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摘 要 应用正交实验优选鱼鳞蛋白酶解的最佳条件。采用 %$#&碱性蛋白酶，考察了酶量、固形物浓度、反应
温度和酶解时间等因素对酶解反应的影响，确定最适条件。’(的选择参照了已有实验酶的最适 ’(值，以水解
度、游离氨基酸量为检测指标。结果表明，鱼鳞酶解宜采用碱性蛋白酶 %$#&，用盐酸和氧化钙作软化的预处理，
可使鱼鳞蛋白得到较高程度的水解，酶解最佳温度为 )#*，酶量宜采用 " + #,，酶解的最佳时间为 )-，底物浓度
宜选择 .#,。鱼鳞水解蛋白有很好的吸水性、乳化性、起泡性和溶解性；水解蛋白对羟基自由基也有很好的清
除能力，其 /0)#为 % + .12 3 14，最大清除率为 &" + 5,。
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鱼鳞含有丰富的胶原蛋白、脂肪（卵磷脂、多种脂

肪酸）及多种矿物质、维生素和微量元素。研究表明，

鱼鳞具有增强人脑记忆力，缓延细胞衰老，减少胆固

醇在血管壁的沉积，促进血液循环，预防高血压及心

脏病等作用。美国免疫学家证实，用鱼鳞提取物制成

的抗癌药 58硫化鸟嘌呤治疗白血病，有效率达 $#,
以上，对胃、淋巴癌也有较好治疗效果［.］。据统计，

我国淡水鱼年产量已达 .###多万 9，其中鱼鳞废弃物
约占 ", : ),。而目前鱼废弃物的利用主要是提取
脑磷脂、胶原蛋白等，有关利用鱼鳞制取功能性食品

的报道并不多见，仅有中国水产科学研究院黄海水产

研究所的部分研究人员对鱼鳞的运用和鱼鳞提取物

用于延缓衰老作用有初步研究［%，"］。文中旨在利用

现代生物技术，研究鱼鳞酶解工艺，并在此基础上对

鱼鳞酶解物的功能特性进行研究，进一步对其其他活

性进行评价，为研制功能性产品提供理论依据。

. 材料和方法

% & % 实验材料和试剂
鱼鳞：取鲤鱼鱼鳞，清水洗净，5#*烘干备用；碱

性蛋白酶 %$#&：无锡 酶 制 剂 厂，实 测 酶 活 为
&&&5) + .;；胃蛋白酶：比活 . < "###，武汉天源生物工
程有限公司；所有试剂均为国产分析纯。

% & ! 方 法
. + % + . 鱼鳞总氮的测定
微量凯氏定氮法［!］。

. + % + % 鱼鳞酶解工艺路线
鱼鳞!清洗，烘干!",的 (0=处理 .>!饱和石

灰水处理 .>!洗涤，调 ’(值! 加酶，酶解!离心!
上清液!冷冻干燥!样品
. + % + " 水解液游离氨基酸总量
茚三酮比色法［!］。

. + % + ! 鱼鳞水解度 !" 值的测定
氨基酸态氮：甲醛滴定法［!］；水解度 !" 值［!］：

以水解液中的氨基酸态氮与原料中总氮的百分数表

示：

!" #$ ?水解液氨基酸态氮含量
原料总氮含量

@ .##

. + % + ) 酶活力的测定
福林8酚法［)］。

. + % + 5 前处理对鱼鳞胶原蛋白水解的影响［%］

准确称量干燥鱼鳞 .# + # 2，共 ! 份，经不同的前
处理后，加入 ",的碱性蛋白酶 %$#&，在 ’( 7 : &，
)#*，酶解 5 -，观察鱼鳞的水解情况，结果见表 "。
表 % （碱性蛋白酶 ! & "#$）正交实验的设计［’］

水平

因 素

A（温度）3 * B（酶量）3 , 0（时间）3 -
C（底物浓度）

3 2·14 6 .

. !) . + # ) # + #)
% )# % + # 5 # + .#
" )) " + # $ # + .)

. + % + $ 酶量、时间对鱼鳞水解的影响
分别准确称量干燥鱼鳞 .# + # 2，共 ) 份，经前处

理后，分别加入 .,，%,，",，!,，),的碱性蛋白酶
%$#&，在 ’( 7 : &，)#*下分别酶解 )，5，$ -。观察并
记录鱼鳞的水解情况，结果见表 !。
. + % + 7 底物浓度对鱼鳞水解的影响
称取干燥鱼鳞 ) + #，.# + #2，.) + #2和 %# + # 2放入

!个烧杯，经前处理后，加 .## 14 水，然后分别加入
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!"的碱性蛋白酶 #$%&，在 ’( ) * &，+%,下分别酶
解 - .。得到酶解液，测氨态氮含量，计算鱼鳞的水解
度，结果见表 +。
/ 0 # 0 & 正交实验
在鱼鳞的酶解工艺中，有诸多因素影响鱼鳞的水

解度，经过初步实验，选定提取时间、温度、底物浓度

和酶量为主要因素，采用 1&（!2）正交表，以水解度为
指标，进行正交实验，确定较佳工艺。

/ 0 # 0 /% 吸水力［$］

在 +个康威皿的外室中分别加入 345!（ ! 6 7
% 0 +#)），485(（ ! 6 7 % 0 %$%），489:（ ! 6 7 % 0 $+#），
3#95!（ ! 6 7 % 0 2#$），;<（45!）#（ ! 6 7 % 0 +#)）饱和
溶液，内室中加样品，放置于 #+,的恒温干燥器中，
每天称样品质量，至恒重为止。

/ 0 # 0 // 乳化能力［)］

乳化能力的测定通过 =8>?@. 和 ;?AB 描绘的方
法：/份 # 0 + < 的样品与 +% C1 棉籽油一起加入 +%
C1 489:（浓度 !% < D 1）中溶解，再用质机在用搅拌
机 / %%% E D CFG下混合 !% CFG。然后把混合物转移到
离心管并在 )+,水浴中加热 /+ CFG，然后，在 ! %%%
E D CFG下离心 /+ CFG，乳化能力的计算公式如下：

H9 7（ " I J " =）D # K

" I：乳化液中油的体积；" =：离心后释放出的油

的体积；# K：样品质量。

/ 0 # 0 /# 起泡能力［)］

通过 L?EG8EMF NOG?A8:方法计算：/ 份 !% C1 的
!"的分散液用搅拌机在 / %%% E D CFG下搅拌 /% CFG。
起泡力 7搅拌停止时泡沫的体积 D液体的体积。
/ 0 # 0 /! 酶解产物的溶解性［)］

通过测定氮溶解指数（4KP）来确定酶解产物在
不同 ’(条件下的溶解特性。在 ’( 值分别为 # 0 %、
! 0 %、2 0 %、+ 0 %、$ 0 +、& 0 % 的缓冲液中加入一定量的干
燥样品，#+,保温搅拌 / .，离心，取上清液定氮。按
如下方法计算 4KP：

4KP 7（上清液总氮 D样品总氮）Q /%%"
/ 0# 0 /2 样品对羟自由基的清除活性
采用甲基紫褪色法［&］。

用分析天平分别称取甲基紫 % 0 %22 / <，硫酸亚
铁 % 0 %%$ % <，均定容至 +% C1，用移液管吸取 !%"双
氧水 % 0 + C1，定容到 +% C1，用 (9: 调水的 ’( 至
! 0 +。按表 /的方法加样，使总体积为 - 0 % C1。然后
在 +)% GC 波长下比色，测得吸光度值，按下式计算
清除率：

清除率 7（ ! J ! %）$（ ! / J ! %）Q /%%%
表 ! 甲基紫褪色法抗羟基自由基加样表

! / ! % !
样品 J J /
甲基紫溶液 % 0 # % 0 #% % 0 #
硫酸亚铁溶液 J / 0 %% /
双氧水 J / 0 %% /
’( ! 0 +水溶液 + 0 ) ! 0 ) # 0 )

# 结果与分析

! " # 前处理对鱼鳞胶原蛋白水解的影响（表 $）
鱼鳞含有胶原蛋白、硬蛋白及 9895!、98K52 等

成分，不溶于水［#］。由于鱼鳞的结构稳定，胶原蛋白

网络密集，未经酸碱解处理时水解效果很差。只用酸

做软化处理，虽然有一定的作用，但是由于酸滞留于

鱼鳞中，不易将其充分洗出，对酶的效力的发挥有抑

制。由于粉碎可以增加表面面积，提高酸碱处理效

果，所以鱼鳞原料应该先粉碎并用酸碱处理，以提高

酶解效率。

表 $ 不同预处理对鱼鳞水解的影响

预处理
未经任何

处理
粉碎

只用酸碱

处理

先粉碎再用

酸碱处理

茚三酮显色反应 R R R R R R R R R R
有无完整鱼鳞 有完整鱼鳞 有鱼鳞碎片 有鱼鳞渣 无

注：“ R”多少表示茚三酮显色颜色深浅。

! " ! 酶用量和水解时间对鱼鳞水解的影响（表 %）
表 % 酶用量和酶解时间对鱼鳞酶解效果的影响#）

酶量（质量分数）D "
酶解时间 D .

+ - $
/ J R R R R
# R R R R R R R R R
! R R R R R R R R R R R
2 R R R R R R R R R R R R
+ R R R R R R R R R R R R

/）“ R”多少表示茚三酮显色反应颜色深浅。

表 2表明，碱性蛋白酶用量以 #" * !"，酶解时
间以 - * $ .为宜。
! " $ 底物浓度对鱼鳞水解的影响（表 &）

表 & 底物浓度对鱼鳞水解的影响

底物浓度 D " + /% /+ #%
- .的水解度 D " !# 0 - !2 0 / !% 0 - #2 0 #

由表 +可知，虽然在底物浓度为 +"时水解度也较
高，考虑到产品得率，底物浓度以 /%" * /+"为宜。
! " % 正交实验结果分析
由正交试验结果可以看出，温度对水解度的影响
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最大，其次是酶量，底物浓度和时间的影响相对较小。

最佳酶解工艺是 !"#$%&’"，即温度为 ()*，酶量为
$+，底物浓度为 &)+，酶解 ( ,。
! " # 水解蛋白的功能特性
" - ( - & 鱼鳞水解蛋白的吸水力（图 &）
鱼鳞中因含有胶原蛋白、硬蛋白及 %.%/、%.0/1

等成分而不溶于水，而水解蛋白具有很好的吸水性，

这为其在食品工业上的应用奠定了基础。

表 $ !%&’碱性蛋白酶酶解鱼鳞正交试验结果

序号 2项目 ! 2 * # 2 + % 2 , ’ 2 + !" 2 +
& 3 !&#&%&’& 1( & ( ( &4 - 5
" 3 !&#"%"’" 1( " 6 &) "& - &
$ 3 !&#$%$’$ 1( $ 7 &( &5 - &
1 3 !"#&%"’$ () & 6 &( "$ - 4
( 3 !"#"%$’& () " 7 ( "5 - 7
6 3 !"#$%&’" () $ ( &) $$ - 4
7 3 !$#&%$’" (( & 7 &) &6 - (
4 3 !$#"%&’$ (( " ( &( ") - 4
5 3 !$#$%"’& (( $ 6 ( "( - 4

# & (5 - & (5 - " 7$ 8 ( 7& 8 1
# " &)6 8 1 7& 8 6 7) 8 7 71 8 1
# $ 6$ 8 & 74 8 7 6( 8 $ 6$ 8 7
!# & &5 8 7 &5 8 7$ "1 8 ( "$ 8 6
!# " $( 8 17 "$ 8 47 "$ 8 (7 "1 8 4
!# $ &( 8 77 6 8 17 $ 8 1 $ 8 6
9 &( 8 77 6 8 17 $ 8 1 $ 8 6

图 & 鱼鳞水解蛋白的吸水性

" - ( - " 鱼鳞水解蛋白的乳化能力
鱼鳞水解蛋白的乳化力强，乳化液稳定，其 $%

3 1) - (+。
" - ( - $ 鱼鳞水解蛋白的起泡力与泡沫稳定性（图 "）

图 " 鱼鳞水解蛋白泡沫的稳定性

起泡性是指搅打蛋白产品时捕捉气体形成泡沫

的能力，泡沫稳定性是指泡沫间液膜保持液体不析出

的能力。这 "种性能主要决定于蛋白质结构、组成、
:;、温度、浓度等［&)］。研究表明，鱼鳞水解蛋白的起
泡力很强，达 (6+，但是泡沫稳定性不好，在短短的
$) <=>内，泡沫的体积就极显著地减少。
" - ( - 1 鱼鳞水解蛋白的氮溶解指数（图 $）

图 $ 鱼鳞酶解蛋白的氮溶解指数

图 $表明，鱼鳞酶解蛋白在所试 :;条件下溶解
性都很好。水解产物溶解性的提高一是由于在水解

过程中产生了许多亲水性大的溶解肽；二是由于疏水

基在酶解作用下被暴露并被去除［&&］，导致了疏水作

用的降低，增大了可溶性，且水解后更小的分子数

和新暴露的离子化氨基和羧基，提高了水解产物的

亲水性，大大提高了鱼蛋白的溶解性。从图 $ 中可
以看出，碱性条件下的底物蛋白和水解物蛋白的

?0@稍高于酸性条件下的 ?0@，是因为增大 :; 值，
%//A与 ;"/的结合力强于 A %//;［&&］，所以提高
了蛋白质的溶解性。

" - ( - ( 鱼鳞酶解产物对羟基自由基抑制作用（图 1）

图 1 鱼鳞水解物对羟基自由基的清除作用

由图 1可知，自由基的清除能力与样品浓度有量
效关系。低浓度条件下，随浓度的增加，鱼鳞水解蛋

白对经自由基的清除率显著增强，当浓度达到 &)
<B 2 <C时，对羟自由基的清除率达到最大；超过这个
浓度以后，对经自由基的清除率又显著下降；这与许

多水解蛋白清除自由基活性的规律是相似的。
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! 结 论

（"）采用 #$%& 碱性蛋白酶酶解鱼鳞，原料在洗
净烘干后应该粉碎并经过酸碱处理各 " ’，可使鱼鳞
的酶解程度显著升高，酶解时最佳温度为 (%)，酶量
宜采用 ! * %+，酶解的最佳时间为 ( ,，底物浓度宜选
择 "%+。
（#）鱼鳞提取物有很好的吸水性、乳化性、起泡
性和溶解性。

（!）鱼鳞酶解液对·-. 有较好的清除效果，其
/0(%为 # * " 12 3 14，且在浓度低于 "% 12 3 14时清除
率与鱼鳞酶解蛋白浓度具有有一定的量效关系。
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#%%(年北京将在全国率先建立“食品安全信用指数”并定期向社会公布，每种流通领域食品都将拥有一本“信用档
案”。“食品安全信用指数”是评价食品安全状况的重要指数。指数是根据一个地区半年或一年对重点食品的所有质量

抽检结果数据，进行综合分析后计算得出的，将覆盖所有重点监控领域的食品。#%%( 年开始，北京市将把每年政府执
法部门对食品的抽检结果、企业自检结果、社会举报情况、对生产基地的检查结果等多项数据汇总起来，综合分析后，以

各区县为单位形成该地区的“食品安全信用指数”，定期向社会公众发布一次，为消费者购物提供参考。

此外，#%%(年还将在北京市实施食品安全信息统一发布，对市场食品安全形势作出前瞻性风险评估，在商场、超市、大型批
发市场建立食品监控站，加强食品安全消费引导。

据了解，目前一个覆盖全北京市的食品安全监控网络系统已经开发完成并初步启动，预计 #%%(年上半年全部投入运行，该
网络建成后，将可以在多个部门和企业之间实现食品信息的备案、分析、咨询和公示。同时，食品安全信息监测评价体系、食品安

全信用监管体系这 #大体系将为食品安全多设两双“监控眼”，完善食品安全预警防范和快速反应机制，提高预警和处置能力。
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