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大鼠肠囊外翻法分析核桃肽吸收特性及
抗氧化肽筛选鉴定

李浩铭，李维佳，李　佳，方　丽，宋佳淇，吴　丹*，闵伟红*

（吉林农业大学食品科学与工程学院，吉林长春 130118）

摘　要：本研究通过大鼠肠囊外翻法探讨了<3 kDa核桃蛋白肽模拟胃肠消化产物的吸收特性，以抗氧化能力

（DPPH自由基清除率、ABTS+自由基清除率、Fe2+螯合率）和活性肽吸收率为指标筛选核桃肽在肠道吸收的最优

条件，并应用模拟分子对接技术和 Nano-HPLC-MS/MS技术对吸收肽组分进行筛选和鉴定，得到能够以完整形式

被吸收并发挥抗氧化活性的新型核桃源肽。结果表明：当核桃肽消化产物吸收浓度为 6 mg/mL，吸收时间为 2 h
时，其抗氧化活性最高且在小肠吸收率最高；进一步通过 Nano-HPLC-MS/MS鉴定结果表明 0.5~1 kDa活性肽数量

最多，其中位于 C端/N端氨基酸主要集中在 Pro、Thr、Leu，鉴定出 33条活性肽能够以完整形式被吸收，穿过肠

道屏障；最后通过分子对接技术与 DPP-IV相结合，获得三条结合能最低的活性肽 NLRFPL、NPDDEFRPQ、
KGHLFPN，其结合能分别为−8.8、−8.6、−8.6 kal/mol，其中 KGHLFPN抗氧化能力最强。综上，<3 kDa核桃肽模

拟胃肠道消化能够释放抗氧化活性更高且能够被小肠吸收的活性肽为 KGHLFPN，本文为探索外源肽小肠吸收特

性及筛选鉴定抗氧化肽提供新思路。
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Analysis of Absorption Characteristics of Walnut Peptides by Everted
Rat Sacs and Identification of Antioxidant Peptides
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（College of Food Science and Engineering, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China）

Abstract：This  study  investigated  the  absorption  characteristics  of  <3  kDa  walnut  protein  peptides  simulating  gastroint-
estinal digestion products using the everted rat sacs method. The optimal conditions for walnut peptide absorption in the inte-
stine were selected based on antioxidant capacity (DPPH free radical clearance rate, ABTS+ free radical clearance rate, Fe2+

chelation  rate)  and  active  peptide  absorption  rate.  The  absorbed  peptide  components  were  screened  and  identified  using
simulated molecular docking technology and Nano-HPLC-MS/MS technology to obtain new walnut derived peptides that
could be fully absorbed and had antioxidant activity. The results showed that when the absorption concentration of walnut
peptide digestion product was 6 mg/mL, and the absorption time was 2 h, its antioxidant activity was the highest and the
absorption rate in the small intestine was the highest. Further identification by Nano-HPLC-MS/MS showed that, the 0.5~
1 kDa active peptide was the most numerous, with the C-terminal/N-terminal amino acids mainly concentrated in Pro, Thr,
and Leu. Thirty-three active peptides were fully absorbed and crossed the intestinal barrier. By combining molecular dock-
ing technology with DPP-IV, the three active peptides NLRFPL, NPDDEFRPQ, and KGHLFPN with the lowest  binding  
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energies  of  −8.8,  −8.6,  and  −8.6  kal/mol,  respectively  were  obtained.  Among  these,  KGHLFPN  displayed  the  strongest
antioxidant capacity. In summary, simulating gastrointestinal digestion with <3 kDa walnut peptides could release the active
peptide KGHLFPN, which had the highest antioxidant activity and could be absorbed by the small intestine. These findings
would provide new ideas for studies exploring the intestinal absorption characteristics of exogenous peptides, and the scre-
ening and identification of antioxidant peptides.

Key words：walnut peptide；intestinal absorption；antioxidant activity；molecular docking

生物活性肽是由 2~20个不同氨基酸组成、具有

组织亲和力高、安全性好且在细胞内发挥较强生理

活性的一类物质[1]。按照来源划分，生物活性肽可分

为内源肽和外源肽。内源肽常以酶、激素等形式在

机体中发挥生理作用[2]，但食物中摄取的外源肽不同

于内源肽，其需要借助人体消化系统进入体内才能发

挥活性功能[3]。外源肽的利用必须克服胃肠消化酶

的分解和穿透小肠上皮细胞形成的肠道屏障[4]，许多

长肽在胃的酸性条件下已被分解成短肽，无法完整进

入小肠，而一些短肽已有研究证实其能耐受胃酸的条

件，但小肠吸收率低，生物利用度低[5]。有研究证实

小肠壁表面含有许多刷状缘肽酶，多肽必须成功抵抗

刷状缘肽酶水解才能被完整吸收，二肽基肽酶（DPP-
IV）是在肠道中密集分布且活性最高的刷状缘肽

酶[6−7]，其是一种可裂解多肽Ｎ末端二肽的丝氨酸蛋

白酶，当多肽残基末端倒数第二氨基酸是脯氨酸、羟

基脯氨酸、脱氢脯氨酸或丙氨酸时，DPP-IV与之结

合能力较强[8]。Suzuki等[9] 研究发现，涉及甘氨酸、

脯氨酸和羟脯氨酸的肽键不易被大多数胃和胰腺蛋

白酶水解。因此，含有脯氨酸、羟基脯氨酸、脱氢脯

氨酸或丙氨酸的多肽可通过与 DPP-IV结合而抵抗

肠消化酶水解作用，从而以完整形式吸收。

氧化应激是指机体受到不同应激原刺激或病原

菌感染时，产生大量自由基，特别是活性氧（reactive
oxygen species，ROS）通过氧化还原机制对机体产生

的氧化损伤[10]。氧化应激已被证明是许多常见疾病

的发病诱因之一，如高血压[11]、慢性阻塞性肺病[12]

等。因此，抗氧化剂的挖掘利用对人类健康至关重

要。又因天然成分安全性更高，而使天然抗氧化剂的

筛选成为抗氧化成分挖掘的新方向。核桃蛋白通过

酶解纯化并筛选鉴定后得到特定核桃肽序列[13]，已有

研究证实了某些特定核桃肽具有抗氧化[14]、改善记

忆力[15] 等生理功能。王薇等[16] 通过酶水解法制备核

桃蛋白水解物，并通过ORAC法和H2O2 诱导的 PC12
细胞筛选出 3条抗氧化肽 QGRPWG、PSRADIY和

AYNIPVNIAR。然而，活性肽完整高效吸收是其发

挥活性功能的前提，近几年活性肽的生理功能被不断

拓展，但关于活性肽吸收与生理活性的关系及活性肽

氨基酸组成与吸收的关系相关研究鲜有报道，探索活

性肽的吸收特性及肽吸收与功能活性的关系成为众

多学者关注的热点。目前，因体内动物消化吸收模型

具有周期长、消耗大等特点，构建体外模拟消化吸收

模型已成为研究者关于研究生物活性分子吸收问题

的新方法[17−18]，已有许多学者通过建立体外大鼠外翻

肠囊模型进行了营养组分评价[19]，如矿物质[20]、脂肪

酸[21]、糖醇[22−23] 和黄酮物质[24] 的吸收特性及生物利

用度已有明确报道。丁龙[25] 利用 Caco-2细胞单层

膜和外翻大鼠肠囊模型研究了蛋清蛋白模拟消化水

解物混合肽的吸收情况。

因此，本研究通过大鼠肠囊外翻法和抗氧化活

性测定研究了核桃肽消化产物的抗氧化活性和其吸

收特性明确活性肽在肠道吸收的最优条件，继而利

用 Nano-HPLC-MS/MS和分子对接技术筛选鉴定出

与 DPP-IV稳定结合且能完整高效吸收的抗氧化活

性肽，为核桃源高效吸收抗氧化肽开发利用奠定了理

论基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

核桃蛋白肽混合物　由脱脂核桃粕酶解超滤制

得，分子量<3 kDa（纯度≥85%，氨基酸≥15%），由吉林

农业大学发酵工程实验室自制[26]；健康雄性 Sprague

Dawley（SD）大鼠 33只　体质量 200~220 g，辽宁长

生生物技术股份有限公司（生产许可证号：NO.SCXK

（辽）2020-0001）；5% w/v水合氯醛　上海源叶生物

科技有限公司；1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）、

2,2-联氮 -二 （ 3-乙基 -苯并噻唑 -6-磺酸 ）二铵盐

（ABTS）、乙二胺四乙酸（EDTA）、谷胱甘肽（GSH）

　美国 Sigma有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

Fluoroskan Ascent FL荧光酶标仪、串联 EASY-
nanoLC1200的 Orbitrap Fusion质谱仪　美国赛默

飞世尔科技有限公司；UNIC-7200紫外分光光度计

　成都泰盟科技有限公司；Allegra X-22型台式高速

离心机　北京东讯天地医疗仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   不同分子量核桃肽抗氧化性的测定　 

1.2.1.1   DPPH自由基清除能力的测定　参照 Yang

等 [27] 的方法，向试管中加入 2 mL核桃肽溶液和

2 mL 60 µmol/L 的 DPPH溶液（乙醇溶解），混合均

匀后避光放置 30 min，在 517 nm波长下测吸光值。

取同浓度的 GSH作为阳性对照。清除率计算公式

如下：

DPPH自由基清除率(%) =
A0 − (A1 −A2)

A0

×100

式中：A0 为用蒸馏水代替核桃肽溶液的空白吸

光值；A1 为核桃肽溶液吸光值；A2 为不加 DPPH溶

液的对照吸光值。 
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1.2.1.2   ABTS＋自由基清除能力的测定　参照 Song

等[28] 的方法，制备 ABTS+自由基储备液：7 mmol/L

的 ABTS水溶液和 2.49 mmol/L的过硫酸钾水溶液

等体积混合，避光放置 12~16 h，4 ℃ 保存。配制

ABTS+自由基工作液：加入 5 mmol/L的 PBS稀释，

使溶液在 734 nm波长下吸光度为 0.700±0.002。测

定时，向 96孔板每孔加入 10 µL核桃肽溶液和 190 µL

ABTS+自由基工作液，6 min后于 734 nm波长下测

定吸光值。取同浓度的 GSH作为阳性对照。清除

率计算公式如下：

ABTS+自由基清除率(%) =
A0 − (A1 −A2)

A0

×100

式中：A0 为用蒸馏水代替核桃肽溶液的空白吸

光值；A1 为核桃肽溶液吸光值；A2 为不加 ABTS溶

液的对照吸光值。 

1.2.1.3   Fe2+螯合能力的测定　参照 Zhang等[29] 的

方法，在试管中依次加入 0.5 mL核桃肽溶液，1 mL

20 µmol/L的 FeCl2 溶液和 1 mL 0.5 mmol/L菲洛嗪，

混匀后 25 ℃，水浴 20 min后，于 562 nm波长下测

吸光值。取同浓度的 EDTA作为阳性对照。Fe2+

螯合率的计算公式如下：

Fe2+螯合率(%) =
A0 − (A1 −A2)

A0

×100

式中：A0 为用蒸馏水代替核桃肽溶液的空白吸

光值；A1 为核桃肽溶液吸光值；A2 为不加菲洛嗪的

对照吸光值。 

1.2.2   构建大鼠离体肠囊外翻模型　本实验严格按

照吉林农业大学实验动物中心（实验动物使用许可

证：SYXK（吉）2018-0023）的建议进行（伦理审查受

理号：20210311002）。参考 Wei等[30] 的方法并进行

部分修改。将购买的 33只大鼠随机分成 1个空白

组，5个浓度组（2、4、6、8、10 mg/mL），保持 2 h的孵

育时间；5个时间组（1、1.5、2、2.5、3 h），保持 6 mg/mL

的黏膜侧肽浓度，每组 3只平行实验，适应性饲养

1周，禁食 15 h后开始实验。抓取大鼠待其状态平

稳后腹腔注射 4%水合氯醛（剂量：10 µL/g，以大鼠

体重计算）麻醉，随后通过腹部切口快速取出大鼠小

肠（十二指肠、空肠、回肠）并采用断头法处死大鼠，

将小肠用预冷生理盐水清洗去除肠内容物后在

4 ℃，通入 95% O2 的缓冲液中将肠囊外翻，浆膜侧

加入 1 mL KRB-IPA缓冲液（pH7.4），肠囊两端扎

紧，黏膜侧放入不同浓度分子量<3 kDa核桃肽肠消

化产物中，37 ℃ 恒温水浴处理相应时间后取出肠

囊，收集肠囊浆膜侧溶液。空白组采用等量 KRB-

IPA缓冲液（pH7.4）替代分子量<3 kDa核桃肽肠消

化产物溶液。 

1.2.3   肽吸收率测定　利用紫外可见光光度计在

270 nm处测定大鼠离体肠囊外翻法收集的黏膜侧和

浆膜侧样品肽浓度，并计算肽吸收率，计算公式如下：

吸收率(%) =
A1

(A1 +A2)
×100

式中：A1 为浆膜侧肽含量；A2 为黏膜侧肽含量。 

1.2.4   核桃肽体外消化产物抗氧化能力测定　分别

选取小肠的不同部位（十二指肠、空肠、回肠）、肽浓

度（2、4、6、8、10 mg/mL）和转运时间（1、1.5、2、
2.5、3 h）作为 3个变量，测定核桃肽浆膜侧肽溶液抗

氧化活性（考察核桃肽浓度对浆膜侧肽溶液抗氧化活

性的影响时，以肽浓度为变量，控制转运时间为 2 h；
考察转运时间对浆膜侧肽溶液抗氧化活性的影响时，

以转运时间为变量，控制核桃肽浓度为 6 mg/mL）。 

1.2.5   Nano-HPLC-MS/MS分析　收集大鼠肠囊浆

膜侧溶液，对其冷冻干燥制成粉末，并采用 C18 除盐

柱进行除盐后，采用 Acclaim PepMap C18（75 μm×
25 cm）分析柱；进样量 8 µL；流量 300 nL/min，流动

相 A相：0.1%甲酸水溶液；B相：含 0.1%甲酸的乙

腈溶液，柱温 40 ℃，电喷雾电压 2 kV。质谱参数设

置如下：MS扫描范围 100~1500 m/z，分辨率=70000，
AGC target=3e6，最大注入时间  50  ms；HCD-MS/
MS（top 20）：分辨率=17500，隔离窗口=2 m/z，AGC
target=1e5，最大注入时间 45 ms，碰撞能量为 28 ev，
动态排除时间=30 s。

根据 Nano-HPLC-MS/MS鉴定得到的 de novo
表对肽浓度 6 mg/mL吸收 2 h十二指肠部分大鼠肠

囊浆膜侧活性肽序列信息进行整理总结，分析可被吸

收的肽结构特征。 

1.2.6   分子对接　通过 Discovery  Studio  2017  R2
（Biovia，San Diego，CA，USA）模拟大鼠外翻肠囊浆

膜侧 Nano-HPLC-MS/MS鉴定后且具有抗氧化特征

氨基酸的肽序列与 DPP-IV的相互作用，并使用

CHARMm力场使其能量最小化。DPP-IV的晶体结

构来源于 PDB数据库（5T4B），可在 https://www.
rcsb.org获得。根据结合能得分，评估活性肽与 DPP-
IV结合的稳定性。 

1.2.7   合成肽制备及抗氧化活性测定　委托合肥赛

曼诺生物科技有限公司完成，采用固相合成技术

对 肽 NLRFPL（ Asn-Leu-Arg-Phe-Pro-Leu， 纯 度

98.65%）、KGHLFPN（Lys-Gly-His-Leu-Phe-Pro-Asn，
纯度 98.07%）和 NPDDEFRPQ（Asn-Pro-Asp-Asp-
Glu-Phe-Arg-Pro-Gln，纯度 98.04%）进行分别合成。

具体方法同 1.2.1，分别配制 0.2 mg/mL合成肽溶

液，以 DPPH自由基清除能力、ABTS+自由基清除能

力、Fe2+螯合能力为指标，比较 NLRFPL、KGHLFPN、

NPDDEFRPQ的抗氧化能力。 

1.3　数据处理

每个实验至少平行重复三次，实验数据以平均

值±标准差表示。采用单因素方差分析和 Duncancs
多重检验分析数据差异性，P<0.05表示有差异性，具

有统计学意义。数据处理采用 SPSS 20.0软件分析，

图形采用 Origin 9.0软件绘制。 
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2　结果与分析 

2.1　不同分子量核桃肽抗氧化能力测定

采用 DPPH、ABTS、FRAP法测定了经脱脂核

桃粕酶解超滤得到的不同分子量核桃肽（1 mg/mL）

的抗氧化活性。如图 1A所示，经过酶解超滤后分子

量<3 kDa核桃肽的 DPPH自由基清除率（93.58%±

0.85%）显著高于 3~10 kDa核桃肽（87.01%±0.92%）

和>10 kDa核桃肽（84.04%±1.03%）（P<0.05），并与

1 mg/mL谷胱甘肽 GSH（95.21%±0.75%）无显著差

异（P>0.05）。ABTS在氧化剂作用下会氧化成绿色

的 ABTS+自由基，有自由基清除剂存在时，ABTS+产

生被抑制，通过测定吸光度即可得出样品清除 ABTS+

自由基的能力；如图 1B所示，ABTS+自由基清除率结

果与 DPPH相似，<3 kDa核桃肽（82.35%±0.74%）显

著高于 3~10 kDa核桃肽（74.21%±0.72%）和>10 kDa

核桃肽（70.31%±1.03%）（P<0.05）。FRAP测定结果

如图 1C所示，Fe2+的存在会加速脂质氧化的过程，通

过测定物质对 Fe2+螯合能力可以评估样品的抗氧化

能力。经过酶解超滤后分子量<3  kDa核桃肽的

Fe2+螯合能力（93.46%±1.07%）显著高于 3~10 kDa核
桃肽（82.46%±1.15%）和>10 kDa的核桃肽（85.05%±
0.63%），并与 1 mg/mL EDTA（94.30%±0.87%）无显

著差异（P>0.05）。以上结果表明经过酶解后，分子

量较小的肽组分被释放，分子量低的肽穿过肠道屏障

能力更强，更利于发挥其活性，且小分子肽容易与脂

质自由基反应，减少了自由基介导的脂质过氧化作

用，从而具有更好的抗氧化活性。关海宁等[31] 通过

测定大豆分离蛋白水解肽 DPPH自由基清除能力和

ABTS+自由基清除能力发现分子量与其抗氧化能力

呈显著负相关。Liu等[32] 已证明低分子量肽组分比

高分子量肽组分具有更高的抗氧化能力。因此，本文

选择分子量<3 kDa核桃肽进行后续试验。 

2.2　核桃肽体外消化产物抗氧化能力测定 

2.2.1   核桃肽浓度对浆膜侧肽溶液抗氧化活性的影

响　分别采用 DPPH、ABTS、FRAP法测定了经大

鼠肠囊外翻实验后黏膜侧不同初始浓度的肽溶液对

吸收后肠囊浆膜侧肽抗氧化活性的影响，结果如图 2
所示。由图 2A可知，经过相同的转运时间，浆膜侧

肽 DPPH自由基清除率随黏膜侧肽浓度的增加而增

加而后趋于稳定，在黏膜侧肽浓度为 6 mg/mL时，

DPPH清除率在十二指肠（78.99%±1.76%）达到最

高；图 2B可得到相似结果，当转运时间相同时，浆膜

侧肽 ABTS+自由基清除率也随黏膜侧肽浓度的增加

而提高，同样在浓度为 6 mg/mL时，十二指肠浆膜侧

肽 ABTS+自由基清除率为最高（60.04%±1.22%），而

后 ABTS+自由基清除率无显著变化（P>0.05）。图 2C
的 FRAP测定结果也验证了图 2A、图 2B的结果，

在黏膜侧肽浓度增加到 6 mg/mL时，Fe2+螯合率达

到峰值，分别为十二指肠（84.67%±1.65%）、空肠

（82.67%±1.37%）、回肠（79.36%±1.67%）。综上，核

桃肽模拟肠消化产物初始浓度为 6 mg/mL时，经肠囊

外翻实验后浆膜侧肽的抗氧化能力最强。6 mg/mL
是核桃肽模拟肠消化产物小肠吸收发挥抗氧化活性

的最佳浓度，而过量的肽可能受到肠道屏障的限制无

法完成转运过程或被外排作用排出。然而，促进肽在

肠道的吸收是提高其生物利用度的关键，抗氧化能力

测定结果显示了十二指肠浆膜侧肽抗氧化能力均略

高于空肠和回肠，但无显著差异。 

2.2.2   不同转运时间对浆膜侧肽溶液抗氧化活性的

影响　如图 3A所示，保持相同的黏膜侧肽浓度，大

鼠外翻肠囊浆膜侧肽溶液的 DPPH自由基清除率随

转运时间的增加而提高后趋于稳定，在转运 2 h时达

到最大值，分别为十二指肠（78.21%±1.25%）、空肠

（73.26%±0.68%）、回肠（70.57%±1.16%）。由图 3B
也可知，ABTS+自由基清除率随转运时间的延长

而增加，同样在 2 h时达到最大值，分别为十二指

肠（63.65%±1.49%）、空肠（55.76%±1.10%）、回肠
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图 1    不同分子量核桃蛋白肽的抗氧化能力

Fig.1    Antioxidant capacity of walnut protein peptides with
different molecular weights

注：图中不同小写字母表示不同组之间有显著性差异（P<
0.05）；图 2~图 5、图 7同。
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（50.64%±1.16%）。图 3C也可得到相似结果，在转

运时间 2 h时，Fe2+螯合率为最高值，而后无显著差异

（P>0.05）。因此，2 h为核桃肽模拟肠消化产物发挥

抗氧化活性的最优时间。

综合图 2和图 3结果表明，6 mg/mL是核桃肽

体外模拟肠消化产物发挥抗氧化活性的最佳浓度，

2 h是其小肠吸收后发挥活性的最优时间。 

2.3　核桃肽在大鼠外翻肠囊中的吸收情况

如图 4所示，以大鼠外翻肠囊浆膜侧肽浓度为

检测指标，保持相同的转运时间，肠囊黏膜侧肽浓度

为 6  mg/mL时十二指肠部分肽吸收率（49.63%±
3.08%）显著高于空肠 （ 17.30%±2.57%）和回肠

（12.61%±2.06%）部分（P<0.05），同时肠囊黏膜侧

6 mg/mL肽浓度小肠的吸收率达到最高值而后趋于

稳定，表明 6 mg/mL是核桃肽小肠吸收的初始饱和

浓度。如图 5所示，以核桃肽模拟肠消化产物不同

转运时间为单因素变量，对大鼠外翻肠囊浆膜侧肽浓

度进行测定，转运时间 2 h时，十二指肠肽吸收率

（51.50%±2.93%）显著高于空肠肽吸收率（21.72%±

3.48%）和回肠肽吸收率（13.29%±2.15%）（P<0.05），

且转运时间 2 h时小肠肽吸收率达到最大值而后趋

于稳定，表明 2 h是核桃肽小肠吸收的最优时间。
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图 2    大鼠外翻肠囊黏膜侧肽浓度对浆膜侧肽溶液抗氧化活
性的影响

Fig.2    Effect of the concentration of the peptide of the everted
rat sacs mucosal side on the antioxidant activity of the serosal

side peptide solution
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图 3    不同转运时间对大鼠外翻肠囊浆膜侧肽溶液抗氧化活
性的影响

Fig.3    Effect of different transport time on the antioxidant
activity of serosal side peptide solution of everted rat sacs
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图 4    大鼠外翻肠囊不同黏膜侧肽浓度的肽吸收率

Fig.4    Peptide absorption rate of different mucosal side peptide
concentrations in everted rat sacs
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综上，6 mg/mL是核桃肽小肠吸收的初始饱和

浓度，2 h是核桃肽小肠吸收的最大时间。小肠转运

是动态平衡的过程，物质在小肠吸收时也伴随少量的

外排作用，大鼠外翻肠囊浆膜侧和黏膜侧随肽浓度的

增加，时间的延长，肠囊逐渐趋于饱和状态，达到小肠

吸收转运的最大量。 

2.4　大鼠外翻肠囊浆膜侧肽组分  Nano-HPLC-MS/
MS鉴定 

2.4.1   大鼠外翻肠囊浆膜侧肽组分分子量分布　对

肽浓度 6 mg/mL吸收 2 h十二指肠部分大鼠肠囊浆

膜侧活性肽Nano-HPLC-MS/MS鉴定结果的 de novo
表活性肽分子量进行整理总结，由图 6可知，大鼠外

翻肠囊浆膜侧分子量>2 kDa的肽序列 102条，分子

量 1~2 kDa的肽序列 6607条，分子量 0.5~1 kDa的
肽序列 16543条，<0.5 kDa的肽序列 2590条，大鼠

肠囊浆膜侧核桃肽序列平均分子量 792 Da，分子量

584 Da的肽序列居多，表明核桃肽在穿过大鼠小肠

时发生分解，大分子长肽与消化酶结合位点多于小分

子肽，因此大分子肽更易被分解为小分子短肽，更有

利于小肠吸收而发挥其活性。
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图 6    大鼠外翻肠囊浆膜侧不同分子量肽序列数量分布
Fig.6    Number distribution of peptide sequences with different

molecular weights on serosal side of everted rat sacs
 

对肽浓度 6 mg/mL吸收 2 h十二指肠部分大鼠

肠囊浆膜侧活性肽 Nano-HPLC-MS/MS鉴定结果

的 de novo表活性肽末端氨基酸组成进行整理总结，

由表 1可知，暴露于 C端/N端的 Pro、Thr、Leu数

量明显高于其他氨基酸，表明肽经过消化吸收过程，

与疏水性氨基酸相连的肽键更容易断裂，疏水性氨基

酸含量增加可能是其抗氧化能力提高的原因，姜颖俊

等[33] 研究了绿豆抗氧化肽的制备，也证明了绿豆肽

的抗氧化活性与其氨基酸组成及疏水性结构密切相

关。Chen等[34] 研究发现，His、Cys、Pro、Tyr、Lys
和 Arg等是抗氧化肽中常见的氨基酸组成。因此，

活性肽抗氧化能力与疏水性氨基酸组成密切相关。

对肽浓度 6 mg/mL吸收 2 h十二指肠部分大鼠

肠囊浆膜侧活性肽 Nano-HPLC-MS/MS鉴定结果

的 de novo表活性肽氨基酸组成进行整理总结。表 2
表明与肠囊黏膜侧肽序列对比后，在肠囊浆膜侧鉴定

出的 33条可被小肠完整吸收的核桃源新型肽的

Nano-HPLC-MS/MS鉴定结果，肽链长度方面，共对

比筛选出五肽 20条，四肽 7条，六肽 3条，七肽、九

肽、十肽各 1条；氨基酸组成方面，疏水性氨基酸显

著多于亲水性氨基酸，表明含有疏水性氨基酸短肽可

能更有利于肽在小肠完整形式吸收。

综上，活性肽的分子量随着消化吸收的进行而

降低，疏水性氨基酸等不断暴露。Beau等[35] 证明了

低分子量（<1 kDa）肽具有高抗氧化活性，这可能是因

为低分子量肽更有利于人体肠道吸收。同时氨基酸

组成也是影响肽抗氧化活性的关键因素。Chi等[36]

报道了疏水性氨基酸含量高的肽可以通过与细胞膜

的疏水性相互作用顺利进入靶器官，其丰富的电子可

以用于淬灭自由基。因此，低分子量且疏水性氨基酸

含量高的短肽可能具有较高的抗氧化活性。 

2.5　分子对接探究核桃肽与 DPP-IV相互作用及抗氧

化肽筛选鉴定 

2.5.1   核桃肽与 DPP-IV相互作用　有研究证实肽

链中疏水性氨基酸对其抗氧化活性贡献最大，且 P、

 

表 1    大鼠外翻肠囊浆膜侧肽序列末端氨基酸组成

Table 1    Amino acid composition at the end of serosal side
peptide sequence of everted rat sacs

氨基酸种类 C端氨基酸数量 N端氨基酸数量

Ala 2208 657
Cys 0 0
Asp 846 233
Glu 2216 1727
Phe 1224 476
Gly 482 474
His 238 1068
Ile 0 0
Lys 2222 2256
Leu 3493 2745
Met 619 577
Asn 751 828
Pro 1089 8796
Gln 800 1785
Arg 377 620
Ser 1183 582
Thr 5018 1262
Val 1865 1425
Trp 713 199
Tyr 319 107
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L、N、H 是抗氧化肽的特征性氨基酸，C端第三个氨

基酸为 W、Y、F、M、L、I的肽链结构也有助于增强

多肽抗氧化活性[37]。因此，对肽浓度 6 mg/mL吸收

2 h十二指肠部分大鼠肠囊浆膜侧活性肽进行 Nano-

HPLC-MS/MS鉴定得到表 2中 33条小肠可完整形

式吸收的核桃源新型肽，从中选取 29条具有特征性

氨基酸的肽序列，与 DPP-IV进行分子对接得到表 3

结果。如表 3所示，3条含有脯氨酸的肽 NLRFPL、

KGHLFPN和 NPDDEFRPQ与 DPP-IV的结合能最

低分别为−8.8、−8.6和−8.6 kcal/mol，因此，NLRFPL、

KGHLFPN和 NPDDEFRPQ是能够与 DPP-IV位点

结合的最稳定肽序列。陈静等[38] 研究发现，乳源肽

中含有脯氨酸的肽 LPLP和 QEPV是通过与 DPP-IV

活性部位结合发挥其活性作用，并推断含脯氨酸多肽

的构型与DPP-IV活性位点结合相关。因此，NLRFPL、

KGHLFPN和 NPDDEFRPQ具有脯氨酸（P）、特征

疏水性氨基酸（L、N、H），推测其抗氧化活性可能高

于其他肽序列。 

2.5.2   活性肽抗氧化能力测定　选取 0.2 mg/mL的

肽浓度，分别对 3种 DPP-IV结合稳定的肽进行了抗

氧化能力测定。由图 7A可知，以 GSH为阳性对照，

3种肽的 DPPH自由基清除率分别为 KGHLFPN

（66.32%±1.03%）、NLRFPL（60.21%±1.96%）、NPDD-

 

表 2    小肠完整形式吸收的核桃源新型肽 Nano-HPLC-MS/MS鉴定

Table 2    Identification of novel peptide from walnut in intestinal intact absorption by Nano-HPLC-MS/MS
氨基酸组成 氨基酸个数 疏水性氨基酸 亲水性氨基酸 分子量 C端/N端

Thr-Val-Pro-Lys 4 Val、Pro Thr、Lys 443.2744 Thr/Lys
Trp-Leu-Pro-Phe 4 Trp、Leu、Pro、Phe − 561.2951 Trp/Phe
Leu-Gly-Pro-GIn 4 Leu、Gly、Pro GIn 413.2274 Leu/GIn
Trp-Ser-Pro-Lys 4 Trp、Pro Ser、Lys 516.2697 Trp/Lys
Leu-Leu-Val-Arg 4 Leu、Val Arg 499.3482 Leu/Arg
Leu-GIn-Pro-Val 4 Leu、Pro、Val GIn 455.2744 Leu/Val
Arg-Pro-Trp-GIn 4 Pro、Trp Arg、GIn 585.3023 Arg/GIn

Glu-Phe-Arg-Pro-Gin 5 Phe、Pro Glu、Arg、GIn 409.2001 Glu/GIn
Lys-Leu-Phe-Pro-Leu 5 Leu、Phe、Pro Lys 539.2139 Lys/Leu
Leu-Gly-Leu-Pro-Phe 5 Leu、Gly、Pro、Phe − 545.3213 Leu/Phe
Met-Leu-Leu-Phe-Val 5 Met、Phe、Val − 571.3403 Met/Val
GIn-Leu-Glu-Pro-Arg 5 Leu、Pro GIn、Glu、Arg 641.3497 GIn/Arg
Tyr-Trp-Ser-Pro-Lys 5 Trp、Pro Tyr、Ser、Lys 679.3329 Tyr/Lys
Phe-GIn-Leu-Pro-Arg 5 Phe、Leu、Pro GIn、Arg 659.3755 Phe/Arg
Lys-Leu-Leu-Pro-Leu 5 Leu、Pro Lys 582.4105 Lys/Leu
Leu-Pro-Leu-Leu-Glu 5 Leu、Pro Glu 583.3581 Leu/Glu
Met-Pro-Leu-Asp-Val- 5 Met、Pro、Leu、Val Asp 686.3673 Met/Leu
Arg-Leu-Val-Pro-Arg 5 Leu、Val、Pro Arg 639.418 Arg/Arg
Val-Ala-Leu-Pro-Leu 5 Val、Ala、Leu、Pro − 511.337 Val/Leu
His-Val-Leu-Gly-Leu 5 Val、Leu、Gly His 537.3275 His/Leu
Lys-Leu-Leu-Pro-GIn 5 Leu、Pro Lys、GIn 597.3849 Lys/GIn
Leu-Leu-Arg-Pro-Val 5 Leu、Pro、Val Arg 596.4009 Leu/Val
Tyr-Asp-Leu-Pro-His 5 Leu、Pro Tyr、Asp、His 643.2966 Tyr/His
Val-Leu-Arg-Pro-Arg 5 Val、Leu、Pro Arg 639.418 Val/Arg
Lys-Leu-Pro-Leu-Leu 5 Leu、Pro Lys 582.4105 Lys/Leu
Leu-Arg-Phe-Pro-Leu 5 Leu、Phe、Pro Arg 644.4009 Leu/Leu
Val-Val-Asp-Leu-His 5 Val、Leu Asp、His 581.3173 Val/His

Leu-Pro-Glu-Asp-Val-Leu 6 Leu、Pro、Val Glu、Asp 684.3694 Leu/Leu
Asn-Leu-Arg-Phe-Pro-Leu 6 Leu、Phe、Pro Asn、Arg 758.4439 Asn/Leu
Trp-Ser-Pro-Ser-Gly-Arg 6 Pro、Gly Trp、Ser、Arg 688.3293 Trp/Arg

Lys-Gly-His-Leu-Phe-Pro-Asn 7 Gly、Leu、Phe、Pro Lys、His、Asn 853.4446 Lys/Asn
Asn-Pro-Asp-Asp-Glu-Phe-Arg-Pro-GIn 9 Pro、Phe Asn、Asp、Glu、Arg、GIn 1116.4835 Asn/GIn

Ser-Leu-Pro-Asn-Phe-GIn-Pro-Ala-Pro-Met 10 Leu、Pro、Phe、Ala、Met Ser、Asn、GIn 1116.5273 Ser/Met

注：按照活性肽组成氨基酸个数由小到大顺序进行排序。
 

表 3    可完整形式吸收多肽与 DPP-IV分子对接结果

Table 3    Molecular docking results of absorbable peptides and
DPP-IV

氨基酸序列 长度 分子量（Da） 稳定性 置信度（%） 结合能（kcal/mol）

GNPDDEFRPQ 10 1260.5371 稳定 85 −8.1
SLPNFQPAPM 10 1116.5273 不稳定 84 −7.9
IRPDEDRQE 9 1243.5792 不稳定 75 −6.7
NPDDEFRPQ 9 1116.4835 稳定 99 −8.6
NIPDTIAR 8 926.4821 不稳定 75 −7.7
KGHLFPN 7 794.4075 稳定 99 −8.6
SERPSYS 7 824.3664 稳定 70 −8.3
SPDQSYL 7 809.3443 不稳定 78 −6.6
VLLPSPK 7 752.4796 不稳定 97 −6.8
TVPGHFE 7 785.3708 稳定 85 −8.3
EPDVALL 7 755.4065 不稳定 80 −7.6
NLRFPL 6 758.4439 稳定 99 −8.8
QVRLPR 6 767.4766 稳定 77 −8
KLLPL 5 582.4105 不稳定 96 −7.3
KLPLL 5 582.4185 不稳定 90 −7.1
EVDL 4 474.2325 不稳定 76 −6.1
AGVF 4 392.2059 不稳定 82 −7.5
AGVI 4 358.2216 不稳定 64 −7.1
EFL 3 407.2056 不稳定 81 −6.7
IDF 3 393.1943 不稳定 94 −7.2
FDL 3 393.1902 不稳定 73 −7.5
IPR 3 384.2485 不稳定 84 −6.5
IPF 3 375.2158 不稳定 63 −7.5
EII 3 373.2213 不稳定 88 −6.5
EIL 3 373.2213 不稳定 92 −6.9
LDL 3 359.2056 不稳定 96 −6.1
IDL 3 359.2056 不稳定 71 −6.4
MPI 3 359.1879 不稳定 76 −5.5
FPF 3 409.2001 不稳定 60 −7.8
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EFRPQ（43.25%±2.43%），KGHLFPN的 DPPH自由

基清除能力显著高于 NPDDEFRPQ和 NLRFPL（P<
0.05）。由图 6B可知，3种肽的 ABTS+自由基清除

率分别为 KGHLFPN（ 52.32%±2.03%） 、NLRFPL
（50.21%±1.99%）、NPDDEFRPQ（32.25%±2.43%），

KGHLFPN的 ABTS+自由基清除能力显著高于

NPDDEFRPQ（P<0.05），略高于 NLRFPL但无显著

差异（P>0.05）。由图 6C可知，以 EDTA为阳性对

照，3种肽的 Fe2+螯合率分别为 KGHLFPN（70.32%±
1.53%）、NLRFPL（65.21%±2.98%）、NPDDEFRPQ
（50.25%±3.03%），KGHLFPN的 Fe2+螯合能力显著

高于 NPDDEFRPQ（P<0.05），略高于 NLRFPL但无

显著差异（P>0.05）。因此，KGHLFPN是抗氧化活性

最佳的肽序列。 

3　结论
本实验通过大鼠外翻肠囊法和抗氧化能力测定

（DPPH自由基清除率、ABTS+自由基清除率、Fe2+螯
合率），利用 Nano-HPLC-MS/MS和模拟分子对接技

术，筛选出核桃肽的小肠吸收最优条件为核桃肽消化

产物浓度 6 mg/mL，吸收时间为 2 h，并筛选出与

DPP-IV结合稳定且抗氧化能力最佳的核桃源肽

KGHLFPN，为促进功能因子在小肠吸收进入血液循

环作用于其靶点器官发挥生理活性奠定理论基础，为

开发小肠高效吸收的核桃源抗氧化肽提供理论参

考。然而，本研究并未继续探索核桃肽 KGHLFPN
的吸收机制，因此核桃肽 KGHLFPN吸收途径及吸

收通路还有待进一步研究，同时对核桃肽 KGHLFPN
的体内生理活性功能有待进一步探索。
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