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微波辅助酶解罗非鱼皮抗氧化肽制备及结构分析

米春孝 1 周 慧 1,2,3 胡兴媛 1 朱婉婷 1 武 龙 1,2,3
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3. 辽宁水产品加工及综合利用重点实验室，辽宁  大连   116023）

摘要：［目的］通过微波辅助酶解法制备罗非鱼皮抗氧化肽并进行结构分析。［方法］通过单因素和响应面试验优化微波

预处理辅助碱性蛋白酶水解法制备抗氧化肽工艺条件，并分析微波处理对鱼皮结构、抗氧化肽的相对分子质量及氨基

酸组成与抗氧化活性的影响。［结果］微波辅助酶解制备抗氧化肽的最优工艺条件为微波功率 441.50 W、微波温度

61.00 ℃、微波时间 20 min、酶解时间 6.21 h、加酶量 2.20%、料液比 1∶40 （g/mL），此时罗非鱼皮抗氧化粗肽得率和抗氧

化活性相比对照组分别提高了 8.23% 和 54.89%。经微波预处理的罗非鱼皮的硬度、胶黏性和咀嚼性相比对照组均显

著降低，且罗非鱼皮胶原纤维更加分散和疏松。［结论］微波预处理后可得到相对分子质量<1 000，具有高含量的组氨

酸、苯丙氨酸、酪氨酸和半胱氨酸，且抗氧化活性较高的肽。
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Abstract: ［［Objective］］ To prepare antioxidant peptides from tilapia skin by microwave-assisted enzymatic hydrolysis and conduct structural 

analysis. ［［Methods］］ The processing conditions for preparing antioxidant peptides by microwave pretreatment-assisted alkaline protease 

hydrolysis are optimized through single-factor and response surface experiments, and the effects of microwave treatment on the structure of 

fish skin, the relative molecular weight, amino acid composition, and antioxidant activity of antioxidant peptides are analyzed. ［［Results］］ 

The optimal processing conditions for preparing antioxidant peptides by microwave-assisted enzymatic hydrolysis are as follows: 

microwave power of 441.50 W, microwave temperature of 61.00 ℃ , microwave time of 20 min, hydrolysis time of 6.21 h, enzyme dosage of 

2.20%, and solid-to-liquid ratio of 1:40 (g/mL). Under these conditions, the yield and antioxidant activity of the crude antioxidant peptides 

from tilapia skin are increased by 8.23% and 54.89% respectively, compared with the control group. Additionally, the hardness, gumminess, 

and chewiness of tilapia skin pretreated by microwave are significantly reduced compared to the control group, and the collagen fibers of 

tilapia skin are more dispersed and looser. ［［Conclusion］］ After microwave pretreatment, peptides whose relative molecular weight is below 

1 000 can be obtained, with a high content of histidine, phenylalanine, tyrosine, and cysteine, and high antioxidant activity.
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中国是罗非鱼产品的主要出口国，其年产量可达

1 738 947 t，加工量达 540 600 t［1］。罗非鱼主要以冻罗非

鱼片的形式出口［2］。在鱼片加工过程中产生的大量鱼皮、

鱼骨等副产物被丢弃或加工成低值产品［3］。罗非鱼皮中

蛋白质含量高达 92.56%（以干基计），其中胶原蛋白约占

总蛋白的 84.68%，是制备胶原蛋白肽的良好来源［4-5］。

机体代谢过程中会产生大量的自由基，自由基的过

量积累会引起机体的过氧化反应［6-7］。在正常的生理条

件下，抗氧化防御系统可以利用酶（如超氧化酶歧化酶、

过氧化氢酶和谷胱甘肽过氧化物酶）和非酶抗氧化剂（如

褪黑激素、维生素、谷胱甘肽、辅酶、辅因子及抗坏血酸）

消除有害自由基的攻击。然而，自由基和内源性抗氧化

防御系统之间的不平衡会导致细胞氧化应激并破坏

DNA、蛋白质和膜脂质等细胞成分，进而导致糖尿病、阿

尔茨海默病、关节炎、心脏病等多种慢性疾病［8］。因此，开

发天然、安全、高效的抗氧化剂成为近年来的研究热

点［9-12］。抗氧化肽可通过提供电子稳定、抑制自由基［13］，

并可通过结构的共振保持自身的稳定性。氨基酸的种

类、含量、排列顺序以及某些氨基酸残基（如组氨酸、酪氨

酸、色氨酸、蛋氨酸、半胱氨酸和脯氨酸）为肽抗氧化能力

的决定因素。

鱼皮胶原蛋白的三螺旋结构难以打开［14］，直接影响

了鱼皮的酶解效率和活性肽的得率。微波辐射可以渗透

到蛋白质内部，使蛋白质分子产生相干、有序运动，从而

松动蛋白质的空间结构并暴露蛋白酶的反应位点［15］。Jin

等［16］通过微波辅助碱性蛋白酶水解海参胶原蛋白制备抗

氧化肽。结果表明，微波作用显著提高了胶原蛋白的水

解程度，低相对分子质量（≤1 000）的活性肽得率显著增

加，且水解产物的抗氧化活性显著提高。

研究拟以罗非鱼皮为原料，以 DPPH 自由基的半抑制

浓度（IC50）为指标，通过单因素和响应面试验优化微波预

处理辅助鱼皮酶解工艺，并分析微波预处理对鱼皮结构、

抗氧化肽的相对分子质量和氨基酸组成的影响，为罗非

鱼皮的高值化开发利用提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

干燥罗非鱼皮：含水量（5.79±0.16）%，市售；

碱性蛋白酶：200 U/mg，上海源叶生物科技有限公司；

2，2-二苯基 -1-苦基肼（DPPH）：分析纯，美国 Sigma

公司；

无水乙醇、酸性品红、苦味酸等：分析纯，上海阿拉丁

生化科技股份有限公司；

三氟乙酸、乙腈：色谱纯，美国 Sigma公司。

1.1.2　主要仪器设备　

灵动型微波化学反应仪：COOLPEX 型，上海屹尧仪

器科技发展有限公司；

酶标仪：synergyh 型，美国博腾仪器有限公司；

质构仪：TMS-Pro 型，北京市盈盛恒泰科技有限公司；

倒置显微镜：TS100 型，尼康光学仪器（中国）有限

公司；

超滤：CHNT JXF型，正泰集团成套设备制造有限公司；

高效液相色谱仪：LC-20A 型，岛津国际贸易（上海）有

限公司；

氨基酸分析系统：Elite-AAP 型，大连伊利特分析仪器

有限公司；

冷冻干燥机：SCIENTZ-10N 型，宁波新芝生物科技股

份有限公司。

1.2　方法

1.2.1　罗非鱼皮酶解物制备　称取定量鱼皮，加入去离

子水，于微波反应罐中进行微波预处理。将预处理后的

样品放入锥形瓶中调 pH 至 10，加入碱性蛋白酶，于 50 ℃
摇床中酶解。沸水灭酶 10 min，冷却，10 000 r/min 离心

15 min，取上清液，冻干后得罗非鱼皮抗氧化肽。

1.2.2　单因素试验　分别考察微波预处理功率（360，

440，520，600，680 W）、微 波 预 处 理 温 度（30，50，70，

90 ℃）、微波预处理时间（20，30，40，50，60 min）、酶解时间

（1，3，5，7，9 h）、加酶量（1.0%，1.5%，2.0%，2.5%，3.0%）和

料液比［1∶30，1∶40，1∶50，1∶60 （g/mL）］对罗非鱼皮水解

产物得率和抗氧化活性的影响。抗氧化能力以 DPPH 自

由基的 IC50为响应值。

1.2.3　响应面试验　基于单因素试验，以微波功率、微波

温度、微波时间、酶解时间、加酶量和料液比为自变量，以

DPPH 自由基的 IC50为响应值，使用 Design-Expert V8.0 软

件进行响应面试验优化。

1.2.4　抗氧化肽的超滤和高效液相分离纯化　

（1） 超滤分离：罗非鱼皮酶解液通过相对分子质量为

1 000，3 000 和 5 000 的截留膜分级，得到 M1（>5 000）、

M2（3 500~5 000）、M3（1 000~3 500）和 M4（<1 000）4 个

组分，冻干后测定 DPPH 自由基的 IC50。

（2） 液相分离：使用配备反相制备柱 PREP-ODS（H）

KIT（20 mm×250 mm）的高效液相色谱（HPLC）系统进一

步纯化 M4 组分。流动相 A 为 5% 乙腈（0.1% 三氟乙酸），

流动相 B 为 80% 乙腈（0.1% 三氟乙酸），流速 5 mL/min，进

样体积 700 µL。梯度洗脱程序：0~15 min，2%~7% B；15~

20 min，7%~45% B；20~35 min，45%~55% B；35~40 min，

55%~80% B；40~45 min，80%~10% B。测定 220 nm 处吸

收峰，并单独收集洗脱组分，冻干后测定 DPPH 自由基的

IC50。

1.2.5　抗氧化肽得率计算　按式（1）计算抗氧化肽得率。

R= m 2

m 1
× 100%， （1）
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式中：

R——粗肽得率，%；

m1——鱼皮质量，g；

m2——冻干肽粉质量，g。

1.2.6　DPPH 自由基的 IC50测定　根据丁洪基［7］的方法并

稍作修改。用去离子水分别配制质量浓度为 2，4，6，8，

10 mg/mL 的样品溶液。取 100 µL 样品溶液，加入 100 µL 

DPPH 溶液（乙醇配制，质量浓度为 0.05 mg/mL）中，黑暗

中孵育 30 min，通过酶标仪测量 517 nm 处吸光度。使用

乙醇代替 DPPH 溶液作为对照组、乙醇代替样品溶液作为

空白组。 IC50 值定义为清除率达到 50% 时所需的样品溶

液质量浓度，按式（2）计算样品的 DPPH 自由基清除率。

A= ( )1 - A s - A c

A b
× 100%， （2）

式中：

A——DPPH 自由基清除率，%；

As、Ac、Ab——样品组、对照组和空白组的吸光度。

1.2.7　 鱼 皮 压 缩 质 构 多 面 剖 析（TPA）　 将 鱼 皮 叠 成

20 mm×10 mm×2 mm，设置表面高度 3 mm、形变百分量

40%、检测速度 60 mm/min、起始力 1.5 N，利用 1 000 N 探

头对各组鱼皮进行 TPA 测定。

1.2.8　鱼皮组织切片观察　对罗非鱼皮进行 Van-Gieson

染色，于显微镜下放大 10，20，40 倍观察。

1.2.9　相对分子质量分布测定　采用高效体积排阻色谱

法。色谱柱为 TSKgel G2000 SWXL 300 mm×7.8 mm。

流动相为乙腈—水—三氟乙酸（V 乙腈∶V 水∶V 三氟乙酸为 40∶

60∶0.05），检测波长 220 nm；流速 0.5 mL/min；柱温 30 ℃；

进样体积 10 μL。相对分子质量校正曲线所用标准品为

细 胞 色 素 C（MW12384）、抑 肽 酶（MW6512）、杆 菌 酶

（MW1423）、乙 氨 酸 — 乙 氨 酸 — 酪 氨 酸 — 精 氨 酸

（MW451）、乙氨酸—乙氨酸—乙氨酸（MW189）。使用配

有紫外检测器和 GPC 数据处理软件的色谱工作站，根据

相对分子质量校正曲线方程，计算肽的相对分子质量大

小及分布范围。

1.2.10　氨基酸分析　使用配备 Elite-AAP 氨基酸分析专

用色谱柱的 Elite-AAP 氨基酸分析系统进行氨基酸分析。

采用异硫氰酸苯酯（PITC）作为柱前衍生试剂，正己烷萃取

去除过量衍生试剂。流动相 A 为乙腈—甲醇—水（V 乙腈∶

V 甲醇∶V 水为 60∶20∶20），流动相 B 为 pH 6.5、2.05 mg/mL 的

B 组分（伊利特公司）溶液。色谱分离条件：柱温 38 ℃；流

动相总流量 1.0 mL/min；检测波长 254 nm；进样量 10 μL。

梯度洗脱程序：0~39 min，5%~45% A；39~40 min，45%~

100% A；40~50 min，100% A；50~51 min，100%~5% A；51~

70 min，5% A。

1.2.11　统计分析　所有数据用 Excel 2017 软件进行数据

处理，用 SPSS 17.0 软件进行分析。单因素方差分析用于

分析各组间的差异；P<0.05 表示显著差异，P<0.01 表示

极显著差异。所有试验重复 3 次。

2　结果与分析

2.1　单因素结果

由图 1可知，随着微波功率、微波温度以及微波时间的

增加，酶解产物对 DPPH 自由基的 IC50均呈先下降后上升

趋势。这可能是适当的微波预处理可以改变鱼皮的结构，

有利于酶解位点的暴露［17］。而过于强烈的微波预处理会

导致酶解过度。随着酶解时间和加酶量的增加，DPPH 自

由基的 IC50呈先下降后平缓的趋势，这是因为酶与底物的

接触已达到饱和。为了节省时间和成本，选择酶解时间

5 h、加酶量 2.5% 进行后续优化。DPPH 自由基的 IC50值随

着料液比的降低呈先下降后上升趋势，说明抗氧化能力随

着料液比的降低先上升后下降，在料液比为 1∶40 （g/mL）

时，抗氧化肽的抗氧化能力和得率最高。由于鱼皮中含有

丰富的胶原蛋白，过低的料液比可能导致溶液黏稠，酶分

布不均匀；过高的料液比会导致酶浓度降低，无法在特定

时间内与鱼皮完全反应。综上，选取微波功率 440 W、微波

温度 70 ℃、微波时间 20 min、酶解时间 5 h、加酶量 2.5%、料

液比 1∶40 （g/mL）进行后续响应面试验。

2.2　响应面试验

在单因素试验基础上，进行 Plackett-Burman 试验和

Box-Behnken 响应面试验。Plackett-Burman 试验中各因

素水平见表 1，试验方差分析见表 2。由表 2 可知，微波时

间和料液比的 P 值大于微波功率、微波时间、酶解时间和

加酶量的，表明微波时间和料液比对活性肽 DPPH 自由基

的 IC50的影响相对较小。因此，选择微波功率、微波时间、

酶解时间和加酶量 4 个因素进行 Box-Behnken 响应面优

化试验，固定微波时间 20 min，料液比 1∶40 （g/mL）。

Box-Behnken 试验中各因素水平见表 3，试验设计及

结果见表 4。由表 5 可知，模型 P<0.01，极显著；失拟项 P

＞0.05，不显著，表明试验数据与模型拟合良好，可以用来

预测罗非鱼皮酶解的最佳条件。交互项 AB、BC、BD 的 P

<0.05，与图 2 的交互作用一致，表明微波功率和微波温

度、微波温度和酶解时间、微波温度和酶用量之间存在显

著的交互作用。

应用 ANOVA 获得响应面模型的二次多项式回归

方程：

Y=87.924 3-0.198 1A-0.111 8B-5.423 7C-
18.334 1D-0.000 9AB+0.001 5AC-0.006AD-0.027 4BC-
0.129 9BD+0.245 5CD+0.000 3A² +0.008 2B2+0.500 3C2+
5.248 7D²。 （3）

根据响应面优化的结果预测最佳酶解条件为微波功

率 441.50 W、微波温度 61.00 ℃、酶解时间 6.21 h、加酶量

2.20%，预测 DPPH 自由基的 IC50值为 3.668 mg/mL。为了

验证模型的有效性，根据实际情况，将试验条件修正为微
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波功率 440 W、微波温度 61 ℃、酶解时间 6.2 h、加酶量

2.2%，此时罗非鱼皮抗氧化肽的 DPPH 自由基的 IC50值为

3.962 mg/mL，接近理论值，说明优化模型可靠有效，适用

于罗非鱼皮的酶解制备抗氧化肽。

2.3　超滤和液相分离纯化结果

氨基酸和低相对分子质量肽通常表现出比蛋白质和

高相对分子质量多肽更好的 DPPH 自由基清除活性［18］。

由图 3 可知，MP4 对 DPPH 自由基的 IC50 为 3.765 mg/mL，

低于 MP、MP1、M2 和 M3 的，说明 MP4 拥有更强的 DPPH

自由基清除能力。超滤分离后相对分子质量<1 000 的

MP4 组分含量最高，为 72.25%。经微波预处理后蛋白质

结构变得更松散，分子间作用力降低，有利于酶与鱼皮的

字母不同表示组间差异显著（P<0.05）

图 1　各因素对罗非鱼皮酶解产物 DPPH 自由基的 IC50和得率的影响

Figure 1　Effects of different factors on DPPH· IC50 and extraction ratio of tilapia skin enzymatic hydrolysis products

表 1　Plackett-Burman中自变量的因素水平

Table 1　Factors and levels of independent variables in Plackett-Burman experiment

水平

-1

1

A 微波功率/W

360

520

B 微波温度/℃
50

90

C 微波时间/min

20

40

D 酶解时间/h

3

7

E 加酶量/%

2

3

F 料液比（g/mL）

1∶30

1∶50
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接触从而促进酶解，因此低相对分子质量活性肽得率较

大。DPPH 自由基结构中 3 个苯环的空间共振作用阻碍

了夹在中间的氮原子上的未成对电子与抗氧化剂的作

用，增加了清除 DPPH 自由基的难度。MP4 的相对分子质

量低、尺寸小，更容易接近 DPPH 自由基中氮原子上的未

成对电子，使其发挥电子成对作用，从而清除 DPPH 自由

基，呈现更好的抗氧化活性。因此，以相对分子质量较小

的 MP4 组分（<1 000 ）进行后续高效液相分离纯化。

由 图 4 可 知 ，280 nm 处 检 测 并 收 集 保 留 时 间 为

8.47 min（F1）、10.11 min（F2）、11.74 min（F3）和 28.99 min

（F4）的 4 个组分。由图 5 可知，F1、F2 和 F4 组分的 DPPH

自 由 基 的 IC50 值 分 别 为（1.831±0.08），（2.862±0.16），

（1.838±0.08） mg/mL，显著低于 F3 和 MP4 的（P<0.05）。

液相分离技术进一步去除了样品中的非肽物质和其他杂

质，提高了肽的纯度，增强了肽的抗氧化活性。但 F3 组分

的 DPPH 自由基的 IC50值为（5.294±0.25） mg/mL，显著高

于 MP4 组分的，可能与其氨基酸组成有关。

2.4　微波预处理对罗非鱼皮的影响

由表 6可知，微波预处理后鱼皮的硬度、胶黏性和咀嚼

性相比未处理组显著降低，这是因为微波可以打断蛋白质

的共价键［17］，破坏蛋白质的部分结构，降低鱼皮内的分子

间作用力，从而导致鱼皮质构发生显著变化。鱼皮内分子

间作用力的降低有助于碱性蛋白酶对鱼皮的酶解。

由图 6 可知，微波预处理组罗非鱼皮胶原纤维的形态

与未处理组相比差异显著，微波处理后鱼皮结构变得疏

松，纤维间空隙变大。微波可破坏蛋白质中巯基的二硫

键［17］，导致蛋白质亚基分解，微波还可以有效打破氢键平

衡，使胶原三螺旋结构松散，从而破坏胶原蛋白分子四级

结构中胶原纤维构象，改变鱼皮蛋白结构易暴露蛋白质

与碱性蛋白酶反应的位点，破坏巯基的二硫键更易于得

到含半胱氨酸的肽段。

2.5　相对分子质量分布对鱼皮抗氧化肽抗氧化活性的

影响

由图 7可知，各标准品之间分离度较好。由图 8可知，

表 2　Plackett-Burman试验方差分析†

Table 2　Analysis of variance （ANOVA） for Plackett-

Burman experiment

来源

模型

A

B

C

D

E

F

AE

BD

CD

残差

总和

平方和

19.73

2.88

3.38

0.00

6.62

4.52

0.94

0.25

1.31

11.10

0.02

19.76

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

11

均方

2.19

2.88

3.38

0.00

6.62

4.52

0.94

0.25

1.31

11.10

0.01

F 值

201.43

264.27

310.81

0.14

608.32

414.95

86.00

22.86

122.93

1 019.86

P 值

0.004 9

0.003 8

0.003 2

0.742 0

0.001 6

0.002 4

0.011 4

0.041 1

0.008 0

0.001 0

显著性

**

**

**

**

**

*

*

**

**

† *代表 P<0.05；**代表 P<0.01。

表 3　Box-Behnken试验因素水平

Table 3　Factors and levels of independent variables in 

Box-Behnken experiment

水平

-1

0

1

A 微波功

率/W

360

440

520

B 微波温

度/℃
50

70

90

C 酶解时

间/h

3

5

7

D 加酶

量/%

2.0

2.5

3.0

表 4　Box-Behnken Design试验设计及结果

Table 4　Design and results of Box-Behnken experiment

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

-1

0

0

1

0

-1

1

1

0

0

0

0

0

1

-1

0

0

-1

0

0

0

0

0

0

B

0

0

0

0

1

1

0

-1

1

0

0

-1

1

0

1

0

1

0

0

-1

0

-1

0

-1

0

-1

0

1

0

C

-1

1

0

0

-1

0

1

1

0

-1

1

0

0

0

0

0

0

0

-1

0

0

0

0

-1

1

0

-1

1

0

D

0

0

-1

1

0

0

1

0

-1

-1

0

0

0

0

1

0

-1

0

0

0

0

-1

1

0

-1

1

1

0

0

DPPH· IC50/

（mg·mL-1）

10.133 7

6.802 7

9.430 0

4.689 4

16.295 1

14.417 7

3.955 5

4.615 6

8.134 0

11.471 8

6.109 9

7.126 8

11.840 1

3.725 7

10.616 0

4.025 7

15.612 1

4.255 7

9.885 7

4.100 3

4.330 3

4.615 5

6.948 6

6.733 8

5.927 4

4.817 2

8.517 8

9.797 8

4.545 7
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相对分子质量和保留时间的拟合曲线为 y=0.006 5x3-
0.296 6x2+4.199 4x-14.823（R²=0.999 7）。根据拟合曲

线计算出的未处理组活性肽和微波预处理组活性肽 MP

相对分子质量分布和 DPPH 自由基的 IC50如表 7 所示。由

表 7 可知，MP 的 DPPH 自由基的 IC50 值为 4.244 mg/mL，

相比未处理组显著降低。与未处理组相比，微波预处理

后相对分子质量＞1 000 的活性肽占比由 6.28% 下降至

1.58%，相对分子质量<300 的活性肽含量由 26.20% 增加

到 31.81%。低相对分子质量肽通常拥有更强的 DPPH 自

由基清除活性［18］。大分子抗氧化肽的复杂空间构型限制

了其与自由基的接触，而小分子抗氧化肽由于体积小，反

应位点更易暴露，更容易与自由基反应。经微波预处理

后蛋白质结构变得更松散，分子间作用力降低，有利于酶

与鱼皮的接触及对鱼皮蛋白特定位点的剪切，从而显著

提高了抗氧化肽的抗氧化活性。经液相分离后得到的

4 个组分中，F3 组分中相对分子质量<300 的肽含量为

63.14%，显著高于其他 3 个组分。F1、F2 和 F4 具有比 F3

更强的抗氧化活性，这是因为抗氧化肽的抗氧化活性与

氨基酸的位置和组成也有较强关联［19］。

2.6　氨基酸组成对鱼皮抗氧化肽抗氧化活性的影响

氨基酸种类、含量和排列顺序对肽的抗氧化活性有

显著影响［20-21］。由表 8 可知，微波处理后活性肽的组氨

酸、酪氨酸、蛋氨酸和半胱氨酸含量明显增加。微波预处

理破坏了鱼皮内的分子间作用力，使酶与鱼皮接触更充

分。试验使用的碱性蛋白酶酶解蛋白可生成更多含有酪

氨酸等疏水结构的肽［22］。微波预处理有助于蛋白质中巯

基的暴露，使得活性肽中带有亲核硫侧链的蛋氨酸和半

图 2　各因素交互作用的等高线图和 3D 曲面图

Figure 2　Contour plot and 3D surface plot under the interaction of various factors

表 5　Box-Behnken Design试验方差分析†

Table 5　ANOVA for Box-Behnken experiment

来源

模型

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A²

B²

C²

D²

剩余

失拟

纯误差

总误差

平方和

369.33

0.59

180.73

55.59

20.40

7.85

0.22

0.23

4.79

6.75

0.24

23.98

70.37

25.97

11.17

5.24

4.85

0.39

374.57

自由度

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

28

均方

26.38

0.59

180.73

55.59

20.40

7.85

0.22

0.23

4.79

6.75

0.24

23.98

70.37

25.97

11.17

0.37

0.48

0.10

F 值

70.51

1.58

483.03

148.59

54.52

20.98

0.59

0.62

12.81

18.05

0.64

64.08

188.08

69.42

29.85

4.94

P 值

<0.000 1

0.229 6

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.000 4

0.454 7

0.444 2

0.003 0

0.000 8

0.435 5

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.068 7

显著性

**

**

**

**

**

**

**

**

**

**

**

不显著

† **代表 P<0.01；R2=0.986 0，R2
Adj=0.972 0；CV=7.94%。
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胱氨酸含量增加。

F1 组分中的酪氨酸和半胱氨酸明显高于其他组分。

F2 组分中的脯氨酸、缬氨酸、苯丙氨酸含量高于其他组

分。F4 组分中的酪氨酸、蛋氨酸、半胱氨酸和苯丙氨酸含

量高于其他组分。带有芳香族侧链的酪氨酸和苯丙氨酸

残基可以提供氢原子以阻止自由基链式反应，从而发挥

抗氧化能力［23-24］。半胱氨酸通过转移硫醇基团中的氢与

自由基反应，具有较强的抗氧化能力。组氨酸的咪唑环

中的氮原子可提供一个电子给 DPPH 自由基，从而将其还

原为非自由基形式。蛋氨酸的分子结构中有一个含硫的

1. 细胞色素 C 2. 抑肽酶  3. 杆菌酶  4. 乙氨酸-乙氨酸-酪

氨酸-精氨酸  5. 乙氨酸-乙氨酸-乙氨酸

图 7　5 种标准品的色谱流出图及拟合曲线

Figure 7　Elution diagram and fitting curve of five 

standard samples

字母不同表示组间差异显著（P<0.05）

图 3　超滤各组分 DPPH 自由基的 IC50和得率

Figure 3　DPPH· IC50 of each fraction in ultrafiltration and 

extraction ratio of peptides

图 4　M4 高效液相分离组分的流出图

Figure 4　Elution diagram of M4 fraction separated by 

high-performance liquid chromatography

字母不同表示组间差异显著（P<0.05）

图 5　MP4 及其液相分离组分的 DPPH 自由基的 IC50

Figure 5　DPPH· IC50 of MP4 and liquid phase separation 

fractions of MP4

表 6　未处理组和微波预处理组鱼皮的 TPA分析†

Table 6　TPA of tilapia skin in control and pretreatment 

groups

组别

未处理组

微波预处理组

硬度/N

45.9±0.4a

8.8±0.1b

弹性/mm

0.54±0.05

0.47±0.04

胶黏性/N

35.70±2.50a

4.50±0.02b

咀嚼性/mJ

22.40±0.90a

2.14±0.28b

† 字母不同表示差异显著（P<0.05）。

图 6　未处理组和微波处理组罗非鱼皮显微镜图

Figure 6　Histological structure of tilapia skin of control 

and pretreatment groups
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侧链，侧链上的硫原子可以参与还原反应，并能够与自由

基发生反应。因此，蛋氨酸、半胱氨酸等含硫氨基酸，酪

氨酸等芳香族氨基酸和含有咪唑环的组氨酸含量较高的

抗氧化肽具有较高的抗氧化活性，能够有效清除自由基。

3　结论

微波预处理辅助酶解制备罗非鱼皮抗氧化肽的最佳

条件为微波功率 441.50 W、微波温度 61 ℃ 、微波时间

20 min、酶 解 时 间 6.21 h、加 酶 量 2.20%、料 液 比 1∶

40 （g/mL）。微波预处理降低了鱼皮内部的分子间作用

力，破坏了鱼皮的肌原纤维结构，促进了鱼皮与酶的反

应，提高了活性肽的抗氧化活性。微波预处理改变了活

性肽的相对分子质量分布和氨基酸组成，增加了低相对

分子质量的肽含量，提高了酪氨酸、蛋氨酸和半胱氨酸含

量。低相对分子质量肽（<1 000）含量高，蛋氨酸、半胱氨

酸等含硫氨基酸，酪氨酸、苯丙氨酸等芳香族氨基酸和含

有咪唑环的组氨酸含量高的肽能够有效清除自由基。然

而，氨基酸的排列顺序对肽的抗氧化活性也有显著影响，

后续可进一步研究活性肽的抗氧化作用机理。
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表 7　未处理组和微波预处理组抗氧化肽以及液相分离组分的相对分子质量分布和 DPPH· IC50
†

Table 7　Molecular weight distribution and DPPH· IC50 of peptides in control and pretreatment groups and fractions in 

liquid phase separation

组分

CP

MP

F1

含量/%

>1 000

6.28

1.58

7.60

300~1 000

65.72

66.61

82.77

<300

26.20

31.81

9.63

DPPH· IC50/

（mg·mL-1）

8.783±0.54a

4.244±0.46b

1.831±0.08c

组分

F2

F3

F4

含量/%

>1 000

15.49

0.20

19.66

300~1 000

74.74

36.66

73.98

<300

9.77

63.14

6.36

DPPH· IC50/

（mg·mL-1）

2.862±0.16c

5.294±0.25b

1.838±0.08c

† 小写字母不同表示差异显著（P<0.05）。

表 8　未处理组鱼皮肽、微波预处理组鱼皮肽以及液相分离组分的氨基酸组成†

Table 8　Amino acid composition of peptides in control and pretreatment groups and fractions in liquid phase separation

氨基酸

天冬氨酸

谷氨酸

丝氨酸

甘氨酸

组氨酸

精氨酸

苏氨酸

丙氨酸

脯氨酸

酪氨酸

缬氨酸

蛋氨酸

半胱氨酸

异亮氨酸

亮氨酸

苯丙氨酸

赖氨酸

含量/%

CP

5.51±0.31b

9.28±0.32b

4.31±0.10a

34.31±0.42a

0.65±0.02c

5.29±0.05c

3.22±0.13a

14.64±0.23a

8.86±0.16c

0.53±0.01c

2.85±0.02a

1.08±0.00b

0.23±0.00d

1.37±0.01c

3.19±0.01c

1.75±0.21b

2.93±0.16a

MP

5.83±0.05b

9.42±0.29b

4.26±0.18a

33.83±0.37a

0.87±0.02a

5.75±0.06b

2.75±0.00b

12.99±0.34b

9.24±0.12c

0.76±0.03b

2.53±0.02ab

1.46±0.52a

1.15±0.16b

1.69±0.01b

3.18±0.02c

1.64±0.02b

2.65±0.19a

F1

6.78±0.44a

11.33±0.49a

4.37±0.18a

34.08±1.73a

0.66±0.00c

6.45±0.18a

3.16±0.32a

15.55±1.58a

8.16±1.82c

0.90±0.75a

1.30±0.85c

0.42±0.05c

2.13±0.03a

0.70±0.07d

1.10±0.07d

0.80±0.01c

2.11±0.17b

F2

4.62±0.08c

7.38±0.29c

4.02±0.06b

30.32±0.15b

0.49±0.05d

4.15±0.06d

2.38±0.05c

11.46±0.25c

20.82±0.16a

0.95±0.04a

2.68±0.05a

0.46±0.00c

0.67±0.07c

2.01±0.19a

4.08±0.16b

1.50±0.14b

2.02±0.13b

F3

4.73±0.03c

8.87±0.13bc

3.50±0.01c

29.11±0.16b

0.72±0.01b

6.16±0.03a

2.43±0.02c

12.70±0.10b

21.98±0.02a

0.38±0.05d

1.84±0.17b

0.43±0.09c

0.19±0.02d

1.00±0.00cd

2.39±0.00cd

0.69±0.18c

2.87±0.04a

F4

4.52±0.02c

6.32±0.07d

4.37±0.02a

35.73±0.12a

0.62±0.04c

4.88±0.05cd

2.23±0.05c

9.74±0.10d
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