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摘  要: 目的  建立超声预处理-酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质的工艺, 并研究蛋白质的基本性质。方法  以

带鱼加工副产物为原料, 通过单因素和正交试验优化了胰蛋白酶提取蛋白质的工艺条件。在此条件下, 对带鱼加工

副产物进行酸预处理、碱预处理、热预处理和超声预处理, 并通过单因素和正交试验优化了超声预处理的工艺条

件。结果  胰蛋白酶为最适蛋白酶, 温度 55 ℃, 料液比 1:2 (g:mL), 处理时间 1.5 h, 加酶量 0.5%为最佳提取工艺

条件, 蛋白质回收率为 76.05%±0.69%。超声预处理的最佳工艺条件为: 超声功率 180 W, 超声时间 40 min, 超声

温度 40 ℃。在超声预处理的最佳条件下提取蛋白质, 蛋白质回收率为 85.93%±0.62%, 氨基酸中含量最高的是甘

氨酸, 其次为谷氨酸和丙氨酸, 并具有较强的 2,2’-联氨双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)二胺盐[2,2’-azinobis-(3- 

ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) diammonium salt, ABTS] 阳 离 子 自 由 基 、 2,2- 联 苯 基 -1- 苦 基 肼 基

(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH)自由基清除活性和 Fe3+还原能力。结论  酶法和超声预处理实现了带鱼加工副

产物中蛋白质的高效提取, 提取的蛋白质具有较强的抗氧化能力, 为带鱼加工副产物的高值化利用提供技术支撑。 
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ABSTRACT: Objective  To establish an extraction process of proteins in Trichiurus lepturus processing 
by-products by ultrasonic pretreatment-enzyme method and investigate the fundamental properties of the proteins. 
Methods  Taking Trichiurus lepturus processing by-products as raw materials, the enzymatic extraction conditions 
of protein by trypsin were optimized through single-factor experiments and orthogonal tests. On this basis, 4 kinds of 
pretreatment methods including acid pretreatment, alkali pretreatment, thermal pretreatment and ultrasonic 
pretreatment were applied to Trichiurus lepturus processing by-products, and the process parameters of ultrasonic 
pretreatment were further optimized via single-factor experiments and orthogonal tests. Results  Trypsin was the 
optimum protease, and the optimum enzymolysis conditions were as follows: Enzymolysis temperature 55 ℃, 
solid-liquid ratio 1:2 (g:mL), enzymolysis time 1.5 h, enzyme dosage 0.5%, the protein recovery of enzymatic 
hydrolysate was 76.05%±0.69%. The optimum technological conditions of ultrasonic pretreatment were as follows: 
Ultrasonic power 180 W, ultrasonic time 40 min, ultrasonic temperature 40 ℃. Proteins were extracted under optimal 
conditions of ultrasound pretreatment with a protein recovery rate of 85.93%±0.62%. The highest content among 
amino acids was glycine, followed by glutamate and alanine, and had strong 2,2’-azinobis- 
(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) diammonium salt (ABTS) cationic radical, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH) radical scavenging activity, and Fe3+ reducing activity. Conclusion  Ultrasonic pretreatment-enzyme 
method achieves efficient recovery of protein from Trichiurus lepturus processing by-products. The extracted 
proteins exhibit strong antioxidant capacity, providing technical support for the high-value utilization of Trichiurus 
lepturus processing by-products. 
KEY WORDS: Trichiurus lepturus processing by-products; protein extraction; ultrasonic pretreatment; enzyme method 
 
 

0  引  言 

带鱼(Trichiurus lepturus)又叫刀鱼、牙带鱼, 属硬骨鱼

纲鲈形目带鱼科, 是重要的经济鱼类, 主要分布于西北太

平洋、印度洋和大西洋[1]。2024 年, 我国带鱼捕获量约 91
万吨, 占全国海水鱼捕捞总量的 10.4%[2]。带鱼富含蛋白

质、不饱和脂肪酸、必需氨基酸和矿物质, 除鲜销外, 主
要被加工成鱼糜等水产制品[3]。带鱼加工过程中产生鱼头、

鱼尾、碎肉、内脏、骨等下脚料, 占整鱼重量 40%~50%, 这
些下脚料的蛋白质含量约为 12.16~16.44%[4–5]。带鱼下脚

料富含蛋白质, 未充分利用不仅会导致资源浪费, 还会额

外增加处置成本[6]。因此, 亟需开发带鱼加工副产物中蛋

白质的高效提取技术, 提升带鱼资源的综合利用率和经济

效益。 
酸碱法是动物加工副产物中蛋白质提取的主要方法, 

但可能会腐蚀设备、导致蛋白质变性并增加环保压力[7]。

近年来, 研究人员尝试采用酶法提取动物加工副产物中的

蛋白质, 该方法过程温和且可控, 有助于保持蛋白质的功

能特性[8]。ZHANG 等[9]通过酶法从鸡骨架中提取蛋白质, 
蛋白质回收率为 50.45%。PAP 等[10]通过酶法从鲑鱼头部和

脊骨中提取蛋白质, 蛋白质回收率为 64%。单一酶法因酶

与物料接触面少等原因导致蛋白质提取效率普遍不高。原

料预处理可能一定程度提高酶法提取蛋白质的效率, 常用

的原料预处理方法包括热预处理[11]、酸预处理[12]、碱预处

理[13]和超声预处理[14]。 

本研究以带鱼加工副产物为原料, 以蛋白质回收率

为评价指标, 通过单因素和正交试验优化酶法提取蛋白质

工艺; 比较不同预处理方法对酶法提取蛋白质效率的影响, 
进一步通过单因素和正交试验优化超声波预处理工艺; 分
析提取蛋白质的主要成分和抗氧化特性, 为带鱼资源的高

值化综合利用提供重要支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

带鱼加工副产物(浙江兴业集团有限公司)。 
碱性蛋白酶(2×105 U/g)、中性蛋白酶(2×105 U/g)、胰

蛋白酶(4×103 U/g)、风味蛋白酶(3×104 U/g)、木瓜蛋白酶

(6×105 U/g)、酸性蛋白酶(5×104 U/g)、菠萝蛋白酶(1.2×106 U/g) 
(南京东恒华道生物科技有限公司); 硫酸亚铁、无水乙醇、三

水醋酸钠、冰醋酸(分析纯)、氢氧化钠(纯度≥96%)、盐酸(纯
度 36.0%~38.0%)、过硫酸钾(纯度≥99.5%)、六水氯化铁(纯
度≥99%)(国药集团化学试剂有限公司); 2,2-联苯基-1-苦基

肼基 (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH)(纯度≥97%)、
2,2’- 联氨双 (3- 乙基苯并噻唑啉 -6- 磺酸 ) 二胺盐 [2,2’- 
azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) diammonium salt, 
ABTS](纯度≥98%)(上海阿拉丁生化科技股份有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

HH-1 恒温水浴锅(常州国华电器有限公司); SHZ-B 恒

温水浴振荡器 (上海博迅医疗生物仪器股份有限公司 ); 
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PHS-3C 酸度计 ( 上海仪电科学仪器股份有限公司 ); 
EL-204-IC 电子天平(精度 0.001 g, 上海梅特勒-托利多仪

器有限公司); KQ5200DE 数控超声波清洗器(昆山超声仪

器有限公司); K9860 全自动凯氏定氮仪(济南海能仪器有

限公司); GZX-9140 MBE 鼓风干燥箱(上海博迅实业有限

公司医疗设备厂); SZF-06A 粗脂肪测定仪(上海力辰邦西

仪器科技有限公司); SpectraMax M2 多功能酶标仪(上海美

谷分子仪器有限公司); HITACHI LA8080 氨基酸分析仪(日
本日立有限公司); Milli-Q 超纯水系统(上海密理博贸易有

限公司); SCIENTZ-12N 冷冻干燥机(宁波新芝生物科技股

份有限公司); KLS-1200X 箱式炉(合肥科晶材料技术有限

公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  酶法提取带鱼加工副产物的蛋白质 
称取带鱼加工副产物, 按比例加入一定体积的蒸馏

水, 用盐酸调节 pH。加入一定量的蛋白酶, 置于恒温水浴

振荡器处理一定时间, 95 °C 水浴处理 10 min。纱布过滤, 
收集滤液, 得到提取的带鱼加工副产物蛋白质。 
1.3.2  蛋白酶种类对蛋白质提取效果的影响 

按照 1.3.1 方法, 在料液比 1:4 (g:mL)、处理时间 1 h
的条件下, 分别采用 1000 U/g 的碱性蛋白酶(pH 9, 50 ℃)、
中性蛋白酶(pH 7, 45 ℃)、胰蛋白酶(pH 8, 50 ℃)、风味蛋

白酶(pH 7, 50 ℃)、木瓜蛋白酶(pH 7, 50 ℃)、菠萝蛋白酶

(pH 7, 50 ℃)和酸性蛋白酶(pH 3, 50 ℃)提取带鱼加工副产

物的蛋白质, 测定蛋白质回收率, 筛选最佳蛋白酶。 
1.3.3  酶法提取带鱼加工副产物蛋白质的单因素试验 

按照 1.3.1 方法, 采用胰蛋白酶提取带鱼加工副产物

的蛋白质, 在料液比 1:4 (g:mL)、pH 8、加酶量 0.5%和处

理时间 1 h 的条件下, 探究温度(40、45、50、55 和 60 °C)
对蛋白质回收率的影响; 在料液比 1:4 (g:mL)、pH 8、加酶

量 0.5%和温度 50 ℃的条件下, 探究处理时间(0、0.5、1.0、
1.5、2.0、2.5 h)对蛋白质回收率的影响; 在温度 50 ℃、pH 
8、加酶量 0.5%和处理时间 1 h 的条件下, 探究料液比[1:1、
1:2、1:3、1:4、1:5 (g:mL)]对蛋白质回收率的影响; 在料液

比 1:4 (g:mL)、pH 8、温度 50 ℃和处理时间 1 h 的条件下, 
探究加酶量(0.1%、0.3%、0.5%、0.7%和 0.9%)对蛋白质回

收率的影响。 
1.3.4  酶法提取带鱼加工副产物蛋白质的正交试验 

基于单因素试验结果, 以蛋白质回收率为评价指标, 
选择温度、处理时间、料液比和加酶量 4 个因素设计 L9(34)
正交试验, 因素编码见表 1。 
1.3.5  预处理方法对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质

效果的影响 
采用碱处理、热处理、酸处理和超声处理对带鱼加工

副产物进行预处理, 然后在 1.3.4 最优工艺条件下提取蛋

白质, 测定蛋白质回收率。 

表 1  酶法正交试验的因素水平表 
Table 1  Factor level table for orthogonal experiment of  

enzyme method 

水平

因素 

A: 温度 
/℃ 

B: 处理时

间/h 
C: 料液比

(g:mL) 
D: 加酶量

/% 

1 45 0.5 1:1 0.3 

2 50 1.0 1:2 0.5 

3 55 1.5 1:3 0.7 
 

(1)酸预处理 
参考文献[15]方法进行修改。采用稀盐酸对带鱼加工

副产物进行酸预处理: 按料液比 1:2 (g:mL)加入蒸馏水, 调
节 pH 至 3.5, 在室温和 140 r/min 条件下搅拌处理 30 min。 

(2)碱预处理 
参照文献[13]方法进行修改。称取带鱼加工副产物, 

按料液比 1:2 (g:mL)加入 2.0% (m:V) 氢氧化钠溶液, 在室

温和 140 r/min 条件下搅拌处理 30 min。 
(3)热预处理 
参考文献[16]方法进行修改。带鱼加工副产物中添加

蒸馏水, 在 85 ℃、料液比 1:2 (g:mL)和 140 r/min 的条件下

搅拌处理 30 min。 
(4)超声预处理 
参考文献[17]方法进行修改。带鱼加工副产物中按 1:2 

(m:V)添加蒸馏水, 在功率 160 W 和温度 50 ℃的超声条件

下处理 60 min。 
1.3.6  超声预处理单因素试验 

按照 1.3.4 最优工艺条件, 在超声功率 160 W 和超声

时间 60 min 的条件下, 探究超声温度(20、30、40、50 和

60 °C)对蛋白质回收率的影响; 在超声功率 160 W 和超声

温度 50 ℃的条件下, 探究超声时间(10、20、30、40、50
和 60 min)对蛋白质回收率的影响; 在超声时间 60 min 和

超声温度 50 ℃的条件下, 探究超声功率(120、140、160、
180 和 200 W)对蛋白质回收率的影响。 
1.3.7  超声预处理正交试验 

基于单因素试验结果, 以蛋白质回收率为指标, 选取

超声功率、超声时间和超声温度 3 个因素设计 L9(33)正交

试验, 因素编码见表 2。 

 
表 2  超声预处理正交试验的因素水平表 

Table 2  Factor level table for orthogonal experiment of 
ultrasonic pretreatment 

水平 
因素 

E: 超声温度
/℃ 

F: 超声时间
/min 

G: 超声功率
/W 

1 30 30 160 

2 40 40 180 

3 50 50 200 
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1.3.8  蛋白质回收率的测定 
参考 GORGUC 等[18]的方法测定蛋白质回收率。 

1.3.9  蛋白质的基本性质测定 
(1)组成成分 
按照 GB 5009.3—2016《食品安全国家标准 食品中水分

的测定》的直接干燥法测定水分含量; 按照 GB 5009.6—2016
《食品安全国家标准 食品中脂肪的测定》的索氏抽提法测定

脂肪含量; 按照 GB 5009.4—2016《食品安全国家标准 食品

中灰分的测定》测定灰分含量; 按照 GB 5009.5—2016《食

品安全国家标准 食品中蛋白质的测定》的凯氏定氮法测

定蛋白质含量。 
(2)氨基酸组成 
采用氨基酸分析仪测定蛋白质的氨基酸组成。 
(3) ABTS 阳离子自由基清除活性 
参考 HAO 等[19]的方法测定 ABTS 阳离子自由基清除

活性。 
(4) DPPH 自由基清除活性 
参考 SUN 等[20]的方法测定 DPPH 自由基清除活性。 
(5) Fe3+还原能力 
参考 SOUSA 等[21]的方法测定 Fe3+还原能力。 

1.4  数据处理 

所有数据表示为平均值 ± 标准偏差 (n=3); 使用

Origin 64 软件进行绘图; Excel 2021 对数据进行预处理, 
采用 IBM SPSS 27 进行数据分析, 使用单因素方差分析和

Tukey 显著性检验, P<0.05 表示有显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  蛋白酶种类对蛋白质提取效果的影响分析 

7 种商业蛋白酶对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质

的效果如图 1 所示, 蛋白质回收率范围为 46.88%~61.82%, 
不同蛋白酶的提取效果有明显差异, 主要归因于蛋白酶酶

切位点的差异[22]。碱性蛋白酶是内切酶, 专门切割羧基端

疏水氨基酸残基旁的肽键, 如谷氨酸、甲硫氨酸、苯丙氨

酸、酪氨酸和赖氨酸[23]。木瓜蛋白酶特异性广泛, 能够作

用于蛋白质中的多种氨基酸残基, 尤其是含有精氨酸、赖

氨酸、苯丙氨酸的芳香族氨基酸的肽键[24]。菠萝蛋白酶切

割碱性氨基酸(精氨酸)或芳香族氨基酸(苯丙氨酸和酪氨

酸)羧基端的肽键[25]。风味蛋白酶兼具内切酶和外切酶的活

性, 切割多肽链的末端[26]。中性蛋白酶在亮氨酸或苯丙氨

酸氨基酸残基处切割肽键[27]。胰蛋白酶处理带鱼加工副产

物的蛋白质回收率最高(61.82%±0.83%), 显著高于其他蛋

白酶(P<0.05)。胰蛋白酶的主要作用位点是赖氨酸和精氨

酸等碱性氨基酸的羧基和氨基[28], WANG 等[27]利用 4 种蛋

白酶从三文鱼精巢中提取蛋白质, 胰蛋白酶处理三文鱼精

巢的蛋白质回收率最高(74.12%)。本研究中胰蛋白酶处理

带鱼加工副产物的蛋白质回收率(61.82%)略低于三文鱼精

巢蛋白质回收率, 这可能与不同原料的蛋白质组成差异相

关。因此, 本研究选择胰蛋白酶作为酶法提取带鱼加工副

产物蛋白质的最佳蛋白酶。 

 

 
 

注: 不同字母表示组间存在显著性差异(P<0.05), 下同。 
图 1  蛋白酶种类对蛋白质回收率的影响(n=3) 

Fig.1  Effects of protease types on protein recovery (n=3) 

 
2.2  酶处理参数对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白

质效果的影响分析 

2.2.1  温  度 
温度对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质的效果如

图 2(A)所示, 蛋白质回收率范围为 49.89%~61.55%。在

40~60 ℃内, 蛋白质回收率呈先上升后下降的趋势。在温

度为 55 ℃时, 蛋白质回收率达到最大, 为 61.55%±0.96%。

这是因为温度较低时, 分子热运动速率减慢, 降低了酶-底
物复合物的形成速率[29]。而过高的温度可能会改变酶活性

位点的结构, 阻止其与带鱼加工副产物结合, 阻碍催化反

应[30]。因此, 50 ℃是酶法提取带鱼加工副产物蛋白质的最

优温度条件。 
2.2.2  处理时间 

处理时间对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质的效

果如图 2(B)所示, 蛋白质回收率范围为 36.78%~62.55%。

随着处理时间的延长, 蛋白质回收率呈先上升后趋于平缓

的趋势。当处理时间为 2.5 h 时, 蛋白质回收率达到最大, 
为 62.55%±1.86%。其原因可能是处理时间过长导致带鱼加

工副产物中蛋白质的可酶切位点已基本被水解, 酶促反应

趋于平衡[31]。因此, 1.0 h 是酶法提取带鱼加工副产物蛋白

质的最优处理时间条件。 
2.2.3  料液比 

料液比对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质的效果

如图 2(C)所示, 蛋白质回收率范围为 46.92%~73.97%。随
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着料液比的增加, 蛋白质回收率呈先上升后下降的趋势。

当料液比为 1:2 (g:mL)时 , 蛋白质回收率达到最大 , 为
73.97%±1.69%。这可能是因为料液比的不断增大, 胰蛋白

酶和带鱼加工副产物充分接触, 胰蛋白酶能够更高效地识

别并切割带鱼加工副产物。而当料液比过大时, 溶液的黏

稠度增加, 不利于胰蛋白酶与带鱼加工副产物的接触[32]。

因此, 1:2 (g:mL)是酶法提取带鱼加工副产物蛋白质的最优

料液比条件。 

2.2.4  加酶量 
加酶量对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质的效果

如图 2(D)所示, 蛋白质回收率范围为 39.82%~58.52%。蛋

白质回收率随着加酶量的增加呈先上升后平缓的趋势, 当
加 酶 量 为 0.7% 时 , 蛋 白 质 回 收 率 达 到 最 大 值 , 为

58.52%±1.44%。这可能是由于底物结合位点趋于饱和, 过
量的酶无法进一步发挥作用[33]。因此, 0.5%是酶法提取带

鱼加工副产物蛋白质的最优加酶量条件。 
 

 
 

图 2  酶处理参数对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质效果的影响(n=3) 
Fig.2  Effects of enzyme processing parameters on protein effects in enzyme extraction of Trichiurus lepturus processing by-products (n=3) 

 
2.3  酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质条件的正交

优化 

根据单因素试验结果, 选取加酶量、处理时间、温度

以及料液比的 3 个水平进行正交试验, 以蛋白质回收率为

评价指标。试验设计及结果如表 3 所示。R 越大, 代表着

指标受该因素的水平变化的影响越大。因此, 影响因素的

主次顺序为料液比>加酶量>处理时间>温度。最佳条件组

合为 A3B3C2D2, 即温度 55 °C, 处理时间 1.5 h, 料液比 1:2 
(g:mL), 加酶量 0.5%。经验证, 在此条件下, 蛋白质回收率

为 76.05%±0.69%。 

2.4  预处理方法对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白

质的效果比较 

预处理方法对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质的

效果比较如图 3 所示。经过超声预处理后, 蛋白质回收率

由 76.05%提高至 80.87%。这可能是超声预处理一方面可

能改变底物的表面结构, 例如使底物表面粗糙度和孔隙增

加, 从而增加底物的比表面积; 另一方面可能破坏底物的

紧密结构, 使底物的结构变得松弛。因此, 酶在后续的水

解过程中可以更容易地与底物分子结合[34]。因此, 超声预

处理可以提高蛋白质回收率。 

2.5  超声参数对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质

效果的影响 

2.5.1  超声温度 
超声温度对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质的效

果如图 4(A)所示, 蛋白质回收率范围为 80.19%~85.68%。

随着超声温度的增加, 蛋白质回收率呈现出先上升后下降

的趋势, 在超声温度达到 40 ℃时, 蛋白质回收率达到最大

值, 为 85.68%±0.40%。这是因为随着温度升高, 溶液的黏

度系数和表面张力降低, 导致空化阈值降低, 所以更容易

产生空化效应、强烈的冲击波和微喷流, 使蛋白质颗粒表
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面结构松散, 有利于胰蛋白酶的水解[35]。与此同时, 蛋白

质分子的布朗运动可能会加快, 可溶性蛋白质的溶解速率

增加。然而, 随着温度的进一步升高, 空化气泡破裂会使

溶液的蒸气压增加, 从而抑制空化作用[36]。因此, 40 ℃是

酶法提取带鱼加工副产物蛋白质的最优超声温度条件。 
 

表 3  酶法正交试验设计及结果(n=3) 
Table 3  Design and results of orthogonal experimental of  

enzyme method (n=3) 

编号 
因素 

蛋白质

回收率/%A: 温度 
/℃ 

B: 处理 
时间/h 

C: 料液比
(g:mL) 

D: 加酶量
/% 

1 1 1 1 1 37.86 

2 1 2 3 2 56.24 

3 1 3 2 3 70.61 

4 2 1 3 3 60.40 

5 2 2 2 1 48.52 

6 2 3 1 2 55.81 

7 3 1 2 2 68.23 

8 3 2 1 3 48.24 

9 3 3 3 1 48.86 

K1 164.70  166.49  141.90  135.24   

K2 164.73  153.00  187.37  180.27   

K3 165.33  175.27  165.50  179.26   

k1 54.90  55.50  47.30  45.08   

k2 54.91  51.00  62.46  60.09   

k3 55.11  58.42  55.17  59.75   

max 55.11 58.42 62.46 60.09  

min 54.90 51.00 47.30 45.08  

R 0.21  7.42  15.15  15.01   

主次顺序 C>D>B>A 

最佳组合 A3B3C2D2 

 

 
 

图 3  预处理方法对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质的 
影响(n=3) 

Fig.3  Effects of pretreatment methods on enzyme extraction of 
proteins in Trichiurus lepturus processing by-products (n=3) 

2.5.2  超声时间 
超声时间对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质的效

果如图 4(B)所示, 蛋白质回收率范围为 77.19%~85.41%。

随着超声时间的增加, 蛋白质回收率呈现出先上升后稳定

的趋势, 在超声时间达到 60 min 时, 蛋白质回收率达到最

大值, 为 85.41%±0.78%。一方面可能是因为在超声波作用

下, 蛋白质二级和三级结构发生改变, 酶更易识别并结合

多肽链上的特异性酶切位点[37]。另一方面可能是因为超声

时间的增加, 产生的空化气泡越多, 气泡破裂后产生的局

部冲击波越强, 蛋白质颗粒更加精细和均质化, 增强酶与

底物的相互作用[35]。当超声时间超过 40 min, 蛋白质回收

率趋于稳定, 这可能是由于细胞内可被释放的蛋白质已基

本溶出, 提取体系中底物浓度达到饱和。因此, 40 min 是酶

法提取带鱼加工副产物蛋白质的最优超声时间条件。 
2.5.3  超声功率 

超声功率对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质的效

果如图 4(C)所示, 蛋白质回收率范围为 77.70%~85.31%。

随着超声功率的增加, 蛋白质回收率呈现出先上升后稳定

的趋势, 在超声功率达到 180 W 时, 蛋白质回收率达到最

大值, 为 85.31%±1.13%。这可能是因为超声功率的增加可

增加水分子的振动频率, 改变带鱼加工副产物蛋白质结构, 
暴露更多潜在酶切位点, 提高胰蛋白酶与带鱼加工副产物

的结合效率, 促进反应的进行[38]。因此, 180 W 是酶法提取

带鱼加工副产物蛋白质的最优超声功率条件。 

2.6  超声预处理条件的正交优化 

根据单因素试验结果, 选取超声功率、超声时间和超

声温度的 3 个水平进行正交试验, 以蛋白质回收率为评价

指标。试验设计及结果如表 4 所示。R 越大, 代表指标受

该因素的水平变化的影响越大。所以影响因素的主次顺序

为超声功率>超声时间>超声温度。最佳条件组合为 E2F2G2, 
即超声功率 180 W, 超声时间 40 min, 超声温度 40 ℃。在

此条件下, 蛋白质回收率为 85.93%±0.62%, 远高于已报道

的鸡骨架(50%)[9]、鲑鱼头部/脊骨(64%)[10]和三文鱼精巢

(74%)[27]蛋白质回收率。 

2.7  蛋白质的主要组成成分 

最佳工艺条件下, 超声预处理-酶法处理带鱼加工副

产物制得提取物的蛋白质含量最高, 为 89.29%±1.14%, 表
明采用的提取工艺可有效富集带鱼加工副产物中的蛋白质, 
且纯度较高。水分含量为 4.94%±0.07%, 表明蛋白质干燥

充分, 这不仅有利于降低蛋白质变性风险, 还能提高蛋白

质贮藏稳定性, 减少微生物污染与品质劣变。灰分含量为

3.48%±0.16%, 主要来源于带鱼加工副产物自身含有的矿

物质。较好地保留蛋白质本身的矿物质营养, 提高蛋白质

的营养价值。脂肪含量最低, 仅为 1.07%±0.20%, 这可减少

油脂氧化酸败产生的异味, 提高蛋白质贮藏稳定性, 降低

脂肪对蛋白质功能特性的干扰。 
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图 4  超声参数对酶法提取带鱼加工副产物中蛋白质效果的影响(n=3) 
Fig.4  Effects of ultrasound parameters on protein effects in enzymatic extraction of Trichiurus lepturus processing by-products (n=3) 

 
表 4  超声预处理正交试验设计及结果(n=3) 

Table 4  Design and results of orthogonal experimental of 
ultrasonic pretreatment (n=3) 

编号 
因素 

蛋白质回收

率/% E: 超声温度
/℃ 

F: 超声时间
/min 

G: 超声功率
/W 

1 1 1 1 78.78 
2 1 2 2 83.20 
3 1 3 3 81.75 
4 2 1 2 81.40 
5 2 2 3 84.99 
6 2 3 1 81.79 
7 3 1 3 80.47 
8 3 2 1 80.68 
9 3 3 2 85.13 

K1 243.73 240.65 241.24  

K2 248.18 248.86 249.73  

K3 246.27 248.67 247.21  

k1 81.24 80.22 80.41  

k2 82.73 82.95 83.24  

k3 82.09 82.89 82.40  

max 82.73 82.95 83.24  

min 81.24 80.22 80.41  

R 1.48 2.74 2.83  

主次顺序 G>F>E 

最佳组合 E2F2G2 

2.8  蛋白质的氨基酸组成 

蛋白质的氨基酸组成如表 5 所示, 蛋白质中检测到

19 种氨基酸, 其中含量最高的是甘氨酸, 占比 13.10%, 其
次为谷氨酸和丙氨酸, 分别占 10.04%和 7.14%, 必需氨基

酸共 8 种 , 占比 24.93%, 疏水性氨基酸共 8 种 , 占比

34.04%。研究表明, 多肽的抗氧化活性与其含有的疏水性

氨基酸密切相关, 疏水性氨基酸含量越高, 抗氧化作用越

强[39]。因此, 从氨基酸组成和含量上看, 本研究提取的蛋

白质可能具备较高抗氧化活性。 
 

表 5  蛋白质的氨基酸组成 
Table 5  Amino acid composition of protein 

氨基酸种类 相对含量/% 氨基酸种类 相对含量/%

天冬氨酸 6.19 亮氨酸 4.03 

苏氨酸 3.07 酪氨酸 1.88 

丝氨酸 2.75 苯丙氨酸 2.65 

谷氨酸 10.04 赖氨酸 3.44 

甘氨酸 13.10 组氨酸 1.12 

丙氨酸 7.14 精氨酸 6.55 

半胱氨酸 1.06 脯氨酸 6.81 

缬氨酸 3.20 羟赖氨酸 0.73 

甲硫氨酸 1.90 羟脯氨酸 4.61 

异亮氨酸 2.30   
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2.9  蛋白质的抗氧化活性 
蛋白质的抗氧化活性如图 5 所示。如图 5(A), 随着蛋

白质质量浓度的增加, DPPH 自由基清除率呈现先上升后

平缓的趋势。当蛋白质的质量浓度为 50 mg/mL 时, DPPH
自由基清除率达到最大值, 为 85.78%±0.52%。这是因为

随着蛋白质的质量浓度升高, 可与自由基反应的活性基

团数量增加 , 清除效率快速提升; 当质量浓度超过一定

40 mg/mL, 活性位点逐渐饱和, 清除率不再显著增加。如

图 5(B), 随着蛋白质质量浓度的增加, ABTS 阳离子自由基

清除率呈现先上升后平缓的趋势。当蛋白质的质量浓度为

3.0 mg/mL 时, ABTS 阳离子自由基清除率达到最大值, 为
90.22%±0.49%, 显著高于同浓度下的 DPPH 清除能力, 说
明蛋白质对 ABTS 阳离子自由基具有更强的清除效率, 这

可能与其表面暴露的极性氨基酸残基有关。如图 5(C), 随
着蛋白质质量浓度的增加, 还原能力呈现先上升后平缓的

趋势。当蛋白质的质量浓度为 50 mg/mL 时, 还原能力达到

最大值, 为(1.21±0.13) mmol/L Fe2+。Fe3+还原能力反映了

蛋白质供电子的能力, 与抗氧化活性呈正相关, 说明蛋白

质分子中含有丰富的供电子基团, 可有效阻断自由基链式

反应。因此, 本研究提取的蛋白质具有良好的抗氧化活性, 
且活性表现出明显的浓度依赖性。这可能是由于超声预处

理可破坏蛋白质的高级结构, 使胰蛋白酶更易接近酶切位

点, 进一步提高活性肽段的释放效率; 胰蛋白酶的特异性

酶切作用会产生更多低分子量多肽和疏水性氨基酸, 多肽

和疏水性氨基酸能与自由基发生反应, 从而表现出较强的

抗氧化性能[40]。 

 

 
 

 图 5  蛋白质的抗氧化活性(n=3) 
Fig.5  Antioxidant activity of protein (n=3) 

 
3  结  论 

本研究以带鱼加工副产物为原料, 通过单因素和正

交试验优化了胰蛋白酶提取蛋白质的工艺条件并研究蛋白

质的基本性质。在此条件下, 对带鱼加工副产物进行酸预

处理、碱预处理、热预处理和超声预处理, 并通过单因素

和正交试验优化了超声预处理的工艺条件。结果表明: 胰
蛋白酶为最适蛋白酶, 温度 55 ℃, 料液比 1:2 (g:mL), 处
理时间 1.5 h, 加酶量 0.5%为最佳工艺条件, 蛋白质回收率

为 76.05%±0.69%。超声空化效应可破坏细胞结构, 细化蛋

白质颗粒, 增大酶与底物的接触面积, 从而强化酶解反应, 
提升蛋白质回收率, 最佳超声条件为: 超声功率 180 W, 
超声时间 40 min, 超声温度 40 ℃。蛋白质回收率为

85.93%±0.62%。提取的蛋白质具有高蛋白、低脂肪且营养

丰富的特点, 氨基酸中含量最高的是甘氨酸, 其次为谷氨

酸和丙氨酸。同时, 蛋白质含有丰富的疏水性氨基酸, 这
些残基可与自由基发生反应, 赋予蛋白质较强的抗氧化能

力。本研究为带鱼加工副产物的蛋白质提取提供了参考, 
为后期蛋白质的开发利用奠定了理论基础。 
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