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微射流-酶处理对罗非鱼皮胶原蛋白结构 
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摘要：为了研究微射流-酶复合改性方法对罗非鱼皮胶原蛋白结构及理化性质的影响。本文采用 3 种蛋白酶分别协同微射流处理

鱼皮胶原蛋白，研究不同处理方法对其质构特性、流变特性及微观结构的影响。结果表明：微射流-酶处理的鱼皮胶原蛋白粒径变小，

分布更加均匀及黏度上升的特点，微射流-胰蛋白酶和微射流-胃蛋白酶处理的胶原蛋白的网状结构致密均一，凝胶强度、硬度和黏性

分别提高 75.17%和 14.44%，27.26%和 77.66%，67.87%和 8.90%，但是微射流-木瓜蛋白酶处理的胶原蛋白的网状结构稀疏且分布不

均，凝胶强度、硬度和黏性分别降低 21.06%，35.96%，28.28%。其中，微射流-胃蛋白酶处理的鱼皮胶原蛋白感官评分最高，具有更

容易被人们接受的感官要求。研究结果有利于提升罗非鱼加工副产物的高值化利用水平。 
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Physicochemical Properties of Collagen from Tilapia Skin 
LI Si-jia1,2, SUN Wei-dong2, ZHANG Ye-hui1, LIU Lei1,2, ZHANG You-sheng1, RUAN Qi-jun1, WANG Jing-yu1 

(1.Sericultural & Agri-Food Research Institute Guangdong Academy of Agricultural Sciences, Guangzhou 510610, 
China)(2.Institute of Light Industry and Food Engineering, Guangxi University, Nanning 530004, China) 

Abstract: The effect of the enzymatic extraction treatment coupled with microfluidization on structure and physicochemical properties of 

tilapia skin collagen was investigated. Synergistic modification of three different kinds of enzymes and microfluidization was used in fish skin 

collagen, and their texture characteristics, rheological properties and microstructure were studied and compared in this study. The results showed 

that the diameter of collagen particles became smaller and more uniform, and the viscosity increased. The network structure of collagen was 

densely uniform, the gel strength, hardness, gumminess of collagen were increased by 75.17% and 14.44%, 27.26% and 77.66%, 67.87% and 

8.90% after microstructure-Trypsin and microstructure-Pepsin, respectively. The network structure of collagen was loose and non-uniform, the 

gel strength, hardness, gumminess of collagen were decreased by 21.06%, 35.96%, and 28.28%, respectively. The sensory scores of fish skin 

collagen of microstructure-Pepsin treatment were highest in the sensory experiment, and more easily accepted by people. The results benefit to 

the utilization of by-product of Tilapia industry. 
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罗非鱼（Oreochromis mossambicus）俗称非洲鲫

鱼，具有繁殖能力强、生长迅速等特点，已成为我国

淡水鱼养殖的主要品种之一。我国的罗非鱼大部分被

加工成鱼片出口，在加工过程中产生的鱼皮、鱼骨等 
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副产物约占鱼体总重量的 40%~65%，这些副产物通常

被直接丢弃或者加工成鱼骨粉等作为饲料，而罗非鱼

的鱼皮中含有的丰富胶原蛋白没有得到充分利用[1,2]。

胶原蛋白肽因其较弱的抗原性、低致敏性和良好的生

物相容性，以及小分子肽易被肠道吸收，且在体内生

理功能不易被破坏等特性，受到保健食品、医药、生

物和材料等领域的青睐[3]。 
微射流是一种高压均质技术，产生的高压、高频

震荡、强烈剪切等机械力的综合作用可导致物料分子

发生显著变化，改变物质分子间的结合方式，导致键
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的破坏或重组，从而对生物大分子的功能特性产生影

响[4]。如刘伟[5]等研究了动态高压微射流技术对酶的活

性和构象变化的影响，表明胰蛋白酶经过 80、100 和

120 MPa 处理后，酶活性提高，木瓜蛋白酶的活性随

着压力和次数增加，呈下降趋势。Wang 等[6]研究了高

压处理对胃蛋白酶催化和理化性质的影响，表明高压

处理使胃蛋白酶构象改变，蛋白酶活性提高。目前许

多研究集中在微射流均质对蛋白功能特性的影响，关

于微射流-酶协同改性法对蛋白理化性质的影响研究

还鲜有报道[7]。本文以流变特性、凝胶强度、质构特

性、粒度、微观结构及感官评价等作为评价指标，通

过比较微射流-酶的协同作用对罗非鱼皮胶原蛋白理

化特性和结构特性的影响，提高罗非鱼加工副产物的

综合利用价值，也对罗非鱼皮胶原蛋白资源的研究有

着非常重要的意义[8,9]。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜罗非鱼，购于华润万家超市；胃蛋白酶、木

瓜蛋白酶、胰蛋白酶，阿拉丁试剂公司；柠檬酸，天

津市大茂化学试剂场；碳酸钠，美国 Sigma 公司。 

1.2  仪器与设备 

DF-101S 集热式恒温加热磁力搅拌器，巩义市予

华仪器有限责任公司；电子天平，奥豪斯仪器（上海）

有限公司；M-110EH 微射流均质机，美国 Microfluidics
公司；Nano-ZS90 纳米粒度仪，英国马尔文公司；质

构仪（TA-XT.Plus），英国 Stable Micro Systems 公司；

流变仪（AR-1500EX），美国 TA 公司；色度仪

（UltraScan VIS），美国 Hunter Lab；数显 pH 计

（pHS-25），上海精密科学仪器有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  鱼皮胶原蛋白的的制备 
鱼皮清水漂洗、沥干，加入 0.5%的碱性脂肪酶

（pH=9.0）40 ℃水浴反应 30 min，去离子水洗至中

性。均分 2 等分，一份加入 0.2%的蛋白酶 40 ℃水浴

30 min 并不断进行搅拌，蛋白酶分别选取胃蛋白酶

（pH=3.5）、木瓜蛋白酶（pH=7.6）、胰蛋白酶

（pH=5.0），沸水灭酶，另一份加入 0.2%的蛋白酶后

投入高压微射流均质机中，进行均质处理，在 100 MPa
条件下循环均质 1 次，沸水灭酶。5000 r/min 离心后

过滤后，将胶原蛋白溶液置于 60 ℃水浴浓缩 3 h，然

后置于 4 ℃冰箱内。 

Tr：胰蛋白酶处理；TrM：微射流-胰蛋白酶处理；

Pa：木瓜蛋白酶处理；PaM：微射流-木瓜蛋白酶处理；

Pe：胃蛋白酶处理；PeM：微射流-胃蛋白酶处理。 
1.3.2  罗非鱼胶原蛋白的感官评价 

由 10 名以上具丰富感官评定经验的研究人员组

成评定小组，对胶原蛋白凝胶的颜色、气味、组织形

态、口感四个因素进行感官评定，评分标准详见表 1
所示[10]。 

表1 罗非鱼皮胶原蛋白感官评分标准 

Table 1 Tilapia skin collagen sensory score 

项目 评分标准 分值

颜色 

不能接受 0~7 

可以接受 8~13

喜欢 14~20

气味 

有腥味影响食用 0~6 

有少许腥味可以食用 7~13

无异味适合食用 14~20

组织形态

弹性差黏 0~9 

弹性一般 10~19

弹性好 20~30

口感 

较硬，弹性差粗糙不均匀 0~9 

柔软适中较有弹性较细腻均匀 10~19

柔软适中富有弹性入口细滑细腻均匀 20~30

1.3.3  罗非鱼皮胶原蛋白质构测定 
采用TA-XL.PLUS物性分析仪对样品的TPA特性

进行测试。选用探头P/0.5柱形探头，测试形变量50%，

力量感元 5 kg，测试高度 15 mm，实验前速：1.0 mm/s，
实验速度：0.5 mm/s，返回速度：1.0 mm/s，停留时间

5 s，测试至少 3 个平行样[11]。 
1.3.4  罗非鱼皮胶原蛋白色度测定 

取 1 cm 厚度的胶原蛋白凝胶，用 Ultra Scan VIS
色差仪测定样品的 L*，a*和 b*值。L*表示亮度，a*
表示红度，b*为黄度，每组实验重复 6 次，实验结果

取平均值[12]。 
1.3.5  罗非鱼皮胶原蛋白粒径测定 

胶原蛋白样品用蒸馏水分散，采用 WJL-628 激光

粒度仪测定胶原蛋白粒子分布及其大小[9]。 
1.3.6  罗非鱼皮胶原蛋白的表观黏度测定 

采用 AR-1500EX 流变仪测定溶液的黏度(剪切应

力)曲线。测定条件：温度 80 ℃，椎板 40 mm，2°，
设定剪切速率范围为 0.1~200 s-1，slope 为 10 pt./dec，
进行变剪切速率扫描，以测定样品的动态黏度变化规

律，重复两遍实验[13]。 
1.3.7  罗非鱼皮胶原蛋白扫描电镜观察 

将 3 mm×3 mm×2 mm 块状样品置于体积分数
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2.5%戊二醛溶液（0.2 mol/L，磷酸盐缓冲液 pH 7.2）
中在 4 ℃固定 24 h 然后用磷酸盐缓冲液（0.2 mol/L，
pH 7.2）漂洗 3 次，15 min/次，去离子水冲洗 1 h，依

次 30%、50%、70%、80%、90%、95%乙醇梯度脱水，

15 min/处理，100%乙醇脱水 2 次，20 min/次，将干样

品用离子溅射仪镀金后，扫描电镜观察[14]。 

1.4  数据分析 

测定和分析结果采用 SPSSV 15.0，Origin 7.5 和

Excel 软件进行数据处理，所有结果以平均值±标准偏

差表示。指标内部的均值比较采用单因素方差分析，

多重比较采用 Tukey 法，95%置信度(p<0.05)。 

2  结果与讨论 

2.1  微射流-酶处理罗非鱼皮胶原蛋白感官性

质的影响 

色泽、风味、口感等感官评价指标是评价食品原

料的重要指标，由图 1 可知，感官评定结果（得分由

大到小）：颜色为 Pa、paM、Pe、Tr、TrM、PeM，气

味为 PeM、paM、Pa、TrM、Tr、Pe、Tr、，组织形态

为 PeM、paM、Pe、Pa、Tr、TrM，口感为 PeM、paM、

Pe、Pa、Tr、TrM。由以上结果可知：颜色最佳为 Pa，
气味、组织形态和口感最佳为 PeM。综合考虑，最优

的结果为 PeM。 

 

 

 

 
图1 不同处理方法对罗非鱼皮胶原蛋白感官影响 

Fig.1 Effects of tilapia skin collagen of different treatments on 

sensory 

注：a：颜色；b：气味；c：组织形态；d：口感。 

2.2  微射流-酶处理对罗非鱼皮胶原蛋白质构

特性的影响 

表2 不同处理方法对罗非鱼皮胶原蛋白质构的影响 

Table 2 Effects of Tilapia skin collagen of different treatments on texture 

样品 硬度/g 弹性 黏结性 黏性/g 凝胶强度 
Tr 254.84±5.48a 0.87±0.01a 0.78±0.02a 176.89±3.90a 581.75±66.25a 

TrM 324.31±9.90b 0.98±0.01c 0.93±0.03c 296.95±18.96b 1019.03±86.13b 

Pa 877.91±11.24c 0.92±0.03ab 0.81±0.07ab 699.21±76.94ef 2437.13±68.82d 

paM 562.14±3.92bc 0.96±0.02bc 0.91±0.03bc 501.42±13.62cd 1923.79±43.86bc 

Pe 345.61±7.86b 0.98±0.01c 0.93±0.06c 520.57±24.38bc 1532.04±67.06b 

PeM 614.02±5.82bc 1.00±0.02c 0.95±0.03c 567.13±14.28de 1753.28±111.89bc 

注：不同小写字母表示同一列比较具有显著性差异（p<0.05）。下表同。 
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由表 2 可知，微射流-酶处理对鱼皮胶原蛋白的硬

度、黏性、凝胶强度等有明显的影响，而对弹性、黏

结性影响不显著。微射流-胰蛋白酶和微射流-胃蛋白

酶处理的胶原蛋白硬度、黏性、咀嚼性和凝胶强度显

著提高，但微射流-木瓜蛋白酶处理的胶原蛋白硬度、

黏性、咀嚼性和凝胶强度明显降低。原因是高压均质

剧烈条件导致蛋白酶产生不同的构象和性质变化，胰

蛋白酶和胃蛋白酶经过高压均质处理后蛋白质次级键

发生改变，亚基间发生转化，分子内残基之间以及残

基与介质间的相互作用发生改变，改变了酶活性位点，

酶活性中与基质接触几率增大，提高了酶的活性，因

而蛋白疏水性增强，暴露更多巯。木瓜蛋白酶经过高

压均质处理后构象表现为去折叠态，去折叠态的木瓜

蛋白酶结构松散，二硫键断裂，巯基含量升高，活性

降低，导致蛋白疏水性减弱[15]。 

2.3  微射流-酶处理对罗非鱼皮胶原蛋白色度

的影响 

表3 不同处理方法对罗非鱼皮胶原蛋白色度的影响 

Table 3 Effects of tilapia skin collagen of different treatments 

on Chroma 

样品 L* a* b* 

Tr 42.33±0.16d 1.27±0.29cd 14.19±0.42cd 

TrM 35.04±0.25acd 2.47±0.04e 16.49±0.41d 

Pa 38.17±3.71cd 1.87±0.08de 15.34±0.16d 

paM 39.47±0.53cd 1.72±0.05cde 12.15±1.56bc 

Pe 36.29±0.81ab 0.35±0.28b 17.22±0.82a 

PeM 55.42±1.52e -2.71±0.48a 15.81±1.39d 

由表 3 可知，微射流-胰蛋白酶处理鱼皮胶原蛋白

的 L*值降低，a*值和 b*值升高；微射流-木瓜蛋白酶

处理的鱼皮胶原蛋白的 L*值没有显著性变化，a*值和

b*值降低；微射流-胃蛋白酶处理的鱼皮胶原蛋白的

L*值升高，a*值和 b*值降低。由此可见，微射流与不

同蛋白酶的协同作用，致使鱼皮胶原蛋白的构象变化

不同，内部的二硫键、疏水键、巯基以及疏水基团等

的含量不同。因此，不同处理的鱼皮胶原蛋白的色度

变化是不同的。 

2.4  微射流-酶处理对罗非鱼皮胶原蛋白粒径

分布的影响 

由图 2 可知，微射流-酶处理的胶原蛋白溶液的粒

径分布向左移动，峰型变窄，表明微射流-酶处理的胶

原蛋白溶液粒径小，分布更加均匀。原因是酶解作用

使蛋白构象和理化性质发生变化，分子量减小，结构

较松散，暴露出更多疏水基团和巯基等，而高压均质

的高速撞击以及强烈剪切等机械作用促使胶原蛋白结

构展开，进一步改善蛋白的结构特征、乳化性、表面

疏水性和溶解性等，使酶解后的胶原蛋白分子颗粒变

得更小，表面分子发生解离，因此粒径减小[16]。 

 
图2 不同处理方法对罗非鱼皮胶原蛋白溶液的粒径分布的影

响 

Fig.2 Effects of tilapia skin collagen of different treatments on 

particle size distribution 

2.5  微射流-酶处理对罗非鱼皮胶原蛋白溶液

黏度的影响 

 
图3 不同处理方法对罗非鱼皮胶原蛋白溶液表观黏度的影响 

Fig.3 Effects of tilapia skin collagen of different treatments on 

visitor (80 ℃) 

由图 3 可知，在较低剪切速率条件下，溶液表观

黏度下降迅速，在较高剪切速率下，溶液表观黏度下

降缓慢，且溶液黏度随剪切速率的增加而减小，因此

不同处理方法得到的胶原蛋白溶液均表现典型非牛顿

流体的假塑性流动行为。微射流-酶处理的胶原蛋白溶

液的黏度高于未经过微射流处理的胶原蛋白溶液的黏

度。原因是微射流-酶处理过程中，产生的压力瞬时释

放、高频振荡等物理作用协同蛋白酶酶解作用导致胶

原蛋白侧链的氢键和离子键被破坏，多聚体变成低聚

体，蛋白次级键断裂的同时主链会有部分断裂，分子
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空间结构发生改变，分子间距增大，分子热运动加剧，

粒径变小，胶原蛋白黏度上升[17]。 

2.6  罗非鱼皮胶原蛋白扫描电镜分析 

由图 4 可知，微射流-胰蛋白酶和微射流-胃蛋白

酶处理的胶原蛋白网结构较细密，形状相对均一规则，

原因是高压均质作用导致胰蛋白酶和胃蛋白酶活性增

强，使胶原蛋白暴露出更多的-SH 基团，-SH 基团增

加，促进了二硫键的交联或交换，网状结构更加致密。

而微射流-木瓜蛋白酶处理的胶原蛋白网状结构的孔

隙形状不规则，整体结构较疏松。原因是微射流处理

导致木瓜蛋白酶的活性降低，酶解程度降低，蛋白质

网状结构变得疏松[18]。 

   

   

   

图 4 不同处理方法的罗非鱼胶原蛋白扫描电镜 

Fig.4 Effects of tilapia skin collagen of different treatments on 

SEM images 

注：a：TrM；b：PaM；c：PeM；d：Tr；e：Pa；f：Pe。 

3  结论 

运用微射流协同蛋白酶处理鱼皮胶原蛋白，不仅

是两种处理方法的叠加，更是对鱼皮胶原蛋白的理化

特性和结构特征带来显著变化，并得到如下结论。 
3.1  微射流-胰蛋白酶处理鱼皮胶原蛋白的 L*值降

低，a*值和 b*值升高；微射流-木瓜蛋白酶处理的鱼

皮胶原蛋白的 L*值没有显著性变化，a*值和 b*值降

低；微射流-胃蛋白酶处理的鱼皮胶原蛋白的 L*值升

高，a*值和 b*值降低。综合颜色、气味、组织形态、

口感的感官评定指标，微射流-胃蛋白酶处理的鱼皮胶

原蛋白感官评分最高，具有更容易被人们接受的感官

要求。 

3.2  微射流-酶处理的鱼皮胶原蛋白都表现粒径变

小，分布更加均匀及黏度上升的特点，由此可见微射

流的机械作用协同蛋白酶的酶解作用，加速蛋白分子

间的化学键变化，导致蛋白的快速变性和解聚，蛋白

颗粒变小，高分子蛋白聚集体解聚，形成较小的分子。 
3.3  微射流-胰蛋白酶和微射流-胃蛋白酶处理的胶原

蛋白的凝胶强度、硬度、黏性等都有所增强，但是微

射流-胃蛋白酶处理的胶原蛋白的凝胶强度、硬度、黏

性等却显著降低。原因是微射流的高压均质剧烈条件

导致蛋白酶构象和性质发生改变，致使胰蛋白酶和胃

蛋白酶活性升高，木瓜蛋白酶活性降低。 
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