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酵素水解對可食用 Gracilaria tenuistipitata 

蛋白質水解物抗氧化活性之探討 

蘇宇臻* 廖宏儒** 楊景雍*** 

*國立嘉義大學食品科學系          博士生 
**國立嘉義大學食品科學系          副教授 

***國立高雄科技大學水產食品科學系  副教授 

摘  要 

蛋白質水解物存在許多具有生理活性的胜肽，尤其從食用海洋資源中分離出

的生物活性肽已被用作營養食品和功能食品。本研究將海龍鬚菜 Gracilaria 

tenuistipitata（GT）蛋白水解物進行抗氧化活性探討。首先將紅藻先以數種醣解

酵素作用後，再分別使用以不同蛋白酵素（Alcalase 2.4L FG、Neutrase 0.8L 和

Flavourzyme 500MG）並在不同的水解時間（2、4、6、8、10 h）製備了 15 組 GT

蛋白水解物，然後用硫酸銨沉澱並脫鹽再進行質體 DNA 氧化傷害模式。結果表

明，GTF2H 具有較高的質體 DNA 氧化傷害保護能力。GTF2H-A 區（2531-1400 

Da）顯示出有最高的質體 DNA 氧化傷害保護能力。海龍鬚菜的蛋白水解物可用

作抗氧化的潛在功能性食品成分。 

關鍵詞：Gracilaria tenuistipitata、蛋白質水解物、活性胜肽、質體 DNA 氧化傷

害 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DIO：10.6425/JNHUST.202303_37(1).0002 

*聯繫作者：國立高雄科技大學水產食品科學系，高雄市楠梓區海專路 142 號。 

Tel: 07-3617141 

E-mail: jiyang@nkust.edu.tw  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

國立虎尾科技大學學報 第三十七卷第一期(民國一一二年三月)：11-27 

12 

Antioxidant activity of the Edible Gracilaria 

tenuistipitata  

protein hydrolysates after enzyme hydrolysis 

Yu-Jhen Su* Hung-Ju Liao** Jing-Iong Yang*** 

*Department of Food Science, National Chiayi University, PhD student 

**Department of Food Science, National Chiayi University, Associate Professor 

***Department of Seafood Science, National Kaohsiung University of Science and 

Technology, Associate Professor 

Abstract 

Edible marine species are valuable sources of bioactive peptides. This study 

investigated the plasmid DNA oxidative damage of protein hydrolysates from the red 

algae Gracilaria tenuistipitata. Fifteen groups of protein hydrolysates were prepared 

by a two-step enzymatic hydrolysis of Gracilaria tenuistipitata: initial hydrolysis with 

several glycolytic enzymes, followed by three separate proteolytic reactions（Alcalase 

2.4L FG, Neutrase 0.8L and Flavourzyme 500MG）for 2-10 h. Results showed that a 

hydrolysate GTF2H had the highest plasmid DNA oxidative damage in vitro. Fraction 

A（2531-1400 Da）derived from GTF2H displayed the highest plasmid DNA oxidative 

damage among fractions. Therefore, extracts of the red algae might be valuable 

antioxidative sources. 

Keywords: Gracilaria tenuistipitata, protein hydrolysate, Bioactive peptides, 

plasmid DNA oxidative damage 
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壹、前言 

預計到 2050 年，全球人口預計將增加三分之一以上（23 億人），到時對糧

食需求會增加 70%。現今農業方法可能很快就不再是可用的選擇，因為環境造成

嚴重後果。例如農業對土地的需求會威脅著自然棲息地和生物多樣性，而施肥造

成的養分流失會破壞海洋、淡水和陸地生態系統[1]。 

活性氧和氮物質（RONS）包括兩類化學反應性含有氧（活性氧，ROS）和

氮（活性氮，RNS）是在體內起重要作用的自由基。然而自由基生成與內源性抗

氧化防禦之間的不平衡可能導致細胞氧化，對各種細胞成分（如 DNA、蛋白質

和脂質）造成氧化損傷。而氧化損傷已牽涉和被認為是引起各種病理條件，如心

臟疾病，中風，動脈硬化，糖尿病和癌症[2,3]。脂質過氧化形式的氧化是食品中

易發生的有害過程，也是食物酸敗和食物上架期減少的主要原因[4]。控制食品成

分氧化的有效方法是在食品加工過程中加入合成食品級抗氧化劑（如 2,6-二丁基

羥基甲苯，丁基羥基茴香醚，第三丁基氫醌和沒食子酸丙酯）[5]。 

根據聯合國糧食及農業組織（FAO）發布的 2019 年亞洲海藻產量占全世界

產量的 97.4%，最大生產國為中國，其次是印度尼西亞和大韓民國[6]。而藻類又

可以分成 3 類包括棕色藻類（藻科），紅色藻類（紅藻科）和綠色藻類（綠藻科）

[7]。Gracilaria tenuistipitat 是屬於龍鬚菜屬（Gracilaria）是紅藻植物門，真紅藻

亞綱（Florideophycidae）、龍鬚菜目（Gracilariales）、龍鬚菜科（Gracilariaceae），

生長於潮間帶中、下部礁岩上，全年均可見[8]。目前，台灣是生產海龍鬚菜的少

數幾個國家之一。由於台灣每年可生產 3 萬噸以上的海龍鬚菜，所以這種廉價的

藻類是重要的水產養殖種類[8]。自台灣從 1961 年開始養殖了海龍鬚菜是為滿足

日益增長的工業需求而過度開發的瓊脂植物[9]。前人研究指出紅藻 Gracilaria 

tenuistipitata 的水萃取物對氫氧自由基誘發導致的 DNA 氧化傷害下，有明顯保

護效應[10]。 

然而，即使能成功的將藻類蛋白質萃取，但也會因為其藻類高粘度和陰離子

細胞壁多醣（例如褐藻中的藻酸鹽和紅藻中的角叉菜膠）而大大阻礙蛋白質萃取

[11]。現在使用酵素輔助萃取（EAE）可以用作從海藻中萃取蛋白質的替代品[1]，

因為它具有眾多優勢例如增加產量，高特異性和保留蛋白質特性，是一種快速，

可擴展且環保的產品友好的方法[12]。利用最佳化程式可以大大地提高蛋白質萃

取率，例如水解時間、pH 和溫度，並且選擇適當酵素或使用兩種以上的酵素混

合物[13,14,15]。 

目前尚未有研究是關於海龍鬚菜酵素水解蛋白之質體 DNA 氧化傷害保護試

驗。本研究的目的是以海龍鬚菜作為原料，經酵素水解後再以不同濃度硫酸銨沉

澱，所獲得的蛋白水解產物，來探討質體 DNA 氧化傷害保護模式和胺基酸成分

組成。 

貳、材料和方法 

https://www-sciencedirect-com.ezproxy.lib.ncyu.edu.tw/topics/agricultural-and-biological-sciences/chlorophyta
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一、海龍鬚菜原料 

本實驗原料購自於雲林縣口湖鄉，海龍鬚菜學名為 Gracilaria tenuistipitata 

（GT），為口湖鄉之沿海海域養殖海藻，以冷凍宅配至實驗室，於-40℃冰箱冷

凍儲藏備用。本研究使用試劑是購自 Sigma−Aldrich（St Louis, MO, USA），包

含 Celluclast、Termamyl 120L、Viscozyme L、Flavourzyme 500MG、Neutrase 0.8L

和 Alcalase 2.4L FG 以及.HPLC 等級 Acetonitrile（CAN）和甲醇。其餘藥品皆為

分析級藥品。DNA 質體（pGEM-T）取自國立高雄師範大學陳建成老師實驗室。 

二、藥品 

使用商業酵素製備水解產物，包括三種醣解酵素（Termamyl 120L, Celluclast 

1.5L FG 和 Viscozyme L）和三種蛋白酵素（Flavourzyme 500 MG, Neutrase 0.8 L

和 Alcalase 2.4L FG）以及胃蛋白酶和胰蛋白酶由 Sigma−Aldrich（St Louis, MO, 

USA）提供。表 1 總結了這些酵素的最佳水解條件，特徵和來源。所有其他試劑

均為分析級。 

三、樣品前處理 

將購自雲林（口湖龍鬚菜生產合作社）的龍鬚菜以自來水清洗去除鹽分與砂

土，並將附著雜藻類及生物剔除，分裝，於-40℃冰箱冷凍儲藏備用。再以真空凍

結乾燥機（FD series, Panchurm scientific corp., Kaohsiung, Taiwan）乾燥後，以傾

倒式粉碎機粉碎成 1 mm 並密封保存於乾燥箱備用。 

四、紅藻蛋白質水解物之製備 

取 1 g 乾燥 GT 加入 100 倍（w/v）超純水均勻混合後，先在熱水浴 90℃下

10 分鐘冷卻到室溫，以酵素對基質比為 1：100（w/w），調整酵素最適 pH 後，

先加入第一階段兩種醣解酵素 Celluclast 和 Termamyl pH4.5 溫度 50℃進行水解

反應 4 h，反應完成再以 95℃加熱 10 min 使酵素失活，然後添加第三種醣解酵素

Viscozyme pH6.0 溫度 60℃進行水解反應 4 h，反應完成再以 95℃加熱 10 min 使

酵素失活。以上述為基底，再進行第二階段水解分別加入 Flavourzyme、Neutrase

和 Alcalase 三種蛋白酵素，依最佳 pH 值在 50℃下進行分別水解反應 2、4、6、

8、10 h，隨後以 95℃加熱 10 min 使酵素失活，接著以依照最適 pH 值在 37℃下，

以 Pepsin 水解反應 2 h 及 trypsin 水解反應 4 h，隨後 95℃加熱 10 min 使酵素失

活，接著冷卻後進行 10,000×g（CF 15RX, Hitachi, Tokyo, Japan）離心 20 分後取

上清液，以真空冷凍乾燥機乾燥，即為海龍鬚菜蛋白質粗水解物 Crude Gracilaria 

tenuistipitata Flavourzyme（CGTF）、Crude Gracilaria tenuistipitata Neutrase

（CGTN）和 Crude Gracilaria tenuistipitata Alcalase（CGTA）。 

上述步驟為海龍鬚菜蛋白質粗水解物，取 1g 各組樣品溶於 100 mL 純水，計

算硫酸銨添加量，操作方法在冰浴上緩緩加入硫酸銨，並不斷地進行攪拌，待硫

酸銨完全溶解後平衡 30 分鐘，在 4 度離心下 8000g，30 分鐘，取得鹽析沉澱物。

再次量測上清液體積，添加下一個硫酸銨飽和濃度的重量，繼續以硫酸銨沉澱。

如此重複收集各分劃，共收集 0-30%、30-60%和 60-90%三個硫酸銨濃度區間，

並合併三區沉澱物。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

國立虎尾科技大學學報 第三十七卷第一期(民國一一二年三月)：11-27 

15 

將上述沉澱物溶於 100 mL 的蒸餾水過 5kDa 截切膜進行過濾，並且收集

5kDa 以下的區分物凍乾成粉末後，再使用（Ä KTA,GE Healthcare Bio-Sciences AB, 

Uppsala, Sweden）膠過濾層析（C16/900 16×900 mm, GE BiotechBio-Sciences AB, 

Uppsala, Sweden）純化分離。凍乾粉末溶於去離子水經 0.22μm 膜過濾，注射體

積為 2 ml，流速為 0.5 mL/min，每隻管數收集體積為 5 mL，移動相為 0.02% NaN3

的去離子水。收集液真空冷凍乾燥，得到樣品粉末稱作（GTF 組、GTN 組和 GTA

組）。 

五、質體 DNA 氧化傷害保護試驗 

參考 Cao et al. [18] 方法加以修改，如依序分別加入 50 mM PBS、DNA、樣

品液反應 10min，再與等比例混合之 H2O2加 FeSO4溶液，總體積為 10 μL。於 37

℃加熱反應 30 min，之後加入 2 μL dye 並注入含 Ethidium Bromide 之 1.0% 洋菜

膠進行電泳，條件設定為 50 V、100 mV 與 60 min，最後使用膠片電泳影像分析

儀（Gel Doc XR, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA）觀察膠片，並以 Gel-Pro analyzer

軟體（Media Cybernetics, USA）進行分析，將試樣超螺旋（supercoiled, SC）的

DNA 亮度（Brightness）當分子，其整體 DNA 亮度當分母，所得計算之比率，

作為樣品對質體 DNA 保護率（%）。 

公式計算如下： 

DNA保護率(%) = 
超螺旋(SC)DNA亮度

整體DNA亮度
 ×100% 

 

 
pH 7.0 PBS 

(μL) 

DNA 

(μL) 

Sample 

(μL) 

H2O2+FeSO4 

(1:1) (μL) 

正控制組

(C) 
9 1 - - 

負控制組

(NC) 
7 1 - 2 

對照組 4 1 3 2 

 

六、胜肽純化分析 

（一）膠體過濾層析 

首先將過濾管柱（C16/900 16×900mm, AmershamPhamacia Biotech AB 

Sweden）內部填充 Sephadex G-25 膠體，藉由快速蛋白質液體層析（Fast Protein 

Liquid Chromatography, FPLC）進行純化分離。將凍乾樣品以 100 mg/mL 濃度，

以 0.22 µm 膜過濾後，取 2 mL 進行注射，分析條件如下：移動相：Distilled water 

containing 0.02% NaN3。流速：0.5 mL/min，每一管體積為 5 mL。偵測器波長：

280nm。 

（二）逆向HPLC管柱分析 

將 Sephadex G-25 膠體過濾收集區分物以 Discovery® BIO Wide Pore C18 

column（10mm×250mm; particle size, 5 μm; Sigma−Aldrich, St Louis, MO, USA）



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

國立虎尾科技大學學報 第三十七卷第一期(民國一一二年三月)：11-27 

16 

層析管柱，利用 reversed-phase HPLC (RP-HPLC)以移動相 A 作為沖提液，在 20 

min 到 80 min 內將移動相 B 濃度由 0%提高至 60%進行濃度梯度分離。樣品以 2 

mg/mL 濃度，經 0.22 µm 膜過濾後，取 500 µL 進行注射，其分析條件如下：移

動相 A：水含 0.1%三氟醋酸（v/v）。移動相 B：乙腈含 0.1%三氟醋酸。流速：

1 mL/min，偵測器波長：215nm。 

七、胺基酸組成分析 

將 Sephadex G-25 膠體過濾收集區分物委託清華大學以 PICO．TAG Amino 

Acid Analysis System（Waters Corporation, Milford, MA, USA）進行胺基酸組成分

析，其分析條件如下： 

Buffer A：（19 g sodium acetate trihydrate+0.5 mL triethylamine/1L）pH6.4  

取Buffer A 940 mL + 60 mL acetonitrile（CAN） 

Buffer B：60%乙腈 

流速：1mL/min，梯度：0~10 min（Buffer B: 0~46%），10~10.5 min（Buffer B: 

46~100%） 

管柱溫度：38℃ 

管柱型號：WAT088131 (60Å , 4 µm particle size, 3.9 mm × 150 mm; Waters 

Corporation, Milford, MA, USA) 

偵測器波長：254 nm 

八、統計分析 

本實驗數據以 SPSS (Statistical Product and Service Solutions)統計套裝軟體進

行單向變異數分析（one-way analysis model procedure），並以鄧肯測定法

（Duncan’s）計算各樣品之間的差異，顯著水準 p＜0.05。 

 

參、結果與討論 

一、紅藻酵素水解物之蛋白質含量 

乾燥的海龍鬚菜樣品含有大約 16.58±0.47%（data not shown）的粗蛋白。海

藻中蛋白質含量高，尤其是紅藻含量為 8-47 g /100 g 乾基[11]，與本研究結果一

致。此外，蛋白質產量為水解產物乾重的 41.22±0.56%（data not shown）。利用

多醣降解酵素處理可以降解海藻中細胞壁以提高蛋白質產量，因為 Celluclast、

Viscozyme L 和 Termamyl 多被用來分解細胞多醣以釋放蛋白質。海藻蛋白的萃

取常因為本身的結構複雜程度和剛性，以及細胞壁多醣造成的物理屏障限制而有

萃取困難[12]。前人研究指出多種萃取方法的組合也可能有助於改善海藻蛋白的

萃取。將酵素水解與鹼法萃取相結合，與單獨在紅藻中進行鹼法萃取相比，將蛋

白質的產量提高了 1.63 倍[19]。在前人對各種棕色海藻的進行的研究中，發現產

量變化的來源是海藻種類以及萃取所用的酵素，海藻酵素萃取物的產率為

30.3%±1.3% 至 92.9%±2.2% ， 而 水 萃 取 物 的 產 率 為 18.7%±0.3% 至

50.8%±1.3%[20]。 

二、紅藻蛋白質水解物對自由基誘發之 DNA 傷害的保護活性 
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為了研究蛋白水解物對氫氧自由基誘發導致的 DNA 氧化傷害，是否具有保

護效果，所以使用 DNA 質體（pGEM-T）進行此保護試驗。原理為 FeSO4 和 H2O2

混和產生氫氧自由基，對 DNA 質體造成氧化傷害，而 DNA 質體在未受自由基

攻擊前構形是以超螺旋（supercoiled, SC）雙股為主，若單股斷裂就會形成開環結

構（open circular, OC），或者是雙股斷裂則產生線型（linear, L）結構[21]，DNA

質體會因自由基的攻擊，而斷裂產生兩開環型及線性結構的亮帶，且破壞越嚴重，

線性結構的亮帶越明顯。 

將 15 種 GT 之粗水解物如表二，先利用硫酸銨沉澱法將沉澱物溶於蒸餾水

後再利用超過濾以 5kDa 截切膜進行過濾，並且收集 5kDa 以下的區分物凍乾成

粉末後，再利用 FPLC 膠過濾層析純化分離，而所使用的膠過濾管柱內部填物為

Sephadex G-25。圖一、二和三為不同G. tenuistipitata蛋白水解物配置成10 mg/mL，

破壞劑為 H2O2與 FeSO4，分析其質體 DNA 氧化傷害保護之效果。先分別加入欲

保護的質體 DNA，再利用 Fenton reaction 中的 H2O2與 Fe2+作用所產生氫氧自由

基，以提供自由基的氧化傷害，其作用後的 DNA 經膠體電泳分析軟體（Gel Pro 

v 4.0）後即可得知樣品對自由基氧化傷害的保護程度。其結果如圖所示，GTF 組、

GTN 組與 GTA 組的蛋白質水解物保護能力以軟體分析計算，其 DNA 保護率分

別為 14.3~67.2%、13.8~54.3%與 11.1~61.4%，發現以 GTF2H 水解物具有較佳的

保護能力，保護效果達 67.2%，隨後將 GTF2H 蛋白質水解物分別配置成不同劑

量（0.5~10 mg/mL）測定其質體 DNA 氧化傷害保護之電泳圖。圖四為利用軟體

（Gel Pro v 4.0）計算出 GTF2H 的不同濃度（0.5~10 mg/mL）對質體 DNA 保護

能力。可發現 GTF2H 隨著水解物的濃度提高，對於質體 DNA 的保護能力也隨

之增加的濃度，當濃度為 2 mg/mL 時，DNA 保護能力即可達 62.5%；當濃度為

10 mg/mL 時，DNA 保護能力可達 69.0%。從數據得知，GTF2H 含有更有效的抗

氧化胜肽，可以選擇用於後續分離。 

三、GTF2H 水解物經膠體過濾層析純化分離之 DNA 傷害的保護活性 

凝膠過濾色譜法是一種基於分子大小的有效分離技術並廣泛應用於混合物

中的單獨成分[21]。將 GTF2H 配置成 100 mg/mL，再以 Sephdex G-25 進行膠體

過濾分離，所得之區分物以 A 至 D 命名，如圖五所示，圖中紅線部分為不同標

準品作為區隔，可從結果得知 GTF2H 有明顯被分離，將 FPLC 膠過濾層析圖劃

分為 GTF2H-A（15-24 管）、GTF2H-B（25-29 管）、GTF2H-C（30-34 管）和

GTF2H-D（35-44 管）四區（圖五） 線性方程式（Log MW = y=-154.67x+4881.4 

R2 = 0.9961），而 A 區區分物管數 15-24 管，分子量分布在 2531-1400 Da，並分

別收集凍乾後，加以探討各區分物之質體 DNA 氧化傷害保護電泳圖。所使用濃

度為 10mg/mL，發現經過純化後膠過濾層析 GTF2H-A、GTF2H-B、GTF2H-C 和

GTF2H-D（圖六）對質體 DNA 保護能力為 69.7、49.3、18.6 和 62.8%。結果發

現經過膠過濾後 GTF2H-A 區對質體 DNA 保護能力（69.7%）較高。圖七為利用

軟體（Gel Pro v 4.0）計算出 GTF2H-A 的不同濃度（0.5~10 mg/mL）對 DNA 保
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護效應。發現 GTF2H-A 的濃度為 1 mg/mL 時 DNA 保護力即可達 42.2%，當濃

度為 10 mg/mL 時 DNA 保護力可達 68.9%。 

四、RP-HPLC C18 管柱純化 

將 GTF2H-A 區配置成 1 mg/ml，再以 Discovery® BIO Wide Pore C18（250×10 

mm）半製備型管柱進行濃度梯度分離，移動相為含 0.1% Trifluoroacetic acid

（TFA）去離子水溶液（前 20 分鐘）與含 0.1% TFA 之 acetonitrile 溶液梯度（梯

度 0-60%）（20～80 分鐘），並將分離出濃度較高 peak 區分物以 1 至 5 命名，

如圖八從結果可得知顯示尖峰集中於含有乙腈的沖提液的部分，顯示所含胺基酸

可能偏向疏水性。 

五、GTF2H A 區和 GTF2H A5 區胺基酸組成分析 

後續將 GTF2H A 區和 GTF2H A5 區進行胺基酸組成，從表三結果所示

GTF2H A 區胺基酸組成以 Glycine（Gly）、Leucine（Leu）、Aspartic acid（Asp）

和 Glutamic acid（Glu）的比例較顯著，GTF2H A5 區胺基酸組成以 Glycine（Gly）、

Cystine（Cys）、Serine（Ser）和 Leucine（Leu）的比例較顯著，GTF2H A 區和

GTF2H A5 區的必需胺基酸（Essential amino acid, EAA）含量分別為 38.23%和

37.34%。 

蛋白質水解物和胜肽的生物活性直接受到胺基酸組成的影響。據前人研究指

出，胜肽序列中疏水性胺基酸的存在，包括 Ala，Leu、Val 和 Met 在內的疏水性

胺基酸殘基在清除自由基方面起著重要作用，因為較大的疏水基團可以幫助它們

與疏水自由基種類接觸[22]。另外有研究指出 Gly 殘基可能顯著促進抗氧化活性，

因為 Gly 側鏈中的單個氫原子充當質子供體並中和活性自由基[23]。此外，帶有

咪唑基團的芳香族胺基酸（例如 Phe，Trp，His 和 Tyr）也被證明具有通過直接

電子轉移來清除自由基的能力[24]，以及酸和鹼性胺基酸殘基，包括 Glu、Asp 和

Lys 具有螯合金屬離子和清除 HO•的強大能力。因此，GTF2H A 區富含具有抗氧

化活性的胺基酸，這應該是其高抗氧化活性的重要因素之一。 

蛋白質的水解可以產生生物活性胜肽，這些胜肽可以帶來有益於健康的方面

並調節疾病的結果。具有生物活性的植物胜肽具有 3 至 20 個胺基酸，並顯示出

諸如抗氧化劑，抗癌劑，抗炎劑和免疫調節劑等生物學特性。例如，從純化的胜

肽小球藻可以防止細胞損傷，並且可以作為有效的抗癌劑[25.26]。大藻和微藻中

的蛋白質含量包括所有必需胺基酸，可以防止細胞損傷。紅藻 Palmaria palmata

富含 Leu，Val 和 Met，其平均水平類似於白蛋白。同樣，Ile 和 Thr 濃度與豆類

蛋白質中的濃度相當。綠藻石蓴杜松含有 Leu，Phe 和 Val 作為主要必需胺基酸

[27.28]。 

肆、結論 

總之，海藻提供了多種具有潛在健康益處的生物活性分子。蛋白質水解物由

游離胺基酸和短鏈胜肽組成，它們具有作為營養保健品，功能性食品或藥品具有

許多優勢。酵素水解是簡單而且容易控制消化條件，本研究中 GT 經過酵素水解
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後 GTF2H 蛋白質含量比乾燥海藻較高。在抗氧化部分，GTF2H 對質體 DNA 氧

化傷害保護為 67.2%。經膠體過濾管柱純化後，所獲得的 A 區分物有較好的質體

DNA 氧化傷害保護，應進行進一步的研究和純化鑑定，未來期望可將海藻水解

物應用在保健食品的開發上。 

 

表一、研究中使用的最佳水解條件，特徵和特定酵素的來源的摘要 

Enzyme 

Optimum conditionsa 

Characteristics Source 
pH 

Temperature 

(C) 

Alcalase 

2.4L FG 
8.0 50 Endo-peptidase 

Bacillus 

licheniformis 

Neutrase 

0.8L 
6.0 50 

Metallo-

endoprotease 

Bacillus 

amyloliquefaciens 

Flavourzyme 

500 MG 
7.0 50 

Endo-protease and 

exo-peptidase 
Aspergillus oryzae 

Viscozyme 

L 
4.5 50 

A multi-enzyme 

complex 

(containing 

arabanase,cellulase, 

-glucanase, 

hemicellulose, and 

xylanase) 

Aspergillus 

aculeatus 

Celluclast 

1.5L FG 
4.5 50 Cellulase 

Trichoderma 

reesei ATCC 

26921 

Termamyl 

120L 
6.0 60 

Heat-stable -

amylase 

Bacillus 

licheniformis 
a [16,17]  

表二、經過Flavourzyme、Neutrase和Alcalase水解2-10小時的海龍鬚菜蛋白質粗水

解物 

水解時間 (H) 
海龍鬚菜蛋白質粗水解物 

CGTF CGTN CGTA 

2 CGTF2H CGTN2H CGTA2H 

4 CGTF4H CGTN4H CGTA4H 

6 CGTF6H CGTN6H CGTA6H 

8 CGTF8H CGTN8H CGTA8H 

10 CGTF10H CGTN10H CGTA10H 
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圖一、紅藻蛋白質水解物（GTA）對質體DNA氧化傷害保護效應。樣品濃度為10 

mg/mL。DNA構形，OC：開環（open circular），SC：超螺旋（supercoiled） ; 

線型（linear, L）。C：控制組（control）、NC：負控制組、GTA2H（經

Alcalase酵素水解2小時）、GTA4H（經Alcalase酵素水解4小時）、GTA6H

（經Alcalase酵素水解6小時）、GTA8H（經Alcalase酵素水解8小時）、

GTA10H（經Alcalase酵素水解10小時）。The different lower-case letters are 

significant differences（p<0.05）。 
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圖二、紅藻蛋白質水解物（GTN）對質體DNA氧化傷害保護效應。樣品濃度為10 

mg/mL。DNA構形，OC：開環）open circular），SC：超螺旋（supercoiled） ; 

線型（linear, L）。C：控制組（control）、NC：負控制組、GTN2H（經

Neutrase 酵素水解2小時）、GTN4H（經Neutrase 酵素水解4小時）、GTN6H

（經Neutrase酵素水解6小時）、GTN8H（經Neutrase 酵素水解8小時）、

GTN10H（經Neutrase 酵素水解10小時）。The different lower-case letters 

are significant differences （p<0.05）。 

 

圖三、紅藻蛋白質水解物（GTF）對質體DNA氧化傷害保護效應。樣品濃度為10 

mg/mL。DNA構形，OC：開環（open circular），SC：超螺旋（supercoiled） ; 

線型（linear, L）。C：控制組（control）、NC：負控制組、GTF2H（經

Flavourzyme 酵素水解2小時）、GTF4H（經Flavourzyme 酵素水解4小時）、

GTF6H（經Flavourzyme酵素水解6小時）、GTF8H（經Flavourzyme 酵素

水解8小時）、GTF10H（經Flavourzyme酵素水解10小時）。The different 

lower-case letters are significant differences（p<0.05）。 
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圖四、GTF2H 質體DNA氧化傷害保護效應電泳圖。樣品濃度為0.5~ 10 mg/mL。

DNA構形，OC：開環（open circular），SC：超螺旋（supercoiled） ; 線

型（linear, L）。C：控制組（control）、NC：負控制組。The different lower-

case letters are significant differences（p<0.05）。 

 

 

圖五、GTF2H經FPLC的Sephadex G-25膠體過濾層析圖譜及分子量分布 

*Ins A: Insulin A (2,531 Da）, Bca: Bacitracin zinc salt（1,400 Da）, HHL: Hippury-

histidy-leucine（429 Da）, Trp: Tryptophan（204.2 Da）. 

https://www.google.com/search?q=Bacitracin+zinc+salt&sa=X&ved=2ahUKEwjZq-TL95PtAhURyYsBHaj8DkQQ7xYoAHoECAUQNQ
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Time: A（15-24管）、B（25-29管）、C（30-34管）、D（35-45管）  

 

 

圖六、GTF2H FPLC各區分物A至D之質體DNA氧化傷害保護效應電泳圖。樣品

濃度為10 mg/mL。DNA構形，OC：開環（open circular），SC：超螺旋

（supercoiled） ; 線型（linear, L）。C：控制組（control）、NC：負控制

組。The different lower-case letters are significant differences（p<0.05）。 

 

 

圖七、GTF2H-A區質體DNA氧化傷害保護效應電泳圖。樣品濃度為0.5~10 

mg/mL。DNA構形，OC：開環（open circular），SC：超螺旋（supercoiled） ; 
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線型（linear, L）。C：控制組（control）、NC：負控制組。The different 

lower-case letters are significant differences（p<0.05）。 

 

 
圖八、GTF2H-A劃分物經逆向高效能液相層析（C18）分離之圖譜。 

 

表三、GTF2H FPLC fraction A和GTF2H-A5之區分物胺基酸組成 

胺基酸 A A5 

天門冬胺酸 (Asp) 8.36 7.17 

麩胺酸 (Glu) 8.01 7.41 

絲胺酸 (Ser) 7.39 9.07 

甘胺酸 (Gly) 12.73 13.57 

組胺酸 (His)a 2.07 1.78 

精胺酸 (Arg) 7.36 1.19 

羥丁胺酸 (Thr)a 5.01 4.51 

丙胺酸 (Ala) 7.86 5.69 

脯胺酸 (Pro) 7.50 5.33 

酪胺酸 (Tyr) 1.28 3.44 

纈胺酸 (Val)a 6.23 5.87 

甲硫胺酸 (Met)a 1.50 3.14 

胱胺酸 (Cys) 1.30 9.78 

異白胺酸 (Ile)a 7.56 6.64 

白胺酸 (Leu)a 8.52 7.59 

苯丙胺酸 (Phe)a 3.09 2.73 

離胺酸 (Lys)a 4.25 5.10 

TEAA 38.23 37.34 
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TEAA/NEAA 0.61 0.60 

a：Essential amino acid 

Note: Hydrophobic amino acids were marked with bold face. 

TEAA：總必需胺基酸   NEAA：非必需胺基酸 
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