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Alcalase 降解水不溶性鸡肉蛋白规律
及其产物清除 DPPH 活性研究

赵谋明，周雪松，林伟锋

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 !"#$%#）

摘 要：研究了 &’()’)*+降解水不溶性鸡肉蛋白的规律及其产物清
除 ,--.自由基活性。结果表明，随酶解时间延长，可溶性
蛋白质、氨基酸含量不断增加，而肽含量则在水解前 /0达
到最大，随后不断降低；肽的分子量分布趋势总体表现为

大分子量的肽逐渐减少，小分子量肽的含量逐渐增多，肽

分子量分布图中肽峰值不断向后推移；&’()’)*+ 对分子量
在 1###2"!###,)间的肽段降解能力较弱，水解 3%0后，这
部分肽占总肽量的比值仍为 /45416。水不溶性鸡肉蛋白
&’()’)*+ 酶解产物有明显的清除 ,--. 活性，其清除
,--.活性在酶解 %0时达到最大，随后不断下降；对于同
一酶解时间的产物，浓度越大，其清除 ,--.活性越强，但
其清除 ,--.能力并不与酶解液浓度成倍数关系。

关键词：水不溶性鸡肉蛋白，酶解，蛋白质降解，清除 ,--.活性

!"#$%&’$(!"#$% &’()*+,"-+$ ./’.0$( 1$"# 2%*#$’( 3")
/45%*+46$5 -4 7+."+")$ #* )#854 #/$ 2%*#$’(
5$9%"5"#’*( "(5 #/$ ).",$(9’(9 $::$.#) *: #/$
/45%*+4)"#$ *( ;<<= :%$$ %"5’."+)> ?*(#$(# *:
)*+8-+$ 2%*#$’( "(5 :%$$ "1’(* ".’5) ’(.%$")$
)#$"5’+4 58%’(9 /45%*+4)’)> <$2#’5$ .*(#$(#
’(.%$")$5 ’( #/$ :’%)# @ /A -8# 5$.%$")$5 9%"58"++4
#/$%$":#$%> B/$ 5’)#%’-8#’*( 2%*:’+$) *: 2$2#’5$
)/*3$5 #/"# +"%9$ 1*+$.8+"% 2$2#’5$) 9%"58"++4
5$.%$")$5 3/’+$ )1"++ 1*+$.8+"% 2$2#’5$) 9%"58"++4
’(.%$")$5 3’#/ #/$ $+*(9"#’*( *: /45%*+4)’)>
<$2#’5$) 3’#/ 1*+$.8+"% 3$’9/# :%*1 C0;" #*
DE0;" 3$%$ /"%5 #* -$ 5$9%"5$5 -4 7+."+")$A #/$
%"#’* *: #/$)$ 2$2#’5$) #* #/$ 3/*+$ 2$2#’5$
.*(#$(# 3") @F>FCG ":#$% HI /*8%)J /45%*+4)’)> B/$
/45%*+4)"#$ /"5 " (*#’.$"-+$ ).",$(9’(9 ".#’,’#4
#*3"%5 ;<<=> B/$ ).",$(9’(9 ".#’,’#4 %$"./$5 #/$
1"K’181 ":#$% I /*8%)J /45%*+4)’)A #/$( 5$.%$")$5
#/$%$":#$%> B/$ ).",$(9’(9 ".#’,’#4 /"5 " 9**5 -8#
(*# 5’2+*’5 .*%%$+"#’*( 3’#/ #/$ .*(.$(#%"#’*( *:
#/$ /45%*+4)"#$>

)*+ ,-%.#(3"#$%&8()*+,"-+$ ./’.0$( 1$"# 2%*#$’(L $(641’.
/45%*+4)’)L 2%*#$’( 5$9%"5"#’*(L ).",$(9’(9
".#’,’#4 *: ;<<=

中图分类号：!"#$%&#’( 文献标识码：)
文 章 编 号 ：%$$#*$+$,（#$$(）%%*$$(-*$+

鸡肉历来是为人类提供优质蛋白和美味的一类

重要大宗肉类，在“文明病”蔓延的今天，其高蛋白、

低脂肪、低胆固醇、低热量的原料特性使其倍受消费

者的青睐。中国肉鸡产量从 %--( 年超过欧盟，成为
仅次于美国的第二大肉鸡生产国，目前每年仍以 (./
%$.的速度增长0%1。然而与之不匹配的是我国禽肉出口

量不足禽肉产量的 (.；禽肉（包括鸡肉）的加工量仅
占总禽肉产量的 (.左右，而经过深加工的则不足
%.，远远低于世界平均水平 #$.。传统的鸡肉加工工
艺，如制成风味熟食、冷鲜分割肉等直接食用或烹调

后食用不能充分地利用鸡肉的价值，创造新的途径深

加工鸡肉乃至禽肉产品已成为中国肉类工业的一大

课题，对肉鸡产业的可持续发展具有深远的意义。利

用生物技术深度开发利用鸡肉是提高其资源利用率

和附加值的有效途径。目前采用各种商用蛋白酶深度

水解鸡肉已有报道，但鸡肉酶解过程中其生化成分、

生理活性变化以及其组分，如可溶性蛋白、水不溶性

蛋白酶解特性尚未见报道 0#/(1。本文旨在通过采用

)2342456酶解水不溶性鸡肉蛋白，研究其酶解过程中
蛋白质降解规律、清除 7889 活性变化规律，为鸡肉
深加工成为调味品、保健品基料提供理论依据。

$ 材料与方法
$%$ 材料与设备
鸡胸肉 购于广州市五山胜佳超市（冻藏），切

碎、绞成肉糜（两次），装袋，置于*%:;冰箱中冷冻，
实验前从冰箱中取出在流动的自来水中缓化解冻，

备用；)2342456 #&<= 标称活力 #&<)> ? @A，由丹麦
诺维信公司提供；7889 由 "BAC4公司提供；实验中
所采用试剂 均为国产分析纯。

DD%# 型绞肉机 广东省韶关市食品机械厂；
7"*% 高速组织捣碎机 上海标本模型厂；>E*F(<
分光光度计 上海精密科学仪器有限公司；G7H*#I
型定氮仪 上海纤检仪器有限公司；J=*#%D 高速冷
冻离心机 长沙湘仪离心机仪器有限公司。

$%! 凝胶色谱条件
)C6K5L4C 蛋 白 质 分 析 纯 化 系 统 ，

"MN6KO6PQN6NRBO6Q%$ ? +$$QJ= 玻璃柱，洗脱液为
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!"#$%&’ () *+,’、-./"#磷酸盐缓冲液，流速 !"$%) ( %01。
标准肽样品为 2’&301 ! 4分子量为 #$5#6+7、2’&301
"（分子量为 8#596+）、2’&301#（分子量为 :$5;6+）、
2’&301 #<!（分子量为 5!/!!6+）、2’&301#<"（分
子量为 599!96+）、2’&301（分子量为 58;9;6+），由
=%>?@A+%公司提供。

$%& 水不溶性鸡肉蛋白制备
将解冻的鸡肉糜加 # 倍水匀浆 5%01，离心

（9:!!BC，#!%01），收集沉淀部分，加入绞肉机绞匀，
即为水不溶性鸡肉蛋白样品。

$%’ 测定方法
5"9"5 蛋白组分分析 氨基氮含量测定：甲醛电位
滴定法；可溶性氮测定：微量凯氏定氮法；肽基氮含

量：可溶性氮含量D氨基氮含量。
5"9"# 清除 6EE.活性分析 参照文献F8G并结合前期
实验，将 5"$%)样品液添加到 5"$%)含 6EE. !"5%%&’ ()
的 ;$H乙醇中，混合、振荡，在室温下放置 I!%01，然后
在波长 $5/1%处检测。清除率计算公式如下：
清除率（H）J（空白组D样品组）(空白组B5!!H
其中空白组采用 5"$%) 蒸馏水加 5"$%) 含

6EE. !"5%%&’ ( );$H的乙醇。

$%# 鸡肉水解工艺
酶作用条件采用厂家推荐参数范围结合前期正

交优化实验结果。取水不溶性鸡肉蛋白 I!C（蛋白质含
量为 #5";$H），加 8!C 蒸馏水匀浆 5%01，调节初始 -.
至 :"!，升温至 $!K，加入 =’L+’+@> !"!9$C于水浴上恒
温搅拌分别水解 9、:、5#、58、#9A。酶解完毕，将酶解液
于沸水中灭酶 #!%01，离心（9:!!BC，#!%01）过滤，所得
滤液为酶解产物。酶解产物稀释至 5I!C用于分析。

! 结果与讨论
!%$ 水不溶性鸡肉蛋白酶解过程中可溶性氮、氨基
氮、肽基氮变化规律

从图 5 可以看出，酶解产物中可溶性氮以及氨
基氮含量随着酶解时间的延长呈增加趋势，在水解

前期（!M5#A），可溶性氮、氨基氮含量增速较快，随后

趋于缓慢；酶解产物中肽的含量在前 :A 内增加，随
后逐渐下降。这表明在水解前期，=’L+’+@> 主要以水
解水不溶性鸡肉蛋白为主，降解成分子量小的肽和

游离氨基酸，表现为肽和氨基酸含量的增加；随后，

一部分肽也被 =’L+’+@>作为水解对象，降解成分子量
更小的肽和氨基酸，这两个过程在水解过程中同时

存在，当后者表现出优势时，就会表现为可溶性蛋白

质、氨基酸总量增加而肽含量却减少。

!%! ()*+)+,-酶解水不溶性鸡肉过程中肽分子量变
化规律

由图 I以及表 5可以看出，随着酶解时间的延长，
肽的分子量分布总体表现为大的分子量肽逐渐减少，

小分子量肽的含量逐渐增多，肽峰不断向后推移。在水

解前 :A内，分子量大于 5$!!!6+ 的肽含量占肽总量值
显著减少，分子量在 I!!!M5$!!!6+以及小于 I!!!6+

时间（A）
分子量范围（6+）

N5$!!! 5$!!!MI!!! OI!!!
9 I"$; ;!"I/ 8"!9
: 5"5I ;5"8I /"#9
5# 5"9; ;5"$5 /"!!
58 5"!9 ;5"$I /"9I
#! !"99 ;!":I :"/I
#9 !"#! :;";I ;":/

注：肽谱中分子量为 5$!!!、I!!!6+ 分别对应的洗脱体积
是 /":I、5;";I%)。

表 5 =’L+’+@>水解水不溶性鸡肉过程中酶解产物的
肽分子量分布（H）
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间的肽含量比值增加，可见在这段时间里，!"#$"$%&主
要水解水不溶性鸡肉蛋白以及分子量大于 ’()))*$ 的
肽。在 +,’-.间，分子量大于 ’()))*$的肽含量比值表
现出增加趋势；分子量在 /))),’()))*$ 以及小于
/)))*$间肽含量比值略有下降，这一方面可能与这段
时间内仍有大分子蛋白被降解成分子量大于 ’()))*$
的肽，另一方面可能与肽的总量减少有关；’-.以后，随
着酶解时间的延长，分子量大于 ’()))*$的肽含量比
值不断降低，分子量在 /))),’()))*$ 以及小于
/)))*$ 的肽含量比值逐渐增加，但分子量在 /))),
’()))*$ 的肽变化不大，在 0’1(’2至 +010/2间，这表
明 !"#$"$%& 对分子量在 ’())),/)))*$ 间的肽段水解
能力较弱。若进一步水解这一肽段，可考虑采用其它酶

（内切酶或外切酶）复合使用。

!%& ’()*(*+, 水解水不溶性鸡肉蛋白产物清除
-../活性分析
实验中发现，酶解液在 !3(’456处有较强吸收，

因此须采用水解液做对照以消除误差。同时发现，由于

*778溶液为 0(2乙醇配制，如果添加量过多，会引起
蛋白质沉淀严重，实验误差增加，因此，要保证实验结

果准确性，一方面应稀释酶解液原料，另一方面应控制

*778溶液的体积量，若实验中出现吸光值过低，则应
提高 *778的浓度，如由 )1’669" : ;增加到 )1-669" : ;
（故有国外文献采用 )1-669" : ; *778溶液）。本文考
虑直接采用酶解液分析其清除 *778活性，其结果见
图 <；另将酶解液稀释到 /倍，即将原 ’1(6;酶解液样
品变为 )1(6;样品=’6;蒸馏水，其结果如图 (。
从图 <、图 ( 可以看出，水不溶性鸡肉蛋白

!"#$"$%& 酶解产物有明显的清除 *778 活性，其清除
*778活性在酶解 <. 时达到最大，随后不断下降；对
于同一酶解时间的产物，浓度越大，其清除 *778 活
性越强，但其清除 *778 能力并不与浓度成倍数关
系，这主要是由于蛋白酶解产物为复杂的混合体系，

稀释后活性并不表现为简单的倍数递减。这点与

8>?@A.>5 B>等在研究 6$#C&D&"酶解过程中发现的
规律一致EFG。

& 结论
!"#$"$%& 酶解水不溶性鸡肉蛋白过程中，可溶性

蛋白质、氨基酸含量随酶解时间延长呈现出不断增加

趋势，而肽含量则在水解前 +.达到最大，随后不断减
小；随着酶解时间的延长，肽的分子量分布总体表现为

大的分子量肽逐渐减少，小分子量肽的含量逐渐增多，

肽分子量分布图中肽的峰值不断向后推移；!"#$"$%&对
分子量在 /))),’()))*$间的肽段水解能力较弱，若水
解这部分肽段，应考虑采用其它蛋白酶复合使用；水不

溶性鸡肉蛋白 !"#$"$%&酶解产物有明显的清除 *778
活性，其清除 *778活性在酶解 <.时达到最大，随后
不断下降；对于同一酶解时间的产物，浓度越大，其清

除 *778活性越强，但其清除 *778能力并不与浓度
成倍数关系。酶解产物清除 *778自由基的机理以及
有效肽成分有待进一步研究。
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