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带鱼蛋白亚铁螯合肽抗贫血活性及安全性评价 
 

袁宁，林慧敏，邓尚贵，金图南 

（浙江省海产品健康危害因素关键技术研究重点实验室，浙江海洋学院，食品与医药学院，浙江舟山 316000） 

摘要：采用饲喂低铁饲料方法制备大鼠缺铁性贫血模型，灌胃带鱼蛋白亚铁螯合肽及应用急性毒性试验、Ames试验、小鼠骨髓

细胞微核试验、小鼠精子畸形试验和体外哺乳动物细胞染色体畸变试验分别探究带鱼蛋白亚铁螯合肽抗贫血活性及安全性。结果显示：

带鱼蛋白亚铁螯合肽能够提高贫血大鼠血红蛋白（Hb）含量和红细胞数（RBC）等外周血指标，显著促进大鼠贫血症状的改善。

LD50=7454.80 mg/kg，属于实际无毒性；Ames试验中TA97、TA98、TA100和TA102的4个标准菌株皆为阴性结果；小鼠骨髓细胞微核

试验、小鼠精子畸形试验和体外哺乳动物细胞染色体畸变试验组与阴性对照组比较差别无统计学意义。因此，Ames试验、小鼠骨髓

细胞微核试验、小鼠精子畸形试验和体外哺乳动物细胞染色体畸变试验结果均为阴性。表明带鱼蛋白亚铁螯合肽具有抗贫血活性且食

品安全性良好，可作为食品添加剂进一步开发利用。 
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Safety Evaluation and Anti-anemia Effect of Hairtail Protein 

Ferrous-chelating Peptide in Mice 
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(Zhejiang Provincial Key Laboratory of Health Risk Factors for Seafood, College of Food and Pharmacy, Zhejiang Ocean 
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Abstract: A rat model of iron deficiency anemia was established by feeding rats an iron-deficient diet, and the anti-anemia effect and 

safety of hairtail protein ferrous-chelating peptide were studied by feeding the animals with hairtail protein ferrous-chelating peptide through 

gavage, and these effects were evaluated using the acute toxicity test, Ames test, mouse bone marrow micronucleus test, sperm abnormality test 

and chromosome aberration test in mammalian cells in vitro. The results showed that hairtail protein ferrous-chelating peptide increased the 

hemoglobin (Hb) content and the number of red blood cells (RBC) and other peripheral parameters, and significantly improved the symptoms of 

anemia in rats. The median lethal dose (LD50) was 7454.80 mg/kg, indicating actual non-toxicity. TA97, TA98, TA100, and TA102, four 

standard strains in Ames test, were all negative in the Ames test of the mice. Meanwhile, compared with the negative control group, the results 

of the mouse bone marrow micronucleus test, sperm abnormality test , and chromosome aberration test in mammalian cells in vitro showed no 

significant difference, suggesting that the three results were also all negative. Therefore, we concluded that  hairtail protein ferrous-chelating 

peptide has an anti-anemia effect and good food safety, and can be further developed and utilized as a food additive. 
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铁缺乏是最常见的营养素缺乏症之一，其中以妇

女、孕妇及儿童为高发人群，铁摄入不足可引起贫血

或相关功能障碍，在我国缺铁性贫血发病率的居民接

近20%，而治疗缺铁性贫血常用的硫酸亚铁等常规补

铁制剂生物利用率较低、成本高，且还有一定的副作 
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用[1,2]。现代生物代谢研究发现：蛋白质经过人体消化

道中的酶系水解后，并不都是被水解成氨基酸形式再

被吸收，更多的则是以短肽或寡肽的形式被直接吸收，

尤其二肽和三肽的吸收速度比同一组成的氨基酸要快
[3]
。因此，根据这一特点，最近的研究已经描述了食

物来源的生物活性肽或多糖作为铁螯合剂制备的螯合

物具有较高的生物利用度，对治疗缺铁性贫血重要的

改进[4~6]。例如，含5.60% Fe
3+的酪蛋白肽复合酶解液

对缺铁性贫血大鼠的抗贫血功效比硫酸铁显著[7]，铁-

多糖复合物也已被广泛用于缺铁性贫血治疗[8]。 

带鱼是我国主要的海产经济鱼类之一，年捕获量
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约为110多万吨，多年占据海产经济鱼类年产量第一，

在加工生产过程中往往会产生大量的带鱼副产物，这

些副产物中含有许多优质蛋白，一般只有小部分用于

饲料生产，而大部分不经过处理就被丢弃，这样不仅

浪费资源而且会造成环境的污染。本文以带鱼蛋白酶

解肽作为铁螯合剂，以氯化亚铁为铁源制备出带鱼蛋

白亚铁螯合肽Fe(II)-FPH，以缺铁性贫血大鼠为对象来

研究Fe(II)-FPH的抗贫血功效，同时依据《食品安全性

毒理学评价程序》[9]，以带鱼蛋白亚铁螯合肽为实验

材料，通过急性毒性试验、小鼠骨髓细胞微核试验、

小鼠精子畸形试验和外哺乳动物细胞染色体畸变试验

对其食用安全性进行评价，为带鱼蛋白亚铁螯合肽的

进一步开发利用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与设备 

抗贫血实验选择Wistar大白鼠（雌雄各半），小鼠

急性毒性实验、小鼠微核实验、精子畸形实验选用SPF

级BALB/c小鼠(18~22 g)，均由中国人民解放军第三军

医大学实验动物中心提供，实验动物生产许可证号：

SCXK-(军)20110011。Ames试验选用经鉴定符合要求

的组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌：TA97、TA98、

TA100和TA102共4珠，以及S9混合液均由重庆威斯腾

有限责任公司提供。 

显微镜日本Olympus公司；Mikro-22台式离心机德

国Hettich公司；Bp-3100s电子天平(精度0.0001 g)上海

精科天美科学仪器有限公司；IR-435红外分光光度计；

日立835-50型氨基酸自动分析仪；CL 8000全自动生化

仪日本岛津公司；CD 3700血液分析仪美国Cell-DYN

公司；HMS 70染色机德国蔡司公司。 

1.2  带鱼蛋白亚铁螯合肽的制备 

解冻好的带鱼鱼糜加入5倍体积的蒸馏水，用搅拌

机打成均匀的鱼糜液，以1 mol/L HCl溶液和1 mol/L 

NaOH溶液调节溶液pH为7.0。先把鱼糜液的温度升高

到40 ℃后加入木瓜蛋白酶，酶解过程中用1 mol/L 

HCl溶液和1 mol/L NaOH溶液控制pH在7.0左右。并连

续搅拌8 h，升温至95 ℃并保持15 min灭酶，冷却至

室温，12000 r/min离心10 min，除去上部油脂层和底

部沉淀物，收集中间部分并通过浓缩和冷冻干燥获得

带鱼蛋白酶解肽。采用FeCl2配置成1 mol/L溶液，按照

酶解肽质量的0.1%加入抗坏血酸，放入恒温水浴震荡

锅中，温度调节到30 ℃，静置10 min，待溶液温度达

到30 ℃左右，按照1（FeCl2溶液）:50（酶解液）（V/V）

把FeCl2溶液加入到酶解液中，震荡螯合30 min后真空

浓缩，冷冻干燥得到粉状带鱼蛋白亚铁螯合肽。 

1.3  氨基酸组成分析[10] 

准确称取带鱼蛋白亚铁螯合肽样品10 mg，放入

消化管中，加入12 mL、6 mol/L的HCl并充入氮气，置

于120 ℃烘箱中水解10 h，用氨基酸自动分析仪测定

其中氨基酸组成及含量。 

1.4  带鱼蛋白肽及其亚铁螯合肽红外光谱分

析 

采用压片法制备测试样品：分别取 2 mg 的样品

和 200 mg 干燥的溴化钾晶体（粉末），于玛瑙研钵中

研磨成粒度≤2.5 μm，且混合均匀的细粉末，装入模具

内，在油压机上压制片，将制得的测试片放入样品检

测室内，以 IR-435 红外分光光度计对其定性分析，得

到光谱图。 

1.5  抗贫血实验 

新生刚断奶 Wistar大鼠 70只，雌雄各半，将其

平均分为 5 组，组 1（空白对照组）根据 AlN
[11]标准，

整个实验阶段喂养正常饲料（Fe 48 mg/kg 饲料）。贫

血模型是通过喂养低铁饲料（Fe 含量8 mg/kg 饲料），

造模时间为 60 d，测定大鼠 Hb 含量，当达到中度贫

血（Hb<90 g/L）时即为造模成功。贫血模型动物随

机分成 4 组（组 2~5）：组 2（阴性对照组）整个实

验阶段喂养低铁饲料（Fe 8 mg/kg 饲料），组 3（实

验组）喂养含带鱼蛋白亚铁螯合肽（Fe 50 mg/kg 饲

料）的饲料，第 4组（阳性对照组）喂养含硫酸亚铁

的饲料，标准的贫血治疗（Fe 50 mg/kg 饲料）富含

铁的食物，第 5组（实验组）饲喂含带鱼酶解肽（<Fe 

7 mg/kg饲料）的低铁饲料。正常饲料和缺铁饲料由

浙江省动物实验中心提供。 

1.6  安全性评价 

1.6.1  急性毒性试验 

选择SPF级雄性BALB/c小鼠，根据体重按随机分

组的方法，依据LD50计算的设计原则将动物分成数个

染毒组。一次给予受试物后，观察受试物毒性反应与

剂量的关系，求出半数致死剂量(LD50)，并根据LD50

值将受试物进行急性毒性分级。 

1.6.2  Ames 试验 

采用标准平皿掺入法。将Fe(II)-FPH受试品设为

0.05、0.10、0.50和2 μg/皿4个剂量组；同时设自发回
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变组、溶剂对照组和阳性对照组；采用平板掺入法在

加S9与不加S9混合液的条件下进行，每个剂量设3个

平行皿。试验在相同条件下重复3次。试验流程和结果

判定参照GB 15193.4-2003。 

1.6.3  小鼠骨髓细胞微核试验 

选择SPF级BALB/c小鼠50只，随机分组，每组10

只，雌、雄各半。试验设1/2 LD50、1/4 LD50和1/8 LD50 

3个受试剂量组，1个阳性对照组(环磷酰胺，剂量为40 

mg/kg)，1个阴性对照组(双蒸水)。每天染毒1次，连

续4 d，末次给药24 h时取样；取胸骨的骨髓，用小型

止血钳将骨髓挤于有一小滴小牛血清的清洁载玻片

上，混合均匀后推片；将推好晾干的骨髓片放入染色

缸中，用甲醇溶液固定15 min，取出晾干，每只动物

计数1000个嗜多染红细胞(PCE)，计算微核细胞率

(以‰表示)，并计数200个PCE及同时见到的NCE(正染

红细胞)数，求出PCE/NCE值。采用t检验进行统计分

析。 

1.6.4  小鼠精子畸形实验 

选择SPF级BALB/c小鼠50只，随机分组，每组10

只，雌、雄各半。试验设1/2 LD50、1/4 LD50、1/8 LD50 

3个受试剂量组，1个阳性对照组(环磷酰胺，剂量为40 

mg/kg)，1个阴性对照组(双蒸水)。采用1次染毒方式

给药，给受试样品后的第35 d处死小鼠，取两侧附睾

精子滤液按常规方法制片、镜检。每只小鼠计数1000

个结构完整的精子，计算精子畸形发生率（以百分率

计），结果采用秩和检验进行统计分析。 

1.6.5  体外哺乳动物细胞染色体畸变试验 

实验使用中国仓鼠卵巢细胞（CHO）细胞株。试

验分组：空白组、S9、S9+0.50 mg/mL、S9+1 mg/mL、

S9+2 mg/mL、S9+4 mg/mL、0.50 mg/mL、1 mg/mL、

2 mg/mL、4 mg/mL。试验前一天，将细胞接种于培养

皿（瓶）中，放CO2培养箱内培养。试验需在加入和

不加入S9 mix的条件下进行。作染色体分析时，对每

一处理组选200个（阳性对照可选100个）分散良好的

中期分裂相进行染色体畸变分析。在分析时应记录每

一观察细胞的染色体数目，对于畸变细胞还应记录显

微镜视野的坐标位置及畸变类型。对染色体畸变细胞

率用χ
2检验，以评价受试物的致突变性。 

1.7  统计分析 

统计学方法统计分析采用SPSS 13.0版统计分析

软件，采用方差分析或秩和检验对均数和标准差进行

计算，结果以平均数±标准差表示。 

2  结果与分析 

2.1  带鱼蛋白亚铁螯合肽 

表1 带鱼蛋白亚铁螯合肽的氨基酸组成(mg/g) 

Table 1 Amino acid composition (mg/g) of the Fe(II)-FPH 

 Hairtail-FPH  Hairtail-FPH 

Asp 24.281.49 Val 22.871.14 

Thr 7.610.96 Met 8.480.00 

Ser 6.960.51 Ile 13.941.08 

Glu 104.891.02 Leu 25.941.45 

Pro 36.400.87 Tyr 23.870.39 

Gly 51.792.23 Phe 17.570.37 

Ala 45.240.16 His 26.320.73 

Cys 18.301.05 Lys 2.200.59 

酶水解是一种高效利用低值鱼和副产品的有效技

术[12]。肽的螯合活性与肽段的大小，结构，分子量及

氨基酸组成有关[13]。表1为带鱼蛋白亚铁螯合肽的氨基

酸组成，显示Glu（104.89% m/m）、Gly（51.79%）、Leu

（25.94%）和His（26.32%）明显高于其它氨基酸含量。

肽的氨基酸组成是该肽段能否与金属螯合的重要因素

之一，某些氨基酸如Glu、Gly和His与Fe(Ⅱ)的亲和力

明显高于其他氨基酸
[14]

。而带鱼酶解肽这三种氨基酸

的含量成分在总体氨基酸中含量居多，因此带鱼酶解

肽与Fe(II)的螯合能力较高。 

 
图1 带鱼蛋白肽及其亚铁螯合肽的红外光谱 

Fig.1 IR spectra of FPH and Fe(II)–FPH 

图1显示了带鱼酶解肽（FPH，浅黄色粉末）和

Fe(II)-FPH（灰色粉末）的红外光谱。FPH图谱的1450 

cm
-1
（C）、1156 cm

-1
（B）和653 cm

-1
（A）为COO-和

酰胺键的NH-。当与Fe(II)螯合时，对应羧基的D谱带从

1450 cm
-1
转移到1425 cm

-1
处。此外1040-953 cm

-1
处出现

新吸收峰，这可以归因于CO-Fe键形成。当与Fe(II)螯

合后，Fe-N系列键代替N-OH（氢键），红外光谱上2900 

cm
-1频带锐化明显。这些数据表明Fe(II)的螯合主要位

点是羧酸酯基团。 

2.2  抗贫血实验 
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铁是人体代谢所必需的微量元素，它不仅在细胞

生成中具有重要作用，还通过催化氧化-还原反应参与

机体所有组织的能量代谢、解毒等生理过程
[15~16]

。在

体内参与细胞能量代谢等重要生理过程的称为功能性

铁，如血红蛋白，肌红蛋白中的铁等
[17]
。在缺铁性贫

血血红蛋白和平均红细胞体积减小，而血红蛋白分布

宽度（HDW）增加[18]。在本实验中我们发现第2组（低

铁饲料）的Hb水平下降，平均75.40±3.70 g/L，第3组

（Fe(II)-FPH喂养组）Hb升高到124±12.80 g/L，HDW

则下降到27.10±3.10 g/L（第3组）。MCV、RBC及铁蛋

白浓度变化与Hb一致，与对照组差异显著p<0.01）。

Fe(II)-FPH能显著改善贫血大鼠的Hb和MCV等指标

（p<0.01），与组4（补充硫酸亚铁）效果相当。 

表2 鱼蛋白亚铁螯合肽的抗贫血 

Table 2 Anti-anemia effect of Fe(II)–FPH 

   组 1 组 2 组 3 组 4 组 5 

n   8 10 10 8 8 

膳食铁含量 mg/kg  48 8 50 50 7 

红细胞（RBC） 1012/L 
A 7.05±0.52 5.75±0.52 5.69±0.44 5.74±0.26 5.79±0.36 

B 7.09±0.46 5.50±0.52 7.25±0.46** 7.17±0.52** 6.25±0.46 

血红蛋白（Hb） g/L 
A 122.40±8.30 87.60±4.40 85.80±6.20 83.60±4.70 87.60±10.40 

B 125.10±14.90 75.40±3.70 124±12.80** 120±10.40** 97.50±9.30 

平均红细胞体积

（MCV） 
fL 

A 56.90±1.30 42.60±2.10 42.10±1.70 43.20±2.00 42.60±2.10 

B 57.60±1.20 40.80±1.90 55.50±1.70** 57.20±2.20** 43.60±3.20 

血红蛋白分布宽度

（HDW） 
g/L 

A 26.20±2.20 35.70±3.10 36.20±3.60 35.30±2.90 36.70±2.10 

B 25.60±3.10 36.50±2.40 27.10±3.10** 26.40±1.90** 40.50±3.50 

铁蛋白浓度 g/L 
A 0.42±0.02 0.19±0.04 0.20±0.03 0.19±0.02 0.20±0.04 

B 0.44±0.03 0.21±0.01 0.41±0.02** 0.44±0.01** 0.24±0.01 

注：组 1，标准膳食铁(48 mg Fe/kg diet)；组 2，低铁饲料(less 8 mg Fe/kg diet)；组 3，低铁饲料加 Fe(II)-FPH (50 mg Fe/kg diet)；

组 4，低铁饲料加硫酸亚铁(50 mg Fe/kg diet)；组 5，低铁饲料加带鱼酶解肽(less 7 mg Fe/kg diet)。A：实验第 0 d；B：实验第 35 d；

**p<0.01。 

2.3  安全性评价 

2.3.1  急性经口毒性试验 

根据预实验结果，取参考剂量120 mg/kg的80X为

最高剂量，剩下的组别按1:0.8的比例等比级数排列。

即5个分组分别为80X（9.60 g/kg）组、64X（7.68 g/kg）

组、51X（6.12 g/kg）组、41X（4.92 g/kg）组和33X

（3.96 g/kg）组。 

回归方程y(Probit)=-49.183+13.992 Log(D)，半数

致死量LD50=7454.80 mg/kg，根据经口毒性分级标准

评价，属于实际无毒性。 

表3 鱼蛋白亚铁螯合肽的半数致死量（Bliss法计算） 

Table 3 LD50 of Fe(II)–FPH calculated using Bliss method 

剂量(x) 对数剂量/只 动物数/只 死亡数/% 死亡百分率(Y) 实验机率单位(Y) 回归机率单位 

3960 3.5977 5 0 0.00 - 1.1558 

4920 3.6920 5 0 0.00 - 2.4748 

6120 3.7868 5 1 20.00 4.1585 3.8011 

7680 3.8854 5 2 40.00 4.7471 5.1808 

9600 3.9823 5 5 1E2 - 6.5368 

2.3.2  Ames 实验结果 

受试物经上述测定后，菌株TA97、TA98、TA100

和TA102在未加S9混合液时，各剂量组间无明显变化；

在加S9混合液后，受试物的回变菌落数与溶剂对照回

变菌落数差别无统计学意义，表明该受试物对鼠伤寒

沙门氏菌无致突变作用。 

2.3.3  小鼠骨髓微核试验 

表 5 结果显示，受试物经测定后，1/2 LD50剂量、

1/4 LD50 剂量和 1/5 LD50各剂量组间对小鼠骨髓微核

影响相比正常对照组无明显变化，而与环磷酰胺对照

组相比差异明显，表明该受试物对小鼠骨髓微核无致

突变作用。 
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表4 Ames试验菌株的回变结果（平均值±标准差） 

Table 4 Results of the Ames test 

组别 剂量/(μg/皿) 
TA97  TA98  TA100  TA102 

-(S9) +(S9)  -(S9) +(S9)  -(S9) +(S9)  -(S9) +(S9) 

受试物 

0.05 124 231  50 186  153 253  252 496 

0.10 120 256  47 195  124 227  245 456 

0.50 125 221  48 187  152 243  248 432 

2 149 2246  120 165  159 257  259 453 

自发回变 无 115   45   124   248  

溶剂对照 H2O 98   42   116   240  

阳性对照 0.50 448   407   2253   399  

表 5 鱼蛋白亚铁螯合肽的小鼠骨髓微核试验 

Table 5 Mouse bone marrow micronucleus test of Fe(II)–FPH 

分组 
小鼠 

个数 

观察细

胞数(约) 

微核数 

（总数） 

微核率 

/‰ 

正常对照组 5 5000 10 2.00 

1/2 LD50剂量 5 5000 12 2.40 

1/4 LD50剂量 5 5000 13 2.60 

1/8 LD50剂量 5 5000 12 2.40 

环磷酰胺对照组 5 5000 40 8.00 

2.3.4  小鼠精子畸形试验 

表6 鱼蛋白亚铁螯合肽的小鼠精子畸形试验 

Table 6 Mouse sperm abnormality test of Fe(II)–FPH 

分组 小鼠个数 精子数 畸变数 畸变率 

正常对照组 5 1000 178 17.80%a 

1/2 LD50剂量 5 1000 182 18.20%a 

1/4 LD50剂量 5 1000 160 16.00%a 

1/8 LD50剂量 5 1000 121 12.10%a 

环磷酰胺对照组 5 1000 254 25.40% 

表6结果显示，受试物经上述测定后，1/2 LD50剂

量、1/4 LD50剂量、1/5 LD50各剂量组间对小鼠精子畸

变影响无明显变化，而与环磷酰胺对照组相比差异明

显，表明该受试物小鼠精子无致畸变作用。 

2.3.5  体外哺乳动物细胞染色体畸变试验 

表7 带鱼蛋白亚铁螯合肽的体外哺乳动物细胞染色体畸变试验 

Table 7 Mammalian chromosome aberration test of 

Fe(II)–FPH in vitro 

分组 
小鼠

个数 

观察细胞数

(约) 

染色体畸 

变数（总数） 

畸变率

/% 

空白组 5 200 4 2.00 

S9 5 100 14 14.00 

S9+0.50 mg/mL 5 200 4 2.00 

S9+1 mg/mL 5 200 5 2.50 

S9+2 mg/mL 5 200 5 2.50 

S9+4 mg/mL 5 200 6 3.00 

0.50 mg/mL 5 200 5 2.50 

1 mg/mL 5 200 5 2.50 

2 mg/mL 5 200 6 3.00 

4 mg/mL 5 200 6 3.00 

表7结果显示，受试物经测定后，空白组、S9、

S9+0.50 mg/mL、S9+1 mg/mL、S9+2 mg/mL、S9+4 

mg/mL、0.50 mg/mL、1 mg/mL、2 mg/mL和4 mg/mL

各剂量组对中国仓鼠卵巢细胞（CHO）细胞株染色体

畸变影响无统计学差异，表明该受试物在体外对哺乳

动物细胞染色体无致畸变作用。 

3  结论 

带鱼蛋白亚铁螯合肽能够提高贫血大鼠血红蛋白

（Hb）含量、红细胞数（RBC）等外周血指标，显著

促进大鼠贫血症状的改善。按照《食品安全性毒理学

评价程序和方法》对带鱼蛋白亚铁螯合肽进行了急性

毒性实验、小鼠骨髓微核实验、小鼠精子畸形试验和

体外哺乳动物细胞染色体畸变试，LD50=7454.80 

mg/kg，属于实际无毒性；Ames试验、小鼠骨髓细胞

微核试验、小鼠精子畸形试验、验组与阴性对照组比

较差别无统计学意义。实验证实带鱼蛋白亚铁螯合肽

具有抗贫血的功能，且食品安全性良好，可作为食品

添加剂进一步开发利用。 
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