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大黄鱼内脏抗氧化肽的稳定性研究 
 

李致瑜，张翀，田玉庭，郑宝东 

（福建农林大学食品科学学院，福建福州 350002） 

摘要：本文旨在研究大黄鱼抗氧化肽在不同条件下的抗氧化稳定性。通过凝胶排阻色谱选择抗氧化活性较强的组分，并采用

DPPH 自由基清除率以及 Fe2+螯合力来评价大黄鱼抗氧化肽的抗氧化活性。在中性 pH、常温、低浓度 NaCl 以及适量 K+，Ca2+，Al3+

条件下，大黄鱼抗氧化肽抗氧化活性基本保持稳定，DPPH 自由基清除率和 Fe2+螯合力分别维持在 88.5%和 66.7%左右。在高浓度盐、

高温、Fe2+，Fe3+，Cu2+等离子的引入和长时间紫外辐照下，大黄鱼抗氧化肽抗氧化活性下降超过 30%。另外，酸性 pH、70 ℃下加

入葡萄糖、果糖、乳糖分别将大黄鱼抗氧化肽 DPPH·的清除活性提高至 90%左右，相反，碱性条件有利于大黄鱼抗氧化肽螯合 Fe2+

活性，说明处理过程对不同抗氧化指标的影响有所差异。此外，胃蛋白酶消化处理对大黄鱼抗氧化肽抗氧化活性影响不显著，而进一

步的糜蛋白酶消化却显著降低了多肽的抗氧化稳定性。因此，合理的加工、贮藏工艺有利于维持大黄鱼抗氧化肽的稳定性。 
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Abstract: The stability of the antioxidant activity of antioxidant peptides extracted from Pseudosciaena crocea viscera were studied under 

different conditions. Peptides with strong antioxidant activity were selected by size exclusion chromatography (SEC), and the antioxidant 

activity was evaluated using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH·) radical scavenging rate and Fe2+ chelating capacity as indexes. Under 

conditions of neutral pH, room temperature, low NaCl concentration, and appropriate amounts of K+,Ca2+, and Al3+, the antioxidant activity of 

the antioxidant peptides from Pseudosciaena crocea viscera was generally stable, and DPPH· radical scavenging rate and Fe2+ chelating 

capacity were 88.5% and 66.7%, respectively. With high NaCl concentration, high temperature, additions of K+, Ca2+, and Al3+, and 

long-duration ultraviolet irradiation, the antioxidant activity of the antioxidant peptides from Pseudosciaena crocea viscera was reduced by 30%. 

Furthermore, at acidic pH and additions of glucose, fructose, and lactose at 70 ℃, the DPPH· radical scavenging activity of the antioxidant 

peptides from Pseudosciaena crocea viscera was increased to approximately 90%; while alkaline conditions were conductive for the Fe2+ 

chelating capacity, indicating that treatments have different impacts on different antioxidant indicators. In addition, pepsin digestion treatment 

had no significant impact on the antioxidant activity of antioxidant peptides from Pseudosciaena crocea viscera, and further chymotrypsin 

digestion significantly decreased the antioxidant activity stability of the peptides. Therefore, appropriate processing and storage are critical for 

maintenance of the stability of the antioxidant peptides extracted from Pseudosciaena crocea viscera.  
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自由基是一种可单独存在并带有一个或数个不成

对电子的原子或分子，其化学性质极为活泼，具有很

强的氧化活性。自由基不仅与人体氧化应激以及各类 
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慢性疾病有关，而且在食品加工过程中，可能引发脂

质过氧化等不良化学反应，造成食品风味、质地的改

变和营养价值的降低。抗氧化肽主要是由 2-20 个氨基

酸组成的寡肽，通常以无活性形式存在于各类动植物

源蛋白序列中，通过蛋白酶酶解可将这些功能性片段

分离出来[1]。由于活性强、结构稳定和安全系数高等

特点，已受到各领域学者的关注。已有研究人员从大

豆[2]、花生[3]、草鱼[1]的原料中制备出具有不同功能性

的抗氧化肽。 
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当今抗氧化肽的研究方向主要集中在结构和功能

性鉴定，而对其在加工、贮藏过程中的抗氧化稳定性

则鲜有报道。在不同环境下，多肽链上可能发生脱酰

胺、环化、氧化、水解等作用，导致生物活性肽的功

能性丧失[4]。因此，全面评价抗氧化肽在其在加工、

贮藏和消化过程中的稳定性对其在功能性食品中的应

用有着重要参考价值[5]。Zhu 等全面评价金华火腿肽

的抗氧化稳定性，结构表明：适量的 NaCl 和适度的

酸解有利于其抗氧化活性的提高[4]。 

大黄鱼（Pseudosciaena crocea），又名大王鱼、石

头鱼等，广泛分布于我国东、南海及黄海南部，是我

国传统“四大海产”之一。有关大黄鱼的研究主要集

中在养殖、保鲜及鱼肉的深加工方面。Chi 等采用胃

蛋白酶-alcalase 联合酶解大黄鱼鱼肉，得到三个具有

较强抗氧化活性的肽段[6]。大黄鱼内脏蛋白比例达到

21.5%，并含有丰富的必需氨基酸，如赖氨酸、色氨

酸、缬氨酸等。而有关大黄鱼内脏蛋白的研究则未见

相关报道。经前期研究表明，采用 alcalase 制备的大

黄鱼内脏肽具有潜在的抗氧化活性。然而其在加工、

贮藏和消化过程中的抗氧化稳定性还没有确定。因此，

本文旨在研究大黄鱼内脏肽在不同 pH、温度、辐照环

境、金属离子、胃肠道消化的抗氧化活性。以期为大

黄鱼副产品的深度开发及应用提供一定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

大黄鱼内脏：由福建福鼎海鸥水产食品有限公司

提供，包装于双层聚乙烯袋中置于-20 ℃冷冻备用。

Alcalase 酶制剂（2.4 AU/g）、胃蛋白酶（10 U/mg）、

糜蛋白酶（30 U/mg）：诺维信公司。1,1-二苯基-2-苦

基肼、ferrozine（菲咯嗪）：sigma 公司。8-苯胺基-1-

萘 磺 酸 铵 （ 8-anilinonaphthalene-1-sulphonic acid 

ammonium salt，ANS）：Fluka 公司。盐酸、氢氧化钠、

氯化钠、氯化钾、氯化钙、氯化铬、氯化铜、氯化亚

铁、氯化铁、三氯化铝、葡萄糖、乳糖、木糖、蔗糖

等均为国药分析纯。 

绞肉机：永康市迪利工贸有限公司；PB-10 数显

pH 计：赛多利斯科学仪器（北京）有限公司；SHA-B

水浴恒温振荡器：常州国华电器有限公司；H1850R

台式高速冷冻离心机：湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司；TU-1810DPC 紫外可见分光光度计，北京普析

通用仪器有限责任公司；无菌操作台：苏州博兰特实

验室设备有限公司；EYEL 4 冷冻干燥机：日本东京

理化仪器株式会社；澳华 SK-1 快速混匀漩涡混合器：

广州罡然机电设备有限公司。F-7000 荧光分光光度

计：日本日立公司。 

1.2  大黄鱼抗氧化肽的制备工艺 

大黄鱼内脏→解冻（25 ℃温水浸泡）→洗涤 3~4 次→除

去性腺、鱼鳔、胆囊等→绞碎→异丙醇脱脂 2-3 次→灭酶（沸

水浴 10 min）→加水匀浆（10 g 底物溶于 100 mL 蒸馏水中）

→调节 pH 至 9-加 Alcalase 碱性蛋白酶（2%）→酶解 90 min→

灭酶（沸水浴 10 min）→离心（5000 r/min 20 min）→微滤（0.45 

μm）→大孔树脂 D392 脱色（pH 8.5、温度 45 ℃、脱色时间：

4 h）→超滤浓缩（3000 u）→透过液→冷冻干燥→大黄鱼内脏

多肽粉 

1.3  试验方法 

1.3.1  大黄鱼内脏水解物的分离 

将0.3 g的大黄鱼抗氧化肽溶于1 mL的去离子水

中，混匀后，经 0.45 μm 水相微孔滤膜过滤，滤液经

Sephadex-G25 凝胶层析柱分离，用蒸馏水做为流动

相，流速为 0.75 mL/min，分管收集，每管收集 4 mL。

在 220 nm 下监测洗脱液的吸光值并绘制相应的洗脱

曲线。以DPPH自由基清除法测定各管的抗氧化活性，

并绘制相应的抗氧化活性曲线。结合抗氧化曲线与洗

脱曲线确定抗氧化活性最高的组分，收集该组分，经

浓缩、冷冻干燥后。放置与-20 ℃隔氧环境下保藏。 

1.3.2  pH 对大黄鱼抗氧化肽的抗氧化活性的

影响 

配制 8 mg/mL 的大黄鱼抗氧化肽，分别采用 1 M 

HCl 或 1 M NaOH 调节 pH 值至 2、3、4、5、6、7、8、

9、10、11、12 后静置 1 h，测定其 DPPH·清除率和螯

合 Fe
2+活性。 

1.3.3  温度对大黄鱼抗氧化肽的抗氧化活性的

影响 

配制 8 mg/mL 的大黄鱼内脏抗氧化肽，分别在

20 ℃、40 ℃、60 ℃、80 ℃、100℃的水浴锅中保温

2 h，快速冷却至室温，并测定其 DPPH·清除率和螯合

Fe
2+活性。 

1.3.4  NaCl 对大黄鱼抗氧化肽的抗氧化活性

的影响 

配制 8 mg/mL 的大黄鱼抗氧化肽，分别加入 2%、

4%、6%、8%和 10%的 NaCl，在沸水中加热 15 min

后用冰块快速冷却至室温。测定不同浓度 NaCl 下大

黄鱼内脏肽的 DPPH·清除率和螯合 Fe
2+活性。 

1.3.5  紫外辐照条件对大黄鱼抗氧化肽的抗氧

化活性的影响 

配制 8 mg/mL 的大黄鱼抗氧化肽，置于紫外灯

http://www.baidu.com/link?url=iBkThXHYOE2WhtPz_4lvtpSTDZDzmJRJrw7dsECHndDSRwa-xxX1nXSjNGDb-fzpKjy-DQmooCjUDZ23c4gcLa
http://www.baidu.com/link?url=iBkThXHYOE2WhtPz_4lvtpSTDZDzmJRJrw7dsECHndDSRwa-xxX1nXSjNGDb-fzpKjy-DQmooCjUDZ23c4gcLa
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（257.3 nm）下 10 cm 处，控制环境温度为 25 ℃。在

0 h、1 h、2 h、3 h、5 h、8 h、12 h、18 h、24 h、30 h、

36 h 后检测其 DPPH·清除率和螯合 Fe
2+活性。 

1.3.6  不同金属离子对大黄鱼抗氧化肽的抗氧

化活性的影响 

分别配置 20 mM 的 KCl、CaCl、FeCl2、CuCl2、

CrCl3、FeCl3、AlCl3母液，将等质量大黄鱼抗氧化肽

与不同浓度金属离子混合，使得最终浓度分别为 0、1、

2、3、4、5、6 Mm，混合液混匀静置 2 h 后，测定其

DPPH·清除率和螯合 Fe
2+活性。 

1.3.7  不同糖类对大黄鱼抗氧化肽对多肽抗氧

化活性的影响 

配制 8 mg/mL 的大黄鱼抗氧化肽，分别加入 0.4 g

的葡萄糖、木糖、果糖和蔗糖，使多肽与糖类质量比

为 2:1，分别放置在 30 ℃和 70 ℃的水浴锅中，存放

2 h 后测定其 DPPH·清除率和螯合 Fe
2+活性。 

1.3.8  体外模拟胃肠消化 

1.3.8.1  体外模拟胃液连续消化 

在参考 Liu 的方法的基础上稍作改动[7]，配制 8 

mg/mL 的大黄鱼抗氧化肽，并用 1 M 的 HCl 调节溶

液至 pH=2，以 E/S=4%（质量分数）加入胃蛋白酶，

在 37 ℃下反应 2 h，接着用沸水浴加热 10 min 以终

止消化，冷却至室温后离心（8000 g）15 min，取上

清液并分为两份，一份继续进行体外模拟消化，另一

份在冷冻干燥后进行抗氧化活性和表面疏水性的鉴

定。 

1.3.8.2  体外模拟肠道连续消化 

将胃液消化后的大黄鱼内脏肽用 0.9 mol/L 的

NaHCO3调节至 pH=5.3，然后用 1 M 的 NaOH 调节值

pH=7.5，以 E/S=4%（质量分数）加入糜蛋白酶，在

37 ℃下反应 2 h，接着用沸水浴加热 10 min 以终止消

化，冷却至室温后离心（8000 r/min）15 min，取上清

液进行抗氧化活性和表面疏水性的鉴定。 

1.3.9  表面疏水性的测定 

采用Haskard的方法并略做调整[9]，采用8-苯胺-1-

萘磺酸做为荧光探针测定大黄鱼抗氧化肽的表面疏水

性，将大黄鱼抗氧化肽溶于 1 M 的 PBS（pH 7），并

配置成 0.5~5 mg/mL 的溶液，加入 15 μL 的 8 mM 的

ANS，漩涡振荡后，用荧光分光光度计测量其吸光度，

发射波长选用 374 nm，激发波长选用 485 nm。将大

黄鱼抗氧化肽浓度与溶液荧光值的斜率当做是大黄鱼

内脏肽的表面疏水性。 

1.3.10  DPPH 自由基清除率的测定 

采用 Xie 的方法做适当改进[8]。将 0.5 mL 的 8 

mg/mL大黄鱼抗氧化肽加入到2.5 mL的0.0015 mol/L

的 DPPH·溶液中，DPPH·用 95%的乙醇溶液配制。充

分混匀后，在避光处放置 30 min 后，用紫外-可见分

光光度计在 517 nm 测定其吸光度，以 2 mL 蒸馏水与

2 mL 乙醇混合后的吸光度为空白对照。抑制率可用下

列公式计算： 

抑制率（%）=（Abst=0-Abst-30min）/ Abst=0×100 

式中，Abst=0为未加酶解液的吸光度值；Abst=30min为溶液静

置 30min 后吸光度值。 

1.3.11  螯合 Fe
2+活性的测定 

在参考 Chung 的方法基础上做适当调整[4]。精确

配置 5 mM ferrozin 后，取 0.3 mL 添加到 0.2 mL 的 0.5 

mM FeCl2 中，接着添加大黄鱼抗氧化肽并反应 20 

min，以蒸馏水为空白对照，在 562 nm 处测量其吸光

度 

螯合 Fe
2+活性(Chelating activity%)=[(B−A)/B]×100 

注：A：样品在 562 nm 处的吸光度，B：空白对照在 562 

nm 出的吸光度。 

1.4  数据分析 

每个试验重复三次，结果以“平均值±SD”表示。

方差分析使用 SPSS.17.0 软件，采用 Origin8.0 作图，

图中不同的字母表示数据之间显著性（p<0.05）的差

异 

2  结果与讨论 

2.1  大黄鱼抗氧化肽的分离纯化 

 

图 1 大黄鱼抗氧化肽的分离纯化 

Fig.1 Separation and purification of antioxidant peptides 

extracted from Pseudosciaena crocea viscera 

DPPH 自由基稳定存在于 95%的乙醇溶液中并在

517 nm 出呈最大吸收波长中。当 DPPH·与质子或电子

结合后，其最外层轨道上的不成对电子转变为空轨道

或孤对电子对，此时，自由基被猝灭，而其相应的吸

收波长也随之减弱。DPPH 自由基模型广泛由于鉴定

抗氧化剂的疏水性和给电子能力。大黄鱼内脏蛋白水
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解物经 Sephadex-G25 凝胶过滤柱分离得到的洗脱曲

线和 DPPH 清除力如图 1 所示。通过 Sephadex-G25

凝胶过滤柱可洗脱出两个峰，当洗脱体积达到 0.8 个

柱体积时，随着洗脱体积的增加，洗脱液的自由基清

除力迅速上升，到达第 21 管时吸光值最高，且其自由

基清除力也达到最大值，随后洗脱液的吸光值和

DPPH·清除率迅速下降，当达到第 40-50 管中洗脱出

峰Ⅱ，其清除率有所回升，但仍显著低于峰 I（p<0.01）。

因此，收集峰 I 的洗脱液，经浓缩、冷冻干燥后，作

为后续抗氧化稳定性的研究对象 

2.2  pH 对大黄鱼抗氧化肽的抗氧化稳定性的

影响 

 
图2 pH对大黄鱼抗氧化肽抗氧化稳定性的影响 

Fig.2 Effect of pH on the antioxidant activities of antioxidant 

peptides extracted from Pseudosciaena crocea viscera 

不同 pH 对大黄鱼抗氧化肽抗氧化活性的影响如

图 2 所示，随着 pH 上升，大黄鱼抗氧化肽的 DPPH

清除率先上升后下降。当 pH 接近中性（pH 6）时，

大黄鱼抗氧化肽的 DPPH·清除率达到最强。而在酸性

条件下，DPPH·清除率没有显著降低（p>0.05），当 pH

为 2 时，大黄鱼抗氧化肽仍保持 85%以上的 DPPH·清

除活性。然而，当大黄鱼抗氧化肽处于碱性环境下，

DPPH·清除活性显著下降（p<0.01），pH 为 12 时，大

黄鱼抗氧化肽的DPPH清除力仅为 54.80%，相比 pH 6

时降低了 35.03%。这是可能是由于在碱性环境下，多

肽容易发生外消旋反应，使部分 L-氨基酸转变成 D-

型氨基酸，形成 D-和 L-型多肽的混合物，从而引起化

合物极性、空间位阻等结构性质的改变[10]。因此，大

黄鱼抗氧化肽在碱性环境中可能引起疏水性或给质子

能力下降，导致抗氧化活性丧失下降。Fe
2+可通过

Feilin 反应将过氧化氢转化为羟自由基，羟自由基是

一种化学性质极不稳定的活性氧，过量的羟自由基对

食品组分和人体健康都具较大威胁[6]。因此，螯合 Fe
2+

常作为评价抗氧化肽活性的重要指标。大黄鱼抗氧化

肽的螯合 Fe
2+能力随 pH 上升呈显著上升趋势

（p<0.05），当 pH12 时，大黄鱼抗氧化肽的螯合 Fe
2+

活性达到最大，这可能是由于碱性环境下，多肽分子

上带有较多的负电，提高了其于 Fe
2+的静电吸引作用，

从而增强了多肽的螯合金属离子能力[11]。 

2.3  温度对大黄鱼抗氧化肽的抗氧化稳定性

的影响 

 

图 3 温度对大黄鱼抗氧化肽抗氧化稳定性的影响 

Fig.3 Effect of temperature on the antioxidant activities of 

antioxidant peptides extracted from Pseudosciaena crocea 

viscera 

大黄鱼抗氧化肽的热稳定性如图 3 所示，在

20~60 ℃范围内，多肽的 DPPH·清除活性和 Fe
2+螯合

力基本保持稳定，即使在100 ℃处理90 min。DPPH·清

除力仍然保持在 85%以上。这可能是低分子量肽不具

有热敏感的三级、四级结构，因此其空间结构对热作

用敏感性较低性[12]。多肽的螯合 Fe
2+活性在一定的温

度范围内也基本维持稳定，然而，当温度超过 80 ℃

时，Fe
2+螯合力表现出显著的下降趋势（p<0.01）,根

据 zhou 的结论，这是由于多肽分子还保留少量的二级

结构，并在于金属形成配合物过程中起到重要作用。

较高的温度可能会破坏多肽分子中残留的二级结构，

导致大黄鱼抗氧化肽的螯合金属离子能力下降[4]。 

2.4  NaCl 对大黄鱼抗氧化肽的抗氧化稳定性

的影响 

不同浓度的 NaCl 对大黄鱼抗氧化肽抗氧化活性

的影响如图 4 所示，当 NaCl 浓度小于 6%时，大黄鱼

抗氧化肽的DPPH·清除活性和螯合 Fe
2+活性变化不大

（p>0.05），而当 NaCl 浓度超过 6%时，DPPH·清除活

性和螯合 Fe
2+活性均显著下降（p<0.01）。当 NaCl 含

量达到 10%时，DPPH·清除率和螯合 Fe
2+能力分别降

至 44.51%和 40.07%。这是由于高浓度的 Na
+、Cl

-可
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通过反离子效应覆盖在多肽的分子表面，引起多肽的

Zeta 电位和水合作用的降低[13]，从而导致其抗氧化活

性的下降。  

 
图4 NaCl对大黄鱼抗氧化肽抗氧化稳定性的影响 

Fig.4 Effect of NaCl on the antioxidant activities of antioxidant 

peptides extracted from Pseudosciaena crocea viscera 

2.5  紫外辐照对大黄鱼抗氧化肽的抗氧化稳

定性的影响 

 
图5 紫外辐照对大黄鱼抗氧化肽抗氧化稳定性的影响 

Fig.5 Effect of UV irradiation on the antioxidant activity of 

antioxidant peptides extracted from Pseudosciaena crocea 

viscera 

紫外辐照对大黄鱼抗氧化肽的抗氧化活性如图 5

所示。随着辐照时间的延长，大黄鱼抗氧化肽的抗氧

化活性损失率较高，其中 DPPH·清除活性在 12 h 时

降低了 9.74%（p<0.05），当 24 h 后降至 50.18%（p 

<0.01）,研究表明长时间紫外光作用使多肽外层电子

从基态跃迁到激发态，降低了其物理、化学稳定性[14]，

例如，如今苯环、酚羟基、氨基上 H+的电离。另外，

紫外辐照能引发 H2O 分子裂解为羟自由基等，一定程

度抑制了大黄鱼抗氧化肽的抗氧化活性。大黄鱼抗氧

化肽的螯合 Fe
2+活性在 12 h 后大幅降低（p<0.01）。

进一步证实了紫外辐照可能对大黄鱼抗氧化肽的理化

和结构性质产生较大破坏。 

2.6  不同金属离子对大黄鱼抗氧化肽的抗氧

化稳定性的影响 

 

图 6 不同金属离子对大黄鱼抗氧化肽清除DPPH自由基活性的

影响 

Fig.6 Effect of different metal ions on the DPPH radical 

scavenging activity of antioxidant peptides extracted from 

Pseudosciaena crocea viscera 

 
图7 不同金属离子对大黄鱼抗氧化肽螯合Fe

2+
活性的影响 

Fig.7 Effect of different metal ions on Fe2+-chelating ability of 

antioxidant peptides extracted from Pseudosciaena crocea 

viscera 

不同金属离子大黄鱼抗氧化肽的抗氧化活性如图

6~7 所示，添加不同浓度 K
+、Ca

2+、Al
3+对大黄鱼抗

氧化肽的 DPPH·清除率影响较小（p>0.05），而 Cu
2+、

Fe
2+、Cr

3+、Fe
3+则显著降低了多肽的 DPPH·清除率

（p<0.01），其中 Fe
2+抑制大黄鱼抗氧化肽的 DPPH

清除活性的效果最为显著。因此，说明 Cu
2+、Fe

2+、

Cr
3+、Fe

3+与大黄鱼抗氧化肽的亲和力较强，除了静

电作用外，共价键、离子键与物理吸附都在金属离子

与多肽类物质之间的相互作用中起到重要作用。此外，

Cr、Fe 在 d 轨道上含有空轨道，易于接受带有孤对电

子对的抗氧化肽（亚氨基、羰基）形成配合物[15]，可

能导致大黄鱼抗氧化肽给质子能力和表面疏水性的降

低。大黄鱼抗氧化肽的 Fe
2+螯合力随 K

+、Ca
2+、Al

3+、

Cr
3+浓度增加变化不显著（p>0.05），这与 DPPH·清

除活性有所差异，说明多肽结构的变化对不同抗氧化

指标的影响可能并不一致。而 Fe
2+、Cu

2+、Fe
3+则显
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著抑制大黄鱼抗氧化肽的螯合 Fe
2+能力（p<0.01）。

前期实验表明，大黄鱼抗氧化肽具有较强的还原力，

可能通过将 Fe
3+还原为 Fe

2+，而且对 Cu
2+亦表现出较

强的螯合作用。因此，Cu
2+、Fe

3+、Fe
2+通过不同方

式占据多肽的活性位点，竞争性的抑制大黄鱼抗氧化

肽的螯合外源 Fe
2+的活性。 

2.7  不同糖类对大黄鱼抗氧化肽的抗氧化稳

定性的影响 

 
图8 30 ℃下不同单糖对大黄鱼抗氧化肽抗氧化活性的影响 

Fig.8 Effect of different monosaccharides on the DPPH radical 

scavenging activity of antioxidant peptides extracted from 

Pseudosciaena crocea viscera at 30 ℃ 

 
图9 60℃下不同糖类对大黄鱼抗氧化肽抗氧化活性的影响 

Fig.9 Effect of different sugars on DPPH radical scavenging 

activity of antioxidant peptides extracted from Pseudosciaena 

crocea viscera at 60 ℃ 

不同糖类添加对大黄鱼抗氧化肽的抗氧化活性如

图 8-图 9 所示,当存放温度为 30 ℃时，不同糖类对大

黄鱼抗氧化肽的 DPPH·清除力和螯合 Fe
2+活性影响

不大（p>0.05），说明常温下糖类与大黄鱼抗氧化肽相

互作用较弱。 

而当大黄鱼抗氧化肽存放温度为 60 ℃时，葡萄

糖、乳糖、木糖组大黄鱼抗氧化肽的 DPPH 自由基清

除率显著提高（p<0.05），并伴随着溶液颜色的加深，

而蔗糖组的抗氧化活性则变化不显著（p>0.05），根据

Benjakul 等的研究结论，这是由于在一定温度下还原

糖上的羰基通过美拉德反应与多肽上的氨基结合，形

成美拉德反应产物（MRPs），通过研究表明 MRPs 中

的褐色素主要包括还原酮、吡咯酮、脱氧果糖嚓类物

质，相对于氨基酸、多肽等具有更强的给质子能力[16]。

因此，还原糖的添加有利于提高大黄鱼抗氧化肽的抗

氧化活性。另外，比较三组还原糖对大黄鱼抗氧化肽

抗氧化活性的影响可发现，木糖>乳糖>葡萄糖，可能

是在此条件下，木糖与大黄鱼抗氧化肽反应更为彻底，

生成的产物更有利于清除自由基。而螯合 Fe
2+活性则

随葡萄糖、乳糖、果糖的加入变化并不显著（p>0.05），

这与 You 的结论不一致[17]，可能原料及反应条件的差

异有关。通过比较 DPPH 自由基清除率与 Fe
2+螯合力。

进一步证实了不同抗氧化指标之间存在着一定的独立

性。 

2.8  模拟胃肠道消化过程对大黄鱼抗氧化肽

的表面疏水性的影响 

 
图10 模拟胃肠道消化过程对大黄鱼内脏肽表面疏水性的影响 

Fig.10 Effect of pepsin-trypsin simulated gastrointestinal 

digestion on surface hydrophobicity of peptides extracted from 

Pseudosciaena crocea viscera 

荧光探针 ANS 能与多肽链上的芳香族氨基酸（色

氨酸、苯丙氨酸）结合。可间接地作为一种评价蛋白

质疏水性的疏水指示剂[18]。由图 10 可知，大黄鱼抗

氧化肽经胃蛋白酶消化后，由于蛋白酶的作用可能导

致多肽疏水残基进一步暴露[4]，使表面疏水性提高，

但在本实验中表现的并不显著（p>0.05）。然而，在糜

蛋白酶消化 2 h 后，大黄鱼抗氧化肽的疏水性显著降

低（p<0.05）。可能是糜蛋白酶与大黄鱼抗氧化肽的亲

和力较强，促进大黄鱼抗氧化肽进一步降解为小分子

肽或氨基酸，从而极性基团数量增多，不利于 ANS

与大黄鱼抗氧化肽的结合。 

2.9  模拟胃肠道消化过程对大黄鱼抗氧化肽
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的表面疏水性的影响 

 
图11 模拟胃肠道消化过程对大黄鱼内脏肽表面疏水性的影响 

Fig.11 Effect of pepsin-trypsin simulated gastrointestinal 

digestion on antioxidant activity of peptides extracted from 

Pseudosciaena crocea viscera 

大黄鱼抗氧化肽经体外模拟胃肠道消化酶消化

后 DPPH·清除活性和螯合 Fe
2+活性如图 11 所示，当

经胃消化道酶系消化 120 min 后，大黄鱼抗氧化肽的

DPPH·清除率有变化不显著（p>0.05），而 Fe
2+螯合力

则显著下降（p<0.05）。根据 Zhu 等的研究表明，这是

由于胃蛋白酶水解提高了大黄鱼抗氧化肽的疏水性，

使其易于捕获脂溶性的 DPPH 自由基，从而提高了大

黄鱼抗氧化肽的 DPPH·清除活性。而胃蛋白相应的降

低了多肽的极性，包括多肽分子的表面电荷量，导致

大黄鱼抗氧化肽与 Fe
2+的静电作用降低[19]。当胃蛋白

酶产物进一步通过胰酶模拟肠道消化后。大黄鱼抗氧

化肽的DPPH·清除活性和 Fe
2+螯合力都呈显著下降趋

势（p<0.01）。糜蛋白酶加入进一步导致了产物中肽段

的裂解和游离氨基酸比例升高。这不利于保持酶解产

物的功能稳定性。多肽分子内的氨基酸主要通过协同

作用而形成比氨基酸或小分子抗氧化剂更强抗氧化活

性，包括清除自由基、螯合金属离子和抑制脂质过氧

化等[1]。因此，胃肠道消化不利于保持酶解产物的功

能稳定性。 

3  结论 

3.1  本文以DPPH自由基清除率和螯合 Fe
2+为指标，

评价大黄鱼多肽在不同环境下的抗氧化稳定性.结果

表明：中性和酸性 pH、20-60 ℃范围内和高温条件下

加入还原糖都有利于大黄鱼多肽的自由基清除活性。

而碱性条件、高温、过量 NaCl、Cu
2+、Fe

2+、Cr
3+、

Fe
3+，长时间的辐照和胃肠道消化过程都对其 DPPH

自由基清除活性有不利的影响。 

3.2  碱性pH条件对大黄鱼抗氧化肽的螯合Fe
2+活性

有促进作用。然而酸性 pH、高温、过量 NaCl、Cu
2+、

Fe
2+、Cr

3+、Fe
3+处理，长时间的辐照和胃肠道消化过

程不利于大黄鱼抗氧化肽螯合 Fe
2+。另外，添加单糖、

K
+、Ca

2+、Al
3+、Cr

3+等元素对其活性影响不显著。本

研究为合理的加工、贮藏和应用大黄鱼抗氧化肽提供

了一定的依据,并进一步促进了大黄鱼产业中副产品

的综合利用。 
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