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中文摘要 

在動物組織中以雞冠萃取膠原蛋白(collagen)和玻尿酸(hyaluronic 

acid-HA)的含量為最高，但在台灣雞冠幾乎都被當成廢棄物處理，而

台灣每月約可產生 24 餘噸的雞冠，故有不少研究從事自雞冠中萃取

膠原蛋白與玻尿酸，但萃取方法過程繁複，耗費人力時間，本實驗室

李炎老師於 2006 年發明新萃取技術，過程簡單省時，是以本研究在

探討此新法所萃取的膠原蛋白和玻尿酸的類型與特性。經薄層層析

(thin layer chromatography)測試，可發現萃取出的玻尿酸和玻尿

酸標準品呈現相似的狀態，萃取的膠原蛋白經由 Sodium Dodecyl 

Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)得知為

均含有相異的α-chain，α1 及α2，由此可知為 collagen TypeⅠ型，

而分子量為 121 KDa~212 KDa， 經由光譜分析測得膠原蛋白和玻尿

酸濃度分別為 4mg/mL 及 2.69mg/mL。使用黏度法測定玻尿酸分子量

為 4.3*10
5
 Da 而此新方法最主要是步驟簡便,可節省人力與時間成

本。 
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Abstract 

The yield of hyaluronic acid (HA) and collagen that extracted 

from cock combs had the highest amount among all animal tissues 

investigated. In Taiwan, cock combs production was approximate 

24 tons annually, most of which were wasted. Therefore, many 

researches have been focused on elevating HA and collagen 

extraction from cock combs. However, traditional preparation 

methods were complicated, time-consuming, and too much human 

labor required. 

Dr. Lee, Yen 2006, invented a simple and time-saving method to 

extract collagen and HA. This study was to characterize the HA 

and collagen extracted from cock combs by this method. By 

TLC(thin layer chromatography), and by SDS-PAGE(sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), we found that the 

extracted collagen showed two different types of α-chains--

α1 & α2, which indicated that they belong to typeⅠcollagen. 

The molecular weight is 121 KDa~212 KDa By means of 
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spectrophotometery .We got collagen concentration 4mg/mL and 

HA 2.69mg/mL. By using viscosity method determined the HA 

molecular weight is 4.3*10
5
Da This brand new method has 

advantages such as simple and time-saving processes compared 

to other methods。 
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第一章 緒論 

 

1-1 前言 

膠原蛋白與玻尿酸在化妝品以及生醫材料等應用非常廣泛，膠原蛋白

存在組織中能維持組織的強度，全部人體內的膠原有近一半存在於皮

膚中，在真皮與肌鍵中非水物質有百分之七十左右為膠原，其中type 

Ι 是真皮結構組織的主要細胞外基質(Jiao et al.,1998)。膠原蛋

白為生體組織固有之成分，具良好生物相容性、生物可降解

(biodegradability)、促進凝血及低免疫性等特性，膠原有最適宜的

微孔徑，一般為20~120μm，有足夠的內部表面供細胞貼附，有大量

的空間供細胞外基質累積(Olsen et al.,1989)。玻尿酸存在自然裡

如同一個水合的膠凝體，普遍存在人和動物組織中，這大分子在身體

中可影響細胞行為及重要的構造，如生理和生物功能，玻尿酸是大葡

萄胺聚糖，不僅是細胞外間質一個結構成分，而且與細胞表面接受器

相互作用促進細胞擴散、遷移，和細胞內間質信號，其特殊黏性物質

及它具有的低免疫性或無毒性在化妝和工業製品上可產生廣泛的應

用(Li et al.,2007)。  
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1-2 研究目標 

台灣的養雞業非常發達，我國肉雞生產可分為白肉雞及有色雞(土雞)

二類，年產3億5千萬隻，近年來國人的雞肉消費量，年平均大約將近

30kg(張,2002)，由於雞冠在國人飲食習慣較不被接受，所以雞冠幾

乎都被當成廢棄物處理，若能以雞冠作為膠原蛋白與玻尿酸萃取來

源，不僅能提升經濟價值，且能有效減少廢棄物處理時產生的環境問

題。本研究是以李炎(專利申請號P-079418)所發明之新方法，以兩階

段式方法所能萃出的膠原蛋白與玻尿酸加以分析，以瞭解其特性並探

討之。  
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第二章 文獻回顧 

 

2-1.雞冠的構造 

雞冠是一種特化的皮膚器官，其與一般皮膚一樣可分為5層細胞，而

在真皮部分可分為中心層(central layer)、中間層(intermediate 

layer)與周邊層(peripheral layer)。所以雞冠從外到內的構造依序

為表皮、周邊層、中間層及中心層。中心層是由縱走的粗大膠原纖維

束組成，與頭骨的骨外膜相接。大動脈、靜脈以及一些神經會穿過此

層，健康雞隻的中心層會含有相當多的體脂肪，尤其是在底部的位

置。中間層主要是由網狀纖維、膠原蛋白纖維與彈性纖維所組成，其

間充滿了透明的膠樣物質，所以又稱為黏液-彈性層(muco-elastic 

layer)，這些黏液是由纖維母細胞所分泌的。周邊層是由膠原蛋白纖

維與彈性纖維組成，具有發達的微血管網，表皮下的微血管口徑特別

大，當血液流動時會使雞冠呈現鮮紅色（李等,1977）。 

 

2-2 膠原蛋白之性質 

2-2-1 膠原蛋白結構  

膠原蛋白是人和動物的的主要結構蛋白，約佔人體內蛋白質總量的三 
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分之一(Cheng,1996)，膠原蛋白源自胚胎之中胚層星狀細胞，依構成

不同的結締組織逐漸發育為骨母細胞、軟骨母細胞、和纖維母細胞，

再分別形成骨基質、軟骨基質、與纖維基質膠原蛋白。骨基質與軟骨

基質膠原蛋白構成骨組織、軟骨組織。纖維基質膠原蛋白分佈於皮、

腱、血管、肌肉及內臟中的結締組織（Price and Schweight,1971; 

Woodhead-Galloway,1980）。膠原蛋白的胺基酸結構以Gly-Xaa-Yaa

規則排列形成α螺旋鏈，圖2-1三條α螺旋鏈彼此纏繞形成三股螺旋

的膠原蛋白分子。其Gly為甘胺酸(glycine)、Xaa為脯胺（proline)、

Yaa 為羥脯胺酸（hydroxyproline），而脯胺酸是經由後轉錄修飾

(post- tranalational modification)，就是脯胺酸經由脯胺酸加羥

基酵素(prolyl hydroxylase)作用成羥脯胺酸(hydroxyproline)。脯

胺酸加羥基作用是形成與穩定膠原蛋白三螺旋體的重要反應，否則膠

原蛋白之三螺旋體結構將在室溫下解體成膠質。膠原蛋白胺基酸結構

的規則排列(Gly-Xaa -Yaa)n中，Xaa、Yaa位置胺基酸的不同，其蛋

白質排列也會不同，而形成不同的α鏈，因此隨著三股α鏈的不同組

合，構成了不同型的膠原蛋白(Sikorski et al.,1984)。圖2-2三股

螺旋之分子重量平均約285000kDa。長280nm（約1000個胺基酸）、 

寬1.5 nm。膠原蛋白之胺基酸組成，其含甘胺酸（glycine）約33﹪、 
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脯胺酸（proline）12﹪與丙胺酸（alanine）12.5%、羥脯胺酸（hydroxy 

-proline）12.5%，此四種胺基酸即佔膠原蛋白中總胺基酸量約69%，

而其中羥脯胺酸僅存於膠原蛋白與彈力蛋白(elastin)中，因此可作

為膠原蛋白含量的指標（Edward and O
,
Brien,1980）。 

 

2-2-2膠原蛋白種類  

膠原蛋白依結構胜肽鏈組成或基因座位置區分為21種類型，其中以最

早被發現的typeⅠ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ五種研究較多。其中以第一型膠

原蛋白的含量最多，約占全部膠原蛋白含量的90％，也是用途最廣的

膠原蛋白（Kucharz, 1992; Miller and Rhodes,1982）。根據其結

構上的不同可以大致分為幾類，(一)纖維膠原蛋白(fibrillar 

collagens )包含 typeⅠ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅴ、XI)；(二)為網狀構造的膠

原蛋白包含type Ⅳ、Ⅷ、Ⅹ；(三)為位於纖維狀膠原蛋白表面(fiber 

associated collagens with interrupted triple helices-FACIT)，

包含type Ⅸ、ⅩⅡ、ⅩⅣ、ⅩⅨ；(四)為珠狀纖維包含type Ⅵ；(五)

為與基底膜連接的膠原蛋白包含type Ⅶ；(六)為穿膜區域膠原蛋白

(transmembrane domain collagen)包含type ⅩⅢ、ⅩⅦ；剩下的則

尚未清楚定義其特徵之膠原蛋白(Deyl and Miksik,2000)。在人體各 
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部位的膠原蛋白，隨著組織的特異性，含量與類型有所差異，如第一

型膠原蛋白(typeⅠcollagen)；第二型膠原蛋白(typeⅡcollagen)

存於軟骨(cartilage)、眼球玻璃體(vitreous body)、椎間(inter- 

vertebral discs)；第三型膠原蛋白(type Ⅲ collagen) 主要存在

皮(skin) 、血(blood vessels)、內臟(internal organs)及腸(gast- 

rointestinal tract)的平滑肌層(smooth muscle layers)；第四型

膠原蛋白(type Ⅳ collagen)主要存在基底膜(basement membrane)

第五型膠原蛋白(type Ⅴ collagen)含量較少，只佔全部膠原蛋白的

10%，常伴隨著collagen typeⅠ與typeⅢ被發現，如硬骨(bone)、肌

腱(tendon)、角膜(cornea)、皮膚(skin)、血管(blood vessels)、

與發育胎兒的基底膜(basement membrane)(Deyl and Miksik,2000)。 
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圖 2-1 膠原蛋白結構圖 (Bailey and Light,1989) 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-2 膠原蛋白分子量及分子長度圖(Sikorski et al.,1984) 
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表 2-1 膠原蛋白之種類及在組織中的分布 

 

(Pearson et al.,1985) 

 

2-2-3 膠原蛋白的纖維構造 

在生理狀態下，五個膠原蛋白元會自發聚集(self-assemble)形成微 

纖維(microfibrils)，而微纖維再與前後及側邊方向之微纖維聚集組

成細纖維(fibrils)，直徑約20∼90 nm。最後依其所在組織及功能需 



 9

 

求不同，再進一步形成更粗大膠原蛋白纖維(collagen fibers)，其

直徑可達10μm以上，圖 2-4在電子顯微鏡下觀察，膠原微纖維每間

隔67 nm 即呈現一明暗之橫紋週期（Price and Schweight,1971）。

原膠原之構造與膠原蛋白分子完全相似，原膠原以頭對尾方式結合成

膠原蛋白分子後，即以D-stagger五線重疊纏繞形成膠原微纖維。每

條微纖維上有5個原膠原分子重疊時，此部份產生色深之暗帶，若只

有4個則產生色淺之明帶（Peterson and Johnson,1978）。 

 

 

 

 

圖 2-3 膠原蛋白的微纖維構造(Nimni et al.,1988) 
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圖 2-4 膠原纖維束電顯影圖(John,1980) 

 

 

2-2-4 膠原蛋白生化合成 

膠原蛋白生化合成中膠原蛋白分子是複合體的狀態，要經過多重的步

驟才合成，其中大部份研究是在微纖維構型的膠原蛋白，這個生化合

成是，首先由專一性的mRNA 轉錄後轉譯，接著在特定母細胞內合成

的肽鏈會進入內質網進行羥化（hydroxylation）反應生成離胺酸及

羥離胺酸，再進入高基氏體內行醣化（glycosylation）反應使聚肽

鏈接上六碳醣後形成三股螺旋狀原膠原(procollagens)此原膠原分

子乃膠原蛋白合成的先驅物質。單一多肽經由轉錄後修飾作用，將 
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Xaa、Yaa位置部分的脯胺酸(proline)及離胺酸(lysine)進行修飾， 

得到修飾後的胺基酸如羥脯胺酸(hydroxyproline)、羥離胺酸

(hydroxylysine)、 glycosylated hydrooxylysine。 (Bailey and 

Light,1989; Myllyharju and KivirikkoK,2004）。 

 

 

 

圖 2-5 膠原蛋白的生化合成(Myllyharju and Kivirikko,2004) 
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2-2-5 膠原蛋白之應用 

 

(1) 醫學與藥品方面應用 

A. 膠原蛋白於傷口癒合的應用 

膠原蛋白常用於創傷被覆材上，當皮膚受到外力損傷時，需要一些保

護材來代替皮膚，以防護身體免遭受外物的入侵，所以創傷覆材是熱

門的生醫材料(黃等,2003)。膠原敷料有多種形式，如薄膜、海綿狀

及粒狀等，能重新溶解,並吸收創傷滲出液，可與宿主細胞外基質相

互作用，以促進細胞在新結締組織上的粘附、移動、生長和沉積，能

誘導分化及成纖維細胞的趨化性，延遲傷口收縮，加速創傷修復，未

來在此有極大的潛力來開發。 

膠原蛋白創傷覆蓋材，對傷口的治療具有對傷口較清潔、減緩細菌感

染現象、減少傷口流膿、增加肉芽組織的形成、癒合的傷口不會產生

收縮、協助壓力褥瘡傷口的癒合，不致產生免疫反應(洪,2004)。而

目前以膠原蛋白為基質已普遍使用於重度灼傷之傷口覆蓋方面。此人

造皮膚可結合不同的生長促進劑，以加速傷口細胞的生長，且臨床試

驗證實不會產生毒性，也可避免患者經歷反覆的取皮手術(Li,1993；

許等,1998)。 
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B. 膠原蛋白血管裝置材料的應用 

由於心血管疾病日益增加，對替換血管裝置的要求越來越多，應用生

物組織心血管裝置的主要優勢，與合成材料相比，膠原蛋白基材還具

有感染性低、宿主組織能向裝置中滲入生長，而不需要高密度孔結構

以及可與天然血管在物理性質上較好的匹配等優點。膠原蛋白基材可

引發血小板之吸附與凝集(aggregation)，進而促進凝血之功能，此

一止血之特性在組織修復過程中扮演著相當重要的角(Miyata et al., 

1992)。 

膠原蛋白作為血管植入材料已充分被研究，但因膠原蛋白與血小板會

產生交互作用而造成凝血，故膠原蛋白需經修飾才能適用於血管植入

手術，將肝素以共價鍵結於膠原蛋白表面的修飾物，具有良好的抗凝

血特性，且肝素不易脫落，可使其成為理想的血管植入材料

(Li,1993)。 

 

C.膠原蛋白於骨組織填補材料的應用 

骨基質蛋白中約90%是由膠原蛋白所組成，除了幫助骨組織分散應力

並提供適當之抗拉強度外，膠原蛋白亦是供細胞吸附之重要細胞外基

質，與骨細胞的生長、分化、生理功能及基因表現有著密切的關係。 
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(Partridge et al.,2002)。膠原蛋白含有RGD(Arg-Gly-Asp)及DGEA  

(Asp-Gly-Glu-Ala)兩段特殊的胺基酸序列，可與細胞膜上之整合蛋

白做專一性之結合進而引發特定之訊息傳導途徑以調控細胞之分化

及生理功能(藍,2003)，當因外傷或腫瘤造成骨組織缺陷時，需填入

適當材料使骨組織回復原有的功能。自體骨組織為移植的最佳材料，

但如果體內的骨組織不足時，就需移植異體同種的骨組織或合成的填

補材料。目前去礦物化的骨膠原蛋白已成功使用於填補顱頷的骨組織

缺陷(Li,1993)。 

 

(2) 化妝品方面應用 

皮膚真皮裡75%由膠原蛋白組成，纖維狀的膠原蛋白形成網狀結構。

一方面提供皮膚的張力和彈性，同時還向表皮和毛髮供給營養，皮膚

的老化主要是發生在結締組織中，其原因是占結締組織70％以上的膠

原蛋白，在年齡增長的過程中逐漸老化流失，造成皮膚失去彈性，保

水能力下降，皺紋及細紋逐漸浮現(陳,2004)。膠原蛋白目前廣泛運

用在化妝品中，特別是作為天然的保濕劑(Morganti et al.,1996)， 

分子周圍具有大量排列整齊之水合網狀結構，且能與皮膚表面結合，

所以有高度的實效性(Bella et al.,1995)。 
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(3) 食品工業方面 

血漿中來自膠原蛋白的羥脯胺酸是將血漿中的鈣運輸到骨細胞的運

載工具，骨細胞中的膠原蛋白則是羥基磷灰石的粘合劑，它與羥基磷

灰石共同構成了骨骼的主體，因此只要攝入足夠的膠原蛋白，就能保

證正常的鈣質攝入量，因此膠原蛋白可以製成一種補鈣的保健食品

(蔣,2006)，目前以膠原蛋白為主的保健食品飲料也是相當的風行，

而保健飲料所訴求的目標是提高免疫機能、身體機能及美容等。膠原

蛋白於食品加工方面應用非常廣泛。將膠原蛋白添加到肉製品中，不

僅能改善產品品質，而且能提高產品的蛋白質含量，並且無不良氣

味。膠原蛋白還可作為肉製品腸衣材料，膠原蛋白膜在抽取或染色

前，用木瓜蛋白酶對其進行處理，可提高腸衣的拉伸強度和嫩度

(Miller,1983) 。 

 

2-2-5 膠原蛋白萃取相關研究 

目前工業上生產膠原蛋白主要來自雞冠、牛、猪、及魚的皮膚、魚鱗

等。一般可以採用酸法、鹼法、和酶法，酸法和鹼法技術簡單且成本

較低，但由於酸法和鹼法對膠原蛋白的分子結構會產生破壞，目前以

胃蛋白脢/0.5M醋酸溶液為萃取率最高的方式，是近年來萃取動物組 
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織膠原蛋白最常使用方法，其產物穩定，分子大小均一。在Ⅰ型膠原

的三股螺旋間沒有雙硫鍵，前膠原C-末端的5個鏈間雙硫鍵在顆粒內

質網中形成，然後三條多肽鏈由C→N方向盤繞形成三股螺旋，鏈間雙

硫鍵在三股螺旋形成對穩定前膠原三條多肽鏈的聯繫起重要作用

(Nimni et al.,1988)。Pepsin則在Cystine產生的雙硫鍵部位進行除

去抗原活性(antigenicity)之終端胜肽(telopeptide)。 

哺乳動物之膠原蛋白三股螺旋結構於39℃時開始瓦解，膠原蛋白於58 

℃ 開始收縮，此時膠原蛋白纖維開始變性，多數膠原蛋白水解，且

於63 ℃左右開始形成明膠（gelatin）(Jones,1977)。在萃取溫度方

面觀察不同萃取溫度與時間對膠原蛋白纖維重組速率影響，結果顯示

隨萃取時間延長，膠原蛋白纖維重組速率有逐漸降低之現象 (Lin  

et al.,2005)而以4℃~10下℃分解12-24小時的所萃取的膠原蛋白為

較高分子量且可避免微生物分泌的蛋白酶破壞膠原蛋白構形和溶解

度的降低(Miller and Rhodes,1982)。 

近年來也有以分子生物技術，利用基因轉殖方法，將Hsp47(heat 

shock protein47)轉殖至小鼠胚胎纖維細胞，最後結果為Ⅰ型膠原蛋

白的表達明顯升高，故HSP47可以調控Ⅰ型膠原蛋白的表(Yoshihito  

et al.,2006)。此外也有膠原蛋白(collagen)之基因轉殖至動物身 
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上，借由牛乳或羊乳的分泌，可由乳汁中萃取得到膠原蛋白，這種以 

基因轉殖動物（transgenic animals）來生產膠原蛋白的方法，但目

前仍處於研發階段，尚未工業生產。而目前有報告指出基質受到損傷

的結締組織給予連續模式的超音波可刺激纖維母細胞分泌膠原蛋白

的增生(Ramirez et al.,1997)。 

膠原蛋白萃取方法依文獻為下列介紹，雞冠切塊後加入10倍的20%乙

醇，於4℃下攪拌24小時，再離心，沈澱物加入10倍0.2N NaOH溶液中，

於4℃下攪拌24小時，離心，沈澱物溶於5倍的0.5M醋酸溶液中，加入

5% pepsin後，於4℃下分解24小時，之後離心收集上清液加入NaCl，

於4℃下攪拌12小時，使膠原蛋白鹽析、沈澱，離心取沈澱物並溶於

0.5M的醋酸溶液，以0.05M醋酸溶液透析72小時(每24小時更換一次透

析液)，即得膠原蛋白(Miller,1982)。 

依上述方法其原理主要是將組織以氫氧化鈉或是乙醇等，去除脂肪及

雜蛋白,在經酵素處理後再以鹽析、透析等方式得到膠原蛋白。 

 

2-3玻尿酸之性質 

2-3-1 玻尿酸結構 

(1) 一級與二級結構-重複雙醣單位 
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在玻尿酸的雙醣結構中，糖醛酸單位與胺基糖單位D-葡萄糖醛酸 

(D-glucuronic acid)及D-N-乙醯葡萄糖(D-N-acetylglucosamine)， 

這兩種單醣為玻尿酸的一級結構，這兩個糖基藉由交替的出現的β

-1,4 與ß-1,3 醣鍵(glycosidic bond)互相重複結合而形成一條直

鏈的分子，分子式為(C14H21NO11)n，此為玻尿酸的二級結構。(Balazs 

et al.,1986)。 

 

 

 

 

圖 2-6 玻尿酸的一級結構(Laurent and Fraser,1992) 
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圖 2-7 玻尿酸的二級結構(Scott, 1998) 

 

(2) 三級結構-玻尿酸在水溶液中的網狀結構 

玻尿酸分子在生理等張溶液中，雙醣單位會形成平行於分子軸鏈的氫

鍵而結合(Scott,1992)，但因為其間的羰基會彼此排斥，而產生許多 

不規則的局部螺旋(helix)，並使得玻尿酸分子全鏈形成纏繞

(coil)，這種存在的形式，有助於其分子結構的穩定。當濃度更高時 

玻尿酸分子所佔的空間會互相重疊，分子間也開始互相糾纏，而形成 

一種網狀的結構(Bothner and Wik,1987)。這種螺旋狀的巨大分子，

在水溶液中會佔有一個很大的領地式(domain)的線圈狀結構，因此尺 
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寸比較小的分子，如水、電解質或營養物質，可以在溶劑中進出但大

分子如蛋白質在玻尿酸分子聚合形成的網狀結構中，大分子活動的範

圍小只能緩慢的擴散。 

 

 

 

圖 2-8 玻尿酸的網狀結構(Hardingham,2004) 

 

2-3-2玻尿酸的生化合成 

玻尿酸為直鏈聚合無支鏈，且為聚陰離子之雙醣的重複結構，在聚合

多醣分子的過程中所需要的碳原子需要大約佔生長代謝的10%，需要5

個ATP參與，2個NAD當輔因子，1個acetyl-CoA當作重複的單元鍵結，

玻尿酸在細胞膜上進行生化合成(Chong and Nielsen,2003)。玻尿 
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酸是 D-glucuronic acid及N-acetyl-D-glucosamine合成而來，玻

尿酸分子在生物體內通常多以陰離子的形式存在。主要是藉助於一種

位於細胞膜上玻尿酸合成酵素(hyaluronan synthase)來合成製造玻

尿酸這類酵素在脊椎動物身上有:HAS1、HAS2和HAS3三種類型，主要

是以雙醣的活化核酶酸糖基、UDP-葡萄糖醛酸和 UDP-N-乙醯葡萄糖

胺做為原料，將兩者交替鍵結在一起，以形成長鏈的玻尿酸分子，此

時多糖鏈的還原末端所生成的HA鏈將不受限制地延伸。通

常在一個完整的玻尿酸分子中，雙醣體的重複次數可達到一萬次以上

時 每個雙醣體的分子量大約為四百萬道爾頓(生物體內大約介於10

萬到一千萬道爾頓之間) (Laurent,1987)。許多因素可調控HA的

合成，通過調節 HA合成酶分子中大小，亞基的磷酸化程

度 以 調 節 HA 合 成 酶 活 性 ， 當 存 在 合 成 HA 前 驅 物

UDP-GlcNAc、 UDP-GlcA時，合成酶的大亞基內的酪氨酸

(tyrosine)則發生自動磷酸化，會強制玻尿酸合成進行，這是

引發 HA合成的必經步驟。小亞基內絲胺酸也可磷酸化，

當絲胺酸(serine)磷酸化程度增高時，則會將低酵素的活性激

素、炎症因數、生長因數、細胞活性物質、腺苷酸環化

酶、腫瘤細胞等均可通過調整HA合成酶的活性來調節HA 
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的合成  (淩,2000)。 

 

 

圖 2-9玻尿酸生化合成圖(Heldermon et al.,2001) 

 

2-3-3 玻尿酸的應用 

(1)醫學與藥品方面應用 

A.眼科方面的應用 

眼 玻 璃 體 主 要 由 HA、 膠 原 纖 維 和 一 些 可 溶 性 蛋 白 質 組

成。膠原的網狀結構作為支架， HA的網狀結構結合大量

的水形成的凝膠填充於其中，研究證實 HA是目前眼用製

劑最好的載體，既可增加藥物的生物利用度，還可減輕 
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藥物對眼睛的刺激，促進眼部創傷癒合，迅速緩解眼部 

不適症狀(Madsen,1982)。 HA溶液用於眼科手術具有以下 

特點：(1)塗布於角膜內皮，形成保護膜，可保護角膜內

皮免受手術過程中的器械損傷 ;(2)維持眼前房適宜的深

度 和 形 狀 ， 便 於 手 術 操 作 (3)在 前 房 內 提 供 一 粘 彈 性 空

間，利於晶體、角膜植入物的著位和調整，減緩手術過

程器械及晶體的運動速度，減少可能造成的組織損傷;(4)

塗布於晶體的表面，可避免晶體植入時其表面對眼內組

織的摩擦所致的創傷作為聚陰離子，可中和晶體表面的

正電荷，降低炎症反應(5)清除晶體可能產生的會造成細 

胞損傷的遊離基 ;(6)粘附於較小的出血點可起到止血作

用 (7) 為 手 術 者 提 供 了 清 晰 的 手 術 視 野 (Pape and 

Balazs,1980) 此 外 ， HA還 有 顯 著 的 親 水 能 力 及 潤 滑 作

用，對乾眼症具有明顯的緩解作用。臨床上已廣泛應用

治療乾眼症的製劑0.1％ HA滴眼液，並取得了較好的療效

(Bertchez et  al.,1993)。  

B. 關節炎方面的應用 

玻尿酸(hyaluronan,HA）是由葡萄糖醛酸（glucuronic acid 
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和N-乙醯基葡萄糖胺（N-acetylglucosamine）合成的黏多 

糖，廣泛存在人體結締組織細胞外間質中，是人體關節 

滑 液 和 軟 骨 基 質 的 主 要 成 分 之 ㄧ (Douglas et al., 

2008)，對關節生理功能的發揮起著重要的作用，HA用於

膝、腕、肘及踝等關節的類風濕性關節炎治療 (rheumatoid 

arthritis, RA) (Isdale et al.,1991)。而有研究發現，

當發生骨性關節炎(osteoarthritis,OA)以及 RA等關節疾病病

時 ， 滑 液 中 HA濃 度 及 相 對 分 子 量 (relative molecular 

weight,Ｍ r) 均降低(Balazs et al., 1967)。  

玻尿酸首次應用於醫藥方面，就是來取代關節滑液(synovial fluid)

以減緩關節炎患者的疼痛，並改善關節的活動性。但注射玻尿酸溶液

至關節中，只能一時提高關節的潤滑度，而無法持續地增加患者關節

中玻尿酸的濃度。此乃因為患者的關節中，玻尿酸合成與分解的平衡

被破壞，以致於玻尿酸被去聚合(depolymerization)的量高於合成的

量。所以近來已使用經過交聯作用之玻尿酸水膠來作為患者關節的黏

性補充劑，可延長其在關節中的潤滑效果(Balazs,1990)。 

 

(2) 化妝品方面上應用 
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人體表皮組織和真皮組織層中含有高濃度的玻尿酸，皮膚中的含水量 

和玻尿酸含量的多寡有明顯的直接相關，隨著年齡增長，皮膚趨於老 

化，可能是皮膚組織中玻尿酸含量下降改變所造成的(Balazs and 

Band,1984)。玻尿酸具有保濕性、潤滑性、也可促進細胞的增生與遷

移，且玻尿酸小分子也可提供營養的性質(黃，2001)。而在玻尿酸的

保濕性與其Ｍr有關，Ｍr越高，保濕性能就越好，玻尿酸也可促進

受傷部位的皮膚再生,由於皮膚受到陽光曝曬產生脫皮、紅腫等現象 

主要是因為紫外線的作用，而玻尿酸可促使表皮細胞增殖與分化，以 

及清除自由基的作用,於是可對受損的皮膚進行修復(凌,2000)。 

 

(3) 食品工業上的應用 

在1980年左右在日本出現玻尿酸保健食品，其理論玻尿酸經過口服經

消化吸收增加體內玻尿酸合成前驅體，使得皮膚和其他組織中的玻尿

酸合成量增加，使得皮膚的保水性增加使肌膚富有彈性及減少皺紋

(Yamamoto,1998)。口服玻尿酸產品是全身性的，是由真皮至表皮增

加內源性玻尿酸的含量，使細胞活化。對於一些缺乏玻尿酸時會產生

疾病的組織與器官，補充玻尿酸可維持這些組織與器官之健康。保健 

品用的玻尿酸一般從雞冠提取製備，純度要求較低，通常在10%以下。 



 26

 

2-3-4玻尿酸的由來與萃取相關研究 

1934 年美國哥倫比亞大學眼科教授 Meyer 等首先從牛眼玻璃體中分

離出玻尿酸並分析其結構。由於是從希臘文 hyaloid (玻璃體)萃取

的 uronic acid(糖醛酸)所以命名為 hyaluronic acid(玻尿酸)，此

後開始以人和動物的組織中提取 HA。主要是以雞冠、臍

帶、眼玻璃體、猪皮等為原料，不同組織中的 HA 的含量 

和提取難易程度各有差異(Meyer,1947)，而玻尿酸在軟

結締組織的量為最高,其中以雞冠的濃度為最高(Reed et 

al.,1988)。  

玻尿酸萃取方式依文獻為下列介紹，傳統萃取法以雞冠為原料在58

～60℃下加乙醇脫脂，反應6～9hr (pH值為6～6.5)，加入胰蛋白酶

反應10～11hr再以酒精沉澱，過濾，以P2O5乾燥後，或是在雞冠加

入氯化鈉，加熱至90℃保溫10min再冷卻 50℃，pH 8.5~9.0

加入胰蛋白酶，45℃ ~50℃進行反應 5hr~7hr。以矽藻土過

濾，取濾液，再使用乙醇沉澱取出沉澱物，融於鹽水，氯仿

分離蛋白，37℃下鏈黴蛋白水解24hr,用氯 化 十 六 烷 基 吡 啶 沉

澱，沉澱物用0.4 mol/L的NaCl溶液攪拌解離，再以95%乙醇沉澱、

脫水，乾燥即得HA(Li et al.,2000:Elson and Morgan,1933)。  
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目前 以微生 物醱酵生產玻尿酸是很主流的作法,在1937年就發現

鏈球菌可生產玻尿酸(Kendall et al.,1937)，而以Streptococcus 

zooepidemicus ATCC 39920醱酵生產玻尿酸時不同階段採用不同溶氧

量會有效提高發酵產量(Nimrod et al.,1988)，其原因為不受動物組

織來源的影響，動物組織中之玻尿酸與某些蛋白質或其他黏性多醣類

形成複合物，因此需要繁複的分離及純化步驟，以致於動物萃取的玻

尿酸製程非常的複雜，造成成本非常的高，在大部分的情況下，萃取

的混合物中含有玻尿酸分解酵素(hyaluronidase)，也有可能在萃取

與純化的過程將玻尿酸分解而降低其分子量，使得玻尿酸之黏度及含

水能力下降。而我們在測定玻尿酸的分子量是採用黏度法，原理是利

用Mark-Houwink方程式[η]=KM
a
，從黏度來推算出玻尿酸的Ｍ r，K

和a值則因不同高分子、不同溶劑及溫度而不同。試驗所用的尤伯洛

德黏度計(Ubbelohde viscometer)，是一種用來測定牛頓性液體

(Newtonian fluid)之運動黏度(kinetic viscosity)黏度計。所謂的

牛頓性液體，是指此液體流動時剪切力(shear stress)與剪切速率

(shear rate)會成正比關係。而在測定濃度時由於玻尿酸為非均一物

質，是由多種不同相對Ｍr的玻尿酸分子組成，故不能以一般均一物 

 



 28

 

質測定方式進行含量和純度的測定。其結構和組成都是ㄧ樣，由D-

葡萄糖醛酸（ glucuronic acid ） 和N-乙醯基-D-葡萄糖胺

（N-acetylglucosamine）以等值莫耳比組成，而葡萄糖醛酸含

量測定是利用最常使用的carbazole（咔唑）法(Bitter and Muir, 

1962) 。 
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第三章  材料與方法 
 

3-1 實驗架構 

 

原料(雞冠組織)前處理 

                                 

雞冠一般化學組成成份分析 

1.Moisture 

              2.Ash 

3.Crude protein 

4.Total sugars 

   

雞冠膠原蛋白與玻尿酸之萃取實驗 

                     
 

膠原蛋白特性分析 

1. 膠原蛋白濃度估算 

2. 膠原蛋白 SDS-PAGE 分析 

A.膠原蛋白類型鑑定 

B.膠原分子量鑑定 

C.膠原終端胜肽去除測定 

3. 膠原蛋白中蛋白質含量測定

4. 熱殘留羥脯氨酸測定 

   玻尿酸特性分析 

1. 玻尿酸濃度估算 

2. 玻尿酸分子量測定 

3. 玻尿酸中蛋白質含量測定 
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3-2 原料來源及處理 

本試驗所使用的雞冠，購自台東市場，將所購買的雞冠於自來水中清

洗，把血液以及髒污的部位去除後，將雞冠切成直徑大約1至1.5公

分，分袋包裝，於－20℃下保存。 

 

3-3 雞冠一般化學組成分析 

(1)水份測定(A.O.A.C.,1984)。 

A. 洗淨坩鍋後置於105℃烘箱乾燥1小時以上，取出恢復到室溫，測

量、紀錄乾燥後重量。 

B. 精確秤取樣品5克，再放入105℃烘箱乾燥3~5小時，取出恢復至室

溫秤重,測量並紀錄之。 

水分（﹪）＝b－c / b－a × 100 

a：坩鍋之重量（g） 

b：坩鍋加樣品之重量（g） 

c：坩鍋加樣品乾燥至恆重時之重量（g） 

 

(2)灰份測定(A.O.A.C.,1984)。 

A. 將坩堝洗淨，置於500℃灰化爐中至少加熱5小時。 
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B.稱取坩鍋重量,精確秤取樣品，蓋上坩堝蓋，移入灰化爐。 

C.分段加溫，先加熱至105℃乾燥5小時，在移入灰化爐後加熱至500

℃、12小時，直至所有樣品均呈白色灰燼。 

D.將坩堝取出放入乾燥器，恢復至室溫稱取坩鍋+白色灰燼重量。 

灰分(%)＝殘留物重+坩鍋 / 樣品重 × 100。 

 

(3)粗蛋白質測定(A.O.A.C.,1984)。 

凱氏法（Kjedhl method） 

實驗試劑 

1. 指示劑（0.2％ methyl red：0.2％ bromocresol green＝1：5） 

2. 4%硼酸溶液 

3. 32 ％氫氧化鈉溶液 

4. 0.1N 硫酸標準溶液 

實驗流程 

A. 精秤樣品置入分解瓶內並記錄之，加入微量硒粉作為催化劑，再 

加入 20mL 之濃硫酸，置於自動分解裝置上分解360℃，2小時直 

至透明。 

B. 取出分解瓶待冷卻後，將分解瓶置於蒸餾裝置，取4%硼酸溶液 
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50mL，放入250mL 三角燒瓶。 

C. 加入3~5滴指示劑（0.2％ methyl red：0.2％ bromocresol 

green(1：5），連接蒸餾裝置，使冷凝器下端浸入三角瓶之硼酸

溶液內，將32％氫氧化鈉溶液100mL~150mL慢慢加入分解瓶內，使

其內容物呈強鹼性，立即蒸餾6分鐘。 

D.再以0.1N硫酸標準溶液滴定至還原色，其所得之值經計算即為 

粗蛋白質含量。另與本試驗同時做空白試驗。 

粗蛋白質計算方式： 

粗蛋白質(﹪) ＝ (V 2－V 1) × F × 0.001401 × N.F× 100/ S  

S：樣品重（g） 

V 1：空白試驗之0.1N 鹽酸 溶液滴定值（mL） 

V 2：本試驗之0.1N鹽酸溶液滴定值（mL） 

N.F：氮係數 6.25 

F  ：0.1N 鹽酸力價 

 

(4) 總糖(李,2003) 

實驗試劑 

1.酚(phenol) 5% 
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2.濃硫酸98% 

3.葡萄糖標準工作溶液:精秤0.1g葡萄糖,定量到100mL,此為1mg/mL

葡萄糖標準工作溶液 

葡萄糖標準曲線配製 

取為2.0 、4.0、 6.0 、8 .0、10.0μg/mL葡萄糖溶液,取上述不同 

濃度的1mL葡萄糖溶液,各加入1mL 5% 酚溶液,於10~20秒內加入5mL

濃硫酸溶液,混合均勻放入水浴槽於25℃水浴15分鐘,以分光光度計

在490 nm波長處測定吸光度，繪製標準曲線。 

實驗流程 

取雞冠1克加入10克純水於均質機內打碎均勻,取1mL樣品溶液放入試

管,依照上述步驟求得吸光值代入標準曲線求總糖量。 

 

3-4 萃取實驗 

3-4-1膠原蛋白之萃取 

實驗試劑的配製 

1. 胃蛋白酶(pepsin)溶液: 秤取10克胃蛋白酶加蒸餾水定容至 

250mL，使其濃度為4(w/v)% 

2. 醋酸溶液(acetic acid solution):250ml的醋酸加蒸餾水定容至 
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4000ml，使其濃度為0.5 mol。 

3. 丙酮(acetone) 

4. 99.5%乙醇(alcohol) 

實驗流程 

A.秤取回溫的250克雞冠並去除多餘水分，而後加入胃蛋白酶溶液及

醋酸溶液，先以果汁機高速攪均作用大約10至15分鐘後取出。 

B.將液體移入大型三角錐瓶並架設攪拌裝置(SHIN KWANG DC-15)，移 

至冷藏櫃10℃中持續攪拌24小時(轉速調至6)，使醋酸溶液和胃蛋白

酶溶液和雞冠完全作用。 

C.膠原蛋白粗萃取液以高速離心機離心以分離雜質，離心轉速為5000 

xg、時間為30分鐘、溫度為10℃，離心後取上層液。 

D.把膠原蛋白粗萃取液加入等量的丙酮溶液，將丙酮相(acetone 

phase)及水相(water phase)，兩相液體分別收集分裝之。 

E.懸浮的白色膠原蛋白取出後加入百分之99.5%的乙醇浸泡大約10分

鐘後，再以高速離心機離心以去除乙醇，離心設定的條件是，轉速

為 5000xg，10分鐘，10℃，離心後去除上層液體得可得膠原蛋白。 
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圖 3-1 膠原蛋白萃取流程圖 

註: 丙酮相(acetone phase)及水相(water phase)，兩相液體分別收      
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集分裝之。 

 

3-4-2玻尿酸萃取 

實驗試劑的配製 

1.95%乙醇(alocohol) 

2.氫氧化鈉(sodium hydroxide)5M 

3.丙酮(acetone) 

 

實驗流程 

A.將丙酮相(acetone phase)液體取出後倒入分液漏斗，再加入等量

的丙酮，靜置1小時等待其分層，取上層使用。 

B.把上層的液體100mL加入三倍量的95%乙醇，再加入5M氫氧化鈉

4mL，在室溫下攪拌12小時使玻尿酸沉澱。 

C.將玻尿酸粗萃取液使用高速離心機離心，離心轉速為5000 xg、時

間為10分鐘、溫度為10℃，離心後去除上層液體得可得玻尿酸。 
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圖 3-2 玻尿酸萃取流程圖 
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3-4-3 產物分析 

(1)玻尿酸薄層層析(Macherey,1990) 

實驗試劑 

1. 展開劑:methanol/0.01M potassium phosphate buffer(1:1) 

2. 染劑:(0.1% alcian blue、50% alcohol、10mL acetic acid加入

蒸餾水定量至300mL / 0.04g bromocersol green加入95% alcohol 

   定量到100ml.(1:1 v/v)) 

 

實驗流程 

A.取矽膠薄層板(silica gel TLC)裁切適當大小在由底部向上三公分

處及12公分處劃上各一水平線。 

B.將兩相液體water phase 、acetone phase與膠原蛋白標準品溶液 

以毛細管在底部三公分處，滴上水溶液等待其乾燥。 

C. 將矽膠薄層板放入玻璃層析槽，蓋起玻蓋展開液面須低於鉛筆水

平線下。 

D.當展開液升至板上12公分鉛筆水平線時，取出後染色15分鐘後以5%

醋酸脫色後吹乾,計算Rf值，Rf值為自起始點起樣品中心點上升高

度除以溶劑上升高度的比值 。                                            
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(2)膠原蛋白薄層層析(Macherey,1990) 

實驗試劑 

1. 展開劑:1M acetic acid / 1M hydrochloric acid(1:1)、0.5M  

sodium acetate,加入water/methanol(20%) 

2. 染劑:添加1% ninhydrin至pyridine/glacial acetic (5:1,v/v) 

實驗流程 

A.取矽膠薄層板裁切適當大小在由底部向上三公分處及12公分處劃

上各一水平線。 

B.將分層的兩相溶液water phase 、acetone phase與膠原蛋白 type 

1標準品水溶液以毛細管在底部三公分處，滴上水溶液等待其乾燥。 

C.將矽膠薄層板放入玻璃層析槽，蓋起玻蓋展開液面須低於鉛筆水平

線下。 

D.當展開液升至板上12公分鉛筆水平線時，取出染色15分鐘後,100

℃加熱五分鐘，計算Rf值。 

 

3-5 膠原蛋白特性分析 

(1) 膠原蛋白含量測定 

羥脯胺酸含量分析(hydroxyproline assay) (藍等，2006) 
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實驗試劑 

1. Citrate buffer solutions pH 6.8：26g citrate，14g sodium 

hydroxide和78g sodium Acetate溶於500ml蒸餾水中，加入250ml 

n-propyl alcohol，用蒸餾水定量1000mL。此液於4℃在深色瓶中

保存，可穩定幾個星期。 

2. Chloramine T 試劑：溶解1.41g chloramine T於100mL citrate 

buffer solutions（現配現用）。 

3. P-dimethylaminobenzaldehyde reagent：35mL perchloric acid.

［60%（m/m）］，稱取10g p-dimethylaminobenzaldehyde,，緩慢

加入65mL isopropyl alcohol（現配現用）。 

4.Hydroxyproline.標準儲備液，500μg/mL：準確稱hydroxyproline 

標準品50.0mg，用少量水溶解於100mL容量瓶中，加入一滴3 mol/L

硫酸酸定容至刻度。該溶液在4℃下能穩定至少一個月。 

5.Hydroxyproline標準工作液：吸取5mL hydroxyproline標準儲備液 

  500ml容量瓶中，用蒸餾水稀釋定容（臨用前配），濃度5μg/mL。       

羥脯胺酸(hydroxyproline)標準曲線配製 

配製羥脯胺酸濃度分別為0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6μg/mL。吸

取4mL上述稀釋好的溶液於具塞試管中，加入2mL chloramine T，搖 
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勻後在室溫下放置20min，加入2mL p-dimethylaminobenzaldehyde 

reagent，搖勻後迅速將試管移至60℃的水浴鍋中，保溫20min，再用

流動的自來水冷卻試管至少3min，室溫下放置30min，後用分光光度 

計在558nm處測量各個不同濃度標準溶液的吸光值,然後以濃度對吸

光值作圖，即可得到羥脯胺酸濃度標準曲線。 

實驗流程 

A.稱取樣品4g左右於錐形瓶中，於鹽酸溶液中120℃水解3小時，定容 

00250ml容量瓶中。        

B.稀釋該溶液中的羥脯氨酸濃度至0.5～2.0μg/mL，再經chloramine 

T氧化，最後根據氧化後的羥脯氨酸與對二甲氨基苯甲醛

(p-dimethylamino- benzaldehyde)反應生成的紅色化合物，在

558nm測定吸光值,將之代入標準曲線後，再乘以稀釋倍率，可得羥

脯胺酸濃度。 

 

(2)熱殘留性羥脯胺酸含量（thermal residual hydroxyproline      

content）(Schaub,1963） 

實驗試劑 

1. 林格試液: (860mg sodium chloride, 30mg potassium chloride  
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和33mg calcium chloride 加蒸餾水定量至100mL pH 7.0。 

實驗流程 

A.取5g樣品加入15mL林格試液於4℃浸泡1小時使樣品充分膨潤。置入

水浴槽中以不同溫度加熱1小時。 

B.以3000xg 離心30分鐘，棄卻上層液，留下殘渣作為樣品，以上述

測定羥脯胺酸含量方法測定，所得之測量值即為熱殘留性羥脯胺酸

含量。 

(3)膠原蛋白SDS-PAGE 電泳分析(Nagai, et al., 2000)  

實驗試劑 

1. 5X running buffer pH 8.3: Tris 90 mM 54.5 g、EDTA·2Na 2.5 

mM 4.7 g、Boric acid 80 mM 24.8 g、加水800 mL 溶解，以NaOH 

調pH至8.4後，加水至1000 mL，室溫保存。使用時以蒸餾水稀釋

五倍。 

2. 蛋白質變性液(protein denaturing solution):取distilled 

water 4mL，pH6.8的0.5M tris-HCl 1mL，glycerol 1mL，10%SDS 

1.6mL，2-β-mercatoethanol 0.4mL， 0.05%(w/v) bromophenol 

blue 0.2mL移入褐色瓶並貯存於4℃下備用。 

3. Fixing solution 
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取250mL isopropanol，100mL glacial acid，以去離子水定量至 

650mL，並貯存於4℃下備用。 

4. 膠片染色液(CBR R250) 

0.25% comassie Brillant R250，25% isopropanol 7% acetic acid 

再以蒸餾水定量至1000mL，貯存於室溫下備用。 

5. 膠片脫色液: 取5% methanol 7.5% acetic acid 用蒸餾水定量至

100mL，混和後貯存於室溫下備用。 

6. 膠片保存液：取7% acetic acid，混和後貯存於室溫下備用。 

蛋白質變性處理 

取膠原蛋白和蛋白質變性液以1:1比例混合加熱至95℃加熱5分鐘。 

 

電泳之操作 

A .膠片(PIERCE,4~20% Precise
TM GEL)以固定夾固定後，於電泳槽

(Mini-protein，BIO-RAD)中注入running buffer。 

B .以微量注射器吸取10μL 樣品液，注入stacking gel 之凹槽中。 

C. 啟動電源供應器，以110V之電力條件進行泳動。 

D.當藍色指示劑到達離膠片底部約0.5cm時即停止泳動。 

E.將膠片從裝置上取下，將膠片取出，將膠片置於有蓋之塑膠盒 
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，加入染色液後於震盪器染色30分鐘。 

F.將染色液倒出，再加入脫色液退染30分鐘，更換一次脫色液 

後震盪隔夜退染。 

H.將退染完畢的膠片浸於保存液中保存。 

 

(4)蛋白質濃度測定(Bradford,1976) 

實驗試劑 

1.牛血清蛋白(bovine serium albumin,BSA) 

2.Bio-Rad染劑(dye reagent) 

蛋白質標準曲線配製 

1.以牛血清蛋白(bovine serium albumin, BSA)為標準品,配置濃度  

   0.5~50μg/mL為標準品。 

2. 取樣品以蒸餾水定量至200mL，在加入1000μL的Bio-Rad染劑 

(dye reagent)，反應5分鐘，再用分光光度計在波長595nm測量各

個不同濃度標準溶液的吸光值,然後以濃度對吸光值作圖，即可得

到蛋白質濃度標準曲線。 

實驗流程 

取樣品以蒸餾水定量至200μL,在加入1000μL的Bio-Rad染劑,反應5 
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分鐘,再以利用分光光度計在波長595nm測量吸光值,將之代入標準曲 

線後，再乘以稀釋倍率，可得蛋白質濃度。 

 

(5)膠原蛋白等電點測定(王，2001) 

實驗試劑 

1. 3%醋酸溶液 

2. 6 mol/L 氫氧化鈉 

實驗流程 

將所萃取出的膠原蛋白溶解於3%醋酸溶液中,在緩慢滴入6 mol/L 氫

氧化鈉,直至發生沉澱,此時用pH meter測定其pH值。 

 

3-6 玻尿酸特性分析 

(1)玻尿酸濃度分析(Bitter,1962) 

實驗試劑 

1. 硼砂硫酸液: 稱取2.38 g 四硼酸鈉(Sodium tetraborate)，溶於

250 mL 濃硫酸中。 

2. Carbazole試液: 稱取0.125 g carbazole 溶於100 mL 無水乙醇，

保存於4℃冰箱（約可保存三個月）。 
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葡萄糖醛酸標準曲線配製 

 

1. 精密稱取葡糖醛酸得0.01、 0.02、 0.03、 0.04和 0.05

μ g/mL濃度。  

2. 將試管置於冰水浴中4℃後，加入5 mL硼砂硫酸液，再加入1 mL 標

準溶液，輕輕搖晃使其均勻混合。 

3. 將均勻混合的試液放置於沸水中水浴10分鐘後，以冰水浴4℃冷

卻。 

4. 待上述試液冷卻之後，依序加入200μl之咔唑試液，混合均勻後

再以沸水水浴15分鐘。 

5. 將試管置於水中冷卻後，利用分光光度計在波長525nm下測量各個 

不同濃度標準溶液的吸光值，然後以濃度對吸光值作圖，即可得

到葡萄糖醛酸濃度標準曲線。 

實驗流程 

稱取樣品依上述方法,利用濃硫酸將玻尿酸水解成不穩定之己糖醛酸

(hexuronic acid)衍生物後，再與carbazole反應，形成粉紅色的發

色基團，以分光光度計在波長525nm下測量其吸光值，將之代入標準

曲線後，再乘以稀釋倍率，可得葡萄糖醛酸濃度。 
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(2)蛋白質含量測定(Bradford,1976) 

  依上述方法 

（3）玻尿酸分子量分析(陳，1996) 

實驗流程 

A.以玻尿酸溶於水溶液，配製不同的濃度(0~50mg/ml)。 

B. 把待測溶液倒入黏度計內，液面至A、B間。 

C. 用安全吸球把液體吸至C以上，測量液體流經刻度D、E間的時間， 

量測重覆3 次或以上。將所求得之ηinh(固有黏度，inherent viscosity) 

對玻尿酸濃度(%)作圖後，以外插法求得濃度為零時之黏度，此數 

值為本質黏度( [η]，intrinsic viscosity)。最後利用Mark-Houwink方 

程式(陳，1996)來推算玻尿酸的分子量：[η]=KMa，此時K=0.029， 

 a=0.80。 

相對黏度(relative viscosity) ηrel＝ t / t0 

比黏度( specific viscosity ) ηsp ＝( t / t0 )－1 

還原黏度( reduced viscosity ) ηred ＝ηsp / C 

固有黏度( inherent viscosity ) ηinh ＝㏑ηredl / C 

 

極限黏度( intrinsic viscocity ) [η]＝(ηred)C→0 or (ηinh) C→0 
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t：幾丁聚醣溶液通過毛細管b、d 兩處所需的時間 

t0：溶劑通過毛細管b、d 兩處所需的時間 

C：樣品的濃度 

 

 

圖 3-2 Ubbelohde 黏度計 

 

 

 

 

 

 

圖 3-3 應用外插法求極限黏度 
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四 結果與討論 

 

4-1 雞冠一般化學特性 

雞肉不可食部份（inedible portion of meat）含有大量之蛋白質如

膠原蛋白、彈性纖維蛋白、角蛋白以及血液蛋白等（陳,2000）。 

本實驗所使用的雞冠平均為35g,表 4-1為雞冠的一般化學組成成份,

其水份、灰份、粗蛋白、總糖量分別為 83、0.2、9.25、5.92﹪,由

結果中發現雞冠中水分含量最高,推論這是由於雞冠中富含黏液,導

致水分含量較高,而粗蛋白在雞冠成分中也有 9.25%,而灰份、總糖量

在雞冠成分中所佔的百分比較低，經換算雞冠內粗蛋白中含有 80%的

膠原蛋白，而雞冠中總糖內含有 72%的玻尿酸。 

 

 

 圖 4.1 總糖標準曲線 
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表 4-1 雞冠之一般化學組成  

 

 

4-2 薄膜層析 

由於雞冠是玻尿酸含量為最高的動物組織，所以萃取膠原蛋白後想測

試是否在兩相液體中有玻尿酸的成分在，所以將玻尿酸及膠原蛋白的

標準品分別配置與丙酮相與水相做薄膜層析，在圖 4-2 (A)可看出除

了膠原蛋白標準品有跑出,但是在丙酮相與水相並無跑出,而在4-2(B)

中可發現玻尿酸與由丙酮相所萃取出的玻尿酸跑出的 Rf 值相同，於

是可推測在萃取完膠原蛋白的上層液丙酮相中有玻尿酸的成分，於是

之後便取丙酮相來做玻尿酸後續的萃取液。 
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                    圖 4-2 薄膜層析 

                A. 膠原蛋白薄膜層析圖 

B. 玻尿酸薄膜層析圖 

 

4-3 膠原蛋白濃度測定 

由於膠原蛋白中含有大量的羥脯胺酸(hydroxyproline)，這是這類蛋白 

特有的性質，故我們可以以此來根據來推論出膠原蛋白的含量，故以 

A 
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羥脯胺酸(hydroxyproline)來做標準曲線，最後再回推即可得膠原蛋 

白濃度。以樣品所測出的吸光值帶入在圖 4-3 標準曲線，再乘以稀釋

倍數，即得到羥脯胺酸的濃度 0.29 mg/mL，而羥脯胺酸在膠原蛋白

內佔 12.5%故將所得到的濃度乘上 12.5，故樣品所測得的膠原蛋白濃

度為以膠原蛋白粗萃取中所萃取出的膠原蛋白濃度為 3.6mg/mL，而

在丙酮相中第二次所萃取出的膠原蛋白濃度為 0.4mg/mL，而兩次所

萃取的膠原蛋白濃度濃度相加為 4 mg/mL，而經換算得到膠原蛋白的

純度為 57%，而回收率為 85%，影響膠原蛋白的純度是由於不同的萃

取方法所能萃出的膠原蛋白含量會有差異性，且本實驗所採用的方法

中在後續處理方面並未有純化的過程，使得有非膠原蛋白的物質在其

中，之後若能在此有後續的研究相信能提高膠原蛋白的純度。 

 

 

圖 4-3 羥脯氨酸(hydroxyproline)標準曲線 
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圖4-4 雞冠萃取出膠原蛋白濃度(1)由膠原蛋白粗萃取液中第一次萃             

取出膠原蛋白(2)由丙酮相中第二次萃取出膠原蛋白  

 

4-4 膠原蛋白蛋白質濃度測定 

由於在雞冠的成分分析中可發現,雞冠除了水分之外其蛋白質含量為

高, 經由實驗測出萃取出膠原蛋白產物的總蛋白量,在比對膠原蛋白

含量即可得知在萃取過程中雜蛋白去除是否完全，故我們測定所得到

樣品的蛋白質濃度為 13.4
.
mg/mL 與相同使用醋酸溶液處理 24小時的

5.24mg/mL(傅等,2004)相比來的高，而在此數據中可看出樣品中蛋白

質濃度有 13.4mg/mL，但是在膠原蛋白濃度測定的結果中只 4mg/mL，

由此數據可看出此樣品中雜蛋白去除的不夠完全，導致膠原蛋白的純

度偏低。 
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4-5 膠原蛋白等電點測定 

當蛋白質溶液處於某一 pH 時，蛋白質游離成正、負離子的趨勢相等，

即成為兼性離子(zwitterion,淨電荷為 O)，此時溶液的 pH 值稱為蛋

白質的等電點(isoelectric point,簡寫 pI)。當到達等電點時蛋白

質會沉澱,而樣品所測出的等電點為 pH 6.5，亦即再此 pH 下會產生

沉澱,所以等電點可用來對於膠原蛋白分離的一個指標。 

 

 

 

圖 4-5 蛋白質標準曲線 

 

 



 55

 

4-6 蛋白質電泳（SDS–PAGE） 

(1)膠原蛋白類型鑑定 

電泳是普遍來觀察膠原蛋白二級結構的工具(Deyl, et al.,2000)並

依樣品變性與否區分為非還原(non-reduction)及還原(reduction)

兩大系統,目前以還原系統電泳廣泛應用於膠原蛋白之評估。 

一般在雞冠中所萃取出的膠原蛋白皆屬於第一型膠原蛋白，其組成第

一型膠原蛋白結構是由兩條α1 chain 及一條α2 chain 所組成,即為

α1(Ⅰ)2 α2(Ⅰ)。第I 型膠原蛋白含量約佔全部膠原蛋白含量的90

％，也是醫學上使用最多的膠原蛋白（李等，1993）。本實驗以購

自Sigma第一型膠原蛋白與採用李炎專利方法所萃出的膠原蛋白，進

行蛋白質電泳（SDS–PAGE），在圖4-6 可發現明顯看到有兩條αchain 

band，顯示其具有兩種不同分子量的α chain 組成型態，α1 chain

及α2 chain的band 的出現。在圖4-6中也可發現到在蛋白質電泳結

果中可看有二聚體 (dimer, 以ß表示)，這是由於膠原蛋白具有分子

鏈內及分子鏈間的共價交聯鍵，因不易被破壞打斷，所以導致有二聚

體的出現。 
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                          1       2 

圖 4-6 膠原蛋白類型鑑定之SDS-PAGE分析結果 

1.牛皮膠原蛋白（typeⅠ） 

 2.雞冠膠原蛋白粗萃取產物 

 

(2) 膠原分子量鑑定 

不過萃取來源方式及膠原蛋白種類差異性不同而分子量會有差異，而

膠原蛋白之胜肽鏈(α-chain)分子量大小約100KDa左右，故若膠片中

出現低於此分子量的band，表示有其他雜蛋白的汙染或膠原蛋白降解

(degradation)，本實驗電泳所使用的Marker分別為212KDa ､121KDa､ 

α1  

ß  

α2 
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100KDa､54KDa､38KDa､29KDa､20KDa，用以觀察由雞冠中所萃取出

膠原蛋白分子量，在圖4-7中可看見分子量121KDa~212 KDa與文獻

117KDa ~214KDa (Bellon, et al.,1988)相符。 

 

(3)膠原終端胜肽去除測定 

運用在製藥工業及生醫材料的膠原蛋白，若是由動物組織中萃取而

得，則會有致病、發炎的風險，若是在萃取膠原蛋白製程中將低終端

胜肽膠原蛋白(telopetide-poor collagen)去除，則將不會引發人體

過敏反應之疑慮，而由於C-端肽及N-端肽分子量皆在50 kDa以下

(Leon and Dixie,1987)，固以此為根據來觀察終端胜肽(telopeptide)

去除與否，而由於本法萃取過程並未要求同時完全達到去除終端胜肽

(telopeptide)為目的，固以此法所萃取出的膠原蛋白經SDS-PAGE，

電泳圖4-7顯示以pepsin處理之膠原蛋白於去端肽的結果，在圖中可

見有少量50kDa以下之分子量不同的小分子多肽產生，則代表在萃取

過程中pepsin並未完全切除終端胜肽(telopeptide)，之後若需運用

在藥用或生醫材料上，可由pepsin來處理將cystine 產生的雙硫鍵部

位進行端肽上過敏部位的切除，使終端胜(telopeptide)完全去除。 
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          121KDa 
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圖 4-7 膠原蛋白之 SDS-PAGE 分析結果與分子量鑑定

和膠原終端胜肽去除測定 

 

 

4-7 膠原蛋白之熱穩定性 

熱變性與與膠原蛋白中羥脯胺酸的含量有直接關聯（Asghar and 

Henrickson,1982；Bailey and Light,1989）。在實驗中把膠原蛋白

分別經過30℃、33℃、 36℃、 39℃、 41℃、 44℃不同的溫度下加 
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熱，之後使用分光光度計去測Hyp的吸光值，在圖4-8中萃取出的膠原 

蛋白經過30℃、33℃、 36℃、 39℃加熱時，其吸光值不變也就表示 

在所萃取出的膠原蛋白在常溫下可維持其穩定性，而在41℃時其吸光

值呈現明顯的下降，也就表示在經過41℃至44℃加熱時膠原蛋白三螺

旋結構發生部分分離和斷裂。 

 

 

 

圖 4.8 羥脯氨酸(hydroxyproline)經加熱後與吸光值的關係圖 

 

 

4-8 玻尿酸濃度測定 

玻尿酸的結構與組成是由D-葡萄糖醛酸(D-glucuronic acid)及D-N-

乙醯葡萄糖胺(D-N-acetylglucosamine),根據玻尿酸結構計算，每

100 mg純品玻尿酸完全水解後可產生葡萄糖醛酸48.38mg，因此得知 
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葡萄糖醛酸濃度後，再乘上2.07倍（玻尿酸和葡萄糖醛酸含量為 

100/48.38，約為2.07），即為玻尿酸的濃度。以樣品所測出的吸光 

值帶入再乘以稀釋倍數，即得到葡萄糖醛酸的濃度為1.3 mg/mL，而

將所得到的濃度乘上2.07，故樣品所測得的玻尿酸濃度2.69mg/mL，

經換算玻尿酸純度為45%，而回收率為83%，濃度的差距推測是由於實

驗萃取步驟無純化過程所導致,樣品中有非玻尿酸物質存在。 

 

 

 

 

 

圖 4-9葡萄糖醛酸(glucuronic acid)標準曲線 
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表 4-2 膠原蛋白與玻尿酸純度及回收率 

 

 

4-9 玻尿酸蛋白質濃度測定 

 

由於所測得樣品中玻尿酸濃度偏低，推測是有否蛋白質存在其中，經

過測定蛋白質濃度來看，樣品中蛋白質濃度為 4.2mg/mL，和所推測

樣品玻尿酸濃度偏低是有由於其他物質存在其中，故以此結果來看由

於蛋白質去除的不完全導致玻尿酸的濃度偏低。 

 

4-10 玻尿酸分子量測定 

高黏度是玻尿酸最重要的物理性質之ㄧ，其分子量越大黏性越高，其

實驗以濃度對固有黏度做圖，分別做線性迴歸公式，可由公式得知其

截距，此截距即為極限黏度[η]。 [η]=KM
a
, K 和 a 為常數,在測定

條件下只與聚合物的種類有關,每種聚合物都有特定的K和a值,對於

玻尿酸來說,其 K和 a 值主要和溶劑的離子強度跟測定溫度有關。 
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樣品測出的分子量為 4.3*10
5
與文獻(吳,2002)的 1.445*10

6
相較較

低，可能是由於在萃取過程玻尿酸分解酵素作用，使得分子量下降,

而本實驗所使用的黏度管是由人工操作，若能以電腦測試的裝置則應

可以獲得更精確的分子量，而分子量大於 10
5
的玻尿酸可抑制細胞的

分化、移動，但卻有助於細胞的聚集、貼附，而玻尿酸的分子量愈大，

即聚合的單體愈多，結構愈完整，保水力及黏彈力也愈強。 

 

 

 

  

圖 4-10 玻尿酸濃度與黏度關係圖 
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表 4-3 雞冠中膠原蛋白及玻尿酸的含量 

 

 

表 4-4 膠原蛋白特性分析結果 

 

 

表 4-5 玻尿酸特性分析結果 
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第五章 結論 

 

經由本實驗以李老師專利方法,使用雞冠來萃取而得之膠原蛋白及和

玻尿酸,在特性分析方面其膠原蛋白熱穩定性大約在 40℃左右,和先

前文獻資料魚類來源的膠原蛋白熱變性溫度25~30℃相比較則較為安

定。本實驗所萃取出膠原蛋白、玻尿酸，純度為 57、45%，而本實驗

所萃取出的產物有一些雜蛋白存在而影響,此為之後可再深入研究,

而在分子量方面 HA 分子量為 4.3*10
5
,經由電泳可得之由雞冠所萃出

的膠原蛋白為第一型膠原蛋白。 

而比較先前萃取文獻，Miller 先將雞冠以乙醇、氫氧化鈉處理 48hr，

在加入胃蛋白酶/醋酸溶液處理 24hr，在經過鹽析、透析的方式處理

84 小時，才可得到膠原蛋白，共需要 6.5 天的時間,而 Li 和 Elson

是雞冠先經乙醇或是氯化鈉處理 50~60℃，5~9hr，再使用蛋白酵素

作用 5~7hr，過濾後再使用鏈酶酵素處理 24 小時，再以乙醇沉澱玻

尿酸。而本法是胃蛋白酶/醋酸溶液處理 24hr，在加入丙酮提取膠原

蛋白，丙酮液再加入氫氧化鈉與乙醇來沉澱玻尿酸，而在先前的研究

方面也沒有類似的方法可一次萃取出兩種物質，目前玻尿酸以鏈球菌

生產的技術相當成熟但是膠原蛋白以基因重組方式所生產的產率較 
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動物性低且單位成本高目前尚在研發階段,綜觀以上結果本法萃取方 

法簡便及節省時間、人力及成本，且只需要兩天的時間故以經濟效應

來看是有其可行性。 
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