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提要    采用扫描电镜、光谱分析和元素分析法, 进行了胃蛋白酶水解法、高速离心法和酸水解法

精制的鱿鱼墨黑色素颗粒形态、紫外可见光谱、红外光谱及金属元素含量的研究。结果表明, 酸水

解法破坏了鱿鱼墨黑色素的颗粒结构; 三种不同精制方法所得的鱿鱼墨黑色素在 220nm附近均有强

吸收。胃蛋白酶水解和酸水解法有效切除黑色素的氨基基团, 但酸水解法下鱿鱼墨黑色素吲哚类化

合物的特征峰由 1399.64cm1 移至 1307.88cm1; 高速离心法精制的黑色素则在 2925.02cm1 和

2854.09cm1有新吸收峰。不同精制方法对鱿鱼墨黑色素自身的不同金属元素含量具有降低和富集效应。 
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中图分类号    Q53 

黑色素 (Melanin)是分布最广的一类天然色素 , 

广泛存在于细菌、真菌和动植物体内, 鱿鱼墨黑色素

是鱿鱼加工副产物墨囊的提取物, 属于真黑色素类, 

是由酪氨酸经酪氨酸酶、酪氨酸酶 TRP-1和酪氨酸酶

TRP-2 等系列酶的作用氧化形成的大分子聚合物 

(Magarelli et al, 2010), 除了具有强染色能力外, 还具

有抗氧化、抗肿瘤、免疫调节、降血脂、脱除重金属

等生理活性。 

鱿鱼墨汁有机物质含量丰富 , 蛋白质含量达

67.2% (郑高利等, 2002)。高纯度黑色素的制备常常需

要除去水溶性的蛋白及糖类等杂质, 目前, 动物类天

然黑色素纯化方法有化学法(酸水解和碱水解)(李兴

旺等, 2001; Liu et al, 2003b)、高速离心法(Birbeck et 

al, 1956)及酶解法 (阎克路等 , 2001; Birbeck et al, 

1956; Novellino et al, 2000; Hong et al, 2005; Chen et 

al, 2008), 但是, 不同精制方法对鱿鱼墨天然黑色素

特性影响的研究还鲜见报道。本文采用胃蛋白酶水解

法、高速离心法和酸水解法精制鱿鱼墨黑色素, 运用

扫描电镜技术、光谱分析法和金属元素分析法比较不

同精制方法对鱿鱼墨黑色素形态结构、主要官能团及

金属元素的影响 , 旨在为鱿鱼墨黑色素结构对生物

活性影响及在食品与药品方面的进一步开发应用奠

定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

北太平洋鱿鱼(Ommastrephes bartrami)墨囊由舟

山兴业有限公司提供, 20℃冻藏, 备用。 

胃蛋白酶(BR)购于中国医药集团上海化学试剂

公司; Cd、Cr、Pb、Fe、Zn、Sr标准溶液(1000g/ml),  
德国 Merck 公司, 用前逐级稀释; Hg、As 标准溶液

(1000g/ml), 国家钢铁材料测试中心, 用前逐级稀释; 

HNO3 为优级纯, 实验用水为高纯蒸馏水, 其余试剂

均为分析纯级。 

1.2  主要仪器与设备 

S-3400N 型扫描电镜, 日本日立公司; TENSOR27

傅立叶变换红外光谱仪, 瑞士 BRUKER公司; UV-2100

型紫外-可见分光光度计, 日本 Shimadzu公司; Prodigy

型电感耦合等离子体原子发射仪, 美国 Leeman公司; 

Excel 型微波消解仪 , 上海屹尧微波化学技术有限 
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公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  鱿鱼墨黑色素精制    鱿鱼墨囊于 4℃下自

然解冻, 手工剥去囊衣, 收集囊衣内黑色素, 分别采

用胃蛋白酶水解法、高速离心法和酸水解法精制鱿鱼

墨黑色素, 高速离心法参照文献(Liu et al, 2003b)进

行, 胃蛋白酶水解法和酸水解法具体步骤 如下:  

胃蛋白酶水解法 : 取一定鱿鱼墨 , 按照 1 : 10 

(W/V)比例加入去离子, 用 6mol/L 盐酸调节混合物

pH至 1.5, 在 37℃水浴保温 10min后, 根据鱿鱼墨质

量按照 1.5%比例加入胃蛋白酶, 37℃下水解 5h, 然后

在 95—100℃沸水浴加热 5min, 7000 r/min离心 15min, 

弃去上清液, 沉淀反复用去离子水洗涤, 并离心至上

清液基本无棕色, 收集沉淀备用。 

酸水解法: 按照 1 : 10 (W/V)比例在鱿鱼墨中加

入浓度为 1%盐酸, 用玻璃棒搅拌 5min后, 采用倾倒

法除去水溶性成分, 然后按照鱿鱼墨质量 1 : 40 (W/V)

比例加入浓盐酸, 沸水浴加热 3h, 加热过程中不时用

玻璃棒搅拌。加热结束后, 静置鱿鱼墨水解液, 倾倒

掉上清液, 沉淀物反复用去离子水洗涤至中性, 备用。 

将未水解鱿鱼墨黑色素和胃蛋白酶水解法、高速

离心法和酸水解法精制的鱿鱼墨黑色素沉淀物分别

在 40℃下烘干, 得到黑色素粉末, 分别记作 STPM1、

STPM2、STPM3 和 STPM4, 用于黑色素形态、光谱

特征及金属元素测定实验。 

1.3.2  鱿鱼墨黑色素微观形态观察     STPM1、

STPM2、STPM3和 STPM4颗粒分别镀金后, 采用扫

描电镜观察鱿鱼墨黑色素微观形态。 

1.3.3  鱿鱼墨黑色素紫外可见光谱     STPM1、

STPM2、STPM3 和 STPM4 分别用二甲基亚砜溶解, 

稀释适当倍数, 200—700nm进行紫外可见光谱扫描。 

1.3.4  鱿鱼墨黑色素红外光谱    STPM1、STPM2、

STPM3 和 STPM4 分别与干燥的 KBr 按照 1 : 100 

(W/W)比例混合 , 研磨均匀 , 压片 , 测定鱿鱼墨黑色

素在 400—4000cm1范围红外吸收光谱。 

1.3.5  金属元素分析    在 STPM1、STPM2、STPM3

和 STPM4中各加入 3ml浓HNO3, 用微波消解装置程

序升温消解至液体澄清, 分别定容到 25.00ml 容量瓶

中。采用电感耦合等离子体原子发射仪测定各消化液

中 Cd、Cr、Hg、As、Pb、Fe、Zn和 Sr元素含量, 测

试条件如下: 功率 1.0kW, 冷却气流量: 20L/min, 辅

助气流量: 0.3L/min; 雾化器压力: 0.2MPa; 样品提升

量: 1.2ml/min, 积分时间 2s, 水平观测, 金属元素含

量以g/g计。 

2  结果 

2.1  鱿鱼墨黑色素微观形态比较 

图 1扫描电镜结果显示, 鱿鱼墨黑色素由大小较

为均匀、边缘清晰的球状小颗粒组成, 颗粒间相互连

接, 形成大小不等的聚合体(STPM1)。胃蛋白酶水解

法和高速离心法精制的鱿鱼墨黑色素 STPM2 和

STPM3 也是由边缘清晰的球形颗粒构成, 且颗粒大

小与 STPM1 一致 , 但 STPM3 的颗粒结合程度比

STPM1 更为紧密。酸水解法制备的 STPM4 与

STPM1、STPM2、STPM3 的微观形态明显不同, 总

体上看, 除了有零星球形颗粒存在外, STPM4中的颗

粒边界已模糊不清, 且有大量凹沟和凹洞形成。 

 

 
 

图 1  不同精制方法所得的鱿鱼墨黑色素扫描电镜结果比较 

Fig.1  Comparison of the scanning electronic microscopes of 
squid melanin by different refining methods 

注: ×10000。STPM1、STPM2、STPM3和 STPM4分别代表未

水解、胃蛋白酶水解、高速离心和酸水解法精制鱿鱼墨黑色素, 

下同 
 

2.2  鱿鱼墨黑色素光谱特征 

2.2.1  紫外可见光谱    STPM1在紫外区 220nm附

近存在强吸收峰 , 不同精制方法所得的鱿鱼墨黑色

素 STPM2、STPM3 和 STPM4 均在 220nm附近有强

吸收值(图 2A)。另外, 图 2B 显示 STPM1、STPM2

和 STPM3 在 320nm 左右也有较强吸收, 而 STPM4

则在 330nm处吸光值增加, 出现红移现象。在可见光

区内, STPM1、STPM2、STPM3和 STPM4的吸光值

随着波长的增加而减小 , 但 STPM1、STPM2 和

STPM3在 435nm附近有肩峰出现, STPM4则无明显

肩峰(图 2B)。 
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图 2  不同精制方法所得鱿鱼墨黑色素的紫外可见光谱比较 

Fig.2  Comparison of UV-vis spectra of squid melanin by dif-
ferent refining methods 

 

2.2.2  鱿鱼墨黑色素的红外光谱分析    图 3 红外

分析显示 , 不同精制方法对鱿鱼墨黑色素的官能团

有较大影响, 虽然 STPM1、STPM2、STPM3和 STPM4

分别在 3500—3300cm1、1620—1600cm1和 1465—

1250cm1存在强吸收峰, 但 STPM2和 STPM4在 3500—

3300cm1区间的吸收峰是强宽峰, 且 STPM1在 2400

—2200cm1有弱吸收峰, STPM2和 STPM4在此区间

则无吸收。与 STPM1相比较, STPM3的官能团更为

复杂, 除了有与 STPM1 相近吸收峰外, STPM3 在

2925.02、2854.09 和 1466.49cm1出现了较强吸收。

STPM1、STPM2、STPM3和 STPM4的红外光谱特征

吸收峰及可能归属官能团总结见表 1。 
 

 
 

图 3  不同精制方法对鱿鱼墨黑色素红外光谱影响 

Fig.3  Effects of different refining methods on the fourier 
transform infra-red (FTIR) spectra of squid melanin 

 

2.3  不同精制方法对鱿鱼墨黑色素金属元素影响 

由表 2可以看出, STPM1本身含有一定量的有害

重金属元素, 虽然 Cr、Hg、As 和 Pb 的含量均低于

1g/g, 但 Cd含量达到 4g/g。此外, 鱿鱼墨黑色素富

含 Sr和 Fe元素, 含量分别为 120g/g和 133g/g。对

鱿鱼墨黑色素的精制处理可以降低或提高其金属元

素含量, 其中 STPM4 的 Cd 含量降至≤1g/g, 同时 

 

表 1  不同精制方法所得的鱿鱼墨黑色素红外光谱吸收峰及归属官能团 
Tab.1  Peaks and functional groups of FTIR spectra of squid melanin by different refining methods 

吸收峰(cm1)及归属官能团 
方法 

OH/NH伸展 CH3非对称/对称伸展 Amino基团 C==O/芳香族 C==C伸展 CH2CH3弯曲 CN伸展 

STPM1 3427.45 — 2349.65 1617.60 — 1399.64 

   2289.68    

STPM2 3399.49 — — 1616.94 — 1363.95 

STPM3 3415.36 2925.02 2335.83 1624.34 1466.49 1400.21 

  2854.09 2281.93    

STPM4 3397.49 — — 1620.30 1483.83 1307.88 

注: 表中“—”表示未出现吸收峰 

 

表 2  不同精制方法对鱿鱼墨黑色素的金属元素含量影响 
Tab.2  Effects of different refining methods on the contents of metal elements in squid melanin 

金属元素种类及含量(g/g) 
方法 

Cd Cr Hg As Pb Fe Zn Sr 

STPM1 4 ≤1 ≤1 ≤1 ≤1 120 14 133 

STPM2 ≤1 ≤1 ≤1 ≤1 ≤1 73 7 ≤1 

STPM3 12 ≤1 ≤1 ≤1 ≤1 62 54 121 

STPM4 ≤1 ≤1 ≤1 ≤1 ≤1 21 5 2 
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Fe、Zn和 Sr含量也显著减少, Sr损失率达到 98%以

上。STPM2的 Cd和 Sr含量均降低到≤1g/g, Sr几

乎全部损失。与 STPM1相比较, STPM2中 Fe含量可

以保留 60%以上, 且明显高于 STPM3 和 STPM4 中

Fe含量, 但是 STPM2中 Zn含量损失严重, 总量仅略

高于 STPM4中的 Zn。而 STPM3的 Cd和 Zn含量均

明显高于 STPM1中 Cd和 Zn, 虽然 Sr含量可以保留

90%以上, 但是 Fe含量由 120g/g降至 62g/g。 

3  讨论 

鱿鱼墨黑色素属于真黑色素 , 天然真黑色素单

体 5,  6-二羟基吲哚 (DHI)和 5,  6-二羟基吲哚酸

(DHICA)具有高度的聚合性 , 而且聚合方式受溶液

pH、金属离子种类和含量以及糖和蛋白质等含量的

影响(陈士国, 20071); Wolfram et al, 1970; Arnaud et al, 

1981)。鱿鱼墨黑色素的精制条件不同, 将影响黑色素

的形态及化学结构。本文用强酸水解法精制的鱿鱼墨

黑色素与胃蛋白酶水解法和高速离心法得到的鱿鱼

墨黑色素相比较, 在微观结构、红外光谱特征及金属

元素含量上均有明显差别。扫描电镜结果显示, 强酸

水解法得到的 STPM1 晶体结构松弛, 外部黑色素颗

粒球状不完整, 边界模糊, 说明强酸对鱿鱼墨黑色素

的结构有破坏作用。阎克路等(2001)曾报道盐酸分离

法制备的牦牛绒黑色素颗粒边缘变得模糊不清 , 且

黑色素颗粒尺寸略变大。虽然强酸水解可以除去黑色

素中蛋白质等杂质 , 但是近来研究发现人头发真黑

色素在强酸作用下脱去羧基 , 促使蛋白质转变成色

素类似物(Liu et al, 2003a)。图 2 紫外可见光谱中

STPM4在 220nm强吸收和 330nm的弱吸收可能与鱿

鱼墨黑色素残留的蛋白或特定氨基酸有关(Nofsinger 

et al, 2002), STPM4在红外光谱中 2400—2200cm1范

围内无吸收峰出现, 进一步说明了强酸对 STPM4 中

氨基基团的破坏作用, 但在 1483.83cm1 出现的弱吸

收峰可能与蛋白质降解后生成的官能团有关。此外, 

STPM4 中的金属元素损失严重(见表 2 结果), 与 Liu 

等(2003a)报道碱水解和酸水解人发黑色素的金属离

子被大部分除去的结果一致。 

与 STPM4相比较, STPM2和 STPM3的黑色素颗

粒形态未发生大的变化 , 紫外可见光谱分析结果与

STPM1相似, 但是红外光谱特征有差异, 如: STPM2 

在 2349.65cm1和 2289.68cm1下无吸收, 说明胃蛋白 

酶可以有效水解鱿鱼墨黑色素中的蛋白质; STPM3

在 2925.02cm1和 2854.09cm1下出现新的较强吸收峰,  

分别对应 CH3 非对称和对称性伸展; 真黑色素基本 

结构——吲哚类化合物特征吸收峰对应 1399.64cm1 

(Tu et al, 2009), 而在 STPM4中已移至 1307.88cm1,  

证实了强酸水解法对鱿鱼墨黑色素的基本结构单元

有损伤作用, 与图 1中扫描电镜结果一致。 

水生生物可以从周围生活环境中富集营养盐和

金属元素(张才学等, 2010; 唐建勋等, 2010), 鱿鱼墨

黑色素通过羧基和去质子化羟基等阴离子与金属阳

离子螯合(McGraw, 2003), 这种螯合作用对有益金属

离子(如 Fe、Zn、Sr等)起到富集效应, 但同时也捕获

诸如 Cd 等有害金属(见表 2 结果)。不同金属元素与

鱿鱼墨黑色素的结合位点有所不同 , 如 : 研究发现

Fe(III)能与鱿鱼墨黑色素中的酚羟基、吲哚二羟基单

元和羧基基团络合(陈士国等, 2010; Samokhvalov et  

al, 2004), Cu(II)则是结合到黑色素的羧基(COOH)和

亚胺基(NH2)上(Jonas, 2003), Cd(II)和 Pb(II)能够与鱿

鱼墨黑色素的酚羟基和氨基相结合, 而且 Pb(II)还能

与羧基基团相互作用(Chen et al, 2009)。因此, 表 2

中不同精制方法对鱿鱼墨黑色素金属元素含量的影

响应该与金属元素结合位点处官能团丢失或改变有关。 

综上所述 , 胃蛋白酶水解法和高速离心法有利

于保持鱿鱼墨黑色素原有基本结构 , 但是这两种精

制方法对鱿鱼墨黑色素自身的金属元素含量影响较

大。高速离心法精制的鱿鱼墨黑色素需要进一步脱除

有害重金属才可以用作食品添加剂或药用 ; 而胃蛋

白酶水解法降低了鱿鱼墨黑色素的 Fe、Zn和 Sr含量, 

如何回收鱿鱼墨水解液中的有益金属元素 , 将会是

一项有意义的工作, 有待进一步研究。 
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EFFECTS OF DIFFERENT REFINING METHODS ON THE MICRO-MORPHOLOGY, 
SPECTRA PROPERTIES AND METAL ELEMENTS OF MELANIN FROM SQUID 

(OMMASTREPHES BARTRAMI) INK 

SONG Ru1,  LI Ren-Wei2,  YU Qun-Di1,  DENG Shang-Gui1 
(1. School of Food Science and Pharmacy, Zhejiang Ocean University, Zhoushan, 316000;  

2. Beijipin Aquactic Product Co. Ltd. of Zhejiang Province, Hangzhou, 311215) 

Abstract    In this study, pepsin hydrolysis, high speed centrifugation and acidic hydrolysis were used to refine the 

melanin from squid (Ommastrephes bartrami) ink, and the characteristics of surface morphology, optical spectra and metal 

elements of these refined squid melanin were investigated. Results of scanning electronic microscope (SEM) showed that 

acidic hydrolysis damaged the melanin’s original morphology. These refined squid melanin had maximum absorbance 

around 220nm. Fourier transform infra-red (FTIR) spectra revealed that pepsin hydrolysis and acidic hydrolysis cut off 

amino groups from squid melanin. However, the characteristic peak of indole group of melanin shifted from 1399.64cm1 

to 1307.88cm1 after acidic hydrolysis. High speed centrifugation for squid melanin resulted in forming new peaks at 

2925.02cm1 and 2854.09cm1, respectively. Moreover, the different refining methods lead to the effects of decrease or 

enrichment on the contents of metal elements in squid melanin. 

Key words    Squid ink,  Refining melanin,  Granular morphology,  Spectra properties,  Metal element analysis 


