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温度对牛胶原聚集态的影响
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　　摘要 :本研究采用酶解法制备了牛胶原。分别用粘度法、紫外分光光度计、红外光谱和原子力显微镜分析

方法 ,考察了不同温度下胶原的物理化学特性。实验结果表明 :粘度法和紫外分光光度计测定的胶原溶液的变

性温度约为 38 ℃;红外光谱测定表明 ,随着温度的提高 ,胶原膜在 1650cm - 1的吸收峰减弱 ;原子力显微镜实验

表明了在 40 ℃时牛胶原分子由螺旋结构的长链断裂为小链段和一些小碎片 ,说明此方法制备的胶原在 40 ℃以

上其三股螺旋结构将被破坏。
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引言

胶原作为一种重要的天然高分子生物材料 ,在药物学、创伤及组织修复、美容、矫形等领域得到广泛

应用[ 1 ,2 ] 。对于胶原而言 ,真正可发挥其生物功能和力学性能的必须是由三条缠绕的直链组成三股螺旋

结构 ,若三股螺旋链的立体结构破坏 ,则成为一般俗称的明胶。胶原的三股螺旋结构主要与分子链中氨

基酸间和肽键间氢键作用引起的聚集行为有关 ,当外界条件变化 (温度、胶原溶液浓度、p H 和光照射等)

对胶原特性有影响。蔡基业等[3 ,4 ]应用原子力显微镜 ,研究了 UV2B 对 I 型胶原结构影响 ,结果表明紫外

辐射能引起胶原纤维交联。另外 ,研究表明来自猪和牛的 I 型胶原在浓度为 32μg/ mL 时以单体形式和

聚集体形式混合存在 ;在浓度为 4mg/ mL 时这两种胶原自发组装成胶原纤维。史向阳等[2 ] 用荧光探针

法研究证明胶原在水溶液中随浓度增大有明显的聚集行为。钟朝辉等[ 5 ] 用原子力显微镜 (A FM) 考察了

质量浓度、溶液 p H 及温度对鱼鳞胶原溶液聚集态的影响。结果表明 , 相对于酸性 ,在碱性条件下 ,低质

量浓度下鱼鳞胶原蛋白也能自组装成不规则的片状聚集态 ,并随着质量浓度的增大 ,纤维直径和高度明

显增加 ,当在 40 ℃处理 1h ,其聚集态由线性变为球状 ;但当温度升至 80 ℃时 ,其三股螺旋结构基本被破

坏。张小燕等[6 ]结果表明在长纤维胶原蛋白形成过程中存在明显中间体。

本文通过考察温度对牛胶原聚集态结构的影响 , 对探讨牛胶原热作用机理、牛胶原药物及美容用品

研发等方面很有意义。

1 　实验部分

111 　主要原料、试剂及仪器

P HS22 数显 p H 计 :上海精科雷磁仪器厂 ;乌氏粘度计 (Φ015mm) :上海玻璃仪器厂 ;L H58622A 超

级恒温水槽 :上海实验仪器总厂。牛胶原的制备 :新鲜牛筋腱为原料 ,采用胃蛋白酶2酸体系的方法制备

胶原。将胶原溶于 6mol/ L 的 HCl 溶液中 ,在 110 ℃下水解 12h。用日立 835250 型高速氨基酸分析仪测

定胶原的氨基酸组成 ,见表 1。

胶原蛋白中甘氨酸约占氨基酸残基总数的三分之一 ,羟脯氨酸约占氨基酸总数的 10 %。I 型胶原中

氨基酸的顺序是“Gl y + X + Y”, Gl y 代表甘氨酸 , X 常为脯氨酸 , Y 为羟脯氨酸或羟赖氨酸 , I 型胶原中羟

脯氨酸与脯氨酸之比约为 017～018。从表 1 氨基酸分析结果看出 ,甘氨酸约占氨基酸残基总数的三分
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之一 ,羟脯氨酸约占氨基酸总数的 10 %。另外 ,羟脯氨酸与脯氨酸之比约为 018 ,且样品中不含色氨酸 ,

证明本胶原提取物氨基酸组成符合 I 型胶原的组成特征[7 ] 。

表 1 　胶原中各氨基酸的组成成分

Table 1 　Amino acid composition of collagen

Amino acid residue Content (g/ 100g sample)

甘氨酸 Glycine Gly 24198

羟脯氨酸 Hydroxyproline Hypro 9174

赖氨酸 Lysine Lys 3123

脯氨酸 Proline Pro 13195

羟赖氨酸 Hydroxylysine Hylys 1130

门冬氨酸 Aspartic acid/ asparagines Asp 6182

苏氨酸 Threonine Thr 2133

丝氨酸 Serine Ser 2129

谷氨酸 Glutamic acid/ glutamine Glu 11146

胱氨酸 Cysteine Cys 0145

甲硫氨酸 Met hionine Met 0179

缬氨酸 Valine Val 3120

丙氨酸 Alanine Ala 0194

异亮氨酸 L soleucine Ile 1189

酪氨酸 Tyrosine Tyr 1152

亮氨酸 Leucine Leu 3189

苯丙氨酸 Phenylalanine Rhe 2171

组氨酸 Histidine His 0182

精氨酸 Arginine Arg 8130

　　将提取的胶原制备成 0115mol/ L 的胶原溶液 (p H = 415) ,进行分析。

112 　粘度法测定胶原变性温度

胶原变性温度 ( Td )的测定 :参考 Pitchumani 等[8 ] 的方法 ,测定不同温度下胶原溶液粘度变化 ,绘制

热变性曲线。以ηsp / T 作图 ,当增比粘度变化 50 %时所对应的温度即为变性温度 Td 。

计算公式[9 ] :

ηr = t/ to ;

η = (ηr - 1) 3 c;

　　to —待测溶液流出的平均时间 ;

t —溶剂流出的平均时间 ;

ηr —待测溶液的相对粘度 ;

η —待测溶液的粘度。

c —待测溶液的浓度。

113 　紫外分光吸光度的测定

取胶原溶液分别置于 30 ℃、35 ℃、40 ℃、50 ℃、60 ℃温度下恒温处理 5h ,然后在室温下用紫外分光光

度计测定在 278nm 处的吸光度。

114 　红外光谱法测定

取胶原溶液分别置于 30 ℃、35 ℃、40 ℃、50 ℃的水浴中热处理 5h ,取出后干燥后制备成一定厚度的胶

原薄膜 ,用 Perkin - Elmer1700 傅立叶红外光谱仪 (瑞士)测定。
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115 　原子力显微镜法测定

取胶原溶液在 35 ℃、40 ℃、50 ℃温度下恒温处理 5h 后 ,滴于载玻片上 ,室温下在空气中自然干燥 ,形

成胶原吸附层 ,用 CSPM3400 扫描探针显微镜 (中国科学院化学研究所本原纳米仪器有限公司) 结构

分析。

2 　结果与讨论

蛋白质存在变性问题。胶原的变性过程可分两个阶段[10 ] ,第一阶段是当外部条件改变 ,胶原分子的

三股螺旋结构被破坏 ,表现为旋光度、比粘度及光散射角依赖性的迅速下降。当这个变化在较温和的条

件得到控制时 ,除去外部条件后即可部分恢复胶原分子的构象 ;第二阶段 ,三股螺旋结构进一步分离成小

分子 ,胶原溶液发生凝固沉淀现象 ,此阶段的变化不可恢复。利用胶原溶液的性质发生突变 ,可表征胶原

的变性。

211 　粘度法和吸光度法测定胶原的热变性温度

热变性温度 ( Td ) 的测定是在温和加热条件下发生 ,当温度不再继续上升时 ,溶液的性能还会

恢复[ 11 ] 。

胶原溶液样品的粘度随温度变化如图 1 所示。紫外吸光度测定结果如图 2 所示。

图 1 　胶原溶液的温度与粘度变化图

Figure 1 　Denaturation curve vs1 temperature of

the collagen solution

图 2 　胶原溶液的温度与紫外吸光度关系 UV

Figure 2 　UV absorption spect rophotometer of

the collagen solution varied with temperature

　　图 1 可看出 ,牛胶原溶液的粘度从 35 ℃～42 ℃温度范围内 ,大幅度下降 ,而小于 35 ℃或大于 42 ℃其

粘度基本不变 ;另外 ,由紫外吸收光谱图 2 可知 ,温度在 35～40 ℃时牛胶原的吸光度大幅度下降。因为

胶原中酪氨酸残基的苯环含有共轭双键 ,在 278nm 处具有一个吸收紫外吸收高峰。当温度达到胶原的

变性温度时 ,胶原蛋白的结构发生变化 ,其酪氨酸的含量会减少 ,吸光度相应会变小。因此从图 1 和图 2

可知 ,此胶原的变性温度为 38 ℃左右。

212 　红外光谱图分析

胶原溶液在 30 ℃、35 ℃、40 ℃、50 ℃下成膜后的红外光谱图为 3 所示。

图 3 可看出不同温度下处理的胶原膜在 1650cm - 1 的吸收峰强弱不一样 ,当温度由 30 ℃变为 35 ℃

时 ,该吸收峰强度略为变弱 ;当温度变为 40 ℃和 50 ℃时 1650cm - 1处的吸收峰将变得更弱。

蛋白质在 1650cm - 1处有 N2H 伸缩链段的特征吸收峰[23 ] ,胶原蛋白的三股螺旋结构完整 ,在此处的

吸收峰强 ,当温度升高到 35 ℃时 ,胶原的螺旋结构有部分解体 ,N2H 伸缩链段被破坏 ,理论上 1650cm - 1

处的吸收峰会有变化 ,但图中却无明显变化 ,说明胶原蛋白由 30 ℃变为 35 ℃再冷却到 30 ℃的过程是个可

逆变性过程 ,被破坏的 N2H 伸缩链段又大部分恢复。当温度变为 40 ℃时大部分 N2H 伸缩链段被破坏 ,

因此在 1650cm - 1处的吸收峰会变弱 ,到 50 ℃时吸收峰更弱。本结果与文献 12 结果相似 ,为了进一步说

明胶原蛋白的三股螺旋结构 40 ℃后为不可逆破坏 ,本实验用原子力显微镜对其结构进行了分析。
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图 3 　不同温度下所得的胶原膜的红外光谱图

Figure 3 　F TIR spect rograms of the collagen membrane at different temperatures

213 　原子力显微镜结构分析

35 ℃、40 ℃、50 ℃处理后所得的胶原膜的原子显微镜结构如图 4 所示。

图 4 　不同温度下所得的胶原膜的原子显微镜结构图

Figure 4 　Fabric pictures of the collage under atomic force microscope at different temperatures

从图 4 可知 ,在 35 ℃下所得的胶原膜图像中有比较明显的纤维细丝 , 经测量其长度和直径均大于胶

原蛋白单分子的尺寸 (115nm ×300nm ) ,这说明在 35 ℃下胶原蛋白质自发组装形成小聚集体 ,能保持胶

原蛋白分子的三维螺旋结构。相对与 35 ℃,在 40 ℃下所得的胶原膜图像 ,纤维细丝消失 ,出现了碎片 ,说

明胶原分子的规则链段有断裂。而进一步提高成膜温度 ,50 ℃下所得的胶原膜 ,断裂的规则链段变为了

小碎片 ,链段结构完全消失。可以判断 40 ℃为变性前后胶原分子内部的结构变化 ,此温度为胶原的变性

温度。

3 　结论

为了发挥胶原的生物功能和力学性能 ,必须保持其三股螺旋结构不被破坏 ,本研究用牛跟腱为原料 ,

采用酶解法制备了胶原 ,考察了不同温度下胶原的物理化学特性。实验结果表明 :粘度法和紫外分光光

度计测定的胶原溶液的变性温度约为 38 ℃;红外光谱测定表明 ,随着温度的提高 ,胶原膜在 1650cm - 1的

吸收峰减弱 ;原子力显微镜实验表明了在 40 ℃时牛胶原分子由螺旋结构的长链断裂为小链段和一些小

碎片。实验证明牛胶原的变性温度为 40 ℃,即此方法制备的胶原在 40 ℃以上 ,三股螺旋结构将被破坏。
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Effects of Temperature on the Aggregate of Bovine Collagen

WAN G Xiang2mei1 , GAO Jian2feng2 , CA I Zhong2ting1

(11 College of Chemical Engineering and Envi ronment , N orth University of China , Taiyuan 030051 , China;

21 College of S cience , N orth Universit y of China , Tai y uan 030051 , China)

Abstract :To investigate the effect s of t he temperature on t he collagen , which was prepared f rom

bovine tendon by enzyme solubilization technique , t he collagen was characterized by viscosity

measurement , UV absorption spect rop hotometer , F TIR spect roscopy and atomic force microscopy at

different temperat ures. Viscosity measurement and UV absorption spect rop hotometer indicated t hat

denaturation temperature of collagen solution is about 38 ℃. F TIR spect roscopy showed t hat

characteristic absorp tion peak at 1650cm - 1 is decreased wit h temperature increasing. It was observed

under atomic force microscope that t he t riple helical st ruct ure of t he collagen molecules rupt ured at 40 ℃

and t he molecular chains changed to chain segment s and f ractionlet s. Through t he investigations , it can

be concluded t hat the t riple helical st ruct ure of t he p repared collagen is broken at t he temperat ure 40 ℃

and above 40 ℃.

Key words : Collagen solution ; Denat uration temperat ure ; Aggregate
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