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中文摘要 

 

鮪魚是我國最重要的經濟魚類之一，一般以冷凍全魚或罐頭方式販售，

其血合肉由於具特殊腥臭味，因此被製成經濟價值不高的魚粉或魚溶漿。

近年來研究指出，酶水解蛋白質後可產生之具抗氧化活性胜肽，且發現此

胜肽之胺基酸組成常為疏水性胺基酸。因此本實驗利用鮪魚血合肉加工副

產品為原料，以作用於疏水性胺基酸之市售商業蛋白酶 protease ΧXIII 

(AM) 及 papain (PA) 於最適條件下進行 1 ~ 6 hr 水解，測定其鮪魚蛋白

質水解物之水解度 (degree of hydrolysis; DH) 及抗氧化活性，將具最佳抗

氧化活性之水解物藉凝膠過濾法 (gel filtration) 及高效能液相層析法 

(RP-HPLC) 分離純化，並鑑定此抗氧化活性胜肽之胺基酸序列。實驗結果

如下, 

1. 鮪魚血合肉加工副產品之基本成分含量為水分占 68.39%、粗蛋白占

29.33%、灰分占 1.31%、粗脂肪占 1.79%。 

2. AM 或 PA 蛋白質水解物皆在水解 1 hr 內的 DH 會顯著上升，爾後

則隨水解時間增加而逐漸上升。當水解 6 hr 時，AM 及 PA 蛋白質

水解物 DH 分別為 29.93 和 18.43%。 

3. 在抗氧化活性測定方面，皆發現 AM 和 PA 蛋白質水解物之抗氧化

活性與濃度 (0 ~ 30 mg of dried extract/mL) 呈正相關。且 AM 和 PA 

蛋白質水解物分別在水解 3 hr 和 2 hr 皆具有最佳的亞鐵離子螯合

能力 (EC50 分別為 4.91 和 5.95 mg of dried extract/mL) 以及清除 

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 自由基能力 (EC50 分別為 17.13 

和 15.32 mg of dried extract/mL)。此外， AM 及 PA 蛋白質水解物分

別以水解 1 ~ 3 hr 及水解 1、2、4 和 5 hr 還原力效果較佳。就整體

而言，以水解 3 hr 之 AM 蛋白質水解物及 2 hr 之 PA 蛋白質水解

物 (AMH 及 PAH) 最具有較佳抗氧化活性。故未來再分離純化則選

用 AMH 和 PAH 時並以亞鐵離子螯合能力作為抗氧化活性指標。 
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4. 利用 Sephadex G-25 凝膠過濾法區分 AMH 和 PAH，其主要可分別

分離出 4 個 (AMH1 ~ AMH4) 和 5 個 (PAH1 ~ PAH5) 區分物，並

將各區分物冷凍濃縮後，濃度調整至 10 mg of dried extract/mL 並測

定其亞鐵離子螯合能力，結果以 AMH2 (76.34%) 以及 PAH1 (92.4%) 

為最佳。 

5. 將 AMH2 以及 PAH1 以 RP-HPLC 法分離純化，分別分離出 6 個 

(AMH2a ~ AMH2f) 和 3 個波峰 (PAH1a ~ PAH1c)，並將各區分物冷

凍濃縮後，濃度調整至 0.5 mg of dried extract/mL 並測定其亞鐵離子

螯合能力，結果以 AMH2e (18.89%) 以及 PAH1a (19.33%) 為最佳。 

6. AMH2e 和 PAH1a 經 MALDI TOF/TOF 經分析鑑定後，分別可得 1 

及 2 個胜肽之胺基酸序列：AMH2e 為 Arg-Pro-Pro-Arg-Arg (681.5 

Da)；PAH1a 為 Asp-Thr-His-His-Arg-Arg-Lys-Pro (1046.6 Da) 和 His- 

Met-Leu -His-Lys-His-Met-Leu-Leu-His (1296.8 Da)。 

綜合以上結果所述，鮪魚血合肉加工副產品之蛋白質水解物具有抗氧

化活性且有利於機能性食品之開發並提升副產品的經濟價值。 

 

關鍵字：鮪魚血合肉加工副產品、蛋白質水解物、抗氧化活性、胜肽 
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Abstract 
 

   Tuna, one of the most important economic fish in Taiwan, is mainly sold 

for frozen whole fish or canned food. The dark muscles are further processed 

into low market-value products, such as fish waste meal and fertilizer, due to 

their off-flavor. Previous studies have shown that antioxidative peptides can be 

obtained from proteins hydrolyzed by proteases. The hydrophobic amino acids 

contained in the antioxidative peptides were found to be necessary. Therefore, 

the objective of this study is to use the tuna dark muscle by-product as the 

material, to be hydrolyzed by two commercial proteases, protease XXIII (AM) 

and papain (PA) which are hydrophobic amino acids, for 1 ~ 6 hr. Then the 

degree of hydrolysis (DH) and antioxidative activities of the protein 

hydrolysates were determinated. The hydrolysates possessed the highest 

antioxidative activities were further purified by gel filtration and reverse phase 

high performance liquid chromatography (RP-HPLC) in sequence. Finally, the 

amino acid sequences of the antioxidative peptides were identified. 

The results were shown as follows. 

1. The moisture, crude protein, ash and crude fat contents of tuna dark 

muscle by-product were 68.39, 29.33, 1.31 and 1.79%, respectively. 

2. DHs of tuna dark muscle by-product hydrolyzed with AM and PA 

increased rapidly within 1 hr and then increased slightly until 6 hr. The 

highest DHs for AM and PA hydrolysates were 29.93 and 18.43%, 

respectively, both obtained at 6 hr hydrolysis. 

3. The results showed that all parameters of antioxidative activity of AM and 

PA hydrolysates determined in this study were correlated with the 

concentrations (0 ~ 30 mg of dried extract/mL) of hydrolysates. The 

highest metal ion chelating and DPPH radical scavenging activities of AM 

(EC50 values: 4.91 and 17.13 mg of dried extract/mL, respectively) and PA 

hydrolysates (EC50 values: 5.95 and 15.32 mg of dried extract/mL, 

respectively) were obtained after 3 and 2 hr hydrolysis, respectively. In 
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addition, AM hydrolysates were obtained after 1 to 3 hydrolysis and 

anthor PA hydrolysates were obtained after 1, 2, 4 and 5 hydrolysis were 

better reducing power. Overall views of AM and PA hydrolysates, they 

were obtained after 3 and 2 hr hydrolysis, respectively that had the best 

antioxidative activity. Metal ion chelating activity was chosen as 

antioxidative index for for further separation and purification of AMH and 

PAH.  

4. Fractionation of AMH and PAH on a Sephadex G-25 gel filtration 

chromatography, four (AMH1 to AMH4) and five (PAH1 to PAH5) major 

fractions were obtained from AMH and PAH, respectively. Each fraction 

was lyophilized and adjusted to the concentration of 10 mg of dried 

extract/mL, and then its metal ion chelating activity was measured. The 

results showed that the highest metal ion chelating activities of AMH and 

PAH fractions were observed in AMH2 (76.34%) and PAH1 (92.4%). 

5. Six (AMH2a to AMH2f) and three (PAH1a to PAH1c) fractions were 

isolated from AMH2 and PAH1 by RP-HPLC. They were lyophilized and 

adjusted to the concentration of 0.5 mg of dried extract/mL, and then its 

metal ion chelating activity was measured. The results showed that 

AMH2e and PAH1a possessed the highest metal ion chelating activities 

(18.89 and 19.33%, respectively). 

6. The amino acid sequences of AMH2e and PAH1a were identified by 

MALDI TOF/TOF, and they were Arg-Pro-Pro-Arg-Arg (681.5 Da) for 

AMH2e, Asp-Thr-His-His-Arg-Arg-Lys-Pro (1046.6Da) and His-Met-Leu 

-His-Lys-His -Met-Leu-Leu-His (1296.8 Da) for PAH1a. 

   According to the results, tuna dark muscle by-product hydrolysates 

possessed potent antioxidative properties. It may be useful ingredients in 

functional food applications and then elevate economic efficiency of marine 

by-product.  

 

Key word: tuna dark muscle by-product 、 protein hydrolysate 、

antioxidative activity、peptide
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第一章 前言 

一、 台灣水產概況 

台灣是一海島國家，蘊藏豐富的海洋資源，為我國最重要的飲食及經

濟來源之一。行政院農委會漁業署會報統計在 2008 年之漁業生產量約為 

134 萬公噸，總產值約為 889 億元，其中在遠洋漁業以鮪延繩釣為最大

宗。其分布主要以臺灣東部及東北部海域產量最多，鮪魚占漁業生產量的 

24.85% (33.3 公噸)，產值約 200 億元，是台灣重要的經濟魚類。另外，

鮪魚加工已成為國內水產加工業重要的一環，主要以罐頭加工製造為主，

包括了水煮、油漬、調味等產品。其總產量為 731,714 箱，總產值為 1.7 

億元，僅次於鯖魚 (行政院農委會漁業署，2008)。另外，還可分為冷凍貯

藏鮪魚 (-20℃或是 -50 ~ -60℃ 貯藏) 與冰藏鮪魚 (碎冰法保藏) 兩種，一

般大多數主要外銷市場為日本，其次是美國 (周，1990)。 

 

二、 鮪魚分類及種類 

(一) 鮪魚（tuna） 

鮪魚又稱金槍魚，是一種非常重要的洄游性經濟食用魚種。鮪魚是用

魚鰭前進並保持平衡，同時以鰓呼吸。此外，鮪魚的泳速瞬時時速可達 160 

km/hr，平均時速約 60 ~ 80 km/hr，其肉色為紅色，主要是肌肉中含有了

大量的肌紅蛋白 (myoglobin) 所致 (Brown, 2006)。 

 

全世界的鮪魚共有 15 屬 50 餘種，而臺灣就有 9 屬 21 種。常見

的有黃鰭鮪、長鰭鮪、大目鮪以及黑鮪。以下為鮪魚分類【圖 1-1】以及

常見鮪魚之外觀型態【圖 1-2】。 
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圖 1-1  鮪魚的分類表 
Figure 1-1  Classification of tunas. 
 
 

 
(陳，1996) 

圖 1-2  常見鮪魚之外觀型態 
Figure 1-2  The appearance of common types of tunas. 
 

以下為常見鮪魚種類介紹： 

(1)  黑鮪  (Thunnus thynnus)  

英文名：Northern bluefin tuna 

俗名：黑甕串  

分類上屬鱸目、鯖科、鮪屬。為體型最大之鮪類，主要分布北半球的

溫帶海域，包括大西洋 (含地中海) 及北太平洋海域。屬高度洄游性魚種，

體長最大可達 300 cm、體重達 680 kg。每年 3 ~ 5 月為主要漁季。而太

鱸型目鱸型目

大目鮪大目鮪黃鰭鮪黃鰭鮪
藍鰭鮪
(黑鮪)
藍鰭鮪
(黑鮪)

長鰭鮪長鰭鮪

鯖科鯖科

鮪屬鮪屬

鱸型目鱸型目

大目鮪大目鮪黃鰭鮪黃鰭鮪
藍鰭鮪
(黑鮪)
藍鰭鮪
(黑鮪)

長鰭鮪長鰭鮪

鯖科鯖科

鮪屬鮪屬
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平洋黑鮪則在每年 4 ~ 7 月間會洄游經臺灣東部海域，為我國小型延繩釣

季節性作業之高經濟魚種，常被當作生魚片食用 (Caton et al. ,  1990)。  

 

(2)  長鰭鮪  (Thunnus alalunga)  

英文名：albacore 

俗名：白肉串 

分類屬鱸目、鯖科、鮪屬。體背藍黑、腹部銀白色，胸鰭特長且超過

臀鰭是最明顯之特徵，因此名為長鰭鮪。廣範分布於三大洋之熱帶、溫帶

海域，北緯可達 45 ~ 50 度間，南緯可達 30 ~ 40 度間之海域，惟赤道南

北緯 10 度間較少發現其蹤跡。一般約體長 40 ~ 100 cm 間。其棲息之溫

範圍在 10 ~ 28℃ 之間，而最適水溫為 10 ~ 20℃ 之冷水域 (Caton et al. ,  

1990)。  

 

(3)  南方黑鮪  (Thunnus maccoyii)  

英文名： Southern bluefin tuna 

俗名：油串  

分類上屬鱸目、鯖科、鮪屬。南方黑鮪主要分布在三大洋南

緯  30 ~ 50℃  之間的溫帶水域，屬高度洄游性魚種，體長最大

可達  225 cm、體重達  200 kg 以上。在印度洋區其平均體長範

圍在  160 ~ 200 cm 之間。南方黑鮪與黑鮪外形上主要之差別為

南方黑鮪之胸鰭較長、尾部之隆起稜為黃色。較常出現之覓食場

所多在  20℃  以下之冷水域，最適水溫約在  10 ~ 15℃  之間。

目前所知之產卵場在爪哇、印尼南部與澳洲西北部海域  (Caton 

et al. ,  1990)。  

 

(4)  大目鮪  (Thunnus obesus)  

英文名：bigeye tuna  

俗名：大目串、短鮪  
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分類上屬鱸目、鯖科、鮪屬。頭高眼大是其最明顯之特徵。

大目鮪廣泛分布於三大洋之熱帶、亞熱帶海域，約為南、北緯  40 

度間之海域。體長最大可達  200 cm、體重  200 kg 以上。其適

水溫範圍在  10 ~ 15℃  之間。肉色鮮紅柔軟，主要漁獲銷售市

場為供應日本生魚片市場  (Collette et al., 1983)。 

 

(5)  黃鰭鮪  (Thunnus albacores)  

英文名：yellowfin tuna 

俗名：串仔  

分類上屬鱸目、鯖科、鮪屬。體背藍黑色、腹部銀白色，第

二背鰭與臀鰭呈黃色，廣泛分布於三大洋之熱帶、亞熱帶海域，

約為南、北緯  40 度間之海域。體長最大可達  200 cm、體重  170 

kg 以上，一般約體長  150 cm。其棲息之水溫範圍在  18 ~ 31℃  

之間，游泳於躍溫層上下之水域，最適水溫為  19 ~ 26℃。它的

肉質較為堅硬、味道清淡，比較不會有鮪魚特殊的氣味 (孫，1991)。  

 

(6)  正鰹  (Katsuwonus pelamis)  

英文名： skipjack 

俗名：煙仔、卓鯤  

分類上屬鱸目、鯖科、正鮪屬。魚體呈紡垂狀，腹部銀白色，側線下

方有 4 ~ 10 條暗灰色之條紋。一般體長約在 80 cm，體重約為 8 ~ 10 kg。

最大體長可達 100 cm、體重約 30 kg。分布於三大洋熱帶及溫帶水域。正

鰹常群聚於表層水域，魚群經常伴隨著漂浮物、鯨、鯊或其它鮪類，並且

有跳躍、索餌及海面產生泡沫等特徵 (孫，1991)。 

 

(二) 副產品 (by-product) 的利用 

人類所捕撈或養殖的水產物，大部分均是被用來當作食物來使用，但

是像一些價值較低的魚介類或經加工後所廢棄的物質 (如：魚頭、魚骨、
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魚尾、魚鰭、內臟等)，如可再次利用製成適當用途的產品，這些產品則稱

之為水產加工副產品 (by-product) (Kim and Mendis, 2006)。 

舉例來說，鮪魚罐頭工廠約有原料 20 ~ 25% 的魚頭及內臟，以及 10 

~ 15% 的煮熟皮、骨刺以及血合肉等副產品產生 (林和林，1990)。此外，

這些副產品的利用大多製成為經濟價值不高的魚油、魚粉及寵物飼料、魚

溶漿等 (Choudhury and Bublitz, 1996)。 

 

(三) 鮪魚血合肉 (tuna dark muscle) 及其營養價值 

鮪魚血合肉位於魚體側線皮下處，具有較高含量的蛋白質，約佔全身

的 5 ~ 10%，是魚肉特有的現象，其肌肉組織內儲存較多血含氧以及血液

的地方 (Qian et al., 2007)。另外，也含有豐富的鐵、維生素 A、B1、B2、

B12、硫等主要元素，其中也含高含量之胺基酸，包含牛磺酸 (taurine)、甲

肌肽 (anserine) 及肌酸 (creatine)，主要生理功能為貯存氧氣、調節體溫、

供應骨骼生長、調節細胞滲透壓、防止膽結石形成、降低膽固醇、血糖、

血脂以及調節神經衝動等作用 (Suzuki et al., 1987)。   

 

三、 蛋白質水解 

(一) 蛋白質之水解方法 

蛋白質水解方法常見有 2 種，分別為酸水解以及酶水解。分別敘述

如下： 

(1) 酸水解：  

利用強酸來分解蛋白質是很有效率的方法，可以將蛋白質完全分解成

游離胺基酸。有研究指出，此法雖然有效率，但所製成的水解產物可能產

生具有有毒致癌物質如：mono-chloropropanol (MCP)、dichloropropanol 

(DCP) (Manley and Ahmedi, 1995)。 

 

(2) 酶水解： 
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利用酶分解而獲得分子量較低的短胜肽與胺基酸混合物，這些小分子

胜肽易被人體吸收。另外，酶對蛋白質之水解作用使水解物具有以下三種

特性：分子量降低、離子性基  (ion group) 數目增加及疏水性基 

(hydrophobic group) 暴露 (Godfrey and West, 1996)，這些特性都會使蛋白

質之官能基產生變化，進而達到增加保水性、改善乳化等目的 

(Mahmoud,1994)。蛋白質之水解度以 degree of hydrolysis (DH) 來表示，當

DH 越高表示胜肽鍵被切的數目越多，就會有許多游離胺基酸、低分子量

胜肽生成 (鄭，1997)。 

雖然酸水解蛋白質之效率遠高於酶水解之方式，但酸水解會破壞水解

物的原有功能特性，並使得 L-form 的胺基酸轉變成 D-form 胺基酸，因

此形成如 lysinoalanine 等毒性物質 (Lahl and Grindstaff, 1994)，故後來基

於健康訴求，酶水解方式逐漸取代酸水解方式。 

 

(二) 酶的種類及特性 

酶為一種由細胞的原生質所生成的高分子量蛋白質，在一定的溫度和

酸度範圍內，仍促進特定的有機化合物發生特定的化學變化，而酶本身則

不受到任何影響 (賴，2006)。蛋白質藉由各種不同之胺基酸以共價鍵 

(covalent bond) 方式相互結合而成，而每一個胺基酸羧基 (-COOH) 與另

ㄧ胺基酸之胺基 (-NH2) 間的共價鍵稱為胜肽鍵 (peptide bond)。 

蛋白酶之分布相當廣泛，包括微生物、植物界及動物界，大致可分為

外肽酶 (exopeptidase)，其主要作用於在游離之 α -胺基或 α -羧基之胜肽

以及內肽酶 (endopeptidase)，其作用於蛋白質而切斷內部胜肽鍵兩大類 

(Adler-Nissen, 1986)。另外也有學者以活性中心觸媒特性，將蛋白酶分為

以下 4 大類，並將分別敘述如下： 

 

(1) 絲胺酸型蛋白酶 (serine proteases) 

是以絲胺酸 (serine; Ser) 為其觸酶活性有關之胺基酸殘基 (amino 

acid residue)。如：胰蛋白酶 (trypsin) 和胰凝乳蛋白酶 (chymotrypsin) 及
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一些菌類分泌酶如：枯草菌酶 (subtilisin) 等皆是。絲胺酸型蛋白酶，幾乎

均屬於內肽酶，可以水解蛋白質及胜肽類基質 (張，1977)。 

 

(2) 硫醇型蛋白酶 (thiol proteases) 

是以半胱胺酸 (cysteine; Cys) 為其活性中心最有關之胺基酸殘基。因

Cys 分子中含有 SH 基故得其名。此類均存在植物界為多，如：木瓜酶 

(papain) 及鳳梨酶 (bromelain) 等 (張，1977)。 

 

(3) 金屬型蛋白酶 (metalloproteases) 

此類分子中含有重金屬，如：鋅，其金屬之有無與酶活性有密切關係，

故得此稱，如：羧基側胜肽酶 A 及 B (carboxypeptidase A 和 B)  (張，

1977)。 

 

(4) 酸性型蛋白酶 (acid proteases) 

此群酶之活性最適酸鹼度在酸性範圍 (pH 1.0 ~ 5.0) 內，故謂 acid 

protease。如：胃蛋白酶 (pepsin) 及凝乳酶 (rennin)  (張，1977)。  

 

(三) 酶之影響因子 

酶是一種可以催化與調節生物體內的物質，可有效完成許多生理活動。

倘若細胞內酶活動受到抑制劑干擾【表1-1】，或溫度、pH 值、金屬與鹽

類及水活性等因素，均可影響酶的活性及反應速率，最後使得整個生物體

就可能出現異狀 (王等，2001)。 
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表 1-1  蛋白酶專一性及其抑制劑 
Table1-1  Protease specificity and inhibitor. 
 
種類 範例 專一性 抑制劑 

serine proteases chymotrypsin 

trypsin 

aromatic 

basic 

DFP 

TPCK 

TLCK 

thiol proteases papain non-specific PCMB 

Leupeptin 

metalloproteases carboxyl 

peptides A 

non-polar EDTA 

EGTA 

acid proteases pepsin 

renin 

non-specific Pepstatin 

(Dressler and Potter, 1991) 

 
(四) 潛在問題 

蛋白質利用酶水解後，會受到酶種類、受質、水解條件不同而產生不

同程度的苦味，其這些苦味主要來源來自水解液中的胜肽 (Adler-Nissen, 

1986)，其鏈長可短至 2 ~ 3 個胺基酸，也可以長達數十個胺基酸不等，由

於這些疏水性胺基酸暴露，如：纈胺酸 (valine; Val)、異白胺酸 (isoleucine; 

Iso)、苯丙胺酸 (phenylalanine; Phe)、色胺酸(tryptophan; Trp)、離胺酸 

(leucine; Leu)、酪胺酸 (tyrosine; Tyr) 而導致苦味的產生 (Pederson, 1994)。

如何降低蛋白質水解物的苦味，將會成為未來再開發產品之考慮因素之

一。 

 

(五) 蛋白質水解物性質介紹及應用 

蛋白質為高分子有機化合物，係由碳、氫、氧、氮所構成，另有少量

的硫和磷等成分。凡是動植物體中皆有存在，蛋白質主要構成最小單位為

胺基酸 (賴等，2006)。其功能為提供人體生長發育維持所需的胺基酸與能
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量 (每公克可產 4 kcal)。食品中蛋白質不僅是胺基酸的提供者，經人體消

化或食品加工過程中經酶水解後，可達增進營養特性、延緩腐敗時間、改

善質地、增加或降低溶解度、增進起泡特性、增進乳化特性、除去異味等 

(Lahl and Grindstaff, 1994)。另外，不同水解程度的蛋白質水解物之含氮化

合物的組成分亦不相同，故水解前後的分子量大小則會影響到蛋白質水解

物的成膠能力、乳化性質、濃稠度、風味、溶解度等功能性質 (Mahmoud, 

1994)。如：蛋白質經水解後有特殊的呈味，可供食品作為食品增味劑，如

麩胺酸鈉 (mono-sodium-L-glutamate; MSG) (賴等，2006)；另外，也可以

產生短胜肽及易被人體吸收利用，以提高利用率，食入後不易被人體中的

抗體辨識，故不會引發過敏反應，可以應用在特殊食品或是嬰兒食品的使

用上 (Godfrey and West, 1996)。 

 

四、 自由基與抗氧化 

(一) 自由基種類 

正常的化學物質通常是由原子和分子構成，同時攜帶成對電子來維持

化學狀態的安定。而自由基表示軌域上具有一個或多個不成對電子而獨立

存在的原子、離子或分子或任何包含奇數電子之化學物質 (Halliwell and 

Gutteridge, 1989)。而不成對電子是相當不穩定，通常自由基為了使結構穩

定下來，會攻擊細胞內正常的原子，搶奪他們的電子造成殺傷力。如此週

而復始的氧化還原電子轉移循環，稱之自由基連鎖反應 (free radical chain 

reaction)。 

在一般正常生理狀態下，生物體本身具有抗氧化防禦系統，產生抗氧

化酶及抗氧化物來移除自由基與活性氧物種 (reative oxygen species; ROS)，

並修護系統修補所引發的傷害，一旦有疾病或是營養不良，體內的抗氧化

物質會減少，平衡系統就會被破壞，自由基與活性氧物種就會增加，而 ROS

為人體代謝產生反應活性較基態氧強的含氧物種，像一些外來物質如藥物、

致癌物及生活壓力等因素也會加速自由基產生，由於自由基與 ROS 反應



                                                                       第一章 前言 

10 
 

相當快速，當長期暴露在氧化壓力很大的情況下，自由基便會隨意攻擊細

胞【表 1-2】，如：細胞中主要成分中的蛋白質、脂質、酶、醣類、DNA、

RNA 等，因而導致嚴重氧化性傷害，最後可能會導致疾病發生像是糖尿

病、癌症、神經退化、發炎、心血管疾病、中風、降低免疫力等疾病 

(Butterfield et al., 2002; Kim et al., 2009; Pryor, 1982; Sheu et al., 2006)。 

而常見 ROS 其組成包括以氧為中心的自由基及其他和氧有關的自由

基，其分類如下： 

 

(1) 超氧陰離子 (superoxide anion; O2‧-) 

超氧陰離子是一個以氧為中心的自由基，不成對電子位於氧原子 

上，最主要來源是經由粒線體內膜上的電子傳遞鏈過程產生，是

連鎖反應的起始因子 (initiator)，但反應有限且半衰期短，主要啟動產

生其他 ROS，如：過氧化氫 (hydrogen peroxide; H2O2)、氫氧自由基 

(hydroxyl radical;‧OH)、單態氧 (singlet oxygen) 等，生物體內的氧化

壓力增加造成傷害 (Nordberg and Arner, 2001)。 

 

(2) 過氧化氫 (hydrogen peroxide; H2O2) 

過氧化氫在水中或是油脂中可以輕易的擴散，對細胞或組織的傷害很

大，過氧化氫可以通過細胞膜，與體內的 Fe2+ 反應產生傷害性更大的氫

氧自由基；超氧陰離子與過氧化氫在 Fe2+ 的作用下經由 Haber-Weiss 反

應產生氫氧自由基，反應機制如下 (Nordberg and Arner, 2001)： 

Fe2+ + H2O2  Fe3+ + OH╴ ＋‧OH 

    H2O2 ＋‧O2
-  O2 ＋‧OH ＋ OH 
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表 1-2  活性氧物種攻擊體內細胞所造成的影響 
Table1-2  Effects of reactive oxygen species damage to lipids, proteins and      
         DNA.  
Oxidative damage to lipids 
 Occurs via several mechanisms of ROS reacting with fatty acids in the membrance 

lipid bilayer, leading to membrance leakage and cell death. 
 In food, lipid peroxidation causes rancidity and development of undesirable odors 

and flavors. 
Oxidative damage to proteins 
 Site-specific amino acid modifications (specific amino acid differ in their 

susceptibility to ROS attack) 

 Fragmentation of the peptide chain 

 Aggregation of cross-linked reaction products 

 Altered electrical charge 

 Increased susceptibility to proteolysis 

 Oxidation of Fe-S centers by O2
‧- destroys enzymatic function 

 Oxidation of specific amino acid “marks” proteins for degradation by specific 
proteases 

 Oxidation of specific amino acid (e.g., Try) leads to cross-linking 

Oxidation damage to DNA 

 DNA deletions, mutations, translocations 

 Base degradation, single-strand breakage 

 Cross-linking of DNA to proteins 

 
(Scandalios, 2005) 

(3) 氫氧自由基 (hydroxyl radical; ‧OH) 

氫氧自由基是以氧為中心的自由基，主要是由經過氧化氫及超氧陰離

子作用而產生 (陳，2000)。氫氧自由基是生物體內反應性及傷害性最大的

自由基之一，可在自由基產生部位發生立即性反應，同時，也被認為是脂

質過氧化的主要起始因子 (呂，1993)。 

 

(4) 單態氧 (singlet oxygen; 1O2)  

體內穩定狀態的氧受到紫外線照射後會形成極易反應的單態氧，因電

子逆向旋轉使氧分子處於能階較高的激發狀態且易與氫反應，此種單態氧
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會直接攻擊不飽和脂肪酸經氧化作用形成氫過氧化物 (Dziezak, 1986)。 

 

(5) 脂質過氧化氫 (lipid hydroperoxide; LOOH) 

脂質過氧化是指存在身體內的多元不飽和脂肪酸  (polyunsaturated 

fatty acid; PUFA) 受到氫氧自由基的氧化傷害，不飽和脂肪酸的雙鍵與氫

氧自由基作用後會失去一個氫原子形成脂自由基 (L‧)，當氫氧自由基得

到一個氫原子形成水分子，接著一連串的連鎖反應，脂質自由基獲得氧分

子形成過氧化脂自由基 (LOO‧)，而過氧化脂自由基會結合附近脂質上的

氫原子形成 LOOH，一連串的連鎖反應引起聚合作用，使得脂質最後可能

會形成塊狀，進而破壞細胞膜蛋白質 (Nordberg and Arner, 2001)。 

LH ＋‧OH  L‧＋ H2O 

L‧＋ O2  LOO‧ 

LOO‧＋ H+  LOOH 

LOOH ＋L'H ＋ O2  L'OO‧ 

 

(二) 抗氧化劑作用之原理與機制 

隨著時代的進步，快步調的生活使國人更易受到外在因子 (工作壓力、

環境污染、紫外線傷害)，內在因子 (遺傳、感染) 以及生活習慣 (熬夜、

飲食不良、喝酒、抽菸和過度藥物使用) 等危險因子影響，增加與自由基

接觸的機會，而產生過量的自由基，可能導致疾病發生(Je et al.,2004)。抗

氧化劑，顧名思義為在低濃度下可以明顯抑制或延緩氧化的發生 

(Ranathunga et al., 2006)，而不同的抗氧化劑可在氧化系統中扮演不同程度

的作用。儘管動物體內具有抗氧化防禦系統可產生抗氧化物來降低體內自

由基對於組織器官的傷害，但往往無法達到完全防禦的效果，因此需藉由

額外的營養補充以減輕體內的氧化壓力。 

常見抗氧化劑有過氧化氫酶 (catalase)、穀胱肽過氧化酶 (glutathione 

peroxidase; GSHPx)、維生素C (vit C)、維生素E (vit E)、β-胡蘿蔔素

(β-carotene)、butylated hydroxyanisole (BHA)、butylated hydroxytoluene 
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(BHT)、allopurinol 等，可見 【表1-3】。以下是依具不同作用區分為 4 大

類： 

 

(1) 自由基終止型 (free radical terminator) 

為是所謂的一級抗氧化劑，此類抗氧化劑大多為酚類，具苯酚環(phenolic 

hydroxyl group) 結構，可釋放出氫原子與自由基反應，以終止連鎖反應的進

行其作用機制主要是干擾起始期自由基的形成或延遲連鎖增殖 

(propagation) 期作用，如：食品常用之 BHT、BHA、tertiary butylhydroquinone 

(TBHQ) 及 vit E 皆是此類 (Giese, 1996; Shahidi and Wanasundara, 1992)。 

 

(2) 還原劑或氧清除劑 (reducing agent or oxygen scavengers) 

主要藉由抗氧化劑本身氧化還原能力來抑制氧化。作用機制再於轉移

氫原子及捕捉氧原子，將已被氧化的過氧化物還原，來減緩氧化作用進行，

提供一個傾向還原狀態的環境。此類抗氧化劑可有效清除或不活化 

O2‧、‧OH、peroxyl radicals (ROO．) 等含氧自由基或是非自由基之 H2O2，

使 ROS 喪失起始及加速氧化反應進行能力 (Namiki and Osawa, 1986)。  

 
(3) 金屬螯合劑 (chelating agent) 

主要作用可與金屬產生螯合作用而間接延緩自由基氧化作用的進行。

當食品中含有金屬離子，即使含量少依然具有脂質氧化的作用。此類抗氧

化劑本身無抗氧化效果，卻可螯合 Cu 2+ 或 Fe2+ 等促進氧化能力強之離

子，達到抗氧化的效果如：檸檬酸 (citric acid)、磷酸 (phosphoric acid) 及 

ethylenediaminet- etraacetic acid (EDTA) 等 (Dziezak, 1986)。 
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表 1-3  常見抗氧化劑 
Table1-3  The commons of antioxidants.  

**Non-enzymatic antioxidant molecules** 

Antioxidant molecules Subcellular location 

Ascorbate (vitmin C) Plastid; apoplast; cytosol; vacuole 

β-Carotene Plastid 

Glutathione, reduce (GSH) Plastid; mitochondrion; cytcsol 

Polyamines (e.g., putrescine, spermine) Nucleus; plastid; mitochondrion; cytcsol 

α-Tocopherol (vit E) Cell and plastid membranes 

Zeaxanthin Chloroplast 

**Antioxidant enzymes** 

Enzyme EC number Subcellular location 

Ascorbate peroxidase 1.11.1.11 Plastid stroma and membranes 

Peroxidases (non-specific) 1.11.1.7 Cytosol; cell-bound 

Catalase 1.11.1.6 Glyoxysome; peroxisome; cytosol; 
mitochondria 

Superoxide dismutase (SOD) 1.15.1.1 Cytosol (Cu/ZnSOD); plastid 
(Cu/ZnSOD; FeSOD); mitochondrion 
(MnSOD); peroxisome 

Dehydroascorbate reductase 1.8.5.1 Cytosol; plastid 

Glutathione reductase 1.6.4.2 Mitochondrion; cytosol; plastid 

Monodehyoascorbate 
reductase 

1.6.5.4 Plastid stroma 

Glutathione S-transferases 2.5.1.18 Cytosol; microsomal 

(Scandalios, 2005) 
 

(4) 單態氧抑制劑 (singlet oxygen inhibitor) 

主要以破壞單態氧而抑制光氧化反應之進行。如：β-胡蘿蔔素、蕃茄

紅素 (lycopene)、三乙基胺 (triethylamine) 等皆具有捕捉單態氧的能力 

(Foot, 1976)。  

而上述 2 ~ 4 項之抗氧化劑屬二級抗氧化劑，可以延緩氧化發生或者

是將自由基轉變成穩定之分子而終止自氧化反應。
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第二章 文獻探討 

一、 食物活性胜肽 (food-derived bioactive peptides) 之探討 

一般而言，胜肽可以小到只有兩個胺基酸的雙肽，也可以複雜的長鏈

或環狀多肽，且多半經過醣苷化 (glycosylation)、磷酸化 (phosphorylation)、

醯化 (acylation) 衍生，顯示胜肽在細胞生理及代謝功能調節上，扮演相當

重要角色。在食品應用上，胜肽或是蛋白質水解物已逐漸取代胺基酸作為

氮源，主要是胜肽的滲透壓及通透性高於胺基酸 (陳，1999)。許多來自食

物中的蛋白質已經被證實具有生物活性，而這些活性胜肽可直接來自食物

本身或從植物、動物中經過腸胃道消化或酶作用、食品發酵等方式獲得 

(Korhonen and Pihlanto 2003)。在日常生活中常見的食物，如：禽肉 (Saiga, 

2003)、魚肉 (Klompong et al., 2009; Mendis et al., 2005)、牛奶 (Meisel, 1998; 

Quiros et al., 2006)、大豆 (Pena-Ramos and Xiong, 2003; Zhong et al., 2007)、

雞蛋 (Davalos et al., 2004; Sakanaka et al., 2004)等，均發現具有豐富的生理

活性的物質。其生理活性還包含抗菌 (antimicrobial) (Gobbetti et al., 2004)、

類嗎啡 (opioid) (Meisel, 1998)、礦物質結合 (mineral-binding) (Li et al., 

1989; Mellander, 1950)、抗血酸 (antithrombotic) (Chabance et al., 1995)、抗

氧化 (antioxidative) (Byun et al., 2009; Qian et al., 2008; Sheih et al., 2009; 

Song et al., 2008)、調節免疫 (immunomodulatory) (Korhonen and Pihlanto, 

2003)、降膽固醇 (cholesterol-lowering effect) (Zhong et al., 2007)、降血壓 

(antihypertensive) (Je et al., 2005; Qian et al., 2007; Quiros et al., 2006) 等，以

下分別介紹活性胜肽於人體各個系統的功能【圖 2-1】。 
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(Hartmann and Meisel, 2007) 

圖 2-1  食物活性胜肽之功效 
Figure 2-1  Functions of food-derived bioactive peptides. 
 
(一) 腸胃道系統 (gastrointestinal system)  

(1) 礦物質結合特性 (mineral-binding) 

食物中的蛋白質及胜肽在腸胃道中扮演調控的重要角色。 

Caseinophosphopeptides (CPPs) 早在 50 多年前被研究出可改善兒童佝僂

症 (rachitic infants) 的症狀 (Mellander, 1950)。另外，可抑制 Ca2+ 在迴腸

的沉澱，避免 Ca2+  形成一些不溶性鹽類而流失 (Li et al., 1989)。  

 

(2) 抗菌 (antimicrobial) 

絕大部分抗菌胜肽可快速地殺掉目標細胞，且可以廣泛作用在各種微

生物，如：格蘭氏陽性菌  (Gram-positive bacteria)、格蘭氏陰性菌 

(Gram-negative bacteria)、酵母菌、絲狀真菌 (filamentous fungi)。所有抗菌

胜肽都是帶有訊息序列較大的前驅物蛋白，是經由蛋白酶降解所產生。一

般抗菌胜肽大約是由 12 ~ 50 個以下胺基酸所組成，其中疏水性胺基酸就

占 50%  (Rydlo et al., 2006)。 

 

(3) 食慾控制 (antiappetizing) 

Caseinomacropeptide (CMP) 可抑制胃液的分泌、減慢胃收縮、刺激膽

囊收縮素 (cholecystokinin; CCK) 釋放且會分泌到十二指腸幫助食物消化 

(Yvon et al., 1994)。 
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(二) 心血管系統 (cardiovascular system)  

(1) 降血壓 (antihypertensive)  

降高血壓胜肽大多為短胜肽，通常帶有極性胺基酸側鏈，如：脯胺酸 

(proline; Pro)，有研究指出，經 casein 分離出 Ile-Pro-Pro 之片段具有降血

壓之功效，其半抑制濃度 (IC50) 為 5.0 μM (Kohmura et al., 1989)，亦有自

猪血漿中水解出之  angiotensin I-converting enzyme (ACE) inhibitory 

peptide，其胺基酸序列為 Leu-Val-Leu (Hazato and Kase, 1986)。 

 

(2) 抗氧化 (antioxidative) 

一些蛋白質經水解產生的胜肽可抑制自氧化反應及過氧化物的含量，

並阻止對人體有害的自由基形成。這些胜肽大多可抓住重金屬或促進過氧

化物的分解。在後面蛋白質水解物相關抗氧化活性會詳加探討。 

 

(3) 抗血栓 (antithrombotic) 

κ-Casein 經 rennin 作用後可產生 glycomacropeptide，此胜肽可抑制

血小板凝集和抑制纖維蛋白結合血小板的表面接收器，而達到抗血栓效果 

(Chabance et al., 1995)。 

 

(4) 降膽固醇 (cholesterol-lowering effect)  

部份蛋白質或胜肽已被證實具有降膽固醇之功效，其中以大豆蛋白研

究最為廣泛，Zhong et al. (2007) 指出大豆蛋白經 alcalase 作用所產生之蛋

白質水解物，可降低小鼠體內 24% 血清膽固醇 (cholesterol) 及 34% 低

密度脂蛋白 (LDL-C)；大豆球蛋白 (glycinin) 之蛋白質水解物可水解出一

條四胜肽，此序列為 Leu-Pro-Tyr-Pro，也可以降低血膽固醇 (Kwon et al., 

2002)。 

 

(三) 免疫系統 (immune system) 

牛奶中的 casein 或是 whey 之蛋白質水解物可藉由刺激淋巴細胞增



                                                                   第二章 文獻探討 

18 
 

生、刺激抗體生成、調節細胞激素來增進免疫功能。這些具有免疫調節的

胜肽，稱為 immunomodulatory peptides 或 cytomodulatory peptides。免疫

調節胜肽可降低過敏患者之過敏症狀，增強腸道黏膜的免疫功能 

(Korhonen and Pihlanto, 2003)。Kayser et al. (1996) 發現 lactorphin 及 

κ-casein 中的胺基酸序列 Tyr-Gly 和 Tyr-Gly-Gly 皆具刺激人體周邊血

液淋巴球增生。 

 

(四) 神經系統 (nervous system) 

類鴉片 (opioid) 

類鴉片胜肽是一種被廣泛研究的活性胜肽，主要作用在神經系統，如：

鎮靜、促進睡眠等。由 β-casein 水解所得之 β-casomorphins，可延長食物

在腸胃中停留時間，增加食物中水分和電解質被吸收的機會，而達到抗腹瀉

功能。此外，還可刺激胰島素分泌等功能 (Meisel, 1998) 

    由此可知，活性胜肽在人體的心血管系統、腸胃系統、免疫系統、神

經系統都扮演重要的調控能力，而加強在食品及藥品應用的可能性。 

 

二、 蛋白質水解物之相關抗氧化活性探討 

食物中所含的抗氧化物質除了可降低食物中之脂質氧化還可以抑制

人類由於脂質氧化作用所引發的疾病或是老化現象 (Ames, 1989)，人工合

成之抗氧化劑，如丙基沒食子酸 (n-propyl gallate)、BHA 和 BHT 早已在

食品工業上大量被利用於食品保存及抗氧化 (Halliwell et al., 1995)，雖然

可以有效延緩脂質氧化速率，但有文獻指出大量食用人工抗氧化劑之動物

會造成畸胎，或是引起癌症發生 (Branen, 1975)。因此，有許多學者想嘗

試開發安全與天然的的抗氧化物質，並了解其對人體的生理功效與作用機

制，以期能加以應用。 

食物中的活性胜肽可利用酶水解，來切斷蛋白質的胜肽鍵而獲得的，

近年來有許多研究學者針對蛋白質水解物進行探討，蛋白質水解物可來自

於許多不同來源，像是海藻 (Sheih et al., 2009)，蛋黃 (Sakanaka et al., 2004)，
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大豆蛋白 (Pena-Ramos and Xiong, 2003)，明蝦 (Suetsuna et al., 2000)，猪

肝 (吳，1998)，胡瓜魚 (Amarowicz and Shahidi, 1997)等，而這些蛋白質

水解物中都被發現具有抗氧化活性胜肽。目前常見抗氧化活性分析研究包

含抑制亞麻油酸過氧化作用 (inhibition of linoleic acid autoxidation)、還原

力 (reducing power)、亞鐵離子螯合能力 (metal ion chelating activity)、清

除 DPPH 自由基能力 (DPPH radical scavenging activity)、清除氫氧自由基 

(hydroxyl radical)、總抗氧化能力 (trolox equivalent antioxidant capacity; 

TEAC) 以及氧自由基吸收能力 (oxygen radical absorbance capacity; ORAC) 

等，許多文獻中發現胜肽片段或蛋白質水解物相較於蛋白質或胺基酸有很

好的抗氧化活性，這表明胜肽在抗氧化系統中扮演了一個很重要的角色

【表 2-2】。例如：鯖魚肉以 protease N 水解後，測定其抗氧化活性，發現

水解物在 1,400 Da 之胜肽相較於 900 Da 及 200 Da 之胜肽具有較好的

抑制亞麻油酸過氧化作用 (6.5 天)、清除 DPPH 自由基能力 (15.4%) 及

還原力之吸光值為 0.08  (Wu et al., 2003)。將大豆蛋白分成加熱及未加熱

組，利用 pepsin、papain、chymotrypsin、alcalase、protamex 和 flavourzyme 

水解，結果顯示其 DH 介於 1.7 ~ 20.6% 之間且抗氧化活性介於 28 ~ 

65%，故可有效降低 thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)，抑制

丙二醛 (malondialdehyde; MDA) 生成 (Pena-Ramos and Xiong, 2002)。

Chen et al. (1995) 研究經大豆蛋白質水解物分離出 6 種活性胜肽，發現由 

5 ~ 16 個胺基酸組成不等，其中包含了 N 端之 Val 和 Leu 以及序列中

之 Pro、組胺酸 (histidine; His) 或 Tyr。利用魚的腸內酶 (mackerel intestine 

crude enzyme) 來水解 Alaska pollack，經薄膜過濾 (ultrafiltration; UF) 可

得 5 個區分物，其中又以分子量在 1 kDa 以下的胜肽具有較強的抗氧化

活性，再經分離純化後所得胺基酸序列為 Leu-Pro-His-Ser-Gly-Tyr，其分

子量約為 672 Da，且抑制氫氧自由基能力為 35% (53.6 μM)，顯示出小分

子量胜肽較具有較佳抗氧化活性 (Je et al., 2005)。鮪魚蒸煮液利用三種不

同蛋白水解酶 (protease XXIII、orientase、papain) 在其各適溫度 (依序為 
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37℃、50℃、25℃) 進行水解，探討所得蛋白質水解物之還原力、TBARS、

清除  DPPH 自由基能力等抗氧化活性；結果發現所得三種指標皆以 

protease XXIII 蛋白質水解物在水解 3hr 之抗氧化活性最佳，因此再利用

凝膠過濾法分劃，得 5 個主要區分物，其中以 B 和 C 區分物中的胜肽

物質擁有較佳的抗氧化特性，其分子量介於 390 ~ 1,400 Da，接者再利用 

HPLC 分離 B 和 C 區分物中的胜肽物質，最後定序後，可分別得到 

Pro-Ser-His-Asp-Ala-His-Pro-Glu、Ser-His-Asp-Ala-His-Pro-Glu、Val-Asp- 

His-Asp-His-Pro-Glu、Pro-Lys-Ala-His-Glu、Pro-Ala-Glu-Tyr、Pro-His-His- 

Ala-Asp-Ser、Val-Asp-Tyr-Pro 這 7 種抗氧化活性胜肽。這些胜肽幾乎是

由 4 ~ 8 個胺基酸殘基所組成，其中包括有 Val、絲胺酸 (serine; Ser)、Pro、

His、丙胺酸 (alanine; Ala)、天冬胺酸 (aspartic acid; Asp)、離胺酸 (lysine; 

Lys)、麩胺酸 (glutamic acid; Glu)、甘胺酸 (glycine; Gly) 和 Tyr 等 10 種

不同的胺基酸殘基，其清除 DPPH 自由基能力為 66 ~ 81% (饒，2002)。

Chen et al. (1996) 根據大豆蛋白水解物分離出之抗氧化活性胜肽為 

Leu-Leu-Pro-His-His，並合成出 28 種胜肽序列，研究發現移除 C 端的 

His 會降低抗氧化活性，但移除 N 端的 Leu 則無影響。在胜肽序列中，

His 和 Pro 扮演著重要的抗氧化活性，在這些片段中又以 Pro-His-His 最

具抗氧化活性。另外，經由卵白水解物分離出的最佳抗氧化活性胜肽為 

Ala-His-Lys，其抗氧化活性是受 Ala-His 影響而非 His-Lys 或是游離胺基

酸 (Tsuge et al., 1991)。 

綜合以上結果均顯示，這些蛋白質水解物都具有抗氧化活性的特性，

且抗氧化活性特性與還原力、清除自由基能力及螯合金屬離子能力具有密

切的關係。通常具抗氧化活性胜肽分子量大約介於 500 ~ 1,800 Da (Jun et 

al., 2004; Kim et al., 2007; Ranathunga et al., 2006; Wu et al., 2003) 且 N 端

如有疏水性胺基酸 (Val 或 Leu) 或序列中含有 Pro、His、Ala、Tyr、Trp、

甲硫胺酸 (Methionine; Met) 和半胱胺酸 (Cysteine; Cys) 等胺基酸皆發現

具有抗氧化活性 (Chen et al., 1995; Elias et al., 2006; Kim et al., 2001; 
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Uchida and Kawakishi, 1992)，甚至有些抗氧化活性胜肽與 α-生育醇在亞麻

油酸 (linoleic acid) 乳化系統中之抗氧化活性相近 (Dong et al., 2008)。蛋

白質是由 20 個胺基酸排列組成，藉由彼此間交互作用可清除自由基。有

文獻指出芳香族胺基酸如: Trp 和 Tyr 具有抗氧化活性，因結構所含的吲

哚 (indolic) 和酚基 (phenolic) 環可當作氫的供應者或提供電子而清除自

由基，以形成更穩定的 indoyl 和 phenoxyl 自由基 (Hernandez-Ledesma et 

al., 2005; Suetsuna, 2000)。雖然抗氧化胜肽可有效清除自由基，機制尚未不

明。His 雙胜肽也發現具有抗氧化活性，可能原因是可貢獻氫原子來抑制

脂質過氧自由基誘發，此外，His 具有咪唑 (imidazole) 環可與金屬離子

螯合 (Chan et al., 1994)。蛋白質水解物之抗氧化活性與原料、蛋白酶種類、

水解度、胺基酸組成分、分子量及胜肽之胺基酸序列皆有關係 (Chen et al., 

1998; Kim et al., 2001; Peña-Ramos et al., 2004)。其中蛋白酶的專一性是為

主要因素，酶之種類會直接影響水解時的胜肽結合位置與數目，進而影響

蛋白質的 DH 以及蛋白質水解物的特性，因此可藉由選擇蛋白酶來預先決

定蛋白質哪一部份會被分解，哪些胺基酸可以特別使用在特殊胺基酸之間

來分解，而哪些蛋白酶可以再任意胺基酸之間分解 (鄭，1999)。利用酶水

解的方式常用在製備活性胜肽，一般酶來源可分為來自微生物之 alcalase、

neutrase、flavourzyme；來自植物之 papain、bromelain、ficin；來自動物之 

pepsin、trypsin (Guérard, 2007)。另外，【表 2-1】為常見的商業蛋白酶介紹。 
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表 2-1  常見的商業蛋白酶介紹 
Table 2-1  Lists of commercial proteases. 

Enzyme Source Type of proteases Typical pH 
rangea Preferential specificityb 註 

Pepsin 

animals Ox, pig 

aspartic protease 1-4 aromatic –COOH and NH2, Leu-, Asp-, 
Glu-COOH 

酸性 

蛋白酶 

Trypsin serine protease 7-9 Lys-, Arg-COOH  

Chymotrypsin serine protease 8-9 Phe-, Tyr-, Trp-COOH  

Papain 

(pure/crude) 

plants 

papaya fruit 

cystein 

protease 

Mixture of papain, chymopapain  

and lysozyme 

5-7  

(pure) 
Lys-, Arg-, Phe-X-COOH 

中性 

蛋白酶 5-9  

(crude) 
Broad specificity 

Alcalase 

bacteria 

bacillus 
licheniformis 

serine protease 6-10 broad specificity, mainly hydrophobic 
-COOH 

鹼性 

蛋白酶 

Neutrase 
bacillus 

amyloliquefacie
ns (B. subtilis) 

metalloprotease 6-8 Leu-, Phe-NH2 and other 
中性 

蛋白酶 

Fungal protease 
fungi 

Aspergillus 
oryzae (A. sojae) 

mixture of aspartic protease, 
metalloprotease, serine protease, 

carboxypeptidase 
4-8 very broad specificity  

(Adler-Nissen, 1986) 

a Indicated application conditions.  
b Terminal amino acid after cleavage. 
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表 2-2  蛋白質水解物之抗氧化活性胜肽 
Table 2-2  Protein hydrolysates of antioxidative peptides. 
Source Enzyme Peptide sequence Scavenging activities of IC 50

*  Reference 

Venison papain 
1.Met-Gln-Ile-Phe-Val-Lys-Thr-Leu-Thr-Gly (9,854 Da) 

2.Asp-Leu-Ser-Asp-Gly-Glu-Gln-Gly-Val-Leu (11,213 Da) 

Hydroxyl radical: 44 μg /mL 
DPPH radical: 77 μg /mL 
Superoxide radical: 217 μg/mL 
Peroxyl radical: 85 μg /mL 

(Kim et al., 2009) 

Chicken 
essence 

TCA 萃取法 
A1：His-Val-Thr-Glu-Glu 

A2：Pro-Val-Pro-Ala-Glu-Gly-Val   

Inhibition on autoxidation of linoleic 
acid (day): 
A1: 0.003 Days/μg 
A2: 0.722 Days/μg 

(Wu et al., 2005) 

Marine 
rotifer 

pepsin 
1. Leu-Leu-Gly-Pro-Gly-Leu-Thr-Asn-His-Ala (1,076 Da) 

2. Asp-Leu-Gly-Leu-Gly-Leu-Pro-Gly-Ala-His  (1,033 Da) 

DPPH radical scavenging activity: 
1. 189.8 μM 
2. 167.7 μM 

(Byun et al., 2009) 

Bullfrog 
skin alcalase Leu-Glu-Glu-Leu-Glu-Glu-Glu-Leu-Glu-Gly-Cys-Glu (1,487 Da） 

DPPH radical: 16.1 μM  
hydroxyl radical: 12.8 μM   
superoxide radical: 34.0 μM 
peroxyl radical: 32.6 μM 

(Qian et al., 2008) 

Sardinelle 

crude enzyme 
extract from 

viscera of 
sardine 

Leu-His-Tyr (431.2 Da) DPPH radical: 63 ± 1.57%at 150 μg/mL (Bougatef et al., 
2010) 

Hoki 
frame 

protein 
pepsin 

Glu-Ser-Thr-Val-Pro-Glu-Thr-His-Pro-Ala-Cys-Pro-Asp-Pro-Asn 

(1801 Da) 

DPPH radical: 41.37 μM 
hydroxyl radical: 17.77 μM 
peroxyl radical: 18.99 μM 
superoxide radical: 172.10 μM 

(Kim et al., 2007) 

Conger eel 
muscle 

trypsin Leu-Gly-Leu-Asn-Gly-Asp-Asp-Val-Asn (928 Da) hydroxyl radicals: 74.1 µM 
carbon-centered radicals: 78.5 µM 

(Ranathunga et 
al., 2006) 

*IC50 means the half maximal inhibitory concentration.
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三、 水產副產品活性物質之探討 

以魚的加工為例，大多以全魚方式販售或是製成罐頭食品，在加工過程

中使用均為肌肉等可食部位且以取片 (filet) 為主，但其剩餘的如魚皮、魚頭、

魚鰭、魚尾、內臟等皆廢棄不用。有研究指出這些物質具有活性成分 (Kim et 

al., 2001; Je et al., 2005 )，可提供營養，促進健康，並提高經濟價值，以下為

水產副產品之活性物質探討。 

 

(1) 魚皮 (fish skin): 

加工過後所剩的魚皮可經分離出膠原蛋白 (collagen) 和明膠 (gelatin)，

被運用在食品、化妝品、生物醫學等工業上。膠原蛋白和明膠含有豐富的非

極性胺基酸，如 Gly、Ala、Val 及 Pro。明膠之胜肽具有獨特的序列為 

[Gly-Pro-Ala]x，有研究指出明膠經由酶水解後可產生抗氧化活性胜肽 (Kim et 

al., 2001; Mendis et al., 2005)。此外，也有研究發現，Gly-Pro-Ala 在動物模式

中還可以累積膳食中鈣的吸收和增加 Ca2+ 的生物可利用率 (bioavailability) 

(Kim et al., 1998)。 

 

(2) 魚油 (fish oil)： 

魚油含量多寡取決於種類、飲食、地理環境、生殖和季節不同而有所改

變，一般含量介在 2 ~ 30% 不等，其來源可自加工後所廢棄的內臟。魚油其

主要是由 2 種形式的脂肪酸 (fatty acid) 所組成，分別為 ω-3 系列之不飽和

脂肪酸之 eicosapentaenoic acid (EPA) 和 dicosahexaenoic acid (DHA)。ω-3 脂

肪酸具有多樣的生理活性，研究指出，魚油可降低血清中的膽固醇，促進內

皮細胞修復，降低血壓和改善發炎等症狀 (Kris-Etherton et al., 2003)，另外，

也發現飲食中的魚油可以加速葡萄糖吸收，以維持正常血糖的代謝 (Berry, 

1997)。 
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(3) 魚骨 (fish bone)： 

魚骨是經魚肉分離下來的所剩的骨架，其中有機酸部分之膠原蛋白占 

30% (Nagai et al., 2004)，剩餘還有 60 ~ 70% 的非有機酸物質，主要是磷酸鈣 

(calcium phosphate) 和羥基磷灰石 (hydroxyapatite) 所組成。小魚體中含有豐

富鈣來源，可有效被人體所吸收利用 (Larsen et al., 2000) 。 

 

(4) 魚肉蛋白 (fish muscle protein)： 

經加工過後所剩餘得殘肉經酶作用之水解物可顯現不同的生理生化等特

性且這些所含蛋白質為完全蛋白質，如：Sliver carp 魚肉以 alcalase 及 

flavourzyme 進行水解，結果發現所得蛋白質水解物分子量都小於 5,000 Da，

且當分子量越小，溶解性越佳，其因短胜肽具有較多極性的側基，可與 H+ 結

合，提升溶解度。抗氧化活性及 DH 方面，皆以 alcalase 水解所生成之蛋白

質水解物為最佳 (Dong et al., 2008)。 

 

四、 鮪魚加工副產品活性胜肽之探討 

活性胜肽來自於動物、植物、微生物中水解出來，其中動物性胜肽可分

為陸生及水生動物，但大部分的活性胜肽都取自陸生居多，較少以水生動物

做探討。就目前鮪魚加工副產品之保健功能研究，有利用蒸煮液、血合肉、

肝臟、骨頭等為原料進行。文獻指出，鮪魚蒸煮液利用發現具有降低血壓、

抗氧化的功用 (Hwang and Ko, 2004; Jao and Ko, 2002)。利用大目鮪魚血合肉

分別經由 alcalase、α-chymotrypsin、pepsin、papain、neutrase 和 trypsin 等酶

作用 8 hr，其中又以 pepsin 作用為最佳，結果發現可產生具有抗氧化活性胜

肽為 H-Leu-Asn-Leu-Pro-Thr-Ala-Val-Tyr-Met-Val-Thr-OH (APTDM) (1,222 

Da)，測定其抗氧化活性，發現可有效清除 DPPH 自由基、氫氧自由基、超

氧陰離子、烷基自由基，其 IC50 分別為 40.1 μM、29.4 μM、 65.5 μM 以及 

24.5 μM，接者更進一步做細胞實驗，也發現可有效清除細胞內 ROS、增加
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細胞存活度，未來可運用於保健食品或藥品開發 (Je et al., 2008)。此外，鮪魚

血合肉發現可以有效抑制 ACE 的活性，具有降血壓功效 (Qian et al., 2007)。

鮪魚骨之 peptic 水解物，經一系列的抗氧化活性測定及分離純化，最後經 

Q-TOF ESI mass 可定序出一 條最具 抗氧化活 性胜肽 ，此序 列為

Val-Lys-Ala-Gly-Phe-Ala-Trp-Thr-Ala-Asn-Gln-Gln-Leu-Ser (1,519 Da) (Je et al., 

2007)。由這些文獻顯示，鮪魚加工副產品是具有良好之生理機能與營養價

值。 

 

五、 研究目的 

根據以上所述，抗氧化活性會受原料、蛋白酶種類等影響，以文獻指出

蛋白質水解物可產生具抗氧化活性胜肽，且發現胜肽之胺基酸組成大多含有

疏水性胺基酸。Protease XXIII 為混合型蛋白酶其作用位置為疏水性或芳香族

胺基酸之 C 端肽鏈；papain 為硫醇型蛋白酶其作用位置為 Phe、Tyr、Leu、

Glx、His 等胺基酸殘基之 C 端肽鏈 (Loffer, 1986; 張，1997)。故本實驗擬

利用鮪魚罐頭工廠所生產之血合肉加工副產品為原料，以作用於疏水性胺基

酸之市售商業蛋白酶 protease ΧXIII (AM) 及 papain (PA) 在最適條件下水解 

1 ~ 6 hr，測定其蛋白質水解物之 DH 及抗氧化活性，將具最佳抗氧化活性之

蛋白質水解物進行凝膠過濾分劃其分子量分布範圍及 RP-HPLC 分離純化，

並鑑定此抗氧化活性胜肽之胺基酸序列，以期能未來可應用於機能性食品之

開發，進而提升副產品的經濟價值。
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第三章 材料與方法 

一、 實驗設計 
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二、 實驗材料 

(一)   鮪魚加工副產品 

取自興毅冷凍食品工業股份有限公司 (嘉義，台灣) 之鮪魚血合肉加工副

產品，以熱封袋分裝密封，用覆冰法將原料運回實驗室，置於 -20℃ 下凍藏，

使用前先放置 4℃ 冰箱解凍。 

 

(二)   商業蛋白酶 

本實驗所使用 2 種商業蛋白酶，敘述如下【表 3-1】： 

1. protease XXIII ： 來 自  Aspergillus orzyae ， 屬  aspartic protease, 

metaballoprotease, carboxypeptidase, serine protease 混合型，最適作用條件溫度

為 37℃，pH 7.5。活性單位 3.2 units/mg solid (P4032, Sigma Co., USA）。 

2. papain：來自 papaya latex，屬 cysteine protease 型，最適作用條件溫度

為 25℃，pH 6.2。活性單位 1.8 units/mg solid（P3375, Sigma Co., USA）。 
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表 3-1  商業蛋白酶之基本性質 
Table 3-1  Basic properties of commercial protease. 
 

Enzyme protease XXIII papain 

Brand Sigma Sigma 

Source Aspergillus orzyae Papaya latex 

Type 

Aspartic protease, 
metaballoprotease, 

carboxypeptidase, serine 
protease 

Cysteine protease 

Opt. pH 7.5 6.2 

Opt. Temp. 37℃ 25℃ 

Activity Specificity 3.2 units*/mg solid 1.8 units**/mg solid 

Mark AM PA 

* One unit will hydrolyze casein to produce color equivalent to 1 μmole (181 μg) of tyrosine per min at pH 
7.5 at 37℃. (cited from Sigma Co.). 
** One unit will hydrolyze one micromole of N-alpha-benzoyl-l-arginine ethyl ester (BAEE) per minute at 
pH 6.2 at 25℃. (cited from Sigma Co.). 
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三、 實驗藥品 

本實驗所使用藥品及廠牌如下： 

藥品名稱 廠牌 

a. 標準品  

ethylendinitrilotetraessigsaure 

dinatriumsalz-2-hydrate (EDTA) 
Ferak 
Eark Berlin 

2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) Sigma 

L-leucine Sigma 

L-ascorbic acid (vit C) 和光 

bacitracin  Sigma  
b. 一般試藥  

2,4,6-trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS) Sigma 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Sigma 
3-(2-pyridyl)-5,6-bis(4-phenyl-sulphonic 

acid)-1,2,4-triazine (Ferrorzine) Sigma 

ferrous chloride 4-hydrate (FeCl2‧4H2O) J.T. Baker 
ferric chloride (FeCl3．6H2O)  島久 
potassium ferricyanide (K3Fe(CN)6)  島久 
sodium sulfite, anhydrous (Na2SO3)  島久 
sea sand  CHONEYE PURE 

CHEMICALS 
sodium sulfate, anhydrous (Na2SO4) 島久 
sodium phosphate monobasic 

(NaH2PO4．2 H2O) 
CHONEYE PURE 
CHEMICALS 

sodium phosphate dibasic 

(Na2HPO3．12 H2O) 
CHONEYE PURE 
CHEMICALS 
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其它一般化學試劑皆為試藥級 

c. HPLC 級試藥 

acetonitrile (ACN) J.T. Baker 

trifluoracetic acid (TFA) Alfa Aesar 

methanol (MeOH) Merck 
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四、 實驗儀器及設備 

本實驗所使用儀器及廠牌如下： 

儀器名稱 廠牌/型號 製造商/國家 

pH meter SUNTEX SP-2200 
SUNTEX Instruments 

Co., Ltd., Taipei, Taiwan. 

恆溫水浴鍋 YIH DER BT-150D 

YIH DER Information 

Technology Co., Ltd., 

Taipei, Taiwan. 

冷凍離心機 Hitachi himac CR21 
Hitachi Instruments Co., 

Ltd., Tokyo, Japan. 

分光光度計 
Hitachi U-2000 

Spectrophotometer 

Hitachi Instruments Co., 

Ltd., Tokyo, Japan. 

ELISA 光度計 Bio Tek μ QUANT 
Bio Tek Instruments, Inc., 

U.S.A. 

冷凍乾燥機 EYELA FDU-2000 
Tokyo Rikakikai Co., Ltd., 

Tokyo, Japan. 

灰化爐 NEY M-525 
Barkmeyer Division 

Yucaipa., Canda, U.S.A. 

烘箱 YIH DER DK-500D 

YIH DER Information 

Technology Co., Ltd., 

Taipei, Taiwan. 

電子天平 AND GR-200 
Mandarin Scientific Co., 

Ltd., Tokyo, Japan. 

電磁加熱攪拌器 FARGO HMS-102 
Macro Furtunate Co., 

Ltd., Taipei, Taiwan. 

多用途試管 

振盪器 
Vortex-Genie G-560  

Scientific Industries Inc., 

New York, U.S.A. 
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  凝膠過濾器 

 ( gel filtration ) 

pump：PERISTA pump 

SJ-1211 H 

ATTO Bioscience & 

Biotechnology., China. 

fraction collector：

ADVANTEC CHF 121 SA  

Toyo Seisakusho Kaisha, 

Ltd., Tokyo, Japan.  

recordor：Opilcal unit type 

11 

Teledyne Isso Inc., 

Lincoln NE, U.S,A. 

detector：Teledyne ISCO 

UA-6  

Teledyne Isso Inc., 

Lincoln NE, U.S,A. 

 

高效能液相層 

析儀 ( HPLC ) 

pump：ELITE LaChrom 
L-2130 
 
autosampler：L-2200 
UV detector：L-2400 

Hitachi Instruments Co., 

Ltd., Tokyo, Japan. 
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五、 實驗方法 

(一) 基本成分分析   

(1) 水分測定 (moisture) 

1. 實驗步驟： 

水分測定是參考 AOAC (1995) 之方法。精秤樣品重 3 ~ 5 g 於預先恆重

的秤量瓶 (W0) 並紀錄樣品與秤量瓶重 (W1)，置於恆溫烘箱中，設定溫度 

105℃ 乾燥 24 hr 後，冷卻秤重，直至恆重 (W2 ) 為止。 

恆重的定義為：前後 2 次的稱量結果，重量差為 1 mg 以下。 

2. 計算公式： 

           moisture (%) ＝                × 100 

W0：秤量瓶的重量 (g) 

W1：秤量瓶的重量 + 樣品的重量 (g) 

W2：W1 乾燥至恆重時的重量 (g) 

 

(2) 灰分測定 (ash)  

1. 實驗步驟： 

灰分測定是參考 AOAC (1995) 之方法。精秤樣品重 3 ~ 5 g (Wash0) 於預

先恆重的坩堝 (Wash1) 並紀錄樣品與坩堝重，置於灰化爐中，於 600℃ 灰化 4 

~ 6 hr 後，至樣品殘灰呈灰白色粉末狀，冷卻秤重，直至恆重 (Wash2)為止。 

 

2. 計算公式： 

ash (%)＝                    × 100 

Wash0：樣品的重量 (g) 

Wash1：坩堝的重量 (g) 

Wash2：樣品灰化後的重量 (g) 

 

W1－W2 

W1－W0 

Wash0 

Wash2－Wash1 
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(3) 粗蛋白測定 (crude protein) 

1. 實驗步驟： 

粗蛋白測定是參考 semimicro Kjeldahl method (李等，2000) 稍作修改。

精秤樣品重 1 g，放入分解瓶中，再加入 20 g K2SO4 及 1 g CuSO4，最後緩

慢加入 40 mL 濃硫酸於分解瓶中，置於微波消化器 (400℃) 進行分解 1 ~ 2 

hr 後，靜置冷卻後，加入 200 mL 蒸餾水與分解瓶中之液體混合，並定量到 

250 mL。再移至蒸餾裝置，分別取 20 mL 收集液及 15 mL 飽和氫氧化鈉溶

液，與 25 mL 0.1 N H2SO4 溶液加入數滴甲基紅指示劑置於三角瓶中，來進

行蒸餾，最後以 0.1 N NaOH 溶液滴定三角瓶的收集液，並紀錄滴定量 (a)。

空白組 (blank) 則以不加樣品進行分解、蒸餾及滴定 (b)。 

 

2. 計算公式： 

 

       crude protein (%) ＝ 

Spro：樣品重 (g) 

a：本試驗的 0.1 N NaOH 標準溶液的滴定量 (mL) 

b：空白試驗的 0.1 N NaOH 標準溶液的滴定量 (mL) 

F：0.1 N NaOH 標準溶液的力價 

   力價：以 0.1 N 的草酸標定溶液 (必須正確調製且將標準物質溶解於蒸餾

水調至正確的規定溶液當作標定溶液) 以滴定用的試劑溶液滴定標定溶

液，求正確的濃度，算出力價，作為滴定用標準溶液。 

*：相當於 0.1 N NaOH 標準溶液 1 mL 的氮量 (g) 

**：氮係數 (蛋白質平均含有 16% 的氮，食品中雖除了蛋白質以外還有其他

含氮化合物，但含氮的成分大部分是蛋白質，因此測量氮量乘以即 16/100 

= 6.25 的係數即可求出粗蛋白量。) 

 

（b－a）× F × 0.0014* × 6.25 ** × 100 

Spro. 
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(4) 粗脂肪測定 (crude fat) 

1. 實驗步驟： 

粗脂肪測定是參考 AOAC (1995) 之方法。精秤樣品重 3 ~ 5 g (Sfat)，置

於燒杯內，加入無水硫酸鈉 8 ~ 10 倍量，再加入少量精緻海砂，充分混合脫

水後，乾燥、粉碎，裝入圓桶濾紙內，以索氏萃取器 (soxhlet extractor) 萃取。

方法是將恆重後的受器 (Wfat0) 加入乙醚至約 2/3 的容積，連結冷凝器及受

器在 50℃ 水浴槽中加熱。6 ~ 8 hr 後，將圓桶濾紙取出，繼續加熱，當受器

內乙醚全部移至萃取管後，卸下受器，再將受器放入 100℃ 的烘箱中乾燥 1 

hr ，然後放在玻璃乾燥器內冷卻，秤重 (Wfat1) 直到恆重為止。 

 

2. 公式計算： 

 

crude fat (%) ＝                 × 100 

Wfat0：受器的重量 (g) 

Wfat1：脂質萃取後受器的重量 (g) 

Sfat：樣品的秤取量 (g) 

 

(二) 鮪魚蛋白水解液製備 

參考 Cheng et al. (2007) 的方法，取 50 g 解凍後的鮪魚血合肉加工副產

品 (約含 13.595 ~ 14.665 g 的 protein 量)，加入 100 mL 去離子水以 

blender 攪拌 2 min，再用 1 N NaOH 調整到最適 pH (AM：pH 7.5；PA：pH 

6.2) 並置於恆溫水浴鍋 (轉速 110 rpm) 中在酶最適溫度 (AM：37℃；PA：

25℃) 下 20 min。每隔 30 sec 分別加入 1 % 蛋白酶 (w/w, 魚肉蛋白重) 進

行水解 1 ~ 6 hr。以每 1 hr 收集一次，在反應過程中維持 pH 恆定 (以 30、

90、150、210、270、330 min 調整一次 pH)。我們將所得混合液立即放入 100℃ 

沸水浴鍋加熱 20 min 以終止反應，接者放入冰水浴 10 min 中使其冷卻後，

Wfat1－Wfat0 

Sfat 
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再以 1 N HCl 或 1 N NaOH 調整至 pH 7.0，在 4℃ 下以 12000 g 離心 15 

min，取上清液，以 Whatman NO.4 濾紙過濾，可得鮪魚蛋白水解液，並裝

入塑膠瓶中，秤重，並紀錄之實際重量。 

取部分鮪魚蛋白水解液進行 DH 測定，其餘的則用冷凍乾燥機進行冷凍

乾燥，收集乾燥粉末，可得鮪魚血合肉加工副產品之蛋白質水解物 

(hydrolysate, H) (即為鮪魚蛋白質水解物) 後保存於 -20℃下備用。 

 

(三) 水解度測定 

1. 實驗步驟： 

水解度測定參考 Adler-Nissen (1979) 和 Crowell et al. (1985) 之方法稍

作修改。取 125 μL 鮪魚蛋白水解液，加入 2 mL 0.2125 M sodium phosphate 

buffer (pH 8.2) 及 1 mL 1% TNBS 溶液，於 50℃ 水浴 30 min，最後加入 2 

mL Na2SO3 (終止反應)，混合均勻後，靜置室溫下 15 min，使用分光光度計

測定 420 nm 之吸光值。游離胺基酸 (α-amino acid) 以 L-leucine 為表示，

故以 L-leucine 為標準品，並繪製其標準曲線【圖 3-1】，樣品之濃度由內差

法換算得出。 

 

2. 計算公式： 

DH (%) ＝ [(Lt－L0) / (Lmax－L0)] × 100 

Lt：經不同水解時間所計算出來的游離胺基酸含量。 

L0：未經過蛋白酶水解所計算出來的游離胺基酸含量。 

Lmax：經過酸水解所計算出來的總胺基酸含量 (取鮪魚血合肉加工副產品 0.1 

g 加入 40 mL 6 N HCl，放入烘箱 (105℃) 水解 24 hr，冷卻，以 Whatman 

NO.1 濾紙過濾，再利用 6 N NaOH 調整到 pH 7.0)。 
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圖 3-1  L-leucine 之檢量線 
Figure 3-1  Calibration curves of L-leucine. 
1. The absorbance was measured at 420 nm and α-amino acid was expressed in terms of L-leucine.  
2. Values are means ± standard deviation of three replicate analyses. 
 

(四) 抗氧化活性分析 

(1) 清除 DPPH 自由基能力 

1. 原理： 

清除 DPPH 自由基能力是參考 Yen and Wu (1999 ) 之方法稍作修改。

DPPH 為一相當穩定的自由基，其甲醇 (或乙醇) 溶液在 517 nm 有強烈之吸

光值，當 DPPH 經由抗氧化劑所提供的 H+ 將其還原後，其吸光值會降低。

故當吸光值越低則表示樣品對 DPPH 自由基的清除能力越強。其反應可能如

下 ：  

DPPH．＋ AH  DPPH：H ＋ A． 
     ( violet )             ( decolorized ) 
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2. 實驗步驟： 

將蛋白質水解物溶於去離子水中，並稀釋成各種濃度 (2.5、5、10、20、

40、60 mg of dried extract/mL)，取 1 mL 適當樣品稀釋液，加入 250 μL 0.05% 

DPPH 之甲醇溶液 (需新鮮配製)，均勻混合後靜置 30 min，以分光光度計測

定 517 nm 之吸光值。並以 L-ascorbic acid 水溶液、BHT 甲醇溶液作為正對

照組比較。實驗數據以濃度 v.s 清除 DPPH 自由基能力繪製出線性迴歸曲線，

代入迴歸公式求得出  EC50 (the effective concentration providing 50% 

antioxidant activity) 即表示清除 DPPH 自由基能力達 50% 所需的濃度。 

 

3. 計算公式： 

scavenging activity (%) ＝ [1－(A517 SC－A517 S) / A517 C] × 100% 

A517 SC：樣品原液本身顏色 

A517 S：樣品之吸光值 

A517 C：以去離子水取代樣品之吸光值 

 

(2) 還原力  

1. 原理： 

還原力參考  Shi et al. (1991) 之方法。還原力測定是以普魯士藍 

(Fe4[Fe(CN )6]3) 之生成量做為指標。原理是將赤血鹽 [ K3Fe(CN) 6 ] 還原成

黃血鹽 [ K4 Fe(CN)6 ]，黃血鹽與 Fe3+ 形成普魯士藍，藉由測量 700 nm 下之

吸光值的變化來檢驗還原力大小，當吸光值越高表還原力越強。其反應可能

如下： 

K3[Fe(CN)6] ＋ sample  K4Fe(CN)6 ＋ sample-oxide 
Fe3+ ＋ K4Fe(CN)6  Fe4[Fe(CN)6]3 

 

2. 實驗步驟： 

先將蛋白質水解物溶於去離子水中，並稀釋成各種濃度 (2.5、5、10、15、
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20、30 mg of dried extract/mL)，取 250 μL 適當樣品稀釋液，加入 125 μL 1% 

K3Fe(CN)6 及 125 μL 0.2 M sodium phosphate buffer (pH 6.6)，於 50℃ 水浴中

反應 20 min 後，迅速冷卻，再加入 125 μL 之 10% TCA、1250 μL 去離子

水及 125 μL 0.1% FeCl3‧6H2O，混合均勻反應 10 min ，以分光光度計測定

其 700 nm 之吸光值，並以 L-ascorbic acid 水溶液、BHT 甲醇溶液作為正對

照組比較。實驗數據以濃度 v.s OD700 繪製出線性迴歸曲線，代入迴歸公式求

得出 EC50 (以吸光值為 0.5 所需濃度則表還原力之 EC50)。 

 

(3) 亞鐵離子螯合能力  

1. 原理： 

亞鐵離子螯合能力是參考 Boyer and Craig (1987) 之方法。金屬離子的促

氧化作用為造成脂質過氧化的主因之一，只需要少量的金屬離子，便可藉由

氧化還原循環 (redox cycle) 反應產生自由基，其會促進脂質氧化作用的進行。

在多種金屬離子中，Fe2＋ 是最具影響力的助氧化劑，而 ferrozine 對於 Fe2＋ 

具有特異性之結合力，其所形成之複合物在 562 nm 波長下有最大吸光值，

藉此吸光值的變化，可測得樣品對 Fe2＋ 的螯合能力。當樣品螯合 Fe2＋ 時，

會造成 562 nm 吸光值的降低，其反應可能如下： 

Fe2＋＋ferrozine  ferrozine-Fe2＋complex 
                                 （violet） 
 

2. 實驗步驟： 

先將蛋白質水解物溶於去離子水中，並稀釋成各種濃度 (2.5、5、10、15、

20、30 mg of dried extract/mL)，取 400 μL 適當樣品稀釋液，加入 40 μL 2 mM 

FeCl2‧4H2O 及 1480 μL 去離子水，最後再加入 80 μL 5 mM ferrozine，混

合均勻後，靜置 20 min 後，以分光光度計測定其在 562 nm 之吸光值，吸

光值越低，表示樣品亞鐵離子螯合能力愈強。並以 EDTA 作為正對照組比較。

實驗數據以濃度 v.s 亞鐵離子螯合能力繪製出線性迴歸曲線，代入迴歸公式
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求得出 EC50 即表示亞鐵離子螯合能力達 50% 所需的濃度。 

 

3. 計算公式： 

chelating activity (%) ＝ [1－( A562 SC－A562 S ) /A562 C] × 100% 

A562 SC：樣品原液本身顏色 

A562 S：樣品之吸光值 

A562 C：以去離子水取代樣品之吸光值 

 

(五) 抗氧化活性胜肽之分離純化 

(1)  抗氧化活性胜肽之分子量分布 

1. 實驗步驟： 

胜肽之分子量分布是參考 Astawan et al. (1995) 方法。將具抗氧化活性胜

肽予以分離純化。取 50 mg 鮪魚蛋白質水解物，將分別溶於 1 mL 0.05 M 

sodium phosphate buffer (pH 6.5) 中，再利用 0.45 μm 濾膜過濾，取上清液，

再將其注入膠過濾管柱 (Sephadex G-25 column, 2.5 × 50 cm) 進行第一次分

離，以每 10 min 的方式收集區分物，再將收集到的不同區分物冷凍乾燥，

最後將區分物配製濃度為 10 mg of dried extract/mL 並進行亞鐵離子螯合能

力測定，以了解具有抗氧化活性之胜肽分子量分布，再選其最佳區分物進行

高效能液相層析法純化。標準品分子量以 bacitracin (1,423 Da) 在以上述相同

條件下沖提標定之。 

 

(2) 抗氧化活性胜肽之純化 

參考 Qian et al. (2008) 之方法稍做修改。取最具抗氧化活性區分物 10 

mg 溶於 1 mL 0.1% TFA，再利用 0.45 μm 濾膜過濾，取上清液，取 90 μL 注

入 HPLC 管柱 (Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 4.6 × 250 mm)。分析條件

如下： A 液為去離子水；B 液為溶於 acetonitrile 之 0.1% TFA；並以 B 液 
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5 ~ 15%/20 min 的濃度梯度為移動相；移動相流速為 1 mL/min，再將收集到

的不同區分物冷凍乾燥，並將區分物配製濃度為 0.5 mg of dried extract/mL 並

利用 ELISA 光度計進行亞鐵離子螯合能力測定，最後將最佳抗氧化活性胜

肽片段進行胜肽之胺基酸序列鑑定。 

 

(六) 抗氧化活性胜肽之胺基酸序列鑑定 

將最佳抗氧化活性胜肽送至中國醫藥大學貴重儀器中心以輔助雷射脫附

游離飛行式質譜儀 [Matrix-assisted laser desorption / ionization time of flight 

mass spectrometer, MALDI TOF / TOF (Bruker Daltonics,UltraFlex III)] 鑑定胜

肽之胺基酸序列。 

分析條件： 

ion source：maldi 

m/z range：200 ~ 4000 

sequence analysis：bruker biotool software 3.2 

 

(七) 統計分析 

本實驗數據皆三重覆並以 mean ± SD 做表示，採用 SPSS 統計套裝系統

軟體作單因子變異係數分析並以鄧肯氏多變域測驗 (Duncan’s multiple range 

test) 法測定各組間之差異，當 p<0.05 表示有顯著差異。
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第四章 結果 

一、 一般成分分析 

參考 AOAC (1995) 方法，將鮪魚血合肉加工副產品做一般成分的分析，

包括：水分、灰分、粗蛋白、粗脂肪之基本成分測定【表 4-1】。鮪魚血合肉

加工副產品之組成分，其中粗蛋白占 28.26%，水分含量占 68.96%，灰分含

量占 1.42%、粗脂肪占 2.18%。 

 

二、 水解度 

本實驗利用鮪魚血合肉加工副產品分別加入不同 2 種商業蛋白酶分別

為 AM 和 PA ，其各最適溫度分別為 37℃ 及 25℃ 和最適 pH 值 7.5 及 

6.2，於此條件下反應 1 ~ 6 hr 後，測定其 DH 之變化【圖 4-1】。DH 表示

則是經不同水解時間所釋放出來的游離胺基酸占總胺基酸含量之比值。以 

L-leucine 為標準品，並繪製其標準曲線 【圖 3-1】換算出游離胺基酸的含量

來求得出在不同水解時間下之 DH。發現 L-leucine 在濃度 4 mM 以下與吸

光值 (OD 420) 可呈線性關係（R2 = 0.996），故選用濃度範圍為於 0 ~ 4 mM。

此外，當水解條件一定時，DH 隨著水解時間增加而增加。在水解 0 ~ 1 hr 間，

不論是 AM 或 PA 蛋白質水解物，DH 則有顯著上升趨勢 (p < 0.05)。其水

解 1 hr 時所測得 DH 分別為 13.35% 和 12.71%。當 AM 蛋白質水解物在

水解 6 hr 時，DH 為 29.93%；PA 蛋白質水解物在水解反應 1 ~ 5 hr 過程

中，DH 則無顯著變化，當水解 5 hr 時，DH 為 15.30%，爾後隨水解時間

增加則  DH 有顯著上升，至 6 hr 時其 DH 為 18.43% (p < 0.05)。 

因此，本實驗將更進一步探討鮪魚血合肉加工副產品經蛋白酶水解後的

蛋白質水解物在不同時間下的抗氧化活性。 
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表 4-1  鮪魚血合肉加工副產品之一般成分分析 
Table 4-1  The proximate compositions of tuna dark muscle by-product. 
 
Compositions Content (%)a  

Crude protein 28.26 ± 1.51 

Crude fat 2.18 ± 0.55 

Ash 1.42 ± 0.16 

Moisture 68.96 ± 0.81 
a All values are means ± standard deviation of data from triplicate.  
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圖 4-1  鮪魚血合肉加工副產品經蛋白酶 (AM、PA) 水解後之水解度變化 
Figure 4-1  Changes in degree of hydrolysis of tuna dark muscle by-product   
           hydrolyzed by proteases (AM、PA). 
1. Tuna dark muscle by-product were hydrolyzed with AM (37℃; pH 7.5) and PA (25℃；pH6.2) for 1 ~ 

6 hr. 
2. Values are means ± standard deviation of three replicate analyses. 
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三、 鮪魚蛋白質水解物之抗氧化活性分析 

為了解鮪魚蛋白質水解物之抗氧化活性，故本研究針對不同水解時間下

的 AM 及 PA 蛋白質水解物，進一步以清除 DPPH 自由基能力、還原力、

亞鐵離子螯合能力為測定指標，探討各時間點下蛋白質水解物與抗氧化活性

之相關性，分別以 L-ascorbic acid、BHT、EDTA 為正對照組。實驗數據是以

不同濃度繪製出之線性迴歸曲線，並計算求出其 EC50。 

 

(一) 清除 DPPH 自由基能力 

本實驗是利用 AM 與 PA 兩種蛋白酶進行水解 1 ~ 6 hr，測定不同水解

時間下鮪魚蛋白質水解物清除 DPPH 自由基能力。結果顯示，在水解過程中，

AM 及 PA 蛋白質水解物之清除 DPPH 自由基能力則會隨濃度增加而增加 

(0 ~ 60 mg of dried extract /mL) 【圖 4-2 及圖 4-3】，當濃度達 60 mg of dried 

extract/mL 時，清除 DPPH 自由基能力都達 70% 以上。進一步，我們藉由

不同濃度點求得出各個水解時間下的 EC50 即清除 50% 的 DPPH 自由基能

力所需的濃度【表 4-2】。發現在水解 1 ~ 6 hr 過程中，清除 DPPH 自由基

能力以水解 3 hr 的 AM 蛋白質水解物可顯著高於其他水解時間下的蛋白質

水解物 (p<0.05)，其 EC50 為 17.13 mg of dried extract/mL。另外，在水解 1 ~ 

3 hr 過程中，PA 蛋白質水解物的清除 DPPH 自由基能力則無顯著性差異 

(p>0.05)，但隨著水解時間 (2 ~ 6 hr) 增加，發現清除能力會逐漸下降 (EC50

從 15.32 提升至 32.96 mg of dried extract/mL)。以整體來看，還是以水解 2 hr 

的 PA 蛋白質水解物具有較佳的清除 DPPH 自由基能力，其 EC50 為 15.32 

mg of dried extract/mL。本實驗以 BHT 作為正對照組 【圖 4-4】，結果顯示 

BHT 在 1.25 mM (0.275 mg/mL) 濃度下與清除 DPPH 自由基能力呈線性關

係 (R2 = 0.992)，且當濃度高於 1.25 mM 則趨於平衡，其清除能力最高為 

90.10% (EC50 = 0.18 mg/mL)。 
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表 4-2  鮪魚蛋白質水解物清除 DPPH 自由基能力之 EC50 
Table 4-2  EC50 of DPPH radical scavenging activity of protein hydrolysates derived from tuna dark muscle  
          by-product. 

Hydrolysis 
time  

AM 
 
 

PA 

EC50  
(mg dried of extract /mL) Equation, R2 EC50  

(mg dried of extract /mL) Equation, R2 

1 23.71 ± 2.36 b  y = 1.971x + 3.265, 0.975  17.69 ± 1.25 a  y = 2.792x + 0.601, 0.994 

2 24.40 ± 1.65 b  y = 1.963x + 2.084, 0.984  15.32 ± 1.36 a y = 3.148x + 1.780, 0.992  

3 17.13 ± 1.13 a  y = 2.912x + 0.107, 0.997 16.81 ± 0.51 a y = 2.891x + 1.390, 0.990 

4 24.08 ± 3.23 b   y = 1.978x + 2.355, 0.981 23.42 ± 0.57 b  y = 1.937x + 4.627, 0.963 

5 24.31 ± 2.82 b   y = 1.954x + 2.479, 0.983 25.94 ± 1.83 b  y = 1.798x + 2.683, 0.971 

6 25.93 ± 2.94 b   y = 1.875x + 1.364, 0.985 32.96 ± 2.56 c  y = 1.492x + 0.810, 0.984  

BHT 0.180 ± 0.005 y = 277.2x - 0.748, 0.992  
 

1. a-c Values with different superscript letters in the same column are significantly different (p<0.05). 
2. *EC50 means the effective concentration of protein hydrolysates providing 50% DPPH radical scavenging activity. 
3. All values are means ± standard deviation of data from triplicate. 
4. Regression equations were obtained from linear region of AM and PA protein hydrolysates. 
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圖 4-2  AM 蛋白質水解物在不同濃度下之清除 DPPH 自由基能力 
Figure 4-2  DPPH radical scavenging activities of AM protein hydrolysates  
           at various concentrations. 
1. Values are means ± standard deviation of three replicate analyses. 
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圖 4-3  PA 蛋白質水解物在不同濃度下之清除 DPPH 自由基能力 
Figure 4-3  DPPH radical scavenging activities of PA protein hydrolysates at  
           various concentrations. 
1. Values are means ± standard deviation of three replicate analyses. 
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圖 4-4  BHT 在不同濃度下之清除 DPPH 自由基能力 
Figure 4-4  DPPH radical scavenging activies of BHT at vaurious  
           concentrations. 
1. Values are means ± standard deviation of three replicate analyses. 
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(二) 亞鐵離子螯合能力 

本實驗利用 AM 與 PA 兩種蛋白酶進行 1 ~ 6 hr 水解，測定不同水解

時間下鮪魚蛋白質水解物之亞鐵離子螯合能力 【表4-3】，結果顯示，在水

解 3 hr 的 AM 蛋白質水解物可顯著高於其他水解時間下之蛋白質水解物，

其 EC50 為 4.91 mg of dried extract/mL (p<0.05)。當水解時間越久，螯合能力

則有下降的趨勢，以水解 6 hr 的 AM 蛋白質水解物螯合能力為最弱，此時

的 EC50 為 7.21 mg of dried extract/mL。PA 蛋白質水解物以水解 2 hr 時的

螯合亞鐵離子能力顯著高於其他水解時間下的蛋白質水解物 (p<0.05)，其 EC 

50 為 5.95 mg of dried extract/mL。在相同水解時間下，不論是 AM 或 PA 蛋

白質水解物之亞鐵離子螯合能力會隨著濃度增加而逐漸上升。結果得知以水

解 1 和 3 hr 的 AM 及水解 2 hr 的 PA 蛋白質水解物濃度均於 10 mg of 

dried extract/mL 以下；而水解 2 和 4 ~ 6 hr 的 AM 及水解 1 和 3 ~ 6 hr 

的 PA 蛋白質水解物其濃度於 15 mg of dried extract/mL 以下與亞鐵離子螯

合能力呈線性關係，爾後則趨於平緩，其亞鐵離子螯合能力最高可達 96% 

【圖4-5 及圖4-6】。 

另外，本實驗以 EDTA 作為正對照組 【圖 4-7】，結果發現於 0.25 mM 

(0.093 mg/mL) EDTA 濃度下與亞鐵離子螯合能力呈線性關係 (R2 = 0.9951)，

且當濃度高於 0.25 mM (0.093 mg/mL) 後，此螯合能力則不再增加，其螯合

能力為 99.06% (EC50 = 0.05 mg/mL)。 
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表 4-3  鮪魚蛋白質水解物的亞鐵離子螯合能力之 EC50 
Table 4-3  EC50 of metal ion chelating activity of protein hydrolysates derived from tuna dark muscle by-product. 

Hydrolysis 
time  

AM 
 
 

PA 

EC50 

 (mg dried of extract /mL) Equation, R2  EC50 

(mg dried of extract /mL) Equation, R2 

1 5.66 ± 0.36 b y = 8.567x + 1.499, 0.996  6.78 ± 0.46 b y = 7.572x - 1.342, 0.997 

2 5.98 ± 0.40 b y = 7.705x + 3.869, 0.982  5.95 ± 0.20 a y = 8.276x - 0.701, 0.999 

3 4.91 ± 0.18 a y = 9.751x + 2.087, 0.991  8.79 ± 0.68 cd y = 5.869x - 1.580, 0.995 

4 6.68 ± 0.22 bc y = 7.158x + 2.177, 0.995  8.14 ± 0.64 cd y = 6.340x - 1.639, 0.996 

5 7.13 ± 0.61 c y = 6.712x + 2.138, 0.994  7.89 ± 0.21 c y = 6.615x - 2.161, 0.994 

6 7.21 ± 0.53 c y = 6.839x + 0.670, 0.999  9.33 ± 0.28 d y = 5.550x - 1.776, 0.998 

EDTA 0.050 ± 0.001 y = 401.9x - 0.005, 0.995  
 

1. a-d Values with different superscript letters in the same column are significantly different (p<0.05). 
2. *EC50 means the effective concentration of protein hydrolysates providing 50% metal ion chelating activity. 
3. All values are means ± standard deviation of data from triplicate. 
4. Regression equations were obtained from linear region of AM and PA protein hydrolysates. 
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圖 4-5  AM 蛋白質水解物在不同濃度下之亞鐵離子螯合能力 
Figure 4-5  Metal ion chelating activity of AM protein hydrolysates at   
           various concentrations. 
1. Values are means ± standard deviation of three replicate analyses. 
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圖 4-6  PA 蛋白質水解物在不同濃度下之亞鐵離子螯合能力 
Figure 4-6  Metal ion chelating activity of PA protein hydrolysates at various  
           concentrations. 
1. Values are means ± standard deviation of three replicate analyses. 
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圖 4-7  EDTA 在不同濃度下之亞鐵離子螯合能力 
Figure 4-7  Metal ion chelating activity of EDTA at various concentrations. 
1. Values are means ± standard deviation of three replicate analyses. 
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(三) 還原力 

利用 AM 與 PA 兩種蛋白酶進行 1 ~ 6 hr 水解，測定不同水解時間蛋

白質水解物之還原力 【表4-4】。當吸光值越高則表示還原力越好，實驗數

據以 EC50 (吸光值達 0.5 所需的濃度) 呈現，依結果顯示，AM 蛋白質水解

物還原力會隨水解時間增加而有逐漸下降的趨勢，其 EC50 從 5.90 提升至 

9.54 mg of dried extract/mL，且又以水解 1 和 2 hr 顯著高於 5 ~ 6 hr 之蛋白

質水解物 (p<0.05)；PA 蛋白質水解物於水解 2 和 4 ~ 5 hr 之間其還原力高

於水解 1 hr，而在統計上無顯著性差異，但顯著高於水解 3 和 6 hr 之蛋白

質水解物  (p<0.05)。在相同水解時間下，隨著濃度  (0 ~ 30 mg of dried 

extract/mL) 上升，還原力也會明顯增加 【圖4-8 及圖4-9】。當 AM 和 PA 蛋

白質水解物濃度達 10 mg of dried extract/mL，此時，還原力吸光值均可達 0.5 

以上。當濃度達 30 mg of dried extract/mL 以上，則會有沉澱物產生，故在測

定還原力時，選用濃度範圍以 30 mg of dried extract/mL 以下為主。另外，本

實驗以 Lascorbic acid、BHT 作為正對照組 【圖4-10】，結果顯示 L-ascorbic 

acid 和 BHT 濃度分別在 0.5 mM (0.088 mg/mL) 和 1.25mM (0.28 mg/mL) 

下呈線性關係 (R2 = 0.993 及 0.972)，且吸光值達 1.609 及 1.432 (EC50 分別

為 0.03 及 0.07 mg/mL)。 

綜合以上結果所述，鮪魚血合肉加工副產品經蛋白酶水解後皆可產生抗

氧化活性，但仍以 Lascorbic acid、BHT、EDTA 效果較佳。AM 及 PA 蛋白

質水解物分別在水解 3 hr 和 2 hr 皆具有最佳的清除 DPPH 自由基能力和

亞鐵離子螯合能力；AM 蛋白質水解物之還原力以水解 1 ~ 3 hr 效果較佳； 

PA 蛋白質水解物則以水解 1 、2 、4 和 5 hr 效果較佳。整體看來，AM 蛋

白質水解物及 PA 蛋白質水解物以水解 3 hr 和 2 hr (AMH 及 PAH) 最具

有抗氧化活性。因此，本實驗為了更進一步提升鮪魚蛋白質水解物之抗氧化

活性，故未來則選用 AMH 以及 PAH 作後續的實驗，首先以 Sephadex G-25

做分劃並估計其分子量範圍，接著再以 RP-HPLC 作純化，以期能找到最 
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表 4-4  鮪魚蛋白質水解物還原力之 EC50 
Table 4-4  EC50 of reducing power of protein hydrolysates derived from tuna dark muscle by-product. 

Hydrolysis 
time 

AM  
 

PA 

EC50  
(mg dried of extract /mL) Equation, R2 EC50  

(mg dried of extract /mL) Equation, R2 

1 5.90 ± 0.27 a y = 0.080x + 0.028, 0.993  7.80 ± 0.47 ab y = 0.059x + 0.040, 0.996 

2 6.84 ± 0.38 a y = 0.070x + 0.021, 0.995  7.75 ± 0.62 a y = 0.059x + 0.043, 0.996 

3 7.37 ± 0.93 ab y = 0.065x + 0.021, 0.995  8.07 ± 0.20 b y = 0.058x + 0.032, 0.998 

4 9.07 ± 1.88 bc y = 0.052x + 0.028, 0.995  7.68 ± 0.19 a y = 0.060x + 0.039, 0.996 

5 9.20 ± 1.53 c y = 0.052x + 0.031, 0.994  7.44 ± 0.31 a y = 0.061x + 0.046, 0.995 

6 9.54 ± 1.30 c y = 0.050x + 0.023, 0.997  8.25 ± 0.16 b y = 0.057x + 0.030, 0.997 

L-ascorbic 
acid 0.030 ± 0.001 y = 16.01x + 0.032, 0.993   

BHT 0.070 ± 0.004 y = 6.360x + 0.082, 0.972   
1. a-d Values with different superscript letters in the same column are significantly different (p<0.05). 
2. *EC50 means the effective concentration of protein hydrolysates providing 50% reducing power. 
3. All values are means ± standard deviation of data from triplicate. 
4. Regression equations were obtained from linear region of AM and PA protein hydrolysates. 
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圖 4-8  AM 蛋白質水解物在不同濃度下之還原力 
Figure 4-8  Reducing power of AM protein hydrolysates at various  
           concentrations. 
1. Values are means ± standard deviation of three replicate analyses. 
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圖 4-9  PA 蛋白質水解物在不同濃度下之還原力 
Figure 4-9  Reducing power of PA protein hydrolysates at various  
           concentrations. 
1. Values are means ± standard deviation of three replicate analyses. 
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圖 4-10  BHT 和 L-ascorbic acid 在不同濃度下之還原力 
Figure 4-10  Reducing power of BHT and L-ascorbic acid at various  
            concentrations. 
1. Values are means ± standard deviation of three replicate analyses. 
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佳的抗氧化活性胜肽。  

 
四、 鮪魚蛋白質水解物抗氧化活性物質的純化分離及其抗氧化活性 

(一) 凝膠過濾法  

(1) AMH 

AMH 經凝膠過濾分離後可分出 4 個區分物 (AMH1 ~ AMH4) 【圖 4-11 

B】，分別是 AMH1 (No. 12 ~ 22)、AMH2 (No. 23 ~ 35)、AMH3 (No. 36 ~ 41)、

AMH4 (No. 42 ~ 68)，分別將 AMH1 ~ AMH4 經多次收集、冷凍乾燥後，並

測定其各區分物之亞鐵離子螯合能力  (濃度均調整至 10 mg of dried 

extract/mL) 【圖 4-11A】，其依序結果為 74.73%、76.34%、72.87% 以及 72.79%，

在統計上，彼此間則無顯著性差異 (p>0.05)，但整體看來以 AMH2 的亞鐵

離子螯合能力為最佳，故本實驗則選用此區分物再做更進一步純化分離。 

 

(2) PAH 

PAH 經凝膠過濾分離後可分出 5 個區分物 (PAH1 ~ PAH5) 【圖 4-12B】，

分別 PAH1 (No. 11 ~ 15)、PAH2 (No.16 ~ 28)、PAH3 (No. 29 ~ 35)、PAH4 

(No.36 ~ 42)、PAH5 (No. 43 ~ 60)，分別將 PAH1 ~ PAH5 經多次收集、冷凍

乾燥後，並測定其各區分物的亞鐵離子螯合能力 (濃度均調整至 10 mg of 

dried extract/mL) 【圖 4-12A】。其依序結果為 92.40%、79.43%、81.73%、88.92% 

以及 77.92%。其中以 PAH1 的亞鐵離子螯合能力顯著高於其他區分物 (p < 

0.05)，其次為 PAH4，最弱則為 PAH2。 

由以上結果得知，鮪魚蛋白質水解物經凝膠過濾後所得的區分物皆具有

亞鐵離子螯合能力，且分子量皆落在 1,423 Da 以下，其中又以 AMH2 和 

PAH1 亞鐵離子螯合能力為最佳。因此，推測鮪魚血合肉加工副產品中可能

具有抗氧化特性的良好的胜肽類物質，故接著再將 AMH2 和 PAH1 進行更

進一步的純化。 
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圖 4-11  AMH 經 Sephadex G-25 凝膠過濾法分離後其亞鐵離子螯合能力  
        (A) 及沖提圖 (B) 
Figure 4-11  Metal ion chelating activity (A) and elution profile (B) of AMH  
           separated with gel filtration chromatography on Sephadex G-25.  
1. Bars represent standard deviations from triplicate determinations. 
2. Different letters on the bars of AMH indicate significant differences (p<0.05). 
3. The column (2.5 × 50 cm) was equilibrated and eluted with 0.05 M, pH 6.5 phosphate buffer, at a     
flow rate of 42 mL/hr. Each fraction (10 mg of dried extract/mL) was used to determine the metal ion 
chelating activities. 

  

1423 Da 
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圖 4-12  PAH 經 Sephadex G-25 凝膠過濾法分離後其亞鐵離子螯合能力  
        (A) 以及沖提圖 (B) 
Figure 4-12  Metal ion chelating activity (A) and elution profile (B) of PAH  
           separated with gel filtration chromatography on Sephadex G-25. 
1. Bars represent standard deviations from triplicate determinations. 
2. Different letters on the bars of PAH indicate the significant differences (p < 0.05). 
3. The column (2.5 × 50 cm) was equilibrated and eluted with 0.05 M, pH 6.5 phosphate buffer, at a 
flow rate of 42 mL/hr. Each fraction (10 mg of dried extract/mL) was used to determine the metal ion 
chelating activities. 
 
 
 
 
 
 
 
 

1423 Da 
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(二) 高效能液相層析法 

(1) AMH2 

將凝膠過濾之區分物 AMH2 經高效能液相層析法再次分離後，從圖譜

則可看出 AMH2 可得到 6 個波峰 【圖 4-13B】，分別表示為 AMH2a ~ 

AMH2f，經多次收集、冷凍乾燥後，並測定其各區分物的亞鐵離子螯合能力 

(濃度均調整至 0.5 mg of dried extract/mL) 【圖 4-13A】，其結果依序分別為 

12.08%、12.05%、13.36%、13.49%、18.89% 以及 12.89%，其中 AMH2e 的

亞鐵離子螯合能力顯著高於其他區分物 (p < 0.05)。 

 

(2) PAH1 

將凝膠過濾之區分物 PAH1 經高效能液相層析法再次分離後，從圖譜則

可看出 PAH1 可得到 3 個波峰 【圖 4-14B】，分別表示為 PAH1a ~ PAH1c，

經多次收集、冷凍乾燥後，並測定其各區分物的亞鐵離子螯合能力 (濃度均

調整至 0.5 mg of dried extract/mL) 【圖 4-14 A】，其結果依序分別為 19.33%、

14.4% 以及 11.2%，其中 PAH1a 的亞鐵離子螯合能力顯著高於其他區分物 

(p < 0.05)。 

最後，再將亞鐵離子螯合能力最佳的 AMH2e 及 PAH1a 送至中國醫藥

大學貴重儀器室鑑定其抗氧化活性胜肽之胺基酸序列。 
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圖 4-13  AMH2 經高效能液相層析法純化後其亞鐵離子螯合能力(A) 以及 
        RP-HPLC 分析圖(B) 
Figure 4-13  Metal ion chelating activity (A) and RP- HPLC elution patterns  
           (B) of AMH2 purified by RP-HPLC. 
1. Bars represent standard deviations from triplicate determinations. 
2. Different letters on the bars of AMH2 indicate the significant differences (p <0.05). 
3. It was applied to a RP-C18 colume (4.6 × 250 mm) equilibrated with deionized water and eluted with 
a linear gradient of acetonitrile (5 ~ 15%) in 0.1% TFA at a flow rate of 1mL/min. Each fraction (0.5 mg of 
dried extract/mL) was used to determine the metal ion chelating activities. 
 

B 
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圖 4-14  PAH1 經高效能液相層析法純化後其亞鐵離子螯合能力 (A) 以及  
        RP-HPLC 分析圖 (B) 
Figure 4-14  Metal ion chelating activity (A) and RP- HPLC elution patterns  
           (B) of PAH1 purified by RP-HPLC. 
1. Bars represent standard deviations from triplicate determinations. 
2. Different letters on the bars of PAH1 indicate the significant differences (p<0.05). 
3. It was applied to a RP-C18 colume (4.6 × 250 mm) equilibrated with deionized water and eluted with 
a linear gradient of acetonitrile (5 ~ 15%) in 0.1% TFA at a flow rate of 1mL/min. Each fraction (0.5 mg of 
dried extract/mL) was used to determine the metal ion chelating activities. 
 
 
 
 
 
 
 

B 
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五、 抗氧化活性胜肽之鑑定 

將經高效能液相層析法分離出的  AMH2e 和  PAH1a 以  MALDI 

TOF/TOF 鑑定其最佳抗氧化活性胜肽之胺基酸序列及分子量 【表 4-5】 和

De novo 序列圖【圖 4-15 及圖 4-16】。其結果如下： 

AMH2e 及 PAH1a 分別可得 1 及 2 個胜肽之胺基酸序列。 

a. AMH2e：Arg-Pro-Pro-Arg- Arg (681.5 Da)。 

b. PAH1a：Asp-Thr-His-His-Arg-Arg-Lys-Pro (1,046.6 Da) 和 

His-Met-Leu-His-Lys-His-Met-Leu-Leu-His (1,296.8 Da)。 
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表 4-5  藉 MALDI TOF/TOF 鑑定 AMH2e 及 PAH1a 胜肽之胺基酸序列 
        及分子量 
Table 4-5  Identification of molecular mass and amino acid squences of  
          AMH2e and PAH1a by MALDI TOF/TOF. 
 
No. Sequences   Mw 
AMH2e Arg-Pro-Pro-Arg-Arg 681.5 Da 

PAH1a Asp-Thr-His-His-Arg-Arg-Lys-Pro 
His-Met-Leu-His-Lys-His-Met-Leu-Leu-His 

1,046.6 Da 
1,296.8 Da 
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(A) 序列為 Arg-Pro-Pro-Arg-Arg (681.496 Da) 
 
 

 
 
 
圖 4-15  AMH2e 的 De novo 序列圖 
Figure 4-15  De novo sequencing of AMH2e.  
1. MS/MS experiments were performed on MALDI TOF/TOF mass spectrometer.. Sequencing of 
activie peptide was acquired over the m/z range 200 ~ 4,000 and sequenced by using the bruker biotool 
software 3.2 analysis.
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(A) 序列為 His-Met-Leu-His-Lys-His-Met-Leu-Leu-His (1,296.763 Da) 
  
 

 
 

圖 4-16  PAH1a 的 De novo 序列圖 
Figure 4-16  De novo sequencing of PAH1a.  
1. MS/MS experiments were performed on MALDI TOF/TOF mass spectrometer.. Sequencing of 
activie peptide was acquired over the m/z range 200 ~ 4,000 and sequenced by using the bruker biotool 
software 3.2 analysis. 
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  (B) 序列為 Asp-Thr-His-His-Arg-Arg-Lys-Pro (1,046.559 Da) 
 

 
 
 
圖 4-16  PAH1a 的 De novo 序列圖 (續) 
Figure 4-16  De novo sequencing of PAH1a. 
1. MS/MS experiments were performed on MALDI TOF/TOF mass spectrometer. Sequencing of activie 
peptide was acquired over the m/z range 200 ~ 4,000 and sequenced by using the bruker biotool software 
3.2 analysis
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第五章 討論 

一、 一般成分分析 

鮪魚是鯖科魚類中最大者，一般以冷凍全魚或罐頭方式販售，其營養成

分為水分 73.3%；粗蛋白 24.3%；粗脂肪 0.5%；灰分 1.4% (孫等，1991)。

本實驗原料是鮪魚血合肉其來自鮪魚加工廠所蒸煮過後廢棄的物質。一般水

產加工廠會將這些物質製成經濟價值不高的魚粉再次利用 (Choudhury and 

Bublitz, 1996)，但它其實是具有很好的營養價值，如蛋白質 (Qian et al.,2007)。

與本實驗研究最為相關的為粗蛋白占總成分的 28.26%，其大部分為肌紅蛋白，

屬於可溶性蛋白質 (Kendrew et al., 1960)。且與一般鮪魚白肉相比之下，顯示

出鮪魚血合肉加工副產品具有高蛋白質，近年來有研究指出，一般胜肽物質

大多以不活性的狀態隱藏在大的蛋白質長鏈胜肽中，當蛋白質經蛋白酶水解

後會將活性物質釋放出來 (Margare et al., 1997)。先前文獻指出，鮪魚蒸煮液

以 protease XXIII 水解以及鹿肉以 papain 水解下之蛋白質水解物可產生較

強的抗氧化活性胜肽 (Jao et al., 2002; Kim et al., 2009)。因此我們想藉由選用

這 2 個蛋白酶來水解鮪魚血合肉加工副產品，探討是否可將蛋白質中的活性

物質釋放出來，如果能善加利用則可以成為一個營養價值很高的加工副產

品。 

食品中過多的油脂可能導致自氧化發生，最終使食品產生劣變、營養價

值降低等情況發生 (Qian et al., 2008)，故本實驗在水解之前也曾將原料進行

脫脂，此方法是參考 Sikorski and Naczk (1981) 的方法稍做修改，結果顯示，

鮪魚血合肉加工副產品經脫脂後油脂含量從 2.18 降至 0.91%，但在過程中

不斷重複加熱以及使用大量的異丙醇，最後再經風乾後，魚肉外型已改變。

發現在整個實驗過程中所耗費的時間與成本卻無法有效將油脂去除。有文獻

指出，如果大量使用有機溶劑以及不斷加熱，易使得疏水性基團暴露、蛋白

質產生凝聚以及構型改變，而且還會造成溶解度以及水解度大幅下降 

(Klompong et al., 2007)。另外，經脫脂後的魚肉表面水分減少可能會降低水解
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時受質與蛋白酶的作用 (Hoyle and Merritt, 1994)。 

本實驗基於經濟效益及水解效率之考量，故之後的抗氧化活性及 DH 測

定皆以利用未脫脂鮪魚血合肉加工副產品為原料。 

 

二、 水解度測定 

當蛋白質受蛋白酶作用時，可依序分解成蛋白月示 (proteose)、蛋白腖

(peptone)、peptides，最後分解成游離胺基酸 (Adler-Nissen, 1986)。當 DH 越

高表示胜肽鍵被切斷數目越多，有許多低分子量之胜肽生成，也就是說完整

之蛋白質其水解度為 0%；而完全水解之蛋白質其 DH 為 100% (鄭，1997)。

本實驗是利用 AM 以及 PA 這 2 種商業蛋白酶，分別在最適作用條件下來

水解鮪魚血合肉加工副產品，且 DH 表示則是經不同水解時間下所釋放出來

的游離胺基酸含量占總胺基酸含量之比值，游離胺基酸則以 L-leucine 作為

水解程度的指標。結果發現在水解過程中，鮪魚血合肉加工副產品以水解 1 hr 

內反應速度最快。推測因水解剛開始時，基質濃度高，所以與蛋白酶作用位

置多，使得水解速率較快 (張，1977)。另有研究指出，Sliver carp 魚肉利用 

alcalase 和 flavourzyme 水解，結果顯示於水解在一開始前 15 min 反應最快，

此後則趨於平緩 (Dong et al., 2008)。另外，以黃鰭鮪的胃當做原料利用不同

酶與基質比 (E/S = 0.1 ~ 1.5%) 水解 4 hr，結果發現水解度也會隨水解時間增

加而趨緩，而在水解作用前 50 min 水解程度為最快 (Guerard et al., 2002)，

本實驗與上述結果相符。 

隨水解時間增加，DH 會逐漸增加，表示所產生的游離胺基酸含量也隨

之增加。經由水解時蛋白質水解度的變化，以藉此來判斷蛋白酶之水解效果。

林 (1999) 指出魚肉蛋白質經蛋白酶水解後，其游離胺基酸及複合胺基酸含量

有逐漸增加的趨勢，尤其是複合胺基酸的部分，顯示當水解時間的增加，蛋

白酶作用會將大分子之蛋白質分解成胜肽類或是游離胺基酸。 

另外，從結果中發現利用 PA 水解鮪魚血合肉加工副產品時在水解 2 ~ 
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5 hr 過程中 DH 無顯著變化，但在水解 5 ~ 6 hr 則有顯著上升的趨勢。推測

我們為了讓蛋白酶於最適條件下作用，因此在水解過程中調整 pH 值而產生

了時間差，故可能為導致水解度上升之原因。鮪魚蒸煮液以 protease XXIII 

(A-O) 作用 6 hr (E/S = 1:25 v/v)，所測得知 DH 為 32.5% (饒，2002)。此外，

本實驗以相同蛋白酶水解鮪魚血合肉加工副產品 6 hr，其 DH 為 29.93%。

故蛋白酶分解蛋白質時， DH 會受蛋白酶種類、酶對受質的濃度、受質本身

的特性、酶作用之溫度及 pH 等影響 (張，1977)。 

                                                                                                      

三、 鮪魚蛋白質水解物之抗氧化活性特性 

(一) 清除 DPPH 自由基能力 

ROS 會造成體內產生大量自由基進而傷害到細胞，使得人們產生疾病，

因此，降低自由基產生與  ROS 的生成是可以有效對抗許多疾病發生 

(Halliwell and Gutteridge, 1989)。脂質在自氧化的過程中會產生自由基而造成

脂質酸敗，常見的抗氧化研究通常以 DPPH 用以評估抗氧化物藉由提供氫來

清除脂質過氧化物自由基，進而達到抑制氧化連鎖反應之進行 (Jin and Chen, 

1998)。本實驗中，使用 DPPH 自由基為自由基來源，供鮪魚蛋白質水解物去

除自由基能力的測定，其結果發現，最具清除 DPPH 自由基能力為 AMH 及 

PAH 其 EC50 分別為 17.3 及 15.32 mg of dried extract/mL。另有研究以雞精

萃取物測定其抗氧化活性，結果發現清除 DPPH 自由基能力會隨濃度增加而

有上升的趨勢，當濃度達 120 mg/mL 則清除能力已不再增加，此時清除能力

僅為 59% (Wu et al., 2005)。與本實驗在相同濃度 (60 mg of dried extract/mL) 

情況相較下，AM 及 PA 蛋白質水解物皆可清除 70% 以上的 DPPH 自由

基，明顯高於雞精萃取物 (約 35%)。故顯示出鮪魚蛋白質水解物中可提供一

些抗氧化活性物質而中止自由基的連鎖反應。 

L-ascorbic acid、BHT 作為本實驗的正對照組，結果發現 BHT 之甲醇溶

液在濃度 5 mM (1.1 mg/mL) 下，已具有相當高的清除能力 (90.10%)，其因 
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BHT 之本身結構具有可提供 H+ 給自由基 (Bondet et al., 1997) 【圖 5-1】，

可穩定不安定的自由基分子，然後阻斷脂質氧化的進行。雖然 BHT 可有效

清除自由基，但是文獻指出使用人工合成抗氧化劑可能會誘發癌症發生 

(Branen,1975)，故基於健康理由，現今都改以天然的抗氧化物取代。另外，

發現以 L-ascorbic acid 之水溶液作為對照組，則無法偵測出 EC50，最高僅有 

12.42 % (15 μg/mL) (數據未顯示)。尚有文獻指出，ascorbic acid 濃度為 40 μM 

(7.04 mg/mL) 時，此時清除 DPPH 自由基能力約為 45 % (Sheih et al., 2009)；

Lee et al. (2008) 以 ascorbic acid 作為發酵大豆蛋白清除 DPPH 自由基能力

的正對照組，結果顯示最高清除能力僅有 24.1% (1 mg/mL)。由以上結果皆無

法偵測出 L-ascorbic acid 之 EC50，故推測原因為 DPPH 是一種烷基自由基，

偏脂溶性，而 L-ascorbic acid 是一種水溶性抗氧化劑，則不易與 DPPH 產生

作用所致 (林，2009)。 
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(Bondet et al.,1997) 

 
圖 5-1  BHT 與 DPPH 自由基的作用機制 
Figure 5-1  Proposed mechanism for BHT/DPPH • reaction. 

 
(二) 亞鐵離子螯合能力 

在多種過渡金屬中，如：鐵、鈷、銅等金屬離子，於食品中會催化油脂

氧化反應，特別當 Fe2+、Cu2+ 存在下與過氧化氫作用，便會產生大量自由基，

加速油脂氧化反應的進行，也因此可能會造成食品的風味、顏色以及營養價

值降低 (Gordon, 2001)；反之，食品中若存有少量金屬離子，具有促進脂質氧

化作用，倘若胜肽能與這些金屬離子螯合，便能降低脂質氧化的起始反應速

率，以減少脂質氫過氧化作用 (Klompong et al.,2007)。其研究發現，藉由某
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些胜肽或蛋白質具螯合金屬，減少 ROS 產生 (Sakar, 1987)。本結果顯示，

經過酶水解後所產生之鮪魚蛋白質水解物的亞鐵離子螯合能力，以水解 2 hr 

的 AM 和 3 hr 的 PA 蛋白質水解物為效果最佳，其 EC50 分別為 4.91 和 

5.19 mg of dried extract/mL。先前文獻顯示，具有螯合能力的蛋白質水解物可

降低油脂氧化，是因胜肽的斷裂而增加酸性與鹼性胺基酸之側鏈羧基及胺基

端的濃度，增加與 Fe2+ 的結合能力 (Dong et al., 2008)。然而，當 AM 及 PA 

蛋白質水解物濃度為 20 mg of dried extract/mL 時，其亞鐵離子螯合能力則可

高達到 97% 以上。有學者將 sliver carp 魚肉利用 alcalase 水解，結果發現

其亞鐵離子螯合能力顯示出小分子量的蛋白質水解物具有較佳的螯合能力 

92.7 % (5 mg/mL) (Dong et al., 2007)。由此可見，鮪魚血合肉加工副產品經蛋

白酶水解後可產生短胜肽物質，且具有良好的螯合能力，故可當作一個天然

的金屬螯合劑。 

 

(三)  還原力 

還原力為一種測量樣品提供電子讓 Fe3+ 還原成 Fe2+ 的能力，以波長 

700 nm 下測定，吸光值越高則表示還原力越高 (Oyaizu, 1986)，可當作抗氧

化活性指標之一。由先前文獻指出，鯖魚蛋白質水解物經 protease N 水解 0 

~ 25 hr，結果發現還原力會隨水解時間的增加而逐漸上升 (吸光值為從 0.38 

上升至 0.65) (Wu et al., 2003)。但也有研究指出，以 yellow stripe trevally 為原

料利用 alcalase 水解，測其在不同 DH (5、15 和 25%) 下的還原力，結果顯

示隨水解度上升，還原力也有逐漸下降的趨勢 (吸光值從 0.56 降至 0.42) 

(Klompong et al., 2007)；另外也有以 alkaline-aided channel catfish 當作原料以 

protamex 水解，研究發現還原力也會隨水解時間增加而下降 (吸光值從 0.33 

降至 0.17) (Theodore et al., 2008)。而本實驗結果顯示，AM 蛋白質水解物還

原力之 EC50 會隨水解時間增加而逐漸下降 (EC50 從 5.90 至 9.54 mg of 

dried extract/mL)，與後 2 者的結果相似。有研究顯示，還原酮 (reductones) 如 
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ascorbic acid 可直接與過氧化物其及相關的前驅物可有效預防自由基生成 

(Shimada et al., 1992)。實驗發現 L-ascorbic acid 在濃度 0.03 mM (0.088 

mg/mL) 下則具有很好的還原力，此時，吸光值為 1.609。以整體來說，還原

力會受蛋白酶種類不同而有所影響，推測鮪魚蛋白質水解物中可能含有一些

物質可藉由提供電子給自由基而此達到抗氧化效果 (Murase et al., 1993)。 

綜合以上所述，AM 及 PA 蛋白質水解物皆具有亞鐵離子螯合能力與清

除 DPPH 自由基能力及還原力。其中又分別以水解 3 和 2 hr AM 及 PA 蛋

白質水解物最具抗氧化活性，由此可見，鮪魚蛋白質水解物可作為一級或是

二級抗氧化物。有研究指出，抗氧化活性主要會受與原料、蛋白酶種類、水

解度、胺基酸組成分以及胜肽之胺基酸序列等影響 (Kim et al., 2001; Wu et al., 

2003)，本實驗所使用 2 種商業蛋白酶 (AM 及 PA) 其主要作用位置為疏水

性胺基酸之 C 端胜肽鍵 (Loffler, 1986)，如當疏水性胺基酸增加可以增加在

油脂中的溶解度，也就是說疏水性胺基酸增加及脂質的親和力較高有關，可

以達到抗氧化效果 (Mendis et al., 2005)。另外，在實驗中發現鮪魚蛋白質水

解物之亞鐵離子螯合能力濃度在小於 6 mg of dried extract/mL 即可達到 

EC50，還原力濃度在小於 8 mg of dried extract/mL 即可達到 EC50，清除 

DPPH 自由基能力則需濃度小於 18 mg of dried extract/mL 才可達到 EC50，

相較之下，以亞鐵離子螯合能力所需濃度較低。當樣品濃度越低則表抗氧化

活性越好。故基於成本考量下，後續實驗則選用抗氧化活性最好的 AMH 及 

PAH 做進一步的純化分離，並以亞鐵離子螯合能力作為抗氧化活性指標。 

由本實驗結果發現 DH 與抗氧化活性並無太大相關性，有其他相關 DH

先前有文獻指出，以 flavourzyme 水解 sliver carp 魚肉 0 ~ 6 hr，結果發現

抗氧化活性會隨 DH 而逐漸上升 (Dong et al., 2008)；Jun et al. (2004) 將 

yellowfin sole 利用  mackerel intestine crude enzyme (MICE)、alcalase、

chymotrypsin、papain、pepsin、pronase E 等多種蛋白酶水解後並測定其 DH，

結果顯示最高與最低之 DH 分別為 67% (MICE) 及 22% (pepsin)，並測其各
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抗氧化活性。結果顯示 pepsin 水解物具有最佳抑制亞麻油酸過氧化作用 

(70%)，由此得知在低 DH 下抗氧化活性較佳。綜合以上所述，再次證明 DH 

與抗氧化活性無一定關聯性。 

此外，鮪魚蛋白質水解物之清除 DPPH 自由基、還原力以及亞鐵離子螯

合能力皆與水解物濃度 (0 ~ 30 mg of dried extract/mL) 呈正相關。在 Sheih et 

al. (2009) 文獻中指出，海藻蛋白質水解物在清除 DPPH 自由基能力 (0 ~ 30 

μM) 與 ABTS+ 自由基 (0 ~ 60 μM) 也會隨濃度的增加而提升抗氧化活性，

本實驗結果與此文獻一致。 

 

四、 鮪魚蛋白質水解物之分離純化與抗氧化活性 

(一) 凝膠過濾法 

凝膠過濾法是利用交聯聚合物具有分子篩效果，將物質按分子量大小不

同而做分離之方法 (Vink, 1970)。本實驗利用此方法先大致區分鮪魚蛋白質水

解物之分子量範圍，AMH 及 PAH 經分離後可分出 4 個和 5 個區分物。發

現經由蛋白酶作用後可以有效將蛋白質水解成短胜肽，其分子量大多落在 

1,423 Da 以下。在分子量方面，有許多文獻發現，蛋白質水解物具有抗氧化

的活性胜肽其分子量皆不大，一般為 500 ~ 1,800 Da，如：巨大魷魚明膠水解

物  (880 Da 和  1,242 Da) (Mendis et al., 2005)；海鰻水解物  (928 Da) 

(Ranathunga et al., 2006)；yellow stripe trevally 水解物 (656 Da 和 617 Da) 

(Klompong et al., 2009)；海水輪蟲水解物 (1,076 Da 和 1,033 Da) (Byun et al., 

2009)；牛蛙明膠蛋白質水解物 (1,487 Da) (Qian et al., 2008) 等。在抗氧化活

性測定方面，常見包含有抑制亞麻油酸過氧化作用、清除 DPPH 自由基能力、

清除氫氧自由基、總抗氧化能力、亞鐵離子螯合能力等。近年有許多文獻指

出，利用 pepsin 水解出的  hoki 骨架蛋白質水解物  (Hoki fame protein 

hydrolysate; HPH)，再經 UF 法後可分離出 4 個區分物，分別為 HPH I (5 ~ 

10 kDa)、HPH II (3 ~ 5 kDa)、HPH III (1 ~ 3 kDa)、HPH IV (<1kDa)，並分析
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抗氧化活性，發現 HPH III (1 ~ 3 kDa) 可有效抑制 80% 氫氧自由基和 

DPPH 自由基能力以及降低 85% 烷基自由基生成 (Je et al., 2005a)。結果顯

示，將各區分物測定其亞鐵離子螯合能力在濃度為 10 mg of dried extract/mL，

以 PAH1 效果最為顯著 (92.36%)；AMH2 各區分物雖在彼此間無顯著性差

異，但以數據結果來看，以 AMH2 (76.34%) 的效果為最佳。有文獻指出，

鮪魚、鯡魚、鮭魚等遠洋性魚類，其含有一些 His 雙胜肽物質 (carnosine 和

anserine) (Van Waarde, 1988)。Carnoise 具有螯合金屬能力的結構可有效與金

屬離子形成化合物以減少促氧化能力 (Chan et al.,1994)。由此推測鮪魚蛋白質

水解物中可能含有具有螯合金屬能力的胜肽物質。在鮪魚相關研究方面，有

學者利用鮪魚蒸煮液經蛋白酶水解 3 hr 所得之 protease XXIII 蛋白質水解

物再經凝膠過濾法區分其分子量範圍，可得 5 個主要區分物，其中以 B 和 

C 區分物中的胜肽物質擁有較佳的清除 DPPH 自由基能力 (5 mg/mL) 分別

為 94% 和 75%，其分子量介於 390 ~ 1,400 Da (饒，2002)。由此可知，具

有抗氧化活性胜肽量其分子量皆小於 1,500 Da 以下，本實驗結果與此文獻相

符。 

 

(二) 高效能液相層析法 

高效能液相層析系統主要是由固定相  (stationary phase) 及移動相 

(mobile phase) 兩者所組成，二者各有不同的極性或非極性強度；本實驗所使

用為逆相層析法，其因蛋白質分子表面有部份疏水性區域，若在極性很強的

環境中，則會被吸附在固定相，而留滯原地；相反的與移動相親和力大者，

易隨移動相移動，則可被分離出來，因而達成分離的目的 (Marx et al.,1991)。

藉此原理本實驗再將最具抗氧化活性物質 AMH2 以及 PAH1 再進一步純化，

以期找到更佳純化的活性物質，本實驗結果發現，AMH2e 及 PAH1a 亞鐵離

子螯合能力為最佳，在濃度 0.5 mg of dried extract/mL 其螯合力分為 18.89

及 19.33%。有研究指出，發酵大豆蛋白水解物經由 RP-HPLC 分離可得到 6 
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個區分物 (P1~ P6)，其中以 P2 的螯合銅離子能力為最佳 (43.75%)。經酶水

解後之蛋白質水解物導致高親和性的金屬螯合基團暴露或是形成，如

imidazole 團和羧基團，此物可增加與 Cu2+ 之間的交互作用 (Amadou et al., 

2010)。此外，也有研究證實，藉由螯合金屬離子可以有效清除氫氧自由基而

達抗氧化的效果 (Nam et al., 2008; Pena-Ramos et al., 2002)。Murase et al. 

(1993) 等人認為 His 上之 imidazole group 具有金屬離子的螯合能力。故推

測本實驗鮪魚蛋白質水解物之胺基酸組成中可能含有較高含量的 His 以及

酸性或鹼性胺基酸。 

綜合以上所述，這些抗氧化活性胜肽分子量均皆小於 1,423 Da，因此，

本實驗與之前研究結果 (介於 500 ~ 1,800 Da) 相符合 (Kim et al., 2007; 

Ranathunga et al., 2006)。有文獻指出，經酶水解後所產生的胜肽類物質其抗

氧化活性機制主要是清除自由基與螯合金屬離子作用 (Chen et al., 1996; 

Decker et al., 1992)。推論鮪魚血合肉加工副產品在水解過程中會產生具有螯

合性的胜肽結構和胺基酸殘基，此類物質會與金屬離子螯合，可以有效降低

油脂氧化。 

 

五、 鮪魚蛋白質水解物活性胜肽之胺基酸鑑定 

在氧化-抗氧化調節系統中，蛋白質或是胜肽的抗氧化活性是取決於分子

量大小與化學特性所判斷 (Suetsuna et al., 2000)。研究顯示，大部分具有抗氧

化活性的胜肽皆屬於低分子量 (<1,400 Da) (Rajapakse et al., 2005; Pihlanto, 

2006) 且胜肽長度皆為 5 ~ 16 個胺基酸殘基所組成 (Chen et al.,1995; Wu et 

al., 2003)。根據以前學者報告指出，具有抗氧化活性的胺基酸像是序列中包

含了疏水性和電子轉移的胺基酸殘基如：Ala、Val、Pro、Leu 等非極性脂肪

族胺基酸，可與多元不飽和脂肪酸 (polyunsaturated fatty acids; PUFA) 結合，

進而降低油脂氧化；Tyr、His、Trp、Phe 等芳香族胺基酸殘基可藉由電子的

直接轉移來抑制 ROS 生成以及提供 H+ 之胺基酸有 Gly、Asp、Glu、Tyr，
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可以抑制未成對的電子或是自由基 (Qian et al., 2008)，這些胺基酸都與抑制

自由基有相關。 

本實驗是利用 MALDI TOF/TOF 為一種應用於蛋白質體學研究的質譜

儀，可先用一次質譜先測定待測樣品之分子量，接著經二次質譜儀所碰撞出

的碎裂片段經軟體分析去鑑定可能的胜肽之胺基酸序列 (Suckau et al., 2003)，

本結果顯示，AMH2e 和 PAH1a 分別可得 1 及 2 個胜肽之胺基酸序列：

AMH2e 為  Arg-Pro-Pro-Arg-Arg (681.5 Da)；PAH1a 為  Asp-Thr-His-His- 

Arg-Arg-Lys-Pro (1,046.6 Da) 和  His-Met-Leu-His-Lys-His-Met-Leu-Leu-His 

(1,296.8 Da) 是具有最佳的亞鐵離子螯合能力，其中與胜肽的胺基酸組成分和

分子量大小占有很大的關聯性。先前文獻指出，胜肽的斷裂可增加酸性與鹼

性胺基酸之側鏈羧基及胺基端的濃度，增加與 Fe2+ 的螯合能力，降低 ROS 

生成，而抑制油脂氧化 (Dong et al., 2008)。His 具有 imidazole 環也可以與

金屬離子螯合 (Chan et al., 1994; Chen et al., 1998)。本實驗 AMH2 及 PAH1a

胺基酸序列中包含了鹼性胺基酸 (Arg、Lys)、酸性胺基酸 (Asp) 以及 His，

分別占 60%、75% 以及 50%。這些胜肽是由 5 ~ 10 個胺基酸殘基組成其分

子量為 681.5、1,046.6、1,296.8 Da。有研究出，鮪魚蒸煮液經 protease XXIII 

水解之水解產物具有抗氧化活性胜肽，結果發現 7 個最具有抗氧化活性胜肽

中其中有 5 個活性胜肽皆含有 His (Jao, 2002)。驗證這些胺基酸殘基是造成 

AMH2e 和 PAH1a 之亞鐵離子螯合能力為最佳的因素，本實驗結果與之前文

獻相符。 

綜合以上所述，AMH2e 與 PAH1a 為最具亞鐵離子螯合能力，故鮪魚血

合肉加工副產品經蛋白酶水解後可產生不具副作用的抗氧化活性胜肽可利於

機能性食品之開發。另外，序列中也包含 Arg、His、Leu、Lys、Met、Thr 等

必需胺基酸，在食品應用上則可以當作額外的營養添加劑。 
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第六章 結論 

蛋白質是由許多胺基酸所構成的，其中某些胺基酸或是胜肽是具有抗氧

化活性及抑制脂質氧化能力。我們藉由將鮪魚血合肉加工副產品利用商業蛋

白酶 (AM 及 PA) 水解，再經過一系列的分離純化，再經質譜儀分析鑑定後

找到 AMH2e 與 PAH1a 之最具抗氧化活性胜肽胺基酸序列，序列為 

Arg-Pro-Pro- Arg-Arg (681.5 Da)；Asp-Thr-His-His-Arg-Arg-Lys-Pro (1,046.6 Da) 

和 His- Met-Leu-His-Lys-His-Met-Leu-Leu-His (1,296.8 Da)，可得知這些序列

含有鹼性、酸性胺基酸殘基及 His，提供了很好的金屬螯合能力，可以間接

清除自由基，進而降低油脂氧化，故鮪魚血合肉加工副產品可當作一種無副

作用天然又安全的抗氧化劑使用。除此之外，還可以提供一些必需胺基酸包

含 Arg、His、Leu、Lys、Met、Thr，在食品應用上，可以提供額外的營養價

值。因此，在未來可將這 2 種鮪魚蛋白質水解物鑑定出的抗氧化活性胜肽之

胺基酸序列進行模擬以合成相同序列，觀察其是否也具有類似抗氧化活性效

果，最後可再深入做細胞實驗或動物實驗。因此，鮪魚血合肉加工副產品有

利於機能性食品之開發且提升副產品的經濟價值。
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