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柴鱼蛋白肽的酶法制备、分离纯化及结构鉴定 
 

任娇艳，张榕，杨继国，尹嘉欣，刘金钏，宁正祥，赵谋明 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：以柴鱼为原料，酶解制备柴鱼蛋白肽，并以抗氧化活性和蛋白质回收率为指标对柴鱼蛋白肽酶解工艺进行了优化研究，

用离子交换层析法和凝胶层析法对酶解液进行分离纯化，最后用基质辅助激光解吸电离飞行时间（MALDI-TOF-MS）串联质谱法和

反相高效液相色谱法（RP-HPLC）对分离组分进行结构鉴定。研究显示，1、最佳用酶为木瓜蛋白酶；最适加酶量为 1.0%；最佳预处

理条件为 100 ℃、5 min；最佳酶解时间为 4 h。2、经过 DEAE-52 纤维素层析后，分离出 A、B、C 三个组分，其中 A 组分的抗氧化

活性最好，后对 A 组分用 Sephadex G-15 葡聚糖凝胶进一步分离纯化，分离出 A1、A2 两个成分，其中 A1 的抗氧化活性最好。3、

用 MALDI-TOF-MS 质谱对 A1、A2 进行分子量鉴定，检测发现，A1、A2 组分的分子量主要集中在 378.830 Da，进一步做氨基酸分

析后，推测其可能含有的氨基酸组成为 Lys、Leu、Pro。 
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Abstract: Bonito protein hydrolysates were prepared by enzymatic hydrolysis using bonito fish as the raw material. Enzymatic hydrolysis 

processing was optimized using antioxidant activity and protein recovery rate as indicators. The protein hydrolysates were then separated and 

purified by means of ion exchange chromatography and gel chromatography. Finally, matrix-assisted laser desorption/ionization-time of 

flight-mass spectra (MALDI-TOF-MS), in tandem with reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) was applied for 

structural identification of fraction composition. The optimum For the hydrolysis reaction, the best hydrolytic enzyme and its concentration were 

papain; and 1.0%, respectively. The optimum pretreatment conditions were 100 ℃ for 5 minutes After 4-hour hydrolysis, three fractions, 

labeled A, B, and C, were obtained from the hydrolyzate through DEAE-52 cellulose column chromatography. Fraction A had the highest 

antioxidant activity, which was further separated by gel chromatography on Sephadex G-15 column to give two fractions. The fraction with the 

highest antioxidant activity was labeled A1 and the other was labeled A2. Using MALDI-TOF-MS, the molecular weights of A1 and A2 were 

found to be around 378.830 Da. Further amino acid analysis revealed that the short-chain peptide had a possible amino acid composition of Lys, 

Leu, and Pro. 
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柴鱼，属鲈形总目、柴属，是重要的海洋洄游鱼

类，主要产于太平洋、印度洋和大西洋[1]。柴鱼肉呈

红色，蛋白质含量高，可鲜食。因其鱼脂含量低（鲜

态为 1%~5%），在日本常加工为鱼干型产品，制成罐

头[2]。鱼肉蛋白与人体肌肉蛋白的氨基酸比例接近， 
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很容易被人体吸收，因此是一种优秀的食物蛋白来源
[3]。制备动物蛋白肽通常采用酶法水解，酶解法制备

的产品因为生产条件温和，水解条件容易控制，水解

产物的安全性也较高。在酶法制备中，常用的酶类有

中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、风味蛋白酶、Alcalase、胰

蛋白酶、菠萝蛋白酶，探究的因素有料液比、加酶量、

酶解温度、酶解时间、pH 值等[4]。另外，酶解前对原

料进行适当的预处理，比如加热，可以在一定程度上

提高酶解的效率。由于酶解产物的成分一般不纯，分

子量大小不一，需要对酶解产物进行分离纯化，然后

对分离纯化的组分进一步做结构鉴定。用质谱法鉴定
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多肽的结构有很大的优越性，质谱法可以将蛋白质与

序列数据库联系起来，而且具有高效、快速的特点，

十分适合鉴定多肽的结构，因此已经成为鉴定蛋白质

和多肽的首选方法[5]。 

在我国主要贸易的鲔鱼类中，柴鱼产量最高，在

我国东海、南海的捕捞量非常大。同时，对柴鱼的使

用主要集中于直接使用或者制成鱼干等初加工产品，

缺乏对深加工产品的开发，产品附加值较低[6]。而且，

柴鱼肉蛋白质含量很高，鱼脂含量低。因此发展柴鱼

深加工，通过柴鱼的二次、三次加工增值实现柴鱼加

工的系列化、多样化和高附加值是柴鱼加工利用的一

个重要研究方向。 

本实验以柴鱼肉为原料，酶解制备柴鱼蛋白肽，

并用控制变量法对柴鱼蛋白肽酶解工艺进行了优化研

究，以提高柴鱼蛋白质的回收率和利用率。在此基础

上，将柴鱼蛋白肽通过 DEAE-52 纤维素离子交换柱

和 Sephadex G-15 葡聚糖凝胶层析柱，对柴鱼蛋白肽

混合物进行逐级分离纯化。最后，对分离纯化的组分

进行了结构鉴定。本文在探索柴鱼深加工工艺方面，

理论和实践意义重大。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

柴鱼，购自广州鱼市场，去头、尾、骨及内脏，

冲洗干净后于绞肉机中绞成肉糜，放冰箱于-4 ℃保

存，作为基础原料备用；胰蛋白酶、风味蛋白酶、木

瓜蛋白酶、复合蛋白酶、Alcalase、水解蛋白酶，购自

南宁庞博生物工程有限公司；DEAE-52 纤维素层析柱

填料，Sephadex G-15 葡聚糖凝胶柱填料，购自广州市

齐云生物技术有限公司；-氰基 -4-羟基肉桂酸

（CHCA）基质，购自上海迈瑞尔化学技术有限公司；

乙腈，购自瑞典 Pharmacia 公司；标准混合多肽，购

自德国 Bruker 公司；氨基酸标准品，异硫氰酸苯酯

（PITC），三乙胺（TEA），购自 Sigma 公司；其它化

学试剂均为分析纯。 

1.2  主要的仪器设备 

PHS-3C 型 pH 计，上海仪电科学仪器股份有限公

司；HYP-1020 消化炉，上海书培实验设备有限公司；

KDN-1 型自动凯氏定氮仪，上海科晓科学仪器有限公

司；BS-100A 自动部份收集器，上海泸西分析仪器厂

有限公司；HL-2B 数显恒流泵，上海泸西分析仪器厂

有限公司；752N 紫外可见光光度计，上海精密科学仪

器有限公司；RE-52A 旋转蒸发器，上海亚荣生化仪

器厂；SHZ-D(III)循环水式真空泵，巩义市予华仪器

有限责任公司；4800 Plus MALDI TOF/TOF Mass 质谱

仪，（ABI）美国应用生物系统公司；Pico. Tag®氨基

酸分析柱，美国 Waters 公司；Waters 600 高效液相色

谱系统，美国 Waters 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  酶解工艺条件 

称取一定质量的柴鱼原料于锥形瓶中，按料液比

为 1:3 加入水，混匀，预处理后，按不同加酶量分别

加入各蛋白酶，酶解温度为 55 ℃，在各酶的最适水

解 pH 值下（胰蛋白酶：pH 8.0，风味蛋白酶：pH 7.0，

木瓜蛋白酶：pH 7.0，复合蛋白酶：pH 7.0，Alcalase：

pH 9.0，水解蛋白酶：pH 7.5）进行酶解，沸水浴 10 min

灭酶，4 ℃，8000 r/min 下离心 20 min，过滤，收集上

清液，喷雾干燥，保存。 

（1）最适加酶量的筛选：按上述酶解工艺，设

计不同加酶量分别为 0.2%、0.5%、1.0%、1.5%，以

蛋白质回收率为指标，探究最优加酶量。 

（2）最佳预处理条件的筛选：按上述酶解工艺，

设计不同预处理条件分别为 85 ℃下处理 15 min，

90 ℃下处理 10 min 和 100 ℃下处理 5 min，以蛋白质

回收率为指标，探究最优预处理条件。 

（3）最适酶解时间的筛选：按上述酶解工艺，

设计不同酶解时间分别 4 h、8 h、12 h，以蛋白质回收

率为指标，探究最优酶解时间。 

1.3.2  蛋白质回收率测定 

采用凯氏定氮法，参照 GB5009.5-85。分别测定

原料蛋白质含量和酶解液的蛋白质含量，按以下公式

计算蛋白质回收率： 

%100
原料蛋白质含量

酶解液的蛋白质含量
蛋白质回收率  

1.3.3  还原力测定 

还原力的测定参照文献[7]的方法并有所改良。配

制不同浓度的酶解液，各取 2 mL 分别加到 2 mL 磷酸

盐缓冲液（0.2 mol/L，pH 6.6）和2 mL的铁氰化钾（1%，

m/V）溶液中，混合物在 50 ℃保温 20 min，然后在反

应混合液中加入 2 mL TCA（10%，m/V），于 3000 r/min

离心 10 min，然后取上清液 2 mL 与 2 mL 蒸馏水以及

0.4 mL 氯化铁（0.1%，m/V）在试管中反应，10 min

后测定其在波长 700 nm 处吸光值计为酶解液的还原

力。 

1.3.4  羟基自由基清除能力测定 

采用邻二氮菲法测定[8]。取浓度为 5 mmol/L 的邻

二氮菲溶液 0.6 mL，加入浓度为 150 mmol/L 磷酸盐
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缓冲液（pH=7.4）0.4 mL，混匀后加入浓度为 5 mmol/L

的硫酸亚铁溶液 0.6 mL，充分混匀，加入不同浓度的

样品液 2 mL 以及 0.1%的 H2O2 0.4 mL，摇匀，37 ℃

保温 60 min，测样品管在波长 536 nm 处的吸光值 A

样品。按上述操作，采用去离子水代替样品液和 H2O2

溶液，得未损伤管吸光值 A 未损伤。按下式计算羟自

由基清除率： 

%100
A-A

A-A
HO 

损伤未损伤

损伤样品清除率  

1.3.5  DPPH 自由基清除率测定 

DPPH 自由基清除率的测定参照文献[9]的方法。

配制不同浓度梯度的酶解液，各取 2.0 mL 与 2.0 mL 

DPPH 溶液混合均匀，室温下放置 30 min 中后测 517 

nm 下的吸光值，计为 OD 样；以 95%乙醇为空白做

对照测定，读数计为 OD 空。按下式计算 DPPH 自由

基的清除率： 

%100
OD

OD-OD
DPPH 

空

样空清除率  

1.3.6  DEAE-52 纤维素层析柱分离纯化 

取 DEAE-52 纤维素填料，先后用去离子水、HCl

溶液、NaOH 溶液活化后上样，以 0.5 mL/min 流速分

别加入去离子水、0.1 mol/L NaCl 溶液和 0.3 mol/L 

NaCl 溶液进行洗脱，自动部分收集器收集洗脱液。将

收集的分离液通过旋转蒸发器进行浓缩，双缩脲法测

定各组分肽含量[10]，测定各分离组分还原力及 DPPH

自由基清除率。 

1.3.7  Sephadex G-15 葡聚糖凝胶层析柱分离

纯化 

经 DEAE-52 分离后，筛选得到抗氧化活性最好

的组分进一步用 Sephadex G-15 分离纯化。进样后以

0.5 mL/min 的流速加入去离子水进行洗脱；使用自动

部分收集器进行收集，收集液通过旋转蒸发器进行浓

缩，测定各分离组分抗氧化活性。 

1.3.8  MALDI- TOF- MS 分析[11]
 

配制乙腈/超纯水（1:1，0.1% TFA）作为溶剂待

用，将 CHCA 溶于上述溶剂，制成饱和溶液，离心，

取上清液得到基质溶液。将标准混合多肽和样品分别

与基质溶液按 1:1 的比例混合均匀，取 1 μL 点在

MALDI 靶板上，于室温自然干燥后，将样品板放进

离子源中进行测定，累计 10 次单次扫描信号为最终质

谱图。 

1.3.9  氨基酸分析 

采用反相高效液相色谱（RP-HPLC，Waters）进

行氨基酸分析，以异硫氰酸苯酯（PITC）进行柱前衍

生化[12]。将三乙胺（TEA）溶液（TEA-水-乙醇=1:2:2）

加到样品中，真空条件下挥发完全，然后加入 PITC

溶液（PITC-乙醇-TEA-水=1:7:1:1）室温下反应 20 min。

取50 μmL样品上柱（Pico. Tag®分析柱，3.9×150 mm)，

用 pH 6.4 醋酸钠缓冲液（洗脱液 A）以及 60%（V/V）

乙腈水溶液（洗脱液 B）进行梯度洗脱。洗脱步骤如

下：0~10 min，线性洗脱（0~46 % B）；10~12 min，

线性洗脱（46~100% B）；12~15 min，等速洗脱（100% 

B）；流速：1 mL/min；柱温：38 ℃；检测波长：254 nm。 

1.3.10  数据统计 

数据分析采用 SPSS 19.0 软件，以 P<0.05 为具有

统计学意义上的差异，数据用x±S.D.表示；采用

Origin 8.5 制图。 

2  结果与讨论 

2.1  酶解工艺条件的筛选 

2.1.1  最佳水解酶的确定 

表1 不同酶解液的还原力、羟自由基清除率和蛋白质回收率 

Table 1 Reducing power, hydroxyl radical scavenging activity, and protein recovery ratio of different enzymatic hydrolysates 

水解用酶 
浓度为 7.5 mg/mL 时 

的还原力吸光值 

羟自由基清除率的 

IC50值/(mg/mL) 

蛋白质回 

收率/% 

胰蛋白酶 0.39 ± 0.02c 51.79 ± 1.91b 45.86 ± 0.08a 

风味蛋白酶 0.43 ± 0.01b 37.96 ± 1.90a 23.67 ± 0.15f 

木瓜蛋白酶 0.45 ± 0.02a 36.77 ± 1.12a 31.31 ± 0.44e 

复合蛋白酶 0.37 ± 0.02d 45.62 ± 2.20b 36.22 ± 0.25c 

Alcalase 0.40 ± 0.02c 38.76 ± 2.29a 33.89 ± 0.47d 

水解蛋白酶 0.34 ± 0.03e 45.95±1.14b 42.36 ± 0.14b 

注：各列中不同上标字母（a~c）表示差异显著。 

从表 1 可知，各种蛋白酶解液在相同浓度 7.5 

mg/mL 时，木瓜蛋白酶的还原力最强，且与其它酶解

液有显著性差异；在羟基自由基清除率 IC50值处，风

味蛋白酶、木瓜蛋白酶和 Alcalase 的 IC50值较低，与

其它三组有明显差异，其中木瓜蛋白酶解液的 IC50值

最低。综合还原力和羟基自由基清除率来看，木瓜蛋
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白酶的抗氧化活性最好。在蛋白质回收率方面，木瓜

蛋白酶解液的蛋白质回收率达到 31.31%。以还原力和

羟基自由基清除能力为主筛选指标，以蛋白质回收率

为辅筛选指标，选择木瓜蛋白酶为柴鱼蛋白的最佳水

解用酶，并以木瓜蛋白酶做进一步优化研究。 

2.1.2  其它最适酶解条件的确定 

 

 

 
图1 不同酶解条件对蛋白质回收率的影响 

Fig.1 Effect of different hydrolysis conditions on the protein 

recovery ratio values indicate the mean ± S.D. (n = 3) 

注：a：不同加酶量对蛋白质回收率的影响，b：不同预处

理条件对蛋白质回收率的影响，c：不同酶解时间对蛋白质回收

率的影响；数值为平均数±标准差，每组取样数为 3。 

由图 1a 可知，当加酶量小于 1.5%时，酶解液的

蛋白质回收率随着加酶量的增加而显著提高；当加酶

量达到 1.5%时，与 1%的加酶量相比，蛋白质回收率

没有提高，二者间无显著性差异，因此，以加酶量为

1%作为最适加酶量。 

由图 1b 可知，预处理温度对蛋白质回收率的影

响较大。在 85 ℃下加热 15 min，蛋白质回收率最低

（41.70%）；在 90 ℃下加热 10 min，蛋白质回收率显

著增加（达到 45.51%）；90 ℃与 100 ℃（蛋白质回收

率为 46.69%）的预处理条件下的蛋白质回收率相比，

预处理温度提高后，蛋白质回收率仍有较大增加，尽

管统计学分析差异不显著，但预处理温度高时所需加

热时间减少。故筛选出最优预处理条件为 100 ℃、5 

min。 

从图 1c 可以看到，随着酶解时间的增加，蛋白

质回收率变化无显著性差异。这是因为在一定量底物

的情况下，仅需 4 h 的酶解时间就可以把底物酶解完

全，之后酶解时间再增加，对蛋白质回收率无影响，

因此，从节能角度考虑，筛选出最优酶解时间为 4 h。 

综上所述，筛选出木瓜蛋白酶的最适加酶量为

1%，最优预处理条件为 100 ℃、5 min，最优酶解时

间为 4 h。 

2.2  柴鱼蛋白肽的分离纯化 

2.2.1  DEAE-52 纤维素层析柱分离纯化 

柴鱼蛋白酶解物经 DEAE-52 纤维素层析柱分离

的洗脱图如图2所示，管号1-60的洗脱液为去离子水，

管号 61-120 的洗脱液为 0.1 mol/L 的 NaCl 溶液，管号

121-180 的洗脱液为 0.3 mol/L 的 NaCl 溶液。 

 
图2 柴鱼蛋白酶解物经DEAE-52洗脱图 

Fig.2 Separation profile of bonito protein hydrolysates on 

DEAE-52 column 

注：部分超出分光光度计量程的均以吸光值为 4 处理。 

从图 2 可知，每种洗脱液均有一个对应的峰值响

应，证明有对应地把多肽成分洗脱出来，在此分别记

为 A 组分、B 组分和 C 组分，可根据出峰时间收集有

效分离液，分离液浓缩后 A、B、C 组分的多肽浓度

分别为 8.86 mg/mL、5.88 mg/mL、0.52 mg/mL。 

由于 A、B、C 组分是通过不同浓度盐溶液洗脱

而得，考虑到 NaCl 的存在可能会影响羟基自由基清

除率的测定，且通过空白对照的预实验确实证明了这

一点，故此处未用羟基自由基清除率的指标，而选用
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DPPH 自由基清除率评价洗脱组分活性。相对 A、B

组分，由于 C 组分过柱分离后收集液浓度过低，未进

行DPPH的 IC50值测定，故设计实验在浓度0.5 mg/mL

下对比各组分的抗氧化活性。 

 
图3 各组分还原力和DPPH自由基清除率大小的比较 

Fig.3 Reducing power and DPPH radical scavenging activity of 

three fractions values indicate the mean ± S.D. (n = 3) 

注：数值为平均数 ± 标准差，每组取样数为 3。 

从图 3 可知，在各组分浓度均为 0.5 mg/mL 时，

A 和 C 的还原力较高（吸光值分别为 0.084、0.082），

且与 B 组分（吸光值为 0.035）相比有显著性差异；A

组分的 DPPH 自由基清除率最高，为 11.07%，明显高

于 B 和 C（分别为 4.62%、3.28%）。故选用 A 组分进

一步用 Sephadex G-15 葡聚糖凝胶层析柱进行分离。 

2.2.2  Sephadex G-15 葡聚糖凝胶层析柱分离

纯化 

 
图4 A组分经Sephadex G-15洗脱图 

Fig.4 Separation profile of fraction A on Sephadex G-15 column 

A 组分经过 Sephadex G-15 的进一步纯化后，其

洗脱图如图 4 所示。由图 4 可知，经过二次纯化后，

A组分分离出两种主要成分，在此分别记为A1和A2。

通过洗脱图，根据峰响应时间进行收集。测得 A1 浓

缩液的多肽浓度为 2.01 mg/mL，A2 浓缩液的多肽浓

度为 0.50 mg/mL。 

根据前面几种抗氧化活性检测方法的筛选，A 组

分对 DPPH 自由基清除能力较为敏感，而且由于

DPPH·在自由基中是比较稳定的一种自由基，所以测

定 DPPH 自由基清除率具有很好的稳定性和重现性，

故此处用 DPPH 自由基清除率来对 A1、A2 两种成分

进行抗氧化活性评价。其结果如图 5。 

 
图5 A1、A2组分的DPPH自由基清除率比较 

Fig.5 DPPH radical scavenging activity of fraction A1 and 

fraction A2 Values indicate the mean ± S.D. (n = 3) 

注：数值为平均数 ± 标准差，每组取样数为 3。 

由上图所示，在 0.5 mg/mL 浓度下，A1 成分对

DPPH 自由基的抑制率为 10.38%，A2 成分为 7.64%，

且 A1 与 A2 相比具有显著性差异。因此 A1 成分是 A

组分中抗氧化活性最强的成分。 

2.3  柴鱼蛋白肽的结构鉴定 

 

 
图6 A1成分的MALDI-TOF-MS一级质谱图 

Fig.6 MS spectrum of fraction A1 

图 6 和图 7 分别是 A1、A2 成分的 MALDI-TOF 

-MS 质谱图。通过对比图 6 和图 7，可以发现，A1 成

分中的分子量范围在 700 Da 以内，离子丰度最高的在
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4400 左右，A2 成分的分子量范围在 570 Da 以内，离

子丰度最高在 2800 左右。总体来说，A1 成分的分子

量比 A2 成分的大，这与 Sephadex G-15 层析柱分离纯

化结果一致，先通过层析柱的 A1 是分子量大的成分，

后出来的 A2 是分子量较小的成分。 

 

 
图7 A2成分的MALDI-TOF-MS一级质谱图 

Fig.7 MS spectrum of fraction A2 

由图 6、7 可知，A2 出现峰值的质荷比在 A1 的

图中也能看到相应大小的峰，尤其是质荷比为 378.830

左右的离子丰度均为最高，说明该肽段为 A 组分的主

要成分。在通过 Sephadex G-15 的时候，A1 成分洗脱

出来后，该肽段尚未完全洗脱出来，故随着 A2 成分

的洗脱而被洗脱出来，于是两种成分中都有这种物质

的存在。因此证明 378.830 Da 的肽段为纯化后的最主

要成分。 

2.4  氨基酸分析 

结合 MALDI-TOF-MS 质谱分析中 A1 的主要成

分为 378.830 Da 的肽段，选取 A1 中含量较高的氨基

酸，推测其可能的氨基酸组成为 Lys、Leu、Pro。 

3  结论 

制备柴鱼蛋白肽的最佳用酶为木瓜蛋白酶，最适

加酶量为 1.0%，最佳预处理条件为 100 ℃、5 min，

最佳酶解时间为 4 h。用 DEAE-52 纤维素离子交换柱

对柴鱼蛋白酶解物进行分离纯化后，共得到 A、B、C

三个组分，其中 A 组分的抗氧化活性最高。继续选取

A 组分进行 Sephadex G-15 葡聚糖凝胶柱分离纯化，

分离出 A1、A2 两个成分，其中 A1 组分抗氧化活性

最好。对 A1、A2 进行 MALDI-TOF-MS 质谱检测，

得出分子量主要集中在 378.830 Da 附近，进一步做氨

基酸分析后，推测该氨基酸组成可能为 Lys、Leu、Pro。 

表2 各氨基酸在A1、A2组分中的百分含量 

Table 2 Percentage of amino acid content in fraction A1 and 

fraction A2 

氨基酸 分子量 A1/% A2/% 

天冬氨酸(Asp) 133.10 5.62 1.19 

谷氨酸(Glu) 147.13 7.05 1.78 

丝氨酸(Ser) 105.09 5.60 4.98 

甘氨酸(Gly) 75.07 12.44 3.49 

组氨酸(His) 155.00 2.55 41.84 

精氨酸(Arg) 174.20 8.89 10.67 

苏氨酸(Thr) 119.12 6.28 8.53 

丙氨酸(Ala) 89.09 12.34 3.44 

脯氨酸(Pro) 115.13 6.40 2.38 

酪氨酸(Tyr) 181.20 0.76 1.63 

缬氨酸(Val) 117.15 5.80 1.50 

蛋氨酸(Met) 149.21 0.25 0.29 

半胱氨酸(Cys) 121.15 0.03 0.17 

异亮氨酸(Ile) 131.17 4.07 1.25 

亮氨酸(Leu) 131.18 8.33 2.07 

苯丙氨酸(Phe) 165.19 1.60 6.33 

赖氨酸(Lys) 146.19 11.99 8.45 

总量 - 100 100 
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