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[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK13]	  【摘　要】　目的 建立一种高效提取、分离、纯化鼠尾胶原蛋白的方法。方法 通过对鼠尾进行剥离获得鼠尾腱，用Tris-HCl缓冲液、胃蛋白酶处理获得鼠尾胶原蛋白原液、反复使用氯化钠溶液进行分级盐析、醋酸溶液复溶进行鼠尾胶原蛋白的纯化。超纯水透析除去无机盐类获得纯化的鼠尾胶原蛋白。通过SDS-PAGE蛋白质电泳、氨基酸含量分析等技术手段鉴定。结果 本研究建立的方法可以获得高纯度的鼠尾胶原蛋白，纯度达到电泳纯。与国外进口的商业化鼠尾胶原蛋白产品相比无差异。研究了提取、分离、纯化参数对得率、纯度的影响，建立了最优的鼠尾胶原蛋白提取条件，胃蛋白酶用量：1:500，酶解时间：72h，盐析浓度：2mol/L，提取所用酸溶液：0.05mol/L醋酸溶液。结论 为鼠尾胶原蛋白的扩大化生产提供了合适的工艺参数，为大量获得鼠尾胶原蛋白并进行更深层次的功效方面研究提供了理论支持和实践基础。
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【Abstract】  Objective To establish a highly efficient method for the extraction, separation and purification of rat tail collagen. Methods The rat tail tendon has been obtained through stripping the rat tail; the rat tail collagen stoste has been developed through processing with Tris-HCl buffer, pepsin; sodium chloride solution has been repeatedly used for graded salting-out; acetic acid has been used for the purification of collagen. To get purified rat tail collagen, inorganic salt has to be removed with ultra-pure water dialysis. Appraisal is to be made through such technical means such as SDS-PAGE protein electrophoresis, amino acid content analysis. Results Rat tail collagen of high purity can be developed with the method established in this study, whose purity can reach electrophoresis level. When compared with those commercialized rat tail collagen products imported from overseas there is no difference. The effects the parameters for the extraction, separation and purification have exerted on yield and purity has been deliberated, established The optimal conditions for the extraction of rat tail collagen has been established, pepsin usage: 1:500, enzyme solution time: 72h, salting-out concentration: 2mol/L, the acid solution used for extraction: 0.05 mol/L acetum. Conclusion For rat tail collagen enlargement production to provide the proper processing parameters have been provided for the enlargement of production of rat tail collagen, for a large gain rat tail collagen and deeper efficacy research provides the theoretical support and practical basis have also been provided for the obtaining of large quantities of rat tail collagen so as to carry out deeper research on its efficacy.
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鼠尾胶原蛋白是胶原蛋白的一种，主要为Ⅰ型胶原蛋白[1]。Ⅰ型胶原蛋白主要存在于真皮、腱、骨、牙本质，以纤维形式形成胶原，由三股缠绕形成多肽链组[2]。作为一种新型生物材料，鼠尾胶原蛋白并不为众人所知，但是其具有的诸多优势，如低抗原性、生物可降解性、优越的生物相容性并有利于细胞贴附和迁移等特点[3]，为细胞增殖和功能分化提供了合适的微环境[4-5]，且它来源广泛，成分单一，制备比较方便，是开发具有相关功能性生物医疗器械的好材料[6]。
目前，国内外对胶原蛋白提取、分离、纯化主要有中性盐法[7]、酸提取法[8-9]、碱提取法[6-10]、酶法[11-12]等，但中性盐法、酸提取法、碱提取法方法均存在着提取得率低，且操作复杂，还可能破坏胶原蛋白的三维立体结构[13]。酶法应用较广，但仍存在着纯化困难的问题。迄今为止，还没有针对鼠尾胶原蛋白进行大规模制备的相关研究的报道。
本研究的目的就是为了克服现有制备鼠尾胶原蛋白方法所存在的提取得率低、分离纯化工艺复杂、没有大规模生产方法等缺点，提供一种工艺简单、提取得率和纯度高的鼠尾胶原蛋白的制备方法。为大量获得鼠尾胶原蛋白并进行更深层次的功效研究提供理论支持和实践基础。

1 材料和方法
1.1	实验动物
SD大鼠鼠尾，由广东省医学实验动物中心提供[生产许可证号SCXK(粤)2008-0002；使用许可证号SYXK(粤)2008-0002]。
1.2	仪器与试剂
[bookmark: _GoBack]	835-50型氨裁酸自动分析仪（日本Hitachi公司）； J26XP 大型冷冻离心机（美国Beckman Coulter公司）；Mini-PROTEAN Tetra Cell电泳仪（美国BIO-RAD公司）；130型制冰机（宁波新芝公司）；MIKRO20离心机（德国Hettich公司）；万分之一天平（德国Sartorius公司）；RH basic 2磁力搅拌器（德国IKA公司）；SRM-CD47医用保存柜（日本Sanyo公司）。
胃蛋白酶（Sigma公司）；醋酸、氯化钠（广州中南化工公司）、万级透析袋（广州威佳公司）；Tris-Hcl盐、实验用水为18. 2 mΩ超纯水；其它化学试剂均为国产分析纯。
1.3 实验方法
本研究所采用的新型“酸混合酶”法通过对提取、分离、纯化鼠尾胶原蛋白的单因素参数进行优化，得到了更优的扩大化生产工艺参数。首先，剥取SD大鼠尾腱需按照“从细到粗”的原则，在冰浴上进行，避免鼠尾胶原蛋白变性。同时，应将鼠尾软骨在剥离前先自行拧成半断裂状，这样可以最大限度的剥取鼠尾腱。再次，对剥离的白色鼠尾腱应立即放入含有0.05 mol/L Tris-HCl缓冲盐的1 mol/L NaCl溶液中处理24h。以除去可溶性多糖、血液及其他杂质等。提取鼠尾胶原蛋白的步骤如下：1、使用溶解有一定比例胃蛋白酶的酸溶液对初步处理的鼠尾腱进行酶解，持续处理一段时间待混合物变成无色、透明、粘稠液体后即可在4℃，5000g离心力下离心20min，收集上清即为粗制鼠尾胶原蛋白原液。2、将一定浓度的氯化钠溶液加入其中，持续搅拌直至有白色絮状沉淀从溶液中析出，继续加入氯化钠溶液至沉淀不在析出为止。4℃，5000g离心力下离心20min后获得白色沉淀。沉淀物加入一定浓度的酸溶液溶解。3、将溶解后的鼠尾胶原蛋白溶液继续反复进行盐析处理，重复步骤2的过程2~4次。持续在超纯水中透析3d，每天换液3次以除去鼠尾胶原溶液中的无机盐类，获得的鼠尾胶原蛋白经SDS-PAGE蛋白质电泳、氨基酸含量分析仪的鉴定，纯度好。4、通过建立起来的提取方法，继续对提取单因素进行了优化：
1.3.1 所用酸溶液的确定
不同酸溶液可以对酶解产生不同的影响，比较稀盐酸、醋酸、柠檬酸这3种酸溶液用于提取鼠尾胶原蛋白，每种酸溶液加入用于提取的鼠尾腱1g，其他实验条件一致。3种酸溶液浓度均为0.05mol/L，持续4℃搅拌72h。最终在0.05mol/L浓度下的稀盐酸、醋酸、柠檬酸提取条件下，分别获得鼠尾胶原0.27g、0.43g、0.38g。故选用醋酸溶液作为提取参数条件。
1.3.2 所用酸溶液浓度的确定
在2.2.1的优化前提下，继续对提取所用的酸溶液浓度进行了优化，选用了0.025mol/L、0.05mol/L、0.10 mol/L这3个浓度。每个浓度酸溶液加入用于提取的鼠尾腱1g，其他实验条件一致。分别获得鼠尾胶原0.37g、0.44g、0.38g。故选用0.05mol/L浓度作为提取参数条件。
1.3.3 所用酶溶液浓度的确定
在酸溶液中胃蛋白酶可以发挥良好的酶解效果，但综合成本和得率考虑需要对酶溶液浓度进行探讨。本研究使用1:10000胃蛋白酶进行试验，使用配比分别为于50mL 0.05mol/L醋酸溶液溶解10mg、50mg、100mg、200mg，加入用于提取的鼠尾腱1g，其他实验条件一致。分别获得鼠尾胶原0.27g、0.34g、0.44g、0.45g。考虑到200mg没用量并没有大幅度提供得率，故选用100mg胃蛋白酶/50mL 0.05mol/L醋酸溶液浓度（1:500）作为提取参数条件。
1.3.4 所用酶作用时间的确定
时间是大规模生产上必须要考虑的一个问题，本研究优化了酶解时间，分别选用酶解36h、48h、72h、96h，其他实验条件一致。每个提取时间加入用于提取的鼠尾腱1g，获得鼠尾胶原蛋白0.15g、0.36g、0.46g、0.45g。故选用酶解72h作为提取参数条件。
1.3.5 所用氯化钠浓度的确定
优化了分级盐析所用的氯化钠浓度，分别选用1mol/L、2mol/L、4mol/L，其他实验条件一致。每个提取时间配置用于提取的鼠尾腱1g，获得鼠尾胶原蛋白0.35g、0.45g、0.45g。故选用2mol/L作为提取参数条件。
2　结果
通过单因素条件优化，获得的最佳提取、分离、纯化条件为：0.05mol/L的醋酸，1:500酶用量、酶解72h、2mol/L氯化钠溶液分级盐析。提高了提取鼠尾胶原蛋白的得率，为大批量生产鼠尾胶原蛋白打下了实践基础，提供了理论支持。经SDS-PAGE电泳和氨基酸含量分析的鉴定，获得的鼠尾胶原蛋白纯度高。本研究简化了提取工艺，每条大鼠鼠尾（总重）平均约5g，可以提取到干重为200mg的鼠尾胶原蛋白，提取得率约为4%左右。较传统的方法提取得率仅为0.2%，提取得率提高了20倍以上。
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Fig 1 protein electrophoresis of rat tail collagen
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电泳图中，其中1~4道为5mg/mL浓度，1、2道为SIGMA公司产品，3、4道为自制鼠尾胶原蛋白。5、6道为20 mg/mL浓度自制鼠尾胶原蛋白，7、8道为2.5mg/mL浓度自制鼠尾胶原蛋白。
表1 鼠尾胶原蛋白氨基酸含量分析表
Table 1 content analysis chart of amino acid in rat tail collagen
	分析项目
Analysis Project
	检测结果
Test result
	分析项目
Analysis Project
	检测结果
Test result

	羟脯氨酸（Hyp）
	6.14
	苏氨酸（Thr）
	1.95

	天冬氨酸（Asp）
	5.01
	组氨酸（His）
	0.40

	谷氨酸（Glu）
	10.0
	丙氨酸（Ala）
	8.00

	丝氨酸（Ser）
	3.39
	精氨酸（Arg）
	7.05

	甘氨酸（Gly）
	21.3
	酪氨酸（Tyr）
	0.19

	颉氨酸（Val）
	2.14
	亮氨酸（Leu）
	2.61

	蛋氨酸（Met）
	0.32
	赖氨酸（Lys）
	2.72

	苯丙氨酸（Phe）
	1.73
	脯氨酸（Pro）
	11.0

	异亮氨酸（Lle）
	1.10
	所有氨基酸
All amino acids
	85.1


注：检测方法：HPLC（样品前处理按GB/T 5009.124-2003水解， 检测方法按JY/T 024-1996）；计量单位：g/100g
3　讨论
传统的提取鼠尾胶原蛋白的方法主要是中性盐法、酸提取法、碱提取法、酶法等，但是均存在着不同程度的缺点。酸提取法提取迅速，但色氨酸全部被破坏，丝氨酸和络氨酸部分被破坏；碱提取法造成胶原肽键被水解，含羟基和巯基的氨基酸全部被破坏且产生消旋；中性盐法造成肽链间的离子键会被盐打开造成吸水膨胀，同时扩大生产的工艺不稳定；同时以上三种方法还存在着得率低的共同缺点，制约了鼠尾胶原蛋白的大规模提取。酶法反应条件温和，能保持胶原的三股螺旋结构，但水解又不够彻底。本研究所采用的新型“酸混合酶”法结合了酸提取法和酶法的优势，解决了单一方法提取过程中存在的固有缺陷，同时通过对提取、分离、纯化鼠尾胶原蛋白的单因素参数进行优化，使提取得率较传统工艺提高了20倍以上。确定了工艺简单、操作方便、提取得率高的鼠尾胶原蛋白提取、分离、纯化方法。
本研究所提取的鼠尾胶原蛋白经过鉴定：（1）SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定，其制备的鼠尾胶原蛋白与现有SIMGA公司的商业化鼠尾胶原蛋白进行了对比，两者图谱无差异。从电泳结果上可以看出，制备的鼠尾胶原蛋白质量高，纯度好。其电泳结果一致。（2）样品经水解，经高压液相色谱检验(样品处理按GB/T 5009.124-2003水解，检测方法按JY/T 024-1996)，采用氨基酸分析仪，经广州市分析检测中心对本研究中制备的鼠尾胶原蛋白进行氨基酸含量分析表明，其含有①胶原蛋白特征氨基酸羟脯氨酸，含量约为8%左右；②不含胱氨酸、色氨酸这两种氨基酸，与其自身特征相符；③甘氨酸含量接近总氨基酸含量的三分之一，与其自身特征相符。说明制备的鼠尾胶原蛋白质量高，达电泳纯。为接下来鼠尾胶原蛋白的扩大化生产提供了合适的工艺参数，为大量获得鼠尾胶原蛋白这种生物可吸收材料并进行更深层次的功效方面研究提供了理论支持和实践基础。
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