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罗非鱼鱼皮多肽的超滤分离及其

抗氧化活性研究

刘成梅，梁汉萦，刘 伟，万 婕

(南昌大学 食品科学教育部重点实验室，中德食品工程中心，江西 南昌      330047)

摘   要：采用超滤技术分离罗非鱼鱼皮蛋白酶解液(TSP-I)，研究超滤压力、时间和浓度对膜渗透通量、渗透增

量和膜效能的影响。结果表明：超滤处理的压力为28Psi，时间为40min，浓度为5% 的操作条件下，膜渗透通

量为9.98LHM，渗透增量为2.68g/10min，膜效能为3.41g/m2·min，超滤处理达最佳效果。利用分光光度法检测

了抗坏血酸和超滤后所得多肽粉(TSP-II)对超氧阴离子自由基(O2·)、羟基自由基(·OH)、二苯代苦味酰自由基

(DPPH·)及双氧水(H2O2)的清除能力。实验发现：超滤处理所得多肽具有一定的抗氧化能力，TSP-II 对四种自由

基的清除作用顺序为：H2O 2 ＞·OH ＞ O2·＞ DPPH·。以清除 H2O 2 的能力为代表相比较，0.80mg/ml TSP-

II和 0.03mg/ml抗坏血酸清除H2O2 的能力相当。
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Abstract ：Peptides derived from TSP-I was separated by ultra-filtration technology, the effects of pressure,temperature and

concentration of peptides on ultra-filtration permeate flux, permeate increment and membrane efficiency. The results showed that

the optimum conditions are: 5% TSP-I, pressure 28 Psi and time 40 min. Under the condition, ultra-filtration permeate flux is 9.

98 LHM, ultra-filtration permeate increment is 2.68 g/10min and membrane efficiency is 3.41 g/m2·min. The capacities on

scavenging O2·, ·OH, DPPH·and H2O2 of VC and TSP-II were investigated by spectrophotometry. Study informed  that

TSP-II had  a certain extent  antioxidation, the order of scavenging ability is H2O2＞·OH ＞O2·＞DPPH·. On scavenging

H2O2,  0.80 mg/ml TSP-II is equivalent to 0.03 mg/ml VC.
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自由基是指具有不配对价电子的原子、原子团、

分子或离子。过量的自由基会引起广泛损伤效应，与

炎症、肿瘤、免疫性疾病及衰老有密切关系。研究发

现，蛋白质经酶解处理后会产生具有特殊功能的活性肽
[1]，其中，鱼皮多肽的抗氧化性质研究越来越引起人们

的关注。由于酶解液中含有未水解的蛋白质、酶及一

些其他大分子物质，将其进行进一步的分离纯化将有利

于提高鱼皮多肽的抗氧化活性。

超滤是一种压力驱动的膜分离过程，它是根据高分

子溶质之间或高分子与小分子溶质之间分子量的差别进

行分离的方法[2]。目前，很多研究者都采用超滤的方式

对蛋白水解物中的功能性多肽进行分离。

超滤过程中伴随着浓差极化、形成凝胶层等问题的

出现，致使膜渗透通量降低，影响物料进行高效的超

滤处理。本实验采用超滤分离鱼皮蛋白酶解液，研究

超滤的操作压力、操作时间及原料浓度对膜渗透通量、
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渗透增量及膜效能的影响，优化超滤操作条件，提高

膜渗透通量和分离效果。并测定了超滤处理后多肽粉

的抗氧化效果，以期为鱼皮抗氧化多肽的生产提供理

论依据。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

罗非鱼鱼皮多肽粉(TSP-I)购自江西可生生化公司，其

制作工艺为：鱼皮→酸碱处理→热水浸提→酶解→脱色、

脱味→过滤→离子交换处理→浓缩→喷雾干燥→产品。

邻苯三酚、三羟甲基氨基甲烷、盐酸、双氧水、

磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、水杨酸、乙醇、硫酸亚

铁、二苯代苦味酰自由基等均为分析纯。

超滤设备    Pall公司；紫外可见分光光度仪    北京普析

通用仪器有限公司；CentriVap concentrator 冷冻干燥机

Labconco公司；DGG-9140B型电热恒温鼓风干燥箱    上海森

信实验仪器有限公司；电子分析天平     奥豪斯公司。

1.2 方法

1.2.1 超滤各指标的测定[3]

膜渗透通量以单位时间内通过单位面积滤过液的体

积来表示；膜效能以单位时间内通过单位面积滤过液的

质量来表示；渗透增量为浓度、压力及样液量固定的情

况下，每间隔10min 收集超滤液，冷冻干燥后测定的样

品质量。

                               
 V

膜通量(LMH)= ———                                                  (1)

                           
 T×S

                                M
膜效能(MMH)=———                                                 (2)
                           T＇×S

式中，V 为样液通过膜表面的体积( L )；T 为样液

通过膜表面所消耗时间(h)；M 为样液通过膜表面的质量

(g)；T ＇为样液通过膜表面所消耗时间(min)；S 为超滤

膜的表面积(m2)。

1.2.2 清除超氧阴离子自由基(O2·)能力检测[4]

将pH 8.2 Tris-HCl缓冲液和50mmol/L邻苯三酚25℃

恒温水浴10min后，取5ml pH8.2 Tris-HCl缓冲液，加

5μl 50mmol/L 邻苯三酚，摇匀，325nm 下立即测定，

每隔0.5min测定吸光度(以pH8.2 Tris-HCl缓冲液为空

白)，一般以测定 3. 5 m i n 平均计。加入不同浓度样品

(VC、TSP-II)后氧化率测定：取5ml pH 8.2 Tris-HCl缓

冲液，加待测样品5～20μl，50mmol/L 邻苯三酚5μl，

摇匀，立即同上测定。抑制率计算公式如下：

                        
ΔA0－ΔA

抑制率(%)＝———————  ×100                             (3)

                         
       ΔA

式中，ΔA 0 为邻苯三酚的自氧化速率；ΔA 为加

入待测溶液后邻苯三酚的自氧化速率。

1.2.3 清除羟基自由基自由基(·OH)能力检测[5]

反应体系中加9mmol/L FeSO4 1ml、9mmol/L水杨酸-乙

醇1ml、不同浓度样品(VC、TSP-II)1ml，最后加8.8mmol/L

H2O2 1ml 启动反应，37℃反应 0.5h，以蒸馏水为参比，

在510nm下测量各浓度的吸光度。以9mmol/L FeSO4 1ml、

9mmol/L水杨酸-乙醇1ml、不同浓度样品(VC、TSP-II)

1ml 和 1ml 蒸馏水做为待测溶液的本底吸收值。清除率

计算公式为：

                        
A0―(AX―AX0)

清除率(%)= ————————×100                   　(4)

                              
     A0

式中，A 0 为空白对照液的吸光度；A X 为加入待测

溶液后的吸光度；A X0 为不加显色剂 H 2O 2 的待测溶液本

底的吸光度。

1.2.4 DPPH·清除能力检测[6]

反应体积为4.0ml，按表1加样品(VC、TSP-II)后，

摇匀，室温下放置 30 m i n，乙醇调零，51 7 n m 下测定

各吸光度(A)。

吸光度 溶液组成

Ae 2.0ml 0.2mmol/L DPPH·溶液(乙醇配制)+ 2.0ml乙醇

Ai 2.0ml 0.2mmol/L DPPH·溶液+2.0ml 样品液

Aj 2.0ml 样品液+2.0ml乙醇

表1  DPPH·加样实验

Table 1  Experiment of scavenging DPPH·

                                                     
 Ai－Aj

清除率计算：清除率(%)=1－ ————×100       (5)

                                                          
 Ae

1.2.5 清除双氧水(H2O2)能力检测[7]

样品(VC、TSP-II)溶于3.4ml磷酸缓冲液(pH7.4)中，

然后加入0.6ml 4mol/L 双氧水溶液中，放置10min 后，

混合液在230nm 下测定吸光度。以不加样品的双氧水溶

液为对照，对双氧水抑制率(%)表示为： 

                       
Ac－As

抑制率(%)=————  ×100               (6)

                           
As

式中，A c 为不加样的吸光度；A s 为加样的吸光度。

2 结果与分析

2.1 超滤结果分析

2.1.1 操作压力对膜渗透通量和膜效能的影响

将 STP-I 的浓度调至 5%，在压力分别为 20、25、

－
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28、32Psi 的条件下超滤处理30min，测定膜通量，选

择最适的反应压力。

超滤分离蛋白质分子时，压力与流速对于渗透通量

的影响通常是相联系的。在溶质浓度和流速一定时，选

择合适的操作压力，避免膜表面“凝胶层”的形成，

以得到最佳的膜渗透通量[1]。如图1所示，在20～25Psi

的压力范围内，渗透通量随操作压力升高而呈线性增

加，在压力为25～32Psi 范围内，渗透通量随操作压力

升高虽近似线性，但其增加幅度明显小于20～25Psi 时

渗透通量的增加幅度。当其操作压力上升到 2 8 P s i 以

后，膜渗透通量的增加幅度很小。根据浓差极化和凝

胶层的阻力模型可知[8]，随着压力的增加，大分子物质

不断被溶剂带到膜表面累积达吸附饱和后形成凝胶层，

此时，如果再增加压力时，只能增加凝胶层的厚度和

传质阻力，但不会使超滤的膜通量增加。同时，操作

压力过大时，除了增加能耗外，超滤过程所形成的凝

胶层厚度和致密度也相应增加，加重膜污染。

从图 1 中可以看出，膜效能随着操作压力的增加而

增大，当其压力达到28Psi 后，膜效能的增加幅度趋于

平缓，故综合考虑渗透通量和膜效能两项指标，压力

以28Psi 为宜。

2.1.2 操作时间对膜渗透通量和超滤液增量的影响

将STP-I 的浓度调至5%，在压力为28Psi 的条件下

超滤处理 10、20、30、40、50、60 m i n，测定膜通

量和超滤液增量，选择最适反应时间。

从图 2 中可以看出，在超滤处理的全过程中，膜

通量随时间的延长一直呈下降趋势。系统运行一段时间

后，由于膜表面的浓差极化现象加剧，膜面凝胶层增

厚以及水解液中某些组分的沉积，导致膜通量下降[9 ]。

超滤处理的前 40min，母液中富集了一定量的分子量小

于 9 0 0 0 D 的组分，随着超滤时间的增加，母液中小于

9000D 的组分越来越少，故膜渗透增量随着时间的变化

趋势是先增加后减小，40min 时达到最大值。从提高原

料利用率的角度出发，超滤时间 40 m i n 最为合适。

2.1.3 不同浓度的TSP-I 溶液对膜渗透通量与膜效能的

影响

将STP-I 的浓度分别调至2.5%、5%、7.5% 和 10%，

在压力为25Psi的条件下超滤处理50min，测定膜通量和

膜效能，选择最适的反应浓度。

蛋白质和多肽都是两性化合物，有很强的表面活

性，极易吸附在聚合物表面。料液溶质浓度越大，黏

度越大，扩散系数越小，超滤膜的表面越容易形成浓

差极化和凝胶层，使得膜渗透通量较小，增加其污染

程度。如图3 所示，本实验研究的是TSP-I 溶液浓度分

别为 2.5%、5%、7.5% 和 10% 时对膜渗透通量的影响。

膜的渗透通量随着TSP-I 浓度的升高而降低[10]。随着溶

液浓度的增加，蛋白质分子间的相互作用力也有所增

大，从而削弱了蛋白质分子与膜之间的作用力，使膜

渗透通量下降。
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图1   不同操作压力下的膜渗透通量与膜效能

Fig.1   Effects of operating pressure on ultra-filtration permeation
flux and membrance efficiency
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图2   不同操作时间对膜渗透通量的影响

Fig.2    Effects of operating time on ultra-filtration permeation flux
and permeation increment
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图3   不同浓度的TSP-I溶液膜渗透通量与膜效能

Fig.3    Ultra-filtration permeation flux and membrance efficiency
TSP-I in different concentrateions
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如图3 所示，随着TSP-I 浓度的增加，膜效能先升

高后降低。当其浓度为 5 % 时，虽然膜渗透通量低，但

原料液的浓度较高，因而膜效能最大。综合考虑，选

择 5% 的 T S P - I 溶液，可减小膜污染，提高生产效率。

2.2 TSP-II(TSP-I超滤后的多肽粉)抗氧化性质的研究结果

通过分光光度法测定不同浓度TSP-II对四种自由基

的清除能力，从表2 中可以看出：超滤处理所得的TSP-

II 对四种自由基具有不同强度的清除效果。在实验浓度

范围内，其清除能力均随浓度的增加而增大。在其浓

度为 1 0 g / m l 时，对 O 2·、·O H 和 D P P H·的清除值

均达最大，由于 TSP-II 对 H2O 2 的清除效果显著，故其

浓度梯度相对于清除其他自由基时缩小了 10 倍。

半数抑制浓度(IC50)是指清除自由基50%时的原料浓

度，此处即指TSP-II 的浓度。IC50 数值越小其清除能力

越强，以此为指标比较TSP-II 和 VC 对几种自由基的清

除效果，结果如图4 所示。TSP-II 清除四种自由基能力

均不及 VC，但仍具有一定的清除作用，TSP-II 清除四

种自由基能力的顺序为：H 2 O 2 ＞·O H ＞ O 2 ·＞

DPPH·。11.73mg/ml TSP-II和 0.026mg/ml抗坏血酸清

除·OH的能力相当；15.98mg/ml TSP-II 和 0.0071mg/

ml 抗坏血酸清除 O2·的能力相当；17.12mg/mlTSP-II

和 0.0070mg/ml 抗坏血酸清除 DPPH·的能力相当；

0.80mg/ml TSP-II和0.03mg/ml抗坏血酸清除H2O2的能力

相 当 。

3 结  论

3.1 本实验采用超滤技术分离TSP-I 溶液，研究了超滤

压力、时间和浓度对膜渗透通量、膜效能和渗透增量

的影响，结果表明：超滤处理的最佳压力为 28Psi，时

间为 40min，浓度为 5% 的操作条件下，膜渗透通量为

9.98LHM，渗透增量为2.68g/10min，膜效能为3.41g/m2·

m i n ，此时超滤处理达最佳效果。

3.2 T S P - I I 对 O 2·、·O H、H 2O 2 和 D P P H·的清除

效果均比及 V C ，但仍具有一定的抗氧化能力，其清除

能力顺序为：H2O2 ＞·OH ＞O2·＞DPPH·。11.73mg/ml

TSP-II 和 0.026mg/ml 抗坏血酸清除·OH 的能力相当；

15.98mg/ml TSP-II和0.0071mg/ml抗坏血酸清除O2·的能

力相当；17.12mg/ml TSP-II和0.0070mg/ml抗坏血酸清除

DPPH·的能力相当；0.80mg/ml TSP-II 和 0.03mg/ml 抗

坏血酸清除 H 2O 2 的能力相当。
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图 4    TSP-II清除四种自由基的 IC50

Fig.4    IC50 of TSP-II on four kinds of of free radicals
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                    清除率(%)
浓度(mg/ml)

O 2 · ·O H D P P H · H 2O 2

2(H2O2  0.2) 5.54 2.77 15.68 4.41

4(H2O2  0.4) 12.03 5.18 19.44 20.32

6(H2O2  0.6) 18.74 8.16 21.07 34.20

8(H2O2  0.8) 23.43 19.50 26.13 50.09

10(H2O2  1.0) 31.63 31.79 28.67 64.59

表2  不同浓度TSP-II的抗氧化性质

Table 2   Antioxidation characters of different concentrations of
TSP-II
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