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外切型蛋白酶法制备高档医用骨明胶工艺研究

张海林　朱友双　张玉然△　仇艳新　吴　红　杨志茹
（济宁医学院生物科学学院，日照２７６８２６）

　　摘　要　目的　探讨外切型蛋白酶法制备骨明胶的可行性及其制备条件的优化。方法　以骨明胶的黏度、
冻力、提胶率为参考指标，分别对浸酸终点ｐＨ、复合蛋白酶配方、酶解时间等参数进行优化，确定骨明胶最佳制
备条件。结果　最佳条件下，浸酸终点ｐＨ２．０，风味蛋白酶与２７０９蛋白酶质量比８∶２，酶解时间２０ｈ时，所获骨
明胶平均冻力为３３７Ｂｌｏｏｍ·ｇ，黏度为６．５２ｍＰａ·Ｓ，提胶率为１５．３％。结论　该法酶解终点易判断，节省了制备
时间，同时大幅提高明胶黏度及动力，可获得符合国家标准的高档医用骨明胶，为后续生物酶法制备高档骨明胶

的工业化应用奠定基础。
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　　骨明胶是一种高分子量的聚合物，主要从部分
水解的骨头胶原物质中提取获得［１２］，广泛应用于

食品及医药行业，可用于心脏瓣膜、角膜、肌腱等软

组织的替代物［３４］。目前骨明胶的制备工艺主要有

传统的浸灰工艺和现代生物酶法工艺。传统的浸

灰工艺因存在好胶率低、能耗大、耗水量大等缺点，

逐渐被淘汰［５］。与传统浸灰工艺相比，生物酶法

工艺因具有明胶质量高、生产周期短（２～３ｄ）、吨

明胶耗水量低等优势，备受青睐［６］。

影响生物酶法制备骨明胶的关键因素为生物

酶的种类，已报道的生物酶法工艺中多采用内切型

蛋白酶［７８］。但该酶作用于骨素（骨粉浸酸脱除矿

物质后的物质）时，酶解速度过快，酶解终点不易

判定，导致所获骨明胶黏度较低［９］。

本文拟采用以外切型蛋白酶为主的复合型蛋

白酶对骨粉进行酶解，并对骨明胶制备过程中的浸

酸终点 ｐＨ、复合酶蛋白酶配方、酶解时间进行优
化，确定优质骨明胶的制备方法，以期解决生物酶

法制备骨明胶过程中存在的缺陷和不足，实现高档

医用骨明胶的清洁生产。

·１８３·
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１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　原料与试剂　３０～１５０目骨粉购于漯河市
五龙明胶有限公司；外切型蛋白酶（风味蛋白酶，２
万Ｕ／ｇ）购于诺维信（中国）生物技术有限公司；内
切型蛋白酶（２７０９蛋白酶，２万Ｕ／ｇ）购于无锡杰仁
生物科技有限公司。

１．１．２　仪器　搅拌器（上海析域仪器设备有限公
司）；明胶冻力测试仪（天津创兴电子设备制造有

限公司）；明胶勃式黏度测试仪（天津创兴电子设

备制造有限公司）；明胶透明度测试仪（天津创兴

电子设备制造有限公司）；ＬＣ２０ＡＤ高效液相色谱
仪（日本岛津公司）；ＴＳＫＧＥＬＧ２０００ＳＷＸＬ色谱
柱（３００ｍｍ×７．８ｍｍ，５μｍ）（上海东曹生物科技有
限公司）。

１．２　方法
１．２．１　骨粉浸酸终点 ｐＨ优化　骨粉与水按质量
比１∶５混合，搅拌至悬浮状态，将质量分数为１５％
的盐酸以缓慢滴加的方式加入骨粉悬浊液中。第

１次浸酸，ｐＨ控制在３．５～４．０，浸酸后清洗；第２
次浸酸，ｐＨ控制在３．０～３．５，浸酸后清洗；第３浸
酸ｐＨ（浸酸终点）分别控制在 ｐＨ０．５（３％ ＨＣｌ）、
１．０、１．５、２．０、２．５、３．０，测定 Ｃａ２＋残留率和明胶黏
度，优化浸酸终点ｐＨ控制。整个梯段滴滤浸酸过
程中，水温控制为２０℃。对照组亦为３次浸酸，每
次按骨粉与３％盐酸质量比１∶５混合，搅拌作用２ｈ
后清洗，再进行下一次浸酸。

１．２．２　复合蛋白酶配方优化　将骨素（浸酸脱矿
后的骨粉）按照质量比１∶２加水，调节ｐＨ１０．０，分
别加入０．２％的不同组分的复合蛋白酶（风味蛋白
酶、２７０９蛋白酶质量比分别为９∶１、８∶２、７∶３），于
２２℃酶解２２ｈ，后调节ｐＨ２．０，维持３ｈ完成灭酶。
清洗后按照质量比１∶２加水，７０℃水浴提胶３ｈ，测
定所获骨明胶的黏度、冻力、提交率。

１．２．３　酶解时间优化　将浸酸脱矿后的骨粉按照
质量比１∶２加水，调节ｐＨ１０．０，添加０．２％优化后
的最佳复合蛋白酶，于２２℃分别酶解１６、１８、２０、
２２、１４、３０、３６ｈ，后调节ｐＨ２．０，维持３ｈ完成灭酶。
清洗后按照质量比１∶２加水，７０℃水浴提胶３ｈ，
测定所获骨明胶的黏度、冻力、提交率。

１．２．４　明胶的絮凝澄清　在连续搅拌将的条件
下，将０．１％阳离子聚丙烯酰胺溶液加入至（６５±

１）℃的明胶溶液中，直至明胶溶液清澈。
１．２．５　干明胶的制备　将明胶溶液置于４℃冰
箱，待其凝固成型后，切成细条状，于 －２０℃冷冻
过夜，后将其浸没于９５％乙醇溶液中，３０ｍｉｎ后取
出拧干，转移至３０℃烘箱内干燥５～６ｈ，得到水分
小于１４％的干明胶。

提胶率＝
ｍ１
ｍ２
×１００％

ｍ１为干明胶质量；ｍ２为骨粉的总质量。
１．２．６　分析方法　１）明胶相对分子质量测定。
色谱柱ＴＳＫＧＥＬＧ２０００ＳＷＸＬ（３００ｍｍ×７．８ｍｍ，
５μｍ）；流动相为乙腈、水和三氟乙酸（１５∶８５∶０．１，
Ｖ／Ｖ）；流速０．６ｍｌ／ｍｉｎ；柱温３０℃；进样体积２０
μｌ；检测波长２２０ｎｍ。２）明胶冻力、勃式黏度、透
明度测定参照医用明胶轻工部行业标准（ＱＢ２３５４
２００５）。３）酶解中氨基酸测定［１０］。４）Ｃａ２＋残余率
的测定。分别称取一定质量的骨粉和完成梯度滴

滤浸酸的骨粉，清洗数次，按照重量１∶５加入１０％
浓盐酸，浸泡２４ｈ，按ＧＢ／Ｔ７４７６１９８７钙离子ＥＤ
ＴＡ滴定法测定溶液中Ｃａ２＋的浓度，并计算Ｃａ２＋的
残余率。

Ｃａ２＋残余率＝
ｍ１
ｍ２
×１００％

ｍ１为完成浸酸后骨粉含有的 Ｃａ
２＋的质量；ｍ２

为浸酸前骨粉含有的Ｃａ２＋的质量。

２　结果和讨论

２．１　梯度滴滤浸酸终点 ｐＨ对骨粉脱矿效果以及
明胶黏度的影响

采用骨粉替代２～５ｃｍ骨粒，结合梯度滴滤浸
酸的工艺，探讨较高ｐＨ环境下是否可以完成骨粉
的浸酸脱矿物质（Ｃａ２＋），以期减少低ｐＨ条件下对
骨粉中胶原分子的破坏，提高明胶黏度。

对照组中骨素 Ｃａ２＋残余率为４．９４％；梯度滴
滤浸酸终点 ｐＨ＜２．０时，骨素中 Ｃａ２＋残余率随浸
酸终点ｐＨ变化较小；梯度滴滤浸酸终点 ｐＨ＞２．０
时，骨素中Ｃａ２＋残余率则大幅增加。对不同ｐＨ下
浸酸获得的骨素进行酶解后提胶，浸酸终点 ｐＨ＜
２．０时，明胶黏度随浸酸终点 ｐＨ的升高而大幅提
高；浸酸终点ｐＨ＞２．０时，明胶黏度随着浸酸终点
ｐＨ的升高而差异较小。综合考虑骨粉脱矿效率及
所提明胶黏度差异，选择梯度滴滤浸酸最佳终点

ｐＨ２．０。见图１。

·２８３·
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图１　浸酸终点ｐＨ对骨粉脱矿效率及明胶黏度的影响

２．２　不同组分的复合蛋白酶对明胶质量的影响
使用外切型风味蛋白酶对骨素进行酶解，测定

酶解过程中氨基酸含量和ｐＨ值的变化。见图２。

图２　酶解过程中ｐＨ和氨基酸含量变化过程

随着酶解的进行，溶液中氨基酸总量不断增

加，当氨基酸含量达到最大值时，提胶率达到最高，

酶解液中氨基酸的含量可作为判断酶解程度的重

要依据（图２）。单纯采用风味蛋白酶酶解骨素，酶
解速度较慢，耗时较长（约７０ｈ）。同时，当酶解至
３０ｈ时，酶解液中开始滋生微生物，有异味，酶解
液 ｐＨ随之急剧下降。而通过增加风味蛋白酶的
用量并不能有效地缩短酶解时间。见图３。

图３　不同组分的复合蛋白酶对明胶提取质量的影响

风味蛋白酶中添加少量内切型２７０９蛋白酶构

成复合型蛋白酶，于 ２２℃酶解骨素 ２２ｈ。随着
２７０９蛋白酶添加比例的增加，制备的明胶冻力差
别较小，提胶率小幅降低，而明胶黏度显著降低，风

味蛋白酶与２７０９蛋白酶质量比为８∶２时所提明胶
的综合质量最佳，该条件下所提明胶的冻力和黏度

均不低于单独使用外切型风味蛋白酶时的结果，且

酶解时间由原来的７０ｈ缩短为２２ｈ。见图３。
２．３　酶解时间对明胶质量的影响

测定不同酶解时间下所提明胶的冻力、黏度、

提胶率。见表１。

表１　酶解时间对明胶质量的影响

酶解时间

／ｈ
氨基酸含量

／ｇ·Ｌ－１
冻力

／Ｂｌｏｏｍ·ｇ
黏度

／ｍＰａ·ｓ
提胶率

／％

１６ １８．５２±０．５１ ３３１±４ ６．５７±０．３１ １２．８

１８ ２０．２２±０．５６ ３３３±３ ６．４９±０．４２ １４．７

２０ ２１．０１±０．５７ ３３７±３ ６．５２±０．４７ １５．３

２２ ２１．２３±０．４９ ３３０±３ ６．４８±０．３６ １５．７

２４ ２１．３１±０．６３ ３３５±４ ６．４７±０．４９ １５．４

３０ ２２．１５±０．７１ ３２７±２ ６．０１±０．４２ １５．２

３６ ２２．７８±０．６５ ３２５±３ ５．５２±０．３３ １５．１

　　酶解２０ｈ时，明胶的冻力、黏度最佳；酶解２４
ｈ时，明胶的冻力、黏度降幅均在１％以内，差异不
大。２０ｈ时的提交率也仅比２２ｈ最高时降低２．
５％。酶解时间超过３０ｈ时，明胶的冻力、黏度及
提胶率均降低。综合考虑明胶质量及生产成本因

素，后续实验选择酶解时间为２０ｈ。
２．４　所提明胶的相对分子质量分布

经工艺优化后，所提明胶的透明度 ＞４００ｍｍ，
对其相对分子质量分布进行测定。见表２。

表２　所提明胶的相对分子质量分布

组分
相对分子质量

分布（Ｄａ／万）
保留时间

／ｍｉｎ
峰面积

／％

Ｍｉｃｒｏｇｅｌ组分 ＞３０ １１．３４２ １６．８３

Ｇａｍｍａ组分 ２０～３０ １３．０５０ ２２．７４

Ｂｅｔａ组分 １０～２０ １３．２６４ １３．００

Ａｌｐｈａ组分 ５～１０ １５．２３０ ３２．３５

亚Ａｌｐｈａ组分 ２～５ １６．５９６ ６．６７

小分子短肽 ≤２ １９．７０４ ８．０９

　　实验结果显示，所制备的明胶分子中Ａｌｐｈａ组
分占３２．３５％，为主要组分。相对分子质量＞１０万
的组分，占５２．５７％，而相对分子质量 ＜５万的亚
Ａｌｐｈａ和小分子短肽组分比例较小，仅占１４．７６％。
由此可知，该法制备明胶的过程中，复合蛋白酶没

有过度降解骨素，克服了所提明 （下转第３８７页）

·３８３·
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）

（上接第３８３页）胶相对分子质量偏低、黏度不高
的缺陷。

３　结论

外切型蛋白酶从胶原纤维肽链外端逐一切除

氨基酸，在具备较强的水解胶原纤维之间交联键能

力的同时，对胶原纤维内部纤维肽键的损伤亦较

小，可弥补内切型蛋白酶酶解速度过快而导致所提

骨明胶黏度低的难题。本文采用骨粉代替骨粒进

行梯度滴滤浸酸，能有效地将浸酸终点 ｐＨ提高至
２．０，所提骨明胶的黏度提高了９０．４％，避免了低
ｐＨ对胶原的破坏。组合使用外切型风味蛋白酶与
内切型２７０９蛋白酶酶解骨素，在可保持明胶高黏
度的条件下，有效地将酶解时间缩短为２０ｈ。最佳
工艺条件下，所提明胶的冻力３３７Ｂｌｏｏｍ·ｇ，黏度
６．５２ｍＰａ·Ｓ，提交率为１５．３％，透明度＞４００ｍｍ，
相对分子质量＞１０万的组分占５２．５７％，明胶质量
达到高档医用骨明胶国家标准，为后续生物酶法制

备高档骨明胶的工业化应用奠定基础。
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