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扇贝裙边胶原蛋白酶解物清除
超氧阴离子能力的研究

刘聪， 赵前程。， 李智博， 李伟， 汪秋宽
(大连水产学院食品X-程学院辽宁省水产品加工与综合利用重点开放实验室，大连116023)

摘要：以扇贝裙边为原料，采用酶法提取胶原蛋白，并采用酶解技术制备扇贝裙边胶原蛋白酶解

物，研究扇贝裙边胶原蛋白酶解液清除超氧阴离子的能力。结果表明：木瓜蛋白酶添加量为质量

分数1．5％，酶解时间为90 min，酶解温度为60℃时，扇贝裙边胶原蛋白酶解物清除超氧阴离子的

能力最好，为46．52％。
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Study on the Scavenging Effect of Scallop Skirt Collagen Hydrolysate

on Superoxide Anion Radical
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(Key and Open Laboratory of Aquatic Products Processing and Utilization of Liaoning Province，College of Food En—

gineering，Dalian Fisheries University，Dalian 116023，China)

Abstract：In this study，the hydrolysate of collagen was firstly prepared from scallop skirt by

enzymatic method and then the effect of collagen hydrolysate on the scavenging superoxide anion

radical was explored．The results demonstrated that scallop skirt collagen hydrolysate exhibited a

strong ability(46．52％)for scavenging superoxide anion radical when 1．5％papain enzyme was

added at 60℃for 90 min．
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目前生产胶原蛋白制品的原料主要来自于猪、

牛等陆生哺乳动物的皮、骨和肌腱，因近年来随着

全球生态环境恶化导致许多疯牛病、口蹄疫等流行

病的发生，使得从陆生动物皮、骨中提取胶原蛋白

的危险性增大‘¨。随着水产养殖业的快速发展，水

产加工业也有了很快的发展，越来越多的水产废弃

物产生，这些废弃物一方面污染了环境，另一方面，

造成了资源的浪费‘引。

近几年来，人工养殖扇贝业发展迅速，在扇贝

丁加工过程中，产生大量的下脚料——扇贝裙边。
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小部分扇贝裙边被作为饲料低价出售，大部分被白

白扔掉，造成极大的资源浪费和环境污染口]。事实

上，扇贝裙边中含有丰富的胶原蛋白，但目前国内

还未见从扇贝裙边中提取胶原蛋白的文献报道，日

本最新报道了这方面的内容[4]。国内的曾庆祝

等[53只是对扇贝裙边酶解液的抗氧化性进行了研

究，但却并没有研究扇贝裙边胶原蛋白酶解液的抗

氧化性，因而，本实验针对扇贝裙边胶原蛋白酶解

液进行了抗氧化性方面的研究。

1材料与方法

1．1材料

扇贝裙边：由长海县提供；木瓜蛋白酶，酶活≥

100万u／g，上海蓝季科技发展有限公司生产；胃蛋

白酶，酶活110万u／g，上海蓝季科技发展有限公司

产品；胰蛋白酶，酶活100～150万u／g，上海蓝季科

技发展有限公司产品；其他试剂，均为分析纯。

1．2设备

全能台式高速冷冻离心机，科峻仪器公司生

产；HH一4数显恒温水浴锅，国华电器有限公司；

PHS-2C型精密酸度计，上海雷磁仪器厂生产；DS-l

高速组织捣碎机，上海标本模型厂生产；721可见分

光光度计，上海光谱仪器有限公司产品；755B紫外

可见分光光度计，上海精密科学仪器有限公司

生产。

1．3实验方法

1．3．1 扇贝裙边胶原蛋白的制备 参照Xuan Ri

Shen等[43的方法，并进行了改进。将扇贝裙边用自

来水清洗干净，用10％的正丁醇4℃萃取1 d，去除

脂肪类物质，用蒸馏水清洗至中性。将上述预处理

的扇贝裙边放入烧杯中，与5倍体积的蒸馏水混

合，用高速组织捣碎机搅拌均匀，匀浆在10 000 r／

min条件下离心20 min，沉淀加入20倍体积0．1

mol／L NaOH，悬浮液搅拌过夜，第2天在10 000

r／min条件下离心20 min。这个碱性提取法重复3

次。最后的沉淀用蒸馏水清洗至中性，然后沉淀加

入10倍体积的0．5 mol／L乙酸，再用胃蛋白酶消

化。最后的粘性溶液在10 000 r／min条件下离心1

h，获得的上清液即为粗胶制品。在粗提胶原蛋白

溶液中加入NaCl至最终浓度为2．6 mol／L，胶原蛋

白即以白色絮状沉淀析出，4 000 r／min离心30

min，弃去上清液，将胶原蛋白再次溶解于0．5 mol／

L冰醋酸中，用0．1 mol／I。冰醋酸溶液透析1 d，再

用蒸馏水透析2 d，每天换透析液2次，真空冷冻干

燥后，得到的是纯度较高的胶原蛋白。

1．3．2扇贝裙边胶原蛋白含量的测定

1)羟脯氨酸标准曲线的绘制 准确吸取羟脯

氨酸标准工作液1．0、2．0、2．5、3．0、3．5、4．0、4．5

mL，分别用蒸馏水定容到100 mL。取上述标准液

1 mL于试管中，分别加入1 mL柠檬酸缓冲液和1

mL 0．05 mol／L氯胺T溶液，室温(25℃)氧化10

min后，加入高氯酸1 mL，放置10 min，最后加入对

二甲基氨基苯甲醛显色试剂l mL，在65℃水浴显

色10 min，冷却后在561 nm处测吸光度(蒸馏水为

空白对照)。以羟脯氨酸质量浓度为横坐标，吸光

度为纵坐标绘制标准曲线，求出回归方程o L63

2)提取液中胶原蛋白的含量(以羟脯氨酸计) 取

透析后的胶原蛋白溶液1 mL，加入6 mol／L的盐酸

50 mL，120～130℃水解8 h，水解完成后定容到

100 mL，取其中1 mL调节pH值到6．0，再定容到

50 mL。取1 mL按“1．3．2中1)”的方法测定吸光

度。

1．3．3扇贝裙边胶原蛋白酶解物的制备取一定

量冻干后的胶原蛋白，溶于一定量的蒸馏水中，放

人一定量的酶，水浴酶解一段时间后，沸水灭活，最

后离心，即得到扇贝裙边胶原蛋白酶解物[7]。

1．3．4超氧阴离子清除能力的测定 取上述酶解

物，采用邻苯三酚自氧化法测定其超氧阴离子的清

除能力[8_9]。

2结果与讨论

2．1羟脯氨酸标准曲线绘制

根据羟脯氨酸标准曲线，得出提取液中胶原蛋

白的质量浓度为8．11 g／dL，经过浓缩、冷冻干燥后

保藏。经测定分析，冻干品中胶原蛋白含量为

88％，水分为4．5％。

2．2 3种酶酶解物清除超氧阴离子能力的分析

取相同浓度的胶原蛋白酶解物，分别加入

1．5％的酶酶解90 min，沸水灭活5 rain后离心，测

定其清除超氧阴离子的能力。

表1 3种酶的最适酶解条件

Tab．1 Optimum hydrolytic conditions of three enzymes

从图2可知，木瓜蛋白酶、胰蛋白酶、胃蛋白酶
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酶解扇贝裙边胶原蛋白溶液都具有清除超氧阴离

子的能力，但以木瓜蛋白酶酶解物清除超氧阴离子

的能力最强。故选择木瓜蛋白酶来制备扇贝裙边

胶原蛋白酶解物。

零

裙
篮
壤

蛋白质质量浓度／(g／mL)

图l扇贝裙边胶原蛋白酶解液清除超氧阴离子的能力

Fig．1 Scavenging effect of scallop skirt collagen

hydrolysate on superoxide anion radical

添加质量分数惕

图2不同加酶量对扇贝裙边胶原蛋白清除超氧阴离

子能力的影响

Fig．2 Effect of different papain dose on the scavenging

of scallop skirt collagen hydrolysate on superox-

ide anion radical

2．3木瓜蛋白酶酶解条件的确定

为提高扇贝裙边胶原蛋白酶解液清除超氧阴

离子的能力，采用不同木瓜蛋白酶添加量、酶解时

间和酶解温度对扇贝裙边胶原蛋白溶液进行酶解，

以确定最佳酶解条件。

2．3．1最佳木瓜蛋白酶添加量的确定 实验固定

酶解温度为55℃，酶解时间为90 rain，木瓜蛋白酶

质量分数分别为0．5％、1．0％、1．5％、2．0％，实验

结果如图3所示。 结果表明，扇贝裙边胶原蛋

白清除超氧阴离子的能力随着木瓜蛋白酶添加量

的增加而提高，当木瓜蛋白酶添加质量分数为

1．5％时，扇贝裙边胶原蛋白清除超氧阴离子的能

力最大，虽然木瓜蛋白酶添加质量分数为2．0％时，

扇贝裙边胶原蛋白清除超氧阴离子的能力比1．5％

时稍高，但不明显，且木瓜蛋白酶用量较大，因此不

宜采用，所以确定1．5％的木瓜蛋白酶添加质量分

数为最佳添加量。
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图3不同酶解时间对扇贝裙边胶原蛋白清除超氧阴

离子能力的影响

Fig．3 Effect of reaction time on the scavenging of scal·

lop skirt collagen hydrolysate on superoxide anion

radical

2．3．2 最佳酶解时间的确定 实验固定木瓜蛋白

酶质量分数为1．5％，酶解温度为55℃，酶解时间

分别为30、60、90、120 min，实验结果如图4所示。

结果表明，当酶解时间为90 min时，扇贝裙边胶原

蛋白清除超氧阴离子的能力最大。反应初期，扇贝

裙边胶原蛋白清除超氧阴离子的能力随着酶解时

间的增加而提高，但到达一定时间后，酶失去作用，

扇贝裙边胶原蛋白清除超氧阴离子的能力不再提

高，反而降低，所以确定最佳酶解时间为90 rain。

蠢
箧
埏

温度／℃

图5不同酶解温度对扇贝裙边胶原蛋白清除超氧阴

离子能力的影响

Fig．5 Effect of reaction temperature on the scavenging

of scallop skirt collagen hydrolysate on saperox—

ide anion radical

2．3．3最佳酶解温度的确定 实验固定木瓜蛋白

酶质量分数为1．5％，酶解时间为90 rain，酶解温度

为50、55、60、65℃，实验结果如图5所示。

结果表明，当酶解温度达到55℃时，扇贝裙边

胶原蛋白清除超氧阴离子的能力最大。反应初期，

扇贝裙边胶原蛋白清除超氧阴离子的能力随着酶

解温度的提高而提高，但到达一定温度后，酶失去作

用，扇贝裙边胶原蛋白清除超氧阴离子的能力不再提

高，反而降低，所以确定最佳酶解温度为55℃。

2．4正交优化

采用正交实验，按照正交因素表[10](表2)对扇
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贝裙边胶原蛋白采用木瓜蛋白酶进行水解，并对水

解液的超氧阴离子清除能力进行测定，结果见表3。

表2木瓜蛋白酶酶解因素水平表

Tab．2 The factors and levels of papain hydrolysis

水平丽丽丽丽舞南丽丽

从表3可知，木瓜蛋白酶水解液具有清除超氧

阴离子的能力。对清除超氧阴离子的影响因素为

A>B>C，即温度>时间>酶质量分数，最佳组合

为A。B。C。，即酶解温度为60℃，酶解时间为90

min，木瓜蛋白酶质量分数为1．5％，此时的清除率

为46．52％。

正交实验的结果与单因素实验的结果不符，可

能是由于温度、时间、酶质量分数三因素相互作用

的结果，此结果与阎欲晓等[1叩的研究结果相似。

3 结 语

扇贝裙边中的胶原蛋白，经过酶法提取后，再经

木瓜蛋白酶酶解，其清除率大于经胰蛋白酶和胃蛋白
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