
 

蓝圆鲹分离蛋白酶解产物的制备及其抗大米淀粉老化特性
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摘要：为了进一步拓展海洋鱼类蛋白在食品中的应用，以蓝圆鲹分离蛋白为原料，利用酶
解改性得到溶解性良好的蓝圆鲹分离蛋白酶解物 (BPIH)，并研究其对大米淀粉 (RS)短期
老化的抑制作用。通过响应面法优化酶解改性工艺制备 BPIH，并分别按 RS的 3%、6%、
9% (质量百分比)进行添加。通过测定 RS的凝沉性、动态黏弹性、热学特性以及微观结构
分析评价 BPIH的抗淀粉老化活性。结果显示，响应面法确定的最佳条件：酶底比
5 000∶1 (U/g)、酶解时间 3 h、料液比 1.00∶3.81、酶解温度 46.36 ℃、酶解 pH 6.30，氮溶
指数 (NSI)实际值为 85.41%±0.82%，与预测值 86.37%接近。该酶解条件下 BPIH水解度
达到 21.62%。BPIH中小于 1 000 u的肽占 79.94%，主要为小分子低聚寡肽。加入 BPIH可
以减弱 RS的凝沉现象，降低 RS在 4 ℃保存过程中的储能模量 (G')，显著降低老化后 RS
的峰值温度 (Tp)和焓值 (ΔHr)；加入 BPIH的大米淀粉，老化后微观结构有较大孔洞，提
升了淀粉糊化后保留内部水分的能力。研究表明，BPIH能够抑制 RS在 4 ℃保存期间凝
胶网络和微晶结构的形成，同时可能限制了淀粉分子间的聚集，抑制或延缓 RS的短期老
化。本研究为蓝圆鲹分离蛋白酶解物在食品蛋白配料中的应用提供理论参考。
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婴幼儿辅助食品 (辅食)是除母乳外，为满足

婴幼儿营养与生长发育需要而添加的其他食物[1]。

大米作为谷物类辅食——婴幼儿米粉的主要原料，

富含淀粉、蛋白质及维生素等营养物质，是婴幼

儿首选添加的辅食 [2]。然而大米淀粉经烹饪糊化

后易迅速老化，老化淀粉不仅会使食品质地和味

道变差，降低产品质量，还会降低其消化吸收率，

这可能为婴幼儿脆弱的消化系统带来负担 [3]。国

内外研究显示，通过向淀粉中添加蛋白质或蛋白

水解物，可以一定程度上延缓或抑制淀粉的老化

行为，从而可能减少婴幼儿米粉类食品的品质劣

化。肖瑜等 [4] 研究了不同蛋白质对大黄米淀粉老

化的抑制机制，发现淀粉-蛋白质能够由氢键作用

而紧密相连，而且蛋白质的加入可以降低体系老

化焓，抑制大黄米淀粉重结晶，从而延缓其老化。

Niu等[5] 发现猪血浆蛋白水解物可以与直链淀粉相

互作用，减少玉米淀粉间的氢键结合，对抑制淀

粉短期老化具有重要作用。Niu等[6] 使用复合蛋白
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酶制备米糠蛋白水解物，发现其能够分散于糊化

大米淀粉分子之间，阻止氢键形成，具有抑制大

米淀粉短期和长期老化的作用。

海洋鱼类蛋白具有营养价值高、易消化等优

点，是理想的优质蛋白资源。将鱼类蛋白应用于

婴幼儿米粉类产品中，不仅能赋予产品更丰富的

风味，还能提高产品的营养价值，满足婴幼儿对

优质蛋白摄入的营养要求。为了进一步提高鱼类

蛋白的可应用性，国内外研究学者通过等电点沉

淀法制备分离蛋白，不仅有效回收鱼肌肉中的优

质蛋白，还可去除脂肪、骨刺等杂质 [7]。然而，

制备获得的鱼类分离蛋白经干燥后溶解性差，直

接添加进米粉，容易发生絮凝、分层等现象，必

须进行一定的改性以提高溶解性。针对这一问题，

目前国内外主要采用单酶或多酶酶解的方法进行

改性。Alahmad等[8] 使用无花果蛋白酶对鳙 (Hypo-
phthalmichthys nobilis)蛋白酶解改性，发现改性后

其溶解度在所有水解度和 pH范围内可达到

84.88%~95.48%，极大提高了鳙蛋白的可应用性。

Hemker等 [9] 对尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus)
副产物分离蛋白进行压力辅助酶解改性，显著改

善了酶解产物的溶解性、乳化性和抗氧化活性。

Yathisha等[10] 使用碱性蛋白酶酶解沙带鱼 (Leptur-
acanthus savala)蛋白，发现酶解能够显著影响蛋

白质二级结构，进而提高酶解产物的溶解性、持

油力、ACE-Ⅰ抑制和 DPPH自由基清除活性。蓝

圆鲹(Decapterus maruadsi)又称巴浪鱼，是我国重

要的低值海洋经济鱼类之一。2022年蓝圆鲹全国

捕捞总量达 39.5万 t，其中福建省捕捞量 19.0万 t，
居全国首位[11]。前期研究发现利用酶解可有效提

高蓝圆鲹分离蛋白的溶解性、乳化性、起泡性等

功能特性，且溶解度随酶解程度的增加而增加[12]。

本实验以蓝圆鲹分离蛋白为对象，以可溶性

蛋白回收率 (氮溶指数)为酶解改性的评价指标，

采用响应面法优化酶解工艺参数，将得到的酶解

产物按不同添加量添加于大米淀粉中，以研究酶

解产物对大米淀粉短期老化行为的影响，旨在为

水产蛋白在食品配料蛋白中的应用提供理论参考。

 1    材料与方法

 1.1    材料与试剂

冰鲜蓝圆鲹(每条约重 150 g)购于厦门市高崎

水产批发市场。大米淀粉购于无锡金农生物科技

有限公司。木瓜蛋白酶、风味蛋白酶、碱性蛋白

酶、中性蛋白酶，广西南宁庞博生物工程有限公

司。考马斯亮蓝 R-250，兴隆达公司。色谱级甲

醇、乙腈，美国 Fisher Chemical公司；标准牛血

清白蛋白 (BSA)，美国 Sigma公司。

 1.2    仪器与设备

Avanti J-26S XP大型台式高速冷冻离心机，

美国 Beckman公司。759 s紫外可见分光光度计，

上海棱光技术有限公司。GF-1260高效液相色谱

仪，美国 Agilent公司。Mini-PROTEAN 蛋白质电

泳装置，美国 Bio-Rad公司。Alpha 1-4 LDplus冷
冻干燥机，德国 Christ公司。Phenom Pro台式扫描

电子显微镜，荷兰 Phenom-World Pr公司。DHR-2
流变仪、Q2000差示扫描量热仪，美国TA仪器公司。

 1.3    实验方法

 提取蓝圆鲹分离蛋白　　参考孙乐常等[8] 的

方法，采用碱溶解-等电点沉淀法制备蓝圆鲹分离

蛋白。所有操作均在 4 ℃ 进行。取蓝圆鲹背部肌

肉，加入 8倍体积冰水组织捣碎，调节 pH至 11.0，
搅拌后离心回收上清液，继续调节 pH至 5.5，离

心回收沉淀。得到的沉淀加入一定量 NaHCO3 调

节 pH至中性，于−20 ℃ 保存备用。实验过程中

操作人员严格遵守实验动物伦理规范，并按照集

美大学科技伦理委员会制定的规章制度执行。

 蓝圆鲹分离蛋白酶解物的制备　　将蓝圆

鲹分离蛋白与一定体积超纯水混合并均质，蛋白

悬浊液在酶解温度下预热 20 min，在不同酶解条

件下进行反应。酶解结束后沸水加热 10 min灭酶，

离心回收蓝圆鲹分离蛋白酶解上清液 (BPIH)，低

温保存备用。

 氮溶指数 (NSI)的测定　　参考 Sukkhown
等[13] 的方法，并做一定修改，具体：取 100 μL分

离蛋白悬浊液，加入 2倍体积蛋白溶解液 [20
mmol/L  Tris-HCl  (pH  8.0)，含 8  mol/L尿素， 2%
SDS]，完全溶解后得到总蛋白样品。将酶解上清

液和总蛋白样品稀释一定倍数后，参考 Lowry等[14]

的方法测定蛋白含量，以牛血清蛋白 (BSA)绘制

标准曲线。NSI (%)计算公式：

NSI(%) =
m1

m2
×100 (1)

式中，m1 为酶解上清液样品的蛋白含量 (mg/mL)；
m2 为酶解前样品的总蛋白含量 (mg/mL)。

 水解度的测定　　响应面优化后酶解产物的

水解度 (DH，%)参考 Nielsen等[15] 的 OPA法进行
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测定，并略作修改。以 0.1 mg/mL L-丝氨酸溶液

为标准品，取 400 μL待测样品与 3 mL OPA试剂

混匀，室温下避光反应 2 min后测量其在 340 nm
下的吸光度，以去离子水为空白对照。

Ser NH2 =
Asample−Ablank

Astandard−Ablank
×

0.951 6 meqv
L

× V ×N
X×P

(2)

h =
Ser NH2−β

α
(3)

DH (%) =
h

htot
×100% (4)

式中，Asample、Astandard 和 Ablank 分别表示酶解上清

液样品、标准溶液样品和空白对照在 340 nm的吸

光值；V 表示样品体积 (L)；N 表示稀释倍数；X
表示样品质量 (g)；P 表示样品中所含蛋白质的质

量分数；β 查表得 0.40；α 查表得 1.00；h 表示每

克蛋白质中断裂的肽键数 (mmol/g)；htot 表示原料

总肽键数，查表得 8.6 mmol/g。
 筛选最适用酶　　本实验共选用 4种蛋白

酶 (木瓜蛋白酶、风味蛋白酶、碱性蛋白酶和中性

蛋白酶)，以酪蛋白为底物测定蛋白酶活性。此步

骤固定酶解反应条件为酶底比 5 000∶1 (U/g)、反

应时间 4 h、料液比 1∶4，酶解温度和 pH均控制

为蛋白酶最适条件 (表 1)。以酶解上清液氮溶指数

评价不同酶的酶解效果，筛选出最合适的酶进行

酶解工艺优化。

 单因素试验　　设置试验初始酶解条件为酶

底比 5 000∶1 (U/g)、料液比 1∶4、酶解温度 50 ℃、

酶解 pH 6.0、酶解时间 4 h。依次以酶底比 (1 000∶
1、 3  000∶1、 5  000∶1、 7  000∶1、 9  000∶1、
11 000∶1 U/g)、料液比 (1∶2、1∶3、1∶4、1∶5、
1∶6)、 酶 解 温 度 (35、 40、 45、 50、 55、 60、
65 ℃)、酶解 pH (5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、

8.0)和酶解时间 (1、2、3、4、5、6 h)为单一变量，

考察不同条件对酶解物 NSI值的影响。

 响应面法优化　　在单因素试验基础上，选

择料液比 (A)、酶解温度 (B)和酶解 pH (C)为响应

因素，酶解物 NSI值 (Y)为响应值，以 Box-
Benhnken设计原理进行响应面分析试验设计，因

素和水平见表 2。运用 Design Expert 12软件拟合

因素与响应值之间的函数关系，分析回归方程从

而预测最优工艺参数。

 酶解物分子质量分析　　采用高效凝胶过滤

色谱法测定酶解产物的分子质量分布，参考 Wu
等[16] 的方法，并作适当修改。使用 TSK gel G2000
SWXL (φ7.8  mm×300  mm)色谱柱，检测波长为

220 nm，流速设定为 0.5 mL/min，柱温为 25 ℃，

上样量 10 μL。结果利用 GPC offline软件进行分

析，计算得到酶解物不同分子质量分布比例。

 Tricine-SDS-PAGE　　参考 Schägger[17] 的方

法进行 Tricine-SDS-PAGE分析。将未酶解和酶解

后样品的蛋白含量稀释至 1 mg/mL，经 SDS化后

上样进行电泳。

 酶解物冷冻干燥　　以响应面法优化条件酶

解蓝圆鲹分离蛋白，离心后回收酶解上清液。上

清液预冻后真空冷冻干燥 48 h，粉末样品于低温

干燥处保存备用。

 淀粉糊凝沉性测定　　参照赵小梅等 [18] 的

方法并做适当修改，取 0.3 g大米淀粉 (RS)悬浮

在 30 mL  超纯水中，而后将 3%、 6%和 9%的

BPIH(以淀粉干基计，质量分数)添加至淀粉悬浊

液中，沸水加热 20 min糊化。将淀粉糊转移至 40
mL黑盖玻璃瓶中，30 ℃ 下静置，每隔 1 h记录

上层清液高度 (H1)和淀粉糊总高度 (H0)，共记录

8 h。用上清液的体积分数随时间的变化来绘制曲

线，从而表示淀粉糊的凝沉性，公式：

 

表 1    4种蛋白酶的活性及最适酶解条件

Tab. 1    Enzymatic activities of the four proteases and
their optimal hydrolysis conditions

蛋白酶种类
protease types

活性/(U/g)
enzymatic
activity

pH 温度/℃
temperature

木瓜蛋白酶　papain 1.57×104 6.0 50

风味蛋白酶　flavourzyme 2.18×104 7.0 50

碱性蛋白酶　alcalase 5.24×105 8.0 50

中性蛋白酶　neutral protease 1.49×106 7.0 50

 

表 2    响应面试验因素与水平设计表

Tab. 2    Response surface experiment factor and levels

编码
code

因素　factors

A B C

−1 1∶3 45 5.5

0 1∶4 50 6.0

1 1∶5 55 6.5

注：A. 料液比，B. 酶解温度(℃)，C. 酶解pH，下同。
Notes: A. solid-liquid ratio, B. enzymolysis temperature (℃), C.
enzymolysis pH, the same below.
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凝沉性 (%)=
H1

H0
×100% (5)

式中，H1 为每小时上清液高度 (cm)；H0 为黑盖

玻璃瓶中淀粉糊总高度 (cm)。
 淀粉糊动态黏弹性测定　　参考 Niu等[5] 的

方法并做改进，使用 40 mm平行铝板进行扫描，

间隙为 1.0 mm。制备质量分数为 5%的 RS悬浊

液，分别加入淀粉干基重量的 3%、 6%和 9%
BPIH，漩涡振荡 5 min后，立即转移至流变仪帕

尔贴板，样品边缘用硅油液封以防止水分蒸发。

测量开始前，设置帕尔贴板温度为 95 ℃，加热

20 min使淀粉悬浊液充分糊化，之后立即将温度

降至 4 ℃。在 4 ℃ 条件下，将储能模量 (G′)、损

耗模量 (G″)和损耗角正切 (tanδ)作为时间的函数

记录 3 h。恒定应变和恒定频率分别设置为 5%和

1 Hz (线性黏弹区范围)。
 热力学性质测定　　利用差示扫描量热仪

(DSC)，在超高纯氮气环境下分析 RS和 RS-BPIH
的热转变温度进行扫描。参考 Niu等 [5] 的方法，

具体操作：称取 3 mg RS于铝坩埚中，加入不同

浓度 BPIH溶液 6  μL，使 BPIHs终浓度为 3%、

6%和 9% (淀粉干基，质量分数)。所有铝坩埚在

室温下密封 12 h以充分水合。在 30~90 ℃，以 10 ℃
/min的恒定加热速率进行热扫描，执行糊化过程，

记录热转变温度 (T0、Tp、Tc)和糊化焓 (ΔHg)。糊

化后的样品在 4 ℃ 下储存 5 h，以加速淀粉老化。

然后，10 ℃/min的恒定速率从 30~90 °C再次扫描

老化样品，记录热转变温度和老化焓 (ΔHr)。
  老化淀粉的 SEM (scanning electron micro-

scope)分析　　参考董慧娜等[19] 的方法并作适当

修改。配制质量分数为 7%的 RS悬浊液，分别加

入淀粉干基重量的 3%、6%和 9% BPIH，糊化后

于 4 ℃ 放置 10 h，然后取出进行真空冷冻干燥。

取冻干的老化淀粉样品，真空条件下喷金 75 s后，

于电镜中放大 1 000倍观察微观结构。

 1.4    数据分析

实验采用 Design-Expert 12软件进行响应面试

验设计与分析，采用 Excel和 Origin 2021软件绘

图，采用 SPSS 17.0软件的 Duncan氏检验进行差

异显著性分析 (P<0.05为显著差异)。实验数据均

重复 3次，数据以平均值±标准偏差表示。

 2    结果

 2.1    最适用酶的筛选

经风味蛋白酶、碱性蛋白酶、中性蛋白酶和

木瓜蛋白酶酶解后，其产物 NSI值分别为 51.50%±
0.81%、66.71%±1.20%、65.11%±0.68%和 69.37%±
0.36%，其中木瓜蛋白酶为最高值，碱性蛋白酶和

中性蛋白酶次之，风味蛋白酶最低 (图 1-a)。与未

酶解的对照组相比，酶解 4 h后，木瓜蛋白酶酶

解的蛋白剩余量最少 (图 1-b)，表明酶解最充分，

与图 1-a结果一致。综合以上结果，选择木瓜蛋
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图 1    不同酶酶解的 NSI (a)与酶解样品 (b)

1. 对照组，2. 风味蛋白酶，3. 碱性蛋白酶，4. 中性蛋白酶，5. 木瓜蛋白酶。不同字母表示差异显著 (P<0.05)，NSI. 氮溶指数，下同。

Fig. 1　The NSI (a) and enzymolysis samples (b) hydrolysed by different proteases
1. control group, 2. flavourzyme, 3. alcalase, 4. neutral protease, 5. papain. Different letters indicate significant differences (P<0.05), NSI. nitrogen solu-
tion index; the same below.
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白酶进行后续的工艺优化。

 2.2    单因素试验

对酶底比、料液比、温度、酶解时间和 pH
进行单因素试验。如图 2-a所示，NSI值随着加酶

量的增加而呈现上升趋势，但在酶底比为 5 000∶
1 (U/g)之后，NSI值则基本保持稳定。为了控制

成本，酶底比选择 5 000∶1 (U/g)。
随着料液比的增加，NSI值缓慢增加并趋于

平缓 (图 2-b)。在料液比 1∶4时达到 NSI值拐点，

考虑到经济成本，确定料液比为 1∶4。
酶解温度对 NSI值的影响如图 2-c所示，

NSI值随温度的增加而先增加后略微降低，在 50 ℃
时达到最大值 71.57%。因此，确定最佳酶解温度

为 50 ℃。

pH  6.0时 酶 解 产 物 的 NSI值 达 到 最 大 值

72.04% (图 2-d)，显著高于其他条件 (P<0.05)，所

以选择 pH 6.0为最适酶解 pH。

酶解时间结果显示，NSI值随酶解时间的延

长而逐渐增加并趋于平稳，在 3 h时达到最大值

70.97%，所以选择最佳酶解时间为 3 h (图 2-e)。

 2.3    响应面优化试验

 响应面试验结果　　响应面试验遵循 Box-
Benhnken设计原则，在酶底比为 5 000∶1 (U/g)、
酶解时间 3 h的条件下，考察料液比 (A)、温度

(B)和 pH (C)对蓝圆鲹分离蛋白酶解物 NSI (Y)的
影响，响应面试验设计及结果如表 3所示。

 回归模型拟合　　运用 Design Expert 12软

件对表 3结果进行多元回归拟合，建立 NSI (Y)
对料液比 (A)、酶解温度 (B)、酶解 pH (C)和酶解

时间 (D)的多元二次回归方程：

Y = −1823.38+58.54A+35.55B+309.11C+

0.25AB−0.08AC−0.95BC−9.16A2−
0.33B2−20.99C2 (6)

 方差分析　　回归模型方差分析如表 4所示，
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图 2    不同因素对 NSI的影响

(a) 酶底比，1. 1 000∶1，2. 3 000∶1，3. 5 000∶1，4. 7 000∶1，5. 9 000∶1；(b) 料液比；(c) 酶解温度；(d) 酶解 pH；(e) 酶解时间。不同

字母表示差异显著 (P<0.05)。

Fig. 2　Influence of different factors on NSI
(a)  enzyme substrate  ratio,  1.  1  000∶1,  2.  3  000∶1,  3.  5  000∶1,  4.  7  000∶1,  5.  9  000∶1;  (b)  solid-liquid  ratio,  (c)  enzymolysis  temperature,  (d)
enzymolysis pH, (e) enzymolysis time. Different letters indicate significant differences (P<0.05).
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模型 F 值为 136.51，F 值由于噪声而引起的可能

性仅为 0.01%，回归模型 P<0.000 1，二者表明该

模型是显著的。模型失拟项 F 值为 1.64，意味着

样本之间的变化相对于纯误差并不显着；失拟项

P=0.315 2>0.05为不显著，对模型是有利的。R2

接近 1时，模型可以更好地拟合实际实验数据。

本 研 究 模 型 决 定 系 数 R2 为 0.994  3， 这 表 明

99.43%的行为变化可由拟合模型解释，拟合度较

高。预测 R2=0.946 1与调整 R2=0.987 1差异小于

0.2，二者合理一致。信噪比为 34.01，大于临界

值 4.0，表明信号充足，模型合理、可用。

 自变量影响显著性　　根据表 4可知，A、

B、C对 NSI值有极显著影响 (P<0.01)，且由 F 值

可以确定，三个因素对模型的影响显著性顺序为

温度 (B)> pH (C)>料液比 (A)。交互项中，仅有温

度 /pH (BC)交互作用极显著 (P<0.01)，其余均无

显著影响 (P>0.05)。
 因素交互作用分析　　图 3为根据上述的多

元二次回归方程及模型方差分析得到的拟合模型

响应曲面图和等高线图，其形状可反映交互作用

的强弱，椭圆表示交互作用显著，圆形则表示不

显著 [20]。由图可知，温度和 pH的交互作用对

NSI有显著影响，而料液比与温度、料液比与 pH
的交互作用对 NSI值的影响不显著，与表 4结果

一致。

 响应面优化工艺参数及验证　　由回归模

型预测的蓝圆鲹分离蛋白最优酶解工艺参数为料

 

表 3    响应面试验设计及结果

Tab. 3    Response surface experimental design and results

编号
standard order A B C Y/%

1 −1 −1 0 78.11

2 1 −1 0 69.23

3 −1 1 0 55.41

4 1 1 0 51.61

5 −1 0 −1 63.24

6 1 0 −1 59.65

7 −1 0 1 73.56

8 1 0 1 69.82

9 0 −1 −1 71.55

10 0 1 −1 55.25

11 0 −1 1 84.52

12 0 1 1 58.68

13 0 0 0 81.14

14 0 0 0 80.68

15 0 0 0 82.63

16 0 0 0 79.53

17 0 0 0 80.91

注：Y. 氮溶指数NSI。
Notes: Y. nitrogen solution index.

 

表 4    响应面模型方差分析

Tab. 4    Response surface model analysis of variance

方差来源　　
source　　

平方和
sum of squares

自由度
df

均方
mean square

F值
F−value

P值
P−value

显著性
significance

模型　model 1 936.71 9 215.19 136.51 <0.000 1 **

A 50.00 1 50.00 31.72 0.000 8 **

B 850.07 1 850.07 539.27 <0.000 1 **

C 170.21 1 170.21 107.98 <0.000 1 **

AB 6.47 1 6.47 4.11 0.082 3

AC 0.01 1 0.01 0.00 0.951 5

BC 22.730 1 22.730 14.420 0.006 7 **

A² 353.37 1 353.37 224.18 <0.000 1 **

B² 285.05 1 285.05 180.83 <0.000 1 **

C² 115.95 1 115.95 73.56 <0.000 1 **

残差　residual 11.03 7 1.58

失拟项　lack of fit 6.08 3 2.03 1.64 0.315 2

纯误差　pure error 4.95 4 1.24

总变异　cor total 1 947.74 16

注：**.差异极显著(P<0.01)，*.差异显著(P<0.05)。R2=0.994 3；R2
Adj =0.987 1；R2

Pre =0.946 1；信噪比=34.01。
Notes: **. highly significant difference (P<0.01), *. significant difference (P<0.05). R2=0.994 3; R2

Adj =0.987 1; R2
Pre =0.946 1; signal-to-noise

ratio=34.01.
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液比 1.00∶3.81、酶解温度 46.36 ℃、酶解 pH
6.30，模型得到的 NSI预测值为 86.37%。考虑

到实际操作的可实施性，在酶底比为 5 000∶1
(U/g)、酶解时间 3 h、料液比 1.00∶3.80、酶解温度

46.40 ℃、酶解 pH 6.30条件下进行验证试验，通

过 3组平行试验，得到 BPIH的 NSI平均值为

85.41%±0.82%，与预测值接近，表明拟合模型可

靠。在此酶解条件下得到的BPIH水解度为 21.62%。

 2.4    分子质量分析

利用高效液相色谱法和 Tricine-SDS-PAGE分

析 BPIH的分子质量分布，由图 4-a可见，BPIH
的出峰时间主要集中在 14~30 min。BPIH为分子

质量小于 3 000 u的短肽，其中小于 1 000 u的肽

占 79.94%，小于 500 u的肽占 56.44% (表 5)，说

明在响应面优化的酶解条件下，蓝圆鲹分离蛋白

被充分酶解为小分子的低聚寡肽，这与图 4-b的

Tricine-SDS-PAGE的结果一致。

 2.5    淀粉糊凝沉性

淀粉糊随着时间的延长而逐渐凝沉，在 2~
5 h时凝沉速率较快，5 h后逐渐趋于平稳，在凝

沉 8 h后，所有样品上清液体积比均达到 50%以上

(图 5)。RS-BPIH样品上清液体积分数在所有时间

下均低于 RS样品，并且随着 BPIH浓度的增加，

上清液体积分数逐渐降低。

 2.6    淀粉糊动态黏弹性测定

淀粉糊化后立即降温至 4 ℃ 进行动态时间扫

描，以分析淀粉糊在 3 h短期老化过程中的黏弹

性变化。RS的 G′在 3 h内持续增长，其中最初

1 h内快速上升，而后增速逐渐减慢并趋于平稳

(图 6-a)。与 RS相比，RS-BPIH的 G′增长趋势与

RS相似，但均小于 RS，且初始 G′随着 BPIH添

加量的增加而逐渐降低，G′的增长斜率逐渐变得

平缓。RS和 RS-BPIH的 tanδ<1，随时间的增加而

降低后逐步趋于平稳 (图 6-b)，说明 G′>G″，样品

弹性占主导[21]。另外，RS-BPIH的 tanδ值高于 RS，
并且随着 BPIHs添加量的增加而增加，说明 RS-
BPIH中的弹性组分较 RS更少，与 G′的变化规律

一致。

 2.7    DSC分析

所有样品在 70~80 ℃ 均可观察到明显的吸热
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图 3    料液比、温度和 pH交互作用的响应面图和等高线图

Fig. 3　Response surface and contour lines of the interactions between solid-liquid ratio, temperature and pH
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峰，随着 BPIH浓度的增加，峰值温度 (Tp)逐渐

升高，糊化焓值 (ΔHg)逐渐降低 (图 7-a)。在加入

9% BPIH时，峰值温度从 RS的 (69.99±0.26) ℃ 提

高到 (74.43±0.39) ℃，而糊化焓从 (4.05±0.05) J/g

降低至 (3.11±0.11) J/g (表 6)。
将糊化后的淀粉样品在 4 ℃ 下保存 5 h后，

再次执行 DSC升温程序，与糊化过程的趋势不同，

老化淀粉中只观察到一个轻微的吸热峰 (图 7-b)。
对照组 RS吸热峰出现在 37.73~67.30 ℃，峰值温

度为 (57.15±0.27) ℃，老化焓为 (1.16±0.08) J/g (表6)。
添加 BPIH后显著增加了老化 RS的 T0，降低了 Tp、

Tc 和老化焓 (P<0.05)。

 

表 5    BPIH分子质量分布比例

Tab. 5    Molecular weight distribution ratio of BPIH

分子质量/u
MW

峰面积百分比/%
peak area percentage

>3 000 1.39±0.16

1 000~3 000 18.64±0.19

500~1 000 23.50±0.95

<500 56.44±0.96

 

−200

 0

 200

 400

 600

 800

1 000

1 200

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

响
应
值

/m
A

U

re
sp

o
n
se

保留时间/min

retention time

(a)

116

35
25

14.4

M 1 2

ku

(b) 
图 4    BPIH分子质量分析

(a) BPIH的高效液相色谱图；(b) 蓝圆鲹分离蛋白及 BPIH的 Tricine-SDS-PAGE分析，M.标准蛋白Marker，1.未酶解，2.酶解后。

Fig. 4　Molecular weight analysis of BPIH
(a) HPLC of BPIH; (b) Tricine-SDS-PAGE analysis of the blue round scad protein isolate and BPIH, M. standard protein Marker, 1. unenzymatic diges-
tion, 2. after enzymatic digestion.
 

0

10

20

30

40

50

60

70

0 1 2 3 4 5 6 7 8

上
清
液
体
积
分
数

/%

p
er

ce
n
ta

g
e 

o
f 

su
p
er

n
at

an
t 

v
o
lu

m

时间/h

time

RS

RS-3% BPIH

RS-6% BPIH

RS-9% BPIH

(a)

8 h

0 h

(b)

1 2 3 4

1 2 3 4

 
图 5    不同浓度 BPIH对大米淀粉糊凝沉性的影响

(a) 淀粉糊凝沉性随时间的变化；(b) 淀粉糊静置 0 h和 8 h的凝沉情况，1~4依次表示 RS、RS-3% BPIH、RS-6% BPIH、RS-9% BPIH。

Fig. 5　Effects of different concentrations of BPIH on the retrogradation of rice starch paste
(a) changes in the retrogradation of starch pastes over time; (b) retrogradation of starch paste after standing for 0 h and 8 h, 1-4 indicates RS, RS-3%
BPIH, RS-6% BPIH, RS-9% BPIH, respectively.
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 2.8    老化淀粉 SEM分析

图版为扫描电镜观察的 RS与 RS-BPIH经 4 ℃

10  h短期老化的微观结构。老化的 RS与 RS-
BPIH具有清晰的三维凝胶网络 (图版)。其中对照

组 RS孔洞细小，明显形成了更加致密的凝胶网

 

表 6    不同浓度 BPIH对糊化淀粉和老化淀粉转变温度和转化焓的影响

Tab. 6    Effects of different concentrations of BPIH on the transformation temperature and
enthalpy of gelatinized starch and retrograded starch

样品
samples

糊化淀粉　gelatinized starch 老化淀粉　retrograded starch

T0/℃ Tp/℃ Tc/℃ ΔHg/ (J/g) T0/℃ Tp/℃ Tc/℃ ΔHr/ (J/g)

RS 65.80±0.33c 69.99±0.26c 78.25±1.31c 4.05±0.05a 37.73±0.81d 57.15±0.27a 67.3±0.84a 1.16±0.08a

RS-3% BPIH 68.85±1.25b 71.82±0.42b 80.44±0.08bc 3.65±0.07b 39.66±0.67c 56.59±0.02ab 66.57±0.23ab 0.78±0.05b

RS-6% BPIH 69.57±0.45ab 72.26±1.11b 81.93±0.6ab 3.41±0.16b 41.42±0.19b 55.09±0.57bc 65.32±0.64b 0.59±0.05bc

RS-9% BPIH 70.84±0.26a 74.43±0.39a 83.38±0.26a 3.11±0.11c 42.68±0.31a 54.45±1.1c 63.25±0.98c 0.45±0.12c

注：同一列中不同字母表示差异显著(P<0.05)。
Notes: Different letters in the same column indicate significant differences (P<0.05).
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图 6    不同浓度 BPIH对老化淀粉 G′(a)和 tanδ(b)的影响

Fig. 6　Effects of different concentrations of BPIH on G′ (a) and tanδ (b) of retrograded starch
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Fig. 7　Effects of different concentrations of BPIH on the thermal analysis patterns of
gelatinized starch (a) and retrograded starch (b)
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络，出现老化的典型状态 (图版-1)；而加入 BPIH
后，凝胶网络的孔隙随着 BPIHs添加量的增加而

增加 (图版-2~4)。 

 3    讨论

 3.1    筛选最适用酶

NSI是通过测定蛋白质在溶液中的含量来评

价蛋白质溶解度的方法，在酶解反应中具有与水

解度相同的变化趋势 [13]。经过 4种不同蛋白酶酶

解后，产物 NSI值出现显著差异 (P<0.05)，说明

不同酶对蓝圆鲹分离蛋白酶解效果不同。高 NSI
的蛋白质或肽显示出良好的溶解性，因此木瓜蛋

白酶酶解产物具有相对更好的溶解性，即为 4种

蛋白酶中最适合酶解蓝圆鲹分离蛋白的一种 [13]。

不同蛋白酶酶解效果的差异可能归因于蛋白

底物的氨基酸组成和不同蛋白酶酶切位点的差

异[22]。风味蛋白酶是一种来自米曲霉发酵的内切

蛋白酶和外肽酶混合物，主要从多肽链末端切割

氨基酸，酶解可用的-NH2 端数量有限，所以可能

造成酶解速率相对缓慢[23]。碱性蛋白酶、中性蛋

白酶和木瓜蛋白酶均属于内切酶，具有广泛的催

化活性，其中碱性蛋白酶对羧基端为芳香族或强

疏水性氨基酸残基的肽键有着更高的水解优先性，

而木瓜蛋白酶的酶解位点主要为赖氨酸、精氨酸

和甘氨酸的-COOH端 [24-25]。孙乐常等 [7] 通过比较

不同方法制备的蓝圆鲹分离蛋白的性质差异，并

对分离蛋白氨基酸组成进行分析，发现碱溶解-等

电点沉淀法提取的分离蛋白中赖氨酸、精氨酸和

甘氨酸具有较高含量，因此相比之下，木瓜蛋白

酶更适合酶解蓝圆鲹分离蛋白，故选择其进行后

续响应面试验优化。

 

1 2

3 4

40 μm40 μm

40 μm40 μm 
图版    大米淀粉-蓝圆鲹分离蛋白酶解粉复合物短期老化扫描电镜图

1~4依次表示短期老化的 RS、RS-3% BPIH、RS-6% BPIH、RS-9% BPIH。

Plate 　Image of short-term retrogradation of RS and RS-BPIH
1-4 in order indicates RS, RS-3% BPIH, RS-6% BPIH, RS-9% BPIH for short-term retrogradation.

孙乐常，等 水产学报, 2024, 48(4): 049830

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

10



 3.2    单因素试验及响应面优化

在单因素试验中，木瓜蛋白酶添加量和料液

比是工艺成本的可控因素。加酶量较小时，蛋白

底物相对过量，随着加酶量增加，更多底物被酶

解为可溶性短肽，NSI值随之增加。当继续提高

加酶量，底物中可酶解位点便趋于饱和，NSI值
增速降低 [26]。由图 2-a可知，本实验木瓜蛋白酶

最适酶底比为 5 000∶1 (U/g)。料液比方面，当料

液比较低时，体系中蛋白底物浓度过高，较少的

液体含量限制了酶与蛋白质的相互作用，导致酶

解不充分[27]。随着水量增加，反应体系流动性提

高，但水量的持续增加并不会对 NSI值带来持续

的积极影响。因此，为了节约成本，选择最佳料

液比为 1∶4 (图 2-b)。酶解温度过低及过高均会

影响蛋白酶的作用效果，当温度为 50 ℃ 时，木

瓜蛋白酶达到最适作用温度 (图 2-c)。pH变化可

能会导致蛋白酶空间构象的变化，从而降低酶活

性，并影响酶与底物的结合状态，因此过酸或过

碱的条件均不利于酶解反应进行[28]。本实验中选

择 pH 6.0为木瓜蛋白酶的最适 pH (图 2-d)。当酶

解反应时间为 1~3 h时，反应速率与时间正相关，

NSI值随酶解时间的延长而逐渐增加；之后随着

时间的延长，NSI值增势渐近稳定，3~6 h内无显

著增加 (P>0.05)，所以酶解时间选择 3 h (图 2-e)。
考虑到实际应用中的经济成本，本研究固定

酶底比为 5  000∶1  (U/g)，酶解时间 3  h，使用

Design Expert 12软件分析料液比、温度和 pH的

因素交互作用。软件拟合的回归模型 P<0.000 1，
表明该模型显著；失拟项 P=0.315 2>0.05为不显

著，可用该回归方程代替试验真实点对实验结果

进行分析 [29] 。分别将回归模型料液比 (A)、温度

(B)、pH (C)因素中的一个固定在 0水平，可以得

到另外两个因素的交互作用对模型的影响关系[26]。

由响应曲面图和等高线图可见，将料液比固定于

1∶4的条件下，温度取任意水平时，NSI值随着

pH的升高而逐渐增大。当 pH不变时，NSI值随

着温度的降低而增加，二者交互作用显著 (图 3)。
料液比与温度、料液比与 pH的交互作用对 NSI
值的影响不显著，与表 4结果一致。响应面模型

预测的最优工艺参数为料液比 1.00∶3.81、酶解

温度 46.36 ℃、酶解 pH 6.30，在该条件下得到的

BPIH实际NSI值为 85.41%±0.82%，与预测值接近。

 3.3    BPIH的抗淀粉老化特性

在以上结果的基础上，将冷冻干燥后的 BPIH

与大米淀粉按不同比例混合，考察其对大米淀粉

短期老化的影响。淀粉老化是指经过糊化的淀粉

在室温或低于室温放置后，出现的不透明甚至凝

结而沉淀的现象[30]。这是由于直链淀粉分子间依

靠氢键作用形成较大的颗粒或束状结构，当体积

增大到一定程度时，就形成了沉降[18]。这种淀粉

分子链间的相互吸引与排列，重新聚集成致密、

高度结晶化、不溶性的淀粉分子微晶束的过程，

即为淀粉的老化过程[17, 31-35]。加入 BPIH能明显减

少糊化 RS上清液析出 (图 5)，凝沉性减弱，表明

淀粉稳定性有所提高，即添加 BPIH可以有效抑

制淀粉的老化现象[31]。

动态黏弹性测定中，储能模量 (G′)代表糊化

淀粉分子网络结构的弹性特性，是监测淀粉老化

进程的重要指标[33]。损耗模量 (G″)表示淀粉糊老

化过程中的黏性行为变化。损耗因子 (tanδ)为 G″
与 G′的比值，表示物质变形所损失能量的比例，

是反映样品黏弹性行为的重要指标[21]。RS与 RS-
BPIH在实验时间内 G′持续上升 (图 6-a)，tanδ 均

小于 1且大幅降低 (图 6-b)，表明所有样品均发生

了淀粉老化。Niu等[5] 在研究猪血浆蛋白水解物时

也得出了相似的实验结果。这一现象与直链淀粉

的聚集密切相关。在淀粉老化的初期，主要发生

的是和直链淀粉有关的短期老化，由直链淀粉的

快速重结晶引发一系列重排，聚集在一起的分子

形成了能让淀粉凝胶弹性更强的三维网状结构[4-5, 19]。

Dun等[34] 还提出，G′随时间延长持续增加，表明

交联直链淀粉网络的形成是冷却后淀粉老化的典

型特征。加入 BPIH后，大米淀粉的初始 G′随着

BPIH添加量增加而逐渐降低，G′增长斜率也逐渐

变得平缓 (图 6-a)；tanδ 随着 BPIHs添加量的增加

而增加 (图 6-b)。这些结果表明，添加 BPIH抑制

了直链淀粉的重结晶，延缓了直链淀粉凝胶网络

的形成，证明 BPIH具有抑制大米淀粉短期老化

的作用，且该作用存在剂量相关性[5]。

DSC分析中，加入 BPIH改变了 RS的糊化

性质，糊化峰值温度 (Tp)升高，焓值 (ΔHg)降低

(图 7-a)。这一现象可能是淀粉的不完全糊化所导

致。淀粉的水分含量对其糊化过程有重要影响，

含水量越多，淀粉越易糊化[35]。蓝圆鲹分离蛋白

经充分酶解后，蛋白分子链断裂、伸展，被掩埋

的亲水侧链得以暴露。当把酶解产物加入淀粉中

时，这些亲水侧链与淀粉竞争结合水分，减少了

淀粉的糊化水量，限制了淀粉与水的相互作用，
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从而导致淀粉的不完全糊化，因此吸热峰值温度

向更高温度方向移动[5, 35-36]。淀粉的不完全糊化改

变了微晶与非晶态基体之间的作用力，熔化需要

较低的热能[5]，所以加入 BPIH后糊化焓显著降低

(P<0.05)。将经过糊化的淀粉样品在 4 ℃ 下短期

老化 5 h，再次进行 DSC分析，发现添加 BPIH后

增加了老化 RS的 T0，降低了 Tp、Tc 和老化焓

(ΔHr) (图 7-b)。淀粉老化形成重结晶，此时须外

加能量，才能熔化淀粉分子微晶，因此老化后的

淀粉在 DSC中会出现吸热峰，且淀粉老化程度越

大，吸热峰越大，熔融焓也越高[32, 37]。因此 Tp 和

ΔHr的降低表明 BPIH抑制了 RS在 4 ℃ 储存期间

微晶结构的形成，阻碍 RS的短期老化行为，且

BPIH浓度越高，抑制作用越明显。BPIH能够抑

制 RS短期老化可能是由于其具有活性多羟基，

它们可能与直链淀粉形成氢键，从而阻断了淀粉

分子间及与水分子间的氢键作用，抑制重结晶[6, 32]。

此外，ΔHr的降低还可能归因于 RS不完全糊化，

导致淀粉链的流动性受限 [5]。淀粉老化过程需要

水分参与，水分不仅为淀粉老化提供液体环境，

而且参与淀粉分子重结晶 [37]。添加 BPIH会与 RS
竞争吸附水分[35]，降低淀粉链的流动性，从而阻

碍 RS的短期老化。

使用 SEM观察淀粉短期老化后的微观结构，

淀粉凝胶网络的孔隙随着 BPIH添加量的增加而

增加 (图版)。淀粉老化后吸水能力下降，水分析

出散失[32]。孔洞的形成是冷冻干燥过程将水分冻

结为冰晶升华所致，因此冻干前淀粉样品持水能

力越强，则冻干后样品孔洞越多 [19]。加入 BPIH
后凝胶网络孔隙增加，说明 BPIH提升了糊化淀

粉保留内部水分的能力，同时 BPIH还可能限制

了淀粉分子间的聚集，抑制了凝胶网络形成，一

定程度上延缓了大米淀粉的短期老化。

综上所述，利用响应面法优化木瓜蛋白酶酶

解蓝圆鲹分离蛋白的工艺参数，制备得到的

BPIH具有抗淀粉老化特性，能够显著抑制或延

缓 RS的短期老化，且该作用存在剂量正相关性。

这可能是由于 BPIH抑制了淀粉分子内和分子间

氢键的形成，限制淀粉分子聚集，阻碍了直链淀

粉的重结晶。因此，蓝圆鲹分离蛋白酶解物与大

米淀粉的复配组合，既丰富了大米淀粉营养价值，

又使其具备了抗淀粉老化能力。本研究可为蓝圆

鲹分离蛋白酶解物作为食品蛋白配料提供理论参考。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Preparation of enzymatic hydrolysate of
blue round scad (Decapterus maruadsi) protein isolate and

its anti-retrogradation effect on rice starch

SUN Lechang 1,2,3,     SUN Xiaoshu 1,     LIN Duanquan 1,2,3,     CHEN Yulei 1,2,3,    
WENG Ling 1,2,3,     MIAO Song 1,4,     CAO Minjie 1,2,3*

(1. College of Marine Food and Bioscience Engineering, Jimei University, Xiamen　361021, China;
2. National and Local Joint Engineering Research Center of Deep Processing Technology for Aquatic Products,

Jimei University, Xiamen　361021, China;
3. Collaborative Innovation Center of Seafood Deep Processing, Dalian Polytechnic University, Dalian　116034, China;

4. Teagasc Food Research Centre, Ministry of Agriculture, Cork　999014, Ireland)

Abstract: The protein from marine fish is regarded as an ideal resource of high-quality protein thanks to their high
nutritional  value and good digestibility.  The application of fish protein in infant  rice flour products can not only
give  the  product  a  richer  flavor,  but  also  improve  the  nutritional  value  of  the  product  and  meet  the  nutritional
requirements of infants. To further expand the application of marine fish protein in food products, the enzymatic
modification of blue round scad (Decapterus maruadsi) protein isolate was carried out to obtain blue round scad
protein isolate hydrolysate (BPIH) with good solubility. The inhibitory effects of BPIH on short-term retrograda-
tion of rice starch (RS) was investigated. The enzymatic modification process was optimized by response surface
methodology, and was added to RS at concentrations of 3%, 6% and 9% (W/W). The measurements of coagulabil-
ity, dynamic viscoelasticity, and thermal properties and microstructure of RS were carried out to evaluate the anti-
retrogradation activities of BPIH. The results showed that the optimal conditions determined by response surface
methodology were: enzyme bottom ratio of 5 000∶1 (U/g), enzymatic digestion time of 3 h, feed-to-liquid ratio of
1.00∶3.81, enzymatic digestion temperature of 46.36 ℃, and enzymatic pH of 6.30. The actual value of nitrogen
solubility index (NSI) was 85.41%±0.82%, which was close to the predicted value of 86.37%. The degree of BPIH
hydrolysis reached 21.62% under these enzymatic conditions. The peptides less than 1,000 u in BPIH accounted
for 79.94%,  which  were  mainly  small  oligopeptides.  The  addition  of  BPIH  attenuated  the  coagulation   phe-
nomenon of RS, reduced the energy storage modulus (G') of RS during storage at 4 ℃, and significantly reduced
the peak temperature (Tp) and enthalpy (ΔHr) of RS after aging (P<0.05); the rice starch added with BPIH had lar-
ger pores in the microstructure after aging, which enhanced the ability of starch to retain internal water after past-
ing. These results indicate that BPIH can inhibit the formation of gel network and microcrystalline structure of RS
during storage at 4 ℃, and may also limit the aggregation between starch molecules and inhibit or delay the short-
term aging of RS. The present study provides a theoretical reference for the application of the enzymatic hydrolys-
ate of blue round scad protein isolate in food protein ingredients.
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