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酶解法制备花生粕高 Ｆ值寡肽
混合物及其缓解疲劳作用的研究

李润国，庞文渌
（沈阳师范大学粮食学院，辽宁沈阳　 １１００３４）

摘　 要：利用Ａｌｃａｌａｓｅ碱性蛋白酶和木瓜蛋白酶水解花生粕制得高Ｆ值寡肽混合物（Ｆ值为２４． ６）。
对此混合物进行缓解疲劳功能实验，结果表明：实验组与对照组相比，灌胃不同剂量花生粕高Ｆ值
寡肽混合物３０ ｄ后，小鼠的转棒时间明显提高，血清尿素氮含量显著降低，肝糖原和肌糖原有一定
程度的提高，花生粕高Ｆ值寡肽混合物具有明显的缓解疲劳作用。
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　 　 高Ｆ值（Ｆｉｓｃｈｅｒ ｒａｔｉｏ）寡肽混合物中的主要物
质为３ ～ ７个氨基酸残基的短肽链物质，其Ｆ值为支
链氨基酸（ＢＣＡＡ，即Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ）与芳香族氨基酸
（ＡＡＡ，即Ｔｙｒ、Ｐｈｅ）含量的比值。有研究表明，高Ｆ
值寡肽可用于辅助治疗肝硬化和肝性脑病，纠正血
浆及脑中氨基酸的病态模式，降低血氨。另外，高Ｆ
值寡肽还具有抗疲劳、抗缺氧、降血脂以及醒酒等作
用［１ － ３］。近些年许多学者从不同角度对高Ｆ值寡肽
的制取及功能进行了研究，主要对玉米黄粉来源的
高Ｆ值寡肽研究较多。花生的蛋白含量丰富且氨
基酸种类较全面，是制备肽类物质的优质原料之一，
但是，由于花生本身含油脂量较高，且花生蛋白结构
较致密，直接用酶法水解，难以达到较高的水解要

求，因此，通常需要利用强碱处理或超临界处理等手
段预先去掉油脂并改变花生蛋白质的致密性，从而
提高酶解效果，但是如果利用强碱处理，氨基酸的性
质会受到破坏。

采用酶法水解花生制取高Ｆ值寡肽的效果很
差，未见相应的研究报道。压榨法生产花生油的副
产品—花生粕，经过压榨后，其蛋白质结构较疏松，
一些基团外露，且大部分油脂已经去除，为酶法水解
反应提供了有利的条件，能大幅度提高水解效果。
本研究以植物油厂压榨法生产花生油的副产品—花
生粕为原料，采用复合酶解法制备高Ｆ值寡肽混合
物，对其缓解疲劳作用进行研究。
１　 材料与方法
１． １　 材料与仪器

压榨花生粕：沈阳圣金锣食品公司提供；Ａｌｃａ
ｌａｓｅ碱性蛋白酶和木瓜蛋白酶：北京奥博星生物技
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术有限责任公司；实验动物：昆明种雄性小鼠，６ ～ ８
周龄，体重２０ ±２ ｇ，沈阳医学院提供。其他试剂均
为国产分析纯。

ＴＤ － ５Ｚ型离心机：湖南凯达科学仪器有限公
司；ＤＫ － Ｓ２６电热恒温水浴锅：上海精密实验设备
有限公司；Ｌ － ８８００氨基酸自动分析仪：日立公司；
凝胶电泳仪（ｃｏｍｅｔ － ４０）：英国ＳＣＩＥ － ＰＬＡＳ；ＺＤ － ２
自动电位滴定仪：上海精密科学仪器有限公司；尿素
氮测定试剂盒（二乙酰一肟法）：北京化工厂；Ｂ －
４９０旋转蒸发仪：瑞士ＢＵＣＨＩ；大小鼠转棒仪（ＤＸＰ
－２）：中国医学科学院药物研究所；７５２ＰＣ型紫外—
可见分光光度计：上海光谱仪器有限公司。
１． ２　 实验方法
１． ２． １　 花生粕高Ｆ值寡肽混合物的制备

将花生粕烘干后，粉碎，过１００目筛，加入１０倍
的水，ｐＨ调至９． ０，加入３％（Ｅ ／ Ｓ）的Ａｌｃａｌａｓｅ碱性
蛋白酶，４５ ℃下水解５ ｈ，然后９０ ℃水浴灭酶１０
ｍｉｎ，离心除残渣，取上清液，调ｐＨ至６． ５，温度４０
℃，加入木瓜蛋白酶４％（Ｅ ／ Ｓ），水解４ ｈ，水浴灭酶
１０ ｍｉｎ，加入活性炭吸附芳香族氨基酸，处理２ ｈ，离
心、超滤，取清夜，经浓缩、干燥、粉碎后制得高Ｆ值
寡肽混合物，利用氨基酸自动分析仪进行分析鉴
定［２ － ４］。
１． ２． ２　 缓解疲劳作用的研究
１． ２． ２． １　 实验动物分组方法

将经３ ｄ适应性饲养后的５０只雄性小鼠随机
分为５组，即对照组、实验组Ⅰ、实验组Ⅱ、实验组
Ⅲ、实验组Ⅳ，每组１０只，组间体重经检验无显著差
异。每组每天喂食相同标准饲料，并采用灌胃法，实
验组每只每天经口灌胃不同量的高Ｆ值寡肽混合
物，各组每只灌入量依次为５ ｍｇ ／只、１０ ｍｇ ／只、１５
ｍｇ ／只、２０ ｍｇ ／只，对照组每只每天经口灌胃等量生
理盐水。连续饲养３０ ｄ，进行缓解疲劳实验［５］。实
验分组情况见表１。

表１　 实验组别设计

组别 小鼠数量
／只

高Ｆ值寡肽
浓度／ ％（ｍ ／ ｖ）

灌胃量
／ ｍＬ

高Ｆ值寡
肽剂量／ ｍｇ

对照组 １０ ０ １． ０ ０

实验组Ⅰ １０ ０． ５ １． ０ ５

实验组Ⅱ １０ １． ０ １． ０ １０

实验组Ⅲ １０ １． ５ １． ０ １５

实验组Ⅳ １０ ２． ０ １． ０ ２０

１． ２． ２． ２　 转棒实验
灌胃第２４ ｄ时每只小鼠在２ ～ ５ ｒ ／ ｍｉｎ下，由低

至高做适应性训练（１０ ｍｉｎ ／ ｄ）；第２５ ～ ２９ ｄ，转速由
５ ｒ ／ ｍｉｎ调整至１６ ｒ ／ ｍｉｎ，做调整训练，并初步记录
每只小鼠跌落三次的累计时间；第３０ ｄ，灌胃３０ ｍｉｎ
后，将小鼠放置在１６ ｒ ／ ｍｉｎ转棒上，点击实验开始，
接通ＤＸＰ － ２电源，用转棒仪记录每只小鼠跌落３
次的累计时间［６］。
１． ２． ２． ３　 血清尿素氮的测定方法

将各组小鼠（末次灌胃３０ ｍｉｎ后）置于水深３０
ｃｍ以上、水温２５ ± １ ℃的游泳箱内，游泳３０ ｍｉｎ
后，拔眼球取血，室温沉降２０ ｍｉｎ后，冷却至４ ℃，
在６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ下离心２０ ｍｉｎ，取血清，用血清试剂
盒（二乙酰一肟法）测定血清尿素含量变化，于５２０
ｎｍ处测吸光度并计算血清尿素含量。
１． ２． ２． ４　 肝糖原的测定

末次灌胃３０ ｍｉｎ后将小鼠按１． ２． ２． ３中方法
游泳运动后，脱颈处死小鼠，取出肝脏，用生理盐水
漂洗，并用滤纸吸干，称取２００ ｍｇ肝脏，置于匀浆器
中，加入三氯乙酸（ＴＣＡ）４ ｍＬ，匀浆１ ｍｉｎ，３ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ离心１５ ｍｉｎ，将上清液移至另一试管内；在沉淀
中加入４ ｍＬ的ＴＣＡ，重复前面操作；将两次离心后
的上清液合并，混匀后取１ ｍＬ置于离心管内，加
９５％乙醇４ ｍＬ，混匀至无界面，３７ ℃恒温水浴４ ｈ，
沉淀完全后，３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１５ ｍｉｎ，倒掉上清液
并将离心管倒置１０ ｍｉｎ，用２ ｍＬ蒸馏水溶解糖原，
溶解后按蒽酮法测定小鼠肝脏糖原含量。
１． ２． ２． ５　 肌糖原的测定

在１． ２． ２． ４处死的小鼠中，同时取出小鼠肌肉，
用生理盐水漂洗后，用滤纸吸干，称取１ ｇ肌肉，匀
浆，放入装有ＫＯＨ（３０％，３ ｍＬ）的试管中，沸腾水浴
２０ ｍｉｎ，取出冷却，移至５０ ｍＬ容量瓶中，并用蒸馏
水洗涤试管，并入容量瓶中，加水定量至５０ ｍＬ，摇
匀，沸水浴１０ ｍｉｎ，冷却后用蒽酮法在６２０ ｎｍ波长
处测吸光度，计算肌糖原含量。
１． ２． ２． ６　 数据统计方法

实验数据使用ＳＰＳＳ软件进行统计分析；数据用
Ｘ ± ＳＤ（平均值±标准差）表示，差异显著性检验采
用独立样本的ｔ检验。
２　 结果与分析
２． １　 花生粕高Ｆ值寡肽混合物氨基酸组成

按１． ２． １方法制得花生粕高Ｆ值寡肽混合物，
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用氨基酸自动分析仪对其进行氨基酸组成测定，结
果见表２。

表２　 花生粕高Ｆ值寡肽混合物氨基酸组成 ｍｇ ／ ｇ

种类 含量 种类 含量
天门冬氨酸（Ａｓｐ） ８３． ５ 苏氨酸（Ｔｈｒ） １８． ４

丝氨酸（Ｓｅｒ） ４１． ２ 谷氨酸（Ｇｌｕ） ９２． ９

甘氨酸（Ｇｌｙ） ４２． ６ 丙氨酸（Ａｌａ） ２６． ８

缬氨酸（Ｖａｌ） ３２． ８ 蛋氨酸（Ｍｅｔ） ９． ８

异亮氨酸（Ｉｌｅ） １８． ６ 亮氨酸（Ｌｅｕ） ３７． ２

酪氨酸（Ｔｙｒ） １． ３ 苯丙氨酸（Ｐｈｅ） ２． ３

赖氨酸（Ｌｙｓ） ３１． ６ 组氨酸（Ｈｉｓ） １５． ０

精氨酸（Ａｒｇ） ９１． ２ 脯氨酸（Ｐｒｏ） １９． ６

由表２计算得该混合物ＢＣＡＡ含量为８８． ６
ｍｇ ／ ｇ，ＡＡＡ含量为３． ６ ｍｇ ／ ｇ，Ｆ值为２４． ６，大于２０，
经凝胶电泳分析，其寡肽分子量在２００ ～ １ ０００ Ｄ之
间，符合高Ｆ值寡肽的要求。
２． ２　 花生粕高Ｆ值寡肽混合物对小鼠体重的影响

实验动物按１． ２． ２． １方法分组后灌胃３０ ｄ，各
组小鼠体重变化情况见表３。

表３　 实验前后小鼠的体重变化
组别 实验前／ ｇ 实验第３０ ｄ ／ ｇ 体重增长率／ ％ Ｐ

对照组 ２０． ０５ ± １． ０４ ３７． ４２ ± ３． ９５ ８６． ６３ －

实验组Ⅰ ２０． ２２ ± ０． ８５ ３８． ２７ ± ３． ８０ ８９． ２７ ０． ２９

实验组Ⅱ １９． ６７ ± １． ７２ ３６． ７９ ± ３． ４３ ８７． ０４ ０． ５７

实验组Ⅲ １９． ４９ ± １． ６６ ３６． ５４ ± ２． ９２ ８７． ４８ ０． ３６

实验组Ⅳ １９． ８６ ± ０． ９６ ３７． ０７ ± ３． ０７ ８６． ６６ ０． ４７

　 　 注：Ｐ为各实验组与对照组的比较结果。 －指没有数据。体重
增长率＝（各组第３０ ｄ小鼠平均体重－该组实验前小鼠平均体重）／
该组实验前小鼠平均体重× １００％。

由表３可知，实验前实验组与对照组的小鼠体
重无显著性差异（Ｐ ＞ ０． ０５），说明分组正确；灌胃第
３０ ｄ，各组小鼠体重明显增加，对照组、实验组Ⅰ、实
验组Ⅱ、实验组Ⅲ、实验组Ⅳ的体重增长率分别为：
８６． ６３％、８９． ２７％、８７． ０４％、８７． ４８％和８６． ６６％，经
ｔ －检验可知４个实验组与对照组之间无显著性差
异（Ｐ ＞ ０． ０５），证明灌胃花生粕高Ｆ值寡肽混合物
对受试小鼠的体重增长无显著影响。
２． ３　 花生粕高Ｆ值寡肽混合物对受试小鼠转棒时
间的影响

运动耐力的改变是缓解疲劳功能的主要表现之
一［７ － ９］。转棒时间增长，表明耐疲劳能力增强。不
同剂量高Ｆ值寡肽混合物对受试３０ ｄ小鼠转棒时

间的影响结果见表４。
表４　 高Ｆ值寡肽混合物对小鼠转棒时间的影响

组别 转棒时间／ ｓ 转棒时间增长率／ ％ Ｐ

对照组 ７６． ４２ ± ８６． ８１ － －

实验组Ⅰ １３１． ７３ ± ８０． ６９ ７２． ３８ ０． ０６３

实验组Ⅱ ２１０． ９５ ± ７９． ２０ １７６． ０４ ０． ００７

实验组Ⅲ １８９． ７５ ± ９１． ２６ １４８． ３０ ０． ０３６

实验组Ⅳ １７６． ５８ ± ９６． １５ １３１． ６５ ０． ０９１

　 　 注：指极显著，指显著；Ｐ指各实验组与对照组的比较结
果；－指没有变化。转棒时间增长率＝（各组第３０ ｄ小鼠平均转棒
时间－对照组小鼠平均转棒时间）／对照组小鼠平均转棒时间×
１００％。

由表４可知，与对照组相比，各实验组小鼠转棒
时间均有明显延长，实验组Ⅰ、实验组Ⅱ、实验组Ⅲ、
实验组Ⅳ转棒时间增长率分别为７２． ３８％、
１７６． ０４％、１４８． ３０％和１３１． ６５％。经ｔ检验可知，实
验组Ⅱ与对照组比较差异极显著（Ｐ ＜ ０． ０１），实验
组Ⅲ与对照组比较差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５），且实验组
Ⅱ增长率最大，即寡肽混合物浓度为１． ０％，剂量为
１０ ｍｇ ／ ｄ时，对转棒时间影响极显著，转棒时间明显
延长。
２． ４　 花生粕高Ｆ值寡肽混合物对小鼠血清尿素氮
的影响

当运动加剧、机体内糖原和脂肪供应不足时，肌
肉蛋白质即可分解提供能量，产生尿素氮，血清尿素
氮的含量可反映体内蛋白质的分解情况，是评价机
体对运动及负荷承受能力的较灵敏指标［７ － ９］。灌胃
３０ ｄ后，受试小鼠运动后血清尿素氮含量变化见表
５所示。
表５　 高Ｆ值寡肽混合物对小鼠运动后血清尿素氮含量的影响

组别 血清尿素氮
／（ｍｇ ／ Ｌ）

血清尿素氮
含量降低率／ ％ Ｐ

对照组 ２３９． ４６ ± ７４． ３３ － －

实验组Ⅰ １３５． ７０ ± ３９． ０２ ４３． ３２ ０． ００１ ６

实验组Ⅱ １６２． ８２ ± ２６． ７１ ３２． ００ ０． ００１ ０

实验组Ⅲ １８０． ０７ ± ４１． ６０ ２４． ８０ ０． ０２１ ０

实验组Ⅳ １５１． ２６ ± ４２． ８５ ３６． ８３ ０． ０００ ９

　 　 注：指极显著，指显著；Ｐ指各实验组与对照组的比较结
果；－指没有变化。降低率＝（对照组血清尿素氮－实验组血清尿
素氮）／对照组血清尿素氮× １００％。

由表５可知，实验组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ小鼠运动后血清尿
素含量均低于对照组，其降低率分别为４３． ３２％、
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３２． ００％、２４． ８０％和３６． ８３％。经ｔ检验得出，实验
组Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ的血清尿素氮含量与对照组相比差异极
显著（Ｐ ＜ ０． ０１），实验组Ⅲ与对照组相比差异显著
（Ｐ ＜ ０． ０５），其中实验组Ⅰ受试小鼠血清尿素氮含
量降低幅度最大。实验结果表明高Ｆ值寡肽混合
物能明显减少或抑制疲劳小鼠血清尿素的产生。
２． ５　 花生粕高Ｆ值寡肽混合物对小鼠肝糖原和肌
糖原含量的影响

疲劳时机体在消耗肌糖原的同时，还需动用肝
糖原来维持血糖的平衡，使肝糖原储备减少。肝糖
原含量显著提高，说明受试物能够通过增加肝糖原
的储备或减少运动时肝糖原的消耗达到抗疲劳的目
的［７ － ９］。灌胃３０ ｄ后受试小鼠肝糖原和肌糖原变
化结果如表６、表７所示。

表６　 高Ｆ值寡肽混合物对小鼠运动后肝糖原含量的影响

组别 肝糖原／（ｍｇ ／ １００ ｇ） 增加率／ ％ Ｐ

对照组 １４２． ６６ ± ４３． ５８ － 　 －

实验组Ⅰ １９２． １２ ± ４５． ５４ ３４． ６７ ０． ０３６

实验组Ⅱ １６５． ３９ ± ３９． ０６ １５． ９３ ０． ０２２

实验组Ⅲ １７６． ３３ ± ３８． ７０ ２３． ６ ０． １３０

实验组Ⅳ １５５． ９６ ± ３０． ３１ ９． ３２ ０． ０８７

　 　 注：指显著；Ｐ指各实验组与对照组的比较结果；－指没有变
化。肝糖原含量增加率＝（各组第３０ ｄ小鼠肝糖原含量平均值－对
照组小鼠肝糖原含量平均值）／对照组小鼠肝糖原含量平均值×
１００％。

由表６可以得出，实验组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ受试小鼠
运动后肝糖原含量均高于对照组，其增长率分别为
３４． ６７％、１５． ９３％、２３． ６％和９． ３２％。经ｔ检验得
出，实验组Ⅰ、Ⅱ运动后肝糖原的含量与对照组相比
差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５），其中实验组Ⅰ增加率最大，为
３４． ６７％，由此可见灌胃０． ５％浓度的高Ｆ值寡肽混
合物更具有促进运动后小鼠肝糖原储备的作用。

由表７可以得出，实验组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ受试小鼠
运动后肌糖原含量均高于对照组，其增长率分别为
３４． ６９％、１４． ９４％、２２． ３３％和８． ２２％。经ｔ检验得
出，４个实验组运动后肌糖原含量与对照组相比无
显著差异（Ｐ ＞ ０． ０５），但都有升高趋势，其中实验组
Ⅰ升高最多。

表７　 高Ｆ值寡肽混合物对小鼠运动后肌糖原含量的影响

组别 肌糖原／（ｍｇ ／ １００ ｇ） 肌糖原增加率／ ％ Ｐ

对照组 ４８． ０５ ± ３５． ３４ － －

实验组Ⅰ ６４． ７２ ± ４０． １５ ３４． ６９ ０． １５

实验组Ⅱ ５５． ２３ ± ４２． ２８ １４． ９４ ０． ０６１

实验组Ⅲ ５８． ７８ ± ３２． ３７ ２２． ３３ ０． ９４

实验组Ⅳ ５２． ００ ± ２７． ６４ ８． ２２ ０． １６

　 　 注：指极显著，指显著；Ｐ指各实验组与对照组的比较结
果；－指没有变化。肌糖原增加率＝（各组第３０ ｄ小鼠肌糖原平均
值－对照组小鼠肌糖原平均值）／对照组小鼠肌糖原含量平均值×
１００％。

３　 结论
（１）以花生粕为原料，按照１． ２． １的方法制备

的花生粕高Ｆ值寡肽混合物的Ｆ值为２４． ６，符合高
Ｆ值寡肽的要求。

（２）抗疲劳实验结果表明，小鼠灌胃不同剂量
花生粕高Ｆ值寡肽混合物３０ ｄ后转棒时间明显提
高，血清尿素氮含量显著降低，肝糖原和肌糖原有一
定程度的提高，花生粕高Ｆ值寡肽混合物具有调节
机体代谢、缓解疲劳的作用。
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