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不同生长阶段鹿茸中胶原含量比较及

提取条件优化

赵玉红，金秀明，王珊珊

(东北林业大学林学院食品科学系，黑龙江 哈尔滨      150040)

摘   要：以梅花鹿鹿茸为原料，研究不同生长阶段鹿茸中胶原含量及胶原提取效果并确定适宜提取条件。采用胃

蛋白酶法提取胶原，采用 Box-Behnken 中心组合试验设计优化胶原提取条件。结果表明：二杠茸中胶原含量和得

率均高于毛桃茸和三杈茸，分别为 65.8mg/g 和 4.53%；胶原提取适宜工艺条件为提取时间 52h、酶用量 5%、液料

比 23:1(mL/g)，在此条件下鹿茸胶原得率为 5.92%。
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Abstract ：Velvet antlers were selected as raw materials to extract collagen using enzyme pepsin. Collagen contents at different

growth stages were also compared. Results showed that content and the yield of collagen in two branched antler were 65.8 mg/g and

4.53%, respectively, which were significantly higher than three branched antler (P＜0.05). Factors of extraction time, enzyme

addition and liquid-solid ratio were chosen to research the effects on yield of collagen and Box-Behnken experiment was designed

to optimize the extraction conditions. The results showed that extraction time for 52 h, enzyme addition with 5%, liquid-solid

ratio at 23:1 (mL/g) were the optimal conditions, the yield of collagen in two-branched antler was 5.92%.
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胶原是一种结构蛋白，呈纤维状，是动物体内含

量最多、分布最广的蛋白质。存在于结缔组织、皮

肤、骨骼、内脏细胞间质及肌腔、韧带等部位，具

有支撑器官、保护机体的功能 [ 1 ]。研究表明胶原具有

其他物质不可比拟的低抗原性、生物相容性和降解

性 [ 2 ]，与人体生长、衰老息息相关，被广泛用于化妆

品、生物医学、制药和食品等领域 [ 3 - 4 ]。目前，生产

胶原的原料主要是陆生哺乳动物(以猪、牛为主)的皮和

骨，但因安全性和宗教禁忌等问题，制品的应用范围

受到限制，因此，国际上胶原的提取开始转向从海洋

等水生动物中提取。鹿茸是鹿科动物梅花鹿或马鹿的

雄鹿未骨化密生茸毛的幼角 [ 5 ]，其在医药领域备受青

睐。《神农本草经》中记载鹿茸“味甘、性温、主

漏下恶血，寒热惊痢，益气强志，生齿不老”[ 6 ]。对

多种鹿茸品系中化学成分的分析表明，鹿茸中粗蛋白

质含量占干质量 50% 以上，而胶原是鹿茸中含量最高

的蛋白质 [ 7 ]。鹿茸不仅具有生长速度快、可再生的特

点，而且具有广泛药理作用，因此鹿茸作为胶原提取

原料不仅具有其他原料无法比拟的特点，而且可作为

陆生动物源胶原蛋白的有益补充。李银清等 [ 8 ]采用醇

提法制备鹿茸胶原对大鼠成骨细胞有明显的促贴壁和增

殖作用，对去势雌性大鼠骨质疏松症具有一定的治疗

作用。徐云凤等 [ 9 ]采用胰蛋白酶水解制备鹿茸胶原蛋

白，并正交优化提取条件得胶原收率为 12.52%。本实

验采用胃蛋白酶法提取鹿茸胶原，比较不同生长阶段

鹿茸中胶原含量的差异，并对胃蛋白酶法提取鹿茸胶

原的工艺条件进行优化，为鹿茸胶原的研究和利用提

供依据。
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

梅花鹿茸(毛桃、二杠、三杈茸)    黑龙江省大庄园

集团；胃蛋白酶、MD-44 透析袋     美国 Sigma 公司；

L- 羟脯氨酸    北京索莱宝生物科技有限公司；冰乙酸、

NaCl(均为分析纯)    南京建成生物科技有限公司。

1.2 仪器与设备

PHS-3C 数显 pH 计    上海雷磁仪器厂；TDA-8002
数显恒温水浴锅    苏州威尔实验用品有限公司；TDL-
5LM-W 低温离心机    湖南星科科学仪器有限公司；722
可见分光光度计    上海光谱仪器有限公司；ALPHA1-2
真空冷冻干燥机    德国 Christ 公司。

1.3 方法

1.3.1 胶原的提取纯化

工艺流程：鲜鹿茸→预处理→鹿茸粉末→胃蛋白酶

法提取胶原→盐析→透析→冷冻干燥→鹿茸胶原。

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
醋酸溶液，加入一定量胃蛋白酶，4℃条件下提取 72h，
10000r/min 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氯化钠至浓度为 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 [ 1 0 -1 1 ]。冷冻干

燥，得鹿茸胶原。

1.3.2 鹿茸中胶原含量及得率测定

羟脯氨酸是胶原的特征氨基酸，通过测定羟脯氨酸

的含量，并乘以相应的系数就可以求得胶原的含量[12]。

故可采用比色法测定鹿茸中的羟脯氨酸含量来计算胶原

的含量。鹿茸中羟脯氨酸约占胶原总量的 10%[8]，因此

本实验中换算系数为 10。

1.3.2.1 羟脯氨酸标准曲线的绘制

配制羟脯氨酸标准溶液质量浓度分别为 0.5、1.0、
1.5、2.0μg/mL。取不同质量浓度的上述溶液各 4.00mL，
加入 20mL 具塞试管中。加氯胺 T 溶液 2mL，摇匀后于

室温放置 2 0min。加入显色剂 2 mL，摇匀，塞上塞子

于 60℃恒温水浴中保温 20min 后取出，迅速冷却，在

波长 560nm 处测定吸光度。蒸馏水作为空白对照[13]，得

标准曲线：y ＝ 0.0815x ＋ 0.0004，R2 ＝ 0.9986。

1.3.2.2 鹿茸中胶原含量测定

取样品溶液 4 mL 至试管中，加入 6 mol / L 的盐酸

4mL，在酒精喷灯上封口，放入 110℃恒温干燥箱中水

解 24h，冷却。取 4mL 分别加入 20mL 具塞试管中，加

氯胺 T 溶液 2mL，摇匀后于室温放置 20min。加入显色

剂 2mL，摇匀，塞上塞子于 60℃恒温水浴中保温 20min
后取出，迅速冷却，在波长 560nm 处测定吸光度。根

据回归方程计算出样品中羟脯氨酸含量，并由样品中羟

脯氨酸含量计算样品中胶原含量，公式如下 [ 1 4 ]：

                                       A
胶原含量/(mg/g)＝—————×10×总体积×稀释倍数

                                  m×1000

式中：A 为标准曲线测得的溶液中羟脯氨酸的含量 /
(μg/mL)；m 为取样品的质量 /g；10 为胶原水解为羟脯

氨酸的系数。

1.3.2.3 鹿茸胶原得率计算

根据 1.3.2.2 节所得鹿茸中胶原含量，计算胶原得率。

                                  胶原质量
胶原得率 /% ＝————————× 100
                              鹿茸粉末质量

1.3.3 鹿茸胶原提取的单因素试验

分别选取提取时间、酶用量和液料比进行单因素试

验，在其他因素相同情况下，考察某一因素对鹿茸胶

原提取率的影响。固定项为提取时间 48h、酶用量 5%、

液料比 20:1(mL/g)。提取时间分别为 12、24、36、48、
6 0 h；酶用量分别为 3 % 、4 %、5 % 、6 %、7 % ；液

料比分别为 10:1、20:1、30:1、40:1、50:1(mL/g)。

1.3.4 鹿茸胶原提取条件优化

在单因素试验基础上，采用Box-Behnken 中心组合试

验设计，选取提取时间、液料比和酶用量进行二次旋转

多元回归试验，获得最佳提取条件，因素水平见表 1。

因素 编码
水平

1 0 1
提取时间 /h X1 42 48 54
酶用量 /% X2 4.5 5.0 5.5

液料比(mL/g) X3 15:1 20:1 25:1

表 1 二次旋转多元回归试验因素和水平编码值

Table 1   Factors and levels of response surface experiments

1.3.5 数据统计分析

所有试验数据重复测定 3 次，所得结果为“平均

值±标准差”，采用 Excel 2003 及 SAS 9.0 数学统计软

件对数据件进行分析。

2 结果与分析

2.1 不同生长阶段鹿茸胶原含量比较

通过测定鹿茸中羟脯氨酸的含量计算鹿茸不同生长

阶段胶原的含量，同时，根据 1.3.2 .3 节方法计算出不

同生长阶段胶原得率，结果如表 2 、3 所示。
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生长阶段 毛桃 二杠 三杈

胶原含量 /(mg/g) 54.0 ± 0.36a 65.8 ± 0.47b 45.1 ± 0.42c

表 2 不同生长阶段鹿茸中胶原含量

Table 2   Collagen contents of velvet antlers at different growth stages

注：肩标字母不同表示差异显著(P ＜ 0.05)。下同。

生长阶段 毛桃 二杠 三杈

胶原得率 /% 3.17 ± 0.06a 4.53 ± 0.08b 1.96 ± 0.12c

表 3 不同生长阶段鹿茸中胶原得率

Table 3   Collagen yields of velvet antlers at different growth stages

由表 2 可知，二杠茸中胶原含量最多，毛桃茸次

之，三杈茸胶原含量最少，且二杠茸与毛桃和三杈茸

中胶原含量差异显著(P ＜ 0.05)。由表 3 可知，不同生

长阶段鹿茸胶原得率与胶原含量变化趋势相同，可推断

鹿茸胶原提取效率没有受到不同阶段鹿茸原料差异的影

响，不同生长阶段鹿茸结构没有影响提取效果。因此，

在胶原提取工艺的研究上，二杠茸更为适合。

2.2 单因素试验

2.2.1 提取时间对胶原得率的影响

由图 1 可知，提取时间为 48h 时，胶原得率最高。

当提取时间小于 48h 时，酶解反应不完全，胶原未全部

溶于水中，得率随提取时间增加而增加；当提取时间大

于 4 8 h 时，酶反应过度，部分蛋白质分解成氨基酸，

使胶原得率下降[15 ]。所以提取时间采用 48 h。

2.2.2 酶用量对胶原得率的影响

由图 3 可知，当液料比小于 20:1(mL/g)时，随着提

取液增加，胶原得率呈上升趋势；当液料比为 20:1 时，

得率达到最大，此后，随着提取液体积增加，得率变

化不大。这是由于当液料比为 20 : 1 时，相同溶解状态

下，胶原已基本全部溶出，再增加提取液的量不会使得

率增加。因此，为提高试验效率，液料比确定为 20:1。
2.3 胶原提取条件优化

2.3.1 Box-Behnken 试验结果及分析

试验号
X1 提取 X2 酶用 X3 液料比 Y 胶原得

时间 /h 量 /% (mL/g) 率 /%
1 48 5 20:1 5.87
2 42 5 25:1 5.48
3 48 5.5 15:1 5.75
4 54 4.5 20:1 5.47
5 42 5.5 20:1 5.11
6 48 4.5 25:1 5.85
7 48 5 20:1 5.9
8 48 5.5 25:1 5.51
9 54 5 25:1 5.74
10 54 5 15:1 5.6
11 42 4.5 20:1 5.64
12 48 5 20:1 6.06
13 48 4.5 15:1 5.25
14 54 4.5 20:1 5.94
15 42 5 15:1 5.12
16 48 5 20:1 6.03
17 48 5 20:1 5.95

表 4 Box-Behnken 试验分析方案及结果

Table4   Box-Behnken design and experimental results

如图 2 可知，随着酶用量的增加，得率不断增大，

当酶用量大于 5 % 时，得率基本不变。这是由于，酶

用量为 5 % 时，原料中胶原基本全部溶出，此后，增

加酶用量得率也不会继续上升。因此，为节省试验成

本，酶用量选择 5 % 。

2.2.3 液料比对胶原得率的影响

图 3  液料比对鹿茸胶原得率的影响

Fig.3   Effect of liquid-solid ratio on yield of antler collagen
得
率

/%

液料比(mL/g)
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图 1  提取时间对鹿茸胶原得率的影响

Fig.1   Effect of extraction time on yield of antler collagen
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图 2 酶用量对鹿茸胶原得率的影响

Fig.2   Effect of enzyme addition on yield of antler collagen
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根据表 4 数据，以胶原得率为响应值，运用 SAS 9.0
数据处理软件对数据进行响应面分析，因子经回归拟合

得回归方程，其显著分析及方差分析分别见表 5、6。
Y＝5.962000＋0.175000X1＋0.107500X2＋0.012500X3－

0.263500X12－ 0.055000X1X2 － 0.213500X22＋ 0.025000X1X3 －

0.21000X2X3－0.158500X32

项 系数 系数标准误 t 值 P 值

常量 5.962000 0.032062 185.95 ＜ 0.0001
X1 0.175000 0.025348 6.90 0.0002
X2 0.107500 0.025348 4.24 0.0038
X3 0.012500 0.025348 0.49 0.6370
X12 － 0.263500 0.034939 － 7.54 0.0001

X1X2 － 0.055000 0.035847 － 1.53 0.1688
X22 － 0.213500 0.034939 － 6.11 0.0005

X1X3 0.250000 0.035847 6.97 0.0002
X2X3 － 0.210000 0.035847 － 5.86 0.0006
X32 － 0.158500 0.034939 － 4.54 0.0027

表 5 回归系数显著性分析

Table 5   Significant regression coefficient analysis

由表 5 可知，方程一次项 X 1 和 X 2 显著，X 3 影响不

显著，说明各因素中，提取时间和酶用量对胶原得率

影响较大，液料比对胶原得率影响不大。二次项均显

著，交互项中，X 1 X 3、X 2 X 3 影响显著，X 1 X 2 影响不

显著，说明各试验因素对响应值不是简单的线性关系，

而是呈二次抛物面关系。同时，可得出各因素对鹿茸

胶原得率的影响顺序为提取时间＞酶用量＞液料比。

变异来源 自由度 平方和 R2 F 值 P 值

模型 9 1.432773 0.9755 30.97 ＜ 0.0001

一次项 3 0.338700 0.2306 21.96 0.0006

二次项 3 0.655573 0.4463 42.51 ＜ 0.0001

交互项 3 0.438500 0.2986 28.44 0.0003

失拟 3 0.009300 0.46 0.7224

纯误差 4 0.026680

总离差 7 0.035980

表 6 响应面方差分析表

Table 6   Variance analysis of response surface experiments

由表 6 可知，模型回归极显著(P ＜ 0.0001)，R2 ＝

97.55%，说明该回归方程拟合较好，自变量与响应值

之间线性关系显著，可用于试验理论预测。失拟为

0.7224 ＞ 0.05，不显著。表明该方程试验误差小，可

用此模型对回归方程进行检验。

2.3.2 响应面图形分析

c.酶用量与液料比

固定水平：提取时间 48h；酶用量 5%；液料比 20:1(mL/g)。
图 4 各两因素交互作用对鹿茸胶原得率影响的响应面图

Fig.4   Response surface plots of collagen yield and enzyme addition,
liquid-solid ratio

a. 提取时间与酶用量

b.提取时间与液料比

由图 4a 可知，提取时间和酶用量对鹿茸胶原得率

的影响均呈抛物线形，随着提取时间和酶用量同时增

大，胶原得率呈先增加后降低的趋势，即在提取工艺

中适当增加提取时间和酶用量可以提高胶原得率。同

时，提取时间曲面斜率大于酶用量曲面斜率，可知提

取时间对胶原得率的影响大于酶用量。由图 4 b 可知，

随着提取时间和液料比增加，胶原得率达到最大值，

此后随着两者的增加，得率有所下降。因此，应选取

合适的提取时间和液料比。提取时间曲面斜率大于液

料比，可知提取时间对胶原得率的影响大于液料比。

由图 4 c 可知，酶用量和液料比在分别达到某一点后，

胶原得率变化不明显，所以控制酶用量和液料比在最

佳范围。
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对回归方程求一阶偏导，求得最佳点编码值分别为

X1 ＝ 0.6768、X2 ＝－ 0.1740、X3 ＝ 0.6885，理论最佳值

为提取时间 52.06h、酶用量 4.91%、液料比 23.44:1(mL/g)。
鹿茸胶原得率理论预测值可达到 6.02%。考虑到实际操

作条件，最佳试验条件确定为提取时间 5 2 h、酶用量

5%、液料比 23:1(mL/g)。在此条件下进行验证实验，胶

原得率为 5.92%。可见，试验结果与模型拟合良好，该

方程能真实地反应各因素对胶原得率的影响。

3 结  论

本实验采用胃蛋白酶法提取鹿茸胶原，比较不同生

长阶段鹿茸中胶原含量和胶原得率，证明二杠茸高于毛

桃茸和三杈茸(P ＜ 0.05)，更适合作为鹿茸胶原提取的原

料。采用响应面法优化二杠鹿茸胶原提取条件，确定

适宜提取工艺条件为提取时间 52h、酶用量 5%、液料

比 23:1(mL/g)，在此条件下胶原得率为 5.92%。
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