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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０９９１６，平均相对误差为２５％，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 １０６％ ～４３２％，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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　　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

１１　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。

１２　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）。

１３　试验方法
１３１　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

０２ｍｏｌ／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８０，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。

１３２　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８４ｍｍｏｌ／ｇ

１３３　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。
１３４　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∶０１）；流速：
０５ｍＬ／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。

１３５　平均肽链长度
平均肽链长度的计算公式为

Ｌ＝１
ＣＤＨ
＝
ｈｔｏｔ
ｈ
×１００％

１３６　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 ０００１。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

２１　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 １０９８ｍｉｎ，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
　

２２　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。
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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℃

０５ ７６ ６５３ ７６１ ６５３０ ６０６０ ５０５０ ４１２０ ３３３０ ２６９０

１０ １００ ４３７ ６５７ ４３７０ ３７９０ ３２１０ ２７３０ ２３４０ ２０８０

加酶量／％ １５ １４４ ２４５ ６５４ ２４５０ ２３７０ １９８０ １６１０ １２２０ ９４５

２０ １５９ １２６ ４９４ １２６０ １０８０ ８７５ ７３２ ６３３ ５６２

２５ １７８ ６６８ ４９２ ６６８ ６２４ ５１８ ４２７ ３５１ ２４６

４０ ７１ ８２３ ７７７ ８２３０ ７３００ ６７５０ ５９７０ ４６４０ ３５４０

６０ ７６ ６５３ ７６１ ６５３０ ６０６０ ５０５０ ４１２０ ３３３０ ２６９０

时间／ｍｉｎ ８０ ９２ ４４１ ６５７ ４４１０ ３８８０ ３２６０ ２７８０ ２３７０ ２１１０

１００ １３１ ３２９ ６５５ ３２９０ ２８３０ ２４２０ ２０４０ １７９０ １５８０

１２０ １６７ ７１７ ６３７ ７１７ ６６３ ５５７ ４４５ ３５９ ３０３

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
　

２３　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。

２３１　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　０２０００　
０２０００　０２０００　０２０００　０２０００　０２０００　
０２０００　０２０００　０４０００　０４０００　０４０００　
０４０００　０４０００　０４０００　０４０００　０４０００　
０６０００　０６０００　０６０００　０６０００　０６０００　
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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。

２３２　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０９９１６，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 ２５％。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 １０６％ ～４３２％。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／％

０２０００ ０２３６７ ０６４０７ ０６４９３ １３４

０４０００ ０３７０２ ０２２９４ ０２３９３ ４３２

０６０００ ０３０６２ ０２７２９ ０２７００ １０６

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
０９９１６，平均相对误差为２５％，验证试验表明模型
的相对误差为 １０６％ ～４３２％，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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