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前　　言

　　本文件按照ＧＢ／Ｔ１．１—２０２０《标准化工作导则　第１部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

本文件是ＹＹ／Ｔ１８０５《组织工程医疗器械产品　胶原蛋白》的第３部分。ＹＹ／Ｔ１８０５已经发布了

以下部分：

———第２部分：Ⅰ型胶原蛋白分子量检测　十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳法；

———第３部分：基于特征多肽测定的胶原蛋白含量检测　液相色谱质谱法。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由国家药品监督管理局提出。

本文件由全国外科植入物和矫形器械标准化技术委员会组织工程医疗器械产品分技术委员会

（ＳＡＣ／ＴＣ１１０／ＳＣ３）归口。

本文件起草单位：中国科学院过程工程研究所、中国食品药品检定研究院、岛津企业管理（中国）有

限公司、国科卓越（北京）医药科技研究有限公司。

本文件主要起草人：张贵锋、高建萍、张天宏、李晓东、冀峰、李敬来、范行良、冯倩倩、张乐、徐丽明。
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引　　言

　　用于组织工程医疗器械产品的胶原蛋白类材料包括组织提取的胶原蛋白和基因重组的胶原蛋白。

胶原蛋白被广泛应用于各种医疗器械产品的研发和产品制备。胶原蛋白类材料具有不同的特性，如：分

子量、纯度、种属、型别差异、三螺旋结构、细胞黏附特性等，这些性能直接关系着胶原蛋白的质量和使用

性能。ＹＹ／Ｔ１８０５《组织工程医疗器械产品　胶原蛋白》旨在建立胶原蛋白某些特殊性能的检测和表征

方法，拟由４个部分构成。

———第１部分：术语和定义。目的在于给出包括组织提取的胶原蛋白和基因重组胶原蛋白的各种

术语和定义。

———第２部分：Ⅰ型胶原蛋白分子量检测　十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳法。目的在于提

供可用于胶原蛋白分子量检测的方法。

———第３部分：基于特征多肽测定的胶原蛋白含量检测　液相色谱质谱法。目的在于给出基于特

征多肽定量测定，间接地反映胶原蛋白含量的液相色谱质谱检测方法。该方法也可用于种属

来源和型别的鉴别。

———第４部分：胶原蛋白螺旋结构表征方法。目的在于建立不同参数和指标的胶原蛋白结构分析

和三螺旋结构表征方法，用于评价其三螺旋结构的有无、相对含量及其完整性。

胶原蛋白含量的检测目前常用的有羟脯氨酸法，通过羟脯氨酸含量的检测来反映胶原蛋白含量。

本文件给出的是基于合成特异性胶原蛋白特征多肽对照品，利用液相色谱质谱法进行胶原蛋白特征多

肽含量的测定，间接地反映胶原蛋白的含量。

Ⅱ
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组织工程医疗器械产品　胶原蛋白

第３部分：基于特征多肽测定的胶原蛋白

含量检测　液相色谱质谱法

１　范围

本文件规定了用液相色谱质谱法测定不同类型胶原蛋白特征多肽含量的方法。

本文件适用于组织提取纯化的胶原蛋白及其胶原类产品中不同类型胶原蛋白特征多肽含量的

测定。

　　注：重组胶原蛋白、脱细胞基质经胶原蛋白提取后的样品可参考本方法进行相应的胶原蛋白特征多肽含量测定。

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文

件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于

本文件。

ＧＢ／Ｔ６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

ＹＹ／Ｔ１４５３　组织工程医疗器械产品　Ⅰ型胶原蛋白表征方法

中华人民共和国药典（２０２０年版）

３　术语和定义

ＹＹ／Ｔ１４５３界定的术语和定义适用于本文件。

４　概述

将胶原蛋白试样溶解，加热变性后进行胰蛋白酶酶解，释放特征多肽；再用液相色谱质谱法测定。

以不同类型胶原蛋白特征多肽的保留时间和二级子离子碎片的质荷比进行定性和确证，用外标法或内

标法进行定量。

用合成的不同类型胶原蛋白特征多肽作为标准品，实现外标法定量检测；用合成的相同特征多肽序

列的同位素标记特征多肽与非同位素标记特征多肽按一定比例混合，实现内标法定量检测。同位素内

标法有助于改善基质效应对测定准确性的干扰。

本文件以同位素内标法为例，分别给出牛Ⅰ型、牛Ⅱ型和猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽含量检测的标准

操作规程和要求。其中，牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽含量检测按附录Ａ，牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽含量检

测按附录Ｂ，猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽含量检测按附录Ｃ进行测定。针对不同动物来源或不同型别的

胶原蛋白，也可自行筛选合适的特征多肽经验证后进行定量检测。

１
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５　试剂及其配制

５．１　试剂和对照品

所用试剂及对照品要求如下：

ａ）　乙腈，色谱纯。

ｂ）　胰蛋白酶，序列纯。

ｃ）　碳酸氢铵，分析纯。

ｄ）　甲酸，色谱纯。

ｅ）　胶原蛋白特征多肽对照品：检测不同种属及不同类型的胶原蛋白特征多肽含量时，需要设计和

合成相应的种属和／或型别特异性的胶原蛋白特征多肽，作为定量对照品。其设计原则为：对

不同来源及不同类型的胶原蛋白序列进行Ｂｌａｓｔ多序列比对，只在某一特定来源和／或特定类

型的胶原蛋白序列中出现的肽段，且化学修饰或交联对其丰度没有影响，为其特异性的特征多

肽，并保证在色谱分离过程中有较高的分离度。

　　注：推荐使用国家医药标准物质。

ｆ）　同位素标记特征多肽：将作为定量用对照品的特征多肽进行同位素标记，与定量用特征多肽对

照品以及待检测样品按一定比例混合，通过特征多肽与其同位素内标峰面积的比值对样品中

特征多肽进行定量，有助于降低或消除基质干扰。

５．２　溶液配制

所用溶液配制方法如下：

溶液配制用水应满足ＧＢ／Ｔ６６８２中分析实验室用水的要求。

ａ）　乙腈水溶液（体积比）：乙腈∶水为６∶４；

ｂ）　０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液：精密称定０．３９５０ｇ碳酸氢铵，加水定容至１００ｍＬ（现用现配）；

ｃ）　０．１０ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液：精密称定０．７９００ｇ碳酸氢铵，加水定容至１００ｍＬ（现用现配）；

ｄ）　液相色谱流动相：

１）　流动相Ａ：取２００ｍＬ水置１Ｌ容量瓶中，加入１ｍＬ甲酸，并加水定容至１Ｌ，用０．２２μｍ

滤膜过滤后备用；

２）　流动相Ｂ：取２００ｍＬ乙腈水溶液［ａ）］置１Ｌ容量瓶中，加入１ｍＬ甲酸，并加乙腈水溶液

［ａ）］定容至１Ｌ，用０．２２μｍ滤膜过滤后备用；

ｅ）　特征多肽标准工作溶液配制：

１）　特征多肽储备液配制：精密称定一定量的胶原蛋白特征多肽（最小取样量５ｍｇ），用１ｍＬ

０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液溶解，用０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液定容，配制成浓度为２ｍｇ／ｍＬ

的标准溶液，２℃～４℃保存，有效期７天；

２）　同位素标记特征多肽内标储备液配制：精密称定一定量的同位素标记胶原蛋白特征多肽

（最小取样量５ｍｇ），用１ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液溶解，转移至１０ｍＬ容量瓶中，用

０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液定容，配制成浓度为２ｍｇ／ｍＬ的标准溶液，２℃～４℃保存，有

效期７天；

取适量的同位素标记特征多肽内标储备液，用０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液稀释成适当浓度

的同位素内标工作溶液（其信号强度应与被测组分相当，现用现配）；

２
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　　注１：特征多肽和同位素标记的特征多肽对照品可以取１瓶（２０ｍｇ／瓶），直接全部溶解，配制成相应浓度的储备

液，分装后－２０℃以下冷冻保存。

　　注２：推荐用纯甲醇配制同位素特征多肽内标储备液和特征多肽储备液，－２０℃以下冷冻保存，使用时再用

０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液稀释。

３）　特征多肽标准工作液配制：用０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液稀释成系列浓度的特征多肽标准

工作液，并与同位素内标标准工作溶液按一定比例混合（现用现配），制备系列标准样品，

离心（３０００犵，１０ｍｉｎ），取上清液置进样瓶中，待用；

　　注３：采用外标法时直接用特征多肽标准工作溶液进行测定。

　　注４：为防止特征多肽的吸附，可在配制储备液或工作液时添加１０％乙腈（体积分数）；同时在样品配制时，同样添

加１０％乙腈（体积分数），以保持有机溶剂组成与特征多肽标准工作液一致。

ｆ）　加标样品的配制：以样品量为基准，加入特征多肽对照品的量在正负３倍以内，尽量与样品中

待测特征多肽含量相近；加标体积不超过样品原体积的１０％（≤１０％）。

６　仪器和设备

所用仪器和设备规格参照以下要求：

ａ）　分析天平（附有防静电装置）：精度：０．００００１ｇ；

ｂ）　离心机；

ｃ）　恒温振荡反应器；

ｄ）　液相色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶柱［粒径３μｍ或５μｍ，（１００ｍｍ或１５０ｍｍ）×（２．１ｍｍ

或２．０ｍｍ）］；

ｅ）　液相色谱质谱联用系统（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ，三重四极杆质谱）：建议使用梯度洗脱；

ｆ）　水浴锅。

７　检测方法

７．１　待测样品制备

７．１．１　样品变性溶解：

ａ）　固体样品：精密称定胶原蛋白样品（最小称样量５ｍｇ）置５ｍＬ或１０ｍＬ离心管中，加入５ｍＬ

去离子水，置沸水浴中加热变性３０ｍｉｎ，冷却至室温。将变性后的胶原蛋白溶液转移至１０ｍＬ

容量瓶中，加０．１０ｍｏｌ／Ｌ的碳酸氢铵溶液定容，摇匀，并根据样品原始浓度配制成最终浓度为

０．５ｍｇ／ｍＬ的样品工作溶液。

ｂ）　液体样品：取一定体积的液体样品（胶原蛋白含量约５ｍｇ），调节ｐＨ值至７．５～８．５，置沸水浴

中加热变性３０ｍｉｎ，冷却至室温。将变性后的胶原蛋白溶液转移至１０ｍＬ容量瓶中，加

０．０５ｍｏｌ／Ｌ的碳酸氢铵溶液定容，摇匀。

７．１．２　样品酶解：

取配制好的浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ的样品工作溶液（７．１．１）１ｍＬ，加入酶解小瓶中（含胰蛋白酶２０μｇ，

酶活力１５０００ｕ／ｍｇ），置３７℃恒温振荡反应器中，恒温振荡频率１５０次／分～２００次／分，反应一定时

间，至特征多肽丰度不再变化，沸水浴加热５ｍｉｎ使胰蛋白酶失活，冷却至室温，离心（３０００犵，１０ｍｉｎ），

取上清液置进样瓶中，待用。

　　注：推荐的蛋白样品∶胰蛋白酶比为（２５～１００）∶１，宜结合酶解时间，经试验验证确认酶解效率满足要求。

７．２　色谱质谱条件

下述液相色谱质谱操作条件是典型操作参数，可根据不同仪器的特点，对操作参数作适当调整，以

３
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获得最佳效果（待检测碎片离子稳定、特异、丰度高、信噪比优良）。

ａ）　色谱条件

液相色谱参考条件如下：

流动相：流动相Ａ：含０．１％甲酸水溶液，流动相Ｂ：含０．１％甲酸的６０％乙腈溶液；

流速：０．２ｍＬ／ｍｉｎ～０．６ｍＬ／ｍｉｎ；

柱温：２５℃～３０℃；

进样量：２μＬ～１０μＬ；

色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶柱［粒径３μｍ或５μｍ，（１００ｍｍ或１５０ｍｍ）×（２．１ｍｍ或２．０ｍｍ）］；

建议梯度洗脱，根据不同仪器和样品优化洗脱条件。

ｂ）　质谱条件

根据不同的质谱仪器设定相应的参数，参考条件如下：

离子源：电喷雾离子源；

扫描方式：正离子扫描；

检测方式：根据特征多肽的离子质荷比进行二级质谱分析，选择稳定特异的子离子监测；

喷雾电压：３．５ｋＶ；

离子源蒸发温度：３００℃。

ｃ）　检测条件要求

理论板数：＞４０００

线性犚２ 值：≥０．９９；

加标回收率：８０％～１２０％；

精密度：按照《中华人民共和国药典》２０２０年版　四部　通则９１０１分析方法验证指导原则。

外标法时，对照品溶液的色谱峰面积与供试品中对应的色谱峰面积比值不超过２倍。

７．３　测定

７．３．１　标准工作曲线

以一系列特征多肽与同位素标记特征多肽标准工作溶液浓度比值为横坐标，以特征多肽与同位素

标记特征多肽的峰面积比值为纵坐标绘制标准曲线，得到回归方程和相关系数。

犢＝ａ犡＋ｂ，犚
２ …………………………（１）

　　式中：

犢 ———特征多肽与同位素标记特征多肽峰面积比值；

ａ ———常数；

犡 ———特征多肽浓度与同位素标记特征多肽浓度比值；

ｂ ———常数；

犚２———相关系数。

　　注：采用外标法时，以标准工作液浓度（μｇ／ｍＬ）为横坐标，特征多肽的峰面积为纵坐标绘制标准曲线，用于样品特

征多肽含量计算。

７．３．２　定量检测

将标准工作液和待测液分别注入液相色谱质谱联用仪中，以保留时间和稳定特异的子离子色谱峰

进行定性。按照液相色谱质谱条件测定标准工作液和样品，样品和标准工作液中待测物的保留时间与

对照品一致。定量测定时采用内标法或外标法定量。
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８　结果计算

８．１　用标准曲线的回归方程计算测试样品的特征多肽浓度。根据测试样品中特征多肽与同位素标记

特征多肽峰面积比值（犢），得出测试样品中特征多肽与同位素内标的浓度比（犡）。

８．２　根据试样的同位素特征多肽浓度和测试样品中特征多肽与同位素内标的浓度比，计算试样中的特

征多肽浓度和含量［见式（２）和式（３）］。

用系统处理软件或按照式（２）计算试样中特征多肽含量：

犕ｔ＝
犡×犆犻×犞

犿
…………………………（２）

　　式中：

犕ｔ———试样中特征多肽含量，单位为微克每毫克（μｇ／ｍｇ）；

犡 ———样品中特征多肽与同位素内标特征多肽的浓度比；

犆犻 ———同位素内标特征多肽浓度，单位为微克每毫升（μｇ／ｍＬ）；

犞 ———样品最终定容体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犿 ———最终测试样液的试样质量，单位为毫克（ｍｇ）。

　　注：式（２）适用于固体样品，包括：凝胶、海绵、膜、冻干粉等样品的胶原蛋白特征肽含量计算，即以每毫克样品中含

有特征多肽的量（μｇ）表示。由于凝胶类样品含水量较多，其单位质量中胶原蛋白的特征多肽含量意义不同，

建议在结果后面标注样品的性状（凝胶）。

液体样品按照式（３）计算试样中特征多肽含量：

犕ｔ＝
犡×犆犻×犞１

犞２
………………………………（３）

　　式中：

犕ｔ———试样中特征多肽含量，单位为微克每毫升（μｇ／ｍＬ）；

犡 ———样品中特征多肽与同位素内标特征多肽的浓度比；

犆犻 ———同位素内标特征多肽浓度，单位为微克每毫升（μｇ／ｍＬ）；

犞１ ———样品最终定容体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犞２ ———最终测试样液的试样体积，单位为毫升（ｍＬ）。
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附　录　犃

（规范性）

牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽含量检测

犃．１　试剂及配制

犃．１．１　试剂及对照品

所用试剂及对照品均符合以下要求：

ａ）　牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽对照品：序列为ＧＰＡＧＰＱＧＰＲ的多肽，纯度大于９８％；

ｂ）　同位素标记牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽：序列为Ｇ（Ｎ
１５）ＰＡ（Ｎ１５）Ｇ（Ｎ１５）ＰＱＧ（Ｎ１５）ＰＲ的多肽，

纯度大于９５％；

ｃ）　其他试剂见５．１。

　　注：ＧＥＴＧＰＡＧＰＡＧＰＩＧＰＶＧＡＲ的特征多肽已被验证也可用于牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽定量检测对照品，并推荐

用于与其他种属Ⅰ型胶原蛋白的鉴别。该序列已被验证在适宜的色谱质谱条件下可进行定量检测，并进行种

属鉴别。

犃．１．２　试剂配制

所用试剂配制方法如下：

ａ）　牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽标准工作液配制：

１）　牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽储备液配制：按照５．２ｅ）１）规定进行配制；

２）　同位素标记牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽储备液配制：按照５．２ｅ）２）规定进行配制；

３）　特征多肽标准样品配制：将牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽储备液用０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液

稀释成浓度为０．１μｇ／ｍＬ、０．５μｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬ、２μｇ／ｍＬ、５μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ的标准

工作液，并与同位素标记特征多肽标准工作液按１∶１（体积比）混合（现用现配），制备系

列标准样品，离心（３０００犵，１０ｍｉｎ），取上清液置进样瓶中，待用；

ｂ）　其他试剂按照５．２规定进行配制。

犃．２　仪器

所用仪器规格参照以下要求：

ａ）　液相色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶柱（粒径５μｍ，１５０ｍｍ×２．１ｍｍ）；

ｂ）　其他仪器见第６章。

犃．３　测试方法

犃．３．１　试样制备

犃．３．１．１　样品变性溶解

按照７．１．１规定进行处理。

犃．３．１．２　样品酶解及配制

样品酶解及配制方法如下：

ａ）　样品酶解：酶解反应１７ｈ，其他按照７．１．２规定进行处理；

ｂ）　待测样品配制：酶解后的样品与同位素内标牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽标准工作液按１∶１混
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合，待测；

ｃ）　加标样品溶液配制：取胰蛋白酶酶解后的牛Ⅰ型胶原蛋白样品溶液４５５μＬ，２００μｇ／ｍＬ标准

工作液５μＬ，混匀，待测。

犃．３．２　色谱质谱条件

犃．３．２．１　色谱条件

流动相Ａ相为含０．１％甲酸的水溶液，Ｂ相为含０．１％甲酸的６０％乙腈溶液，流速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ，

柱温为３０℃，进样量为５μＬ，色谱柱为十八烷基硅烷键合硅胶柱（粒径５μｍ，１５０ｍｍ×２．１ｍｍ），使用

梯度洗脱。洗脱条件见表Ａ．１。

表犃．１　梯度洗脱条件

时间

ｍｉｎ

流动相Ａ

％

流动相Ｂ

％

０．００ ９５ ５

０．５０ ９５ ５

６．００ ７５ ２５

７．５０ ５ ９５

８．００ ５ ９５

８．０１ ９５ ５

１０．００ ９５ ５

犃．３．２．２　质谱条件

根据不同的质谱仪器设定相应的参数，通用参数按照７．２ｂ）规定进行设置，牛Ⅰ型胶原蛋白特征多

肽检测参考条件见表Ａ．２。

表犃．２　监测离子通道

检测方式
母离子

犿／狕

子离子

犿／狕

牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽 ４１８．７４
６１１．２７

６８２．１８

同位素标记特征多肽 ４２０．７１
６１３．２７

６８５．４３

　　注１：上述液相色谱质谱操作条件是典型操作参数，可根据不同仪器的特点，对操作参数作适当调整，以获得最

佳效果。

　　注２：优先选择内标和受试物相对应的子离子碎片，推荐使用受试物犿／狕４１８．７４→６１１．２７、内标物犿／狕４２０．７１→

６１３．２７作为定量离子通道。

犃．３．３　测定

按照７．３规定进行测定。
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犃．４　结果计算

按照第８章规定进行计算。

犃．５　牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽对照品典型色谱质谱图

本文件中使用的牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽对照品的典型色谱图见图Ａ．１，质谱图见图Ａ．２。

图犃．１　牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽对照品典型色谱图

图犃．２　牛Ⅰ型胶原蛋白特征多肽对照品典型二级质谱图
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附　录　犅

（规范性）

牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽含量检测

犅．１　试剂及配制

犅．１．１　试剂及对照品

所用试剂及对照品均符合以下要求：

ａ）　牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽对照品：序列为 ＧＥＡＧＡＱＧＰＭＧＰＡＧＰＡＧＡＲ的多肽，纯度大

于９８％；

ｂ）　同位素标记牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽：序列为Ｇ（Ｎ
１５）ＥＡＧ（Ｎ１５）ＡＱＧ（Ｎ１５）ＰＭＧ（Ｎ１５）ＰＡＧ

（Ｎ１５）ＰＡＧ（Ｎ１５）ＡＲ的多肽，纯度大于９５％；

ｃ）　其他试剂见５．１。

犅．１．２　试剂配制

所用试剂配制方法如下：

ａ）　牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽标准工作液配制：

１）　牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽储备液配制：按照５．２ｅ）１）规定进行配制；

２）　同位素标记牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽储备液配制：按照５．２ｅ）２）规定进行配制；

３）　牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽标准工作液配制：取适量的牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽储备液，用

０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液（含１０％乙腈）稀释成浓度为０．２μｇ／ｍＬ、０．５μｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬ、

２μｇ／ｍＬ、５μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ的系列标准工作液，备用；

ｂ）　其他试剂按照５．２规定进行配制。

犅．２　仪器

所用仪器规格参照以下要求：

ａ）　液相色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶柱（粒径５μｍ，１５０ｍｍ×２．１ｍｍ）；

ｂ）　其他仪器见第６章。

犅．３　测试方法

犅．３．１　试样制备

犅．３．１．１　样品变性溶解

按照７．１．１规定进行处理。

犅．３．１．２　样品酶解

取配制好的浓度为１ｍｇ／ｍＬ的样品溶液２００μＬ、０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液７００μＬ和１００μｇ／ｍＬ

的同位素标记牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽工作液１００μＬ，加入酶解小瓶中（含胰蛋白酶２０μｇ，酶活力

１５０００ｕ／ｍｇ），置３７℃恒温水浴锅中，振荡频率１５０次／分～２００次／分，反应４４ｈ，沸水浴加热５ｍｉｎ

使胰蛋白酶失活，冷却至室温，离心（３０００犵，１０ｍｉｎ），取上清液置进样小瓶中，待用。

牛Ⅱ型胶原蛋白样品∶碳酸氢铵溶液∶同位素内标胶原蛋白特征多肽工作液的体积比为２∶７∶１。
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犅．３．２　色谱质谱条件

犅．３．２．１　色谱条件

流动相Ａ相为含０．１％甲酸的水溶液，Ｂ相为含０．１％甲酸的６０％乙腈溶液，流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，

柱温为２５℃，自动进样仓温度为１５℃，进样量为２μＬ，色谱柱为十八烷基硅烷键合硅胶柱（粒径５μｍ，

１５０ｍｍ×２．１ｍｍ），洗脱条件见表Ｂ．１。

表犅．１　梯度洗脱程序

时间

ｍｉｎ

流动相Ａ

％

流动相Ｂ

％

０．００ ９５ ５

１．００ ９５ ５

６．００ ７０ ３０

７．５０ ５ ９５

９．００ ５ ９５

９．０１ ９５ ５

１０．００ ９５ ５

　　注：以上液相色谱操作条件是典型操作参数，可根据不同仪器的特点，对操作参数作适当调整，以获得最佳效果。

犅．３．２．２　质谱条件

根据不同的质谱仪器设定相应的参数，部分通用参数按照７．２ｂ）规定进行设置，牛Ⅱ型胶原蛋白特

征多肽检测参考条件如下：

雾化气流速：３Ｌ／ｍｉｎ；加热气流速：１０Ｌ／ｍｉｎ；离子源温度：３００℃；ＤＬ管温度：２５０℃；加热块温

度：４００℃；干燥气流速：１０Ｌ／ｍｉｎ；滞留时间１００ｍｓ；检测方式为多反应监测模式（ＭＲＭ），监测离子通

道见表Ｂ．２。

表犅．２　监测离子通道

检测方式
母离子

犿／狕

子离子

犿／狕

牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽 ７７６．５０

１０３９．５０

６９６．１０

９８０．９５

同位素标记特征多肽 ７７９．３５

１０４３．１０

６９７．９５

９８４．５０

　　注１：以上质谱操作条件是典型操作参数，可根据不同仪器的特点，对操作参数作适当调整，以获得最佳效果。

　　注２：优先选择内标和受试物相对应的子离子碎片，推荐使用受试物犿／狕７７６．５０→１０３９．５０、内标物犿／狕７７９．３５

→１０４３．１０作为定量离子通道。

犅．３．３　测定

犅．３．３．１　特征多肽系列标准样品的配制

取牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽系列标准工作液各２００μＬ，分别加入０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢铵溶液
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７００μＬ和１００μｇ／ｍＬ的同位素标记特征多肽标准工作液１００μＬ，涡旋混匀后，取４５０μＬ，加入５０μＬ

乙腈，混匀，待测。

牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽∶碳酸氢铵溶液∶同位素标记特征多肽的体积比为２∶７∶１。

犅．３．３．２　样品溶液配制

样品溶液配制方法如下：

ａ）　待测样品溶液配制：取胰蛋白酶酶解后的牛Ⅱ型胶原蛋白样品（见Ｂ．３．１．２）溶液４５０μＬ，加入

５０μＬ乙腈，混匀，待测；

ｂ）　加标样品溶液配制：取胰蛋白酶酶解后的牛Ⅱ型胶原蛋白样品（见Ｂ．３．１．２）溶液４５０μＬ，加入

４５μＬ乙腈，５μＬ的２００μｇ／ｍＬ标准工作液［按照Ｂ．１．２ａ）３）规定进行配制］，混匀，待测。

犅．３．３．３　样品测定

按照７．３规定进行测定。

犅．４　结果计算

按照第８章规定进行计算。

犅．５　牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽对照品典型色谱质谱图

本文件中使用的牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽对照品的典型色谱图见图Ｂ．１，质谱图见图Ｂ．２。

图犅．１　牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽对照品典型色谱图

图犅．２　牛Ⅱ型胶原蛋白特征多肽对照品典型二级质谱图
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附　录　犆

（规范性）

猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽含量检测

犆．１　试剂及配制

犆．１．１　试剂

所用试剂均应符合以下要求：

ａ）　猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽对照品：序列为 ＧＥＴＧＰＡＧＰＡＧＰＶＧＰＶＧＡＲ 的多肽，纯度大

于９８％；

ｂ）　同位素标记猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽：序列为Ｇ（Ｎ
１５）ＥＴＧ（Ｎ１５）ＰＡＧ（Ｎ１５）ＰＡＧ（Ｎ１５）ＰＶＧ

（Ｎ１５）ＰＶＧ（Ｎ１５）ＡＲ的多肽，纯度大于９５％；

ｃ）　其他试剂见５．１。

犆．１．２　试剂配制

试剂配制方法如下：

ａ）　特征多肽标准工作液配制：

１）　猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽储备液配制：按照５．２ｅ）１）规定进行配制；

２）　同位素标记猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽储备液配制：按照５．２ｅ）２）规定进行配制；

３）　猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽标准样品配制：将猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽储备液用０．０５ｍｏｌ／Ｌ

碳酸氢铵溶液稀释成浓度为０．１μｇ／ｍＬ、０．５μｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬ、２μｇ／ｍＬ、５μｇ／ｍＬ、

１０μｇ／ｍＬ的标准样品溶液，并与同位素标记特征多肽标准工作液按１∶１（体积比）混合

（现用现配），制备系列标准样品，离心（３０００犵，１０ｍｉｎ），取上清液置进样小瓶中，待用；

ｂ）　其他试剂按照５．２规定进行配制。

犆．２　仪器

所用仪器规格参照以下要求：

ａ）　液相色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶柱（粒径５μｍ，１５０ｍｍ×２．１ｍｍ）；

ｂ）　其他仪器见第６章。

犆．３　检测方法

犆．３．１　试样制备

犆．３．１．１　样品变性溶解

按照７．１．１规定进行处理。

犆．３．１．２　样品酶解及配制

样品酶解及配制方法如下：

ａ）　样品酶解：酶解反应１７ｈ，其他按照７．１．２规定进行处理；

ｂ）　待测样品配制：酶解后的样品与同位素内标猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽标准工作液按１∶１（体
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积比）混合，待测；

ｃ）　加标样品溶液配制：取胰蛋白酶酶解后的猪Ⅰ型胶原蛋白样品溶液４５５μＬ，加入４００μｇ／ｍＬ

的标准系列工作液［配制方法见Ｃ．１．２ａ）３）］５μＬ，混匀，待测。

犆．３．２　色谱质谱条件

犆．３．２．１　色谱条件

流动相Ａ相为含０．１％甲酸的水溶液，Ｂ相为含０．１％甲酸的６０％乙腈溶液，流速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ，

柱温为３０℃，进样量为５μＬ，色谱柱为十八烷基硅烷键合硅胶柱（粒径５μｍ，１００ｍｍ×２．１ｍｍ），使用

梯度洗脱。洗脱条件见表Ｃ．１。

表犆．１　梯度洗脱条件

时间

ｍｉｎ

流动相Ａ

％

流动相Ｂ

％

０．００ ９０ １０

３．００ ９０ １０

７．００ ５ ９５

１０．００ ５ ９５

１０．１０ ９０ １０

１３．００ ９０ １０

犆．３．２．２　质谱条件

根据不同的质谱仪器设定相应的参数，通用参数按照７．２ｂ）规定进行设置，猪Ⅰ型胶原蛋白特征多

肽检测参考条件见表Ｃ．２。

表犆．２　监测离子通道

检测方式
母离子

犿／狕

子离子

犿／狕

猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽 ７７４．３０
６０２．３０

９７７．４５

同位素标记特征多肽 ７７７．３０
６０４．１０

９８０．４５

　　注１：上述液相色谱质谱操作条件是典型操作参数，可根据不同仪器的特点，对操作参数作适当调整，以获得最

佳效果。

　　注２：优先选择内标和受试物相对应的子离子碎片，推荐使用受试物犿／狕７７４．３０→６０２．３０、内标物犿／狕７７７．３０→

６０４．１０作为定量离子通道。

犆．３．３　测定

按照７．３规定进行测定。
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犆．４　结果计算

按照第８章规定进行计算。

犆．５　猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽对照品典型色谱质谱图

本文件中使用的猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽对照品的典型色谱图见图Ｃ．１，质谱图见图Ｃ．２。

图犆．１　猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽对照品典型色谱图

图犆．２　猪Ⅰ型胶原蛋白特征多肽对照品典型二级质谱图
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