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水解进程对酶法制备的鱼鳞胶原蛋白肽性能的影响
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摘要　以草鱼(Ctenopharyngodonidellus)鳞为原料,研究在３种常用工业蛋白酶作用下,水解进程对酶法

制备的鱼鳞胶原蛋白肽性能的影响.结果发现:对于碱性蛋白酶,在试验条件下水解４h后,水解度为９．５％,此
时胶原蛋白肽的综合性能最为理想,对 DPPH􀅰的清除率为８２．１４％,乳化活性指数为７０．１２m２/g.对于复合蛋

白酶,在试验条件下水解４h后,水解度为８．７％,胶原蛋白肽对 DPPH􀅰的清除率为８６．３２％,乳化活性指数为

３２．９３m２/g.对于中性蛋白酶,在试验条件下水解４h后,水解度为７．２％,胶原蛋白肽对 DPPH􀅰的清除率为

７０．１５％,乳化活性指数为３６．８８m２/g.以上结果表明,不同水解程度的胶原蛋白肽性能存在差异,使用不同蛋

白酶进行水解,在水解程度相同时,所得胶原蛋白肽的性能也不相同.
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　　自肽被发现至今,已有数十年历史.肽与蛋白

质均由氨基酸通过肽键连接构成,区别在于聚合度

的大小.在结构上,肽处于氨基酸和蛋白质的中间

位置,但它具有氨基酸与蛋白质不可替代的功能,如
良好的吸收特性等.目前,肽类物质的生产方法主

要有３种—基因工程方法、化学合成方法和酶解法.
由于用基因工程方法和化学合成方法需要昂贵的仪

器设备及技术,前期投资大,成本高,且其安全性还

需进一步检测,应用受到很大的限制,而用酶解法制

备肽类物质则因原料来源广泛、制备工艺简单、生产

成本 低、安 全 性 高 等 优 点 而 得 到 了 广 泛 研 究 和

应用[１Ｇ２].
胶原是具有独特三股螺旋结构的蛋白质,主要

存在于动物的骨骼、肌腱和皮肤中[３Ｇ６].与其他蛋白

质相比,胶原中甘氨酸含量高,半胱氨酸和酪氨酸缺

乏,此外,胶原中存在羟赖氨酸和羟脯氨酸,且脯氨

酸和羟脯氨酸含量是各种蛋白质中最高的,这些特

点导致胶原具有不同于一般蛋白质的特殊性质,如
较强的生物活性及功能特性等[１,７].胶原蛋白肽是

胶原经蛋白酶水解后的产物,相对分子质量较小,主
要分布在几千到五万左右[１].胶原蛋白肽作为胶原

来源的肽具有其他来源肽不可比拟的优异性能,如
良好的保湿性、抗氧化活性、低过敏性等,使其具有

保持皮肤水分、延缓皮肤衰老,以及调节和治疗皮肤

色素和色斑等效果,而被广泛应用于食品、化妆品等

领域[８Ｇ９].目前,制备胶原蛋白肽的原料一方面来自

陆生动物的猪皮、牛皮、羊皮、牛跟腱等,另一方面主

要源自水产品及其下脚料,如鱼皮、鱼鳞、鱼骨等.
但是畜禽来源的胶原存在潜在的疯牛病、口蹄疫等

传染性病源风险,同时由于风俗习惯等问题,部分国

家和地区对使用畜禽来源的胶原蛋白肽有所顾

虑[１０].因此,利用水产品尤其是水产加工副产品制

备胶原蛋白肽越来越多地受到重视[１１].
目前,利用水产品及其下脚料制备胶原蛋白肽

的报道较多.然而,主要的研究集中在胶原蛋白肽

的制备及产物特性方面(如常规的理化性能和保湿

性、抗氧化活性等)[１１Ｇ１２].诚如周知,就酶解法而言,
水解程度的控制至关重要,合适的水解程度不破坏

产物的组成和结构,可保留甚至增加产物的特性,过
度水解可能会使其性能,尤其是功能特性和生物活

性降低甚至完全丧失.胶原蛋白肽性能的不确定性

也正是由此原因造成,两者的综合表现就是通过控
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制合适的水解程度或水解参数以获得具有既定组成

结构和性能的目标产物.因此,有必要对水解程度

和胶原蛋白肽性能两者的关联效应进行研究.在此

基础上,本文以草鱼鳞为原料制备胶原蛋白肽,评价

胶原蛋白肽性能,尤其是功能特性及生物活性与水

解程度的关系,为基于酶法水解的鱼鳞胶原蛋白肽

的工业化进程提供参考.

1　材料与方法

1.1　材料与设备

１)材料.草鱼(Ctenopharyngodonidellus)鳞,
来自华中农业大学菜市场,鱼鳞参考文献[１２]方法

处理后,晾干、保存备用;碱性蛋白酶、中性蛋白酶、
复合蛋白酶均购自诺维信天津公司;其他化学试剂

均为分析纯.

２)仪器与设备.低速台式离心机(TDLＧ８０Ｇ２B,
上海安亭);冷冻干燥机(FDＧ１AＧ５０,北京博医康);
凯氏定氮仪(KDNＧ０８E,上海精隆);高效液相色谱

系统,美国瓦里安;色谱柱(PLAquagelＧOH),美国

安捷伦.
1.2　鱼鳞胶原蛋白肽的制备

选用３种常用工业蛋白酶进行水解试验,在各

种蛋白酶的优选条件下,研究水解进程对鱼鳞胶原

蛋白肽性能,尤其是功能特性和生物活性等的影响.
具体试验过程参照文献[１２]的方法,其中预处理方

法选用热处理Ｇ粉碎处理,酶解时间选取１~９h,具
体试验流程如图１所示.
1.3　测试方法

１)氮收率的测定.参照文献[１１Ｇ１３]方法,测定

并计算氮收率.

图１　鱼鳞胶原蛋白肽的制备

Fig．１　Preparationoffishscalederivedcollagenpeptide

　　２)水解度的测定.参照文献[１１Ｇ１２,１４Ｇ１６]方
法,测定并计算水解度.

３)相对分子质量及其分布的测定.参考 QB/T
２６５３—２００４并结合文献[１２,１４Ｇ１５,１７Ｇ１８]方法,采
用高效液相色谱系统测定并计算胶原蛋白肽的相对

分子质量及其分布.

４)DPPH􀅰清除率的测定.参照文献[１４,１７,

１９Ｇ２２]方法,采用分光光度法依据吸光度的变化测

定样品对DPPH􀅰的清除能力.

５)乳化活性指数的测定.参照文献[１１]方法,
测定鱼鳞胶原蛋白肽的乳化活性指数.

1.4　数据处理

采用SAS软件进行数据处理,采用 Anova过

程进行数据的方差分析,采用 Duncan’s检验对数

据进行显著性差异分析(P＜０．０５表示存在显著性

差异).

2　结果与分析

2.1　水解进程中鱼鳞酶解产物的氮收率变化

图２为水解进程中鱼鳞酶解产物的氮收率变化

试验结果.由图２可知,对于３种蛋白酶,水解进程

中鱼鳞酶解产物的氮收率变化规律相似,均随酶解

４０１
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时间的延长呈先急剧升高后趋于平稳的变化趋势,
且在４h后趋于稳定.在水解４h后,鱼鳞酶解产

物的氮收率间未表现出显著性差异.以上结果表

明,在试验条件下,水解４h基本可完全使鱼鳞中的

胶原以多肽或氨基酸形式溶于酶解液中.此外,由
图２还可以看到,在水解４h后,碱性蛋白酶水解鱼

鳞所得酶解产物的氮收率高达９７．２２％,复合蛋白酶

为９７．００％,中性蛋白酶最低,为８７．６８％.碱性蛋白

酶和复合蛋白酶对鱼鳞的水解能力强于中性蛋白

酶,该结果与已有文献[２３Ｇ２４]的报道一致,主要原

因为酶作用的特异性导致对同一底物呈现不同的水

解能力.

　不同字母表示组内存在显著性差异(P＜０．０５).DifferentletＧ

tersindicatesignificantdifferencesbetweeneach other within

group(P＜０．０５)．

图２　水解进程中鱼鳞酶解产物的氮收率变化

Fig．２　Theinfluenceofhydrolysisprocessonthenitrogen

recoveryofenzymatichydrolysate

2.2　水解进程中鱼鳞酶解产物的水解度变化

图３为水解进程中鱼鳞酶解产物的水解度变化

试验结果.对于３种蛋白酶,随酶解反应的进行,酶
解产物的水解度变化规律相似,均随酶解反应的进

行呈上升趋势.图２的结果已表明,水解作用４h
基本可完全使鱼鳞中的胶原以多肽或氨基酸形式溶

解出来,继续延长酶解时间,酶解产物的水解度持续

增大,说明体系中仍有有效蛋白酶残余,其可进一步

将多肽水解.同时,也可以看到,在整个水解进程

中,碱性蛋白酶水解鱼鳞得到的酶解产物的水解度

最高,复合蛋白酶次之,中性蛋白酶最低,该现象与

图２的结果一致,说明碱性蛋白酶的水解能力较强.
在水解作用４h后,碱性蛋白酶水解鱼鳞所得酶解

产物的水解度为９．５％,复合蛋白酶为８．７％,中性蛋

白酶为７．２％.

　不同字母表示组内存在显著性差异(P＜０．０５).DifferentletＧ

tersindicatesignificantdifferencesbetweeneach other within

group(P＜０．０５)．

图３　水解进程中鱼鳞酶解产物的水解度变化

Fig．３　Theinfluenceofhydrolysisprocessonthedegree
ofhydrolysisofenzymatichydrolysate

2.3　水解进程中鱼鳞酶解产物的分子质量变化

　　表１为水解进程中鱼鳞酶解产物的分子质量变

化 试 验 结 果,试 验 条 件 下 得 到 的 标 准 曲 线 方

程为y＝ax＋b,其中a＝－０．２３５７,b＝６．２６４５,

R２＝０．９９９９.由表１可知,试验范围内制得的鱼鳞

酶解产物主要成分为多肽,且主要含３种分子质量

组分的多肽.同时,随酶解时间的延长,酶解产物的

平均分子质量减小.图２、图３的结果表明,试验条

件下,水解作用４h基本可使鱼鳞中的胶原以多肽

或氨基酸形式溶于酶解液中,随酶解时间的延长,酶
解产物的水解度持续增大,说明体系中仍有有效蛋

白酶残余,其可进一步将分子质量较大的多肽剪切

成相对分子质量较小的多肽,因而酶解产物的平均

分子质量减小.
此外,可以发现,采用碱性蛋白酶水解鱼鳞得到

的酶解产物的平均分子质量最小,复合蛋白酶次

之,中性蛋白酶最大,这与已有文献报道[２５]以及图

２、图３得到的中性蛋白酶的水解能力较碱性蛋白

酶和复合蛋白酶弱的结论一致,主要由酶的特异

性决定.
2.4　水解进程中鱼鳞酶解产物清除 DPPH􀅰能力

的变化

　　在前期试验以及不同预处理方法对酶法制备的

鱼鳞胶原蛋白肽清除DPPH􀅰能力的影响研究基础

上[１２],确定了随胶原蛋白肽浓度的增大,其清除

DPPH􀅰的能力增强,且在２０mg/mL时基本达到

上限.因此,在研究水解进程对鱼鳞酶解产物清除

５０１
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表１　水解进程中鱼鳞酶解产物的分子质量变化

Table１　Theinfluenceofhydrolysisprocessonthemolecularweightdistributionofenzymatichydrolysate

酶解时间/h
Hydrolysistime

复合蛋白酶 Protamex
分子质量/u
Molecular

weightranges

含量/％
Content

碱性蛋白酶 Alcalase２．４LFG
分子质量/u
Molecular

weightranges

含量/％
Content

中性蛋白酶 Neutrase１．５MG
分子质量/u
Molecular

weightranges

含量/％
Content

１
１３８~５９４７ １０．２８ １３８~５９４７ ２０．９４ １３８~５９４７ ９．９４

５９４７~９９５２ ２３．４２ ５９４７~９９５２ ２６．１８ ５９４７~９９５２ １７．４９
９９５２~４２４４６ ６６．３０ ９９５２~４７２３９ ５２．９７ ９９５２~４２０７５ ７２．５７

２
１３８~５９４７ ２１．２６ １３８~５９４７ ２３．２９ １３８~５９４７ １３．５８

５９４７~９９５２ ２３．３６ ５９４７~９９５２ ３１．１６ ５９４７~９９５２ １８．３１
９９５２~３９７０８ ５５．３８ ９９５２~３４３５９ ４５．５５ ９９５２~３９７０８ ６８．１２

３
１３８~５９４７ ２２．８５ １３８~５９４７ ２５．０９ １３８~５９４７ ２１．４４

５９４７~９９５２ ２４．５８ ５９４７~９９５２ ３２．９２ ５９４７~９９５２ １８．９０
９９５２~３８５７６ ５２．５１ ９９５２~３１５０１ ４１．９９ ９９５２~３８５７６ ５９．６７

４
１３８~５９４７ ２３．０３ １３８~５９４７ ３０．８２ １３８~５９４７ １８．７６

５９４７~９９５２ ２５．８８ ５９４７~９９５２ ３２．４４ ５９４７~９９５２ １９．８１
９９５２~３７４７６ ５１．０９ ９９５２~３１３８７ ３６．７５ ９９５２~３７３４０ ６１．４３

５
１３８~５９４７ １６．５７ １３８~５９４７ ２１．９１ １３８~５９４７ １９．８４

５９４７~９９５２ ３０．６２ ５９４７~９９５２ ３４．１７ ５９４７~９９５２ １９．９８
９９５２~３６３４０ ５２．８１ ９９５２~２７２５６ ４３．９２ ９９５２~３６９３７ ６０．７８

６
１３８~５９４７ ２４．５９ １３８~５９４７ ２７．５７ １３８~５９４７ １３．７７

５９４７~９９５２ ２８．１４ ５９４７~９９５２ ３１．７５ ５９４７~９９５２ ２１．９８
９９５２~３６４０５ ４７．２７ ９９５２~２６４７９ ４０．６８ ９９５２~２９０９１ ６４．２５

７
１３８~５９４７ ２５．１０ １３８~５９４７ ２０．３９ １３８~５９４７ １３．７０
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DPPH􀅰能力的影响时,胶原蛋白肽的质量浓度统

一固定为２０mg/mL.
图４为水解进程中鱼鳞酶解产物清除DPPH􀅰

能力的试验结果.对于３种蛋白酶,水解进程对酶

解产物清除 DPPH􀅰能力的影响规律一致.然而,
采用不同蛋白酶进行水解所得产物对DPPH􀅰的清

除活性存在较大差异.随酶解时间的延长,酶解产

物对DPPH􀅰的清除能力呈先升后降的变化趋势,
且在水解作用４h时达到上限,该结果与已有文

献[１４,２４,２６]的报道一致.水解作用４h,复合蛋白酶

水解鱼鳞得到的酶解产物对 DPPH􀅰的清除率为

８６．３２％,碱性蛋白酶为８２．１４％,而中性蛋白酶仅达

到了７０．１５％,且三者间表现出显著性差异.复合蛋

白酶水解鱼鳞得到的酶解产物对DPPH􀅰的清除率

高于碱性蛋白酶和中性蛋白酶,该结果与已有文

献[１４,２４]的报道一致.随水解反应的持续进行,酶解

产物对DPPH􀅰的清除能力表现出先增强后减弱的

变化趋势,说明酶解产物对 DPPH􀅰的清除活性与

水解进程存在一定的依赖关系.由前期的试验结果

我们发现,水解作用４h基本可使鱼鳞中的胶原以

多肽或氨基酸形式溶解出来,继续延长酶解时间,体
系中的蛋白酶可进一步将溶解出的多肽水解为分子

质量更小的多肽或氨基酸.适度的水解作用,使鱼

鳞胶原分解并产生大量具有抗氧化活性的多肽产

物,然而,随酶解时间的延长,这些具有抗氧化活性

的多肽被进一步水解为抗氧化能力较弱或无抗氧化

活性的氨基酸,因而对 DPPH􀅰的清除能力减弱甚

至完全丧失.结合已经得到的试验结果,可以得出

如下结论,胶原蛋白肽清除 DPPH􀅰的能力可以通

过控制水解程度加以调控,对于３种蛋白酶,水解作
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用４h均最为理想,基本兼顾了水解效果与产物特

性的保留.

　不同字母表示组间存在显著性差异(P＜０．０５).Differentletters

indicatesignificantdifferencesamongthreegroups(P＜０．０５)．

图４　水解进程中鱼鳞酶解产物清除DPPH􀅰能力的变化

Fig．４　Theinfluenceofhydrolysisprocessontheclearance
ofDPPHfreeradicalofenzymatichydrolysate

2.5　水解进程中鱼鳞酶解产物乳化活性指数的

变化

　　乳化性是蛋白质的一项重要功能性质,是指蛋

白质 能 将 水 和 油 结 合 在 一 起,形 成 乳 状 液 的 能

力[２７].乳化能力可以用乳化活性指数和乳化稳定

指数反映,乳化活性指数是指通过单位面积的界面

稳定每单位质量的蛋白质来衡量蛋白质有助于乳液

形成和稳定化的能力[１１].
图５为水解进程中鱼鳞酶解产物的乳化活性指

数试验结果.对于３种蛋白酶,水解进程中鱼鳞酶

解产物的乳化活性指数变化规律相似,均随酶解时

间的延长呈下降趋势.胶原蛋白肽的乳化性质可通

　不同字母表示组内存在显著性差异(P＜０．０５).DifferentletＧ
tersindicatesignificantdifferencesbetweeneach other within

group(P＜０．０５)．

图５　水解进程中鱼鳞酶解产物乳化活性指数的变化

Fig．５　Theinfluenceofhydrolysisprocesson
theEAIofenzymatichydrolysate

过控制水解程度得以改善,一定程度上,乳化能力与

蛋白质的分子质量呈数量关系,随着酶解反应的进

行,产物水解度增大,胶原蛋白肽的分子质量减小,
而分子质量的减小使胶原蛋白肽很难像完整蛋白质

分子一样在界面展开和定向,胶原蛋白肽减少界面

张力的能力减弱,乳化能力降低[１１].前面的试验结

果表明,水解进程中,酶解产物的水解度随酶解时间

的延长持续增大,分子质量减小,因此酶解产物的乳

化活性指数呈持续下降的变化趋势.此外,在整个

酶解反应过程中,复合蛋白酶和中性蛋白酶水解鱼

鳞得到的酶解产物的乳化活性指数较小,均小于碱

性蛋白酶,可能与酶的特异性有关.

3　讨　论

已有研究表明,多肽的抗氧化活性主要与其氨

基酸组成、氨基酸序列、结构、分子质量和疏水性等

相关[１４,２４],而以上因素多受水解程度影响.本文通

过分析胶原蛋白肽清除DPPH􀅰的能力研究胶原蛋

白肽抗氧化活性与水解程度两者间的关系.结果发

现,酶解产物对DPPH􀅰的清除活性与水解进程存

在一定的依赖关系,水解程度过高或过低均会影响

产物对 DPPH􀅰的清除能力.适度的水解作用,使
鱼鳞胶原分解并产生大量具有抗氧化活性的多肽产

物,然而,随着酶解时间的延长,这些具有抗氧化活

性的多肽被进一步水解为抗氧化能力较弱或无抗氧

化作用的氨基酸,因而其对 DPPH􀅰的清除能力减

弱甚至完全丧失.采用复合蛋白酶水解鱼鳞得到的

胶原蛋白肽对DPPH􀅰的清除能力最强,该结果与

已有文献[１４,２４]的报道一致,主要与酶的特异性有

关.此外,研究结果表明,试验范围内制得的胶原蛋

白肽均具有较强的清除 DPPH􀅰的能力,说明本研

究得到的鱼鳞胶原蛋白肽具有降低自由基的能力,
其抗氧化机制是自由基捕获剂或氢供体.然而,天
然抗氧化物质的抗氧化机制十分复杂,单纯通过测

定待测物对DPPH􀅰的清除能力不足以反映其在抗

氧化活性方面的综合表现,后续工作有必要对鱼鳞

胶原蛋白肽的体外抗氧化活性及其作用机制进行进

一步的系统研究.
待测物的乳化能力取决于其亲水和亲油之间的

平衡,除与待测物所处环境条件(浓度、pH、离子强

度、温度等)有关外,主要受待测物自身特性的影响,
如氨基酸组成、分子质量以及表面疏水性等,而以上
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因素均受水解程度影响.据报道,胶原蛋白肽的乳

化能力主要受表面疏水性影响[２８].除此之外,一定

程度上,乳化能力也与其分子质量呈数量关系[２９].
研究结果表明,随酶解时间的延长,鱼鳞胶原蛋白肽

的乳化能力下降,表明胶原蛋白肽的乳化性能与水

解程度存在一定的内在联系.随着水解反应的进

行,产物水解度增大,胶原蛋白肽的分子质量减小,
使胶原蛋白肽很难像完整蛋白质分子一样在界面展

开和定向,胶原蛋白肽减小界面张力的能力减弱,乳
化能力下降[１１].

目前,胶原蛋白肽主要采用水解动物胶原的方

法生产,用这种方法生产需要考虑得到的产物是混

合型的胶原蛋白肽,产物具有一定的不确定性,随着

研究方法和手段的不断改进,特别是蛋白质工程和

酶工程的进步,胶原蛋白肽的研究和工业化必将持

续向前推进.
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Hydrolysisprocessoffishscaleanditseffect
onpropertiesofcollagenpeptide
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１．CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,
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３．NationalR&DBranchCenterforConventionalFreshwaterFishProcessing,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　Threekindsofindustrialproteaseswereappliedtoinvestigatetheeffectofhydrolysis
processonthefunctionalpropertiesofcrasscarp (Ctenopharyngodonidellus)scalederivedcollagen
peptide．TheresultsrevealedthatcollagenpeptidewithdifferentDHandthesameDHbydifferentproteＧ
asesshoweddifferentproperties．Foralcalase２．４LFGgroup,after４hofhydrolysis,theclearanceofDPＧ
PHfreeredical,emulsifyingactivityindex(EAI)andDH were８２．１４％,７０．１２m２/gand９．５％,respecＧ
tively．Forprotamexgroupandneutrase１．５MGgroup,after４hofhydrolysis,theDHofcollagenpepＧ
tidewere８．７％and７．２％,theclearanceofDPPHfreeredicalwere８６．３２％ and７０．１５％,andtheEAI
were３２．９３m２/gand３６．８８m２/g,respectively．

Keywords　fishscale;collagenpeptide;protease;hydrolysis;degreeofhydrolysis;antioxidantacＧ
tivity;emulsifyingproperty
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