
!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 /0 卷第 1 期

231/ 年 1 月 4

水4产4学4报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/11

!231" 231/

文章编号!1333 53617#231/$31 531/2 53; 4")!131/0295*61!112/11231/1/83;7

收稿日期!2312739736444修回日期!231273;722

资助项目!国家自然科学基金面上项目#21306166$ %武汉市科技局科技攻关计划项目#233;231/0336$ %武汉市农副资源循环利用与

新产品开发工程技术中心资助项目#2311236/0107$ !湖北省自然科学基金重点项目#233;-4&110$ %湖北省高等学校优

秀中青年科技创新团队计划项目#D231238$

通信作者!汪海婴",792:0!7;;381;7/:QQ1A/9

交联方法对草鱼皮胶原蛋白海绵性能的影响

汪海波1

!4梁艳萍1

!4李云雁1

!4王4敏1

!4方4成1

!4汪海婴2

"

#11武汉工业学院化学与环境工程学院"湖北 武汉49/332/%

21华中科技大学同济医学院"湖北 武汉49/33/3$

摘要! 为探讨不同交联方法对草鱼皮胶原蛋白海绵材料性能的影响!实验以草鱼鱼皮为原料!提取$

纯化胶原蛋白并制备胶原海绵材料& 在此基础上!分别用紫外交联$热交联$戊二醛交联以及 ,4-5

%+*交联方法处理胶原海绵!通过测定材料的交联度$热变性温度$拉伸强度和体外抗酶降解性能!

比较了不同方法的交联效果& 结果发现!提取所得的草鱼皮胶原蛋白为典型的
!

型胶原'经不同方

法交联处理后!海绵材料交联度依次为戊二醛"0213E# D,4-5%+*"/217E# D热交联"2;1;E# D

紫外交联"1716E#'与对照胶原材料相比!戊二醛处理后!胶原材料的热变性峰值温度"6019 L#$最

大拉伸强度"12716 V62#和体外抗酶降解性能均有显著提升"=A3137#',4-5%+*处理后!胶原材

料的热变性焓显著提升"6186 !5M#!同时材料的拉伸强度";816 V62#和体外抗酶降解性能也得到适

度增加"=A3137#& 紫外交联和热交联对草鱼皮胶原材料性能的改善作用比较有限!并可能导致胶

原分子的部分变性& 红外光谱的分析结果表明!戊二醛处理可导致草鱼皮胶原三螺旋分子内产生

新的共价键交联从而使材料性能改善!而 ,4-5%+*处理主要导致胶原分子间产生新的氢键交联

并可提高胶原材料的稳定性& 研究表明!戊二醛和 ,4-5%+*交联能有效提高胶原海绵材料的性

能!而热交联和紫外交联对材料性能的改善作用非常有限&

关键词! 草鱼' 鱼皮' 胶原蛋白' 交联

中图分类号! D*2791;4444444 4444文献标志码(&

44胶原蛋白#A/002M?3$是机体结缔组织#皮肤)

跟腱等$中最主要的结构蛋白之一"根据其结构和

功能的不同又可细分为
!

)

'

)

*

等 20 种类型
&1'

( 由

于胶原蛋白具有低免疫原性)良好的细胞相容性等

诸多优良的生物学特性"近年来胶原蛋白在生物医

学材料领域中得到了广泛的应用
&2'

( 如胶原海绵

敷料被应用于外科手术的止血)空腔填充以及创面

组织的快速修复%胶原蛋白与壳聚糖或羟基磷灰石

形成的复合材料应用于骨组织工程领域%以胶原蛋

白为主要细胞外基质#?SGF2A?00>02F92GF:S",-H$的

支架材料#;A2TT/0@;$被应用于体外成纤细胞培养

等皮肤再造组织工程( 目前"应用于生物材料领域

的胶原蛋白主要来源于哺乳动物的结缔组织"如

牛)羊或猪的皮肤和跟腱( 但近年来随着疯牛病)

口蹄疫等人畜共患疾病的频繁爆发导致该类来源

胶原产品的安全性越来越受到使用者的质疑( 与

此同时"相对更为安全)制备成本更为低廉的鱼源

胶原蛋白及其在生物材料领域的潜在应用价值正

逐步受到学者的关注( 国内外学者围绕鱼源胶原

蛋白的提取)结构及相关理化性能已开展了诸多研

究工作"为鱼胶原蛋白的开发利用提供了大量有价

值的科学信息
&/ 58 '

(

与人工合成的生物材料#如聚乳酸)聚羟基乙

酸等$相比"热变性温度过低)机体内降解速率过快

以及材料机械性能不理想是天然胶原蛋白的主要

不足之处( 国内外学者围绕天然胶原蛋白的性能
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改进开展了大量前沿研究"其中分子交联技术是改

善天然胶原蛋白性能的常用手段之一( 胶原蛋白

的分子交联可分为物理交联法和化学交联法"其中

热交联和紫外交联是最常用的物理交联手段"而戊

二醛)17乙基7/7#/7二甲基氨基丙基$7碳化二亚胺

#,4-$和 %7羟基琥珀酰亚胺#%+*$是常用的化学

交联试剂
&;'

( 针对这些交联方法在哺乳动物源胶

原蛋白中的应用及性能改进已有相关研究
&13 512'

"

而有关鱼源胶原蛋白的交联技术应用及其对胶原

材料性能的影响却鲜有报道( 为此"本研究以草鱼

##)/,-+H$%*,L-"-, '"/22(&$鱼皮为原料"提取鱼皮

胶原蛋白"并尝试利用不同的交联方法对该胶原材

料进行交联处理"评价不同交联方法对鱼皮胶原性

能的影响"为鱼源胶原在生物材料领域中的应用提

供有价值的科学信息(

14材料与方法

&'&(材料与设备

原材料44新鲜草鱼 #平均体质量每条约

1 333 M"购于武汉市常青花园武商量贩超市$"人

工分离鱼皮后去除鱼皮上附着鱼肉"随后对鱼皮

进行充分洗涤并切成小片"冻藏# 523 L$备用(

试剂和仪器44%2"+)%2-0)%2

2

-"

/

)乙酸)

戊二醛等化学试剂均为国产分析纯%胃蛋白酶

#833 =2 733 #59M$购置于丰达生物科技有限公

司%

!

型胶原蛋白酶#酶活力为 /3 #59M$购置于

*:M92公司%

!

型猪皮胶原蛋白"实验室自制(

数显鼓风恒温干燥箱"BRX7;303H8,"英峪予

华仪器厂%6+*7/-K+计"杭州东星仪器设备厂%

-2FN773 紫外可见分光光度计"美国 .&$)&%公

司%++*+72 电热恒温水浴锅"北京长安科学仪器

厂%.71133 可见光分光光度计"上海美谱达仪器有

限公司%'B!7134冷冻干燥机"北京四环科学仪器

厂%%,X#*傅里叶红外光谱分析仪"美国 D=?F9/

%:A/0?G公司%.&$)&%高效液相色谱仪"美国

.&$)&%公司%IX7W133 微机控制电子万能材料

试验机"上海企想公司%*7/333%扫描电镜"日本日

立公司%4*-7I13 差示扫描量热仪"美国 D&公司(

&'!(实验方法

草鱼皮胶原蛋白的提取%纯化 &1/'

44 以下

所有操作均在低于 23 L的条件下进行( 解冻后

的鱼皮原料用 311 9/05'的 %2"+溶液浸泡 29 =

脱除杂蛋白"随后用去离子水充分洗涤至中性并

用 13E的正丁醇溶液浸泡脱脂 29 =( 脱脂鱼皮

用去离子水反复洗涤)沥干后用含有 113E#KD5$

胃蛋白酶的 317 9/05'乙酸 #1C93"KD5$搅拌提

取 98 ="离心( 向上清液中添加%2-0至盐浓度为

31; 9/05'"静置盐析 29 = 后过滤"胶原蛋白沉淀

用 317 9/05'的乙酸溶液复溶后依次用 311 9/05

'的乙酸和蒸馏水透析"最后冷冻干燥得到草鱼

鱼皮胶原蛋白样品(

胶原蛋白的结构表征44分别采用高效液相

色谱法和 *4*76&B,垂直凝胶电泳分析胶原样

品的氨基酸组成和肽链组成( 胶原样品经盐酸水

解后测 定氨 基酸组成" 测定 条件
&19'

! */K:>9

&9:3/ &A:@ &320N;:;色谱柱"线性梯度洗脱"&相

为 312 9/05'柠檬酸钠水溶液 K+/133"8相为

312 9/05'硼酸钠水溶液 K+;183"洗脱液流速为

319 9'59:3"柱温为 67 L%*4*76&B,垂直凝胶

电泳分析条件
&17'

!样品缓冲液为 63 99/05'DF:;7

+-0#K+618"含 27E甘油"2E*4*"1919 99/'5

'

"

7巯基乙醇"311E溴酚蓝$"染色液为 311E考

马斯亮蓝 $7273 甲醇水染色液"脱色液为酸甲醇

水#含 13E乙酸"13E甲醇$"12E分离胶"7E堆

积胶"电泳缓冲液为 DF:;7甘氨酸缓冲液# K+81/"

311E*4*$(

胶原海绵及其交联样品的制备44冻干的鱼

皮胶原蛋白样品用 3137 9/05'的乙酸充分溶解

并配置成浓度为 13 9M59'的胶原蛋白溶液"负

压脱气处理后"将胶原蛋白溶液注入内径 19 99"

长 23 A9的硅胶管中"于 597 L条件下冻干处理

98 ="制得干燥成形的柱状胶原海绵材料"9 L条

件下密闭保存备用( 制备所得的柱状胶原海绵材

料分别采用以下几种方法进行交联处理!#1$热

交联
&16'

!将冻干成型的胶原海绵材料置入真空干

燥箱"173 L真空热交联 98 =( 在保持真空的状

态下缓慢降温至室温后将材料取出"得到热交联

胶原蛋白海绵材料"9 L下密闭保存备用%#2$紫

外交联
&10'

!将冻干胶原海绵材料放在铝箔上"用

医用紫外灯#功率 /3 W$进行紫外照射交联"照

射距离 23 A9"波长 279 39"98 = 后得到紫外交联

胶原蛋白海绵材料"9 L条件下密闭保存备用%

#/$戊二醛交联
&13'

!将冻干胶原海绵材料浸泡于

含 312E戊二醛的 3137 9/05'的乙酸溶液中"

9 L条件下交联处理 29 ="随后取出材料并依次

用 68*缓冲液和去离子水反复冲洗"冻干"得到

//1
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戊二醛交联胶原蛋白海绵材料"9 L条件下密闭

保存备用%#9$,4-5%+*交联
&12'

!将 73 99/05'

27%7吗啡啉乙磺酸#H,*$溶液# K+ 717$与无水

乙醇按体积比 2C/ 配置成缓冲液"取该缓冲液

133 9'"将胶原海绵材料浸入"室温下浸泡 /3

9:3"然后依次向缓冲液中加入 233 9M 17乙基7/7

#/7二甲基氨基丙基$7碳化二亚胺 #,4-$和 73

9M %7羟基琥珀酰亚胺#%+*$"反应 9 = 后"将胶

原海绵取出"用 311 9/05'的 %2

2

+6"

9

缓冲液漂

洗两次"每次 1 ="最后用蒸馏水冲洗 9 次"冲洗干

净后将胶原海绵冻干备用(

胶原海绵性能分析44在胶原海绵材料制备

的基础上"开展材料的相关性能分析( #1$交联

度测定
&18'

!采用测定交联前后胶原蛋白分子中游

离氨基基团数量变化的方法评价胶原海绵的交联

度"测定方法为精确称取 2 =9 9M 的胶原冻干材

料"浸入 113 9'9E#KD5$的%2+-"

/

溶液"随后

加入 113 9'317E#KD5$的 2"9"6 5三硝基苯磺

酸#D%8*$溶液"93 L反应 2 = 后加入 /13 9'浓

度为 6 9/05'的 +-0溶液"63 L保温反应 ;3 9:3

后向反应液中加入 713 9'的去离子水"定容至

13 9'"测定该反应液 /97 39处吸光度值( 交联

度#E$ >&1 5#交联样品的吸光度值5交联样品

的质量$ 5#未交联样品的吸光度值5未交联样品

的质量$' <133%#2$热稳定性分析!采用差式扫

描量热仪测定样品变性温度"仪器测定前用金属

铟进行校正"用空铝盒做对照"扫描温度范围

23 =83 L%升温速率 2 L59:3"样品室氮气流量

为 23 9'59:3%#/$体外酶降解性能分析
&1;'

!准确

称取胶原蛋白材料样品 93 9M 置于 23 9'的胶

原蛋白酶溶液中#胶原蛋白酶浓度 317 9M59'"

缓冲体系为含 318 99/05'%2%

/

和 7 99/05'

-2-0

2

的 3131 9/05'DF:;7+-0"K+ 019$"随后将

该样品液转移至透析袋中#截留分子量 D19 333

>$"/0 L条件下透析"透析外液为总体积 133 9'

的 3131 9/05'DF:;7+-0缓冲液# K+019$( 实时

测定透析外液中羟脯氨酸总含量并绘制胶原蛋白

样品的体外酶降解曲线( 采用分光光度法定量测

定羟 脯 氨 酸 含 量
&23'

" 测 定 标 准 曲 线 为 R>

34113 6O?3431; /#<

2

>34;;; 8"O代表羟脯氨酸

的质量浓度"R代表吸光值$( 胶原蛋白降解率

#E$ >#透析外液中羟脯氨酸总量5胶原蛋白材

料中初始羟脯氨酸总量$ <133%#9$材料机械性

能分析!将冻干成型的胶原蛋白柱状材料剪成大

约 0 A9长的样品"用游标卡尺测量材料外径后将

材料两端固定在电子万能材料试验机的拉伸测定

夹具上"材料的有效拉伸长度为 93 99"以 73

9959:3 的速率匀速拉伸至材料断裂"每组材料

重复测定 7 次"计算材料的抗张强度#ADJ"V62$(

抗张强度 >A

92S

5J"其中"A

92S

为材料最大拉伸力

#%$"J 为材料横截面积#99

2

$(

胶原海绵材料结构解析44采用红外光谱和

扫描电镜方法分析胶原海绵材料的微观结构( 红

外光谱测定条件为将胶原蛋白材料样品研磨成细

粉后"取样约 7 9M 与 173 9M C8F充分混匀"压

片"放入样品室"测定扫描范围为 9 333 =9335

A9"分辨率 25A9"扫描 9 次%扫描电镜分析条件

为!将冻干成型的胶原蛋白材料样品裁剪成直径

9 99厚 2 99大小的小片"真空喷金后"扫描电

镜观察样品表面结构(

&'*(数据处理

采用 "F:M:3 613 自带统计学软件进行数据分

析"计算平均值和标准偏差#*4$"采用单因素方

差分析进行多组间比较"=A3137 认为差异有统

计学意义(

24结果

!'&(草鱼鱼皮胶原蛋白的提取"纯化及结构表征

采用草鱼皮胶原蛋白的提取)纯化方法提取的

草鱼鱼皮胶原蛋白冻干物为白色)蓬松状样品( 该

样品的 *4*76&B,凝胶电泳分析表明#图 1$"提取

所得的草鱼皮胶原蛋白的亚基组成为两种
$

肽链

#

$

1 和
$

2$"其中
$

1 肽链电泳条带的色度明显高

于
$

2"提示草鱼皮胶原蛋白中可能存在 2 条同源

$

1 肽链( 此外"从电泳图谱中还可以观察到少量

的肽链二聚体#

"

7肽链$和三聚体#

0

7肽链$片段"

说明在该电泳条件下仍存在少量未完全解离的多

肽链聚集体( 草鱼鱼皮胶原蛋白的 *4*76&B,电

泳图谱与对照猪皮胶原高度相似"同时也与文献报

道的其他
!

型胶原电泳图谱基本一致
&21'

"说明提取

所得的草鱼皮胶原蛋白为典型的
!

型胶原#由 2 条

同源的
$

1 肽链和 1 条
$

2 肽链构成$( 草鱼皮胶原

蛋白样品的氨基酸组成分析表明#表 1$"该胶原蛋

白富含甘氨酸)丙氨酸和脯氨酸"同时还含有胶原

蛋白的特征氨基酸000羟脯氨酸"其氨基酸组成与

文献报道的其他鱼源胶原蛋白的氨基酸组成基本

9/1
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一致
&22'

"但其脯氨酸和羟脯氨酸总含量#177 个残

基51 333 个氨基酸残基$低于猪皮胶原蛋白#166

个残基51 333 个氨基酸残基$( 国外学者的研究表

明"脯氨酸和羟脯氨酸残基总含量与胶原蛋白的热

变性温度存在正相关性"由此推测草鱼皮胶原蛋白

的热变性温度低于猪皮胶原蛋白(

图 &(S#SG.%T[电泳图谱

H1蛋白质分子量标准% 11草鱼皮胶原蛋白% 21猪皮胶原蛋白(

?0@'&(S#SG.%T[D,882/C

H1=:M= 9/0?A>02F92V?F% 11MF2;;A2FK ;V:3 A/002M?3% 21K:M ;V:3

A/002M?31

表 &(草鱼皮胶原蛋白的氨基酸组成分析

#氨基酸残基数量b& YYY 个氨基酸残基$

+,-'&(%10C7 ,"05"71D730807C76@/,33",/D

3U0C"7BB,@2C#/230542C41-2/b& YYY /2305423$

氨基酸

29:3/ 2A:@

草鱼皮胶原蛋白

MF2;;A2FK

;V:3 A/002M?3

猪皮胶原蛋白

K:M ;V:3

A/002M?3

天冬氨酸 2;K2FG:A2A:@ 61 76

苏氨酸 G=F?/3:3? 2; 22

丝氨酸 ;?F:3? // 27

谷氨酸 M0>G29:A2A:@ 07 68

甘氨酸 M0NA:3? /83 /;6

丙氨酸 2023:3? 121 139

缬氨酸 J20:3? 17 10

蛋氨酸 9?G=:/3:3? 11 7

异亮氨酸 :;/0?>A:3? ; ;

亮氨酸 0?>A:3? 18 27

酪氨酸 GNF/;:3? 2 2

苯丙氨酸 K=?3N02023:3? 12 1/

组氨酸 =:;G:@:3? 3 16

赖氨酸 0N;:3? 22 28

精氨酸 2FM:3:3? 70 98

脯氨酸 KF/0:3? 0; ;2

羟脯氨酸 =N@F/SNKF/0:3? 06 09

总计 G/G20 1 333 1 333

注!色氨酸#GFNKG/K=23$在酸水解条件下被破坏"故未能测定(

%/G?;!D=?GFNKG/K=23 U2;@?;GF/N?@ :3 =N@F/A=0/F:A2A:@";/ G=?@2G2

/TGFNKG/K=23 U2;3/G?SKF?;;?@1

!'!(草鱼皮胶原蛋白海绵的交联及性能

本实验中"以提取所得的草鱼皮胶原蛋白为

原料经冻干成型制备得到柱状胶原海绵材料"分

别用不同的交联方法对该海绵材料进行交联处

理"分析材料性能"考察不同交联方法对材料性能

的影响( 不同交联方法处理后材料的交联度)热

稳定性及拉伸强度测定结果如表 2 所示(

交联度44在所选择的 9 种交联方法中"材

料交联度大小依次为戊二醛 D,4-5%+*D热交

联 D紫外交联#=A3137$( 该结果提示"与物理

交联方法相比"化学交联方法 #戊二醛和 ,4-5

%+*$能使目标胶原材料产生更多的分子内或分

子间交联"这可能与几种交联方法的反应机制有

关( 尽管戊二醛参与的胶原蛋白的分子间交联机

制目前尚没有完全明晰"但可以肯定的是"戊二醛

通过与胶原分子链上的赖氨酸或羟基赖氨酸残基

上的游离氨基反应"生成中间产物"然后通过该中

间产物与其他的胶原分子或戊二醛分子以共价键

形式形成分子间或分子内交联( ,4-诱导的胶

原分子交联机制是 ,4-与胶原分子链中天冬氨

酸或谷氨酸残基的羧基反应生成中间产物并通过

该中间产物与相邻的胶原分子间形成异构肽键"

从而形成胶原分子的分子间交联( 与化学交联机

制不同"物理交联没有因外来化学试剂介入而产

生共价键产物"而是通过物理环境变化"诱导胶原

分子自身基团之间产生键合交联( 其中"紫外交

联与胶原分子中酪氨酸)苯丙氨酸等芳香残基中

未配对基团间的反应有关"而热交联与胶原分子

中结合水的脱除以及胶原分子链中游离羧基和氨

基间的脱水缩合反应有关
&;'

( 由于胶原蛋白分

子中的芳香氨基酸残基含量很低#表 1$"且羧基

和氨基之间发生的脱水缩合反应需要较长的反应

时间和较高的反应温度"因此物理交联方法的交

联效率低于化学交联法(

热稳定性44提高胶原蛋白生物材料热稳定

性是交联处理的主要目的之一(

!

型胶原典型的

结构特征是由 / 条
$

肽链通过肽链间形成的氢键

相 互 缠 绕 形 成 的 三 螺 旋 结 构 # GF:K0? =?0:S

;GF>AG>F?$( 在极性溶剂 #如水或酸溶液$存在条

件下"当胶原分子经受热处理后"三螺旋结构间的

氢键发生断裂而导致螺旋结构的解离"该过程称

为胶原分子的热变性( 热变性后"胶原分子的诸

多理化性质会发生明显的改变"同时其许多重要

7/1
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的生物学性能也随之丧失( 本次实验中"采用

68*为溶剂"胶原材料经充分溶胀后测定其热变

性起始温度)峰值温度以及热变性焓"考察不同交

联方法对其热稳定性的影响( 实验结果表明"未

交联样品#对照$的变性峰值温度为 9913 L"高

于去离子水溶胀条件下草鱼胶原蛋白的变性峰值

温度#/712 L$

&2/'

"说明 68*溶剂中的离子对胶

原热稳定性有促进作用( 戊二醛交联后"胶原材

料的热变性起始温度和峰值温度均有显著提升

#=A3137$"这显然与戊二醛交联后导致胶原分

子三螺旋结构中产生了新的共价键种类有关%热

交联和 ,4-5%+*交联后"胶原材料的变性起始

温度和变性峰值温度仅有轻微提高#=D3137$"

这是因为热交联和 ,4-5%+*交联主要是在胶原

分子间而非三螺旋分子内形成交联键"因此其对

胶原分子热变性温度提升的贡献度不大( 但值得

注意的是"与对照相比",4-5%+*交联处理后"

胶原分子的热变性焓有显著提高"而热交联则正

好相反#=A3137$( 该结果提示",4-5%+*交联

后"单位质量胶原变性所需的能量明显提高"而热

交联在导致胶原分子间形成交联键的同时"胶原

分子的三螺旋结构也已产生部分热解离( 与对照

材料相比"胶原材料经紫外交联后"其热变性起始

温度)峰值温度和热变性焓均出现不同程度的下

降#=A3137$"说明紫外照射对胶原分子三螺旋

结构有弱化作用(

拉伸强度44胶原基生物材料应用于创伤修

复和组织重构时会受到来自于机体组织内部和外

部各种力的作用"只有当生物材料具有足够的力

学性能时"其各项生物功能才能得以充分发挥(

天然胶原材料的力学强度较低是其主要不足之

处"而分子交联是改进胶原基生物材料力学性能

的有效手段之一( 胶原材料拉伸强度测定的实验

结果表明#表 2$"在所选择的 9 种交联方法中"戊

二醛交联和 ,4-5%+*交联对胶原材料的拉伸强

度均有显著的提升作用#=A3137$"而热交联和

紫外交联对材料力学性能的影响较为有限 #=D

3137$"说明在提高胶原材料力学性能方面"化学

交联法比物理交联法具有明显的优势(

表 !(交联方法对胶原材料性能的影响

+,-'!([662"876"/733B0CU0C@ 7C-07B7@0",BD/7D2/802376@/,33",/D3U0C"7BB,@2C3D7C@23

样品

;29K0?;

变性起始温度5L

/3;?GGF23;:G:/3

G?9K?F2G>F?

变性峰值温度5L

92S:9>9GF23;:G:/3

G?9K?F2G>F?

变性焓5#!5M$

GF23;:G:/3

?3G=20KN

拉伸强度5V62

G?3;:0?

;GF?3MG=

交联度5E

@?MF??/T

AF/;;0:3V:3M

对照 A/3GF/0

/;1/ B31/

2

9913 B319

2

213; B3137

2

201/ B/16

2

5

戊二醛交联 M0>G2F20@?=N@?AF/;;0:3V:3M

6119 B312

O

6019 B319

O

1192 B3136

O

12716 B;12

O

0213 B317

2

热交联 @?=N@F/G=?F920AF/;;0:3V:3M

9316 B319

2

9712 B316

2

3122 B3139

A

/718 B911

2

2;1; B31/

O

,4-5%+*交联 ,4-5%+*AF/;;0:3V:3M

9317 B31/

2

9716 B316

2

6186 B3113

@

;816 B718

A

/217 B319

A

紫外交联 #.AF/;;0:3V:3M

/21/ B31/

A

911/ B31/

A

1173 B3138

O

/116 B91/

2

1716 B31/

@

注!实验数据用平均值 B*4表示", >7( 同列上方字母相同代表无显著性差异#=D3137$ "不同字母表示显著性差异#=A3137$ (

%/G?;!,SK?F:9?3G@2G2;U?F??SKF?;;?@ 2;9?23 J20>?;B*4", >71D=?;29?0?GG?F;:3 ?2A= 0:3?9?23 3/ ;:M3:T:A23G@:TT?F?3A?#=D3137$ "G=?

@:TT?F?3G0?GG?F;9?23 ;:M3:T:A23G@:TT?F?3A?#=A3137$1

44体外抗酶降解性能44在生物医学材料中"

体内植入型材料要求具有良好的抗酶降解性能"

从而保证生物材料在机体组织内能持久的发挥其

生物功效( 交联处理是提高胶原材料抗酶降解性

能的常用手段之一( 未交联 #对照$和 9 种不同

方法交联处理的草鱼皮胶原材料在胶原蛋白酶溶

液中的降解性能如图 2 所示( 从图中可以看到"

与未交联的对照材料相比"戊二醛交联处理)热交

联处理和 ,4-5%+*交联处理后胶原海绵的抗酶

降解性能均有明显提升#=A3137$"其中以戊二

醛交联处理后材料抗酶降解性能提升最为显著

#=A3131$"而紫外交联后材料的体外抗酶降解

性能变化不大#=D3137$( 酶解 02 = 后"几种胶

原海绵材料的酶降解率依次为对照#133E$ D紫

外交联#;812E$ D热交联#;912E$ D,4-5%+*

#8216E$ D戊二醛 #1812E$( 结合交联度的测

定结果#表 2$可以发现"胶原材料抗酶降解性能

的提升与材料交联度之间存在正相关性"即交联

度越高"则材料的抗酶降解性能越好( 该结果提

示"交联处理导致的材料抗酶降解性能的提升可

能是由于交联后胶原分子间的有效聚集阻碍了胶

原酶的酶解位点"从而使酶解效率降低(
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图 !(不同交联方法对胶原材料体外抗

酶降解性能的影响#*e*$

?0@'!([662"87650662/2C8"/733B0CU0C@ 12897537C892

2CR:1,80"32C3080E08: 76"7BB,@2C3D7C@23#*e*$

!'*(胶原海绵材料的结构解析

红外光谱分析44红外光谱分析的结果表

明"所有未交联和交联处理的草鱼皮胶原海绵材

料均显示出胶原蛋白的特征红外吸收谱( 不同样

品的特征峰吸收波长值如表 / 所示( 其中"酰胺

&带是蛋白肽链骨架上 %5+的伸缩振动峰%酰

胺 8带是 -+

2

的不对称伸缩振动峰%酰胺
!

带与

->"的伸缩振动有关%酰胺
'

带归属于 %5+

和 -5%的弯曲振动%酰胺
*

带与肽链中甘氨酸

和脯氨酸残基的-+

2

振动有关
&29'

(国外学者的

研究表明"归属于酰胺 &带的 %5+的伸缩振动

峰可反映胶原分子间的氢键键合程度( 当肽链上

的氨基以游离态为主时"其吸收波长多出现在

/ 933 =/ 9935A9"当氨基参与氢键键合时"酰胺

&带的吸收峰波长发生蓝移
&27'

( 对比交联前后

草鱼皮胶原蛋白酰胺 &带的吸收波长"可以发

现"紫外交联和 ,4-5%+*交联后"其酰胺 &带

由 / 9105A9蓝移至 / /9/5A9"而热交联与戊二

醛交联则未出现该变化"提示紫外交联和 ,4-5

%+*交联主要导致胶原分子间氢键键合的增多(

戊二醛交联后"胶原蛋白酰胺 8带吸收峰发生明

显蓝移#2 ;785A9蓝移至 2 ;205A9$"证实胶原

蛋白肽链中的 -+

2

基团参与了戊二醛交联反应(

胶原蛋白经不同方法交联处理后"其酰胺
!

带变

化最为显著"如热交联后其 1 6/;5A9并肩峰发生

红移#可能是羧基脱水缩合所致$"紫外交联后"

1 6/;5A9并肩峰消失"戊二醛和 ,4-5%+*交联

后在 1 6205A9处产生新的并肩峰"提示胶原蛋白

肽链中的羧基是参与各种交联反应最为活跃的基

团( 与其他交联方法相比"热交联后胶原蛋白红

外吸收峰变化最小"该结果提示热交联主要导致

胶原样品的重度脱水效应而非产生新的化学

键合(

表 *(交联前后草鱼皮胶原材料红外吸收峰的波长变化

+,-'*(+92"9,C@230C?+̂)K,E2B2C@8976@/,33",/D"7BB,@2C,682/"/733B0CU25-: 50662/2C81289753

样品

;9K0?;

酰胺 &带5

# 5A9$

&9:@?&

酰胺 8带5

# 5A9$

&9:@?8

酰胺
!

带5

# 5A9$

&9:@?

!

酰胺
'

带5

# 5A9$

&9:@?

'

酰胺
*

带5

# 5A9$

&9:@?

*

对照 A/3GF/0 / 910 2 ;78 1 678 1 6/; 5 1 767 1 2/8

热交联 @?=N@F/G=?F920AF/;;0:3V:3M / 910 2 ;78 1 678 1 69/ 5 1 767 1 2/9

紫外交联 #.AF/;;0:3V:3M / /9/ 2 ;/7 1 678 5 5 1 767 1 291

戊二醛交联 M0>G2F20@?=N@?AF/;;0:3V:3M / 917 2 ;20 1 678 1 69/ 1 620 1 767 1 291

,4-5%+*交联 ,4-5%+*AF/;;0:3V:3M / /9/ 2 ;78 1 679 1 69/ 1 620 1 767 1 291

44扫描电镜分析44图 / 是交联前后各样品的

扫描电镜图谱( 从图中可以看到"未交联胶原样

品为典型的多孔疏松结构"其超微结构较为杂乱)

孔径大小分布极不均匀#图 /72$( 热交联和紫外

交联后"材料结构仍处于不均匀的分布状态"但材

料孔径明显减小( 与之相比",4-5%+*交联后"

材料表面光滑"孔径小且分布均匀"是生物材料理

想的微观结构形式#该结构既能提供良好的介质

传递通道又能提供良好的机械性能$"而戊二醛

交联样品呈现规则的层状皱褶结构"仅有少量大

小和分布不均一的孔洞存在"这显然是该材料具

有最大拉伸强度的主要原因(

/4讨论

本实验以草鱼鱼皮为原料"采用酸 5酶体系

提取并分离纯化鱼皮胶原蛋白"经冻干成型制备

得到柱状胶原海绵材料( 在此基础上"分别采用

热交联)紫外交联)戊二醛交联和 ,4-5%+*交联

方法对该胶原海绵材料进行交联处理并通过材料

性能测定考察各交联方法对海绵材料性能的影
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图 *(交联前后胶原材料的扫面电镜观察图谱# I!YY$

21对照% O1热交联% A1紫外交联% @1,4-5%+*交联% ?1戊二醛交联(

?0@'*(S",CC0C@ 2B2"8/7C10"/7@/,D976"7BB,@2C3D7C@23"/733B0CU25-: 50662/2C81289753

21A/3GF/0% O1@?=N@F/G=?F920% A1#.% @1,4-5%+*% ?1M0>G2F20@?=N@?1

响( 实验结果表明"戊二醛处理可使胶原三螺旋

分子内形成广泛的共价键交联"产品交联度高"材

料的热变性温度)抗酶降解性能和拉伸性能等均

得到明显改善%,4-5%+*处理主要导致胶原分

子间形成氢键和共价键交联"其产品的交联度低

于戊二醛交联但高于紫外和热交联( ,4-5%+*

交联后"胶原海绵的热变性温度无明显改变但其

热变性焓显著提升( 与对照样品相比",4-5%+*

交联产品的机械性能和抗酶降解性能有所改善"

但效果不及戊二醛交联( 与化学交联方法相比"

紫外交联和热交联产品的交联度较低"交联后产

品的机械性能和体外抗酶降解性能改善并不明

显"且采用这两种交联方法均会导致样品出现不

同程度的蛋白质变性现象(

在目前已应用或正在研究的各种交联方法

中"戊二醛交联是应用最广泛且效果最佳的方法"

但戊二醛交联存在醛类残留以及细胞毒性等问

题"使其产品应用受到限制( ,4-5%+*作为一

种新型化学交联剂"具有接近戊二醛的交联效果"

且 ,4-5%+*的细胞生物毒性远低于戊二醛"是

一种极具应用前景的交联方法( 紫外和热交联等

物理交联法虽然不存在引入外来化学物质的潜在

危险"但其交联度和对材料性能的改进效果有限"

因此仅适用于作为一种辅助的性能改进方法( 本

研究所采用的交联条件均是参考相关学者的研究

成果"如何对不同交联方法的交联条件进一步优

化并因此产生更佳的材料性能尚需更深入的

研究(
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