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鲟鱼软骨中 II型胶原蛋白的提取及其结构鉴定 

胡  艺 1，郑平安 2,3* 
(1.  浙江恒和食品有限公司, 舟山  316000; 2. 海力生集团有限公司, 舟山  316000;  

3. 浙江海力生生物科技股份有限公司, 舟山  316000) 

摘  要: 目的  提取鲟鱼软骨中 II 型胶原蛋白, 并鉴定其结构。方法  选取鲟鱼软骨为提取对象, 采用碱洗、

酸泡法去除非胶原成分、矿物质、多糖等物质, 再用胃蛋白酶酶解法、氯化钠盐析法、去离子水透析法、冷

冻干燥法等提取纯化 II 型胶原蛋白; 采用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳法(sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)、氨基酸分析法、紫外吸收光谱法、傅里叶变换红外光谱法

(Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR)和圆二色色谱法对提取的 II 型胶原蛋白进行鉴定。结果  

SDS-PAGE 电泳结果显示所得提取物至少由 2 条链组成(α 和 β); 氨基酸组成分析结果显示, 甘氨酸、丙氨酸

和脯氨酸大量存在, 而酪氨酸、半胱氨酸和组氨酸的含量较低; 紫外吸收光谱显示鲟鱼软骨提取物最大吸收峰

与蓝鲨软骨和鱿鱼软骨 II 型胶原蛋白最大吸收峰相近, 此吸收峰是胶原三螺旋结构的典型紫外吸收图谱特点; 

红外光谱法和圆二色谱法测定结果表明, 所得提取物具有良好的三螺旋结构, 具备典型 II 型胶原蛋白吸收特

征。结论  从鲟鱼软骨中提取的胶原蛋白为 II 型胶原蛋白, 且纯度较高。 
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Extraction and structural identification of collagen type II from  
sturgeon cartilage 
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ABSTRACT: Objective  To extract collagen type II from sturgeon cartilage and identify its structure. Methods  

The sturgeon cartilage was selected as raw materials, and the non collagen components, mineral and polysaccharides 

were removed by alkali washing and acid pickling. Collagen type II was extracted and purified by pepsin extraction, 

salting of sodium chloride, dialyzing of ultrapure water and cool-dry. The identification was done by sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), the constitution of amino acid, ultraviolet absorption 

spectrometry, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and circular dichroism. Results  SDS-PAGE tests 

showed that the product was mainly composed of 2 chains (α and β); The content of Gly, Ala, and Pro was highest by 

amino acid analysis, but the content of Tyr, Cys and His was lower. The ultraviolet absorption spectrum showed that 

the maximum absorption peak of sturgeon cartilage was similar to the blue shark cartilage and squid cartilage, which 

was a typical characteristic of collagen type II triple helix structure. FTIR and circular dichroism showed that the 

extractive had a good triple helical structure and the absorption peak was a typical absorption characteristic of 
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collagen type II. Conclusion  The extracted from sturgeon cartilage is collagen type II with high purity. 

KEY WORDS: sturgeon cartilage; collagen type II; extraction; structural identification 
 
 

0  引  言 

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[1‒2]。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)[2]。II
型胶原蛋白的主链主要为 β－折叠、无规则卷曲结构; 甘
氨酸残基占氨基酸总数的 30%左右, 是羟脯氨酸含量的几

倍 ; 不含有色氨酸 , 且芳香族氨基酸含量较少 ; 在

220~230 nm 近紫外区出现最大吸收峰; 水解的 α1 肽链分

子质量在 110~130 kDa 之间; 变性温度均在 34 ℃以上, 比
较稳定; 是典型的纤维状蛋白质[1‒3]。 

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, 是淡水鱼中个体最大、寿命最长的鱼类[4]。据研究

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、史氏鲟和匙吻鲟[5]。鲟鱼因其

丰富的营养价值和较强的保健功能, 具有极高的经济价

值和科学价值。鲟鱼软骨在鲟鱼体内所占比例约占体重

5.7%, 除了部分骨化的鱼鳍和头部的一块真骨外 , 其他

部分的骨骼均为软骨, 素有“鲨鱼翅、鲟鱼骨, 食之明目

壮阳, 延年益寿”之说[6‒10]。鲟鱼软骨作为鲟鱼深加工后

主要的副产物 , 含有丰富的胶原蛋白 , 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], 但是关于鲟鱼软骨提

取后的胶原蛋白结构及理化性质等问题还未完全明晰。

为此 , 本研究主要以人工养殖的鲟鱼软骨为原料 , 采用

酶法提取胶原蛋白, 对其胶原蛋白相关理化性质进行测

定和分析, 探讨其胶原结构、理化特性, 以期为鲟鱼加工

副产物高效利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜鲟鱼软骨, 来自西伯利亚鲟鱼(杭州千岛湖鲟龙

科技股份有限公司)。 
氯胺 T、异丙醇、4-二甲氨基苯甲醛(分析纯, 国药集

团试剂公司); 蛋白分子量标准(宽分子量)、羟脯氨酸、胃

蛋白酶(5×105 U/g)(上海安谱实验科技公司); 考马斯亮蓝

R-250、过氧化硫酸铵、四甲基乙二胺、丙烯酰胺、BIS-TRIS
凝胶电泳缓冲液、溴酚蓝(bromophenol blue, BPB)(分析纯, 
上海安谱实验科技公司)。 

1.2  主要仪器 

MINI200 台式实验离心机(张家港市恒安机械制造有

限公司); HJ-4A数显四联异步磁力加热搅拌器(金坛科析试

验仪器有限公司); BSA124S 分析天平(赛多利斯科学仪器

公司); UV-2600 分光光度计(日本岛津公司); 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); FTIR-8400S 紫外分光光度计

(日本岛津公司); Thermo 傅里叶红外光谱仪(赛默飞世尔科

技公司); DSC-200PC 差示扫描量热仪(德国 Bavaria 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  鲟鱼骨中 II 胶原蛋白的提取与纯化 
将鲟鱼软骨用冰水冲洗, 去除其表面的杂质及非软

骨组织 , 切块后绞碎称重 , 加入 10 倍体积预冷的     
0.1 mol/L NaOH 浸泡过夜, 去除非胶原成分, 冲洗至中

性。加入 10 倍体积预冷的 pH 7.4 的 0.5 mol/L 乙二胺四

乙酸(ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA)处理 48 h, 
去除矿物质, 纯水清洗沉淀 3 次。沉淀混悬于 15 倍体积, 
含有 0.1 g/100 mL 胃蛋白酶的 0.5 mol/L 冰醋酸中, 搅拌

48 h。将提取液于 4 ℃、10000 r/min 离心 30 min, 得到的

上清液迅速用 6 mol/L NaOH 调节 pH 至 7.5 灭酶, 至于

4 ℃暂存, 沉淀 2 次提取, 重复上述步骤, 合并 2 次的上

清液。向合并的上清液中缓慢加入磨细的 NaCl 粉末进行

盐析, 至终浓度为 2.6 mol/L, 并不断搅拌。待 NaCl 全部

溶解后静置过夜, 将盐析液于 4 ℃、10000 r/min 离心   
30 min, 离心后沉淀用少量 0.5 mol/L 冰醋酸溶解, 用 25
倍体积的 0.1 mol/L 冰醋酸透析 12 h, 再用 25 倍体积的去

离子水透析 48 h, 将透析后的内溶液冷冻干燥得到鲟鱼

软骨 II 型胶原蛋白样品[12‒13]。 
1.3.2  氨基酸组成分析 

称取样品 10 mg, 用 6 mol/L盐酸在 100 ℃下水解 24 h, 
水解液脱酸后用磷酸缓冲液(pH 2.2)定容, 使用氨基酸自

动分析仪测定其氨基酸组成[14]。 
1.3.3  SDS-PAGE 分析 

将样品配制成 1 mg/mL 溶液, 进行 SDS-PAGE 电泳。分

离胶浓度 7.5%, 浓缩胶浓度 5%, 采用直流恒压电源, 电压 
80 V, 电泳时间 2~3 h, 用考马斯亮蓝染色 45 min 后脱色[15]。 
1.3.4  紫外吸收光谱分析 

将样品溶解于 0.5 mol/L 乙酸溶液中, 配制成浓度为 
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1 mg/mL 的溶液, 在 180~400 nm 波长区间内用紫外分光光

度计进行扫描。以 0.5 mol/L 乙酸作为空白对照。 
1.3.5  傅里叶变换红外光谱 (Fourier transform infrared, 
FTIR)分析 

在红外灯照射下, 将适量的冻干样品与光谱纯 KBr
置于玛瑙研钵中混匀研磨成粉状, 取适量样品至压片机中

压片, 将压完后的样品置于样品室, 在 400~4000 cm‒1波长

区间用红外光谱仪进行扫描, 分辨率设置为 2 cm‒1。 
1.3.6  差示量热扫描分析  

称取样品 3.5~5.5 mg 放入铝制坩埚中, 以空白坩埚为

参比, 加热温度范围为 30~150 ℃, 加热速率 5 ℃/min, 分
析胶原蛋白的最大热变性温度。 
1.3.7  圆二色谱分析 

取适量样品溶于 0.5 mol/L 醋酸溶液中 , 配成    
0.25 mg/mL 的胶原蛋白溶液。充分溶解后, 以 10000 r/min
冷冻离心 20 min, 取上清, 在 10 ℃条件下进行圆二色光谱

扫描, 比色皿光程为 1 mm, 扫描波长范围为 190~300 nm。

以 0.5 mol/L 的醋酸溶液作为空白对照。 

2  结果与分析 

2.1  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的氨基酸组成分析 

样品的氨基酸组成如表 1 所示, 含量以每 1000 个

总氨基酸残基中的残基数表示[16]。表 1 中显示甘氨酸的

含量最高 , 约占总氨基酸残基数的 1/3, 甘氨酸的大量

存在对空间结构有重要的作用 , 其占比含量与鲨鱼软

骨、鸡软骨和猪软骨类似[17]。丙氨酸和脯氨酸残基与其

他软骨中提取的 II 型胶原蛋白其含量占比类似, 具有一

定的特征性。酪氨酸、半胱氨酸和组氨酸的含量较低, 不
同于其他原料提取制备的 II 型胶原蛋白, 同一氨基酸残

基在不同种属间数量不同, 表明这是由典型 II 型胶原蛋

白的氨基酸组成。 

2.2  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的分子量测定 

样品经过 SDS-PAGE 电泳分析, 电泳图谱如图 1 所

示, 在 110 kDa 附近有 1 条单一的 α 链, 其色谱带明显

厚于对照品 , 说明该肽链的组成可能不只 1 条 ; 在   
200 kDa 附件有 1 条二聚体 β 链。上述图谱显示样品主

要由 2 种肽链组成(α和 β), 与文献报道的 II 型胶原蛋白

结构一致, 由此可判断鲟鱼软骨中提取的胶原蛋白为 II
型胶原蛋白。 

如图 2 所示, 样品在 229 nm 处出现最大吸收峰, 这与

文献报道[3]蓝鲨软骨 II 型胶原蛋白最大吸收峰(226 nm)和
鱿鱼软骨 II 型胶原蛋白最大吸收峰(224.5 nm)相近, 此吸

收峰与多肽链的氨基酸组成和螺旋程度有关, 同时该吸收

峰也是胶原三螺旋结构的典型紫外吸收图谱特点[18]。 

表 1  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的氨基酸组成及与其他物种 II 型胶

原蛋白的对比 
Table 1  Amino acid composition of type II collagen from 

sturgeon cartilage and comparison with type II collagen from 
other species 

氨基酸种类 鲟鱼软骨 鲨鱼软骨 鸡软骨 猪软骨

天冬氨酸 Asp 62 42 47 36 

苏氨酸 Thr 23 23 30 14 

丝氨酸 Ser 51 41 25 23 

谷氨酸 Glu 70 78 110 96 

甘氨酸 Gly 311 317 313 419 

丙氨酸 Ala 104 104 103 109 

缬氨酸 Val 28 25 22 12 

甲硫氨酸 Met 15 13 2 10 

异亮氨酸 Ile 17 18 13 7 

亮氨酸 Leu 57 24 94 27 

酪氨酸 Tyr 5 - - - 

苯丙氨酸 Phe 24 14 15 10 

赖氨酸 Lys 17 28 15 15 

组氨酸 His 12 - 4 3 

精氨酸 Arg 77 51 53 44 

脯氨酸 Pro 125 109 94 164 

半胱氨酸 Cys 3 1 15 9 

 

 
 

图 1  SDS-PAGE 鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白电泳图谱 
Fig.1  SDS-PAGE of type II collagen from sturgeon cartilage 

 

2.3  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的紫外吸收光谱分析 

鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的紫外吸收光谱图见图 2。 
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图 2  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的紫外吸收光谱图 
Fig.2  UV spectrum of type II collagen from sturgeon cartilage 

 
 

 

2.4  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的红外光谱分析 

鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的红外光谱分析结果如图 3
所示。 

 

 
 

图 3  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白红外光谱图 
Fig.3  The FTIR spectrum of type II collagen from  

sturgeon cartilage 

 
研究报道表明[19‒21], 酰胺 A 带的 N-H 伸缩振动吸收

峰通常出现在 3400~3450 cm‒1。如图 3 所示, 鲟鱼软骨 II
型胶原蛋白的酰胺 A 带出现在 3435.42 cm‒1; 2945.35 cm‒1

处为酰胺 B 带 N-H 和 C-H 的伸缩振动吸收峰, 其主要是由

手性的 CH2 伸缩振动引起, 表明肽键间氢键的存在; 研究

表明[22], 1600~1700 cm‒1 之间是蛋白多肽骨架的 C=O 伸缩

振动引起的酰胺带的特征吸收峰, 是蛋白质二级结构区域, 
图 3 在 1665.69 cm‒1 出现一个极强的符合蛋白质二级结构

的吸收峰, 与文献研究报道一致[22]; 1550~1600 cm‒1 附近

的吸收峰主要为胶原蛋白C-N伸缩振动与N-H弯曲振动所

反应的吸收带, 图中 1557.29 cm‒1 显示为酰胺 II 带的 N-H
弯曲振动吸收峰; 1200~1360 cm‒1 谱带归属酰胺 III 带, 如
图 3 所示 1244.69 cm‒1 吸收峰是由 C-N 伸缩和 N-H 弯曲引

起的, 这是其他蛋白质没有的红外光谱特征, 这样的吸收

峰可能是鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白中的甘氨酸、羟脯氨酸及

脯氨酸的含量高, 形成(Gly-Pro-Hyp)结构。上述研究结果

表明提取的鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白基本保持了蛋白质原有

的三螺旋结构, 对其活性功能的研究具有重要意义。 

2.5  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白热稳定温度分析 

鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的热稳定分析结果如图 4
所示。 

 

 
 

图 4  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白差示扫描量热法(differential l 
scanning caborimetry, DSC)曲线图谱 

Fig.4  Differential l scanning caborimetry (DSC) spectrum of type II 
collagen from sturgeon cartilage 

 
热稳定性是评价胶原蛋白理化性能的重要指标之  

一[23]。如图 4 所示, 鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白有 2 个热吸收

峰, 其中第 1 个热吸收峰在 31.5 ℃, 这一吸收峰明显低于

蓝鲨 II 型胶原蛋白的热变性温度(41 ℃)[23‒24]。第 2 个热吸

收峰在 110.7 ℃, 该热吸收峰与多肽链断裂相关, 但低于

文献中报道的 II 型胶原蛋白肽键断裂温度[25]。 

2.6  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的圆二色谱分析 

鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白的圆二色谱分析结果如图 5
所示。 

 

 
 

图 5  鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白圆二色图谱 
Fig.5  Circular dichroism spectrum of type II collagen from 

sturgeon cartilage 
 

上述图谱结果表明 , 鲟鱼软骨 II 型胶原蛋白在     
198 nm 出现了负吸收谱带, 这是 II 型胶原分子构象中无规

则卷曲结构的典型特征[26]; 在 221 nm 处出现较弱的正吸收

谱带, 是左旋聚脯氨酸(P-II)构型肽链圆二色谱的典型特征。

II 型胶原蛋白结构主要由 β折叠和无规则卷曲组成, 这说明

鲟鱼软骨中提取的 II 型胶原蛋白其螺旋结构未被破坏。 
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3  结论与讨论 

II 型胶原蛋白是一种难溶性蛋白, 其分子结构也是通

过各类分子键交互相连聚合而成, 这种结构导致其难提取, 
对提取工艺要求较复杂[27‒28]。鉴于上述情况, 本研究通过

酸溶-胃蛋白酶提取, 从鲟鱼软骨中提取的胶原蛋白能保

持其结构的完整性, 区别于传统胶原蛋白提取过程中的高

温热解提取, 而是严格控制提取温度, 防止高温热解导致

变性, 生成水溶性明胶。 
从鲟鱼软骨中提取的胶原蛋白通过 SDS-PAGE 电泳

进行分析, 结果显示其至少含 2 条链(α 和 β), 是 1 种典型

的 II 型胶原蛋白谱; 圆二色谱、红外光谱、紫外光谱的结

果表明, 从鲟鱼软骨中提取的胶原蛋白具有天然三螺旋结

构, 即 II 型胶原蛋白; 氨基酸组成成分分析中含有 13.2%
的酸性氨基酸, 不含色氨酸, 是典型动物 II 型胶原蛋白的

一种。 
综上所述, 可以证实从鲟鱼软骨提取的胶原蛋白为 II

型胶原蛋白, 纯度高, 该 II 型胶原蛋白提取及结构鉴定为

胶原蛋白活性成分的分析、功能研究提供了帮助, 同时为

鲟鱼加工下脚料高值化综合利用提供了方向, 也为胶原蛋

白系统性研究及产业化应用提供了数据和理论基础。 
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