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苦味肽抗氧化活性延长食品保鲜 
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摘  要: 目的  探究苦味肽延长食品保鲜的抗氧化活性。方法  研究乳胶珠吞噬细胞的吞噬能力的变化, 以

此来分析苦味肽的免疫功能。通过 2, 2, 1-二苯基-1-吡啶酰肼(DPPH)自由基清除、还原力以及金属螯合活性测

定来评定苦味肽的抗氧化能力。在保鲜测试中、分析苦味肽对总羰基和巯基的影响来探究苦味肽对冷藏期间

的样品组织是否具有抗氧化作用。最后再通过对样品使用扫描电镜(scanning electron microscopy, SEM)来进一

步分析苦味肽对肌肉蛋白质在整个氧化过程中结构稳定性的影响。结果  苦味肽会增加吞噬细胞吞噬乳胶珠, 

表明苦味肽增加非特异性免疫功能; 苦味肽具有显著的 DPPH 自由基清除活性, 降低了铁离子的氧化能力和

金属螯合能力; 扫描电镜结果显示, 在苦味肽处理的样品上组织结构的变形较小并且蛋白质的降解较少, 而

对照组(仅水处理)的样品明显可以观察到其肌肉蛋白失去了原有的有序结构。结论  冷藏前用苦味肽处理去

皮虾样品能有效减少羰基衍生物和自由巯基的形成, 冷藏期间有助于样品的肌原纤维蛋白结构的稳定, 表明

苦味肽也有益于海洋食物的保鲜。 
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ABSTRACT: Objective  To explore the antioxidative activity of bitter peptide in prolonging food preservation. 
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Methods  The changes of phagocytic ability of phagocytic cells of latex beads were studied to analyze the immune 

function of bitter peptides. The antioxidative capacity of bitter peptides was evaluated by measuring 2, 2, 

1-diphenyl-1-pyridylhydrazine (DPPH) radical scavenging, reducing power, and metal chelation activity. In the 

freshness test, the effects of bitter peptides on the total carbonyl and thiol groups were analyzed to investigate 

whether bitter peptides have an antioxidant effect on the sample tissue during cold storage. Finally, the effect of bitter 

peptides on the structural stability of muscle proteins during the entire oxidation process was further analyzed by 

using scanning electron microscopy (SEM) on the samples. Results  The bitter peptide increased the phagocytic 

cells phagocytosis of latex beads, indicating that the bitter peptide increased non-specific immune function; the bitter 

peptide had significant DPPH free radical scavenging activity, which reduced the ability of iron ion oxidation and 

metal chelation; scanning electron microscope results showed that the bitter peptide-treated samples, the tissue 

structure was less deformed and the protein was less degraded, while in the control group (water-only) samples, it 

was obvious that the muscle protein lost its original ordered structure. Conclusion  Treating peeled shrimp samples 

with bitter peptides before refrigeration can effectively reduce the formation of carbonyl derivatives and free 

sulfhydryl groups, and help stabilize the myofibrillar protein structure of the samples during refrigeration, indicating 

that bitter peptides are also beneficial for the preservation of marine foods. 

KEY WORDS: bitter peptide; myofibrillar protein; antioxidant; preservation 
 
 

1  引  言 

由于广泛用于控制水生病原体或疾病的抗生素很容

易进入食物链, 化学防腐剂也引起消费者越来越多的关注, 

寻找绿色安全的抗病、保鲜方法刻不容缓。由于可能伴随

的免疫和抗氧化功能, 寻找一些可食用的具有这种双重功

能的天然物质是很重要的, 特别是蛋白多肽、寡肽。食品

中的蛋白质氧化是直接影响食品质量的因素之一, 它主要

与风味和质地的变化有关, 有时还会产生致癌化合物[1]。

由于富含蛋白质, 虾是受蛋白质氧化影响最大的食物之一, 

限制了其储存时间从而影响其营销和分销[2]。虾中的蛋白

质氧化导致蛋白质的物理化学变化, 包括蛋白质溶解度和

功能性的变化、酶活性的丧失、氨基酸结构的变化和蛋白

质消化率的降低, 这些变化导致虾质量的大量损失[3]。鲜

虾肌肉蛋白的肌原纤维蛋白更容易受到蛋白质氧化的影 

响[4]。有更多的活性物质, 包括超氧化物(O2•
-)、氢过氧化

物(HO2•)、羟基(OH•)自由基和非自由基物种(过氧化氢、

单线态氧、过氧亚硝酸盐、次氯酸、臭氧、高价肌红蛋白

物种和减少的物质)过渡金属促进食物中的氧化修饰[5]。虽

然合成抗氧化剂如丁基化加氢苯甲醚(butylated hydroxy 

anisole, BHA)和丁基化加氢甲苯 (butylated hydrotoluene, 

BHT)具有保护食品系统免受自由基侵害的高能力。然而长

期使用这些合成抗氧化剂被证明是对人类有毒的[6,7]。如今

许多研究人员正试图从食物和香料等自然资源中寻找天然

抗氧化剂[8]。来源于食品的蛋白质水解产物和肽已经显示

出有潜在的抗氧化活性, 并且他们可以被认为是合成抗氧

化剂的理想替代物[911]。由于氨基酸组成、序列和分子量

的原因, 苦味肽可以发挥多种生理作用, 如抗高血压、抗

菌、抗血栓、降胆固醇和抗氧化作用, 这就是他们被称为

生物活性肽的原因[1214]。苦味肽也被证明具有有效提高鱼

类免疫力的特殊潜力[15], 理论上是因为鱼皮、肠和其他器

官中广泛存在的苦味受体, 可刺激 Ca2+流动并杀死病原 

体[1618]。非哺乳动物的适应性免疫系统尚未完全开发, 因

此先天免疫为当今水产养殖中的密集鱼类养殖提供了一种

有吸引力的防范病疫的方法。进化而训练有素的先天免疫

力对所有病毒和细菌疾病有抵抗力并且大多数由多糖组成

的先天免疫增强剂都有利于养殖鱼类[19]。 

苦味肽具有提高免疫, 特别是先天性免疫, 可以部分

替代抗生素, 还可以用于食品保鲜。蛋白在水解过程中会

产生苦味物质, 产生水解产物苦味的肽称为苦味肽。穆雷

和贝克是最早解决加工食品苦味的人, 他们观察到乳清蛋

白和酪蛋白的水解产物会产生苦味, 这种苦味可以通过活

性炭处理来减少[20]。这些苦味肽通常每分子含有 2~20 个

氨基酸残基, 在食品加工过程中或在胃肠道消化过程中酶

解后释放。本研究描述了苦味肽的制备方法及其感官评定, 

并进一步探索苦味肽抑制蛋白质氧化、保持冷藏的虾仁保

鲜效果以及在用苦味肽处理时, 在电镜下观察鲜虾肌原纤

维蛋白受蛋白质氧化的影响, 以期为苦味肽在食品保鲜中

的运用提供科学依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

自然捕捞的鮸鱼: 购买于舟山东河菜场, 用于酶解产

生苦味肽; 哈氏仿对虾: 购买于舟山超市, 由浙江海洋大
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学专业老师对哈氏仿对虾进行鉴定; 牡蛎蛋白肽: 用作水

解蛋白对照 , 青岛东易科技发展有限公司 ; 中性蛋白酶 

(50 U/mg, 酶活≥活 U/mg, 上海瑞永生物科技有限公司); 

木瓜蛋白酶(级别为 BR, 酶活力为 800000 U/g, 上海研域

生物工程有限公司); 小牛血清白蛋白(级别为 BR, 美国

Sigma 公司); 摩尔咖啡(源于巴西, 产于芬兰); 2,2-二苯基

-1-三硝基苯肼(纯度≥97.0%, 上海吉至生化科技有限公

司); 盐酸、氢氧化钠、含氯化钾顺丁烯二酸酯、磷酸缓冲

液(phosphate buffer saline, PBS)、乙醇(分析纯, 国药集团)、

戊二醛、抗坏血酸、没食子酸、乙二胺四乙酸(ethylene 

diamine tetraacetic acid, EDTA) (分析纯, 淮南市科迪化工

科技有限公司)。 

2.2  仪器设备 

Helios DualBeamn 扫描电镜(美国赛默飞世尔科技公

司); DGJ-10E 冷冻干燥机(上海博登生物科技有限公司); 

Sigma 3-16L 高速离心机(美国 Sigma 公司); BSA124S-CW

电子天平(德国赛多利斯集团); HH-S4 恒温水浴箱(郑州紫

拓仪器设备有限公司); MIK-pH 8.0 pH 值测定器(杭州美控

自动化技术有限公司); DHG-9030A 烘箱(郑州科达机械仪

器设备有限公司)。 

2.3  苦味肽制备与感官评定 

本地鮸鱼(Michthysmiiuy)购于舟山东河菜场, 用于酶

解产生所需苦味肽。称取 100 g 鱼肉切成小块放入 900 mL

去离子水中, 混匀。在 95 ℃水浴中保温 5 min, 灭活鱼样

品中的内源性酶。参与筛选的蛋白酶按 10000 个酶单位的

比例分别添加到各自的底物溶液 , 用 2 mol/L 盐酸或     

2 mol/L NaOH 标准溶液按调整样品的 pH 值至最佳酶解

pH。在 50 ℃下酶解 2 h, 于 95 ℃灭活 15 min。酶解液灭

活后 10000 r/min 下离心 10 min, 收集上清液进行感官评

定。采用摩卡商品咖啡(咖啡因)作为苦味溶液的参考标准, 

配制溶液浓度范围 4~32 mg/mL, 浓度梯度为 4 mg/mL。设

定浓度最高的咖啡溶液(32 mg/mL)感官评分值为满分 10

分, 随咖啡溶液浓度的降低, 评分值逐一递减。即浓度为 

4 mg/mL 时, 分值为 3 分, 以饮用水作为零参比, 分值为 0

分。不同酶解溶液产生苦味肽的苦味度按照咖啡因苦味的

标准曲线而确定。挑选 10 名具有感官评定经验的食品科

学专业学生作为本实验的感官评定[21], 感官分析是以摩卡

咖啡制备标准苦味液。将适量的摩卡咖啡溶于蒸馏水中, 

制成 4、8、12、16、20、24 mg/mL 标准溶液。训练有素

的小组成员对标准溶液进行了鱼肉水解液的测试, 并对鱼

肉水解液的苦味进行了评分。 

2.4  苦味肽抗氧化性研究方法 

2.4.1  通过自由基清除、还原力和金属螯合活性对照试验 

通 过 2,2- 二 苯 基 -1- 三 硝 基 苯 肼 (2,2-diphenyl-1 

-picrylhydrazyl, DPPH)自由基 DPPH 自由基清除能力按照

Naitani 等[22]所述方法进行, 并进行了一些修改: 将 3.9 mL 

DPPH(0.075 mm)与 100 μL 不同浓度(0.1、0.2、0.3、0.4、

0.5 和 0.6 mg/mL)苦味肽溶液混合。然后将混合物在室温

下孵育 30 min。之后, 在 515 nm 处记录反应混合物对空白

溶液的吸光度。DPPH 自由基清除活性的抑制百分比(i%)

根据以下方程式计算: 

i%=[(Ablank-Asample)/Ablank]×100 
其中 Asample是样品溶液的吸光度, 而 Ablank是空白溶液的吸

光度(包含除测试样品之外的所有试剂)。 

2.4.2  电镜下观察鲜虾肌原蛋白结构对照试验 

按照 Shi 等[3]所述方法制备肌原纤维蛋白(myofibrillar 

protein, MFP), 并做了一些改动: 将每份 5.0 g 的样品切碎, 

并在 10 倍体积的冰冷缓冲液(pH 7.0, 含有 0.05 moL/L 氯

化钾的 20 mmoL/L Tris-顺丁烯二酸酯)中, 于 0~4 ℃下均

化 60 s。将得到的匀浆在 4 ℃下以 10000 r/min 离心 10 min, 

并弃去上清液。后收集沉淀, 重悬于相同的缓冲液中, 然

后再次提取。经过 2 次匀浆与离心循环后, 将得到的沉淀

物加入 10 体积的相同冰冷缓冲液中。然后将混合物匀浆, 

并在 4 ℃以 6000 r/min 离心 10 min。上清液为肌原纤维蛋

白溶液, 并置于 0~4 °C 下, 于 1 h 内使用, 用于后续分析。 

将 用 于 扫 描 电 子 显 微 镜 (scanning electronic 

microscopy, SEM)的 MFP 样品置于到铜栅上, 置于 4 ℃, 

在 0.1 mol/L 浓度 pH 7.2 的磷酸缓冲盐溶液(phosphate 

buffer saline, PBS)中, 使用 2.5％(V:V)戊二醛进行化学固

定。然后在室温下, 将样品用 1.0％(W:V)的四氧化后固定 

1 h。在 50 mmoL/L 浓度 pH 7.2 的 PBS 中洗涤 3 次后, 将

固定的 MFP 在不同浓度梯度的乙醇(30%、50%、60%、70%、

80%、90%、95%和 100%)中脱水 15 min。之后, 将脱水的

肌肉组织在 50 ℃的烤箱中, 干燥 1 h, 以去除乙醇残留, 

然后使用冷冻干燥机进行冷冻干燥, 之后使用电子显微镜

在 20 kV(1000 X)的电压下观察。 

3  结果与分析 

3.1  感官评定 

人体皮肤和大多数内脏器官的上皮以及大多数白细

胞, 如中性粒细胞, 表达苦味受体, 如 T2R38, 通过具有苦

味的分子对苦味受体的激活 , 从而增加细胞内钙浓度

[Ca2+], 随后典型的 T2R 信号级联放大, 然后这种白细胞

的增殖, 导致其中一个结果是杀死大量的细菌病原体[23]。

然而, 苦味肽在自然界不是大量存在, 但可能以许多不同

形式存在, 或者在我们的饮食中的不同阶段通过不同结构

表现出来。氨基酸长度也可能影响苦味的强度, 但胃蛋白

酶已被视为消化鱼类蛋白质到约 50 个氨基酸的决定性酶, 

已被证明是最苦的[15], 这可能是数学上的最佳数量, 并对

免疫刺激和抗氧化都有作用。 

不同酶解溶液产生苦味肽的苦味度按照摩卡咖啡标
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准液的感官标准曲线而确定, 其中酶解溶液 1%的苦味肽

得分为 10 分, 酶解溶液 3%的苦味肽得分为 30, 感官值基

本上呈线性, 即浓度越高, 苦味越重, 其抗氧化性越强。 

3.2  苦味肽抗氧化功能 

3.2.1  通过自由基清除、还原力和金属螯合活性对照试验 

对于抗氧化剂测定, 使用 2, 2, 1-二苯基-1-吡啶酰肼

(DPPH)自由基清除、还原力和金属螯合活性测定来评价苦

味肽的抗氧化潜力。抗坏血酸、没食子酸丙酯和乙二胺四

乙酸(EDTA)分别作为阳性对照。结果表明(见图 1), 苦味肽

的清除自由基能力与浓度呈显著正相关(P＜0.05), 苦味肽

的抗氧化活性与其浓度成正比。苦味肽与阳性对照(抗坏血

酸 )对 DPPH 自由基清除的抑制作用也有显著性差异

(P<0.05)。苦味肽具有清除自由基的能力, 即使其清除自由

基的能力不如抗坏血酸。苦味肽将 Fe3+还原为 Fe2+的能力

如图 1 所示, 结果表明苦味肽的还原能力与其浓度显著相

关(P<0.05), 即苦味肽的还原能力与其浓度成正比。苦味肽

与阳性对照 (没食子酸丙酯 )的还原力有显著性差异

(P<0.05)。 

通常血红素蛋白(血红蛋白和肌红蛋白), 脂肪和过渡

金属(铁和铜)的存在可以促进食物肌肉中的蛋白质氧化, 

并且由于腺苷降解而在死后形成过氧化氢(H2O2)。还有三

磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP), 因为肌球蛋白在运

动和 ATP 水解中起重要作用。H2O2 可以改变(芬顿反应)

成为羟基自由基 , 它更具反应性 , 可以攻击任何生物分

子。此外, H2O2可以与肌红蛋白反应形成高价肌红蛋白, 他

们都具有铁活性更强的三价铁状态, 可以促进蛋白质的氧

化[24,25]。在食品系统中存在苦味肽可以通过阻止芬顿反应

发生来防止这些羟基自由基的形成。当氧化作用于肌原纤

维蛋白时, 他会破坏纤维和肌肉的结缔组织[22]。抗氧化剂

不仅保持电子状态不变, 还减少微生物群, 这些都减少了

物理结构的变化。在冷藏期间, 对照和苦味处理的样品之

间的巯基含量的显著差异可能是由经过处理的虾的食物系

统中存在苦味肽引起的 , 这些苦味肽充当氢原子的来   

源[9]。此外, 肽可以作为金属螯合剂(铁和铜), 以防止金属

催化氧化中半胱氨酸残基的快速氧化[26]。冷藏过程中硫醇

基含量的降低可归因于肌原纤维蛋白对死后氧化的敏感性, 

这是由于内源性抗氧化剂的消耗和活性物质如非氧自由基

和非自由基 (如氢的快速积累过氧化物和烷氧基过氧化

物)[27]。虾在死亡后, 食物系统中的 H2O2 由于 ATP 的降解

而增加, H2O2 可以氧化半胱氨酸残基, 其对氧化非常敏感

并导致硫醇基团的损失。此外, 在此后积累的高铁肌红蛋

白导致肌球蛋白的硫醇基团的氧化。硫醇基团的氧化导致

二硫化物交联的形成, 随后按照能量原理形成聚合蛋白

质。这个过程导致肌肉的持水能力丧失, 肌肉聚集, 从而

损失了虾肉的质量。此外, 硫醇基团的氧化导致 m-钙蛋白

酶的变性, 酶含有半胱氨酸残基并且它处理肉的嫩化, 因

此这种酶的变性导致虾肉的嫩度丧失[28]。 

 

 

 
注: A: 苦味肽清除 DPPH 活性及抗坏血酸阳性对照; B: e3+到 Fe2+

降低苦味肽的能力和阳性对照(没食子酸丙酯); C: 苦味肽的金属

螯合活性及阳性对照(EDTA)。数值是 3 次试验的平均值, 表示为

平均值±标准偏差。 

图 1  苦味肽体外抗氧化能力的测定(n=3) 

Fig.1  Determination of antioxidant capacity of bitter peptides in 
vitro (n=3) 
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对于比较苦味肽和阳性对照之间的金属螯合活性的

情况, EDTA 具有比苦味肽高得多的金属螯合活性。清除自

由基是生物系统中抗氧化剂用于抑制促氧化剂的基本机

制。抗氧化剂使用的另一种机制是将一些活性离子(铁离子

和铜离子)分别还原为反应性较低的形式(亚铁和亚铜)[6]。

另一种机制是通过螯合金属使他们不暴露于重要化合物并

引起氧化[29]。因此, 这项体外研究表明, 苦味肽具有抗氧

化活性, 主要是通过将活性金属还原为反应性较低的一种, 

并清除自由基。这种能力是由于他们具有更多氨基酸残基

和芳香族 R 基团的性质, 它能够同时提供电子和氢原子并

使其自身稳定[30]。如结果所示, 苦味肽螯合金属的能力较

弱可能是由于苦味肽的平均氨基酸组成, 其中他们由更疏

水的氨基酸组成, 不能螯合金属和酸性较弱的氨基酸如天

冬氨酸和谷氨酸[31]。 

如图 2 对肌肉结构进行观察(A、B、C 都放置 4 ℃冰

箱 12 d), 发现其中新鲜和 3%苦味肽处理的样品的 2 条带

都显得清晰和厚, 而对照和 1%苦味肽处理的样品的条带

都发生降解。与抗氧化剂和羰基和巯基测定的含量一致, 

SEM 显示在水处理的虾中 SDS-PAGE 凝胶中完全无序和

降解。上述分析结果发现水组中改变了结构, 但苦味肽阻

止了结构改变和保持了新鲜度及部分的完整结构。 

 

 
 

注: A. 自来水; B. 1%苦味肽; C. 3%苦味肽。  

 
图 2  分别用自来水和不同浓度苦味肽处理去皮虾 

Fig.2  Peeled shrimp were processed with tap water and different 
concentrations of bitter peptides 

 
3.2.2  电镜下观察鲜虾肌原蛋白结构对照试验 

我们通过扫描电镜分别对新鲜虾及苦味肽处理的虾

和对照样品(仅水处理)虾的肌肉结构进行了观察(图 3), 并

对他们进行了比较。新鲜虾的肌肉束紧密相连, 呈现出良

好的组织结构; 经水处理(对照)的样品, 其组织失鲜程度

较严重, 肌纤维的显微结构与新鲜虾相比有显著的差异, 

纤维收缩, 并有大量液体渗出, 呈晶体状, 这表明肌肉丧

失了保持水的能力, 因此在低温贮藏 12 d 时, 该结构完全

被氧化破坏; 经 1%苦味肽处理的样品, 其纤维和结缔组

织与对照组相比变化较小, 但其组织结构不如新鲜样品; 

在用 3%苦味肽处理的样品中, 肌纤维、束和肌内结缔组织

整体呈现良好状态, 并且扭曲程度最小, 说明肌肉条得到

了很大程度的保存。这表明肌肉结构并没有受到氧化的影

响, 这可能是由于苦味肽对冷藏 12 d 所提供的保护作用。 

 
 

注: A. 鲜虾(0 d); B. 对照组(4 C 储存 12 d)水处理的虾肌肉;  

C. 用 1%(w:V)苦味肽处理 30 min 的虾肌肉, 4 C 贮存 12 d; D. 用

3%(w:V)苦味肽处理 30 min 的虾肌肉, 4 C 储存 12 d, 放大 1000

倍。红色箭头表示保持形状的肌肉条纹。 

图 3  苦味肽处理的虾和对照组的虾肌肉在贮藏 12 d 后所得的扫

描电镜图像 

Fig.3  SEM images of shrimp muscle of control and bitter peptides 
treated after 12 days of chilled storage (1000 X) 

 

4  结论与讨论 

苦味肽刺激白细胞以剂量依赖性方式吞噬乳胶珠, 并

且在冷藏时显示出防止虾肌肉蛋白质氧化的高能力[32,33]。不

同酶解程度的苦味肽所含的氨基酸残基有所区别, 其呈现

苦味程度与抗氧化能力有一定关系; 在蛋白水解过程中释

放苦味, 解决苦味的问题在国内外已经有相应的研究, 但仍

然缺少工业应用性的处理方法; 开发苦味肽的价值对食品

工业至关重要, 因为苦味肽的商业化将导致鲜虾的储存时

间延长并提高其市场价值[3436]。然而在商业化之前, 仍然需

要解决苦味肽的苦味问题, 这样即使苦味肽对人类健康有

益, 也会影响产品的口感并导致食品品质下降。 
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