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摘　要：为研究熟化、模拟消化和酶解对多宝鱼肉水解物抗氧化活性的影响，本研究分别采用碱性蛋白酶和胃蛋白

酶-胰蛋白酶水解多宝鱼生肉和熟肉，制备生肉碱性蛋白酶水解物、熟肉碱性蛋白酶水解物、生肉体外模拟消化产

物和熟肉模拟消化产物，并评价其水解度、相对分子质量分布、氨基酸组成、肽段组成和体外抗氧化活性的差

异。结果表明：生肉碱性蛋白酶水解物的水解度最高，为 20.18%；4 种水解物的分子质量分布差异明显，共有肽

段仅有 1 条，但氨基酸组成没有显著性差异；碱性蛋白酶水解物以肽段小于 1000 Da 的组分为主，2~4 肽的含量

达 64.57%~51.73%，而模拟消化产物中 1000~3000 Da 的组分占比超过 50%，以多肽（>10）为主，熟化过程会减

少小肽（<6）的比例；体外抗氧化活性分析显示，碱性蛋白酶水解物的抗氧化活性均高于模拟消化样品，熟化会

降低生肉碱性蛋白酶水解物的抗氧化能力，生肉碱性蛋白酶水解物具有最高的超氧阴离子和羟基自由基清除能

力，以及最佳的铁离子还原能力。因此，碱性蛋白酶是优于模拟消化的多宝鱼蛋白水解方式，鱼肉的熟化总体上

会降低水解物的抗氧化能力。
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Abstract：To investigate the effect of ripening, simulated digestion and enzymatic hydrolysis on the antioxidant ability of
turbot hydrolysis, alcalase and simulated digestion were applied to hydrolyze the raw and ripening turbot meat to prepare
the  raw  meat  alkaline  protease  hydrolysate,  ripening  meat  alkaline  protease  hydrolysate,  raw  meat  simulated  digestion
product and ripening meat simulated digestion product. The degree of hydrolysis, molecular weight distribution, amino acid
composition, peptides composition and in vitro antioxidant activities were compared. The results showed that the degree of
hydrolysis of the raw meat alkaline protease hydrolysate was the highest, which was 20.18%. The molecular weight (MW)  
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distribution  of  four  samples  varied  greatly,  only  one  peptides  were  shared,  but  the  amino  acid  composition  presented
insignificant  difference.  The MW distribution of  alcalase hydrolysates were mainly lower than 1000 Da,  the 2~4 peptides
accounted  for  64.57%~51.73%  of  the  detected  peptides  sequences.  While,  in  the  simulated  digestion  samples,  the
1000~3000  Da  peptides  fraction  accounted  for  over  50%,  and  dominated  by  polypeptides  (>10  length).  Ripening
diminished  the  proportion  of  small  peptides  (<6  length). In  vitro antioxidant  ability  assays  indicated  that  alcalase
hydrolysates  exhibited  stronger  antioxidant  abilities  than  simulated  digestion  products,  ripening  reduced  the  antioxidant
abilities  of  the  raw  meat  alkaline  protease  hydrolysate.  The  raw  meat  alkaline  protease  hydrolysate  presented  the  best
superoxide anion and hydroxyl radical scavenging ability, as well as the highest ferric reducing ability. Therefore, alcalase
is superior to simulated digestion in hydrolyzing turbot meat, ripening will ameliorate the antioxidant ability of turbot meat
hydrolysates.

Key words：turbot；enzymatic hydrolysis；simulated digestion；antioxidation；amino acid composition；bioactive peptide

 

人体细胞中过多的自由基若无法及时清除，就

会攻击机体内的生物大分子及各种细胞器，产生的一

系列氧化应激反应将造成机体损伤，进而加速衰老进

程并诱发各种疾病，如癌症、糖尿病、冠心病和阿尔

茨海默氏症等诸多疾病[1−2]。目前，市场上的化学合

成抗氧剂虽能有效地清除自由基，减缓氧化应激反

应，但对人体有一定的副作用，不利于健康[3]。因此，

寻找安全有效天然的抗氧化剂成为功能性食品领域

的研究热点。研究发现，蛋白质经降解后将形成由

2~20 个氨基酸组成的生物活性肽，其具有抗氧化、

抗菌、降血压、免疫调节等多种生物学功能[4]。大量

研究表明，抗氧化肽可通过清除活性氧、螯合过渡金

属和抑制脂质过氧化等方式来保护机体[5−6]，这也使

生物活性肽成为天然抗氧化剂研发的重点方向之一。

鱼肉蛋白质含量丰富，是抗氧化肽的重要来源。

如包斐等[7] 以体外抗氧化活性为指标，优化了长蛇鲻

鱼抗氧化肽的最佳制备条件；李亚会等[8] 从远东拟沙

丁鱼水解物中鉴定出氨基酸序列为 Phe-Ala-His-
Asp-Asp-Pro 的多肽，其 ABTS 阳离子自由基清除率

达 76.35%。在日常饮食中，鱼肉以熟食、生鱼片这

2 种形式被人们食用摄入，在胃肠道消化过程中进一

步被消化酶水解转化为多肽和氨基酸，最终被人体吸

收发挥其营养价值和生理活性。有研究表明，胃肠消

化过程会降低[9] 或增加[10] 蛋白水解物的抗氧化活

性。因此，当原料相同时，酶解和胃肠道消化以及原

料的预熟化对鱼肉酶解特性及产物抗氧化活性的影

响还有待进一步研究。

多宝鱼（Scophthalmus maximus）又称大菱鲆，是

我国引入的海水养殖品种，具有蛋白含量高，肉质鲜

美和生长迅速等优点，在中国年产量约为 6 万吨，位

居世界首位[11]。已有研究表明多宝鱼是制备抗氧化

肽的良好来源[12−13]，且本课题组前期对石斑鱼、多宝

鱼、章红鱼、马鲛鱼、金鲳鱼、白鲳鱼及扒皮鱼等

7 种海水鱼肉碱性蛋白酶水解物的抗氧化活性进行

预实验，发现多宝鱼水解物的抗氧化活性最高。故本

研究以多宝鱼鱼肉为原料，分别采用胃肠道消化、碱

性蛋白酶水解多宝鱼熟肉和生肉，制备不同的多宝鱼

水解物，通过比较水解度、相对分子质量分布、氨基

酸组成、体外抗氧化活性和肽段组成差异，明确鱼肉

加工方式对多宝鱼肽抗氧化活性的影响，为多宝鱼肉

的利用提供科学依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

鲜活多宝鱼　南昌水产品综合批发市场；胃蛋

白酶（250000 U/g）、胰蛋白酶（250000 U/g）、碱性蛋

白酶（200000 U/g）、2,2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-
6-磺 酸 （ 2,2'-Azinobis-（ 3-ethylbenzthiazoline-6-sul-
phonate，ABTS）　北京 Solarbio 公司；焦性没食子酸

（分析纯）、细胞色素 C（色谱纯）、甲酸（色谱纯）　上

海阿拉丁生化科技有限公司；乙腈、甲醇　色谱纯，

上海泰坦科技股份有限公司；抑肽酶、L-羟脯氨酸

（色谱纯）、L-氧化型谷胱甘肽（色谱纯）　上海源叶

生物科技有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

SR-AON-50 型冷冻干燥机　上海舍岩仪器有

限公司；SKD-800 型自动凯氏定氮仪　上海沛欧分

析仪器有限公司；EASY-nLC 1000 型高效液相　赛

默飞世尔科技（中国）有限公司；PHSJ-4F pH 计　上

海仪电科学仪器有限公司；Synergy H1 酶标仪　美

国 Bio  Tek 公司；L-8900 型氨基酸分析仪　日本

Hitachi 公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   鱼糜制备　鲜活多宝鱼→去鱼鳞内脏→去皮

去骨取肉→搅碎→生肉鱼糜→−20 ℃ 冰箱中保存待用。

蒸制熟化：多宝鱼肉→100 ℃ 沸水蒸制 10 min→
搅碎→熟肉泥→−20 ℃ 冰箱中保存待用。

 1.2.2   碱性蛋白酶水解物的制备　参照 Ma 等[14] 的

方法进行酶解，各取 12 g 生肉鱼糜和熟肉泥，加入

240 mL 去离子水，调节 pH 至 9，最后加入 600 mg
碱性蛋白酶在 55 ℃ 恒温水浴锅酶解 3 h。结束后于

沸水中灭酶 10 min，冷却至室温后用蒸馏水定容至

250 mL，抽滤除去未消化的肉渣，滤液经 7000 r/min
离心 15 min 后取上清液获得生肉碱性蛋白酶酶解液

（alkaline protease hydrolysate of raw meat，RAH）和

熟肉碱性蛋白酶酶解液（alkaline protease hydrolysate
of steamed meat，SAH），−20 ℃ 保存用于后续分析。

 1.2.3   体外模拟消化　参照 Papungkorn 等[15] 的方

法进行体外模拟胃肠消化，各取 12 g 生肉鱼糜和熟
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肉泥，加入 240 mL 去离子水后调节 pH 为 2.0，接着

加入 300 mg 胃蛋白酶 37 ℃ 水浴消化 1 h，调节 pH
至 7.5，加入 480 mg 胰蛋白酶继续消化 2 h。消化结

束后于沸水中灭酶 10 min，冷却至室温后用蒸馏水

定容至 250 mL，抽滤除去未消化的肉渣，滤液经

7000 r/min 离心 15 min 后取上清液获得生肉模拟消

化液（raw meat simulates digestive products，RSD）和

蒸肉模拟消化液（steamed meat  simulates  digestive
products，SSD），−20 ℃ 保存用于后续分析。

 1.2.4   水解度　采用甲醛滴定法[16] 测定水解物中的

游离氨基氮含量，参照 GB 5009.5-2016《食品安全国

家标准食品中蛋白质的测定》[17] 中凯氏定氮法测定

原料中的总氮含量。按公式（1）计算酶解液的水解度：

水解度(%) =
酶解液中游离氨基氮含量

原料肉中的总氮含量
×100

式（1）

 1.2.5   相对分子质量分布　采用液相色谱法[18] 测定

酶解液中多肽的相对分子质量分布，液相色谱条件

为：色谱柱：Waters XBridge Protein BEH 125Å SEC
（3.5 μm，7.8 mm×300 mm）；流动相：体积分数为 40%
乙腈水溶液；紫外检测波长：220 nm；流速：0.4 mL/min；
进样量：10 μL；以细胞色素 C（12384 Da）、抑肽酶

（6511.51 Da）、L-氧化型谷胱甘肽（612.63 Da）和 L-
羟脯氨酸（131.13 Da）为标准品绘制相对分子质量校

正曲线。随后，将酶解液稀释 10 倍，过 0.22 μm 水

系滤膜后上机测样，利用校正曲线方程计算酶解物的

相对分子质量分布。

 1.2.6   氨基酸组成分析　按照 GB/T 5009.124-2016
《食品安全国家标准食品中氨基酸的测定》[19] 中的方

法测定，使用 L-8900 型氨基酸分析仪上样测定。

 1.2.7   多肽序列鉴定　使用 3000 Da 的超滤膜超滤

过滤水解液，收集分子质量小于 3000 Da 的组分，然

后使用 C18 小柱除盐后浓缩干燥。采用 Nano-LC-
ESI-Q-Orbitrap-MS/MS 测定样品中肽段的氨基酸序

列。色谱条件如下，预柱：AcclaimR  PepMap100
column（100 μm ID，2 cm length，C18，5 μm，100 Å）；

色谱柱：AcclaimR PepMap RSLC （50 μm×150 mm，

C18，2 μm，100 Å）；流动相 A：0.1% 甲酸水溶液；流动

相 B：0.1% 甲酸-乙腈溶液；流速：220 nL/min；洗脱梯

度：0~2 min，4%~12% B；3~25 min，12~22% B；26~
32 min，22~32% B；33~37 min，32~75% B；38~40 min，
75% B 等度洗脱。通过 Xcalibur 2.2 SP1 软件采集

质谱数据，一级质谱扫描范围为 250~1250 m/z，分辨

率为 70000；选择信号排名前 20 的多肽进行碎裂，碎

裂模式为 HCD，能量为 27%，采用 Xcalibur 软件分

析质谱数据，采用 PEAKS 软件对肽段序列进行 de
novo 分析。

 1.2.8   ABTS 自由基清除能力评价　参照张露等[20]

的方法测定样品的 ABTS 自由基清除能力。取 50 μL

稀释 10 倍的酶解液与 150 μL ABTS 阳离子溶液于

96 孔酶标板上混匀，室温下避光反应 6 min 后于

734 nm 处测定吸光值为 A1，以 50 μL 蒸馏水替代样

品溶液为反应体系，测定吸光值为 A0，以 150 μL 蒸

馏水替代 ABTS 阳离子溶液为反应体系，测定吸光

值为 A2。按公式（2）计算 ABTS 阳离子自由基清除

能力，结果用百分清除率表示。

ABTS自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式（2）

 1.2.9   羟自由基清除能力评价　参照郭洪辉等[21] 的

方法测定样品的羟自由基清除能力。向 96 孔酶标

板中依次加入 50  μL 酶解液，50  μL  8.0  mmol/L
FeSO4 溶液和 20 μL 20 mmol/L H2O2 溶液，37 ℃ 反

应 10 min 后加入 100 μL 4.0 mmol/L 水杨酸溶液，

混匀，37 ℃ 反应 30 min，结束后冷却至室温，最后于

510 nm 测定吸光值为 A1，以 50 μL 蒸馏水替代样品

溶液为反应体系，测定吸光值为 A0，以 20 μL 蒸馏水

替代 H2O2 溶液为反应体系，测定吸光值为 A2。清

除率按公式（3）计算：

羟基自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式（3）

 1.2.10   超氧阴离子清除能力　参照朱敏方[22] 所用

方法评价样品的超氧阴离子清除能力。75 μL 酶解

液和 75 μL 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液（pH8.0）于
25 ℃ 反应 10 min 后，加入 50 μL 1.5 mmol/L 焦性

没食子酸溶液（1.0 mmol/L 盐酸配制）反应 5 min，最
后于 320 nm 处测定吸光值，总测定时长 10 min，每
隔 1 min 测定一次。以蒸馏水代替样品作空白组。

超氧阴离子清除能力的计算公式（4）如下：

超氧阴离子清除速率 =
A0 −AS

A0

式（4）

式中：A0，空白组的吸光值曲线斜率；AS，样品组

的吸光值斜率。

 1.2.11   还原能力分析　参照陈丽花等[10] 的方法并

进行适当调整。依次取 50 μL 稀释 2 倍的酶解液、

75 μL 磷酸盐缓冲液（pH6.6）和 50 μL 质量分数为

1% 的铁氰化钾溶液于 96 孔酶标板中，50 ℃ 反应

30 min 后加入 50 μL 质量分数为 10% 的三氯乙酸

溶液，最后取 100 μL 上清液与 100 μL 蒸馏水和 20 μL
质量分数为 0.1% 的 FeCl3 溶液反应，最后测定反应

体系在 700 nm 处的吸光值，吸光值越高，说明待测

液的还原性越强。

 1.3　数据处理

实验所得数据使用 SPSS 20.0 软件进行处理与

分析，实验重复 3 次，结果以平均值±标准偏差表示，

采用 Duncan 检验进行显著性统计分析，P<0.05 表

示差异显著，采用 Origin 8.6 软件绘图。
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 2　结果与分析

 2.1　水解度

水解度是反映蛋白质水解程度的一个重要指

标，也是决定蛋白质水解物功能性质和生物活性的重

要因素[23]。不同预处理和水解方式对多宝鱼水解物

的水解度影响如图 1 所示，RAH 的水解度最高（P<
0.05），为 20.18%±0.61%，其次为 SSD 和 SAH，RSD
的水解度最低，其中碱性蛋白酶水解物较模拟消化产

物的水解度高，这可能得益于碱性蛋白酶高的酶切效

率[24]；熟化提高了鱼肉在胃肠消化中的水解度，这与

韦婕妤等[25] 对羊肉蛋白的研究结果相似。研究表

明，生肉中的肌原纤维蛋白可在胃消化过程中形成对

胃蛋白酶有一定抵抗力的融合块而不利于消化[26]，此

外，短时间熟化可使部分鱼肉蛋白质展开，氢键和二

硫键的部分断裂，蛋白质空间构象的改变使得更多的

消化酶酶切位点暴露，从而使其水解程度增加[27]。但

熟化降低了碱性蛋白酶的酶解效率，这可能是因为加

热产生的鱼肉蛋白质构象的改变不利于碱性蛋白酶

的酶切，从而降低了蛋白质的水解度。
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图 1    多宝鱼不同水解物的水解度
Fig.1    Degree of hydrolysis of different hydrolysates of turbot
注：不同字母代表不同水解物间差异显著（P<0.05），图 5 同。
 

 2.2　相对分子质量分布

利用 4 种标准品的 HPLC 色谱图得到相对分子

质量校正曲线：lg（MW）=−0.1882x+6.6417（R2=0.9966），
多宝鱼不同水解物的尺寸排阻色谱图如图 2 所示，

通过校正曲线计算的 4 种水解物的相对分子质量分

布范围如表 1 所示。在同一预处理方式下，RAH 和

SAH 中分子质量低于 1000 Da 的占比分别为 58.97%
和 53.97%，低于 500 Da 的占比超过 40%，均远高于

RSD 和 SSD，RAH 和 SAH 分子质量高于 2000 Da
的占比分别为 11.41% 和 14.64%，均低于RSD 和 SSD，

这表明碱性蛋白酶比胃蛋白酶和胰蛋白酶具有更高

的催化效率。在同一酶解条件下，熟化处理后的水解

物中分子质量大于 2000 Da 的多肽含量要高于生肉

水解物，这可能是加热过程中部分蛋白质发生了交联

及氧化修饰，产生了抵抗酶切的密集结构和氧化型氨

基酸残基，导致这部分蛋白质序列不能够被有效水

解[28]。
  

表 1    多宝鱼不同水解物相对分子质量分布
Table 1    Relative molecular weight distribution of different

hydrolysates of turbot

水解物
相对含量（%）

<500 Da 500~1000 Da 1000~2000 Da 2000~3000 Da >3000 Da

RAH 46.81 12.16 29.62 8.18 3.23
RSD 17.98 17.33 40.49 14.42 9.78
SAH 41.48 12.49 31.41 9.79 4.83
SSD 17.05 14.66 39.14 15.73 13.43

 

 2.3　氨基酸组成

由表 2 可以看出，多宝鱼鱼肉的必需氨基酸达

44.26%，具有较高的营养价值。氨基酸组成可进一

步提供有关蛋白质水解物抗氧化活性的详细信息。

研究表明，Tyr、Phe、Pro、Ala、Leu 和 His 这 6 种氨

基酸的高含量通常与多肽高抗氧化活性相关，鱼肉水

解前这些氨基酸的占比达到了 31.28%，水解以后，氨

基酸组成未发生较大改变，这表明多宝鱼肉是制备抗
 

表 2    多宝鱼不同水解物的氨基酸组成

Table 2    Amino acid composition of different hydrolysates
of turbot

氨基酸
摩尔分数（%）

鱼肉 RAH RSD SAH SSD

天冬氨酸（Asp） 10.57 10.51 10.52 10.66 10.31
苏氨酸（Thr） 5.57 5.49 5.45 5.49 5.12
丝氨酸（Ser） 5.32 5.49 5.55 5.53 5.50
谷氨酸（Glu） 13.89 13.66 13.79 14.41 14.29
甘氨酸（Gly） 7.65 8.93 8.87 8.92 9.96
丙氨酸（Ala） 8.65 9.05 8.90 9.30 9.45
缬氨酸（Val） 5.41 5.29 5.21 5.08 4.90

甲硫氨酸（Met） 2.50 2.39 2.30 2.29 1.80
异亮氨酸（Ile） 4.33 4.05 4.10 3.62 3.46
亮氨酸（Leu） 14.23 13.86 13.82 14.28 14.40
酪氨酸（Tyr） 1.25 1.08 1.09 0.81 0.66

苯丙氨酸（Phe） 3.49 3.35 3.32 3.11 3.03
赖氨酸（Lys） 8.74 8.24 8.41 8.37 8.70
组氨酸（His） 1.58 1.51 1.50 1.44 1.37
精氨酸（Arg） 4.74 4.66 4.73 4.45 4.81
脯氨酸（Pro） 2.08 2.45 2.42 2.25 2.23
疏水性氨基酸 40.68 40.44 40.07 39.94 39.28
必需氨基酸 44.26 42.66 42.62 42.25 41.43
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图 2    多宝鱼不同水解物的尺寸排阻色谱图

Fig.2    Size exclusion chromatograms of different
hydrolysates of turbot
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氧化肽的优质来源[1]。从氨基酸摩尔分数来看，4 种

水解物无较大差异，因此，4 种水解物的抗氧化活性

的差异可能与多肽的一级结构有关，包括氨基酸序列

和肽链长度。

 2.4　肽段组成

在质谱鉴定的多肽中，选取丰度前 500 的主要

肽段进行分析。从图 3 可以看出，4 种水解物中共有

多肽仅 1 条，RSD 和 SSD 中共有多肽为 286 条，而

RAH 和 SAH 中共有多肽为 155 条，SAH 和 RAH、

SSD 和 RSD 中的多肽差异表明，在同一酶解条件

下，不同的处理方式使得水解物的肽段组成差异性较

大，这可能是热处理使鱼肉蛋白的空间结构发生改

变，蛋白质侧链被氧化修饰以及蛋白质之间发生交

联，从而影响酶切位点的暴露[29]。而在同一预处理方

式下，RAH 和 RSD 共有多肽为 11 条，SAH 和 SSD
的共有多肽为 26 条，这是由于不同酶的酶切位点不

同，导致水解后多肽产生了明显差异。综上，相比不

同的处理方式，酶解方式的不同对多肽差异性的产生

影响更大。
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图 3    维恩图显示多宝鱼不同水解物中鉴定出的独特多肽
Fig.3    Venn diagram showing the unique peptides identified in

different hydrolysates of turbot
 

 2.5　肽段分布

图 4 显示的是多宝鱼不同水解物中质谱鉴定出

的丰度前 500 位的多肽的肽段分布。可以看出，RAH
具有最高占比的短肽和最低占比的长肽，RAH、RSD、

SAH 和 SSD 中的小肽（2~6 肽）占比分别为 64.57%、

25.6%、51.73% 和 19.06%，而对于大于 10 个氨基酸

残基的多肽占比分别为 11.26%、36.43%、18.05%
和 40.43%。这表明碱性蛋白酶水解物中的短肽占比

要远高于模拟消化产物，而大于 10 个氨基酸残基的

多肽则相反，这与表 1 分子质量分布测定结果一

致。另外，熟化会减弱碱性蛋白酶和胃肠道模拟消化

效果，降低 2~6 肽的占比，而增加了大于 10 个氨基

酸残基的多肽的占比。

 2.6　体外抗氧化活性

为了综合考察不同水解物的抗氧化能力，本实
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Fig.4    Peptide distribution of different hydrolysates
of turbot fish
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图 5    多宝鱼不同水解物的体外抗氧化活性

Fig.5    In vitro antioxidant activity of different hydrolysates
from turbot
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验测定了水解物的 ABTS 自由基清除率、还原力、

超氧阴离子清除能力和羟基自由基清除活性等 4 个

抗氧化活性指标。由图 5 可知，碱性蛋白酶水解物

的抗氧化活性均高于模拟消化的水解物，但熟化并没

有表现出明显的增强或者降低模拟消化产物抗氧化

能力的效果。RAH 和 SAH 的 ABTS 自由基清除率

显著高于 RSD 和 SSD（P<0.05），清除率分别为 60.48%
和 65.71%；超氧阴离子清除能力和羟基自由基清除

活性测定结果也显示出了同样的变化趋势，但

SAH、RSD 和 SSD 之间的还原能力无显著性差异

（P>0.05）。RAH 的超氧阴离子清除速率、羟基自由

基清除率和铁离子还原能力均高于其它样品，其超氧

阴离子清除速率、羟基自由基清除率和还原力值分

别为 0.515、48.66% 和 0.34，但 RAH 和 SAH 的羟

基自由基清除率没有显著性差异（P>0.05）。结合

4 种抗氧化活性指标测定结果可以看出，碱性蛋白酶

水解物的体外抗氧化活性总体要高于模拟胃肠消化

产物，这与马思彤等[30] 对蛋清蛋白粉酶解液抗氧化

活性的研究结果一致。RAH 的抗氧化活性最好，这

可能是由于 RAH 较高的水解度以及高含量的短肽

贡献的。另外，研究表明水解物的分子质量越低，抗

氧化活性越强，如 Gómez 等[31] 研究红罗非鱼时发现

分子质量小于 1000 Da 多肽抗氧化活性最强；Wu
等[32] 也发现分子质量小于 3000 Da 的鲑鱼皮胶原多

肽的 DPPH 自由基清除率要显著高于分子质量大于

3000 Da 的组分。另外，RSD 和 SSD 的抗氧化活性

无较大差异，尽管 SSD 的水解度更大，但 SSD 中分

子质量小于 1000 Da 的多肽占比为 31.71%，略少于

RSD 的 35.31%，因此 SSD 的抗氧化活性没有表现

出比 RSD 更强。此外，加热熟化过程通常会产生一

些自由基，同时导致蛋白质中部分活性巯基损失[33]，

这可能也是导致 RAH 抗氧化活性高于 SAH 的另一

原因。

 3　结论
本实验分析了 RAH、RSD、SAH 和 SSD 这 4 种

多宝鱼水解物的水解度、相对分子质量分布、氨基酸

组成和肽段组成，并进一步比较了它们的抗氧化活性

差异。结果表明，RAH 具有最高的水解度（20.18%）

且水解物中的多肽以分子质量小于 1000 Da 小分子

肽为主（58.97%）。RAH、RSD、SAH 和 SSD 中肽段

差异显著，且不同酶酶解所产生的差异更大，但 4 种

水解物的氨基酸组成无明显差异。碱性蛋白酶水解

物的抗氧化活性明显优于模拟消化产物，其中 RAH
的抗氧化活性最强。熟化提高了 RSD 的水解度，但

降低了水解过程中小分子肽的释放、碱性蛋白酶的

水解效率及 RAH 的抗氧化活性，所以熟化可能不利

于多宝鱼肉抗氧化肽的制备。因此，相比于人体直接

食用，使用碱性蛋白酶酶解生肉可以获得大量的低分

子质量及潜在抗氧化活性更强的多肽，进而提高多宝

鱼肉利用价值。本研究一定程度上表明多宝鱼肉加

工的重要性，为鱼肉活性多肽的制备和研究提供了一

定的参考。
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