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草鱼鱼鳞胶原蛋白酸酶分步提取工艺研究
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摘要!为实现鱼鳞胶原蛋白的高效提取$在优化脱钙(混酸法

和酶法提取工艺基础上$对鱼鳞胶原蛋白的酸酶进行分步提

取%研究发现$鱼鳞最佳脱钙工艺为料液比
!
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&%%
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1K

#$

盐酸浓度
&?%1B4

)

K

$反应时间
&?%6

$反应温度
$%b

&混合

酸法提取鱼鳞胶原蛋白的最佳条件为醋酸料液比
&

&

&$

!

9

)

1K

#$柠檬酸料液比
&

&

&%

!
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)
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#$乳酸料液比
&

&
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)

1K

#$即混合酸料液比为
&
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#)

!
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)

1K

#$其中$

%?!1B4

)

K

柠檬酸(

&1B4

)

K

乳酸(

%?!1B4

)

K

醋酸的体积比为
"

&

*

&

"

$

提取时间
$@

$胶原蛋白的提取率为
)!?&)M

&最佳酶法提取

条件为胃蛋白酶用量
)*%V

)

9

$提取温度
#% b

$提取时间

($6

$该条件下提取率为
)*?$"M

%酸酶耦合法优于单一方

法或同种方法两次提取的效果$可实现酸溶性和酶溶性胶原

蛋白的连续提取$先酸后酶法胶原蛋白的提取率达
!)?"&M

$
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凝胶电泳发现其为
X

型胶原蛋%

关键词!草鱼&鱼鳞&酸提&酶提&胶原蛋白
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中国是世界上水产品产量最大的国家%也是世界上唯一

养殖量超过捕捞量的国家%水产品产量占世界总产量的
&

(

#

左右&

$%&)

年中国水产品总量达
")"&?*$

万
>

%淡水产品产

量
#&"*?#%

万
>

%占总产量的
)!?.!M

%同比增长
)?#"M

)

&

*

%其

中%淡水养殖鱼类中%草鱼产量最高%为
*#(?"!

万
>

&据统

计%中国每年鱼的废弃物总量达
$%%

万
>

左右)

$

*

%其中
&*M

是鱼鳞%约
#%

万
>

)

#

*

%若处理不当%浓烈的鱼腥味或发臭气味

势必给周围环境带来巨大影响&对其副产物进行精细加工%

不但可提高水产品加工的附加值%安置渔区部分剩余劳动

力%而且可带动如加工机械业等相关行业的发展%具有明显

的经济和社会效益&

#"&



鱼鳞胶原蛋白因其多功能性%已逐渐受到广大研究者的

关注%对鱼鳞胶原蛋白的研究和应用业已渗入多个行业和领

域&然而%目前中国该产业尚处于初级收集阶段%其中%鱼鳞

胶原蛋白提取工艺耗时长%成本高%提取率不高是主要的瓶

颈难题)

)C*

*

&是故%更为安全+高效+低成本的提取方法的研

发已成为实现其高值利用的关键&国内外对于鱼鳞胶原蛋

白的提取及其功能性研究颇多%但均以单一酸法或酶法提取

为主&研究发现%酸溶性胶原蛋白和酶溶性胶原蛋白之间在

分子构型+氨基酸组成等方面的差异不明显)

"

*

&本研究拟采

用酸酶分步法提取草鱼鱼鳞胶原蛋白%旨实现鱼鳞胶原蛋白

的高效提取%为其高效利用提供理论和技术支持&

&

!

材料与方法
&?&

!

试验材料

草鱼鱼鳞"湖南省益阳益华水产品有限公司%经清水反

复清洗后晾干%用万能粉碎机磨成粉状后%于
)b

以下保存%

备用&

&?$

!

化学试剂

柠檬酸+醋酸+乳酸+氯化钠+乙醇"分析纯%国药集团化

学试剂有限公司$

高氯酸"分析纯%北京兴瑞达化工厂$

/-R'

"分析纯%长沙湘科精细化工厂$

铬黑
R

"分析纯%上海迈坤化工有限公司$

盐酸"分析纯%衡阳市凯信化工试剂有限公司$

氢氧化钠"分析纯%津市风船化学试剂科技有限公司$

30

羟脯氨酸"分析纯%上海安耐吉化学有限公司$

胃蛋白酶"

'

&$%%V

(

9

%国药集团化学试剂有限公司&

&?#

!

主要仪器

数显恒温水浴锅"

JJ0"

型%郑州佳创仪器设备有限

公司$

紫外分光光度计"

VD0&%%

型%天津市普瑞斯仪器有限

公司$

恒温磁力搅拌器"

J\0#

型%苏州江东精密仪器有限

公司$

台式
I

J

计"

--?$(0-74>2#$%

型%北京卓川电子科技有限

公司$

电子分析天平"

,'$%%)

型%北京衡器厂有限公司$

真空冷冻干燥机"

,-0&

型%长沙太康仪器设备有限

公司$

马弗炉"

Km

(

&%

型%常州市兴光窑炉有限公司$

台式离心机"

-R*0"'

型%北京时代北利离心机有限

公司$

万能粉碎机"

,g&%%

型%东西仪科技有限公司&

&?)

!

试验方法

&?)?&

!

草鱼鱼鳞的基本成分分析

!

&

#水分测定采用直接干燥法"按
WN

(

R*%%.?#

'

$%%#

执行&

!

$

#粗蛋白测定采用量凯氏定氮法"按
WN

(

R*%%.?*

'

$%%#

执行&

!

#

#粗脂肪测定采用索氏抽提法"按
WN

(

R*%%.?"

'

$%%#

执行&

!

)

#灰分测定采用马弗炉灰化法"按
WN*%%.?)

'

$%%#

执行&

&?)?$

!

胶 原 蛋 白 含 量 的 测 定
!

采 用
gB7<<87G

比 色

法)

(

*

&*(C&*!

&胶原蛋白的含量由所测羟脯氨酸含量乘以相关

系数即得%同一种鱼鳞相关系数一定%胶原蛋白的提取率可

表示为"

提取率
c

酸!酶#水解液中羟脯氨酸的含量

鱼鳞羟脯氨酸含量
&̀%%M

&

!

&

#

&?)?#

!

鱼鳞脱钙工艺研究
!

L2

$f标准曲线的绘制参照王信

苏等)

!

*的方法%以铬黑
R

为指示剂%用
%?%(*1B4

(

K/-R'

溶液滴定%得
/-R'

消耗量与
L2

$f浓度关系的标准曲线
E

c

$?(&&O f%?&!).

!

H

$

c%?..!$

#&根 据 以 往 研 究 报

道)

(

*

&C!&

)

!C&%

*

%脱钙工艺研究按表
&

因素水平表进行正交试

验%根据
/-R'

消耗量计算溶液中
L2

$f浓度%以脱钙率为指

标%筛选出最佳脱钙工艺&

表
&

!

脱钙因素水平表

R2Q47&

!

R67S2A>BG28@47T74

9

G2

I

6SBG@7A24A3S3A2>3B8

水平
'

料液比
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9

(

1K

#

N

时间(
6

L

盐酸浓度(

!

1B4

.

K

C&

#

-

温度(
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&%% %?* %?" $%
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酸法提取胶原蛋白
!

胶原蛋白的酸法提取中以往多

以柠檬酸+乳酸+醋酸等单一酸水解%提取时间需
#@

)

#

%

&%

*

$本

试验在鱼鳞脱钙处理后%采用浓度为
%?! 1B4

(

K

柠檬酸+

&1B4

(

K

乳酸+

%?!1B4

(

K

醋酸%在
$% b

下%磁力搅拌提取

$@

%按表
$

因素水平表采用混合酸法进行胶原蛋白的提取%

以胶原蛋白的提取率为评价指标%筛选最佳酸法提取工艺&

表
$

!

酸法提取胶原蛋白因素水平表

R2Q47$

!

R67S2A>BG28@47T74

9
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I

6SBG2A3@7_>G2A>3B8

BSAB442
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78SGB1S3<6<A247<

#

9

&

1K

$

水平
'

柠檬酸料液比
N

醋酸料液比
L

乳酸料液比
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!

酶法提取胶原蛋白
!

鱼鳞脱钙后%根据以往研

究)

&&C&)

*

%分别选取提取温度+提取时间+胃蛋白酶用量为考

察因素%按表
#

因素水平表进行正交试验%以胶原蛋白的提

取率为评价指标%筛选最佳酶法提取工艺&

&?)?"

!

酸酶分步法提取胶原蛋白
!

选取上述两种提取胶原

蛋白的最优方案%分别采用酸'酸+酸'酶+酶'酶+酶'酸

二次提取法%以胶原蛋白提取率为判断标准筛选最优试验

方案&

)"&

提取与活性
!

$%&"

年第
!

期



表
#

!

酶法提取胶原蛋白因子水平表

R2Q47#
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I

6SBG785

P
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7_>G2A>3B8BSAB442
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水平值
'

温度(
b N

时间(
6

L

酶用量(

!

V

.

9

C&

#

& #% $) &*%

$ $* )! #%%

# $% ($ )*%

&?)?(

!

胶原蛋白的纯化
!

参考段宙位等)

&*

*的方法%并稍作

修改&取
&?)?"

中所得粗蛋白%加入
E2L4

至溶液终浓度为

#?%1B4

(

K

%于
)b

条件下
"%%%G

(

138

离心
&%138

%重复两

次%透析%冷冻干燥%所得样品即为纯化后的胶原蛋白&

&?)?!

!

十二烷基硫酸钠'聚丙烯酰胺电泳!

F-F0H'W/

#分

析
!

参考周爱梅等)

&"

*的方法略加改进&先配制
$?%1

9

(

1K

的胶原蛋白溶液%与添加有
F-F

+甘油+溴酚蓝+

"

0

巯基乙醇

的
RG3<

'

JL4

缓冲液混合%在沸水里加热
#138

%冷却备用&

用
(?*M

的丙烯酰胺对胶原蛋白进行电泳分析%电泳条件为

$%%D

+

$?%6

&采用考马斯亮蓝
Z$*%

染色%用体积分数为

(?*M

的醋酸和
*M

的甲醇脱色&

&?*

!

数据分析

结果以平均值表示%显著性统计采用
F'F.?$

统计软件

的单因素方差分析%并进行
-;8A28

氏多重比较%

H

%

%?%*

表

示差异显著&

$

!

结果与讨论

$?&

!

鱼鳞的基本成分

由表
)

可知%草鱼鱼鳞中粗脂肪含量为
%?*&M

%蛋白质

含量丰富%达
"%?%$M

%其灰分含量高达
$)?#(M

&因鱼鳞中

的灰分和脂肪均可能阻碍提取液与鱼鳞间的接触%直接影响

到鱼鳞胶原蛋白的提取%且鱼鳞灰分中钙质多以羟基磷灰石

形式存在%黏附于胶原纤维的表面)

&(C&!

*

%因此%在提取鱼鳞

胶原蛋白过程中%首先必须使胶原蛋白脱离磷灰石晶格的束

缚而溶出)

&.C$%

*

&因鱼鳞中粗脂肪含量较低%本试验提取前

的预处理主要对鱼鳞进行脱钙处理&

表
)

!

鱼鳞中各组分的含量k

R2Q47)

!

LB8>78>BS72A6AB1

I

B878>BSS3<6<A247<

#

*c*

$

M

水分 灰分 粗脂肪 粗蛋白

&#?%*e&?)* $)?#(e$?#) %?*&e%?%$ "%?%$e)?"*

!

k

!

各组分均以干基计&

$?$

!

鱼鳞脱钙工艺优化

选定料液比+时间+温度+盐酸浓度
)

因素进行
K

.

!

#

)

#正

交试验%由表
*

可知%影响鱼鳞脱钙效果的各因素中主次关

系依次为"温度!

-

#

)

料液比!

'

#

)

盐酸浓度!

L

#

)

时间!

N

#%

脱钙最优方案为
'

$

N

$

L

#

-

&

%即以
&?%1B4

(

K

盐酸为脱钙液%

料液比为
!

&

&%%

!

9

(

1K

#%在
$%b

下提取
&?%6

&

表
*

!

脱钙正交试验表

R2Q47*

!

-2>228@2824

P

<3<BSBG>6B

9

B824>7<>SBG

@7A24A3S3A2>3B8

试验号
' N L -

脱钙率(
M

& & & & & *?%(

$ & $ $ $ )?."

# & # # # )?#(

) $ & $ # )?*$

* $ $ # & "?%!

" $ # & $ )?".

( # & # $ #?.#

! # $ & # $?&"

. # # $ & )?!(

Q

&

)?!% )?*& #?.( *?#)

""""""""""""""""""""""

Q

$

*?&% )?)% )?(! )?*#

Q

#

#?"* )?") )?(. #?"!

H &?)* %?$) %?!$ &?""

$?#

!

胶原蛋白的酸法提取工艺优化

当前用于鱼鳞胶原蛋白提取的试剂多以可食用的柠檬

酸+醋酸+乳酸为主%因此提取法无需严格的后续脱酸工艺&

但在以往研究中%胶原蛋白的提取研究均用单一酸%其得率

均不高&本研究分别以柠檬酸+乳酸和醋酸的料液比三因素

进行
K

.

!

#

)

#正交试验&由表
"

可知%影响混合酸法提取鱼鳞

胶原蛋白的主次因素依次为"醋酸!

N

#

)

柠檬酸!

'

#

)

乳酸

!

L

#%其最佳混合酸的料液比为
&

&

#)

!

9

(

1K

#%其中%

%?!1B4

(

K

柠檬酸+

&1B4

(

K

乳酸+

%?!1B4

(

K

醋酸的体积比为

"

&

*

&

"

&验证实验发现%按最优混酸提取方案%磁力搅拌提

取时间
$@

%胶原蛋白的提取率达
)!?&)M

&

表
"

!

酸法提取胶原蛋白正交试验表

R2Q47"

!

-2>228@2824

P

<3<BSBG>6B

9

B824>7<>SBG2A3@

7_>G2A>3B8BSAB442

9

78SGB1S3<6<A247<

试验号
' N L

-

!空列#

胶原蛋白

提取率(
M

& & & & & #&?!*

$ & $ $ $ #"?&&

# & # # # #*?!%

) $ & $ # #&?(*

* $ $ # & )&?(&

" $ # & $ #)?&"

( # & # $ #"?.*

! # $ & # )%?*.

. # # $ & #"?)!

Q

&

#)?*. #?*$ #*?*# #"?"!

"""""""""""""""""""""""

Q

$

#*?!( #.?)( #)?(! #*?()

Q

#

#!?%& #*?)! #!?&* #"?%*

H #?)$ *?.* #?#( %?.)

*"&

第
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$?)

!

胶原蛋白的酶法提取工艺优化

胶原蛋白变性温度较低%在
#$b

左右%因胃蛋白的易获

得性%且价格不高%最适温度相近%同时%胃蛋白酶对胶原蛋

白的有限水解可增大胶原蛋白的溶解度&是故%本研究选用

胃蛋白酶%在正交试验设计时%选择反应温度小于
#$b

&由

表
(

可知%影响酶法提取鱼鳞胶原蛋白的主次因素依次为"

'

!温度#

)

L

!酶用量#

)

N

!时间#%最佳提取条件为"酶用量

)*%V

(

9

%于
#%b

条件下提取
($6

%此时提取率为
)*?$"M

&

表
(

!

酶法提取胶原蛋白正交试验表

R2Q47(

!

-2>228@2824

P

<3<BSBG>6B

9

B824>7<>SBG785

P

12>3A

7_>G2A>3B8BSAB442

9

78SGB1S3<6<A247<

试验号
' N L

-

!空列#

胶原蛋白

提取率(
M

& & & & & #$?.&

$ & $ $ $ #!?&)

# & # # # )#?)&

) $ & $ # #*?&"

* $ $ # & #)?$!

" $ # & $ #"?&!

( # & # $ #*?**

! # $ & # #$?!.

. # # $ & #)?$#

Q

&

#!?&* #)?*) ##?.. ##?!&

"""""""""""""""""""""""

Q

$

#*?$& #*?&% #*?!) #"?"$

Q

#

#)?$$ #(?.) #(?(* #(?&*

H #?.# #?)% #?(* #?#*

$?*

!

胶原蛋白的酸酶分步法提取

由表
!

可知%酸酶分步法均显著提高了鱼鳞胶原蛋白的

提取率!

H

%

%?%*

#%且先酸后酶法优于先酶后酸法!

H

%

%?%*

#%其提取率分别为
!)?"&M

%

("?"*M

&可能缘于先酸后

酶法通过破坏鱼鳞的表面结构%使胃蛋白酶更容易渗入到鱼

鳞中%有利于胃蛋白酶发挥酶解作用%从而提高了胶原蛋白

的提取效率&

$?"

!

F-F0H'W/

凝胶电泳结果

由图
&

可知%酸酶分步法提取的鱼鳞胶原蛋白含有两条

!

肽链!

!

&

+

!

$

%分子量分别约为
&$%

%

&&%h-

#和一条
"

聚合

链!

!

的二聚体%分子质量约为
$%%h-

#%与钟朝辉等)

&)

*的研

表
!

!

酸酶耦合法试验方案及其结果k

R2Q47!

!

/_

I

7G3178>24

I

GB

9

G2128@G7<;4><BS2A3@0785

P

17

AB;

I

438

9

7_>G2A>3B8BSAB442

9

78

试验号 第一次提取 第二次提取 胶原蛋白提取率(
M

&

酸法提取 酸法提取
*)?$&e$?#"

A

$

酸法提取 酶法提取
!)?"&e*?#*

2

#

酶法提取 酶法提取
).?")e#?#$

A

)

酶法提取 酸法提取
("?"*e)?*"

Q

!

k

!

同列上标不同表示差异显著!

H

%

%?%*

#&

Y?

次高分量标准蛋白
Y2Gh7G

&?

酸酶分步法提取的鱼鳞胶原蛋白样品

图
&

!

F-F0H'W/

凝胶电泳

,3

9

;G7&

!

F-F0H'W/BSS3<6<A247AB442

9

78

究结果相似%可初步确定酸酶分步法提取的鱼鳞胶原蛋白为

X

型胶原蛋白%图谱中无其他条带%可见酸酶分步法所提胶鱼

鳞原蛋白纯度较高%且未变性&

#

!

结论
本研究以草鱼鱼鳞为研究对象%探索鱼鳞胶原蛋白的高

效提取工艺%系列研究发现"鱼鳞最佳脱钙工艺为料液比
!

&

&%%

!

9

(

1K

#%盐酸浓度
&?%1B4

(

K

%

$%b

条件下反应
&?%6

$采

用三酸!柠檬酸+乳酸+醋酸#联用%胶原蛋白的提取率为

)!?&)M

%较单一酸法提取大大节省了提取时间$酶法提取在

胃蛋白酶活性范围之内%其最佳提取工艺为"酶用量为

)*%V

(

9

%于
#%b

条件下提取
($6

$采用酸酶分步法鱼鳞胶

原蛋白的提取率均显著高于单一提取方法或同种方法两次

提取的效果!

H

%

%?%*

#&本研究实现了酸溶性胶原蛋白和酶

溶性胶原蛋白的连续提取%能保持胶原蛋白原有结构不变%

能更为有效地利用鱼鳞蛋白%减少资源浪费和环境污染%对

鱼鳞蛋白乃至淡水鱼加工副产物的高效利用具有很好的技

术和理论指导意义&
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食品物流中的薄弱环节%定期进行评估+监测%减少食品在物

流运输和仓储期间对食品的质量造成的破坏&其中首要的

是增强食品物流中影响食品质量风险来源的识别&在食品

的运输和仓储过程中%影响食品质量的风险存在很多种可

能%每种风险发生的概率或者危害程度%以及发生危险的方

式各不相同%食品物流企业应当根据风险种类的不同%寻找

应对不同风险的解决方案%不断减少+化解影响食品质量+安

全的各种风险&在判断食品物流中的风险时%应当主要参考

危险物的数量和剂量的描述+对食品各个环节可能发生风险

的程度及可能造成的后果进行分别评测)

&%

*

&

另外%应当逐步建立食品物流的风险监管机制%让企业

食品物流的风险管理和评估常态化%多方协调社会各方力

量%包括政府+媒体+企业协会以及消费者等多方力量%利用

整个社会的机制来约束和规范食品物流企业的行为)

&&

*

&以

政府和企业协会为例%政府应当建立统一的食品物流监管机

制%避免不同监管部门执法间的冲突%不断加强对于食品物

流企业的资格审查%逐步疏通食品物流行业的准入机制和退

出机制%全面整顿食品物流业的市场秩序&企业协会则是逐

步建立行业的内部约束规则%同时注重食品物流行业的宣

传%做好行业的内部监管&

)

!

结语
为保障食品行业的健康发展以及危害食品消费者的合

法权益%应当大力发展食品物流行业%加大食品物流基础设

施投入%不断提高食品物流技术%建立食品物流安全的保障

体系%完善食品物流现代化管理体系%注重食品物流配送过

程中的安全监测与监控技术%不断引进先进的食品物流管理

经验%完善中国食品物流的法律法规%充分发挥政府+行业协

会及社会大众对食品物流的监督作用%不断满足消费者对食

品的更高要求%逐步奠定食品物流行业的坚实基础%促进中

国食品物流行业快速+持续+健康发展&
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