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擒耍 以鲤鱼鱼皮和鱼骨为原料提取得到酶溶性胶原蛋白(PSC)，对鱼皮PSC和鱼骨PSC的性质进行比较。

电泳结果表明，鱼皮PSC和鱼骨PSC都属于I型胶原；2种胶原蛋白中，脯氨酸和羟脯氨酸含量均低于牛皮酸溶

性胶原蛋白；粘度测定的结果显示，鱼皮PSC的变性温度为28．1℃，鱼骨PSC的变性温度为30．o℃，差热分析

的结果说明，鱼骨PSC的热稳定性高于鱼皮PSC，这与氨基酸分析和粘度分析的结果相一致；傅立叶红外光谱

分析结果显示，鱼皮PSC和鱼骨PSC结构具有很大的相似性。
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胶原蛋白是具有独特结构的一类蛋白质，在生物

医学材料、药物输送载体、组织工程、化妆品和食品等

领域得到了广泛应用[1’2]。随着水产品加工业的快

速发展，产生了大量的鱼皮、鱼鳞、鱼骨等废弃物，如

不加以充分利用，不仅会污染环境，而且浪费了资源。

由于来源于牲畜的胶原蛋白在信仰伊斯兰教、回教等

地区的应用受到限制，以及近年来疯牛病、口蹄疫等

传染性疾病的发生和流行，使人们对来源于牲畜的胶

原蛋白的安全性发生了怀疑。

另一方面，我国是世界上惟一的淡水鱼产量超过

海水鱼的国家，充分发掘淡水鱼资源，提高淡水鱼加

工的附加值，将促进淡水养殖业的进一步发展。因

此，研究和开发从鱼皮、鱼鳞、鱼骨等水产加工废弃物

中制取胶原蛋白逐渐受到人们的重视。本研究以鲤

鱼鱼皮和鱼骨为原料提取得到酶溶性胶原蛋白

(PSC)，并对鱼皮PSC和鱼骨PSC的性质进行比较，

了解它们的异同，为以后可能的应用提供理论基础。

1 材料与方法

1．1材料与试剂

鲜活鲤鱼宰杀后取鱼皮、鱼骨，装在聚乙烯密实

袋中，置于一25℃冰箱保存。

胃蛋白酶(1 t 10000)，Sigma公司；丙烯酰胺、甲

叉丙烯酰胺，日本和光纯药株式会社；乙酸、Na0H、

SDS、Tris、甘氨酸等均为分析纯试剂。

1．2实验方法

1．2．1鲤鱼鱼皮胶原蛋白的提取
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所有操作均在4℃下进行。

原料处理一自来水洗涤一去除杂蛋白(O．1 mol／

L Na0H)一去脂肪一O．5 mol／L乙酸提取24 h一低

温离心一沉淀一加入0．5 mol／L乙酸一加入O．2％

(w／w)胃蛋白酶提取72 h一离心一胶原蛋白溶液一

盐析一透析(0．1 mol／L乙酸)一透析(蒸馏水透析至

无氯离子检出)一冷冻干燥一保存

1．2．2鱼骨中胶原蛋白的提取

原料处理一自来水洗涤一去杂蛋白(O．1 mol／L

NaOH)一洗涤一0．5 mol／L EDTA溶液脱钙48 h一

10％异丙醇洗涤一去脂肪一0．5 mol／L乙酸提取一

低温离心一沉淀一加入0．5 mol／L乙酸一加入

O．2％(w／w)胃蛋白酶一离心一胶原蛋白溶液一盐析

一透析(O．1 mol／L乙酸)一透析(蒸馏水透析至无

Cr检出)一冷冻干燥一保存

1．3变性温度的测定

取75 mg胶原蛋白溶于4℃10 mL O．1 mol／L

乙酸溶液中，用旋转粘度计(NDJ79，同济大学机电

厂)在不同温度下测定粘度值，以粘度值降低50％所

对应的温度为变性温度。

1．4氨基酸分析

将胶原蛋白样品用6mol／L HCl于110℃水解

20 h，用氨基酸自动分析仪(日立835—50，日本日立公

司)进行测定。

1．5 SDs—PAGE电泳[’】

取5 mg胶原蛋白于4℃O．1 mol／L乙酸溶液

中溶胀分散，取0．1 mL胶原溶液与0．1 mL SDS样

品处理液混合后，沸水浴加热2 min点样，开始电泳。

电流开始为7mA，至浓缩胶与分离胶界限处调整电

流为15mA，电泳结束，固定液固定30 min，染色1 h，

 

 



脱色直到无底色。

1．6差热分析

将胶原蛋白冻干样品2 mg盛装于差热分析仪

(DSC Q200 V23．10 Build 79)的样品池中，在50～

150℃以10．oo℃／min速度加热，得到最大转变温

度(T柚。)，总的变性焓值(△H)由峰面积计算得到。

1．7鲤鱼鱼皮PSC和鱼骨PSC的傅立叶红外光谱

分析

取胶原蛋白在红外光谱分析仪(NEXUS470型，

美国尼高力公司)进行测定。

2结果与讨论

2．1变性温度的测定

由受热引起的胶原蛋白的变性与胶原蛋白溶液

熬度的变化有关[I．5]。实验中采用旋转粘度计对鱼

皮PSC和鱼骨PSC的牯度进行测定，将胶原蛋白分

散于O．1 mol／L的乙酸溶液中，从14℃加热至40

℃，并在每一温度下停留30 min后测定，以最大粘度

值的50％的值所对应的温度为变性温度。由图1可

知，鱼皮PSC的变性温度为28．1℃，鱼骨PSC的变

性温度为30．0℃。鱼骨PSC的变性温度稍高于鱼

皮PSC，这一点可能和鱼体组织有关，鱼皮所处的水

环境一般比鱼体温度稍低，这一点与以往研究相似，

生活温度越高，变性温度也越高，而且相当的明显。

另外，Wong报道了变性温度与脯氨酸和羟脯氨酸的

含量有关，脯氨酸和羟脯氨酸的含量越高，胶原蛋白

的三螺旋结构越稳定，胶原蛋白的变性温度也越

高‘6J。

l上

l

乎n8

萎o．6
靛o．4
霹
。卫

0

10 15 ∞ 25 30 35 40

淘度，℃

图1鲤鱼鱼皮PSC和鱼骨PSC粘度变化曲线

2．2氨基酸分析

氨基酸的组成以1 000个氨基酸残基中所含氨

基酸的数量表示，表1的结果显示，鲤鱼鱼皮和鱼骨

酶溶性胶原蛋白组成中不含有胱氨酸和色氨酸，甘氨

酸的含量约占到总的氨基酸含量的1／3，符合胶原蛋

白的一般性质。鱼皮PSC和鱼骨PSC中亚氨酸(羟

脯氨酸与脯氨酸)含量分别为194个和204个，低于

牛皮胶原蛋白中亚氨酸含量(215个)，这与Foeged—

ing等人的研究结果一致[7]。亚氨酸的含量与胶原蛋

白的热稳定性相关[8]，也就是与来自哺乳动物胶原蛋

白中亚氨酸水平相比，鲤鱼胶原蛋白中亚氨酸含量偏

低，这可能使鲤鱼胶原蛋白的热稳定性相对较低的原

因，与粘度测定结果一致，鱼皮PSC和鱼骨PSC的变

性温度均低于牛皮的变性温度。同时鱼皮PSC和鱼

骨PSC亚氨酸含量的差异与二者变性温度的差异相

一致。

表l鲤鱼鱼皮和鱼骨酶溶性胶原蛋白氨基酸组成 个

HYP羟脯氨酸

ASP天门冬氨酸

THR苏氨酸

SER丝氨酸

GLU谷氨酸

GLY甘氮酸

ALA丙氨酸

CYS胱氨酸

vAL缬氨酸

MET蛋氨酸

ILE异亮氨酸

LEU亮氨酸

TYR酪氨酸

PHE苯丙氨酸

LYS赖氨酸

HlS组氨酸

ARG精氨酸

TRP色氨酸

PR0聃氨酸

总计

2．3 SD争PAGE电泳

胶原蛋白呈三股螺旋结构，由3条多肽链组成，

每一条胶原链都是左手螺旋构型，3条左手螺旋a链

又互相缠成右手螺旋结构，即超螺旋结构。图2电泳

的结果显示，鱼皮PSC和鱼骨PSC都至少由2种a

链，q1和a2组成。2种胶原蛋白的B链含量都较高，

结果说明，鱼皮PSC和鱼骨PSC都属于I型胶原。

对于鱼骨PSC，其中含有更多的7链以及更高分子量

的多倍体，可能分子间存在更多的交联。对于牛皮胶

原蛋白，p链与2种a链的位置与鱼皮、鱼骨有一定

的差异，说明虽然他们都属于胶原蛋白，但不同来源

的胶原蛋白在分子质量方面还是有一定差异的，鱼皮

和鱼骨PSC的2种a链的分子质量小于牛皮胶原蛋

白的2种对应a链，由2种a链聚合成的8链也是牛

皮大于鱼皮PSC和鱼骨PSC。牛皮ASC中，7聚合

链的含量要少于鱼皮PSC和鱼骨PSC中7链含量。
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样品1一鱼皮PSC，2一鱼骨PSC}3一牛皮ASC

图2 鲤鱼鱼皮鱼骨胶原蛋白的sD孓PAGE电泳

2．4差热分析结果

差热分析DSC测量的是材料内部与热转变相关

的温度、热流的关系，反应了原料本身的特性，如玻璃

化转变温度、相转变、冷结晶等。为了解鱼皮PSC和

鱼骨PSC性质的差异，以1．6方法进行测定。从图3

的DSC扫描的结果看出，鲤鱼鱼皮PSC的最大转变

温度(Tm。)为104．97℃，而鱼骨PSC的最大转变温

度(丁柚。)为113．34℃，说明鱼骨PSC的热稳定性高

于鱼皮PSC。该结果与粘度测定的变性温度的差异

相一致。
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图3 鲤鱼鱼皮(A)鱼骨(B)胶原蛋白差热图

2．5鲤鱼鱼皮PSC和鱼骨PSC的傅立叶红外光谱

分析

N—H伸缩振动产生的范围通常在3 400～3 440

cm一，当含有NH基团的分子肽段涉及氢键时，N—H

的伸缩振动会向低频率移动，通常在3 300 cm-1左

12 I垫!∑旦!：兰丝旦：曼!!Q塑!!箜!

右n01。由图4的红外谱图可以得到，鲤鱼鱼皮PSC

和鱼骨PSC分别在3 313．40 cm_1和3 312．86 cm-1

有N—H伸缩振动，这说明其分子中存在氢键。酰胺

I带的吸收一般在1 625～1 690 cm～，鱼皮PSC在

1 651．13 cm_1有吸收峰，鱼骨PSC的吸收在

1 650．53 cm～，符合酰胺I带的出峰位置。鱼皮

PSC和鱼骨PSC的酰胺Ⅱ带的吸收分别在1 541．10

cm-1和在1 540．47 cm～。2种胶原蛋白的图谱都显

示了在1 235 cm-1(酰胺Ⅲ带)和1 450 cm_1均有吸

收，这表明鱼皮PSC和鱼骨PSC的螺旋结构保持较

好。这2种胶原都是加入胃蛋白酶提取得到的，红外

谱图的结果也进一步证明了在提取过程中胃蛋白酶

仅水解胶原的非螺旋区，对螺旋区没有破坏作用。另

外，两种胶原在2 854 cm．1和1 745 cm_1都有较强的

c-H伸缩振动。上述结果显示，鲤鱼鱼皮PSC和鱼

骨PSC的结构具有很大的相似性。

图4鲤鱼鱼皮(A)鱼骨(B)傅立叶红外光谱图

3 结 论

粘度测定的结果显示，鱼皮PSC的变性温度为

28．1℃，鱼骨PSC的变性温度为30．O℃；2种胶原

蛋白中脯氨酸和羟脯氨酸含量均低于牛皮酸溶性胶

原蛋白；差热分析的结果说明鱼，骨PSC的热稳定性

高于鱼皮PSC，这与氨基酸分析和粘度分析的结果

相一致。电泳以及傅立叶红外光谱分析结果显示，鱼

皮PSC和鱼骨PSC结构具有很大的相似性。
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Characteristics Comparison of Pepsin—soluble Collagen from

Skin and Bone of Carp(I珂prf尼口s Carpfo)

Duan Ruil”，Zhang Junjie2，Chen Lin92，Ye Cha02，Kunihiko Konn03

1(The Key Lab of Marine Biotechnology of Jiangsu Province，Lianyungang 222005，China)

2(school of Marine Science and Technology，Huaihai I璐titute of Technology，Lianyungan 222005，Chi衄)

3(Faculty of Fisheries Science，Hokkaido uIliversity，Hakodate，Hokkaico 04l一8611，Japan)

ABSTRACT The compositions and certain properties of pepsin—s01uble collagens(PSC)of the skin and bone

of carp(Cy户ri咒“s C口r户iD)were studied． The denaturation temperature(了’d)of c011agens were researched by

viscosity of collagen solution．The Tj of PSC from carp skin and bone were 28．1℃and 30．0℃，respectively．

E1ectrophoretic patterns of collagens from skin and bone were very similar，while the pattern of bone collagen

showed more cross-linking components．The results of differential scanning calorimetry(DSC)indicated PSC

from bone had higher maximum transition temperature(T叫。)than PSC from skin，which was in accordance

with the results of composition analysis and Td． FTIR spectra showed the structures of the coUagens were

similar．

Key words pepsin—soluble coIlagen，skin，bone，carp，properties
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