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胶原蛋白特异性氨基酸测定方法的改进

Improved method for measurement of specific amino acids of collagen

孙　玮 ,潘　峰 ,张正治 ,苟　俊　　(第三军医大学高原军事医学系中心实验室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　建立一种快速 、准确 、可靠的胶原蛋白定量检测方法。方法　采用 6300 黄金系统氨基酸分析仪 , 在钠柱 90 min

程序蛋白质水解分析方法基础上 ,根据羟脯氨酸(HYP)和羟赖氨酸(HYL)的特性 ,分别建立了 HYP 和HYL的快速测定方法 ,并用此

方法检测了大白兔尺骨中段骨缺损处再生组织内 HYP 和HYL的含量。结果　用此方法完成 HYP 和 HYL 分析的时间均为 18 min ,
比原方法缩短了72 min ,且有较好的重现性(HYP CV:日内0.89%, 日间1.28%;HYL CV:日内 2.66%,日间 3.48%)、回收率高(HYP:

97.5%;HYL:96.09%)。结论　本方法是一种快速 、准确 、可靠的胶原蛋白定量检测方法 ,并利于大批量样品的快速测定。

　　传统测定胶原特异性氨基酸含量和胶原蛋白总量
的方法是化学比色法和电泳法 ,其操作步骤繁琐 ,影响
因素多 ,样品需要量大 ,且准确性差 。气相色谱法虽灵
敏度高[ 1] ,但样品的衍生操作复杂。目前多采用高效
液相色谱法[ 2 , 3]和氨基酸自动分析法。氨基酸分析仪
虽可提供准确 、高灵敏度的测定方法[ 4] ,但常规的蛋白
水解液分析方法耗时太长(90 min),因此不利于大批
量样品的快速分析以及临床监测 ,本实验介绍了应用
6300黄金系统氨基酸分析仪快速测定羟脯氨酸(HYP)
和羟赖氨酸(HYL)含量的方法 。

1　材料与方法

1.1　试剂
　　羟脯氨酸 ,分析纯 , 上海生化试剂厂;羟赖氨酸 ,光谱纯 , 瑞

士Fluka公司;枸橼酸钠缓冲液按其 pH 值不同分为枸橼酸钠缓

冲液-A(Na-A)、枸橼酸钠缓冲液-D(Na-D), NaOH 为主要成分的

再生液 NaOH-R(Na-R), 枸橼酸钠稀释液-S(Na-S), 均为美国

Beckman公司生产;茚三酮 ,分析纯 , 上海生物制品研究所;二甲

亚砜 ,分析纯 , 江苏正兴化工研究所;盐酸 , 优级纯 , 上海生化试
剂厂;实验用水为超纯水。

1.2　仪器
　　Beckman公司生产的 6300 黄金系统高效氨基酸分析仪;601

黄金系统色谱工作站;国产烤箱 、水浴锅等。

1.3　组织标本的处理
　　选用日本大耳白兔左尺骨中上段骨缺损内再生组织进行

分析。准确称取该标本 1.0 ～ 5.0 mg 于水解管内 ,加入 5 ml 6

mol/ L HCl , 充氮气 2 min , 抽真空封管 ,置于烤箱内 ,(110±1)℃
水解22～ 24 h , 将水解液置于 100 ℃水浴锅上使盐酸充分挥发 ,

加超纯水洗涤 3 次 , 蒸干 , 用 Na-S 稀释液定容至 2 ml , 再用
0.22μm 微孔滤膜过滤 ,滤液备用。

1.4　色谱条件
　　Beckman 公司氨基酸分析色谱柱(钠柱 , 12 cm×4.0 mm);
流动相 , Na-A(用于分析 HYP), Na-D(用于分析 HYL), Na-R(再
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生液),流速 14 ml/ h;茚三酮显色剂 ,将二甲亚砜与茚三酮配制
成茚三酮显色剂 ,流速 6 ml/ h;柱温 , 48 ℃, 77 ℃;进样量 , 50μl/

次;比色波长 , 570 nm , 440 nm。

1.5　标准曲线
　　准确称取HYP和 HYL标准 , 用 Na-S 稀释 , 使之成为 1 mg/

ml的标准储备液 , 将 HYP、HYL储备液分别稀释成 0.2、0.5、1、
2.5 、5、10μg/ml浓度 , 进样 ,每个浓度进二针 ,作出标准曲线(线

性范围 0.2 ～ 10.0μg/ ml)。

1.6　程序改进 ,见表 1

表 1　原程序与短程序的对照

步骤　　　 原程序 短程序HYP 短程序HYL

切换Na-A时间 79.0 min 13.0 min ———

切换Na-B时间 31.0 min ——— ———

切换Na-D时间 46.0 min ——— 13.0 min

切换Na-R时间 77.0 min 12.0 min 11.0 min

温度1(T 1℃) 48.0 ℃ 48 ℃

切换温度2时间 14.0 min ——— ———

温度2(T 2℃) 75 ℃ ——— ———

切换温度1时间 59.0 min ——— 11.0 min

温度3(T 3℃) 77 ℃ ——— 77 ℃

切换茚三酮时间 83.0 min 16.0 min 16.0 min

切换水的时间 76.0 min 11.0 min 10.0 min

进样的时间 89.0 min 17.0 min 17.0 min

分析总时间 90.0 min 18.0 min 18.0 min

流　　速 20.0 ml/h 20.0 ml/h 20.0 ml/h

2　结果

2.1　HYP 和HYL的分析色谱图 ,见图 1 、2

图 1　本方法对样品(A)和标准(B)HYP的分析图谱
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图 2　本方法对样品(A)和标准(B)HYL的分析图谱

2.2　HYP 、HYL 的回收率

　　将一定量的 HYP和 HYL标准液分别加入 8 份样品中 , 用

同样的方法测定 ,HYP和 HYL的回收率结果见表 2。

表 2　HYP 、HYL的回收率

HYP HYL
加入量(μg)

测得量(μg) 回收率(%) 测得量(μg) 回收率(%)
2 2.01 100.50 1.93 96.50
2 1.97 98.50 1.95 95.00
2 1.98 99.50 2.03 101.50
2 1.93 96.50 1.97 98.00
4 3.85 96.25 3.65 91.25
4 3.82 95.50 4.05 94.00
4 3.89 96.25 3.87 95.00
4 3.85 96.25 3.90 97.50
平均 97.53 96.09

2.3　HYP 、HYL 的重现性

　　取同一份标本 ,日内和日间各进样 8 次 , 测得 HYP、HYL 重

现性结果见表 3。

表 3　HYP、HYL重现性试验(n=8)

日内 日间
化合物

测得值 CV(%) 测得值 CV(%)

HYP 30.34±0.27 0.89 40.67±0.52 1.28

HYL 6.39±0.17 2.66 6.03±0.21 3.48

3　讨论

　　氨基酸分析仪分析氨基酸主要是通过强酸性阳离
子交换树脂对氨基的吸附 、洗脱 、分离来完成的。在氨
基酸分析中柱床高度 、柱温 、洗脱剂的 pH 值和离子强

度等对峰的保留值和分辩率有一定影响 ,本实验中所
用色谱柱为 Beckman公司生产的不锈钢专用柱 ,柱长
无法随意改变 ,因此本实验采用了改变其他几个因素
来提高分析速度和分辩率 。HYP 为酸性氨基酸 ,比较
容易被洗脱 ,所以我们采用了 pH 值和离子强度相对

较低的洗脱剂Na-A(pH 3.15)和较低的柱温(48 ℃)进
行分析 ,HYP 一经洗脱 ,立即用高 pH 的再生液再生柱

子 ,将其余氨基酸从柱上洗脱下来 ,再用Na-A平衡分
离柱 ,以便进入下一次分析。HYL 为碱性氨基酸 ,与
树脂结合力强 , 较难洗脱 , 因此采用了较高的柱温
77 ℃和高 pH高离子强度的洗脱剂Na-D(pH 4.25),它
使酸性 ,中性氨基酸很快被洗脱下来 ,并堆积在一起 ,
见图 2 ,而 HYL 则能得较好的分辩率和较快的分析速

度 ,当 HYL出峰之后 ,立即用再生液清洗再生分离柱 ,
然后用 Na-D缓冲液平衡分离柱 ,继续分析下一个样
品。根据上述原理建立的胶原特异性氨基酸的快速测
定法 ,缩短了分析时间 ,重现性好 ,变异系数小 ,回收率
高 ,测定结果准确可靠 ,且操作简便 ,是胶原特异性氨
基酸测定 、胶原含量估算的理想方法 ,可广泛应用于各
种胶原样品的 HYP 和HYL分析。
　　关键词:胶原;羟脯氨酸(HYP);羟赖氨酸(HYL);氨基酸

分析仪;快速测定
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约氏疟原虫合子的分离和动合子培养

Isolation of Plasmodium yoelii zygotes and its ookinetes cultivation in vitro
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　　提　要:目的　从感染小鼠血液直接分离约氏疟原虫合子 , 并在体外培养 , 转化为动合子。方法　体外诱导感染鼠血中的约
氏疟原虫雌雄配子形成 、受精 , 采用 Ficoll 400-Hypaque 密度梯度离心法分离合子 ,并在 MEM 培养基中培养。结果　从 10 ～ 15只感

染小鼠血液可分离到 106数量级的约氏疟原虫合子;在 22 ℃条件下 ,经 18～ 24 h 培养有动合子形成。结论　可以直接从感染血中
分离到约氏疟原虫合子 ,所得合子经培养可形成动合子。
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