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摘  要: 目的  制备南极磷虾抗氧化肽, 优选出抗氧化活性最好的南极磷虾肽成分。方法  采用脱脂、酶解、

超滤等手段制备南极磷虾抗氧化肽; 以 DPPH 自由基清除率、ABTS 自由基清除率、抗氧化能力指数 3 个抗

氧化指标和超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶(catalase, CAT)活力 2 个酶活力指标为评

价指标, 优选出抗氧化活性最好的南极磷虾肽组分; 基于 G-25 凝胶层析技术对抗氧化活性最好的南极磷虾肽

组分进行分离纯化, 进一步基于电子顺磁共振(electron paramagnetic resonance, EPR)方法测定洗脱后各峰的

DPPH 自由基清除率, 得到抗氧化活性最好的南极磷虾抗氧化肽组分。结果  通过抗氧化指标测定, 截留分子

量 3~10 KDa 的肽的 DPPH 自由基清除率最高, 为(30.10±1.10)%, 截留分子量＜3 KDa 的南极磷虾肽的 ABTS

清除能力和抗氧化指数较好, 则 IC50 值为(0.74±0.08) mg/mL、氧化自由基吸收能力(oxygen radical absorbance 

capacity, ORAC)值为 6.39±0.21; 通过酶活力指标测定, 截留分子量＜3 KDa 的肽的 SOD 活力和 CAT 活力最好, 

分别为(45.7±0.13) U/mg 和(17.1±0.19) U/mg 蛋白质。对截留分子量<3 KDa 和 3~10 KDa 的南极磷虾肽进行

G-25 分离纯化后, 测定各组分的 DPPH 自由基清除率, 可知截留分子量 3~10 KDa 的 F2-2 峰清除率最好, 为

(51.55±1.54)%。结论  基于 EPR 方法优选出分子量为 3~10 KDa 的南极磷虾肽的 F2-2 组分的 DPPH 自由基清

除率最高。 
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ABSTRACT: Objective  To prepare antarctic krill antioxidant peptide and select the Antarctic krill peptide 

components with the best antioxidant activity. Methods  The antioxidant peptides of Antarctic krill were prepared 

by means of degrease, enzymatic hydrolysis, and ultrafiltration. DPPH radical scavenging capacity, ABTS radical 
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scavenging capacity, oxygen radical absorbance capacity, superoxide dismutase (SOD) activity and catalase (CAT) 

activity were used as evaluation indicators to select Antarctic krill peptide components with the best antioxidant 

activity. Based on G-25 gel chromatography, the Antarctic krill peptides were further separated and purified. The 

DPPH free radical removal rate of the elution peaks was determined by using the electron paramagnetic resonance 

(EPR) method, and the Antarctic krill antioxidant peptide component with the maximal antioxidant activity was 

obtained. Results  From the results of antioxidant indicators, the Antarctic krill peptides with the molecular weight 

of 3-10 KDa peptide have the best DPPH radical scavenging capacity (30.10%±1.10%); the Antarctic krill peptides 

with the molecular weight of <3 KDa have the best ABTS radical scavenging capacity (0.74 mg/mL±0.08 mg/mL) 

and antioxidant index (6.39±0.21). From the results of enzymatic activity, the Antarctic krill peptides with the 

molecular weight of <3 KDa produced higher SOD and CAT activity than other components. After the purification by 

G-25 gel chromatography, the F2-2 peak of Antarctic krill peptides with the molecular weight of 3-10 KDa generated 

the maximal DPPH radical scavenging capacity (51.5±1.54 %) measured by the EPR method. Conclusion  Based on 

the EPR method, the highest DPPH free radical scavenging capacity is derived from the F2-2 component of Antarctic 

krill peptides with the molecular weight of 3-10 KDa. 

KEY WORDS: Antarctic krill; protein peptide; antioxidant activity 
 
 

1  引  言 

南极磷虾(Euphausia superba)[1,2], 以食用浮游植物为

主 [3], 是全球现存的单种生物资源量最为丰富的生物之 

一[4], 也是维持南极生态系统的关键物种和高营养层级生

物的重要食物来源[5,6]。蛋白质含量比较高, 肌肉鲜样粗蛋

白含量为 16.31%[7], 且脂肪含量低, 具有人体所必需的多

种营养物质, 如磷脂型多不饱和脂肪酸、甲壳素、虾青素

以及低温活性酶等[810], 矿物质含量丰富, 蛋白水解产物

中氨基酸种类丰富, 其中包含人体所需 8 种必需氨基酸, 

同时尚未被充分开发利用[11]。南极磷虾不但营养物质丰富, 

还含有多种活性物质, 如蛋白消化酶、类胞菌素氨基酸等, 

在医药化工及功能食品方面具有巨大的开发前景[1214]。 

南极磷虾粉, 主要由原冻虾加工而成[15]。相对于冷冻

虾砖, 南极磷虾粉具有流通成本低、储存方便的优点。目

前, 国内外围绕南极磷虾粉的开发与利用大多是将南极磷

虾粉简单加工成高价值的水产饲料添加剂[16], 应用前景虽

好, 但是附加值较低。对南极磷虾粉的进一步研究仍停留

在分析储藏方式对其品质的影响, 围绕南极磷虾粉对人体

保健营养功能的研究较缺乏。 

从动植物中提取的抗氧化肽粉属于具有抗氧化活性

的天然肽, 能降低自动氧化速率和脂肪的过氧化物含量[17], 

与化学的抗氧化活性肽相比, 安全性高, 抗氧化能力强, 

对人体的副作用小。迄今为止, 抗氧化肽是科学家们探索

最多的一种功能性肽, 目前常采用酶解制肽的方法进行多

肽的制备[18]。国内在此方面的研究比较滞后, 但在抗氧化

肽的发现后, 国内外都频繁地展开了对其的研究, 主要的

提取原料从植物到了动物, 然而对南极磷虾抗氧化肽的研

究还较少。 

因此, 本研究采用脱脂、酶解、超滤等操作方法制备

南极磷虾抗氧化肽粉, 并优选抗氧化活性最好的南极磷虾

肽组分, 以期将南极磷虾抗氧化肽应用于功能性食品、保

健食品、特殊医疗用品等多个领域, 增加南极磷虾粉的高

值化利用, 具有良好的商业效益。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

无水乙醇(纯度≥99.7%, 天津市富宇精细化工有限公

司); 甲醇(纯度≥99.5%, 天津市科密欧化学试剂有限公司); 

冰乙酸(纯度≥99.5%)、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠(含量≥

99.0%, 天津市大茂化学试剂厂); 氢氧化钠(含量≥96.0%, 

天津市东丽区天大化学试剂厂); DPPH(分析纯, 美国 Sigma

公司); HepG2(上海抚生实业有限公司); DMEM 培养基、L-

谷氨酰胺[赛默飞世尔科技(中国)有限公司]; 10%胎牛血清

(上海远慕生物科技有限公司); 青链霉素混合液(广州鼎国

生物技术有限公司); 总超氧化物歧化酶活力测定试剂盒、

过氧化氢酶测定试剂盒(南京建成生物工程研究所)。 

2.2  仪器与设备 

DF-101S 水浴锅(巩义市予华仪器有限责任公司); JJ-1

精密定时电动搅拌器(常州荣华仪器制造有限公司); PB-10 

pH 计(赛多利斯科学仪器有限公司); SCIENTZ-10ND 冷冻

干燥机(宁波新芝生物科技股份有限公司); CR22N 高速冷

冻离心机(日立工机株式会社); UV-5200 紫外可见分光光

度计(上海元析仪器有限公司); CXG-1F 智能电脑层析柜

(苏州江东精密仪器有限公司); BT125D 分析天平(赛多利

斯科学仪器有限公司); Legend Micro 17R 冷冻高速离心机
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(赛默飞世尔科技有限公司); Bruker EMXnano 台式 EPR 波

谱仪(布鲁克北京科技有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  南极磷虾的预处理 

采用电加热夹层锅煮虾, 水沸后放入含水量为 5%的

冻虾或原虾, 100 ℃下加热 5 min 后捞出, 在 14000 r/min 离

心 10 min, 在 50 ℃鼓风式烘箱中烘干至含水量 2%~7%, 

粉碎过筛得到 40 目的南极磷虾粉。 

2.3.2  南极磷虾粉的脱脂 

将南极磷虾粉置于烧杯中, 加入 3:1(m:V)的正己烷/

乙醇混合液脱脂, 南极磷虾粉与正己烷/乙醇混合液的体

积比为 1:2(V:V), 50 ℃搅拌 6 h, 倒掉上清液, 取沉淀, 重

新加入 3:1(m:V)的正己烷/乙醇混合液, 50 ℃搅拌 6 h, 抽滤, 

所得滤饼自然风干、粉碎过筛得到 60 目的南极磷虾脱   

脂粉。 

2.3.3  南极磷虾粉的热变性、酶解 

称取 31.45 g 南极磷虾脱脂粉于烧杯中, 加水至底物

蛋白浓度为 2% 制得酶解反应液 2000 mL, 升温至 90 ℃, 

保持 10 min, 使原有蛋白质解旋变性, 原有酶失活, 按

1000 U/g 底物蛋白的比例向所述酶解反应液中加入胰蛋白

酶进行酶解反应, 调节酶解反应液 pH 至 7.5, 温度为 37 ℃, 

反应 3 h; 90 ℃灭酶 10 min, 1000 r/min 离心 20 min, 静置, 

收集上清液, 得南极磷虾酶解物。 

2.3.4  南极磷虾酶解物的超滤 

将南极磷虾酶解物, 用 1 mol/L 盐酸溶液调 pH 至 7.0, 

进行超滤分离, 最大工作压力为 0.1~0.15 MPa, 得到膜上

液(未过膜)和膜下液。保留膜下液超高温瞬时杀菌, 真空冷

冻干燥, 得到截留分子量分别为>30, 10~30, 3~10, <3 kDa

的南极磷虾抗氧化肽粉。 

2.3.5  DPPH 自由基清除能力测定 

分别称取 0.1 g 3 个组分的南极磷虾肽粉, 加 1 mL 超

纯水配成 1 mg/mL 样品溶液于 2 mL 离心管中, 用超纯水

稀释成 1.6、0.8、0.4、0.2、0.1 mg/mL 的样品溶液; 称取

0.00237 g DPPH 加入 10 mL 甲醇配成 DPPH 溶液(避光保

存), 室温下, 向 96 孔板的每个孔中依次加入 100 μL 样液、

100 μL 甲醇、及 100 μL DPPH 溶液, 充分混匀, 避光 30 min, 

于 515 nm 处测吸光度(A); 100 μL 超纯水代替样液, 作为空

白对照(A 空)。 

DPPH 自由基清除率=
A A

A

空

空

×100%       (1) 

2.3.6  ABTS 自由基清除能力测定 

称取 0.1920 g ABTS 固体样品, 加 50 mL 超纯水, 再

加 0.03311 g 过硫酸钾配成 ABTS 试剂, 室温放置 12 h, 于

734 nm 处测量, 测定值达到 0.7±0.02 时, 向 96 孔板中加入

50 μL 样液和 100 μL ABTS 试剂, 734 nm 处测吸光度值(AS), 

超纯水作空白组(AB)。 

  ABTS 自由基清除率=
AB AS

AB


×100%       (2) 

2.3.7  抗氧化能力指数(antioxidant capacity index, ORAC)

测定 

称取 2.9 g 磷酸氢二钠溶于 81 mL 超纯水与 0.296 g

磷酸二氢钠溶于 19 mL 超纯水混合配成 100 mL 溶液后, 

取出 25 mL, 再加 25 mL 超纯水配成磷酸盐缓冲溶液

(phosphate buffer solution, PBS); 称取 0.1883 g 荧光素

(fluorescein, FL)固体样品溶于 10 mL PBS 溶液 ; 称取 

2.712 g 偶氮引发剂(azo initiator, AAPH)固体样品溶于   

25 mL PBS 溶液; 向 96 孔板中加入 50 μL 样品、150 mL 

AAPH 溶液、50 μL FL 溶液于酶标仪下测量, 作阴阳性对

照, 阴性组的 AAPH 溶液改为超纯水, 空白组用超纯水, 

每个孔循环 2 min。 

ORAC 值=[(AUCSampleAUC+AAPH)/(AUCTrolox 

AUC+AAPH)]×(Trolox 的浓度/样品的浓度)[16]             (3) 

其 中 : AUC 为 荧 光 衰 退 曲 线 下 面 积 , Sample 指 样 品 , 

+AAPH 指不添加抗氧化剂的样品, Trolox 指标准溶液。 

2.3.8  HepG2 细胞培养 

将在 37 ℃水浴锅中迅速溶解的细胞转移至离心管中, 

加入新鲜的细胞培养液(DMEM 培养基+10%胎牛血清+1%

青链霉素混合液+1%L-谷氨酰胺), 混匀后 1000 r/min 条件

下离心 5 min。弃上清液, 加入 4 mL 培养液, 混匀后移入

到培养瓶中, 放置在 37 ℃, 5%二氧化碳的培养箱中进行 

培养。 

待细胞生长到 80%以上时吸弃培养液后, 加入 2 mL 

PBS 缓冲液冲洗 2 次, 然后加入 1 mL 胰酶, 放到二氧化碳

培养箱中消化 5 min。显微镜观察后, 将轻微脱落的细胞立

即加入 5 mL 完全培养液停止消化, 轻轻吹打使细胞全部

脱落, 将悬液转移至离心管中, 1000 r/min 离心 5 min, 弃

上清。加入 6.5 mL 完全培养液, 吸取 15 μL 细胞悬液进行

细胞计数, 将剩余细胞悬液与样品溶液转入六孔板, 每孔

1.5 mL, 细胞数约 1×106/孔, 轻轻摇匀悬液, 使其均匀完全

覆盖, 37 ℃继续培养。 

2.3.9  超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)活力 

测定 

采 用 超 氧 化 物 歧 化 酶 试 剂 盒 进 行 测 定 , 于 波 长   

550 nm 处测定吸光度。 

( / )

SOD

U mgprot

活力
=

OD OD

OD

对照 值 测定 值

对照 值
÷50%× 

(mL)

(mL)

反应液总体积

取样量 ÷ ( / mL)mgprot

相同匀浆下的蛋

白含量            
(4) 

2.3.10  过氧化氢酶(catalase, CAT)活力测定 

采用过氧化氢酶试剂盒进行测定, 于 240 nm 处用紫

外分光光度计测量吸光度值(OD)。 

/ )

CAT

U gprot

活力

（
= 1

2

2.303
log

60

OD

OD
 

秒
样本稀释前倍数×反应体系
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稀释倍数+待测匀浆蛋白浓度(gprot/mL)             (5) 

其中: OD1 为 240 nm 处零时吸光度;  

OD2 为 240 nm 处 1 min 时吸光度。 

2.3.11  G-25 凝胶层析技术分离纯化 

分别取 20 mg/mL 截留分子量为<3 kDa 的南极磷虾抗

氧化肽液、40 mg/mL 截留分子量为 3~10 KDa 的南极磷虾

抗 氧 化 肽 液 置 于 Sephadex G-25 柱 上 , 超 纯 水 以       

0.3 mL/min 的速度进行洗脱, 于 220 nm 处测吸光值。 

2.3.12  电子顺磁共振 (electron paramagnetic resonance, 

EPR)方法测定 DPPH 自由基清除率 

分别称取 1.5601 g 磷酸二氢钠加水至 100 mL、1.7907 g

磷酸氢二钠加水至 50 mL, 取 87.7 mL 磷酸二氢钠溶液与

12.3 mL 磷酸氢二钠溶液混合均匀配成 pH0.6、0.1 mol/L

的 PBS 溶液; 称取 0.0039432 g DPPH 溶于 50 mL 乙醇配

成 200 μmol/L 的 DPPH 溶液。向 1.5 mL 离心管中依次加

入 100 μL PBS、100 μL DPPH、10 μL 样液(0.2 mg/mL), 混

匀, 避光 30 min, 2000×g 条件下离心 10 min, 取上清液进

行检测(A)。以去离子水代替样液作空白对照(A 空)。 

清除率=
A A

A

空

空
×100% 

3  结果与分析 

3.1  测定南极磷虾蛋白肽体外抗氧化活性指标 

3.1.1  不同截留分子量南极磷虾抗氧化肽的 DPPH 自由基

清除能力的测定 

由图 1 可知: 随着浓度的增大, 各组分对 DPPH 自由

基清除率增大, 清除能力增强。浓度为 1.6 mg/mL 时, 截留

分子量为 3~10 KDa 的南极磷虾抗氧化肽粉对 DPPH 自由

基清除率最高 , 为(30.10±1.10)%; 并且从整个图来分析 , 

也是截留分子量为 3~10 kDa 的南极磷虾抗氧化肽粉对

DPPH 自由基清除率最好。 

 

 
 

图 1  不同截留分子量南极磷虾抗氧化肽的 DPPH 自由基清除率

(n=3) 
Fig.1  DPPH radical scavenging capacity of Antarctic krill 
antioxidant peptides with different molecular weights (n=3) 

3.1.2  不同截留分子量南极磷虾抗氧化肽的 ABTS 自由基

清除能力测定 

IC50 值指半抑制率, 即抑制率 50%时药物的浓度。由

图 2 可知, 截留分子量为＜3 kDa 的南极磷虾抗氧化肽的

IC50 值最小, 即抑制率 50%时＜3 kDa 的肽浓度最低, 为

(0.74±0.08) mg/mL, 因此其抑制效果最好, ABTS 自由基清

除能力最好。图中 a、b、c、d 表示同一字母组间无显著性

差异、不同字母组间存在显著性差异。 

 

 

 
图 2  不同截留分子量南极磷虾抗氧化肽的 IC50 值(n=3) 

Fig.2  IC50 value of Antarctic krill antioxidant peptides with 
different molecular weights (n=3) 

 
3.1.3  不同截留分子量南极磷虾抗氧化肽的抗氧化能力

指数测定 

由图 3 可知, 以 1.6 mg/mL 浓度为例, 加了 AAPH 的

样品的 ORAC 值显著高于不加 AAPH 的样品（P<0.05）; 无

论是+AAPH 还是-AAPH, 都是截留分子量为＜3 KDa 的南

极磷虾抗氧化肽的 ORAC 值最高, 分别为 6.39±0.21、

5.14±0.01, 即该组分的抗氧化能力指数最大。图中 a、b、

c、d 表示同一字母组间无显著性差异、不同字母组间存在

显著性差异。 

 

 
 

图 3  不同截留分子量的南极磷虾抗氧化肽的 ORAC 值 (n=3) 

Fig.3  ORAC values of Antarctic krill antioxidant peptides with 
different molecular weights (n=3) 
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3.2  基于 HepG2 测定南极磷虾蛋白肽体内抗氧化

活性指标 

3.2.1  不同浓度南极磷虾抗氧化肽的 SOD 活力测定 

由图 4 可知, 南极磷虾抗氧化肽浓度为 5 μg/mL 时, 

截留分子量为 3~10 KDa 的 SOD 活力大于截留分子量＜3 

KDa 的 SOD 活力; 而肽浓度为 10、15、20 μg/mL 时, 截

留分子量为＜3 KDa 的 SOD 活力大于截留分子量 3~10 

KDa 的 SOD 活力, 并且浓度越大, SOD 的活力越大; 综合

分析, 截留分子量为＜3 KDa 的 SOD 活力较好。 
 

 
 

注: *与损伤组比较 P<0.05, #与对照组比较 P<0.05。 

图 4  不同浓度的南极磷虾抗氧化肽的 SOD 活力(n=3) 

Fig.4  SOD activity of Antarctic krill antioxidant peptides with 
different concentrations (n=3) 

 
 

3.2.2  不同浓度南极磷虾抗氧化肽的 CAT 活力测定 

由图 5 可知 , 随着南极磷虾抗氧化肽浓度的增加 , 

CAT 活力也随着增加, 并且截留分子量＜3 KDa 的 CAT 活

力要高于截留分子量 3~10 KDa 的 CAT 活力。 
 

 

 
 

 
注: *指跟损伤组比较 P<0.05, #指跟对照组比较 P<0.05。 

图 5  不同浓度的南极磷虾抗氧化肽的 CAT 活力(n=3) 

Fig.5  CAT activity of Antarctic krill antioxidant peptides with 
different concentrations (n=3) 

3.3  基于 G-25 凝胶层析技术分离纯化南极磷虾蛋

白肽 

3.3.1  截留分子量为<3 KDa 南极磷虾抗氧化肽的分离  

纯化 

由图 6 可知<3 KDa 分子量的南极磷虾抗氧化肽的洗

脱图谱 F1 可得 3 个吸收峰, 其中第 3 个峰 F1-1 的峰值很明

显, 吸光度值最大。 

3.3.2  截留分子量为 3~10 KDa 南极磷虾抗氧化肽的分离

纯化 

由图 7 可知: 3~10 KDa 分子量的南极磷虾抗氧化肽的

洗脱图谱 F2 可得 3 个吸收峰, 第 1 个峰 F2-1 和第 2 个峰

F2-2 的峰值较低; 第 3 个峰 F2-3 的峰值较高。 

 
 
 

 
 

图 6  截留分子量为<3 KDa 南极磷虾抗氧化肽的洗脱图谱(n=3) 

Fig.6  Elution of Antarctic krill antioxidant peptides with the 
molecular weight of <3 KDa (n=3) 

 

 

 
图 7  截留分子量为 3~10 KDa 南极磷虾抗氧化肽的洗脱图谱

(n=3) 
Fig.7  Elution of Antarctic krill antioxidant peptides with the 

molecular weight of 3-10 KDa (n=3) 
 

3.3.3  基于EPR方法测定分离纯化后各组分的DPPH自由

基清除率 

由图 8、9 可知, 截留分子量为 3~10 KDa 的南极磷虾
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抗氧化肽分离纯化后得到的 F2-2 峰组分的 DPPH 自由基清

除率最高 , 为 (51.55±1.54)%, 因此该组分的抗氧化活性 

最好。 

 

 
 

注: 图中 a、b、c 表示同一字母组间无显著性差异、不同字母组

间存在显著性差异。 

图 8  分离纯化后各组分的 DPPH 自由基清除率(n=3) 

Fig.8  DPPH radical scavenging capacity of each component 
obtained by purification (n=3) 

 

 
 

图 9  各组分的电子顺磁共振谱图(n=3) 

Fig.9  Electron paramagnetic resonance spectra for each component 
(n=3) 

 

4  结  论 

本实验通过脱脂、酶解、超滤等手段制备截留分子量

分别为＞30、10~30、3~10、＜3 KDa 的南极磷虾抗氧化肽, 

通过测定其 DPPH 自由基清除率, 得到 3~10 KDa 组分的肽

清除率最高; 测定其 ABTS 自由基清除率, 得到<3KDa 组

分的肽 IC50 值最小, 为(0.74±0.08) mg/mL; 对于抗氧化能

力指数来说, 截留分子量<3 KDa 的 ORAC 值最高, 为

6.39±0.21(+AAPH)、5.14±0.01(-AAPH); 基于 3 个抗氧化

指标, 可以确定截留分子量＜3 KDa 和 3~10 KDa 的肽抗氧

化活性高; 再通过测定截留分子量＜3 KDa 和 3~10 KDa

的肽的 SOD 活力和 CAT 活力 2 个酶活力指标, 可以确定

截留分子量＜3 KDa 的组分为抗氧化活性最高的南极磷虾

肽组分。最后通过 G-25 凝胶层析技术对截留分子量＜3 

KDa 和 3~10 KDa 的南极磷虾抗氧化肽进行分离纯化, 采

用 EPR 方法进行各洗脱峰组分的 DPPH 自由基清除率测定, 

可以确定截留分子量 3~10 KDa 分离纯化后的第 2 个峰

F2-2 的抗氧化活性最好。 
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