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鸭血球短肽的优化制备及其特性研究 
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摘 要：本试验 旨在筛选水解效率高且脱色效果好的商业蛋白酶，建立血球短肽的优化工艺， 

比较其在酶解前后营养特性的变化，研究其功能特性与体外抗氧化能力，以研发功能性血球短 

肽产品，为家禽血液资源高值化的转化利用与深度挖掘提供理论依据与技术借鉴。比较酶种 

类、酶浓度、温度、pH、水解时间等因素对蛋白酶水解度(DH)、脱色程度、水解物产量的影响，采 

用正交试验设计优化血球短肽的最佳工艺，对血球短肽进行营养价值、功能特性及抗氧化性能 

评价。确定酸性蛋白酶为最佳水解酶，其水解鸭血球蛋 白制备短肽的最优工艺参数为：酶用量 

6 000 U／g，温度 50 oC，pH 3．5，水解时间7．0 h。在此条件下，水解度为(25．10_+0．65)％，水解物 

产量为(60．09_+1．77)％。通过高效液相色谱分析水解产物分子质量分布。结果表明，酶解对血 

球蛋白有明显的降解作用，酶解产物主要以3 ku以下的短肽为主，其中l ku以下占大部分 

(62．82％)。血球短肽粉呈乳白色，氨基酸种类齐全，必需氨基酸含量丰富(53．3l％)，鸭血球蛋 

白酶解后的溶解性大大提高(>60％)，且具有良好的乳化稳定性。血球短肽清除自由基能力较 

强，随血球蛋白浓度的提升，清除 l，l一二苯基-2-苦基肼 自由基(DPPH·)与超氧阴离子能力随 

之愈强，还原力也逐渐增加。由此可见，酸性蛋 白酶可有效水解鸭血球蛋 白获得氨基酸含量丰 

富、溶解性好且具有抗氧化活性的乳白色血球短肽，可以作为功能性原料应用于食品与饲料 中。 
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血液是家禽肉类加工的副产物，占体重的 

6％～8％，其营养价值丰富，蛋 白质含量高(17％一 

22％)，脂肪含量低(0．15％～0．20％)，素有“液态 

肉”的美誉 1-2]。中国是畜禽养殖大国，2013年家 

禽出栏数为ll9亿羽，血液产量高达ll9万t，除部 

分被加工成血豆腐、血粉等低附加值的产品及用 

于生化制药生产血红素、超氧化物歧化酶、蛋白胨 

外，开发的产品较单调 ，深加工程度低，浪费了宝 

贵的蛋白质资源。血球蛋白是血液中最主要的蛋 

白质，约占总蛋白质的2／3，由于其色泽猩红、金属 

味重、难贮藏以及消化利用率低，而难 以开发利 

用。利用酶工程水解蛋白质 目前已成为血球蛋白 

高效利用的重要方向，它可以将难 以消化利用 的 

大分子蛋白质水解成肽及 L一氨基酸，水解后获得 

的血球短肽还具有血管紧张素转换酶(angiotensin— 

converting enzyme，ACE)抑 制 q 、阿 片 样 活 

性 ]、刺激细菌生长 、止痛 、抗菌 加 及抗氧 

化 卜 等生理活性，大大提高其营养价值和功能 

特性。综上可见 ，优化建立血球酶解工艺，研发高 

功能性短肽产品，探讨其营养特性、功能性质与抗 

氧化性能，对家禽血液的高值化利用与推广具有 

重要的理论与实际意义。由于酶法具有反应条件 
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温和、水解过程易于控制、产物营养价值高等特 

点，大量研究学者采用蛋白酶水解不同蛋白质以 

制备高附加值产物。邓佳等 副采用中性蛋白酶和 

木瓜蛋白酶对猪血红蛋白进行复合水解 以及条件 

优化，水解 10 h后得到水解度 l9．1％的酶解液； 

Guo等 钊证实，胰酶(pancreatin)和复合风味蛋白 

酶(flavourzyme)组合酶水解猪血红蛋白，总氮得 

率高达97．69％，水解液的分子质量散乱分布在> 

l5 ku与<1 ku，短肽含量有待进一步提高；Sun 

等 采用不同蛋白酶水解猪血红蛋白，碱性蛋白 

酶(alcalase)水解效果最好 ，胃蛋 白酶(pepsin)次 

之，说明酸碱条件有助于提高蛋白质水解效果，且 

水解液中含有抗氧化活性的肽段；于美娟等 研 

究了中性蛋白酶与木瓜蛋白酶复合水解猪血红蛋 

白，水解度(DH)达 24．5％，总氮得率为 74．64％；In 

等 刮研究表明，98％左右的亚铁血红素存在于低 

pH(3～5)、高水解度 (>20％)的蛋白质沉淀物中， 

说明酸l生条件下高度水解有助于去除血红素铁 以 

改善水解液色泽。目前的研究目标大多集中于血 

球蛋白潜在的生理活性探讨，而因其含有亚铁血 

红素而导致的“色泽差、适口性差、消化性差”等问 

题仍未得到妥善解决。如何利用酶解反应获得更 

多颜色浅、无异味、高水解度的短肽，已成为生产 

工艺中亟待解决的技术难题。此外，关于酶解鸭 

血球蛋白制备短肽并探讨其功能性质与抗氧化能 

力的研究还是有限的。本研究以鸭血球蛋白为原 

料 ，通过考察酶种类、酶用量、pH、酶解温度、时间 

对水解度和水解物产量的影响，采用正交试验设 

计优化鸭血球蛋白酶解的最佳工艺，以期获得色 

泽佳、无异味、易吸收、氨基酸平衡性好 的血球短 

肽，并考察该产品的功能特性与抗氧化活性，为血 

球短肽的产业化提供理论依据和技术支持。 

1 材料与方法 

1-1 试验材料 

新鲜鸭血球蛋白，由北京鸿顺养源生物科技 

有限公司提供，-20℃避光保存备用，使用前置于 

4℃过夜解冻。 

酸性蛋白酶(5×10 U／g)购于北京东华强盛 

生物技术有限公司；中性蛋白酶(4x10 U／g)、碱 

性蛋白酶(4×10 U／g)、木瓜蛋白酶(8×10 U／g) 

和风味蛋白酶(1×10 U／g)购于南宁庞博生物工 

程有限公司；对苯二甲醛(OPA)购自国药集团化 

学试剂有限公司；十二烷基磺酸钠(SDS)、二硫苏 

糖醇 (DTT)、1，1一二 苯基 一2一苦基 肼 自由基 

(DPPH·)、邻苯三酚购 自美国Sigma公司；其他 

试剂均为化学纯。 

1．2 主要仪器 

SD—BASIC喷雾干燥仪 ，英 国 LabPlant公司； 

GL一20G—C高速冷冻离心机，上海安亭科学仪器 

厂；HYG—A恒温振荡器，江苏省太仓市实验设备 

厂；Tu一1810紫外可见分光光度计，北京普析通用 

仪器有限责任公司。 

1．3 试验方法 

1．3．1 蛋白酶的筛选 

以蛋白质水解度为指标，对 5种蛋 白酶(酸性 

蛋白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶、木瓜蛋 白酶和 

风味蛋白酶)进行筛选。将血球蛋白配成 16％溶 

液，温度45℃，其中酸性蛋白酶初始pH为3．0，碱 

性蛋白酶初始 pH为8．0，其他蛋白酶的初始pH为 

7．0，水解时间均为 5 h，分别检测蛋白质的水解度。 

试验处理设 3次重复。 

1．3．2 工艺流程 

鸭血球蛋白酶法水解工艺中关键的步骤是水 

解度的控制，基本流程见图1，工艺要点如下。 

1)溶血破膜：血球蛋 白溶于 0．1 mol／L HC1 

(血球蛋白：HC1=3：2，m／v)和去离子水中，制备蛋 

白质浓度 16％的溶液，混合均匀后 ，置于 40℃、 

200 r／min振荡器中反应30 min，使血球破壁及蛋 

白质变性。 

2)酶解：溶血后的溶液冷却至室温，85％乳酸 

或4 mol／L NaOH调节至预定pH，加入适量蛋白 

酶，放入转速为 200 r／min的恒温振荡器中进行 

酶解。 

3)灭酶：反应结束后，90℃水浴 15 min灭酶。 

4)离心：6 000 r／min、4℃条件下离心 10 min， 

去除非溶性物质取上清，得到鸭血球蛋白酶解液。 

5)喷雾干燥：上清液于进口温度 110～130℃、 

出口温度60—80℃的条件下进行喷雾干燥成血球 

短肽粉。 

1．3．3 水解度测定 

蛋白质的水解度是指蛋白质水解反应过程中 

被裂开的肽键的百分数。采用 OPA法 进行水 

解度测定，取稀释适宜倍数的水解液 0．4 mL加入 

3 mL OPA试剂精确反应 2 min，340 nm测定吸 

光值。 

offic
矩形
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图 1 酶法水解鸭血球蛋白工艺流程 

Fig．1 The process chart of enzymatic hydrolysis of duck blood corpuscle protein 

1．3．4 水解物产量 

采用 Low等 副方法测定水解物产量 (HY)。 

称重离心后的水解上清液，其所占的重量百分 比 

即为水解物产量。 

1．3．5 肽分子质量分布检测 

采用高效液相色谱法检测血球蛋 白以及血球 

肽的分子质量分布，配制的多肽样品与标准品(分 

子质量分别为 6 500、13 700、43 000 u)，进样量为 

100 IxL，检测时间50 min，根据峰值与峰面积计算 

肽分子质量所 占百分比。 

1．3．6 色度检测 

参照 Bhaskar等 的方法用 Minolta CR一410 

色度仪(日本)分别测定血球蛋白粉和血球短肽粉 

的色度，亮度(L )值表示黑一白(亮)度，L 值越 

大则越白(亮)；红度(a )值表示绿一红色，a 值越 

大则越红；黄度(b )值表示蓝一黄色，b 值越大则 

越黄。白度(whiteness index，WI)计算公式如下： 

WI=100-[(100-L )2+a 2+b 2]／2。 

1．3．7 氨基酸组成及疏水性分析 

采用 AminoPac PAl0氨基酸分析柱，用积分 

安培离子色谱法测定样品中氨基酸含量。 

1．3．8 血球短肽的苦味评价 

苦味评价包含 2部分：一是氨基酸疏水性分 

析，根据血球短肽的氨基酸组成，按照 Ney_2。。的Q 

准则可计算出其中各个氨基酸的疏水性值△Q，则 

蛋白质的疏水性值 Q就等于各个氨基酸疏水性值 

△Q的和；二是感官评价 ，称取 l g血球短肽溶于 

10 mL无菌水，挑选6名感官评定人员对血球短肽 

溶液进行品尝，鉴定该产物是否含有苦味。 

1．3．9 功能特性测定 

1．3．9．1 溶解度的测定方法 

参 照 Liu等 方法，称取干粉 0．30 g溶于 

30 mL去离 子水 中，用 6 mol／L HC1或 6 mol／L 

NaOH调节 pH(3—8)，搅拌 30 min，3 000 r／min 

离心 15 min，采用 Bradford法测上清液含氮量，其 

占总氮含量的百分比即为溶解度。 

1．3．9．2 乳化性及乳化稳定性的测定方法 

采用 浊度 法 。不 同 pH(3～8)的 0．2％ 

(m／v)样品 15 mL与 5 mL植物油混合，室温下 

20 000 r／min离心 l min，立即吸取 50 L底部乳 

状液与 5 mL 0．1％SDS混合，500 nm处测吸光值 

A。。静置 15 min后按同样方法测定吸光值A ，按 

如下公式计算乳化性及乳化稳定性 ： 

乳化性(EAI，m ／g)=(2x2．303xA。)／ 

(0．25xcx100)； 

乳化稳定性(ESI，min)=A。x15／(Ao-A15)。 

式中：C为样品的蛋白质浓度。 

1．3．9．3 起泡性及泡沫稳定性的测定方法 

0．5％(m／v)干粉溶于 30 mL、0．02 mol／L柠 

檬酸 磷 酸 盐 缓 冲 液 (pH 3～8)，混 合 均 匀， 

20 000 r／min匀浆 1 min，静置 10 min。记录匀浆 

前后溶 液 的体积。起 泡 性 和泡沫 稳定 性表 示 

如下： 

起泡性(％)=[( 一 )／ ]xl00； 

泡沫稳定性(％)=[(V10BVo)／’／0]xl00。 

式中：’／0为匀浆前溶液的体积；V 为匀浆结 

束后溶液的体积；V 。为静置 10 min后溶液的 

体积。 
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1．3．10 抗氧化活性测定 

1．3．1O．1 DPPH·清除率测定 J 

1．5 mL不同浓度的肽溶液与 1．5 mL DPPH· 

溶液(1．0 mmol／L)混合，室温避光反应 30 min， 

517 nm处测吸光值。 

1．3．10．2 超氧阴离子清除率测定 

0．1 mL不 同浓度的肽粉溶液加入 2．8 mL 

Tris．HC1-乙二胺四乙酸(EDTA)(pH 8．2)缓冲 

液，25℃ 水 浴 保 温 10 min后 加 入 0．1 mL、 

3 mmol／L~苯三酚溶液，迅速混匀，325 nm每30 S 

测吸光值 ，5 min结束。作吸光值随时间变化的回 

归方程，求其斜率。超氧阴离子清除率表示如下： 

清除率(％)=[(Vx~N- 品)／ 照]~100。 

式中： 对照为对照组邻苯三酚 自氧化速率 

(△A／min)； 品为样品组邻苯三酚氧化速率 

(△A／min)。 

1．3．1O．3 还原力测定 

1．0 mL样品与 1．0 mL磷酸钠溶液(pH 6．6) 

及 1．0 mL、l％铁氰化钾混合，50℃孵化 20 min。 

加入 1．0 mL 10％三 氯 乙 酸 (TCA)溶 液， 

5 000 r／min离心 10 min。2．0 mL上清液与2．0 mL 

去离子水、0．4 mL、0．1％三氯化铁混合，室温静置 

10 min，700 nm测吸光值。 

1．4 统计分析 

试验数据用平均值±标准差表示，应用 JMP 

10．0对试验进行设计及数据分析，采用 Origin Pro 

9．0软件绘制图形。 

2 结果与分析 

2．1 酶的筛选 

以水解度为指标，对 5种蛋白酶进行筛选，其 

结果如图2所示。整体而言，在相同条件下，风味 

蛋白酶的初始水解度最低，但水解速率明显较其 

他蛋白酶快；酸性蛋白酶的初始及总体水解度最 

高，中性蛋白酶次之。因中性蛋白酶成本较高，水 

解上清颜色为红棕色需使用其他方法辅助脱色， 

故而选用酸性蛋白酶作为工具酶进行后续试验。 

2．2 血球酶解正交试验 

在前期单因素试验的基础上，设计正交试验， 

确定水解鸭血球蛋白的最优条件。试验选择的4 

个因素分别为：酶用量、pH、水解温度和水解时间， 

详见表 l。K、k值分别代表各因素水平蛋白质水 

解度与水解物产量的总值、平均值，R值为各因素 

水平蛋白质水解度和水解物产量的极差。较大的 

K或k值表示优先考虑的因素水平，较大的R值 

表示该因素的影响力较大。 
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图2 不同蛋白酶对蛋白质水解度的影响 

Fig．2 Effects of different proteases on DH of protein 

对水解度来说，各试验因素对血球蛋白水解 

程度的影响主次顺序为水解时间(D)>温度(A)> 

酶用量(c)>pH(B)，即最大影响因素为水解时 

间，最小影响因素是 pH。此外，由直观分析的结 

果可知 ，酸性蛋 白酶水解血球蛋白最佳 因素组合 

为：酶用量 6 000 U／g，温度 50 oC，pH 3．5，水解时 

间7 h。对于水解物产量来说，影响最大的因素是 

pH，各因素影响能力依次是 pH(B)>温度(A)>酶 

用量(c)>时间(D)，最佳因素组合与水解度的最 

优组合一致。综合上述结果，最佳条件是：温度 

5O℃，pH 3．5，酶用量 6 000 U／g，水解时间 7 h。 

由表1可知，该条件与第16个组合一致，即在最优 

条件下蛋 白质水解度为(25．10±0．65)％，水解物 

产量为(60．09-+1．77)％。 

2．3 血球蛋白与血球短肽的分子质量分布 

采用高效液相色谱(HPLC)对血球短肽分子 

质量分布进行分析，结果见图 3。从图 3可以看 

出，血球蛋白洗脱时间短，洗脱峰相对单一，主要 

以大分子质量(>10 ku)肽段为主，约占82．34％。 

血球蛋白经过酸性蛋白酶水解，随着洗脱液体积 

的增加，样品分子质量(20—80 ku)向低分子质量 

(<10 ku)分布迁移(表2)。大分子质量的蛋白质 

被水解为分子质量较小的肽段，小分子质量肽含 

量明显增加，小于 l0 ku占97．65％，百分含量比未 
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酶解时提高了80％；而其中以小于3 ku的小分子 

肽约81．89％，约为未水解的血球蛋白的6．1倍，尤 

其是低于 l ku的小肽含量 明显增加，寡肽含量 

丰富。 

表 1 酶解血球蛋白的正交试验结果 

Table l Enzymatic hydrolysis of blood corpuscle protein in the orthogonal experiment 

表中数据为3次重复平均值±标准差；K、k值分别代表各因素水平蛋白质水解度与水解物产量的总值、平均值；R值为 

各因素水平蛋白质水解度、水解物产量的极差；Q代表每个因素的最优水平。 

Values in the table are three average values~standard deviation；K，k represent the total DH of
。
protein and hydrolysate yield， 

average DH of protein and hydrolysate yield，respectively；R value means range between average DH of protein and hydrolysate 

yield；Q represents the optimal level of four factors． 

2．4 血球短肽氨基酸组成 

表 3列出了鸭血球蛋白及血球短肽中常见的 

l7种氨基酸含量。与鸭血球蛋白氨基酸相比，血 

球短肽的必需氨基酸种类齐全，含量丰富，总结有 

以下几个特点：1)异亮氨酸及蛋氨酸含量明显提 

高，有效弥补血液及其产品中限制性氨酸(蛋氨 

酸、异亮氨酸)含量低的缺陷；2)天冬氨酸、谷氨 

酸、甘氨酸和丙氨酸等呈味氨基酸含量约占总氨 

基酸的31％，这是肽粉呈现圆润柔和的甜味及鲜 

味的主要物质基础；3)血球短肽中赖氨酸的含量 

较丰富，可作为一种很好的谷物蛋 白质互补物，这 

对提高动物性蛋 白质源的利用率及改善饲粮营养 

具有重要意义；4)血球短肽的必需氨基酸含量占 

总氨基酸量的一半以上(53．3l％)，与非必需氨基 

酸的比值为 1．24，均高于联合国粮农组织／世界卫 

生组织 (FAO／WHO)规定 的 40％必需氨基酸／总 

氨基酸(EAA／TAA)与60％必需氨基酸／非必需氨 

基酸(EAA／NAA)理想蛋白质模式，说明该血球短 
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肽粉具有较高的营养价值；5)与NRC推荐的必需 

氨基酸模式相比较，多数必需氨基酸评分大于 1， 

基本满足甚至超过 肉仔鸡 以及幼鲤的氨基酸需 

要。无论 1—3周龄肉鸡还是幼鲤模式，血球短肽 

的第一限制性氨基酸均为蛋氨酸，因此使用血球 

短 肽 时需要 补充 添加适量 的蛋 氨酸 。相关 学 

者 ， 。 认为，氨基酸含量高于最低需要量的30％ 

即表明该蛋白质水解物是营养价值丰富的成分。 

就此而言，血球短肽因氨基酸平衡且必需氨基酸 

含量高可作为饲料添加剂应用于猪、家禽、水产等 

养殖领域。 

0 5 lO l5 2O 25 30 35 40 0 5 l0 15 2O 25 30 35 4O 

洗脱体积 Eluted volume，mL 洗脱体积 Eluted volume／mL 

A：血球蛋白 blood corpuscle protein；B：血球短肽 blood corpuscle short peptide。 

图3 血球蛋白与血球短肽的分子质量分布图 

Fig．3 Molecule weight distribution of blood corpuscle protein and blood corpuscle short peptide 

表 2 血球蛋白与血球短肽的分子质量分布比较 

Table 2 Comparison of molecule weight distribution between blood corpuscle 

protein and blood corpuscle short peptide 

2．5 血球短肽粉的感官评价 

鸭血球蛋白经喷雾干燥制成的血球蛋白粉呈 

现红棕色，具有刺激的血腥味。与鸭血球蛋白粉 

相比，血球短肽粉的外观发生明显变化，呈乳白 

色，无明显的血腥昧，触感细腻黏滑。采用 Minolta 

CR-410色度仪分别测定血球蛋白粉和血球短肽 

粉的色度，结果见图4。血球短肽粉的L 值与白 

度(WI)值是血球蛋白粉 L 、WI值 4倍左右，差 

异极显著(P<0．01)，说明血球蛋白经酶解后脱色 

效果明显，血球短肽粉趋近于乳白色。a 值越大， 

表示红色度值越大，红色度明显，血球蛋白粉的a 

值为9．95，而经酶解的血球短肽粉 a 值降低了 

舶 m 5 O 

一Ⅲu 0∞ 一 。暑qJ0∞0《 

们 ∞ 加 加 0 

一眦u 0∞ QQ磊告0∞0《 越 
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67．23％；经酸性蛋白酶处理后的血球短肽粉 b 值 

极显著高于血球蛋白粉(P<0．01)，这表明酸性蛋 

白酶水解有助于血球蛋 白颜色 由红色 向黄色转 

变。酸性蛋白酶酶解有助于血球蛋 白脱色，这主 

要归因于在酸性 pH条件下，血红蛋白肽键经蛋白 

酶作用而断裂，亚铁血红素或富含亚铁血红素的 

肽段被释放出来，且亚铁血红素难溶于低 pH 

(3．0～5．0)溶液而被滞留在沉淀中，因此获得乳白 

色血球短肽粉。 

表 3 血球短肽的氨基酸组成 

Table 3 Amino acid composition of blood corpuscle short peptide 

”△Q为每个氨基酸疏水性值，O= △Q。△O is the hydrophobicity value of every amino acid，a=∑△Q． 

参考 NRC(1994)1—3周龄 肉鸡 的必需氨基酸需要量模式 。Essential amino acid requirements of broilers(1 to 3 

weeks)according tO NRC(1994)． 

参考 NRC(1993)幼鲤必需氨基酸需要量模式。Essential amino acid requirements ofjuvenile common carp according to 

NRC(1993)． 

参考肉鸡必需氨基酸需要量得到的血球短肽的氨基酸评分。The chemical score of blood corpuscle short peptide based 
on the essential am ino acid requirements of broilers． 

参考幼鲤必需氨基酸需要量得到的血球短肽的氨基酸评分。The chemical score of blood corpuscle short peptide based 

on the essential amino acid requirements of juvenile common carp． 

在制取短肽过程中，经蛋白酶修饰的蛋白产 

物的口感和风味往往会发生变化，易产生苦味进 

而限制了水解产物的推广使用。这主要是是因为 

酶水解致使疏水性氨基酸侧链充分暴露出来形成 

苦味肽。对血球肽粉进行感官评价发现其不具有 

苦味或涩味等不良风味。为避免主观偏见引起的 

误差，对产物的氨基酸及其疏水性值进行分析客 

观评判水解液的苦味度。由表 2可知，血球短肽 

中亮氨酸、苯丙氨酸、缬氨酸等疏水性氨基酸均有 

不同程度地降低。且按照Ney 。 的Q准则得出血 
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球 短 肽 的 Q 值 为 4 304 J／mol，远 小 于 

5 443 J／mol，说明血球蛋白经酸性蛋白酶水解后 

产物不具有苦味。由上可知，经感官评定及疏水 

性分析，血球蛋白经酸性蛋白酶水解不会产生苦 

味活涩味等不良风味。 

100 

8O 

三 6O 
0 

0 

0 

j掣 4O 

皿 

2O 

0 

圆 血球蛋白粉 Blood corpuscle protein powder 

亮度 L 红度 a 黄度 b’ 白度 WI 

数据柱标不同小写字母表示差异显著(P<0．05)，不同 

大写字母表示差异极显著(P<0．01)。 

Value columns with different small letter superscripts 

mean significant difference(P<0．05)，and with different 

capital letter superscripts mean significant difference(P< 

0．01)． 

图4 酶解前后血球蛋白粉和 

血球短肽粉色度差异 

Fig．4 Color difference between blood corpuscle 

protein power and blood corpuscle short peptide powder 

before and after enzymatic hydrolysis 

2．6 血球短肽的功能性质评价 

2．6．1 溶解性 

在最佳酶解工艺条件下，血球短肽的溶解性 

如图 5一A所示。与血球蛋 白相 比，血球短肽的溶 

解度均在60％以上，明显优于血球蛋白。随着溶 

液 pH的逐渐增加 ，血球短肽和血球蛋白的溶解度 

均呈现先下降后增加的趋势，在pH为6．0时溶解 

度最低。另外，pH 6．0最接近血球蛋白的等电点， 

酶解产物在等电点附近具有较低的溶解度，这与 

文献报道结果 相似。 

2．6．2 乳化性 

图 5-B和图 5-C是血球短肽与血球蛋白的 

乳化性及其稳定性随pH变化的趋势图。由图5一 

B和图5-C可知，血球短肽表现的乳化能力低于 

血球蛋白，水解产生小分子肽导致血球短肽的乳 

化性能降低，这与Liu等 、Turgeon等 刮的结果 

一 致。在 pH 6．0时，血球短肽和血球蛋白的乳化 

值最低，说明pH 6．0很可能是蛋白质的等电点，造 

成大分子物质沉淀或其净电荷丢失，进而导致乳 

化能力降低。相比较之下，血球蛋白的乳化稳定 

性较差，而鸭血球蛋 白经酶解获得的血球短肽的 

乳化稳定性的改善非常明显，酸性环境中有较好 

的乳化稳定性。 

2．6．3 起泡性 

泡沫是由持久的液体或水相和分散的气体或 

空气相形成的两相胶状系统，而蛋白质会引起两 

相界面的表面张力降低，从而产生起泡性。血球 

短肽和血球蛋 白的起泡性及泡沫稳定性随 pH变 

化的趋势见图5一D和图 5一E。与血球蛋白相比， 

血球短肽在酸性环境中(pH<7)起泡性较差，但在 

中性及碱性环境中的起泡效果较好，这很可能与 

酸性蛋白酶水解产生的小肽链使得酶解物的表面 

活性减小的缘故。此外，血球短肽的泡沫稳定性 

低于6％，效果不佳，酸性环境对血球短肽的起泡 

性及其稳定性影响较大。 

2．7 血球短肽抗氧化活性分析 

血球短肽的抗氧化能力随蛋白质浓度变化的 

趋势见图6。虽然喷雾干燥时瞬间高温破坏了血 

球短肽的部分活性物质，但其仍表现出较强的DP— 

PH·清除能力、超氧阴离子清除能力和还原力。 

当蛋白质浓度为 2％时，血球肽粉清除 DPPH ·的 

能力超过了80％，之后随着蛋白质浓度的提升，其 

清除 DPPH·的能力接近 100％。相比 DPPH·清 

除率，血球短肽清除超氧阴离子的能力相对较弱， 

但总体趋势是清除能力随蛋白质浓度的增加而增 

强。通常而言，样品的抗氧化能力与还原力呈正 

相关，根据还原力的测定方法，吸光值越大则样品 

的还原力越强。由血球短肽的还原力曲线可以看 

出，还原力与蛋白质浓度呈正相关 ，蛋白质浓度为 

8％时，还原力最大为2．02，展现出极佳的还原力。 

3 讨 论 

家禽血液是一种高营养价值的蛋白质源，蛋 

白质含量高达20％左右，其中60％以上的蛋白质 

来自于血球。本研究表明，血球蛋白含量约占血 

球重量的 38％，赖氨酸等必需氨基酸含量丰富。 

而血球蛋白主要存在于红细胞中，虽然红细胞在 

自然状态下会因血液水分、外界压力等作用发生 
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自溶，挤破细胞膜，产生少量血红蛋白，但 自溶现 

象发生率较低，关联因素复杂而难以控制。因此， 

蛋白酶水解血球的首要步骤是对红细胞进行人工 

溶血处理，破碎细胞膜以释放蛋白质。本研究采 

用化学渗透法改变红细胞膜的通透性，结合水溶 

胀的方式改变渗透压，并利用温度及机械震荡加 

速破膜，提高细胞破碎效率。选用乳酸调节溶液 

pH进一步深化破膜度，蛋白质充分外溢，为后续 

的蛋白酶水解血球蛋白与脱色奠定了基础。 

·  血球蛋白粉 Blood corpuscle protein powder 
血球短肽粉 Blood corpuscle short peptide powder 

芝 

号 

∽  

缝 

pH 

A 

图5 pH对蛋白质功能性质的影响 

Fig．5 Effects ofpH on functionality ofproteins 

本文采用5种蛋白酶(酸性蛋白酶、中性蛋白 

酶、碱性蛋白酶、木瓜蛋白酶、风味蛋白酶)对鸭血 

球蛋白进行酶法水解，采用水解度对各蛋白酶水 

解进程进行评价。综合考虑成本和水解效率，笔 

者选择酸性蛋白酶作为酶解鸭血球蛋白的工具 

酶。酸性蛋白酶是由黑曲霉发酵精炼而成的内切 

性蛋白酶，因其安全性高、活性强而广泛应用于食 

品与饲料领域。刘鹏宇等 采用6种商业酶水解 

蟹壳，酸性蛋白酶水解蟹壳蛋白的效率最高。冯 

琬帧等 用酸性蛋白酶对咸蛋清进行酶解及工艺 

优化，酶解48 h获得的酶解液中肽(<3 ku)约占 

85．01％，其中分子质量小于l ku约占35．73％，而 

本研究酶解鸭血球蛋白7 h得到分子质量3 ku以 

下的小分子肽约占81．89％，与文献值相近，而分 
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子质量 l ku以下的肽约 占62．82％，优于文献值。 

肽理论表明，小分子肽吸收具有速度快、耗能低、 

载体不易饱和等特点，比蛋白质和氨基酸更容易 

被肠道吸收，而且肽在机体内合成蛋白质率比氨 

基酸高，由此可知血球短肽粉具有良好的消化吸 

收率。此外，在动物饲粮中添加适宜的血球短肽 

可促进其对 氨基酸 吸收，避免氨基酸间 的吸收 

竞争。 

8 

l 
者 
糌 

埏 

．
DDPH·清除率 

一。 DDPH·clearance rate 

．～
超氧阴离子清除率 
SuDeroxlde anion clearance rate 

O l 2 3 4 5 6 7 8 9 lO 

蛋白质浓度 Protein concentration／％ 

≥ 

＆ 
。n 

．宴 

昌 

隧 

图 6 蛋白质浓度对血球短肽抗氧化活性的影响 

Fig．6 Effects of protein concentration on antioxidant 

activity of blood corpuscle peptide powder 

本 研 究 获得 的最 佳 血 球 蛋 白水 解 度 为 

(25．10_+0．65)％，略高于中性蛋 白酶酶解猪血红 

蛋白的效率 引，与木瓜蛋白酶和中性蛋白酶双酶 

水解血红蛋 白的程度相接近_1 J。此外 ，研究表明 

致使血液呈棕红色的亚铁血红素在酸性、高水解 

度的产物中呈难溶状态 ，离心可去除富含亚铁 

血红素的沉淀进而达到脱色的目的。这恰好与本 

文研究结果相符，鸭血球蛋白经酸性蛋白酶水解 

后脱色效果明显，其短肽粉趋近于乳白色，L 值与 

wI值约是血球蛋白粉的4倍。通常酶解过程伴 

有苦味肽生成，致使水解液呈苦味或涩味，而本研 

究得到的血球短肽经品尝没有苦味，且其氨基酸 

疏水性值 Q低于5 443 J／mol，说明酸性蛋白酶水 

解并未对产物风味造成不良影响。 

血球短肽的赖氨酸等必需氨基酸含量丰富， 

呈味氨基酸约占总氨基酸的31％，可作为一种很 

好的谷物蛋白互补物，也可适量补充蛋氨酸应用 

于家禽、水产等饲料中。为深入了解血球酶解产 

物的应用价值，本文对血球短肽的功能特性与抗 

氧化特性进行评价。与多数蛋 白质水解研究相 

似 。 ，高水解强度下获得的血球短肽具有较高 

的溶解性。这主要归因于酶解使得血球的二级结 

构破坏，肽链长度缩短，与水结合形成强烈的氢 

键，从而增加其溶解性 '2 。本试验中，pH对血 

球短肽的溶解性影响较大，且在等电点 pH 6．0时 

溶解性最低 ，这主要是因为 pH影响肽段的静电荷 

数量的变化，在弱酸环境(pH 6．0)中侧链基团的 

电荷释放受限，进而导致蛋白质或肽段在此沉淀 

性增强。血球短肽起泡性及其稳定性在酸碱环境 

中波动较大，乳化能力整体偏低，但易被吸附在油 

水界面形成的黏膜上而产生较好的乳化稳定性， 

这或许与水解产生小分子肽有关 贴 。血球短肽 

具有良好的乳化稳定性 ，这可能是因为酸性蛋 白 

酶水解血球蛋白产生的小肽易被吸附在油水界面 

形成的黏膜上，或是酸性水解环境降低了小肽与 

油水膜间的电荷排斥作用，导致乳化稳定性能 

提高。 

酶的种类影响酶解产物的抗氧化性。江勇 

等。。纠分别使用 5种商业蛋白酶水解鲨鱼皮明胶， 

酸性蛋白酶水解产物具有最佳的抗氧化活性，本 

试验有类似的结果。鸭血球蛋 白酶解产物具有 自 

由基清除能力，随浓度增加而清除 自由基能力愈 

强。血球短肽还具有较高的还原能力，这主要归 

功于酸性蛋白酶水解使血球蛋白断裂产生许多小 

分子肽段或氨基酸残基成分 (<3 ku约占82％)。 

由此可见，血球短肽具有较强的抗氧化活性，可以 

作为自由基稳定剂和氢供体抑制脂质氧化及预防 

食物腐败变性。此外，血球短肽中含有少量的糖 

类和脂质，经喷雾干燥发生美拉德反应抑制油脂 

类自动氧化，有助于延长贮藏时间，提高产品稳定 

性。由此可见，血球短肽可以作为一种功能性原 

料应用于食品或者饲料中。 

4 结 论 

① 采用水解度和水解物产量双指标衡量正交 

试验结果，优化确定了酸性蛋白酶水解鸭血球蛋 

白制备短肽的工艺条件为：酶用量 6 000 U／g，温 

度50℃，pH 3．5，水解时间7 h。在此条件下，蛋白 

水解度为(25．10_+0．65)％，水解物产量为(60．09~ 

1．77)％。 

② 与血球蛋白粉相比，鸭血球短肽粉呈乳白 
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色且无异味，L 值与wI值较高，且其小分子肽含 

量高，3 ku以下 的 占 81．89％，1 ku以 下 的 占 

62．82％，有利于动物的消化吸收。 

③ 血球短肽氨基酸种类齐全，必需氨基酸含 

量丰富，约占总氨基酸的 53．3l％，异亮氨酸、蛋氨 

酸等血球限制性氨基酸含量均有不 同幅度 的增 

加 ，且赖氨酸含量高，可作为一种很好的谷物蛋白 

质互补物。 

④ 经酸性蛋白酶改性的鸭血球蛋白具有良好 

的溶解性(>60％)、乳化稳定性及清除 自由基 、还 

原力等抗氧化活性，功能特性良好，可作为功能性 

原料应用于饲料与食品行业中。 
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Preparation and Characterizati0n of Enzymatic Hydrolysis of 

Duck Blood Corpuscle Short Peptide 

ZHENG Zhaojun YU Zhanqiao。 WEI Xubiao ZHANG Rijun 

(1．College ofAnimal Science and Technology，China Agricultural University，Beijing 100193，China；2．State Key 

Laboratory of Direct—Fed Microbial Engineering，Beijing Dabeinong Technology Group Co．，Ltd．， 

Beijing 100192，China) 

Abstract：The aims of this study were to screen the commercial protease with high hydrolysis effi ciency and 

good decolorization effect，and to establish process technology of blood corpuscle short peptide，compared the 

nutritional characteristics before and after enzymatic hydrolysis，to study its nutritional value，functional proper- 

ties and antioxidant activity in vivo．The functional product of blood corpuscle short peptide was produced so as 

to offer theoretic basis and technical reference for the effi cient conversion and utilization of poultry blood．Tak— 

ing degree of hydrolysis(DH)，decoloration and hydrolysate yield as criterion，the effects of main parameters 

(such as types of protease，enzyme dosage，temperature，pH and hydrolysis time)and the optimal hydrolysis 

conditions were established based on the method of single-factor and orthogonal experiments．The blood corpus— 

cle short peptide was used to study its nutritional，functional properties and antioxidant activity．W e selected the 

acidic protease as the best enzyme to hydrolyze protein in our experiments．The suitable conditions of enzymatic 

hydrolysis，i．e．enzyme dosage 6 000 U／g，hydrolysis temperature 50℃ ，pH 3．5，hydrolysis time 7．0 h，and 

the degree of hydrolysis was(25．10_0．65)％，hydrolysate yield was(60．09_+1．77)％under the optimal con— 

ditions．The molecular weight distribution of the hydrolysate as determined by high performance liquid chroma— 

tography(HPLC)suggested that significant degradation of blood corpuscle proteins produced the hydrolysate 

mostly consisting of short peptides below 3 ku with molecules less than 1 ku accounting for the majority 

(62．82％)of the total peptides．The white blood corpuscle short peptide powder containing all the common a- 

mino acids was rich in essential amino acids(53．31％)and had excellent solubility(>60％)and emulsifying 

stability．With the increasing concentration of blood corpuscle protein，its free radical scavenging activity[1，1- 

diphenyl一2一picrylhydrazyl radical 2，2-diphenyl-1一(2，4，6一trinitropheny1)hydrazyl(DPPH )and superoxide 

anion]and reducing power increased．Therefore，acid protease serves best for the hydrolysis of duck blood cor‘ 

puscle protein，and its peptide powder has good features with high protein，rich essential amino acids and 

strong antioxidant activity．The blood corpuscle short peptide can be utilized as functional material for the food 

and feed industry．[Chinese Journal ofAnimalNutrition，2016，28(8)：2521·2533] 

Key words：blood corpuscle short peptide；acid protease；functional property；antioxidant activity 
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