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酸肉肽抗氧化活性的研究

叶 春 1，马顺强 1，张 倩 2,*，刘世会 1

(1.贵州大学生命科学学院，贵州 贵阳      550025；2.杭州万向职业技术学院，浙江 杭州      310023)

摘   要：通过测定酸肉肽对 DPPH 自由基、羟自由基、亚硝酸盐的清除能力及其还原能力，研究其抗氧化活性。

结果：酸肉肽对 DPPH 自由基有良好的清除能力，IC50 值为 247.96μg/mL，是 BHT 的 4.97 倍；酸肉肽具有显著的

清除羟自由基能力，IC50 值为 33.60μg/mL，是 BHT 的 1.52 倍；酸肉肽的还原能力较强，约为 BHT 的 0.25 倍；

酸肉肽对亚硝酸盐具有一定的清除作用。实验表明酸肉肽具有明显的抗氧化效果。
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Abstract：Antioxidant activity of sour meat peptide was studied by measuring its scavenging capacity against 2,2-Diphenyl-

1-picrylhydrazyl (DPPH) free radicals, hydroxyl free radicals and nitrite, and its reducing power. Results indicated that sour meat

peptide had better scavenging capacity against DPPH free radicals with the IC50 value of 247.96μg/mL, which was 4.97 times

higher than that of BHT. In addition, it possessed remarkable scavenging capacity against hydroxyl free radicals with the IC50

value of 33.60μg/mL, which was 1.52 times higher than that of BHT. Moreover, it possessed strong reducing power, which was

approximately one quarter of that of BHT. Furthermore, it also exhibited strong scavenging capacity against nitrite. Therefore,

sour meat peptide has an obvious antioxidant activity.
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中国传统酸肉，古称“鮓”，是有两千多年历史

的乳酸细菌型发酵肉制品，目前主要流行于湖南、贵

州、广西、四川等地，是少数民族地区特色性的发酵

肉制品，有着丰富的饮食文化内涵[ 1 -2 ]，特别在苗族和

侗族盛行，有“吃不离酸”和“三天不吃酸，走路

打乱窜”的俗语 [ 3 - 4 ]。酸肉经长期的微生物及酶的作

用，发生了复杂的化学变化，不经加热便可食用，食

之鲜嫩，且富含多种营养和功能性成分，是保健之佳

品[2,5-6]。随着人民生活水平的提高，且受当地旅游业的

发展带动，酸肉具有巨大的市场潜力 [ 7 ]。

衰老、癌症及心血管等疾病被公认为与氧化应激损

伤及自由基代谢失调有关[8-9]。抗氧化肽因具有抑制生物

大分子过氧化或清除体内自由基的功能，是近年来国内

外科学工作者的研究热点[10-11]。一些研究试图利用发酵

的方法制备抗氧化肽，如利用牛乳、紫贻贝、大豆的

发酵产物提取分离抗氧化肽[12]。从发酵酸肉中提取肽并

对其抗氧化活性进行研究，目前尚未见报道。本实验

拟以酸肉为原料，采用超滤等方法提取分子量小于 10kD
的酸肉肽，通过测定它对 D P P H 自由基、羟自由基、

亚硝酸盐的清除能力及还原能力考察其抗氧化性能，以

期揭示酸肉的保健价值，为进一步加速酸肉的研发提供

依 据 。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

酸肉    贵州大学生命科学学院食品加工实验室；乳

酸菌    贵州大学生命科学学院食品微生物实验室；1,1-
二苯基 -2- 三硝基苯肼(DPPH)标准品    Sigma 公司；其他
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试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

MSC300 杯式超滤器    上海摩速科学器材有限公司；

B S 1 1 0 S 电子天平     北京赛多利斯天平有限公司；

WFJ7200 分光光度计    龙尼科(上海)仪器有限公司；828
台面式 pH 测试仪    美国 Orion Research 公司；LD4-2 低

速离心机    北京医用离心机厂；D.D.S-300 型高速组织捣

碎机    长沙市西区红星电器厂。

1.3 方法

1.3.1 酸肉肽的提取[13-14 ]

酸肉→剔除脂肪→生理盐水洗去脂肪→剪碎→加 l:2
的生理盐水，用高速组织捣碎机匀浆→反复冻融(－ 20℃
下冻结，每次 24h，共 3 次)→ 4000r/min 离心 10min(离
心2次)→过滤→取滤液用0.45μm微孔滤膜过滤→超滤(膜
截留分子量为 10kD)→收集滤液得酸肉肽

1.3.2 超滤液中酸肉肽含量的测定

分别用凯氏定氮法[15 ]和甲醛值法[16]测定超滤液中的

总氮含量和氨基氮含量，酸肉肽含量按式( 1 )计算。

酸肉肽含量＝超滤液总氮量－超滤液氨基氮量    (1)

1.3.3 酸肉肽的抗氧化性能实验

1.3.3.1 清除 DPPH 自由基的测定[17-19 ]

将酸肉肽稀释成不同的质量浓度梯度后分别做为待

测样品溶液备用。1)在 10mL 具塞试管中依次加入 4.0mL
25.7μg/mL 的 DPPH 溶液和 1.0mL 无水乙醇，混匀，避

光 50min 后，以无水乙醇为参比，在 517nm 波长处测吸

光度，记为 A0；2)在 10mL 具塞试管中依次加入 4.0mL
无水乙醇和 1.0mL 待测样品溶液，混匀，避光 50min 后，

以无水乙醇为参比，在 517nm 波长处测吸光度，记为

Ar；3)在 10mL 具塞试管中依次加入 4.0 mL 25.7μg/mL 的

DPPH 溶液和 1.0mL 待测样品溶液，混匀，避光 50min
后，以无水乙醇为参比，在 517nm 波长处测吸光度，记

为 As。4)按式(2)计算酸肉肽对 DPPH 自由基的清除率 Y。
                    As－Ar

Y/% = (1－————)×100                                             (2)
                        A0

同时配制不同质量浓度的 BHT 溶液，按照上述方

法测定 BHT 对 DPPH 自由基的清除率。

1.3.3.2 清除羟自由基的测定[20]

将酸肉肽稀释成不同的质量浓度梯度，各取不同质

量浓度的酸肉肽溶液，依次加入 2mL 6mmol/L 的 FeSO4、

2mL 6mmol/L 的 H2O2，混匀后静置 10min，再加入 2mL
6mmol/L 的水杨酸，混匀，静置 30min，在 510nm 波长

处测其吸光度记为 A i；当用蒸馏水代替水杨酸时的吸光

度记为 A j。空白对照组以蒸馏水代替酸肉肽溶液，吸

光度记为 A k。按式( 3 )计算酸肉肽对羟自由基的清除

率 E 。

                     Ai－Aj

E/% = (1―————)×100                                          (3)
                         Ak

同时配制不同质量浓度的 BHT 溶液，按照上述方

法测定 BHT 对羟自由基的清除率。

1.3.3.3 还原力的测定[21-23]

在具塞试管中加入不同质量浓度的酸肉肽溶液

1.0mL、磷酸缓冲液(0.2mol/L，pH6.6)2.5mL、1% 铁氰

化钾 2.5mL。50℃水浴 20min，取出后迅速冷却，加入

10% 三氯乙酸 2.5mL，混匀 3000r/min 离心 10min。取上

清液 2.5mL 加入蒸馏水 2.5mL 及 0.1% 三氯化铁 0.5mL。
10min 后在 700nm 波长处测定吸光度。

同时配制不同质量浓度的 BHT 溶液，按照上述方

法测定 BHT 的还原力。

1.3.3.4 清除亚硝酸盐的测定[24]

准确吸取 1μg/mL 的亚硝酸钠 1mL分别置于试管中，

各加入 2mL 不同质量浓度的酸肉肽溶液，对照管用蒸馏

水代替，最后用蒸馏水补足到 4mL，摇匀，反应 10min
后，各管加入 0 . 4 % 对氨基苯磺酸 2 m L，摇匀，静置

5min，再加入 0.2% 的盐酸萘乙二胺 1mL，摇匀，静置

15min，于 538nm 波长处测定吸光度。对照管的吸光度

记为 A n，样品管的吸光度记为 A m。按式(4)计算酸肉肽

对亚硝酸盐的清除率 W。

             An－Am

W/% =————×100                                                    (4)
                 An

同时配制不同质量浓度的 BHT 溶液，按照上述方

法测定 BHT 对亚硝酸盐的清除率。

2 结果与分析

2.1 酸肉肽清除 DPPH 自由基的能力

D P P H 自由基是一种稳定的深紫色自由基，在

517nm 波长处有最大吸光度，当其从能够释放质子的

物质处得到质子时，会形成一种稳定的反磁性分子，

其 517nm 波长处吸光度会变小。释放质子是物质抗氧

化的机理之一，通过测定物质对 DPPH 自由基的清除

能力，可以较迅速地评价物质的抗氧化能力 [ 2 4 - 2 5 ]。

实验数据用 E x c e l 进行多项式回归，回归方程见图 1，
酸肉肽和 BHT 的 R 2 值均在 0.95 以上，回归方程显著。

通过回归方程得出酸肉肽的 IC50 为 247.96μg/mL，BHT
的 IC50 为 49.86μg/mL，酸肉肽 IC50 约为 BHT IC50 的 4.97
倍，尽管酸肉肽清除 DPPH 自由基的效果不如 BHT 好，

但酸肉肽已表现出良好的清除 DPPH 自由基的能力。
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图1   酸肉肽和 BHT 对 DPPH 自由基的清除能力

Fig.1   Concentration dependence of scavenging rate of sour meat
peptide and BHT against DPPH free radicals

2.2 酸肉肽清除羟自由基的能力

a.高质量浓度的酸肉肽和 BHT；b.低质量的酸肉肽和 BHT。
图2   不同质量浓度酸肉肽和 BHT 对羟自由基的清除能力

Fig.2   Concentration dependence of scavenging rate of sour meat
peptide and BHT against hydroxyl free radicals: a. low

concentration; b. high concentration

程见图2a，酸肉肽和BHT的R2值分别为0.8551和0.8771，
回归方程不显著，可见，抗氧化剂质量浓度较高时，

其质量浓度与羟自由基清除率的量效关系较差。而从图

2 b 中可以看出，抗氧化剂质量浓度较低时，即酸肉肽

清除率在 15%～60% 和 BHT 清除率在 35%～70% 的范围

内，质量浓度与清除率呈很好的线性关系，从图中直

线回归方程可以得出酸肉肽的 IC50 为 33.60μg/mL，BHT
的 IC50 为 22.12μg/mL，酸肉肽 IC50 约为 BHT IC50 的 1.52
倍，说明酸肉肽清除羟自由基的能力比较接近 BHT，因

此酸肉肽具有显著的清除羟自由基的能力。

2.3 酸肉肽的还原能力

用 Excel 分别对实验数据进行多项式回归，回归方

图3   酸肉肽和 BHT 的还原能力

Fig.3   Concentration dependence of reducing power of sour meat
peptide and BHT
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在还原能力分析中，反应产物在 700nm 波长处的吸

光度越大，样品的还原能力就越大。实验数据用 Excel
进行多项式回归，回归方程见图 3，酸肉肽和 B H T 的

R 2 值均在 0.95 以上，回归方程显著。由图 3 可知，随

着酸肉肽和 BHT 质量浓度的增加，还原能力也进一步增

加。当酸肉肽质量浓度为 200μg/mL 时吸光度为 0.167，
BHT 质量浓度为 200μg/mL 时吸光度为 0.678，酸肉肽

的还原力约为 BHT 的 0.25 倍。可见两者均表现出较强的

还原能力，但酸肉肽的还原能力略低于 B H T。

2.4 酸肉肽清除亚硝酸盐的能力

亚硝胺是目前所知最强的化学致癌物之一，亚硝酸

盐是亚硝胺合成的前体物质，清除体内亚硝酸盐是防止

癌症的有效途径之一[24]，本实验研究了酸肉肽对亚硝酸

盐的清除作用。实验数据用 Excel 进行多项式回归，回

归方程见图 4，酸肉肽和 BHT 的 R 2 值均在 0.95 以上，

回归方程显著。从图 4 可以看出，BHT 质量浓度为 0～
600μg/mL 时，清除率随质量浓度的增加迅速增强；酸

肉肽质量浓度为 50～1670μg/mL 时，随质量浓度的增加，

其清除率增加缓慢。当酸肉肽质量浓度为 100μg/mL 和

200μg/mL 时，清除率分别是 17.79% 和 19.68%；BHT
质量浓度为 100μg/mL 和 200μg/mL 时，清除率质量分

别是 27.87% 和 44.2%。由此可见，酸肉肽对亚硝酸盐

具有一定的清除作用，但清除能力明显低于 B H T。
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图4   酸肉肽和 BHT 对亚硝酸盐的清除能力

Fig.4   Concentration dependence of scavenging rate of sour meat
peptide and BHT against nitrite

3 结  论

酸肉肽的抗氧化性能实验结果表明：酸肉肽有良好

的清除 DPPH 自由基能力，其 IC50 为 247.96μg/mL，是

BHT IC50 的 4.97 倍；酸肉肽具有显著的清除羟自由基能

力，其 IC50 为 33.60μg/mL，较为接近 BHT，仅为 BHT
IC50 的 1.52 倍；酸肉肽的还原力是 BHT 的 1/4 倍，表现

出较强的还原能力；酸肉肽对亚硝酸盐具有一定的清除

作用，但明显低于 B H T 。

酸肉肽对 DPPH 自由基、羟自由基和亚硝酸盐有不

同程度的清除能力，且表现出较强的还原能力。这表

明酸肉肽有明显的抗氧化效果，说明酸肉是一种具有抗

氧化保健功能的食品。
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