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不同方法提取方格星虫胶原蛋白及其酶解物对 HaCaT 细胞的影响
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摘　要： 以方格星虫（Sipunculus nudus）体壁为原料，分别采用酸法、酶法和热水法提取胶原蛋白并对其理化

性质进行分析；通过检测氨基酸组成、紫外光谱、傅里叶红外光谱、SEM扫描电镜分析比较了 3种胶原蛋白的

特性，并采用HaCaT细胞，探讨3种酶解产物对其生长活力的影响。结果表明，热水法提取胶原蛋白的提取得

率高于其他两种方法，3种胶原蛋白均含有胶原特征型氨基酸甘氨酸Gly、脯氨酸 Pro和羟脯氨酸Hyp。紫外

和红外光谱图显示，3种胶原蛋白均在 222 nm 附近有明显的吸收峰，且存在酰胺 A、酰胺 B的吸收峰和酰胺

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的特征峰，提示 3种胶原蛋白均属于Ⅰ型胶原蛋白，具有三股螺旋结构。而扫描电镜结果显示，相比

于酶法和热水法，酸法提取的胶原蛋白三股螺旋结构保持更为完整，且较好地维持胶原纤维的原有结构。3
种胶原蛋白酶解肽在 50~100 µg/mL时，能够显著提高正常和UVB损伤的HaCaT细胞活力，表明方格星虫胶

原蛋白的酶解产物在皮肤光老化修复方面具有较好的潜在应用前景。
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胶原蛋白是一种高分子纤维状蛋白，肽序列

由核糖体产生，经高尔基体修饰形成具有三股螺

旋结构的前胶原，最终在细胞外连接聚合成胶原

纤维［1］。胶原蛋白广泛存在于动物的皮、骨、软

骨、肌腱等结缔组织，常见的主要类型有 Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ及Ⅳ型胶原蛋白［2］。此外，许多水产动物组织

中含有丰富的胶原蛋白，如鱼类（鱼皮、鱼骨、鱼

翅）、棘皮动物（海胆、海参）、软体动物（鲍鱼、珍

珠贝）等。从猪、牛等哺乳动物的骨、皮中提取的

胶原蛋白脂肪含量较高，且存在病毒如口蹄疫、

疯牛病和激素等安全问题。相较于猪、牛胶原蛋

白，水产胶原蛋白分子量更小，生物利用率更高，

且氨基酸组成与人体最为接近，具有一定凝胶

性、高度分散性和乳化性等功能特性，极具开发

潜力［3］。

胶原蛋白在稀酸、稀碱溶液或热水条件下溶

解性好，不同提取方法得到的胶原蛋白得率和理

化特性等方面的差异较大。温慧芳等［4］采用酸

法、酶法和热水法提取的 鱼皮胶原蛋白均为Ⅰ
型胶原蛋白；周瑞等［5］采用酶法提取暗纹东方鲀

鱼皮胶原蛋白，其提取率显著高于酸法和热水

法，酸法对鱼皮的胶原纤维结构保留最完整。天

然形式的胶原蛋白本身不具备生物活性，可控酶

解技术对胶原蛋白进行降解后的小分子胶原肽

已被证明具有广泛的生物活性，如抗氧化［6］、抗冻

保护［7］、增加骨密度［8］等。水产小分子胶原肽还

具备生物兼容性强、水溶性好、透皮吸收快等优

点。近年来，其在皮肤各类创伤修复中应用备受

学者的关注［9-10］。姜速峰等［11］采用中性蛋白酶酶

解罗非鱼皮胶原蛋白，酶解物具有显著的体外抗

文章编号： 1674-5566（2023）06-1165-11 DOI：10. 12024/jsou. 20220503872

收稿日期： 2022-05-22   修回日期： 2022-07-19
基金项目： 广东海洋大学大学生创新创业训练计划项目（CXXL2020004）；湛江市科技发展专项资金竞争性分配项目（2019A902）； 

近海资源生物技术福建省高校重点实验室开放性课题（2019IRB01）；国家重点研发计划-蓝色粮仓（2020YFD0901104）
作者简介： 林海生（1985—），男，博士，讲师，研究方向为水产品精深加工。E-mail：haishenglin@163.com
通信作者： 邓 旗，E-mail：dengqi1024@163.com



32 卷 

http://www.shhydxxb.com

上 海 海 洋 大 学 学 报

氧化活性和促进HaCaT细胞增殖的活性。HaCaT
细胞是主要的皮肤组织表皮层的角质形成细胞，

可以使皮肤具有抵抗外界伤害的作用，而角质细

胞的过度衰老凋亡是皮肤光老化的重要特征之

一［12-13］。
方格星虫（Sipunculus nudus）是北部湾沿海地

区特色水产品资源之一，其富含蛋白质、脂肪、微

量元素等多种营养成分，且含有多种活性物质，

如多糖、纤溶活性蛋白、活性肽等，具有抗氧化、

抗疲劳、抗辐射、预防血栓、促骨发育、提高免疫

等功效［14-19］。方格星虫全身遍布整齐的胶原纤维

层，是提取水产胶原蛋白的一种优质原料［17］。团

队前期研究［19-20］发现，方格星虫酶解产物具有提

高免疫和促进创伤修复等作用。也有研究发现

方格星虫酶解物具有一定抗氧化活性，然而，对

皮肤抗光老化方面的基础研究较少，其活性物质

因子和作用机制尚未十分明确。方格星虫胶原

蛋白作为体壁重要组成物质，目前常用酸法和酶

法提取胶原，制备胶原凝胶或酶解肽应用于创面

愈合，尚未见对其理化性质开展系统的研究。本

研究分别采用酸法、酶法和热水浸法从方格星虫

体壁中提取胶原蛋白，系统比较分析这 3种方法

所提取胶原蛋白的理化性质，同时初步探讨其酶

解肽对HaCaT细胞生长的影响，为方格星虫的利

用和胶原蛋白高值化产品开发提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

试验用鲜活方格星虫于 2021 年 1 月购自广

东省湛江市霞山水产批发市场；胃蛋白酶（猪胃

黏膜，1×104 U/g），上海源叶生物科技有限公司；

L-羟脯氨酸标准品、异丙醇、冰乙酸、氢氧化钠、

氯化钠等试剂均为国产分析纯，西陇科学股份有

限公司；DMEM 基础培养基、胎牛血清，Gibco 生
物公司；0.25%的胰酶，Hyclone 生物公司；CCK-8 
试剂盒，日本同仁化学公司。

1. 2　仪器与设备

UMVERSAL 320R 台式高速冷冻离心机，德

国 Hettich 公司；835-50氨基酸自动分析仪，日本

日立公司；Spectrum 100 傅里叶变换红外光谱仪，

Bruker 公司；Pyris1 DSC-7 全自动热分析仪，美

国 TA 沃特斯；UVB 紫外辐射仪（灯管 9 W，发射

光谱在 285~350 nm，峰值在 310~315 nm），飞利

浦照明有限公司；Varioskan Flash 全自动酶标仪，

美国 Thermo 公司；FD-551 大型立式冷冻干燥

机，东京理化器械公司；DM2000 LED 荧光倒置显

微镜，德国 Leica 公司。

1. 3　方法

1. 3. 1　原料前处理

将鲜活方格星虫进行清洗、去除内脏后，体

壁用蒸馏水清洗后，剪碎至长度 0.4 cm，分装，

4 ℃冷藏12 h后进行胶原蛋白提取。

1. 3. 2　胶原蛋白提取工艺

参照杨平等［21］的方法，将预处理好的方格星虫

与蒸馏水按质量体积比 1∶20的比例加入 0.1 mol/L 
NaOH 溶液浸泡并搅拌 24 h，除去脂肪和部分杂

蛋白，8 000 r/min 离心 20 min，用蒸馏水清洗沉淀

至中性，沉淀按质量体积比 1∶20 加入 0.5 mol/L 
CH3COOH 搅拌 24 h。8 000 r/min 离心 20 min，上
清液加入 NaCl 至 0.8 mol/L，静置过夜，9 000 r/min
离心 15 min，取出沉淀，0.1 mol/L 的 CH3COOH 复

溶，透析 12 h，每 4 h 换一次透析液，用纯水透析

至中性，冷冻干燥后得到的产物即为酸溶性胶

原蛋白（Acid-soluble collagen，ASC）。

参照郑志鸿等［20］的方法，将预处理后的方格

星虫加入0.5 mol/L CH3COOH溶液中（质量体积比

为1∶20），并加入质量分数为2%的胃蛋白酶，磁力

搅拌24 h，离心，加入NaCl于上清液中至终浓度为

0.9 mol/L，静置过夜，6 000 r/min离心20 min，取沉

淀，复溶和透析与上述酸法相同，冷冻干燥后得到

的 产 物 即 为 酶 溶 性 胶 原 蛋 白（Pepsin-soluble 
collagen，PSC）。

按照文献［22］的研究方法，加碱除杂蛋白后

加入异丙醇 C3H8O（质量体积比为 1∶5），置于

60 ℃恒温水浴中进行脱脂，过滤，取滤渣，60 ℃干

燥 4~6 h后按料液比 1∶20加到 80 ℃纯水中，恒温

水浴搅拌 9 h，过滤，取滤液，冷冻干燥后得到的

产物即为热水溶性明胶（Hot water soluble gelatin，
HSG）。

1. 3. 3　胶原蛋白得率的测定

Y= 100%×m/M （1）
式中：Y为方格星虫胶原蛋白提取得率，%；m和M
分别为冻干胶原蛋白粉和提取用原料质量，g。
1. 4　胶原蛋白理化性质分析

1. 4. 1　氨基酸组成测定

参照 GB5009.124—2016 测定氨基酸组成。
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1. 4. 2　傅里叶红外光谱扫描

参照林海生等［23］的方法。取适量冻干好的样

品，按照质量比1∶20加入无水溴化钾KBr（120 ℃，

4 h），于玛瑙钵体中研磨后进行压片，在 4 000~
400 cm-1波长范围进行红外光谱扫描，分辨率4 cm-1。
1. 4. 3　紫外光谱扫描

参 照 王 雯 等［22］的 方 法 ，采 用 0.1 mol/L 
CH3COOH 配制 0.1 mg/mL 的胶原蛋白溶液，在

190~400 nm波长下进行扫描。

1. 4. 4　扫描电镜观察

样品固定于导电胶后，真空喷金处理（加速

电压 7.0 kV，喷金时间 400 s），用扫描电子显微镜

观察 100、200放大倍数下胶原薄片的微观结构和

形态特征。

1. 5　胶原蛋白肽制备

参考文献［24］的实验方案，将 ASC、PSC 和

HSG分别加入中性蛋白酶进行酶解（物料比为 1∶
3，加酶量为 6 000 U/g，50 ℃，3 h）。灭活蛋白酶

后（90 ℃，10 min），离心取上清液（10 000 r/min，
20 min）获得 ASC 的酶解产物胶原肽（ASC-P）、

PSC的酶解产物胶原肽（PSC-P）和HSG的酶解产

物胶原肽（HSG-P）。

1. 6　胶原蛋白肽对 HaCaT 细胞的影响

在 T25 细胞培养瓶中培养 HaCaT 细胞长至

70%~80%时，将细胞用 0.25%的胰酶消化成细胞

悬液后种植到 96孔板上（1×104个/孔），待细胞着

壁后，吸干各孔培养基，用 PBS 清洗 2~3遍细胞，

并使得少部分液体残留于底部。用由 8根并排排

列的 UVB 紫外灯管（发射光谱 285~350 nm，峰值

310~315 nm）组成的辐射仪在距离孔板 16 cm 处

照射 96孔板，辐射 1 min后立即加入 100 µL含有

不同质量浓度（0、10、50、100、500、1 000 µg/mL）
的 3种酶解产物胶原肽的DMEM，分别记为UVB、

UVB-ASC-P、UVB-PSC-P、UVB-HSG-P 组。培养

24 h后，用CCK-8试剂盒测定细胞活力［25］。
1. 7　数据分析

本实验采用 Microsoft Excel 2010 和 Matlab 
2016a软件进行作图分析，数据以平均值±标准差

（Least Significant Difference，LSD）表示。

2　结果与分析

2. 1　胶原蛋白提取效果

由表 1 可知：HSG 的得率明显高于 ASC、PSC

的得率。胶原蛋白经碱处理后，部分胶原纤维裸

露出来，热水高温作用下，胶原蛋白分子三股螺

旋结构遭到破坏，绝大多数胶原蛋白分解成大分

子胶原蛋白单链［22］。此外，胶原蛋白在酸的溶胀

作用下，经胃蛋白酶降解其非胶原成分，使得酶

的得率偏低。

2. 2　氨基酸组成与含量分析

由表 2可知：ASC、PSC和 HSG均含有胶原蛋

白的特征型氨基酸 Gly、Pro 和 Hyp。3 种方法提

取的胶原 Gly 含量较少，与传统的高等生物胶原

的氨基酸组成存在较大差别，ASC更接近传统胶

原 Gly-x-y 的 结 构 特 点 ，与 海 蜇（Rhopilema 
esculentum Kishinouye）等［26］报道相近；而另外两

种提取胶原不符合这个规律，与海绵（Chondrosia 
reniformis）等［27］相似。

3种不同方法的Glu、Asp、Arg、Gly含量较高，

而 Met、His、Tyr、Phe、Ile 含量较低，Trp、Cys 均未

检 出 ，这 一 结 果 与 越 前 水 母（Nemopilema 
nomurai）［28］ 、 海 蜇［29］ 、 暗 纹 东 方 鲀

（Tetrodontiformes fasciatus）［5］中胶原蛋白氨基酸

组成相似，说明提取方法对胶原蛋白氨基酸组成

无显著影响。

2. 3　胶原蛋白光谱分析

紫外吸收光谱是分析胶原蛋白最简单的方

法之一，生色基团（−COOH、−CONH2和−C= =O）具

有强紫外吸收特性，使得胶原蛋白的三螺旋结构

在 230 nm 处具有最大吸收峰［30］。3 种胶原蛋白

均在 225 nm处有强吸收峰（图 1a），主要是由肽键

−C= =O 的 n→π*跃迁所贡献［31］，可由此初步判断

3 种方法提取的胶原蛋白均为Ⅰ型胶原蛋白。

ASC与 PSC在 260~280 nm处有弱吸收峰，说明这

两种胶原中含有一定比例的芳香族氨基酸，如

Phe，而 HSG 在 260~280 nm 处无明显吸收峰，说

表 1　方格星虫胶原蛋白得率
Tab. 1　Yield of collagen extracted from 

Sipunculus nudus n=3 
样品 Sample

酸溶性胶原蛋白ASC
酶溶性胶原蛋白PSC

热水溶性胶原蛋白HSG

得率 Yield/%
2.2 ±0.3c

5.0 ±0.3b

8.8 ±0.5a

注：同列中标有不同字母者表示组间有显著性差异（P<0.05）。
Notes： The means with different letters within same column are 
significantly different between groups （P＜0.05）.
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明其芳香族氨基酸含量较少，与氨基酸结果（表

2）分析一致。

3种方法提取的胶原蛋白特征吸收频率见图

1b，均存在酰胺A、酰胺B的吸收峰和酰胺Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ的特征峰，符合胶原蛋白红外光谱的特征吸收

峰［32］，与虾夷扇贝（Patinopecten yessoensis）外套

膜［30］ 、海 参（Stichopus japonicas）［33］ 、鱿 鱼

（Doryteuthis singhalensis）［34］等胶原的红外特征光

谱极为相似，说明 ASC、PSC、HSG 均具有三股螺

旋结构，判断三者均为Ⅰ型胶原蛋白。

酰胺A带吸收峰通常出现在3 400~3 440 cm-1，
主要是由于N‒H伸缩振动产生，提取的 3种胶原

蛋白在 3 300 cm-1附近均出现吸收峰，推测酰胺A
带向低波数红移，这是由于多肽中游离的N‒H与

表 2　不同方法提取的胶原蛋白的氨基酸组成
Tab. 2　Amino acid composition of collagens extracted by different methods

氨基酸
Amino acid

天冬氨酸Asp#

苏氨酸Thr*

丝氨酸Ser
谷氨酸Glu#

脯氨酸Pro&

甘氨酸Gly#

丙氨酸Ala#

胱氨酸Cys
缬氨酸Val*

蛋氨酸Met*

异亮氨酸 Ile*

亮氨酸Leu*

酪氨酸Tyr#

苯丙氨酸Phe#*

赖氨酸Lys*

组氨酸His*

精氨酸Arg
羟脯氨酸Hyp&

酸溶性胶原蛋
白ASC/
(g/100g)

3.77
1.70
1.74
7.82
3.54
9.14
2.97

-
1.36
0.22
1.17
2.16
0.92
0.82
1.46
0.30
4.70
3.78

相对含量
Relative content/%

7.92
3.57
3.66

16.47
7.44

19.21
6.24
-

2.86
0.46
2.46
4.54
1.93
1.72
3.07
0.63
9.88
7.94

酶溶性胶原蛋白
PSC/

(g/100g)
10.02

3.82
2.93

15.71
0.78
3.01
6.78
-

1.77
0.36
2.73
9.01
1.55
0.67
5.85
0.68
8.94
0.94

相对含量
Relative content/%

13.26
5.06
3.88

20.79
1.03
3.98
8.97
-

2.34
0.48
3.61

11.93
2.05
0.89
7.74
0.90

11.83
1.24

热水溶性明胶
HSG/

(g/100g)
3.52
1.47
1.20
6.67
1.31
4.35
2.96

-
0.77
0
0.88
2.70
0.74
0.23
1.78
0.12
3.87
1.73

相对含量
Relative content/%

10.26
4.29
3.50

19.45
3.82

12.68
8.63
-

2.24
0
2.57
7.87
2.16
0.67
5.19
0.35

11.28
5.04

注：“-”表示没有胱氨酸数值；苏氨酸及蛋氨酸含量低，“0”表示其含量低于检出限；“#”表示呈味氨基酸；“*”表示必需氨基酸；“&”表示
亚氨基酸。
Notes： “-”means no cystine value； The contents of threonine and methionine were low， and “0” indicated that the contents were below the 
detection limit； “#”，represents flavor amino acid； “*”denotes essential amino acid； “&”stands for sub-amino acid.

图 1　方格星虫胶原蛋白的光谱分析
Fig. 1　Spectral analysis of collagens extracted from S. nudus
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氢键形成了缔合体［35］，使吸收峰波数降低

100 cm-1左右。结果表明，ASC 有更多 N‒H 参与

氢键形成。ASC、PSC 和 HSG 的酰胺 B 带吸收峰

均出现在 2 930 cm-1附近，主要由 C‒H 伸缩振动

产生，代表CH2的不对称伸展［36］，而CH2是胶原蛋

白三级结构的特征基团，说明 3种胶原蛋白的三

级结构均没有被破坏。

酰胺Ⅰ带产生的吸收峰在 1 658 cm-1，由蛋白

质多肽骨架的C= O伸缩振动产生，这与蛋白质二级

结构α-螺旋有关［37］，推测ASC形成的氢键与相邻链

间相互作用更多。酰胺Ⅱ带出现在1 550 cm-1处，

与 C‒N伸缩振动和 N‒H 的弯曲振动共同作用有

关，1 455 cm-1附近的吸收峰广泛对应于脯氨酸和

羟脯氨酸的吡咯烷环振动［38］。HSG的酰胺Ⅰ和酰

胺Ⅱ峰值高于 ASC和 PSC，表明 HSG分子交联和

有序度高［39］，由于存在的氢键较少，肽链的展开程

度也更高［27］。酰胺Ⅰ带与酰胺Ⅲ带共同证明方格

星虫胶原较好地保持三股螺旋结构［40］。
2. 4　扫描电子显微镜分析

为表征形态特征，扫描电子显微镜（SEM）、

透射电子显微镜（TEM）和原子力显微镜（AFM）

是获取胶原样品图像的有力工具。孔隙大小、

孔隙度和比表面积被认为是生物材料的重要参

数［41］。将得到的 3种胶原蛋白分别放大 100、200
倍进行观察，发现其结构均存在差异（图 2），可

根据其微观构象用于不同生物医学材料的选

择［23］。ASC 呈多孔空间网状结构，胶原束的宽

度和厚度各不相同，且分支相互缠绕在一起，说

明 ASC 基本维持了胶原纤维的原有结构，与鲢

鱼皮［42］极为相似。在胃蛋白酶的作用下，PSC的

胶原蛋白结构产生变化，网状结构不均匀，同时

存在薄片状结构，与 ASC 的结构存在一定差别。

HSG 无明显网状结构，且基本呈现片状，说明热

水处理使得胶原蛋白发生了变性和交联，呈现

凝胶特性，该特性与周瑞等［5］采用热水提取得到

的暗纹东方鲀鱼皮胶原特性相似。

2. 5　胶原蛋白肽对 HaCaT 细胞的影响

本研究初步探讨了胶原蛋白肽对正常HaCaT
细胞和UVB诱导损伤HaCaT细胞的影响，以期探

讨其抗皮肤光老化活性。质量浓度为 50~100 µg/
mL时，对于CT对照组，ASC-P和PSC-P的加入使

HaCaT细胞的细胞活力有明显提高，且PSC-P细胞

活力更高（图 3a）。在较高质量浓度下（1 000 µg/

mL），ASC-P的加入对细胞活力仍具有明显提升。

相比于文献报道的罗非鱼皮胶原酶解肽超滤组

分（25 mg/mL）对HaCaT细胞生长促进活性［11］，本研

究条件下，方格星虫胶原蛋白肽表现出较强的活

性。与CT对照组相比，HaCaT细胞经UVB辐射后，

细胞活力显著下降至59%左右，光老化的细胞模型

造模成功（图3b）。将不同质量浓度的3种胶原蛋

白肽加入UVB损伤的HaCaT细胞，孵化培育 24 h
后，不同浓度的 PSC-P均能在一定程度提高UVB
损伤的HaCaT细胞活力。在质量浓度100~500 µg/
mL范围内，ASC-P和PSC-P作用显著（P<0.05，图3b）。
3　讨论

3. 1　胶原氨基酸组成特性及其结构特征

热水处理破坏蛋白质三级结构，使胶原蛋白

分子中的部分氨基酸被水解，但对氨基酸组成影

响较小。据报道，Lys和Hyl存在于胶原分子末端

肽的交联中［43］，酶法处理使酶溶性胶原蛋白失去

端肽，Lys含量高于ASC和HSG，同时切断胶原肽

间的共价交联键，导致 PSC亚氨基酸含量明显低

于ASC和HSG。此外，酶能有效降解酸提物的杂

蛋白，导致 3种胶原蛋白的氨基酸相对含量存在

差异，如 PSC 的氨基酸总含量高于 ASC 和 HSG。

PSC的必需氨基酸相对含量较ASC和HSG高，其

营养价值高于另外两种胶原蛋白。

Hyp 和 Pro，即亚氨基酸，由于吡咯烷环的存

在降低了多肽链的自由度，增强了三螺旋，从而

影响了分子的热稳定性，在保持胶原蛋白的结构

完整性中起着重要作用［44］。因此，预计ASC表现

出比PSC和HSG更高的热稳定性，这对于胶原蛋

白在工业应用方面具有较大优势。由于Gly负责

α 螺旋的形成，对胶原的构象起着关键作用。因

此，高甘氨酸含量表明三螺旋构象的稳定性［44］。
结合 Hyp 和 Pro 含量，ASC 具有更完整的三螺旋

构象。His含量低可能表明抗原性低，因为His是
组胺的前体，会引起不希望的过敏反应［45］，推测 3
种胶原均具有较低的抗原性，可作为胶原基试剂

或材料应用于食品医药工业。

与鱼类等海洋脊椎动物不同，方格星虫胶原

蛋白在氨基酸组成上不符合传统胶原的（Gly-X-
Y）n 结构，这一结果与华贵栉孔扇贝［22］、海绵［27］

等海洋无脊椎动物的胶原蛋白氨基酸组成较为

相似。这种差异可能来源于不同物种存在的一
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些结构和化学差异，也有推测来自海洋组织中其

他的蛋白质如糖蛋白，研究证实糖蛋白与胶原蛋

白紧密结合，并作为杂质出现，从而影响所提胶

原蛋白的纯度［46］。

图 2　方格星虫胶原蛋白扫描电镜图
Fig. 2　Scanning electron microscope images of collagens extracted from S.  nudus
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酸法提取胶原蛋白得率为 2.2%，酶法胶原蛋

白得率为 5.0%，热水法胶原蛋白得率为 8.8%，热

水法的得率最高且成本最低；提取的 3种胶原蛋

白均属于Ⅰ型胶原蛋白且三股螺旋结构完整，酸

法相比于酶法和热水法更为完整的保持胶原蛋

白原有的三股螺旋结构；电镜结果显示，ASC 和

PSC都保留了纤维网状结构，但酸法提取的胶原

蛋白结构分布相对均匀，其孔径大小可能与制备

过程中的含水量有关。胶原蛋白的孔隙形状、孔

壁形态等其他结构特征在新组织形成方面具有

重要意义。一般情况下，胶原蛋白作为药物载体

具有均匀、规则的网络结构，以使药物分布均

匀［47］。综上所述，ASC可能作为一种合适的药物

载体体系。

3. 2　胶原蛋白肽对 HaCaT 细胞的影响

本研究结果表明，方格星虫胶原肽ASC-P和

同一质量浓度梯度中标有不同字母者表示组间有显著性差异（P<0. 05），标有相同字母者表示组间无显著性差异（P>0. 05）。
The means with different letters within same mass concentration gradient are significantly different between the groups at the 0. 05 probability 
level， and the means with the same letters within the same column are not significant differences（P>0. 05）.

图 3　胶原蛋白酶解产物对 HaCaT 细胞活力的影响
Fig. 3　Effects of collagen hydrolysates on the cell viability of HaCaT cells
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PSC-P能够显著提高正常HaCaT细胞的细胞活力

（P<0.05，图 3a）。相比于文献报道的罗非鱼皮胶

原酶解肽超滤组分（25 mg/mL）对 HaCaT 细胞生

长促进活性［11］，本研究条件下，方格星虫胶原蛋

白肽表现出较强的活性。参照文献［24］的 UVB
损 伤 HaCaT 细 胞 条 件（35 mJ/cm2 辐 射 强 度 ，

1 min）建立HaCaT细胞损伤模型。该模型的细胞

活力接近 60%时，细胞没有因UVB辐射而受损过

重，且细胞中与抗光老化相关的蛋白仍有所表

达［25］。本研究建立的UV损伤HaCaT光老化细胞

的活性为 59%，符合理论模型（图 3b）。在浓度为

100~500 µg/mL 时，ASC-P 和 PSC-P 均能显著提

高UVB损伤HaCaT的细胞活力（P<0.05）：在浓度

为 100 µg/mL时，3种胶原蛋白肽均可显著提高细

胞活力（P<0.05，图3b）。

海洋胶原蛋白肽以其独特的分子结构和较

低的分子量、良好的保湿性能、适当的氨基酸构

成和良好的皮肤相容性等优势，已成功地应用于

保湿型化妆品。目前市场上作为替代来源的海

洋胶原蛋白肽主要为鱼胶原蛋白肽，其总体保湿

效果优于同类产品，研究证明鱼胶原三肽具有促

进人皮肤成纤维细胞胶原和透明质酸生成、改善

皮肤弹性等作用［48］；另有研究发现海马胶原蛋白

肽可诱导成纤维细胞的迁移和增殖，增强小鼠皮

肤细胞透明质酸合成的能力［49］。在 UVB 损伤的

HaCaT 光老化细胞模型上，PSC-P 表现出最好的

抗 UVB 诱导的皮肤光老化活性。提示其在抗皮

肤光老化方面的潜力，后续可通过进一步地分

离、纯化，通过动物实验探究其在抗皮肤光老化

的活性。综合以上 3种不同提取方法，可根据研

究需要选用不同提取方法开发胶原蛋白产品。
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Different methods of extracting collagen from Sipunculus nudus and its 
effect of enzymatic hydrolysate on HaCaT cells

LIN Haisheng1，2， FENG Chang1， WANG Wen1， YUAN Jianjun3， CHEN Hongbin3， YANG Wei4， ZENG 
Yusi1， ZHENG Mengqi1， FAN Mingshan1， YANG Haiming1， DENG Qi1，2

（1. College of Food Science and Technology ， Guangdong Ocean University ， Zhanjiang  524088 ， Guangdong ， China ； 
2. Collaborative Innovation Center of Seafood Deep Processing， Dalian Polytechnic University， Dalian  116034， Liaoning， 
China； 3. Key Laboratory of Inshore Resources Biotechnology， Quanzhou Normal University， Quanzhou  362000， Fujian， 
China； 4.  Hainan Xiangtai Fishery CO. ，LTD. ， Chengmai  571924， Hainan， China）

Abstract: The collagen was extracted by acid， enzymolysis and hot water methods respectively from the body 
wall of Sipunculus nudus， and their physicochemical properties were analyzed.  The three collagen extracts 
were compared respectively by amino acid composition， UV spectroscopy， Fourier infrared spectroscopy and 
SEM scanning electron microscopy.  The effects of the three collagen zynolytes on the growth viability of 
HaCaT cells were investigated.  The results show that the extraction rate of collagen by hot water method is 
higher than the other two methods， and all three collagens contain the collagen characteristic amino acids 
Gly， Pro and Hyp.  The UV and IR spectrograms show that all three collagens have obvious absorption peaks 
near 222 nm， and there are absorption peaks of amide A and amide B and characteristic peaks of amide Ⅰ， 
Ⅱ and Ⅲ ， suggesting that all three collagens belong to type I collagen with a three-stranded helical 
structure.  And the results of scanning electron microscopy show that the three-stranded helical structure of 
collagen extracted by acid method is more complete and maintains the original structure of collagen fibers 
better than that of enzymatic method and hot water method.  The collagen peptides extracts have the ability to 
significantly increase the viability of normal and UVB-damaged HaCaT cells in the range of 50‒100 µg/mL， 
indicating that the enzymatic products of collagen of Sipunculus nudus have good potential applications in skin 
photoaging repair.
Key words: Sipunculus nudus； collagen； HaCaT cells； physicochemical properties； zynolyte； extraction 
method
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