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鲟鱼皮胶原蛋白的理化特性研究 
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摘要：本文以俄罗斯鲟鱼皮为原料，采用酸法和酶法提取胶原蛋白，研究了酸溶性胶原蛋白（ASC）和酶促溶性胶原蛋白（PSC）

的蛋白类型、结构、热变性温度和溶解度等理化性质，并与牛跟腱 I 型胶原蛋白（BATC）进行比较。SDS-PAGE 电泳图显示 ASC 和

PSC 均包含了两条 α链（α1 链和 α2 链），为 I 型胶原蛋白；傅立叶红外光谱图表明提取的 2 种胶原蛋白均保存了完整的三螺旋结构，

但 ASC 的有序度相对较高；ASC 和 PSC 的热变性温度分别为 32.48 ℃和 32.68 ℃，低于 BATC；在酸性 pH 条件下（pH 1~4），ASC

和 PSC 溶解度较高，当 NaCl 浓度大于 2%时，PSC 的溶解度较高；扫描电镜显示 2 种胶原蛋白均为网状结构，ASC 的孔径较均匀，

且孔径较小。上述结果表明提取方法不同，导致 2 种胶原蛋白的理化性质具有一定的差异，但都具有较好的热稳定性、溶解性，能形

成较好的网状结构，有潜力的作为胶原蛋白的替代来源。 
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Abstract: The skin of Acipenser gueldenstaedtii was used as the raw material in this study, and collagens were extracted using acid and 

pepsin extraction methods. The protein type, structure, thermal denaturation temperature, solubility, and other physicochemical properties of 

acid soluble collagen (ASC) and pepsin soluble collagen (PSC) were studied and compared with those of bovine achilles tendon type I collagen 

(BATC). SDS-PAGE patterns revealed that both ASC and PSC contained two typical α chains (α1 chain and α2 chain) and were type I collagens. 

The Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) results indicated that both extracted collagens had a triple helical structure, but ASC had a 

higher degree of molecular order. The denaturation temperatures of ASC and PSC were 32.48 ℃ and 32.68 ℃, respectively, which were 

lower than that of BATC. Both ASC and PSC had a relatively high solubility at acidic pH (pH 1~4). PSC had a higher solubility when the NaCl 

concentration was higher than 2%. Scanning electron microscopy (SEM) showed that the two collagen sponges had a network structure, and the 

pore size of ASC was relatively uniform and small. These results indicate that different extraction methods may lead to certain differences in the 

physicochemical properties of ASC and PSC; however, both collagens have good thermal stability and solubility, as well as the ability to form a 

better network structure than BATC. Therefore, the skin from Acipenser gueldenstaedtii can serve as an alternative source of collagens.  
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胶原蛋白是脊椎动物体内含量最丰富的蛋白质，

广泛分布于动物骨、肌腱、血管壁、软骨和皮肤等结

缔组织中，其分子结构为天然的三螺旋构型。胶原蛋 
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白具有多种生物活性与良好的生物相容性，是化妆品、

生物医学、食品和制药等行业的重要原辅料之一。现

已发现 23 种类型胶原蛋白，其中Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型和

Ⅴ型胶原蛋白呈纤维状。Ⅰ型胶原蛋白由 2 条不同的

α 链组成，占生物体胶原蛋白总量的 85%以上，是研

究和应用最为广泛的胶原蛋白。制备胶原蛋白的原料

主要来源于哺乳动物如牛皮、猪皮和骨头。近年来，

随着家畜中传染性海绵状脑病和口蹄疫等疾病的爆

发，消费者对陆生动物来源的胶原蛋白制品的安全性

缺乏信心，另外，由于宗教信仰的禁戒，一部分人拒
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绝使用来源于猪或者牛的胶原蛋白，且由于国内外对

胶原蛋白的市场需求持续升高，利用鱼类加工副产物

提取胶原蛋白逐渐成为研究的热点。 

俄罗斯鲟(Acipenser gueldenstaedtii)，隶属于脊索

动物门（Chordata）辐鳍鱼纲（Actinopterygii）鲟形目

(Acipenseriformes)。自然界约有 30 种鲟鱼，我国约 8

种，主要分布于江河及沿海。人工养殖的鲟鱼主要有

西伯利亚鲟、闪光鲟、俄罗斯鲟、史氏鲟、达氏鳇、

匙吻鲟和几种杂交鲟等。据 FAO 统计，2010 年我国

鲟鱼养殖总量占世界总产量的 80%以上，鲟鱼加工业

每年将产生近 700 t 的鱼皮副产物[1]，加工厂对鱼皮副

产物的利用程度不高，甚至直接废弃掉，这样既造成

了资源的浪费又造成了环境的污染。鲟鱼皮中蛋白质

含量占干重的 85%，其中胶原蛋白占总蛋白质的 60%

左右，是一种优质的胶原蛋白原料[2]。目前对于鲟鱼

皮胶原蛋白的研究还相对较少，为此本实验以人工淡

水养殖的鲟鱼皮为原料，利用酸法和胃蛋白酶法提取

胶原蛋白，分析了理化性质，以期更加深入了解鲟鱼

皮胶原蛋白的理化性质，为拓展胶原蛋白的新来源，

促进鲟鱼副产物的综合利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  原料与试剂 

俄罗斯鲟鱼由浙江省新昌县来益生态农业发展

有限公司提供。剥下鱼皮并剔除皮下组织，用清水洗

净鱼皮表面的血及黏液，储存于-20 ℃备用。 

牛跟腱 I 型胶原蛋白标准品和溴化钾等为 Sigma

进口分装；胃蛋白酶（3000 U/mg）为北京索莱宝科

技有限公司；其它试剂均为国产分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

傅立叶红外光谱仪，Tensor27 型，德国 Bruker 公

司；差示扫描量热仪，DSC20F3，德国 Maia 公司；

紫外分光光度计，Cary100 型，美国瓦里安中国有限

公司；扫描电子显微镜，TM3000，株式会社日立制

作所；电泳仪，EPS301，美国 Amersham Bioscience

公司。 

1.3  实验方法    

1.3.1  鲟鱼皮酸溶性和酶促溶性胶原蛋白的制

备  

参考 Singh 的方法略有改动[3]，称取鱼皮 200 g，

剪成碎片，放入锥形瓶中，加入 15 倍体积的 0.1 mol/L

的 NaOH 溶液，搅拌 24 h，用蒸馏水洗至中性，过滤，

将不溶物浸泡在 15 倍体积的 10%正丁醇溶液中，搅

拌 48 h，用蒸馏水洗净正丁醇。过滤，将不溶物浸泡

在 15 倍体积的 0.5 mol/L 醋酸溶液中，搅拌提取 40 h，

将提取液 10000 g 离心 30 min，上清液中加入 NaCl

至其最终浓度为 0.9 mol/L，10000 g 离心 30 min，沉

淀复溶于 0.5 mol/L 醋酸溶液中，将以上溶液转入透析

袋，先用 0.1 mol/L 醋酸溶液透析 1 d，每 6 h 换一次

透析液，再用蒸馏水透析 4 d，每 6 h 换一次透析液，

干燥后即得酸溶性胶原蛋白。将上述试验第一次离心

所得沉淀再溶于 15 倍体积的 0.5 mol/L 醋酸溶液中，

加入 1%胃蛋白酶（m/V），搅拌抽提 48 h，离心（10000 

g×30 min），上清液中加入 NaCl 至其最终浓度为 0.9 

mol/L，10000 g 离心 30 min，沉淀复溶于 0.5 mol/L 醋

酸溶液中，将以上溶液转入透析袋，先用 0.1 mol/L 醋

酸溶液透析 1 d，每 6 h 换一次透析液，再用蒸馏水透

析 4 d，每 6 h 换一次透析液，干燥后即得酶促溶性胶

原蛋白。以上操作均在 4 ℃条件下进行。 

1.3.2  SDS-PAGE 电泳分析 

参考 Singh 的方法略有改动[3]，取 1.0 mg 冷冻干

燥的胶原蛋白加入 5%的 SDS（m/V）溶液中，固液比

为 4:1，85 ℃水浴 1 h，室温离心（10000 g×5 min）。

取 15 μL 上清液，放入装有 5 μL 含 β-巯基样品缓冲液

的离心管中，振荡 10~20 s，95 ℃下水浴 5 min，室温

下以 10000 g 离心 5 min，取 10 μL 上清液作为电泳上

样液。采用 4%浓缩胶、7.5%分离胶和 SDS-Tris-甘氨

酸系统电极缓冲液，染色液为 0.1%的考马斯亮蓝

R-250-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）。采用恒定电压 100 V，电泳

3~4 h，染色 30 min 后脱色。 

1.3.3  傅立叶红外光谱的测定 

将 1~2 mg冷冻干燥样品和 200 mg KBr置于玛瑙

研钵中，研磨均匀，装入压片模型中手动压片，采用

傅立叶变换红外光谱仪对样品在 500~4000 cm
-1 区间

内进行扫描，分辨率为 4 cm
-1。 

1.3.4  热变性温度的测定[4]
 

冻干的胶原蛋白以 1:40（m/V）的比例复溶于

0.05mol/L 的醋酸溶液中，混合液于 4 ℃下静置 2 d，

精确称取 5~10 mg 胶原蛋白样品溶液于一 DSC 坩埚

中，加盖密封后，以空坩埚作为参比，从 20 ℃缓慢

加热到 60 ℃，升温速率为 1 ℃/min，测定胶原蛋白的

热变性温度，样品室中的 N2流量为 10 mL/min，液氮

为冷却介质。 

1.3.5  pH 对胶原蛋白溶解度的影响 

参照 Jongjareonrak 的方法略有改动[5]。取适量胶

原蛋白溶于 0.5 mol/L 的醋酸溶液中，配制样品浓度为
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3 mg/mL，取 4 mL 上述溶液于离心管中，用 6 mol/L

的 NaOH 或 6 mol/L 的 HCl 调节胶原蛋白溶液的 pH

值从 1~10，间隔为 1，再用预先调节相同 pH 的蒸馏

水使溶液总体积为 5 mL。分散液搅拌 30 min，20000 g

离心 30 min，所有操作在 4 ℃进行。测定上清液中蛋

白质含量[6]。 

相对溶解度（%）=各 pH 点的蛋白质含量/最高蛋

白质含量×100% 

1.3.6  NaCl 对胶原蛋白溶解度的影响 

参照 Jongjareonrak 的方法略有改动[5]。取适量冷

冻干燥的胶原蛋白溶于 0.5 mol/L 醋酸溶液中，配制浓

度为 6 mg/mL，分别取 2.5 mL 上述胶原蛋白溶液与

2.5 mL 不同质量分数的 NaCl 溶液混合，使混合液中

NaCl 质量分数分别为 0%~6%，间隔为 1%。分散液

搅拌 30 min，20000 g 离心 30 min，以上操均作在 4 ℃

进行。上清液中蛋白质含量的测定方法与相对溶解度

的计算同上。 

1.3.7  胶原蛋白的微观结构 

分别取冻干的胶原蛋白(ASC 和 PSC)，用 0.5 

mol/L 醋酸溶液配成相同浓度。取等体积的上述溶液

置规格一致的玻璃器皿中冷冻干燥。将冻干的胶原蛋

白剪成薄片后真空喷金，在不同扫描倍数下观察样品

的微观结构。 

1.3.8  数据分析与处理方法 

实验数据用 Microsoft Excel 2007 进行统计分析，

每项测定数据采用 3 个平行，对溶解度测定的平均值

进行标准误差分析，图形绘制采用 Origin 8.5。 

2  结果与讨论 

2.1  SDS-PAGE 电泳图谱分析  

每个原胶原分子由三条 α 肽链组成，α 肽链自身

为 α螺旋结构，三条 α肽链以平行、右手螺旋形式缠

绕成“草绳状”三股螺旋结构，不同的 α多肽链构成

独特的胶原蛋白类型如Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型，鱼皮胶原

蛋白通常以Ⅰ型为主。从图 1 可看出，ASC 和 PSC

均主要含 α链、β链及少量 γ 链，其中 α链包含 α1链

和 α2链，分子量为 100~135 ku 之间，α1链含量和 α2

链含量比接近 2:1，类似于牛跟腱Ⅰ型胶原蛋白 α链，

说明鲟鱼皮胶原蛋白为典型的Ⅰ型胶原蛋白。从图 1

可观察到，在 200 ku 左右，ASC 和 PSC 出现了 β链，

且含量高，与 α1链含量接近，在 245 ku 以上出现了

少量 γ 链。胶原蛋白中的大分子链（如 β链和 γ 链）

是通过胶原蛋白多肽链末端的共价交联作用形成的。

比较 PSC 和 ASC 的电泳图谱发现，PSC 中 α链含量

和 β链含量较 ASC 多，这可能是因为在胶原蛋白的提

取过程中，胃蛋白酶切割了胶原蛋白部分大分子链末

端中赖氨酸（或羟赖氨酸）形成的共价键，导致 α链

含量和 β链含量增加[7]。 

 

图1 鲟鱼鱼皮胶原蛋白的电泳图谱 

Fig.1 SDS-PAGE image of the collagen from Acipenser 

gueldenstaedtii skin 

注：1. BATC；2.PSC；3. ASC；4. Mark。 

2.2  傅立叶红外光谱分析  

傅立叶红外光谱图能够体现胶原蛋白分子振动

中偶极矩的变化，可对胶原蛋白的结构和构象进行分

析。蛋白质在红外区域表现为 5 个特定振动模式或基

团频率（表 1），其中酰胺 A 带的吸收峰波数通常出现

在 3400~3440 cm
-1之间。从表 1 可知，ASC 和 PSC

均在 3430 cm
-1左右出现吸收峰，这结果与酰胺 A 带

的出峰位置是一致的。ASC 和 PSC 分别在 2926.55 

cm 
-1和 2925.25 cm

-1出现了弱吸收峰，该峰是由酰胺

B 带的 CH2基团反对称收缩引起的。酰胺Ⅰ带和酰胺

Ⅱ带是蛋白质二级结构变化的敏感区，其中酰胺Ⅰ带

与二级结构的相关性较强。酰胺Ⅰ带的吸收峰出现在

1600~1700 cm
-1之间。由表 1 可知，ASC 和 PSC 均存

在酰胺Ⅰ带的吸收峰，ASC 吸收峰明显较高，原因可

能是 ASC 多肽链交联程度较高，多肽链中的 C=O 基

团形成的氢键较少，导致吸收峰波数较高[8]。酰胺Ⅰ

带和酰胺Ⅱ带的吸收峰与胶原蛋白多肽链的有序度有

关，有序度越高，则两个带的吸收峰越大[9]。ASC 酰

胺Ⅰ带和Ⅱ带的特征吸收峰均明显高于 PSC，说明

ASC 的有序度较高，与 Wang 等研究的史氏鲟鱼皮

ASC 和 PSC 得到的结果一致[2]，因此，两种胶原蛋白

在二级结构上可能存在差异。酰胺Ⅲ带与胶原蛋白的

三螺旋结构有关。由图 2 可知，ASC 和 PSC 均在 1240 

cm
-1和 1454cm

-1左右出现了吸收峰，以上吸收峰基本

与 BATC 相应的吸收峰吻合，说明两种样品均保存了

完整的三螺旋结构[10]。ASC 和 PSC 的吸收峰出现的

波数基本相似，在其它波长下，对红外光吸收率的变
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化趋势也基本相同，说明两种胶原蛋白的结构有很大

的相似性。 

表1 鲟鱼皮胶原蛋白主要特征峰位置极其归属 

Table 1 Positions of the main characteristic bands in FTIR spectra 

and their assignments for the collagens from Acipenser 

gueldenstaedtii skin 

名称 
波数/cm-1 

振动模式 
ASC PSC BATC 

酰胺 A 3430.87 3430.54 3424.18 N-H 伸缩振动 

酰胺 B 2926.55 2925.25 2925.32 CH2不对称伸缩振动 

酰胺Ⅰ 1646.97 1639.35 1635.08 C=O 伸缩振动 

酰胺Ⅱ 1551.49 1546.17 1545.49 
N-H 弯曲振动和 

C-N 伸缩振动 

酰胺Ⅲ 1239.94 1240.93 1239.39 
C-N 伸缩振动和 

N-H 弯曲振动 

 
图2 鲟鱼鱼皮胶原蛋白的傅立叶红外转换扫描图谱 

Fig.2 Fourier transform infrared spectra of the collagens from 

Acipenser gueldenstaedtii skin 

2.3  热稳定性分析 

胶原蛋白的二、三和四级结构遭到破坏时的温度

通常用热变性温度(Td)表示。由图 3 可知，鲟鱼皮 PSC

和 ASC 的 Td分别为 32.68 ℃和 32.48 ℃，两种胶原蛋

白的 Td基本一致，说明胃蛋白酶没有破坏胶原蛋白的

三螺旋区域。PSC 和 ASC 的 Td虽低于哺乳动物胶原

蛋白的热变性温度如猪皮胶原蛋白（Td，37 ℃）[11]、

牛跟腱胶原蛋白（Td，38.38 ℃），但明显高于冷水性

鱼类胶原蛋白如鳕鱼皮胶原蛋白（Td，16.8 ℃）[12]，

也高于暖水性鱼类胶原蛋白如鮟鱇鱼皮胶原蛋白（Td，

22.09 ℃）[4]、长鳍金枪鱼皮胶原蛋白（Td，29.36 ℃）
[13]、笛鲷鱼皮胶原蛋白（Td，28.68 ℃）[14]及棕色条

纹红鲷鱼皮的ASC（Td，30.52 ℃）和PSC（Td，30.46 ℃）
[5]。胶原蛋白的变性温度影响其应用特性，例如汪海

波等[15]研究胶原蛋白的生物学性能时发现，草鱼鱼鳞

胶原蛋白的热变性温度低于哺乳动物，其抗酶解性也

较哺乳动物差。有研究[16]表明，猪皮胶原蛋白因多肽

链的交联程度较高而展现出较好的材料延展性。鲟鱼

皮胶原蛋白的热变性温度高于大部分鱼类，可能与其

多肽链的交联作用有关，交联越多，胶原蛋白的热变

性温度越高[17]，鲟鱼皮胶原蛋白可替代哺乳动物胶原

蛋白在某些医学材料等领域中的应用。 

 
图3 鲟鱼鱼皮胶原蛋白的热变性曲线 

Fig.3 Thermal denaturation curves of the collagens from 

Acipenser gueldenstaedtii skin 

2.4  pH 和 NaCl 对胶原蛋白溶解度的影响 

 

 

图4 不同pH和 NaCl浓度下鲟鱼鱼皮胶原蛋白的相对溶解度 

Fig.4 Relative solubility of the collagens from Acipenser 

gueldenstaedtii skin at different pH values and different NaCl 

concentrations 

不同 pH 和 NaCl 浓度条件下，PSC 和 ASC 的相

对溶解度如图 4 所示。由图 4（a）可知，不同 pH 对

PSC 和 ASC 溶解度的影响效果类似。在酸性条件下 

(pH 1~4），PSC 和 ASC 溶解度较高，分别在 pH 3 和
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pH 4 达到最高，在 pH 4~7 范围内溶解度迅速下降，

随后溶解度缓慢上升，因此 2 种胶原蛋白的等电点均

为 pH 7。pH 偏离胶原蛋白等电点时，胶原蛋白中肽

链间的疏水作用减弱，斥力增大，胶原蛋白的溶解度

上升。PSC 和 ASC 溶解度最高时的 pH 不同，可能是

两种胶原蛋白多肽链末端交联区域不同，影响胶原蛋

白的离子化作用，导致两种胶原蛋白溶解度在不同 pH

达到最高。 

不同NaCl浓度对PSC和ASC溶解度的影响效果

类似。如图 4（b）所示，当 NaCl 浓度在 0%~2%之间

时，PSC 和 ASC 的溶解度均达到 90%左右；当 NaCl

浓度在 2%~3%时，这 2 种胶原蛋白的溶解度迅速下

降；在 NaCl 浓度大于 3%以后，溶解度进一步缓慢下

降。胶原蛋白在较高浓度的 NaCl 溶液中，发生盐析

现象，从而溶解度迅速下降。在 NaCl 浓度大于 2%时，

PSC 相对溶解度略高于 ASC，可能是 ASC 中的多肽

链较少，水结合作用降低引起的。鲟鱼皮胶原蛋白的

溶解度明显与 BATC 的溶解度不同，可能是不同来源

的胶原蛋白分子的氨基酸组成、空间结构和构象等不

同引起的。在 NaCl 浓度大于 2%时，PSC 和 ASC 相

对溶解度明显高于 BATC，因此高浓度盐溶液中，PSC

和 ASC 较 BATC 在某些方面的应用可能具有优势。 

2.5  胶原蛋白微观结构 

图 5 为 ASC 和 PSC 放大 500、1 k、5 k 倍后的电

镜扫描图，低倍（500 倍）镜下，两种胶原蛋白纤维

形态为多孔的网状结构。放大 1 k 倍的情况下，ASC

的网状结构较致密，孔径大小基本一致，且孔径小于

PSC，而 PSC 网状结构的孔隙形状稍不规则，整体结

构较疏松，孔与孔之间的连贯性较好。高倍(5 k 倍)镜

下，ASC 大部分孔状结构的直径约为 50 μm左右，PSC

孔径大部分集中在 50~150 μm 之间，ASC 的孔壁较

PSC 光滑。ASC 和 PSC 的微观结构存在差异，原因

可能是 2 种胶原蛋白多肽链末端区域不同，导致微纤

维形成方式也不同 
[18]。比较而言，BATC 的网络结构

不规则，孔分布更疏松，且不均匀。网状结构均匀且

孔径大小均一的胶原蛋白，作为药物的载体，不仅有

利于药物均匀地分散，而且还有利于水分的蒸发 
[19]。

因此 ASC、PSC 在网络结构的均匀性、致密性方面均

优于 BATC，这为二者在食品、化妆品、生物医学等

领域的应用提供了可能。 

3  结论 

本试验用酸法和酶法提取的鲟鱼皮胶原蛋白为

典型的Ⅰ型胶原蛋白；PSC 和 ASC 均保持了完整的三

螺旋结构，但 PSC 和 ASC 的二级结构可能有差异，

ASC 的有序度高于 PSC；PSC 和 ASC 的 Td 分别为

32.68 ℃和 32.48 ℃，虽比牛跟腱胶原蛋白低，但高于

大部分已报道的鱼类胶原蛋白变性温度；pH 和 NaCl

浓度对 PSC 和 ASC 的溶解度影响较大，PSC 和 ASC

都在 pH 1~4 和 NaCl 浓度小于 2%时溶解度较大；冻

干的 2 种胶原蛋白为均匀的网状结构，ASC 纤维表面

微观结构孔径较 PSC 更小和均匀，原有结构保持较

佳。综上所述，本试验获得的鲟鱼皮 PSC 和 ASC 具

有热稳定性高、溶解性好和网状结构均匀等优点，具

有替代哺乳动物胶原蛋白,应用于食品、化妆品、生物

医学等领域的潜力。 

  

  

  

  

 

图5 2种胶原蛋白的电镜扫描图谱 

Fig.5 Scanning electron micrograph of ASC and PSC from 

Acipenser gueldenstaedtii skin 
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注：A：ASC，P：PSC，B：BATC。 
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