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蛋清肽的抗氧化稳定性与功能特性

牛慧慧 1，马美湖 1,*，杨 昆 2

(1.华中农业大学 国家蛋品加工技术研究分中心，湖北 武汉      430070；
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摘   要：选用胃蛋白酶水解冻干蛋清制得蛋清肽，测定蛋清肽的抗氧化稳定性及功能特性。研究温度和 pH 值对蛋

清肽抗氧化稳定性的影响以及蛋清肽的乳化性、吸水能力和吸油能力。结果表明：随着蛋清肽质量浓度的增加其

清除羟自由基(·OH)、超氧阴离子自由基(O2
－
·)及 DPPH 自由基的能力均随之增加；温度与 pH 值对蛋清肽的抗氧

化活性影响较大，在 pH12.0 条件下存放 4h 后其抗氧化活性消失；蛋清肽具有较好的乳化能力、乳化稳定性、吸

油和吸水能力，这些均有利于其在食品和化妆品行业中的应用。
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Abstract ： The antioxidant stability and functional properties (emulsifying capacity, water absorbing capacity and oil absorbing

capacity) of egg white peptides (EWP) obtained from lyophilized egg white by pepsin hydrolysis were measured with respect

to temperature and pH. The results showed that the scavenging capacities of EWP against hydroxyl, superoxide anion and

DPPH free radicals were all increased with increasing EWP concentration. Meanwhile, temperature and pH had a great impact

on the antioxidant activity of EWP. The storage of EWP at pH 12.0 for 4 h could result in the loss of antioxidant activity.

Moreover, EWP also revealed excellent emulsifying properties, water absorbing capacity and oil absorbing capacity. All of these

investigations are benefit for its application in the food and cosmetic industries.
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蛋清占鸡蛋总质量的 60% 以上，主要成分为水分、

蛋白质，其他成分含量很少。鸡蛋清是公认的必需氨

基酸最为平衡，营养价值最高的动物性蛋白源之一，是

人类获得营养素的重要来源。但是蛋清内含有的蛋白酶

抑制因子、维生素结合蛋白及过敏原性蛋白不但具有显

著的抗营养作用并且还会引起食物过敏从而限制了其在

一些特殊人群中的应用，如婴儿营养中的应用[ 1 -2 ]。我

国蛋品资源丰富，蛋清的利用有待于进一步开发 [ 3 ]。

鸡蛋清在适宜蛋白酶的作用下，可以在一定程度上

提高其功能性如溶解度、乳化性、起泡性、吸油性、

吸水能力，持水能力等[ 4 -5 ]。经过酶解后，蛋清过敏原

蛋白质抗原性降低甚至消失[5-6]，这不仅有利于蛋清在婴

儿食品中的应用而且其增加的乳化性和溶解度更是提高

了其在糕点食品中的使用[7]。此外，由蛋白酶作用蛋清

得到的蛋清肽会显著提高蛋清的一些生物功能性如抗凝

血活性、抗氧化活性、抗疲劳活性等[8-10]。本实验主要

研究由胃蛋白酶酶解鸡蛋清制得蛋清肽的抗氧化稳定性

和功能特性，以期为蛋清抗氧化肽的应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

蛋清肽    实验室自制。
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胃蛋白酶    广西南宁庞博生物工程有限公司；1,1-
二苯基 -2- 苦基苯肼 (DPPH，分析纯)    美国 Sigma 公

司；邻苯三酚、邻二氮菲、十二烷基磺酸钠(SDS)、三

羟甲基氨基甲烷、铁氰化钾等试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

UV 紫外 - 可见分光光度计    上海美普达仪器有限公

司；离心机    天津市泰斯特仪器有限公司；雷磁 PHS-
3C 酸度计    上海精密科学仪器有限公司；RE-52 旋转蒸

发仪    上海亚荣生化仪器厂；FD-18S 冷冻干燥机    北京

德天佑科技发展有限公司；均质机    上海弗鲁克流体机

械制造有限公司；HWS-250 恒温恒湿培养箱    宁波海曙

赛福实验仪器厂。

1.3 蛋清肽制备工艺流程

新鲜鸡蛋→清洗→分离蛋清→冻干蛋清→调底物质

量浓度(0.02g/mL)，调 pH2.0 →胃蛋白酶酶解 5h → 85℃
灭酶 15min → 4000r/min 离心 15min，取上清液→旋转蒸

发浓缩→冷冻干燥→蛋清抗氧化肽

1.4 指标测定[11]

1.4.1 蛋清肽 DPPH 自由基清除能力测定

准确称取 10mg DPPH 溶于 100mL 无水乙醇得储备

液，冰箱避光保存。用时稀释4倍得6.5×10-5mol/L DPPH
溶液，另用蒸馏水将蛋清肽配制成不同质量浓度溶液，

加样反应 10min 后用 1cm 比色皿在波长 517nm 条件下测

定吸光度。重复测定 3 次，结果取平均值。然后按式

(1)计算 DPPH 自由基清除率。

　　　　　　　　　                Ai － Aj

DPPH 自由基清除率 /%=(1 －————)× 100      (1)
　　　　　　　　　                    A0

式中：A0 为 2.5mL 6.5 × 10-5mol/L DPPH 乙醇溶液＋

0.5mL无水乙醇；Ai 为2.5mL 6.5×10-5mol/L DPPH乙醇溶液＋

0.5mL 样品溶液；Aj 为 2.5mL 无水乙醇＋ 0.5mL 样品溶液。

1.4.2 蛋清肽羟自由基(·OH)清除能力测定

通过 Fenton 反应测定蛋清肽清除·OH 的能力。取

1mL 5mmol/L 邻二氮菲乙醇溶液于试管中依次加入 2mL
pH7.40 的 0.2mol/L 磷酸缓冲溶液和 1mL 样品溶剂，充分

混匀后，加入 1mL 5mmol/L 硫酸亚铁溶液，混匀后加

入 1mL 双氧水，于 37℃水浴 60min 后，在波长 536nm
处测其吸光度得到 A 损。未损伤管以 1mL 蒸馏水代替损

伤管中 1mL 0.1% 的双氧水，样品管以 1mL 样品溶液代

替损伤管中的 1 mL 样品溶剂，其他同损伤管，测得未

损伤管的吸光度(A 未)及样品管的吸光度(A 样)，按式(2)计
算·O H 清除率。

                              A样－A损

·OH清除率/%=—————×100                                (2)
                              A未－A损

1.4.3 蛋清肽超氧阴离子自由基(O2
－
·)清除能力测定

采用邻苯三酚自氧化法测定蛋清肽的 O 2
－
·清除能

力。在试管中加入 4.5mL Tris-HCl 缓冲液(50mmol/L，
pH8.2)，4.2mL 蒸馏水混匀后在 37℃水浴中保温 20min，
取出后立即加入 37℃条件下预热过的 3mmol/L 邻苯三酚

0.5mL，迅速摇匀后倒入比色皿，在波长 325nm 处每隔

30s 测一次吸光度，计算线性范围内每分钟内吸光度的

增加，以 10mmol/L HCl 溶液配制空白管作对照，记录

结 果 。

加入样品后邻苯三酚自氧化速率的测定：按前步骤

在加入邻苯三酚前先加入 0.5mL 样品液，蒸馏水相应减

少，同样以 10mmol/L HCl 溶液配制空白管作对照，测

定吸光度，每个样品重复 3 次，取平均值。清除率按

式( 3 )计算。

                          
ΔA1/Δt －ΔA2/Δt

O2
－
·清除率 /%= —————————× 100         (3)

                              ΔA1/Δt

式中：ΔA 1/Δt 为邻苯三酚自氧化时的反应速率；

ΔA 2/Δt 为加入样品后邻苯三酚自氧化时反应速率。

1.4.4 温度对蛋清肽清除·OH 能力的影响

取蛋清多肽冻干粉用 pH7.0 的 Tris-HCl 缓冲液配成

质量浓度为 10mg/mL 的蛋清肽溶液，分别于试管中在

60、80、100℃的条件下加热，每隔一定时间取样，在

冰水浴中迅速冷却后测定溶液清除·O H 的能力。

1.4.5 pH 值对蛋清肽清除·OH 能力的影响

取一定量的蛋清多肽，用蒸馏水配成质量浓度为

10mg/mL 的溶液，用 1mol/L HCl 和 1mol/L NaOH 调整溶

液 pH 值分别为 2.0、4.0、6.0、8.0、10.0、12.0，37℃
水浴中分别放置 2、4h 取样。取样后立即调样品的 pH
值至 7 . 0，定容后测溶液清除·O H 的能力。

1.4.6 蛋清肽溶解度测定

为了测定蛋清抗氧化肽的溶解度，样品分散于 pH
值范围为 2.0～12.0 的蒸馏水中配制 10mg/mL 的蛋清肽溶

液。混合物在室温下搅拌 30min 后 7500 × g 离心 15min，
双缩尿法测定上层清液中蛋白质含量。按照公式(4)计算

蛋白质溶解度。

溶解度/%=(A/B)×100                                                 (4)
式中：A 为上层清液中蛋白质质量 /mg；B 为样品

总蛋白质质量 / mg。

1.4.7 蛋清肽乳化性质测定

300mg 蛋清肽分散于 30mL pH 值范围为 2.0～12.0 蒸

馏水中，加入 10mL 的植物油后在 16000r/min 条件下均

质 1min。分别在均质后及均质 10min 后用移液管从容器

底部吸取 50μL 乳状液，加入 5mL 0.1% 十二烷基磺酸钠
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(SDS)，使用紫外 - 可见分光光度计在波长 500nm 处测定

其吸光度，其中用 0.1% SDS 溶液作为空白对照。

                       2× 2.303×A0 × n
EAI/(m2/g)=——————————                          (5)
                    ρ×φ× 10000

                    A0×Δt
ESI/min=—————                                                    (6)
                   A0 －A10

式中：EAI 为乳化能力；ESI 为乳化稳定性；n 为

稀释倍数 100；ρ为蛋白质质量浓度 /(g/mL)；φ为油的

体积分数(0.25)；A0 为均质结束后样品在波长 500nm 处的

吸光度；A 1 0 为均质 1 0 mi n 后的样品在波长 5 0 0n m 处

吸光度；Δt 为 1 0 m i n。

1.4.8 蛋清肽吸水能力测定

1.0g 蛋清肽样品分散于烘干至恒质量的培养皿中，

置于温度 30℃，相对湿度 85% 的恒温恒湿培养箱中，每

6h 称量培养皿的质量直至质量不再变化。吸水能力由公

式( 7 )计算。

　　　　　                         m1 －m0 －m
吸水能力 /(g水 /g样品)=———————               (7)
　　　　　　　　                     m

式中：m 0 为培养皿的质量 /g；m 1 为培养皿与吸水

样品的总质量 / g；m 为样品最初的质量 / g。

1.4.9 蛋清肽吸油能力测定

0.3g 蛋清肽样品加入到离心管中，然后加入 2mL 精

炼植物油后搅拌均匀。室温保存 30min 后在 1000 × g 条

件下离心 25min，记录未被吸收的油体积，以冻干蛋清

作为对照。由公式( 8 )计算吸油能力。

　　　　　　   　 V0 － V1

吸油能力/(mL/g)=————                                       (8)
　　　　　　　　　

m

式中：V 0 为原始加油体积 /mL；V 1 为未被吸收的

油体积 / m L；m 为样品质量 / g。
1.5 统计分析

每个实验重复 3 次，采用 SPSS 17.0 中方差分析进

行数据处理。结果表示为 x ± s，P ＜ 0.05 为有差异显

著 性 。

2 结果与分析

2.1 蛋清肽清除自由基能力测定结果

用蒸馏水配制成不同质量浓度的蛋清肽溶液进行抗

氧化能力测定。由图 1 可知，不同质量浓度的蛋清肽对

3 种自由基的清除作用都呈现出了一定的量效关系。随

着蛋清肽质量浓度的增加其清除自由基的能力也随之增

加。蛋清肽质量浓度在 1～20mg/mL 范围内对·OH 的

清除能力随着质量浓度的增加呈现一定的线性增加趋

势，而对 DPPH 自由基及 O 2
－
·的清除能力在低质量浓

度范围内上升趋势明显，在高质量浓度范围增强趋势减

慢。质量浓度为 10mg/mL 的蛋清肽清除·OH、O2
－
·、

DPPH 自由基的能力分别为 35.99%、69.43%、95.24%。

相同质量浓度的蛋清肽清除 DPPH 自由基的能力最强，

而清除·O H 的能力相对弱。这说明蛋清肽可以作为

一种较好的抗氧化剂用于抑制 DPPH 自由基及 O2
－
·的

产 生 。

图 1 不同质量浓度蛋清肽清除自由基的能力

Fig.1   Concentration dependent scavenging rates of EWP against
hydroxyl, DPPH and superoxide anion free radicals
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2.2 温度对蛋清肽抗氧化稳定性影响

图 2 温度对蛋清肽清除·O H 能力的影响

Fig.2   Effect of temperature on hydroxyl free radical scavenging
capacity of EWP
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刘长江等[12]的研究表明麦麸多肽在高温下其抗氧化

清除率会显著下降。由图 2 可知，温度对蛋清肽的抗氧

化活性也有着极大的影响，高温不利于蛋清肽抗氧化活

性的保持。在 3 个温度下蛋清肽清除·OH 的能力随着

保存时间的延长都表现出了下降趋势，且温度越高其清

除能力下降越快。特别是在 100℃保存了 4h 后蛋清肽失

去了对·OH 的清除能力。这说明蛋清抗氧化肽不适于

在高温条件下使用。在 60℃保存 1h 后蛋清肽清除·OH
的能力下降幅度相对较低，降低了 3 5 % 左右。这说明

蛋清抗氧化肽适于在低温条件下抑制·OH 的产生及低

温长时间的杀菌，如巴氏杀菌。
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2.3 pH 值对蛋清肽抗氧化稳定性影响

由图 3 可知，蛋清肽在不同 pH 值条件下分别保存

了 2h 和 4h 后其清除·OH 的能力较初始清除能力呈现了

下降趋势，且在碱性条件下下降趋势大于在中性条件

下，而在酸性条件下蛋清肽对·OH 的清除能力下降最

弱。在 pH6.0 保存了 2h 及 4h 后的·OH 清除率较开始

时分别下降了 20.08%、54.46%。而在 pH12.0 条件下保

存 4 h 后失去了清除·O H 能力。这说明蛋清肽在酸性

及中性条件下清除·O H 的能力相对稳定。

2.4 蛋清肽溶解度测定结果

注：同列肩标字母不同，表示差异显著(P ＜ 0.05)。

pH 溶解度 /% 乳化能力 /(m2/g) 乳化稳定性 /(10min)
2 86.66 ± 1.12a 96.26 ± 0.44a 33.54 ± 0.74a

4 70.96 ± 1.75b 110.96 ± 0.26b 31.22 ± 0.52a

6 68.12 ± 1.98b 116.36 ± 1.52c 49.54 ± 0.61b

8 61.38 ± 3.04c 116.50 ± 1.07c 65.70 ± 0.64c

10 64.72 ± 1.10d 100.36 ± 2.06d 88.76 ± 0.44d

12 58.43 ± 1.00c 144.25 ± 2.82e 236.60 ± 1.41e

表 2 蛋清肽溶解性与乳化性

Table 2   Effect of pH on solubility and emulsifying properties of EWP

由表 2 可见，蛋清肽在酸性条件下的溶解度最大，

随着溶液 pH 值的增大溶解度逐渐下降。这可能与蛋清

多肽的氨基酸组成及其混合物的等电点相关。蛋清肽是

一种由多肽、小肽及氨基酸组成的混合物，其没有确

定的等电点，在不同的 pH 值条件下，含有的各种多肽

和小肽会带有不同含量的羧基及氨基，可能是其共同的

作用使得蛋清肽在酸性条件下溶解度较高。

2.5 蛋清肽乳化性测定结果

由图 4 可知，蛋清肽的乳化能力及乳化稳定性随着

蛋清肽质量浓度的增加呈现先增高再降低的趋势。对于

相同含量的油脂，质量浓度为 2mg/mL 的蛋清肽乳化能

力最强为 115.52m2/g，室温放置 10min 后的乳化稳定性

为 51.73min。在之后随着蛋清肽质量浓度的增加乳化能

力和乳化稳定性均下降，这可能是低质量浓度下表面张

力随着蛋清肽质量浓度的增加而迅速减少，当质量浓度

超过 2mg/mL 后蛋清多肽之间彼此形成了称为胶束的聚集

体，形成稳定的胶束后其乳化能力和乳化活性不再

提 高 。
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图 4 不同质量浓度蛋清肽乳化能力与乳化稳定性

Fig.4   Emulsifying capacity and emulsion stability of EWP at various
concentrations

pH 值对 2mg/mL 蛋清肽乳化能力的影响如表 2所示，

在不同的 p H 值条件下蛋清肽的乳化能力均较高(大于

96m2/g)。并且其乳化能力和乳化稳定性均随着 pH 值的

增加呈现上升趋势，蛋清肽在不同 pH 值条件下乳化性

质差异性显著(P ＜ 0.05)。在 pH12.0 时乳化能力和乳化

稳定性都达到最高分别为 144.25m2/g、236.60(10min)。这

说明蛋清肽作为乳化剂适于在不同 p H 值范围内使用，

特别适于中性和碱性条件下的使用。

2.6 蛋清肽吸水能力测定结果

样品 吸水能力 /(g/g) 吸油能力 /(mL/g)
蛋清肽 0.31 ± 0.026* 3.42 ± 0.055*
冻干蛋清 0.03 ± 0.002 2.32 ± 0.06

表 3  蛋清抗氧化肽吸水、吸油能力

Table 3   Comparisons of water absorbing capacity and oil absorbing
capacity of EWP and lyophilized egg white

注：*.与冻干蛋清样品比较，有显著性差异(P ＜ 0.05)。

吸水能力是蛋白质及其产品的一个重要功能性质，

它一般表示为每克蛋白质能够吸收的水的质量。由表 3
可知，蛋清肽较冻干蛋清表现出了极强的吸水能力，达

到了 0.31g/g，两者吸收水的能力差异性显著(P ＜ 0.05)，
这可能是因为蛋清经过酶解后会暴露出亲水基团，从而

增加了其吸水性[1 3 ]。

2.7  蛋清肽吸油能力

吸油能力是肉品行业及一些糕点行业的重要功能性

质[14]。蛋白质的吸油能力受各种因素的影响，如蛋白质

类型、温度以及所使用的油等，它表示为每克蛋白质

吸收的油的体积。由表 3 可知，冻干的蛋清和蛋清肽均

有很强的吸油能力分别为 2.32mL/g 和 3.42mL/g，并且蛋

清肽的吸油能力显著大于冻干蛋清(P ＜ 0.05)。
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图 3 pH 值对蛋清肽清除·OH 的影响

Fig.3   Effect of pH on hydroxyl free radical scavenging capacity of
EWP
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3 结  论

胃蛋白酶酶解鸡蛋清制得的蛋清肽具有较强的自由基

清除能力，且随着蛋清肽质量浓度的增加其清除·OH、

O 2
－
·、D P P H 自由基的能力随之增加。温度和 p H 值

对蛋清肽清除·OH 的能力影响显著，在酸性及中性条

件下蛋清肽清除·OH 的能力相对稳定，过高的温度及

pH 值均会降低其抗氧化能力。蛋清肽表现出了较好的

功能性质，它较好的乳化性质、溶解度、吸水、吸油

能力都有利于其在食品和化妆品行业的应用。
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