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摘要:以碱性蛋白酶 、木瓜蛋白酶 、风味蛋白酶和中性蛋白酶 4种蛋白酶为水解酶制备玉米蛋白水解肽 , 用培养皿

生物分析法检测在不同浓度(0. 5、1. 0、2. 0和 5. 0 mg m L- 1)下的 4种玉米蛋白水解肽对光鳞水蜈蚣 (K y llinga

brevito lia va r. leio lep is)种子萌发过程中根系生长的抑制活性;采用超滤法制备相对分子质量不同的肽段并比较其

除草活性。结果表明:不同浓度下的 4种玉米蛋白水解肽对光鳞水蜈蚣种子萌发过程中根系生长均有抑制作用 ,

且随着水解肽浓度的增高 ,其对根系生长的抑制活性增强;碱性蛋白酶 、木瓜蛋白酶制备的玉米蛋白粉水解肽对

根系生长的抑制活性明显高于风味蛋白酶和中性蛋白酶制备的玉米蛋白粉水解肽。相对分子质量不同的玉米蛋

白粉水解肽对根系生长的抑制活性存在差异 , 5 000 u以下的小分子肽具有更高的抑制活性。
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Abstract:Co rn g luten pep tides w ere prepa red by four diffe rent kinds o f pro teases and the ir respec tive roo t-inhibiting ac-

tiv itie s on sm oo thsca le ky llinga (Ky llinga b revito lia var. leio lepis) we re evalua ted in Pe tri d ish bioassay when they w ere

0. 5, 1. 0, 2. 0 and 5. 0 mg mL - 1 in concentration. Re su lts show tha t they all demonstrated roo t-inh ibiting activ ity, which

increased w ith their concen tra tion. H e rbicida l ac tiv ities o f pep tides prepared by a lca lase and Papa in w ere significantly high-

e r than tho se prepared by flavourzym e and neutrase. The peptide s va ried in bioactiv ityw ithm o le cu la rw eigh.t Peptides sm all

in m o lecularw e ight(<5 000 u) exh ib ited highe r herbic ida l ac tiv ity than those large in m olecu larw eigh.t
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　　化学除草剂因其作用迅速 、效果显著 、省工省时

等优点而被广泛应用于农田和草坪杂草的防治 ,但

是由于使用不当以及雾滴漂移 、淋溶 、药液挥发 、选

择性不理想及降解产物的危害等原因 ,化学除草剂

不仅严重影响作物及草坪本身的生长发育 ,还可能

造成环境质量下降 、人类健康受损以及地下水遭受

污染 ,同时带来耐药杂草种群增加 、抗除草剂杂草出

现等问题
[ 1]
。随着人们环保和健康意识的增强以

及对化学除草剂使用后果的深入了解 ,杂草无公害

防治逐步受到重视 ,其中开发天然无毒副作用的植

物源除草剂被认为是无公害防治杂草的一条有效途

径
[ 2]
。

早期研究表明 ,某些植物组织提取物及植物残

体在土壤中的分解产物能抑制植物种子发芽
[ 3 -5]

,

其中玉米组织提取物及凋落在土壤中的残体对植物

种子萌发及幼苗生长影响研究较多
[ 6 - 7]

。 20世纪

90年代以来 , 美国 Iow a州立大学 CHRISTIANS

等
[ 8 -9]
对玉米蛋白粉及其水解肽的除草活性作了长

期而全面的研究 ,发现玉米蛋白粉能抑制植物种子

萌发时根系的形成 ,而对已发育成熟的植物根系则

没有影响 ,并由此开发出玉米蛋白粉萌前除草剂用

于防治草坪杂草及草莓田间杂草 。但由于玉米蛋白

粉为固体粉末 ,不溶于水 ,因而它不象液体除草剂那

样能被喷施和易于渗入土壤而发挥功效 。进一步研

究玉米蛋白粉水解肽对植物种子生根抑制作用的结

果表明 ,玉米蛋白粉水解肽比玉米蛋白粉具有更高

的除草活性
[ 10]
。但他们制备玉米蛋白粉水解肽所

基金项目:广东省科技发展项目(03KJ6062)

收稿日期:2006- 03- 21

　
生态与农村环境学报　2006, 22 (3):33 - 36

Journa l o f Eco logy and R ural Environm en t

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Xiamen University Institutional Repository

https://core.ac.uk/display/323928973?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


用的水解酶仅限于碱性蛋白酶 ,且制备出的水解肽

是分子量不同的混合肽。一些研究表明 ,肽活性除

与其氨基酸的组成及结构有关外 ,还与相对分子质

量有关
[ 11 - 12]

。为此 ,笔者比较 4种蛋白酶水解玉米

蛋白粉所制备的水解肽对植物种子的生根抑制作

用 ,采用超滤法制备相对分子质量不同的水解肽并

比较其除草活性 ,为筛选可制备高除草活性肽的酶

系及了解除草活性肽的性质并进一步对其进行分离

纯化提供必要的理论基础 。

1　材料与方法

1. 1　原料的预处理

玉米蛋白粉为山东鲁州食品有限责任公司生

产 。由于玉米蛋白原料为较大的褐色片状颗粒 ,为

便于酶解反应时酶与底物能够充分接触 ,需要将原

料进行预处理:将原料玉米蛋白粉经粉碎机粉碎后

过孔径为 0. 4 mm(100目 )筛 ,收集筛下淡黄色粉末

作为酶解底物 。采用凯氏定氮法
[ 13]
测得其蛋白质

质量分数为 0. 51。

1. 2　玉米蛋白粉水解肽的制备

称取 4份 30 g玉米蛋白粉分别加入 4个 500

mL三角瓶中 , 各加入 270 mL去离子水配成 100

g L
- 1
玉米蛋白粉悬浮液后置于恒温振荡器中震

荡 ,速率为 120 r m in
-1
,以玉米蛋白粉悬浮液为底

物 ,分别按酶与底物比为 15 μL g
-1
、15 μL g

-1
、

15 mg g
-1
和 15mg g

-1
加入碱性蛋白酶 、中性蛋

白酶 、木瓜蛋白酶和风味蛋白酶 ,按照厂家推荐的最

适条件确定各种蛋白酶水解温度和 pH值 (表 1),

不同蛋白酶的水解时间均设置为 6 h。反应过程中

用 pH 计监测反应体系 pH 值的变化 , 用少许 100

mL L
-1
氨水调节反应体系的 pH值 ,使之稳定在各

种酶所需的最适 pH水平 。反应结束后 100 ℃煮沸

10 m in灭酶活及赶走残存的氨气 ,冷却后于 4 500

r m in
-1
离心 20 m in,取上清液经 2层滤纸抽滤以

除去上清液表面漂浮的杂质 ,过滤后的上清液置于

旋转蒸发仪中浓缩 ,经冷冻干燥 ,收集所得的冻干粉

即为玉米蛋白粉的不同水解肽样品。

1. 3　杂草种子萌发过程中根系生长抑制活性检测

以杂草光磷水蜈蚣 (Ky llinga brevito lia var. leio l-

epis)种子作为根系生长抑制活性的检测材料 ,这主

要是由于该杂草发芽率高 ,生长势整齐 。先用 750

mL L
-1
酒精浸泡光磷水蜈蚣种子 1m in,再用去离

子水冲洗 3次 ,放在双层滤纸上置于直径为 6 cm的

培养皿中 。先加入 1 mL去离子水 ,加盖培养 5 d

后 ,分别加入 1 mL不同浓度 (0. 5、1. 0、2. 0和 5. 0

mg mL
-1
)4种蛋白酶酶解的玉米蛋白粉水解肽后

用 Pa ra film封口胶封口培养 ,以去离子水为对照。

各处理和对照各选用 20粒种子 ,均重复 3次 。培养

条件:每天光照 16 h,温度 25 ℃, [光 ]照度 1 500

lx,培养时间共 12 d。培养结束后用数显游标卡尺

测量各幼苗根系中最长根长度作为统计指标 。

表 1　4种蛋白酶的最适水解温度和 pH值

Tab le 1　 Optima l hydrolysis cond it ion s of four d ifferen t

k inds of proteases

种类 温度 /℃ pH值

碱性蛋白酶 60 8. 0

中性蛋白酶 50 7. 0

木瓜蛋白酶 60 7. 0

风味蛋白酶 50 7. 0

1. 4　超滤分析

以碱性蛋白酶制备的玉米蛋白水解肽为样品进

行超滤以制备相对分子质量不同的水解肽 。使用

M illipore Labscale TFF System超滤仪进行超滤 ,超滤

膜相对分子质量为 5 000 u。在超滤过程中保持进

口压力为 13. 79万 Pa(20 psi),出口压力为 6. 89万

Pa(10 psi),当透过液体积达到原样品体积的 60%

时停止超滤 ,分别收集透过液 (相对分子质量小于

5 000 u肽 )和保留液 (相对分子质量大于 5 000 u

肽),使用 Labo ro ta 4000旋转蒸发仪对其进行浓缩 ,

旋转速度 90 r m in
-1
,蒸馏温度 55 ℃。浓缩的透

过液和保留液置于 -80℃冰箱中冷冻 2 h后进行冷

冻干燥 ,冻干温度为 -54℃。当腔体压力保持不变

达 2 h时即达冻干终点 ,分别收集保留液和透过液

的冻干粉 ,并按 1. 3的方法进行除草活性检测 。

1. 5　数据统计分析

抑制率(%)计算方法如下:抑制率 =[ (对照组

根长 -处理组根长 ) /对照组根长 ] ×100%。统计

分析借助 SPSS 11. 5 fo rw indow s统计软件包完成。

所有定量指标均用平均值 ±标准差 (–x ±s)表示 ,参

数统计分析方法为独立样本 t检验 ,显著性水平设

为 α=0. 05。采用 One-W ay ANOVA法进行多组间

差异分析 。
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2　结果与分析

2. 1　4种蛋白酶水解玉米蛋白粉制备除草活性肽

的活性比较

酶解 6 h时 4种蛋白酶水解玉米制备的水解肽

对杂草种子萌发根系生长的抑制影响见表 2。

表 2　4种蛋白酶水解玉米制备的水解肽对光磷水蜈蚣的抑

制影响

Tab le 2　 Inh ib itiona l e ffect onKyllinga brev itolia var. leiole-

pis of four d ifferen t k inds of pep tides prepared ou t of hy-

drolysis of corn g lu ten by the enzym es

水解肽浓度 /

(mg mL
-1
)

抑制率 /%

碱性蛋白酶 木瓜蛋白酶 中性蛋白酶 风味蛋白酶

0. 5 62. 75±3. 22 57. 91±5. 14 44. 78±7. 46
*

41. 56±7. 87
**

1. 0 68. 50±2. 22 65. 35±1. 72 60. 22±5. 92
*

52. 51±7. 60
**

2. 0 78. 71±3. 29 74. 52±5. 26 71. 50±6. 46
*

61. 75±5. 61
**

5. 0 86. 80±1. 92 84. 70±2. 37 83. 76±1. 84
*

72. 70±7. 78
**

*表示 P<0. 05, **表示 P<0. 01,与碱性蛋白酶比较。

由表 2可知 ,碱性蛋白酶水解玉米制备的水解

肽对光磷水蜈蚣的抑制率高于其他 3种蛋白酶水解

肽 。 Dunne t和 Tamhane法分析表明 ,与碱性蛋白酶

水解玉米水解肽的抑制活性比较 ,木瓜蛋白酶水解

玉米水解肽无显著差异 (P >0. 05),风味蛋白酶水

解玉米水解肽具有显著差异 (P <0. 05),而中性蛋

白酶水解玉米水解肽则表现出极显著差异 (P <

0. 01)。 ANOVA方差分析 (表 3)表明 ,选用不同蛋

白酶水解玉米制备的除草活性肽对杂草的抑制具有

极显著差异 (P <0. 01)。

表 3　4种蛋白酶水解玉米制备的水解肽除草活性的 ANO-

VA方差分析

Tab le 3　ANOVA of the four d ifferen t k inds of pept ides

变异来源
水解肽浓度 /

(m g mL- 1)
d f SS MS F P

组间差异 0. 5 3 0. 714 0. 238 10. 913 <0. 001

1. 0 3 0. 221 0. 074 6. 559 0. 003

2. 0 3 0. 579 0. 193 25. 985 <0. 001

5. 0 3 0. 471 0. 157 15. 941 <0. 001

2. 2　超滤后透过液和保留液中水解肽的除草活性

比较

超滤法是应用孔径为 1. 0 ～ 2. 0 nm(或更大 )的

超滤膜来过滤含有大分子或微细粒子的溶液 ,使大

分子或微细粒子从溶液中分离的过程 。超滤的推动

力是压差 ,在溶液一侧加压 ,使溶剂透过膜而得到分

离。碱性蛋白酶解液超滤后透过液和保留液中水解

肽的除草活性见图 1。

图 1　经 5 000 u超滤膜超滤后透过液与保留液中

水解肽对光磷水蜈蚣的抑制影响

F ig. 1　 Inb ih itional e ffect onKy llinga brevito lia var.

leiolepis of pep tide s in the filtering liquor from 5 000 u

hyperfiltration and re sidua l solut ion by 5 000 u Pellicon

　　由图 1可知 ,水解肽经过 5 000 u超滤膜超滤

后 ,透过液和保留液对光磷水蜈蚣均有抑制作用 ,且

透过液即分子量为 5 000 u以下的肽液与保留液相

比具有更高的抑制率。浓度为 0. 5、1. 0、2. 0和 5. 0

mg mL
-1
水解肽透过液的抑制率分别达 45. 70%、

57. 79%、75. 76%和 100%;而在同样浓度下保留液

的抑制率分别为 42. 97%、 50. 74%、 59. 44%和

64. 28%。独立样本 t检验分析结果 (表 4)表明 ,透

过液与保留液除在 0. 5 mg mL
-1
浓度下无显著差

异(t=0. 664, P >0. 05),其余各浓度条件下均具有

极显著差异(P <0. 01)。由此可见 ,相对分子质量

在 5 000 u以下的小分子肽具有更强的除草活性。

表 4　独立样本 t检验结果

Tab le 4　 Independen t samp les test

变异来源
水解肽浓度 /

(mg mL - 1)
df t P

透过液与保留液组间差异 0. 5 14 0. 664 0. 517

1. 0 25 2. 824 0. 009

2. 0 18 7. 752 <0. 001

5. 0 15 26. 342 <0. 001

3　讨论

酶解 6 h时 , 4种蛋白酶制备的玉米蛋白粉水解

肽均显示出较高的除草活性 。与碱性蛋白酶相比 ,

木瓜蛋白酶水解玉米蛋白粉水解肽对光磷水蜈蚣的
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抑制活性无显著差异 (P >0. 05),风味蛋白酶水解

玉米蛋白粉水解肽具有显著差异 (P <0. 05),而中

性蛋白酶水解玉米蛋白粉水解肽呈极显著差异

(P <0. 01)。因此 ,选择玉米蛋白粉作为底物制备

除草活性肽时 ,可以优先考虑使用碱性蛋白酶和木

瓜蛋白酶进行水解 。在生物活性肽的研究中 ,以降

血压肽的研究最为广泛而深入 。降血压肽的活性与

其结构密切相关 ,具有高降血压活性的降血压肽都

有类似的氨基酸组成与结构 ,且其活性与相对分子

质量有关 ,如 K IM等
[ 14]
利用超滤膜反应器收集了

不同相对分子质量范围的肽 ,并测定各组分的降血

压活性 ,发现相对分子质量小于 1 500 u的组分降血

压活性最强 。然而除草活性肽的活性与其氨基酸的

组成 、结构及相对分子质量关系研究还很少。 LIU

等
[ 15]
从玉米蛋白粉水解肽中分离并鉴定了 5个具

有除草活性的 2肽和 1个 5肽 ,他们还推测 ,玉米蛋

白粉水解肽中还包含有更多具有除草活性的水解

肽 ,但尚未发现除草活性肽的生物活性与特定氨基

酸组成及相对分子质量的关系 。由于一般玉米蛋白

粉水解肽是不同肽段的混合物 ,了解玉米水解肽的

相对分子质量与除草活性的关系 ,对进一步制定分

离肽单体的技术路线具有指导意义。本研究初步证

实 ,相对分子质量小于 5 000 u的玉米水解肽具有更

高的除草活性 ,因此在玉米水解肽的分离纯化时可

先通过超滤法进行初步筛选 ,然后进行下一步分离

(如凝胶层析及高效液相色谱 ), 以提高分离纯化

效率。
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