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三文鱼骨胶原低聚肽钙增加 SD大鼠的骨密度 
 

张江涛，王越群，毕园，周明，秦修远，张瑞雪，陆路，谷瑞增，刘文颖 

（中国食品发酵工业研究院有限公司，北京市蛋白功能肽工程技术研究中心，北京 100015） 

摘要：以三文鱼骨为原料制备三文鱼骨胶原低聚肽，与钙离子螯合为三文鱼骨胶原低聚肽钙并作为受试物，以低中高剂量作用

SD 大鼠，并设置空白组和碳酸钙阳性对照组，检测体重、钙吸收率与储留率、股骨干重、股骨长、骨密度等重要指标，评价三文鱼

骨胶原低聚肽钙的增加骨密度功能。结果显示，螯合物的总蛋白含量为 65.37%，螯合率为 52.56%，螯合物得率为 43.12%；各试验组

体重无显著性差异（p>0.05），中、高剂量组和碳酸钙组的钙吸收率分别为 39.18%、40.52%、38.38%，储留率分别为 38.80%、39.27%、

37.58%，显著高于空白对照组 36.31%，35.91%（p<0.05），且高剂量组明显优于同等钙含量的碳酸钙组（p<0.05）；另外高剂量组的

股骨干重、股骨中点直径分别为 0.57（g）和 2.40（mm），股骨近端、远端和中点密度分别为 0.19、0.22、0.17（g/cm2），均高于空

白组（p<0.05），与碳酸钙组无显著性差异。表明三文鱼骨胶原低聚肽钙具有良好的促钙吸收效果和增加骨密度的功能，为相关新型

功能性食品的开发利用奠定良好的理论基础。 
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Abstract: Salmon bone collagen oligopeptide was prepared from salmon bone and chelated with calcium ion as salmon collagen 

oligopeptide calcium and used as test substance. Sprague-Dawley rats were orally administered with low, medium and high doses of test 

substances, and a blank control group and a calcium carbonate positive control group were used. The body weight, calcium absorption rate and 

retention rate, femur dry weight, femur length, bone density and other important indicators were measured to evaluate the bone mineral density 

of the salmon collagen oligopeptide calcium. The results showed that the total protein content of salmon collagen oligopeptide calcium was 

65.37%, the chelation rate was 52.56%, and the chelate yield was 43.12±0.13%. There was no significant difference in body weight between the 

experimental groups (p>0.05). The calcium absorption rates of the middle and high dose groups and the calcium carbonate group were 39.18%, 

40.52%, 38.38%, respectively, and the retention rate was 38.80%, 39.27%, 37.58%, respectively, which were significantly higher than the blank 

control group 36.31, 35.91 (p<0.05), respectively. The high dose group was significantly better than the calcium carbonate group with the same 

calcium content (p<0.05). In addition, the femoral dry weight and midpoint diameter of the femur were 0.57 (g) and 2.40 (mm), respectively. 

The proximal, distal and midpoint density of the femur were 0.19, 0.22, 0.17 (g/cm2), respectively. These were higher than that in the blank 

group (p<0.05) and there was no significant difference from the calcium carbonate group. It indicated that the salmon collagen oligopeptide 

calcium had a good calcium-absorbing effect and a bone density-enhancing function, which provided a good theoretical foundation for the 

development and utilization of related new functional foods. 
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三文鱼，又名鲑鱼，被誉为“鱼中至尊”、“水中珍

品”，是世界著名鱼类之一[1]。其鱼骨中蛋白质主要为

骨胶原，另外含有较丰富的钙质和微量元素，目前鱼

骨大部分被用作饲料、生产鱼粉或直接丢弃，使其利

用率极低，造成很大浪费[1]。三文鱼骨胶原低聚肽是

由三文鱼骨酶解制得的小分子混合物，可以较好地回

收利用鱼骨的胶原蛋白及其营养成分。钙营养不足一

直是国内外重要健康问题之一，由于中国居民的膳食

习惯，大量摄入植物性食物，其含有的草酸、植物酸

等在人体内易于钙形成不溶性盐，从而导致钙的吸收

利用率低，进而导致骨质疏松问题的发生[2]。近年来，

低聚肽螯合金属离子，促进微量元素以及金属离子的

吸收成为一热点研究方向，如酪蛋白磷酸肽[3,4]、鱼皮

肽[5]、大豆肽[6]、乌鸡肽[7]等与金属离子螯合研究诸见

报道。目前研究表明人体内存在二肽、三肽转运系统，

低聚肽具有易吸收、利用率高、不易饱和等特点[8]。

低聚肽能够与钙形成可溶性配合物，阻止小肠内钙沉

淀，且借助低聚肽吸收利用机制，促进钙的吸收[9-11]。

但低聚肽的种类不同和螯合金属离子的不同会导致螯

合率以及螯合后的生理功能有所差异，目前对于三文

鱼骨胶原低聚肽钙促钙吸收和增加骨密度的研究鲜为

少见，本实验室先前实验已经对三文鱼骨胶原低聚肽

钙进行了稳定性和结构鉴定[12,13]，为动物实验奠定了

良好的基础。所以本实验利用以三文鱼骨为原料制备

三文鱼骨胶原低聚肽，与钙离子螯合为三文鱼骨胶原

低聚肽钙并作为受试物，研究三文鱼骨胶原低聚肽钙

的补钙效果及增加骨密度功能。 

1  材料和方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料 

三文鱼骨，北京中食海氏生物技术有限公司提供；

碱性蛋白酶（Alcalase 2.4 L，2.4 AU/g），诺维信生物

技术有限公司；木瓜蛋白酶（80 wu/g），庞博生物工

程有限公司；无水氯化钙、无水乙醇、碳酸钙、氧化

镧，北京化学试剂公司（分析纯）；盐酸、硝酸、高

氯酸、乙二胺四乙酸，北京化工厂（优级纯）；雌二

醇、四种分子量肽标准品、邻苯三酚、三氯乙酸，美

国 Sigma 公司（色谱纯）。 

1.1.2  仪器 

固体密度测量仪（SARTORIUS LA 型），产地：

德国；QDR-4000 型骨密度仪，美国 HOLOGIC 公司；

电热鼓风干燥箱（NC101-1A 型）、游标卡尺

（0~125×0.02 nm），上海精美量具厂；电子天平

（SL-1001 型，0.1 g），上海民桥电子仪器厂；电子

天平（JA2003 型，0.001 g），上海精科天平；动物解

剖器械、722N 可见分光光度计，上海精密科学仪器有

限公司；SB-36-4 型电热板，上海浦东荣丰科学仪器

有限公司、上海圣欣科学仪器有限公司；立式压力蒸

汽灭菌器（LS-30 型），上海博讯实业有限公司医疗

设备厂。 

1.2  实验方法 

1.2.1  三文鱼骨胶原低聚肽钙的制备[13]
 

三文鱼骨粉碎成鱼骨粉→溶解于蒸馏水中→90 ℃热水中

加热 10 min→调节温度 50 ℃，pH 8.5→加入碱性蛋白酶（每

克蛋白质 2000 单位的酶量），酶解 3 h→调节温度 60 ℃，pH 

7.0→加入木瓜蛋白酶（每克蛋白质 3000 单位的酶量），酶解 2 

h→100 ℃灭酶 10 min→10000×g 离心 30 min，取上清液→用截

留分子量 1000 u 的超滤膜进行超滤→滤液进行喷雾干燥，得到

三文鱼骨胶原低聚肽干粉→将 3 g 三文鱼骨胶原低聚肽和 1 g

无水氯化钙溶解于 100 mL 蒸馏水中→50 ℃下水浴反应 60 

min→冷却至室温→调节 pH 5.0，加入 4 倍体积的无水乙醇，

室温放置 1 h→抽滤收集沉淀，干燥后得到海洋胶原低聚肽钙

干粉→干燥器中保存 

1.2.2  三文鱼骨胶原低聚肽钙总蛋白含量、螯

合率和得率 

总蛋白质含量测定采用凯氏定氮法[14]，以干基

计，蛋白质换算系数为 6.25。计算公式为： 

总蛋白质含量（%）=N×6.25/W×100%， 

式中：N 为测定出的氮含量/mg，W 为三文鱼骨胶原低聚

肽钙的质量/mg。 

螯合率和得率的测定参照文献[15]。采用 EDTA 络

合滴定法测定钙的含量，每毫升 EDTA-2Na 滴定液

（0.05 mol/L）相当于 2.0039 mg 钙。螯合率及螯合物

得率计算公式如下： 

螯合率（%）=M1/M0×100% 

螯合物得率（%）=W1/W0×100% 

式中：M1 为螯合物中钙的量/mg；M0 为加入反应体系中

钙的总量/mg。W1为三文鱼骨胶原低聚肽钙的总量/mg，W0为

三文鱼骨胶原低聚肽与氯化钙的总质量/mg。 

1.2.3  分子量分布测定 

采用高效凝胶过滤色谱法对海洋胶原低聚肽钙的

分子量分布进行测定。流动相：乙腈:水:三氟乙酸，

45:55:0.1（V/V/V）；流速：0.5 mL/min；进样体积：10 
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µL；检测波长：220 nm；柱温：30 ℃，紫外检测器检

测。称取 20.0 mg 样品，溶解于上述流动相中，配制

成 2.0 mg/mL 样品溶液，经孔径 0.2 µm 聚四氟乙烯过

滤膜过滤后，用高效液相色谱仪进行凝胶过滤，使用

GPC 软件处理数据。以乙氨酸-乙氨酸-乙氨酸（分子

量 189 u）、乙氨酸-乙氨酸-酪氨酸-精氨酸（分子量 451 

u）、杆菌酶（分子量 1450 u）、细胞色素 C（分子量

12500 u）为肽标准品，配制 0.1%（M/V）溶液，过膜

后进样。 

1.2.4  试验动物 

清洁级 SD 种健康大鼠 50 只，体重 60~75 g，由

北京实验动物研究中心提供。动物使用许可证号：

SYXK（京）2011-0006。饲养环境温度为（23±2）℃，

湿度为（40~60）%，明暗交替周期为 12 h。饲料购置

于科澳协力饲料有限公司，灭菌后使用。所有实验动

物适应性喂养一周后开始正式实验。 

1.2.5  动物试验方法 

大鼠禁食 12 h 后称重，按体重随机分组为空白对

照组、低剂量组、中剂量组、高剂量组和碳酸钙阳性

对照组，每组 10 只。低、中和高剂量组按 0.17 g/kg、

0.33 g/kg 和 1 g/kg（分别相当于每 60 公斤体重成人推

荐量的 5、10、30 倍）三个剂量以受试物的去离子水

溶液灌胃干预，空白对照组使用等体积去离子水，碳

酸钙对照组灌胃液的钙含量与高剂量组相同，灌胃 30 

d。试验期间大鼠均自由摄食，饮用去离子水，避免从

饮水中获得钙。30 d 后股静脉放血处死动物，分离双

侧股骨，进行有关指标测量和检验。 

1.2.6  一般指标的测量 

动物单笼饲养，每天观察躯体运动、肌肉张力、

皮肤及毛色等一般情况，每周测量体重（禁食 12 h 后

测定）一次。 

1.2.7  钙吸收实验 

实验开始 3 周后进行 3 d 钙代谢实验。各组动物

放入代谢笼，单笼饲养，记录 72 h 进食量，收集 72 h

尿液和粪便，用原子吸收分光光度法测定饲料、尿液

及粪便中钙含量。结合测得的数据，计算大鼠的钙吸

收率和钙保留率： 

摄入钙（mg/d）=饲料中钙含量（mg/g）×饲料消

费量（g/d） 

粪钙（mg/d）=粪便中钙含量（mg/g）×粪便排出

量（g/d） 

尿钙（mg/d）=尿液中钙含量（mg/g）×尿液排出

量（g/d） 

钙吸收率（%）=（摄入钙-粪钙）（g）/摄入钙

（g）×100% 

钙储留率（%）=（摄入钙-粪钙-尿钙）（g）/摄

入钙（g）×100% 

1.2.8  股骨干重、股骨长、骨密度的测定 

实验终止时处死大鼠，剥离出双侧股骨，于 105 ℃

烘箱中烘干至恒重，称量股骨干重，测量股骨长。分

别使用 QDR-4000 型骨密度仪（DXA 法）及固体骨密

度仪（阿基米德定律法）测股骨密度[16]。 

1.2.9  数据处理 

采用 Originpro 8.0 统计软件对结果进行统计分

析，p<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  三文鱼骨胶原低聚肽钙的总蛋白含量、螯

合率和得率 

三文鱼骨胶原低聚肽钙的总蛋白含量为 65.37%，

表明三文鱼骨胶原低聚肽钙中蛋白质含量较高。此外，

螯合率为 52.56%，螯合物得率为 43.12%，结果优于

李勇[17]等人在复合肽螯合锌（螯合率为 42.92%）及蔡
[18]等人在鳕鱼肽螯合铁（螯合率达到 34.14%，螯合物

得率 37.31%）等试验。夏[19]等人在罗非鱼胶原肽螯合

钙优化实验中螯合率达到 78.04%，优于本实验的骨胶

原螯合钙。可能是由于低聚肽种类及螯合工艺的不同，

导致形成的螯合物稳定性有一定的差异。总体来说，

本实验所得的三文鱼骨胶原低聚肽钙具有较高的螯合

率和得率，为动物实验奠定了良好的基础。 

2.2  三文鱼骨胶原低聚肽钙中低聚肽的相对

分子质量分布 

 
图 1 三文鱼骨胶原低聚肽钙中低聚肽的分子质量分布凝胶色

谱 

Fig.1 Molecular mass distribution gel chromatography of 

oligopeptides in salmon collagen oligopeptide 

通过HPLC分析海洋鱼骨胶原低聚肽的相对分子
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质量，其分子量分布凝胶色谱图和具体的分子量分布

情况分别如图 1和表 1所示。其分子量在 1000 u以上

的仅占 11.93%，1000 u 以下占 88.07%。相对分子质

量的大小，直接决定肽的吸收速率，分子量 1000u 以

下的多为二肽和三肽。研究发现，二肽、三肽的转运

吸收存在独立的系统以及相应的载体[8]。相比较于蛋

白质，低聚肽具有吸收速度快、耗能低、不易饱和、

各种肽之间转运无竞争性与抑制性等特点[20]，因此

可以推论海洋鱼骨胶原低聚肽具有良好的吸收效率。 

表 1 三文鱼骨胶原低聚肽钙中低聚肽的相对分子量分布 

Table 1 Relative molecular weight distribution of oligopeptides 

in salmon collagen oligopeptide calcium 

分子量范围/u 
开始 

时间/min 

结束 

时间/min 

峰面积百分 

比/(%, 220 nm) 

>10000 

10000~3000 

8.87 

13.85 

13.85 

16.45 

0.25 

1.89 

3000~1000 16.45 18.82 9.78 

1000~500 18.82 20.32 17.77 

500~140 20.32 23.07 28.74 

<140 23.07 28.57 41.55 

2.3  一般观察和体重的变化 

在给受试物期间，各剂量组与对照组动物外观体

征和行为活动、粪便性状、食量等均未见异常，无中

毒体征及死亡。各剂量组动物初始体重与对照相比差

异无显著性（p>0.05），试验期间各组体重与对照组相

比差异无显著性（p>0.05）（见图 2）。 

 
图 2 三文鱼骨胶原低聚肽钙对大鼠体重的影响 

Fig.2 Effect of salmon collagen oligopeptide calcium on body 

weight of rats (n=10) 

2.4  三文鱼骨胶原低聚肽钙对大鼠钙吸收率

和储留率的影响 

从图 3 可以看出，从三文鱼骨胶原低聚肽钙低、

中到高剂量组的钙吸收率和钙储留率呈现增加趋势，

高剂量组达到 40.52%和 39.27%，空白组最低分别为

36.31%和 35.97%，与空白组比较钙吸收率和储留率分

别增加 10.80%和 9.20%。中、高剂量组和碳酸钙组钙

吸收和储留效率显著高于空白对照组（p<0.05），但是

高剂量组要优于钙含量相同的阳性对照碳酸钙组，且

具有显著性差异（p<0.05），表明三文鱼骨胶原低聚肽

钙能显著提高大鼠的钙吸收和储留率，且相比较于阳

性对照碳酸钙组效果更佳。钙摄入量充足且吸收储留

率较高的情况下，可以有效的促进骨钙沉积，进而增

加骨密度[21]。 

 
图 3 三文鱼骨胶原低聚肽钙对大鼠钙吸收和钙储留的影响 

Fig.3 Effect of salmon collagen oligopeptide calcium on calcium 

absorption and calcium retention in rats 

注：*代表显著差异 p<0.05，未特殊标注即与空白对照组

相比。 

2.5  股骨干重、股骨长、股骨中点直径 

表 2 三文鱼骨胶原低聚肽钙对大鼠股骨干重、股骨长、股骨中

点直径的影响 

Table 2 Effect of salmon collagen oligopeptide calcium on 

femur dry weight, femur length, and femur midpoint diameter 

(n=10, x±s) 

组别 股骨干重/g 
股骨 

长度/mm 

股骨中 

点直径/mm 

空白对照组 0.51±0.021 37.57±0.853 2.29±0.182 

低剂量组 0.51±0.018 38.25±0.738 2.35±0.198 

中剂量组 0.54±0.023 38.49±0.956 2.38±0.217* 

高剂量组 0.57±0.037* 38.70±1.069 2.40±0.196* 

碳酸钙对照组 0.55±0.026* 38.60±0.887 2.39±0.207* 

注：*与空白对照组相比，p<0.05。 

补钙可以促进股骨沉积，股骨生长[22]。三文鱼骨

胶原低聚肽钙喂养 30 d 后，高剂量组股骨干重较空白

对照组增加，差异有显著性（p<0.05），中、高剂量组

股骨中点直径较对照组均增加，差异有显著性

（p<0.05），股骨长度随剂量增加呈现增加趋势但是与

对照组（37.57±0.853）相比差异无显著性（p>0.05）；
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碳酸钙对照组股骨干重、股骨长、股骨中点直径均较

空白对照组增加，差异有显著性（p<0.05）。三文鱼骨

胶原低聚肽钙高剂量组大鼠股骨干重、股骨长、股骨

中点直径增加程度大于碳酸钙对照组（见表 2）。孙皎

皎[23]等人在猪胶原多肽螯合钙对大鼠股骨干重研究

中，也得到了类似的结论，高剂量组股骨干重达到约

0.5 g，显著高于空白对照，且优于碳酸钙组。骨骼中

的钙是以羟基磷灰石沉积的方式，以骨胶原为黏合剂

而固定下来的[24]，三文鱼骨胶原低聚肽钙能够促进股

骨沉积和股骨生长，在合适范围内剂量与效果呈现线

性趋势，且优于阳性对照碳酸钙组。 

2.6  骨密度 

 

图 4 三文鱼骨胶原低聚肽钙对大鼠股骨远端、近端和中点骨密

度的影响 

Fig.4 Effect of salmon collagen oligopeptide calcium on bone 

mineral density in the distal, proximal and midpoint of the 

femur 

注：*代表与空白对照组相比，p<0.05。 

骨密度是临床上检测补钙效果的一重要指标[25]。

三文鱼骨胶原低聚肽钙喂养 30 d 后，高剂量组和碳酸

钙组的股骨近端、远端密度较空白对照组均增加，差

异有显著性（p<0.05）；中、高剂量组和碳酸钙组的股

骨中点密度较空白对照显著性增加（p<0.05）（见图 4）。

另外三文鱼骨胶原低聚肽钙高剂量组与阳性对照碳酸

钙组比较，虽然没有显著性差异，但略优与碳酸钙组，

表明三文鱼骨胶原低聚肽钙具有增加骨密度的作用，

随着剂量增加呈现递增趋势，比单纯的补充同等钙含

量的碳酸钙效果更好。许先猛[5]等人在猪皮胶原多肽

螯合钙增加大鼠骨密度研究中，高剂量组股骨远端密

度达到 0.29 g/cm
2，显著高于空白对照组 0.25 g/cm

2

和碳酸钙组 0.26 g/cm
2，与本实验得到的结论具有一

致性，可能是由于大鼠周龄的不同，其密度与本实验

有所差异。 

三文鱼骨胶原低聚肽钙的具体结构特征将在下一

步实验进行更深入表征。刘闪[26]等人对白鲢鱼骨胶原

低聚肽钙进行的结构表征，表明胶原低聚肽中氨基上

的氮原子与羧基上的氧原子均参与了钙离子的螯合反

应，它们之间主要是配位结合。氨基酸和小肽可能以

金属离子螯合形式，利用氨基酸和小肽的转运吸收机

制进入人体。另外许多研究表明，酪蛋白水解产物的

酪蛋白磷酸肽（CPP），能够在肠道与钙、铁等结合，

促进其吸收利用[3,27,28]。低聚肽螯合金属离子因其在生

物活性及食用药用中的特殊优势，必将有十分广阔的

发展前景。 

3  结论 

本实验三文鱼骨胶原低聚肽钙喂养 SD 大鼠动物

实验，各剂量组对大鼠体重并没有造成显著性差异；

中、高剂量组和碳酸钙组的钙吸收率、储留率显著高

于空白对照组（p<0.05），且高剂量组明显优于同等钙

含量的碳酸钙组（p<0.05）；另外高剂量组的股骨干重、

股骨长、股骨中点直径以及股骨远端和近端密度均高

于空白组（p<0.05），与碳酸钙组无显著性差异。表明

三文鱼骨胶原低聚肽钙具有良好的补钙和增加骨密度

的作用，而且相比较于阳性对照碳酸钙组，其效果更

佳。本实验的三文鱼骨胶原蛋白肽多为低分子量的小

肽，一般为二肽、三肽，与钙离子形成配合物时，能

够抑制刷状缘上肽酶的水解活性，一方面提高了肽的

利用率，另一方面使钙离子够以螯合物整体形式被转

运，更易被肠道直接吸收，下一步将通过细胞实验对

其体内转运机制进行深入探究。本实验证明了三文鱼

骨胶原低聚肽钙具有良好的补钙和增加骨密度作用，

有效的开发利用了鱼骨资源，提高其利用率及附加值，

也为相关功能食品的开发利用奠定良好的理论基础。 
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