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前    言
本标准按照GB/T 1.1—2009给出的规则起草。
本标准由中国标准化研究院提出并归口。
本标准起草单位： 
本标准主要起草人：
动物源性I型胶原蛋白成分测定  聚丙烯酰胺凝胶电泳法
1  范围
本标准规定了动物源性I型胶原蛋白成分测定聚丙烯酰胺凝胶电泳法的原理、试剂材料、仪器设备、操作步骤、结果分析。

本标准适用于动物源性I型胶原三股螺旋结构测定。
2  规范性引用文件 
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是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/T 9695.23  肉与肉制品羟脯氨酸含量测定

GB/T 23527  蛋白酶制剂

GB/T 6682-2008 分析实验室用水规格和试验方法

GB 601—1988 标准滴定溶液的配制和标定

NYT 1663-2008 乳与乳制品中β-乳球蛋白的测定  聚丙烯酰胺凝胶电泳法

YY/T 1453-2016 组织工程医疗器械产品 Ⅰ型胶原蛋白表征方法

YY/T 0606.6—200* 组织工程医疗产品 第6 部分：I 型胶原蛋白

3  术语与定义

本标准下列术语和定义适用于本文件。
3.1
I 型胶原  type I collagen
在广泛存在于动物体中的一种结构蛋白，起到支撑作用并能聚集成纤维，是胶原纤维组分中的一部分。
4  原理

I型胶原经特异的胶原酶水解，经电泳判断三螺旋结构。

5  试剂材料

除非另有说明，在分析中仅使用确认为分析纯的数据；实验用水应符合GB/T 6682中一级水的规定。

5.1  4 mol/L盐酸溶液

量取36 mL浓盐酸（HCl）注入50mL水中，定容至100mL，混匀，按照GB 601—1988 标准滴定溶液的配制和标定中方法进行标定。

5.2  蛋白酶溶液

精确称取2800 U/mg酶活力的胃蛋白酶，配制成胃蛋白酶量分别为10 000 ~ 20 000 U/g 的溶液。

5.3  0.5 mol/L乙酸
取冰醋酸15mL，加水稀释并定容到500 mL。
5.4  1 mol/L浓缩胶缓冲液贮备液，pH 6.8
称取6.06 g三羟甲基氨基甲烷，加适量水溶解，用盐酸调pH值至6.8，用水定容至50 mL，4 °C下保存。
5.5分离胶缓冲液贮备液，1.5mol/L，pH 8.8
称取9.08 g三羟甲基氨基甲烷，加适量水溶解，用盐酸调pH值至8.8，用水定容至50 mL，4 °C下保存。
5.6  丙烯酰胺单体贮备液

称取14.55 g丙烯酰胺和0.45 g N，N'-亚甲基双丙烯酰胺，先用40 mL水溶解，搅拌，直至溶液变澄清透明，再用水稀释至50 mL，过滤，备用。该贮备液在4℃下棕色瓶中可保存一个月。

5.7  100 g/L十二烷基磺酸钠溶液
准确称取5 g 十二烷基磺酸钠，用水溶解定容至50mL，室温保存；

5.8  10%（v/v）N, N, N’, N’-四甲基乙二胺溶液

量取0.10 mL N, N, N’, N’-四甲基乙二胺，加水稀释定容至1.00 mL，贮存于4℃。

5.9  10%（w/v）过硫酸铵溶液

称取0.1 g 过硫酸铵，加入1 mL 的去离子水，将固体粉末彻底溶解，贮存于4℃。另外，使用前配制.
5.10  电极缓冲液，pH 8.3

称取3.0 g三羟甲基氨基甲烷，14.4 g甘氨酸，1.0 g十二烷基磺酸钠，加入十二烷基磺酸钠溶液10 mL，溶解，用盐酸调pH值至8.3，加水定容至1000mL；

5.11  0.08 mol/L样品缓冲液

精确称取4 mg溴酚蓝，溶解于5.00 mL水中，分别量取 1.60 mL浓缩胶缓冲液贮备液、4.00 mL十二烷基磺酸钠溶液、2.20 mL丙三醇，全部混合后用水稀释定容至20 mL, 4 °C保存。此溶液用于非还原SDS-PAGE。如用于还原SDS-PAGE，则再加2mL β-巯基乙醇；

5.12  2.5 g/L考马斯亮蓝热色液，
称取0.25 g考马斯亮蓝R-250和10 g硫酸铵，分别加入20 mL乙醇、10 mL磷酸，溶解混匀，用水定容至100 mL。

5.13  脱色液

用量筒分别量取50 mL甲醇或者乙醇、75 mL乙酸、875 mL水，待溶液混和均匀后加入的广口瓶；备用。

5.14  固定液

取量250mL乙醇，60mL冰醋酸，加水稀释至500mL。 

5.15  1.00mg/mLI型胶原蛋白标准溶液
精确称取0.0100g I型胶原蛋白标准品（纯度≥90%），用样品缓冲液定容至10mL，4°C下保存。

6  仪器与设备

6.1  天平，感量0.0001 g

6.2  电泳仪
6.3  电泳槽，100mm×83mm

6.4  微量注射器，10 μL
6.5  离心机，不低于8000 r/min。

6.6  凝胶成像仪

6.7  薄层成像扫描仪
7  操作步骤

7.1  试样制备

7.1.1  胶原原样试样前处理

称取1g样品，精确到0.1mg，加适量0.5M乙酸溶解，定容至10mL。取10mL液体样品，磁力搅拌器搅拌4h，离心5min，取上清液分装，在4℃保存，备用。

7.1.2  胶原制品试样前处理

支架材料：将胶原支架裁剪成尺寸为10 mm×10 mm×24 mm 的试样，浸泡在 PBS溶液中，以备实验使用。按7.1.1操作。 

补片：将胶原补片裁剪成尺寸为10 mm×10 mm×24 mm 的试样；再将裁剪后的试样清洗浸泡在0.1%~40% (W/V)的碱溶液中，浸泡0.5 ~ 24h。清洗至PH为5 ~ 8后生理盐水浸泡约0.5 - 48h，沥去多余水分，2 ~ 8℃组织捣碎后分散进酶解液中，2 ~ 40℃环境酶解1 ~ 72h；酶解完毕后调PH值至7 ~ 13，2 - 40℃静置2 ~ 24h；30~150目滤网过滤，去除未酶解物。20%-50%(W/V)盐溶液盐析，收集固形物，截留分子量为4000~8000的透析袋透析，去除多余离子和杂质，获得多型胶原，最后将多型胶原混合物分散至水中，调pH值至1~5，30~150目滤网过滤，去除析出物，将滤液盐析后透析，即可得到胶原。按7.1.1操作。

敷料：将胶原敷料裁剪成尺寸为10 mm×10 mm×24 mm 的试样，浸泡在 PBS溶液中，以备实验使用。按7.1.1操作。

7.2   前处理

将待测的7.1的样品平均分成两组，每组两只试管。一组暂不做处理，称A管，另一组于60℃水浴进行加热30min，称为B管。将两组样品中分别加入10 000 ~ 20 000 U/g胃蛋白酶溶液，在20℃（酶最适温度）反应5min后取出。取A、B反应液，加入样品制备液，100℃加热5min以使蛋白质变性，制备电泳样品。

7.3  分离胶制备

按表1配制12%分离胶20mL，混匀后加入到长短玻璃间的缝隙中，约60mm~70mm高。沿长玻璃板板壁缓慢注入约5mm高的水，进行水封。约30min后，凝胶与水封层间出现折射率不同的界线，则表示凝胶完全聚合，倾倒去水封层的水，再用滤纸条吸去多余水分。
表1 不连续凝胶的凝胶配方

	贮液
	3%浓缩胶
	12%分离胶

	丙烯酰胺单体贮备液
	2.5 mL
	12 mL

	浓缩胶缓冲液贮备液
	0.6 mL
	/

	分离胶缓冲液贮备液
	/
	7.5 mL

	十二烷基磺酸钠溶液
	50 μL
	300 μL

	水
	1.82 mL
	10 μL

	N, N, N’, N’-四甲基乙二胺溶液
	5 μL
	20 μL

	过硫酸铵溶液
	25 μL
	200 μL


7.4  浓缩胶制备

按表1配制3 % 浓缩胶10 mL，混匀后加入到已聚合的分离胶上方，直至距离短玻璃板上缘约5mm处。轻轻将样品槽模板插入浓缩胶内，约30min后凝胶聚合，再放置20min ~ 30min，使凝胶老化。

7.5  装槽

取出已配好的凝胶板，夹于电泳装置相应的位置上，取出样品梳，将电极缓冲液注满电泳槽前后槽。

7.6  上样
在供试品孔中加入电泳样品，标注好各样品位置。

7.7  电泳
把电泳装置和电泳仪正确连接，调电压150V，开始电泳，待蓝色条带约泳动到浓缩胶与分离胶交接处时，调电压200V继续电泳，等蓝色条带到底部时停止电泳。

7.8  固定

电泳完毕，取出胶片，置固定液中30分钟。

7.9  染色

从固定液中取出胶片，置染色液中约0.5小时。

7.10  脱色

用脱色液脱色至凝胶背景透明。

7.11  保存

脱色完毕后，凝胶保存在保存液中。

7.12  结果处理

待凝胶在保存液中完全透明后可使用凝胶成像系统对凝胶进行拍照，转换成电子数据后再进行进一步处理。结果分析：A、B两组样品，经过电泳之后，如果B组蛋白没有分子量小于10万以下的肽链，而A组样品中有分子量小于10万以下的肽链出现，则可判定为此胶原具有完整的三螺旋结构；如果A，B两组蛋白均有分子量小于10万以下的肽链出现，则可判定为此I 型胶原三螺旋结构保留不完整。

7.13  分析
用光密度计对凝胶进行测定分析，根据光密度值计算I型胶原的含量。
8  结果分析
按照式（1）计算：
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式中：

ODs ——试样溶液中I型胶原蛋白的光密度值；

Cstd ——标准溶液中I型胶原蛋白的浓度（mg/mL）；

Vs ——样品定容体积（mL）；
Odstd ——I型胶原蛋白标准溶液的光密度值；

V2——式样的上样体积（μL）；
V1—— I型胶原标准溶液上样体积（μL）；
F ——稀释倍数；

m——式样的质量（g）。
__________________________
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