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(54)发明名称

一种海参来源的抗氧化活性肽及提取方法

(57)摘要

本发明属于抗氧化活性肽制备及鉴定领域，

特别涉及一种海参来源的抗氧化活性肽段及提

取方法。所述肽段的氨基酸序列为NH2‑Gly‑Pro‑

Ala‑Gly‑Pro‑Cys，利用复合蛋白酶制剂酶解获

得，对DPPH自由基、羟自由基和超氧阴离子自由

基具有良好的清除作用。本发明方法制得的海参

低聚肽分子量400‑800占比57%~68%；本发明方法

制得的海参低聚肽无苦味、腥味，可作为蛋白营

养补充剂直接食用；本发明获得肽段来源于仿刺

参，抗氧化活性强，序列明确，可以采用原核表达

或多肽合成法等进行批量生产。
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1.一种海参来源的抗氧化活性肽在制备具有抗氧化活性的海参肽粉中的应用，其特征

在于，所述抗氧化活性肽的氨基酸序列为NH2‑Gly‑Pro‑Ala‑Gly‑Pro‑Cys。

2.根据权利要求1所述应用，其特征在于，其中所述抗氧化活性肽具有清除DPPH自由

基、羟自由基活性。
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一种海参来源的抗氧化活性肽及提取方法

技术领域

[0001] 本发明属于抗氧化活性肽制备及鉴定领域，特别涉及一种海参来源的抗氧化活性

肽及提取方法。

背景技术

[0002] 由于海洋存在许多极端环境，如高压(深海)、低温(极地、深海)、高温(海底火山

口)和高盐等。为了适应这些极端的海洋生境，海洋生物蛋白质无论氨基酸的组成或序列都

与陆地生物蛋白有很大的不同。种类繁多的海洋蛋白氨基酸序列中，潜在着许多具有生物

活性的氨基酸序列，用特异的蛋白酶水解，就释放出有活性的肽段。这些活性的肽段生物学

意义主要体现在其吸收机制优于氨基酸和具有氨基酸不可比拟的生理功能两个方面,其生

理功能主要有类吗啡样活性、激素和调节激素的作用,对生物体内的酶具有调节和抑制功

能,免疫调节,抗血栓,抗高血压,降胆固醇,抑制细菌、病毒,抗癌作用,抗氧化和清除自由

基作用,改善元素吸收和矿物质运输,促进生长,调节食品风味、口味和硬度等。生物活性肽

是世界上药物及保健品研究的热点。

[0003] 海参纲仿刺参属，又称刺参，主要分布于中国的黄渤海和俄罗斯、朝韩和日本等东

北亚海域。由于刺参特殊的进化地位、独特的繁殖生活史以及夏眠、排脏与再生、自溶等生

物学现象，使其具有重要的科学研究价值，同时，针对其活性肽段的研究相对较少，目前主

要以蛋白酶酶解海参蛋白制备的海参混合多肽，分子量为5000Da以上，不利于人体吸收，同

时也是各种功能的肽段混合在一起。若通过肽段的鉴定把海参不同功能的肽段分离，有助

于开发医疗用途精准肽段产品。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种海参来源的抗氧化活性肽及提取方法，为食品、保健

品、化妆品提供高活性和安全的功能性原料。

[0005] 本发明为实现上述目的所采取的技术方案为：一种海参来源的抗氧化活性肽，其

特征在于，所述肽的氨基酸序列为NH2‑Gly‑Pro‑Ala‑Gly‑Pro‑Cys。

[0006] 所述肽利用复合蛋白酶制剂酶解获得，对DPPH自由基、羟自由基和超氧阴离子自

由基具有良好的清除作用。

[0007] 所述复合蛋白酶的质量配比为：中性蛋白酶:木瓜蛋白酶:风味蛋白酶=（2~4）:（3~
5）:（3~5）。

[0008] 一种海参来源的抗氧化活性肽的提取方法，其特征在于，包括以下步骤：

[0009] S1、原料预处理：取新鲜仿刺参体壁粉碎、制浆，得到仿刺参浆液；

[0010] S2、向步骤S1制得的仿刺参浆液中加入所述仿刺参浆液2~5倍质量的水，升温至40

~55℃后，加入2.5mol/L的NaOH溶液调节PH至8.0~9 .0；加入占所述仿刺参浆液质量0.1~
0.2%的复合蛋白酶，搅拌酶解3~6h后，升温至80~95℃灭酶10~25min，得到酶解液；将所述酶

解液离心分离，收集液相；
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[0011] S3、将步骤S2得到的液相采用切割分子量2000~5000Da的纳滤膜分离，收集透过

液；

[0012] S4、将步骤S3收集的透过液采用电渗析脱出离子；

[0013] S5、将步骤S4制得的精制液通过膜浓缩设备浓缩至可溶性固形物，含量占浓缩液

总质量20~40%；

[0014] S6、将步骤S5制得浓缩液采用蛋白N端测序法分析肽氨基酸排列顺序；

[0015] S7、将步骤S5制得浓缩液进行喷雾干燥，得到海参肽粉进行自由基清除实验。

[0016] 所述步骤S1具体为：取新鲜仿刺参体壁，利用绞肉机将所述仿刺参体壁绞碎10~
20min，得到仿刺参浆液。

[0017] 所述步骤S1中复合蛋白酶的质量配比为：中性蛋白酶:木瓜蛋白酶:风味蛋白酶=

（2~4）:（3~5）:（3~5）。

[0018] 所述步骤S2中离心分离的条件为：采用摇摆型管式分离机，转速为10000~16000r/

min。

[0019] 所述步骤S4中电渗析的操作条件为：电压10~100V，进分离液流速1.0~1.55吨/小

时，浓水流速1.0~1.60吨/小时，电极冷却水流速0.5~1.0吨/小时。

[0020] 所述步骤S5中膜浓缩的操作条件为：采用切割分子量为10~100Da的纳滤级、中空

纤维膜，操作压力为1.5~1.8Mpa。

[0021] 所述步骤S7中喷雾干燥的条件为：进风温度140℃，出风温度85℃。

[0022] 本发明以海参体壁为原料，经过特异性的复合蛋白酶酶解，释放出活性肽。通过测

序的方法得到肽的氨基酸组成，鉴定抗氧化活性，相比于现有技术的有益效果在于：

[0023] 1、本发明方法制得的海参低聚肽分子量400‑800占比57%~68%；

[0024] 2、本发明方法制得的海参低聚肽无苦味、腥味，可作为蛋白营养补充剂直接食用；

[0025] 3、本发明获得肽来源于仿刺参，抗氧化活性强，序列明确，可以采用原核表达或多

肽合成法等进行批量生产。

附图说明

[0026] 图1为本发明海参来源的抗氧化活性肽的蛋白N段测序峰图一（第一位点）。

[0027] 图2为本发明海参来源的抗氧化活性肽的蛋白N段测序峰图二（第二位点）。

[0028] 图3为本发明海参来源的抗氧化活性肽的蛋白N段测序峰图三（第三位点）。

[0029] 图4为本发明海参来源的抗氧化活性肽的蛋白N段测序峰图四（第四位点）。

[0030] 图5为本发明海参来源的抗氧化活性肽的蛋白N段测序峰图五（第五位点）。

[0031] 图6为本发明海参来源的抗氧化活性肽的蛋白N段测序峰图六（第六位点）。

实施方式

[0032]  下面结合附图与实施例对本发明进一步说明，但本发明不局限于具体实施例。

[0033] 实施例1

[0034] 一种海参来源的抗氧化活性肽，所述肽的氨基酸序列为NH2‑Gly‑Pro‑Ala‑Gly‑

Pro‑Cys。所述肽对DPPH自由基、羟自由基和超氧阴离子自由基具有良好的清除作用。

[0035] 实施例2
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[0036] 一种实施例1中所述海参来源的抗氧化活性肽的提取方法，具体包括以下步骤：

[0037] S1、原料预处理：将仿刺参体壁1000kg用绞肉机粉碎15min，绞碎后进入胶体磨磨

浆得浆液；

[0038] S2、将浆液导入5m3酶解罐，所述5m3酶解罐为夹层式加热反应釜，加入3倍牡蛎浆液

质量的纯水，调整体系温度50℃，用2.5mol/L的NaOH溶液调PH至8.6，加入所述仿刺参浆液

总质量0.12%的复合蛋白酶；复合蛋白酶的质量配比为：中性蛋白酶:木瓜蛋白酶:风味蛋白

酶=3:4:3；搅拌酶解4h，升温80℃灭酶20min，采用管式离心机16000rpm离心进行固液分离，

收集离心清液，导入5m3清液储罐；

[0039] S3、5m3分离液储罐与膜分离装置相连，将所得清液经切割分子量5000Da纳滤膜分

离装置分离得透过液；

[0040] S4、膜分离装置与电渗析装置相连，将所得透过液经电渗析去除无机离子，电渗析

的电压为70V，进分离液流速1.5吨/小时，浓水流速1.52吨/小时，电极冷却水流速0.8吨/小

时；

[0041] S5、所述电渗析装置与膜浓缩设备相连，将精制液经切割分子量50Da纳滤膜浓缩

浓缩，使用1.6Mpa压力，浓缩至可溶性固含量占浓缩液质量30%，导入浓缩储罐；

[0042] S6、将步骤S5中所制得料液进行蛋白N端测序，结果见图1‑图6；

[0043] S7、将步骤S5制得浓缩液进行喷雾干燥，得到海参肽粉，进行自由基清除实验。步

骤S5中所述浓缩储罐，设置有出料口，将浓缩料液从出料口取出后导入喷雾干燥塔进行喷

雾干燥，喷雾干燥时进风温度维持在140℃，出风温度维持在85℃，得海参肽粉；

[0044] 所得海参肽粉进行清除自由基的抗氧化实验结果表明：

[0045] NH2‑Gly‑Pro‑Ala‑Gly‑Pro‑Cys对DPPH自由基（EC50  0 .98mg/mL）、羟基自由基

（EC50  0.08mg/mL）和超氧阴离子自由基（EC50  0.15mg/mL）具有良好的清除作用。适用于开

发功能性食品、保健品、以及防止皮肤衰老的化妆品等。

[0046] 实施例3

[0047] 本实施例中所述海参来源的抗氧化活性肽的提取方法与实施例2中相同，不同的

技术参数为：

[0048] 1）步骤S1中将仿刺参体壁用绞肉机粉碎10min；

[0049] 2）步骤S2中加入2倍牡蛎浆液质量的纯水，调整体系温度40℃，用2.5mol/L的NaOH

溶液调PH至8.0，加入所述仿刺参浆液总质量0.1%的复合蛋白酶；复合蛋白酶的质量配比

为：中性蛋白酶:木瓜蛋白酶:风味蛋白酶=2:3:4；搅拌酶解3h，升温82℃灭酶10min，采用管

式离心机10000rpm离心进行固液分离；

[0050] 3）步骤S3中将所得清液经切割分子量2000Da纳滤膜分离装置分离得透过液；

[0051] 4）步骤S4中电渗析的电压为10V，进分离液流速1.0吨/小时，浓水流速1.0吨/小

时，电极冷却水流速0.5吨/小时；

[0052] 5）步骤S5中将精制液经切割分子量10Da纳滤膜浓缩浓缩，使用1.5Mpa压力，浓缩

至可溶性固含量占浓缩液质量20%。

[0053] 实施例4

[0054] 本实施例中所述海参来源的抗氧化活性肽的提取方法与实施例2中相同，不同的

技术参数为：
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[0055] 1）步骤S1中将仿刺参体壁用绞肉机粉碎20min；

[0056] 2）  步骤S2中加入5倍牡蛎浆液质量的纯水，调整体系温度55℃，用2.5mol/L的

NaOH溶液调PH至9.0，加入所述仿刺参浆液总质量0.2%的复合蛋白酶；复合蛋白酶的质量配

比为：中性蛋白酶:木瓜蛋白酶:风味蛋白酶=3:4:3；搅拌酶解6h，升温95℃灭酶25min，采用

管式离心机13000rpm离心进行固液分离；

[0057] 3）步骤S3中将所得清液经切割分子量3500Da纳滤膜分离装置分离得透过液；

[0058] 4）步骤S4中电渗析的电压为100V，进分离液流速1.55吨/小时，浓水流速1.60吨/

小时，电极冷却水流速1.0吨/小时；

[0059] 5）步骤S5中将精制液经切割分子量100Da纳滤膜浓缩浓缩，使用1.8Mpa压力，浓缩

至可溶性固含量占浓缩液质量40%。

[0060]   以上所述，仅为本发明较佳的具体实施方式，但本发明的保护范围并不局限于

此，任何熟悉本技术领域的技术人员在本发明披露的技术范围内，根据本发明的技术方案

及其发明构思加以等同替换或改变，都应涵盖在本发明的保护范围之内。

[0061] SEQUENCE  LISTING

[0062] <110> 大连深蓝肽科技研发有限公司

[0063] <120> 一种海参来源的抗氧化活性肽及提取方法

[0064] <130>  0001S

[0065] <160>  1

[0066] <170>  PatentIn  version  3.5

[0067] <210>  1

[0068] <211>  6

[0069] <212>  PRT

[0070] <213>  Apostichopus  japonicus

[0071] <400>  1

[0072] Gly  Pro  Ala  Gly  Pro  Cys

[0073] 1                5
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[0001] SEQUENCE  LISTING

[0002] <110> 大连深蓝肽科技研发有限公司

[0003] <120> 一种海参来源的抗氧化活性肽段及提取方法

[0004] <130>  0001S

[0005] <160>  1

[0006] <170>  PatentIn  version  3.5

[0007] <210>  1

[0008] <211>  6

[0009] <212>  PRT

[0010] <213>  Apostichopus  japonicus

[0011] <400>  1

[0012] Gly  Pro  Ala  Gly  Pro  Cys

[0013] 1               5
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图2
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图5

图6
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