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骨素及骨素酶解液中蛋白质及肽的电泳分离 
 

张崟，王新惠，王卫，卢小芳，胡建玉 

（成都大学肉类加工四川省重点实验室，四川成都 610106） 

摘要：为了分离纯化骨素及其酶解产物中的蛋白质及肽，并比较骨素蛋白与骨蛋白和肌肉蛋白的差异，本文以骨蛋白和肌肉蛋

白为参照，采用十二烷基磺酸钠凝胶电泳法（SDS-PAGE）对骨素蛋白及其酶解产物中的肽进行分离。利用不同浓度的分离胶（5%、

7.5%、10%、15%）对骨素蛋白、骨蛋白和肌肉蛋白样品进行分离，结果发现，各种浓度的分离胶均可以分离骨蛋白和肌肉蛋白，但

是不能分离骨素蛋白。对骨素蛋白酶解液采用N-三（羟甲基）甲基甘氨酸凝胶电泳法分离，能有效分离骨素酶解液中的肽。对SDS-PAGE

电泳分离时骨蛋白的迁移比和分离胶的相关性分析发现，骨蛋白的迁移比与分离胶浓度间呈指数相关，且具有极显著的相关性（R2

≥0.996，p<0.01）。利用该相关性并结合蛋白质的分子量与迁移比的相关性方程，可以通过蛋白质的分子量选择合理的分离胶浓度，

或者通过迁移比预测蛋白质的分子量。 
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Electrophoretic Separation of Proteins and Peptides in Bone Extract and 

Bone Extract Hydrolysates 

ZHANG Yin, WANG Xin-hui, WANG Wei, LU Xiao-fang, HU Jian-yu 

(Key Laboratory of Meat Processing of Sichuan, Chengdu University, Chengdu 610106, China) 

Abstract: Bone extract (BE) and BE hydrolysate proteins and peptides were isolated and purified, and the differences in BE protein, bone 

protein, and muscle protein were compared. Bone protein and muscle protein were used as the controls, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE) was used to separate BE protein and BE hydrolyzed peptides. The effect of different running gel 

concentrations (5%, 7.5%, 10%, 15%) on the separation of BE protein, bone protein, and muscle protein was investigated. The results showed 

that bone protein and muscle protein were separated successfully, while BE protein was not separated by SDS-PAGE. In contrast, BE 

hydrolysate peptides were separated by N-Tris-(hydroxymethyl)-methylglycine gel electrophoresis. Analysis of the relationship between the 

electrophoresis migration ratio of BP and the running gel concentrations for SDS-PAGE revealed an extremely significant (R2≥0.996, p<0.01) 

correlation between the migration ratio and the running gel concentration. Combining this correlation with the correlation equation of the 

molecular weight of the proteins and the migration ratio allows us to choose the running gel concentration according to the molecular weight of a 

protein, or in turn to calculate the molecular weight of a protein based on its migration ratio. 
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畜禽骨是大宗畜禽加工副产物，其营养价值高。

畜禽骨中不仅含有丰富的蛋白质、矿物质，而且其中

的钙、磷等微量元素容易被人体消化吸收[1~2]。在畜禽

骨回收利用中，常将其中的蛋白质和微量元素作为利

用重点。近年来，高压蒸煮畜禽骨，提取其中的骨素

是畜禽骨利用的一个新亮点[3~4]。提取的骨素可用于制

作骨味香精、麦拉德反应基料等[5]。但是由于提取的骨 
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素风味不强烈，导致骨素在食品工业中的应用不广泛，

而且使用范围也受到严重限制[6~8]。为了改善这一制约

骨素在食品工业中应用的关键制约因素。国内外学者

采用酶解、麦拉德反应等方式改善其风味[5, 9~10]。我们

课题组及其他学者的研究发现，酶解骨素有利于提高

其鲜味[6~8]。但是对于酶解导致骨素鲜味增强的原因尚

不明确。 

最近的研究发现，水解大豆蛋白产生的肽具有一

定的呈鲜效果[11]。酶解骨素产生的鲜味是否与产生的

鲜味肽有关，目前国内外的相关研究报道较少。探明

骨素酶解液中的肽是否呈现鲜味，只有对骨素及其酶

解液中的肽进行有效分离纯化，才能对其呈鲜效果进
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行评价。目前国内外用于肽的分离方法主要有电泳法、

超滤、凝胶层析、离子交换层析法、亲和层析法、大

孔吸附树脂法、疏水作用层析、高效液相色谱法[12]，

其中的电泳法相对其他方法而言操作成本较低，而且

表现出良好的分离效果[13]。因此，为了建立有效的分

离纯化骨素及其酶解液中鲜味肽的电泳分离法，并实

现骨素酶解液中的鲜味肽分离纯化，本文采用

SDS-PAGE 电泳法，对骨素及其酶解液中的肽进行分

离纯化，以便为进一步评价其结构和风味提供方法基

础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

猪后腿骨购于成都大学附近的鑫大百货超市。巯

基乙醇、十二烷基磺酸钠（SDS）、丙烯酰胺、N,N-亚

甲基双丙烯酰胺、甘氨酸、琼脂、TEMED、三（羟甲

基）氨基甲烷均为生化试剂。甘油、溴酚蓝、过硫酸

铵、盐酸、冰醋酸、甲醇、考马斯亮蓝-R250 及其他试

剂均为分析纯。 

1.2  实验方法 

1.2.1  骨素提取 

将清洗干净的猪骨头，经破碎机破碎成 2~3 cm 的

块状，然后以骨水比1：15加入到提取罐高温高压（0.15 

Mpa，121 ℃）蒸煮 4 h，将提取液用 200 目筛过滤、

静置 2 h 后采用油水分离机分离得到骨素。 

1.2.2  电泳样品制备 

猪骨电泳液：剔除猪后腿骨上的残肉，采用

LK-600A 摇摆式粉碎机粉碎 15 min。称取过 40 目的

骨粉 2 g，加入 18 mL 5%（5 g/100 mL）的 SDS 溶液。

在 85 ℃的水浴中加热 1 h 后，在 20 ℃、11000 g 下离

心 5 min。溶解的样品按体积比 1:1 与样品缓冲液混合

（0.5 mol/L的Tris-HCl，pH 6.8，含4 g/100 mL的SDS，

20 g/100 mL 的甘油和 10 g/100 mL 的 β-巯基乙醇）煮

沸 3 min。 

猪肉电泳液：称取2 g猪后腿肌肉，加入18 mL 5%

（5 g/100 mL）的 SDS 溶液。混合物用 FJ-200 均质机

在 2000 r/min 下均质 1 min，均质液在 85 ℃的水浴中

加热 1 h 后，在 20 ℃、11000 g 下离心 5 min。溶解的

样品按体积比 1:1 与样品缓冲液混合（0.5 mol/L 的

Tris-HCl，pH 6.8，含 4 g/100 mL 的 SDS，20 g/100 mL

的甘油和 10 g/100 mL 的 β 巯基乙醇）煮沸 3 min。 

骨素及其酶解液电泳液：量取 2 mL 骨素及其酶

解液[13]，加入 18 mL 5%（5 g/100 mL）的 SDS 溶液。

在 85 ℃的水浴中加热 1 h 后，在 20 ℃、11000 g 下离

心 5 min。溶解的样品按体积比 1:1 与样品缓冲液混合

（0.5 mol/L的Tris-HCl，pH 6.8，含4 g/100 mL的SDS，

20 g/100 mL 的甘油和 10 g/100 mL 的 β 巯基乙醇）煮

沸 3 min。 

1.2.3  电泳分离 

十二烷基磺酸钠凝胶电泳（SDS-PAGE）：根据文

献[14]，对各种电泳进行分离。将大约含 20 μg 蛋白的

样品液上到凝胶上，在 15 mA 的电流下跑电泳。 

N- 三 ( 羟 甲 基 ) 甲 基 甘 氨 酸 凝 胶 电 泳

（Tricine–SDS-PAGE）：根据文献[15]，对各种电泳样

品进行分离。 

1.2.4  电泳胶分析 

采用 Gel-Pro Analyzer 4.0 对电泳胶的光密度

（O.D）进行分析，根据电泳胶的光密度分布对条带

的分子量进行定量。 

光密度(O.D)(x,y)=(-log(强度(x,y))-空白)/(入射光

强度-空白)  

式中强度(x,y)指电泳胶点(x,y)处的光强度；空白

指无光透过时的强度；入射光强度指所用光源的强度。 

1.2.5  电泳条带迁移距离 

将电泳图片转换为 pdf 文件，然后用 Adobe 

Acrobat 7.0 Professional 对分离条带的距离进行测量。

计算迁移比（条带的移动距离/分离胶面的总长）。 

1.2.6  数据分析 

采用 Excel2010 对数据进行计算和统计分析。 

2  结果与讨论 

2.1  分离胶浓度对骨蛋白和骨素蛋白的分离 

为了比较骨蛋白和骨素蛋白的差异，并分析不同

分离胶浓度对骨及骨素蛋白的分离效果，采用浓缩胶

浓度 4%，分离胶浓度分别为 5%、7.5%、10%和 15%

对骨及骨素蛋白进行分离（图 1）。图中条带显示，在

不同分离胶浓度下，骨蛋白（BP）的分离效果好，均

有明显的谱带，但是骨素蛋白（BE）在不同分离胶浓

度下，均难以被分离。图 1 显示，根据出带位置及条

带清晰度，在四种不同浓度分离胶中，10%的分离胶

对骨蛋白的分离效果较好。 

SDS-PAGE 电泳对猪骨蛋白的分离效果好，类似

结果在鸡骨蛋白的电泳谱带中也有体现[8]。骨素是骨

头的提取物，理论上两者的电泳谱带应该类似。但是

图 1 的分离结果显示，两者表现出与理论推测完全不

符的结果。导致这一现象的可能原因是样品的制备工

艺的差异。骨蛋白是猪骨粉经 SDS 溶解后制得的电泳
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样品，而骨素是鲜骨经过高压蒸煮后制得骨素再经

SDS 溶解后制得的。高压蒸煮导致原始的骨蛋白变性

严重，另外，骨素中残留的部分骨油也可能是干扰骨

素蛋白分离的原因。 

 

图1 骨蛋白和骨素蛋白电泳分离效果比较 

Fig.1 SDS-PAGE comparison of bone protein and bone extract  

注：图中BP为骨蛋白；BE为骨素。 

图 1 显示，骨蛋白的第一条带出现距离随着分离

胶浓度的增加而减少。为了分析不同分离胶浓度与蛋

白质迁移距离的关系，以便于选择合适的分离胶浓度

对蛋白质实现有效分离，对图中的蛋白质迁移比和分

离胶浓度进行回归分析，所得结果见图 2。 

 
图2 分离胶浓度与骨蛋白和骨素蛋白电泳分离效果的关系 

Fig.2 Correlation between running gel concentration and 

protein migration distance ratio 

注：图中1为图1中第一条BP带；2为第二条BP带。 

图 2 中的回归分析结果显示，两个蛋白带的迁移

比均与分离胶的浓度呈指数相关。由图中相关系数的

平方值 0.9963 和 0.9969、显著性分析 p 值 0.000096

和 0.000073 可知，蛋白质的迁移比与分离胶浓度呈极

显著相关（p<0.01）。因此，可利用图 2 的回归方程，

通过设计某分子量蛋白质的迁移比，进而计算选择何

种浓度的分离胶可实现对蛋白质的分离。 

2.2  相同分离胶浓度下各种物质的电泳分离

效果比较 

 

图3 各种蛋白质的电泳分离及分离效果比较 

Fig.3 SDS-PAGE of protein from bone, bone extract, pork, and 

marker 

注：图中1为标准蛋白；2为骨素蛋白；3为骨蛋白；4为肉蛋

白。 

根据图 1 中不同分离胶浓度下骨蛋白的分离情

况，选择 10%的分离胶对骨蛋白、骨素蛋白、肌肉蛋

白进行分离效果比较（图 3）。图 3 的分离结果显示，

10%的分离胶对骨蛋白和肉蛋白均能分离出清晰的条

带，但是骨素仍然不能被有效分离。为了更清楚地辨

别各种蛋白样品的分离情况，对电泳胶中的谱带进行

光密度分析（图中曲线 1~4）。由图 3 中曲线 1~4 可以

更清楚地看到，骨蛋白和肉蛋白均有明显的光密度峰，

而骨素无光密度峰。 

比较图 3 中骨蛋白和肌肉蛋白的电泳条带和光密

度分布可知，骨蛋白的电泳条带只有少部分与肌肉蛋

白具有相同的迁移距离。而且，相对于肌肉蛋白，骨

蛋白的条带明显少于肌肉蛋白。这可能是由于构成骨

蛋白质和肌肉蛋白质的成分不同所致。构成畜禽骨的

蛋白质以胶原蛋白为主，其次为碱溶性蛋白和弹性蛋

白；而肌肉蛋白由肌原纤维蛋白质（包括肌球蛋白、

肌动蛋白、原肌球蛋白、肌钙蛋白）、肌浆蛋白质（内

源酶、肌红蛋白）、基质蛋白质（胶原蛋白）构成[16]。

肌肉蛋白的成分较骨蛋白丰富，这可能是导致骨蛋白

的电泳条带较肌肉蛋白少的主要原因。 

为了进一步分析图 3 中骨蛋白和肌肉蛋白的分子

量，对标准蛋白的迁移比和分子量对数进行回归，所

得回归曲线见图 4。图 4 中回归系数的平方为 0.9912，

显著性分析 p 值为 0.00016<0.01。由此可知，迁移比

与分子量的对数之间具有极显著的相关性。因此，所

得回归方程可用于骨蛋白和肌肉蛋白中各条带分子量
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预测。 

根据图 4 中的回归方程，计算骨蛋白的第 1 和第

2 条带的分子量，分别为 88.42 和 84.87。这一结果与

张恒等人所得的结果相符合[8]，但是由本方法得到的

结果更精确。对图 1 中骨蛋白的迁移比与图 3 中的迁

移比进行误差计算，得出两次电泳胶中第 1、2 条带的

相对误差分别为 5.11%和 5.05%。由此可知，不同分

离胶对蛋白质条带的迁移比影响较小。因此，图 4 中

所得迁移比与分子量的对数之间的相关性具有普遍

性，只要电泳胶条件一致，就可以利用图 4 中所得方

程，通过迁移比预测某一条带的分子量。 

将图 2 的回归结果与图 4 的回归结果综合应用，

就可以实现由分子量推测迁移比，进而预测选用多少

浓度的分离胶就可以对某种已知分子量范围的蛋白质

进行有效分离；相反，在已知某一分离胶浓度下蛋白

质的迁移比时，反过来可以预测该蛋白质的分子量。

尽管本文只重点对10%的分离胶的分子量与迁移比进

行了分析，但是本实验的尝试，为后续类似研究提供

了方法基础和依据。 

 
图4 迁移距离比与分子量间的关系 

Fig.4 Correlation of protein migration distance ratio and 

relative molecular weight 

2.3  骨素酶解液的电泳分离 

由图1和图3的电泳图结果可知，利用SDS-PAGE

难以对骨素蛋白进行有效分离。为了进一步探索骨素

蛋白的电泳法分离，采用乙醚对骨素脱脂，以排除脂

肪对电泳分离的影响，并采用 Tricine-SDS-PAGE 对骨

素蛋白进行分离，所得分离图谱见图 5。图 5 显示，

即使对骨素脱脂，依然难以实现骨素蛋白的分离，但

是当采用木瓜蛋白酶对骨素进行酶解后，所得骨素酶

解液却显示比较清晰的条带。比较图 5 中酶解骨素和

木瓜蛋白酶的电泳条带，两者并不相同。因此，酶解

骨素所得的条带不是因为木瓜蛋白酶中的蛋白质所

致。 

木瓜蛋白酶属于内切酶，可水解蛋白质和多肽中

的赖氨酸和精氨酸的羧基端，并能优先水解在肽键的

N-端具有二个羧基的氨基酸或芳香 L-氨基酸的肽键。

因此，木瓜蛋白酶水解骨素后使骨素中的大分子蛋白

质或多肽形成分子量更小的短肽及少部分游离氨基

酸。研究发现，木瓜蛋白酶酶解骨素可以提高骨素的

水解度，同时酶解使骨素的鲜味增加[4]。因此，图 5

中骨素酶解液能利用电泳法分离的结果，为进一步研

究骨素酶解液中肽的呈味效果奠定了基础。 

电泳法不能对骨素蛋白进行有效分离，但对骨素

酶解液却能实现较好分离。导致这一结果的可能原因

是，骨素的制备工艺使大部分骨蛋白变性严重，部分

骨蛋白形成复杂的蛋白质碎片，这样致使骨素在用电

泳胶分离时，难以形成清晰的条带。但是通过酶解的

方法，可以使骨素中蛋白质碎片被水解，形成分子量

分布比较集中的小肽，因而骨素酶解液在电泳分离时

显示较清晰的条带。 

 
图5骨素酶解液的电泳分离 

Fig.5 Tricine- SDS- PAGE of bone extract hydrolysate 

注：图中1为脱脂骨素，2为骨粉，3为骨素酶解液，4为木

瓜蛋白酶。 

3  结论 

利用不同分离胶浓度（5%、7.5%、10%、15%）

的 SDS-PAGE 对骨素蛋白、骨蛋白和肌肉蛋白进行分

离，结果发现，SDS-PAGE 可以对骨蛋白和肌肉蛋白

分离，但不能对骨素蛋白分离。比较各分离胶浓度对

骨蛋白和肌肉蛋白的分离效果，发现 10%的分离胶浓

度对骨蛋白和肌肉蛋白的分离效果较好，骨蛋白的条

带 较 肌 肉 蛋 白 的 少 。 将 骨 素 酶 解 后 改 用

Tricine-SDS-PAGE 进行分离，结果发现 Tricine-SDS- 

PAGE 能够使骨素酶解液中的肽得到有效分离。对

SDS-PAGE 中骨蛋白的迁移比和分离胶的相关性分析

发现，骨蛋白的迁移比与分离胶浓度间存在极显著的

指数相关性（R
2
≥0.996，p<0.001），且具有普遍性。利

用该相关性并结合蛋白质分子量的对数与迁移比的相

关性，可以根据蛋白质的分子量选择合理的分离胶浓
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度，或者通过迁移比预测蛋白质的分子量。这为未知

蛋白样品在分离胶浓度选择及电泳分离后凝胶中分离

条带的分子量预测提供了方法依据。 
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