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阿胶中特异性多肽的分离与液质联用分析
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!!阿胶!-.%%*’.44&*5&1&#是我国的一种传统

中药$是由驴皮经煎煮浓缩制成的固体胶$其主

要成分为蛋白质和多肽类物质"多糖类物质及其

它小分子物质%阿胶的主要功能包括补血"免疫

功能调节"抗休克"促进淋巴细胞转化及改善钙

代谢等$但作用机理并不十分明确%近 年 来$关

于胶原蛋白及明胶中的活性多肽的相关研究逐

步成为研究热点%阿胶中蛋白质和多肽类物质

含量占阿胶 物 质 含 量 的9$e以 上$主 要 来 自 于

驴皮胶原蛋白的降解%对阿胶中潜在的特异性

多肽 进 行 识 别$有 助 于 对 阿 胶 中 有 效 成 分 的 识

别$推动阿胶产品的深度开发及剂型改善%
纤维连接蛋白具有多方面 的 生 理 功 能$如&

参与细胞与细胞"细胞与基质之间的粘连$维持

细胞正常形态$保持微血管完整性$形成利于细

胞运动的暂时性基质$促进细胞分化$参与伤口



的愈合!阻止肿瘤细胞转移!提高网状内皮系统

防御功能!调理单核巨噬细胞吞噬外来抗原!并

能促 进 机 体 清 除 血 中 有 害 物 质!包 括 免 疫 复 合

物"损伤的血小板"凝血产物"肿瘤细胞等!纤维

连接蛋白在提高机体防病抗病中起到重要作用#
为此!本研究利用亲和色谱法!从阿胶中分离得

到了能与纤维连接蛋白结合的特异性多肽!并用

液相色 谱+质 谱 联 用 法 对 所 得 到 多 肽 进 行 了 分

析#
首先利用自制琼脂糖凝胶介质!制备了纤维

连接蛋白琼脂糖凝胶亲和色谱柱#将’/E$/F
纤维连接蛋白溶液%缓冲体系&%$/,*X-!’Y$
/,M0)2!@H96!’$6Y/F加入%6Y/FM0H+
)K! 缓冲液%$6’,M0H)K!!$6Y,M0)2!@H
96!’中!与洗净的琼脂糖凝胶介质混合!在&f
下震荡’%>#取 出!用 M0H)K! 缓 冲 液 充 分 洗

胶!次#将经过充分洗涤后的凝胶介质与甘氨

酸 缓 冲 液 %$6% , U;14+H)2!$6% , N2B!

@H96$’混合!于&f下振荡%>#取出!分别用

M0H)K! 缓 冲 液 和 乙 酸 缓 冲 液 %$6’ ,
)H!)KKH!$6Y, M0)2!@H&6$’交 替 洗 胶 三

次!然后用$6$%, 磷酸盐缓冲液%%$/,*X-!

$6’Y,M0)2!@H#6!’平 衡#将 平 衡 后 的 凝 胶

介质装于’6Y/F色 谱 柱 中#每 次 使 用 前 分 别

使用&,脲"纯水"$6$%,*X冲洗色谱柱#
利用所制备亲和色谱柱!对阿胶中的特异性

多肽进行了分离#将固体阿胶样品%山东东阿阿

胶股份有限公 司’用 MH&H)K! 缓 冲 液%$6’,
MH&H)K!!$6’/, )0)2%!@H96$’配 制 为’
/E$/F溶液!采 取 循 环 上 样 的 方 式!上 样 量’$
/F!流速$6%/F$/1<!上样 时 间!’9$/1<#上

样完成 后 用 MH&H)K! 缓 冲 液 以$6%/F$/1<
流速平衡!$/1<#平衡后采用洗脱缓冲液%9,
脲!$6Y, U;14+H)2!@H#6%’洗 脱!收 集 前%Y
/1<洗脱液Y/F#

采用-*.固相萃取柱对所收集的样品进行

脱盐和 富 集#用Ye乙 腈!!t三 氟 乙 酸 为 流 动

相平衡柱!9$e乙腈洗脱!收集洗脱液Y/F#所

得样品在5$f下抽真空干燥!将所收集样品重

新溶解!进行液质联用分析#
采用反相高效液相色谱+电喷雾离子阱质谱

对所收集样品进行了分析#液相色谱条件&安捷

伦’’$$色谱系统!DE12?<Â8;S0\-X+)’9色谱柱

%%6’d’Y$//!Y#/粒径’(流动相 D&H%K]
!t U_D!流动相X&D)M]!t U_D(梯度洗脱

条件&$!%$/1<!’$e!%$e X!%$!#$/1<!

%$e!9$e X(流 速$6%/F$/1<(进 样 量Y$

#F#质谱 条 件&菲 尼 根 F)aZ.)DP*离 子 阱

质谱!电喷雾离 子 源(喷 雾 电 压 为!6Y[C!加 热

毛细管温度为!$$f!鞘气流速&’6$YF$/1<(辅
助气流 速&$6’YF$/1<(正 离 子 方 式 检 测!采 用

全扫 描 一 级 质 谱 检 测!扫 描 范 围 ?$KY$$!
%$$$!同时以Z0A0Z?@?<J?J-70<模式 进 行 精

确质量数扫描和二级质谱扫描#
由液质联用分析所得到的数据!结合多肽的

二级质谱的断裂规律分析!结果表明&利用纤维

连接蛋白琼脂糖凝胶亲和色谱柱!从阿胶中分离

出了能与纤维连接蛋白特异性结合的多肽!并由

上述数据得到了多肽的肽段序列#该类多肽可

能对与纤维连接蛋白相关的一系列疾病和生理

功能具有潜在的治疗和调节功能!对此类肽段的

药效研究及与此相关的阿胶产品的深度开发和

剂型改善!还需开展进一步的实验#
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