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草鱼鱼鳞胶原蛋白体外自组装行为的研究

梁艳萍，王  艳，汪海波 *，张寒俊，周  坚，刘良忠

(武汉工业学院食品科学与工程学院，湖北 武汉      430023)

摘   要：以草鱼鱼鳞为原料，分别提取鱼鳞中的酸溶性胶原蛋白(ASC)和胃蛋白酶溶性胶原蛋白(PSC)，在对胶原

蛋白分子结构表征的基础上，开展鱼鳞胶原蛋白体外自组装行为的研究，并与哺乳动物来源的猪皮胶原(PC)相比

较。结果表明：制备所得的 3 种胶原蛋白均为典型的Ⅰ型胶原，3 种胶原蛋白的分子质量和二级结构较为相似，但

氨基酸组成存在一定差异。采用浊度实验的方法观察胶原蛋白的体外自组装行为，结果表明：在合适的温度和 pH

值条件下，3 种胶原蛋白均可产生体外自组装行为，其自组装进程可划分为迟滞段、快速上升段和平稳段 3 个阶

段，其出现时间受溶液 pH 值的影响；在相同条件下，PC 的体外自组装程度最高，其次为鱼鳞 PSC 和 ASC；环

境温度、胶原蛋白质量浓度以及蛋白的热变性处理均会不同程度的影响胶原蛋白的体外自组装行为。
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Abstract ：In this study, acid-soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble collagen (PSC) were extracted from grass carp scale

and molecularly characterized. Meanwhile, a preliminary investigation into their self-assembly behavior in vitro was carried out

along with a comparison with porcine skin collagen(PC). ASC, PSC and porcine skin collagen were all type Ⅰcollagens and showed

a high similarity in molecular weight and secondary structure but a difference in amino acid composition. The results of  turbidity

tests indicated that all the collagens exhibited behavior in vitro under the appropriate temperature and pH. The process of self-

assembly consisted of lag, rapid rise and plateau phases and their occurrence times were affected by medium pH. Under the same

conditions, the self-assembly degree of porcine skin collagen was highest, followed by PSC and ASC. Environmental temperature,

collagen concentration and thermal denaturation temperature had different effects on the self-assembly behavior in vitro of PSC.
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胶原蛋白的高分子结构及其在溶液中的分子构象行

为与其在生物机体内展现的功能有着密切的关联。在活

性胶原分子的诸多溶液行为中，分子间的自组装是最重

要的行为特征之一[1]。在溶液 pH 值、环境温度以及胶

原浓度合适的条件下，原胶原分子(precollagen)可以通

过分子间的相互作用而自组装形成大的纤维丝(fibrillar)，
纤维丝可以进一步组装形成更大尺寸的胶原纤维(fibril)和
胶原纤维束(fibril bundles)[2]。在生物体中，天然胶原分

子正是通过这种自组装行为最终形成各种具有完整结构

的机体组织并提供生物功能。此外，胶原分子的体外

自组装也被应用于胶原生物材料的制备中。研究表明，

胶原分子经适度和定向自组装后形成的生物材料在机械

力学性能和降解行为上均有不同程度的改变[ 3 -4 ]。近年

来，随着天然胶原在医学组织工程等领域中应用的日益

广泛，传统的胶原蛋白来源(人体胚胎、陆生动物的结

缔组织和皮肤等)已不能满足正常需要，特别是由于疯
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牛病、口蹄疫等疾病的流行，陆生动物为来源的胶原蛋

白的安全性受到质疑。为此，世界各国都开始关注水生

动物中胶原蛋白资源的开发。国内外学者针对不同来源

的水生动物胶原蛋白开展了大量研究工作，但多数研究

主要集中在蛋白的提取、结构鉴定和基本理化性质等方

面，而对于水生动物来源胶原蛋白分子的溶液行为，特

别是体外自组装行为的研究尚鲜有报道[5-9]。为此，本研

究以草鱼鱼鳞为原料，分别提取酸溶性胶原蛋白(acid-
soluble collagen，ASC)和酶溶性胶原蛋白(pepsin-soluble
co l l agen，PSC)，在对胶原蛋白分子结构表征的基础

上，开展鱼鳞胶原蛋白体外自组装行为的初步研究，并

与哺乳动物来源的猪皮胶原(porcine skin collagen，PC)
相比较，力图揭示淡水鱼胶原分子在体外自组装行为方

面与哺乳动物胶原相比所具备的共性和差异性。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新鲜草鱼鱼鳞、猪皮均购于武汉市常青花园超市。

鱼鳞经反复冲洗后，低温风干并在－ 20℃条件下冷藏备

用；猪皮洗净、脱毛并去除皮下脂肪后切碎，低温风

干，在－20℃条件下冷藏备用。

1.2 仪器与设备

胃蛋白酶(800～2500U/mg)    丰达生物科技有限公

司；N a O H、N a C l、N a 2C O 3、E D T A、乙酸、盐酸

等(均为国产分析纯)    湖北医药集团有限公司。

GZX-9070MBE数显鼓风恒温干燥箱    英峪予华仪器

厂；PHS-3C pH 计    杭州东星仪器设备厂；Cary-50 紫

外 - 可见分光光度计、Varian 高效液相色谱仪    美国

Varian 公司；HHSH-2 电热恒温水浴锅    北京长安科学仪

器厂；V-1100 可见分光光度计    上海美谱达仪器有限公

司；LGJ-10D冷冻干燥机    北京四环科学仪器厂；NEXUS
傅里叶红外光谱分析仪    美国 Thermo Nicolet 公司。

1.3 方法

1.3.1 胶原蛋白的提取与纯化[10-11]

草鱼鱼鳞中胶原蛋白的提取与纯化：风干的草鱼鱼

鳞依次用 0.5mol/L 的 Na2CO3 溶液和 0.3mol/L 的 EDTA
溶液浸泡脱除杂蛋白、色素和矿物质等成分，随后用

0.5mol/L 的乙酸溶液(1:40，m/V)搅拌提取，重复提取 2
次，每次 24h，分离并合并上清液得到酸溶性胶原蛋白

(ASC)粗提液。提取残渣继续用含有 2g/100mL 胃蛋白

酶的 0.5mol/L 乙酸溶液提取(1:40，m/V)，重复提取 2
次，每次 2 4 h，过滤并合并上清液，得到酶溶性胶原

蛋白(PSC)粗提液。分别向 ASC 和 PSC 粗提液中添加

NaCl 至盐浓度为 0.9mol/L，静置盐析 24h 后过滤，胶

原蛋白沉淀用 0 . 5 m o l / L 的乙酸溶液复溶后依次对

0.1mol/L 的乙酸和蒸馏水透析，最后冷冻干燥得到草鱼

鱼鳞 A S C、P S C 样品。

猪皮胶原蛋白的提取与纯化：新鲜猪皮去除皮下

脂肪，清水洗净并切碎，低温晾干后用无水乙醚脱脂

24h，低温风干后用 10g/100mL NaCl 溶液浸提脱除盐溶

性杂蛋白，随后用含有 2g/100mL 胃蛋白酶的 0.5mol/L
乙酸溶液提取猪皮胶原蛋白 ( 1 : 40，m / V )，提取、纯

化方法同草鱼鱼鳞 P S C ，冻干后得到猪皮胶原蛋白

(PC)样品。

1.3.2 胶原蛋白的结构表征

1.3.2.1 氨基酸组成分析[12]

胶原蛋白样品经盐酸水解后采用高效液相色谱法测

定其氨基酸组成。测定条件：S o p i u m A m i n o  A c i d
Analysis 色谱柱，线性梯度洗脱，A 相为 0.2mol/L 柠

檬酸钠水溶液 pH3.00，B 相为 0.2mol/L 硼酸钠水溶液

pH9.80，洗脱液流速为 0.4mL/min，柱温为 65℃。

1.3.2.2 傅里叶变换红外光谱分析[13]

胶原蛋白样品研磨成细粉后，取样约 5mg 与 150mg
K B r 充分混匀，压片，放入样品室。测定扫描范围为

4000～400cm-1，分辨率 4cm-1，扫描次数为 4 次。

1.3.2.3 SDS-PAGE分析[14]

采用 SDS-PAGE 垂直电泳，样品缓冲液为 60mmol/L
Tris-HCl (pH6.8，含 25% 甘油、2% SDS、14.4mmol/L
β- 巯基乙醇、0.1% 溴酚蓝)，染色液为 0.1% 考马斯亮

蓝 R-250 甲醇水染色液，脱色液为酸甲醇水脱色液(含
10% 乙酸、10% 甲醇)，12% 分离胶，5% 堆积胶，电

泳缓冲液为 Tris- 甘氨酸缓冲液(pH8.3，0.1% SDS)。

1.3.3 胶原蛋白分子的体外自组装行为观察

1.3.3.1 胶原蛋白分子体外自组装观察方法的建立

参考文献[15-16]方法并稍加改进，采用浊度实验监

测胶原蛋白分子的体外自组装行为。以 P S C 为研究对

象，用 0.012mol/L 的盐酸配制 2mg/mL 的胶原蛋白溶液，

随后将该溶液转移至透析袋(截留分子质量＞ 14000D)
中，在 2 5℃水浴中对蒸馏水透析，分别用酸度计和分

光光度计实时监测透析袋中溶液的 pH 值和 400nm 波长处

吸光度随时间的变化，得到胶原蛋白的自组装曲线和溶

液 p H 值变化曲线。

1.3.3.2 鱼鳞 ASC、PSC 以及 PC 自组装行为的比较

以鱼鳞 ASC、PSC 和 PC 为测试样品，按照 1.3.3.1
节的方法测定，绘制胶原蛋白溶液的 pH 值变化曲线和

自组装曲线，比较 3 种胶原蛋白分子自组装行为的差

异 性 。
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1.3.3.3 环境温度对胶原蛋白体外自组装行为的影响

选取鱼鳞 PSC 为测定样品，分别在 4、25℃和 35℃
的水浴条件下对蒸馏水透析，绘制胶原溶液的 pH 值变

化曲线和自组装曲线。

1.3.3.4 胶原蛋白质量浓度对其自组装行为的影响

选取鱼鳞 P S C 为测定样品，分别配制 0 . 5、1 . 0、
2.0mg/mL 的胶原蛋白溶液。绘制胶原溶液的 pH 值变化

曲线和自组装曲线。

1.3.3.5 pH 值对胶原蛋白分子体外自组装行为的影响

选取鱼鳞 PSC 为测定样品，分别用 0.02mol/L 的盐

酸溶液和 0.1mol/L 的氢氧化钠溶液调节透析外液 pH 值至

6 和 9，绘制胶原蛋白溶液的 pH 值变化曲线和自组装曲

线，考察 p H 值对胶原蛋白体外自组装行为的影响。

1.3.3.6 胶原蛋白的热变性前处理对其自组装行为的影响

选取鱼鳞 PSC 为测定样品，在进行自组装测定前，

先将胶原蛋白样品溶液在水浴条件下进行不同程度的热

变性预处理( 3 5℃、1 h；3 5℃、3 h；5 0℃、1 h )，绘

制胶原蛋白溶液的 pH 值变化曲线和自组装曲线，考察

热变性前处理对胶原蛋白分子体外自组装行为的影响。

2 结果与分析

2.1 氨基酸组成分析

胶原蛋白的基本结构单位是由 3 条肽链(2 条α1 链和

1 条α2 链)盘绕形成的 3 股螺旋结构分子，原胶原蛋白分

子以重复的(Gly-X-Y)  序列为主要特点[17]。草鱼鱼鳞

ASC、PSC 和 PC 的氨基酸组成见表 1。

氨基酸 ASC PSC PC
Hyp 84.1 106.8 99.7
Asp 29.4 37.9 37.0
Thr 10.9 12.1 10.0
Ser 12.4 13.7 11.5
Glu 57.8 66.1 62.5
Pro 125 124.0 149
Gly 326 351.0 334
Ala 104 108.0 94.9
Cys 0.0 0.0 0.0
Val 12.6 13.0 16.4
Met 3.6 4.0 1.8
Ile 58.0 9.1 7.4
Leu 43.7 29.6 33.2
Tyr 1.2 0.1 0.0
Phe 7.1 6.0 7.8
His 27.4 27.7 32.1
Lys 44.6 38.3 45.9
Arg 51.8 52.6 56.8

表 1 ASC、PSC 和 PC 的氨基酸组成

Table 1   Amino acid composition of ASC, PSC, and
porcine skin collagen(PC)

注：表中数据为 1000 个氨基酸中氨基酸残基数量所占的比例 /‰。

由表 1 可知，草鱼鱼鳞 ASC、PSC 和 PC 都具有天

然胶原蛋白共同的氨基酸组成特征，即甘氨酸、脯氨

酸和羟脯氨酸含量很高，含硫氨基酸(胱氨酸、蛋氨酸)
含量低。此外，3 种胶原蛋白的氨基酸组成仍存在明显

差异。如，PC 中的脯氨酸含量明显高于草鱼鱼鳞 ASC
和 PSC；酸法提取的 ASC 与酶法提取 PSC 及 PC 相比，

ASC 中的异亮氨酸、亮氨酸和酪氨酸含量显著高于 PSC
和 PC，该结果提示胶原蛋白的来源以及提取方法对其

氨基酸组成均有不同程度的影响。

2.2 红外光谱分析

由图 1 可知，草鱼鱼鳞胶原 ASC、PSC 和哺乳动

物来源 PC 的红外光谱特征基本一致，均具有天然Ⅰ型

3 螺旋结构胶原蛋白的特征吸收带。它们的酰胺 A 带出

现在 3360cm-1 附近，归属于蛋白肽链中游离的 N — H 伸

缩振动[18]；酰胺 B 带出现在 2935cm-1 附近，归属于— CH2

的不对称伸缩振动；酰胺Ⅰ带在 1640cm-1 处，与C ＝ O 的

伸缩振动有关；酰胺Ⅱ和Ⅲ带出现在1540cm-1 和1245cm-1 附

近，归属于蛋白肽链的 N — H 弯曲振动和 C — N 的伸

缩振动。红外光谱分析结果提示，尽管 3 种胶原蛋白

的来源和提取方法不相同，但他们却具有相似的二级

结 构 。

2.3 SDS-PAGE分析

图 1  ASC、PSC 和 PC 的红外吸收光谱

Fig.1   FIRT spectra of ASC, PSC, and porcine skin collagen

波数 /cm－ 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

酰胺A
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图 2  ASC、PSC 和 PC 的 SDS-PAGE 图谱

Fig.2   SDS-PAGE of ASC, PSC, and porcine skin collagen
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由图 2 可知，3 种胶原蛋白都至少含有两种α肽链

(α1 和α2)，属于典型的Ⅰ型胶原蛋白。3 个样品的电泳

图中均含有未完全破坏的二聚体结构，即β肽链，其分

子质量约为 200kD；PC 的电泳图中还可以看到少量分子

质量大于β肽链的蛋白条带，而 ASC、PSC 中几乎没

有，该结果说明，在 S D S 强极性剂破坏下，P C 中仍

残留有部分完整的 3 螺旋结构的胶原分子。PC 和 ASC
的α1 肽链分子质量均为 110kD，PSC 的α1 肽链分子质

量约 1 2 0 k D；P C 和 A S C 的α2 肽链的分子质量均为

100kD，而 PSC 的α2 肽链的分子质量略高，约为 110kD。

ASC、PSC 和 PC 的分子质量分别约为 320、350kD 和

320kD，与文献报道的结果基本一致[19]。

2.4 胶原蛋白的体外自组装观测

2.4.1 胶原蛋白分子体外自组装观察方法的建立

采用浊度实验的方法观察胶原蛋白在溶液中的体外

自组装行为。图 3 是草鱼鱼鳞 PSC 的自组装曲线。PSC
的自组装曲线可以划分为 3 个典型阶段，即迟滞阶

段、快速上升阶段和平稳阶段。在迟滞阶段，原胶

原分子以氢键等形式相互作用形成胶原微纤维 ( 纤维

丝)，表现为吸光度的缓慢上升；在快速上升阶段，胶

原蛋白分子以胶原微纤维为核，继续组装形成更大尺

寸的胶原纤维，表现为吸光度的快速上升。胶原分子

的体外自组装与溶液环境的 pH 值变化密切相关。在 H+

浓度较高的条件下，胶原分子内肽键的酰胺基能和溶

液中的 H + 形成－N H 2 +，由于电荷排斥作用，胶原分

子多以线性单分子或小的聚集体形式存在，较难形成

大的分子聚集体。随着 p H 值的增大，胶原蛋白分子

间电荷排斥作用下降，分子间聚集程度增加，有助于

大的纤维聚集体形成。草鱼鱼鳞 PSC 自组装的快速上

升阶段的起始 pH 值约为 5 左右，接近胶原分子的等电

点 pH 值[2 0 ]。

2.4.2 草鱼鱼鳞 ASC、PSC 以及哺乳动物 PC 体外自组

装行为的比较

草鱼鱼鳞 ASC、PSC 和 PC 胶原蛋白 25℃条件下的

体外自组装行为如图 4 所示。在相同条件下，草鱼鱼鳞

ASC、PSC 和 PC 自组装程度表现出较大差异，PC 自组

装程度最高，其次为 PSC，而 ASC 的自组装能力最弱。

ASC 是酸直接提取的鱼鳞中游离状态的胶原分子，在分

子结构中保留有完整的 C 端和 N 端结构，分子间电荷排

斥作用强，这将在很大程度上抑制其自组装行为。而

PSC 和 PC 均是经过胃蛋白酶水解后的提取的胶原分子，

其肽链分子中的 C 端和 N 端被酶的水解作用去除，因而

分子间电荷排斥作用相对较小，自组装程度也相应较

高。尽管如此，同样作为酶法提取的胶原蛋白，哺乳

动物 PC 的自组装程度仍明显好于鱼鳞 PSC，说明淡水

鱼胶原和哺乳动物胶原在分子结构、分子行为以及由此

导致的分子自组装中仍存在一定的差异。此外，3 种胶

原分子自组装快速上升阶段的起始 p H 值也有所差异。

图 3 PSC 的体外自组装行为

Fig.3   in vitro self-assembly behavior of ASC
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图 4 ASC、PSC 与 PC 体外自组装行为的比较

Fig.4   Comparison of self-assembly behavior in vitro among ASC, PSC,
and porcine skin collagen
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PC 和 PSC 快速上升阶段的起始 pH 值在 5～6 的范围，而

ASC 快速上升阶段起始 pH 值出现在 3～4 左右，说明 pH
值对不同胶原蛋白自组装行为的影响也各不相同。

2.4.3 环境温度对胶原体外自组装行为的影响

如图 5 所示，环境温度对胶原蛋白自组装影响显

著。草鱼鱼鳞 PSC 在 25℃条件下的自组装程度最高，其

次为 3 5℃，而在 4℃条件下仅表现出微弱的自组装行

为，该结果提示，在最接近淡水鱼生活环境的温度条

件下(约 25℃左右)，其胶原蛋白自组装效果最好，而低

温条件会明显抑制其分子的自组装行为。在 3个实验温

度条件下，PSC 自组装的快速上升阶段均发生在 pH 值

为 4～5 的范围内，说明 pH 值仍是决定自组装阶段的主

要因素。

2.4.4 胶原蛋白质量浓度对其自组装行为的影响

图 6 是不同质量浓度条件下 PSC 的体外自组装曲线。

随着胶原蛋白溶液质量浓度的升高，蛋白溶液的吸光度

也随之增大，即胶原蛋白自组装程度增加，但胶原蛋白

自组装达到稳定的时间也相应延长，在 2mg/mL 质量浓

度条件下，其自组装行为在 3h 可达到稳定，而 0.5mg/mL
和 1mg/mL 质量浓度条件下 2h 即可达到自组装的稳定。

该实验结果提示，随着胶原质量浓度的提高，胶原分子

的自组装程度也随之增加，但胶原蛋白的自组装过程是

一个有序排列的过程，因此，质量浓度越大，混乱度

也越大，达到有序结构的时间也相对延长。

2.4.5 环境 pH 值对胶原蛋白体外自组装行为的影响

分别在透析外液 pH 值为 6 和 9 的条件下进行 PSC 的

自组装实验，与中性(pH7.47)透析条件下 PSC 的自组装行

为进行比较，考察 pH 值对胶原蛋白自组装的影响，结果

如图 7 所示。在不同 pH 值环境下，胶原蛋白的体外自组装

行为展现出较大差异。在实验选择的 3个 pH值条件下，pH
值为 6时胶原蛋白 PSC 自组装效果最好，其次为 pH 值为

9 和 7.47。该结果说明，环境 pH 值不仅决定胶原蛋白体

外自组装的起始阶段，同时也对其自组装程度产生影响。

4℃和 25℃时，胶原蛋白溶液的 pH 值随时间的变化

趋势基本一致，所以只用一条 pH 值变化曲线表示。

图 5 环境温度对 PSC自组装行为的影响

Fig.5   Effect of temperature on the self-assembly behavior in vitro of
PSC
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图 6 不同质量浓度条件下 PSC 的体外自组装行为

Fig.6   Effect of collagen concentration on the self-assembly behavior
 in vitro of PSC
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图 7 不同 pH 值条件下 PSC 的体外自组装行为

Fig.7   Effect of pH on the self-assembly behavior in vitro of PSC
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上升段和平稳段 3 个阶段，其出现时间受溶液 pH 值的影

响；在相同条件下，P C 的体外自组装程度最高，其次

为鱼鳞 PSC 和 ASC；环境温度、胶原蛋白质量浓度以

及蛋白的热变性处理均会不同程度地影响胶原蛋白的体外

自组装行为。该研究结果对解析淡水鱼胶原蛋白分子的

溶液行为及其与哺乳动物胶原的差异具有理论意义。
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2.4.6 热变性处理对胶原蛋白体外自组装行为的影响

在自组装实验前，对 PSC 分别进行不同程度的热处

理( 3 5℃、1 h，3 5℃、3 h，5 0℃、1 h )，考察热处理

对胶原蛋白自组装行为的影响，结果如图 8 所示。完整

的 3 螺旋分子结构是胶原蛋白产生分子间自组装的前提

条件，当胶原分子经热变性处理后，由于其 3 螺旋结构

被部分或完全破坏，导致多肽链的解离，大量疏水基

团暴露，从而会严重抑制其分子间的聚集和组装。结

果表明，在高于胶原蛋白变性温度条件下(草鱼胶原蛋

白的变性温度为 34～35℃[19])对胶原蛋白进行热处理后，

胶原蛋白的体外自组装行为受到明显的抑制，且热处理

时间越长、热处理温度越高，抑制作用越大。该结果

提示，胶原蛋白分子结构的改变对其体外自组装行为有

重要影响。

3 结  论

以草鱼鱼鳞为原料，分别提取鱼鳞中的酸溶性胶原

蛋白(ASC)和胃蛋白酶溶性胶原蛋白(PSC)，在对胶原蛋

白分子结构表征的基础上，开展鱼鳞胶原蛋白体外自组

装行为的初步研究，并与哺乳动物来源的猪皮胶原蛋白

(PC)相比较。结果表明：制备所得的 3 种胶原蛋白均为

典型的Ⅰ型胶原，3 种胶原蛋白的分子质量和二级结构

较为相似，但氨基酸组成存在一定差异。采用浊度实

验的方法观察胶原蛋白的体外自组装行为，结果表明：

在合适的温度和 pH 值条件下，3 种胶原蛋白均可产生体

外自组装行为，其自组装进程可划分为迟滞段、快速

3 种热处理条件下胶原蛋白自组装过程中溶液 p H 值

的变化一致，图中只显示一条 pH 值随时间的变化曲线。

图 8 热处理对 PSC 体外自组装行为的影响

Fig.8   Effect of heat treatment on the self-assembly behavior in vitro of PSC
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