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一、中文摘要

豬隻全血液中約有 17 ~ 18 %之粗蛋
白質，為一良好的動物性蛋白質來源。本
研究室曾分別以豬血球、血漿、去纖維蛋
白原血漿為受質，於幾種酵素組合下進行
水解。其中以血球為受質，使用單一酵素
trypsin 水解 24 小時，可得到較佳之還原

力之水解物；使用 trypsin、chymotrypsin、
thermolysin 所組成的混合酵素水解，水解
6 小時，可得到較佳抑制 ACE 能力之水解
物，IC50 為 0.58 mg/ml；水解 10 小時可得
到較佳的清除 DPPH 自由基效果之水解
物，其清除能力為 64.9% 。本年度分別將
上述具較佳還原力、清除 DPPH 自由基及
抑制 ACE 能力之三水解液利用濾析
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(Diafiltration)更進一步分成大於 10000、
10000~3000、3000~1000、1000 Da 以下四
個分子量區分，以探討水解液中主要貢獻
生理活性之分子量範圍，除此之外，更進
一步地測試水解液是否還有其他生理機能
(如抑制腫瘤細胞增生)。初步結果顯示，
水解液中較具還原力及清除 DPPH 自由基
之胜 分子量為 10000 Da 以上，而抑制
ACE 活性之分子量為 3000-10000 Da；於
抑制腫瘤細胞增生上，對 B16F10、Hep G2
二種癌細胞並無顯著的抑制效果。

關鍵詞：豬血、酵素水解、生物活性胜 、
機能性

Abstract

Porcine blood contains 17~18% 
protein, is a good source of protein for food. 
In our previous study, hydrolysates of red 
blood corpuscle, blood plasma and 
defibrinated blood plasma were prepared 
and hydrolyzed by proteases. Results 
showed that trypsin hydrolysate of red blood 
corpuscle had the highest reducing power 
after 24 hours hydrolysis. The hydrolysate 
produced by hydrolyzing red blood 
corpuscle with trypsin, chymotrypsin and 
thermolysin showed the highest ACE

inhibitory activity (IC50 = 0.58 mg/ml) and 
the highest scavenging effect on DPPH 
(scavenging effect = 64.9%) after 6 hours 
and 10 hours hydrolysis, respectively. In this 
study, the hydrolysates were fractionated 
into four fractions (>10000, 10000-3000, 
3000-1000, <1000 Da) by diafiltration, and 
the reducing power, DPPH radical 
scavenging and ACE inhibitory capabilities 
of each fraction were evaluated. Besides, we 
also examined if the bioactive peptides in 
hydrolysates may also possess other 
biological activities, such as anti-tumor 
activity. The preliminary result showed that 
the peptides with molecular weights higher 
than 10000 Da possessed stronger reducing 
power and DPPH scavenging activity. 
Moreover, the peptides with molecular 
weights between 3000 and 10000 Da had 
better ACE inhibitory capability. The 
hydrolysates did not show apparent 
anti-proliferative activity on the B16F10 and 
HepG2 tumor cell line.

Keywords: bioactive peptides, porcine 
blood, enzymatic hydrolysis, 
functionality

二、前言

台灣地區每年家畜屠宰量相當可觀。
每頭豬隻採血量約三公升，全血液中約有
17-18%為粗蛋白質[1]，為一良好的動物性
蛋白質資源。目前除少部分豬血製成豬血
糕、豬血塊供食用或做為肥料、飼料外，
其餘大部分均以廢棄物方式處理。此不僅
易造成環境污染，且為蛋白質資源之一大
浪費。

近年來國人在藥補不如食補的觀念影
響之下，保健食品的市場佔有率逐年提
高，而動物性保健食品中以雞精類之產品
最受國人的喜好。若以此產品的模式應用
於其他動物蛋白質酵素水解物上，確立其
生理功能後，應可開發更具價值之機能性
食品。

利用各種動植物蛋白質生產生物活性
胜 ( bioactive peptides )已有相當多的研
究，如：抗菌性胜 [2. 3. 4]、類鴨片胜
[5]、 血 管 收 縮 素 轉化�抑制劑(ACEI) [6. 7. 

8. 9]、免疫活性胜 [10]、抗氧化胜 [11. 
12. 13. 14]、抗腫瘤等活性[15. 16. 17. 
18 ]，由於豬血的蛋白質含量豐富具有生
產生物活性胜 的潛力，因此，本研究利
用豬血為原料，以酵素水解方式生產生物
活性胜 。

豬血可離心分離成血球及血漿。由於
血漿中的纖維蛋白原(fibrinogen)和凝血因
子Ⅷ (Clotting Factor Ⅷ) 對血友病患者
治療有很高的利用價值，因此以冷凍沈澱
法將其沈澱分離出來，而上清液仍含有大
量的蛋白質，亦為本研究的酵素水解基質
之一，再加上血球及血漿，分別以這三部
分為酵素水解的基質，探討生產生物活性
胜 的可行性。於先前的研究[19]，以血
球為受質，使用單一酵素 trypsin 水解 24
小時，可得到具有較佳還原力之水解液；
使用 trypsin、chymotrypsin、 thermolysin
所組成的混合酵素水解，水解 6 小時，可
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得到較佳抑制 ACE 能力之水解液，IC50

為 0.58 mg/ml；水解 10 小時可得到較佳的
清除 DPPH 自由基效果之水解液，其清除
能力為 64.9%。

根據上述初步研究結果可知，豬血之
水解產物具有抑制ACE活性(降低血壓)以
及些微抗氧化功能。本計劃擬進一步提昇
豬血水解產物之活性胜 含量及生理機能
性，另外，雖然先前之研究僅著重於豬血
水解物之抗氧化及抑制 ACE 活性之功
能，但是生物活性胜 仍有其他重要的功
能性，尤其是抗腫瘤及增強免疫能力之功
能性，特別值得研究。因此，本研究計畫
也將進一步探討如何利用酵素水解豬血，
獲得具抗腫瘤及增強免疫能力之生物活性
胜 。本報告為三年期計畫之第一年，為
了後續二年利用膜反應器提升產品之機能
性胜 含量，故本年進一步先利用濾析，
將水解液區分成不同分子量，以了解主要
功能性胜 之分子量範圍，以作為後續膜
反應器條件的選擇；此外，也初步以高轉
移性及高侵犯力之老鼠黑色素瘤細胞
B16F10 及人類肝癌細胞 HepG2 抗腫瘤活
性測試水解液之抗腫瘤活性。

三、研究方法

(1)樣品製備
全豬血液於桃園縣中美肉品之屠宰

場採集，採集後迅速添加檸檬酸鈉(抗凝血
劑)使最終濃度達 0.5% w/v；全血經由離心
(6000×g)15 分鐘，分離血球及血漿，兩分
離液儲存於-20°C 備用；一部份血漿利用
冷凍沈澱法[20]製備成去纖維蛋白原血
漿。血球、血漿、去纖維蛋白原血漿分別
凍乾儲存，待作為後續酵素水解基質。
(2)酵素水解

分別以磷酸緩衝溶液將血球、血漿、
去纖維蛋白原血漿配製成濃度為 1%之受
質溶液。酵素則使用兩工業上常用酵素
Alcalase 及  Flavozyme ( 購 自  Novo 
Nordisk, Bagsvaerd, Denmark)及三種粗酵
素 trypsin (購自 Biocon, Nagoya, Japan), 
chymotrypsin 及 thermolysin (購自 Sigma, 
St. Louis, USA)，水解條件之溫度、pH、
酵素分別為 I: 38°C, 7.0, trypsin、II: 35°C, 
7.5, trypsin、chymotrypsin 及 thermolysin
之 1:1:1 混合物，III: 55°C, 7.5, Alcalase，
IV: 55°C, 7.0, Alcalase 及 Flavozyme 之 1:1
混合物。將 2 ml 0.5% 酵素溶液加至 50 ml 
受質溶液中 (E/S=1/50)，並於 0， 2， 6，
10， 24 小時取樣。取樣之水解液於 100

℃ 加熱 5 分鐘，使水解酵素失活，並離心(23400× g) 15 分鐘，上清液於 4℃儲
存備用。
(3)游離胺基酸及複合胺基酸分析[21]

0.3 ml 10% 5-sulfosaliclic acid (SSA) 加入1.2 ml水解液，於4℃下靜置30 min
後，4℃下離心(6000×g)10 分鐘。上清液以 0.45 ìm 濾膜過濾,並以高效胺基酸分
析儀分析(Beckman 6300, Fullerton, CA, USA)。
(4)清除 DPPH 自由基測試[22]

首先取 1 ml 樣品，加入 4 ml 75 ìM 的 DPPH(甲醇溶液)，充分混合下靜置
60 min，然後在波長 517 nm 處檢測其吸光值，並以 á-tocopherol 及 BHT 作正控
制組。

% Inhibition=(A0-A-AS)/A0×100%
A0 反應前吸光值
A 反應後(添加萃出物)吸光值
AS 萃出物本身的吸光值

(5)還原力測試[23]
取 0.5 ml 不同水解時間之水解物，加入 0.5 ml 0.1 M Phosphate buffer (pH 6.6)

及 0.5ml 0.1% Potassium ferricyanide，於 50℃水浴 20 分鐘後，冰浴快速冷卻，加
入 0.5 ml 10% trichloroacetic acid (trichloroacetic acid in 95% ethanol)溶液，再用
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0.45 ìm 膜過濾處理去除不溶物，其濾液再加入 4ml 蒸餾水及 0.8ml 0.1 ferric 
chloride (氯化鐵溶在 3.5% HCl)溶液，混合均勻於 10 分鐘後測定 700 nm 之吸光
值並以 100, 200 ppm Vit C 作還原力比較。
(6)抑制血管收縮素轉化酵素(ACE)活性[24, 25]

取 300µl 0.33mM hippuryl-his-leu 及 30ìl 水解液，再加入 50ìl 0.16U/ml 

ACE(以 300mM NaCl 之 100mM 硼酸緩衝液 pH 8.3 配製)，於 37℃水浴槽內振
盪反應 30 分鐘後，加入 380ìl 之 1N HCl 終止反應。在空白組(blank)是以蒸餾水
替代酵素水解液。控制組中，同樣以蒸餾水替代酵素水解液，但在未加入酵素之
前先加入 380ìl 之 1N HCl，其餘步驟與樣品液相同。反應終止後各加入 1.5ml
乙酸乙酯，激烈振盪 15 秒，萃取反應中的 hippuric acid。再離心(1800×g) 5 分鐘，
取上層液 1ml，置入另一試管內。將此試管水浴加熱至乾燥為止，再加入 1ml 蒸
餾水，測水溶液在波長 228nm 之吸光值。
(7)胜 濃度測定[26]

25ml 100mM sodium tetraborate、2.5ml 20﹪SDS、1 ml OPA (40 mg ï-
Phthaldialdehyde 溶於甲醇中)、100 ìl â-mercaptoethanol，上述藥品用棕色瓶定量
至 50 ml，取 2 ml 混合液加 50 ìl sample 反應兩分鐘後立即測 340nm 吸光值，
標準曲線以 1、0.8、0.6、0.4、0.2 mg/ml Leu-Gly 製作。
(8)機能性水解液區分[27]

採用中空纖維狀之超過濾膜(Hollow fiber ultrafiltration membrane)進行分離
（圖一），使用之超過濾膜之分子量區分(Molecular weight cut-off)分別為 1000、
3000 及 10,000 Da。使用之操作溫度為 25℃，壓力為 20 psi。首先將 400ml 水
解液以 10k Da 的膜進行分離，分離過程繼續補充去離子水，使透流液(permeate)
體積為原體積之 6 倍，最後使滯流液(retentate)體積為 100ml，透流液濃縮成
300ml，如此可區分得到分子量小於 10 kD 的透流液及分子量大於 10 kD 的滯留
液，再將此部分所得之滯留液以 3000 、1000Da 的膜進行分離，依上述方法可
得四個區分(>10000, 10000~3000, 3000~1000, <1000 Da)。
(9)抑制癌細胞增生測試[28]
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將濃度 1×104/ml 細胞分散於 96 well 培養盤中(100ìl/well)隔夜培養後，於每
well 內加入 10ìl 水解液，培養 24 小時後，將培養液換成不含 FBS 血清之培養液，
並加入50ìl 2mg/ml MTT，培養 2小時後，將well內溶液移除，並加入 150ìl DMSO
混合均勻後，於 570nm 測定吸光值。

圖一、固定體積批式濾析

表一、以 Trypsin、Chymotrypsin、Thermolysin 酵素水解豬血球 6 小時之水解液其四個分子量區之 ACE IC50 (mg/ml)

表二、以 Trypsin、Chymotrypsin、Thermolysin 酵素

水解豬血球 10 小時之水解液其四個分子量區之

DPPH 自由基清除率

表三、以 Trypsin 酵素水解豬血球 24 小時之

水解液其四個分子量區之還原力

Molecular  weight OD700

<1000 0.062

1000~3000 0.054

3000~10000 0.050

>10000 0.087

100 ppm Vit C 0.813

200 ppm Vit C 1.427

四、結果與討論

(A)機能性水解液區分
利用濾析將水解液依分子量區分，於抑制ACE活性上(表一)，以 3~10 kDa 間

之 IC50 值最低，顯示此區分為水解液主要提供抑制 ACE 酵素活性者。於清除
DPPH 自由基方面(表二)，分子量大於 10 kDa 之區分對於水解液清除自由基的貢
獻較大，而分子量小於 1 kDa 者次之。前期的研究發現，於不同酵素與受質的水
解條件下所製備之水解液之中，有二水解液具較好的清除自由基效果，且經分析
各個水解液中 anserine 及 carnosine（已知之具有抗氧化性之雙胜 ）含量，也發
現僅此兩水解液含有 carnosine 雙胜 ，且其含量隨著水解時間增加而上升，且
以水解 24 小時含量最高。但是，本研究發現此二水解液最具清除 DPPH 能力之

Molecular  weight ACE IC50 (mg/ml)

<1000 2.23

1000~3000 1.08

3000~10000 0.38

>10000 0.66Molecular  weight DPPH scavenging effect 

(% )

<1000 21%

1000~3000 13%

3000~10000 4%

>10000 65%

á-tocopherol 95%

BHT 95%
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水解時間為 10 小時，且於水解 24 小時反而降低其抗氧化能力，而藉由濾析區分
之實驗結果可以推論水解液中除了 carnosine 具清除 DPPH 自由基外，分子量大
於 10000 Da 之胜 也同樣具有重要的地位，也因此水解 24 小時，使大分子量之
胜 水解成較小分子之胜 ，故水解液之清除 DPPH 自由基能力下降。有關水解
液之還原力之測試結果如表三所示，同樣於分子量大於 10000 Da 者較具還原
力，而小於 1000 Da 次之，與清除 DPPH 自由基之能力之結果相似，可能該胜
同時具有清除自由基及還原力。
(B)抑制腫瘤細胞生長

本研究初步先以單獨 Alcalase 酵素及 Alcalase、Flavozyme 兩混合酵素水解
豬血球、血漿、去纖蛋白原血漿並於不同水解時間取樣，測試水解液抑制 B16F10
及 Hep G2 腫瘤細胞增生效果，結果顯示水解液並沒有顯著的抑制效果(圖二)。
前人的研究顯示[30]，牛乳之乳鐵蛋白對腫瘤細胞有顯著的抑制效果，另外，也
有學者研究[29]，經過酵素水解後，可大大的提升乳鐵蛋白之抑制腫瘤細胞增生
效果；而乳鐵蛋白與本研究之血漿中運鐵蛋白結構十分相似，故以 transferrin 對
兩腫瘤(B16F10. Hep G2)進行測試，結果顯

圖二、豬血球、血漿、去纖維蛋白原酵素水解液抑制(A)B16F10, (B)Hep G2 腫瘤細胞增生效果
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Substrate - R: Red blood corpuscle, B: blood plasma, D: Defibrinated plasma

圖三、Transferrin 抑制(A)B16F10, (B)Hep G2 腫瘤細胞增生效果
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(B)

示(圖三)，當 tranferrin 濃度達 1mg/ml 時 B16F10 仍無顯著的效果，但對 Hep G2
時即有顯著的抑制增生效果。故推論水解液中仍具有抑制腫瘤細胞增生之活性胜
，但是其於水解液中含量少，故無法顯現，所以本研究後續擬再選擇幾種酵素

水解液並利用濾析進一步提升特定分子量範圍的胜 濃度，以評估利用豬血酵素
水解液生產具抑制腫瘤細胞增生之可行性。

五、計畫成果自評

本年度依原計畫執行，初步研究結果，除了原已證實豬血酵素水解液於體外
試驗具有降高血壓及抗氧化活性，且其與酪蛋白水解液具相近抑制 ACE 活性
外，更進一步利用濾析方式，了解生物活性胜 於水解液中之分子量範圍，以作
為後續鑑定該活性胜 序列及選擇適當膜反應系統之開端。此外，也對豬血酵素
水解液其他活性開始進行測試(如：抗腫瘤活性)，後續擬再以 RAW 264.7 免疫細
胞進行免疫活性測試，以了解豬血酵素水解液是否還有生產其他活性胜 之可行
性，增廣豬血酵素水解液之用途。
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