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摘要：研究表明，不少疾病的起因与自由基有关，而抗氧化活性肽可有效清除体内过剩的活性氧自由基，保护细

胞和线粒体的正常结构和功能，在预防治疗自由基诱发的疾病和抗衰老方面有着广阔的应用前景。食品工业通

过添加具有抗氧化活性的物质可以增加食品体系的稳定性。本文综述抗氧化活性肽的不同来源、活性检测方

法、作用机理、应用前景及面临的一些问题，以期为后续的相关研究提供参考。
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０　引言

　　自从１９５６年 Ｈａｒｍａｎ提出自由基理论［１］以来，
人们逐渐认识到人的衰老和许多疾病与体内物质氧

化产生的自由基有关［２］。自由基是指含有一个或多
个未配对电子的分子、原子、基团或离子，化学性质活
泼，反应性极强，容易反应生成稳定分子。在需氧生
物体的新陈代谢过程中会不断地产生各种自由基，并
作为代谢产物排泄到人体内环境中。同时，人体内的
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酶促氧化还原反应中，黄嘌呤氧化酶、过氧化物酶和
还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）氧化
酶等均可以诱导产生大量的自由基中间产物。这些
自由基被称为内源性自由基，主要有氧自由基和氮自
由基两种。其中活性氧自由基（ＲＯＳ）以超氧阴离子
自由基（Ｏ－２ ·）、羟基自由基（·ＯＨ）、脂自由基
（ＲＯＯ·）为代表，而氮氧化物（ＮＯ·）为活性氮类自
由基（ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＮＳ）。外源性自由
基则是由高温、紫外线照射、电子辐射作用、环境污
染、某些食品或药物成分及体内微量元素和维生素的
缺乏等因素引起的，会促进体内自由基数的增加。

　　正常情况下，生物机体内的自由基不断生成，同
时也存在着由内源性抗氧化剂（谷胱甘肽等）和抗氧
化酶（超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶和过氧
化物酶等）组成的防御系统，用于维持正常的氧自由
基的代谢平衡，使得氧自由基的产生和清除处于动态
平衡，保护机体不受自由基的伤害。然而，当内源性
或外源性刺激促使机体代谢异常而骤然产生大量活

性氧自由基，或机体的抗氧化物与氧化剂之间的平衡
失常时，就会导致氧化应激［３］，严重的情况会造成氧
化损伤，导致生物膜受损、蛋白质变性和ＤＮＡ链的
破坏等，使整个代谢系统遭到破坏，从而影响机体健
康。大量研究表明，许多器官功能异常或组织病变都
与体内活性氧自由基含量的增加有关，如心脏病、中
风、动脉硬化、糖尿病和癌症等。这些疾病可大致分
为两类，一类是以氧化强化剂改变硫醇或二硫化物氧
化还原状态并削弱葡萄糖耐受性为特征，包括线粒体
氧化应激下的疾病，如癌症和糖尿病；另一类是由炎
性氧化应激和 ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性增高导致（如动
脉硬化和慢性炎症），或由黄嘌呤氧化酶诱导ＲＯＳ形
成的与缺血再灌注损伤有关的疾病，而衰老在更大程
度上是自由基对细胞成分的有害攻击造成的［４］。

　　因此，我们需要寻求外源性抗氧化剂来清除体内
过多的自由基，以维持机体的健康。同时，在食品加
工行业中，热、光敏过渡金属、金属蛋白和辐射都会引
起脂质过氧化，造成产品的质量如颜色、气味、组织结
构甚至营养成分的变化，加速并导致食品变质。也可
以通过添加具有抗氧化活性物质的方法来增加食品

体系的稳定性。人工合成的抗氧化剂如２，６－二叔羟
基对甲酚（ＢＨＴ）、丁基羟基茴香醚（ＢＨＡ）、特丁基对
苯二酚（ＴＢＨＱ）和没食子酸（ＰＧ）等虽然具有较强的
抗氧化作用，但由于其对人体存在潜在的致畸、致癌
作用而被限制或禁止使用［５］。而天然抗氧化剂具有
高效、无毒且安全等优点，因此人们逐渐将目光转向

从自然界寻求天然抗氧化剂。

　　目前，国内外开发研究的天然抗氧化剂主要有香
辛料提取物、茶多酚类、天然黄酮类、维生素类、蛋白
质和酶类、植酸和一些中草药提取物等。其中，许多
研究发现食物蛋白质中也存在具有抗氧化活性的肽

序列，其活性往往高于蛋白质和氨基酸，运用酶工程
技术可将其释放出来。因此，食物蛋白源抗氧化肽因
其低毒、高效、安全和结构特殊等特点，已成为新型功
能食品和保健品开发的一种极具潜力的基料。

１　抗氧化活性肽的分类

１．１　陆地生物蛋白源抗氧化活性肽

　　按照来源，抗氧化活性肽可分为人工合成抗氧化
活性肽、天然抗氧化活性肽和蛋白降解产生的抗氧化
活性肽３种［６］。其中，合成抗氧化活性肽是以氨基酸
或小肽为原料，采用固液相合成或在合成酶的催化作
用下定向合成。天然抗氧化活性肽是指生物体内天
然存在的抗氧化活性肽，主要有肌肽和谷胱甘肽，能
够抑制体内脂质过氧化反应、阻断自由基链反应，是
生物体内重要的自由基清除剂。

　　目前应用较广的抗氧化活性肽是酶法水解蛋白
质制备的，依据取材可分为陆地生物活性肽和海洋生
物活性肽。其中，陆地生物活性肽大多来源于大豆蛋
白、乳蛋白、麦胚蛋白、玉米蛋白和一些动物蛋白等
（表１）。

１．２　海洋生物蛋白源抗氧化活性肽

　　海洋生物种类繁多，为了适应恶劣的生活环境条
件，如高压、高盐、低温、低照和寡营养等，海洋生物一
般具有多样性、复杂性和特殊性等特点，从而产生了
与陆地生物不同的代谢系统和机体防御系统，其氨基
酸组成和序列也与陆地生物有很大的不同。随着生
物活性物质研究范围的增大和研究技术的提高，越来
越多的海洋生物活性多肽被发掘出来。海洋生物活
性肽主要来源于两大类：天然存在于海洋生物中的活
性肽和海洋蛋白酶解产生的活性肽［７］。目前，一些海
洋生物包括海鞘、海葵、芋螺、海星、海藻、鱼贝类等均
已被发现体内存在天然生物活性肽。研究表明，海洋
蛋白源活性肽的生理活性主要体现在抗肿瘤、降血
压、降血脂、抗氧化、免疫调节、抗病毒、抗菌和抗过敏
等方面。其中，海洋生物蛋白源抗氧化活性肽可通过
各种途径清除内源性和外源性自由基，且具有抗氧化
作用强、种类多、结构复杂、副作用低等特点，人们已
从牡蛎、金枪鱼、鱿鱼等海洋生物中分离鉴定出大量
抗氧化活性肽（表２）。
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表１　陆地食物蛋白源抗氧化活性肽
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Ｐｏｒｃｉｎｅ　ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ　ｐｒｏ－
ｔｅｉｎｓ［１５］ Ｐａｐａｉｎ ＤＰＰＨ·ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｙ，ｍｅｔａｌ　ｉｏｎ　ｃｈｅｌａ－

ｔｉｏｎ，ｌｉｐｉｄ　ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ
ＤＳＧＶＴ，ＤＡＱＥＫＬＥ，
ＩＥＡＥＧＥ，ＥＥＬＤＮＡＬＮ，

Ａｌｇａｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ［１６］ Ｐｅｐｓｉｎ Ｏ２－·，·ＯＨ，ＤＰＰＨ·，ＡＢＴＳ　ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃ－
ｔｉｖｉｔｙ ＶＥＣＹＧＰＮＲＰＱＦ

Ｂｕｌｌｆｒｏｇ　ｓｋｉｎ［１７］ Ａｌｋａｌｉｎｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｏ２－·，·ＯＨ，ＤＰＰＨ·，Ｈ２Ｏ２ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃ－
ｔｉｖｉｔｙ，ｌｉｐｉｄ　ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ＬＥＥＬＥＥＥＬＥＧＣＥ

Ｇｒａｓｓ　ｃａｒｐ［１８］ Ａｌｋａｌｉｎｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ ·ＯＨ　ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｙ，ｌｉｐｉｄ　ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ　 ＰＳＫＹＥＰＦＶ

表２　海洋蛋白源抗氧化活性肽

Ｔａｂｌｅ　２　Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｆｒｏｍ　ｍａｒｉｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｐｅｐｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　 Ｓｏｕｒｃｅ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ

ＲＰＤＦＰＬＥＰＰＹ　 Ｙｅｌｌｏｗｆｉｎ　ｓｏｌｅ［１９］

ＬＫＱＥＬＥＤＬＬＥＫＱＥ　 Ｏｙｓｔｅｒ［２０］

ＦＧＨＰＹ　 Ｂｌｕｅ　ｍｕｓｓｅｌ［２１］

ＶＫＡＧＦＡＷＴＡＮＥＥＬＳ　 Ｔｕｎａ　ｂａｃｋ　ｂｏｎｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ［２２］

ＦＤＳＧＰＡＧＶＬ　 Ｆｉｓｈ　ｓｋｉｎ　ｇｅｌａｔｉｎ［２３］

ＬＰＨＳＧＹ　 Ａｌａｓｋａ　ｐｏｌｌａｋ［２４］

ＩＫＫ，ＦＫＫ，ＦＩＫＫ　 Ｐｒａｗｎ［２５］

ＬＧＬＮＧＤＤＶＮ　 Ｃｏｎｇｅｒ　ｅｅｌ［２６］

ＬＬＧＰＧＬＴＮＨＡ　 Ｍａｒｉｎｅ　ｒｏｔｉｆｅｒ［２７］

ＨＤＨＰＶＣ，ＨＥＫＶＣ　 Ｒｏｕｎｄ　ｓｃａｄ［２８］

２　抗氧化活性检测方法

　　抗氧化剂是指在低浓度条件下能显著抑制或阻
止底物被氧化的物质。机体内可被氧化的物质包括
脂类、蛋白质、糖和ＤＮＡ。由于生物体内存在多个抗
氧化系统、多种自由基和抗氧化剂，而且抗氧化反应
复杂多样。因此需要采用多种测定方法来综合考察
筛选抗氧化剂。根据抗氧化物质的作用机理可以将
抗氧化方法分为基于单电子转移和氢原子转移两种。

２．１　基于单电子转移法（ＳＥＴ）

　　基于ＳＥＴ法主要用于测定抗氧化物的还原能
力，通过提供一个电子给金属离子、醛酮类化合物或
自由基来实现，如下所示［２９］：Ｘ·＋ＡＨ→Ｘ－＋
ＡＨ＋·；ＡＨ＋·＋Ｈ２Ｏ→Ａ·＋Ｈ３Ｏ＋；Ｈ３Ｏ＋＋Ｘ－

→ＸＨ＋Ｈ２Ｏ；ＡＨ＋Ｍ３＋→ＡＨ＋＋Ｍ２＋

　　基于ＳＥＴ法的抗氧化活性主要基于反应官能团
的去质子化和离子化势能而测定得到［３０］。因此，

ＳＥＴ反应与ｐＨ 值密切相关。一般而言，离子化势
能随着ｐＨ值的增加而减弱，与此同时，抗氧化物质

的供电子能力增强。基于ＳＥＴ法是以测定氧化还原
能力为基础的方法，大多操作简单快速。但是由于其
反应缓慢，需要的反应时间较长，因此通常采用清除
百分比来表示物质的抗氧化能力。主要包括以下测
定方法：１）总酚估计法（ＦＣ）；２）当量抗氧化能力
（ＴＥＡＣ）法；３）铁离子还原能力（ＦＲＡＰ）法；４）ＤＰＰＨ
自由基清除能力法；５）ＡＢＴＳ自由基清除能力法；６）

Ｃｕ２＋还原能力法。

２．２　基于氢原子转移法（ＨＡＴ）

　　基于氢原子转移法（ＨＡＴ）主要测定抗氧化物提
供氢原子给自由基以猝灭自由基的能力，如式（１）
所示。

　　ＡＨ＋Ｘ·→Ａ·＋ＸＨ （１）
同时，被广泛应用于生物体系和食品行业中的活性氧
自由基清除能力测定方法包括：１）超氧阴离子自由基
（Ｏ２－·）清除能力；２）羟自由基（·ＯＨ）清除能力；３）

过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）清除能力等方法。金属离子螯合能
力法也常被用于间接测定物质的抗氧化能力。

　　这些体外抗氧化活性检测方法各有利弊，不能只
用一种方法作为标准方法，在具体应用时需考虑不同
机理的方法（ＨＡＴ 和ＳＥＴ）和不同自由基清除的
方法。

３　抗氧化活性肽的抗氧化作用机制

　　抗氧化活性肽的抗氧化机理主要表现为４个方
面：１）提供氢原子型；２）自由基吸收剂或清除剂；３）螯
合金属离子型；４）疏水性氨基酸的脂肪烃侧链可以有
效的抑制脂质过氧化［３１］。

　　一般来说，生物活性肽的特定生理功能与其分子

２６ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１５



结构中的氨基酸数量、组成、排列顺序及分子构象密
切相关。目前，已研究发现抗氧化肽的活性大小主要
与肽序列中的疏水性氨基酸、酸性氨基酸、抗氧化性
氨基酸及肽分子结构有关。疏水性氨基酸能够增加
抗氧化肽在油脂中的溶解度，其脂肪烃侧链能够与脂
肪分子发生某种相互作用，从而延缓或阻断脂质过氧
化反应链，保护脂质体系和膜质的完整，起到抗氧化
作用。由于酸性氨基酸的侧链羧基具有供氢作用，可
以螯合金属离子以钝化其氧化作用，从而减弱自由基
链反应，达到抗氧化效果。

　　抗氧化性氨基酸酪氨酸（Ｔｙｒ）、蛋氨酸（Ｍｅｔ）、组
氨酸（Ｈｉｓ）、赖氨酸（Ｌｙｓ）、色氨酸（Ｔｒｐ）、半胱氨酸
（Ｃｙｓ）等［３２］以单个氨基酸形式存在时也具有一定的
抗氧化活性，但往往其活性要远低于由其组成的抗氧
化活性肽，这可能是由于肽链内氨基酸间的短程相互
作用，强化了其与自由基之间的作用。同时，多肽的
抗氧化活性还受肽链的长度、末端氨基酸组成及周围
环境ｐＨ值等因素的影响。然而到目前为止有关抗
氧化活性肽的构效关系和作用机制还不完全清楚，有
待进一步研究。

４　抗氧化活性肽的分离纯化

　　在蛋白质和肽类的提取分离中，较常用的分离技
术主要有膜分离技术（微滤、超滤、纳滤）、离子交换色
谱、凝胶过滤法、亲和色谱、反相高效液相色谱和毛细
管电泳等。其中每种方法都是利用被分离物质的某
些理化性质来达到分离纯化的目的（表３）。实际应
用中，常常需要采用多种分离方法对目标产物进行分
级分离以取得良好的分离效果。
表３　蛋白质和多肽分离技术

Ｔａｂｌｅ　３　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ｐｅｐｔｉｄｅ

Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ　 Ｔｈｅ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

Ｍｉｃｒｏｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
０．１ｔｏ　１．０μｍ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｎｓ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ｓｕｓｐｅｎ－
ｄｅｄ　ｓｏｌｉｄｓ　ａｎｄ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｒｅ　ｉｎｔｅｒｃｅｐｔｅｄ
ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｐｒｅｓｓｕｒｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．Ｉｔ　ｉｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ
ｃｏａｒｓｅ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｂｅｆｏｒｅ　ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

Ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
Ｉｔ　ｉｓ　ｕｓｕａｌｌｙ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ
ｂｉｇ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　１．０ａｎｄ　５００
ｋＤａ．

Ｎａｎｏｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
Ｉｔ　ｉｓ　ｕｓｕａｌｌｙ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｏｌｉｇｏｐｅｐ－
ｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ（０．２～１．０ｋＤａ），ａｎｄ
ａｌｓｏ　ｔｈｅ　ｒｅｍｏｖａｌ　ｏｆ　ｓａｌｔ　ｉｏｎｓ．

Ｉｏｎ　ｅｘｃｈａｎｇｅ　ｃｈｒｏ－
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅ－
ｌｅｃｔｒｉｃ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ａｎｄ　ｃｈａｒｇｅ．

Ｇｅｌ　ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ　ｃｈｒｏ－
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ａｃｃｏｒｄｉｎｇ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ．

Ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇ－
ｒａｐｈｙ

Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｃｃｏｒｄｉｎｇ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｆｆｉｎｉｔｙ
ｂｅｔｗｅｅｎ　ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ　ａｎｄ　ｌｉｇａｎｄｓ．

Ｒｅｖｅｒｓｅｄ　ｈｉｇｈ　ｐｅｒ－
ｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｍａｌｌ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ｐｅｐｔｉｄｅ（＜
５．０ｋＤａ）ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｈｙｄｒｏｈｏｂｉｃｉｔｙ．

Ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈ－
ｏｒｅｓｉｓ

Ａ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ　ａｃｃｏｒｄｉｎｇ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｅｌｅｃ－
ｔｒｉｃ　ｃｈａｒｇｅ　ａｎｄ　ｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｆｉｅｌｄ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｉｎ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ．

５　展望

　　随着人们对机体和食品体系氧化反应重视程度
的增加，抗氧化活性肽已被广泛用于食品工业、化妆
品工业和医药工业。在食品加工行业中，食源性抗氧
化活性肽被用于肉类、海鲜类、乳类、水果蔬菜类食品
及饮料等加工。还在化妆品行业中用于减缓皮肤的
衰老及化妆品自身的氧化和褪色。医药行业中，抗氧
化活性肽可作为功能因子用于开发保健品和抗氧化

药物。然而，目前国内外对于抗氧化活性肽的研究尚
停留在实验室阶段，对抗氧化肽的活性评价多采用体
外检测方法，缺少相对应的体内活性临床验证。此
外，越来越多的抗氧化活性肽序列片段被分离鉴定出
来，但是整个分离纯化过程复杂，耗时耗力，且蛋白回
收率不高。因此探索新型快速并能大规模制备生物
活性肽的方法已成为当今食品研究开发亟需解决的

问题。针对新发现的肽序列，往往由于时间关系和所
得样品量的限制，未能进行肽段活性验证及其构效关
系研究，从而无法实现对其作用机制的深入研究，阻
碍了商品化进程。因此，随着生物工程技术的发展，
开发制备高活性的抗氧化活性肽并实现产业化生产

将具有广阔的应用前景。
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