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长萼堇菜叶蛋白水解物的制备及其活性分析 
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摘 要：以长萼堇菜(Viola inconspicua Blume)为材料，优选碱提酸沉法参数，提取其叶蛋白；采用酶法制备叶

蛋白水解物；利用超滤法分离叶蛋白水解物组分，分析叶蛋白水解物的抗氧化活性，并对叶蛋白水解物组分进

行固相萃取脱盐、HPLC 分析及其对肿瘤细胞的抑制活性和对线虫寿命影响的测试。结果表明：采用料液比、

碱提 pH和酸沉 pH分别为 1∶9、10.0和 4.5的参数组合可稳定提取长萼堇菜叶蛋白；优选的 3种蛋白酶(木瓜

蛋白酶、碱性蛋白酶和风味蛋白酶)均能有效将水解物主要酶解为相对分子质量小于 3.3×103的组分，并通过超

滤可有效分离出相对分子质量分别为<1×103(PH1)、1×103~<3×103(PH2)和≥3×103(PH3)的 3 个组分；长萼堇菜

蛋白水解物中 PH1 组分的抗氧化活性和抑肿瘤细胞活性优于其他组分；PH1 和 PH2 延长线虫寿命的效果相

近，都优于 PH3。可见，长萼堇菜叶蛋白水解物组分 PH1更具应用开发价值。 
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Abstract: Viola inconspicua Blume was purified using the optimized alkali extraction and acid precipitation method. Leaf 

protein hydrolysates were prepared by enzymatic method. The components of leaf protein hydrolysates were separated by 

ultrafiltration, and their antioxidant activities were analyzed. The isolated hydrolysate components were desalted by solid 

phase extraction, evaluated by HPLC analysis, and assayed the inhibitory activities to tumor cells along with the effects on 

lifespan of nematodes. V. inconspicua leaf proteins could be stably extracted with the optimized parameters(ratio of 

material to liquid 1∶9, pH value of alkali extraction 10.0, and pH value of acid precipitation 4.5). The three selected 

proteases(papain, basic protease and flavor enzyme) could make most of hydrolysates with relative molecular weight less 

than 3.3×103, and ultrafiltration could isolate the groups of hydrolysate components with molecular weight of <1×103(PH1), 

1×103-<3×103(PH2) and ≥3×103(PH3), respectively. The antioxidant activity and anticancer activity of the component 

PH1 were better than those of other components. PH1 and PH2 had similar effects on lifespan of nematodes, but both were 
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superior to PH3. Therefore, the component PH1 of Viola inconspicua leaf protein hydrolysates had more application and 

development value. 

Keywords: Viola inconspicua Blume; leaf proteins; protein hydrolysates; Caenorhabditis elegans; biological activity 

 

植物蛋白质及其水解物可应用于饲料、食品

和健康产品等[1]。相较于蛋白质，蛋白水解物一般

有更好的生物可吸收性[2]。已有玉米、绿豆、核桃

等种子蛋白水解物的研究[2–4]和苜蓿、花椰菜、桑

椹等叶蛋白水解物的研究[5–7]。相较于种子，植物

叶的资源更丰富和更经济，但叶的蛋白含量明显

低于种子的蛋白含量，且叶中含有较多的多糖、

多酚和色素等成分，导致叶蛋白普遍较难提取[8]。

碱提酸沉法可用于大量提取叶蛋白，但其最适的

料液比和碱提、酸沉 pH值等提取参数因植物不同

而异，需进行有针对性的优化[9]。此外，在制备植

物蛋白水解物的过程中，也需通过超滤等方法分

离出水解物更具代表性的活性组分[10]。 

植物源蛋白水解物有多种生物学活性，如从

大豆、桑椹和当归中制备的蛋白水解肽分别具有

典型的抗肿瘤、抗氧化和抗衰老的活性[7,11–12]。来

源于不同植物(特别是远亲缘关系植物)中的蛋白水

解物一般会呈现较大的序列差异性[13]。基于序列

决定活性，为分离出活性更典型的蛋白水解物，

有必要在更多科属来源的和更多地域特色的植物

中开展蛋白水解物研究。 

植物叶蛋白的提取方法主要有苯酚提取法、

TCA/丙酮提取法、TCA/丙酮/苯酚提取法及碱提酸

沉法[12,14]。前 3种方法多用于蛋白质组等微量蛋白

试验分析[12]；碱提酸沉法适于规模化提取蛋白质

及其后续的水解肽制备与活性评估。有研究[5,15–16]

采用碱提酸沉法提取水稻胚乳蛋白、黑豆蛋白和苜

蓿叶蛋白，经酶解制备水解肽后进一步分析其生物

学活性。在制备蛋白质水解物过程中，常用的蛋白

酶有胰酶、胃蛋白酶、碱性蛋白酶、风味蛋白酶、

木瓜蛋白酶[4,9–10,17–18]。相对而言，后 3 种酶因易

购、经济和产物多样性高等应用更普遍。 

广东省现有堇菜属植物 20 余种。长萼堇菜

(Viola inconspicua Blume)是其中资源最丰富的品

种[19–20]。长萼堇菜的活性肽和代谢产物具有典型

的抗炎、抗菌和抗氧化活性[19,21]。前期研究[19–20]

解析了长萼堇菜的短序列 cDNA 谱和转录组，进

而从该植物中鉴定了一系列活性肽。长萼堇菜转

录组编码数以万计的蛋白序列，这些蛋白的人工

酶解，有望释放出序列组成丰富多样的蛋白水解

物。目前，关于堇菜科植物叶蛋白水解物的组分

及活性鲜见报道。 

本研究中，采用碱提酸沉法提取长萼堇菜叶

蛋白，并优选最适料液比和碱提、酸沉 pH值，采

用木瓜蛋白酶、碱性蛋白酶和风味蛋白酶水解叶

蛋白，采用超滤分离出不同分子量范围的组分，

评估不同组分潜在的抗氧化活性、抑癌细胞活性

与延长线虫寿命活性，旨在优化长萼堇菜叶蛋白

水解物的制备方法，明确蛋白水解物的活性及其

组分差异，以期促进长萼堇菜的人工栽培和开发

利用。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

供试材料为广州大学城正常土壤生长的草本

植物长萼堇菜。 

1.2 方法 

1.2.1 长萼堇菜叶蛋白的提取和酶解 

采用碱提酸沉法[5]提取长萼堇菜叶蛋白。利用

Glycine–SDS–PAGE 电泳检测分析不同料液比(1∶

8、1∶9 和 1∶10)、碱提 pH 值(8.0、8.5、9.0、

9.5、10.0和 10.5)和酸沉 pH值(4.5、5.0 和 5.5)对

叶蛋白提取结果的影响。参照文献[22]的方法，用

木瓜蛋白酶、风味蛋白酶和碱性蛋白酶(索莱宝)水

解长萼堇菜叶蛋白；利用 Tricine–SDS–PAGE电泳

检测分析酶解效果。碱性蛋白酶、风味蛋白酶、

木瓜蛋白酶水解的长萼堇菜叶蛋白水解物分别记

为 APHr、FPHr和 PPHr。 
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1.2.2 蛋白水解物的超滤分离与抗氧化分析 

根据蛋白酶解结果，参照文献 [23–24]的方

法，采用膜超滤法分离 APHr、FPHr 和 PPHr，其

中相对分子质量小于 1×103 的分别记为 APH1、

FPH1和 PPH1，相对分子质量为 1×103~＜3×103的

分别记为 APH2、FPH2 和 PPH2，相对分子质量

大于等于 3×103的分别记为 APH3、FPH3、PPH3。

将各组水解物冻干，备用。采用 DPPH 法[25–26]分

析各组水解物的抗氧化活性，以还原性谷胱甘肽

(GSH)为阳性对照。 

1.2.3 蛋白水解物的固相萃取与 HPLC 分析 

基于增加水解物序列多样性的考虑，先将超

滤分离的 3 种酶促水解物组分依据同一相对分子

质量范围条件等比例预混成 3 个组分，相对分子

质量由小到大，分别记为 PH1、PH2、PH3，再用

于固相萃取(SPE)脱盐、HPLC 分析和活性分析。

利用 C18固相萃取柱脱盐纯化超滤分离组分，洗脱

液用氮吹仪浓缩后冻干，备用。采用分析型

HPLC(LC3000，创新通恒)色谱法[2]比较不同组分

的水解物，评估超滤分离效果。HPLC条件：分析

柱型号为依利特 SinoChrom 300A(10 µm， 4.6 

mm×250 mm)；流动相 A相为 5%乙腈/0.1% 三氟

乙酸，B相为 90%乙腈/0.1%三氟乙酸。 
 

1.2.4 细胞和线虫试验 

采用 CCK8 法[27]分析不同终质量浓度(0.00、
0.02、0.10 mg/mL)的 PH1、PH2、PH3 对肿瘤细
胞(人骨肉瘤 143B 细胞)的抑制活性，其中，以顺
铂(DDP)和 5–氟尿嘧啶(5–Fu)为阳性对照。采用标
准方法[28]培养野生型秀丽隐杆线虫(Caenorhabditis 
elegans)和同步化，选取 L4 期线虫分析蛋白水解
物对线虫寿命的影响。 

1.3 数据处理与统计分析 

运用Microsoft Excel 2016、Graph Pad Prism 8
和 SPSS 19.0分析试验数据，采用单因素方差分析
方法(ANOVA)进行组间差异分析。 

2 结果与分析 

2.1 料液比和碱提与酸沉 pH 值对长萼堇菜叶蛋

白提取的影响 

从图 1的 1~3泳道可以看出，3种料液比提取
的叶蛋白浓度相近。考虑到蛋白提取的稳定性和

经济性，在后续的比较试验中，料液比定为 1∶
9。从 4~9泳道可以看出，碱提 pH值为 10.0时，
叶蛋白浓度相对较高。从 10~12 泳道可以看出，
酸沉 pH 值为 4.5 时，蛋白条带相对较清晰。从
13~15泳道可以看出，以料液比 1∶9、碱提 pH值
10.0和酸沉 pH值 4.5的参数组合，可稳定提取长
萼堇菜叶蛋白。 

 
M 预染蛋白 Marker；1~3 液料比分别为 1∶8、1∶9、1∶10 时提取的蛋白；4~9 碱提 pH 值分别为 8.0、8.5、9.0、9.5、

10.0、10.5时提取的蛋白；10~12 酸沉 pH值分别为 4.5、5.0、5.5时提取的蛋白；13~15 优选条件下提取的 3组叶蛋白。 

图 1 不同参数条件下提取的长萼堇菜叶蛋白的 Glycine–SDS–PAGE 检测结果 
Fig.1 The result of Glycine-SDS-PAGE analysis of Viola inconspicua leaf proteins extracted by different parameters 

 

2.2 3 种蛋白酶对长萼堇菜叶蛋白的水解效果 

从图 2可知，3种酶促水解产物均以相对分子
质量小于 3.3×103的含量较多。基于此，选择通过

2 种超滤膜进一步从原初水解物(APHr、FPHr、
PPHr)中分离出不同相对分子质量范围的组分。 

M          1         2         3         M       4         5          6         7          8         9         10         11       12         M      13      14      15       M

7.0×104 

3.5×104 

2.5×104 

1.5×104 
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M 多肽Marker；A APHr；F FPHr；P PPHr。 

图 2 3 种蛋白酶水解长萼堇菜叶蛋白质 2 h 后的产

物的 Tricine–SDS–PAGE 检测结果 
Fig.2 The result of Tricine-SDS-PAGE analysis of hydrolysates 

digested from Viola inconspicua leaf proteins by three 

enzymes for 2 hours 
 

2.3 长萼堇菜叶蛋白水解物的抗氧化活性 

从图 3 可知，不同水解物组分的抗氧化活性
与其使用剂量呈正相关，与其相对分子质量大小

呈负相关。相对分子质量小于 1×103的水解物组分

的抗氧化活性最强；3种酶解产生的相对分子质量
小于 1×103的水解物组分的抗氧化活性间差异有统

计学意义(P<0.05)。使用剂量为 0.04~0.16 mg/mL
时，同等剂量的 PPH1、APH1 和 FPH1 对 DPPH
的清除率差异极显著(P<0.01)。APH1 对 DPPH 清
除的 IC50值(4.08×10–3 mg/mL)极显著低于 PPH1的
(3.41×10–1 mg/mL)和 FPH1的(2.60×10–1 mg/mL)。
这一结果应归因于 3 种酶对叶蛋白的不同酶切位
点能释放不同序列组成的蛋白水解物。 
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图 3 长萼堇菜叶蛋白水解物对 DPPH 的清除率 
Fig.3 DPPH scavenging ratios of Viola inconspicua leaf protein hydrolysates 

 

2.4  长萼堇菜叶蛋白水解物的超滤分离效果 

如图 4所示，在前 10 min，PH1 只有 1个主
要的色谱峰，而 PH2和 PH3各有 2个明显的色谱
峰。这应归因于 PH2和 PH3的相对分子质量范围

大于 PH1 的。可见，用反相 HPLC 色谱法检测
PH1、PH2和 PH3，可快速定性分析长萼堇菜叶蛋
白水解物组分的超滤分离效果。 

 

 
图 4 不同相对分子质量范围的长萼堇菜叶蛋白水解物的 HPLC 分析结果 

Fig.4 The result of HPLC analysis of Viola inconspicua leaf protein hydrolysates with different relative molecular weight ranges 
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2.5 长萼堇菜叶蛋白水解物的抗肿瘤细胞活性 

从图 5可知，不同水解物组分对 143B细胞活 

0

25

50

75

100
PH1 PH2 PH3

5–Fu DDP

 
0.0                  0.2                   0.4                  0.6                  0.8 

            剂量/(mg·mL–1) 
图 5 长萼堇菜叶蛋白水解物对肿瘤细胞活性的抑制作用 

Fig.5  Activity inhibition of tumor cells treated by Viola 

inconspicua leaf protein hydrolysates 

 
力的抑制作用低于化疗药物 5–Fu和 DDP的，但仍
表现出一定的抑制活性；3 组水解物的抗肿瘤细胞
活性均与其使用剂量呈正相关，与其相对分子质量

大小呈负相关，PH1的抗肿瘤细胞活性最强。 

2.6 长萼堇菜叶蛋白水解物的延长线虫寿命活性 

如图 6 所示，未添加水解物的线虫组中，线
虫存活时间低于 25 d；添加 PH1、PH2和 PH3的
线虫组中，水解物质量浓度为 0.10 mg/mL 组的延
寿效应整体优于 0.02 mg/mL 组的，且最大存活时
间分别是 28、28、26 d，PH1和 PH2对线虫寿命
的延长作用优于 PH3的。 
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图 6 添加长萼堇菜叶蛋白水解物后的线虫寿命 
Fig.6 Lifespan of Caenorhabditis elegans fed with Viola inconspicua leaf protein hydrolysates 

 

3 结论与讨论 

本研究中，采用碱提酸沉法成功制备了长萼

堇菜叶蛋白。在使用该方法提取不同植物的蛋白

时，依据起始材料性质的不同，最适的料液比、

碱提 pH值和酸沉 pH值会有相应的差异。苜蓿干
草为原料的最适料液比、碱提 pH和酸沉 pH分别
为 1∶35、10和 4.2[29]；甘薯鲜叶为原料的最适料

液比、碱提 pH 和酸沉 pH 分别为 1∶4、8.0 和
4.5[30]；牡丹籽饼为原料的最适料液比、碱提 pH
和酸沉 pH分别为 1∶12、8.5和 4.0[31]。本研究优

选的提取长萼堇菜叶蛋白最适的料液比、碱提 pH
和酸沉 pH分别为 1∶9、10.0和 4.5，均介于上述
文献所用的参数数值范围内。 
在来源于植物的蛋白质水解物中，现已发现

的典型活性成分主要在相对分子质量小于等于

3×103 的组分中[5,15,23]。本研究中，长萼堇菜叶蛋

白的 3 种酶促水解产物均以相对分子质量小于
3.3×103的含量较多。在抗氧化方面，已从大米、

小麦、核桃、板栗和紫苏等植物中鉴定出有较强抗

氧化活性的蛋白水解肽，同时也发现相对分子质量

小于 1×103的肽段的抗氧化能力显著强于相对分子

质量大于 3×103的多肽和蛋白质组分的[2,15,23–24,26]。

本研究中，长萼堇菜叶蛋白水解物中相对分子质

量小于 1×103的组分具有最优的抗氧化活性，与上

述研究结果一致。 

在抗肿瘤方面，部分植物的蛋白水解物已被

发现有明显的抑瘤效应[11,32–33]。大豆蛋白水解物

能显著抑制2种肿瘤细胞(HeLa和C–3)的活性，IC50

值分别为2.15、2.27 mg/mL[11]。从嘉兰(Gloriosa 

superba)根茎蛋白水解物中纯化的相对分子质量约

为3×103的多肽对SW620细胞具有抑制活性[32]。本

研究中，长萼堇菜叶蛋白水解物对肿瘤细胞表现

出一定的抑制活性，以相对分子质量小于1×103的

组分的抑制效果相对最优。 

在抗衰老方面，从当归蛋白水解物中分离的

多肽组分 (约 20 aa)[12]和从玉米中分离的二肽
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(TA)[34]均可延长线虫寿命。抗氧化剂被认为具有

延寿效应[35]，同时蛋白水解肽的抗氧化活性也被

认为涉及对线虫的延寿机制[12]。本研究中，长萼

堇菜叶蛋白水解物中的组分 PH1和 PH2对秀丽隐
杆线虫寿命的延长作用和抗氧化活性均优于组分

PH3 的，表明蛋白水解物组分的抗衰老活性与抗
氧化活性呈正相关。 

综上可知，在长萼堇菜叶蛋白水解物组分

中，相对分子质量小于 1×103的组分具有更好的应

用开发潜力。 
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