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摘要：为了探究刺参不同酶解产物的抗氧化活性，外源添加了 3 种蛋白酶（碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶）酶解鲜活

刺参。测定了不同蛋白酶组的水解度、分子量分布、3 种自由基（DPPH·、O2
-·、·OH）的清除率。结果表明：空白组水解度随着酶解

时间的延长没有明显差异，蛋白酶组的水解度与酶解时间呈正相关关系，不同蛋白酶组水解度高低顺序为，中性蛋白酶>碱性蛋白酶>

木瓜蛋白酶，中性蛋白酶组最高为 19.4%，木瓜蛋白酶组最低为 16.1%；酶解后大分子量片段减少，<200 u 的氨基酸片段增加；碱性

蛋白酶组，酶解时间 1 h，粗肽得率最高达到 64.2%。酶解时间 2 h 内，蛋白酶酶解后酶解液的抗氧化能力比未处理的样品明显提高，

并且与酶解液浓度呈正相关关系；质量浓度为 5 mg/mL 的中性蛋白酶组（酶解 0.5 h），DPPH·清除率可达到 79.64%；碱性蛋白酶组 

3 h，·O2
-清除率为 49.58%，0.5 h·OH 清除率最高为 21.78%。综上所述，在抗氧化活性方面，中性蛋白酶酶解产物在外源添加的三种

蛋白酶中效果最好，外源添加蛋白酶是提高刺参蛋白利用率的有效方式。 
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Abstract: To investigate the antioxidant activities of Stichopus japonicus (sea cucumber) proteolysates produced by different proteases, 

three proteases were exogeneously added to fresh sea cucumber (alkaline protease, neutral protease, and papain). The degree of proteolysis, 

molecular distribution, and radical scavenging rates (for DPPH·, O2
-· and ·OH) of each protease group were measured. The degree of proteolysis 

correlated positively with proteolysis time in the protease groups, whereas no significant change occurred in the control group. The degree of 

proteolysis was highest for neutral protease (19.4%), followed by alkaline protease, and lastly, papain (16.1%). After proteolysis, the number of 

large molecular-weight fragments decreased while that of <200 u amino acid fragments increased. The highest crude peptide yield (64.2%) was 

obtained after one hour of proteolysis in the alkaline protease group. Compared to the proteolysates produced by the untreated sample, the 

proteolysates produced by the samples subjected to proteolysis for up to two hours had significantly increased antioxidant activities, and their 

antioxidant activities were positively proportional with the proteolysate concentration. In the neutral protease group, a DPPH· scavenging rate of  
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79.64% was achieved with a proteolysate concentration of 5 mg/mL and proteolysis time of 0.5 h. In the alkali protease group, an ·O2
- scavenging 

rate of 49.58% was achieved with three hours of proteolysis, and the highest ·OH scavenging rate (21.78%) was achieved with 0.5 h of proteolysis. 

In summary, the sea cucumber proteolysate produced by neutral protease exhibited the best antioxidant activity among the three exogenous 

proteases. Further, exogenous protease addition was found to be an effective method for improving the utilization of sea cucumber proteins. 

Key words: Stichopus japonicus; proteolysate; antioxidant activity 

 

刺参（Stichopus japonicus），属棘皮动物门

（Echinodermata），游走亚门（Eleutherozoa），海参纲

（Holothuroidea），木盾手目（Aspidochlrota），刺参科

（Stichopodidae），仿刺参属。刺参属于温带参种，主

要分布在北太平洋的浅海区域[1]，是我国典型的海珍

产品，产量大、营养价值高，富含人体所必需的营养

物质以及海参多糖、皂苷、脑苷脂和胶原蛋白等生物

活性物质，具有抗氧化、降血压、抗疲劳等功能[2-8]。

随着人们对健康保健食品的关注度提高，刺参的消费

市场不断扩大，常被加工成刺参干、即食刺参等。根

据调查，目前加工方式以粗加工为主，刺参保健品、

功能性食品、美容产品等精深加工产品较少[9,10]。 
刺参养殖作为北方海水养殖的重要产业，提高刺

参产品的附加值是目前的研究热点，关于刺参活性物

质的研究主要集中于抗氧化、降血压、抗疲劳等生物

活性，产业化开发研究较少[9-12]。酶解技术是发掘天

然蛋白质资源的重要手段[13,14]，通过选择性的可控酶

解，生物活性功能被掩盖或被共存杂质干扰的许多多

肽类水解产物会释放出来，表现出各种生理活性如抗

氧化、降血压、调节免疫力等作用[15-22]；并且不同种

类的蛋白酶其作用的位点也不同，对酶解产物的抗氧

化活性可能有一定的影响，因此选择合适的蛋白酶对

刺参的产业化开发有重要意义。 
本文以刺参为研究对象，采用外源酶，分别添加

碱性蛋白酶、木瓜蛋白酶、中性蛋白酶、酶解新鲜刺

参，未添加酶作为空白对照，测定了不同酶解时间

（0.5~4 h）下的粗肽得率、水解度、分子量分布、DPPH·
（1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基）清除率、超氧阴

离子自由基（·O2
-）、羟自由基（·OH）等指标，探究

不同蛋白酶酶解产物的抗氧化活性差异，为刺参多肽

的后续功能性研究提供数据支持，为刺参的精深加工

及产业化开发提供基础数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

试验用鲜刺参（单个约为 65~80 g）于 2020 年 5
月采自山东省青岛莱州湾琅琊海域，围堰养殖，采集

后清洗去内脏，酶解后将酶解液真空冷冻干燥备用。

碱性蛋白酶（200 000 U/g）、中性蛋白酶（200 000 U/g）、
木瓜蛋白酶（800 000 U/g），南宁庞博生物工程有限公

司；其他所用试剂均为国产分析纯。 

1.2  主要仪器与设备 

CR21N 高速冷冻离心机，日本日立公司；UV2540
紫外-可见分光光度计，日本岛津公司；真空冷冻干燥

机，北京博医康医学设备有限公司；水浴恒温振荡器，

上海双捷实验设备有限公司；LC-20A 高效液相色谱

仪（带 GPC 软件），日本岛津公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  酶解条件 
采用 1:3 的料液比（质量比）制备刺参匀浆，采用

600 U/g 酶活为标准，根据所测定酶制剂酶活力的不

同，分别称取如下质量的固体酶制剂。将称量好的固

体酶制剂与双蒸水混合，待酶制剂完全溶解后，加入

100 g 浆液，并用玻璃棒搅拌混匀。酶解条件如下表格，

分别酶解 0.5、1、2、3、4 h，得到粗酶解液。 
表1 不同蛋白酶（含原液）酶解条件 

Table 1 Enzymatic hydrolysis conditions of different proteases 

(including raw solution) 

蛋白酶 加酶量/g pH 值 温度/℃

空白对照 0 7.0 50 

碱性蛋白酶 0.240 74 10.0 50 

中性蛋白酶 0.243 49 7.0 50 

木瓜蛋白酶 0.593 90 7.0 50 

将获得的酶解液沸水浴灭活 5 min，于 8 000 r/min
离心 15 min，将上清液进行滤纸过滤（澄清透明），

处理完后置于-80 ℃冷冻 24 h，冻干得冻干粉。 
1.3.2  酶解产物水解度和粗肽得率的测定 

首先计算氨态氮质量分数和匀浆蛋白质量分数，

按照公式（1）计算水解度。酶解液氨基态氮的测定参

照 GB 5009.235-2016《食品安全国家标准食品中氨基

酸态氮的测定》[23]，刺参匀浆总氮含量参照GB 5009.5- 
2016《食品安全国家标准食品中蛋白质的测定》[24]。

称量刺参未处理之前的质量和酶解液冻干后的质量，

按照公式（2）计算多肽得率。 
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0

= 100%
X

h
X

×                           （1） 

式中： 

h——水解度，%； 

X1——酶解液中氨基态氮含量，g/100 mL； 

X0——海参匀浆总氮含量，g/100 mL。 

s

0

= 100%
m

Y
m

×                             （2）
 

式中： 

Y——粗肽得率，%； 

ms——酶解液冻干后的质量，g； 

m0——刺参未处理的原始质量，g。 

1.3.3  DPPH 自由基清除率的测定 
DPPH·清除率测定方法见文献[25]，并采用公式（3）

计算： 

1
0

0

-
= 100%

A A
C

A
×                           （3）

 

式中： 

C1——DPPH 清除率，%； 

A0——空白吸光值； 

A——酶解液样品或阳性对照吸光值。 

DPPH 溶液的配制方法：称取 0.039 432 g 固体

DPPH·溶解于 500 mL 甲醇，避光 4 ℃低温保存。 
1.3.4  超氧自由基清除率的测定 

采用联苯三酚法测定超氧阴离子自由基清除率[25]。 
计算空白联苯三酚溶液和酶解液样品联苯三酚溶

液的吸光值随时间的变化。测定前采用双蒸水调零。 
∆A0=A1-A2                              （4） 
∆A 样=A 样1-A 样2                          （5） 

0

0
2

-
= 100%

A A
C

A
Δ Δ

×
Δ

样                      （6）
 

式中： 

A1——空白联苯三酚溶液 30 s 后的吸光值； 

A2——空白联苯三酚溶液稳定后的吸光值； 

∆A0——空白联苯三酚溶液的吸光值随时间的变化； 

A 样1——加入酶解液样品后联苯三酚溶液30 s后的吸光值； 

A 样2——加入酶解液样品后联苯三酚溶液稳定后的吸光值； 

∆A 样——酶解液样品联苯三酚溶液的吸光值随时间的变化； 

C2——超氧阴离子自由基清除率，%。 

其中：25 mmol/L 联苯三酚溶液的配制：称取 
0.031 53 g 溶于 10 mL 水（锡纸包裹避光保存），现用

现配。 
1.3.5  羟基自由基清除率的测定 

采用水杨酸法测定 OH 自由基清除率[25]。羟基自

由基清除率如下公式（7）计算： 

( )0

0

0
3

-
= 100%

-x xA
C

A
A A

×                     （7） 

式中： 

C3——羟基自由基清除率，%； 

A0——空白吸光值； 

Ax——样品或阳性对照吸光值； 

Axo——样品不加 H2O2溶液的吸光值。 

1.3.6  酶解液肽分子量分布 
参照 GB/T 22729-2008[26]海洋鱼低聚肽粉中高效

凝胶过滤色谱法，并进行了适度修改，色谱柱为东曹

（TOSOH）TSKgel G2000SWXL（7.8 mm×300 mm），

流动相为 30%乙腈-水+0.1%三氟乙酸（CV），紫外检

测器（220 nm），进样量 10 μL，超声脱气 5 min，流

速梯度升至 0.5 mL/min，室温，检测时间 35 min。采

用 GPC 软件，以标准品分子-出峰时间作三次方程拟

合，计算各蛋白酶酶解液中肽分子量分布。 
1.3.7  数据处理 

使用 Excel 2010 进行显著性分析，使用 GraphPad 
Prism 9 进行单因素方差分析 

2  结果与讨论 

2.1  不同蛋白酶组不同酶解时间对刺参蛋白

水解度的影响 

 
图1.不同蛋白酶对刺参蛋白水解度的影响 

Fig.1 Effects of different proteases on proteolytic degree of 

Stichopus japonicus 

注：同一蛋白酶在不同酶解时间下不同希腊字母表示差异

在 P<0.05 水平具有统计学意义，同一酶解时间不同蛋白酶间不

同英文字母表示差异在 P<0.05 水平具有统计学意义。 

由图 1 可以看出，空白组水解度随着酶解时间的

延长没有明显差异，所有酶解组水解度比空白组都有

显著的增高，所有蛋白酶酶解组水解度随酶解时间的

延长而增高。实验条件下酶解时间 4 h 时水解度最高，

其中中性蛋白酶组的水解度最高，酶解时间 4 h 达到



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2023, Vol.39, No.7 

56 

19.21%，其次是碱性蛋白酶，酶解时间 4 h 达到

16.72%，木瓜蛋白酶组的水解度最低，4 h 为 16.11%。 

2.2  粗肽得率 

通过表 2 可以看出，与空白相比，酶解处理后的

酶解液粗肽得率 2 h 内有明显的提高，空白样品放置  
3 h 后，可能由于体内自溶酶的原因，粗肽得率

63.28%。三种酶处理酶解产物都是在酶解时间 1 h 多

肽得率达到最高值，碱性蛋白酶达到 64.19%、中性蛋

白酶为 63.64%、木瓜蛋白酶为 58.39%，粗肽得率最

高的是碱性蛋白酶酶解产物。1 h 后随着酶解时间的延

长多肽得率呈现下降的趋势，推断随着酶解时间的延

长多肽可能出现了 2 次聚合，导致多肽得率下降。 

表2 不同蛋白酶酶解刺参粗肽得率（%） 

Table 2 Enzymatic hydrolysis of crude peptides by different proteases 

酶解处理方式 0.5 h 1 h 2 h 3 h 4 h 

碱性蛋白酶 61.29±1.26 64.19±3.12 58.36±3.56 57.75±3.22 56.91±3.55 

中性蛋白酶 57.12±2.13 63.64±3.98 58.57±3.21 56.75±3.67 55.82±3.33 

木瓜蛋白酶 53.31±3.89 58.39±2.83 57.30±2.98 56.21±2.99 55.22±2.87 

空白 30.12±2.34 37.17±2.31 39.19±1.23 63.28±4.21 64.53±4.01 

表3 不同蛋白酶酶解产物的分子量分布（百分比含量） 

Table 3 Molecular weight distribution of enzymatic hydrolysis products by different proteases 

分子量范围/u 空白/% 碱性蛋白酶/% 中性蛋白酶/% 木瓜蛋白酶/% 

>6 500 1.47±0.26 0.02±0.02 0.34±0.16 0.21±0.06 

1 500~6 500 0.00 0.00 4.01±0.21 15.79±0.28 

500~1 500 46.94±3.9 42.39±2.5 37.61±2.6 24.69±2.69 

200~500 35.64±2.3 35.04±2.1 30.72±2.4 32.22±3.16 

<200 16.65±2.5 22.56±1.3 27.31±4.3 27.08±6.06 

2.3  不同蛋白酶组酶解产物的分子量分布 

利用 GPC 软件拟合肽标准品出峰时间-分子量标

准曲线，其三次方拟合标准方程为：f（x）=2.687851e-3x3 

-0.1494297x2+2.472481x-8.71806，R2=0.998 9，相关性

良好。通过标准曲线计算各酶解产物分子量分布。 
由表 3 可以看出，（1）未添加酶处理的海参原液

放置 3 h 后，可能由于海参自溶酶的作用，分子量    
＜1 500 u 的占比为 98.53%，各酶解产物中含有大量

小分子肽（200~6 500 u，含多肽和寡肽）或氨基酸  
（＜200 u），碱性蛋白酶组的小分子肽含量最高，达

到了 99.98%。 
（2）与空白组相比，分子量＞6 500 u 的占比中，

碱性蛋白酶组、中性蛋白酶组、木瓜蛋白酶组、都有

不同程度的下降（＜1%）、碱性蛋白酶组占比最低，

0.02%，这与酶解的目的吻合，将大分子量的物质降

解为小分子量物质。 
（3）分子量 500~1 500 u 和 200~500 u 范围，所

有蛋白酶组酶解产物分子量占比相比空白组都有了一

定程度的下降，木瓜蛋白酶酶解效果最好，由 46.94%、

35.64%分别降到了 24.69%、32.22%，酶解效果非常

明显；碱性蛋白酶酶解效果最差，分别为 42.39%、

35.04%。 

（4）分子量＜200 u，空白组为 16.65%，其他酶

解组占比明显增加，中性蛋白酶组最高，占比为

27.31%，碱性蛋白酶组最低，占比 22.56%，从整体来

看，酶解后，小分子肽含量增加。 

2.4  不同蛋白酶组酶解产物的DPPH·清除效果 

通过图 2 可以看出，不同酶解条件下，三种蛋白

酶酶解产物以及空白组的样品浓度与 DPPH·清除率

呈正相关关系，随着浓度的增加，对 DPPH·的清除

率也增加（木瓜蛋白酶酶解时间 2 h 除外），实验条

件下各酶解产物浓度 5 mg/mL 时，对 DPPH·清除率

最高。不同酶解时间下，同一种蛋白酶酶解产物浓度

不同对 DPPH·清除率的影响有所不同。碱性蛋白酶

酶解刺参 1 h 后，其产物对 DPPH·的清除率最强，为

70.37%，随后酶解时间越长，对 DPPH·的清除率越

低；中性蛋白酶酶解 0.5 h 时，其产物对 DPPH·的清

除效果最高，为 79.64%；木瓜蛋白酶酶解产物基本

在酶解时间 0.5 h 达到最高值；空白组酶解 3 h 的产

物对 DPPH·清除率最高，可能与海参中存在的自溶

酶有关，时间延长，海参自身溶解越充分有关。从数

据可以看出，酶解时间＜2 h，三种蛋白酶酶解产物

对 DPPH·清除率高于空白对照组，随着酶解时间的

延长，酶解产物的 DPPH·清除率低于空白对照组，
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说明在 50 ℃条件下，可能存在部分活性蛋白不稳定。

三种蛋白酶酶解产物，中性蛋白酶酶解产物的 DPPH·
清除率最高。Rajapakse 等[27]研究认为，水解产物清

除 DPPH 自由基活性与疏水性氨基酸或肽呈正相关

关系，碱性蛋白酶的酶切位点为疏水性氨基酸，木瓜

蛋白酶是特性内切酶，作用位点比较广泛，可以从蛋

白质内部切开肽链生成小分子质量的生物活性多肽，

这两种酶都增加了酶解液中疏水性氨基酸的含量，中

性蛋白酶也属于内切酶，可以将蛋白质分解为小分子

肽或者氨基酸，所以三种蛋白酶酶解产物 2 h 内对

DPPH·的清除率明显高于未处理的空白样品。酶解液

浓度在 5 mg/mL 时，中性蛋白酶组对 DPPH·的清除

率最高，为 79.64%（酶解时间 0.5 h），也说明外源

酶酶解时间 2 h 是一个关键时间点。 

2.5  不同蛋白酶组酶解产物的O2
-·清除率 

通过图 3 可以看出，空白样品在 3 h 对O2
-·清除率

最高，为 54.94%。不同蛋白酶酶解产物和空白样品O2
-·

清除率基本上随着酶解液浓度的升高而升高，呈现正

相关关系，但同一种酶在不同酶解时间的酶解液 O2
-·

清除率有所不同，碱性蛋白酶 3 h 对O2
-·清除率最强，

为 49.58%；而木瓜蛋白酶在 1 h 对O2
-·清除率最强。碱

性蛋白酶和木瓜蛋白酶酶解产物在酶解时间 2 h 内O2
-·

清除率比空白组明显高，说明酶解时间 2 h 内，酶解提

高了酶解液的O2
-·清除能力；中性蛋白酶酶解产物在酶

解时间 4 h 对O2
-·清除率最强，为 51.72%，并且呈现随

着酶解时间的延长O2
-·清除率越来越强的趋势。清除率

效果来看，中性蛋白酶组最强，木瓜蛋白酶组最弱。 

 
图2 不同蛋白酶酶解产物对DPPH·清除率的影响 

Fig.2 Effect of different proteins on DPPH· scavenging rate 
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图3 不同蛋白酶酶解产物的O2

-·清除率 

Fig.3 Effect of different proteins on O2
-· scavenging rate 

 
图4 不同蛋白酶酶解产物的·OH清除率 

Fig.4 Effect of different proteins on ·OH scavenging rate 

2.6  不同蛋白酶组酶解产物的·OH清除率 

通过图 4 可以看出，实验条件下，空白样品和不

同蛋白酶酶解产物对·OH 清除率与酶解液浓度呈正相

关关系，酶解液浓度越高，对·OH 清除效果越好。空

白样品在 3 h 对·OH 清除率最高，为 20.84%；碱性蛋

白酶酶解产物酶解时间 3 h 对·OH 清除率最低，酶解

时间 0.5 h，酶解液浓度 5 mg/mL，·OH 清除率最高为

21.78%；中性蛋白酶酶解时间 1 h 时，·OH 清除率最

高，酶解液浓度 5 mg/mL，·OH 清除率达到 21.90%；

木瓜蛋白酶酶解时间 0.5 h，酶解液浓度 5 mg/mL，·OH
清除率 17.69%；综合来看，三种蛋白酶酶解产物中碱

性、中性蛋白酶组对·OH 清除率效果较好，酶解时间

短，比木瓜蛋白酶酶解产物清除效果好。 

3  结论 

本文通过对比分析三种不同外源蛋白酶酶解产物

的水解度、多肽得率、分子量分布、抗氧化活性等指

标发现，中性蛋白酶酶解产物在外源添加的三种蛋白

酶中效果最好；酶解时间 2 h 内，酶解液的抗氧化能

力比未处理的样品明显提高，与酶解液浓度呈正相关

关系，并且随时酶解时间的延长而增加。数据表明空

白组也有一定的抗氧化能力，但是蛋白酶酶解改变了

海参蛋白的天然结构，将氨基酸残基暴露出来，增加

了小分子肽含量，提高了海参多肽的抗氧化能力，这

与付学军等的研究结果一致，在抗氧化能力相差不大

的情况下，外源蛋白酶酶解制备刺参多肽所需时间更

短，也充分说明酶解是提高刺参蛋白质利用率的有效
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方式。空白组 3 h 显示出较强的抗氧化能力，与酶解

处理的样品基本相当，说明海参体内自溶酶发挥了作

用，自溶现象具有极高的研究价值，因此接下来有必

要将体内自溶酶与外源酶制备刺参多肽的成分组成、

功能活性方面的差异做对比研究。本实验研究为后续

刺参的综合利用提供了理论依据，为刺参多肽的产业

化开发提供另外一种思路。 
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