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单环刺螠体壁胶原蛋白的提取及其理化性质

刘志娟，张朝辉*，赵  雪，李八方

(中国海洋大学食品科学与工程学院，山东 青岛      266003)

摘   要：采用 0.5mol/L 醋酸提取，结合 NaCl 沉淀法从单环刺螠(Urechis unicinctus)的体壁中提取酸溶性胶原蛋白

(ASC)，并对其理化性质作初步研究。紫外光谱分析表明 ASC 的特征吸收波长位于 228nm，初步推断所提取的蛋

白为典型的胶原蛋白；氨基酸组成分析表明 ASC 为典型的Ⅰ型胶原蛋白；聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)结果表

明 ASC 有两条不同的α链(α 1 和α 2 链)、β链和γ链，其胶原蛋白中含有二硫键；傅里叶红外光谱(FTIR)分析表

明其存在三螺旋结构；示差扫描量热仪(DSC)分析表明热变性温度(td)和热收缩温度(ts)分别为 33.6℃和 67.5℃。
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Abstract ：Acid-soluble collagen (ASC) was prepared from the body wall of Urechis unicinctus through extraction with 0.5 mol/L acetic
acid followed by precipitation with 0.9 mol/L NaCl and its physical and chemical properties were primarily studied. Ultraviolet
spectral analysis showed that the characteristic absorption wavelength of ASC was 228 nm, suggesting that it is a typical collagen.
Amino acid composition analysis indicated that ASC was a typical type Ⅰcollagen. SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) suggested that ASC contained two alpha chains (α1 and α2), one β chain and oneγ chain. It also contained disulfide bonds.
Fourier-transform infrared (FTIR) spectral analysis revealed the existence of helical arrangements in the collagen. The thermal
denaturation temperature (td) and the thermal shrinkable temperature (ts) were 33.6 and 67.5 ℃, respectively.
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单环刺螠(Urechis  unicinctus)俗称“海肠”，分

类上隶属螠虫动物门(Echiurio idea)、螠纲(Echiurida)、
无管螠目(Xenopneusta)、刺螠科(Urchidae)，是无管螠

目在我国沿海分布的唯一种类。它个体肥大，肉味鲜

美。自古以来，在我国、日本和朝鲜沿海均作为名贵

的海鲜食品，有较高的经济价值，是一种极有养殖开发

前景的海洋动物资源[1]。胶原蛋白类型较多，Gelse 等[2]

于 2003 年报道，发现 21 种不同类型的胶原。水产无脊

椎动物的胶原主要可分为两种，类Ⅰ型及类Ⅴ型[3]。日

本学者对采自日本单环刺螠体壁胶原蛋白进行了分析，

发现其属于Ⅰ型胶原蛋白，亚基组成可能是(α1) 2 α2[4]。

而我国海域中产的单环刺螠胶原蛋白的研究尚未见报

道。本实验以中国产的单环刺螠为研究对象，研究其

酸溶性胶原蛋白(acid-soluble colagen，ASC)的提取制备

方法及其理化性质，以期为进一步开发利用单环刺螠提

供理论参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新鲜海肠购于青岛市南山水产品批发市场。

氢氧化钠    烟台三和化学试剂有限公司；冰醋酸

天津博迪化工股份有限公司；乙酸钠    温州市试剂化工

厂；三羟甲基氨基甲烷    南京探求生物技术有限公司；

十二烷基磺酸钠( S D S )、巯基乙醇、丙烯酰胺( A c r )、
N , N - 甲叉双丙烯酰胺( B i s )、溴酚蓝、考马斯亮蓝 R -
250、过硫酸铵、TEMED   美国 Sigma 公司。
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1.2 仪器与设备

BR4i 冷冻离心机    法国 Jouan 公司；乌式黏度计

上海玻璃仪器厂；LGJ0-5 冷冻干燥机    北京四环科技仪

器厂；UV-2550 紫外分光光度计   日本 Shimadzu 公司；

DYY-6C 电泳仪    北京市六一仪器厂；835-50 氨基酸自

动分析仪    日本日立公司；Nicolet-200SXV 傅里叶红外

光谱仪    美国 Nicolet 公司；DSC-200PC 示差扫描量热仪

德国 Bavaria 公司。

1.3 方法

1.3.1 单环刺螠体壁胶原蛋白的提取

参照文献[5]的方法，在 4℃条件下进行，取 100g
海肠体壁加入到 2L 0.1mol/L NaOH 溶液(1:20，m/V)中搅

拌 2d 以除去非胶原成分，用蒸馏水洗至样液呈弱碱性；

然后加入到 10% 正丁醇溶液(1:30，m/V)中搅拌，用蒸

馏水冲洗除尽正丁醇后；加入 0.5mol/L 醋酸溶液(1:6，m/V)
匀浆，磁力搅拌 2d，10000r/min 离心 30min，上清液

即为粗胶原蛋白。在上清液中加入 NaCl 至溶液终浓度

为 0 . 9 m o l / L，静置过夜。离心，收集沉淀物，溶于

0.5mol/L 醋酸溶液，用 0.1mol/L 醋酸溶液透析 1d(体积

比 1:15，每 4h 换透析外液)，蒸馏水继续透析 2d(体积

比 1 : 1 5，每 4 h 换透析外液)，真空冷冻干燥，得酸溶

性胶原蛋白冻干品。

1.3.2 紫外光谱分析

将提取得到的胶原蛋白冻干品溶于 0.5mol/L 醋酸溶

液中，配制成 1g/L胶原溶液，用紫外分光光度计在 200～
400nm 近紫外光区进行扫描测试。

1.3.3 氨基酸分析

提取得到的胶原蛋白冻干品用 6mol/L 盐酸于 110℃
水解 2 4 h，脱酸后，用水定容至 5 m L，利用氨基酸自

动分析仪测定。

1.3.4 傅里叶变换红外光谱(FTIR)分析

将一定量干燥的 KBr 和胶原蛋白冻干品置于玛瑙研

钵中，研磨均匀，成粉末状，装样，手动压片，取

出样品小心放入样品室。采用傅里叶红外光谱仪对样品

在 4000～400cm-1 扫描，分辨率为 2cm-1。

1.3.5 SDS-PAGE分析

参照 Laemmli 等[6]的方法。采用 7.5% 分离胶、5%
浓缩胶。胶原蛋白冻干品 2mg 溶于 0.5mol/L 醋酸溶液

中，调节 pH 值为中性，加入 1mol/L 的 Tris-HCl 样品缓

冲液(pH6.8，含 10% SDS、β-巯基乙醇、50% 甘油和

1% 的溴酚蓝)，沸水浴 5min，3000r/min 离心 2min 后取

20μL 上样。采用直流恒压电源，电压为 100V，电泳

2～3h，用染色液染色 20min 后脱色。

1.3.6 胶原蛋白热收缩温度 tS 的测定

参照 Rochdi 等[7]的方法。用示差扫描量热仪(DSC)
对胶原蛋白 tS 进行测试，准确称取 3mg 左右的胶原蛋白

冻干品于 DSC 坩埚中，坩埚加盖密封后，以空坩埚作

为参比，从 20℃加热至 150℃，升温速率为 2℃/min。

1.3.7 胶原蛋白热变性温度(td)的测定

参照 Zhang Yan 等[8]的方法。取一定量的胶原蛋白

冻干品溶于 0.1mol/L乙酸 + 0.2mol/L乙酸钠缓冲液中，配

成质量浓度为 0.03g/100mL 的溶液，用乌氏黏度计测定

溶液在 15～50℃(间隔 5℃)区间内的增比黏度(ηsp)，各温

度保持恒温 30min。以温度为横坐标，相对黏度为(ηr)纵坐

标作曲线。当相对黏度变化 50% 时所对应的温度即为 td。

　　   t
ηr =——　　                                                                (1)
　　  t0

ηsp=ηr－1                                                                    (2)
式中：t 0 为待测溶液流出的平均时间 / s；t 为溶剂

流出的平均时间 /s；ηr 为待测溶液的相对黏度；ηsp 为待

测溶液的增比黏度。

2 结果与分析

2.1 胶原蛋白的紫外光谱分析

溶液中的蛋白质分子能够吸收一定波长范围的紫外

光，产生紫外吸收光谱。蛋白质分子之所以能够吸收

紫外光，是由于其含有吸收紫外某一波长光的紫外生色

基团。蛋白质的紫外吸收光谱，实际上是各种紫外生

色基团加和的结果。由图 1 可知。单环刺螠体壁 A S C
的特征吸收波长位于 228nm 处，主要是由肽键 C ＝ O 的

n → * 跃迁所贡献[9]。通常，蛋白质中酪氨酸、苯丙氨

酸的最大紫外吸收分别为 283nm 和 251nm[10]，但是单环

刺螠体壁 ASC 在此吸收较少，表明胶原蛋白芳香族氨基

酸含量较少。所提取的胶原蛋白的紫外吸收光谱特征与

已报道的胶原蛋白的紫外吸收特征基本一致[11]，因此可

以初步推断其为典型的胶原蛋白。

图 1 单环刺螠体壁 ASC 的紫外吸收光谱

Fig.1   Ultraviolet absorption spectra of acid-soluble collagen from
body wall of Urechis unicinctus
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单环刺螠体壁 ASC 的氨基酸组成具有典型Ⅰ型胶原

蛋白氨基酸组成特点。由表 1 可知，单环刺螠体壁 ASC
中甘氨酸含量最多，约占氨基酸总量的 1 / 3；丙氨酸、

脯氨酸、谷氨酸和天门冬氨酸含量较高；而组氨酸、

酪氨酸、苯丙氨酸含量较低。该胶原蛋白中特有的亚

氨基酸(脯氨酸和羟脯氨酸)所占的比例为 12.6%。脯氨酸

的羟基化程度为 3 5 . 7 1 %，羟脯氨酸与脯氨酸之比为

0 . 5 6，类似于脊椎动物Ⅰ型胶原。

2.3 胶原蛋白的 SDS-PAGE

胶原蛋白由 3 条多肽链组成，每一条都是左手螺旋

结构，3 条左手螺旋α链互相缠绕组成右手螺旋结构，

即超螺旋结构。由图 2 可知，单环刺螠体壁 A S C 有 2
条α链(α1 和α2 链)、β链和γ链，这是典型的Ⅰ型胶

原蛋白的特征。加β - 巯基乙醇的胶原蛋白比未加β -
巯基乙醇的多一条带，说明胶原蛋白的三螺旋结构中含

有二硫键，而大部分水产动物Ⅰ型胶原蛋白不含二硫

键。单环刺螠体壁 ASC 亚基组成可能为(α1) 2α2。本实

验提取的胶原蛋白电泳条带清晰，并无杂带出现，表

明提取的胶原蛋白纯度较高。

2.4 胶原蛋白的傅里叶红外光谱分析

胶原蛋白 N － H 伸缩振动产生的酰胺 A 的吸收通常

在 3400～3440cm-1 之间。当多肽中的 N － H 基团参与形

成氢键时，其波数会发生移动，一般在 3300cm-1 左右[12]，

单环刺螠体壁 ASC 的红外光谱图与其他胶原蛋白的红外

光谱图类似[13-14]。由图 3 可知，单环刺螠体壁 ASC 的

酰胺 A 的吸收在 3306cm-1，表明分子中存在氢键。酰胺

B 谱带是由酰胺 A 与酰胺Ⅱ的一次泛频耦合的结果[15]，

酰胺 B 的吸收在 3075cm-1，主要是由分子中 CH2 基团的

不对称伸缩振动产生的[13]。在双键区(2000～1500cm-1)，
单环刺螠体壁 ASC 的酰胺Ⅰ谱带波数在 1658cm-1，由

C ＝ O 振动引起，通常不受肽链侧基影响，振动频率

取决于肽链构型，对三螺旋结构的变化非常敏感；酰胺

Ⅱ谱带波数在 1546cm-1，主要是由异相 N — H 面内弯曲

振动和C—N(具有双键性质)伸缩振动共同产生的，也不易

受肽链侧基影响，但对胶原蛋白的三螺旋结构不敏感[16]。

2.5 胶原蛋白的热稳定性

氨基酸 Hyp Asp Thr Ser Glu Gly Ala Cys Val Met
残基占氨基酸总残基的比例 /‰ 45 80 31 50 95 298 89 － 62 13

氨基酸 Ile Leu Tyr Phe Lys Trp His Arg Pro
残基占氨基酸总残基的比例 /‰ 18 29 9 12 29 － 4 55 81

表 1 单环刺螠体壁 ASC 的氨基酸组成

Table 1   Amino acid composition of acid-soluble collagen from body
wall of Urechis unicinctus

注：－.采用酸水解法进行氨基酸测定，色氨酸和胱氨酸在酸水解中被

破坏 。

2.2 胶原蛋白氨基酸组成

A.酸溶性胶原蛋白(加β- 巯基乙醇)；B.酸溶性

胶原蛋白( 未加β- 巯基乙醇 )；C . 蛋白标准。

图 2 单环刺螠体壁 ASC 的 SDS-PAGE 电泳图

Fig.2   SDS-PAGE pattern of from body wall of ASC from
Urechis unicinctus
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图 3 单环刺螠体壁 ASC 的红外光谱

Fig.3   Fourier-transform infrared spectrum of ASC from body wall of
Urechis unicinctus
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图 5 单环刺螠体壁 ASC 的热变性曲线

Fig.5   Thermal denaturation curve of ASC from body wall of
Urechis unicinctus
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图 4 单环刺螠体壁 ASC 的 DSC 曲线

Fig.4   DSC curves of ASC from body wall of Urechis unicinctus
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天然状态下的胶原由 3 条多肽链缠绕而成，加热时

氢键断裂，导致胶原分子解缠绕，天然构象被破坏，

这些状态的变化过程都伴随着能量的变化。胶原蛋白的

热稳定性通常由溶液中热变性温度 td 和胶原纤维的热收

缩温度 tS 来表示。td 指 50% 胶原分子发生变性的温度[17]，

tS 指的是蛋白纤维收缩至 1/3 长度时的温度[18]。由图 4 可

知，单环刺螠体壁 ASC 的 tS 为 67.51℃，比牛皮Ⅰ型胶

原蛋白高 5℃。由图 5 可知，单环刺螠体壁 ASC 的 td 为

3 3 . 6℃，比猪皮胶原蛋白低了 3℃。

3 结  论

本实验以单环刺螠体壁为原料，在低温条件下提取

ASC，并对其理化性质进行初步研究。紫外光谱和氨基

酸组成确定单环刺螠体壁 ASC 为Ⅰ型胶原蛋白，电泳分

析确定其三螺旋结构中含有二硫键，而大部分水产动物

Ⅰ型胶原蛋白不含二硫键。其具有类似于猪皮和牛皮胶

原蛋白的热稳定性，傅里叶变换红外光谱表明所提取的

胶原蛋白较好地保持了螺旋结构。提示，单环刺螠体

壁 ASC 中含有不同于大部分水产动物Ⅰ型胶原蛋白的二

硫 键 。
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