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摘　要: 目的　采用异硫氰酸苯酯衍生化法分析龟甲中胶原蛋白。方法　龟甲中胶原蛋白经酸水解后分解为含有羟
脯氨酸的氨基酸混合物, 经异硫氰酸苯酯衍生化后, 以 0. 1mo löL 醋酸钠溶液2乙腈 (94∶6, pH 6. 5) 与乙腈2水 (80∶
20)为二元流动相, 经C18色谱柱分离, 254nm 处测定羟脯氨酸。通过测定样品中羟脯氨酸的量来计算样品中胶原蛋
白的量。结果　羟脯氨酸在0102～ 0120 m gömL 时与峰面积呈良好的线性关系, 回收率为10210%。结论　建立的
龟甲中胶原蛋白的H PL C 分析方法分离效果好、准确、快速、干扰少。
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　　龟甲是乌龟的干燥腹甲, 具有滋阴潜阳、益肾强

骨、养血、补心等功能。胶原蛋白是人与动物机体的

主要结构蛋白, 也是一种促纤维细胞生长因子, 其特

有的低抗原性、可生物降解性、生物吸收性、止血性

能及促进细胞生长等功能[1 ] , 使其越来越多地应用

于皮肤创伤[2, 3 ]与骨折愈合[4 ]等临床治疗。羟脯氨酸

是胶原蛋白的特异性氨基酸, 其他蛋白中几乎没有,

且比较稳定。本实验采用柱前衍生化法定性、定量分

析了龟甲中的羟脯氨酸, 并计算胶原蛋白的量[5 ] , 获

得了满意的结果。

1　仪器与材料

　　美国W aters515 型双泵高效液相色谱仪,M il2
lenn ium 32色谱管理系统; W H—2 微型旋涡混合仪

(上海沪西分析仪器有限公司)。

　　L 2羟脯氨酸由Sigm a 公司提供, 其他氨基酸由天

津天安药业股份有限公司提供, 质量分数均大于

99% ; 异硫氰酸苯酯 (F luka) ; 龟甲购于天津市中药饮

片厂, 经天津中医药大学第一附属医院尚英和药师鉴

定为乌龟Ch inem y s reevesii (Gray) 背甲; 乙腈、正己

烷为色谱纯, 重蒸水自制, 其他试剂均为分析纯。

2　方法与结果

211　衍生化试剂的配制: 取 013 mL 异硫氰酸苯酯

置于 25 mL 棕色量瓶中, 乙腈定容, 质量浓度为

011mo löL。摇匀, 作为衍生化试剂, 每日更换。三乙

胺2乙腈 (139∶861)作为干燥试剂。

212　衍生化步骤: 精密移取 200 ΛL 对照品或供试

品溶液, 分置于115 mL 离心管中, 依次精密吸取100

ΛL 干燥试剂和150 ΛL 衍生化试剂, 涡旋振荡5 m in,

静置1 h 使其充分反应, 再于离心管中精密移入200

ΛL 正己烷, 涡旋振荡 5 m in, 放置 10 m in, 吸取下层

溶液进样。

213　色谱条件: 色谱柱为Phenom enex C 18 (250 mm ×

416 mm , 5 Λm ) ; 流动相为011mo löL 醋酸钠溶液2乙
腈 (94∶6, pH 615) (A ) 2乙腈2水 (80∶20) (B ) , 梯度

洗脱: 0～ 3 m in, 6%B , 3～ 6 m in, 16%B , 6～ 7 m in,

70%B , 7～ 8 m in, 100%B , 8 m in 以后, 0%B; 检测波

长 为 254 nm ; 柱 温 为 40 ℃; 体 积 流 量

为1 mL öm in。　　　　　　

214　供试品溶液的制备: 准确称取 015 g 100 目龟

甲粉末, 置 150 mL 平底烧瓶中, 加入 6 mo löL HC l

20mL , 于100 ℃水解 6 h, 趁热滤过置 100 mL 量瓶

中, 残渣用重蒸水反复冲洗, 冷却后加重蒸水至刻

度, 准确吸取以上溶液 10 mL , 60 ℃旋转蒸干, 后加

入1 mL 重蒸水, 再次旋干, 如此反复 3 次后, 用 011

mo löL HC l 转移至10 mL 量瓶中, 定容, 摇匀。0145

Λm 滤膜滤过, 作为供试品溶液。

215　标准曲线的绘制: 精密称定一定量L 2羟脯氨酸

对照品置于10 mL 量瓶中, 0102 mo löL HC l 稀释定

容, 配制成1m gömL 对照品储备液备用。精密吸取羟

脯氨酸对照品储备液一定量配制成 0102、0105、

0108、0110、0112、0115、0120 m gömL 对照品系列,

各自衍生化后进样5 ΛL。以羟脯氨酸质量浓度为横

坐标, 峰面积为纵坐标, 进行线性回归分析, 得回归

方程为Y = 2×107
X + 17 725, r= 01999 9, 线性范围

0102～ 0120 m gömL。

216　精密度试验: 精密吸取供试品溶液 200 ΛL , 衍

生化后连续6 次, 每次进样5 ΛL , 结果羟脯氨酸峰面

积的R SD 为1107%。
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217　重现性试验: 取批号 20061001 样品, 平行制备

6 份供试品溶液, 衍生化后进样 5 ΛL , 测定, 计算羟

脯氨酸质量分数, 结果其R SD 为1112%。

218　稳定性试验: 取供试品溶液 200 ΛL , 衍生化后

在室温放置0、2、4、6、8、12 h 后分别测定, 计算得羟

脯氨酸峰面积R SD 为1108% , 表明龟甲羟脯氨酸供

试品溶液在12 h 内稳定性良好。

219　回收率试验: 吸取9 份各100 ΛL 供试品溶液,

再各自加入0108、0110、0112 m gömL 羟脯氨酸对照

品溶液100 ΛL , 制备供试品溶液, 进行测定, 计算, 结

果平均回收率为10210% , R SD 为2147%。

2110　其他氨基酸干扰试验: 考察了13 种常见氨基

酸 (门冬氨酸、谷氨酸、丝氨酸、甘氨酸、组氨酸、精氨

酸、苏氨酸、颉氨酸、蛋氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙

氨酸、赖氨酸)对羟脯氨酸测定的影响。结果表明其

他氨基酸与羟脯氨酸均成很好的分离, 不影响羟脯

氨酸的定性、定量分析, 色谱图见图1。
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图 1　龟甲样品 (A)和无羟脯氨酸混合氨基酸 (B)的

HPLC 色谱图

F ig11　HPLC Chromatogram of C. reeves ii (A)

and m ixed am ino ac ids reference sub-

stances without hydroxyprol ine (B)

2111　龟甲中羟脯氨酸的测定: 取4 批龟甲样品, 每

批分别处理3 份, 经衍生化后进样测定, 并计算龟甲

中羟脯氨酸的质量分数。由于羟脯氨酸在胶原蛋白

中的质量分数为 10% [4 ] , 因此可以通过计算得龟甲

中胶原蛋白的量。测定结果见表1, 色谱图见图2。
表 1　龟甲中羟脯氨酸的测定结果 (n= 4)

Table 1　D eterm ination of hydroxyprol ine con ten t

in C. reeves ii (n= 4)

批　号 羟脯氨酸ö(m g·g- 1) 胶原蛋白ö%

20060801 14113 1411

20060815 14120 1412

20061001 14133 1413

20061015 14139 1414

3　讨论

　　由于胶原蛋白不溶于冷水, 但溶于热水, 故有研

究用龟甲水煎液灌胃后的大鼠含药血清, 观察其对

töm in
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图 2　羟脯氨酸对照品 (A)和龟甲样品 (B)的HPLC 色谱图

F ig12　HPLC Chromatogram of hydroxyprol ine

reference substance (A) and C. reeves ii (B)

骨髓间质干细胞体外增值的影响, 结果表明龟甲水

煎液的含药血清可促进骨髓间质干细胞的增殖而有

利于细胞DNA 的合成[6 ] , 局部种植骨髓间质干细胞

不仅利于皮肤的再生与愈合, 对于难治的慢性皮肤

创伤也有很好的疗效, 另外骨髓间质干细胞也能加

快骨形成的速度[7 ]。由此可推断, 龟甲中胶原蛋白是

促进皮肤与骨修复愈合的主要药效成分, 这与胶原蛋

白可以修复愈合皮肤和骨的临床疗效是一致的。

　　胶原蛋白特异氨基酸羟脯氨酸的衍生化方法很

多, 一般分为柱前衍生和柱后衍生两类, 柱后衍生化

设备一次性投入大, 不便于普通实验室应用; 柱前衍

生化相对简单, 主要包括异硫氰酸苯酯、62氨基喹啉

2N 2(羟基琥珀酰亚胺基) 氨基甲酸酯 (AQ C )、邻苯

二甲醛和丹酰氯 4 种方法。AQ C 法要求pH 值和洗

脱温度控制必须准确; 邻苯二甲醛法只能与伯氨反

应, 二级氨不能被同时检测, 另外邻苯二甲醛法衍生

化后的邻苯二甲醛2氨基酸稳定性很差; 丹酰氯法所

生成的衍生物在紫外光下不稳定, 易分解; 故本实验

采用异硫氰酸苯酯法衍生化。该法适于普通实验室

分析胶原蛋白, 且简单、快速、适用于龟甲胶原蛋白

的分析。
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