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海参胶原纤维形态及胶原蛋白理化性质研究 
 

侯虎，孙江，毛家楠，李倩倩，薛长湖 

（中国海洋大学食品科学与工程学院，山东青岛 266003） 

摘要：海参体壁除水分外主要成分是胶原蛋白，对其理化性质研究将为海参加工提供理论基础。本文以鲜活刺参为原料，通过

组织学方法分析了其体壁胶原纤维特征，采用胃蛋白酶促溶法提取海参胶原蛋白，并对其理化性质进行分析。研究表明，海参体壁中

以胶原纤维为主，呈网状排列，少见肌原纤维；海参胶原蛋白的紫外特征吸收峰位于 235 nm处，在 280 nm附近吸收峰较小；傅立

叶红外光谱显示其保持三螺旋结构；聚丙烯酰胺凝胶电泳显示海参胶原蛋白分子组成为(α1)3，且不含二硫键，α1 链的分子量约为 135 

kDa；氨基酸组成以甘氨酸含量最高（33.3%），脯氨酸与羟脯氨酸含量为 16.4%，符合水产胶原蛋白特征；海参胶原蛋白热收缩温度

（Ts）为 67.56 ℃，高于狭鳕鱼皮胶原蛋白，海参热变性温度（Td）为 22.3 ℃，与狭鳕鱼皮胶原蛋白类似。 
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Abstract: Collagen is the main component of sea cucumber body wall, and the study of its physical and chemical properties will provide 

theoretical basis for processing sea cucumber. The characteristics of collagen fibers of sea cucumber were analyzed by histological method and 

sea cucumber collagen was extracted by pepsin-solution method for analysis of their physical and chemical properties. Sea cucumber body wall 

was mainly composed of collagen fibers which exhibited reticular arrangement, and little myofibril was found. Ultraviolet-visible absorption 

spectra exhibited a maximum absorbance at 235 nm, but little absorbance near to 280 nm. FT-IR demonstrated the existence of triplehelix 

structure. SDS-PAGE pattern showed that the structure of sea cucumber collagen was (α1)3 which was absence of disulphide bonds, and the 

molecular weight of α1 chain was about 135 kDa. Amino acid composition analysis indicated that the content of glycine was high (33.3%), and 

the level of proline and hydroxyproline was 16.4%, in accordance with the aquatic collagen characteristics. The shrinkage temperature (Ts) of 

sea cucumber collagen was 67.56 ℃, higher than that of pollock skin collagen, and the denaturation temperature (Td) was 22.3 ℃, similar to 

that of pollock skin collagen. 
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海参（ Sea cucumber），隶属于棘皮动物门

（Echinodermata）海参纲（Holothurioider）木盾手目

（Aspidochirota）生物。全世界约有 900 多种海参，

我国约 140 多种，其中可供食用者约有40 多种。海参

是天然营养的宝库，具有较高的营养价值和药用价值
[1]。目前研究发现海参具有延缓衰老、调节免疫力、

防止动脉硬化、降血脂、缓解疲劳等功效。随着人们

生活水平的提高，越来越多的消费者把海参作为一种
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养生食品，使海参的需求量逐年加大，同时也带动了

海参养殖业与加工业的飞速发展。2003年我国海参总

产量约为 3.9 万 t，2004年达 5.3 万 t，增幅达 36.87%，

2008 年已达到 9 万 t。2009 年山东和辽宁刺参产量已

经超过 7 万 t，产值突破 200 亿元。海参体壁可食用

的主要部分是胶原蛋白，海参的很多加工特性都与海

参体壁胶原蛋白密不可分。 

胶原蛋白是动物体内含量最多、分布最广的蛋白

质，由三条肽链螺旋形成的纤维状蛋白，是细胞外基

质的主要成分[2]，在水产无脊椎动物中分布较为广泛

的胶原蛋白类型是类 I 型和类 V 型胶原。Matsumura

指出海参胶原蛋白与脊椎动物胶原蛋白相比，具有显

著的难溶性，其理化性质和亚基组成研究较少[3]。毕
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琳等通过工艺优化确定了胃蛋白酶法提取刺参胶原蛋

白的最佳条件：pH 2.0、温度 4 ℃、料液比 1:10、加

酶量 6%、提取时间 48 h，制备的刺参胶原蛋白最大

程度地保持了其天然结构。崔凤霞等将提取的海参胶

原蛋白经 DEAE-52 纯化，得到除去粘多糖的胶原蛋

白纯品。关于海参胶原蛋白的类型，Saito 等及Trotter

等曾分别对日本仿刺参(S. japonicus)及加州海参(C. 

frondosa)胶原特性进行研究，但得到的胶原蛋白构型

结果不一致，尚待进一步研究。在热加工过程中，海

参的组织结构和流变学性质等随着热处理条件的变化

而发生明显变化，这主要是由于胶原蛋白的结构与理

化性质所导致的[4]，因此海参胶原蛋白的分离及理化

性质进一步研究，将为海参的加工与贮藏提供科学依

据和参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜的刺参购于青岛南山水产市场。三羟甲基氨

基甲烷、碳酸氢铵、尿素、冰醋酸、考马斯亮蓝 G-250、

β-巯基乙醇、过硫酸铵、丙烯酰胺、过硫酸铵、十二

烷基磺酸钠、KH2PO4、HCl等试剂为国产分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

PHS-3C 精密酸度计，上海虹益仪器仪表有限公

司；BR4i型冷冻离心机，法国 Jouan 公司；HJ-2磁力

加热搅拌器，国华电器有限公司；BX51 光学显微镜，

日本 OLYMPUS 公司；Hitachi 835-50 氨基酸自动分析

仪，日本日立公司；DYY-6C 电泳仪，北京市六一仪

器厂；DSC-200PC 差示扫描量热仪，德国 NETZSCH

公司；Nicolet-200SXV傅立叶红外光谱仪，美国Nicolet

公司；UV-2102PC 分光光度计，尤尼柯（上海）仪器

有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  海参胶原纤维的 VG 染色 

切片制作：锐利刀片制备 0.5 cm×0.5 cm大小的新

鲜海参体壁组织块，4%中性甲醛固定，石蜡包埋，7 μm

切片。Van Gieson染色流程：常规脱腊及复水，Weigert

苏木素液染 5~l0 min→自来水冲洗 2 min→蒸馏水洗

→Van Gieson 液染 5 min→95%乙醇分色和脱水

→100%酒精(Ⅰ)5 min→100%酒精(Ⅱ)5 min→二甲苯

(Ⅰ)→二甲苯(Ⅱ)→中性树胶封片，于显微镜下观察并

拍照[5]。 

1.3.2  海参胶原蛋白的制备[2] 

取鲜活海参体壁切成小块（300 g），于蒸馏水中

搅拌 30 min，用纱布滤出，再加入蒸馏水重洗一次，

然 后 将海 参 碎块 放于 4 mmol/L EDTA ， 0.1 

mol/LTris-HCl （pH 8.0）溶液中，搅拌过夜。过滤，

蒸馏水洗 2 次，置于蒸馏水中搅拌过夜，溶液中即充

满絮状胶原纤维，滤出未解离的海参块，离心将沉淀

加入 0.1 mol/L NaOH，搅拌3 d。9000 r/min 离心 60 

min，沉淀水洗至中性，加入一定体积的 0.5 mol/L乙

酸，加入 0.5%的胃蛋白酶，搅拌、消化 2 d。9000 r/min

离心 20 min，上清液边搅拌边缓慢加入研磨精细的

NaCl（终浓度为 0.8 mol/L），搅拌过夜。离心收集沉

淀溶于 0.5 mol/L醋酸中，用 0.1 mol/L醋酸透析 1 d，

再用蒸馏水透析 2 d，冻干。以上所有操作均在 4 ℃下

进行。 

1.3.3  紫外-可见吸收光谱分析 

称取胶原蛋白冻干品 5 mg，将其溶解在 5 mL的

0.5 mol/L的醋酸溶液中，9000 r/min 离心 5 min，取上

清液，用紫外分光光度计进行紫外光谱扫描测试。 

1.3.4  氨基酸组成分析 

取一定量的胶原蛋白至安培瓶中，加 6 mol/L 盐

酸，密封后在 110 ℃水解 24 h，反复减压蒸干去掉

HCl。然后用 1 mL pH 2.2 的磷酸缓冲液溶解，定容后

过滤，用氨基酸自动分析仪进行测定[6]。 

1.3.5  傅立叶变换红外光谱(FTIR)分析 

将一定量干燥的KBr和胶原蛋白冻干品置于玛瑙

研钵中，研磨均匀，手动压片，采用傅立叶红外光谱

仪对样品在 4000~500 cm-1 扫描，分辨率为 2 cm-1。 

1.3.6  胶原蛋白热收缩温度的测定 

用 DSC-200PC 型差示扫描量热仪进行胶原蛋白

热收缩温度（Ts）测试，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 ℃)。精确称取

10 mg 左右的样品于 DSC 坩埚中，坩埚加盖密封后，

以空坩埚作为参比，从 20 ℃加热至 100 ℃，升温速

率为 5 K/min，样品室的氮气流量为 20 mL/min[6]。 

1.3.7  胶原蛋白 SDS-PAGE 电泳 

采用 SDS-PAGE方法分析海参胶原蛋白样品，用

7.5%的分离胶、5%的浓缩胶，电泳缓冲液为 Tris-甘

氨酸缓冲液(pH 8.3，含 0.1% SDS)，样品缓冲液为

0.05mol/L 的 Tris-HCl 缓冲液，染色液为 0.1%的考马

斯亮蓝 R250-甲醇-冰醋酸（9:9:2, V/V/V）；脱色液为水

-甲醇-冰醋酸（8:1:1, V/V/V）。取冷冻干燥样品 1 mg

溶于 0.5 mol/L的醋酸溶液中，调节pH为中性，加入

样品缓冲液，沸水浴煮沸 5 min，5000 r/min 离心 5 min

取 20 μL上样。采用直流恒压电源，电压为 100 V[6~7]。 

1.3.8  胶原蛋白热变性温度的测定 

胶原蛋白的热变性温度通过乌氏粘度计测定。将

0.05%胶原蛋白溶液（0.1 mol/L醋酸缓冲溶液配制）

从 16 ℃逐渐升高温度至 42 ℃，在每个测定温度保持
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30 min，然后测定溶液通过毛细管所用的时间，重复

测 试 三 次 。 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(42 ℃)]/[ηsp(16 ℃)-ηsp(42 ℃)]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）[8]。 

2  结果与讨论 

2.1  海参体壁胶原纤维分布 

 
图 1 海参体壁胶原纤维 

Fig.1 Collagen fiber of body wall of sea cucumber 

如图 1 所示，海参体壁经 Van Gieson染色后，主

要为红色的胶原纤维，呈网状排列，少见黄色的肌纤

维。已有研究表明海参中胶原纤维的长度在 30 μm~1 

mm 变化，具有对称的梭形形状，平均长度与纤维直

径的比为 2000~2500[9]。海参的胶原纤维的间隙区中

间结合有粘多糖(GAGs)，海参胶原纤维具有广泛的交

联作用。 

2.2  海参体壁胶原蛋白的紫外-可见吸收光谱

分析 

 

图 2 海参胶原蛋白的紫外-可见光谱图 

Fig.2 Ultraviolet-visible absorption spectra of pepsin-soluble 

collagen from body wall of sea cucumber 

海参胶原蛋白的特征吸收波长位于 235 nm处（见

图 2），主要是由肽键 C=O 的 n→π*跃迁所贡献[6]。这

与海蜇中酶促溶胶原蛋白的最大吸收峰类似[10]。蛋白

质中酪氨酸、苯丙氨酸的最大紫外吸收分别为 283 nm

和 251 nm[6]，但是海参胶原蛋白在此吸收较少，表明

胶原蛋白芳香族氨基酸含量较少。本研究所提取的胶

原蛋白的紫外吸收光谱特性与已报道的胶原蛋白的紫

外吸收特征一致[6,10]，因此可以初步推断所提取的蛋

白质为典型的胶原蛋白。 

2.3  海参体壁胶原蛋白的氨基酸分析 

胶原蛋白的氨基酸组成有一个显著特点，具有羟

脯氨酸和羟赖氨酸，在其它蛋白质中含量很少。甘氨

酸几乎占总氨基酸残基的三分之一，其肽链用(甘

-X-Y)n 来表示[2]。如表 1 所示，海参胶原蛋白有着典

型胶原蛋白氨基酸的组成，其中 Gly 含量最高，约占

氨基酸总量的 1/3；Ala、Glu、Pro、Hyp 和 Asp 含量

较高，而 His、Tyr 和 Met 含量较低，缺乏Trp。亚氨

酸（脯氨酸和羟脯氨酸）是胶原蛋白的特征性氨基酸，

含量为 16.4%，符合水产胶原蛋白特征，与鳕鱼皮胶

原蛋白的18.4%接近[6]，但低于猪皮胶原蛋白的22%[11]

和牛皮胶原蛋白的 21.7%[11]。羟脯氨酸不是以现成的

形式参与胶原的生物合成，而是从已经合成的胶原肽

链中的脯氨酸经羟化酶作用转化而来的[3]。海参胶原

蛋白中脯氨酸羟基化程度为 47.2%，低于河豚鱼皮的

60.92%[12]，高于红鳍东方鲀鱼皮的 39%[13]。 

表 1 海参胶原蛋白的氨基酸组成 

Table 1 Amino acid composition of pepsin-soluble collagen from 

body wall of sea cucumber 

氨基酸名称 含量 a 氨基酸名称 含量 a 

天门冬氨酸 67.8 异亮氨酸 16.2 

苏氨酸 35.5 亮氨酸 16.6 

丝氨酸 41.8 酪氨酸 6.7 

谷氨酸 107.8 苯丙氨酸 3.8 

甘氨酸 333.3 赖氨酸 5.1 

丙氨酸 112 组氨酸 2.5 

缬氨酸 26.6 精氨酸 53 

蛋氨酸 7.5 色氨酸 / 

羟脯氨酸 77.3 脯氨酸 86.5 

注：a：氨基酸残基/1000总氨基酸残基 

2.4  海参胶原蛋白的傅立叶变换红外光谱

(FTIR)分析 

如 3 所示，胶原蛋白在 3422 cm-1 处的吸收峰是酰

胺 A 带的 N-H 伸缩（氢键）振动，3052 cm-1的弱吸

收为酰胺B带的C-H不对称伸缩振动产生的特征性吸

收峰，酰胺Ⅰ带的特征吸收波数通常在 1680~1630 

cm-1 是由蛋白多肽的骨架 C=O 伸缩振动引起的，海参

胶原蛋白的酰胺Ⅰ带的波数在 1662 cm-1，符合酰胺Ⅰ

带的出峰位置，酰胺Ⅰ带通常不受肽链侧基影响，振

动频率取决于肽链构型，对三螺旋结构的变化非常敏

感。海参胶原蛋白的酰胺Ⅱ带的波数在 1550 cm-1，主

要由胶原蛋白的 C-N 伸缩振动和异相 N-H 弯曲振动
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引起的。海参胶原蛋白显示了在 1239 cm-1（酰胺Ⅲ带）

和 1453 cm-1 均有吸收，这表明海参胶原蛋白的螺旋结

构保持较好[14]。酰胺Ⅲ带主要由同相 N-H弯曲振动和

C-N 伸缩振动共同引起的，此外还含些许 C-O 面内弯

曲振动和C-C伸缩振动。此谱带的振动组成比较复杂，

侧链结构对其有不同程度的影响，但此谱带仍可用于

蛋白质二级结构预测。红外谱图的结果也证明了在提

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。 

 
图 3 海参胶原蛋白的红外光谱图 

Fig. 3 FTIR spectrogram of collagen from body wall of sea 

cucumber 

2.5  胶原蛋白 SDS-PAGE 电泳 

 
图 4 海参胶原蛋白的 SDS-PAGE 图谱 

Fig.4 SDS-PAGE patterns of collagen from body wall of sea 

cucumber 

注：A：胶原蛋白含 β-巯基乙醇；B：胶原蛋白无 β-巯基

乙醇；C：次高分子量标准。 

如图 4 所示，海参胶原主要含 β 及 α 链，少量 γ

链，与文献报道的结果一致[3]。α1 链的分子量为 135 

kDa，未见 α2 链，因此胶原蛋白分子组成可能为(α1)3。

A与 B的电泳图谱完全一致，巯基乙醇的添加对胶原

蛋白的提取无影响，这说明在海参胶原三螺旋区无二

硫键，与海蜇胶原蛋白分子结构类似[15]。 

2.6  胶原蛋白的热稳定性 

胶原蛋白的热稳定性通常是由胶原蛋白溶液的热

变性温度（Td）和胶原蛋白的热收缩温度（Ts）来表

达。胶原蛋白受热后其二、三、四级结构遭到破坏而

导致变性。Td 为增比粘度变化一半时的温度，Ts 为

胶原纤维收缩至 1/3 长度时的温度。由图 5 可知，海

参胶原蛋白的 Ts 为 67.56 ℃，高于狭鳕鱼皮胶原蛋白

46.96 ℃[6]。 

 

图 5 海参胶原蛋白的 DSC 曲线 

Fig.5 DSC curve of pepsin-soluble collagen from body wall of 

sea cucumber 

 
图 6 海参胶原蛋白的热变性曲线 

Fig.6 Thermal denaturation curve of pepsin-soluble collagen 

from body wall of sea cucumber 

海参胶原蛋白的热变性温度（Td）为 22.3 ℃，与

狭鳕鱼皮（Td, 24.6 ℃）[6]的热变性温度相似，低于鲶

鱼皮（39.6 ℃）[16]、草鱼皮（Td，28.4 ℃）[8]等胶原

蛋白。热稳定性主要由亚氨基酸的含量来决定，亚氨

基酸的含量越高，其三螺旋的胶原蛋白结构越稳定。

这主要与脯氨酸和羟脯氨酸的吡咯环对其三级结构的

限制以及羟脯氨酸的羟基所形成的氢键来稳定其三级

结构有关[8]。 

3  结论 

3.1  海参体壁主要为红色的胶原纤维，呈网状排列。 

3.2  海参胶原蛋白的紫外特征吸收波长位于 235 nm

处，氨基酸含量以甘氨酸含量最高，亚氨酸含量为

16.4%，脯氨酸羟基化程度为47.2%，其红外光谱主要

特征吸收峰酰胺Ⅰ带、酰胺Ⅱ带、酰胺Ⅲ带的波数分

别为 1662 cm-1、1550 cm-1、1239 cm-1。 
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3.3  海参胶原蛋白分子结构为(α1)3，无二硫键，且胶

原蛋白的热变性温度Td 较低为 22.3 ℃，热收缩温度

Ts 为 67.56 ℃。 
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