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梅花鹿鹿茸胶原的理化特性研究

赵玉红，金秀明

(东北林业大学林学院，黑龙江 哈尔滨      150040)

摘    要：对胃蛋白酶法在酸性条件下制备的梅花鹿鹿茸胶原的理化性质进行研究。通过紫外扫描(UV)、傅里叶红

外光谱(FTIR)、氨基酸组成测定、聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)和示差量热扫描(DSC)等方法对其理化性质进行

分析。紫外扫描图谱可知，胶原纯度较高，在 230nm 波长处有强吸收峰；红外光谱表明其酰胺 A、酰胺 B、酰

胺Ⅰ谱带等主要吸收峰与Ⅰ型胶原标品一致，具有三螺旋结构；凝胶电泳表明鹿茸胶原含有α1、α2 和β链，符

合Ⅰ型胶原特征；氨基酸分析说明其具有典型胶原的氨基酸组成；示差量热扫描测得其热收缩温度(ts)为 84.05℃。

梅花鹿鹿茸具有典型的 I 型胶原的理化特性。
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Physico-chemical Properties of Sika Deer Antler Collagen
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Abstract ：The physico-chemical properties of sika deer antler collagen extracted in acidic solution with pepsin were  determined

using ultraviolet (UV) spectroscopy, Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, amino acid analyzer, SDS-PAGE and

differential scanning calorimetry (DSC). A typical absorption peak at 230 nm was found in the UV spectrum. The FTIR

spectrum showed that the amide A, B and Ⅰ spectral bands were consistent with those standard type Ⅰ collagen with three-

spiral structure. SDS-PAGE results indicated that sika deer antler collagen was composed of one β-chain and two different α-

chains (α1 and α2), which were the characteristics of type Ⅰ collagen. Amino acid composition analysis revealed the characteristic

amino acids of typeⅠ collagen. The ts was 84.05 ℃. On the basis of the analysis above, it could be concluded that sika deer antler

collagen had typical physico-chemical properties of type Ⅰ collagen.
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胶原是一类富有多样性和组织分布特异性的蛋白质的

总称[1]，是一种纤维状、大分子结构蛋白，由 3 条肽链

组成螺旋形纤维状，主要分布于动物的皮肤、骨骼、肌

腱、角膜等一些器官中。不同种族、不同组织中的胶

原有着不同的化学组成和构成，目前，人们已发现 26 种

不同类型的胶原，各类型间结构差异主要在于多肽链的

初级结构不同。胶原具有重要的生理功能，起着支撑器

官、保护机体，维持机体完整性的作用[2 ]，并与哺乳动

物肌肉韧性有关 [ 3 ]。国内外对胶原的利用主要分为两

类：一方面，胶原具有独特的纤维性能，可用于相纸

底片、纺织、造纸等 [ 4 ]；另一方面，由于胶原具有良

好的生物相容性、生物降解性，低的免疫原性、保湿

活性以及大规模生产的可行性优点，正在成为医药、化

妆品和食品业的新宠[5]。由于胶原具有广阔的市场前景，

近年来对胶原性质的研究也日趋增多，其中主要是对海

产品中胶原特性的研究[ 6 - 8 ]，而对鹿茸中胶原的研究较

少。鹿茸是梅花鹿或马鹿尚未骨化的幼角，含有胶原、

多糖、磷脂等多种生物活性物质，具有广泛的生理功能

和药理作用。对鹿茸胶原理化性质的研究局限于李银清[9]

采用醇法提取鹿茸胶原，并研究其部分理化性质，但未

对其结构及热稳定性等性质进行分析。本实验以梅花鹿

鹿茸为原料，研究胃蛋白酶法提取的胶原的紫外光谱、

红外光谱、氨基酸组成、分子质量和热收缩温度等结构

特性，以期为深入研究和利用鹿茸胶原提供科学依据。
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1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

梅花鹿鹿茸     黑龙江大庄园集团。

胃蛋白酶、MD-44 透析袋要、标准Ⅰ型胶原蛋白

美国 S i g ma 公司；冰乙酸、N a C l 均为分析纯。

PowerPac Basic 电泳仪    美国 Bio-Rad 公司；TGL-
20M低温离心机    湖南凯达科学仪器有限公司；ALPHA1-2
真空冷冻干燥机    德国 Christ 公司；L-8800 氨基酸自动

分析仪    日本日立公司；IR 560 E.S.P 傅里叶变换红外光

谱仪    美国 Nicolet 公司；TU-1810 紫外 - 可见分光光度

计    北京普析通用仪器有限责任公司；Pyris 6 热流型示

差扫描量热仪    美国 Perkin Elmer 公司。

1.2 方法

1.2.1 梅花鹿鹿茸胶原的提取纯化

将鲜鹿茸去皮，脱血后，切成 2～3 mm 见方的小

块，乙醚浸泡处理 2h 进行初步脱脂。脱脂后冷冻干燥

24 h，粉碎，过 40 目筛。取一定量鹿茸粉末，用 10 倍

体积的 0.1mol/L NaOH 溶液 4℃浸泡 24h，蒸馏水洗至

中性。固形物溶于 0.5mol /L 的醋酸和一定量胃蛋白酶

中，4℃条件下提取 72h，7600 × g 低温离心 20min，上

清液于 4℃保存备用。所得沉淀重复提取两次。合并上

清液，即为鹿茸胶原粗提液。向胶原粗提液中加入固

体氯化钠至其浓度为 2mol/L，盐析过夜，10000r/min 低

温离心 30min，弃去上清液，将析出的胶原液移入透析

袋中，透析 4 8 h 。冷冻干燥，得梅花鹿鹿茸胶原。

1.2.2 紫外光谱分析

取一定量的胶原用 0.5mol/L 的醋酸溶液溶解，配制

成胶原溶液。另取 0.5mol /L 的醋酸溶液作为对照。两

种溶液分别加入 1cm 的石英比色皿后进行紫外分光光度

测定，选择波长范围为 2 0 0～4 0 0 n m，进行扫描。

1.2.3 红外光谱分析

红外光谱可以检测出胶原特有的基团吸收峰，已成

为胶原分析中一种重要方法。取纯化后样品 1～2 m g，
与一定量 K B r 置于研钵中，研磨成粉末状后装样，手

动压片，用傅里叶变换红外光谱仪在 400～4000cm-1 区间

扫描，分辨率设置为 4 c m - 1，扫描 4 0 次。

1.2.4 氨基酸分析

采用氨基酸自动分析仪，由哈尔滨市农业部谷物及制

品质量监督测试中心测定。检验方法：采用GB/T 5009.124—
2003《食品中氨基酸的测定》。

1.2.5 SDS-PAGE分析

参考 Laemmli[10]的方法，采用垂直电泳。10% 分离

胶，5% 浓缩胶，考马斯亮蓝 R250 染色。上样量 30μL。

1.2.6 热收缩温度(ts)测定

采用示差扫描量热仪( d i f f e r e n t i a l  s c a n n i n g
calorimeter，DSC)测定。称取 6mg 鹿茸胶原放入样品

池，放置DSC 仪器的样品支持器上，调整好仪器，开始实

验，并记录结果。采用的测定温度范围为 20～200℃，20℃
保持 1min，从 20℃升温到 200℃，升温速率为 5℃/min，
200℃保持 1min，空白用空的样品池作为参照。

2 结果与分析

2.1 鹿茸胶原紫外光谱分析

由于大多数蛋白质中存在酪氨酸和苯丙氨酸，使其

在 280nm 波长附近有吸收峰。而所有蛋白质由于多肽的

存在，在 230nm 波长附近有吸收峰。胶原中几乎不含

酪氨酸和苯丙氨酸[11]，因此，纯胶原在 280nm 波长附

近无吸收峰，在 230nm 波长附近有强吸收峰。据此也

可检测胶原的纯度。

由图 1 可知，酶法提取鹿茸胶原在 230nm 波长处有

最大吸收峰，符合胶原紫外吸收特征[12]。在 280nm 波

长处无明显吸收峰，说明胶原纯度较高。前期对鹿骨

胶原特性进行研究，发现其最大吸收峰也在 230nm 波长

处[13]，与本实验结果相同；高金龙[14]研究山羊皮中胶原

的最大吸收峰在 233nm 波长处，其差异可能是由于提取

方法和原料氨基酸组成不同造成的。

2.2 鹿茸胶原红外光谱分析

图 1 鹿茸胶原紫外吸收光谱

Fig.1   UV spectrum of antler collagen
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图 2 鹿茸胶原与标准Ⅰ型胶原红外图谱

Fig.2   FT-IR spectra of antler collagen and type Ⅰ collagen
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由图 2 可知，提取的鹿茸胶原与标准Ⅰ型胶原红外图

谱基本一致。游离的 N － H 伸缩振动在 3400～3440cm-1，

而当 N － H 参与形成氢键，其振动频率降低[15]。因此，

鹿茸胶原 3424cm-1 是由酰胺 A 带 N － H 伸缩振动形成的

特征吸收峰，表明存在氢键，证明有三股螺旋结构的

存在。酰胺 B 出现在 2935cm-1，是由 C － N 伸缩振动

引起的特征吸收峰。1658cm-1 是由酰胺Ⅰ带 C ＝ O 伸缩

振动形成的特征吸收峰，它是多肽二级结构的一个灵敏指

标。1558cm-1 是酰胺Ⅱ带的特征吸收峰，它是由 N － H
弯曲振动和C－H伸缩振动引起的。1157cm-1 是C－N－C
振动或 C － O 伸缩振动引起的特征吸收峰。红外图谱证

明，提取的鹿茸胶原为Ⅰ型胶原，且保持良好的结构。

2.3 氨基酸组成分析

由表 1 可知，鹿茸胶原的氨基酸组成中甘氨酸含量

最高，约占氨基酸总量的 1/3，丙氨酸和脯氨酸含量也

较高，酪氨酸、蛋氨酸和组氨酸含量较低，脯氨酸和

羟脯氨酸含量为 233，高于 Su Xiurong 等[16]报道的标准

I 型胶原标品(215 残基 /1000 总残基)。羟脯氨酸与脯氨酸

含量之比为 0.75，符合Ⅰ型胶原特征[17]。

2.4 SDS-PAGE电泳分析

由图 3 可知，胶原主要含有β链及两条α链，即

α1 和α2，说明鹿茸胶原是Ⅰ型胶原。β链分子质量在

200kD 以上，α1 链分子质量约为 170kD，α2 链分子质

量约为 160kD。这与之前研究的鹿骨胶原分子质量有些

差异 [ 1 3 ]，可能由于原料来源不同，其胶原分子质量大

小也不相同。图中几乎不含其他杂带，表明提取的鹿

茸胶原纯度较高。

2.5 热收缩温度测定

胶原热收缩温度是指蛋白质纤维收缩至 1/3 长度时

的温度。在收缩过程中，胶原结构发生改变，氢键断

裂，天然的三螺旋结构被破坏[18]。采用 Pyris6.0 软件进

行数据记录和处理得到的 DSC 曲线，峰值点温度为热收

缩温度，曲线形成的峰包括的面积理论上为蛋白质变性

所吸收能量。鹿茸胶原热收缩温度曲线如图 4 所示。

由图 4 可知，鹿茸胶原 tS 为 84.05℃，高于一般脊

椎动物胶原的 tS 61.67℃[19]。热收缩温度的差异主要与不

同物种中胶原亚氨基酸(脯氨酸和羟脯氨酸)含量、身体

温度及环境温度有关[20]。亚氨基酸的吡咯环对二级结构

有固定化作用，以及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作用[21]。

3 结  论

梅花鹿鹿茸胶原在 230nm 波长处具有强特征峰；其

红外光谱吸收峰与Ⅰ型胶原一致；有典型的胶原的氨基

A.鹿茸胶原；B.标准Ⅰ型胶原；C.Marker。
图 3 鹿茸胶原电泳图谱

Fig.3   SDS-PAGE of antler collagen
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氨基酸 鹿茸胶原 标准Ⅰ型胶原

天冬氨酸(Asp) 48.2 48.0
苏氨酸(Thr) 16.9 15.0
丝氨酸(Ser) 26.9 34.0
谷氨酸(Glu) 93.4 81.0
甘氨酸(Gly) 303 288
丙氨酸(Ala) 76.4 127

羟脯氨酸(Hyp) 99.7 98.0
缬氨酸(Val) 21.5 26.0
蛋氨酸(Met) 6.15 5.00
异亮氨酸(Ile) 12.5 10.0
亮氨酸(Leu) 29.5 23.0
酪氨酸(Tyr) 0.90 7.00

苯丙氨酸(Phe) 19.4 12.0
组氨酸(His) 6.35 6.00
精氨酸(Arg) 73.9 52.0
脯氨酸(Pro) 133 117
赖氨酸(Lys) 32.3 20.0

注：‰表示 1000 个氨基酸总残基中相关氨基酸所占的比例。

表 1 鹿茸胶原的氨基酸组成

Table 1   Amino acid composition of antler collagen ‰

图 4 鹿茸胶原热收缩温度曲线

Fig.4   Thermal transition curve of antler collagen
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酸组成；胶原分子质量较高且分子质量分布与 I 型胶原

一致。鹿茸胶原的热收缩温度较高。本实验提取的鹿

茸胶原具有较完整的三螺旋结构，具有典型的 I 型胶原

的理化特性。
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