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胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞制备胶原肽的工艺优化 *
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摘要 以草鱼鱼鳞为材料,研究蛋白酶种类、酶解条件对鱼鳞酶水解的水解度、氮收率和凝胶强度的影响,

并采用正交试验对鱼鳞胶原肽制备工艺进行优化,以获得较高凝胶强度的鱼鳞胶原肽。结果表明:在胃蛋白酶、

复合蛋白酶、木瓜蛋白酶、碱性蛋白酶4种蛋白酶中,采用胃蛋白酶水解鱼鳞胶原蛋白时氮收率较高,且水解产

物具有凝胶形成能力;酶解条件对鱼鳞胶原蛋白的水解度、氮收率和凝胶强度均有显著影响;胃蛋白酶在底物质

量分数为5%、起始pH值为4.0、加酶量为140U/g、水解温度为65℃条件下,水解鱼鳞120min,鱼鳞水解产物

的凝胶强度和氮收率都较好,其中水解度为1.46%、氮收率为64.38%、凝胶强度为2051g。
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  胶原肽是动物结缔组织中胶原蛋白的降解产

物,因其具有良好的营养功能和生理功效,已广泛应

用于食品、化妆品和医药等行业[1]。2006年全世界

胶原肽的年产量已超过20万t[2],其原料主要是

牛、猪等哺乳动物的皮和骨,但随着疯牛病、口蹄疫

等疾病的流行,世界各国都趋向从水产品加工下脚

料中提取胶原肽[3]。鱼鳞富含胶原蛋白是理想的替

代原料之一,据统计,2007年我国淡水鱼年产量已

达1908.5万t,鱼 鳞 约 占 鱼 体 质 量 的3.0%~
5.0%[4],利用废弃的鱼鳞生产高附加值的胶原肽具

有很好的市场前景[5]。
胶原肽的理化性质和功能除了取决于原料来源

外,还与其制备方式及水解程度密切相关。胶原肽

的制备方法主要有酸法、碱法和酶法等[6],酸法难以

得到高质量的产品,导致胶原蛋白损失[7];碱法可以

得到高质量的胶原肽,但存在生产周期长、产生的废

液多等缺陷[8];酶法具有反应时间短、条件温和等特

点[9],利用蛋白酶的专一性,可以控制水解产物的水

解程度。在实际应用中,不同的用途对胶原蛋白的

水解程度有不同的要求[10],适度水解可获得较高收

率,还能保持良好的胶凝性和成膜性,适用于开发药

用胶囊的外壁与化妆品中的高档面膜;水解度过高

可显著提高收率但其凝胶能力丧失,可应用于功能

保健品和营养性护肤品等。
近年来,国内已有学者对鱼鳞胶原肽的制备工

艺进行了研究[11-12],但关于蛋白酶种类和酶解条件

对酶解产物的凝胶强度的影响及其与水解度的相关

性的研究较少。
笔者以草鱼鱼鳞为材料,研究蛋白酶种类、酶解

条件对草鱼鱼鳞酶水解的水解度、氮收率和凝胶强

度的影响,并采用正交试验优化鱼鳞胶原肽的制备

工艺,旨在获得氮收率较高、凝胶强度较大的鱼鳞胶

原肽。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试草鱼鱼鳞采自华中农业大学菜市场。鱼鳞

经自来水冲洗2次后,用5倍体积的质量分数为

3%盐酸处理1d,然后用5倍体积的饱和石灰水处

理1d,25℃干燥后用植物粉碎机粉碎备用,其中蛋

白质质量分数为66.84%。胃蛋白酶,1.75×104

U/g,上海华美生物工程公司生产;复合蛋白酶,

1.70×104 U/g,诺维信天津公司生产;木瓜蛋白

酶,3.04×104U/g,南宁庞博生物工程有限公司生
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产;碱性蛋白酶,1.65×105U/mL,诺维信天津公司

生产;其它化学试剂为国产分析纯。
1.2 试验方法

1)蛋白酶活力的测定。参考文献[13]的方法,
采用福林-酚法。

2)草鱼鱼鳞蛋白的水解工艺。参考文献[14]和
文献[15]的方法,取一定质量的草鱼鱼鳞,加入蒸馏

水调节底物质量分数,用2mol/L的盐酸或氢氧化

钠调节pH值,加酶混匀后在恒温水浴振荡器 (120
r/min)中水解一定时间,沸水浴10min灭酶,调节

pH值至5.0,4000r/min离心20min,上清液经喷

雾干燥即得胶原肽样品。

3)水解度的测定。分别采用茚三酮法[16]和凯

氏定氮法[17]测定水解液的游离氨基态氮含量和原

料总氮含量。

4)氮收率的测定。用凯氏定氮法测定鱼鳞水解

液和原料的总氮量。

5)凝胶强度的测定。质量分数为6.67%的胶原

肽溶液在4℃(冰箱中)凝冻16~18h后被压缩变形

10mm所需的最大应力定义为凝胶强度(g)[15,18]。
采用TA*Xtzi物性仪测定,测试条件:采用 N6-P/

0.5探头,下压速度2mm/s,下压高度10mm。

6)数据分析。采用SAS和Excel处理试验数

据,结果取3次试验的平均值。

2 结果与分析

2.1 水解蛋白酶的选择

在预备试验基础上,选用胃蛋白酶、复合蛋白

酶、木瓜蛋白酶、碱性蛋白酶4种蛋白酶,在其各自

适宜反应条件下,对草鱼鱼鳞进行水解,测定水解产

物的水解度、氮收率、凝胶形成能力以及水解液的风

味等,结果见表1。
表1 4种蛋白酶水解草鱼鱼鳞效果1)

Table1 Comparisonofthehydrolysiseffectofgrasscarpscalesbyfourproteases

蛋白酶种类

Proteasetypes
水解度/%

Hydrolyzingdegree
氮收率/%

Nitrogenrecovery
凝胶形成能力

Gel-formingability
水解液风味

Hydrolysatetaste
水解液澄清度

Hydrolysateclarity
胃蛋白酶Pepsin 1.85±0.01d 79.01±0.65ab + 口味平淡Plaintaste 澄清Clarified
复合蛋白酶Protamex 6.78±0.22b 78.37±0.35b - 苦味强 Highbitterness 澄清Clarified
木瓜蛋白酶Papain 7.52±0.12a 79.44±0.50a - 口味平淡Plaintaste 澄清Clarified
碱性蛋白酶 Alcalase 5.17±0.09c 74.29±0.71c - 苦味弱Lowbitterness 较浑浊Turbid
 1)底物质量分数为5%Substrateconcentration5%;胃蛋白酶添加量300U/gPepsindosage300U/g;其余蛋白酶添加量3000

U/gOtherproteasesdosage3000U/g;水解时间120minHydrolyzingtime120min;“+”表示可以形成凝胶 “+”represents

havinggel-formingability;“-”表示不能形成凝胶 “-”representsnothavinggel-formingability.

  由表1可知,采用胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞时所

得水解产物的氮收率较高,水解度较小,且胃蛋白酶

的水解产物具有其它蛋白酶水解产物所不具备的胶

凝性能,水解液澄清,口味平淡。因此,本试验选用

胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞制备胶原肽。
2.2 水解条件对胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞效果的影响

1)温度。温度是蛋白酶水解的重要参数之一,
水解温度对胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞效果的影响见表

2。由表2可知,45℃时胃蛋白酶水解鱼鳞产物的

凝胶强度最大,但氮收率只有68.07%,这会影响到

胶原肽生产的经济效益。氮收率在60℃时达到最

大,其值为84.07%,此时凝胶强度为1118g,两者

都比较大。本试验以凝胶强度和氮收率为主要指

标,胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞的适宜温度约为60℃。

2)底物质量分数。底物浓度对胃蛋白酶水解草

鱼鱼鳞效果的影响见表3。
由表3可知,胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞时,随着底

物质量分数增加,水解度和氮收率都降低,而凝胶强

度逐渐增加。底物质量分数为5%时凝胶强度和氮

收率比较适中,胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞比较适宜的

底物质量分数在5%左右。
表2 温度对胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞效果的影响1)

Table2 Effectsofhydrolyzingtemperatureonhydrolyzing

degree,nitrogenrecoveryandgelstrength

水解温度/℃
Hydrolyzing
temperature

水解度/%
Hydrolyzing
degree

氮收率/%
Nitrogen
recovery

凝胶强度/g
Gel

strength

40 1.22±0.02f 59.91±1.28g 1179±86ab

45 1.35±0.03e 68.07±0.18f 1210±119a

50 1.52±0.02d 77.30±0.39e 1102±16b

55 1.60±0.05c 82.34±0.79b 940±52c

60 1.68±0.01b 84.07±0.57a 1118±65b

65 1.80±0.01a 80.82±0.46c 1225±14ab

70 1.61±0.05c 79.79±0.35d 1246±77a

1)pH=3.0,[S]=5%,E/S=280U/g,t=120min;数值后小写

字母相同者表示在0.05水平上差异不显著(DMRT),下同。The

datawiththesamelettersinthecolumnarenotsignificantlydiffer-

entinthelevelof5%(DMRT),thesameasbelow.
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表3 底物质量分数对胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞效果的影响1)

Table3 Effectsofsubstrateconcentrationonhydrolyzing
degree,nitrogenrecoveryandgelstrength

底物质量分数/%
Substrate
concentration

水解度/%
Hydrolyzing
degree

氮收率/%
Nitrogen
recovery

凝胶强度/g
Gel

strength

1 2.44±0.09a 92.26±0.16a 242±15e
3 2.40±0.01a 90.96±0.34b 305±13d
5 2.16±0.04b 81.59±0.36c 467±27c
7 1.87±0.02c 73.77±0.27d 550±28b
9 1.40±0.01d 67.13±0.19e 679±52a

 1)t=60℃,pH=2.0,E/S=280U/g,t=120min.

3)加酶量。蛋白酶添加量对胃蛋白酶水解草鱼

鱼鳞效果的影响见表4。
表4 加酶量对胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞效果的影响1)

Table4 Effectsofpepsindosageonhydrolyzingdegree,

nitrogenrecoveryandgelstrength

加酶量/(U/g)
Pepsin
dosage

水解度/%
Hydrolyzing
degree

氮收率/%
Nitrogen
recovery

凝胶强度/g
Gel

strength

0 1.12±0.01d 55.52±1.11d 1034±88a
140 2.25±0.01c 71.24±0.44c 475±26b
280 2.28±0.04c 76.56±0.11b 444±33c
560 2.46±0.21b 79.69±1.57a 42±2d
840 2.50±0.08a 80.44±1.20a 31±7e

 1)t=60℃,pH=2.0,[S]=5%,t=120min.

由表4可知,与未添加酶组比较,添加280U/g
胃蛋白酶可使鱼鳞水解1.04%,说明添加胃蛋白酶

可显著提高草鱼鱼鳞水解产物的氮收率。继续增

加胃蛋白酶添加量,氮收率变化不大,但凝胶强度

急剧下降。胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞的适宜添加量

为280U/g。

4)起始pH值。表5显示了胃蛋白酶在不同起

始pH值下水解草鱼鱼鳞的效果。
表5 起始pH值对胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞效果的影响1)

Table5 EffectsofinitialpHvalueonhydrolyzingdegree,

nitrogenrecoveryandgelstrength

起始pH值

InitialpH
value

水解度/%
Hydrolyzing
degree

氮收率/%
Nitrogen
recovery

凝胶强度/g
Gel

strength

1.5 2.47±0.02a 83.80±0.02a 385±21e

2.0 2.45±0.03a 83.70±0.05a 444±30d

3.0 1.78±0.09b 81.51±0.24b 939±60c

4.0 1.45±0.05c 71.92±0.77c 1115±90b

5.0 1.03±0.01d 56.85±0.86d 1295±46a

 1)t=60℃,[S]=5%,E/S=280U/g,t=120min.

由表5可知,随着起始pH值的增加,胃蛋白酶

水解产物的水解度和氮收率都呈现降低的趋势,而
凝胶强度逐渐增加。在起始pH 值为3.0时,氮收

率和凝胶强度比较适中。要得到凝胶强度和氮收率

都较高的水解产物,胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞蛋白的

适宜起始pH值约为3.0。
2.3 胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞制备胶原肽的工艺优化

  在单因素试验基础上,选取水解温度、起始pH
值、底物质量分数、加酶量为试验因素,以水解度、氮
收率和凝胶强度为指标,采用L9(34)正交试验优化

酶解工艺,结果见表6。
表6 胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞的正交试验及其结果1)

Table6 Theresultsoforthogonalexperimentofenzymatichydrolysisofgrasscarpscaleswithpepsin

序号

No.

因素Factors

A水解温度/℃
Hydrolyzing
temperature

B起始pH值

InitialpH
value

C底物质量分数/%
Substrate
concentration

D加酶量/(U/g)
Enzyme
dosage

水解效果Effectsofhydrolysis
水解度/%
Hydrolyzing
degree

氮收率/%
Nitrogen
Recovery

凝胶强度/g
Gel

strength

1 55 2.0 3 140 2.20±0.01 81.24±0.60 927±51

2 55 3.0 5 280 2.45±0.02 76.02±0.15 476±45

3 55 4.0 7 420 1.92±0.01 66.26±0.58 1359±108

4 60 2.0 5 420 2.52±0.03 80.17±0.33 112±20

5 60 3.0 7 140 1.47±0.07 52.63±0.63 1401±51

6 60 4.0 3 280 2.21±0.18 80.94±1.03 1261±56

7 65 2.0 7 280 1.95±0.03 74.03±1.35 193±20

8 65 3.0 3 420 2.26±0.08 88.63±1.15 305±13

9 65 4.0 5 140 1.46±0.05 64.38±1.31 2051±119

 1)表中各项结果为3次测定结果的平均值 Measurementswereperformedintriplicate;水解时间为120minHydrolyzingtimewas
120min.

  由表6和表7可知,各因素对试验的影响都达

到了显著水平(P<0.05)。就水解度而言,加酶量

对水解度的影响最大,其次为底物浓度和起始pH

值,水解温度的影响最小,水解度最大的组合为

A1B1C1D3;就氮收率而言,底物浓度的影响最大,
其次为加酶量和起始pH值,水解温度的影响最小。
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表7 方差分析表(F/p)

Table7 Analysisofvarianceonorthogonalexperiment(F/P)

因素

Factors

方差来源 Originofvariance
A水解温度/℃

Hydrolyzingtemperature
B起始pH值

InitialpHvalue
C底物质量分数/%
Substrateconcentration

D加酶量/(U/g)
Enzymedosage

水解度 Hydrolyzingdegree/% 73.66/<0.0001 102.81/<0.0001 180.32/<0.0001 275.70/<0.0001
氮收率 Nitrogenrecovery/% 119.39/<0.0001 390.79/<0.0001 2108.04/<0.0001 1024.06/<0.0001
凝胶强度 Gelstrength/g 4.66/0.0175 935.97/<0.0001 16.32/<0.0001 711.15/<0.0001

氮收率最大的组合为A3B1C1D3。而对凝胶强度影

响最大的是起始pH值,其次为加酶量和底物浓度,
水解 温 度 的 影 响 最 小,凝 胶 强 度 最 大 的 组 合 为

A3B3C3D1。
本试验以凝胶强度和氮收率为主要指标,选择

A3B3C2D1作为最优组合,即底物质量分数为5%
的草鱼鱼鳞在起始pH 值为4.0时,添加140U/g
的胃蛋白酶,水解温度为65℃的条件下水解120
min。在该条件下,胃蛋白酶水解产物的水解度、氮
收率和凝胶强度分别为1.46%、64.38%和2051g。

3 讨 论

草鱼鱼鳞胶原蛋白是由3条肽链拧成的螺旋纤

维状蛋白质[19],富含甘氨酸、赖氨酸、羟赖氨酸、脯
氨酸、羟脯氨酸等,而苯丙氨酸、酪氨酸和亮氨酸含

量偏少[20-21]。胶原肽胃蛋白酶水解草鱼鱼鳞的酶法

制备就是利用蛋白酶将胶原蛋白端基的非螺旋区进

行限制性降解为较小分子质量多肽的方法,常用的

蛋白酶有胃蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶和碱性蛋

白酶等[10]。笔者利用这4种酶对草鱼鱼鳞胶原蛋

白进行水解,采用胃蛋白酶水解鱼鳞胶原蛋白可获

得较高的氮收率且水解产物具有凝胶形成能力。这

可能是胃蛋白酶为酸性蛋白酶,主要作用于胶原分

子非螺旋区端肽中苯丙氨酸、酪氨酸或亮氨酸参与

形成的肽键,得到的产物基本为保持了3股螺旋结

构的胶原肽[22],在一定的温度和浓度下,可以形成

比较稳定的三维凝胶网络结构。而胰蛋白酶是肽链

内切酶,对精氨酸和赖氨酸形成的肽键具有强烈水

解作用,木瓜蛋白酶优先水解精氨酸、赖氨酸、苯丙

氨酸参与的肽键,碱性蛋白酶具有较强的分解蛋白

质的能力,随着时间的延长,分子量会越来越小[23],
小分子量多肽一般不具有凝胶形成能力。

胶原水解产物的理化性质和功能性质不仅与蛋

白酶的种类有关,还与水解条件和水解程度密切相

关。选择适当的酶及工艺条件,控制一定的水解程

度,理论上可以得到所期望的分子量的胶原肽,这为

进一步开发成高附加值的产品提供了很好的基

础[10]。一般肽的平均链长与水解度呈反比例关

系[23],水解度越小,平均链长越大。由本试验的数

据可以得知,水解度越小,胶原肽的凝胶强度越大。
这可能是因为胶原水解产物水解度越小,多肽的平

均分子链长越长,水解产物具有相对较完整的螺旋

结构[15],因此在一定的温度下,具有较高的凝胶形

成能力。
与哺乳动物来源的胶原蛋白相比,鱼类胶原蛋

白对酶的反应更容易[19]。为了获得较高凝胶强度

的胶原肽,应在比较温和的条件和低水解度下对胶

原蛋白进行酶解。在胃蛋白酶、复合蛋白酶、木瓜蛋

白酶、碱性蛋白酶等4种蛋白酶中,采用胃蛋白酶水

解鱼鳞时不仅可获得较高的氮收率,而且水解产物

具有凝胶形成能力。水解条件对鱼鳞胶原肽的水解

度、氮收率和凝胶强度有显著影响。胃蛋白酶在底

物质量分数为5%、起始pH值为4.0、加酶量为140
U/g、水解温度为65℃条件下水解鱼鳞120min,鱼
鳞胶原肽的凝胶强度和氮收率都较好,其水解度为

1.46%,凝胶强度为2051g,氮收率为64.38%。在

本试验优化的条件下制得的鱼鳞胶原肽可以作为乳

化剂、增稠剂和胶凝剂应用于食品和化妆品领域。
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OptimizingProcessingofCollagenPeptideExtraction
fromScalesofGrassCarpwithPepsin

SHENFeng YANGLi-li XIONGShan-bai ZHAOSi-ming
CollegeofFoodScienceandTechnology/AquaticProductsEngineeringandTechnology

ResearchCenterofHubeiProvince,Wuhan430070,China

Abstract Thecollagenpeptidewerepreparedfromscalesofgrasscarpwithpepsin,protamex,pa-
painandalcalase.Theeffectsofproteasetypesandhydrolyzingconditionsonthehydrolyzingdegree,ni-
trogenrecoveryandgelstrengthofthehydrolysateswereinvestigated.Toobtainhighgelstrengthcolla-
genpeptide,conditionsforhydrolyzingwereoptimizedwithorthogonalexperiment.Theresultsshowed
thatthenitrogenrecoveryofpepsinhydrolysatewasmuchhigh,andthehydrolysatehadtheabilityto
formgelatlowtemperature.Theresultsoforthogonalexperimentindicatedthathydrolyzingconditions
hadasignificanteffectonthehydrolyzingdegree,nitrogenrecoveryandgelstrength.Toobtainhigher
gelstrengthandnitrogenrecovery,theoptimumvalueforsubstrateconcentration,pepsindosage,initial
pHvalueandhydrolyzingtemperaturewere5.0%,4.0,140.0U/g,and65℃,respectively.Thehydroly-
zingdegreeofscalesofgrasscarpbypepsinwas1.46%,withnitrogenrecoveryof64.38%,gelstrength
of2051gwhenhydrolyzing120minutes.

Keywords scales;pepsin;enzymatichydrolysis;gelstrength
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