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鱼皮胶原蛋白中透明质酸酶

抑制肽的制备工艺优化
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摘要!目的!高效提取胶原蛋白中的透明质酸酶抑制肽"

方法!以剑鱼)

$%

J

4%<A

5

9<G%)A

*鱼皮为原料$使用胃蛋白

酶提取酶溶性胶原蛋白并使用盐析法进行纯化$经聚丙

烯酰胺凝胶电泳鉴定胶原蛋白种类%通过单因素和响应

面法优化透明质酸酶抑制肽的提取工艺"结果!使用胃

蛋白酶提取的胶原蛋白为
X

型胶原$透明质酸酶抑制性胶

原蛋白肽的优化提取条件为复合酶比)

K

胶原蛋白酶
fK

蛋白酶*

"f$

$酶解温度
($<

$酶解时间
'2

$加酶量
'?

"在此条

件下胶原蛋白肽的透明质酸酶抑制率为
:$8(%?

$响应面

模型拟合性好$透明质酸酶抑制率的预测值与实际值无

显著差异)

R

'

#8#%

*"结论!该工艺可应用于对剑鱼鱼皮

中具有透明质酸酶抑制性的胶原蛋白肽的提取"

关键词!胶原蛋白肽%透明质酸%剑鱼%

X

型胶原
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低附加值的商品是鱼类副产物开发的主要目标市

场$包括鱼粉*

!

+

)肥料)宠物食品等廉价商品%因此$将鱼

副产物进行高值化利用$减少海洋生物资源浪费和环境

污染的同时也为食品行业提供更多潜在的受益*

$

+

%由于

陆生动物来源的胶原蛋白及其水解物会诱发疯牛病等疾

病$存在使用风险*

(

+

$而含有
(#?

&

:#?

胶原蛋白的鱼类
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副产物则被认为是其良好的替代品*

:M%

+

%剑鱼因鱼体较

大$在加工过程中产生的大量废弃副产物!鱼皮#可为制

备胶原蛋白提供丰富的原料来源%

透明质酸!

O

B

.0G>4-/,/-9

$

O@

#是存在于细胞外基质

中的糖胺聚糖$由
-*

乙酰葡糖胺和葡萄糖醛酸的重复单

元组成*

'

+

%当癌症)炎症)氧化应激发生时$细胞外基质

的动态平衡被破坏$内源性高分子量
O@

被透明质酸酶

和活性氧迅速降解$导致低分子量!

<

$%#jT,

#的
O@

增

加$刺激促炎细胞因子产生*

=

+

$继而增加疾病发生的风

险%因此
O@

的合成和降解之间的平衡是维护健康的重

要因素%

肽活性的产生是由于其前体受外源酶水解或胃肠消

化*

"M&

+

%因其良好的生物活性)生物相 容 性 和 安 全

性*

!#M!!

+

$胶原蛋白肽已被广泛应用于抗高血压*

!$

+

)抗氧

化*

!(

+

)抗肿瘤*

!:

+和化妆品*

!%

+等领域%

@G04j0+,G

等*

!'

+

研究发现$褐藻!

76B2&&2>%K)K

#叶片提取物中单宁含量

较高$有较高的透明质酸酶抑制率!

(=8'=b$8(#

#

?

%

@G

B

,4-

等*

!=

+发现科兰当鱼尾鳍的乙酸乙酯提取物具有

较好的透明质酸酶抑制性!

XW

%#

为
:+

5

'

+;

#及一定的抗

过敏作用%但是有关鱼皮胶原蛋白肽的透明质酸酶抑制

性研究较少$其提取工艺的优化尚未见报道%

试验拟以剑鱼鱼皮为原料$利用酶解法提取胶原蛋

白中的胶原蛋白肽$通过响应面试验优化其提取工艺$并

比较胶原蛋白肽粗提物和胶原蛋白透明质酸酶的抑制

性$旨在为从剑鱼中提取具有潜在生物活性的胶原蛋白

肽提供依据%

!

!

材料与方法
!8!

!

材料

剑鱼!

$%

J

4%<A

5

9<G%)A

#"将鱼体运入实验室后于

:<

下保存至少
'2

$分离鱼皮及鱼肉并切碎$处理后立即

放入
M"%<

冰箱贮存$直至试验开始!剑鱼种类已由实验

室进行鉴定$

$6

5

9<G%)A

#$日本宫城县气仙沼市鱼市场(

蛋白酶)木瓜蛋白酶)三硝基苯磺酸)透明质酸)牛血

清白蛋白)透明质酸酶)胃蛋白酶!

!f!####

#)氢氧化钠)

乙酸)盐酸)氯化钠)三羟甲基氨基甲烷)异丙醇羟脯氨

酸)氯胺
J

)

1

*

二甲基氨基苯甲醛)异丙醇"日本大阪和光

纯药工业株式会社(

胰蛋白酶)

$

*

凝乳蛋白酶)胶原酶)

!*

亮氨酸)十二烷

基硫酸钠"美国
[-

5

+,

公司(

马弗炉"

JVS*:###

型$日本东京理化器械株式会社(

磁力搅拌器"

QWO*!###

型$日本东京理化器械株式

会社(

冷冻离心机"

WQ$$R$!R

型$日立株式会社(

冷冻干燥机"

ST*!###

型$日本东京理化器械株式会社%

!8$

!

原料理化成分分析

!8$8!

!

水分含量
!

采用比重法*

!"

+

%

!8$8$

!

粗蛋白含量
!

采用凯氏定氮法$计算时换算系数

取
'8$%

%

!8$8(

!

灰分含量
!

用马弗炉于
%%#<

下焚烧
!'2

%

!8(

!

胶原蛋白提取

将鱼皮或鱼肉均质后$于
#8!+

5

'

+;

的
R,NO

中浸

泡
:"2

以脱去非胶原蛋白$过滤清洗至中性$将固形物置

于
!#?

异丙醇中
('2

以脱脂$每隔
'2

更换浸泡液%将

脱脂和脱非胶原蛋白的鱼皮或鱼肉清洗至中性$以

K

鱼皮或鱼肉
fP

醋酸溶液 为
!f:#

!

5

'

+;

#于含有质量分数

#8!?

胃蛋白酶的
#8% +

5

'

+;

醋酸溶液中浸泡
:"2

$

!####G

'

+-4

离心
'#+-4

%将
R,W.

加入上清液中进行

盐析$至 终 质 量 浓 度 为
!8$ +

5

'

+;

$并 保 存 过 夜%

!####G

'

+-4

离心
'#+-4

$将沉淀以
!f!#

!

5

'

+;

#完全

溶解于
#8%+

5

'

+;

醋酸溶液中$用
#8!+

5

'

+;R,NO

溶液

调节
C

O

值至
=

$加入
R,W.

至终质量浓度为
$8:+

5

'

+;

后

保持过夜%

:<

)

!$###G

'

+-4

离心
:#+-4

$收集沉淀物

并于
#8%+

5

'

+;

醋酸溶液中复溶$用
$8:+

5

'

+;R,W.

盐析出的沉淀物即为酶溶性胶原蛋白!

e[W

#%将胶原蛋

白溶于
#8%+

5

'

+;

醋酸溶液中$先使用
#8!+

5

'

+;

醋酸

溶液透析
$:2

$用冷蒸馏水透析至少
:"2

%

e[W

溶液冻

干后于
M$%<

保存%

!8:

!

聚丙烯酰胺凝胶电泳%

[T[*e@Z)

&

根据
;,3++.-

*

!&

+的方法稍作修改%将胶原蛋白样品

溶于
#8% +

5

'

+;

的醋酸溶液中$使其终质量浓度为

$+

5

'

+;

$

"%<

孵育
!2

$

$%<

)

%###G

'

+-4

离心
%+-4

$

除去不可溶解的碎片%上清液置于
%

*

巯基乙醇中$与
$

倍

浓度上样缓冲液!

'#++>.JG-E*OW.

$

C

O"8#

$含
$%?

甘

油)

$?[T[

)

#8!?

溴酚蓝#以
P

上清液
fP

缓冲液 为
!f!

混

合%在
=8%?

解析凝胶和
:?

堆积凝胶上进行
[T[*

e@Z)

%用质量分数为
#8!?

的考马斯亮蓝
Q*$%#

染色

$%+-4

$并使用微波法脱色%

!8%

!

水解度测定

采用
JR̂ [

法*

$#

+

%

!8'

!

透明质酸酶抑制试验

根据
V3

B

3G

*

$!

+的方法稍作修改%将
$%

"

;

样品与

$%

"

;(# _

'

+;

的透明质酸酶溶液混匀$

(= <

孵育

!#+-4

%加入
%#

"

;

质量分数为
#8#:?

的透明质酸溶液

!溶解于
#8!%+

5

'

+;R,W.

&

#8#!+

5

'

+;

磷酸缓冲液

中$

C

O%8(

#$

(=<

孵育
:%+-4

%加入
&##

"

;

牛血清白蛋

白!

$8%+

5

'

+;

#$室温静置
!#+-4

$于
%:#4+

处测定吸

光度%以超纯水和单宁酸分别作为阴性)阳性对照$所有

试验测定
(

次%按式!

!

#计算抑制率%

Q`

!M

!

7M7

I

#

M

!

3M3

I

#

3M3

I

* +

c!##?

$ !

!

#

式中"

Q

&&&抑制率$

?

(

7

&&&样品吸光度(

7

I

&&&不含透明质酸酶的样品空白的吸光度(

#$!

"

P>.8(=

"

R>8!!

韩秋煜等!鱼皮胶原蛋白中透明质酸酶抑制肽的制备工艺优化



3

&&&对照的吸光度(

3

I

&&&不含透明质酸酶的对照空白的吸光度%

!8=

!

胶原蛋白酶解响应面优化

根据单因素试验结果$选择具有较大影响的复合酶

比!

K

胶原蛋白酶
fK

蛋白酶#)酶解温度和酶解时间作为因素$

以透明质酸酶抑制率作为响应因素$根据
>̂F*̂324j34

原理优化胶原蛋白酶解工艺条件%

!8"

!

数据处理

采用
NDD-/3('%

和
[e[["8#

软件对数据进行处理及

绘图(运用
T3E-

5

4*)F

C

3GA"8#8'

软件进行响应面试验设计

与分析%

$

!

结果与分析
$8!

!

成分分析

由表
!

可知$鱼肉中的水分和蛋白质含量均显著高

于鱼 皮 !

R

(

#8#%

#$但 灰 分 含 量 占 鱼 皮 的
!#8'#?

!

!8=(

5

'

!##

5

#%产于西班牙的剑鱼!

$6

5

9<G%)A

#鱼皮中

的水 分)蛋 白 质)灰 分 含 量 分 别 为
:$8"=

$

!'8$"

$

$8:&

5

'

!##

5

*

$$

+

$而 捕 于 广 西 钦 州 的 野 生 马 面 鱼

!

-<@0G0&A2

J

B2&B>%0&<9%A

#其粗蛋白含量!

!%8=%?

#

*

$(

+低

于宁波产的!

('8=(?

#

*

$:

+

$说明鱼种及生活水域影响鱼类

的基本理化成分%异丙醇羟脯氨酸也可以作为量化某一

组织中胶原蛋白含量的参数*

$%

+

%假设组织中的异丙醇羟

脯氨酸含量全部由胶原蛋白提供$以每
!##

5

样品中含有

!!8$

5

和
!#8&

5

异丙醇羟脯氨酸作为鱼皮和鱼肉胶原蛋

白的计 算 指 标$剑 鱼 鱼 皮 中 的 胶 原 蛋 白 含 量 最 高

!

!!8#(+

5

'

!##

5

#$但低于鳕鱼皮!

%"8%+

5

'

!##

5

#

*

$'

+

%

此外$鱼皮中异丙醇羟脯氨酸含量!

#8&&+

5

'

5

#显著高于鱼

肉!

#8#&+

5

'

5

#!

R

(

#8#%

#%从软骨中提取的大眼鲷的异丙

醇羟脯氨酸含量为
%8=!+

5

'

5

$但鱼皮的为
!&8%+

5

'

5

*

$=

+

$

表明鱼体中不同部位含有的异丙醇羟脯氨酸含量不同%

鱼类之间胶原蛋白含量的差异可能取决于鱼的种类)环

境*

$'

+和鱼体部位%

表
!

!

鱼皮和鱼肉组分分析h

J,I.3!

!

eG>F-+,A3,4,.

B

E-E>DD-E2Ej-4,49+0E/.3

样品
近似理化组分'!

!#

M$

5

,

5

M!

#

蛋白质 灰分 水分

异丙醇羟脯氨酸

含量'!

+

5

,

5

M!

#

胶原蛋白含量,

'

!

!#

M$

+

5

,

5

M!

#

鱼肉
!%8=&b#8%:

,

!8=(b#8#$

I

"$8%=b#8#=

,

#8#&b#8#"

I

#8"&b#8#(

I

鱼皮
!:8%%b!8"#

I

!'8($b#8#!

,

':8&!b#8$!

I

#8&&b#8&(

,

!!8#(b#8=#

,

!

h

!

同列字母不同表示差异显著!

R

(

#8#%

#(

,

8

换算因子为
!#8&

和
!!8$

$分
"

用于计算鱼皮和鱼肉的胶

原蛋白含量%

$8$

!

[T[*e@Z)

图谱

由图
!

可知$鱼皮和鱼肉
e[W

提取物的电泳图谱相

似$均由
$

$

!

和
$

$

链组成$并含有微量的
%

链%由于
$

(

!

X

#

的电泳迁移位置与
$

!

!

X

#相同$因此无法确认
$

(

链的存

在*

$"M$&

+

%根据电泳迁移率和亚单位组成$认为图
!

所示

的剑鱼 鱼 皮 中 提 取 的 胶 原 蛋 白 为
e[W*X

%

$

!

!

X

#链

!

!(#jT,

#和
$

$

!

X

#链!

!$#jT,

#的分子量略高于从鲤鱼皮

中分离的
@[W*X

!

!$#

$

!!'jT,

#

*

(#

+

$但与尼罗罗非鱼皮中

分离的
@[W*X

和
e[W*X

分子量相近*

(!

+

$说明物种的不同

影响了分子量%此外$剑鱼中提取的
e[W*X

对胃蛋白酶

的敏感性较高$表现为鱼肉来源的胶原蛋白存在多个低

于
!##jT,

的弱
$

亚单位%正常情况下$在胶原蛋白的

[T[*e@Z)

模式中可观察到
%

带和
'

带%但图
!

中的
%

带强度较低$所提胶原蛋白交联度较低%而交联度的变

化可能是由于捕捞季节的不同$饥饿的鱼含有更高的高

交联胶原蛋白!高分子量#

*

$%

$

$&

+

%

$8(

!

胶原蛋白酶解工艺优化

$8(8!

!

水解度与透明质酸酶抑制率的相关性分析
!

由

图
$

可知$水解度与透明质酸酶抑制率的相关指数为

#8=!&

!

R

'

#8##!

#$非常显著$可以确定透明质酸酶抑制率

与水解度之间存在显著正相关性$说明在一定范围内$胶

原蛋白肽的水解度越高$透明质酸酶抑制率越高$二者呈

线性关系%因此$仅选择透明质酸酶抑制率作为响应面优

化设计的相应指标$也可以得到具有较高可信度的结果%

$8(8$

!

响应面回归模型的建立及方差分析
!

在单因素试

验的基础上$以复合酶比!

K

胶原蛋白酶
fK

蛋白酶#)酶解温度

和酶解时间为影响因素$以透明质酸酶抑制率为响应值$

采用
>̂F*̂324j34

设计对胶原蛋白酶解工艺进行优化$

试验因素和水平见表
$

$试验设计及结果见表
(

%由

表
(

可知$胶原蛋白肽的透明质酸酶抑制率为
!"8&"?

&

V8

蛋白标品
!

!8

鱼皮胶原蛋白
!

$8

鱼肉胶原蛋白

图
!

!

剑鱼中
e[W*X

的
[T[*e@Z)

图谱

S-

5

0G3!

!

[T[*e@Z)

C

,AA3G4>De[W*X93G-K39

DG>+E6>G9D-E2

$$!
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期
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:!8&(?

$最佳抑制率高于从鱿鱼中提取的胶原蛋白肽

!

($8$!?

#

*

($

+

$但低于蚕茧提取物!约
%$?

#

*

((

+

%

!!

利用线性项和二次项的回归系数对表
(

进行多元回

归拟合$得透明质酸酶抑制率与各酶解条件的二次回归

方程为"

O`:#8!$g!8&!, M$8&"/g!8%=3M#8:$,/M

&8#!,3g$8"=/3M'8"#,

$

M"8#&/

$

M$8"%3

$

% !

$

#

图
$

!

水解度与透明质酸酶抑制率的相关性分析

S-

5

0G3$

!

W>GG3.,A->4,4,.

B

E-E>DTO,49O@,E3

-42-I-A->4G,A3

表
$

!

响应面分析因素和水平

J,I.3$

!

Q3E

C

>4E3E0GD,/3,4,.

B

E-ED,/A>GE,49.3K3.E

水平
@

复合酶比
^

酶解温度'
< W

酶解时间'
2

M! 'f: (# '

# =f( (% =

! "f$ :# "

表
(

!

>̂F*̂324j34

试验设计及结果

J,I.3(

!

>̂F*̂324j3493E-

5

46-A23F

C

3G-+34A,.G3E0.AE

试验号
@ ^ W

透明质酸酶

抑制率'
?

预测值'

?

! # ! M! $$8!" $!8='

$ ! # ! $(8&$ $:8&(

( # # # :#8$: :#8!$

: M! ! # !&8(( $#8='

% ! M! # (!8&= (#8%:

' # # # :#8"& :#8!$

= # # # :#8%! :#8!$

" # M! ! (#8:$ (#8"#

& M! M! # $=8!! $%8""

!# ! # M! :#8'( (&8"$

!! M! # M! !"8&" !=8&=

!$ # # # (=8#! :#8!$

!( # M! M! (!8$$ ((8:'

!: # ! ! ($8"" (#8:'

!% # # # :!8&( :#8!$

!' ! ! # $$8%$ $(8=%

!= M! # ! ("8(( (&8!:

!!

由表
:

可知$模型
H

值为
$(8$$

$拟合性显著*

(:

+

(失

拟项
R

值为
#8$%$%

'

#8#%

$不显著*

(%

+

%因此$该模型的

拟合值可以用来分析胶原蛋白肽的最佳水解条件%方差

分析结果表明透明质酸酶抑制率受酶解时间的影响比酶

解温度和复合酶比的更显著%

$8(8(

!

响应面交互分析
!

由图
(

可知$

Ŵ

的响应面陡

峭$说明酶解温度和酶解时间的相互作用显著(酶解时间

和复合酶比有相对显著的交互作用$而酶解温度与复合

酶比的交互作用相对较弱%

$8(8:

!

最佳工艺验证
!

根据响应面分析$从剑鱼鱼皮中

得到
e[W*X

肽的最佳工艺条件为复合酶比!

K

胶原蛋白酶
f

K

蛋白酶#
=8&"f$8#$

$酶解温度
(!8=#<

$酶解时间
'8##2

%

在此工艺条件下$理论预测
X

型胶原蛋白肽的透明质酸酶

抑制率为
:!8#'?

%为方便操作$将最佳条件修正为复合

酶比!

K

胶原蛋白酶
fK

蛋白酶#
"f$

$酶解温度
($<

$酶解时间

'2

$此条件下的透明质酸酶抑制率为!

:$8(%b#8#'

#

?

!

& (̀

#$与理论预测值的相对误差仅
(8#%?

$说明建立的

模型与实际较为吻合%经优化后$胶原蛋白的透明质酸酶

抑制率显著高于阴性对照!

$8($?

#!

R

(

#8#%

#$但仅为阳性

对照的
#8%!

倍%由于粗肽的纯度不高$各肽段由于
W

端和

R

端的氨基酸序列不同$出现抑制作用%因此$该粗肽需

进一步纯化筛选$以获得更高的透明质酸酶抑制活性%

(

!

结论
对剑鱼皮中

X

型胶原蛋白进行提取后$利用响应面法

优化得到具有透明质酸酶抑制活性的胶原蛋白肽的最佳

酶解条件为复合酶比!

K

胶原蛋白酶
fK

蛋白酶#

"f$

$酶解温

度
($<

$酶解时间
'2

$此条件下的透明质酸酶抑制率为

表
:

!

回归模型的方差分析h

J,I.3:

!

P,G-,4/3,4,.

B

E-E>DG3

5

G3EE->43

H

0,A->4

来源 平方和 自由度 均方
H

值
R

值 显著性

模型
!#(!8=% & !!:8'$ $(8$$

!

#8###$

,,

@ $&8$$ ! $&8$$ %8&$ #8#:%$

^ =#8"' ! =#8"' !:8(' #8##'"

W !&8'' ! !&8'' (8&" #8#"'$

@̂ #8=# ! #8=# #8!: #8=!"$

@W ($%8#" ! ($%8#" '%8"%

(

#8###!

Ŵ ((8#' ! ((8#' '8=# #8#('!

,,

@

$

!&:8%! ! !&:8%! (&8:# #8###:

,,

^

$

$=%8(% ! $=%8(% %%8=" #8###!

,,

W

$

(:8(# ! (:8(# '8&% #8#(('

残差
(:8%' = :8&:

++++++++++++++++++++++

失拟项
$#8"% ( '8&% $8#( #8$%$%

纯误差
!(8=! : (8:(

总和
!#''8!$ !'

!

h

!,

表示差异显著!

R

(

#8#%

#(

,,

表示差异极显著!

R

(

#8#!

#%

%$!

"

P>.8(=

"

R>8!!

韩秋煜等!鱼皮胶原蛋白中透明质酸酶抑制肽的制备工艺优化



图
(

!

各因素交互作用的响应面及等高线图

S-

5

0G3(

!

Q3E

C

>4E3E0GD,/3,49/>4A>0G

C

.>AE>D-4A3G,/A-K33DD3/AE

!

:$8(%b#8#'

#

?

!

&`(

#$与理论预测值的相对误差为

(8#%?

$说明建立的模型与实际较为吻合%但是胶原蛋白

肽对透明质酸酶的抑制机理仍没有充分研究$因此对该

活性肽的进一步纯化和表征$并分析其抑制机理将是下

一步研究的方向%
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