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摘要：目的　针对重组Ⅲ型人源化胶原蛋白的关键质量参数进行检测方法研究。方法　采用基质辅助激光解吸／飞行时间质
谱（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）及尺寸排阻色谱与多角度光散射联
用（ｓｉｚｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｗｉｔｈｍｕｌｔｉａｎｇｌｅｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，ＳＥＣＭＡＬＳ）法测定相对分子质量及其分布；采用毛细管凝胶电
泳（ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＣＥＳＤＳ）和分子排阻高效液相色谱（ｓｉｚｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＳＥＨＰＬＣ）分析纯度；采用离子交换法和毛细管区带电泳（ｃａｐｉｌｌａｒｙｚｏｎｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＣＺＥ）分离分析电荷异构
体；采用“双”酶切肽图法进行一级结构鉴别试验和序列覆盖率分析。结果　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ测得相对分子质量４５０１×１０３；
ＳＥＣＭＡＬＳ得到其单体相对分子质量为４５１７×１０３（±０２２６％）；两种相对分子质量测定方法结果一致。ＣＥＳＤＳ（非还原）纯
度为９８７７％，其他成分１２３％；ＳＥＨＰＬＣ纯度为９８０７％，其他成分１９３％；两种纯度测定方法结果一致。强阳离子交换共
鉴定到１４种电荷异构体组分，其中酸性峰占比５２０８％，主峰占比２６２２％，碱性峰占比２１７０％；ＣＺＥ鉴定到８种电荷异构体
组分，其中酸性峰占比５２１０％，主峰占比２５２７％，碱性峰占比２２６３％；两种电荷异构体鉴别方法，酸性组分、主峰与碱性组
分，分布规律一致。“双”酶切肽图法实现重组Ⅲ型人源化胶原蛋白的序列 １００％覆盖，实测序列与预期序列一致。
结论　建立了重组Ⅲ型人源化胶原蛋白关键质量参数分析方法，该方法具有保证产品安全、有效、质量可控的特点，为我国重
组Ⅲ型人源化胶原蛋白的质量控制提供了参考依据。
关键词：重组Ⅲ型人源化胶原蛋白；相对分子质量分布；电荷异构体；序列覆盖率；质量控制
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　　Ⅲ型胶原蛋白由位于染色体２ｑ３１上的ＣＯＬ３Ａ１
基因编码［１］，Ⅲ型胶原蛋白属于纤维状胶原蛋白超
家族。它是一种同源三聚体，包含３个 α１（Ⅲ）链，
这些链以右手三螺旋形式相互超螺旋，具有特征性

的１０００个残基ＧｌｙＸａａＹａａ重复序列，其中Ｘａａ和
Ｙａａ主要分别由脯氨酸和羟脯氨酸表示。甘氨酸面
向中心，而具有较长侧链的氨基酸面向外，允许沿着

三螺旋的中心轴紧密包装［２］。Ⅲ型胶原蛋白广泛
存在于结缔组织中，如皮肤、肺、肝脏、肠和血管系

统，并且通常与Ⅰ型胶原蛋白相关，但骨中除外［３５］。

其具有支撑作用以保持组织和器官的正常形态，使

其能够行使正常的生理功能［６７］。胶原蛋白是无脊

椎动物和脊椎动物中含量最丰富、分布最广的功能

性结构蛋白，约占总蛋白的３０％［８］。对 ＣＯＬ３Ａ１基
因突变小鼠组织的超微结构分析表明，Ⅲ 型胶原蛋
白对于心血管系统、肠道和皮肤中正常的Ⅰ型胶原
纤维生成至关重要［９］。

重组胶原蛋白是通过将胶原蛋白的天然基因序

列或重新优化设计的基因序列，导入选定的宿主细

胞中（如大肠杆菌和酵母菌），经培养、发酵、分离纯

化等工艺，获得的具有一定天然胶原蛋白特征和主

要功能的蛋白质。与天然胶原蛋白相比，利用该技

术生产的胶原蛋白解决了传统提取法存在的病毒隐

患缺陷，同时显著提高了胶原蛋白的稳定性、亲水性

和生物相容性［１０１１］。由于重组胶原蛋白分子单一、

结构清晰、易于控制，因此在生物医学及组织工程领

域具有很好的潜在应用价值［１２］。

２０２３年７月２０日，国家药品监督管理局正式
实施重组人源化胶原蛋白最新版行业标准（ＹＹ／Ｔ
１８８８２０２３）［１３］。文件规定了重组人源化胶原蛋白
的质量控制、技术要求、实验方法、稳定性、生物学评

价以及包装、运输和存储等。目前，针对重组Ⅲ型人
源化胶原蛋白的研究并未对其关键质量参数方法进

行报道，本研究建立了重组Ⅲ型人源化胶原蛋白关
键质量参数检测与分析方法，旨在为我国重组Ⅲ型
人源化胶原蛋白的质量检测提供参考依据。

１　材料与方法
１１　供试品

重组Ⅲ型人源化胶原蛋白（华熙生物科技股份

有限公司）。

１２　主要试剂及仪器
２，５二羟基苯乙酮（２，５ＤＨＡＰ）、三羟甲基氨

基甲烷（Ｔｒｉｓ）、氯化钠（ＮａＣｌ）、苯酚、甲酸、碳酸氢
铵、赖氨酰内切酶（ＬｙｓＣ，美国Ｓｉｇｍａ公司）；磷酸二
氢钠磷酸氢二钠（比利时 ＡＣＲＯＳ公司）；Ｂｅｃｋｍａｎ
ＰＡ８００ＰｌｕｓＳＤＳＭＷ电泳分析试剂盒及毛细管色
谱柱（美国ＳＣＩＥＸ公司）；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，美国
Ｃｙｔｉｖａ公司）；多角度激光散射（ＭＡＬＳ）仪检测器
ＤＡＷＮＨＥＬＥＯＳⅡ、尺寸排阻色谱（ＳＥＣ）ＷＴＣ
０１５Ｓ５型色谱柱（７８ｍｍ×３００ｍｍ，５μｍ，美国Ｗｙ
ａｔｔ公司）；强阳离子交换色谱柱（ＰｒｏｔｅｏｍｉｘＳＣＸ
ＮＰ５Ｐ，４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ，美国ＳＥＰＡＸ公司）；
Ｃ１８毛细管色谱柱（１５０ｍｍ×１５０μｍ，１９μｍ，实验
室自制）；胰蛋白酶（Ｔｒｙｐｓｉｎ，美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；基
质辅助激光解吸／飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ，
德国 Ｂｒｕｋｅｒ公司）；ＶａｎｑｕｉｓｈＵＨＰＬＣ、金属浴、Ｏｒｂｉ
ｔｒａｐＦｕｓｉｏｎＴＭ ＬｕｍｏｓＴＭ ＴｒｉｂｒｉｄＴＭ ＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ、
ｎａｎｏＬＣ１２００、高速离心机（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ公司）；质谱级乙腈（ＡＣＮ）及纯水。
１３　重组Ⅲ型人源化胶原蛋白相对分子质量分析
１３１　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ相对分子质量分析　对重
组Ⅲ型人源化胶原蛋白纯化后冻干品进行 ＭＡＬＤＩ
ＴＯＦ／ＴＯＦＭＳ检测其相对分子质量［６］。先将基质

２，５ＤＨＡＰ配制好后点１μＬ到 ＭＴＰＢｉｇＡｎｃｈｏｒ３８４
靶板上晾干，点 １μＬ重组Ⅲ型人源化胶原蛋白
（１ｍｇ·ｍＬ－１）到靶上晾干，再将１μＬ２，５ＤＨＡＰ基
质覆盖到样本上晾干。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ采用线性扫
描方法，扫描范围为（３０～８０）×１０３，选择能量值
７５％进行数据采集。
１３２　尺寸排阻色谱与多角度光散射联用（ＳＥＣ
ＭＡＬＳ）法相对分子质量分析［１４］　采用非对称场流
分离系统进行样本分离，依次串联着多角度光散射

（ＭＡＬＳ）检测器 ＤＡＷＮＨＥＬＥＯＳⅡ及紫外（ＵＶ）检
测器，ＭＡＬＳ检测器 ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎＳｏｕｒｃｅ参数设为
ＲＩ，激光发射波长 ６５８ｎｍ，ｄｎ／ｄｃ值设定为０１８５，
ＦｕｓｅｄＳｉｌｉｃａ样品池。ＵＶ检测器波长设为２１４ｎｍ。
使用 ＳＥＣ色谱柱（ＷＴＣ０１５Ｓ５，７８ｍｍ×３００ｍｍ，
５μｍ）进行样本分离。将含有５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ，
２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，体积分数１０％苯酚溶液（ｐＨ
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７２）作为流动相，流速为０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，样本上样
量为１０μＬ（１ｍｇ·ｍＬ－１），等度洗脱。利用ＷＹＡＴＴ
Ａｓｔｒａ数据处理软件进行数据分析。
１４　纯度分析
１４１　毛细管凝胶电泳（ＣＥＳＤＳ）　取重组Ⅲ型
人源化胶原蛋白１０ｍｇ，溶于１０００μＬ水中，充分溶
解，蛋白浓度为１０ｍｇ·ｍＬ－１。
１０×１０３内标蛋白制备：取２μＬ１０×１０３内标蛋

白标准品于８５μＬ样本缓冲液中（试剂盒中包含），
并于７０℃加热５ｍｉｎ，室温冷却。

重组Ⅲ型人源化胶原蛋白的制备：取１０μＬ样
本及２μＬ１０×１０３内标蛋白于８５μＬ样本缓冲液中，
并于７０℃加热５ｍｉｎ，室温冷却。先在４８２６５ｋＰａ
压力下用１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ冲洗毛细管 ３ｍｉｎ；用
０１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＨＣｌ冲洗毛细管１ｍｉｎ；再用Ｈ２Ｏ冲
洗毛细管１ｍｉｎ，并在４８２６５ｋＰａ下用凝胶缓冲液平
衡毛细管柱１０ｍｉｎ。在５ｋＶ电压下进样２０ｓ，采用
１５ｋＶ电压分离４０ｍｉｎ。紫外检测器波长为２０５ｎｍ。
１４２　分子排阻高效液相色谱（ＳＥＨＰＬＣ）分析　
用ＰＢＳ（ｐＨ７４）做流动相，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，
柱温保持 ２５℃，３０ｍｉｎ等度洗脱，检测波长为
２０５ｎｍ。取重组Ⅲ型人源化胶原蛋白样本 １ｍｇ，
充分溶解于１０００μＬＰＢＳ中，取处理好的样本适
量，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ后取 １０μＬ
（１ｍｇ·ｍｉｎ－１）进行 ＳＥＨＰＬＣ检测。
１５　强阳离子交换超高效液相色谱（ＳＣＸＵＨＰＬＣ）
电荷异构体分析

用９５％流动相Ａ（２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢ，ｐＨ６０）及
５％流动相 Ｂ（２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＰＢ，５００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ，ｐＨ６０）流速０８ｍＬ·ｍｉｎ－１来平衡ＳＣＸ色谱
柱。梯度设置：０～５ｍｉｎ，Ｂ相５％→８％；５～４５ｍｉｎ，Ｂ
相８％→４５％；４５～４９ｍｉｎ，Ｂ相４８％→１００％并维持
５ｍｉｎ；５５～６０ｍｉｎ，Ｂ相维持５％。上样量为１０μｇ
（１ｍｇ·ｍＬ－１），检测波长为２１４ｎｍ。
１６　毛细管区带电泳（ＣＺＥ）电荷异质性分析

分离缓冲液为包含质量分数００５％羟丙基甲基
纤维 素 （ＨＰＭＣ），６００ｍｍｏｌ· Ｌ－１６氨 基 己 酸
（ＥＡＣＡ），２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钠，ｐＨ５４（乙酸调
节ｐＨ）的溶液。质量分数１％ ＨＰＭＣ溶液的配制：将
１ｇＨＰＭＣ加入到含有１００ｍＬ去离子水的烧杯中，室
温过夜使其充分溶解。ＥＡＣＡ用２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸
二氢钠溶解。取重组Ⅲ型人源化胶原蛋白样本
１０ｍｇ，溶于１０００μＬ纯水中，充分溶解备用。先在
１３７９０ｋＰａ压力下用水冲洗毛细管５ｍｉｎ；用分离缓冲

液平衡毛细管５ｍｉｎ。在１０３４ｋＰａ气压下进样１０ｓ，
采用２５ｋＶ电压分离１００ｍｉｎ，检测波长为２０５ｎｍ。
１７　鉴别分析与翻译后修饰分析

ＯｒｂｉｔｒａｐＦｕｓｉｏｎＬｕｍｏｓ质谱仪采用正离子模式，
采集范围为 ｍ／ｚ３５０～１５５０，质谱一级分辨率为
１２００００，最大离子注入时间为５０ｍｓ，质谱二级分辨
率为１５０００，隔离窗口为１６，ＡＧＣＴａｒｇｅｔ为５００００。
纳升液相采用Ｃ１８毛细管色谱柱（１５０ｍｍ×１５０μｍ，
１９μｍ），流动相 Ａ为含体积分数０１％甲酸的水，
流动相Ｂ为含体积分数０１％甲酸的乙腈，流速为
６００ｎＬ·ｍｉｎ－１。Ｔｒｙｐｓｉｎ酶切后梯度为：０～８ｍｉｎ，
Ｂ相５％→８％；８～５８ ｍｉｎ，Ｂ 相 ８％ → ２２％；
５８～７０ｍｉｎ，Ｂ相 ２２％→３２％；７０～７１ｍｉｎ，Ｂ相
３２％→９０％，并维持７ｍｉｎ。Ｌｙｓ＿Ｃ酶切后洗脱梯度：
０～１３ｍｉｎ，Ｂ相７％→１５％；１３～５９ｍｉｎ，Ｂ相１５％→
２８％；５９～８３ｍｉｎ，Ｂ相２８％→４２％；８３～８４ｍｉｎ，Ｂ相
４２％→９５％，并维持６ｍｉｎ。

称取１０ｍｇ重组Ⅲ型人源化胶原蛋白样品于
１５ｍＬＥＰ管，加入水１０００μＬ，室温震荡涡旋后
至样品充分溶解（１０ｍｇ·ｍＬ－１），取１０μＬ样品溶
液加入 ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１碳酸氢铵溶液稀释至
１０ｍｇ·ｍＬ－１，备用。

Ｔｒｙｐｓｉｎ及Ｌｙｓ＿Ｃ酶解：取上述稀释后样品３０μＬ
（１０ｍｇ·ｍＬ－１），按酶与蛋白质量比 １∶３０加入
Ｔｒｙｐｓｉｎ溶液（２μＬ，０５μｇ·μＬ－１），充分混匀，３７℃
酶解１６ｈ，反应结束后加入终浓度为体积分数０１％
的甲酸进行终止。再取重组Ⅲ型人源化胶原蛋白样
品２０μＬ（１０ｍｇ·ｍＬ－１），按酶与蛋白质量比１∶２０
加入 Ｌｙｓ＿Ｃ酶（２μＬ，０５μｇ·μＬ－１），充分混匀后
３７℃酶解１６ｈ，反应结束后加入终浓度为体积分数
０１％的甲酸进行终止。取 Ｔｒｙｐｓｉｎ及 Ｌｙｓ＿Ｃ酶解后
肽段１μｇ进行纳升液相串联质谱（ｎａｎｏＬＣＭＳ／ＭＳ）
检测。

数据处理软件为 ＴｈｅｒｍｏＢｉｏｐｈａｒｍａＦｉｎｄｅｒＴＭ

４１。可变修饰［１５］为天冬酰胺（Ａｓｎ）／谷氨酰胺
（Ｇｌｎ）脱酰胺、羟脯氨酸（Ｈｙｐ）化、羟赖氨酸（Ｈｙｌ）
化、蛋氨酸（Ｍｅｔ）氧化，以及丝氨酸（Ｓｅｒ）／苏氨酸
（Ｔｈｒ）／酪氨酸（Ｔｙｒ）磷酸化修饰。偏差设置为一级
母离子１０×１０－６，二级碎片离子２０×１０－６。序列信
息由客户提供，并负责其真实性。

２　结　果
２１　重组Ⅲ型人源化胶原蛋白相对分子质量分析

由于重组Ⅲ型人源化胶原蛋白在电喷雾电离
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（ＥＳＩ）体系下较难电离，导致 ＥＳＩＭＳ无法测定其精
确相对分子质量。因此，本研究通过建立 ＭＡＬＤＩ
ＴＯＦＭＳ与ＳＥＣＭＡＬＳ法测定其平均相对分子质量
及其相对分子质量分布。相对分子质量作为蛋白质

样品的主要特征参数之一，重组Ⅲ型人源化胶原蛋
白经 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ分析后相对分子质量为
４５０１×１０３，见图１Ａ，相对分子质量实测值与理论
相对分子质量一致（预期相对分子质量 ４５０１×
１０３，按照其氨基酸序列计算）。重组Ⅲ型人源化胶
原蛋白ＭＡＬＳ检测结果见图１Ｂ及表１，其平均相对
分子质量４５１７×１０３（±０２２６％）（两次技术重复
均值），理论相对分子质量为４５０１×１０３，实测值与
理论值极为接近［相对标准偏差（ＲＳＤ）０３６％］，提
示完整分子水平，重组Ⅲ型人源化胶原蛋白无较
大的序列突变体（如，信号肽残余或末端氨基酸不

均一等情况）与氨基酸修饰（如，Ｎ糖链等）等情况
存在。二 聚 体 相 对 分 子 质 量 约 ９７０１×１０３

（±０２２６％）（两次重复均值），多聚体相对分子质
量为２１５０５×１０３（两次重复均值），其中多聚体含
量较低（接近基线）。

２２　重组Ⅲ型人源化胶原蛋白纯度分析
建立ＣＥＳＤＳ（非还原体系）及ＳＥＨＰＬＣ两种方

法进行重组Ⅲ型人源化胶原蛋白纯度检测，结果见
图２及表２。ＣＥＳＤＳ结果表明，重组Ⅲ型人源化胶
原蛋白主峰相对峰面积为９８７７％。另外，还检出
相关物质峰（相对峰面积为１２３％），其来源待后续
深入研究。ＳＥＨＰＬＣ结果表明，重组Ⅲ型人源化胶
原蛋白纯度为９８０７％，并检测出１９３％的二聚体
成分。ＣＥＳＤＳ（非还原体系）纯度分析结果与 ＳＥＣ
ＭＡＬＳ纯度分析结果基本一致。

ＬＳ－静态光散射检测器；ＵＶ－紫外检测器；ｄＲＩ－示差检测器。

ＬＳ－ｓｔａｔｉｃｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｄｅｔｅｃｔｏｒ；ＵＶ－ＵＶｄｅｔｅｃｔｏｒ；ｄＲＩ－ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｉｎｄｅｘｄｅｔｅｃｔｏｒ．

图１　重组Ⅲ型人源化胶原蛋白基质辅助激光解吸／飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）（Ａ）及多角度激光散射（ＭＡＬＳ）（Ｂ）检
测结果

Ｆｉｇ１　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ（Ａ）ａｎｄＭＡＬＳ（Ｂ）ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｃｏｌｌａｇｅｎⅢ

表１　重组Ⅲ型人源化胶原蛋白ＭＡＬＳ相对分子质量结果分析表
Ｔａｂ１　ＭＡＬＳｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｃｏｌｌａｇｅｎⅢ

ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｃｏｌｌａｇｅｎⅢ　　 Ｍｒ（Ｐｅａｋ１） Ｍｒ（Ｐｅａｋ２） Ｍｒ（Ｐｅａｋ３）

Ｔｅｃｈｎｉｃａｌｒｅｐｅａｔｓ１ ４５１×１０４（±０３０４％） ９７５×１０４（±０３５８％） ２２０×１０５（±１６５２％）
Ｔｅｃｈｎｉｃａｌｒｅｐｅａｔｓ２ ４５３×１０４（±０２２６％） ９６５×１０４（±０３６６％） ２１１×１０５（±１７２１％）

图２　重组Ⅲ型人源化胶原蛋白毛细管凝胶电泳（Ａ）及尺寸排阻高效液相色谱（Ｂ）纯度分析图
Ｆｉｇ２　ＣＥＳＤＳ（Ａ）ａｎｄＳＥＨＰＬＣ（Ｂ）ｐｕｒｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｃｏｌｌａｇｅｎⅢ
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表２　重组Ⅲ型人源化胶原蛋白纯度分析表
Ｔａｂ２　ＰｕｒｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｃｏｌｌａｇｅｎⅢ

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ　　　　 Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　　 ｔ／ｍｉｎ Ａｒｅａ Ａｒｅａ／％

ＣＥＳＤＳ Ｍｏｎｏｍｅｒ ２１９９ ２５５４２９９ ９８７７

ＲｅａｌｔｉｖｅＣｏｍｐｏｕｎｄ １８９５ ３１８９７ １２３

ＳＥＨＰＬＣ Ｍｏｎｏｍｅｒ ５２９ ８７４５ ９８０７

Ｄｉｍｅｒ ５５３ ４４４８６７ １９３

２３　重组Ⅲ型人源化胶原蛋白电荷异构体分布规
律分析

重组Ⅲ型人源化胶原蛋白经 ＳＣＸＵＨＰＬＣ检
测，结果见图３Ａ及表３。该重组Ⅲ型人源化胶原蛋
白共检测出１４种电荷异构体组分，空间结构导致的
电荷异质性极大，应与该样品复杂的翻译后修饰或

其他异构化情况有关。将Ｐｅａｋ１０及 Ｐｅａｋ１１视为中

性主成分，则主成分占比为２６２２％。Ｐｅａｋ１～９为
酸性峰，占比为５２０８％。Ｐｅａｋ１２～１４为碱性峰，
占比为２１７０％。重组Ⅲ型人源化胶原蛋白样本经
ＣＺＥ检测，结果见图３Ｂ及表３。ＣＺＥ鉴定到８种电
荷异构体组分，其中碱性峰２２６３％，主峰２５２７％，
酸性峰５２１０％。两种电荷异构体鉴别方法，酸性
组分、主峰与碱性组分，分布规律一致。

粉色区域－酸性峰（峰１～９）；蓝色区域－碱性峰（峰１２～１４）；浅黄色区域－主峰（峰１０～１１）。

Ｐｉｎｋａｒｅａ－ａｃｉｄｐｅａｋ（ｐｅａｋ１－９）；Ｂｌｕｅａｒｅａ－ｂａｓｉｃｐｅａｋ（ｐｅａｋ１２－１４）；Ｌｉｇｈｔｙｅｌｌｏｗａｒｅａ－ｍａｉｎｐｅａｋ（ｐｅａｋ１０－１１）．

图３　重组Ⅲ型人源化胶原蛋白经强阳离子交换超高效液相色谱（ＳＣＸＵＨＰＬＣ，Ａ）及毛细管区带电泳（ＣＺＥ，Ｂ）检测的电荷异
构体分布图

Ｆｉｇ３　ＳＣＸＵＨＰＬＣ（Ａ）ａｎｄＣＺＥ（Ｂ）ｃｈａｒｇｅｉｓｏｍｅｒｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｃｏｌｌａｇｅｎⅢ

表３　重组Ⅲ型人源化胶原蛋白电荷异构体分布表

Ｔａｂ３　Ｃｈａｒｇｅｉｓｏｍｅｒｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕ

ｍａｎｃｏｌｌａｇｅｎⅢ

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ　　 Ｂａｓｉｃｐｅａｋｓ／％ Ｍａｉｎｐｅａｋｓ／％ Ａｃｉｄｐｅａｋｓ／％

ＳＣＸＵＨＰＬＣ ２１７０ ２６２２ ５２０８

ＣＺＥ ２２６３ ２５２７ ５２１０

２４　重组Ⅲ型人源化胶原蛋白鉴别分析与序列覆
盖率分析

重组Ⅲ型人源化胶原蛋白经 Ｔｒｙｐｓｉｎ酶解后采
用ｎａｎｏＬＣＭＳ／ＭＳ检测，串联质谱ｒａｗ文件经Ｔｈｅｒ
ｍｏＢｉｏｐｈａｒｍａＦｉｎｄｅｒＴＭ４１分析，其所有的质谱基峰
得到归属，序列覆盖率为９３００％，解析结果见图４。
单 Ｔｒｙｐｓｉｎ酶切后没有实现 １００％覆盖，需结合
Ｌｙｓ＿Ｃ酶解统一分析，Ｌｙｓ＿Ｃ酶切体系其序列覆盖率
为９８２０％，综合Ｔｒｙｐｓｉｎ及Ｌｙｓ＿Ｃ酶的肽图结果，最

终蛋白序列覆盖率为１００％，实测序列与理论序列
一致。

３　讨　论
胶原蛋白在人体内起着重要的作用，参与了许

多重要的生理活动，对器官和细胞起到支撑作

用［１６］。由于其良好的生物相容性，生物降解性和生

物活性，被广泛应用于各个领域，例如作为食品添加

剂改善食物风味，作为可降解薄膜包装食品；在医疗

领域作为水凝胶［１７］，胶原蛋白填料，蛋白膜，蛋白

管，蛋白敷料［１８２０］；在许多化妆品和保健品中都有

添加，起到抗老化、抗氧化、保湿等作用［２１］。胶原蛋

白在各行业中所占的比重及医疗领域中发挥的作用

均越来越大，因此，对其质控方法进行研究具有重要

的意义。

首先，相对分子质量的质控为蛋白类生物制品
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的重中之重。由于重组Ⅲ型人源化胶原蛋白存在较
复杂的翻译后修饰或本品自身特性，传统的聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）法局限于复杂的样品处
理以及分辨率的限制，无法对重组Ⅲ型人源化胶原
蛋白的相对分子质量进行准确标定。其次，在高分

辨质谱（Ｏｒｂｉｔｒａｐ）上检测不出多电荷峰，进而无法检
测其准确相对分子质量。本研究通过 ＭＡＬＤＩＴＯＦ

ＭＳ测定了本品较为精确的相对分子质量，且实测值
与预期值一致。另外，针对药厂的质谱普及率低，还

建立了ＳＥＣＭＡＬＳ的相对分子质量分布分析方法，
并同时分析了重组Ⅲ型人源化胶原蛋白聚集体的相
对分子质量。该方法既可检测单体相对分子质量分

布的同时也可监测蛋白在自然状态下的聚集状态，

增加了企业内部质量标准的提升。

图４　重组Ⅲ型人源化胶原蛋白肽谱图
Ｆｉｇ４　ＴｈｅｐｅｐｔｉｄｅｍａｐｐｉｎｇｓｐｅｃｔｒａｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｃｏｌｌａｇｅｎⅢ

　　传统研究蛋白类分子异质性的方法，包括
ＳＤＳＰＡＧＥ和ＳＥＨＰＬＣ。需指出的是，传统的ＳＤＳ
ＰＡＧＥ并不适用于空间结构复杂或样品稳定性稍
弱的样品。近年来 ＣＥＳＤＳ由于其高分辨率、自动
化、重复性好的优点而得到广泛应用［２２］，并已加入

了药典方法。本实验建立了重组Ⅲ型人源化胶原
蛋白的 ＳＥＣＨＰＬＣ及 ＣＥＳＤＳ质控方法。ＣＥＳＤＳ
主峰相对峰面积为９８７７％，ＳＥＣＨＰＬＣ检测纯度
为９８０７％。两种纯度检测方法结果一致。且本
研究的两种方法操作简单，样品处理过程条件温

和，便于企业内部建立相应的质量标准以提升产

品质量。

电荷异质性在生物创新药的开发和生物类似药

的相似性评价过程中被视为关键质量属性，在重组

Ⅲ型人源化胶原蛋白的质控中也是关键点。毛细管
区带电泳［２３］、等电聚焦［２４］、阳离子交换色谱和阴离

子交换色谱等都可以实现电荷异构体的分离［２５］。

本实验建立了毛细管区带电泳及阳离子交换色谱两

种方法来进行重组Ⅲ型人源化胶原蛋白的电荷异构
体检测。需指出的是，本法仅对电荷异构体的各成

分进行了初步定量，暂未对电荷异构体的形成原因

深入研究。后续应结合离子交换的方法制备相应的

电荷异构体成分，通过质谱法、色谱法等多手段联合

应用，解析电荷异构体的形成原因，该部分研究正在

进行中。

蛋白质的肽图分析是鉴定蛋白质一级结构完

整性和准确性的重要方法。通过对重组Ⅲ型人源
化胶原蛋白酶解后肽段的全序列确认，可对其翻
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译后修饰以及可能的错误氨基酸序列进行解析。

本实验建立了重组Ⅲ型人源化胶原蛋白的“双”酶
切肽谱方法，实现了序列１００％归属。考虑到企业
的操作可连续性及重复性，后续需继续将“双”酶

切综合肽谱过渡为“双顺序”酶切肽谱，并验证其

可行性。

总之，本实验初步建立了我国重组Ⅲ型人源化
胶原蛋白的质控方法，该方法具有保证产品安全、有

效、质量可控的特点，为我国重组Ⅲ型人源化胶原蛋
白的质量检测提供了参考依据。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＡＢＡＹＡＺＥＥＤＡ，ＨＡＹＭＡＮＥ，ＭＯＧＨＡＤＡＭＦＡＬＡＨＩＭ，ｅｔａｌ．

ＶａｓｃｕｌａｒｔｙｐｅＥｈｌｅｒｓＤａｎｌｏｓＳｙｎｄｒｏｍｅｗｉｔｈｆａｔａｌｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｒｕｐ
ｔｕｒｅｏｆａｒｉｇｈｔｃｏｍｍｏｎｉｌｉａｃａｒｔｅｒｙｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ：ｃａｓｅｒｅｐｏｒｔａｎｄｒｅｖｉｅｗ
ｏｆｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ［Ｊ］．ＪＲａｄｉｏｌＣａｓｅＲｅｐ，２０１４，８（２）：６３６９．

［２］　ＥＸＰＯＳＩＴＯＪＹ，ＶＡＬＣＯＵＲＴＵ，ＣＬＵＺＥＬＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｆｉｂｒｉｌｌａｒ
ｃｏｌｌａｇｅｎｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１０，１１（２）：４０７４２６．

［３］　ＧＥＬＳＥＫ，Ｐ?ＳＣＨＬＥ，ＡＩＧＮＥＲＴ，ＡＩＧＮＥＲＴＣｏｌｌａｇｅｎｓ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ａｎｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＡｄｖＤｒｕｇＤｅｌｉｖＲｅｖ，
２００３，５５（１２）：１５３１１５４６．

［４］　ＢＡＯＸ，ＺＥＮＧＹ，ＷＥＩＳ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆ
Ｃｏｌ３ａ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｕｓｃｌｅａｎｄｔｈｅｉｒａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎ
ｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｐｉｇｓ［Ｊ］．ＪＧｅｎｅｔＧｅｎｏｍ，２００７，３４（３）：
２２３２２８．

［５］　ＪＥＮＳＥＮＬＴ，ＨＳＴＮＢＣｏｌｌａｇｅｎ：ｓｃａｆｆｏｌｄｆｏｒｒｅｐａｉｒｏｒｅｘｅｃｕ
ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｒｄｉｏｖａｓｃＲｅｓ，１９９７，３３（３）：５３５５３９．

［６］　ＨＯＵＺＭ，ＬＩＸＹ，ＬＩＭ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｓｏｕｒｃｅｃｏｌｌａｇｅｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
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ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ ｆｉｂｒｉｌｌｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｆｏｒｎｏｒｍａｌｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，１９９７，９４（５）：１８５２１８５６．

［１０］　ＴＡＮＧＹＰ，ＺＨＥＮＧＱ，ＨＵＢ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｏｌｌａｇｅｎｓ［Ｊ］．Ｓｃｉ
ＴｅｃｈｎｏｌＦｏｏｄＩｎｄ（食品工业科技），２０１６，３７（１８）：３８４３８６．

［１１］　ＬＯＳ，ＦＡＵＺＩＭＢＣｕｒｒｅｎｔｕｐｄａｔｅｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ—
ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ，ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．
Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ，２０２１，１３（３）：３１６．ＤＯＩ：１０３３９０／ｐｈａｒｍａｃｅｕ

ｔｉｃｓ１３０３０３１６．
［１２］　ＳＵＮＬ，ＬＩＢ，ＪＩＡＮＧＤ，ｅｔａｌ．Ｎｉｌｅｔｉｌａｐｉａｓｋｉｎｃｏｌｌａｇｅｎｓｐｏｎｇｅ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｗｉｔｈｃｈｅｍｉｃａｌｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｒｓａｓａｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｈｅｍｏｓｔａｔｉｃ
ｍａｔｅｒｉａｌ［Ｊ］．ＣｏｌｌｏｉｄｓＳｕｒｆＢＢｉｏｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ，２０１７，１５９：８９９６．

［１３］　ＹＹ／Ｔ１８８８２０２３．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｃｏｌｌａｇｅｎ（重组人源化胶
原蛋白）［Ｓ］．２０２３：１２０．

［１４］　ＳＯＭＥＤ，ＡＭＡＲＴＥＬＹＨ，ＴＳＡＤＯＫＡ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙｓｉｚｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｕｐｌｅｄｔｏｍｕｌｔｉａｎ
ｇｌｅｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ（ＳＥＣＭＡＬＳ）［Ｊ］．ＪＶｉｓＥｘｐ，２０１９，（１４８）．
ＤＯＩ：１０３７９１／５９６１５．

［１５］　ＰＥＲＤＩＶＡＲＡＩ，ＹＡＭＡＵＣＨＩＭ，ＴＯＭＥＲＫＢＭｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｈｙｄｒｏｘｙｌｙｓｉｎｅＯｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｂｙｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ：ｃｕｒｒｅｎｔｓｔａｔｕｓ［Ｊ］．ＡｕｓｔＪＣｈｅｍ，２０１３，６６（７）：
７６０７６９．

［１６］　ＬＩＵＸ，ＺＨＥＮＧＣ，ＬＵＯＸ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｅｎｔａｄｖａｎｃｅｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎ
ｂａｓｅｄｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ：ｍｕｌｔｉｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄｂｉｏｍｅｄｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＭａｔｅｒＳｃｉＥｎｇＣＭａｔｅｒＢｉｏｌ
Ａｐｐｌ，２０１９，９９：１５０９１５２２．

［１７］　ＺＨＵＣ，ＬＥＩＨ，ＦＡＮＤ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｅｎｚｙｍａｔｉｃｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｈｙ
ｄｒｏｇｅｌｓｔｈａｔｍｉｍｉｃｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｆｏｒｓｋｉｎｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇ
［Ｊ］．ＪＭａｔｅｒＳｃｉ，２０１８，５３（８）：５９０９５９２８．

［１８］　ＳＯＮＧＸ，ＺＨＵＣ，ＦＡＮＤ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｈｕｍａｎｌｉｋｅｃｏｌｌａｇｅｎ
ｈｙｄｒｏｇｅｌｓｃａｆｆｏｌｄｗｉｔｈｐｏｒｏｕｓｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｓｐｏｎｇｅｌｉｋｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
［Ｊ］．Ｐｏｌｙｍｅｒｓ（Ｂａｓｅｌ），２０１７，９（１２）：６３８．ＤＯＩ：１０３３９０／
ｐｏｌｙｍ９１２０６３８．

［１９］　ＦＡＮＨ，ＭＩＹ，ＨＵＩＪＨ，ｅｔａｌ．ＣｙｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆＨｕｍａｎｌｉｋｅ
Ｃｏｌｌａｇｅｎ／ｎａｎｏｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅＰｏｒｏｕｓＳｃａｆｆｏｌｄｓＵｓｉｎｇＣａｒｔｉｌａｇｅｓ
［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１３，１２（２）：９９１０３．

［２０］　ＸＩＥＪＨ，ＦＡＮＤＤ．Ａｈｉｇｈｔｏｕｇｈｎｅｓｓａｎｄｈｉｇｈｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎ
ｐｏｌｙｖｉｎｙｌａｌｃｏｈｏｌＰＶＡｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ（ＨＡ）ｈｕｍａｎｌｉｋｅｃｏｌｌａ
ｇｅｎ（ＨＬＣ）ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｈｙｄｒｏｇｅｌｆｏｒｃａｒｔｉｌａｇｅｒｅｐａｉｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪ
ＰｏｌｙｍＭａｔｅｒ，２０２０，６９（１４）：９２８９３７．

［２１］　ＺＨＡＮＧＨＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ
ｃｏｌｌａｇｅｎｌｉｋｅａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｃｏｓｍｅｔｉｃｓ［Ｄ］．Ｊｉｎａｎ：Ｊｉｎａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１７．

［２２］　ＥＳＰＩＮＯＳＡｄｅｌａＧＡＲＺＡＣＥ，ＰＥＲＤＯＭＯＡＢＵ′ ＮＤＥＺＦＣ，
ＰＡＤＩＬＬＡＣＡＬＤＥＲ?ＮＪ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍｏｎｏ
ｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｂｙｃａｐｉｌｌａｒｙｚｏｎｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｒｅｓｉｓ，２０１３，３４（８）：１１３３１１４０．

［２３］　ＣＡＯＪ，ＳＵＮＷ，ＧＯＮＧＦ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒｇｅｐｒｏｆｉｌｉｎｇａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｔｅｓｔｉｎｇｏｆｂｉｏｓｉｍｉｌａｒｂｙｃａｐｉｌｌａｒｙｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｆｏｃｕｓｉｎｇ［Ｊ］．Ｅｌｅｃ
ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２０１４，３５（１０）：１４６１１４６８．

［２４］　ＡＮＤＥＲＳＯＮＣＬ，ＷＡＮＧＹ，ＲＵＳＴＡＮＤＩＲＲＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆ
ｉｍａｇｅｄｃａｐｉｌｌａｒｙｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｆｏｃｕｓｓｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅｉｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ
ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｂａｓｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ
ｒｅｓｉｓ，２０１２，３３（１１）：１５３８１５４４．

［２５］　ＣＵＩＸ，ＭＩＷ，ＨＵＺ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｏｄｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎｓｔｏｔｈｅｃｈａｒｇｅｉｓｏｍｅｒｓｏｆＩｇＧａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍＡｎａｌ，
２０２２，１２（１）：１５６１６３．

（收稿日期：２０２３１０２０）
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