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网状壳聚糖固定化黄鱼中甲醛残留的条件优化 
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摘要：以壳聚糖为载体，甲醛浸泡过的黄鱼、人血清白蛋白为材料，研究一种壳聚糖法固定黄鱼中甲醛的方法。本文对影响固

定化的关键因素：戊二醛浓度、甲醛-人血清白蛋白（FA-HSA）用量、吸附温度等展开研究，以 FA-HSA 吸附率为指标，分别进行单

因素实验和正交实验，探索其固定化最佳条件。实验结果表明，当戊二醛浓度为 5%，FA-HSA 用量为 14 mL，吸附温度为 42 ℃，吸

附时间为 4 h 时，FA-HSA 的吸附量为最大值，且达到 59.2%。 

关键词：FA-HSA；壳聚糖；交联法；固定化 

文章篇号：1673-9078(2013)4-822-825 

Immobilization of Formaldehyde Residue in Yellow Croaker on Reticular 

Chitosan 

SHI Wei1, LI Jing-ai2, LI Hou-pei1, LI Jing-long1 

(1.School of Food and Biology Engineering, Shandong Institute of Light Industry, Jinan 250353, China) 

(2.Jinan Institute of Food Science, Jinan 250000, China) 

Abstract: With Chitosan as a carrier, a method for immobilizing formaldehyde residue in yellow croaker was developed. Effects of 

several key factors, including glutaraldehyde concentration, the amount of FA-HSA, adsorption temperature and so on, on immobilization were 

investigated taking the adsorption rate of FA-HSA as the indicators. Through single factor experiments and orthogonal test, the best condition of 

formaldehyde immobilization on chitosan were determined as: glutaraldehyde concentration 5%, the amount of FA-HSA 14mL, adsorption 

temperature 42 ℃ and the adsorption time 4 h. Under the optimum immobilization conditions, the adsorption rate of FA-HSA reached the 

highest rate of 59.2%. 
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我国是世界第一水产养殖和贸易大国，年产量占

世界总量 70%以上，年出口额居世界首位。然而近年

一些商家为了改善市售水产品的感官性状、延长其保

鲜时间，过量使用甲醛进行防腐保鲜处理，导致水产

品中残留有大量甲醛。这不仅对消费者的健康造成危

害，而且成为我国水产品进出口贸易的主要技术壁垒，

由此影响到我国水产品产业的持续健康发展。 

目前甲醛的检测方法主要是采用传统的物理或化

学测定方法，而这两种方法都不能快速、高效、准确

地检测出待测样品中甲醛含量，尤其当一些水产品中

甲醛含量较低时就更难测定[1~3]。因此，开发一种简便、

灵敏、准确的甲醛检测方法-同位素标记甲醛抗体法，

对水产品质量保证和快捷出口具有现实意义。图1是

其大体流程。 

以壳聚糖为原料的固定化研究在国内外虽有大量 
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报道，但未见利用人血清白蛋白作为中间物固定甲醛

的相关研究报道。本实验以黄鱼为材料，在其甲醛萃

取和 FA-HSA加合反应工艺的基础上，研究了网状壳

聚糖对FA-HSA复合物的固定化技术[4~8]，探索了其最

佳固定条件，为探索水产品甲醛含量免疫检测新方法

提供抗原。 

同位素标记甲醛抗体法流程图如下： 

黄鱼中甲醛的萃取甲醛与人血清白蛋白的加合

FA-HSA 的固定化抗体与 FA-HSA 的免疫反应35S标记的

甲醛抗体制备杂交瘤细胞的制备放射性检测得出的甲醛

含量 

1  材料和方法 

1.1  主要试剂和仪器 

黄鱼捣碎液：市场购买；人血清白蛋白（HSA）：

北京鼎国生物技术发展中心；磷酸盐缓冲溶液

（pH=7.0）：为溶剂配制并经 0.45 μm滤膜过滤；壳聚

糖（网状的）：生化试剂，山东青岛利中壳聚糖厂；考
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马斯亮蓝 G250：上海沪宇生物科技有限公司；甲醛标

准溶液：国家标准物质研究中心；戊二醛、乙酸、氢

氧化钠均为分析纯。Cary50 紫外可见分光光度计，美

国瓦里安；ZHWY-110X50 水浴恒温摇床，上海智诚

有限责任公司；KJ-I型控温强磁力搅拌器，苏北生化

仪器厂；pHS-3 型酸度计，上海第二分析仪器厂。 

1.2  实验方法 

1.2.1  甲醛的萃取工艺 

称取被甲醛处理过的黄鱼捣碎液(1±0.01) g，置

于 250 mL的碘量瓶中，加 100 mL蒸馏水，盖紧盖子，

在温度为 60 ℃的条件下，保温 40 min，每 5 min 摇瓶

一次，冷却过滤得到甲醛萃取液。 

1.2.2  甲醛与血清白蛋白的加合作用 

准确量取一定量的甲醛萃取液置于 250 mL 的碘

量瓶中，按 1:3 的混合比例加入一定量的人血清白蛋

白溶液，再向其中加入一定量的磷酸盐缓冲溶液，然

后置于恒温水浴摇床，15 ℃下，以一定的转速，维持

120 min，使其中的甲醛与人血清白蛋白共价结合得到

甲醛-人血清白蛋白加合物（FA-HSA）缓冲溶液。 

1.2.3  甲醛-人血清白蛋白（FA-HSA）的固定 

取一定量的壳聚糖溶于 1%的乙酸水溶液中，在

磁力搅拌下，滴加 2%的氢氧化钠水溶液至溶液

pH=5.5 后，加入一定量的戊二醛水溶液反应 1 h，然

后在快速搅拌下滴加 5%的氢氧化钠水溶液至溶液

pH=7.5，抽滤收集沉淀，可得预交联的网状壳聚糖白

色细小微球。 

将一定量上述壳聚糖微球置于50 mL的锥形瓶中，

加入一定量的 FA-HSA缓冲液，放入摇床（100 r/min）

在一定温度条件下吸附一定时间，即可得FA-HSA的

固定化产物。 

1.2.4  FA-HSA的吸附量测定 

固定化过程结束后，取上清液，利用考马斯亮蓝

染色法用紫外可见光分光光度计测定 595 nm 波长下

的吸光度值，计算剩余人血清白蛋白浓度，即可得到。 

2  结果与分析 

2.1  固定化条件的选择 

2.1.1  交联剂对 FA-HSA固定化的影响 

本研究采用戊二醛作为交联剂，固定化FA-HSA。

戊二醛是一种固定化效率高而低毒的交联剂，先与带

有氨基的壳聚糖微球连接，再与人血清白蛋白分子上

的-NH2 反应，从而将人血清白蛋白分子固定在载体

上。固定其它条件，分别选用不同浓度的戊二醛制备

固定化 FA-HAS，结果见图 1。 

 

图 1 戊二醛浓度对 FA-HSA 固定化的影响 

Fig.1 Effect of glutaraldehyde concentration on the 

immobilization of FA-HSA 

由图 1 表明，当戊二醛浓度较低时，FA-HSA 的

吸附量随戊二醛浓度的增加而增加，当浓度继续增大

时，FA-HSA 的吸附量呈降低趋势，当戊二醛浓度为

5.0%时，FA-HSA 吸附量达到最大程度。这是因为，

当戊二醛浓度较低时，浓度的增大有利于载体与戊二

醛的交联反应，使得单位面积的载体上面覆盖有足够

的戊二醛，促进了与FA-HSA的交联作用，当浓度超

过一定范围时，抑制作用会成为主导，致使固定化效

率降低，吸附率转而下降。 

2.1.2  FA-HSA用量对其固定化的影响 

在戊二醛浓度为 5.0%时，固定其他条件不变，分

别选用不同量的FA-HSA对其进行固定化制备。结果

见图 2。 

 

图 2 FA-HSA用量对其固定化的影响 

Fig.2 Effect of the amount of FA-HSA adduct on the 

immobilization of FA-HAS 

由图 2 表明，当FA-HSA用量较低时，其固定程

度随它用量的增加而增加，当用量继续增大时，

FA-HSA 的固定程度呈降低趋势，当 FA-HAS 用量为

14 mL时，FA-HSA吸附量达到最大程度。这是因为，

壳聚糖微球的固定化结合位点数量是有限的，

FA-HSA 的用量越高，其与载体结合越多，当结合位

点趋于饱和后，增加FA-HSA用量，其的吸附量也不 
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再继续增高。 

2.1.3  吸附温度对 FA-HSA固定化的影响 

 
图 3 吸附温度对 FA-HSA固定化的影响 

Fig.3 Effect of the adsorption temperature on the 

immobilization of FA-HSA 

由图 3 表明，在温度较低时，随着吸附温度的提

高，FA-HSA的吸附量随之增加，当到达到42 ℃时，

其吸附量达到最大值，随之快速下降。这是因为温度

较低时，FA-HSA 的活性受到抑制，从而使 FA-HSA

与交联剂的结合降低，温度太高时，容易破坏其结合

的化学键，从而降低热稳定性。 

2.1.4  吸附时间对 FA-HSA固定化的影响 

在戊二醛浓度为 5.0%，FA-HSA用量为 14 mL，

吸附温度保持在 42 ℃时，固定其他条件不变，选择

以不同吸附时间制备固定化FA-HSA。结果见图4。 

 
图 4 吸附时间对 FA-HSA固定化的影响 

Fig.4 Effect of the adsorption time on the immobilization of 

FA-HSA 

由图 4 表明，壳聚糖微球在 1 h 后对FA-HSA的

吸附量达到 35.4%，具有一个很大的吸附初速度，后

期增长缓慢，3 h 后 FA-HSA 吸附量不再发生变化，

表明微球对FA-HSA的吸附已达到饱和。这是因为小

粒径的微球有较大的比表面积，所以吸附性很强，相

应的吸附时间也较短，同时由于微球的固定化结合位

点数量是有限的，随着结合位点的减少，吸附速度减

缓，直到最后其吸附量不再继续增高。 

2.2  固定化工艺的优化 

为确定FA-HSA的最佳固定化条件，在单因素实

验基础上，进行正交实验，对戊二醛浓度、FA-HSA

用量、吸附温度、吸附时间等这四个因素，设置不同

水平进行研究。因素水平表见表 1，正交实验结果见

表 2。 

表 1 因素水平表 

Table1 Factors and levels of orthogonal experiment 

水平 

因素 

A (戊二醛 

浓度/%) 

B (FA-HAS 

用量/mL) 

C (吸附 

温度/℃) 

D (吸附 

时间/h) 

1 4 12 40 2 

2 5 14 42 3 

3 6 16 44 4 

表 2 正交实验结果 

Table 2 The result of orthogonal experiment 

实验序号 A B C D 吸附量/% 

1 1 1 1 1 48.1 

2 1 2 2 2 54.2 

3 1 3 3 3 52.3 

4 2 1 2 3 53.6 

5 2 2 3 1 53.4 

6 2 3 1 2 52.6 

7 3 1 3 2 49.8 

8 3 2 1 3 51.9 

9 3 3 2 1 53.6 

k1 51.533 50.500 50.867 51.700  

k2 53.200 53.167 53.800 52.200  

k3 51.767 52.833 51.833 52.600  

极差 1.667 2.667 2.933 0.900  

最优方案 A2 B2 C2 D3  

表 3 正交实验的方差分析 

Table 3 Variance analysis of the orthogonal experiment 

方差来源 
偏差平 

方和 
自由度 F 值 

F 临 

界值 

显著 

性 

戊二醛浓度 4.887 2 0.607 4.460  

FA-HSA 用量 12.667 2 31.74 4.460 * 

吸附温度 13.407 2 63.66 4.460 * 

吸附时间 1.220 2 0.152 4.460  

误差 32.18 8    

由直观分析可知，4 个因素对 FA-HSA 固定化的

影响主次顺序为：C>B>A>D，即吸附温度>FA-HSA

用量>戊二醛浓度>吸附时间，最优方案为 A2B2C2D3，

即吸附时间为 4 h，戊二醛浓度为5%，FA-HSA用量

为 14 mL，吸附温度为 42 ℃。经验证性试验发现在最

佳固定化工艺条件下，FA-HSA 的吸附量为最大值且
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为 59.2%，并在该最佳条件下进行了 13 次重复试验，

其中标准偏差为 1.53%。为了确定这四个因素对实验

结果的影响显著性，进一步对正交实验结果进行方差

分析，结果见表 3。 

表 3 中，“*”表示达到显著水平，由表 3 可知，

FA-HSA 用量、吸附温度这两个因素对 FA-HSA 固定

化的影响达到显著水平，而戊二醛浓度和吸附时间则

未达到显著水平，这与直观分析相符。 

3  结论 

以黄鱼为材料，探索了利用网状壳聚糖法固定黄

鱼中甲醛的最佳条件，其中戊二醛浓度为 5%，

FA-HSA用量为 14 mL，吸附温度为 42 ℃，吸附时间

为 4 h。验证性试验表明 FA-HSA 的最大吸附量为

（59.2±1.53）%。 
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