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基于促成骨活性的金枪鱼蒸煮液蛋白酶
酶解工艺优化

吴羽茜1,2，王　瑛1,2，林晓姿1,2，陈秉彦1,2, *，何志刚1,2, *

（1.福建省农业科学院农产品加工研究所，福建福州 350003；
2.福建省农产品（食品）加工重点实验室，福建福州 350003）

摘　要：为了明确金枪鱼蒸煮液蛋白酶解物的理化特征，并探究其促成骨细胞增殖的活性，采用 6种蛋白酶水解金

枪鱼蒸煮液蛋白，研究不同蛋白酶对蒸煮液蛋白酶解率、分子量及氨基酸组成的影响，评价不同酶解物的促成骨

细胞增殖活性并优化酶解工艺。结果表明，胰蛋白酶表现出较高的金枪鱼蒸煮液蛋白酶解率（53.51%）。酶解物

的小分子肽占比达 85.85%，且富含甘氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸等促成骨细胞增殖活性特征氨基酸。胰蛋白酶酶解

物的促成骨细胞增殖活性最佳，剂量-效应关系符合 y=0.4139x3−20.558x2+49.581x+99.203（R2=0.9597）。经正交试

验优化获得胰蛋白酶最佳酶解工艺为：酶解时间 3.5 h、酶解温度 50 ℃、酶比活 10000 U/g、pH8.0。金枪鱼蒸煮液

蛋白在最优工艺下酶解物（1 mg/mL蛋白浓度）促成骨细胞增殖率达 136.71%。因此，胰蛋白酶在生产金枪鱼成骨

细胞增殖活性肽方面具有潜力。
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Abstract： In  order  to  clarify  the  physicochemical  characteristics  of  the  proteolytic  digest  of  tuna  cooking  liquid  and  to
investigate  its  osteoblast-promoting  activity,  the  proteins  in  the  tuna  cooking  liquid  were  separately  hydrolysed  by  six
proteases.  The effects of different proteases on the proteolysis,  molecular weight and amino acid composition of cooking
liquids  were  investigated.  The  osteoblast-proliferative  activities  of  different  proteolyte  was  evaluated  and  the  enzymatic
process was optimized. Trypsin showed a high proteolysis (53.51%) of tuna cooking liquid protein. The proportion of small
molecule peptides in the hydrolysate was 85.85% and was rich in glycine, tyrosine, phenylalanine that promoted osteoblast
proliferation.  Trypsin  hydrolysate  had  the  best  osteoblast-proliferative  activity,  the  dose-response  relationship  was
consistent  with  y=0.4139x3−20.558x2+49.581x+99.203  (R2=0.9597).  The  optimal  enzymatic  process  of  trypsin  was
3.5 h, 50 ℃, 10000 U/g specific activity of enzyme and pH8.0. Under the optimal process, the osteoblast proliferation rate
of the tuna cooking liquid protein hydrolysate was 136.71%. Thus, trypsin has the potential to produce active peptides for
osteoblast proliferation in tuna.  
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金枪鱼（Tuna）是硬骨鱼纲鲈形目鲭科大洋暖水

性洄游鱼类。金枪鱼作为一种深海鱼类，富含蛋白

质，主要被加工成鱼柳罐头、鱼糜等制品[1]。金枪鱼

蒸煮液（Tuna cooking liquid）是金枪鱼在加工成鱼柳

罐头过程中形成的主要副产物之一[2]，富含易吸收的

氨基酸及可溶性蛋白等营养物质。然而，金枪鱼蒸煮

液没有得到良好的开发利用，多经简单处理而排放，

不仅造成蛋白质资源浪费，同时容易引起水体富营养

化[3−4]。因此，金枪鱼蒸煮液的高值化开发利用不仅

能够削减该产业的高氮油脂废水排放，还能延长其产

业链，提高金枪鱼生产加工的附加值。

海洋中存在一类被称为生物活性肽（Biological
active peptide，BAP）的肽类物质，广泛分布于生物体

或植物体内，可通过蛋白酶酶解方法制备得到。海洋

中的 BAP能够防止胰岛细胞凋亡，维持血糖水平的

稳定，甚至能够增强骨骼强度，预防骨质疏松[5]。生

物活性肽因其潜在的预防骨质疏松症效果，日益受到

研究者的关注。在骨质疏松症方面的临床研究和动

物试验中，生物活性肽已经被证实能够发挥成骨细胞

增殖、分化和矿化作用，且研究发现由于其独特的理

化性质，如小尺寸和氨基酸特定序列是其引起生物学

作用的关键要素[6]。因此，生物活性肽在未来可作为

一种重要的营养强化剂，被广泛应用于骨质疏松症的

预防和治疗[7]。

国内外关于促骨增殖肽的研究主要聚焦于从鱼

骨或相关副产物中提取的胶原蛋白肽。目前，鲜见金

枪鱼蒸煮液关于促骨增殖的相关报道。王珊珊[8] 的

研究已证实，鳕鱼骨胶原肽与活性钙的结合应用能够

显著提高骨质疏松大鼠的股骨钙含量，并改善骨小梁

的数量与骨密度。杨溢等[9] 选用去卵巢大鼠为模型，

深入探讨天门冬氨酸钙及鱼骨胶原低聚肽单独或联

合使用对骨密度的影响，二者对骨密度均具有显著提

升作用，且两者联合使用的效果更为显著。此外，舒

聪涵[10] 的研究发现金枪鱼骨胶原肽及其钙螯合物在

促进成骨细胞增殖、分化及矿化能力方面展现出了

显著的效果。这些研究为金枪鱼源促骨增殖肽的开

发与应用提供了有力的科学依据。本文采用酶法制

备金枪鱼蒸煮液蛋白肽，筛选最适蛋白酶并对其酶解

工艺进行优化，以期为促成骨细胞增殖活性肽的靶向

筛选和工业化制备提供理论参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

大目金枪鱼，大目鲔（Thunnus obesus）蒸煮液　

福建博科食品有限公司提供，经过碟式离心机和管式

离心机脱油处理。金枪鱼蒸煮液经植物乳杆菌 RP26
和费比恩塞伯林德纳氏酵母 JGM9-1进行生物脱腥[11]，

其中接种量为乳酸菌 5×107 CFU/mL，酵母菌 1×
107 CFU/mL，发酵时间为 72 h，处理后−20 ℃ 保存。

经测定，金枪鱼蒸煮液中总蛋白质含量为 4.56 g/

100 g、酸溶性蛋白含量为 3.49 g/100 g、羟脯氨酸含

量为 0.15 g/100 g并占蛋白的 3.29%、灰分含量为

4.50 g/100 g、脂肪含量为 0.50 g/100 g；羟脯氨酸

（Hyp）含量检测试剂盒、黄嘌呤（纯度≥98.00%）、别

嘌醇（纯度>98.00%）　北京索莱宝生物科技公司；

MEMα 培养基、胎牛血清、青霉素链霉素溶液（双

抗）、二甲基亚砜（DMSO）、0.25%胰酶、磷酸盐缓冲

溶液 PBS（pH7.4）　厦门泰京生物技术有限公司；

MC3T3-E1Subclone14（小鼠颅顶前骨细胞亚克隆

14）细胞　武汉普诺赛生命科技有限公司；氨基酸标

准品　北京万家标准物质研发中心；尿酸通　海必

优国际生物公司；动物水解蛋白酶（60823±133 U/g）

　南宁东恒华道生物科技有限责任公司；复配酶

F106（24963±188  U/g）　安琪公司；菠萝蛋白酶

（37956±225 U/g）、木瓜蛋白酶（31022±258 U/g）、碱

性蛋白酶 （ 75999±293  U/g）、胰蛋白酶 （ 62866±

165 U/g）　江苏锐阳生物科技有限公司，6种蛋白酶

的酶活参照行业标准 SB/T 10317-1999[12] 统一标定。

K9840型半自动凯氏定氮仪　海能未来技术集

团股份有限公司；T&J EnzyR型生物酶解反应系统

　迪必尔生物有限公司；Epoch2型全波长酶标仪　

美国伯腾仪器有限公司；S-433D型全自动氨基酸分

析仪　德国赛卡姆公司；e2695型高效液相色谱仪　

美国沃特世仪器有限公司；Ts2型荧光倒置显微镜　

尼康映像仪器销售（中国）有限公司；二氧化碳培养箱

　美国赛默飞世尔科技有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   金枪鱼蒸煮液蛋白酶酶解　为了确定后期进

行工艺优化的蛋白酶种类，分别取解冻的金枪鱼蒸煮

液 100 g，按酶比活 10000 U/g （酶活/金枪鱼蒸煮液

总蛋白）的比例加入酶液，在各蛋白酶最适酶解参数

下进行酶解，见表 1。以 0.1 mol/L NaOH溶液自动

滴定控制 pH，酶解时间 4 h（根据预实验该时间可获

得较高酶解率）。酶解结束后，酶解液 95 ℃ 水浴加

热 10 min灭酶，8000 r/min、15 ℃、离心 10 min，上

清液储存于−20 ℃，备用。 

 

表 1    不同蛋白酶的最适酶解参数

Table 1    Optimal enzymatic hydrolysis parameters
for different proteases

蛋白酶 pH 酶解温度（℃） 酶解时间（h）

动物水解蛋白酶 7 55 4
复配酶（F106） 7 50 4
菠萝蛋白酶 6.5 45 4
木瓜蛋白酶 7 50 4
碱性蛋白酶 9 50 4
胰蛋白酶 8 50 4
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1.2.2   理化指标测定 

1.2.2.1   蛋白质、酸溶性蛋白及酶解率测定　蛋白质

参照 GB/T 5009.5-2016[13]《食品安全国家标准 食品

中蛋白质的测定》进行测定。酸溶性蛋白参照 GB/T
22729-2008[14]《海洋鱼低聚肽粉》测定。酶解率计算

公式如下：

D(%) =
X1 −X0

X2 −X0

×100

式中：D表示酶解率，%；X1 表示酶解后酸溶性

蛋白（g/100 g）；X2 表示酶解前的总蛋白质（g/100 g）；
X0 表示酶解前酸溶性蛋白（g/100 g）。 

1.2.2.2   游离氨基酸组成分析　参考贾鹏禹等[15] 的

方法测定游离氨基酸，色谱柱：Sepax AAA（250 mm×
4.6 mm ID），梯度洗脱：流动相 A：0.1 mol/L醋酸盐

缓冲溶液（pH6.5），流动相 B：乙腈，在 35 min内，流

动相 B由 5%线性增加至 40%，并保持 10 min，流动

相流速：0.5  mL/min，柱箱温度：35 ℃，检测波长

254 nm，进样体积 1 μL。 

1.2.2.3   蛋白质分子质量测定　采用高效液相色谱

法，参照 GB 31645-2018[16]《食品安全国家标准 胶原

蛋白肽法》测定蛋白质的分子质量分布，采用国标要

求的相对分子质量校正曲线标准品。 

1.2.3   促成骨细胞增殖活性评价　参考舒聪涵[10] 的

方法，以 MC3T3-E1 Subclone 14为模型细胞进行促

成骨细胞增殖活性实验。细胞经 MEMα 完全培养

基孵育至细胞生长密度达 80%~90%后采用 0.25%
胰酶消化传代，细胞贴壁生长。将不同浓度（以加入

蒸煮液的体积在反应体系中的浓度计算）金枪鱼蒸煮

液经过 0.22 μm滤膜过滤后与细胞培养基共混培养

细胞 48 h后，采用噻唑蓝法（MTT法），在酶标仪

490 nm处测定各样品的吸光值，细胞增殖率计算公

式如下：

Cpr(%) =
OD实验组

OD对照组

×100

式中 ：Cpr表示细胞增殖率 ，%；OD实验组和

OD对照组分别表示实验组和对照组的吸光度。 

1.2.4   酶解工艺优化 

1.2.4.1   单因素实验　以筛选的胰蛋白酶为酶制剂，

以酶解率及促成骨细胞增殖率为指标，进行以温度、

时间、酶比活和体系 pH为单因素的酶解实验。酶解

时间选取 2、3、4、5、6 h，固定酶比活 10000 U/g、
pH8.0和温度 50 ℃；酶解温度选择 40、45、50、55、
60 ℃，固定时间 4 h、酶比活 10000 U/g和 pH8.0；酶
比活选择 8000、9000、10000、11000、12000 U/g，固
定时间 4 h、pH8.0和温度 50 ℃；pH选择 7.0、7.5、
8.0、8.5、9.0，固定时间 4 h、酶比活 10000 U/g和温

度 50 ℃。酶解液经过 95 ℃ 水浴灭酶 10 min后终

止反应，离心（8000 r/min，15 ℃，10 min），上清液调

节 pH7.0±0.1，测定酶解物（蛋白浓度 1 mg/mL）的促

成骨细胞增殖率及酶解率。 

1.2.4.2   正交试验　根据单因素实验的结果，考察上

述 4个因素对促成骨细胞增殖率和酶解率的影响，

各取 3水平进行正交试验，试验因素水平见表 2。
  

表 2    金枪鱼蒸煮液蛋白酶解工艺的 L9（3
4）正交设计表

Table 2    L9(3
4) Orthogonal design table of tuna cooking liquid

protein enzymolysis process

水平
因素

酶解时间（h） 酶解温度（℃） 酶比活（U/g） pH

1 3.5 47 9500 7.7
2 4.0 50 10000 8.0
3 4.5 53 10500 8.3

  

1.3　数据处理

实验数据平行测定 3次，以平均值±标准差表

示 ，采用 Origin软件 （OriginLab  8.5）作图 ，采用

DPS7.5软件 Duncan检验进行均值之间的显著性分

析，其中 P<0.05表示差异显著，P<0.01表示差异极

显著。 

2　结果与分析 

2.1　金枪鱼蒸煮液蛋白酶筛选

金枪鱼蒸煮液分别经动物水解蛋白酶、复配酶

（F106）、菠萝蛋白酶、木瓜蛋白酶、碱性蛋白酶及胰

蛋白酶水解后，多肽及游离氨基酸含量均显著提高且

处理间存在显著差异（P<0.05），见表 3。木瓜蛋白酶

处理组的酶解率最高，为 59.85%。多肽含量与未处

理相比提高了 18.10%；动物水解蛋白酶和胰蛋白酶

处理组效果次之，酶解率分别达到了 54.12%与

53.51%，多肽含量与未处理相比分别提高了 15.56%
和 14.29%，且二者间差异不显著；碱性蛋白酶处理组

的酶解率最低，仅为 24.73%。复配酶 F106处理组

的游离氨基酸含量最高，达 496.81 mg/100 g，与未处

理相比提高了 55.77%，碱性蛋白酶处理组最低，为

397.40 mg/100 g，与未处理组相比仅提高 24.60%。
  

表 3    金枪鱼蒸煮液酶解液理化指标及酶解率
Table 3    Physicochemical indexes and enzymatic hydrolysis

rate of enzymatic hydrolysate of tuna cooking liquid

蛋白酶处理组
酶解后酸溶性
蛋白（g/100 g）

游离氨基酸含量
（mg/100 g）

多肽含量
（g/100 g）

酶解率
（%）

金枪鱼蒸煮液 / 318.93±25.01Bb 3.15±0.01Ee /
木瓜蛋白酶 4.13±0.02Aa 414.31±24.73ABab 3.72±0.03Aa 59.85±1.71Aa

动物水解
蛋白酶 4.10±0.02Aab 463.36±31.03ABa 3.64±0.03ABb 54.12±1.43ABb

胰蛋白酶 4.06±0.04ABab 465.79±30.65ABa 3.60±0.02BCbc 53.51±1.50ABb

复配酶（F106） 4.04±0.01ABb 496.81±34.45Aa 3.54±0.02Cc 52.01±0.69Bb

菠萝蛋白酶 3.94±0.00Bc 400.54±27.91ABab 3.54±0.02Cc 42.50±0.36Cc

碱性蛋白酶 3.75±0.03Cd 397.40±30.21ABab 3.35±0.01Dd 24.73±1.38Dd

注：以每列结果进行显著性分析，大写字母表示差异极显著（P<0.01），小
写字母表示差异显著（P<0.05）；多肽含量=酶解后酸溶性蛋白−游离氨基
酸含量。
 

研究结果表明木瓜蛋白酶、动物水解蛋白酶以

及胰蛋白酶对金枪鱼蒸煮液蛋白具有较高的酶解效
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率，且各处理组酶解物多肽及游离氨基酸含量差异较

大。多肽的功能活性与其组成的特征氨基酸密切相

关[17]，不同酶解产物的游离氨基酸组成见表 4。结果

显示，各处理组的游离氨基酸含量均增加，复配酶

（F106）处理组的游离氨基酸含量与未处理组相比差

异达极显著水平（P<0.01）。有报道表明促成骨细胞

增殖活性的特征氨基酸通常含有甘氨酸、酪氨酸、羟

脯氨酸和苯丙氨酸[18−19]。各酶解物的促成骨细胞增

殖活性功能游离氨基酸的总量由低到高的顺序为：动

物水解蛋白酶处理组<胰蛋白酶处理组<菠萝蛋白酶

处理组<木瓜蛋白酶处理组<复配酶（F106）处理组<
碱性蛋白酶处理组。由于不同蛋白酶的酶切位点差

异，蒸煮液蛋白经酶解后生成多肽及游离氨基酸含量

也存在差异，酶解产物中游离氨基酸含量越低，N端

特征氨基酸构成的活性肽被酶解的越少，其潜在的功

能活性相对较强。 

2.2　不同蛋白酶酶解产物的分子质量分布

金枪鱼蒸煮液蛋白酶解产物的分子量分布如

图 1所示。金枪鱼蒸煮液蛋白主要以小分子肽为

主，分子量组分<500 Da的占比达到了 70.58%，这与

蒸煮液富含酸溶性蛋白的结果一致。金枪鱼蒸煮液

经蛋白酶酶解后，5k~1k Da分子量组分占比出现了

明显下降，<500 Da分子量组分占比明显提高。分子

量<500 Da的组分占比由高到低的排序为：胰蛋白

酶、动物水解蛋白酶、碱性蛋白酶、复配酶（F106）、
木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶，占比分别为 85.85%、

84.00%、82.76%、81.53%、80.70%、76.94%。蛋白

酶在把大分子蛋白分解为肽及氨基酸的同时，也将金

枪鱼蒸煮液的多肽降解为小分子短肽或氨基酸，不同

蛋白酶酶解处理间存在差异。
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图 1    各酶解产物蛋白不同分子量占比
Fig.1    Different molecular weight proportions of each enzyme

hydrolysis product protein
注：各酶解处理<500 Da作显著性差异分析，大写字母表示差
异极显著（P<0.01），小写字母表示差异显著（P<0.05）。
  

2.3　不同蛋白酶酶解产物的促成骨细胞增殖活性评价

金枪鱼蒸煮液蛋白酶解产物的促成骨细胞增殖

率随着酸溶性蛋白浓度增加呈先升高后降低的趋势，

如图 2所示，这与舒涵聪[10] 对金枪鱼骨胶原蛋白肽

的成骨细胞增殖活性的研究结果一致。金枪鱼蒸煮

液、动物水解蛋白酶、复配酶（F106）、菠萝蛋白酶、

木瓜蛋白酶、碱性蛋白酶及胰蛋白酶处理的最高
 

表 4    金枪鱼蒸煮液不同蛋白酶解产物的游离氨基酸组成（mg/100 g）
Table 4    Composition of free amino acids in different hydrolysates of tuna cooking liquid (mg/100 g)

游离氨基酸 金枪鱼蒸煮液 木瓜蛋白酶 动物水解蛋白酶 胰蛋白酶 复配酶（F106） 菠萝蛋白酶 碱性蛋白酶

Asp天冬氨酸 3.12±0.36Ac 4.64±0.64Aabc 5.33±0.47Aa 4.32±0.54Aabc 4.36±0.51Aabc 5.13±0.63Aab 3.43±0.42Abc

Thr苏氨酸 2.54±0.28Cd 4.86±0.55BCbc 5.29±0.39BCbc 6.73±0.56Bb 16.94±0.87Aa 4.21±0.44BCcd 2.79±0.71Cd

Ser丝氨酸 0.41±0.09Dd 2.77±0.79BCDbc 3.86±0.22BCb 4.27±0.35Bb 7.91±1.10Aa 1.76±0.12BCDcd 1.28±0.11BCDcd

Glu谷氨酸 8.32±0.54Bc 12.00±1.18ABb 15.19±0.99Aa 11.82±0.74ABb 11.73±1.23ABb 9.38±0.54Bbc 9.55±0.53Bbc

Gly甘氨酸 11.3±0.96Bd 21.97±2.48Aab 12.30±0.96Bd 13.10±0.64Bcd 17.37±1.42ABbc 22.24±1.48Aa 17.60±0.64ABabc

Ala丙氨酸 59.47±2.81Ac 72.53±2.17Aab 69.09±2.45Aab 68.17±2.76Aabc 72.75±2.63Aa 63.53±2.24Abc 69.65±2.43Aab

Cys胱氨酸 2.09±0.17Aa 2.56±0.39Aa 2.62±0.54Aa 2.53±0.45Aa 2.52±0.46Aa 2.60±0.31Aa 2.69±0.64Aa

Val缬氨酸 21.77±2.45Bb 23.39±2.12Bb 26.59±2.38Bb 26.67±1.89Bb 44.83±2.88Aa 24.91±1.67Bb 25.50±1.43Bb

Met蛋氨酸 2.55±0.09Bc 5.02±0.69Bb 5.32±0.73Bb 5.68±0.70Bb 9.10±0.83Aa 4.60±0.66Bbc 5.14±0.73Bb

Ile异亮氨酸 12.29±1.35Bb 12.34±1.53Bb 14.32±0.95Bb 15.05±0.73Bb 25.37±0.90Aa 12.89±0.75Bb 14.32±0.77Bb

Leu亮氨酸 32.28±2.21Bc 37.84±2.78ABbc 43.87±2.79ABbc 39.19±2.66ABbc 48.97±2.92Aa 36.88±2.16ABbc 34.49±2.36Bc

Tyr酪氨酸 5.70±0.78Bb 5.93±0.88Bb 8.91±1.01ABab 8.49±1.11ABab 6.80±0.76ABb 5.82±0.73Bb 11.26±1.21Aa

Phe苯丙氨酸 7.60±0.86Bd 9.89±1.11ABbcd 12.67±1.18ABbcd 13.88±1.21Aab 14.08±1.25Aa 9.62±1.16ABcd 13.42±1.17ABbcd

Lys赖氨酸 27.42±1.88Cc 31.4±1.94Ccd 44.17±1.99ABa 45.54±1.98Aa 36.20±1.54BCb 29.06±1.36Cc 28.77±1.18Cc

His组氨酸 60.39±3.96Bb 90.25±3.71Aa 88.04±2.81Aa 90.72±3.44Aa 91.26±3.63Aa 90.61±3.24Aa 90.82±3.33Aa

Arg精氨酸 11.55±1.62Bc 16.67±1.13Bbc 36.77±2.13Aa 36.86±2.14Aa 20.07±1.62Bb 16.88±1.21Bbc 12.01±1.01Bc

Pro脯氨酸 20.44±2.83Aa 23.45±2.11Aa 22.75±2.01Aa 23.34±2.24Aa 23.38±2.41Aa 24.55±2.10Aa 23.25±2.12Aa

GABA γ-氨基丁酸 1.86±0.42Ab 2.99±0.24Aab 2.48±0.21Aab 2.53±0.31Aab 2.45±0.27Aab 3.51±0.27Aa 2.58±0.49Aab

Asn天冬酰胺 1.04±0.09Cd 3.93±0.25Bbc 4.84±0.23Bb 4.59±0.13Bb 6.41±0.46Aa 3.50±0.33Bc 1.56±0.32Cd

Gln谷氨酰胺 26.79±2.42Bb 29.88±2.23ABb 38.95±2.53ABb 42.31±2.58Aa 34.31±2.56ABab 28.86±2.13Bb 27.29±2.41Bb

促成骨细胞增殖活性游离氨基酸 24.60±2.6Ab 37.79±4.47Aa 33.88±3.15Aab 35.47±2.96Aab 38.25±3.43Aa 37.68±3.37Aa 42.28±3.02Aa

注：以每行结果进行显著性分析，大写字母表示差异极显著（P<0.01），小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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促成骨细胞增殖率分别为 129.53%、 142.37%、

128.19%、129.75%、131.4%、119.21%、132.68%，对

应的酸溶性蛋白浓度分别为 2.09、2.05、1.21、1.97、
1.24、1.88、1.05 mg/mL。动物水解蛋白酶、胰蛋白

酶及木瓜蛋白酶组的促成骨细胞增殖率较高，且这三

种处理组的成骨特征氨基酸含量与其他处理相比较

低，这与其酶解后仍保持有较高的特征氨基酸活性肽

的结果是一致的。
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图 2    金枪鱼蒸煮液不同蛋白酶处理对促成骨细胞增殖活性
的影响

Fig.2    Effects of different protease treatments on the proli-
feration activity of osteoblasts in tuna cooking liquid

 

在酸溶性蛋白浓度≤2.0 mg/mL时，促成骨细胞

增殖率（y）与酸溶性蛋白浓度（x）的剂量-效应关系分

别符合多元线性关系拟合方程：

y = 15.071x3 −60.056x2
+80.345x+101.08(R2 = 0.9756)

y = 0.4139x3 −20.558x2 +49.581x+99.203(R2 = 0.9597)

y = −1.0957x3 −12.445x2 +37.17x+99.769(R2 = 0.8664)

动物水解蛋白酶和胰蛋白酶处理在酸溶性蛋白

浓度为 1 mg/mL时的细胞增殖率相当，且二者的酶

解率无显著性差异。胰蛋白酶是肠道消化的关键酶，

为降低蛋白水解物在肠道中经历二次酶解而损失促

成骨细胞增殖活性，综合考虑，通过剂量-效应关系在

1 mg/mL时动物水解蛋白酶和胰蛋白酶处理组的促

成骨细胞增殖率无显著差异，胰蛋白酶酶解物具有更

好的肠道消化耐受性优势，因此后续选择胰蛋白酶进

行酶解工艺优化。 

2.4　酶解工艺优化 

2.4.1   单因素实验　酶解时间对金枪鱼蒸煮液蛋白

促成骨细胞增殖率和酶解率的影响见图 3（a）。酶解

物的促成骨细胞增殖率和酶解率随着酶解时间的增

加而升高后略有下降，最大峰值（124.53%和 53.51%）

出现在 4 h。因此，选取最适酶解时间为 4 h。酶解

温度对金枪鱼蒸煮液蛋白促成骨细胞增殖率和酶解

率的影响见图 3（b）。酶解物的促成骨细胞增殖活性

和酶解率随着温度（40~60 ℃）升高呈先上升后下

降的趋势 ，均在 50 ℃ 时达到峰值 （ 124.53%和

53.51%），选取 50 ℃ 为最适酶解温度。酶比活对金

枪鱼蒸煮液蛋白促成骨细胞增殖率和酶解率的影响

见图 3（c），研究发现酶比活为 10000 U/g时酶解物

的促成骨细胞增殖率达到峰值（124.53%）。进一步

增加酶量，蛋白酶解率变化不明显，而酶解物增殖率

呈下降趋势，选取酶比活为 10000 U/g。pH对金枪
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图 3    不同酶解条件对促成骨细胞增殖活性和酶解率的影响

Fig.3    Effect of different enzymatic hydrolysis conditions
on promoting osteocyte proliferation activity and enzymatic

hydrolysis rate
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鱼蒸煮液蛋白促成骨细胞增殖率和酶解率的影响见

图 3（d）。酶解物促成骨细胞增殖率和酶解率随着

pH增加呈先上升后下降的趋势，两者在 pH8.0时达

到峰值（124.53%和 53.51%），选取 8.0为最适 pH。

叶孟亮[3] 和舒聪涵[10] 在研究酶解工艺优化时酶解温

度及 pH同样对酶解产物的酶解率影响较大，与本文

的研究结果一致。上述结果可知，酶解温度及 pH对

酶解产物的促成骨细胞增殖率和酶解率的影响较大，

有必要进一步通过正交试验对酶解工艺进行优化。 

2.4.2   正交试验　以酶解率为指标的正交试验结果

见表 5。影响金枪鱼蒸煮液蛋白酶解率在设计的工

艺参数范围内的主次因素为 B>A>D>C，即酶解温

度>酶解时间>pH>酶比活。由 K值比较可以得出，

最优的水平为 A2B2C3D2。酶解时间、酶解温度和

pH对酶解率的影响为显著（P<0.05），酶比活对酶解

率的影响不显著，见表 6。最优工艺为：酶解时间

4 h，酶解温度 50 ℃，酶比活 10500 U/g，pH8.0。按

正交试验结果得到的最优组合 A2B2C3D2 进行验证

实验，其酶解率可达到 55.02%±1.30%，促成骨细胞

增殖率可达 133.54%±2.93%。

以促成骨细胞增殖率为指标的正交试验结果见

表 7。影响金枪鱼蒸煮液蛋白促成骨细胞增殖活性

工艺参数的主次因素为 A>D>C>B，即酶解时间>
pH>酶比活>酶解温度。由 K值比较可以得出，最优

的水平为 A1B2C2D2。在试验设计参数范围内，酶解

时间和 pH对细胞增殖活性的影响为极显著（P<
0.01），酶比活对细胞增殖率的影响为显著（P<0.05），
酶解温度对细胞增殖率的影响为不显著，见表 8。最

优工艺为：酶解时间 3.5 h，酶解温度 50 ℃，酶比活

10000 U/g，pH8.0。在此条件下成骨细胞增殖活性

达 136.71%，酶解率为 52.36%。
 
 

表 7    细胞增殖率的 L9（3
4）正交试验结果

Table 7    L9(3
4) Orthogonal test results of cell proliferation rate

试验号 A 酶解时间 B 酶解温度 C 酶比活 D pH 细胞增殖率（%）

1 1 1 1 1 135.20±0.88
2 1 2 2 2 136.71±1.42
3 1 3 3 3 127.84±1.63
4 2 1 2 3 122.47±0.76
5 2 2 3 1 123.69±1.10
6 2 3 1 2 124.93±1.00
7 3 1 3 2 127.72±1.40
8 3 2 1 3 126.51±0.71
9 3 3 2 1 127.63±0.75
K1 799.49 770.78 773.27 773.03
K2 742.17 773.80 773.62 778.72
K3 763.71 760.79 758.48 753.62
k1 133.25 128.46 128.88 128.84
k2 123.70 128.97 128.94 129.79
k3 127.29 126.80 126.41 125.60
R 9.55 2.17 2.52 4.18

主次顺序 A>D>C>B
最优水平 A1 B2 C2 D2
 
 
 

表 8    细胞增殖率的方差分析结果
Table 8    Results of variance analysis of cell proliferation rate

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 显著性

酶解时间 279.43 2 139.72 55.60 **
酶解温度 15.45 2 7.73 3.10
酶比活 24.89 2 12.45 4.99 *
pH 57.73 2 28.86 11.57 **
误差 22.46 9 2.50
总和 399.96

 

以促成骨细胞增殖率为目标的最优水平 A1B2

C2D2 的酶解率为 52.36%，与正交试验设计内最高酶

解率（53.12%）比较无显著性差异，优先考虑促成骨

细胞增殖率指标，其酶解最优水平为 A1B2C2D2。 

3　讨论与结论
不同酶制剂作用于蛋白酶解时，因其作用位点

的差异，导致酶解产物的羧基端和氨基端氨基酸种类

及肽段结构各异[20−21]。木瓜蛋白酶和菠萝蛋白酶均

属含巯基的内切酶，木瓜蛋白酶能广泛水解蛋白质中

的羧基末端，如精氨酸、赖氨酸等；而菠萝蛋白酶则

特定作用于碱性（如精氨酸）或芳香族（如苯丙氨酸、

 

表 5    酶解率的 L9（3
4）正交试验结果

Table 5    L9(3
4) Orthogonal test results

of enzymatic hydrolysis rate

试验号 A 酶解时间 B 酶解温度 C 酶比活 D pH 酶解率（%）

1 1 1 1 1 45.71±1.01
2 1 2 2 2 52.36±0.25
3 1 3 3 3 49.23±1.62
4 2 1 2 3 49.79±0.84
5 2 2 3 1 53.12±1.36
6 2 3 1 2 53.01±1.46
7 3 1 3 2 50.6±1.59
8 3 2 1 3 49.62±0.14
9 3 3 2 1 49.15±1.63
K1 294.59 292.18 296.67 295.94
K2 311.82 310.19 302.59 311.94
K3 298.74 302.78 305.89 297.27
k1 49.90 48.70 49.45 49.32
k2 51.97 51.70 50.43 51.99
k3 49.79 50.46 50.98 49.55
R 2.87 3.00 1.54 2.67

主次顺序 B>A>D>C
最优水平 A2 B2 C3 D2

 

表 6    酶解率的方差分析结果

Table 6    Results of variance analysis
of enzymatic hydrolysis rate

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 显著性

酶解时间 26.96 2 13.48 4.47 *
酶解温度 27.31 2 13.66 4.53 *
酶比活 7.27 2 3.64 1.21
pH 26.28 2 13.14 4.36 *
误差 27.13 9 3.01
总和 114.95

注：*表示显著（P<0.05），**表示极显著（P<0.01），表8同。
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酪氨酸）氨基酸的羧基侧链，二者均能增强疏水

性[22−25]。动物水解蛋白酶主要由木瓜蛋白酶辅以其

他蛋白酶构成。胰蛋白酶作为一种丝氨酸蛋白酶，主

要源自如猪等哺乳动物的胰脏。因此，酶解产物的活

性功能受蛋白原料及酶解策略的影响尤其显著。金

枪鱼蒸煮液蛋白经酶解后，酶解率、疏水氨基酸组成

及分子量分布均产生显著差异，这些变化影响着肽序

列和酶解产物活性，这是改变酶解物促成骨细胞增殖

活性的主要原因。本文研究发现金枪鱼蒸煮液的羟

脯氨酸（Hyp）占总蛋白含量的 3.29%，其中脯氨酸和

羟脯氨酸等促成骨细胞特征氨基酸含量占比可达

15.05%[26]，Ohara等[27] 研究表明，脯氨酸-羟脯氨酸

二肽可显著刺激滑膜细胞产生透明质酸，改善骨骼健

康。Guillerminet等[28] 研究表明牛、猪、鱼骨胶原蛋

白肽均可显著提高成骨细胞增殖数目和成骨细胞分

化作用，减少破骨细胞的骨吸收。这与本文研究结果

一致。

本文采用动物水解蛋白酶、复配酶（F106）、菠萝

蛋白酶、木瓜蛋白酶、碱性蛋白酶及胰蛋白酶对金枪

鱼蒸煮液蛋白进行水解，结果表明胰蛋白酶是金枪鱼

蒸煮液蛋白酶解的最适酶，其酶解产物的促成骨细胞

增殖活性最佳。胰蛋白酶最佳酶解工艺条件下

1 mg/mL蛋白浓度的酶解产物促成骨细胞增殖率达

136.71%，酶解率为 52.36%。本研究仅初步挖掘和

分析了金枪鱼蒸煮液的促成骨细胞增殖率，然而，若

要完整解析金枪鱼蒸煮液在促成骨细胞增殖以及改

善骨质疏松方面的活性作用机制，仍需在后续研究中

进一步对成骨细胞的分化能力、矿化能力进行验证，

并开展转录组分析。通过这些深入研究，能够为全

面、客观地评价金枪鱼蒸煮液的抗骨质疏松活性提

供更为坚实的理论依据。本研究所得结果，也将为金

枪鱼加工副产物活性肽的研发提供有力的理论支持，

从而丰富金枪鱼蒸煮液蛋白肽生物活性内涵，开发多

元功能健康食品原料。
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