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摘要：【目的】提高对咸鸭蛋清的综合利用，制备具有生物活性的蛋白水解产物。【方法】采用超

滤对咸鸭蛋清进行脱盐及分级，利用胃蛋白酶对不同分子量范围的咸鸭蛋清蛋白组分进行酶解，并

对不同组分的水解产物进行体外抑菌试验，测定其最低抑菌浓度(MIC)、最低杀菌浓度(MBC)、细菌

细胞膜完整性及抗氧化活性。【结果】超滤后得到 3 种不同分子量的组分，组分 A (Mw>50 kDa)、
组分 B (50 kDa>Mw>20 kDa)和组分 C (20 kDa>Mw>5 kDa)。其中，组分 A 和组分 B 的水解产物对大

肠杆菌的生长有抑制作用。2种组分的MIC分别为 1 024 μg/mL和 2 048 μg/mL，MBC均为 2 048 μg/mL。
大肠杆菌进入稳定期 OD600 值约为 1.15，添加 2 种水解产物浓度达 1×MIC 时，OD600 值降至 0.79
和 0.86，浓度达 2×MIC 时，OD600 值降至 0.50 和 0.68。2 种水解产物可破坏大肠杆菌细胞膜，达

到较好的抑菌效果。而金黄色葡萄球菌对 3 种水解产物均不敏感，抑菌效果较差。另外，3 种水

解产物均具有抗氧化活性，它们对 DPPH 自由基清除能力分别达 0.5 倍 Trolox (水溶性维生素 E)、
0.67 倍 Trolox、0.38 倍 Trolox。【结论】超滤可同时实现咸蛋清脱盐及富集不同目标蛋白的目的。

目标蛋白酶解组分具备抗菌活性和抗氧化活性，同时可作为一种营养添加剂，提高了咸鸭蛋清的

附加价值和利用率。 
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Antibacterial and antioxidant activities of pepsin 
hydrolysatefrom salted duck egg white 
LI Jingjing, CAI Weirong*, LI Anqi, ZHU Ying, WANG Lu 
College of Biological and Food Engineering, Anhui Polytechnic University, Wuhu 241000, Anhui, China 

Abstract: [Objective] To improve the comprehensive utilization of salted duck egg white, bioactive 
proteolytic products were prepared. [Methods] In this study, salted duck egg white wasdesalted and 
graded by ultrafiltration. The protein fractions of salted duck egg white within different molecular 
weight ranges were hydrolyzed by pepsin. The bacterial inhibition and antioxidant activitiesofthe 
hydrolysates were determined in vitro, including the determination of minimum inhibitory 
concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), and cell membrane integrity. 
[Results] Three fractions of different molecular weights were obtained from salted duck egg white by 
ultrafiltration, which were fraction A with Mw>50 kDa, fraction B with 50 kDa>Mw>20 kDa and 
fraction C with 20 kDa>Mw>5 kDa. Among them, the hydrolysates of fractions A and B had inhibitory 
effects on the growth of Escherichia coli. The MICs of the two fractions were 1 024 μg/mL and 2 048 μg/mL, 
respectively, and the MBCs were both 2 048 μg/mL. The OD600 value of E. coli was about 1.15 after 
entering the stationary phase. When the hydrolytic peptide was added at a concentration of 1×MIC, the 
OD600 values of the bacterial solution in stationary phase decreased to 0.79 (A) and 0.86 (B), 
respectively. When the hydrolytic peptide was added at a concentration of 2×MIC, the OD600 values 
decreased to 0.5 (A) and 0.68 (B), respectively. The two hydrolysates had good antibacterial effects, 
which were attributed to the destruction of E. coli cell membrane. However, Staphylococcus aureus was 
not sensitive to all three hydrolysates, and the inhibitory effect was poor. Moreover, the hydrolysates of 
fractions A, B and C all had antioxidant activities, and their scavenging ability against DPPH radicals 
reached 0.50, 0.67 and 0.38 times Trolox, respectively. [Conclusion] The salted duck egg white could 
be simultaneously desalted and enriched to obtain different target proteins by ultrafiltration. The 
hydrolysates of the obtained target proteins possessed antibacterial and antioxidant activities, and could be 
used as nutritional additives, which improved the added value and utilization of salted duck egg white. 

Keywords: salted duck egg white; hydrolysate; antibacterialactivity; antioxidant activity 
 

咸鸭蛋清以蛋清蛋白为主，蛋白组成与新

鲜鸭蛋清无异[1]，所含不同蛋白组分具有不同

生物活性 [2]；但因含盐量高，利用率较低，仅

有少量被加工为添加剂或饲料[3]。咸鸭蛋清的

综合利用多集中于脱盐利用、分离咸鸭蛋清中

的活性成分及酶解制备具有生物活性的蛋白肽

等[4]。其中，蛋白酶酶解蛋清制备活性肽，是目

前的研究热点。如唐文婷等[5]以卵白蛋白为原

料，酶解制备了具有抗菌及抗氧活性的蛋白肽；

郑健[6]以卵转铁蛋白为原料酶解制备抗菌肽；

朱伶俐[7]通过酶解蛋清制备得抗菌肽。 
超滤技术通过膜孔大小对目标物进行不同

分子量的脱分级，已被广泛地应用于食品加工

工业中。如 Thammasena 等[8]利用超滤对咸蛋清

进行脱盐，实现蛋清不同分子量组分的分离；

赵荣文等[9]利用超滤获得溶菌酶；Jovanović 等[10]
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和 Xue 等[11]利用超滤对酶解蛋清肽分级再结合

液相技术以实现活性肽的分离纯化。 
基于此，本研究用超滤技术对咸鸭蛋清原

料进行脱盐和分级，采用胃蛋白酶对不同分级

成分进行酶解，评价各组分水解产物的抗菌活

性、最低抑菌浓度、最低杀菌浓度、细菌细胞

膜通透性及抗氧化活性，旨在为提高咸鸭蛋清

的综合利用提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

咸鸭蛋清，取自市售生咸鸭蛋；胃蛋白酶

(pepsin，3 000‒3 500 NFU/mg)，合肥博美生物

公司；LB 培养基、营养琼脂，上海博微；PI
染色试剂盒，上海生工生物；Trolox(水溶性维

生素 E)，合肥博美有限公司；DPPH，沃凯有限

公司；大肠杆菌(Escherichia coli) ATCC 25922、
金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) ATCC 
6538，北京生物保藏中心。 

1.2  仪器 
胶体磨，南洋防爆电机有限公司；L550 离

心机，湘仪离心机有限公司；MultiskanFC 型酶

标仪，赛默飞世尔(上海)仪器有限公司；真空冷

冻干燥机，松源华兴科技发展有限公司；PHSJ-5
雷磁 pH 计，上海雷磁仪器厂；陶瓷膜小试设

备 5CeraMem0100，厦门福美科技有限公司；

荧光倒置显微镜，徕卡公司；HPLC 色谱系统，

安捷伦公司。 

1.3  样品处理 
样品预处理：咸鸭蛋清洗表面后、擦干，

分离蛋清蛋黄，蛋清经 3 层纱布过滤除去颗粒

杂质，经胶体磨(刻度调制 1 μm)均质化处理得

到鲜咸蛋清，于 4 °C 冷藏备用。 
设置超滤参数为压力 0.3×104 Pa、流速 50 LPH、

循环式超滤接冷凝水，取 500 mL 均质后的咸蛋

清液稀释 10 倍，50 kDa 膜管超滤至超滤最小体

积，该截留液为分子量大于 50 kDa 的组分 A。

滤出液利用超纯水将体积补至 5 L，经 20 kDa
膜管超滤至超滤最小体积，该截留液为分子量在

20‒50 kDa 的组分 B。滤出液补至 5 L，经 5 kDa
膜管超滤至超滤最小体积，该截留液为分子量在

5‒20 kDa 的组分 C，滤出液主要是咸蛋清中盐分。

各组分冻干收集。各组分蛋白提取率为提取各组

分蛋白质质量与咸蛋清蛋白的质量比。 
1.3.1  咸蛋清不同组分蛋白水解产物的制备 

取各组分蛋清粉超纯水底物浓度 4%的溶

液，混匀后以 NaOH/HCl 调节 pH=2.0，加入蛋

白溶液中蛋白质量 1.0%的胃蛋白酶，40 °C 下

恒温酶解 2 h。水解结束后，沸水浴 15 min 灭

酶，冷却后调节 pH 7.0，4 000 r/min 离心 15 min，
取上清液冻干得不同组分水解产物[6]。 

采用三氯乙酸沉淀法 (SN-TCA)测定水解

度(degree of hydrolysis，DH)[12]，取 5 mL 水解

上清液加入等体积 10%三氯乙酸(TCA)溶液，混

匀后静置 30 min，4 000 r/min 离心 10 min，测定

上清液中氮含量。氮含量采用 GB/T5009.5-2016
测定(公式 1)。 

2 1

3 1

(%) 100N NDH
N N

−= ×
−                

(1) 

式中，N1 为水解前蛋清液中可溶性氮，

mg/mL；N2 为水解后上清液可溶性总氮，mg/mL；
N3 为蛋清液中总氮，mg/mL。 
1.3.2  不同组分水解产物相对分子量测定 

酶解样品配成溶液，经 0.22 μm 滤膜过滤

后采用 HPLC 测定相对分子质量分布。 
色谱条件：TSKgel 2000SWXL 柱(300 mm× 

7.8 mm，5 μm)；流动相 A 为纯水(含 0.05% 
TFA)，流动相 B 乙腈溶液(含 0.05% TFA)；等

度洗脱；柱温：30 °C；流速：0.5 mL/min；检

测波长为 220 nm。 
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1.3.3  不同组分水解产物抑菌性质的测定 
大肠杆菌、金黄色葡萄球菌在 37 °C 振荡

培养至对数期，制成 106 CFU/mL 菌悬液，吸取

200 μL 菌悬液均匀涂布至 LB 琼脂培养基上。

将不同组分水解产物分别配置成梯度浓度为

0.25、0.50、1.00、2.50、5.00 mg/mL 的溶液，

以无菌水为空白对照，取 6 mm 的灭菌滤纸片

分别浸泡于上述溶液中，取出置于含菌平板上，

37 °C 培养箱倒置培养 16‒20 h，培养结束后利

用游标卡尺测定抑菌圈的直径[5]。 
1.3.4  最低抑菌浓度 (MIC)及最低杀菌浓度

(MBC)的测定 
参考文献利用二倍稀释法对 MIC 进行测 

定[13‒14]，将倍比稀释后不同浓度的咸蛋清肽溶

液分别加到无菌的 96 孔板中，第 1 至第 11 孔

加咸蛋清肽溶液，每孔 100 μL，第 12 孔不加蛋

清肽作为空白对照。具体操作如下：配制咸蛋

清肽浓度分别为 8 192、4 096、2 048、1 024、
512、256、128、64、32、16、8 μg/mL 的 MIC
板，每孔含蛋清肽 100 μL。在此基础上，将用

LB 培养基培养的菌体调整 OD600=0.5，按照体

积比 1:100，将细菌培养物稀释，再吸取 100 μL
菌液添加至含蛋清肽的 MIC 板，并设置不含蛋

清肽的生长对照。最后，以孔内完全抑制细菌

生长的最低药物浓度为 MIC 值。 
MBC 的测定：将含有不同蛋白肽浓度的菌

悬液于 LB 固体培养基上培养 24 h，以不长菌

落的浓度为该抑菌剂的最小杀菌浓度。 
1.3.5  生长曲线测定 

生长曲线用于评估蛋清肽的抑菌作用，通

过抑菌圈实验及 MIC 测定的数据，实验设置   
3 个浓度处理大肠杆菌(ATCC 25922)：0×MIC、

1×MIC、2×MIC。取适量培养至对数期的大肠

杆菌菌悬液，分别加入 3 种浓度的蛋清肽，于

37 °C 的振荡培养箱(220 r/min)中培养。每 2 h
用酶标仪测定上清液在 600 nm 波长处的吸光

度，所有测量进行 3 次，其中 0×MIC 组的曲线

为大肠杆菌的生长曲线[15]。 
1.3.6  蛋白水解产物对细胞膜通透性的影响 

取过夜培养的菌液 10 mL 离心，用 PBS 
(pH=7.0)洗涤菌体 2 次后离心去上清，重新悬

浮，分别添加咸鸭蛋清水解产物，使其最终浓

度分别达到 1×MIC 和 2×MIC，以无菌液体培养

基为空白对照组，37 °C 摇床振荡培养 4 h 后，

吸收 100 μL样液常温下加入 PI避光染色 30 min，
在荧光倒置显微镜下观察细菌染色情况[15]。 
1.3.7  蛋白水解产物的体外自由基清除能力 

DPPH 清除率测定[16]：在 96 孔酶标板中每

孔中先后加入样品 100 μL 和 0.5 mmol/L DPPH
甲醇溶液 100 μL，室温下，暗处反应 30 min，
517 nm 处检测吸光度，记作实验组 As；以甲醇

溶液替代 DPPH 甲醇溶液，记作对照组 Ac；以

甲醇替代样品，记作空白组 Ab (公式 2)。 
( )(%)= 100b s c

b

A A A
A

− −
×自由基清除率

   
(2) 

1.4  统计分析 
图表绘制采用 GraphPad Prism 8.0.2 软件完

成，数据采用 SPSS 25.0 进行统计，差异性显著

采用 ANOVA 分析，结果以平均值±标准差表示。 

2  结果与分析 
2.1  咸鸭蛋清各组分提取率 

蛋清的几种主要组分蛋白分子量分别

为：卵类粘蛋白(约 110 000 Da)、卵转铁蛋白    
(76 000‒80 000 Da)、卵白蛋白(约 45 000 Da)、
卵类粘蛋白(约 28 000 Da)、溶菌酶(14 000‒   
14 600 Da)[17]。根据分子量判断，3 种组分蛋白

提取率分别为 65.20%、15.50%、1.80%，各组分

占比差异较大，组分 A 主要包含卵转铁蛋白，

组分 B 主要包含卵白蛋白，组分 C 主要以蛋清

中活性小分子蛋白溶菌酶为主，卵白蛋白是蛋

清主要成分，约占蛋清 50%‒60%，因此，组分 B 
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提取率最高(表 1)。且经 5kDa 膜管超滤，咸鸭

蛋清盐分大部分被脱除，3 种组分所得水解产

物水解度分别为 14.82%、15.95%、17.61%。 

2.2  咸鸭蛋清各组分水解产物相对分子量 
为判断水解产物活性肽分布范围，测定 3 种

组分水解产物相对分子量。从图 1 中可明显看出， 

表 1  3 种超滤组分的蛋白提取率 
Table 1  Extraction rates of protein from three 
ultrafiltration fraction 

Samples 
Molecular 
weight/kDa 

Protein 
extraction/% 

DH/% 

Fraction A >50 65.20±1.10 14.82±0.21 
Fraction B 20‒50 15.50±0.25 15.95±0.73 
Fraction C 5‒20 1.80±0.13 17.61±0.11 

 

 

 
 
图 1  不同水解产物的相对分子质量分布图 
Figure 1  Relative molecular weight distribution of different hydrolysates. A: fraction A; B: fraction B; C: 
fraction C. 
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3 个组分分子量大多集中在 5 kDa 以下，组分 B
的酶解产物还含有游离氨基酸，肽的分子量大

小可能影响其功能特性。这也与已发表研究

中，具有抗氧化活性的肽分子量一般在 1‒2 kDa
或更小[18]，具有抗菌活性的肽一般由12‒100个氨

基酸组成，分子质量小于 10 kDa[19]的观点一致。 
2.3  不同组分水解产物抑菌活性检测结果 

在图 2 中，0 号为空白对照，1、2、3、4、
5 号样品浓度分别为 0.25、0.50、1.00、2.50、
5.00 mg/mL。图中可以看出咸鸭蛋清的水解产

物对大肠杆菌有较为明显的抑菌圈，对金黄色

葡萄球菌无明显的抑菌作用。有抑菌效果的组

分 A 和组分 B 在不同浓度下对大肠杆菌的抑菌

圈直径见表 2，2 种组分的抑菌圈直径均随浓度

上升而增加，当样品浓度达 5 mg/mL 时，组分

A 抑菌圈直径为(12.87±0.42) mm，组分 B 抑菌

圈为(10.47±0.91) mm，有较好的抑菌效果。组分

A 和组分 B 对大肠杆菌(G‒)有较好的抑菌效果，

而对金黄色葡萄球菌(G+)抑菌效果较差。组分 C
水解产物对 2 种菌抑制作用均较差，可能是由于

预处理及反复超滤使得组分 C 中目标蛋白溶菌

酶有所流失，酶解后所得肽段不具备抗菌能力。 
在 Wang 等[20]的研究中，发现天然抗菌肽

可直接作用于细胞膜，与脂多糖结合，增加细

胞膜通透性，导致细胞膜破裂和细菌死亡。革

兰氏阳性菌与革兰氏阴性菌细菌膜结构不论是

分子组成和分层形态上均有差异，阴性菌膜外

层有特有的脂质物质[21]。Ibrahim 等[22]也证实了

卵转铁蛋白酶解得到的抗菌肽可以穿越大肠杆

菌外膜并破坏细胞膜的生物功能，致大肠杆菌

死亡。Kobayashi 等[23]所得的酶解蛋源抗菌肽能

与大肠杆菌特异结合，起到抑制大肠杆菌生长

的作用。在其他蛋清源抗菌肽的研究中，唐文

婷等[5]的研究中也发现蛋清肽对大肠杆菌及沙 

 

 
 
图 2  不同水解产物的体外抑菌活性检测 
Figure 2  In vitro antibacterial activity assay of different hydrolysates. A1: fraction A (Escherichia coli); A2: 
fraction B (Escherichia coli); A3: fraction C (Escherichia coli); B1: fraction A (Staphylococcus aureus); B2: 
fraction B (Staphylococcus aureus); B3: fraction C (Staphylococcus aureus). 
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表 2  水解产物对大肠杆菌的抑制活性 
Table 2  Inhibitory activity of the hydrolysates 
against Escherichia coli 

Concentration/
(mg/mL) 

Diameter of inhibition zone for 
Escherichia coli/mm 

Fraction A Fraction B 
0.00 0 0 
0.25 0 0 
0.50 6.06±0.12 0 
1.00 8.73±0.68 6.50±0.30 
2.50 10.00±0.21 7.20±0.26 
5.00 12.87±0.42 10.47±0.91 
 
门氏菌(G‒)的抑菌效果明显，对大肠杆菌抑菌效

果显著，郑健[6]酶解卵转铁蛋白制备抗菌肽也得

到相似结论。早期的研究中也验证得到卵转铁

蛋白对多种细菌具有抗菌性但对金黄色葡萄球

菌不敏感。因此猜测蛋清蛋白酶解多肽对革兰

氏阴性菌具有更高的抑制活性。 
2.4  最低抑菌浓度(MIC)及最低杀菌浓度

(MBC) 
不同浓度下，3 种水解产物对金黄色葡萄球

菌抑制结果见表 3，对大肠杆菌抑制结果见表 4，
结果表明，相对于另外 2 种组分，组分 A 对大肠

杆菌抑制效果最好，其 MIC 值为 1 024 μg/mL，
组分 B 的 MIC 值为 2 048 μg/mL、组分 C 的

MIC 值为 4 096 μg/mL。在抑菌活性实验中添加

水解产物浓度为 5 mg/mL 时，对金黄色黄色葡

萄球抑菌圈试验效果仍然不明显。而设置 3 种

组分水解产物对黄色葡萄球菌的 MIC 测定浓度

均高于大肠杆菌抑菌浓度，较高浓度下 3 种水

解产物添加后仍有金黄色葡萄球菌生长，总体

来说对金黄色葡萄球菌抑菌活性较差。从蒋雨

晴[24]、方军[25]等的研究中可以知道卵白蛋白、

卵转铁蛋白水解产物对金黄色葡萄球菌不敏

感，与本研究结果相似。因此，后续的实验中

主要测定蛋清蛋白酶解多肽对大肠杆菌的抑制

效果。 

表 3  不同水解产物对金黄色葡萄球菌的 MIC 测

定结果 
Table 3  Results of MIC determination of different 
hydrolysates on Staphylococcus aureus 
Concentration/ 
(μg/mL) 

Staphylococcus aureus 
Fraction A Fraction B Fraction C 

16 384 + + ++ 
8 192 + + ++ 
4 096 ++ + ++ 
2 048 ++ ++ ++ 
1 024 ++ ++ ++ 
512 ++ ++ ++ 
256 ++ ++ ++ 
128 ++ ++ ++ 
64 ++ ++ ++ 
32 ++ ++ ++ 
16 ++ ++ ++ 
‒: sterile growth; +: a small amount of bacteria growth; ++: 
a large amount of bacteria growth. 
 
表 4  不同水解产物对大肠杆菌的 MIC 测定结果 
Table 4  Results of MIC determination of different 
hydrolysates on Escherichia coli 
Concentration/ 
(μg/mL) 

Escherichia coli 
Fraction A Fraction B Fraction C 

4 096 ‒ ‒ ‒ 
2 048 ‒ ‒ + 
1 024 ‒ + ++ 
512 + ++ ++ 
256 + ++ ++ 
128 ++ ++ ++ 
64 ++ ++ ++ 
32 ++ ++ ++ 
16 ++ ++ ++ 
8 ++ ++ ++ 
4 ++ ++ ++ 
‒: sterile growth; +: a small amount of bacteria growth; ++: 
a large amount of bacteria growth. 

 
3 种组分对大肠杆菌的 MBC 测定结果见 

表 5，从表可知，组分 A 和组分 B 的 MBC 均

为 2 048 μg/mL，组分 C 的 MBC 为 8 192 μg/mL，

与 MIC 测定结果相符。综合上述结果，我们可

以看出对大肠杆菌抑制效果上，组分 A 的效果 
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表 5  不同水解产物对大肠杆菌的 MBC 测定结果 
Table 5  Results of MBC determination of different 
hydrolysates on Escherichia coli 
Concentration/(μg/mL) MIC MBC 
Fraction A 1 024 2 048 
Fraction B 2 048 2 048 
Fraction C 4 096 8 192 

 
最好，组分B次之，组分C最差。这也与我们抑

菌活性的检测结果相符合(图 2)。 
2.5  生长曲线 

为了进一步探究咸蛋清肽的抗菌活性，对

抑菌效果较好的组分 A 和组分 B 进行生长曲线

的测定(图 3)。细菌生长曲线显示，随着培养时

间延长，对照组(0×MIC)的细菌数量快速增加，

并在 18‒20 h 进入稳定期，OD600 值约为 1.15，
整体呈现典型 S 型增长。组分 A 和组分 B 的抑

菌活性呈剂量依赖性，当 2 种组分水解产物添

加浓度达到 1×MIC 时，细菌生长速率均下降，

生长被抑制，细菌对数生长期延长至 20 h，20 h
后才进入稳定期，稳定期 OD600 值较对照组分

别降至 0.79 和 0.86，组分 B 的抑菌效果略低于 
 

 
 
图 3  不同浓度添加下咸鸭蛋清肽对大肠杆菌生

长曲线的影响 
Figure 3  Effect of different concentrations of 
salted duck egg white peptide on the growth curve 
of Escherichia coli. Error bars indicate the standard 
deviation of the means (n=3). 

组分 A。当添加浓度达到 2×MIC 时，细菌生长

受到抑制，最大生长速率降低，细菌生长至   
24 h 才进入稳定期。稳定期 OD600 值较对照组

分别降至 0.50 和 0.68。 
由此表明，2 种水解产物抑菌作用主要在

对数生长期，达稳定期后对微生物生长周期影

响不大[26]。2 种水解产物处理下生长趋势几乎

相同，但从 OD600 值变化上能明显看出，组分 A
能更有效地抑制大肠杆菌的生长。添加浓度达

2×MIC 时即 MBC，细菌的抑菌曲线有较明显的

变化，培养 24 h 才进入稳定期，可能是达到一

定浓度破坏了细菌的生长规律。在一些关于抑

菌剂对菌体生长曲线影响的报道中，如宋丽雅

等[26]研究了花椒提取物对细菌的抑制，发现抑

菌作用主要在细菌的对数生长期；曹阳阳[27]的

研究中收集了不同大肠杆菌生长曲线数据，也

得到在对数期抑菌剂杀菌效果最好的结论。 

2.6  对细胞膜完整性的影响 
PI 是一种只能透过受损细胞膜的核酸染

料，细菌死亡时细胞膜受损，PI 能透过细胞膜

使膜内核酸 DNA 染色，呈红色的荧光[15]。根

据对细胞膜完整性进一步判断其抑菌性能。 

图 4 中，A、B、C 分别为添加组分 A 浓度在

0×MIC、1×MIC 及 2×MIC 的荧光显微镜观察抑

菌处理大肠杆菌的图片，D、E、F 分别为添加

组分 B 浓度在 0×MIC、1×MIC 及 2×MIC 下荧

光显微镜观察抑菌处理大肠杆菌的图片。 

A、D 为对照组图片(0×MIC)，4 h 培养后

并无细菌死亡，受损坏死细胞很少。在经 1×MIC
及 2×MIC 水解产物处理后，有明显红色荧光，

且随浓度上升，细菌死亡数目增多，B、C 中染

色数目较 E、F 密集，组分 A 处理下细菌死亡

数目更多，组分 A 所得水解产物对大肠杆菌抑

制效果更明显。所得结论也与 2 种水解产物对 
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图 4  不同水解产物对大肠杆菌细胞膜完整性的影响 
Figure 4  Effect of different hydrolysates on cell membrane integrity of Escherichia coli. A: fraction A 
(0×MIC); B: fraction A (1×MIC); C: fraction A (2×MIC); D: fraction B (0×MIC); E: fraction B (1×MIC); F: 
fraction B (2×MIC). 
 
大肠杆菌生长曲线抑制结论一致。在一些关于

蛋源肽抑菌的研究中，Lv 等[28]的研究发现，杂

合肽可通过透过细菌细胞膜破坏膜完整性导致

细菌死亡；蒋雨晴等[24]发现，卵白蛋白水解产

物具有良好地抑制革兰氏阴性菌的作用，且对

大肠杆菌细胞膜通透性影响最为明显；Ibrahim
等[22]在实验中所得的蛋源抗菌肽可以穿越大肠

杆菌外膜并破坏细胞膜的生物功能，致大肠杆菌

死亡。因此，结合上述实验推测，本研究中获得

的蛋清源肽通过抑制大肠杆菌的生长，破坏大肠

杆菌细胞膜的完整性，来达到抑菌的目的。 

2.7  不同水解产物的自由基清除能力 
蛋白经酶解后可能具有多种生物活性，蛋

清是制备生物活性肽的重要原料之一，蛋清酶

解物多具备抗氧化活性、抗菌等生物活性[29]。

图 5 中可看出，3 种不同分子量蛋白组分的水

解产物均具有 DPPH·清除能力，且随浓度上升

而提高。以食品中常见抗氧化剂 Trolox 为对照

组分，样品浓度一致时水解产物对 DPPH·清除

能力虽低于 Trolox，但 3 种水解产物清除能力分

别可达到 Trolox 的 0.50 倍、0.67 倍和 0.38 倍，

均具有一定的抗氧化活性。 
其中，组分 B 水解产物的 DPPH·清除能力

在各浓度下均优于其他组分，可能是由于组分

B 中含有蛋清蛋白含量最高的成分卵白蛋白，

且根据水解产物分子量可看出，组分 B 水解产

物小于 1 kDa 分子量的肽段占比较多，已有研

究证实，具有抗氧化活性的肽段分子量均较小。

且王倩等[30]的研究中证实，卵清蛋白即卵白蛋

白本身就具有一定抗氧化能力，在酶解作用下，

可获得抗氧化效果更好的蛋白肽。在蛋源抗氧

化肽的研究中，发现胃蛋白酶水解所得杂肽具

有自由基清除能力，如秦婧[31]利用胃蛋白酶水

解卵白蛋白，所得水解产物具有较优的 DPPH 自 
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图 5  不同水解产物的 DPPH·清除能力 
Figure 5  DPPH· scavenging ability of different 
hydrolysates. Error bars indicate the standard 
deviation of the means (n=3). 
 
由基清除能力；薛海燕等[32]优化了胃蛋白酶的

水解条件，得到具有较高自由基清除能力的蛋

白肽。本研究通过胃蛋白酶水解 3 种不同分子

量的蛋清，酶解所得的水解杂肽也具备一定的

抗氧化活性。 

3  结论 
本研究利用超滤对咸蛋清进行脱盐并分

级，根据分子量分级并富集了不同目标蛋白，

对不同目标蛋白水解得到多种杂肽。得到以下

结果，本研究采用胃蛋白酶对咸鸭蛋清不同分

子量的蛋白组分进行酶解，发现 3 种不同分子

量的组分中，组分 A (Mw>50 kDa)和组分 B  
(50 kDa>Mw>20 kDa)所得水解产物能有效地

抑制大肠杆菌的生长，MIC 分别为 1 024 μg/mL
和 2 048 μg/mL，MBC 均为 2 048 μg/mL。2 种水

解产物可通过破坏大肠杆菌细胞膜达到抑菌目

的。以上 2 种组分水解产物及组分 C (20 kDa> 
Mw>5 kDa)的水解产物，3 种水解产物对金黄色

葡萄球菌抑制效果均较差，猜测蛋清蛋白酶解

多肽对革兰氏阴性菌具有更高的抑制活性。此

外，3 种水解产物均有自由基有清除能力，清除

能力达 0.5 倍 Trolox、0.67 倍 Trolox、0.38 倍

Trolox。 
本研究以市售咸鸭蛋清作为原料加工处

理，超滤富集了不同目标蛋白，提高废弃蛋清

资源的综合利用，所得杂肽不仅具有抗菌活性

和抗氧化活性，同时还可以作为一种营养添加

剂，提高咸鸭蛋清的附加价值和利用率，在蛋类

资源加工副产物处理方面有广阔的应用前景。 
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