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摘  要 : 本研究旨在建立一种基于特征多肽的胶原定量检测方法，通过序列比对的方法筛选胶原蛋白特征多

肽，利用胰蛋白酶将牛Ⅰ型胶原蛋白标准品进行酶解，采用液质联用技术 (HPLC-MS) 对特征多肽进行检测，

建立特征多肽丰度与胶原蛋白浓度对应关系并用于实际样品分析。结果表明，牛Ⅰ型胶原蛋白中检测出 6 种特

征多肽，其中多肽 GEAGPSGPAGPTGAR 由于其丰度高且二级质谱稳定适合作为定量检测的特征多肽，多肽

信号强度与蛋白浓度 (0.1−3.0 mg/mL) 呈良好线性关系。将所建方法用于实际样品分析，牛跟腱胶原蛋白含量

为 90.2%，胶原海绵中胶原蛋白含量为 93.4%，检测结果与基于氨基酸组成分析的结果一致。该研究表明基于

HPLC-MS 的特征多肽分析方法进行胶原蛋白定量检测具有可行性，该方法在含胶原蛋白医疗器械等生物制品

质量控制方面具有应用前景。 

关键词 : 胶原蛋白，定量检测，特征多肽，液相色谱串联质谱  
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Collagen quantitation by detection of marker peptides with 
HPLC-MS 
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Abstract:  A method for quantitation of collagen was established by detecting marker peptide with high performance 

liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS). Theoretical marker peptides were selected by sequence 

comparison. Bovine collagen type I was digested with trypsin. Marker peptides typical for collagen type I were identified 

with HPLC-MS. The relationship between the abundance of marker peptides and collagen concentration was established. 

The results show that GEAGPSGPAGPTGAR and the other 5 peptides showed high resolution during chromatographic 

separation and high signal intensity during MS analysis. Peptide signal intensity and collagen concentration showed a good 

linear relationship in the range from 0.1 to 3 mg/mL. Bovine tendon and collagen sponge were used as actual samples and 

collagen contents were determined as 90.2% and 93.4% respectively. Quantitation of marker peptides of collagen was a 

feasible method to identify and quantify collagens in medical device research and development. 

Keywords:  collagen, quantitative detection, marker peptides, HPLC-MS 

胶原蛋白是哺乳动物体内含量最丰富的蛋

白质，约占总蛋白的 25%−30%[1-2]。胶原作为细

胞外基质的主要成分，广泛存在于骨、腱、软

骨、皮肤等组织[3]。胶原蛋白具有良好的生物相

容性、弱免疫原性和生物可降解性。近年来随

着生物医药和生物技术的飞速发展，胶原蛋白

在医疗器械、组织工程和再生医学等领域应用

广泛[4-6]。因此，建立有效的定量检测方法不仅

有助于含胶原的生物制品质量控制，而且为深

入研究胶原相关疾病提供基础支持。胶原蛋白

由 3 条 α 肽链以平行、右旋的形式缠绕而成，

这种特殊的结构使其难以提取和定量分析[7-8]。

传统的干重法通过对原材料进行处理将胶原蛋

白提取分离出来，干燥得到冻干胶原蛋白后测

干重分数[9-10]，过程繁琐且灵敏度低。对于可溶

性胶原蛋白，Pilar 等[11]使用天狼猩红染料检测

胶原蛋白分子含量，该方法不适用于组织分析。

目前应用最广泛的方法是羟脯氨酸 (HYP) 法，

其依据于胶原蛋白水解为游离氨基酸进而测量

胶原蛋白中特有的 HYP，利用 HPLC 或光度法

测定其含量以计算胶原蛋白的含量[12-14]，但其

水解和衍生过程繁琐且 HYP 含量随生长期不断

变化，不是所有来源的胶原都有确定的转换系

数。基于 ELISA 的检测方法是将胶原作为抗原

与抗体结合再与辣根过氧化物酶 (Horse radish 

peroxidase，HRP) 或碱性磷酸酶  (Alkaline 

phosphatase，AKP) 酶偶联的抗体结合，经化学

显色反应，检测显色底物的吸光度值即可确定

胶原的相对含量[15]，但其每一步都需洗涤，过

程较长并不适于组织标本。基于质谱的胶原蛋 
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白定量方法是利用酶法将胶原蛋白酶解成多肽

片段，Gly-Pro-Hyp 作为胶原蛋白特异性肽段，

用 基 质 辅 助 激 光 解 吸 飞 行 时 间 质 谱 

(MALDI-TOF) 通过 Arg-Gly-Asp 和 Gly-Pro-Hyp

对胶原蛋白进行定量，方法简单便捷且灵敏度

高，但不能进行胶原蛋白类型识别[16]。崔琳等[17]

利用稀酸溶解和酶法提取了大鼠皮肤中的总胶

原蛋白，将胶原蛋白粗提品变性后用胰蛋白酶

进行降解，HPLC-MS 法分析胶原蛋白的特征多

肽，并研究不同生长期大鼠皮肤中Ⅰ型和Ⅲ型

胶原蛋白相对含量，这种方法对于分析组织中

胶原蛋白类型及动态变化具有可行性，为临床

应用提供基础，但涉及繁琐的胶原蛋白提取过

程。所有方法都存在样品处理过程复杂、精密

度灵敏度低及应用范围窄等缺点。 

本研究针对现有胶原蛋白定量检测方法的

不足，旨在建立一种快速有效的利用 HPLC-MS

基于特征多肽的胶原蛋白类型识别及定量检测

方法。实验以牛Ⅰ型胶原蛋白为研究对象，采

用热变性的方法将其变性，用胰蛋白酶进行酶

切，利用 HPLC-MS 技术筛选特异性肽段，通过

得到特征多肽含量与牛Ⅰ型胶原蛋白浓度的线

性关系用于牛Ⅰ型胶原蛋白及胶原海绵等的定

量检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜的牛跟腱购于超市；牛Ⅰ型胶原蛋白

标准品为 Sigma 公司产品；胶原海绵为无锡贝

迪公司产品；胰蛋白酶为 Promega 公司产品；

色谱纯乙腈和三氟乙酸 (TFA) 为 Merck 公司

产品；其他试剂均为市售分析纯。 

1.2  仪器和设备 

高效液相色谱 (美国安捷伦公司，Agilent  

1100)，电喷雾离子阱质谱 (美国热电公司，型

号 LCQ DecaXP)，质谱数据采集软件 (美国热电

公司，Xcalibur 1.3) 和数据分析软件 (美国热电

公司，Biowroks 3.1)。 

1.3  方法 

1.3.1  牛Ⅰ型胶原蛋白标准品储备液 

精确称取牛Ⅰ型胶原蛋白标准品适量，加

微量 pH 2.0 稀盐酸溶液，加水配制成浓度分别

为 0.1、0.5、1、2、3 mg/mL 标准品溶液作为储

备液，待用。 

1.3.2  牛跟腱样品 

精确称取新鲜牛跟腱 (含水率 64%)，剪碎

后匀浆，加微量 pH 2.0 稀盐酸溶液，加水配制

成牛跟腱样品溶液。 

1.3.3  实际样品 (胶原海绵) 

精确称取实际样品适量，加微量 pH 2.0 稀

盐酸溶液，加水配制成实际样品溶液。 

1.3.4  胶原蛋白变性与酶法降解 

取牛Ⅰ型胶原蛋白标准品储备液置于 60 ℃

水浴中恒温加热 3 h 后，15 000 r/min 离心 10 min

收集上清液，待降至室温后加入 NH4HCO3 固体

调至 pH 8.0 左右，加入胰蛋白酶 (酶∶胶原蛋

白=1∶50 (W/W))，37 ℃酶解 20 h 使胶原蛋白酶

解完全[18]。牛跟腱样品及实际样品按同样方法

进行变性及酶解处理。将酶解处理后的上清液

进行液相色谱质谱联用分析。 

1.3.5  氨基酸组成分析 

按照参考文献[19]的方法。 

1.3.6  HPLC-MS 分析 

多肽筛选高效液相色谱条件：色谱柱： 
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Zobarx SB C18 (150 mm×2.1 mm I.D.，5 μm)；流

动相 A: 水 (含 0.1%三氟乙酸)，B：乙腈 (含 0.1%

三氟乙酸)；梯度：0−70 min，5%−40% B，70−80 min，

40%−90% B，80−90 min，90%−90% B；流速：

0.2 mL/min；柱温：30 ℃；多肽筛选质谱条件：

ESI 电喷雾离子源，喷雾电压 4.5 kV，加热电压

15 V，离子导入电压 (Skimmer 电压) –20 V，

鞘气流速：19.8 mL/min，辅助气流速：5 psi，

离子传输毛细管温度：300 ℃。当筛选特征多肽

时离子的监测模式参数中设立 3 个 Scan event，

Scan event 1 为一级质谱全扫描，扫描范围为 m/z 

300−2 000，正离子监测，Scan event 2 和 3 为数

据依赖型精确质量数扫描和二级质谱的扫描均

采用全扫描模式。 

2  结果与讨论 

2.1  牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽筛选 

牛跟腱中胶原蛋白主要是Ⅰ型，胶原蛋白

经胰蛋白酶处理后产生大量低分子量的多肽，

符合定量检测的多肽应满足以下条件：1) 特异

性：对牛Ⅰ型Ⅱ型多肽进行 Blast 多序列比对，

只在牛Ⅰ型胶原蛋白序列中被检出的肽段为牛

Ⅰ型胶原的特征多肽，同样的方法可得Ⅰ型 α1 

(Ⅰ) 链和 α2 (Ⅰ) 链的特征多肽。2) 肽段信息

为 阳 性 结 果 ： 酶 解 后 的 多 肽 质 谱 信 息 用

SEQUEST 软件进行数据库搜索，当搜索结果用

如下参数进行过滤时，所产生的肽段被认为是

阳性结果，即当多肽带 1 个电荷时，Xcorr>1.5，

2 个电荷时，Xcorr>2.0，3 个电荷时，Xcorr>2.5，

同时，Cn>0.1[20]。3) 肽段短小：分子量超过    

2 000 Da 的多肽由于二级质谱产生的碎片离子

过多导致数据库检索结果中多肽识别准确率

低，降低了方法的有效性，所以选择较短小的

肽段。4) 羟基化修饰位点较少：胶原蛋白中许

多脯氨酸在表达后发生羟基化修饰，一般肽段

序列若含有 G-X-Y 结构，Y 为脯氨酸时发生羟

基化修饰，使用特征多肽进行定量时，需定义

翻译后修饰，即需要将脯氨酸的质量数增加 16，

羟基化修饰位点越多搜索的质量数越多，数据

越多越复杂不利于定量。5) 最低检测限可被检

出且多肽丰度高：在液质联用分析质谱图中提

取特征多肽的离子流图，在低浓度样品质谱图

中可提取到且峰面积含量高即适合作为特征多

肽。按以上条件筛选得到特征多肽候选肽段。 

胰蛋白酶酶解后的牛跟腱用 HPLC-MS 方

法对其进行全扫描分析。酶解后的多肽段进行

Blast 多序列比对，结果表明Ⅰ型胶原的 α1 ( )Ⅰ  

链和 α2 ( )Ⅰ  链存在一定数量的特征多肽。以全

部牛Ⅰ型胶原蛋白为数据库，将牛跟腱胶原蛋

白降解后的多肽质谱信息用 SEQUEST 软件进行

数据库搜索，筛选具有阳性结果的多肽段，α1 ( ) Ⅰ

链筛选出 6 个 (表 1) 特征多肽候选多肽段。 

肽段 P3 和 P6 的丰度较低。P1 和 P5 的肽段

虽然丰度较高但其肽段序列过长，发生羟基化

修饰且羟基化修饰位点很多不利于定量。P2 肽

段丰度高且不发生羟基化修饰，二级质谱匹配

度低。对肽段 P4 用 HPLC-MS 再次进行分析，

m/z 1281.6 是单电荷离子，m/z 641.3 是其双电荷

离子，与带单电荷离子相比，离子 m/z 641.3 的

二级质谱图中的碎片离子信号强度较高，双电

荷离子可以将更多的电荷传递给在碰撞过程中

产生的碎片，更易被检测出。定量检测采用的

高效液相色谱条件为：色谱柱：Zobarx SB C18 

(150 mm×2.1 mm I.D.，5 μm)；流动相 A：水 (含

0.1%三氟乙酸)，B：乙腈 (含 0.1%三氟乙酸)；

梯度：0−30 min，5%−40% B；流速：0.2 mL/min； 
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表 1  所选特征多肽候选多肽段信息 

Table 1  Selected candidate characteristic polypeptides information 

No. Polypeptide segments MH+ Z XC DeltaCn Peak area (×108)

P1 GPP*GPMGP*PGLAGPPGESGR 1 818.01 2 4.504 0.124 64 

P2 GETGPAGPAGPIGPVGAR 1 561.72 2 3.987 0.924 98 

P3 P*GEVGPPGP*PGP*AGEK 1 491.59 2 3.365 0.117 26 

P4 GEAGPSGPAGPTGAR 1 281.62 2 3.346 0.897 35 

P5 GFSGLQGPP*GP*PGSP*GEQGPSGASGPAGPR 2 706.82 2 3.274 0.260 77 

P6 GQAGVMGFP*GPK 1 162.35 2 3.269 1.000 21 

*hydroxylated modified position. 
 

柱温：30 ℃；定量检测质谱条件：ESI 电喷雾

离子源，喷雾电压 4.5 kV，加热电压 15 V，离

子导入电压 (Skimmer 电压) –20 V，鞘气流速：

19.8 mL/min，辅助气流速：5 psi，离子传输毛

细管温度：300 ℃。离子的监测模式采用正离子

监测模式，一级质谱选择离子监测，监测目标

离子设为 641.3，扫描宽度设为 1.5，二级质谱全

扫描。所得提取离子流图和一级质谱图 (图 1) 

及 二 级 质 谱 图  ( 图 2) 显 示 ， P4 肽 段

GEAGPSGPAGPTGAR 肽链短小，不发生羟基

化修饰，结果显示在较低检测限被检出且丰度

较高，可用作特征肽段，综上分析选择多肽 P4

作特征多肽，用于牛Ⅰ型胶原蛋白的类型识别

及定量研究。 

2.2  牛Ⅰ型胶原蛋白浓度与多肽信号强度

关系 

取不同浓度经变性酶解处理后的牛Ⅰ型胶

原蛋白标准品溶液，从低浓度到高浓度依次进

样 10 μL，按定量检测 HPLC-MS 条件进行分析，

获 得 不 同 浓 度 牛 Ⅰ 型 胶 原 特 征 多 肽

GEAGPSGPAGPTGAR 提取离子流图 (图 3)。

以所选特征多肽提取离子流图峰面积为纵坐 

 
 

图 1  特征多肽 GEAGPSGPAGPTGAR 提取离子流

图和一级质谱图 

Fig. 1  The extracted ion chromatogram and mass 
spectrum of marker peptide GEAGPSGPAGPTGAR. 
 

 
 

图 2  特征多肽 GEAGPSGPAGPTGAR 二级质谱图 

Fig. 2  The MS/MS spectrum of marker peptide 
GEAGPSGPAGPTGAR. 
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标，牛Ⅰ型胶原蛋白标准品浓度 (g/L) 为横坐

标，进行线性回归。回归方程及线性范围 (图 4) 

为 y=36.231x+0.895 5 (R2=0.992 6)，在 0.1−3 g/L

范围内线性良好。 

 

 
 

图 3  牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽 GEAGPSGPA 

GPTGAR 提取离子流图 (从上至下浓度依次为 0.1、

0.5、1、2、3 g/L) 

Fig. 3  The extracted ion chromatogram of marker 
peptide GEAGPSGPAGPTGAR. The concentration 
was 0.1, 0.5, 1, 2, 3 g/L from top to bottom.  

 

 
 

图 4  牛Ⅰ型胶原蛋白标准品浓度与特征多肽信号

强度关系曲线 

Fig. 4  The curve of bovine type I standard collagen 
concentration and marker peptide signal intensity. 

2.3  牛Ⅰ型胶原蛋白定量检测方法的精密度

和重现性 

精确称取牛Ⅰ型标准品 0.5 g/L 溶液 10μl，

按定量 HPLC-MS 条件进行分析，重复进样 5

次 ， 结 果 牛 Ⅰ 型 标 准 品 中 特 征 多 肽

GEAGPSGPAGPTGAR 峰面积的相对标准偏差 

(RSD) 为 2.68%，结果表明方法精密度良好。

精确称取同一批牛跟腱样品 5 份，按 1.3.2 所述

方法制备样品溶液并进行 HPLC-MS 分析，牛跟

腱样品中Ⅰ型特征多肽 GEAGPSGPAGPTGAR

峰面积的 RSD 为 3.89%，结果表明该方法重现

性良好。向牛跟腱制备的样品溶液添加了胶原

蛋白标准品，按照相同的方法进行酶解，质谱

分析结果表明，添加胶原蛋白的回收率为

97.8%。 

2.4  实际样品分析 

2.4.1  牛跟腱样品Ⅰ型胶原蛋白定量 

称取 24 mg 含水率为 64%的新鲜牛跟腱溶

于 12 mL 水中，经变性酶解处理后，取 10 μL

按上述 HPLC-MS 条件进行分析，获得牛跟腱中

特征多肽 GEAGPSGPAGPTGAR 提取离子流图 

(图 5)。积分峰面积后代入回归方程，计算得牛

跟腱中牛Ⅰ型胶原蛋白含量为 90.2%。基于氨

基酸组成分析方法测得的牛跟腱中 HYP 的含

量为 8.92%，HYP 转换为胶原蛋白的系数按

10%计，即牛跟腱中胶原蛋白含量为 89.2%。与

氨基酸组成分析测得的胶原蛋白含量相比，结

果较为一致。 

2.4.2  胶原海绵Ⅰ型胶原蛋白定量 

称取 24 mg 含水率为 2%的胶原海绵溶于 

12 mL 水中，经变性酶解处理后，取 10 μL 按上

述 HPLC-MS 条件进行分析，获得胶原海绵中特 
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图 5  牛跟腱样品特征多肽 GEAGPSGPAGPTGAR

提取离子流图和一级质谱图 

Fig. 5  The extracted ion chromatogram and mass 
spectrum of characteristic polypeptides GEAGPSGPA 
GPTGAR in bovine tendon samples. 

 

征多肽 GEAGPSGPAGPTGAR 提取离子流图 

(图 6)。测定结果表明胶原海绵中Ⅰ型胶原蛋白

含量为 93.4%。胶原海绵中胶原蛋白的含量为每

1 000 氨基酸中 HYP 为 125 个，胶原蛋白中 Hyp

的质量分数 9.3%，HYP 转换为胶原蛋白的系数

按 10%计，即胶原海绵中胶原蛋白含量为

93.0%，与氨基酸组成分析测得的胶原蛋白含量

相比，结果较为一致。 

3  结论 

生物质谱在研究蛋白质序列、性质、定性

定量等方面应用广泛[21-22]。本研究结果表明胶

原蛋白酶解产物中含有特征多肽并可作为定量的

依据，据此建立利用液相色谱质谱联用技术的胶

原蛋白定量方法，得到特征多肽含量和胶原蛋白

标准品浓度的线性曲线，方法在一定浓度范围内

精密度、重现性良好 (RSD=2.68%，RSD=3.89%)。

进而研究牛跟腱中胶原蛋白含量，根据本方法测

得胶原蛋白含量为 90.2%及胶原海绵中胶原 

 
 

图 6  胶 原 海 绵 样 品 特 征 多 肽

GEAGPSGPAGPTGAR 提取离子流图和一级质谱图 

Fig. 6  The extracted ion chromatogram and mass 
spectrum of characteristic polypeptides GEAGPSGPA 
GPTGAR in collagen sponge samples. 
 

蛋白含量为 93.4%，均与基于氨基酸组成分析方

法测得的结果一致，表明该检测方法具有可行

性，在含胶原蛋白的医疗器械质量控制方面以

及组织工程和再生医学等研究领域有一定参考

价值。 
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