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二步酶解法制备鱼鳞明胶抗氧化肽及其

抗氧化活性研究
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摘要!通过碱性蛋白酶进行第一步酶解$胰蛋白酶!风味

蛋白酶!木瓜蛋白酶和胃蛋白酶分别进行第二步酶解制

备鱼鳞明胶抗氧化肽"结果表明$二步酶解法能有效提

高酶解物的水解度$降低水解物的分子量$碱性蛋白酶)

胰蛋白酶水解物具有显著的自由基清除能力和
&<

!o螯合

能力"通过响应面优化的胰蛋白酶最佳二步酶解工艺

为#底物浓度
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关键词!二步酶解'鱼鳞明胶'抗氧化肽
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中国是淡水鱼养殖大国'
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年'淡水鱼养殖

年产量为
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#
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万
C

'淡水鱼养殖产量逐年增加'

而淡水产品加工总量只有
*$!

#

("-

万
C

'加工利用率仅

为
#*;++W

#

#$;"$W

,

#N)

-

(另一方面'鱼类加工的副产物

主要包括鱼头+皮+鳍+鳞+卵和内脏等'约占加工鱼类生

物量的
$"W

以上'这些副产物少部分被加工成低廉的饲

料'大部分被直接丢弃造成环境污染和资源浪费'一定程

度上影响了渔业和水产养殖业的经济效益,
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(

活性氧自由基在生物体信号传导过程中发挥重要作

用'但当机体内的自由基过剩时则可能导致细胞损伤'诱

发糖尿病+冠心病和癌症等诸多疾病,

-

-

(抗氧化肽可以

提高抗氧化酶的活力从而降低活性氧自由基的水平'保

护细胞抵御自由基介导的氧化应激损伤,

,

-

(酶解工艺是

抗氧化肽制备的关键'主要的酶解方法包括单酶法,

#"N##

-

和多酶分步酶解法,
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(如
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等,
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等,
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分别通过单酶法制备敏鱼鱼鳔和海蜇头抗氧化肽'
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等,
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-和
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等,
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-分别通过双酶二步酶解法制备

罗非鱼和带鱼鱼肉抗氧化肽(与单酶解法相比'双酶二

*&!

&PP'QRMSTUV/@%

第
*)

卷第
)

期 总第
!##

期
"

!"#,

年
)

月
"



步酶解法具有酶切位点多+酶解程度高'更易制备高抗氧

化活性肽的优势,

-

-

(

因此'本研究拟以草鱼鱼鳞为原料'通过双酶二步酶

解法制备草鱼鱼鳞明胶抗氧化肽'为草鱼鱼鳞的提值增

效和提高淡水鱼产品加工利用率提供参考(并通过响应

面试验对二步酶解工艺进行优化'为草鱼鱼鳞明胶抗氧

化肽的制备提供一种高效+省时+经济的方法(
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材料与方法
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材料与仪器
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材料与试剂
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%+抑肽酶$索莱宝生物科技有限公司&

乙腈+三氟乙酸+细胞色素
S

+

L0

还原型谷胱甘肽和

羟脯氨酸$色谱纯'索莱宝生物科技有限公司&

其他试剂均为分析纯(

#;#;!

!

仪器与设备
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有限公司(
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方法
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鱼鳞明胶抗氧化肽的制备
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根据文献,
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-的方法

制备草鱼鱼鳞明胶(第一步酶解的方法参考文献,
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修改如下$称取
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'酶解结束后煮沸
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冷却后'
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离心
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'上清液冻干(称取
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冻干的碱性蛋白酶水解物按表
#

进行第二步酶解'酶解结

束后煮沸灭酶
#"136

'离心取上清液(一部分上清液用于

测定抗氧化活性+氨基态氮含量'另一部分冻干保存待用(

所使用酶的活力按
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水解度的测定
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采用甲醛滴定法测定水解液中氨

基氮的含量,
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'参照
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分子量的测定
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.清除能力$根据文献,
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清除能力$根据文献,
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响应面试验设计
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作图(试验数据
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个平行样品的平均值(
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结果与分析
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二步酶解对水解度的影响

水解度通常用于检测蛋白质肽键断裂释放出短链多

肽的程度'水解度越大肽键断裂释放出的短链多肽越

多,

!*N!(

-

(二步酶解对水解度的影响如图
#

所示'在碱性

蛋白酶水解的基础上'加入胰蛋白酶+风味蛋白酶+木瓜

蛋白和胃蛋白酶二步酶解后水解度分别提高了
#);)!W

'

#+;,,W

'

#*;$!W

'

$;$-W

'碱性蛋白酶)风味蛋白酶水解

物的水解度最大为
!+;$*W

'表明二步酶解可以显著提高

酶解物的水解度(这一结果与
Y86

等,

!(

-和
Y36C78B21I26

等,

!)

-的结果一致(螺旋藻蛋白通过碱性蛋白酶酶解水解

度为
!);(+W

'而通过碱性蛋白酶和木瓜蛋白酶二步酶解

水解度为
*!;,"W

'水解度增大了
+;(*W

,

!(

-

(凡纳滨对虾

通过自源酶#胰蛋白酶+胰凝乳蛋白酶和弹性蛋白酶%进

行自体分解'水解度为
*);*#W

'通过
";)W

和
#;"W

碱性

蛋白酶进行二步酶解后'水解度分别为
(!;!-W

和

((;,*W

'水解度分别增大了
$;,+W

和
,;$!W

,

!)

-

(

字母不同表示差异显著#

L

#

";")

%

图
#

!

二步酶解对水解度的影响
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!

二步酶解对分子量的影响

如图
!

所示'碱性蛋白酶水解物以及
(

种酶的二步

酶解物的体积排阻色谱图中主要的峰均为
(

个'表明水

解物由
(

组不同分子量范围的组分组成(

图
!

!

水解物的体积排阻色谱图
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!
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!!

如表
!

所示'与碱性蛋白酶水解物相比'胰蛋白酶+

风味蛋白酶和木瓜蛋白酶二步酶解物中分子量较大的组

分
U

+

UU

和
UUU

的相对含量减小'而分子量较小的组分
U]

的相对含量增大'表明胰蛋白酶+风味蛋白酶和木瓜蛋白

酶能够将碱性蛋白酶水解物中大分子量的肽段进一步水

解成分子量更小的肽段(可能是胰蛋白酶+风味蛋白酶

和木瓜蛋白酶在二步酶解过程中引入了新的酶切位点'

以胰蛋白酶为例'其酶切位点是赖氨酸和精氨酸'在二步

酶解过程中胰蛋白酶可以将含有赖氨酸和精氨酸的大分

子量多肽进一步酶解成分子量更小的多肽(

!;*

!

二步酶解对抗氧化能力的影响

如图
*

所示'草鱼鱼鳞明胶经过碱性蛋白酶酶解后'

水解物的
'LLT

.+.

PT

+

P

N

!

.清除率和
&<

!o螯合率分

别是
,;*-W

'

*$;+-W

'

*!;"$W

'

!);++W

'经过胰蛋白酶二

步酶解后水解物的
'LLT

.+.

PT

+

P

N

!

.清除率和
&<

!o

螯合率分别提高至
#$;,-W

'

,!;!-W

'

(*;##W

'

++;"*W

'显

著高于风味蛋白酶+木瓜蛋白酶和胃蛋白酶二步酶解物'

表明胰蛋白酶二步酶解物的抗氧化活性最强(另外'胰

表
!

!

水解物中各组分的分子量及其相对含量g

A2J4<!

!

RE4<>842I5<3

9

7C26=I<42C3F<>E6C<6CEG<2>7>E1

H

E6<6CEG7

D

=IE4

D

B2C<B

酶解

方法

组分
U

分子量*
'2

相对含量*
W

组分
UU

分子量*
'2

相对含量*
W

组分
UUU

分子量*
'2

相对含量*
W

组分
U]

分子量*
'2

相对含量*
W

M *$)+

#

+(*- );,- !!+-

#

*$)+ #*;## ##*-

#

!!+- *$;#" !$-

#

##*- (!;#+

. *)"$

#

)(-* ";-, !!*#

#

*)"$ $;,$ #"#(

#

!!*# *";#$ !"+

#

#"(# )*;$+

S *)-#

#

$!-$ !;(" !*#(

#

*)-# ,;") #"*)

#

!*#( *";#, !(#

#

#"*) )#;#*

' *(--

#

$),# !;+( !!#,

#

*(-- ,;$( #""-

#

!!#, *";,$ !!,

#

#""- ();,,

/ (#+#

#

+*!# *;"( !(,#

#

(#+# #!;*- #"*"

#

!(,# *(;!- !(#

#

#"*" (+;"+

!

g

!

M

碱性蛋白酶'

.

碱性蛋白酶
o

胰蛋白酶'

S

碱性蛋白酶
o

风味蛋白酶'

'

碱性蛋白酶
o

木瓜蛋白酶'

/

碱性蛋白酶
o

胃蛋白酶(
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图
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二步酶解对水解物的抗氧化能力的影响
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蛋白酶二步酶解物的.

PT

清除率和
&<

!o螯合率显著高

于阳性对照
.TA

'表明碱性蛋白酶和胰蛋白酶二步酶解

法制备的草鱼鱼鳞明胶抗氧化肽具有替代合成抗氧化剂

的应用前景(不同的酶其酶切位点不同'这是水解物具

有不同程度抗氧活性的主要原因'与单酶法相比'双酶二

步酶解法具有更多的酶切位点'可显著提高水解物的抗

氧化活性(如罗非鱼鱼皮明胶的中性蛋白酶水解物的

.

PT

清除率为
)!;!#W

'在此基础上通过碱性蛋白酶进

行二步酶解后'水解物的.

PT

清除率提高了
(+;"*W

'达

,,;!(W

,

!$

-

(水母明胶通过碱性蛋白酶和胰蛋白酶分别

单独酶解后水解物的
P

N

!

.清除率分别是
*-;*W

和

*";*W

'.

PT

清除率分别是
+-;,W

和
$$;)W

'而通过胰

蛋白酶和碱性蛋白酶二步酶解后水解物的
P

N

!

. 清除率

和.

PT

清除率分别是
)!;-W

和
,(;!W

,

!+

-

(

碱性蛋白酶和胰蛋白酶二步酶解物的高抗氧化活性

也可能是由其高的水解度和低的分子量分布所引起的(

!;#

+

!;!

结果证明'在碱性蛋白酶酶解的基础上'胰蛋白酶

进一步酶解不仅可以提高水解物的水解度'还可以将大

分子量多肽进一步酶解为小分子量多肽'降低水解物的

分子量分布(

%E8

等,

!-

-研究表明在一定的水解度范围

内'泥鳅蛋白水解物的.

PT

和
'LLT

.清除率随着水解

度的增大而增大(

Z36

等,

!,

-研究表明玉米蛋白在碱性蛋

白酶酶解的基础上'风味蛋白酶二步酶解后水解度增大

了
(W

'其
'LLT

.+.

PT

和
P

N

!

.清除率分别增大了

!,;",W

'

!";+*W

'

#!;$)W

(

S73

等,

*"

-研究表明分子量小

的水解物与自由基之间的相互作用更有效'而
P687

等,

*#

-研究证实分子量
#

#K'2

的比分子量
%

#K'2

的水

解物具有更显著的自由基清除能力和
&<

!o螯合能力(

!;(

!

响应面试验设计方案及结果

为进一步优化二步酶解条件'达到降低能耗+缩短时

间+提高酶解效率的目的'结合项目组前期研究'以碱性

蛋白酶)胰蛋白酶水解物的
&<

!o螯合率为考察指标'对

胰蛋白酶第二步酶解的
H

T

+温度和时间进行了三因素三

水平的
.E\0.<76K<6

响应面试验优化'试验设计及结果

分别见表
*

+

(

(

由表
)

可知'因素
"

+

+

对碱性蛋白酶)胰蛋白酶水

解物的
&<

!o螯合率影响显著#

L

#

";"#

%'因素
J

不显著

#

L

%

";")

%'交互相
"J

+

"+

和
J+

影响不显著#

L

%

";")

%&

表
*

!

.E\0.<76K<6

设计试验因素与水平

A2J4<*

!

&2>CEIB26=C7<3I4<F<4B8B<=GEI

.E\0.<76K<6=<B3

9

6

水平
M

H

T .

温度*
_ S

时间*
136

N# + (" #"

" - )" *"

# , $" )"

表
(

!

试验设计方案与结果

A2J4<(

!

/\

H

<I31<6C24=<B3

9

6B>7<1<53C7<\

H

<I31<6C24

I<B84CBGEII<B

H

E6B<B8IG2><2624

D

B3B

试验号
M . S &<

!o螯合率*
W

# N# N# " ();+$

! N# " # )-;*$

* " N# N# ($;,"

( N# " N# (";-"

) N# # " (+;)-

$ # " N# *);#,

+ " " " $";++

- " N# # )$;)*

, " " " )(;,-

#" # " # ((;"#

## # N# " *$;-(

#! # # " *(;$"

#* " " " ));""

#( " # # $*;,"

#) " # N# (-;!"

由
2

值可知'

*

个因素对碱性蛋白酶)胰蛋白酶水解物

的
&<

!o螯合率的影响依次是$时间
%H

T

%

温度(模型的

L

值为
";""!#

'达到极显著水平#

L

#

";"#

%'失拟项
2

值

为
";"**

'不显著#

L

%

";")

%'表明模型拟合良好(以
H

T

+

温度+时间为变量'碱性蛋白酶)胰蛋白酶水解物的
&<

!o

表
)

!

&<

!o螯合率为响应值的回归模型方差分析g

A2J4<)

!

M624

D

B3BEGF2I326><

$

MVP]M

%

EGI<

9

I<BB3E6<0

i

82C3E653C7&<

!o

>7<42C36

9

2J343C

D

2BI<B

H

E6B<

来源 平方和 自由度 均方
2

值
L

值

模型
##,+;"( , #**;"" !";"( ";""!#

''

M !#,;"" # !#,;"" *!;,, ";""!!

''

. -;)! # -;)! #;!- ";*"-+

S **(;!" # **(;!" )";*) ";""",

''

M. (;#* # (;#* ";$! ";($$"

MS #,;"- # #,;"- !;-- ";#)"+

.S ,;!$ # ,;!$ #;(" ";!,"+

M

!

)++;$( # )++;$( -+;"* ";"""!

''

.

!

*-;#, # *-;#, );+) ";"$#+

S

!

";#! # ";#! ";"#- ";-,-*

残差
**;#, ) $;$(

((((((((((((((((((((((

失拟项
#";,! * *;$( ";** ";-##!

纯误差
!!;!$ ! ##;#*

合计
#!*";!* #(

!

g

!'

表示差异显著#

L

#

";")

%'

''

表示差异极显著#

L

#

";"#

%&

;

!

a";,+*"

'

;

!

M=

:

a";,!()

'

;

!

LI<

a";-#+!

(
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螯合率为响应值'进行回归分析'得到回归方程$

4

#

aN-)!;"#*o!"*;!(,"o*;,"(Jo";+-,+N

";#"!"JN";#","+o+;$"-b#"

N*

J+N#!;)"-"

!

N

";"*!J

!

o(;)")b#"

N(

+

!

( #

)

%

!!

通过响应模型优化得到碱性蛋白酶)胰蛋白酶水解

物的
&<

!o螯合率最大值为
$);!"W

'此时第二步酶解的条

件为
H

T+;+)

+温度
)*;#,_

+时间
)"136

(

考虑到实际操作的方便性'调整第二步酶解的条件

为底物浓度
#"" 1

9

*

1̂

+

H

T +;-

+温 度
)* _

+时 间

)"136

'预测值的
&<

!o螯合率是
$);"-W

'重复
*

次验证

实验后计算平均值'得到实际
&<

!o螯合率为
$);+!W

'与

预测值相差
";$(W

(由此可知'模型比较可靠(未优化

的第二步酶解的条件$底物浓度
)"1

9

*

1̂

+

H

T-;"

+温度

)"_

+时间
(7

'碱性蛋白酶)胰蛋白酶水解物的
&<

!o螯

合率为
$*;!$W

(经过优化后'碱性蛋白酶)胰蛋白酶水

解物的
&<

!o螯合率提高了
!;($W

'底物浓度增大了
#

倍'

酶解时间缩短了
#,"136

(

!;)

!

酶解物的抗氧化活性

经过响应面优化'碱性蛋白酶)胰蛋白酶二步酶解

法制备的草鱼鱼鳞明胶水解物的
'LLT

.+.

PT

和

P

N

!

. 的
:+

)"

值分别是
+;*,

'

";$-

'

#;-( 1

9

*

1̂

(

@<6

等,

*!

-通过碱性蛋白酶单酶法制备草鱼鱼肉的抗氧化肽的

.

PT

的
:+

)"

值是
#;-#1

9

*

1̂

'涂宗财等,

**

-通过风味蛋

白酶单酶法制备的草鱼鱼鳔抗氧化肽的
'LLT

.+.

PT

和
P

N

!

.的
:+

)"

值分别是
-;")

'

*;)(

'

);#(1

9

*

1̂

'夏光

华等,

#*

-通过碱性蛋白酶+胰蛋白酶和
PI3<6C2B<!"M

酶三

酶法制备的罗非鱼鱼皮抗氧化肽的
'LLT

.的
:+

)"

值是

#";+-1

9

*

1̂

(由此可知'与
@<6

等,

*!

-

+涂宗财等,

**

-和

夏光华等,

#*

-的研究相比'本研究通过碱性蛋白酶和胰蛋

白酶二步酶解法制备的鱼鳞明胶水解物具有较强的抗氧

化活性(

*

!

结论
本研究以草鱼鱼鳞为原料制备鱼鳞明胶'经碱性蛋

白酶进行第一步酶解'胰蛋白酶+风味蛋白酶+木瓜蛋白

酶和胃蛋白酶分别进行二步酶解制备抗氧化肽'发现碱

性蛋白酶)胰蛋白酶二步酶解物具有较强的抗氧化活性(

胰蛋白酶二步酶解的最佳工艺为$底物浓度
#""1

9

*

1̂

+

H

T+;-

+温度
)*_

+时间
)"136

'与未优化工艺相比'最

佳工艺的底物浓度增大了
#

倍'酶解时间缩短了
#,"136

(

根据最佳工艺制备的草鱼鱼鳞明胶水解物的
'LLT

.+

.

PT

和
P

N

!

.的
:+

)"

值分别是
-;")

'

*;)(

'

);#(1

9

*

1̂

(

根据碱性蛋白酶和胰蛋白酶二步酶解工艺制备的草鱼鱼

鳞明胶粗水解物由
(

个不同分子量范围的组分组成'其

中分子量为
!"+

#

#"(#

的组分
U]

相对含量较高'是碱性

蛋白酶)胰蛋白酶水解物抗氧化活性较强的主要原因'

有必要对组分
U]

进行分离纯化+筛选出活性较强的抗氧

化肽并鉴定其结构(
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Ûe O<60

D

36

9

'

he @830j<6

9

'
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