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摘
!

要
!

对胶原分子聚集行为的研究!不仅能改善其理化特性!同时也为其在食品"组织工程和生物医药等

领域的应用提供理论指导%基于胶原分子中苯丙氨酸&

LW0

'和酪氨酸&

a

5

3

'的内源荧光特性!采用常规波长"

同步荧光和二维&

-O

'荧光光谱技术研究了不同浓度和温度下胶原分子的聚集行为%研究结果表明)&

*

'在激

发波长
-#@7A

条件下!胶原分子仅在发射波长
!.!7A

处出现了归属于
a

5

3

的特征峰$选取波长差&

($

'为

*@7A

的同步荧光扫描胶原分子!发现其在
->*

和
-,-7A

处出现了分别归属于
LW0

和
a

5

3

的特征峰%&

-

'特

征峰的荧光强度与胶原浓度呈现良好的线性关系!表明了基于常规波长和同步荧光光谱技术对胶原定量分

析的可行性%&

!

'随着胶原浓度的增加!

a

5

3

和
LW0

的含量逐渐增大!且胶原分子间距逐渐降低并聚集成纤

维束!使得
a

5

3

和
LW0

相互靠近并参与形成大量的氢键!从而导致荧光强度不断增大%然而随着温度的升

高!荧光基团与溶剂碰撞的猝灭机会增大!且胶原分子中
a

5

3

和
LW0

的荧光量子产率逐渐降低!同时胶原分

子动能增大!其聚集体逐渐松散!其三股螺旋结构逐渐坍塌!

a

5

3

和
LW0

参与形成的氢键被破坏!从而导致

荧光强度随温度的升高不断降低%&

?

'

-#@7A

常规波长的
-O

荧光光谱分析表明!胶原分子在
-"#

!

!.!

和

!*.7A

处出现了相关峰!其中
!.!7A

归属于
a

5

3

!

-"#7A

归属于胶原分子聚集过程中参与氢键形成的

a

5

3

$

!*.7A

可能归属于
a

5

3

的激发态!其不断的蓝移形成稳定的基团!以便参与氢键的形成!从而促进了

胶原分子的聚集%以浓度为外扰的基团响应顺序为
!.!7A

+

-"#7A

+

!*.7A

$以温度为外扰的基团响应顺

序为
-"#7A

+

!*.7A

+

!.!7A

%&

@

'

-O

同步荧光光谱分析表明!随着胶原浓度和温度的升高!

LW0

均比
a

5

3

优先响应%综上!采用常规波长"同步荧光光谱技术均能较好的研究胶原分子在不同浓度和温度下的聚集行

为!且为胶原的定量分析提供了一种新的方法!但同步荧光光谱技术可将量子产率较低的
LW0

显现出来!体

现了其具有窄化谱带和提升分辨率的优点%此外!结合
-O

荧光分析技术!可进一步研究胶原分子基团的响

应顺序%
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引
!

言
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胶原是细胞外基质的主要成分!广泛分布于动物机体的

皮肤"软骨和肌腱等组织中!对机体起着支撑和保护的作

用,

*

-

%胶原具有良好的生物相容性"生物降解性和低免疫原

性等特点!使其在组织工程"生物医药和食品等领域具有重

要的应用,

-+!

-

%作为一种纤维蛋白!胶原分子在溶液中会聚

集形成纤维束%然而!当外界环境条件&如温度"浓度等'发

生变化时!其分子的聚集行为受到显著影响!导致其光学性

质"胶体稳定性和机械强度等性质不同程度地改变,

?

-

%因

此!研究胶原溶液的聚集行为不仅能够显著改善胶原的理化

特性!同时也为胶原的实际生产提供理论指导%

由于蛋白质分子在水溶液中聚集主要是依靠氨基酸残基

的疏水相互作用!因此可以借助荧光光谱技术对蛋白质的疏

水性研究表征其聚集行为,

@

-

%胶原含有
a

5

3

和
LW0

!因而可



以利用其内源荧光特性研究胶原分子的聚集行为,

>

-

%

O<67

等将丝胶与胶原共混!发现胶原的荧光峰位置由
!.>7A

红

移至
!*,7A

!表明丝胶的引入降低了胶原的聚集程度,

#

-

%同

步荧光扫描技术由于具有灵敏度较高的优点!因此越来越多

的被用来研究蛋白质的聚集行为%此外!将一维数据拓展到

二维&

-O

'荧光光谱分析技术!能够有效的判断不同基团对外

扰条件刺激的响应顺序%通过同步荧光光谱技术!

N:

等发现

甘油则促使胶原聚集体逐渐松散!且基于
-O

荧光光谱发现

基团的变化顺序为
!>.7A

+

-"#7A

,

,

-

%

本文以胶原为研究对象!利用激发波长&

$

0U

'为
-#@7A

的常规波长和同步荧光光谱技术研究了胶原浓度和温度对其

在水溶液中聚集行为的影响%同时!采用
-O

荧光光谱技术

分别考察了浓度和温度对胶原分子中基团响应顺序的影响%

*

!
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公司%其他试剂

均为分析纯!购于科龙化工试剂厂%

$(<

!

方法及数据处理

*'-'*

!

常规波长荧光光谱

将胶原海绵溶解于
.'*A%&

#

N

D*的醋酸溶液中!得到浓

度为
.'*

"

*'.A

K

#

AN

D*的胶原溶液%

?o

下静置
-?W

后!

将样品溶液移至四通石英比色皿中!常温下恒温
*.A:7

!用

荧光分光光度计扫描样品!考察浓度对胶原分子聚集行为的

影响%此外!将
.'?A

K

#

AN

D*的胶原溶液置于超级恒温水

浴槽中在
*.

"

#.o

范围内恒温
!.A:7

!分析各温度下样品

的荧光光谱!考察温度对胶原聚集行为的影响%常规波长的

荧光光谱扫描条件为)激发波长
-#@7A

!发射波长
-,@

"

!>@

7A

!激发波长和发射波长的狭缝宽度均为
@7A

%

*'-'-

!

同步荧光光谱

将胶原海绵按照上述条件制备不同浓度的溶液!分别考

察不同浓度和温度对胶原溶液同步荧光光谱的影响%同步荧

光光谱的扫描条件为)波长差为
*@7A

!波长扫描范围为
-!@

"

!-.7A

!狭缝宽度为
@7A

%

*'-'!

!

-O

荧光光谱分析

以上述胶原分子在激发波长
-#@7A

以及同步荧光光谱

的数据为基础!采用
-O4W:

K

0

&

_X6740:g6E<:7

'和
B3:

K

:7,'.

软件分别生成胶原分子的
-O

荧光光谱%

-

!

结果与讨论

<($

!

常规波长的荧光光谱

-'*'*

!

浓度对胶原分子聚集行为的影响

图
*

为不同浓度胶原分子在
$

0U

j-#@7A

时的荧光光

谱%由图可知!胶原分子在发射波长
!.!7A

处出现了归属

于
a

5

3

的特征峰,

"

-

%随着浓度的增加!荧光强度不断增大!

表明胶原分子的聚集程度逐渐增大%这是因为
a

5

3

含量增

大!且胶原分子间距逐渐降低并不断聚集!导致
a

5

3

参与形

成氢键!最终导致荧光强度不断增大!表明胶原分自己聚集

程度增大,

"

-

%由图
*

&

\

'可知!胶原在发射波长
!.!7A

的荧

光强度与其浓度呈现良好的线性关系!表明可利用荧光光谱

技术在一定浓度范围内对胶原进行定量分析%

图
$

!

浓度对胶原分子荧光光谱#

+

$和荧光强度#

5

$的影响#

!

*C

]<IE0/

$

%&

'

($

!

X44*71347307*01.+1&303018*49-3.*,7*07*,

6

*71.+

&

+

'

+0:49-3.*,7*07*

&01*0,&1

2

&

5

'

347399+

'

*0/39*7-9*,

&

!

*C

]<IE0/

'

!!

图
-

&

6

'和&

\

'分别为
-O

荧光光谱的同步图和异步图!

实线和虚线分别代表正和负的相关信息%同步图中存在正的

自相关峰&

!.!

!

!.!

'!异步图中存在异步交叉峰&

-"#

!

!.!

'!

&

-"#

!

!*.

'和&

!.!

!

!*.

'%

!.!7A

归属于
a

5

3

,

"

-

!

-"#7A

归

属于胶原分子聚集过程中参与形成氢键的
a

5

3

,

,

-

$

!*.7A

可

能归属于
a

5

3

激发态!其不断的蓝移形成稳定的基团!使胶

原分子不断聚集%根据图
-

可知!所有的同步交叉峰均为正!

而异步交叉峰&

-"#

!

!.!

'

#

.

!&

-"#

!

!*.

'

+

.

!&

!.!

!

!*.

'

+

.

%根据文献,

*.

-

!胶原分子基团的响应顺序为)

!.!

+

-"#

+

!*.7A

%

-'*'-

!

温度对胶原聚集行为的影响

图
!

所示为胶原分子在不同温度下的荧光光谱%由图可

知!胶原荧光强度可分为低温区&

*.

"

!@o

'"中温区&

!@

"

?@o

'和高温区&

?@

"

#.o

'

!

个阶段%低温区!部分
a

5

3

被

?-.-
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包裹在聚集体内$中温区!胶原分子聚集体中的疏水区域被

破坏!纤维束逐渐解缠结!

a

5

3

形成氢键的能力降低!导致

荧光强度急剧降低$高温区!胶原分子三股螺旋结构坍塌!

氢键大量被破坏!使得荧光强度继续降低%同时!温度的升

高影响了荧光基团电子的跃迁!使其荧光效率降低$此外!

荧光基团与溶剂分子间的碰撞猝灭概率逐渐增大,

**+*-

-

!这些

原因均导致荧光强度的降低%

图
?

&

6

'和&

\

'分别为常规波长的
-O

荧光光谱的同步图

和异步图%由图可知!同步图中存在正自相关峰&

!.!

!

!.!

'!

异步图中存在异步交叉峰&

-"#

!

!.!

'!&

-"#

!

!*.

'和&

!.!

!

!*.

'!其信号强度分别为正"正和负%根据读谱规则,

*.

-

!胶

原分子基团的响应顺序为)

-"#

+

!*.

+

!.!7A

%

图
<

!

不同浓度下的二维荧光同步图#

+

$和异步图#

5

$#

!

*C
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'
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2
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'
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078.303-,

&

5

'
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'

*0/39*7-9*,+1\+.&3-,7307*01.+1&30,

&

!

*C

]<IE0/

'

图
;

!

温度对胶原分子荧光光谱#

+

$和荧光强度#

5

$的影响#

!

*C

]<IE0/

$

%&

'

(;

!

X44*71341*/

6

*.+1-.*3018*49-3.*,7*07*,

6

*71.+

&

+

'

+0:18*49-3.*,7*07*

&01*0,&1

2

&

5

'

347399+

'

*0/39*7-9*,

&

!

*C

]<IE0/

'

图
D

!

不同温度下的二维荧光光谱同步图#

+

$和异步图#

5

$#

!

*C

]<IE0/

$

%&

'

(D

!

L

2

078.303-,

&

+

'
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同步荧光光谱分析

-'-'*

!

浓度对胶原分子聚集行为的影响

图
@

为胶原在
.'*

"

*'.A

K

#

AN

D*的同步荧光光谱%由

图可知!胶原分子在
->*

和
-,-7A

处出现分别归属于
LW0

和
a

5

3

特征峰,

*-

-

!且强度随胶原浓度增大而增大!表明聚集

程度增加%可见!

LW0

虽然荧光强度较低!但经同步荧光扫

描!分辨率显著提升%随着胶原浓度增加!

LW0

和
a

5

3

数量

不断增加并参与氢键的形成!导致其荧光强度增加%此外!

胶原分子在
->*

和
-,-7A

处的荧光强度与其浓度呈现良好

的线性关系!验证了同步荧光光谱技术对胶原进行定量分析

的可行性%

!!

图
>

为胶原分子在不同浓度下的
-O

同步荧光光谱%从

图
>

&

6

'中可以看出!同步荧光光谱中存在&

->*

!

->*

'和

&

-,-

!

-,-

'两个正的自相关峰!位于疏水核外部的
a

5

3

对浓

度变化敏感!导致自相关峰&

->*

!

->*

'强度低于&

-,-

!

-,-

'%

由图
>

&

\

'可知!异步图中具有&

->*

!

-,-

'

+

.

!&

-,-

!

->*

'

#

.

%根据文献,

*.

-

!胶原分子基团的变化顺序为)

->*

+
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7A

%

图
E

!

浓度对胶原分子荧光光谱#

+

$和荧光强度#
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$的影响#
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'

图
F

!

不同浓度下的二维荧光同步图#

+

$和异步图#
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'
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温度对胶原溶液聚集行为的影响
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为温度对胶原荧光光谱的影响%由图可知!胶原分

子的荧光强度随温度升高呈降低的趋势!表明胶原分子聚集

程度逐渐降低%荧光强度随温度的变化也可以分为
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段)低温区"中温区和高温区%低温区&
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'!主要是
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LW0

和

a

5

3

残基形成的氢键被大量破坏!荧光强度继续降低,
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核内部的
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随后响应%
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结
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随着胶原浓度增加!
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和
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数量增加并参与氢键的

形成!使其荧光强度增加!从而导致聚集程度增加%随着温
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