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摘　要：本文以蛋壳膜为研究对象，采用挤压膨化协同酶解工艺制备壳膜多肽。以总氮回收率、D-葡萄糖醛酸提取

量及抗氧化性为指标，确定最佳工艺条件为：挤压膨化温度 140 ℃，螺杆转速 100 r/min，水分含量 20%，酶解时

间 6 h，加酶量 12000 U/g，温度 55 ℃。在该条件下总氮回收率达 60.8%，D-葡萄糖醛酸提取量达 12.4 mg/g，壳膜

多肽的 ABTS 自由基清除率为 29.46%（0.1 mg/mL），OH 自由基清除率为 26.58%（5 mg/mL），Fe2+螯合能力为

50.25%（0.4 mg/mL），细胞抗氧化活性达 65%（10 μg/mL）。相对分子质量分布结果表明壳膜多肽中主要成分为

低聚肽（252~2435 Da），占 81.8%。氨基酸组成分析结果表明壳膜肽中 Asp 和 Glu 含量较高，与抗氧化活性有关

的氨基酸含量为 44.70 g/100 g 蛋白。因此，蛋壳膜多肽有潜力作为天然抗氧化剂应用于食品、保健品或化妆品领域。
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Abstract：  In  this  study,  the  eggshell  membrane peptides  were  prepared using a  two-step process  involved extrution and
enzymatic hydrolysis. The process parameters were determined by evaluation of the total nitrogen recovery, D-glucuronic
acid  yield  and antioxidant  activity.  The optimum extrution process  were  140 ℃ (temperature),  100 r/min (screw rotation
speed)  and  20%  (moisture  content).  And  the  optimum  conditions  of  enzymatic  hydrolysis  were  6  h  (time),  12000  U/g
(enzyme amount) and 55 ℃ (temperature). Under these conditions, the total nitrogen recovery and D-glucuronic acid yield
were 60.8% and 12.4 mg/g,  respectively.  The ABTS, OH free radical  scavenging ability  and Fe2+ chelating ability  of  the
shell membrane peptides were 29.46% (0.1 mg/mL), 26.58% (5 mg/mL) and 50.25% (0.4 mg/mL), respectively. And their
cellular  antioxidant  activity  reached 65% (10 μg/mL).  Results  on the  molecular  mass  distribution indicated that  the  main
components were oligopeptides (252~2435 Da), accounting for 81.8%. Analysis on the amino acid composition suggested a
high level of Asp and Glu in the peptides, and the content of amino acids related with antioxidant activity was 44.70 g/100 g
protein.  And thus,  the  shell  membrane  peptides  have  great  potentials  as  natural  antioxidants  in  the  field  of  food,  healthy
product and cosmetic.  
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中国每年产生约 400 万吨蛋壳，目前主要作为

废弃物处理，造成环境污染及巨大的资源浪费。蛋壳

膜是紧贴蛋壳内壁的一层薄膜，含有丰富的蛋白质、

黏多糖等成分，具有很高的营养价值[1−2]。其中蛋白

质以角蛋白为主，还含有胶原蛋白、溶菌酶、卵转铁

蛋白、卵白蛋白等，种类丰富[3]；黏多糖主要为透明质

酸和硫酸软骨素两种[4]，透明质酸被誉为最理想的天

然保湿因子，具有极好的保湿作用，可抗皮肤衰老和

皱纹的生成[5]；硫酸软骨素具有调节代谢、抗炎、抗

病毒、抗肿瘤等生理功能，如今已被用于风湿病、肾

炎、消化性溃疡等疾病的临床医治[6−8]。

尽管蛋壳膜具有很高的营养价值，但由于其主

要成分为角蛋白，其分子中含有大量的二硫键，导致

蛋壳膜的水溶性极差，仅为 5% 左右，限制其在食品

中的应用[9]。有文献报道，可采用酶解工艺来提高蛋

壳膜的水溶性，在酶的作用下蛋壳膜蛋白分子链被切

成分子量较小的肽段，与环境溶液中的水分子间作用

力增强，水溶性增加[10]。与蛋白质大分子相比，低分

子量的生物活性肽在进入人体后更容易被吸收，且具

有许多重要的生理活性，如抗氧化性、抗炎性、抗菌

活性等[11−12]。但由于蛋壳膜水溶性差，与酶作用的活

性位点少，导致酶解反应耗时长、效率低。许多研究

者有研究报道，可对蛋壳膜进行预处理以提高酶解效

率，如使用强碱、有机试剂等，但这些预处理方法会

给产品分离纯化及废水处理带来负担且存在安全隐

患[13−14]。目前蛋壳膜多肽产品主要采用强碱结合酶

解工艺制备，但该产品风味不好，消费者接受度低。

挤压膨化是在短时高温高压和强剪切力的条件

下作用于物料，使其结构和性质发生改变[15]，可用于

各种蛋白质、多糖提取及酶法制备大豆多肽的前处

理步骤[16]。但挤压膨化工艺用于壳膜多肽的制备尚

未见报道。

鉴于此，本文以蛋壳膜粉为原料，采用挤压膨化

协同酶解工艺制备壳膜多肽，考察工艺条件对 D-葡
萄糖醛酸提取量和总氮回收率的影响，并对蛋壳膜多

肽的体外和细胞抗氧化性、分子量分布情况及氨基

酸组成进行分析，以期为蛋壳膜多肽的开发与应用提

供一定的理论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

蛋壳膜粉　黑龙江兴和生物科技有限公司；碱

性蛋白酶（酶活力 2×105 U/g）　安琪酵母生物科技有

限公司；还原性谷胱甘肽　国药集团化学试剂有限

公司；ABTS 标准品、2’,7’-二氯荧光黄双乙酸盐

（DCFH-DA）、2,2’-偶氮（2-甲基丙基脒）（AAPH）、菲

咯嗪　SIGMA 公司；其他试剂均为分析纯　国药集

团化学试剂有限公司。

FMHE 36-24 双螺杆挤压机　湖南富马科食品

工程技术有限公司；K 9840 凯氏定氮分析仪　海能

仪器公司；Scientz-10 ND 冷冻干燥机　宁波新芝生

物科技股份有限公司；UH 5300 紫外-可见分光光度

计　天美科学仪器有限公司；Waters 600 高效液相色

谱　美国 Waters 公司；Lapscale 研发型切向流超滤

系统　美国 Millipore 公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   蛋壳膜多肽的制备　 

1.2.1.1   挤压膨化工艺优化　取适量蛋壳膜粉进行

挤压膨化预处理，具体工艺参数为螺杆转速 100 r/min，
水分含量 20%，温度 140 ℃。挤压膨化处理后，样品

粉碎过 100 目筛，取 3 g 样品与碳酸钠-碳酸氢钠缓

冲液（0.1 mol/L，pH10）混合，固液比为 1:10 g/mL，
振荡 3 h 后离心（6500 r/min，20 min，4 ℃），取上清，

经 0.45 μm 滤膜过滤后，测定滤液中 D-葡萄糖醛酸

提取量和总氮回收率。在此条件基础上，依次改变温

度、螺杆转速和水分含量，对预处理条件进行优化。

所选具体参数为温度：120、140、160 ℃，螺杆转速：

80、100、120 r/min，水分含量：10%、20%、30%。以

未经过挤压膨化处理的蛋壳膜粉作为对照组。 

1.2.1.2   酶解工艺优化　预处理结束后，用 3 mol/L
HCl 将 pH 调节至 10.0，加入 10000 U/g 碱性蛋白酶在

55 ℃ 下反应 6 h。酶解后，90 ℃ 下加热 2 min 灭酶，

6000 r/min 离心 20 min，硅藻土过滤后再经 0.45 μm
滤膜微滤后，测定 D-葡萄糖醛酸提取量、总氮回收

率和抗氧化活性，最后进行冷冻干燥（−50 ℃，12 h）
得到蛋壳膜多肽。在此条件基础上，依次改变时间、

加酶量和温度，对酶解条件进行优化。所选具体参数

为时间：2、4、6、8、10 h，加酶量：6000、8000、10000、
12000、14000、16000 U/g，温度：45、50、55、60、65、
70 ℃。 

1.2.2   D-葡萄糖醛酸提取量的测定　蛋壳膜水解液

中 D-葡萄糖醛酸提取量可用于衡量蛋壳膜中活性多

糖的提取能力。透明质酸和硫酸软骨素均由固定比

例的 D-葡萄糖醛酸组成，D-葡萄糖醛酸分子质量在

透明质酸和硫酸软骨素中分别占 51% 和 42%，因此

可用 D-葡萄糖醛酸含量间接表示透明质酸和硫酸软

骨素的含量[17]。D-葡萄糖醛酸提取量的测定参照

QB/T 4576-2013 透明质酸钠 咔唑-硫酸法。 

1.2.3   总氮回收率的测定　总氮回收率是指蛋壳膜

水解液中总氮含量占蛋壳膜粉总氮含量的比例，可用

于衡量蛋壳膜中可溶性蛋白及多肽提取能力。蛋壳

膜粉的蛋白质含量高达 78.86%，占干重的 88.88%。

总氮含量的测定参照 GB 5009.5-2016 食品中蛋白质

测定凯氏定氮法。 

1.2.4   体外抗氧化活性的测定　 

1.2.4.1   ABTS 自由基清除率的测定　参照 Jun 等[18]

的方法并加以修改。ABTS 工作液是由 88 μL 过硫

酸钾（2.6 mmol/L）和 5 mL ABTS 储备液（7.4 mmol/L）
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混合，避光静置 12~16 h，在使用前用 5 mmol/L 磷酸

盐缓冲液（PBS，pH7.4）稀释至 0.70±0.02。将样品分

散在去离子水中至浓度为（0.1 mg/mL），取 0.5 mL
样品溶液与 3 mL ABTS 稀释液混合，混匀 10 s 后室

温避光静置 6 min 于 734 nm 处测吸光度。ABTS 自

由基清除率的计算公式如式（1）所示，以去离子水作

为对照组。

ABTS自由基清除率 (%) =
A对照 −A样品

A对照
×100 式（1）

式中：A对照为对照组的吸光值；A样品为样品组的

吸光度值。 

1.2.4.2   OH 自由基清除率　参照 Li 等[19] 的方法并

加以修改。样品组试管中依次加入 1 mL PBS 缓冲

液（pH7.4，0.2 mol/L）、1 mL 2.5 mmol/L 邻菲咯啉溶

液、1 mL 样品溶液（5 mg/mL）、1 mL 2.5  mmol/L
FeSO4 充分混合后，加入 0.5 mL 20 mmol/L H2O2 溶

液混匀，37 ℃ 保温 60 min 后于 536 nm 处测吸光

度。空白组中用去离子水代替样品溶液，对照组中用

去离子水代替样品及 H2O2 溶液。OH 自由基清除率

的计算公式如式（2）所示：

OH自由基清除率 (%) =
A样品 −A空白
A对照 −A空白

×100 式（2）

式中：A样品为样品组的吸光度值；A空白为空白组

的吸光度值；A对照为对照组的吸光度值。 

1.2.4.3   Fe2+螯合能力　参照 Zhu 等[20] 的方法并加

以修改。样品组为 1 mL 样品（0.4 mg/mL）与 0.05 mL
2 mmol/L FeCl2、1.85 mL 去离子水、0.1 mL 5 mmol/L
菲咯嗪溶液混匀，室温静置 10 min 后于 562 nm 处

测吸光度，对照组为用去离子水代替样品。Fe2+螯合

能力的计算公式如式（3）所示：

Fe2+螯合能力 (%) =
A对照 −A样品

A对照
×100 式（3）

式中：A对照为对照组的吸光度值；A样品为样品组

的吸光度值。 

1.2.5   细胞抗氧化活性的测定　参照张晶等[21] 的方

法，采用 CAA 方法评估壳膜多肽的细胞内抗氧化活

性。具体操作如下：取对数生长期 HepG2 细胞按照

104 个/孔的密度接种至 96 孔板中，于 37 ℃、5% CO2

条件下培养 24 h，移除培养基，加入 100 μL 样品溶

液（含 25 μmol/L DCFH-DA），样品浓度为 1、2.5、
5、10 μg/mL，每组 6 个平行。培养 1 h 后，吸弃溶

液，每孔加入 100 μL AAPH 溶液（600 μmol/L），立即

置于酶标仪中读数，每 5 min 测定一次。激发波长

为 538 nm，发射波长为 485 nm，仅加入培养基作为

对照组。CAA 计算公式如式（4）所示：

CAAunit = 1−
r
SAr
CA

式（4）

r
CA

r
SA式中： 为对照组的曲线下积分面积； 为

样品组的曲线下积分面积。 

1.2.6   分子量分布分析　色谱条件如下：Waters 600
高效液相色谱仪（配 2487 紫外检测器和 M32 工作

站）；色谱柱：TSKgelG 2000 SW×L300 mm×7.8 mm。

流动相：乙腈/水/三氟乙酸，45/55/0.1（V/V）；检测波

长：UV 220 nm；流速：0.5 mL/min；柱温：30 ℃。样品

制备：吸取样品 0.02 g 于 100 mL 容量瓶中，用流动

相稀释至刻度，用微孔过滤膜过滤后进样。相对分子

量校正曲线所用标准品：细胞色素 C（12500）、抑菌

肽（6500）、杆菌肽（1450）、Gly－Gly－Arg－Tyr（451）、
Gly－Gly－Gly（189）。 

1.2.7   氨基酸组成分析　将 0.1 g 样品加入水解管

中，加入 8 mL 6 mol/L HCl 溶液，在氮气保护下酒精

喷灯上封口。110 ℃ 下反应 24 h 后，将冷却的水解

液过滤，再用 0.02 mol/L HCl 溶液溶解，然后用去离

子水定容至 50 mL，收集上清液 0.22 μm 过滤，采用

氨基酸分析仪进行分析。 

1.3　数据处理

每组数据至少采用 3 个平行，数据表示为平均

值±标准差。采用 Prism 8 和 SPSS 22.0 软件进行数

据分析及作图，多重比较之间的差异采用单因素方差

分析和 Duncan 检验进行显著性分析（P<0.05）。 

2　结果与分析 

2.1　挤压膨化工艺的确定

本文采用挤压膨化作为制备壳膜多肽的前处理

步骤，目的是促进更多的蛋白质溶出，以利于后续的

酶解工艺，从而获得壳膜多肽。由于黏多糖不是以游

离状态存在于蛋壳膜中，而是与蛋白质相结合形成糖

蛋白，在蛋白质溶出时，黏多糖也同时释放出来。因

此，本文以总氮回收率和 D-葡萄糖醛酸提取量为指

标，确定挤压膨化的最佳工艺。如图 1a 所示，挤压膨

化处理可以显著提高总氮回收率和 D-葡萄糖醛酸提

取量（P<0.05）。且总氮回收率随温度提高逐渐增加，

超过 140 ℃ 后增加不显著（P>0.05），D-葡萄糖醛酸

提取量先逐渐提高，140 ℃ 时达到峰值，随后又迅速

降低。主要原因是高温可以使蛋壳膜中的角蛋白分

子间或分子内二硫键断裂，从而提高蛋白的溶解性，

并且释放出更多的黏多糖。但温度过高会破坏组织

结构，使物料在套筒内焦糊并硬化，造成黏多糖提取

量降低[22]。

由图 1b 可知，螺杆转速提高使 D-葡萄糖醛酸提

取量和总氮回收率逐渐增加并趋于平稳。随着螺杆

转速的增加，物料在套筒内受到更大的挤压和剪切作

用，加速角蛋白中二硫键的断裂，使蛋白和黏多糖溶

出。当转速持续增加时，物料在套筒中滞留时间短，

反应不充分，造成提取量提高不显著（P>0.05）[23]，故

选择螺杆转速为 100 r/min。
从图 1c 可以看出，随着物料含水量的增加，葡

萄糖醛酸提取量和总氮回收率在含水量为 20% 时达

到最大值；水分含量增加至 30% 时，葡萄糖醛酸提取

量无显著变化（P>0.05），而总氮回收率反而下降。这
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可能是因为当含水量过低时，物料在机器中易发生堵

塞而无法顺利通过膜孔[24]。适当的含水量可以使物

料疏松并形成流体状态，顺利通过膜孔。而含水量过

高时，物料在套筒内流动性加快，造成剪切力降低，挤

压不充分，总氮回收率下降[25]。

综上所述，挤压膨化的最佳工艺为温度 140 ℃，

螺杆转速 100 r/min，水分含量 20%，此时 D-葡萄糖

醛酸提取量为 3.34 mg/g，总氮回收率为 6.25%。 

2.2　酶解工艺的确定 

2.2.1   不同酶解时间对蛋壳膜酶解效果的影响　如

图 2 所示，在酶解初期，D-葡萄糖醛酸提取量和总氮

回收率逐渐增加，直到 6 h 后达到平衡，总氮回收率

无显著变化（P>0.05），D-葡萄糖醛酸提取量缓慢下

降。此变化趋势与朱文婷等[26] 的研究结果一致，当

超过某个酶解时间后，透明质酸被破坏降解，得率降

低。这可能是因为透明质酸长时间处于碱性环境下

容易被分解[4]。因此，酶解时间为 6~8 h 时，蛋壳膜

的酶解效果较好。
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图 2    酶解时间对 D-葡萄糖醛酸提取量和总氮回收率的影响
Fig.2    Effects of hydrolysis time on D-glucuronic acid

extraction amount and total nitrogen recovery
 

一般来说，多肽的生物活性取决于多肽的氨基

酸组成和序列[27]。从图 3 可以看出，随着水解时间

的延长，蛋壳膜多肽的 OH 自由基清除率逐渐增强，

在 6 h 时达到最大值。这归因于蛋白质在酶解过程

中会释放出具有抗氧化活性的序列及氨基酸残基[28]。

而 ABTS 自由基清除率和铁螯合率能力呈现不同的

趋势，在酶解 2~6 h 时无明显变化，但随着酶解时间

的延长，抗氧化能力反而下降，这可能是因为每种体

外抗氧化性的反应机制不一样，呈现出不同的结果[29]。

综合考虑，选择酶解时间为 6 h。
 
 

时间 (h)

2 4 6 8 10

自
由

基
清

除
率

 (
%

)

40

ab

(a)

a a
a a a

时间 (h)

 F
e2

+
螯

合
能

力
 (

%
)

60

40

20

0
2 4 6 8 10

(b)

a a
a

b b

cb

c

b

20

30

10

0

·OH
ABTS+·

图 3    酶解时间对抗氧化活性的影响
Fig.3    Effects of hydrolysis time on antioxidant activity

  

2.2.2   不同加酶量对蛋壳膜酶解效果的影响　如

图 4 所示，当加酶量从 6000 到 14000 U/g 时，D-葡萄

糖醛酸提取量和总氮回收率均迅速增加，到 14000 U/g
后不再增加。这是因为在一定范围内，提高加酶量可
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extraction amount and total nitrogen recovery
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表示差异显著（P<0.05）；图 2~图 8 同。
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以增加酶与底物的碰撞几率，加快酶解速率。但当底

物已完全被消耗，过量的酶并不能持续加速催化反应[30]。
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图 4    加酶量对 D-葡萄糖醛酸提取量和总氮回收率的影响
Fig.4    Effects of the amount of enzyme on D-glucuronic acid

extraction amount and total nitrogen recovery
 

如图 5 所示，蛋壳膜多肽的抗氧化活性随着加

酶量提高逐渐增加，当超过 12000 U/g 时，显著下降

（P<0.05）。这是因为较高的加酶量使蛋壳膜过度酶

解成活性不高的小肽或氨基酸[31]。因此，选择加酶量

为 12000 U/g。
 
 

酶活 (U/g)

6000 8000 10000 12000 14000 16000

自
由

基
清

除
率

 (
%

)

40

d

b

c

(a)

a aa

d

cd

cbc b

20

30

10

0

酶活 (U/g)

 F
e2

+
螯

合
能

力
 (

%
)

60

40

20

0
6000 8000 10000 12000 14000 16000

(b)

b
b

b
a

c c

ABTS+·
·OH

图 5    加酶量对抗氧化活性的影响
Fig.5    Effects of enzyme amount on antioxidant activity

  

2.2.3   不同温度对蛋壳膜酶解效果的影响　温度会

影响酶分子的催化效率，由图 6 可知，45~55 ℃ 时，

D-葡萄糖醛酸提取量和总氮回收率呈上升趋势，在

55~60 ℃ 时达到最高值，随后显著降低（P<0.05）。
这是因为适当的升温有助于提高酶的催化效率；而进

一步升高温度反而会导致酶发生变性，造成催化效率

下降[32]。

如图 7 所示，蛋壳膜多肽的抗氧化活性随着温

度升高不断提高，但 55~60 ℃ 变化不显著（P>0.05），

超过 60 ℃ 后显著下降（P<0.05）。这可能是由于随

着温度升高，一方面酶的催化能力提高，另一方面反

应体系能量增加，从而增加单位时间内有效碰撞次

数，促使酶反应加速进行。但温度继续升高，超过一

定限度时，蛋白酶则会变性失去催化活性，造成酶反

应速度降低[33]。综合考虑，选择酶解温度为 55 ℃。
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图 7    温度对抗氧化活性的影响
Fig.7    Effects of temperature on antioxidant activity

 

综上所述，酶解的最佳工艺为时间 6 h，加酶量

12000 U/g，温度 55 ℃，此时 D-葡萄糖醛酸提取量

达 12.4±0.2 mg/g，总氮回收率达 60.8%±0.7%，壳膜

多肽的 ABTS 自由基清除率为 29.46%±0.27%，OH

自由基清除率为 26.58%±2.56%，Fe2+螯合能力为

50.25%±0.43%。 

2.3　细胞抗氧化活性分析

采用最佳挤压膨化协同酶解工艺制备壳膜多

肽，并进一步对其细胞抗氧化活性进行分析。谷胱甘

肽是公认的具有较强抗氧化性的物质，因此常作为抗
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amount and total nitrogen recovery
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氧化性评价对照组[21]。由图 8 可知，壳膜多肽的细

胞抗氧化性随着浓度增加而增强，与对照组谷胱甘肽

相比，壳膜多肽的抗氧化性略低。当壳膜多肽的浓度

为 10 μg/mL 时，细胞抗氧化性达 65%，说明产物具

有良好的细胞抗氧化性。
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图 8    壳膜多肽的细胞抗氧化活性
Fig.8    Cellular antioxidant activity of eggshell

membrane peptides
  

2.4　分子量分布情况分析

本文采用高效液相色谱对壳膜多肽进行分析，

通过出峰面积积分计算可获得其分子量分布情况

（图 9）。结果显示，蛋壳膜多肽分子量主要分布在 252~
2435 Da，占总量 81.8%，252 Da 以下的游离氨基酸

占 7.0%，在 2435 Da 以上的肽链占 11.2%。结果表

明，壳膜多肽以低聚肽为主。

  

99
71

-1
3.

78
3

49
76

-1
4.

83
3

29
96

-1
5.

60
0

20
14

-1
6.

20
0

10
05

-1
7.

25
0

55
3-

18
.1

51

231-19.474

14
9-

20
.1

33A
U

0

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

保留时间 (min)
0 5 10 15 20 25 30

图 9    蛋壳膜多肽分子量分布的高效液相色谱图
Fig.9    High performance liquid chromatography of molecular

weight distribution of eggshell membrane peptides
注：图中数字表示不同分子量对应的保留时间。

  

2.5　氨基酸组成分析

表 1 显示了蛋壳膜多肽的氨基酸组成，Asp 和

Glu 的总含量占 27.93 g/100 g 蛋白。大量研究表明，

某些氨基酸残基与抗氧化活性具有良好的相关性，

如 Chen 等[34] 研究发现具有疏水性氨基酸的肽可以

提高抗氧化活性。本文制备的蛋壳膜多肽中含有较

多的疏水性氨基酸，含量为 44.70 g/100 g 蛋白，这可

能与其具有良好的抗氧化活性有关。 

3　结论
本文探究了挤压膨化协同酶解工艺制备壳膜多

肽的最佳参数为：挤压膨化温度 140 ℃，螺杆转速

100  r/min，水分含量 20%，酶解时间 6  h，加酶量

12000 U/g，温度 55 ℃。在该工艺条件下，D-葡萄糖

醛酸提取量为 12.4 mg/g，总氮回收率为 60.8%，产物

具有较高的体外和细胞抗氧化活性。相对分子质量

分布结果表明壳膜多肽中主要成分为低聚肽（252~
2435 Da），占总量 81.8%。氨基酸组成分析结果表明

壳膜肽富含 Asp 和 Glu，且与抗氧化活性有关的氨

基酸含量为 44.70 g/100 g 蛋白。因此，本文制备的

壳膜多肽有潜力作为天然抗氧化剂应用到食品、化

妆品、保健品等领域。
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