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糖基化鳕鱼鱼皮肽－锌螯合物的制备、
表征及其抑菌活性分析
班玉洁，董　诺，马　堃，赵　爽，唐士博，韩玲钰*，李婷婷*

（大连民族大学生命科学学院，生物技术与资源利用教育部重点实验室，辽宁大连 116600）

摘　要：为探究糖基化修饰对鳕鱼鱼皮肽螯合锌能力及抑制大肠杆菌活性的影响，明确麦芽糖及麦芽糊精糖基化鳕

鱼鱼皮肽锌螯合物的结构与性质差异，本研究将麦芽糖、麦芽糊精分别与鳕鱼鱼皮肽经 4~7 h美拉德反应制得产物

后与锌离子螯合，通过液相色谱、傅里叶红外光谱等对产物进行表征，采用牛津杯扩散试验、最小抑菌浓度测定

等评估抗菌活性。结果显示，麦芽糖体系 4 h糖基化产物锌螯合能力最强，抑菌圈直径为 17.35±0.54 mm，最小抑

菌浓度为 1.10 mg/mL。而麦芽糊精体系 6 h糖基化产物锌螯合能力达峰值，抑菌能力增强，抑菌圈直径为

18.87±0.56 mm，最小抑菌浓度为 0.94 mg/mL。扫描电镜图与细胞膜完整性数据显示，两种体系都能使大肠杆菌细

胞膜裂解，细胞内成分渗漏。综上，两种鳕鱼鱼皮肽锌螯合物均能通过损伤大肠杆菌细胞膜的形式致其死亡，而

麦芽糊精体系产物抑菌效果更优，可为新型锌补充剂与抗菌剂开发提供依据。

关键词：锌离子，鳕鱼鱼皮肽，麦芽糖，麦芽糊精，糖基化，大肠杆菌，抑菌活性

本文网刊:  
中图分类号：TS254.9               文献标识码：A               文章编号：1002−0306（2026）14−0103−11
DOI: 10.13386/j.issn1002-0306.2025070258

Preparation, Characterization, and Antibacterial Activity Analysis
of Glycosylated Cod Fish Skin Peptide-Zinc Chelate

BAN Yujie，DONG Nuo，MA Kun，ZHAO Shuang，TANG Shibo，HAN Lingyu*，LI Tingting*

（Key Laboratory of Biotechnology and Resource Utilization of Ministry of Education, College of Life Sciences, Dalian
Minzu University, Dalian 116600, China）

Abstract：This study investigated the effects of glycosylation modifications on the zinc chelation capacity and Escherichia
coli inhibitory activity of cod skin peptides, while elucidating the structural and property differences between maltose- and
maltodextrin-derived glycosylated  cod skin  peptide  zinc  complexes.  This  study prepared  products  through Maillard   reac-
tions  between  maltose  and  maltodextrin  with  cod  skin  peptides,  which  were  conducted  over  a  period  of  4~7  hours,
followed by  chelation  with  zinc  ions.  The  resulting  products  were  characterized  by  means  of  liquid  chromatography and
Fourier-transform  infrared  spectroscopy,  while  their  antimicrobial  activity  was  evaluated  through  Oxford  cup  diffusion
assays and minimum inhibitory concentration (MIC) determinations. The results showed that the glycosylation products of
the maltose system at 4 h exhibited the strongest zinc chelating ability, with an inhibition zone diameter of 17.35±0.54 mm
and a minimum inhibitory concentration (MIC) of 1.10 mg/mL. For the maltodextrin system, the zinc chelating ability of
glycosylation products reached the peak at 6 h, accompanied by enhanced antibacterial activity, with an inhibition zone di-
ameter of 18.87±0.56 mm and an MIC of 0.94 mg/mL. Scanning electron microscopy images and cell membrane integrity
data  indicated  that  both  systems  could  lyse  the  cell  membrane  of Escherichia  coli  and  cause  the  leakage  of  intracellular  
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components.  In  conclusion,  both  cod  skin  peptide  zinc  chelates  exert  antimicrobial  effects  by  compromising  the  cell
membranes  of  Escherichia  coli.  Notably,  the  maltodextrin-based  formulation  exhibits  enhanced  antimicrobial  activity,
thereby offering a promising foundation for the development of innovative zinc supplements and antimicrobial agents.
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鳕鱼鱼皮肽作为一种新兴的生物活性肽，近年

来在食品、医药及化妆品领域的研究与应用备受关

注。鳕鱼皮经酶解制得的胶原蛋白肽，具有分子量

小、易吸收等特点，这为其发挥多种生物活性奠定了

基础[1]。研究发现鱼胶原蛋白肽具有多种健康益处，

包括抗氧化活性[2]、调节血脂[3]、伤口愈合[4] 以及对

骨骼关节和皮肤的健康有益[5]。在抗氧化方面，不同

分子段的鳕鱼皮胶原蛋白肽对 DPPH自由基、羟自

由基和超氧阴离子自由基均有较强的清除能力，且清

除率与多肽浓度呈剂量依赖关系[6]，印证了其在抗氧

化领域的应用价值。在抗高血压功能研究中，从阿拉

斯加鳕鱼皮中鉴定出的 GP1和 GP2两种肽段，能显

著降低高血压模型大鼠收缩压，其血管紧张素转化酶

半抑制浓度分别达 0.166 mmol/L与 0.177 mmol/L[7]，

为心血管健康相关产品开发提供了新思路。在护肤

领域，鳕鱼皮胶原肽可修复皮肤结构功能损伤、抑制

黑色素产生[8]。总体而言，鳕鱼皮肽凭借独特优势与

多重活性特性，在功能食品、医药、化妆品等领域具

有广阔应用前景，未来需进一步深化研究以挖掘其潜

在价值。

锌是人体健康必需的矿物质之一。它是许多金

属酶必不可少的辅助因子，调节 DNA代谢和修复、

细胞增殖和免疫系统的抵抗力[9]。此外，锌离子在适

当的浓度下也具有很强的抗菌能力。研究发现，含有

氧化锌纳米颗粒的复合材料薄膜具有抗菌性，尤其对

于喷砂处理的多层薄膜，其抗菌性能可达 99.99%[10]。

因此，锌离子与生物活性肽的结合改善肠道稳定性和

生理效应的研究备受研究者关注[11]。而肽锌复合物

是一种由锌离子修饰的生物活性肽复合物。根据以

往的报道，大多数肽锌螯合物均用于人体的锌补充制

剂。锌离子与有机配体形成的有机螯合物进入体内，

避免了胃肠道中植酸和膳食纤维摄入而形成不溶性

复合物，从而提高锌的生物利用度[12]。例如，Matsuku-
ra等[13] 研究 1-肌肽的锌配合物可对幽门螺杆菌产生

抑制作用，出现胃溃疡病变时，可释放锌治愈溃疡。

本文通过鳕鱼皮肽与锌螯合形成肽锌螯合物，有效提

升锌的生物利用度，并实现“营养强化”与“抗菌作

用”的协同效应，进一步拓展了肽类物质的应用领域，

同时深化了其在抗菌活性方面的研究价值。

在提升蛋白螯合物性能方面，传统化学修饰需

用三氯氧磷、五氧化二磷等试剂改性蛋白，反应后需

多次透析、离心纯化，以防残留试剂或副产物附着于

螯合物表面或包裹其中。相较而言，糖基化修饰优势

显著，一方面，所用试剂多为葡萄糖、寡糖等天然、生

物相容性高的糖类物质，无需复杂纯化即可降低残留

隐患；另一方面，糖基化修饰能通过改变蛋白的构象

和表面电荷分布，显著提升蛋白对金属离子的亲和力

与选择性，这一过程不仅提高了蛋白质的稳定性，还

能增强其在体内的生物相容性和抗降解能力[14]。近

年来，糖基化修饰在调节蛋白功能、开发新型生物活

性分子，如具有抗氧化、免疫调节活性的糖蛋白[15] 等

领域进展突出，为蛋白类产品研发开辟新路径。美拉

德反应是羰基化合物与氨基化合物间的复杂反应，近

年来研究证实其在食品、医药领域应用潜力巨大，能

提升肽与金属离子的螯合能力。例如，Seifert等[16]

研究肽结合的美拉德反应产物 Nε-果糖基赖氨酸和

Nε-羧甲基赖氨酸与铜、锌的络合作用，结果表明蛋白

质的糖基化修饰会导致蛋白质链内形成新的金属离

子配位中心，而新配位中心可为金属离子提供更多结

合位点，增强蛋白质与金属离子的结合力，使金属离

子更稳定地存在于蛋白质结构内。有研究指出，美拉

德反应分多个阶段，产物丰富，能改变反应物结构[17]。

其提升螯合能力的机制主要有三：一是产物中的类黑

精、还原酮等提供丰富螯合位点，如类黑精通过氮、

氧原子与金属离子配位[18]；二是电子云重新分布，共

轭结构提高电子离域化程度，增强静电吸引；三是形

成大分子复合物，稳定包裹金属离子，减少解离。应

用上，食品领域可用其制备高利用率的铁、锌螯合物

作为营养强化剂，或作为抗氧化保鲜剂延缓食品变

质[19−20]。

因此本研究制备了具有抗菌性能的麦芽糖-鳕鱼

鱼皮肽锌螯合物和麦芽糊精-鳕鱼鱼皮肽锌螯合物，

探究糖基化鳕鱼鱼皮肽锌螯合物对抑制大肠杆菌生

长的影响，这一研究为水产加工副产物鱼皮加工领域

提供新的思路。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

鳕鱼鱼皮胶原低聚肽粉　滨州万嘉生物科技有

限公司；麦芽糊精、麦芽糖　天津市科密欧化学试剂

有限公司；细胞色素 C、赖氨酸、抑肽酶　Sigma-
Aldrich Corporation；八肽　杭州专肽生物技术有限

公司；四肽 GGYR　北京纵横科学公司；硫酸锌　分

析纯，天津市科密欧化学试剂有限公司；其他化学品

和试剂均为分析级。

1200型液相色谱仪　 美国 Agilent Technologies
公司；SYNERGYH1多功能酶标仪　 American Bio
Tek公司；IRPrestige2傅里叶变换红外光谱仪　 Shi-
madzu Japan公司；2KBTES-55型真空冷冻干燥机

　 美国 Virtis公司；UV-1600紫外可见分光光度计

　 上海美普达仪器有限公司；pHS-3精密 pH计　
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上海雷磁仪器厂；H1750R高速台式冷冻离心机　湖

南湘仪实验室仪器开发有限公司；4710KL-04W-
B10圆二色光谱仪　 英国应用光物理公司；S-4800
扫描电子显微镜　 日本 Hitachi Ltd公司；锌离子检

测试剂盒　 南京建成生物工程研究所。

 1.2　实验方法

 1.2.1   糖基化鳕鱼鱼皮肽的制备　根据李瑶瑶

等[21] 的方法进行并做适当修改。将麦芽糖（3 g）和麦

芽糊精（3 g）分别与鳕鱼鱼皮肽（1 g）溶于超纯水

（12 mL）中，搅拌至完全溶解后调节溶液 pH至 7.4，
置于 90 ℃ 水浴锅中反应 7 h，并在第 4、5、6、7 h时

取样，再通过冷冻干燥后得到不同糖基化时间的麦芽

糖-鳕鱼鱼皮肽美拉德产物（CSCP-Mal-4 h MRPs、
CSCP-Mal-5 h、CSCP-Mal-6 h、CSCP-Mal-7 h）和麦

芽糊精 -鳕鱼鱼皮肽美拉德产物（CSCP-MD-4  h、
CSCP-MD-5 h、CSCP-MD-6 h、CSCP-MD-7 h），密
封保存于−20 ℃ 冰箱中备用。

 1.2.2   不同糖基化时间对糖基化鳕鱼皮肽结构的影

响

 1.2.2.1   分子量分析　分子量测定根据 Siewe等[22]

的方法做适当修改后进行。使用液相色谱仪进行检

测，流动相为乙腈/水（40/60，v/v），流速为 0.5 mL/min，
柱温为 30 ℃，进样量 20 µL，在 214 nm波长下进行

检测。从以下标准品获得分子量校准曲线：细胞色

素 C、抑肽酶，八肽和四肽 GGYR以及赖氨酸。

 1.2.2.2   接枝度的测定　接枝度测定参照廖彦超

等[23] 的方法并稍作修改，实验采用邻苯二甲醛法，通

过监测体系中游离氨基酸含量的降低幅度来反映糖

与鱼皮肽的结合程度。

OPA试剂配制：准确称取 40 mg邻苯二甲醛，

溶于 1 mL体积分数为 95%的乙醇中；随后依次加

入 25 mL 0.1 mol/L四硼酸钠缓冲溶液、2.5 mL 20%
十二烷基硫酸钠溶液及 0.1 mL β-巯基乙醇，充分搅

拌至完全溶解后，定容至 50 mL，混匀备用。

游离氨基定量检测与接枝度计算：取 0.05 mL浓

度为 5 mg/mL的待测试样，与 1.35 mL上述 OPA试

剂充分混合，室温下水浴反应 1 min后，立即采用紫

外分光光度计在 340 nm波长下测定溶液的吸光度。

以 L-亮氨酸为标准物质，配制浓度为 1~5 mmol/L的

系列标准溶液，绘制标准曲线，用于游离氨基的定量

计算。接枝度计算公式如下：

接枝度(%)=
(
1−结合后的氨基含量 (mmol/L)
结合前的氨基含量 (mmol/L)

)
×100

式（1）

 1.2.2.3   褐变颜色测定　通过紫外-分光光度计在

420 nm波长下，对不同糖基化时间的美拉德反应产

物的吸光度进行测定。

 1.2.2.4   不同糖基化鳕鱼鱼皮肽的圆二色光谱测定

　根据 Zhu等[24] 的方法稍作修改，采用圆二色光谱

仪对产物的二级结构进行测定。在满足测试电压的

前提下，将待测样品的质量浓度配制为 2 mg/mL。
光谱扫描范围设置为 190~260  nm，扫描速度

100 nm/min，响应时间 0.25 s。使用 CDNN软件进

行样品的二级结构分析。每个样品进行 3次平行

实验。

 1.2.2.5   不同糖基化鳕鱼鱼皮肽的红外光谱分析　

采用溴化钾压片法，分别准确称取 3 mg糖基化产物

粉末与 300 mg的溴化钾与产物粉末混合置于研钵

中，经烘干处理后充分研磨混匀。使用傅里叶变换红

外光谱仪先进行背景扫描，随后对样品进行检测，仪

器参数设置为：扫描波长范围 4000~500 cm−1，信号

累加扫描 30次，扫描速率控制在 0.2 cm/s。

 1.2.3   糖基化鳕鱼鱼皮肽锌螯合物的制备　根据孙

如男[25] 的方法稍作修改，取 pH为 4的糖基化鳕鱼

鱼皮肽溶液，按 1:1的质量比例与 5 mmol/L的硫酸

锌溶液混合均匀，随后置于恒温水浴摇床中，在 40 ℃
条件下恒温反应 30 min。反应结束后，在 5000×g下

离心 5 min，取上清液并测其游离锌含，接着将体积

比为 1:3的乙醇溶液添加到反应液中，以沉淀出糖

基化鱼皮肽锌螯合物，之后在 5000×g下离心 5 min，
弃去上清液，收集沉淀物，冻干后标记为不同糖基化

时间的麦芽糖-鱼皮肽锌螯合物（CSCP-Mal-4 h-Zn、
CSCP-Mal-5 h-Zn、CSCP-Mal-6 h-Zn、CSCP-Mal-7 h-
Zn）和不同糖基化时间的麦芽糊精-鱼皮肽锌螯合物

（CSCP-MD-4 h-Zn、CSCP-MD-5 h-Zn、CSCP-MD-
6 h-Zn、CSCP-MD-7 h-Zn）。

 1.2.4   锌离子浓度与锌螯合能力的测定　锌螯合能

力采用试剂盒测定。取 12 μL样品加入比色试剂。

在 37 ℃ 下孵育 10 min后，测定 570 nm处的吸光

度。根据公式（2）计算游离锌离子浓度。

锌离子含量 (μmol/L) = C标准 ×
A测定
A标准

式（2）

式中：C标准为 27 μmol/L；A测定为样品的吸光

度值；A标准为标准品的吸光度值。

锌螯合率根据 Yu等[26] 和 Han等[27] 的方法计

算，结果根据计算公式（3）得出。

锌螯合率(%) =

锌离子总浓度(mmol/L)−游离锌离子浓度(mmol/L)
锌离子总浓度(mmol/L)

式（3）
式中：锌离子总浓度为 5 mmol/L。

 1.2.5   抗菌活性及机理分析

 1.2.5.1   牛津杯扩散试验　采用牛津杯扩散法测定

螯合物对大肠杆菌的抗菌活性。将过夜培养的细菌

接种在 LB培养基中，5 min后，将 100 µL的 CSCP-
Mal-4  h-Zn（100 mg/mL）和 100 µL的 CSCP-MD-6
h-Zn（100 mg/mL）分别与 100 µL相同锌含量的葡萄

糖酸锌以及 100 µL相同糖基化时间的糖基化鳕鱼
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鱼皮肽加入牛津杯中，以 100 µL 75%乙醇作为阳性

对照，100 µL无菌水作为阴性对照。置于 37 ℃ 的

恒温培养箱中孵育 12 h后，用数字卡尺测量抑制区

直径，评估糖基化鳕鱼鱼皮肽-锌螯合物的抑菌活

性。数值以三次重复的平均值±SD表示。

 1.2.5.2   最小抑菌浓度　MIC根据先前报道的方法

确定并稍作修改，使用 96孔微滴细胞培养板进行，

每孔加入 50 µL Luria-Bertani溶液制得的菌悬液，再

分别加入 50 µL的 CSCP-Mal-4 h-Zn溶液和 CSCP-
MD-6 h-Zn 溶液，37 ℃ 下孵育。未接种大肠杆菌的

LB溶液作为对照，以 35、17.5、8.75、4.38、2.19、
1.10、0.55和 0.28 mg/mL的 CSCP-Mal-4 h-Zn终浓

度评价其抑菌活性。同样重复以上操作以 30、15、
7.5、3.75、1.88、0.94、0.47和 0.24 mg/mL的 CSCP-
MD-6 h-Zn终浓度评价其抑菌活性。利用酶标仪测

定 600 nm处的吸光度。

 1.2.5.3   扫描电子显微镜　采用扫描电子显微镜观察

大肠杆菌菌株的形态变化，根据 Bajpai等[28] 的实验

方法进行。无菌试管中加入 3 mL磷酸盐缓冲盐水

得到大肠杆菌菌悬液（107 CFU/mL），再分别加 3 mL
CSCP-Mal-4  h-Zn和 CSCP-MD-6  h-Zn的溶液在

37 ℃ 孵育 8 h，并用 0.1 mol/L磷酸盐缓冲盐水洗

涤 2~3次，用扫描电子显微镜进行观察。采用 Diao

等[29] 的方法进行扫描电镜分析。

 1.2.5.4   细胞膜的完整性　根据 Lü等[30] 的方法并略

作修改，检测细胞成分释放到上清液中的情况。在

LB溶液中培养的细菌以 4000×g离心 15 min，洗涤

并在 0.1 mol/L磷酸盐缓冲盐水溶液中重悬。细胞

悬液中加入 CSCP-Mal-4 h-Zn（1.0 MIC）和 CSCP-
MD-6 h-Zn （1.0 MIC）的溶液。每 2 h取 20 mL样

品，在 7000×g离心 5 min的条件下收集上清，260 nm
紫外-可见分光光度计监测随时间释放的核酸。同

时，根据 Xu等[31] 的方法，收集悬浮液以测定蛋白质

的浓度。用相同浓度 CSCP-Mal-4  h-Zn和 CSCP-
MD-6  h-Zn的磷酸盐缓冲盐水悬浮液进行吸收

校正。

 1.3　数据处理

实验至少进行 3次重复，数值以三次重复的平

均值±SD表示。采用 Origin  2024软件作图，IBM
SPSS Statistics 27软件进行多重比较，显著性水平

为 P<0.05。

 2　结果与分析

 2.1　不同糖基化时间对糖基化鳕鱼鱼皮肽的表征

 2.1.1   分子量分析　液相色谱法可通过分子尺寸差

异实现鳕鱼鱼皮肽的分离，是分析鱼皮肽分子量分布

的有效方法。图 1A和图 1B为鳕鱼鱼皮胶原蛋白肽
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图 1    不同糖基化时间的美拉德产物的液相色谱图及分子量分布图

Fig.1    Liquid chromatography and molecular weight distribution of Maillard reaction products at different glycation times
注：A、C为麦芽糖-鱼皮肽美拉德产物；B、D为麦芽糊精-鱼皮肽美拉德产物。
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进行液相色谱分析所得的图谱。从图 1C的分子量

分布图中可知，在麦芽糖与鱼皮肽发生美拉德反应时

间为 4~5 h时，会先生成大分子量的糖肽聚合物，产

物的平均分子量明显增大。这可能是由于麦芽糖是

二糖，反应活性高，其还原端能快速与鱼皮肽上的氨

基发生缩合反应，同时还会发生糖分子间、肽链间的

交联聚合[32]。而当反应时间为 6~7 h时，大分子量的

糖肽则会逐步降解为小分子化合物以及短肽，平均分

子量明显减小。这可能是由于前期生成的糖肽聚合

物结构不稳定，易分解[33]。从图 1D的分子量分布图

中可知，在麦芽糊精与鱼皮肽发生美拉德反应 4~5 h
时，大于 7000 Da的成分占比也相对较低，随着美拉

德反应时间的增加，不同分子量占比变化不大。以上

结果说明不同结构的糖类与鳕鱼鱼皮肽发生美拉德

反应时，在不同反应阶段其分子量变化趋势不同，麦

芽糖作为二糖，在美拉德反应过程中，分子量变化较

为明显。

 2.1.2   接枝度及褐变颜色分析　评价美拉德反应程

度的重要指标是游离氨基酸的含量，随着游离氨基酸

消耗量的增多，反应越完全，接枝度也越高。接枝度

结果如图 2所示，在反应时间为 4 h到 7 h之间，麦

芽糖与鳕鱼鱼皮肽的美拉德反应接枝度从 72.08%
增加至 73.46%，褐变程度即在 420 nm处的吸光度

从 0.04增加至 0.061；麦芽糊精与鳕鱼鱼皮肽的美拉

德反应接枝度从 68.86%增加至 69.94%，褐变程度

从 0.033增加至 0.046。两种美拉德产物的接枝度

在 4 h之后均增长缓慢；在褐变方面，麦芽糊精的褐

变程度增加幅度不如麦芽糖，这一实验结果也与

Liu等[32] 的实验结果一致。实验结果表明，糖的种类

对与鳕鱼鱼皮肽交联后的反应活性有很大影响，双糖

活性大于多糖这可能是由于多糖的位阻限制了美拉

德反应的范围，限制了过度的颜色变化和蛋白质聚

合[34]。

 2.1.3   圆二色光谱分析　不同的糖类与鳕鱼鱼皮肽

发生美拉德反应的时间不同，多肽的二级结构也会发

生不同的变化。圆二色光谱通常被用于研究蛋白质

或多肽的二级结构变化。如图 3A和图 3B所示，麦

芽糖-鱼皮肽的美拉德产物在糖基化时间为 4 h时有

较大的负峰，且随着糖基化时间的增加，美拉德产物

的无规则卷曲增加，β-折叠和 β-转角减少；如图 3C
和图 3D所示，麦芽糊精-鱼皮肽的美拉德产物在糖

基化时间为 7 h时出现较大的负峰，且随着糖基化时

间的增加，其美拉德产物的无规则卷曲减少，β-折叠

和 β-转角增加。上述结果表明，鱼皮肽与麦芽糖的

美拉德反应产物比与麦芽糊精的反应产物更倾向于

无序结构，二级结构变化更明显，这可能由于麦芽糖

的还原性更强。

 2.1.4   傅里叶红外光谱分析　傅里叶变换红外光谱

是研究蛋白质-碳水化合物相互作用的重要技术，已

被用于研究美拉德反应共轭物的性质[35]。由图 4可

知，3300~3700  cm−1 处的宽峰为 O-H伸缩振动产

生 [36]；1650~1690 cm−1 是由 C=O伸缩振动产生 [36]，

随着反应时间的增加，该基团的吸收峰强度逐渐降
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图 2    不同糖基化时间的美拉德产物的接枝度和褐变程度

Fig.2    Grafting degree and browning intensity of Maillard
products at different glycation times

注：A为麦芽糖-鱼皮肽美拉德产物；B为麦芽糊精-鱼皮肽美
拉德产物。
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低，麦芽糖与鱼皮肽的美拉德产物在此处的峰随着糖

基化时间的增加逐渐向低波数段偏移，而麦芽糊精

与鱼皮肽的美拉德产物在此处的峰随着糖基化时间

的增加逐渐向高波数段偏移，说明了峰位置的变化与

糖基化程度相关；麦芽糖-鱼皮肽和麦芽糊精-鱼皮

肽的美拉德反应共轭物在 985~1003 cm−1 和 1002~
1007 cm−1 处显示出特征吸收带，分别归因于 C-C
和 C-O的拉伸和 C-H的弯曲。随着反应时间的延

长，能带强度显著增加，说明美拉德反应形成了 C-N
共价带[36]。

 2.2　不同糖基化鳕鱼鱼皮肽锌螯合物的表征

 2.2.1   锌螯合能力分析　通过同时测定锌离子浓度

和锌螯合能力，能更全面地评估糖基化时间对产物与

锌相互作用的影响。锌离子浓度反映了产物中锌的

总保有量，而锌螯合能力则体现了锌与产物结合的有

效性。由图 5可知，糖基化时间不仅会影响产物中

锌的绝对含量，还会影响锌与产物的结合效率。在

CSCP-Mal-Zn 中，糖基化 4  h游离锌离子含量为

403.371 μmol/L，此时的锌螯合能力最高为 91.93%。

而在 CSCP-MD-Zn 中，其锌含量呈现先升高后降低
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图 3    不同糖基化产物的圆二色光谱图及二级结构分布图

Fig.3    Circular dichroism spectra and secondary structure distribution maps of different glycosylation products.
注：A、C为麦芽糖-鱼皮肽美拉德产物；B、D为麦芽糊精-鱼皮肽美拉德产物。
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Fig.4    Fourier transform infrared spectra of Maillard reaction
products at different glycosylation time

注：A为麦芽糖-鱼皮肽美拉德产物；B为麦芽糊精-鱼皮肽美
拉德产物。
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图 5    不同糖基化时间处理麦芽糖-鱼皮肽美拉德产物和麦芽
糊精-鱼皮肽美拉德产物的游离锌离子含量（A）

和锌螯合率（B）
Fig.5    Free zinc ion content (A) and zinc chelation rate (B)

of CSCP-Mal and CSCP-MD treated with varying
glycosylation durations

注：不同小写字母表示组间存在显著性差异（P<0.05）。
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的趋势，糖基化 6  h的锌含量为 350.559  μmol/L，
此时螯合能力最高为 92.99%。与 Yu等[26] 的研究

结果相比，锌螯合能力明显提高。由于麦芽糖是二

糖，糖基化 4 h时反应较快，易生成含大量活泼官能

团的小分子美拉德产物。这些官能团可通过配位键

快速结合锌离子，所以 4 h锌含量高；麦芽糊精是多

糖，糖基化反应慢，需要更长的糖基化时间让糖链充

分断裂、降解，暴露出足够多可配位官能团，因此在 6
h时才达到最高螯合能力。而 7 h时则因过度交联

可能导致部分配位位点被遮蔽，锌螯合能力下降。这

一结果与 Mondaca等[37] 研究结果相似，金属离子与

美拉德产物的螯合能力在一定加热时间内会出现

峰值。

 2.2.2   圆二色光谱分析　不同的糖类与鳕鱼鱼皮肽

的美拉德产物与锌离子螯合后，其二级结构也会发生

不同的变化。如图 6A和图 6C所示，不同糖基化

时间的 CSCP-Mal-Zn和 CSCP-MD-Zn均在 197 nm
处出现较大的负峰，而 CSCP-Mal-Zn的负峰强度更

大，这说明不同的糖与鳕鱼鱼皮肽形成肽锌螯合物

后，对复合物的影响不同。如图 6B和图 6D所示，

与未螯合锌的美拉德产物相比，CSCP-Mal-Zn和

CSCP-MD-Zn的二级结构变化不大，表明美拉德产

物与锌离子螯合后对其二级结构的影响较小。

 2.2.3   傅里叶红外光谱分析　不同的糖类与鳕鱼皮

肽的美拉德产物与锌离子螯合后，傅里叶变换红外光

谱会发生不同的变化。如图 7A和图 7B为不同糖

基化鳕鱼鱼皮肽-锌螯合物的傅里叶红外光谱，2970~
3700 cm−1 处的宽峰为 O-H伸缩振动产生，与未螯

合前相比，峰型出现宽化且强度降低 [38]；1620~
1660 cm−1 是由 C=O伸缩振动产生[36]，与未螯合前

的产物相比，均向低波数段偏移[39]，这是由于 Zn2+与
羧基螯合，形成-COO-Zn配位键，使得 C=O键的电

子云密度降低。以上变化均证明锌离子与美拉德产

物成功螯合。

 2.3　抗菌活性测定

 2.3.1   牛津杯扩散试验　通过牛津杯扩散试验检验

糖基化肽锌螯合物对大肠杆菌的抗菌活性。在图 8
中，CSCP-Mal-Zn和 CSCP-MD-Zn的抑制直径分别

为 17.35±0.54  mm和 18.87±0.56  mm；75%乙醇作

为阳性对照的抑制直径分别为 20.948±0.44 mm和

21.911±0.25  mm；葡萄糖酸锌的抑制直径分别为

15.59±0.64 mm和 16.25±0.22 mm。以上结果表明，

阳性对照的抑菌效果强于糖基化肽锌螯合物和葡萄

糖酸锌，CSCP-Mal-Zn和 CSCP-MD-Zn对大肠杆菌

具有一定的抑菌活性，均显著优于葡萄糖酸锌，这与

Fang等[38] 用章鱼肽锌螯合物抑制细菌的研究结论

一致。
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图 6    不同糖基化鳕鱼鱼皮肽-锌螯合物的圆二色光谱图及二级结构分布图

Fig.6    Circular dichroism spectra and secondary structure distribution diagrams of different glycosylated cod skin peptide-zinc chelates
注：A、C为麦芽糖-鱼皮肽锌螯合物；B、D为麦芽糊精-鱼皮肽锌螯合物。
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 2.3.2   最小抑菌浓度　CSCP-Mal-Zn与 CSCP-MD-

Zn 对大肠杆菌的最小抑菌浓度即为在特定实验条件

下，能够完全抑制大肠杆菌生长繁殖所需的两种物质

各自的最低浓度。如图 9A和图 9B所示，在细菌浓

度相同的环境下，CSCP-Mal-Zn浓度为 1.1 mg/mL

和 CSCP-MD-Zn浓度为 0.94 mg/mL是抑制被试细

菌生长的最低浓度。以上结果说明，两种美拉德反应

产物 CSCP-Mal-Zn和 CSCP-MD-Zn均能抑制大肠

杆菌生长，且在相同实验条件下，麦芽糊精体系形成

的肽锌螯合物美拉德产物对大肠杆菌的抑制能力略

优于麦芽糖体系产物。这可能是由于麦芽糊精与大

肠杆菌的外膜蛋白 LamB结合的亲和力更高并且麦

芽糊精穿过外膜进入细菌细胞内部的转运效率高于

麦芽糖，从而增强对大肠杆菌的破坏作用[40]。

 2.3.3   扫描电子显微镜　本研究采用了扫描电子显

微镜技术了解不同糖基化鳕鱼鱼皮肽-锌螯合物对

大肠杆菌形态和物理变化的直接影响。图 10A为未

经处理的大肠杆菌呈现出具有代表性的杆菌状形态

学的独特特征，大小分布均匀，细胞完整。如图 10B

和图 10C所示，分别用 CSCP-Mal-4 h-Zn和 CSCP-
MD-6 h-Zn处理后的大肠杆菌形状变得不规则且外

表面粗糙凹陷，起皱，甚至产生了自分解。Diao等[29]

的研究也均证实，抗菌物质损伤细胞膜后，细菌会因

渗透压失衡出现此类形态变化。

 2.3.4   细胞膜的完整性　细胞膜的完整性对于细菌

的发育至关重要 [41]。如图 11A~图 11D所示，用

MIC(CSCP-Mal-Zn）MIC(CSCP-MD-Zn)处理大肠

杆菌细胞后 ，测定其释放的上清蛋白和核酸 ，
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图 7    不同糖基化时间的美拉德产物螯合锌后的傅里叶红外光谱图

Fig.7    Fourier transform infrared spectra of Maillard reaction products after zinc chelation at different glycosylation times
注：A为麦芽糖-鱼皮肽锌螯合物；B为麦芽糊精-鱼皮肽锌螯合物。
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图 8    糖基化鳕鱼鱼皮肽锌-螯合物的抗菌活性

Fig.8    Antibacterial activity of glycosylated cod skin peptide zinc chelates
注：A：CSCP-Mal-Zn的牛津杯扩散试验；1：75%乙醇，2：麦芽糖-鱼皮肽的美拉德产物，3：葡萄糖酸锌（100 mg/mL），4：CSCP-
Mal-Zn（100 mg/mL），5：无菌水；B：CSCP-MD-Zn的牛津杯扩散试验；1：75%乙醇，2：麦芽糊精-鱼皮肽的美拉德产物，3：葡萄糖酸锌
（100 mg/mL），4：CSCP-MD-Zn（100 mg/mL），5：无菌水；C和 D分别为 CSCP-Mal-Zn和 CSCP-MD-Zn的抑菌圈直径（*** 表示
P<0.001）。
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以评价细胞膜的完整性。结果表明，核酸（图 11A、

图 11B）和蛋白质（图 11C、图 11D）释放到细菌悬浮

液中，显示出 CSCP-Mal-Zn和 CSCP-MD-Zn处理

后，均呈时间依赖性增加。添加了 CSCP-Mal-Zn的

大肠杆菌的样品核酸吸光度值由对照组的 0.09增加

到 0.63，而添加了 CSCP-MD-Zn 的大肠杆菌的样品

核酸吸光度值由对照组的 0.092增加到 0.69。此外，

细胞外蛋白质浓度也随着孵育时间的延长而增加，添

加了 CSCP-Mal-Zn 和 CSCP-MD-Zn的大肠杆菌样

品分别从开始的 9.77 µg/mL和 9.9 µg/mL增加到

53.45 µg/mL和 55.32 µg/mL。结果表明，CSCP-Mal-
Zn和 CSCP-MD-Zn 均能对细胞膜造成不可修复的

损伤，导致细胞内成分渗漏，最终导致细胞死亡[38]。

这与扫描电子显微镜实验的分析结果一致。
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图 11    糖基化鳕鱼鱼皮肽锌-螯合物对大肠杆菌细胞膜完整性的影响

Fig.11    Effect of glycosylated cod skin peptide-zinc chelates on the membrane integrity of Escherichia coli
注：A和 B分别为 CSCP-Mal-Zn和 CSCP-MD-Zn对大肠杆菌核酸渗漏的影响；C和 D分别为 CSCP-Mal-Zn和 CSCP-MD-
Zn对大肠杆菌蛋白质渗漏的影响。
 

 3　结论
本研究成功制备出麦芽糖和麦芽糊精两种糖基

化鳕鱼鱼皮肽锌螯合物，CSCP-Mal-Zn和 CSCP-
MD-Zn 复合物均能抑制大肠杆菌生长，其中麦芽糖

因还原性强，与鱼皮肽孵育 4 h后的肽锌螯合物的锌

螯合率达 91.93%，麦芽糊精与鱼皮肽糖基化 6 h时

锌螯合率最高为 92.99%；傅里叶红外光谱和圆二色

光谱证实锌离子成功螯合鳕鱼鱼皮且肽二级结构发

生变化，抗菌实验显示两种螯合物均可破坏大肠杆菌

细胞膜，CSCP-Mal-4  h-Zn和 CSCP-MD-6  h-Zn抑

菌圈直径分别为 17.35±0.54和 18.87±0.56 mm。研

究明确了两种螯合物的最佳制备条件及抑菌效果差

异，证实其通过破坏大肠杆菌细胞膜的完整性从而抑

制大肠杆菌生长。该研究探究了多糖对美拉德产物

结构、锌螯合率和肽锌螯合物抗菌活性的影响，为水

产品加工废料中生物活性肽高值化利用及新型抗菌

剂开发提供理论依据与思路，但存在机制研究、稳定

性、工艺优化等局限，未来可从深化机制、优化工艺

等方面推进研究。

© The Author(s) 2026.  This  is  an  Open  Access  article   dis-
tributed under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution   Li-
cense (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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