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摘要:【目的】优化狭鳕鱼(Theragra chalcogramma )鱼皮中酸溶性胶原蛋白质的提取工艺,为实际生产提供

工艺数据和理论依据。【方法】在乙酸浓度、提取时间和料液比的单因素实验基础上,以酸溶性胶原蛋白质提

取率为响应值,采用 Box-Behnken 设计实验,建立提取率的二次多项式回归模型,考察 3 个因素对提取率的影

响。【结果】对酸溶性胶原蛋白质提取率的影响为料液比>提取时间>乙酸浓度;交互项中“料液比-提取时

间”项对提取率影响极其显著,“料液比-乙酸浓度”项对提取率影响显著,其他交互项对提取率影响不显著;通
过实验数据结合回归模型进行数学分析,得到提取狭鳕鱼鱼皮酸溶性胶原蛋白质的最佳工艺参数为乙酸浓

度 0.5 mol/L、提取时间 40 min、料液比 1暶9。在优化参数条件下,酸溶性胶原蛋白质提取率的理论预测值为

20.53%,实测值为 20.10%;试验提取得到的胶原蛋白电泳图谱较为清晰,无杂条带出现。【结论】该回归模

型合理可行,提取的产物基本保持了胶原蛋白质的原有结构。

关键词:狭鳕鱼 鱼皮 酸溶性胶原蛋白质 响应面法

中图分类号:S985.1  文献标识码:A  文章编号:1002-7378(201 6)04-0250-08

Abstract:【Objective】Walleye pollock (Theragra chalcogramma )is one of the commercial
fish species in China.The skin of pollock is usually dumped without utilization,which would
cause environment pollution and resource waste.The main component of pollock skin is col-
lagen.For effective use of the dumped skin to prepare collagen,it is necessary to obtain fuda-
mental information about the pollock skin collagen.【Methods】In this research,on the basis of
one-factor-at-a-time experiments,a Box-behnken design experiment was used to evaluate the
optimal extraction conditions of acid-soluble collagen from the walleye pollock skin.The con-
centration of acid,solid-to-liquid ratio and extraction time were the three test factors and the
extraction rate of collagen was the target parameter.Response surface methodology was used
to describe the influence of the three factors on the extraction rate of collagen and aquadratic

polynomial regression model was developed to
optimize the extraction conditions.【Results】The
order of the factors influence was:Solid-to-liquid
ratio > extraction time> concentration of acid.
The interaction between the solid-to-liquid ratio
and extraction time had a extremely significant
effect on the collagen extraction rate,interaction
between the solid-to-liquid ratio and concentra-



tion of acid had a significant effect on the collagen extraction rate,while other interactions
had no significant effect.Through the experiment combined with regression model,the spe-
cific parameters were:The concentration of acid was 0.5 mol/L,the extraction time was 40
min,and the solid-to-liquid ratio was 1暶9.Under these conditions,the extraction rate was
20.10%,which was similar to the theoretical value (20.53%)predicted by theregression
model.The SDS-PAGE pattern was clear.【Conclusion】The regression model was reasonable
and feasible.The collagen was of good purity and maintained its original structure.
Key words:walleye pollock,fishskin,acid-soluble collagen(ASC),response surface methodol-
ogy

0 引言

  【研究意义】胶原是一类重要的结构蛋白,广泛

分布于动物的骨骼、皮肤、结缔组织和软骨等部

位[1],胶原的水解产物被称为胶原蛋白质,变性产物

俗称明胶,明胶、胶原蛋白质统称为胶原蛋白质[2]。
胶原分子呈现三螺旋构型,其非螺旋部位的范围和

分布决定了胶原蛋白质的不同类型,而不同类型的

胶原蛋白质具有不同的生物活性,使其在美容、食品

和医药等不同领域具有广泛的应用[3-5]。近年来,胶
原蛋白质的市场需求量逐年增加,而陆地畜源胶原

蛋白质主要局限于猪皮及牛皮,由于疯牛病、口蹄疫

等安全性原因及宗教原因,世界各国都在寻找应用

更加 广 泛 的 水 产 胶 原 蛋 白 质 源[6]。狭 鳕 鱼

(Theragra chalcogramma )属于鳕形目(Anacan-
thini),鳕鱼科(Gadidae),狭鳕属(Theragra )[7],
目前多用于加工冻鱼片,加工过程中产生的大量鱼

皮、鱼骨等往往作为饲料原料处理,利用率较低,又
由于这些副产物胶原蛋白质含量高且安全,是较好

的水产胶原蛋白质来源,如果能有效利用该资源,可
产生巨大的经济效益。【前人研究进展】Yan 等[8]发

现狭鳕鱼片胶原蛋白属于栺型胶原蛋白,在 228 nm
波长处有最大吸收值,谭洪亮等[9]研究表明金枪鱼

(Katsuwonus pe lamis )鱼骨胶原蛋白肽具有良好

的抗氧化活性,可以用于相关功能食品、药品或食品

添加剂,邓晓龙等[10]研究表明秘鲁鱿鱼(Dosidicus
gigas )真皮胶原蛋白质最大吸收波长在 228 nm
处,盐浓度达到 2.0%以上时,相对溶解度迅速下降

至 4.23%。【本研究切入点】响应面法设计是回归

试验设计的一种,既可以用于分析实验中各因子间

的交互影响,又可以用来建立准确合理的数学模型,
更好地处理数据[1 1]。本研究以狭鳕鱼鱼皮为原料,
利用乙酸提取酸溶性胶原蛋白质,在单因素实验基

础上,采 用 响 应 面 法 优 化 提 取 条 件,通 过 Box-
Benhnken 试验设计,确定多因素系统的最优条件。

【拟解决的关键问题】在评价各因素对响应值的影响

及其交互作用的同时,优化酸溶性胶原蛋白质的提

取,获得最佳条件,为实际生产提供工艺数据和理论

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

  狭鳕鱼鱼皮由青岛奥海生微生态生物有限公司

提供,洗净,控水,4曟冷藏备用;Premixed Protein
Marker(Board)为 TaKaRa 产品(大连宝生生物);
其他试剂均为分析纯。UV2450 型分光光度计(日
本岛津);Avanti J-26XP 系列高效离心机(美国贝克

曼);EPS-600 电泳仪(上海天能)。

1.2 方法

1.2.1 预处理

  洗净的鱼皮加入 0.1 mol/L 的 NaOH 溶液浸

泡 24 h 除去杂质蛋白和色素,洗至中性,匀浆,
备用。

1.2.2 酸溶性胶原蛋白质制备

  取预处理的鱼皮浆,按照实验设计的料液比、乙
酸浓度和时间浸提,经 4曟、1 1 400暳g 离心 30 min,
上清液逐渐添加研细的 NaCl,控制加入 NaCl 的质

量,至溶液中最终浓度为 2.6 mol/L,呈絮状物析出

的沉淀即为胶原蛋白质。4曟、1 1 400暳g 离心 30
min,沉淀物以 0.5 mol/L 的乙酸溶液复溶,依次以

0.1 mol/L 的乙酸透析 1 d,蒸馏水透析 2 d,透析后

的 液 体 经 冷 冻 干 燥,即 可 得 到 酸 溶 性 胶 原 蛋

白质[12]。

1.2.3 胶原蛋白质提取率测定

  羟脯氨酸(Hydroxyproline,Hyp)是胶原蛋白

的特征性氨基酸,其含量乘以换算系数即为提取液

中胶原蛋白质含量[1 3]。

  标准曲线的绘制[14]:配制羟脯氨酸储备液(1
mg/mL),之后稀释储备液得到标准溶液(10 毺g/

mL),取标准溶液 0.0 mL、0.2 mL、0.4 mL、0.6
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mL、0.8 mL 和 1.0 mL,分别以 0.001 mol/L 的

HCl 补足至 1 mL,加入 2 mL 氯胺 T 溶液,混匀,室
温静置 20 min,之后加入 2 mL 高氯酸溶液,混匀室

温静置 5 min,再加入对二甲基氨基苯甲醛溶液 2
mL,混匀,60曟加热 20 min 显色,流水冲冷,以空白

液调零,在 5 60 nm 处测定各自吸光度(A )值,绘制

标准曲线。

  样品测定:按照实验设计的料液比、浓度和时

间,经乙酸 4曟浸提离心的样品上清液 1 mL 于安瓿

瓶中,加入 1 mL 6 mol/L 的 HCl,130曟水解 3 h,
上清液按照文献[14]方法测定羟脯氨酸含量。

  胶原蛋白质提取率=C 暳Vm 暳100%。

  式中,m 表示狭鳕鱼鱼皮中羟脯氨酸的质量

(g);C 表示提取液中羟脯氨酸的浓度(g/mL);V
表示提取液的体积(mL)。

1.2.4 单因素实验

  准确称取鱼皮浆 20 g,经过 0.1 mol/L NaOH
预处理,选取乙酸浓度、提取时间和料液比(W/V)
为单因素,以提取液中羟脯氨酸含量为提取率指标,
每组实验重复 3 次,取平均值。

  (1)乙酸浓度 固定料液比为 1暶10,4曟提取

24 h,乙酸浓度分别为 0.2 mol/L、0.3 mol/L、0.4
mol/L、0.5 mol/L、0.6 mol/L、0.7 mol/L 和 0.8
mol/L,确定最佳乙酸浓度。

  (2)提取时间 固定料液比为 1 暶 10,以 0.5
mol/L 乙酸浸提,4曟提取,提取时间分别为 6 h、12
h、24 h、48 h 和 9 6 h,确定最佳提取时间。

  (3)料液比 以 0.5 mol/L 乙酸浸提,4曟下提

取 48 h,料液比分别为 1暶5、1暶10、1暶1 5、1暶20 和

1暶50,确定最佳料液比。

1.2.5 响应面法优化设计实验

  采用响应面法中的 Box-Behnken 设计[1 5-1 6],以
酸溶性胶原蛋白质的提取率(Y )为响应值,选取乙

酸浓度(A )、提取时间(B )和料液比(C )做三因

素三水平的响应面实验设计,利用 Design Expert
8.0 进行数据分析,建立二次响应面模型,寻找最佳

的提取工艺条件。

1.2.6 胶原蛋白质的鉴定

  采用 SDS-PAGE 电泳鉴定胶原蛋白质,取

1.2.2 节制备的酸溶性胶原蛋白质冷冻干燥样品溶

于 0.5 mol/L 的乙酸溶液(浓度 1~2 mg/mL),以

NaOH 溶液调节 pH 值至中性。分离胶 8%、浓缩

胶 5%,上样量 20 毺L,采用直流恒压电源(电压 200

V)电泳 40 min,考马斯亮蓝 R-250 染色 20 min 后

脱色,观察染色条带[1 7]。

2 结果与分析

2.1 单因素实验

2.1.1 乙酸浓度的影响

  在乙酸 0.2~0.4 mol/L 浓度区间内,随乙酸浓

度的增加,酸溶性胶原蛋白质的提取率也升高;在

0.4~0.8 mol/L 浓度区间内,随乙酸浓度的增加,
提取率下降;当乙酸浓度为 0.4 mol/L 时,提取率最

大(图 1),因此最佳乙酸浓度为 0.4 mol/L。

图 1 乙酸浓度对酸溶性胶原蛋白质提取率的影响

Fig.1 Effect of concentration on the extraction yield

2.1.2 提取时间的影响

  随提取时间的延长,酸溶性胶原蛋白质提取率

增加,48 h 内提取率增加较快,超过 48 h,提取率增

加不显著(图 2),因此 48 h 为最佳提取时间。

图 2 提取时间对酸溶性胶原蛋白质提取率的影响

Fig.2 Effect of time on the extraction yield

2.1.3 料液比的影响

  随料液比增加,酸溶性胶原蛋白质提取率逐渐

增加,当料液比达到 1暶10 时,提取率最大,之后料

液比增加,提取率不再增加(图 3),因此确定最佳料

液比为 1暶10。
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图 3 料液比对酸溶性胶原蛋白质提取率的影响

Fig.3 Effect of solid-to-liquid on the extraction yield

2.2 响应面法优化结果

2.2.1 模型及显著性检验

  采用中心组合设计,得到 1 7 个实验点,其中 1 2
个析因点,5 个零点(估计误差)。析因点为自变量

取值在A、B、C 所构成的三维顶点,零点为区域的中

心点(表 1)。

表 1 酸溶性胶原蛋白质提取工艺 Box-Behnken 试验设计及

结果

Table 1 Box-Behnken design and result

序号

Test number

因素 Factor

A B C
Y (%)

1 0.40 40 0.10 1 3.67
2 0.50 40 0.10 20.10
3 0.40 50 0.10 1 6.5 7
4 0.50 50 0.10 1 5.23
5 0.40 45 0.08 1 7.74
6 0.50 45 0.08 1 7.98
7 0.40 45 0.12 1 3.37
8 0.50 45 0.12 1 8.01
9 0.45 40 0.08 1 7.32
1 0 0.45 50 0.08 1 6.76
1 1 0.45 40 0.10 1 8.2 1
1 2 0.45 50 0.12 1 5.30
1 3 0.45 45 0.10 1 9.38
1 4 0.45 45 0.10 20.48
1 5 0.45 45 0.10 1 9.33
1 6 0.45 45 0.10 1 8.76
1 7 0.45 45 0.10 1 9.33

  为检验方程的可靠性,对方程进行方差分析,结
果见表 2。

表 2 提取工艺回归模型方差分析

Table 2 Variance analysis for the regression model

方差来源
Source

平方和
Sum of squares

自由度
Degree of freedom

均方
Mean of aqure P 显著性

Significance

模型 Model 6 8.042 0 1 9 7.5 60 22 3 0.000 9 **
A 1 2.425 1 1 1 1 2.425 1 1 0.00 1 8 *
B 3.6 9 9 2 1 3.6 9 9 2 0.032 0 *
C 3.01 3 5 1 3 1 3.01 3 5 1 3 0.046 8 *
AB 1 5.09 3 2 3 1 1 5.09 3 2 3 0.00 1 0 **
AC 4.84 1 4.84 0.01 8 5 *
BC 1.380 6 2 5 1 1.380 6 2 5 0.147 0
A 2 1 0.684 84 1 1 0.684 84 0.002 7 *
B 2 9.104 7 1 7 1 9.104 7 1 7 0.004 1 *
C 2 4.984 1 85 1 4.984 1 85 0.01 7 4 *

残差 Residual 3.63 3 8 9 5 7 0.5 1 9 1 28
失拟项 Lack of fit 2.06 3 3 7 5 3 0.687 7 9 2 0.294 8
纯误差 Pure error 1.5 70 5 2 4 0.392 6 3

总和 Total 7 1.67 5 9 1 1 6

注:P 曑0.05,模型或考察因素有显著影响,用*表示;P 曑0.01,模型或考察因素有极其显著影响,用**表示

Note:P 曑0.05 indicate significant difference(*),P 曑0.01 indicate extremely significant difference(**)

  根据表 2 结果,对数据进行多元回归拟合,得到

回归方程为

  Y =1 9.46+ 1.2 5*A- 0.68*B - 0.6 1*C-
1.94*A*B + 1.1 0*A*C - 0.5 9*B*C -
1.5 9*A 2 - 1.47*2- 1.09*C 2,

A、B、C 均为编码值。

  对回归方程进行显著性分析,可知失拟项 P 不

显著(0.294 8>0.05),表明该回归模型的预测值与

实际值拟合较好。模型 P <0.01,表明该模型极其

显著,实验方法准确可行,所选的二次回归模型用于

模拟提取过程的三因素三水平有效。在所选的各因

素水平范围内,对结果的影响排序为料液比>提取

时间>乙酸浓度(由 P 值可知)。模型 R 2=94.93%
(>90%),说明各因素存在线性相关,拟合程度良

好,试验误差小。因此,可以采用该模型分析和预测

不同条件下的提取率。
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  方程中A、B、C 对提取率的影响均显著,二次项

影响也显著,交互项 AB 作用极其显著,AC 作用显

著,说明乙酸浓度、提取时间和料液比对提取率的影

响不是简单的线性关系,二次项和交互项对提取率

也有影响。

2.2.2 响应面分析

  根据三维立体图对任何两个因素的交互作用及

各因素对响应值的影响进行分析,确定最佳因素水

平(图 4)。响应面三维图等高线的形状可反应交互

项影响的强弱,椭圆形表明两者交互作用显著,越接

近圆形表示两因素的交互作用越弱[18]。等高线呈

椭圆形,表明提取时间与乙酸浓度、料液比与乙酸浓

度、料液比与提取时间交互作用均比较明显(图 4)。

图 4 两因素交互作用对酸溶性胶原蛋白质提取率的影响

Fig.4 Response surface plot for interactive effects on the extraction efficiency
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2.2.3 提取工艺最佳条件

  优化分析后,确定最佳的乙酸提取狭鳕鱼鱼皮

酸溶性胶原蛋白质的工艺参数为乙酸浓度 0.5
mol/L,提取时间 40 min,料液比 1暶9,在此参数条

件下,提取率的理论预测值为 20.53%,实际测得提

取率为(20.10暲1.25)%,表明该模型合理可行。

2.3 胶原蛋白质结构

  狭鳕鱼鱼皮的酸溶性胶原蛋白至少由两条毩链

(毩1和毩2)组成,毬链含量较高,并含有少量的毭链

(图 5)。

1:蛋白质标准品;2:酸溶性胶原蛋白质

1:Premixed protein marker;2:Acid-soluble collagen
图 5 酸溶性胶原蛋白质的 SDS-PAGE 电泳图

Fig.5 SDS-PAGE patterns of ASC

3 讨论

3.1 酸溶性胶原蛋白质的提取率

  本研究中狭鳕鱼鱼皮酸溶性胶原蛋白质的提取

率为 20.10%,要 高 于 赵 海 英 等[1 9] 的 提 取 率

(19.3%),与其他原料来源的研究提取率也不尽相

同,这可能与原料种类、温度、羟脯氨酸换算系数、液
料比、pH 值及时间等因素有关[20-22],对本研究结果

来说,提取温度及换算系数影响较大。水产胶原一

般在 2 5曟左右即开始变性,因此,为保证生理活性,
胶原的提取及前处理都在低于 1 0曟下的环境下进

行[22]。本试验在 4曟下进行,得到的酸溶性胶原蛋

白质实际上应该是胶原,赵海英等[1 9]对鳕鱼皮胶原

蛋白的提取温度为 3 7曟,产物应为胶原蛋白,因此,
两者提取率不同。而李莉等[22]在提取大鲵胶原蛋

白质时,空白试验(未添加酶)提取率为 28.88%,添
加胃蛋白酶后提取率可达到 6 6.99%,说明酶的添

加能显著提高提取率,但此情况下产物不再是单一

胶原,而成为胶原、胶原蛋白质及明胶的混合物,高
于本研究结果。朱文学等[14]采用响应面法优化提

取黄 河 鲤 鱼 酸 溶 性 胶 原 蛋 白 质 的 提 取 率 为

1 5.89%,低于本研究结果,可能是由于原料种类存

在差异;李八方等[23]在 4曟下提取胡子鲶鱼酸溶性

胶原蛋白质的提取率为 20.32%,温度与本实验一

致,胶原蛋白质的提取率也与本实验较为接近。另

外,羟脯氨酸与胶原蛋白之间不同的换算系数也会

导致各研究中提取率有所不同。来自不同原料、不
同组织、不同部位的胶原蛋白中羟脯氨酸的含量互

不相同,因而两者之间的换算系数会因为原料、组
织、部位等因素而不能采用单一数值。一般情况下,
陆生动物的常用换算系数为 7.1,而水生动物采用

1 1.1 或 1 4.1。也有报道采用其他系数的,例如

Nalinanon 等[24]采用 7.7 作为换算系数,而张帅

等[25]采用 1 4.7。Nalinanon 等[24]研究鲷鱼的胶原

蛋白提取率仅为 9.86%,远低于本试验结果,而张

帅等[25]研究罗非鱼的胶原蛋白提取率为 30.30%,
要高于本实验结果。这就造成了换算系数不一致使

得提取率难以比较,较低的换算系数会导致最终提

取率数值偏低,而较高的换算系数提取率数值会偏

高。

3.2 酸溶性胶原蛋白质的结构

  本 研 究 中毩1 和毩2 所 测 相 对 分 子 质 量 约 为

1 1 0 000和 1 05 000,稍小于罗非鱼[26](毩1 和毩2 分别

为 1 2 5 000 和 1 1 6 000)、草鱼(毩1 和毩2 都大于 1 1 6
000)等[26,4]淡水鱼胶原;毬相对分子质量约为 200
000;毭相对分子质量为 220 000。胶原蛋白质作为

结构蛋白,其中的毬链是两条毩链的二聚体,毭链为

结构比较完整的毩链三聚体[27]。
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