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鲟鱼软骨 II型胶原蛋白的提取工艺优化 
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3. 舟山海力生海洋生物研究院有限公司, 舟山  316000) 

摘  要: 目的  以鲟鱼软骨为原料, 提取 II 型胶原蛋白并优化其工艺参数。方法  选热解-酶解法提取制备 II

型胶原蛋白, 并对工艺中影响提取效果的各个因素进行单因素试验, 最后通过正交试验获得最优参数。结果  

软骨提取最佳工艺参数: 热解温度 120 ℃处理 30 min, 加酶量 8000 U/g·Pro, 酶解时间 4 h, 酶解 pH 8, 酶解温

度 50 ℃。采用上述最优参数提取鲟鱼软骨中 II 型胶原蛋白的水解度为 10.85%, 蛋白质含量 70.7%, 对该提取

物检测分析粘多糖-硫酸软骨素含量, 可得其含量为 30.6%(以干基计)。结论  该提取工艺重复性好, 适用于鲟

鱼软骨 II 型胶原蛋白的提取, 为下一步其活性功能研究提供理论数据基础。 
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Optimization of extraction process of collagen type II from sturgeon cartilage 

ZHENG Ping-An1,2*, TENG Fang-Fang2, HU Meng-Ling3, LI Qiao-Mei3, XU Ning3,  
LI Wen-Jing1, WANG Jiao-Hua1, ZHANG Hao-Cong1 

(1. Hailisheng Group Co., Ltd., Zhoushan 316000, China; 2. Zhejiang Hailisheng Biotechnology Co., Ltd.,  
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ABSTRACT: Objective  To extract collagen type II from sturgeon cartilage using sturgeon cartilage as raw 

material and optimize its technical conditions. Methods  The collagen type II was isolated through a method of 

pyrolysis-enzyme hydrolysis, and single factor test orthogonal experiment was used to optimize the extraction 

process of collagen. Results  The best extraction technology of sturgeon cartilage was: the pyrolysis 120 ℃ of    

30 min, enzyme dosage of 8000 U/g pro, hydrolysis time 4 h, enzymolysis pH 8, the temperature of 50 ℃. The degree 

of hydrolysis of the collagen type II extracted from sturgeon cartilage was 10.85%, the content of protein was 70.7%, 

and the content of mucopolysaccharide chondroitin sulfate was 30.6% (dried). Conclusion  This method has good 

repeatability, it can be used for extraction of type II collagen from sturgeon cartilage, and provides theoretical data 

basis for the research on bioactivity and function. 
KEY WORDS: sturgeon cartilage; collagen type II; enzymatic hydrolysis; degree of hydrolysis; 

mucopolysaccharide 
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0  引  言 

鲟鱼, 又称鲟龙, 隶属于硬骨鱼纲辐鳍亚纲硬鳞总目

鲟形目, 和鲨鱼一样是地球上最古老和最原始的软骨鱼 
种[1]。据统计, 我国境内分布的鲟鱼主要有 8 种, 其中中华

鲟、达氏鲟以及白鲟 3 种被列为国家一级保护动物, 养殖

的商品鲟鱼主要包括俄罗斯鲟、史氏鲟以及匙吻鲟[2]。鲟

鱼因其丰富的营养价值和较强的保健功能, 具有极高的经

济和科学价值, 素有“鲨鱼翅、鲟鱼骨, 食之明目壮阳, 延
年益寿”之说[3‒7]。 

胶原蛋白是生物体内含量最丰富、分布最广泛的蛋

白质种类之一。目前已知的胶原蛋白种类超过 28 种, 分
别被命名为 I 型、II 型、III 型等[8‒9]。在胶原蛋白家族成

员中, II 型胶原蛋白主要分布在软骨、玻璃体中, 早在 20
世纪 70 年代初, 国外研究者就从鸡软骨组织中分离出一

种新型的胶原蛋白, 称之为 II 型胶原蛋白(collagen type II, 
C II)[10]。 

鲟鱼软骨在鲟鱼体内所占比例约占 5.7%, 除部分骨

化的鱼鳍和头部真骨外, 其余部分的骨骼均为软骨。软骨

主要由软骨细胞和细胞基质组成 , 其表面光滑 , 均匀一

致。细胞基质的主要成分为水、蛋白多糖和胶原纤维。软

骨内的胶原纤维主要为Ⅱ型胶原, 在基质内呈相互平行排

列, 粗大而致密的Ⅱ型胶原纤维束交织成坚固的网架, 从
而保持软骨结构的完整性。随着对胶原蛋白研究的日益深

入, 人们发现胶原蛋白还具有强筋健骨、增强体质等多种

保健功能, 在食品工业中具有越来越广阔的应用前景。鲟

鱼软骨作为鲟鱼深加工后主要的副产物, 含有丰富的 II 型

胶原蛋白, 因此可以作为天然优质胶原蛋白的提取原料。

目前针对鲟鱼皮提取胶原蛋白的相关研究已有较多报  
道[11], 但是针对鲟鱼软骨中 II 胶原蛋白的提取及理化性质

等研究不多。因此, 本研究主要以人工养殖鲟鱼软骨为原

料, 采用酶法提取, 对其提取工艺进行研究, 为鲟鱼加工

副产物高效利用及产业化应用提供基础依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜鲟鱼软骨 : 衢州鲟龙水产食品科技开发有限

公司。 
碱性蛋白酶(2.3×105 U/g)、中性蛋白酶(3.0×105 U/g)、

复合蛋白酶(8.5×104 U/g)、胰蛋白酶(1.6×105 U/g)、风味蛋

白酶(1.4×105 U/g)、木瓜蛋白酶(2.0×105 U/g)(上海安谱实验

科技公司); 羟脯氨酸(≥99%, 上海安谱实验科技公司); 
柠檬酸、氢氧化钠、醋酸钠、二甲氨基苯甲醛、甘油、氯

胺 T、异丙醇(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 其他

试剂: 均为国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

LC-20A、LC2030 高效液相色谱仪、UV-2600 紫外分

光光度计(日本岛津公司); HJ-4A数显四联异步磁力加热搅

拌器(金坛市科析仪器有限公司); BSA124S 分析天平(德国

赛多利斯科学仪器公司); DHG-9123A 电热鼓风干燥箱(上
海一恒科学仪器公司); GZS-0.1 冷冻干燥机(沈阳北冰洋工

程公司); HH-1 电热恒温数显水浴锅(上海越众仪器设备有

限公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  鲟鱼软骨成分测定 
(1)鲟鱼软骨基本成分测定 
水分: GB 5009.3—2016《食品安全国家标准 食品中

水分的测定》[12]直接干燥法测定;  
蛋白质: GB 5009.5—2016《食品安全国家标准 食品

中蛋白质的测定》[13]凯氏定氮法测定;  
灰分: GB 5009.4—2016《食品安全国家标准 食品中

灰分的测定》[14]灰化法测定;  
粗脂肪: GB 5009.6—2016《食品安全国家标准 食品

中脂肪的测定》[15]酸水解法测定。 
(2)羟脯氨酸含量的测定 
取 0.5~1 g 样品于开口玻璃瓶中, 加入适量 6 mol/L 盐

酸溶液, 酒精喷灯封口后于 120 ℃下水解 4 h, 转移至  
100 mL 容量瓶中, 加入甲基红指示试剂, 用 2 mol/L NaOH
溶液调至淡黄色, 用蒸馏水定容至 100 mL。取 2 mL 按羟

脯氨酸标准曲线的操作方法用紫外分光光度计测定, 实验

结果取 3 次平行测定的平均值。 
1.3.2  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的提取 

冷冻的鲟鱼软骨→前处理→脱脂、去杂质→离心→酶

解→离心→分离纯化→干燥→II 型胶原蛋白 
(1)前处理 
将鲟鱼软骨用冰水冲洗, 去除其表面的杂质及非软

骨组织, 切块后冰冻绞碎称重。然后分别考察未处理、  
0.5 mol/L 冰醋酸处理 8 h、100 ℃处理 30 min、110 ℃处理

30 min 和 120 ℃处理 30 min 5 种前处理方式对后续鲟鱼软

骨 II 型胶原蛋白提取率的影响, 以确定前处理条件。 
(2)提取工艺 
分别考察不同蛋白酶、加酶量、酶解温度、酶解提取

时间和酶解提取料液比等条件对鲟鱼软骨 II 胶原蛋白提取

率的影响[16‒19]。试验先对常用工业用酶(胰酶、中性蛋白酶、

复合蛋白酶、碱性蛋白酶、风味蛋白酶和木瓜蛋白酶 6 种

酶)在其最适条件下对鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白进行酶解。

设定酶解基本条件: 酶解时间 4 h, pH 值 8, 加酶量 6000 U, 
酶解温度 50 ℃, 料液比为 1:20。然后分别考察加酶量、酶

解料液比及酶解时间 3 个因素对鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白酶

解程度的影响。在确定各提取因素最佳水平的基础上, 选
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取胰酶加酶量(6000、8000 和 10000 U)、酶解时间(3、4 和

5 h)、酶解温度(40、50 和 60 ℃)和 pH(7、8 和 9) 4 个因素

进行四因素三水平正交试验, 确定鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白

的最佳提取工艺(见表 1)。 
 
表 1  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的提取条件正交试验 

Table 1  Orthogonal experiment of extraction of type II collagen 
from sturgeon cartilage 

试验号 
因素 

加酶量/U 酶解时间/h pH 酶解温度/℃

1 1 1 1 1 

2 1 2 2 2 

3 1 3 3 3 

4 2 1 2 3 

5 2 2 3 1 

6 2 3 1 2 

7 3 1 3 2 

8 3 2 1 3 

9 3 3 2 1 

 
1.3.3  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白水解度测定 

鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白水解度(%)=水解后每克蛋白

质被裂解的肽键毫摩尔数(mmol)-NH2/每克原料蛋白质的

肽键毫摩尔数(mmol)×100%。使用茚三酮比色法, 利用水

解蛋白液和茚三酮显色剂混匀显色, 在紫外分光光度计

570 nm 处测其吸光度值, 通过绘制水解度标准曲线, 并根

据标准曲线测定提取物的水解度。 
1.3.4  分子量的测定 

分子量测定采用高效体积排阻色谱法, 利用 LC2030
高效液相色谱仪(专用数据处理软件, 即 GPC 软件), 在色

谱条件[TSK gel G2000 SWXL 色谱柱(300 mm×7.8 mm), 

流动相乙腈:水:三氟乙酸(40:60:0.05, V:V:V), 紫外检测波

长 220 nm, 流速 0.5 mL/min, 柱温 30 ℃]下进行检测, 对
色谱图及其数据进行处理, 根据校正曲线方程计算得到样

品相对分子质量大小及分布范围。 

2  结果与分析 

2.1  鲟鱼软骨的基本成分分析 

鲟鱼软骨基本成分分析如表 2 所示。从表 2 中可以

看出鲟鱼软骨中蛋白质含量较高为 14%以上, 同时脂肪

含量较低, 水分含量占总重量的 78%左右, 而羟脯氨酸

干基占比 4.64%, 可见鲟鱼软骨是良好的胶原蛋白提取

原料。 
 

表 2  鲟鱼软骨基本成分分析 
Table 2  Analysis of sturgeon cartilage 

名称 水分 蛋白质 粗脂肪 灰分 其他物质 羟脯氨酸

含量/% 77.82 14.24 1.30 2.13 4.51 
4.6 

4(占干重)

 

2.2  不同前处理方式对胶原蛋白的提取影响 
以羟脯氨酸提取率为评价指标, 分别考察未处理, 酸

处理 8 h, 蒸煮处理(100 ℃)30 min, 110 ℃处理 30 min, 
120 ℃处理 30 min, 5 种前处理条件对胶原蛋白提取率的影

响, 结果如图 1 所示。结果表明 120 ℃处理 30 min 可以明

显提高胶原蛋白的提取率。然后考察 120 ℃下处理时间对

后续胶原蛋白提取率的影响, 结果如图 2 所示。结果表明

随着处理时间的增加, 胶原蛋白的提取率增加, 至 30 min
后趋于平稳, 因此后续试验选择 120 ℃处理 30 min 作为原

料的前处理条件。 
在前处理过程中, 更高的温度有助于对原料热解的

效果提高, 同时便于后一步酶解的效果提升。 
 
 
 

 
 
 
 

图 1  前处理方式对胶原蛋白提取率的影响(n=5) 
Fig.1  Effect of pretreatment on extraction rate of collagen(n=5) 
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图 2  不同前处理时间对胶原蛋白提取率的影响(n=5) 
Fig.2  Effect of different pretreatment time on extraction rate of collagen(n=5) 

 

2.3  不同蛋白酶对鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的提取

影响 
选取实验室内常用的工业用酶(胰酶、中性蛋白酶、

复合蛋白酶、碱性蛋白酶、风味蛋白酶和木瓜蛋白酶 6 种

酶), 在其最适条件下对鲟鱼软骨进行酶解提取, 结果如图

3 所示。酶解结果显示, 胰酶对鲟鱼软骨的酶解效果最好, 
因此选用胰酶作为后续试验用酶。 

 

 
 

图 3  不同蛋白酶对鲟鱼软骨酶解提取胶原蛋白的影响(n=5) 
Fig.3  Effect of different proteases on the extraction of collagen 

from sturgeon cartilage(n=5) 
 

2.4  酶解条件对鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的提取影响 

2.4.1  加酶量对鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的提取影响 
酶解加酶量: 分别考察胰酶加酶量为 2000、4000、

6000、8000、10000、12000 U/g·Pro 6 个加酶量对鲟鱼软骨

酶解水解度的影响, 结果如图 4 所示。结果发现, 随着加

酶量的增加, 鲟鱼软骨提取胶原蛋白的水解度升高, 超过

8000 U/g·Pro 后升高的不明显, 故选择胰酶 8000 U/g·Pro
的加酶量。 

酶在作为催化剂过程中 , 对底物存在一种饱和度

情况 , 刚开始的过程是趋向于饱和 , 故提取水解度会增

加 , 当达到一定饱和值后 , 其过多的酶将不产生任何水

解作用。 
2.4.2  底物浓度对鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的提取影响 

考察料液比为 1:10、1:15、1:20、1:25 和 1:30 5 个料

液比对胰酶酶解鲟鱼软骨胶原蛋白的影响, 结果如图 5 所

示。结果表明, 随着料液比的增加, 鲟鱼软骨胶原蛋白的

水解度升高, 超过 1:25 后升高的不明显。随着底物浓度的

变化, 会影响酶促反应的速率, 达到某一值后不再随着浓

度的变化而增加, 故选择 1:25 的底物料液比浓度。 
 

 
 

图 4  胰酶加酶量对胶原蛋白水解度的影响(n=5) 
Fig.4  Effect of trypsin dosage on the degree of hydrolysis of 

collagen (n=5) 
 
 

 
 

图 5  料液比对胶原蛋白水解度的影响(n=5) 
Fig.5  Effect of solid-to-liquid ratio on the degree of hydrolysis of 

collagen(n=5) 
 

2.4.3  酶解时间对鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的提取影响 
分别考察胰酶酶解时间 1、2、3、4、5、6 h 对鲟鱼

软骨胶原蛋白水解度的影响, 结果如图 6 所示。结果表明, 
随着酶解时间的增加, 鲟鱼软骨胶原蛋白的水解度升高, 
超过 4 h 后升高的不明显。酶解时间过短, 导致酶与底物

的接触时间不足, 酶解效果不充分; 酶解时间过长, 则存

在酶解过度导致蛋白质被水解成短肽、寡肽或氨基酸。故

选择 4 h 为胰酶的酶解时间。 
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图 6  酶解时间对胶原蛋白水解度的影响(n=5) 
Fig.6  Effect of enzymolysis time on the degree of hydrolysis of 

collagen(n=5) 
 
 

2.4.4  pH 对鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的提取影响 
分别考察胰酶在 pH 5、6、7、8、9、10 对鲟鱼软骨

胶原蛋白水解度的影响, 结果如图 7 所示。结果表明, 随
着酶解 pH 的增加, 鲟鱼软骨胶原蛋白的水解度呈先升高

后下降, 超过 pH 8 后呈下降趋势。pH 过高过低都会对酶

的活性造成影响, 本试验过程中, 胰酶的最适 pH 超过 8 时, 
其生物活性开始降低直至丧失。故选择 pH 8 为胰酶的酶解

pH 值。 
 

 
 
 

图 7  pH 值对胶原蛋白水解度的影响(n=5) 
Fig.7  Effect of pH on the degree of hydrolysis of collagen(n=5) 

 
2.5  正交试验 

根据单因素试验选取胰酶加酶量、酶解时间、酶解温

度和酶解 pH 4 个因素, 进行四因素三水平的正交试验, 实
验结果如表 3 所示。结果显示, 4 个因素中对产品提取得率

的影响大小顺序为酶解温度＞加酶量＞酶解时间＞pH, 鲟
鱼软骨提取 II型胶原蛋白的胰酶最佳酶解条件为A2B2C2D2, 
即加酶量为 8000 U/g·Pro、酶解时间 4 h, 酶解 pH 8, 酶解

温度 50 ℃。 
在 A2B2C2D2 条件下, 通过酶解条件优化, 水解度为

10.85%, 其中蛋白质含量 70.7%, II 型胶原蛋白代表性成分

粘多糖-硫酸软骨素含量占 30.6%(干基计)(具体见表 4)。 

3  结论与讨论 

通过上述试验及结果分析, 胰蛋白酶对鲟鱼软骨提

取制备 II 型胶原蛋白的效果最佳, 通过酶解处理可以提高

软骨中可溶性蛋白被水解的程度。实验结果也表明鲟鱼软

骨中 II 型胶原蛋白的最佳提取工艺参数: 软骨 120 ℃前处

理 50 min, 通过最佳酶解步骤: 加酶量 8000 U/g·Pro、酶解

时间 4 h, 酶解 pH 8, 酶解温度 50 ℃, 此时水解度为

10.85%, 蛋白质含量 70.7%; 对该提取物检测分析粘多糖-
硫酸软骨素含量, 可得其含量为 30.6%(以干基计), 说明鲟

鱼软骨中的提取物为 II 型胶原蛋白。鲟鱼软骨中提取制备

的 II 型胶原蛋白, 其含有的粘多糖-硫酸软骨素活性物质

对关节炎症方面有着很好的作用, 作为一种功能性活性物

质在结构鉴定、功效评价上还需进一步研究分析。 
本研究只探讨了鲟鱼软骨的酶解提取制备 II 型胶原

蛋白工艺, 并通过对提取物的检测分析, 确认其提取物为

II 型胶原蛋白, 具有特征性粘多糖-硫酸软骨素成分。这一

研究结果也为下一步针对鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的活性功

能研究提供理论数据基础。 
 
 

 
表 3  胰酶酶解提取 II 型胶原蛋白正交试验结果 

Table 3  Result of orthogonal test on extraction of type II collagen 
by trypsin 

试验号

因素 
水解度

加酶量 
/(U/g·Pro)

酶解时间 
/h 

pH 酶解温度
/℃ 

1 1 1 1 1 8.400972

2 1 2 2 2 10.44736

3 1 3 3 3 7.862448

4 2 1 2 3 8.8677

5 2 2 3 1 10.8423

6 2 3 1 2 11.56 

7 3 1 3 2 10.65 

8 3 2 1 3 9.191 

9 3 3 2 1 10.579

K1 8.904 9.306 9.717 9.941  

K2 10.423 10.160 9.965 10.886  

K3 10.140 10.000 9.785 8.640  

R 1.519 0.854 0.248 2.246  
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表 4  胰酶酶解提取 II 型胶原蛋白的检测结果 
Table 4  Result of test on extraction of type II collagen by trypsin 

名称 水分 
/% 

蛋白质 
/% 

粗脂肪 
/% 

灰分
/% 

硫酸软骨素 
/% 

平均分子量
/Da 

含量 4.9 70.7 1.1 8.4 30.6(干基) 1361 
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“天然产物综合利用与检测”专题征稿函 

 

天然产物是指由动物、植物或昆虫、海洋生物和微生物体内分离出来的生物二次代谢产物及生物体内源

性生理活性化合物。近年来随着养生理念逐渐深入人心, 天然产物对健康促进作用的相关研究也获得了越来

越多的关注。此外, 茶多酚、香辛料、壳聚糖、细菌素等天然产物在食品的护色保鲜领域也起着重要的作用。

我国是天然资源大国, 也是应用天然产物历史最悠久的国家之一。如何充分发挥我国的资源优势, 从而更好

地利用我国丰富的自然资源, 是亟待解决问题。 

鉴于此, 本刊特别策划了“天然产物综合利用与检测”专题。专题将围绕天然产物的作用机理、分离鉴定、

分析提纯、活性评价以及天然产物综合利用与检测等, 或您认为本领域有意义的问题综述及研究论文均可, 

专题计划在 2021 年 4 月出版。  

本刊主编国家食品安全风险评估中心吴永宁研究员与本专题主编吕兆林教授特邀请有关食品领域研究

人员为本专题撰写稿件, 综述、研究论文和研究简报均可。请在 2021 年 2 月 28 日前通过网站或 E-mail 投稿。

我们将快速处理并经审稿合格后优先发表。  

同时烦请您帮忙在同事之间转发一下, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和 E-mail。再次感

谢您的关怀与支持！ 

投稿方式(注明专题天然产物综合利用与检测):  

网站: www.chinafoodj.com(备注: 投稿请登录食品安全质量检测学报主页-作者 

登录-注册投稿-投稿栏目选择“2021 专题: 天然产物综合利用与检测”) 

邮箱投稿: E-mail: jfoodsq@126.com(备注: 天然产物综合利用与检测专题投稿) 
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