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1、前言

胶原蛋白（collagen）是一类哺乳动物细胞外基质中的主要

结构蛋白，广泛地存在于皮肤、骨骼、肌肉等组织中，主要参与

细胞的增殖、分化、迁移等生理生化行为。对组织细胞等起着支

撑、修复、保护的作用。由于胶原蛋白具有良好的生物学特征，

其在组织工程、临床医学、食品工业、包装材料、化妆品、医疗

美容、生物材料以及医疗器械等方面都有广泛的应用。

胶原蛋白可以分为天然和重组两大类，无论是是什么类型胶

原蛋白，都需要对其进行浓度或含量的测定。而蛋白定量有多种

分析技术，如紫外、ELISA、三重四极杆质谱等等。紫外进行蛋白

定量分析是基于蛋白中的芳香族氨基酸，比如酪氨酸、色氨酸，

而胶原蛋白中氨基酸种类较少，主要是由甘氨酸、脯氨酸等非芳

香族氨基酸组成，紫外检测吸光度不够，会导致灵敏度和批次差

异性较差；ELISA进行蛋白定量分析是基于抗体抗原结合，而普通

免疫方法的抗体无法区分胶原蛋白、或存在交叉反应，导致干扰

性强结果不准确。

面对不同类型的胶原蛋白产品，其含量或添加量可能天差地

别，比如口服饮品/粉剂，其胶原蛋白官方宣称含量在2~10 g/份，

注射填充剂其胶原蛋白官方宣称含量在10~30 mg/mL，护肤精华/

面膜等类型产品其胶原蛋白官方宣称含量在0.1%~5%（w/w）左右

（约为1-50 mg/mL）。
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利用三重四极杆质谱进行胶原蛋白定量是一种高灵敏度及特

异性的定量方法，选择合适的特征肽段，并合成标准品，筛选其

子离子与母离子作为定量离子对。通过梯度浓度的标准品制作外

标曲线，样品经过特定酶切处理后即可进行其浓度/含量测定。胶

原蛋白的定量可参考公式1。

公式 1 ………………… X i  = 

公式中，Xi表示试样中胶原蛋白含量（质量比），如要测定质

量浓度，去掉公式中的V和m。Ci表示质谱法测得的胶原特征多肽

浓度；V表示样品最终定容体积；M1表示胶原蛋白分子量；M2表示

胶原蛋白特征多肽的分子量；m表示最终样液代表的试样质量；X

表示酶解后样品稀释倍数；n表示胶原蛋白换算系数（如果三条链

相同的胶原蛋白，n为3；如果三条链不同，n为1；如果两条链相

同且特征多肽选自这两条肽段，n为2；如果胶原蛋白为重组，通

常为单链，n为1）。

本应用通讯使用SCIEX中国本土化Triple Quad™ 6500+系统对重

组类型的胶原蛋白进行了含量测定，提供了高灵敏度及特异性的

定量分析方法。实验流程主要分为以下步骤：

1) 根据胰蛋白酶酶切后的肽段进行母离子的选择，在仪器中筛

选合适的子离子；

2) 优化源气参数（主要为Gas1、Gas2、Temperature、DP、CE

等）；

Ci×X×V×M1

m×M2×n×1000
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3) 梯度浓度的特征多肽进行外标曲线的制作；

4) 根据曲线测定样品中的特征多肽浓度，最后根据公式1测定胶

原蛋白含量。

2、实验方法

2.1 样品及其前处理

护肤精华类型重组胶原蛋白样品（液体）由国内某企业提

供，该重组胶原蛋白为单链；

样品前处理步骤：使用移液枪移取100 μL胶原蛋白，使用

900 μL 50 mM碳酸氢铵（pH 7.5）充分混合均匀，100℃加热

30 min；变性后加入胰蛋白酶10 μg，充分震荡混匀，封口膜封好

后于37℃水浴反应过夜；再将酶切后的样品置于100℃水浴中反应

5 min，取出冷却至室温，使用去离子水稀释30倍后进样。

特征肽段序列为GRP********R，由国内第三方公司合成，浓度

为10 mg/mL，使用0.1% BSA逐级稀释为表1浓度。

2.2 色谱方法

使用SCIEX ExionLC™ AD系统，色谱柱为ACQUITY Peptide BEH 

C18，130Å, 1.7 μm，100×2.1 mm。柱温箱温度为60℃，样品温控

为10℃。流动相A为0.1%甲酸水溶液，流动相B为0.1%甲酸乙腈，

其流速与梯度如表2。

梯度 1 2 3 4 5 6 7 8

浓度(μg/mL) 0.05 0.1 0.2 0.5 1 2 5 10

表1. 特征肽段的梯度稀释浓度

Time[min] Flow[mL/min] A.Conc[%] B.Conc[%]

0 0.3 90 10

0.5 0.3 90 10

4.0 0.3 2 98

7.0 0.3 2 98

7.1 0.3 90 10

10 0.3 90 10

表2. 液相梯度

离子对
母离子

(Q1)
子离子

(Q2)

驻留时间
(Dwell time, 

ms)

去簇
电压
(DP)

碰撞
能量
(CE)

1 540.4 866.5 245 160 32

2 540.4 599.5 245 160 37

表3. MRM离子对信息

3. 实验结果

3.1 定量灵敏度和线性

使用SCIEX 中国本土化Triple Quad™ 6500+系统匹配OS软件进

行数据采集及定量分析。空白样品中无干扰，有很好的专属性和

灵敏度。我们采用的特征肽段浓度为0.05~10 μg/mL（图2），而

在0.05 μg/mL浓度下信噪比是490，远高于定量的信噪比为10的要

求。在该浓度范围内线性良好，R2＞0.99，准确度均在85%~115%

之间（图3）。

3.2样品结果分析

将处理好的样品上机检测，连续重复三针，三针重复的RSD

为4.03%，根据峰面积自动计算得到特征肽段的浓度平均值为

0.001 mg/mL，结果如图3。根据公式1测定该产品中的胶原蛋白浓

度为1.40 mg/mL，质量比为0.14%。

2.3  质谱方法

使用SCIEX中国本土化Triple Quad™ 6500+系统，数据采集方

法为多反应检测（MRM），源气参数设置为正离子模式，喷雾气

Gas1：50 psi，辅助加热气Gas2：50 psi，气帘气Curtain Gas：35 

psi，碰撞气CAD Gas：9 psi，离子源温度TEM：500℃，离子源电

压IS：5500 V。MRM离子对信息见表3。
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图2. 胶原蛋白特征肽段梯度浓度0.05~10 μg/mL的线性及准确度考察

图3. 胶原蛋白样品的重复性考察
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图1. 胶原蛋白特征肽段各个浓度点的提取离子流色谱图
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4、结论

本实验通过SCIEX 中国本土化Triple Quad™ 6500+系统对重组胶

原蛋白产品进行MRM定量。灵敏度高，特异性好，空白样品中无

干扰，在0.05~10 μg/mL的范围内线性关系良好，并且具有很好的

准确度和重现性，RSD<5%。整个流程操作快速简单，可以为胶原

蛋白定量提供参考。


