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高效液相色谱串联质谱法测定小鼠肝、

肺、肾中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白含量

高建萍１，２，张　扬１，邢芳毓１，王俊杰１，徐　军１，

孔英俊１，２，罗　希１
，２，张贵锋１，２

（１．中国科学院过程工程研究所生化工程国家重点实验室，北京　１００１９０；

２．中国科学院大学化学工程学院，北京　１０００４９）

摘要：建立了高效液相色谱串联质谱（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）法测定小鼠肝、肺、肾中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白含量。

首先识别小鼠Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白特征多肽，分别为ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ、ＧＰＳＧＦＲ。采用子离子及保留时间定

性，以ＧＬＡＧＭＫ为内标对小鼠肝、肺、肾中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白含量进行分析。结果表明，２个特征多肽在

１～５００ｍｇ／Ｌ浓度范围内的线性关系良好，相关系数均大于０．９９，精密度相对标准偏差小于３．７％，加

标回收率在８６％～１１８％之间。小鼠生长过程中，肝、肺、肾中Ⅰ型胶原蛋白的比例呈增加趋势，Ⅰ、Ⅲ型

胶原蛋白总量呈先增加后降低的趋势。该方法前处理简便高效、精密度高、重现性好，可用于小鼠肝、

肺、肾中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的精确定量。
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范城市产业链协调创新类项目（ＨＨＣＬ２０１８０４）

本文通信作者张贵锋

犱狅犻：１０．７５３８／ｚｐｘｂ．２０２１．０１９０

犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犜狔狆犲Ⅰ犪狀犱犜狔狆犲Ⅲ犆狅犾犾犪犵犲狀狅犳犔犻狏犲狉，

犔狌狀犵犪狀犱犓犻犱狀犲狔犻狀犕狅狌狊犲犫狔犎犻犵犺犘犲狉犳狅狉犿犪狀犮犲犔犻狇狌犻犱

犆犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔犜犪狀犱犲犿犕犪狊狊犛狆犲犮狋狉狅犿犲狋狉狔

ＧＡＯＪｉａｎｐｉｎｇ
１，２，ＺＨＡＮＧＹａｎｇ

１，ＸＩＮＧＦａｎｇｙｕ
１，ＷＡＮＧＪｕｎｊｉｅ

１，ＸＵＪｕｎ１，

ＫＯＮＧＹｉｎｇｊｕｎ
１，２，ＬＵＯＸｉ１

，２，ＺＨＡＮＧＧｕｉｆｅｎｇ
１，２

（１．犖犪狋犻狅狀犪犾犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犅犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犘狉狅犮犲狊狊犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，

犆犺犻狀犲狊犲犃犮犪犱犲犿狔狅犳犛犮犻犲狀犮犲狊，犅犲犻犼犻狀犵１００１９０，犆犺犻狀犪；２．犛犮犺狅狅犾狅犳犆犺犲犿犻犮犪犾犪狀犱犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，

犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犆犺犻狀犲狊犲犃犮犪犱犲犿狔狅犳犛犮犻犲狀犮犲狊，犅犲犻犼犻狀犵１０００４９，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：　Ｃｏｌｌａｇｅｎｉｓｔｈｅｍａｉｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇｆｏｒ２５％

３０％ｏｆｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ．Ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ，２８ｔｙｐｅｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｈａｖｅｂｅｅｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎｍａｍｍａｌｓ．

Ｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏａｇｅ，ｄｉｓｅａｓｅ

ａｎｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ．ＴｙｐｅⅠａｎｄⅢｃｏｌｌａｇｅｎａｒｅｔｈｅｍａｉｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｌｉｖｅｒ，ｌｕｎｇ

ａｎｄｋｉｄｎｅｙ，ａｎｄｔｈｅｉｒｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｒａｔｉｏａｒｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｃａｎｃｅｒａｔｉｏｎ．



Ｓｉｒｉｕｓｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙａｒｅｔｈｅｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｍｅｔｈｏｄｆｏｒｃｏｌｌａｇｅｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．

Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｓｉｒｉｕｓｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇｉｓａｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄａｎｄｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｉｓｎｏｔｓｕｉｔ

ａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｉｓｓｕｅｓ．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ａｍｅｔｈｏｄｏｆｈｉｇｈ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）ｗａｓ

ｄｅｖｅｌｏｐｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｙｐｅⅠａｎｄⅢｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｌｉｖｅｒ，ｌｕｎｇａｎｄｋｉｄｎｅｙｏｆ

ｍｏｕｓｅ．ＴｈｅｍａｒｋｅｒｐｅｐｔｉｄｅｓｏｆｍｏｕｓｅｔｙｐｅⅠａｎｄⅢｃｏｌｌａｇｅｎｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｎｄｔｈｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅＧＳＥＧＰＱＧＶＲａｎｄＧＰＳＧＦＲ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓａｎｄｒｅｔｅｎ

ｔｉｏｎｔｉｍｅｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｃｏｌｌａｇｅｎ．ＴｈｅｐｅｐｔｉｄｅＧＬＡＧＭＫｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅ

ｉｎｔｅｒｎａｌｓｕｂｓｔａｎｃｅｔｏｑｕａｎｔｉｔａｔｅｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｙｐｅⅠａｎｄⅢｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｌｉｖｅｒ，ｌｕｎｇａｎｄ

ｋｉｄｎｅｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｔｈｅｓｅｔｗｏｍａｒｋｅｒｐｅｐｔｉｄｅｓ

ｗａｓｇｏｏｄｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅｏｆ１５００ｍｇ／Ｌ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｗａｓｍｏｒｅ

ｔｈａｎ０．９９，ＲＳＤｏｆｔｈｅａｓｓａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎ３．７％，ａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓｔａｎｄａｒｄ

ａｄｄｉｔｉｏｎｗａｓｂｅｔｗｅｅｎ８６％ａｎｄ１１８％．ＴｈｅｒａｔｉｏｓｏｆｔｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｌｉｖｅｒ，ｌｕｎｇａｎｄ

ｋｉｄｎｅｙｗｅｒｅａｌｌｉｎｃｒｅａｓｅｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｍｏｕｓｅ．Ｆｒｏｍ０ｔｏ１ｓｔｗｅｅｋ，ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆ

ｔｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｒａｐｉｄｌｙ，ｂｕｔｔｈｅｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｌｏｗｌｙｆｒｏｍ６ｔｈｔｏ１２ｔｈｗｅｅｋ．

ＴｈｅｒａｔｉｏｏｆｔｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎｗａｓｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｉｎｔｈｅｋｉｄｎｅｙ，ａｎｄｉｔｗａｓｔｈｅｌｏｗｅｓｔｉｎｔｈｅ

ｌｕｎｇ．ＴｈｅｔｏｔａｌｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｙｐｅⅠａｎｄⅢｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｆｉｒｓｔｌｙａｎｄｔｈｅｎｄｅｃｒｅａｓｅｄ

ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｍｏｕｓｅ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｔｒｅｎｄｏｆｔｏｔａｌｃｏｌｌａｇｅｎ

ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｌｉｖｅｒ，ｌｕｎｇａｎｄｋｉｄｎｅｙ，ｗｈｉｃｈｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅ

ｔｏｔａｌａｍｏｕｎｔｏｆｔｙｐｅⅠａｎｄⅢｃｏｌｌａｇｅｎｗａｓｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｉｎｔｈｅｋｉｄｎｅｙ，ａｎｄｉｔｗａｓｔｈｅ

ｌｏｗｅｓｔｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒ．Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ｒｅｐｌｉｃａｂｌｅａｎｄｈｉｇｈｌｙｓｔａｂｌｅ，ａｎｄ

ｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒａｃｃｕｒａｔｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｙｐｅⅠａｎｄⅢｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｌｉｖｅｒ，ｌｕｎｇａｎｄｋｉｄ

ｎｅｙｏｆｍｏｕｓｅ．Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｐｒｏｖｉｄｅｓａｎａｕｘｉｌｉａｒｙａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆ

ｃｏｌｌａｇｅｎｒｅｌａｔｅｄｄｉｓｅａｓｅｓ．

犓犲狔 狑狅狉犱狊： ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）；ｌｉｖｅｒ；ｌｕｎｇ；ｋｉｄｎｅｙ；ｔｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎ；ｔｙｐｅⅢｃｏｌｌａｇｅｎ

　　胶原蛋白是由３条链形成的右手螺旋结

构，是动物组织细胞外基质中的主要结构蛋白，

约占蛋白总量的２５％～３０％
［１］，广泛存在于皮

肤、骨骼、跟腱及结缔组织中［２４］，是肝、肺、肾等

内脏的重要组成部分［５７］。目前，文献［８９］报道

的胶原蛋白有２８种，不同组织中的蛋白类型及

含量各不相同，不同类型胶原蛋白的含量变化

与年龄、疾病及其生物机能息息相关。肝硬化

组织中胶原蛋白含量是正常肝组织的４～７倍，

最高可达近１０倍。Ⅰ型和Ⅲ型胶原是肝包膜、

门静脉间质、窦周间隙和纤维隔膜中最丰富的

胶原。在正常新鲜的肝脏组织中，Ⅰ型／Ⅲ型胶

原蛋白的比例小于１，而在肝硬化组织中的比

例显著增大［１０１１］；Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白约占肺

胶原蛋白总量的９０％，肺纤维化组织中Ⅰ型胶

原蛋白含量及Ⅰ型／Ⅲ型胶原蛋白比例显著增

大［９，１２］；有研究表明［１３］，在肾炎和肾小球硬化

的过程中，Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的沉积均显著增

加。因此，建立组织中不同类型胶原蛋白的定

量检测方法可为相关疾病的诊断提供理论基础。

不同来源、不同类型的胶原蛋白结构及理

化性质无明显差异，难以实现不同类型胶原蛋

白的定量分析［１４１５］。传统的羟脯氨酸法是测定

胶原蛋白水解液中羟脯氨酸的含量，再换算为

胶原蛋白含量，但仅用于测定胶原蛋白总量，无

法定量分析不同类型的胶原蛋白，且羟脯氨酸

在胶原蛋白中的比例受物种、年龄和组织部位

的影响［１６］。目前，常用的胶原蛋白定量检测方

法有天狼星红染色法［１７］、酶联免疫（ＥＬＩＳＡ）

法［１８］、高效液相色谱质谱（ＨＰＬＣＭＳ）法
［１９］

等。其中，天狼星红染色法通过酸性染料与胶

原纤维反应使其产生双折光现象，从而通过偏
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振光区分不同类型的胶原纤维，通过颜色深浅

和面积大小进行定量，该方法属于相对定量，而

且胶原纤维的双折光会随时间的推移而减弱，

容易出现假阳性结果；ＥＬＩＳＡ法利用抗原和抗

体特异性结合显色检测不同类型的胶原，此方

法操作繁琐，存在非特异性吸附，难以定量组织

中的胶原；孙坤等［２０］利用 ＨＰＬＣＭＳ法定量检

测牛Ⅰ型胶原蛋白，该方法特异性强，但应用选

择离子监测进行外标法定量不适用于分析基质

复杂的样品。

本研究拟利用高效液相色谱串联质谱

（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）法测定小鼠肝、肺、肾组织中

Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白含量，考察Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白

含量及比例随年龄的变化情况，并验证 ＨＰＬＣ

ＭＳ／ＭＳ法的专一性、准确性及可靠性，以期为

动物组织中不同类型胶原蛋白含量的分析提供

理论支持。

１　材料与方法

１１　仪器与装置

Ｏｒｂｉｔｒａｐ（Ｅｘｐｌｏｒｉｓ４８０）和ＴＳＱＱｕａｎｔｕｍ

ＡＣＣＥＳＳＭＡＸ三重四极杆质谱仪：美国Ｔｈｅｒｍｏ

Ｆｉｓｈｅｒ科技有限公司产品，配备采集软件Ｘｃａｌ

ｉｂｕｒ４．４和数据处理软件 ＰｒｏｔｅｉｎＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ

２．４；ＬＧＪ１００Ｆ真空冷冻干燥机：北京松源华

兴科技发展有限公司产品；ＨＣ２５１８Ｒ 高速冷

冻离心机：安徽中科中佳科学仪器有限公司产

品；ＭＹＰ１９２磁力搅拌器：上海梅颖浦仪器仪

表制造有限公司产品。

１２　材料与试剂

小鼠（Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ，雄性）：购自北京维通利

华实验动物技术有限公司。

乙腈、甲酸：色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ公司产

品；胰蛋白酶（Ｖ５１１１）：序列纯，美国Ｐｒｏｍｅｇａ

公司产品；特征多肽和内标肽：纯度＞９８％，由

上海强耀公司合成；其他试剂均为分析纯。

１３　样品前处理

１３１　杂蛋白去除　分别取０、１、３、６、９、１２、

１５、１８周龄的小鼠，每个周龄１０只，将小鼠脱

臼处死后，取各周龄小鼠的肝、肺、肾，称重；将

新鲜的肝、肺、肾组织按质量比１∶１０加入

ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．２，含５％

曲拉通１００）中，于４℃低速搅拌２４ｈ，期间换

液２次，水洗除去残留的ＴｒｉｓＨＣｌ溶液，冻干、

称重、待用。

１３２　酶解　称取５ｍｇ冻干样品，加入５ｍＬ

ＮＨ４ＨＣＯ３ 缓冲液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０），于

６０℃水浴变性反应３０ｍｉｎ，取出冷却；取１ｍＬ

冷却后的样品与胰蛋白酶混合 （１００μＬ，

２０μｇ），于３７ ℃恒温反应器中酶解１８ｈ，以

１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，待用。

１４　特征多肽识别

１４１　实验条件　色谱条件：ＰｅｐｔｉｄｅＢＥＨ

Ｃ１８柱（２．１ｍｍ×１５０ｍｍ×１．７μｍ）；流动相

Ａ为水（含０．１％脂肪酸），Ｂ为６０％乙腈（含

０．１％脂肪酸）；梯度洗脱为０～６０ｍｉｎ（５％～

４０％Ｂ），６０～８５ｍｉｎ（４０％～９０％Ｂ），８５～９８

ｍｉｎ（９０％Ｂ），９８～１００ｍｉｎ（９０％～５％Ｂ），１００～

１１０ｍｉｎ（５％Ｂ）；流速０．２ｍＬ／ｍｉｎ。

质谱条件：离子源喷雾电压３．５ｋＶ；毛细

管温度３２０℃；鞘气流速１９．８ｍＬ／ｍｉｎ；辅助气

流速３４ｋＰａ；正离子扫描模式；扫描事件１为

全扫描，质量扫描范围犿／狕４００～２０００，分辨

率６００００，射频透镜电压为最大值的４５％，归

一化的最大增益电压３００％，最大离子注入时间

１００ｍｓ；扫描事件２为ｄａｔａｄｅｐｅｎｄｅｎｔＭＳ／ＭＳ，

分辨率为１５０００，隔离窗口为犿／狕１．６，最大离

子注入时间２００ｍｓ，归一化的最大增益电压

１００％，碰撞能量３０％，循环时间２ｓ。

１４２　数据处理　采用 ＰｒｏｔｅｉｎＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ

２．４软件对数据进行搜库，并通过Ｂｌａｓｔ序列比

对的方法确定小鼠Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白特征多肽。

１５　定量分析

１５１　标准样品配制　分别准确称取１０．０ｍｇ

Ⅰ、Ⅲ型胶原特征多肽，混合后用ＮＨ４ＨＣＯ３ 缓冲

液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０）配制成不同浓度的标

准溶液。以相同方法配制内标肽溶液，其信号

响应与样品相当。将内标肽分别与Ⅰ、Ⅲ型胶

原特征多肽混合溶液、样品酶解液混合（１∶１，

犞／犞），以１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，待用。

１５２　实验条件　色谱条件：ＺｏｒｂａｘＣ１８柱

（２．１ｍｍ×１５０ｍｍ×５μｍ）；流动相Ａ为水

（０．１％ 甲酸），Ｂ为６０％乙腈水溶液（０．１％甲

酸）；梯度洗脱为０～３ｍｉｎ（５％～２５％Ｂ），３～７

ｍｉｎ（２５％～１００％Ｂ），７～８ｍｉｎ（１００％Ｂ），８～

８．１ｍｉｎ（１００％～５％Ｂ），８．１～１０ｍｉｎ（５％Ｂ）；流
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速０．３ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；上样量５．０μＬ。

质谱条件：离子源喷雾电压３．５ｋＶ，毛细

管温度３２０ ℃，蒸发温度３５０ ℃，鞘气流速

１９．８ｍＬ／ｍｉｎ，辅助气流速５５ｋＰａ，正离子扫描

模式，选择反应监测（ＳＲＭ）模式：犿／狕３１０．６７＞

４６６．３４（多肽ＧＰＳＧＦＲ）、犿／狕４４３．７６＞６１３．２９

（多肽 ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ）、犿／狕２８８．６６＞４０６．１８

（内标肽ＧＬＡＧＭＫ）。

１５３　数据处理　按式（１）计算试样中Ⅰ、Ⅲ

型胶原蛋白含量：

犡犻＝
犆犻×犡×犞×犕１
犿×犕２×狀×１０００

（１）

式中，犡犻表示试样中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白含量；

犆犻表示质谱法测得的小鼠Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白特

征多肽浓度；犞 表示样品最终定容体积；犕１ 表

示Ⅰ型或Ⅲ型胶原蛋白的分子质量；犕２ 表示

Ⅰ型或Ⅲ型胶原蛋白特征多肽的分子质量；

犿表示最终样液代表的试样质量；犡 表示酶

解后样品稀释倍数；狀表示Ⅰ型或Ⅲ型胶原换

算系数，列于表１。

根据式（２）、（３）计算Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白比例：

Ⅰ型胶原蛋白比例＝
犡Ⅰ

犡Ⅰ＋犡Ⅲ

×１００％ （２）

Ⅲ型胶原蛋白比例＝

１－Ⅰ型胶原蛋白比例 （３）

表１　Ⅰ、Ⅲ型胶原换算系数

犜犪犫犾犲１　犆狅狀狏犲狉狊犻狅狀犮狅犲犳犳犻犮犻犲狀狋狊

狅犳狋狔狆犲Ⅰ犪狀犱Ⅲ犮狅犾犾犪犵犲狀

胶原类型

Ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅ

所属肽链

Ｐｅｐｔｉｄｅｃｈａｉｎ

换算系数

Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（狀）

Ⅰ型 α１链 ２

Ⅰ型 α２链 １

Ⅲ型 α１链 ３

１６　统计学分析

采用ＳＡＳ９．３统计软件处理数据，并用犡±犛

（标准偏差）表示，对各组数据进行单因素方差

分析，组间比较采用ＳＮＫｑ检验，犘≤０．０５表

示差异统计学意义。

２　结果与讨论

２１　小鼠肝、肺、肾中特征多肽识别

小鼠肝、肺、肾中胶原蛋白酶解产物的总离

子流图示于图１。小鼠Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白存

图１　小鼠肝（犪）、肺（犫）、肾（犮）酶解产物的总离子流图

犉犻犵．１　犜狅狋犪犾犻狅狀犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳狋犺犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀犳狉狅犿犾犻狏犲狉（犪），犾狌狀犵（犫）犪狀犱犽犻犱狀犲狔（犮）犻狀犿狅狌狊犲
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在大量的局部相同序列和部分差异序列，其中

差异序列可作为Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的特征多肽。

利用ＰｒｏｔｅｉｎＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ软件检索得到的质谱

图，并对小鼠Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白的氨基酸序列进

行比对。小鼠肾脏中犿／狕４４３．７２２的一级和二

级质谱图示于图２，其二级碎片离子与多肽

ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ的理论碎片一致（犡ｃｏｒｒ２．９５６）。

通过Ｂｌａｓｔ多序列比对，多肽ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ只存

在于小鼠的Ⅰ型胶原蛋白α１链中，因此，其可作为

小鼠Ⅰ型胶原蛋白的特征多肽。采用同样方法鉴

定到５种Ⅰ型和２种Ⅲ型胶原特征多肽，列于表２。

用于Ⅰ、Ⅲ型胶原定量分析的特征多肽应

满足以下条件：１）在所有样本中均能检测到；

２）属于胶原蛋白三螺旋结构的一部分；３）属

于胰蛋白酶特异性酶切肽段，不存在漏切位点；

４）特征多肽的ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ色谱峰重复性

图２　小鼠肾脏中犿／狕４４３７２２的一级（犪）和二级（犫）质谱图

犉犻犵．２　犕犛（犪）犪狀犱犕犛／犕犛（犫）狊狆犲犮狋狉犪狅犳犻狅狀犿／狕４４３７２２犱犲狋犲犮狋犲犱犻狀犿狅狌狊犲犽犻犱狀犲狔

表２　小鼠肝、肺、肾中识别的特征多肽

犜犪犫犾犲２　犐犱犲狀狋犻犳犻犲犱犿犪狉犽犲狉狆犲狆狋犻犱犲狊狅犳狋犺犲犾犻狏犲狉，犾狌狀犵犪狀犱犽犻犱狀犲狔犻狀犿狅狌狊犲

胶原类型

Ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅ

特征肽序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｍａｒｋｅｒｐｅｐｔｉｄｅ

分子质量

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ

电荷数

Ｃｈａｒｇｅ

质荷比

犿／狕

Ⅰ型α１链 ＧＰＡＧＰＱＧＰＲ ８３５．４ ２ ４１８．７

Ⅰ型α１链 ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ ８８５．４ ２ ４４３．７

Ⅰ型α１链 ＧＥＴＧＰＡＧＰＡＧＰＩＧＰＡＧＡＲ １５３１．８ ３ ５１１．６

Ⅰ型α２链 ＧＶＶＧＰＱＧＡＲ ８３９．５ ２ ４２０．８

Ⅰ型α２链 ＧＰＡＧＰＳＧＰＶＧＫ ９２２．５ ２ ４６２．３

Ⅲ型α１链 ＧＡＰＧＰＱＧＰＲ ８３５．４ ２ ４１８．７

Ⅲ型α１链 ＧＰＳＧＦＲ ６１９．３ １ ６２０．３
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符合要求；５）所选特征多肽必须为特定胶原类

型特有，即在ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ／ＮＣＢＩｎｒ数据库中不

存在任何其他蛋白质［１９２１］。根据以上条件，本

研究分别选择 ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ、ＧＰＳＧＦＲ作为

小鼠Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白定量分析的特征多肽。

小鼠肝、肺、肾组织基质较复杂，为排除基质对

定量结果的影响，采用内标法分析胶原蛋白含

量，设计符合胶原蛋白氨基酸序列特征Ｇ（甘氨

酸）ＸＹ 的 内 标 肽 ＧＬＡＧＭＫ；通 过 Ｓｗｉｓ

ｓＰｒｏｔ／ＮＣＢＩｎｒ数据库检索，多肽ＧＬＡＧＭＫ不

存在于小鼠体内；此多肽与目标肽的保留时间

接近，且在 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ谱图中信号稳定。

因此，选择多肽ＧＬＡＧＭＫ作为小鼠Ⅰ、Ⅲ型胶

原蛋白定量分析的内标肽。

２２　分析方法验证

２２１　标准曲线、线性范围、定量限、检出限

利用内标法定量分析小鼠肝、肺、肾中的

Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白，并考察多肽ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ

和ＧＰＳＧＦＲ的线性范围、检出限、定量限。

用０．０５ｍｏｌ／ＬＮＨ４ＨＣＯ３ 溶液配制１、５、

１０、５０、１００、２５０、５００ｍｇ／Ｌ的特征多肽ＧＳＥＧ

ＰＱＧＶＲ和 ＧＰＳＧＦＲ 混标溶液，并与内标肽

ＧＬＡＧＭＫ按体积比１∶１混合，按照１．５节方

法进行定量分析。多肽ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ、ＧＰＳＧＦＲ

和内标肽ＧＬＡＧＭＫ的色谱图示于图３，保留时

间分别为５．２１、５．７４、６．４５ｍｉｎ。多肽 ＧＳＥＧ

ＰＱＧＶＲ和ＧＰＳＧＦＲ的最小检出浓度分别为

８、５μｇ／Ｌ。以特征多肽峰面积与内标肽峰面

积比值为横坐标，特征多肽浓度为纵坐标，得到

线性回归方程，列于表３。特征多肽 ＧＳＥＧ

ＰＱＧＶＲ和ＧＰＳＧＦＲ在１～５００ｍｇ／Ｌ浓度范围

内的线性关系良好。

图３　特征多肽犌犛犈犌犘犙犌犞犚（犪）、犌犘犛犌犉犚（犫）、

内标肽犌犔犃犌犕犓（犮）的色谱图

犉犻犵．３　犆犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳犿犪狉犽犲狉狆犲狆狋犻犱犲

犌犛犈犌犘犙犌犞犚（犪），犌犘犛犌犉犚（犫）犪狀犱

犻狀狋犲狉狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲犌犔犃犌犕犓（犮）

表３　Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白特征多肽的定量标准曲线

犜犪犫犾犲３　犛狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狊狅犳狋犺犲狋狔狆犲Ⅰ犪狀犱Ⅲ犮狅犾犾犪犵犲狀犿犪狉犽犲狉狆犲狆狋犻犱犲

特征多肽序列

Ｍａｒｋｅｒ

ｐｅｐｔｉｄｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ

线性方程

Ｌｉｎｅａｒ

ｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

（狉）

线性范围

Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ

ｒａｎｇｅ／

（ｍｇ／Ｌ）

检出限

Ｌｉｍｉｔｏｆ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ／

（μｇ／Ｌ）

定量限

Ｌｉｍｉｔｏｆ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ／

（μｇ／Ｌ）

ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ 狔＝０．０００８８５狓＋０．０７３８５ ０．９９７２ １～５００ ８ １２

ＧＰＳＧＦＲ 狔＝０．００２５１７狓＋０．０４５８５ ０．９９９５ １～５００ ５ ９

２２２　回收率、精密度和稳定性　向已知浓度

的肝、肺、肾基质样品中添加相应浓度的特征多

肽，ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ和 ＧＰＳＧＦＲ的添加量分别

为５００、３００ｎｇ，每个样品重复３次，计算平均添

加回收率和相对标准偏差，列于表４。结果表

明，２种特征多肽的添加回收率在８６％～１１８％

之间，相对标准偏差小于４％。其中，肝、肺、肾

样品的回收率分别为１１２％～１１８％、９３％～

１０９％、８６％～８７％。

分别取５０μｇ／Ｌ特征多肽ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ和

ＧＰＳＧＦＲ，按１．５节方法进行６次重复实验。

特征多肽 ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ和 ＧＰＳＧＦＲ的峰面

积标准偏差分别为２．２４％、３．６２％，表明本方

法的精密度良好，能够满足检测要求。

将肝、肺、肾３种组织酶解产物于－２０℃

保存，分别于１、７、１４天对Ⅰ、Ⅲ型胶原特征多

肽ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ和ＧＰＳＧＦＲ进行检测，结果

列于表５。可见，不同组织中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白特征
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表４　Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白特征多肽的加标回收率及相对标准偏差

犉犻犵．４　犛狋犪狀犱犪狉犱犪犱犱犻狋犻狅狀狉犲犮狅狏犲狉狔犪狀犱狉犲犾犪狋犻狏犲狊狋犪狀犱犪狉犱犱犲狏犻犪狋犻狅狀狅犳狋狔狆犲Ⅰ犪狀犱Ⅲ犮狅犾犾犪犵犲狀犿犪狉犽犲狉狆犲狆狋犻犱犲

特征多肽

Ｍａｒｋｅｒ

ｐｅｐｔｉｄｅ

添加水平

Ａｄｄｉｔｉｏｎ

ｌｅｖｅｌ／ｎｇ

肝Ｌｉｖｅｒ 肺Ｌｕｎｇ 肾Ｋｉｄｎｅｙ

平均回收率

Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ／

％

相对标准偏差

Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｓｔａｎｄａｒｄ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ／％

平均回收率

Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ／

％

相对标准偏差

Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｓｔａｎｄａｒｄ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ／％

平均回收率

Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ／

％

相对标准偏差

Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｓｔａｎｄａｒｄ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ／％

ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ ５００ １１２．５８ １．０２ １０８．７９ ２．１８ ８６．７８ ３．６５

ＧＰＳＧＦＲ ３００ １１７．５８ １．８９ ９２．５６ １．６７ ８６．２４ ２．６５

多肽的峰面积ＲＳＤ均低于４％，表明该方法较

稳定。

表５　肝、肺、肾组织酶解产物放置不同天数后，

Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白特征多肽峰面积相对标准偏差

犜犪犫犾犲５　犚犲犾犪狋犻狏犲狊狋犪狀犱犪狉犱犱犲狏犻犪狋犻狅狀狅犳狋狔狆犲Ⅰ犪狀犱

Ⅲ犮狅犾犾犪犵犲狀犿犪狉犽犲狉狆犲狆狋犻犱犲犪犳狋犲狉狋犺犲犺狔犱狉狅犾狔狊犪狋犲狊

狅犳犾犻狏犲狉，犾狌狀犵犪狀犱犽犻犱狀犲狔狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犪狔狊

特征多肽

Ｍａｒｋｅｒ

ｐｅｐｔｉｄｅ

相对标准偏差ＲＳＤ／％

肝

Ｌｉｖｅｒ

肺

Ｌｕｎｇ

肾

Ｋｉｄｎｅｙ

ＧＳＥＧＰＱＧＶＲ ３．２１ ２．７５ ３．０２

ＧＰＳＧＦＲ ２．６２ ２．８４ ２．５８

２３　小鼠生长过程中，肝、肺、肾中Ⅰ、Ⅲ型胶

原蛋白比例的变化

取新鲜的小鼠肝、肺、肾组织，按照１．３节

方法除杂，取５．０ｍｇ冻干后的组织样品，酶

解，利用１．５节方法对０～１８周小鼠肝、肺、肾

组织样品中的Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白特征多肽含

量进行分析，并根据式（１）计算Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋

白含量，根据式（２）计算Ⅰ型胶原蛋白的比例，

结果示于图４。可见，肝中Ⅰ型胶原蛋白的比

例在０～１周呈迅速增加，１～３周基本不变，３～

１５周快速增加，１５～１８周略有下降；肺中Ⅰ型

胶原蛋白的比例在０～６周内呈快速增加的趋

势，６～１２周基本平稳，１２～１８周缓慢增加；肾

中Ⅰ型胶原蛋白的比例在０～１周呈迅速增加

的趋势，１～６周增加速度缓慢，６～１５周基本平

稳，１５～１８周开始增加。

综上所述，小鼠生长过程中，肝、肺、肾中Ⅰ

型胶原蛋白的比例均呈增加趋势，即第０～１周

呈快速增加趋势，第６～１２周呈平稳趋势。

３种脏器中Ⅰ型胶原蛋白的比例由高到低大致

为肾＞肝＞肺。相反，肝、肺、肾中Ⅲ型胶原蛋

白的比例均呈下降趋势，即第０～１周快速下

降，第１～６周缓慢下降，第６～１２周呈平稳趋

势，第１２～１８周缓慢下降。３种脏器中Ⅲ型胶

原蛋白的比例由高到低依次为肺＞肝＞肾。

图４　小鼠生长过程中，肝、肺、

肾中Ⅰ型胶原蛋白比例的变化

犉犻犵．４　犚犪狋犻狅犮犺犪狀犵犲狊狅犳狋狔狆犲Ⅰ犮狅犾犾犪犵犲狀犻狀犾犻狏犲狉，

犾狌狀犵犪狀犱犽犻犱狀犲狔犱狌狉犻狀犵犵狉狅狑狋犺狅犳犿狅狌狊犲

２４　小鼠生长过程中，肝、肺、肾中Ⅰ、Ⅲ型胶

原蛋白总量的变化

根据２．３节得到的Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白含量，

分析小鼠生长过程肝、肺、肾中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋

白总量的变化，示于图５。结果表明，在０～９

周内，肝中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白总量随周龄的增加

而显著增加（狆＜０．０１），第９周达到最高值

８．０７ｍｇ／ｇ，９周之后开始缓慢下降，第１８周的

Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白总量为５．３８ｍｇ／ｇ；在０～６周

内，肺中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白总量随周龄的增加而

显著增加（狆＜０．０１），第６周达到最高值３７．６２

ｍｇ／ｇ，６周之后开始下降，第１８周的Ⅰ、Ⅲ型

胶原蛋白总量为２５．７１ｍｇ／ｇ，６～１８周下降

显著（狆＜０．０１）；在０～９周内，肾中Ⅰ、Ⅲ型

胶原蛋白总量随周龄的增加而增加，其中０～

１周和１～３周之间均呈显著增加趋势（狆＜
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图５　小鼠生长过程中，肝、肺、肾中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白总量的变化

犉犻犵．５　犜狅狋犪犾犮狅狀狋犲狀狋狊狅犳狋狔狆犲Ⅰ犪狀犱狋狔狆犲Ⅲ犮狅犾犾犪犵犲狀犻狀犾犻狏犲狉，犾狌狀犵犪狀犱犽犻犱狀犲狔犱狌狉犻狀犵犵狉狅狑狋犺狅犳犿狅狌狊犲

０．０１），３～９周缓慢增加，第９周达到最高值

４３．１０ｍｇ／ｇ，９周之后开始迅速下降，其中第

９～１２周下降显著（狆＜０．０１），第１８周的Ⅰ、Ⅲ

型胶原蛋白总量为２５．０１ｍｇ／ｇ，低于第１周的

胶原蛋白含量。

综上所述，小鼠生长过程中，肝、肺、肾中

Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白总量均呈先增加后降低的趋

势，与羟脯氨酸法测得的变化趋势一致［２２］。

３种脏器中，Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白总量由高到低的

顺序为肾＞肺＞肝。

３　结论

本研究建立了ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法测定小鼠

肝、肺、肾中的Ⅰ、Ⅲ型胶原特征多肽含量，并考

察了方法的添加回收率、精密度、稳定性等。结

果表明，该方法灵敏度高、准确度高、稳定性好，

可用于组织中Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白特征多肽含量

的测定。随着小鼠周龄的增加，肝、肺、肾中Ⅰ

型胶原蛋白比例呈增加趋势，Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白

总量呈先增加后降低的趋势。该研究可为与胶

原蛋白有关的疾病诊断提供辅助方法。
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