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斑点叉尾鲴鱼骨制取胶原蛋白和骨粉的试验研究

吴缇，陈舜胜
(上海海洋大学食品学院，上海201306)

摘要：鱼骨中蛋白质的存在会影响骨钙的吸收，将鱼骨中的蛋白提取出来加以利用，钙质保留在骨中，既充分

利用了鱼骨中的蛋白质成分，又使高钙成分利于吸收，可以实现资源利用的“零废弃”。试验在4。C条件下，斑

点叉尾鲴(长吻鲴，lctalurus punctatus)鱼骨先用0．1 mol·L。的NaOH浸泡6 h，再用2．5％NaCl浸泡6 h去除杂

蛋白，用10％的异丙醇溶液去除脂肪，0．1 tool·L。的柠檬酸浸提3 d能较好的提取胶原蛋白，无色无味，提取

率可达11．87％。粗提液再经盐析、透析可得到纯度较高的胶原蛋白制品。鱼骨胶原蛋白溶液的粘度随着蛋白浓

度的增大而增大，其变性温度为33．9。C。SDS—PAGE试验结果表明，提取的鲴鱼骨胶原具有较高的纯度，含有2

条a链，B链含量较高。提取胶原后的鲺口】龟骨粉钙含量可达60％，作为钙添加剂加到饼干中，不会对饼干的口

感和味道造成显著性差异，是良好的钙添加剂，可用于食品再加工。
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Study on the extraction of collagen from channel catfish

bone and bone meal

WU Ti，CHEN Shunsheng

(College ofFood Science，Shanghai Ocean Unive，sity，Shanghai 201306，China)

Al粥traet：Protein in fish bones will affect the absorption of calcium．If protein was extracted from fish bones and calcium Was retained

in the bones，not only the protein can be used separately，but also the hish calcium Call be more easily absorbed．So we can achieve

the vision of’’zero waste”in the use of resources．In this paper we chose different reagents to extract collagen from channel catfish lcta—

lurus punctatus bones and partially characterized the collagen．ne results showed that under the condition of 4。C．non-collagens could

be removed completely from fish bones by making in 0．1 M NaOH for 6 hours followed by 2．5％NaCl for 6 hours：lipids could be re-

moved by soaking with 10％butyl alcoh01．Then colorless and tasteless collagens were extracted with 0．1 M citric acid for 3 days，and

the extraction ratio was 11．87％．111e extracts were purified further by salting—out and dialyzing．711le viscosity of collagen increased嬲

the concentration was condensed and the temperature for denaturation Was 33．9。C．SDS．PAGE showed that the collagens were corn．

posed of tWO Ct chains and one 13 chain．The content of Ca in bone Was hi【Sh up to 60％．The bone meal with protein free Was added in

biscuits and didn’t cause taste and smell difference．So it could be used in food processing as a good calcium additive．

Key words：channel catfish(1ctalurus punctatus)；bone；collagen；extraction technology

淡水鱼由于骨骼含量较高(鱼头、骨约占全

鱼的40％左右)，骨刺细小，且这部分常被废弃或

加工成附加值很低的产品，成为影响其加工利用率

的重要原因之一。随着生物化学的发展，人们对胶
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原蛋白的认识逐渐提高，从动物不同组织中提取不

同类型的胶原蛋白，其功能和作用也不同ll J。胶

原蛋白和免疫球蛋白一样，富有多样性和组织分布

特异性，是与各组织、器官机能有关的功能性蛋

白旧J。鱼骨中蛋白质含量约为15％，且生物学效

用较高。然而人体不易吸收骨中胶原蛋白，水解可

将骨胶原蛋白提取出来，大大提高其营养价值。

此外，鱼骨中大量蛋白质的存在会影响钙质的

吸收，提取骨胶原蛋白时往往先去除钙质再水解胶

原，以制备较纯的胶原蛋白。然而，目前对鱼骨的

利用主要是加工成鱼骨粉，以利用骨中的钙质为

主。因此，在提取胶原时若先去除钙质同样会造成

资源的浪费，采用先提取鱼骨中的蛋白并将钙质滞

留于骨中再纯化胶原加工骨粉的方法，充分利用了

鱼骨中的2大营养成分，真正实现资源利用的

“零废弃”。

斑点叉尾鲴(长吻鲴，Ictalurus punctatus)是

大型的淡水鱼类，原产于北美洲，中国于1984年

由湖北省首次从美国引进养殖。对斑点叉尾鲴一般

加工成鱼片出口，生产过程产生的下脚料如鱼头、

鱼皮、鱼骨等逐渐增多，如果对废弃物加以利用不

仅可提高鱼类加工的附加值，同时可减少环境污

染∞J，获得良好的经济效益与社会效益。

1材料与方法

1．1材料

斑点叉尾鲴加工鱼片的废弃鱼骨，粘连鱼肉刮

擦除去放入保鲜袋，一20。C冻藏备用。

NaCI、NaOH、异丙醇、乙酸、柠檬酸、乳酸

和L一羟脯氨酸等，均为市售分析纯或生化级试剂。

1．2试验方法

1．2．1鱼骨胶原蛋白的提取和纯化 (1)鱼

骨杂蛋白的去除。鱼骨先用0．1 mol·L。1的NaOH

浸泡6 h。再用2．5％NaCI浸泡6 h，其中鱼骨和2

种处理剂的料液比均为l：30(W：V)口西J，4℃

操作去除杂蛋白，用脱脂棉纱过滤，鱼骨用蒸馏水

反复洗涤，充分沥干。(2)鱼骨脂肪的去除。鱼

骨中加入其质量30倍的10％异丙醇溶液[3‘51(料

液比1：30，W：V)于4℃浸泡12 h后换液再浸

泡12 h，以去除脂肪，用蒸馏水反复洗涤，充分沥

干。(3)鱼骨胶原蛋白的提取。采用有机酸法提

取胶原蛋白，选取乙酸和柠檬酸为提取剂，设定

a、p、1 3种不同的方法将过滤后的鱼骨进行提

取”-63：①仅柠檬酸法。0．1 tool·L一的柠檬酸，料

液比1：30(W：V)，于4℃浸泡3 d，40C离心

(8 000 rmp，10 rain)，上清液即得到鱼骨胶原蛋

白的酸粗提液；②B乙酸法。0．5 mol·L。1的乙酸，

料液比l：30(W：V)，于4℃浸泡3 d，4℃离心

(8 000 rmp，10 rain)，上清液即得到鱼骨胶原蛋

白的酸粗提液；勖柠檬酸脱钙法。鱼骨用其质量
5倍的0．5 mol·L。1的EDTA溶液于4℃浸泡5 d，

每天更换一次EDTA溶液以起到脱钙作用，并用蒸

馏水反复洗涤，沥干后用0．1 tool·L一的柠檬酸，

料液比l：30(W：V)，于4。C浸泡3 d，40C离心

(8 000 rmp，10 min)，上清液即得到鱼骨胶原蛋

白的酸粗提液；测粗提液的羟脯氨酸含量。

(4)鱼骨胶原蛋白的提纯。粗提液真空抽滤，去

除色素细胞’4J，将滤液中加入固体NaCI至溶液最

终浓度为0．9 tool·L‘1怿j，搅拌盐析，析出絮状沉

淀，4℃离心(6 000 rmp，10 min)，沉淀即为盐析

后的胶原蛋白，脱脂棉纱过滤后，将得到的沉淀复

溶于酸中使之全部溶解，将溶解液装入透析袋中，

4℃透析，透析外液为蒸馏水，至用0．1 M的Ag-

NO，检验外液中无Cl一时终止透析(约3 d)。

1．2．2鱼骨胶原蛋白含量的测定 鱼骨中的胶

原蛋白提取后，按照GB9695．23-90_¨的方法，测

定其羟脯氨酸含量，再乘以羟脯氨酸和胶原蛋白的

换算系数11．1即得胶原蛋白含量。

1．2．3 SDS—PAGE电泳 聚丙烯酰胺凝胶电

泳18J，用7．5％的分离胶和4．5％的浓缩胶汐J，进

样10斗L。

1．2．4鱼骨胶原特性粘度的测定 取一定量不

同浓度的胶原样品用乌氏粘度计按一点法测定，温

度为20±0．5。C，保持恒温30 min，测定溶液通过

毛细管所用的时间。以叼。。／浓度作图。

计算公式：，}，=t／to；'7。，=71，一1

其中t为待测样品流出的时间(s)；t。为溶剂

流出的时间(s)；，7，为待测样品的相对粘度；田。

为待测样品的增比粘度。

1．2．5鱼骨胶原的变性温度测定 采用DSC822

差示扫描量热仪扫描鱼骨胶原蛋白的变性温度。

1．2．6鱼骨粉的制备 提取胶原后的鱼骨-+清

洗_十121℃高压杀菌3次(20 rain·次。)_洗涤_

干燥_高压粉碎_+鱼骨粉
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1．2．7钙含量的测定 采用GBl2398-90食物中

钙的测定方法‘10 3的方法进行测定。

1．2．8钙强化饼干的制作

糖、油、蛋、小苏打、发粉、水

J，

拌均匀

上

面粉．+过筛-÷调粉_+分剂_制坯-+装盘．÷烘烤

_÷成品

2结果和分析

2．1有机酸提取剂的选择

胶原蛋白的制备方法根据不同的原料而多种多

样。水产动物中胶原蛋白的提取方法可以大致分为

4种：热水浸提、酸法浸提、碱法浸提与酶法浸提

等。其基本的原理都是根据胶原蛋白的特性改变蛋

白质所在的外界环境，把胶原蛋白从其他蛋白质中

分离出来。

一定浓度的酸液可以使胶原蛋白发生部分降

解，然后释放到溶剂中。试验分别采用乙酸、柠檬

酸2种酸为提取剂，试验结果见图1。

委{
盛曼
取矗

．闩。厂]．
方法
methods

图l提取剂对胶原蛋白提取率的影响

Fi昏l Effects of different organic acids Oil

extraction of collagen

鲴鱼鱼骨分别用乙酸、柠檬酸作为提取剂，柠

檬酸的提取率最高，比乙酸高出0．14倍左右。乙

酸具有刺鼻的酸味，而柠檬酸无色无味，因此，采

用柠檬酸提取的胶原蛋白更适合用于食品及化妆品

等领域。EDTA脱钙对胶原蛋白的提取率影响不

大，在脱钙的同时胶原蛋白的提取率略有损失，但

是钙质的存在可能会影响胶原蛋白的纯度以及其他

理化指标，可通过盐析纯化的方法精制胶原提高其

质量。同时未经脱钙的鱼骨中会滞留大量的钙质，

可成为良好的钙添加剂进一步加工利用。综上所

述，先用0．1 M NaOH浸泡6 h，再用2．5％NaCl

浸泡6 h，用0．1 M柠檬酸提取3 d能较好提取鲴

鱼鱼骨中的胶原蛋白，无色无味，提取率可达

11．87％。

2．2胶原蛋白的SDS·PAGE分析

对鲴鱼鱼骨的酸溶性胶原蛋白进行提取和纯

化，SDS—PAGE结果见图2。鱼骨胶原蛋白纯度较

高，含有大量的B肽链，其分子量均大于205 ku，

约为210 ku。鱼骨胶原蛋白至少含有2种Q肽链

(仅l和02)组成，仅1肽链含量较高，分子质量约

为130 ku，以肽链含量较低，分子质量约为110

ku。骨胶原的B、仅1和以肽链相对分子质量略小

于鱼皮。此外，由图2可见，没有经过脱钙处理也

没有纯化的鱼骨胶原E纯度较差，先用EDTA脱钙

再用柠檬酸提取的鱼骨胶原蛋白C纯度较高，小

分子量的杂蛋白几乎看不见。未经脱钙但使用纯化

处理的骨胶原D质量较高，纯度和经脱钙处理的

骨胶原相当。综上所述，通过盐析纯化骨胶原的方

法精制胶原提高其质量，再将未经脱钙的鱼骨加工

成高钙粉进一步利用。这样则可以做到鱼骨的胶原

蛋白和钙质双利用，真正实现资源利用上的“零

废弃”。

2．3胶原蛋白的粘度

胶原蛋白的物理化学性质之一就是高粘度，图

3显示鱼骨胶原蛋白溶液的粘度随浓度增大而增大

的变化趋势，在胶原蛋白浓度相同时。鱼骨胶原溶

液的粘度低于鱼皮粘度。

胶原蛋白溶液的粘度主要受其氨基酸组成、分

子量以及蛋白分子的多分散性等因素的影响。胶原

蛋白中含有较多的羟脯氨酸时，其粘度较大【111。

高分子量胶原蛋白溶液的粘度随浓度增加呈指数上

升，而低分子量胶原蛋白溶液的粘度则随浓度增加

近似直线上升。

2．4胶原蛋白的变性温度

采用DSC822差示扫描量热仪扫描鱼骨胶原。

其热量随温度的变化情况见图4。斑点叉尾鲴鱼骨

胶原变性温度为33．9。C，低于鲴鱼皮胶原的变性

温度50．20C，可见鱼骨胶原的热稳定性不及鱼皮。

2．5鲴鱼骨粉的钙含量

鲴鱼骨粉含有大量人体必需的常量元素，经测
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图2鱼骨原的SDS，PAGE图谱

丸柠檬酸脱钙法鱼骨胶原(未纯化)；B．纯化后的

柠檬酸法鱼骨胶原(未脱钙)；c．未脱钙、未纯化柠

檬酸法鱼骨胶原；驵蛋白标准品

Fig．2 SDS．PAGE of fish bone cot[agen

extracted with citric acid

九decalcified∞1189e∞without purification；B．purified

Ⅸ皿删without decalcification；C．伽U删without
purification and decalcification：M standard

●

越擘

葵皇
丑笤

骜墨
}

胶原浓度，％
concentration ofcollagen

图3胶原蛋白浓度对粘度的影响

Fig．3 Effects of concentration of collagens on viscosity

定，骨粉中钙含量约为6．09×104mg·1009～，即为

鱼骨粉的60％，骨粉中富含的钙可弥补人体缺钙

的状况。经高温杀菌干燥后的鱼骨粉为白色粉末

状，无腥味，略溶于水，在pH 2～3条件下全溶，

易被人体胃部吸收。

2．6钙强化饼干产品分析

2．6．1感官分析 以饼干的口感和口味为指标，

通过二点检验法检定产品与市售钙强化饼干的的差

别，结果是在1％显著水平2个样品间没有差异。

图4热变性扫描图

Fig 4 Thermal denaturation of collagen

表1钙强化饼干感官分析

Tab．1 The sensory analysis of calcium-fortified biscuits

指标indicators 感官性状sensory characters

规格形状

specifications

表面色泽

color

口味口感
taste

内部组织

organization

扁圆形，块型整齐，中间略高，四

边稍薄

表面乳黄色，没有过白和焦边现

象，表面平滑，无裂纹

无异味，酥松利口，无杂质感，油

润不腻，口味香甜

具有小蜂窝，剖面呈细密微孔，不

含杂质

口感上无异味，与市售饼干相比无杂质。感官评价

总结见表l。

2．6．2营养评价 人体钙日需要量以轻体力成

人计600 mg，钙强化饼干中所添加的骨粉100 g含

钙量为6．09324×104 nag，若一人一日食用100 g，

以吸收率为50％计则为30．5 g，相当于100 mL鲜

牛奶的35倍。此外，该骨粉在pH 2～3条件下全

溶，利于人体吸收利用。

3结论

研究结果表明，斑点叉尾鲴鱼骨中存在胶原蛋

白，鲴鱼骨先用0．1M NaOH浸泡6 h，后用2．5％

NaCI浸泡6 h去除杂蛋白，再用10％异丙醇去除

脂肪，采用0．1 M柠檬酸浸提3 d能较好的提取胶

原蛋白，提取率可达11．87％。未经脱钙但使用纯

化处理的骨胶原质量较高，纯度和经脱钙处理的骨

胶原相当。通过盐析纯化骨胶原的方法精制胶原提

高其质量，再将未经脱钙的鱼骨加工成高钙粉进一



南方水产 第5卷

步利用。这样则可以做到鱼骨的胶原蛋白和钙质的

双利用。采用此种工艺提取的胶原蛋白无色无味，

适合用于食品及化妆品领域。鱼骨中的胶原蛋白含

量远低于鱼皮中的胶原含量(34．67％)。

电泳结果表明，斑点叉尾鲴鱼骨胶原分子含有

2种不同的Ot链，B链含量较高。3个区带都较清

晰，相对分子质量略低于鱼皮胶原。

斑点叉尾鲴鱼骨胶原蛋白具有较高的粘度，其

随胶原浓度的增大而增大。鲴鱼骨胶原的变性温度

为33．9。C，低于其鱼皮变性温度(50．2。C)，低于

猪皮的变性温度(37℃)，热稳定性不及鱼皮胶

原，这主要是由于斑点叉尾鲴鱼骨胶原羟脯氨酸含

量比明显低于猪皮的缘故。

以上结果表明，斑点叉尾鲴鱼骨胶原在一些重

要指标上低于其鱼皮胶原。如今人们对鱼骨胶原的

利用局限于软骨鱼类，此研究结果旨在为硬骨鱼类

骨胶原的开发提供理论依据。此外提取胶原后的鲴

鱼骨粉富钙，作为钙添加剂用于高钙饼干加工，没

有对其口感和口味造成差异影响，可供开发较理想

的营养保健食品。该技术可行合理，随着推广应

用，不仅能为推进淡水鱼深加工和综合利用开辟一

条新路，通过加工增值，变废为宝，减少环境污

染，还可以让人们在日常饮食中补钙，真正实现了

资源利用的“零废弃”。
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