
冷冻研磨对胶原蛋白分子结构及性能的调控
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摘要：以商品化天然牛跟腱胶原蛋白（海绵状）为原料，采用冷冻研磨技术处理成粉末，系统考察了冷冻时间对胶原蛋白分子结构、理化性能及其生物学性质的影响。结果显示，冷冻时间会影响胶原蛋白的三螺旋结构及分子间相互作用力。凝胶电泳实验和红外光谱测试表明，短时间的冷冻研磨（10 h以内）会对胶原蛋白蛋白分子的肽链结构产生一定影响，冷冻24 h后（样品COL24h）该影响可降至最低；圆二色谱、原子力显微镜和SEM实验证实，COL24h的三螺旋结构最完整，且其体外组装成纤维的能力未受影响；溶解度实验揭示，研磨样品的水溶性（在4 ℃水中）随预冻时间的增加而增加，相比于对照组（COL），COL24h在水中的溶解度提高了近4倍；热稳定性实验提示，冷冻研磨对胶原蛋白分子的热变性温度影响不大，对其热变焓值影响较大。但随着冷冻时间的延长，产生的影响也逐渐降低；流变实验揭露，研磨后胶原蛋白溶液整体黏度降低，流动性更好。小鼠成纤维细胞实验证实，COL24h具有更强的促细胞增殖能力。
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Effects of cryo-grinding pretreatment on molecular structure and properties of collagen
LIU Jialin, DAI Lei, XU Yuling*, WANG Haibo, XU Chengzhi, WEI Benme
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[bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK36][bookmark: OLE_LINK35][bookmark: OLE_LINK41][bookmark: OLE_LINK44]Abstract: Herein, commercial natural bovine tendon collagen (sponge-like) was employed as the raw material and processed into powder further via the cryo-grinding approach. Effects of pre-freezing duration on the molecular structure, physicochemical aptitudes and biological capabilities of the natural macromolecule were systematically probed. Results revealed that the polymer's triple-helix structure and intermolecular interactions were susceptible to the pre-freezing period. Specifically, gel electrophoresis experiment (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) and IR unfolded that cryo-grinding within a short time, for instance, ten hours, will impose a particular influence on peptide chain structure of collagen molecules, which can be minimized after reinforced freezing for 24 h (COL24h). Circular dichroism (CD), atomic force microscope (AFM), and SEM confirmed collectively that the triple-helix structure of COL24h was the most intact, with a natural talent for fibrosis in vitro. More strikingly, as the solubility experiment revealed, the water solubility (4 ℃) of the ground ones soared with prolonged pre-freezing time; the solubility of COL24 was nearly four times larger than that of the control group (COL). In addition, thermal stability assay implied that cryo-grinding treatment also had an evident effect on the thermal enthalpy but not the denaturation temperature of the material; besides, with enhanced freezing duration, this impact was gradually reduced; rheological dissection proved that the overall viscosity of the collagen solution descended, exhibiting a better fluidity after grinding, and a cell test confirmed that COL24h had more substantial capacity to promote cell proliferation, shedding light on its potential amid medical cosmetology and regenerative medical materials. 
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[bookmark: _Toc250448986]I型胶原蛋白由三条肽链右手螺旋而成，是细胞外基质的主要成分，大量存在于动物体的结缔组织中，具有良好的生物活性[1-3]。以胶原蛋白为基质或主要构件的海绵、凝胶、人造角膜、皮肤替代物、3D生物打印和药物缓释材料等，具有其他替代材料无可比拟的优越性[4-6]，同时胶原蛋白还具有良好的生物降解性与生物相容性[7-12]。随着人们对胶原蛋白利用的日趋广泛，各行业对胶原蛋白的需求量和物性要求逐渐变高。通常，胶原蛋白原料是以固体海绵形式来储存的，但是，固体海绵并不是胶原蛋白应用的主要形式，胶原蛋白粉末或者溶液才是胶原蛋白作为添加剂或者对胶原蛋白进行溶液加工的初始原料[13-14]。然而，胶原蛋白难溶于水，易溶于稀酸，但在酸性溶液中，胶原蛋白分子会慢慢降解；而把酸性胶原蛋白溶液透析成中性，这种中性胶原蛋白分散体的制备过程不仅繁琐，同时也降低了体系的热稳定性[1,15]。
近年来，随着胶原蛋白的应用范围不断拓展，各应用领域对胶原蛋白的物性要求，特别是溶解性要求进一步提升。在大部分应用领域，都要求制备得到的胶原蛋白样品具有良好的易溶性和速溶性，以提高操作的便捷性。但是，由于天然胶原蛋白的高分子构造，使其在常规溶剂中往往存在难溶或溶解时间长的特性。在天然材料如胶原蛋白领域，机械力比如剪切力、离心力、超声、超高压、研磨等，常被用于对胶原蛋白进行改性处理或者调控其体外组装过程[16-18]。其中，研磨还可以作为提高胶原蛋白溶解性的有效手段，它是利用机械能来诱发化学反应或引发材料组织、结构和性能变化，并以此来制备新材料的方法[19-20]。但是，常规的研磨粉碎方法，在粉碎过程中不可避免的使样品升温，从而极容易导致胶原蛋白的热变性，使其失去天然活性[18]。为避免胶原蛋白在加工过程中的这种变化，本文首次将预先冷冻再研磨（简称冷冻研磨）用于粉碎和调控材料性能。因此，将冷冻研磨技术直接应用于天然牛跟腱胶原蛋白粉碎，通过调节冷冻时间后再研磨制备胶原蛋白粉末。运用凝胶电泳、圆二色谱及红外光谱等方法对上述胶原蛋白粉末进行结构研究；在此基础上，研究冷冻研磨对样品的水溶性、热稳定性、黏度和细胞增值能力的调节作用，为胶原蛋白在伤口愈合敷料、药妆、再生医学和临床医用材料等方面的应用提供理论支持[21-22]。
1  实验部分
1.1 试剂与仪器
牛跟腱胶原蛋白，河北考力森生物科技有限公司；乙酸、十二水磷酸氢二钠、二水磷酸氢二钠，AR，国药集团化学试剂有限公司；胶原蛋白分子量标品Marker，中国赛默飞世尔公司（Thermo Fisher Scientific）；过硫酸铵、丙烯酰胺、1.5 mol/L Tris-HCl、考马斯亮蓝R250/1.9 mol/L、四甲基二乙胺（TEMED）、SDS蛋白上样缓冲液，7.5%（v/v%）分离胶和4%（v/v%）浓缩胶（分离胶和浓缩胶均为混合物，包含水、30%丙烯酰胺溶液、1.5 mol/L Tris-HCl、10%SDS、10%过硫酸铵），武汉博士德生物工程有限公司；DMEM培养基（含10%胎牛血清的高糖培养基），北京索莱宝科技有限公司。
冷冻干燥机（LGJ-10D，北京四环科学仪器厂）；冷冻混合球磨仪〔MM400，弗尔德（上海）仪器设备有限公司〕；双垂直电泳仪（DYCZ-25D，北京六一）；凝胶成像系统（Tanon-4100，上海市天能科技有限公司）；圆二色谱仪（J-810，日本JASCO）；傅里叶变换红外光谱仪（NEXUS，美国Thermo Nicolet公司）；扫描电子显微镜（S-3000N，日本Hitachi公司）；原子力显微镜（AFM MultiMode8，德国Bruker公司）；旋转流变仪（DHR-1，美国TA公司）。
[bookmark: _Toc9760280]1.2 牛跟腱胶原蛋白样品的制备
先将样品在液氮中的预冻，预冻时间分别为3、6、12和24 h，依次命名为COL3h，COL6h，COL12h，COL24h。然后运用MM400型冷冻混合球磨仪依次研磨，研磨条件：频率25 Hz，研磨时间均为5 min，装载质量为800 mg。
对照样品1：天然、未经冷冻研磨处理的牛跟腱胶原蛋白命名为COL；对照样品2：天然牛跟腱胶原蛋白经液氮冷冻24 h不使用研磨处理命名为FCOL。
1.3结构表征
[bookmark: _Toc9760281]1.3.1 凝胶电泳
参考RAWDKUEN [23-24]文献方法进行凝胶电泳实验（SDS-PAGE）。7.5%（v/v%）分离胶10 mL、4%（v/v%）浓缩胶6 mL、蛋白质标准品进样量10 μL、样品加样量15 μL；结束电泳后用脱色液浸泡至样品出现清晰条带，使用凝胶电泳成像系统拍照分析。
[bookmark: _Toc9760283]1.3.2 红外光谱分析
利用傅里叶变换红外光谱仪检测冷冻研磨牛跟腱胶原蛋白结构的变化。取样品粉末压片，测量参数：扫描波数范围4000~400 cm-1，扫描分辨率4 cm-1，扫描16次。
[bookmark: _Toc9760282]1.3.3 圆二色谱实验
采用圆二色谱（CD）观察冷冻研磨后牛跟腱胶原蛋白分子三螺旋构象的变化。用乙酸溶解牛跟腱胶原蛋白样品后透析72 h（透析条件：在4 ℃、pH=7.4的PBS缓冲液中透析72 h，间隔3~4 h更换透析液，透析袋规格14 kD），将透析完全的样品稀释成质量浓度0.1 mg/mL，扫描温度15 ℃，波数范围190~250 nm，扫描速率50 nm/min，扫描精度0.5 nm。
1.4 样品性能测试
1.4.1 原子力显微镜测试（AFM）
称取冷冻研磨牛跟腱胶原蛋白样品用0.5 mol/L乙酸溶液溶解后透析（透析条件同1.3.3节），配制成质量浓度0.02 mg/mL溶液。取5 μL滴在云母片中间平铺一薄层至自然干燥2 h。将所有滴有样品的云母片放置于隔水式恒温培养箱（36 ℃）内培养24 h。使用原子力显微镜观察胶原蛋白纤维形貌。
1.4.2 SEM实验
通过扫描电子显微镜（SEM）观察胶原蛋白样品组装后的纤维表面形态及粒径。取适量胶原蛋白样品5 mL至离心管内，放置36 ℃（胶原蛋白组装温度）于隔水式恒温箱内孵育12 h，胶原蛋白溶液组装为凝胶纤维，离心〔离心力10000(×g)〕后除去上清液，沉淀部分（组装后的纤维）用去离子水1~2 mL洗2～3次再次离心，获得的组装纤维用于测试纤维形态及粒径。纤维粒径的测量与统计：借助Nano measurer软件测量SEM图中各胶原蛋白纤维粒径。每个样品选取不同区域的5张图，统计100根纤维直径数据，得到纤维粒径分布柱状图，计算平均粒径和标准偏差。
[bookmark: _Toc9760299]1.4.3 溶解度实验
在4 ℃下，称取研磨样品（质量记为m1，mg）加入10 mL去离子水（pH=7）并搅拌12 h。将获得的分散体以6000 r/min离心5 min，以分离未溶解的胶原蛋白，干燥后称量胶原蛋白质量（记为m2，mg）。胶原蛋白的溶解度由公式（1）计算得到。
溶解度/（mg/mL）=(m1-m2)/10    （1）
[bookmark: _Toc9760301]1.4.4 热稳定性（DSC）分析
准确称取10 mg研磨牛跟腱胶原蛋白样品，取400 μL 0.5 mol/L乙酸溶液充分溶胀（4 ℃，2 d）至样品呈均一透明状[19]，使用差示扫描量热仪检测经过冷冻研磨牛跟腱胶原蛋白样品的热变性温度以及热变焓值差异。测定条件为：空铝盒为空白对照，升温速率为5 ℃/min，扫描温度范围为20～60 ℃，氮气流量20 mL/min。
1.4.5黏度测试
使用旋转流变仪对研磨牛跟腱胶原蛋白进行黏度测试，选择平行板夹具，夹具直径大小为40.0 mm，测试间隙为0.6 mm。测试频率为 1 Hz，剪切速率在3 min内从0.1升到1000 s-1，实验温度为10 ℃（以避免样品自组装）。每个样品重复三次取平均值。
[bookmark: _Toc9760300]1.4.6 促细胞增殖性能测试
胶原蛋白样品用0.5 mol/L乙酸溶解成2 mg/mL胶原蛋白乙酸溶液，透析（同1.3.3透析方法）至中性。样品中加入3%（wt%）双抗（青霉素和链霉素），配制浓度为1×105个/mL的细胞悬液（小鼠的成纤维细胞NIH/3T3），按3000~5000个细胞/每孔接种于96孔板中，每孔加100 μL，将上述96孔板置于CO2（5％ v/v）培养箱中（37 ℃）培养24 h以贴壁。继续培养24 h后分别加入200 μL培养基与200 μL胶原蛋白样品。每个样本设九个重复，按实验设计培养一定时间。分别取培养1、3和5 d后的样品，向所有孔中加入20 μL MTT溶液，培养箱中孵育1­4 h。吸除上清液，每孔加二甲基亚砜（DMSO）200 μL，摇床摇匀，使用酶标仪测定490 nm处吸光度，吸光值越高意味着促细胞增值能力越好。
2  结果与讨论
[bookmark: _Toc9760287]2.1 SDS-PAGE分析
通过 SDS-PAGE 研究了冷冻和冷冻研磨处理对胶原蛋白分子结构的影响，如图1所示。所有泳道显示清晰的α1、α2和β条带，这是典型的Ⅰ型胶原蛋白电泳图[25]。整体而言，冷冻研磨后样品与对照COL无显著性差异，说明冷冻研磨不会对胶原蛋白的立体结构产生严重的破坏作用。对比不同预冻时间，可以发现，液氮冷冻3 和6 h样品即3号、4号泳道，在100 kDa下方均出现了少量颜色较浅的降解带，这可能是因为预冻时间短，研磨过程可能会局部过热，导致少部分胶原蛋白肽链结构受到影响，极少部分肽链断裂为小分子片段或者三螺旋结构解旋；而5号（预冻12 h）和6号（预冻24 h）泳道下方则基本无小分子条带，这说明预冻时间足够后再研磨，并不会影响胶原蛋白分子间的相互作用力，样品的肽链结构保持不变。这可能是因为冷冻时间足够长可以更好地分散研磨产生的热量，因此不会对胶原蛋白的肽链结构造成影响。
[image: ]
图1 不同预冻时间牛跟腱胶原蛋白的SDS-PAGE图谱（0：蛋白质标准品，1：COL，2：FCOL，3：COL3h，4：COL6h，5：COL12h，6：COL24h）
Fig 1 SDS-PAGE of bovine Achilles tendon collagen with different pre-freezing time (0: Protein Standard, 1：COL，2：FCOL，3：COL3h，4：COL6h，5：COL12h，6：COL24h)
[bookmark: _Toc9760289]2.2 红外光谱分析
图2是不同冷冻时间处理的牛跟腱胶原蛋白样品的FTIR谱图。图中各样品均出现了I型胶原蛋白典型的酰胺A、B带以及Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ带的吸收峰[26]。天然胶原蛋白COL的酰胺Ⅱ带（1544.47 cm-1）均比研磨胶原蛋白样品COL3h（1539.6 cm-1）、COL6h（1538.60 cm-1）、COL12h（1538.13 cm-1）、COL24h（1538.00 cm-1）高，而胶原蛋白中酰胺Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ带与胶原蛋白的多肽链结构构型及有序程度有关[26]。对比FCOL发现，冷冻时间对酰胺Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ带的值几乎无影响。因此，冷冻时间对胶原蛋白的天然结构几乎无影响，这与前面SDS-PAGE结果一致。样品COL3h、COL6h、COL12h和COL24h仅酰胺A带发生蓝移，蓝移主要原因推测来自于研磨，可能在机械力研磨作用下，胶原蛋白分子间的氢键作用发生改变，导致极少部分三螺旋解旋或者是肽链结构被破坏，使胶原蛋白蛋白多肽链的有序性发生一定变化。


图2 天然牛跟腱胶原蛋白与研磨处理后的胶原蛋白的红外图谱
Fig 2 Infrared map of natural bovine heparin collagen and ground collagen
[bookmark: _Toc9760288]2.3 圆二色谱（CD）分析
胶原蛋白的所有应用都以保持胶原蛋白的三螺旋结构为前提。图3是不同冷冻时间研磨的牛跟腱胶原蛋白的圆二色谱图。从图3可以观察到，各胶原蛋白样品均在198 nm附近出现一个较强的负吸收峰，在223 nm处存在一个较弱的正吸收峰，这是I型胶原蛋白典型的三螺旋结构特征[27]。对比天然胶原蛋白的CD图发现，不同预冻时间处理后的胶原蛋白样品负吸收峰最低值和正吸收峰最高值并没有呈现规律性变化，说明冷冻研磨后胶原蛋白的立体构造未发生显著改变，胶原蛋白的三螺旋结构也并未受到严重破坏，各样品的具体结构变化需进一步计算rpn值（胶原蛋白的圆二色谱中正吸收峰和负吸收峰强度的比值的绝对值）。


图3 不同预冻时间处理的胶原蛋白的CD图
Fig 3 CD of collagen treated at different pre-freezing times
胶原蛋白的圆二色谱中正吸收峰和负吸收峰强度的比值的绝对值被称为rpn值[28]，通过rpn值可以有效的判断胶原蛋白是否具有完整的三螺旋构象[29-30]。研究表明，当rpn值范围在0.12～0.15之间时，胶原蛋白具有完整的三螺旋构象。不同预冻时间研磨处理的胶原蛋白样品rpn值见表1。由表1可知，COL的rpn值为0.132，FCOL的rpn值为0.127，说明天然胶原蛋白与单纯冷冻的胶原蛋白在结构上均保持了完整的三螺旋构象，进一步印证了单纯冷冻对天然胶原蛋白结构无影响。COL3h，COL6h和COL12h的rpn值分别是0.110，0.105和0.116，三螺旋结构含量与对照COL和FCOL相比略有减少，说明短时间冷冻再研磨对三螺旋结构不利，可能会有少量三螺旋结构解旋或者肽链断裂，这与SDS-PAGE的实验结论互相吻合。COL24h的rpn值是0.123，与对照样品更为接近，结合SDS-PAGE实验说明，冷冻24 h再研磨5 min对样品三螺旋结构的影响可以降到最低。
表1 不同预冻时间研磨处理的胶原蛋白样品rpn值
Table 1 rpn values of collagen samples milled at different pre-freezing times
	样品名称
	平均rpn值
	误差

	COL
	0.132
	±0.023

	FCOL
	0.127
	±0.009

	COL3h
	0.110
	±0.007

	COL6h
	0.105
	±0.008

	COL12h
	0.116
	±0.011

	COL24h
	0.123
	±0.007



2.4 组装纤维AFM分析
[image: ]
图4 研磨牛跟腱胶原蛋白AFM图
Fig4  Grinding the AFM of the Achilles tendon collagen
胶原蛋白具有独特的自组装成纤维性质。为研究冷冻研磨对胶原蛋白自组装成纤维的影响，采用AFM分析胶原蛋白组装纤维的形貌，结果见图4。由图4可见，天然牛跟腱胶原蛋白（COL）和冷冻24 h的天然牛跟腱胶原蛋白（FCOL），可观察到清晰的胶原蛋白纤维，且每根胶原蛋白纤维出现了明暗相间条纹（Ⅰ型胶原蛋白所特有结构：D周期）[31]，进一步说明单纯冷冻预处理对胶原蛋白体外自组装能力无影响。样品COL3h、COL6h、COL12h和COL24h无法观察到D周期，但是胶原蛋白的组装纤维很明显，表明天然牛跟腱胶原蛋白冷冻研磨5 min后都保持了胶原蛋白的完整三螺旋结构。无法观察到明显的D周期可能是因为胶原蛋白经冷冻研磨处理后的组装纤维直径较天然胶原蛋白小，猜测是因为冷冻研磨改变了胶原蛋白大分子间相互作用的氢键数量[32]，从而使胶原蛋白纤维组装粒径变细，但并不影响胶原蛋白组装成纤维，也不影响天然胶原蛋白的自组装能力。
[bookmark: _Toc9760305]2.5 组装纤维的SEM分析
为进一步验证研磨胶原蛋白自组装后粒径变化情况，COL、FCOL和COL24h三个样品进行了SEM分析，所有样品均在扫描电子显微镜同一放大倍数下观察，结果见图5。由图5可见，样品COL24h的平均直径〔（77.6±17.9） nm〕比样品COL〔平均直径（96±24.8） nm〕和FCOL〔平均直径（82.1±19.8） nm〕的纤维直径略小。但经平均粒径数据计算发现，COL、FCOL和COL24h三个样品的纤维粒径并无显著性差异。天然胶原蛋白体外自组装成纤维大小及空间分布状态与胶原蛋白种类、环境pH值、温度、离子强度等有着紧密关系。天然胶原蛋白分子具有稳定的三螺旋结构，研磨的机械力可能对分子间的相互作用力产生了一定的影响，但并未严重破坏胶原蛋白分子的三螺旋结构，其仍具有体外组装能力。因此，组装纤维的粒径并无显著性差异。结合SDS-PAGE和圆二色谱分析，预冻24 h再研磨5 min对胶原蛋白的天然三螺旋结构的影响最小，几乎可以忽略。
[image: ]
注：上角标字母a是显著性差异标识，字母相同代表无显著性差异
图5 牛跟腱胶原蛋白纤维形貌及对应纤维粒分布
Fig 5 Morphology and corresponding fiber particle distribution of bovine achilles tendon collagen
[bookmark: _Toc9760310]2.6 溶解度
天然的牛跟腱胶原蛋白呈一种干燥多孔的海绵状态，经过冷冻研磨处理后成为粉末状。为了进一步研究冷冻研磨对胶原蛋白水溶性的影响，采用称重法测试研磨胶原蛋白样品在水中的溶解度，结果见图6。由图6可知，COL在纯水中的溶解度为0.29 mg/mL，低于其临界聚集浓度（0.50 mg/mL）[33]。样品FCOL的溶解度与COL无显著性差异，说明仅仅是预冻对胶原蛋白的水溶性影响不大。但是对照样品与冷冻后再研磨的样品在溶解度上存在显著性差异。随着冷冻时间从3 h增加到24 h，样品的溶解度从0.58 mg/mL（COL3h）升至1.03 mg/mL（COL24h）；与COL相比，COL24h在纯水中的溶解度提高了近4倍，由此可见，胶原蛋白的溶解度随预冻时间延长而增大。这可能是预冻后再研磨改变了胶原蛋白分子间相互作用力，致使胶原蛋白分子中的亲水基团（如—COOH、—OH）更多暴露出来，使分子亲水性增加。对于COL24h，溶解度虽然超过了临界聚集浓度，但原纤维生成能力减弱，COL24h在37 ℃下仍能组装，只是纤维粒径略变小（参见2.5 节组装纤维的SEM分析）。尽管如此，改善胶原蛋白的水溶性仍然具有重要的作用，例如更方便取用和更好的加工性能。当用于化妆品、保健品和功能性添加剂时，COL24h甚至可以少量直接添加，从而避免了酸溶解和随后透析制备胶原蛋白溶液的繁琐操作[19-20]。


注：图中不同字母代表有显著性差异，相同字母代表无显著性差异
图6 研磨牛跟腱胶原蛋白溶解度
Fig 6 Grinding of beef achilles tendon collagen solubility
2.7 热稳定性分析
天然胶原蛋白在热变性后会成为明胶甚至变成相对分子质量更小的水解胶原蛋白[34]。此时胶原蛋白的低抗原性、生物相容性等优良特性都将改变，因而胶原蛋白的制备、储存和应用都必须防范胶原蛋白热变性过程的发生，以确保胶原蛋白的三螺旋结构与生物学性能不发生改变。
采用差示扫描量热法检测胶原蛋白的热变性温度，结果见图7。由图7可知，COL的热变性温度（Td）为39.97 ℃，FCOL的热变性温度为39.31 ℃，且所有样品的热变性温度均在39 ℃以上，温度相差不大，说明冷冻研磨并未对胶原蛋白的三螺旋结构造成严重破坏。COL的热变性焓值（∆H）为0.97 J/g，FCOL的热变性焓值略有下降，为0.55 J/g。研磨5 min后的样品COL3h、COL6h、COL12h、COL24h热变性焓值均比未研磨的两个对照低，但随着冷冻时间的延长，热变性焓值逐渐增加，COL24h热变性焓值最大，为0.28 J/g。样品的热变性焓值减小意味着样品解开三螺旋结构所需的热能减少，这表明短时间冷冻再研磨会改变胶原蛋白分子间的相互作用模式[35]，冷冻时间越短，研磨造成的影响越大，因此选择以冷冻24 h为佳。虽然冷冻24 h后COL24h热变性温度及焓值仍然低于对照样品，但这一问题可以通过胶原蛋白的交联来提高其稳定性[22]，使其更适合用于医用生物支架材料[36]。


图7 牛跟腱胶原蛋白样品的DSC曲线
Fig 7 DSC diagram of bovine Achilles tendon collagen samples
2.8 黏度分析


图8 胶原蛋白样品的表观黏度与剪切速率关系
Fig 8 Relationship between apparent viscosity and shear rate of collagen
牛跟腱胶原蛋白样品的表观黏度与剪切速率关系见图8。由图8可知，所有样品均表现出胶原蛋白溶液典型的“剪切变稀”现象。胶原蛋白分子结构中的三股螺旋结构之间作用力主要依赖于氢键等非共价键，所有胶原蛋白样品随着剪切速率增大，表观黏度都表现出急剧下降的趋势。图8中COL与FCOL表观黏度随着剪切速率增加而减小，在剪切速率小于200 s-1时表观黏度下降迅速，大于200 s-1之后下降趋势趋于平缓，二者的变化趋势基本一致。冷冻研磨5 min后的样品（COL24h）与对照（COL）相比，表观黏度减小比较明显，但COL3h、COL6h、COL12h及COL24h之间的表观黏度差异并不大，且随着剪切速率的增加表观黏度下降趋势一致，这表明当预冻时间不同时，胶原蛋白的三股螺旋结构是否完整主要受研磨机械力影响，研磨会使分子间氢键数量发生改变，分子间其他非共价键的结合程度也受到影响，导致分子间作用力变弱，因此表现出“剪切变稀”现象[1]。与对照相比，研磨后的胶原蛋白具有更优良的流动性。
[bookmark: _Toc9760309]2.9 促细胞增殖性能分析
通过前面一系列实验发现，冷冻24 h后研磨5 min样品COL24h天然三螺旋结构保持较完整且溶解度较COL提高近4倍。因此，为进一步研究冷冻研磨对胶原蛋白的生物学性能的调控，将COL、FCOL和COL24h三个样品培养小鼠的成纤维细胞NIH/3T3，将培养1 、3 以及5 d后的细胞取出观察生长状态，结果如图9所示。由图9可知，培养1 d后取出细胞进行观察发现，COL、FCOL和COL24h均可以促进NIH/3T3生长，且COL24h样品促生长能力略高于前两者；当培养时间为3 d时，各样品对于NIH/3T3细胞生长仍表现为促生长作用，且相比培养时间为1 d时更为明显。培养时间达到5 d时，样品COL的促生长作用减缓，相对而言，样品FCOL及COL24h对NIH/3T3的促生长作用更明显，并且在培养的过程中，这两组样品的促生长作用保持快速增加的趋势。相比对照COL，COL24h更利于细胞生长。胶原蛋白的三螺旋结构是其发挥生物功能的基础。胶原蛋白能够提供细胞结合的位点，从而有利于细胞的贴壁和繁殖。经冷冻研磨处理后的胶原蛋白改变了分子间的相互作用力，可能暴露出更多的结合位点，更利于细胞生长和繁殖。


注：*代表 P<0.05; ***代表 P<0.001; ****代表 P<0.0001
图9 NIH/3T3在样品中培养1~5 d的活性
Fig 9 Activity of NIH/3T3 after 1-5 d incubation in samples
3  结论
运用冷冻研磨技术，通过改变预冻时间对天然牛跟腱胶原蛋白海绵进行粉碎处理，以期实现研磨产物的性能调控。SDS-PAGE和CD实验结果发现，冷冻时间分别为3、6 h时，有少量小分子条带，而冷冻24 h后胶原蛋白的肽链结构保持得更完整。AFM和SEM实验证明，冷冻研磨得到的胶原蛋白保持体外自组装能力，COL24h组装得到的胶原蛋白纤维直径与COL无显著性差异。溶解度实验表明，冷冻研磨可以显著提高胶原蛋白的水溶性（4 ℃），COL24h比未经任何处理的天然胶原蛋白（COL）的溶解度提高近4倍，这将对胶原蛋白作为医美材料的应用有更好的支撑作用。细胞生物学实验揭示，相比于天然胶原蛋白，研磨后的胶原蛋白材料对细胞的促生长作用提高，冷冻研磨得到的胶原蛋白粉末材料将拓宽胶原蛋白在创伤修复领域的影响。
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