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中华鳖背甲脱钙工艺优化及其胶原蛋白结构表征
OptimizationofcalciumremovalinthecarapaceofChinesesoftＧshelled

turtleandstructuralcharacteristicsofitscollagen
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摘要:目的:提高中华鳖背甲胶原蛋白的提取率和产品纯

度.方法:以脱钙率与胶原蛋白回收率为评价指标,考察

盐酸浓度、脱钙时间、脱钙温度和料液比４个因素对中华

鳖背甲脱钙的影响,应用正交试验对鳖甲钙盐的脱除工

艺进行优化,并通过 SDSＧPAGE、紫外吸收光谱、红外吸

收光谱、氨基酸分析等技术分析相同提取条件下脱钙与

未脱钙的鳖甲胶原蛋白结构的变化.结果:最佳脱钙工

艺条件为盐酸浓度０．８mol/L、脱 钙 时 间２h、脱 钙 温 度

２８℃、料液比１∶２５(g/mL),该条件下脱钙率和胶原蛋

白回收率分别为(６７．３５±０．９２)％和(９０．７７±１．０８)％.鳖

甲经盐酸脱钙处理后其单位质量样品中胶原蛋白含量和

提取率显著增加(P＜０．０５),其胶原蛋白结构特征未发生

显著变化.结论:盐酸对鳖甲脱钙有较好的脱钙效果,且

对其胶原蛋白结构特性无影响.
关键词:中华鳖;背甲;脱钙工艺;胶原蛋白;结构特性

Abstract:Objective:Toimprovetheextractionrateandproduct

purityofChinesesoftＧshelledturtle (pelodiscussinensis)dorsal

collagen．Methods:Thedecalcificationrateandcollagenrecovery
ratewereusedasevaluationindicatorstoinvestigatetheeffectsof

hydrochloric acid concentration, decalcification time,

decalcificationtemperatureandsolidＧliquidratioonthedecalcifiＧ

cationofthecarapaceofChinesesoftＧshelledturtle．Theremoval

processofcalcium salts was optimized,and the structural

changesofdecalcifiedandnonＧdecalcifiedturtlecarapacecollagen

were analyzed by SDSＧPAGE, ultraviolet absorption

spectroscopy,infraredabsorptionspectroscopy,aminoacidanalＧ

ysisandothertechniquesunderthesameextractionconditions．

Results:TheoptimaldecalcificationprocessconditionswerehyＧ

drochloricacidconcentrationof０．８mol/L,decalcificationtimeof

２h,decalcificationtemperatureof２８℃,andsolidＧliquidratioof

１∶２５ (g/mL)．Undertheseconditions,thedecalcificationrate

andcollagenrecoveryratewere(６７．３５±０．９２)％ and(９０．７７±

１．０８)％,respectively．Thecollagencontentandextractionrate

perunitmassofsoftＧshelledturtlecarapaceweresignificantlyinＧ

creased(P＜０．０５)afterdecalcificationwithhydrochloricacid,

butthestructuralcharacteristicsofcollagendidnotchangesignifＧ

icantly．Conclusion:Hydrochloricacidhasagooddecalcification

effectonthedecalcificationofturtlecarapace,andhasnoeffect

onthestructuralpropertiesofitscollagen．

Keywords:ChinesesoftＧshelledturtle;carapace;decalcification

process;collagen;structuralcharacteristics

胶原蛋白是一种最为常见,具有特殊三螺旋结构的

细胞外基质蛋白质,主要分布于动物的皮肤、骨和其他器

官之中,在维持组织稳态、生物完整性和结构力学中起关

键作用[１].而其生产来源主要依赖于陆生动物(主要为

猪和牛).由于陆源性胶原蛋白受价格过高、宗教信仰和

一些人或者地区的风俗习惯等因素的制约,且水产胶原

蛋白因其丰富的来源和相较于陆生动物源胶原蛋白良好

的生化性能和独特的优点被广泛研究[１－３].
水产品深加工技术的不断发展促进了对胶原蛋白的

研究与探索[４].水产品加工过程中会产生大量副产物,
包括骨头、鳞片和体壁等骨源性副产物,这些副产物富含

胶原蛋白,是提取胶原蛋白的优良原材料[５－７].目前已

从多种水产动物的骨源性材料(如鱼鳞[８]、鱼骨[９]和龟

甲[１０]等)中提取获得胶原蛋白,但其提取率或得率不高,
不能满足产业化需求.这主要由于骨源性材料含有大量

的磷酸钙和羟基磷灰石,羟基磷灰石与胶原纤维结合,形
成坚硬难溶的骨盐沉积在胶原表面,影响胶原蛋白的溶

出[１１].目前 常 见 的 脱 钙 方 法 有 盐 酸 法、柠 檬 酸 法 和
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EDTA法.EDTA价格昂贵,无法实现工业化脱钙;柠檬

酸的脱钙效果较好,但会导致胶原蛋白易溶出[１２－１３].而

盐酸不仅价格便宜,还具有操作简单、脱钙效率高等优

点.因此,盐 酸 常 被 作 为 水 生 动 物 骨 源 材 料 的 脱 钙

试剂[１４－１６].
中华鳖(Pelodiscussinensis)是中国重要的淡水经济

动物,食药用价值高.鳖甲来源于鳖科动物的背甲,含有

丰富的胶原蛋白、钙和微量元素等营养成分[１７],是用于提

取胶原蛋白的优质来源.鳖甲中胶原蛋白纤维与羟基磷

酸钙粘附紧密,胶原蛋白很难溶出,为提高胶原蛋白溶出

率需对鳖甲进行脱钙处理.目前大部分的胶原蛋白脱钙

研究只是以钙质的去除量为评价指标,无法判定胶原蛋

白的损失量,即所得的脱钙工艺具有局限性[１８].研究拟

以鳖甲为原料,采用盐酸脱钙法,综合探究盐酸浓度、料
液比、脱钙时间和脱钙温度４个因素对中华鳖背甲脱钙

率和胶原蛋白迁出率的影响,并通过正交试验对鳖甲脱

钙进行优化分析.同时,鳖甲经脱钙处理后,采用乙酸法

制备鳖甲胶原蛋白,利用紫外全波长扫描、傅里叶变换红

外光谱扫描和圆二色光谱扫描分析胶原蛋白的三螺旋结

构,利用SDSＧPAGE凝胶电泳和氨基酸分析对胶原蛋白

的亚基和氨基酸成分进行比较,旨在进一步深入研究和

开发中华鳖的鳖甲资源,以期为鳖甲胶原蛋白的提取提

供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

中华鳖:市售;

SDSＧPAGE试剂盒:上海碧云天生物技术有限公司;
碳酸钙、浓盐酸、硝酸、柠檬酸钠、乙二胺四乙酸二

钠、氢氧化钠、无水乙酸钠、氢氧化钠、柠檬酸、钙红指示

剂、硫化钠、LＧ羟脯氨酸标准品、对二甲氨基苯甲醛、氯胺

T等:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;
试验用水为超纯水.

１．２　仪器与设备

傅里叶红外扫描仪:VERTEX７０型,德国 BRUKER
OPTICS公司;

全自动氨基酸分析仪:L８９００型,日本 HITACH 公司;
冷冻 干 燥 机:ALPHA２Ｇ４LDplus型,德 国 Christ

公司;
紫外分光光度计:CaryＧ１００型,美国 AgilentTechnolＧ

ogies公司;
精密鼓风干燥箱:BPGＧ９１４０A型,上海一恒科学仪器

有限公司;
电 子 分 析 天 平:ME２０４ 型,美 国 METTLER

TOLEDO公司;

pH 计:S２２０ＧK型,美国 METTLERTOLEDO公司;
落地 大 容 量 离 心 机:LYNX６０００ 型,美 国 Thermo

ScientificFisher公司.

１．３　试验方法

１．３．１　中华鳖背甲预处理　中华鳖宰杀后,迅速剥离其

背甲,精细剔除背甲上的肌肉后,于－２０ ℃冷冻２h,粉
碎,冷冻干燥,粉碎,４℃保存备用.

１．３．２　鳖甲中总钙含量测定

(１)钙离子标准曲线绘制:参照侯风萍等[１９]的方法

略作 改 动.精 确 吸 取 ０,１,２,３,４,５ mL 钙 标 准 液

(１００mg/L 碳酸钙),用蒸馏水定容至１０mL,用胶头滴

管滴加１滴硫化钠溶液(１０g/L)和０．１０mL柠檬酸钠溶

液(０．０５mol/L),用氢氧化钾溶液(１．２５mol/L)调节pH
值至１２~１３,加３~５滴钙红指示剂,立即用 EDTA 溶液

滴定,直至瓶中溶液由紫红色变为亮蓝色,平行滴定３组.
以钙离子浓度为纵坐标,EDTA 消耗体积为横坐标,得钙

标准曲线方程y＝０．０４４x－０．００７８,R２＝０．９９３.
(２)鳖甲中总钙含量测定:根据GB５００９．４—２０１６,并

按式(１)计算总钙含量.

c１＝
c２×V１×n１×m１

m２×m３
, (１)

式中:

c１———总钙含量,mg/mL;

c２———钙离子质量浓度,mg/mL;

V１———溶解液体积,mL;

n１———稀释倍数;

m１———总灰分质量,g;

m２———灰分质量,g;

m３———样品质量,g.

１．３．３　 单 因 素 试 验 　 以 盐 酸 作 为 溶 媒,参 照 周 如 意

等[１５－１６]的方 法 并 略 作 改 动.初 设 条 件 为 盐 酸 浓 度

０．８mol/L,温度２５℃,料液比１∶２０(g/mL),脱钙时间

２h.在此基础上设置不同盐酸浓度(０．２,０．４,０．６,０．８,

１．０,１．２mol/L)、脱钙时间(１,２,３,４,５,６,８h)、脱钙温度

(５,１０,１５,２５,３０,３５ ℃)和料液比[１∶１０,１∶１５,１∶２０,

１∶２５,１∶３０,１∶３５,１∶４０(g/mL)]４个因素进行优化

试验,以脱钙率和胶原蛋白回收率为评价指标.

１．３．４　正交试验设计　根据单因素试验结果和显著性差

异分析从脱钙温度、脱钙时间、料液比和盐酸浓度４个因

素中筛选出显著影响脱钙效果的３个因素(盐酸浓度、温
度、料液比)作为试验因子,采用 DesignＧExpert软件设计

L９(３３)正交试验,以脱钙率和胶原蛋白回收率为评价指

标,每组平行３次,优化中华鳖背甲脱钙工艺.

１．３．５　脱钙液中钙含量测定　分别精确吸取１．０mL脱

钙液样品,用EDTA络合滴定法进行钙含量测定,平行滴

定３组,按式(２)计算脱钙液中钙含量.

A＝
c２×V２×n２

c１×m４
, (２)

式中:

２５１
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A———脱钙率,％;

V２———脱钙液体积,mL;

n２———滴定稀释倍数;

m４———背甲质量,g.

１．３．６　胶原蛋白含量测定　参照陆剑锋等[２０]的方法并

略作改动.精确吸取０．００,０．５０,１．００,１．５０,２．００,２．５０mL
羟脯氨酸标准应用液(６．４０μg/mL)于１０mL具塞比色管

中,分别依次 加 入 蒸 馏 水 ２．５０,２．００,１．５０,１．００,０．５０,

０．００mL,分别加入２mL异丙醇、１mL氯胺T氧化剂,摇
匀,放置４min.分别依次加入２mL对二甲氨基苯甲醛

显色剂(１g/mL),加塞摇匀,６０℃水浴２０min,冷却,测定

５６０nm处吸光度,绘制标准曲线方程为y＝０．１４９１x－
０．００１８,R２＝０．９９５.

精确吸取５mL脱钙液于２５mL具塞比色管中,加入

５mL浓盐酸,氮吹后封口.１１０℃烘箱中水解２４h,水解

液用 NaOH 溶 液 调 节 pH 至 ４~６,用 蒸 馏 水 定 容 至

２５mL.取上述溶液２．５mL加入２mL异丙醇和１mL
氧化剂,摇匀,放置４min,加入２mL显色剂,摇匀,６０℃
水浴２０ min,冷却,测定５６０nm 处吸光值.按式(３)、
式(４)计算脱钙液中胶原蛋白含量和胶原蛋白回收率.

G１＝c３×n３×V２×１１．１×１０６, (３)

B＝
G１

G２
×１００％, (４)

式中:

G１———脱钙液中胶原蛋白含量,g;

c３———羟脯氨酸质量浓度,μg/mL;

n３———胶原测定稀释倍数;

１１．１———胶原蛋白水解为羟脯氨酸的系数;

B———胶原蛋白回收率,％;

G２———中华鳖背甲中胶原蛋白含量,g.

１．３．７　鳖甲胶原蛋白的制备　参照张强等[２１]的方法并

略作修改.称取一定量中华鳖背甲脱钙样品与未脱钙鳖

甲样品,以料液比１∶１０(g/mL)加入０．５mol/L的乙酸

混匀,搅拌浸提２４h,８０００r/min离心１５min,取上清液

进行透析,直至样 品 溶 液 pH 为 ７,冻 干,于 ４ ℃ 保 存

备用.

１．３．８　脱钙前后胶原蛋白结构特性测定

(１)SDSＧPAGE分析:参照张强等[２１－２２]的方法稍作

修改.分别精确称取一定量的脱钙处理鳖甲胶原蛋白和

未脱钙处理鳖甲胶原蛋白,分别溶于０．０５mol/L乙酸溶

液中,制成终质量浓度为３０ mg/mL 胶原蛋白溶解液.
以体积比１∶４与上样缓冲液混合,沸水浴５min,冷却后

短时离心,收集上清液,与蛋白 Marker一同上样,１００V
恒流下进行电泳.

(２)紫外全波长扫描(UV)分析:根据蔡路昀等[２２]的

方法略作修改.取适量样品溶解于０．０５mol/L乙酸溶液

中制成５mg/mL胶原溶液,以０．０５mol/L乙酸溶液作空

白对照,于１９０~４００nm 区间内进行扫描.
(３)傅里叶变换红外光谱(FTIR)分析:参照蔡路昀

等[２２]的方法,利用锡探针于４００~４０００cm－１区间内进行

吸收波谱扫描.
(４)氨基酸组成分析:参照张强等[２１]的方法略作修

改.准确称取１g样品于２５mL具塞比色皿管中,加入

１０mL６mol/L优级盐酸、氮吹后封口,１１０℃消解２４h,
过滤,用去离子水定容,取０．２mL进行氮吹至干,加入

０．０２mol/L 的盐酸２mL,用０．２２μm 滤膜过滤,用全自

动氨基酸分析仪进行测定.

１．３．９　数据统计与分析　试验数据以平均数±标准差表

示.采 用 SPSS１７．０ 统 计 软 件 进 行 单 因 素 方 差 分 析

(ANOVA),用 Duncan多重比较法进行显著性检验(P＜
０．０５);应用 Graphpadprism８．０进行数据整理并作图.

２　结果与分析

２．１　鳖甲脱钙单因素试验

２．１．１　盐酸浓度　由图１可知,随着盐酸浓度的增加,鳖
甲中钙的脱除率呈上升趋势,胶原蛋白回收率呈下降趋

势.当盐酸浓度为０．８mol/L时,脱钙率最高达５９．１６％,
此时胶原蛋白回收率为９５．８９％.之后随着盐酸浓度的

增加,脱钙率趋于平缓并略有下降,胶原蛋白回收率急剧

下降(P＜０．０５),可能是由于加入盐酸,样品溶胀增强,结
构蓬松程度增加,利于钙离子的溶出;而羟基磷灰石的量

是一定的,加入足够多的盐酸相互反应后,当羟基磷灰石

反应基本完全,再增加盐酸也不能溶出更多的钙[２３].并

且过度地增加酸浓度,反而会使大分子物质(如胶原蛋白

和其他蛋白)溶出增加,进而影响钙离子的溶出,同时高

浓度盐酸也会破坏胶原蛋白结构[１].故选取盐酸浓度为

０．７~０．９mol/L用于进一步优化试验.

２．１．２　脱钙时间　由图２可知,随着脱钙时间的延长,鳖
甲中钙离子脱除率呈短时间(１．０~２．０h)上升后趋于平

缓的趋势,胶原蛋白回收率呈下降趋势.当脱钙时间为

小写字母不同代表组间胶原蛋白回收率差异显著(P＜０．０５);大

写字母不同代表组间脱钙率差异显著(P＜０．０５)

图１　盐酸浓度对中华鳖背甲脱钙效果的影响

Figure１　EffectsofHClconcentrationonCa２＋ removal
rateoftheChinesesoftＧshelledturtlecarapace
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小写字母不同代表组间胶原蛋白回收率差异显著(P＜０．０５);大

写字母不同代表组间脱钙率差异显著(P＜０．０５)

图２　脱钙时间对中华鳖背甲脱钙效果的影响

Figure２　EffectsoftimeonCa２＋ removalrateofthe
ChinesesoftＧshelledturtlecarapace

２．０h时,脱钙率达最高为６２．０３％,此时胶原蛋白回收率

为９５．５５％.之后随着酸泡时间的继续增加,脱钙率变化

不显著.这可能是在进行反应的同时,盐酸不断地挥发,

导致反应系统中盐酸的实际浓度下降,不利于可溶性钙的

提取[２３].因此,选择２h作为中华鳖背甲适宜脱钙时间.

２．１．３　脱钙温度　由图３可知,随着脱钙温度的升高,鳖
甲中钙离子脱除率逐渐增大,胶原蛋白回收率随脱钙温

度的升高呈下降趋势.当脱钙温度为２５℃时,脱钙率达

最大值为６２．６９％,此时胶原蛋白回收率为９４．０９％.低

温时,钙离子溶解度较低,渗透性较弱,胶原蛋白大分子

物质更不易渗透.随着脱钙温度的升高,分子运动加剧,

使其溶解度增大,但随着脱钙温度的升高,盐酸挥发,导
致浓度下降,影响钙的脱除率[２３－２４].因此,选取脱钙温

度为２２~２８℃用于进一步优化试验.

２．１．４　料液比　由图４可知,随着鳖甲与盐酸溶液比例

的增大,钙离子脱除率呈递增的趋势,胶原蛋白回收率随

脱钙 温 度 的 升 高 呈 下 降 趋 势. 当 料 液 比 为 １∶
２５(g/mL)时,钙脱除率不再增加,反而稍有下降,胶原

小写字母不同代表组间胶原蛋白回收率差异显著(P＜０．０５);大

写字母不同代表组间脱钙率差异显著(P＜０．０５)

图３　脱钙温度对中华鳖背甲脱钙效果的影响

Figure３　EffectsoftemperatureonCa２＋ removalrateof

theChinesesoftＧshelledturtlecarapace

小写字母不同代表组间胶原蛋白回收率差异显著(P＜０．０５);大

写字母不同代表组间脱钙率差异显著(P＜０．０５)

图４　料液比对中华鳖背甲脱钙效果的影响

Figure４　EffectsofsolidＧliquidratioonCa２＋ removal
rateoftheChinesesoftＧshelledturtlecarapace

蛋白回收率则大幅下降.一定质量的鳖甲中钙含量是有

限的,盐酸溶液体积的增大利于钙的溶出.当脱钙剂用

量继续增加时,脱钙率略有降低,表明钙离子已基本从组

织中充分溶出.脱钙剂过剩,不但会影响脱钙效果,还会

导致胶原蛋白的溶出量增加,回收率降低[２４].故选择料

液比为１∶２２．５~１∶２７．５(g/mL)用于进一步优化试验.

２．２　正交试验

正交试验因素水平见表１,正交试验设计及结果见

表２.由表２、表３可知,各因素对鳖甲脱钙率的影响主次

顺序为盐酸浓度＞脱钙温度＞料液比.在胶原蛋白回收

率方面,脱钙温度的影响最大,盐酸浓度的最小.结合k
值可知,以脱钙率和胶原蛋白回收率为考察指标的最佳

工艺组合分别为 A２B３C２和 A１B１C３.根据各因素对脱钙

率和胶原蛋白回收率的影响大小,最后选择 A２B３C２作为

鳖甲脱钙的最佳工艺,即盐酸浓度０．８mol/L、脱钙温度

２８℃、料液比１∶２５(g/mL)和脱钙时间２h,此时脱钙率

和胶原蛋白回收率分别为(６７．３５±０．９２)％和(９０．７７±

１．０８)％,说明该正交优化试验所得最佳工艺组合可以有

效脱钙,并且能较大程度地减少胶原蛋白的流失.

２．３　鳖甲胶原蛋白含量与胶原蛋白提取率

由图５可知,未脱钙处理鳖甲和脱钙处理后鳖甲中

胶原蛋白含量分别为６２．２７,１４２．１８mg/g,脱钙处理后样

表１　正交试验因素水平表

Table１　Codesandlevelsoftestfactorsin
orthogonaldesign

水平
A盐酸浓度/

(mol􀅰L－１)
B脱钙温度/

℃

C料液比

(g/mL)

１ ０．７ ２２ １∶２２．５

２ ０．８ ２５ １∶２５．０

３ ０．９ ２８ １∶２７．５
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表２　中华鳖背甲脱钙正交试验结果及极差分析

Table２　L９(３３)orthogonaldesignandstatisticalanalysis
试验号 A B C 脱钙率/％ 胶原蛋白回收率/％

１ １ １ １ ５９．５７ ９１．７６

２ １ ２ ２ ６１．５０ ８９．６８

３ １ ３ ３ ６１．５９ ９０．８７

４ ２ ２ １ ６２．５１ ８９．４１

５ ２ ３ ２ ６７．３５ ９０．７７

６ ２ １ ３ ６２．３３ ９１．２４

７ ３ ３ １ ６３．７１ ８８．２６

８ ３ １ ２ ６１．８４ ９２．２７

９ ３ ２ ３ ６５．２３ ９０．９３

脱钙率　

k１ ６０．８８７ ６１．２４７ ６１．９３０

k２ ６４．０６３ ６３．０８０ ６３．５６３

k３ ６３．５９３ ６４．２１７ ６３．０５０

R ３．１７６ ２．９７０ １．６３３

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

胶原蛋白

回收率　

k１ ９０．７７０ ９１．７５７ ８９．８１０

k２ ９０．７４３ ９０．００７ ９０．９０７

k３ ９０．４８７ ８９．９６７ ９１．０１３

R ０．２９７ １．７９０ １．２０３

表３　正交试验结果方差分析

Table３　Analysisofvarianceoforthogonaltestresults

来源
偏差平方和

脱钙率 胶原蛋白回收率

自由度

脱钙率 胶原蛋白回收率

均方

脱钙率 胶原蛋白回收率

F 值

脱钙率 胶原蛋白回收率

A ５２．９１４ ０．５０５ ２ ２ ２６．４５７ ０．２５３ ６３．１１ ０．３４９

B ４０．４２２ １８．８０５ ２ ２ ２０．２１１ ９．４０２ ４８．２１ １２．９７８

C １２．５５７ ７．９８６ ２ ２ ６．２７９ ３．９９３ １４．９８ ５．５１２
误差 １０５．８９３

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

∗∗代表组间差异极显著(P＜０．０１)
图５　脱钙处理对鳖甲中胶原蛋白含量和胶原蛋白

提取率的影响

Figure５　Effectsofdecalcificationoncollagencontents
andextractionyieldofcollagenintheChinese
softＧshelledturtlecarapace

品中的胶原蛋白含量约为未脱钙的 ２．３倍,差异显著

(P＜０．０５).未脱钙处理鳖甲和脱钙处理后鳖甲中胶原

蛋白提取率分别为１６．０７％,６６．９５％,脱钙处理后样品的

胶原蛋白提取率约为未脱钙的４．２倍,差异显著(P＜

０．０５),可能因为鳖甲经脱钙处理后,钙离子减少,组织结

构疏松,胶原蛋白表面积增加,利于胶原蛋白与提取液接

触,增加胶原的溶胀,进而促使胶原蛋白溶出[２５].

２．４　鳖甲胶原蛋白结构特性分析

２．４．１　SDSＧPAGE　由图６可知,两种胶原蛋白均含有

４条明显的肽链,即α１、α２、β 和γ 链,表明提取的胶原蛋

白质属于典型的Ⅰ型胶原蛋白质.α１和α２链的相对分

子质量在１００~１３５kDa,二聚体βＧ链和三聚体γＧ链相对

分子量为２４５kDa左右,符合大多数水生胶原蛋白的结构

特征[２０－２２,２６].

２．４．２　紫外全波长扫描(UV)　由图７可知,脱钙处理与

未脱钙处理鳖甲胶原蛋白分别在２１４,２１５nm 处有较强

的吸 收 峰,峰 形 较 为 一 致.胶 原 蛋 白 质 肽 链 所 含 的

C􀪅􀪅O、—COOH、CONH２都是生色基团,分子中的价电

子吸收能量发生跃迁,可在２２０nm 附近产生较强的紫外

吸收,鳖甲胶原蛋白符合Ⅰ型胶原蛋白三股螺旋结构的
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１．未脱钙处理鳖甲胶原蛋白　２．脱钙处理鳖甲胶原蛋白

图６　鳖甲胶原蛋白SDSＧPAGE电泳图

Figure６　SDSＧPAGEelectrophoresisofcollageninthe
ChinesesoftＧshelledturtlecarapace

图７　鳖甲胶原蛋白紫外吸收光谱图

Figure７　 UV absorptionspectraofcollageninthe
ChinesesoftＧshelledturtlecarapace

紫外吸收特征[２２].特征吸收峰位置发生了位移可能是由

于胶原蛋白的氨基酸含量差异所致[２６],而酸可以破坏部

分氨基酸的结构[２７].

２．４．３　傅里叶变换红外光谱(FTIR)　由图８可知,在酰

胺I(特征吸收范围位于１６００~１７００cm－１)、II(特征吸

收范围 为 １５００~１６００cm－１)、III(特 征 吸 收 范 围 为

１２００~１３６０cm－１)以 及A(特 征 吸 收 范 围 为３２００~

１．胶原蛋白标准品　２．未脱钙处理鳖甲胶原蛋白　３．脱钙处理

背甲胶原蛋白

图８　鳖甲胶原蛋白红外吸收光谱图

Figure８　Infraredabsorptionspectraofcollageninthe

ChinesesoftＧshelledturtlecarapace

３４００cm－１)、B带(特征吸收峰位于２９２０cm－１附近)均
可观察到明显的特征峰,符合胶原蛋白质的特征吸收

峰[２２],说明所提胶原蛋白具有较完整的三螺旋结构.

２．４．４　氨基酸组成　由表４可知,鳖甲胶原蛋白中氨基酸

种类和含量相对丰富,其中甘氨酸含量最高,占总氨基酸

含量的１/３;其次是亚氨基酸(脯氨酸和羟脯氨酸),约占总

氨基酸含量的１/５;丙氨酸和谷氨酸含量也较多,约占总氨

基酸含量的１/１０;不含色氨酸,只有极少量的苯丙氨酸和

半胱氨酸.氨基酸分析结果符合胶原蛋白的氨基酸组成

特征[２１,２６,２８].两种胶原蛋白的氨基酸种类一致而含量有

所差异,与紫外扫描图谱结果分析一致.这可能是由于盐

酸破坏了部分氨基酸的结构,使含量发生了变化[２７].

表４　鳖甲胶原蛋白氨基酸组成

Table４　AminoacidcompositionsofcollagenintheChiＧ

nesesoftＧshelledturtlecarapaceresidues

氨基酸种类
氨基酸含量(残基/１０００个残基)

脱钙处理 未脱钙处理

天冬氨酸 ４９．０７±０．４９ ５０．０３±１．０９

苏氨酸 ２５．５８±０．１３ ２６．１２±０．７３

丝氨酸 ４２．９８±０．４４ ４３．９９±１．４６

谷氨酸 ７３．６３±０．３９ ７４．６６±２．７０

甘氨酸 ２９１．７１±１．１３ ２８８．６５±８．４８

丙氨酸 １３５．６８±０．３９ １３０．２９±１．８１

缬氨酸 ２７．７４±０．５９ ２８．０２±１．４０

蛋氨酸 ８．３５±０．４０ ７．５４±０．８２

异亮氨酸 １３．２８±０．１６ １４．２０±０．４８

亮氨酸 ２８．２４±０．１９ ２４．７５±０．９６

络氨酸 ７．４７±０．２３ ８．５９±０．１３

苯丙氨酸 ０．６６±０．０４ ０．６９±０．０８

半胱氨酸 ０．３４±０．０２ ０．２９±０．０１

赖氨酸 ２６．７２±０．６２ ２４．６８±０．９４

组氨酸 １３．７７±０．１９ １５．６６±１．３８

精氨酸 ６５．３５±３．４７ ６６．７３±３．０１

羟脯氨酸 ６８．７０±１．３５ ７１．５５±０．０７

脯氨酸 １２１．０４±０．５１ １２３．５８±４．３１

３　结论

酸法脱 除 鳖 甲 中 钙 的 最 佳 工 艺 条 件 为 盐 酸 浓 度

０．８mol/L、料液比１∶２５(g/mL)、脱钙温度２８ ℃、脱钙

时间２h.此条件下脱钙率和胶原蛋白回收率分别为

(６７．３５±０．９２)％和(９０．７７±１．０８)％.相同提取条件下,脱

钙处理后的鳖甲样品胶原蛋白含量和提取率显著高于未

脱钙鳖甲的,且脱钙处理后制备的鳖甲胶原蛋白提取率

高、纯度较高,三螺旋结构完整.后续可进一步通过其他

辅助脱钙处理方法提高脱钙率以及降低胶原蛋白损失率.
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