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酸法和酶法提取鳄鱼皮胶原蛋白及性质研究
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摘 要：对以鳄鱼皮为原料得到的酸溶性胶原蛋白(ASC)和酶溶性胶原蛋白(PSC)的性质进行比较分析。紫外扫描结

果表明所提取出的胶原蛋白在232nm波长处有显著吸收峰；SDS-PAGE结果表明ASC和PSC的肽链组成具有很大的

相似性，均含有两种α肽链及其交联链(β链及γ链)；溶解性分析表明鳄鱼皮胶原蛋白的等电点在pH7左右；ASC和

PSC的保水性经过6h (25℃)仍然高于85%；ASC的吸油性(24mL/g)和PSC的吸油性(41mL/g)差异较大。根据上述测定

结果可知，鳄鱼皮胶原蛋白ASC和PSC组成类似，符合Ⅰ型胶原蛋白的特征，但二者具体的功能性质略有差异。
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Comparative Studies on Enzymatic and Acidic Extraction and Properties of Collagen from Crocodile Skin
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Abstract：Acid-soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble collagen (PSC) from the skin of crocodile(Crocodylus ) 
were prepared and comparatively characterized. Both collagens displayed a distinct absorption peak at 232 nm in their 
UV absorption spectra. SDS-PAGE analysis showed that the peptide chain composition of ASC and PSC revealed a high 
similarity, both of which contained α 1,α 2, β  and γ  chains. The solubility test results suggested that the isoelectric point of 
collagen from crocodile skin was around pH 7. The water-holding capacity of ASC and PSC remained more than 85% after 
heat treatment for 6 h at 25 ℃. A considerable difference in oil-binding capacity was found between ASC (24 mL/g) and 
PSC (41 mL/g). From the above results, it can be concluded that both collagens from crocodile skin have similar structures 
and the characteristics of collagen type I despite their differences in functionality.
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鳄鱼具有很高的观赏价值和经济价值，鳄鱼肉、

骨、血、内脏等部位都是珍贵的食材或药材[1]。近年来，

随着人工养殖技术的日渐成熟，鳄鱼的商业养殖发展迅

速[2-3]，因而急需进一步解决鳄鱼产品的加工和利用。鳄

鱼皮是制作皮革的高档原料[4]，但由于破损等原因，有些

鳄鱼皮原料不适合做皮革。

胶原蛋白是一类在医药、食品、美容、化工、材料

等行业广泛使用的生物性原料。水产胶原蛋白比陆生动

物的胶原蛋白具有更高的安全性[5]。目前国内外对水产胶

原蛋白已有一些研究[6-12]，而鳄鱼胶原蛋白方面的报道还

很罕见。

为了更加充分地利用鳄鱼皮资源，本实验研究从

鳄鱼皮中提取胶原蛋白的工艺，并且将酸法提取产物

ASC和酶法提取产物PSC的性质做比较，以期为鳄鱼皮

的精深加工提供理论依据，进一步促进鳄鱼养殖产业

的发展。

1      材料与方法1      材料与方法

1.1      材料

鳄鱼皮由广西盟展鳄鱼科技开发有限公司提

供，－20℃冻藏备用。测定前将鳄鱼皮解冻后剪碎(约
1cm×1cm)，并进行除杂蛋白和脱脂肪的预处理。

除杂蛋白：剪碎鳄鱼皮加入到7.5g/100mL的NaCl溶
液中，鳄鱼皮与NaCl溶液比为1:10(m/V)，4℃搅拌12h，
用蒸馏水洗净。
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脱脂肪：除杂蛋白之后的鳄鱼皮，加入10%正丁醇

溶液(体积比1:10)，4℃搅拌24h脱脂，8h更换一次溶液，

最后用蒸馏水洗净鳄鱼皮。

2.2      方法

2.2.1      鳄鱼皮基本成分的测定

水分：直接干燥法，参照GB 5009.3—2010《食品中

水分的测定》；灰分：高温灼烧法，参照 GB 5009.4—
2010《食品中灰分的测定》；蛋白质：凯氏定氮法，参照 
GB 5009.5—2010《食品中蛋白质的测定》；脂肪：索氏抽

提法，参照 GB/T 5009.6—2003《食品中脂肪的测定》。

2.2.2      酸溶性胶原蛋白(ASC)的制备

将预处理之后的鳄鱼皮置入20倍体积的0.5mol/L的
醋酸中提取24h，并不时搅拌，然后分离黏稠的胶状液，

残渣在同样条件下提取24h，合并两次的提取液加入一

定量的NaCl溶液至最终浓度为0.9mol/L过夜，在4℃、

10000×g条件下离心15min，弃去上清，加入10倍体积的

0.5mol/L的醋酸中溶解，重复盐析和离心操作一次。在10
倍体积的0.1mol/L的醋酸溶液中透析12h，每4h换一次溶

液，再用蒸馏水透析至中性，冷冻干燥备用。此时得到

的是ASC。
2.2.3      酶溶性胶原蛋白(PSC)的制备

将预处理之后的鳄鱼皮置入20倍体积的0.5mol/L
醋酸中，加入鳄鱼鱼皮质量的2%胃蛋白酶，搅拌提取

24h，提取液加入一定量的NaCl溶液至最终浓度为0.9mol/L
过夜，在4℃条件10000×g离心15min，弃去上清，加入

10倍体积的0.5mol/L醋酸中溶解，重复盐析和离心操作一

次。在10倍体积的0.1mol/L的醋酸溶液中透析12h，每4h
换一次溶液，再用蒸馏水透析至中性，冷冻干燥备用。

此时得到的是PSC。
2.2.4      紫外吸收光谱分析

将ASC和PSC样品溶于0.5mol/L的醋酸中，配制成

0.35mg/mL的胶原蛋白溶液，以0.5mol/L的醋酸为对照，

在200～400nm的波长范围内用紫外-可见扫描仪测定其吸

光度，绘制胶原蛋白吸收曲线。

2.2.5      SDS-PAGE凝胶电泳

采用不连续体系SDS-PAGE凝胶电泳，准确称取

20mg样品，溶于1mL样品缓冲液，上样前沸水浴煮沸

5min。电泳采用含7.5%丙烯酰胺的分离胶和含5%丙烯酰

胺的浓缩胶，初始电压为80V，至样品前沿刚好进入分离

胶，把电压提高到120V，直至溴酚蓝达到分离胶底部约

1cm，停止电泳。

2.2.6      溶解性

将ASC、PSC样品溶解于0.5mol/L醋酸中，配制成

5mg/mL的溶液。取5mL胶原蛋白溶液，用6mol/L HCl或
NaOH溶液调节到不同pH值，用预先调好pH的蒸馏水定

容至10mL，4000×g离心15min，上清液中的蛋白质含量

采用双缩脲法进行测定。将样品溶于0.5mol/L醋酸溶液采

用双缩脲法测定样品的总蛋白含量。

                             (1)

2.2.7      吸油性

蛋白质的吸油性以每克蛋白质吸附油脂的量(mL)来
表示，用离心法测定：准确量取10mL精炼油，放入离心

管中，再分别称取约0.1g ASC、PSC样品加入到离心管

中，用细玻璃棒搅拌1min，静置30min，用200r/min的转

速离心25min，记录游离油的体积，按公式(2)计算。

                                                             (2)

式中：X为吸油性/(mL/g)；Vf为游离油的体积/mL；
m为样品的实际质量/g。
2.2.8      保水性

保水性是指蛋白质保持水分的能力，采用水分残存

率来表示保水性。分别准确称取0.05g ASC和PSC，溶于

50mL蒸馏水中，使之充分吸水后，1000×g离心分离

5min，去除分离水，将残留物称质量后置于恒温(25℃)
恒湿的培养箱中，每隔20min测定一次质量，按公式(3)计
算水分残存率。

                                                       (3)

式中：Y为水分残存率/%；m 0为离心分离后的残留

物质量/g；m为一定时间后残留物的质量/g。

2      结果与分析2      结果与分析

2.1      鳄鱼皮的基本组成

鳄鱼皮的总蛋白含量为(37.99±2.99)%，粗脂肪含量

为(0.58±0.12)%，水分含量为(63.04±0.95)%，灰分含量

为(0.21±0.06)%。

2.2      紫外吸收光谱分析
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图1   鳄鱼皮ASC和PSC的紫外扫描图谱图1   鳄鱼皮ASC和PSC的紫外扫描图谱

 Fig.1   Ultraviolet absorption spectra of ASC and PSC from the skin of  Fig.1   Ultraviolet absorption spectra of ASC and PSC from the skin of 
crocodilecrocodile
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对两种提取方法所制备的胶原蛋白在200～400nm
的近紫外光区进行扫描测试，获得的紫外扫描曲线如图

1所示。胶原蛋白是一种较为特殊的蛋白，它的氨基酸

组成中几乎不含有色氨酸等存在共轭双键的氨基酸，在

280nm波长处无吸收峰，反而是在220～230nm波长处

有显著吸收峰，所以紫外扫描是鉴定胶原蛋白的简便方

法之一[13]。实验结果在紫外吸收中所测得最大吸收峰在

232nm波长处，在280nm波长处未见显著吸收峰，符合胶

原蛋白的特征吸收。

2.3     SDS-PAGE凝胶电泳分析

胶原蛋白通常由3条肽链组成，这些肽链被称为α
链。3条α肽链可以都相同，也可以都不同。图2显示了鳄

鱼皮ASC和PSC的SDS-PAGE图谱，ASC和PSC样品纯度

较高，几乎没有多余条带的出现。二者都至少由两种α肽
链组成，并且含有它们的交联链(β和γ链)，符合I型胶原

蛋白的特征，SDS-PAGE结果与鲤鱼鱼皮、黑鳍鲨鱼皮[14-

15]等胶原蛋白相似。ASC和PSC的两条α肽链分子质量在

116kD左右，且PSC中的两条α肽链略低于相应的ASC中

两条α肽链，这可能是由于原胶原端肽部位被胃蛋白酶轻

微水解所致[15]，说明胃蛋白酶并不会破坏胶原蛋白的整

体结构。

2.4      溶解性
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图3    pH值对鳄鱼皮ASC和PSC溶解性的影响图3    pH值对鳄鱼皮ASC和PSC溶解性的影响

Fig.3   Effect of pH on solubility of ASC and PSC from the skin of crocodileFig.3   Effect of pH on solubility of ASC and PSC from the skin of crocodile

如图3所示，随着pH值的增加，两种胶原蛋白的溶

解性先迅速下降后趋于平稳。pH4时胶原蛋白的溶解性

较好，在70%～75%左右，而pH值为7～9时胶原蛋白的溶

解性较差，只有30%～40%。胶原蛋白的溶解性与其等电

点关系密切，在等电点时，胶原蛋白主要以两性离子状态

存在，电荷平衡，静电荷为零，因此溶解度较低。由图可

知，鳄鱼皮胶原蛋白等电点在pH7左右，与鮟鱇鱼皮[16]胶

原蛋白一致，但与鲍鱼腹足[17]PSC稍有差异。

2.5     吸油性

吸油性是表征蛋白质产品吸附油脂能力的物理量，

一般用每克蛋白质吸附油的毫升数来表示，一般用离心

法测定。影响吸油性的主要因素是蛋白质的种类、 蛋白

质的组成结构、测定环境等[18]。不同的研究者，由于所

采用油脂、离心时间和速度的不同，对同一产品的测定

也可能会得到不同的结果。由图4可知，ASC和PSC的吸

油能力分别为24mL/g和41mL/g。PSC的吸油性明显要优

于ASC，可能是由于胃蛋白酶的作用暴露出了更多的疏

水基团。

2.6     保水性
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图5   鳄鱼皮ASC和PSC保水性随时间的变化图5   鳄鱼皮ASC和PSC保水性随时间的变化

Fig.5   Change in water-holding capacity of ASC and PSC from the skin of Fig.5   Change in water-holding capacity of ASC and PSC from the skin of 
crocodile during heatingcrocodile during heating

保水性是蛋白质产品保持水分的能力，其受浓度、
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图4   鳄鱼皮ASC和PSC的吸油性图4   鳄鱼皮ASC和PSC的吸油性

Fig.4   Oil-binding capacity of ASC and PSC from the skin of crocodileFig.4   Oil-binding capacity of ASC and PSC from the skin of crocodile
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图2   鳄鱼皮ASC和PSC的SDS-PAGE电泳图谱图2   鳄鱼皮ASC和PSC的SDS-PAGE电泳图谱

Fig.2   SDS-PAGE pattern of ASC and PSC from the skin of crocodileFig.2   SDS-PAGE pattern of ASC and PSC from the skin of crocodile

1.     PSC；2.     ASC。1.     PSC；2.     ASC。
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离子种类、环境因素等影响。鳄鱼皮ASC和PSC在25℃
条件下的保水性随时间的变化如图5所示。随着时间的增

长，ASC和PSC的保水性持续下降，但PSC较ASC的保水

性要差，可能是由于不同的提取方法对亲水基团的影响

程度不同，导致暴露的亲水基团含量不同，从而使得二

者的保水性存在差异，也可能与产物分子质量大小的差

异有关[19]。经过360min，ASC和PSC的保水性仍然在85%
以上，说明制得的ASC和PSC有着很好的保水性。

3      结　论3      结　论

采用本研究中的提取工艺制得的鳄鱼皮胶原蛋白纯

度较高，几乎不含杂蛋白。鳄鱼皮酸溶性胶原蛋白和酶

溶胶原蛋白二者均在232nm波长附近有显著吸收，符合胶

原蛋白的特征。ASC和PSC都含有两种α肽链(α 1，α 2)和它

们的交联链，与Ⅰ型胶原蛋白相似。ASC和PSC的等电点

在pH7左右。ASC和PSC在吸油性和保水性方面存在一定

的差异。由于功能性质的差异，鳄鱼皮ASC和PSC可以应

用于不同的领域。
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