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原型胶原蛋白的提取分离及其结构鉴定 

孙圣伟 1, 何  健 1, 刘美娟 1, 李  俊 2, 殷光玲 1* 

(1. 汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040; 2. 华南农业大学食品学院, 广州  510642) 

摘  要: 目的  比较不同产品中的原型胶原蛋白构型和理化性质差异。方法  经酶法、盐析等步骤对市售胶

原蛋白产品进行提取分离纯化, 利用氨基酸测序技术、十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳( sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis , SDS-PAGE)和圆二色谱技术对其结构进行鉴定。结果  1 号胶原蛋

白为变性胶原蛋白, SDS-PAGE 方法未检测到蛋白的电泳条带, 表明其无明显的空间结构; 2 号胶原蛋白存在

混杂现象, 为非纯的原型胶原蛋白; 3 号胶原蛋白为典型的Ⅱ型胶原蛋白结构特征, SDS-PAGE 结果中存在单一

的 α链和 β链, 与文献资料相符合。结论  3 种胶原蛋白均具有典型的胶原蛋白蛋白氨基酸组成, 但由于生产

工艺的不同、物种来源、部位的差异, 导致表现出了 3 种不同的空间构型。 
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Extraction and separation of prototype collagen and its  
structure identification 
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ABSTRACT: Objective  To compare the differences in prototype collagen configuration and physicochemical 

properties in different products. Methods  Commercially available collagen products were extracted, separated and 

purified by enzymatic method, salting out and other steps. Their structures were identified by amino acid sequencing, 

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and circular dichroism. Results  Collagen 

1 was a denatured collagen, and the electrophoresis band of the protein was not detected by SDS-PAGE, indicating 

that it had no obvious spatial structure. Collagen 2 had a mixed phenomenon, which was a non-pure prototype 

collagen. Collagen 3 was a typical type II collagen structural feature. There were single alpha and beta chains in the 

SDS-PAGE results, which were consistent with the literature. Conclusion  All 3 kinds of collagen have typical 

amino acid composition of collagen protein, but due to different production processes, differences in species source 

and location, 3 different spatial configurations are exhibited. 
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1  引  言 

胶原蛋白又名胶原, 是一种白色、不透明、无支链的

纤维蛋白质, 主要存在于动物的皮、骨、软骨、牙齿、肌

腱、韧带和血管中[1], 是细胞外基质( extracellular matrix, 

ECM)的主要成分, 与结缔组织统称为结构蛋白质, 起着

支撑器官、保护机体的作用。胶原蛋白是哺乳动物体内含

量最多的蛋白质, 约占胶原纤维固体物的 85%, 占体内蛋
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白质总量的 25%~30%, 相当于体重的 6%[2]。胶原蛋白通

常是由 3 条 α肽链相互缠绕形成的、含有右手超螺旋结构

的一类蛋白质[3]。胶原蛋白具有一定的乳化性, 吸水保湿

性和生物相容性, 已广泛应用于食品[4]、化妆品[5]、医药[6]

等多个领域。 

在胶原蛋白家族中, I 型胶原蛋白分子呈棒状, 由 2 条

α1 链, 1 条 α2 链组成, 属于异源三聚体。3 条 α-肽链借范

德华力、氢键及共价交联以平行、右手螺旋形式缠绕成“草

绳状”三股螺旋结构。Ⅱ型胶原蛋白以原骨胶原同型三聚体

的超螺旋结构存在于哺乳动物软骨, 是由 3 条相同的 α1 链

组成的, 在哺乳动物透明软骨中含量丰富, 约占软骨组织

蛋白质总量的 80%[7]。Ⅱ型胶原蛋白作为典型的结构蛋白, 

甘氨酸和羟脯氨酸的含量很高 , 但不含有色氨酸 , 组氨

酸、苯丙氨酸和半胱氨酸等氨基酸含量较少。基于氨基酸

构成的胶原蛋白 3 条肽链形成的空间超螺旋结构和每一条

肽链重复出现的 Gly-Xaa-Yaa 三肽单元密切相关, 甘氨酸

的空间位置能优化多肽链折叠构象, 而且甘氨酸是唯一适

合肽链折叠内部位置的氨基酸, 产生(Gly-Xaa-Yaa)。氨基

酸序列的重复最为常见的三肽单元 Gly-Pro-Hyp 有助于三

股螺旋的稳定[8]。 

胶原蛋白的提取有酸法、碱法、酶法等, 酸法提取纯

度较高, 但会使色氨酸全部破坏, 且提取率低[9,10]; 碱法提

取会破坏含有羟基和巯基的氨基酸且产生消旋, 三螺旋结

构被严重破坏, 造成蛋白变性[11]; 酶法目前应用较多, 以

胃蛋白酶应用最为广泛, 其提取率明显高于酸法和碱法提

取。但酶法处理过程中对温度和 pH 的条件要求较高, 需通

过准确的酶解工艺参数获得高得率、非变性胶原蛋白, 对

保持胶原蛋白的天然结构至关重要[12,13]。 

市场上胶原蛋白产品琳琅满目, 为准确判断其是否

为原型蛋白及结构类型, 本研究旨在通过对市场上 3 种胶

原蛋白粉产品经酶法、盐析等步骤分离提取后, 对其胶原

蛋白结构进行鉴定, 以期为市场上的胶原蛋白产品提供一

个借鉴的标准和鉴定方法。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

胶原蛋白产品 A(样品 1); 胶原蛋白产品 B(样品 2); 

胶原蛋白产品C(样品 3); 考马斯亮蓝、胃蛋白酶(400 U/mg, 

上海瑞永生物科技有限公司); 盐酸胍(上海源叶生物科技

有限公司); 胰蛋白酶(50 U/mg, 广州齐云生物科技有限公

司); 无水乙醇(分析纯, 天津富宇化学试剂厂); 盐酸(分析

纯, 广州化学试剂厂); 氯化钠(分析纯, 天津大茂化学试 

剂厂)。 

2.2  仪器与设备 

DF-101S 集热式恒温加热磁力搅拌器(巩义市予华仪

器有限公司); ME204E 万分之一天平、DELTA 320pH 计(瑞

士梅特勒-托利多公司); L530 低速离心机(湖南湘仪离心机

有限公司); Mini-PROTEAN Tetra 垂直电泳仪、Powerpac 

Basic 基础电源、ChemiDoc XRS+多功能凝胶成像系统(美

国 Bio-Rad伯乐公司); UC-120TPS超声波清洗仪(宁波市双

嘉仪器有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  原型胶原蛋白的提取分离 

精确称取 2 g胶原蛋白样品于 500 mL烧杯中, 再加入

200 mL 2 mol/L 盐酸胍溶液, 置于 4 ℃冰箱搅拌过夜[14]。

取出 3000 r/min 离心 10 min, 吸出上清液, 保留不溶性残

留物。再向不溶性残留物中加入 0.05 mol/L 胰蛋白酶溶液

50 mL, 置于室温下孵育 48 h, 同时保持连续搅拌。待孵育

完成, 3000 r/min 离心 10 min, 吸出上清液, 保留不溶性沉

淀物。加入适量蒸馏水溶解沉淀物, 再次 3000 r/min 离心

10 min, 将沉淀取出, 冻干并研磨成粉末。 

2.3.2  原型胶原蛋白的酶解 

实验步骤参考文献[15], 胶原蛋白酶解的影响因素有

pH、酶解时间、酶用量。本研究设置酶解 pH、酶解时间

和酶用量 3 个因素为变量。取一定量的胶原蛋白样品, 按

比例加入胃蛋白酶[13], 调节 pH 为 2.2, 用醋酸稀释, 于

4 ℃下酶解 18 h。酶解结束后, 酶解液用纱布过滤, 取滤液, 

向滤液中加入 NaOH, 调节 pH 至 7~8, 边搅拌边加入一定

NaCl, 盐析 12 h, 待白色沉淀出现后, 4000 r/min 离心   

15 min, 取沉淀, 即得到原型胶原蛋白。 

2.3.3  氨基酸组成分析 

(1) 薄层层析茚三酮显色法 

实验步骤参考相关文献[16] 。先取硅胶玻璃板置于 105 ℃

烘箱烘烤 30 min。 

点样: 用铅笔在距硅胶板一端 2 cm 处划点样标记。

分别用毛细玻璃管吸取样品液和标准溶液, 分别点于已标

记的加样处, 每个点的直径不得大于 0.5 cm, 冷风吹干。

其中点板样品液分别为各样品用酸水解过滤后的溶液, 标

准溶液为配置好的羟脯氨酸标准溶液。 

展开及显色: 将点样的薄板置于层析缸内的展开剂

中, 严密封口。当展开剂前沿达到薄板 3/4 时, 将薄板取出, 

用吹风机吹干, 喷显色剂于板上, 置 105 ℃烘箱中烘至薄

板上出现氨基酸斑点。 

(2) 氨基酸测序分析 

参照 GB/T 5009.124-2003《食品中氨基酸的测定》[17]

测定样品中的氨基酸含量。准确称取各样品试样 18 mg (精

确到 0.1 mg), 放入水解管中。在水解管内加 6 mol/L 盐酸

10 mL, 在液面上方充入高纯氮气 2 min, 在充氮气状态下

封口。将已封口的水解管放在 110 ℃的恒温干燥箱内, 水

解 22 h 后, 取出冷却。打开水解管, 将水解液过滤(定性滤

纸, 中速)。吸取滤液 1 mL 于烧杯中 60 ℃水浴蒸干, 残留
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物用 1~2 mL 水溶解, 再干燥, 反复进行 2 次, 最后蒸干。

将蒸干后的样品进行送检检测氨基酸序列。每个样品重复

3 次实验。 

2.3.4  原型胶原蛋白的亚基组成 

采用 SDS-PAGE 垂直电泳分析胶原蛋白的亚基组成, 

相关溶液配制及具体操作参照陈丽清等[18]的方法进行。以

0.25 mol/L Tris-HCl 为溶剂, 配制 1.0 mg/mL 的胶原蛋白

溶液, 按体积比 4:1 添加样品缓冲液, 沸水浴 5 min, 冷却

后上样, 上样量为 15 μL( Marker 上样量为 10 μL), 分离胶

为质量分数 6%, 浓缩胶质量分数 5%。15 mA 恒流电泳, 

待溴酚蓝跑到分离胶中后, 电流调至 25 mA, 电泳时间约

为 1 h。考马斯亮蓝染色 2 h 后用脱色液脱色至蓝色被洗净, 

然后用凝胶成像系统拍摄电泳图谱分析样品的亚基组成。 

2.3.5  原型胶原蛋白的圆二色谱分析 

参照 Li 等[19]的方法进行测定, 按 10:1(mg/mL)的比例

向胶原蛋白样品中加入 0.5 mol/L的醋酸。测定前充分混匀, 

在冰箱内平衡 12 h, 再在室温下放置 2 h。测定波长范围: 

190~240 nm, 比色皿光程: 1 mm, 扫描速度: 0.5 nm/s。测定

环境: 25 ℃, 氮气, 以 0.5 mol/L 的醋酸为空白对照。 

2.4  数据统计分析 

采用 SigmaPlot 14.0、Microsoft Excel 2007 进行实验

数据处理、分析及绘图。 

3  结果与分析 

3.1  原型胶原蛋白氨基酸组成分析 

采用国标方法对 3 种胶原蛋白样品进行氨基酸组成

分析, 经查阅文献[20,21], 羟脯氨酸是胶原蛋白中所特有的

氨基酸, 因此本研究将样品中蛋白质酸解为氨基酸, 用薄

层层析茚三酮显色法来推断样品中是否含有羟脯氨酸, 并

进一步对 3 种样品的水解液进行了氨基酸组成分析。 

图 1 为氨基酸薄层层析显色图, 可以看到 3 种胶原

蛋白样品中均有不同含量的羟脯氨酸, 样品 1 水解液中

羟脯氨酸的含量最多, 颜色最深, 与图 2 显示的样品水解

液中羟脯氨酸含量的大小基本一致, 因此用薄层层析法

可以快速检测出羟脯氨酸相对含量。图 2 表明, 各样品中

甘氨酸含量最多, 1 号样品的甘氨酸含量与 2 号和 3 号样

品具有显著性差异(P<0.01), 脯氨酸和羟脯氨酸含量次之, 

此外还含有较多丙氨酸和谷氨酸, 经 SIGMAPLOT 软件

统计分析 , 3 个样品多个氨基酸含量上存在显著差异

(P<0.05), 其中 1 号样品各个氨基酸含量较高, 这与其制

备工艺相关, 可能产品水解过度。3 个样品的氨基酸比例

符合其他文献[19,20]中对提取出的胶原蛋白中氨基酸含量

的分析 , 但含量均有相应减少 , 可能原因是样品中的胶

原蛋白纯度不高。因此初步判定 3 种样品中均含有不同

纯度的原型胶原蛋白。 
 

 
 

图 1  胶原蛋白样品水解后的氨基酸薄层层析结果 

Fig.1  Thin layer chromatography results of amino acid after 
hydrolysis of collagen samples 

 

 
 

注: 不同小写字母表示差异显著(P<0.05), 不同大写字母表示差异极显著(P<0.01)。 

图 2  胶原蛋白样品中氨基酸测序仪检测结果(n=3) 

Fig.2  Amino acid sequencer detection results in collagen samples (n=3) 
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3.2  原型胶原蛋白的亚基组成 

采用SDS-PAGE方法对 3种胶原蛋白的亚基组成进行

定性的检测。从图 3 中可以看出, 各电泳条带存在明显的

α链和 β链结构[22], 1 号胶原蛋白供试样品未见 SDS-PAGE

电泳条带, 推测可能是胶原蛋白在最初的制备工艺中, 高

温或者强酸强碱将其结构破坏, 蛋白质变性, 变成分子量

更小的一类多肽物质; 2 号和 3 号胶原蛋白供试样品在  

130 kDa 左右存在明显条带, 且 3 号样品在 280 kDa 左右存

在一条电泳条带, 3 号胶原蛋白为较纯的Ⅱ型胶原蛋白; 但

2 号样品在 115~140 kDa 分布中存在另一条电泳条带, 推

测表明 2 号样品为掺混的Ⅱ型胶原蛋白, 可能是Ⅰ型胶原蛋

白或Ⅰ型胶原蛋白和Ⅱ型胶原蛋白的混合物。 

 

 
 

图 3  3 种胶原蛋白样品的亚基组成 

Fig.3  Subunit composition of three collagen samples 
 

3.3  原型胶原蛋白的圆二色谱分析 

蛋白质的圆二色谱(circular dichroism, CD)信号反映

了二级结构元件的总和, 能估算未知结构蛋白质的螺旋、

链和转角的比例。Ⅱ型胶原蛋白出现的正吸收峰与反式肽

键的聚脯氨酸构型肽链有关, 而其负吸收峰的出现与无规

卷曲有直接的关系[7]。 

由图 4 可以看出, 2 号和 3 号样品, 在 198 nm 左右有

强的负吸收峰, 这是Ⅱ型胶原分子构象中无规则卷曲结构

的典型特征。在波长 221 nm 左右有弱的正吸收峰, 这是左

旋聚脯氨酸(P-Ⅱ)构型肽链圆二色谱的典型特征; 213 nm 处

为 0, 这是胶原蛋白三螺旋结构的典型特征。因此可以初

步判断纯化过程中胶原蛋白的三螺旋结构没有被破坏。结

合电泳谱图, 判断 3 号样品是比较纯的单一物种来源Ⅱ型

胶原蛋白, 2 号样品可能也具有Ⅱ型胶原蛋白的特征结构, 

结合 SDS-PAGE 鉴别结果, 初步判断 2 号样品掺有其他物

种来源的Ⅱ型胶原蛋白。从表 1 可以看出, Ⅱ型胶原蛋白的

主链主要为 β-折叠、无规则卷曲结构, 不包含 α-螺旋[23], 

按照蛋白质的结构模式分类[24]属于“全 β型”三级结构。如

图 4, 1 号样品没有正吸收谱带, 由圆二色谱的结果可以推

断 1 号样品未见胶原蛋白的特征螺旋结构, 虽然氨基酸测

定得到羟脯胺酸的含量较高, 但是判断是由于加工或者处

理过程中蛋白被水解成小的氨基酸[25], 丧失了胶原蛋白的

特征结构, 其二级结构可能在酶解过程中被高温、酸碱、

或者胶原蛋白自组装遭到一定程度的破坏和重组。 

 

 
 

图 4  3 种胶原蛋白样品圆二色图谱结果 

Fig.4  Circular dichroism results of three collagen samples 

 
表 1  3 种胶原蛋白的二级结构/% 

Table 1  Secondary structure of three collagens/% 

样品 螺旋 反平行 平行 β-转角 无规则卷曲

1 6.50 63.84 3.15 23.23 3.28 

2 2.72 61.77 2.59 31.38 1.61 

3 4.98 62.65 4.29 22.78 5.36 
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4  结  论 

本研究以市场上 3 种胶原蛋白为样品, 经过分离纯化

后, 利用氨基酸测序、SDS-PAGE 以及圆二色谱的方法对

其进行检测分析。3 种胶原蛋白均具有典型的胶原蛋白氨

基酸组成, 但由于生产工艺的不同、物种来源、部位的差

异, 导致表现出了 3 种不同的空间构型, 结果表明, 1 号胶

原蛋白为变性胶原蛋白, 无明显空间结构; 2 号胶原蛋白存

在掺混的Ⅱ型胶原蛋白; 3 号胶原蛋白存在单一的 α链和 β

链, 与文献研究相符合, 为典型的Ⅱ型胶原蛋白结构特征。

本研究为市售胶原蛋白产品提供了一个有利的产品质量控

制标准和结构鉴定方法, 为胶原蛋白产品开发提供了新思

路和新方向。 
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