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大菱鲆鱼皮抗氧化胶原肽的制备及特性分析 

王  志, 赵  峰, 王珊珊, 欧  帅, 张  晋, 马玉洁, 周德庆* 

(中国水产科学研究院黄海水产研究所, 青岛海洋科学与技术试点国家实验室,  

海洋药物与生物制品功能实验室, 青岛  266071) 

摘  要: 目的  以大菱鲆(Scophthalmus maximus)鱼皮为原料制备抗氧化胶原肽并分析其特性。方法  在单因

素实验基础上通过响应面法优化鱼皮酶解工艺, 并对所制备胶原肽进行 G-15 葡聚糖凝胶层析分离及体外抗

氧化活性检测。结果  大菱鲆鱼皮酶解的最适酶为中性蛋白酶, 最佳工艺条件为: 酶解温度 52 °C, 酶解时间

为 338 min, 加酶量为 1142 U/g, 反应体系 pH 值为 6.7。按照此最佳条件制备得到鱼皮酶解液羟自由基清除率

为 34.44%, 与理论值接近。大菱鲆鱼皮胶原肽经过层析分离, 得到了 3 种不同分子质量的多肽组分 TSP1、

TSP2、TSP3, 其中 TSP3 体外抗氧化活性最好, 具有更强的羟自由基清除能力、亚铁离子螯合能力、苯代苦

味肼基自由基清除能力以及还原力。结论  本研究为大菱鲆及其他鱼皮多肽的开发研究以及鱼类副产物高值

化利用提供了技术参考。 
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Preparation and characteristic analysis of antioxidant  
collagen peptides from turbot skins 

WANG Zhi, ZHAO Feng, WANG Shan-Shan, OU Shuai, ZHANG Jin, MA Yu-Jie, ZHOU De-Qing* 

(Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Laboratory for Marine Drugs and 
Bioproducts, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology(Qingdao), Qingdao 266071, China) 

ABSTRACT: Objective  To prepare antioxidant collagen peptides from turbot fish skins and analyze the 

characteristic. Methods  Based on the single factor experiments, the enzymatic hydrolysis conditions of fish skins 

were optimized by response surface methodology, and the prepared collagen peptides were separated by G-15 dextran 

gel chromatography and tested for in vitro antioxidant activity. Results  The results showed that the most suitable 

enzyme in the enzymatic hydrolysis process was neutral protease. The optimum technological conditions were 

determined as follows: the enzymatic hydrolysis temperature was 52 °C, the enzymatic hydrolysis time was 338 min, 

the amount of enzyme added was 1142 U/g, and the pH of the reaction system was 6.7. According to the optimum 

conditions, the free radical scavenging rate of turbot skin hydrolysate was 34.44%, which was closed to the 

theoretical value. After chromatography separation, antioxidant component TSP1, TSP2, TSP3 were finally obtained. 

The best antioxidant component among them was TSP3, which had strong hydroxyl radical scavenging ability, 

ferrous ion chelating ability, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging capacity and reducing power. 
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Conclusion  This study provides technical reference for the exploitation and research of turbot and other fish 

polypeptides and the high value utilization of fish by-products. 

KEY WORDS: turbot; collagen peptides; enzymolysis process; antioxidant activity 

 

1  引  言 

胶原肽作为胶原蛋白的酶解产物, 其结构含有 3~20 个

氨基酸, 是一种具有多种生物活性的功能多肽[1,2]。胶原肽

因分子质量小、溶解性强、能直接被吸收等特点, 已被广

泛应用于保健食品、化妆品等诸多领域[2,3], 胶原肽产品的

地位日益突出。制备胶原肽的方法主要有热水抽提法、酸

水解法、碱水解法、酶解法等多种方法, 其中酶解法因其

胶原肽得率高、安全及反应条件可控, 是胶原肽制备的主

要方法[4]。酶解胶原肽因原料的来源、酶的种类和水解方

法的不同, 其活性、功能以及得率也各有不同[5]。 

随着水产品加工的不断发展, 一些主要的经济养殖

鱼类, 在加工过程中会产生鱼皮、鱼骨等边角料, 这些加工

副产物中含有丰富的胶原蛋白, 尤其是鱼皮[6]。目前, 关于

鱼皮制备抗氧化胶原肽的研究已日渐成熟, 王雨生等[7]以

黄鳍金枪鱼皮为原料, 得到了具有抗氧化性的胶原肽; 宋

思佳等[8]采用了多种蛋白酶对鲢鱼鱼皮进行酶解, 结果表

明, 鱼皮经过酶解后得到了具有抗氧化活性的蛋白肽, 且

酶解组分分子量越小, 抗氧化活性越强; 董丽莎等[3]对黑

线鳕鱼皮酶解胶原肽的研究表明其不仅具有抗氧化活性, 

还对预防辐射损伤具有一定的作用。鱼皮酶胶原肽的制备

及其生物活性的研究受到广泛关注。 

大菱鲆(Scophthalmus maximus), 也称多宝鱼, 是产

于地中海和东北大西洋之间的一种经济鱼类[9,10]。大菱鲆

目前以鲜销为主, 但随着产量的增加以及加工业的兴起, 

大菱鲆鱼皮的进一步加工利用将会成为提高大菱鲆经济

价值的重要措施[11]。因此, 利用酶解工艺将其转化为高值

化活性胶原肽具有重要的意义。本研究通过中性蛋白酶对

大菱鲆鱼皮进行酶解, 在单因素实验基础上通过响应面

法优化鱼皮酶解工艺, 并对所制备胶原肽进行初步分离

及体外抗氧化活性的测定, 旨在为大菱鲆及其他鱼类多

肽的开发研究以及鱼类副产物高值化利用提供技术参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

新鲜大菱鲆样品直接从青岛本水产养殖场购买, 放

血致死后, 取下鱼皮, 置于–20 °C 保存。 

胃蛋白酶(3000 U/mg)、胰蛋白酶(250 U/mg) (北京索

莱宝科技有限公司); 中性蛋白酶(60 U/mg) (北京博奥拓达

科技有限公司); 其他化学试剂皆为分析纯(国药集团化学

试剂有限公司)。 

BSA224S 电子天平[赛多利斯科学仪器(北京)有限公司]; 

HH-4 数显恒温水浴锅(常州国华电器); JK9830 自动凯氏定氮

仪(济南精锐分析仪器); Neofuge 15R 冷冻离心机(上海 Heal 

Force 公司); UV1102Ⅱ紫外分光光度计(上海天美科学仪器); 

DBS-160F 电脑自动部分收集系统(上海精科实业有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品前处理 

取出鱼皮解冻, 将附着在鱼皮上的肌肉组织去除干

净, 将其剪成小块、清洗后使用 0.1 mol/L NaOH 溶液以料

液比为 1:20 (g/mL)于 4 °C 搅拌 24 h, 以减少样品中的杂蛋

白、色素、以及内源性蛋白酶对实验的影响。再将样品洗

至中性, 加入 10%异丙醇于 1:10 (g/mL)于 4 °C 搅拌 24 h, 

进行脱脂处理[12]。将脱脂后的样品用去离子水清洗干净并

用 0.3 mol/L 醋酸溶液[13]溶胀处理 20 min。 

2.2.2  酶解液制备 

溶胀后的样品匀浆, 按料液比 1:20 (g/mL)加入蒸馏

水, 再加入蛋白酶, 用 1 mol/L NaOH 或 1 mol/L HCl 调节

体系 pH, 将样品于特定反应温度下恒温震荡酶解。酶解

至终点时于沸水中灭酶 15 min[14,6]。冷却后离心 20 min 

(8000 r/min), 收集上清液进行抽滤, 制得滤液即为鱼皮酶

解原液, 置于 4 °C 短期保存。 

2.2.3  水解度测定 

参照赵新淮等 [15]和史文军等 [16]的方法进行水解度

(degree of hydrolysis, DH)测定。 

2.2.4  抗氧化活性测定 

(1)羟自由基清除率测定 

参照 You 等[17]和王雪芹[18]的方法进行羟自由基(•OH)

清除率测定。 

(2)还原力测定 

参照 Bougatef 等[19]的方法进行还原力的测定。 

(3)苯代苦味肼基自由基清除率测定 

参照李云涛等 [20]的方法进行苯代苦味肼基自由基

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)清除率测定。 

(4)Fe2+螯合能力的测定 

赟参照胡晓 [21]的方法有所改动, 其中 FeCl2 浓度是

1 mmol/L, 加入去离子水 3 mL。 

2.2.5  最佳酶的筛选 

为了探索鱼皮酶解的最佳蛋白酶, 本研究分别选取了

3 种蛋白酶进行酶解实验。酶解条件: 酶解时间 240 min, 加

酶量 4000 U/g。以水解度为指标, 以羟自由基清除率为辅
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助指标, 检测了不同蛋白酶对鱼皮样品的水解效果。3 种蛋

白酶的特征参数值见表 1[16]。 
 

表 1  3 种蛋白酶的特征参数 
Table 1  Feature values of 3 proteases 

酶的名称 酶活/(U/mg) 温度/°C pH 值 

胃蛋白酶 3000 37 2.0 

中性蛋白酶 60 50 7.0 

胰蛋白酶 250 37 8.0 

 

2.2.6  单因素实验 

筛选出鱼皮酶解的最佳蛋白酶后, 为了提升该酶的

最佳使用效率, 本研究分别设置了以酶解时间、酶解温度、

pH 值、以及加酶量为单一限制条件, 以水解度和羟自由基

清除率为检测指标的单因素实验。 

时间单因素实验: 设置酶解时间分别为 40、80、160、

240、320、400 min, 其他条件: 温度 50 °C, 加酶量 4000 U/g, 

pH 7, 每组 3 次平行。 

温度单因素实验: 设置酶解温度分别为 30、40、50、

60、70、80 °C, 其他条件: 时间 338 min, 加酶量 4000 U/g, 

pH 7, 每组 3 次平行。 

pH 单因素实验: 设置酶解体系 pH 值分别为 4、5、6、

7、8、9、10, 其他条件: 时间 338 min, 温度 52 °C, 加酶

量 4000 U/g, 每组 3 次平行。 

加酶量单因素实验: 设置酶解加酶量分别为 0、1000、

2000、3000、4000、5000、6000 U/g, 其他条件: 时间 338 min, 

温度 52 °C, pH 7, 每组 3 次平行。 

2.2.7  响应面法优化实验设计 

在单因素实验的基础上, 以羟自由基清除率(Y)为响

应值, 分别以酶解温度(X1)、酶解时间(X2)、加酶量(X3)以

及 pH 值(X4) 4 个单因素为自变量, 应用 Design-Expert 8.0

软件建立 4 因素 3 水平的 Box-Behnken 中心组合模型, 对

大菱鲆鱼皮酶解的条件进行响应面优化设计, 根据实验结

果确定蛋白酶酶解提取鱼皮多肽的最佳工艺参数[22]。响应

面设计见表 2。 

2.2.8  氨基酸组成分析 

胶原肽氨基酸组成分析参照 GB 5009.124-2016《食品

国家安全标准 食品中氨基酸的测定》[23]中的盐酸水解法

测定除色氨酸外的 17 种氨基酸。色氨酸的测定参照邹朝阳

等[24]的方法。 

2.2.9  分子量测定 

胶原肽分子量的测定参考 GB/T 22492-2008《大豆

肽粉》[25]。 

2.2.10  分离纯化 

将最佳酶解条件下的冷冻干燥多肽粉末重新溶解, 选

用Sephadex G-15葡聚糖凝胶对多肽样品进行进一步分离, 部

分操作步骤参照白歌等[26]的方法。样品浓度为 100 mg/mL, 

上样前经 0.45 µm滤膜过滤, 流速为 0.3 mL/min, 洗脱剂为

超纯水[27], 上样量为 5 mL, 每 30 min 收集一管洗脱液, 紫

外检测波长为 220 nm。 

2.2.11  数据分析 

采用 Graphpad 5 软件对数据统计和作图, 采用 IBM 

SPSS Statistics 22 对数据进行显著性分析(one-way analysis 

of variance, one-way ANOVA)。 

 
表 2  响应面因素及水平 

Table 2  Factors and levels of response surface design 

因素 编码 
水平 

–1 0 1 

温度/°C X1 40 50 60 

时间/min X2 240 320 400 

加酶量/(U/g) X3 1000 2000 3000 

pH 值 X4 6 7 8 

3  结果与分析 

3.1  最佳蛋白酶的选择 

选取了胃蛋白酶、中性蛋白酶、胰蛋白酶对鱼皮样品

进行酶解, 结果如图 1 所示。中性蛋白酶的酶解效果最好, 

其酶解稀释液的水解度达到了 11.60%, 且显著强于胃蛋白

酶和胰蛋白酶。羟自由基清除率作为体外抗氧化活性的检

测指标之一, 能更好地反映水解多肽样品的抗氧化活性。

在本研究选取的 3 种蛋白酶中, 中性蛋白酶酶解液对羟自

由基的清除效率最高 , 达到 23.71%, 略高于胃蛋白酶

(22.13%)和胰蛋白酶(23.02%)。综合水解度与羟自由基清除

率 2 个检测指标, 对大菱鲆鱼皮酶解效果最好的蛋白酶是

中性蛋白酶, 因此, 本研究以中性蛋白酶作为最佳的酶解

蛋白酶进行后续实验。 

 

 
 
 

注: 不同小写字母代表相同检测指标下组间的差异显著 (P<0.05); 

以下同。 

图1  不同蛋白酶对鱼皮水解效果的影响(n=3) 

Fig.1  Effect of different proteinase on hydrolysis of fish skin (n=3) 
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3.2  酶解最佳条件优化 

大菱鲆鱼皮酶解最佳条件的优化结果如图 2 所示。酶

解时间是影响鱼皮酶解效果的关键因素, 时间过短则酶解

不够充分, 时间太长会影响酶解效率[28]。由图 2 可以看出, 

随着酶解时间的增加, 酶解稀释液的水解度和羟自由基清

除率均逐渐增加, 在水解时间达到 320 min 时酶解能力趋

于平稳, 其水解度达到 12.31%, 羟自由基清除率也达到最

大, 为 26.30% (图 2A); 除酶解时间外, 温度也是蛋白酶反

应的关键因素, 随着温度的逐渐升高, 酶解稀释液的水解

度和羟自由基清除率均呈现上升趋势, 在温度达到 50 °C

时 , 效率达到最佳 , 其水解度和羟自由基清除率分别为

8.06%和 28.90%。此后随着温度的升高, 其水解度和羟自

由基清除率又呈现下降趋势(图 2B); pH 值对鱼皮酶解的

影响趋势(图 2C)和酶解时间的结果大致相似, 在 pH 值为

7 时, 其水解度逐渐达到最高且趋于稳定, 但羟自由基清

除能力在 pH 值大于 7 时逐渐降低; 不同加酶量下, 酶解

稀释液的水解度随着加酶量的不断增加而逐渐增加, 但

在加酶量为 2000 U/g 时趋于平稳, 在加酶量大于 3000U/g

时开始下降。羟自由基清除率则在加酶量为 2000 U/g 时

达到最高, 此后, 随着加酶量增加, 其羟自由基清除能力

有所降低(图 2D)。水解度随着加酶量的增加先增加后降

低 , 此结果和李露园等 [2]在以加酶量为单因素时鲟鱼皮

胶原蛋白肽酶解的结果相似, 可能是由于酶量的增加抑

制了底物的扩散, 降低了反应速率[2], 也可能是随着加酶

量的增加 , 酶与底物接触的机会增加 , 但当加酶量继续

增大可能会出现过度酶解现象使多肽分解为氨基酸而使

水解度变低[29]。董丽莎等[3]在使用胰蛋白酶对黑线鳕鱼皮

酶解时所进行的单因素实验也得到了相似的结果。羟自由

基清除率与水解度的结果趋势相同, 也可能是此原因导

致。综合 2 种检测指标分析结果, 鱼皮蛋白最佳酶解条件

为: 酶解时间 320 min、酶解温度 50 °C、体系 pH 为 7、

加酶量 2000 U/g。 

3.3  响应面法优化酶解工艺 

3.3.1  中心组合实验结果 

实验根据 Box-Behnken 的中心组合原理设计实验方

案, 对大菱鲆鱼皮酶解稀释液进行羟自由基清除率的检测, 

并采用分析软件 Design-Expert 8.0 对实验结果进行响应面

分析, 参数设计与实验结果见表 3。 

 

 
 

图2  酶解条件的优化 (n=3) 

Fig.2  Optimization of enzymatic hydrolysis conditions (n=3) 
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表 3  响应面实验参数与结果 
Table 3  Technical parameters and results of response surface 

experiment 

编号 X1 X2 X3 X4 Y/% 

1 0 0 1 1 36.64 

2 0 –1 1 0 25.44 

3 1 –1 0 0 24.72 

4 0 1 0 –1 28.91 

5 0 –1 –1 0 20.85 

6 0 0 0 0 14.11 

7 0 0 1 –1 41.17 

8 1 0 1 0 14.30 

9 0 0 –1 –1 16.58 

10 –1 0 1 0 5.01 

11 0 –1 0 1 25.85 

12 –1 1 0 0 13.86 

13 –1 0 0 1 18.56 

14 1 0 0 1 8.18 

15 0 1 1 0 29.04 

16 0 1 –1 0 12.22 

17 0 0 0 0 17.10 

18 0 0 0 0 23.20 

19 0 0 –1 1 33.48 

20 0 0 0 0 10.82 

21 0 0 0 0 27.66 

22 –1 0 0 –1 26.87 

23 1 0 0 –1 26.29 

24 –1 –1 0 0 14.49 

25 0 –1 0 –1 13.21 

26 1 0 –1 0 17.07 

27 –1 0 –1 0 29.17 

28 0 1 0 1 26.52 

29 1 1 0 0 24.78 

 

对实验数据进行回归拟合后, 羟自由基清除率(Y)的

回归方程:  

Y=–894.35766+9.90307X1+0.80326X2+0.028469X3+154
.70251X4–7.00510E–003X1XX2–6.09573E–004X1X3+0.01927
4X1X4–2.10867E–005X2X3–0.015789X2X4+2.74316E–003X3X

4–0.067247X1
2–4.58681E–004X2

2–3.58525E– 
006X3

2–11.42285X4
2 

对羟自由基清除率回归模型进行方差分析, 结果见

表 4。该模型回归 P<0.01, 差异极显著, 失拟项 P>0.05, 不

显著, 表明该模型可以用于大菱鲆鱼皮酶解工艺实验的分

析和预测。羟自由基清除率回归模型的方差分析表明 X3

和 X4 这 2 个因素在实验过程中起主要作用, 而 X1 以及 X2

这 2 个因素在实验取值范围内对影响不显著。交互项 X1X3

对羟自由基清除率的影响显著, 其余影响均不显著。二次

项 X4
2 对羟自由基清除率的影响极显著, X1

2 对羟自由基清

除率的影响高度显著, 说明其对羟自由基清除率的影响并

不是简单的线性关系。X2
2 和 X3

2 对水解度的影响均不显著。

由表中 F 值分析可知, 4 个因素对鱼皮水解的影响依次为: 

加酶量>pH 值>温度>时间[4,30,31]。 

 
表 4  羟自由基清除率回归模型方差分析 

Table 4  Variance analysis of regression model of •OH clearance 

项 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

X1 26.1 1 26.1 0.89 0.3605  

X2 3.51 1 3.51 0.12 0.7341  

X3 182.2 1 182.2 6.24 0.0256 * 

X4 175.09 1 175.09 6.00 0.0281 * 

X1X2 125.62 1 125.62 4.30 0.0570  

X1X3 148.63 1 148.63 5.09 0.0406 * 

X1X4 0.15 1 0.15 5.089E-003 0.9441  

X2X3 11.38 1 11.38 0.39 0.5424  

X2X4 6.38 1 6.38 0.22 0.6474  

X3X4 30.1 1 30.1 1.03 0.3272  

X1
2 293.33 1 293.33 10.04 0.0068 ** 

X2
2 55.9 1 55.9 1.91 0.1882  

X3
2 83.38 1 83.38 2.86 0.1132  

X4
2 846.37 1 846.37 28.98 <0.0001 ** 

模型 1699.01 14 121.36 4.16 0.0059 ** 

残差 408.83 14 29.2    

失拟 224.24 10 22.42 0.49 0.8383  

纯误差 184.6 4 46.15    

总和 2107.85 28     

注: **为差异极显著, P<0.01; *为差异显著, P<0.05。 

 
3.3.2  响应面法优化酶解工艺的确定及验证 

由回归模型模拟可得, 大菱鲆鱼皮酶解的最佳工艺

条件为酶解温度 51.80 °C, 酶解时间为 338.26 min, 加酶量

为 1142.42 U/g, pH 值为 6.72, 响应面模型预测羟自由基清

除率为 33.93%。根据模拟结果选取实际最佳工艺条件为酶

解温度 52 °C, 酶解时间为 338 min, 加酶量为 1142 U/g, pH

值为 6.7, 得到鱼皮酶解液羟自由基清除率为 34.44%, 与

理论值相差 0.51%。验证结果表明最佳酶解条件下理论值

与实际值很接近, 该工艺可以较好地优化大菱鲆鱼皮酶解

条件。  

3.4  大菱鲆鱼皮胶原肽的分析与分离纯化 

3.4.1  氨基酸组成分析 

鱼皮胶原肽的氨基酸组成分析如表 5 所示, 可以看出
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多肽的氨基酸总含量较高, 为 79.24%。胶原肽中氨基酸占

比不尽相同, 其中甘氨酸(glycine, Gly)含量最高。Gly 是一

种分子中同时含有酸性和碱性官能团的氨基酸, 其是强抗

氧化剂谷胱甘肽(glutathione, GSH)的重要组成氨基酸。此

外, 多肽中存在 Gly-X-Y 的氨基酸重复序列是胶原肽的主

要特征之一[32], 这也与大菱鲆鱼皮胶原肽含有大量甘氨酸

相符。除甘氨酸外, 胶原肽中还富含丙氨酸、谷氨酸、脯

氨酸等氨基酸, 这与已经报道的蓝点马鲛鱼抗冻胶原肽的

氨基酸组成相似[32]。此检测结果也与酶解前鱼皮的氨基酸

组成相似[24], 说明大菱鲆鱼皮经过中性蛋白酶酶解之后, 

其氨基酸组成基本不会发生太大变化。有学者发现, 抗氧

化多肽中疏水性氨基酸通过与氧结合或抑制脂质中氢的释

放来延缓脂质过氧化反应而使得多肽具有较强的体外抗氧

化能力, 除此之外, 肽的构象也是其具有体外抗氧化能力

的重要因素[33]。胶原肽含有的主要氨基酸如甘氨酸、丙氨

酸和脯氨酸等疏水性氨基酸, 且其按照特定顺序相互作用, 

使得多肽酶解液具有极强的体外抗氧化能力[34]。大菱鲆鱼

皮经过酶解之后, 也含有大量甘氨酸、丙氨酸以及脯氨酸

等氨基酸, 表明其具有很强的抗氧化性。 

 
表 5  大菱鲆鱼皮胶原肽氨基酸组成(干重, g/100 g) 

Table 5  Amino acid composition of turbot skin collagen  
peptides (dry, g/100 g) 

氨基酸 含量/(g/100 g) 氨基酸 含量/(g/100 g)

甘氨酸* 18.64 苏氨酸 2.46 

丙氨酸* 8.75 苯丙氨酸* 2.16 

谷氨酸 8.58 缬氨酸* 1.98 

脯氨酸* 7.91 蛋氨酸 1.93 

精氨酸 6.94 异亮氨酸* 1.27 

天冬氨酸 5.60 组氨酸 1.11 

丝氨酸 4.31 酪氨酸 1.09 

赖氨酸 3.59 半胱氨酸 0.16 

亮氨酸* 2.68 色氨酸* 0.08 

注: *表示该氨基酸为疏水性氨基酸。 

 
3.4.2  胶原肽相对分子量分布测定 

经过酶解之后, 大菱鲆鱼胶原肽分子量主要分布在

2 kDa 以下, 其中<500 Da 的多肽含量占比 51.83%, 是多肽

中含量最多的组分, 分子量在 500 Da~1 kDa 的多肽含量为

36.13%。分子量在 1~2 kDa 的多肽含量为 9.42%, 含量占

比较少, 而分子量>2 kDa 的多肽含量最低, 仅为 2.62%。

由结果可以看出, 大菱鲆鱼皮中的蛋白质在经过长时间的

酶解后, 大部分都分解成了小分子多肽, 多肽分的子量大

多分布于 1 kDa 以下, 分子量较低, 此研究结果也与王雪

芹[18]的研究结果相似, 酶解过后多肽主要在 1 kDa 以下, 

但本研究样品酶解后所得的多肽分子量更低。 

表 6  大菱鲆鱼皮胶原肽相对分子量分布测定 
Table 6  Relative molecular weight distribution of turbot  

skin collagen peptides  

分子量范围/Da 含量/% 

>5000 0.08 

5000~3000 0.65 

3000~2000 1.89 

2000~1000 9.42 

1000~500 36.13 

500~180 47.64 

<180 4.19 

 
3.4.3  Sephadex G-15 葡聚糖凝胶层析及各组分体外抗氧

化活性检测 

通过 G-15 葡聚糖凝胶层析, 多肽混合物按照分子量

从大到小依次得到分离, 分离结果如图 3 所示。大菱鲆鱼

皮酶解混合多肽经过分离后, 得到了 3 个组分 TSP1、

TSP2、TSP3, 其分子量大小关系为: TSP1>TSP2>TSP3。 

 

 
 

图3  胶原肽葡聚糖G-15凝胶层析图谱 

Fig.3  Sephadex G-15 gel chromatography fractions of  
collagen peptides 

 

将得到的 TSP1、TSP2、TSP3 分别进行体外抗氧化活

性的测定, 以同浓度下的谷胱甘肽作为阳性对照, 结果如

图 4 所示。由羟自由基清除能力的检测结果来看, 除了 0.1、

0.25、0.5 mg/mL 3 个浓度由于检测浓度水平太低而无法检

测, 其余浓度下 TSP1、TSP2 和 TSP3 的羟自由基清除能力

都随着组分浓度的增加而不断增强, 但各浓度下 TSP3 的

羟自由基清除能力均明显强于 TSP1 和 TSP2 (P<0.05)。

TSP1、TSP2 和 TSP3 对羟自由基清除率的半抑制浓度

(inhibitant concentration 50, IC50)分别为 0.79、0.75、

0.50 mg/mL, 且都小于 GSH 的 IC50 (1.07 mg/mL), 说明 3 个

组分的羟自由基清除能力均强于谷胱甘肽。有数据表明, 

黄鳍金枪鱼皮混合胶原肽的 IC50 为 0.39 mg/mL[7], TSP1、

TSP2 和 TSP3 的羟自由基清除能力与之相比均较差, 但清

除能力最强的 TSP3, 已与 VC 的羟自由基清除能力接近

(IC50: 0.53 mg/mL)[7]。还原力的检测是通过铁氰化钾测量
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的样品的还原功率, 其中较高的吸光度表示较高的还原功

率。结果表明, 3 个组分的还原力随着浓度的增加而不断增

强, 说明 3 个组分均具有抗氧化能力。TSP1、TSP2 和 TSP3

还原力的 IC50 分别为: 4.83、4.83、2.73 mg/mL, TSP3 的还

原力明显强于 TSP1 和 TSP2 (P<0.05)。TSP1、TSP2 和 TSP3

的还原力都明显弱于 GSH (P<0.05), 此结果与蔡路昀等[35]

对草鱼鱼皮还原力的研究结果相似, TSP3 的还原力与草鱼

鱼皮酶解后分子量<3 kDa 多肽还原力较为接近。此外, 3

个组分的还原力均强于鸡皮明胶抗氧化肽 [34], 但只有

TSP3 的还原力强于黄鳍金枪鱼皮混合胶原肽[7], 可以推测

出鱼类皮肤含有丰富的抗氧化胶原肽。亚铁离子螯合能力

的检测结果与羟自由基清除率的检测结果相似, TSP1、

TSP2 和 TSP3 亚铁离子螯合能力的 IC50 分别为: 3.89、1.70、

0.22 mg/mL。TSP3 的亚铁离子螯合能力明显强于 TSP1 和

TSP2 (P<0.05)。与还原力不同的是, 随着浓度的增大, TSP2

和 TSP3 的亚铁离子螯合能力明显强于谷胱甘肽(P<0.05), 

而 TSP1 则和 GSH 的亚铁离子螯合能力相近。亚铁离子螯

合能力的检测结果与Mhd等[35]的研究结果相似, 不同的是

阳性对照不一样, 这可能是因为 GSH的亚铁离子螯合能力

一般[21]。当 GSH 浓度为 10 mg/mL 时, 亚铁离子螯合率仅

为 11.7%, 此结果虽低于胡晓赟[21]对 GSH 亚铁离子螯合能

力的研究, 是因为检测方法的略有不同。3 个组分对 DPPH

自由基具有一定的清除能力, 但其清除能力都弱于谷胱甘

肽。TSP1、TSP2 和 TSP3 对 DPPH 自由基清除率的 IC50

分别为: 1.49、0.61、0.35 mg/mL, 其中清除能力最强的是

TSP3, 其大约能达到同浓度谷胱甘肽清除能力的 50%。3 个

组分的 DPPH 自由基清除能力均明显强于鸡皮明胶抗氧化

肽(IC50: 16.68 mg/mL)[34], 但只有 TSP3 的 IC50 比黄鳍金枪

鱼皮混合胶原肽的 IC50 (0.43 mg/mL)小[7], 说明大菱鲆鱼

皮酶解胶原肽在经过纯化后, DPPH 自由基清除能力有所

增强。综合 4 种抗氧化实验指标来看, 抗氧化活性最好的

是 TSP3, 其具有显著的体外抗氧化活性, 且抗氧化能力随

着浓度的增大而增大, 且都强于已经报道的淡水草鱼鱼皮

多肽[35]和家禽类鸡皮明胶[34]。此外, 对比黄鳍金枪鱼混合

多肽[7]的研究发现, TSP3 的部分抗氧化能力与之相当或者

更强。这说明大菱鲆鱼皮酶解分离得到的小分子组分 TSP3

是一种优秀的鱼类抗氧化胶原肽, 同时也说明分子量越小

的组分, 其各项抗氧化能力也越强[8,36]。 

 

 
 

注: 不同小写字母代表相同浓度下不同组分抗氧化活性的差异显著性(P<0.05)。 

图4  各组分的体外抗氧化活性检测(n=3) 

Fig.4  In vitro antioxidant activity of each component (n=3) 
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4  结  论 

大菱鲆鱼皮通过中性蛋白酶酶解以及单因素和响应

面实验, 确定了酶解的最佳工艺条件为: 酶解温度 52 °C, 

酶解时间为 338 min, 加酶量为 1142 U/g, pH 值为 6.7, 得

到鱼皮酶解液羟自由基清除率为 34.44%。采用 G-15 葡聚

糖凝胶层析对大菱鲆酶解混合胶原肽进行分离, 得到 3 种

不同分子量的肽段组分。通过分析发现它们在体外具有不

同的抗氧化能力, 低分子量的胶原肽段较其他肽段组分具

有显著的抗氧化能力。最终得到抗氧化活性较强的组分

TSP3, 其在羟自由基清除、亚铁离子螯合等方面能力卓越。

此外, 与已经报道的黄鳍金枪鱼混合多肽[7]、鸡皮明胶[34]

和草鱼皮多肽[35]相比, TSP3 的部分抗氧化能力相当或者更

为优秀。但对于其他抗氧化能力及其抗氧化机制的研究还

需深入探索, 以便使该抗氧化胶原肽的应用更加广泛。研

究表明大菱鲆鱼皮是一种很好的活性抗氧化胶原肽来源, 

利用凝胶过滤技术能够分离得到活性更佳的组分, 为大菱

鲆及其他鱼类副产物的多肽高值化应用提供了技术参考。 
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