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摘要　以草鱼(Ctenopharyngodonidellus)鳞为原料,采用３种常用工业蛋白酶酶解３种经不同预处理方法

处理过的鱼鳞,经酶解、离心分离、冷冻干燥等工序制备胶原蛋白肽,比较不同预处理方法制得胶原蛋白肽的产

率及产物特 性.结 果 表 明,预 处 理 方 法 对 鱼 鳞 酶 解 产 物 的 氮 收 率、水 解 度 和 氨 基 氮 生 成 量 有 显 著 影 响

(P＜０．０５),适宜的预处理方法为热处理结合粉碎处理;预处理方法对产物的分子质量及其分布影响不明显,产
物的高效液相图谱均有３大组分峰,分别在１００００~１４０００、８０００~９０００、４０００ku附近;预处理方法对胶原蛋

白肽的 DPPH􀅰清除率影响显著,主要受热处理影响,粉碎处理的影响较小.综合胶原蛋白肽的产率及产物特

性,理想的鱼鳞预处理方法为热处理结合粉碎处理.
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　　与胶原相似,胶原蛋白肽具有良好的加工特性、
营养特性、蛋白功能特性及生物活性[１Ｇ３].相比胶

原,胶原蛋白肽因其分子质量小、吸收利用率高、可
促进食品中的其他蛋白质吸收等特点,近年来得到

了广泛研究和应用[４].对胶原蛋白肽类产品需求量

较大的国家主要是欧美和日本等发达国家.在中国

以胶原蛋白肽为主要成分的产品越来越受到人们的

欢迎,胶原蛋白肽的消费每年正以不低于２０％的速

度增长,预计到２０２０年中国胶原蛋白肽市场年需求

量将近６万t.然而,目前的胶原蛋白肽主要来自

猪、牛等哺乳动物,随着疯牛病、口蹄疫等疾病的流

行,世界各国都趋向利用水产品及其下脚料制备胶

原蛋白肽[５].鱼鳞作为有鳞鱼类加工过程中产生的

副产物,除部分以原料形式出口外,多数未得到有效

利用.鱼鳞中含有丰富的蛋白质,约占鱼鳞总质量

的５０％~７０％,主要为胶原蛋白,另外还含有少量

角蛋白、球蛋白及粘蛋白等[６].近年来,国内外对鱼

鳞的综合利用进行了大量研究,其中方向之一在于

利用鱼鳞制备胶原蛋白肽,以用于化妆品、食品及保

健品等行业[５,７Ｇ８].目前,利用鱼鳞制备胶原蛋白肽

的方法主要有酸法、碱法和酶法.酶法因其具有反

应时间短、条件温和以及利用蛋白酶的专一性可有

效 控 制 产 物 的 酶 解 程 度 等 优 点,研 究 最 为 集

中[５,９Ｇ１０].就酶解反应而言,原料状态不仅影响产物

产率,同时关系产物的组成及物理化学性质.此外,
由于鱼鳞的特殊结构和性质,对鱼鳞进行一定程度

的预处理可有效影响蛋白酶的酶解进程,进而对酶

解产物特性如DPPH􀅰清除率、分子质量等产生影

响.在此基础上,笔者通过对鱼鳞采用不同预处理

方法并应用３种常用工业蛋白酶制备胶原蛋白肽的

酶解效果和产物特性进行研究,以期为利用鱼鳞制

备胶原蛋白肽提供试验依据.

1　材料与方法

1.1　材料与设备

１)材料.草鱼(Ctenopharyngodonidellus),购
于华中农业大学菜市场,草鱼产自湖北武汉,鱼体平

均长约３５０mm,平均质量８００g左右,为１~２龄草

鱼,鱼鳞经蒸馏水清洗干净后,用１％的 HCl处理

１d,随后用饱和石灰水处理１d,处理过的鱼鳞清洗
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干净后,晾干、保存备用;碱性蛋白酶(alcalase２．４L
FG)、中性蛋白酶(neutrase１．５ MG)、复合蛋白酶

(protamex),诺维信天津公司;其他化学试剂均为

分析纯级.

２)仪器与设备.TDLＧ８０Ｇ２B型离心机,上海安

亭科学仪器厂;FDＧ１AＧ５０型冷冻干燥机,北京博医

康实验仪器有限公司;KDNＧ０８E定氮仪,上海精隆

科学仪器有限公司;高效液相色谱系统,美国瓦里安

技术中国有限公司.
1.2　鱼鳞胶原蛋白肽的制备

取保存备用的草鱼鳞,调节料液质量比１∶１７,

在特定条件下进行预处理(分别为热处理Ｇ粉碎处

理、单独热处理、未预处理),随后用 HCl或 NaOH
调节pH 值,加入一定量的蛋白酶(分别为碱性蛋白

酶、中性蛋白酶、复合蛋白酶),于恒温水浴振荡器中

酶解一定时间,之后于８５℃灭酶处理１５min,冷却

后于４０００r/min离心１０min,酶解上清液经冷冻

干燥即得到目标产物鱼鳞胶原蛋白肽.具体流程如

图１所示.
1.3　测试方法

１)氮收率测定.参考文献[５,１１]方法,分别测

定鱼鳞酶解液和原料中的总氮含量,氮收率＝酶

图１　 鱼鳞胶原蛋白肽制备流程图

Fig．１　Manufacturingprocessofcollagenpeptidefromfishscale
解液中总氮含量/原料中总氮含量×１００％.

２)水解度测定.参考申锋[５]方法,分别测定酶

解液中的氨基氮含量和原料中的总氮含量,水解

度＝酶解 液 中 氨 基 氮 含 量/原 料 中 总 氮 含 量 ×
１００％.

３)氨基氮生成量测定.参考 GB/T５００９．３９—

２００３及黄晓钰等[１２]方法,适当修改.取酶解上清液

２mL,加入蒸馏水５０mL和酚酞指示剂２滴,于磁

力搅拌器上测定pH 值,用一定浓度的标准 NaOH
溶液调其pH 至８．２,随后加入２０mL３６％的中性

甲醛,继续滴定至pH 为９．２,记录 NaOH 消耗体

积;用蒸馏水作为空白对照,按同样方法测定其

NaOH 消耗体积.计算酶解液中的氨基氮含量,氨
基氮含量(mg/mL)＝ １/２(VNaOH －V空 )×CNaOH ×
１４,据此计算氨基氮生成量(mg/g).式中,VNaOH为

滴定样液消耗 NaOH 的体积,mL;V空 为滴定空白

蒸 馏 水 消 耗 NaOH 的 体 积,mL;CNaOH 为 标 准

NaOH 溶 液 浓 度,mol/L;１４ 为 N 的 摩 尔 质 量,

g/mol.

４)分子质量及其分布的测定.采用高效液相色

谱法,参考 QB/T２６５３—２００４及申锋[５]、杨立[６]等

方法测定胶原蛋白肽的分子质量及其分布.取不同

分子质量的肽标准品,溶于 NaAC缓冲液中,配制

标准溶液,混匀、离心后,取上层溶液检测,以分子质

量的对数值对保留时间作图得到标准曲线及其方

程;将待测样品配制成８~１０mg/mL 的溶液,混
匀、离心后,按同样方法检测,将样品的色谱数据代

入标准曲线方程,得到样品的分子质量及其分布,用
峰面积归一法得出各不同分子质量胶原蛋白肽的相

对百分含量[６].

６０１



　第５期 胡　杨 等:不同预处理方法对酶法制备的草鱼鳞胶原蛋白肽特性的影响 　

５)体外抗氧化活性.参考杨立[６]方法,采用分

光光度法依据吸光度的变化测定样品的DPPH􀅰清

除率.
1.4　数据处理

采用SAS和Excel进行数据分析,其中方差分

析采用 Anova过程,显著性分析采用 Duncan’s检

验,P＜０．０５表示存在显著性差异.

2　结果与分析

2.1　草鱼鳞基本成分分析

正式试验前,先对草鱼鳞的基本组成成分进行

测定.结果表明,草鱼鳞主要由粗蛋白和粗灰分组

成,脂肪含量较少,以干质量计的粗蛋白含量达到

６３．９７％±０．５５％,其中羟脯氨酸含量为７．６３％±
０．１０％,说明草鱼鳞胶原蛋白含量丰富,可用于胶原

蛋白肽 的 提 取.草 鱼 鳞 中 的 粗 灰 分 含 量 达 到

３１．７１％±０．１７％,粗脂肪为４．３８％±０．１７％,表明

需重视鱼鳞的前处理工作,以除去其中的非胶原

成分.
2.2　不同预处理方法对鱼鳞酶解产物的氮收率、水
解度及氨基氮生成量的影响

　　预处理方法对鱼鳞酶解产物的氮收率、水解度

及氨基氮生成量的影响如图２所示.由图２可知,
预处理方法对鱼鳞酶解产物的氮收率、水解度及氨

基氮生成量影响显著.单就预处理方法而言,同一

种蛋白酶的氮收率、水解度及氨基氮生成量,热处

理Ｇ粉碎处理的最高,其次是单独热处理,未预处理

的最低.对于蛋白酶而言,同一种预处理方法的氮

收率、水解度及氨基氮生成量,碱性蛋白酶的最大,
其次是复合蛋白酶,中性蛋白酶的最小.这是由于

酶作用的特异性而对同一底物呈现不同的酶解能

力[１３Ｇ１４].

　大写字母表示不同预处理方法间存在显著差异,小写字母表示不同蛋白酶间存在显著差异.Differentuppercaselettersindicatedthe

meanvaluesweresignificantlydifferentbetweendifferentpretreatmentgroups,differentlowercaselettersindicatedthemeanvalues

weresignificantlydifferentbydifferentenzymehydrolysis．

图２　不同预处理方法对鱼鳞酶解产物的氮收率、水解度及氨基氮生成量的影响

Fig．２　Effectsofdifferentpretreatmentsoffishscaleonnitrogenrecovery,hydrolyzing
degreeandtotalaminoＧNofenzymatichydrolysate

　　对于热处理Ｇ粉碎处理后的鱼鳞,采用碱性蛋白

酶和复合蛋白酶酶解,其氮收率分别高达９９．３２％和

９７．７０％,表明鱼鳞中的胶原蛋白基本以多肽或氨基

酸形式溶于酶解液中.热处理Ｇ粉碎处理过的鱼鳞,
其氮收率为８９．６９％~９９．３２％,显著高于单独热处

理(７３．５７％ ~８９．７０％)和 未 预 处 理 (４３．５０％ ~
７１．３６％)的鱼鳞.对于未预处理的鱼鳞,其氮收率

最低,表明热处理和粉碎处理均有助于提高蛋白酶

的酶解效果,主要在于热处理能够疏松鱼鳞的表层

结构,软化鱼鳞,进而促进鱼鳞中胶原蛋白的释放,

７０１
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使鱼鳞中的胶原蛋白在酶解作用下以多肽或氨基酸

形式溶于酶解液中[８].粉碎处理可增大鱼鳞的表面

积,扩大鱼鳞与酶的接触位点,继而提高酶解效果.
试验范围内,各组酶解产物的水解度最高仅８．４０％,
趋近或低于同研究水平[５,１５Ｇ１６],可能在于本研究酶

用量较小,酶解作用有限所致.采用３种预处理方

法制备得到的酶解产物的氨基氮生成量最高仅

７１．３７mg/g,最低１４．０９mg/g,表明试验范围内各

组酶解产物中的游离氨基酸含量低,酶解产物的主

要成分为多肽,且分子质量相对较大.
2.3　不同预处理方法对鱼鳞酶解产物分子质量及

其分布的影响

　　通过标准曲线方程(y＝－０．２３５７x＋６．２６４５,

R２＝０．９９９９),由样品高效液相谱图中的保留时间

和峰面积,计算样品的分子质量及其分布,以及各不

同分子质量胶原蛋白肽的相对百分含量.不同预处

理方法制备得到的鱼鳞酶解产物的分子质量分布及

相对百分含量如表１所示.由表１可知,试验范围

制得的鱼鳞酶解产物的高效液相谱图中均出现了

３大吸收峰,分别在１００００~１４０００、８０００~９０００、

４０００ku附近,表明其主要含３种不同分子质量组

分的多肽.预处理方法对产物分子质量分布及相对

百分含量的影响不明显,但总的来看,单独热处理的

影响强于热处理Ｇ粉碎处理.蛋白酶种类对产物分

子质量分布及百分含量的影响明显,对于同一种预

处理方法,碱性蛋白酶的酶解能力较强,经其酶解得

到的产物的分子质量相对较小.在热处理Ｇ粉碎处

理的前提下,碱性蛋白酶酶解鱼鳞得到的分子质量

在１００００ku以下的多肽占６０．８７％,而中性蛋白酶

和复合蛋白酶酶解产物中１００００ku以下的多肽仅

占３６．２８％和４６．３８％.主要原因在于酶作用的专一

性,使其只从特定位置切断肽链,进而产生不同分子

质量的肽段[１７].此外,酶解工艺的不同也可获得不

同分子质量分布的胶原蛋白肽[１８].
表１　不同预处理方法对鱼鳞酶解产物分子质量分布及含量的影响

Table１　Effectsofdifferentpretreatmentsoffishscaleonthemolecularweightdistributionofenzymatichydrolysate

预处理方法

Differentpretreatments

复合蛋白酶 Protamex

分子质量/ku
Molecular

weightranges

含量/％
Content

碱性蛋白酶 Alcalase２．４LFG

分子质量/ku
Molecular

weightranges

含量/％
Content

中性蛋白酶 Neutrase１．５MG

分子质量/ku
Molecular

weightranges

含量/％
Content

未预处理

Nonpretreatment

９９５２~３９７０８ ４８．５３ ９９５２~３８０５２ ４７．７６ ９９５２~４５９２５ ５８．４６
５９４６~９９５２ ２９．７０ ５９４６~９９５２ ３０．８９ ５９４６~９９５２ ２３．７８
１３８~５９４６ ２１．７７ １３８~５９４６ ２１．３５ １３８~５９４６ １８．２６

单独热处理

Heattreatment

９９５２~３６４０５ ５３．４０ ９９５２~３１３８７ ３７．６３ ９９５２~４３３１０ ５９．６７
５９４６~９９５２ ２８．０３ ５９４６~９９５２ ３２．２８ ５９４６~９９５２ ２０．４２
１３８~５９４６ １８．５７ １３８~５９４６ ３０．１０ １３８~５９４６ １９．９１

热处理Ｇ粉碎处理

Heatandsmashing
treatment

９９５２~３１５０１ ５３．６２ ９９５２~３０６１８ ３９．１３ ９９５２~３８８５５ ６３．７２

５９４６~９９５２ ２８．２１ ５９４６~９９５２ ３３．１４ ５９４６~９９５２ ２０．９７

１３８~５９４６ １８．１８ １３８~５９４６ ２７．７３ １３８~５９４６ １５．３２

2.4　不同预处理方法对鱼鳞酶解产物体外抗氧化

活性的影响

　　采用不同预处理方法制备得到的鱼鳞酶解产物

对DPPH􀅰的清除活性如图３所示.由图３可知,
鱼鳞酶解产物清除DPPH􀅰的能力随胶原蛋白肽质

量浓度增大而增强,且在２０mg/mL时基本达到上

限.鱼鳞胶原蛋白肽在２０mg/mL时对 DPPH􀅰
的平均清除率高达７４％,文献[１９]报道的牛骨胶原

蛋白肽在 ８０ mg/mL 对 DPPH􀅰 的清除率仅为

２７％,表明鱼鳞胶原蛋白肽清除 DPPH􀅰的能力较

强.对于同一种蛋白酶,预处理方法对胶原蛋白肽

的DPPH􀅰清除率影响显著,当胶原蛋白肽的质量

浓度达到２０mg/mL及以上时,单独热处理对胶原

蛋白肽的DPPH􀅰清除率影响明显,热处理Ｇ粉碎处

理影响较小.一定程度上,温度会影响胶原蛋白肽

的活性,较高温度会导致蛋白质变性或者起抗氧化

作用物质的结构发生改变[２,６,１４].由图３D可知,经
过热处理得到的产物的IC５０高于未预处理的鱼鳞胶

原蛋白肽,一定程度上说明热处理不利于产物抗氧

化活性的保留,然而整体上,经过热处理得到的鱼鳞

胶原蛋白肽的抗氧化活性已达到较高水平.对于同

一种 预 处 理 方 法,蛋 白 酶 种 类 对 胶 原 蛋 白 肽 的

DPPH􀅰清除率的影响也十分显著,采用复合蛋白

酶酶解所得产物的DPPH􀅰清除率最佳,碱性蛋白

酶 和 中 性 蛋 白 酶 稍 差,可 能 与 酶 的 作 用 位 点

有关[２０].
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图３　不同预处理方法对鱼鳞胶原蛋白肽清除DPPH􀅰能力的影响

Fig．３　EffectsofdifferentpretreatmentsoffishscaleonthescavengeofDPPH􀅰ofenzymatichydrolysate

3　讨　论

影响鱼鳞酶解效果和产物特性的因素不仅与酶

解工艺有关[１６,２１],还与酶解前原料的状态有着直接

联系.本研究在采用３种常用蛋白酶酶解鱼鳞制备

胶原蛋白肽的基础上,对影响鱼鳞酶解效果的３种

预处理方法进行了重点研究.结果发现,热处理结

合粉碎处理过的鱼鳞,即使在酶用量极低的情况下,
平均氮收率也可达到９５％及以上,而当前国内的一

般水平为５０％~９０％,且酶用量为本研究的５~１５
倍.热处理能够疏松鱼鳞的表层结构,软化鱼鳞,进
而促进鱼鳞中胶原蛋白的释放,使鱼鳞中的胶原蛋

白在酶解作用下以多肽或氨基酸形式溶于酶解液

中[８].粉碎处理可增大鱼鳞的表面积,扩大鱼鳞与

酶的接触位点,继而提高酶解效果.３种预处理方

法中,热处理结合粉碎处理得到的酶解产物的氮收

率最高,而其氨基氮生成量最高仅７１．３７mg/g,制
备得到的胶原蛋白肽在质量浓度为２０mg/mL时

对DPPH􀅰的平均清除率高达７４％,表明热处理结

合粉碎处理不仅可提高酶法制备鱼鳞胶原蛋白肽的

酶解效果,制备得到的鱼鳞胶原蛋白肽同时具有较

强的清除 DPPH􀅰的能力.此外,热处理结合粉碎

处理得到的胶原蛋白肽的分子质量及其分布与单独

热处理和未预处理无显著差异,均可得到１００００~
１４０００、８０００~９０００及４０００ku左右的３大不同

分子质量范围的多肽.上述结果表明,在试验范围

内,理想的鱼鳞预处理方法为热处理结合粉碎处理.

３种蛋白酶中,碱性蛋白酶酶解鱼鳞制得的酶解产

物的氮收率、水解度及氨基氮生成量最高,而其平均

分子质量最小,可能与蛋白酶的酶解能力和作用位

点有关.
目前,对鱼鳞胶原蛋白肽的生物活性研究主要

集中在其抗氧化活性方面,然而当前的报道多集中

在对其羟基自由基清除率的研究.本研究通过测定

待测物对DPPH􀅰的清除能力来考察鱼鳞胶原蛋白

肽的抗氧化活性[１５,２１Ｇ２３].天然抗氧化肽的作用机理

一般包括:自身的结构、直接与活泼自由基反应、具
有供氢/供电子能力、作用于自由基有关的酶、与诱

导氧化的过渡金属鳌合及与其他抗氧化成分的协同

作用等[２４].DPPH􀅰是一种稳定的有机自由基,若
待测物表现出一定的清除 DPPH􀅰的能力,则说明

待测物具有降低自由基的能力[２５].本研究的结果

表明,试验范围内得到的胶原蛋白肽均具有较好的

DPPH􀅰清除能力,说明其抗氧化机理是自由基捕

获剂或氢供体.同时,整体上经过热处理得到的产

物的DPPH􀅰清除率低于未预处理的鱼鳞胶原蛋白
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肽,一定程度上表明热处理不利于产物抗氧化活性

的保留,该结果与已有报道的文献一致[２,６,１４].然

而,整体上热处理得到的鱼鳞胶原蛋白肽的抗氧化

活性已达到较高水平.此外,有文献报道,多肽的抗

氧化活性主要与其氨基酸组成、氨基酸序列、结构、
分子质量大小和疏水性等相关.申锋[５]、鉏晓艳

等[２６]对草鱼鳞胶原蛋白肽的氨基酸组成进行了研

究,结果发现,草鱼鳞胶原蛋白肽中,甘氨酸最为丰

富,羟脯氨酸、谷氨酸、丙氨酸、精氨酸、天冬氨酸和

脯氨酸的含量也相对较高,而已有研究表明,谷氨

酸、甘氨酸、天冬氨酸及赖氨酸等均具有较高的自由

基清除能力.然而,单个氨基酸与多肽也存在较大

区别,单个氨基酸的抗氧化活性并不能够代表多肽

在抗氧化活性方面的表现.陈日春[１４]对鱼鳞胶原

蛋白肽的抗氧化作用进行了系统研究,通过对鱼鳞

胶原蛋白肽进行抗氧化肽的分离纯化和鉴定,收集

到一个对自由基清除活性最强的组分,经鉴定为纯

度较高的单一组分,其由组氨酸、脯氨酸、谷氨酸、酪
氨酸组成,氨基酸序列为“组氨酸Ｇ脯氨酸Ｇ谷氨酸Ｇ酪

氨酸”,初步分析其抗氧化活性是由酪氨酸提供质子

能力、组氨酸螯合金属离子能力、强疏水性能以及其

自身结构的稳定性决定.对此,有必要对草鱼鳞胶

原蛋白肽的具体氨基酸序列进行研究.按分子质量

对样品进行分级也可进一步提高其对DPPH􀅰的清

除能力[１４].复合蛋白酶酶解鱼鳞得到的胶原蛋白

肽的DPPH􀅰清除率最大,可能与酶的特异性和作

用位点有关[２０].蛋白酶能够决定酶解得到的多肽

的分子质量大小及氨基酸组成、序列.由于复合蛋

白酶结合了巯基蛋白酶和金属蛋白酶的活性,鱼
鳞经其酶解可得到更多具有抗氧化活性的多肽片

段,进而其产物在抗氧化活性方面的表现较好.
至于所制得的胶原蛋白肽的抗氧化机理是否还与

其他因素相关,有待深入研究.此外,鱼鳞胶原蛋

白肽可能具有的其他方面的生物活性也有待进一

步研究.
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Effectsofdifferentpretreatmentmethodsoncollagen
peptidefromcrasscarpscale

HUYang１,２　YANGLili１　XIONGShanbai１,２　LIUYouming１　YOUJuan１,２　YINTao１

１．CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity/

NationalR& DBranchCenterforConventionalFreshwaterFishProcessing,Wuhan４３００７０,China;

２．CollaborativeInnovationCenterforEfficientandHealthProductionofFisheriesin
HunanProvince,Changde４１５０００,China

Abstract　Underdifferentpretreatmentmethodsofheat,smashingandtheircombination,thecollaＧ
genpeptideofcrasscarpscalewasobtainedaftertheprocessesofenzymatichydrolysis,centrifugalizaＧ
tionandfreezedrying．Theyieldandpropertiesofspecimenswerecomparedandanalyzed．Results
showedthattheaveragevaluesofthenitrogenrecovery,degreeofhydrolysis,aminoＧNproductionand
antiＧoxidantactivityin vitro were significantly different between different pretreatment groups
(P＜０．０５)．Therelativemolecularweightanddistributiondidnotvarysignificantlywithpretreatment
methods．ConsideringtheyieldandpropertiesofendＧproducts,theidealpretreatmentmethodisheatand
smashingforcollagenpeptideextractedfromcrasscarpscale．

Keywords　Ctenopharyngodonidellus;fishscale;collagenpeptide;heattreatment;smashing
treatment;protease;enzymatichydrolysis
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