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高效液相色谱!质谱联用测定胶原蛋白中的羟脯氨酸
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摘要：建立了一种简单、快速地测定胶原蛋白中羟脯氨酸（;<=）的高效液相色谱 -电喷雾质谱（;=>?-/!@ A B!）方
法。胶原蛋白经酸水解后，以乙腈 -". "&C 的三氟乙酸水溶液（体积比为 & / $&）为流动相，以 ). " %> A %14 的流速在
?# 反相柱上进行分离。以茶氨酸为内标，利用质谱定性定量测定 ;<=。在电喷雾正离子模式下，对 ! " # )*! 和
! " # )(& 离子进行选择离子监测。在 )). ( ’ ))( %5 A > 范围内，;<= 与内标物茶氨酸的峰面积比和 ;<= 的质量浓
度呈良好的线性关系，相关系数为 ". $$$ *。含量测定的相对标准偏差为 ). #(C，回收率为 $(. #&C ’ )"). (%C。此
方法流动相简单，分析时间短且无需衍生处理，抗干扰能力强，能准确快速地测定胶原蛋白中 ;<= 的含量。
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, , 羟脯氨酸（ 8L7’)2L#’)*14"，;<=）是一种亚氨
基酸，通常在脯氨酸的第 - 位上带有羟基（见图 )），
但有时也在第 * 位上。;<= 是胶原蛋白的主要组
成成分，不属于 !" 种常见的氨基酸［)］。;<= 约占
胶原蛋白中氨基酸总量的 )"C，而在其他蛋白质中
含量甚微，这使得它几乎成为胶原蛋白所特有的成

分，因而可通过测定 ;<= 含量来计算胶原蛋白的含

量，从而确定胶原蛋白的总体水平［!］。

图 !" # !羟脯氨酸的结构式
;’3< !" =$%42$4%# *+ # !,-.%*/-0%*1’(#



色 谱 第 !" 卷

# # 羟脯氨酸的传统测定方法是氯胺 ! 法［$，%］，其

基本原理是：先把含有 "#$ 多肽的蛋白质、组织、血
清、腹水或尿液等水解成游离的 "#$，游离的 "#$
被氧化后再与对二甲氨基苯甲醛（$%&’）在一定温
度下发生反应，生成红色的吡咯化合物，最后通过分

光光度计比色或其他的方法检测出水解液中 "#$
的含量。氯胺 ! 法的特异性差，灵敏度低，影响因
素较多，目前研究及应用的已不多。

# # 近年来，柱前衍生高效液相色谱法测定 "#$ 的
报道较多，但衍生步骤比较繁琐，衍生条件限制较

多［&，"］，而且影响检测的准确性，从而限制了其发展

前景。另外，也有在 !’’ () 波长下直接检测出氨
基酸的报道［!］，但检测灵敏度较低，杂质峰干扰较

大。与其他技术相比，高效液相色谱*电喷雾质谱联
用技术（"$+,*-./ 0 1.）可以提供丰富的结构信息，
显著提高了检测的准确度、灵敏度，操作简单［(，)］。

但利用 "$+,*-./ 0 1. 技术测定胶原蛋白中 "#$
含量的文献报道甚少。我们采用此法测定了胶原蛋

白中的 "#$，充分利用了液相色谱的分离能力和质
谱的定性定量能力，节省了样品的处理时间和分析

时间。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
# # 234567 !"*& 分离单元，配有自动进样器；23*
4567 1896:)377 ;< !’’’ 质谱检测器，配有电喷雾
电离源（-./）；&+!’% 电子天平（上海梅特勒*托利
多仪器有限公司）；1!=*!)’’% 型氮吹仪（天津奥
特赛恩斯仪器有限公司）。

# # +*羟脯氨酸标准品（纯度+*)+ &>，杰辉生物技
术有限公司），+*亮氨酸标准品（纯度+*)+ ’>，上海
源聚生物科技有限公司），+*异亮氨酸标准品（纯度
+*)+ ’>，天津市光复精细化工研究所），+*精氨酸
标准品（纯度+*)+ &>，杰辉生物技术有限公司），茶
氨酸标准品（纯度+**+ ’>，进口）；胶原蛋白美白胶
囊（广东威士雅保健品有限公司）；三氟乙酸（进

口），乙腈、甲醇为色谱纯，盐酸为分析纯；纯净水用

18??8@:65 公司的 18??8*< 纯水系统（’5AB:6A，1&）
制得。

! ! #" 液相色谱"质谱条件
! ! # ! !" 液相色谱条件
# # 色谱柱为 .@C568D5? ,) 柱（!’’ )) , %+ " ))，
& !)，大连江申分离科学科技公司）；流动相为乙
腈*’+ ’&> 三氟乙酸水溶液（体积比为 & - *&），流速
为 .+ ’ )+ 0 )8(；柱温为室温；进样体积为 .’ !+，以
’+ ! )+ 0 )8( 的分流速度进质谱检测器。

! ! # ! #" 质谱条件
# # 离子源：-./，电喷雾离子化正离子采集模式
（-./ /）；质量扫描范围：%’ 0 $’’ E；毛细管电压：
$+ & FG；锥孔电压：!& G；萃取电压：%+ ’ G；射频电
压：’+ & G；源温度：.’$ H；脱溶剂温度：$’’ H；脱溶
剂气速度：!)’ + 0 C；锥孔反吹气速度："’ + 0 C；选择
离子监测模式（./1），选择离子为 ! " # .$! 和 ! " #
.(&。
! ! $" 标准溶液的配制
# # 精密称取 &)+ & )D "#$ 标准品于 &’ )+ 容量
瓶中，加水溶解定容，得 .+ .( D 0 + 的标准储备液。
精密称取 !’+ . )D 茶氨酸标准品于 &’ )+ 容量瓶
中，加水溶解定容，得 ’+ %’! D 0 + 的内标物溶液。精
密吸取不同体积的标准溶液，加入相同体积的内标

物溶液，适量稀释至 "#$ 的质量浓度分别为 ..+ (，
!*+ !&，&)+ &，)(+ (& 和 ..( )D 0 + 的标准系列溶液
（其中内标物茶氨酸的质量浓度为 )’+ % )D 0 +）。
! ! %" 样品处理
# # 取胶原蛋白美容胶囊 & 粒，去壳、混匀，精密称
取 ’+ ’&! ’ D，加 " ):? 0 + 盐酸*’+ &> 苯酚溶液 .’
)+，真空封管，于 ..’ H 下水解 !% C，挥干溶
剂［*，.’］，加水溶解，加入内标物溶液 & )+，加水定容
至 !& )+，过 ’+ %& !) 纤维素微孔滤膜，滤液直接
进高效液相色谱 0质谱仪检测。

#" 结果与讨论

# ! !" 流动相和内标物的选择
# # 胶原蛋白水解之后生成多种氨基酸，其中亮氨
酸和异亮氨酸的相对分子质量（$ 6）与 "#$ 的 $ 6

都为 .$.，其准分子离子峰 ! " # 都为 .$!，故需排除
以上两种氨基酸的干扰。本文分别采用不同比例的

乙腈*水、甲醇*水、乙腈*’+ ’&> 甲酸水溶液、乙腈*
’+ ’&> 三氟乙酸水溶液对 "#$（&’ )D 0 +）、亮氨酸
（&’ )D 0 +）和异亮氨酸（!& )D 0 +）标准溶液进行等
度洗脱，意在对这 $ 种氨基酸进行色谱分离，消除干
扰。结果表明，当流动相为乙腈*水、乙腈*’+ ’&> 甲
酸水溶液和乙腈*’+ ’&> 三氟乙酸水溶液（体积比均
为 & - *&）时，上述 $ 种氨基酸均能达到基线分离。
流动相为乙腈*’+ ’&> 三氟乙酸水溶液（体积比为 &
- *&）时上述 $ 种氨基酸的 ./1 色谱图见图 !。
# # 质谱多采用内标法进行定量测定。茶氨酸是茶
叶中特有的游离氨基酸，不存在于胶原蛋白中，因此

本实验选用茶氨酸作为定量内标。同时，考虑到样

品水解液中可能存在精氨酸，而精氨酸的 $ 6 与内

标物茶氨酸的 $ 6 均为 .(%，其准分子离子峰 ! " #
都为 .(&。在相同的液相色谱条件下，用上述 $ 种

·"*&·
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图 !" （!）羟脯氨酸、（"）亮氨酸和（#）异亮氨酸的
选择离子 ! "# #$! 的质量色谱图

!"#$ !" %&’’ ()*+,&-+#*&,（! "# #$!）+.
（!） )/0*+1/2*+3"45，（"） 3567
("45 &40（#）"’+356("45

流动相对茶氨酸（#$ "# $ %）和精氨酸（"$ "# $ %）进
行洗脱，发现当流动相为乙腈!$% $"& 三氟乙酸水溶
液（体积比为 "& ’"）时，茶氨酸与精氨酸能达到较好
的分离（见图 (）。

图 $" （!）精氨酸和（"）茶氨酸的选择离子
! "# #%& 的质量色谱图

!"#$ $" %&’’ ()*+,&-+#*&,（! "# #%&）+.
（!）&*#"4"45 &40（"）-)5&4"45

! ! 胶原蛋白水解后主要含有各种氨基酸，用质谱
定性定量检测 ’() 时，只需考虑与其 ! * 相同的氨

基酸，其他氨基酸的影响很小。每次样品处理完后，

用 ( ) * 倍柱容量的乙腈!$% $"& 三氟乙酸水溶液
（体积比为 ’$& +$）冲洗色谱柱，使其回到初始条件，
避免非极性物质对色谱柱及质谱检测器的影响。

! $ !" 质谱条件的优化
! ! 为了得到 ’() 的最佳质谱响应，提高其灵敏
度，实验中利用流动注射法（ +,-. /01234/-0 505,6!
7/7，89:）对其质谱参数进行优化。由于 ’() 的结
构中既有亚氨基又有羧基，因此正离子模式和负离

子模式下都应有较好的响应。但经过实验比较，发

现其在正离子模式下的响应更好。根据各质谱参数

对 ’() 响应和裂解方式的影响情况，主要对锥孔电
压进行了调节。本实验考察了在 +$，+"，,$，,"，($

和 (" ; 的锥孔电压下 ’() 的响应信号。结果表
明：锥孔电压为 ($ ; 时，’() 的响应值达到最大；
超过 ($ ; 后，其响应信号反而减小，碎片离子增加。
适当调节其他质谱条件进一步优化，最后确定了

“+% ,% ,”节所述的质谱条件。
! ! 在优化的质谱条件下，’() 标准品（"$ "# $ %）
的质谱图见图 * !5，" # $ +(, 为其准分子离子［< -
’］-。茶氨酸标准品（#$ "# $ %）的质谱图见图 * !=，
" # $ +." 为其准分子离子［< - ’］-。

图 ’" （&）羟脯氨酸和（8）茶氨酸的选择离子质谱图
!"#$ ’" 9:% ,&’’ ’25(-*& +.（&）)/0*+1/2*+3"45

&40（8）-)5&4"45

! $ $" 线性关系、检出限和定量限
! ! 对加有内标的一系列浓度的 ’() 标准溶液进
样检测，每个浓度的试样平行分析 ( 次，用 ’() 与
茶氨酸峰面积比的平均值（%）对 ’() 质量浓度（&，
"# $ %）做标准曲线，得到线性方程：% / $% $,.& 0
$% $++，’ / $% ’’’ (；线性范围为 ++% . ) ++. "# $ %。
! ! 将 ’() 标准溶液逐级稀释后，测得最低检出限
为 $% . !# $ %（ ( # ) / (），最低定量限为 ,% ( !# $ %
（( # ) / +$）。
! $ ’" 重现性实验
! ! 平行称取样品粉末 " 份，按“+% *”节方法进行
处理后测定，’() 含量测定结果的相对标准偏差
（>?@）为 +% #.&。
! $ &" 加样回收率试验
! ! 平行称取胶原蛋白美容胶囊粉末 ( 份，每份约

·.’"·
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#$ !"（其中 #$% 的质量分数为 #% "#&，约为 &% &
!"）。分别加入 &&’ !" ’ ( #$% 标准溶液 (，&$，&(
!(，按“&% )”节所述处理后进行回收试验。每个试
样平行处理 ( 份，可得低、中、高加标水平下的平均
回收率（ ! * (）分别为 +,% (&（ )*+ * &% !#&），
+’% +&（)*+ * &% +!&）和 &$&% ,&（)*+ * !% $&&）。

! ! "# 样品分析
- - 内标物茶氨酸（ ,$ !" ’ (）的选择离子（" # $
&’(）的质量色谱图见图 ( ,-。实际样品（#$% 的质
量浓度约为 ’( !" ’ (）和加内标（茶氨酸的质量浓
度约为 ,$ !" ’ (）后该样品的选择离子（" # $ &#!，
&’(）的质量色谱图分别见图 ( ,. 和图 ( ,/。

图 $# （"）茶氨酸的选择离子（! "# %&$）、（#）实际样品的选择离子（! "# %’!，%&$）和
（ $）添加内标的实际样品的选择离子（! "# %’!，%&$）的质量色谱图

%&’! $# ()* $+,-."/-’,".0 -1（"）/+2"3&32（! "# %&$），（#）" ,2"4 0".542（! "# %’!，%&$）
"36（ $）/+2 0".542 05&726 8&/+ /+2".&32（! "# %’!，%&$）

& 0 123456274589:;；! 0 -4"9:9:;；# 0 <1;-:9:;0

’# 结语

- - 本文采用高效液相色谱,质谱联用的方法测定
胶原蛋白中 #$% 的含量。该方法的流动相简单，分
析时间短，且无需对样品进行衍生，操作简便，定量

准确，重现性好，抗干扰能力强，可以用于实际样品

的测定。
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等 0 中国卫生检验杂志），!$$"，&"（!）：&"&
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（)）：)&,
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!$$$，!,（+）：& $+&
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