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型胶原蛋白的提取与鉴定"
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"第三军医大学西南医院关节中心!重庆
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摘
!

要#目的
!

从猪膝关节软骨中提取纯化
$

型胶原蛋白!并对其进行鉴定$方法
!

选择猪膝关节软骨为提取原料!用盐酸

胍去除蛋白多糖(胃蛋白酶两步消化(氯化钠盐析(超纯水透析(离心浓缩等方法提取纯化
$

型胶原蛋白,采用
(R(</)XZ

(氨基酸

成分分析对提取的
$

型胶原蛋白进行鉴定,利用冻干的方法计算提取的浓度$结果
!

(R(</)XZ

电泳结果显示提取的
$

型胶原

蛋白分子量约
!%&@R

,氨基酸成分分析显示甘氨酸(脯氨酸和丙氨酸含量最高!并且可以检出羟脯氨酸(羟赖氨酸!符合
$

型胶原

特征,该法提取的
$

型胶原蛋白浓度为
##L

G

.

LQ

$结论
!

从猪关节软骨提取的
$

型胶原蛋白纯度高!方法简便!提取的胶原蛋

白浓度更高$
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型胶原蛋白#
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$

$是软骨基质的主要

有机成分!是关节软骨的主要结构蛋白"近年有研究表明!类

风湿性关节炎的发病与
$

型胶原蛋白自身免疫反应有关+

!<%

,

!

美国%英国%法国%中国等国家正在进行
$

型胶原蛋白治疗类风

湿性关节炎的动物及
$!%

期临床实验研究+

$<1

,

!因此!

$

型胶

原蛋白的提取纯化与鉴定具有较大价值"国外的
$

型胶原蛋

白价格昂贵!国内报道的提取方法条件不一!操作复杂"本研

究选择新鲜猪膝关节软骨为原料!用盐酸胍去除蛋白多糖%胃

蛋白酶两步消化%氯化钠盐析%超纯水透析%低温高速离心除水

等步骤!制备出高纯度及浓度的
$

型胶原蛋白)采用聚丙烯酰

氨凝胶#

(R(</)XZ

$%氨基酸成分分析!对其进行了纯度鉴定)

运用低温冻干测定了提取胶原浓度!现报道如下"

!

!

材料与方法

!8!

!

主要试剂
!

胃蛋白酶#

)LBC:?6

分装$)

%"

!

%&1@R

蛋白

质分子量标志物#上海华舜生物工程有限公司$)

QS

培养基

#

)

NN

H7?ABL

德国$"

!8"

!

主要仪器
!

电泳仪#

S76<0D5

!美国$!全自动图像分析系

统#

XB;BXB;7J:

!澳大利亚$!低温高速离心机#

SB?@LD;><$&'

!

美国$!

!%!-S

型氨基酸分析仪#

SB?@LD;

!美国$!摇床#

ES(

!

美国$!低温冻干机#

(DUD;M

!美国$!超纯水净化器#

)

_

JD

N

C6

!中

国台湾$"

!8#

!

方法
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!$

型胶原蛋白的提取与纯化
!

从新鲜屠宰的猪双膝关

节收集透明软骨!剥去骨膜!生理盐水洗净沥干后切成薄片!

!&

倍体积
2L6H

*

Q

盐酸胍#

N

O381

!

&8&1L6H

*

QFC7:<O.H

配制$

混悬!匀浆机粉碎!

4&

目钢筛过滤!于
2g

下搅拌
24A

!

2g

%

!%

&&&C

*

L7;

离心
$&L7;

"沉淀用
&8&1L6H

*

QFC7:<O.H

缓冲液

和
&81L6H

*

Q

乙酸充分洗涤后!用
1

倍体积的胃蛋白酶消化液

#

&81L6H

*

Q

乙酸配成
!

G

*

Q

$混悬!

2g

下搅拌
24A

"同上离

心!收集上清液)将沉淀加
1

倍体积的胃蛋白酶消化液!用匀浆

机粉碎后!重复酶解一次"用
%L6H

*

QED+O

迅速调节上清液

至
N

O38$

!加入
ED.H

使其终浓度为
$8&L6H

*

Q

!

2g

盐析
$#A

得到沉淀)低温离心机
2 g

%

!%&&&C

*

L7;

离心
$&L7;

!弃上

清)用超纯水作透析液!透析袋#

R-<!#-V.+

(

$1&&

$

2g

下

透析
24A

!超纯水
#A

换液一次)将透析产物低温离心机
2g

%

!2&&&C

*

L7;

离心
$&L7;

!弃上清)以超纯水清洗沉淀物!

2g

%

!%&&&C

*

L7;

离心
$&L7;

!重复清洗%离心
!

次"即得精制胶

原"

!8#8"
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电泳检测
!

主要条件如下(浓缩胶浓度

$\

#

N

O#84

$!分离胶浓度
381\

#

N

O484

$!电泳电压
!&&

!

!%&[

"电泳结束后!凝胶用考马斯亮蓝染色
$A

!脱色后用数

码相机照相和
XB;BXB;7J:

全自动图像分析系统进行图像分

析"

!8#8#

!

氨基酸成分分析
!

委托西北农林科技大学生命科学院

实验中心检测"将提取的
$

型胶原蛋白冻干后!置水解管中!

加入
#L6H

*

QO.Q

!封管
!!&g

水解
%%A

!中和定容离心后!用
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型氨基酸分析仪专用注射器吸取上清液
1&

'

Q

于样品

储存螺旋管中!上机分析"

!8#8E

!

液态
$

型胶原蛋白浓度测定
!

将提取的胶原蛋白溶于

&8!L6H

*

QO.Q

中制得液态胶原蛋白!冻干后!根据冻干前%后

质量比测定所得液态胶原蛋白浓度"

!8#8L

!

摇菌试验
!

将制备的液态
$

型胶原蛋白
!LQ

与
4LQ

无菌
QS

培养基混合作实验组!共
1

管)单纯
QS

培养基作空白

组!置摇床上固定后!

$3g

%

%1&C

!

3%A

"

"

!

结
!!

果

"8!

!

(R(</)XZ

电泳
!

纯化胶原蛋白提取液电泳图谱见图

!

)从图谱中得出
$

型胶原蛋白分子量约为
!%&@R

!条带集中!

无杂质"

图
!

!!

提取胶原蛋白的
(R(</)XZ

电泳图谱

"8"

!

氨基酸成分分析
!

将
$

型胶原蛋白酸解后!氨基酸成分

分析见表
!

"甘氨酸%脯氨酸和丙氨酸含量最高!并且可以检

出羟脯氨酸%羟赖氨酸!符合
$

型胶原蛋白特征"

表
!

!!$

型胶原蛋白氨基酸成分分析

氨基酸名称
所占比例

#

G

*

!&&

G

$

氨基酸名称
所占比例

#

G

*

!&&

G

$

氨基酸名称
所占比例

#

G

*

!&&

G

$
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%81$& 'HBJ !8&12

FAC !8114 )HD 383"% QBJ %8!$#

(BC !844& .
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P
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XHJ 3832! [DH !8$#$ /AB !822$
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P
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$8!!!

"8#

!$

型胶原蛋白浓度测定
!

通过比较冻干前%后胶原溶胶质

量的变化!测得
$

型胶原蛋白
<O.H

溶液的浓度为
##L

G

*

LQ

"

图
%

!!

摇菌实验结果

"8E

!

摇菌实验
!

单纯
QS

培养基作空白对照组!

##L

G

*

LQ

胶

原蛋白与
QS

培养基混悬作实验组!置摇床
$3g

%

%1&C

!

3%A

后!均无混浊#图
%

$"

#

!

讨
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论

胶原蛋白是许多动物体内含量最丰富的蛋白质+

#

,

!由于其

低毒性%低抗原性%低免疫性%引导细胞再生和与人体相容性较

好等特点!已被广泛应用于生物医学材料和临床医疗+

3<4

,

"

$

型胶原蛋白是软骨的结构蛋白!对维持透明软骨的结构及促进

软骨细胞的迁移和分化具有重要作用"目前!

$

型胶原蛋白是

从鸡%猪%牛%兔+

"<!%

,等动物的透明软骨中提取!但动物来源不

同!提取方法%浓度及纯度均存在差异"在
$

型胶原蛋白提取

过程中!

#

型胶原蛋白污染是一大困难!组织取材要尽可能取

出非透明软骨成分"

本研究选用新鲜猪膝关节透明软骨为提取原料!主要原

因(#

!

$猪
$

型胶原蛋白与人关节内的
$

型胶原蛋白同源性较

高)#

%

$选用现屠宰的新鲜猪膝关节!未经冷冻直接取材!透明

软骨层较厚!胶原蛋白活力保持好!可以提高提取蛋白浓度)

#

$

$选用的肉食猪来源广泛!适合将来临床产业化生产"

课题组通过改进提取步骤!提高了胶原蛋白提取产物的浓

度(#

!

$均在
2g

下进行操作!保持胶原蛋白活力!可以防止胶

原蛋白变性!影响产量"#

%

$延长盐酸胍反应时间!可以充分的

去除软骨中的蛋白多糖!提高胶原蛋白纯度"#

$

$运用胃蛋白

酶两步消化法!将第
!

步消化时没有跟胃蛋白酶接触的软骨深

层进一步匀浆粉碎消化!可以使软骨中的胶原蛋白与胃蛋白酶

充分接触反应!提高胶原蛋白产量"#

2

$运用超纯水作透析液!

多次换液透析!彻底去除胶原初提液中的离子"课题组前期试

验结果显示!更换超纯水透析液
#

次!每次连续透析
2A

后!透

析液的电导率逐渐降低!说明胶原初提液中的离子正在析出!

#

次更换以后!继续换液!透析液的电导率无变化!说明胶原初提

液的离子已全部析出"#

1

$课题组选用
R-<!#

#

-V.+

(

$1&&

$

作透析膜!它可以在充分析出离子的基础上防止胶原蛋白析

出!使提取的胶原蛋白充分去除离子!更好地模拟关节腔内透

明软骨环境"#

#

$将透析产物低温高速离心!排出多余水分!提

高了胶原蛋白提取浓度"#

3

$课题组考虑到
.H

]是体内正常离

子!所以选用
&8!L6H

*

QO.Q

作胶原蛋白溶液的溶剂!从组织

工程仿生角度优于文献报道的利用醋酸或者枸橼酸溶解胶原

蛋白+

!$

,

"通过提取方法的改良!课题组提取的胶原蛋白
<O.Q

溶液浓度平均可以达到
##L

G

*

LQ

!高于文献报道的
2

!

%&

L

G

*

LQ

!且纯度与传统方法一致"此外!课题组对制得的胶原

蛋白溶液进行摇菌试验!结果显示制备的胶原蛋白溶液无常见

细菌污染!适合长期保存"

因限于条件!作者提取的
$

型胶原蛋白氨基酸成分未与正

常人关节软骨胶原蛋白氨基酸成分进行对比!而且胶原蛋白

鉴定除已采用的氨基酸含量分析和
(R(</)XZ

电泳外!还有

紫外分光吸收检验%羟脯氨酸含量测定等+

!2

,

!本研究也未能进

行!难以对标本中胶原的性质和含量作进一步分析"
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固定于理想位置"

(ABHI6JC;B

等+

!1

,和
(DHDC

等+

!#

,的研究表

明!

ZHL:H7B<FC7HHDM

手术矫正后的效果不随时间的推移而减弱!

手术治疗后取得满意疗效"在本组病例的治疗中!对
ZHL:H7B<

FC7HHDM

术式进行了改良!在胫骨结节骨片截骨时!游离其远端

蒂!再用螺钉将截取的整个骨片骨向下%向内固定于理想的位

置"骨片远端游离可使骨片有更大的移动空间!可以根据患者

髌股关节对线不良的严重程度更准确地调整其位置!以恢复髌

股关节的正常轨迹"
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