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摘要：分别用胃蛋白 酶、中 性 蛋 白 酶 和 胰 蛋 白 酶 在 各 自 最 适

条件下酶解黄海海燕体壁制得酶解物，并应用电子自旋共振

波谱技术检测酶解物对ＤＰＰＨ和羟基自由基的抗氧化活性。
结果表明，黄海海燕体壁酶解物对ＤＰＰＨ和羟基自由基的清

除能力随浓度 升 高 而 增 强；酶 解 物 浓 度 在２０ｍｇ／ｍＬ时，胃

蛋白酶组、中性蛋白酶组和胰蛋白酶组对ＤＰＰＨ自由基的清

除率分别为（５２．２５±０．１４）％，（６８．３０±０．３７）％，（４６．２７±
０．４７）％，对羟基自 由 基 的 清 除 率 分 别 为（７２．６１±０．１７）％，
（８１．８２±０．７９）％，（５６．７７±０．２８）％；酶 解 物 具 有 较 明 显 的

抗氧化能力。
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黄海海燕（Ａｓｔｅｒｉｎａ　ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ）俗 称 海 星，属 海 星 纲 有

棘目海燕科，常见于中国黄海、渤海一带，是分布广泛的海洋

生物资源之一［１］，主 要 以 扇 贝、鲍 鱼、海 胆 等 海 珍 品 为 食，对

沿海的水产养殖造成巨大的危害。黄海海燕除含有蛋白质、

氨基酸、不饱和脂肪酸、微量元素和维生素等外，还含有大量

结构独特且具有生物活性的代谢产物，具有良好的生理活性

和药理活性［２］。由于海洋动物的生长环境特殊，其在生理和

药理方面具有陆地生物所没有的活性物质如海燕皂苷、海参

皂苷、虾 青 素、深 海 鱼 油、鲎 素，在 抗 氧 化 活 性 的 研 究 方 面 具

有潜在价值。到目前为止，具有抗氧化活性的酶解物已经从

许多类型的 海 洋 生 物 中 提 取 出 来，例 如 鱼 类［３］、鱿 鱼［４］、虾

类［５］、棘皮动物［６］和双壳类软体动物［７］。

刘小玲等［８］利用蛋白酶对罗非鱼鱼皮进行酶解，经试验

表明，鱼皮胶原肽对 羟 基 具 有 一 定 的 清 除 能 力，且 随 着 胶 原

肽浓度的增加而 增 大。王 莅 莎 等［９］经Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－１００凝 胶

过滤柱从雌、雄鲍鱼 脏 器 粗 多 糖 中 各 分 离 出 两 种 多 糖 组 分，

经测定其清除羟基自由基的ＩＣ５０分别为１．３８，０．９９，１．５１，１．

１９ｍｇ／ｍＬ。任俊凤 等［１０］通 过 木 瓜 蛋 白 酶 酶 解 河 豚 鱼 皮 提

取胶原蛋白肽，并对 其 抗 氧 化 活 性 进 行 了 研 究，确 定 蛋 白 肽

具有清除自由基的能力。盘 赛 昆 等［１１］通 过 对 鳙 鱼 肉 进 行 酶

解制备抗氧化活性 肽，结 果 表 明，酶 解 物 对 羟 基 自 由 基 的 最

高清除率可达到９１．２％。张爽等［１２］对鲍鱼外套膜酶解物进

行了抗氧化活性的研究，测定酶解物清除ＤＰＰＨ自由基和羟

基自由基的ＩＣ５０分别为１１．７６，１２．０７ｍｇ／ｍＬ。周大勇等［１３］

７３１



利用胃蛋白 酶、中 性 蛋 白 酶 和 胰 蛋 白 酶 对 鲍 鱼 内 脏 进 行 酶

解，测得３种酶解物对ＤＰＰＨ自由基清除率的ＩＣ５０值均为４

ｍｇ／ｍＬ，对羟基自 由 基 清 除 率 的ＩＣ５０值 分 别 为８，４，５ｍｇ／

ｍＬ。顾明广等［１４］对鱼皮 胶 原 蛋 白 进 行 酶 解 制 备 抗 氧 化 肽，

抗氧化活性试验结果表明，小分子量胶原蛋白清除ＤＰＰＨ自

由基的能力由原胶原蛋白的２６％提高到７４％。

电子自旋共 振（ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｓｐｉｎ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＥＳＲ）又 称 电 子

顺磁共振，是在磁场中测量临界状态下未成对的电子的理论

基础上发展而 来［１５］，可 以 探 测 和 识 别 具 有 未 成 对 电 子 的 分

子，是检测自 由 基 最 直 接 最 有 效 的 方 法［１６］。氧 自 由 基 容 易

引起细胞损伤，导 致 疾 病 发 生，对 机 体 危 害 极 大。本 试 验 主

要以黄海海燕体壁 为 原 料 制 备 酶 解 物，应 用 ＥＳＲ 技 术 检 测

粗酶解物对ＤＰＰＨ自由基和羟基自由基的清除作用，对不同

酶种所得酶解物的清除效果进行了对比，以期为黄海海燕体

壁酶解产物在保健食 品 开 发 相 关 领 域 的 应 用 提 供 一 定 的 理

论依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

１．１．１　材料与试剂

黄海海燕（Ａｓｔｅｒｉｎａ　ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ）：大 连 太 平 洋 海 珍 品 有

限公司；

胃蛋白酶：１３　２７４Ｕ／ｇ，上海生工生物股份有限公司；

胰蛋白酶：１０３　４０５Ｕ／ｇ，上海生工生物股份有限公司；

中性蛋白酶：７５　０００Ｕ／ｇ，南宁庞博生物工程有限公司；

ＤＰＰＨ：美国ｓｉｇｍａ－ａｌｄｒｉｃｈ公司；

ＤＭＰＯ：优级纯，上海阿拉丁试剂有限公司；

其余试剂：均为国产分析纯试剂。

１．１．２　主要仪器设备

冷冻离心机：ＲＣ－６ｐｌｕｓ型，美国Ｖｉｒｔｉｓ公司；

真空冷冻干燥机：ＺＫＢＴＥＳ－５５型，美国Ｖｉｒｔｉｓ公司；

干燥箱：ＰＨ０７０Ａ型，上海一恒科技有限公司；

集热式恒温 加 热 磁 力 搅 拌 器：ＤＦ－１０１Ｓ型，予 华 仪 器 有

限公司；

酶标仪：ｉｎｆｉｎｉｔｅＭ２００型，瑞士ＴＥＣＡＮ公司；

ｐＨ计：ＰＢ－１０型，赛多利斯科学仪器有限公司；

电子顺磁共振波谱仪：Ａ２００型，德国Ｂｒｕｋｅｒ　Ｏｐｅｒｔｉｃｓ公

司。

１．２　方法

１．２．１　黄海海燕的预处理　新鲜黄海海燕，去除内脏，自来

水清洗干净后，于干燥箱中烘干。用１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ浸泡，每６

ｈ更换一次 ＨＣｌ，直至 不 再 产 生 气 泡，用 去 离 子 水 洗 至 中 性，

在干燥箱（８０℃）中干燥２４ｈ后粉碎备用。

１．２．２　酶解液的制备　将８ｇ粉 碎 后 的 黄 海 海 燕 体 壁 粉 与

１００ｍＬ水混合，分别在胃蛋白酶、中性蛋白酶和胰蛋白酶的

最适条件下（胃蛋白酶３７℃，ｐＨ　２．０；中性蛋白酶４５℃，ｐＨ

７．０；胰蛋白酶３７℃，ｐＨ　８．０）按照２　５００Ｕ／ｇ·底物加入酶，

酶解３ｈ，酶解结束后置于沸水浴中灭酶１０ｍｉｎ，４　０００ｒ／ｍｉｎ

离心２０ｍｉｎ，取上清冷冻干燥后将３种酶的酶解物按照浓度

为１０，２０，３０，４０，５０ｍｇ／ｍＬ的梯度配成酶解液，置于－８０℃

冰箱中保存，备用。

１．２．３　肽 得 率 的 测 定　将 经 过 酶 解 的 粗 酶 解 液 与１０％

ＴＣＡ按照１∶１的比 例 混 合 均 匀，静 置３０ｍｉｎ后，采 用 福 林

酚法测定肽得率［１７］。

１．２．４　酶解 液 清 除 ＤＰＰＨ 自 由 基 活 性 测 定　２００μｍｏｌ／Ｌ

的ＤＰＰＨ 溶 液 和 不 同 浓 度 的 粗 酶 解 液 混 合，避 光 保 存３０

ｍｉｎ，立即吸入毛细管，放入谐振腔，在中心磁场强度３　３６８．６

Ｇ；微波功率５．３２ｍＷ；微波频率９．４４ＧＨｚ；放大倍 数１．４２

×１０４；调制幅度１．０Ｇ；调制频率１００ｋＨｚ；时间常数８１．９２

ｍｓ；转换时间４０ｍｓ条件下扫描。空白组中粗酶解液用去离

子水代替。以波谱信号第３个峰高值表示信号的相对强度，

按式（１）计算清除率：

清除率＝
空白组峰高－加样后峰高

空白组峰高 ×１００％ （１）

１．２．５　酶解液清除羟基自由基活性测定　将不同浓度的粗

酶解液与羟基自由基体系混合，４０℃水浴３０ｍｉｎ，立 即 吸 入

毛细管，放入谐振腔，在中心磁场强度３　３６９．０８Ｇ；微波功率

７４．８ｍＷ；微波频率９．４４ＧＨｚ；放大倍数１．００×１０５；调制幅

度１．０Ｇ；调制频率１００ｋＨｚ；时间常数１６３．８４ｍｓ；转换时间

１６０ｍｓ条件下扫描，空白 组 中 粗 酶 解 液 用 去 离 子 水 代 替，以

波谱信号第２个峰高 值 表 示 信 号 的 相 对 强 度，按 式（１）计 算

清除率：

１．２．６　统计学分析　试 验 中 做３组 平 行，数 据 用 平 均 值±

标准偏差的方式表示，利用ＳＰＳＳ对所得数据进行统计分析，

使用单向方差分析，Ｐ＜０．０５被认为是显著的。

２　结果与讨论

２．１　黄海海燕体壁酶解物肽得率

由图１可知，在中性蛋白酶和胰蛋白酶二者之间没有显

著性差异，胃蛋白酶与其他两种酶存在显著性差异。此结果

中 胃蛋白酶组数据与黄鹏等［１８］用胃蛋白酶酶解沙棘粕制备
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图１　３种蛋白酶对黄海海燕体壁进行酶解的肽得率
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生物活性 肽 报 道 的 肽 得 率４．５８％大 致 相 近；但 与 赵 鸿 霞

等［１９］报道用中性蛋白酶和胰 蛋 白 酶 酶 解 海 参 卵 所 得 肽 得 率

５０．４９％和３０．５１％的相比较低。

２．２　酶解液对ＤＰＰＨ自由基的清除作用

本试验采用电子 自 旋 共 振（ＥＳＲ）技 术 分 别 检 测 不 同 浓

度的黄海海燕体壁酶解液对ＤＰＰＨ自由基的清除效果，３种

酶解液（胃蛋白酶组、中性蛋白酶组和胰蛋白酶组）对ＤＰＰＨ

自由基都具有一定的清除效 果（图２），而 且 清 除 效 果 随 着 酶

解液浓度的升高而增强（图３）。胃 蛋 白 酶 组、中 性 蛋 白 酶 组

和胰蛋白 酶 组 对 ＤＰＰＨ 自 由 基 清 除 能 力 的ＩＣ５０值 分 别 为

１９．６８，１７．７１，２１．２３ｍｇ／ｍＬ，对于较高 浓 度 的 黄 海 海 燕 体 壁

酶解液，中性蛋 白 酶 的 酶 解 液 均 具 有 较 强 的 清 除 能 力（Ｐ＜

０．０５）。赵雅娉 等［２０］利 用 胃 蛋 白 酶 对 黄 海 海 燕 体 壁 进 行 酶

解 制 备 胶 原 蛋 白 肽 并 对 其 抗 氧 化 活 性 进 行 了 研 究，结 果 证
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标注不同大写字母 表 示 相 同 酶 解 物 浓 度 下 各 组 间 存 在 显 著 差

异（Ｐ＜０．０５）；标注不同小写字母表示各试验组内浓度梯度间数据存

在显著差异（Ｐ＜０．０５）

图２　３种蛋白酶酶解物对ＤＰＰＨ自由基的清除率
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图３　酶解物对ＤＰＰＨ自由基清除作用的ＥＳＲ图谱
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明，酶解物浓度为２０ｍｇ／ｍＬ时胃蛋白酶酶解物对ＤＰＰＨ自

由基的清除率为５２％，这与本试验中ＩＣ５０值相近。

２．３　酶解液对羟基自由基的清除作用

本试验采用电子 自 旋 共 振（ＥＳＲ）技 术 检 测 黄 海 海 燕 体

壁对粗酶解液对羟基自由基的清除效果，３种酶解液（胃蛋白

酶组、中性蛋白酶组和 胰 蛋 白 酶 组）对 羟 基 自 由 基 都 具 有 一

定的清除效果，如图４所 示，而 且 清 除 效 果 随 着 酶 解 液 浓 度

的升高而增强（清除率由ＥＳＲ峰 值 计 算，如 图５所 示），胃 蛋

白酶组、中性蛋白酶组和胰蛋白酶组对羟基自由基的清除能

力的ＩＣ５０值分别为１５．１７，１１．９４，１６．６５ｍｇ／ｍＬ。胃 蛋 白 酶

和中性蛋白酶酶解物 对 羟 基 自 由 基 清 除 率 没 有 显 著 差 别（Ｐ

＜０．０５），但是在１０ｍｇ／ｍＬ和２０ｍｇ／ｍＬ条件下，中 性 蛋 白

酶组对羟基自由基具有显著较高的清除率。
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标注不同大写字母 表 示 相 同 酶 解 物 浓 度 下 各 组 间 存 在 显 著 差

异（Ｐ＜０．０５）；标注不同小写字母表示各试验组内浓度梯度间数据存

在显著差异（Ｐ＜０．０５）

图４　３种蛋白酶酶解物对羟基自由基的清除率
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图５　酶解物对羟基自由基清除作用的ＥＳＲ图谱
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３　结论

本试验结果表 明，由 胃 蛋 白 酶、中 性 蛋 白 酶 和 胰 蛋 白 酶

酶解黄海海燕体壁所得到的酶解物对ＤＰＰＨ自由基和羟基

自由基都具有很好的清除作用，可以作为抗氧化清除自由基

的良好原料。并且中 性 蛋 白 酶 酶 解 物 对ＤＰＰＨ自 由 基 和 羟

基自由基具有明显的清除能力，其对ＤＰＰＨ自由基和羟基自

由基清除能力的ＩＣ５０值 分 别 为１７．７１，１１．９４ｍｇ／ｍＬ。黄 海

海燕体壁酶解液为开 发 新 型 功 能 性 海 洋 食 品 基 料 提 供 了 一

定的理论依据，将提高 黄 海 海 燕 的 利 用 价 值，并 将 扩 展ＥＳＲ

技术在水产品加工与检测方面的应用。
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ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００５，２２１（５）：６６７～６７４．

１７　杜 明，朱 蓓 薇，云 霞，等．酶 法 水 解 松 仁 蛋 白 的 最 佳 条 件 研 究

［Ｊ］．食品工业科技，２００３（６）：３６～３８．

１８　黄鹏，苏宁，王昌涛．沙棘生物活性肽的制备及功效 研 究［Ｊ］．食

品与机械，２０１０，２６（６）：６７～６９．

１９　赵鸿霞，周大勇，秦 磊，等．响 应 面 法 优 化 海 参 卵 酶 解 工 艺［Ｊ］．

食品与机械，２０１０，２６（５）：１１４～１１７．

２０　赵雅聘，刘山，赵鑫．黄海海燕体壁胶原蛋白肽的制备及其抗氧

化活性［Ｊ］．食品研究与开发，２０１４，３５（１）：５～８．
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３　Ｇ　Ｒｏｕｄａｕｔ，Ｃ　Ｄａｃｅｒｅｍｏｎｔ，Ｂ　Ｖａｌｌｅｓ　Ｐａｍｉｅｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｒｉｓｐｎｅｓｓ：ａ

ｃｒｉｔｉｃａｌ　ｒｅｖｉｅｗ　ｏｎ　ｓｅｎｓｏｒｙ　ａｎ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ［Ｊ］．Ｔｒｅｎｄｓ

ｉｎ　Ｆｏｏｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００２，１３（６～７）：２１７～２２７．

４　于泓鹏，曾庆孝．脆度的研究 方 法 及 其 控 制 参 数［Ｊ］．食 品 与 发

酵工业，２００４，３０（３）：８５～８９．

５　李自红，苏东民，张波，等．物性 测 试 仪 研 究 休 闲 食 品 的 特 性［Ｊ］．

中国农学通报，２０１１，２７（４）：３２６～３２９．

６　Ｍｉｔｓｕｒｕ　Ｔａｎｉｗａｋｉ，Ｔａｋａｎｏｒｉ　Ｈａｎａｄａ，Ｎａｏｋｉ　Ｓａｋｕｒａｉ．Ｄｅｖｉｃｅ　ｆｏｒ

ａｃｏｕｓｔｉｃ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｆｏｏｄ　ｔｅｘｔｕｒｅ　ｕｓｉｎｇ　ａｐｉｅｚｏｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｓｅｎｓｏｒ
［Ｊ］．Ｆｏｏｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２００６，３９（１０）：１　０９９～１　１０５．

７　Ｌｕｂｏｖ　Ｉｌｉａｓｓａｆｏｖ，Ｅｔａｌ　Ｓｈｉｍｏｎｉ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｓｅｎｓｏｒｙ　ｃｒｉｓｐｎｅｓｓ

ｏｆ　ｃｏａｔｅｄ　ｔｕｒｋｅｙ　ｂｒｅａｓｔ　ｂｙ　ｉｔｓ　ａｃｏｕｓｔｉｃ　ｓｉｇｎａｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｆｏｏｄ　Ｒｅ－

ｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２００７，４０（７）：８２７～８３４．

８　李春红，潘 家 荣，张 波．物 性 测 试 仪 对 休 闲 食 品 酥 脆 性 的 测 试

［Ｊ］．现代科学仪器，２００８（６）：５９～６２．

９　张 爱 霞，邓 宏 斌，陆 淳．感 官 分 析 技 术 及 其 在 食 品 工 业 中 的 应 用

［Ｊ］．乳业科学与技术，２００４（３）：１１３～１１４．

１０　李云飞，殷涌光，徐树来，等．食品物性学［Ｍ］．第二版．北京：中

国轻工业出版社，２０１０．

１１　吴谋成．食品分析与感官评定［Ｍ］．北京：中国农业大学出版社，

２００３．

１２　郝红涛，赵改名，柳艳霞，等．肉类制品的质构特性及其研 究 进

展［Ｊ］．食品与机械，２００９，２５（３）：１２５～１２８．

１３　罗应婷，杨钮娟．ＳＰＳＳ统计分析从基础到实践［Ｍ］．北京：电子

工业业出版社，２００７．

１４　贾瑜．韧性饼干力学 特 性 及 质 地 评 价 的 研 究［Ｊ］．江 苏：江 苏 大

学，２０１０．
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