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Abstract 
Medical collagen macromolecular material is hydrolyzed. Phenyl isothiocyanate was used. It was 
separated by HPLC and tested by ultraviolet detector. According to the retention time qualitative 
peak area comparison is quantitative. Eighteen amino acids were detected in the medical collagen 
macromolecule material. The total content is 93.25%. 
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摘  要 

医用胶原蛋白大分子材料经酸水解后，采用异硫氰酸苯酯衍生，经反相液相色谱分离，使用紫外检测器

检测，根据保留时间定性峰面积比较进行定量。医用胶原蛋白大分子材料中测出18种氨基酸，总含量为

93.25%。 
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1. 引言 

胶原是细胞外基质的主要结构蛋白，是生物体内含量最高的蛋白质，它广泛存在于人体及动物体内[1]。 
胶原材料采用生物技术制得，为白色海绵状固体，具有许多优异的性能，如具有充当填充物，与血

小板产生血凝作用，对于各种骨折、骨肿瘤、椎管内及骨关节手术的出血，有快速止血，防止粘连，加

速伤口愈合的疗效，可作为药物释放介质，可促进伤口收敛及表面细胞的爬行覆盖，可生物降解和多孔

隙等，能在人体内迅速降解、吸收同时激活组织对骨形成的蛋白的活性，有利于新生骨质的形成。还可

以用于组织缺失残腔、骨钉拔除空腔及骨质酥松患者骨髓腔的填充治疗，因而被广泛应用于医药卫生领

域[2] [3]。1976 年美国食品及药物管理局(FDA)正式批准医用胶原蛋白材料应用于临床[4]。 
常用的胶原蛋白含量测定多采用成本较低、操作简单的分光光度法进行测定。利用胶原蛋白水解后

会产生的特异的氨基酸 L-羟脯胺酸的含量，用以明确胶原蛋白的总体水平，如(Worssner)比色法和电泳法

[5]，其操作步骤繁琐，影响因素较多，样品需要量大，且准确性差。本文采用酸水解，(PITC)异硫氰酸

苯酯衍生[6]，经反相高效液相色谱分离技术对医用大分子胶原蛋白氨基酸成分进行分析鉴定[7]。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料及试剂 

医用胶原蛋白大分子材料(自制)；氨基酸标准溶液、异硫氰酸苯酯由 Agela 公司提供；氮气，纯度

99.999%，青海润德气体有限公司；盐酸，色谱纯，上海生化试剂厂；实验用水为去离子水。 

2.2. 仪器及检测条件 

仪器：日本岛津高效液相色谱仪、氮气吹干仪、酸度计、恒温干燥箱、分析天平；检测条件：色谱

柱：Venusil XBP C18，100Å，4.6 mm × 250 mm，5 μm；梯度洗脱程序(见梯度洗脱表 1)，缓冲液配置成

pH 为 6.5 的缓冲溶液，用 0.45 µm 滤膜过滤。 
 
Table 1. Gradient elution program 
表 1. 梯度洗脱 

时间 A% B% 

0.01 100 0 

7.20 92 8 

13.2 78 22 

22.8 64 36 

24.8 0 100 

29.8 0 100 

30.0 100 0 

35.0 100 0 

流速：1.0 ml/min；柱温：40℃；进样量：10 μl；检测波长：254 nm。 
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2.3. 样品水解和衍生 

2.3.1. 氨基酸标准溶液的配置 
氨基酸标准溶液采取 Agela 公司提供氨基酸方法包中的标准溶液(如图 1 所示)，其中含有天门冬氨酸

(Asp)、谷氨酸(Glu)、丝氨酸(Ser)、甘氨酸(Gly)、组氨酸(His)、精氨酸(Arg)、苏氨酸(Thr)、丙氨酸(Ala)、
脯氨酸(Pro)、酪氨酸(Tyr)、缬氨酸(Val)、蛋氨酸(Met)、异亮氨酸(Ile)、苯丙氨酸(Phe)、赖氨酸(Lys)浓度

均为 2.5 µmol/mL，胱氨酸(Cys)为 1.25 µmol/mL。 

2.3.2. 水解与衍生 
准确称取一定量胶原蛋白样品 50.0 mg，置于 10 ml 水解管中，加入 6 mol/L 盐酸 10 ml，密封后置

110℃ ± 1℃烘箱中水解 24 小时。过滤，定容 50 ml。取 200 μl加内标溶液 50 μl氮吹仪吹干，异硫氰酸

苯酯衍生化后取 200 μl加入 800 μl去离子水，过滤。待测液上机分析(仪器自动取样 10 μl)。 

3. 测定结果 

取待测液上机测定，测定出 18 种氨基酸(如图 2 所示)，标准氨基酸图谱见图 1，待测液吸收图谱见

图 2。 

4. 计算 

样品溶液中各种氨基酸浓度(μg/ml) = f1/f2 × C 
其中：f1 = 样品溶液中各氨基酸峰面积/内标峰面积 
f2 = 混合氨基酸标准溶液中各氨基酸峰面积/内标峰面积 
C = 氨基酸对照品浓度(μg/ml) 
样品中总氨基酸含量(%) = 样品溶液中所有氨基酸浓度总和(μg/ml) × V × 10−6 × 100/W 
其中：V = 样品溶液的定容体积(ml) 
W = 样品质量(g) 

 

 
Figure 1. Standard amino acid map 
图 1. 标准氨基酸图谱 
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5. 结论 

医用大分子胶原蛋白材料中含有 18 种氨基酸。其中谷氨酸、羟脯氨酸、甘氨酸、精氨酸、丙氨酸、

脯氨酸含量较高(见表 2 样品中各氨基酸含量)，占氨基酸总量的 75.32%。可作为医用大分子胶原蛋白材

料中全部氨基酸含量特性的代表。 
 

 
Figure 2. Sample amino acid map 
图 2. 样品氨基酸图谱 
 
Table 2. The amino acid content in the samples 
表 2. 样品中各氨基酸含量 

NO 各氨基酸 含量% 

1 APS 天冬氨酸 4.99 

2 GLU 谷氨酸 9.46 

3 HYP 羟脯胺酸 11.17 

4 SER 丝氨酸 3.32 

5 GLY 甘氨酸 20.90 

6 HIS 组氨酸 0.63 

7 ARY 精氨酸 7.37 

8 THR 苏氨酸 1.66 

9 AlA 丙氨酸 8.84 

10 PRO 脯氨酸 12.5 

11 TRY 酪氨酸 0.52 

12 VAL 缬氨酸 2.00 

13 MET 蛋氨酸 0.35 

14 ILE 异亮氨酸 1.69 

15 LEN 亮氨酸 2.72 

16 NLE 正亮氨酸 内标 

17 PHE 苯丙氨酸 1.40 

18 LYS 赖氨酸 3.73 

 样品总氨基酸含量 93.25 
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6. 讨论 

根据上面结果可知，使用 PITC 柱前衍生法测总氨基酸含量及其组成具有快速、灵敏；衍生方便、快

速，衍生物单一、稳定，−20℃可贮存数月的优点；紫外检测(254 nm)灵敏度高；一、二级氨基酸均可检

测。比较(Worssner)比色法和电泳法，具有操作步骤简便，影响因素较少，样品用量较少，且准确性高等

优点。使用 PITC 柱前衍生测定氨基酸含量，扩展了此方法的应用范围，能够应用于食品、药品和生物样

品中总氨基酸含量和各氨基酸含量测定的需求。 
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