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乌鳢短肽螯合铁的制备及其结构特性研究 
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摘要：本文研究了乌鳢短肽螯合铁的制备工艺及其结构特性。利用胰蛋白酶水解乌鳢蛋白，通过单因素和响应面实验优化制备

得到螯合率较高的乌鳢短肽螯合铁，并通过氨基酸分析、光谱扫描、电镜扫描对其结构进行了解析。在加酶量 35000 U/g，pH 6.0、

短肽与氯化亚铁质量比 3:1、螯合温度 25 ℃、螯合时间 30 min 的条件下得到螯合率为 84.46%的乌鳢短肽螯合铁。螯合前后氨基酸分

析显示螯合后短肽中天冬氨酸和谷氨酸的含量显著增加，说明酸性氨基酸对亚铁离子有较强的螯合作用。乌鳢螯合铁形成前后紫外、

红外吸收光谱发生明显偏振，肽-铁之间的螯合连接形成，表明短肽的氨基和羧基参与螯合反应。通过电子显微镜表征乌鳢短肽螯合

前后的微观结构差异，表征了螯合铁的特征结构与形成规律，说明短肽与亚铁离子之间存在吸附作用，结构紧密。研究结果将为乌鳢

的高值化利用提供一些理论依据。 
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Abstract: In this study, the preparation process and structural characteristics of the short peptides chelated ferrous ions from channa argus 

were investigated. The short peptides were obtained from channa argus protein by trypsin hydrolysis. Single factor and response surface 

analyses were applied to optimize the preparation of higher chelating rate short peptides chelated ferrous ions from channa argus. Its structure 

was analyzed by means of amino acid analysis, spectral scanning and electron microscopy. The optimal chelating conditions were listed as 

follow: enzyme dosage of 35000 U/g, pH of 6.0, peptides/iron chloride of 3:1 (m/m), chelating temperature of 25 ℃, chelating time of 30 mins. 

The value of the highest chelating rate was 84.46 % at this condition. The amino composition analysis of the short peptides showed that the 

content of aspartic acid and glutamic acid had significantly increased after chelating reaction, suggesting that acid amino acid had stronger 

chelating effect on ferrous ions. Ultraviolet-visible (UV-VIS) spectrum, fourier transform-infrared (FT-IR) spectra were obviously polarized and 

the chelating connection of peptide-iron was formed before and after chelating reaction, suggesting that the amino and carboxyl of the 

short-peptide were involved in chelating reaction. The microstructure  of the short peptides chelated ferrous ions was characterized  by 

scanning electron microscope (SEM), transmission electron microscopy (TEM), suggesting that there was an adsorption effect between the short 

peptide and the ferrous ion, and the structure was close. This study provides some theoretical basis for the high value utilization of the channa 

argus. 
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铁元素在人体内是许多关键酶功能特性所必需的 
元素，在生理代谢、氧转运、蛋白质和 DNA 合成、

免疫功能、细胞分裂和细胞间信号转导等方面也发挥

着重要作用[1,2]。目前，铁缺乏已经成为全球性的问题，

在贫血和神经退行性疾病等方面已包含广泛的临床反

应[1]。如何维持机体铁元素的平衡已成为亟需解决的

问题。有研究表明，可以从膳食中补充铁元素，但是

日常膳食中的植酸、草酸和磷酸等物质会抑制铁的吸

收[3]。而无机铁元素补充剂的生物利用率低，因而，

肽-铁螯合物作为新型的有机铁元素补充剂受到人们

的广泛关注。研究表明，肽-铁螯合物使得铁元素利用

小分子肽在小肠中易吸收的模式提高其生物利用度，

促进铁元素的吸收。郑炯等[4]以 Wistar 品系初断乳大

鼠为缺铁贫血模型，通过比较血红蛋白多肽螯合铁、

葡萄糖酸亚铁和氯化亚铁对改善大鼠缺铁性贫血的效

果，发现螯合铁使大鼠的体重、血红蛋白、红细胞计

数、血清铁水平等显著升高，说明螯合铁具有补铁的

功效；陈乐群等[5]通过断乳 Wistar 雌鼠缺铁贫血模型

研究证实亚铁血红素肽螯合物具有很好的补铁功能，

能促进铁离子的吸收。 
乌鳢(Channa argus)是一种营养价值非常高的底

栖淡水鱼类，其鱼肉中含有多种氨基酸及人体必需的

微量元素钙、磷、铁和维生素，具有去瘀生新、滋补

调养等功效[6]。因肉质鲜美，营养丰富，乌鳢主要以

鲜食为主，其应用研究还很少。因而将高蛋白低脂肪

的乌鳢进行高值化加工利用显得尤为重要。目前，以

乌鳢为原料制备乌鳢螯合铁还未见报道。本研究通过

分析螯合工艺对铁离子螯合率的影响、螯合铁的结构

特征，旨在为乌鳢的高值化利用提供一些理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

1.1.1  原料 
乌鳢购自广州天河区世纪联华超市，挑选大小均

一，鲜活的鱼为实验材料。 
1.1.2  试剂 

胰蛋白酶（牛胰，250 U/mg），购自广州齐云生

物技术有限公司；盐酸、氢氧化钠、无水乙醇、氯化

亚铁、邻菲罗啉、盐酸羟胺、维生素 C、十二水合硫

酸铁铵、醋酸铵，均为分析纯，购自国药集团化学试

剂有限公司。 
1.1.3  仪器 

数显电子分析天平，德国 Sartorius 公司；精密数

显 pH 计，德国 Sartorius 公司；高速冷冻离心机，美

国 Thermo Fisher 公司；真空冷冻干燥机，美国 Laconic
公司；FT-IR 红外光谱仪，美国 Nicolet 公司；S7130
氨基酸全自动分析仪，德国 Siam 公司；Leo-1530vp
场发射电子扫描显微镜，德国 LEO 公司；UV-1800
紫外可见分光光度计，日本岛津公司；JEM2100 透射

显微镜，日本电子株式会社。 

1.2  方法 

1.2.1  乌鳢短肽螯合铁的制备 
参照林慧敏等[7]的方法。 
乌鳢鱼肉→4 倍体积的冰水→匀浆→调 pH 至 8→浸提 60 

min→离心→上清液→调 pH 至 5→离心→沉淀→调 pH 至 7→

鱼肉蛋白→调pH至6.5→胰蛋白酶酶解→离心→中间清夜→加

入抗氧化剂 Vc→按比例加入氯化亚铁→调 pH→振荡反应→醇

沉离心→沉淀→鼓风干燥→乌鳢短肽螯合铁 

1.2.2  螯合率的测定 
采用邻菲罗啉[8]法进行测定。 
标准曲线的绘制：分别吸取铁标准溶液 (10 

μg/mL)，0、2.0、4.0、6.0、8.0、10.0 mL，分别置于

50 mL容量瓶中，依次加入1 mol/L的HC1溶液1 mL，
10%的盐酸羟胺 1 mL，0.12%邻菲罗啉 1 mL，然后加

入醋酸钠溶液 5 mL，用水稀释至刻度，摇匀。以不加

铁的试剂空白溶液作参比液，在 510 nm 波长处测定

吸光度。以铁离子溶度 x(μg/mL)为横坐标，吸光度 y
为纵坐标绘制标准曲线。得到的标准曲线回归方程为

y=0.04x+0.0023，相关系数 R2=0.9997。 
样品测定：取适量的样品置于 100 mL 烧杯中，

加入 2 mL 浓盐酸，待样品完全溶解后，用蒸馏水定

容至 100 mL 容量瓶中。准确吸取 5 mL 样品液于 50 
mL 容量瓶中，按照标准曲线的操作步骤测定吸光度。 
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式中：C，标准曲线上查的样品试液相应的铁含量，μg；

m，样品的质量，g；V1，测定时所取样品试液的体积，mL；

V0，样品处理后的定容体积，mL；m1，螯合物中铁的量，mg；

m0，加入反应体系中铁的量，mg。 

1.2.3  单因素优化工艺研究 
以螯合率为指标，以加酶量、pH 值、短肽与氯化

亚铁质量比、反应时间、反应温度为考察因素，设定

基本条件为加酶量 35000 U/g、pH 6.0、质量比 3:1、
时间 30 min、温度 25 ℃，改变其中一个条件，固定

其他条件（其中氯化亚铁含量为 0.1 g），考察各因素
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对螯合率的影响。 
1.2.4  响应面优化工艺研究 

在单因素试验的基础上，选取 pH 值、质量比、

加酶量为试验因素，以螯合率为评价指标，根据

Box-Benhnken 方法进行响应面试验（参见表 1）。 

190 

表1 因素水平表 

Table 1 Factors and levels of orthogonal test 

自变量因素 编码 
编码水平 

-1 0 1 

pH X1 5 6 7 

质量比 X2 1:1 3:1 5:1 
加酶量/(U/g) X3  25000 35000 45000 

1.2.5  螯合铁的结构分析 
氨基酸组成分析：采用 GB/T 5009.124-2003 法； 
紫外光谱扫描分析：将短肽和螯合铁分别配制成

1 mg/mL 水溶液，室温下测定其紫外吸收光谱，扫描

范围为 190~400 nm； 
红外光谱扫描分析：将短肽和螯合铁分别与溴化

钾充分研磨压片，室温下扫描其红外光谱，扫描范围

为 400~4000 cm-1； 
扫描电镜分析：将短肽和螯合铁粉末均匀涂在样

盘双面胶上，喷金镀膜处理后，利用 Leo-1530vp 场发

射型电子扫描显微镜进行研究； 
透射电镜分析[9]：取一定量短肽和螯合铁样品，

制成 1 mg/mL 的溶液，吸取 1 μL 样品滴加在载有碳

膜的铜网上，常温下自然晾干，于 JEM2100 透射显微

镜下，观察其形态。 

1.3  统计方法 

每次试验设 3 个平行，结果取平均值。数据采用

SPSS、Design-Expert 软件进行统计分析，并采用

Duncan 法进行多重比较。采用 Origin 软件进行画图。 

2  结果与讨论 

2.1  不同单因素对乌鳢短肽螯合率的影响 

表2 各单因素对螯合率影响的显著性分析 

Table 2 The significant analysis of the effect of single factor on the chelating rate 

加酶量/(U/g) 螯合率/%  pH 值 螯合率% 质量比 螯合率/% 

15000 60.48±0.0063c  4 55.44±0.0094b 1:1 60.85±0.0035c 

25000 73.81±0.0051d  5 63.39±0.0066d 3:1 76.62±0.016d 

35000 79.54±0.0062e  6 78.44±0.0073e 5:1 58.21±0.0026c 

45000 54.13±0.012b  7 60.74±0.0056c 7:1 48.70±0.0082b 
55000 47.49±0.0095a  8 33.43±0.0057a 9:1 41.31±0.0051a 

时间/min 螯合率/%  温度/℃ 螯合率/% 

10 70.24±0.0086a  25 75.68±0.0083b 

30 75.36±0.0084c  30 71.84±0.0041a 

50 73.22±0.014bc  35 74.41±0.0088b 

70 72.09±0.0052ab  40 72.58±0.0087a 
90 74.25±0.0059bc  45 71.25±0.0082a 

注：表中同列不同字母表示组间差异显著（p<0.05）。

           (3)
323121

2
3

2
2

2
1321 78.616.060.845.912.1646.523.257.051.245.85 XXXXXXXXXXXY +++−−−−−+=

由表 2 可知，乌鳢短肽螯合铁的螯合率随着加酶

量的增加，呈现先增加后下降的趋势，在 35000 U/g
时达到最大值 79.54%，且与其他组存在显著差异。随

着 pH 值的升高，螯合率逐渐增加，当 pH 为 6.0 时，

螯合率达到最大值 78.44%，与其它组存在极显著差

异。质量比对螯合率的影响较大，随着质量比的增加，

螯合率先增加后降低，在质量比为 3:1 时，螯合率达

到最高，且与其它组存在显著差异。反应时间和反应

温度对螯合率的影响不大。25 ℃是最佳螯合温度，此

时螯合率达到最高值 75.68%；反应时间为 30 min，螯

合率达到最高值 75.36%。 

2.2  响应面优化分析 

试验具体设计组合、试验值和软件预测值见表 3，
得到螯合率 Y 对自变量 pH（X1）、质量比（X2）、加

酶量（X3）的二次多元回归方程，见公式 3。 
由表 4 知，总决定系数 R2=0.9965，R2

adj=0.9920，
表明自变量与响应值之间线性关系显著。回归方程达

到极显著水平（p<0.01），表明不同条件下螯合率的差

异显著性。失拟项不显著（p>0.05），表明该方程对实
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验数据拟合较好。各项系数的显著性分析表明，因素

1X1、X3的对螯合率的影响极显著（p<0.01），二次项

X1
2、X2

2、X3
2都极显著，交互项中 X1X2、X2X3极显

著。三个因素中 pH 和加酶量对螯合率有极显著影响，

且 pH 值>加酶量。考虑到实际操作的可行性，将得到

的最佳螯合条件 pH 6.25、质量比 3.1:1、加酶量

33933.14 U/g 校正为 pH 6.0、质量比 3:1、加酶量 35000 
U/g，在此条件下，螯合率的理论值达到 86.24%。经

实验验证，最优条件下的螯合率为 84.46%，与理论值

的相对误差不大，说明该模型进行预测可行。 
表3 响应面实验方案及实验结果表 

Table 3 The response surface experiment schemes and 

experiment results 

实验号 X1 X2 X3 Y 螯合率/% 

1 0 0 0 84.56 

2 1 0 1 71.98 

3 0 0 0 85.78 

4 0 0 0 86.34 

5 0 -1 1 50.54 

6 0 0 0 85.34 

7 -1 1 0 52.29 

8 0 0 0 85.23 

9 -1 0 1 65.42 

10 -1 -1 0 71.67 

11 0 1 -1 55.67 

12 -1 0 -1 69.43 

13 1 0 -1 75.34 

14 1 -1 0 58.27 

15 0 -1 -1 69.32 

16 0 1 1 64.00 
17 1 1 0 73.29 

 

表4 回归方程的方差分析 

Table 4 The variance analysis of regression equation 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著性 

X1 50.35061 1 50.35061 43.63340555 0.0003 ** 

X2 2.587812 1 2.587812 2.242575943 0.1779 

X3 39.69405 1 39.69405 34.3985206 0.0006 ** 

X1
2 125.2927 1 125.2927 108.5776027 < 0.0001 ** 

X2
2 1093.445 1 1093.445 947.5701218 < 0.0001 ** 

X3
2 376.2095 1 376.2095 326.0199007 < 0.0001 ** 

X1X2 295.84 1 295.84 256.3723867 < 0.0001 ** 

X1X3 0.105625 1 0.105625 0.091533712 0.7710 

X2X3 183.738 1 183.738 159.2257842 < 0.0001 ** 

模型 2313.962 9 257.1069 222.806622 < 0.0001 ** 

残差 8.077625 7 1.153946 

失拟 6.324025 3 2.108008 4.808413169 0.0817 

纯误差 1.7536 4 0.4384 
总和 2322.04 16 

注：*显著水平为 0.05；**极显著水平为 0.01。 

2.3  螯合铁的氨基酸组成成分分析 

乌鳢短肽与螯合铁的氨基酸组成分如表 5 所示。

从表 5 可以看出，乌鳢短肽与螯合铁中 Glu、Asp 含

量较高，但是与短肽相比螯合铁中 Asp 和 Glu 的含量

增加。 
这说明酸性的Asp 和Glu 与亚铁离子有较强的结

合能力，可能是因为这两种氨基酸侧链基团上的羧基

与亚铁离子发生更多的螯合[10]。高菲等[11]也证实海洋

鱼骨胶原肽与钙离子螯合后，其Asp 和Glu 含量增加，

说明 Asp 和 Glu 螯合钙离子的能力强。 

表5 短肽和螯合铁的氨基酸组成 

Table 5 Amino acid compositionof short peptide and chelating 

iron 

氨基酸 短肽/(mg/g) 螯合铁/(mg/g) 

天冬氨酸（Asp） 2.95 5.38 

苏氨酸（Thr） 1.26 1.50 

丝氨酸（Ser） 1.35 1.60 

谷氨酸（Glu） 3.35 4.78 

甘氨酸（Gly） 1.08 1.26 

丙氨酸（Ala） 1.46 1.61 

转下页
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半胱氨酸（Cys） 0.00 0.89 

缬氨酸（Val） 1.9 2.24 

甲硫氨酸（Met） 0.45 0.99 

异亮氨酸（Ile） 1.08 1.29 

亮氨酸（Leu） 2.06 2.49 

酪氨酸（Tyr） 1.86 2.10 

苯丙氨酸（Phe） 0.9 1.31 

赖氨酸（Lys） 2.23 2.13 

组氨酸（His） 1.17 1.26 

精氨酸（Arg） 1.23 1.12 

脯氨酸（Pro） 0.00 0.00 

总氨基酸量 24.33 31.95 
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注：由于酸水解导致 Trp 被破坏，所以未能检测到 Trp。 

2.4  螯合铁的光谱分析 

 
图1 紫外光谱图 

Fig.1 UV-VIS spectra 

 
图2 红外光谱图 

Fig.2 FT-IR spectrum 

图 1 显示，短肽的特征吸收峰在 273.8 nm，螯合

铁的最大吸收峰在 332.2 nm，说明与亚铁离子螯合后

的短肽，其最大吸收峰发生红移，且吸收强度增加。

表明短肽与亚铁离子作用后形成了新的物质，其产生

电子跃迁的能量与短肽的不同，因而其吸收光的波长

不同[12]，这初步证实了短肽与亚铁离子之间发生了螯

合反应。 

图 2 中发现，短肽由于氨基的伸缩振动、变角振

动和羧基的伸缩振动产生的吸收峰在与亚铁离子螯合

后，发生明显的位移，其吸收强度也发生改变[13]。短

肽在 3290.45 cm-1处具有吸收峰，表明有-NH2存在；

在 1649.10 cm-1处具有吸收峰，说明有 C=O 的存在，

而-COO-的吸收峰在 1542.05 cm-1处；由 NH3+变角振

动引起的吸收峰在 1078.18 cm-1处；由 N-H 的面外变

形振动产生的吸收峰在 542.94 cm-1处。短肽与亚铁离

子螯合后，氨基的吸收峰移动至 3299.13 cm-1处，强

度也发生改变；而 C=O 的吸收峰、-COO-的吸收峰分

别移动至 1651.97 cm-1、1534.32 cm-1；另外，NH3+变

角振动引起的吸收峰以及由 N-H 的面外变形振动产

生的吸收峰，螯合后分别移动至 1039.60 cm-1、至

595.98 cm-1处。这说明，与亚铁离子发生配位的基团

可能是-NH2、C=O、-COO-、NH3+和 N-H。 

2.5  螯合铁的微观结构 

 
图3 短肽和螯合铁扫描电镜图 

Fig.3 SEM images of short peptide and chelating iron 

注：a-2000×短肽；b-30000×短肽；c-2000×螯合铁；d-30000×

螯合铁。 

 
图4 短肽和螯合铁透射电镜图 

Fig.4 TEM images of short peptide and chelating iron 

注：a-10000×短肽；b-30000×短肽；c-10000×螯合铁；

d-30000×螯合铁。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.1 

193 

2 k 和 30 k 倍数下的短肽电镜图（图 3）发现，短

肽表面光滑，有均匀分布的裂纹，可能是短肽在电镜

真空环境下失水干燥留下的痕迹[14]。而 2 k 倍数下的

螯合铁电镜图中发现，螯合铁表面不平整，有孔状结

构，30 k 倍数下的螯合铁电镜图中发现螯合铁颗粒是

交织的团状结构，可能是短肽与亚铁离子反应后，吸

附了一定的铁晶体[15]。 
短肽与螯合铁的透射电镜图（图 4）发现，短肽

呈圆球状，聚集在一起，分散比较均匀；而螯合铁也

呈圆球状，聚集更加密集，但边界分布不清，较模糊，

分散不均匀。这说明，短肽与亚铁离子螯合后，短肽

与亚铁离子结合更加紧密，聚集度更高。 

3  结论 

3.1  目前，关于螯合物的研究有很多，螯合工艺条件

很成熟，蔡冰娜等[16]通过响应面法优化鳕鱼皮胶原蛋

白肽与氯化亚铁的螯合工艺，得到螯合率为 37.31%的

鳕鱼皮胶原蛋白肽螯合铁；林慧敏等[17]采用二次正交

旋转组合设计优化了复合酶解带鱼下脚料蛋白制备亚

铁螯合多肽的工艺，得到螯合率为 82.31%的带鱼下脚

料蛋白肽螯合铁。但是以乌鳢为原料制备乌鳢短肽螯

合物的研究鲜有报道。本研究选用乌鳢鱼肉为原料，

通过响应面实验优化工艺条件，得到乌鳢短肽螯合铁

的最优方案：以 35000 U/g 的加酶量加入胰蛋白酶得

到短肽，再以质量比为 3:1 加入短肽和氯化压铁，于

pH 6.0 的条件下，40 ℃水浴螯合 30 min，在此条件下

制备乌鳢短肽螯合铁螯合率为 84.46%。 
3.2  通过对短肽和螯合物结构的分析比较，不仅证实

了短肽与金属离子发生螯合反应，还解决了螯合物的

化学键问题，并分析了螯合物的反应基团[18]。本研究

中通过对螯合前后氨基酸组分分析，发现螯合铁中

Asp 和 Glu 含量较短肽增加，说明 Asp 和 Glu 的侧链

基团上的羧基是短肽与亚铁离子的结合位点。螯合前

后的光谱分析发现，短肽的特征吸收峰的强度和位置

都发生偏移，说明短肽的-NH2、C=O、-COO-、NH3+

和 N-H 等基团与亚铁离子发生配位反应。扫描电子显

微镜和透射电子显微镜则揭示了短肽与螯合物的微观

结构，表明短肽与亚铁离子之间还存在吸附作用，并

且结合紧密。 
3.3  本研究初步探究了乌鳢短肽与亚铁离子的螯合

工艺，并分析了螯合物的结构特征。但是，关于短肽

铁螯合物的生物活性、构效关系等还需要进一步的探

究。另外，短肽铁螯合物作为新型的亚铁离子补充剂，

其吸收特性、安全性和稳定性等也需要进一步深入探

究。 
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