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人胎盘中 V 型胶原的提取与纯化

邹 静 何凌汉 (第三军医大学大坪医院耳鼻喉科 ) 63 0 0 42

v 型胶原蛋白广泛地分布于血管壁
、

基底

膜及神经 内膜等部位
“ ’ ` , 、 ,

具有促进神经再生

及抗凝血等重要生理功能
` , , 。

据国外文献报道
,

从人胎盘中提取的 v 型胶原有两 种形 式
,

即

A B
:

和 A B C “ , ` 5 , 。

国内由于缺乏 v 型胶原纯品
,

对其研究受到了限制
。

本实验参照 M ill e r
等人

介绍的文献
`6) ,

从人胎盘中提取 了 v 型胶原蛋

白 ( A B
:

)
。

胃蛋白酶对胶原的消化率
。
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材料与方法 N a a 夕h4

离心 2肠的 In (4 O C )

选用新鲜人胎盘 3个
,

去脐带
,

剪碎
,

用 2 0m m ol /L

E D T A 冲洗 3 遍 (除非特殊声明
,

均为 4 ℃ 以下操作 )
。

匀浆后
,

依次用 2 0

~
ol / L E D T A

、
0

.

0 5 % ( w / v )脱氧

胆酸钠溶液 (含 20 m m ol / L E D T A )和重蒸水洗涤离

心
,

弃上清 (留取少许各次离心的上清分析丢失胶原

量 )
.

将上述沉淀在含 0
.

99 猪胃蛋白酶的溶液中消化

7 2h (含 Zo m m o
l /L E D T A

、
0

.

s m m o
l / L 乙 酸 )

,

低 温

1Z 00 O X g 离心 15 m in
,

弃沉淀 (上清和沉淀各留少许分

析消化程度 )
.

上清按图 l 顺序进行分段盐沉淀得 vI
、

v 型胶原粗品
.

用校甲基纤维素柱层析 (C M
5 2 ,

2
.

cs m

x 10
c

m )进一步纯化该产品 (采用线性梯度洗脱
,

具体

条件见图 2
,

3)
。

将纯化的 VI
、

v 型胶原用紫外分光光度

计 ( eB
e k m

a n
D U

一
7 0 )在 Zo o n m一 2 5 o n m 波长范围内扫

描
。

用浓缩棒将上述纯品浓缩
、

分装
,

探低温保存
。

取 v 型胶原纯品进行 S DS
一

P A G E (不连续板胶 )
。

其丙烯酸胺浓度为分离胶含 5 % ( w / v )
。

成层胶含 3叼

( W /V )
.

取 0
.

s m l ( 0
.

3 9 m g ) 样品对样品缓冲液

〔0
.

0 6 3 m
o

l /L T
r
i

s ,
2 % ( W /V ) S D S

,
1 0 % ( W /V )甘油

,

0
.

0 1环 ( W /V )澳酚蓝
,
p H 6

.

8〕透析
,

加热 5 0 ,C
,
3 0 m in 。

每 孔 加 样 2 0尸l
,

稳流 3 o m A ( 电压 约 2 8 o V ) 电泳

4 h 4 o m i n .

用考马斯亮蓝 ( R 2 5o )染色
,

用岛津一 9 3 0 型

薄层扫描仪扫描
.

用双缩脉半微量法准确测定 v 型胶

原蛋白浓度
,

再按 eB
x g m an L

o xl ey 法测定羚脯氨酸浓

度
`” ,

据此计算 v 型胶原蛋白中羚脯氨基酸含量
。

采用

相似的方法测定前述留待分析胶原丢失量的各样品及

上清 沉淀
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图 I VI
、

v 型胶原的分段盐沉淀程序图

图注
:

VI
:

w 型胶 原
,

V
:

v 型胶原
。

羲化钠 的

浓度为最终浓度
。

剑嗽彭么昌注̀芝曰

洗脱体积 (而 )

图 2 胃蛋白酶溶解的人胎盘 V型胶原蛋白的梭

甲基纤维素柱层析图
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图注
:

S
:

加样点
,

G
:

梯度液 洗脱起始
.

点
.
1

:

I 型

胶原
; V

:
v 型胶原

。

用 2
.

Om o
l /L 尿 素

、
0

.

o Zm o l /

L rT i s ,
p H S

.

o 的起始缓冲液平衡狡 甲基纤维 素柱

( 2
.

s e m x l o e m )
.

将 s o m g V 型胶原溶 于 s o m l 起

始 缓 冲 液 并上 柱
。

先 用 14 0 m l 起 始 缓 冲 液 以

3 Om l/ h 的速 度 洗脱
,

再用 30 0 m l 线 性 梯度 液 以

1 5 o m l /h 速度洗脱 (氛化钠浓度 为 。 至 0
.

2 5 m o
l /

L )
。

表 1 用不同溶液对组织进行预处理时
,

洗涤离心

上清液中胶原的浓度

洗涤剂

2 0 m m o l / L E D T A

2 0 m m o l / L E D T A
,

。
·

05 % ( W / v )脱氧胆酸钠

双燕馏水

胶原浓度 (拜g / m l )

0
.

1 0 6

0
.

36 3

2
.

2 数 甲墓纤维素柱层析结果
v 型胶原粗品中 l 型胶 原残余及 N 型胶原中非胶原蛋 白

的污染均很少
,

各自的主峰很高
,

见图 2
、

3 ,

说明前期初步纯化

效果好
.

2
.

3 紫外波长扫描结果

v 型胶原的吸收峰为 1Z 8n m (图 4 )
,

与文献报道的

C D 谱吻合
“ ,

。

VI 型胶原的吸收峰为 2 1 7 n m
。
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洗脱体积 (耐 )

裂回督

图 3 胃蛋白酶溶解的人胎盘 W型胶原蛋白的狡

甲基纤维素柱层析图

图注
:

S
:

加样
.

汽
.

G
:

梯度液洗脱起始
.

点
.

N C P
:

昨胶 原蛋 白
.

W
:

W 型胶 原蛋 白
.

用 2
.

Om ol / L 尿

素
,
。

.

04 m ol / L 乙酸钠
,
p H 4

.

8 的起始 缓冲液平衡

狡 甲墓纤维素柱 ( 2
.

s e m x z o e m )
。

将 5 0m g VI 型胶

原溶于 50 m l 起始缓冲液并上柱
。

先用 14 o ml 起始

缝冲液 以 1 00 m l/ h 流速 洗脱
,

再用 86 o m l 线性梯

度液以相同的流速 洗脱 ( 氛化钠浓度为 。至

0
·

4 m o
l / L )

。

2 (拭) 2 ]0 2 20 2 3 0 2暇 ) 2 5 0

波长 ( n n飞)

选健康雄性家兔 3 只
,

体重 2
.

5 ~ 3
.

ok g
。

2 只注射

v 型胶原 (含弗氏完全佐剂 )
,

另一只注射弗氏佐剂作

对照
。

每周追加注射一次
,

注射 4 次后分别于兔耳缘静

脉采血
,

离心得血清
,

用 1
.

5写 ( w /V )琼脂分别同 W
、

v 型胶原行双向扩散
。

图 4 人胎盘 v 型胶原蛋白的紫外波长扫描 (入一

2 0 0 ~ 2 5 0 n
m )

图注
:

吸收峰
、

波长为 1Z 8n m

结果

2
.

1 胶原的丢失量与消化率

用不同溶液对组织预处理时
,

胶原丢失量微

( < 0
.

3 6 3阳 / m l )
,

见表 1
.

胃蛋白酶对胶原蛋白的消化

率为 8 5
.

2 5 %
。

2
,

4 S D S
一

P A G E 结果
v 型胶原在 S D S

一
P A G E 时出现 2 条带 (由 A

、
B 链

产生 )
,

经面积扫描得 出二者含量之比为
:

B
:

A 一 2
:

1

(图 5 )
,

与 eB
n t z

等人的结果一致
“ ’ 。

2
.

5 段脯氛酸含量分析结果

该 v 型胶原蛋白经脯氨酸含量为 n
.

83 肠
。

2
.

6 v 型胶原蛋白免疚原性浏定结果

注射 v 型胶原的动物产生了特异的抗
一

v 型胶原

抗体
,

与 vI 型胶原无交叉反应
,

对照动物未产生抗体

(表 2 )
。
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表 2免血清与 v型胶原或 N型胶原间的免疫反应

免疫血清 抗 原

v型抗原 W 型胶原

抗
一 v型胶原血清

对照血清 (注射弗氏佐剂 )

() l基于组织中所有胶原溶解性差
,

本实验洗涤

液无 N a CI
,

避免了组织中积蓄 N a CI
,

经分析洗

涤离心后上清
,

发现胶原丢失甚微
。

( 2) 用脱氧

胆酸钠予先除去组织 中脂肪
,

使后面的提取和

纯化更为方便
。

( 3) 在梭甲基纤维素柱层析时
,

为了减少 V 型胶原的破坏
,

将 M ill er 原法 中洗

脱液尿素含量 6
.

o m ol / L 改为 2
.

o m ol / L
,

对结

果无影响
。

关键词 胶原分离 /和提纯 ,胎盘提取物
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扫描凝胶长度 (nm )

人胎盘 v 型胶原蛋白的 S D S
一

P A G E 的薄层

扫描图

图注
:

A
:

A 链
,

B
:

B 链
, A 链 的 面 积 为

绷卿12000800刚卿即

侧报督平玛日口家的

1 1 0 9 3 3
.

8 ( 3 3
.

0 % )
,

B 链 的 面 积 为 2 2 4 6 5 6
.

3

( 6 7 % )
。

总面积为 3 3 5 5 9 0
.

1

3 讨论

由于存在分子内交联
,

胶原蛋白的溶解性

差
。

一般都用胃蛋白酶降解其交联部分而增加

溶解性
。

本实验也采用同法
,

效果理想
。

胃蛋白

酶不影 响胶原 蛋白的螺旋决定簇及 中心决定

簇
,

因此
,

其抗原性仍较好
,

本实验通过接种家

兔证实了此点
。

v 型胶原蛋 白在组织 中分布广泛但含量

低
,

溶解性 差
,

提取 有 一 定困难
。

本 实验 以

M ill er 等人提 供 的方法 为基础
` 6 , ,

稍有 改进
:
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