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罗非鱼鳞胶原肽亚铁螯合物制备工艺

优化及结构表征
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摘要!以罗非鱼鳞胶原肽与氯化亚铁盐为原料制备多肽

亚铁螯合物!并对其最佳螯合条件及螯合物结构进行探

究#以螯合物得率为指标通过单因素和响应面法对螯合

条件进行优化%通过扫描电镜"傅里叶红外光谱"

h

衍射

和氨基酸分析等方法对螯合物结构及氨基酸组成进行分

析#结果表明!制备螯合物的最佳反应条件为
J

ZA<)"

!

多肽浓度
)<""E

!多肽与铁质量比
)<!l#<"

!该条件下螯

合率为
/!E

!螯合物得率为
CA<()E

%通过氨基酸组成分

析表明!氨基酸组成符合胶原多肽的成分特征!螯合后天

冬氨酸"谷氨酸"赖氨酸"组氨酸和精氨酸含量增加%扫描

电镜"红外光谱以及
h

衍射等结果表明多肽与亚铁盐以

配位键结合成多肽亚铁螯合物#

关键词!罗非鱼%鱼鳞%胶原肽%亚铁螯合物%结构表征
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铁为人体必需元素%在维持正常造血功能和增强免

疫功能等方面起到巨大作用*

#

+

&世界上约有
!AE

的人患

有贫血%其中一半是缺铁造成的%口服补铁剂是治疗缺铁

性贫血的重要方法之一%但传统硫酸亚铁复合剂可能会

导致患者肠胃不适*

!

+

&研究发现%氨基酸铁螯合物比传

统硫酸亚铁复合剂具有更好的补血效果*

)

+

%多肽亚铁螯

合物作为一种新型补铁剂%可通过肽的转运系统直接被

人体吸收%并且对人体刺激较小%有希望用于一些特殊

人群*

(UA

+

&

明胶是一种多功能性的生物大分子%普遍用于食品)

医药及化工领域*

CU/

+

&与传统明胶相比%鱼明胶具有来

%%!

&VV'WXYSZFR1.%

第
)C

卷第
$

期 总第
!!A

期
"

!"!"

年
$

月
"



源广%价格低%营养价值高等特点&随着近年水产养殖的

发展%鱼类加工副产物如鱼鳞)鱼头)鱼内脏等资源被大

量浪费%充分利用加工副产物能大大提高鱼类的综合价

值*

0

+

&沙小梅等*

#"

+从鳙鱼鱼鳞中提取鱼鳞明胶并研究了

提取过程中
J

Z

值对鳙鱼鱼鳞明胶性质的影响$

,52

:IL?M43H4:

等*

##

+研究了不同提取温度对鲈鱼鱼皮明胶

性质的影响&罗非鱼别称非洲鲫鱼%肉质鲜嫩%富含多种

营养物质%是中国鱼类养殖中的重要品种*

#!

+

%贾杏歌

等*

#)

+研究了不同浓度戊二醛对罗非鱼鳞胶原蛋白膜机械

性和抗水性的影响$李瑞杰等*

#(

+比较了不同酶解物的钙

离子螯合能力和螯合物的抗氧化活性&刘永等*

#A

+曾对罗

非鱼鳞胶原蛋白肽铁螯合物的制备工艺进行了优化%但

未对螯合物结构进行探究&

研究拟以罗非鱼鳞胶原肽为原料制备多肽亚铁螯合

物%并对多肽亚铁螯合物的最佳制备工艺及其结构进行

探索%以期为罗非鱼鱼鳞的精深加工及高值化利用提供

技术参考&

#

!

材料与方法
#<#

!

材料与试剂

罗非鱼鳞明胶"苏州吉利鼎海洋生物科技有限公司$

碱性蛋白酶"酶活力为
/<C/b#"

$

+

(

;

%诺维信酶制

剂公司$

乙腈)三氟乙酸"色谱纯%上海阿拉丁生化科技有限

公司$

细胞色素
S

)抑肽酶)

!2

氧化型谷胱甘肽)羟脯氨酸"

色谱纯%北京索莱宝科技有限公司$

其余试剂均为分析纯&

#<!

!

仪器与设备

,=K=:SG3

J

4@I

台式
J

Z

计"

,!!"

型%梅特勒'托利

多仪器!上海#有限公司$

冷冻干燥机"

,.2YVR2A"

型%上海舍岩仪器有限

公司$

Z,X

高效液相色谱"

'2!"""

型%日本
Z5I4@L5

公司$

酶标仪"

,

O

:=H

;O

Z#

型%美国
[5G-=\

公司$

氨基酸分析仪"

_2/0""

型%日本
Z5I4@L5

公司$

智能型傅立叶变换红外光谱仪"

R5@G6=IA$""

型%美国

热电尼高力公司$

扫描电镜"

,2)(""R

型%日本
Z5I4@L5

公司$

h

射线衍射仪"

'/Y']YRS1

型%德国
[.+T1.

公司&

#<)

!

试验方法

#<)<#

!

鱼鳞多肽的制备
!

酶解方法参考文献*

#C

+修改如

下"取鱼鳞明胶加蒸馏水配成浓度为
AE

的明胶溶液%置

于
A"a

恒温水浴锅中保温
#A35:

%用
"<#3G6

(

_R4VZ

调节
J

Z

至
/

%加入明胶质量比为
#E

的碱性蛋白酶水浴

)"35:

%再次调节
J

Z

至
/

%水解
(<AL

%水解结束后立即沸

水浴
#"35:

灭活%冷却%

("""H

(

35:

离心
#A35:

%取上清

液%经冷冻干燥后存于
(a

冰箱备用&

#<)<!

!

多肽分子量测定
!

按照
B[)#C(A

'

!"#/

.食品安

全国家标准
!

胶原蛋白肽/对多肽分子量进行测定&取

#<)<#

中多肽粉配制成
#3

;

(

3_

的溶液%过
"<!!

%

3

水系

滤膜后%使用高效液相色谱仪进行分析&以细胞色素
S

!

#!)/('4

#)抑肽酶!

CA##<A#'4

#)

!2

氧化型谷胱甘肽

!

C#!<C)'4

#和羟脯氨酸!

#)#<#)'4

#为标准品绘制相对分

子质量校正曲线&色谱条件"色谱柱型号为
h[H5>

;

=

[1Z#!A|,1S

!

)<A

%

3

%

$</33b)""33

#$流动相比例

为
Y

乙腈
lY

水
lY

三氟乙酸
j("lC"l"<"A

$流 速

"<A3_

(

35:

$柱温
)"a

$进样量
#"

%

_

&

#<)<)

!

多肽亚铁螯合物制备工艺优化

!

#

#亚铁螯合物的制备流程"

多肽
$

加入一定比例水
$

加入抗氧化剂'抗坏血酸(

$

调节
J

Z

值
$

按比例加入铁盐
$

进行螯合反应
$

加入

无水乙醇沉淀
$

离心得到沉淀
$

冷冻干燥*

#$

+

!

!

#单因素试验"由于亚铁螯合受
J

Z

)多肽浓度及多

肽与亚铁盐质量比影响较大*

#/

+

%因此试验固定反应温度

为
!Aa

%反应时间为
("35:

%

J

Z

为
A<"

%多肽浓度为
)E

%

多肽与亚铁盐质量比为
)l#

%依次对
J

Z

值!

)<"

%

(<"

%

A<"

%

C<"

%

$<"

#%多肽浓度!

#E

%

!E

%

)E

%

(E

%

AE

#%多肽与亚铁

盐质量比!

#l#

%

!l#

%

)l#

%

(l#

%

Al#

#进行单因素试

验%以螯合率和螯合物得率为指标%探讨单因素对螯合反

应的影响&

!

)

#响应面试验设计"根据单因素试验结果%以
J

Z

值)多肽与铁盐质量比和多肽液浓度为影响因素%设计三

因素三水平响应面试验%以多肽螯合物得率为评价指标%

探索螯合物的最佳制备工艺&

#<)<(

!

评价指标的测定
!

采用邻菲罗啉比色法*

#$

+评价

肽'铁螯合体系中亚铁离子的含量)铁螯合率和螯合物

得率&

!

#

#铁离子含量"

;

J

,

K

Y

!

S

K

Y

#

% !

#

#

式中"

;

'''体系铁离子含量%

3

;

(

\

;

$

,

'''从标准曲线获得溶液相应的铁含量%

%

;

$

S

'''称取样品的质量%

;

$

Y

#

'''测定所取的溶液体积%

3_

$

Y

!

'''样品处理后的定容体积%

3_

&

!

!

#铁螯合率"

0

J

6

#

6

!

K

#""E

% !

!

#

式中"

0

'''铁螯合率%

E

$

6

#

'''螯合物中铁的含量%

3

;

$

&%!

提取与活性
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期
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年
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月
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6

!

'''加入铁的含量%

3

;

&

!

)

#螯合物得率"

I

J

S

#

S

!

K

#""E

% !

)

#

式中"

I

'''螯合物得率%

E

$

S

#

'''生成物总质量%

;

$

S

!

'''加入反应体系的总质量%

;

&

#<)<A

!

氨基酸组成分析
!

参照
B[A""0<#!(

'

!"#C

.食品

安全国家标准
!

食品中氨基酸的测定/%采用氨基酸自动

分析仪对样品中氨基酸的含量进行测定&

#<)<C

!

多肽亚铁螯合物的结构表征

!

#

#扫描电镜分析"取少量样品%均匀涂在样品盘的

导电胶上进行喷金处理%之后采用
,2)(""R

型扫描电子

显微镜进行扫描%对其表观形貌进行分析&

!

!

#红外光谱分析"采用
R5@G6=IA$""

型红外光谱仪

测定多肽与多肽亚铁螯合物的红外光谱%扫描范围

为
(""

"

("""@3

U#

&

!

)

#

h

衍射分析"将样品研磨均匀后%采用
[H?\=H'/

h2

射线衍射仪进行分析测定%分析条件为"

S?

靶%管电流

("3Y

%扫描速度
#"x

(

35:

%扫描角度为
Ax

"

/"x

&

#<(

!

数据处理

所有试验均重复
)

次%试验数据均以
E

_

A

表示&采

用
VH5

;

5:/<C

软件作图%采用
'=M5

;

:21Q

J

=HI/<"

软件进行

响应面试验设计和数据分析%

`

#

"<"A

表示差异性显著%

`

#

"<"#

表示差异性极显著&

!

!

结果与分析

!<#

!

多肽分子量分布

通过对标品出峰时间与标品分子量进行线性拟合%

得到分子量标品标准方程为
IjC</AA#CU"<!(00O

!

P

!

j"<00$

#%由图
#

可知%胶原多肽中主要含有
(

个组分%

经计算各组分平均分子量分别为
$($0

%

A(A"

%

)")"

%

//0'4

%符合
B[)#C(A

'

!"#/

标准对多肽的定义&

!<!

!

单因素试验结果

由图
!

!

4

#可知%当固定多肽液浓度为
)E

%多肽与亚

铁盐质量比为
)l#

时%螯合率和螯合物得率先升高%在

J

Z

为
A

时达到最大值%随后又减小%表明反应体系在弱

酸或中性时%溶液中的
VZ

U会参与
&=

!D的反应%不利于

螯合反应的进行*

#0

+

$由图
!

!

P

#可知%固定
J

Z

为
A

%多肽

与亚铁盐质量比为
)l#

时%螯合率先增大后减小%在多

肽液浓度为
)E

时%螯合率和螯合物得率最高%这是因为

多肽浓度增大%在水中溶解性变小%参与反应的多肽更

少$由图
!

!

@

#可知%当固定多肽浓度为
)E

%

J

Z

为
A

时%螯

合率随亚铁盐质量比的增大而减小%螯合物得率先增大

后减小%当质量比为
)l#

时达到最大%可能是由于多肽

与亚铁离子的结合位点有限%当结合数目达到最大时%不

再发生反应%不能生成螯合物*

!"

+

&

!<)

!

响应面优化分析

!<)<#

!

响应面试验设计及结果分析
!

根据单因素试验结

果%选取
J

Z

)多肽浓度)肽铁盐质量比三因素!见表
#

#%利

用
[GQ2[=L:\=:

中心组合原理设计三因素三水平的响应

面试验%试验方案与结果见表
!

&

用
'=M

;

5:21Q

J

=H/<"

软件对表
!

的试验结果进行分

析%建立螯合物得率!

I

#的二次响应面回归模型为"

Ij#<#AMD"<$AGD"</",U"<"AMGD"<!/M,U

"</0G,U!<""M

!

U)<((G

!

U!<#!,

!

DCA</)

& !

(

#

图
#

!

胶原多肽分子量分布

&5

;

?H=#

!

SG664

;

=:

J

=

J

I5>=3G6=@?64HN=5

;

LI>5MIH5P?I5G:

图
!

!J

Z

"多肽浓度和多肽与铁盐质量比对螯合反应的影响

&5

;

?H=!

!

188=@IG8

J

Z

!

J

=

J

I5>=28=HHG?M@L6GH5>=H4I5G4:>

J

=

J

I5>=@G:@=:IH4I5G:G:@L=64I5G:H=4@I5G:

'%!

"

]G6<)C

"

RG<$

唐顺博等!罗非鱼鳞胶原肽亚铁螯合物制备工艺优化及结构表征



!!

根据表
)

中方差结果分析%该二次模型
`

值
#

"<"""#

表明极显著%相关系数
P

!为
"<0$00

%表明预测值

和实测值之间有很高的相关性%

P

Y>

9

!为
"<0A(#

%表明此

模型能解释
0A<(#E

的响应值变化%因此该模型可以较好

地描述
J

Z

值)多肽液浓度和多肽与铁盐质量比对螯合反

应影响的变化规律&

表
#

!

响应面因素及水平表

-4P6=#

!

&4@IGHM4:>6=K=6G8[GQ2[=L:\=:I=MI

编码值
Y

J

Z [

多肽与铁盐质量比
S

多肽液浓度(
E

U# ( !l# !

" A )l# )

# C (l# (

表
!

!

响应面试验方案与结果

-4P6=!

!

.=M

J

G:M=M?H84@==Q

J

=H53=:I46M@L=3=

4:>H=M?6IM

试验号
Y [ S I

螯合物得率(
E

# " " " CA<$/

! " U# # C#<$!

) U# " # C"<0!

( U# # " A0<0"

A " " " CC<(!

C # " U# C#<0A

$ U# U# " A/<#!

/ " " " CA<A/

0 # " # C)<)#

#" " # # C#<!)

## # # " C!<A$

#! U# " U# C"<C$

#) " # U# C"<C#

#( " " " C(<)0

#A " U# U# A$<A!

#C # U# " C"<00

#$ " " " CA<00

!!

回归方程的各项方差分析结果表明%

Y

)

[

)

S

)

Y

!

)

[

!

和
S

!对螯合物得率的影响极显著!

`

#

"<"#

#%

[S

相互作

用对螯合物得率的影响显著!

`

#

"<"A

#%而
Y[

)

YS

的相

互作用对螯合物得率的影响不显著!

`

&

"<"A

#&由
;

值

可知%各因素对螯合物得率的影响次序"

J

Z

&

肽铁质量

比
&

多肽浓度&剔除不显著项
Y[

)

YS

后对方程进行优

化%得优化后的方程为"

Ij#<#AMD"<$AGD"</",U"</0G,U!<""M

!

U

)<((G

!

U!<#!,

!

DCA</)

& !

A

#

!!

由图
)

可知%因素
[

和
S

之间的相互作用等高线图

呈椭圆形%表明多肽浓度与肽铁质量比之间具有显著的

相互作用*

!#

+

%与表
)

结果一致&

!<)<!

!

最优解的验证
!

利用
'=M5

;

:21Q

J

=HI/<"

软件计

算得到肽铁螯合物最佳工艺条件为
J

ZA<!0

%多肽浓度

表
)

!

响应面二次模型方差分析c

-4P6=)

!

]4H54:@=4:46

O

M5M8GHH=M

J

G:M=M?H84@=

f

?4>H4I5@3G>=6

来源 平方差 自由度 均方
;

值
`

值 显著性

模型
##/<(/ 0 #)<#C )$<0)

#

"<"""#

显著

Y #"<C" # #"<C" )"<AA "<"""0

''

[ (<(( # (<(( #!<$0 "<""0"

''

S A<#$ # A<#$ #(</0 "<""C!

''

Y[ #<""1U"! # #<""1U"! "<")

!

"</$""

YS

!

"<)# # "<)# "</0

!

"<)$$A

[S )<!" # )<!" 0<!) "<"#/0

'

Y

!

#C</" # #C</" (/<)0 "<"""!

''

[

!

(0</! # (0</! #()<A)

#

"<"""#

''

S

!

#/<0C # #/<0C A(<C( "<"""!

''

残差
!<() $ "<)A

----------------------

失拟
#</" ) "<C" )<$0 "<##A(

不显著

误差
"<C) ( "<#C

总合
#!"<0# #C

!

c

!'

为影响显著%

`

#

"<"A

$

''

为影响极显著%

`

#

"<"#

$

P

!

j

"<0$00

%

P

Y>

9

!

j"<0A(#

&

图
)

!

多肽浓度与肽铁盐质量比的交互作用对螯合物得率影响的响应面图

&5

;

?H=)

!

.=M

J

G:M=M?H84@=

J

6GI8GHIL==88=@IG8@HGMM25:I=H4@I5G:P=IN==:

J

=

J

I5>=28=HHG?M@L6GH5>=H4I5G

4:>

J

=

J

I5>=@G:@=:IH4I5G:G:@L=64I5G:=885@5=:@

O

(%!

提取与活性
1h-.YS-FVR W YS-F]F-%

总第
!!A

期
"

!"!"

年
$

月
"



)<"0E

%多肽与铁质量比
)<#$l#<""

%预测螯合物得率为

CC<#"E

&考 虑 到 实 际 操 作%最 佳 制 备 工 艺 确 定 为

J

ZA<)"

%多肽浓度
)<""E

%多肽与铁质量比为
)<!"l

#<""

%在此条件下进行
)

次重复验证实验%螯合率平均值

为
/!E

%肽铁螯合物得率平均值为
CA<()E

%与最佳工艺

条件螯合物得率
CC<#"E

无显著性差异!

`

&

"<"A

#%说明此

模型可用于反应多肽螯合铁的变化规律&

!<(

!

氨基酸组成成分分析

由表
(

可知%胶原多肽中
B6

O

含量最高%

B6?

)

H̀G

)

Y64

和
YM

J

的含量也相对较高%符合胶原蛋白氨基酸组成特

征*

!!

+

%结合图
#

%多肽分子量分布在
/""

"

/"""'4

%因此

可认为经酶解后冻干所得粉末为胶原多肽&

B6?

)

B6

O

)

_

O

M

)

Z5M

和
YH

;

等氨基酸被认为与金属离子螯合活性密

切相关*

!)U!(

+

%从表
(

可知%该
A

种氨基酸在多肽中大量存

在%经螯合后%其在螯合物中的含量大量增加%与
_==

等*

!A

+的研究结果相符&

!<A

!

螯合物的结构表征

!<A<#

!

扫描电镜分析
!

由图
(

可知%多肽表面光滑并有

裂纹%可能是在真空干燥过程中失水导致%而螯合物是主

体成球状的团状交织结构%表面有颗粒附着于球体上%与

汪婧瑜等*

#$

+结果类似&

!<A<!

!

红外光谱分析
!

由图
A

可知%发生螯合反应后%多

表
(

!

多肽与螯合物的氨基酸组成

-4P6=(

!

Y35:G4@5>@G3

J

GM5I5G:G8

J

=

J

I5>=4:>@L=64I5:

;

5HG: E

氨基酸 多肽 螯合物 氨基酸 多肽 螯合物

天冬氨酸!

YM

J

#

A<)# /<(0

甲硫氨酸!

X=I

#

#<"A "<(C

苏氨酸!

-LH

#

!</# !<AC

异亮氨酸!

F6=

#

#<"" "<AC

丝氨酸!

,=H

#

)<0" )</!

亮氨酸!

_=?

#

!<(0 #<#C

谷氨酸!

B6?

#

#!<A( #A</!

酪氨酸!

-

O

H

#

#<!# #<"0

脯氨酸!

H̀G

#

#!<$" 0<A"

苯丙氨酸!

L̀=

#

!<(# #<AA

丙氨酸!

Y64

#

0<!/ /<"A

赖氨酸!

_

O

M

#

)<C! A<#A

甘氨酸!

B6

O

#

!$<C# !/<A0

组氨酸!

Z5M

#

"<// #<!#

半胱氨酸!

S

O

M

#

#<#) "<$"

精氨酸!

YH

;

#

/<C" 0<"0

缬氨酸!

]46

#

)<(C !<!"

图
(

!

多肽与螯合物的扫描电镜图

&5

;

?H=(

!

,1X534

;

=MG8

J

=

J

I5>=4:>

J

=

J

I5>=25HG:@L=64I=

肽和肽铁螯合物的特征吸收峰发生了明显的变化&螯合

后%多 肽 的'

RZ

!

吸 收 峰 由
))/"<C"@3

U# 移 动 到

))$"<0$@3

U#

%在
#A(!<$$@3

U#处'

RZ

!

的吸收峰移动到

#A(C<C)@3

U#

%多肽的'

SVV

'吸收峰由
#(""<C$@3

U#

移动到
#("0<$#@3

U#

%另外多肽的
S

'

Z

吸收峰由于伸

缩振动由
#(AA<00@3

U#移动到
#(C/<C(@3

U#

%以上结果

表明多肽中'

RZ

!

)'

SVV

'与
S

'

Z

与亚铁盐发生反

应生成了多肽亚铁螯合物&

!<A<)

!

亚铁螯合物的
h

衍射分析
!

由图
C

可知%鱼鳞胶

原肽在
!

/

j!"x

左右处出现强衍射峰%与刘静*

!C

+所测图谱

类似%在与亚铁离子螯合后%多肽螯合物在
!"x

左右的衍

射峰减弱%并且向大掠射角偏移%其他地方未出现衍射

峰%属于无规则的非晶体结构%表明亚铁离子与多肽以配

位键形式结合&

图
A

!

多肽与螯合物的红外光谱图

&5

;

?H=A

!

F:8H4H=>M

J

=@IH4G8

J

=

J

I5>=4:>

J

=

J

I5>=25HG:@L=64I=

图
C

!

多肽和螯合物的
h

衍射图谱

&5

;

?H=C

!

h.'G8

J

=

J

I5>=M4:>

J

=

J

I5>=25HG:@L=64I=

)%!

"

]G6<)C

"

RG<$

唐顺博等!罗非鱼鳞胶原肽亚铁螯合物制备工艺优化及结构表征



)

!

结论
以鱼鳞胶原肽为原料%以螯合物得率和螯合率为指

标%采用单因素试验及响应面法优化得出了多肽亚铁螯

合物的最佳制备工艺为
J

ZA<)"

%多肽浓度
)<""E

%多肽

与亚铁盐质量比
)<!l#<"

%在此条件下螯合率为
/!E

%螯

合物得率为
CA<()E

&氨基酸分析表明
B6?

)

B6

O

)

_

O

M

)

Z5M

和
YH

;

等氨基酸在螯合反应中起到重要作用&通过扫描

电镜发现多肽与螯合物表观结构发生明显改变%由表面

光滑变为球型团状结构$红外光谱表明胶原多肽中的

'

RZ

!

)'

SVV

'以及
S

'

Z

与亚铁盐发生了反应$

h

衍

射图谱分析发现亚铁离子与多肽以配位键的形式结合%

证实多肽与亚铁盐发生反应生成了螯合物&以上研究结

果表明%鱼鳞胶原肽可作为新型补铁剂载体材料%扩宽了

补铁剂材料的来源%同时为鱼类副产物中鱼鳞的精加工

提供了思路%有利于促进鱼鳞的高值化利用&后续将采

用体外和体内模型研究罗非鱼鳞胶原肽亚铁螯合物的消

化稳定性和贮存稳定性%以及促进铁吸收的效果&
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