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大孔树脂对罗非鱼皮胶原蛋白抗氧化肽 

脱盐作用的研究 
 

夏光华，申铉日，酒志强，黄霜霞 

（海南大学食品学院，海南海口 570228） 

摘要：为了探索罗非鱼皮胶原蛋白抗氧化肽的最佳脱盐工艺，本文采用DA201-C大孔吸附树脂对抗氧化肽进行脱盐试验。结果

表明：DA201-C大孔吸附树脂对抗氧化肽的静态吸附率和吸附量分别为82.56%和54 mg/g；动态吸附和解吸最佳的上样浓度为60 

mg/mL，最佳上样流速为1 mL/min，解吸剂为75%乙醇。抗氧化肽经过DA201-C大孔吸附树脂处理后脱盐率为97.13%，回收率为81.16%，

质量浓度为0.245 mg/mL时对ABTS自由基的清除率提高至39.58%。采用DA201-C大孔吸附树脂对罗非鱼皮胶原蛋白抗氧化肽进行脱

盐处理是一种简便有效的方法。 
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Desalination of Macroporous Absorption Resin on Antioxidant Peptides 

from Tilapia Skin Collagen  
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Abstract: The desalting technology of antioxidant peptides from tilapia skin collagen by DA201-C macroporous adsorption resin was 

investigated. The results showed that the static absorption rate and absorbing capacity were 82.56% and 54mg/g, respectively. The best loading 

sample concentration, sampling flow rate and eluent were 60 mg/mL, 1 mL/min and 75% alcohol, respectively. Under these conditions, the 

desalination rate was 97.13% and recovery of peptides was 81.16%. The antioxidant activity was increased to 39.58% at the concentration of 

0.245 mg/mL. In conclusion, it was available and effective to desalt the antioxidant peptides from tilapia skin collagen by using DA201-C 

macroporous absorption resin.  
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罗非鱼(Oreochromis niloticus)又称非洲鲫鱼，属鲈

形目、鲡鱼科，具有生长快、食物杂、抗逆性强、繁

殖快、肉质好、易养殖、产量高等特点。我国是世界

上最大的罗非鱼生产国，年产量约占世界年产总量的

一半。在生产鲜鱼片和冻鱼片等产品的同时产生了大

量鱼皮、鱼骨、鱼头等下脚料[1]。这些下脚料若不有

效利用，不仅会造成极大的浪费，还会造成环境污染
[2]。为了副产物的高附加值化利用，本文利用罗非鱼

皮采用热水法提取制备胶原蛋白，并采用碱性蛋白酶、

中性蛋白酶和 Orientase 20A三种酶酶解胶原蛋白 
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制备抗氧化活性活性肽，但在酶解制备过程中，由于

调节 pH 值给酶解液带来大量盐分。抗氧化活性肽中

过量的盐分不仅给产品的后续纯化及分析带来麻烦，

而且影响产品的风味，危害人体健康，因此，需要对

酶解液进行脱盐处理。 

目前适合于大分子生物活性物质的脱盐方法主

要包括透析、超滤和纳滤等，小分子物质可以采用电

渗析、大孔树脂法和离子交换树脂法进行脱盐。电渗

析脱盐法因回收率不高、能耗大而没有得到广泛的应

用[3]；离子交换树脂法阴阳离子树脂需要大量的酸碱

进行前处理，并且肽液得率低。大孔吸附树脂为非离

子的高分子吸附剂，具有大孔网状吸附结构，可根据

肽的极性和分子量进行分离，具有吸附和筛选功能。

大孔树脂用于脱盐具有吸附容量大、吸附迅速、解吸

容易、回收率高、对脱盐原料生理生化性质影响小等

特点[4-5]，因而，被广泛用于生物活性物质的脱盐。陈
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季旺等[6]采用DA201-C大孔树脂对鱼降血压肽进行脱

盐精制；范文[7]等采用 DA201-C 大孔树脂对腐乳多肽

进行脱盐处理，脱盐率高达 98.19%，肽回收率大于

90%，并且抗氧化活性得到了提高。周存山[8]等采用

D3520 大孔树脂对麦胚蛋白 ACE肽进行脱盐处理，效

果较好。 

本实验采用 DA201-C 大孔树脂对鱼皮胶原蛋白

抗氧化活性肽进行脱盐处理，确定 DA201-C 大孔吸附

树脂对抗氧化活性肽的最佳脱盐条件，为抗氧化活性

肽的分离纯化、活性测定及工业化生产提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

罗非鱼皮购于海南省泉溢食品有限公司；碱性蛋

白酶、中性蛋白酶和脂肪酶，广西庞博生物工程有限

公司；Orientase 20A，日本 HBI 株式会社；Folin-酚试

剂乙液 Sigma 公司；盐酸、柠檬酸钠、氢氧化钠、无

水乙醇等均为分析纯，实验用水为超纯水；DA201-C

大孔树脂 江苏苏青树脂有限公司。 

1.2  仪器与设备 

RE52-AA 旋转蒸发器、SHZ-Ⅲ型循环水真空泵 

上海亚荣生化仪器厂；THZ-22(82 型)台式恒温振荡

器，太仓市实验设备厂；BS124S 型电子天平，德国

Sartorius 公司；LGJ-10 冷冻干燥机，宁波新芝生物科

技股份有限公司；7200 型分光光度计，尤尼柯(上海)

仪器有限公司；HD-A 电脑采集器，南京大学普阳仪

器科学研究所；BT100-2J 蠕动泵，保定兰格恒流泵有

限公司；HD-2 核酸蛋白检测仪，南京大学普阳仪器

科学研究所；FE30实验室电导率仪、EL303电子天平，

梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司。 

1.3  鱼皮胶原蛋白小肽的制备[9] 

罗非鱼皮去除鱼鳞和色素→脂肪酶和碱性蛋白酶处理 5 

h→蒸馏水反复冲洗→鱼皮切成小块→在冰箱中用 0.1%的

NaOH 浸泡处理 24 h→沉淀物用蒸馏水浸泡 1~2 h→0.3%的柠

檬酸处理 15 min→沉淀物用蒸馏水于 90 ℃热水浴中提取 2 h→

提取液除杂后喷雾干燥备用→取适量用蒸馏水溶解，分别在适

宜的条件下用碱性蛋白酶、中性蛋白酶和Orientase 20A 酶酶解

制得胶原蛋白抗氧化肽→冷冻干燥备用 

1.4  大孔树脂对抗氧化肽的静态吸附和解吸试验 

1.4.1  大孔树脂预处理 

将 DA201-C 大孔树脂用无水乙醇浸泡处理24 h，

充分溶胀后用无水乙醇冲洗至 220 nm 处无吸收峰，

用去离子水洗净，然后用 2 mol/L 的氢氧化钠和盐酸

分别处理，最后用去离子水洗至中性，抽干备用[10]。 

1.4.2  静态吸附试验 

称取10 g干树脂于锥形瓶中，加入30 mL胶原蛋白

抗氧化肽酶解液，在室温下，将锥形瓶放入恒温摇床

中150 r/min振荡8 h，至吸附平衡，每隔1 h测定吸附液

中小肽浓度，按下式计算吸附率和吸附量。  
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注：C0为原肽液中小肽浓度（mg/L）；C1为吸附后液体中

小肽浓度（mg/L）；V为吸附液体积（mL）；m为DA201-C大孔

树脂质量（g）。 

1.4.3  静态解吸试验 

将吸附抗氧化肽的树脂从吸附体系中通过过滤分

离出来，然后分别采用不同浓度的乙醇作为洗脱剂，

对树脂进行洗脱，按下式计算解吸率。 
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注：C0为原肽液中小肽浓度（mg/L）；C1为吸附后液体中

小肽浓度（mg/L）；V为吸附液体积（mL）；C2为解吸液中小肽

浓度（mg/L）；V1为解吸液体积mL。 

1.5  大孔树脂对抗氧化肽的动态吸附和解吸试验 

1.5.1  最佳上样浓度和流速的确定 

室温条件下，（1）将胶原蛋白小肽液分别配成40、

50、60 mg/mL上样；（2）采用已确定的最佳上样浓

度分别以0.5、1.0、1.5 mL/min的流速上样，以流出液

的A220nm=0.05为穿透点，比较不同上样浓度和流速的

穿透体积，以确定最佳上样浓度和流速。 

1.5.2  动态吸附和解吸试验 

采用湿法装柱，将处理好的树脂缓慢装入1.0 

cm×30 cm的层析柱中，平衡基线后，在室温下，将浓

度为60 mg/mL抗氧化肽溶液以1 mL/min的流速上样，

紫外检测器在220 nm下检测流出液的吸光值，先用去

离子水洗脱，每毫升洗脱液收集一管后添加3 mL蒸馏

水，测其电导率，当电导率值保持不变时，用浓度为

75%乙醇溶液以1.5 mL/min的流速进行洗脱，收集洗

脱峰，冷冻干燥。 

1.6  肽含量测定 

参照 Lorry 等[11]的方法进行。 

1.7  ABTS·+清除活性 

ABTS与一定浓度的过硫酸钾在暗处反应12~16 

h，经活性氧氧化后生成稳定的蓝绿色阳离子自由基

ABTS·+，然后加入酶解物，若该酶解物具有抗氧化活

性，则会与ABTS·+发生反应而使反应体系褪色。取5.0 

mL 7 mmol/L的ABTS溶液，加入88.0 μL 140 mmol/L

的过硫酸钾，在室温下置于暗处反应12~16 h，形成
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ABTS储备液。在波长734 nm处，用磷酸缓冲液(PBS，

0.01 mol/L，pH 7.4)将ABTS储备液稀至吸光度为

0.70±0.02，备用。准确量取0.1 mL样品溶液，加入3.9 

mL ABTS溶液，混匀，在室温下反应6 min，于波长

734 nm处测定吸光度AE
[12]。同时吸取3.9 mL ABTS溶

液，加入0.1 mL PBS于波长734 nm处测定吸光度AB。

ABTS·+清除率按式(2)计算： 

100
)(

%/ 



B

EB

A

AA
ABTS自由基清除率  

注：AB空白样吸光度；AE 为试样吸光度。 

1.8  脱盐率测定 

采用马弗炉灰化法测定灰分，参照 GB/T5009.4- 

2003[13]。脱盐率按下式计算。 
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注：m0原液中灰分含量；m1洗脱液中灰分含量。 

2  结果与讨论 

2.1  大孔树脂对抗氧化活性肽的静态吸附与解吸试

验 

2.1.1  大孔树脂的静态吸附能力 

 
图 1 DA201-C 大孔树脂静态吸附动力学曲线 

Fig.1 The static state absorption dynamics curve of DA201-C 

macroporous resins 

DA201-C 大孔树脂是由偶极矩很小的单体聚合

而成的非极性树脂，网孔结构表面疏水性较强。酶解

液是相对分子质量较小的小肽混合物，混合物中的大

量的疏水性氨基酸通过疏水作用从水中吸附到大孔树

脂的疏水性表面，而溶液中的无机盐则不能吸附到树

脂上。DA201-C 大孔树脂对抗氧化活性肽的静态吸附

能力如图 1 所示，由图可知，静态吸附过程中，前 4 h

吸附率迅速增加，4 h 后达到吸附平衡，吸附率为

82.56%，吸附量为54 mg/g。DA201-C 大孔树脂对鱼

皮胶原蛋白抗氧化肽具有良好的吸附效果。 

2.1.2  大孔树脂的静态解吸 

大孔树脂通过疏水作用吸附抗氧化肽，吸附作用

力微弱，可以通过改变体系的亲水-疏水平衡来引起吸

附的增加或解吸。解吸过程中应选择具有最能溶解被

吸附物质、沸点低、易于回收、经济等特点的溶剂，

一般选择溶解度参数小的溶剂作为解吸剂。常见的溶

剂有水、甲醇、乙醇、丙酮等，溶解度参数分别为 23.2、

14.5、12.7、10.0。结合试验需求，本试验采用不同浓

度的乙醇水溶液作为解吸剂。 

大孔树脂对抗氧化肽的静态解吸结果如图 2，由

图可知，解吸率随着乙醇浓度的增加而增大，水的解

析率 6.71%，75%乙醇的解析率高达 83.48%，但当乙

醇浓度为 90%时，解吸率有所下降，可能是因为溶液

中有部分分子量较大的多肽在高浓度乙醇中的溶解度

减小，从而影响了解吸过程，导致解吸率的的降低。 

 
图 2 乙醇浓度对解吸率的影响 

Fig.2 Effect of ethanol concentration on desorption rate  

2.2  大孔树脂对抗氧化活性肽的动态吸附与解吸试

验 

2.2.1  上样浓度对大孔树脂吸附性能的影响 

 
图 3 不同上样浓度时抗氧化肽的穿透曲线 

Fig.3 Breakthrough curve of different concentrations of 

antioxidant peptides 

根据 Frendich 和 Langmur 经典吸附式可知，在大

孔树脂的吸附容量范围内，抗氧化肽的吸附量随着抗

氧化肽浓度的增高而增大。DA201-C 大孔树脂对不同

浓度鱼皮胶原蛋白抗氧化肽的吸附曲线见图 3，由图

可知，随着上样浓度的增大，吸附曲线的斜率增大，

吸附率增大，穿透体积减小，树脂吸附达到饱和的时
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间亦减小，因而，最佳上样浓度为 60 mg/mL。 

2.2.2  上样流速对大孔树脂吸附性能的影响 

上样流速主要通过影响溶质在树脂内部的扩散来

影响树脂的吸附性能，过大的流速导致溶质来不及在

树脂内部扩散而提早泄露，树脂的吸附量降低；流速

过小虽然能够使溶质在树脂内部充分扩散，但吸附时

间延长，工作效率降低。DA201-C 在不同上样流速的

条件下对胶原蛋白抗氧化肽的影响如图 4 所示，由图

可知，随着流速的增加，吸附曲线斜率变大，吸附速

率增大，但穿透点提前，吸附量下降，综合考虑，选

取流速为 1 mL/min 为最佳上样流速。 

 
图 4 不同流速时抗氧化肽的穿透曲线 

Fig.4 Breakthrough curve of antioxidant peptides at different 

flow rates  

2.2.3  动态吸附与解吸 

DA201-C 大孔树脂主要通过范德华力、氢键作用

以及树脂本身多孔网状结构和巨大的比表面积进行的

物理吸附来吸附活性肽[14]。大孔树脂表面的疏水性较

强，可与极性溶液中的非极性小分子的疏水性基团发

生吸附作用。罗非鱼皮胶原蛋白经过三种酶水解后，

由于肽键的断裂和蛋白质分子构象的改变，使得蛋白

质水解成小肽，包埋在蛋白质分子内部的疏水性基团

暴露到小肽分子表面，小肽分子疏水性增加，并通过

疏水作用吸附到大孔树脂的疏水表面和网孔内部，然

而，大孔树脂对无机盐离子没有吸附作用，无机盐离

子随着溶剂被洗脱出来[15~16]。从而与小肽分子分离，

达到脱盐的目的。洗脱剂对大孔树脂的洗脱实质上是

一种由疏水性质决定的置换过程，洗脱剂能够消弱小

分子肽非极性侧链的排水倾向[17]，从而将疏水性肽从

大孔树脂上洗脱下来。小分子肽中疏水性氨基酸含量

越高，与大孔树脂间的疏水作用越大，洗脱用的洗脱

剂浓度越高。 

DA201-C 大孔树脂对抗氧化肽的动态吸附的电

导率和水洗脱液的吸光值随洗脱体积的变化曲线如图

5 所示。由于大孔树脂对无机盐离子无吸附作用，无

机盐的出峰位置比树脂未吸附肽的要靠前。在洗脱体

积为 15 mL左右电导率减至最低并趋于平稳，说明抗

氧化肽溶液中的盐分已被完全洗脱出来。洗脱体积在

20 mL以后，洗脱液中肽含量开始降低并逐渐趋于平

稳，说明未被大孔树脂吸附的抗氧化肽已经完全被洗

脱出来。 

 

图 5 抗氧化肽的动态吸附曲线 

Fig.5 Dynamic absorbing curve of antioxidant peptides 

 
图 6 抗氧化肽的解吸曲线 

Fig.6 Desorption curve of antioxidant peptides 

脱盐后，吸附在 DA201-C 树脂上的鱼皮胶原蛋白

抗氧化肽用 75%的乙醇溶液进行洗脱，结果如图 6 所

示。乙醇通过消弱抗氧化肽非极性基团的排水倾向，

将抗氧化肽从大孔树脂上洗脱下来。由图 6可知，洗

脱体积为 20 mL时，出现洗脱高峰，大部分抗氧化肽

集中在 10~50 mL的洗脱体积处被洗脱下来。 

2.3  DA201-C 大孔树脂对抗氧化肽的脱盐效果分析 

根据上述试验结果，采用上样浓度为 60 mg/mL，

以流速为 1 mL/min 上样，上样至流出液 A220nm=0.05

时停止上样，蒸馏水洗至电导率平稳后，用 75%的乙

醇溶液以 1.5 mL/min 的流速洗脱，收集洗脱液真空浓

缩后冷冻干燥，分析其脱盐效果。抗氧化活性肽经大

孔树脂脱盐处理后灰分含量显著减小，脱盐率达到

97.13%，乙醇洗脱后抗氧化肽的回收率达到 81.16%。

因此，采用大孔树脂可以有效的去除抗氧化肽中的盐

分。胶原蛋白抗氧化肽经过大孔树脂脱盐处理后，质

量浓度为 0.245 mg/mL时对 ABTS 自由基的清除率由

30.4%提高至 39.58%。 
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3  结论 

3.1  通过大孔树脂的静态吸附和解吸试验，确定了

DA201-C 大孔吸附树脂对罗非鱼皮胶原蛋白抗氧化

肽的吸附率为82.56%，吸附量为 54 mg/g；75%乙醇

静态解吸率最高，为 83.48%。 

3.2  大孔树脂动态吸附和解吸试验结果表明：最佳上

样浓度为 60 mg/mL，最佳上样流速为 1 mL/min；采

用上述条件上样至流出液 A220nm=0.05 时停止上样，蒸

馏水洗至电导率平稳后，以 75%的乙醇溶液以 1.5 

mL/min 的流速洗脱，抗氧化肽的脱盐率为 97.13%，

回收率为 81.16%，质量浓度为 0.245 mg/mL 时对

ABTS 自由基的清除率提高至 39.58%。因此，DA201-C

大孔树脂可以有效的脱除罗非鱼皮胶原蛋白抗氧化肽

中的盐分，提高产品的纯度，为抗氧化肽的分离纯化

和活性研究奠定基础。 
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