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双酶法制备具有促皮肤成纤维细胞活性的马鹿茸胶

原蛋白肽 
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摘要：胶原蛋白作为细胞外基质的主要成分与细胞的增殖、分化等密切相关。为探究制备具有促进皮肤成纤维细胞增殖功能的

马鹿茸胶原蛋白肽的适宜工艺条件，本研究以马鹿茸为原料，采用 Alcalase 和胰蛋白酶进行酶解，以水解度、多肽得率和正常人皮肤

成纤维细胞（NHDF 细胞）增殖率为目标值进行单因素实验和正交实验，确定适宜的工艺条件。实验结果表明，马鹿茸胶原蛋白肽适

宜制备条件为：先在底物浓度 1%，酶底比 2%，pH 9.0，温度 60 ℃条件下采用 Alcalase 进行酶解；再在底物浓度 1%，酶底比 6%，

pH 8.0，温度 42 ℃条件下采用胰蛋白酶酶解，酶解产物最终水解度为 21.7%，多肽得率是 86%，细胞增殖率为 22.75%。Alcalase-胰

蛋白酶双酶分步水解马鹿茸胶原蛋白可获得促进正常人皮肤成纤维细胞增殖率较高的胶原蛋白肽。 
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Abstract: As the main component of the extracellular matrix, collagen was closely related to the proliferation and differentiation of the 

cells. In order to explore the suitable preparation conditions of the collagen peptides from red deer (Cervus elaphus) antler with the function of 

promoting the proliferation of the skin fibroblasts, the antler was used as the raw material and hydrolyzed by alcalase and trypsin . The degree of 

hydrolysis (DH), peptides yield and the proliferation rate of normal human dermal fibroblasts (NHDF) were used as the target to perform the 

single factor experiments and orthogonal experiments and determine the appropriate process conditions. The results showed that the optimal 

preparation conditions were as follows: alcalase was used for enzymolysis under the conditions of substrate concentration of 1%, enzyme 

substrate ratio of 2%, pH 9.0 and temperature of 60 ℃, and then trypsin was used for enzymolysis under the conditions of substrate 

concentration of 1%, enzyme substrate ratio of 6%, pH 8.0 and temperature of 42 ℃. The final hydrolysis degree of the hydrolyzate, the yield of 

peptides and proliferation rate of cells were 21.7%, 86% and 22.75%, respectively. Collagen peptide with promoting the proliferation rate of 

NHDF could be obtained from red deer antler by alcalase-trypsin bi-enzyme hydrolysis. 
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胶原蛋白作为生物体中的结构蛋白，与细胞再生、

分化、运动、免疫、关节润滑、血压抑制、伤口愈合、

衰老及疾病等有极其密切的关系。胶原蛋白肽是胶原 
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蛋白的水解产物，其特有的三螺旋结构发生改变，经

过不同的蛋白酶等降解处理后得到易被人体消化吸收

的多肽混合物。相对于胶原蛋白，胶原蛋白肽相对分

子量较小，从几千到几万之间分布的很广，并且呈线 
性结构，具有很高的消化吸收性[1]。鹿茸中粗蛋白含

量占干重的 50%以上，胶原蛋白是鹿茸中含量最高的

蛋白质，鹿茸中胶原类型包括Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅺ型和Ⅹ

型胶原蛋白[2]。提取鹿茸中多肽研究其生物学活性及

药理作用近年来备受研究者们的关注[3]，Lei 等[4]研究
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表明从鹿茸中提取的多肽可以作为功能食品或者保健

食品中抗炎的一种有效成分。杨吉平等[5]采用胃蛋白

酶和胰蛋白酶双酶法制备鹿茸胶原多肽，证明酶解得

到的鹿茸胶原多肽相对分子质量越小越易被人体消化

吸收。Zhao 等[6]研究鹿茸多肽 sVP32 可以激活心肌成

纤维细胞并促进胶原合成。徐明等[7]选择胰蛋白酶和

复合蛋白酶对鹿茸蛋白水解获得多肽。Zhang 等[8]研

究表明天然鹿茸多肽和合成鹿茸多肽都能促进软骨和

成骨细胞增殖并且可以有效改善骨质疏松的症状。翁

梁等[9]采用[3H]TDR 深入细胞 DNA 法研究表明天然

鹿茸多肽是总鹿茸多肽中促进表皮细胞分裂和加速皮

肤创伤愈合的主要活性多肽，合成鹿茸多肽对表皮细

胞和成纤维细胞增殖有促进作用。 
目前有关胶原蛋白肽对细胞增殖和创伤愈合方面

的研究主要集中在以猪、牛等哺乳动物和水产品为原

料[10,11]，如 Yasutaka 等[12]研究鱼鳞胶原蛋白水解物对

小鼠成纤维细胞增殖性的影响，证明含有 Pro-Hyp 的

肽对小鼠成纤维细胞增殖有很大影响进而促进皮肤创

伤愈合。而有关对鹿茸胶原蛋白进行酶解制备具有促

进皮肤成纤维细胞增殖效果的胶原蛋白肽的研究尚未

见报道。本研究以马鹿茸为原料，采用 Alcalase 和胰

蛋白酶进行双酶水解胶原蛋白，研究具有促进皮肤成

纤维细胞增殖效果的鹿茸胶原蛋白肽的适宜制备条

件，为鹿茸胶原蛋白肽在创伤修复领域的应用提供理

论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

马鹿茸为三叉茸，来自黑龙江省大庄园集团。 
胰蛋白酶（250000 U/g），Gibco 公司；Alcalase 2.4 

L（240000 U/g），丹麦诺维信（中国）公司；正常人

皮肤成纤维细胞（NHDF），赛齐（上海）生物工程有

限公司；α-MEM 培养基，美国 Hyclone 公司；胰酶消

化液、青霉素-链霉素溶液、二甲基亚砜（DMSO），

Sigma 公司；十二烷基磺酸钠（SDS）、丙烯酰胺、N-N’
甲叉双丙烯酰胺、Tris、三羟甲基氨基甘氨酸（Tricine）、
巯基乙醇、TEMED、过硫酸铵（APS）、尿素、甘油、

溴酚蓝、盐酸、HPLC 级乙腈、三氟乙酸、考马斯亮

蓝 R-250 氢氧化钠、浓硫酸和浓盐酸等均为国产分析

纯；超低分子量蛋白质 Marker，北京索莱宝科技有限

公司。 

1.2  仪器与设备 

Hitachi-8900 型氨基酸全自动分析仪；pH 计

EL20，梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司；DK-8D
型电热恒温水浴槽，上海一恒科学仪器有限公司；

ELx800NB型酶标仪，美国BioTek公司；DYY-6D型

电脑三恒电泳仪，北京六一仪器厂。 

1.3  方法 

1.3.1  鹿茸胶原蛋白的粗提取 

将鲜马鹿茸去皮，烘干制成鹿茸粉末，将处理好

的鹿茸粉按料液比1:6（g/mL）加入蒸馏水，置于100 ℃
沸水中，水煎煮 5 次，每次 2 h，合并上清液，过滤浓

缩，弃掉残渣，冻干上清液，研磨成粉，备用。 
1.3.1.1  马鹿茸胶原蛋白的吸收波长检测 

对粗提取的马鹿茸胶原蛋白进行波长扫描，选择

波长范围：190~900 nm。 
1.3.1.2  马鹿茸胶原蛋白氨基酸含量的测定 

采用氨基酸分析仪进行分析，由农业部谷物及制

品质量监督检测中心（哈尔滨）测定。 
1.3.2  鹿茸胶原蛋白肽的制备 

1.3.2.1  胶原蛋白肽单因素实验 

取胶原蛋白冻干粉置于烧杯中，按底物浓度加入

适量水，调节至适合 pH 值，Alcalase 在酶底比 1~5%，

pH 7.0~9.0，温度 45~65 ℃条件下酶解 3 h；胰蛋白酶

在酶底比 1~5%，pH 7.0~9.0，温度 37~48 ℃条件下酶

解 3 h，分别研究 pH 值、酶底比和反应温度的影响；

根据两种酶的单因素实验，改变两种酶的反应顺序，

分别测定不同顺序的两种蛋白酶酶解产物的水解度和

蛋白质回收率和 NHDF 细胞增殖率。酶解步骤为在一

定条件下向马鹿茸胶原蛋白溶液中加入第一种蛋白酶

进行酶解后，沸水浴灭酶，调节温度、pH 值后，再加

入第二种蛋白酶继续酶解，分别测定三项指标进而确

定酶解顺序。 
1.3.2.2  正常人皮肤成纤维细胞（NHDF）培养 

NHDF 于 α-MEM 培养基(含 10%胎牛血清)在 5% 
CO2，湿度 95%，恒温 37 ℃的二氧化碳培养箱中培养。

取 96 孔板，培养的 NHDF 细胞经 0.25%胰酶消化后，

按 2.5×104/mL 的密度接种于 96 孔细胞培养板中，每

孔 100 μL。待细胞附着后，各组中分别加入 0.2 mg/mL
的单因素试验中胶原蛋白降解物 5 μL，以加入相同体

积 PBS 缓冲液作为空白对照组。 
1.3.2.3  水解度（DH）的测定 

采用 pH-stat 法[13]计算水解度。 

%100×=
toth
hDH                         （1） 

htot=1/Ma×1000                          （2） 
Ma=∑Pi×Mi                             （3） 
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式中，h：单位质量蛋白质中被水解的肽键的量（mmol/g）；

htot：单位质量蛋白质中肽键的总量(mmol/g)；Ma：所水解蛋白

质中氨基酸的平均分子量；Pi：组成蛋白质的某种氨基酸的百

分含量；Mi：组成蛋白质的某种氨基酸的分子量。蛋白质的氨

基酸组成是通过氨基酸分析仪测定，从而计算出 Ma，进一步求

出 htot。 

1.3.2.4  多肽得率的测定 

对特定底物而言，三氯乙酸可以定性地反应蛋白

质的分解情况，溶解指数越高，表明较短肽链的含量

也越高。因此，多肽得率采用三氯乙酸可溶性氮法

（TCA-SNI）进行检测，其计算公式为： 
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100%
N
NNSITCA

0

1 ×=−                  （4） 

式中：TCA-NSI 表示三氯乙酸可溶性氮得率/%；N1表示

在 10%TCA 中可溶性氮量；N0表示原料中总氮量。 

1.3.2.5  细胞增殖率的测定 

采用 MTT 细胞计数法测定。培养的 NHDF 细胞

经 0.25%胰酶消化后，按 2.5×104/mL 的密度接种于 96
孔细胞培养板中，每孔 100 μL，每个组分 6 个复孔。

培养24 h后，添加各组胶原蛋白降解物继续培养48 h，
每孔分别加入 10 μL MTT 溶液，37 ℃孵育 4 h，加入

150 μL DMSO，振荡 10 min，酶标仪测量 490 nm 波

长下的吸光值 A490。  

%100
2

01 ×
−

=
A

AA
细胞增值率              （5） 

式中：A1 为实验组吸光值；A0 为空白对照组吸光值；A2

为对

原蛋白肽（ACP）分子量的测

采用 SDS-PAGE 凝胶电泳的方法进行测定，使用

浓度

2 制图，采用 SPSS 20.0 对数据进行

方差

2  结果与讨论 

2.1  马鹿茸胶原蛋白氨基酸组成 

30 nm 左右，

与一

照组吸光值。 

1.3.3  马鹿茸胶

定 

为 10%的分离胶和浓度为 5%的浓缩胶，浓缩胶

电压为 70 mV，分离胶电压为 140 mV。染色 4 h 后用

脱色液（甲醇:冰醋酸:水=4.5:4.5:1）脱色，直至背景

清晰。 

1.4  数据处理 

采用 Origin 9.
分析、显著性检验，显著性水平设置 p<0.05。 

已知胶原蛋白所特有的吸收峰在 2
般蛋白在 280 nm 处有最大紫外吸收峰的情况不

同，这是因为蛋白质分子中含有共轭双键的酪氨酸和

色氨酸，因此在 280 nm 处有特征性吸收峰，但是胶

原蛋白基本没有色氨酸，酪氨酸的含量也很少[14]。将

粗提取的马鹿茸胶原蛋白进行紫外波长扫描，结果如

图 1，在 228 nm 处有最大吸收峰，结合表 1 氨基酸含

量分析甘氨酸和脯氨酸含量均较高，因此符合胶原蛋

白特性。从表 1 可知，所提取的马鹿茸胶原蛋白蛋白

含量为 68.21%。根据公式计算总肽键数为 htot=11.30 
mmol/g，用于下一步计算水解度。 

 
图1 马鹿茸胶原蛋白紫外吸收光谱 

Fig.1 UV ab  antler of 

表1 马鹿茸 基酸含量 

Table 1 Amin om antler of 

检测项目  分子量/u 

sorption spectrum of the collagen from

red deer  

胶原蛋白氨

o acid composition of the collagen fr

red deer 

含量/%

天  门冬氨酸 5.88 133.1 

苏氨酸 2.78 119.12 

丝氨酸 3.00 105.06 

谷氨酸 8.89 147.13 

甘氨酸 8.66 75.07 

丙氨酸 5.04 89.09 

胱氨酸 1.27 240.29 

缬氨酸 3.19 117.15 

蛋氨酸 0.68 149.21 

异亮氨酸 

苯丙氨酸 

68.21%  

1.25 131.17 

亮氨酸 5.78 131.17 

酪氨酸 2.15 181.19 

2.97 165.19 

赖氨酸 4.35 146.19 

组氨酸 1.63 155.16 

精氨酸 4.47 174.20 

脯氨酸 6.22 115.13 
总量 

2.2  单因素酶解条件的确定 

响 2.2.1  酶底比对酶解效果的影
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图2 Alcalase对酶解反应的影响 

Fig.2 Effects e enzymatic of the enyme-to- collagen ratios on th

hydrolysis by alcalase 

 
图3 胰蛋白酶对酶解反应的影响 

Fig.3 Effe os on the 

Alcalase %，pH 8.0，
温度

水解

pH 对酶解效果的影响 

cts of of the enyme-to- collagen rati

enzymatic hydrolysis by trypsin 

在底物浓度 1%，酶底比 1~5
60 ℃，时间 3 h 条件下酶解，胰蛋白酶在底物浓

度 1%，酶底比 1~5%，pH 8.0，温度 45 ℃，时间 3 h
条件下酶解，分别考察酶底比对水解度、多肽得率和

对正常人皮肤成纤维细胞（NHDF）增殖率的影响。 
由图 2 可知，随着 Alcalase 蛋白酶酶底比的增加，

度明显增加，在酶底比达 2%之后趋于稳定；多

肽得率和细胞增殖率在酶底比 2%之后略有下降；可

能是当酶的浓度低于底物浓度时，酶用量增大加快反

应速度，碱性蛋白酶酶底比在 2%时水解度为 14.28%，

多肽得率为 60.5%，细胞增殖率为 16.88%。由图 3 可

知，随着胰蛋白酶酶底比的增加，水解度、多肽得率

和细胞增殖率呈现逐渐上升后趋于稳定的趋势，胰蛋

白酶酶底比为 5%时效果最好，水解度为 8.58%，多肽

得率为 60.52%，细胞增殖率为 13.44%。本研究实验

结果与许丹[15]在制备鱿鱼皮胶原蛋白肽时综合考虑

碱性蛋白酶和胰蛋白酶的酶解效果和用量相似，可能

是当添加酶的浓度相对于底物浓度较高时，反应速率

开始由底物决定，所以继续增加酶的用量水解度增加

缓慢。 
2.2.2  

 
图4 Alcalase对酶解反应的影响 

Fig.4 Effects o  by alcalase f the pH on the enzymatic hydrolysis

 
图5 胰蛋白酶对酶解反应的影响 

Fig.5 Effects o is by trypsin 

温度

着 p

f the pH on the enzymatic hydrolys

Alcalase 在底物浓度 1%，酶底比 2%，pH 7.5~9.5，
60 ℃，时间 3 h 条件下酶解，胰蛋白酶在底物浓

度 1%，酶底比 5%，pH 7.0~9.0，温度 45 ℃，时间 3 h
条件下酶解，分别考察 pH 对水解度、多肽得率和对

正常人皮肤成纤维细胞（NHDF）增殖率的影响。 
由图 4 可知，在 Alcalase 蛋白酶酶解过程中，随

H 增加，水解度、多肽得率和细胞增殖率均呈现

先增加后下降的趋势，这是由于溶液 pH 不同会影响

蛋白酶的活力，在 pH 9 时达到最大值，水解度为

20.31%，多肽得率为 83.42%，细胞增殖率为 18.83%，

这与陈季旺[16]等采用碱性蛋白酶水解鱼蛋白制备鱼

肽的结果相似，在 pH 8.0~9.0 范围内，随着 pH 值的

增加，水解度明显增加，当 pH 9.5 时，水解度开始下

降；王长周[17]选用碱性蛋白酶制备林蛙皮胶原蛋白

肽，其确定最佳酶解条件 pH 9.0 时水解度最好，蛙皮

转化率可达 80%以上；由图 5 可知，在胰蛋白酶酶解

过程中，随着 pH 的增加，水解度、多肽得率和细胞

增殖率均呈现先增加后下降的趋势，这是由于胰蛋白

酶是一种中性偏碱性的酶，因此在偏碱性的条件下酶

解效果最好。在 pH 8.0 时达到最大值，水解度为

8.58%，多肽得率为 60.2%，细胞增殖率为 13.93%，

这与刘程惠[18]等采用胰蛋白酶水解制备海参肽的结

果相似，其肽得率在 pH 为 8.0 时达到最大值，其酶解
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效果最好，pH 继续升高，肽得率反而下降。 
2.2.3  温度对酶解效果的影响 
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图6 Alcalase对酶解反应的影响 

Fig.6 Effects o ydrolysis by f the temperature on the enzymatic h

alcalase 

 
图7 胰蛋白酶对酶解反应的影响 

Fig.7 Effects of ydrolysis by 

Alcalase 在底物浓度 酶底比 2%，pH 9.0，
温度

酶解

 the temperature on the enzymatic h

trypsin 

1%，

45~65 ℃，时间 3 h 条件下酶解，胰蛋白酶在底

物浓度 1%，酶底比 5%，pH 8.0，温度 37~48 ℃，时

间 3 h 条件下酶解，分别温度对水解度、多肽得率和

对正常人皮肤成纤维细胞（NHDF）增殖率的影响。 
由图 6 和图 7 可知，Alcalase 蛋白酶和胰蛋白酶

过程中，随着温度升高，水解度、多肽得率和细

胞增殖率均呈现先升高后降低的趋势，这是因为温度

的升高可以加快酶促反应，而当温度上升到一定程度

时又会增加蛋白酶的变性速度。图 6 中 Alcalase 蛋白

酶作用时，在 60 ℃酶解效果最好，水解度为 20.31%，

多肽得率为 83.42%，细胞增殖率为 18.83%，这与潘

丽军[19]等采用碱性蛋白酶制备谷氨酰胺活性肽相似，

在温度 60 ℃时，水解度最大；李岩[20]等采用碱性蛋

白酶和黑曲霉酸性蛋白酶双酶水解从猪皮胶原蛋白制

备寡肽水解物，其中酶解温度在 60 ℃时，水解度最高，

达到 17.7%。图 7 中胰蛋白酶作用时，在 45 ℃酶解效

果最好，水解度为 8.58%，多肽得率为 60.2%，细胞

增殖率为 13.93%，这与李诚[22]等选用胰蛋白酶对猪血

红蛋白酶解制备降血压肽得到的最佳酶解条件相似，

在温度为 40~45 ℃间达到峰值，40~45 ℃为最适宜温

度。当温度达到55 ℃时，水解度大幅度下降；Zhuang[21]

等选取胰蛋白酶在 45 ℃条件下制备水母胶原蛋白肽，

所得水解度最高。 

2.3  酶解顺序的确定 

 
图8 加酶顺序对鹿茸胶原蛋白酶解反应的影响 

Fig.8 the 

用

顺序；

实验结果分别进行水

解，

 Effects of the added sequence of two enzymes on 

enzymatic hydrolysis of collagen from antler of red deer 

注：AL-TR 表示先加入 Alcalase 后加入胰蛋白酶的作

TR-AL表示先加入胰蛋白酶后加入Alcalase的作用顺序；

不同字母代表差异显著（p<0.05）。 

根据两种蛋白酶的单因素

并改变两种酶的作用顺序，考察酶解顺序对酶解

效果的影响，结果见图 8。为进一步提高水解度，使

鹿茸胶原蛋白充分水解，提高小分子肽类物质的含量，

本研究采用 Alcalase 蛋白酶和胰蛋白酶分步水解法，

在合适的条件下将马鹿茸胶原蛋白水解。双酶分步水

解不同于单酶，第一种酶的水解产物将是第二种酶的

底物，同时蛋白酶本身也是蛋白质，它们之间会互为

底物，交叉影响，本研究在第一种酶水解结束后进行

灭酶，以消除其影响。分别以两种酶各自的水解条件，

对鹿茸胶原蛋白进行双酶分步水解，以水解度、多肽

得率和细胞增殖率为指标，考察加酶顺序对其影响。

由图 8 可知，先加入 Alcalase 蛋白酶后加入胰蛋白酶

的水解方式其水解度、多肽得率、细胞增殖率均高于

先加入胰蛋白酶后加入 Alcalase 蛋白酶的酶解情况，

四种酶解方法之间对水解度的影响差异较显著

（p<0.05），其中水解度：AL-TR>TR-AL>Alcalase>
胰蛋白酶；四种酶解方法之间对多肽得率的影响差异

较 不 显 著 （ p<0.05 ）， 其 中 多 肽 得 率 ：

AL-TR>TR-AL>Alcalase>胰蛋白酶；四种酶解方法之

间对细胞增殖率的影响显著（p<0.05），其中细胞增殖

率：AL-TR>Alcalase>TR-AL>胰蛋白酶。所以适宜水

解方法是先采用 Alcalase 酶解后采用胰蛋白酶酶解。 
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表2 正交试验结果 

Table 2 R eriment 

试验号 
因素

水解度/% 多肽得率/% 细胞增殖率/% 

2.4  正交试验结果  

esult of orthogonal exp

 

A B C D E F 

1 12.01 43.60 15.55 1 1 1 1 1 1  

2 1 2 2 2 2 2 14.42 58.75 17.00 

3 1 3 3 3 3 3 15.37 62.03 16.65 

4 2 1 1 2 2 3 12.62 45.78 17.98 

5 2 2 2 3 3 1 17.42 78.90 21.91 

6 2 3 3 1 1 2 17.01 75.42 18.79 

7 3 1 2 1 3 2 15.49 68.28 16.32 

8 3 2 3 2 1 3 15.63 65.92 18.13 

9 3 3 1 3 2 1 19.61 79.83 18.64 

10 1 1 3 3 2 2 13.38 59.48 17.66 

11 1 2 1 1 3 3 13.50 58.50 16.39 

12 1 3 2 2 1 1 16.51 70.91 17.69 

13 2 1 2 3 1 3 16.08 69.20 17.87 

14 2 2 3 1 2 1 15.39 67.38 18.22 

15 2 3 1 2 3 2 18.1 75.25 17.64 

16 3 1 3 2 3 1 14.75 61.55 17.43 

17 3 2 1 3 1 2 13.86 52.80 17.30 
18 3 3 2 1 2 3 16.21 63.49 17.90 

水解度 

 14.06 14.95 14.94k1 14.20 15.18 15.95  

k2 16.10 15.04 16.02 15.34 15.27 15.38  

k3 15.93 17.14 15.26 15.95 15.77 14.90  

R 1.91 3.08 1.07 1.02 0.59 1.05  

多肽得率 

k1 58.88 57.98 59.29 62.78 62.98 67.03  

k2 68.66 63.71 68.26 63.03 62.45 65.00  

k3 65.31 71.16 65.30 67.04 67.42 60.82  

R 9.78 13.17 8.96 4.26 4.97 6.20  

细胞增殖率 

k1 16.82 17.14 17.25 17.20 17.56 18.24  

k2 18.74 18.16 18.12 17.65 17.90 17.45  

k3 17.62 17.89 17.81 18.34 17.72 17.49  
R 1.91 1.02 0.87 1.14 0.35 0.79  

根据单因素实验结果，选择 36） 试验

设计

组合为 3C2D3E3F 肽得率为指标的因素L（ 正交 表

正交试验。选取 Alcalase 酶底比（A）1%、2%、

3%，Alcalase 酶解 pH（B）8.5、9.0、9.5，Alcalase
酶解温度（C）55 ℃、60 ℃、65 ℃，胰蛋白酶酶底比

（D）4%、5%、6%，胰蛋白酶酶解 pH（E）7.5、8.0、
8.5，胰蛋白酶酶解温度（F）42 ℃、45 ℃、48 ℃。

按照上述单因素方法测定水解度、多肽得率和细胞增

殖率，结果见表 2：由极差分析结果可知，以水解度

为指标的因素影响度依次为：B、A、C、D、F、E，

影响程度依次是：B、A、C、F、E、D，最佳组合为

A2B3C2D3E3F1；以 NHDF 细胞增殖率为指标的因素影

响程度依次是：A、B、D、C、F、E，最佳组合为

A2B2C2D3E2F1。三个指标单独分析出来的最佳组合不

一致，所以需要根据因素对三个指标的影响程度综合

考虑，确定适宜工艺条件。Alcalase 酶解中 pH 对三种

指标都是影响较大的因素，因此选择 pH 9.0，其酶底

比对三种指标的影响程度也在第一位和第二位，对于

最佳 A2B 1；以多
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水解度和多肽得率而言，取 A2 和 A3 影响程度不大

（p<0.05），并且对三种指标的影响都是 A2 为优，所

以选择酶底比为 2%，而从细胞增殖率来看，取 B2效

果较好，所以选择 Alcalase 酶底比 2%；Alcalase 酶解

温度对三种指标的影响都是 C2最好，所以选择 60 ℃。

胰蛋白酶酶解pH对水解度和多肽得率有一定的影响，

但是细胞增殖率作为三者中一个重要的指标应优先考

虑，所以选择 pH 8.0；胰蛋白酶酶底比和酶解时间对

酶解效果好的最优条件一致，分别选择 D3 和 F1，所

以本实验的最优条件为 A2B2C2D3E2F1，即先用

Alcalase 于酶底比 2%、pH 9.0、温度 60 ℃条件下酶解

3 h，再用胰蛋白酶于酶底比 6%，pH 8.0 温度 42 ℃条

件下酶解 3 h。在此最佳条件下，水解度为 21.7%，多

肽得率是 86%，细胞增殖率为 22.75%。 

2.5  马鹿茸胶原蛋白肽分子量分布结果 
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图9 电泳图 

Fig.9 Electrophoretogram 

注：a-蛋白 marker； 蛋白；c-马鹿茸胶原蛋

白肽。 

分子量分布情况，如图 9。 

分子量分布大小

范围

后最适条件制备的马鹿茸胶原

培养 48 h，将不添加马鹿茸胶

原蛋

细胞

量较

b-马鹿茸胶原

将提取的马鹿茸胶原蛋白和马鹿茸胶原蛋白肽分

别测定

根据电泳图可知，马鹿茸胶原蛋白的分子量在

100 ku 左右，属于大分子物质，并且

较窄，说明马鹿茸胶原蛋白保持完整的三股螺旋

结构；而马鹿茸胶原蛋白肽基本分布在 5 ku 以下，说

明马鹿茸胶原蛋白已被酶解为小分子物质。 

2.6  细胞形态观察 

采用正交试验优化

蛋白肽进行 NHDF 细胞

白肽设为空白对照组，观察细胞形态。 
如图 10 可以看出，培养 48 h 后，倒置显微镜下

空白组中有一部分没有伸展的圆形细胞，并且 数

少；而添加了马鹿茸胶原蛋白肽培养的 NHDF 细

胞大多呈长梭形、部分呈三角形，可以观察到细胞数

量明显增多并且细胞状态良好。因此，结合以上数据，

马鹿茸胶原蛋白肽可以促使人皮肤成纤维细胞增殖。 

  
图10 倒置显微镜下观察NHDF细胞培养48 h形态 

Fig.10 Morphology of fibroblasts observed under inverted 

肽分别培养 NHDF 细胞 4

3  结论 

蛋白酶和胰蛋白酶双酶分步水解可以制

成纤维细胞增殖的马鹿茸胶原蛋白肽，

二者作用顺序

[J].食品与发酵工

(6):111-115 

y [J]. Food and Fermentation Industry, 

[2] 

ical endochondral growth system: 

al properties [J]. 

fication of anti-inflammatorypeptides derived from 

microscope 

注：图中 a 表示空白组，b 表示 0.2 mg/m 马鹿茸胶原蛋白

8 h 状态。 

Alcalase
备促使人皮肤

影响酶解效果，适宜的制备条件为：先

用Alcalase蛋白酶在底物浓度1%，酶底比2%，pH 9.0，
温度 60 ℃条件下酶解 3 h；再用胰蛋白酶在底物浓度

1%，酶底比 6%，pH 8.0，温度 42 ℃条件下酶解 3 h，
最终水解度为 21.7%，多肽得率是 86%，细胞增殖率

可达到 22.75%。 
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