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不同提取方法的马骨髓蛋白结构及活性比较研究 
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，则拉莱·司玛依，古丽米热·阿巴拜克热，杨晓君， 

古扎努尔·艾斯卡尔，王娟 
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摘要：研究不同提取方法对马骨髓蛋白提取率、结构及抗菌、抗氧化活性的影响，探讨其食用和药用价值。以蛋白含量、提取率、

分子量及抗氧化活性为考察指标筛选 12 种提取方法，采用 UV、SDS-PAGE、FT-IR、SEM-EDX 进行结构表征；通过体外抗菌和抗氧

化活性实验评价其生物活性。经综合考察得出水、0.25% NaCl（质量分数）及生理盐水提取所得马骨髓蛋白指标较高，蛋白含量分别

为 41.91、39.93、37.82 mg/mL，提取率为 19.26%、14.86%、23.22%。UV 图谱显示不同方法制备的马骨髓蛋白在 270 nm 附近出现最

大吸收峰，SDS-PAGE 显示蛋白分子量主要集中在 66 ku 附近、且出现相应的多肽条带，FT-IR 图谱显示其在 4 000~400 cm-1区域均出

现典型的蛋白吸收峰，SEM-EDX 显示其蛋白由球状，条状和不规则颗粒构成。生物活性试验结果表明以上三种方法所得的马骨髓蛋

白具有较好的抑菌及抗氧化作用，对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径分别为 12.0、16.0、11.0 mm；清除 DPPH 及 ABTS 自由基的 IC50

分别为 0.32、0.29、0.31 mg/mL 及 0.26、0.15、0.20 mg/mL。研究结果可为马肉副产物骨类资源的进一步开发利用提供科学依据。 
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Abstract: The effects of different extraction methods on extraction rate, structure, antibacterial activity and antioxidant activity of horse 

bone marrow protein were studied, and its edible and medicinal values were examined. Twelve extraction methods were screened through using 

protein content, extraction rate, molecular weight and antioxidant activity as the indicators, and structural characterizations were performed by 

UV, SDS-PAGE, FT-IR, and SEM-EDX analysis. The biological properties of the obtained proteins were evaluated by in vitro antibacterial and 

antioxidant activities. After comprehensive investigations, it was found that the index scores of the horse bone marrow proteins extracted with 

water, 0.25% NaCl, and normal saline were higher, with their corresponding protein contents being 41.91, 39.93 and 37.82 mg/mL, and 

extracted rates being 19.26%, 14.86% and 23.22%, respectively. UV spectra showed that the horse bone marrow proteins prepared by different 

methods had the maximum absorption peak around 270 nm. SDS-PAGE revealed that the molecular weights of the obtained proteins were 

mainly around 66 ku, with the presence of corresponding polypeptide bands. FT-IR spectra showed typical protein absorption signals in the 

region of 4000~400 cm-1. SEM-EDX analysis showed that the obtained proteins were composed of spherical, striped and irregular particles. The 

results of biological activity experiments demonstrated that the horse bone marrow proteins prepared by the three methods exhibited sound  
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antibacterial and antioxidant effects, and the zone diameters of inhibition against Staphylococcus aureus were 12.0, 16.0 and 11.0 mm, 

respectively. The IC50 values of DPPH and ABTS free radicals scavenging activities were 0.32, 0.29 and 0.31 mg/mL, and 0.26, 0.15 and 0.20 

mg/mL, respectively. The research results can provide a scientific basis for further development and utilization of horse meat processing 

by-products, bone resources. 
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动物类药材在传统中药材中有着悠久的药用历

史，《本草纲目》记载了 444 种动物药，其中畜禽骨骼

作为珍贵药材广泛记载于我国各代本草中，民间应用

和治疗作用历来受到中医名家的高度重视[1]。现代研

究表明，动物骨骼中富含蛋白、肽、硫酸软骨素及多

种矿物质等成分，具有抗菌、抗氧化、抗疲劳、抗高

血压、免疫调节、促进矿物质吸收及延缓皮肤衰老等

作用[2]。胶原蛋白作为动物骨骼主要活性成分之一，

能促进成骨细胞增殖、加速骨骼发育、改善骨骼强度、

减轻关节疼痛[3,4]，从而保护骨骼健康。目前，中国已

成为世界上最大的动物源性食品生产和消费国家之

一。每年有大量的动物骨骼未被充分利用，资源浪费

和环境污染现象严重。前期相关研究主要集中在珍稀

濒危或海洋动物骨骼功效成分、作用和开发方面[4-6]，

对常见动物骨类功能蛋白的重视和开发程度不足，加

之动物骨骼胶原蛋白原有的特殊分子结构、加工方式

的单一、高端产品种类不多及产业链提质增效速度缓

慢等因素阻碍了相关研究进展。因此，如何才能有效

利用畜禽骨资源，怎样建立稳定高效的技术制备骨源

性胶原蛋白，提高食用价值，开发其药用功能作用是

需要解决的重点课题及热点问题之一。 
新疆是我国五大传统牧区之一，畜牧资源丰富，

其中伊犁马是多年培育的主要马品种[7]。新疆马存栏

量和马肉产量在世界马业中占据重要地位，其中马肉、

马油及马奶等具有良好的药用价值[8]，但占酮体比重

较大的马骨资源尚未得到有效开发利用，影响了马产

业下游产业链的整体发展。课题组前期研究发现，马

骨髓蛋白含量和活性均强于马骨[9]，具有良好的开发

应用价值。因此进一步探讨如何制备马骨髓蛋白的最

佳方法对促进马产业可持续发展具有现实意义。 
因此，本文以马骨髓为试验对象，以蛋白含量、

提取率、相对分子量及抗氧化活性等作为评价指标，

选用水、乙醇、NaCl、Tris-HCl，丙酮、醋酸提取等

12 种提取方法，采用紫外光谱（UV）、十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）、红外光谱

（FT-IR）及扫描电镜-X-射线能谱（SEM-EDX）等对

其进行结构表征。以大肠杆菌（Escherichia coli，EC）、
金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureu，SA）和枯草

芽孢杆菌（Bacillus subtilis，BS）为供试评价其抗菌

性能。同时，测定马骨髓蛋白对 2,2-联苯基-1-苦基肼

基自由基（DPPH·）、羟自由基（·OH）、超氧阴离子

自由基（O2
-·）、2,2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺

酸自由基（ABTS+·）的清除能力和总还原能力来综合

评价其抗氧化活性，旨在提高马骨髓的高值化利用率

及附加值，为开发新的骨蛋白产品提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

马骨采购于乌鲁木齐华凌牛羊肉批发市场 D 座

（防疫鉴定），由新疆农业大学食品科学与药学学院巴

吐尔·阿不力克木教授鉴定为“新疆伊犁马骨”。取骨髓

样品，用蒸馏水冲洗 3 次，去除碎骨头，加 1:5 比例

液氮粉碎成粉末，骨髓粉末置于塑料盒中用锡箔纸包

裹，存于-40 ℃度冰箱，备用。 
考马斯亮蓝上海蓝季公司；二喹啉甲酸（BCA）

试剂盒江苏艾康医药公司；10% SDS、30%丙烯酰胺

溶液、1% TEMED 武汉科技有限公司；琼脂粉、酵母

浸粉、蛋白胨北京博星公司；金黄色葡萄球菌（批号

B26003）、大肠杆菌（批号 B 44102）、枯草芽孢杆菌

（批号 B 63501）均由新疆农业大学食品科学与药学

学院微生物实验室供应；本实验使用的所有其他化学

品均为分析纯。 

1.2  仪器设备 

DF-101 集热式恒温加热磁力搅拌器上海兴创科

学仪器有限公司；LCJ-12 冷冻干燥机上海腾方仪器设

备有限公司；RE-52AA 紫外分光光度计上海美普达仪

器有限公司；X mark 酶标仪上海新领生物科技发展有

限公司；XRS 凝胶成像仪上海新领生物科技发展有限

公司；Power Pac 电泳仪上海新领生物科技发展有限公

司；SW-CJ-2FD 超洁净工作台苏州金圣航智能装备有

限公司；ARL4460 光谱仪美国 Thermo 公司；

JSM-7610FPlus 热场发射扫描电子显微镜日本电子株

式会社（JEOL）；Nicolet Is5 傅里叶变换红外 Thermo 
Fisher 公司。 
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表1 马骨髓蛋白提取方法 

Table 1 Extraction method of horse bone marrow protein 

序号 
提取法 

料液比/(g/mL) 提取温度/℃ 时间/h 提取次数
分类 溶剂 

1 水 水 1:10 45 2 2 

2 
有机溶剂 

1%醋酸 1:10 45 2 2 

3 85%丙酮 1:10 45 2 2 

4 

盐溶液 

1% NaCl 提取 1:10 45 2 2 

5 生理盐水 1:10 45 2 2 

6 0.5% NaCl 1:10 45 2 2 

7 0.25% NaCl 1:10 45 2 2 

8 
缓冲溶液 

磷酸盐缓冲溶液（PBS 1 mol/L，pH 值 6.6） 1:10 45 2 2 

9 Tris-HCl (1 mol/L，pH 值 8.4） 1:10 45 2 2 

10 

酸碱 

0.1% HCl 1:10 45 2 2 

11 0.2% NaOH 提取 1:10 45 2 2 

12 0.2% KOH 提取 1:10 45 2 2 

1.3  方法 

1.3.1  马骨髓蛋白的提取 
提取流程如下。 
马骨髓粉末→不同提取方法→适当浓缩→调 pH 值

（6.5~7.5）→透析（48 h）→冷冻干燥→马骨髓蛋白粉末 

称取马骨髓粉各 10 g，按表 1 中 12 种方法进行磁

力搅拌回流提取，提取液经过滤、脱脂、浓缩、透析、

冷冻干燥，得马骨髓蛋白粉末。 
1.3.2  蛋白含量测定 

通过 BCA 法测定蛋白质含量（参考 BCA 试剂盒

说明书）。以牛血清蛋白为标准品，蛋白含量为横坐标

（mg/mL），吸光度为纵坐标绘制标准曲线，测定马骨

髓蛋白含量。以马骨髓蛋白含量，提取率及 DPPH 自

由基清除能力综合评分为考察指标，由于其贡献值大

小未知，因此设定总值为 100%，蛋白浓度为主要考

察指标占 50%，提取率和 DPPH 自由基清除能力为次

考察指标各占 25%，计算其综合得分。 
1.3.3  UV 分析 

分别配制浓度为 1 mg/mL 的马骨髓蛋白溶液，测

定其在 200~400 nm 范围内的紫外吸收光谱。 
1.3.4  SDS-PAGE 分析 

准确称取马骨髓蛋白 5 mg，加 1 mL PBS 
（50 mmol/L，pH=7）溶液，溶解、离心、取上清液。

取 30 μL 上述马骨髓蛋白溶液，按照体积比为 4:1 加

入蛋白上样缓冲液、混匀、煮沸 5 min，取 10 μL，上

样。初始电压为 75 V，分离 30 min，电压调到 120 V
继续分离 90 min。结束后，固定 1~2 h，用考马斯亮

蓝 G-250 进行染色（1.5~2 h），脱色（重复更替脱色

液到背景清晰）[10]。 
1.3.5  SEM-EDX 分析 

取少量马骨髓蛋白样品在离子溅射装置上镀上导

电膜。使用 SEM 在 500×~3 000×下拍照，加速电压为

20 kV。通过 X-射线能谱仪测定马骨髓蛋白元素含量。 
1.3.6  FT-IR 分析 

取少量马骨髓蛋白样品，与适量溴化钾混合，用

压片法测定其4 000~400 cm-1范围内的红外吸收光谱。 
1.3.7  生物活性检测 
1.3.7.1  马骨髓蛋白抗菌活性测定 

1）培养基的制备按配方配制 250 mL 培养基。将

所有盛有培养基的三角烧瓶密封后 121 ℃下高压灭菌

20 min，并在净化工作台里倒入培养皿中，等平板冷

却凝固 5~10 min 后将平板倒放，制备成固体培养基。 
2）样品的制备配制质量浓度为 30 mg/mL 的骨髓

蛋白样品，稀释成不同浓度的溶液。采用打孔法检测

抗菌活性，每孔加入不同浓度的样品溶液 25 μL，置

于培养皿中，在 37 ℃培养箱中培养 48 h，测定抗菌环

直径并记录。若抑菌圈直径小于等于 7 mm，则认为

样品无抗菌功效。 
1.3.7.2  抗氧化活性测定 

1）DPPH·清除能力的测定 
取 100 μL 一定浓度的样品溶液于 96 孔板中，加入

同体积的DPPH-甲醇溶液，混匀，室温避光 30 min，
用酶标仪在 517 nm 处测定吸光度。用水代替样品作为

空白组，用甲醇代替 DPPH-甲醇溶液作为对照组，Vc
作为阳性对照[11]。DPPH 自由基清除率按式（1）计算： 

1= 1 100%y d

k

A A
F

A
−⎛ ⎞

− ×⎜ ⎟
⎝ ⎠

                    （1） 
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式中： 

F1——DPPH 自由基清除率，%； 

Ak——空白组吸光度； 

Ay——样品组吸光度； 

Ad——对照组吸光度。 

2）OH·清除能力的测定 
将 1 mL 不同质量浓度的蛋白溶液、1 mL 硫酸

亚铁溶液（6 mmol/L）和 1 mL 水杨酸-乙醇溶液 
（6 mmol/L）混合。再加入 1 mL 的质量分数 0.1%过

氧化氢，摇匀，在 37 ℃下避光反应 30 min。取 200 μL
至 96 孔板中，在 510 nm 下测吸光度。用水代替样

品作为空白组，用水代替过氧化氢溶液作为对照组，

Vc 作为阳性对照[12]，按上式（1）计算清除率。 
3）超氧阴离子自由基清除能力的测定 
取 1 mL 马骨髓蛋白样品溶液，加 2 mL Tris-HCl

缓冲液（50 mmol/L，pH=8.2）、混匀、于室温放置 
15 min，加 1 mL 邻苯三酚（6 mmol/L，用 10 mmol/L
稀盐酸配制），室温放置 4 min，再加入 0.1 mL  
10 mol/L 浓盐酸终止反应。取 200 μL 至 96 孔板中，

320 nm 处测定吸光度。用水代替样品作为空白组，用

水代替邻苯三酚溶液作为对照组，Vc 作为阳性对 
照[13]，按上式（1）计算清除率。 

4）ABTS+·清除能力的测定 
分别配制浓度为 7 mmol/L 的 ABTS+·溶液及 

2.45 mmol/L 的过硫酸钾溶液，室温避光反应 12~16 h。
将上述溶液用蒸馏水稀释至其在 734 nm 处的吸光度

为 0.70±0.02。将 50 μL 一定质量浓度的样品溶液和 

150 μL ABTS+自由基溶液加入 96 孔板中，室温下避光

反应 6 min。用酶标仪于 734 nm 处测定溶液吸光度。

用蒸馏水代替样品溶液作为空白组，Vc 作为阳性对照

组[14]，按式（2）计算马骨髓蛋白的 ABTS+自由基清

除能力。 

2 = 1 100%y

k

A
F

A
⎛ ⎞
− ×⎜ ⎟

⎝ ⎠                            

（2） 

式中： 

F2——ABTS+自由基清除率，%； 

Ak——空白组吸光度； 

Ay——样品组吸光度。 

5）总还原能力的测定 
取 0.8 mL 不同浓度的样品溶液于试管中，分别

加入 0.4 mL 的 PBS 溶液（pH 值 6.6）、0.4 mL 的质

量分数 1%铁氰化钾溶液，在 50 ℃下放置 20 min，
冷却，加入 0.4 mL 的 10%三氯乙酸溶液、1.6 mL 蒸

馏水和 0.4 mL 0.1%三氯化铁溶液，室温放置 10 min，
在 700 nm 处测量吸光度，用蒸馏水代替样品溶液作

为空白组，Vc 为阳性对照[15]。 

1.4  数据分析 

所有实验重复 3 次，实验结果用平均值±标准差

表示，用 SPSS 20，Origin 8.6 进行实验数据分析。 

2  结果与讨论 

2.1  马骨髓蛋白提取研究 

表2 不同提取溶剂对马骨髓蛋白影响(n=3) 

Table 2 Effects of different extraction solvents on the horse bone marrow protein (n=3) 

序号 方法 蛋白含量/(mg/mL) 提取率/% DPPH 清除率/% 综合得分 

A 水提取 41.91±1.68b 19.26±1.89d 41.73±1.81bc 95.00 

B 1%醋酸提取 26.92±0.11f 9.12±0.65fg 39.91±1.93a 65.14 

C 85%丙酮提取 23.29±0.28g 6.23±1.00h 23.68±0.68g 48.26 

D PBS 提取 35.10±1.12d 16.02±0.03c 38.03±1.41e 81.23 

E Tris-HCl 提取 35.64±1.07d 10.51±0.81f 38.81±1.32cde 76.40 

F 0.2% NaOH 提取 21.68±0.23g 7.59±2.08gh 14.61±0.09h 42.52 

G 0.2% KOH 提取 21.71±0.18g 5.87±1.04h 9.46±0.06i 37.72 

H 0.1% HCl 提取 31.01±0.51e 8.32±2.80fgh 40.06±1.24bcde 69.25 

I 1% NaCl 提取 25.07±0.22fg 8.78±1.05fg 28.01±0.38f 55.64 

J 0.25% NaCl 提取 39.93±1.27bc 14.86±1.21e 43.01±1.17b 88.64 

K 0.5% NaCl 提取 36.91±1.09cd 10.07±0.09fg 38.48±1.03de 77.24 

L 生理盐水提取 37.82±1.63cd 23.22±2.01e 41.15±1.70bcd 94.04 

注：同列右肩不同的小写字母表示具有显著差异（p<0.05），综合得分：蛋白含量（50%）+提取率（25%）+DPPH·清除率（25%）。 

2.1.1  不同提取方法对马骨髓蛋白的影响 
不同提取方法对马骨髓蛋白的含量、提取率和

DPPH 自由基清除能力的影响如表 2 和图 1 所示。结

果表明，不同的提取方法对马骨髓蛋白提取和活性具
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有较大的影响。如表 2 所示，蛋白含量大小顺序为 
A＞J＞L＞K＞E＞D＞H＞B＞I＞C＞G＞F；提取率大

小顺序为L＞A＞D＞J＞E＞K＞B＞I＞H＞F＞C＞G，

抗氧化活性强弱为 J＞A＞L＞H＞B＞E＞K＞D＞I＞
C＞F＞G。经综合对比得出，A、J 及L 等三种方法所

得的骨髓蛋白综合指标显著高于其余 9 种，这可能是

因为溶剂对活性成分的溶解度大，而对杂质的溶解度

小所引起的。同时，这三种溶剂经济、易得、使用安

全，故选用水、生理盐水及 0.25% NaCl 为提取溶剂进

行下一步试验验证，确定最佳制备方法。 

 
图1 马骨髓蛋白提取方法对比雷达图 

Fig.1 Radar chart of comparison of horse bone marrow protein 

extraction methods 

2.1.2  UV 分析 

 

 
图2 马骨髓蛋白紫外全波长扫描图 

Fig.2 UV spectrum of the horse bone marrow protein 

如图2 所示，马骨髓蛋白提取物均在270 nm附近出

现最大吸收峰，且峰型均较窄、无其他杂峰，表明在该

波长范围内产生了价电子跃迁。该范围内的吸收峰主要

因蛋白中芳香族氨基酸的构象变化而引起的特征吸收 
峰[16]，此结果进一步证实了各提取物中蛋白质的存在。 
2.1.3  SDS-PAGE 分析 

三种方法提取的马骨髓蛋白 SDS-PAGE 图谱如

图 3 所示，所制备的马骨髓蛋白在分子量 4.1~66 ku
范围内显出相应条带，既含有蛋白也含有多肽，蛋白

部分均在 66 ku 处，与牛血清白蛋白类似。其中，D、

E、F、K、L 方法制备的马骨髓蛋白出现多肽条带，

需要通过分离纯化来进一步确认其相对分子量信息。 

 
图3 12种方法制备的蛋白SDS-PAGE图谱 

Fig.3 SDS-PAGE profile of protein prepared by 12 methods 

注：M：蛋白标准品；（A）水；（B）质量分数 0.2% NaOH；

（C）质量分数 0.2% KOH；（D）质量分数 1% NaCl；（E）PBS

（pH 值 6.6）；（F）生理盐水；（G）Tris-HCl（pH 值 8.4）;（H）

体积分数 1%醋酸；（I）体积分数 85%丙酮；（J）体积分数 0.1% 

HCl；（K）质量分数 0.25% NaCl；（L）质量分数 0.5% NaCl。 

2.2  FT-IR分析 

 
图4 马骨髓蛋白红外谱图 

Fig.4 Infrared spectrum of the horse bone marrow protein 

三种马骨髓蛋白在 4 000~400 cm-1区域均显示典
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型的蛋白吸收峰（图 4）。在 3 290 cm-1附近的吸收峰

对应于 N-H 的伸缩振动；2 920 cm-1附近的吸收峰为

C-N 伸缩振动吸收峰；1 640 cm-1附近的强吸收峰是酰

胺Ⅰ带特征峰，由多肽骨架的 C=O 伸缩振动产生； 
1 540 cm-1附近的吸收峰为酰胺 II的特征吸收，因N-H
弯曲振动和 C-N 伸缩振动产生的。1 380~1 240 cm-1

处的峰为马骨髓蛋白样品的酰胺 III 带吸收峰，该吸收

峰因 C-N 伸缩振动和 N-H 变形振动产生的。总而言

之，三种蛋白均显出了蛋白特征吸收峰，但各吸收峰

的强度均有差异，说明不同提取方法对蛋白的结构有

一定的影响。 

表3 骨髓蛋白傅里叶红外光谱峰位分配 

Table 3 Peak location distribution of the bone marrow protein by Fourier infrared spectroscopy 

谱带 水 0.25% NaCl 生理盐水 产生原因 

酰胺 A 带 3 294.13 3 294.01 3 293.78 N-H 伸缩振动 

酰胺 B 带 2 924.44 2 924.25 2 924.36 C-N 伸缩振动 

酰胺Ⅰ带 2 854.16 2 854.17 2 854.14 C=O 伸缩振动 

酰胺Ⅱ带 
1 542.49 1 542.98 1 543.15 N-H 面内弯曲振动 

1 463.25 1 463.15 1 463.48 C-N 伸缩振动 

酰胺Ⅲ带 
1 382.01 1 380.01 1 380.97 C-N 伸缩振动 

1 240.50 1 240.89 1 240.53 N-H 面内弯曲振动 

α螺旋 1 656.48 1 655.97 1 656.48 1 646~1 664 cm-1 

β-折叠 - - - 1 616~1 637、1 681~1 700 cm-1 

β-转角 - - - 1 665~1 681 cm-1 

无规则卷首 - - - 1 638~1 645 cm-1 

       

       

       
图5 三种蛋白SEM图 

Fig.5 SEM images of three proteins 

注：a、b、c：水；d、e、f：质量分数 0.25% NaCl；g、h、i：生理盐水。a、d、g：500×；b、e、h：1 000×；c、f、i：3 000×。 

2.3  SEM-EDX分析 

一般，蛋白的表面结构均以碎片状态存在，以及

部分小颗粒聚集。马骨髓蛋白在500×、1 000×及3 000×

下的 SEM 图如图 5 所示。水提法所得的马骨髓蛋白

由大小不一的球状颗粒构成，其表面略微光滑；质量

分数 0.25% NaCl 提取法制备的马骨髓蛋白由条状颗

粒组成，其表面粗糙；生理盐水提取法制备的马骨髓
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蛋白由片状和球状结构的混合物组成，其表面较为粗

糙。由于分子间相互作用力，蛋白的聚合程度及分子

间连接紧密度不一样。同时，3 种提取法所制备的蛋

白颗粒大小均不一样；在同一条件下，分子量越小其

颗粒尺寸也越小。随着分子量的增加，表面突起和结

晶状态变得更加明显。当放大 3 000 倍后，骨髓蛋白

空间网络结构十分疏松，孔隙大，表面突起多。这些

孔隙形成了良好的亲水性，提高了蛋白质的整体持水

能力和结合能力。EDX 结果表明三种提取方法制备的

马骨髓蛋白主要由 C、O、N 组成，同时有少量的 Na、

Ca 及 Cl 等微量元素（表 4），能证实骨髓蛋白在保健

食品的开发方面具有较好的潜力。 
表4 元素组成分析结果 

Table 4 Elemental composition analysis results 

方法 
原子百分比/% 

C O N Cl S Ca P 

水 73.40 16.03 9.29 0.10 0.43 0.11 0.65

质量分数
0.25% NaCl 76.72 18.77 3.89 - 0.62 - - 

生理盐水 73.05 20.26 6.12 - 0.57 - - 

表5 马骨髓蛋白体外抗菌活性效果 

Table 5 In vitro antibacterial activity of horse bone marrow protein 

项目 方法 浓度/(mg/mL) 
抑菌圈直径/mm 

水 0.25% NaCl 生理盐水 

A SA 

10-1 10.1±0.02 11.2±0.03 8.2±0.02 

10-2 11.2±0.02 11.0±0.03 9.5±0.01 

10-3 12.0±0.02 9.9±0.03 12.0±0.02 

B EC 

10-1 16.0±0.03 - - 

10-2 12.4±0.02 - - 

10-3 8.9±0.03 14.09±0.02 9.9±0.02 

C BS 

10-1 11.2±0.02 10.5±0.03 9.7±0.03 

10-2 - - - 

10-3 - - - 

注：-表示没有抑菌效果。 

2.4  生物活性检测 

2.4.1  抗菌试验结果分析 
不同浓度的水提蛋白、质量分数 0.25% NaCl 及生

理盐水提取的蛋白对金黄色葡萄球菌有明显的抗菌功

效，水提所得蛋白对大肠杆菌显出较强的抑菌活性。

然而，质量分数 0.25% NaCl 及生理盐水所得的蛋白对

大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的抑菌作用较小，此结果可

能与蛋白含量、溶解度及结构有关。随着样品蛋白含

量的增加，其对金黄色葡萄球菌，大肠杆菌以及枯草

杆菌的抗菌活性增强。 
2.4.2  马骨髓蛋白的抗氧化活性分析 
2.4.2.1  DPPH·清除能力的测定 

DPPH 是一种稳定的自由基，通常用于测定天然

产物和衍生物的抗氧化活性。如图 6 所示，由三种方

法所提取的马骨髓蛋白在浓度为 0~1.0 mg/mL 范围内

对 DPPH 自由基的清除率与蛋白浓度呈正相关，随着

浓度的升高，清除能力增强。其中，生理盐水提取的

蛋白清除率略低于其他两种方法。当浓度为 1 mg/mL
时，水提取蛋白、质量分数 0.25% NaCl 提取蛋白及生

理盐水提取蛋白清除率分别达 90.68%、85.74%、

84.79%；IC50分别为 0.32、0.29 及 0.31 mg/mL，清除

能力的大小是：质量分数 0.25% NaCl 提取蛋白＞生理

盐水提取蛋白＞水提取蛋白。当浓度为 1 mg/mL 时，

清除率与 Vc 相近，这表明马骨髓蛋白具有良好的抗

氧化性能。 

 
图6 马骨髓蛋白的DPPH·清除能力 

Fig.6 DPPH· scavenging activity of horse bone marrow protein 

2.4.2.2  ·OH 清除能力的测定 
羟自由基在生物系统中是一种非常活跃的氧自由

基，也是毒性较大的自由基。如图 7 所示，三种方法

所提取的马骨髓蛋白在浓度 0~1 mg/mL 范围内，其对

羟自由基的清除能力与蛋白浓度成正相关。当浓度为
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1.0 mg/mL 时，水提取蛋白、质量分数 0.25% NaCl 提
取蛋白及生理盐水提取蛋白清除率分别达 88.81%、

89.64%、82.65%；IC50 浓度分别为 0.26、0.33 及 
0.32 mg/mL。清除能力的大小为：水提取蛋白＞生理

盐水提取蛋白＞0.25% NaCl 提取蛋白。总之，三种马

骨髓蛋白对 OH 自由基抗氧化能力均强，当浓度为 
1 mg/mL 时，马骨髓蛋白对羟自由基抗氧化能力与抗

氧化剂 Vc 相近。 

 
图7 马骨髓蛋白的·OH清除能力 

Fig.7 Hydroxyl radical scavenging activity of horse bone 

marrow protein 
2.4.2.3  O2

-·清除能力的测定 
超氧化物是一种较弱的氧化剂，但其能够降解成

更强的活性氧自由基，从而影响机体，导致各种疾病

的发生。马骨髓蛋白对 O2
-·的清除能力如图 8 所示。

在 0.1~1 mg/mL 范围内，清除能力与浓度呈正比关系，

在浓度为 1 mg/mL 时，清除率分别 Vc 99.97%、水提

取蛋白 58.64%、0.25 % NaCl 提取蛋白 65.26%、生理

盐水 67.69%；IC50分别为 0.830、0.340、0.37 mg/mL，
Vc IC50值为 0.036 mg/mL。清除能力的大小是：质量

分数 0.25% NaCl 提取蛋白＞生理盐水提取蛋白＞水

提取蛋白。当浓度为 0.1 mg/mL 时，三种马骨髓蛋白

对 O2
-·抗氧化能力与抗氧化剂 Vc 相近。当浓度继续

增加时，对 O2
-·清除能力都有继续增大的趋势。 

 
图8 马骨髓蛋白O2

－·清除能力 

Fig.8 Superoxide anion radical scavenging activity of horse 

bone marrow protein 

2.4.2.4  ABTS+·清除能力的测定 
ABTS+自由基清除能力也是一种表明化合物抗氧

化活性强弱的重要指标。马骨髓蛋白对 ABTS+自由基

的清除能力如图 9 所示，在 0.1~1 mg/mL 范围内，清

除率随浓度的增加持续上升。其中质量分数 0.25% 
NaCl 提取的蛋白清除 ABTS+自由基能力高于其余两

种蛋白，并且相似于 Vc。在浓度为 1 mg/mL 时，清

除率分别达到 Vc 99.97%、水提蛋白 82.10%、质量分

数 0.25% NaCl 提取蛋白 96.14%、生理盐水提取蛋白

81.05%。IC50值分别为 0.26、0.15 及 0.20 mg/mL，Vc 
IC50值为 0.32 mg/mL。清除能力的大小是：质量分数

0.25% NaCl 提取蛋白＞生理盐水提取蛋白＞水提取

蛋白。综上所述，三种马骨髓蛋白对 ABTS+自由基抗

氧化能力强，当浓度 1 mg/mL 时，K 对 ABTS+自由基

抗氧化能力与抗氧化剂 Vc 相近。 

 
图9 马骨髓蛋白的ABTS+自由基清除能力 

Fig.9 ABTS radical scavenging activity of horse bone marrow 

protein 

2.4.2.5  总还原能力的测定 

 
图10 马骨髓蛋白总还原能力 

Fig.10 Reducing power of horse bone marrow protein  

总还原能力能够显著反映化合物抗氧化活性的强

弱。由图 10 可知，质量分数 0.25% NaCl 提取蛋白还

原能力比水提蛋白强，水提蛋白的还原能力比生理盐

水提取蛋白强，主要是马骨髓蛋白有较强抗氧化活性。

不同剂量的马骨髓蛋白的总还原能力如图 10 所示。在

0.1~1 mg/mL 范围内，总还原能力与浓度均呈剂量依
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赖关系，浓度越高还原能力越强。还原能力大小为：

质量分数 0.25% NaCl 提取蛋白＞水提取蛋白＞生理

盐水提取蛋白的还原能力。以上结果显示，马骨髓蛋

白具有较强的抗氧化活性。 

3  讨论 

动物的骨量占动物总体重的 20%~30%，马的骨量

约占马总体积的 20.5%~25%，骨髓占新鲜骨的 4%~ 
7%。动物骨骼中蛋白、肽及钙等活性成分和其它可利

用资源较为丰富[17,18]。从经济和环境的角度来看，将

这些副产物转化为增值的功能成分是有意义的，这与

创造更多的循环经济是一致的[19]。可以用绿色提取方

法从农业和食品副产物中分离出具有生物活性的化学

物质，将其添加功能食品和开发新型马骨髓保健食品

能加快产业链升级发展[20,21]。 
动物蛋白的提取与应用是动物骨营养成分开发研

究领域的热点。动物胶原蛋白的研究主要集中在提取

方法和活性筛选方面。本研究通过 12 种不同方法提取

马骨髓蛋白，结果得出用水、生理盐水及 0.25% NaCl
提取所得蛋白的提取率、蛋白含量及抗氧化活性均显

著高于其余 9 种方法。其中，水提法作为最常用的蛋

白提取方法，具有节能、环保、无污染、适合工业化

生产等优点。刘立新等[13]优化了猪骨蛋白水提法提取

工艺，得出最高提取率为 28.45%。 
王鹏等[22]研究发现不同提取方法对蟾酥蛋白的提

取率及含量影响较大，其中 Tris-NaCl 法是蟾酥蛋白最

佳提取方法。张强等[23]采用水提、酸提及酶解等方法

制备鲢鱼皮胶原蛋白，结果得出不同提取方法对所得

胶原蛋白的结构及理化性质产生显著的影响。温慧芳

等[24]研究不同提取方法对鮰鱼皮胶原蛋白的影响，结

果得出不同方法得到的胶原蛋白在 UV 及 FT-IR 图谱

较为相似，但提取方法对蛋白的表面结构、热化学性

质、流变性等的影响较大。同时有一部分植物蛋白相

关研究已证实提取方法对蛋白的各类性质影响较大，

马洪鑫等[25]研究碱溶酸沉法、盐析法、酸提法、水提

法等对藜麦蛋白提取率、含量、抗氧化活性和氨基酸

组成的影响，发现碱溶酸沉法得到的蛋白提取率最高，

但盐析法制备的蛋白纯度最高，同时得出不同提取方

法对蛋白的结构影响较为显著。本课题组采用多种方

法提取牛骨髓蛋白[26]，研究不同条件对牛骨髓蛋白的

影响，本实验结果与其相近。由此可见，不同提取法

对蛋白的提取率、含量、结构及活性具有显著的影响。

因此，可根据目标蛋白的功能性质和实际应用选择合

适的生产工艺。 
抗氧化和抑菌结果显示三种方法制备的马骨髓蛋

白均有一定的生物活性。前期研究表明羊、牛、马及

骆驼骨髓水提和硫酸铵沉淀所得蛋白对大肠杆菌和白

色念球菌有不同程度的抑制能力[27]。羊骨中性蛋白酶

解液对大肠杆菌、枯草杆菌和藤黄球菌均有较强的抑

菌功能[28]。本文研究的马骨髓蛋白对金黄色葡萄球菌

有明显的抗菌作用，对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的抑

菌作用较小。抗氧化作用是动物源性蛋白最重要的生

物活性之一。在本实验中，测定了马骨髓蛋白清除

DPPH、ABTS+、OH、O2
-
自由基的能力及其总还原能

力，以评价其体外抗氧化活性。结果表明，马骨髓蛋

白具有较好的体外抗氧化活性，其对 DPPH 自由基清

除能力明显高于羊骨抗氧化肽[29]、牦牛骨碱性蛋白酶

水解蛋白[30]及猪骨酶解液[31]。除此，马骨髓蛋白具有

比羊骨、牛骨酶解物和鹿骨胶原肽更显著的超氧阴离

子自由基清除能力[11,32]；马骨髓蛋白的总还原能力与

鹿骨胶原蛋白肽相当[32]，比牦牛骨酶解物的总还原能

力强[30]。以上结果表明，不同的提取材料、提取方法、

蛋白含量及分子量等均可能影响蛋白结构与活性。 

4  结论 

本文从 12 种提取方法中筛选了适合于马骨髓蛋白

的三种最优方法，即：水提取、0.25% NaCl 提取和生

理盐水提取，通过 FT-IR 及 SEM-EDX 等进行结构表

征。马骨髓蛋白均显出典型的蛋白吸收峰，均以 α 螺

旋结构为主，且具有不同的表面结构。生物活性试验

结果表明，马骨髓蛋白均具有不同程度的的抗菌和抗

氧化活性。对金黄色葡萄球菌显出明显的抑菌作用；

对 DPPH·、ABTS+·、O2
-·及·OH 具有较强的清除能力，

其中对 DPPH 自由基的 IC50 值分别为 0.32、0.29、 
0.31 mg/mL；对 ABTS 自由基的 IC50值分别为 0.26、
0.15 及 0.20 mg/mL；对羟自由基的 IC50值分别为 0.26、
0.30 及 0.32 mg/mL。三种方法中水提法溶剂极性大、

渗透能力强、操作简单可控，可以节约后期放大实验

所需的时间，减少人力及物力的投入。马骨髓蛋白水

提最佳提取方法的确定对马产业副产物的有效开发、

产品研制及综合利用及提高产品附加值提供理论与技

术支撑，为动物骨类蛋白食品研究和生产提供新的开

发思路。 
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