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分光光度法测定畜禽骨素中胶原蛋白含量 
 

董宪兵，李侠，张春晖，孙红梅，李银 

（中国农业科学院农产品加工研究所/农业部农产品加工重点实验室，北京 100193） 

摘要：本文提供了一种快速、简单、准确、成本低的畜禽骨素中胶原蛋白含量的测定方法。通过热法和酸法提取畜禽骨中胶原

蛋白，计算其中胶原蛋白与羟脯氨酸含量的比值，得到不同原料骨的胶原蛋白换算系数：猪骨为 6.12~6.17，牛骨为 6.77，鸡骨为

6.27~6.30，羊骨为 6.34~6.35，结果表明水溶性和酸溶性的胶原蛋白换算系数差异不显著（P>0.05）。根据骨素生产实际情况,选用水溶

性胶原蛋白换算系数作为骨素中胶原蛋白测定的换算系数，用分光光度法测定热提骨素中羟脯氨酸含量，乘以对应的胶原蛋白换算系

数，得到猪骨素、牛骨素和鸡骨素中胶原蛋白含量分别为 9.19%、7.92%、9.78%。该方法测定骨素中胶原蛋白含量的相对标准偏差在

0.01~0.03%之间，变异系数在 0.44~2.26%之间，平均回收率在 99.36~100.44%之间，说明分光光度法适用于骨素中胶原蛋白含量的测

定。 
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Abstract: The paper provided a rapid, simple, accurate and low cost method to determine collagen content in ossein. Collagens from 

livestock and poultry bone were extracted by acid and thermal processes, and then calculated the ratio of collagen protein and hydroxyproline 

content in order to obtain collagen conversion factors from different bones. However the results indicated that fewer differences of collagen 

conversion factors between water-soluble and acid soluble collagen could be seen. According to the actual production, water-soluble collagen 

was taken as the conversion factor in ossein. The hydroxyproline in ossein was measured by spectrophotometry and then the collagen contents 

of pig, bovine and chicken ossein were calculated as 9.19%, 7.92% and 9.78%, respectively. The relative standard deviation (RSD) was between 

0.01% and 0.03% and coefficient variation (CV) changed from 0.44% to 2.26%. The average recovery rate ranged from 99.36% to 100.44%. In 

conclusion, the method was appropriate to detect of collagen content in livestock and poultry ossein. 
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我国畜禽骨资源丰富，年产 1200多万 t 畜禽骨。

畜禽骨中含有大量的骨胶蛋白、矿物质、粘多糖、生

长素等营养物质[1~2]，但是长期由于技术水平的限制被

浪费掉或经过简单加工成附加值很低的产品。近年来，

畜禽骨经抽提、浓缩、调和制备成骨素实现了畜禽骨

的精深加工和高值化利用，骨素因其“天然、绿色、

健康”的特性，广受消费者好评。 
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骨素中胶原蛋白含量是骨素品质的主要评定指

标，但是目前骨素生产企业没有一套完善可行的胶原

蛋白含量测定方法，仅仅用粗蛋白含量来表征胶原蛋

白含量，可能会出现掺假行为，加大了骨素质量安全

控制的难度，所以目前急需一种简单、方便、准确、

成本低、周期短的方法来测定骨素中胶原蛋白含量。

目前文献报道中胶原蛋白含量的测定主要是离子色谱

法[3]、高效液相色谱法[4]、毛细血管电泳法[5]和分光光

度法[6~7]等。由于分光光度法成本低，操作简单在测定

胶原蛋白时用得较多，分光光度法测定胶原蛋白主要

通过测定胶原蛋白中羟脯氨酸含量再乘以胶原蛋白换

算系数而得到，由于羟脯氨酸（HYP）是胶原蛋白的

特异性氨基酸，含量稳定（占总氨基酸的 12~14%）。
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但是胶原蛋白换算系数在不同物种、部位存在差异，

目前没有一个规范的数值，对胶原蛋白换算系数引用

混乱。Etherington[8]对陆生动物胶原蛋白换算系数常用

7.1，水生动物多采用 11.1，但 Kittiphattanabawon[9]在

研究大眼鲷鱼皮时用 7.7 作为换算系数，Neuman[10]

用 7.46作为哺乳动物和鸟类的换算系数，施辉阳在研

究猪皮胶原蛋白测定时用 10.0作为换算系数[11]，王信

苏测定出草鱼鱼鳞胶原蛋白换算系数为 14.9[12]，关于

畜禽骨胶原蛋白换算系数也没有相关的研究报道。本

文通过提取骨素生产中常用畜禽骨胶原蛋白，测定不

同原料骨胶原蛋白换算系数，系统的研究了骨素中胶

原蛋白含量的测定方法，为骨素生产企业提供切实可

行、操作简单、成本低、周期短的骨素中骨胶原蛋白

含量测定方法。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

T6 紫外分光光度计，北京普希通用仪器有限公

司；LDZX-50KBS 立式蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器

械厂；BCD-2182M2D 美菱冰箱，合肥美菱股份有限

公司；PG-150 破骨机，廊坊市顶天轻工机械有限公司；

Neofuge-15R 高速冷冻离心机，上海力申科学仪器有

限公司；DH6-90385-Ⅲ电热恒温鼓风干燥箱，上海新

苗医疗器械制造有限公司；PG-150 破骨机，廊坊市顶

天轻工机械有限公司。 

猪腿骨、牛腿骨、羊腿骨、鸡骨均购于北京超市

发超市；猪骨素、牛骨素、鸡骨素购于河南大用普乐

泰生物科技有限公司；羟脯氨酸标准品、对二氨基苯

甲醛、无水乙酸钠、氯胺 T、丁醇、乙酸等（国药集

团化学试剂有限公司）。 

1.2  HYP标准曲线绘制 

缓冲溶液、显色剂、氯胺T、标准储备液等溶液

配制参照 GB/T 9695.23-2008的方法[13]。准确移取 5.00 

mL标准储备液至500 mL容量瓶中，蒸馏水定容后分

别吸取该溶液 10 mL、20 mL、30 mL、40 mL、50 mL

于 100 mL 容量瓶中，用水定容分别得到浓度为 0.5 

µg/mL、1.0 µg/mL、1.5 µg/mL、2.0 µg/mL、2.5 µg/mL

的 HYP 标准溶液。分别取4 mL标准溶液于比色管中，

同时用蒸馏水代替 HYP 溶液做空白，加入 2 mL氯胺

T，混合于室温下放置 20 min，再加入 2 mL显色剂于

比色管中，充分混合封口后放入 60 ℃水浴中加热 20 

min，取出比色管，用流动水冷却比色管至少3 min，

在室温下放置 30 min，用水作参比于 558 nm 处用紫

外分光光度计测定吸光值。以得到标准溶液吸光值扣

除空白的吸光值为纵坐标，以相应的浓度为横坐标，

绘制标准曲线。 

1.3  胶原蛋白提取 

用破骨机将猪腿骨、牛腿骨、羊腿骨、鸡骨充分

破碎后取 100 g用蒸馏水冲洗干净除去杂质和血水后

分别装入 2 L烧杯中。分别加入 1 L，10%正丁醇溶液

于 4 ℃浸泡2 d 以除去脂肪，每天换一次丁醇溶液。

过滤后骨渣用蒸馏水反复冲洗，充分沥干后用 1 L，

0.1 mol/L NaOH溶液于 4 ℃浸泡1 d，每2 h搅拌一次

以除去非胶原蛋白及防止内源性蛋白酶对胶原蛋白的

影响。过滤、洗净、沥干后加入 1 L，0.5 mol/L EDTA

溶液（pH 7.4）4 ℃浸泡 5 d，每天换一次 EDTA溶液

以起脱钙的作用。过滤、洗净、沥干提取胶原蛋白，

胶原蛋白提取分别用热提取和酸提取。热提取：取 50 

g骨渣加入100 mL蒸馏水于高压灭菌锅中100 ℃提取

1.5 h得到骨胶原蛋白原液。酸提取参照 Nagai[14]的方

法：50 g骨渣加入 100 mL、0.5 mol/L的乙酸溶液并

于 4 ℃下浸泡 3 d，经4 ℃，20,000×g 离心30 min 后

上清液即为粗胶原蛋白。 

1.4  胶原蛋白和 HYP含量测定 

1.4.1  胶原蛋白含量测定 

骨胶原蛋白原液和粗胶原蛋白中胶原蛋白含量用

凯氏定氮法测定，蛋白换算系数为 6.25。 

1.4.2  HYP 含量测定 

准确称取 2 g 左右的各种骨胶原蛋白原液和粗胶

原蛋白于厌氧管中，加入 20 mL，3 mol/L 硫酸并于

105 ℃干燥箱中恒温 16 h，消化完后水解产物过滤至

100 mL的容量瓶，厌氧管用 5 mL，3 mol/L硫酸冲洗

并一起定容，移取体积 V（5 mL~15 mL）的水解产物

于 100 mL量瓶中定容。取 4 mL定容后的溶液代替标

准 HYP 溶液按照 1.2 中步骤处理后在波长 558 nm 处

测定吸光值（A558），用相应的吸光值从标准曲线上查

得对应的 HYP 含量。试样中 HYP 含量按下式计算： 

mV

c
X (%)                             (1) 

注：X-样品中 HYP 含量（%）；c-标准曲线上相对应的

HYP 的含量（μg/mL）；m-样品的质量（g），V-移取的水解产物

体积。 

1.5  胶原蛋白换算系数计算 

）含量（样品中

）样品中胶原蛋白含量（
胶原蛋白换算系数

%

%

HYP
   (2) 
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1.6  骨素中胶原蛋白测定 

取骨素（猪骨素、牛骨素和鸡骨素），按照 GB/T 

9695.23-2008/ISO3496：1994 的方法测定 HYP 含量。

用骨素中 HYP 含量乘以对应的胶原蛋白换算系数得

到骨素中胶原蛋白含量。 

1.7  稳定性和回收率测定 

1.7.1  稳定性测定 

称取一定量的骨素（猪骨素、牛骨素、鸡骨素），

按照 1.4.2 的方法平行测定 4 次 HYP 的含量，计算相

对标准偏差（RSD）和变异系数（CV）。 

1.7.2  回收率测定  

称取 2 g 样品（猪骨素、牛骨素、鸡骨素），分别

加入标准 HYP，按 1.4.2 方法测定 HYP 含量，按下式

计算回收率： 

C

BA
）回收率（%                       (3) 

注：A-加入 HYP 后样品中测定出HYP 量（mg）；B-样品

中 HYP 测定量；C-加入标准HYP 量。 

1.8  数据统计 

采用 SAS8.2 软件中的一般线性模型中的最小乘

法对数据进行分析（p<0.05）。 

2  结果与讨论 

2.1  HYP标准曲线 

按 1.2 的方法，根据测定的吸光值扣除空白的吸

光值为纵坐标，以相应的浓度为横坐标，绘制标准曲

线（图 1）。并计算出回归方程为 Y=0.219+0.002，HYP

浓度（X）与吸光度（Y）之间的线性相关系数 r=0.9995 

（P<0.001），显示出 HYP 浓度与吸光度之间有良好的

线性关系。 

 
图 1 HYP 标准曲线 

Fig.1 Standard curve of HYP 

2.2  胶原蛋白换算系数 

不同提取方式的胶原蛋白换算系数见表 1，热提

取和酸提取胶原蛋白换算系数基本一致，说明水溶性

胶原蛋白和酸溶性胶原蛋白中羟脯氨酸含量基本一

致。由于骨素中的胶原蛋白是水溶性胶原蛋白，在测

定骨素中骨胶原蛋白含量时应选用热提取时的胶原蛋

白换算系数。不同骨之间胶原蛋白换算系数有一定差

异，其中牛骨换算系数值相对较大，猪骨胶原蛋白换

算系数最小。在测定不同骨的骨素时引用相对应胶原

蛋白换算系数即可。 

表 1 不同提取方式胶原蛋白换算系数 

Table 1 The collagen conversion factors through different extracted methods 

 猪骨 牛骨 鸡骨 羊骨 

 热提取 酸提取 热提取 酸提取 热提取 酸提取 热提取 酸提取 

胶原蛋白含量/% 0.57±<0.001 0.38±<0.001 0.25±<0.001 0.12±<0.001 0.65±<0.001 0.47±<0.001 0.51±<0.001 0.29±<0.001 

HYP 含量/% 0.09±<0.001 0.06±<0.001 0.04±<0.001 0.02±<0.001 0.10±<0.001 0.07±<0.001 0.08±<0.001 0.05±<0.001 

胶原蛋白换算系数 6.17 6.12 6.77 6.77 6.27 6.30 6.35 6.34 

2.3  骨素中的胶原蛋白含量 

表 2 骨素中胶原蛋白含量 

Table 2 Collagen content in ossein 

指标 猪骨素 牛骨素 鸡骨素 

HYP 含量/% 1.49 1.17 1.54 

胶原蛋白含量/% 9.19 7.92 9.78 

不同骨素之间胶原蛋白含量有一定差异（表 2），

其中鸡骨素胶原蛋白含量最高，原因可能是鸡骨中软

骨较多，鸡骨蛋白中含有 20%左右的胶原蛋白。不同

批次的骨素，总固形物含量不同，也会导致不同骨素

之间的胶原蛋白含量有一定的差异。 

2.4  稳定性和回收率 

不同骨素中 HYP 含量经过 4次平行测定结果如

表 3 所示。该方法测定猪、牛、鸡骨素样品中 HYP

含量的标准差分别为 0.01%、0.01%、0.03%，变异系

数分别为 0.44%、1.07%、2.26%，说明该方法对测定

骨素中 HYP 含量具有非常好的稳定性。由表 4 可以

看出，猪、牛、鸡骨素的回收率分别在 98.48~103.29%、
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99.84~100.22%、97.48~100.35%之间，平均回收率分

别为 100.44%、99.98%、99.36%。RSD均小于 2.2%，

综合稳定性和回收率试验结果表明此方法测定骨素中

HYP 含量具有较高的准确度和精密度，说明可应用此

方法测定骨素中的HYP 含量。 

表 3 骨素中 HYP 含量稳定性测定 

Table 3 Determination the stability of HYP content 

样品 
HYP 

含量/% 

平均 

值/% 

标准 

差/% 

变异系 

数/% 

猪骨素 

1.49 

1.49 0.01 0.44 
1.50 

1.49 

1.49 

牛骨素 

1.17 

 

1.17 

 

0.01 

 

1.07 

1.19 

1.16 

1.17 

鸡骨素 

1.52 

 

1.54 

 

0.03 

 

2.26 

1.59 

1.51 

1.55 

表 4 回收率测定 

Table 4 Determination of recovery rate 

样品 
样品 

质量/g 

HYP 质 

量/mg 

添加的 

HYP 

质量/mg 

检测出 

HYP 

质量/mg 

回收 

率/% 

平均 

回收 

率/% 

标准 

差/% 

猪骨素 

1.01 1.51 10 11.60 100.93 

 

100.44 

 

2.17 

1.00 1.50 19 20.31 99.05 

1.00 1.49 30 31.03 98.48 

1.10 1.64 41 43.99 103.29 

牛骨素 

1.00 1.17 11 12.20 100.22 

 

99.98 

 

0.17 

1.10 1.29 21 22.27 99.91 

1.14 1.34 30 31.29 99.84 

0.99 1.16 40 41.13 99.94 

 

鸡骨素 

1.02 1.57 10 11.31 97.48 

99.36 1.29 
1.02 1.57 20 21.49 99.60 

1.00 1.53 29 30.63 100.35 

1.10 1.70 39 40.70 100.01 

3  结论 

本文通过提取不同骨的胶原蛋白，得到热提取条

件下猪、牛、养、鸡骨的胶原蛋白换算系数分别为 6.17、

6.77、6.27、6.35。把这些系数应用于骨素中胶原蛋白

含量测定，为骨素生产企业提供了一种快速、简单、

准确、成本低、周期短的胶原蛋白含量测定方法。 
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