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超声波辅助酶解法提取鲫鱼鱼鳞抗菌肽工艺优化 

蒋慧亮 1, 吴  平 1, 刘  萍 1*, 姚媛媛 2, 张  震 1 
(1. 江苏农牧科技职业学院食品与健康学院, 泰州  225300; 2. 南京卡文思检测技术有限公司, 南京  210000) 

摘  要: 目的  优化鲫鱼鱼鳞抗菌肽的超声波辅助酶解提取工艺。方法  本研究以对大肠杆菌的抑菌圈直径

和多肽回收率为评价指标, 对比分析胃蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶和中性蛋白酶对鲫鱼鱼鳞的酶解效果, 

筛选最佳酶解用酶。通过单因素实验, 系统分析底物浓度、酶活力、酶解时间和超声波功率对鱼鳞抗菌肽提

取效果的影响, 在此基础上, 选择酶活力、酶解时间和超声波功率 3 个关键因素进行正交优化实验。结果  胃

蛋白酶为最佳酶解用酶, 在底物质量浓度 200 mg/mL、酶解时间 4 h、超声波功率 120 W、酶活力 5000 U/g 的

酶解工艺下 , 获得的抗菌肽抑菌效果最佳 , 对大肠杆菌的抑菌圈直径可达(2.66±0.66) cm, 多肽回收率为

22.52%±1.64%。结论  采用超声波辅助酶解得到鲫鱼鱼鳞抗菌肽液为后续的抗菌肽分离、纯化及提取提供了

重要的理论基础。 
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Optimization of the extraction process of antibacterial peptides from 
Carassius auratus scales by ultrasound-assisted enzymatic hydrolysis 

JIANG Hui-Liang1, WU Ping1, LIU Ping1*, YAO Yuan-Yuan2, ZHANG Zhen1 
(1. School of Food Science and Health, Jiangsu Agri-animal Husbandry Vocational College, Taizhou 225300, China;  

2. Nanjing Cavendish Testing Technology Co., Ltd., Nanjing 210000, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize ultrasonic assisted enzymatic extraction of antimicrobial peptides from 

Carassius auratus scales. Methods  In this study, the diameter of inhibition zone against Escherichia coli and 

peptide recovery rate were used as evaluation indicators. The enzymatic effects of pepsin, trypsin, papain, and neutral 

protease on Carassius auratus scales were compared and analyzed to screen the optimal enzyme for enzymolysis. 

Through single-factor experiments, the effects of substrate concentration, enzyme activity, enzymolysis time, and 

ultrasonic power on the extraction efficiency of antimicrobial peptides from crucian carp scales were systematically 

analyzed. On this basis, three key factors (enzyme activity, enzymolysis time, and ultrasonic power) were selected for 

orthogonal optimization experiments. Results  Pepsin was identified as the optimal enzyme for enzymolysis. Under 
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the enzymatic hydrolysis process with a substrate mass concentration of 200 mg/mL, enzymatic hydrolysis time of 4 h, 

ultrasonic power of 120 W, and enzyme activity force of 5000 U/g, the antibacterial effect of the obtained 

antimicrobial peptide was the best, with a inhibition zone diameter of (2.66±0.66) cm against Escherichia coli and a 

short peptide recovery rate of 22.52%±1.64%. Conclusion  The ultrasonic assisted enzymatic extract of 

antimicrobial peptides from Carassius auratus scales provides a critical theoretical foundation for subsequent 

separation and purification. 
KEY WORDS: Carassius auratus scales; ultrasonic wave; enzymatic hydrolysis; antimicrobial peptides 
 
 

0  引  言 

抗菌肽是一类广泛存在于水产品类和其他动植物体

内的天然活性多肽, 具有分子量小(通常小于 5 kDa, 氨基

酸残基数小于 100 个)、生物活性强、功能谱广以及广谱杀

菌等特点[1–2]。作为带正电荷的生物活性肽, 抗菌肽在多数

生物体的先天免疫防御系统中发挥了关键作用, 是抵御外

界病原微生物入侵的首要屏障[3]。已有大量研究证实抗菌

肽的高效抑菌活性, 徐宇辰等[4]从杂交斑纹鲈鱼中提取的

抗菌肽对腐败希瓦氏菌有显著的抑菌效果, 李若冰等[5]从

酒糟大黄鱼中分离获得的抗菌肽对食源性致病菌副溶血性

弧菌表现出良好的抑制效果。这些研究进一步验证了抗菌

肽对微生物有很好的抑制效果。 
我国是水产养殖大国, 在鱼类和水产品加工中会产

生大量的副产物(如鱼鳞、鱼皮、鱼骨等)。这些副产物若

得不到合理的处置, 不但会对生态环境造成污染, 还会危

害人体健康[6]。然而, 已有研究证实, 鱼类副产物中富含丰

富的蛋白质和肽类物质, 在功能性食品开发、天然药物研

发等领域具有显著的潜在应用前景[7]。其中鱼类来源的抗

菌肽因其具有低分子量、良好的耐热性、广泛的抗菌能力

以及不易产生耐药性等优势, 不仅可发挥免疫保护功能, 
还展现出良好的医药应用前景[6]。因此近年来成为天然活

性肽领域的研究热点, 已有多种鱼类抗菌肽被成功提取并

开展功能研究。在抗菌肽的诸多提取方法中, 酶解法因能

高效降解蛋白原料并定向获得活性肽, 是目前制备蛋白水

解物及抗菌肽最常用的方法。例如, 李远慧等[8]以舟山带鱼

为原料, 采用复合酶解法制备得到稳定性较好的带鱼蛋白

抗菌肽; 此外, 研究者还先后利用不同的蛋白酶从鲣鱼[9]、

黄姑鱼[10]、金鲳鱼[11]、黑鲈[12]、草鱼[13]等鱼类副产物中成

功分离纯化出高活性抗菌肽。另外, 超声波技术作为高效

的酶解辅助手段, 可通过适当频率的超声作用提高酶解的

效果, 已有研究(刘超等[14]、陶磊等[15])证实, 采用超声波辅

助酶解法可有效获取目标活性物质。 
基于上述背景, 本研究以鲫鱼鱼鳞作为原材料, 采用

超声波辅助蛋白酶对鱼鳞进行酶解, 以对大肠杆菌的抑菌

性和酶解的多肽回收率为评价指标, 深入分析并确定最佳

酶解工艺, 期望获得具有较强抑菌活性的抗菌肽, 为淡水

鱼下脚料的高效利用以及抗菌肽的进一步发展提供可靠的

理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与设备 

1.1.1  材料与试剂 
鲫鱼(产自于泰州水域)购于泰州市大海陵区大润发超

市; 大肠杆菌(二代)购于中国微生物菌种保藏中心。 
NaOH(分析纯 , 纯度≥96.0%)、乙二胺四乙酸二钠

(disodium ethylenediaminetetraacetate, EDTA-2Na)、二水柠

檬酸(分析纯, 纯度≥99.5%)、琼脂培养基、营养肉汤、胃

蛋白酶(生物试剂, 酶活力≥1200 U/mg)、胰蛋白酶(生物试

剂, 酶活力≥50000 U/mg)、木瓜蛋白酶(生物试剂, 酶活力≥

6000 U/mg)、中性蛋白酶(生物试剂, 酶活力≥50 U/mg)(国药

集团化学试剂有限公司); 牛津杯(7.8 mm×6 mm×10 mm, 上
海三麝实业有限公司)。 
1.1.2  仪器与设备 

85-1 恒温加热磁力搅拌器(江苏杰瑞尔电器有限公司); 
HH 数显恒温水浴锅(金坛市国胜试验仪器厂); B-260 旋转

蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂); 5810R 高速冷冻离心机(艾
本德实验室科技有限公司); PHS-3E 酸度计(上海雷磁科学

仪器厂); DHG-202-0A 恒温干燥箱(绍兴亿纳电热智能干燥

箱); WKS900B/3S 超声波发生器(江苏江大五棵松生物科

技有限公司); KDN-520 全自动凯氏定氮仪(青岛路博建业

环保有限公司); AL204 电子天平(精度 0.1 mg)、EL602 电

子天平(精度 0.01 g)(上海梅特勒托利多仪器有限公司); 
Thermo 702 超低温冰箱(美国赛默飞世尔科技有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  鲫鱼鱼鳞抗菌肽粗酶液提取 
取新鲜的鲫鱼鱼鳞, 清洗至无表面的污垢黏液, 置于

干燥箱 40 ℃烘干后冷藏备用。参照顾晨涛等[16]实验方法, 
称取 5 g 干燥鲫鱼鱼鳞, 剪碎后加入 0.5 mol/L NaOH 溶液, 
磁力搅拌后加入 0.2 mo1/L EDTA-2Na 溶液, 利用超声波

辅助脱钙加入 10%柠檬酸溶液, 50 ℃恒温水浴锅。加入蛋

白酶, 采用超声波辅助酶解, 恒温水浴, 4 ℃下 4000 r/min
离心 20 min 取上清液。40 ℃旋转蒸发浓缩, 得到鲫鱼鱼鳞

抗菌肽粗酶液, –80 ℃冻藏备用。 
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1.2.2  抑菌性能测定 
以大肠杆菌为指示菌, 采用双层牛津杯抑菌圈法测

定抗菌肽粗酶液的抑菌性能。吸取 1 mL 的大肠杆菌菌悬

液(1×106 CFU/mL)于琼脂培养基溶液中, 摇匀, 制成混有

受试菌的琼脂培养基, 平皿中放入无菌牛津杯, 倾倒琼脂

培养基摇匀, 待凝固后, 取出牛津杯, 吸取 100 μL 鱼鳞抗

菌肽粗酶液试样放入孔中。37 ℃培养 24 h 后, 测量抑菌圈

直径大小, 同时以生理盐水作空白对照。 
1.2.3  蛋白酶的确定 

按照 1.2.1 实验流程进行鱼鳞酶解, 按照底物质量浓

度 150 mg/mL、酶活力 5000 U/g、酶解时间 4 h、酶解 pH
和酶解温度(表 1)的酶解条件, 分别使用胃蛋白酶、胰蛋白

酶、木瓜蛋白酶和中性蛋白酶制备鲫鱼鱼鳞粗酶液, 以抑菌

圈直径和多肽回收率为指标, 分析确定最适宜的蛋白酶。 
 

表 1  蛋白酶酶解条件 
Table 1  Enzymatic hydrolysis conditions of protease 

蛋白酶 酶解 pH 酶解温度/℃ 
胃蛋白酶 2.0 37 
胰蛋白酶 8.0 50 

木瓜蛋白酶 6.0 50 
中性蛋白酶 7.0 50 

 
1.2.4  酶解工艺单因素实验设计 

以底物质量浓度 150 mg/mL、酶活力 5000 U/g、超声

波功率 120 W、酶解时间 4 h 为基本酶解工艺。在其他因

素不变的前提下, 以抑菌圈直径和多肽回收率为评价指标, 
分别分析酶活力(3000、4000、5000、6000 和 7000 U/g), 底
物质量浓度(50、100、150、200 和 250 mg/mL), 酶解时间

(2、3、4、5 和 6 h), 超声功率(90、105、120、135 和 150 W)
对鲫鱼鱼鳞中抗菌肽提取效果的影响。 
1.2.5  正交实验优化酶解工艺 

基于单因素实验结果, 综合考虑各因素对抗菌肽提

取效果的影响, 为获得最佳超声波辅助酶解工艺, 选择酶

解时间、酶活力、超声波功率作为实验因素, 采用正交 L9(34)
实验设计(表 2), 空白列作为误差列, 以抑制圈直径和多肽

回收率为指标, 优化鲫鱼鱼鳞抗菌肽酶解工艺。 
 

表 2  正交实验设计 
Table 2  Orthogonal experimental design 

水平 
因素 

A(酶解时间)/h B(超声功率)/W C(酶活力)/(U/g)

1 3 105 4000 
2 4 120 5000 
3 5 135 6000 

 

1.2.6  多肽回收率的测定 
按照 GB 5009.5—2016《食品安全国家标准 食品中蛋

白质的测定》中凯氏定氮法分别测定干燥鱼鳞和酶解后抗

菌肽液中的蛋白质含量, 以酶解后抗菌肽液中蛋白质含量

占原料鱼鳞中的蛋白质含量比例来表示多肽回收率

(peptide recovery rate, PPR), 计算见公式(1):  

 PPR= 1

0

M
M

×100%    (1) 

式中: PPR 为多肽回收率, %; M1 为酶解后抗菌肽液中蛋

白质质量浓度, mg/L; M0 为原料鱼鳞中的蛋白质质量浓

度, mg/L。 

1.3  数据处理 

数据以平均值±标准偏差表示, 采用 Excel 2023 软件

进行数据分析和绘图, SPSS 22.0 软件对正交实验数据进行

方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  蛋白酶的确定结果分析 

4 种蛋白酶对鲫鱼鱼鳞抗菌肽的提取效果如图 1 所

示。相较于其他 3 种蛋白酶, 胃蛋白酶酶解得到的多肽回

收率最高为 18.60%±0.83%, 且粗酶液对大肠杆菌的抑菌

特性最佳, 抑菌圈直径为(2.09±0.04) cm。由于各蛋白酶的

切割位点不相同, 因此水解得到的肽段也不相同, 相比胰蛋

白酶酶解后的多肽回收率虽达到 15.72%±0.54%, 但是酶解

液的抑菌圈直径仅为(0.26±0.05) cm, 说明胰蛋白酶不能有

效将鲫鱼鱼鳞中的抗菌肽有效分离。综合多肽回收率和抑菌

性, 胃蛋白酶可作为鱼鳞抗菌肽提取的优选酶。孙慧等[17]

在金枪鱼暗色肉蛋白肽的制备中, 采用了风味蛋白酶和胃

蛋白酶混合酶解的方案。施永清等[18]的研究中也同样通过

胃蛋白酶与碱性蛋白酶复合酶解工艺制备鱼鳞抗菌肽。 

2.2  酶解工艺单因素实验结果 

2.2.1  底物质量浓度对鱼鳞抗菌肽提取效果的影响 
底物质量浓度直接影响酶与底物的接触面积[19], 由

图 2 可知, 在固定其他酶解条件的情况下, 随着底物质量

浓度的增加, 使得酶解获得的多肽尤其是抑菌肽片段随之

增多, 抗菌肽的释放速度加快。抑菌圈直径和多肽回收率

均存在显著性差异(P<0.05), 且二者变化趋势具有一致性: 
随着底物浓度升高, 多肽回收率同步上升, 抑菌圈直径亦

随之增大。当底物质量浓度达到 200 mg/mL 时, 多肽回收

率达到最大值为 17.93%±0.23%, 抑菌圈直径同时达到峰

值为(2.59±0.04) cm。此条件下, 酶与底物反应达到平衡状

态 , 二者充分结合并发挥作用 , 酶解反应进行得较为彻

底。然而, 当底物质量浓度继续升高时, 多肽回收率出现

下降趋势, 而抑菌圈直径无明显变化。这一结果表明, 底
物质量浓度的继续增加对抗菌肽的提取并没有促进作用。

韦雅虹等[20]的研究也表明, 当底物浓度和蛋白酶的反应达

到平衡后, 继续增加底物对酶促反应没有促进作用; 张喆

等[21]研究酶解鱿鱼片制备 ACE 抑制肽的工艺也发现, 底
物浓度超过饱和时, 酶促速率不再继续提高。 
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注: 同系列中标有不同小写字母的数值间差异显著(P<0.05), 标有相同小写字母的数值间间差异不显著(P>0.05), 下同。 
图 1  4 种蛋白酶对鱼鳞抗菌肽提取效果的影响 

Fig.1  Effects of 4 kinds of proteases on the extraction efficiency of antimicrobial peptides from fish scales 

 

 
 

图 2  底物质量浓度对鱼鳞抗菌肽提取效果的影响 
Fig.2  Effects of substrate concentration on the extraction  

efficiency of antimicrobial peptides from fish scales 
 

2.2.2  酶活力对鱼鳞抗菌肽提取效果的影响 
酶活力对鱼鳞抗菌肽提取效果的影响由图 3 可知, 在

其他酶解条件固定的情况下, 酶活力对鱼鳞抗菌肽的提取

效果具有显著影响。随着酶活力的提升, 多肽回收率与抑

菌圈直径均呈逐步上升趋势, 且不同酶活力组间的抑菌圈

直径和多肽回收率存在显著性差异(P<0.05)。当酶活力为

5000 U/g 时, 多肽回收率为 18.10%±0.17%, 抑菌圈直径达

到最大值为(2.18±0.03) cm, 此时酶解所得的抗菌肽抑菌效

果最优。但当酶活力继续增加时, 多肽回收率未呈现进一

步上升趋势, 抑菌圈直径出现下降。这一现象的原因在于: 
当酶与底物的活性作用位点达到饱和后, 继续提高酶活

力, 并不会使分离得到的抗菌肽量随酶活力增加而增多; 
相反, 过量的酶可能会将已生成的抗菌肽进一步分解为

更小分子的短肽或游离氨基酸, 导致具有抑菌活性的抗

菌肽含量降低, 进而使抑菌圈直径下降。该结果与已有研

究结论一致: 林登峰等[22]采用复合酶酶解三文鱼的研究

中也发现 , 当酶活力达到饱和后 , 继续增加酶活力对酶

解效果无促进作用; 冯晓焕等 [23]的研究也指出, 随着酶

添加量的增加 , 更多的肽段会发生水解 , 造成蛋白质分

子稳定性下降, 导致目标肽段的提取率降低。 
 

 
 

图 3  酶活力对鱼鳞抗菌肽提取效果的影响 
Fig.3  Effects of enzyme activity on the extraction efficiency of 

antimicrobial peptides from fish scales 
 

2.2.3  酶解时间对鱼鳞抗菌肽提取效果的影响 
在其他酶解条件固定的情况下, 酶解时间直接决定

酶与底物作用的时长, 适当延长酶解时间, 可为酶分解底

物提供更充足的条件, 进而促进更多的抗菌肽释放。由图 4
可知, 酶解时间对抑菌圈直径和多肽回收率均存在显著性

影响(P<0.05)。在 2~4 h 的酶解反应阶段, 多肽回收率和抑

菌圈直径均呈现上升趋势; 当酶解时间为 4 h 时, 二者同

步达到最大值, 多肽回收率为 18.11%±0.23%, 抑菌圈直径

为(2.09±0.13) cm。但当酶解时间继续延长时, 短肽回收率

未出现进一步提升, 抑菌圈直径开始下降。这一现象的原

因在于: 酶解反应在 4 h 时已达到平衡状态, 底物中可提

取的抗菌肽被完全分解出; 若继续延长反应时间 , 蛋白

酶会将已生成的抗菌肽进一步降解为无抑菌活性的小分
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子短肽或者游离氨基酸, 最终导致其抑菌效果下降[24]。

该结论与已有研究结果一致 : 殷海洋等 [25]的实验发现 , 
随着酶解时间增加 , 抗菌肽的抑菌性呈现“先上升后下

降”的变化趋势; 虞丹丹等[26]的研究还发现, 过长的酶解

时间所产生的复合物浓度增加, 致使蛋白酶的活性中心

被覆盖 , 反而抑制了酶解反应 , 最终导致蛋白水解度的

下降。 

 

 
 

图 4  酶解时间对鱼鳞抗菌肽提取效果的影响 
Fig.4  Effects of enzymatic hydrolysis time on the extraction 

efficiency of antimicrobial peptides from fish scales 

 
2.2.4  超声功率对鱼鳞抗菌肽提取效果的影响 

由图 5 可见, 超声功率对抑菌圈直径和多肽回收率均

存在显著性影响(P<0.05), 二者随超声功率的变化趋势一

致: 随着超声功率升高, 多肽回收率和抑菌圈直径同步上

升; 在超声功率达到 120 W 时, 抑菌圈直径和多肽回收率

均达到了最大值, 即抑菌圈直径为(2.31±0.11) cm、多肽

回收率为 21.07%±0.81%。但当超声功率的继续增加时, 
二者则呈现下降的趋势。具体而言 , 当超声功率处于

90~120 W 的范围时, 超声波可显著增强水分子的振动强

度 , 有效破坏鱼鳞的细胞 , 为蛋白酶和底物的接触及反

应创造更有利条件, 从而强化酶解反应的效果 [27], 促使

鱼鳞中的抗菌肽被快速分解释放, 因此多肽回收率和抑

菌圈直径均呈递增趋势。然而, 若超声功率过大, 会产生

声波屏障效应 , 阻碍声波正常传递 , 进而导致鱼鳞中蛋

白质的原有结构[28–29], 一方面导致抗菌肽的提取量减少, 
直接表现为抑菌圈的直径下降; 另一方面 , 部分抗菌肽

会被分解成小分子短肽或氨基酸, 而此类物质仍会被计

入多肽回收率的测定结果中, 因此多肽回收率的数值变

化并不明显。该规律与已有研究结论相符: 张永芳等 [30]

在黄芪叶茶黄酮提取研究中发现, 适度增大超声波功率

可以破坏细胞结构 , 提高黄酮的提取率 , 但当超声波功

率继续增大, 超声波的空化作用会产生大量空化泡, 破坏

黄酮分子结构, 反而导致提取率降低。 

 
 

图 5  超声功率对鱼鳞抗菌肽提取效果的影响 
Fig.5  Effects of ultrasound power on the extraction  
efficiency of antimicrobial peptides from fish scales 

 
2.3  正交优化实验 

基于单因素实验结果, 固定底物质量浓度为 200 mg/mL, 
选择酶解时间、超声波功率和酶活力 3 个关键因素, 采用正

交实验对鲫鱼鱼鳞抗菌肽的超声辅助酶解工艺进行优化, 
结果如表 3 所示。通过极差分析(表 3)可知, 各因素对不同

评价指标的影响主次存在差异: 对抑菌圈直径而言, 影响

强度排序为酶活力>酶解时间>超声波功率; 对多肽回收率

而言, 影响强度排序为酶解时间>酶活力>超声波功率。值

得注意的是, 两指标对应的各因素最优水平仅在酶解时间

上存在差异; 以抑菌圈直径为优化目标时, 最优水平组合

为酶解时间 4 h、超声波功率 120 W、酶活力 5000 U/g; 以
多肽回收率为优化目标时, 最优水平组合为酶解时间 5 h、
超声波功率 120 W、酶活力 5000 U/g。综合单因素实验结

果可解释上述差异: 酶解时间作为反应持续时长的关键参

数, 直接决定底物与酶的作用的充分性, 因此对多肽回收

率的影响更为显著; 而对于抑菌活性, 当酶解反应达到平

衡状态时, 即可得到所需要的抗菌肽, 并非酶解时间越长, 
具有抑菌功能的活性肽释放量越多。相反, 若酶解时间过

长(如 5 h), 已生产的抗菌肽会被蛋白酶进一步降解为无抑

菌活性的小分子肽或氨基酸, 导致有效抗菌成分含量降低, 
故以抑菌圈直径为优化目标时, 最优酶解时间短于以多肽

回收率为目标的时长。 
采用 SPSS 22.0 软件对正交实验数据进行方差分析, 

结果如表 4(抑菌圈直径)、表 5(多肽回收率)所示: 3 个因素

对两评价指标的影响均达到显著性水平(P<0.05), 表明各

因素对实验结果的影响具有统计学意义, 进一步验证了极

差分析结果的可靠性。 
为确定兼顾抑菌活性与提取效率的最优工艺, 对上

述两指标对应的最优水平组合分别进行验证实验, 实验结

果如表 6 所示。在水平组合 B 的酶解条件下, 抗菌肽的多

肽回收率略高于水平组合 A, 但其抑菌圈直径小于水平组

合 A。本研究以筛选抗菌肽的最佳酶解工艺为核心目标, 
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而抗菌肽的核心功能属性与应用价值直接取决于其抑菌活

性, 若仅追求较高的多肽提取率而牺牲抑菌活性, 所得产

物将难以满足后续应用需求。因此, 在最佳工艺筛选过程

中, 优先保障抗菌肽的高抑菌活性, 相较于单纯提升多肽

提取率, 更符合本研究的核心定位与实际应用导向。因此

最终确定超声波辅助酶解最佳工艺为: 酶解时间 4 h、超声

波功率 120 W、酶活力 5000 U/g, 既保证了较高的抑菌活

性[抑菌圈直径平均为 2.66 cm, 计算相对标准偏差(relative 
standard deviation, RSD)为 0.66%], 又实现了较理想的提取

效率(多肽回收率平均为 22.52%, RSD为 1.64%); 且两项指

标的 RSD 均小于 2%, 表明该工艺具有良好的稳定性与重

复性。 
 

表 3  正交实验结果 
Table 3  Results of orthogonal experiment 

组号 A(酶解时间)/h B(超声波功率)/W C(酶活力)/(U/g) D(误差列) 抑菌圈直径/cm 多肽回收率/% 

1 1 1 1 1 1.55 14.15 

2 1 2 2 2 2.26 18.82 

3 1 3 3 3 1.91 16.72 

4 2 1 2 3 2.31 19.94 

5 2 2 3 1 2.35  20.95 

6 2 3 1 2 1.92 17.62 

7 3 1 3 2 2.06 18.82 

8 3 2 1 3 2.01  19.94 

9 3 3 2 1 2.45 21.50 

极差分析 

抑菌圈 
直径 

K1 5.72 5.92 5.48 6.35   

K2 6.58 6.62 7.02 6.24   

K3 6.52 6.28 6.32 6.23   

R 0.28 0.24 0.51 0.04   

多肽 
回收率 

K1 49.69 52.91 51.71 56.60   

K2 58.51 59.71 60.26 55.26   

K3 60.26 55.84 56.49 56.60   

R 3.53 2.26 2.85 0.45   

 
表 4  正交实验方差结果(抑菌圈直径) 

Table 4  Variance results of orthogonal experiment (antibacterial circle diameter) 

方差来源 离差平方和 自由度 均方 F P 显著性 

A(酶解时间) 0.15  2 0.08   52.00  0.02  * 

B(超声波功率) 0.08  2 0.04   27.64  0.03  * 

C(酶活力) 0.40  2 0.20  134.11  0.01  * 

D(误差列) 0.00  2 0.00     

注: *表示与对照组有显著性差异(P<0.05), 下同。 

 
表 5  正交实验方差结果(多肽回收率) 

Table 5  Variance results of orthogonal experiment (recovery rate of shot peptides) 

方差来源 离差平方和 自由度 均方 F P 显著性 

A(酶解时间) 21.40  2 10.70  53.63  0.02  * 

B(超声波功率)  7.76  2  3.88  19.44  0.05  * 

C(酶活力) 12.24  2  6.12  30.68  0.03  * 

D(误差列)  0.40  2  0.20   1.00  0.50   
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表 6  验证实验结果 
Table 6  Results of verification experiments 

水平组合 
抑菌圈 
直径/cm 

RSDs/% 
多肽 

回收率/%
RSDs/%

A 2.66 0.66 22.52 1.64 

B 2.53 1.60 22.59 1.00 

注: 水平组 A 组酶解条件: 酶解时间 4 h、超声波功率 120 W、酶

活力 5000 U/g; 水平组 B 组酶解条件: 酶解时间 5 h、超声波功率

120 W、酶活力 5000 U/g。 

3  结  论 

本研究利用鲫鱼副产物鱼鳞为原料, 采用超声波辅

助酶法获得鲫鱼鱼鳞抗菌多肽粗酶液, 通过单因素实验和

正交优化实验, 以抑菌圈直径和多肽回收率作为实验指标, 
得到最佳工艺酶解条件为: 底物质量浓度为 200 mg/mL、

酶解时间 4 h、超声波功率 120 W、酶活力量 5000 U/g。研

究表明, 在此工艺下, 酶解得到的抗菌肽粗酶液对大肠杆

菌的抑菌性可达到抑菌圈直径为(2.66±0.66) cm, 多肽回收

率 22.52%±1.64%。本研究为后续研究奠定了研究基础, 后
续的研究中, 将进一步探讨抗菌肽的分离纯化, 以及抗菌

肽结构和功能鉴定。 
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