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酶法制备鲟鱼皮胶原蛋白多肽及其抗氧化活性研究
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摘 要 该研究以鲟鱼皮为原料利用碱性蛋白酶水解制备胶原蛋白肽，进行了鲟鱼皮基本成分分析，酶解条件

优化和酶解产物抗氧化活性研究。结果表明，最佳酶解条件为 pH 9，温度 55℃，添加酶质量分数 3%，酶解时间
5 h时水解度为 22． 0%。酶解液经超滤分离得到 4 种不同分子质量范围的胶原蛋白肽组分 SSCP-I( 分子质量 ＞
10 000 Da)、SSCP-II(分子质量 = 5 000 ～ 10 000 Da)、SSCP-Ⅲ(分子质量 = 1 000 ～ 5 000 Da) 和 SSCP-IV( 分子质
量 ＜ 1 000 Da)。其中(分子质量 = 1 000 ～ 5 000 Da) SSCP-Ⅲ对超氧阴离子自由基的清除能力最高，其半抑制清
除浓度 IC50为 5． 938 g /L。该研究为鲟鱼皮的综合加工和高值化利用提供了理论指导。
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胶原蛋白是一种重要的功能性多糖蛋白质，与细

胞再生分化等有密切关系［1］。胶原蛋白肽是胶原蛋
白的降解产物，由 3 ～ 20 个氨基酸组成［2］，具有抗菌、
抗氧化、降血压血脂、调节免疫等作用［3 － 5］。与胶原蛋
白相比，胶原蛋白肽分子质量小、水溶性强、易消化吸
收。因其显著的生理活性，广泛应用于食品，医药，化
妆品等领域。与哺乳动物相比，鱼类胶原蛋白在来源
的广泛性、生物安全性和产品成本等方面均具有更大
的优势。目前国内外研究者已成功从鱼皮［6］、鱼骨［7］、
鱼鳞［8］等副产物中制备胶原蛋白肽。
中国是世界上鲟鱼种类较多的国家，产量占世界

总产量的 80%以上［9］。鲟鱼目前主要用于鱼子酱的
生产，在生产加工过程中鱼皮、鱼鳞和内脏等副产物
利用率低，造成了严重的资源浪费和环境污染问

题［10］。因此利用酶法将鲟鱼皮胶原蛋白转化为生物
活性肽具有重要的经济价值和社会意义。本文采用
碱性蛋白酶水解鲟鱼皮，通过单因素及正交试验优化

鲟鱼皮制备胶原蛋白肽的制备工艺，并对其抗氧化活

性进行了研究，旨在为鲟鱼皮的高值化加工利用提供

理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂
西伯利亚鲟鱼皮，由浙江新昌来益生态农业发展

有限公司提供，除去鱼肉及非胶原组织后剪成约

2 cm ×2 cm的块状，于 － 20℃冰箱保存备用;碱性蛋
白酶( 1． 69 × 105U /g) ，丹麦诺维信公司; 乙腈为色谱
纯，其他试剂均为分析纯，上海生工生物工程有限

公司。
1． 2 仪器与设备

AE323型电子分析天平，上海舜宇恒平科学仪器
有限公司; DK8S 型消化炉、UDK152 型定氮仪，意大利
VELP公司; DHG-9140A型电热恒温鼓风干燥箱，杭州
蓝天化验仪器厂; SX2-4-10 型马沸炉，江苏骏辉电器
源头厂; 索氏抽提器，上海垒固仪器有限公司; Ultro-
spec 2100 pro 型紫外分光光度计，美国 GE 公司;
SYKAM S-433D型全自动氨基酸分析仪，德国 Sykam
公司;Waters 1525 型液相色谱仪，美国 Waters 公司;
Zenix-c SEC-80 型色谱柱，苏州赛分科技有限公司;
10000 /5000 /1000 Da超滤膜，美国密理博公司。
1． 3 试验方法
1． 3． 1 基本成分分析
采用直接干燥法［12］测定水分含量; 采用凯氏定

氮法［13］测定粗蛋白含量，氮换算系数为 6． 25; 采用
羟脯氨酸测定法［14］测定胶原蛋白含量，胶原蛋白与

羟脯氨酸的转化系数为 14． 113; 采用索氏抽提法［15］

测定粗脂肪含量; 采用高温马沸炉灼烧法［16］测定灰

分含量。采用石油醚回流提取法除去鱼皮中的脂肪，
于 70℃下挥发除去石油醚。取 0． 2 g 试样于水解管
中，向其中加入 12 mL 6 mol /L的 HCl拧紧水解管螺
丝盖，放入 110℃烘箱中水解 24 h。取出待其冷却至
室温，将水解液经滤纸过滤至 50 mL 容量瓶中，用水
进行多次润洗水解管一并过滤至容量瓶中，最后定
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容、混匀，水解液分析前稀释 5 ～ 10 倍。经氨基酸分
析仪进行鱼皮中蛋白质的氨基酸组成分析。
1． 3． 2 鲟鱼皮预处理
将鱼皮经绞肉机搅碎，自来水清洗，纱布过滤洗去

游离的脂肪。采用英国丹尼悦公司 DENIE-DEG NL-L
脂肪酶对鲟鱼皮进行脱脂处理，脂肪酶添加量为

0． 05% ( 质量分数) ，在 pH 8，温度 35℃，搅拌速度
200 r /min的条件下处理 3 h。利用 1 mol /L NaCl 溶
液，在料液比 1 ∶ 5( g ∶ mL) ，低温条件下搅拌 12 h，以
去除鲟鱼皮中杂蛋白。
1． 3． 3 酶解工艺研究
1． 3． 3． 1 单因素试验
以水解度( degree of hydrolysis，DH) 为指标进行

单因素试验，分别研究料液比 ( 1 ∶ 2、1 ∶ 3、1 ∶ 4、1 ∶ 5、
1∶ 6、1∶ 7) ( g ∶ mL) 、酶解温度( 40、45、50、55、60℃ ) 、
pH( 7、8、9、10、11) 、反应时间( 1、2、3、4、5、6 h) 、酶添
加量( 质量分数 1%、2%、3%、4%、5% ) 对水解度的
影响。
1． 3． 3． 2 正交试验
在单因素的基础上，选择对水解度影响较强的 4

个因素 ( 温度、pH、反应时间、酶添加量) 进行正交
试验。
1． 3． 4 鲟鱼皮胶原蛋白肽分子质量分析
基于多肽分子质量与自身的体积具有正相关性，

利用高效凝胶排阻色谱法对酶解制备的多肽进行凝

胶排阻分离测定其分子质量分布情况。色谱条件如
下，凝胶色谱柱: Zenix-c SEC-80( 7． 8 mm ×300 mm) ，
流动相: V( 乙腈) ∶ V ( 水) ∶ V ( 三氟乙酸) = 40 ∶ 60 ∶
0． 05;进样量: 10 μL;检测波长: 220 nm。
标准品分别为抑肽酶 ( 6 512 Da ) 、VB12 ( 1 355

Da) 、醋酸血管紧张素 ( 1 091 Da ) 、谷胱甘肽 ( 307
Da) 、甲硫氨酸( 149 Da) 。在液相色谱条件相同的条
件下，以相对分子质量对数对色谱保留时间作线性回

归曲线，并对该曲线进行校正计算出线性回归方程。
将样品的色谱数据代入校正后的线性回归方程计算

出样品中多肽的分子质量大小及分布情况。
1． 3． 5 超滤分离
酶解液通过截留分子质量分别 10 000、5 000、1 000

Da的超滤膜进行超滤分离。控制物料进口压力 ＜
0． 4 MPa，收集各截留组分，分别命名为酶解分子质
量组分( 分子质量 ＞ 10 000 Da) SSCP-I、( 分子质量
=5 000 ～ 10 000 Da) SSCP-II、( 分子质量 = 1 ～ 5 000
Da) SSCP-III、( 分子质量 ＜ 1 000 Da) SSCP-Ⅳ，将 4

个不同分子质量的组分进行冷冻干燥制备。
1． 3． 6 抗氧化活性研究
1． 3． 6． 1 超氧阴离子自由基清除试验
将上述 4个组分的鲟鱼皮胶原蛋白肽冻干粉分别

配制成质量浓度为 1、3、5、10、15、20、25 g /L 的溶液。
采用邻苯三酚法［17］，取上述样品溶液 0． 1 mL( 对照组
用水代替) 置于 2． 0 mL 的 EP 管中，加入 1． 3 mL 的
50 mmol /L Tris-HCl 缓冲溶液 ( pH 8． 20 ) 振荡混合，
于 25℃水浴保温 10 min;加入 0． 1 mL已预热 10 min
的 3 mmol /L邻苯三酚溶液( 邻苯三酚用 10 mmmol /L
HCl配制) 快速摇匀后于 320 nm 处每隔 30 s 测定 1
次 OD值，总时间为 3 min，每个试验重复 3 次。超氧
阴离子自由基清除率计算如公式( 1) :

S /% =
V0 － V1

V0
× 100 ( 1)

式中: S，超氧阴离子自由基清除率; V0，对照组邻苯三

酚自氧化速率; V1，样品组邻苯三酚自氧化速率。
1． 3． 6． 2 DPPH自由基的清除试验
将 4 个组分的鲟鱼皮胶原蛋白肽冻干粉用体积

分数为 50%的乙醇分别配制成质量浓度为 1、3、5、
10、15、20 g /L的样品溶液。另外用 50%的乙醇溶液
配制质量浓度为 1、3、5、10、15、20、25、30 μg /mL 的
BHT溶液。按照文献所述方法进行 DPPH 自由基清
除试验［18］。试验结果用清除率 CR 来表示，如公式
( 2) :

CR/% =
A2 － A1

A2
× 100 ( 2)

式中: A1，样品组; A0，对照组。
1． 3． 7 数据分析
数据结果以平均值 ±标准偏差的形式表示，数据

分析采用 SPSS 24． 0 软件，图形数据采用 Origin Pro
8． 5 软件制作。

2 结果与分析

2． 1 鲟鱼皮的基本成分分析
鲟鱼皮的主要组成成分 ( 湿重计) 如表 1 所示。

鲟鱼皮中水分含量较高，为 56． 5% ( 质量分数) 左右。
其粗蛋白含量较高，为 36． 3% ( 质量分数) 左右。胶
原蛋白含量高达 29． 4% ( 质量分数) ，占总蛋白含量
约 81%，因此可以作为胶原蛋白肽的制备原料。而
鲟鱼皮脂肪含量较高，约为4． 2% ( 质量分数) 左右。
另外鱼皮中含灰分质量分数为 3． 4%。
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表 1 鲟鱼皮的基本成分
Table 1 The basic components of sturgeon skin

成分 水分 脂肪 粗蛋白 胶原蛋白 灰分

质量分数 /% 56． 5 ± 0． 5 4． 2 ± 0． 4 36． 3 ± 0． 1 29． 4 ± 1． 5 3． 4 ± 0． 3

鲟鱼皮经 6 mol /L HCl彻底水解后，产物进行氨
基酸分析仪分析，结果如表 2 所示。由表 2 可知，鲟
鱼皮蛋白被检测出 19 种氨基酸，其中含量最多的氨
基酸按顺序依次为 Gly、Ala、Pro，而 Gly 含量最高为
34． 0% ( 质量分数) ，占胶原蛋白含量约 1 /3。这完全
符合胶原蛋白 Gly-x-y的结构组成特点［19］。

表 2 鲟鱼皮蛋白氨基酸组成
Table 2 Amino acid composition of sturgeon skin protein

氨基酸 响应值 质量分数 /%
Asx 3 007． 6 6． 0
苏氨酸 Thr 1 394． 1 2． 8
丝氨酸 Ser 3 035． 4 5． 7

Glx 4 179． 5 8． 5
脯氨酸 Pro 288． 1 11． 6
甘氨酸 Gly 16 568． 8 34． 0
丙氨酸 Ala 6 526． 8 13． 2
缬氨酸 Val 1 158． 7 2． 2
甲硫氨酸( Met) 600． 4 1． 2
异亮氨酸( Ile) 721． 2 1． 4
亮氨酸( Ieu) 1 217． 8 2． 3
酪氨酸( Tyr) 212． 7 0． 4
苯丙氨酸( Phe) 971． 7 2． 1
组氨酸( His) 539． 7 1． 0
色氨酸( Trp) 346． 3 0． 6
赖氨酸( Lys) 1 661． 8 3． 0
精氨酸( Arg) 2 540． 5 3． 8

注: Asx表示天冬酰胺 ( Asu) 、天冬氨酸 ( Asn) ; Glx 表示谷氨酸
( Glu) 、谷氨酰胺( Gln) 。

从氨基酸种类分析，由表 3可知，鲟鱼皮蛋白中疏
水氨基酸含量较高，约 31． 7% ( 质量分数 ) ，CHEN
等［20］与 MENDIS 等［21］研究表明疏水性氨基酸对抗
氧化活性起着重要作用。此外，鱼皮中 8 种必须氨基
酸总( 质量分数) 达15． 7%，这可为人体提供丰富的
营养，也进一步说明鲟鱼皮胶原蛋白具有较高的开发

利用价值。
表 3 鲟鱼皮氨基酸组成分类

Table 3 Classification amino acid composition in sturgeon
skin protein

氨基酸种类 氨基酸组成 质量分数 /%
疏水氨基酸 Tyr、Trp、Val、Ile、Ieu、Pro、Ala 31． 7
芳香氨基酸 Phe、Trp、Tyr 3． 1
必需氨基酸 Phe、Met、Lys、Thr、Trp、Ile、Ieu、Val 15． 7
碱性氨基酸 Arg、His、Lys 6． 8
酸性氨基酸 Asx、Glx 14． 5

2． 2 碱性蛋白酶酶解鲟鱼皮制备胶原蛋白肽单因素
试验

在 1∶ 2 至 1∶ 7 考察料液比对水解度的影响，结果
如图 1 － a所示。随着料液比的变化，水解度在 18%
左右，基本没有变化。这表明料液比在一定的比例范
围内对水解度的影响不大。图 1 － b 表明，pH 值为
9． 0 时，水解度最大。这与 SUTTIWICHAIPORN
等［22］的试验结果一致，当使用碱性蛋白酶水解鲟鱼

的 pH为9． 0时，水解度最大。这可能是由于酶具有
最适 pH，pH 过高或过低都会使蛋白质结构变性，降
低酶的活力。如图 1 － c所示，随着反应温度的升高，
水解度呈先上升后下降的趋势。过高的温度会引起
酶的变性失活，因此最佳反应温度为 55℃。这与
MAHMOUDREZA［23］研究结果一致，碱性蛋白酶的最
适温度为 55℃。较长的反应时间有利于酶对鱼皮起
更广泛的作用。由图 1 － d 可知，随着反应时间的延
长，水解度越来越高。然而，超过 4 h 后水解度没有
显著增加。基于所得结果，最佳反应时间为 4h。蛋
白酶添加量对水解度的影响如图 1 － e所示。水解度
随酶添加量的增加呈先升高后降低的趋势。这可能
是由于酶量的增加抑制了底物扩散，反而使反应速率

降低。因此，该碱性蛋白酶酶解鲟鱼皮的最佳添加量
为 3% ( 质量分数) 。
2． 3 碱性蛋白酶酶解鲟鱼皮制备胶原蛋白肽正交
试验

在单因素的基础上设计正交试验分析各个因素

之间的相互关系，最终确立碱性蛋白酶水解鲟鱼皮的

最佳酶解条件。由于在单因素试验中发现，料液比在
一定的比值范围内使碱性蛋白酶对鲟鱼皮的水解程

度并没有产生明显的影响，所以在设计正交试验时只

考虑酶解 pH、温度、时间、酶添加量这 4 个因素。以
水解度为分析指标，正交试验的结果如表 4 所示。由
极差 R得知，各因素对鱼皮水解度的影响程度顺序
依次为: pH ＞温度 ＞酶添加量 ＞时间，所选的因素中
pH对水解度的影响较为显著。由正交试验得出最佳
酶解条件: pH 9，温度 55℃，时间 5 h，酶添加量 3%。
根据正交试验得到的最佳酶解工艺条件进行验证试

验，3 组平行试验 3 次计算出水解度为 22． 0%。
2． 4 鲟鱼皮胶原蛋白肽的分子质量分布
酶解反应结束后，进行高效凝胶排阻色谱检测鲟

鱼皮胶原蛋白肽分子质分布情况。由图 2 可知，在最
佳酶解工艺条件下，水解液中多肽的分子质量基本在

5 000 Da以下，分子质量分布在 500 ～ 3 000 Da 的多
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肽含量高，并且分子质量在 1 000 Da 以下的含量高
达 67%。研究表明分子质量越小的短肽具有更好的
水溶性，易于被人体肠胃吸收并直接利用，分子质量

越小的多肽尤其是二肽、三肽等寡肽根据氨基酸组成
以及排列顺序的不同，具有非常重要的生物活性［24］。

a －料液比对水解度的影响; b － pH对水解度的影响; c －温度对水解度的影响; d －反应时间对水解度的影响; e －酶添加量对水解度的影响

图 1 料液比、pH、温度、反应时间和酶添加量对水解度的影响
Fig． 1 Effect of liquid-to-solid ratio，pH，temperature，reaction time and enzyme concentration on the degree of hydrolysis

表 4 鲟鱼皮胶原蛋白肽制备工艺的 L9 ( 3
4 )正交试验结果

Table 4 Result of L9 ( 3
4 ) orthogonal experiment for

preparation of collagen polypeptide from sturgeon skin

组别 A( pH)
B( 温度) /

℃

C( 反应时间) /

h

D( 酶添加量) /

%

DH /

%
1 8 50 3 2 18． 8
2 8 55 4 3 20． 9
3 8 60 5 4 20． 1
4 9 50 4 4 20． 5
5 9 55 5 2 21． 1
6 9 60 3 3 19． 5
7 10 50 5 3 18． 8
8 10 55 3 4 17． 4
9 10 60 4 2 11． 4
K1 19． 93 19． 37 18． 57 17． 10
K2 20． 37 19． 80 17． 60 19． 73
K3 15． 87 17． 00 20． 00 19． 33
R 4． 5 2． 80 2． 40 2． 63

图 2 鲟鱼皮胶原蛋白肽的分子质量分布
Fig． 2 Molecular weight distribution of collagen

peptide in the skin of sturgeon

2． 5 鲟鱼皮胶原蛋白肽的抗氧化活性试验
2． 5． 1 超氧阴离子自由基清除试验

超氧阴离子是由人体内线粒体的电子传递而产

生的人体第一个氧化自由基，过量的超氧阴离子将导

致细胞的损伤［25］。本文对超滤分离得到的 4 种组分
在不同浓度下，通过邻苯三酚自氧化进行超氧阴离子

自由基的清除试验，试验结果见图 3。

图 3 不同分子质量 SSCP对超氧阴离子自由基清除效果
Fig． 3 Superoxide anion radical scavenging activity

of different molecular weight of SSCP

由图 3 可知，4 种不同分子质量范围的鱼皮胶原
蛋白肽都具有一定的超氧阴离子自由基的清除能力，

并且随着各自浓度的升高，清除超氧阴离子的能力也

随之增强，当质量浓度超过 20 g /L 时，对超氧阴离子
自由基的清除能力增强趋势开始趋缓;通过 OriginPro
8． 5软件数据拟合 4 种组分的半抑制浓度( IC50 ) 分别

为 8． 918 g /L ( SSCP-Ⅰ ) 、7． 051 g /L ( SSCP-Ⅱ ) 、
5． 938 g /L ( SSCP-Ⅲ) 、7． 050 g /L ( SSCP-Ⅳ) 。所以
SSCP-Ⅲ( 分子质量 = 1 000 ～ 5 000 Da) 对超氧阴离
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子自由基的清除能力最强。这与 KIM 等［26］对阿拉
斯加鳕鱼皮明胶酶解液进行超滤膜反应器分离，最终

与确定相对分子质量分布在 1 500 ～ 4 500 Da的多肽
具有较高的超氧阴离子自由基清除活性的结论相

符合。
2． 5． 2 DPPH自由基清除试验
由于 DPPH自由基有单电子，在 517 nm 处有一

强吸收，其醇溶液呈紫色。当有自由基清除剂存在
时，能与其单电子配对而使其吸收逐渐消失。DPPH
醇溶液的褪色程度与自由基清除剂自身提供的电子

数量成定量关系。经超滤分离的 4 种鲟鱼皮胶原蛋
白肽组分分别在不同浓度下对 DPPH 自由基的清除
效果如图 4 所示。

图 4 不同分子质量 SSCP对 DPPH自由基清除效果
Fig． 4 DPPH radical scavenging activity of different

molecular weight of SSCP

由图 4可知，4种不同分子质量的酶解液 SSCP对
DPPH自由基的清除能力随着各自浓度的升高而增
强。在质量浓度为 20 g /L时，4种不同分子质量的 SS-
CP对 DPPH的清除能力大小顺序为 SSCP-Ⅳ( 分子质
量 ＜ 1 000 Da) ＞ SSCP-Ⅲ( 分子质量 = 1 000 ～ 5 000
Da) ＞ SSCP-Ⅱ( 分子质量 =5 000 ～10 000 Da) ＞ SSCP-Ⅰ
( 分子质量 ＞ 10 000 Da) 。这表明分子质量越小的多
肽对 DPPH自由基的清除效果越好［27］。此外，由图 5
可知，BHT在质量浓度为25 μg /mL时对DPPH自由基
的清除率达 65． 1%，而对 DPPH自由基清除活性最佳
的 SSCP-Ⅳ( 分子质量 ＜1 000 Da) 在浓度为 20 g /L时
清除率只有32． 8%，明显低于 BHT阳性对照。

图 5 BHT对 DPPH自由基清除效果
Fig． 5 DPPH radical scavenging activity of BHT

3 结论

本研究在单因素试验的基础上，利用正交试验得

到碱性蛋白酶酶解鲟鱼皮胶原蛋白的最佳酶解工艺:

酶解温度 55℃，pH 9，酶添加量 3%，酶解时间 5 h。对
最佳酶解工艺条件进行验证试验，该酶解条件下水解

度为 22． 0%。酶解液的不同分子质量组分抗氧化活
性研究发现，SSCP-Ⅲ( 分子质量 = 1 000 ～ 5 000 Da)
组分对超氧阴离子具有最强的清除能力，半抑制清除

浓度 IC50为 5． 938 g /L。本研究为鲟鱼皮及其相关资
源的加工和高值化利用提供了理论依据，对胶原蛋白

肽的抗氧化活性进行初步分析，其抗菌、改善皮肤、增
强免疫力和降血压等生物活性有待进一步研究。
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Enzymatic preparation and antioxidant activity of sturgeon skin
collagen polypeptide

LI Luyuan1，WANG Shengfan2，ZHU Yougui1，ZHANG Yinjun1，WANG Zhao1，
ZHENG Jianyong1*

1( College of Biotechnology and Bioengineering，Zhejiang University of Technology，Hangzhou 310032，China)
2( Zhejiang Medicine Co．，Ltd Xinchang pharmaceutical factory，Shaoxing 312500，China)

ABSTRACT Collagen peptides are products from collagen degradation，which have antioxidant properties． Collagen
peptides were prepared from sturgeon skin by alcalase，followed by analyzing the composition of sturgeon skin，optimi-
zing the enzymatic condition and revealing the antioxidant properties of enzymatic products． The hydrolysis degree
reached 22% at the optimal enzymatic hydrolysis condition: hydrolyzed at pH 9 and 55℃ for 5 h with 3% enzyme．
Four polypeptides with different molecular weights were obtained by ultrafiltrating the enzymatic hydrolysate，including
SSCP-I ( MW ＞10 000 Da) ，SSCP-II ( MW =5 000 － 10 000 Da) ，SSCP-III ( MW =1 000 － 5 000 Da) and SSCP-
IV ( MW ＜1 000 Da) ． Among them，SSCP-III had the highest scavenging ability for superoxide anion radicals with
an IC50 of 5． 938 mg /mL． This research provides a theoretical guidance for comprehensive processing and high value
utilization of sturgeon skin．
Key words sturgeon skin; collagen peptide; alcalase; enzymatic hydrolysis; antioxidant activity


