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沙棘籽乙醇脱氢酶激活肽的激活机理及稳定性

黄琪1，罕璐1，黄梅桂1，毕秀芳1，蔡寅川2，郝刚1*

（1.西南民族大学食品科学与技术学院，四川成都 610000）（2.四川阿坝州工业经济研究所，四川汶川 623000）

摘要：该研究通过测定不同质量浓度沙棘籽乙醇脱氢酶（Alcohol Dehydrogenase, ADH）激活肽的 ADH 激活率、抗氧

化性、稳定 ADH 作用、内源荧光光谱、氨基酸组成，探索其作用机理及不同条件下的稳定性。结果表明，沙棘籽 ADH 激活

肽的ADH激活活性呈浓度依赖性，质量浓度为10 mg/mL时ADH激活率为48.92%。沙棘籽ADH激活肽具有较强自由基清除力，

1 mg/mL 该肽的 DPPH 自由基清除率达 87.17%、ABTS+
自由基清除率达 99.76%，·OH 清除率则在 4 mg/mL 时达 87.98%，这

使得 ADH 免受自由基攻击。沙棘籽 ADH 激活肽能与 ADH 相互作用，在 5 mg/mL 及 10 mg/mL 下使 ADH 结构伸展，这

种结构调整更利于 ADH 与底物结合，这也是 ADH 活性及稳定性提高的原因。该肽的氨基酸构成较为均衡，亮氨酸、丙氨

酸等促酒精代谢氨基酸含量较为丰富。沙棘籽 ADH 激活肽在热、酸碱处理、部分金属离子（Na+、Ca2+、K+
）处理和胃消

化中稳定，Fe2+
和 Fe3+

对其活性有抑制作用且呈浓度依赖性，经肠道消化后仍可保持 50.70% 左右的 ADH 激活活性。综上，

沙棘籽 ADH 激活肽具较强的 ADH 激活作用，能为 ADH 创造稳定有利环境，且具有较好稳定性。
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Abstract: In this study, the activation rate of alcohol dehydrogenase (ADH), antioxidant properties, stabilizing effects on 

ADH, endogenous fluorescence spectra, and amino acid composition of ADH-activating peptides from sea buckthorn seeds at 

various concentrations were assessed in order to investigate their mechanism of action and stability under diverse conditions. 

The results demonstrated that the ADH activation activity of sea buckthorn seed peptides is concentration-dependent, with an 

activation rate of 48.92% observed at a concentration of 10 mg/mL. Strong free radical scavenging capabilities were exhibited by 

the peptides, with a DPPH free radical scavenging rate of 87.17% and an ABTS free radical scavenging rate of 99.76% achieved at 

a concentration of 1 mg/mL, while an ·OH scavenging rate of 87.98% was reached at 4 mg/mL. ADH is protected from free radical 

attacks by this activity. The sea buckthorn seed ADH-activating peptide can interact with ADH, causing structural extension of ADH 

at concentrations of 5 mg/mL and 10 mg/mL. This structural adjustment facilitates the binding of ADH to the substrate, which is also 

the basis for the increased activity and stability of ADH. The amino acid composition of the peptide is considered relatively balanced, 
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研究表明，多种疾病与长期过量饮酒有关，其中

酒精性肝损伤就是最典型的例子，因此解酒护肝课题

成为当今研究的热点。当乙醇在机体内吸收速率大于

其氧化代谢速率，就会导致机体内乙醇浓度急剧上

升，造成全身性的神经功能损伤，引发呼吸抑制、昏

迷和心跳骤停等危急症状 [1]，严重的可能造成生命危

险。乙醇摄入后在机体内首先通过口腔，后由胃的

“首过效应”、肠以及胰腺等组织吸收一小部分，最

后有 90%~98% 的乙醇被肝脏代谢，还有小部分通过

呼吸，尿液和汗液排出  [2]。高浓度酒精及其代谢中间

产物是引起酒精性肝损伤最直接的原因。加快酒精

代谢、降低血液中毒性因子浓度是缓解肝脏损伤的

一个途径。乙醇在人体中的氧化代谢途径有三条：乙

醇脱氢酶（Alcohol Dehydrogenase, ADH）、过氧化氢

酶（Catalase From Micrococcus Lysodeikticus, CAT）、
微粒体乙醇氧化体系（Microsomal Ethanol Oxidizing 
System, MEOS）。在健康人体中，吸收的大多数乙醇

通过肝脏中 ADH 途径进行代谢 [3]。

ADH 是一种锌依赖性酶，每个亚基的两个锌原子

在酶中发挥不同的功能：一个锌原子位于 ADH 的活性

位点，负责与底物结合，第二个锌原子通过稳定酶的

三级结构来发挥突出的构象作用，多肽可能通过诱导

ADH 三级和四级结构变化从而促进乙醇与 ADH 的活

性部位结合 [4]。同时乙醇的代谢可诱导氧化应激 [5]，代

谢过程中产生的自由基会抑制 ADH 的活性。有研究

表明 ADH 激活率与羟基自由基（·OH）清除率基本上

呈正相关关系，这说明 ADH 激活效果与抗氧化性有

着密不可分的关系，而小分子肽有着抗氧化、清除体

内自由基、增强肝组织的解毒功能排泄毒物的作用，

因此利用生物活性肽制备新型解酒护肝产品具有重大

意义 [6]。

沙棘籽蛋白质含量丰富，可达到 25%，是制备生

物活性肽的优质植物蛋白原料 [7]。沙棘籽多肽具有天

然健康、营养丰富、生物活性多样等优点，是一种极

具潜力的天然生物活性物质。但目前沙棘籽经过榨取

油脂后大多被当作饲料或废料进行处理，深加工产品

较少，关于沙棘籽多肽制备的研究报道也相对较少，

对沙棘籽蛋白资源的深度开发利用仍处于探索的初期

阶段。沙棘籽蛋白作为一种优质的植物蛋白来源，其

开发利用不仅可以提升沙棘加工产业的附加值、促进

地方经济发展，更能满足现代人对健康食品日益增长

的需求。在本实验室前期研究中，从沙棘籽蛋白的酶

解物中分离纯化出高 ADH 激活率的组分 S-1，在本研

究中，通过测定沙棘籽 ADH 激活肽对 DPPH、ABTS+

自由基以及 ·OH 的清除率，结合对 ADH 稳定性的考

量以及氨基酸分析，从多个角度揭示了沙棘籽 ADH
激活肽的作用机理，并对沙棘籽 ADH 激活肽的稳定

性进行分析。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

沙棘籽，松潘县夏旭冬日天然沙棘食品公司；

2,2- 联氮 - 二（3- 乙基 - 苯并噻唑 -6-  磺酸）二铵盐

（ABTS）、1,1- 二苯基 -2- 三硝基苯肼（DPPH）、乙醇

脱氢酶（ADH）（268 U/mg）、氧化型辅酶 I（NAD+）、

胃蛋白酶（1:30 000）、胰蛋白酶（1:250），上海源

叶生物科技有限公司；过硫酸钾（K2S2O8）、FeSO4、

H2O2、水杨酸，科隆化学品（成都）有限公司；其余

试剂均为常规分析纯及色谱纯。

1.2 仪器与设备

UV1810S 紫外可见光分光光度计，佑科仪器

仪表有限公司；A 300 全自动氨基酸分析仪，德国

MembraPure 公司；荧光分光光度计（F-4700），日本

日立公司；PSH-3CpH 计，上海仪电科学仪器股份有限

公司。

1.3 方法

1.3.1 沙棘籽ADH激活肽的制备

本实验以提取的沙棘籽蛋白为底物，质量浓度

5%，pH 值 6.5，温度 55 ℃，先添加风味蛋白酶酶解

2 h， [E]/ [S] 为 4 000 U/g，灭酶后再加入木瓜蛋白酶水

解 2 h，pH 值 7，温度 50 ℃， [E]/ [S] 为 3 000 U/g。酶

解液用 DA201-C 大孔吸附树脂纯化，体积分数 55%
的乙醇溶液作为解吸剂，流量 1.5 mL/min，收集高活

with a rich content of alcohol-metabolizing amino acids such as leucine and alanine. The sea buckthorn seed ADH-activating peptide 

is stable under heat, acidic, and alkaline treatments, exposure to certain metal ions (Na+, Ca²+, K+), and to gastric digestion. An 

inhibitory effect is exerted on its activity by Fe²+ and Fe³+ in a concentration-dependent manner, and approximately 50.70% of its 

ADH-activating activity can still be maintained after intestinal digestion. In summary, sea buckthorn seed ADH-activating peptide 

exerts a strong ADH-activating effect, creates a stable and favorable environment for ADH, and demonstrates good stability.

Key words: sea buckthorn seed protein; ADH-activating peptides; mechanism of action; stability
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性组分后用 3 000 Da 超滤离心管离心，收集小于 3 000
的组分，最后用葡聚糖凝胶 Sephadex G-15 对该组分

进一步分离纯化，获得三个组分，其中组分 S-1 的相

对分子质量主要分布在 180~500 Da，这部分主要是小

分子量的肽（2~4 肽），此外 4~8 肽 S-1 的占比也最

高，组分 S-1 的 ADH 激活率较处理前也显著提升，为

45.5%，选择该组分为沙棘籽 ADH 激活肽。

1.3.2 ADH激活率测定

称取适量沙棘籽 ADH 激活肽，配置为不同质量

浓度的溶液（0.1、1、2、10 mg/mL），ADH 激活率用

瓦勒 - 霍赫法进行测定，在试管中依次加入焦磷酸钠

缓冲液（pH 值 8.8）1.5 mL，0.027 mol/L 氧化型辅酶 I
（NAD+）1.0 mL，11.5%（V/V）的乙醇溶液 0.5 mL，以

及 0.1 mL 样品溶液，混合均匀后，放入 37 ℃的水浴

锅中保温 5 min，保温结束后的试管立即加入 ADH 溶

液（0.05~0.25 U/mL）0.1 mL，混匀后立即用紫外分光

光度计测定其在340 nm处的吸光值，每隔10 s记录一次，

连续记录 5 min，取反应最初呈线性关系的吸光值作图，

以 0.1 mL 超纯水代替肽溶液为对照，根据式（1）计算

ADH 酶活力，进而根据式（2）计算出 ADH 激活率 [8,9]。

E =
∆A340×3.2

EW×6.2
                                                      （1）

式中：

E——ADH 酶活力，U ；

∆A340——线性反应初期 10 s 增加的吸光值；

3.2——反应液的总体积，mL ；

Ew——反应液中的酶含量，mg/mL ；

6.2——NADH 的克分子吸光值系数。

A =
ES-EC

EC
                                                            （2）

式中：

A——ADH 激活率，% ；

ES——样品组的酶活力，U ；

EC——对照组的酶活力，U。

1.3.3 ·OH清除率测定

参照章萍萍 [10] 的方法稍作修改：准确吸取不同质

量浓度（0.1、0.5、1、2、4、6、8、10 mg/mL）沙

棘籽 ADH 激活肽溶液 1 mL，加入 1.0 mL 3 mmol/L 
FeSO4 溶液和 1.0 mL 3 mmol/L H2O2 溶液，室温静

置反应 10 min 后加入 1.0 mL 3 mmol/L 水杨酸溶液

在 37 ℃恒温水浴锅中反应 30 min，以蒸馏水为参比，

在 510 nm 下测定吸光度值。空白组以蒸馏水代替样品

溶液，本底组以蒸馏水代替 FeSO4 溶液 H2O2 溶液和水

杨酸溶液，其余操作相同。按式（3）计算 ·OH 清除率。

R = 
A0-A1+A2

A0

×100%                                          （3）

式中：

R——·OH 清除率，% ；

A0——空白组的吸光度；

A1——样品组的吸光度；

A2——本底组的吸光度。

1.3.4 DPPH自由基清除率测定

参照赵强忠等 [11] 的方法稍作修改：准确吸取不同

质量浓度（0.1、1、2、4、6、8、10 mg/mL）的

沙棘籽 ADH 激活肽样品溶液 2 mL，与等量浓度

为 0.1 mmol/L 的 DPPH 乙醇溶液均匀混合，于室温下

暗处静置 30 min，在 517 nm 下测定其吸光度。空白

组为等量乙醇溶液与 DPPH 溶液，对照组为等量乙醇

溶液和肽溶液，其余操作相同。按式（4）计算 DPPH
自由基清除率。

RD = (1-
AS-AC

AB
)×100%                                        （4）

式中：

RD——DPPH 自由基清除率，% ；

AB——空白组的吸光度；

AS——样品组的吸光度；

AC——对照组的吸光度。

1.3.5 ABTS+
自由基清除率测定

参照马思彤等 [12] 的方法稍作修改：取 10 mg ABTS
溶于 2.6 mL 超纯水中配制为 7 mmol/L 的 ABTS 溶

液，取 3.45 mg 过硫酸钾溶于 2.6 mL 蒸馏水中配制

成 2.45 mmol/L 的过硫酸钾溶液，将两者按体积比 1:1
混合配制为 ABTS 储备液，使用前在 37 ℃下避光静

置 12 h 后用 0.2 mol/L pH 值 7.4 的 PBS 稀释 ABTS 储

备液（20~30 倍），使其在 734 nm 波长处的吸光度为

0.70±0.02，便为 ABTS 工作液，现用现配。取 1.8 mL 
ABTS 工作液和 0.2 mL 不同质量浓度（0.01、0.1、0.2、
0.5、1、2 mg/mL）的样品溶液，振荡 10 s 混匀后在

37 ℃下静置反应 5 min，在 734 nm 波长处测定反应体

系的吸光度，对照组为 1.8 mL ABTS 工作液和 0.2 mL 
PBS 溶液，其余操作相同。参比液为 PBS 溶液。按式

（5）计算 ABTS+ 自由基清除率。

RA = 
AC-AS

AC
                                                                                                      （5）

式中：

RA——ABTS+
自由基清除率，% ；

AS——样品组的吸光度；

AC——对照组的吸光度。
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1.3.6 ADH稳定性测定

参考肖楚乔 [8] 的方法稍作修改：将 0.1 mL 不同质

量浓度样品溶液（0、0.1、0.5、1、5、10 mg/mL）与

同体积的 ADH （0.25 U/mL）混合，置于 37 ℃下保温

一定时间（0、15、30、60、90、120 min）后，加入

3 mL 反应试剂开始检测 ADH 酶活力。反应试剂中

包含焦磷酸钠缓冲液（pH 值 8.8）、φ=11.5% 乙醇

和 0.027 mol/L NAD+ 溶液。测定 ADH 酶活力，并记

录该反应停止时的时间。保温 0 min 时的 ADH 相对酶

活力记录为 V0，按式（6）计算经保温后的相对 ADH
酶活力。

R =
Vs

V0
                                                                 （6）

式中：

R——ADH 相对酶活力，U ；

Vs——保温结束后的 ADH 活力，U ；

V0——保温 0 min 时的 ADH 酶活力，U。

1.3.7 内源荧光光谱的测定

参照 Wan 等 [13] 的方法稍作修改：将 ADH 溶于

PBS 缓冲液（10 mmol/L，pH 值 7.0），质量浓度

为 0.2 mg/mL，取 1 mL ADH 溶液与等量不同质量浓

度（0.01、0.1、1、2、5、10 mg/mL）的沙棘籽 ADH
激活肽溶液混合后测定其荧光光谱，参比为对应质量

浓度的肽溶液。激发波长设定 280 nm, 发射波长扫描

300~500 nm，测定温度为 37 ℃。

1.3.8 氨基酸组成分析

样品前处理：准确称取 1.00 g 样品，加入质量

分数 5% 的三氯乙酸溶液定容至 25 mL，4 ℃下静

置 30 min，4 ℃下 1 000 r/min 离心 5 min，进样全

自动氨基酸分析仪进行测定。分析仪条件：C18 色

谱柱（4.6 mm×250 mm, 5 μm）；柱温 40 ℃ ；流量

为 0.4 mL/min ；流动相 A 为 10 mmol/L Na2HPO4 和

Na2B4O7（1:1，V/V，pH 值 8.2），流动相 B 为乙腈 : 甲醇 :
水（45:45:10，V/V/V）。

1.3.9 沙棘籽ADH激活肽的稳定性

1.3.9.1 热稳定性

将沙棘籽 ADH 激活肽溶液（10 mg/mL×10 mL）
置于水浴锅或高压蒸汽灭菌锅中设定温度为 25、37、
50、80、100、121 ℃保温 1 h，稀释其质量浓度为

5 mg/mL，测定其 ADH 激活率，以 25 ℃温度处理的

组别为对照组（100%），测定并计算其余 ADH 激活保

留率。

1.3.9.2 pH稳定性

分别将沙棘籽 ADH 激活肽溶液（10 mg/mL×10 mL）

用 1 mol/L 的 HCl 和 NaOH 分别调节 pH 值为 3、5、7、9、
11、12 在室温下维持 1 h，再调节 pH 值为 7 并稀释其

质量浓度为 5 mg/mL，以 pH 值为 7 处理的组别为对

照组（100%），测定并计算其余 ADH 激活保留率。

1.3.9.3 金属离子稳定性

分别将沙棘籽 ADH 激活肽溶液（10 mg/mL×10 mL）
与 0.1、0.2、0.5、1.0 mmol/L 的 NaCl、CaCl2、FeCl2、

FeCl3、KCl 溶液混合，在室温下维持 1 h 并稀释其质

量浓度为 5 mg/mL，以未添加金属离子的组别为对照

组（100%），测定并计算其余 ADH 激活保留率。

1.3.10 胃肠道模拟消化

参照 Alting 等  [14] 的方法并稍作修改。第 1 组：

将沙棘籽 ADH 激活肽溶液（10 mg/mL×10 mL）按

1:50（m/m）加入胃蛋白酶，在 pH 值 2，37 ℃条件

下酶解 2 h，90 ℃水浴 10 min 灭酶，冷却至室温；第

2 组：在上述条件下先加入胃蛋白酶酶解 2 h，再加入

1:50（m/m）胰蛋白酶在 pH 值 8，37 ℃条件下反应

2 h，灭酶后冷却至室温。第 3 组：不加胃蛋白酶和胰

蛋白酶，自然 pH 值，其余处理流程相同。反应结束

后均稀释样品质量浓度为 5 mg/mL 后以第 3 组为对照

组（100%），测定并计算 ADH 激活保留率。

1.4 数据处理与分析

实验数据均重复 3 次取平均值，使用 Excel 进
行数据统计，使用 IBM SPSS Statistics 25 软件进行

Duncan 法多重比较，ANOVA 方差分析。

2  结果与分析

2.1 沙棘籽ADH激活肽的ADH激活率

图 1 不同质量浓度沙棘籽肽的 ADH 激活率

Fig.1 ADH activation by different mass concentrations of sea 

buckthorn seed peptides

注：不同字母表示差异显著，P ＜ 0.05，下同。

不同质量浓度沙棘籽 ADH 激活肽的 ADH 激活率

如图 1 所示，ADH 激活率随着肽的质量浓度的升高而
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增加，呈现一定的量效关系，但当肽的质量浓度达到

5 mg/mL 之后 ADH 激活率增长率变得平缓，10 mg/mL 时

ADH 激活率为 48.92%，这可能是因为肽浓度升高后

整体颜色加深，对吸光值的测量有一定影响。多肽对

ADH 的影响，一般可通过改变 ADH 内关键氨基酸残

基例如 Tyr、Phe 以及 Ser 的微环境，并促使 ADH 结

构发生扩展，以此增强底物接近活性位点的能力，从

而强化其催化效能。

2.2 沙棘籽ADH激活肽抗氧化活性测定结果

图 2 沙棘籽肽的抗氧化活性

Fig.2 Antioxidant activity of sea buckthorn seed peptides

自由基的产生是乙醇代谢过程中引起肝细胞损伤

的重要诱因之一。乙醇在肝脏微粒体和体内能够转化

为自由基代谢物——1- 羟乙基自由基，后者在化学反

应中进一步产生 ·OH，脉冲辐解研究表明 ·OH 占乙

醇在体内产生的自由基总量的 80% [15]。ADH 激活率

与 ·OH 自由基清除率基本上呈正相关关系，因此测量

沙棘籽 ADH 激活肽的抗氧化活性可从另一角度揭示

沙棘籽 ADH 激活肽的激活机理 [7]。沙棘籽 ADH 激活

肽的清除自由基能力如图 2 所示。由图 2a 可知，在

肽的质量浓度较低时，抗氧化能力与浓度呈正相关，

自由基清除率随肽的质量浓度增大而上升。DPPH 自

由基清除率在肽的质量浓度为 1 mg/mL 时达到峰值

（87.17%），·OH 清除率则在肽的质量浓度为 4 mg/mL
时最高（87.98%）；由图 2b 可知，在 0.01 mg/mL 时

沙棘籽 ADH 激活肽已经表现出 ABTS+ 自由基清除率，

在 0.5 mg/mL 时已经达到 94.32%，而后均保持在 99%
以上，该结果表明，沙棘籽 ADH 激活肽在特定的实

验条件下，展现出了优越的自由基清除能力。沙棘

籽 ADH 激活肽的抗氧化氨基酸的含量达到了 25.61%
（见表 1），它们可以直接与自由基发生反应从而减少自

由基数量，赋予沙棘籽 ADH 激活肽抗氧化能力。逄治

飞 [16] 使用风味蛋白酶和中性蛋白酶复合酶解制备沙棘籽

粕肽，其 ·OH 的清除能力随质量浓度的增大而增强，当

肽的质量浓度达到 1.0 mg/mL 时，·OH 清除率为 60% 左

右，DPPH 自由基清除率在 65% 以上，ABTS+ 自由基清

除能力达到 99%，这与本研究结果相似。由于自由基的

清除能力与 ADH 活性之间的关联性，可推测在过量饮

酒后，由于自由基的攻击，ADH 的活性受到抑制，而

当这些自由基被有效清除后，为 ADH 的稳定活力的发

挥提供了良好环境，这也许是其激活机制中的一环 [17]。

2.3 沙棘籽ADH激活肽对ADH稳定性的测定
结果

在 37 ℃保温后沙棘籽 ADH 激活肽对 ADH 稳定

性的影响如图 3 所示。由图可知，随着保温时间的增

加，ADH 的酶活性显著降低，当保温时间为 60 min 时，

ADH 的活性下降到其初始活性的 16.67%，而保温时

间达到 120 min 后，活性仅为初始活性的 10.45%，几

乎完全丧失。加入 0.1 mg 的沙棘籽 ADH 激活肽

对 ADH 酶相对活力略有提升但并不明显。当加入

1 mg/mL 以及更高质量浓度的沙棘籽 ADH 激活肽与

ADH 共同保温，ADH 能够保持更高的活性。当 ADH
激活肽的质量浓度达到 5 mg/mL 以上时，保温 15 min
后 ADH 活力不降反增，即使保温 120 min，ADH 的

活性也没有明显下降。这些观察结果表明，ADH 激

活肽能够显著提高 ADH 的稳定性，并维持其酶活

性。提高酶稳定性的方法多种多样，其中包括运用添

加剂、酶分子的化学修饰，以及酶固定化等手段 [18]。

例如 Uygun 等 [19] 将 ADH 固定到金属螯合冷冻凝胶



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                             2025, Vol.41, No.11

 113 

（HEMA-GMA）上，发现固定后 ADH 的稳定性高于

游离酶。以上结果表明，沙棘籽 ADH 激活肽的存在

可提高 ADH 的稳定性，此时沙棘籽 ADH 激活肽充当

了 ADH 稳定剂的角色。

图 3 沙棘籽 ADH 激活肽对 ADH 稳定性的影响

Fig.3 Effect on ADH activating peptides from sea buckthorn 

seed on ADH stability

2.4 沙棘籽ADH激活肽对ADH内源荧光光谱
的影响

芳香族氨基酸 Trp 具有荧光活性，当其侧链基团

与小分子物质发生相互作用时，蛋白的内源荧光可能

会发生猝灭，这种荧光猝灭现象可以从分子层面反映

出蛋白质与小分子之间的结合模式 [8]。沙棘籽 ADH
激活肽对 ADH 内源荧光的影响如图 4 所示。由图可

知，沙棘籽 ADH 激活肽的质量浓度低于 1 mg/mL 时，

ADH 的荧光强度并未发生明显变化，然而当沙棘籽

ADH 激活肽的质量浓度提升至 2 mg/mL 时，随着浓

度的增加，荧光强度出现了明显的猝灭现象，这是因

为配体与蛋白质荧光团之间相互作用，导致了荧光量

子产率的降低，提示肽与 ADH 之间存在相互作用 [20]。

λmax 与 Trp 所处微环境有关，当 Trp 残基由极性环境

转移到疏水环境时，其荧光光谱会蓝移，反之荧光光

谱会红移，值得注意的是，ADH 的荧光发射峰位于约

325 nm 处，当沙棘籽 ADH 激活肽的质量浓度达到

5 mg/mL 时，观察到内源荧光发生了明显的红移，表

明沙棘籽 ADH 激活肽的加入改变了 ADH 构象，结

构舒展，Trp 从酶蛋白分子内部逐渐外露。蛋白质

与配体或辅助因子的结合可能改变其构象，使得原本

被包埋的 Trp 残基暴露出来 [21]。结合图 1 和图 3 分析

可知，在沙棘籽 ADH 激活肽质量浓度为 5 mg/mL 的

条件下，ADH 的激活率及稳定性均明显提高，此时

观察到 λmax 明显红移，ADH 结构发生了伸展，说

明 ADH 这种相对较伸展与敞开的结构或许更利于

与底物结合，推测 ADH 空间结构的展开是其活性

提高的潜在原因。

图 4 沙棘籽肽对 ADH 内源荧光的影响

Fig.4 Effect of ADH activating peptides from sea buckthorn

 seed in the intrinsic fluorescence of ADH

2.5 沙棘籽ADH激活肽氨基酸组成分析

表 1  沙棘籽ADH激活肽的氨基酸组成（g/100 g）

Table 1 Amino acid composition of ADH activating peptides 

from sea buckthorn seed (g/100 g)

氨基酸种类 含量

Asp 9.88

Glu 10.62

Ser 3.97

His 2.68

Gly 3.64

Thr 2.27

Arg 2.93

Ala 3.21

Tyr 4.86

Cys-s 2.47

Val 3.66

Met 1.21

Phe 3.27

Ile 1.53

Leu 3.37

Lys 2.69

Pro 5.23

总量 67.47

疏水性氨基酸比例 31.84%

抗氧化性氨基酸比例 25.61%

支链氨基酸比例 12.69%

芳香族氨基酸比例 12.05%

促酒精代谢氨基酸比例 9.75%

必需氨基酸比例 26.68%

注：疏水性氨基酸指 Ala、Met、Phe、Leu、Ile、Val、Trp

和 Pro ；抗氧化性氨基酸指 His、Tyr、Leu、Trp、Lys、Met 和

Cys ；支链氨基酸指 Leu、Val 和 Ile ；芳香族氨基酸指 Tyr、Phe

和 Trp ；必需氨基酸指 Leu、Lys、Ile、Thr、Phe、Val、Trp 和

Met ；促酒精代谢氨基酸指 Leu、Ala。



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                             2025, Vol.41, No.11

 114 

沙棘籽 ADH 激活肽的氨基酸组成如表 1 所示，

肽的氨基酸构成较为均衡。其中，必需氨基酸的含量

为 26.68%，支链氨基酸的比例占 12.69%，有研究表

明，支链氨基酸的摄入是一种有效地缓解肝损伤的方

法 [22] ；抗氧化氨基酸的含量达到了 25.61%，这些氨基

酸对于提高活性肽的自由基清除能力起到了关键作用。

沙棘籽 ADH 激活肽的 ADH 激活机制可能在于其高效

清除自由基的能力，通过减少自由基对 ADH 的攻击，

结合 ADH 改变其空间构象来增强酶的稳定性。这一

点与先前进行的抗氧化性试验以及 ADH 稳定性试验

结果相互印证。沙棘籽 ADH 激活肽中的 Leu、Ala 含

量达到了 9.75%，除了清除自由基的能力以外，还能

提高血液中 Leu、Ala 的含量。提高血液内 Leu、Ala
浓度可产生稳定的 NAD+，即 ADH 的辅酶，从而增

强 ADH 活性，Ala 会参与肝脏中糖异生反应，促使

NADH 氧化成 NAD+，从而保持 NAD+ 稳定存在，协

助羧酸循环正常进行，促进乙醇分解与代谢的发生 [23]。

此外，His、Pro、Gly 几种氨基酸的含量也较为丰富，

上述氨基酸可在一定程度上加速酒精代谢并缓解酒精

性肝损伤 [24,25]。沙棘籽 ADH 激活肽的多种氨基酸共同

赋予了其独特的生物活性和保健功能，这些氨基酸的

协同作用使得沙棘籽 ADH 激活肽在营养学和医学领

域具有广阔的应用前景。

2.6 沙棘籽ADH激活肽的稳定性

热加工与 pH 值变化在食品加工中都较为常见，

pH 值可通过诱导肽的构象变化，或是引起肽的电荷波

动从而影响其活性 [26]。如图 5a、5b 所示，在本实验选

取的温度、pH 值范围内，实验组与对照组相比均没有

出现显著差异，表明沙棘籽 ADH 激活肽有着良好的

热稳定性以及酸碱稳定性。该肽在制备过程中经过了

高温灭酶，若存在因温度上升而引发的肽不稳定问题，

该问题在灭酶过程中便已发生，因此后续的再次加热

不会对肽活性产生影响 [27]。本实验选取的 pH 值 2~10
的范围已经满足绝大部分食品加工的条件，表明沙棘

籽 ADH 激活肽具有较大的产品开发潜力。

金属材料是食品包装里十分重要的材料之一，本

实验探究了 Na+、K+、Ca2+、Fe2+、Fe3+ 对沙棘籽 ADH
激活肽活性的影响，结果如图 5c 所示。由图可知

Na+、K+、Ca2+ 对肽影响较小，即使在组中最高浓度

1 mmol/L 时也无显著抑制作用（P ＜ 0.05）；Fe2+ 与

Fe3+ 对稳定性的影响较大，在离子浓度为 1 mmol/L 时

ADH 相对激活率分别降低到 22.76% 和 39.15%，可能

是因为 Fe2+ 一类的金属离子介导的氨基酸残基氧化会

引起蛋白质氧化损伤，影响其生物活性 [28]。在食品包

装时应尽量避免铁质材料。

图 5 沙棘籽 ADH 激活肽的稳定性

Fig.5 Stability of ADH activating peptides from sea 

buckthorn seeds
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绝大多数功能性食品均通过口服摄入，沙棘

籽 ADH 激活肽体外模拟胃肠道消化试验结果如

图 5d 所示。由图可知，经胃蛋白酶作用后沙棘

籽 ADH 激活性略微下降但与对照组无显著性区别

（P ＞ 0.05），再经胰蛋白酶水解后，ADH 激活率显

著下降，但较对照组仍保持了 50.7% 的活性。这可

能是由于沙棘籽 ADH 激活肽酸碱稳定性良好，可

抵抗极端 pH 值以及未被胃蛋白酶切断活性肽段，

而胰蛋白酶对羧基端为 Lys 和 Arg 的肽键有特异性，

会降低水解产物的整体疏水性，引起 ADH 激活活

性下降  [29]，这也进一步说明了这些肽上还存在胰蛋

白酶的酶切位点。

3  结论

本研究围绕沙棘籽 ADH 激活肽的 ADH 激活

机理展开研究。实验表明，ADH 激活率与沙棘籽

ADH 激活肽浓度呈现一定的量效关系，肽的质量

浓度达到 5 mg/mL 之后 ADH 激活率增长率变得平缓，

10 mg/mL 时 ADH 激活率为 48.92% ；沙棘籽 ADH 激

活肽表现出良好的自由基清除能力，当肽的质量浓度

为 1 mg/mL 时，DPPH 自由基清除率最高，达到了

87.17%，·OH 清除率则在 4 mg/mL 时最高（87.98%），

ABTS 自由基清除率在 1 mg/mL 以上均保持在 99% 左

右；从氨基酸构成来看，沙棘籽 ADH 激活肽的氨基酸

构成较为均衡，抗氧化氨基酸的含量达到了 25.61%，

Leu、Ala 等促酒精代谢氨基酸的含量也较为丰富，为

9.75%，综合分析发现沙棘籽 ADH 激活肽的高抗氧化

性氨基酸含量使其具有较强自由基清除力，保护 ADH
免受自由基侵害，为 ADH 的稳定活性创造有利环境；

沙棘籽 ADH 激活肽具有良好的抵抗温度、pH 值和部

分金属离子（Na+、Ca2+、K+）的能力，Fe2+ 和 Fe3+ 对

其活性有抑制作用且呈浓度依赖性，胃蛋白酶对肽活

性无明显抑制作用，胰蛋白酶可使肽的 ADH 激活率

降低，但相对对照组仍然保持了 50.7% 的激活率；此

外，沙棘籽 ADH 激活肽能够有效防止 ADH 在保温过

程中活性的丧失，当肽的质量浓度为 5 mg/mL 以上时，

保温 120 min 后 ADH 的活性也没有明显下降；进一步

研究沙棘籽 ADH 激活肽对 ADH 内源荧光的影响，结

果显示沙棘籽 ADH 激活肽与 ADH 之间相互作用，特

别是在高质量浓度下（5、10 mg/mL）观察到 λmax 明

显红移，表明 ADH 结构发生了伸展，此时 ADH 相

对较伸展与敞开的结构或许更利于与底物结合，推测

ADH 空间结构的展开是其活性提高的潜在原因，ADH
稳定性试验的结果也支持了这一点。
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