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摘要：对仿刺参（!"#$%&’() *+’&,#$()）胶原蛋白的提取及理化性质进行了研究。结果表明，低温提取可得到胃蛋白
酶促溶且去除端肽（5&’26&65*4&）的酸溶性胶原蛋白（78#）。紫外 # 可见扫描测得 78#的最大吸收峰位于 &&"
,(；氨基酸分析发现，在 ! """个总氨基酸残基中，甘氨酸为 )&(个，羟脯氨酸为 $$个，羟脯氨酸与脯氨酸之比
为 " 1$(，酪氨酸、苯丙氨酸及组氨酸的含量较低，可能不含胱氨酸，这些特性均符合!型胶原的特征。差示量热
扫描法（98#）测定仿刺参 78#的热稳定性温度（-:）为 %* ;，低于牛皮!型胶原 % ;；苯酚 #硫酸及次甲基蓝法
测得 78#的总糖及粘多糖含量分别为 " 1 $!<及 " 1 ’,<；经 9$=$!%&纯化后，可得到除去粘多糖的蛋白纯品。
898!7=>$显示，本研究所提取的仿刺参 78#不含杂蛋白，主要成分为胶原"及#链，含少量$链；其中#链类
似于脊椎动物!型胶原#!链，-./分子组成为（#!）)。
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仿刺参（!"#$%&’() *+’&,#$()），隶属于棘皮动物
门（8-30’&%$./"2"）、海参纲（A&+&239.0&0%$.）、木盾
手目（6#*0%&-30.&2"）。全世界约有 #$$多种海参，
我国约有 !%$ 多种，其中可供食用者约有 %$ 多
种，在我国一向被视为佐膳佳肴，被列为“八珍之

一”［!］，其可食部位的主要成分为体壁中的胶原蛋

白。胶原蛋白类型较多，7$+#$ 等［&］于 &$$" 年报
道，胶原蛋白家族有 &!种不同类型的胶原，水产
无脊椎动物中存在的胶原蛋白主要可分为两种，

类$型及类%型［"］。国外学者对海胆胶原蛋白研
究较多［% ’ (］，发现海胆胶原由两条不同的"链组
成，分子量约为 !$$ B)，分子组成为（"!）&"&，类似

于脊椎动物$型胶原。和海胆相比，海参胶原蛋
白的研究则较少。("02& 等［)］及 C.&22$. 等［*］曾分
别对仿刺参及加州海参（-($(.+/#+ 0/&,1&)+）胶原
特性进行研究，但得到的胶原构型结果不一致。

本文从中国产仿刺参中提取胶原蛋白，对其理化

性质进行了初步研究，并与两位学者的研究结果

进行了比较分析。

! 材料与方法

) =) 实验材料
活仿刺参购于青岛南山水产品市场。胃蛋白

酶比活力为 DEDF FFF，(01/" ;3$/0-"+ ;&=产品。
) =* 实验方法
胶原蛋白的提取 参照文献［G］的方法，并

加以改进。把仿刺参除去肠等内脏，用剪刀剔除

内壁肌肉层，剩余仿刺参体壁用刀切成碎块（湿重

约 HF 1），于 HFF /I蒸馏水中搅拌 JF /0’，用纱布
滤出，加入 HFF /I蒸馏水重洗，然后将仿刺参碎
块放于 HFF /I 的 K //&+·IL D 8)C6和 F =D /&+·
IL D C.0#4A;+（*A G=F）溶液中，搅拌过夜。用纱布
过滤后，再用蒸馏水洗 M次，置于 HFF /I蒸馏水
中搅拌过夜，溶液中即充满絮状胶原纤维，用纱布

滤出未解离的海参块，将溶液以 N FFF O 1转速离
心 JF /0’。所得胶原纤维沉淀加入 MH 倍体积的
F =D /&+·IL D P"QA，搅拌 J %。N FFF O 1离心 D 3，
沉淀水洗至中性，加入 MH倍体积的 F = H /&+·IL D

乙酸，加入 F = HR胃蛋白酶，搅拌、消化 M %。DM
FFF O 1 离心 D 3，上清液缓慢加入研磨精细的
P";+（终浓度为 F = G /&+·IL D），搅拌过夜。J FFF
O 1离心 DF /0’，去上清，沉淀加入少许 F = H /&+·
IL D乙酸溶解，转入透析袋内对 F = FM /&+·IL D

P"MA5QK（*A G=F）透析，透析时每隔 H 3换一次溶

液，透析 M %。透析液 J FFF O 1离心 DF /0’，去上
清，沉淀用少许 F = H /&+·IL D乙酸溶解，转入透析

袋内对 F =D /&+·IL D乙酸透析 M %，用 587GFFF浓
缩，冷冻干燥后即得胃蛋白酶促溶的酸溶性胶原

5(;。以上所有操作均在 KS下进行。将胶原冻
干品溶于 F =D /&+·IL D P"J5QK（*A T=M）缓冲液中，
过夜，离心，上清液用于 ()(45678分析。
胶原蛋白的紫外分光吸收测定 采用 THD

UV7)的紫外可见分光光度计测定。
氨基酸分析 取新鲜仿刺参体壁，烘干后

磨成粉末。准确称取一定量干粉及仿刺参 5(;，
精确到 F = FFFD 1，用日立 GJH L HF 型氨基酸自动
分析仪对其主要氨基酸组成进行分析。

热稳定性温度（2#）测定 采用差示量热扫

描（)(; MFF 5;型）法测定（以!型胶原标准为对
照）。

总糖及多糖含量测定 苯酚 L硫酸法测定
总糖含量［N］，多糖含量采用次甲基蓝法［DF］。

)8684HM阴离子交换层析 取一定量的

5(;溶解于 F =M /&+·IL D P";+，F =FH /&+·IL D C.0#4
A;+（*A T=G）的缓冲液中，加入用同样缓冲液平衡
的 )8684HM纤维素层析柱上，柱体积约 KF /I，先
用同一缓冲液洗脱，紫外（MMF ’/）监测至洗脱峰
回到基线，再用 P";+ 步进洗脱，流速为 D /I·
/0’L D，次甲基蓝法检测多糖，收集蛋白峰，进行

()(45678。
()(45678分析 取 MF&I胶原上清液，加

入 H&I H O 样品缓冲液（WF / /&+·IL D C.0#4A;+
缓冲液，MHR甘油，MR ()(，DK = K //&+·IL D巯基

乙醇，F =DR溴酚蓝）DFF S煮沸 H /0’，进行 ()(4
5678垂直板电泳。浓缩胶浓度为 HR，分离胶浓
度为 NR，电极缓冲液采用 ()(4C.0#4甘氨酸系统，
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以 !" #$胶恒流电泳直至溴酚兰前沿离凝胶下
端 % &#左右时结束。

’ 结果

! (" 仿刺参胶原的紫外 #可见吸收光谱
对所提取的 )*+在 ’"" , -"" .#的近紫外光

区进行宽扫测试，由图 %可见，)*+的最大吸收波
长约为 ’’" .#，符合胶原蛋白的特征吸收［%%］，这
表明所提取的胶原蛋白有较高的纯度。

图 % 仿刺参胶原的紫外吸收光谱
/01(% 234 56789:0;647 9<=;8>70;. =>4&789 ;? )*+

! (! 仿刺参胶原的氨基酸组成
仿刺参 )*+及体壁蛋白氨基酸组成见表 %。
由表 %可知，在仿刺参 )*+%"""个总氨基酸

残基中，甘氨酸为 !’@，羟脯氨酸为 AA，羟脯氨酸
与脯氨酸之比为 " ( A@，酪氨酸，苯丙氨酸及组氨
酸的含量较低，可能不含胱氨酸，这些氨基酸的构

成比符合!型胶原的特征，并显示有较高的纯度。
! ($ 仿刺参胶原的热稳定性温度（!%）

仿刺参胶原及脊椎动物!型胶原的热稳定性
温度测定结果见图 ’，仿刺参胶原 != 为 BC D，脊
椎动物!型胶原 !=为 A’ D。
! (& 仿刺参胶原含糖量
仿刺参中含有岩藻糖、氨基半乳糖和葡萄糖

醛酸等。对仿刺参胶原总糖及多糖含量的测定结

果表明，仿刺参体壁胶原的总糖含量为 " ( A%E，
酸性粘多糖含量为 " (-FE。

表 " 仿刺参体壁、’()及人的氨基酸组成
（残基 * "+++个氨基酸总残基）

,-./" 01234 -526 54174%28243 49 %:- 5;5;1.:< .46= >-??
-36 ’() 5417-<:6 >28@ @;1-3 54??-A:3%
（<:%26;:% 7:< " +++ <:%26;:%）

氨基酸
9#0.; 9&0G

海参体壁胶原
<;GH I966 &;66914.

海参
)*+

人!%（!）型胶原!
!%（!）;? 35#9.

$=> CA A" -’
238 -- !- %A
*48 -@ -B !-
J65 %"A %"- C!
J6H ’AB !’@ !!!
$69 @C %%% %%B
K96 !- ’- ’%
L47 %B @ C
M64 ’B %F A
N45 !’ %@ %@
2H8 ’% F %
)34 ’% C %’
NH= ’! B ’A
O0= C ! !
$81 -F B! B"
)8; CA @B %’-
OH> B’ AA %"@
OH6 @ %" @

9P0#.0 9.G O98Q.4==（%@FF）

图 ’ 仿刺参胶原的 R*+吸收曲线
/01( ’ 2348#96 G4.9758970;. &58:4 ;? =49 &5&5#<48

&;66914. 9= #49=584G <H R*+

! (B ’()的纯化
)*+经 RS$STB’纯化的结果见图 !。由图可

知，)*+ 经 RS$STB’ 纯化后，得到除去多糖及粘
蛋白的胶原纯品（峰 %），仿刺参粘多糖（峰 ’）约在
P9+6 浓度为 " (A #;6·NU %时流出。

! (C 仿刺参胶原类型及分子量
图 -为仿刺参胶原 )*+的 *R*T)$JS电泳图

谱。由图可知，)*+ 不含杂蛋白，具有很高的纯
度；主要含胶原"及!链，少量#链，其中!链类
似于脊椎动物!型胶原!%链，分子组成为（!%）!。
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图 ! 仿刺参胶原 "#$的 %&’&
()*+! $,-./01.*-02, .3 "#$ .4 %&’&567

峰 8为胶原（最大吸收位于 779 4/），峰 7为粘多糖（和次甲基蓝反应后，最大吸收位于 6:9 4/），在 9+: /.;·<= 8 >0$;处流出，插入图

为 "#$及峰 8中 0，?，@ 和 A部分的电泳图

$.;;0*B4（0?C.-?04@B 01 779 4/）D0C B;E1BA )4 1,B 2B0F 8，D,B-B0C G’G（0?C.-?04@B 01 6:9 4/ 031B- -B0@1).4 D)1, /B1,H;B4B ?;EB）D0C B;E1BA 01

0?.E1 9 +: /.;·<= 8 >0$;（2B0F 7）+ I,B )4CB1 C,.DC #%#5"’G&，$../0CC)B ?;EB5C10)4BA，.3 1,B "#$，0，?，@ 04A A .3 2B0F 8

图 J 仿刺参胶原及!型胶原标准品的电泳图谱
()*+J #%#5"’G& .3 CB0 @E@E/?B- @.;;0*B4

04A 1H2B!@.;;0*B4 /0-FB-C
’：次高分子量标准；K：仿刺参胶原（样品溶解液无!=巯基

乙醇）；$：仿刺参胶原（样品溶解液含!5巯基乙醇）；%：牛皮

!型胶原标准 +

’："-.1B)4 C104A0-A /.;B@E;0- /0-FB-C；K："#$（1,B C0/2;B C.;E1).4

D)1,.E1 /B-@021.B1,04.;）； $： "#$（ 1,B C0/2;B C.;E1).4 D)1,

/B-@021.B1,04.;）；%：IH2B !@.;;0*B4

! 讨论

! +" 胶原蛋白的提取
胶原蛋白是由 ! 条"多肽链形成的 ! 股螺旋

结构，包括 > =端肽（> = 1B;.2B21)AB）、!股螺旋区、
$5端肽（$51B;.2B21)AB）。"链的端肽形成胶原蛋白
的球状结构区，! 条"链借助范德华力、氢键及共
价交联聚合成 ! 股螺旋结构，成为难溶性胶原蛋

白［87］。仿刺参在系统发生上属于前口动物，与以

脊椎动物为代表的后口动物相比，其胶原显著难

溶，提取时可先用胃蛋白酶消化水解去末端，再用

稀醋酸溶液提取溶出，称作胃蛋白酶促溶的胶原蛋

白（"#$）［8!］。
盐析时，需将研细后的 >0$; 在搅拌下加入。

若加入块状结晶 >0$;，会使胶原包绕着 >0$;结晶
块而沉淀下来，使块状 >0$;难以溶解。同时，搅拌
不要过于剧烈，以免产生气泡而使部分胶原变性。

对 "#$粗提液进行透析，不仅可以脱盐、除去小分
子糖类及其它杂质，还能使胶原进一步溶解，主要

包括对 >07L"MJ 和低浓度乙酸透析。对 >07L"MJ

透析时，透析液 2L要达到 N +9以上，以使胃蛋白酶
彻底失活；对乙酸透析时，用 ’*>M!检验 $;=。
! +# 胶原蛋白的鉴定
胶原蛋白的紫外光谱分析 胶原只含少量

芳香族氨基酸，在 7N9 4/处基本无吸收；而胶原肽
链所含有的 $ = M，= $MML，$M = >L7 都是生色基

团，可以在 779 4/附近产生大的光吸收。本研究
所提取的胶原蛋白的最大吸收波长约为 779 4/，
这与已报道胶原蛋白的光吸收特征相一致［88］。

胶原蛋白的氨基酸组成分析 氨基酸含量

的测定结果表明，仿刺参胶原中天冬氨酸、谷氨酸、

甘氨酸、丙氨酸、精氨酸、脯氨酸和羟脯氨酸含量较

!"" 水 产 学 报 !9卷



高，可能不含胱氨酸，芳香族氨基酸、组氨酸含量极

微。其中甘氨酸约占总氨基酸残基的 !"#左右，
羟脯氨酸与脯氨酸之和约为 $%#，羟脯氨酸与脯
氨酸之比约为 " & ’，类似于脊椎动物!型胶原，这
显示所提取的胶原蛋白具有较高的纯度，并且其氨

基酸组成和人!型胶原蛋白的氨基酸组成相近。
! &! 胶原蛋白的性质表征
胶原蛋白的热变性 天然状态下的胶原由

!条多肽链缠绕而成，其被加热时，氢键断裂，导致
胶原分子解缠绕，天然构象被破坏，这些状态的变

化过程都会伴随着能量的变化。胶原热变性过程

是在一个窄的温度间隔内 !股螺旋的解缠绕过程，
用 ()*进行测量就可以得到其热稳定性信息［$+］。
胶原的热稳定性可由胶原纤维的 !, 来表达。

本研究测得牛皮!型胶原的 !,为 %- .，而海参胶
原蛋白的 !,为 /’ .，脊椎动物!型胶原的 !, 一

般为 %" 0 %/ .。海参胶原的脯氨酸含量约为人胶
原脯氨酸含量的 ’% & ’#，相应的羟脯氨酸含量约
为 %" & %#，表明热收缩温度与全部亚氨基酸（脯氨
酸 1羟脯氨酸）的含量存在正相关性。这是由于亚
氨基酸的砒硌环对二级结构所起的固定化以及由

羟脯氨酸的羟基所形成的氢键对胶原螺旋的稳定

化起着很大的作用。

仿刺参胶原的含糖量及除糖 仿刺参富含

的粘多糖（232）可通过共价键与蛋白接合，是多聚
阴离子，具有羧基与硫酸基团［$/］。次甲基蓝是一

种异染性染料（456789:;476<8 =>5），低浓度时可与
负离子亲水胶体相作用形成溶于水的异染变色配

合物，从而导致染料颜色的变化，通过测定吸光值

的变化可以比较简单的定量计算海参中粘多糖的

含量［?］。本文测得 @)*粘多糖含量高达 " & +A#，
必须过柱纯化才可得到纯品。海参胶原在中性盐

缓冲液平衡的 (B3BC/- 柱上形成穿过峰，胶原所
带粘多糖吸附柱上，从而可得到除去粘多糖的纯胶

原制品，为下一步胶原活性研究打下了基础。

仿刺参胶原的类型及组成 胶原蛋白类型

较多，D:;665: 等［A］研究发现，加州海参（"#$#%&’(&
)’*+,*-&）胶原蛋白组成为（!$）!，而 !"#$%等［’］则认为
仿刺参（ ./($0*1#- 2&1*+($#-）胶原的分子组成为
（!$）-!-。本研究的 )() E @32B结果表明，仿刺参
胶原由 !条相同的类!$ 链组成，类似于 D:;665:等
报道的加州海参胶原结构。)7<6;等的研究结果可

能是提取过程中，胶原!链发生降解所致。比较图
+中的蛋白样品 &（样品溶解液无"’巯基乙醇）及 *
（样品溶解液含"’巯基乙醇）的电泳图谱发现，两个
样品的电泳图谱完全一致，巯基乙醇的添加对胶原

蛋白的提取无影响，这说明在仿刺参胶原蛋白三螺

旋区无二硫键。

从 @)*电泳谱图还发现，经考马斯亮蓝 FC-/"
染色后，胶原呈紫红色（456789:;476<87GG>），而其他
蛋白呈蓝紫色（;:69;89:;476<87GG>）。以上结果均说
明所提取的仿刺参 @)*为典型的胶原蛋白。
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