
２０１４年 ３月 农 业 机 械 学 报 第 ４５卷 第 ３期

ｄｏｉ：１０．６０４１／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００１２９８．２０１４．０３．０３７

基于特征粘度的鳕鱼骨胶原蛋白酶解预测模型

侯　虎　彭　?　苏世伟　陆姣含　李八方
（中国海洋大学食品科学与工程学院，青岛 ２６６００３）

摘要：以鳕鱼骨为原料制备胶原蛋白并对其酶解，利用人工神经网络建立鳕鱼骨胶原蛋白酶解反应的预测模型。

结果显示，胶原蛋白及水解物的粘度随温度的升高而下降，随着胶原蛋白的水解程度加深，肽链长度与分子量减

小，特征粘度呈现下降趋势，水解度与特征粘度呈一一映射关系。以水解产物的特征粘度、温度为输入参数，水解

度作为输出参数，建立神经网络预测模型。样本值与仿真值的 Ｒ２值为０９９１６，平均相对误差为２５％，所建网络预

测模型性能好、预测精度高。验证试验的相对误差为 １０６％ ～４３２％，实现了鳕鱼骨胶原蛋白酶解反应的仿真预

测与监控。

关键词：胶原蛋白　酶解产物　特征粘度　神经网络　预测模型

中图分类号：ＴＳ２５４９ 文献标识码：Ａ 文章编号：１０００１２９８（２０１４）０３０２２７０５

收稿日期：２０１３ ０４ ０３　修回日期：２０１３ ０５ １１

国家自然科学基金资助项目（３０８７１９４３）和中国博士后科学基金面上资助项目（２０１２Ｍ５１１５４９）
作者简介：侯虎，讲师，博士，主要从事水产胶原蛋白及多肽研究，Ｅｍａｉｌ：ｈｏｕｈｕ＠ｏｕｃ．ｅｄｕ．ｃｎ
通讯作者：李八方，教授，博士生导师，主要从事水产胶原蛋白及多肽研究，Ｅｍａｉｌ：ｂｆｌｉ＠ｏｕｃ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　引言

海洋蛋白质营养安全，且含有多种生物活性序

列，如何控制酶解进程获得目标肽成为国内外研究

热点。国内外可控酶解的研究主要集中在数学动力

学模拟和酶解参数的优化
［１－３］

。然而酶解过程是一

个相当复杂的过程，易受到外界因素影响，如温度波

动、搅拌速率改变等，并不能够保证水解反应符合理

想的预期。新的酶解预测理论与技术成为活性肽制

备中亟待解决的重要课题。研究发现，胶原蛋白肽

的粘度特征可以反映其水解程度，但数学关系不明

确
［４－５］

。人工神经网络（ＡＮＮｓ）是由大量神经元相
互联接而成的自适应非线性动态系统，可以充分逼

近任意复杂的非线性关系，有很强的鲁棒性和容错

性
［６－７］

。刘斌等采用神经网络模型实现了紫菜降压

肽 工 艺 优 化， 并 建 立 最 优 模 型
［８］
。 另 外，

Ｋｈａｎｍｏｈａｍｍａｄｉ等以红外光谱作为检测手段，实现
了 ＢＰ ＡＮＮｓ模型对酸奶中蛋白的快速定量［９］

。

本文以鳕鱼骨胶原蛋白及水解产物的特征粘

度、温度为输入参数，通过人工神经网络建立酶解进

程的预测模型。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
鳕鱼排由山东东方海洋科技股份有限公司提

供，－２０℃贮藏；胰蛋白酶购于广西南宁庞博生物工
程有限公司；谷胱甘肽 ＧＳＨ、杆菌酶、胰岛素、细胞
色素 Ｃ、牛血清白蛋白等标准品购于 Ｓｉｇｍａ公司；色
谱纯乙腈购于德国 Ｍｅｒｃｋ公司；其他试剂均为国产
分析纯试剂。

１２　主要仪器与设备
ＢＲ４ｉ型低温冷冻离心机（法国 Ｊｏｕａｎ公司）；

ＳＨＡ Ｂ型双数显水浴恒温振荡器（常州国华电器
有限公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型液相色谱仪（美国安捷
伦科技有限公司）；ＵＶ ２１０２ＰＣ型紫外分光光度计
（上海尤尼柯仪器有限公司）；ＰＨＳ ３Ｃ型精密酸度
计（上海虹益仪器仪表有限公司）。

１３　试验方法
１３１　鳕鱼骨胶原蛋白及酶解多肽的制备

鳕鱼排流水解冻，采用酶法去除鱼排上碎肉，用

０２ｍｏｌ／Ｌ的 ＥＤＴＡ溶液浸泡脱钙，４％盐酸浸泡溶
胀１６ｈ，水洗至中性，匀浆，８０℃热水提取 ４ｈ，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液，冷冻干燥得到
鳕鱼骨胶原蛋白。

将胶原蛋白配成 １％溶液，用 １ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ
调节 ｐＨ值至８０，加入一定量的胰蛋白酶，５０℃恒
温搅拌，水解至设定时间，沸水浴 ５ｍｉｎ灭酶活，离
心取上清液。

１３２　水解度的测定
水解度的测定采用茚三酮比色法

［１０］
，以甘氨酸



为标准品，利用标准曲线计算水解蛋白液中—ＮＨ２
的浓度（μｍｏｌ／ｍＬ），利用凯氏定氮法测定水解液中
总氮的含量。水解度（ＣＤＨ）的计算公式为

ＣＤＨ＝
ｈ
ｈｔｏｔ
×１００％

式中　ｈ———水解后被裂解肽键的摩尔质量浓度，
ｍｍｏｌ／ｇ

ｈｔｏｔ———原料蛋白质的肽键的摩尔质量浓度，
取８４ｍｍｏｌ／ｇ

１３３　旋转粘度的测定
将样品配成不同浓度的溶液，利用 ＭＣＲ１０１流

变仪分别测定 １０、２０、３０、４０、５０、６０℃的粘度。采用
直径为５０ｍｍ的平行板测量系统，设定上下探测平
行板间距１ｍｍ，待平行板间完全充满样品溶液，擦
去多余溶液，以２００ｓ－１剪切速率测定。
１３４　分子量的测定

胶原蛋白及酶解物的分子量采用凝胶排阻色谱

法测定
［１１］
。色谱柱：ＴＳＫＧＥＬＧ３０００ＰＷＸＬ；流动

相：乙腈／水／三氟乙酸（体积比 ５０∶５０∶０１）；流速：
０５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；紫外检测波长 λ＝２２５ｎｍ；
以 ＧＳＨ、杆菌酶、胰岛素、细胞色素 Ｃ、牛血清白蛋白
为分子量标准品。

１３５　平均肽链长度
平均肽链长度的计算公式为

Ｌ＝１
ＣＤＨ
＝
ｈｔｏｔ
ｈ
×１００％

１３６　胶原蛋白人工神经网络降解预测模型
利用 Ｍａｔｌａｂ软 件 ＮＮＴ工 具 箱 中 提 供 的

ＢＰ ＡＮＮｓ建立预测模型，以输出值与试验值的相对
误差来表征所建 ＡＮＮ模型的精度。输入层与隐含
层之间使用 ｌｏｇｓｉｇ传递函数，隐含层与输出层之间
使用线性 ｐｕｒｅｌｉｎ函数，网络训练函数采用 ｔｒａｉｎｌｍ，
适应性学习函数采用 ＬＥＡＲＮＧＤＭ，性能函数采用
ＭＳＥ，训练目标误差设为 ０００１。通过 ５１组样本训
练网络模型，当满足目标精度要求时，停止训练。确

定训练函数以及各项参数后，以该模型仿真鳕鱼骨

胶原蛋白酶解进程。

２　结果与分析

２１　鳕鱼骨胶原蛋白的分子量与特征粘度分析
鳕鱼骨胶原蛋白的分子量通过凝胶过滤色谱法

测定，以保留时间 ｔ为横坐标，分子量 Ｍｒ的对数值
ｌｇＭｒ为纵坐标作图，得到分子量标准曲线。由图 １
可知，胶原蛋白的出峰时间为 １０９８ｍｉｎ，分子量为
６３ｋＤａ。如图 ２所示，随着鳕鱼骨胶原蛋白溶液质
量浓度增加，其粘度逐渐升高。这是由于质量浓度

增加，胶原蛋白的疏水作用超过排斥作用，胶原蛋白

溶液分子内和分子间的氢键作用增强从而引起粘度

增加
［１２－１３］

。胶原蛋白的粘度随温度的升高而下降，

并且溶液的质量浓度越高，胶原蛋白的粘度随温度

的变化幅度越大。这是因为随着温度的升高，胶原

蛋白侧链间氢键等各种次级键被削弱或破坏，同时

热运动加剧，这些因素导致分子间的引力减弱，故粘

度下降
［１４］
。溶液的 ｐＨ值是影响胶原蛋白粘度的

另一因素，但影响较小
［１４］
，在此研究中均为中性条

件下测定。

图 １　鳕鱼骨胶原蛋白的凝胶过滤图谱

Ｆｉｇ．１　Ｇｅｌｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｂｏｎｅ

ｃｏｌｌａｇｅｎｆｒｏｍｐｏｌｌｏｃｋ
　

图２　不同温度与质量浓度下鳕鱼骨胶原蛋白的粘度特性

Ｆｉｇ．２　ＶｉｓｃｏｓｉｔｙｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＣＯＬｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
　

２２　鳕鱼骨胶原蛋白的酶法降解特性

与鳕鱼骨胶原蛋白类似，其水解产物的粘度呈

现相似的特征（见表１）。鳕鱼骨胶原蛋白降解产物
的水解度、平均肽链长度、平均分子量呈规律性变

化。在一定浓度下，随着加酶量的增加与酶解时间

的延长，胶原蛋白的水解度增大，肽链的断裂程度增

加，平均肽链长度减小，平均分子量减小，特征粘度

呈现下降趋势。在胶原蛋白降解过程中，胶原蛋白

大分子转化为多肽小分子，甚至转化成氨基酸，导致

胶原蛋白酶解产物粘度的下降。尽管胶原蛋白降解

程度与降解产物的特征粘度数学关系不明确，但存

在一一映射关系（见图３）。因此可以通过胶原蛋白
降解产物的特征粘度反映其降解情况。

８２２ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１４年



表 １　鳕鱼骨胶原蛋白酶解产物特性

Ｔａｂ．１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｏｆｐｏｌｌｏｃｋｂｏｎｅ

特性参数
水解度

／％

平均肽链

长度

分子量

／ｋＤａ

粘度／（Ｐａ·ｓ）

１０℃ ２０℃ ３０℃ ４０℃ ５０℃ ６０℃

０５ ７６ ６５３ ７６１ ６５３０ ６０６０ ５０５０ ４１２０ ３３３０ ２６９０

１０ １００ ４３７ ６５７ ４３７０ ３７９０ ３２１０ ２７３０ ２３４０ ２０８０

加酶量／％ １５ １４４ ２４５ ６５４ ２４５０ ２３７０ １９８０ １６１０ １２２０ ９４５

２０ １５９ １２６ ４９４ １２６０ １０８０ ８７５ ７３２ ６３３ ５６２

２５ １７８ ６６８ ４９２ ６６８ ６２４ ５１８ ４２７ ３５１ ２４６

４０ ７１ ８２３ ７７７ ８２３０ ７３００ ６７５０ ５９７０ ４６４０ ３５４０

６０ ７６ ６５３ ７６１ ６５３０ ６０６０ ５０５０ ４１２０ ３３３０ ２６９０

时间／ｍｉｎ ８０ ９２ ４４１ ６５７ ４４１０ ３８８０ ３２６０ ２７８０ ２３７０ ２１１０

１００ １３１ ３２９ ６５５ ３２９０ ２８３０ ２４２０ ２０４０ １７９０ １５８０

１２０ １６７ ７１７ ６３７ ７１７ ６６３ ５５７ ４４５ ３５９ ３０３

图 ３　不同水解度下的平均分子量和平均肽链长度

Ｆｉｇ．３　Ａｖｅｒａｇｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔａｎｄａｖｅｒａｇｅｐｅｐｔｉｄｅ

ｃｈａｉｎｌｅｎｇｔｈｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＤＨ
　

２３　鳕鱼骨胶原蛋白降解预测模型
实现鳕鱼骨胶原蛋白降解预测的关键是建立水

解度与特征粘度的映射关系。人工神经网络可以充

分逼近任意复杂的非线性关系，有很强的鲁棒性和

容错性
［６］
，基于人工神经网络的独特优势，可用来

建立特征粘度与水解度的可视化映射。

２３１　人工神经网络参数的确定
一个３层的 ＢＰ ＡＮＮ可以完成任意 Ｎ维到 Ｍ

维的映射，即对任何实际问题都可先选用 １个隐含
层

［１５］
。酶解产物在不同温度下的粘度与水解度和

分子量呈规律性变化，尽管数学关系仍不明确，但粘

度仍是水解程度的重要映射因素，是预测与监控网

络模型的重要输入节点。因此输入层节点设定为温

度和粘度，输出层节点为水解度。以５１组不同温度
下鳕鱼胶原蛋白降解产物的特征粘度与水解度作为

ＡＮＮｓ的训练样本，采用 ＬＭ（Ｌｅｖｅｎｂｅｒｇ Ｍａｒｑｕａｒｄｔ）
算法训练人工神经网络，建立网络模型。ＬＭ算法
是梯度下降法与高斯 牛顿法的结合和改进，是一种

收敛速度快、鲁棒性好的算法，既具有梯度下降法的

全局收敛特性，又具有高斯 牛顿法的局部快速收敛

性
［６，１６－１８］

。

为了消除量纲影响，加快训练网络的收敛性，改

善网络收敛误差，数据进行归一化处理。本研究采

用 Ｘ＝（Ｘｉ－Ｘｍｉｎ）／（Ｘｍａｘ－Ｘｍｉｎ）。５１组输入输出样
本如下：

Ｘ＝（［０　０　０　０　０　０　０　０　０　０２０００　
０２０００　０２０００　０２０００　０２０００　０２０００　
０２０００　０２０００　０４０００　０４０００　０４０００　
０４０００　０４０００　０４０００　０４０００　０４０００　
０６０００　０６０００　０６０００　０６０００　０６０００　
０６０００　０６０００　０６０００　０８０００　０８０００　
０８０００　０８０００　０８０００　０８０００　０８０００　
０８０００　０８０００　１００００　１００００　１００００　
１００００　１００００　１００００　１００００　１００００　
１００００］，［０７８７１　０５１６５　０２７６１　０１２７０　
００５２９　１００００　０５２１５　０３８１３　００５９０　
０７２８２　０４４３９　０２６６０　０１０４５　００４７３　
０８８３５　０４５５２　０３２３６　０６０１７　０３７１２　
０２１７２　００７８８　０８１４６　０３７７５　０２７２３　
００３９０　０４８５２　０３１１１　０１７０８　００６０９　
０７１６９　０３１７４　０２２４７　００２４９　０３８６３　
０２６２３　０１２２０　００４８５　００１３２　０５５０４　
０２６６０　０１９３４　００１４２　０３０６１　０２２９７　
００８７６　００３９６　０　０４１２６　０２３３５　０１６７１
　０００７１］）
Ｙ＝［００９０９　０２７２７　０６３６４　０８１８２　１００００
　０　０１８１８　０５４５５　０９０９１　００９０９　０２７２７　
０６３６４　０８１８２　１００００　０　０１８１８　０５４５５　
００９０９　０２７２７　０６３６４　０８１８２　０　０１８１８　
０５４５５　０９０９１　００９０９　０２７２７　０６３６４　
０８１８２　０　０１８１８　０５４５５　０９０９１　００９０９
　０２７２７　０６３６４　０８１８２　１００００　０　０１８１８　
０５４５５　０９０９１　００９０９　０２７２７　０６３６４　
０８１８２　１００００　０　０１８１８　０５４５５　０９０９１］

确定隐含层节点数的最基本原则：在满足精度

要求的前提下取尽可能紧凑的结构，即取尽可能少
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的隐含层节点数
［１５］
。若隐含层节点数太少，网络性

能很差，容错性差。若隐含层节点数太多，容易陷入

局部极小值而得不到最优点
［１６－１８］

。在本试验中，当

神经元的数目小于４个时，收敛时间长，收敛步数大
于１０００，而隐含层节点数为４时，收敛速度快，符合
本试验要求。

２３２　神经网络预测模型的建立
图４与图５分别为胰酶水解进度预测模型的结

构图与误差平方和的曲线图，在收敛步数小于４时，
随着收敛步数的增加，模型网络的误差平方和急剧

减小，当收敛步数大于４时，误差平方和曲线逐渐趋
于平缓。在训练步数为５２时，误差平方和就降低到
设定值以下。

图 ４　神经网络预测模型结构图

Ｆｉｇ．４　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｃｈａｒｔｏｆＢＰ ＡＮＮｓ
　

图 ５　误差平方和曲线

Ｆｉｇ．５　Ｃｕｒｖｅｏｆｅｒｒｏｒｓｑｕａｒｅｓｕｍ
　
根据上述参数设定，通过建立的神经网络进行

仿真，得到水解度样本的仿真值与仿真误差如图 ６
所示。对样本值与仿真值进行回归分析，神经网络

输出值与目标样本值之间误差较小。此神经网络模

型的 Ｒ２值为０９９１６，样本值和仿真值一致，模型的
仿真度较高。对水解度样本的仿真误差分析可知，

误差值小，平均相对误差仅为 ２５％。尽管在水解
反应之初，有极少量的样本值与仿真值存在一定偏

差，但是对于整个复杂的水解过程来说，实现了胶原

　　

图 ６　样本的仿真值与仿真误差分析

Ｆｉｇ．６　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｖａｌｕｅａｎｄ

ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｅｒｒｏｒｏｆｓａｍｐｌｅｓ
　
蛋白胰酶水解进程的预测。

验证试验的水解度与仿真值如表 ２所示，水解
度验证试验的相对误差为 １０６％ ～４３２％。此模
型在一定程度上实现了仿真预测与监控，对预测和

控制鳕鱼骨胶原蛋白水解反应有重要意义。

表 ２　验证样本的试验值与预测值

Ｔａｂ．２　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｖａｌｕｅａｎｄｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

ｖａｌｕｅｏｆｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｅｓｔ

温度归一

化值

粘度归一

化值

水解度试验值

的归一化值

水解度拟合值

的归一化值

相对

误差／％

０２０００ ０２３６７ ０６４０７ ０６４９３ １３４

０４０００ ０３７０２ ０２２９４ ０２３９３ ４３２

０６０００ ０３０６２ ０２７２９ ０２７００ １０６

３　结论

（１）鳕鱼骨胶原蛋白的分子量为 ６３ｋＤａ，其粘
度随温度的升高而下降，随着溶液浓度的增大而升

高，且溶液的浓度越高，胶原蛋白的粘度随温度的变

化幅度也越大。

（２）鳕鱼骨胶原蛋白的水解度增加，肽链的断
裂程度加强，平均肽链长度减小，平均分子量减小，

特征粘度呈现下降趋势。尽管水解度与降解产物的

特征粘度数学关系不明确，但存在一一映射关系。

（３）以温度与特征粘度为输入参数，以水解度
为输出参数，建立鳕鱼骨胶原蛋白降解的神经网络

预测模型，样本值与仿真值回归分析的 Ｒ２值为
０９９１６，平均相对误差为２５％，验证试验表明模型
的相对误差为 １０６％ ～４３２％，实现了鳕鱼骨胶原
蛋白酶解反应的仿真预测与监控。
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