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摘要：本研究以罗非鱼骨胶原蛋白为原料酶解制备具有良好钙螯能力性的活性肽。以钙螯合活性为指标，将罗非鱼骨架经过脱

肉、脱钙等前处理获得的罗非鱼骨胶原蛋白通过木瓜蛋白酶酶解制备得到罗非鱼骨胶原蛋白肽，通过单因素及正交试验对制备罗非鱼

骨胶原螯合肽的酶解工艺进行优化。同时对最优条件下酶解获得的罗非鱼骨胶原钙螯合肽的分子量及氨基酸组成进行分析。结果表明，

最优酶解工艺条件为：酶解时间 4.5 h，pH 6.5，酶解温度 62 ℃，酶底比 0.6%。罗非鱼骨胶原钙螯合肽是一类小分子功能活性肽。同

时通过对比罗非鱼骨胶原钙螯合肽及其钙-肽螯合物氨基酸组成，发现胱氨酸、天冬氨酸、丝氨酸、谷氨酸、甘氨酸、组氨酸和赖氨

酸等氨基酸对活性肽的钙螯合能力起到重要作用。 
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Abstract: The purpose of this paper was to prepare collagen peptides with calcium-chelating ability from tilapia fish bone. Bone collagen 

was used as experimental material after pre-meat including removing meat from the skeleton and decalcification. With calcium chelation activity 

as the index, papain was selected as the acting enzyme. The single factor and orthogonal test were employed to optimize the enzymolysis 

process of preparation of tilapia bone collagen. The Tilapia calcium chelating peptide, obtained by enzymatic hydrolysis under optimal 

conditions, was used as the target for the determination of their molecular weight and amino acid composition. The results showed that the 

optimum enzymolysis process conditions were as follows: Enzymolysis time (4.5 h), pH (6.5), enzymolysis temperature (62 ℃), enzyme to 

substrate ratio (0.6%). Tilapia bone collagen calcium chelating peptide was a kind of function substance composed of small molecular peptides; 
By comparing the amino acid composition of tilapia bone collagen calcium chelating peptide and its calcium-peptide chelated, it is found that 

amino acids such as cystine, aspartic acid, serine, glutamic acid, glycine, histidine and lysine played an important role in the calcium chelating 

capacity of the active peptide. 

Key words: Tilapia bone; enzymolysis; calcium chelating peptide; molecular weight distribution; amino acid composition 

 

罗非鱼又名非洲鲫鱼，具有生长快、繁殖力强、

食性杂、病害少、抗病力强等特点，是联合国粮食及
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农业组织向世界各国推广养殖的鱼类之一，被称为“21
世纪之鱼”。我国的罗非鱼养殖产量和出口量居世界首

位[1]。罗非鱼骨在加工过程中产生大量的鱼骨、鱼皮

和鱼鳞等富含胶原蛋白的加工副产物，约占全鱼重

65%。其中，每加工 30 万吨罗非鱼，约可得到 4.29
万吨鱼骨[2]。鱼骨含有丰富的胶原蛋白（约 30%[2]）

以及钙元素（含钙量达 26.95%[3]），是良好的蛋白源

和钙源[4]。近些年来，鱼骨胶原蛋白已经获得国内外
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学者的广泛关注[5]。 
钙是人体含量最多的矿物质，对人体生理健康的

维持起着至关重要的作用。由于我国居民的膳食结构

存在缺陷，国人缺钙现象尤为严重。因而开发易于被

人体吸收的补钙剂是当务之急。根据人体的钙代谢机

理，可以将目前的钙制剂分成两大类：离子钙和分子

钙[6]。离子钙是指传统的补钙剂，此类补钙剂被人体

摄入后，在消化道系统内转变为钙离子再参与钙的吸

收过程，如：碳酸钙、羟基磷酸钙、乳酸钙、柠檬酸

钙等。而分子钙则无需在消化系统内解离出钙离子，

而是以分子的形式被肠道吸收。此类补钙剂有：氨基

酸螯合钙[7]、酪蛋白磷酸肽[8]、胶原蛋白螯合钙[9]等。 
本实验以罗非鱼加工的下脚料鱼排为原料制备

罗非鱼骨胶原钙螯合肽为目的，通过单因素实验及正

交实验获得最优的酶解工艺条件，以充分提高罗非鱼

骨胶原蛋白的利用率。随后，对最优工艺条件酶解出

的罗非鱼骨胶原螯合肽的分子量分布进行分析，同时

对罗非鱼骨胶原螯合肽及其与钙螯合后所得的钙-肽
螯合物进行氨基酸组成分析。本研究将大大提高罗非

鱼加工副产物的附加值，所得钙螯合肽在补钙方面兼

具补钙和补充骨胶原的优势，具有重要的应用价值和

社会经济效益。 

1  材料与方法 

1.1  原料试剂与仪器 

1.1.1  原料 
罗非鱼工厂加工后剩余下脚料，去头、尾、鳍，

取骨架切段，用 0.5%中性蛋白酶酶解脱肉 2 h (55 ℃，

pH 为 7.5)，在 0.1 mol/L NaOH 溶液中搅拌 24 h 除杂

蛋白，用自来水清洗至中性，后置于 10% EDTA-2Na 
(pH 为 7.2，W/V=1:10)中 4 ℃下搅拌脱钙处理 5 d，待

鱼骨呈透明状，洗净，4%的盐酸处理 18 h 后得到柔

软有韧性的罗非鱼骨胶原蛋白，-20 ℃下保存备用。 
1.1.2  试剂 

木瓜蛋白酶（酶活力 6×104 U/mL），南宁庞博生

物工程有限公司；胰蛋白酶（酶活力 1.3×106 U/g）、
碱性蛋白酶（酶活力 5.7×104 U/mL）、中性蛋白酶（酶

活力 3.13×104 U/mL），诺维信(中国)生物技术有限公

司；邻甲酚酞络合剂，山东西亚化工有限公司；8-羟
基喹啉，天津大茂化学试剂厂；其他试剂均为分析纯。 
1.1.3  主要仪器设备 

数显恒温水浴锅：型号 HH-4，金坛市华城海龙

实验仪器厂；多管架自动平衡离心机：型号 L530，湖

南湘仪实验室仪器开发有限公司；电子天平：型号

AL104，梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司；pH
计，赛多利斯科学北京有限公司；多功能酶标仪：型

号 2300，PerkinElmer；微量振荡器：型号 MH-2，海

门其林贝尔仪器制造有限公司；冷冻干燥机：Modulyo
系列，Thermo Fisher；梯度高效液相色谱仪：型号

LC-1000T，深圳德谱仪器有限公司；全自动氨基酸分

析仪：型号 S-433D，SKYAM。 

1.2  方法 

1.2.1  钙螯合活性肽的酶法制备及工艺优化 
1.2.1.1  工艺流程 

称取一定量脱钙后的鱼骨胶原蛋白→按一定料液比加入

蒸馏水→调pH至特定的pH→按照不同酶底比加入蛋白酶→在

水浴锅中酶解反应→沸水浴 10 min 灭酶→4000 r/min 离心 20 

min→取上清液进行冷冻干燥→鱼骨胶原蛋白肽冻干粉 

1.2.1.2  最优酶解作用酶类的选择 
胰蛋白酶、碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白

酶是酶解胶原蛋白的常用酶。根据厂家提供的不同酶

类的理论最适酶解工艺条件，对罗非鱼骨胶原蛋白作

酶解处理，并对其酶解产物进行钙螯合活性测定，由

此选出最优酶解作用酶。各蛋白酶的理论最适酶解工

艺条件如下表 1： 
表1 四种酶的理论最适酶解条件 

Table 1 The theoretical optimum conditions for enzymolysis of 

the four enzymes 

酶种类 
因素 

pH 温度/℃ 酶底比/% 时间/h

胰蛋白酶 8.0 37 1 7 

碱性蛋白酶 8.0 50 1 7 

中性蛋白酶 7.0 50 1 7 

木瓜蛋白酶 7.0 60 1 7 

1.2.1.3  单因素实验 
选用木瓜蛋白酶作为工具酶，其理论最优酶解条

件为：pH 为 7.0，温度 60 ℃，酶底比 1%。在其基础

上分别调节酶解时间（1、2、3、4、5、6、7 h）、pH
（6.0、6.5、7.0、7.5）、温度（45、50、55、60、65 ℃）、

酶底比（0.3%、0.5%、1.0%、1.5%）进行单因素实验。 
1.2.1.4  正交实验优化 

表2 正交实验设计表 

Table 2 Factors and levels in L9 (34) orthogonal array design 

水平
因素 

A 时间/h B pH C 温度/℃ D 酶底比/%

1 3.5 5.5 58 0.4 

2 4 6.0 60 0.5 

3 4.5 6.5 62 0.6 
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在单因素实验的基础上，以酶解时间、pH、温度、

酶底比为影响因素，各取 3 个水平值，以多肽的钙螯

合活性为指标确定罗非鱼骨胶原肽的最佳酶解工艺，

实验因素及水平见表 2。 
1.2.2.  钙螯合活性肽的螯合活性测定 
1.2.2.1  配制贮备试剂 

0.5 mol/L HCl 溶液；10 mM CaCl2溶液；200 mM
磷酸氢二钠溶液；200 mM 磷酸二氢钠溶液；200 mM
磷酸缓冲液；乙醇胺-硼酸盐缓冲液; 邻-甲酚酞溶液

(40.0 mg 邻甲酚酞络合剂于 50 mL 棕色容量瓶中，加

12.5 mL 蒸馏水，0.2 mL KOH（1 M），摇晃至完全溶

解，加 37.5 mL 蒸馏水定容，加 0.25 mL 冰乙酸，混

匀，在室温下稳定两个月)；8-羟基喹啉溶液(2.5 g 8-
羟基喹啉于 50 mL 棕色容量瓶中，加 95%乙醇定容，

在 4 ℃下稳定两周)；1000 μg/mL 贮备钙标准液。 
1.2.2.2  制备钙-肽螯合物 

将冻干粉样品与 10 mM CaCl2、200 mM 磷酸盐缓

冲液混合于 10 mL 离心管中（终浓度分别为：待测样

品浓度 500 mg/L，5 mM 的 CaCl2和 100 mM 的磷酸

钠缓冲液，pH 为 7.8），置于 37 ℃水浴锅中反应 120 
min，持续振荡。配平后置于离心机中 4000 r/min 离心

20 min，上清液即为钙-肽螯合物溶液。将此上清液冷

冻干燥即得肽钙螯合物干粉。 
1.2.2.3  测定螯合活性 

参照文献[10~12]所述方法，取 1.2.2.1 钙-肽螯合上

清液 250 μL 至 25 mL 容量瓶中定容，制得样品稀释

液。用钙贮备液稀释 400 倍成 0.25 μg/mL 标准钙工作

液，并分别取 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 于不同

的 4 mL 离心管中，分别再加入 1.0、0.8、0.6、0.4、
0.2、0 mL 一级水补足至 1 mL，摇匀，配制成钙标准

液，用于钙标准曲线的制作。取 6 mL 乙醇胺-硼酸盐

缓冲液，1.8 mL 的 8-羟基喹啉贮备液，6 mL 邻-甲酚

酞溶液定容于 100 mL 容量瓶中，制得工作显色液。 
吸取30 μL标准钙工作液或样品稀释液至96孔板

中，再分别在相应孔中加 150 μL 的工作显色液。将

96 孔板置于微量振荡器上摇匀后，用酶标仪测定在

570 nm 波长下的吸光值，作为标准曲线或样品测定数

据。整个步骤在 15 min 内完成。 
1.2.2.4  钙螯合肽分子量分布的测定 

参照文献[13,14]所述方法，利用高效液相色谱仪进

行测定。色谱柱为 TSKgel G2000 SWXL 300 mm×7.8 
mm, 流动相为水/乙腈/三氟乙酸（80:20:0.1，V/V/V）,
在柱温为室温、流速为 0.5 mL/min 条件下，以检测波

长 220 nm 对样品（1.6 mg/mL）进行测定。其中绘制

分子量标准曲线所选取的蛋白标准品为：细胞色素 C

（12500 u）、胰岛素（5808 u）、杆菌肽（1422 u）、甘

氨酸-甘氨酸-酪氨酸-精氨酸（451 u）、甘氨酸-甘氨酸

-甘氨酸（189 u），制得标准曲线(Y=-0.311x+8.7296，
R2=0.9972)。 
1.2.2.5  钙螯合肽的氨基酸组成分析 

根据 GB5009.124-2016《食品安全国家标准 食品

中氨基酸的测定》，取 10~20 mg 的样品冻干粉于水解

管内，加入 10~15 mL 6 M 盐酸溶液后滴入苯酚 3~4
滴，将水解管冷冻 5 min。接到真空泵的抽气管上，

抽真空，充入N2，重复 3 次后，封口，置于 110 ℃±1 ℃
下酸水解 22 h。冷却至室温后，将水解液过滤至 50 mL
容量瓶内，定容，振荡混匀。准确吸取 1.0 mL 滤液移

入到 15 mL 试管内，用平行蒸发仪在 40 ℃加热环境

下减压干燥，干燥后残留物用 1.5 mL 水溶解，重复至

蒸干。加入 1.5 mL 柠檬酸钠缓冲溶液（pH=2.2）溶解，

振荡混匀后，过 0.22 μm 滤膜，滤液采用氨基酸分析

仪进行分析。 
1.2.3.  数据统计分析 

采用 Excel 2017 软件结合 SPSS version 21.0 软件

进行数据处理和分析，结果以平均值±标准差表示，

p<0.05 认为差异显著。 

2  结果与讨论 

2.1 最优酶的选择分析 

 
图1 不同酶酶解后活性肽的钙螯合活性 

Fig.1 Effect of different kinds of enzyme on the calcium-binding 

ability of Tilapia collagen peptide（p<0.05） 
注：不同字母表示数据差异显著，p<0.05。 

根据厂家提供的不同酶类的理论最适酶解工艺条

件，对罗非鱼骨进行酶解处理，结果如图 1 所示，中

性蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶对酶解物的钙螯合

活性影响无显著性差异（p<0.05）。木瓜蛋白酶属于巯

基蛋白酶，底物特异性较宽，以甘氨酸、半胱氨酸、

赖氨酸的羧基端、精氨酸的羧基端为酶切位点，其中

主要的是甘氨酸，又能优先水解氨基端有 2 个羧基的
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氨基酸，如天冬氨酸和谷氨酸这两种对钙螯合能力贡

献较大的氨基酸[15]。考虑到木瓜蛋白酶的酶切位点的

特殊性对多肽的钙螯合活性的积极影响，以及其所得

酶解物具有良好的钙结合活性，本实验选择木瓜蛋白

酶为最优酶解作用酶。 

2.2  不同酶解时间对肽的钙螯合活性的影响 

 
图2 不同酶解时间下酶解物螯合钙的能力 

Fig.2 Effect of different time of Hydrolysis on the 

calcium-binding ability of Tilapia collagen peptide 

注：不同字母表示数据差异显著，p<0.05。 

根据酶筛选实验结果，选用木瓜蛋白酶作为工具

酶，在其理论最优酶解条件（pH 为 7.0，温度 60 ℃，

酶底比 1%）进行不同时长的酶解。如图 2 所示，从 1
到 4 h 酶解物的钙螯合活性持续增强，即酶解效果持

续增强；4~7 h 内酶解物的钙螯合活性差异不明显，

此时钙螯合活性处于 18.76~19.68 mg/g 之间。出现这

种现象的原因可能是：如前文所述木瓜蛋白酶的酶切

位点与钙螯合位点种类相似，随着酶解的进行，钙螯

合位点持续大量增加；到后期，即使仍有骨胶原蛋白

水解生成新的罗非鱼骨胶原钙螯合肽，同时也有钙螯

合肽被降解成为游离的氨基酸，生成与降解的速度相

当，酶解物的钙螯合活性相应几乎持平。因此，选取

4 h 为后续正交试验的中心试验点。同时，考虑到单因

素实验中 4 h 酶解物钙螯合活性显著优于相邻的 3 h
和 5 h 酶解物的钙螯合活性，在正交设计时将时间因

素的低水平点和高水平点选在更接近中心试验点的

3.5 h 和 4.5 h（详见表 2）。 

2.3  不同酶解 pH 对肽的钙螯合活性的影响 

由于木瓜蛋白酶为中性蛋白酶，考虑到偏酸及偏

碱性条件对蛋白酶的抑制作用，本实验选取 6.0~7.5
的 pH 区间。结果如图 3 所示，虽然木瓜蛋白酶的理

论最优 pH 为 7.0，但随着 pH 的降低，酶解物的钙螯

合活性逐渐升高，当 pH 为 6.0 时，酶解物钙螯合活性

最强，达到 25.81 mg/g。这可能是因为酶的分子结构，

特别是活性部位的结构受 pH 改变的影响，从而影响

了对罗非鱼鱼骨胶原蛋白的水解作用方式和效果。故

选取 6.0 为后续正交试验的中心试验点。考虑到优化

设计时因素的低水平试验点和高水平试验点原则上应

分布在中心试验点左右，pH 因素的水平定为 5.5，6.0
和 6.5（详见表 2）。 

 
图3 不同pH下酶解物的钙螯合活性 

Fig.3 Effect of different pH of Hydrolysis on the 

calcium-binding ability of Tilapia collagen peptide 

注：不同字母表示数据差异显著，p<0.05。 

2.4  不同酶解温度对肽的钙螯合活性的影响 

 
图4 不同酶解温度下酶解物的钙螯合活性 

Fig.4 Effect of different temperature of Hydrolysis on the 

calcium-binding ability of Tilapia collagen peptide 

注：不同字母表示数据差异显著，p<0.05。 

如图 4 所示，45~60 ℃时酶解物的钙螯合活性逐

渐增强，这是因为随着温度上升，蛋白酶分子活性逐

渐增强，底物与酶的分子运动也变得更加剧烈，接触

机会增加，水解反应速度随之不断提高；60 ℃时，酶

解物的钙螯合活性最强，达到 29.28 mg/g；60 ℃以上

时，酶解物的钙螯合活性迅速减弱，这可能是因为随

着温度的进一步上升，木瓜蛋白酶分子结构对热变得

敏感，酶活性或对罗非鱼胶原蛋白的作用方式受到影

响。故选取 60 ℃为后续正交试验的中心试验点，即

该酶的理论最适酶解温度。同时考虑到中心试验点

（60 ℃）酶解物的钙螯合活性显著高于左右温度点
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（55 ℃和 65 ℃），这说明木瓜蛋白酶酶解罗非鱼骨胶

原蛋白制备钙螯合肽工艺在 60 ℃附近对温度变化较

为敏感，因此在温度单因素的水平设置时将步长设置

选取在更接近中心点，即 58 ℃、60 ℃和 62 ℃（详见

表 2）。 

2.5  不同酶底比对肽的钙螯合活性的影响 

 
图5 不同酶底比下活性肽的钙螯合活性 

Fig.5 Effect of different weight ratio of hydrolysis on the 

calcium-binding ability of Tilapia collagen peptide 

注：不同字母表示数据差异显著，p<0.05。 

如图 5 所示，酶底比为 0.3%~0.5%时，酶解物的

钙螯合活性增强；大于 0.5%时，酶解物的钙螯合活性

趋于稳定，在 29.10~30.13 mg/g 区间内。产生该现象

的原因可能是：酶底比 0.5%以下，骨胶原蛋白的浓度

一定时，酶解反应并未达到饱和状态，随着酶底比增

大，酶解反应趋于饱和。故将 0.5%定为后续正交试验

的中心试验点。考虑到酶底比为 0.5%时酶解效果显著

优于 0.3%，而与 1%没有显著差异，因此将因素的低

水平点和高水平点选在更接近中心试验点的 0.4%和

0.6%（详见表 2）。 

2.6  正交试验的结果分析 

在单因素基础上，以钙螯合活性为指标，选用四

因素三水平的正交实验（见表 2）对罗非鱼骨胶原钙

螯合肽的酶解制备条件进行进一步优化，结果如表 3
所示。由直观分析法分析得出：4 个因素均对酶解物

的钙螯合活性有影响，影响罗非鱼骨胶原钙螯合肽制

备的 4 个因素的主次顺序为：温度>pH>酶底比>时间；

得出的最优酶解工艺条件为：酶解时间：4.5 h，pH：

6.5，酶解温度：62 ℃，酶底比：0.6%。 
表3 正交试验结果 

Table 3 Results of orthogonal experiment for L9 (34) 

试验号 
因素 

试验结果 
时间/h pH 温度/℃ 酶底比/% 

1 3.5 5.5 58 0.4 15.43 

2 3.5 6 60 0.5 28.79 

3 3.5 6.5 62 0.6 36.55 

4 4 5.5 60 0.6 26.93 

5 4 6 62 0.4 25.99 

6 4 6.5 58 0.5 27.55 

7 4.5 5.5 62 0.5 28.79 

8 4.5 6 58 0.6 22.27 

9 4.5 6.5 60 0.4 31.58 

K1 80.770 71.150 65.250 73.000 

 

K2 80.470 77.050 87.300 85.130 

K3 82.640 95.680 91.330 85.750 

k1 26.923 23.717 21.750 24.333 

k2 26.823 25.683 29.100 28.377 

k3 27.547 31.893 30.443 28.583 

极差 R 0.723 8.177 8.693 4.250 

主次顺序 温度>pH>酶底比>时间 

优水平 4.5 6.5 62 0.6 

优组合 4.5 h，pH 6.5，62 ℃，0.6% 
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2.7  罗非鱼骨胶原钙螯合肽的分子量分布分

析 

凝胶渗透色谱分析法（GPC）是蛋白质常用的分

析手段，其中最主要的原因是它能对分子量分布数据

进行定量表征。由于其成本低，操作简便，稳定好，

准确性高，我国的 GB/T 22729-2008《海洋鱼低聚肽》、

SB/T 10634-2011《淡水鱼胶原蛋白肽粉》、GB/T 
22492-2008《大豆肽粉》等标准中，已将其列为判断

肽段分子量的检测方法，且应用广泛[13,14]。最优酶解

条件下制备的罗非鱼骨胶原钙螯合肽的分子量分布分

析如表 4 所示。低于 2000 u 的肽占活性肽总量的

74.7%；而 1000 u 以下的寡肽占总量的 49.07%，接近

一半；酶解物中大部分肽的分子量集中在 180~2000 u
的区间内。可推测具有钙螯合活性的肽分子量较小，

主要在 2000 u 以下。在目前的很多研究中，具有强钙

螯合活性的肽单体分子量集中在 2000 u 以下，如陈东

等 [16]从阿拉斯加鱼皮中分离得的 GPAGPHGPPG
（842.41 u）、曹庸等[8]从牛奶酪蛋白中提取得的 P5
（1890.74 u），蔡茜茜等[10]从海生真菌 Schizochytrium 
sp.获得的 Phe-Tyr（328.17 u），孙娜[17]等从鸡蛋蛋白

中获取的 Asp-His-Thr-Lys-Glu（628.6321 u）等。可能

是因为分子量较短的肽链的空间位阻较小，较容易与

钙离子发生配合反应；亦可能是较短的肽链有更多的

钙结合位点暴露，从而可以螯合更多的钙离子。 
表4 罗非鱼骨胶原钙螯合肽的分子量分布 

Table 4 the molecular weight distribution of Tilapia collagen 

calcium-binding peptide 

分子量/u 含量/% 

>5000 5.7361 

3000~5000 8.4958 

2000~3000 11.0643 

1000~2000 25.6384 

500~1000 20.2900 

180~500 23.5373 

<180 5.2381 

2.8  罗非鱼骨胶原钙螯合肽及其钙-肽螯合物

氨基酸组成分析 

在最优酶解条件下制备罗非鱼骨胶原钙螯合肽，

并按照 1.2.2.1 操作制备相应钙-肽螯合物，罗非鱼骨

胶原钙螯合肽及钙-肽螯合物中的氨基酸组成如表 5
所示。罗非鱼骨胶原钙螯合肽检测到 16 种氨基酸，其

中甘氨酸含量最高，占 17.618%。同时，含量较高的

氨基酸种类还有：丙氨酸（11.464%）、脯氨酸

（10.104%）、羟脯氨酸（8.130%）、谷氨酸（6.183%）、

精氨酸（6.183%）和天冬氨酸（3.783%），符合典型

的胶原蛋白氨基酸的组成特征[18]。骨胶原活性肽中含

有 7 种必需氨基酸（11.567%），唯一未检测的一种必

需氨基酸-色氨酸因在检测前处理的酸水解步骤中完

全被破坏，不能说明活性肽中不含有该氨基酸。因此，

罗非鱼骨胶原螯合肽是一种氨基酸均衡的优质蛋白补

充物。 
表5 钙螯合活性肽和钙-肽螯合物的氨基酸组成分析数据表 

Table 5 Comparison of amino acids in Tilapia collagen peptide 

and Tilapia collagen peptide chelated calcium 

氨基酸种类 活性肽中 
的含量/% 

螯合物中 
的含量/% 

天冬氨酸（Asp）** 3.783 5.469 

苏氨酸（Thr）* 2.270 2.190 

丝氨酸（Ser） 2.751 3.054 

谷氨酸（Glu）** 6.183 8.991 

甘氨酸（Gly）** 17.422 17.618 

丙氨酸（Ala）** 11.464 10.212 

缬氨酸（Val）* 1.618 1.271 

胱氨酸（Cys） 0 0.187 

蛋氨酸（Met）* 0.958 0.594 

异亮氨酸（Ile）* 0.998 0.675 

亮氨酸（Leu）* 1.815 1.276 

酪氨酸（Tyr） 0.860 0.628 

苯丙氨酸（Phe）* 1.684 1.325 

组氨酸（His） 0.841 0.895 

赖氨酸（Lys）* 2.224 2.848 

精氨酸（Arg）** 6.075 5.617 

羟脯氨酸（Hyp） 8.130 7.504 

脯氨酸（Pro） 10.104 8.342 

合计 79.180 78.696 

注：*：必需氨基酸；**：鲜味氨基酸。 

同时，对比发现，钙-肽螯合物与罗非鱼骨胶原钙

螯合肽的氨基酸组成存在明显差异。钙-肽螯合物比罗

非鱼骨胶原钙螯合肽多检测出了胱氨酸，一种在检测

前处理的酸水解步骤中会被部分破坏的氨基酸[19]，这

可能是胱氨酸在钙-肽螯合物中得到富集（0.187%），

而在罗非鱼骨胶原钙螯合肽含量较低且酸水解时遭到

破坏的原因。这同时也说明胱氨酸具有良好的钙结合

能力。除胱氨酸外，钙-肽螯合物含量提高的氨基酸还

有：天冬氨酸、丝氨酸、谷氨酸、甘氨酸、组氨酸、

赖氨酸，其中大幅增加的氨基酸是天冬氨酸（增加
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1.686%）、谷氨酸（增加 2.808%），这表明这些氨基酸

的存在对罗非鱼骨胶原钙螯合肽结合钙的能力起到了

重要作用。本结果也与部分报道相吻合，根据文献报

道，木瓜蛋白酶在水解过程中能优先释放天冬氨酸和

谷氨酸，两者均为酸性氨基酸，其侧链上的羧基在对

钙螯合有很大帮助[12]，有效提高了钙螯合肽的钙螯合

活性。丝氨酸也是对钙螯合活性有重要影响的氨基酸
[20]，在典型的促钙吸收肽-酪蛋白磷酸肽中，丝氨酸是

磷酸化位点[21]。再者，其余含量较高的氨基酸，如精

氨酸、甘氨酸，及小幅增加的赖氨酸（增加 0.624%）

和组氨酸（增加 0.054%）都是与钙螯合活性相关的特

别基团[11,17,22~25]。此外，肽链中的亚氨基能与钙离子

形成配位，而具有亚氨基的氨基酸是脯氨酸和羟脯氨

酸，在罗非鱼骨胶原活性肽中含量较高[22]。 

3  结论 

本文用蛋白酶法从罗非鱼骨胶原蛋白中获取钙螯

合肽，得到了酶解的最优工艺条件；所得罗非鱼骨胶

原钙螯合肽 70%以上分子量在小于 2000 u，属于小分

子活性肽；对比了最优酶解条件下制得的罗非鱼骨胶

原钙螯合肽及其钙-肽螯合物的氨基酸组成，其胱氨

酸、天冬氨酸、丝氨酸、谷氨酸等含量较高，对罗非

鱼骨胶原钙螯合肽结合钙的能力有一定的贡献。本文

为水产加工副产物-罗非鱼骨架的精深加工利用提供

了新思路，为开发罗非鱼骨补钙产品提供了理论支撑

和技术支持。 
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