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鲐鱼蛋白酶解工艺优化及酶解物的抗氧化活性测定 
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摘要：本文以水解度为指标，采用胰蛋白酶、酸性蛋白酶、木瓜蛋白酶、风味蛋白酶、中性蛋白酶对鲐鱼鱼肉和下脚料最佳用

酶进行筛选和优化，测定酶解液的氨基酸组成和抗氧化活性。结果表明：风味蛋白酶为最佳用酶；优化条件为：鱼肉：加酶量 1200 U/g，

物料比 1:15，pH 值 5.5，48 ℃酶解 6.5 h，水解度为 37.8%；下脚料：加酶量 1200 U/g，物料比 1:8，pH 值 6.0，48 ℃酶解 6.5 h，水

解度为 37.1%。两者酶解液的抗氧化活性表明，羟自由基的 EC50值分别为 0.58 mg/mL 和 0.28 mg/mL，均具有较强的还原能力，酶解

液经喷雾干燥得黄色粉末，氨基酸种类齐全，必需氨基酸含量为 38.53%和 43.17%。本实验为鲐鱼的开发利用提供了理论依据。 
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Abstract: The effects of trypsin, acid protease, papain, flavor protease and neutral protease on the degree of hydrolysis of 

Pneumatophorus japonicus meat and by-products (heads, tails and viscera) were studied. The results showed the flavor protease was the most 

suitable protease and the hydrolysis conditions were optimized by orthogonal test. The optimal hydrolysis conditions of meat were enzyme 

dosage 1200 U/g, liquid-to-solid ratio 1:15, pH 5.5, temperature 48 ℃ and time 6.5 h, under which the degree of hydrolysis was 37.8%. The 

optimal hydrolysis conditions of by-products were the enzyme concentration 1200 U/g, liquid-to-solid ratio 1:8, pH 6.0, temperature 48 ℃ and 

time 6.5 h, under which the degree of hydrolysis was 37.1%. In vitro antioxidant activity test showed that the meat and by-products hydrolyzate 

exhibited obvious reducing power and hydroxyl radical scavenging activity, with the EC50 of 0.58 mg/mL and 0.28 mg/mL, respectively. The 

freeze-drying products of meat and by-products were yellow powder and contained variety of amino acids, with the essential amino acids of 

38.53% and 43.17%, respectively. The study provided theory basis for exploring Pneumatophorus japonicus. 
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鲐鱼，又名青鲇鱼，是海洋中上层低值鱼类，在

我国各海域均有分布，尤以东海产量最多。鲐鱼是我

国重要的加工鱼种，每年加工成各类冷冻鱼片和鱼罐

头数量达数万吨[1]。然而，鲐鱼的经济价值未得到充

分利用，如何高值利用鲐鱼成为亟待解决的问题，已

引起高度关注。 

酶解法制备蛋白的研究一直是热点，其水解效率

高，水解条件温和可控，在营养成分的保留上具有无

可比拟的优点，适于生产鱼类水解蛋白[2,3]。张健雄[4]

利用鲐鱼内脏蛋白酶来分解鲐鱼头尾下脚料得到了浓 
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缩鱼蛋白，裘迪红[5]采用双酶水解鲐鱼鱼肉，得到了

低分子肽。付春燕[6]以鲐鱼头为原料优化了酶解条件。

然而，目前对鲐鱼的研究多停留在酶解优化阶段，对

鲐鱼不同部位酶解产物的区别及酶解条件的优化，酶

解产物的活性研究较少，其中对其抗氧化活性方面研

究未见报道。 

在生物体生命活动的氧化代谢过程中，不断地产

生各种活性氧自由基，包括超氧阴离子、羟自由基、

多种有机氧自由基、无机和有机过氧化物等，其中羟

自由基（·OH）是体内最活泼的活性氧，直接或间接

引起脂质过氧化，蛋白质变性，酶失活，DNA链断裂，

生物膜结构损伤乃至机体病变和死亡。目前使用的抗

氧化剂大多数是化学合成物，虽然抗氧化效果好，但

会威胁人体健康，因此，人们逐渐把目光转向天然抗
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氧化剂[7]。张敬敏等[8]利用碱性蛋白酶水解银鲳蛋白，

得到的酶解物具有明显的抗氧化活性。丁利君等[9]利

用枯草杆菌蛋白酶对鳕鱼蛋白进行酶解，得到的酶解

液对羟自由基、超氧自由基有很好的清除作用。 

本研究以鲐鱼为原料，以水解度为指标，研究酶

解提取鲐鱼不同部位蛋白的最佳工艺参数，制得水溶

性鱼蛋白质水解物，并对其抗氧化活性和氨基酸组成

进行探讨，为低值鱼的开发利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜鲐鱼采自青岛市水产批发市场，取鲐鱼鱼肉，

其余组分（鱼头、鱼尾、内脏）作为下脚料，经高速

组织捣碎机捣碎均匀，冷藏备用；胰蛋白酶（25 万

U/g），酸性蛋白酶（5 万 U/g），木瓜蛋白酶（10 万

U/g），风味蛋白酶（6.4 万 U/g），中性蛋白酶（10 万

U/g）,湖北康宝泰精细化工有限公司；其他试剂均为

分析纯。 

1.2  仪器与设备 

高速组织捣碎机，PHILIPS；DHG-9030A型电热

恒温鼓风干燥箱，上海精宏实验设备有限公司；

SHZ-Ⅲ型循环水真空泵，上海亚荣生化仪器厂；冷冻

干燥机，北京博医康实验仪器有限公司；数显恒温水

浴锅，国华电器有限公司；冷冻高速离心机，上海安

亭科学仪器厂等。 

1.3  方法 

1.3.1  成分分析方法 

鲐鱼营养成分测定指标如下[10]，水分测定：常压

干燥法；灰分测定：高温灼烧法；脂肪含量测定：索

氏抽提法；蛋白质含量测定：半微量凯氏定氮法。 

1.3.2  鲐鱼蛋白酶解液的制备流程 

鲐鱼鱼糜→加入一定比例的水搅拌均匀→酶解→灭酶(沸

水浴 10 min)→冷却→离心→取上清液→水解度测定。 

1.3.3  水解度测定 

以甲醛电位滴定法测定氨基氮[11]；水解度（DH）

计算公式如下[12]： 

DH/%=酶解液中氨态氮总量/原料中总氮含量

×100 

1.3.4  鲐鱼蛋白酶解液对体外羟自由基（·OH）的清

除作用 

参考文献的方法略作修改[13]。向试管中依次加入

1.0 mL 不同质量浓度蛋白酶解液，0.5 mL EDTA-Fe

溶液（2 mmol/L），1 mL PBS（150 mmol/L，pH 7.4），

1 mL番花红（360 µg/mL），最后加入1 mL H2O2（3%），

混匀，37 ℃水浴 30 min，于 520 nm 比色。空白组用

缓冲溶液来代替样品，对照组用缓冲液代替样品和过

氧化氢，同时用 VC 作对照。每个浓度做平行，实验

结果用清除率 E来表示： 

空白对照

空白样品

AA

AA
E

-

-
(%)   

1.3.5  鲐鱼蛋白酶解液还原能力的测定 

还原能力的测定参照 Sampath Kumar 等[14]的方

法。向试管中依次加入 1.0 mL不同质量浓度蛋白酶解

液，1 mL 1%铁氰化钾，混匀，50 ℃水浴 20 min，然

后加入 2 mL 10%三氯乙酸中止反应，5 min 后，再加

入 1.25 mL 0.1%三氯化铁，放置 30 min，于 700 nm 比

色。每个浓度做平行，吸光度越大，表示还原能力越

强。 

1.3.6  氨基酸组成分析 

取适量鲐鱼鱼肉和下脚料酶解液喷雾干燥产品，

加入 6 mol/L HCl，充氮气后，热融密封，110 ℃烘箱

中水解 24 h，脱酸后，用水定容至适量浓度上样测定。 

2  结果与分析 

2.1  鲐鱼的一般营养成分 

鲐鱼的一般营养成分如表 1 所示，其鱼肉和下脚

料水分含量分别为 69.2%和 70.4%。按照干基计算，

粗蛋白含量分别达到 38.5%和 37.2%。 

表 1 鲐鱼的一般营养成分/% 

Table 1 The basic nutritional components of P.japonicus 

项目 水分 灰分 粗蛋白 粗脂肪 

鱼肉 69.2 6.1 11.8（38.5） 12.9 

下脚料 70.4 12.4 11.0（37.2） 7.2 

注：（）内为干基。 

2.2  酶类的选择 

选择胰蛋白酶，酸性蛋白酶，木瓜蛋白酶，风味

蛋白酶，中性蛋白酶作为水解用酶，分别在各种酶最

佳条件下对鲐鱼不同部位进行水解，加酶量 1000 U/g，

液固比 10:1，酶解时间5 h，以水解度（DH）作为评

价指标，结果见表2。 

表 2 各种蛋白酶水解效果比较 

Table 2 Comparison of the hydrolysis by different proteinases 

蛋白酶 
最适 

pH 

最适温

度/℃ 

DH/% 

鱼肉 下脚料 

胰蛋白酶 7.5 40 7.91 16.08 

酸性蛋白酶 3.0 37 4.28 9.30 

木瓜蛋白酶 6.5 50 10.09 16.23 

风味蛋白酶 6.5 50 17.21 28.56 

中性蛋白酶 6.5 50 17.12 23.56 

由表 2 可知，在所选的五种蛋白酶中，风味蛋白
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酶对鲐鱼不同部位的水解效果较好，中性蛋白酶次之，

酸性蛋白酶的水解效果最差。因此，本研究选取风味

蛋白酶进行最佳的酶解条件探讨。 

2.3  风味蛋白酶单酶酶解试验 

2.3.1  酶解时间  

选用液固比 10:1，酶解温度50 ℃，加酶量1000 

U/g，分别酶解不同时间，结果如图 1 所示。 

 
图 1 酶解时间对水解度的影响 

Fig.1 Effect of hydrolysis time on the degree of hydrolysis 

从图 1 可以看出，鱼肉蛋白的水解度高于下脚料，

且均随着酶解时间的延长而增加，在前 7 h水解度增

加幅度较大，7 h后水解度增加缓慢。考虑到水解时间

过长会对鲐鱼酶解液的色泽和风味产生影响[15]，因此

取 7 h 为适宜酶解时间。 

2.3.2  加酶量 

选用液固比 10:1，酶解温度 50 ℃，在不同的加

酶量下酶解 7 h，结果如图 2 所示。 

 
图 2 加酶量对水解度的影响 

Fig.2 Effect of quantity of enzyme on the degree of hydrolysis 

从图 2 可以看出，鱼肉和下脚料蛋白的水解度随

着加酶量的增加而增加，在 800 到1000 之间，增加幅

度较大，此后加酶量再增加，水解度增加幅度较小。

随着酶量的增加，使酶解液的颜色加深，不良气味加

重[12]，综合考虑，取 1000 U/g 风味蛋白酶为最适酶量。 

2.3.3  酶解温度 

选用液固比 10:1，加酶量 1000 U/g，分别在 40、

45、50、55、60 ℃酶解 7 h，结果见图 3。 

 

图 3 温度对水解度的影响 

Fig.3 Effect of temperature on the degree of hydrolysis 

从图 3 可以看出，温度对鱼肉和下脚料蛋白水解

度的影响较大，两者均在 50 ℃达到最高，超过 50 ℃

水解度呈下降趋势。可见，在酶解过程中，适当的提

高温度可增加酶的活力，促进水解，若温度过高，鱼

蛋白和酶发生变性则不利于水解。因此，选择 50 ℃为

适宜的酶解温度。 

2.3.4  液固比 

选用加酶量 1000 U/g，酶解温度50 ℃，酶解时

间 7 h，选用不同的液固比，结果如图 4 所示。 

 

图 4 液固比对水解度的影响 

Fig.4 Effect of liquid-to-solid ratio on the degree of hydrolysis 

液固比较小时，底物浓度过高，从而会影响酶催

化速度及产物分子的扩散，故水解度较低；液固比过

大的话，酶的浓度下降，也对蛋白水解造成不利影响
[12]。从图 4 可见，液固比在 10:1 时，鱼肉和下脚料蛋

白的水解度最高，因此取 10:1 为适宜的液固比。 

2.3.5  pH值 

选用加酶量 1000 U/g，酶解温度50 ℃，酶解时

间 7 h，液固比 10:1，选取不同的pH值，结果如图 5

所示。 

图 5 所示，pH 值对鲐鱼下脚料水解度的影响较

大，而对鱼肉水解度的影响较小，不同 pH 值之间并

无显著性差异，在 pH值为 6.5时，两者水解度最高，

因此取 pH值 6.5 进行下一步分析。 
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图 5 pH 值对水解度的影响 

Fig.5 Effect of pH on the degree of hydrolysis 

2.4  风味蛋白酶酶解正交试验 

2.4.1  正交试验因素水平的选取 

考虑到各因素之间的相互影响，在单因素研究的

基础上，获得条件较好的的实验参数范围后，选取加

酶量、酶解温度、酶解时间、pH值和液固比五个因素

进行优化，每个因素四个水平。实验因素和水平设计

见表 3。 

表 3 正交试验因素水平表 

Table 3 The levels and factors of the orthogonal test 

因素 
水平 

1 2 3 4 

X1[加酶量/(103U/g)] 900 1000 1100 1200 

X2(酶解温度/℃) 48 50 52 55 

X3(酶解时间/h) 5.5 6.0 6.5 7.0 

X4(pH 值) 5.5 6.0 6.5 7.0 

X5(液固比) 6:1 8:1 10:1 15:1 

2.4.2  正交试验设计及结果 

从表 4 可以看出，影响鱼肉蛋白水解度的因素顺

序依次是 B>C>E>A>D，即酶解温度影响最大，其次

为酶解时间、料液比、加酶量、pH 值，最佳组合为

A4B1C3D1E4，即鱼肉蛋白水解的最适条件为：加酶量

1200 U/g，物料比 1:15，pH值 5.5，48 ℃酶解 6.5 h，

在此条件下进行验证，鱼肉蛋白的水解度为 37.8%。 

由表 4 还可知，影响下脚料蛋白水解度的因素顺

序依次是 D>B>E>C>A，即 pH 值影响最大，其次为

酶解温度、料液比、酶解时间、加酶量，最佳组合为

A4B1C3D2E2，即下脚料蛋白水解的最适条件为：加酶

量 1200 U/g，物料比1:8，pH值 6.0，48 ℃酶解 6.5 h，

在此条件下进行验证，下脚料蛋白的水解度为 37.1%。 

2.5  鲐鱼蛋白酶解液的抗氧化作用 

2.5.1  鲐鱼蛋白酶解液对体外羟自由基（·OH）的清

除作用 

·OH是化学性质最活泼的一种活性氧分子，是活

性氧中对生物体毒性最强、危害最大的一种自由基

[16]。许多研究者报道过蛋白酶解液具有清除羟自由基

的能力[17]。 

表 4 正交试验设计及结果 

Table 4 The design and result of the orthogonal test 

试验号 
试验因素及水平 水解度/% 

X1 X2 X3 X4 X5 鱼肉 下脚料 

1 1 1 1 1 1 25.8 20.3 

2 1 2 2 2 2 24.7 30.7 

3 1 3 3 3 3 27.4 28.5 

4 1 4 4 4 4 26.8 28.6 

5 2 1 2 3 4 32.5 34.6 

6 2 2 1 4 3 18.8 25.6 

7 2 3 4 1 2 23.8 20.9 

8 2 4 3 2 1 22.5 29.3 

9 3 1 3 4 2 29.7 36.9 

10 3 2 4 3 1 18.6 17.3 

11 3 3 1 2 4 21.4 25.9 

12 3 4 2 1 3 27.6 23.6 

13 4 1 4 2 3 33.9 35.8 

14 4 2 3 1 4 34.6 25.0 

15 4 3 2 4 1 25.0 27.0 

16 4 4 1 3 2 23.8 29.0 

鱼

肉 

K1 26.18 30.48 22.45 27.95 22.98   

K2 24.40 24.18 27.45 25.63 25.50   

K3 24.32 24.40 28.55 25.58 26.93   

K4 29.32 25.18 25.78 25.08 28.83   

R 26.18 30.48 22.45 27.95 22.98   

下

脚

料 

K1 27.03 31.90 25.20 22.45 23.48   

K2 27.60 24.65 28.98 30.43 29.38   

K3 25.93 25.58 29.93 27.35 28.38   

K4 29.20 27.63 25.65 29.53 28.53   

R 3.28 7.25 4.73 7.98 5.90   

 

图 6 蛋白酶解液对羟自由基清除能力的比较 

Fig.6 Scavening effect of protein hydrolysate on hydroxyl 

radical 

由图 6 可知，鲐鱼鱼肉和下脚料蛋白酶解液
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对·OH的清除能力随着质量浓度的增加而增加，清除

能力与质量浓度呈现较好的对数回归关系，相关系数

分别为 0.993 和 0.995。其中下脚料对·OH的清除能力

高于鱼肉，由回归曲线推出蛋白酶解液的 EC50值（清

除 50%已生成自由基的有效质量浓度）分别为 0.58 

mg/mL 和 0.28 mg/mL，同理，VC 的 EC50 值为 3.04 

mg/mL。可见，鲐鱼蛋白酶解液具有较强的清除羟自

由基的能力，高于部分研究者所研究的鱼类蛋白酶解

液对羟自由基的清除能力[18,19]。因此，鲐鱼蛋白酶解

液可作为潜在的抗氧化剂应用。 

2.5.2  鲐鱼蛋白酶解液还原能力的测定 

还原能力的大小可以反映抗氧化活性的大小。在

Fe3+-Fe2+反应体系中，700 nm处的吸光度越大，表明

还原能力越强[20]。 

 
图 7 蛋白酶解液还原能力的测定 

Fig.7 Reductive power of protein hydrolysate 

由图 7 可见，鲐鱼蛋白酶解液具有一定的还原能

力，且还原能力随着质量浓度的增大而提高，两者均

呈较好的线性关系，相关系数分别为 0.996 和 0.997，

这与一些研究报道一致[14,21]。当鱼肉和下脚料蛋白酶

解液的质量浓度为 1 mg/mL时，吸光值分别为 0.832

和 0.459，相当于约 34 μg/mL和 12 μg/mL BHT 在这

个反应体系中的还原能力（图 8）。 

 
图 8 BHT 还原能力的测定 

Fig.8 Reductive power of BHT 

综上所述，鱼肉蛋白酶解液的还原能力高于下脚

料蛋白酶解液，而后者却具有较好的·OH的清除能力，

可见，鲐鱼不同部位的抗氧化活性存在一定差别。 

2.5.3  氨基酸组成分析 

表 5 鲐鱼蛋白的氨基酸组成分析 

Table 5 Amino acid composition of P.japonicus protein 

hydrolysate 

氨基酸 
含量/(10-2 g/g) 

氨基酸 
含量/(10-2 g/g) 

鱼肉 下脚料 鱼肉 下脚料 

天冬门氨酸 3.26 3.71 异亮氨酸* 2.11 2.54 

苏氨酸* 1.83 2.22 亮氨酸* 3.54 3.18 

丝氨酸 1.63 2.38 络氨酸 1.02 0.98 

谷氨酸 5.44 6.59 苯丙氨酸* 2.05 1.99 

甘氨酸 2.63 4.73 赖氨酸* 3.11 3.85 

丙氨酸 2.67 3.12 组氨酸 0.95 0.53 

缬氨酸* 2.50 2.73 精氨酸 3.75 5.92 

蛋氨酸* 0.96 1.11 脯氨酸 1.08 1.46 

∑AA 38.53 43.17 ∑EAA 16.10 17.62 

∑EAA/∑AA 0.42 0.41 ∑EAA/∑NEAA 0.72 0.69 

注：∑AA 表示氨基酸总量；∑EAA 表示必需氨基酸含量；

∑NEAA 表示非必需氨基酸含量，*表示必需氨基酸。 

如表 5 所示，鲐鱼鱼肉和下脚料蛋白酶解液共检

出 16 种氨基酸，两者含量最高的均是与鲜味有关的谷

氨酸，其次是精氨酸，此外，天门冬氨酸和亮氨酸在

鱼肉蛋白酶解液中含量较高，而下脚料蛋白酶解液中

甘氨酸和赖氨酸含量较高，含量最低的均是组氨酸。

可见，鱼肉和下脚料蛋白酶解液氨基酸组成存在差异，

由此推测，两者抗氧化活性存在差异可能与此有关。

鲐鱼鱼肉蛋白酶解液中氨基酸总量为 38.53%，其中必

需氨基酸/总氨基酸和必需氨基酸/非必需氨基酸比值

分别为 0.42 和0.72，鲐鱼下脚料蛋白酶解液中氨基酸

总量为 43.17%，比值分别为 0.41 和 0.69，两者均高

于 FAO/WHO 建议值 0.40 和 0.60。说明鱼肉和下脚料

蛋白酶解液营养均衡，有作为制备生物活性肽的应用

前景。 

3  结论 

3.1  鲐鱼鱼肉和下脚料蛋白质含量较高，按照干基计

算，分别达到 38.5%和 37.2%，是一种很好的蛋白质

资源。 

3.2  选择胰蛋白酶，酸性蛋白酶，木瓜蛋白酶，风味

蛋白酶，中性蛋白酶五种蛋白酶水解鲐鱼鱼肉和下脚

料，其中以风味蛋白酶的水解效果最好。 

3.3  正交试验表明，风味蛋白酶水解鱼肉蛋白的最适

条件为：加酶量 1200 U/g，物料比 1:15，pH值 5.5，

48 ℃酶解 6.5 h，其水解度为 37.8%。风味蛋白酶水解

下脚料蛋白的最适条件为：加酶量 1200 U/g，物料比
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1:8，pH值 6.0，48 ℃酶解 6.5 h，其水解度为 37.1%。

鲐鱼蛋白在最适条件下酶解后，酶解液经喷雾干燥得

黄色粉状产品，带有浓郁海鲜味。 

3.4  鲐鱼鱼肉和下脚料蛋白酶解液清除羟自由基的

能力较强，EC50值分别为 0.58 mg/mL和 0.28 mg/mL，

且具有一定的还原能力，可作为潜在的抗氧化剂应用。

此外，鱼肉和下脚料蛋白酶解液含有的主要氨基酸组

分的含量有所差异，推测两者的抗氧化活性差异可能

与此有关，两者的 FAO/WHO 均高于建议值 0.40 和

0.60，说明鱼肉和下脚料蛋白酶解液营养均衡，有作

为制备生物活性肽的应用前景。 
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