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摘要：以棘胸蛙腿部肌肉为研究材料，利用木瓜蛋白酶和酸性蛋白酶两种酶，以成品率和水解度为指标，通过单因素结合响应

面分析的方法优化棘胸蛙水解物的酶解工艺，同时对棘胸蛙水解物抗氧化能力进行研究。结果表明，棘胸蛙水解物经木瓜蛋白酶和酸

性蛋白酶的最佳酶解条件为：在各酶最适 pH 和温度的条件下，料液比为 1:15（g/mL）、酶解时间 4 h、加酶量为 2%（m/m）；该工艺

条件下，棘胸蛙水解物的水解度分别为 19.23%、23.51%，成品率分别为 22.66%、15.32%，清除 DPPH 自由基的 IC50值分别为 2.61、

2.95 mg/mL，清除 ABTS+自由基的 IC50值分别为 3.46、3.20 mg/mL，清除羟基自由基的 IC50值分别为 8.20、9.23 mg/mL。综上，通

过响应面法优化的棘胸蛙水解物酶解工艺方便可行，制备得到的水解物具有较强抗氧化活性，为棘胸蛙资源的开发提供了理论基础。 
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Abstract: The leg muscles of Quasipaa spinosa were enzymatically hydrolyzed using papain and acid protease to prepare hydrolysates. 

With the yield and degree of hydrolysis as indicators, the enzymatic hydrolysis process of Q. spinosa was optimized using single factor analysis 

combined with response surface methodology, and the antioxidant activity of the obtained Q. spinosa hydrolysates was evaluated. The optimal 

enzymatic hydrolysis conditions of Q. spinosa muscles using papain and acid protease were as follows: under the optimal pH and temperature 

for each enzyme, the solid-liquid ratio was 1:15, hydrolysis time was 4 h, and enzyme concentration was 2%. Under these process conditions, 

the degree of hydrolysis of Q. spinosa muscles obtained with papain and acid protease treatment was 19.23% and 23.51%; yield was 22.66% 

and 15.32%; IC50 values for DPPH free radical scavenging were 2.61 and 2.95 mg/mL; IC50 values for ABTS+ radical scavenging were 3.46 and 

3.20 mg/mL; and IC50 values for hydroxyl radical scavenging were 8.20 and 9.23 mg/mL, respectively. In summary, the enzymatic hydrolysis 

process of Q. spinosa muscles optimized using response surface methodology is convenient and feasible, and the obtained hydrolysates exhibit 

potent antioxidant activity. These findings provide a theoretical basis for the development of Q. spinosa resources. 
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棘胸蛙（Quasipaa spinosa）又名石蛙、石蛤等，

是我国独有的大型蛙种，被称为中国“四大山珍”之一[1]。 

有研究发现，棘胸蛙肌肉中的蛋白质含量为 19.07%，

脂肪仅占 0.26%
[2]。此外，棘胸蛙肌肉和蛙皮中富含

钙、磷、铁等微量元素[3,4]。目前，棘胸蛙的销售以活

蛙为主，市面上尚缺乏对棘胸蛙的精深加工与利用，

国内外研究人员主要围绕棘胸蛙的养殖技术[5]、个体

发育[6]、疾病防治[7]、食性[8]和生物学特征[9]等方面展

开研究。为进一步开发高值化产品，扩宽棘胸蛙产品

销售渠道，实现棘胸蛙产业链的延长以及可持续 

发展[10]。 

肽类是一种易被人体吸收的物质，具有增强机体

免疫功能、延缓衰老和抗癌等功效，可应用于功能性

食品中，前景广阔。制备水解物的常用手段有化学合

成法[11]、酶解法[12]和微生物发酵法[13,14]等，其中，酶

水解法具有条件温和、安全无毒、工艺简单、成本低、

效率高等优势，已成为制备生物活性肽的常用手段。

Kholoud 等[15]选用三种蛋白酶对骆驼奶进行酶解，研

究结果表明木瓜蛋白酶的酶解产物具有较强的抑制脂

质过氧化和抗氧化能力。汪超等[16]发现利用酸性蛋白

酶与瑞士乳杆菌对酪蛋白发酵，显著提高水解物的产

量。已有研究[17,18]从棘胸蛙皮肤上分泌的抗菌肽克隆

出 4 条 cDNA，并发现 Spinosan-D 对 E. coli DH5 具有

良好的抑制活性[19]，Spinosan-C 对大肠杆菌 TG1 菌株

和枯草芽孢杆菌的生长也具有一定的抑制作用[20]。 

本文重点以棘胸蛙肌肉为研究材料，利用酶解的

方式得到棘胸蛙水解物，通过单因素实验和响应面法

筛选出最佳酶解工艺，并且验证其抗氧化活性，为生

产棘胸蛙的高值化产品提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

棘胸蛙由福建省健丰生物科技有限公司提供；木

瓜蛋白酶（200 U/mg）、酸性蛋白酶（200 U/mg）购

自夏盛（北京）生物科技有限公司；氢氧化钠、盐酸、

甲醛、尿素、十二烷基硫酸钠购自国药集团化学试剂

有限公司。 

DENVER UB-7 pH 计，购自北京赛多丽丝科学仪

器有限公司；5810R 高速离心机，购自艾本德中国有

限公司；DK-8D 恒温水浴锅，购自金坛区金城海澜仪

器制造厂；ME 203 电子天平，购自梅特勒托利多仪

器有限公司；FD-ID-50 冷冻干燥机，购自北京博医康

实验仪器有限公司；UDK 132 自动凯氏定氮仪，购自

意大利唯意朴公司；SX 2-10-13 马弗炉，购自上海石

研电炉有限公司；Synergy H1MF 多功能酶标仪，购自

百泰克生物技术有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  棘胸蛙水解物与水提物的制备 

参照张正哲[21]的方法，并稍做修改。取适量的棘

胸蛙肌肉，按料液比 1:15（g/mL），加入超纯水进行

均质，调节溶液至各酶适宜的 pH，分别加入适量的蛋

白酶（木瓜蛋白酶、酸性蛋白酶），混匀后置于各酶最

适温度下酶解 4 h 后，沸水浴灭酶，待冷却后，离心

（4 ℃、10 000 r/min、10 min），取上清，置于-80 ℃

冷冻 12 h 后，冷冻干燥 48 h 后即得棘胸蛙水解物冻干

粉。水提物冻干粉除不加酶外，其余步骤与棘胸蛙水

解物相同。 

1.2.2  水解度与成品率的测定 

1.2.2.1  水解度的测定 

采用甲醛滴定法[22]。取 5 mL 酶解液到 100 mL 的

容量瓶中，用去离子水定容至刻度线。准确量取 20 mL

的溶液置于烧杯中，再加入 60 mL 的去离子水，将溶

液放置到磁力搅拌器上混匀，插入 pH 计。先用 

0.05 mol/L 的 NaOH 标准溶液滴定至 8.2，再加入 36%

甲醛溶液 10 mL，混匀后接着用 0.05 mol/L 的 NaOH

标准溶液滴定至 9.2，记录 pH 值从 8.2 到 9.2 消耗溶

液的体积。 

氨基酸态氮的计算公式如下： 

 1 2 0.014
100%

5

C V V
N

  
                （1） 

式中： 

N——氨基氮含量，%； 

V1——第二次消耗 NaOH 标准溶液的体积，mL； 

V2——以去离子水代替样品消耗NaOH标准溶液的体积，mL； 

C——NaOH 浓度，mol/L； 

0.014——氮的毫摩尔质量，mg/mol。 

水解度计算公式如下： 

100%
m

DH
M

                              （2） 

式中： 

DH——水解度，%； 

m——蛋白水解液氨基氮质量，mg； 

M——样品总氮含量，mg。 

1.2.2.2  成品率的测定 

选择木瓜蛋白酶、酸性蛋白酶对棘胸蛙肌肉进行

酶解。成品率的计算公式如下： 

1

2

100%
M

P
M

                                （3） 
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式中： 

P——成品率，%； 

M1——棘胸蛙肌肉水解物冻干粉的质量，mg； 

M2——棘胸蛙肌肉鲜重的质量，mg。 

1.2.3  单因素试验 

相关研究报道表明[23]，蛋白酶解过程受酶添加

量、料液比、酶解时间与温度的影响。以棘胸蛙肌肉

为研究对象，选择料液比、酶解时间、酶解 pH、酶解

温度和加酶量进行单因素实验。各因素考察水平如下：

料液比（g/mL）选择 1:10、1:15、1:20、1:25、1:30、

1:35、1:40，7 个水平；酶解 pH 选择 1、2、3、4、5、

6、7、8、9、10、11、12，12 个水平；酶解温度（℃）

选择 10、20、30、40、50、60、70、80，8 个水平；

酶解时间（h）选择 1、2、3、4、5、6、7、8，8 个水

平；加酶量（%，m/m）选择 0.5、1、1.5、2、2.5、3，

6 个水平分别进行单因素实验。以水解物的成品率为

指标，确定最佳的料液比、酶解时间、酶解 pH、酶解

温度和加酶量。在同一条件下，两种酶进行 t 检验， 

*P＜0.05 表示组间差异显著，**P＜0.01 表示组间差

异极显著。 

1.2.4  响应面试验 

根据单因素实验结果，以棘胸蛙水解物水解度为

响应值，选择加酶量、酶解时间、酶解温度和 pH 进

行四因素三水平的响应面法优化实验设计，确定棘胸

蛙水解物的最佳酶解工艺条件，四因素分别编码 A、

B、C、D，三水平分别用-1、0、1 表示。 

1.2.5  抗氧化活性的测定 

1.2.5.1  DPPH 自由基清除能力的测定 

参照 Luo 等[24]的方法，并稍做修改。用 95%乙醇

溶液配置 0.1 mmol/L DPPH 溶液。取 100 μL 不同浓度

的酶解物样液加入 96孔板中，再加入 100 μL的DPPH

溶液中，混匀避光反应 30 min，在 517 nm 处测定吸

光值。以抗坏血酸 Vc 作为阳性对照（A0），超纯水为

空白对照，95%乙醇为样品对照，计算公式如下： 

1 2
1

0

1 100%
A A

R
A

 
   
 

                      （4） 

式中： 

R1——DPPH 自由基清除率，%； 

A1——样品组吸光值； 

A2——样品对照组吸光值； 

A0——空白对照组吸光值。 

1.2.5.2  总抗氧化能力的测定 

参照 Alqahtani 等[25]的方法，并稍做修改。将     

7 mmol/L ABTS 溶液和 2.45 mmol/L 过硫酸钾溶液按

照 1:1 等量混合配置成原液，避光放置 12~16 h 后，

用蒸馏水稀释原液获得 ABTS 工作液，使其在 734 nm

的吸光度值在 0.7~0.9 之间。在 96 孔板中依次加入  

160 µL ABTS
+和 40 µL 不同浓度样品溶液，避光静置

6 min，以 Vc 作为阳性对照，在 734 nm 处测定吸光度

值（As）；以超纯水为空白对照（Ac），样品清除率计

算公式如下： 

2

s
1 100%

c

A
R

A

 
   
 

                        （5） 

式中： 

R2——ABTS+·清除率，%； 

As——样品组吸光度值； 

Ac——空白对照组吸光度值。 

1.2.5.3  羟基自由基清除能力的测定 

参照刘存芳等[26]的方法，并稍做修改。取 50 µL

水杨酸（10 mmol/L）、50 µL 盐酸（2.5 mmol/L）、50 µL

硫酸亚铁（2.5 mmol/L）、50 µL 过氧化氢（10 mmol/L）

和 50 µL 不同浓度的样品依次加入 96 孔板中，振荡混

匀，37 ℃反应 30 min 后，测定 510 nm 波长处吸光度

值（A4）；以超纯水为空白对照（A3），超纯水代替过

氧化氢为样品对照（A5），样品羟基自由基清除率的

计算公式如下： 

4 5
3

3

1 100%
A A

R
A

 
   
 

                      （6） 

式中： 

R3——羟基自由基清除率，%； 

A4——样品组吸光度值； 

A5——样品对照组吸光度值； 

A3——空白组吸光度值。 

1.2.5.4  总还原能力 

根据 Öztaşkin 等[27]的方法测定样品总还原能力。

称取铁氰化钾、三氯化铁和三氯乙酸，分别溶于超纯

水中，配制成 1%铁氰化钾溶液、10%三氯乙酸溶液和

0.1%氯化铁溶液，避光储存。取 1 mL 不同浓度的待

测样液，加入2.5 mL PBS缓冲液（pH值6.6，0.2 mol/L）

和 1 mL 1%铁氰化钾溶液。于 50 ℃水浴锅中加热   

20 min 后，加入 2 mL 10%三氯乙酸和 1.2 mL 0.1%氯

化铁溶液终止反应，避光静置反应 20 min 后于 700 nm 

处测定吸光值。以 Vc 作为阳性对照。 

1.2.6 统计学分析 

采用 SPSS 17.0 软件对数据进行相关性和显著

性分析，用单因素方差分析比较组间差异。*P＜0.05

表示组间差异显著，**P＜0.01 表示组间差异极显

著，数据以平均值±标准差来表示，每个实验独立重

复三次。 
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2  结果与分析 

2.1  单因素实验结果 

在不同料液比、pH 值、温度和酶解时间下，分别

选用木瓜蛋白酶酶和酸性蛋白酶对棘胸蛙肌肉进行酶

解处理。结果显示，当料液比从 1:10（g/mL）到 1:15

（g/mL）时，棘胸蛙水解物的提取率均呈上升趋势，

当料液比继续增大，成品率趋于平缓，这可能是由于

在棘胸蛙酶解体系中水的增加以及底物浓度的下降，

底物分子与酶的结合的可能性降低，使得酶促反应下

降，酶解效率降低（图 1a）。随 pH 值的增加，木瓜蛋

白酶和酸性蛋白酶在 pH值分别为 7.0和 3.0时达到最

大值。随着 pH 值的继续增加，棘胸蛙水解物的成品

率降低，可能是 pH 值过高时，使酶活性受限，酶解

速度下降，成品率随之下降（图 1b）。当酶解时间为 

4 h 时，两种蛋白酶酶解水解物的成品率均达到最高。

这说明酶解 4 h 可使底物与蛋白酶充分反应（图 1c）。

棘胸蛙水解物的成品率随温度升高而逐渐增加而后下

降，在 50 ℃达到最高值。成品率升高表明温度的升

高加速了反应体系中物质的运动，成品率降低表明过

高的温度导致酶活降低，酶解效率降低（图 1d）。随

着加酶量的增加，棘胸蛙水解物的成品率呈先增加后

平缓的趋势，表明加酶量的增大同时也增大了酶与底

物的接触面积，从而加速酶解反应的进程，成品率趋

于平缓，可能时因为加酶量达到饱和，底物与酶已结

合完全（图 1e）。 

 

 

 

 

 

图1 不同酶解条件下棘胸蛙水解物的成品率 

Fig.1 The Q. spinosa hydrolysates yield on different enzymatic 

hydrolysis conditions 

注：a：料液比；b：酶解 pH；c：酶解时间；d：酶解温

度；e：加酶量。 

综上所述，选择木瓜蛋白酶酶解时，选择料液比

1:15（g/mL）、pH 值 7.0、加酶量 2%、温度 50 ℃、酶

解时间 4 h 作为响应面优化的基础；使用酸性蛋白酶酶

解时选择料液比 1:15（g/mL）、pH 值 3.0、加酶量 2%、

温度 50 ℃、酶解时间 4 h 作为响应面优化的基础。 

2.2  响应面优化结果 

2.2.1  响应面试验设计结果与方差分析 

在单因素实验的基础上，为优化提取棘胸蛙水解

物的最优酶解工艺条件，以加酶量、酶解温度、酶解

时间、pH 值为自变量，以水解度为响应值，进行四因

素三水平的响应面法优化实验设计。将各因素按照 

表 1 采用 Design-Expert 实验设计软件对数据进行拟
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合，两种蛋白酶各设计了 29 组试验。根据各项的回归

系数建立回归模型，二次多项回归方程如表 2 所示。 

两种蛋白酶酶解的棘胸蛙水解物的方差分析结果

如表 3 和表 4 所示。两种棘胸蛙水解物的模型 P 值分

别为 0.000 8、0.000 2，表明二者的二次多项回归方程

模型显著。木瓜蛋白酶的二次项系数 A
2、B

2、C
2 和

D
2都有极显著性影响（P＜0.01）；酸性蛋白酶的二次

项系数 A
2、B

2、C
2和 D

2都有极显著性影响（P＜0.01），

线性系数 D 呈显著水平（P＜0.05）。此外，从表中可

知两种水解物的失拟项与纯误差之间的关系均为不显

著，说明失拟因素不存在，可以使用二次多项回归方

程分析试验结果。 

表1 响应面因素水平表 

Table 1 Factors and levels of response surface methodology 

酶种类 水平 
因素 

A：加酶量/% B：酶解时间/h C：酶解温度/℃ D：pH 值 

木瓜蛋白酶 

-1 1.5 3 45 6.5 

0 2.0 4 50 7.0 

1 2.5 5 55 7.5 

酸性蛋白酶 

-1 1.5 3 45 2.5 

0 2.0 4 50 3.0 

1 2.5 5 55 3.5 

表2 二次多项回归方程 

Table 2 Quadratic regression equation 

酶种类 二次多项回归方程 R2 

木瓜蛋白酶 
水解度（%）=18.75-0.28A-0.24B-1.56C-0.080D-0.36AB-1.08AC+0.36AD 

-2.16BC+2.28BD+0.24CD-6.19A2-4.57B2-3.55C2-7.81D2 
0.862 2 

酸性蛋白酶 
水解度（%）=33.37+0.61A-1.18B+1.61C+2.67D+2.68AB-2.32AC+0.33AD 

-2.71BC-0.58BD-1.58CD-7.85A2-5.27B2-7.02C2-8.39D2 
0.890 2 

表3 木瓜蛋白酶响应面方差分析结果 

Table 3 Papain response surface variance analysis results 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 666.58 14 47.61 6.25 0.000 8 ** 

A-加酶量 0.94 1 0.94 0.12 0.730 0  

B-酶解时间 0.69 1 0.69 0.091 0.767 2  

C-酶解温度 29.30 1 29.30 3.85 0.070 0  

D-pH 0.077 1 0.077 0.010 0.921 3  

AB 0.52 1 0.52 0.068 0.797 6  

AC 4.68 1 4.68 0.61 0.446 0  

AD 0.52 1 0.52 0.068 0.797 6  

BC 18.72 1 18.72 2.46 0.139 1  

BD 20.86 1 20.86 2.74 0.120 1  

CD 0.23 1 0.23 0.030 0.864 2  

A2 248.53 1 248.53 32.65 <0.000 1 ** 

B2 135.31 1 135.31 17.77 0.000 9 ** 

C2 81.55 1 81.55 10.71 0.005 6 ** 

D2 395.90 1 395.90 52.01 <0.000 1 ** 

残差 106.57 14 7.61    

失拟项 95.48 10 9.55 3.44 0.056 8 不显著 

纯误差 11.09 4 2.77    

总误差 773.15 28     
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表4 酸性蛋白酶响应面分析结果 

Table 4 Results of acid protease response surface analysis 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 1 115.52 14 79.68 8.11 0.000 2 ** 

A-加酶量 4.40 1 4.40 0.45 0.514 0  

B-酶解时间 16.76 1 16.76 1.71 0.212 6  

C-酶解温度 31.17 1 31.17 3.17 0.096 6  

D-pH 85.49 1 85.49 8.70 0.010 5 * 

AB 28.68 1 28.68 2.92 0.109 6  

AC 21.58 1 21.58 2.20 0.160 5  

AD 0.43 1 0.43 0.044 0.837 5  

BC 29.32 1 29.32 2.98 0.106 0  

BD 1.35 1 1.35 0.14 0.716 8  

CD 9.99 1 9.99 1.02 0.330 5  

A2 399.54 1 399.54 40.67 <0.000 1 ** 

B2 180.29 1 180.29 18.35 0.000 8 ** 

C2 319.84 1 319.84 32.56 <0.000 1 ** 

D2 456.13 1 456.13 46.43 <0.000 1 ** 

残差 137.52 14 9.82    

失拟项 114.71 10 11.47 2.01 0.261 3 不显著 

纯误差 22.81 4 5.70    

总误差 1 253.05 28     

 

 

 

图2 木瓜蛋白酶因素间相互作用的响应面图 

Fig.2 Response surface diagram of interaction between papain 

factors 

为了进一步分析各因素对响应值的影响，绘制了

响应面图。响应面可直观表现出各因子对响应面的影

响趋势，响应面图中曲线越陡，说明该因素的影响越

大，曲线越平滑，则影响越小。从图 2 可以看出，响

应面在酶解温度方向等高线密集，这说明用木瓜蛋白

酶酶解时酶解温度这个因素对棘胸蛙水解物的水解度

影响显著，响应面在其他因素上比较稀疏，说明其他

三个因素对棘胸蛙水解度影响相对较弱；从图 3 可以

看出响应面在 pH 值方向陡峭，等高线密集，这说明

用酸性蛋白酶酶解时 pH 值对棘胸蛙水解物的水解度

影响显著，故含有这几个因素的曲面相对较陡峭，而

其他曲面较为平滑。与方差分析结果一致。 
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图3 酸性蛋白酶因素间相互作用的响应面图 

Fig.3 Response surface diagram of interaction between 

acid protease factors 

2.2.2  棘胸蛙水解物最佳酶解条件确定 

利用 Design-Expert 8.0.6 软件对各因素进行多元

回归拟合，得到二次多项回归方程和方差分析。分析

得出木瓜蛋白酶最终酶解条件为：加酶量 2.00%、pH

值 6.99、温度 48.85 ℃、酶解时间 4.03 h、料液比 1:15

（g/mL）、水解度为 18.93%。将木瓜蛋白酶的工艺参

数加酶量调整为 2.00%，pH 值为 7.00，温度为 50.0 ℃，

酶解时间为 4.00 h，料液比为 1:15（g/mL），在此工艺

测定的水解度为 18.26%。分析得出酸性蛋白酶最终酶

解条件为：加酶量 2.37%、pH 值 3.09、温度 49.7 ℃、

酶解时间 4.53 h、料液比 1:15（g/mL）、水解度为

29.72%。将酸性蛋白酶的工艺参数加酶量调整为

2.00%，pH 值为 3.00，温度为 50.0 ℃，酶解时间为

4.00 h，料液比为 1:15（g/mL），在此工艺测定的水解

度为 33.37%。实际条件下的水解度与理论条件下的水

解度较为接近，表明模型具有较高的相关度和可信度，

能体现水解物水解度与酶解条件之间的关系，因此可

通过该模型确定棘胸蛙水解物的最佳酶解工艺，并可

应用于棘胸蛙肌肉水解物制备的实际生产中。 

2.3  不同蛋白酶处理下棘胸蛙水解物的水解

度和成品率 

表5 最佳酶解条件下提取水解物的水解度和成品率 

Table 5 Hydrolysis degree and yield of extracted hydrolysates 

under the optimal enzymatic hydrolysis conditions 

项目 水解度/% 成品率/% 

水提物 14.10±0.52a 12.15±0.59a 

木瓜蛋白酶 19.23±1.48b 22.66±0.72b 

酸性蛋白酶 23.50±0.86c 15.32±0.33c 

注：同列不同小写字母表示差异显著。 

在木瓜蛋白酶、酸性蛋白酶最佳酶解条件下对棘

胸蛙肌肉的进行酶解，各水解物的水解度和成品率如

表 5 所示。两种蛋白酶酶解的棘胸蛙水解物与水提物

相比，水解度和成品率都显著提高，其中，酸性蛋白

酶酶解的水解物的水解度更高，而木瓜蛋白酶酶解的

成品率更高。 

2.4  棘胸蛙水解物体外抗氧化结果 

 

 

 

 

图4 棘胸蛙水解物的抗氧化活性 

Fig.4 Antioxidant activity of Q. spinosa hydrolysates 

注：（a）DPPH 自由基清除能力，（b）ABTS+自由基清除

能力，（c）羟基自由基清除能力，（d）总还原能力。图中小写

字母为各组内差异性显著。 

参考郭鑫等[28]的研究方法，本文决定通过 DPPH
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自由基、ABTS
+自由基、羟基自由基清除能力和总还

原能力的体外实验，评价三种棘胸蛙水解物的抗氧化

能力。 

通过四种体外抗氧化能力测定方法，综合评价了

三组棘胸蛙水解物的抗氧化活性。三种棘胸蛙水解物

的抗氧化能力见图 4，图中以质量浓度为 500 μg/mL

的 Vc 作为阳性对照。结果表明，三种棘胸蛙水解物

均具有一定的抗氧化能力，且在一定的浓度范围内，

它们的抗氧化能力随着浓度的增大而增强。半抑制浓

度 IC50值越低则代表其自由基清除作用越强[29]，抗坏

血酸 Vc 是一种高效抗氧化剂，具有极强的抗氧化能

力，其清除 DPPH 自由基的 IC50为 4.2 µg/mL、清除

ABTS
+自由基的 IC50为 43.58 µg/mL、清除羟基自由基

的 IC50为 0.64 mg/mL。其中，木瓜蛋白酶和酸性蛋白

酶酶解的棘胸蛙水解物对清除DPPH自由基的 IC50值

分别为：2.61、2.95 mg/mL，对清除 ABTS
+自由基的

IC50值分别为：3.46、3.20 mg/mL，对清除羟基自由基

的 IC50值分别为：8.20、9.23 mg/mL。Vc 的抗氧化能

力强于棘胸蛙水解物的抗氧化能力，但与较单一成分

的 Vc 相比，棘胸蛙水解物属于天然的功能活性物质，

其安全性要远远超过 Vc 和其它抗氧化药物，并且在

浓度较高时可以起到很好的抗氧化效果。棘胸蛙水解

物相比较于其他的水解物类物质，抗氧化能力相接近

甚至显示出一定的优势，其 DPPH 自由基、羟基自由

基清除效率与赵玲等[30]实验中海参水煮液水解物相

接近；优于胡佳丽等[31]玉米蛋白肽的抗氧化能力。 

抗氧化剂或抗氧化物质能够将 Fe
3+还原为 Fe

2+，

其吸光度越大，表明抗氧化活性越强[32]。图 4d 显示，

棘胸蛙水解物的还原能力与其浓度有着明显的剂量依

赖关系，还原能力随着浓度的增长而增强，且在同一

种酶不同浓度之间总还原能力差异显著（P＜0.05），

并且由酸性蛋白酶酶解的棘胸蛙水解物其质量浓度在

10 mg/mL时还原能力与Vc质量浓度500 µg /mL的还

原能力相当。 

3  结论 

本文分别利用木瓜蛋白酶和酸性蛋白酶对棘胸蛙

肌肉进行酶解，以水解物成品率和水解度为评价指标，

经过单因素和响应面法分析建立了最佳酶解工艺。根

据实际验证，确定了木瓜蛋白酶酶解最佳工艺为：加

酶量 2%、pH 值 7.0、温度 50 ℃、酶解时间 4 h、料

液比 1:15（g/mL），此时的水解度值为 19.23%，成品

率为 22.66%。同法优化酸性蛋白酶最佳工艺及实际验

证确定了在加酶量 2%、pH 值 3.5、温度 50 ℃、酶解

时间 4 h、料液比 1:15（g/mL），其水解度值为 23.50%，

成品率为 15.32%。最后通过体外抗氧化实验表明，两

种蛋白酶酶解的棘胸蛙水解物在浓度较高时显示出较

好的抗氧化性以及还原能力，具有潜在的开发价值。 
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