C Desolvation ) 温度:400 .C

Desolvation Gas Flow: 5001it/hr 

碰撞 (Cone Gas Flow ) 能量 (LlHr):50 lit/hr 

碰撞能量 CCol1 ision Energy)(eV):6 Volts 

质量范围(mass range): 50一-1500mlz

Detector 电压:1800 Volts 
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4.4实验结果与分析

肤链在二级质谱分析中形成的碎片离子主要有以下 3 种[621 ; (1)序列离子。如果肤

离子的正电荷保留在碎片离子的 N 末端， 那么就得到 a， b , c 系列离子;如果肤离子

的正电荷保留在碎片离子的 C 末端，就得到 X ， y" z 系列离子。 (2)中间碎片离子，包括

中间酌基离子和亚氨离子。当两次解离都在肤键部位， 都产生 队， y 分割 ， 那些至少

由 2 个氨基酸残基组成的碎片便称为中间酌基离子。当两次解离时， 一次产生 队， y 

分割， 另一次产生 a， X 分割 ， 形成的碎片即为亚氨离子。因此，亚氨离子的出现便意味

着肤序列中含有相应的氨基酸残基。 (3)卫星离子.当轰击能量较高时，氨基酸侧链也会

被打断，失去侧链的离子再经过肤键处断裂，便形成卫星离子。 此外， 还可能会产生氨基

酸侧链脱氨离子(Gln ， Lys , Arg)和脱水离子(Ser ， Thr , Asp , Glu)。总体来说" b 系

列和 y 系列离子出现的机率较大， 这是因为肤链中酌肢键更容易断裂[63]。通过质谱分

析得到 4 种肤链的序列。

4.4.1 液质联用分析 G2-R3

3 
<

2.0e斗

1.0e-1 

0.0 

-1 .0e-1 

。。。

1.54 

5.00 10.00 

图 63 超高压液相分离 G2-R3

15.00 

22C 
Range: 3.9斗2e斗

Time 
20.00 

经过 UHPLC 分析可知 G2-R3 还有四个不同组分， 选择其中两个主要组分

( 1.54min, 1. 68min) 分别命名为 G2-R3-rl 和 G2-R3-r2 ， 测定其氨基酸序列。
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4 .4.1.1 G2-R3-r1 C 1.54min) 

110 . 06 
日

100 

喃

rm 
nv 

667.28 

695. 27 

母离子 (mlz) 为 712.19 的二级质谱图

538.24 
0 . 07 
566. 23 
0 . 07 

Clu 
100 

148.06 

131. 03 

母离子 (mlz ) 为 712.19 的氨基酸分析图 65

481. 22 

509. 21 
0 . 07 

4 直0.18
0 . 05 
-4 38. 17 
0 . 06 

281. 14 

309. 13 
0 . 0-4 

图 64

144.08 

172. 07 
0 . 05 

30.03 

58. 03 

a 

b 

Cb 
99 

205.08 

188.05 

Al a 
97 

276.12 

259.09 

Clu 
9 8 

405. 16 
0.06 
388. 13 

His 
1 00 

542. 22 
0 . 07 
525. 19 
0 . 05 

且εn

100 

656. 26 
0 . 10 
639. 23 
0 . 09 

Gb 
100 

713.29 

696.26 

, 
z 

根据图中给出的 b 系列离子 mlz 值 C b l : 1 02.06，b2 :217.08，问:33 1. 1 3，问:402 . 16,bs:459. 

18，b6:558.25占7:695.31 )两两之间的差值可以推知: 在一级质谱中从肤链 C 端被依次轰

71.04 C bs-b4) 57.02 Cb6-bs) , 击下来的 7 个片段的 mlz 值分别为 129.04 Cbr b6) 

其对应的氨基酸残58.03 ( b , ) , 137.06 ( b3-b2) ,114.04 ( b2-b , ) , 129.04 Cb4-b3) , 

Gly CGly-H幽OH，75.07… 1 … 17) ,Ala CAla-H-OH, Glu (Glu-H幽OH， 146↓17) ，基分别为:

Asn CAsn-155-1-17 ) , His CHis-H-OH , 146-1-17) , Glu CGlu-H-OH , 89-1- 17 ) , 

mlz 值为 712.19 的肤离子的氨

基酸序列应为: Gly-Asn-His-Glu-Ala-Gly-Glu。其理论相对分子质量和质谱测定值吻合。
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S也.231}乍丑) t

4.4.1.2 、 G2-R3-r2 (1.68min) 

「

ι……

1∞ 
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~丘

11∞ 1倪。钗卫3aoo 7∞ 600 500 <<lO 300 去)()1∞ 

母离子 ( m/z) 为 803.23 的二级质谱图
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图 66

758.28 

786.28 

629.24 

657.23 

466. 18 
0. 01 
494.17 
0.06 

337. 13 

365. 13 
0. 04 

223.09 
0. 01 
251. 09 
0.02 

76.02 

104.02 

a 

b 

G1u 
33 

Tyr 
32 

Glu 
33 

Asn 

51 
Phe 

56 
Cys 

100 

118.06 

131. 03 

31 1. 12 

294.09 

110. 17 

423.14 

55121 

537.18 

701. 28 
-0. 04 
684. 25 
-0. 05 

80-1. 29 

787.26 

y 

Z 

母离子 ( mlz ) 为 803.23 的氨基酸分析图 67

根据图中给出的 b 系列离子 m/z 值 Cbl :104 . 02，曰:251.09如:365 . 13,b4 :494. 17 ，的:

657 .23，b6:786.28) 两两之间的差值可以推出 : 在二级质谱中从肤链 C 端被依次轰击下

163.06 Cb5-b4) ,129.04(b4-b3),114.0 来的 6 个片段的 m1z 值分别为 129.05 C悦-b5 ) , 

4(b3-b2), 147 .07(b2-b 1),1 04.02(b 1)，其对应的氨基酸的分别为: Glu CGlu-H-OH,146-1-1 

Asn(Asn-H-OH, 132. 12-1-Glu(Glu-H-OH,146-1-17) , 7 ) , Tyr(Tyr-H-OH,181.20-1-17) , 

17), Phe(Phe-H-OH,165 .19-1-17) , Cys(Cys-OH， 12卜 1-17) ， 本肤链中含有的半脱氨酸 (C

m1z 值为 804.23 的肤离子的氨基酸序列应为: Cys-Phe-
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Asn-Glu-Tyr-Glu。其理论相对分子质量和质谱测定值吻合。

4.4.2液质联用分析 G2-R5

20150320-6 

1.00 

• 豆忌

6 
5.00 

图 68

图为 G2-R5 的总离子色谱图 ，

11.40 

11 .79 

10.00 15.00 

G2-R5 的总离子色谱图

1: Tα=MS ES+ 
TIC 

2.92e4 

Time 
20.00 

从中选出两个主要组分 (4.46min， 11 .401丁1in ) 分别

命名为 G2-R5-r1 和 G2-R5-r2 。

4.4.2.1、 G2-R5-rl C4.46min) 

艳

s) i5 

黑ì4.19

M 

(; E一一一寸 k
一一千s!ú'-------l 州理

军怠24岱刽:J+

臼也.25 .663.15
响帕辛勤

白白白白却岛却加白白白白础 毡5 4萄街白自由市白白白

图 69 母离子 C m/z ) 为 587.24 的二级质谱图
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Observed MW : 586.9922 白配u.rsor:bn charge s1a1e: 1 
M/生t>È:rance:O.30 b1ensjy tl:reshol:l : 19 ().75侃)

542. 26 

570. 25 

413. 21 
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98. 06 
0.01 
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b 

Glu 
100 

Gly 
100 

Gln 
88 

Ser 
88 
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88 
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88 

118.06 
0.00 
131. 03 

205.08 
- 0.02 
188. 05 

333. 11 
0.02 
316. 11 

420.17 

403. 11 

191. 21 

474. 18 
-0.03 

588.26 

571. 23 

y 

z 

母离子 ( mlz ) 为 587.24 的氨基酸分析图 70

根据图中给出的 y 系列离子 m/z 值(yl: 148.06; y2: 205.08; y3: 333 .l4 ; y4: 420. 

17 , y5:49 1.2 1 ，y6:588.26)两两之间的差值可以推知，在二级质谱中从肤链 N 端被依次轰

击下来的 6 个片段的 mlz 值分别为 97.05(y6-y匀，7 1.04(y5-y4)，87.03 Cy4-y3 ) ,128.06(y3 

-y匀，57 .02(y2-y 1), 148.06(y 1) ，其对应的氨基酸残基分别为: Pro，Ala，Ser，Gln，Gly，Glu，所

m/z 值为 588.24 的肤离子的氨基酸序列应为 Pro-Ala-Ser幽Gln幽Gly-Glu。其理论相以，
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Observ创 MIV : 1211.4622 P.rec山sorbn chaJge s盹 : 1 
Mh blmmce:O.30 n1ensily hæsholl :33 O.750J6) 

a 87. 06 158.09 215. II 328. 20 442. 24 557. 27 65 1. 32 785. 36 900.39 1037. 45 1166. <19 
0. 01 0. 02 0. 02 0.04 - 0. 03 O. 09 0. 01 -0. 00 

b 115. 05 186. 09 243. 11 356. 19 470. 21 585. 26 682. 32 813. 36 928. 38 1065. 44 119tJ. .)8 
-0. 02 0. 02 - 0. 01 -0. 01 0.0 '1 0.04 0.07 O. 0'1 0. 07 

Asn Ala Gl y Leu Asn Asp Pro Met Asp His Glu 
74 74 100 84 84 99 88 60 58 58 58 

y 1212.50 1098. 45 1027. 42 970. 39 857.31 743. 27 628. 24 531. 19 400. 15 285. 12 148. 06 
0.02 0.08 0. 05 - 0. 02 -0.00 -0.04 -0.02 -0. 01 0. 02 

Z 1195. 17 1081. 42 1010. 39 953. 36 840. 28 726. 24 61 1. 21 51tJ . 16 383.12 268.09 13 1. 03 
0. 01 0. 00 - 0. 02 -0. 08 - 0. 02 -0. 01 -0. 05 -0. 03 

因 72 母离子 ( mlz ) 为 1212.47 的氨基酸分析

根据图中给出的 y 系列离子 m/z 值(y l: 148.06; y2: 285.12; y3:400.15; y4: 53 1. 1 

9 , y5:628.14,y6:743 .27 , y7:857.31 ,y8:970.39 ,y9: 1 027 .42 ,y1 0 : 1 098.45 ,yll: 1212 . 50)两两

之间的差值可以推知，在二级质谱中从肤链 N 端被依次轰击下来的 11 个片段的 m/z 值

分别为 114.05(yll -yI0)，7 1.03(yI0-y9)， 57 .03(y9-y8)， 113.08(y8-y7)， 1 14.04(y7-y6),1 15.03 

(y6-y匀，97 .05(y5-y4), 13 1.04 ( y4-y3 人115.03(y3-y2)， 137 .06(y2-yl )， 148.06(yl)，其对应的

氨基酸残基分别为: Asn，Ala，Gly，Leu，Asn，Asp，Pro，Met，Asp，His ，Glu 综上分析可知 ， m/z 

值为 1212.47 的肤链氨基酸序列为: Asn-Ala-GI忖yι-Leωu-Asn-As叩p-平Pro

其理论相对分子质量和质谱测定值吻合。由于质谱不能区分 Leu 和Ile， 所以序列中 Le

u 也有可能为 Ile[归1
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4.5 本章小结

G2-R3-rl Gly-Asn-His-Glu-Ala-Gly-Glu 

G2-R3-r2 Cys-Phe-Asn-Glu-Tyr-Glu 

G2-R5-r2 Pro-Ala-Ser-Gln-Gly-Glu 

G2-R5-r4 Asn-Ala-Gly-Leu-Asn-Asp-Pro-Met-Asp-His-Glu 

由以上四条活性肤的氨基酸组成可以看出 : G2-R3-r1 含有 7 种氨基酸， G2-R3-r2 

和 G2-R5-r2 均含有 6 种氨基酸， G2-R5-r4 有 11 种氨基酸。其中出现频率最高的是

Asp，Asn，Glu; 其次是 Gly，Ala。其中 Asp ( 天冬氨酸〉是花生子叶蛋白的主要成分。 j疑

血酶分子含有一个催化三联体(Aspl02 、 His57 及 Ser195)，这是凝血酶的催化活性位点

[2110 Cherkasova[651等发现 Pro-Gly+Gly-Pro 具有很高的抗凝血活性， 其中含有在本实

验中高频率出现的氨基酸 Gly ， 可以预想: 通过合成 Asp-Asn-Glu-Gly， 可能开发出更

高活性和专一性的凝血酶抑制物。
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第五章结论与展望

5. 1 结论

5 . 1. 1 对花生肤和花生蛋白抗;疑血活性的研究

(1)考察了花生脱红衣蛋白、花生不脱红衣蛋白和大豆蛋白的抗凝血活性，发现

三者均对凝血酶的抑制有一定的效果。最后确定用不脱红衣的花生制备花生分离蛋白。

(2 ) 通过比较不同浓度下花生蛋白和花生酶解物的抗凝血活性， 发现花生蛋白的

抗凝血酶活性远不及花生酶解物，说明花生酶解后能够将具有抗凝血活性的短肤释放

出来， 决定对花生分离蛋白进行水解来制备具有高抗凝血活性的物质。

(3)检测发现碱性蛋白酶 2709 、 Alcalase 2.4L 、 Protex 6L 三种蛋白酶本身并不

具有抗凝血酶活性，不会影响实验结果的准确性， 即花生蛋白和花生酶解物是起抗凝

血活性作用的全部因素。

( 4 ) 通过比较冷冻干燥前后酶解物的抗凝血活性的 IC50 发现 : 冷冻干燥过程对

酶解物的抗凝血活性没有影响。

5.1.2 对制备花生蛋白和高抗;疑血活性花生肤方法的研究

(1 )以晒干的花生为原料，采用刘向军(略有改动)制备花生蛋白的方法即碱提

酸沉的方法来提取花生分离蛋白。将用万能粉碎机磨碎的花生粉末进行索氏抽提， 在

pH9.5 的条件下碱捷、 在 pH4.5 的条件下酸沉，离心、 溶解、 冷冻干燥后， 得到蛋白

质含量为 83.1%的花生蛋白。

( 2 ) 通过对响应曲面和方差分析确定了 Alcalase 2.4L 酶解花生分离蛋白的最佳

工艺条件: 底物浓度 5 .0g! 1 00mL. 加酶量为 5000U/(g 蛋臼)， 反应温度 55
0

C ， pH 9 , 

酶解时间 2h。在此条件下酶解液冻干后花生肤含量为 80. 1 6% ， 在浓度为 60mg/mL 的

时候抗凝血酶活性可达到 86.62%。明显优化条件后酶解物的抗凝血活性有很大提高。

(3)通过对响应曲面分析确定了 Alcalase 2.4L 酶解花生分离蛋白的最佳工艺条

件: 底物浓度 5.0g/100mL. 加酶量为 7000U/(g 蛋臼)， 反应温度 55 0C ， pH 8.5 ， 酶解

时间 2h。在此条件下酶解液冻干后花生肤含量为 80.l 6% ， 抗凝血酶活性可达到 92.8% 。
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5. l.3 对制备分离高抗;疑血活性花生肤方法的研究

(1) 采用制备液相色谱分离花生肤，比较了在不同流动相比例 、 进样浓度和洗脱

流速下样品的分离效果。结果表明，在条件为流动相比例为乙膀: 水=25:75 ( v:v) 、

进样浓度 20mg/mL、 流速 5mLlmin 时花生肤的分离纯度、 产率综合最好， 并在此条件

下收集得到 3 个主要组分，其中在同浓度时候 G2 组分的抗凝血最高: 浓度为 40mg/mL

的时候凝血酶的抑制率达到 94.2%。收集得到的分离产物的抗凝血活性的 IC50 明显比

之前制备出来的产物抗凝血活性高。说明通过液相制备色谱仪纯化了具有高抗凝血活

性的花生肤。

( 2 ) 用半制备反相高效液相 (RP-HPLC ) 分离 G2 组分，研究发现，无论是梯度

洗脱还是定比例洗脱， 采用流动相中的比例 ， 三氟乙酸的浓度、流动相中流动相的比

例以及变换时间、进样浓度和体积、都会对样品的分离效果造成重要的影响。综合考

虑收集产品的产率、 纯度等， 决定选用定比例洗脱条件。在优化条件下条件下收集得

到 5 个主要成分，其中 G2-R3 的抗凝血效果最好， G2-R3 的抗凝血活性次之， 在

0.40mg/mL 时，对凝血酶的抑制率均接近 100%，此时已经活得具有高纯度、高抗凝

血活性的花生肤。

5 . 1.4 对高抗;疑血活性结构和其抗凝血活性之间关系的研究

采用液质联用分别分析组分 G2-R3 和 G2-R5 的结构，在 G2-R3 鉴定出 2 个活性

肤结构， 分别是 Gly-Asn-His-Glu-Ala-Gly-Glu (分子量:712. 19 ) 和 Cys-Phe-Asn-Glu-T

yr-Glu (分子量:803.23 ) ; 在 G2-R5 中鉴定出 2 个活性肤结构 ， 分别是 Pro-Ala-Ser-G

ln-Gly-Glu (分子量:587.24) 和 Asn-Ala-Gly-Leu-Asn-Asp-Pro-Met-Asp-His-Glu (分子

量:121 l.47 ) 。
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5.2 本论文的创新点

从花生蛋臼酶解物中分离鉴定出几种具有抗凝血活性的肤。 研究单一活性肤的氨

基酸序列与抗凝血活性之间的关系。

5.3 展望

花生是世界重要的油料作物， 花生肤作为花生的深加工产品 ， 已经被人们广泛应

用于保健食品系列 。 用酶标仪法测得花生蛋白具有一定的抗凝血活性， 但是效果不是

很明显， 由于本实验分离制备出具有高抗凝血活性的花生肤， 并用液质联用技术对制

备出的花生肤进行了识别， 并分析了具有抗凝血活性肤的氨基酸序列 。 根据己经测出

的结构可以合成具有高抗凝血肤结构， 进一步加工成具有预防脑血栓的功能的保健食

口
口口 。
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