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种市售阿胶蛋白质特性比较分析
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摘要!对
.

种市售阿胶!

/&

"

/.

#进行蛋白质特性分析比较$

包括氨基酸组成(等电点(二级结构和分子量分布%结果表

明$

.

种市售阿胶的蛋白质等电点均在
)?#!

"

)?!!

$无明显差

异&圆二色谱表明所有样品中蛋白质的三螺旋结构均被破

坏$呈无规则卷曲状态&氨基酸组成大致相似$而亚氨基酸

!脯氨酸和羟脯氨酸#组成有一定差异$

/$

(

/#

(

/)

(

/.

的亚

氨基酸含量较低$小于
$#?!M

$其余
*

种样品的含量较高$大

于
$*?%M

&蛋白质分子量分布有较大差异$

/$

(

/)

(

/(

(

/!

的

阿胶蛋白质分布更分散$含有较 多 的 高 分 子 蛋 白 !占

比
)

)?)"M

#$且主要蛋白质的重均分子量较大$为
&$%

"

&#$h-

$而其余
*

种样品的分子量分布较集中$高分子蛋白

占比小于
&?&"M

$且主要蛋白质的重均分子量较小$为
#"

"

)$h-

%市售阿胶的蛋白质差异主要是蛋白质的降解程度不

同造成的%阿胶差异化评价的蛋白质特性评价$为进一步考

察工艺对蛋白质特性的影响提供依据%

关键词!阿胶&氨基酸&分子量分布&蛋白质特性
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阿胶!

'<383LBGG3LB442<

%

'LL

#与人参+鹿茸并称0中药

三宝1%是中国传统名贵中药%有滋阴补血+润燥止血的功

效)

&

*

&针对阿胶的药理作用机制%研究人员作了很多研究&

通过分析阿胶的主要成分发现其中含有丰富的氨基酸和微

量元素)

$

*

%为人体提供必要的营养物质$还有研究发现阿胶

中含有较多的羧基+硫酸酯基+硫酸基等负电荷%可形成聚负

离子基结构%电泳时偏向阳极)

#

*

%每个分子可形成一个稳定

的大分子晶体结构%使其不必进入细胞内部%仅通过细胞外

间质的代谢来调节细胞功能%参与生理与病理过程)

)

*

&

"%$



阿胶的主要成分有蛋白质+氨基酸及微量元素%还有硫

酸皮肤素等多糖类物质&其中%蛋白质类含量约为
"%M

"

!*M

%是阿胶的主要成分)

*

*

&多肽和氨基酸主要是在制胶过

程中胶原蛋白部分肽键断裂所形成的一系列降解产物)

"

*

&

阿胶补血补益作用的物质基础与阿胶中蛋白质类物质有密

切关系%研究阿胶中蛋白质+多肽的特性和结构尤为重要&

如今%对阿胶蛋白质的特性已有一定的研究%李峰等)

(

*对阿

胶和其它动物胶进行了
F-F0H'W/

分析%得出了阿胶蛋白

质各电泳谱带的泳动率
H

B

值$陈振江等)

!

*采用
X,/

法测定

出阿胶及其伪品中几种主要蛋白质的等电点在
)?&*

"

)?!%

&

这些研究多侧重于真伪鉴别和阿胶与其它动物胶的对比%没

有对阿胶蛋白质的特性进行系统的研究%同时%尚未有对市

售阿胶中蛋白质特性差异进行研究&

本研究从市场上收集了具有代表性的
.

种阿胶样品%拟

对其蛋白质特性如氨基酸组成+等电点+二级结构和分子量

分布进行详细的分析对比%从而揭示不同厂家所产阿胶的内

在差别所在%对生产优质阿胶有一定的指导意义%补充完善

现有的阿胶评价中蛋白质特性评价部分%并为下一步研究加

工工艺对蛋白质特性的影响提供依据&

&

!

材料与方法
&?&

!

材料与仪器

样品
/&

"

/.

"

.

种市售某品牌阿胶$

牛血清白蛋白+叠氮化钠+盐酸+磷酸氢二钠+磷酸二氢

钠等试剂均为分析纯$

高效液相色谱仪"

'

9

3478>&$"%

型%美国安捷伦公司$

多角度激光散射凝胶色谱仪"

-'gE J/K/[F

0

型%

美国怀雅特技术公司$

圆二色光谱仪"

Y[F0)*%

型%法国
N3B4B

9

3A

公司$

U7>2

电位及纳米粒度分析仪"

U7>2H'KF

型%美国布鲁克

海文仪器公司$

电子天平"

'K$%)

型%梅特勒'托利多仪器!上海#有限

公司&

&?$

!

成分测定

!

&

#水分含量"直接干燥法)

.

*

&

!

$

#蛋白质含量"凯氏定氮法)

&%

*

&

&?#

!

阿胶蛋白质的提纯

称取适量阿胶于热水中充分溶解%

)%%%G

(

138

离心

&%138

%加入预冷的无水乙醇至乙醇终浓度为
(*M

%

)b

保

存
&6

后%于
)b

%

*%%%G

(

138

条件下冷冻离心
&*138

&去

上清液%加入
$*1K

预冷的
(*M

乙醇%

)b

保存
#%138

%冷冻

离心%去上清液%反复洗涤
#

次&沉淀物于通风橱挥尽酒精

味后%水洗至培养皿中%冷冻干燥得蛋白提纯物)

&&

*

&提纯后

的阿胶蛋白中%蛋白含量均大于
.)M

%糖含量均小于
%?!$M

&

该方法的蛋白提取率高于
!*?#&M

%糖去除率高于
.&?$%M

%

提取出的蛋白可以代表阿胶中的主要蛋白&

&?)

!

阿胶蛋白的氨基酸组成分析

精密称取提纯物放入水解管中%加入
!1K

盐酸溶液

!

"1B4

(

K

#和
$

滴辛醇%将水解管抽真空密封%于
&&%b

烘箱

中水解
$&6

&取出冷却后定容至
$*1K

%过滤&吸取
&1K

滤液放入烧杯中%置于含有氢氧化钠的干燥器中
*%b

保温

过夜&加入
&1K

盐酸溶液!

%?%$1B4

(

K

#%混匀%离心%将上

清液转移至样品瓶中待测)

&$

*

&

采用
[H'0HY[L

柱前衍生化分析方法&色谱条件"色

谱柱
$*%11 )̀?"11

%

*

#

1

$柱温"

)%b

$流动相"

'

相%称

取
!?%

9

结晶乙酸钠于
&%%%1K

烧杯中%加入
&%%%1K

开水

搅拌至所有结晶溶解%再加
$$*

#

K

三乙胺%搅拌并加
*M

的醋

酸%调
I

J(?$

%加入
*1K

四氢呋喃%混合后备用$

N

相%称取

!?%

9

结晶乙酸钠于
!%%1K

烧杯中%加入
)%%1K

开水搅拌至

所有结晶溶解%滴加
$M

的醋酸%

I

J

调至
(?$

%将此溶液加入

!%%1K

乙腈和
!%%1K

甲醇备用$流速"

&?%1K

(

138

$紫外检

测器"

$"$81

!脯氨酸和羟脯氨酸#%

##!81

!其余氨基酸#$梯

度洗脱)

&#

*

&

&?*

!

阿胶蛋白的等电点分析

阿胶蛋白质等电点的测定根据
E243828B8

等)

&)

*的方法

修改如下"称取提纯物加水溶解后配制成
%?)1

9

(

1K

溶液%

用
%?%$1B4

(

K

的
E2[J

和
JL4

调节
I

J

%每隔
%?*

个
I

J

取

样%测定其
U7>2

电位&

&?"

!

阿胶蛋白的二级结构分析

采用圆二色光谱仪对样品进行圆二色谱分析&称取提

纯物加水溶解后配制成
&1

9

(

1K

的溶液%

)%%%G

(

138

离心

*138

%取上清液供试&样品吸收池光程为
%?%&A1

%谱带宽

度"

&81

$测定范围"

&!%

"

#%%81

$扫描波长间隔"

%?&81

$每

点响应时间"

&<

$每个供试品重复测定
#

次$测定温度"室温&

&?(

!

阿胶蛋白的分子量分析

采用多角度激光光散射凝胶色谱系统!

JHF/L0ZX0

Y'KKF

#测定阿胶蛋白质分子量分布&流动相采用含

%?&*1B4

(

K

氯化钠的
%?%*1B4

(

K

磷酸盐缓冲液!

I

J(?%

%含

%?%$M

叠氮化钠#$流速为
%?#*1K

(

138

%紫外检测器波长选

用
$$%81

&用牛血清白蛋白!

;(c((h-2

#校准仪器&

称取适量提纯物粉溶解于流动相%配制成
&1

9

(

1K

的

样品溶液%过
%?)*

#

1

微孔滤膜后进行
JHF/L0ZX0Y'KKF

分析&采 用
'FRZ'

软 件 进 行 数 据 处 理&

?*

(

?<

值 取

%?&!*

)

&*

*

&

&?!

!

数据分析

使用
FHFF&.?%

和
[G3

9

38!?*

软件进行数据分析%显著

性分析采用最小显著差法!

KF-

#检验%

H

*

%?%*

认为差异

显著&

$

!

结果与分析
$?&

!

阿胶蛋白质含量分析对比

阿胶的蛋白质含量可由氮含量乘以换算系数而计算出%

驴皮的换算系数取
*?**

&市售阿胶的蛋白质含量见表
&

&

.

种阿胶的蛋白质含量在
($?&*M

"

!.?))M

%含量很高%与赵

曦等)

&"

*的研究结果类似&

$?$

!

阿胶蛋白的氨基酸组成分析

对提取后的阿胶蛋白质的氨基酸组成进行分析%结果见

表
$

&共检测出阿胶蛋白质中含有
&(

种氨基酸%含
(

种必需

(%$

市场分析
!

$%&"

年第
!

期



表
&

!

不同阿胶蛋白质含量

R2Q47&

!

HGB>738AB>78>BS'LL

样品 蛋白质(
M

样品 蛋白质(
M

/& ((?!$e%?&* /" !.?))e%?"*

/$ ($?&*e%?%. /( !$?!%e%?#$

/# (*?()e%?&* /! !%?**e&?&&

/) !$?*%e&?"* /. !$?!#e%?*#

/* !*?#)e$?%)

表
$

!

不同阿胶氨基酸组成k

R2Q47$

!

R672A3@2138BAB1

I

B<3>3B8BS'LL

氨基酸
/& /$ /# /) /* /" /( /! /.

天冬氨酸
*( *( *! *. *" ** *. ** *.

谷氨酸
&&$ &&* &&) &$$ &&# &&) &&" &#& &&"

丝氨酸
$( #& #& $. $( $( $! #& #&

组氨酸
( ! ( ! " ) ! " (

甘氨酸
$&" $$) $$* $$# $&( $$$ $&( $&" $&*

苏氨酸
&. $% $% &. &" &# &. &" $%

精氨酸
($ (* (. ". () (* (% ") ((

丙氨酸
!" !! !! !. !" !( !! !* !*

酪氨酸
( ( ( . . ! . ! !

缬氨酸
$* $( $( $" $) $# $* $" $(

甲硫氨酸
. ! ! &% . &% &% ! !

苯丙氨酸
$& $& $$ $$ $$ $% $& $& $$

异亮氨酸
&" &" &" &! &( &" &( &" &"

亮氨酸
#& #$ ## #* #) ## ## #) #)

赖氨酸
## #* #. #$ #) #) ## #& #!

脯氨酸
&)# &&% &&% &%. &#) &$( &$) &#! &$"

羟脯氨酸
&&! &$( &&" &$& &$& &#& &$$ &&# &&$

亚氨基酸
$"& $#( $$" $#% $** $*! $)" $*& $#!

!

k

!

每
&%%%

个氨基酸残基含有的氨基酸残基数$亚氨基酸为脯氨

酸和羟脯氨酸之和&

氨基酸&阿胶属于胶原蛋白水解产物%不含色氨酸+半胱氨

酸&所有样品中%以甘氨酸含量最高%占总氨基酸含量的

$&?*M

"

$$?*M

%其次为谷氨酸+脯氨酸+羟脯氨酸+丙氨酸和

精氨酸%以上
"

种氨基酸为阿胶中主要氨基酸%占氨基酸总

量的
(%M

以上%与已有的报道)

&(

*一致&分析对比
.

种阿胶

蛋白质的氨基酸组成差异%可以发现大多数阿胶蛋白质的组

成非常接近%但亚氨基酸!脯氨酸和羟脯氨酸#的组成有一定

的差异&据报道)

&!

*

%亚氨基酸是胶原蛋白中起到稳定三螺

旋结构的重要氨基酸%而降解程度过大会导致亚氨基酸较多

地释放&因此%亚氨基酸含量较低的样品可能与驴皮中胶原

蛋白的降解程度有关&

$?#

!

阿胶蛋白的等电点分析

U7>2

电位是描述胶粒表面电荷性质的一个物理量%它是

距离胶粒表面一定距离处的电位&若胶粒表面带有某种电

荷%其表面就会吸附相反符号的电荷%构成双电层)

&.

*

&在滑

动面处产生的动电电位叫做
U7>2

电位&在溶液
I

J

%

等电

点!

I

X

#时%由于可电离氨基酸的增加%胶粒表现为带正电荷$

图
&

!

阿胶蛋白溶液!

/.

#在不同
I

J

下的
U7>2

电位

,3

9

;G7&

!

U7>2

I

B>78>324BS>67'LL

I

GB>738<B4;>3B8

!

/.

#

2>@3SS7G78>

I

JT24;7<

I

J

)I

X

时%胶粒表面所带电荷为负$当
I

Jc

I

X

时%胶粒表面

上的正电荷数与固定层吸附的负离子数相等%

U7>2

电位为

零%可以求得此时溶液的
I

J

值%即为溶液的
I

X

&

!!

阿胶蛋白溶液在不同
I

J

下的
U7>2

电位曲线见图
&

!以

/.

为例#%可以求得其
U7>2

电位为零时的
I

X

值&各样品的

等电点值见表
#

&

表
#

!

不同阿胶蛋白溶液的等电点

,3

9

;G7#

!

X<B747A>G3A

I

B38>BS'LL

I

GB>738

样品
/& /$ /# /) /* /" /( /! /.

I

X )?)" )?!! )?*) )?#! )?)# )?*& )?") )?*$ )?"&

!!

结果表明%所有样品的
I

X

在
)?#!

"

)?!!

&由于胶原蛋白

的
I

X

在
)?!

左右%水解的进行使酰胺键断裂%羧基释放%从而

使阿胶的
I

X

略微下降)

$%

*

&但是由于阿胶的制作工艺均是胶

原蛋白的热裂解%因此所有样品的
I

X

相差很小%仅相差
%?*

%

与安广杰等)

$&

*的研究结果类似&

$?)

!

阿胶蛋白的二级结构分析

圆二色谱!

L-

#通常被用来研究蛋白分子的空间构象&

一般分为远紫外区!

&.%

"

$*%81

#与近紫外区!

$*%

"

*%%81

#%远紫外区反映的是主链构象%属于肽键的吸收%常

被用来表征蛋白的二级结构信息$而近紫外区则主要反映蛋

白的三级结构信息)

$$

*

&

阿胶蛋白质的远紫外区圆二色谱图见图
$

!以
/&

为

例#%其余样品的圆二色谱图与
/&

相似%均在
&.%81

左右有

一大的负峰%在
$$%81

左右处几乎无峰或仅有微弱的小峰&

天然胶原蛋白具有三螺旋结构%其圆二色谱特征是在
&.%

"

$%%81

左右有一个强的负吸收峰%在
$&%

"

$#%81

时有一

个弱的正吸收峰&而所有阿胶蛋白样品的圆二色谱图在

$$%81

左右处几乎无峰或仅有微弱的小峰&阿胶中蛋白质

经过工艺中的化皮+熬煮处理%其三螺旋结构已被破坏或仅

有极少量的三螺旋结构%表明市售阿胶中的蛋白质构象无差

异%均呈现无规则卷曲的状态&

$?*

!

阿胶蛋白的分子量分布

各个样品的分子量分布见图
#

&由图
#

可知%各个样品

的分子量分布曲线有较大差异%为方便对比样品%将洗脱曲

线分为三部分%分别为
$%

"

$* 138

高分子量区域%

$*

"

#$138

中分子量区域和
#$

"

#(138

低分子量区域%并用
'F0

!%$

第
#$
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RZ'

软件计算出各区域的重均分子量和所占比例%见表
)

&

由图
#

中各样品的流出曲线可知%阿胶中的蛋白质分子量为

连续 分 布%集 中 在 中 分 子 量 区 域 !占 比 为
!$?#(M

"

.!?%$M

#%各样品的重均分子量为
#(

"

&#$h-2

&各样品的

蛋白质重均分子量和分子量分布有较大差异&

图
$

!

阿胶蛋白质!

/&

#的圆二色谱图

,3

9

;G7$

!

L-<

I

7A>G2BS'LL

I

GB>738

!

/&

#

表
)

!

不同阿胶蛋白质各区域相对分子质量及所占比例

R2Q47)

!

R671B47A;42G:73

9

6>28@>67

I

GB

I

BG>3B8

BS72A6G7

9

3B8

样品名
高分子量区域

;(

(

h-

占比(
M

中分子量区域

;(

(

h-

占比(
M

低分子量区域

;(

(

h-

占比(
M

/& $&#( %?!$ )$ ."?%! #" #?&%

/$ )(%* *?&) &$! !$?#( "& &$?*%

/# #.)$ %?$* #! .&?)$ )" !?#$

/) )$"% (?)* &#$ !(?%& !. *?*)

/* #$.. &?&" #( !(?*% $$ &&?#)

/" )(($ %?). #" .)?&" $. *?#*

/( #%(% )?)" &$% !*?&* ## &%?#.

/! )&". *?*" &#% .%?!* &(# #?*.

/. (!&* %?&" #" .!?%$ ## &?!$

图
#

!

不同阿胶蛋白质分子量分布

,3

9

;G7#

!

-3<>G3Q;>3B8BS1B47A;42G:73

9

6>BS'LL

I

GB>738

!!

由表
)

可以得出%各样品的中分子量区域的重均分子量

有较大差异%其中%

/$

+

/)

+

/(

+

/!

的重均分子量较大!为

&$%

"

&#$h-2

#%其余样品的重均分子量较小!为
#(

"

)$h-2

#&

!!

由图
#

可以看出%各样品的分子量分布有较大差异&可

以将所有样品分为
)

类%第一类为
/&

+

/.

%仅中分子量区域

有一个较窄的大峰%表明这类样品的蛋白质分子量分布很集

中%集中在中分子量区域%占比达
."M

以上$第二类为
/#

+

/*

+

/"

%这类样品的分子量分布曲线除了有一个中分子量区

域的较窄大峰外%在低分子量区域还有一个小峰%其蛋白质

.%$
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!

$%&"
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在高分子量区域分布很少%在低分子量区域的分布较多!占

比为
*?#*M

"

&&?#)M

#$第三类为
/!

%分子量分布曲线为一

个较宽的大峰%呈现出明显的前沿峰%分子量分布较分散%蛋

白质在高分子量区域有分布!占比为
*?*"M

#$第四类为
/$

+

/)

+

/(

%这类样品的分子量分布曲线除了有一个较宽的大峰

之外%在小分子量区域还有一个小峰%分子量分布较分散%这

类样品在高分子量区域有少量分布!占比为
)?)"M

"

(?)*M

#%在低分子区域也有分布!占比为
*?*)M

"

&$?*%M

#&

阿胶生产过程是胶原降解的过程%降解条件的强弱和时

间长短直接影响了阿胶分子量分布)

$#

*

&降解不充分可能导

致高分子量蛋白的残留%而降解程度过大可能导致产生较多

的低分子量蛋白&第二类样品在大峰之后又出现一个小峰%

存在少部分低分子量蛋白质%可能是降解程度较大导致的%

第三类样品呈现出前沿峰%存在大分子量蛋白质%可能是降

解程度小导致的&第四类样品有前沿峰%且在大峰后出现一

个小峰%表明同时存在大分子量和低分子量蛋白%则可能是

降解条件较为剧烈%产生了较多的低分子量蛋白%但作用时

间又较短%使得大分子量蛋白质有一定的残留&第一类样品

的分子量分布集中%可能与其降解条件适中有关&合适的降

解程度是生产高质量阿胶的重要保证%降解驴皮的程度和条

件是未来阿胶研究的重要方向&

#

!

结论
对市售的

.

种阿胶进行蛋白质特性分析&通过测定

U7>2

电位计算出阿胶蛋白的等电点%发现
.

种市售阿胶的蛋

白质等电点无明显差异&圆二色谱图显示
.

种阿胶蛋白的

二级结构均呈现无规则卷曲状态%在加工过程中蛋白质的三

螺旋结构被破坏&氨基酸结果显示%共检测到
&(

种氨基酸%

其中
&*

种氨基酸组成接近%而亚氨基酸!脯氨酸和羟脯氨

酸#的组成上有一定的差异%这与加工过程中的过度降解有

关&

JHF/L0ZX0Y'KKF

结果表明%蛋白质分子量大小和分

子量分布有较大差异%有
)

种阿胶的蛋白质分布较为分散%

呈现出明显的前沿峰%存在较多的高分子蛋白质%可能与降

解不充分有关&因此%市售阿胶的蛋白质差异主要是驴皮中

蛋白质降解程度的不同造成的&本研究补充完善了现有的

阿胶差异化鉴别的蛋白质特性部分%可为进一步考察工艺条

件对蛋白质降解程度的影响提供依据&
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