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干腌火腿抗氧化肽的研究进展 
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摘  要: 自由基过量累积会导致人体许多慢性疾病的产生, 如衰老、慢性炎症、心血管疾病等, 目前常规的解

决方法是使用抗氧化剂。然而人工合成的抗氧化剂对人体有潜在危害, 因此无毒副作用的抗氧化肽成为了当

今研究的热点。作为发酵肉制品之一的干腌火腿, 因其蛋白质含量丰富, 且在发酵过程中受到内源酶和微生物

的影响, 会对蛋白质进行分解, 从而产生具有抗氧化活性的小肽。大量的研究表明, 来源于干腌火腿的肽具有

极强的抗氧化活性。因此, 干腌火腿作为天然抗氧化肽的潜在来源, 备受研究人员的关注。本文综述了干腌火

腿中抗氧化肽研究的最新进展, 主要包括抗氧化肽的形成、制备、纯化鉴定及抗氧化机制 4 个方面, 其中特别

指出外源微生物对抗氧化肽形成的影响, 以期为干腌火腿抗氧化肽的进一步研究提供理论基础。 
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Research progress on the antioxidant peptides in dry-cured ham 
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ABSTRACT: Excessive accumulation of by radicals can lead to the development of many chronic diseases in the 

body, such as aging, chronic inflammation, cardiovascular disease, etc.. The conventional solution is the use of 

antioxidants. However, synthetic antioxidants are potentially harmful to the human body, so antioxidant peptides 

without toxic side effects have become a hot topic in today’s research. Dry-cured ham, one of the fermented meat 

products, is rich in proteins and underwent the influence of endogenous enzymes and microorganisms during the 

fermentation process. This process breaks down the proteins to produce small peptides with antioxidant activity. 

Numerous studies show that peptides derive from dry-cured ham had extremely potent antioxidant activity. Therefore, 

dry-cured ham attract much attention from researchers as a potential source of natural antioxidant peptides. This 

article reviewed the latest progress in the study of antioxidant peptides in dry-cured ham, mainly including the 

formation, preparation, purification and identification of antioxidant peptides, and antioxidant mechanisms. It 

specifically pointed out the influence of exogenous microorganisms on the formation of antioxidant peptides, in order 

to provide a theoretical basis for further research on antioxidant peptides in dry-cured ham. 
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0  引  言 

长期以来, 干腌火腿一直被认为是一种具有丰富营养

价值的滋补食品。古籍《藏药秘诀》中记录了干腌火腿的多

种功效, 包括生津、壮阳、开胃、安神等。这些功能可能与

干腌火腿中含有的生物活性肽有关, 因此干腌火腿在发酵

过程中生成的多种生物活性肽已成为研究的热点[1]。 

近年来, 生物活性肽已广泛应用于人们的日常生活。

这些生物活性肽根据其不同功能可以分为多个类别, 如抗

氧化肽、抗菌肽、降血糖肽等。目前, 抗氧化肽是生物活

性肽领域的研究热点之一。研究已经明确, 自由基是一类

具有高度氧化活性的分子或原子, 它们与多种慢性疾病之

间存在密切的关联[2‒3]。如 HARRAAN[4]研究发现自由基的

产生会对细胞和组织造成损伤 , 从而引起机体衰老 ; 

KOHEN 等[5]总结了氧化应激和自由基与慢性炎症的关系, 

并着重介绍了氧化应激的机制以及氧化剂在减轻炎症过程

中的作用。抗氧化肽作为一种具有抗氧化活性的物质, 且

对人体没有明显的毒副作用, 因此引起了广泛的关注。 

目前, 对于干腌火腿中抗氧化肽的研究主要集中在

抗氧化肽的形成机制、分离纯化方法以及其作用机制方面。

本文阐述了近年来关于干腌火腿来源抗氧化肽的研究进展, 

重点总结了外源微生物对抗氧化肽形成的影响, 并指出了

其问题和不足, 旨在为动物源抗氧化肽, 尤其是干腌火腿

来源抗氧化肽的进一步发展提供理论基础。 

1  干腌火腿抗氧化肽的形成 

1.1  抗氧化肽 

自从 LEWIS[6]于 1916 年首次提出自由基的概念以来, 

随着科研人员的进一步研究, 人们已经认识到自由基的产

生与人体许多慢性疾病息息相关。天然的抗氧化肽具有卓

越的抗氧化活性, 它们能够通过多种方式发挥作用, 包括

螯合金属离子以去除多余的重金属, 清除自由基以减缓自

动氧化反应的速率, 还可以促进过氧化氢的分解, 从而减

少过氧化氢的含量[7]。这些机制使得抗氧化肽在保护生物

体免受氧化应激和氧化损伤方面具有重要作用。目前, 抗

氧化肽的主要来源包括动物蛋白[8]、植物蛋白[9]、微生物

蛋白[10]等。其中 , 作为传统的发酵肉制品 , 干腌火腿富

含丰富的蛋白质 , 是天然抗氧化肽重要来源。目前 , 已

有研究人员从干腌火腿中分离得到抗氧化肽[11‒16], 如表 1

所示。XING 等[10]研究团队发现, 从宣威火腿中提取的抗

氧化肽 DLEE在对Caco-2细胞的氧化应激中展现出显著的

保护效果。这一发现揭示了该肽在药物应用方面的潜在价

值 , 为未来设计用于维护肠道健康的药物提供了新的思

路。此外, 祝超智[7]的研究发现, 添加金华火腿粗肽液能够

有效延长广式腊肠的货架期, 其效果甚至优于化学抗氧化

剂 BHT。这提示火腿来源的粗肽在食品中可作为高效抗氧

化剂使用。这些研究成果为开发健康食品和药物提供了实

质性的支持和指导, 同时表明了抗氧化肽在医药、食品科

学, 食品营养学等交叉学科中的巨大潜力。 

1.2  抗氧化肽形成机制 

在制备干腌火腿的过程中, 肌肉内的内源酶直接参

与抗氧化肽的形成。火腿生物活性肽的生成涉及多种酶, 

包括组织蛋白酶 B、D、H、L, 钙激活蛋白酶, 以及氨肽酶

和二肽酶。这些酶在火腿的制备过程中扮演着关键角色, 

促使蛋白质水解, 生成具有抗氧化活性的生物活性肽[19]。

此外, 外源微生物也与干腌火腿中抗氧化肽的形成密切相

关。目前有许多研究人员表明, 从干腌火腿中分离得到的

一些微生物菌株具有高产蛋白酶的特性[20‒22]。以下两部分

内容将对内源酶及微生物对肽的形成影响进行综合阐述。 

1.2.1  内源酶对肽的形成影响研究 

组织蛋白酶是指位于细胞内溶酶体中的多种小尺寸蛋

白酶的总称。当动物体死去无生命体征时, 组织蛋白酶会

随着溶酶体裂解而游离出, 发挥其蛋白质降解的能力, 从

而形成抗氧化肽等生物活性肽[23]。研究表明, 不同的组织

蛋白酶对蛋白质降解起到不同的效果[19,23‒26]。组织蛋白酶

B 和 L 在降解肌原纤维蛋白方面表现出较强的降解能力, 

 

表 1  不同火腿来源的抗氧化肽及氨基酸序列 
Table 1  Antioxidant peptides and amino acid sequences from different sources of ham 

火腿品种 纯化方式 氨基酸序列 参考文献

金华火腿 凝胶层析色谱法、凝胶层析色谱法 
DHDGPDHW、FPPDVGD、PFGDTH、VRPPPASKSL、LPGGGHGDL、

FLKMN、GKFNV、LPGGGT、KEER、HA 
[7,12] 

诺邓火腿 凝胶层析色谱法 

QVTSLSGQcHHHDEK、VHQYFNVGLIQPGSVK、QNLLSQSHAHQQFLR、

GcFKPIVAGDQNVEYK、AIQISYNPEDLSKPDR、NLHPELGTDADKEHWK、

IRELESQISELQELQEDLESER、IHVSDQELQSANASVDDSRLEELK 

[13] 

宣威火腿 

凝胶层析色谱法、离子交换色谱法、

高效液相色谱法、反相高效液相色谱

法、凝胶层析法 

DLEE、NPPKFD、GHYTEGAELVDSVLDVVRK、
TDEFQLHTNVNDGTEFGGSIYQK 

[11,14‒15]

西班牙干

腌火腿 

凝胶层析色谱法、反相色谱法、凝胶

层析色谱法、凝胶层析色谱法 
SAGNPN、GLAGA、SNAAC、AEEETPDL [16‒18]
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它们能够进行多位点降解, 从而进行有效分解。而组织蛋

白酶 H 在降解肌肉蛋白方面的作用相对有限, 但它具有较

高的稳定性, 这在一些特定的环境下可能具有优势。相对

而言, 组织蛋白酶 D 的稳定性较差, 其选择性受到所处环

境的 pH 影响较大。在 pH 为 3.0 的环境下, 组织蛋白酶 D

会降解肌球蛋白重链、α-肌动蛋白、原肌球蛋白以及肌钙

蛋白的 T 亚基和 I 亚基。而当环境的 pH 为 5.5 时, 组织蛋

白酶 D 则会对肌联蛋白、伴肌动蛋白、M 蛋白和 C 蛋白

进行降解。XING 等[27]进行了多肽组学分析, 对从金华火

腿中提取的抗氧化肽进行研究, 结果发现, 这些抗氧化肽

中有大约 32%来自肌球蛋白, 其余的主要来源于原肌球蛋

白、肌钙蛋白和肌动蛋白等, 这项研究从组学的角度证实

了火腿抗氧化肽的来源与肌肉内源酶的存在密切相关。

GALLEGO 等[28]的研究也证实, 组织蛋白酶 B、H、L 对干

腌火腿中抗氧化肽的形成息息相关。 

钙激活蛋白酶是一种半胱氨酸类内肽酶, 这种蛋白

酶通常需要一定浓度的钙离子才能被激活。研究表明钙激

活蛋白酶在低盐环境下可增强其活性, 而高盐环境下则导

致活性丧失[29‒30]。因此, 钙组织蛋白酶主要在火腿加工初

期发挥作用, 并随着加工过程逐渐丧失活性。目前, 研究

人员已确定了 14 种不同类型的钙激活蛋白酶, 并发现 μ-

钙激活蛋白酶和 m-钙激活蛋白酶与肉类的宰后成熟过程

密切相关[31]。这两种蛋白酶都具有强大的蛋白质降解能力, 

对肉类中的蛋白质水解起到重要作用, 影响着肉类的口感

和品质。MORA 等[32]从塞拉诺火腿中提取得到 14 个来源

于肌原纤维蛋白的多肽片段, 并推测钙激活蛋白酶在其中

起到关键作用。BARON 等[33]发现 μ-钙激活蛋白酶和 m-

激活蛋白酶会先酶解肌原纤维蛋白产生大量多肽, 其后其

他组织蛋白酶进一步酶解, 将大量多肽降解成小肽。综上

所述, 钙激活蛋白酶虽然作用范围有限, 但对干腌火腿中

活性肽的形成起到关键作用, 主要体现在腌制初期促进肌

原纤维蛋白的初步降解。 

氨肽酶和二肽酶分别存在于细胞质和溶酶体中, 它

们在火腿发酵后期的蛋白质水解方面起着重要作用[30,34]。

在火腿加工过程中, 蛋白酶会水解并破坏火腿的蛋白质网

状结构, 从而影响火腿的质地。随后, 在氨肽酶和肽酶的

作用下会产生游离氨基酸和寡肽等物质。研究表明, 肽酶

具有较高的活性, 类似于组织蛋白酶 D。在火腿加工过程

中, 肽酶的活性逐渐减弱, 但在末期仍可观察到[35]。火腿

中常见的肽酶包括二肽酶和三肽酶, 它们能够分别水解蛋

白质片段和多肽的 N 端, 生成二肽和三肽[36]。据报道, 二

肽酶能够从 N 端水解 Ala-Gln、Arg-Gly、Asn-Pro、Ile-Leu、

Ala-Gly、Ser-Gly、Ser-Gln 等二肽, 而三肽酶能够水解位

于 N 端 的 Ile-Ile-Pro 、 Arg-Gly-Ala 、 Gly-Ala-Gly 、

Gly-Pro-Gly 等三肽[37]。氨肽酶在谷氨酸、丙氨酸、亮氨酸、

赖氨酸等氨基酸的生成过程中发挥着关键作用[38], 在干腌

火腿的整个加工过程中均检测到氨肽酶的活性[39], 这表明

其在火腿中的整个加工过程中都参与了活性肽的形成。 

在发酵过程中, 影响干腌火腿蛋白质水解的因素包

括原料品质差异、加工条件和时间等。这些因素的不同均

会导致内源酶类型和活性的差异, 进而影响蛋白质水解。

此外, 随着火腿发酵时间的延长, 温度和盐含量逐渐上升, 

水分活度逐渐降低, 也会导致内源酶的活性降低[23,36]。总

之, 内源酶在蛋白质水解中起到关键作用, 是干腌火腿中

活性肽形成的关键因素之一。 

1.2.2  微生物对肽的形成影响研究 

在火腿的发酵过程中, 外源微生物会产生蛋白酶, 降

解原料肉中的蛋白质, 从而生成肽和氨基酸[39]。这一过程

不仅产生了大量的风味物质, 还提高了火腿的营养价值。

外源微生物在干腌火腿的制备中起到了重要作用, 促进了

抗氧化肽和火腿风味的产生[40]。研究人员对干腌火腿的微

生物菌群结构进行了分析, 发现在发酵过程中, 葡萄菌属

和曲霉菌属作为优势菌群发挥着重要作用, 同时还检测到

具有蛋白质降解能力的芽孢杆菌属[20]。这一发现表明, 在

火腿的发酵过程中, 外源微生物通过降解蛋白质的作用, 

促使抗氧化肽的形成。这些微生物在形成干腌火腿特殊风

味、滋味中起着非常重要的作用, 并有助于促进抗氧化肽

的生成, 提高火腿的营养价值。董杰等[21]从如皋火腿、金

华火腿和宣威火腿中筛选出了能够产生高活性蛋白酶的葡

萄球菌。潘明[22]从如皋火腿的表面霉菌中筛选出了能产生

高活性蛋白酶和脂肪酶的黄青霉。这些研究结果表明, 不

同类型的微生物在发酵肉制品中均可以产生多种蛋白酶, 

有助于抗氧化肽的形成。值得注意的是, 干腌火腿的加工

环境和加工工艺也会显著影响其微生物多样性。然而, 目

前国内外的研究中, 对干腌火腿外源微生物与活性肽形成

之间的关系研究相对较少, 而且对于外源微生物、内源酶

和蛋白质之间的相互作用机制也缺乏深入的研究。因此, 

未来研究中, 微生物对干腌火腿活性肽形成的影响将成为

一个重要的研究方向, 有助于更全面地理解干腌火腿制备

过程中微生物、酶和蛋白质之间的复杂相互作用关系, 同

时有助于进一步提高火腿的品质和营养价值。 

2  抗氧化肽的制备方法 

制备生物活性肽的方法有很多, 主要分为溶剂提取

法、降解法和合成法[41‒42]。溶剂提取法一般选用盐酸或磷

酸盐缓冲溶液进行提取。降解法可以进一步分为发酵法和

酶解法。发酵法涉及微生物发酵, 产生具有生物活性的肽。

酶解法则使用特定酶来降解蛋白质, 产生生物活性肽。合

成法可以分为化学合成法和合成生物法。化学合成法通常

使用固相合成法, 通过逐步添加氨基酸来构建目标肽。合

成生物法涉及基因工程技术, 通过构建基因工程菌, 合成

生物活性肽。目前, 常用于制备干腌火腿活性肽的方法为
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溶剂提取法和酶解法。 

2.1  溶剂提取法 

溶剂提取法是一种选择合适溶剂将目标化合物从样

品中提取出来的方法, 这种方法具有操作简单、高效快速

以及相对低成本等优势。然而, 溶剂提取法也存在一些劣

势, 如原料肽含量要求高、非特异性提取等。因此, 在使

用溶剂提取法时, 需要仔细考虑样品的特性和目标化合物

的性质, 以确保获得高质量的提取物。 

ESCUDERO 等[16]使用了 0.01 mol/L 盐酸溶液从西班

牙火腿中提取分离了生物活性肽, 并发现其具有抗高血压

和抗氧化活性。祝超智[7]也选择了盐酸作为提取液, 从金

华火腿中获取得到抗氧化肽, 并发现强酸条件会影响抗氧

化肽的活性。此外, 有研究人员选择使用磷酸缓冲液提取

干腌火腿中的活性肽。吴宝森[13]使用了磷酸缓冲液提取诺

邓火腿的粗肽, 体外抗氧化实验表明诺邓火腿的粗肽具有

一定的抗氧化活性; WANG 等[43]使用磷酸缓冲液提取宣威

火腿、金华火腿和羊肉火腿的粗肽, 并进行了体外抗氧化

实验。研究结果显示, 不同火腿样品中的肽具有不同的抗

氧化性能, 其中, 羊肉火腿肽对 Fe2+的螯合能力最强, 金

华火腿肽对 2,2’-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑啉-6-磺酸)二

铵 盐 [2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

ammonium salt, ABTS]和 1,1-二苯基 -2-三硝基苯肼

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基的清除能力最

强。这种差异可能是因为不同加工方法导致火腿品质存在

较大差异, 因此相同的提取液对不同火腿中抗氧化肽的提

取效果会有显著差异。 

不同提取液也可能会对火腿的粗肽提取率及抗氧化

活性产生影响。席丽琴等[44]研究发现, 磷酸法提取得到的

西式发酵火腿粗肽质量及含量均要高于盐酸法提取得到

的粗肽。此外, 结合体外抗氧化能力的测定, 可以得出磷

酸法提取得到的粗肽抗氧化能力更强。胡亚亚等[45]的研

究也证明了相较于盐酸提取法, 磷酸盐提取法可以从金

华火腿中提取更多的抗氧化肽。因此, 选择合适的提取液

以及了解原料的特性对于有效提取和应用抗氧化肽非常

重要。 

2.2  酶解法 

酶解法是一种利用特定蛋白酶催化, 使特定蛋白质

或多肽中的肽键断裂的方法。这种方法具有特异性强、反

应条件温和等优点。目前, 用于生产抗氧化肽的酶有多种, 

常见的包括胃蛋白酶、胰蛋白酶、碱性蛋白酶等。不同的

酶具有不同的酶切位点, 所产生的肽段的抗氧化活性也不

同。因此, 在生产抗氧化肽时, 可以选择适当的酶来实现

特定的酶解效果, 以获得具有期望功能的肽段。 

目前对于火腿酶解的研究主要集中在由此产生的风

味物质, 而运用酶解法制备火腿抗氧化肽的研究相当有

限。陈黎洪等[46]通过中性蛋白酶和风味蛋白酶对金华火腿

进行了酶解, 获得了具有抗氧化活性的多肽; HU等[15]使用

胃蛋白酶和胰蛋白酶对宣威火腿进行酶解, 获得了具有抗

氧化活性的多肽。因此, 酶解法可能会成为一种生产抗氧

化肽的新手段。此外, 利用酶解法还能够将火腿废弃物加

工成活性肽, 以提高其应用潜力及经济价值。 

然而, 该方法也面临一些挑战, 如酶解反应对于环境

要求较高、抗氧化肽的活性与酶解条件的关系复杂等。因

此, 对于以酶解法制备抗氧化肽的研究仍需进一步深入。 

2.3  新兴技术在生物活性肽制备中的应用 

除了传统的溶剂提取法和酶解法之外, 近年来出现

了一些新技术, 如高静水压(high hydrostatic pressure, HHP)

和脉冲电场(pulsed electric fields, PEF), 用于生物活性肽的

制备。HHP 是一种非热技术, 它通过快速施加等静压(通常

为 100~1000 MPa)到液体或部分液体产品上。有研究建议

使用 HHP 技术从多种食品副产品中生成生物活性肽[47]。

例如, ALVAREZ 等[48]利用 HHP 技术成功将 82%的血红蛋

白分解为平均大小为 3.2 kDa 的抗氧化肽。PEF 是一种非

热程序, 已广泛用于灭活液体和半液体食品中的微生物和

酶, 同时也可用于提高食品和营养品行业的提取效率。通

过这种方式, PEF 技术可以提高蛋白质对酶水解的敏感性。

实际上, 经过 PEF 处理的 β-乳球蛋白通过改善活性位点的

诱导亲核酶作用, 从而改善了生物肽的生成[49]。 

3  抗氧化肽的分离纯化与鉴定 

分离纯化与鉴定对于抗氧化肽的研究十分重要, 只

有明确肽的组成, 对抗氧化肽的结构及作用机制的研究才

有意义。从火腿中分离得到的抗氧化肽含有大量肽段, 其

结构与组成十分复杂, 且其中存在很多相对分子量相近的

肽段, 给肽的分离纯化造成很大的困难。随着研究领域的

不断扩展和科技的不断进步, 出现了越来越多的分离纯化

技术和鉴定方法, 这些方法为多肽研究提供了新的工具和

途径。由于多肽的性质受到提取方法和原材料差异的影响, 

因此多肽的性质在不同实验应用中呈现出多样性。在这种

情况下, 研究人员需要根据多肽的特定理化性质, 如相对

分子质量、亲水性和疏水性等, 来选择适当的分离和纯化

策略。此外, 高科技手段如质谱分析等也逐渐被引入到多

肽研究中, 以更准确地鉴定和表征多肽的结构和性质[50]。

这些进展有望加速多肽研究的进程, 并促进其在不同领域

的应用。目前, 常用的多肽分离纯化法主要有超滤法、凝

胶层析色谱法、离子交换色谱法、反相高效色谱法、双水

相萃取法等, 不同方法的优缺点如表 2 所示。常见的结构

鉴定法有质谱法、圆二色谱法和核磁共振法等。不同结构

鉴定方法的侧重点有所不同, 在实际应用中, 应根据需要

采取合适的鉴定手段。 
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表 2  不同分离纯化活性肽方法的优缺点 
Table 2  Advantages and disadvantages of different methods for isolation and purification of active peptides 

分离纯化法 优点 缺点 

超滤法 时间短、产量高、回收率高 产生浓差极化现象 

凝胶层析色谱法 洗脱条件温和、不影响分离物质的性质 产率低、时间成本高 

离子交换色谱法 能够分离阳离子或阴离子肽 选择性低、柱效低、易膨胀 

反相高效液相色谱法 分离短肽方面展现出巨大的潜力 溶剂浪费严重、成本高 

双水相萃取法 快速、廉价、低毒性和生物相容性高 含有大量聚合物和盐、易乳化 

双水相浮选法 高选择性、规模化、低毒性、高效率 含有大量聚合物和盐 

 

3.1  抗氧化肽的分离纯化 

3.1.1  超滤法 

超滤法是一种常用于分离小分子物质的膜分离技术。

这种技术利用超滤膜, 通过施加压力差, 使溶质和溶剂通

过膜, 从而实现对不同分子量物质的分离, 具有操作方便

简单、能较好地保持抗氧化肽的性能及活性等优势。柯虹

乔[51]采用超滤法, 从金枪鱼水解液中分离得到了分子量分

别为 1、3、5 和 8 kDa 的多肽组分, 这些分离得到的多肽

组分在抗氧化活性方面均表现出显著强于水解液的特性。

这说明超滤法能够有效提高抗氧化肽的活性。然而, 超滤

法还存在选择性受限、无法分离相似分子量抗氧化肽的劣

势, 因此未来超滤技术的研究应集中在对新型膜材料和新

型超滤技术的研发。 

3.1.2  凝胶层析色谱法 

凝胶层析色谱法是一种基于分子在凝胶中的渗透能

力和排除作用, 从而实现对混合物中不同分子量大小分离

的技术。XING 等[27]运用 Sephadex G-25 凝胶色谱柱对宣

威火腿的抗氧化肽进行分离并进行活性的测定, 发现第 3

组分具有显著高于谷胱甘肽的抗氧化能力。ESCUDERO

等[16]用 Sephadex G-25 凝胶色谱柱分离西班牙干腌火腿的

肽提取物, 分离得到 3 个组分。结果表明, 这 3 个组分均

具有抗高血压活性和抗氧化活性, 且不同组分的抗氧化肽

活性存在一定差异。 

3.1.3  离子交换色谱法 

离子交换色谱法是一种通过离子交换作用实现溶液

中离子分离的层析技术。该技术利用具有离子交换功能的

固定相 , 通过与样品中的离子相互作用 , 实现分子的分

离。在 WANG 等[52]研究中, 采用 DEAE-52 纤维素阴离子

交换柱对 1 kDa 以下的斑鲨肌肉水解肽进行了分离, 最终

获得了 5 个不同的组分。其中, 第 4 个组分对 DPPH 自由

基的清除能力最强。 

3.1.4  反相高效液相色谱法 

反相高效液相色谱法是一种常用于多肽分离和分析

的方法, 其基本原理是利用多肽分子的极性差异在反相柱

上进行分离。通常, 非极性或弱极性的多肽分子会与 C18

柱上的填料相互作用, 从而导致它们在柱上停留时间较长, 

而极性的多肽分子则会停留时间较短, 从而实现多肽的分

离和纯化[53]。反相高效液相色谱法一般用于分离纯化后期

的抗氧化肽进一步提纯, 为后续的组分鉴定提供有力的支

持。姜海洋等[54]用凝胶层析法分离从牦牛骨提取的抗氧化

肽, 将抗氧化活性最强的组分通过反相高效液相色谱法进

一步纯化得到单一组分。BOUHALLAB 等[55]用反相高效液

相色谱法分离酪蛋白水解肽, 得到了 4 种具有活性的小肽, 

其分子量分布在 500~800 Da 范围内。尽管这 4 种肽的性质

接近, 但反相高效液相色谱法可以很好地分离不同的小肽。 

3.1.5  双水相萃取法 

双水相萃取是一种液-液分馏技术, 作为一种温和快

速的分离提纯法被广泛应用在各种生物大分子的提取分离

中。它是由两种化学性质不同的水溶性聚合物(通常是聚乙

二醇)和盐溶液(硫酸盐、磷酸盐或柠檬酸盐等)组合而成, 

形成两个不相溶的富水相并利用待分离物质在两相间分配

系数的差异进行物质分离与纯化的技术[56]。与其他分离提

纯的方法相比, 双水相萃取法具有选择性强、操作便利、

低毒性和生物相容性高的特点[57]。JIANG 等[58]利用聚乙二

醇-丙二醇-单丁醚/磷酸盐组成的双水相体系从乳清蛋白的

酶解产物中得到抗氧化肽。JIANG 等[57]利用 2-丙醇/磷酸

二氢钠组成双水相体系实现从乳清蛋白的水解液中获得抗

氧化肽, 还基于该双水相体系首次开发双水相浮选法, 用

于提取抗氧化肽, 且来源于双水相浮选的抗氧化肽活性优

于双水相萃取所提取的抗氧化肽。 

3.1.6  纯化技术的创新发展 

为了在工业生产中实现更高的产量和更低的成本 , 

人们开发了新技术来分离和纯化生物活性肽, 其中包括亚

临界萃取。亚临界水水解是一种创新的生物活性肽提取方

法。该方法利用亚临界状态下水的温度和压力接近临界点, 

使水的介电常数降低, 类似于有机溶剂。ALVAREZ 等[48]

使用这种方法成功分离并获得了具有抗氧化活性的猪血蛋

白肽。 

3.2  抗氧化肽的结构鉴定 

3.2.1  质谱法 

质谱法是一种高度精密的分析技术, 通过将多肽分

子转化为离子并进行质谱分析, 可以提供详细的分子结构
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和相对丰度信息[59]。该方法具有许多优势, 包括高分辨率、

准确的质量测定和能够获得多肽的氨基酸序列和一级结构

信息。然而, 它也有一些限制, 对数据库的依赖性强。质

谱法通常需要将实验结果与已知的蛋白质数据库进行比对, 

以确定多肽的序列[56]。尽管如此, 质谱法仍然是多肽分析

的重要工具, 特别是在研究抗氧化肽的序列和结构时, 它

可以提供有关多肽的重要信息, 有助于深入理解它们的生

物活性和应用潜力。杨天志等[12]以金华火腿为研究对象, 

借助 Q-Exactive Plus 质谱仪对从液相色谱分离出的多肽组

分进行分析。在此研究中, 确定了 3 条具有抗氧化活性的

多肽序列。吴宝森[13]利用凝胶层析柱对诺邓火腿粗肽液进

行纯化分离, 通过基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法

对抗氧化活性最强的组分进行深入分析, 最终获得了 8 条

抗氧化肽序列。 

3.2.2  圆二色谱法 

圆二色谱法是目前应用最广泛的测定多肽二级结构

的方法, 对进一步了解多肽构象与活性之间的关系具有重

要作用。JIA 等[60]采用圆二色谱法对从文蛤里分离出来的

3 种抗氧化肽(Mmp4、Mmp11 和 Mmp19)进行结构鉴定, 结

果表明, Mmp4 主要为 β-折叠, Mmp11 和 Mmp19 为无规则

卷曲。JIANG 等[61]采用圆二色谱法对从玉米蛋白水解物中

纯化出来的抗氧化肽 AGLPM 和 HALGA 进行结构鉴定, 结

果表明这两条多肽主要为无规则卷曲和低程度的 α-螺旋。 

3.2.3  核磁共振法 

核磁共振法是一种基于原子核的物理现象的谱学技

术, 广泛用于研究分子的结构、动态行为和相互作用, 它

能够提供有关分子内部构建和相互关系的详细信息。

WANG 等[62]的研究采用核磁共振技术对核桃抗氧化肽的

组成及其抗氧化活性进行分析。研究结果表明, 核桃抗氧

化肽中的色氨酸残基是唯一在 ABTS 阳离子自由基处理后

发生明显变化的残基。这一发现与核桃抗氧化肽的潜在抗

氧化性能有关, 说明色氨酸残基在核桃抗氧化肽的抗氧化

过程中扮演了重要角色, 揭示了核磁共振表征的结构和氧

化反应产物可以用来探索食物来源肽的抗氧化机制。 

总体而言, 抗氧化肽的结构与其活性息息相关。然

而, 目前众多鉴定多肽结构的方法均很难准确地鉴定出

多肽的具体构象, 因此鉴定多肽的结构仍旧是未来多肽

研究的关键。 

4  抗氧化肽的作用机制 

抗氧化肽具有多种途径来保护细胞和生物分子免受

氧化应激的损害。这些途径包括捕捉自由基、清除氧化物

质、抑制氧化反应等。抗氧化肽的活性与其分子量、氨基

酸序列和氨基酸种类密切相关。此外, 研究表明抗氧化肽

可以通过调控多个信号通路来维持细胞内的氧化平衡, 从

而在一定程度上保护机体免受氧化应激的损害。 

4.1  抗氧化肽的特征 

4.1.1  分子量 

目前, 大多数已知的抗氧化肽通常含有 2~20 个氨基

酸残基的分子且分子量小于 6000 Da[63]。MORA 等[64]采用

尺寸排阻色谱法从西班牙干腌火腿中分离得到 93 条抗氧化

肽, 主要是由 5~20 个氨基酸组成, 且分子量在 400~2500 Da

之间。研究表明分子量较小的抗氧化肽活性更高。LI 等[65]

发现, 与分子量高于1500 Da的肽相比, 分子量为500~1500 Da

的玉米麸质水解产物衍生的肽具有更高的抗氧化活性。这

些研究均表明, 分子量较小的肽通常具有更高的抗氧化活

性。这可能是由于分子量大小影响了抗氧化肽转移到靶点

的途径。一般而言, 分子量较小的抗氧化肽更容易穿越胃

肠屏障, 进入血液循环, 以促进其在组织水平的生物利用

度[66]。此外, 研究表明相较于蛋白质和单一氨基酸, 含有

2~6 个氨基酸的肽更容易被吸收[67]。 

4.1.2  氨基酸的组成和序列 

部分游离氨基酸表现出一定抗氧化活性, 其活性从

大到小的顺序为色氨酸、酪氨酸、蛋氨酸、半胱氨酸、组

氨酸、苯丙氨酸, 其余氨基酸没有抗氧化活性[68]。尽管它

们表现出一定的抗氧化活性, 目前尚未发现它们在食品和

生物系统中可以作为有效的抗氧化剂。此外值得指出的是, 

抗氧化肽中一些本身具有较低抗氧化活性或甚至没有抗氧

化活性的氨基酸, 在肽链的组合中可能呈现更显著的抗氧

化效果[69]。因此, 抗氧化肽的活性与氨基酸序列及组成息

息相关。 

研究表明, 含有芳香族氨基酸的肽具有较强的抗氧

化能力, 这可能是因为 R 基团中的咪唑环具有供氢能力、

脂质过氧自由基捕集能力和螯合金属离子能力 [70]。

RAJAPAKSE 等[71]研究发现, 组氨酸的含量能够影响抗氧

化肽螯合金属的能力, 且当组氨酸位于 N 端时, 其螯合能

力最强。为了进一步了解组氨酸对肽抗氧化活性的影响, 

CHEN 等[72]从大豆蛋白水解产物中分离的五肽 LLPHH 为

基础, 设计合成 28 个抗氧化肽。结果表明, Pro-His-His 表

现出更高的抗氧化能力, 为肽的特定氨基酸序列对其性质

的影响提供了依据。此外, 在 C-末端具有 Trp 和 Tyr 残基

的肽可以发挥强大的自由基清除活性[73]。 

一般而言, 含有疏水性氨基酸的肽具有潜在的抗氧

化活性, 这可能是因为疏水性氨基酸与脂质分子相互作用

时 , 捕获脂质自由基 , 从而降低氧化反应的速率。如

OHATA 等 [74]对含有两个连续疏水性氨基酸的抗氧化肽

GYP 进行研究, 发现这种肽在 100 mmol/L 的浓度下, 羟自

由基清除率高达 97.6%。而 GLAGA[16]、 IEAEGE[73]、

DLEE[11], 这些来源于动物蛋白的抗氧化肽, 均含有超过

一半的疏水性氨基酸。然而, 仅凭借这一点来判断肽是否

具有潜在的抗氧化活性并不可靠。有研究发现, Ala-His 二

肽并没有抗氧化活性[75]。 
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4.2  抗氧化肽与氧化应激通路 

随着研究的深入, 人们发现当活性氧在机体内大量

堆积时, 会引发细胞凋亡和损伤, 导致人体许多慢性疾病

的产生。而抗氧化肽能够有效地清除自由基, 减少活性氧

对细胞的损伤。大量研究表明, 抗氧化肽可以通过多个细

胞通路来抑制氧化应激, 从而有效地保护机体[76]。目前, 

主要与氧化应激相关的细胞通路有 Nrf2-keap1 信号通路、

MAPK 信号通路。 

4.2.1  Nrf2-Keap1 信号通路 

Nrf2-Keap1 通路是一种重要的细胞信号传导途径 , 

其功能是调节细胞对氧化应激的反应, 以维持细胞内的氧

化平衡, 主要组成有 Nrf2(核因子-第二类 NF-E2 相关因

子)、Keap1(抗氧化应激调控蛋白 1)和 ARE(抗氧化应激元

素)[77]。Nrf2被认为是一种转录因子, 主要存在于细胞质中, 

负责调控一系列抗氧化基因的表达。与其结合的Keap1, 除

了充当负调控蛋白, 还是感知氧化状态的感应器。在正常

的生理条件下, Nrf2 与 Keap1 通过相互作用, 将 Nrf2 导向

泛素化降解途径, 阻止其进入细胞核, 从而维持 Nrf2 的稳

定性。然而, 当细胞面临氧化应激时, Keap1 的构象发生改

变, 导致其无法有效地抑制 Nrf2。这使得 Nrf2 能够逃脱

Keap1 的抑制, 进入细胞核。一旦 Nrf2 进入细胞核, 它会

与 ARE 结合, 激活与 ARE 关联的抗氧化基因的转录。这

些基因编码的蛋白质包括谷胱甘肽过氧化物酶、超氧化物

歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶(catalase, 

CAT)等抗氧化酶, 这些酶能够清除细胞内的自由基, 减轻

氧化应激, 维持细胞内的氧化平衡。图 1 展示了在抗氧化

肽作用下 Nrf2-Keap1 的信号调节途径。 

研究表明, 抗氧化肽能够通过促进 Nrf2 的活性上调, 

有效地缓解氧化应激引起的细胞或生物体损伤, 进而对多

种疾病的发生产生正面影响。WANG 等[78]发现从甲鱼蛋白

中获取的抗氧化肽 EDYGA 可以与 Keap1 蛋白中的 Kelch

结构域特异性结合, 从而引发了细胞内抗氧化基因的表

达上调, 有助于降低机体内的氧化应激损害程度。王婷

婷[79]采用酶解海参获得两条抗氧化肽 WWGP 和 APGY, 

均可与 Keap1 直接结合, 从而使得 Nrf2 进入细胞质, 改善

氧化应激造成的细胞损伤。 

4.2.2  MAPK 信号通路 

MAPK 信号通路是一种重要的细胞信号传导途径, 广

泛参与调控细胞的生理过程。MAPK 信号通路主要有 3 个

分支: ERK、JNK、和 p38 激酶, 其中 ERK 信号通路可以通

过激活转录因子, 如 AP-1, 来调节抗氧化基因的表达[80]。此

外, ERK 也能影响 Nrf2 的活性, 从而提高细胞的抗氧化能

力。WANG 等[81]研究发现抗氧化肽 DHNNPQIR-NH2 能够

通过抑制 MAPK 通路来预防和治疗肺纤维化。ZHANG 等[82]

研究发现抗氧化肽 YWDHNNPQIR 能够抑制 MAPK 信号

通路, 从而缓解尿病肾病小鼠的氧化应激。 

 

 
 

图 1  抗氧化肽作用下 Nrf2-keap1 的信号调节途径 

Fig.1  Signaling regulation pathway of Nrf2-keap1 under the action of antioxidant peptides 
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5  结束语 

综上所述, 干腌火腿抗氧化肽的形成、提取纯化、鉴

定方法及作用机制方面均有大量的研究成果。但此领域的研

究仍然存在一些问题有待解决, 同时这些亟待解决的问题

也是抗氧化肽未来的研究趋势: (1)微生物对活性肽形成的

作用机制尚不明确, 干腌火腿中的微生物对抗氧化肽形成

的影响鲜有文献报道。(2)提取纯化干腌火腿的抗氧化肽仍

面临困难, 常用的色谱分离法存在成本高、效率慢等劣势。

对此, 开发低成本、高效率的提取纯化法对抗氧化肽的生产

应用显得尤为重要。(3)对抗氧化肽的结构研究不足, 目前大

部分文献仅阐述肽的一级结构对抗氧化活性的影响, 尚未

清楚的揭示抗氧化肽的二级、三级结构对活性的影响。这些

结构与活性之间的关系会成为未来研究抗氧化肽的重点和

难点。(4)针对抗氧化肽之间的协同作用尚未明确。因此, 有

必要采用蛋白组学技术, 研究同源抗氧化肽的相互作用。 
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