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甲鱼肽的分离纯化及对小鼠氧化损伤的改善作用

周琬蕊，应阳杰，周晋宇，王静雯，王倩倩* 

（浙江农林大学森林食物资源挖掘与利用全国重点实验室，食品与健康学院，浙江杭州 31130）

摘要：为了探究甲鱼肽对小鼠氧化损伤的改善作用，该研究首先以 DPPH 自由基清除率为评价指标，通过离子交

换树脂法优化甲鱼肽（Soft-Shelled Turtle Peptides, STP）的分离纯化工艺获得高活性甲鱼抗氧化肽。随后建立 D- 半乳糖

（D-galactose, D-gal）诱导的小鼠氧化损伤模型，采用试剂盒检测小鼠各组织的超氧化物歧化酶（Superoxide Dismutase，

SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（Glutathione Peroxidase, GSH-Px）和丙二醛（Malondialdehyde, MDA）含量。结果表明，凝

胶型阳离子交换树脂（Gel Cation Ion Exchange Resin, GC）分离纯化甲鱼抗氧化肽效果最佳，其静态吸附 pH 值为 1.0 和解

吸附溶液乙醇体积分数为 50% 时，DPPH 自由基清除率提高了 34.42%（P<0.001）。与模型组相比，GC 纯化后甲鱼抗氧化

肽（Purified of STP with GC， GC-STP）组肝脏和胸腺组织的 SOD 活性分别显著增加 62.28%（P<  0.05）和 59.18%（P< 0.01）；

肝脏、脾脏和胸腺组织的 GSH-Px 活性分别显著增加 32.52%（P<  0.05）、7.50%（P<0.05）和 178.96%（P<  0.01）；肝脏组

织的 MDA 含量显著降低 28.28%（P<  0.05）。综上所述，GP-STP 改善 D-gal 诱导小鼠肝脏组织氧化损伤。该研究可为 GP-

STP 改善组织氧化氧化损伤提供理论基础。
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Abstract: The ameliorative effect of soft-shell turtle peptides (STP) on oxidative damage in mice was evaluated. DPPH radical 

scavenging rate was used as the evaluation indicator to optimize the separation and purification process using the ion-exchange resin 

method to obtain high-activity antioxidant STP. A D-galactose (D-gal)-induced oxidative damage model was established in mice, and 

assay kits were used to measure superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) activities and malondialdehyde 

(MDA) content. The results showed that the gel cation-exchange resin (GC) was the best for the separation and purification of 

antioxidant peptides. When the static adsorption pH was 1.0 and ethanol volume fraction of the desorption solution was 50%, the 

DPPH radical scavenging rate of GC increased by 34.42% (P<0.001) compared with that of unpurified STP. Compared to the model 

group, in the GC-purified STP (GC-STP) group, the SOD activity in the liver and thymus tissues significantly increased by 62.28% 

(P<0.05) and 59.18% (P<0.01), respectively; the GSH-Px activity in the liver, spleen and thymus tissues significantly increased 
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活性氧（Reactive Oxygen Species, ROS）是一类

在细胞正常代谢过程中产生的带有不成对电子的化学

物质，可被细胞内抗氧化防御系统猝灭。过多的 ROS
会打破 ROS 与细胞内抗氧化防御系统之间的平衡，导

致氧化应激的发生 [1] 。氧化应激对人体细胞和器官的

不良影响对人体健康构成重大威胁，是各种慢性疾病

如衰老、糖尿病、动脉粥样硬化甚至癌症发病的关键

因素 [2-4] 。在机体中，主要的抗氧化剂是超氧化物歧

化酶（Superoxide Dismutase, SOD）、谷胱甘肽过氧化

物酶（Glutathione Peroxidase, GSH-Px）和过氧化氢

酶。当机体不能产生足够的抗氧化剂来保护生物大分

子时，就有必要提高抗氧化剂水平以防止氧化损伤。

因此，利用外源性抗氧化策略预防或改善氧化应激至

关重要。

  生物活性肽通过清除自由基、螯合金属离子和

抑制过氧化物等途径，进而保护多种细胞和器官免

受氧化损伤，从而在机体抗氧化防御系统中发挥重要

作用 [5] 。生物活性肽的来源广泛（海洋动物、海洋动

物、哺乳动物和植物等） [6] ，其制备方法主要包括化学

水解、酶水解和微生物发酵 [7] 。甲鱼，俗称鳖，是我

国传统药食两用的特色水产资源，被证明具有多种生

物活性。课题组前期研究发现，甲鱼肽通过激活 Nrf2/
Keap2 信号通路，延长小鼠力竭游泳时间，保护肌肉

组织免受损伤，并抑制机体的氧化应激，进而发挥抗

疲劳作用 [8] 。此外，甲鱼肽还可以通过调节雷帕霉素

信号通路，增强细胞自噬能力并抑制氧化应激，进而

延长果蝇的寿命 [9] 。然而，甲鱼肽中包含分子量各异

的肽段，其生物活性存在差异。为筛选出其中的高活

性组分，有必要对甲鱼肽进行进一步的分离与纯化。

鉴于离子交换树脂具有选择性高、吸附量大、成本较

低且易于规模化生产等优势，其在肽类的分离纯化领

域中具有广阔的应用前景 [10-12] 。

该研究以甲鱼肽为研究对象，以 DPPH 自由基清

除率为评价指标，考察离子交换树脂种类、吸附 pH
值和解吸附溶液乙醇体积分数对甲鱼肽（Soft-Shelled 
Turtle Peptides, STP）的纯化效果，获得凝胶阳离子交

换树脂（Gel Cation Ion Exchange Resin, GC）纯化后甲

鱼 肽（Purified of Soft-Shelled Turtle Peptides with GC, 
GC-STP）具有较好的 DPPH 自由基清除率。随后分析

比较纯化前后甲鱼肽的相对分子量分布和氨基酸组成。

在此基础上，以 D- 半乳糖（D-galactose, D-gal）诱导

的氧化损伤小鼠为模式生物，通过测定小鼠各个组织

抗氧化酶超氧化物歧化酶（SOD）和谷胱甘肽过氧化

物酶（GSH-Px）活性以及和脂质过氧化产物丙二醛

（Malondialdehyde, MDA）水平，评价 GC-STP 对氧化

损伤小鼠的改善作用。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

甲鱼肽，杭州康源食品科技有限公司；SPF 级

雄性 ICR 小鼠（4 周龄；20±2 g ；动物许可证编号：

SCXK（沪）2022-0004），上海斯莱克实验动物有限公司；

大孔阳离子交换树脂 D001FD（Macroporous Cation Ion 
Exchange Resin, MC）、凝胶阳离子交换树脂 001×10
（Gel Cation Ion Exchange Resin, GC）、 大 孔 阴 离 子

交换树脂 D202FD（Macroporous Anion Ion Exchange 
Resin, MA）和凝胶阴离子交换树脂 201×7（Gel Anion 
Ion Exchange Resin, GA），宁波争光树脂有限公司；总

蛋白含量、SOD、GSH-Px 和 MDA 试剂盒，南京建

成生物工程研究所；色谱级 1,1- 二苯基 -2- 三硝基苯肼

（DPPH），上海阿拉丁生化科技有限公司；D-gal，大

连美仑生物技术有限公司；其余试剂均为分析纯，国

药集团化学试剂有限公司。

BSA224S 分析天平和 PB-10 pH 计，赛多利斯科

学仪器有限公司；Infinite M200Pro酶标仪，瑞士帝肯

集团公司；KQ-250DE 超声清洗器，昆山市超声仪器

有限公司；THZ-82 水浴恒温振荡器，常州金坛精达仪

器制造有限公司；RE-52AA 旋转蒸发器，上海亚荣生

化仪器厂；FD-1A-50+ 冷冻干燥机，北京博医康实验

仪器有限公司；Ultimate3000 高效液相色谱仪，赛默飞

世尔科技有限公司；KZ-II高速组织匀浆仪，武汉塞维

尔生物科技有限公司；HC-3018R 高速冷冻离心机，安

徽中科中佳科学仪器有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 甲鱼肽的分离纯化

采用树脂吸附法分离甲鱼肽的组成成分 [13] 。具体

步骤如下：称取 25 g 树脂置于锥形瓶中，加入 100 mL
双蒸水。用 1 mol·L-1 盐酸和 1 mol·L-1 氢氧化钠溶液调

by 32.52% (P<0.05), 7.50% (P<0.05), and 178.96% (P<0.01), respectively; and the MDA content in the liver tissue significantly 

decreased by 28.28% (P<0.05). Therefore, GC-STP could effectively ameliorate D-gal-induced oxidative damage of liver tissue in 

mice. This study can serve as a theoretical foundation for improving oxidative damage using GC-STP.

Key words: soft-shell turtle peptides; antioxidant; resin adsorption; oxidative damage
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节至一定的 pH 值，然后加入 15 g 甲鱼肽，置于 25 ℃
和 150 r·min-1 的摇床中吸附 12 h。取出已吸附 12 h 的

树脂，抽滤后弃去滤液。将树脂重新置于洁净锥形瓶内，

加入一定体积分数的乙醇进行解吸附，置于摇床中解

吸附 30 min。抽滤，将滤液旋蒸至无醇味且较浓缩状

态后冷冻干燥。

为了筛选出具有高效抗氧化活性的甲鱼肽组分，

该研究以 DPPH 自由基清除率为评价指标，分别考察

树脂种类（MC、GC、MA 和 GA）、吸附 pH 值（1.0、3.0
和 5.0）和洗脱液乙醇体积分数（30%、50% 和 70%）

对分离纯化组分抗氧化活性的影响。

1.2.2  DPPH自由基清除测定

采用 DPPH 自由基清除率比较分离纯化后的甲鱼

肽组分与甲鱼肽的抗氧化活性 [14] 。在离心管中依次加

入 80 μL 样品溶液（20 mg·mL-1）和 100 μL DPPH 工

作液（0.05 mmol·L-1），混匀后置于室温下避光反应

30 min，使用酶标仪在 517 nm 处测定其吸光值，记录

为 A。同时做样品对照 A0 和空白对照 A1，其计算公式

如下：

R = (1- 
A-A1

A0
)×100%                                          （1）

式中：

R——DPPH 自由基清除率，% ；

A——样品组吸光值；

A1——空白组吸光值；

A0——对照组吸光值。

1.2.3 相对分子质量分布测定

采用凝胶过滤色谱法测定甲鱼肽的相对分子量分

布 [15] 。称取 10 mg 样品溶解于流动相 B（10 mL）后

过 0.22 μm 微孔滤膜，置于 4 ℃待测。色谱条件：

TSKgel2000SWXL 色 谱 柱（300 nm×7.8 mm）；

流速 0.5 mL·min-1 ；检测波长 220 nm ；柱温 30 ℃；

流动相 A 为超纯水；流动相 B 为乙腈 : 水 : 三氟乙酸

（450:550:1，V/V/V），等度洗脱 40 min。选取甘氨酸 -

甘氨酸 -甘氨酸（189 u）、甘氨酸 -甘氨酸 -色氨酸 -

精氨酸（451 u）、杆菌肽（1 450 u）、抑肽酶（6 500 u）
和细胞色素 C（12 500 u）作为标准品。结合各标准品

的相对分子质量对数值绘制标准曲线，计算甲鱼肽的

相对分子质量分布。

1.2.4 氨基酸组成测定

采用异硫氰酸苯酯柱前衍生化反相 HPLC 测定甲

鱼肽的氨基酸含量 [16] 。称取 10~20 mg 样品置于消解

瓶中，加入 1 mL 盐酸（6 mol·L-1），迅速吹入氮气排

除空气并旋紧盖子。置于 150 ℃烘箱中消解 1.5 h。吸

取 6 μL 水解液于离心管中，氮气吹干后加入再干燥液

（乙醇 : 水 : 三乙胺，2:2:1, V/V/V），再次吹干后加

入 20 μL 衍生溶液（异硫氰酸苯酯 : 乙醇 : 三乙胺 : 水，

1:7:1:1, V/V/V/V），混匀后在室温下静置反应 20 min。衍

生完成后再次吹干，加入流动相 B（50 μL）和流动相

A（450 μL），过膜后待测。色谱条件：Welch AQ-C18
（4.6 mm×250 mm, 5 μm）色谱柱；流速 1.0 mL·min-1 ；

检测波长 254 nm ；柱温 38 ℃；流动相 A 为 0.1 mol·L-1

乙酸钠溶液（含体积分数 3% 乙腈和 0.1% 三乙胺），

流动相 B 为体积分数 80% 乙腈溶液。选取氨基酸混合

标品制标曲，计算甲鱼肽的氨基酸含量。

1.2.5 GC-STP对D-gal诱导小鼠氧化应激损伤的改善

作用

1.2.5.1 动物分组与处理

小鼠实验的所有程序经浙江中医药大学动物伦理

委员会批准（伦理批准编号：20211025-14）。将 36 只

小鼠饲养在温度（25±1） ℃，湿度 50%~55%，光周期

12 h/12 h 的饲养笼里，并允许小鼠自由饮食和饮水，

适应环境 1 周后开始试验。将小鼠按照体重随机分为

3 组（每组 12 只）：空白（Normal Control, NC）组，

模型（Model Control, MC）组和凝胶阳性树脂处理后

的甲鱼肽（GP-STP, 0.5 mg·g-1）组。NC 组每天皮下

注射无菌生理盐水，30 min 后灌胃无菌生理盐水；MC
组每天皮下注射 D-gal 溶液（500 mg·kg-1），30 min 后

灌胃无菌生理盐水；GP-STP 组每天皮下注射 D-gal
溶液（500 mg·kg-1），30 min 后灌胃凝胶阳性树脂

处理后的甲鱼肽。实验持续 8 周，期间小鼠自由摄

食和饮水。

1.2.5.2 血清及组织样本采集

最后一天灌胃结束后小鼠禁食不禁水过夜，采

用静脉取血，室温静置 2 h 后于 3 500 r·min-1下离

心 10 min，收集血清。随后将小鼠进行颈椎脱臼处死，

收集肝脏、肾脏、脾脏、胸腺、肌肉和睾丸等组织。准

确称取适量肝脏、肾脏、脾脏、胸腺、肌肉及睾丸组织

样本，按照 1:9（m/V）比例加入预冷的 0.01 mol·L-1 PBS
缓冲液，置于高速组织匀浆仪中匀浆 1 min。随后，在

4 ℃、12 000 r·min-1 条件下离心 20 min，制备成

10%（m/V）的组织匀浆液，收集上清液，并置于 -80 ℃
低温冰箱中保存。

1.2.5.3 生化指标测定

按照试剂盒说明书检测血清和各组织的总蛋白含

量、SOD 活力、GSH-Px 活力和 MDA 含量。

1.3 数据处理

采用 SPSS 19.0 软件进行统计学处理，结果以均
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值 ± 标准差表示，单因素方差分析比较组间差异。与

空白对照组相比，*P  ＜  0.05，**P  ＜  0.01，***P  ＜  0.001 ；

与模型组相比，#P  ＜  0.05，##P  ＜  0.01，###P  ＜  0.001。

2  结果与讨论

2.1 树脂吸附法分离纯化甲鱼肽

树脂的孔隙、结构和吸附官能团等因素对树脂的

吸附能力和选择性有显著影响 [17] 。本实验选择不同

种类树脂、吸附 pH 值和解吸附溶液乙醇体积分数三

个因素进行比较。由图 1a 可知，与 STP 相比，MC、
GC、MA 和 GA 处理后的甲鱼肽组分对 DPPH 自由

基清除率分别提高了 19.02%（P  ＜  0.001）、28.77%
（P  ＜  0.001）、-16.70%（P  ＜  0.05）和 9.27%（P  ＜  0.05）。
在该研究中凝胶型树脂处理后的 STP 组分优于大孔吸

附树脂，这是由于大孔结构的树脂孔隙度较大，而凝

胶型树脂的孔隙度较小，适用于分子量较小的甲鱼

肽的分离。此外，无论是凝胶还是大孔阳离子交换

树脂组均优于对应的阴离子交换树脂组，表明在阳

离子树脂条件下获得了更多的 STP 的抗氧化活性组

分。Zhuang 等  [18] 比较四种大孔吸附树脂（SP-825、
HP-20、XAD-16 和 HP-2MGL）从酱油中分离纯化

鲜味肽，XAD-16 树脂纯化后酱油中肽类和氨基酸

含量最高。

环境 pH 值影响着树脂吸附基团的电离情况和吸

附能力，同时活性肽在不同 pH 值环境中所带电荷

情况随解离程度而改变，而电荷的变化显著地影响

着其与树脂吸附基团形成氢键的能力 [19] 。由图 1b 可

知，与 STP 相比，环境 pH 值分别为 1、3 和 5 处理

后的甲鱼肽组分对 DPPH 自由基清除率分别提高了

36.00%（P  ＜  0.001）、31.33%（P  ＜  0.001）和 17.05%
（P  ＜  0.001）。结果表明分离后甲鱼肽组分的 DPPH 自

由基清除率随 pH 值减小逐步提升，表明所吸附的活

性组分在 pH 值减小时与树脂结合力增强，因此获得

更多活性组分。

图 1 树脂吸附法分离纯化甲鱼肽

Fig.1 Separation and purification of STP by resin 

adsorption method

注：（a）树脂种类；（b）pH 值；（c）洗脱液乙醇体积分数。

  解吸附液的组分差异影响着其极性强弱，进而

影响体系内氢键的形成。乙醇能破坏两性分子表面

的水化膜，减少氢键形成，进而将吸附树脂上的物

质洗脱。而过高浓度的乙醇可能对活性肽的功能产

生影响，甚至出现醇析现象。由图 1c 可知，与 STP
相比，乙醇体积分数分别为 30%、50% 和 70% 处理

后的甲鱼肽组分对 DPPH 自由基清除率分别提高了

28.63%（P  ＜  0.001）、34.42%（P  ＜  0.001）和 26.66%
（P  ＜  0.001），表明乙醇体积分数为 50% 时其抗氧化活性

最高。张迎阳等 [20] 利用大孔吸附树脂分离干腌牛肉抗氧

化肽，当洗脱剂乙醇体积分数为 75% 时，干腌牛肉抗氧

化肽对 DPPH 自由基清除率最高。崔婷婷等 [21] 研究发现

乙醇体积分数为 70% 时，海蜇肽的血管紧张素转化酶抑

制率最高。综合以上分析，凝胶阳性树脂 GC 是对甲鱼

肽分离纯化出抗氧化强组分的最适方式，其最优静态吸

附 pH 值为 1.0，解吸附溶液乙醇体积分数为 50%。

2.2 甲鱼肽相对分子量分布和氨基酸组成分析

2.2.1 相对分子量分布

由表 1 可知，STP 相对分子量主要分布在 5 000 u
以下，GC-STP的主要分布在 2 000 u以下。与STP相比，
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GC-STP 在 500~5 000 u 占比减少 30.51%，180~500 u
占比增加 10.68%，  ＜  180 u 占比增加 19.86%。生物活

性肽的抗氧化活性与其相对分子量关系紧密，抗氧化

活性与相对分子量存在显著负相关性 [22] 。因此，树脂

吸附分离纯化甲鱼肽可能是通过吸附小分子寡肽并去

除大分子多肽，从而降低样品的平均分子量，最终提

升其抗氧化活性。

表 1  甲鱼肽的相对分子量分布

Table 1 The molecular weight distribution of STP and GC-STP

相对分子量分布 /u STP/% GC-STP/%

>  5 000 0.04 0

3 000~5 000 0.71 0

2 000~3 000 1.55 0

1 000~2 000 8.81 0.19

500~1 000 22.32 2.69

180~500 53.28 63.96

< 180 13.29 33.15

500~5 000 33.39 2.88

2.2.2 氨基酸组成分析

由表 2 可知，与 STP 相比，GC-STP 中的天冬氨酸、

谷氨酸、丝氨酸、甘氨酸、组氨酸、丙氨酸、脯氨酸

和赖氨酸含量降低。精氨酸、苏氨酸、酪氨酸、缬氨酸、

甲硫氨酸和苯丙氨酸含量升高。苯丙氨酸的侧链苯环

和酪氨酸中酚基能很好地容纳单电子，从而稳定自由

基 [5] 。非极性氨基酸缬氨酸能够在界面处促进肽与自

由基的接触，从而提升自由基淬灭的速度，其含量与

抗氧化活性的表现息息相关 [5] 。然而，该研究由于亮

氨酸与异亮氨酸色谱峰融合，无法分别计算出具体含

量与占比；也未检出半胱氨酸，可能是消解过程未排

净空气进而导致半胱氨酸氧化而未能测出。

表 2  甲鱼肽的氨基酸含量

Table 2 The amino acid content of STP and GC-STP

氨基酸
含量 /(mg·g-1)

氨基酸
含量 /(mg·g-1)

STP GC-STP STP GC-STP

天冬氨酸 72.99 31.54 脯氨酸 137.02 60.09

谷氨酸 143.75 109.01 酪氨酸 18.58 50.87

丝氨酸 38.79 20.67 缬氨酸 32.31 38.68

甘氨酸 162.63 85.46 甲硫氨酸 22.70 28.22

组氨酸 7.50 3.08 苯丙氨酸 52.87 93.48

精氨酸 74.03 77.54 赖氨酸 54.04 2.55

苏氨酸 40.89 97.10
总和 942.61 730.34

丙氨酸 84.51 32.05

2.3 GC-STP对D-gal诱导小鼠组织氧化损伤的
改善作用

2.3.1 GC-STP对小鼠体质量和食物摄入量的影响

D-gal 是一种天然营养成分，天然存在于生物体内

和许多食物中。在正常情况下，D-gal 在半乳糖激酶和

1- 磷酸半乳糖尿苷转移酶的作用生成 1- 磷酸葡萄糖进

入三羧酸循环，为机体提供能量。然而，当体内积累

了过量的 D-gal 时，D-gal 就会在半乳糖氧化酶的作用

下可转化为醛糖和氢过氧化物，导致形成超氧阴离子

和氧衍生自由基，从而在体内形成晚期糖基化终末产

物 [23] 。过量的晚期糖基化终末产物会加速细胞的 ROS
的产生并导致氧化应激的积累。因此，D-gal 已广泛应

用于抗衰老和器官损伤的研究中 [24,25] 。

图 2 GC-STP 对小鼠体质量和食物摄入量的影响

Fig.2 Impact of GC-STP administration on body weight 

and dietary food intake in mice

为了分析 GC-STP 对 D-gal 诱导氧化损伤小鼠生

长状况的影响，该研究记录小鼠的体质量和摄食量的

动态变化，结果如图 2 所示。在 8 周干预期间内，与

NC 组相比，MC 组和 GC-STP 组的小鼠体质量均低

于空白组，但无显著性差异（P  ＞  0.05）。此外，MC
组和 GC-STP 组的摄食量与 NC 组也无显著性差异

（P  ＞  0.05）。以上结果表明，GC-STP 干预对氧化损伤

小鼠的体质量和摄食量无明显影响。
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2.3.2 GC-STP对小鼠组织SOD活性的影响

在氧化应激条件下，SOD 通过催化超氧化物分

解成 O2 和 H2O2 为对抗 ROS 提供了第一道防线，随

后 GSH-Px 将 H2O2 转化为 H2O 和 O2
 [26] 。MDA 作为

ROS 诱导的脂质过氧化产物被认为是细胞膜氧化损伤

的关键标志物 [27] 。近年来，越来越多的研究证明，生

物活性肽具有强大的氧自由基清除能力，能够保护各

种类型的细胞和器官免受氧化损伤 [28,29] 。因此该研究

测定 GC-STP 对小鼠各组织 SOD 活性、GSH-Px 活性

和 MDA 含量的影响。由图 3 可知，与 NC 组相比，

MC 组各个脏器的 SOD 活性分别降低 49.54%（肝脏，

P  ＜  0.01）、20.75%（肾脏，P=0.246 5）、19.51%（脾

脏，P=0.200 5）、32.40%（肌肉，P  ＜  0.01）、-0.68%

（睾丸，P=0.999 0）和 1.18%（胸腺，P=0.997 0），表

明 D-gal 诱导的氧化损伤对小鼠肝脏的 SOD 活性影响

最大，其次为肌肉、肾脏和脾脏，对睾丸和胸腺的影

响最小。与 MC 组相比，GC-STP 组各个脏器的 SOD
活性分别增加 62.28%（肝脏，P  ＜  0.05）、31.85%（肾脏，

P=0.137 5）、33.95%（脾脏，P=0.057 4）、5.79%（肌肉，

P=0.872 8）、-19.34%（睾丸，P=0.452 5）和 59.18%（胸

腺，P  ＜  0.01），表明 GC-STP 可显著提高 D-gal 诱导

小鼠氧化损伤肝脏、胸腺和脾脏组织的 SOD 活性。在

过氧化氢诱导的人肝癌细胞 HepG2 氧化损伤模型中，

经凝胶层析分离的甲鱼肽抗氧化活性组分降低 HepG2
细胞内活性氧的累积水平，同时显著增加 HepG2 细胞

内的 SOD 活性 [30] 。

  

  

  

图 3 GP-STP 对小鼠各脏器 SOD 活性的影响

Fig.3 Impact of GP-STP administration on SOD activity of organs in mice

注：（a）肝脏；（b）肾脏；（c）脾脏；（d）胸腺；（e）肌肉；（f）睾丸。下同。
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图 4 GC-STP 对小鼠各脏器 GSH-Px 活性的影响

Fig.4 Impact of GC-STP administration on GSH-Px activity of organs in mice

2.3.3 GC-STP对小鼠组织GSH-Px活性的影响
由图 4 可知，与 NC 组相比，MC 组各个脏器的

GSH-Px 活性分别降低 41.54%（肝脏，P  ＜  0.001）、
24.84%（肾脏，P  ＜  0.05）、18.29%（脾脏，P=0.360 9）、
3.40%（肌肉，P=0.987 5）、13.57%（睾丸，P=0.390 1）
和 38.33%（胸腺，P=0.311 8），表明 D-gal 诱导的氧

化损伤对小鼠肝脏的 GSH-Px 活性影响最大，其次为

胸腺、肾脏、脾脏和睾丸，对肌肉的影响最小。与

MC 组相比，GC-STP 组各个脏器的 GSH-Px 活性分

别增加 32.52%（肝脏，P  ＜  0.05）、23.51%（肾脏，

P=0.117 2）、47.50%（脾脏，P  ＜  0.05）、23.20%（肌肉，

P=600 7）、-51.82%（睾丸，P  ＜  0.01）和 178.96%（胸

腺，P  ＜  0.01），表明 GC-STP 可显著提高 D-gal 诱导

小鼠氧化损伤肝脏、脾脏和胸腺组织的 GSH-Px 活性。

凝胶层析分离获得的甲鱼肽抗氧化活性组分细胞内的

GSH-Px 活性显著降低了 69.70% [30] 。

2.3.4 GC-STP对小鼠组织MDA含量的影响

由图 5 可知，与 NC 组相比，MC 组各个脏器

的 MDA 含量分别增加 20.05%（肝脏，P=0.298 9）、
91.96%（肾脏，P  ＜  0.05）、28.94%（脾脏，P=0.458 5）、
71.69%（肌肉，P=0.238 4）、49.92%（睾丸，P=0.494 6）
和 10.12%（胸腺，P=0.953 1），表明 D-gal 诱导的氧

化损伤对小鼠肾脏的 MDA 含量影响最大，其次为肌

肉、睾丸、脾脏、肝脏和胸腺。与 MC 组相比，GC-
STP 组各个脏器 MDA 含量分别降低 28.28%（肝脏，

P  ＜  0.05）、15.43%（肾脏，P=0.638 1）、5.09%（脾脏，

P=0.962 1）、63.77%（肌肉，P=0.050 4）、-0.89%（睾丸，

P=0.999 5）和 -45.79%（胸腺，P=0.331 4），表明 GC-
STP 可显著降低 D-gal 诱导小鼠氧化损伤肝脏和肌肉组

织的 MDA 含量。该研究发现 D-gal 对小鼠肝脏损伤最

为严重，这是由于 D-gal 主要在肝脏中代谢，其在体内

过量会对肝脏产生重大影响 [31,32] 。综合以上数据可知，

GC-STP 改善了 D-gal 诱导小鼠肝脏组织氧化损伤。甲

鱼肽通过调节 Keap/Nrf2 通路增加小鼠和果蝇的 SOD
和 GSH-Px 活性以及降低 MDA 含量，进而抑制疲劳

小鼠的氧化应激损伤和延长果蝇寿命和健康寿命 [8,9] 。
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图 5 GC-STP 对小鼠各脏器 MDA 含量的影响

Fig.5 Impact of GC-STP administration on MDA content of organs in mice

3  结论

该研究以 DPPH 自由基清除率为评价指标，优化

树脂吸附法分离纯化甲鱼肽工艺条件。随后通过测定

氧化损伤小鼠各组织的氧化应激相关指标，系统评价

纯化后甲鱼抗氧化肽对各脏器氧化损伤的改善作用。

结果表明，凝胶型阳离子交换树脂分离纯化甲鱼抗氧

化肽效果最佳，其静态吸附 pH 值为 1.0 和解吸附溶液

乙醇体积分数为 50% 时，DPPH 自由基清除率显著提

高。该研究中 D-gal 对小鼠肝脏损伤最为严重。与模

型组相比，GC-STP 可显著提高 D-gal 诱导小鼠氧化损

伤肝脏、胸腺和脾脏组织的 SOD 活性，显著提高肝脏、

脾脏和胸腺组织的 GSH-Px 活性，同时显著降低肝脏

和肌肉组织的 MDA 含量。GC-STP 改善了 D-gal 诱导

小鼠肝脏组织氧化损伤。
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