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甲鱼肽的分离纯化及补血活性研究

李溢真，刘延新，张金华，刘 飞，陈 磊，刁梦奇，张林军，张艳艳

糖及糖复合物高效制备及应用山东省工程研究中心，山东省糖及糖复合物药物重点实验室，

山东省药学科学院（济南 250101）

【摘要】目的  研究甲鱼肽的分离纯化及补血活性。方法  采用酶解法制备甲鱼肽，利

用ÄKTA蛋白质层析纯化系统对其进行分离纯化，通过水分测定仪测定甲鱼肽中的水分含

量，采用二喹啉甲酸法检测总肽含量，使用凝胶渗透色谱法分析分子量分布，并借助斑马

鱼模型评价其补血活性。结果  分离纯化后共获得PPSP1、PPSP2、PPSP3、PPSP4、PPSP5 5
个甲鱼肽组分。其中，PPSP3的得率较高，为34.76%；PPSP2和PPSP4的水分含量较低，分

别为 5.03% 和 4.95%；总肽含量 PPSP1 和 PPSP3 较高，分别为 90.2% 和 87.4%；PPSP3 和

PPSP4中小分子肽段（< 1 000 Da）占比最高，分别为92.94%和93.11%。5个组分均具有补

血活性，其中PPSP5的补血活性显著优于其他组分。结论  甲鱼肽经分离纯化获得的5个组

分虽理化性质各异，但均表现出补血活性，其中PPSP5的活性尤为显著。
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【Abstract】 Objective  To study the separation, purification and hematopoietic activity of 
Pelodiscus sinensis peptides. Methods  The Pelodiscus sinensis peptides were prepared by enzymatic 
hydrolysis and purified using ÄKTA protein purification system. The moisture content was 
measured using a moisture analyzer, and the total peptide content was detected using the 
bicinchoninic acid assay method. The molecular weight distribution was analyzed by gel 
permeation chromatography, and its hematopoietic activity was evaluated by zebrafish model. 
Results  After separation and purification, 5 turtle peptide components (PPSP1, PPSP2, PPSP3, 
PPSP4, and PPSP5) were obtained. The yield of PPSP3 was the highest (34.76%); PPSP2 and PPSP4 
had relatively low moisture contents at 5.03% and 4.95%, respectively; PPSP1 and PPSP3 had 
relatively high total peptide contents at 90.2% and 87.4%, respectively; PPSP3 and PPSP4 had the 
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highest proportion of small molecular peptieds (< 1 000 Da), accounting for 92.94% and 93.11%, respectively. 
All 5 components had hematopoietic activity, with PPSP5 had significantly better hematopoietic activity than 
other components. Conclusion  Although the 5 components of soft-shelled turtle peptides obtained through 
separation and purification have different physical and chemical properties, they all exhibit hematopoietic 
activity, with PPSP5 showing particularly significant activity.

【Keywords】 Pelodiscus sinensis peptides; Separation; Purification; Hematopoietic activity

甲鱼即中华鳖（Pelodiscus sinensis），又称鳖、

团鱼、脚鱼，隶属于鳖科 （Triony chidae） 鳖属

（Trionyx sinensis）。在我国，甲鱼主要分布于长江

中下游地区，尤以江西、江苏、湖南、湖北、安

徽等省产量较高，此外在朝鲜、日本、越南、菲

律宾等国家亦有分布［1］。甲鱼肉具有滋阴补肾、

清热消瘀、健脾健胃等功效［2］。现代营养学表

明，甲鱼肉质鲜美，营养丰富，富含优质蛋白和

钙、磷、铁等多种矿物质及维生素，是制备生物

活性肽的理想材料［3］。生物活性肽是由蛋白质经

酶解或微生物发酵后释放出的特定氨基酸序列，

具有易吸收、安全性高及多靶点调节等特点，近

年来在功能性食品与天然药物开发领域备受关

注［4］。生物活性肽具有抗氧化［5］、增强免疫

力［6］、降血糖［7］、降血脂［8］、抗衰老［9］、补血

养血［10］等功效，而甲鱼肽的补血活性却鲜有报

道。本文拟以甲鱼为原料，选用 2种蛋白酶对其

进行分级酶解，并对酶解产物进行纯化，制备出

具有补血活性的纯化甲鱼肽 （purified Pelodiscus 
sinensis peptides， PPSP），以期为甲鱼的精深加

工提供理论依据和技术参考。

1　材料与方法

1.1　主要仪器
Waters2414 型 ÄKTA 蛋白质层析纯化系统

（GE Health Care）；B5002型天平（上海良平仪器

仪表有限公司）；Biofuge 型台式冷冻离心机（美

国 Thermo公司）；250DE 型超声仪（昆山超声仪

器有限公司）；YXQ-LS型高压灭菌锅（上海博迅

医疗生物仪器）；HC103 型水分测定仪（瑞士梅

特勒-托利多公司）；Infinite M200PRO 型酶标仪

（瑞士 Tecan 集团公司）；ZB-ID 型水浴摇床（天

津市鑫洲科技有限公司）；RE-2000e型旋转蒸发

仪（郑州科泰实验设备有限公司）；18N型冷冻干

燥机（宁波新芝生物科技股份有限公司）；LC-
20AT 型高效液相色谱仪 （日本岛津公司）；

SZX16 型体式荧光显微镜（日本 Olympus 公司）；

Forma 311型水套式二氧化碳培养箱（美国Forma
公司）。

1.2　主要药品与试剂
甲鱼购自维尔康水产批发市场，依据商品名及

外观判断为中华鳖（Pelodiscus sinensis），均为体重

（500 ± 50） g 的成年个体；木瓜蛋白酶 （批号：

24111501）和中性蛋白酶（批号：25031602）购自

南宁庞博生物工程有限公司；二喹啉甲酸

（bicinchoninic acid assay，BCA） 试剂盒 （批号：

20240730）和PBS缓冲液（批号：2409008）、细胞

色素c（分子量：12 384 Da，批号：5230816002）、
杆菌酶（分子量：1 423 Da，批号：24230818001）
均购自北京索莱宝科技有限公司；抑肽酶（分子

量：6 512 Da，批号：JS248159）、乙氨酸-乙氨酸-
酪氨酸 - 精氨酸 （分子量： 451 Da，批号：

JB247813）、乙氨酸-乙氨酸-乙氨酸 （分子量：

189 Da，批号：M19IS215675）均购自上海源叶生

物科技有限公司；苯肼（美国Thermo Fisher公司，

批号：A0442040，纯度97%）；丹参素（上海源叶

生物科技有限公司，批号：F101B206826，纯度

98%）；邻联茴香胺（阿拉丁化学试剂网，批号：

E2527658）；乙腈为色谱纯；其余试剂均为分析纯；

水为纯化水。

1.3　动物
健康野生型 AB 系斑马鱼由山东省科学院生

物研究所斑马鱼药物筛选平台提供，28 ℃条件下

控光培养。

1.4　方法
1.4.1　PPSP的制备

将甲鱼宰杀，清洗干净，沥干水分后称质

量。按甲鱼质量加入 1%木瓜蛋白酶，并加水使

甲鱼完全浸没，于121 ℃下高温高压处理30 min。
将甲鱼肉及肉汤于4 ℃静置过夜，刮去上层油脂，

甲鱼肉粉碎成肉泥，称质量，并按质量比0.5%加

入中性蛋白酶，于 50 ℃水浴振摇 3 h。酶解结束
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后，升温至90 ℃，保温10 min以灭活酶。将酶解

液离心（7 800×g） 20 min，取上清液，于60 ℃下

旋转蒸发至原体积的 1/3，最后冷冻干燥得到

PPSP［11］。
1.4.2　PPSP的分离纯化

采用 1×PBS 缓冲液将 PPSP 配制成 70 mg/mL
的溶液，取 1 mL 经 0.22 μm 滤膜过滤后，使用

ÄKTA蛋白质层析纯化系统分离纯化，于 280 nm
处测定吸光度（A）值，并用分部收集器收集样

品溶液。将收集的样品溶液冷冻干燥至完全，称

重后于干燥条件下保存［12］。
ÄKTA 分离纯化条件：层析柱为 Superdex 

peptid， 洗 脱 液 为 双 蒸 水 （ddH2O）， 流 速 为

0.5 mL/min，洗脱体积为1.5倍柱体积。

1.4.3　PPSP的水分测定
取PPSP组分粉末 1.50 g，均匀平铺在一次性

托盘中，确保各部位厚度一致，随后放入水分测

定仪进行检测。上述步骤重复测定 3次，取 3次

测定结果的平均值作为样品的水分含量。

1.4.4　PPSP的总肽含量测定
取 PPSP组分溶于超纯水，配制成 0.5 mg/mL

的待测溶液；以试剂盒中自带牛血清白蛋白

（bovine serum albumin，BSA）为标准品，同样配

制成 0.5 mg/mL的标准溶液，每组设置 3个复孔。

按照BSA检测试剂盒说明书操作，使用酶标仪在

562 nm 波长处测定反应液的 A 值。绘制标准曲

线，并根据标准曲线计算PPSP的总肽含量［13］。
1.4.5　PPSP的分子量测定

参照《GB 31645-2018食品安全国家标准 胶
原蛋白肽》附录 A 中高效体积排阻色谱法 （gel 
permeation chromatography，GPC）［14］，称取 PPSP
组分 125 mg，转移至 25 mL量瓶中，用流动相定

容至刻度，超声处理 （功率：200 W，频率：

40 kHz） 15 min，经0.22 μm有机滤膜过滤后，取

滤液用于分子量测定。分子量校正曲线所用对照品

包括细胞色素 c、抑肽酶、杆菌酶、乙氨酸-乙氨

酸-酪氨酸-精氨酸和乙氨酸-乙氨酸-乙氨酸。色谱

条件：色谱柱为 TSKgel G2000 SWXL （300 mm × 
7.8 mm，5 μm）；流动相为乙腈-水-三氟乙酸

（40∶ 60∶ 0.5）；检测波长为 220 nm；流速为

0.5 mL/min；柱温为30 ℃；进样体积为10 μL。
1.4.6　PPSP的补血活性评价

采用苯肼诱导斑马鱼贫血模型。将发育至

56 hpf （受精后 56 h）的健康野生型AB系斑马鱼

随机分为空白对照组、模型组、阳性对照组和

PPSP 高、中、低剂量组，每组 10尾。空白对照

组给予养殖水；其余各组均加入 0.1 μg/mL 的苯

肼进行造模处理。造模同时，阳性对照组加入

10 μmol/L 的丹参素溶液，PPSP 各剂量组分别加

入 20、40、80 μg/mL 3个不同浓度的PPSP组分。

所有斑马鱼继续孵育至 3 dpf （受精后第 3 天）。

随后，采用邻联茴香胺染色法对各组斑马鱼的红

细胞进行染色，于显微镜下拍照，并使用 ImageJ
软件测量红细胞染色的积分光密度值［15］。
1.5　统计学分析

采用 Microsoft Excel 软件进行原始数据整理

及基础计算，结果以 x̄ ± s 表示，运用 IBM SPSS 
23.0 软件进行统计学分析。两组比较（模型组 vs.
空白对照组、阳性对照组 vs.模型组）采用独立样

本 t检验；多组与模型组比较采用单因素方差分

析（one-way ANOVA）及Dunnett􀆳s事后检验，以

P < 0.05 为差异有统计学意义。使用 GraphPad 
Prism 8.0软件绘制柱状图。

2　结果

2.1　PPSP的分离纯化结果
PPSP经ÄKTA系统分离纯化后，其分离曲线

（图 1） 显示共分离出 5 个多肽组分，依次记为

PPSP1、PPSP2、PPSP3、PPSP4、PPSP5。分别收

集洗脱液并冷冻干燥后，计算其得率依次为

0.51%、25.46%、34.76%、0.23%、1.11%，其中

PPSP2与PPSP3的得率远高于其他组分。

图1  PPSP的ÄKTA分离纯化曲线

Figure 1. Separation and purification curve of 
PPSP by ÄKTA system
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2.2　PPSP的水分含量及总肽含量结果
PPSP 各组分的水分含量和总肽含量结果见

表 1。 BCA 法 所 得 总 肽 标 准 曲 线 方 程 为 Y=
1.140 1X+1.102 3， r=0.996 6，其中 X 为标准品

BSA溶液的浓度（mg/mL），Y为对应测得的A值。

根据样品 A值计算总肽含量，结果显示PPSP1的

总肽含量最高，达90.2%；PPSP3次之，为87.4%。

5 个多肽组分的水分含量介于 4.95%～5.15% 之

间，其中PPSP4的水分含量最低。

2.3　PPSP的分子量分布结果
如图2所示，5个PPS组分的分子量分布存在

明显差异。PPSP5的平均分子量（Mw）最高，经

外推法估算约为 38 kDa；PPSP1 和 PPSP2 次之，

分别为13 568 Da和11 044 Da；PPSP4和PPSP3较

小，分别为3 715 Da和2 067 Da。
PPSP各组分的分子量检测结果见表 2。结果

表明，PPSP3 和 PPSP4 的分子量分布高度集中

于 < 1 000 Da的小分子肽段，占比分别为92.94%
和 93.11%； PPSP2 次之，占比为 77.31%；而

PPSP1 和 PPSP5 的 < 1 000 Da 肽段占比较低，分

别为46.75%和51.58%。在 ≥ 5 000 Da的大分子肽

段中，PPSP5的占比最高，达 48.37%，远高于其

他组分。上述分子量分布的组间差异，为其后续

分析各组分补血活性的差异提供了理论依据。

2.4　PPSP的补血活性评价结果
各组斑马鱼红细胞染色结果及积分光密度值

分别见图3和图4。与空白对照组相比，模型组的

斑马鱼红细胞染色积分光密度显著降低 （P < 
0.01），表明贫血模型构建成功。阳性对照组的红

细胞染色及积分光密度值较模型组显著增加

（P < 0.01）。
PPSP1 与 PPSP2：当 PPSP1 和 PPSP2 浓度 ≤ 

80 μg/mL时，各处理组的红细胞染色光密度值均

略高于模型组，但差异无统计学意义 （P > 
0.05）；且随着浓度增加，积分光密度值逐渐增

大。在 80 μg/mL浓度下，PPSP1和PPSP2的积分

光密度值分别为 115 316 和 123 424，表明 2 者均

具有一定的补血活性，且呈剂量依赖性。PPSP1
与PPSP2各处理组的积分光密度值均显著低于阳

性对照组（P < 0.01）。
PPSP3：在所测试的浓度范围内，PPSP3 各

处理组的积分光密度值均高于模型组。然而，随

着浓度增加，积分光密度值逐渐降低。其中，

20 μg/mL 浓度下效果最佳，积分光密度值达

151 123，显著高于模型组（P < 0.01），显示出较

好的补血活性。PPSP3各处理组的积分光密度值

表1  PPSP 5个多肽组分的总肽含量及水分含量

测定结果（%，x̄ ± s，n=3）
Table 1. Total peptide content and moisture content of 

the 5 PPSP components (%, x̄ ± s, n=3)

组分

PPSP1
PPSP2
PPSP3
PPSP4
PPSP5

总肽

90.2 ± 1.1
75.9 ± 0.6
87.4 ± 0.7
79.6 ± 1.2
71.1 ± 0.9

水分

5.14 ± 0.50
5.03 ± 0.22
5.15 ± 0.63
4.95 ± 0.47
5.08 ± 0.72

图2  PPSP各组分的分子量分布（PDA Ch1 220 nm）
Figure 2. Molecular weight distribution of 
PPSP components（PDA Ch1 220 nm）

注：A. PPSP1；B. PPSP2；C. PPSP3；D. PPSP4；E. PPSP5。

表2  PPSP各组分的分子量分布比例（%）
Table 2. Molecular weight distribution ratios of each 

PPSP component (%)

组分

PPSP1
PPSP2
PPSP3
PPSP4
PPSP5

分子量（Da）
<1 000
46.75
77.31
92.94
93.11
51.58

1 000 ~ < 2 000
11.27

9.06
4.63
0.00
0.00

2 000 ~ < 5 000
20.93
3.60
0.00
4.46
0.00

≥ 5 000
17.02
10.03

2.89
2.43

48.37
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均显著低于阳性对照组（P < 0.05）。
PPSP4：PPSP4 各处理组的积分光密度值均

高于模型组，并呈现剂量依赖性。在40 μg/mL和

80 μg/mL 浓度下，积分光密度值分别为 139 912
（P < 0.05）和145 163（P < 0.01），较模型组显著

增加，表明 PPSP4 具有较好的补血活性。PPSP4
各处理组的积分光密度值均显著低于阳性对照组

（P < 0.01）。
PPSP5：在 20、40、80 μg/mL 浓度范围内，

PPSP5处理组的红细胞染色积分光密度值呈先上

升后下降的趋势。与模型组相比，各浓度组的积

分光密度值均显著增加 （P < 0.01），且高于

PPSP1、PPSP2、PPSP3 和 PPSP4 各组的相应值。

其中，40 μg/mL浓度下效果最佳，积分光密度值

高达184 564，表明PPSP5的补血活性显著优于其

他组分（P < 0.01）。PPSP5各处理组的积分光密

度值与阳性对照组相比，差异无统计学意义

（P > 0.05）。

3　讨论

本研究采用分级酶解结合ÄKTA凝胶过滤层

析技术，从甲鱼酶解产物中分离纯化获得 5个多

肽组分：PPSP1~PPSP5，系统比较了其理化性质

差异及补血活性规律。理化性质分析表明，各组

分得率、总肽含量及分子量分布特征均不相同：

PPSP3得率最高（34.76%），PPSP1与PPSP3总肽

含量分别为90.2%和87.4%，PPSP3与PPSP4的小

分子肽段（< 1 000 Da）占比分别高达 92.94%和

93.11%，而PPSP5平均分子量最大（38 426 Da），

大分子肽段（≥ 5 000 Da）占比达 48.37%。补血

活性评价结果显示，5个组分均具有补血活性但

作用特征各异：PPSP1、PPSP2及PPSP4呈剂量依

赖性，PPSP3在 20 μg/mL 时活性较佳，PPSP5则

在40 μg/mL时活性最强，显著高于其他组分及模

型组（P < 0.01）。值得注意的是，补血活性与分

子量未呈现简单线性关系，小分子肽富集的

PPSP3、PPSP4 活性中等，而大分子占比高的

PPSP5活性最强。目前关于甲鱼肽生物活性的研

究主要集中于抗氧化［9］、抗衰老［1］、抗疲劳［3］

及免疫调节［6］等方面，补血活性报道有限。本

研究首次发现甲鱼肽中大分子组分具有突出的补

血活性，提示不同来源及酶解条件下的肽类产物

可能通过差异化机制发挥作用，为甲鱼肽高值化

利用提供了新方向。

本研究结果表明，分子量并非决定甲鱼肽补

血活性的唯一因素，为活性肽构效关系研究提供

了新视角。筛选出具有显著补血活性的PPSP5组

分，为开发功能性补血产品提供了原料基础。同

时，针对GPC外推导致分子量偏差、补血机制及

活性序列不明、斑马鱼模型外推受限等局限性，

后续将采用质谱技术鉴定PPSP5肽段序列，通过

小鼠贫血模型结合Western blot、ELISA及流式细

胞术等方法阐明其补血机制，并进一步分离纯化

活性肽段以评估其应用潜力。本研究为甲鱼肽在

功能性补血产品开发中的应用奠定了基础，后续

应深入解析PPSP5的构效关系与作用机制，以推

动其产业化转化。
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