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胡子鲶鱼皮酸溶性胶原蛋白的理化性质研究 
 

李八方，郭鸣，侯虎，王珊珊
 

（中国海洋大学食品科学与工程学院，山东青岛 266003） 

摘要：为提高水产加工副产品的高值化利用，本文以资源丰富且相对集中的一种淡水产品加工下脚料-胡子鲶鱼皮为原料，在 4 ℃

条件下，利用酸提法从鲶鱼皮中提取酸溶性胶原蛋白（ASC），并对其进行相应的理化性质研究。通过测定羟脯氨酸含量得出了该鱼

皮胶原蛋白的提取率（20.32%），氨基酸组成分析得到含量最丰富的氨基酸是甘氨酸（32.59%）表明样品符合Ⅰ型胶原蛋白的氨基

酸特点。SDS-PAGE 电泳和紫外分析图谱表明样品为Ⅰ型胶原蛋白，且样品提取纯度较好。傅里叶变换红外光谱（FT-IR）表明该酸

溶性胶原蛋白保留了天然的三螺旋结构。热变性温度（Td，26 ℃）和热收缩温度（Ts，53.01 ℃）的测定结果均显示，这种鲶鱼皮

酸溶性胶原蛋白的热稳定性低于哺乳动物。X-射线衍射图谱显示了胶原蛋白分子的内部结构特点。 
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Abstract: Fish skin of Clarias fuscus was a by-product of freshwater aquatic products processing, which is rich in resources. To improve 

the utilization of aquatic by-products, the fish skin of Clarias fuscus was used as raw materials for acid-soluble collagen (ASC) extraction at 4 ℃. 

It’s the physicochemical of the extracts was then studied. The hydroxyproline experiment showed that the extraction yield of ASC reached 

20.32%. The sample met the characteristics of type I collagen with the most abundant amino acid of glycine (32.59%) by analysis of amino acid 

compositions. SDS-PAGE and ultraviolet-visible (UV-Vis) spectra identified the sample was of a type I collagen protein with high purity. 

Fourier transform infrared (FT-IR) spectra of ASC suggested that the protein presented in the triple helix structure. The denature temperature 

(Td, 26 ℃) and shrinkage temperature (Ts, 53.01 ℃) showed that the thermal stability of the collagen was lower than collagen from mammalian. 

X-ray diffraction diagram showed the internal structure of the collagen molecules from Skin of Clarias fuscus. 
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胶原蛋白是脊椎动物体内含量最多的蛋白质，其

分子结构呈现三螺旋构型，变性的胶原蛋白通常失去

三螺旋结构，俗称为明胶。皮肤、血管壁和各种软组

织或器官的间质中同时含有 I 型和Ⅲ型胶原蛋白，只

是不同的器官中，这两种胶原蛋白含量的比例不同，

Ⅰ型胶原蛋白是生物体最丰富的胶原，占生物体胶原

蛋白总量的 90%，也是用途最广的胶原蛋白，我们通

常所说的胶原蛋白指的是Ⅰ型胶原蛋白。由于胶原蛋

白具有良好地化学组成和生物相容性，因此在食品、

医药、化妆品及皮革工业等方面有广泛的应用[1]。近 
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十几年来，世界有关胶原蛋白的研究主要还是针对于

哺乳动物如猪、牛等的研究，从鱼类资源中提取胶原

蛋白的研究还不普遍，进行过鱼类研究的主要是日本

与欧洲国家，并集中于海产鱼类的胶原蛋白研究相对

较多。我国对于水产动物，尤其淡水鱼类胶原蛋白的

研究还相对较少，因此，对淡水鱼胶原蛋白的制备及

理化性质分析有着重要的研究价值。目前在淡水鱼中,

关于鲶形目淡水鱼胶原蛋白的研究国内已见过一些报

道，如巴沙鱼皮[2]、斑点叉尾鮰鱼皮胶原蛋白[3]的相关

研究。 

鲶鱼是鲶科中分布最广的鱼类，在俄罗斯东部、

朝鲜、日本，整个亚洲东部都有分布，我国各省均有

出产，是一种普遍且重要的淡水经济鱼种。本文研究

的胡子鲶，又名塘鲺，在分类上属于鲶形目胡鲶科，

是一种市场上常见的鲶鱼。本研究以市售胡子鲶鱼的
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鱼皮为原料，利用低温酸法提取胶原蛋白，并对所提

取胶原蛋白的理化性质进行分析，为鲶形目淡水鱼加

工废弃物资源的充分开发利用提供了理论参考和实验

依据。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

胡子鲶鱼购买于青岛市嫩江路农贸市场，用刀剥

下鱼皮并剔除皮下组织，清水洗净，置于零下 20 ℃

冰箱待用。 

1.2  试剂与仪器 

十二烷基硫酸钠（SDS）、巯基乙醇、丙烯酰胺、

N,N’-甲叉双丙稀酰胺（Bis）、溴酚蓝、考马斯亮蓝

G-250、过硫酸铵、TEMED 等为 Sigma 进口分装。其

它试剂均为国产分析纯。 

冷冻干燥机（LGJ0-5），北京四环科技仪器厂；

722s可见分光光度计，上海精密科学仪器有限公司；

电泳仪（DYY-6C），北京市六一仪器厂；乌式粘度

计，上海玻璃仪器厂；差示扫描量热仪，DSC-200PC，

德国 Bavaria 公司；傅里叶变换红外光谱仪，Nicolet 

200SXV 型，美国 Nicolet 公司；紫外分光光度计

UV-2102PC 型，尤尼柯上海仪器有限公司；X 射线衍

射仪（Rigaku D/Max2500），日本理学公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  鲶鱼皮基本成分的测定 

水分含量根据 GB/T 5009.3-2010 测定；脂肪含量

根据 GB/T 5009.6-2003 测定；蛋白质含量根据 GB/T 

5009.5-2010 测定；灰分含量根据 GB/T 5009.4-2010

测定；总糖含量根据 GB/T 9695.31-2008 测定；羟脯

氨酸含量根据 GB/T 9695.23-2008 测定。 

1.3.2  鲶鱼皮酸溶性胶原蛋白的提取 

胶原蛋白制备的所有操作均在 4 ℃下进行。称取

100 g鱼皮原料，使用 0.1 mol/L的 NaOH溶液（1:30，

m/V）浸泡 24 h，以除去鱼皮中的非胶原成分；将原

料水洗至中性后剪成小碎块，加入浓度为 0.5 mol/L的

醋酸溶液（1:30，m/V），低温磁力搅拌提取2 d；将提

取液 9000 r/min 离心 30 min，上清液即为酸溶性胶原

蛋白粗提液；在上清夜中加入NaCl至最终浓度为 0.9 

mol/L，再次离心，收集沉淀溶于 0.5 mol/L醋酸溶液

中；转入透析袋，用 0.1 mol/L醋酸溶液透析 1 d，再

用蒸馏水透析 3 d，冻干即得鲶鱼皮酸溶性胶原蛋白

（Acid-soluble collagen, ASC）[4]。 

1.3.3  氨基酸分析 

胶原蛋白用 6 mol/L盐酸于 110 ℃水解 24 h，然

后将水解产物用 Hitachi 835-50 氨基酸自动分析仪进

行测定。 

1.3.4  SDS-PAGE 电泳分析 

采用十二烷基硫酸钠-聚丙稀酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）方法(Laemmli，1970)分析胶原蛋白样

品，用 7.5%的分离胶、5%的浓缩胶。取冷冻干燥样

品溶于 0.5 mol/L 的醋酸溶液中，使样品浓度为 1~2 

mg/mL，用 NaoH调节 pH为中性，上样量 18 μL。采

用直流恒压电源，电压为 100 V，电泳 2~3 h。用染色

液染色 20 min 后脱色。 

1.3.5  紫外光谱分析 

将胶原蛋白样品溶解于 0.5 mol/L醋酸溶液中，充

分溶胀,震荡（4 ℃条件下进行），样液经冷冻离心，

取上清液配制成 2 g/L胶原蛋白溶液。以 0.5 mol/L醋

酸溶液做基线测量，用 UV-2550 紫外分光光度计在

200~400 nm 近紫外光区进行扫描测试[4,5]，扫描速度

为 210 nm/min。 

1.3.6  傅立叶变换红外光谱(FT-IR)测定 

在玛瑙研钵中，将一定量干燥的 KBr 和胶原蛋白

冻干品研磨均匀成粉末状；装样，手动压片；取出样

品小心放入样品室，用干燥 KBr 做背景扫描。采用

Nicolet-200SXV 傅立叶红外光谱仪对样品在 4000~ 

500 cm-1 扫描，分辨率为 2 cm-1。 

1.3.7  热变性温度的测定(Td)（粘度的测定） 

本实验采用乌氏粘度计测定法,即最大粘度值的

一半值所对应的温度为变性温度。将含 10 mL 0.03%

胶原蛋白的 0.5 mol/L 醋酸缓冲溶液的乌氏粘度计浸

入到水浴锅中，从 16 ℃逐渐升高温度至 41 ℃，在每

个测定温度保持 30 min，使得胶原蛋白溶液温度与水

浴温度平衡，测定溶液通过毛细管所用的时间，重复

测试三次。假设溶液的密度和溶剂的密度相同。 

相对粘度 ηr=t/t0，增比粘度 ηsp=(η-η0)/η0=(t-t0)/t0，

其中 t 是样品溶液流出的时间，t0是溶剂流出的时间。

以 Fractional viscosity=(ηsp(T)-ηsp(41℃))/(ηsp(16℃)-ηsp(41℃))与

温度作胶原蛋白热变性曲线，Fractional viscosity=0.5

时所对应的温度即为热变性温度（Td）[5,6]。 

1.3.8  热收缩温度的测定(Ts) 

使用 DSC-200PC 型差示扫描量热仪进行测定，

仪器采用金属铟进行校正(铟的熔融焓为 28.451 J/g，

熔点为 156.4 ℃)。准确称取 3 mg左右的样品于 DSC

小坩埚(BO 6.239.2-64.502)中，加盖密封后，以空坩埚

作为参比，从 20 ℃加热至 100 ℃，速率为 5 K/min，

样品室的氮气流量为 20 mL/min。从 DSC 谱图中得到



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2013, Vol.29, No.11 

2582 

的峰值即为该胶原蛋白的热稳定温度[5~6]。 

1.3.9  X-射线衍射 

使用 Rigaku D/Max2500 型 X 射线衍射仪对样品

进行 X-衍射图谱分析。采用 Cu靶，λ=0.154 nm。采

用 Ka 射线以 4 °/min 速度扫描，扫描 2θ角度 5~40°。 

1.4  数据分析与处理方法 

实验数据用 Microsoft Excel 2003 进行统计分析，

每项测定数据至少采用 3 个平行，对基本成分测定的

平均值进行标准差分析。 

2  结果与讨论 

2.1  基本成分分析 

表 1 胡子鲶鱼鱼皮基本成分分析（%） 

Table 1 Basic components of Clarias fuscus skin 

成分 水分 蛋白 粗脂肪 灰分 总糖 羟脯氨酸 

以湿基计 63.2±2.79 28.8±1.08 7.26±0.36 0.17±0.06 0.35±0.06 2.36±0.15 

以干基计 - 78.26±1.41 19.73±2.24 0.46±0.10 0.95±0.12 6.41±0.10 

表 1 中给出了鲶鱼鱼皮基本成分的质量百分含

量，分别以干基和湿基计量。该鱼皮中水分含量占

63.2%，干物质含量约为36.8%，干物质的主要成分为

蛋白质，约占干物质总量的 78.26%，可以看出该鱼皮

是较好的胶原蛋白提取来源。 

2.2  胶原蛋白提取率 

胶原蛋白中，羟脯氨酸和羟赖氨酸是其特征氨基

酸，在其它蛋白中很少见到，通过羟脯氨酸的测定，

可以得到样品鱼皮胶原蛋白的提取率。 

羟脯氨酸标准样品的回归方程为 y=0.128x 

+0.013，R2=0.998。测得干鱼皮中羟脯氨酸含量为

6.41%(表 1)，说明胡子鲶鱼鱼皮是一种较好的胶原蛋

白制备原料，再通过测定样品提取出的粗胶原蛋白中

羟脯氨酸含量[7]，从而得出该方法提取胶原蛋白的提

取率为 20.32%。 

2.3  胶原蛋白性质分析 

2.3.1  氨基酸组成 

由表 2 分析可得出，样品胶原蛋白中含量最丰富

的氨基酸是甘氨酸（32.59%）,约占氨基酸总量的三分

之一，大约每三个氨基酸残基中就包含一个甘氨酸

(Gly-x-y 重复单元)。含量相对较高的氨基酸还有丙氨

酸（12.44%）和脯氨酸（10.87%）。另外，蛋氨酸

（1.21%）、组氨酸（0.59%）和酪氨酸（0.46%）是含

量较低的三种氨基酸，由于本实验采用酸水解法对氨

基酸进行测定，色氨酸和胱氨酸在酸水解中被破坏，

因此未被检出。 

亚氨酸（脯氨酸和羟脯氨酸）是胶原蛋白的特征

性氨基酸，胶原蛋白的热变性温度与亚氨基酸残基的

含量密切相关，其含量越高，热稳定性和热变性温度

则越高。冷水鱼的羟脯氨酸含量最低，所以一般冷水

鱼胶原蛋白热变性温度明显低于暖水鱼，而又都低于

陆生动物。样品中亚氨酸含量为 18.66%，低于猪皮、

牛皮等哺乳动物[8]，因为本文研究的胡子鲶属于热带、

亚热带性鱼类，所以其胶原的热稳定性较好。关于这

部分内容在下文中有所讨论。 

表 2 胡子鲶鱼皮酸溶性胶原蛋白的氨基酸组成 

Table 2 Amino acid compositions of ASC from Clarias fuscus 

skin 

氨基酸 残基/1000 个氨基酸总残基 

天门冬氨酸（ASP） 48.33 

苏氨酸（THR） 24.75 

丝氨酸（SER） 38.36 

谷氨酸（GLU） 76.88 

甘氨酸（GLY） 325.94 

丙氨酸（ALA） 124.40 

缬氨酸（VAL） 29.02 

蛋氨酸（MET） 12.12 

异亮氨酸（ILE） 12.51 

亮氨酸（LEU） 22.84 

酪氨酸（TYR） 4.59 

苯丙氨酸（PHE） 12.38 

赖氨酸（LYS） 24.40 

组氨酸（HIS） 5.90 

精氨酸（ARG） 50.98 

脯氨酸（PRO） 108.74 

羟脯氨酸（HYP） 77.89 

2.3.2  SDS-PAGE 电泳图谱分析 

如图 1 所示，鲶鱼皮的酸溶性胶原蛋白至少由两

条 α 链（α1 和 α2）组成，β 链含量较高，并含有少量

的 γ 链，分子亚基结构与其余水产 I 型胶原蛋白具有

共同点。条带 α1可能含有 α3成分，因为 α1 和 α3组分

在 SDS-PAGE胶上无法辨别，亚基 α1(α3)和 α2 的分子

量相差不大，因此很难分离[9]。SDS-PAGE电泳图谱

的泳道Ⅰ和Ⅱ二者完全一样，可见 β-巯基乙醇对胶原

http://baike.baidu.com/view/93914.htm
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蛋白电泳图谱无影响，说明胶原蛋白结构中不含二硫

键，符合胶原蛋白中没有含硫氨基酸的结论[10]。样品

电泳图谱较为清晰，并无杂条带出现，说明蛋白纯度

很好，基本保持了其原有的结构。 

 
图 1 酸溶性胶原蛋白的 SDS-PAGE 电泳图 

Fig.1 SDS-PAGE patterns of ASC 

注：Ⅰ：蛋白质标准品；Ⅱ：ASC（未添加 β-巯基乙醇）；

Ⅲ：ASC（添加 β-巯基乙醇）。 

2.3.3  紫外光谱分析 

 
图 2 胡子鲶鱼皮酸溶性胶原蛋白的紫外-可见光谱 

Fig.2 UV-Vis spectra of ASC from Clarias fuscus skin 

溶液中的蛋白质分子能够吸收一定波长范围的紫

外光，产生吸收光谱，之所以会产生这种现象，是由

于蛋白质分子中含有一些紫外生色基团，蛋白质的这

种紫外吸收光谱实际上是各种紫外生色基团加和的结

果。如图 2 所示，此法提取的胶原蛋白最大吸收波长

大概在 235 nm 左右，主要由肽键 C=O 的 n→π*跃迁

贡献。有报道表明芳香族氨基酸的 R 基团含有苯环共

轭双键，如色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸分别在 280、

275、257 nm 有吸收峰，而此图谱在这个区域吸收很

弱，也可以说明此胶原蛋白中芳香族氨基酸含量较少
[5]。由此紫外图谱可初步判断，样品胶原蛋白具有较

高的纯度。 

2.3.4  傅立叶红外光谱(FT-IR)分析 

根据Doyle理论，酰胺A的吸收通常在3400~3440 

cm-1，由游离的 N-H伸缩振动产生，但当 N-H参与氢

键的形成时，其伸缩振动便会向低频率移动，一般在

3300 cm-1 左右，由图 3看出，样品胶原蛋白酰胺 A的

最大吸收峰在 3335 cm-1，表明此分子中存在氢键。酰

胺 B 的出峰位置在 2929 cm-1，是由分子中 CH2 基团

的不对称伸缩振动产生。在 1659 cm-1 出现了酰胺Ⅰ带

的特征吸收峰，是由蛋白质多肽骨架的 C=O 伸缩振动

产生，为蛋白质二级结构变化的敏感区，常被用于蛋

白质的二级结构分析。酰胺Ⅱ带的特征吸收在

1500~1600 cm-1 的范围内，为 α-螺旋、β-折叠、转角

和无规卷曲叠加产生的吸收带，样品的吸收峰如图在

1563 cm-1，符合胶原蛋白酰胺Ⅱ带的吸收频率。另外，

在1241 cm-1出现了酰胺Ⅲ的特征吸收，且在1241 cm-1

和 1455 cm-1 间又出现了吸收带，也表明样品的螺旋结

构保持较好[11]。 

 
图 3 胡子鲶鱼皮酸溶性胶原蛋白的傅立叶变换红外光谱图 

Fig.3 FT-IR spectra of ASC from Clarias fuscus skin 

2.3.5  热稳定性分析 

 
图 4 胡子鲶鱼皮酸溶性胶原蛋白的热变性曲线 

Fig.4 Thermal denaturation curve of ASC from Clarias fuscus 

skin 

胶原蛋白的热稳定性通常由在溶液中变性温度

Td和蛋白纤维的收缩温度 Ts 来表示，通常把 50%胶原

蛋白分子发生变性的温度称为热变性温度 Td，即粘度

变化一半时的温度。如图 4 所示，此图显示了鲶鱼皮

胶原蛋白的热变性粘度变化，热变性温度 Td 大概为

26 ℃。 

据知胶原蛋白的热变性温度接近最大环境温度或

体温。蛋白质的热收缩温度Ts指的是蛋白纤维收缩至 
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1/3 的长度时的温度，在收缩过程中，纤维的螺旋结

构变为无规卷曲结构，发生了相的转变。如图 5所示，

鲶鱼鱼皮 ASC 的热收缩温度为 53.01 ℃，低于哺乳动

物（如牛皮）胶原蛋白[6]。 

 
图 5 胡子鲶鱼皮酸溶性胶原蛋白的 DSC 曲线 

Fig.5 Thermal transition curve of ASC from Clarias fuscus 

skin, as shown by DSC 

据报道[12]，水产动物胶原蛋白的 Ts 与 Td 值之差

通常不受种属影响，大致恒定在（20~25 ℃），鲶鱼

鱼皮 ASC 的 Ts 与Td值之差大致符合这一规律。影响

胶原蛋白热稳定性最重要的原因之一就是亚氨酸（脯

氨酸和羟脯氨酸）的含量，亚氨酸的含量越高，螺旋

结构越稳定，这是因为脯氨酸和羟脯氨酸的吡咯环限

制了多肽链二级结构的变化。前文的氨基酸分析结果

也验证了这一点。 

2.3.6  X-射线衍射分析 

 

图 6 胡子鲶鱼皮胶原蛋白的 X-射线衍射图 

Fig.6 X-ray diffraction diagram of ASC from Clarias fuscus 

skin 

样品胶原蛋白的 X-射线衍射图谱如图 6所示，该

胶原蛋白有三个衍射峰，第一个衍射峰在 5°~10°（标

记为 P1），该峰显示了胶原纤维分子链之间的距离；

第二个峰在 20°~30°（标记为 P2），为一个宽且大的峰，

是由胶原蛋白分子内部的结构层次引起的漫散射产

生；第三个峰在 30°~40°之间，是一个比较尖且微小

的峰（标记为 P3），该峰表示胶原蛋白分子相邻氨基

酸残基之间的距离。 

通常可采用布拉格方程2dsinθ=λ来描述不同物质

的 X-射线衍射图谱，已知 X-射线的波长（λ=0.154）

和 θ 角可以计算出各个衍射峰所对应的 d 值。 

表 3 胶原蛋白的 X-射线衍射峰对应 d 值 

Table 3 d values of X-ray diffraction peaks of ASC 

Parameters Peak P1 Peak P2 Peak P3 

Peak position/2θ 6.60 22.10 34.50 

d values/nm 1.34 0.40 0.26 

由表 3 可知，胡子鲶鱼皮酸溶性胶原蛋白的分子

链之间的距离为 1.34 nm，比闫鸣艳研究的鳕鱼皮胶

原蛋白分子链之间的距离数值略大（闫鸣艳，2009），

说明胡子鲶鱼鱼皮中胶原蛋白被提取出来后，分子链

间的氢键作用和范德华作用力被削弱的较多，分子链

间的空隙增大，因而 d 值略有增加；P2峰对应的 d 值

比鳕鱼皮胶原蛋白的略小。理想的 α-螺旋中相邻氨基

酸残基之间的距离为 0.15 nm，而胶原蛋白中存在的

螺旋结构不同于一般的 α-螺旋，根据文献描述[13]，在

胶原蛋白的螺旋结构中，每圈螺旋含有的氨基酸残基

数和螺距均与理想 α-螺旋略有不同，本实验样品的 P3

峰对应的 d 值反映出的螺旋结构上沿螺旋中心轴相邻

氨基酸残基之间的距离为 0.26 nm，与鳕鱼酸溶性胶

原蛋白[4]和比目鱼腹部鱼皮酸溶性胶原蛋白测得的数

值相似[14]，以上这些均说明此低温酸法制备的胶原蛋

白较好保持了螺旋结构。 

3  结论 

3.1  低温（4 ℃）提取的胡子鲶鱼鱼皮的酸溶性胶原

蛋白,蛋白提取率 20.32%，氨基酸分析显示亚氨酸（脯

氨酸和羟脯氨酸）占 18.66%，含量相对较高。 

3.2  电泳分析图谱和紫外光谱很好的显示了此胶原

蛋白的纯度和结构，傅里叶红外谱图和 X 射线衍射图

谱说明此醋酸法提取的鲶鱼鱼皮 ASC 较好地保存了

胶原蛋白的三螺旋结构。 

3.3  本实验提取的鲶鱼鱼皮胶原蛋白的热变性温度

为 26 ℃，热收缩温度为 53.01 ℃，热稳定性总体低

于哺乳动物，相对其它水产动物来说稳定性较好[15]。 

本实验验证了鲶鱼鱼皮是较好的淡水鱼胶原蛋白来

源，说明此胶原蛋白在功能食品、医药、化妆品、制

药等方面有潜在的商业应用，该研究可以作为今后关

于鲶鱼皮 ASC 结构和物理特性研究的基础。 
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