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摘 要：为有效利用罗非鱼皮制备具有抗氧化活性的胶原三肽，该研究采用响应面法优化酶解条件制备罗非鱼皮胶

原三肽，并通过对比其与市售胶原三肽的分子量分布、氨基酸组成、抗氧化活性的差异，评价罗非鱼皮胶原三肽的品

质。结果表明，利用碱性蛋白酶和菠萝蛋白酶复配酶解（加酶量为 5 000 U/g，酶活比为 1∶1），在酶解温度为 55 ℃、液

料比为 6.3∶1（mL/g）、酶解 pH值为 9.2的条件下，制备的罗非鱼皮胶原三肽的含量最高，为 37.25%。与市售胶原三

肽相比，罗非鱼皮胶原三肽具有更小的重均分子量（476 Da），更高含量的必需氨基酸（15.42%）和疏水性氨基酸

（32.53%）。此外，当罗非鱼皮胶原三肽浓度为 2.00 mg/mL 时，DPPH 自由基和 ABTS+自由基清除率分别达 38.55%
和 61.97%，表现出优于市售胶原三肽的抗氧化能力。
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Abstract：To effectively utilize tilapia skin for the preparation of collagen tripeptides with antioxidant activ‑
ity，response surface methodology was adopted to optimize the enzymatic hydrolysis conditions. The quality of
tilapia skin′s collagen tripeptide was evaluated by comparing its molecular weight distribution，amino acid
composition，and antioxidant activity with those of commercial collagen tripeptide. The results showed that the
highest tripeptide content of 37.25% was obtained using a compound enzyme of alkaline protease and brome‑
lain（enzyme dosage od 5 000 U/g at a ratio of 1∶1）under the conditions of enzymatic hydrolysis temperature
of 55 ℃，liquid‑solid ratio of 6.3∶1（mL/g），and pH of 9.2. Compared with commercial collagen tripeptide，
the tilapia skin′s collagen tripeptide had a smaller weight‑average molecular weight（476 Da）and higher con‑
tents of essential amino acids（15.42%）and hydrophobic amino acids（32.53%）. Furthermore，at a concentra‑
tion of 2.00 mg/mL，the DPPH and ABTS+ free radical scavenging rates of tilapia skin′s collagen tripeptide
reached 38.55% and 61.97%，respectively，indicating superior antioxidant capacity compared to commercial
collagen tripeptide.
Key words：collagen tripeptide；optimized enzymatic hydrolysis condition；molecular weight distribution；
amino acid composition；antioxidant activity
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胶原蛋白是细胞外基质的关键组成部分，是由 3条
多肽链排列而成的三螺旋结构，（Gly‑X‑Y）n重复序列

是胶原蛋白的一级结构（其中 X、Y常为脯氨酸和羟脯

氨酸）[1]。这种结构赋予了胶原蛋白高度的稳定性与

机械强度，在维持皮肤的紧致、骨骼的韧性以及肌腱的

弹性等方面起着不可或缺的作用[2‑4]。因此，胶原蛋白

被广泛应用于医学、美容和食品工业等领域[5‑6]。长期

以来，市面上的胶原蛋白主要来源于哺乳动物（如猪、

牛、鸡）的皮和骨[7]，然而，由于近年来禽流感、疯牛病、

口蹄疫和其他传染病的爆发，海洋胶原蛋白肽的需求

迅速增长，鱼类加工副产物（鱼皮和鱼鳞）来源的胶原

蛋白已成为全球胶原蛋白肽的重要原料来源[8]。罗非

鱼生长速度快、产量高，加工副产物约占全鱼质量的

60%~70%，且鱼皮中蛋白质含量丰富，脂肪含量较低，

是胶原蛋白的良好原料来源[9]。Xiao等[10]探究了罗非

鱼皮胶原蛋白肽改善中波紫外线（ultraviolet b，UVB）
诱导的人角质形成细胞光老化的作用与机制，结果表

明，该肽可显著降低细胞内活性氧水平，提高抗氧化因

子的表达，抑制基质金属蛋白酶‑1（matrix metallopro‑
teinase‑1，MMP‑1）和基质金属蛋白酶‑9（matrix metallo‑
proteinase‑9，MMP‑9）的表达，增加 I 型前胶原蛋白的

生成，从而减轻 UVB诱导的细胞损伤。

胶原蛋白分子量较大，在体内的消化和吸收效率

较低，难以被机体快速有效地利用，从而限制了其在生

物医学和营养保健领域的应用效能[11]。刘冬艳等[12]

利用分子量分别为小于 1 000、1 000~<3 000、3 000~
<6 000 Da的胶原蛋白肽对大鼠进行灌胃，通过测定大

鼠粪便、尿液、血液中的羟脯氨酸含量，研究不同分子

量的鱼皮胶原蛋白肽的口服生物利用度，结果表明，分

子量为 1 000~<3 000 Da 的胶原蛋白肽更易被吸收。

Hong等[13]的研究表明，口腔黏膜组织对胶原蛋白的吸

收率与分子量相关，与分子量为 1 000 Da的胶原蛋白

肽相比，分子量为 500 Da的胶原蛋白肽的吸收率提高

了 2~3倍。有学者发现，人体肠道存在肽转运体寡肽

转运蛋白 1（oligopeptide transporter 1，PepT 1），能特异

性转运二肽和三肽，因此胶原三肽可直接被肠道吸收

或者经不完全消化后再被人体吸收[14‑15]，且胶原三肽

的小肠吸收率明显高于大分子的胶原蛋白肽和游离氨

基酸[16]。汪雪莲等[17]以罗非鱼皮为原料，通过分步酶

解制备了甘氨酸‑脯氨酸‑羟脯氨酸（glycyl‑prolyl‑hy‑
droxyproline，GPH）肽段含量为 1.46%的胶原三肽。周

先艳[18]利用碱性蛋白酶酶解制备了甘氨酰‑脯氨酰‑丙
氨酸（glycyl‑prolyl‑alanine，GPA）、甘氨酰‑脯氨酰‑丝氨

酸（glycyl‑prolyl‑serine，GPS）和甘氨酰‑脯氨酰‑精氨酸

（glycyl‑prolyl‑arginine，GPR）肽段含量较多的鳕鱼胶原

蛋白肽。Wang等[19]研究发现富含 GPH肽段的胶原蛋

白水解物，具有减轻经长波紫外线（ultraviolet a，UVA）

诱导的人体真皮成纤维细胞损伤、促进 I型胶原蛋白

合成的活性。艾奇丽[20]的研究表明，GPA能够通过提

高超氧化物歧化酶、抑制活性氧的产生和胶原酶的活

性，修复光损伤成纤维细胞，提高光损伤成纤维细胞的

存活率。Tang等[21]的研究表明，猪皮胶原三肽能够通

过降低血清总胆固醇水平，抑制巨噬细胞和主动脉平

滑肌细胞的增殖、减少活性氧诱导的氧化应激，从而延

缓动脉粥样硬化的发展。

现有胶原三肽的相关报道主要聚焦于特定三肽肽

段的生物活性的研究，关于胶原三肽的制备工艺的研

究较少，且已有报道中胶原三肽的制备工艺多为分步

酶解，工艺复杂。本研究以罗非鱼皮为原料，以三肽含

量为评价指标，通过单因素试验和响应面试验确定罗

非鱼皮胶原三肽的制备工艺，并将其与市售胶原三肽

进行对比，测定其组成成分及抗氧化活性，旨在为高品

质罗非鱼皮胶原三肽的开发提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

冷冻湿罗非鱼皮：湛江市金霆进出口有限公司；碱

性蛋白酶（50万 U/g）、中性蛋白酶（30万 U/g）、菠萝蛋

白酶（50万 U/g）：南宁庞博生物工程有限公司；胶原蛋

白酶（20万 U/g）、复配酶 1（木瓜酶+风味酶，3万 U/g）、

复配酶 2（中性酶+风味酶，4 000 U/g）：南宁东恒华道

生物科技有限责任公司；鱼源胶原三肽 1、胶原三肽 2：
市售。

2，2′联氮‑双‑（3‑乙基苯并噻唑啉‑6‑磺酸）[2，2‑
azino‑bis（3‑ethylbenzothiazoline‑6‑sulfonate），ABTS]：美
国 Sigma公司；1，1‑二苯基‑2‑三硝基肼（1，1‑diphenyl‑2‑
picrylhydrazyl，DPPH）：上海麦克林生化科技有限公

司；氢氧化钠、无水柠檬酸、无水乙醇、过硫酸钾（均为

分析纯）：国药集团化学试剂有限公司；乙腈、三氟乙酸

（均为色谱纯）：上海阿拉丁生化科技股份有限公司；GPH
标准品（285.29 Da）、乙氨酰‑乙氨酰‑乙氨酸（189 Da）、乙
氨酰‑乙氨酰‑酪氨酰精氨酸（451 Da）、细胞色素 C（cyto‑
chrome C，12 384 Da）、抑肽酶（aprotinin，6 511.44 Da）、

杆菌酶（bacitracin，1 422.69 Da）、谷胱甘肽：北京索莱

宝科技有限公司；羟脯氨酸试剂盒（酸水解法）：南京建

成生物工程研究所有限公司。

LC‑OES‑60 悬臂式搅拌器：上海力辰邦西仪器有

限公司；FA2104电子天平：上海舜宇恒平科学仪器有

限公司；D‑3L 三孔水浴锅：上海铂温仪器有限公司；

LGJ‑12A 真空冷冻干燥机：北京四环起航科技有限公

司；SpectraMax Mini酶标仪：普思百得（北京）科技发展

有限公司；ST20手持 pH计：奥豪斯仪器（上海）有限公

司；Sigma3P离心机：德国 Sigma Laborzentrifugen公司；

SIL‑20AC 高效液相色谱仪：日本岛津公司；L‑8900 氨
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基酸分析仪：日本日立公司。

1.2 试验方法

1.2.1 罗非鱼皮胶原三肽的制备

取 50 g湿罗非鱼皮清洗，将鱼皮剪成 0.5 cm×0.5 cm
左右小块，加入 250 mL质量浓度为 0.1%的氢氧化钠

溶液，室温浸泡 8 h，每 4 h更换一次氢氧化钠溶液，去

除脂肪和杂蛋白，浸泡结束后用蒸馏水将鱼皮清洗至

中性。向脱脂罗非鱼皮加入 5 倍质量的蒸馏水，于

90 ℃热提 30 min 后冷却至室温，在酶的最适温度和

pH 值条件下，利用悬臂式搅拌器在 100 r/min 条件下

搅拌酶解，达到酶解时间后升温至 85℃，保持 15 min
灭酶，冷却，8 000 r/min离心 15 min取上清液，将上清

液冷冻干燥，按照下列公式计算罗非鱼皮胶原三肽的

三肽得率（D，%）。

D = Wd /Ww × 100
式中：Wd 为冻干后样品质量，g；Ww 为湿鱼皮质

量，g。
1.2.2 三肽含量测定

采用高效液相色谱法测定罗非鱼皮胶原三肽和市

售胶原三肽的三肽含量。

色谱条件：TSKgel G2000 色谱柱；流动相：乙腈∶

水∶三氟乙酸（40∶60∶0.1，体积比）；检测波长：220 nm；
流速：0.5 mL/min；柱温：30 ℃；进样体积：10 μL。

标准品和样品的制备：用流动相配制质量分数为

10 mg/mL的 GPH标准品溶液和样品溶液，过 0.45 μm
微滤膜。

1.2.3 酶解工艺条件的优化

1.2.3.1 蛋白酶的筛选

以胶原三肽得率和三肽含量为评价指标，选用碱

性蛋白酶、中性蛋白酶、菠萝蛋白酶、胶原蛋白酶、复配

酶 1和复配酶 2，在酶添加量为 2 500 U/g、酶解时间为

5 h的条件下对罗非鱼皮进行酶解，比较 6种蛋白酶在

其最适酶解条件下的酶解效果，并选用最适的两种蛋

白酶用于下一步试验研究。各种蛋白酶的最适酶解条

件见表 1。

1.2.3.2 单因素试验

根据最适蛋白酶的筛选结果，将碱性蛋白酶和菠

萝蛋白酶按酶活比 1∶1进行复配，加酶量为 5 000 U/g，
在不同液料比[2∶1、4∶1、6∶1、8∶1、10∶1（mL/g）]、酶解

温度（45、50、55、60、65 ℃）、酶解时间（4、5、6、7、8 h）
和酶解 pH值（8.0、8.5、9.0、9.5、10.0）条件下进行酶解，

制备罗非鱼皮胶原三肽，测定不同酶解条件下制备的

罗非鱼皮胶原三肽的三肽含量，从而确定合适的液料

比、酶解温度、酶解时间和酶解 pH值。

1.2.3.3 响应面优化试验设计

利用 Design Expert 13.0软件按照 Box‑Behnken试

验设计原理，综合单因素试验结果，选取酶解温度、酶

解 pH 值和液料比 3 个工艺参数，以三肽含量为响应

值，进行三因素三水平的响应面分析，优化酶解工艺，

因素和水平如表 2所示。

1.2.4 分子量分布

采用高效液相色谱法测定罗非鱼皮胶原三肽和市

售胶原三肽的分子量分布，配制浓度为 5 mg/mL 的样

品溶液，充分溶解后过 0.22 μm 滤膜，采用 TSKgel
G2000 SWXL 300 mm×7.8 mm 色谱柱，以含有三氟乙

酸的乙腈溶液（乙腈、水、三氟乙酸体积比为 40∶60∶
0.05）为流动相，流速为 0.5 mL/min，等度洗脱。柱温为

30 ℃，进样体积为 10 μL，紫外检测波长为 220 nm。以

乙氨酰‑乙氨酰‑乙氨酸、乙氨酰‑乙氨酰‑酪氨酰精氨

酸、细胞色素 C、抑肽酶和杆菌酶为标准品建立标准曲

线，标准曲线方程为 Y=0.005 024 359X3-0.249 855 1X2+
3.831 032X-14.582 15（X为标准品保留时间，min；Y为

标准品分子量的对数，即 lgMw），R2=0.999 999 1，计算

罗非鱼皮胶原三肽及市售胶原三肽的相对分子质量

分布。

1.2.5 胶原三肽的氨基酸组成测定

根据 GB 5009.124—2016《食品安全国家标准 食

品中氨基酸的测定》，使用氨基酸分析仪（茚三酮柱后

衍生离子交换色谱仪）对罗非鱼皮胶原三肽及市售胶

原三肽中氨基酸组成及含量进行测定。

1.2.6 羟脯氨酸含量测定

利用酸水解法，通过羟脯氨酸试剂盒测定罗非

鱼皮胶原三肽和市售胶原三肽中羟脯氨酸的含量。

酶种类

中性蛋白酶

碱性蛋白酶

复配酶 1
复配酶 2

菠萝蛋白酶

胶原蛋白酶

酶解条件

最适温度/℃
57
60
55
55
55
55

最适 pH值

6.5
9.0
7.5
7.5
7.0
8.0

酶解时间/h
5
5
5
5
5
5

表 1 各种蛋白酶的最适酶解条件

Table 1 Optimal conditions of each enzyme

表 2 响应面试验因素与水平

Table 2 Factors and levels for response surface experiment

水平

-1
0
1

因素

A液料比/（mL/g）
4∶1
6∶1
8∶1

B酶解温度/℃
50
55
60

C酶解 pH值

8.5
9.0
9.5
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1.2.7 ABTS阳离子自由基清除能力测定

ABTS母液配制：称取 17 mg过硫酸钾加 26 mL水

配制过硫酸钾溶液，取上述过硫酸钾溶液 2.6 mL，加入

10 mg ABTS，配制成 ABTS母液，暗处放置 12~16 h。
取 ABTS母液 1 mL，加入 0.2 mol/L磷酸盐缓冲液

（pH7.4）稀释至 50 倍左右，在 734 nm 下吸光度为

0.70±0.10。取不同浓度（0.25、0.50、1.00、2.00 mg/mL）
的样品溶液 0.2 mL与 2 mL稀释后的 ABTS溶液混合

振荡 30 s 后避光放置 6 min，吸取 0.2 mL 于 96 板中，

在 734 nm下测定其吸光度，吸光度越小说明自由基清

除能力越强，空白组用蒸馏水代替样品。ABTS+自由

基清除率（A，%）的计算公式如下。

A =（Ac - As）/Ac × 100
式中：Ac为空白组吸光度；As为样品吸光度。

1.2.8 DPPH自由基清除能力测定

称取 5 mg DPPH 粉末，加入适量无水乙醇，避光

混匀充分溶解，定容至 100 mL，得到 DPPH 自由基溶

液。取 2 mL不同浓度（0.25、0.50、1.00、2.00 mg/mL）的

样品溶液，分别向各样品溶液中加入 2 mL DPPH自由

基溶液，混合均匀后室温避光反应 30 min，于 517 nm
处测定其吸光度记为 A 样品，以 2 mL 无水乙醇代替

DPPH自由基溶液与 2 mL样品溶液反应作为空白组，

吸光度记为 A 空白，以 2 mL蒸馏水代替样品溶液与 2 mL
DPPH自由基溶液反应作为对照组，吸光度记为 A 对照。

以谷胱甘肽作为阳性对照。按下列公式计算 DPPH自

由基清除率（X，%）。

X =（1 − A样品 − A空白

A对照

）×100
1.3 数据处理

使用 Origin 2018 软件进行绘图；利用 SPSS 软件

进行单因素方差分析检验差异显著性；利用 Design‑
Expert 13.0软件 Box‑Behnken试验中心设计对响应面

结果进行分析。

2 结果与分析

2.1 蛋白酶种类的筛选

用不同商业蛋白酶对罗非鱼皮进行酶解制备胶原

三肽，由于不同酶的酶切位点不同，其水解产物的得率

和三肽含量会存在差异[22]。蛋白酶种类对罗非鱼皮胶

原三肽得率和三肽含量的影响如图 1所示。

由图 1 可知，6 种蛋白酶制备的罗非鱼皮胶原三

肽的得率和三肽含量存在明显差异，菠萝蛋白酶酶解

制备的罗非鱼皮胶原三肽的得率（21.9%）显著（p<
0.05）高于其他蛋白酶。碱性蛋白酶酶解制备的罗非

鱼皮胶原三肽中的三肽含量最高，为 22.31%，菠萝蛋

白酶次之，为 14.49%，两种复配酶制备的罗非鱼皮胶

原三肽中的三肽含量均较低（复配酶 1为 4.68%，复配

酶 2为 6.73%）。综合三肽得率和三肽含量结果考虑，选

择碱性蛋白酶和菠萝蛋白酶两种酶协同酶解罗非鱼皮，

用于罗非鱼皮胶原三肽制备工艺优化的后续试验研究。

2.2 酶解条件的单因素试验结果及分析

酶解条件对罗非鱼皮胶原三肽中三肽含量的影响

如图 2所示。

由图 2a可知，酶解温度对罗非鱼皮酶解反应的影

响较大，当酶解温度在 45~55 ℃范围内，三肽含量随着

酶解温度的升高而增加，在 55 ℃时三肽含量达到最大

值，为 33.51%；随着酶解温度的继续升高，三肽含量开

始快速下降。这与曾庆冉[23]的研究结果相似，该研究

利用复合蛋白酶水解鸡皮制备鸡皮胶原蛋白肽，当酶
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同一指标不同小写字母表示存在显著性差异，p<0.05。
图 1 蛋白酶种类对罗非鱼皮胶原三肽得率和三肽含量的影响

Fig.1 Effects of protease types on the yield and tripeptide content
of collagen tripeptide from tilapia skin
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解温度在 35~50 ℃时，水解度随温度的升高不断增大，

在酶解温度为 50 ℃时，水解度达到最大值，当酶解温

度高于 50 ℃时水解度开始下降。这是因为温度对酶

解反应具有双重影响，升高酶解温度可提高酶解反应

速度，但当温度过高时会使酶发生变性，酶活力降低，

从而影响了酶解反应的进行。因此，选择酶解温度

50、55、60 ℃进行后续响应面优化试验。

由图 2b可知，当酶解 pH值在 8.0~9.0范围内，罗

非鱼皮胶原三肽中的三肽含量随着酶解 pH值的增大

而升高，酶解 pH 值为 9.0 时，三肽含量最高，当酶解

pH 值大于 9.0 时，三肽含量明显降低。pH 值会通过

影响蛋白酶的结构以及酶和底物之间的解离状态，从

而改变酶的活性以及酶和底物的结合能力，最终影响

酶解反应的效率[24]。pH 值过高或者过低都会使酶失

活，导致酶解反应的终止。综上，选择酶解 pH 值为

8.5、9.0和 9.5进行后续响应面优化试验。

从图 2c可以看出，三肽含量随着酶解时间的延长

而增加，当酶解时间为 6 h 时，三肽含量达到最高，为

31.76%，当酶解时间大于 6 h 时，三肽含量趋于平稳，

这可能是由于 6 h时罗非鱼皮胶原三肽酶解反应接近

终点。这与文献[25‑26]的研究结果一致，许书敏[25]利
用碱性蛋白酶水解狭鳕鱼皮制备胶原蛋白肽，当酶解

时间达 5 h时，水解度达到最大值；杨莎[26]利用风味蛋

白酶对猪骨汤进行水解的过程中，当水解时间达 4 h
时，水解度不再持续上升，说明蛋白酶的水解作用不会

持续进行，存在反应终点。这可能是由于蛋白质的水

解机理是切断特定的肽键，当蛋白质中该酶的特定切

割位点被完全水解后，酶解反应即停止。此外，随着水

解反应的进行，酶解体系中小分子肽和氨基酸的分子

增多，蛋白酶可能受到产物抑制，导致活力降低。因

此，选择酶解时间为 6 h进行后续试验。

如图 2d所示，随着液料比的增加，罗非鱼皮胶原

三肽中的三肽含量呈现先增加后逐渐下降的趋势，在

液料比 6∶1（mL/g）时，三肽含量最高。液料比过低

时，反应体系可能由于鱼皮胶原蛋白的胶体性质而黏

度较大，不利于酶解，当液料比过高，可能由于酶浓度

太低，导致酶解效果较差。因此，选择液料比 4∶1、6∶1、
8∶1（mL/g）进行后续响应面优化试验。

2.3 酶解条件的响应面优化

2.3.1 响应面试验设计及结果

根据单因素的试验结果可知，液料比、酶解温度和

酶解 pH值对罗非鱼皮胶原三肽酶解效果的影响十分

显著，因此，以 Design Expert 13.0软件对其进行三因素

三水平响应面中心组合试验设计。试验条件设计及结

果含量如表 3所示。

2.3.2 方差分析与回归分析

采用 Design‑Expert 13.0 软件程序对以上试验数

据进行二次多元回归拟合，分析结果得出罗非鱼皮胶

原三肽的三肽含量随酶解温度、液料比和酶解 pH值变

化的回归方程如下：三肽含量=-485.799+13.929 59A+
2.066 7B+28.55C+0.020 2AB+0.029AC+0.488 6BC-
0.130 2A2-0.618B2-1.780C2。
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a.酶解温度；b.酶解 pH值；c.酶解时间；d.液料比。

图 2 酶解条件对罗非鱼皮胶原三肽中三肽含量的影响

Fig.2 Effects of enzymatic hydrolysis conditions on the tripeptide
content of collagen tripeptide from tilapia skin 表 3 响应面试验设计及结果

Table 3 Design and results of response surface experiments

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

A酶解
温度/℃
55
50
55
55
50
55
55
60
55
50
55
50
55
60
60
55
60

B液料比/
（mL/g）
4∶1
4∶1
6∶1
6∶1
6∶1
6∶1
8∶1
6∶1
4∶1
6∶1
8∶1
8∶1
6∶1
8∶1
4∶1
6∶1
8∶1

C酶解
pH值

8.5
9.0
9.0
9.0
8.5
9.0
8.5
8.5
9.5
9.5
9.5
9.0
9.0
9.0
9.0
9.0
9.5

三肽
含量/%
32.5
30.5
36.5
37.0
31.2
36.6
30.2
30.5
32.8
32.6
34.8
31.5
37.5
32.3
30.1
36.1
31.5
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回归方程方差分析如表 4所示。 由表 4 可以看出，试验模型的 F 值为 25.66，p 值

为 0.000 2，达极显著水平，失拟项 p=0.196 8>0.05，不显

著，模型回归系数 R2=0.970 6，校正系数 R2Adj=0.932 7，
说明选用的模型与实际相切合，此方程对试验拟合度

较好，能较好地反映出各因素与三肽含量的关系。由

F 值可知，3 个因素中对三肽含量影响最显著的为酶

解 pH值，液料比次之，酶解温度的影响最小。交互项

BC（液料比与酶解 pH值）对罗非鱼皮酶解制备的胶原

三肽的三肽含量影响显著，AB（酶解温度与液料比）对

三肽含量的影响大于 AC（酶解温度与酶解 pH 值）。

回归模型的变异系数为 2.06%，小于 10%，表明试验的

可信度和精确度高。

2.3.3 交互作用分析

两两因素交互作用的响应面与等高线见图 3~图 5。
如图 3所示，当酶解 pH值固定时，随着酶解温度

和液料比的增加，三肽含量先增加后降低。酶解温度

和液料比的交互响应面图为凸型，有极值最高点，等高

线图呈近圆形，结合表 4 中 AB 交互项 p=0.560 3>

方差来源

模型

A
B
C
AB
AC
BC
A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总和

总方差

107.87
0.020
0.81
7.72
0.17
0.069
4.08
41.72
21.10
12.48
3.27
2.14
1.13
111.14

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

均方

11.99
0.020
0.81
7.72
0.17
0.069
4.08
41.72
21.10
12.48
0.47
0.71
0.283 0

F值

25.66
0.043
1.74
16.53
0.37
0.15
8.73
89.30
45.17
26.71

2.52

p值
0.000 2
0.842 5
0.228 7
0.004 8
0.560 3
0.712 2
0.021 3
<0.000 1
0.000 3
0.001 3

0.196 8

显著性

极显著

极显著

显著

极显著

极显著

极显著

表 4 罗非鱼皮胶原三肽中三肽含量的响应面二次回归方程方差分析

Table 4 Variance analysis of the quadratic regression equation of
the response surface for the tripeptide content in collagen

tripeptide from tilapia skin
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图 4 酶解温度与酶解 pH 值交互作用的响应面与等高线

Fig.4 Response surface and contour lines of the interaction between enzymatic hydrolysis temperature and enzymatic hydrolysis pH

图 3 酶解温度与液料比交互作用的响应面与等高线

Fig.3 Response surface and contour lines of the interaction between enzymatic hydrolysis temperature and liquid⁃solid ratio
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0.05，说明酶解温度与液料比之间的交互作用不显著。

从图 4可以看出，在固定液料比的情况下，随着酶

解温度和酶解 pH值的增加，三肽含量先增加后降低。

酶解温度和酶解 pH 值的交互响应面为凸型，等高线

趋近圆形，与表 4中 AC交互项 p=0.712 2>0.05的结果

一致，表明二者交互作用不显著。

由图 5可知，在酶解温度固定的条件下，随着酶解

pH值和液料比的增加，三肽含量先增加后降低，酶解

pH值和料液比的交互响应面为凸型，有极值最高点，

等高线呈椭圆形，说明液料比和酶解 pH 值存在显著

交互作用。

2.3.4 模型的验证

在此模型的基础上，使用软件 Design‑Expert 13.0
对罗非鱼皮酶解制备胶原三肽的最佳工艺参数进行预

测，在酶解温度为 55.02 ℃、液料比为 6.26∶1（mL/g）、

酶解 pH 值为 9.16的酶解条件下，得到的罗非鱼皮胶

原三肽的三肽含量为 36.968%。根据试验条件，将最佳

工艺参数调整为酶解温度 55 ℃、液料比 6.3∶1（mL/g）、

酶解 pH9.2，并在此酶解条件下进行 3次平行试验，测

得罗非鱼皮胶原三肽的三肽含量为 37.25%，与预测值

基本符合，高于市售胶原三肽的三肽含量（市售胶原三

肽 1为 30.60%，市售胶原三肽 2为 19.51%）。

2.4 分子量分布

罗非鱼皮胶原三肽和市售胶原三肽的分子量分布

见图 6。
由图 6可知，罗非鱼皮胶原三肽样品和市售胶原

三肽中主要为分子量小于 1 000 Da的小分子肽，其含

量为罗非鱼皮胶原三肽（90.82%）>市售胶原三肽 1
（85.65%）>市售胶原三肽 2（72.67%），且罗非鱼皮胶原

三肽中分子量小于 500 Da 的肽段含量最高，为

65.19%。汪雪莲等[17]通过分步酶解法制备的罗非鱼皮

胶原三肽中小于 1 000 Da的小分子肽含量为 86.61%，

与之相比，本研究中罗非鱼皮胶原三肽的小分子肽含

量更高。胶原蛋白肽分子量的大小与其生物活性相

关，低分子量的胶原蛋白肽由于更好的吸收利用度，从

而更好地发挥生物活性[27‑28]，罗非鱼皮胶原三肽重均

分子量为 476 Da，小于市售胶原三肽 1（789 Da）和市

售胶原三肽 2（561 Da）。

2.5 羟脯氨酸含量

羟脯氨酸是胶原蛋白的特征性氨基酸，通过羟基

形成的链间氢键稳定了三螺旋结构，对胶原蛋白结构

的稳定性至关重要。羟脯氨酸的含量与鱼的种类及其

生活环境有关，一般来说，相较于冷水鱼来源的胶原蛋

白，热水鱼和温水鱼来源的胶原蛋白中羟脯氨酸含量

更高[29]。罗非鱼皮胶原三肽样品和市售胶原三肽中羟

脯氨酸含量如表 5所示。

由表 5可知，本研究中罗非鱼皮胶原三肽样品和

市售胶原三肽的羟脯氨酸含量接近，分别为 10.50%、
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图 5 液料比与酶解 pH 值交互作用的响应面与等高线

Fig.5 Response surface and contour lines of the interaction between liquid⁃solid ratio and enzymatic hydrolysis pH
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Fig.6 Molecular weight distribution of collagen tripeptide from
tilapia skin and commercial collagen tripeptide

不同小写字母表示组间存在显著性差异，p<0.05。
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10.21% 和 9.30%。Dong[30]的研究表明，草鱼、鳙鱼和

石斑鱼鱼鳔胶原蛋白中羟脯氨酸的含量分别为

10.36%、9.63%和 9.30%，与本研究结果相似。

2.6 氨基酸组成

罗非鱼皮胶原三肽和市售胶原三肽的氨基酸组成

见表 6。

由表 6可知，罗非鱼皮胶原三肽样品与市售胶原

三肽中均检测出 16种氨基酸，甘氨酸、丙氨酸、脯氨酸

和谷氨酸含量较高，其中甘氨酸含量最高，分别为

30.05%、30.20% 和 29.01%，酪氨酸和组氨酸含量较

低，这符合 I型胶原蛋白的氨基酸组成特点。脯氨酸

和羟脯氨酸作为胶原蛋白的标志性氨基酸，它们限制

了多肽链的二级结构变化，影响了胶原分子间的氢键

形成，从而对胶原分子的稳定性起到了关键作用[31]。
罗非鱼皮胶原三肽样品中脯氨酸的含量为 11.20%，高于

市售胶原三肽 1（9.85%）和市售胶原三肽 2（10.35%）。

罗非鱼皮胶原三肽样品中必需氨基酸含量（15.42%）与

市售胶原三肽 2（15.17%）相似，高于市售胶原三肽 1
（12.39%）。与市售胶原三肽相比，罗非鱼皮胶原三肽

样品中疏水性氨基酸含量较高，为 32.53%。有研究表

明，相较于其他的氨基酸，脯氨酸、丙氨酸、亮氨酸、苯

丙氨酸以及异亮氨酸等疏水性氨基酸具有更好的自由

基清除作用[32]。此外，赖氨酸和组氨酸作为碱性氨基

酸也具有提高自由基清除活性的特点[33]。
2.7 ABTS+自由基清除能力

罗非鱼皮胶原三肽和市售胶原三肽的 ABTS+自由

基清除率如图 7所示。

由图 7可知，相同浓度条件下，对 ABTS+自由基清

除率从高到低分别为谷胱甘肽、罗非鱼皮胶原三肽、市

售胶原三肽 1 和市售胶原三肽 2，说明谷胱甘肽

ABTS+自由基清除效果最好，其次为罗非鱼皮胶原三

肽，显著高于 2 个市售样品的 ABTS+自由基清除能力

（p<0.05）。谷胱甘肽对 ABTS+自由基的清除能力随着

浓度的增加逐渐上升，当谷胱甘肽的浓度为 1.00 mg/mL
时，对 ABTS+自由基的清除率达最高值（97.02%），与孔

晓越[34]的研究结果一致。在 0.25~2.00 mg/mL 浓度范

围内，罗非鱼皮胶原三肽的 ABTS+自由基清除率与浓度

呈正相关，当罗非鱼皮胶原三肽的浓度为 2 .00 mg/mL
时，ABTS+自由基清除率达 61.97%，与大鲵皮胶原蛋白

的 ABTS+自由基清除率表现趋势一致[35]。Dong等[30]的
研究表明当草鱼鳔、鲢鱼鳔、石斑鱼鳔和鳕鱼鳔胶原蛋

表 5 罗非鱼皮胶原三肽样品和市售胶原三肽中羟脯氨酸含量

Table 5 Hydroxyproline content in collagen tripeptide samples
from tilapia skin and commercial collagen tripeptide

样品

罗非鱼皮胶原三肽

市售胶原三肽 1
市售胶原三肽 2

羟脯氨酸含量/%
10.50±0.23a
10.21±0.16a
9.30±0.28b

注：同列字母不同表示差异显著，p<0.05。

表 6 罗非鱼皮胶原三肽和市售胶原三肽的氨基酸组成

Table 6 Amino acid composition of collagen tripeptide from
tilapia skin and commercial collagen tripeptide

氨基酸名称

组氨酸（His）
异亮氨酸（Ile）
缬氨酸（Val）
赖氨酸（Lys）
蛋氨酸（Met）
亮氨酸（Leu）

苯丙氨酸（Phe）
苏氨酸（Thr）
酪氨酸（Tyr）
丙氨酸（Ala）
脯氨酸（Pro）
精氨酸（Arg）
丝氨酸（Ser）
谷氨酸（Glu）
甘氨酸（Gly）

天门冬氨酸（Asp）
必需氨基酸

疏水性氨基酸

氨基酸总量

含量/%
罗非鱼皮胶

原三肽

1.32±0.12a
1.28±0.12a
2.15±0.02b
2.61±0.07b
1.45±0.17a
2.73±0.12a
1.22±0.02b
2.66±0.12a
0.17±0.10c
12.50±0.09b
11.20±0.10a
6.97±0.07b
3.85±0.01b
8.76±0.06b
30.05±0.10a
4.58±0.15c
15.42±0.06a
32.53±0.09a
93.50±0.07a

市售胶原
三肽 1

0.55±0.15c
1.26±0.06a
1.95±0.10c
2.38±0.11c
0.26±0.03c
2.75±0.15a
0.98±0.05c
2.26±0.13b
0.26±0.03b
12.80±0.12a
9.85±0.08c
7.02±0.01b
4.08±0.08a
10.50±0.13a
30.20±0.06a
6.05±0.12a
12.39±0.08c
29.85±0.05b
93.15±0.05b

市售胶原
三肽 2

0.97±0.08b
1.30±0.08a
2.40±0.08a
3.32±0.15a
1.05±0.06b
2.02±0.09b
1.76±0.03a
2.35±0.05b
0.31±0.06a
10.60±0.11c
10.35±0.05b
7.36±0.03a
3.64±0.12c
7.39±0.09c
29.01±0.03b
5.36±0.05b
15.17±0.13b
29.48±0.11c
89.19±0.09c

注：必需氨基酸包括 His、Ile、Val、Lys、Met、Leu、Phe 和 Thr；疏水性

氨基酸包括 Phe、Val、Leu、Ile、Ala、Pro和 Met；同行不同字母表示差

异显著，p<0.05。
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图 7 罗非鱼皮胶原三肽和市售胶原三肽的 ABTS+自由基清除率

Fig.7 ABTS+ free radical scavenging rate of collagen tripeptide
from tilapia skin and commercial collagen tripeptide
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白的浓度为 3 mg/mL 时，4 种胶原蛋白对 ABTS+自由

基的清除率仅为 29%~35%，远低于本研究中罗非鱼皮

胶原三肽的 ABTS+自由基清除率，表明罗非鱼皮胶原

三肽的 ABTS+自由基清除能力较强，这可能与罗非鱼

皮胶原三肽中疏水性氨基酸和碱性氨基酸含量较高

有关[36]。
2.8 DPPH自由基清除能力

DPPH 是一种常用的自由基试剂，广泛应用于评

估抗氧化剂的活性。罗非鱼皮胶原三肽和市售胶原三

肽的 DPPH自由基清除率见图 8。

由图 8 可知，在 0.25~2.00 mg/mL 浓度范围内，所

有样品的 DPPH自由基清除率均随浓度的增加而升高。

在各浓度条件下，罗非鱼皮胶原三肽样品的 DPPH自由

基清除率均高于市售胶原三肽，除 2.7 中提到的疏水

性氨基酸含量差异的影响，可能还与罗非鱼皮胶原三

肽的分子量较小有关，研究表明，分子量较低的肽可能

更容易接近自由基提供质子或电子，自由基清除活性

更高[37‑38]。当罗非鱼皮胶原三肽浓度为 2.00 mg/mL时，

其 DPPH自由基清除率达 38.55%，这与黑鲨鱼皮胶原

蛋白肽[38]的 DPPH 自由基清除结果相似，高于罗非鱼

皮抗氧化肽的 DPPH 自由基清除率[39]。因此，罗非鱼

皮胶原三肽具有较好的 DPPH自由基清除效果。

3 结论

本研究通过单因素试验及响应面优化试验对罗

非鱼皮胶原三肽酶解条件进行优化，确定最佳酶解工

艺：碱性蛋白酶和菠萝蛋白酶复配使用，加酶量为

5 000 U/g，酶活比为 1∶1，酶解温度为 55 ℃、液料比为

6.3∶1（mL/g）、酶解 pH值为 9.2，并对最佳酶解工艺制

备的罗非鱼皮胶原三肽与市售胶原三肽进行对比，分

析其三肽含量、分子量分布、氨基酸组成及抗氧化活

性。罗非鱼皮胶原三肽的三肽含量（32.75%）、分子量

小于 500 Da 的肽段含量（65.19%）、必需氨基酸含量

（15.42%）和疏水性氨基酸含量（32.53%）均高于市售

胶原三肽，重均分子量最低，为 476 Da。抗氧化活性

测定结果表明，罗非鱼皮胶原三肽自由基清除能力最

佳，当浓度为 2.00 mg/mL时，对 DPPH自由基和 ABTS+
自由基清除率分别达 38.55% 和 61.97%，具有作为天

然来源抗氧化活性物质的应用潜力。综上所述，本研

究制备的罗非鱼皮胶原三肽中的三肽含量较高，分子

量较小，表现出较好的抗氧化活性，具有高吸收利用率

和高营养价值的应用潜力。
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