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摘　要：本文使用碱性蛋白酶、胃蛋白酶和胰蛋白酶水解中华鳖骨和肉、壳和裙边制备中华鳖功能性肽，并对其主

要构象变化、粒度等理化性质进行分析。同时通过测定各酶解物对 MC3T3-E1 细胞增殖情况的影响对其潜在的骨

密度调节活性进行评价。结果显示，中华鳖壳和裙边干粉蛋白含量为 54.18%，骨和肉干粉蛋白质含量为 80.38%。

酶解 2 h 后，碱性蛋白酶和胰蛋白酶的酶解产物分子量集中分布于 1000 Da 以下，胃蛋白酶酶解产物分子量分布较

为均匀。酶解产物的结构以无规则卷曲为主，粒径集中分布于 20 和 200 nm 区域，说明酶解较为充分。酶解产物

中赖氨酸、缬氨酸、苯丙氨酸、亮氨酸和苏氨酸等必需氨基酸的含量较高，非必需氨基酸中甘氨酸、丙氨酸和脯

氨酸的含量相对较高。其中，胃蛋白酶酶解中华鳖骨和肉后必需氨基酸的总量达 39.81%。细胞实验结果显示，六

种酶解产物均有一定的促成骨细胞增殖活性，壳和裙边酶解物的增殖活性强于骨肉酶解物，其中胃蛋白酶酶解的

壳和裙边产物活性最强，说明中华鳖酶解产物具有潜在的骨密度调节活性。本研究对于中华鳖等产品的深加工提

供了可行性分析和理论参考。
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Abstract：Alkaline protease, pepsin and trypsin were used to hydrolyze the bones and meat, shell and skirt of Chinese soft-
shelled  turtle  to  prepare  functional  peptides,  and  their  physical  and  chemical  properties  such  as  main  conformational
changes  and  particle  size  were  analyzed.  The  potential  bone  mineral  density-regulating  activity  of  each  enzymatic
hydrolyzate was evaluated by measuring the effect on proliferation of MC3T3-E1 cells. The results showed that the protein
content of Chinese soft-shelled turtle shell and skirt dry powder was 54.18%, and the protein content of bone and meat dry
powder was 80.38%. After 2 h of enzymatic hydrolysis, the molecular weights of alkaline protease and trypsin hydrolyzed
products  were  concentrated  below  1000  Da,  and  the  molecular  weight  distribution  of  pepsin  hydrolyzed  products  was  
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relatively uniform. The structure of the enzymatic hydrolysis products was dominated by random coil, and the particle sizes
were  concentrated  in  the  20  and  200 nm regions,  indicating  that  the  enzymatic  hydrolysis  was  sufficient.  The  content  of
essential amino acids such as lysine, valine, phenylalanine, leucine and threonine in the enzymatic hydrolysis products was
relatively  high,  and  the  content  of  glycine,  alanine  and  proline  in  non-essential  amino  acids  was  relatively  high.  Among
them, the total amount of essential amino acids after enzymatic hydrolysis of Chinese soft-shelled turtle bones and meat by
pepsin  reached  39.81%.  The  results  of  cell  experiments  showed  that  the  six  enzymatic  hydrolysates  had  a  certain  pro-
osteogenic activity, and the proliferative activities of the enzymatic hydrolysates of shell and skirt were stronger than those
of bone meat, and the activity of the shell and skirt products of pepsin enzymatic hydrolysis was the best. The above data
showed  that  the  enzymatic  hydrolysate  of  Chinese  soft-shelled  turtle  had  potential  bone  density  regulation  activity.  This
research provides feasibility analysis and theoretical reference for deep processing of Chinese soft-shelled turtle products.

Key words：Chinese soft-shelled turtle；bioactive peptides；enzymolysis；physicochemical property；osteogenetic activity

 

中华鳖（Pelodiscus sinensis），又名水鱼、团鱼、

甲鱼，属于卵生两栖类爬行动物，外形似龟，背部没有

条纹，呈军绿色，是一种高蛋白、低脂肪的水产品[1]。

中华鳖的营养丰富且风味独特，经研究，中华鳖可增

强人体的免疫力，降低血糖血脂，且具有抗氧化活

性[2−5]，含多糖、维生素、牛磺酸和矿物质等，人体必

需氨基酸组成合理[6]。

中华鳖全身的利用价值极高，目前，国内对中华

鳖加工方面的研究主要有对中华鳖裙边胶原蛋白的

制备、鉴定[7]；对酶解法制备中华鳖蛋白条件的优化

及分析[8]。张丹等[9] 分析了中华鳖蛋白质含量、氨基

酸组成，并评价中华鳖氨基酸的营养价值，马梦娇

等[1] 对中华鳖腿肉蛋白的结构组成及理化性质进行

了分析，以上研究均证明了中华鳖是良好的蛋白质来

源。Li 等[2] 使用胃蛋白酶利用鳖甲制备胶原蛋白作

为哺乳动物胶原蛋白的新替代品，并对其理化性质进

行了分析，研究发现其有较高的热稳定性。

本研究以中华鳖蛋白质为原料，充分利用肌肉、

裙边、骨和鳖甲，提高了原料利用率。使用酶解法制

备多肽混合物，并研究其理化性质和促成骨细胞增殖

活性，为甲鱼蛋白的深入研究开发提供了一定的理论

基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

冷冻中华鳖　江西神农氏生态农业开发有限公

司提供；MC3T3-E1 成骨细胞　中国科学院上海细

胞库；MTT 生化试剂　美国 Sigma 公司；二甲基亚

砜　美国 Gibso 公司；碱性蛋白酶（酶活为 2×105 U/g）、
胃蛋白酶（酶活为 5×105 U/g）　北京 Solarbio 公司；

胰蛋白酶（酶活为 2.5×105 U/g）　Amresco 公司；

TEMED 生化试剂　美国 Bio-Rad 公司。

Eon 酶标仪　美国伯腾仪器有限公司；SKD-
1000 全自动凯式定氮仪　上海沛欧分析仪器有限公

司；SCIENTZ-10ND 冷冻干燥机　宁波新芝生物科

技有限公司；CF16RN 离心机　日本日立公司；LC-
10Avp 高效液相色谱　日本岛津公司；3000HSA 激

光粒度仪　英国马尔文仪器有限公司；J1500 圆二色

光谱仪　日本 JASCO 分光公司；F2700 荧光光谱仪

　日本日立公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   中华鳖的预处理　将冷冻中华鳖自然解冻。

根据处理方式的选择，便于工厂加工处理，将解冻后

的中华鳖分为骨和肉、壳和裙边两级。分级后的骨

和肉用破壁器粉碎 2 min，煮沸 15 min；分级后的壳

和裙边依据热压提取法 [10]，在电压力锅中按照

115.34 ℃，70 kPa，料液比 1:3 处理对中华鳖的壳和

裙边进行软化。处理后仍无法软化的胸骨，背甲放入

60 ℃ 烘箱烘干 4 h，粉碎，与软化的部分混合，再次

使用破壁机打碎 1 min，使原料分布均匀。 

1.2.2   中华鳖蛋白质含量的测定　将分级处理后的

中华鳖分别在冻干机中冻干成粉，采用 GB 5009.5-
2016 中的自动凯氏定氮法[11] 测定中华鳖蛋白质含量。 

1.2.3   中华鳖蛋白质的酶解　对中华鳖的肌肉、裙

边分别进行酶解，酶的最适条件如表 1 所示，料液比

为 1:3。按 5000 U/g 酶添加量解蛋白 2 h，每 5 min
记录一次 pH 变化。酶解结束后将 pH 调至 7.0，在
100 ℃ 条件下灭酶 10 min，冷却后在 10000×g 下离

心 15 min，取上清，500 Da 透析袋透析 48 h，冻干成

粉，分装后放入干燥皿，保存备用。
  

表 1    酶的最适 pH 和温度
Table 1    Optimal pH and temperature for enzymes

名称 pH 最适温度（℃）

碱性蛋白酶 10.0 50
胃蛋白酶 2.0 37
胰蛋白酶 8.5 45

  

1.2.4   排阻色谱法测定酶解产物分子量分布　通过

尺寸排阻色谱分析不同酶解条件制备的酶解产物的

分子量[12]。使用纯净水稀释样品至 5 mg/mL，0.22 μm
水系膜过滤，色谱柱型号为 TSK gel G2000SWXL，
安捷伦 1260 高效液相色谱。流动相为 45% 的乙腈，

0.1% 三氟乙酸的水溶液，将流速设置为 0.5 mL/min，
70 min，等梯度洗脱，柱温设定 25 ℃，进样量采用

10 μL，于 214 nm 处进行检测。 

1.2.5   圆二光谱法分析酶解产物构象　根据蛋白质

具有圆二色性，使用圆二色光谱仪在远紫外区对酶解

产物的构象扫描分析[13]。将多肽配制成 0.25 mg/mL

 · 82 · 食品工业科技 2022 年  8 月



的溶液，CD 光谱仪使用 0.1 cm 光程的石英池，通过

改变波长 λ，在 190~250 nm 得到样品的椭圆度。 

1.2.6   内源荧光光谱分析酶解物结构变化　将多肽

溶液浓度配制为 2  mg/mL。将激发波长设置为

290 nm，发射波长设置为 250~400 nm，激发和发射

的带宽均设定为 5 nm。使用荧光分光光度计测定不

同酶解产物样品的内置荧光光谱，用于观察活性肽内

部荧光基团的微活性进而得知多肽的结构变化[14]。 

1.2.7   动态光散射分析酶解产物粒度　采用粒度分

布仪，利用斯托克斯-爱因斯坦方程将颗粒的扩散与

粒度结合起来，从而检测出酶解产物中颗粒的粒度[15]。

在酶解产物中加入 10 mmol/L 碳酸缓冲液（pH7.0），
将样品溶液稀释至 2 mg/mL，0.22 μm 水系膜过滤，

取 1.2 mL 样品进行测定。 

1.2.8   酶解产物的氨基酸分析　用 0.02 mol/L HCl
将样品稀释至 10 mg/mL，按体积比 1:1 加丙酮，混

匀。10000×g，10 min 离心后取 1 mL 上清，旋蒸后

用 0.02 mol/L HCl 复溶，用于游离氨基酸测定。取

10 mg 样品于安培瓶中，加 3 mL 6 mol/L 盐酸，放入

110 ℃ 烘箱水解 22 h。取出 1 mL 水解后的样品，旋

蒸，蒸干后用 0.02 mol/L 盐酸复溶，稀释 20 倍，用于

总氨基酸测定。使用氨基酸分析仪对游离氨基酸和

总氨基酸进行测定[16]。 

1.2.9   MTT 法测定酶解产物促成骨细胞增殖活性　

MTT 法测定中华鳖多肽对 MC3T3-E1 前成骨细胞

的增殖情况[17−18]。将原代细胞传代三次备用。在添

加了 1% 的双抗的 α-MEM 培养基中加入 10% 体积

分数的胎牛血清（FBS）作为细胞培养基。首先，于

96 孔板中以密度为 10000 个/孔对细胞进行接种，培

养箱环境为 5% CO2，37 ℃；培养 24 h 后，空白对照

组更换新鲜的完全培养基，实验组分别加入浓度为

1、10 和 100 μg/mL 的酶解产物（完全培养基配制），

继续培养 24、48 和 72 h。培养结束后，每孔细胞中

加入 10 μL 四甲基偶氮唑蓝（MTT）溶液（浓度为

5 mg/mL，PBS 溶解），继续培养 4 h。吸出培养基，避

光加入 150 μL 二甲基亚砜（DMSO），置于摇床摇动

15 min。使用酶标仪在 490 nm 处测吸光度值。计

算每个孔中 MC3T3-E1 细胞的活力作为活细胞的百

分比。 

1.3　数据处理

所有实验数据均通过 Excel 2016 进行统计分

析。Origin 2021 进行图形绘制。凯式定氮法测量

中华鳖蛋白质含量，促成骨细胞增殖实验有 3 组

平行。 

2　结果与分析 

2.1　中华鳖不同部位蛋白质含量

将中华鳖壳和裙边、骨和肉两部分分别进行匀

浆后获得的提取物经冷冻干燥获得干粉。经凯式定

氮法测得中华鳖壳和裙边干粉蛋白含量为 54.18%，

骨和肉干粉蛋白质含量为 80.38%。 

2.2　中华鳖不同部位蛋白质酶解过程中 pH 的变化规律

图 1~图 3 分别显示了碱性蛋白酶、胃蛋白酶、
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图 1    碱性蛋白酶酶解中华鳖不同部位过程中 pH 随
时间的变化情况

Fig.1    Changes in pH with time during enzymatic hydrolysis of
different parts of the Chinese soft-shelled turtle by alkaline

protease
注：A：碱性蛋白酶酶解骨和肉；B：碱性蛋白酶酶解壳和裙边。
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图 2    胃蛋白酶酶解中华鳖不同部位过程中 pH 随
时间的变化情况

Fig.2    Changes in pH with time during enzymatic hydrolysis of
different parts of the Chinese soft-shelled turtle by pepsin

注：A：胃蛋白酶酶解骨和肉；B：胃蛋白酶酶解壳和裙边。
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胰蛋白酶酶解骨和肉、壳和裙边的 pH 变化，以及酶

解程度[19]。由图 1 可知，酶解的前 5~10 min，由于酶

切位点较多，酶解速率较快，pH 变化幅度较大，10 min
后水解速率逐渐降低，100 min 后酶解速率逐渐降为

0，曲线不再变化，碱性蛋白酶酶解骨和肉、壳和裙边

的 pH 分别稳定在 7.17 和 7.26；胃蛋白酶酶解骨和

肉、壳和裙边的 pH 分别稳定在 2.70 和 3.30（图 2）；
胰蛋白酶酶解骨和肉、壳和裙边的 pH 稳定在 6.83
和 7.17（图 3）。碱性蛋白酶酶解效率较好，pH 变化

幅度较大，胰蛋白酶在 20 min 后酶解速率逐渐降低；

而碱性蛋白酶、胃蛋白酶在 50 min 后酶解速率逐渐

保持不变。三种酶酶解壳和裙边时，pH 均在前 10 min
内具有较大的变化幅度，推测壳和裙边中的部分蛋白

经过热压提取法处理后，具有更高的溶解性，与酶的

结合更加敏感[20]，也有文献指出在酶解草鳖时，pH 对

酶解度有一定的影响[21]。 

2.3　酶解产物分子量分布规律

酶解中华鳖蛋白的分子量分布如图 4 所示。对

于骨和肉、壳和裙边来说，经胰蛋白酶解后，分子量

大于 10000 Da 的比例分别为 0.77%、0.09%，小于

1000 Da 的比例分别为 76.02% 和 76.88%。碱性蛋

白酶酶解后，分子量大于 10000 Da 的比例分别为

0.19%、0.43%，小于 1000 Da 的比例分别为 68.93%
和 77.27%。胃蛋白酶酶解后，分子量大于 10000 Da
的比例分别为 19.27% 和 35.05%，其中小于 1000 Da
的比例分别为 47.33% 和 44.57%。

酶解壳和裙边得到的产物中分子量大于 10000 Da

和小于 1000 Da 的比例略大于骨和肉。碱性蛋白酶

和胰蛋白酶的酶解产物分子量集中分布于 1000 Da
以下，胃蛋白酶酶解产物中分子量分布较为均匀。说

明 pH、酶的种类和温度对酶解产物的分子量存在一

定影响。小于 1000 Da 的肽更容易被吸收利用，从

这个角度出发，碱性蛋白酶和胰蛋白酶酶解产物中易

被人体吸收的部分更多。 

2.4　酶解产物中肽的二级结构变化规律

远紫外区圆二色光谱分析结果显示（图 5），六种

肽混合物在 200 nm 左右均有一个负峰，说明各酶解

产物的二级结构均以无规则卷曲为主。通过对圆二

色光谱的峰谱进行指认发现各酶解物中还存在一定

的 β 折叠和 β 转角结构，且两者占比均为 27% 和

9% 左右，不同的酶解条件并未造成酶解物二级结构
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图 3    胰蛋白酶酶解中华鳖不同部位过程中 pH 随
时间的变化情况

Fig.3    Changes in pH with time during enzymatic hydrolysis of
different parts of the Chinese soft-shelled turtle by trypsin

注：A：胰蛋白酶酶解骨和肉；B：胰蛋白酶酶解壳和裙边。
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的显著变化。β 折叠与水解产物二级结构的展开程

度有关，氢键是维持 β 折叠结构的作用力，在多肽结

构中起关键作用，研究表明，蛋白质的 β 折叠与其凝

胶性和持水性呈正相关[22−23]，该结果表明中华鳖酶解

产物可能具有较好的凝胶性和持水性。 

2.5　酶解产物分子表面荧光变化规律

蛋白质的内源荧光性主要由芳香族氨基酸决

定，其中色氨酸残基为最主要的发色基团。酶解过程

中多肽色氨酸残基的荧光强度因酶解环境的 pH、温

度、酶种类以及酶解部位的变化而改变[24]，通过蛋白

自身所含有的内源荧光性色氨酸的特征峰峰谱位置，

可以表征蛋白内部结构的松散程度，进而可以分析蛋

白的三级结构。

如图 6 所示，胰蛋白酶处理的壳和裙边制备的

肽荧光强度最高，胰蛋白酶处理的骨和肉次之。然

而，碱性蛋白酶处理壳和裙边制备的肽荧光强度最

低。这些结果表明，对于酶解制备的肽，碱性蛋白酶

效果和其他酶效果相比，多肽的展开程度较大，色氨

酸暴露发生淬灭反应，导致荧光强度降低。
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图 6    内源荧光光谱分析结果
Fig.6    Analysis results of endogenous fluorescence

spectroscopy
 

从图中可以看出，不同酶解条件下的酶解产物

中，峰出现的位置均在 293 nm 附近，表示微环境中

色氨酸疏水性强弱并无明显变化，酶解产物的高级结

构之间并无明显差别[25]。 

2.6　动态光散射分析结果

由图 7 可知，每种酶解产物内显示有两种峰，集

中分布于 20 和 200 nm 区域内，原因是酶解后蛋白

质的分子结构发生改变，酶解产物的分子重新凝集，

形成小的粒度分布区域[26]。

不同酶解条件制备的肽有不同的粒径分布情

况。胰蛋白酶处理壳和裙边、骨和肉制备的酶解产

物粒径较大，碱性蛋白酶、胃蛋白酶制备的酶解产物

粒径较小。谢雯雯等[27] 研究发现，蛋白酶解混合物

的粒径对于钙的吸收率有一定的影响，推测是由于随

着粒径减小，与受体的接触面积增大，加强了钙的吸

收。由此推测，碱性蛋白酶和胃蛋白酶制备的酶解产

物可能相较于其他酶解物更能促进钙的吸收。 

2.7　酶解产物的总氨基酸分析

由表 2 可知，在六种酶解产物中，胃蛋白酶酶

解中华鳖骨和肉的总氨基酸含量最高，达到

945.10 mg/g，其中必需氨基酸的总量占 39.81%；胃

蛋白酶酶解壳和裙边的总氨基酸含量最低，仅有

139.52 mg/g，但必需氨基酸比例仍有 29.89%。胰蛋

白酶酶解骨和肉、壳和裙边的必需氨基酸占比分别

为 33.2% 和 23.82%。碱性蛋白酶酶解骨和肉、壳和

裙边的必需氨基酸占比分别为 21.49% 和 30.9%。

不同酶解产物中总氨基酸发生差别的原因是酶解后

将溶液 pH 调至 7，离心取上清液，经透析，冻干两

步，部分氨基酸被除去。对三种酶解产物的总氨基酸

分析发现，必需氨基酸中赖氨酸、缬氨酸、苯丙氨

酸、亮氨酸、苏氨酸含量较高，非必需氨基酸中甘氨

酸、丙氨酸、脯氨酸的含量较高。胶原蛋白中甘氨

酸、脯氨酸、丙氨酸为主要氨基酸[28]，在骨中起到保

护作用，因此也与骨质疏松的发生密切相关[29]，有文献

证明牦牛骨胶原蛋白肽可以显著促成骨细胞增殖[30]，

说明中华鳖酶解产物具有预防骨质疏松的潜力。

同时酶解产物中天冬氨酸和谷氨酸含量也较

高，天冬氨酸为鸟氨酸循环的重要代谢产物，可降低

血液中氮和 CO2 的量，从而消除疲劳。谷氨酸则主

要用于制造化学调味料、香料、生物化学试剂等[31]，

说明中华鳖酶解产物在食品领域及医疗领域都有潜

在的应用前景。 

2.8　酶解产物的游离氨基酸分析

由表 3 可知，经过 2 h 水解后，碱性蛋白酶水解

壳和裙边制备的功能性肽中游离氨基酸如苯丙氨酸

含量较高；水解骨和肉制备的活性肽中酪氨酸和苯丙

氨酸含量较高。胰蛋白酶的水解产物和胃蛋白酶处

理骨和肉后苯丙氨酸含量较高。胃蛋白酶水解壳和

裙边后均没有发现较高的游离氨基酸。出现上述现

象的原因主要是不同酶的酶切位点不同以及不同部

位氨基酸的含量差异。在六种酶解产物中，均未检测

出色氨酸和脯氨酸，可能原因是酶解物中这两种氨基

酸含量较低，未检测到。主要风味物质中，苦味物质

要多于甜味和香味物质，其中，碱性蛋白酶的酶解产

物中苦味氨基酸要多于胰蛋白酶和胃蛋白酶，可能是

由于酶切位点不同，从而导致碱性蛋白酶的酶解物中

苦味氨基酸数量更多。 
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Fig.7    Dynamic light scattering analysis results
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表 2    中华鳖蛋白酶解物的总氨基酸含量

Table 2    Total amino acid content of enzymatic hydrolysate of Chinese soft-shelled turtle  protein

氨基酸种类 氨基酸含量（mg/g酶解物）

必需氨基酸 非必需氨基酸
壳和裙边 骨和肉

胰蛋白酶 胃蛋白酶 碱性蛋白酶 胰蛋白酶 胃蛋白酶 碱性蛋白酶

苏氨酸 26.49 3.68 36.18 34.21 31.76 26.10
半胱氨酸 0.00 0.00 0.00 0.00 85.79 0.00
赖氨酸 25.61 4.38 37.73 45.52 57.21 24.90
蛋氨酸 0.00 0.00 2.14 2.65 0.00 4.40

苯丙氨酸 34.71 9.78 42.64 40.41 54.35 28.76
异亮氨酸 9.76 1.00 15.61 15.66 13.81 9.53
亮氨酸 20.73 2.16 33.48 30.92 27.93 19.40
组氨酸 10.53 1.62 15.15 16.72 21.73 9.37
色氨酸 — — — — — —
酪氨酸 28.31 10.78 49.02 47.65 54.72 19.36
缬氨酸 30.06 6.89 32.55 30.81 28.98 30.45

丝氨酸 42.31 6.22 45.20 39.73 44.66 42.39
精氨酸 48.78 7.99 40.80 57.49 61.49 73.75

天冬氨酸 67.85 11.98 90.88 78.12 98.00 61.37
甘氨酸 142.82 23.61 103.17 90.06 130.70 156.78
谷氨酸 102.14 17.52 146.88 127.03 145.70 98.51
丙氨酸 95.22 15.78 88.94 78.63 0.00 97.61
脯氨酸 96.53 16.11 75.30 61.15 88.25 98.81

必需氨基酸总值 186.20 40.30 264.51 264.55 376.29 172.27
非必需氨基酸总值 595.66 99.22 591.15 532.22 568.81 629.22

注：“—”表示未检出，表3同。

 

表 3    中华鳖蛋白的酶解物游离氨基酸含量

Table 3    Free amino acid content of enzymatic hydrolysate of Chinese soft-shelled turtle protein

氨基酸种类 氨基酸含量（mg/g酶解物）

必需氨基酸 非必需氨基酸
壳和裙边 骨和肉

胰蛋白酶 胃蛋白酶 碱性蛋白酶 胰蛋白酶 胃蛋白酶 碱性蛋白酶

苏氨酸 0.00 0.15 0.00 0.00 0.26 0.44
半胱氨酸 0.18 0.16 0.24 0.00 0.30 0.88
赖氨酸 0.90 0.07 1.63 1.35 1.69 2.03
蛋氨酸 0.42 0.00 0.00 0.59 0.00 0.82

苯丙氨酸 5.25 1.80 10.31 5.83 8.05 10.18
异亮氨酸 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
亮氨酸 0.03 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00
组氨酸 0.00 0.02 1.85 0.00 0.01 0.92
色氨酸 — — — — — —
酪氨酸 1.22 0.11 1.85 1.14 1.69 23.49
缬氨酸 1.08 0.19 0.93 0.58 0.37 0.63

丝氨酸 0.46 0.16 0.00 0.57 0.19 0.00
精氨酸 0.00 0.00 0.00 0.46 0.00 0.08

天冬氨酸 1.01 0.17 0.58 1.26 0.41 0.74
甘氨酸 0.02 0.01 0.00 0.04 0.06 0.01
谷氨酸 1.21 0.27 0.81 1.17 0.39 0.62
丙氨酸 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00
脯氨酸 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

总游离氨基酸 11.78 3.13 18.22 13.07 13.40 40.83
苦味氨基酸 6.78 2.02 13.12 6.99 8.43 12.55
香味氨基酸 2.21 0.44 1.39 2.42 0.79 1.36
甜味氨基酸 0.49 0.32 0.00 0.71 0.50 0.45
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2.9　成骨细胞增殖活性

由图 8 可知，使用三种不同酶酶解甲鱼骨肉、壳

和裙边得到的六种酶解产物在 1~100 μg/mL 下对

MC3T3-E1 细胞无毒副作用。酶解产物作用于细胞

24 h 时，中华鳖壳和裙边的酶解物、碱性蛋白酶酶解

骨和肉的酶解产物在 100 μg/mL 下对成骨细胞均有

一定的促增殖活性，胰蛋白酶和胃蛋白酶酶解壳和裙

边的酶解产物在 10 μg/mL 下对成骨细胞有一定的

促增殖活性，与空白对照组相比，有显著性差异（P<
0.05）。作用时间达到 48、72 h 后，该促增殖活性也

变得更加显著（P<0.05）。干预至 48 h 时，除胃蛋白

酶酶解的骨肉酶解产物外，其他酶解物在 100 μg/mL
下均能显著促进成骨细胞增殖（P<0.05）。培养至

72 h 后，中华鳖不同酶酶解物均显示出显著的促成

骨细胞增殖活性（P<0.05）。其中，中华鳖壳的酶解物

活性均优于骨肉部分的，且胃蛋白酶酶解肽的促成骨

细胞增殖活性略优于胰蛋白酶和碱性蛋白酶的酶解

物。总的来说，中华鳖各酶解物均具有一定的促骨细

胞增殖活性，有潜在的骨密度调节活性[32]。 

3　结论
本研究测定的中华鳖壳和裙边干粉蛋白含量为

54.18%，骨和肉干粉蛋白质含量为 80.38%。经胰蛋

白酶，碱性蛋白酶酶解后产物分子量分布集中于

1000 Da 以下，更适合人体吸收，经过胃蛋白酶酶解

后产物分子量分布较为均匀，中华鳖骨和肉的酶解产

物中必需氨基酸总量达到 39.81%，显示了中华鳖蛋

白酶解物的营养特性。三种酶解产物中甘氨酸、脯

氨酸、丙氨酸含量较高。同时，由壳和裙边制备的酶

解产物在 100 μg/mL 浓度时能显著促进成骨细胞增

殖（P<0.05），提示其具有潜在的骨密度调节活性。本

研究从实际应用出发，为工厂精深加工中华鳖以及中华

鳖增强骨密度肽的深入研发提供了一定的理论依据。
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图 8    24、48、72 h 后三种浓度下不同酶解产物成
骨细胞存活率

Fig.8    The survival rate of osteoblasts from different enzymatic
hydrolysis products at three concentrations after 24, 48, 72 h

注：A：24 h；B：48 h；C：72 h；Control：空白对照组；*代表与空
白对照组相比，显著差异，P<0.05。
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