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鸡内金酶解物制备工艺优化及抗氧化活性研究
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摘要!目的!研究鸡内金的最佳酶解工艺条件!并分析其

酶解物的氨基酸组成%分子量分布及抗氧化活性"方法!

以鸡内金多肽得率%酶解液水解度为指标!采用正交试验

优化鸡内金的酶解工艺条件#采用氨基酸分析仪%高效凝

胶渗透色谱法测定鸡内金酶解物的氨基酸组成和分子量

分布#并考察鸡内金酶解物对
MYY"

自由基和
GX<V

q自

由基的清除能力"结果!鸡内金最佳酶解工艺条件为以

中性蛋白酶和碱性蛋白酶共同酶解!酶解温度
-(a

!酶

解时间
,3

!酶解
B

"

值
))

!蒸煮时间
-3

"该条件下鸡内

金多肽得率为
T*8-S]

!水解度为
)+8+;]

#鸡内金酶解物

的必需氨基酸与非必需氨基酸的比值为
*S8*-]

!具有较

高的营养价值#鸡内金酶解物相对分子质量
$

)(((M/

所占比例为
,(8']

!易于消化吸收#当鸡内金酶解物质量

浓度为
)8*.

5

(

.U

时!其对
GX<V

q自由基的清除率达到

,+8),]

"结论!最佳酶解工艺下!鸡内金多肽得率高达

T*8-S]

!具有较好的抗氧化活性"

关键词!鸡内金#酶解#氨基酸组成#相对分子质量#抗氧

化性
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鸡内金为雉科动物家鸡!

%/116=

5
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#的干燥沙囊内壁$始载于-神农本草经.$表述为

上品丹雄鸡项下)

)

*

$于
'(('

年被国家卫生计生委收录于

+既是食品又是药品的物品名单,的药食同源名单中)

'

*

$

具有降血脂)

;J+

*

(保护心脏)

*

*

(健胃消食)

-

*

(增强肠道屏

障功能)

T

*等功效%近年来$有关生物酶解制取多肽的研

究越来越多$其效率高(污染低$而且酶解产物包含许多

人体必需氨基酸%另一方面$通过酶解可以得到具有抗

氧化活性(缓解疲劳和降血压等功能性的更利于人体吸

)&!

KLLM N OGC"P$#QR

第
;S

卷第
+

期 总第
'+-

期
"

'(''

年
+

月
"



收的小分子多肽)

SJ,

*

%但目前有关鸡内金酶解及酶解产

物的研究较少)

)(

*

%研究拟利用中性蛋白酶及碱性蛋白酶

对鸡内金进行酶解$探究鸡内金的最佳酶解工艺和酶解

物的相对分子质量分布(氨基酸组成和抗氧化活性$以期

为鸡内金的进一步开发利用及鸡内金多肽的分离纯化与

功能开发等提供依据%

)

!

材料与方法
)8)

!

材料与仪器

)8)8)

!

材料与试剂

干鸡内金"市售/

氢氧化钠(五水合硫酸铜(四水合酒石酸钾钠(甲醛(

二水合
*&

磺基水杨酸"分析纯$广州化学试剂厂/

三氯乙酸"分析纯$上海麦克林生化科技有限公司%

)8)8'

!

主要仪器设备

杜马斯快速定氮分析仪"

A/

B

0:$9I799:

型$德国元

素
#19.92>/A

公司/

全自动氨基酸分析仪"

V&+;;M

型$赛卡姆公司/

全自动氨基酸分析仪"日立
U&S,((

型$日立高新技

术公司/

笔式酸度计"

Y"X&;

型$上海悦丰仪器仪表有限公司/

磁力搅拌器"

S*&'\V

型$上海沪析实业有限公司/

数显恒温循环水箱"

""&+'(

型$上海力辰邦西仪器

科技有限公司%

)8;

!

方法

)8;8)

!

鸡内金基本成分分析

!

)

#粗多糖含量"按
V$

'

<+'-(

&

'()*

执行%

!

'

#粗脂肪含量"按
%X*((,8-

&

'()-

执行%

!

;

#蛋白质含量"按
%X*((,8*

&

'()-

执行%

)8;8'

!

单因素试验
!

将干燥鸡内金粉碎过
-(

目筛$称取

一定量的鸡内金粉末$以中性蛋白酶添加量为
(8*]

和碱

性蛋白酶添加量为
)8*]

作为单因素试验的基础条件$分

别对酶解
B

"

(酶解温度(酶解时间和蒸煮时间进行单因

素试验分析$以鸡内金多肽得率及水解度!以干重计#为

衡量指标%

!

)

#蒸煮时间"固定酶解
B

"

为
S

$酶解温度
*(a

$酶

解时间
;3

$

)((a

灭酶
)(.02

$考察蒸煮时间!

'

$

;

$

+

$

*

$

-3

#对酶解上清液水解度和多肽得率的影响%

!

'

#酶解
B

"

"固定蒸煮时间
+3

$酶解温度
*(a

$酶

解时间
-3

$

)((a

灭酶
)(.02

$考察酶解
B

"

!

T

$

S

$

,

$

)(

$

))

#对酶解上清液水解度和多肽得率的影响%

!

;

#酶解时间"固定蒸煮时间
+3

$酶解
B

"

为
S

$酶解

温度
*(a

$

)((a

灭酶
)(.02

$考察酶解时间!

*

$

-

$

T

$

S

$

,3

#对酶解上清液水解度和多肽得率的影响%

!

+

#酶解温度"固定蒸煮时间
+3

$酶解
B

"

为
S

$酶解

时间
-3

$

)((a

灭酶
)(.02

$考察酶解温度!

+*

$

*(

$

**

$

-(

$

-*a

#对酶解上清液水解度和多肽得率的影响%

)8;8;

!

正交试验
!

根据单因素试验结果$以水解度及多

肽得率为衡量指标$选取酶解温度(酶解时间(酶解
B

"

值

和蒸煮时间为影响因素$采用
U

,

!

;

+

#正交试验进行酶解

试验%

)8;8+

!

水解度测定
!

参照冯倩等)

S

*的方法并修改%先测

定鸡内金总氮含量/再测定酶解液中游离氨基酸态氮

!

C

$

#含量$并按式!

)

#计算水解度%

H

"

f6

$

cN

'

)c)((]

$ !

)

#

式中"

H

"

&&&水解度$

]

/

6

$

&&&酶解液中游离氨基酸态氮含量$

5

'

.U

/

)

&&&总氮含量$

5

/

N

&&&酶解液总体积$

.U

%

)8;8*

!

多肽含量测定
!

参照冯倩等)

S

*的方法%

)8;8-

!

氨基酸组成分析

!

)

#水解氨基酸"参照
%X*((,8)'+

&

'()-

并修改%

准确称取
(8(*((

5

鸡内金粉末及
(8(;((

5

鸡内金酶解

物$分别加入
)( .U

盐酸溶液!

- .41

'

U

#$充入氮气$

))(a

电热鼓风恒温箱中水解
';3

$过滤$取
).U

滤液$

*-a

水浴蒸干$再加入
).U

一级水$蒸干$重复两次%

彻底蒸干后加入
+.U

柠檬酸钠缓冲溶液!

B

"'8'

#$振荡

混匀$过
(8''

&

.

滤膜$进样进行氨基酸自动分析仪

分析%

!

'

#游离氨基酸"准确称取
)

5

鸡内金粉末$加入

;.U*]

磺基水杨酸研磨
;(.02

$静置
'3

$离心$上清液

过
(8''

&

.

滤膜$进样进行氨基酸自动分析仪分析%

)8;8T

!

多肽相对分子质量分布测定
!

参照朱翰林等)

))

*

的方法%色谱柱为
<LVL" <Vd

5

91%'(((V\WU

凝胶

柱$流动相为乙腈&水溶液!

N

水
eN

乙腈
fS(e'(

$内含

(8)]

的三氟乙酸#$流速
(8*.U

'

.02

$进样量
*

&

U

!质量

浓度
)

5

'

U

#$检测器为紫外检测器$检测波长
''(2.

%

)8;8S

!

多肽抗氧化性测定
!

按
%X

'

<;,)((

&

'('(

执行%

)8;8,

!

数据处理
!

采用
VYVV)T8(

软件对数据进行统计

分析$

J

$

(8(*

认为具有显著差异%

'

!

结果与分析
'8)

!

基本成分

由表
)

可知$鸡内金营养成分组成绝大部分为蛋白

质$其含量!干基#高达
,T8*+]

$多糖(脂肪等营养成分含

量低$除杂工序简单$且鸡内金作为一种畜产品加工的副

产品$具有便宜易得的特点$是一种理想的酶解原料%基

于经济效益和时间考虑$采用无需预先进行脱脂(脱糖处

理$直接进行酶解的试验方法%

表
)

!

鸡内金的基本成分

</@19)

!

X/=0774.

B

4=0>0424?

5

/110

5

0

5

9A0092:4>39106.

74A296. ]

蛋白质 脂肪 多糖 水解氨基酸 游离氨基酸

,T8*+ )8TS )8-T ,*8T; (8(*

*'!

提取与活性
#W<QGC<PL$ N GC<P[P<R

总第
'+-

期
"

'(''

年
+

月
"



'8'

!

单因素试验

'8'8)

!

蒸煮时间对水解度及多肽得率的影响
!

由图
)

可

知$随着蒸煮时间的延长$鸡内金水解度逐渐增大$鸡内

金多肽得率则先增大后趋于平稳%这是因为酶解前进行

高温蒸煮会破坏鸡内金的蛋白质结构$使得更多酶作用

位点暴露出来$有利于蛋白质肽键的断裂和酶解反应的

进行$在一定范围内$适当延长蒸煮时间有利于提高水解

度和多肽得率$当水解度和多肽得率达到最大值时$由于

底物有限$水解度和多肽得率便不再增加)

)'

*

%综合分析$

选择蒸煮时间
+

$

*

$

-3

作为正交试验的
;

个水平%

'8'8'

!

酶解
B

"

对水解度及多肽得率的影响
!

由图
'

可

知$随着
B

"

值的增大$鸡内金水解度先增加后趋于平稳$

多肽得率先增加后降低%当酶解
B

"

值为
)(

时$多肽得率

最高为
-)8'T]

%多肽得率降低可能是因为在酶解
B

"

值

(

)(

时$将大分子蛋白酶解为由
;

个或
;

个以上氨基酸组

成的多肽的酶在非最适
B

"

值环境下活性减弱)

S

*

%综合考

虑$选择酶解
B

"

值为
,

$

)(

$

))

作为正交试验的
;

个水平%

'8'8;

!

酶解时间对水解度及多肽得率的影响
!

由图
;

可

知$随着酶解时间的延长$鸡内金水解度先增加后趋于平

稳$多肽得率先增加后下降$当酶解时间为
S3

时$多肽得

率最高%当酶解时间
(

S3

时$多肽得率开始下降$可能

是因为酶解时间过长$多肽被进一步酶解成二肽或少部

小写字母不同表示差异显著!

J

$

(8(*

#

图
)

!

蒸煮时间对水解度及多肽得率的影响

K0

5

6A9)

!

#??97>4?744_02

5

>0.942:9

5

A994?3

H

:A41

H

=0=

/2:

B

9

B

>0:9

H

091:

小写字母不同表示差异显著!

J

$

(8(*

#

图
'

!

酶解
B

"

值对水解度及多肽得率的影响

K0

5

6A9'

!

#??97>4?>39

B

"E/1694?92F

H

./>073

H

:A41

H

=0=

42:9

5

A994?3

H

:A41

H

=0=/2:

B

9

B

>0:9

H

091:

小写字母不同表示差异显著!

J

$

(8(*

#

图
;

!

酶解时间对水解度及多肽得率的影响

K0

5

6A9;

!

#??97>4?92F

H

./>073

H

:A41

H

=0=>0.942:9

5

A99

4?3

H

:A41

H

=0=/2:

B

9

B

>0:9

H

091:

分的游离氨基酸)

);J)+

*

$无法被双缩脲法检测出来%综合

考虑$采用酶解时间
T

$

S

$

,3

作为正交试验的
;

个水平%

'8'8+

!

酶解温度对水解度及多肽得率的影响
!

由图
+

可

知$随着酶解温度的增加$鸡内金水解度和多肽得率均先

增加后降低%当酶解温度为
**a

时$水解度达到最高为

)(8-T]

$当酶解温度为
-( a

时$多肽得率达到最高为

**8,*]

%酶的催化活性受酶解温度影响较大$当鸡内金

酶解温度超出其最适反应温度范围$酶活性小$酶解程度

低$水解度和多肽得率低)

))

$

)*

*

%综合考虑$采用酶解温度

**

$

-(

$

-*a

作为正交试验的
;

个水平%

小写字母不同表示差异显著!

J

$

(8(*

#

图
+

!

酶解温度对水解度及多肽得率的影响

K0

5

6A9+

!

#??97>4?92F

H

./>073

H

:A41

H

=0=>9.

B

9A/>6A942

:9

5

A994?3

H

:A41

H
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B

9

B
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H

091:

'8;

!

正交试验

在单因素试验基础上$选择酶解温度(酶解时间(酶

解
B

"

值和蒸煮时间为影响因素$以多肽得率和水解度为

响应值$采用
U

,

!

;

+

#正交试验对鸡内金酶解工艺进行优

化$正交试验因素水平表见表
'

$试验设计及结果见表
;

%

!!

由表
;

可知$各因素对鸡内金多肽得率影响大小为

酶解
B

"

值
(

酶解时间
(

蒸煮时间
(

酶解温度$理论最优

鸡内金酶解工艺组合为
G

'

X

;

C

;

M

;

/各因素对鸡内金水解

度影响大小为酶解
B

"

值
(

蒸煮时间
(

酶解时间
(

酶解

温度$理论最优鸡内金酶解工艺组合为
G

'

X

)

C

;

M

;

及

G

'

X

;

C

;

M

;

%从多肽得率和水解度两方面综合考虑$确定

!'!

"

[418;S

"
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表
'

!

正交试验因素水平表

</@19'

!

<39?/7>4A19E914?4A>34

5

42/19I

B

9A0.92>

水平
G

酶解温

度'
a

X

酶解时

间'
3

C

酶解

B

"

值

M

蒸煮时

间'
3

) ** T , +

' -( S )( *

; -* , )) -

表
;

!

正交试验设计与结果分析

</@19;

!

LA>34

5

42/19I

B

9A0.92>/1:9=0

5

2/2:

A9=61>/2/1

H

=0=

试验号
G X C M

多肽得率'
]

水解度'
]

) ) ) ) ) +,8'+ -8,S

' ) ' ; ' *-8-) S8*'

; ) ; ' ; -;8S; ,8''

+ ' ) ; ; T;8TS )+8*;

* ' ' ' ) *;8), T8((

- ' ; ) ' *+8;; T8S(

T ; ) ' ' +,8T( -8S(

S ; ' ) ; +,8-' T8+(

, ; ; ; ) -S8S+ ))8',

多肽

得率

R

)

*-8*-*T8*T*)8(-*T8(,

R

'

-(8++*;8)+**8*T*;8**

R

;

*-8(*-'8;+--8+)-'8+)

K +8;S ,8),)(8S+ S8ST

优组合

G

'

X

;

C

;

M

;

**********************

水解

度

R

)

S8'+ ,8++ T8;, S8+'

R

'

,8TS T8-+ T8-S T8T)

R

;

S8*( ,8++))8+*)(8;S

K )8*+ )8T, ;8TT '8-S

优组合

G

'

X

)

C

;

M

;

G

'

X

;

C

;

M

;

G

'

X

;

C

;

M

;

为最优鸡内金酶解工艺$即酶解温度
-(a

$酶

解时间
,3

$酶解
B

"

值
))

$蒸煮时间
-3

%该条件下进行

验证实验!

,f;

#$得到鸡内金多肽得率为
T*8-S]

$水解

度为
)+8+;]

%

'8+

!

鸡内金及其酶解物氨基酸组成分析

由表
+

可知$鸡内金酶解后$大部分氨基酸含量略微

减少$是因为在碱性条件下进行酶解$除色氨酸外$绝大

部分氨基酸都会受到不同程度的破坏%但鸡内金与鸡内

金酶解物的
)T

种氨基酸及不同呈味特征氨基酸的占比

相差无几$含量最丰富的
*

种氨基酸均为谷氨酸!

%16

#(

天冬氨酸!

G=

B

#(精氨酸!

GA

5

#(亮氨酸!

U96

#和缬氨酸

!

[/1

#$与李泽鸿等)

)-

*的结果较为相似$说明碱性蛋白酶

与中性蛋白酶共同酶解较好地保留了鸡内金的氨基酸多

样性%鸡内金与鸡内金酶解物的必需氨基酸!

#GG

#与非

必需 氨 基 酸 !

$#GG

#的 比 值 !

#GG

'

$#GG

#分 别 为

*T8(']

$

*S8*-]

$均高于
KGL

'

\"L

的比值!

+(]

#

)

S

*

$

说明鸡内金和鸡内金酶解物含有较高的营养价值%

由表
*

可知$甲硫氨酸
QC

值最低$

QC

值
(

)

表示该

表
+

!

氨基酸组成分析

</@19+

!

G2/1

H

=0=4?/.024/70:74.

B

4=0>042

水解氨基酸

鸡内金

含量'

!

)(

J'

5

0

5

J)

#

比例'

]

鸡内金酶解物

含量'

!

)(

J'

5

0

5

J)

#

比例'

]

谷氨酸!

%16

#

))8+* (8); )(8'T (8);

天冬氨酸!

G=

B

#

)(8;' (8)' ,8T' (8)'

精氨酸!

GA

5

#

S8)S (8(, -8T* (8(,

亮氨酸!

U96

#

-8T; (8(S -8'' (8(S

缬氨酸!

[/1

#

-8*+ (8(S *8-, (8(T

酪氨酸!

<

H

A

#

-8(+ (8(T *8;- (8(T

异亮氨酸!

P19

#

+8S' (8(- +8;, (8(-

甘氨酸!

%1

H

#

+8T; (8(* +8;+ (8(-

苏氨酸!

<3A

#

+8*S (8(* +8;' (8(-

苯丙氨酸!

Y39

#

+8*T (8(* +8'* (8(*

丙氨酸!

G1/

#

+8'( (8(* +8(' (8(*

脯氨酸!

YA4

#

;8,) (8(* ;8); (8(+

丝氨酸!

V9A

#

;8+' (8(+ ;8'T (8(+

赖氨酸!

U

H

=

#

'8S( (8(; '8TT (8(+

半胱氨酸!

C

H

=

#

)8-) (8(' )8)) (8()

甲硫氨酸!

O9>

#

)8'+ (8() )8)* (8()

组氨酸!

"0=

#

(8-T (8() )8)S (8('

必需氨基酸
;)8'T (8;- 'S8TS (8;T

非必需氨基酸
*+8S- (8-+ +,8)* (8-;

鲜味氨基酸
'+8*- (8', ''8T- (8;)

甜味氨基酸
')8*( (8'* )*8,; (8''

苦味氨基酸
'T8*( (8;' '+8'( (8;;

芳香氨基酸
)'8') (8)+ )(8T' (8)*

水解氨基酸总和
S*8TS TT8,;

**********************

蛋白质含量
ST8TT

氨基酸相对过剩$

QC

值
$

)

表示该氨基酸相对不足$

QC

值最小的氨基酸为限制氨基酸$故甲硫氨酸为二者的限

制性氨基酸)

)T

*

%

'8*

!

鸡内金酶解物相对分子质量分布

由图
*

和表
-

可知$鸡内金酶解物的数均分子量为

)(S8*(M/

$重均分子量为
;T-8-;M/

$峰位分子量为

)(;8,*M/

$平均分子量为
)(*T8+M/

%其中$相对分子质

量
$

)(((M/

的酶解物所占比例为
,(8']

$相对分子质

量为
)(((

"

'(((M/

的酶解物所占比例为
T8,]

$相对分

子质量为
'(((

"

*(((M/

的酶解物所占比例为
)8,]

%

说明酶解后$绝大部分难溶的大分子鸡内金蛋白被酶解

成易溶于水的小分子多肽$更加有利于消化吸收)

)S

*

%

'8-

!

鸡内金酶解物的抗氧化性

'8-8)

!

对
MYY"

自由基的清除能力
!

由图
-

可知$在
(

"

)(.

5

'

.U

的质量浓度范围内$随着鸡内金酶解物质量浓

度的提高$

MYY"

自由基清除率也随之提高%与谷胱甘

肽相比$鸡内金酶解物的
MYY"

自由基清除效果较差$但

"'!

提取与活性
#W<QGC<PL$ N GC<P[P<R

总第
'+-

期
"

'(''

年
+

月
"



表
*

!

各种必需氨基酸的氨基酸比值*

QGG

+&比值系数*

QC

+及比值系数分*

VQC

+

</@19*

!

QGG

"

QC/2:VQC4?36./29==92>0/1/.024/70:=

氨基酸
KGL

'

\"L

模式'

!

)(

J'

5

0

5

J)

#

鸡内金

含量'!

)(

J'

5

0

5

J)

#

QGG QC VQC

鸡内金酶解物

含量'!

)(

J'

5

0

5

J)

#

QGG QC VQC

甲硫氨酸
;8* )8++ (8+) (8+) )8+S (8+' (8+'

缬氨酸
!

*8( T8*, )8*' )8*( T8;( )8+- )8+*

亮氨酸
!

T8( T8S) )8)' )8)) T8,S )8)+ )8);

赖氨酸
!

*8* ;8'* (8*, (8*S -;8'; ;8** (8-* (8-+ -*8;(

异亮氨酸
+8( +8S' )8') )8'( +8;, )8)( )8(,

苯丙氨酸
-8( *8;) (8S, (8SS *8+* (8,) (8,(

苏氨酸
!

+8( *8;' )8;; )8;' *8*+ )8;, )8;S

图
*

!

鸡内金酶解物分子量分布图

K0

5

6A9*

!

O419761/AD90

5

3>:0=>A0@6>042:0/

5

A/.4?92F

H

&

./>073

H

:A41

H

=/>94?

5

/110

5

0

5

9A0092:4>39106.

74A296.

图
-

!

鸡内金酶解物对
MYY"

自由基的清除能力

K0

5

6A9-

!

V7/E92

5

02

5

/@010>

H

4?92F

H

./>073

H

:A41

H

=0=

B

A4:67>=4?

5

/110

5

0

5

9A0092:4>39106.74A296.

42MYY"?A99A/:07/1=

与南极磷虾多肽)

),

*和乌贼墨多肽)

'(

*的效果相当$说明鸡

内金酶解物仍具有一定的抗氧化活性$能在一定程度上

减轻机体的氧化损伤%

'8-8'

!

对
GX<V

q 自由基的清除能力
!

由图
T

可知$在

(

"

)(.

5

'

.U

的质量浓度范围内$随着鸡内金酶解物质

量浓度的提高$

GX<V

q 自由基清除率也随之提高$且在

)8*.

5

'

.U

质量浓度时$鸡内金酶解物对
GX<V

q自由基

的清除率达!

,+8),g(8'-

#

]

$与谷胱甘肽的最大清除率

图
T

!

鸡内金酶解物对
GX<V

q自由基的清除能力

K0

5

6A9T

!

V7/E92

5

02

5

/@010>

H

4?92F

H

./>073

H

:A41

H

=0=

B

A4:67>=4?

5

/110

5

0

5

9A0092:4>39106.74A296.

42GX<V

q

?A99A/:07/1=

相近$且与南极磷虾多肽)

),

*和乌贼墨多肽)

'(

*相比$鸡内

金酶解物具有较强的
GX<V

q自由基清除能力$说明鸡内

金酶解物可能是多肽类抗氧化剂的良好来源%

;

!

结论
试验表明$鸡内金的最佳酶解工艺条件为利用中性

蛋白酶和碱性蛋白酶共同酶解$酶解温度
-(a

$酶解时

间
,3

$酶解
B

"

值
))

$蒸煮时间
-3

$此条件下鸡内金多

肽得率为
T*8-S]

$水解度为
)+8+;]

/该酶解工艺较好地

保留了鸡内金氨基酸的多样性和营养价值$氨基酸组成

与酶解前相差无几$相对分子质量
$

)(((M/

的酶解物

所占比例为
,(8']

$使得鸡内金更易被人体消化吸收利

用/此外$采用该工艺制备的鸡内金酶解物还具有一定的

抗氧化活性%后续可分析酶解物中具体类别的多肽(单

一多肽的提纯及特异生理功能%
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