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外源羟脯氨酸对重组Ⅲ型胶原蛋白羟化率的提升

薛威1，敬丹1，时苗均1，李岩哲1，谢冰寒1，宋灿1，刘天琪1，翟征远1,2，陈历水1，许力1*

（1.中原食品实验室，河南漯河 462300）（2.中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京 100083）

摘要：羟基化修饰对于维持胶原蛋白三螺旋结构稳定性及生物活性具有至关重要的作用。为了使大肠杆菌表达的重

组胶原蛋白羟化率达到天然水平（12%~14%），本研究利用前期构建的一株高效表达重组人源Ⅲ型胶原蛋白（rhCOL3A1，

41.5 kDa）的大肠杆菌工程菌，采用外源添加羟脯氨酸（Hyp）与 CaCl2 的方法，成功制备了高羟化的 rhCOL3A1。通过

调控培养基中羟脯氨酸的添加浓度（0~200 mmol·L-1
），可获得具有不同羟化率水平的 rhCOL3A1 产物。经纯化后，通过

高效液相色谱（HPLC）分析表明，rhCOL3A1 的脯氨酸羟基化率最高可达到 63.6%，羟脯氨酸占整个蛋白氨基酸序列的

13.9%，达到天然胶原蛋白的羟基化水平。有研究表明脯氨酸羟基化能显著增强 rhCOL3A1 的结构稳定性与细胞活性，对

羟化 rhCOL3A1 进行结构和功能验证，圆二色谱实验表明羟基化 rhCOL3A1 有蛋白质三螺旋结构，并表现出更强的耐胰

蛋白酶降解能力。生物活性实验显示，羟化的 rhCOL3A1 细胞活性和黏附能力比未羟化 rhCOL3A1、分别提升了 23.2% 和

379.3%。本研究建立的这一技术，为重组胶原蛋白羟基化提供了新途径和理论基础。
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Abstract: Hydroxylation modification is crucial for maintaining the structural stability and biological activity of the collagen 

triple helix. To achieve a hydroxylation level in recombinant collagen produced in Escherichia coli comparable to its natural 

counterpart (12%~14%), highly hydroxylated recombinant human type III collagen (rhCOL3A1, 41.5 kDa) was prepared. This was 

accomplished using a previously constructed engineered E. coli strain capable of efficient rhCOL3A1 expression, combined with a 

strategy involving the exogenous addition of hydroxyproline (Hyp) and CaCl2. By varying the concentration of Hyp supplementation 

(0~200 mmol·L-1) in the culture medium, rhCOL3A1 products with different hydroxylation rates were obtained. After purification, 

high-performance liquid chromatography analysis indicated that the proline hydroxylation rate of rhCOL3A1 could reach 63.6%, 

with Hyp accounting for 13.9% of the total amino acid sequence, comparable to the hydroxylation level of natural collagen. Studies 

have shown that proline hydroxylation significantly enhances the structural stability and cellular activity of rhCOL3A1. Structural 

and functional validation of the hydroxylated rhCOL3A1 was performed. Circular dichroism spectroscopy confirmed the formation 

of a protein triple helix, and the hydroxylated form showed markedly increased resistance to trypsin degradation. Biological activity 

assays revealed that the hydroxylated rhCOL3A1 showed increases of 23.2% and 379.3% in in cell viability and cell adhesion 

capability, respectively, compared to the non-hydroxylated form. The technique established in this study provides a novel approach 
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胶原蛋白及其衍生物因其低免疫原性和优异的细

胞相容性而被广泛应用于化妆品、制药和组织工程等

行业 [1-6] 。迄今为止，人体内已鉴定出 28 种不同类型

的胶原蛋白，分布于皮肤、骨骼、肌腱、软骨和血管

等组织中，皮肤中 I 型和 III 型胶原蛋白含量最多，分

别占到 80% 和 15% 左右 [7-9] 。胶原蛋白是三条同源多

肽链交织在一起形成右旋、盘绕的绳状结构 [10-12] 。然而，

胶原蛋白的功能特性高度依赖于其独特的三螺旋结构，

而该结构的稳定性与功能的发挥，关键在于脯氨酸残

基的羟基化修饰。这一过程由脯氨酸羟化酶催化，生

成羟脯氨酸。羟脯氨酸通过形成分子间氢键，对稳定

胶原蛋白的三级结构至关重要，并直接影响其生物活

性 [13,14] 。现阶段高效表达体系如大肠杆菌、酵母等缺

乏动物细胞中胶原蛋白翻译后修饰，需要引入相对应

的羟化酶。而植物、杆状病毒、哺乳动物表达体系所

产生胶原蛋白虽然具有完整的三螺旋结构和较好的热

稳定性，但产量却远低于大肠杆菌、酵母体系且成本

高昂 [15-20] 。为此，研究者采用了脯氨酸羟化酶与胶原

蛋白共表达的方法，旨在解决上述问题。Zhu 等 [21] 在

大肠杆菌中将 3 种羟化酶 BaP4H、DsP4H 和 L593 分

别与胶原蛋白基因克隆至双启动子载体 pETduet-1 上

实现同步表达，其中 L593 的羟化率最高为 17%。Liu
等 [22] 在大肠杆菌中将人胶原蛋白基因与炭疽芽孢杆菌

脯氨酸羟化酶（BaP4H）的共表达，羟化率为 19%。

在酵母底盘中，史静静等 [23] 在毕赤酵母中共表达了人

Ⅲ型胶原蛋白 α 链和病毒来源的脯氨酸羟化酶 L593，
羟化率可达 35%。

外源引入羟化酶基因虽然可以在体内实现羟基化

修饰，使重组胶原蛋白接近天然的水平。但多基因共

表达系统也存在一些问题，首先，技术难度远高于单

基因表达且不稳定。其次催化效率也并不理想，而且

强制表达多个外源基因会给细胞造成代谢负担，可能

导致细胞生长缓慢，蛋白产量下降等问题 [24-27] 。有研

究表明，羟脯氨酸可以在翻译过程中与脯氨酸共用密

码子，将羟脯氨酸引入到胶原蛋白序列中 [28] 。NaCl 可
以增加细胞对培养基中羟脯氨酸的摄取和利用效率，

从而提高羟化率。张培坤 [29] 在大肠杆菌表达胶原蛋白

过程中加入 800 mmol·L-1 NaCl 和 40 mmol·L-1 羟脯氨

酸，羟化率达到 22.3%。Peng 等 [30] 在大肠杆菌表达胶

原蛋白时加入 600 mmol·L-1 NaCl 和 40 mmol·L-1 羟脯

氨酸，羟化率最高达到 66%。上述案例都是通过添加

不同浓度的 NaCl 来提高羟化水平，但高浓度的 NaCl
（ ＞ 200 mmol·L-1）会严重抑制细胞生长活性，导致蛋

白产量骤降。本研究在参考前人研究的基础上 [31] ，在

外源添加羟脯氨酸的方法上提出用 CaCl2 替代 NaCl
的方案。实验结果显示，在 150 mmol·L-1 CaCl2 和     
200 mmol·L-1 羟脯氨酸添加量下，重组胶原蛋白的羟

化率可以达到 63.6%，而且对细胞生长几乎没有影响。

经计算，羟脯氨酸占整个蛋白氨基酸序列的 13.9%。

达到天然胶原蛋白的羟化水平。

1  材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株

人源Ⅲ型胶原蛋白表达菌株大肠杆菌 BL21(DE3)-
pET -SUMO-COL3A1 由实验室前期构建保存。

1.1.2 实验试剂

LB 培养基成分：胰蛋白胨，10 g ；NaCl，10 g ；

酵母提取物，5 g ；水，1 L ；

H3BO3 缓冲液：配制 0.4 mol·L-1 H3BO3 缓冲液，

用 NaOH 调节 pH 值至 10.5 ；

HCl 溶液：配制 6 mol·L-1 的 HCl 溶液；

衍生化试剂：称取40 mg芴甲基氯甲酸酯（FMOC-
Cl，RWAN），加入 8 mL 乙腈溶解；

标准品：配制 0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.8、
1.0 mmol·L-1 4- 羟基 -L- 脯氨酸和 L- 脯氨酸标准品；

0.1%（φ）的乙酸溶液：1 mL 的乙腈溶液用蒸馏

水定容至 1 L ；

乙腈溶液：100% 乙腈溶液 1 L ；

50 mg·mL-1 硫酸卡那霉素（Kanamycin Monosulfate, 
Kan）溶液：准确称量 0.5 g 硫酸卡那霉素，用 10 mL
蒸馏水定容，用 0.22 μm 无菌滤膜过滤除菌；

2 mol·L-1 NaCl 溶液：称取 11.7 g NaCl 固体溶于

100 mL 水中；

2 mol·L-1 CaCl2 溶液：称取 29.4 g CaCl2 固体溶于
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100 mL 水中；

Ni-NTA 6FF (His-Tag) 预装重力柱纯化试剂盒，购

自 GE Healthcare ；羟脯氨酸检测试剂盒，购自索莱

宝生物科技有限公司；BeyoGel™ Plus PAGE 预制胶

(Tris-Gly，4%~20%，10 孔，P0468S)、BCA 蛋 白 浓

度测定试剂盒（P0012），购自上海碧云天生物技术股

份有限公司；蛋白上样缓冲液 4 X Protein SDS PAGE 
Loading Buffer（9173）、 预 染 蛋 白 Ladder（26616），
购自 Takara ；DMEM 培养基、1X PBS 缓冲液（P1020）、
胰蛋白酶、CCK-8 试剂盒，购自北京索莱宝科技有限

公司；异丙基 β-D- 硫代半乳糖苷（IPTG，V900917），
购自 Sigma 公司，考马斯亮蓝快速染液（E901），
购自诺唯赞生物股份有限公司；小鼠成纤维细胞

（NIH/3T3），购自无锡欣润生物科技有限公司。

1.1.3 主要仪器设备

UV-2800A 紫外可见分光光度计，上海尤尼柯

仪器有限公司；iBright CL1500 智能成像系统，美国

Thermo Fisher Scientific 公司；SCIENTZ-IID 超声波细

胞粉碎仪，宁波新芝生物；NanoDrop OneC 核酸定量仪，

美国 Thermo Fisher Scientific 公司；SPARK 多功能酶标

仪，德国 TECAN 公司；Mini-PROTEAN Tetra System
蛋白电泳仪器，美国 BIO-RAD 公司；ZDZY-BS8 振荡

培养箱，上海知楚仪器有限公司；Chirascan V100 圆二

色光谱仪，英国应用光物理公司；1220 Infinity II 高效

液相，安捷伦科技有限公司；H4-20KR 高速冷冻离心

机，蜀科公司。

1.2 实验方法

1.2.1 外源添加羟脯氨酸对菌株生长和活菌数的影响

大肠杆菌 BL21(DE3)-pSUMO-COL3A1 为实验前

期构建的人源 III 型胶原蛋白表达工程菌株。将该菌株

过夜活化，将种子液按 1% 接种于液体 LB 培养基中，

37 ℃、200 r·min-1 培养，待 OD600 达到 0.6~0.8 之间时，

加入终浓度为 0.1 mmol·L-1 的 IPTG 溶液，同时分别加

入终浓度为 0、50、100、150 和 200 mmol·mL-1 的羟

脯氨酸，以 16 ℃、200 r·min-1 进行诱导表达，24 h 后

测定不同处理组的 OD600 和活菌数。

1.2.2  蛋白纯化及羟脯氨酸定性检测

诱导 24 h 后离心收集菌体，用 PBS 重悬后进行

超声破碎蛋白，离心收集上清液。选择亲和色谱柱镍

（Ni）柱进行重组蛋白的分离纯化，具体步骤为：将上

清液过滤，转移至平衡好的 Ni Sepharose ™ HP 层析

柱中，用 250 mmol·L-1 咪唑洗脱液从柱中洗脱胶原蛋

白，SDS-PAGE 蛋白电泳样品验证纯化效果。将纯化

后的重组胶原蛋白质量浓度调整为 0.1 mg·mL-1，用羟

脯氨酸检测试剂盒测定羟脯氨酸含量。

1.2.3  添加NaCl和CaCl2羟化率和蛋白表达的影响

有研究表明，外源添加 NaCl 溶液可以改变细胞

膜通透性，从而进一步提高羟脯氨酸的转化率，但高

浓度 NaCl 会严重抑制细胞生长，导致蛋白产量降低

和溶解度下降。本研究在参考 NaCl 的基础上，尝试

加入 CaCl2 溶液，验证钙盐对羟脯氨酸转化率、细胞

生长和蛋白产量的影响。

配制 NaCl 和 CaCl2 溶液。实验方法同 1.2.1，在

固定加入 200 mmol·L-1 羟脯氨酸情况下，分别加入终

浓度为 50、100、150 mmol·L-1 的 NaCl 和 CaCl2 溶液，

对不同处理组菌株的 OD600 值及活菌数进行测定。

样品处理：量取 0.5 mL 胶原蛋白溶液与 0.5 mL 
6 mol·L-1 HCl 混合，装至具塞玻璃管，通氮气 1 min，
密封，置于高温烘箱，105 ℃酸解 22 h 后，用 NaOH
调节水解液 pH 值为 7.0，取 100 μL 水解液至 1.5 mL 
EP 管中，加入 200 μL 0.4 mol·L-1 的 H3BO3 缓冲液，

震荡混匀，再加入 100 μL FMOC-Cl，震荡 30 s，超声

处理 10 min，0.22 μm 滤膜过滤上样。用高效液相色

谱法进行检测，具体检测条件如下：

色谱柱Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18柱（4.6× 
150 mm，5 μm）流动相A ：乙腈，流动相B ：0.1%乙酸；

梯度洗脱：0~10 min，A 相由 40% 到 80%，10~12 min，A
相 由 80% 到 98%，12~16 min，A 相 维 持 98%，

16~19 min，A 相由 98% 到 40%，19~25 min，A 相维

持 40% ；PDA 检测器检测波长：262 nm ；进样体积：

20 μL ；流量：1 mL·min-1 ；柱温：30 ℃。脯氨酸的保

留时间为 10.4 min，羟脯氨酸的保留时间为 7.6 min，
衍生化试剂 FMOC-Cl 的保留时间为 9.9 min。

结果计算：以脯氨酸，羟脯氨酸的标准品质量浓

度为横坐标，以液相峰面积为坐标绘制标准曲线，按

样品的相应的液相峰面积计算出脯氨酸、羟脯氨酸含

量，并计算出羟脯氨酸在总脯氨酸中的占比。

1.2.4 胰蛋白酶耐受实验

胶原蛋白的三螺旋结构可以抑制一般蛋白酶的降

解，使用胰蛋白酶消化重组人源胶原蛋白，观察重组

人源胶原蛋白三螺旋结构的形成情况。

称取 2.5 mg 胰蛋白酶干粉，溶于 1 L 生理盐水，

配制成 2.5 mg·L-1 胰蛋白酶溶液。将重组胶原蛋白质

量浓度调整为 0.1 mg·mL-1，取 80 μL 不同羟化率的胶

原蛋白样品，加入 10 μL 生理盐水，10 μL 2.5 mg·L-1

胰蛋白酶，以未经过任何处理的胶原蛋白作为对照，

30 ℃消化 1 h，取样 SDS-PAGE 分析蛋白降解结果；
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通过胰蛋白酶消化实验验证不同羟化率的胶原蛋白三

螺旋结构的稳定性。

1.2.5 圆二色谱结构验证

将纯化后的未羟化和羟化率 63.6% 的重组胶原蛋

白样品质量浓度调整为 0.02 mg·mL-1。利用 Chirascan 
Circular Dichroism 圆二色谱仪对制备的重组人源胶

原蛋白进行扫描，扫描波长 180~260 nm 之间，光

程 1 mm，波长步进为 1 nm，平均时间 0.5 s，取三次

扫描平均值，其中 20 mmol·L-1 PBS 缓冲液作为空白

对照。

1.2.6  细胞黏附和活性实验

细胞黏附实验：将未羟化和羟化胶原蛋白样品质

量浓度调节至 0.4 mg·mL-1。接下来，将 30 μL 胶原蛋

白溶液分装到 96 孔板的各个孔中。随后，将 96 孔板

在细胞培养环境中孵育 1 h。孵育后，用 DMEM 培养

基调整为每毫升密度 1×105 个细胞，向每个孔中加入

100 μL 小鼠成纤维细胞 NIH/3T3 细胞悬液。然后，将

板置于（37 ℃，5% CO2，饱和湿度）的培养箱中 1 h
以促进细胞粘附。小心吸出培养基，每个孔用 PBS 洗

涤 3 次以去除非贴壁细胞，并尽可能吸出残留液体。

通过使用 CCK-8 试剂盒测量 450 nm 处的吸光度来定

量细胞结合情况。

细胞活性实验：将小鼠成纤维细胞（NIH/3T3）在

培养皿中达到 70% 至 80% 时，用胰蛋白酶处理成细胞

密度为每毫升 5×104 个细胞的悬浮液。将 100 μL 细胞

悬液接种到 96 孔板中的每个孔中，并在标准培养条件

（37 ℃，5% CO2，饱和湿度）下孵育 12 h。去除培养基

后，使用 DMEM 培养基将样品稀释为 0.1 mg·mL-1，向

每个孔中加入 30 μL 并在（37 ℃，5% CO2，饱和湿度）

下孵育 48 h。然后使用 CCK-8 试剂盒在 450 nm 处测

量吸光度，评估细胞活力。

1.2.7 数据分析

使用 GraphPad Prism 10 进行图形和图表的制作，

并进行数据分析。蛋白电泳图像分析使用 ImageJ 软件

完成。BCA 法测定蛋白质量浓度，标曲和样品均进行

了三次重复实验保证结果的重复性和可靠性。

2  结果与讨论

2.1 外源添加羟脯氨酸对菌株生长和活菌数的
影响

羟脯氨酸可以通过在发酵过程中利用基因结构中

脯氨酸的密码子共翻译掺入的机制将羟脯氨酸引入到

大肠杆菌表达的重组哺乳动物胶原序列中。外源物质

可能影响菌体的生长和表达情况，因此验证外源添加

不同浓度羟脯氨酸对菌株的生长和表达的影响。结果

显示，不同羟脯氨酸添加量对 BL21-Psumo-COL3A1 菌

株的 OD600 值（图 1a）和活菌数（图 1b）无显著影响。

图 1 不同 Hyp 摩尔浓度添加下菌株的生长情况

Fig.1 The growth of strains under different Hyp molarity 

additions 

注：a 图是对 OD 值的影响；b 图是对活菌数的影响。ns 表

示 P ＞ 0.05，与对照组相比差异不显著。

2.2 蛋白纯化及羟脯氨酸定性检测

图 2 重组胶原蛋白 SDS-PAGE 蛋白电泳图

Fig.2 SDS-PAGE protein electrophoresis of recombinant collagen

注：a 图为蛋白表达结果，泳道 1 为空载菌 BL21-pSUMO

诱导后细胞破碎后上清液，泳道 2 为重组菌上清液。b 图为蛋

白纯化结果，泳道 1~6 均为纯化后胶原蛋白样品。

通过 SDS-PAGE 蛋白电泳结果显示，COL3A1 的

条带在 41.5kDa，蛋白表达结果正确（图 2a）。从纯化

效果上来看，Image J 分析得到蛋白纯化率达到 95%
（图 2b）。羟脯氨酸含量检测盒测定结果表明，随着
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羟脯氨酸添加量的提高，Psumo-COL3A1 含有的羟

脯氨酸含量有显著提高，当羟脯氨酸外源添加量为

200 mmol·L-1 时，每毫克胶原蛋白中的羟脯氨酸含量

达到 11 mg·L-1（图 3）。

图 3 胶原蛋白中羟脯氨酸测定结果

Fig.3 The measured hydroxyproline content per milligram 

of collagen

注：“*”表示与对照组之间存在显著性差异，*P  ＜  0.05，

**P  ＜  0.01，***P  ＜  0.001。下图同。

2.3 验证添加NaCl和CaCl2对细胞活性和蛋白
表达的影响

图 4 NaCl 和 CaCl2 不同摩尔浓度添加下对菌株生长的影响

Fig.4 The effect of different molarity of NaCl and CaCl2 on

 strain growth

注：a 图是对 OD 值的影响，b 图是对活菌数的影响。

Peng 等 [30] 在 0~600 mmol·L-1 NaCl 范围内验证对

羟脯氨酸掺入的影响，结果显示在大于 200 mmol·L-1

时严重损害细胞生长，并未说明具体数值。有研究专

利表明 [31] ，在发酵体系中适量添加含 Ca2+ 的钙盐，可

以作为辅助因子，帮助维持重组大肠杆菌的细胞活性

和稳定性，从而可能间接支持其生长。本研究选取的

NaCl 和 CaCl2 浓度范围在 0~150 mmol·L-1。重组大肠

杆菌的细胞活性增加了 23.3%。OD600 值和活菌数显示，

在添加不同浓度的 NaCl 后，OD600 值与活菌数都出现

了显著下降，而 CaCl2 的添加对 OD600 值几乎没有影

响，在活菌数方面，CaCl2 的添加反而有非常显著的

促进作用，150 mmol·L-1 添加量下活菌数是对照的 3.2
倍（图 4）。蛋白表达方面，在添加不同浓度的 NaCl 后，

蛋白表达出现了显著下降，而 CaCl2 的添加几乎没有

影响（图 5）。

图 5 NaCl 和 CaCl2 不同摩尔浓度添加下的蛋白表达量

Fig.5 Protein expression level under different molarity of 

NaCl and CaCl2 

注：ns 表示 P ＞ 0.05，与对照组相比差异不显著；“*”表

示与对照组之间存在显著性差异，*P  ＜  0.05，**P  ＜  0.01。

2.4 高效液相检测脯氨酸羟化率

由定性结果可知，200 mmol·L-1 Hyp 添加量下的

羟脯氨酸含量最高，故用高效液相测定 200 mmol·L-1

羟脯氨酸添加量下的胶原蛋白中脯氨酸和羟脯氨酸

含量。结果显示，200 mmol·L-1 羟脯氨酸添加量下

的重组胶原蛋白羟化率达到 32%。张培坤 [29] 在添加

800 mmol·L-1 NaCl 和 40 mmol·L-1 羟脯氨酸时羟化

率 最 高 达 22.3%。 本 研 究 在 100 mmol·L-1 NaCl 和
200 mmol·L-1 羟脯氨酸时羟化率达到 41.5%。添加

CaCl2 后，羟化率有明显提升，在 200 mmol·L-1 羟脯

氨酸 +150 mmol·L-1 CaCl2 添加量下羟化率最高达到

了 63.6%（图 6）。换算成羟脯氨酸在总氨基酸序列

中的占比为 13.9%，达到天然胶原蛋白的羟化水平

（12%~14%）。
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图 6 不同摩尔浓度添加下胶原蛋白中的 Pro 和 Hyp 含量

Fig.6 The content of Proline (Pro) and Hydroxyproline (Hyp) per 

milligram of collagen under the different molarity additions

注：A 组为空白对照，B 组添加 200 mmol·L-1 Hyp，C 组

添加 200 mmol·L-1 Hyp+150 mmol·L-1 CaCl2。

2.5 耐胰蛋白酶降解实验

胶原蛋白三螺旋结构对一般蛋白酶具有耐降解作

用，Peng 等 [30] 对羟化胶原蛋白用 5 mg·L-1 的胃蛋白酶

在 4 ℃下消化 16 h，结果表明羟化胶原蛋白的三螺旋

结构对蛋白酶消化具有抗性。本研究在 2.5 mg·L-1 胰

蛋白酶，30 ℃处理 1 h 下，对未羟化胶原蛋白及羟化

胶原蛋白进行消化。未经胰蛋白酶消化的蛋白的分子

量为 41.5 kDa 左右，根据图 7 中蛋白电泳条带可知，

经过胰蛋白酶消化，重组胶原蛋白有不同程度的降解，

在 40 kDa 分子量以下区域出现了降解的蛋白样品。其

中 4 号泳道为羟化率最高的样品（63.6%），可见样品

降解程度最低，其低分子量区域无明显降解条带。

图 7 胰蛋白酶降解实验结果

Fig.7 Trypsin degradation experiment results

注：泳道 1 为对照组，2~4 泳道重组胶原蛋白羟化率分别

为 0%、32.2%、63.6%。

2.6 圆二色谱结构实验

圆二色光谱法（CD）是一种常用的蛋白二级结构

测定方法。为确定重组胶原蛋白是否折叠形成三螺旋

结构，天然胶原蛋白的圆二色光谱（图 8）一般在小

于 200 nm 处为负吸收峰、在 220~225 nm 处有一个正

吸收峰 [32] 。使用圆二色谱仪对羟化的重组胶原蛋白进

行测定，并分析二级结构。结果如图 9 所示。图谱结

果表明，未羟化胶原蛋白在 195 nm 处有一个明显的负

峰，在其它波长范围无明显信号，与无规则卷曲的波

形相似，说明单链状态下，未羟化胶原蛋白主要以无

规则卷曲的形式存在，不具有二级结构。而高羟化胶

原蛋白在 225 nm 处有一个较弱的正峰，与三螺旋的典

型波形一致，说明重组胶原蛋白蛋白经过折叠，形成

三螺旋结构。

图 8 天然胶原蛋白和重组胶原蛋白的圆二色谱图

Fig.8 Circular dichroism spectra of native versus 

recombinant collagen

图 9 高羟化与未羟化胶原蛋白圆二色谱图

Fig.9 Circular dichroism spectra of highly-hydroxylated and 

non-hydroxylated collagen

2.7 细胞黏附和活性实验

胶原蛋白具有良好的生物活性，可以为细胞提供

黏附支持并促进其增殖。Zhu 等 [21] 通过小鼠成纤维细

胞和 cck8 试剂检测盒验证表明羟化胶原蛋白的细胞黏

附能力和活性分别是未羟化胶原蛋白的 2 倍和 1.34 倍。

本研究实验结果表明，高羟化胶原蛋白样品在细胞黏

附和活性效果上表现最好。黏附实验表明，63.6% 羟

化胶原蛋白效果最好，是 ck 和未羟化胶原蛋白的 5.09
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倍和 3.79 倍（图 10）。活性实验分别是 ck 和未羟化胶

原蛋白的 1.33 倍和 1.23 倍（图 11）。

图 10 不同羟化率胶原蛋白对细胞的粘附效果

Fig.10 Cell adhesion effects of the different hydroxylated 

collagen 

注：A 组为空白对照、B组为未羟化胶原蛋白、C 组

为羟化率 63.6% 的胶原蛋白。ns 表示 P ＞ 0.05，与对照组

相比差异不显著；“*”表示与对照组之间存在显著性差异，

***P  ＜  0.001。

图 11 不同羟化率胶原蛋白对细胞活性的效果

Fig.11 Cell viability effects of the different hydroxylated collagen

注：A 组为空白对照、B 组为未羟化胶原蛋白、C 组为羟

化率 63.6% 的胶原蛋白。“*”表示与对照组之间存在显著性差

异，*P  ＜  0.05，**P  ＜  0.01。

3  结论

本研究在一株可以表达重组人Ⅲ型胶原蛋白大

肠杆菌的基础上，通过外源添加羟脯氨酸和 CaCl2

的方法，制备了达到天然胶原蛋白羟化水平的重组

胶原蛋白，在结构稳定性、生物学功能以及抗蛋白

酶降解能力上都有显著优势，圆二色谱实验表明羟

基化 rhCOL3A1 有蛋白质三螺旋结构，并表现出更

强的耐胰蛋白酶降解能力。生物活性实验显示，高

羟化的 rhCOL3A1 在对细胞活性上要优于未羟化的

rhCOL3A1，且生物相容性更好，能显著促进细胞增

殖与黏附。相较于外源引入羟化酶基因共表达的方法，

本研究方法避免了工程菌株在传代过程在质粒丢失或

催化效率不稳定的情况，还可以通过控制外源羟脯氨

酸的添加量可以稳定制备不同羟化率的胶原蛋白样品。

相较于其他研究者用 NaCl 提升羟脯氨酸转化效率的

方法，本研究创造性地提出用 CaCl2 替代的方案。该

方法生产的重组胶原蛋白羟化率最高可以达到 63.6%，

不仅达到天然胶原蛋白的羟化水平，而且对细胞生长

与表达几乎没有影响。本研究不仅证实了 CaCl2 替代

方法的高效性与生物相容性，更为重组胶原蛋白在组

织修复领域的临床应用及后续新型医用组织工程材料

的研发，奠定了坚实的技术基础。
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