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鱼皮胶原蛋白水解液中小分子寡肽的分子量分布测定 
 

陈爱瑛，贾建萍，叶小弟，程敏，缪云萍，周彦刚，郑高利*
(浙江省医学科学院药物研究所，杭州 310013) 

 
摘要：目的  建立测定鱼皮胶原蛋白水解液中小分子寡肽相对分子量分布的方法。方法  采用高效凝胶排阻色谱法用 3

根 TSK-GEL G2000SWXL 色谱柱(300 mm×7.8 mm，5 μm)串联，室温；流动相为乙腈-0.1%三氟乙酸溶液(15∶85)，流速

0.6 mL·min1，检测波长 220 nm。结果  在相对分子量 149~2 490 Da 内，寡肽相对分子量的对数与其保留时间具有良好

的线性关系(r=0.995 6)；精密度和重复性 RSD 均<0.1%。结论  本方法简便准确，重复性好，可作为测定小分子寡肽分

子量分布的方法。 
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Determination of the Molecular Weight Distribution of Small Molecule Oligopeptide in Fish Skin 
Collagen Hydrolyzate 
 
CHEN Aiying, JIA Jianping, YE Xiaodi, CHENG Min, MIAO Yunping, ZHOU Yangang, ZHENG 
Gaoli*(Institute of Medica Materia, Zhejing Academy of Medicine, Hangzhou 310013, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for determining the molecular weight distribution of small molecule 
oligopeptide in fish skin collagen hydrolyzate. METHODS  The molecular weight distribution was determined using three 

TSK-GEL G 2000SWXL columns (300 mm×7.8 mm, 5 μm) in series at room temperature with the mobile phase of 

acetonitrile-0.1% trifluoracetic acid solution (15∶85) at the flow rate of 0.6 mL·min1. The detection wavelength was 220 nm. 

RESULTS  In the molecular weight range of 1492 490 Da, there was a good linear relationship between the logarithm of 
molecular weight of oligopeptide and the retention time(r=0.995 6). The RSD of precision and repeatability were both less than 
0.1%. CONCLUSION  The method is simple, accurate and reproducible for the determination of the molecular weight 
distribution of small molecule oligopeptide.  
KEY WORDS: oligopeptide; molecular weight distribution; determination 
 

许多生理必需的调节因子都是很小的肽类，

其活性很大程度上取决于其分子量的大小，生物

技术的发展也促进了大量小分子基因工程肽类药

物的出现，使得小分子肽的测定及鉴定技术日趋

重要。对于蛋白质大分子量分布及其测定有多种

方法，如渗透压法、光散射法、SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳、单柱高效液相色谱以及电喷雾离子化

质谱等[1-2]，但未见有小分子寡肽(150~2 500 Da)

的分子量分布测定方法的报道。本试验使用供试

品鱼皮胶原蛋白水解液是三文鱼经不完全酶解后

生产的，采用三根凝胶色谱柱串联，用 HPGPC 测

定，结果显示本方法专属性强，重复性好。 

1  仪器与试药 

WATERS 高效液相色谱仪，510 泵，484 紫外

检测器；7125 型手动进样器；N2000 色谱工作站(浙

江大学)。成骨生长肽对照品(Mr 1 523 Da，上海新

生源生物科技有限公司，批号：60903，纯度>95%)；

L-甲硫氨基酸(Mr 149 Da，Sigma 公司，批号：78- 

04-29)；氨基酸序列为 Lys-Leu-Pro-Ser-Thr-Glu- 

Val-Lys-Glu-Asp-Ser-Ala-Tyr-Gly-Ser-Gln-Ser-Val-

Glu-Gln-Arg-Arg 的寡肽 (Mr 2 495 Da，批号：

319416)、Val-Ser-Lle 的寡肽(Mr 317 Da，批号：

315873)及胸腺 5 肽(Mr 680 Da，批号：P00114)均

购于杭州中肽生物有限公司(纯度均>95%)。乙腈

为色谱纯(进口分装)；三氟醋酸为分析纯(国药集

团化学试剂有限公司)；水为重蒸馏水。供试品(鱼

皮胶原蛋白水解液)由本院保健所提供。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

凝胶排阻色谱法：色谱柱：TSK-GEL G2000 

SWXL(300 mm×7.8 mm，5 μm)3 根串联，柱温：

室温；流动相：乙腈-0.1%三氟乙酸溶液(15∶85)；
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流速：0.6 mL·min1；进样量：20 μL。检测波长：

220 nm。理论板数以成骨生长肽计为 40 000，对

照品各峰分离度均>1.2。 

2.2  对照溶液的制备 

分别精密称取成骨生长肽(Mr 1 523 Da)、胸腺

5 肽(Mr 680 Da)、L-甲硫氨基酸(Mr 149 Da)及氨基

酸序列 Lys-Leu-Pro-Ser-Thr-Glu-Val-Lys-Glu-Asp- 

Ser-Ala-Tyr-Gly-Ser-Gln-Ser-Val-Glu-Gln-Arg-Arg

的寡肽 (Mr 2 495 Da)、Val-Ser-Lle 的寡肽 (Mr 

317 Da)对照品各约 2 mg 于 2 mL 量瓶中，用水稀

释至刻度摇匀，配成浓度各为 1 mg·mL1 混合对照

品溶液。 

2.3  供试品溶液的制备 

取鱼皮胶原蛋白水解液 10 mL，于 9 000 r·min1

离心 10 min，取上清液经 0.22 μm 微孔滤膜过滤

即可。 

2.4  专属性试验 

取空白溶剂、对照品溶液及供试品溶液各20 

μL进样，结果溶剂对测定无干扰，见图1。 

 
图 1  高效液相色谱图 
A空白溶剂；B对照品；C供试品 

Fig 1  HPLC chromatograms  
Ablank contrast; Bcontrol; Csample 

2.5  标准曲线的绘制 

取混合对照品溶液，进样20 μL，记录色谱图，

以对照品分子量对数LogMr对保留时间tR线性回

归，得回归方程为LogMr=0.097 3tR+7.762 8，

r=0.995 6。说明5种对照品分子量对数与保留时间

呈良好的线性关系。 

2.6  仪器精密度试验 

取混合对照品溶液，连续进样5针，各标准物质

出峰时间RSD平均值<0.1%，说明仪器精密度良好。 

2.7  重复性试验 

取鱼皮胶原蛋白水解液 5 份，按“2.3”项下

方法处理，进样测定，将样品中各峰的保留时间

代入标准曲线，求出样品中各峰对应的分子量即

为测定结果，并计算其平均值及 RSD，结果各峰

RSD 均<0.1%。 

2.8  样品测定 

取供试品溶液，进样测定，记录色谱图，把

保留时间代入标准曲线，结果见表 1。从表中可知

Mr >1 500 Da 只占到 11%左右，<150 Da 约为 10%，

得出本鱼皮胶原蛋白液水解液分子量为  130~ 

1 500 Da 的寡肽(2~12 个氨基酸)占到 80%左右。 

表 1  样品分子量分布结果 

Tab 1  Molecular weight distribution in sample 

编号 
保留时间/

min 
Mr/Da 峰面积 

峰面积 

百分比/% 

1 43.432 >2 500 1 956 253 0.77 

2 46.753 1 637 25 233 850 10.01 

3 47.803 1 294 13 362 854 5.30 

4 48.562 1 092 18 286 412 7.26 

5 49.865 815 25 577 754 10.15 

6 50.650 684 28 352 124 11.25 

7 51.500 565 35 579 688 14.12 

8 53.552 357 19 303 974 7.66 

9 54.403 295 31 304 702 12.43 

10 57.203 157 21 608 644 8.58 

11 58.000 131 7 186 064 2.85 

12 59.765 <100 3 985 760  1.58 

13 61.307 <100 6 278 138 2.49 

14 62.175 <100 10 730 050 4.25 

15 67.812 <100 3 170 142 1.25 

3  讨论 

本试验参考文献[3-5]，考察了0.1%三氟乙酸

溶液-乙腈不同比例(乙腈-0.1%三氟乙酸溶液分别

为45∶55，10∶90，15∶85)对色谱特征的影响。

试验结果表明，调整乙腈比例，样品的出峰时间

提前，但对分离度没有影响；笔者还考察了三氟

乙酸浓度变化，结果显示对样品重复性有较大的

影响，初步考虑可能和肽长链状分子结构及柱的

球形分子筛孔径及蛋白质的带电荷性有关，具体

原理有待进一步研究；又由于柱子填料在有机相

中材质容易引起变形，综合考虑最终选择乙腈

-0.1%三氟乙酸溶液(15∶85)作为流动相，但在样

品测定结束后需用大量0.05%叠氮钠冲洗，以保证

柱子使用寿命。 

色谱柱的选择，分别以Waters UltrahydragelTM 

120凝胶柱、TSK G2000 SWXL (300 mm×7.8 mm，

5 μm)两种不同厂家的色谱柱进行测定。试验结果

表明，TSK G2000 SWXL凝胶色谱柱优于Wters 

UltrahydragelTM120凝胶柱。为获得图谱更高的分

辨率、分离效率和准确性，用3根柱串联，获得了

很好的分离度。 
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HPLC 测定棉油皂脚中棉酚含量 
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摘要：目的   建立高效液相色谱法测定棉油皂脚中总棉酚(TGP)与游离棉酚(FGP)含量的方法。方法   采用 Waters 

Bondapak C18 Column(3.9 mm×150 mm，4 µm)；流动相为乙腈-0.7%磷酸水溶液(80∶20)；流速为 1.0 mL·min1；检测波

长为 238 nm；柱温为 25 ℃。结果  棉酚在 10~60 μg·mL1(r=0.999 4)内线性关系良好，平均加样回收率为 99.03%，

RSD=1.72%(n=3)。结论  本法简便、快速、准确、重复性高，可用于对棉油皂脚中棉酚的含量测定。 

关键词：高效液相色谱法；棉油皂脚；棉酚 
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Determine of Gossypol in Cottonseed Soapstock by HPLC 
 
ZHANG Huan, TANG Hui*, JIA Manqing, YANG Sitao, WU Xudong(Key Laboratory of Xinjiang Phytomedicine 
Resources, Pharmacy College of Shihezi University, Shihezi 832002, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To determine the content of total gossypol and liberation gossypol by HPLC. METHODS  The 

analysis was performed on a Waters Bondapak C18 Column(3.9 mm×150 mm, 4 µm) at 25  with acetonitrile℃ -0.7% phosphoric 

acid water solution(80∶20) as the mobile phase and the flow rate of 1.0 mL·min1. The detection wavelength was set at 238 nm. 

RESULTS  Gossypol have good linearity in the range of 1060 μg·mL1(r=0.999 4). The average recovery was 99.03%, 
RSD=1.72%(n=3). CONCLUSION  The developed method is convenient, rapid and accurate with high repeatability, which is 
suitable to assay the quality of gossypol. 
KEY WORDS: HPLC; cottonseed soapstock; gossypol 

 

棉油皂脚是棉籽油碱炼过程中去除黏液质、色

素、金属离子以及棉酚生成的产物。棉油皂脚中较

高含量的棉酚是近年来发现的具有抗肿瘤、抗病毒

及抗菌作用的一种颇有前途的抗癌药物[1-2]。目前国

内已有国药准字醋酸棉酚制剂上市，美国FDA也批

准醋酸棉酚进入临床Ⅰ、Ⅱ期试验[3]，俄罗斯、乌

兹别克斯坦等地也将棉酚作为抗病毒药物用于临

床治疗[4]。 

棉油皂脚中棉酚以游离态和结合态2种形式存

在[5]，结合棉酚是游离棉酚与棉仁中的蛋白、糖类

化合而成的。按棉酚的存在形式可分为游离棉酚

(free gossypol，FGP)和结合棉酚(united gossypol，

UGP)，两者之和称之为总棉酚(total gossypol，

TGP)。若能从棉油皂脚中提取棉酚将大大提高其

经济价值，因此，需要更为准确便捷的方法确定

棉油皂脚中棉酚的含量。检测棉酚的方法很多，

有紫外分光光度法、高效液相色谱法、原子吸收

分光光谱法、比色法等。目前，国内外文献多对

存在于棉仁、棉籽粕、棉籽油等中的棉酚测定进

行研究，但对于棉油皂脚中棉酚含量测定未见报

道。本试验综合多种文献方法[6-7]，用HPLC测定棉

油皂脚中FGP及TGP的含量，该方法简便、快速、

准确易行。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

美国惠普 Agilent 1100 高效液相色谱仪；德国
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