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摘要  目的: 建立阿胶中水溶性成分凝胶排阻色谱分析方法, 研究阿胶中蛋白质及多肽的相对分子质量分布规律,为阿胶质

量评价提供依据。方法: 采用 TSK - GEL G4000PWXL( 7. 8 mm @ 300 mm,平均孔径 500 A
b
) ,流动相为 0. 05 m o l# L- 1磷酸盐缓

冲液 ( pH = 7. 2), 流速 0. 4 mL# m in- 1,检测波长 280 nm, 以 B-淀粉酶、胰岛素为标记物 ,室温下测定 16个企业生产的 40批

阿胶样品, 并应用 TQ Ana ly st软件进行样品图谱主成分分析。结果:发现阿胶含有的蛋白质及多肽的相对分子质量主要集中

在 6 @ 103 ~ 2 @ 105,不同企业的产品中蛋白质及多肽的相对分子质量分布有一定规律。结论: 该方法准确、可靠,具有良好的

重复性和稳定性, 可用于阿胶中蛋白质及多肽的分析。测定结果反映出不同企业间, 甚至同一企业不同批次产品有差异。提

示阿胶原料与生产工艺值得注意,为保证阿胶质量稳定, 应该进行生产过程控制。
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Abstract Objective: To develop a gel exc lusion chroma tographymethod for study o f re lativemo lecularmass distr-i

bution of prote in and peptide in donkey- h ide g lue. Methods: GPC was perform ed on a TSK - GEL G4000PWXL

co lumn ( 7. 8mm @ 300 mm, average po re size 500A
b
) w ith 0. 05 mol# L

- 1
phosphate buffered solution( pH 7. 2)

at the flow rate o f 0. 4 mL# m in
- 1
, and detection at 280 nm. Results: Relat ivemo lecularmass of protein and pep-

t ide in donkey- h ide glue is in the ranges of 6 @ 10
3
- 2 @ 10

5
, and there are regular pattern in the re lativemo lec-

u larmass distribution of prote in and peptide in donkey- h ide g lue. Conclusion: The developed method is accurate

w ith h igh repeatab ility and stab ility, w h ich can be used for the analysis o f prote in and peptide in donkey- hide

glue. The resu lt show s that there are d ifference in products among d ifferent manufacture, even among d ifferent

batchs, w h ich caused by different production techn ique. The contro l of product production process is very important

to ensure the qua lity o f donkey- h ide g lue.

Key words: donkey- hide g lue; w ater- so lub le constituen;t pro te in and pept ide; ge l exc lusion chromatography; dis-

tribution of relat ive mo lecularmass; ana lysis o fma in constituent

阿胶是马科动物驴 (Equus asinus L. )的皮经煎

熬﹑浓缩而成的干燥胶块。药用历史已有 2000多

年,从古至今, 一直作为滋阴润燥﹑补血止血的良

药。其主要成分为胶原蛋白部分水解产生的多肽、

多种氨基酸、金属元素及硫酸皮肤素、生物酸等
[ 1 ]
。

2005年版中国药典采用定氮法测定总氮量以控制

阿胶的质量,该方法测定的总氮量包括有机氮和无

机氮,方法粗放,专属性不强。为增强阿胶质量的可

控性,作者建立了柱前衍生化 HPLC法测定阿胶中

羟脯氨酸及胶原蛋白的主要水解氨基酸甘氨酸、丙

氨酸、脯氨酸含量的方法
[ 2]
。该方法准确、可靠, 具

有良好的重复性和稳定性。然而, 该方法测定的是
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阿胶水解后的氨基酸, 不足以反映组成阿胶的蛋白

质类成分的原生状态。为此,本文研究建立了阿胶

中水溶性成分凝胶排阻色谱分析方法 ( gel exc lusion

chromatography,简称 GPC法 ) , 不经水解直接分析

阿胶中的可溶性蛋白质及多肽的相对分子质量分布

规律, 并比较 16个企业 40批产品的差异, 以期更客

观、科学地评价阿胶的质量情况。

1 仪器与试药
Ag ilent 1100高效液相色谱仪;实验样品阿胶为

2007年对不同生产厂家进行药品评价性抽验留样

的样品 (见表 1)。相对分子质量标记物 B-淀粉酶

(批号: 054k6104)购自 S igm a公司, 胰岛素 (批号:

0633- 200703)由中国药品生物制品检定所提供,均

为供含量测定用。试剂磷酸氢二钠、氢氧化钠均为

分析纯;纯净水为 M illi- Q纯水。
表 1 实验用 40批阿胶样品

Tab 1 Fourty sam p les of donkey- h ide glue

生产企业

( manufacturer)

批号

( Lo t No. )

编号

( sampleNo. )

生产企业

( manufacturer)

批号

( Lot No. )

编号

( sampleN o. )

A

070746 A 1

070771 A 2

070812 A 3

H

20070414 H1

2007511 H2

2007515 H3

B

070523 B1

070522 B2

070521 B3

I

0702028 I1

0702030 I2

0702031 I3

C

20070414 C1

20070415 C2
J

20070305 J1

20070323 J2

20070414 J3

D

20070503 D 1

20070505 D 2

20070507 D 3

K

070420 K 1

070422 K 2

070423 K 3

E

070702- 3 E1

070703- 4 E2

070706- 4 E3

L

20070210 L1

20070302 L2

20070308 L3

F

20070402 F1

20070403 F2

20070404 F3

M
200700101 M 1

20070103 M 2

G

070113 G 1 N 070601 N

070202 G 2 O 070307 O

070203 G 3 P 070202 P

2 色谱条件

色谱柱为 TSK- GEL G4000PWXL ( 7. 8 mm @ 300

mm,平均孔径 500 ! ),柱温为室温 ( 25 e ), 流动相为

0105mo l# L
- 1
磷酸盐缓冲液 ( pH = 7. 2) (取磷酸二氢

钠 27 g,加水使溶解成 1000mL,取 50mL,加 0. 2mo l#

L
- 1
氢氧化钠溶液约 40mL,再加水稀释至 200mL,即

得 ),流速为 0. 4mL# m in
- 1
,检测波长为 280 nm。

3 溶液配制

3. 1 标记物溶液  取 B-淀粉酶、胰岛素适量, 精

密称定, 加水制成每 1 mL分别含 B- 淀粉酶 0. 8

mg、胰岛素 1. 0mg的混合溶液。

3. 2 供试品溶液  取阿胶样品 250mg,置于 25mL

量瓶中,加水约 20mL,超声处理 (功率 300W,频率

50 kH z) 30m in, 放冷, 加水定容至刻度, 摇匀, 用微

孔滤膜 ( 0. 45 Lm )滤过,即得。

4 分析方法验证

4. 1 系统适应性及专属性试验  取标记物溶液、供

试品溶液及空白溶液 (水 )各 5 LL,按 / 2. 20项下色
谱条件进行测定, 理论板数按胰岛素计算为 4034,

分离度大于 1. 5, 空白无干扰。信噪比 ( S /N )以 b

峰与噪音的比值计算为 17。标记物溶液、供试品溶

液凝胶排阻色谱图见图 1。

图 1 混合标记物 (M )和 A3样品凝胶排阻色谱图

F ig 1 GPC ch rom atogram s ofm ix m arker(M ) and sam p le A3

1.淀粉酶 ( am ylase, 19. 92m in)  2.胰岛素 ( in su lin, 31. 38 m in )

4. 2 精密度试验  取 A 3号样品的供试品溶液 5

LL,按 / 20项下色谱条件连续进样 6次, 测定在 40

批样品均出现的保留时间为 12. 5 m in色谱峰的峰

面积,计算其 RSD为 1. 6%。另外,供试品溶液为水

溶液,不宜放置过久。

4. 3 重复性试验  精密称取 A3号样品 6份, 每份

250 mg,按 / 3. 20项下方法制备供试品溶液, 按 / 20

项下色谱条件测定保留时间为 12. 5 m in峰的峰面

积, 计算其 RSD为 2. 0%。

5 结果与分析

按上述条件, 以 B- 淀粉酶 (相对分子质量约

2115 @ 10
5
)和胰岛素 (相对分子量约 5. 7 @ 10

3
)作

为相对分子质量标记物, 对 16个不同企业生产的

40批阿胶样品测定,结果见图 2。
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图 2 16个企业生产的 40批阿胶样品凝胶排阻色谱图

Fig 2 GPC chrom atogram s of 40 batches of samp les in 16 com pan ies

结果发现, 阿胶含有的蛋白质及多肽的相对分

子质量主要集中在 6 @ 10
3
~ 2 @ 10

5
。为便于分析,

将色谱图中的保留时间为 16~ 32 m in之间的区域

称为 A区;将主峰顶端及其右半部分划为 B区。如

图 1所示。

3. 1 观察色谱图 B区的肩峰特征, 以该区域中肩

峰的高低及比例变化可将样品大致分成 2类。第 1

类为肩峰较低,且肩峰在该区域中所占比例较小,有

A1~ A3, B1~ B3, C1、C2, D1 ~ D3, E2, F1 ~ F3, G1

~ G3, H1~ H 3, I1 ~ I3, J2, N, 来自 11个企业的 26

批样品;第 2类为肩峰高,其在该区域中所占比例较

大,有 E1, E3, J1, J3, K1~ K3, L1~ L3, M 1、M2, O, P,

来自 7个企业的 14批样品。观察色谱图 A区的峰

形特征, 以该区域峰形曲线是否较对称, 又可将

/ 3110所述第 1类样品大致分成 2组。第 1组为峰

形较对称, 有 A 1~ A3, B1~ B3, C1、C2, D1~ D3,来

自 4个企业的 11批样品; 第 2组为峰形对称性差,

有 E1~ E3, F1 ~ F3, G1 ~ G3, H 1~ H3, I1 ~ I3, J2,

N, 来自 7个企业的 17批样品。

3. 2 综合色谱图 A区和 B区的特征,将 40批样品

大致分为三大类: 第 Ñ类为 A区峰形较对称, 主峰

右侧肩峰较小, 有 A1~ A3, B1 ~ B3, C1、C2, D1 ~

D3,来自 4个企业的 11批样品;第 Ò类为 A区中的

峰形对称性稍差峰顶部略向右偏移,但肩峰很小,有

E1~ E3, F1~ F3, G1~ G3, H 1~ H3, I1~ I3, J2, N, 来

自 7个企业的 17批样品;第Ó类为 A区峰形对称性

差, 肩峰很大分别为 J1, J3, K1 ~ K3, L1~ L3, M 1、

M2, O, P,来自 6个企业的 12批样品。相对而言, 不

同企业间样品差异较大, 而同一企业的样品相对变

化较小。以上分析结果如图 3所示。

图 3 16个企业生产的 40批阿胶样品分类结果

F ig 3 C lassification of 40 batches of samp les in 16 com pan ies

4 讨论
4. 1 凝胶排阻色谱法是近年来应用越来越广泛的

一种液相色谱技术。分离原理为凝胶色谱柱的分子

筛机制。在填充剂亲水凝胶表面分布着不同尺寸的

孔径,药物分子进入色谱柱后,它们中的不同组分按

其粒径大小进入相应的孔径内, 粒径大于凝胶孔径

的分子不能进入填充剂颗粒内部, 在色谱过程中不
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被保留,最早被流动相洗脱出, 表现为保留时间较

短;小于所有孔径的分子能自由进入填充剂表面的

所有孔径,在柱子中滞留时间较长,表现为保留时间

较长;其余分子则按分子大小依次被洗脱。凝胶排

阻色谱法常用于高分子化合物, 如蛋白质
[ 3]
、多

肽
[ 4]
、核酸

[ 5]
等的分离分析。

4. 2 通常认为, 阿胶是由驴皮中的胶原蛋白 (平均

相对分子质量为 12万多 )及其部分水解产物组成。

阿胶熬胶的过程就是胶原蛋白肽键 ( - CO - NH -

CO- )部分断裂, 形成一系列降解产物。温度和时

间适当,这些成分进一步水解, 产生多肽, 甚至是氨

基酸。所以阿胶实际上是一种蛋白质、多肽、氨基酸

的混合物。有人
[ 6]
认为, 正是阿胶制备过程中疏水

性的胶原蛋白在温度、水分、时间的作用下变成 /亲

水性胶体0, 从而形成独特的 /聚负离子基0结构,与

阿胶的药效有关。连续系统聚丙烯酰胺凝胶电泳法

( SDS- PAGE )电泳测定
[ 7]
表明, 阿胶的胶原蛋白分

子是多分散体系,相对分子质量分布范围相当宽,但

多集中在相对分子质量 6 @ 10
3
~ 1. 2 @ 10

5
之间。也

就是说阿胶蛋白质水解条件的强弱、水解程度的高

低以及批间原料与工艺的一致性, 直接影响阿胶成

品蛋白质、多肽相对分子质量分布。

应用本文建立的凝胶排阻色谱法,经反复实验,

选用相对分子质量已知的 2个蛋白类物质 B- 淀粉

酶 (相对分子质量约 2. 15 @ 10
5
)和胰岛素 (相对分

子质量约 5. 7 @ 10
3
)作为相对分子质量标记物, 测

得阿胶蛋白质及多肽的相对分子质量主要分布于二

者之间。可认为阿胶蛋白质及多肽的相对分子质量

集中在 6 @ 10
3
~ 2 @ 10

5
, 而非文献报道

[ 7, 8]
的 6 @

10
3
~ 1. 2 @ 10

5
与 1. 5 @ 10

4
以下。

色谱图 B区域主要为阿胶生产过程中产生的

相对分子量较低的多肽类物质。相对而言, 峰形对

称性差、相对分子质量相对较小的成分比例大的样

品, 生产工艺中水解条件较剧烈, 水解程度较高。 B

区域中的肩峰大,提示其生产过程水解条件较剧烈,

生产工艺参数也不稳定。另外,由图 2可见 40批样

品保留时间约 12. 5m in的色谱峰的大小有差异, 这

是相对分子质量较大的蛋白质,可反映不同企业,甚

至同一企业批间原料或生产工艺有别。

4. 3 主成分分析 ( princ ipal components ana lysis, 简

称 PCA )为广泛地用于分析化学信号处理的数据分

析方法
[ 9]
。为了能够更客观地分析阿胶样品的差

异, 尝试采用 Thermo公司开发的 TQ Analyst分析软

件, 应用主成分分析法对 16个企业的 40批阿胶样

品进行图谱分析, 并以第一主成分 PC1为 X 轴, 第

二主成分 PC2为 Y轴作相关联图 (图 4)。从图中各

样品的点分布情况看, 40批样品可明显分为两大区

域: ¹和º 。按照 / 3. 20项下方法划分的第 3类样

品全部落在区域¹ ;有趣的是按照中国药典 2005年

版标准检验不合格的样品 ( L3、M1- 2、P)都落在了

这一区域。区域º 又可进一步划分为 2个小区域:

º - 1和º - 2, 按照 / 3. 20项下方法划分的第 Ñ类

样品除样品 D3外都落在区域 º - 1中;第 Ò类样品
除样品 N外都落在区域º - 2中。

图 4 16个不同企业生产的 40批阿胶样品主成分分析结果

Fig 4 Resu lt of 40 batch es of sam ples in 16 compan ies by PCA
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另外, 从凝胶排阻色谱图中可以看到多数厂家

的 3批样品差别较小, 说明其生产原料与工艺比较

稳定,而企业 J和 L的 3批样品差异较大;这一结果

在图 3中也客观的反映出来。即主成分分析法和图

谱比对 2种分析结果基本一致。

4. 4 由 A、B、C、D、E、F、G、H、I、K、L 11个企业各 3

批阿胶样品凝胶排阻色谱图可见, 除 C企业外其余

10个企业的 3批样品差别均较小, 说明其生产原料

与工艺比较稳定。文献 [ 10 ]应用 HPLC法研究东

阿阿胶集团公司生产的 10批阿胶中水溶性小分子

成分, 结果特征图谱中的 28个共有峰相对保留时间

和相对峰面积的 RSD均小于 3. 0%, 提示同一企业

生产的阿胶水溶性成分的相对含量较为稳定。与本

文结论一致。

4. 5 阿胶质量评价标准一直是药学工作者关注的
焦点,也是研究的难点。本文对阿胶水溶性成分的

初步研究,获得阿胶蛋白及多肽成分相对分子质量

及其分布规律等关键信息, 对进一步分离纯化其单

体成分及活性验证实验, 以及建立更科学有效的阿

胶质量标准提供重要支持。16个企业 40批样品的

测定结果也提示为保证阿胶质量稳定, 应该进行生

产过程控制。

4. 6 阿胶作为胶原蛋白分子多分散体系的动物胶

类药材的典型代表,其分散程度、规律以及与功效的

相关性和检测指标,值得深入研究。
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