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冰乙酸和胃蛋白酶依次提取新鲜林蛙皮胶原蛋白

朱瑞霞，　施溯筠

（延边大学 药学院，吉林 延吉１３３００２）

摘要：采用冰乙酸和胃蛋白酶依次对新鲜林蛙皮胶原蛋白进行提取．在冰乙酸提取过程中，首先通过控制单

一因素变量对料液比、ｐＨ值、冰乙酸浓度、酸解时间和温度等５个因素对新鲜林蛙皮胶原蛋白提取率的影响

进行研究，并采用正交实验考察林蛙皮胶原蛋白酸解提取的最佳工艺；其次，在冰乙酸提取的最优条件下，利

用胃蛋白酶将酸解后的残余物进行再次酶解提取．实验结果表明，最佳酸解的工艺条件是：料液比为１∶３０，

ｐＨ为７．５，酸解时间为４８ｈ，酸解温度为４℃，冰乙酸浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ．在此工艺条件下，胶原蛋白的提取率

为１１．８５％，胃蛋白酶对蛙皮残渣的提取率为５．２５％，所得胶原蛋白的纯度为６４．７０％．
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　　中国林蛙（犚犪狀犪犮犺犲狀狊犻狀犲狀狊犻狊）又称哈什蟆，

为国家二级保护动物［１］．目前，随着人们对林蛙药

用价值研究的深入，林蛙皮的药用价值也得到了

人们的关注．例如：文献［２３］研究了林蛙皮胶原

蛋白和保湿因子的提取；袁德云等［４］从林蛙皮中

分离出了抗菌肽；王战勇等［５］探讨了林蛙皮抗菌

肽对革兰氏阳性、阴性细菌和真菌的抗菌作用；薛

冰等［６］研究了林蛙皮的抗氧化性；崔贤淑等［７］研

究发现，林蛙皮甲醇提取物对小鼠无水乙醇型胃

溃疡有保护作用；郑淼等［８］研究了林蛙皮中胶原

蛋白含量的测定及提取工艺．程波等
［９］研究发现，

胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎ）具有较好的生物相容性和生

物可降解性的结构蛋白，可促进细胞生长；刘朝霞

等［１０］研究发现，含胶原蛋白的食物能有效增加皮
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肤组织细胞的储水能力，增强和维持肌肤良好的

弹性，强化肌肤的韧性，延缓机体的衰老．此外，胶

原蛋白还可作为表皮细胞的迁移、增殖支架等，为

细胞增殖提供良好的营养环境，促进皮肤细胞的

增生修复和愈合［１０］．目前，胶原蛋白的提取方法

主要有酸碱提取法和酶提取法［１１］，其中酶提取法

的产率高于酸碱法［１２］，但其成本相对较高．林蛙

皮占林蛙总重量的３０％左右，皮中含有较为丰富

的胶原蛋白，但在以往的林蛙利用过程中林蛙皮

往往被作为废弃物，使得林蛙资源未能充分利用．

近年来，活体取蛙油技术的应用，不仅能够获取良

好品质的林蛙油，还能最大限度地保持林蛙活体

各部位的生物活性，这为新鲜林蛙皮的开发和利

用提供了良好的基础．本文采用冰乙酸和胃蛋白

酶依次对林蛙皮胶原蛋白进行提取，为林蛙皮的

开发和利用提供实验基础．

１　试剂与仪器

试剂有：胃蛋白酶，比活力为１∶２５０；透析

袋，截留分子量为１０００（上海绿鸟科技发展有限

公司）；羟脯氨酸标准品（批号：４０１７３２６０）和艾氏

剂溶液（国药集团化学试剂有限公司）；ＴｒｉｓＨＣｌ

（Ｓｉｇｍａ公司）；盐酸、冰乙酸、碳酸钠、对二甲氨基

苯甲醛、氯胺Ｔ等试剂均为分析纯．

仪器有：Ｕ１９００紫外分光光度计（Ｈｉｔａｃｈｉ

ＨｉｇｈＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ），ＤＨＧ９１４６Ａ

型电热恒温鼓风干燥箱（上海精密实验设备有限

公司），ＨＨ６型数显恒温水浴锅（金坛市科技仪

器有限公司），ＷＤ９４０５ｂ型水平摇床（北京市六

一仪器厂），ＦＡ２００４电子天平（上海精天电子仪

器有限公司），Ｚ３６ＨＫ高速台式离心机（天津市

医疗器械厂）．

２　实验方法

２．１　林蛙皮胶原蛋白的提取

２．１．１　酸解提取　称取２．０ｇ新鲜林蛙皮（购于

长白山辉煌生物科技有限公司），经１０％碳酸钠

（犠／犞，４０ｍＬ）浸泡４ｈ进行预处理后，按照Ｓｏｏｔ

ｔａｗａｔＢｅｎｊａｋｕｌ
［１３］的方法进行冰乙酸提取，并分

别以ｐＨ值、酸解时间、酸解温度、料液比和冰乙

酸浓度５个因素做单因素实验，实验重复３次，并

取均值进行数据分析．根据单因素实验结果，选取

对提取林蛙皮胶原蛋白影响较大的３个因素即料

液比（Ａ）、酸解时间（Ｂ）、酸解温度（Ｃ）为实验因

子，以胶原蛋白提取率为指标，采用正交实验设

计，相互作用进行考察（见表１）．

表１　正交实验因素水平表

水平
因素

料液比（Ａ） 酸解时间（Ｂ）／ｈ 酸解温度（Ｃ）／℃

１ １∶１５ ２４ ４

２ １∶３０ ４８ ２０

３ １∶４５ ７２ ３７

２．１．２　酶解提取
［１４］
　将酸解提取后的残渣用蒸

馏水漂洗后加入２倍体积的冰乙酸（０．５ｍｏｌ／Ｌ）

和胃蛋白酶（犠／犞＝１／１００）浸泡４８ｈ，在２００００

ｒ／ｍｉｎ条件下离心１ｈ；再于１０倍体积磷酸钠缓冲

液（０．０２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７．２）中透析２４ｈ，然后在同

样条件下离心；将沉淀溶解在１０倍体积的冰乙酸

溶液（０．５ｍｏｌ／Ｌ）中，用分子量为１０００透析袋透

析（在０．０５ｍｏＬ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ＝７．５溶液中

加氯化钠至最终浓度为２．６ｍｏｌ／Ｌ）后，再次在同

条件下离心；将所得沉淀溶于１０倍体积冰乙酸

（０．５ｍｏｌ／Ｌ）中，最后透析于蒸馏水中至中性；透

析后的溶液转移至表面皿中，真空冷冻干燥．

２．２　林蛙皮胶原蛋白的纯度测定

称取１２ｍｇ林蛙皮胶原蛋白提取物，加入

６００μＬ０．１ｍｏＬ／Ｌ的盐酸于１２０℃消解８ｈ，冷却

后加氧化剂氧化，加艾氏剂显色；取５００μＬ上清

液，用１ｃｍ比色皿，以蒸馏水作参比液，在５６０ｎｍ

处测吸光度，并以试剂空白校正，测定林蛙皮胶原

蛋白的含量［１５］．

３　实验结果

３．１　酸解单因素实验

３．１．１　温度对林蛙皮胶原蛋白提取率的影响

在料液比为１∶２０、ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液ｐＨ值为

７．５、冰乙酸浓度为０．５ｍｏＬ／Ｌ、浸泡时间为２４ｈ

的条件下，将温度设为０，４，２０，３７，４５℃５个梯

度进行提取．实验结果如图１所示，当温度为４℃

时，胶原蛋白的提取率最高．

３．１．２　ｐＨ值对林蛙皮胶原蛋白提取率的影响

在料液比为１∶２０、温度为４℃、冰乙酸浓度

３０２
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为０．５ｍｏｌ／Ｌ、浸泡时间为２４ｈ的条件下，将

ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液的ｐＨ值设为５个梯度（６，６．５，

７，７．５，８）进行提取．实验结果如图２所示，当ｐＨ

值为７．５时，胶原蛋白的提取率最高．

图１　酸解温度对林蛙皮胶原蛋白提取率的影响

图２　酸解ｐＨ值对林蛙皮胶原蛋白提取率的影响

３．１．３　酸解料液比对林蛙皮胶原蛋白提取率的

影响　在ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液ｐＨ值为７．５、温度为

４℃、冰乙酸浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ、浸泡时间为２４ｈ

的条件下，将料液比分别定为１∶１０，１∶２０，１∶

３０，１∶４０，１∶５０进行提取．实验结果如图３所示，

当料液比为１∶３０时，胶原蛋白的提取率最高．

图３　酸解料液比对林蛙皮胶原蛋白提取率的影响

３．１．４　冰乙酸浓度对林蛙皮胶原蛋白提取率的

影响　在料液比为１∶３０、温度为４℃、ＴｒｉｓＨＣｌ

缓冲液ｐＨ值为７．５、浸泡时间为２４ｈ的条件下，

将冰乙酸浓度设为５个梯度（０．０５，０．１，０．５，

１．０，１．５ｍｏｌ／Ｌ）进行提取．实验结果如图４所

示，当冰乙酸浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ时，胶原蛋白的提

取率最高．

３．１．５　浸泡时间对林蛙皮胶原蛋白提取率的影

响　在料液比为１∶３０、ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液ｐＨ 值

为７．５、冰乙酸浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ、温度为４℃的

条件下，将浸泡时间设为５个梯度（１２，２４，３６，

４８，６０ｈ）进行提取．实验结果如图５所示，当酸解

４８ｈ时，胶原蛋白的提取率最高．

图４　酸解浓度对林蛙皮胶原蛋白提取率的影响

图５　酸解时间对林蛙皮胶原蛋白提取率的影响

３．２　酸解提取正交实验

由正交试验数据（表２）可知，Ａ２＞Ａ１＞Ａ３，

Ｂ２＞Ｂ１＞Ｂ３，Ｃ１＞Ｃ３＞Ｃ２．因此，在 Ａ２Ｂ２Ｃ１的条

件下，即料液比为１∶３０、酸解时间为４８ｈ、酸解

温度为４℃的条件下，胶原蛋白的提取率最高．从

表２还可以看出，３个因素对胶原蛋白提取的影

响大小依次为Ａ，Ｂ，Ｃ，即料液比＞提取时间＞提

取温度．依照最佳提取工艺方案重复三次，所得酸

解提取胶原蛋白的提取率为１１．８５％．

表２　酸解提取胶原蛋白正交实验结果

列号 Ａ Ｂ Ｃ 提取率／％

１ １ １ １ ７．２３

２ １ ２ ２ ８．３５

３ １ ３ ３ ６．２５

４ ２ １ ２ ７．９６

５ ２ ２ ３ ９．５３

６ ２ ３ １ ９．５８

７ ３ １ ３ ６．８２

８ ３ ２ １ ５．９７

９ ３ ３ ２ ４．２４

Ｉ ２１．８３ ２２．０１ ２２．７８

ＩＩ ２７．０７ ２３．８５ ２０．５５

ＩＩＩ １７．０３ ２０．０７ ２２．６
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　第３期 朱瑞霞，等：冰乙酸和胃蛋白酶依次提取新鲜林蛙皮胶原蛋白

３．３　酶解提取胶原蛋白

按照２．１．２的酶解条件，依据文献［１６］的研

究结果，采用胃蛋白酶在酸解后的残渣中进一步

提取胶原蛋白，提取率为５．２５％．合并酸解和酶

解的胶原蛋白粗品，经检测其纯度为６４．７０％．
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科技信息

我国犆犆犕型膜电极研究取得重大进展
科技部门户网站报道（２０１３０７２４）膜电极是质子交换膜燃料电池（ＰＥＭＦＣ）的核心部件，

直接影响电池输出性能和反应效率，开发低铂（Ｐｔ）担量、高反应效率的ＣＣＭ（催化剂制备到膜

上）型薄催化层膜电极是目前质子交换膜燃料电池开发的一个重要技术方向．在“８６３计划”电

动汽车重大项目支持下，大连化物所承担的“下一代燃料电池系统研究与开发”课题目前取得

重大突破和阶段性成果．

课题组开发了静电喷涂制备ＣＣＭ 型膜电极的制备工艺，在改善催化层效率的同时能有

效降低铂担量．利用静电喷涂工艺制备的膜电极组装了燃料电池短堆，控制电极铂用量在０．６

毫克／厘米２，测试结果表明，该电堆性能与商业化传统ＧＤＥ（催化层制备到扩散层上）型电极

的电堆（铂担量１毫克／厘米２）相当甚至更优．“氢 空”（Ｈ２／Ａｉｒ）燃料电池平均性能常压１安／

厘米２ 电流密度时达到０．６７伏，加压达到０．７０伏，与国际先进水平相当；在１．５安／厘米２ 电

流密度峰值功率输出时，电堆铂用量为０．６５克／千瓦，比“十一五”末降低了约４０％．

此外，课题组正在研究利用ＴｉＯ２（二氧化钛）纳米管有序阵列开发具有有序结构的膜电

极，有序化电极结构是开发超低铂膜电极的一个重要研究方向．
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