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草鱼抗氧化肽的美拉德反应特性研究 
 

赵谋明，刘洋，孙为正，苏国万 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：本研究通过单独加热草鱼肽和添加木糖加热反应制备热降解产物（TDPs）和美拉德反应产物（MRPs），运用 DPPH·抑制

率、肽分子量分析及氨基酸分析等方法评价不同反应时间草鱼肽热降解产物及美拉德反应产物的抗氧化性能、分子量分布以及氨基酸

组成的变化规律，深入探讨了反应时间对草鱼肽的美拉德反应产物特性的影响。研究发现，单独加热草鱼肽对各时间段热降解产物的

总氨基酸含量无显著影响，游离氨基酸含量显著增加，而 3000 Da 以下肽段含量增多。美拉德反应体系样品随着反应时间的增加，产

物中总氨基酸及游离氨基酸含量下降，其中精氨酸及赖氨酸减少尤其显著，分子量大于 3000 Da的肽段明显增多，3000 Da以下的肽

段含量降低，此外，美拉德反应产物中抗氧化活性显著增强。 
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Antioxidant Peptides of Ctenopharyngodonidellus 
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Abstract: Thermal degradation products (TDPs) and Maillard reaction products (MRPs) were prepared by heating 

Ctenopharyngodonidellus peptide with or without addition of xylose. Antioxidant activity, molecular weight distribution and amino acid 

composition of MRPs and TDPs with different reaction time were evaluated. The results showed that when heating Ctenopharyngodonidellus 

peptide without adding xylose, the total amino acids content of TDPs had no significant change, while the free amino acid and peptides below 

3000 Da increased. The degree of Maillard reaction enhanced by increasing the reaction time, while the total/free amino acids contents decreased. 

Moreover, arginine and lysine showed remarkable reduction; peptides which above 3000 Da from MRPs increased while below 3000 Da 

decreased. In addition, the antioxidant activity of peptides increased significantly after Maillard reaction.  
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草鱼是我国“四大家鱼”之一，其脂肪含量低，

含人体所需的8种必需氨基酸且氨基酸组成符合人体

营养平衡的要求，是一种营养丰富的优质蛋白。此外，

草鱼食性简单，生长迅速，产量相对较高，作为我国

主要的淡水养殖鱼类之一，具有重要的经济价值。 

美拉德反应是食品加工过程中广泛存在的一种非

酶褐变反应，于1912年由法国化学家Louis-Camille 

Mailllard发现，主要是指羰基化合物（还原糖）与氨基 
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方面的研究 

化合物（氨基酸、肽和蛋白质）之间经过分子聚合、

Amiadori重排，Strecker裂解等一系列反应最终形成类

黑精的复杂反应[1]，该反应可生成大量的挥发性化合物

和大分子量的聚合物[2]。此外，有研究表明美拉德反应

可有效提高食品体系中蛋白质、肽或氨基酸的抗氧化

活性[3~5]。然而，由于肽的结构和组成较为复杂，且在

高温条件下易发生裂解或聚合，尤其是在美拉德反应

中，多肽除自身会发生热降解外，还与还原糖类发生

羰氨缩合反应，甚至会与中间产物分子发生反应，进

而改变其分子结构。因此，目前对于肽的美拉德反应

特性，以及采用美拉德反应提升多肽抗氧化活性的研

究较少。 

“天然、营养、健康”是我国调味料的发展趋势，

而美拉德反应不仅可以赋予食品天然的色泽和风味，

其产物更具有强抗氧化性，能有效延长食品的货架期。

本研究选用草鱼肽作为原料，与木糖进行不同时间梯
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度的美拉德反应，目的在于研究反应时间对美拉德反

应产物的氨基酸组成、分子量分布以及抗氧化活性影

响的规律，深入探究肽的美拉德反应特性，为进一步

提升肽的抗氧化活性提供理论和方法的指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

草鱼：购于华南理工大学菜市场（广州市五山

路），去头、尾、鱼骨、内脏，清洗干净，绞碎成肉糜，

置于-20℃冰箱保存，备用。 

酶制剂：胰酶（酶活为 258507 U/g）购于杭州三

叶生物化工厂；Alcalase 2.4L（酶活为 80436 U/g）购

于诺维信公司；木瓜蛋白酶（酶活为 114460 U/g）购

于广州裕立宝生物科技公司。 

其他化学试剂均为分析纯；去离子水为实验室自

制。 

1.2  主要实验仪器 

KND-2C 型蛋白质测定仪，上海纤检仪器有限公

司；SHA-C 水浴恒温振荡器，江苏省金坛市农仪器厂；

Srtourius BP211D 分析电子天平，中科院化学研究所；

高压灭菌锅，上海申安；Pellicon 超滤系统，德国赛多

利斯集团）；A300 全自动氨基酸分析仪，德国

MembraPure公司；Waters高效液相色谱，美国Waters

公司，GL-21M 高速冷冻离心机，长沙湘仪离心机仪

器有限公司；UV-754 分光光度计，上海精密科学仪器

有限公司；全波长扫描多功能读数仪，美国热电；

LABCONCO 冻干机，美国 LABCONCO；Trac DSQ

ⅡGC/MS 气相色谱-质谱联用仪，美国 Thermo fisher

公司。 

1.3  实验流程 

 
图 1 草鱼肽及其美拉德反应产物制备工艺流程 

Fig.1 The flow chart of prepare Ctenopharyngodonidellus 

peptide and its MRPs 

将胰酶、Alcalase 2.4L、木瓜蛋白酶按1:1:1（m/m/m）

比例，草鱼质量 0.2%的加酶量对草鱼进行酶解，冷冻

离心取上清液，通过分子通量为 10000 Da 的超滤膜，

取透过液进行冷冻干燥制成粉末。取 2.5 g 冻干肽粉末，

加入 2.5 g 木糖，95 g 0.05 mol/L磷酸缓冲液（pH 7.0）；

另外取 2.5 g 冻干肽粉末，加入97.5 g 0.05 mol/L 磷酸

缓冲液（pH 7.0），两组样品分别在 110 ℃下加热3 h，

中途每隔 30 min 取样进行分析。第一组得到美拉德反

应产物（Maillard Reaction Products，MRPs），第二组得

到热降解反应产物（Thermal Degradation Products，

TDPs），冷冻保存备用。 

1.4  分析测定 

1.4.1  游离氨基酸含量测定 

采用甲醛电位滴定法测定草鱼蛋白酶解液的游

离氨基酸含量，以蒸馏水为空白对照，取 2 g 酶解液，

加入蒸馏水至 80 g，以 0.1 mol/L NaOH滴定至 pH= 

8.2，加入 10 mL甲醛，继续滴定至 pH=9.2，得空白

对照组合样品加入甲醛后消耗的 NaOH体积 V0 及 Vi。

酶解液游离氨基酸含量为： 

游离氨基酸（%）=[(Vi-V0)×0.1×0.014×6.25/2]× 

100% 

1.4.2  DDPH 自由基抑制率测定 

以 0.02~0.2 mg/mL谷胱甘肽（GSH）为阳性对照。

将 2 mL DPPH·溶液（0.2 mmol/L，溶于 95%乙醇）置

于试管中，加入 2 mL 酶解液，振荡混匀，室温放置

30 min 后，在517 nm处测其吸光值（Ai），以 2 mL 95%

乙醇加入 2 mL蒸馏水调零，对照为 2 mL DPPH·溶液

加上2 mL 95%乙醇在测定波长下的吸光值（Ac），2 mL

酶解液和 2 mL 95%乙醇混合后在测定波长的吸光值

为 Aj。酶解液对 DPPH·的清除能力用抑制率 R 表示： 

R/%＝[1-(Ai-Aj)/ Ac]×100% 

IC50 值是指当样品DDPH自由基抑制率R为50%

时样品的蛋白浓度，单位为 mg/mL，本研究通过比较

各样品 IC50 值的大小来衡量各样品抗氧化性能的高

低，IC50 值越低表示抗氧化性越强。 

1.4.3  总氨基酸组成测定 

采用 A300 氨基酸自动分析仪（membra Pure, 

Bodenheim, Germany)进行总氨基酸组成分析。取 5 mL 

6 M的盐酸在 110 ℃条件下消化样品 24 h，定容至 50 

mL，取 2 mL溶液挥干后用稀释液稀释，溶液经 0.22 

µm 滤膜过滤后测定。氨基酸的含量用mmol/g 表示。 

1.4.4  肽分子量分布测定 

采用凝胶色谱法测定肽的分子量分布，检测条件：

Waters 高效液相色谱（Waters 600），TSK gel G2000 

SWXL分析柱；洗脱液0.04 mol/L磷酸缓冲液，流速

1 mL/min，检测波长 214 nm。标准肽样品：Conalbumin 

(75000 Da)，Oralbumin (43000 Da)，Cytochrome c 

(12384 Da)，Aprotinin (6512 Da)，Vitamin B12 (1855 

Da)，Glutathione (307 Da)，相对分子质量的对数值与

洗脱体积拟合直线方程为 y=-0.1547x+5.6431（R2= 
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0.9957），其中，y 为标准肽分子量的对数；x 为洗脱

体积。 

1.5  数据统计 

每个数据均为三次测定的平均值，采用 Excel 

2010 及 SPSS 18.0 统计分析软件分析实验数据，采用

均值±标准差（x±SD）为表示方法，不同样品间的差

异采用单因素方差分析进行比较，以 p<0.05为有显著

性。 

2  结果与讨论 

2.1  反应时间对体系游离氨基酸含量的影响 

为研究美拉德反应及热降解反应对游离氨基酸

含量的影响，采取甲醛电位滴定法对不同反应时间的

样品游离氨基酸含量进行检测，结果如图2 所示。 

 
图 2 反应时间对游离氨肽氮含量的影响 

Fig.2 Effect of reaction time on the content of nitrogen in free 

amino acids in TDPs and MRPs 

由图 2 可知，单独加热草鱼肽，其游离氨态氮含

量变化不明显。这主要是因为加热会使得部分游离氨

基酸发生热降解，但是由于加热温度为仅为 110 ℃，

氨基酸的降解程度较低，另外，加热也使得部分的小

分子肽发生降解[6]，生成游离氨基酸，致使最终的游

离氨基酸含量变化不显著。而添加木糖进行加热，游

离氨基酸的含量显著降低，且随着的加热时间的延长，

游离氨基酸含量逐渐降低，主要是发生美拉德反应损

耗了大量的游离氨基酸，当加热时间为 2 h时，游离

氨基酸的含量降低了 23%，然而继续延长加热时间，

其含量变化不显著，可能是美拉德反应速率已达到终

点。 

2.2  反应时间对 DPPH·清除率的影响 

DPPH·在自由基清除剂（氢供体）存在时，其在

517 nm处的吸收减弱或消失，通过测定样品在 517 nm

波长处的吸收情况可评价样品抗氧化活性的高低。将

样品进行相应稀释后，得到各样品 IC50 值如图 3所示。 

 
图 3 反应时间对 DPPH·清除率的影响 

Fig.3 Effect of reaction time on DPPH· scavenging rate of TDPs 

and MPRs 

由图 3 可发现，改变反应时间，热降解体系样品

IC50 值并不随着反应时间的延长呈规律性变化，热降

解反应 3 h 样品的 IC50 值为 4.287 mg/mL，较未发生热

降解反应样品显著减小（P<0.05）。而美拉德反应体系

样品的 IC50 随美拉德反应而迅速降低，当反应 0.5 h

时，样品 IC50值急速降低为 0.140 mg/mL，远低于空

白样品（IC50=4.796 mg/mL）和热降解反应样品，样

品美拉德反应时间为3 h时DPPH·清除率最高，其 IC50

值为 0.105 mg/mL，稍高于谷胱甘肽 GSH（IC50=0.082 

mg/mL）。综合热降解体系样品与美拉德体系样品

DPPH·清除率的变化情况可知：美拉德反应可使得产

物中的 DPPH·清除率迅速增强。 

综上所述，草鱼肽-木糖美拉德反应产物的抗氧化

能力随反应时间的增加而逐步增强，与唐杰等人[7]研

究结果相同。此外，综合美拉德反应体系与热降解反

应体系抗氧化指标变化情况可知：导致草鱼肽-木糖美

拉德反应样品抗氧化能力迅速提升的原因可能源于美

拉德反应产物，而非草鱼肽本身的热降解反应产物。 

2.3  反应时间对体系氨基酸组成的影响 

美拉德反应过程中，由于发生了羰胺缩合导致了

氨基酸含量的变化，但由于不同的氨基酸具有不同的

反应活性，本研究通过对样品 MPRs 中 15 种氨基酸

总量进行分析，发现各类氨基酸含量变化各有差异，

其中异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸、组氨酸、

精氨酸等 6 种氨基酸变化较大，见表 2；各类氨基酸

百分含量见图 4。 

根据表 1 可知，随着时间的增加（0~3 h），总氨

基酸含量从13.08 mmol/mL逐渐低至10.59 mmol/mL，

其中赖氨酸是 15 种氨基酸中损失最明显的氨基酸，自

1.213 mmol/mL 减少至 0.544 mmol/mL，降低率达到

55.15%，而异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸、
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精氨酸等五种氨基酸共减少了 1.425 mmol/mL，占总

减少量的 58.10%。由此可知，异亮氨酸、亮氨酸、苯

丙氨酸、组氨酸、赖氨酸、精氨酸等 6 种氨基酸易发

生美拉德反应。 

表 1 反应时间对部分氨基酸含量变化的影响 

Table 1 Effect of reaction time on the partial amino acids contents of TDPs and MRPs 

反应 

时间/h 

Ile/ 

(mmol/g) 

Leu/ 

(mmol/g) 

Phe/ 

(mmol/g) 

His/ 

(mmol/g) 

Lys/ 

(mmol/g) 

Arg/ 

(mmol/g) 

Anti-AA/ 

(mmol/g) 

总量/ 

(mmol/g) 

0 0.59 1.10 0.60 0.59 1.21 0.47 0.96 13.04 

0.5 0.58 1.07 0.60 0.56 0.93 0.42 0.87 11.92 

1.0 0.57 1.03 0.55 0.53 0.83 0.34 0.83 11.66 

2.0 0.53 0.97 0.52 0.48 0.65 0.31 0.81 11.39 

3.0 0.50 0.91 0.49 0.43 0.54 0.26 0.77 10.59 

 
图 4 反应时间对美拉德体系总氨基酸含量的影响 

Fig.4 Total amino acids content of the sample  

根据图 4 可知，从各氨基酸百分含量数来看，赖

氨酸、精氨酸及组氨酸所占百分数随时间的增加而减

少（分别减少了 44.76%、31.46%及 11.46%），其余 13

种氨基酸所占百分数并无明显变化趋势，由此可知此

三种氨基酸更易发生美拉德反应，此结果与张凌燕等

人[8]研究结果一致。 

此外，在被检测的 15 种氨基酸中，与抗氧化性

相关的氨基酸（Anti-AA）有组氨酸（His）和酪氨酸

（Tyr），两种氨基酸总量减少了 0.193 mmol/mL，且

所占总氨基酸的比例无明显变化，说明草鱼肽-木糖美

拉德反应体系抗氧化性能的增加可能是由于美拉德反

应产生了具有强抗氧化性物质[9]，而非抗氧化氨基酸

含量的变化所致。 

2.4  反应时间对肽分子量分布的影响 

为了研究不同反应时间对草鱼-木糖美拉德体系

以及草鱼肽热降解反应体系反应产物特性的影响，采

用 HPLC 对 TDPs 和 MRPs 的肽分子质量分布进行分

析，根据各个不同相对分子质量肽段对美拉德反应的

贡献，将其分为 5 段，分别为相对分子质量小于1000 

Da 的组分、相对分子质量为 3000~1000 Da、相对分

子质量 3000~5000 Da 的组分和相对分子质量大于

10000 Da 的组分，各肽段的含量在各样品中所占比例

如表 2 及表 3 所示。 

表 2 反应时间对草鱼热降解体系分子量分布的影响 

Table 2 Effect of reaction time on the molecular weight 

distribution of TDPs 

反应 

时间 

/h 

9.72 10.48 11.03 11.11 12.50 

>10000 

/% 

10000~5000 

/% 

5000~3000 

/% 

3000~1000 

/% 

<1000 

/% 

0 0.50 4.66 28.03 48.47 18.34 

0.5 0.47 4.55 26.73 48.38 19.87 

1 0.48 4.54 26.52 48.64 19.83 

2 0.44 4.34 25.25 49.67 20.30 

3 0.42 4.17 24.49 50.29 20.63 

表 3 反应时间对草鱼-木糖美拉德体系MRPs分子量分布的影响 

Table 3 Effect of reaction time on the molecular weight 

distribution of MRPs 

反应 

时间 

/h 

9.72 10.48 11.03 11.11 12.50 

>10000 

/% 

10000~5000 

/% 

5000~3000 

/% 

3000~1000 

/% 

<1000 

/% 

0 0.48 4.67 28.06 48.46 18.33 

0.5 0.50 6.02 26.38 50.73 16.37 

1.0 0.78 6.54 25.80 50.78 16.10 

2.0 0.79 7.46 24.15 51.11 16.49 

3.0 1.01 8.03 23.35 51.15 16.46 

从表 2 中可以看出随着反应时间的延长，草鱼热

降解体系中分子质量大于 3000 Da 的组分含量均随时

间的延长而减小，且降低速率与分子量大小呈正相关。

而小于分子质量 3000 Da 的组分含量随时间的延长而

增加，说明热反应会使得大分子肽降解为小分子肽，

且随着时间的延长，降解程度越高。 

美拉德反应中，肽与还原糖及其衍生物往往交联

产生大分子量产物[10]，在本实验美拉德体系样品中，

大于 10000 Da 和 5000~1000 Da 的大分子肽随着时间

的增加而增多，说明羰胺缩合生成了大分子量物质；

5000~3000 Da 的组份先增加后随着时间的推移逐渐
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减少，说明多羰胺缩合和肽降解、聚结先后出现，且

此肽段减少的速率大于增加速率，导致了总含量减少；

3000~1000 Da 组分均随时间延长而增加，且含量增加

幅度较热降解体系更大；分子质量小于 1000 Da 的组

分中，美拉德反应体系中减少了 1.96%，而热降解体

系反而样品增加了 2.29%，表明大分子肽段降解生成

小分子肽段，其速度可能与美拉德反应消耗小分子肽

速率平衡，因此表观上小于 1000 Da 肽的含量无明显

变化，该现象与刘平[11]等人研究一致。 

综合上述肽分子量组分的变化情况可知，大于

10000 Da、5000~1000 Da 的组分热降解反应剧烈，美

拉德反应体系中此段组分增多可能是由于小分子肽与

木糖或其衍生物的缩合所导致；美拉德体系中小于

1000 Da 组分急剧减少，说明其具有良好的美拉德反

应活性 

3  结论 

3.1  通过上述实验可知，不同氨基酸具有不同的美拉

德反应活性，其中精氨酸与赖氨酸具有最佳的美拉德

反应活性；美拉德反应中的羰胺缩合以及热降解引起

了草鱼肽分子量分布的显著变化，主要体现为大分子

量物质的增加和小分子肽的减少；此外，美拉德反应

还显著增强草鱼肽 MRPs的抗氧化性能，但其氧化性

的变化与抗氧化氨基酸不具相关性。 

3.2  美拉德反应是一个复杂的过程，其反应机制尚未

明确，但反应赋予酶解产物强抗氧化性在诸多文章中

已提及[12]并在本实验中得到验证。本文通过探究美拉

德反应对草鱼肽特性的影响规律，为利用草鱼肽及木

糖制备天然抗氧化剂提供了一定的理论依据。 
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