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本发明属于生物材料技术领域，具体涉及一

种天然胶原的N端精准接枝改性方法。本发明采

用“全氨基保护→酶切端肽→N端精准接枝→脱

保护”的新型策略，以具端肽结构的天然胶原为

原料，首先采用保护基团保护胶原表面所有的活

性氨基，进而采用酶水解法去除胶原的端肽结

构，在胶原N端重新获得活性α‑氨基，通过酰胺

化反应可以实现胶原N端氨基的精准接枝改性

（侧链氨基已经被保护基保护），最后脱除胶原侧

链氨基的保护基即可获得N端精准接枝改性胶

原。该方法简单有效，实现了对天然胶原的精准

接枝改性，为胶原的进一步功能化提供了技术支

持，拓展了改性胶原的应用领域。
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1.一种天然胶原的N端精准接枝改性方法，包括如下步骤：

以醋酸水溶液溶解天然胶原，得到胶原溶液；

胶原溶液透析，除去醋酸分子，得溶液A；

滴加氨基保护试剂至溶液A，反应12～48h，得溶液B；

溶液B透析，除去未反应的氨基保护试剂，得到侧链保护的改性胶原；

向侧链保护改性胶原溶液中加入蛋白酶，以酶水解法除去胶原端肽结构，得到具有末

端氨基/侧链保护的改性胶原溶液；

具有末端氨基/侧链保护的改性胶原溶液透析纯化，得到溶液C；

将接枝改性试剂加入溶液C中，摇匀，反应12～48h，得到溶液D；

溶液D透析、冻干，得到N端精准接枝改性的天然胶原。

2.如权利要求1所述的一种天然胶原的N端精准接枝改性方法，其特征在于，（1）中，醋

酸水溶液在低于20℃的条件下溶解天然胶原；

其中，天然胶原是从脊椎动物的皮肤或跟腱组织中提取并分离纯化的具有完整三螺旋

分子结构和端肽结构的天然Ⅰ型胶原；

胶原溶液浓度为1～10mg/mL。

3.如权利要求1所述的一种天然胶原的N端精准接枝改性方法，其特征在于，（2）中，胶

原溶液用pH为8.0～10.0的磷酸盐缓冲溶液透析12～48h，除去醋酸分子。

4.如权利要求1所述的一种天然胶原的N端精准接枝改性方法，其特征在于，（3）中，氨

基保护试剂为任选的，能与氨基进行反应的常用保护试剂，包括2,3‑二甲基马来酸酐、丁二

酸酐、叔丁氧羰基类化合物、氯甲酸苄酯类化合物中的一种；

氨基保护试剂与胶原的质量比为（0.5～2）:1。

5.如权利要求1所述的一种天然胶原的N端精准接枝改性方法，其特征在于，（3）中，滴

加氨基保护试剂至溶液A，添加助溶剂促进氨基保护试剂的溶解；其中助溶剂为任选的有机

溶剂，包括乙醇、丙酮、二甲亚砜、1,4‑二氧六环、N,N‑二甲基甲酰胺中的一种。

6.如权利要求1所述的一种天然胶原的N端精准接枝改性方法，其特征在于，（4）中，透

析具体操作为：采用截留分子量为12000～15000道尔顿的透析袋，以pH为7.0～10.0的磷酸

盐缓冲溶液为透析液，在低于20℃下透析12～48h，每隔3～4h更换一次透析液。

7.如权利要求1所述的一种天然胶原的N端精准接枝改性方法，其特征在于，（5）中，蛋

白酶为可用于胶原端肽去除但不影响胶原三螺旋结构的酶，包括胃蛋白酶、胰蛋白酶及其

复合酶中的一种；蛋白酶的浓度为10～50Unit/g，酶解条件为小于20℃。

8.如权利要求1所述的一种天然胶原的N端精准接枝改性方法，其特征在于，（6）中，透

析具体操作为：采用截留分子量为12000～15000道尔顿的透析袋，以pH为7.0～10.0的磷酸

盐缓冲溶液为透析液，在低于20℃下透析12～48h，每隔3～4h更换一次透析液。

9.如权利要求1所述的一种天然胶原的N端精准接枝改性方法，其特征在于，（6）中，接

枝改性试剂为任选的，可与氨基进行酰胺化反应的化学试剂，包括末端为羧基或活化状态

羧基的化合物。

10.如权利要求1所述的一种天然胶原的N端精准接枝改性方法，其特征在于，（6）中，透

析具体操作为：采用截留分子量为12000～15000道尔顿的透析袋，在低于20℃下使用

0.5mol/L的醋酸溶液透析12～48h，每隔3～4h更换一次透析液，再以纯水为透析液，透析12
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～48h，每隔3～4h更换一次透析液。
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一种天然胶原的N端精准接枝改性方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物材料技术领域，具体涉及一种天然胶原的N端精准接枝改性方法。

背景技术

[0002] 胶原，一种广泛存在于脊椎动物体内的结构性蛋白质，其典型结构特征为由3条肽

链相互缠绕形成的三螺旋结构，直径约1.5nm，长度约300nm。胶原因具有良好的生物相容

性、可生物降解性、优异的机械性能等优势而被广泛的应用于生物医学和组织工程材料领

域。随着组织工程、临床医学、医学美容等领域对胶原基材料的性能指标和功能多样化的要

求越来越高，胶原固有的物性、成胶性能以及生物稳定性等已不能完全满足实践应用需求。

因此，通过对胶原固有结构和性能进行改性成为胶原基材料领域发展的必由之路。

[0003] 目前，胶原改性领域的研究主要分为以下几个方面：（1）通过化学交联剂进行交联

改性，利用简单的化学反应，如酰胺化、醛类交联等实现胶原表面官能团之间的共价键结

合，可以有效的提高胶原基材料的热稳定性、耐酶降解性和机械性能，但是无法赋予其多样

化的功能；（2）采用小分子化合物或聚合物对胶原侧链官能团进行接枝改性，通过共价键将

多样化的分子接枝到胶原侧链活性基团（氨基、羧基等）上，可以赋予胶原基材料额外的性

能，有利于实现胶原基材料功能的多样化。此外，牢固稳定的共价键连接方式有效避免了相

分离问题，因此，该方法在胶原材料领域备受关注。

[0004] 但是，常规的胶原接枝改性策略仍存在接枝位点和接枝密度无法精准控制、改性

胶原产物分子结构不均一等问题。胶原的侧链官能团与其固有自组装性能和细胞调控性能

息息相关，无法控制接枝位点的常规接枝改性策略无疑会对胶原的固有性能带来极大的负

面影响。已有研究表明，胶原肽链两端的官能团（N端的氨基和C端的羧基）不会对其自组装

行为和细胞调控性能等产生明显影响。因此，实现对胶原分子末端官能团的精准改造对于

新颖的改性胶原基材料开发无疑具有重要的科学价值和实践意义。目前，胶原接枝改性领

域最常用的官能团为氨基，主要包含N端α‑氨基和侧链赖氨酸的ε‑氨基，虽然二者的pKa值

不同，但因实际反应活性相差甚微而难以实现N端氨基的选择性接枝。

发明内容

[0005] 为了解决上述问题，本发明提供了一种温和、简便、有效的天然胶原N端精准接枝

改性方法，这种方法采用“全氨基保护→酶切端肽→N端精准接枝→脱保护”的策略，采用具

端肽结构的天然胶原为原料，首先以氨基保护试剂保护胶原表面所有的活性氨基，进而采

用酶水解法去除胶原的端肽结构，在胶原N端重新形成活性α‑氨基，通过酰胺化反应可以实

现胶原N端氨基的精准接枝改性（侧链氨基已经被保护基保护），最后脱除胶原侧链氨基的

保护基即可获得N端精准接枝改性胶原。该方法获得的改性胶原不仅能够具有接枝分子的

性能，而且因侧链官能团未受影响而不会影响胶原固有性能。

[0006] 本发明采用如下的技术方案：

一种天然胶原的N端精准接枝改性方法，包括如下步骤：
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1）在低温条件下，用醋酸水溶液溶解天然胶原，得到胶原浓度为1～10mg/mL的胶

原溶液；

2）将步骤1所得胶原溶液用pH为8.0～10.0的磷酸盐缓冲溶液（即PBS）中透析12～

48h，除去醋酸分子；

3）将氨基保护试剂滴加到步骤2所得溶液中，摇匀后，低温反应12～48h；

4）将步骤3所得溶液透析除去未反应的氨基保护试剂，得到侧链保护的改性胶原；

5）在步骤4所得侧链保护改性胶原溶液中，加入蛋白酶，在低温条件下水解除去胶

原端肽结构，形成具有末端氨基/侧链保护的改性胶原；

6）将步骤5所得溶液透析纯化，得到具有末端氨基/侧链保护的改性胶原；

7）通过酰胺化反应，将接枝改性试剂加入步骤6所得溶液中，摇匀后，低温反应12

～48h；

8）对将步骤7所得溶液依次采用酸性溶液和纯水透析、冻干后，待用。

[0007] 进一步地，所述步骤1）中，所述天然胶原是从哺乳动物、鱼类、两栖动物的皮肤、跟

腱组织中提取并分离纯化的具有完整三螺旋分子结构和端肽结构的天然Ⅰ型胶原。低温条

件为溶解温度小于20℃（温度过高会导致胶原蛋白变性）。

[0008] 进一步地，所述步骤2）中，将步骤1所得胶原溶液置于截留分子量为12000～15000

道尔顿的透析袋，以pH为8.0～10.0的磷酸盐缓冲溶液为透析液，在低于20℃下透析12～

48h，直至透析液pH不再降低为止，每隔3～4h更换一次透析液；

进一步地，所述步骤3）中，氨基保护试剂为能与氨基进行反应的常用保护试剂，包

括但不限于：2,3‑二甲基马来酸酐、丁二酸酐、叔丁氧羰基（Boc）。（若试剂水溶性不够，可适

量添加有机溶剂，如乙醇、丙酮、二甲亚砜、1,4‑二氧六环、N,N‑二甲基甲酰胺等作为助溶

剂），氨基保护试剂与胶原的质量比为（0.5～2）:1，低温条件为溶解温度小于20℃。

[0009] 进一步地，所述步骤4）中，所述透析操作采用截留分子量为12000～15000道尔顿

的透析袋，以pH为7.0～10.0的PBS为透析液，在低于20℃下透析12～48  h，每隔3～4  h更换

一次透析液。

[0010] 进一步地，所述步骤5）中，所述蛋白酶为可用于胶原端肽去除但不影响胶原三螺

旋结构的酶，包括但不限于：胃蛋白酶、胰蛋白酶、组织蛋白酶、木瓜蛋白酶、枯草杆菌蛋白

酶以及复合酶，酶的浓度为10～50  Unit/g，低温条件为温度小于20℃，根据所使用的酶，选

择合适的pH条件；

进一步地，所述步骤6）中，所述透析操作采用截留分子量为12000～15000道尔顿

的透析袋，以pH为7.0～10.0的PBS为透析液，在低于20℃下透析12～48  h，每隔3～4  h更换

一次透析液。

[0011] 进一步地，所述步骤7）中，接枝改性试剂为可与氨基进行酰胺化反应的化学试剂，

包括但不限于：末端为羧基或者活化状态羧基的化合物（脂肪酸、N‑羟基琥珀酰亚胺丙烯酸

酯）；

进一步地，所述步骤8）中，所述透析操作采用截留分子量为12000～15000道尔顿

的透析袋，在低于20℃下使用0.5mol/L的醋酸溶液透析12～48h，每隔3～4h更换一次透析

液，再以纯水为透析液，透析12～48h，每隔3～4h更换一次透析液。

[0012] 本发明的有益效果在于：
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本发明采用“全氨基保护→酶切端肽→N端精准接枝→脱保护”的新型策略，以具

端肽结构的天然胶原为原料，首先采用保护基团保护胶原表面所有的活性氨基，进而采用

酶水解法去除胶原的端肽结构，在胶原N端重新获得活性α‑氨基，通过酰胺化反应可以实现

胶原N端氨基的精准接枝改性（侧链氨基已经被保护基保护），最后脱除胶原侧链氨基的保

护基即可获得N端精准接枝改性胶原。该方法实现了对天然胶原N端氨基的精准接枝改性，

为胶原的进一步功能化提供了技术支持，拓展了改性胶原的应用领域。

[0013] 本发明方法获得的改性胶原不仅具有N端接枝分子的性能，而且因侧链官能团未

被占用而不会影响胶原的固有性能。该方法可以实现胶原N端氨基接枝分子结构的多样化，

所得产品在生物医学材料领域具有广泛应用。

附图说明

[0014] 图1是本方法的制备过程示意图；

图2为三种胶原的UV图谱；

图3为胶原酶切端肽前后的凝胶电泳图；

图4为胶原修饰前后纳米孔道跨膜离子电流变化图；

图5为胶原改性前后温度响应图。

具体实施方式

[0015] 下面通过具体的实施例、对照例进一步说明本发明，但是，应当理解为，这些实施

例仅仅是用于更详细具体地说明之用，而不应理解为用于以任何形式限制本发明。

[0016] 实施例1

草鱼皮胶原的N端精准接枝改性方法，步骤如下：

（1）称取200mg草鱼皮胶原海绵样品，用0.5mol/L醋酸溶解配制浓度为2mg/mL的样

品100mL；

（2）将配置好的胶原置于分子量为14000道尔顿的透析袋中，使用pH为9.0的磷酸

缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液，得到透析好的天然草鱼皮胶原溶液；

（3）称取2,3‑二甲基马来酸酐330mg溶解于1.2mL的二甲基亚砜中并分4次加入到

天然草鱼皮胶原溶液中，4℃下搅拌反应24h；

（4）反应结束后将体系转移至分子量为14000道尔顿的透析袋中，使用pH8.5的磷

酸缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液，透析完成后得到2,3‑二甲基马来酸

酐保护的胶原溶液；

（5）在上述体系中加入猪胃蛋白酶（20Unit/g），在10℃下反应12h，水解除去端肽

结构，获得末端氨基，使用pH8.5的磷酸缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液。

[0017] （6）透析完成后加入自主合成的自由基引发剂，4℃下搅拌反应24h后采用pH8.5的

磷酸缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液；

（7）透析完成后，加入100mgN‑异丙基丙烯酰胺、189.42mg的溴化亚铜、0.37mL  1,

1,4,7,10,10‑六甲基三亚乙基四胺，在氮气保护下，20℃反应24h，获得N端接枝聚异丙基丙

烯酰胺的改性胶原。反应结束后将体系转移至分子量为14000道尔顿的透析袋中，使用

0.5mol/L的醋酸溶液在4℃下透析至体系蓝色褪去，每隔4h更换一次透析液，再使用纯水在
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4℃下透析至体系pH变成中性，每隔4h更换一次透析液；

（8）经透析后的溶液置于冷冻干燥机中，抽真空，在5分钟内系统绝对压力降低至

20Pa，继续冷冻干燥48小时后得到冷冻干燥的N端接枝聚异丙基丙烯酰胺的改性胶原，待

用。

[0018] 实施例2

草鱼皮胶原的N端精准接枝改性方法（以丁二酸酐保护氨基），步骤如下：

（1）称取200mg草鱼皮胶原海绵样品，用0.5mol/L醋酸溶解配制浓度为2mg/mL的样

品100mL；

（2）将配置好的胶原置于分子量为14000道尔顿的透析袋中，使用pH为9.0的磷酸

缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液，得到透析好的天然草鱼皮胶原溶液；

（3）称取丁二酸酐330mg溶解于1.2mL的二甲基亚砜中并分4次加入到天然草鱼皮

胶原溶液中，4℃下搅拌反应24h，反应结束后将体系转移至分子量为14000道尔顿的透析袋

中，使用pH8.5的磷酸缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液，透析完成后得到

丁二酸酐保护的胶原溶液；

（4）在上述体系中加入猪胃蛋白酶（20  Unit/g），在10℃下反应12h，水解除去端肽

结构，获得末端氨基，使用pH8.5的磷酸缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液；

（5）透析完成后加入自主合成的自由基引发剂，4℃下搅拌反应24h后采用pH8.5的

磷酸缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液；

（6）透析完成后，加入100mg  N‑异丙基丙烯酰胺、189.42mg的溴化亚铜、0.37mL  1,

1,4,7,10,10‑六甲基三亚乙基四胺，在氮气保护下，20℃反应24h，获得N端接枝聚异丙基丙

烯酰胺的改性胶原。反应结束后将体系转移至分子量为14000道尔顿的透析袋中，使用

0.5mol/L的醋酸溶液在4℃下透析至体系蓝色褪去，每隔4h更换一次透析液，再使用纯水在

4℃下透析至体系pH变成中性，每隔4h更换一次透析液；

（7）经透析后的溶液置于冷冻干燥机中，抽真空，在5分钟内系统绝对压力降低至

20Pa，继续冷冻干燥48小时后得到冷冻干燥的N端接枝聚异丙基丙烯酰胺的改性胶原，待

用。

[0019] 实施例3

草鱼皮胶原的N端精准接枝N‑羟基琥珀酰亚胺丙烯酸酯的方法，步骤如下：

（1）称取200mg草鱼皮胶原海绵样品，用0.5mol/L醋酸溶解配制浓度为2mg/mL的样

品100mL；

（2）将配置好的胶原置于分子量为14000道尔顿的透析袋中，使用pH为9.0的磷酸

缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液，得到透析好的天然草鱼皮胶原溶液；

（3）称取丁二酸酐330mg溶解于1.2mL的二甲基亚砜中并分4次加入到天然草鱼皮

胶原溶液中，4℃下搅拌反应24h，反应结束后将体系转移至分子量为14000道尔顿的透析袋

中，使用pH8.5的磷酸缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液，透析完成后得到

丁二酸酐保护的胶原溶液；

（4）在上述体系中加入猪胃蛋白酶（20  Unit/g），在10℃下反应12h，水解除去端肽

结构，获得末端氨基，使用pH8.5的磷酸缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液；

（5）透析完成后加入N‑羟基琥珀酰亚胺丙烯酸酯（终浓度为50mg/mL），4℃下搅拌
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反应24h后使用0.5mol/L的醋酸溶液透析24h，每隔4h更换一次透析液，再使用纯水在4℃下

透析至体系pH变成中性，每隔4h更换一次透析液；

（6）经透析后的溶液置于冷冻干燥机中，抽真空，在5分钟内系统绝对压力降低至

20Pa，继续冷冻干燥48小时后得到冷冻干燥的N端丙烯酰基接枝改性胶原，待用。

[0020] 实施例4

乌鳢鱼皮胶原的N端精准接枝改性方法，步骤如下：

（1）称取200mg乌鳢鱼皮胶原海绵样品，用0.5mol/L醋酸溶解配制浓度为2mg/mL的

样品100mL；

（2）将配置好的胶原置于分子量为14000道尔顿的透析袋中，使用pH为9的磷酸缓

冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液，得到透析好的天然乌鳢鱼皮胶原溶液；

（3）称取丁二酸酐330mg溶解于1.2mL的二甲基亚砜中并分4次加入到天然草鱼皮

胶原溶液中，4℃下搅拌反应24h，反应结束后将体系转移至分子量为14000道尔顿的透析袋

中，使用pH8.5的磷酸缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液，透析完成后得到

丁二酸酐保护的胶原溶液；

（4）在上述体系中加入猪胃蛋白酶（20  Unit/g），在10℃下反应12h，水解除去端肽

结构，获得末端氨基，使用pH8.5的磷酸缓冲溶液在4℃下透析24h，每隔4h更换一次透析液；

（5）透析完成后加入N‑羟基琥珀酰亚胺丙烯酸酯（终浓度为50mg/mL），4℃下搅拌

反应24h后使用0.5mol/L的醋酸溶液透析24h，每隔4h更换一次透析液，再使用纯水在4℃下

透析至体系pH变成中性，每隔4h更换一次透析液；

（6）经透析后的溶液置于冷冻干燥机中，抽真空，在5分钟内系统绝对压力降低至

20Pa，继续冷冻干燥48小时后得到冷冻干燥的N端丙烯酰基接枝改性胶原，待用。

[0021] 实施例5

游离氨基的接枝率实验，具体如下：

通过2,4,6‑三硝基苯磺酸比色法测定天然胶原、2,3‑二甲基马来酸酐保护侧链氨

基的胶原、N端接枝聚异丙基丙烯酰胺/侧链保护的胶原中游离氨基的数量，胶原样品中游

离氨基酸量越多，则在346nm处的吸收峰越强，以天然胶原的游离氨基数量为100%，则可推

算接枝改性胶原中氨基的接枝率，如图2所示，侧链氨基被保护的胶原和N端接枝聚异丙基

丙烯酰胺/侧链保护的胶原的氨基接枝率均为~97.1%。

[0022] 实施例6

酶解效果实验，具体如下：

为了证实酶切全氨基保护胶原端肽，采用凝胶电泳表征酶切端肽前后的胶原的分

子量变化。如图3所示，条带2和3分别为缺端肽胶原和具端肽胶原，二者均在~110kDa处具有

I型胶原独特的α1链和α2链，由于端肽的影响，具端肽胶原的分子量略大于缺端肽胶原；条

带4为氨基被2,3‑二甲基马来酸酐保护的具端肽胶原，由于氨基被2,3‑二甲基马来酸酐保

护，故其肽链的分子量大于天然具端肽胶原；采用胃蛋白酶处理氨基被2,3‑二甲基马来酸

酐保护的具端肽胶原可切除端肽从而使得其分子量变小（条带5）。上述结果初步表明，胃蛋

白酶处理可以将全氨基保护胶原的端肽成功切除。

[0023] 实施例7

为了证实酶切端肽产生全新活性氨基，采用皮安级电流计测定改性胶原样本修饰
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前后纳米孔道跨膜离子电流变化。纳米孔道的跨膜离子电流与其有效截面积密切相关，若

胶原含有的特定官能团可通过共价键接枝到孔道内，则孔道的有效截面积变小，其跨膜离

子电流也相应变小。基于上述原理，皮安级电流计测定改性胶原样本修饰前后纳米孔道跨

膜离子电流变化的方法可表征改性胶原表面官能团情况。首先，采用PET膜（孔道表面具有

羧基官能团）为基底，分别将具N端氨基/侧链保护胶原（prot‑Col）和侧链保护的具端肽胶

原（prot‑telo‑Col）（对照组）在EDC/NHS存在条件下与纳米孔道膜反应，充分洗涤避免物理

吸附后，采用皮安计测定PET膜的跨膜离子电流，结果如图4所示。与空白PET膜相比，prot‑

Col修饰PET膜的跨膜离子电流明显变小，而prot‑telo‑Col修饰PET的跨膜离子电流几乎不

变（图4中），表明prot‑Col因端肽切除而新形成的N端氨基可以与孔道表面羧基反应（图4

左），而prot‑telo‑Col因所有活性氨基均被保护而无法与孔道表面羧基反应（图4右），从而

证实了选择性获得胶原N端游离氨基的可行性。

[0024] 实施例8

为了证实胃蛋白酶切除胶原端肽的效果，分别以胃蛋白酶处理前后的2,3‑二甲基

马来酸酐保护侧链氨基的具端肽胶原为原料，通过接枝自由基引发剂和随后的自由基聚合

反应制备N端接枝温敏聚合物（聚异丙基丙烯酰胺）改性胶原。采用浊度法表征其在不同温

度条件下的响应性能。结果显示（图5），胃蛋白酶处理后的2,3‑二甲基马来酸酐保护侧链氨

基的具端肽胶原经接枝反应可以具有温度响应性，而未经胃蛋白处理的样品不具有温度响

应性，从而表明，（1）胃蛋白酶切除胶原端肽可以特异性的获得N端活性氨基；（2）N端精准接

枝改性胶原可以具有接枝分子的独特性能。
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