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鲣鱼背腹肉降尿酸肽制备工艺优化及

体外活性研究
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摘要：目的：提高鲣鱼加工副产物利用率，开发具有降尿

酸活性的食品基料。方法：通过响应面分析酶解过程中

酶的种类及添加量、ｐＨ值、酶解温度和酶解时间对抑制

肽固含量和黄嘌呤氧化酶（ＸＯＤ）抑制率的影响。结果：

胰蛋白酶为最佳水解鲣鱼背腹肉的蛋白酶，最佳酶解工

艺条件为酶添加量４％，ｐＨ８．０，酶解温度５５℃，酶解时

间５ｈ，料液比１∶３（ｇ／ｍＬ）。该条件下制备的ＸＯＤ抑

制肽固含量为７．９６％，ＸＯＤ抑制率为４３．９４１％，具有很强

的抗氧化能力，清除羟自由基和ＤＰＰＨ自由基的ＥＤ５０分

别为６．０，１０．０ｍｇ／ｍＬ。结论：鲣鱼背腹肉有潜力用于制

备ＸＯＤ抑制肽，在抗氧化应激以及预防高尿酸血症方面

可作为膳食功能因子切入。

关键词：鲣鱼背腹肉；黄嘌呤氧化酶抑制肽；抑制率；体外

活性
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黄嘌呤氧化酶（Ｘａｎｔｈｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ，ＸＯＤ）是人体内尿

酸代谢的关键酶［１］，可转化次黄嘌呤为黄嘌呤，再进一步

生成尿酸［２］，因此过高的 ＸＯＤ蛋白活性会促进上述反

应，使人体内血尿酸浓度不断上升，最终导致高尿酸血

症。研究［３－５］表明，高尿酸血症与肾炎、高血压、２型糖尿

病等慢性病症紧密相关。Ｍａｓｓｅｙ等
［６］发现ＸＯＤ特异性

低，在催化过程中可生成过氧化物。此外，尿酸生成过程

中的副产物超氧阴离子（Ｏ－２ ）和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２），易引

发炎症从而加重病情［７］。

目前，通常以饮食干预或者药物来治疗高尿酸血症

病人。药物治疗效率高且效果好，但同时伴随诸多毒副

作用，并以药物过敏最为常见［８－９］。因此开发天然无毒

的降尿酸药物具有重要的临床意义。有研究［１０－１２］发现，

植物源的黄酮类、酚酸类以及生物碱类物质均具有较好

的降尿酸作用。动物蛋白来源的小分子降尿酸肽具有原

料来源广泛、安全指数高、易吸收等特点，为当下痛风及
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高尿酸血症研究领域的热门话题之一［１３］。

鲣鱼（犓犪狋狊狌狑狅狀狌狊狆犲犾犪犿犻狊）属鲈形总目金枪鱼亚目

金枪鱼科鲣属［１４］，具有很高的营养价值，蛋白含量高且低

脂。鲣鱼的捕捞量占金枪鱼产量的７０％以上
［１５］，但是与

目前常用作生鱼片加工使用的蓝鳍金枪鱼、马苏金枪鱼

等相比，其属于低值金枪鱼，因其在加工生产过程中会产

生诸如内脏、红肉、鱼皮和鱼骨等加工副产物且占比较

高，约为鱼体重量的５０％～７０％，此外，鲣鱼还含有多种

生物活性物质。舟山及宁波地区鲣鱼年加工量在全国位

于前列，鲣鱼加工副产物多达５０ｔ／ｄ，这些副产物通常被

加工成廉价的饲料，利用价值低，造成了大量宝贵营养和

功能成分的浪费。近年来，已有不少关于鲣鱼在降尿酸

及干预高尿酸血症等方面的报道［１６］，但对其加工副产物

中提取制备活性物质的研究尚未见报道。研究拟采用酶

解法制备鲣鱼加工副产品黄嘌呤氧化酶抑制肽（ＳＰＢｐ

ＸＯＩＰ），以ＸＯＤ抑制率、抑制肽固含量作为筛选指标，筛

选出酶解鲣鱼加工副产物的最佳活性蛋白酶，通过响应

面法优化酶解工艺，同时测定ＳＰＢｐＸＯＩＰ的抗氧化能

力，并利用ＳＰＳＳ回归拟合分析ＸＯＤ抑制率与体外抗氧

化关键自由基（ＤＰＰＨ·、·ＯＨ）清除率之间的相关性，旨

在为开发具有降尿酸活性的食品基料提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

鲣鱼背腹肉：浙江省兴业集团；

胃蛋白酶（３０００ＮＦ）、菠萝蛋白酶（３０万 Ｕ／ｇ）、木瓜

蛋白酶（１０万Ｕ／ｇ）：南宁庞博生物工程有限公司；

中性蛋白酶（３万Ｕ／ｇ）、碱性蛋白酶（２０万 Ｕ／ｇ）：河

南仰韶生化工程有限公司；

风味蛋白酶：２０万Ｕ／ｇ，浙江一诺生物科技有限公司；

动物蛋白复合酶（１５万 Ｕ／ｇ）、海产品水解专用复配

蛋白酶（１８．５万Ｕ／ｇ，统一称为水产蛋白复合酶）、胰蛋白

酶（１５．６万Ｕ／ｇ）：南宁东恒华道生物公司；

别嘌醇片：广东彼迪药业有限公司；

黄嘌呤氧化酶（５Ｕ）、抑肽酶（６５１２Ｄａ）、杆菌肽

（１４２３Ｄａ）、谷胱甘肽（６１２．６３Ｄａ）、乙氨酸—乙氨酸—乙

氨酸（１８９Ｄａ）、甘氨酸（７５Ｄａ）：上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；

其他试剂：分析纯，国药集团化学试剂有限公司。

１．２　仪器与设备

凯氏定氮仪：ＫＤＮ８１６型，上海纤检仪器有限公司；

高效离心机：ＡｖａｎｔｉＪＥ型，美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司；

电热恒温鼓风干燥箱：ＤＨＧ９０７６Ａ型，上海一恒科

学仪器有限公司；

冷冻干燥机：７１０４０１０４０型，美国Ｌａｂｃｏｎｃｏ公司；

卷式膜多功能小试设备：ＲＮＦ０４６０型，厦门世达膜科

技有限公司；

高效液相色谱系统：ＨＰＬＣ１２６０型，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ科

技有限公司；

双层玻璃反应釜：ＹＳＦ２０Ｌ型，巩义市予华仪器有限

公司。

１．３　试验方法

１．３．１　常规营养成分测定

（１）水分：常压热风干燥法。

（２）蛋白质含量：半微量凯氏定氮法。

（３）脂肪含量：索氏抽提法。

（４）灰分：灰化法。

（５）总糖含量：斐林氏容量法。

１．３．２　氨基酸组成分析　根据文献［１７］２７。

１．３．３　ＳＰＢｐＸＯＩＰ的制备　根据文献［１７］
１７－１８。

１．３．４　最佳蛋白水解酶的筛选　设定加酶量为２ｇ／１００ｇ

蛋白、固液比１∶３（ｇ／ｍＬ）、酶解４ｈ，按表１对鲣鱼背腹

肉进行酶解，评价指标为水解度、抑制肽固含量以及ＸＯＤ

抑制率。

表１　不同蛋白酶的反应条件

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅａｓｅｓ

酶种类 温度／℃ ｐＨ 酶种类 温度／℃ ｐＨ

木瓜蛋白酶　　 ５５ ６．５ 菠萝蛋白酶　　 ５５ ６．８

风味蛋白酶　　 ５５ ７．５ 碱性蛋白酶　　 ５５ ８．５

胰蛋白酶　　　 ５５ ８．０ 胃蛋白酶　　　 ５５ ２．５

中性蛋白酶　　 ５５ ６．５ 水产蛋白复合酶 ５５ ６．５

动物蛋白复合酶 ５５ ８．０

１．３．５　响应面优化试验　通过ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计，以抑

制肽固含量和ＸＯＤ抑制率为响应值，设置３个变量进行

响应面优化试验。

１．３．６　水解度测定　根据文献［１８］。

１．３．７　抑制肽固含量测定　根据文献［１９－２０］，采取直

接干燥法测量抑制肽的总固形物质量分数，按式（１）计算

抑制肽固含量。

犮＝
犕２－犕１

２０
×１００％， （１）

式中：

犮———固含量，％；

犕１———平板质量，ｇ；

犕２———平板和干燥后样品总质量，ｇ。

１．３．８　黄嘌呤氧化酶（ＸＯＤ）抑制活性测定　根据文献

［２１］修改如下：称取４．５６ｇ磷酸氢二钾及２．７１ｇ磷酸二

氢钾，分别定容至１００ｍＬ，使用时以体积比４∶１混匀。
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称取０．０２２８ｇ黄嘌呤粉末，用微量４ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶解

后，用缓冲液定容至１００ｍＬ，备用。取４００μＬＸＯＤ原液

用缓冲液定容至５０ｍＬ，备用。按式（２）计算ＸＯＤ抑制率。

犐ＸＯＤ＝ １－
犃１－犃２

犃３－犃４（ ）×１００％， （２）

式中：

犐ＸＯＤ———黄嘌呤氧化酶抑制率，％；

犃１———试验组吸光值；

犃２———试验对照组吸光值；

犃３———空白组吸光值；

犃４———空白对照组吸光值。

１．３．９　·ＯＨ清除活性测定　根据文献［２２］３４。

１．３．１０　ＤＰＰＨ·清除活性测定　根据文献［２２］３３。

１．３．１１　分子量测定　根据 ＱＢ／Ｔ２８７９—２００７。ＴＳＫｇｅｌ

２５００色谱柱；紫外检测波长２２０ｎｍ；洗脱时间３０ｍｉｎ；流

速０．５ｍＬ／ｍｉｎ。

１．３．１２　ＳＰＳＳ相关性分析　采用ＳＰＳＳ回归拟合分析鲣

鱼背腹肉酶解上清液的 ＸＯＤ抑制率，抑制肽固含量，

·ＯＨ 和ＤＰＰＨ·清除率之间的相关性。使用数值积分

分析和曲线拟合来分析指数，阐述抗氧化性与ＸＯＤ抑制

活性的潜在关系。

１．４　数据统计分析

采用Ｅｘｃｅｌ、ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分析，以 Ｏｒｉｇｉｎ

８．０和Ａｄｏｂｅｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ绘图。

２　结果与分析
２．１　鲣鱼加工副产物营养成分及氨基酸组成分析

由表２可知，鲣鱼加工副产物中水分含量最高达

６６．７２％，其次为粗蛋白质（２５．４１％），蛋白含量较为丰富。

脂肪含量也相对较高达９．１７％，灰分及总糖含量分别为

１．５１％和０．８２％。

表２　鲣鱼加工副产物常规营养成分分析

Ｔａｂｌｅ２　Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｓｋｉｐｊａｃｋｂｙｐｒｏｄｕｃｔｓ ％

水分 蛋白质 粗脂肪 灰分 总糖

６６．７２ ２５．４１ ９．１７ １．５１ ０．８２

　　由表３可知，鲣鱼加工副产物共检出１６种氨基酸，

其中７种为必需氨基酸（ＥＡＡ）。谷氨酸（２．３７％）和天冬

氨酸（１．８９％）含量最高，赖氨酸（１．７５％）次之，蛋氨酸

（０．５６％）含量最低。鲣鱼加工副产物的氨基酸总量

（ＴＡＡ）为样品质量的１９．５％。其中ＥＡＡ／ＴＡＡ比值为

０．４３，高于ＦＡＯ／ＷＨＯ标准建议值０．４０
［２３］，说明鲣鱼加

工副产物是一种优质蛋白，且蛋白含量高，以该蛋白质为

基物，通过酶解法制备的黄嘌呤氧化酶抑制酶解液营养

均衡并具有生产可行性。

表３　鲣鱼加工副产物氨基酸组成


Ｔａｂｌｅ３　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｓｋｉｐｊａｃｋｂｙｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｇ／１００ｇ

氨基酸组成 含量 氨基酸组成 含量

天冬氨酸 １．８９ 酪氨酸 ０．７１

苏氨酸 ０．９８ 苯丙氨酸 １．００

丝氨酸 ０．６７ 赖氨酸 １．７５

谷氨酸 ２．３７ 组氨酸 １．１３

脯氨酸 ０．８５ 精氨酸 １．１８

甘氨酸 １．０１ 必需氨基酸 ８．５６

丙氨酸 １．４０ 总氨基酸 １９．５０

缬氨酸 １．０５ 非必需氨基酸 １１．２１

蛋氨酸 ０．５６ 必需氨基酸／总氨基酸 ０．４３

异亮氨酸 １．０４ 必需氨基酸／非必需氨基酸 ０．７６

亮氨酸 １．８８



　　色氨酸在强酸下被破坏，所以不包括色氨酸；表示必需氨

基酸。

２．２　蛋白酶的筛选

由图１可知，鲣鱼加工副产物经不同蛋白酶水解后

所得产物的ＸＯＤ抑制活性存在差异，阳性对照组别嘌呤

醇的ＸＯＤ抑制率为２７．６６４％，胰蛋白酶水解液对 ＸＯＤ

的抑制率最强，达５１．６３６％，其次为水产蛋白复合酶。动

物蛋白酶酶解得到的产物水解度为４０％，抑制肽固含量

为７．５％，但ＸＯＤ抑制率＜０，未检出活性，说明鲣鱼背腹

肉经水产蛋白复合酶酶解后的产物不具有ＸＯＤ抑制能

力。胰蛋白酶只断裂精氨酸（Ａｒｇ）、赖氨酸（Ｌｙｓ）羧基参

与形成的肽键，其中富含 Ａｒｇ的肽特有的阳离子和氢键

特性有利于与ＸＯＤ晶体结构（１ＦＩＱ）的６个结合位点中

的黄素腺嘌呤二核苷酸（ＦＡＤ）结合，形成非竞争性、不可

逆抑制作用［２４－２５］。Ｎｏｎｇｏｎｉｅｒｍａ等
［２６］水解牛乳蛋白得

到的二肽中仅包含色氨酸（Ｔｒｐ），其表现出的ＸＯＤ抑制

活性属于非竞争性抑制。因此ＸＯＤ的抑制机制中，抑制

分子首先要结合到ＸＯＤ的主要位点上形成竞争性或非

竞争性不可逆抑制，而后实现抑制作用。不同酶解液的

水解度与抑制肽固含量之间呈现出相同的上升或下降趋

势，故后续试验主要以ＸＯＤ抑制率及抑制肽固含量为优

化指标。

２．３　ＳＰＢｐＸＯＩＰ相对分子量分布

由图２可知，酶解液中６５％为２００～６００Ｄａ的肽段，

２５％左右为６００～１０００Ｄａ的肽段，酶解产物９０％以上的

组分分子质量＜１０００Ｄａ，为小分子肽。

２．４　酶解条件单因素试验

由图３可知，随着酶添加量的递增，抑制肽固含量和

ＸＯＤ抑制率呈先增加后减小的趋势，当酶添加量为４％
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字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图１　蛋白酶种类对ＳＰＢｐＸＯＩＰ酶解效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｔｙｐｅｓｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＳＰＢＰＸＯＩＰ

图２　ＳＰＢｐＸＯＩＰ分子量分布图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｏｆ

ｓｋｉｐｊａｃｋＴｕｎａｂｙｐｒｏｄｕｃｔｓ

时，ＸＯＤ抑制率达到最大值４３．７４０％；ｐＨ同时影响酶的

活性中心和ＸＯＤ的分离状态，可改变其空间结构和表面

特征，并对酶和化学物质的特殊组合产生作用［２７］。当ｐＨ

为８时，ＸＯＤ抑制活性［（３７．１３７±０．３７６）％］最强；当ｐＨ

为９．０时，ＸＯＤ抑制率和抑制肽固含量显著下降（犘＜

０．０５）。抑制肽固含量随着酶解时间的增长先平稳上升后

缓慢减小，当酶解时间为５ｈ时，抑制肽固含量达最大

［（７．６２±０．７４）％］而后降低，这是因为随着酶水解的持续

发生，蛋白酶可切位点逐渐减少，产生酶水解的肽与鱼类

蛋白竞争成为底物，从而降低酶水解的效率［２８］。因此，综

合考虑抑制肽固含量和ＸＯＤ抑制活性，选择最佳酶添加

量为４％，ｐＨ为８．０，酶解时间为５ｈ。

字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图３　酶添加量、ｐＨ、酶解时间对鲣鱼加工副产物胰蛋白酶酶解液ＸＯＤ抑制率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｄｏｓａｇｅｓ，ｐＨ，ｔｉｍｅｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｓｋｉｐｊａｃｋＴｕｎａｂｙｐｒｏｄｕｃｔｓｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ

ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｔｒｙｐｓｉｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（狀＝３）

２．５　响应面优化试验

２．５．１　响应面优化模型的建立与方差分析　在单因素试

验基础上，选择酶添加量、ｐＨ值和酶解时间为试验因素，

以抑制肽固含量和ＸＯＤ抑制率为响应值进行响应面试

验，各因素水平见表４，试验设计及结果见表５。

　　采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．１进行分析，得到二次响应

面回归方程为：

表４　鲣鱼加工副产物酶解工艺的响应面因素水平表

Ｔａｂｌｅ４　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｓｋｉｐｊａｃｋｂｙｐｒｏｄｕｃｔｓ

水平 Ａ酶添加量／％ ＢｐＨ值 Ｃ酶解时间／ｈ

－１ ２ ７．０ ４

０ ４ ８．０ ６

１ ８ ９．０ ８
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表５　响应面试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｏｂｓｅｒｖｅｄａｎｄｅｓｔｉｍａｔｅｄｖａｌｕｅｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｌｅｖｅｌｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ
犢１抑制肽固

含量／％

犢２ＸＯＤ

抑制率／％

１ －１ ０ －１ ６．４９ ３１．１５

２ １ ０ －１ ６．４９ ３２．５１

３ １ １ ０ ６．７９ ３４．１０

４ ０ ０ ０ ７．４５ ４２．１６

５ ０ ０ ０ ７．４６ ４３．１２

６ －１ ０ １ ６．８９ ３２．１５

７ ０ １ １ ６．６８ ３３．５４

８ －１ －１ ０ ６．６５ ３４．１９

９ ０ ０ ０ ７．４５ ４２．８９

１０ ０ －１ －１ ６．２０ ３３．９８

１１ －１ １ ０ ６．８５ ３２．７４

１２ １ －１ ０ ６．６５ ３５．５６

１３ ０ １ －１ ６．３４ ３２．５３

１４ ０ ０ ０ ７．４４ ４２．００

１５ ０ －１ １ ６．５４ ３４．９９

１６ １ ０ １ ６．８３ ３３．５２

１７ ０ ０ ０ ７．４７ ４３．５８

　　犢１＝７．４５－０．０１５犃＋０．０７８犅＋０．１８犆－０．０１５犃犅－

０．０１５犃犆－０．２４犃２－０．４８犅２－０．５４犆２， （３）

犢２＝４２．７５＋０．６８犃－０．７３犅＋０．５犆－０．０００５犃犅＋

０．０００２５犃犆－０．００１犅犆－５．０１犃２－３．５９犅２－５．４０犆２。（４）

由表６可知，犢１和犢２的回归模型系数犚
２
＞０．９，说明

抑制肽固含量和ＸＯＤ抑制率的实际值与预测值拟合较

好；模型极显著（犘＜０．０１），失拟项不显著，说明模型能够

较好地揭示各因素与抑制肽固含量和ＸＯＤ抑制率之间

的关系。

Ｂ和Ｃ因子对抑制肽固含量均有极显著影响（犘＜

０．０１），Ａ次之（０．０１＜犘＜０．０５）。二次项中，Ａ２、Ｂ２、Ｃ２均

为极显著（犘＜０．０１），而各因素间交叉项对抑制肽固含量

的影响不显著（犘＞０．０５）。

由表７可知，Ａ和Ｂ对ＸＯＤ抑制率均有极显著影响

（犘＜０．０１），Ｃ的影响较弱于两者（０．０１＜犘＜０．０５）。同

时，Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对ＸＯＤ抑制率影响均极显著（犘＜０．０１），

交叉项影响不显著（犘＞０．０５）。

２．５．２　响应面分析　通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件绘制各交

互因素对 ＸＯＤ抑制率及抑制肽固含量影响的３Ｄ图。

图４中的响应面图坡度陡峭，说明酶解时间、酶添加量和

ｐＨ单因素对鲣鱼背腹肉酶解液的固含量和ＸＯＤ抑制率

的影响显著；等高线基本呈椭圆形，说明各因素对鲣鱼背

腹肉酶解液的抑制肽固含量和ＸＯＤ抑制率存在交互作

用，但并不显著。

２．５．３　最优工艺条件的确定与验证　由回归方程预测的

最佳酶解条件为酶添加量３．７２％，酶解时间４．７７ｈ，

ｐＨ７．８９，此时预测抑制肽固含量为７．４５４％，ＸＯＤ抑制率

为４２．７５％。考虑到试验操作条件，将工艺条件调整为酶

添加量４％，酶解时间５ｈ，ｐＨ８．０进行验证实验，测得抑

表６　试验结果方差分析


Ｔａｂｌｅ６　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｏｆｓｏｌｉｄｃｏｎｔｅｎｔ

来源
平方和

犢１ 犢２
自由度

均方

犢１ 犢２

犉 值

犢１ 犢２

犘 值

犢１ 犢２

模型 ２．９７００ ３２４．７３ ９ ０．３３００ ３６．０８ １６２８．２６ １４４．０６ ＜０．０００１ ＜０．０００１

Ａ ０．００１８ 　３．７２ １ ０．００１８ 　３．７２ ８．８７ １４．８５ ０．０２０５ ０．００６３

Ｂ ０．０４８０ 　４．２１ １ ０．０４８０ 　４．２１ ２３６．８７ １６．８２ ＜０．０００１ ０．００４６

Ｃ ０．２５００ 　２．０２ １ ０．２５００ 　２．０２ １２４２．５０ 　８．０８ ＜０．０００１ ０．０２５０

ＡＢ ０．０００９ １．００×１０－６ １ ０．０００９ １．００×１０－６ ４．４４ ３．９９×１０－６ ０．０７３２ ０．９９８５

ＡＣ ０．０００９ ２．５０×１０－７ １ ０．０００９ ２．５０×１０－７ ４．４４ ９．９８×１０－７ ０．０７３２ ０．９９９２

ＢＣ ０．００００ ４．００×１０－６ １ ０．００００ ４．００×１０－６ ０．００ １．６０×１０－６ １．００００ ０．９９６９

Ａ２ ０．２５００ １０５．７９ １ ０．２５００ １０５．７９ １２１５．５６ ４２２．３８ ＜０．０００１ ＜０．０００１

Ｂ２ ０．９６００ ５４．１８ １ ０．９６００ ５４．１８ ４７２２．６２ ２１６．３３ ＜０．０００１ ＜０．０００１

Ｃ２ １．２１００ １２２．８２ １ １．２１００ １２２．８２ ５９８５．４２ ４９０．３９ ＜０．０００１ ＜０．０００１

残差 ０．００１４ 　１．７５ ７ ０．０００２ 　０．２５


失拟性 ０．０００９ ７．７５×１０－６ ３ ０．０００３ ２．５８×１０－６ ２．３１ ５．８９×１０－６ ０．２１８３ １．００００

纯误差 ０．０００５ 　１．７５ ４ ０．００１１ 　０．４４

总差 ２．９７００ ３２６．４９ １６

　　“”表示差异极显著（犘＜０．０１）；“”表示差异显著（犘＜０．０５）。
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图４　各因素对ＸＯＤ抑制率及抑制肽固含量的交互影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

制肽固含量为７．９６％，ＸＯＤ抑制率为４３．９４１％，基本符合

预测理论值。因此通过响应面方法优化得到的酶解条件

合理可行。

２．６　ＳＰＢｐＸＯＩＰ体外抗氧化能力

由图５（ａ）可知，ＳＰＢｐＸＯＩＰ的·ＯＨ清除能力最强，

６ｍｇ／ｍＬ的ＳＰＢｐＸＯＩＰ与０．０２２ｇ／ｍＬ维生素Ｃ阳性对

照对·ＯＨ清除能力相当，说明ＳＰＢｐＸＯＩＰ具有良好的

·ＯＨ清除活性，可能是因为酶解产物能与Ｆｅ２＋结合，抑

制了自由基的产生。

　　由图５（ｂ）可知，ＳＰＢｐＸＯＩＰ清除ＤＰＰＨ·能力呈浓

度依赖性，经计算，ＳＰＢｐＸＯＩＰ对ＤＰＰＨ·清除能力的半

抑制质量浓度（ＥＤ５０）为１０．０ｍｇ／ｍＬ，对照组维生素Ｃ的

ＥＤ５０为０．０２７ｍｇ／ｍＬ。通常认为，ＤＰＰＨ·能够接受Ｈ·

或电子形成稳定的反磁性分子［２９］，ＳＰＢｐＸＯＩＰ对ＤＰＰＨ·

的清除作用可能是由于鲣鱼蛋白经过酶解后暴露出更多

的疏水性氨基酸侧链，更易接近ＤＰＰＨ·，作为氢供体与

之反应，从而猝灭自由基，形成更稳定的结构。

２．７　ＳＰＳＳ相关性分析

由图６可知，ＳＰＢｐＸＯＩＰ的抑制率与ＤＰＰＨ·清除

率呈极显著正相关（狉＝０．９７４，犘＜０．０１），表明ＳＰＢｐ

ＸＯＩＰ在对ＸＯＤ产生抑制的同时对ＤＰＰＨ·具有清除能

力，蛋白质水解物的抗氧化特性与其氨基酸组成有关，其

字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图５　ＳＰＢｐＸＯＩＰ对·ＯＨ和ＤＰＰＨ·的清除能力

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＰＢＰＸＯＩＰａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎ·ＯＨａｎｄＤＰＰＨ·ｒａｄｉｃａｌｓ
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图６　ＳＰＢｐＸＯＩＰ的ＸＯＤ抑制率与ＤＰＰＨ·、·ＯＨ清除率的相关性

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓａｍｏｎｇｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＸＯＤａｆｔｅｒＳＰＢｐＸＯＩＰ，ａｎｄｒａｃｉｄｉａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆ

ＤＰＰＨ·ａｎｄ·ＯＨａｆｔｅｒＳＰＢｐＸＯＩＰ

中缬氨酸、亮氨酸［３０］、组氨酸和精氨酸［３１］自身就表现出

一定的抗氧化作用。ＳＰＢｐＸＯＩＰ的抑制率与·ＯＨ清除

率呈极显著正相关（狉＝０．９１６，犘＜０．０１）。在生理条件

下，一般以黄嘌呤脱氢酶（ＦＡＤ）存在，在辅酶Ｉ（ＮＡＤ）存

在时，ＦＡＤ比分子氧具有更强的亲和力，是一种电子受

体。但在病理条件下，腺苷三磷酸（ＡＴＰ）会降解为腺嘌

呤和黄嘌呤，同时将大量的ＦＡＤ转化为ＸＯＤ，使得分子

氧代替ＮＡＤ作为受体，在生成尿酸的同时产生大量的自

由基，从而对机体造成损伤［３２］。故ＳＰＢｐＸＯＩＰ在本身具

有抗氧化能力的同时，能够对ＸＯＤ产生抑制，以此来降

低尿酸，对肾脏起到保护作用，显示了其在高尿酸血症上

的潜在前景。

３　结论
以鲣鱼加工副产物为研究对象，确定了黄嘌呤氧化

酶抑制肽的蛋白酶为胰蛋白酶，最优制备条件为酶添加

量４％，酶解时间５ｈ，料液比１∶３（ｇ／ｍＬ），酶解温度

５５℃，ｐＨ８．０。此条件下，与阳性对照别嘌呤醇相比，黄

嘌呤氧化酶抑制率为４３．９４１％。黄嘌呤氧化酶抑制肽可

能对高尿酸血症、痛风具有一定的干预作用；同时，黄嘌

呤氧化酶抑制肽具有很强的抗氧化能力，清除羟自由基和

ＤＰＰＨ自由基的半抑制质量浓度分别为６．０，１０．０ｍｇ／ｍＬ。

但鲣鱼肽的抗氧化能力以及黄嘌呤氧化酶抑制能力在体

内是否能保持尚不清楚，下一步将会展开相应的动物

试验。
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