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摘要：为研究绿鳍马面鱼皮蛋白体外消化产物的抗氧化作用及相关特征，采用二酶三阶段体外模拟胃、肠消化过

程，分析产物的抗氧化作用（还原力、·ＯＨ清除率、Ｏ－２·清除率、ＤＰＰＨ·清除率）和相关特征（游离氨基酸组成和含
量、分子质量分布）。结果表明：绿鳍马面鱼皮中富含２９６％的抗氧化特征氨基酸；底物质量浓度在８ｍｇ／ｍＬ时，
具有较高的抗氧化活性；抗氧化肽产生于模拟胃肠消化的十二指肠阶段，此时 ＤＰＰＨ·清除率为８３２９％；该阶段产
物中游离氨基酸比原料中多出７种，各种游离氨基酸含量也明显增加；同时，产物中多肽分子量分布集中在２００～
５０００Ｄａ，其中主要多肽的分子量为２１５２Ｄａ和１３５２Ｄａ。
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　　引言

自由基是非常活跃的分子，它可以与每个细胞

成分反应，并对细胞的功能特性和形态学产生扰动。

有证据证明氧自由基是人类许多疾病和衰老过程的

重要病理介质，如皮肤老化、骨关节炎、骨质疏松症

等［１］。因此，开发和利用高效无毒的天然抗氧化

剂，已成为当今科学发展的趋势［２］。而抗氧化活性

肽具有安全和高效的特点，已成为国内外学者的研

究热点［３］，并在食品行业获得认同。

绿鳍马面（Ｎａｖｏｄｏｎｓｅｐｔｅｎｔｒｉｏｎａｌｉｓ），因鱼皮较
厚且硬，加工过程中鱼皮通常被剥除丢弃。目前马

面鱼的主要应用包括：鱼肉的食用和食品加工，鱼皮

提取氨基酸、制胶、制革、提取食用水溶性蛋白质，鱼

肝制取肝油等［４］。近年来，胶原蛋白肽的抗氧化活

性在许多不同的氧化系统中已被证明［５］。但由于

鱼皮蛋白难消化，并且在体内如何进一步发挥抗氧

化活性尚不清楚。随着体外模拟胃肠消化的发展，

其绿色、高效、安全和不具有伦理限制的特点受到广

泛应用。在最近几年，该方法已被开发应用于蛋白

质的生物利用度和生物活性的评价。

本文以绿鳍马面鱼皮为原料，通过模拟胃肠

消化研究其消化产物的抗氧化特性及产物特征（游

离氨基酸组成和含量、分子质量分布），以期为绿鳍

马面鱼皮的再利用提供理论支持，也为鱼皮蛋白

抗氧化肽的开发提供参考。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
绿鳍马面鱼皮，宁波远大海洋生物科技有限

公司提供。

胃蛋白酶（酶活力１２００Ｕ／ｇ以上，实验测得活
力为１４００Ｕ／ｇ），国药集团化学试剂有限公司；胰蛋
白酶（酶活力５００００Ｕ／ｇ以上，实验测定酶活力为
５１０００Ｕ／ｇ），国药集团化学试剂有限公司；Ｌ亮氨
酸，国药集团化学试剂有限公司；ＤＰＰＨ购自阿拉丁
试剂（上海）有限公司；ＴＮＢＳ购于美国 Ｓｉｇｍａ公司；
其他试剂均为国产分析纯试剂。

１２　主要仪器与设备
ＨＨ ６型数显恒温水浴锅（江苏金坛市亿通电

子有限公司）；ＬＤ５ ２Ａ型离心机（长春博盛量子科
技有限公司）；Ｈ１６５０型台式高速离心机（湘仪离心
机仪器有限公司）；ＦＤ ８中型真空冷冻干燥机（西
安特普讯仪器设备有限公司）；ＳＱＰ型实验室电子
天平（赛多利斯科学仪器有限公司）；ＵＶ １８０１型
紫外分光光度计（立特电子科技有限公司）；ＶＩＳ

７２２０Ｎ型可见分光光度计（北京北分瑞利分析仪器
公司）；ＰＸＳ ４５０型精密离子计（上海大普仪器有
限公司）；ＲＶＣ２ １８型离心浓缩仪（北京博劢行仪
器有限公司）；Ｓｙｋａｍ ４３３Ｄ型全自动氨基酸分析
仪（德国ＳＹＫＡＭ公司）。
１３　实验方法
１３１　鱼皮蛋白体外模拟胃、肠道消化
１３１１　模拟消化条件

（１）胃消化条件［６］：模拟胃消化液（称取０２０ｇ
ＮａＣｌ，０３２ｇ胃蛋白酶，加入 ７ｍＬ蒸馏水，加入
０７ｍＬ３ｍｏｌ／Ｌ盐酸，再用盐酸调 ｐＨ值至１２，加
蒸馏水定容至１００ｍＬ。现用现配），温度３７℃，最大
排空时间４ｈ。

（２）十二指肠消化条件［７］：模拟肠消化液（称

取０７０ｇ磷酸二氢钾溶于２５ｍＬ蒸馏水中，振荡使
之完全溶解，加入１９ｍＬ０２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ和４０ｍＬ
蒸馏水，加入１０ｇ胰蛋白酶，用０２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调
ｐＨ值至６４±０１，蒸馏水定容至１００ｍＬ。现用现
配），温度３７℃，消化时间１ｈ。

（３）小肠消化条件［７］：模拟肠消化液（称取

０７０ｇ磷酸二氢钾溶于２５ｍＬ蒸馏水中，振荡使之
完全溶解，加入１９ｍＬ０２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ和４０ｍＬ蒸
馏水，加入１０ｇ胰蛋白酶，用０２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调
ｐＨ值至７５±０１，蒸馏水定容至１００ｍＬ。胰蛋白
酶酶活力５００００Ｕ／ｇ以上。现用现配），温度３７℃，
消化时间６ｈ。
１３１２　模拟消化过程

在１００ｍＬ锥形瓶中加入２５ｍＬ模拟胃消化液，
３７℃恒温水浴５ｍｉｎ。加入一定质量的鱼皮粉，迅速
涡旋振荡并快速置于３７℃水浴，准确记录时间，搅
拌酶解４ｈ。然后加入模拟肠消化液，调节 ｐＨ值至
６４，３７℃恒温条件下酶解 １ｈ。加入 ０２ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ调ｐＨ值至７５，３７℃恒温条件下酶解６ｈ。

分别在模拟消化过程１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１ｈ取样；沸水浴１０ｍｉｎ终止反应；４５００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液调节ｐＨ值至４２，４５００ｒ／ｍｉｎ离心
３０ｍｉｎ去除大分子蛋白；得到样品酶解液。
１３２　测定方法
１３２１　总氨基酸测定

通过酸水解法测定鱼皮总氨基酸含量。将

５０ｍｇ鱼皮与１０ｍＬ６ｍｏｌ／Ｌ盐酸在安瓿瓶中混合，
将安瓿瓶密封后，于１１０℃充氮气水解２４ｈ，水解液
经滤纸过滤，用去离子水定容至 ５０ｍＬ，取 ０５ｍＬ
于１５ｍＬ离心管中浓缩至干，可用去离子水重复蒸
干１～２次。然后，加入１ｍＬ样品稀释液，充分混匀
后用０２２μｍ滤膜（水膜）过滤至样品瓶中，上样到
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Ｓ ４３３Ｄ型氨基酸分析仪进行氨基酸测定。
１３２２　水解度测定

水解度参照文献［８－１０］方法中游离氨基与
２，４，６三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）的反应修改测定，在
４２０ｎｍ处测定吸光度。游离氨基含量根据 Ｌ亮氨
酸含量标准曲线来确定（ｙ＝８１７８ｘ＋０００８，决定系
数Ｒ２＝０９９１）。水解度ＣＤＨ计算公式为

ＣＤＨ＝
Ａｈ－Ａ０
Ａ∞ －Ａ０

×１００％ （１）

式中　Ａｈ———样品酶解液中的氨基浓度
Ａ０———原料样品中氨基浓度
Ａ∞———样品完全水解液中氨基浓度

１３２３　还原力测定
采用普鲁士蓝法，根据 Ｔａｈｅｒｉａ等［１１］的方法修

改测定。以普鲁士蓝（Ｆｅ４（Ｆｅ（ＣＮ）６）３）的生成量
作为指标，将六氰合铁酸钾（Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６）还原成
Ｋ４Ｆｅ（ＣＮ）６，再利用 Ｆｅ

３＋形成 Ｆｅ４（Ｆｅ（ＣＮ）６）３，由
７００ｎｍ处吸光度变化检测还原力大小。吸光度越
高表示样品的还原力也就越强。

１３２４　·ＯＨ（羟自由基）清除率测定
参照Ｓｍｉｒｏｎｆｆ等［１２］的方法，利用 Ｈ２Ｏ２与 Ｆｅ

２＋

混合产生·ＯＨ的原理，在体系内加入水杨酸捕捉
·ＯＨ，产生有色物质，该物质在波长５１０ｎｍ处有最
大吸收。反应体系中含 ８８ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２１ｍＬ、
９ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４１ｍＬ，９ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸 乙醇溶液

１ｍＬ，不同消化时间的酶解液１ｍＬ。最后加 Ｈ２Ｏ２
启动反应，３７℃反应 ３０ｍｉｎ，以蒸馏水为对照，在
５１０ｎｍ处测定各溶液的吸光度，考虑到样品本身的
吸光度，以９ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４１ｍＬ、９ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸
乙醇溶液１ｍＬ、不同消化时间的样品溶液１ｍＬ和
１ｍＬ蒸馏水计算样品的本底吸收度。·ＯＨ清除率
Ｓ的计算公式为

Ｓ＝
Ｂ０－（Ａｘ－Ａｘ０）

Ｂ０
×１００％ （２）

式中　Ｂ０———空白对照液的吸光度
Ａｘ———加入样品溶液后的吸光度
Ａｘ０———不加显色剂Ｈ２Ｏ２的样品溶液吸光度

１３２５　Ｏ－２·清除率测定
采用邻苯三酚自氧化法测定，根据陈美珍等［１３］

的方法修改测定。取 ５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液
（ｐＨ值８２）４５ｍＬ，置于２５℃水浴中保温２０ｍｉｎ，
分别加入１ｍＬ样品溶液和０４ｍＬ２５ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯
三酚溶液，混匀后于 ２５℃水浴中反应 ５ｍｉｎ，加入
１ｍＬ８ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ终止反应，于２９９ｎｍ处测定吸
光度Ａｘ。空白对照组以相同体积蒸馏水代替样品，
测定吸光度 Ｂ０。每个试样做 ３个平行样，取平均

值，Ｏ－２·清除率Ｃ计算公式为

Ｃ＝
Ｂ０－Ａｘ
Ｂ０

×１００％ （３）

１３２６　ＤＰＰＨ·清除率测定
样品酶解液 ＤＰＰＨ·清除能力根据 Ｓｈｉｍａｄａ

等［１４］方法修改测定。２ｍＬＤＰＰＨ溶液（在９５％乙
醇中的浓度为０１ｍｍｏｌ／Ｌ）与２ｍＬ样品溶液混合。
混合物在室温（２０℃）下避光静置３０ｍｉｎ，在５１７ｎｍ
处测定吸光度。使用蒸馏水代替样品作空白对照。

ＤＰＰＨ·清除率Ｈ计算公式为

Ｈ (＝ １－
Ａ５１７ｓａｍｐｌｅ
Ａ )
５１７ｃｏｎｔｒｏｌ

×１００％ （４）

式中　Ａ５１７ｓａｍｐｌｅ———样品溶液在５１７ｎｍ处的吸光度
Ａ５１７ｃｏｎｔｒｏｌ———空白对照蒸馏水在５１７ｎｍ处的

吸光度

１３２７　游离氨基酸含量测定
通过全自动氨基酸分析仪测定酶解液的游离氨

基酸成分和含量。吸取不同消化时间的酶解液

０１ｍＬ于１５ｍＬ离心管中，加入 ０９ｍＬ１％的磺
基水杨酸，沉淀２ｈ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上
清液，用０２２μｍ微膜（水膜）过滤至样品瓶中，供
上机测定。

１３２８　酶解液蛋白质及多肽相对分子质量测定
采用凝胶渗透色谱法测定蛋白质和多肽的相对

分子质量分布，参照代春华等［１５］的方法修改测定。

色谱条件：色谱柱，ＴＳＫｇｅｌ Ｇ２０００ＳＷＸＬ（７８ｍｍ×
３０ｃｍ，Ｔｏｓｏｈ）；流 动 相，０１ｍｏｌ／Ｌ Ｎａ２ＳＯ４ ＋
０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值６７）；柱温３０℃；检测
波长２２０ｎｍ；流速０５ｍＬ／ｍｉｎ；进样量１０μＬ。

２　结果与分析

２１　氨基酸组成
绿鳍马面鱼皮的氨基酸组成及含量（质量

比）见表１。
氨基酸作为人体营养所需蛋白质的基本构成物

质，也是食物经消化后被摄入的主要成分，因此氨基

酸均衡对机体健康起到至关重要的作用。由表１可
知，绿鳍马面鱼皮中含１７种氨基酸，不含色氨酸。
其中甘氨酸、丙氨酸、谷氨酸、脯氨酸和精氨酸含量

高。而且氨基酸组成中富含２９６％的抗氧化特征
氨基酸（酪氨酸、组氨酸、脯氨酸、丙氨酸和亮氨

酸），在一定程度上起到抗氧化作用。

２２　水解度测定
底物质量浓度为８ｍｇ／ｍＬ时的水解度如图１所

示，水解度随着水解时间延长而增大，说明鱼皮蛋白

被逐渐水解成多肽和氨基酸，在消化１０～１１ｈ后趋
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于水平，此时达到最大消化程度。并且胃消化阶段

和肠消化阶段水解度都变化平缓，而从第５小时的
十二指肠消化阶段开始出现显著变化，因此该阶段

为水解程度变化的最大阶段。同时，ＤＰＰＨ·清除率
在十二指肠消化阶段为８３２９％，较之后的消化１０ｈ
稍低（图１）。水解度与抗氧化活性之间具有怎样的
相关性，需要进一步研究。

表１　绿鳍马面鱼皮氨基酸组成和含量
Ｔａｂ．１　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆ

Ｎａｖｏｄｏｎｓｅｐｔｅｎｔｉｏｎａｌｉｓｓｋｉｎ

氨基酸 含量／（μｇ·ｍｇ－１）
天冬氨酸（Ａｓｐ） ２９１２

苏氨酸（Ｔｈｒ） １５０９

丝氨酸（Ｓｅｒ） １７００

谷氨酸（Ｇｌｕ） ５５８８

脯氨酸（Ｐｒｏ） ５０３５

甘氨酸（Ｇｌｙ） １０８０５

丙氨酸（Ａｌａ） ６０６７

半胱氨酸（Ｃｙｓ） ３７７

甲硫氨酸（Ｍｅｔ） １２６１

氨基酸 含量／（μｇ·ｍｇ－１）
缬氨酸（Ｖａｌ） １４１９

异亮氨酸（Ｉｌｅ） ８０９

亮氨酸（Ｌｅｕ） １２５４

酪氨酸（Ｔｙｒ） ４７４

苯丙氨酸（Ｐｈｅ） １１０１

组氨酸（Ｈｉｓ） １４４７

赖氨酸（Ｌｙｓ） ２５２１

精氨酸（Ａｒｇ） ３９５１

图１　模拟胃肠消化过程的水解度和ＤＰＰＨ·清除率
Ｆｉｇ．１　ＨｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅａｎｄＤＰＰＨｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ

ｕｎｄｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
　
２３　抗氧化活性单因素试验
２３１　底物质量浓度
２３１１　模拟胃消化阶段

底物质量浓度是影响模拟消化的重要因素之

一，它在某种程度上会抑制消化。因此，分别从模拟

胃消化和模拟肠消化２个阶段说明底物质量浓度对
消化产物的影响。在模拟胃消化阶段，由图２可知，
随着底物质量浓度从４ｍｇ／ｍＬ增加到８ｍｇ／ｍＬ，抗
氧化活性有所升高，但从６ｍｇ／ｍＬ增加到８ｍｇ／ｍＬ
时抗氧化活性变化不明显，集中表现在·ＯＨ清除率
和ＤＰＰＨ·清除率上，说明抗氧化活性与底物质量浓
度不呈正相关，在一定的底物质量浓度范围内才能

产生最强的抗氧化活性。综合各个抗氧化指标得到

底物质量浓度在８ｍｇ／ｍＬ时具有较高的抗氧化活性。
２３１２　模拟肠消化阶段

模拟胃消化后，模拟肠消化７ｈ（十二指肠消化

图２　底物质量浓度对模拟胃消化产物抗氧化活性的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓｕｎｄｅｒｓｉｍｕｌａｔｅｄｇａｓｔｒｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

　
１ｈ，小肠消化６ｈ）。随着底物质量浓度的增大，除
了Ｏ－２·清除率在６ｍｇ／ｍＬ时大于其他２个质量浓度，
还原力、·ＯＨ清除率和 ＤＰＰＨ·清除率均在８ｍｇ／ｍＬ
时达到最大。但底物质量浓度与抗氧化活性不呈正

相关，在一定底物质量浓度范围内才能产生最强的

抗氧化活性。同时，从图３可以看出，在消化１ｈ，即
十二指肠消化期间，还原力、·ＯＨ清除率和 Ｏ－２·清
除率最高，ＤＰＰＨ·清除率稍微低于小肠消化期间。总
体来说，抗氧化活性在十二指肠消化期间达到最高。

图３　底物质量浓度对模拟肠消化产物的
抗氧化活性的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓｕｎｄｅｒｓｉｍｕｌａｔｅｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

　
２３２　消化酶

胃蛋白酶和胰蛋白酶消化产物抗氧化活性的显

著差异可能归因于酶的作用位点与作用机理的不

同［１６］。胃蛋白酶是一种重要的消化性蛋白酶，它广

泛裂解肽上的芳香和酸性氨基酸，将蛋白质分解为

胨和一部分酪氨酸和苯丙氨酸等氨基酸；胰蛋白酶

是一种重要的蛋白质水解酶，它能裂解肽上的碱性

氨基酸、精氨酸或赖氨酸的侧羰基［１７］。因此，在

２种酶的作用下产生不同的肽片段，抗氧化活性就
不同。

２４　鱼皮中游离氨基酸和消化终产物游离氨基酸
图１给出了模拟胃肠消化过程的水解度曲线，

表２列出了原料样品和消化终产物游离氨基酸的组
成和含量（质量比），为进一步了解水解度与游离氨
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图４　不同消化酶对消化产物抗氧化活性的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｓｏｎ

ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓ
　
表２　原料样品和消化终产物游离氨基酸的组成和含量
Ｔａｂ．２　Ｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒａｗ

ｓａｍｐｌｅａｎｄｆｉｎａｌｄｉｇｅｓｔｉｖｅｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ
μｇ／（１００ｍｇ）

游离氨基酸
消化时间／ｈ

０ ５ １１

磷酸丝氨酸（Ｐｓｅｒ） ６０４ ６４９０ ８１００

牛磺酸（Ｔａｕ） ７８７ ０ ０

天冬氨酸（Ａｓｐ） ０ ０ １２２０

苏氨酸（Ｔｈｒ） ０ ０ ３６１０

丝氨酸（Ｓｅｒ） ０ ０ ４８３０

天冬酰胺（Ａｓｎ） ０ ０ ４２９０

谷氨酸（Ｇｌｕ） ０ ０ ６８５０

α氨基己二酸（αＡａａ） ０ ０ １９００

脯氨酸（Ｐｒｏ） ０ ０ ２４９０

甘氨酸（Ｇｌｙ） ６４５ １４５０ ３１６０

丙氨酸（Ａｌａ） ３５４ ３１８０ ７８２０

瓜氨酸（Ｃｉｔ） ０ ０ ２４１０

α氨基丁酸（αＡｂａ） ０ ０ ２３４０

缬氨酸（Ｖａｌ） ０ ２５５０ ９１３０

胱氨酸（Ｃｙｓ） ０ ０ ０

甲硫氨酸（Ｍｅｔ） ０ ３２００ ２７４０

异亮氨酸（Ｉｌｅ） １６８０ １１５８０ ７６９０

亮氨酸（Ｌｅｕ） ２１４２ １６８２０ ２７４５０

酪氨酸（Ｔｙｒ） ０ ０ １１８９０

苯丙氨酸（Ｐｈｅ） ０ ７９２０ １８２９０

β丙氨酸（βＡｌａ） ０ １５２００ ２５３６０

β氨基异丁酸（βＡｉｂａ） ０ ４０２９０ ５９９１０

γ氨基丁酸（γＡｂａ） ０５９ ９５４０ １４６３０

组氨酸（Ｈｉｓ） ０８４ １８７０ ６３８０

肌肽（Ｃａｒｎｏｓｉｎｅ） ０ １０５４０ １１６１０

色氨酸（Ｔｒｐ） ０ １３０６０ ２３５７０

鸟氨酸（Ｏｒｎ） ２６４２ １４４８０ １５３５０

赖氨酸（Ｌｙｓ） １７６３ ８９１０ １１６８０

精氨酸（Ａｒｇ） ９２０ １９５０ ３１１０

基酸之间的关系，从表２可以看出，经过５ｈ消化，
游离氨基酸多出７种，经过１１ｈ模拟消化后，游离
氨基酸种类有很大改变，由原来的１１种变为２７种，
尤其是抗氧化性氨基酸有显著增加，其中亮氨酸含

量最高，其次是酪氨酸。前面的抗氧化性单因素实

验中，消化１１ｈ后的产物表现出较强的抗氧化性，
很大程度上是由这些抗氧化特征氨基酸产生的。而

消化５ｈ产物中抗氧化性氨基酸的含量远低于消化
１１ｈ的产物，表明消化５ｈ产物中的多肽的抗氧化
作用远高于抗氧化性氨基酸的作用，这为那些具有

较强抗氧化活性的多肽分子量测定提供了依据。

２５　酶解液中蛋白质及多肽相对分子质量分布
十二指肠消化阶段产物中的多肽具有最强的抗

氧化活性，这些多肽的分子量分布通过凝胶渗透色

谱法（ＧＰＣ）测定。图５为标准品和十二指肠消化产
物凝胶渗透色谱图，显示出各种物质的出峰顺序，其

中标准品谱图（图５ａ）各标注峰分子质量分别为：
６７０００Ｄａ、１２２５００Ｄａ、２０４Ｄａ；十二指肠消化产物
ＧＰＣ谱图图５ｂ各标注峰分子质量分别为：２１５２Ｄａ、
１３５２Ｄａ、１９０Ｄａ。由标准曲线可知，分子质量的对
数（ｌｇＭｒ）与保留时间（ｔ）呈良好的线性关系，回归方
程ｌｇＭｒ＝－０２０３ｔ＋７７７９，决定系数 Ｒ

２＝０９９９。
图５ｂ所示，十二指肠消化产物的保留时间在１０～
３０ｍｉｎ之间，基本处于所选择的标准物质保留时间
范围之内，而且谱图示出了产物中不同分子质量的

分布情况，具有抗氧化活性物质的分子量在２００～
５０００Ｄａ之间。

图５　标准品和十二指肠消化产物凝胶渗透色谱图
Ｆｉｇ．５　Ｓｔａｎｄａｒｄａｎｄｄｕｏｄｅｎａｌｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

（ａ）标准品　（ｂ）十二指肠消化产物
　

３　结论

（１）通过氨基酸分析，绿鳍马面鱼皮中不含
色氨酸，甘氨酸、丙氨酸谷氨酸、脯氨酸和精氨酸含

量高，并且富含２９６％的抗氧化特征性氨基酸，可
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以成为提取某些氨基酸的丰富来源。

（２）采用测定还原力、·ＯＨ清除率、Ｏ－２·清除
率、ＤＰＰＨ·清除率４种方法考察了绿鳍马面鱼皮
蛋白模拟胃肠道消化过程的抗氧化活性，通过底物

质量浓度、模拟胃液消化后不同处理和不同酶处理

单因素实验，得出底物质量浓度在８ｍｇ／ｍＬ时具有
最强的抗氧化活性，但底物浓度需限制在一定的范

围内，并且在十二指肠消化阶段具有最强的抗氧化

活性，此时ＤＰＰＨ·清除率为８３２９％。
（３）通过氨基酸分析得出，十二指肠消化产物

中游离氨基酸的种类和含量都有明显增多，抗氧化

性氨基酸含量比１１ｈ产物的含量低，而抗氧化性却
高于１１ｈ，说明抗氧化肽发挥主导作用，并且具有抗
氧化活性的多肽分子量范围在２００～５０００Ｄａ之间，
其中分子量为２１５２Ｄａ、１３５２Ｄａ的多肽与抗氧化活
性可能相关。

参 考 文 献

１　ＷａｎｇＬ，ＬｉａｎｇＱ，ＣｈｅｎＱ，ｅｔａｌ．Ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｋｉｎｅｔｉｃｓａｎｄｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｇｅｌａｔｉｎｕｎｄｅｒｓｉｍｕｌａｔｅｄｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１４，１６３：１－５．

２　贾韶千，吴彩娥，范龚健，等．银杏抗氧化肽的分离纯化及活性鉴定［Ｊ］．农业机械学报，２０１１，４２（６）：１５２－１５５．
ＪｉａＳｈａｏｑｉａｎ，ＷｕＣａｉｅ，ＦａｎＧｏｎｇｊｉａｎ，ｅｔａｌ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｉｎｋｇｏａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｅｐｔｉｄｅ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ
ｏｆｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＭａｃｈｉｎｅｒｙ，２０１１，４２（６）：１５２－１５５．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

３　张君慧，张晖，王兴国，等．抗氧化活性肽的研究进展［Ｊ］．中国粮油学报，２００８，２３（６）：２２７－２３３．
ＺｈａｎｇＪｕｎｈｕｉ，ＺｈａｎｇＨｕｉ，ＷａｎｇＸｉｎｇｇｕｏ，ｅｔａｌ．Ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｒｅｓｅａｒｃｈｏｎａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｅｐｔｉｄｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅ
ＣｅｒｅａｌｓａｎｄＯｉｌｓＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，２００８，２３（６）：２２７－２３３．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

４　徐自勤．马面鱼综合利用途径的研究［Ｊ］．水产科技情报，１９８３（１）：７－９．
ＸｕＺｉｑｉｎ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎｔｈｅｗａｙｏｆｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｉｌｅｆｉｓｈ［Ｊ］．ＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，１９８３（１）：
７－９．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

５　ＧｏｍｅｚＧｕｉｌｌｅｎＭ，ＧｉｍｅｎｅｚＢ，ＬｏｐｅｚＣａｂａｌｌｅｒｏＭＥ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｄｂｉｏａｃｔｉｖｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎａｎｄｇｅｌａｔｉｎｆｒｏｍ
ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｏｕｒｃｅｓ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＦｏｏｄＨｙｄｒｏｃｏｌｌｏｉｄｓ，２０１１，２５（８）：１８１３－１８２７．

６　中华人民共和国农业部８６９号公告 ２ ２００７．转基因生物及其产品食用安全检测模拟胃肠液外源蛋白质消化稳定性试验
方法［Ｓ］．中华人民共和国农业部，２００７．

７　王兴，黄忠明，王莉，等．苦荞蛋白模拟消化产物抗氧化活性及组成研究［Ｊ］．中国食品学报，２００９，９（６）：１０－１５．
ＷａｎｇＸｉｎｇ，ＨｕａｎｇＺｈｏｎｇｍｉｎｇ，ＷａｎｇＬｉ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔａｒｔａｒｙｂｕｃｋｗｈｅａｔｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｓｉｍｕｌａｔｉｎｇｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｄｉｇｅｓｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎｅｓｅＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００９，９（６）：
１０－１５．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

８　侯虎，彭?，苏世伟，等．基于特征粘度的鳕鱼骨胶原蛋白酶解预测模型［Ｊ］．农业机械学报，２０１４，４５（３）：２２７－２３１．
ＨｏｕＨｕ，ＰｅｎｇＺｈｅ，ＳｕＳｈｉｗｅｉ，ｅｔａｌ．Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌｏｆｂｏｎｅｃｏｌｌａｇｅｎｆｒｏｍｐｏｌｌｏｃｋｂａｓｅｄｏｎｉｎｔｒｉｎｓｉｃ
ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ［Ｊ］．ＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＭａｃｈｉｎｅｒｙ，２０１４，４５（３）：２２７－２３１．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

９　ＡｄｌｅｒＮｉｓｓｅｎＪ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｆｏｏｄｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｂｙｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９７９，２７（６）：１２５６－１２６２．

１０　ＬｅｒｔｉｔｔｉｋｕｌＷ，ＢｅｎｊａｋｕｌＳ，ＴａｎａｋａＭ．ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭａｉｌｌａｒｄｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍａｐｏｒｃｉｎｅ
ｐｌａｓｍａｐｒｏｔｅｉｎｇｌｕｃｏｓｅｍｏｄｅｌｓｙｓｔｅｍａｓｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄｂｙｐＨ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００７，１００（２）：６６９－６７７．

１１　ＯｙａｉｚｕＭ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｂｒｏｗｎｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｂｒｏｗｎｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｅｐａｒｅｄｆｒｏｍ
ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ［Ｊ］．ＪａｐａｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｕｔｒｉｔｉｏｎ，１９８６，４４（６）：３０７－３１５．

１２　ＳｍｉｒｎｏｆｆＮ，ＣｕｍｂｅｓＱＪ．Ｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｏｍｐａｔｉｂｌｅｓｏｌｕｔｅｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９８９，２８（４）：１０５７－
１０６０．

１３　陈美珍，余杰，龙梓洁，等．龙须菜多糖抗突变和清除自由基作用的研究［Ｊ］．食品科学，２００５，２６（７）：２１９－２２２．
ＣｈｅｎＭｅｉｚｈｅｎ，ＹｕＪｉｅ，ＬｏｎｇＺｉｊｉｅ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎａｎｔｉｍｕｔａｇｅｎｉｃａｎｄｔｈｅｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｒｏｍ
Ｇｒａｃｉｌａｒｉａｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅ，２００５，２６（７）：２１９－２２２．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

１４　ＳｈｉｍａｄａＫ，ＦｕｊｉｋａｗａＫ，ＹａｈａｒａＫ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｘａｎｔｈａｎｏｎｔｈｅａｕｔｏｘｉｄａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎｏｉｌｉｎｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ
ｅｍｕｌｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９２，４０（６）：９４５－９４８．

１５　代春华，汤坚，顾小红，等．脉冲超声波对黄粉虫幼虫水溶性蛋白结构的影响［Ｊ］．江苏大学学报：自然科学版，２０１２，
３３（２）：１３０－１３３．
ＤａｉＣｈｕｎｈｕａ，ＴａｎｇＪｉａｎ，ＧｕＸｉａｏｈｏｎｇ，ｅｔａｌ．ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐｕｌｓｅｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｏｎｗａｔｅｒｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＴｅｎｅｂｒｉｏ
ｍｏｌｉｔｏｒ（Ｌ．）ｌａｒｖａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＪｉａｎｇｓｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ：ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＥｄｉｔｉｏｎ，２０１２，３３（２）：１３０－１３３．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

１６　马海乐，刘斌，李树君，等．酶法制备大米抗氧化肽的蛋白酶筛选［Ｊ］．农业机械学报，２０１０，４１（１１）：１１９－１２３．
ＭａＨａｉｌｅ，ＬｉｕＢｉｎ，ＬｉＳｈｕｊｕｎ，ｅｔａｌ．Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｒｉｃｅａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅ［Ｊ］．ＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅＳｏｃｉｅｔｙ
ｆｏｒＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＭａｃｈｉｎｅｒｙ，２０１０，４１（１１）：１１９－１２３．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

１７　马海乐，耿静静，骆琳，等．超声波预处理对燕麦蛋白制备ＡＣＥ抑制肽的影响［Ｊ］．农业机械学报，２０１０，４１（９）：１３３－１３７．
ＭａＨａｉｌｅ，ＧｅｎｇＪｉｎｇｊｉｎｇ，ＬｕｏＬｉｎ，ｅｔａｌ．ＯａｔｓｅｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｂｙｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｏｎｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＡＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｅｐｔｉｄｅｓ
［Ｊ］．ＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＭａｃｈｉｎｅｒｙ，２０１０，４１（９）：１３３－１３７．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

６１２ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１５年

http://www.j-csam.org/ch/reader/view_abstract.aspx?flag=1&file_no=20110631&journal_id=jcsam
http://dx.doi.org/10.6041/j.issn.1000-1298.2014.03.037
http://www.j-csam.org/ch/reader/view_abstract.aspx?flag=1&file_no=20101123&journal_id=jcsam
http://www.j-csam.org/ch/reader/view_abstract.aspx?flag=1&file_no=20100927&journal_id=jcsam

