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摘要: 动物药是传统中药的重要组成部分, 由于缺乏适宜的研究思路与方法, 中药动物药功效物质基础、质量评

价研究等不够系统与完善, 制约着动物药临床使用、制药工艺和质量控制等方面的应用与发展。为此, 本文基于对

角类、胶类动物药的研究及认识, 结合国内外动物药研究进展与现状, 探索性地提出基于“蛋白质/肽组学-修饰组

学”研究动物药蛋白质、肽类物质与功效关联规律的思路及方法, 即以蛋白质/肽组学的方法系统研究动物药物质组

成, 并以修饰组学研究蛋白质、肽类成分发生的化学修饰情况与规律, 进一步探讨传统功效、成分和修饰组间的规律

性与关联性, 以期为中药动物药现代化研究和功效物质基础研究等提供借鉴与参考。
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Abstract: Animal derived traditional Chinese medicines (ATCMs) are an important part of traditional Chinese

medicine (TCM). The lack of proper ideas and strategies made it not systematic and perfect enough on investigating

bioactive components and quality evaluation of ATCMs, which restrict many aspects of ATCMs investigation

including clinical applications, pharmaceutical technologies, and quality control. Therefore, based on our previous

investigations of animal horn and animal derived gelatin TCMs, and the research progress at home and abroad,

ideas and strategies for investigating the correlations between proteins/peptides and their bioactivities in animal

horn and animal gelatin derived TCMs based on integrated "proteomics/peptidomics-modifications" methods was
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proposed. Firstly, proteomics and peptidomics analysis can be used to study proteins and peptides in ATCMs.

Secondly, modification analysis can be used to reveal those chemical modifications on proteins and peptides of

ATCMs. Thirdly, the correlations between components, modifications and traditional bioactivities can be systemic

discussed. Based on the present study, hopefully, enough evidences and reference can be provided to resolve the

issues in ATCMs investigations on modernization and bioactive material basis.
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中药动物药是以动物整体、组织器官、分泌物或病

理产物等作为药用的中药材, 是传统中药的重要组成

部分[1]。早在汉代《神农本草经》即有关于动物药的记

载 , 包括犀角、羚羊角和阿胶等在内的 67 种动物药。

时至今日, 以羚羊角、水牛角、阿胶、鹿角胶等角类与胶

类动物药仍在使用, 在中药制药、中医临床等领域不可

或缺。角类、胶类动物药来源于动物的皮肤或皮肤衍

化组织, 既有共性, 又各自特点突出: 两者均以蛋白质

类成分为主, 角类主要含有角蛋白, 而胶类以胶原蛋白

为主。作为中医临床及中药制药行业的重要品种, 角

类、胶类动物药效应物质基础研究缺少适宜的思路与

方法, 多年来仍参照植物药的研究思路, 即主要研究小

分子次生代谢产物, 对蛋白质类、肽类、糖类等大分子

初生代谢产物研究不充分, 阻碍了动物药功效物质基

础的深入开展, 严重制约着临床应用、制药工艺及质量

控制等方面的研究。尽管 2015版《中国药典》已经将

DNA条形码、专属性肽段鉴定等技术方法增加至动物

药标准中。但胶类药材是高温熬制处理后的产物 ,

DNA破坏严重, 扩增获得专属性基因的难度非常大。

因此, 阿胶、龟甲胶和鹿角胶均以专属性肽段进行鉴

定, 而角类动物药的鉴别、检查和含量测定等项目有待

提升或补充。因而, 角类、胶类动物药功效物质基础研

究亟待深入开展。

本文基于课题组对角类、胶类动物药的前期研究

与认识, 结合国内外动物药研究进展与现状, 在蛋白质

组、多肽组应用于动物药研究的基础上[1], 提出“动物

药修饰组 (modifications in animal-derived TCMs)”的概

念, 即围绕动物药蛋白质、肽类成分在炮制加工、提取

熬制及体内消化液作用等过程发生的化学修饰、修饰

类别、修饰位点和修饰数量等开展定性与定量研究, 并

进一步关联动物药传统功效特点与修饰组的相关性与

规律研究, 对角类、胶类动物药的蛋白质、肽类物质与

功效相关性规律进行探讨, 提出可行的研究思路与解

决方法, 以系统阐明其功效物质基础。

1 角类与胶类动物药蛋白质组成类别

角类动物药犀角、水牛角、羚羊角、山羊角和牦牛

角等, 同为皮肤衍化组织, 但角质角又分为“表皮角”与

“洞角”, 犀角属表皮角, 由表皮角质层所产生的毛状角

质纤维组成, 固着在鼻骨和额骨上; 羚羊角、水牛角及山

羊角等是由额骨的突起衍生出来形成的对称骨枝, 外

包一层角质套而成, 药用部位即是外层角质套[2], 因角内

部是空心的, 所以此类角被称为“洞角”, 如图 1A所示。

角类动物药中主要为角蛋白类 (keratins, KRTs) 成分。

角蛋白 (keratin, KRT) 是外胚层细胞的结构蛋白,

广泛存在于生物体的组织结构中。在不同机体组织、

不同个体乃至于不同物种之间角蛋白含量差异较大。

由于构成二硫键的关键氨基酸——半胱氨酸 (Cys) 的

含量不同, 角蛋白可分为硬角蛋白和软角蛋白两大类。

软角蛋白存在于皮肤和其他一些细胞组织中, 而纤维

化的硬角蛋白, 广泛存在于人和动物的表皮及其衍化

组织中; 硬角蛋白为构成角、蹄甲和鳞片等的主要成

分, 是结缔组织极其重要的结构蛋白质, 起着保护机体

的作用[3]。

胶原 (collagen, COL) 是动物体内一类重要的蛋

白质, 约占动物总蛋白的 30%, 主要分布在皮肤、结缔

组织和骨骼等部位, 支撑着皮肤与各个组织器官形态、

Figure 1 Schematic diagrams of animal horn and skin. A: Anatomy of water buffalo horn and rhinoceros horn; B: Anatomy of animal skin
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结构的完整性, 有保护机体和支撑器官的重要作用。

胶类药材是动物皮肤胶原在高温熬制过程中, 发生不同

程度的水解并溶解, 经过浓缩干燥后得到的药材, 胶类

动物药中主要的成分为水溶性胶原类物质[4], 由图 1B

所示, 动物皮肤真皮层中富含大量的胶原蛋白。

2 基于蛋白质组、多肽组学方法研究角质类、皮肤类

动物药的物质基础

活性/毒性蛋白质、肽类成分的研究发现主要有两

个思路: 一个是活性导向下的成分分离、纯化与鉴定研

究; 另一个是基于转录组-蛋白质组-多肽组等多组学

联合应用, 结合生物信息学分析、筛选、合成及验证活

性/毒性蛋白质、肽段的研究思路[1, 5]。前者的研究思

路早期被用来分离纯化天然毒素类成分, 如芋螺毒素、

蝎毒和蛇毒等, 因活性或毒性强烈, 选择合适的活性导

向评价指标, 可精准锁定活性成分, 纯化并鉴定多种毒

素类成分, 然而这个思路并不适用于中药动物药中活

性蛋白质、肽类成分的发现。

中药动物药的物质基础与天然毒素类成分的特性

不同, 大部分中药动物药按传统加工炮制方法处理后,

动物药来源的饮片或提取物中主要为变性蛋白、非特

异性降解肽段等成分, 与基于天然空间结构产生剧烈

活性/毒性的蛋白质、肽类毒素完全不同, 如从全蝎分

泌的毒素中分离发现了具有多种生物活性的多肽[6-8],

然而中医临床对全蝎的使用则是经过煎煮、浓缩, 最终

制成相应的汤药或中成药来发挥功效, 这种起效方式

特点与蝎毒天然毒性肽截然不同。因此, 对于中药动

物药功效物质基础的研究需要有特定的方法手段, 以

解决中药动物药特有的科学问题。

2.1 角类动物药的物质基础研究

2.1.1 蛋白质类成分 角蛋白、角蛋白相关蛋白

(keratin associated protein)、桥粒蛋白 (desmoplakin)、连

接蛋白 (junction plakoglobin) 等与结构密切相关的蛋

白质类成分为角类动物药的主要成分 , 角蛋白组成

及相对含量在不同物种中存在差异。如图 2所示, 以

犀角 (共鉴定出 237个蛋白质)、羚羊角 (359个)、水牛

角 (253个) 及山羊角 (377个) 中鉴定的蛋白质数量作

图分析, 可见其中非共有的蛋白质 (unique proteins) 分

别为犀角 74个、水牛角 70个、羚羊角 137个和山羊角

129个, 这些差异蛋白质中角蛋白数量并不多; 而 64个

共有部分中 , 角蛋白及结构蛋白为主要组成成分[9]。

因此, 角蛋白为角类动物药的共有物质基础。

然而 , 不同角类药材中共有角蛋白类成分相对

含量亦存在差异 , 基于同位素相对标记与绝对定量

(isobaric tags for relative and absolute quantification,

iTRAQ) 技术的定量蛋白质组及主成分分析 (principal

component analysis, PCA) 研究不同角类动物药时, 角

蛋白、角蛋白相关蛋白和桥粒蛋白等结构蛋白的相对

含量差异决定了不同角类动物药的归类。此外, 研究

发现不同角中转谷氨酰胺酶 (transglutaminase, TGM)

的相对含量不同, TGM的作用是促进角质组织中异肽

键的形成, 对角质结构的形成发挥重要作用, 同时形成

的异肽键可抵抗蛋白质的提取与溶解, 这可能影响到

不同角类动物药其蛋白质类物质溶出、释放的速度与

程度[10]。

2.1.2 肽类成分 角类动物药在经过煎煮或在胃肠道

消化液的作用下会释放出肽类物质, 这些也是角类动

物药重要的物质基础[11]。水牛角水煎液解热活性部

位 (小于 3 kDa) 中鉴定了 824个肽段, 这些肽段主要来

源于KRT14、KRT34及KRT86, 从肽段的裂解、释放规

律来看, 煎煮提取过程中, 角蛋白的N末端和C末端更

易于释放肽段[12]。动物的角质经胃肠道消化液降解后

也会释放出肽类成分, 如羚羊角与山羊角在仿生提取

模式下, 经人工胃液与人工肠液处理后, 可释放出大量

肽段, 其中 58%肽段来源于角蛋白, 如图 3所示, 根据

热图 (heatmap) 分析及序列比对 (alignment) 分析 , 在

胃肠道消化液的作用下, 角蛋白中的 4个区域更易于

释放出肽类物质[13]。在角类动物药蛋白质、肽类成分

鉴定过程中, 由于犀牛的蛋白质数据库不完善, 赛加羚

羊、山羊及水牛同属于牛科 (Bovidae), 因此只能通过

搜索牛科动物或劳亚兽总目 (Laurasiatheria) 的蛋白质

数据库来完成蛋白质与多肽的鉴别, 这样会缺失部分

因同源蛋白序列差异导致的鉴定数量不充分, 后续可

通过构建不同动物的专属蛋白质数据库来完善[1]。

2.2 胶类动物药的物质基础研究

胶类动物药主要包含: 以动物皮为原料熬制的阿

胶、黄明胶和鹿皮胶等, 以骨质角熬制而成的鹿角胶、

麋角胶等, 以及以龟甲熬制得到的龟甲胶。胶类动物

药主要成分也是蛋白质类, 但与角类动物药不同的是

胶原蛋白为胶类动物药的主要成分, 胶原蛋白原本水

Figure 2 Venn diagram comparison of the identified proteins in

animal horns
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溶性不好, 但是在高温、高压熬制加工过程中, 胶原蛋

白发生溶胀、降解而形成了溶液/溶胶 , 经过浓缩、干

燥, 可得到固体胶[14], 相比于胶原蛋白, 胶类动物药水

溶性显著提高, 更利于有效成分的溶出与释放。

参照药典方法将阿胶药材溶解 , 胰蛋白酶酶解

后 , 采用 nano LC Obitrap MS/MS 鉴定 , 发现鉴定的

1 700多个肽段中, 80%以上肽段来源于不同类别的胶

原蛋白 , 包括 I 型胶原 α1 链 (COL1A1)、I 型胶原 α2

链 (COL1A2)、II 型胶原 α1 链 (COL2A1)、III 型胶原

α1 链 (COL3A1), 其中以 COL1A2 来源的肽段为主。

COL1A2作为高保守蛋白质, 广泛存在于不同动物体

内, 是构成胶类动物药的重要蛋白类成分之一, 如鹿皮

胶、阿胶、黄明胶、猪皮胶和马皮胶等药材的胰酶产物

中均能检测到大量COL1A2来源的肽段[15]。

胶原蛋白的基本结构单元为“甘氨酸-氨基酸X-氨

基酸 Y (Gly-Xaa-Yaa)”, 其中 Xaa 与 Yaa 多为脯氨酸

(proline, Pro)或羟脯氨酸 (hydroxyproline, Hyp), Hyp和

Pro在维持胶原蛋白稳定性方面发挥重要作用[16]。Pro

经过羟基化 (hydroxylation) 修饰后即为 Hyp, 胶原蛋

白及其非特异性降解的肽类物质为胶类动物药的重要

功效物质基础。

3 角类、胶类动物药的特定肽类成分与功效相关性

研究

角类、胶类动物药在煎煮提取或口服后消化液作

用下, 均易释放出肽段, 由于肽类成分的来源蛋白质不

同: 角类肽段主要源于角蛋白, 胶类肽段主要源于胶原

蛋白, 角类与胶类动物药肽类物质组成差异明显。角

类动物药的传统功效主要为“清热解毒、凉血定惊”, 而

胶类动物药以“滋阴、养血”功效为主, 传统功效特点的

不同可能与其肽类成分差异相关。

3.1 含巯基 (-SH) 肽类成分为角类动物药的关键功

效物质基础

近年来 , -SH 及活性硫簇 (reactive sulfur species,

RSS) 受到广泛关注, 如HS·、H2Sn、H2S等与多种生物

效应、疾病相关[17]。在惊厥动物模型中, 血浆-SH的水

平显著降低, 而二硫键 (-S-S-) 的水平显著升高[18], -SH

与-S-S-的比例 (-SH/-S-S-) 与病理模型密切相关。Erel

等[19]研究发现, 正常机体血浆中-SH/-S-S-维持在相对

稳定的水平, 病理状态下机体的-SH/-S-S-会发生不同

程度的上调或下调, 如糖尿病、肥胖、肺炎患者或抽烟

人群血浆中-S-S-的水平偏高, 而肿瘤患者血浆中-S-S-

的水平则偏低。

角类动物药煎煮液、仿生提取液中以变性蛋白类、

多肽类和寡肽类等物质为主。这些成分多源于角蛋白

的 N-和 C-末端序列 , 且由于煎煮或酶解过程中角蛋

白-S-S-结构发生断裂转变成游离-SH, 这些成分多含

有-SH结构。角类动物药提取液中的含-SH肽类物质

为重要特征性物质, 可能与角类动物药的传统功效密

切相关[20, 21]。

有研究表明, 水牛角提取液可干预发热大鼠体内

生物标记物, 影响包括脂类、前列腺素 (PGs) 类、白三

烯 (LTs) 类及 Cys 等物质 , 通过干预花生四烯酸代谢

通路 (arachidonic acid metabolism) 与氧化应激通路

(oxidative stress) 来发挥退热作用[12, 21], 而生物标记物

Cys中所含-SH的氧化/还原形态在氧化应激代谢通路

中发挥重要作用。在水牛角、牦牛角和山羊角等角类

Figure 3 Heatmap of the common keratins (KRTs) in saiga antelope horn and goat horn (A). Alignment of six common KRTs in saiga

antelope horn and goat horn. Red boxes represent the important regions in each KRT (B)
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动物药提取液中均可测到游离-SH类成分。大鼠连续

口服给予山羊角提取物后, 其血浆中游离-SH与总-SH

水平相较于正常大鼠显著升高, 而阿司匹林对大鼠血

浆中的游离-SH与总-SH水平无影响; 口服给予大剂量

山羊角提取物30 min后, 大鼠血浆中游离-SH水平即达

峰值, 8 h后血浆中游离-SH水平趋于正常, 表明口服给

予山羊角提取物后, 提取液中的-SH可通过某种方式

转移或转化进入血浆[22]。这些研究提示, 含-SH肽类

物质可能为角类动物药的重要功效物质, 与其传统功

效密切相关, 后续应围绕含-SH肽类物质的系统表征、

作用特点与机制、体内转运过程等方面开展深入研究。

3.2 胶类动物药的胶原蛋白为关键功效物质基础

阿胶补血滋阴、润燥和止血; 鹿角胶温补肝肾、益

精养血; 龟甲胶滋阴、养血和止血。胶类动物药多具滋

阴补血的功效。现代研究表明, 阿胶可改善贫血、白细

胞减少、血小板减少等症[23,24]; 阿胶可通过抵抗免疫细

胞凋亡发挥免疫保护的作用[25]; 阿胶具有促进骨修复

的作用, 通过促进碱性磷酸酶的合成来促进大鼠成骨

细胞分化, 可改善大鼠胫骨钻孔造成的股损伤[25]。

胶原蛋白水解物或胶原来源的肽段具有抗氧化、

抗衰老、皮肤保护等多种功效[26-29]。胶类动物药中富

含胶原蛋白与胶原肽, 现代研究表明分子质量 < 8 kDa

的胶原肽可促进真皮成纤维细胞外基质中蛋白质的合

成, 尤其是弹性蛋白、胶原蛋白、基质金属蛋白酶等合

成[30]; 中药麋鹿角活性部位 (分子质量 < 3 kDa部位)

中富含胶原肽, 可显著促进成骨细胞增殖[31]; 摄入胶原

蛋白可改变肝脏脂质代谢相关基因表达, 作用于过氧

化物酶体增殖物激活受体 (peroxisome proliferators-

activated receptor, PPAR) 通路和提高脂肪酸代谢 , 改

善血液脂质轮廓, 降低血液胆固醇水平[32]。富含胶原

蛋白的动物皮经煎煮、熬制后, 胶原蛋白发生非特异性

降解, 形成水溶性良好的肽类成分, 部分肽类可透过生

物膜吸收入血而发挥多种生物效应[33]。这些研究结果

提示, 胶原蛋白来源的肽类成分为胶类动物药的关键

功效物质基础, 在胶原来源肽类成分的系统鉴定、表征

基础上, 结合传统功效相关性等方面开展深入研究。

4 基于修饰组学的角质类、皮肤类动物药物质基础

研究

蛋白质的翻译后修饰 (post-translational modifica‐

tions, PTMs) 是对翻译后的蛋白质进行化学修饰, 以改

变蛋白质的理化性质, 从而影响蛋白质在体内的生物

活性 , 干预细胞信号通路等[34]。PTMs通常指蛋白质

在生物体的信号通路传导、生理生化反应过程中特定

位点的氨基酸发生的化学变化, 在中药动物药物质基

础研究过程中, 作者留意到一些动物药, 如角类、胶类

等, 在生产加工、煎煮熬制和生物体内消化液作用等过

程中, 部分氨基酸位点会发生化学反应与化学变化, 称

之为“修饰”。“动物药修饰组”可针对动物药在生产加

工过程或体内过程中发生的化学修饰系统开展定性与

定量研究。

水牛角水煎液的肽组学分析发现, 鉴定获得的多

肽中 , 含有丰富的含 Cys 肽段 , 且肽段中的甲硫氨酸

(Met) 易发生氧化修饰 (oxidation), 天冬酰胺 (Asn) 与

谷氨酰胺 (Gln) 易发生脱酰胺修饰 (deamidation) 转变

成天冬氨酸 (Asp) 和谷氨酸 (Glu), N端肽段易发生乙酰

化修饰 (acetylation)[12]。阿胶、鹿皮胶、牛皮胶和猪皮

胶等胶类动物药研究中发现, 除了Asn与Gln易发生脱

酰胺修饰外, Pro发生的羟基化修饰为最主要的修饰类

型[15]。由此可见, 动物药中蛋白质肽类成分发生修饰

的情况应是普遍存在的。以下以角类与胶类动物药蛋

白质、肽类物质的基础研究为例, 探讨修饰组的内容。

4.1 角类动物药修饰组的探讨

水牛角煎煮提取过程中二硫键的断裂, 本质上是

角蛋白发生化学反应而引起了蛋白质、肽类成分的

化学变化, 应归于修饰的范畴。如图 4所示, 图中蓝色

线段代表鉴定的肽段在对应序列中的覆盖情况 , 即

肽段序列。图 4A展示了水牛角提取液中鉴定的部分

肽段信息, 主要来源于 II型角蛋白 (Q5XQN5) Met1～

Gly40片段, 可见肽段的N端均发生了乙酰化修饰, 值

得注意的是, 肽段SRQSTVSFRSGGGR与SRQ (+0.98)

STVSFRSGGGR均被鉴定出来, 说明仅有部分Q (Gln)

发生了脱酰胺修饰, 而非全部Gln, 这提示Gln4的脱酰

胺修饰不完全是源于角蛋白中固有的 PTMs, 也可能

是在提取加工过程中发生的修饰。此外, 图 4B展示了

鉴定的部分来源于 II型角蛋白 (Q148H4) 的含Cys肽

段序列 (红框表示)。由于角蛋白煎煮提取过程中发生

了二硫键断裂的化学反应, 水牛角中才得以鉴定到丰

富的含-SH肽类成分。

4.2 胶类动物药修饰组的探讨

Pro发生的羟基化修饰后形成Hyp是胶原蛋白中

最主要的修饰。胶类动物药的制备工艺为高温熬制溶

解胶原蛋白, 再经过浓缩干燥后制得固体胶块。然而

在胶类动物药肽组学研究过程中发现, Pro的羟基化、

Asn和Gln的脱乙酰化为胶类主要的修饰类型。鹿皮

胶经过胰蛋白酶处理后获得的专属性肽段SGETGAS‐

GPPGFAGEK, 同时可检测到带有羟基化修饰的肽段

SGETGASGPP (+15.99) GFAGEK[15], 如图 5 所示 , 从

MS/MS图谱的 y7离子开始, 两个肽段对应的 y离子均

相差 15.99 (Δm/z), 可确定肽段发生羟基化的位点。这

表明在胶类药材中, 同一个 Pro的位点上可能同时存

·· 1739



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(8): 1735 −1743

在Pro与Hyp。但是, Hyp是在动物胶原蛋白体内合成

后发生的 PTMs, 还是在胶类药材生产加工过程中发

生的修饰, 有待深入研究阐释。

5 角类、胶类动物药功效物质基础研究的思路与方法

5.1 蛋白质/肽组学-修饰组学关联研究角类、胶类动

物药中肽类物质规律性

对于角质类动物药应围绕两方面开展肽类成分的

规律性研究: 一方面, 角蛋白降解、溶出释放出肽段序

列的规律性研究, 如角蛋白 KRT14 (F1MC11) 在煎煮

提取过程中释放的肽段主要源于其N-和C-末端[12], 角

蛋白KRT34 (W5Q494) 在半仿生法 (人工胃液与人工

肠液作用) 提取下获得的肽段, 主要来源于KRT34的

Phe78-Leu100和 Glu299-Glu320片段[13]; 另一方面 , 角蛋白

中含-SH 肽类物质的释放规律研究 , 含-SH 肽类物质

属低丰度成分, 需进一步富集、鉴定与表征, 以探讨含

-SH肽类物质的来源蛋白及氨基酸序列的规律性。

胶类动物药肽类物质规律性研究应围绕: ① 蛋白

质、肽类发生羟基化与脱酰胺化修饰的位点与修饰数

Figure 5 Comparison of MS/MS spectra of peptide SGETGASGPPGFAGEK and hydroxylated SGETGASGPpGFAGEK. A: MS/MS

spectra of SGETGASGPPGFAGEK; B: MS/MS spectra of hydroxylated peptide with 10Pro to 10Hyp

Figure 4 Modifications of KRTs identified in water buffalo horn. A: Acetylation and deamidation in KRT; B: -SH of cystine exposed after

disulfide bond cleavage
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量 , 如 COL1A1、COL1A2、COL2A1 及 COL3A1 等主

要胶原蛋白中 Pro发生羟基化修饰转化为Hyp的位点

与数量, Asn与Gln发生脱酰胺化修饰的位点与数量;

② 羟基化与脱酰胺化发生位点与周围氨基酸序列的规

律性研究, 如COL1A2的Gly-Xaa-Yaa结构单元上, Pro

处于 Yaa位点时易发生羟基化修饰, 处于 Xaa位点则

几乎不发生羟基化修饰。类似的, 当 Asn或 Gln处于

Yaa位点时易发生脱酰胺化修饰, 而处于Xaa位则发生

脱酰胺化修饰较少。因此, 应探讨羟基化与脱酰胺化

修饰对肽段的降解与溶出影响的规律性, 进一步关联

修饰组对胶原蛋白来源肽段生物活性影响的规律性。

5.2 胶类动物药含Hyp的肽类成分功效特点与体内

过程研究

胶原蛋白来源的多肽以含Hyp的肽段功效特点较

为突出, 如二肽Pro-Hyp和Hyp-Gly表现出多种生物效

应 , 通过促进 CD4+细胞分化来抑制小鼠的过敏反

应[35]; Pro-Hyp可通过促进软骨细胞分化, 维持永久性

软骨中成熟成骨细胞的数量发挥软骨保护作用[36], 可

促进真皮成纤维细胞增殖及透明质酸的合成[37]; 口服

Pro-Hyp和Hyp-Gly可改善皮肤屏障功能障碍, 增加皮

肤角质层水分[38]。体内过程研究表明, 口服胶原蛋白

后血浆中可检测到 Ala-Hyp-Gly、Ser-Hyp-Gly、Ala-

Hyp、Phe-Hyp、Leu-Hyp、Ile-Hyp、Gly-Pro-Hyp 及 Pro-

Hyp-Gly一系列含Hyp寡肽[33], 峰值浓度范围为0.67～

23.84 μmol·L-1[39]。由此可见, 含Hyp肽类成分为关键

功效物质基础, 胶类动物药应以含Hyp肽类成分为研

究对象, 围绕“补血、养血、滋阴”等传统功效开展体内

与体外生物效应评价研究, 结合同位素标记方法研究

含Hyp肽类成分体内过程[40]。

5.3 角类、胶类动物药质量标准优化研究

2015版《中国药典》收录角质类动物药为水牛角

与羚羊角, 胶类动物药包括龟甲胶、阿胶与鹿角胶。水

牛角与羚羊角项“鉴别”仅为外观或显微鉴别, 两者缺

少基于现代分析或生化技术手段的鉴别方法, 且缺少

特征性或功效性成分的含量测定方法。龟甲胶、阿胶与

鹿角胶项下采用正离子电喷雾 (ESI+) 条件下的多反应

检测 (multiple reaction monitoring, MRM) 的质谱法进

行鉴别, 含量测定以L-Hyp、Gly、Ala及L-Pro为指标。

对于角类动物药来说, 质量标准提高应该围绕专

属性鉴别及含量测定两方面, 专属性鉴别可基于DNA

条形码或专属性肽段的研究提升质量标准。对于胶类

动物药, 应进一步寻找和探究合理、准确的专属性肽

段, 以解决用近亲缘性伪品原料掺假生产伪品胶类药

材不易检测的问题, 如马皮特征肽的发现可用于阿胶

中马皮源成分的检测[41]。可考虑采用功效肽段或专属

性肽段的含量为指标制定含量测定方法与限量。

此外, 鉴于动物药的基原动物种属差异较大, 为了

提高动物药蛋白质、多肽类化学成分的专属性与准确

性, 有必要完善动物药专属蛋白质数据库[1]。数据库完

善建立在全基因测序、蛋白质功能注释等工作基础上,

需多学科交叉合作共同完成, 但是在数据库未构建的

情况下, 可通过转录组学方法构建动物药蛋白质数据

Figure 6 Ideas and strategies for investigating the correlations between proteins/peptides and their bioactivities in animal horn and animal

gelatin derived traditional Chinese medicines based on integrated "proteomics/peptidomics-modifications" methods
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库, 或应用近亲缘物种蛋白质数据库比对来研究动物

药蛋白质肽类物质基础, 还可以借助生物信息学或蛋

白质分析软件等, 采用从头测序 (de novo sequencing)

方法计算动物药中存在的可能的肽段序列, 通过合成

多肽与目标肽段在分子量、质谱碎片信息和保留时间

等多方面数据比对, 确定肽段序列, 寻找确定专属性肽

段或效应肽段。

6 结语与展望

随着现代高分辨质谱的发展, 蛋白质组学、多肽组

学的研究日趋成熟, 角类与胶类动物药中蛋白质、肽类

物质快速鉴定工作可高效开展。然而, 动物药生产加

工、体内消化降解等过程带来的蛋白质、肽类成分结构

变化规律, 以及与传统功效的相关性仍不明确, 为此,

本文提出基于“蛋白质/肽组学-修饰组学”的研究思

路, 针对动物药研究存在的问题, 围绕动物药效应/指

标性蛋白质或多肽类成分的寻找与发现, 以及关键蛋

白质类或多肽类成分结构/序列与传统功效相关性与

规律性等方面研究归纳并提出思路与方法, 如图 6所

示, 开展以下工作: ① 系统鉴定与表征角类及胶类动

物药中蛋白质、肽类物质组成; ② 明确鉴定的蛋白质、

肽类成分发生修饰的位点与数量; ③ 将肽段序列规律

性、修饰位点与数量的规律性整合, 与传统加工方法及

传统功效关联, 揭示角类及胶类动物药功效物质基础

与功效作用特点的科学内涵, 为深入开展动物药质量

控制、功效物质基础研究提供参考与依据, 为解决中药

动物药研究中存在的关键问题提出思路与方法, 推动

中药动物药的发展。

作者贡献: 刘睿与赵明负责论文的框架构思与撰写, 段
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