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水产加工副产物源抗氧化肽的研究现状与展望
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摘要：我国是水产资源大国，近年来的水产加工业发展较快，产生了大量水产品加工副
产物。其中许多副产物的蛋白质含量较高，可通过酶解得到不同功能性活性肽，进而实
现高值化的利用。提高对水产品加工副产物的利用不仅可以减少资源的浪费，提高资源
利用率，而且对降低企业成本，增加企业经济效益，减少环境污染也具有重要现实意
义。本文主要对水产品加工副产物制备抗氧化肽的来源、抗氧化肽分离纯化方法、抗氧
化检测评价方法以及抗氧化肽作用机制的研究进展进行综述。
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《2017中国渔业统计年鉴》 [1]显示，2016年
我国水产品的生产总量达到6 901万 t，已连续

26年位居世界首位。我国的水产品加工业发展迅

速，产品种类不断增加，但在加工副产物综合

利用方面存在很多不足，主要表现在精深加工

层次低、高附加值产品少、环境污染重、综合

利用率低 [2 ]。目前，对水产品加工副产物的利

用，已由起初的鱼油、鱼粉、鱼蛋白逐渐转移

至水解蛋白、胶原、明胶及生物活性肽等方面[3]。

大量研究表明，蛋白质通过酶解得到的介于一

定分子量范围的小肽具有清除体内氧自由基的

能力，可以起到超强抗氧化、防衰老活性的作

用 [4]。与传统的化合物作为主要来源的抗氧化剂

相比，海洋生物来源的抗氧化肽更有益于人体

健康 [5]；与陆生动物蛋白抗氧化肽相比，其来源

更广泛，安全性更高，且结构更新颖，表现在

氨基酸的序列及组成与之不同，是极具发展前

景的功能因子 [6-7]，因而引起广泛重视和研发热

潮。本文主要从鱼类、贝类、甲壳类以及软体

动物类水产品加工副产物制备抗氧化肽的现

状、抗氧化活性检测评价方法、分离纯化工艺

技术与作用机制等综述研究进展。

1    抗氧化肽制备的主要来源

在水产品加工过程中产生的副产物可占水

产品总量的40%~60%[8]。其中，鱼类加工副产物

包括鱼头、鱼骨、鱼皮、鱼鳞、鱼鳔、内脏

等，约占原料鱼体质量的40%~55%；贝类加工

副产物主要包括贝壳、中肠腺软体部和裙边肉

等，占总重量的25%以上 [9]，除了贝壳外皆可制

备多肽。此外，甲壳类与水生软体动物类的加

工副产物的开发也是低值水产品高值化利用的

热点之一。表1列出了水产加工副产物源的抗氧

化肽，充分利用这些加工副产物资源，实现高

附加值的转化是水产加工业急需解决的问题之一。

1.1    鱼类加工副产物制备抗氧化肽

目前，对于鱼类加工副产物用于制备抗氧

化活性肽主要有酶解法与发酵法[10]，最常用的是

酶解法，用于酶解的酶类主要有动物蛋白酶(胃
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蛋白酶、胰蛋白酶等 )、植物蛋白酶 (木瓜蛋白

酶、菠萝蛋白酶等 )和微生物蛋白酶 (碱性蛋白

酶、中性蛋白酶等)三大类 [11]。Neves等 [12]用风味

蛋白酶与碱性蛋白酶将安大略鳟 (Salmo salar)
加工下脚料进行酶解工艺研究，并获得了3段短

肽，其氨基酸序列分别为Gly-Pro-Ala-Val、Val-
Cys与Phe-Phe，实验证明所得肽段具有很好的氧

自由基清除能力。刘文颖等[13]研究发现以深海鲑

鱼皮为原料，经复合偶联酶解后获得的海洋胶

原低聚肽具有较好的体外自由基清除能力与一

定的还原能力，且抗氧化效果与质量浓度呈良

好的线性关系。张桢[14]研究了尼罗口孵非鲫(Oreo-
chromis niloticus)副产物鱼头、鱼排，采用酶解结

合微生物发酵等技术得到了抗氧化活性肽。Xia
等 [15-17]分别研究了以口孵非鲫鱼皮与鱼鳞作为来

源提取抗氧化活性低聚肽，并确定了酶解提取

的最佳条件。若能将鱼鳞都进行合理利用，可

使每年产量达30万 t的鱼鳞下脚料得以实现高值

化利用[18]。Cai等[19]利用碱性蛋白酶对草鱼(Ctenopha-
ryngodon idella)皮进行酶解后，分离纯化得到3种
抗氧化活性低聚肽，检测出其具有很好的自由

基清除能力，并对其氨基酸组成进行了解析(表1)。

1.2    贝类加工副产物制备抗氧化肽

我国贝类养殖业发展迅速，年总产量超过

1 447万t，在其加工过程中，大量的副产物裙边

及性腺得不到利用而腐败变质，不仅造成资源

浪费，还导致了环境污染。已有研究表明海洋

贝类中含有丰富的、结构多样的生物活性肽，

因此对于贝类加工副产物活性肽的研究也成

为近年来的热点 [20]。邓志程等 [21]以马氏珠母贝

(Pinctada martensii)的全脏器为原料，模拟人体消

化道的酶解方式进行酶解，再通过超滤进行分

离富集，检测酶解产物清除DPPH自由基、超氧

阴离子自由基及羟基自由基的能力，进一步发

现低分子量酶解产物的抗氧化能力更好。李荣

乔 [22]以海湾扇贝(Argopecten irradians)裙边为研究

对象，通过酶工程技术以菠萝蛋白酶制备并分

离纯化，得到具有生物活性的抗氧化肽，为扇

贝裙边的综合利用提供了一定的理论基础。金坤[23]

采用5种蛋白酶对皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai)
性腺进行酶解，通过SDS-PAGE电泳分析与DPPH
自由基清除能力评价其抗氧化效果，筛选出

最适蛋白酶为木瓜蛋白酶与复合蛋白酶，得到

表 1    水产加工副产物来源抗氧化活性肽

Tab. 1    Antioxidative peptides derived from aquatic byproduct

种类

fish species
副产物

byproducts
抗氧化活性测定

antioxidant activity tests
安大略鳟

Salmo salar [12]
下脚料

trimmings
ORAC氧自由基吸收能力

深海鲑类

salmon[13]
鱼皮

skin
DPPH·, HO·, O2−·, H2O2 清除能力

口孵非鲫

tilapia[14]
鱼头，鱼排

head, steak
T-AOC总抗氧化能力; HO·, O2−·清除能力

口孵非鲫

tilapia[16]
鱼皮

skin
DPPH·, HO·, O2−·清除能力

口孵非鲫

tilapia[17]
鱼鳞

scale
DPPH·, HO·, O2−·清除能力

草鱼

Ctenopharyngodon idella [19]
鱼皮

skin
DPPH·, HO·, ABTS·清除能力; 抗脂质氧化能力

马氏珠母贝

Pinctada martensii [21]
内脏

viscera
DPPH· , HO·, O2−·清除能力

海湾扇贝

Argopecten irradians [22]
扇贝裙边

scallop skirt
DPPH· , HO·清除能力

皱纹盘鲍

Haliotis discus hannai [23]
性腺

gonads
DPPH·清除能力

长额拟对虾

Parapenaeus longirostris [24]
头胸部、壳、附加物

cephalothorax, shells and appendix
DPPH·清除能力, 还原能力测定, 亚铁离子螯合能力,
β-胡萝卜素漂白实验

茎柔鱼

Dosidicus gigas [25]
鱼皮

skin
抗脂质氧化能力, HO·清除能力, 以碳为中心的自由基

清除能力, 金属离子螯合活性

鳎类，鱿鱼

sole, squid[26]
鱼皮

skin
金属离子螯合能力, 铁离子还原能力, ABTS·清除能力
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对DPPH自由基与羟基自由基清除能力较好的酶

解液。

1.3    其他加工副产物制备抗氧化肽

除鱼类与贝类外，甲壳类与水生软体动物

类加工副产物的开发也是低值水产品高值化利

用的热点之一。Sila等 [24]从长额拟对虾(Parapena-
eus longirostris)的头胸部以及虾壳中提取多肽，

检测抗氧化活性并进行比较，发现其对DPPH自

由基具有很好的清除效果，对三价铁离子的抗

氧化效果呈现良好的线性相关关系，且对金属

离子的螯合能力较强，与EDTA相近。Mendis等[25]

从茎柔鱼(Dosidicus gigas)皮提取的活性肽，同等

浓度下的抗氧化效果优于维生素E，与人工合成

抗氧化剂BHT的效果相当。Giménez等 [26]用碱性

蛋白酶对鳎类鱼皮与墨鱼皮进行酶解，水解度

分别为35%与50%，水解产物对ABTS自由基的清

除能力和与金属螯合的能力显著提高。

2    抗氧化肽分离纯化

为对抗氧化肽进行结构分析与活性评价，

需要对提取的粗产物分离纯化，常用的有层析

技术(离子交换层析、凝胶过滤层析、高效液相

色谱)、膜分离技术(微滤、超滤、纳滤)与电泳技

术等，在实际的应用中往往是几种方法相结合

进而达到更好的分离效果[27]。

2.1    层析技术

层析法分离的基本原理是根据样品的分子

量大小或者离子强度等特性不同，使其在色谱

柱中的保留时间不同，因此按照被洗脱出的先

后顺序收集目标产物。Ahn等 [28]使用风味蛋白

酶、中性蛋白酶、胃蛋白酶、复合酶与胰蛋白

酶从鲑鱼胸鳍中提取胶原蛋白，进行离子交换

层析与反向高效液相色谱纯化，最终获得具有

良好抗氧化活性的八肽，并采用LC/MS/MS方法

分析了肽段的氨基酸排列为Phe-Leu-Asn-Glu-Phe-
Leu-His-Val。 Jai等 [ 2 9 ]以乌鲹 (Parastromateus
niger)内脏为原料提取抗氧化肽，先后使用DEAE
离子交换层析与G-25葡聚糖凝胶层析进行分离纯

化，最终以ESI-MS/MS方法检测分子量为701.9 u
的七肽氨基酸组成Ala-Met-Thr-Gly-Leu-Glu-Ala。
Chi等 [30]使用木瓜蛋白酶对绿鳍马面鲀(Navodon
septentrionalis)皮进行酶解提取胶原蛋白，通过

DEAE离子交换层析、G-15凝胶层析与反向高效

液相色谱层析三步法在水解物中获得3段抗氧化

肽，并采用蛋白质 /肽测序仪进行氨基酸序列组

成分析。

2.2    膜分离技术

膜分离技术包括透析、超滤等，是根据分

子粒径大小的不同进行分离的。与层析技术相

比，膜分离技术过程简单，易于控制，更容易

实现大批量操作。Saidi等 [31]结合超滤与纳滤膜分

离技术对金枪鱼深肌胶原蛋白进行分级纯化，

得到3个组分，且具有较强的铁离子螯合能力与

自由基清除能力。 Pan等 [32]采用超滤、阴离子交

换层析与葡聚糖凝胶层析分级纯化的方法对孔

鳐(Raja porosa)软骨蛋白水解产物进行分离，将

得到的主要组分进行反向高效液相色谱层析，

获得3个组分，经体外自由基清除能力检测，发

现其对DPPH·、O2−·、HO·与ABTS·具有较好的清

除能力。

2.3    电泳技术

根据带电粒子在电场中移动速度的不同而

达到分离的技术称为电泳技术。目前应用于蛋

白质分离纯化的电泳技术主要有单向凝胶电

泳、等电聚焦和二维凝胶电泳。Cho等 [33 ]采用

SDS-PAGE凝胶电泳技术对蓝点马鲛(Scombero-
morus niphonius)肉水解产物进行分离鉴定，得到

分子量<1 ku的肽段。基于电泳实验的上样量较

小，因此大多用于膜分离与层析实验的前期实

验对蛋白进行鉴别，根据电泳实验结果选择合

适的膜孔径与凝胶规格。

3    抗氧化能力检测评价研究进展

已有研究表明，很多疾病的产生都与体内

过剩的自由基有关。自由基是指一个或多个未

配对电子的分子、原子、离子或基团，它们的

化学性质十分活泼，反应性极强，反应生成稳

定分子[34]。目前已知两种清除自由基的系统，一

类是非酶促系统，如抗坏血酸、维生素E等；另

一类是酶促系统，主要包括超氧化物歧化酶

(SOD)、过氧化氢酶(CAT)和谷胱甘肽过氧化物

酶(GSH-Px)等 [35]。抗氧化活性肽可清除体内过多

的活性氧、螯合金属离子、促进过氧化物的分

解，达到抑制脂质过氧化的效果，从而保护机
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体免遭氧化破坏[36]。

3.1    体外清除自由基能力检测

人体内的活性氧自由基具有一定的功能，

如参与免疫和信号传导过程，但过多的活性氧

自由基便会对人体产生危害，它可导致人体正

常细胞和组织的损坏，最终导致人的衰老与很

多疾病的发生 [37]。对于体外抗氧化能力的检测，

根据抗氧化物质的作用机理可分为基于单电子

转移法(SET)与基于氢原子转移法(HAT)[7] 两类。

主要检测指标有DPPH·、O2−·、HO·、羧基自由

基(ROO·)、一氧化氮自由基(NO·)、硝基自由基

(·ONOO-)清除能力与三价铁离子(Fe3+)还原能力

等，测定方法除了通过化学法或者电子自旋共

振(ESR)光谱法检测外，还可利用流式细胞仪检

测细胞ROS活性氧水平 [38]。Zhuang等 [39]建立体外

生成HO·、O2−·、·ONOO-、NO·模型，通过检测

显色物质在最大吸收波长处的吸光度值反映

胶原肽对活性氧自由基的清除能力，并以还原

性谷胱甘肽作为阳性对照，发现口孵非鲫鱼皮

来源的胶原蛋白肽对各类自由基均有较好的清

除效果。Shavandi等 [40]采用化学法检测了新西兰

鱿鱼(Nototodarus sloanii)软骨(喉骨)蛋白酶水解物的

抗氧化活性，包括DPPH·清除能力、抗氧化能力

指数(ORAC)与铁离子还原能力(FRAP)的测定。

Jeevithan等 [41]从鲸鲨(Rhincodon typus)软骨中提取

II型胶原蛋白，检测其对DPPH·的清除能力与总

还原能力。

3.2    内源性抗氧化酶与脂质过氧化物的检测

对于抗氧化活性的研究，除了体外清除自

由基能力的检测外，还可以检测生物体内或者

体外细胞水平的抗氧化作用来相互验证。通过

建立一定的动物氧化损伤模型或动物疾病模型

与细胞损伤模型，研究相关酶活性与脂质过氧

化物含量的变化情况，以此评价不同抗氧化剂

的活性，只是这方面的实验相对体外实验的研

究要少很多 [42]。Sun等 [43]使用UV辐照诱导小鼠产

生氧化损伤，检测小鼠背部组织均质后的抗氧

化酶活性，结果显示与辐照模型组小鼠相比，

胶原肽灌胃组小鼠的SOD、GSH-Px与CAT活性

均显著升高(P<0.05)，说明尼罗罗非鱼皮胶原肽

对UV辐照产生的氧化损伤具有较好的保护作

用。Kamoun等 [44]研究发现在对Wistar大鼠连续酒

精灌胃15 d后，利用生物化学方法，检测到服用

金色小沙丁鱼 (Sardinella aurita)副产物蛋白水解

物的大鼠心脏组织匀浆中一氧化氮水平与MDA
含量显著降低，SOD、CAT、GSH-Px等抗氧化

酶活性均显著提高。实验结果显示沙丁鱼头部

和内脏的蛋白质水解物对酒精诱导的氧化损伤

具有很好的抗氧化保护作用。Kim等 [45]使用碱性

蛋白酶、蛋白酶与胶原蛋白酶对从黄线狭鳕

(Theragra chalcogramma)皮中提取的胶原蛋白进

行三步循环水解，然后采用凝胶色谱、离子交

换色谱与高效液相色谱分离出2种抗氧化肽P1与
P2，并通过MTT法检测到P2能抑制亚油酸氧

化，显著增强培养干细胞的增殖能力。

4    抗氧化作用机制的研究

对于抗氧化肽的作用机理，有学者提出可

能通过直接清除活性氧自由基、抑制脂质过氧

化反应、螯合金属离子、与其他抗氧化成分协

同作用[46-47]4种途径来实现。

4.1    构效关系影响活性氧自由基清除率

目前，对抗氧化肽活性位点、一级结构与

功能方面虽然有一定的研究，但其抗氧化机理

与分子机制仍未彻底阐明。因此，近年来有相

关学者对抗氧化肽的构效关系进行研究，发现

具有抗氧化活性的肽段在氨基酸组成与排列上

存在一定的规律性，如抗氧化肽与肽链N端的某

些疏水性氨基酸相关，如Val与Leu，并且序列中

含有Pro、His、Tyr、Trp和Cys等氨基酸，且有效

肽段大小均为0.5~3 ku，可通过增加脂肪的溶解

度并与自由基相互作用来增强多肽的抗氧化活

性 [48-51]。某些特定氨基酸如极性氨基酸、酸性氨

基酸、碱性氨基酸与肽段的抗氧化活性也有密

切的关系，可通过猝灭单线态氧、羟基自由基

等方式发挥抗氧化活性[52]。谭洪亮 [53]从鲣(Katsu-
wonus pelamis)骨中提取抗氧化胶原蛋白肽，分离

纯化后得到十肽GPAGPAGQEG，氨基酸组成显

示此抗氧化肽段中Glu、Lys与Leu含量较高，

Glu为带负电荷的酸性氨基酸，可通过提高与其

结合亲电物质分子的亲脂部分的水溶性使自由

基更容易被清除。除此之外，具有一定抗氧化

活性的氨基酸以单体形式存在时的活性比其组

成的抗氧化肽的活性低很多，其可能原因为肽

链内的相互作用强化了自由基之间的作用。抗
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氧化活性肽的构效关系与作用机制有待进一步

研究。

4.2    抑制脂质过氧化反应

脂质过氧化与活性氧自由基存在着密切联

系，是一种链式反应。当体内的超氧阴离子自

由基无法被及时清除时，H2O2会与其在变价铁

离子的催化下，生成活性更强的羟基自由基 [54]，

可间接引发脂质过氧化，导致细胞膜结构和蛋

白质、DNA结构功能改变，破坏生物体 [ 5 5 - 5 7 ]。

Mendis等 [25]从茎柔鱼皮中提取分离得到两种多

肽，可通过抑制自由基介导的亚油酸过氧化作

用，阻断链式反应。细胞增殖实验结果验证了

此抗氧化肽能够显著提高肺胚胎成纤维细胞的

增殖，推断可能通过抑制自由基诱导的膜脂质

氧化，从而实现抗氧化作用，且抗氧化效果与

人工合成抗氧化剂二叔丁基对甲酚相近。Qian等[58]

从长牡蛎(Crassostrea gigas)中提取到氨基酸序列

为LKQELEDLLEKQE的抗氧化肽段，对多不饱

和脂肪酸的过氧化具有很好的抑制作用，对羟

基自由基诱导的细胞氧化DNA损伤具有较好的

保护作用。

4.3    螯合金属离子作用

有研究指出抗氧化肽的抗氧化活性与螯合

金属离子有关，因此可以通过检测抗氧化肽的

螯合能力间接评价其抗氧化性能[59]。目前对于螯

合金属离子能力的检测主要有螯合铁离子法与

螯合铜离子法。其机理主要包括以下三种：作

为供氢体来维持金属元素的原有价态；螯合转

运的金属离子以阻断以金属离子为辅酶或辅基

的脂质过氧化反应；通过与金属离子形成复合

物使催化剂失去催化作用 [47]。Wu等 [60]使用胰蛋

白酶对皮氏叫姑鱼(Johnius belengerii)皮进行酶

解，通过固定化金属亲和层析与反相高效液相

色谱法获得三段新型铁螯合肽，对亚铁离子具

有很好的亲和力。在生物体内，亚铁离子可以

催化氧离子，使其转化为毒性更强的氢氧根离

子，而当具有螯合能力的抗氧化剂存在时，就

能螯合亚铁离子，降低金属离子参与催化反应

产生自由基的速率，有效地减缓对机体的毒性[61]。

4.4    与其他抗氧化成分协同作用

实际应用中，某些抗氧化肽中会加入一些

其他抗氧化成分，使其在体内的抗氧化活性大

大增强，这是因为不同抗氧化物质之间产生了

协同作用。由蛋白质降解产生的抗氧化肽大多

是以一种肽的混合物的形式出现的，因此不同

抗氧化肽组分之间的影响以及抗氧化肽与其他

抗氧化剂之间的增效研究也成为了近年来抗氧

化肽研究的重点。有关抗氧化肽与其他抗氧化

成分产生协同作用的机理有以下几种：修复再

生功能以维持还原剂的能力；清除氧气以降低

过氧化自由基的产生；偶联氧化使抗氧化反应

更容易进行；与氧化有关的酶联合作用；与金

属离子形成络合物以降低催化作用[47]。

5    展望

目前我国水产品加工业的主要问题就是副

产物利用度低，且副产物粗加工产品多，深加

工产品少。因此，水产品加工副产物的高值化

利用一直是水产品开发综合利用的重要解决方

向，其关键在于深加工技术有待进一步完善。

从研究维度分析，对水产品加工副产物来源的

抗氧化肽的研究仍存在一定的局限性，目前的

诸多研究将原材料直接水解，筛选获取活性

肽，虽然简化了工作，但缺乏源蛋白认知，且

大部分工作均围绕其制备工艺、分离纯化与结

构表征进行研究，而对活性肽的构效关系、蛋

白与分子水平的作用机理的研究不够深入，今

后可探寻抗氧化肽发挥抗氧化作用的内源性分

子靶点，探究其对体内抗氧化酶的mRNA表达的

影响等，这些都将成为抗氧化作用机制研究的

主攻方向。与此同时，可将水产品加工副产物

来源的抗氧化肽进行一定的化学修饰或矿物质

螯合的协同其抗氧化活性方面作为今后研究的

重要手段。随着科学研究技术的不断进步和人

们对健康的不断追求，开发利用好水产品加工

副产物这些宝贵的资源，定能为水产品加工业

以及保健食品行业更好、更快地发展做出应有

的贡献。
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