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温度对金带细鲹鱼肉水解物美拉德反应及
其产物抗氧化性的影响
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摘要：采用金带细鲹鱼肉蛋白 为 研 究 对 象，以ｐＨ值、中 间 产

物、褐变程度、游离氨基酸含量及抗氧化活性为检测指标，研

究温度（１００，１２０℃）对 金 带 细 鲹 鱼 肉 蛋 白 水 解 物 美 拉 德 反

应及其产 物 抗 氧 化 活 性 的 影 响。结 果 表 明：当 反 应 温 度 为

１２０℃时，反应 体 系 的ｐＨ 值、中 间 产 物（Ａ２９４ｎｍ）、褐 变 程 度

（Ａ４２０ｎｍ）及游离氨基酸 含 量，随 着 美 拉 德 反 应 时 间 的 延 长 与

１００℃相比变化更加显著，反应产物的还原力和ＤＰＰＨ自由

基清除率大幅 度 提 高，而 羟 自 由 基 清 除 率 和Ｆｅ２＋ 螯 合 能 力

下降明显。
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近年来，有关鱼类蛋白酶水解物抗氧化活性的研究引起

了人们的广泛关注，如鲢鱼蛋白［１］、罗非鱼内脏蛋白［２］、金带

细鲹鱼肉蛋白［３］、金枪鱼肝脏蛋白［４］等。虽然酶水解产物具

有一定的抗 氧 化 活 性，但 远 不 如 人 工 合 成 的 抗 氧 化 剂 活 性

高［５］。美拉德反应是 食 品 中 羰 基 和 氨 基 之 间 的 非 酶 促 褐 变

反应［６］。美拉德反应 不 仅 能 使 食 品 具 有 独 特 的 风 味 和 诱 人

的 色 泽，而 且 美 拉 德 反 应 产 物（ｍａｉｌｌａｒｄ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ，

ＭＲＰｓ）中的类黑素、还原酮及一些含氮硫的杂环化合物均具

有较强的抗氧化活性［７］。刘蒙蒙等［８］研究表明，罗非鱼鱼皮

胶原肽与葡萄糖发生美拉德反应后，产物的抗氧化性相较于

原胶原肽有显著提高。尤娟等［９］发现，鲢鱼鱼肉蛋白酶水解

物与葡萄糖在６０℃下，以１∶４（ｍ∶ｍ）的比例进行糖基化反

应，得到的 ＭＲＰｓ清除ＤＰＰＨ自由基能力较强。

金带细鲹（Ｓｅｌａｒｏｉｄｅｓ　ｌｅｐｔｏｌｅｐｉｓ）为 近 海 暖 水 性 鱼 类，体

长可达１８ｃｍ，中国产于南 海、台 湾 海 峡，摄 食 浮 游 动 物 和 底

栖动物，含 有 丰 富 的 蛋 白 质、维 生 素 类、钙 等 营 养 元 素，且 价

格相对较低。作为原料加工的产品多为一些脱水鱼干、鱼粉

等低附加值产品，也是一种未充分利用的大宗低值鱼。本研

究拟以金带细鲹鱼肉蛋白为原料，研究温度对金带细鲹鱼肉

蛋白水解物美拉德反应及其 ＭＲＰｓ抗氧化活性的影响，进一

步分析 ＭＲＰｓ中具有抗氧化活性组分的产生过程、在整个反

５２



应过程中的变化趋势以及抗氧化形成机理，旨在为金带细鲹

鱼高值化利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

金带细鲹：购于广东省潮州市枫春市场；

胰蛋白酶：３　０００～３　５００ＮＦＵ／ｍｇ，生工生物工程（上海）

有限公司；

菲洛嗪、１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）、２，４，６－三 硝

基苯磺酸（ＴＮＢＳ）：分析纯，美国Ｓｉｇｍａ公司；

葡萄糖：分析纯，广东光华化学厂有限公司；

其他试剂均为国产分析纯。

１．１．２　主要仪器设备

紫外可见分 光 光 度 计：ＵＶ－２８００型，尤 尼 科（上 海）仪 器

有限公司；

冷冻干燥机：ＦＤ－１Ｄ－５０型，北 京 博 医 康 实 验 仪 器 有 限 公

司；

离心机：２－１６Ｐ型，美国Ｓｉｇｍａ公司；

ｐＨ计：ＰＨＳＪ－４Ａ型，上海仪电科学仪器股份有限公司；

电子恒温水浴锅：Ｂ０５６０２８型，深圳市国华电子有限公司。

１．２　方法

１．２．１　鱼肉蛋白水解 物 的 制 备　鱼 肉 糜 按 质 量 比１∶３的

比例与水混合，用６ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ调节ｐＨ至８．０，酶解温度

为５０℃，加１％（ｍ／ｍ）的胰蛋白酶（［Ｅ］／［Ｓ］＝１∶１００）酶 解

３ｈ，在酶解过程中用２ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ调节溶液ｐＨ不变。酶

解结束后１００℃灭酶１０ｍｉｎ，将酶解液在１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，上清液冷冻干燥２４ｈ后，将 制 备 好 的 水 解 物 置 于 密

封袋中，在－１８℃下保存备用。

１．２．２　不同条件下美拉德反应体系的制备　将制备好的水

解物溶解在蒸馏水中，按鱼 肉 蛋 白 水 解 物 与 葡 萄 糖 质 量 比１

∶２加入葡萄糖，用１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ调 节ｐＨ至９．０，最 后 将

鱼肉蛋白水解物浓 度 为２５ｍｇ／ｍＬ的 溶 液 置 于２０ｍＬ具 塞

密闭试 管 中 分 别 在１００，１２０ ℃下 反 应０，１，２，３，４，５，６ｈ
（ＭＲＰｓ－１００、ＭＲＰｓ－１２０分别 表 示１００，１２０℃下 所 得 的 反 应

产物）。反应 完 毕 后，立 即 取 出 置 于 冰 水 冷 却 至 室 温，测 定

ｐＨ值，然后置于－１８℃冷冻备用。同时按上述相 同 试 验 条

件，以不加葡萄糖的作为 对 照（对 照－１００、对 照－１２０分 别 表 示

在１００，１２０℃单独加热的鱼肉蛋白水解物）。

１．２．３　中间产物和褐变程度的测定　根据文献［１０］修改如

下：反应样液 用 蒸 馏 水 稀 释１００倍 和５０倍，以 蒸 馏 水 做 参

比，分别在２９４ｎｍ和４２０ｎｍ下测定吸光度。

１．２．４　游离氨基含 量 的 测 定　根 据 文 献［１１］修 改 如 下：取

用蒸馏水稀释２５倍 后 的 样 液１２５μＬ，加 入０．２１２　５ｍｏｌ／Ｌ

ｐＨ　８．２的磷酸盐缓冲液２．０ｍＬ和０．０１％的ＴＮＢＳ溶 液１

．０ｍＬ，混匀，置于５０℃水浴中暗处 反 应３０ｍｉｎ。反 应 后 加

入０．１ｍｏｌ／Ｌ的亚硫酸钠２．０ｍＬ终止反应，室温 下 冷 却１５

ｍｉｎ，于４２０ｎｍ处测定吸光度。以Ｌ－亮氨酸为标样绘制标准

曲线。游离氨基含量 表 示 为 处 理 后 的 样 液 的 游 离 氨 基 数 占

处理前样液游离氨基数的百分比。

１．２．５　美拉德反应产物抗氧化活性的测定

（１）ＤＰＰＨ自 由 基 清 除 率：根 据 文 献［１２］修 改 如 下：称

取一 定 量 的ＤＰＰＨ，用 无 水 乙 醇 配 制 成０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ的 溶

液。取２ｍＬ用蒸馏水稀释２５倍后的样品溶液与２ｍＬ　ＤＰ－

ＰＨ溶液混合均匀，室温暗处反应３０ｍｉｎ后，于５１７ｎｍ处测

定吸光度Ａ２。同时测定２ｍＬ　ＤＰＰＨ与２ｍＬ无水乙醇溶液

混合后的吸光度Ａ０；２ｍＬ样 液 与２ｍＬ无 水 乙 醇 溶 液 混 合

后吸光度Ａ１。ＤＰＰＨ自由基的清除率用式（１）计算：

Ｒ＝ １－Ａ２－Ａ１Ａ（ ）０
×１００％ （１）

式中：

Ｒ———ＤＰＰＨ自由基清除率，％；

Ａ０———乙醇加ＤＰＰＨ溶液的吸光度；

Ａ１———乙醇加样液的吸光度；

Ａ２———样液加ＤＰＰＨ溶液的吸光度。

（２）还原力：根据 文 献［１３］修 改 如 下：在１０ｍＬ离 心 管

中分别加入０．２ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　６．６的磷酸盐缓冲液２ｍＬ和 用

蒸馏水稀 释２５倍 后 的 样 品 溶 液２ｍＬ，加 入１％铁 氰 化 钾２

ｍＬ，混合均匀后于５０℃反 应２０ｍｉｎ。取 出 加 入２ｍＬ　１０％

三氯 乙 酸 终 止 反 应，５　０００ｒ／ｍｉｎ离 心１０ｍｉｎ。取 上 清 液２

ｍＬ，加 入 去 离 子 水２ｍＬ和ＦｅＣｌ３０．５ｍＬ，混 匀 后 静 置１０

ｍｉｎ，在７００ｎｍ处检测吸光度。吸光度的大小表示还原力的

强弱。

（３）羟自由基 清 除 率：根 据 文 献［１４］修 改 如 下：取 用 蒸

馏水稀释２５倍 后 的 样 品 溶 液１ｍＬ，加 入９ｍｍｏｌ／Ｌ　ＦｅＳＯ４

０．２５ｍＬ和９ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸—乙醇溶液０．２５ｍＬ，混匀后，

加入１．５ｍＬ蒸馏水。最后加１ｍＬ　８．８ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２Ｏ２启动

反应，在３７℃反应３０ｍｉｎ，以蒸馏水为参比，在５１０ｎｍ下测

定各样液的 吸 光 度Ａ２。以１ｍＬ蒸 馏 水 代 替 样 液，测 定 在

５１０ｎｍ处的吸光度Ａ０；以１ｍＬ蒸 馏 水 代 替 Ｈ２Ｏ２，测 定 在

５１０ｎｍ处的吸光度Ａ１。按式（２）计算羟自由基清除率：

Ｒ＝ １－Ａ２－Ａ１Ａ（ ）０
×１００％ （２）

式中：

Ｒ———羟自由基清除率，％；

Ａ０———蒸馏水代替样液后在５１０ｎｍ处的吸光度；

Ａ１———蒸馏水代替 Ｈ２Ｏ２后在５１０ｎｍ处的吸光度；

Ａ２———加入样液后在５１０ｎｍ处的吸光度。

（４）Ｆｅ２＋ 螯合力 的 测 定：根 据 文 献［１５］修 改 如 下：取 用

去离子 水 稀 释２５倍 后 的 样 品 溶 液１ｍＬ，加 入 去 离 子 水１

．８５ｍＬ和２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＦｅＣｌ２溶 液０．０５ｍＬ，混 合 均 匀 室 温

静置３０ｓ，再加入５ｍｍｏｌ／Ｌ的 菲 洛 嗪 溶 液０．１ｍＬ，室 温 下

静置１０ｍｉｎ，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后 于５６２ｎｍ处 测 定 其

吸光度Ａ２。以１ｍＬ去 离 子 水 代 替 样 液，测 定 在５６２ｎｍ处
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的吸光度Ａ０；以０．１ｍＬ去离子 水 代 替 菲 洛 嗪，测 定５６２ｎｍ

处的吸光度Ａ１。按照式（３）计算螯合力：

Ｒ＝ １－Ａ２－Ａ１Ａ（ ）０
×１００％ （３）

式中：

Ｒ———Ｆｅ２＋ 螯合力，％；

Ａ０———去离子水代替样液后在５６２ｎｍ处的吸光度；

Ａ１———去离子水代替菲洛嗪后在５６２ｎｍ处的吸光度；

Ａ２———加入样液后在５６２ｎｍ处的吸光度。

１．３　数据分析

试验重复测定３次，结果表示为平均值±标准 偏 差ＳＤ。

数据统计分析采用ＳＰＳＳ　１９．０软 件 进 行 一 维 方 差 分 析（ｏｎｅ－

ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ），差异显著性采用Ｄｕｎｃａｎ（邓肯）检验，检验水

平Ｐ＜０．０５。

２　结果与分析

２．１　鱼肉水解物水解度的测定

前期 试 验 发 现，采 用 胰 蛋 白 酶 水 解 金 带 细 鲹 鱼 肉３ｈ

后，水解物 的 抗 氧 化 性 和 功 能 特 性 较 好，测 定 水 解 度 为２０

．１８％。

２．２　反应产物ｐＨ值的变化

由图１可知，ＭＲＰｓ－１００的ｐＨ值 随 着 反 应 时 间 的 延 长

缓慢降低（Ｐ＜０．０５）。ＭＲＰｓ－１２０的ｐＨ 值 在 前４ｈ急 剧 降

低（Ｐ＜０．０５），４ｈ后ｐＨ值 趋 于 平 缓。ｐＨ值 的 降 低 主 要 是

因为美拉德反应过程 中 糖 和 水 解 产 物 受 热 发 生 降 解 生 成 一

些有机酸，包括甲酸 和 乙 酸 以 及 其 他 可 能 形 成 的 乳 酸、丙 酮

酸、柠檬酸和糖精酸等［１３］。对照组ｐＨ值无显著变化（Ｐ＞０

．０５）。

２．３　中间产物和褐变程度的变化

如图２所 示，ＭＲＰｓ－１２０的 Ａ２９４ｎｍ 和 Ａ４２０ｎｍ 显 著 高 于

ＭＲＰｓ－１００下的吸 光 值（Ｐ＜０．０５）。此 结 果 与 Ｙｉｌｍａｚ等［１６］

的研究相一致，ＭＲＰｓ－１２０的颜色与 ＭＲＰｓ－１００相比，变为更
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图１　美拉德反应产物的ｐＨ值随时间的变化
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图２　美拉德反应产物的中间产物和褐变程度随时间的变化
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深的 深 褐 色。对 照（１００，１２０℃）的Ａ２９４ｎｍ 无 明 显 变 化，而

Ａ４２０ｎｍ略有升高，原因可能 是 金 带 细 鲹 水 解 产 物 中 含 有 少 量

的还原糖，加热导致还原糖的焦糖化反应或者糖与肽之间的

美拉德反应。

２．４　游离氨基含量的变化

游离氨基的含量 变 化 是 用 来 比 较 美 拉 德 反 应 程 度 的 指

标［１７］。如图３所示，反 应 最 初２ｈ游 离 氨 基 的 含 量 迅 速 下

降，反应２ｈ时 ＭＲＰｓ－１２０的游离氨基的损失 速 率 是 ＭＲＰｓ－

１００的２．８８倍，反应２ｈ之后游离氨基的含量变化不显著（Ｐ

＞０．０５）。在美拉德反 应 的 初 期 阶 段，肽 类 或 者 蛋 白 质 的α－

氨基和赖氨酸残基的ε－氨基与葡萄糖的羰基发生反应，造成

这些高活性游离氨 基 大 量 减 少，而 其 它 氨 基 难 以 被 利 用，因

而加热处理后期游离氨 基 含 量 变 化 不 明 显［１８］。对 照 组 游 离

氨基酸的含量无显著变化（Ｐ＞０．０５）。

２．５　ＤＰＰＨ自由基清除活性

如图４所示，反应时间前３ｈ内，ＭＲＰｓ－１２０的ＤＰＰＨ清

除率显著增大，在４～６ｈ时趋于平缓。而 ＭＲＰｓ－１００的ＤＰ－

ＰＨ自由基 清 除 率 显 著 低 于 ＭＲＰｓ－１２０（Ｐ＜０．０５）。ＭＲＰｓ－

１００、ＭＲＰｓ－１２０ 对 ＤＰＰＨ 自 由 基 清 除 率 最 大 值 分 别 为

２６．１２％和８２．７０％。对 照 组ＤＰＰＨ自 由 基 清 除 活 性 随 着 反
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图３　美拉德反应产物的游离氨基含量随时间的变化
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图４　美拉德反应产物的ＤＰＰＨ自由基清除率

随时间的变化
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应时间延长略微增大，当 在６ｈ时，对 照－１２０的ＤＰＰＨ 自 由

基清除率只达 到１９．０４％。研 究 发 现 ＭＲＰｓ的ＤＰＰＨ 自 由

基清除活性在一定程度上与褐变程度有关，这可能是因为美

拉德反应在高级阶段会形成褐色高分子聚合物类黑精，此类

物质具有显著的抗氧化性［１９］。

２．６　还原力

如图 ５ 所 示，随 着 反 应 时 间 的 延 长，ＭＲＰｓ－１００ 和

ＭＲＰｓ－１２０的还原力都显 著 增 大（Ｐ＜０．０５），相 比 于 ＭＲＰｓ－

１００，ＭＲＰｓ－１２０表 现 出 了 较 强 的 还 原 力。反 应 ６ｈ 后，

ＭＲＰｓ－１２０的还原力是 ＭＲＰｓ－１００的２．１６倍，是对照－１２０的

７．１９倍。Ｊｉａｎｇ等［２０］也 发 现，在 整 个 美 拉 德 反 应 过 程 中，

ＭＲＰｓ的还原能力随反应时间的增加而增加。对照组反应６

ｈ后其还原力无明显变化（Ｐ＞０．０５）。

２．７　羟基清除活性

由图 ６ 可 知，随 着 反 应 时 间 的 延 长，ＭＲＰｓ－１００ 和

ＭＲＰｓ－１２０的羟基清除率逐 渐 降 低，相 比 未 反 应 前 分 别 降 低

１１．８１％和１７．２７％。而对照组 羟 基 清 除 率 基 本 没 有 变 化（Ｐ

＞０．０５）。结果说明美拉德反应使金带细鲹鱼肉水解产物
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图６　美拉德反应产物的羟自由基清除率随时间的变化
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的羟基清除活性下降。这与刘蒙蒙等［８］的研究结果不一致。

２．８　Ｆｅ２＋ 螯合能力

如图６所示，随着反应时间的延长，对照组Ｆｅ２＋ 螯合 力

无显著变化（Ｐ＞０．０５），ＭＲＰｓ－１００的Ｆｅ２＋ 螯合力略有减少，

反应６ｈ后 其 Ｆｅ２＋ 螯 合 力 相 比 对 照－１００减 少５．６０％，而

ＭＲＰｓ－１２０的Ｆｅ２＋ 螯合力显著减少，反应６ｈ后其Ｆｅ２＋ 螯合

力相比未反应前减少６７．３７％。其原因可能是因为金带细鲹
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图７　美拉德反应产物的Ｆｅ２＋ 螯合率随时间的变化

Ｆｉｇｕｒｅ　７　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　Ｆｅ２＋ｃｈｅｌａｔｉｎｇ　ａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＭＲＰｓ　ａｓ

ａ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅｓ

８２

基础研究 　 ２０１５年第１期



鱼肉水解产物中一 些 游 离 氨 基 酸、肽 链 和 蛋 白 质，其 侧 链 上

的氨基和羧基 能 与Ｆｅ２＋ 配 位，但 高 温 下 美 拉 德 反 应 使 这 类

物质大量减少，导致Ｆｅ２＋ 螯合能力也随之减弱［２１］。

３　结论

（１）当反应温度为１２０℃时，反应体系的ｐＨ值和游 离

氨基酸含量与１００℃时相比显著降低，中间产物及褐变程度

急剧增加，对照 组 没 有 显 著 变 化。说 明 较 高 的 反 应 温 度 下，

能够促进金带细鲹鱼 肉 蛋 白 水 解 物 与 葡 萄 糖 美 拉 德 反 应 的

进行。

（２）当反应温度为１２０℃时，反应产物的ＤＰＰＨ自由基

清除率和还原力与１００℃时相比大幅度提高，对照组没有显

著变化。有研究表明［１９］ＤＰＰＨ自 由 基 清 除 率 和 还 原 力 在 一

定程度上与褐变程度有关，可能是因为美拉德反应在高级阶

段会形成褐色高分子聚合物类黑精，此类物质具有显著的抗

氧化性。而羟基 清 除 率 和Ｆｅ２＋ 螯 合 力 的 降 低，可 能 是 因 为

某种游离氨基酸或肽的含量大量减少导致，具体原因还有待

进一步的研究探讨。

（３）虽然较高 反 应 温 度 够 促 进 美 拉 德 反 应 的 进 行 和 抗

氧化活性物质的生成，但也会生成一些对人体有害的物质如

中级产物羟 甲 基 糠 醛、丙 烯 酰 胺 和 晚 期 产 物 羧 甲 基 赖 氨 酸

等。如何抑制此类物质的生成，而又不影响 ＭＲＰｓ的抗氧化

活性，需进一步的分析研究。
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