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超声联合酶法对龟甲胶原蛋白结构特征和

理化特性的影响
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摘要：【目的】分析不同提取方法对龟甲胶原蛋白得率、纯度、结构特征和理化特性的影响。【方法】采用超声

联合酶法、酸法、酶法提取龟甲胶原蛋白。【结果】超声联合酶法提取的龟甲胶原蛋白的得率和纯度分别为

2.29% 和 85.65%，显著高于酸法（0.78%、73.15%）和酶法（1.77%、75.63%）。紫外吸收光谱、红外吸收光谱、圆

二色谱和电泳图谱显示，3种方法提取的龟甲胶原蛋白均为Ⅰ型胶原蛋白，具有较完整的三螺旋结构。X 射线

衍射图谱表明，超声联合酶法提取的龟甲胶原蛋白的分子结构更为紧凑、有序度更高。超声联合酶法和酶

法提取的龟甲胶原蛋白的粒径均分布在 340 nm 左右，但超声联合酶法提取的龟甲胶原蛋白的粒径分布集中

度更低。3种方法提取的龟甲胶原蛋白的热变性温度（Td）均为 44 ℃，扫描电子显微镜结果显示，超声联合酶

法提取的龟甲胶原蛋白的微观结构更加均匀、规则。【结论】该研究利用的超声联合酶法为龟甲胶原蛋白的

提取提供了新思路。与常规的酸法和酶法相比，超声联合酶法提取的龟甲胶原蛋白的得率和纯度均较高，

表明该方法具有广阔的应用前景。
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Abstract: [Objective] The effects of different extraction methods on the yield, purity, structural characteristics, 

and physicochemical properties of tortoise shell collagen were investigated. [Method] The ultrasound-assisted 

enzymatic method, acid method, and enzymatic method were used to extract collagen from tortoise shell powder. 

[Result] The yield and purity of tortoise shell collagen extracted by ultrasound-assisted enzymatic method were 

2.29% and 85.65%, respectively, significantly higher than those extracted by acid method (0.78% and 73.15%) 

and enzymatic method (1.77% and 75.63%). Ultraviolet absorption spectroscopy, infrared absorption 

spectroscopy, circular dichroism spectroscopy, and electrophoresis profiles showed that collagens extracted from 

tortoise shell by three methods were all type I collagen and retained intact triple helix structures. X-ray diffraction 

patterns revealed that the molecular structure of tortoise shell collagen treated with ultrasound-assisted enzymatic 
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method was more compact, with a higher degree of order. The particle sizes of tortoise shell collagens extracted 

by ultrasound-assisted enzymatic method and enzymatic method were both distributed around 340 nm, while 

tortoise shell collagen extracted by ultrasound-assisted enzymatic method exhibited a lower particle size 

distribution. The thermal denaturation temperatures (Td) of the tortoise shell collagens extracted by the three 

methods were all 44 ℃ . Scanning electron microscopy results showed that the microstructure of tortoise shell 

collagen extracted by ultrasound-assisted enzymatic method was more uniform and regular. [Conclusion] The 

combination of ultrasound treatment and enzymatic methods provide a new perspective for the extraction of 

collagen from tortoise shell. Compared with the conventional acid method and enzymatic method, the ultrasound-

assisted enzymatic extraction method shows improvements in the yield and purity of tortoise shell collagen, thus 

demonstrating a broad application prospect.

Keywords: tortoise shell; ultrasound; collagen; physicochemical property

人和动物体内的结构蛋白主要是胶原蛋白，

其干质量约占总蛋白质的 1/3［1］。胶原蛋白包含 3

条左手螺旋的 α 链超螺旋结构，在目前研究发现

的 29种胶原蛋白中，Ⅰ型胶原蛋白占所有胶原蛋白

的 90%，其主要存在于动物的骨骼、皮肤以及鱼

皮、鱼鳞等部位［2-3］。胶原蛋白具有可降解、生物

相容性高、抗原性低等优势，在食品、医药等领域

应用广泛［4］。然而，胶原蛋白产业的发展仍然存

在一些问题，如目前已商业化应用的胶原蛋白产

品主要从猪皮、牛皮及哺乳动物的骨头中提取，

而在提取源中存在的口蹄疫、疯牛病等传染病风

险以及伊斯兰教等宗教信仰问题大大限制了此

类胶原蛋白的应用［5］。因此，从水生生物及两栖

动物中寻找并开发新的胶原蛋白来源已成为研

究热点。

中华草龟（Chincmys reevesii），即乌龟，是我

国一种古老的龟种。其环境适应性强，易于养殖，

在我国分布广泛［6］。龟甲作为一味中药，富含甾

体、多酚类物质、脂肪酸、胶原蛋白等营养成分，具

有提升免疫力、滋阴潜阳、养血补心等药理功

效［7］。龟甲常被用于制备龟甲胶，龟甲胶具有促

进软骨细胞增殖、抗衰老、抗肿瘤等功效，其主要

成 分 为 胶 原 蛋 白［8］。 研 究 发 现 ，龟 甲 中 含 有

30.42%~33.18% 的蛋白质，可以作为提取胶原蛋

白的原材料［9］。近年来，我国的乌龟养殖规模迅

速扩大，随着龟肉加工的发展，龟甲作为加工副产

物，其产量也随之增加。目前龟甲除了部分被用

作中药材外，还有很大一部分被废弃，因此从龟甲

中提取胶原蛋白可显著提高其利用价值。

提取胶原蛋白的常见方法有酸法、酶法以及

热水提取法等［3］，但酸法和酶法用于提取骨肉、鱼

鳞、龟鳖壳等钙含量高的原料中的胶原蛋白时，提

取效率较低。Li等［10］从鳖甲中提取的酸溶性胶原

蛋白和酶溶性胶原蛋白的得率分别为 1.00% 和

2.80%。Duan 等［11］从鲤鱼骨中提取的酸溶性胶原

蛋白的得率为 1.06%。而热水提取法会使胶原蛋

白变性为明胶，导致其品质降低。因此，寻找新

的提取方法来提高骨胶原蛋白的得率至关重要。

超声波的空化效应和机械作用可以提高分子的

运动频率，增加胶原蛋白的溶出，提高得率的同

时不会影响其活性［2］。赵改名等［12］使用超声辅

助 酶 法 提 取 了 牛 皮 胶 原 蛋 白 ，得 率 达 到 了

63.77%。Zou 等［13］利用超声辅助酸法提取了鳖裙

边胶原蛋白，其得率与传统提取方法相比提高了

16.3%。目前，利用超声技术提取龟甲胶原蛋白

的研究较少。因此，该研究利用超声联合酶法、

酶法和酸法提取龟甲胶原蛋白，对比分析 3 种胶

原蛋白的得率、结构特点及理化性质，以期为后

续研发高附加值的龟甲胶原蛋白产品提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

龟甲：取自中华草龟，安徽蓝田农业集团有限

公司。中华草龟在“室温+外塘”模式下人工养殖 3

年，平均体质量 0.75 kg，龟甲为冷冻龟肉的加工副

产物。

异丙醇、NaOH、EDTA-2Na（分析纯）：国药集

团化学试剂有限公司；胃蛋白酶（3 000 NFU/g）：

北京索莱宝科技有限公司。

1.2　仪器与设备

三频数控超声波清洗机：KQ-300VDE型，昆山
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市超声仪器有限公司；紫外可见近红外分光光度

计：CARY 5000型，美国安捷伦公司；傅里叶变换红

外 光 谱 仪 ：Nicolet IS50 iN10 型 ，美 国 Thermo 

Fisher Scientific 公司；扫描电子显微镜：EM-30AX

型，韩国库塞姆公司；差示扫描量热仪（differential 

scanning calorimeter，DSC）：Q200 型 ，美国 TA 公

司；纳米粒度分析仪：Zetasizer Nano-ZSE 型，英国

马尔文仪器公司；X 射线衍射仪：Smartlab X 型，日

本理学株式会社；圆二色光谱仪：J-1700 型，日本

分光株式会社。

1.3　方法

1.3.1　龟甲的预处理　

龟甲反复用水冲洗干净，晾晒干燥后用切割

机切成小块，然后用粉碎机磨成粉末，将龟甲粉过

100 目筛，把筛选后的龟甲粉收集到密封袋里，储

存在 4 ℃的冰箱以备后续使用。

参照 Li等［10］的方法对龟甲粉进行预处理。为

除去龟甲粉中的盐溶性蛋白质，按料液比 1 g∶10 mL

将龟甲粉浸泡于 0.1 mol/L 的 NaOH 溶液中，持续

搅拌 24 h，按料液比 1 g∶10 mL 用体积分数 10% 的

异丙醇进行脱脂处理，持续搅拌 24 h，并且每 8 h

换液 1 次。脱脂后的龟甲粉用蒸馏水反复冲洗至

无异丙醇残留，按料液比 1 g∶15 mL 用 0.25 mol/L

的 EDTA-2Na进行脱钙处理，持续搅拌 24 h，每 8 h

换液 1次，收集过滤后的龟甲粉。

1.3.2　龟甲胶原蛋白的提取　

1）酸法：所有提取过程均在 4 ℃条件下进行。

按料液比 1 g∶10 mL 在预处理过的龟甲粉中加入

0.5 mol/L 醋酸溶液，持续搅拌 24 h 进行提取。随

后用 200 目筛子除去滤渣，在滤液中添加 NaCl 至

终浓度为 2.5 mol/L，静置 20 min 后于 8 000 r/min

离心 20 min，用 0.5 mol/L 醋酸溶液溶解沉淀。用

0.1 mol/L 醋酸溶液透析 24 h，每 8 h换液 1次，再用

蒸馏水透析 48 h，每 12 h换液 1次。将透析后的液

体进行冷冻干燥得到酸溶性龟甲胶原蛋白，将该

龟甲胶原蛋白定义为 ASC 组。

2）酶法：所有提取过程均在 4 ℃条件下进行。

按料液比 1 g∶10 mL 在预处理过的龟甲粉中加入

含 5 g/L 胃蛋白酶的 0.5 mol/L 醋酸溶液，持续搅拌

24 h，然后进行过滤、盐析、离心、透析和冷冻干燥，

操作步骤与酸法一致，得到酶溶性龟甲胶原蛋白，

将该龟甲胶原蛋白定义为 PSC 组。

3）超声联合酶法：参考刘学敏［2］的方法并稍

加修改，按料液比 1 g∶10 mL 在预处理过的龟甲粉

中加入 0.5 mol/L 醋酸溶液，随后超声（200 W）处

理 20 min，向溶液中添加 5 g/L胃蛋白酶，于 4 ℃下

持续搅拌 24 h，然后进行过滤、盐析、离心、透析和

冷冻干燥，操作步骤与酸法一致，得到超声联合酶

法提取的龟甲胶原蛋白，将该龟甲胶原蛋白定义

为 UPSC 组。

1.3.3　得率与纯度的计算　

根据式（1）计算龟甲胶原蛋白的得率［14］。

Y=
m 2

m 1

×100% （1）

式中：

Y——龟甲胶原蛋白的得率，%；

m1——龟甲粉干质量，g；

m2——龟甲胶原蛋白质量，g。

按照 GB/T 9695.23—2008 的方法测定龟甲胶

原蛋白中的羟脯氨酸质量，参照保毅等［15］的方法

并稍加修改 ，按照式（2）计算龟甲胶原蛋白的

纯度。

P= 
m 3 × 11.1

m 2

×100% （2）

式中：

P——龟甲胶原蛋白的纯度，%；

m2——龟甲胶原蛋白质量，g；

m3——龟甲胶原蛋白中羟脯氨酸的质量，g；

11.1——羟脯氨酸换算系数。

1.3.4　紫外吸收光谱分析　

参照郑清瑶等［3］的方法并稍加修改，将 1 mg/mL

的龟甲胶原蛋白溶液于 4 ℃静置 1 h，取上清液进

行测定。于 190~400 nm处进行扫描，速度为 2 nm/s，

以 0.5 mol/L醋酸溶液作为空白对照。

1.3.5　红外吸收光谱分析　

参照周瑞等［16］的方法对龟甲胶原蛋白进行红

外吸收光谱分析。

1.3.6　圆二色谱分析　

参照那治国等［17］的方法对龟甲胶原蛋白进行

圆二色谱分析。

1.3.7　X 射线衍射分析　

参照窦容容等［1］的方法并稍加修改，取适量

龟甲胶原蛋白黏附在测试台上，在 40 kV、40 mA

条件下进行扫描，衍射角（2θ）范围 5°~40°，扫描速
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度 5 （°）/min。

1.3.8　聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分析　

参照 Ahmad等［18］的方法对龟甲胶原蛋白进行

SDS-PAGE分析。

1.3.9　氨基酸组成分析　

参照 GB 5009.124—2016的方法，测定龟甲胶

原蛋白的氨基酸组成。

1.3.10　粒径分布　

参照杨恒等［19］的方法并稍加修改，将 1 mg/mL

的龟甲胶原蛋白溶液静置 10 min后，取上清液，用

纳米粒度分析仪进行扫描。

1.3.11　DSC 分析　

将 10 mg龟甲胶原蛋白装入固体坩埚中，压封

后放入 DSC中，在 0~200 ℃内以 5 ℃/min的升温速

率进行扫描，样品室的氮气流量维持在 50 mL/min。

1.3.12　扫描电子显微镜分析　

将龟甲胶原蛋白溶解于 0.5 mol/L 醋酸溶液

中，至终质量浓度为 8 mg/mL，并将其移至培养皿

中，重新冷冻干燥。冻干后的样品被分割为薄片，

通过导电胶黏贴在铝台表面，用离子溅射仪喷金

镀膜，加速电压设置为 8 kV，在 200 倍下观察龟甲

胶原蛋白的结构。

1.3.13　数据分析　

所有样品均测定 3次，取平均值，以平均值±标准

差的形式表示。采用 SPSS Statistic 24软件进行方

差分析和显著性检验，P<0.05表示存在显著性差异。

2　结果与讨论

2.1　得率与纯度

如图 1 所示 ，ASC 组的得率为 0.78%，低于

PSC 组（1.77%）。这是由于龟甲中的羟基磷灰石

与胶原纤维结合紧密，脱钙处理无法将其完全去

除，从而阻碍了醋酸对胶原蛋白的溶胀作用［3］，不

利于胶原蛋白的提取。而胃蛋白酶能够水解胶原

蛋白的端肽，减少分子间的共价交联，从而提高胶

原蛋白得率［20］。ASC 组和 PSC 组的纯度分别为

73.15% 和 75.63%，而经超声联合酶法处理后，龟

甲胶原蛋白的得率和纯度均显著提高，分别为

2.29% 和 85.65%。这可能是由超声波的空化效应

造成的，空穴破裂所产生的高剪切力会进一步粉

碎龟甲［21］。此外，当空化造成的气泡破碎时，其周

围极小范围内会产生物化相互作用及特殊物理作

用，这为超声增强酶解效果奠定了基础［22］。

2.2　紫外吸收光谱分析结果

由 于 胶 原 蛋 白 的 特 殊 三 螺 旋 结 构 中 包

含 —C==    O、—COOH 和 CO—NH2 等发色基团，因

此可通过紫外吸收光谱鉴别胶原蛋白的纯度［23］。

如图 2所示，3种龟甲胶原蛋白均在 231 nm 处出现

了明显吸收峰。研究表明，来源于牛骨［24］、鳙鱼鱼

鳞［25］、鳖皮［26］等材料的胶原蛋白的吸收峰均出现

在 220~230 nm 处，此位置的吸收峰归因于胶原蛋

白中存在大量的羟脯氨酸、脯氨酸和甘氨酸［27］。

通常，蛋白质中的芳香族氨基酸的吸收峰会出现

在 250 nm 或 280 nm 处，而胶原蛋白中芳香族氨基

酸极少，因此不会出现明显吸收峰［28］，这使得胶原

蛋白与非胶原蛋白可以被有效区分。图中 3 种龟

甲胶原蛋白在这 2 处都没有明显吸收峰，表明 3 种

提取方式都没有增加杂蛋白质的污染。

2.3　红外吸收光谱分析结果

3种龟甲胶原蛋白的红外吸收光谱见图 3（a）。

3种龟甲胶原蛋白的红外吸收光谱极为相近，出峰

位置一致，峰强度略有变化，都具有 Ⅰ型胶原蛋白

的特征吸收峰：酰胺 A、酰胺 B、酰胺 Ⅰ、酰胺Ⅱ和酰

胺Ⅲ，鸡骨［29］、鳖甲［30］、鱼鳔［31］等不同来源的胶原

蛋白中均表现出了同样的红外光谱趋势。酰胺 A

带（3 440~3 400 cm-1）是由 N—H 基团的伸缩振动

引起的，3种龟甲胶原蛋白的酰胺 A均在 3 312 cm-1

处出现，可能是因为 N—H 基团的肽段参与氢键的

形成导致酰胺 A 的出峰位置朝低频偏移［32］。3 种

龟甲胶原蛋白的酰胺 B 均位于 2 925 cm-1处，这主

不同小写字母代表不同组别的得率差异显著（P<0.05）；

不同大写字母代表不同组别的纯度差异显著（P<0.05）。

图 1　3种龟甲胶原蛋白的得率和纯度

Fig. 1　Yields and purity of collagens extracted from tortoise 

shell via three methods
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要是由胶原蛋白特征基团 CH2的不对称伸缩振动

造成的［33］。 3 种龟甲胶原蛋白的酰胺 Ⅰ带出现在

1 638 cm-1处，符合正常出峰位置（1 700~1 600 cm-1）。

酰胺 Ⅰ带是由 C==    O 的伸缩振动引起的，可作为肽

二级结构的标识［16］。3 种龟甲胶原蛋白的酰胺Ⅱ

带位于 1 548 cm-1处，这主要是由 N—H弯曲振动与

C—N 伸缩振动共同引起的［34］。酰胺Ⅲ带与胶原

蛋白结构的完整性有关，是三螺旋结构的敏感区

域，具有多种形变和振动模式［35］，3 种龟甲胶原蛋

白的酰胺Ⅲ带位于 1 236 cm-1处，表明它们都保留

了相对完好的三螺旋结构。

3种龟甲胶原蛋白各二级结构占比见图 3（b）。

对酰胺 Ⅰ带进行去卷积处理并利用二阶导数多次

拟合后，可以将龟甲胶原蛋白的不同二级结构占

比呈现出来［3］。超声处理后龟甲胶原蛋白的 α 螺

旋和 β 折叠占比降低，β 转角和无规卷曲占比上

升，这可能是由于超声对龟甲胶原蛋白中的分子

间作用力、二硫键以及氢键产生破坏，α 螺旋和

β 折 叠也受到影响，进而转变为了 β转角和无规卷

曲［28］。黄丹丹等［36］对鱼皮进行超声处理后也发现

胶原蛋白中的 α螺旋会向 β转角和无规卷曲转变。

2.4　圆二色谱分析结果

圆二色谱能够有效地展现出蛋白质二级结

构，可用来分析蛋白质构象。胶原蛋白具有特别

的三螺旋结构，因此其圆二色谱图通常在 200 nm

左右出现负峰，220~230 nm 处会出现正峰［37］，而当

胶原蛋白变性，三螺旋结构被破坏时正峰会消失，

负峰向低波长处移动［21］。如图 4 所示，ASC 组、

PSC 组和 UPSC 组分别在 223、223、221 nm 处出现

正峰，该峰为左旋聚脯氨酸特征吸收峰，由 β 折叠

和无规卷曲引起［38］。ASC 组、PSC 组和 UPSC 组

的负峰分别出现在 197、198、198 nm 处，与来源于

刺参［3］、河豚［39］的胶原蛋白的圆二色谱出峰位置

一致。正峰与负峰的比值（Rpn）可作为衡量胶原蛋

白三螺旋结构完整性的指标，Rpn越大表明结构越

图 2　3种龟甲胶原蛋白的紫外吸收光谱

Fig. 2　Ultraviolet absorption spectra of collagens extracted 

from tortoise shell via three methods

图 3　不同胶原蛋白的红外吸收光谱及各二级结构占比

Fig. 3　Infrared absorption spectra and secondary structural 

element proportions of collagens extracted from 

tortoise shell via three methods

图 4　3种龟甲胶原蛋白的圆二色谱图

Fig. 4　Circular dichroism patterns of collagens extracted from 

tortoise shell via three methods
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完整［40］。UPSC 组的 Rpn（0.105）与 PSC 组（0.108）

相近，表明超声联合酶法保留了龟甲胶原蛋白的

三螺旋结构，超声处理并没有破坏其结构完整性。

2.5　X 射线衍射分析结果

X 射线衍射图对于胶原纤维的结构特征的分

析至关重要［41］。由图 5 可知，3 种龟甲胶原蛋白的

X 射线衍射图显示了胶原蛋白常见的 3 个特征峰

（C 峰、A1 峰、A2 峰）［42］。其中，C 峰的衍射角通常

出现在 5°~10°，胶原蛋白的三螺旋结构受此峰影

响［1］。A1 峰是由胶原纤维中不同构造层次引起

的漫反射造成的，通常在 20°附近出现［43］。A2 峰

反映了胶原蛋白三螺旋结构中与中心轴相邻氨

基酸残基的距离［41］。除了这 3 个特征峰外，X 射

线衍射图中还出现了一些杂峰，这可能是因为龟

甲 胶 原 蛋 白 中 存 在 未 完 全 除 去 的 氯 化 钠 等

杂质。

不同特征峰相应 d值可由布拉格方程 2dsinθ=λ

得出，C 峰、A1峰和 A2峰的 d 值分别反映了胶原蛋

白分子链间距、单个左手螺旋链的直径以及三螺

旋结构中相邻氨基酸残基的距离［42-43］。3 种龟甲

胶原蛋白特征峰的衍射角及 d 值见表 1。 3 种龟

甲胶原蛋白的特征峰出现位置一致，表明超声处

理未破坏胶原蛋白的三螺旋结构。但 UPSC 组 C

峰的 d 值与其他组相比较小，说明 UPSC 组分子

链间的距离略微缩短，结构更为紧凑，这可能是

由超声的机械效应造成的。窦容容等［1］的研究也

证实，超声辅助酸法提取得到的胶原蛋白有序度

更高。

2.6　SDS-PAGE分析结果

由图 6 可知，3 种龟甲胶原蛋白均出现了 5 个

条带（γ、β1、β2、α1、α2），与刺参［3］、鳖甲［30］等来源的

胶原蛋白的 SDS-PAGE 结果一致。3 种龟甲胶原

蛋白 α1、α2的相对分子质量均在 160 000和 135 000

左右，并且 α1 与 α2 的光密度比约为 2∶1，这表明 3

种龟甲胶原蛋白的亚基组成大概率为（α1）2α2，与

Ⅰ型胶原蛋白的结构特征相对应［3］。β1、β2是 α1α1与

α1α2两种单链组合的二聚体，而 γ则是Ⅰ型胶原蛋白

完整的三聚体。与 PSC 组和 UPSC 组相比，ASC

组的 5 个条带光密度均更低，尤其是 γ，这是由

ASC 组溶解性极低引起的。同时，PSC 组和 UPSC

组中 5 个条带对应的蛋白质的相对分子质量均略

有降低，这主要由于胃蛋白酶会水解胶原蛋白的

端肽，使胶原蛋白的分子链缩短，导致相对分子质

量降低。PSC 组和 UPSC 组的 SDS-PAGE 图谱没

图 6　3种龟甲胶原蛋白的 SDS-PAGE分析

Fig. 6　SDS-PAGE analysis of collagens extracted from 

tortoise shell via three methods

图 5　3种龟甲胶原蛋白的 X 射线衍射图

Fig. 5　X-ray diffraction patterns of collagens extracted from 

tortoise shell via three methods

表 1　3种龟甲胶原蛋白的特征峰衍射角及 d值

Table 1　Characteristic peak diffraction angles and d values of 

collagens extracted from tortoise shell via three 

methods

组别

ASC 组

PSC 组

UPSC 组

C 峰

2θ/（°）

7.29

7.33

7.53

d值/nm

1.21

1.20

1.17

A1峰

2θ/（°）

20.37

20.21

20.33

d值/nm

0.18

0.18

0.18

A2峰

2θ/（°）

32.60

32.50

32.50

d值/nm

0.27

0.28

0.28
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有明显差异，这说明超声处理不会影响龟甲胶原

蛋白的亚基组成。

2.7　氨基酸组成分析结果

由表 2 可知，3 种龟甲胶原蛋白中质量分数最

高的均为甘氨酸（22.31%~23.70%），这是由胶原蛋

白的特殊三螺旋结构决定的。由于甘氨酸侧链仅

含一个氢原子，它可以占据三螺旋结构内部空间，

因此胶原蛋白 α 链的螺旋区域都是由甘氨酸 -X-Y

三肽重复序列组成，其中 X 大多是脯氨酸，Y 通常

为羟脯氨酸，正是这样规则的氨基酸序列维持了

胶原蛋白的三螺旋结构并使其具有稳定性［44-45］。

同时，3 种龟甲胶原蛋白中均含有一定质量分数

（1.69%~4.78%）的羟赖氨酸，羟赖氨酸能够参与胶

原蛋白端肽的形成和稳定，PSC 组和 UPSC 组中的

羟赖氨酸质量分数低于 ASC 组，这可能是由于胃

蛋白酶对端肽的水解造成了羟赖氨酸的流失［46］。

3种龟甲胶原蛋白中均未检出酪氨酸，且甲硫

氨酸（0.91%~1.20%）和组氨酸（0.82%~0.89%）的质

量分数也较低，这与紫外吸收光谱结果一致。胶原

蛋白里的独特成分是亚氨基酸（如羟脯氨酸、脯氨

酸），这些亚氨基酸起到稳定胶原蛋白结构的作

用［47］。羟脯氨酸和脯氨酸的吡咯烷环通过约束多肽

链的构象可提高胶原蛋白的三螺旋稳定性［48］，所以

富含亚氨基酸的胶原蛋白的结构更加稳定，通常其

含量还会影响胶原蛋白的热稳定性，但热稳定性还

会受到氨基酸序列和构象的影响。3种龟甲胶原蛋

白的亚氨基酸质量分数（羟脯氨酸和脯氨酸质量分

数之和）（23.76%~25.53%）变化较小，且均高于鸡肺

胶原蛋白［20］（19.74%~22.28%）和牛骨胶原蛋白［49］

（19.47%~20.29%）。此外，3种龟甲胶原蛋白中均未

检出半胱氨酸，这与鳖甲胶原蛋白的情况类似［10］。

总体而言，3种龟甲胶原蛋白的氨基酸组成相近，说

明超声处理并未破坏龟甲胶原蛋白的氨基酸序列，

且 3种方法均能获得高纯度的龟甲胶原蛋白。

2.8　粒径分布结果

不同胶原蛋白在醋酸溶液中的粒径分布见图

7。可以看出，ASC 组的粒径主要分布在 400 nm

左右，UPSC 组和 PSC 组的粒径分布在 340 nm 左

右，粒径的减小可能是由于胃蛋白酶剪切端肽，从

而导致胶原蛋白的分子间作用力减弱，聚集程度

降低。UPSC 组粒径分布的集中度与 PSC 组相比

较低，且在 40 nm 左右出现了一个小的粒径分布

峰，这可能是因为超声作用的空化效应与机械效

应导致胶原蛋白中原本以氢键相连的大分子发生

断裂，进而分解为小分子，随后这些小分子又借助

氢键重新组合在一起，使得粒径分布变得分散，同

时部分小分子间未能重新形成氢键［20］。胶原蛋白

的粒径大小与其功能特性密切相关，张素风等［50］

研究发现，胶原蛋白粒径越小，其制备纸张的力学

和抗水性能越好。

2.9　DSC 分析结果

DSC 图可以反映胶原蛋白的热稳定性。如

图 8 所示，3 种龟甲胶原蛋白均出现了 4 个峰。第

1 个峰为胶原蛋白的 Td
［10］，3 种龟甲胶原蛋白的

Td 均为 44 ℃。第 2 个峰是胶原蛋白的热收缩温

度（Ts），它是胶原纤维受热失水，收缩为原本 1/3

时的温度［38］。ASC 组、PSC 组和 UPSC 组的 Ts 分

别为 110、94、91 ℃ ，胃蛋白酶的切割使得胶原蛋

白的 Ts降低，但联合超声处理并未进一步加剧该

降低趋势。第 3 个峰可能与胶原蛋白中 α 螺旋结

构的破坏有关，酶法联合超声处理后，UPSC 组的

此峰对应的温度从 114 ℃上升到 137 ℃ ，说明超

声处理可能有利于增强 α 螺旋的稳定性。第 4 个

峰是胶原蛋白的熔融温度（Tm），此时胶原蛋白分

表 2　3种龟甲胶原蛋白的氨基酸组成

Table 2　Amino acid composition of collagens extracted from tortoise shell via three methods

组别

UPSC 组

PSC 组

ASC 组

氨基酸质量分数/%

天冬

氨酸

6.36

5.97

6.12

苏氨

酸

1.70

1.67

1.67

丝氨

酸

2.42

2.48

2.24

谷氨

酸

10.39

10.12

10.52

甘氨

酸

22.31

23.70

23.55

丙氨

酸

10.22

10.47

10.19

缬氨

酸

6.60

5.87

5.33

半胱

氨酸

—

—

—

甲硫

氨酸

1.20

1.13

0.91

异亮

氨酸

1.54

1.30

1.27

亮氨

酸

3.09

2.56

2.70

酪氨

酸

—

—

—

苯丙

氨酸

3.03

2.47

2.55

羟赖

氨酸

1.69

1.74

4.78

赖氨

酸

3.61

3.39

3.51

组氨

酸

0.89

0.88

0.82

精氨

酸

0.86

0.72

0.08

羟脯

氨酸

7.22

8.97

7.89

脯氨

酸

16.87

16.56

15.87

注：“—”表示未检出。
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子的氢键、离子键等被破坏，三螺旋结构解开，变

为无规卷曲［51］。ASC 组、PSC 组和 UPSC 组的 Tm

分别为 165、162、162 ℃ ，超声对 Tm 没有显著影

响。综上所述，3 种方式提取的龟甲胶原蛋白的

Td 均高于人体温度，具备成为生物医学材料的

潜力。

2.10　表观形貌与微观结构

3 种龟甲胶原蛋白在质量浓度 8 mg/mL 条件

下重新冻干后的表观形貌见图 9（a）。3 种龟甲胶

原蛋白均呈洁白、规则、蓬松的海绵状形貌。其中

ASC 组和 PSC 组的表面均出现了凹凸不平的部

分，而 UPSC 组的表面则更为均一、平滑。同时，

UPSC 组的颜色也更加亮白，这可能是由于 UPSC

组的内部结构更加均匀，使其对光的反射性更好。

3 种龟甲胶原蛋白在扫描电子显微镜（200×）

下的微观结构见图 9（b）。3 种龟甲胶原蛋白的微

观结构相似，均呈不规则的片层结构。ASC 组结

构致密而不平整，表面几乎没有孔洞，但有部分束

状凸起。而 PSC 组表面有大量不规则的束状凸起

和许多孔洞，这可能是由于胃蛋白酶对端肽的水

解使得龟甲胶原蛋白分子间作用力变弱，使其结

构规则程度降低。UPSC 组表面凹凸不平并伴有

少量孔洞，但没有出现束状凸起，整体较 ASC 组和

PSC 组更加规则，这可能是由于超声的空化效应

和机械作用。总体而言，UPSC 组的表观形貌和微

观结构更佳，这种均匀、规则的结构可能会赋予其

良好的机械强度。

3　结论

以龟甲为原料，采用酸法、酶法和超声联合

酶法提取龟甲胶原蛋白，对龟甲胶原蛋白的性质

进行分析与比较。结果表明，3 种方法提取到的

龟甲胶原蛋白均为 Ⅰ型胶原蛋白，保留了较完整

的三螺旋结构。相较于酸法和酶法，超声联合酶

法可显著提高龟甲胶原蛋白的得率和纯度（P<

0.05）。超声处理不会破坏龟甲胶原蛋白的三螺

旋结构、亚基组成和热稳定性，但超声波的空化

效应和机械作用可能会使龟甲胶原蛋白二级结

构中的 α 螺旋、β 折叠向 β 转角和无规卷曲转变。

此外，相较于酸法和酶法，超声处理后的胶原蛋

图 8　3种龟甲胶原蛋白的 DSC 图

Fig. 　DSC profiles of collagens extracted from tortoise shell 

via three methods

图 9　3种龟甲胶原蛋白的表观形貌和扫描电子显微镜图

Fig. 9　Apparent morphology and scanning electron 

microscopy images of collagens extracted from 

tortoise shell via three methods

图 7　3种龟甲胶原蛋白的粒径分布

Fig. 7　Particle size distribution of collagens extracted from 

tortoise shell via three methods
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白分子链间距缩短，结构更加紧凑，粒径分布集

中度也降低，这使得龟甲胶原蛋白的微观结构和

表观形貌更加均匀、规则。综上，超声联合酶法

可有效提升龟甲胶原蛋白的得率和品质。
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