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胶原蛋白结构基础上的设计与合成
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摘 要 胶原蛋白在人体组织中的含量十分丰富，它是具有绕轴周期性螺旋（即三重螺旋）结构的纤维状蛋白，它为细胞粘附

和大分子的沉积等提供支架结构。随着基因工程技术和生物材料科学的不断发展，以及对如何获得具有特殊功能胶原蛋白

研究的不断深入，使其成为第三代生物材料中倍受瞩目的成员之一。基于胶原蛋白结构的分子设计以及合成途径值得探讨。
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胶原蛋白在哺乳动物机体中含量丰富，它以胶

原纤维形式存在，对动物和人体皮肤、血管、筋腱和

软骨的形成都十分重要，为这些结缔组织提供一定

的结构和机械力学性质［9］。另一方面，胶原蛋白具

有良好的细胞粘附性能，与细胞结合对细胞迁移、胶

原分 解 代 谢 以 及 血 小 板 凝 聚 等 也 具 有 一 定 的 作

用［!NH］。鉴于胶原蛋白固有的生物兼容性、生物降解

性和吸收性以及促进细胞形成等诸多功能，在生物

医用材料、组织工程、化妆品和食品等领域具有广泛

的应用价值。目前确认的胶原蛋白已有 !# 多种，其

中以 \ 型胶原蛋白的含量最多，约占全部胶原蛋白

的 P#]以上。胶原蛋白多半从牛筋和牛皮等动物

组织中萃取，但随着禽流感、疯牛病及其人类变种

———“克雅氏症”（G,0A6TE0’36NR+@&8 31>0+>0）等的出现，

人们开始担心动物来源的胶原蛋白及其衍生物可能

会受到病毒污染，并且伴随潜在的免疫排异反应［I］。

为了降低胶原蛋白的免疫排异反应，科学家设想从

人胎盘中获取胶原蛋白，但是该研究受到世界人权



组织及 !"# 的阻止。然而，现代生物技术的发展为

利用 "$# 重组技术生产类人胶原蛋白提供了可能，

一方面可以提高蛋白的纯度、降低从动物体内萃取

时受到病毒感染的风险，同时，通过严密的分子设计

可选择性地保留胶原蛋白的优点，提高其活性和力

学性能。这就要求研究者知道胶原蛋白的结构特

征，以及结构和性能之间的关系，从而进一步应用于

材料科学的设计与制备。

! 胶原蛋白的结构

在分子结构上，胶原蛋白是由平行线型链组成，

每一线型链由三条扭曲左旋的!%肽链通过链间相互

作用紧密结合而形成一极强的右旋三重螺旋（&’()*+
,+*(-）结构（如图 ./ 所示）。每条!%肽链由多达 011
个以上的 2*3%4%5 三联体重复构成，两端连接具有

不同结构的其它小片段。组成胶原蛋白的氨基酸残

基均为!%氨基酸，其中 4、5 是 2*3 之外的任何氨基

酸残基，但 4 通常是 6’7，5 通常是不由 "$# 碱基密

码子编码的羟基脯氨酸（83)），它是在蛋白质一级

结构序列形成之后由特定的酶———脯氨酸%9%羟化

酶（)’7*3*%9%,3:’7-3*/;+，698）作用于序列中的 6’7 形

成的，83) 羟基通过分子间氢键对稳定胶原螺旋结

构起着非常重要的作用［<，=］；另外，还含有一定量的

羟赖氨酸（83*），它具有与 83) 相类似的作用。由于

6’7 和 83) 的侧链是环形的，它们的!%碳和酰胺氮之

间的键不能旋转（"角一般固定在 > <1?左右），因此

高含量的这些氨基酸残基促进了!%肽链螺旋结构的

形成和稳定。在三重螺旋结构中，2*3 残基位于螺

旋形的中心，而其它具有侧链的氨基酸残基位于螺

旋的外侧（如图 .@ 所示）。右旋三重螺旋的螺距为

A BCC DE，半径为 . BC DE，每圈每条肽链上包含 01 个

残基；而每条左旋肽链的螺旋为 1 BFCG DE，每圈约含

0 B0 个残基，其轴向相邻氨基酸残基间的距离大约

为 1 BGA< DE［A］。由于三重螺旋结构是一种错位的结

构，来自三条肽链的 2*3 残基沿着螺旋的中心轴堆

积。在三维空间上，一条链上的 2*3 处于和其它两

条链的 4 和 5 残基相邻的位置，如图 .@ 中，# 链上

的 2*3 与 H 链上的 4 和 I 链上的 5 距离较近。因

此，每个 2*3 残基的 $%8 就与相邻的 4 残基上的

!!H J形成氢键。由于 83) 残基的羟基也参与链间

氢键的形成，三重螺旋结构得到了稳定和增强。有

研究表明，二价铁离子存在于胶原多肽的 $ 末端时

可以提高三重螺旋结构的稳定性［F］。另外，圆二色

光谱分析显示，多羟基的化合物如糖醇类的物质可

以与胶原蛋白发生聚合，分子力学计算进一步显示，

这种聚合通常发生在胶原蛋白三联体的 4 为 K+’ 的

位置上，但是胶原蛋白的稳定性会随着该类化合物

碳原子的增加而减弱［.1］。

图 . 胶原蛋白结构特征示意图
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对于胶原蛋白而言，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，成为三

重螺旋结构，若三条螺旋链的立体结构遭到加工或

受高热而破坏，则成为一般俗称的明胶。

" 胶原蛋白在生物体内的合成与纤维

的形成

胶原蛋白在生物体内的合成如图 G 所示［..］。

各个 肽 链 所 对 应 的 遗 传 基 因 信 息，由 信 使 R$#
（ER$#）将编码蛋白所需的遗传信息转录到核糖

体，在核糖体上合成多肽链。多肽链经侧链羟基化，

即形成羟脯氨酸、羟赖氨酸残基，再经糖基化作用等

一系列修饰作用后形成原胶原分子，并分泌到细胞

外。在胞外经羧基肽酶和氨基肽酶的作用下，将 H%
端和 $%端的球状蛋白水解下来，从而形成胶原分

子。胶原分子首尾相随，平行排列而成纤维束，通过

共价交联，形成具有抗张强度的胶原原纤，进一步通

过分子内或分子间的相互作用聚集成束，成为稳定

的水不溶性胶原纤维。由于胶原蛋白中缺乏 H3;，
因此一般不存在二硫键的交联，而是通过赖氨酸残

基的#氨基在赖氨酰氧化酶的催化下，氧化成醛基，

该醛基与邻近的赖氨酸氨基或羟赖氨酸的羟基缩

合，形成共价交联稳定原纤维的结构。由于羟化反

应是以维生素 H 为辅助因子的，故 SH 缺乏时，此稳

定结构的共价键就不能形成，以致发生牙龈出血、创

伤不易愈合等病变。最近，有研究人员通过对照酶
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催化的和非酶催化交联的胶原蛋白生物力学方面的

测试发现，胶原蛋白的后转录修饰对骨骼的脆弱性

有很大的影响［!"］。另外，有些有机物质会对胶原蛋

白的纤维化有重要的影响。例如，胶原蛋白的甘油

化会减弱 # 型胶原蛋白和蛋白聚糖之间的静电作

用，影响胶原蛋白的核心部分与蛋白多糖之间的相

互作用，因此，在体内以甘油为最终产物的都可能会

破坏蛋白多糖和胶原蛋白之间的联系，从而影响细

胞外基质的完整性以及细胞之间的相互作用和细胞

的粘附性［!$］。

图 " 胶原蛋白的体内合成过程
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! 类胶原蛋白的设计与合成

随着现代生物技术的发展，国内外陆续有公司

或研究单位开始开发重组类胶原蛋白的生产技术。

例如，美国 %&7*+8,. 公司已成功表达包括 # 型胶原

在内的 9 种不同类型的重组胶原蛋白［!:］；;+1,-&+.
<,31.+4+’&,-，#.3 (也利用转基因的方法，培育出含类

人胶原蛋白的小白鼠［!=］；美国胶原公司将特定的乳

腺表达系统微量注射到受精卵母细胞后，移植到哺

乳动物母体，使其怀胎足月，得到含有重组类人胶原

奶汁的哺乳动物［!>］。但通过哺乳类或昆虫细胞株

生产的成本极高、生产周期长，而且昆虫细胞和部分

哺乳动物中没有足够水平的 ):?［!@，!A］。研究人员也

尝试利用微生物（如大肠杆菌 % ( &$’!）来生产类胶原

蛋白［!9］，因为该方法的生产成本相对较低。但在大

多数 的 大 肠 杆 菌 和 酵 母 中 其 自 身 根 本 不 能 合 成

):?，因而不能形成 ?/6 残基［@，"B］。为了得到稳定的

三重螺旋结构，并具有良好生物活性的胶原蛋白，国

内外研究者主要从下面几个方面来开展研究。

! "# 含有 $%& 残基的类胶原蛋白

如前所述，?/6 和 ?/4 是在蛋白质一级结构序

列形成之后由羟基化酶作用于序列中的 )*+ 和 C/-
形成的，这种翻译后的修饰对胶原蛋白三重螺旋结

构的稳定起着非常重要的作用［"!］。虽然大多数的

大肠杆菌或酵母其自身不能合成 ):?，但在合适的

培养条件下，大肠杆菌可以直接利用编码脯氨酸的

密码子来转录翻译得到羟脯氨酸［""］。一般情况下，

大肠杆菌的蛋白质合成机制所合成的羟脯氨酸不足

以支持含羟脯氨酸残基蛋白质的合成，但在培养过

程中，培养基中高浓度的 D5;4 可以提高细胞内羟脯

氨酸的浓度，从而弥补其低水平的缺陷［""，"$］。该方

法所合成的胶原蛋白与来自于组织中的天然胶原有

一定程度的差异，)*+ 在 84/EFEG 三联体中的 F 和 G
位置均有可能出现。结果表明，利用大肠杆菌合成

的胶原分子具有显著的柔韧性，可以更广泛地将稀

有氨基酸残基合成到重组蛋白中［""］。

修饰用的 ):? 存在于内质网腔中，脊椎动物的

):? 是由!""" 构成的四聚体，每一个!亚基包含一

个将 )*+ 羟化的催化位点［":］。所有尝试将一个来自

于各个亚基，有活性的 ):? 四聚体在体外非细胞系

统中的表达都没有成功，但通过将两个亚基一起表

达而产生的重组酶在许多类型细胞中都能得以实

现［"=，">］。例如，采用一种铁氧还原蛋白酶和谷胱甘

肽还原酶突变体的大肠杆菌菌株，并进行逐步控制

该酶亚基在细胞质中的表达，结果获得了大量的类

人胶原 # 型的 ):? 四聚体［"@］。在细胞质中表达纯

化后得到的 ):? 四聚体的活性值在一定的允许范

围内，该范围是以人胶原 # 型的 ):? 单独作为非重

组酶或者在昆虫细胞中内质网腔中产生酶活性为标

准的，但其表达水平在发酵罐发酵表达时的收率大

约为 "= H’IC，几乎是昆虫细胞中的 = J !B 倍［"A］。并

且，这种在大肠杆菌中表达得到的酶与生物体内或

源于其它宿主的酶是不一样的，因为它缺少了 D 末

端的糖基化和!亚基，这对于结晶试验是非常有效

的［"9］。因此，如果将这种在大肠杆菌中高效表达的

羟化酶与胶原蛋白的基因一起转化，并在大肠杆菌

中表达，可以使胶原蛋白中的 )*+ 残基发生羟基化，

从而得到具有稳定三重螺旋结构的胶原蛋白。另

外，将重组 ### 型胶原蛋白和哺乳动物的 ):? 在酵

母中共同表达，从而得到具有三重螺旋的胶原蛋

白［$B］。)2522 等［$!］则利用酿酒酵母使四个基因共同

!9!杜春玲等：胶原蛋白结构基础上的设计与合成



表达，其中两个基因是用来编码类人 ! 型胶原蛋白

的肽链，另外两个基因编码 "#$ 的亚基，结果获得

了具有稳定三重螺旋结构的胶原蛋白。最近有研究

人员利用转基因的方法，在家蚕的后部丝腺细胞中

同时合成了高活性的 "#$ 四聚体和分子量较小的

胶原蛋白，该酶活性是天然 "#$ 活性的 %& 倍，最终

可以从蚕茧中得到充分羟基化的胶原蛋白多肽［&’］。

! "# 不含 $%& 的类胶原蛋白

虽然 $() 对胶原蛋白三重螺旋结构的稳定起

着非常重要的作用，但在许多情况下，$() 还是非常

难以获得的。因此，研究者开始寻找在 $() 缺失的

情况下，如何促进类胶原蛋白三重螺旋结构的形成

与稳定。在蛋白质材料中，分子基团间的静电相互

作用也是稳定其结构的重要因素。而天然胶原蛋白

中，#*+的 ,-(./.0 三联体含有至少一个带电荷氨

基酸残 基，这 些 氨 基 酸 残 基，如 正 电 荷 的 谷 氨 酸

（,-1）和天冬氨酸（23)）一般在三联体的 / 位置上，

而负电荷的赖氨酸（4(3）和精氨酸（256）则在 0 位置

上［&&，&#］。另外，把一些具有交联能力的序列，如源于

!!! 型胶原蛋白的 ,"","77,,, 连接到类胶原蛋白

的 7.末端，由于链间二硫键的形成从而促进其三重

螺旋结构的形成和稳定［&&，&8］。

另一方面，,9: 三联体在 ! 型胶原蛋白中含量

较多，出现的频率排列第五［&;］。而且有研究表明，

胶原蛋白中的 ,9: 序列不仅能够促进细胞的粘附，

同时也是血小板的凝聚以及血管修复和生长所必需

的［&;，&<］。,5=> 等［&?］研究了 ! 型胶原蛋白中可能的

细胞粘附识别位点后发现，,"@,A2,@:,BB,4"!
（"!，$()）序列在三重螺旋结构条件下，除了能提

高细胞信号识别和产生基质金属蛋白酶外，还具有

高度的纤维细胞粘合的功能。因此，本文作者［&C，#*］

曾经设计以及利用基因重组技术合成了两种类胶原

蛋白，7D--（氨基酸序列为［,9:,E4,"@,!2,@:,BB
（,9:）&,2F］? ）和 7D--.G13HDI（ 氨 基 酸 序 列 为

［,9:,E4,"@,!2,@:,BB（,9:）&,2F］?,"","77,,,）。

不同条件下的圆二色光谱（图 &）分析结果显示，含

有 较 多 ,-1 和 23) 残 基，并 且 7.末 端 连 接

,"","77,,, 序列的类胶原蛋白在酸性条件下具有

最为稳定的三重螺旋结构。而且，这两种类胶原蛋

白对 J24J&K& 纤维细胞的粘附性能比天然胶原还

要好，并且，末端序列 ,"","77,,, 不对细胞相容

性产生任何影响［&&］。

图 & 类胶原蛋白 7D-- 和 7D--.G13HDI 在不同条件下的圆二色光谱

GH6L & KMN5O=- 3P=>H-HP( DQ RD--=6NI.-HSN )5DPNHI3 HI "JF >1QQN5
=：7D--（?），)$ 8L?；>：7D--（?）.G13HDI，)$ 8L?；R：7D--（?），)$ ?L*；T：7D--（?）.G13HDI，)$ ?L* L

’ 展望

胶原蛋白特有的三重螺旋结构赋予其很多有用

的功能特性，包括力学性能和生物相容性等。因此，

胶原蛋白可以广泛应用于生物、化工、食品等许多领

域，这就促使人们对胶原蛋白相关领域的研究不断

深入。近年来，对胶原蛋白的研究主要集中在新类

型胶原的发现，结构与性能研究，蛋白质的化学修

饰、交联，以及复合胶原蛋白材料的开发利用等。例

如，ADMI 等［#%］将牛脱矿骨粉、重建牛皮胶原复合材

’C% !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 ’**<，BD-U’&，VDU’



料作为骨形态蛋白生长因子的载体，用于硬组织和

软组织的创伤修复。!" 等人为了缓解组织工程用

胶原蛋白孔支架的绛解速度，用氨基酸作为交联桥，

增加了生物支架的稳定性［#$］。!% &"’()**(+ 等人使

用胶原蛋白制成的交联管状神经导管成功实现了神

经再生［#,］。研究人员发现，通过中等浓度交联剂

-./ 的作用不仅可以增加胶原海绵的稳定性和力

学性能，还可以为细胞的粘附、生长、分化，及皮肤细

胞再生等营造良好的环境［##］。012 等［#3］设计合成了

一种重组的新型类人胶原蛋白，这种蛋白已被用作

软骨细胞生长的骨架，并且显示出其优越性。这些

应用研究都是以胶原蛋白分子结构为基础的，随着

胶原蛋白这种功能高分子材料的广泛应用，要求我

们在它的结构基础上设计和合成出功能各异的胶原

蛋白，越来越多地满足人们的不同需要，特别是在生

物医用领域应用的胶原蛋白以及含胶原蛋白制品的

不断涌现，将会更广泛地造福人类。
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