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摘  要: 目的  探究刺参自溶肽美拉德反应产物的表征及抗氧化活性变化。方法  利用刺参自溶来制备自溶肽, 

进一步采用 D-木糖和刺参自溶肽的美拉德反应对其进行改性, 分析美拉德反应产物的理化性质和抗氧化活性差

异。结果  选择美拉德反应条件为: 反应时间 4 h, 反应温度 120 ℃, 刺参自溶肽与 D-木糖的质量比为 1:2。反应后

游离氨基含量由(32.35±1.90) μg/mL 下降至(12.68±1.10) μg/mL, 反应前后荧光发射光谱最大吸收峰由 401 nm 移到

434 nm, 紫外吸收光谱在 288 nm 处出现吸收峰, 分子量测定发现 3600 u 以上大分子量物质显著增加, 验证了刺参

自溶肽与 D-木糖美拉德反应产物的出现。美拉德反应产物在质量浓度为 8 mg/mL 时的羟自由基、1,1-二苯基-2-三

硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine, DPPH)自由基、2,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐[2,2’-azino-bis 

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt, ABTS]阳离子自由基清除能力均在 85%以上, Fe3+还原能力

比原刺参自溶肽提高 6.3 倍。结论  研究结果为利用刺参自溶现象, 改善刺参自溶肽抗氧化活性提供了新参考。 

关键词: 刺参; 自溶肽; 美拉德反应; 抗氧化活性 
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ABSTRACT: Objective  To study the characterization and antioxidant activity of Maillard reaction products of 

autolytic peptides from Stichopus japonicus. Methods  The autolysis phenomenon of Stichopus japonicus was taken 

to dissolve their body walls. Further used D-xylose and Stichopus japonicus autolytic peptides for Maillard reaction 

to modify autolytic peptides, and the physical and chemical properties and antioxidant activity differences of the 

Maillard reaction products were analyzed. Results  The Maillard reaction conditions were as follows: Reaction time 

4 h, reaction temperature 120 ℃, mass ratio of Stichopus japonicus autolytic peptides to D-xylose 1:2. After the 

reaction, the content of free amino group decreased from (32.35±1.90) μg/mL to (12.68±1.10) μg/mL. The maximum 

fluorescence emission peak of the Maillard reaction products shifted from 401 nm to 434 nm, and an absorption peak 

appeared at 288 nm in the ultraviolet absorption spectrum. The molecular weight measurement showed that the large 

molecular weight material above 3600 u increased significantly. The appearance of the Maillard reaction products 

from the autolytic peptides of Stichopus japonicus and D-xylose was verified. When the mass concentration of 

Maillard reaction products was 8 mg/mL, the scavenging ability of hydroxyl free radical, 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine (DPPH) free radical and 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

diammonium salt (ABTS) cation free radical were above 85%, and the reducing ability of Fe3+ was 6.3 times higher 

than that of autolytic peptides from Stichopus japonicus before the reaction. Conclusion  The results provide a new 

reference for utilizing the autolysis of Stichopus japonicus and improving the antioxidant activity of the Stichopus 

japonicus autolytic peptides. 
KEY WORDS: Stichopus japonicus; autolytic peptides; Maillard reaction; antioxidant activity 

 
 

0  引  言 

刺参(Stichopus japonicus)是一种棘皮类海洋动物, 属
棘皮动物门刺参纲, 体壁干物质中蛋白质含量在 50%左右, 
全世界共拥有刺参品种 1100 余种, 在我国现已发现 150 余

种[1]。刺参作为一个重要品种, 在黄渤海地区均有分布, 现
捕捞养殖的刺参主要包括白刺参、绿刺参和紫刺参等[2]。

刺参体内含有 50 多种营养成分, 具有高蛋白、低脂肪的特

点, 部分有效成分还具有药用价值, 具有补肾、益精髓、

生脉血等功效, 此外刺参中还含有丰富的多糖、多肽、皂

苷和人体所需的各种维生素及微量元素[3–4], 其中小分子

肽稳定性好、溶解性强, 更易被肠道消化吸收, 具有更高

的利用价值。 
自溶是海产品普遍存在的现象, 刺参自溶也称为“吐

肠”现象。这一现象造成了刺参不易保存和运输的特点。刺

参发生自溶现象主要是其内源酶对自身组织的酶解作用, 
例如组织蛋白酶 B、组织蛋白酶 L、基质金属蛋白酶和胶

溶性金属蛋白酶等, 均能有效水解刺参的胶原蛋白和非胶

原蛋白[5–6]。但刺参自溶并非只有缺点, 杨涛[7]通过控制海

参体壁自溶时的环境温度、pH、自溶时间、底物浓度和盐

度, 得到可溶性寡肽、总糖和还原糖, 可溶性寡肽溶出率

达到 1.23%; 郑杰等 [8]以可溶性寡肽溶出率为评价指标 , 
优化海参自溶条件, 发现自溶产物具有抗氧化活性; 也有报

道利用海参的自溶, 制备具有抗糖尿病活性的海参多肽[9]。

以上研究说明对刺参的自溶现象加以控制, 可改变原本影

响品质的情况, 使其具有重要的研究意义, 为刺参高值化

利用产业提供理论支持。 
美拉德反应是一种天然的蛋白质改性方法, 是羰基

化合物与氨基化合物之间的非酶褐变反应, 能改变食品的

色香味[10], 通过控制美拉德反应温度、时间、糖的种类和

质量可得到不同效果的美拉德反应产物。美拉德反应及其

产物在食品、医药、化妆品等领域中广泛应用, BU 等[11]

采用酶解结合高压加工蛤蜊, 将其与 L-半胱氨酸和 D-木糖

在 120 ℃下反应 1.5 h后, 发现美拉德反应中间产物和褐变

产物积累, 游离氨基酸含量有所下降; 黄翠萍等[12]在反应

温度 80 ℃, 大豆蛋白与壳聚糖质量比 1:1 条件下反应 5 h, 
获得 65.13%的接枝度; 方菲等[13]在木糖与鲷鱼鳞多肽质

量比 1.3:1、糖肽总质量浓度 78 mg/mL、初始 pH 11.85、
反应温度 100 ℃、反应时间 4.05 h 条件下, 美拉德反应产

物抗氧化活性显著增加, 且具有多酚氧化酶抑制活性。 
本研究利用刺参自溶制备刺参自溶肽, 选用 D-木糖

与自溶肽进行美拉德反应, 对反应工艺进行优化。通过荧
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光光谱法和紫外吸收光谱法分析美拉德反应产物, 高效液

相色谱法测定刺参自溶肽发生美拉德反应前后分子量的变

化, 并对美拉德反应前后抗氧化活性差异进行测定, 从而

探究美拉德反应对刺参自溶肽的影响, 为利用刺参存在的

自溶现象, 探索刺参自溶肽的应用途径提供新方向。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

新鲜刺参, 捕捞后立即放入盛满冰海水的泡沫箱运

输至实验室, 迅速将刺参去头去内脏, 洗净后放入–20 ℃
冷冻, 备用。 

牛血清白蛋白标准品(纯度˃99%)、邻苯二甲醛试剂

(o-phthalaldehyde, OPA)(分析纯, 北京索莱宝科技有限公

司); 硫酸软骨素、人参皂苷、L-亮氨酸(分析纯)、分子量

标准品 (纯度˃99%)(北京宝希迪商贸有限公司 ); 间苯三

酚、冰醋酸(分析纯, 上海麦克林生化科技有限公司); 香草

醛、高氯酸、正丁醇、磷酸钠、氯化钠(分析纯, 天津大茂

化学试剂厂); D-木糖(分析纯, 上海鑫泰实业有限公司); 无
水乙醇(分析纯)、三氯乙酸(trichloroacetic acid, TCA)(色谱

纯)(天津科密欧化学试剂有限公司); 实验用水为超纯水。 
BS224S 分析天平(精度 0.1 mg, 北京赛多利斯有限公

司); GL-21M 恒温离心机(湖南湘仪实验室仪器开发有限公

司); FD-1 型冷冻干燥机(北京博医康实验仪器有限责任公

司); DF-101S磁力恒温水油两用浴锅(上海予华仪器设备有

限公司); NanoDrop 2000C 微量分光光度计(美国赛默飞世

尔科技公司); ELx800 酶标仪(美国伯腾仪器有限公司); 
F-380 荧光分光光度计(天津港东科技发展股份有限公司); 
TU1810 DAPC 紫外可见分光光度计(上海菁华科技仪器有

限公司); Agilent 1260 高效液相色谱(美国安捷伦仪器有限公

司); Asahipak GS320-HQ 色谱柱(7.5 mm×300 mm, 6 μm)(日
本昭和电工集团)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  刺参自溶肽的制备 
刺参在–20 ℃条件下储存 5 个月, 在此期间刺参体壁

已发生自溶, 取出解冻, 将解冻后的刺参体壁剪成适当大

小块状, 加入 3 倍体积超纯水匀浆。加入 2 倍体积质量分

数 10% TCA 终止自溶, 并沉淀大分子蛋白, 静置 30 min 后

8000 r/min 离心 15 min, 取上清液在冻干机中–50 ℃冷冻干

燥 60 h, 得到刺参自溶肽。 
1.2.2  美拉德反应条件的选择与产物制备 

(1)单因素实验 

总结文献[11–13]的还原糖种类、反应时间、温度和质

量比条件, 预测最优条件为反应时间 4 h、反应温度 110 ℃, 
刺参自溶肽与 D-木糖质量比为 1:1。在该条件附近选择不

同参数, 设置实验反应条件为反应时间: 2、3、4 h; 反应温

度: 80、100、120 ℃; 刺参自溶肽和 D-木糖质量比: 1:1、
2:1、1:2 (g:g)。将刺参自溶肽和 D-木糖按设定质量比混合, 
总量 5 g, 加入 pH 7.0 的磷酸盐缓冲液 95 g, 充分混合于锥

形瓶中, 封口, 置于磁力搅拌油浴锅中, 在所设温度和时

间下各自反应。反应结束后, 取出迅速用冰水冷却 5 min, 
在冻干机中–50 ℃冷冻干燥 60 h, 得到美拉德反应产物。 

糖肽混合物制备与美拉德反应产物制备相同, 但充

分混合后不予加热。 
(2)正交实验  
在单因素分析的基础上, 综合影响美拉德反应的 3 个

关键因素, 进行正交实验设计。各因素水平设计见表 1。 
 

表 1  正交实验因素水平 
Table 1  Factor level of orthogonal test  

水平 A 反应温度 
/℃ 

B 反应时间 
/h 

C 肽糖质量比
(g:g) 

1 2 80 1:1 

2 3 100 2:1 

3 4 120 1:2 

 
1.2.3  刺参自溶肽基本成分测定 

(1)总肽含量的测定 
配制质量浓度 10 mg/mL 的牛血清白蛋白标准溶液和

刺参自溶肽溶液, 利用 NanoDrop 2000c 微量分光光度计检

测肽键在紫外 205 nm 处的波长, 以超纯水和标准溶液进

行校准, 测定样品中实际的肽浓度。 
(2)硫酸软骨素含量的测定 
配制硫酸软骨素质量浓度梯度标准溶液各 400 μL, 加

入间苯三酚溶液 1.2 mL, 混匀。置于沸水中水浴 30 min, 取
出后立即冰水水浴冷却 5 min, 用冰醋酸稀释至 4 mL, 混匀, 
于 558 nm 处测定吸光度[14], 以硫酸软骨素标准溶液质量浓

度和吸光度值分别为横纵坐标绘制标准曲线, 得到标准曲

线 Y=0.0494X+0.0509 (r2=0.9919)。样品测定同上述操作。 
(3)皂苷含量的测定 
配制人参皂苷质量浓度梯度标准溶液, 水浴蒸干试

剂后加入 5%香草醛-冰醋酸溶液 0.2 mL, 高氯酸 0.8 mL, 
60 ℃水浴加热 15 min 后再立即用冰水冷却 5 min, 加入 5 mL
冰醋酸摇匀, 静置 10 min, 于 560 nm 处测定吸光度[15], 以人

参皂苷标准溶液质量浓度和吸光度值分别为横纵坐标绘制

标准曲线, 得到标准曲线 Y=1.9662X+0.0598 (r2=0.9975)。
准确吸取 200 μL 样品, 加入 200 μL 正丁醇进行萃取, 反复

3 次氮气吹干后, 其余步骤同上述操作。 
(4)游离氨基含量的测定 
采用 OPA 法[16]进行测定, OPA 试剂现配现用。配制

L-亮氨酸质量浓度梯度标准溶液, 取200 μL待测溶液与4 mL 
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OPA 试剂混匀反应, 于 340 nm 的波长下测定吸光度。以 L-
亮氨酸标准溶液质量浓度和吸光度值分别为横纵坐标绘制

标准曲线, 得到标准曲线 Y=1.0517X+0.1544 (r2=0.9962)。
待测样品 8000 r/min 离心 20 min, 稀释上清液 50 倍与 OPA
试剂混匀反应, 其余操作同上述步骤。 
1.2.4  荧光光谱分析 

参考方菲等[13]方法, 样品质量浓度为 0.5 mg/mL, 激
发波长 347 nm, 发射波长扫描范围 362~672 nm, 发射光与

激发光缝宽为 10 nm。 
1.2.5  紫外光谱分析 

样品质量浓度为 0.5 mg/mL, 紫外分光光度计进行

200~450 nm 波长光谱扫描[16]。 
1.2.6  分子量的测定 

高效液相色谱法测定刺参自溶肽分子量。色谱柱 : 
Asahipak GS320-HQ (7.5 mm×300 mm, 6 μm); 流动相: 
0.07 mol/mL 磷酸钠缓冲溶液(pH 7.0)+0.15 mol/mL 氯化钠

溶液; 流速 0.5 mL/min, 进样体积 20 μL, 检测波长 220 nm。

以标准品分子量对数与其保留时间为横纵坐标绘制标准曲

线 Y=–8.7069X+44.335 (r2=0.9989), 根据保留时间计算样

品分子量大小。 
1.2.7  抗氧化活性的测定 

分别对刺参自溶肽, 刺参自溶肽和D-木糖混合物, 美
拉德反应产物进行羟自由基清除能力、1,1-二苯基-2-三硝

基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine, DPPH)自由基清除

率、 2,2- 联氮 - 二 (3- 乙基 - 苯并噻唑 -6- 磺酸 ) 二铵盐

[2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 
diammonium salt, ABTS]阳离子自由基清除率和 Fe3+还原

能力测定。 
(1)羟自由基清除率的测定 
参考李飞寰等[17]方法, 以维生素 C (vitamin C, VC)溶

液作为阳性对照溶液, 2、4、6、8、10 mg/mL 为对照溶液

和样品溶液的质量浓度梯度, 510 nm 处测定吸光度值, 3 组

平行实验, 计算公式(1)如下:  

 0 1 2
a

0

( ) 100%A A AX
A

− −
= ×     (1) 

式中: Xa为羟自由基清除率, %; A0为等量超纯水取代样品溶

液进行反应的吸光度; A1 为加入样品和 H2O2 溶液的吸光度; 
A2 为加入样品, 等量超纯水取代 H2O2 进行反应的吸光度。 

(2) DPPH 自由基清除率的测定 
对照溶液和质量浓度梯度同 1.2.7 (1), 参考 BABITA

等[18]方法, 517 nm 处测定吸光度值, 3 组平行实验, 计算公

式(2)如下:  

 0 1 2
b

0

( ) 100%B B BX
B

− −
= ×     (2) 

式中: Xb 为 DPPH 自由基清除率, %; B0 为等量超纯水取代

样品溶液进行反应的吸光度; B1 为加入样品和 DPPH 溶液

的吸光度; B2 为加入样品, 等量无水乙醇取代 DPPH 进行

反应的吸光度。 
(3) ABTS+自由基清除率的测定 
对照组溶液和质量浓度梯度同 1.2.7 (1), ABTS+工作

液: ABTS (7.4 mmol/L )和 K2S2O4 (2.6 mmol/L)等体积混匀, 
避光反应 12 h。取待测溶液 0.2 mL, 加入 0.8 mL ABTS+工

作液混匀, 静置 6 min, 734 nm处测定吸光度值, 3组平行实

验, 计算公式(3)如下:  

 
C

1

0

1 100%CX
C
−= ×     (3) 

式中: XC 为 ABTS+自由基清除率, %; C0 为等量无水乙醇替

代样品溶液的吸光度; C1 为加入样品和 ABTS+工作液的吸

光度。 
(4) Fe3+还原力的测定 
对照组溶液和质量浓度梯度同 1.2.7 (1), 参考李飞寰

等[17]的方法, 700 nm 处测定吸光度值, 3 组平行实验, 计算

公式(4)如下:  

 Xd=D1–D0     (4) 
式中: Xd 为 Fe3+还原力; D0 为等量超纯水替代 0.1%三氯化

铁溶液的吸光度; D1 为加入样品和 0.1%三氯化铁溶液的

吸光度。 

1.3  数据处理 

所有实验均重复 3 次, 实验结果使用 Origin 2022 和

IBM SPSS statistics 26对实验数据进行 t检验和方差分析进

行处理, 差异显著性水平(P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  美拉德反应条件选择 

2.1.1  单因素实验结果 
参考现有文献发现, 反应时间、反应温度和肽糖质量

比是影响美拉德反应的重要因素, 故选取这 3 个因素对美

拉德反应条件进行优化, 结果如图 1 所示。 
美拉德反应为非酶促褐变反应, 通常用 294 nm 处吸

光值表示反应过程中未生成荧光产物时, 褐变前体物的生

成量, 420 nm 处表示美拉德反应终产物类黑精的生成量, 
即褐变程度, 同时以 DPPH 自由基清除能力为评价指标, 
选择最适反应条件 [ 1 3 ]。如图 1A 所示 ,  在反应温度为

100 ℃、肽糖质量比为 1:1 的条件下, 随着反应时间增加, 
反应时间为 4 h 时, 294 nm 和 420 nm 处吸光值最大, DPPH
自由基清除率最高, 具有显著性差异(P<0.05); 图 1B 中反

应时间为 4 h、肽糖质量比 1:1、反应温度为 80 ℃时, DPPH
自由基清除率仅为(28.29±1.61)%, 294 nm和 420 nm吸光值

为 0.165±0.030 和 0.306±0.035, 美拉德反应不明显, 反应

温度为 120 ℃时, 294 nm 和 420 nm 吸光值为 1.422±0.110
和 1.951±0.041, 美拉德反应强烈, DPPH 自由基清除率最 
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注: 图中不同小写字母表示组间差异显著(P<0.05), 图 2 同。 
图 1  不同反应时间(A)、温度(B)和肽糖质量比(C)的条件下美拉德反应后 DPPH 自由基清除率、294 nm 和 420 nm 吸光值 

Fig.1  DPPH free radical scavenging rates, 294 nm and 420 nm absorbance after Maillard reaction under different reaction time (A), 
temperature (B) and peptide-sugar mass ratio (C) 

 
高, 差异性显著(P<0.05); 图 1C中肽糖质量比为 1:1时, 发
生了美拉德反应, 但反应程度较低, 中间产物和类黑精生

成不明显, 当质量比为 1:2 时, DPPH 自由基清除率最高, 
为(61.10±1.56)%, 中间产物生成量大, 褐变程度小。 
2.1.2  正交实验极差分析 

单因素实验不足以确定最优美拉德反应条件, 只能

说明单一因素对于美拉德反应的影响。正交实验可以综合

不同因素对于美拉德反应的整体影响。 
正交实验的极差分析可反映各因素水平变化对实验

的影响情况 , 通过分析不同因素导致美拉德反应产物

DPPH 自由基清除率的变化, 从而确定美拉德反应的最

优条件, 结果见表 2。由极差 R 的分析结果可知, 3 个因

素实验影响程度由大到小为: 反应时间>肽糖质量比>反
应温度。由 k1、k2、k3 的平均值得出各因素最佳水平取

值, 确定最优方案为 A3B3C3, 即反应时间 4 h, 反应温度

120 ℃, 肽糖质量比为 1:2。该条件未出现在正交实验设

计中, 对最佳条件进行验证, 3 次实验的 DPPH 自由基清

除率为(64.32±1.57)%, 为最强抗氧化活性的美拉德反应

产物。 

表 2  正交实验极差分析 
Table 2  Range analysis of orthogonal test  

实验号 A B C 
DPPH 自由

基清除率/%
1 1 1 1 27.60  
2 1 2 2 33.45  
3 1 3 3 62.34  
4 2 1 2 45.20  
5 2 2 3 46.32  
6 2 3 1 39.70  
7 3 1 3 41.24  
8 3 2 1 46.68  
9 3 3 2 61.10  

K1 123.39 114.04  113.98   

K2 131.22 126.45  139.75   

K3 149.02 163.14  149.90   

⎯k1  41.13  38.01   37.99   

⎯k2  43.74  42.15   46.58   

⎯k3  49.67  54.38   49.97   

R   8.54  16.37   11.97   
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综合单因素实验和正交实验, 选择反应时间 4 h, 反
应温度 120 ℃, 肽糖质量比 1:2 (g:g)为最佳反应条件。方

菲等[13]的单因素实验中反应时间在 4 h、木糖与肽质量比

1:1、反应温度 100 ℃时 DPPH 自由基清除率最大, 后趋于

平缓。刘秀梅等[19]实验得出美拉德反应产物褐变程度随着

反应时间、反应温度和木糖含量的增加而升高, 与本研究

优化结果趋势一致。 

2.2  基本成分分析 

2.2.1  基本成分 
根据实验测定, 利用刺参自溶现象制备的样品肽含

量可达到(65.96±0.02)%, 还含有硫酸软骨素(28.22±0.11)%
和皂苷(1.04±0.02)%。邹媛婷等[20]利用不同菌、蛋白酶以

及菌酶联用等处理方式对刺参体壁进行降解, 所得产物中

多肽含量均未能超过 45%, 从多肽含量方面进行评价, 本
自溶制备方法要优于邹媛婷等的外源性因素水解方法和外

源酶酶解方法。 
2.2.2  游离氨基含量变化 

肽与 D-木糖发生美拉德反应时, 木糖会与游离氨基或

肽末端 α-氨基交联, 相较而言, 游离氨基更易与木糖相交联, 
所以游离氨基含量变化能充分反映美拉德反应程度[21]。王

勇[22]的实验中表明, 游离氨基消耗的量与美拉德反应进行

的程度成正比关系, 美拉德反应 6 h 以上, 游离氨基含量下

降 0.45 mmol/L 以上。对样品中游离氨基含量进行测定, 结
果如图 2 所示。由图 2 分析可知, 反应前的刺参自溶肽游离

氨基质量浓度为(32.35±1.90) μg/mL, 糖肽混合物游离氨基

质量浓度为(15.54±1.45) μg/mL。由于糖的存在稀释了溶

液体系 , 使刺参自溶肽的含量变小 , 游离氨基质量浓度

自 然 变小 。 美 拉 德反 应 产 物 游离 氨 基 质 量浓 度 为

(12.68±1.10) μg/mL, 较糖肽混合物少量下降。说明刺参

自溶肽中游离氨基与 D-木糖发生美拉德反应, 致使游离

氨基含量下降。 
 

 
 

图 2  美拉德反应前后游离氨基质量浓度变化 
Fig.2  Change of free amino group mass concentration 

before and after Maillard reaction 

2.3  荧光光谱和紫外光谱分析 

对样品的荧光光谱和紫外光谱进行分析, 结果如图 3
所示。 

荧光产物被认为是美拉德反应形成褐变产物之前的

早期产物, 是能够判断美拉德反应的早期指标, 多肽经美

拉德反应后在 420~430 nm 波长处荧光强度会增加[16]。由

图 3A 分析可知, 刺参自溶肽和糖肽混合物的荧光光谱最

大峰在 401 nm 附近, 但峰高较低, 未检测到明显的荧光产

物, 而美拉德反应后产物在 424~500 nm 范围内荧光强度

明显变强, 在 434 nm 处出现峰值, 说明美拉德反应剧烈, 
检测出大量美拉德反应产物, 生成的荧光产物是最终褐变

产物的前期产物。 
 

 
 

图 3  美拉德反应前后荧光光谱变化(A)和紫外光谱变化(B) 
Fig.3  Changes of fluorescence spectra (A) and ultraviolet spectra 

(B) before and after Maillard reaction respectively 
 
美拉德反应中间产物在 294 nm 波长附近有吸收峰, 

在美拉德反应最后阶段生成的褐色含氮聚合物类黑精在

420 nm 波长附近有吸收, 可反映类黑精的生成量[23–24]。由

图 3B 分析可知, 紫外光谱全扫描可以看出美拉德产物在

288 nm 处有明显吸收峰, 刺参自溶肽和糖肽混合物均无明

显变化, 代表美拉德反应中间产物的形成, 此时美拉德反

应产物吸光度值高于刺参自溶肽和糖肽混合物, 说明刺参
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自溶肽已经和 D-木糖发生美拉德反应, 美拉德反应中间产

物含量提高。420 nm 波长附近未出现明显的吸收峰, 说明

在本反应条件下刺参自溶肽美拉德反应产物主要是中间产

物, 类黑精(褐变终末产物)生成量较少。 

2.4  分子量变化 

标准品分子量大小及保留时间如表 3 所示, 选取分子

量在 307.00~13700.00 u 范围的标准品进行测定, 标准曲线

为 Y=–8.7069X+44.335 (r2=0.9989), 线性关系良好, 可用于

多肽分子量的测定和计算。 
 

表 3  分子量标准品 
Table 3  Molecular weight standard 

标准品名称 分子量/u 分子量对数 保留时间/min

核糖核酸酶 13700.00 4.1367  8.260 

人胰岛素  5808.00 3.7640 11.792 

胸腺肽  3108.00 3.4925 13.727 

生长抑素  1638.00 3.2143 16.396 

木瓜蛋白酶抑制剂   451.48 2.6546 21.018 

谷胱甘肽   307.00 2.4871 22.862 

 
对样品分子量分析后, 结果如图 4 所示。由图 4 分析

知, 经过体积排阻色谱测定美拉德反应前后样品的分子

量 , 反应前刺参自溶肽和糖肽混合物保留时间分别为

20.885 min 和 21.320 min, 峰面积百分比为 94.07%和

91.67%, 这说明用自溶的方法制备的刺参肽中 94.07%的

组分分子量集中在 495.5 u 附近, 91.67%的糖肽混合物分子

量集中在 441.7 u附近, 单一引入D-木糖对自溶肽的分子量

分布影响较小。经过美拉德反应后, 美拉德反应产物主要

的出峰时间集中在 16 min 之前, 产物的分子量大于刺参自

溶肽和糖肽混合物, 大分子量组分占比较反应前也有增加, 
具体增加比例如表 4 所示。 

 

 
 

图 4  美拉德反应前后体积排阻色谱图 
Fig.4  Size exclusion chromatography before and after  

Maillard reaction 

表 4  美拉德反应前后分子量分布范围 
Table 4  Molecular weight distribution range before and after 

Maillard reaction 

名称 保留时间/min 分子量范围/u 峰面积/% 

刺参自溶肽

>22.862 <307.0 0.05 
20.885~22.862 307.0~495.5 0.70 

20.885 495.5 94.07 
8.260~20.885 495.5~13700.0 5.11 

<8.260 >13700.0 0.07 

糖肽混合物

>22.862 <307.0 0.06 
21.320~22.862 307.0~441.7 0.46 

21.320 441.7 91.67 
8.260~21.320 441.7~13700.0 6.15 

<8.260 >13700.0 1.66 

美拉德反应

产物 

>22.862 <307.0 2.63 
21.473~22.862 307.0~424.3 1.06 

21.473 424.3 1.42 
13.279 3681.1 15.46 
12.462 4567.2 17.61 
11.029 6662.9 41.44 

10.315 8043.1 20.24 

8.260~10.315 8043.1~13700.0 0.02 

<8.260 >13700.0 0.12 
 
在美拉德反应过程中, 大分子肽会发生热降解, 同时

肽和木糖会发生交联, 而小分子肽与木糖的交联作用比大

分子肽的热降解更为明显[25]。通过表 4 分析可知, 糖肽混合

物分子量441.7 u的组分与美拉德反应产物424.3 u的组分保

留时间相差不超过 0.2 min, 可认为是同一组分, 峰面积占

比由原本的 91.67%降低至 1.42%, 又由于肽与木糖的简单

混合对分子量的变化影响微小, 说明美拉德反应导致产物

的分子量发生了明显变化, 大部分分子量集中在 3600 u 以

上(3681.1~8043.1 u)。林钦淋等[26]实验中分子量在 180~500 u
的肽组分含量明显下降 , 在美拉德反应中被消耗 , 推测

180~500 u 组分为美拉德肽生成过程主要反应肽段。赵谋明

等[27]对花生分离蛋白和葡萄糖的美拉德反应进行研究, 结
果发现葡萄糖的引入使大于 10000 u 的蛋白组分显著增加, 
小于 3000 u 组分含量显著降低。 

2.5  抗氧化活性 

通过对样品的抗氧化活性进行测定, 结果如图 5 所

示。羟自由基是较活跃的自由基, 几乎可以与人体内所有

有机物反应, 造成 DNA损伤, 脂肪酸过氧化和各种酶失活

等。肽含有碳氢元素, 氢原子和羟自由基反应生成水, 碳
原子提供电子, 将羟自由基分解, 从而达到清除自由基的

效果, 进而保护机体细胞损伤和延缓衰老[28]。由图 5A 可

知, 美拉德反应前, 刺参自溶肽羟自由基清除能力随着质

量浓度增大而逐渐增强, 质量浓度 10 mg/mL时, 羟自由基

清除率为(28.97±0.43)%, 糖肽混合物羟自由基清除率为

(30.46±2.49)%, 说明单一的引入D-木糖并不会对刺参自溶 
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图 5  美拉德反应前后羟自由基清除能力(A)、DPPH 自由基清除能力(B)、ABTS+自由基清除能力(C)和 Fe3+还原能力(D) 

Fig.5  Hydroxyl free radical scavenging capacity (A), DPPH free radical scavenging capacity (B), ABTS+ free radical scavenging capacity (C) 
and Fe3+ reducing capacity (D) before and after the Maillard reaction, respectively 

 
 

肽本身羟自由基清除率造成太大影响。而美拉德反应产物

在 2 mg/mL 质量浓度时 , 羟自由基清除率就达到

(44.88±0.46)%, 且随着质量浓度增大, 清除能力不断上升, 
8 mg/mL 时, 羟自由基清除能力增长趋势趋于平缓, 此时

的清除率为(88.98±0.14)%, 是相同质量浓度糖肽混合物羟

自由基清除能力的 3.27 倍。 
DPPH 自由基溶于有机试剂时会呈现深紫色, 抗氧化

剂的引入能够与 DPPH 自由基上的单电子结合, 导致深紫

色变浅甚至消失, 测定其在 517 nm 处吸光度值能够有效

判断待测物质的抗氧化能力[29]。如图 5B 所示, 刺参自溶

肽具有良好的 DPPH 自由基清除能力, 相同质量浓度下, 
糖肽混合物比刺参自溶肽 DPPH 清除能力略有升高, 说明

D-木糖也具有一定的清除能力。美拉德反应产物 DPPH 自

由基清除能力高于前两者, 质量浓度为 8 mg/mL 时, 清除

能力达到 92.57%; 当质量浓度为 10 mg/mL 时, 清除能力

达到 95.18%, 是相同质量浓度糖肽混合物 DPPH 自由基清

除能力的 1.38 倍。 
通过 ABTS+来鉴定物质抗氧化活性的原理是: 利用

氧化剂将 ABTS 氧化成 ABTS+自由基, 此时的溶液呈现

蓝绿色 , 再将待鉴定的物质加入到蓝绿色溶液中 , 通过

判断蓝绿色是否变浅或完全褪色来判断抗氧化能力, 发
现 ABTS+自由基清除能力与具有抗氧化活性的样品质量

浓度成正相关[28]。如图 5C 所示, 刺参自溶肽对于 ABTS+

自由基清除能力较差 , 随着质量浓度增大 , 清除能力呈

微弱上升趋势, 加入 D-木糖后, 糖肽混合物同样没有较

强的清除能力;而美拉德反应产物呈现较强的 ABTS+自由

基清除能力 , 质量浓度 4 mg/mL 时 , 清除率达到

(73.10±0.18)%, 6 mg/mL 时达到(92.67±0.04)%, 8 mg/mL
和 10 mg/mL质量浓度下 ABTS+自由基清除能力相对稳定, 
均在 97%以上, 是相同质量浓度下糖肽混合物清除能力

的 12 倍。美拉德反应很大程度上改善了刺参自溶肽对

ABTS+自由基的清除能力。 
肽段与糖发生反应所生成的终产物类黑精具有很好

的 Fe3+还原能力。如图 5D 所示, 随着质量浓度不断增加, 刺参

自溶肽 Fe3+还原能力上升趋势平缓, 而美拉德反应产物 Fe3+还

原能力呈现明显的质量浓度依赖性。质量浓度 8 mg/mL 时, 
美拉德反应产物 Fe3+还原能力是相同质量浓度刺参自溶肽

Fe3+还原能力的 6.3 倍; 质量浓度 10 mg/mL 时, 美拉德反应

产物 Fe3+还原能力是 0.57±0.03, 且仍然有上升趋势, 是相

同质量浓度糖肽混合物 Fe3+还原能力的 10 倍。黄朝汤[30]

在小麦蛋白水解物与糖的美拉德反应中也发现, 美拉德反

应产物 Fe3+还原能力明显增强。美拉德反应产物中所生成

的杂环化合物和吡啶酮等物质能够提供电子, 从而提高整

体的 Fe3+还原能力。 
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3  结  论 

本研究使用自溶现象制备刺参肽, 通过控制刺参自溶

肽和 D-木糖的反应时间、反应温度和质量比 3 个方面对美

拉德反应进行单因素实验和正交实验, 确定在 4 h, 120 ℃, 
肽糖质量比 1:2 (g:g)下为最佳反应条件。经过美拉德反应后, 
美拉德反应产物中游离氨基质量浓度显著下降(P<0.05), 由
(32.35±1.90) μg/mL 下降至(12.68±1.10) μg/mL; 荧光光谱在

434 nm 处有明显吸收峰, 验证了美拉德反应终产物前期物

质即荧光物质含量的增加; 紫外光谱扫描在 288 nm 处有吸

收峰形成, 代表中间产物的生成。刺参自溶肽与 D-木糖通

过美拉德反应大量发生交联作用, 使糖肽混合物 441.7 u
附近的组分大幅降低 , 由 91.67%降低至 1.42%, 生成

3600 u以上的大分子量物质; 同时, 美拉德反应产物质量

浓度达到 8 mg/mL 后, 其羟自由基、DPPH 自由基、ABTS+

自由基清除率均在 85%以上, 大幅优于刺参自溶肽, Fe3+还

原能力是自溶肽反应前的 6.3 倍, 美拉德反应极大增强了刺

参自溶肽的抗氧化活性, 为制备刺参肽提供新思路。 

参考文献 

[1] GU P, QI SZ, ZHAI ZY, et al. Comprehensive proteomic analysis of sea 

cucumbers (Stichopus japonicus) in thermal processing by HPLC-MS/MS [J]. 

Food Chemistry, 2022, 373(PA): 131368. 

[2] XING LL, SUN L, LIU SL, et al. Comparison of pigment composition 

and melanin content among white, light-green, dark-green, and purple 

morphs of sea cucumber, Apostichopus japonicus [J]. Acta Oceanologica 

Sinica, 2017, 36(12): 45–51. 

[3] 王婧媛, 王联珠, 孙晓杰, 等. 海参加工工艺、营养成分及活性物质研

究进展[J]. 食品安全质量检测学报, 2018, 9(11): 2749–2755. 

WANG JY, WANG LZ, SUN XJ, et al. Research progress on processing 

technology, nutritive components and active substances of sea cucumber [J]. 

Journal of Food Safety & Quality, 2018, 9(11): 2749–2755. 

[4] AMIT D, ABUL H, DEEPIKA D. The effect of pre-treatment and the 

drying method on the nutritional and bioactive composition of sea 

cucumbers—A review [J]. Applied Sciences, 2024, 14(15): 6475. 

[5] LIU ZQ, ZHOU DY, LIU YX, et al. Inhibitory effect of natural metal ion 

chelators on the autolysis of sea cucumber (Stichopus japonicus) and its 

mechanism [J]. Food Research International, 2020(133): 109205. 

[6] LIU ZQ, LIU YX, ZHOU DY, et al. The role of matrix metallo protease 

(MMP) to the autolysis of sea cucumber (Stichopus japonicus) [J]. Journal 

of the Science of Food and Agriculture, 2019, 99: 5752–5759. 

[7] 杨涛. 海地瓜自溶与外源酶协同制备活性肽的工艺研究[D]. 武汉: 湖

北工业大学, 2014. 

YANG T. Study on the collaborative of Acaudina molopadioides autolysis 

and exogenous enzyme to prepare active peptides [D]. Wuhan: Hubei 

University of Technology, 2014. 

[8] 郑杰, 宋志远, 于笛, 等. 海参体壁自溶的响应面优化及其体外抗氧化

活性研究[J]. 中国食品添加剂, 2018, 29(12): 90–97. 

ZHENG J, SONG ZY, YU D, et al. Optimization of sea cucumber body 

wall autolysis by response surface methodology and analysis of its 

antioxidant activities in vitro [J]. China Food Additives, 2018, 29(12): 

90–97. 

[9] 李惠静, 公丕贤, 吴彦超. 一种抗 II型糖尿病海参多肽的制备方法: 中

国, CN201910607797.4[P]. 2019-10-01. 

LI HJ, GONG PX, WU YC. A preparation method of sea cucumber 

polypeptide against type II diabetes: China, CN201910607797.4 [P]. 

2019-10-01. 

[10] 高然, 李艳华, 孙欣, 等. 美拉德反应制备美味牛肝菌风味基料的工艺

研究[J]. 食品研究与开发, 2021, 42(20): 86–91. 

GAO R, LI YH, SUN X, et al. Study on the process of Maillard reaction in 

preparing boletus edulis flavor seasoning [J]. Food Research and 

Development, 2021, 42(20): 86–91. 

[11] BU Y, ZHU LW, XU WT, et al. Physicochemical and flavour 

characteristics of Maillard reaction products derived from Aloididae aloidi 

muscle enzymatic hydrolysates coupled with high-pressure processing [J]. 

International Journal of Food Science & Technology, 2021, 56(4): 

1766–1776. 

[12] 黄翠萍, 龙迪, 杨智皓, 等. 大豆分离蛋白-壳聚糖美拉德反应产物的

制备条件优化[J]. 中国油脂, 2021, 46(10): 29–36. 

HUANG CP, LONG D, YANG ZH, et al. Optimization of preparation of 

Maillard reaction products of soybean protein isolate-chitosan [J]. China 

Oils and Fats, 2021, 46(10): 29–36. 

[13] 方菲, 陈惠敏, 汪少芸. 鲷鱼鳞多肽-木糖美拉德反应产物的制备、结

构与功能[J]. 食品科学, 2018, 39(8): 182–190. 

FANG F, CHEN HM, WANG SY. Preparation, structure and biological 

activities of Maillard reaction products derived from snapper fish scale 

peptides and xylose [J]. Food Science, 2018, 39(8): 182–190. 

[14] 谢晶 , 周艳红, 杨欲成 , 等 . 鹅骨中硫酸软骨素的碱提工艺优化研

究[J]. 中国农学通报, 2020, 36(18): 141–146. 

XIE J, ZHOU YH, YANG YC, et al. Alkali extraction process of 

chondroitin sulfate in goose bone: Optimization [J]. Chinese Agricultural 

Science Bulletin, 2020, 36(18): 141–146. 

[15] 董平, 薛长湖, 盛文静, 等. 海参中总皂苷含量测定方法的研究[J]. 中

国海洋药物, 2008(1): 28–32. 

DONG P, XUE CH, SHENG WJ, et al. Study on the determination of total 

triterpene glycosides in sea cucumbers [J]. Chinese Journal of Marine 

Drugs, 2008(1): 28–32. 

[16] 张廷奕, 王灿, 李治衡, 等. 四种还原糖对鱼皮胶原肽美拉德反应产物

的理化性质及增咸作用影响 [J]. 食品与发酵工业 , 2021, 47(13): 

161–166. 

ZHANG TY, WANG C, LI ZH, et al. Four reducing sugars on the 

physicochemical and salt taste-enhancing properties of Maillard reaction 

products from fish skin collagen peptides [J]. Food and Fermentation 

Industries, 2021, 47(13): 161–166. 

[17] 李飞寰, 赵永亮, 姚启悦, 等. 壳寡糖-酪蛋白美拉德反应产物的优化

制备及抗氧化活性[J]. 中国食品添加剂, 2023, 34(9): 127–133. 

LI FH, ZHAO YL, YAO QY, et al. Optimization of preparation of 

Maillard reaction products from chitosan oligosaccharide-casein and their 

antioxidant activity [J]. China Food Additives, 2023, 34(9): 127–133. 



第 4 期 李正阳, 等: 刺参自溶肽美拉德反应产物表征及抗氧化活性研究 233 
 
 
 
 
 

[18] BABITA P, RUKUSHA M, PRAJWAL R, et al. Maculosin, a non-toxic 

antioxidant compound isolated from Streptomyces sp. KTM18 [J]. 

Pharmaceutical Biology, 2021, 59(1): 931–934. 

[19] 刘秀梅, 王媛, 李梦雨, 等. 葵花籽蛋白美拉德肽的制备及其呈味研究

[J/OL]. 食品工业科技 , 1-16. [2024-10-30]. https://doi.org/10.13386/ 

j.issn1002-0306.2024060232 

LIU XM, WANG Y, LI MY, et al. Preparation and flavor characteristics of 

Maillard peptides from sunflower seed protein [J/OL]. Science and 

Technology of Food Industry, 1-16. [2024-10-30]. https://doi.org/10.13386/  

j.issn1002-0306.2024060232 

[20] 邹媛婷, 张健, 刘芳, 等. 菌酶联用处理对刺参体壁降解效果及风味特

性的影响[J]. 食品工业科技, 2023, 44(11): 118–126. 

ZOU YT, ZHANG J, LIU F, et al. Effects of combined treatments of 

bacteria and enzyme on the degradation and flavor components of body 

wall of sea cucumber [J]. Science and Technology of Food Industry, 2023, 

44(11): 118–126. 

[21] 于德阳, 马俪珍. 基于鲶鱼头/鱼排制备美拉德反应物的研究[J]. 肉类

研究, 2021, 35(6): 10–14. 

YU DY, MA LZ. Preparation of maillard reaction products from catfish 

heads/bones [J]. Meat Research, 2021, 35(6): 10–14. 

[22] 王勇. 还原糖种类对花生蛋白水解物制备美拉德反应产物的影响[J]. 

粮食与油脂, 2021, 34(1): 47–50. 

WANG Y. Effect of reducing sugar and reaction time on Maillard reaction 

products of peanut protein hydrolysate [J]. Cereals & Oils, 2021, 34(1): 

47–50. 

[23] XIAO Q, WOO MW, HU JW, et al. The role of heating time on the 

characteristics, functional properties and antioxidant activity of 

enzyme-hydrolyzed rice proteins-glucose Maillard reaction products [J]. 

Food Bioscience, 2021, 43: 101225. 

[24] SEERAT B, BALWINDER S, AMRITPAL K, et al. Effect of infrared 

roasting on antioxidant activity, phenolic composition and Maillard 

reaction products of tartary buckwheat varieties [J]. Food Chemistry, 2019, 

285: 240–251. 

[25] XING WJ, MA CM, YU Y, et al. Studies on the increasing saltiness and 

antioxidant effects of peanut protein Maillard reaction products [J]. 

Antioxidants, 2024, 13(6): 665. 

[26] 林钦淋, 黄焰峰, 方焕新, 等. 海鲜菇美拉德肽的制备及其风味特性研

究[J]. 食品研究与开发, 2024, 45(3): 146–155. 

LIN QL, HUANG YF, FANG HX, et al. Preparation and flavor 

characteristics of Maillard reacted peptides from Hypsizygus marmoreus [J]. 

Food Research and Development, 2024, 45(3): 146–155. 

[27] 赵谋明, 刘雷, 赵亚琦, 等. 美拉德反应对花生分离蛋白体外消化特性

的影响[J]. 四川大学学报(自然科学版), 2017, 54(5): 1101–1106. 

ZHAO MM, LIU L, ZHAO YQ, et al. Effect of thermal treatment on the 

in vivo digestion characteristics and antioxidant activity of PPI-glucose [J]. 

Journal of Sichuan University (Natural Science Edition), 2017, 54(5): 

1101–1106. 

[28] 蔡惠钿, 谢妍纯, 张逸. 乳清蛋白肽美拉德反应产物的优化制备及其

抗氧化活性[J]. 食品研究与开发, 2021, 42(18): 107–115. 

CAI HD, XIE YC, ZHANG Y. Preparation and antioxidant activity of the 

Maillard reaction products of whey protein peptides [J]. Food Research 

and Development, 2021, 42(18): 107–115. 

[29] 杨楠, 罗凡, 费学谦, 等. 干燥方式对油茶籽油中美拉德反应产物及其

抗氧化性的影响[J]. 食品科学, 2019, 40(23): 14–18. 

YANG N, LUO F, FEI XQ, et al. Effects of different drying methods on 

Maillard reaction products and their oxidation resistant ability in oil-tea 

camellia seed oil [J]. Food Science, 2019, 40(23): 14–18. 

[30] 黄朝汤. 超声对小麦蛋白水解物美拉德反应产物抗氧化性影响的研

究[J]. 粮食与油脂, 2020, 33(2): 41–44. 

HUANG CT. Effect of ultrasound on antioxidant activity of maillard 

reaction products of wheat protein hydrolysate [J]. Cereals & Oils, 2020, 

33(2): 41–44. 

(责任编辑: 安香玉 蔡世佳) 
 




