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三种方法提取龟甲胶原蛋白的理化特性比较

贺雄1，於增岩1，姜绍通1,2，陆剑锋1,2,3，林琳1,2,3*

（1.合肥工业大学食品与生物工程学院，安徽合肥 230601）（2.安徽省农产品精深加工重点实验室，安徽合

肥 230601）（3.农产品生物化工教育部工程研究中心，安徽合肥 230601）

摘要：该文检测了中华草龟腹甲和背甲的基本成分和矿物质组成，并利用酸法、酶法和热水辅助酶法从中提取

胶原蛋白（分别为 ASC、PSC 和 H-PSG），然后通过紫外光谱、红外光谱、SDS-PAGE 电泳、氨基酸分析和

扫描电镜等方法对胶原蛋白的理化特性进行表征。结果表明，龟甲中含有大量蛋白质（22.06%~22.50%）、

钙（16 004.25~16 592.50 mg/100 g）、磷（6 014.25~6 188.25 mg/100 g）。三种方法提取胶原蛋白的得率依次为

0.45%~0.51%（ASC），4.38%~4.75%（H-PSG）和 1.47%~1.56%（PSC）。6 种胶原蛋白的最大紫外吸收峰均出现在

220~226 nm，红外图谱和 SDS 电泳图谱显示 ASC 和 PSC 均为Ⅰ型胶原蛋白，拥有较高的纯度保留了较为完整的三

螺旋结构，但 H-PSG 已变性为明胶并部分水解为胶原蛋白肽。6 种胶原蛋白氨基酸组成基本一致，拥有丰富的甘氨

酸（18.19%~24.10%）和脯氨酸（12.52%~15.05%）。从微观结构上看，ASC 拥有更好的三维网状结构。综上所述，

中华草龟腹甲和背甲胶原蛋白在组成与性质方面没有显著差异，不同的提取方法对龟甲胶原蛋白得率、组成和结构

方面有一定的影响。
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abstract: The basic and mineral compositions of the ventral and dorsal shells of tortoise (Chinemys reevesii) were 

analyzed, and collagens (ASC, PSC, and H-PSG) were extracted from shell samples using acid, enzymatic, and hot-water 

assisted enzymatic methods. Subsequently, the physical and chemical properties of the extracted collagens were characterized 

through ultraviolet spectrometry, infrared spectrometry, SDS-PAGE, amino acid analysis, and scanning electron microscopy. 

The results indicated that tortoise shells had high protein (22.06%~22.50%), calcium (16 004.25~16 592.50 mg/100 g), and 
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phosphorus (6 014.25~6 188.25 mg/100 g) contents. ASC, H-PSG, and PSC yields were 0.45%~0.51%, 4.38%~4.75%, and 

1.47%~1.56%, respectively. The maximum absorption peaks of ASC, H-PSG, and PSC extracted from ventral and dorsal 

shell samples appeared at 220~226 nm. The infrared spectra and SDS-PAGE patterns showed that ASC and PSC were both 

typeⅠcollagen with high purity and a relatively intact triple-helix structure, but H-PSG had degenerated into gelatin and had 

been partially hydrolyzed to collagen peptide. ASC, H-PSG, and PSC extracted from the ventral and dorsal shell samples 

had essentially the same amino acid composition, with abundant glycine (18.19%~24.10%) and proline (12.52%~15.05%). 

In terms of microstructure, ASC exhibited a superior three-dimensional network structure compared to H-PSG and PSC. 

In conclusion, the collagens extracted from the ventral and dorsal shells of tortoise using the same methods showed no 

significant difference in composition or properties; however, different extraction methods affected the yield, composition, and 

structure of collagens extracted from tortoise shells.

Key words: Chinemys reevesii; ventral shell; dorsal shell; collagen; extraction

胶原蛋白是各种陆生动物与海洋动物体内常见

的蛋白质，是结缔组织的主要结构蛋白，其特有的

三螺旋结构在维持组织稳态、生物完整性中起着重

要作用 [1] 。基于其独特的生物相容性、可降解性等

性质，科学家们对胶原蛋白钟爱有加。随着对胶原

蛋白性质和价值的深入研究，如今胶原蛋白已在日

常生活中得到广泛的应用。在材料领域，胶原蛋白

是用于制造人工植入物的生物材料 [2] ；在医学领域，

胶原蛋白肽对治疗高血压、肥胖症和糖尿病发挥着

重要作用，同时因其抗衰老能力，胶原蛋白肽也常

被添加在化妆品中 [3,4] ；此外，胶原蛋白还可添加在

食品中作为稳定剂和发泡剂，现今许多学者也开始

了对胶原蛋白复合饮品的研制 [5,6] 。然而，目前市面

上的胶原蛋白产品大多源于猪皮或牛跟腱，哺乳动

物自身的传染病风险以及宗教信仰问题极大地限制

了胶原蛋白的应用市场 [7] 。因此，寻找胶原蛋白的

新来源就成了当下的重要课题。

中华草龟（Chincmys reevesii）又称乌龟，是中

国养殖历史悠久的经济物种，其龟甲中含有丰富的

氨基酸、脂肪酸、酚类、甾体类等活性物质 [8] ，是

提取活性成分的良好原料。但目前多数国家对龟甲

的研究了解还不够深入，龟甲作为龟科动物的主要

副产品，常被视为废弃物，加之随着全球龟科动物

的市场规模日益扩大，一定程度造成龟甲资源浪费

和环境问题。据研究，龟甲中含有 30.42%~33.18%
的蛋白质 [9] ，因此从龟甲中提取胶原蛋白具有极高

的经济前景。

国内关于龟甲胶原蛋白提取的研究仍处在探索

阶段，龟甲本身的坚硬程度及高钙含量造成了胶原

蛋白提取的困难，传统的提取方法可能对龟甲的效

果不佳，同时，自汉代以来龟甲便因滋阴潜阳、益

肾健骨、养血补心等功效得以入药，但元代以后古

人只取腹甲入药，背甲则被废弃 [10] 。现代研究还发

现，龟甲具有改善软骨终板退变、抗骨质疏松、促

进生发等作用 [11-13] 。目前的研究通常不会将龟背甲

和腹甲区分开来，因此本研究分别以中华草龟的腹

甲和背甲为原料，通过酸法、酶法和热水辅助酶法

三种不同的方法从龟壳中提取胶原蛋白（ASC、

PSC、H-PSG），并对三种不同提取方法得到的胶

原蛋白样品的结构特性与组成进行比较，以期为

后续开发高值化龟甲胶原蛋白产品提供研究数据

和依据。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

中华草龟龟甲（背甲和腹甲），为冷冻龟肉加

工副产物，由安徽蓝田特种龟鳖集团有限公司提供。

乙二酸四乙酸、硫酸、盐酸、硝酸、乙酸、氢

氧化钠等，分析纯，购自国药集团化学试剂有限公

司；胃蛋白酶（3 000 NFU/g），购自北京索莱宝科

技有限公司。

1.2 仪器与设备

FD-1B-50 冷冻干燥机，北京博医康实验仪器

有限公司；Nicolet IS50 iN10 傅里叶变换红外光谱

仪，美国 Thermo Fisher 公司；CARY 5000 紫外可见

近红外分光光度计，美国安捷伦公司；K9840 凯式

定氮仪，济南海能仪器股份有限公司；SOX406 全

自动索式抽提机，济南海能仪器股份有限公司；

CT-15RT 台式高速冷冻离心机，上海天美生化仪器

与设备工程有限公司；3500 凝胶图像分析系统，上

海天能科技有限公司；L-8900 氨基酸全自动分析仪，
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日本 HITACHI 公司；IRIS Intrepid Ⅱ电感耦合等离

子体发射光谱仪，美国 Thermo Elctron 公司。

1.3 实验方法

1.3.1 龟甲基本成分测定

水分测定：参照 GB 5009.3-2016《食品中水分

的测定直接干燥法》；灰分测定：参照 GB 5009.4-
2016《食品中灰分的测定高温灼烧法》；粗蛋白测定：

参照 GB 5009.5-2016《食品中蛋白质的测定凯氏定

氮法》；粗脂肪测定：参照 GB 5009.6-2016《食品中

脂肪的测定索氏抽提法》。

1.3.2 龟甲矿物质成分测定

称取 0.1 g 干燥龟壳粉样品置于烧杯中，依次

加入浓硝酸 12 mL、高氯酸 6 mol，加热消化至烧杯

内溶液澄清透明，无明显黑色团块。待液体冷却后

用超纯水定容至 25 mL，震荡摇匀，取出 5 mL，用

电感耦合等离子体发射光谱仪测定样品中各种矿物

质的浓度 [14] 。

1.3.3 龟甲粉的预处理

参照黄可承等 [15] 的方法并对龟甲粉进行预处

理，将中华草龟的背甲和腹甲分别研磨成粉，过 80
目筛，制成龟甲粉，于 4 ℃中保存备用。称取一定

量的龟甲粉，浸泡于 2%（m/V）NaCl 溶液中，料

液比 1:10（m/V），连续搅拌 24 h，去除其中的盐溶

性蛋白；离心后将上清液倒掉，再加入 10%（V/V）
的异丙醇，料液比 1:10（m/V），连续搅拌 24 h，去

除其中的脂肪；再次离心后倒掉上清液，将沉淀物

浸泡于 0.1 mol/L 的乙二酸四乙酸二钠溶液中，料液

比为 1:15（m/V），连续搅拌 36 h，期间每 12 h 换液

一次，去除其中的矿物质。离心后所得沉淀置于

4 ℃环境下等待提取。

1.3.4 龟甲胶原蛋白的提取

（1）酸法提取：向预处理后的样品中加入

0.5 mol/L 乙酸，料液比为 1:15（m/V），在 4 ℃下搅

拌 48 h，随后于离心力 11 378 g 下离心 20 min，取

上清液加入 NaCl 至溶液浓度为 1 mol/L，静置等候

胶原蛋白盐析上浮。再次离心去除上清液，取出管

壁上附着的胶原蛋白，溶解至 0.5 mol/L 乙酸，随

后用 0.3 mol/L 乙酸透析 48 h，期间每 12 h 更换一

次透析液。随后在蒸馏水中再透析 24 h，利用冷冻

干燥机对样品进行冻干处理，得到酸溶性胶原蛋白

（Acid-soluble Collagen, ASC）。

（2）酶法提取：将预处理后的样品浸泡在

0.5 mol/L 的乙酸中，料液比为 1:15（m/V），同时加

入 1%（m/m，每 100 g 脱脂龟甲粉添加 1 g 胃蛋白酶）

的胃蛋白酶，在 4 ℃下磁力搅拌 36 h。随后处理方

法与酸法提取相同，得到酶溶性胶原蛋白（Pepsin-
Soluble Collagen, PSC）。

（3）热水辅助酶法提取：将预处理后的样品置

于 40 ℃纯水中，料液比为 1:10（m/V）。加入质量

分数为 0.5%（m/m）的胃蛋白酶，并置于 40 ℃恒

温水浴中磁力搅拌 2 h，过滤出滤液备用，滤渣用纯

水冲洗后，重复上述操作 3 次。随后依次离心、盐析、

透析，后续处理方法与酸法提取相同，得到热水辅

助提取的酶溶性明胶（Hot-water Assisted Extraction 
of Pepsin-Soluble Gelatin, H-PSG）。

1.3.5 紫外吸收光谱分析

参照郑清瑶等 [16] 的方法并适当修改，取冷冻干

燥后的胶原蛋白样品溶解于 0.05 mol/L 的乙酸当中，

配置成胶原蛋白质量浓度为 1 mg/mL 的溶液并置于

4 ℃环境下平衡浓度 24 h。随后以 0.05 mol/L 的乙

酸溶液为空白对照，在 190~400 nm范围内进行扫描，

数据采集速率为 2 nm/s，得到 6 种胶原蛋白的紫外

吸收曲线。

1.3.6 傅里叶变换红外光谱分析

参照赵琼瑜等  [17] 的方法，取冻干的胶原蛋白

样品 2 mg，使用傅里叶变换红外光谱仪的 ATR
模式进行吸收波谱扫描。光谱扫描范围设置为

650~4 000 cm-1，扫描分辨率为 1 cm-1，依次绘制得

到 6 种胶原蛋白的红外光谱图。

1.3.7 聚丙烯酰胺凝胶电泳分析（SDS-PAGE）
将冻干的胶原蛋白样品用 5%（m/V）的 SDS

溶解至终质量浓度为 2 mg/mL，在 85 ℃下恒温水浴

1 h，接着在 4 000 g 离心 10 min 以除去未溶解部分，

取上清液与 2X 上样缓冲液按 1:1（V/V）的比例混

合，置于沸水中加热 15 min。将制备好的样品与

Marker 和牛肌腱胶原蛋白标准品一起注入电泳

凝胶（4% 浓缩胶和 15% 分离胶）孔槽中，80 V
电泳 1 h 左右。电泳完成后将凝胶片用预先配制

好的染色溶液［0.1%（m/V）考马斯亮蓝 R-250、
10%（V/V）冰醋酸、50%（V/V）甲醇］染色约

30 min。染色完成后，蒸馏水脱色过夜直至条带

清晰易辨，最后使用凝胶图像专用分析软件进行

拍照并分析 [18] 。
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1.3.8 氨基酸分析

精密称取经冷冻干燥后的样品 15 mg，移至安

瓿瓶中，加入 5 mL 6 mol/L 盐酸，用氮气充满安瓿

瓶，在酒精喷灯下快速融化玻璃密封瓶口。密封完

成后放入130 ℃烘箱中，水解7 h至无成块黑色沉淀。

冷却后将瓶中液体转移到 100 mL 容量瓶中，然后

用超纯水定容至 100 mL。摇匀后取 1 mL 水解液进

行冷冻干燥，加入 1 mL 0.02 mol/L 的 HCl（色谱纯）

溶解，静置 10 min，然后用微孔滤膜过滤溶解液，

滤液备用，采用氨基酸全自动分析仪分析滤液中氨

基酸组成情况 [19] 。

1.3.9 扫描电子显微镜（SEM）分析

使用导电胶带将大小为 3 mm×3 mm 的冻干胶

原蛋白薄片固定在样品台上，开启离子溅射仪使表

面样品镀上金膜，加速电压设置 7.0 kV。在 500 放

大倍数下观察 6 种胶原蛋白的典型微观结构。

1.3.10 数据分析

实验数据取 3 次实验结果平均值，表示为平均

值 ± 标准偏差。使用 Origin 2018 软件处理实验数

据及图表制作，采用 SPSS statistic 24 软件对数据进

行方差分析和显著性检验。

2  结果与分析

2.1 龟甲基本成分分析

表 1  中华草龟背甲和腹甲的基本成分含量（%）

Table 1 Basic components of the dorsal and ventral shell of
 Chincmys reevesii

项目 灰分 粗蛋白 水分 粗脂肪

背甲 54.17±1.16a 22.06±0.51a 7.58±0.04a 7.47±0.01a

腹甲 50.59±0.64b 22.50±0.85a 7.13±0.04a 5.03±0.07b

注：不同小写字母代表背甲与腹甲差异显著（P＜0.05），

下同。

中华草龟龟甲基本成分的测定结果如表 1 所

示。由表 1 可知，龟甲中的灰分含量最高 [20]，背

甲和腹甲中灰分分别占比 54.17% 和 50.59%，其次

是粗蛋白，在背甲和腹甲中的含量分别为 22.06%
和 22.50%，要低于海龟壳 [21] 的 39.6% 和羊骨 [22] 的

26.12%。水分与粗脂肪含量较低，背甲中分别为

7.58% 和 7.47%，而在腹甲中分别为 7.13% 和 5.03%。

对比草龟壳背甲和腹甲的基本成分，背甲具有更高

的灰分及粗脂肪含量，但二者的水分和粗蛋白含量

无显著差异。由结果可知，中华草龟的背甲和腹甲

中都含有较高比例的蛋白质，而骨骼中的蛋白质主

要为胶原蛋白，因此龟甲可作为胶原蛋白提取的良

好原料。

2.2 龟甲矿物质组成分析

表 2 中列出了龟甲中含量较高的九种矿物质元

素。结果显示，龟甲中含量最高的矿物质元素为

Ca，背甲和腹甲中的含量分别为 16 004.25 mg/100 g
和 16 592.50 mg/100 g，与 Serajul 等 [20] 的结果大致相同，

但 Na 和 K 的含量分别只有 475.54、501.50 mg/100 g
和 110.25、94.75 mg/100 g，低于 Serajul 等   [20]   的

结果（25 858.80 mg/100 g 和2 383.06 mg /100 g）。
P的含量分别为 6 014.25 mg/100 g 和 6 188.25 mg/100 g，
达到了总矿物质含量的 23%。龟甲中的矿物质存

在形式主要为磷酸钙以及羟基磷灰石，其中羟基磷

灰石能够与胶原纤维结合生成难溶的骨盐，骨盐沉

积在胶原表面使得龟甲中的胶原蛋白难以被酸提取

出来，因此在提取胶原蛋白之前一定要对龟甲进行

脱钙处理 [23] 。重金属离子含量是评判胶原蛋白能否

应用在化妆品和生物医学领域中标准之一，龟甲中

Cu、Fe 等金属元素含量微小，因此提取到的龟甲

胶原蛋白具有在化妆品和生物医学等领域应用的潜

力 [24] 。除 K 和 Li 外，背甲和腹甲中矿物质元素组

成无显著差异，再次验证了背甲和腹甲组成的一致。

表 2  中华草龟背甲和腹甲中矿物质成分含量（mg/100 g）

Table 2 Mineral content in the dorsal and ventral shell of 
Chincmys reevesii

项目 背甲 腹甲

Ca 16 004.25±136.34a 16 592.5±65.31a

P 6 014.25±21.94a 6 188.25±17.92a

Na 475.5±14.04a 501.5±6.39a

Mg 245.25±10.42a 242.25±3.12a

K 110.25±16.37a 94.75±0.17b

Li 17.50±0.72b 22.40±0.88a

Fe 11.34±1.29a 10.91±0.06a

Cu 0.62±0.09a 0.57±0.04a

As 0.35±0.14a 0.77±0.31a

2.3 胶原蛋白得率

三种方法提取背甲和腹甲胶原蛋白得率如图 1
所示。从图中可看出，三种提取方法下背甲和腹甲

的得率没有明显差异，ASC、H-PSG 和 PSC 的得率

分别为 0.45%~0.51%、4.38%~4.75%、1.47%~1.56%，

远低于草鱼鱼鳔 [25] ASC（39.2%），但高于金鲤鱼 [26] ASC
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（0.42%），通常从高钙含量的原材料中提取胶原蛋

白都极为困难。酸法提取的得率最低，这是由于前

处理很难将龟甲中的钙完全脱去，仍有部分羟基磷

灰石与胶原纤维紧密结合，阻碍了醋酸对胶原蛋白

的溶胀，使得其提取效率大大降低，同时，端肽的

存在会使胶原蛋白分子间形成共价交联，进一步阻

碍醋酸进入胶原蛋白分子 [16] 。加入胃蛋白酶后，胶

原蛋白得率显著提高，这是由于胃蛋白酶在酸性条

件下可以使胶原蛋白的末端肽链水解断裂，减少分

子间的共价交联，进而提高得率 [27] 。热水辅助酶法

提取胶原蛋白的得率远高于酸法与酶法提取，这是

由于 40 ℃接近胃蛋白酶的最适温度，此时胃蛋白

酶的活性很高，水解作用更强，同时热水可能使

胶原蛋白变性，变性后的胶原蛋白更容易被胃蛋

白酶水解为肽段，从而提高得率  [28] 。有研究显示

鳖甲胶原蛋白的热变性温度接近 40 ℃，而龟甲

与鳖甲结构和组成相似，可以推测龟甲胶原蛋白

也拥有较高的热稳定性，相较鱼类明胶，高热稳

定性能让 H-PSG 保留更多 α 链和 β 链不被分解

为肽段，从而使明胶拥有较好的乳化稳定性和凝

胶强度  [29,30] 。

图 1 龟甲胶原蛋白得率

Fig.1 Yield of tortoise shell collagen

注：不同小写字母代表具有显著差异（P＜0.05），下同。

2.4 紫外吸收光谱分析

三种方法提取背甲和腹甲胶原蛋白的紫外吸收

光谱如图 2 所示。6 种胶原蛋白的最大吸收峰均出

现在 220~226 nm 之间，与牛骨 [31] 、鳖甲 [32] 胶原蛋

白的紫外光谱相似，符合Ⅰ型胶原蛋白的紫外吸收

特征 [33] 。由图 2，PSC 和 H-PSG 的紫外吸收峰发

生红移，这可能是胃蛋白酶水解使得胶原蛋白中亮

氨酸、异亮氨酸等疏水氨基酸含量减少，更多的亲

水基团暴露，溶液极性增大导致的。通常，蛋白质

中含有苯环共轭双键的芳香族氨基酸会使紫外吸收

光谱在 250 和 280 nm 处出现显著吸收，而六种样

品在这两处附近均没有出现明显吸收峰，说明提取

出的样品中基本不含有芳香族氨基酸，或者含量极

低 [34] 。这与Ⅰ型胶原蛋白几乎不含芳香族氨基酸

的特性一致，结合 SDS-PAGE 图以及氨基酸组

成中不含色氨酸和半胱氨酸的特点，可以推测三

种方法所提取出的胶原蛋白样品都具有较高的纯

度，几乎不含杂蛋白。

图 2 龟甲胶原蛋白紫外光谱图

Fig.2 ultraviolet spectrum of tortoise shell collagen

2.5 傅里叶变换红外光谱分析

三种方法提取背甲和腹甲胶原蛋白的红外吸收

光谱如图 3 所示。从图 3 可以看出，6 种胶原蛋白

的红外光谱趋势基本一致，证明其二级结构与基团

组成具有相似性。虽然不同提取方法得到的样品波

形有细微的差别，但是同种提取方法从背甲和腹甲

中提取出的胶原蛋白样品的红外吸收波形吻合程度

极高，因此可以得出腹甲和背甲中的胶原蛋白在二

级结构基本上是一致的。

图 3 中 6 种胶原蛋白均显示了胶原蛋白的五个

特征吸收峰，从右往左分别是酰胺 A、酰胺 B、酰

胺Ⅰ、酰胺Ⅱ、酰胺Ⅲ。N-H 伸缩振动是酰胺 A
带存在的主要原因，通常在 3 400~3 440 cm-1 左

右出现，图中 6 种胶原蛋白的酰胺 A 位置向低波

数移动了 100 cm-1，出现在 3 310 cm-1 左右，这是

因为部分酰胺 A 参与了形成氢键，因此振动频率相

较正常情况下偏低 [35] ；酰胺 B 带的出现主要与 CH2

的不对称伸缩振动有关，而 CH2 是Ⅰ型胶原蛋白特

征基团之一 [36] ；酰胺Ⅰ带可以看作是肽二级结构标

识，此处波峰因 C=O 伸缩振动而存在，与二级结

构的 α- 螺旋有关，通常出现在 1 600~1 700 cm-1 之

间 [37] ；酰胺Ⅱ带的特征吸收峰在 1 500 cm-1 左右，

由 N-H 弯曲振动与 C-N 伸缩振动共同引起 [38] ；酰胺

Ⅲ带是胶原蛋白三螺旋结构的敏感区域，因此可以
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体现出胶原蛋白的完整性，具有多种形变和振动模

式 [39] ，图 3 中 6 种胶原蛋白的吸收峰出现位置基本

相同，但 ASC、PSC、H-PSG 的酰胺 A 强度依次增

加，酰胺 B 强度依次减小，这可能是由于胃蛋白酶

的添加，导致在水解作用下胶原蛋白的二级结构发

生了改变，部分螺旋结构向片层转化，而当温度

升到 40 ℃后，胃蛋白酶活性更高，变化更加明显。

总的来说，6 种龟甲胶原蛋白的五条酰胺带出峰位

置与之前报道的鳖甲胶原蛋白 [32] 保持一致，证明提

取到的都是Ⅰ型胶原蛋白，但峰强度的变化说明提

取方法对结构造成了一定影响，尤其是 H-PSG，三

螺旋结构遭到了破坏，胶原蛋白已变性为明胶。

图 3 龟甲胶原蛋白红外光谱图

Fig.3 infrared spectrum of tortoise shell collagen

2.6 SDS-PAGE电泳分析

图 4 龟甲胶原蛋白的 SDS-PAGE 电泳图

Fig.4 SDS-PagE electrophoretic image of tortoise 

shell collagen

注：泳道：1-marker ；2-ASC（腹甲）；3-ASC（背甲）；

4-H-PSG（腹甲）；5-H-PSG（背甲）；6-PSC（腹甲）；7-PSC

（背甲）；8- 牛肌腱胶原蛋白标品。

三种方法分别从龟壳的背甲和腹甲中提取的胶

原蛋白样品的 SDS-PAGE 结果如图 4 所示。从电泳

图谱中可以看出，ASC 和 PSC 中出现了较为明显

的五个条带，分别是 γ、β1、β2、α1、α2，与前人所

做的刺参壁胶原蛋白 [16] 、牛皮胶原蛋白 [36] 的电泳结

果相似。而 H-PSG 中除这五个条带外还出现了较

多 100 ku 以下的条带。位于 245 ku 上方的 γ条带是

典型的Ⅰ型胶原蛋白的三聚体，其下方是胶原蛋白

二聚体结构，即为 β1 和 β2 链，不同的二聚体可能

是 α1α1 与 α1α2 两种单链组合。这几条链的相对分子

质量均大于 245 ku，证明不同方法提取到的龟甲胶

原蛋白中均存在交联作用。α1 与 α2 的相对分子质量

分别在 160 ku 和 135 ku 左右。酸法提取得到的龟

壳胶原蛋白样品的电泳条带较为清晰，而酶法提取

得到的样品则出现了一定的拖带现象，这可能是胃

蛋白酶水解端肽使得胶原链分子量减小导致的。在

4~7 泳道中，α1 与 α2 之间出现了一条较浅的条带，

这可能是由于 α1 的端肽被蛋白酶水解使得链变短、

分子量降低所导致的，H-PSG 水解程度更高，这条

链也更加清晰。热水辅助酶提取物中明显发生了较

强的水解，说明提取物由胶原蛋白转变为了明胶。

热水不仅能加强胃蛋白酶活性，也能将胶原蛋白热

变性，进一步降低水解难度，而明胶的水解程度是

影响其物理性质的关键因素 [30] 。

2.7 氨基酸组成分析

三种方法提取背甲和腹甲胶原蛋白的氨基酸组

成见表 3。从表中可以看出，龟甲胶原蛋白中甘氨

酸的含量最高（17.52%~23.56%），其次是脯氨酸

（10.29%~12.25%） 和 谷 氨 酸（10.37%~11.47%），

这是由于胶原蛋白 α链的螺旋区由 Gly-X-Y 三肽重

复序列组成，其中 X 通常为脯氨酸 [40] 。同时龟甲胶

原蛋白中不含半胱氨酸和色氨酸，而甲硫氨酸只在

背甲 H-PSG 和腹甲 PSC 中检出，这与鳖甲胶原蛋

白不含甲硫氨酸类似 [28] 。除腹甲 H-PSG 中的丙氨

酸显著高于背甲 H-PSG 外，腹甲与背甲中其他氨基

酸组成均无显著性差异，而不同方法提取的胶原蛋

白氨基酸组成略有不同。其中，ASC 的甘氨酸、丙

氨酸和精氨酸含量占比显著低于 H-PSG 和 PSC，但

拥有更高的异亮氨酸、亮氨酸、缬氨酸和酪氨酸含

量，这是由于胃蛋白酶对胶原蛋白端肽的水解，导

致氨基酸组成的轻微变化 [41] 。同时，异亮氨酸、亮

氨酸等疏水氨基酸含量的降低可能会造成胶原蛋白

溶解度的提高 [42] 。
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表 3  龟甲胶原蛋白的氨基酸组成（%）

Table 3 amino acid composition of tortoise shell collagen (%)

氨基酸种类
ASC H-PSG PSC

腹甲 背甲 腹甲 背甲 腹甲 背甲

天冬氨酸 Asp# 6.03±0.15a 5.74±0.32a 6.08±0.10a 5.81±0.09a 6.01±0.15a 6.03±0.28a

苏氨酸 Thr* 2.60±0.20a 2.53±0.28a 2.62±0.07a 2.52±0.04a 2.62±0.11a 2.63±.12a

丝氨酸 Ser 3.66±0.40a 3.75±0.46a 3.84±0.13a 3.89±0.02a 4.06±0.18a 4.15±0.19a

谷氨酸 Glu# 10.86±1.60a 10.37±1.16a 11.47±0.24a 11.01±0.12a 11.42±0.38a 11.39±0.38a

甘氨酸 Gly# 17.52±0.63b 18.78±0.43b 23.56±0.38a 23.21±0.42a 23.06±0.31a 23.22±0.45a

丙氨酸 Ala# 8.13±0.45c 7.99±0.15c 10.53±0.14a 9.72±0.37b 9.63±0.19b 9.79±0.23b

半胱氨酸 Cys — — — — — —

缬氨酸 Val* 4.92±0.27a 5.51±0.80a 2.90±0.24b 3.27±0.15b 3.52±0.59b 3.25±0.19b

甲硫氨酸 Met* — — — 0.29±0.12a 0.18±0.21a
—

异亮氨酸 Ile* 2.12±0.05a 2.11±0.09a 1.67±0.05b 1.64±0.08b 1.75±0.12b 1.77±0.09b

亮氨酸 Leu* 4.65±0.30a 4.63±0.27a 3.59±0.13b 3.59±0.06b 3.79±0.05b 3.77±0.21b

酪氨酸 Tyr# 2.93±0.95ab 3.82±1.00a 1.16±0.70c 1.56±0.14bc 1.55±0.79bc 1.05±1.11c

苯丙氨酸 Phe#* 4.05±1.36a 3.22±0.58ab 2.39±0.71b 3.15±0.15ab 3.05±0.57ab 2.93±1.08ab

脯氨酸 Pro 12.25±2.76a 11.99±1.88a 10.47±0.34a 10.29±0.22a 11.25±0.57a 11.57±0.71a

赖氨酸 Lys* 11.58±1.52a 10.73±0.48ab 9.74±1.41ab 9.85±0.61ab 8.33±1.50b 8.90±0.76ab

组氨酸 His* 1.75±0.25a 1.64±0.36ab 1.12±0.20ab 1.54±0.05ab 1.29±0.36ab 1.01±0.03b

精氨酸 Arg 6.49±0.39b 6.79±0.19b 8.38±0.26a 8.16±0.27a 8.05±0.21a 8.07±0.16a

注：—表示未检出；# 为呈味氨基酸；* 为必需氨基酸。

图 5 龟甲胶原蛋白的扫描电镜图（×500）

Fig.5 SEM of tortoise shell collagen (×500)

注：a 为 ASC（腹甲），b 为 H-PSG（腹甲），c 为 PSC（腹

甲），d 为 ASC（背甲），e 为 H-PSG（背甲），f 为 PSC（背甲）。

2.8 扫描电镜分析

冻干后的 6 种胶原蛋白表观均为疏松柔软的乳

白色海绵状结构。为进一步分析不同样品微观结构

特征的差异，对 6 种胶原蛋白进行了扫描电镜分析，

如图 5 所示。ASC 呈现出不规则束状，粗细不一的

束状交错缠绕形成了立体网络，表面出现许多小孔

隙；PSC表现为重叠的片层结构，表面相对光滑平整，

连续且没有细小孔洞，但有部分丝状突出。H-PSG
既有相对大块的片状结构，部分片层呈褶皱状，又

夹杂着三维网状部分，并且网状部分孔隙比 ASC 更

小更密集。现如今生物医学领域内对应用型胶原蛋

白的期望通常是尽可能呈现均匀的网络结构，以孔

隙大小、孔隙度等参数作为其评价指标  [43] ，从此方

面来看，ASC 的三维网状结构更有利于孔隙的形成，

相较于其他两种方法得到的胶原蛋白在生物医学领

域具有更好的应用前景。

3  结论

本研究分析了中华草龟背甲和腹甲的基本成分

并对比了不同提取方法对龟甲胶原蛋白理化性质的

影响。结果显示，龟甲具有高蛋白和高钙含量的特
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点。紫外光谱、红外光谱和 SDS-PAGE 图谱表明提

取物为水解程度不同的Ⅰ型胶原蛋白，背甲和腹甲

胶原蛋白在得率、组成和结构上几乎没有差异。三

种提取方法中，热水辅助酶法的提取得率最高，但

胶原蛋白严重水解，已变性为明胶。提取方法会对

胶原蛋白氨基酸组成造成一定影响，酶法提取会使

疏水氨基酸含量减少。酸法提取的胶原蛋白（ASC）
拥有更好的三维网状结构。龟甲不仅具有药用价值，

其中的龟甲胶原蛋白在医药、化妆、食品等方面也

有较大的应用潜力，且背甲和腹甲在提取胶原蛋白

方面拥有同样的高利用价值，但由于龟甲中的钙含

量较高，采用传统胶原蛋白提取方法的提取难度较

大，其提取方法和工艺还需进一步的探索和优化。

本研究可为龟甲的高值化利用提供参考。
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