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摘  要：为充分开发利用驴骨资源，开发一种酶解驴骨蛋白从而得到驴骨胶原蛋白肽的方法，考察该

酶解肽与亚铁离子的螯合能力，并将其产物进行表征。以亚铁离子螯合率为考察指标，筛选最优酶种

类，通过单因素实验和考虑交互作用的正交实验优化确定驴骨的最佳酶解条件。结果表明，驴骨的最

佳预处理条件为 121 ℃蒸煮 30 min，木瓜蛋白酶为最佳酶，优化过后的酶水解工艺参数为温度 50 ℃、

pH 7.0、酶底比 1 000 U/mL、时间 3 h，此时驴骨胶原肽和亚铁离子的螯合率为 38.40%，可得到微观

结构为片状的螯合产物。木瓜蛋白酶酶解驴骨蛋白可以制备有螯合亚铁离子能力的驴骨胶原肽，具有

促铁吸收的潜力，对开发驴骨胶原肽相关产品具有科学参考作用。 
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Optimization of Enzymatic Hydrolysis Conditions and Micromorphology of Bone 
Collagen Peptides from Donkey with Iron Chelating Ability  
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Abstract: In order to make full use of donkey bone resources, a method was developed to hydrolyze donkey 

bone with protease to obtain donkey bone collagen peptide. The chelating ability of the enzymatic peptide 

with ferrous ions was investigated and its product was characterized. Using the ferrous ion chelation rate as 

the investigation index, the optimal enzyme species was screened, and the optimal enzymatic hydrolysis 

conditions of donkey bone were determined by single factor experiment and orthogonal experiment 

considering interaction. The results showed that the optimal pretreatment conditions for donkey bone were 

cooking at 121 ℃ for 30 min, papain was the optimal enzyme, and the optimized enzymatic hydrolysis 

process parameters were as follows: temperature of 50 ℃, pH of 7.0, enzyme-substrate ratio of 1 000 U/mL, 
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time of 3 h, the chelation rate of donkey collagen peptide and ferrous ion was 38.40%, and the chelating 

product with sheet microstructure can be obtained. Papain enzymatic hydrolysis of donkey bone protein can 

prepare donkey bone collagen peptide with the ability to chelate ferrous ions, promoting iron absorption, and 

guiding the development of donkey bone collagen peptide related products.  

Key words: donkey bone peptide; papain; orthogonal method; enzymolysis; chelation rate; microstructure 

   

驴产业是我国名优新特产业，正处于发展的

重要战略机遇期，逐渐向肉用、药用、保健及生

物制品开发等多用途的“活体经济”转变[1]。驴

的众多副产品中，驴骨性平、味甘，入脾、肝、

肾经，具有滋阴补肾，强筋壮骨的功效[2]。驴骨

不仅含有丰富的钙质，还含有骨蛋白、骨多肽、

骨多糖，以及磷、镁、锰、锌、铜等骨生长必需

的全骨营养素[3]。其中驴骨胶原多肽在食品、化

妆品行业都具有较大的应用前景。在目前国内消

费市场上，大多数驴骨胶原多肽的开发利用以补

充胶原蛋白和钙质为主要方向，制备生产相应的

驴骨胶原钙片、驴骨胶原肽粉等[4-5]，鲜有研究关

注驴骨胶原特征氨基酸对其他微量元素的潜在作用。 

铁是人体必需的微量元素之一，影响人体各

代谢通路，铁摄入不足或吸收受到抑制时会发生

缺铁性贫血（iron deficiency anemia，IDA），出现

疲劳、虚弱等临床症状[6-7]。针对缺铁的主要饮食

策略是补充与强化[8]。在各类补铁剂中，多肽铁

螯合物可通过肽转运体系被机体吸收，因其较高

的生物利用度与较低的副作用成为当前研究开发

的热点[9]。曹丛丛[10]的研究表明，阿胶在消化过

程中产生的活性肽能够与铁离子螯合，形成的螯

合物可有效促进铁离子的吸收，具备潜在的补血

活性。进一步动物试验研究证明，这一螯合物可

以提高铁的生物利用率并改善机体铁稳态，有效

改善 IDA[11]，同时改善 IDA 小鼠的肠道炎症，缓

减 IDA引起的肠道菌群失调[12]。另外，研究发现[13]，

驴骨胶和驴皮胶的胶原蛋白基本相同，同宗同源，

但具体氨基酸含量有所差异，驴骨胶总蛋白含量

高，为 75.3%，对比驴皮胶为 75.1%，与补血、

免疫调节相关的氨基酸（甘氨酸、脯氨酸、赖氨

酸、丙氨酸）含量更高。 

基于前期研究，我们推测驴骨胶原肽是一种

潜在的活性成分，与驴皮胶类似，具有螯合保护

亚铁离子、促进亚铁离子吸收的作用。因此，本

研究采用酶解法制备驴骨胶原肽，并采用正交法

优化酶解条件，探究其与亚铁离子的螯合能力，

以期为后续探究驴骨胶原肽的潜在补血活性奠定

基础，为开发驴骨胶原肽相关产品提供科学参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

剔肉驴骨段：市场购置；胰蛋白酶（1∶250）、

木瓜蛋白酶（≥800 U/mg）、碱性蛋白酶（≥200 

U/mg）、复合蛋白酶（≥120 U/mg）、风味蛋白酶

（≥20 U/mg）：阿拉丁生物科技有限公司；浓盐

酸、石油醚、氢氧化钠、乙二胺四乙酸二钠、冰

醋酸、抗坏血酸、七水合硫酸亚铁(FeSO4·7H2O)、

邻菲罗啉、无水乙醇等试剂均为分析纯：国药化

学试剂有限公司；BCA 试剂盒：翌圣生物科技（上

海）股份有限公司。 

1.2  仪器与设备 

破骨机：河北德科机械科技有限公司；KJ-300

超声波发生器：无锡市科洁超声电子设备有限公

司；高压灭菌锅：致微（厦门）仪器有限公司；

Centrifuge 5430R 台式高速冷冻离心机：德国

Eppendorf 公司；HH-3A 恒温水浴锅：常州国华

电器有限公司；ST3100 pH 计：常州奥豪斯仪器

有限公司；Epoch 酶标仪：美国 Biotek 公司；

SCIENTZ-10N 冷冻干燥机：宁波新芝生物股份有

限公司；冷场发射扫描电子显微镜：日本株式会

社日立高新技术公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  驴骨粉的制备 

取解冻后的驴骨段，去除骨髓，并浸入 5%（w/v）

NaOH 溶液中 1 h，且骨与溶液之比为 1∶2（w/v）。

浸泡完毕后，用去离子水反复洗涤 3 次并除去附
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着于骨段的肉，待骨段晾干至恒重后称量。将骨

段与沸程为 60~90 ℃的石油醚以 1∶2（w/v）的

比例混合，每 2 h 更换溶剂并去除油脂。油脂去

除后，用去离子水洗涤骨段 3 次并在干燥器中晾

至骨段表面无明显水分残留后，使用 0.5 mol/L

盐酸溶液以 1∶10 料液比对骨段进行脱钙处理，

每三天更换一次盐酸，共更换三次。将脱脂、脱

钙后的骨段使用粉碎机粉碎，放入烘箱中，在 37 ℃

下烘干至恒重并称量。驴骨粉避光保存于干燥器中。 

1.3.2  驴骨蛋白酶解预处理 

为了提高酶解效率，需要对蛋白质作变性预

处理，该研究采用热处理法。烘干后的驴骨粉与

蒸馏水以 1∶20 的比例进行混合，在没有酶参与

的条件下，于 121 ℃的高压灭菌锅中，对其进行

加热预处理。分别处理 0、10、20、30、40 min。

随后离心，取上清液使用 BCA 法测蛋白浓度，

以确定最佳热处理时间。 

1.3.3  驴骨酶解液的制备 

取适量高温蒸煮过的驴骨液于 4 ℃，6 000 r/min

下离心 20 min，取上清液 20 mL 于 50 mL 离心管

中，添加相应量的蛋白酶，并调节温度和 pH 值，

酶解相应时间后高温灭酶，冷却至室温后，于 4 ℃，

4 000 r/min 离心 20 min 得到上清液，用 0.45 μm

水系微孔滤膜过滤得到滤液，即驴骨酶解液。 

1.3.4  驴骨胶原肽铁螯合物的制备 

取 2 mL 驴骨酶解液放入离心管中，空白组

取 2 mL 同等条件下保温的驴骨原液，调节 pH 至

5.5，加入 1 mL 乙酸钠缓冲溶液，为防止 Fe2+被

氧化，加入 200 μL 抗坏血酸溶液（20 mg/mL），

然后加入 1 mL FeSO4·7H2O 溶液（100 μg/mL），

于恒温振荡器中保持 37 ℃螯合 30 min。 

1.3.5  螯合率的测定 

参考曹丛丛 [10]邻菲罗琳比色法测亚铁离子

含量的方法并稍作改进。 

1.3.5.1  标 准 曲 线 的 绘 制   配 制 10 μg/mL 

FeSO4·7H2O 溶液，分别取 0、0.2、0.4、0.8、1.2、

1.6、2.0、3.0 mL 于 10 mL 离心管中，加水稀释

至 6 mL，而后依次加入 20 mg/mL 抗坏血酸 0.2 mL，

乙酸钠缓冲液 1 mL，0.5%邻菲罗啉 0.4 mL，混

匀，加水稀释至 10 mL。静置反应 15 min，吸取

200 μL 至 96 孔板中，用酶标仪测定在 510 nm 波

长下的吸光值。以吸光度值作为纵坐标，Fe2+浓

度作为横坐标，绘制 Fe2+浓度标准曲线，并计算

线性回归方程，得到回归方程 y=0.102 8x–0.006 

3，R²=1。 

1.3.5.2  样品铁螯合率的测定  取螯合完成的样

品，加入 400 μL 邻菲罗琳溶液，用去离子水定容

至 10 mL，混合，静置 15 min，测定在 510 nm 波

长下的吸光值。根据标准曲线与样品吸光值计算

样品在体系中的浓度。 

螯合率计算公式为： 

 

1 2

1

100%
C Cx

C


 
 

（1） 

式中：X 为螯合率；C1 为空白阿胶体系中的

游离亚铁离子浓度；C2 为样品体系中的游离亚铁

离子浓度。 

1.3.6  最适蛋白酶筛选 

取适量高温蒸煮过的驴骨液于 4 ℃，6 000 r/min

下离心 20 min，取上清液 20 mL 于 50 mL 离心管

中，分别添加等酶活的复合蛋白酶、木瓜蛋白酶、

碱性蛋白酶、风味蛋白酶、胰蛋白酶，在各自最

佳酶解温度和 pH 值下，酶解 3 h 后，制备驴骨胶

原肽铁螯合物并测定驴骨肽与亚铁离子螯合率，

以螯合率为主要指标，得到酶解效果最好的蛋白

酶。各蛋白酶的最适温度、pH 见表 1。 

 
表 1  各蛋白酶的最适温度、pH 

Table 1  Optimum temperature and pH of each protease 

酶的种类 最适温度/℃ pH 

复合蛋白酶 50 7.0 

木瓜蛋白酶 45 6.5 

碱性蛋白酶 45 9.0 

风味蛋白酶 50 7.0 

胰蛋白酶 55 8.0 

 

1.3.7  最佳蛋白酶单因素酶解实验 

确定最佳蛋白酶后，选取酶底比、酶解 pH、

酶解温度、酶解时间四个因素对进行考察。 

1.3.7.1  酶底比对螯合率的影响  固定反应条件

酶解时间 3 h、温度 50 ℃、pH=7.0，设定酶底比

为 750、1 000、1 250、1 500、1 750 U/mL，以亚

铁离子螯合率为主要考察指标，酶解制备驴骨胶
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原蛋白肽，与亚铁离子进行螯合，探究酶底比对

螯合率的影响。 

1.3.7.2  酶解 pH 对螯合率的影响  固定反应条

件酶解时间 3 h、温度 50 ℃、酶底比为 1 250 U/mL，

设定酶解 pH 为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0，以亚铁

离子螯合率为主要考察指标，酶解制备驴骨胶原

蛋白肽，与亚铁离子进行螯合，探究酶底比对螯

合率的影响。 

1.3.7.3  酶解温度对螯合率的影响  固定反应条

件酶解时间3 h、酶解pH 7.0、酶底比为1 250 U/mL，

设定酶解温度为 30、40、50、60、70 ℃，以亚

铁离子螯合率为主要考察指标，酶解制备驴骨胶

原蛋白肽，与亚铁离子进行螯合，探究酶底比对

螯合率的影响。 

1.3.7.4  酶解时间对螯合率的影响  固定反应条

件酶解温度 50 ℃、酶解 pH 7.0、酶底比为 1 250 

U/mL，设定酶解时间为 1、2、3、4、5 h，以亚

铁离子螯合率为主要考察指标，酶解制备驴骨胶

原蛋白肽，与亚铁离子进行螯合，探究酶底比对

螯合率的影响。 

1.3.8  正交法优化酶解条件 

根据单因素实验结果，考虑交互作用的影响，

设计四因素三水平的正交实验，选用 L27（313）

正交表进行相应的正交实验，计算每次实验驴骨

胶原肽和亚铁离子的螯合率，设计如表 2。 

 
表 2  螯合正交因素水平表 

Table 2  Chelate orthogonal factor level table 

水平 A 酶底比/（U/mL） B 时间/h C 温度/℃ D pH

1 1 000 3 30 7 

2 1 250 4 40 8 

3 1 500 5 50 9 

 
1.3.9  螯合产物形态与微观结构表征 

将最优配方得到的螯合产物冷冻干燥后放置

阴凉、密闭环境下储存。拍照记录产物形态；采

用冷场发射扫描电子显微镜（FESEM）扫描，分

别放大 1 000 倍、5 000 倍观察其微观结构。 

1.4  数据分析 

实验数据用 Graphpad Prism 8.0 软件进行数

据处理以及作图，正交法优化采用 SPSS 26.0，数

据为 3 次实验的平均值。显著性分析采用单因素

方差分析，Duncan 多重比较检验，以 P<0.05 表

示为差异显著，用小写字母 a、b、c、d 表示差异。 

2  结果与分析 

2.1  驴骨蛋白酶解预处理时间的确定 

高温蒸煮可使驴骨中的蛋白溶出，这可能是

由于骨蛋白受热变性，内部非极性基团暴露到分

子表面，增强了骨蛋白的水溶性[14]。同时，热预

处理会导致分子间和分子内的重排，暴露隐藏的

裂解位点，增加水解部位，利于酶解[15]。 

由图 1 可知，随着预处理时间的延长，酶解

驴骨蛋白的蛋白浓度逐渐增高，在 121 ℃下高温

加热 30 min 时蛋白浓度达到最高。超过该时间，

蛋白浓度逐渐下降，原因可能为高温加热时间过

长使大多数蛋白质发生变性，其分子内部和分子

间发生聚合，形成了不溶解的产物。张永秀等[16]

以牛骨粉为原料，发现经 121 ℃，30 min 的加热

预处理能显著提高蛋白质水解度和氮溶出率，与

本实验结果类似，说明蛋白质在不同变性程度时

对水解度影响很大，变性程度过高反而不利于水

解。因此确定驴骨蛋白酶解预处理条件为在 121 ℃

下高温加热 30 min。 

 

 
 

图 1  不同预处理时间的蛋白液吸光度和蛋白浓度 

Fig.1  Absorbance and protein concentration of protein 
solution at different pretreatment times 

 

2.2  最适蛋白酶筛选 

酶解是制备降血压肽、抗氧化肽、免疫肽等

生物活性肽的有效方法。酶解可以改善食品的功

能特性，而不影响其营养价值[17]。由于酶的不同

切割特异性，选择合适的蛋白水解酶至关重要，
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这会影响蛋白肽的释放量[18]。由图 2 可知，5 种

不同的食品级蛋白酶在各自最适反应条件下反

应，保持酶活相同，对驴骨蛋白的水解能力不同，

酶解后的产物多肽与铁的螯合率也不同。酶解得

到的驴骨胶原肽与铁螯合能力为：木瓜蛋白酶＞

胰蛋白酶＞碱性蛋白酶＞风味蛋白酶＞复合蛋白

酶。木瓜蛋白酶为含疏基肽链内切酶，能适当降

解结缔组织、胶原蛋白及弹性蛋白，其酶解 pH

范围为 5~11，在酸性、中性、碱性环境下均能分

解蛋白[19]，跨度较大，利于设变量梯度。结合酶

解效果，选择木瓜蛋白酶进行下一步实验。 

 

 
 

图 2  不同蛋白酶酶解效果比较 

Fig.2  Comparison of enzymatic hydrolysis effects  
of different proteases 

注：用不同小写字母表示有显著性差异（P<0.05）， 

下面的图片用同样方法标注。 

Note: Different lower-case letters showed statistical significance  
(P<0.05). The following figures are marked in the same way. 

 

2.3  木瓜蛋白酶酶解条件优化 

2.3.1  酶底比对螯合率的影响 

不同酶底比对铁螯合率的影响如图 3 所示。

由图可知，酶底比在 750~1 000 U/mL 的范围内，

螯合率随着酶添加量的增多几乎不变，无显著差

异（P>0.05），在 1 250 U/mL 时螯合率出现最大

值，显著高于其他组螯合率水平（P＜0.05），而后螯

合率不断下降。这可能是由于酶底比小于 1 000 U/mL

时，酶与底物接触点较少，水解出的多肽含量低，

螯合位点少[20]。随着加酶量不断增加，多肽含量

增加，螯合位点增加，但是当加酶量达到饱和之

后, 酶会继续水解小分子蛋白质及多肽，蛋白质

水解会更加彻底，从而导致多肽含量的降低，螯

合位点减少[21]，故最适酶底比为 1 250 U/mL。 

 
 

图 3  不同酶底比对螯合率的影响 

Fig.3  Effect of different enzyme substrate ratios  
on chelation rate 

 

2.3.2  酶解时间对螯合率的影响 

不同酶解时间对螯合率的影响如图 4 所示。

在酶解时间为 1~3 h 的范围内，铁螯合率基本不

变，无显著差异（P>0.05），在 4 h 时铁螯合率最

大，显著高于其他组（P<0.05），4 h 后铁螯合率

逐渐降低。其原因可能在于反应初期，底物质量

浓度较高，蛋白酶与底物蛋白有充足的位点相互

结合，暴露出较多的酶切位点，有利于蛋白酶进

行酶切，从而产生多肽，提供了大量的螯合位点[22]。

此外酶切位点的暴露需要时间，但是当酶解时间

过长时，多肽进一步被水解成氨基酸，多肽产率

降低，螯合位点减少。同时，随着酶解时间的增

加，底物特异性位点基本被完全反应，继续反应

不会导致额外的活性基团暴露。因此，最适酶解

时间选择 4 h。 
 

 
 

图 4  不同酶解时间对螯合率的影响 

Fig.4  Effect of different enzymolysis time on chelation rate 
 

2.3.3  酶解温度对螯合率的影响 

不同酶解温度对铁螯合率的影响如图 5 所

示。温度在 30~40 ℃范围内，铁螯合率随温度升
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高而显著提高（P<0.05），在 40 ℃达到最大值后

下降。这是因为在相对较低的温度下，酶的活性

较小，分子的动能较小，酶与底物之间的碰撞也

较少，反应效率低[23]。随着温度的升高，分子中

的非共价键和二硫键逐渐断裂，导致蛋白质的解

聚和去折叠，有利于暴露更多酶切位点，从而产

生更多具有免疫活性的肽段[15]。而当超过其最适

温度后，酶活性降低，导致酶解作用减弱。此时，

过高的温度开始引起底物逐渐变性（热聚集），暴

露出的酶切位点减少，具有铁螯合能力的肽段减

少，螯合能力下降。因此，最适酶解温度选取 40 ℃。 
 

 
 

图 5  酶解温度对螯合率的影响 

Fig.5  Effect of enzymatic hydrolysis temperature on  
chelation rate 

 

2.3.4  酶解 pH 对螯合率的影响 

作为生物催化剂，pH 对蛋白酶的催化活性影

响很大。研究表明，pH 主要通过影响底物的解离

状态、酶的空间结构、活性中心及与底物结合程

度等影响酶解反应。YU 等[24]认为，蛋白酶的空

间结构改变会引起更多的活性位点暴露；在一定的

pH 范围内，底物蛋白中的肽键被破坏会产生一些

抗氧化水解物，可以增加 DPPH 自由基清除活性。 

不同酶解 pH 对铁螯合率的影响如图 6 所示。

蛋白酶作为生物活性物质，具有发挥作用的最适

pH 范围，过酸和过碱都会使得酶活力下降，致使

多肽产率降低，螯合位点减少。在 pH 高于实验

酶的最适 pH 条件下，驴骨液中较多的 OH-可能

会抑制水解反应的发生，影响酶对蛋白质的水解

效果[25]。pH 为 8 时，水解效果最好，螯合率最

高，因此最适酶解 pH 选择 8。 

2.4  正交实验 

根据正交表安排实验，同时留取 3 列空白， 

 
 

图 6  酶解 pH 对螯合率的影响 

Fig.6  Effect of enzymatic hydrolysis pH on chelation rate 

 

作为误差估计。按正交表实施实验，共 27 个组合，

考察各组合的铁螯合率。对正交实验结果进行了

极差和方差分析，见表 3 和表 4。 

本实验指标为螯合率，要求越大越好。分析

可得，因素 A、AC 具有显著性（P<0.05），其他

因素对指标的影响不显著，可忽略不计，并记入

误差。因素影响主次顺序为 A＞AC＞B＞D＞AB＞

BC＞C，对于高度显著的因素 A，直接由 K 值判

断取 A1 为优水平。其中 AC 交互项的影响因素比

C 要大，所以通过二元表获得 C 的优先水平，如

表 5 所示。 

A1C3 螯合率最大，且与 A 因素选择一致，所

以 C 因素选取 C3，根据 K 值，并结合生产实际，

确定优水平组合为 A1B1C3D1，由于此组合在正交

实验中并没有出现，进行模拟。比较发现螯合率

为 38.40%，高于表 4 中各组螯合率，这一表现也

优 于 同 为 产 业 副 产 品 的 椰 子 球 蛋 白 多 肽

（30.67%）[26]、浒苔多糖（19.6%）[27]等，具有

一定的开发利用价值。因此得到最优水平为

A1B1C3D1，即酶底比 1 000 U/mL，时间为 3 h，

温度为 50 ℃，pH 7.0。 

2.5  螯合产物形态与微观结构表征 

对螯合产物拍照观察。如图 7 所示，该产物

表面疏松干燥，颗粒均匀，呈现棕褐色粉末状结构。 

使用冷场发射扫描电子显微镜对螯合产物进

行扫描，分别放大 1 000 倍和 5 000 倍，观察其微观

形态，如图 8。可以发现，该产物的微观结构为疏

松多孔的片状结构，孔洞大小较为均匀，但片状

大小不一，可能是在冷冻干燥过程中产生了断裂。 
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表 3  正交实验极差分析表 

Table 3  Range analysis table of orthogonal test 

编号 A B AB AB C AC AC BC 空列 空列 BC 空列 D 螯合率/%

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 29.28 

2 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 33.60 

3 1 1 1 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 32.64 

4 1 2 2 2 1 1 1 2 2 2 3 3 3 34.08 

5 1 2 2 2 2 2 2 3 3 3 1 1 1 34.56 

6 1 2 2 2 3 3 3 1 1 1 2 2 2 33.60 

7 1 3 3 3 1 1 1 3 3 3 2 2 2 29.76 

8 1 3 3 3 2 2 2 1 1 1 3 3 3 25.91 

9 1 3 3 3 3 3 3 2 2 2 1 1 1 31.20 

10 2 1 2 3 1 3 3 1 3 2 1 2 3 29.28 

11 2 1 2 3 2 1 1 2 1 3 2 3 1 29.76 

12 2 1 2 3 3 2 2 3 2 1 3 1 2 28.32 

13 2 2 3 1 1 3 3 2 1 3 3 1 2 31.68 

14 2 2 3 1 2 1 1 3 2 1 1 2 3 24.47 

15 2 2 3 1 3 2 2 1 3 2 2 3 1 20.63 

16 2 3 1 2 1 3 3 3 2 1 2 3 1 28.80 

17 2 3 1 2 2 1 1 1 3 2 3 1 2 28.32 

18 2 3 1 2 3 2 2 2 1 3 1 2 3 22.07 

19 3 1 3 2 1 3 2 1 2 3 1 3 2 26.39 

20 3 1 3 2 2 1 3 2 3 1 2 1 3 34.56 

21 3 1 3 2 3 2 1 3 1 2 3 2 1 24.47 

22 3 2 1 3 1 3 2 2 3 1 3 2 1 23.03 

23 3 2 1 3 2 1 3 3 1 2 1 3 2 28.80 

24 3 2 1 3 3 2 1 1 2 3 2 1 3 27.35 

25 3 3 2 1 1 3 2 3 1 2 2 1 3 21.59 

26 3 3 2 1 2 1 3 1 2 3 3 2 1 23.51 

27 3 3 2 1 3 2 1 2 3 1 1 3 2 27.84 

K1j 284.61 268.28 253.88 245.23 253.88 262.52 255.32 244.27 247.15 255.80 253.88 266.84 245.23  

K2j 243.31 258.20 262.52 266.84 263.48 244.75 236.11 267.80 257.72 251.96 259.64 243.79 268.28  

K3j 237.55 238.99 249.07 253.40 248.11 258.20 274.04 253.40 260.60 257.72 251.96 254.84 251.96  

k1j 31.62 29.81 28.21 27.25 28.21 29.17 28.37 27.14 27.46 28.42 28.21 29.65 27.25  

k2j 27.03 28.69 29.17 29.65 29.28 27.19 26.23 29.76 28.64 28.00 28.85 27.09 29.81  

k3j 26.39 26.55 27.67 28.16 27.57 28.69 30.45 28.16 28.96 28.64 28.00 28.32 28.00  

Rj 5.23 3.25 1.49 2.40 1.71 1.97 4.21 2.61 1.49 0.64 0.85 2.56 2.56  

 
表 4  正交实验结果方差分析表 

Table 4  Analysis of variance of orthogonal test results 

因素 平方和 自由度 均方 F Fα 显著性 

A 146.38 2 73.19 10.32 F0.05(2,8)=4.46 ** 

B 49.20 2 24.60 3.47 F0.01(2,8)=8.65 ns 

AB 36.77 4 9.19 1.30 F0.05(4,8)=3.34 ns 

C 13.39 2 6.69 0.94 F0.01(4,8)=7.01 ns 

AC 99.01 4 24.75 3.49  * 

BC 34.82 4 8.70 1.23  ns 

D 31.22 2 15.61 2.20  ns 

误差 e 42.57 6 7.10    

误差 eΔ 55.96 8 6.99    

总和 453.35 26     

注：*为有显著性（P<0.05），**表示极显著（P<0.01），ns 表示无显著性。 

Note: * is significant (P<0.05), ** is extremely significant (P<0.01), ns is not significant. 
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表 5  A、C 交互作用二元表 

Table 5  A and C interaction binary table 

因素 C1 C2 C3 

A1 31.04 31.57 32.48 

A2 29.92 27.52 23.67 

A3 23.67 28.96 26.55 

 

 
 

图 7  螯合产物外观图 

Fig.7  Appearance diagram of chelating product 
 

 
 

（a）螯合产物的电镜扫描图（1 000x）（b）螯合产物的电镜扫

面图（5 000x） 

(a) Scanning electron micrographs of chelate product (1 000x) (b) 
Scanning electron micrographs of chelate product (5 000x) 

图 8  螯合产物的电镜扫描图（1 000 倍、5 000 倍） 

Fig.8  Scanning electron micrographs of chelated products 
(1 000 times, 5 000 times) 

 

3  结论 

本研究建立了一种酶解制备驴骨胶原肽的方

法，通过单因素和正交优化实验，优化了酶解条

件，并考察了驴骨胶原肽与亚铁离子的螯合能力。

结果发现，热处理可以提高驴骨蛋白肽的产率，

121 ℃蒸煮处理 30 min，可以得到溶出蛋白含量

最高的驴骨蛋白溶液。使用木瓜蛋白酶，在酶底

比 1 000 U/mL、酶解 pH 7.0、酶解温度 50 ℃时

酶解 3 h，得到与亚铁离子螯合能力最强的驴骨

胶原肽，螯合率达到 38.40%。对螯合产物进行冷

冻干燥，此时产物为疏松的棕褐色粉末状，其微

观形态呈现疏松多孔的片状结构。对驴骨胶原肽

酶解条件的优化有利于提高酶解效率，使其表现

出更高的铁螯合能力和促铁吸收潜力。这为后续

研究驴骨胶原肽与亚铁离子的螯合机制以及产物

功效评价奠定了基础。 
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