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金枪鱼暗色肉蛋白肽制备工艺及理化性质研究
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摘要：［目的］实现金枪鱼副产物的高值化利用，从中制备抗氧化蛋白肽。［方法］以黄鳍金枪鱼暗色肉为原料，采用蛋白

酶分步酶解制备抗氧化蛋白肽。以水解度和 DPPH 自由基清除率为评价指标，通过单因素和响应面试验优化制备工

艺，并分析蛋白肽的抗氧化活性、氨基酸组成以及相对分子质量分布。［结果］抗氧化蛋白肽的最优制备工艺为风味蛋

白酶酶解温度 50 ℃，pH 7.00，酶添加量 6 000 U/g，酶解时间 4.00 h；二步酶解中，胃蛋白酶酶解温度 55.69 ℃，pH 值 1.41，

酶添加量 3 200 U/g，酶解时间 5.16 h。该条件下，蛋白肽的水解度和对 DPPH 自由基清除率最高，分别为 21.55%，

85.89%。金枪鱼暗色肉风味蛋白酶—胃蛋白酶蛋白肽清除 DPPH 自由基的半抑制质量浓度（IC50）为 1.613 mg/mL，同

时，该蛋白肽含有 8 种必需氨基酸占比约 39.60%，疏水性氨基酸占比约 35.13%。另外，其相对分子质量主要集中在

3 000 以下，占比约为 63.86%。［结论］从金枪鱼副产物中采用分步酶解法所获蛋白肽具有很好的抗氧化活性且营养价

值高。
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Abstract: ［［Objective］］ To realize the high-value utilization of tuna by-products and prepare antioxidant peptides from them. ［［Methods］］ 

Antioxidant protein peptides were prepared from the dark meat of yellowfin tuna by stepwise enzymatic hydrolysis using protease. The 

degree of hydrolysis and DPPH radical scavenging rate were used as evaluation indexes. The preparation process was optimized through 

one-way and response surface experiments, and the antioxidant activities, amino acid composition, and relative molecular mass distributions 

of the peptides were analyzed. ［［Results］］ The optimal preparation process for the antioxidant peptides was enzymatic hydrolysis with flavor 

protease at 50 ℃ , pH 7.00, enzyme concentration of 6 000 U/g, and digestion time of 4.00 h. In the two-step enzymatic digestion, pepsin was 

used at 55.69 ℃ , pH 1.41, enzyme concentration of 3 200 U/g, and digestion time of 5.16 h. Under these conditions, the degree of hydrolysis 

of the protein peptide and the DPPH radical scavenging rate were the highest, reaching 21.55% and 85.89%, respectively. The semi-

inhibition concentration (IC50) for DPPH radical scavenging by the tuna dark meat flavor protease-pepsin protein peptide was 1.613 mg/mL. 

Additionally, the peptide contained eight essential amino acids, accounting for approximately 39.60%, and hydrophobic amino acids, 

accounting for about 35.13%. Its relative molecular mass was mainly concentrated below 3 000, comprising approximately 63.86%. 
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［［Conclusion］］ Protein peptides obtained from tuna by-products through stepwise enzymatic digestion possess excellent antioxidant activity 

and high nutritional value.
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金枪鱼是一种大洋暖水性高度洄游鱼类，常见金枪

鱼有 5 个属、17 个种，均属于硬骨鱼纲鲈形目鲭科［1］。金

枪鱼营养价值高［2］，其加工产业也因此发展迅速。在金枪

鱼加工过程中，会产生大量副产物，例如内脏、鱼头、鱼

骨、暗色肉等，但这些副产物加工利用程度较低。

生物活性肽具有多种生理功能，如抗氧化、抗肿瘤、

抗菌等［3-4］，是药物、保健品以及防腐剂的潜在有效成分。

动物蛋白源抗氧化肽在食品和生物体中表现出了有效的

抗氧化活性，可作为功能性食品配料［5］。酶解法是目前常

用的生物活性肽制备方法。董倍余等［6］采用水酶法制备

了鲫鱼多肽，其表现出强 DPPH 自由基清除能力；贺江

等［7］用草鱼胶原蛋白粗提液制备抗氧化肽，其对 ABTS+

自由基的抑制率高达 45.7%。韩梦瑶等［8］从大口黑鲈鱼

皮中提取胶原蛋白肽，发现碱性蛋白酶酶解胶原蛋白肽

（APP）的抗氧化活性最佳，对 DPPH 自由基和超氧阴离子

自由基清除率分别为 56.35% 和 38.41%。赵阔等［9］以罗非

鱼下脚料为原料，对比了单酶和双酶制备降血糖肽的效

果，结果表明，双酶的水解效果优于单酶。卢素珍等［10］利

用二步酶解法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，降低水解物的相对分

子质量。目前已有学者［11-13］研究了金枪鱼的酶解，但对

暗色肉研究较少，而且将双酶分步酶解工艺与金枪鱼暗

色肉抗氧化肽制备相结合的研究尚未见报道。

金枪鱼暗色肉是金枪鱼加工过程中产生的副产物，往

往因颜色深、易氧化、易变质、口感差等原因被剔除，商业价

值较低，但是富含蛋白质和人体所需的氨基酸等。研究拟

以金枪鱼暗色肉为原料，从木瓜蛋白酶、复合蛋白酶、碱性

蛋白酶、风味蛋白酶、胃蛋白酶中选取 2种能产生高活性产

物的酶进行分步酶解，通过双酶酶解法制备抗氧化蛋白

肽，并运用响应面法优化暗色肉蛋白肽的制备工艺，旨在

获得更高清除 DPPH 自由基活性的抗氧化蛋白肽，为黄鳍

金枪鱼加工副产品的高值化利用提供技术支持。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

黄鳍金枪鱼：中国水产科学院南海水产研究所；

复合蛋白酶（120 U/mg）、木瓜蛋白酶（800 U/mg）、碱

性蛋白酶（200 U/mg）：上海源叶生物科技有限公司；

风味蛋白酶、胃蛋白酶：≥20 U/mg，南京都莱生物技

术有限公司；

2，2-联苯基 -1-苦基肼基（DPPH）、L-丝氨酸：分析纯，

上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

DL-二硫苏糖醇（DTT）：分析纯，上海皓鸿生物医药

科技有限公司；

邻苯二甲醛：分析纯，上海麦克林生化科技股份有限

公司；

十二烷基硫酸钠（SDS）：分析纯，上海吉至生化科技

有限公司；

L-抗坏血酸：分析纯，西格玛奥德里奇（上海）贸易有

限公司；

无水乙醇：分析纯，安徽天地高纯溶剂有限公司。

1.2　仪器与设备

电子天平：BSA124S-CW 型，赛多利斯科学仪器（北

京）有限公司；

全波长酶标仪：K6600-A 型，西安昊兴生物科技有限

公司；

真空冷冻干燥机：LGJ-12 型，北京松源华兴科技发展

有限公司；

台式高速冷冻离心机：TGL-16M 型，上海卢湘仪离心

机仪器有限公司；

台式酸度计：FE28-CN型，上海吉馨实业发展有限公司；

集热式恒温加热磁力搅拌器：DF-101S 型，上海力辰

邦西仪器科技有限公司；

数显恒温水浴锅：HH-S6型，金坛市国旺实验仪器厂；

全自动氨基酸分析仪：A300 型，德国曼默博尔公司；

高效液相色谱仪：SSI 1500 型，美国 SSI公司。

1.3　试验方法

1.3.1　样品预处理　取黄鳍金枪鱼暗色肉，切成 3 cm×
5 cm×1 cm 的鱼肉条，冻干 48 h 后用粉碎机打碎，按

m 鱼肉粉∶V 无水乙醇 =1∶7 （g/mL）脱脂 3 次后，在 55 ℃下干燥

12 h 即可得到脱脂鱼肉粉。

1.3.2　最适蛋白酶筛选　取适量脱脂鱼肉粉，按 m 鱼肉粉∶

V 水=1∶10 （g/mL）加超纯水，搅拌成匀浆液。按表 1 中不

同酶的最适 pH 进行调整，再加入相应蛋白酶。50 ℃酶解

4 h 后，90 ℃水浴灭酶 15 min，冷却至室温后 6 000 r/min 离

心 15 min，取上清液。在 -20 ℃ 预冷 12 h 后冷冻干燥

48 h，将产物蛋白肽装入密封袋中，放在-20 ℃冰箱中保

存备用。通过测定一定浓度蛋白肽溶液的水解度，选取

最佳作用酶。

在上述步骤中，选取效果较好的 3 种酶排列组合，得

到 6 种双酶分步酶解组合：碱性蛋白酶—胃蛋白酶（碱—

胃）、胃蛋白酶—碱性蛋白酶（胃—碱）、碱性蛋白酶—风

味蛋白酶（碱—风）、风味蛋白酶—碱性蛋白酶（风—碱）、

风味蛋白酶—胃蛋白酶（风—胃）、胃蛋白酶—风味蛋白

酶（胃—风）。按组合中蛋白酶的顺序依次进行双酶分步
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酶解试验，通过测定 6 种组合酶解物的水解度和 DPPH 自

由基清除率，确定最终双酶组合。

1.3.3　双酶分步酶解工艺流程　

样品预处理→按 m 鱼肉粉∶V 水=1∶10 （g/mL）加入超纯

水→搅拌至匀浆液→调至最适酶解 pH 值→加入一种蛋

白 酶 → 水 浴 搅 拌 酶 解 →90 ℃ 水 浴 灭 酶 15 min→ 离 心

（6 000 r/min，15 min）→吸取上清液→-20 ℃预冷 12 h，

冷 冻 干 燥 48 h→ 一 步 酶 解 蛋 白 肽 → 按 m 鱼肉粉∶V 水 =1∶

10 （g/mL）加入超纯水→搅拌至溶解→调至最适酶解 pH

值→加入另一种蛋白酶→水浴搅拌酶解→90 ℃水浴灭酶

15 min→ 离 心（6 000 r/min，15 min）→ 吸 取 上 清 液 →
-20 ℃预冷 12 h，冷冻干燥 48 h→二步酶解蛋白肽

1.3.4　双酶分步酶解工艺优化　

（1） 单因素试验：固定料液比为 1∶10 （g/mL），风味蛋

白 酶 的 条 件 为 酶 解 温 度 50 ℃ ，pH 值 7.0，酶 添 加 量

6 000 U/g，酶解时间 4 h，考察胃蛋白酶的酶解温度（40，

45，50，55，60 ℃）、酶解 pH（1.0，1.4，1.8，2.2，2.6）、酶添加

量（2 000，4 000，6 000，8 000，10 000 U/g）、酶解时间（2，

3，4，5，6 h）对 DPPH 自由基清除率的影响。

（2） 响应面优化试验：根据 Box-Behnken 中心组合设

计原理，结合单因素结果，以胃蛋白酶的酶解温度、酶解

pH、酶添加量及酶解时间作为自变量，蛋白肽的水解度和

DPPH 自由基清除率为响应值，进行四因素三水平响应面

试验，优化抗氧化蛋白肽的制备工艺。

1.3.5　 金 枪 鱼 肉 蛋 白 肽 水 解 度 测 定　 采 用 OPA 反 应

法［14］。称取适量冻干后的酶解产物，配制样品溶液，以

L-丝氨酸溶液作为标准品，去离子水作为空白。将 20 μL

的去离子水、标准品溶液及样品溶液加入到 96 孔板中，然

后加入 150 μL 的 OPA 反应液，振荡摇匀，反应 2 min 后，于

340 nm 波长处用酶标仪测定其吸光值，每组试验做 5 次平

行。按式（1）和式（2）计算样品的水解度。

SNH2 =
A sample - A blank

A atandard - A blank
× 0.951 6 × C sample， （1）

DH = SNH2 - β
α× h tot

× 100%， （2）

式中：

SNH2——样品中丝氨酸的质量浓度，mg/L；

A sample、A blank、A atandard——样品溶液、空白溶液及标准

品溶液的吸收值；

DH——样品的水解度，%；

0.951 6——丝氨酸标准溶液浓度，mmol/L；

Csample——样品溶液质量浓度，mg/mL；

α、β 及 htot——鱼肉原料的蛋白质常数 ，1.00，0.40

及 8.6。

1.3.6　金枪鱼肉蛋白肽 DPPH 自由基清除率测定　参照

Brand-Williams 等［15］的方法。将 2 mL 样品与 2 mL 溶解

在 95% 乙醇中的 0.1 mmol/L DPPH 混合，2 mL 样品溶液

和 2 mL 95% 乙醇溶液混合，2 mL 95% 乙醇溶液和 2 mL 

DPPH 溶液混合，避光存放 40 min 后，在 517 nm 处测定吸

光值，每组 5 个平行。按式（3）计算清除率。

P= (1 -
A i - A j

A 0 )× 100%， （3）

式中：

P——DPPH 自由基清除率，%；

Ai——2 mL 样品溶液和 2 mL DPPH 溶液吸光值；

Aj——2 mL 样品溶液和 2 mL 95% 乙醇溶液吸光值；

A0——2 mL 95%乙醇溶液和 2 mL DPPH溶液吸光值。

1.3.7　 金 枪 鱼 肉 蛋 白 肽 氨 基 酸 组 成 分 析　 参 照

Sinthusamran 等［16］的方法。在 18 mm×180 mm 试管中取

20 mg 样品，加 5 mL 6 mol/L 盐酸溶液，振荡混匀。将试

管密封，在 110 ℃下用密封管减压水解 24 h。取 0.2 mL 水

解后的溶液，氮吹干燥后用 1 mL 蒸馏水稀释。将稀释后

的溶液通过 0.22 μm 的滤膜过滤至进样瓶中，使用配备

C18 ODS HYPERSIL 柱对混合物进行分离和定量，之后根

据样品和标准品洗脱曲线上所对应的峰面积计算不同氨

基酸含量。

1.3.8　金枪鱼肉蛋白肽相对分子质量测定　参照李军

等［17］的方法。称取适量样品，与超纯水混合，配制质量浓

度为 2.0 mg/mL 溶液，之后将样品溶液用 0.22 μm 水系滤

膜过滤，用高效液相色谱仪进行上样分析。标准品为细

胞色素 C（12 384.00）、抑肽酶（6 511.51）、L-氧化型谷胱甘

肽（612.63）和羟脯氨酸（131.13），质量浓度为 2 mg/mL，绘

制相对分子质量校正曲线。采用 XBridge BEH 12.5 nm 

SEC柱（3.5 μm，7.8 mm×300 mm），流动相为乙腈—水—三

氟乙酸（V乙腈∶V水∶V三氟乙酸=45∶55∶0.1），流量 0.5 mL/min，检

测波长 220 nm，柱温 30 ℃，每次进样量 10 μL。

1.4　数据处理

每组试验设置 5 次平行，采用 Origin 2019 软件作图；

采 用 Design-Expert 13 软 件 建 立 数 学 模 型 ；采 用 IBM 

SPSS Statistics 26.0 进行显著性分析。

2　结果与分析

2.1　最适蛋白酶的筛选

由图 1 可知，碱性蛋白酶、风味蛋白酶和胃蛋白酶表

表 1　蛋白酶作用条件

Table 1　Conditions of protease action

名称

复合蛋白酶

碱性蛋白酶

风味蛋白酶

木瓜蛋白酶

胃蛋白酶

酶解温

度/℃
50

50

50

50

50

酶解 pH

8.0

9.0

7.0

6.0

1.8

酶添加量/

（U·g-1）

6 000

6 000

6 000

6 000

6 000

酶解时

间/h

4

4

4

4

4
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现出较佳的水解效果，分别为 7.22%，6.43%，6.93%。与此

相比，复合蛋白酶和木瓜蛋白酶的水解度较低。水解度

高则表明在相同时间内酶解鱼肉更加彻底。但由于碱性

蛋白酶、风味蛋白酶和胃蛋白酶最适 pH 相差较大，无法

同步进行酶解，因此采取双酶分步酶解工艺。

为了确定最佳酶解组合，以水解度和 DPPH 自由基清

除率作为评价指标。由图 2 可知，风味蛋白酶和胃蛋白酶

的双酶组合水解效果良好。特别是在风味蛋白酶和胃蛋

白酶的双酶组合中，该蛋白肽水解度为 33.46%，DPPH 自

由基清除率为 84.12%，说明风味蛋白酶—胃蛋白酶组合

二步酶解能有效水解金枪鱼肉，产生相对分子质量更小

的短肽，并具有良好的抗氧化活性［18］。同时，对比发现，

胃蛋白酶的先后酶解顺序不同，对金枪鱼肉的酶解效果

差异较大，当其作为第二步酶解的酶制剂时，所得到的蛋

白肽表现出更强抗氧化活性和水解度。因此，后续对胃

蛋白酶的酶解工艺进行优化。

2.2　胃蛋白酶单因素试验

2.2.1　酶解温度对金枪鱼肉酶解效果的影响　由图 3 可

知，随着胃蛋白酶酶解温度的逐步升高，所清除 DPPH 自

由基的能力也在增强；当胃蛋白酶的酶解温度为 55 ℃时，

产生的蛋白肽对 DPPH 自由基的清除能力最强，清除率达

到 73.03%。但进一步升高胃蛋白酶的酶解温度，则对

DPPH 自由基的清除能力降低。这可能是在酶的最适温

度范围内，适当升温可以提高酶活力，但温度过高会导致

酶失活，反映为 DPPH 自由基清除率下降。因此，确定最

适酶解温度为 55 ℃。

2.2.2　酶解 pH 对金枪鱼肉酶解效果的影响　由图 4 可

知，随着溶液 pH 的增加，DPPH 自由基清除率呈先上升后

下降的趋势。胃蛋白酶的产物蛋白肽对 DPPH 自由基清

除率在 pH 为 1.4 时达到最大值，为 74.54%。这可能是 pH

的高低会影响酶的活性中心上的必需基团的解离，进而

影响酶的活性和稳定性。只有在最适 pH，酶活性才能达

到最高水平［19］。因此，确定最佳酶解 pH 为 1.4。

字母不同表示有显著性差异（P＜0.05）

图 2　酶解组合方式对金枪鱼肉酶解效果的影响

Figure 2　Influence of enzymatic hydrolysis combinations 

on the enzymatic hydrolysis of tuna meat

字母不同表示有显著性差异（P＜0.05）

图 1　不同蛋白酶对金枪鱼肉蛋白肽制备的影响

Figure 1　Effect of different proteases on the preparation of 

protein peptides from tuna meat

字母不同表示有显著性差异（P＜0.05）

图 3　酶解温度对金枪鱼肉蛋白肽抗氧化效果的影响

Figure 3　Effect of enzymatic hydrolysis temperature on 

antioxidant effect of protein peptides in tuna meat

字母不同表示有显著性差异（P＜0.05）

图 4　酶解 pH 对金枪鱼肉蛋白肽抗氧化效果的影响

Figure 4　Effect of enzymatic hydrolysis pH on the 

antioxidant effect of protein peptides in tuna meat
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2.2.3　酶添加量对金枪鱼肉酶解效果的影响　由图 5 可

知，随着胃蛋白酶添加量的增多，对 DPPH 自由基的清除

能力出现了下降趋势，胃蛋白酶添加量在 4 000 U/g 时，产

物蛋白肽对 DPPH 自由基清除率达到最大值，为 82.10%。

分析原因可能是在酶解反应的初期，酶的添加量与 DPPH

自由基清除率呈正相关；但当酶用量过大时，反应可能达

到过饱和状态［20］，反应速率并不会继续提高，反而可能导

致底物过早地被完全分解为小分子，而这些小分子可能

不具备足够的抗氧化活性或其抗氧化活性较低，从而使

得 DPPH 自由基清除率不再显著提高。因此，确定酶最适

添加量为 4 000 U/g。

2.2.4　酶解时间对金枪鱼肉酶解效果的影响　由图 6 可

知，随着胃蛋白酶酶解时间的增加，对 DPPH 自由基清除

率先增加后下降，在酶解时间为 5 h 时，胃蛋白酶的产物

蛋白肽对 DPPH 自由基清除率达到最大值，为 83.08%。

这可能是初期酶解反应生成了具有较强清除能力的产

物，当酶解时间超过 4 h 时，底物逐渐被消耗，酶解产物的

生成速率可能减缓，从而导致 DPPH 自由基清除率出现下

降趋势［21］。由此，确定最适宜酶解时间为 5 h。

2.3　胃蛋白酶酶解金枪鱼肉的响应面试验

2.3.1　响应面试验设计及结果　根据单因素试验结果，

以酶解温度、酶解 pH、酶添加量及酶解时间为自变量，以

水解度和 DPPH 自由基清除率为响应值，进行四因素三水

平响应面分析。试验因素水平见表 2，试验结果见表 3。

表 3　Box-Behnken响应面试验结果

Table 3　Box-Behnken response surface test results

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

A

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

B

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

C

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

D

0

0

0

0

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

Y1水解

度/%

15.37

17.09

17.23

17.53

19.41

19.80

21.60

19.12

14.96

17.14

16.82

18.59

17.87

22.83

20.19

19.64

15.89

18.91

16.06

15.81

19.49

19.95

20.08

20.98

22.01

22.55

21.46

20.25

19.89

Y2 DPPH 自由

基清除率/%

76.69

77.05

68.32

73.57

80.95

69.71

76.06

72.66

70.93

73.50

74.73

78.83

80.45

76.04

76.60

71.42

77.50

80.09

73.09

79.94

73.97

68.91

77.86

71.92

85.49

84.64

85.99

86.89

86.14

字母不同表示有显著性差异（P＜0.05）

图 5　酶添加量对金枪鱼肉蛋白肽抗氧化效果的影响

Figure 5　Effect of enzyme addition on antioxidant effect 

of protein peptides in tuna meat

表 2　响应面试验因素与水平表

Table 2　Response surface test factors and levels

水平

-1

0

1

A 酶解温

度/℃
50

55

60

B 酶解

pH

1.0

1.4

1.8

C 酶添加量/

（U·g-1）

2 000

4 000

6 000

D 酶解时

间/h

4

5

6

字母不同表示有显著性差异（P＜0.05）

图 6　酶解时间对金枪鱼肉蛋白肽抗氧化效果的影响

Figure 6　Effect of enzymatic hydrolysis time on the 

antioxidant effect of protein peptides in tuna meat
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2.3.2　回归方程拟合和方差分析　将表 3 中的试验数据

进行多元回归拟合，建立数学模型，并进行回归分析，得

到水解度的回归方程：

Y1=21.33+0.728 3A+0.647 5B-0.515 8C+0.536 7D-
0.355AB-0.817 5AC-0.102 5AD-1.45BC+0.11BD-0.717 5CD-
3.86A²-0.541 4B²-0.681 4C²-0.542 7D²。 （4）

由表 4 可知：回归模型的 P 值＜0.000 1，表示以水解

度建立的回归模型极显著，模型的失拟项不显著（P=
0.986 2＞0.05），这对于模型的可信度是有利的。模型调

整系数 R 2
Adj=0.889 5，说明该模型可以解释 88.95% 的响

应值变化；从各系数项的 P 值可以看出，模型方程中的 A、

B、C、D、AC、BC、A2 和 C2 对水解度均有显著或极显著的

影响。

通过回归分析，得到 DPPH自由基清除率的回归方程：

Y2=85.61+1.81A-2.7B-2.31C+1.17D+1.22AB+
1.06AC+0.382 5AD-0.192 5BC-0.22BD+1.96CD-4.81A² - 

6.24B²-3.52C²-6.58D²。 （5）

由表 5 可知：回归模型的 P 值<0.000 1，表明以 DPPH

自由基清除率建立的回归模型极其显著，同时模型的失

拟项不显著（P=0.187 8>0.05）。模型调整系数 R 2
Adj=

0.888 9，表明模型的拟合度良好。从各系数项的 P 值可

知，模型方程中的 A、B、C、D、CD、A2、B2、C2和 D2对 DPPH

自由基清除率均具有显著或极显著的影响。

2.3.3　因素交互作用分析　由图 7 可知，酶解温度与酶添

加量、pH 与酶添加量的等高线图接近椭圆，说明其交互作

用强［22］，对水解度的影响也较为显著，此结果与表 4 的方

差分析结果一致。

由图 8 可知，酶添加量和酶解时间的等高线图整体呈

椭圆形，表明存在显著的交互作用。此结果与表 5 的方差

分析结果一致。

2.3.4　最佳提取工艺分析与验证　根据回归方程的模型

分析得知，在最优制备工艺下，蛋白肽的水解度和 DPPH

自由基清除率分别为 21.55% 和 85.89%。胃蛋白酶最佳

酶 解 工 艺 为 酶 解 温 度 55.69 ℃ ，pH 1.41，酶 添 加 量

3 200 U/g，酶解时间 5.16 h。验证实验（n=3）结果显示水

解度为（22.63±0.47）%，DPPH 自由基清除率为（84.56±
1.42）%。与模型预测值相比，误差不显著，表明利用响应

面法优化得到的酶解条件是可行的。

2.4　金枪鱼肉蛋白肽清除 DPPH自由基活性

如图 9 所示，质量浓度为 1.0~8.0 mg/mL 时，金枪鱼蛋

白 肽 对 DPPH 自 由 基 的 清 除 能 力 服 从 线 性 分 布（y=
12.122x+30.452，R2=0.981 5）。由方程计算得出其半抑

制质量浓度（IC50）为 1.613 mg/mL；以 VC为阳性对照，发现

表 4　水解度回归分析结果†

Table 4　Hydrolysis degree regression analysis results

方差来源

模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D2

残差

失拟项

纯误差

总差

平方和

128.88

6.37

5.03

3.19

3.46

0.50

2.67

0.04

8.44

0.05

2.06

96.65

1.90

3.01

1.91

7.53

2.37

5.16

136.41

自由度

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

28

均方差

9.21

6.37

5.03

3.19

3.46

0.50

2.67

0.04

8.44

0.05

2.06

96.65

1.90

3.01

1.91

0.54

0.24

1.29

F 值

17.11

11.83

9.35

5.93

6.42

0.94

4.97

0.08

15.68

0.09

3.83

179.60

3.53

5.60

3.55

0.18

P 值

<0.000 1

0.004 0

0.008 5

0.028 8

0.023 8

0.349 6

0.042 7

0.784 0

0.001 4

0.768 7

0.070 7

<0.000 1

0.081 1

0.033 0

0.080 5

0.986 2

显著性

**

**

**

*

*

*

**

**

*

† “*”表示差异显著（P<0.05）；“**”表示差异极显著（P<
0.01）；R2=0.944 8；RAdj

2=0.889 5。

表 5　DPPH自由基清除率回归分析结果†

Table 5　Results of regression analysis of DPPH free 

radical scavenging rate

方差来源

模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D2

残差

失拟项

纯误差

总差

平方和

744.31

39.31

87.70

63.80

16.54

5.98

4.54

0.59

0.15

0.19

15.37

149.88

252.32

80.51

281.11

43.76

37.87

5.89

788.07

自由度

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

28

均方差

53.17

39.31

87.70

63.80

16.54

5.98

4.54

0.59

0.15

0.19

15.37

149.88

252.32

80.51

281.11

3.13

3.79

1.47

F 值

17.01

12.58

28.06

20.41

5.29

1.91

1.45

0.19

0.05

0.06

4.92

47.95

80.72

25.76

89.94

2.57

P 值

<0.000 1

0.003 2

0.000 1

0.000 5

0.037 3

0.188 3

0.248 3

0.671 8

0.830 8

0.807 1

0.043 7

<0.000 1

<0.000 1

0.000 2

<0.000 1

0.187 8

显著性

**

**

**

**

*

*

**

**

**

**

† “*”表示差异显著（P<0.05）；“**”表示差异极显著（P<
0.01）；R2=0.944 5；RAdj

2=0.888 9。
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蛋白肽的抗氧化性不及 VC，这可能是因为金枪鱼肉的水

解产物是混合物，其中一些产物的抗氧化性较弱，存在的

拮抗作用抑制了其活性。但一般 DPPH 自由基清除率

IC50＜10 mg/mL 时，即可认为有较好抗氧化性［23］。因此，

金枪鱼肉蛋白肽具有良好的 DPPH 自由基清除能力，优于

张耀等［24］制备的青鱼肉活性肽，其 IC50为 9.52 mg/mL；同

时，试验制备的蛋白肽对 DPPH 自由基的清除能力较马井

喜等［25］制备的鲤鱼肽的更好。

2.5　金枪鱼肉蛋白肽氨基酸组成

对金枪鱼暗色肉风味蛋白酶—胃蛋白酶蛋白肽中氨

基酸组成进行分析，由表 6 可知：该蛋白肽中含有 8 种人

体必需氨基酸，总含量达到了 4.173 mg/g，占氨基酸总量

的 39.60%；总氨基酸含量高达 10.536 mg/g，其中谷氨酸、

天冬氨酸等含量较高。此外，蛋白肽中还含有若干疏水

性氨基酸，如色氨酸和苯丙氨酸等，疏水性氨基酸的总量

占总氨基酸的 35.13%。洪燕婷［26］研究表明，疏水性氨基

酸具有较强的抗氧化能力。因此，推测试验所制备的蛋

白肽具有较强的抗氧化能力。

2.6　金枪鱼肉蛋白肽相对分子质量分布

由表 7 可知，风味蛋白酶—胃蛋白酶蛋白肽相对分子

质量分布主要集中在 3 000 以下，约占总体的 63.86%，构

成了蛋白肽的主要组成部分，这与 Ren 等［27］的研究结论

相符。相对分子质量为 1 000~<3 000 的肽段占比约为

31.69%；相对分子质量<1 000 的寡肽，占比约为 32.17%。

图 7　水解度各因素交互作用的响应面图和等高线图

Figure 7　Response surface plots and contour plots of the interaction of factors of hydrolysis degree

图 8　DPPH 自由基清除率各因素交互作用的响应面图和等高线图

Figure 8　Response surface plots and contour plots of the interaction of factors of DPPH free radical scavenging rate
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研究［28］表明，相对分子质量越小，抗氧化活性越高，更易

被人体吸收。

3　结论

双酶分步酶解黄鳍金枪鱼暗色肉制备抗氧化肽的最

优工艺为：一步酶解采用风味蛋白酶，酶解温度 50 ℃，

pH 7.0，酶添加量 6 000 U/g，酶解时间 4 h；二步酶解采用

胃 蛋 白 酶 ，酶 解 温 度 55.69 ℃ ，pH 1.41，酶 添 加 量

3 200 U/g，酶解时间 5.16 h。此条件下，蛋白肽的水解度

为 21.55%，对 DPPH 自由基的清除率为 85.89%。黄鳍金

枪鱼暗色肉风味蛋白酶—胃蛋白酶蛋白肽对 DPPH 自由

基的半抑制质量浓度为 1.613 mg/mL；此外，在该蛋白肽

中共检出了 18 种氨基酸（包括 8 种必需氨基酸），其中必

需氨基酸占 39.60%，疏水性氨基酸占 35.13%；相对分子

质量主要分布在 3 000 以下，约占 63.86%。综上所述，通

过金枪鱼暗色肉制备的蛋白肽具有较好的抗氧化活性、

相对分子质量较小且具有一定的营养价值。
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