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摘要!以
R̀ S̀

自由基!

[S

自由基清除能力和还原力为评

价指标%探究
@

S

!温度!食品配料!金属离子!防腐剂以及体

外模拟胃!肠道消化对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响$结

果表明&鱼鳔胶原肽在酸性环境中抗氧化活性保持得较好%

在碱性条件下丧失较快'鱼鳔胶原肽具有较强的耐热性%高

温不会降低其抗氧化活性'蔗糖!葡萄糖以及防腐剂"苯甲酸

钠和山梨酸钾#对鱼鳔胶原肽的活性影响不明显%但添加高

浓度的食盐会降低鱼鳔胶原肽的抗氧化活性'金属离子

c2

$f

!

M4

$f对鱼鳔胶原肽抗氧化活性的影响较大%

M-

$f的影

响较小%

U

f

!

\

3

$f无显著影响'模拟胃肠道消化对鱼鳔胶原

肽抗氧化活性无显著影响$

关键词!鱼鳔'胶原肽'抗氧化活性'稳定性
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肽类物质是安全性较高的一类抗氧化剂$目前有关抗氧

化肽的研究也越来越多$但多集中于抗氧化肽的制备)

&N$

*

(

分离纯化和多肽序列鉴定方面)

#N;

*

$而关于多肽在加工(贮

藏过程中抗氧化稳定性的研究相对较少%目前$已有少部分

生物活性肽作为保健食品与药物实现工业化生产)

:

*

%多肽

类物质在不同的加工贮藏条件下$如高温(酸碱(金属离子(

食品配料(防腐剂等易发生水解(氧化(脱酰胺(环化等化学

反应$导致多肽结构和性质变化$造成活性降低甚至缺

失)

"N(

*

%

V=4

等)

!

*研究发现$多肽与糖发生美拉德反应可以

增强其抗氧化活性%另外$多肽被加工成功能食品或药物

后$最后还是要在人体环境中发挥作用$人体消化环境较为

复杂$消化过程中多肽活性的稳定性对其能否发挥作用至关

重要%已有研究)

)N&%

*报道$多肽在模拟胃肠道消化过程中$

抗氧化活性会发生改变%因此研究其在胃液和肠液的抗氧

化稳定性具有重要意义%

鱼鳔富含胶原蛋白$含量高达
!%̂

以上$是胶原蛋白肽

)



制备的良好原料)

&&

*

%课题组)

&$

*前期研究表明鱼鳔胶原肽具

有较强的抗氧化活性$但目前还没有关于加工贮藏条件对鱼

鳔胶原肽抗氧化活性影响的相关研究报道%本试验以

R̀ S̀

自由基清除活性(

[S

自由基清除活性(还原力
#

种

为评价指标$研究
@

S

(温度(食品配料(金属离子(防腐剂和

体外模拟胃肠道消化对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响$为

鱼鳔胶原肽功能性食品或者抗氧化剂的开发提供理论参考%
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材料与方法
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!

材料与仪器

&6&6&
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材料与试剂

草鱼鱼鳔"平均长度!
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"分析纯$美国
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UM/

(无水
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苯甲酸钠(山梨酸钾(
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乙醇(磷酸二氢钠(磷酸氢二钠(
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(水杨酸(
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O7M/
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"分析纯$国药集团化

学试剂有限公司%

&6&6$
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主要仪器和设备

酶标仪"

D

G

27E

3

S&

型$美国伯腾仪器有限公司+

电子天平"

*?b$%%+;

型$沈阳龙腾电子有限公司+

冷冻干燥机"

QTb+&R+!%

型$北京亚泰科隆仪器技术有

限公司+

紫外可分光光度计"

P<+#$%%

型$上海美谱达仪器有限

公司+

数显恒温水浴锅"

SS+!

型$国华电器有限公司+

@

S

计"

R*QA'#$%

型$梅特勒
+

托利多仪器有限公司+

离心机"

:;#%Y

型$艾本德中国有限公司%
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方法

&6$6&
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鱼鳔胶原肽的制备工艺

草鱼鱼鳔
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解冻清洗
%

剪碎"

&9,e&9,

#
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>-[S

浸泡
&1

%

%6&:̂

硫酸浸泡
&1

%

中性
!%_

热水浸提

$1

%

冷冻干燥"样品温度
N:_

%冷阱温度
N!%_

%真空度

&6% -̀

#得鱼鳔明胶
%

调节底物"浓度
#6%)̂

!温度
:%_

和

@

S"6%

#

%

加风味蛋白酶酶解
()6#; ,.2

%

沸水浴灭酶

&%,.2

%

(:%%E

(

,.2

离心
&%,.2

%

上清液过
;:

#

,

水相膜

后冷冻干燥"样品温度
N: _

%冷阱温度
N!% _

%真空度

&6% -̀

#

%

鱼鳔胶原肽粉

&6$6$

!@

S

对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响
!

将鱼鳔胶原

肽配制成
$%,

3

'

,Q

的溶液$用适宜浓度的
SM/

和
>-[S

溶液将鱼鳔胶原肽溶液
@

S

分别调至
$6%

$

;6%

$

"6%

$

!6%

$

&%6%

$

&$6%

$室温下放置
$1

后将溶液
@

S

调回中性
(6%

%分别测定

鱼鳔胶原肽的
R̀ S̀

自由基清除能力(

[S

自由基清除能力

和还原力%

&6$6#

!

温度对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响
!

将鱼鳔胶

原肽配制成
$%,

3

'

,Q

的溶液$分别在
$%

$

;%

$

"%

$

!%

$

&%%_

水浴条件下保持
$1

$再用冰水快速冷却至室温)!

$:a

$

#

_

*%分别测定鱼鳔胶原肽的
R̀ S̀

自由基清除能力(

[S

自由基清除能力和还原力%

&6$6;

!

食品配料对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响
!

将鱼

鳔胶原肽配制成
$%,

3

'

,Q

的溶液$分别单独添加不同溶度

!

$̂

$

;̂

$

"̂

$

!̂

$

&%̂

#的
>-M/

(葡萄糖(蔗糖$混合均匀

后室温放置
$1

%分别以相应浓度的
>-M/

(葡萄糖(蔗糖的

去离子水溶液为对照$排除
>-M/

(葡萄糖(蔗糖对鱼鳔胶原

肽抗氧化检测的干扰%分别测定鱼鳔胶原肽的
R̀ S̀

自由

基清除能力(

[S

自由基清除能力和还原力%

&6$6:

!

金属离子对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响
!

将鱼

鳔胶原肽配制成
$%,

3

'

,Q

的溶液$分别添加不同浓度!

&

$

$

$

#

$

;

$
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'

Q

#的
U

f

(

M-

$f

(

\

3

$f

(

M4

$f

(

c2

$f离子$室温

放置
$1

%以相应浓度
U

f

(

M-

$f

(

\

3

$f

(

M4

$f

(

c2

$f离子的

去离子水溶液为对照$排除金属离子本身对鱼鳔胶原肽抗氧

化检测的干扰%分别测定鱼鳔胶原肽的
R̀ S̀

自由基清除

能力(

[S

自由基清除能力和还原力%

&6$6"

!

防腐剂对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响
!

将鱼鳔

胶原肽配制成
$%,

3

'

,Q

的溶液$分别添加
%6%:̂

$

%6&%̂

$

%6&:̂

$

%6$%̂

$

%6$:̂

的苯甲酸钠和山梨酸钾$混合均匀后

室温放置
$1

$以相应浓度的苯甲酸钠和山梨酸钾的去离子

水溶液为对照$排除防腐剂对鱼鳔胶原肽抗氧化检测的干

扰%分别测定鱼鳔胶原肽的
R̀ S̀

自由基清除能力(

[S

自

由基清除能力和还原力%

&6$6(

!

模拟胃(肠道消化对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响

在
#(_

用胃蛋白酶酶解模拟胃部消化$再用胰液素酶

解模拟肠道消化%配制
$%,

3

'

,Q

的鱼鳔胶原肽溶液用

&,=/

'

Q

的
SM/

调
@

S

至
$6%

$按酶与底物比!)

N

*')

D

*#为

&̂

加入胃蛋白酶$震荡酶解
$1

%酶解结束后$沸水浴

&%,.2

灭酶$快速冷却至室温后$

(:%%E

'

,.2

离心
&:,.2

$

取上清液分为
$

份$一份用于抗氧化活性测定$一份用于模

拟肠道消化%用
%6),=/

'

Q

的
>-SM[

#

溶液将
@

S

调为
:6#

$

再用
>-[S

进一步将
@

S

调至
(6:

$按)

N

*')

D

*为
&̂

加入胰

液素$震荡酶解
$1

$沸水浴
&%,.2

灭酶$测定抗氧化活性%

分别以相同条件未加鱼鳔胶原肽的胃蛋白酶(胰液素灭活溶

液为对照$排除灭活后胃蛋白酶(胰液素的干扰)

&#N&;

*

%

&6$6!

!

R̀ S̀

自由基清除能力的测定
!

根据文献)

&:

*修改

如下"用
):̂

乙醇配制
%6$ ,,=/

'

Q R̀ S̀

溶液$各取

&%%

#

Q

鱼鳔胶原肽溶液与
R̀ S̀

溶液于
)"

孔酶标板混合

均匀$常温避光反应
#%,.2

$于
:&(2,

处测定吸光值!

*

&

#%

以
&%%

#

Q):̂

乙醇代替
R̀ S̀

溶液与
&%%

#

Q

去离子水反

应为空白组!

*

%

#$以
&%%

#

QR̀ S̀

溶液与
&%%

#

Q

去离子水

反应为对照组!

*

$

#%按式!

&

#计算
R̀ S̀

自由基清除率%

N

A

*

$

V

*

&

*

$

V

*

%

B

&%%̂

$ !

&

#

式中"

N

&&&

R̀ S̀

自由基清除率$

^

+

*

$

&&&

R̀ S̀

与去离子水反应的吸光值+

*

&

&&&

R̀ S̀

与样品反应的吸光值+

*

%

&&&

):̂

乙醇与样品反应的吸光值%

%&

基础研究
!

$%&(

年第
)

期



&6$6)

!

[S

自由基清除能力的测定
!

根据文献)

&"

*修改如

下"取
&6%,Q

鱼鳔胶原肽溶液依次加入
$,Q&6!,,=/

'

Q

O7?[

;
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&6: ,Q&6! ,,=/
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Q

水 杨 酸&乙 醇 和
%6& ,Q

!6!,,=/

'

Q S

$

[

$

$

#( _

水浴
#% ,.2

%反应 结 束 后 取

$%%

#

Q

混合液于
)"

孔酶标板$于
:&%2,

处测定样品吸光

值!

*

.

#$以去离子代替样品液的吸光值!

*

%

#%按式!

$

#计算

[S

自由基清除率%

N

A

*

%

V

*

.

*

%

B

&%%̂

$ !

$

#

式中"

N

&&&

[S

自由基清除率$

^

+

*

.

&&&样品反应的吸光值+

*

%

&&&去离子水代替样品反应的吸光值%

&6$6&%

!

还原力的测定
!

根据文献)

&(

*修改如下"取鱼鳔胶

原肽溶液
$,Q

(磷酸盐缓冲液!

%6$,=/

'

Q

$

@

S"6"

#

$,Q

(

&̂ U

#

O7M>

"

溶液
$,Q

$混合均匀后
:%_

水浴
$%,.2

$反

应结束后加入
&%̂

三氯乙酸
$ ,Q

$

#%%%E

'

,.2

离心

&%,.2

$溶液由黄色变为蓝色$于
(%%2,

处测定吸光值%

&6$6&&

!

活性保持率的测定
!

分别测定鱼鳔胶原肽处理前抗

氧化活性和处理后的抗氧化活性$按式!

#

#计算活性保持率%

Q

A

*

&

*

%

B

&%%̂

$ !

#

#

式中"

Q

&&&活性保持率$

^

+

*

%

&&&处理前抗氧化活性+

*

&

&&&处理后的抗氧化活性%

$

!

结果与讨论
$6&

!@

S

对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响

由图
&

可知$在
@

S

为
$

"

"

时$鱼鳔胶原肽的
R̀ S̀

(

[S

自由基清除活性保持率较高$但在
@

S

为
!

"

&$

时$活性

保持率下降迅速$

@

S

为
&$

时最低$

R̀ S̀

自由基(

[S

自由

基清除活性保持率均低于
&%̂

$失去大部分活性$可能是碱

性条件下$多肽易发生消旋作用$造成一些
0+

型氨基酸变成

@+

型氨基酸$进而引起极性和空间位阻等结构性质变化$降

低生物活性)

&!

*

%因此$酸性条件有利于鱼鳔胶原肽
R̀ S̀

自由基(

[S

自由基清除活性保持$强碱环境容易造成活性

损失%

c1-2

3

等)

&)

*研究大黄鱼肉多肽的抗氧化稳定性$结果

图
&

!@

S

对鱼鳔胶原肽抗氧化活性的影响

O.

3

4E7&

!

*BB79C=B

@

S=2-2C.=F.8-2C-9C.K.C

G

=B9=//-

3
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发现多肽在酸性条件活性较高$碱性环境活性易损失$与本

研究结果一致%当
@

S

为
$

"

&$

时$鱼鳔胶原肽还原力活性

保持率较高$并且
@

S

对其无显著影响!

`

"

%6%:

#$可能是还

原力主要反映的是得失电子和还原能力$与酸碱环境无

关)

$%

*

%此结果与吴静等)

$&

*的研究结果一致%综上所述$在

加工利用过程中$建议鱼鳔胶原肽在偏酸性中使用$避免处

于强碱性环境下%

$6$

!

温度对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响

高温和热处理是食品加工常用的手段之一$在温度较高

的条件下$功能性食品是否能保持高活性$是评价其能否作

为具有商业潜力产品的重要因素之一)

$$

*

%由图
$

可知$在

$%

"

!%_

时$

R̀ S̀

自由基清除活性保持率和还原力保持

率基本无明显变化!

`

"

%6%:

#$且
&%%_

时$

$

种活性保持率

均有显著提高!

`

"

%6%:

#%这可能是高温可以在一定程度改

变多肽的空间构象$进而使活性发生一定的变化)

$#

*

%而温

度对鱼鳔胶原肽
[S

自由基清除活性保持率无显著影响

!

`

"

%6%:

#$活性保持率均在
)(6(#̂

以上%综上所述$鱼鳔

胶原肽具有很好的耐热性$高温不会降低其抗氧化活性$

&%%_

高温时$

R̀ S̀

自由基清除活性和还原力反而有所

升高%

图
$

!

温度对鱼鳔胶原肽抗氧化活性的影响

O.

3

4E7$

!

*BB79C=BC7,

@

7E-C4E7=2-2C.=F.8-2C-9C.K.C

G

=B

9=//-

3

72

@

7

@

C.87DBE=,DJ.,,.2

3

I/-887ED

$6#

!

食品配料对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响

由图
#

!

-

#(!

I

#可知$添加
$̂

"

&%̂

的葡萄糖和蔗糖对

鱼鳔胶原肽的
R̀ S̀

(

[S

自由基清除活性保持率没有显著

影响!

`

"

%6%:

#$可能是在室温(短时!

$1

#条件下$葡萄糖和

蔗糖与多肽相互作用较弱$发生美拉德反应程度也非常低%

此结果与李致瑜等)

$;

*的研究一致%由图
#

!

9

#可知$随着葡

萄糖浓度的增大$还原力保持率也逐渐升高$当葡萄糖浓度

&%̂

时$还原力相比未添加葡萄糖的样品增加了
&:̂

+蔗糖

的添加对鱼鳔胶原肽还原力无显著影响!

`

"

%6%:

#%

>-M/

浓度低于
;̂

$鱼鳔胶原肽的抗氧化活性保持率依然较高$损

失较少$但随着
>-M/

浓度的提高$鱼鳔胶原肽的
R̀ S̀

(

[S

自由基清除活性保持率和还原力保持率均逐渐下降$而且

>-M/

浓度对
[S

自由基清除活性保持率的影响最大%当

>-M/

浓度
&%̂

时$活性保持率降低为
"$6"&̂

+

R̀ S̀

自由

基清除活性保持率次之$降低为
($6&%̂

+还原力保持率最

小$活性保持率为
!&6%$^

%这可能是盐离子电荷屏蔽效应

&&
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图
#

!

食品配料对鱼鳔胶原肽
R̀ S̀

自由基清除活性!

[S

自由基清除活性!还原能力的影响

O.

3

4E7#

!

*BB79C=BB==8-4F./.-E

G

=2R̀ S̀E-8.9-/D9-K72.2

3
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G

%
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3
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G

%
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@
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@
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中和肽的静电排斥力$进而导致其聚集凝结$降低了鱼鳔胶

原肽的作用浓度及抗氧化活性)

&)

*

%综上所述$在利用鱼鳔

胶原肽作功能食品加工时$蔗糖和葡萄糖的添加$对鱼鳔胶

原肽的抗氧化活性没有影响$而应避免添加高浓度的食盐%

$6;

!

金属离子对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响

一些金属离子!如
M-

$f

$

U

f

$

M4

$f

$

\

3

$f

$

c2

$f等#广泛

存在食品体系中$适量摄入金属离子有利于维持机体的生理

平衡$但是过量的金属离子易损害机体健康%因此$研究金

属离子对鱼鳔胶原肽的抗氧化稳定性具有重要意义%由图
;

可知$

U

f和
\

3

$f对鱼鳔胶原肽的
R̀ S̀

自由基清除活性

无显著影响!

`

"

%6%:

#$随着浓度增大$

M-

$f对
R̀ S̀

自由基

清除活性保持率有小幅降低$但活性仍然保持在
)&6(!̂

以

上%

M-

$f

$

U

f

$

\

3

$f 对鱼鳔胶原肽
[S

自由基清除活性和

图
;

!

金属离子对鱼鳔胶原肽
R̀ S̀

自由基清除能力!

[S

自由基清除活性!还原能力的影响

O.

3

4E7;

!

*BB79C=B,7C-/.=2D=2R̀ S̀E-8.9-/D9-K72.2

3

-9C.K+

.C

G

%
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3

-9C.K.C

G

%
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3@
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还原力保持率无显著影响%

M4

$f和
c2

$f会显著降低鱼鳔胶

原肽的抗氧化活性$其
R̀ S̀

(

[S

自由基清除能力和还原

力保护率均有不同程度的降低$还原力保持率降低最多$

R̀ S̀

自由基 清 除 活 性 次 之%当
M4

$f 和
c2

$f 浓 度 为

:,,=/

'

Q

时$还原力分别降低至
$!6"(̂

和
&!6)$̂

$可能是

M4

$f和
c2

$f能和鱼鳔胶原肽发生螯合作用$形成螯合物$导

致抗氧活性降低)

$:

*

%此结果与胡晓等)

$"

*研究的金属离子对

鸢乌贼肽的抗氧化稳定性结果一致%综上所述$金属离子

c2

$f

(

M4

$f对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响较大$

M-

$f的

影响较小$

U

f

(

\

3

$f无显著影响$加工过程中应避免鱼鳔胶

原肽与铜和锌制器皿接触$防止抗氧化活性损失%

$6:

!

防腐剂对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响

防腐剂被广泛用于食品加工以防止产品发生腐败$延长

$&

基础研究
!

$%&(
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产品的货架期%因此$研究防腐剂对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定

性的影响十分有必要%苯甲酸钠(山梨酸钾对鱼鳔胶原肽抗

氧化活性保持率的变化规律见图
:

%苯甲酸钠和山梨酸钾对

鱼鳔胶原肽
R̀ S̀

自由基清除活性保持率有一定的升高$但

各浓度之间无显著差异!

`

"

%6%:

#$而对
[S

自由基清除活

性和还原力保持率无显著影响!

`

"

%6%:

#%赵明谋等)

$(

*发现

苯甲酸钠对蓝圆
!

多肽抗氧化稳定性的影响较小$而且随着

浓度增加$变化也不明显%因此$在加工鱼鳔胶原肽时$合理

范围使用防腐剂山梨酸钾和苯甲酸钠对其抗氧化活性无显

著影响%

$6"

!

模拟胃"肠道消化对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响

由图
"

可知$胃蛋白酶消化
$1

后$鱼鳔胶原肽的

R̀ S̀

(

[S

自由基清除活性和还原力保持率变化均不显著

!

`

"

%6%:

#%经肠道酶胰蛋白酶消化
$1

后$鱼鳔胶原肽的抗

图
:

!

防腐剂对鱼鳔胶原肽
R̀ S̀

自由基清除能力!

[S

自

由基清除活性!还原能力的影响

O.

3

4E7:

!
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图
"

!

体外模拟胃肠道消化对鱼鳔胶原肽抗氧化活性的影响

O.

3

4E7"

!

*BB79C=BD.,4/-C78

3

-DCE=.2C7DC.2-/8.

3

7DC.=2.2

K.CE==2-2C.=F.8-2C-9C.K.C

G

=B9=//-

3

72

@

7

@
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3
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氧化活性保持率无明显变化!

`

"

%6%:

#$说明鱼鳔胶原肽具

有很好的消化稳定性$胃肠道酶对其没有影响%

#

!

结论
本试验以

R̀ S̀

自由基清除活性(

[S

自由基清除活性

和还原力
#

种抗氧化模型为评价体系$研究多种加工贮藏条

件和模拟胃肠道消化对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响%

结果表明$鱼鳔胶原肽对碱的耐受性差$中性偏酸性条件有

利于其抗氧化活性的保持+耐热性好$高温不会降低其活性+

金属离子
c2

$f

(

M4

$f对鱼鳔胶原肽抗氧化稳定性的影响较

大$

M-

$f的影响较小$

U

f

(

\

3

$f无显著影响%蔗糖和葡萄糖

的添加对鱼鳔胶原肽的抗氧化活性影响不显著$而食盐会降

低其活性+防腐剂苯甲酸钠(山梨酸钾对鱼鳔胶原肽抗氧化

活性的影响较小+鱼鳔胶原肽具有较好的耐消化性$胃肠道

酶对其抗氧化活性无显著影响%因此$鱼鳔胶原肽具有较好

的抗氧化稳定性$本研究可为鱼鳔胶原肽合理加工利用提供

一定的理论依据%后续可对鱼鳔胶原肽进行分离纯化$深入

研究鱼鳔胶原肽的抗氧化组分%
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欧洲议会议员
!

月
"#

日在有关!毒鸡蛋"问题的辩论

上称#欧盟应完善食品安全信息共享机制#并谴责有责任

的成员国#呼吁制裁存在欺诈行为的杀虫剂制造商$

欧洲议会议员在辩论中谴责了未能及时将鸡蛋受氟

虫腈污染一事通报欧盟食品和饲料快速预警系统的成员

国#并呼吁进一步完善这一信息共享机制$

氟虫腈是可杀灭跳蚤%螨和虱的杀虫剂#人类如大剂

量食用可致肝功能%肾功能和甲状腺功能受损#被世界卫

生组织列为!对人类有中度毒性"的化学品$ 欧盟法律规

定#氟虫腈不得用于人类食品产业链的畜禽养殖中#食品

中的氟虫腈残留不能超过
$%$$& '()*(

$

!毒鸡蛋"

+$#,

年
-

月初在比利时被曝光#该国食品安

全局发现从荷兰进口的鸡蛋中含有氟虫腈$ 荷兰随后展开

调查#发现与一家为养鸡场提供杀虫服务的专业公司!鸡

之友" 有关$ 由于荷兰是欧洲禽类产品主要出口国之一#

!毒鸡蛋"事件持续发酵#截至目前已波及
++

个欧盟成员

国及中国香港$

&来源'食品伙伴网(

信 息 窗

欧洲议会议员!欧盟应加强食品安全信息共享

;&

基础研究
!
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