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摘要：　为了提高下脚料的综合利用率，用４种商业蛋白酶对章鱼下脚料进行水解，并初步分析检测产物中的

氨基酸和抗氧化多肽．实验结果表明：动物蛋白酶水解液中的复合氨基酸获取率占总氨基酸的５７．１２％，达到

５７．１２％；而４种蛋白酶水解产物中肽类物质的·ＯＨ清除力ＩＣ５０均小于１．２８ｍｇ·ｍＬ
－１，Ｆｅ２＋螯合力ＩＣ５０

均小于２．８２ｍｇ·ｍＬ
－１，还原力随多肽质量浓度增加而提升；这种工艺条件和方法可以同时获取两类活性物

质（复合氨基酸、抗氧化性多肽），为章鱼下脚料资源的最大化利用提供实验依据．
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生物活性氨基酸和多肽在人体新陈代谢的调节中发挥着十分重要的作用，可以作为改善人类健康

和预防疾病的功能性食品、保健品和药品［１］．游离氨基酸关系到或构建成进行生理活动的蛋白质，同时

也是激素和含氮碱基的前体［２］．另外，食物中的必需氨基酸很好地维持机体的健康
［３］．从海洋生物蛋白

质中获取的天然活性多肽，与活性蛋白质相比更易被人体吸收，而与氨基酸相比又保持着多种多样的功

能性特征［４］．Ｒａｇｈａｖａｎ等
［５］利用风味酶水解罗非鱼蛋白质，获得血管紧张素转换酶（ＡＣＥ）抑制活性肽．

Ａｎｕｓｈａ等
［６］发现鳕鱼可以在体内自我水解，得到具有抗氧化活性的片段．许多商业蛋白酶已被用来获

取海洋水产品中的氨基酸和活性肽［７］，但对章鱼下脚料的水解液研究较少．本文利用４种常见商业蛋白

酶（碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、动物蛋白酶Ａ５），酶解章鱼下脚料中蛋白质，对氨基酸和粗肽

液分析，判断获取率和性能，为废物的利用提供实验依据．

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

１）材料．章鱼内脏（－２０℃保存，厦门市东海洋水产品进出口有限公司）；碱性蛋白酶（６．６６８

ｍｋａｔ）、中性蛋白酶（６．６６８ｍｋａｔ）、木瓜蛋白酶（３３．３４ｍｋａｔ）、动物（复合）蛋白水解酶 Ａ５（２．５００５

ｍｋａｔ）（－２０℃保存，广西市南宁庞博生物工程有限公司）．

２）试剂．磷酸二氢钠，磷酸氢二钠，水杨酸，过氧化氢，ＦｅＳＯ４，ＦｅＣｌ２，Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６，ＦｅＣｌ３，Ｆｅｒｒｏｚｉｎｅ

（西陇化工股份有限公司）；氢氧化钠，酒石酸钾钠，硫酸铜，三氯乙酸（上海国药集团化学试剂有限公

司）；牛血清白蛋白（美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司）．

１．２　仪器与设备

ＪＪ?２型组织捣碎匀浆机（江苏省常州市国华电器有限公司）；ｐＨ７００型ｐＨ计（美国ＥｕｔｅｃｈＩｎｓｔｒｕ

ｍｅｎｔｓ公司）；ＤＫＺ?２型电热恒温振荡水浴锅（上海精宏实验设备有限公司）；ＲＯ?ＮＦ?ＵＦ?４０１０型膜分离

设备，ＨＰＳ?１０，ＨＰＳ?１型超滤膜组件（上海摩速科学器材有限公司）；ＶＩＳ?７２２０型分光光度计（北京瑞利
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分析仪器公司）．

１．３　实验方法

１．３．１　复合氨基酸的制备　蛋白酶（广西南宁庞博生物工程有限公司）的水解最优条件，如表１所示．

表１中：θ为温度；ρ为底物质量浓度；狋为时间．复合氨基酸的制备过程如下：章鱼下脚料匀浆→调固液

比、ｐＨ值、预热至反应温度１０ｍｉｎ→加酶水解→灭酶（１００℃水浴，１０ｍｉｎ）→４５００ｒ·ｍ
－１，离心１５

ｍｉｎ→上清液通过氨基酸分析仪分析检测．

表１　４种蛋白酶的最优水解条件

Ｔａｂ．１　Ｏｐｔｉｍａｌｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｆｏｕｒｋｉｎｄｓｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｓ

蛋白酶种类 θ／℃ ｐＨ值 ρ／％ 狕／μｋａｔ·ｇ
－１ 狋／ｈ

ｋｕ碱性蛋白酶 ５０ ８．０ ４ １３．３３６ ２．５

中性蛋白酶 ５０ ７．５ ５ ８．３３５ ２．５

木瓜蛋白酶 ６０ ６．５ ５ １０．００２ １．５

动物蛋白酶Ａ５ ４５ ７．０ ５ １０．００２ ２．５

　　抗氧化肽类的制备如下：章鱼下脚料匀浆→调固液比、ｐＨ值、预热至反应温度１０ｍｉｎ→加酶水解

→灭酶（１００℃水浴，１０ｍｉｎ）→纱布过滤→超滤膜１０ｋｕ（截留相对分子质量１０ｋｕ）过滤→超滤膜１ｋｕ

（截留相对分子质量１ｋｕ）过滤→１～１０ｋｕ的浓缩液→冷冻干燥备用→检测抗氧化性能时用去离子水

溶解即可．

１．３．２　氨基酸的测定　酸解液（全部氨基酸溶液ＧＢＴ５００９．１２４－２００３）及水解液（游离氨基酸溶液）

委托青岛科标检测中心进行检测．

１．３．３　抗氧化性能检测　１）羟基（·ＯＨ）清除能力的测定．将０．５ｍＬ不同质量浓度的多肽溶液，０．５

ｍＬ的ＦｅＳＯ４（６ｍｍｏｌ·Ｌ
－１），及０．５ｍＬ的Ｈ２Ｏ２（６ｍｍｏｌ·Ｌ

－１）混匀，静置１０ｍｉｎ．在溶液中加入０．５

ｍＬ的水杨酸（６ｍｍｏｌ·Ｌ－１），记为犃ｉ；在溶液中加入去离子水，记为犃ｊ；在溶液中加入多肽，记为犃ｊ．

将溶液静置３０ｍｉｎ后，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ，取上清液于５１０ｎｍ下测定吸光度，即

犢 ＝ ［１－（犃ｉ－犃ｊ）／犃ｏ］×１００％ ． （１）

式（１）中：犢 为羟基（·ＯＨ）清除率，％；犃ｉ为多肽水溶液吸光值；犃ｊ为多肽水溶液空白吸光值；犃ｏ 为试

剂空白吸光值．

２）Ｆｅ２＋螯合能力的测定．将１ｍＬ不同质量浓度的多肽溶液，３．７ｍＬ的水，０．１ｍＬ的ＦｅＣｌ２（２

ｍｍｏｌ·Ｌ－１），及０．２ｍＬ的Ｆｅｒｒｏｚｉｎｅ（０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）混匀，记为犃ｉ；用去离子水代替Ｆｅｒｒｏｚｉｎｅ，记为

犃ｊ；去离子水代替多肽溶液，记为犃′ｉ；去离子水代替多肽溶液和Ｆｅｒｒｏｚｉｎｅ，记为犃′ｊ．溶液静置２０ｍｉｎ

后，于５６２ｎｍ下测定吸光度，有

犢 ＝ （犃ｉ－犃ｊ）／（犃′ｉ－犃′ｊ）×１００％． （２）

式（２）中：犢 为Ｆｅ２＋螯合率，％；犃ｉ为多肽水溶液吸光值；Ａ犼 为多肽水溶液不加显色剂吸光值；犃′ｉ为水

溶液吸光值；犃′ｊ为水溶液不加显色剂吸光值．

３）还原能力的测定．将１ｍＬ不同质量浓度的多肽溶液，１ｍＬ的ＰＢＳ（ｐＨ 值为６．６），１ｍＬ的

Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６（质量分数为１％）混匀，在５０℃下，反应２０ｍｉｎ．在溶液中加入１ｍＬ的ＴＣＡ（质量分数为

１０％）后，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ．取１ｍＬ的上清液，加入１ｍＬ的去离子水和０．２ｍＬ的ＦｅＣｌ３（质

量分数为０．１％），于７００ｎｍ下测定吸光度，做多肽浓度与吸光值的曲线．

４）粗肽液验证．利用反相高效液相色谱法，对４种蛋白酶水解液中的１～１０ｋｕ的粗肽液进行初步

分离纯化，判断其纯化效果．具体实验条件如下：色谱柱为Ｂｉｏ?Ｃ１８；流动相Ａ为０．１％的ＴＦＡ，Ｂ为乙

腈?ＴＣＡ；流速为１．０ｍＬ·ｍｉｎ
－１；检测波长为２８０ｎｍ；柱温为室温；进样量为５μＬ；多肽质量浓度为１

ｍｇ·ｍＬ
－１．

２　结果与分析

２．１　水解产物中氨基酸分析

根据节１．３．１的实验方法，利用氨基酸分析仪，对４种商业蛋白酶水解章鱼下脚料获取的复合氨基
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酸上清液进行氨基酸分析，不同水解方法获得的１７种氨基酸结果，如表２所示．

表２　不同蛋白酶水解产物中氨基酸质量比

Ｔａｂ．２　Ｒａｔｉｏｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅａｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ

氨基酸类型
质量比

碱性蛋白酶 中性蛋白酶 木瓜蛋白酶 动物蛋白酶Ａ５ 总氨基酸

天门冬氨酸 ０．０１２３ ０．００９４ ０．００４４０ ０．０２２９ ０．０８３７

苏氨酸 ０．０１７３ ０．００６９ ０．００４３０ ０．０２５１ ０．０２５８

丝氨酸 ０．０１２３ ０．００７２ ０．００４６０ ０．０２０７ ０．０３２５

谷氨酸 ０．０２１０ ０．０１５０ ０．００９４０ ０．０３８８ ０．０８５９

甘氨酸 ０．００５７ ０．００４１ ０．００２４０ ０．００７９ ０．０４５１

丙氨酸 ０．０１４２ ０．００８４ ０．００４２０ ０．０２１２ ０．０３９６

胱氨酸 ０．００３７ ０．００２０ ０．００１３０ ０．００５８ ０．００８０

缬氨酸 ０．０１３３ ０．００８０ ０．００４９０ ０．０２０１ ０．０２０３

甲硫氨酸 ０．００８１ ０．００４５ ０．００２４０ ０．０１０６ ０．０１８４

异亮氨酸 ０．０１４１ ０．００８２ ０．００４３０ ０．０１７１ ０．０１７５

亮氨酸 ０．０２６６ ０．０１６２ ０．００９３０ ０．０４６０ ０．０４９５

酪氨酸 ０．００８２ ０．００２０ ０．００１６０ ０．０２８６ ０．０３０６

苯丙氨酸 ０．０２０９ ０．０１１３ ０．００６１０ ０．０２７８ ０．０４２３

赖氨酸 ０．０２２４ ０．０１４１ ０．００８２０ ０．０３０４ ０．０４４７

组氨酸 ０．００７７ ０．００４２ ０．００２３０ ０．００９６ ０．０１７２

精氨酸 ０．００４０ ０．０００１ ０．００００２ ０．０１９９ ０．０４４３

脯氨酸 ０．００５７ ０．００５３ ０．００１４０ ０．００８０ ０．０２５７

总量 ０．２２７５ ０．１２６９ ０．０７１１０ ０．３６０５ ０．６３１１

　　由表２可知：碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、以及动物蛋白酶犃５ 水解得到的复合游离氨基

酸的质量比分别为０．２２７５，０．１２６９，０．０７１１，０．３６０５，分别占蛋白质全部水解生成复合氨基酸总量的

３６．０５％，２０．１１％，１１．２７％，５７．１２％．由此可见：动物蛋白酶水解章鱼下脚料获取氨基酸的效果最好；４

种蛋白酶水解得到的必需氨基酸质量分数分别占每种蛋白酶水解液中总游离复合氨基酸的５３．９３％，

５４．５３％，５５．５６％，４９．７２％．

由于人和脊椎动物无法自身合成必需氨基酸，或合成速度很慢，所以必需从食物和饲料中摄取和补

充，而４种蛋白酶水解生成的必需氨基酸，均符合食品与饲料所需的全部８种必需氨基酸．

根据Ｃｕｉ等
［８］利用碱性和中性蛋白酶对不同动物下脚料进行水解研究，发现不同内脏所得氨基酸

比例与种类基本相似，从而判断一种商业蛋白酶对不同蛋白质的酶切位点基本一致．本实验碱性蛋白酶

水解产生的氨基酸集中在Ｇｌｕ，Ｐｈｅ，Ｌｙｓ，Ｌｅｕ上（均大于２％），与Ｋｅｃｈａｏｕ等
［９］利用碱性蛋白酶水解乌

贼下脚料生成的氨基酸种类相似．碱性蛋白酶水解生成氨基酸顺序为：Ｌｅｕ，Ｌｙｓ，Ｇｌｕ，Ｐｈｅ，Ｔｙｒ，Ｔｈｒ（大

于５０％），中性蛋白酶为Ｌｅｕ，Ｇｌｕ，Ｌｙｓ，Ｐｈｅ，Ａｐｓ（大于５０％），木瓜蛋白酶为Ｇｌｕ，Ｌｅｕ，Ｌｙｓ，Ｐｈｅ（大于

５０％）．较多集中在疏水性氨基酸上，证实了３种蛋白酶具有内切酶的特性．而动物蛋白酶水解生成氨基

酸顺序为Ｌｅｕ，Ｇｌｕ，Ｌｙｓ，Ｔｙｒ，Ｐｈｅ，Ｔｈｒ（大于５０％），疏水性与亲水性的氨基酸数量基本一致，证实了这

种蛋白酶在水解过程，同时发挥了内切和外切酶的特性．另外，部分芳香族氨基酸和脂肪族氨基酸对产

品的风味有突出贡献，降低了氨基酸水解液的腥味．

２．２　水解产物中肽类物质的抗氧化性能检测

化合物抗氧化作用的方式和机制有很多种，对蛋白质水解产物进行体外抗氧化活性检测，包括清除

自由基的能力、还原能力和金属螯合能力［１０］．

用４种商业蛋白质水解章鱼下脚料，水解条件，如表１所示．水解液经１０ｋｕ的膜分离装置获取滤

过液，再经过１ｋｕ的膜分离装置获取浓缩液，即相对分子质量１～１０ｋｕ的粗肽液．不同类型和质量浓

度的多肽难以比较，所以选择ＩＣ５０为指标进行抗氧化性能的评价．

２．２．１　羟基（·ＯＨ）清除能力检测　自由基是机体正常氧化反应中产生的一种有害物质．一般经过体

内抗氧化酶和其他氧化剂就可以达到清除的效果［１１］．其中，羟基是自由基中氧化性最强的一种，Ｆｅ２＋和
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Ｈ２Ｏ２ 置换生成Ｆｅ
３＋，ＯＨ－和·ＯＨ，再通过水杨酸与·ＯＨ反应生成可显色的二羟基苯甲酸，对比吸

图１　不同质量浓度肽类的·ＯＨ清除能力

Ｆｉｇ．１　·ＯＨｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓ

光度和ＩＣ５０即可判断清除能力的高低．用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．０进

行拟合分析，结果如图１所示．

碱性蛋白酶：狔＝１０１．０２－６８．１６／［１＋（狓／０．８５）
２．８］，　

犚２＝０．９９２３，ＩＣ５０＝０．５８ｍｇ·ｍＬ
－１；

中性蛋白酶：狔＝１３８．４５－１１４．０８／［１＋（狓／２．２６）
１．５９］，

犚２＝０．９９８８，ＩＣ５０＝１．０４ｍｇ·ｍＬ
－１；

木瓜蛋白酶：狔＝１０２．４１－７３．３２／［１＋（狓／０．８６）
２．１５］，

犚２＝０．９９２１，ＩＣ５０＝０．５６ｍｇ·ｍＬ
－１；

动物蛋白酶Ａ５：狔＝９９．７５－７５．８２／［１＋（狓／１．６６）
２．４８］，

犚２＝０．９９９９，ＩＣ５０＝１．２８ｍｇ·ｍＬ
－１．

由图１可知：４种蛋白酶水解产物的拟合犚２ 均在０．９９

以上，拟合度高．碱性蛋白酶和木瓜蛋白酶水解产物的最高

清除能力可达９５％以上，ＩＣ５０分别为０．５８，０．５６ｍｇ·ｍＬ
－１；中性蛋白酶和动物蛋白酶水解产物的最

高清除能力在９５％以下，ＩＣ５０分别为１．０４，１．２８ｍｇ·ｍＬ
－１．酶解产物清除·ＯＨ的能力由大到小的

蛋白酶为：木瓜蛋白酶＞碱性蛋白酶＞中性蛋白酶＞动物蛋白酶Ａ５．

经研究发现：含硫氨基酸（Ｃｙｓ，Ｍｅｔ）、芳香族氨基酸（Ｔｒｐ，Ｔｙｒ，Ｐｈｅ）、含咪唑基氨基酸（Ｈｉｓ）能有效

清除羟基，但是单个氨基酸存在时无法发挥活性，只能通过肽链或与蛋白质的结合达到清除羟基的活性

作用［１２］．由此推断碱性蛋白酶和木瓜蛋白酶水解章鱼下脚料水解产物的肽类能暴露更有益于清除·

ＯＨ的肽键和氨基酸．

２．２．２　Ｆｅ
２＋螯合能力检测　抗氧化化合物在抑制或缓解氧化时，也可以通过螯合金属的方式．１８９４

年，Ｆｅｎｔｏｎ
［１３］发现Ｆｅ２＋与Ｈ２Ｏ２ 反应可以产生·ＯＨ，证明Ｆｅ

２＋能置换出羟基，进而危害人类健康．所

以实验中利用Ｆｅ２＋，Ｆｅ３＋和Ｆｅｒｒｏｚｉｎｅ的显色机理，控制肽类的质量浓度减少Ｆｅ２＋的生成率，对比吸光

图２　不同质量浓度肽类的Ｆｅ
２＋螯合能力

Ｆｉｇ．２　Ｆｅ
２＋ｃｈｅｌａｔｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓ

度和ＩＣ５０即可判断螯合能力的高低．用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．０进

行拟合分析，结果如图２所示．

碱性蛋白酶：狔＝９０．１１－４６．２２／［１＋（狓／０．６１）
６．５４］，

犚２＝０．９９９９，ＩＣ５０＝０．４６ｍｇ·ｍＬ
－１；

中性蛋白酶：狔＝８０．６０－７９．１４／［１＋（狓／０．９９）
２．４２］，

犚２＝０．９９９４，ＩＣ５０＝１．２０ｍｇ·ｍＬ
－１；

木瓜蛋白酶：狔＝５９．２１－５５．１１／［１＋（狓／１．２５）
２．１３］，

犚２＝０．９９９９，ＩＣ５０＝２．６６ｍｇ·ｍＬ
－１；

动物蛋白酶Ａ５：狔＝６２．８１－６３．３８／［１＋（狓／

１．６２）２．４８］，犚２＝０．９９９２，ＩＣ５０＝２．８２ｍｇ·ｍＬ
－１．

由图２可知：４种蛋白酶水解产物的犚２ 均在０．９９９以

上，有的甚至达到０．９９９９，拟合度高．碱性蛋白酶的ＩＣ５０

为０．４６ｍｇ·ｍＬ
－１是４种蛋白酶水解产物中最小的，说明其水解产物中多肽能十分有效快速地螯合

Ｆｅ２＋；另外与·ＯＨ清除率相比，中性比木瓜蛋白酶水解产物更有效地螯合Ｆｅ２＋，但中性比木瓜蛋白酶

水解产物的螯合能力大２０％，ＩＣ５０分别为１．２２ｍｇ·ｍＬ
－１和２．６６ｍｇ·ｍＬ

－１；在动物蛋白酶中，随着

肽类质量浓度增加，螯合率变化平缓，ＩＣ５０为２．８２ｍｇ·ｍＬ
－１．

对金属螯合能力起到有效作用的多肽一般含有酸性或者碱性的氨基酸侧链．Ｃｈｅｎ等
［１４］发现多肽

的疏水性与螯合能力基本没有关系，而与含有Ｈｉｓ的多肽链有关．判断碱性蛋白酶在水解章鱼下脚料后

的水解产物中肽类能暴露出更多有益于螯合Ｆｅ２＋的片段．

２．２．３　还原能力检测　还原能力的检测是判断酶解产物中的肽类是否具有将已被氧化的物质还原的

能力，还原力越强即自身抗氧化活性越好．肽类将Ｆｅ３＋（铁氰化钾）还原成Ｆｅ２＋（亚铁氰化钾），Ｆｅ２＋与

ＦｅＣｌ３ 反应生成普鲁士蓝（Ｆｅ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］３），在７００ｎｍ下有最大吸收值，对比吸光度即可判断还原力的
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高低．用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．０进行拟合分析，得到结果如图３所示．图３中：犇表示吸光度．

图３　不同质量浓度多肽的吸光度

Ｆｉｇ．３　Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓ

碱性蛋白酶：狔＝１４９９．７８－１４９９．６２／［１＋（狓／

１５０．７）１．８４］，犚２＝０．９９２１；

中性蛋白酶：狔＝０．９９－０．８４／［１＋（狓／２．１１）
１．８３］，犚２＝

０．９８８３；

木瓜蛋白酶：狔＝１５８．７１－１５８．８２／［１＋（狓／

１１２７５．７９）０．６］，犚２＝０．９９２１；

动物蛋白酶Ａ５：狔＝８．０８－８．０２／［１＋（狓／４１．４９）
０．８６］，

犚２＝０．９９４１．

由图３可知：４种蛋白酶水解产物中粗酶液在还原能

力检测上犚２ 接近０．９９，拟合度较好；碱性蛋白酶水解产物

中肽类随着质量浓度的增加，还原能力大大增大，而其他３

种蛋白酶水解产物中的肽类随着质量浓度的增加呈直线上

升水平．试验是通过吸光度判断肽类的还原能力，而ＩＣ５０的原理是计算清除率５０％的蛋白质质量浓

度，所以这里不用ＩＣ５０、仅对比吸光度判断肽类的还原能力．对比其他文献，发现这４种蛋白酶水解章

鱼下脚料的时间较短，但还原力较高［１５?１６］，可以作为很好的还原剂加以利用．

图４　４种粗肽液的反相高效液相色谱

Ｆｉｇ．４　ＲＰ?ＨＰＬＣｏｆｆｏｕｒｃｒｕｄｅｐｅｐｔｉｄｅｌｉｑｕｉｄｓ

２．３　多肽的验证

对粗肽液进行反相高效液相色谱分析，判断多肽的可

纯化程度结果，如图４所示．图４中：１为碱性蛋白酶；２为

动物蛋白酶；３为中性蛋白酶；４为木瓜蛋白酶．

由图４可知：Ｂｉｏ?Ｃ１８柱可以有效地分离多肽混合

液．４种蛋白质水解液在相同质量浓度下进行分离纯化

的，所以对比发现碱性蛋白酶水解液中多肽的种类和质量

浓度较多，而动物蛋白酶的较少．由此推断动物蛋白酶可

以将章鱼下脚料中的蛋白质大部分水解成氨基酸，而碱性

蛋白酶、中性蛋白酶和木瓜蛋白酶可以获取具有抗氧化活

性较高的多肽，其中，碱性蛋白酶的抗氧化效果最好．另

外，通过反相高效液相色谱和Ｂｉｏ?Ｃ１８柱的结合，可以一次性有效得分离纯化水解液中的小分子肽，相

对于其他献中需要结合凝胶色谱、离子交换色谱等方法，更加简便快捷．

３　结束语

通过４种常见商业蛋白酶对章鱼下脚料中蛋白质的初步水解实验发现，动物蛋白酶Ａ５ 水解后获

取的复合氨基酸质量分数最多，有着蛋白酶用量少、酶解时间较短的优点，可以作为工厂大规模加工获

取复合氨基酸的参考及选择．另外，４种蛋白酶水解章鱼下脚料后获取的粗肽液均有不同程度的抗氧化

能力，可以作为提取天然抗氧化的基础，但还需进一步纯化分析才能获取活性更好的化合物．

参考文献：

［１］　ＣＯＬＩＮＢ．Ｍａｒｉｎｅｎｕｔｒａｃｅｕｔｉｃａｌｓａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｆｏｏｄｓ［Ｍ］．Ａｍｅｒｉｃａ：ＣＲＣＰｒｅｓｓＩｎｃ，２００７：８?１３．

［２］　ＷＵＧｕｏｙａｏ．Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ：Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｎｄｎｕｔｒｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｍｉｎｏＡｃｉｄｓ，２００９，３７（１）：１?１７．

［３］　ＹＩＮＨｕａｉｘｉａ，ＰＵＪｉａｎｉｎｇ，ＷＡＮＹｕｔｉｎｇ，ｅｔａｌ．Ｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｃａｔｆｉｓｈｓｋｉｎｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙ

ｓａｔｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅ，２０１０，７５（１）：１１?１７．

［４］　ＮＥＫＬＹＵＤＯＶＡＤ，ＩＶＡＮＫＩＮＡＮ，ＢＥＲＤＵＴＩＮＡＡＶ．Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄｕｓｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ（ｒｅｖｉｅｗ）［Ｊ］．

ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０００，３６（５）：４５２?４５９．

［５］　ＲＡＧＨＡＶＡＮＳ，ＫＲＩＳＴＩＮＳＳＯＮＨＧ．ＡＣＥ?ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｉｌａｐｉａｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，

２００９，１１７（４）：５８２?５８８．

４３３ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０１６年



［６］　ＡＮＵＳＨＡＧＰ，ＥＵＮＩＣＥＣＹ．Ａｕｔｏｌｙｓｉｓ?ａｓｓｉｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｆｉｓｈｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｗｉｔｈａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

ｆｒｏｍｐａｃｉｆｉｃｈａｋｅ（ｍｅｒｌｕｃｃｉｕｓｐｒｏｄｕｃｔｕｓ）［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００８，１０７（２）：７６８?７７６．

［７］　ＳＨＡＮＩＤＩＦ，ＺＨＯＮＧＹ．Ｂｉｏａｃｔｉｖｅｐｅｐｔｉｄｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｏａｃＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２００８，９１（４）：９１４?９３１．

［８］　ＣＵＩＪｉａｎ，ＣＨＯＮＧＢ，ＲＵＴＨＥＲＦＵＲＤＳＭ，ｅｔａｌ．Ｇｒｏｓｓａｎｄｔｒｕｅｉｌｅａｌｄｉｇｅｓｔｉｂｌｅａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｓｅｖｅｒａｌａｎｉ

ｍａｌｂｏｄｙｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ［Ｊ］．ＭｅａｔＳｃｉｅｎｃｅ，２０１３，９４（３）：３４９?３５４．

［９］　ＫＥＣＨＡＯＵＥＳ，ＤＵＭＡＹＪ，ＣＬＡＩＲＥＤＭ，ｅｔａｌ．Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｃｕｔｔｌｅｆｉｓｈ（ｓｅｐｉａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ）ａｎｄｓａｒｄｉｎｅ

（ｓａｒｄｉｎａｐｉｌｃｈａｒｄｕｓ）ｖｉｓｃｅｒａｕｓｉｎｇｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｐｒｏｔｅａｓｅｓ：Ｅｆｆｅｃｔｓｏｎｌｉｐｉｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２００９，１０７（２）：１５８?１６４．

［１０］　陈洁，胡晓#．蛋白水解物的抗氧化性研究与展望［Ｊ］．中国食品学报，２０１１，１１（９）：１１１?１１９．

［１１］　张昊，任发政．天然抗氧化肽的研究进展［Ｊ］．食品科学，２００８，２９（４）：４４３?４４７．

［１２］　ＣＨＡＮＫＭ．Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅＮｕｔｒｉｔｒｉｏｎ，１９９４，３４（４）：４０３?４２６．

［１３］　ＦＥＮＴＯＮＨＪＨ．ＬＸＸＩＩＩ?Ｏｘｉｄａｔｉｏｎｏｆｔａｒｔａｒｉｃａｃｉｄｉｎｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｉｒｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｅｍｉｃａｌＳｏｃｉｅｔｙ，１８９４，６５：

８９９?９１０．

［１４］　ＣＨＥＮＨ Ｍ，ＭＵＲＡＭＯＴＯＫ，ＹＡＭＡＵＣＨＩＦ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｈｉｓｔｉｄｉｎｅ?ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｓｄｅ

ｓｉｇｎｅｄｆｒｏｍｐｅｐｔｉｄｅｆｒａｇｍｅｎｔｓｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅｄｉｇｅｓｔｓｏｆａｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＦｏｏｄ

Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９８，４６（１）：４９?５３．

［１５］　厉望，靳挺，武玉学．带鱼蛋白酶解条件优化及酶解物抗氧化性能［Ｊ］．食品科学，２０１３，３４（９）：２３４?２３９．

［１６］　余杰，杨振国，钟炼，等．酶法制备牡蛎抗氧化肽研究［Ｊ］．中国海洋药物杂志，２０１２，３１（３）：３１?３６．

犘狉狅犱狌犮狋犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犘狉狅狋犲犻狀犎狔犱狉狅犾狔狊犪狋犲犉狉狅犿犗犮狋狅狆狌狊犔犲犳狋狅狏犲狉狊

ＨＵＡＮＧＨｕｉｌｉ１
，２，ＺＨＡＮＧＳｈｕａｎｇ１，ＺＨＡＮＧＹｕｒｏｎｇ３，

ＺＨＡＮＧＬｕｙｉｎｇ
３，ＷＡＮＧＫａｉｍｉｎｇ３

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ３６１０２１，Ｃｈｉｎａ；

２．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｎｄＲｅｓｏｕｒｃｅＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ３６１０２１，Ｃｈｉｎａ；

３．ＸｉａｍｅｎＥａｓｔＣｈｉｎａＳｅａＡｑｕａｔｉｃＰｒｏｄｕｃｔｓＩｍｐｏｒｔａｎｄＥｘｐｏｒｔＣｏｍｐａｎｙＬｉｍｉｔｅｄ，Ｘｉａｍｅｎ３６１０１２，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：　Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｌｅｆｔｏｖｅｒｓ，ｆｏｕｒｋｉｎｄｓｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｈｙｄｒｏｌｙｚｅ

ｔｈｅｏｃｔｏｐｕｓｌｅｆｔｏｖｅｒｓ，ａｎｄｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｅｐｔｉｄｅｓｆｒｏｍｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｗｅｒｅｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙａｎａｌｙｚｅｄ．Ｔｈｅ

ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｔｈａｔｔｈｅｃｏｍｐｏｕｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｆｒｏｍｔｈｅａｎｉｍａｌｐｒｏｔｅａｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｃｏｕｌｄｒｅａｃｈｕｐｔｏ５７．１２％．Ｔｈｅ

·ＯＨｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙＩＣ５０ｏｆｆｏｕｒｋｉｎｄｓｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｗｅｒｅａｌｌｌｅｓｓｔｈａｎ１．２８ｍｇ·ｍＬ
－１，ａｎｄｔｈｅＦｅ２＋ｃｈｅｌａｔｉｎｇａ

ｂｉｌｉｔｙＩＣ５０ｗｅｒｅａｌｌｌｅｓｓｔｈａｎ２．８２ｍｇ·ｍＬ
－１．Ｔｈｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ．Ｉｔｉｎｄｉ

ｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｎｄｍｅｔｈｏｄｃａｎｏｂｔａｉｎｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆａｃｔｉｖｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（ａｍｉｎｏａｃｉｄａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｅｐ

ｔｉｄｅ），ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｍａｘｉｍｕｍｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｃｔｏｐｕｓｌｅｆｔｏｖｅｒｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　ｏｃｔｏｐｕｓ；ｌｅｆｔｏｖｅｒｓ；ｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ；ｃｏｍｐｏｕｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄ；ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｐｅｐｔｉｄｅ

（责任编辑：陈志贤　　英文审校：刘源岗）

５３３第３期　　　　　　　　　　　　　　黄惠莉，等：酶解章鱼下脚料的产物分析


