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摘 要 利用醋酸及胃蛋白酶从鲴鱼鱼皮中提取了胶原，并对其物理与化学特性进行了探讨研究。结果表明：

提取的胶原属于典型的I型胶原，胶原的三股螺旋分子组成为[口。(I)]：讹(I)。氨基酸组成及变性温度的分

析说明提取的鲴鱼皮胶原由于其自身亚氨基酸含量的特征，使得它的稳定性远远高于其他鱼类的皮胶原，但仍

然比大多数哺乳类动物皮胶原稳定性要弱。紫外扫描光谱、傅立叶红外光谱及圆二色性研究结果证明提取的胶

屎三股螺旋结构保持完整。
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胶原是自然界普遍存在的一类蛋白质，是结缔组

织的重要结构蛋白，起着支撑器官、保护机体的功

能[1’2]。同时作为动物体内含量最多、分布最广的一

类蛋白质，它们被广泛应用于食品、化妆品及制药工

业[3~6]。随着胶原需求量的越来越大及食品安全等

因素，传统的从牛、猪等哺乳类动物获取的胶原已经

不能满足人们的需要，近年来，对水产动物胶原的研

究越来越引起人们的关注。鱼类的皮、骨、鳞等部位

含有丰富的胶原蛋白，而在鱼产品加工生产过程中会

产生大量的皮、骨及鳞等下脚料，从这些下脚料中提

取胶原加以利用，既可以提高鱼产品加工业的经济效

益，又可以减少下脚料废弃物造成的环境污染。

斑点叉尾鱼回鱼是大型的淡水鱼类，我国于1986

年由湖北省从美国引进并养殖成功。近几年中国斑

点叉尾鱼回鱼养殖产量急剧上升，但国际市场上斑点

叉尾鱼回鱼加工产品仍然供不应求，2007年1～4月

份，仅美国从中国进口的斑点叉尾鱼回鱼就已达到6

856 t，随着国内养殖产量的继续攀升，加工中将会产

生大量的皮、骨、鳞等下脚料。本文以斑点叉尾鱼回鱼

鱼皮为原料，采用酸溶与酶促溶的方法提取鱼皮胶原

并对其性质进行了研究，旨在为鱼圊鱼鱼皮的利用提

供基础资料。

1 材料与方法

1．1材料与仪器

斑点叉尾鲴鱼鱼皮由武汉德炎水产品有限公司

提供，一20℃保存；胃蛋白酶(1：10 000，Sigma公

司)，牛跟腱工型胶原蛋白标准品(上海博蕴生物科技
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有限公司)，丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、溴酚蓝及过

硫酸铵都是电泳纯，冰乙酸、无水乙醚、盐酸、乙二醇

甲醚及氯胺T等化学试剂均为分析纯。

JB300～D型强力电动搅拌器(上海标本模型

厂)，DDS—IIC电导率仪(上海精密科学仪器有限公

司)，4K15型冷冻离心机(sigma公司)，LGJ一10型

冷冻干燥机(北京四环科学仪器厂)，垂直板电泳仪

(美国Bio—Rad公司)，HPll00氨基酸分析仪(美国

Agilent公司)，PYRIS一1型差示扫描量热仪(英国

Perkin Elmer公司)，UV—1100型紫外可见分光光

度计(北京瑞利分析仪器公司)，Nexus型傅立叶变换

红外光谱仪(美国Thermo Electron公司)，J715型圆

二色光谱仪(日本JAS—C0公司)。

1-2实验方法

1．2．1 原料的预处理

解冻鱼皮用刀刮去表皮粘质及残留碎肉，然后用

冷水冲洗干净，放人绞肉机中绞成约o．2 em×0．2

cm的碎块。用无水乙醚：鱼皮(mL：g)一10：1于

4℃条件下冷浸脱脂48 h，再用冷水冲洗干净。取10

g脱脂后的皮块用100 mL 0．1 mol／L NaOH溶液在

4℃下浸泡3 h，搅拌，脱去杂蛋白等非胶原物质，去

杂蛋白结束用去离子水反复冲洗，去除皮块表面残留

碱液。

1．2．2胶原提取

将预处理过的10 g鲴鱼鱼皮浸于200 mL 0．5

mol／L醋酸溶液中，4"C条件下搅拌提取可溶性胶原，

提取24 h后，用纱布过滤，滤液在10 000 g、4℃条件

下冷冻离心。过滤及离心所得残渣用0．5 mol／L醋

酸溶液在相同条件下再提取12 h，提取结束后于

10 000 g、4"C条件下冷冻离心。合并2次离心清液，

  



用浓NaOH溶液盐析沉淀胶原；沉淀出的胶原复溶

于0．5 mol／L醋酸溶液中，冷冻离心，弃去不溶物，上

清液用质量分数30％的NaOH溶液盐析沉淀；以上

操作重复至沉淀出的胶原能够完全溶解于0．5 mol／

L醋酸溶液中为止，得到的最后沉淀物用去离子水在

4℃透析，直至用电导率仪检测透析外液的电导率接

近去离子水的电导率时透析结束，透析后的胶原样品

冷冻干燥即为酸溶胶原(ASC)。2次酸提取后的离

心残渣悬浮于适量0．5 mol／L醋酸溶液中，加入

0．1％的胃蛋白酶于4℃作用24 h，其后操作步骤与

酸提取操作相同，所得的胶原即为酶促溶胶原

(PSC)。

1．2．3常规成分分析

蛋白含量测定：GB／T 5009．5—2003；脂肪含量

测定：GB／T 5009．6--2003；灰分测定：GB／T 5009．4

—2003；糖含量测定：GB／T5009．7—2003。羟脯氨

酸含量测定：将样品置于水解管中，加入6 mL 6

mol／L盐酸，真空封管，110℃水解24 h，蒸干盐酸，

稀释，定容得水解液，采用Wossener I法[7]测定水

解液中羟脯氨酸含量。

胶原含量／％一(羟脯氨酸含量／14．3)×100

1．2．4 SDS—PAGE电泳

采用Tris—SDS—PAGE不连续电泳系统，分离

胶浓度8％，浓缩胶浓度5％，胶厚0．7 mm，电泳条件

10mAE 8|。

1．2．5氨基酸组成分析

取适量提取胶原用6 mol／LHCl，110℃真空水

解24 h，蒸干HCl，定容得水解液。采用Agilentll00

高效液相分析仪分析氨基酸组成。高效液相色谱仪

条件：C18柱，4．0 mm×125 ram；柱温，40℃；流速，

1．0 mL／min；检测波长，338 nm，262 nm(Pro)；流动

相A：20 mmol醋酸钠液，B：20 mmo V(醋酸钠液)：

y(甲醇)：y(乙腈)=1：2：2。

1．2．6 变性温度测定

将冷冻干燥的样品溶于0．5 mol／mL醋酸中制

成0．3 g／mL的胶原溶液，取10弘L密封于液体坩锅

内，置于差示扫描量热仪内，在20～50℃温度范围内

扫描，升温速度1℃／rain。

1．2．7 紫外扫描

将适量的冷冻干燥样品溶于0．5 mol／mL醋酸

中，在200"--400 nm波长范围内进行紫外扫描，分辨

摩0．5 nm。

1．2．8傅立叶变换红外扫描

将冷冻干燥的1 mg样品与100 mg纯KBr粉末

研磨均匀，置于模具中，在油压机上压片，采用傅立叶

红外变换光谱仪在4 000"--400 cm叫波数范围内测

定吸收光谱，扫描次数32次，分辨率4 ClTI一。

1．2．9 圆二色性

将冷冻干燥的样品溶于0．00l mol／mL醋酸中

配制成20 mg／L的胶原溶液，温度25℃，比色皿光径

1 mlll，分辨率1．0 nm，扫描速率100 nm／min，扫描5

次，测定250---190 11111范围的圆二色光谱图。

2 结果与讨论

2．1胶原的提取率及常规成分分析

脱脂去杂后的鱼皮脂肪含量低于1％，杂蛋白含

量低于8％，胶原损失率低于2％。两步酸法提取的

胶原量占到总胶原量的20％，而后继步骤中利用胃

蛋白酶可以完全促溶酸提后的鱼皮残渣，使难溶于稀

醋酸溶液的胶原全部溶出。冷冻干燥后的最终胶原

样品中，ASC与PSC的胶原纯度分别达到92％和

96％，常规成分分析结果为：脂肪含量1％，总糖含量

1．8％，灰分0．6％，总蛋白含量96．6％。

2．2 SDs-PAGE电泳分析胶原分子量分布

ASC与PSC的SDS-PAGE电泳图显示，2种方

法提取的胶原与工型胶原标准品出带一致，至少存在

2条不同的a链，其中1条a链分子质量略高于116

ku，另1条a链的分子量在90～110 ku；在p区有1

条带出现，可能是其中2条Q链的聚合物，分子量约

为200 ku。另外，从图1中Q。链与的a。链泳带的光

密度可以发现，前者约是后者的2倍，根据已报道的

对I型胶原分子结构的描述[9~11|，推断ASC与PSC

的分子组成应为[a，(I)]。Ct。(I)。

(1为高分子量标准蛋白，2、4为PSC，3为ASC，

5为牛跟腱I型胶原标准品)

图1 ASC与PSC的SD争PAGE电泳图谱

2．3胶原的氨基酸组成分析
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表1 ASC与PSC的氨基酸组成(残基数／1000)

氨基酸 猪皮胶原 草鱼皮胶原

天冬氨酸

谷氨酸

丝氨酸

组氨酸

甘氨酸

苏氨酸

精氨酸

丙氨酸

酪氨酸

胱氨酸

缬氨酸

蛋氨酸

苯丙氨酸

异亮氨酸

亮氨酸

赖氨酸

羟赖氨酸

羟脯氨酸

脯氨酸

亚氨基酸总量

ASC与PSC的氨基酸组成分析结果见表l，其

中含量最高的甘氨酸分别占到32％和32．6 0A；丙氨

酸含量较高，分别占到11．8％和11．5％；而作为胶原

的特征氨基酸的亚氨基酸(脯氨酸和羟脯氨酸)总量

分别占20．7％和21．4％，低于猪皮胶原中的亚氨基

酸含量，但比草鱼鱼皮胶原中的含量高[1 2’”]。ASC、

PSC中脯氨酸的羟化度分别为48．8％和49％，低于

猪皮胶原中脯氨酸的羟化度55．9％，但又远高于草

鱼鱼皮胶原中脯氨酸的羟化度34．9％。胶原氨基酸

组成的另一大特点是芳香族氨基酸含量较少，ASC

与PSC中芳香族氨基酸含量总和低于1．5％，且没有

检出色氨酸。不同胶原氨基酸组成上的差别归因于

胶原的来源、组织、生长环境以及生长年龄等因素的

差异，而这种组成上的差别将会使得它们的某些物理

化学性质产生变化，例如，胶原纤维的致密度、胶原的

热稳定性、胶原的相对分子质量等。

2．4胶原的热稳定性分析

图2是ASC的差示量热扫描(DSC)扫描图，从

图2中可以看出，ASC的变性温度为34．3。C，高于一

般鱼类皮胶原的变性温度，而仅比猪皮胶原的变性温

度低4。Ctl4~1引。PSC的DSC扫描图与ASC的结果

一致。胶原分子的3股螺旋结构主要由氢键维持，这

些氢键主要由甘氨酸、脯氨酸及羟脯氨酸参与形成，

而其中脯氨酸、羟脯氨酸参与形成的氢键对维持三股

螺旋结构的贡献最大[17~191，所以氨基酸组成中亚氨
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基酸含量及脯氨酸羟化度将决定胶原分子的稳定性。

ASC、PSC、猪皮胶原以及草鱼鱼皮胶原的热稳定性

与它们各自的氨基酸组成相符合。
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图2 ASC的差示扫描量热图

2．5胶原的紫外吸收特性

图3是PSC的紫外扫描图，ASC的扫描结果与

之基本相同。由于蛋白质分子中含有能吸收一定波

长紫外光的生色基团，如芳香族氨基酸酪氨酸、色氨

酸、苯丙氨酸基团等，各种紫外生色基团的紫外吸收

加和使得蛋白质溶液在紫外区存在着一定的吸收。

芳香族氨基酸在250～290 nm范围内有最大吸收，

但PSC与ASC中芳香族氨基酸含量很少，所以吸收

并不明显；从图3上可见，PSC和ASC在200～280

nm范围内都有一定的吸收，但在233 nm处有最大

吸收，这是胶原的特征吸收峰，主要是由肽键C=O

的一7c。跃迁所致n，9]。

趔
累
督

图3 ASC的紫外扫描图

2．6胶原的二级分子构象分析

2．6．1红外光谱分析

图4是ASC与PSC的傅立叶变化红外扫描图

谱，两者的各特征吸收频率几乎完全一样，仅仅在某

些特征频率上存在吸收强度的差别。其主要吸收带

为酰胺A(3 316．85 cm一1)、酰胺I(1 653．15 cml)、

酰胺1I(1 557．30 cm-1)和酰胺Ⅲ(1 241．06 cml)，

分别反映了N—H的伸缩振动、C=O的伸缩振动、N

—H的弯曲振动和C—H的伸缩振动[2 0|。在3 080

～3 100 cm_1范围内没有出现酰胺Ⅱ的费米共振即
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酰胺B特征吸收，但在2 926．64 cml存在着vas

(CH。)的特征吸收，这是胶原分子不同于其他一般蛋

白质分子的特异之处。由于N—H基团与其他基团

形成的氢键的影响，使得胶原的酰胺A带出现在3

316．85 cm～，较一般蛋白质的3 400～3 450 cm-1发

生了移动；酰胺Ⅱ带位置出现在1 557．30 cm～，可能

是水分子的影响，使得其在1 530 cm．1～1 570 cm．1

范围内移动Ezl,2z]。酰胺I带与酰胺Ⅲ带与蛋白质的

二级结构密切相关，实验制取的ASC与PSC的FT—

IR图谱与其它报道的胶原的FTIR图谱相比较，可

以证明ASC与PSC保存有比较完整的三股螺旋结

构‘9’10·2 3『。

堡
解
鬟
鲴F∥l系
000 3 0(砌 2(100 l 000

波数]crn-1

图4 ASC与PSC的傅立叶变换红外扫描图谱

2．6．2 圆二色光谱分析

图5是ASC与PSC的圆二色光谱图。由图5

可见，ASC与PSC在221 nm都存在最大的正Cot—

ton效应(蛋白质分子对左、右圆偏正光吸收的差

值)，在198 nm都存在最大的负Cotton效应，这是胶

原三股螺旋分子的特征谱图[13’24矗51。ASC与PSC相

比，负的Cotton效应要大，这可能与其末端非螺旋区

占得比重大有关。表2是圆二色分析仪给出的ASC

与PSC二级结构中a螺旋、B折叠、p转角和无归卷

曲所占的摩尔百分比以及Rpn值(正Cotton效应与

负Cotton效应的比值，反映了胶原分子中螺旋区域

与非螺旋区域的相对含量)[2引。由表2的结果，可以

看出ASC与PSC的二级结构相似，但由于PSC末端

图5 ASC与PSC的原二色光谱图

肽非螺旋区被胃蛋白酶水解切去从而使得其Rpn值

较ASC的要大。ASC与PSC的圆二色光谱证明了

2种方法提取的胶原具有3股螺旋结构的明显特征。

表2 ASC与PSC中各构象摩尔百分比及Rpn值

3 结 论

利用0．5 mol／L醋酸和胃蛋白酶从斑点叉尾鲴

鱼鱼皮中提取了酸溶胶原(ASC)与酶促溶胶原

(PSC)。SDS-PAGE电泳结果表明，ASC与PSC是

典型的I型胶原，其分子至少含有2种不同的d链，

分子组成可能为[a，(工)]。a。(I)，分子质量约为300

ku。氨基酸分析结果显示，ASC与PSC含有丰富的

甘氨酸，其次是丙氨酸，而芳香族氨基酸含量较少；亚

氨基酸含量分别为20．7％和21．4％，脯氨酸的羟化

度分别为48．8％和49％，均低于猪皮胶原中亚氨基

酸含量和脯氨酸的羟化度，但远高于草鱼鱼皮胶原中

亚氨基酸含量和脯氨酸的羟化度。胶原的氨基酸组

成决定了其分子的热稳定性，从它们的热变性温度可

以看出，胶原分子3股螺旋结构的稳定性与亚氨基酸

的含量及羟化度有强的相关性。ASC与PSC的变性

温度在3473℃，低于猪皮胶原的变性温度和牛皮胶

原的变性温度，但高于大多数鱼类皮胶原的变性温

度。

利用紫外扫描、傅立叶变换红外扫描、圆二色光

谱扫描研究了ASC与PSC的分子结构，结果显示实

验制取的ASC与PSC具有明显的胶原3股螺旋的

结构特征，说明了在制备的ASC与PSC中3股螺旋

结构得到了很好地保存。

以上结果说明了鲴鱼皮胶原在鱼类来源的胶原

中具有接近哺乳类胶原的物理化学性质，如氨基酸组

成、热稳定性；而其作为鱼类来源的胶原又具有优于

哺乳类胶原的应用安全性及广泛可接受性，这使得鲴

鱼鱼皮胶原可以作为哺乳类胶原在某些应用上的很

好的替代品。
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Extraction and Characterization of Collagen

from Channel Catfish Skin
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2(School of Food Science and Technology，Jiang nan University，Wuxi 214122，China)

ABSTRACT Acid-soluble collagen(ASC)and pepsin。——soluble collagen(PSC)were obtained from channel

catfish skin and partially characterized．The collagen from the skin of channel catfish had special amino acid

composition，which make it much more stable than any other fish skin collagen．SDS-PAGE，CD，UV—Vis

and FTIR spectra of channel catfish skin collagen were carried out and the results suggested that ASC and

PSC were typical type I collagen with integrality of triple—helix．
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