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超声辅助提取兔皮胶原蛋白及其理化特性
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摘要!以兔皮为原料"研究超声波在酶法提取胶原蛋白中的

应用#结果表明"超声辅助制得的胶原蛋白的提取率为

&

'!?(&̀ #?%"

'

I

"与传统酶法相比提高了
)%I

#聚丙烯酰

氨凝胶电泳结果表明"超声处理制得的兔皮胶原蛋白主要由

"

"

"

"

)

和
!

亚基组成"并未造成亚基的降解%紫外光谱表明"

超声处理后的胶原蛋白的特征吸收波长为
)"$:5

"说明其

较好地保持了
V

型胶原蛋白的特征%傅立叶变换红外光谱表

明"经过超声处理后的胶原蛋白分子中的氢键遭到部分破

坏"但其三螺旋结构仍保持完整%差示扫描量热仪结果表明"

超声法制得的兔皮胶原蛋白的热变性温度和热焓值均略低

于传统兔皮胶原"相对而言仍具有较高的热稳定性#

关键词!兔皮%胶原蛋白%超声波%理化特性
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胶原蛋白作为一种纤维蛋白#是细胞外基质的主要组成

成分#广泛分布于结缔组织+皮肤+骨骼和韧带等部位#起着

支撑器官+保护机体的功能#约占总蛋白的
!#I

左右)

"

*

'胶

原蛋白及其水解物具有良好的乳化性+起泡性和低免疫原

性#这使其在食品方面)

)

*

+生物医学)

!

*和化妆品等领域有广

泛的应用'

目前#胶原蛋白的提取方法主要有中性盐萃取法+酸提

取法+碱提取法和酶提取法等#其中#酶法应用最为广泛#酶

法提取是利用蛋白酶对胶原纤维的末端肽进行降解#使肽键

断裂#再将含有三螺旋结构的主体部分溶解于稀醋酸中而被

提取出来'由于酶切位点有限以及端肽中存在较强的共价

交联#使得酶解效率较低#提取周期较长)

.

*

'

超声波提取技术作为一种环境友好型新技术#因其具有

提取时间短+能耗少+提取液中杂质少+对有效成分破坏较小

等优点)

%

*

#在当今的生产+生活和科学研究中被广泛使用'

在超声波辅助提取过程中#快速形成的空化泡破裂时会对介

质产生机械+化学和热效应作用#从而显著提高目标物质的

提取效率)

(3$

*

'近年来#对于超声辅助提取胶原蛋白方面已

经有一些报道#

T6:

等)

'

*用超声辅助胃蛋白酶提取牛跟腱中

胶原蛋白#酸浸泡
");

后#在超声功率
$%#d

#频率
)#Rba

$("



条件下#先超声处理
"';

#再加入胃蛋白酶酶解
!#;

#与常规

酶解
.';

相比#提取率提高了
"%.?"$I

'

e

O

<:

=

等)

&

*将超

声用于酸法提取鲈鱼皮中的胶原蛋白#在超声功率
"%#d

#

频率
)#Rba

条件下#酸浸泡超声处理
).;

#与传统酸法提取

).;

相比#胶原蛋白的提取率提高了
""(?(%I

#但凝胶电泳

结果表明#胶原发生了降解'这说明#适度超声可以提高胶

原蛋白的产率#但超声处理过程中所产生的机械和热效应会

导致胶原发生降解'

本研究拟以高蛋白低脂肪的兔皮为原料#考察料液比和

超声时间对兔皮胶原蛋白提取率的影响#旨在提高胶原蛋白

的产率#并对其理化性质进行研究#以期为其高效生产和潜

在应用提供一定的理论依据'

"

!

材料与方法

"?"

!

材料与仪器

"?"?"

!

材料与试剂

兔皮"胶原蛋白含量为!

"!?')̀ #?).

$

=

(

"##

=

#重庆阿兴

记食品有限公司#原料获取后洗净冻藏于
3)#\

冰箱中备用%

氢氧化钠+氢氧化钙+冰醋酸+盐酸+硫化钠+氯化钠+溴

化钾+十二烷基硫酸钠"分析纯#成都市科龙化工试剂厂%

!

/

巯基乙醇!

)/F4

$+过硫酸铵!

*H0

$+四甲基乙二胺

!

J4F4Z

$"分析纯#美国
,VX,*0V+

公司%

JM7N

+考马斯亮蓝
T/)%#

"优级纯#美国
,VX,*0V+

公司%

胃蛋白酶!

"

#

"####

$"酶活
'##

"

)%##c

(

5

=

#北京索

莱宝科技有限公司%

!#I

丙烯酰胺"优级纯#北京索莱宝科技有限公司%

标准蛋白"分子质量
"#

"

)##RZ6

#加拿大
G@M5@:L6N

公司'

"?"?)

!

主要仪器设备

超声波细胞破碎仪"

E-&)/VVZ1

型#宁波新芝生物科技

股份有限公司%

电子天平"

E*!##!,

型#上海精天电子仪器有限公司%

料理机"

G-̂/+#)#4

型#九阳股份有限公司%

实验室
P

b

计"

H4)#

型#上海梅特勒
/

托利多仪器有限

公司%

大功率磁力搅拌器"

&&/"

型#金坛市科析仪器有限公司%

台式高速离心机"

%'"#

型#德国
4

PP

@:ADMK

公司%

水浴恒温振荡器"

0bh/,

型#上海将任实验设备有限

公司%

真空冷冻干燥机"

GZ/"/%#

型#北京博医康实验仪器有限

公司%

基础电泳仪"

HD9@MH6BJF

型#美国
,7D/T6A

公司%

凝胶成像系统"

2

"

,Xj4G

型#英国
0

O

:/

=

@:@

公司%

差示量热扫描仪"

H

O

M7N.###

型#美国
H@MR7:485@M

公司%

紫外可见分光光度计"

$%)

型#上海箐华科技有限公司%

红外光谱仪"

0

P

@BLM<:"##

型#美国
H@MR7:485@M

公司'

"?)

!

试验方法

"?)?"

!

酶法提取兔皮胶原蛋白

新鲜兔皮
)

预处理
)

去除杂蛋白&用质量浓度为
"#

=

+

^

的
16+8

溶液处理"浸泡搅拌
(;

"每
);

换
"

次液'

)

清洗
)

酸浸泡&在
.\

下于
P

b)?)

的醋酸溶液中浸泡
'

"

"#;

'

)

打浆
)

胃蛋白酶酶解&酶解液的
P

b"?&

"酶用量
"I

"酶解时

间
.;

'

)

中和!盐析&使
16+8

最终浓度为
.

"

%5D8

+

^

"盐析

");

'

)

纯化&以
P

b!?#

的醋酸溶液为透析液透析
"A

"再以

纯水为透析液透析
)A

'

)

冻干
)

胶原蛋白-

"#

.

"?)?)

!

超声辅助酶法提取兔皮胶原蛋白
!

在
"?)?"

的基础上

稍作调整#酸浸泡打浆后先超声处理#再酶解'超声处理基

本条件为"超声功率
.%I

!总功率
(%#d

$#频率为
)#Rba

#

工作
%N

#间隔
%N

#超声时间
!#57:

#料液比
"

#

"%

!

=

(

5̂

$%

重点考察料液比和超声时间对胶原蛋白提取率的影响#料液

比水平设置为"

"

#

"#

#

"

#

"%

#

"

#

!#

!

=

(

5̂

$#超声时间水平

设置为"

#

#

"#

#

)#

#

)%

#

!#

#

(#57:

'

"?)?!

!

胶原蛋白提取率的计算

)

T

8

"

8

)

V

"##I

# !

"

$

式中"

)

&&&胶原蛋白的提取率#

I

8

"

&&&胶原蛋白的冻干重量#

=

%

8

)

&&&兔皮的冻干重量#

=

'

"?)?.

!

聚丙烯酰胺凝胶电泳!

0Z0/H*24

$

!

称取
)5

=

胶原

蛋白溶解于
"5̂ JM7N

&

b+8

!

P

b'?#

$溶液中)

&

*

#使其蛋白

浓度为
)5

=

(

5̂

#其中分离胶和浓缩胶的浓度分别为
(I

和

%I

#具体操作步骤参照文献)

""

*'染色完成并脱色后#采用

2@:@JDD8N

数据处理软件对电泳图谱进行分析'

"?)?%

!

紫外光谱分析
!

以
#?#%5D8

(

^

醋酸为溶剂#将胶原

蛋白样品溶于其中#配制浓度为
#?% 5

=

(

5̂

的溶液#取

#?#%5D8

(

^

的醋酸溶液作为空白#对样品在
"&#

"

.##:5

的

近紫外光区进行扫描)

")

*

'

"?)?(

!

红外光谱!

GJ/VT

$分析
!

称取
"5

=

样品与
"%#5

=

溴化钾!

e,M

$置于玛瑙研钵中充分混匀研磨#烘干后进行压

片#用傅立叶红外光谱仪在
.%#

"

.###B5

3"范围内进行测

定#具体参数设置参照文献)

"!

*'

"?)?$

!

热稳定性分析
!

准确称量样品
!

"

%5

=

#密封于铝钳

锅中#在氮气环境下#以
%\

(

57:

的速率进行加热#测定温

度范围为
3%

"

)##\

#记录差示量热扫描!

Z0+

$图谱并进行

分析)

".

*

'

"?)?'

!

数据分析
!

每组试验设置
!

个平行#所得数据均采用

DM7

=

7:'?(

和
0H00"$?#

软件进行分析#以平均值
`

标准偏差

来表示'

)

!

结果与分析

)?"

!

料液比对胶原蛋白提取率的影响

由图
"

可知#随着超声料液比的增加#胶原蛋白的提取

率先增加后降低'超声波的机械效应和空化作用有利于溶

剂的渗透和扩散)

"%

*

#在料液比为
"

#

"#

!

=

(

5̂

$时#溶液粘度

较大#不利于超声空化作用的传导#胶原蛋白分子的溶出速

率较低%随着液料比增加#当料液比为
"

#

"%

!

=

(

5̂

$时#稀释

作用加强#溶液的粘度和蛋白浓度都有所下降#超声波的强

'("

提取与活性
!

)#"$

年第
"

期



图
"

!

料液比对胶原蛋白提取率的影响

G7

=

<M@"

!

4KK@BLNDKL;@M6L7DDKND87ALD87

U

<7AD:

@WLM6BL7D:M6L@DKBD886

=

@:

烈振动和空化效应增加#使得胶原纤维结构得以松散#促使

分散的胶原分子溶解于稀醋酸中#因而提取率有显著提高

!

H

&

#?#%

$%当料液比为
"

#

!#

!

=

(

5̂

$时#溶液体积的增加反

而使得超声的空化作用和机械效应减弱#同样造成胶原蛋白

溶出速率减慢'此外#超声作用对蛋白结构的改变会导致更

多酶切位点的暴露#料液比为
"

#

"%

!

=

(

5̂

$时#可能更有利

于酶切位点的暴露'因此确定最佳料液比为
"

#

"%

!

=

(

5̂

$#

这与齐越等)

"(

*研究结果的变化趋势相符'

)?)

!

超声时间对胶原蛋白提取率的影响

由图
)

可知#随着超声作用时间的增长#胶原蛋白提取

率呈先升高后下降的趋势#在
)%57:

时达到最大值!

'!?(&̀

#?%"

$

I

#与对照组!

((?((̀ #?$)

$

I

相比#胶原蛋白的提取率

有显著提高!

H

&

#?#%

$'在超声
)%57:

以内#随着超声时间

的增加胶原蛋白的提取率呈现上升趋势#这是因为超声作用

使得胶原纤维结构松散#促使胶原蛋白三螺旋主体部分溶于

酸中而被提取出来)

"$3"'

*

%随着超声时间的进一步增加#胶原

蛋白的提取率逐渐下降#可能是长时间超声处理所产生的热

效应和机械效应会破坏胶原蛋白结构#使部分胶原蛋白发生

变性#在酸中的溶解度降低#提取率有所下降'综上所述#确

定较适超声时间为
)%57:

#这与杨萌萌等)

"&

*研究结果的变

化趋势一致'

)?!

!

胶原蛋白的亚基组成

由图
!

可知#对照组和超声处理组提取的兔皮胶原蛋白

都具有明显的
"

"

+

"

)

和
!

组分)

)#

*

'在相对分子质量
")#RZ6

图
)

!

超声处理时间对胶原蛋白提取率的影响

G7

=

<M@)

!

4KK@BLNDK<8LM6ND:7BL75@D:@WLM6BL7D:

M6L@DKBD886

=

@:

F?

标准蛋白#

"

"

(?

超声时间分别为
#

#

"#

#

)#

#

)%

#

!#

#

(#57:

图
!

!

不同超声处理时间制得的兔皮胶原蛋白

的
0Z0

电泳图谱

G7

=

<M@!

!

0Z0/H*24

P

6LL@M:DKBD886

=

@:KMD5A7KK@M@:L

<8LM6ND:7BL75@

附近的两个条带分别为
"

"

和
"

)

链#其中
"

"

的强度明显高于

"

)

#说明胶原是由两条
"

"

和一条
"

)

肽链构成#符合
V

型胶原

蛋白的典型特征)

)"

*

#在
"

)

链以下未发现其它电泳条带#说明

超声处理制得的兔皮胶原蛋白纯度较高#且未发生降解'

0Z0/H*24

图谱和胶原蛋白亚基组成证明短时超声可以使

胶原纤维底物得到松散#促使胶原分子溶于酸中#不会破坏

胶原蛋白结构'

)?.

!

胶原蛋白的紫外光谱分析

胶原蛋白的近紫外吸收光谱可用于测量它的酪氨酸含

量和非螺旋端肽的完整性'

7̂:

等)

))

*报道的哺乳动物或鱼

类的
V

型胶原蛋白特征吸收光谱在
)"':5

处#这是由于肽

键
+

$

X

的
'

)."

跃迁所致'图
.

中对照组的最大吸收峰

在
)"&:5

处#超声
)%57:

的最大吸收峰在
)"$:5

处#说明

超声处理后的胶原蛋白较好地保持了
V

型胶原蛋白的特征'

此外#在
)'#:5

处有微弱吸收#这可能与胶原蛋白中酪氨酸

!

)$':5

$#苯丙氨酸!

)%&:5

$的存在相关#正是这些吸收峰

的存在说明胶原蛋白非螺旋端肽具有完整性'

)?%

!

胶原蛋白的红外光谱分析

在红外光谱中#酰胺键常被作为分析和鉴定蛋白质二级

结构的特征官能团)

)!

*

'通常#酰胺
*

带位于
!!!#

"

!..#B5

3"

#主要与
3

1

&

b

伸缩振动有关#由图
%

和表
"

可

知#对照组和超声
)%57:

的酰胺
*

带吸收特征峰分别出现

图
.

!

超声处理
)%57:

制得的兔皮胶原蛋白的紫外光谱分析

G7

=

<M@.

!

cCN

P

@BLM6DKBD886

=

@:KMD5)%57:

<8LM6ND:7BLM@6L5@:L

&("

第
!!

卷第
"

期 张晓洁等"超声辅助提取兔皮胶原蛋白及其理化特性
!



图
%

!

超声处理
)%57:

制得的兔皮胶原蛋白的红外光谱分析

G7

=

<M@%

!
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P

@BLM6DKBD886

=

@:KMD5)%57:<8LM6ND:7BLM@6L5@:L

表
"

!

超声处理
)%57:

制得的兔皮胶原蛋白红外光谱特征峰吸收波长

J6Q8@"

!

J;@6QNDMQ6:B@

P

DN7L7D:NDKBD886

=

@:KMD5)%57:<8LM6ND:7BLM@6L5@:L

处理方式
酰胺

*

(

B5

3"

酰胺
,

(

B5

3"

酰胺
V

(

B5

3"

酰胺
VV

(

B5

3"

酰胺
VVV

(

B5

3"

"

VVV

(

"

".%!

对照组
!.!.?&& )&)(?(& "(%.?)! "%%)?'! ")!&?(( "?#(!

超声
)%57: !.!%?.% )&)(?') "(%$?)) "%%)?&" ")!&?&& "?#.)

在
!.!.?&&B5

3"和
!.!%?.%B5

3"

#酰胺
*

带向高波数移

动#说明分子中有氢键轻微破坏)

).

*

%酰胺
V

带位于
"(!(

"

"(("B5

3"

#与
+

$

X

的伸缩振动和
3

1

&

b

弯曲有关#胶原

蛋白肽链间的氢键发生变化时#可由其吸收强度和波长位置

的改变反映出来#吸收峰向高波数移动表明氢键被破坏#对

照组和超声
)% 57:

的酰胺
V

带吸收特征峰分别出现在

"(%.?)!B5

3"和
"(%$?))B5

3"

#表明超声处理制得的胶原

蛋白分子中的氢键遭到部分破坏)

)!

*

%一般酰胺
VVV

带的存在

与胶原蛋白三螺旋结构的完整性有关)

)%

*

#且其吸收峰通常

位于
"))#

"

"!)#B5

3"

#对照组+超声
)%57:

的酰胺
VVV

带

的吸收特征峰分别出现在
")!&?((B5

3"和
")!&?&&B5

3"

#

此外#若胶原蛋白的酰胺
VVV

峰与
".%!B5

3"峰面积比为

"?#

时#则表明其具有完整的三螺旋结构)

)(

*

#对照组和超声

处理组胶原蛋白的酰胺
VVV

峰与
".%!B5

3"峰面积比分别

为
"?#(!

和
"?#.)

#说明经过超声处理的胶原蛋白较好地保

留了三螺旋结构'

)?(

!

胶原蛋白的热稳定性分析

由表
)

可知#超声法制得的兔皮胶原蛋白的热变性温度

和热焓值均略低于传统兔皮胶原'天然胶原蛋白是由三条

肽链缠绕形成的一个三螺旋结构#当体系温度达到热变性温

度后#分子内氢键遭到破坏#分子结构从有序螺旋态变为无

表
)

!

超声处理
)%57:

制得的兔皮胶原蛋白的

热变性温度及热焓值表

J6Q8@)

!

J;@E86:A

#

* DKBD886

=

@:KMD5)%57:

<8LM6ND:7BLM@6L5@:L

处理方式 热变性温度
E8

(

\

热焓值
#

*

(!

E

/

=

3"

$

对照组
(.?$&̀ #?(( %)"?&(̀ %?$(

超声
)%57: (.?($̀ #?%. .$'?"&̀ (?)!

序态#维系胶原纤维结构稳定的分子间作用力越大#则其变

性温度和热焓值越高)

)$

*

'超声辅助提取的胶原蛋白热变性

温度要稍低于对照组#可能是超声处理会使维系胶原纤维之

间的氢键遭到轻微破坏#使得变性温度降低#这与红外分析

中的酰胺
V

带结果一致'但总体来讲本试验超声条件下提

取的兔皮胶原蛋白较好地保持了天然结构#热稳定性较高'

!

!

结论
!

"

$在超声功率
.%I

!总功率
(%#d

$#频率
)#Rba

#工

作
%N

间隔
%N

#料液比
"

#

"%

!

=

(

5̂

$#超声时间
)%57:

条件

下辅助酶法提取兔皮胶原蛋白#其提取率比相同条件下常规

酶解提高了
)%I

#提取率达!

'!?(&̀ #?%"

$

I

'

!

)

$聚丙烯酰氨凝胶电泳结果表明#超声处理制得的兔

皮胶原蛋白主要由
"

"

#

"

)

和
!

亚基组成#为典型的
V

型胶原

蛋白%紫外光谱表明#超声制得的胶原蛋白的特征吸收波长

为
)"$:5

#较好地保持了
V

型胶原蛋白的特征%傅立叶变换

红外光谱表明#在本试验超声条件下#超声波的空化和机械

效应等只能使部分氢键轻微破坏#对胶原蛋白保持三螺旋结

构的完整性没有影响%差示扫描量热仪结果表明#与传统酶

法提取的兔皮胶原蛋白相比#超声辅助提取的兔皮胶原蛋白

热变性温度和热焓值略低#但总体而言仍具有较高的热稳

定性'
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