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鳕鱼皮明胶的止血活性和机理研究 
 

张姝妹，侯虎，李八方
 

（中国海洋大学食品科学与工程学院，山东青岛 266003） 
摘要：为了提高水产加工废料的高值化利用，为明胶作为止血产品开发的原料提供依据，研究了明胶的分子量与止血活性之间

的关系以及明胶的止血机理。本研究在 65 ℃下采用热水法提取鳕鱼皮明胶，通过 SDS-PAGE电泳测定明胶的分子量分布情况。使用

100 ku 和 50 ku 的超滤膜对明胶进行超滤处理得到高、中、低三个分子量范围的样品。大鼠断尾止血实验、股动脉止血实验和肝创面

止血实验结果表明高分子量组（Mr>100 ku)的出血时间最短，分别为 4.54 min、2.30 min和 1.91 min。说明提取的鳕鱼皮明胶样品与

自然止血组相比具有止血效果，并且随着明胶分子量的上升，出血时间和出血量均下降，且高分子量明胶样品止血效果较好。APTT

测定结果表明明胶可以明显缩短APTT 时间，主要对内源性凝血途径起作用，并且可以促进血小板的聚集，还可以增加血小板活性因

子 PF4、P-选择素和TXB2 的释放量从而缩短出血时间，起到快速止血的作用。 
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Hemostatic Activity of Pollock Gelatin and the Underlying Mechanism 
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Abstract: To improve the utilization of aquatic byproducts and provide a basis for the development of gelatin as a hemostatic product, the 

relationship of the molecular weight of gelatin to its hemostatic activities and mechanisms was studied. Pollock skin gelatin was extracted using 

the hot water method at 65 ℃ , and its molecular weight distribution was measured by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE). High, medium, and low molecular weight gelatin samples were obtained though ultrafiltration using 100 ku and 

50 ku membranes. Rat tail cutting, femoral artery cutting, and liver cutting experiments showed that high molecular weight gelatin resulted in the 

shortest bleeding times, which were 4.54 min, 2.30 min and 1.91 min, respectively. Pollock gelatin exhibited hemostatic activity as compared to 

the control group. Bleeding time and the amount of bleeding declined with increasing gelatin molecular weight. Thus, gelatin with a high 

molecular weight exhibited a relatively good hemostatic effect. An activated partial thromboplastin time (APTT) test indicated that gelat in 

significantly reduced APTT and affected the endogenous coagulation pathways. It also promoted platelet aggregation and increased the release 

of platelet active factors platelet factor 4 (PF4), P-selectin, and thromboxane B2 (TXB2), thereby shortening bleeding time and showing a 

hemostatic effect. 
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胶原是动物体中含量丰富的一类蛋白质，广泛应

用于食品、化妆品、医药领域等，具有降血压、抗氧

化、美容护肤等功效[1]。明胶是胶原蛋白在高温作用

下发生变性作用的产物，把胶原蛋白经温和而不可逆

的断裂后的主要产物称做明胶。我国对明胶的需求量

巨大，明胶产量约占世界的三分之二[2]。明胶的组成 
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复杂，是非均一的胶原蛋白水解产物，相对分子量的

分布范围较宽。明胶在性质上拥有其独特的特点，亲

水性较强，能够在水中形成粘度较高的溶液，冷却后

可以形成凝胶，明胶的成膜性好，化学性质比较活泼

等。水产明胶一般采用热水提取法，在加热的过程中

使胶原的氢键断裂，释放明胶，得到澄清的明胶水溶

液，明胶的提取温度一般在 40~90 ℃不等，通过控制

温度和提取时间，可以得到分子量范围不同的明胶产

品
[3]
。 

早在 1953年，人们就已经发现胶原蛋白具有止血

效果。胶原的止血效果主要是作用于血小板，胶原蛋

白可以激活内源性凝血过程，还可以引起血小板的聚

集从而形成血栓，并且可以刺激血小板释放一些能够
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促进止血进程的亚细胞颗粒和分泌物，比如各种凝血

因子，凝血因子可以粘附和填塞受伤的血管，从而达

到止血的目的。已经利用胶原良好的止血效果制备出

一系列止血产品，如 Seung Huuk Baik 等[4]制备出一种

新型胶原基止血剂，不仅具有良好的止血效果还具有

较强的粘附性；Biering Wolfgang
[5]发明了一种含有胶

原蛋白凝胶的止血颗粒可应用于各种手术治疗；

Maryam Kabiri 等[6]以明胶为原料，以 EDC 为交联剂

在-25 ℃下进行反应制备可吸收的手术用明胶海绵。 

本研究采用热水法提取鳕鱼皮明胶，分析其氨基

酸组成和分子量分布，通过超滤处理对不同分子量的

明胶进行分离，研究明胶分子量与止血效果之间的关

系，并进一步研究明胶的止血机理，为明胶作为止血

产品开发的原料提供了依据。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

市售鳕鱼，1000~1500 g（购于青岛团岛市场），

取鱼皮剔除皮下组织，清洗干净后于-18 ℃冷冻备用；

wistar 雄性大鼠（许可证号 SCXK（鲁）2013 0001），

体重 200g左右（山东鲁抗医药质检中心实验室动物中

心提供）。 

1.2  试剂与仪器  

氧化钠、浓硫酸、冰醋酸、甲酸、乌来糖均为分

析纯；二烷基硫酸钠（SDS）、丙烯酰胺、N，N，-双

丙烯酰胺、过硫酸铵、Tris、TEMED、考马斯亮蓝

R-250、蛋白 Marker（43~220 ku)、5×样品缓冲液等为

Sigma 进口分装；APTT试剂盒、PT试剂盒、TT试剂

盒：南京建成生物工程研究所有限公司；大鼠 PF4、

大鼠P-选择素、大鼠TXB2 ELISA试剂盒（进口分装）；

云南白药止血粉：云南白药集团股份有限公司。 

恒温振荡器：常州国华电器有限公司；Alphal 

-4LD 型冷冻干燥机：德国 Christ 公司；Hitachi835-50

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；超滤杯、超滤膜：上海摩速科学

仪器有限公司；超微粉碎机：天津泰斯特仪器有限公

司；半自动凝血仪：济南森蓝科贸有限公司；酶标仪：

基因有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  鳕鱼皮明胶的提取 

取一定量的鳕鱼皮，室温下解冻，清洗后去掉残

留的脂肪和鱼肉，剪成约 2 cm×2 cm 大小的小块，用

0.05 mol/L NaOH浸泡 45 min，物料比 1:30（m/V），

鱼皮充分溶胀后水洗至中性。用0.1 mol/L H2SO4浸泡

30 min 后水洗至中性。加入蒸馏水，于 65 ℃摇床中

提取 5 h，物料比为 1:10（m/V)，绢纱过滤去除鱼皮，

抽滤后得到淡黄色透明的明胶溶液
[7]
。 

1.3.2  鳕鱼皮明胶分子量的测定 

将鳕鱼皮明胶冻干样品配制成 2 mg/mL的溶液，

用 NaOH 调节 pH 为中性。加入样品缓冲液（两者比

例为 15 μL样品/5 μL缓冲液），在一个 Eppendorf 管

中混合，100 ℃下煮沸7 min，离心 5 min 后，用微量

注射针取 20 μL上样，分离胶浓度为7.5%，浓缩胶浓

度为 5%，采用直流恒压电源，电泳电压为80 V，电

泳时间 2~3 h，用考马斯亮蓝染色液染色 30 min 后脱

色
[8]
。 

1.3.3  不同分子量鳕鱼皮明胶的制备 

鳕鱼皮明胶溶液稀释为浓度约 5 mg/mL的溶液，

依次用截留分子量为 100 ku 和 50 ku 的超滤膜进行超

滤处理，用 0.2 MPa氮气加压，超滤过程在 4 ℃冰箱

中进行，以免样品变质。旋转蒸发浓缩后冷冻干燥，

超微粉碎机粉碎成粉末状，即分离得到三个分子量范

围的鳕鱼皮明胶样品，分别为高分子量组（Mr>100 

ku）、中分子量组（50 ku<Mr<100 ku）和低分子量组

（Mr<50 ku）的鳕鱼皮明胶样品。 

1.3.4  大鼠断尾止血实验 

选取健康wistar雄性大鼠 30 只，体重200 g左右，

随机分为五组，每组六只，分别为高分子量明胶组、

中分子量明胶组、低分子量明胶组、未分离明胶组、

自然止血组。 

大鼠腹腔注射 30%的乌来糖（氨基甲酸乙酯）进

行麻醉，用量为 1 g/kg 体重，然后将大鼠固定在实验

板上，将尾巴伸直，用体积分数为75%的酒精消毒尾

部，用刀片在鼠尾端约 2 cm处割断，分别撒上30 mg

的高分子量明胶、中分子量明胶、低分子量明胶、未

分离明胶样品，每隔 15 s 观察一次，直到伤口不再渗

血为止血完毕，记录出血时间。自然止血组不加任何

样品，同样待断尾不再渗血后记录出血时间[9]。 

1.3.5  股动脉止血实验 

选取健康wistar雄性大鼠 30 只，体重200 g左右，

随即分为五组，分组方法和麻醉方法同 1.3.4。 

小心沿股内侧切一 3 cm 切口，暴露大鼠股动脉，

小心将股动脉横向剪开约直径 1/3 的切口。立即用脱

脂棉擦去喷出的血液，分别将 200 mg 的高分子量明

胶、中分子量明胶、低分子量明胶及未分离明胶样品

撒在切口上，用无菌纱布覆盖，每隔 15 s 揭开纱布观

察一次，直到伤口不再出血为止，记录股动脉出血时
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间[10]，自然止血组不加任何样品，同样待伤口不再渗

血后记录出血时间。 

1.3.6  肝创面止血实验 

选取健康wistar雄性大鼠 30 只，体重200 g左右，

随即分为五组，分组方法和麻醉方法同 1.3.4。 

于大鼠的腹中线作一长约 3 cm纵行切口，暴露大

鼠的肝脏，用无菌纱布将肝脏中叶隔离，用刀片在肝

脏中叶纵向切开一长 1 cm，深 0.5 cm 的切口，用脱脂

棉立即擦去血液，分别将 200 mg 的各组样品撒在创

面上，覆盖无菌纱布，每隔 15 s 观察创面出血的情况，

直到伤口不再出血为止，记录出血时间和出血量
[11][12]

，自然止血组不加任何样品，同样待伤口不再渗

血后记录出血时间和出血量。 

1.3.7  活化部分凝血活酶时间（APTT）、凝血

酶原时间（PT）、凝血酶时间（TT）测定 

样品准备：采用 3.8%的柠檬酸钠真空采血管进行

大鼠腹主动脉取血，混合均匀，以 4000 r/min 离心 15 

min，小心吸取上层血浆，在 2 h 内进行实验。用生理

盐水配制高剂量（200 μg/mL）、中剂量（100 μg/mL）

和低剂量（50 μg/mL）的高分子量明胶溶液。云南白

药止血粉剂是一种止血效果较好的常用粉末状止血

剂，能够影响内源性凝血途径，本实验以云南白药为

阳性对照，用生理盐水配制成 100 μg/mL的溶液。 

测定：使用 APTT、PT 和 TT 试剂盒，采用半自

动凝血仪测定血浆凝固时间，以生理盐水为阴性对照，

每组测定四个平行。 

1.3.8  血小板聚集实验 

血浆制备：采用 3.8%的柠檬酸钠真空采血管进行

大鼠腹主动脉取血，混合均匀，经 100 g离心 15 min，

小心吸取上层血浆为富血小板血浆（PRP），剩余血液

再经 1400 g离心 10 min，吸取上清液为贫血小板血浆

（PPP），以 PPP 稀释 PRP 后备用。ADP 是血小板释

放的自体凝血物质，是血小板聚集的诱导剂，因此实

验选择 ADP 为阳性对照。 

测定：取180 μL血浆中加入 20 μL不同剂量的高

分子量明胶样品，阴性对照组加 20 μL生理盐水，阳

性对照加 20 μL ADP 溶液，37 ℃下孵育，5 min 后用

酶标仪在 695 nm处测定吸光度。 

1.3.9  血小板第四因子（PF4）、P-选择素、血

栓烷素 B2（TXB2）测定 

样品准备：采用 3.8%的柠檬酸钠真空采血管进行

大鼠腹主动脉取血，分装在 2 mL 的离心管内，每管

180 μL，分别加入不同剂量的样品20 μL，37 ℃下孵

育 10 min。取出后 3000 r/min 离心 30 min，吸取上清

即为待测血浆。 

测定：设置标注品孔和样品孔，标准品孔各加不

同浓度的标准品 50 μL；样品孔加待测样品 10 μL，加

样品稀释液 40 μL，空白孔不加。除空白孔外，每孔

加入辣根过氧化物酶（HRP）100 μL，用封板膜封住

反应孔，37 ℃温育60 min。弃去液体，洗板 5 次，每

孔加入底物 A、B各 50 μL，37 ℃避光孵育15 min。

每孔加入终止液 50 μL，15 min 内，在 450 nm 波长处

测定各孔的 OD 值。 

1.3.10  数据分析 

实验数据采用 SPSS19.0 进行统计分析，每项测

定数据至少采用三个平行，实验数据以 sx  表示，

组间比较采用 t 检验，P值小于0.05 为有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  鳕鱼皮明胶分子量的测定 

水法提取的鳕鱼皮明胶SDS-PAGE凝胶电泳结果

如图 1。由图可见，鳕鱼皮明胶具有明显的电泳条带，

在 130 ku 和97.4 ku之间存在两条主要的条带，为 α

组分的 α1 和 α2。图中还存在一些相对分子质量比胶

原的 α链小的组分，这是由于胶原转变成明胶时，其

中的共价交联键、肽键、次级键等的断裂是无规则的，

从而造成了明胶分子的非均一性。电泳结果符合典型

I 型胶原蛋白的特征，并且样品的分子量分布范围较

广，从 43 ku以下至130 ku 以上均有分布，因此可以

依据蛋白的分子量分布对其进行分离。 

 

图 1 鳕鱼皮明胶的 SDS-PAGE电泳图 

Fig.1 SDS-PAGE patterns of pollock-skin gelatin 

注：I：明胶样品；II：蛋白质标准品。 

2.2  大鼠断尾止血实验 

不同分子量组鳕鱼皮明胶样品的大鼠断尾止血

实验结果如图 2 所示。高分子量组（Mr>100 ku）的

明胶样品的出血时间最短，平均为4.54±0.11 min，止
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血效果最好，随着分子量的降低，断尾出血时间越来

越长，样品的止血效果越来越差。不敷加任何明胶样

品的自然止血组的大鼠断尾出血时间均大于 6 min，

而明胶样品的出血时间均在 5.5 min 以下，说明鳕鱼

皮明胶样品对大鼠断尾具有止血效果。 

 

图 2 不同分子量明胶大鼠断尾止血实验 

Fig.2 Effect of pollock-skin gelatins with different molecular 

masses on bleeding time in the rat tail-cutting experiment 

注：标有不同小写字母说明组间差异显著（p <0.05），标

有相同小写字母表示组间差异不显著（p >0.05）。 

2.3  股动脉止血实验 

不同分子量鳕鱼皮明胶样品的大鼠股动脉止血实

验结果如图 3 所示。高分子量组（Mr>100 ku）的明

胶样品的出血时间最短，平均为 2.30±0.10 min，止血

效果最好，其次是未经过分离的明胶，平均为

2.45±0.10 min。随着分子量的继续降低，股动脉出血

时间越来越长，说明明胶的股动脉止血效果随着分子

量的下降而降低。不敷加任何明胶样品的自然止血组

的大鼠股动脉出血时间均大于 4.5 min，而明胶样品的

出血时间均在 3 min 以下，说明鳕鱼皮明胶样品对股

动脉具有明显的止血效果。 

 
图 3 不同分子量明胶大鼠股动脉止血实验 

Fig.3 Effect of pollock-skin gelatins with different molecular 

masses on bleeding time in the rat femoral artery-cutting 

experiment 

注：标有不同小写字母说明组间差异显著（p <0.05），标

有相同小写字母表示组间差异不显著（p >0.05）。 

2.4  肝创面止血实验 

不同分子量鳕鱼皮明胶样品的大鼠肝创面止血实

验结果如图 4 所示。高分子量组（Mr>100 ku）的明

胶样品的出血时间最短，平均为 1.91±0.51 min，止血

效果最好，随着分子量的下降，肝创面出血时间越来

越长，这与上述大鼠断尾及股动脉实验结果相符。不

敷加任何明胶样品的自然止血组的大鼠肝创面出血时

间均大于 4 min，而明胶样品的出血时间均在 3 min 一

下，说明鳕鱼皮明胶样品对肝创面具有明显的止血效

果。 

图 5 所示为不同分子量鳕鱼皮明胶的大鼠肝创面

出血量。可以看出，高分子量明胶的肝创面出血时间

短，可以推测与高分子量组的出血时间最短有关。而

不敷加任何明胶样品的自然止血组肝创面出血量为

1.58±0.04 g，明显高于样品组。 

 

图 4 不同分子量明胶大鼠肝创面止血实验 

Fig.4 Effect of pollock-skin gelatins with different molecular 

masses on bleeding time in the rat liver-cutting experiment 

注：标有不同小写字母说明组间差异显著（p <0.05）， 标

有相同小写字母表示组间差异不显著（p >0.05）。 

 

图 5 不同分子量明胶大鼠肝创面出血量 

Fig.5 Effect of pollock-skin gelatins with different molecular 

masses on the amount of bleeding in the rat liver-cutting 

experiment 

注：标有不同小写字母说明组间差异显著（p <0.05）， 标
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有相同小写字母表示组间差异不显著（p >0.05）。 

2.5  活化部分凝血活酶时间（APTT）、凝血酶

原时间（PT）、凝血酶时间（TT）测定 

表 1 APTT、PT、TT测定结果 

Table 1 Measurements of APTT, PT, and TT 

组别 浓度/(μg/mL) APTT/s 

明胶高剂量 200 25.14±0.68** 

明胶中剂量 100 23.91±0.77** 

明胶低剂量 50 21.81±0.75** 

云南白药 100 29.66±0.29 

阴性对照  30.04±0.32 

注：与阴性对照组相比，* p <0.05，** p <0.01。 

如表 1 所示，明胶组与阴性对照组比较，APTT

时间明显缩短，而PT 和TT差异不大，可以说明明胶

主要在内源性凝血途径中起作用，能够缩短凝血活酶

时间，从而起到止血作用。明胶对 APTT 的缩短作用

与剂量有关，高浓度的效果更加显著。 

2.6  血小板聚集实验 

表 2 血小板聚集实验( sx  ) 

Table 2 Results of platelet aggregation experiment 

组别 浓度/(μg/mL) 吸光度 

明胶高剂量 200 0.595±0.015** 

明胶中剂量 100 0.549±0.016** 

明胶低剂量 50 0.517±0.023** 

ADP 100 0.689±0.018** 

阴性对照  0.437±0.014 

注：与阴性对照组相比，* p <0.05，** p <0.01。 

在富血小板血浆加入诱导剂可以促进血小板的聚

集，通过吸光度的变化来表征血小板的聚集情况，与

阴性对照相比，吸光度上升说明血小板发生聚集，吸

光度上升的越高说明血小板的聚集率越高。如表 2 所

示，明胶组与阴性对照组相比，吸光度显著上升，说

明明胶具有促进血小板聚集的效果，并且高剂量组的

聚集率最高，说明明胶可以通过促进血小板聚集从而

加快血栓生成，起到止血作用。 

2.7  血小板第四因子（PF4）、P-选择素、血栓

烷素 B2（TXB2）测定 

如表 3 所示，明胶组与阴性对照组相比，血小板

释放活性因子 PF4、P-选择素和 TXB2 的量均有显著

增加，并且添加剂量越高，血小板释放活性因子的量

越大。血小板能够通过释放一系列活性因子促进凝血

过程，如血小板释放血栓烷 A2（TXA2）是一种很强

的聚集剂，TXA2 释放后会很快转变为 TXB2，PF4

可以减慢凝血酶灭活过程，促进血栓形成。明胶能够

显著增加三种活性因子的释放量，可以推测明胶能够

通过作用于血小板释放活性因子从而促进血小板的活

化和聚集，刺激血小板释放更多凝血因子，起到止血

作用。 

表 3 血小板释放活性因子 PF4、P-选择素、TXB2的测定( sx  ) 

Table 3 Measurement of the release of platelet-activating 

factors PF4, P-selection, and TXB2 

组别 浓度 PF4 P-选择素 TXB2 

明胶高剂量 200 23.50±2.16
**

 23.67±1.45
**

 19.26±3.42
**

 

明胶中剂量 100 20.95±0.38
**

 20.18±2.62
**

 18.33±2.78
**

 

明胶低剂量 50 16.74±1.52
**

 18.82±3.34
**

 16.97±3.46
**

 

阴性对照  5.38±1.26 4.62±2.23 4.27±1.08 

注：与阴性对照组相比，* p <0.05，** p <0.01。 

3  结论 

3.1  从大鼠的断尾实验、股动脉出血和肝创面出血实

验的结果中可以看出，明胶对大鼠的外伤出血和内脏

出血均具有一定的止血效果。与自然止血组相比，样

品组可以明显缩短出血时间，从而减少出血量。明胶

的止血效果与分子量有关，三组实验均可以证明高分

子量组的止血效果要明显好于低分子量组。原因可能

是止血与细胞外基质有关，分子量高的明胶使得血小

板更容易凝聚从而加速止血；并且在止血过程中，纤

维大分子更容易使溶液粘度增大，更容易激发凝血反

应，因此凝血时间会相应缩短[13]。 

3.2  凝血途径主要可以分为内源性凝血途径、外源性

凝血途径和凝血共同途径。明胶可以明显缩短 APTT

时间从而影响内源性凝血途径，明胶可以加大血小板

的聚集率，促进血小板的聚集，从而加快血栓的形成，

明胶还可以通过促进血小板活性因子 PF4、P-选择素

和 TXB2 的释放量缩短凝血时间，起到快速止血的效

果。这一结果为明胶作为止血产品的原料提供了依据。 
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