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高电压脉冲电场下的牛骨胶原蛋白酶法提取*

赫桂丹1 摇 殷涌光1 摇 孟摇 立2 摇 闫琳娜1 摇 于庆宇1

(1. 吉林大学生物与农业工程学院, 长春 130025; 2. 嘉利达明胶有限公司, 辽源 136200)

摇 摇 揖摘要铱 摇 将高电压脉冲电场(PEF)技术用于牛骨胶原蛋白的提取,通过单因素试验和 Box鄄Behnken 中心设计

法得出提取牛骨胶原蛋白的最佳工艺参数为:底物质量浓度 1郾 0 g / (100 mL)、胃蛋白酶添加量 3% 、pH 值 2. 5、场强

21郾 98 kV / cm、脉冲数 7,在此条件下,可溶性蛋白质量浓度高达 16郾 21 mg / mL,通过紫外光谱鉴定了所提取的样品为

纯胶原蛋白而不含其他杂蛋白。
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Enzymic Method Extraction of Collagen from Bovine
Bone by High Intensity Pulsed Electric Fields
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Abstract

Bovine bone was used as the raw material to extract collagen by the high鄄intensity pulsed electric
fields. The optimal processing conditions were acquired by the single鄄factor experiments and the Box鄄
Behnken experiment. The most yield of dissoluble collagen 16郾 21 mg / mL was achieved under the
following conditions: substrate concentration 1郾 0 g / (100 mL), pepsin concentration 3% , pH value 2郾 5,
electric field intensity 21郾 98 kV / cm, electric pulse number 7. The extracted collagen was identified by
UV spectra that it was the pure collagen protein and did not contain other miscellaneous proteins.
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摇 摇 引言

胶原蛋白是一种重要的结构蛋白和细胞外基质

成分,主要存在于动物组织中[1]。 胶原蛋白在组织

工程领域有着比较广泛的应用[2 ~ 3]。
畜骨中含有丰富的骨胶原,是一种较为全价的

可溶性蛋白质, 生物学效价非常高, 属优质蛋

白[4 ~ 5]。 因此,骨胶原蛋白的提取研究具有很高的

实践和理论价值。

目前胶原提取方法主要为直接酸溶或酶促溶,
存在着提取时间长、提取率不高等问题[6 ~ 8]。 本文

以牛骨为原料,将高电压脉冲电场(PEF)技术用于

胶原蛋白的提取,对 PEF 下酶法制取胶原蛋白的工

艺进行探讨,以确定最佳工艺参数。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

牛骨:由长春市皓月清真肉业股份有限公司提



供。 脱钙处理[9]后得到骨泥,备用。
1郾 2摇 试剂和仪器

试剂: 胰蛋白酶、胃蛋白酶、木瓜蛋白酶、考马

斯亮蓝、牛血清蛋白、乙醇和磷酸。
仪器:自行设计的高电压脉冲电场装置;高速离

心机(4 000 ~ 40 000 r / min);JA10002 型电子天平;
UV VIS8500 型紫外分光光度计。
1郾 3摇 PEF 装置的设计

高压脉冲电场的设置[10] (图 1)采用的是流动

式装置。 脉冲电源的波形为三角波,其输出电压的

实际数值可由示波器直接读出, 频率 1 000 ~
3 000 Hz,整个管道处理室的容量为 120 mL。 用泵

来抽取样品溶液,使其流经处理装置,接受电场的处

理。

图 1摇 高压脉冲电场处理设备装置原理框图

Fig. 1摇 Schematic diagram of high intensity pulsed
electric field processing apparatus

摇
1郾 4摇 试验方法

1郾 4郾 1摇 单因素试验

酶种类的选择:胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、胃蛋白

酶。 优选酶添加量的确定 ( 1% 、 2% 、 3% 、 4% 、
5% );优选酶最适作用条件的选择:包括 pH 值

(1郾 5、2郾 0、2郾 5、3郾 0、3郾 5),底物质量浓度(0郾 5、1郾 0、
1郾 5、2郾 0、2郾 5 g / (100 mL));PEF 最适作用条件的选

择:脉冲数(2、4、6、8、10、12),场强 (5、10、15、20、
25 kV / cm) 。所有试验均进行 3 次取其平均值。
1郾 4郾 2摇 Box鄄Behnken 中心设计及响应面法优化

在单因素试验的基础上,根据 Box鄄Behnken 中

心组合试验设计原理,采用响应面法对影响 PEF 酶

解胶原蛋白工艺的参数进行了四因素三水平中心组

合设计,得出最佳工艺条件。 所有试验均进行 3 次

取其平均值

1郾 4郾 3摇 牛骨胶原蛋白的结构分析

由于大多数蛋白质在 280 nm 附近有一个吸收

峰,这是由于蛋白质中色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸存

在的缘故,色氨酸和酪氨酸在 280 nm 附近有一个吸

收峰,苯丙氨酸在 257 nm 有一个吸收峰。 此外,所
有的蛋白质在 230 nm 以下都有强吸收,这是由于肽

键存在的缘故[11]。 由于胶原蛋白不含色氨酸,苯丙

氨酸、酪氨酸的含量也很少,因此根据此原理,纯胶

原蛋白溶液的紫外扫描特征应该是在 250 ~ 290 nm
基本无吸收峰,同时在 230 nm 以下有强吸收。

2摇 结果与讨论

2郾 1摇 酶制剂的种类

分别选用胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、胃蛋白酶进行

牛骨酶解研究[12]。 不同蛋白酶的酶解最适条件见

表 1。

表 1摇 不同蛋白酶解最适条件

Tab. 1摇 Optimum condition of different proteases

种类 温度 / 益 pH 值 时间 / h

胰蛋白酶摇 45 8 6

木瓜蛋白酶 50 7 6

胃蛋白酶摇 4 2 24

摇 摇 准确称取骨泥样品配成 1% 的溶解液,磁力搅

拌器搅拌均匀,加入占总提取液质量分数 1% 的酶

液,分别在 PEF 下酶解,场强 10 kV / cm,脉冲数 6,
同时在每种酶的最适条件下酶解进行对比试验,试
验结果见表 2。

表 2摇 酶制剂的种类对酶解效果的影响

Tab. 2摇 Effect of protease on enzymolysis

种类
可溶性蛋白质量浓度 / mg·mL - 1

无 PEF PEF

胰蛋白酶摇 3. 42 3. 23

木瓜蛋白酶 3郾 15 2郾 84

胃蛋白酶摇 4郾 24 8郾 15

摇 摇 由表 2 中可知,在各种酶的最适条件下酶解,即
无 PEF 作用下,胃蛋白酶的酶解效果最好。 而在

PEF 作用下,不同酶制剂的作用效果区别非常明显,
PEF 对胃蛋白酶有激活作用,可溶性蛋白质量浓度

提高 92郾 22% ,而 PEF 对胰蛋白酶和木瓜蛋白酶均

有抑制作用,分别降低 5郾 56% 和 9郾 84% ,故选择胃

蛋白酶作为牛骨酶解胶原蛋白的优选酶。
2郾 2摇 底物质量浓度

准确称取骨泥样品分别配成 0郾 5、1郾 0、1郾 5、
2郾 0、2郾 5 g / (100 mL)溶解液,磁力搅拌器搅拌均匀,
加入占总提取液质量分数 1% 的胃蛋白酶,用冰醋

酸调 pH 值至 2郾 0,PEF 下酶解,场强 10 kV / cm,脉冲

数 6。 试验结果见图 2。
从图 2 中可以看到,可溶性蛋白的质量浓度随

着底物浓度的增加而增大,当底物质量浓度大于

1郾 0 g / (100 mL)时,可溶性蛋白的质量浓度增加趋

势趋于平缓,这可能是因为酶在底物表面的吸附作

用已达到饱和,从优化利用牛骨资源的角度出发,选
择1郾 0 g / (100 mL)的底物质量浓度作为 PEF 下胃

蛋白酶酶解的最适浓度。
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图 2摇 底物质量浓度对 PEF 下胃蛋白酶酶解效果的影响

Fig. 2摇 Effect of substrate concentration on
pepsin enzymolysis by PEF

摇
2郾 3摇 胃蛋白酶添加量

准确称取骨泥样品配成 1% 的溶解液,磁力搅

拌器搅拌均匀,用冰醋酸调节 pH 值至 2郾 0,分别加

入占总提取液质量分数的 1% 、2% 、3% 、4% 、5%的

胃蛋白酶,在 PEF 下酶解,场强 10 kV / cm,脉冲数

6。 试验结果见图 3。

图 3摇 胃蛋白酶添加量对 PEF 下酶解效果的影响

Fig. 3摇 Effect of pepsin concentration on
enzymolysis by PEF

摇
由图 3 可知,当胃蛋白酶添加量达到 3% 时,继

续增加蛋白酶的添加量,可溶性蛋白的质量浓度增

加趋于平缓,而且造成了酶制剂的浪费,从经济的角

度出发,选择胃蛋白酶添加量在 3% ~ 4% 较为合

适。
2郾 4摇 pH 值

准确称取骨泥样品配成 1% 的溶解液,磁力搅

拌器搅拌均匀,加入占总提取液质量分数 1% 的胃

蛋白酶,分别用冰醋酸调节 pH 值至 1郾 5、2郾 0、2郾 5、
3郾 0、3郾 5,在 PEF 下酶解,场强 10 kV / cm,脉冲数 6。
试验结果见图 4。

图 4摇 pH 值对 PEF 下胃蛋白酶酶解效果的影响

Fig. 4摇 Effect of pH on pepsin enzymolysis by PEF
摇

从图 4 中可以看出,可溶性蛋白的质量浓度随

着 pH 值的升高先升后降,即存在着一个最佳的 pH

值,胃蛋白酶是一种酸性蛋白酶,一般来说在适宜酸

性条件下,底物和蛋白酶的构象最有利于它们之间

的诱导楔合,所以在最佳 pH 值范围内酶的活性最

高。 但是当体系的 pH 值进一步增加时,超出了胃

蛋白酶的适应范围,会导致酶结构破坏,活性下降。
所以,本文选择 2郾 0 ~ 2郾 5 为最适宜 pH 值调控范

围。
2郾 5摇 电场强度

准确称取骨泥样品配成 1% 的溶解液,磁力搅

拌器搅拌均匀,加入占总提取液质量分数 1% 的胃

蛋白酶,用冰醋酸调节 pH 值至 2郾 0,在 PEF 下酶解,
固定脉冲数 6,通过调节高压脉冲电场的电压以调

整电场强度,测定可溶性蛋白质量浓度,试验结果见

图 5。

图 5摇 电场强度对胃蛋白酶酶解效果的影响

Fig. 5摇 Effect of field strength on pepsin
enzymolysis by PEF

摇
由图 5 可以明显看出,电场强度在 20 kV / cm

时,可溶性蛋白质量浓度达到最大 13郾 57 mg / mL,所
以场强选择 20 kV / cm 最佳。
2郾 6摇 脉冲数

准确称取骨泥样品配成 1% 的溶解液,磁力搅

拌器搅拌均匀,加入占总提取液质量分数 1% 的胃

蛋白酶,用冰醋酸调节 pH 值至 2郾 0,在 PEF 下酶解,
固定脉电场强度 10 kV / cm,通过调节 PEF 脉冲频率

以调整脉冲数,测定可溶性蛋白质量浓度和胃蛋白

酶活性,试验结果见图 6。

图 6摇 脉冲数对胃蛋白酶酶解效果的影响

Fig. 6摇 Effect of pulses number on pepsin
enzymolysis by PEF

摇
由图 6 可知,脉冲数为 6 时,可溶性蛋白的含量

最大,故脉冲数选择 6 为最佳。
2郾 7摇 Box鄄Behnken中心设计优化 PEF 酶解胶原蛋

白工艺

综合单因素试验结果及全面考虑,对影响 PEF
酶解胶原蛋白工艺的电场强度、脉冲数、胃蛋白酶添
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加量和 pH 值 4 个因素进行优化,以可溶性蛋白质

量浓度为响应值,设计了四因素三水平中心组合设

计,共计有 27 个试验点,其中 24 个为分析因子,
3 个为零点,零点试验进行 3 次以估计误差。 试验

因素设计及结果见表 3。

表 3摇 PEF 下胃蛋白酶 Box鄄Behnken 设计试验

因素水平及其编码

Tab. 3摇 Box鄄Behnken design test factors, levels and
coding table of pepsin enzymolysis by PEF

编码

因素

电场强度 x1

/ kV·cm - 1

脉冲数

x2

胃蛋白酶添

加量 x3 / %
pH 值

x4

- 1 18 5 3郾 0 2郾 00

0 20 6 3郾 5 2郾 25

1 22 7 4郾 0 2郾 50

2郾 7郾 1摇 模型分析

以 X1、X2、X3、X4 为自变量,由 Box鄄Behnken 中

心设计方案所设计的 27 个试验结果分析,建立数学

模型,试验结果见表 4。
以可溶性蛋白质量浓度为指标 ( Y), 利用

Design Exper 7郾 1 分析软件对表 3 的试验结果进行

回归模型的方差分析,得出:回归模型达到极显著水

平(P < 0郾 01),R2 = 0郾 937 0,说明该方程的拟合度较

高,可以用该模型来对酶解效果进行分析和预测。
同时误差项不显著,说明试验误差小,回归方程与实

际情况吻合较好。 在 PEF 下,对胃蛋白酶酶解效果

影响最大的为电场强度,影响极显著(P < 0郾 01),其
次为脉冲数和 pH 值,影响显著(P < 0郾 05),最后为

胃蛋白酶添加量,影响不显著。 各个因素与可溶性

蛋白质量浓度之间的回归方程为

Y = 11郾 96 + 1郾 380 8X1 + 0郾 36X2 - 0郾 26X3 +
0郾 292 5X4 + 0郾 042 5 X1X2 - 0郾 01 X1X3 +
0郾 025X1X4 - 0郾 052 5X2X3 + 0郾 4X2X4 -
0郾 697 5 X3X4 + 0郾 608 3X2

1 - 0郾 030 4X2
2 +

0郾 109 6X2
3 + 0郾 153 3X2

4

由回归方程可知,电场强度、脉冲数和 pH 值对

酶解效果有正影响,胃蛋白酶添加量对酶解效果有

负影响,回归模型也显示了多项交互作用,其中作用

极显著的是 X1、X3X4、X2
1 (P < 0郾 01),因此,在一定

范围内调节电场强度、脉冲数、胃蛋白酶添加量和

pH 值的关系,可使酶解效果达到最佳。
2郾 7郾 2摇 响应面优化法最佳工艺条件及验证试验

在 DPS 数据处理平台上,建立非线性规划模型

的要点,输入非线性回归方程、约束条件及初始值,
得出可溶性蛋白质量浓度最大值为 16郾 29 mg / mL,

此时 X1、X2、X3、X4分别为 0郾 99、0郾 99、 - 1郾 00、1郾 00,
通过因子编码公式进行计算得出最佳参数组合为:
场强 21郾 98 kV / cm,脉冲数 6郾 99,胃蛋白酶添加量

3% ,pH 值 2郾 5,根据 PEF 实际操作条件,脉冲数优

选为 7,为了检验模型预测的准确性,在最佳参数条

件下进行验证性试验,平均试验 3 次,测得可溶性蛋

白质量浓度均值 16郾 21 mg / mL,与理论预测值相比

相对误差为 0郾 49% ,与理论值非常接近,也进一步

验证了数学回归模型的适合性,可见该模型能较好

地模拟和预测 PEF 酶解效果。

表 4摇 PEF 下酶解 Box鄄Behnken 设计试验及结果

Tab. 4摇 Box鄄Behnken design test results of
pepsin enzymolysis by PEF

试验

序号
X1 X2 X3 X4

可溶性蛋白质量

浓度 Y / mg·mL - 1

1 1 0 0 - 1 13郾 98

2 1 - 1 0 0 13郾 87

3 - 1 0 1 0 11郾 37

4 0 - 1 1 0 11郾 42

5 0 0 - 1 1 14郾 00

6 1 0 0 1 14郾 17

7 0 1 0 - 1 11郾 82

8 1 0 - 1 0 14郾 05

9 0 0 - 1 - 1 11郾 84

10 0 1 1 0 12郾 34

11 - 1 0 - 1 0 11郾 30

12 0 - 1 0 1 11郾 59

13 0 0 0 0 11郾 95

14 0 1 - 1 0 12郾 69

15 0 0 0 0 11郾 96

16 - 1 0 0 1 11郾 34

17 0 - 1 - 1 0 11郾 56

18 - 1 0 0 - 1 11郾 25

19 1 1 0 0 14郾 01

20 0 - 1 0 - 1 11郾 54

21 0 0 1 - 1 11郾 87

22 - 1 - 1 0 0 11郾 18

23 0 1 0 1 13郾 47

24 1 0 1 0 14郾 08

25 - 1 1 0 0 11郾 15

26 0 0 1 1 11郾 24

27 0 0 0 0 11郾 97

2郾 8摇 牛骨胶原蛋白的结构

将所提取的胶原蛋白和纯品胶原蛋白置于紫外

光谱中扫描,根据紫外扫描特征判定胶原蛋白纯度。
扫描图谱见图 7。
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图 7摇 胶原蛋白紫外扫描图

Fig. 7摇 Spectrums of collagen
(a) 牛骨胶原蛋白摇 (b) 纯品胶原蛋白

摇
从图 7 中可以看出,胶原蛋白纯品和所提取的

牛骨胶原蛋白的紫外扫描图谱呈现出了相似的特

征,在 250 ~ 500 nm 之间均无吸收峰,同时在180 ~
240 nm之间有强吸收。 所提取的胶原蛋白样品在波

长 280 nm 附近无吸收峰,表明不含杂蛋白;而在

230 nm及以下存在强烈的吸收峰,这是胶原蛋白的

羰基及肽键的特征吸收峰,呈现了蛋白的特征吸收,
排除了杂蛋白存在的可能性,可推断此存在的蛋白

摇 摇

为胶原蛋白。 因此,可认为所提取的样品中所含的

蛋白为胶原蛋白,不存在杂蛋白,所提取的胶原蛋白

纯度较高。

3摇 结论

(1) PEF 对胃蛋白酶有激活作用,可溶性蛋白

质量浓度提高 92郾 22% ,而 PEF 对胰蛋白酶和木瓜

蛋白酶均有抑制作用,分别降低 5郾 56% 和 9郾 84% ,
故选择胃蛋白酶作为牛骨酶解胶原多肽的优选酶。

(2) 通过单因素试验、Box鄄Behnken 中心设计及

响应面法优化对 PEF 酶解胶原多肽工艺进行研究,
得出最佳工艺条件:底物质量浓度 1郾 0 g / (100 mL)、
胃蛋白酶添加量 3% 、pH 值 2郾 5、场强21郾 98 kV / cm、
脉冲数 7。 在此条件下,可溶性蛋白质量浓度高达

16郾 21 mg / mL。
(3) 通过紫外光谱对所提取的胶原蛋白样品结

构进行了检测,得出所提取的胶原蛋白为纯胶原蛋

白而不含其他杂蛋白。
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