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　　摘要　我们利用椭偏光学显微成像技术研究了胶原蛋白在亲水和疏水表面的吸附,考察了不同 pH 值、不同吸

附时间、不同离子强度以及BSA 的存在对胶原在亲水、疏水表面吸附的影响。结果表明,胶原在亲水表面的吸附量

在较短时间内即接近于吸附饱和值,而在疏水表面吸附则持续较长时间,最终胶原在疏水表面的吸附量大于在亲

水表面的吸附量。胶原在两种表面的吸附量均在 pH 为 7. 2时为最大。BSA 存在时,疏水表面上BSA 对胶原的竞

争吸附影响比亲水表面大。
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1　引　言

细胞在材料表面的粘附是贴壁依赖型细胞生长

的前提。普遍认为细胞粘附过程受细胞表面的受体

与细胞外基质 (ECM )的蛋白特异性结合所调节[1 ]。

胶原等细胞外基质影响细胞的形态和功能,并提供

细胞分化和增殖的信号[2, 3 ]。而培养基质中往往含有

血清以及其它蛋白和表面活性物质,因而细胞外基

质在材料表面的吸附受蛋白质竞争性吸附调节,包

括基底预处理、培养基以及细胞分泌等许多不同来

源的蛋白质竞争吸附。材料表面亲疏水性影响蛋白

在表面的吸附[1, 4, 5 ] ,从而影响细胞在材料表面的粘

附。研究蛋白在材料表面的吸附及亲疏水性对吸附

的影响,有助于研究细胞2材料表面相互作用,并为

细胞组织工程中构建有利于细胞粘附和生长的生物

材料提供有用信息。

我们利用椭偏光学显微成像法研究胶原在材料

表面的吸附。该技术是近几年发展起来的一种超薄

膜及表面显示技术,它将传统的光学椭偏术和CCD

摄像、计算机取样和图像处理技术相结合。测量薄膜

的厚度分辨率达 10210 m ,并且具有测量面积大 (显示

面积达 1024 m 2 量级)、取样速度快 (对于 105 以上像

元的图像,每秒采样 25 祯以上)、横向分辨率高 (达

10- 6 m 量级)和测量结果直观等优点, 并且可以定

量地显示吸附膜层的变化和膜层的分布[6 ]。因此,通

过灰度值变化图像可以观察蛋白质在固体表面的吸

附状况。蛋白吸附膜层的表面浓度与所拍摄的椭偏

图像中的灰度值 (Gray scale)成比例。灰度值越高,

说明蛋白吸附膜层的表面浓度越大。利用它来研究

蛋白吸附,无需像荧光免疫法、酶联免疫法和放射免

疫法那样对所研究的生物分子做标记。

2　椭偏光学显微成像技术测量蛋白吸附的

原理与方法

　　光学椭偏测量是用偏振光波为探测光照射样

品,样品会对入射光波进行调制,使得反射或透射光
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波中载有样品的信息。椭偏光学显微成像基本实验

装置是传统的消光椭偏仪: 起偏器2补偿器2样品2检
偏器。在该装置中,用一个扩展光束代替了传统的窄

光束; 光源是Xe 灯加上一个 633 nm 干涉滤光片,

与一个光学准直系统结合,形成光强均匀分布的探

测光束; CCD 摄像机代替了传统的光电倍增管和光

电管等光探测器[6 ]。从起偏器和检偏器的起偏角度

设置,借助合适的光学模型,即可获得反射表面的信

息,例如:吸附膜层的厚度等。膜层的厚度正比于反

射光强的平方根。因此可以用椭偏光学显微成像法

测量蛋白质在表面的吸附膜层,随着膜层厚度的增

加,灰度值增加。灰度值的变化是膜层厚度的变化引

起的,假设膜层的折射率不变,在 0～ 30 nm 厚度

的范围内,蛋白吸附膜层的表面浓度 (Su rface con2
cen tra t ion)与灰度值的平方根成正比, 也就是与膜

层厚度成正比[7 ]。因此实验结果得到的灰度值的变

化直接与蛋白吸附膜层的表面浓度相关,表面浓度

越大,灰度值越大。实验结果也可以通过图像处理系

统,将灰度值变化转化成膜层厚度的立体分布,直观

显示蛋白吸附膜层。当基底吸附上一层蛋白之后,还

可以将该基底继续浸入另一种与第一膜层蛋白具特

异结合 (如抗原2抗体、受体2配体等)的蛋白溶液中,

从而形成复合蛋白膜层 (P ro tein comp lex layer) ,两

膜层的灰度值或厚度分布可以用椭偏光学显微成像

系统直观显示。

我们以椭偏光学显微成像系统检测胶原蛋白在

亲水和疏水两种表面的吸附,分别考察了三种 pH、

不同吸附时间、不同离子强度以及牛血清白蛋白

(BSA )的存在对胶原在两种表面的吸附的影响,吸

附量以胶原吸附膜层与基底灰度值差表示。其中

BSA 存在对胶原吸附影响的实验,采用胶原与不同

浓度BSA 的混合液,将两种表面分别浸入到混合蛋

白溶液中,吸附一定时间后形成第一吸附膜。然后将

该表面浸入到抗牛血清白蛋白 (A n t i2BSA )溶液中,

由于第一吸附膜层中BSA 与溶液中的A n ti2BSA

发生特异性结合,形成复合蛋白膜层。第一膜层吸附

的BSA 越多,复合蛋白膜层中结合的A n ti2BSA 也

越多,因此可以通过复合蛋白膜层灰度值变化量,检

测出第一膜层中BSA 吸附量,从而确定在亲水和疏

水两种表面BSA 竞争性吸附对胶原吸附的影响。

3　实验材料和方法

3. 1　实验材料

基底:该实验中以经过处理的抛光硅片为基底,

以便于椭偏光学系统获得较高的分辨率。

蛋白质:胶原为Co llagen S (Boeh ringer M ann2
heim Gm bh) ,其主要成分为:胶原 I> 95% ,胶原 III

< 5%。BSA 和A n ti2BSA 均购于 Sigm a。

3. 2　实验方法

3. 2. 1　硅片预处理　将硅片切成约 7×34 mm 大

小, 先用弱碱性混合液 (H 2O ∶H 2O 2 ( 30% ) ∶

N H 4OH (25% ) = 5∶1∶1 (vöv) )在 80 ℃下清洗硅

片 5 m in; 再用酸性混合液 (H 2O∶H 2O 2 (30% )∶

HC l (37% ) = 6∶1∶1 (vöv) )在 80 ℃下清洗硅片 5

m in。其中弱碱性混合液通过氨水的反应和过氧化

氢的氧化反应除去有机污染物。酸性混合液可以除

去离子型污染物,并通过反应提高表面硅醇基量,使

硅片表面变成亲水性,即得亲水性基底。疏水性表面

的制备是在亲水处理基础上, 用硅烷溶液

(d ich lo rodim ethylsilane : C 2HC l3= 1∶4)在室温下

浸泡 5 m in 后,轮换用无水乙醇和三氯乙烯清洗硅

片 2～ 3次。通过二氯二甲基硅烷与表面的硅醇基反

应,将2Si(CH 3) 2 基团共价结合到二氧化硅膜上,甲

基末端暴露在外,并形成紧密的一层,从而使硅片表

面呈强疏水性。

3. 2. 2　接触角的测量　用注射器在水平放置的硅

片表面滴上 4 ΛL 的水,然后用显微镜从水滴的侧面

观察并调节镜头中的测量线,使之在水滴和硅片交

点与水滴相切,该切线与硅片水平面所构成的仰角

即是接触角。在本实验中,采用新处理的亲水和疏水

硅片, 其中亲水表面接触角接近于 5°, 而疏水表面

的接触角则约为 70°, 而未处理前硅片表面接触角

则约为 40°。

3. 2. 3　胶原溶液的配制　不同 pH 值的胶原溶液

分别以 0. 1M 醋酸 (pH 值 3. 1)、PBS缓冲液 (8 mM

N a2H PO 4·H 2O、1. 1 mM KH 2PO 4、2. 7 mM KC l、

137. 0 mM N aC l, pH 值 7. 2)和碳酸盐缓冲液 (0. 1

M N a2CO 3、0. 1 M N aHCO 3, pH 值 9. 1)稀释原胶

原溶液配成,胶原浓度为 0. 1 m gömL。不同离子强

度胶原溶液以不同浓度的 PBS 配制 (见表 1) ,胶原

浓度仍为 0. 1 m gömL。
表 1　不同离子强度缓冲液的配制 (mM )

Table 1　PBS buffer solution of var ious ion strength (mM )

N a2H PO 4·H 2O KH 2PO 4 KC l N aC l

I= 165 43. 0 0. 0 1. 2 62. 2

I= 308 78. 0 1. 1 2. 7 137. 0

I= 455 171. 0 1. 1 2. 7 137. 0

3. 2. 4　胶原与BSA 双组份溶液的配制　以不同浓
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度的BSA (1、10、50、100、1 000 ΛgömL )分别与

011 m gömL 的胶原共同配制于 PBS 缓冲液中, 进

行BSA 对胶原的竞争性吸附实验。

3. 2. 5　蛋白在硅片表面的吸附　 (1)将硅片浸入到

0. 1 m gömL 的胶原溶液中,静置一段时间后, 取出

硅片,用 PBS缓冲液冲洗硅片表面以清除表面上的

非吸附蛋白分子,在硅片表面就形成胶原的单分子

膜层。(2)对于胶原与BSA 的竞争吸附,硅片在胶原

和BSA 的混合液中形成第一蛋白膜层后,以缓冲液

冲洗,再继续放入A n ti2BSA 溶液中,吸附一段时间

后,取出硅片,以同样方法冲洗并吹干。基于BSA 与

A n ti2BSA 的特异性结合,硅片表面形成第二复合蛋

白吸附膜层。

3. 2. 6　椭偏光学显微成像系统观察　吸附有蛋白

的硅片以缓冲液冲洗后,以氮气吹干,即可置于椭偏

光学显微成像系统下观察。结果以直观图像显示蛋

白吸附膜层,故膜层与基底灰度值差或复合蛋白膜

层与第一吸附膜层的灰度值差可以表示吸附蛋白膜

层厚度和吸附量。对同一种蛋白在相同椭偏条件下,

灰度值差越大,吸附量越大。

4　实验结果和讨论

4. 1　不同 pH 值、不同吸附时间和不同离子强度下

胶原在亲水、疏水硅片上的吸附

将新处理的亲水和疏水硅片分别放入 0. 1 M

醋酸、PBS缓冲液、碳酸盐缓冲液配成的 pH 值分别

为 3. 1、7. 2、9. 1的 0. 1 m gömL 胶原溶液中。待胶原

在硅片表面吸附 30 m in 后,取出硅片,以缓冲液冲

洗,再用氮气吹干。将硅片置于椭偏光学显微成像系

统下观察胶原吸附膜层,胶原吸附前后硅片表面的

灰度值差表示胶原的吸附量,结果如图 1。

图 1　pH值对胶原在疏水 (■)和亲水 (□)表面吸附的影响

F ig 1　Effect of pH on collagen adsorption on to hydrophobic (■)

and hydrophil ic (□) surfaces

　　可以看出,在 3种 pH 值条件下,胶原在疏水表

面的吸附量均比亲水表面吸附量大。其中, pH 值为

311时,两者相差还不大;随着pH 值增大,两种表面

胶原吸附量差别也增大。在 3种 pH 值条件下, pH

值为 7. 2 时也就是以 PBS 作为缓冲液时胶原吸附

量在两种表面均为最大。图 2显示了 pH 值 7. 2时

胶原在亲水、疏水表面吸附膜层的厚度分布立体图,

背景是亲水和疏水的两种硅片表面,凸起部分是胶

原蛋白层,从图中可以明显看出胶原在疏水表面的

膜层比在亲水表面的膜层厚。

图 2　胶原在疏水和亲水表面吸附膜层的厚度分布

F ig 2　The thickness distr ibution of collagen adsorption layers on

hydrophobic and hydrophil ic surfaces

　　根据报道[4 ] , pH 值 (3～ 7)和离子强度对胶原

在材料表面的吸附量并无明显影响。D ew ez等[4 ]根

据浓度的测量,认为吸附到 Falcon 标准培养皿 (PS2
F )和 Falcon 组织培养皿 (TCPS)的胶原量相似,均

在 0. 6～ 0. 8 Λgöcm 2 的范围,而且从吸附等温线说

明胶原与 PS2F 的亲合度比与 TCPS 的高。而在我

们的实验中,疏水表面的胶原吸附量比亲水表面的

吸附量大。而且胶原在不同pH 值、不同吸附时间和

不同离子强度下的吸附量不同。在pH 值为 3. 1时,

胶原在疏水和亲水表面的吸附量相差不大。但在更

高的 pH 值 (7. 2和 9. 1)时,亲水表面的吸附量约为

疏水表面的 1ö2。用液相浓度测量法测量胶原的吸

附量时, 由于胶原在表面吸附量非常少 (0. 6～ 0. 8

Λgöcm 2) ,吸附前后浓度变化也很小,再加上试管等

器壁对胶原的吸附对直接浓度测量产生极大的误

差。而我们采用椭偏光学显微成像系统可直接观测

胶原在表面吸附产生的蛋白膜层,从而通过灰度值

差或膜层厚度来确定蛋白吸附量,可减少直接浓度

测量产生的误差。

胶原 (分子量约 300 000 D a)是一 3 螺旋结构,
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长约 300 nm ,直径 1. 5 nm。对于分子侧式 (“Side2
on”po sit ion)或立式 (“End2on”po sit ion)所形成的

紧密单分子层而言,吸附量将分别在 0. 1和 25 Λgö

cm 2 [4 ]。D ew ez等[4 ]在疏水的 PS2F 表面观察到的饱

和吸附值高于侧式时所预计的。这说明在部分分子

平躺于表面时,其它部分插入到溶液中。而在我们的

实验中,疏水表面的胶原饱和吸附量比亲水表面的

饱和吸附量大,很可能是分子在表面的排布方式不

同引起的,也就是说在亲水表面的胶原分子大多数

是侧式的,而疏水表面的分子大多数是立式的。蛋白

质在材料表面吸附的主要驱动力是疏水相互作用、

静电相互作用以及氢键。在疏水表面,蛋白质通过吸

附破坏疏水表面有序的水分子结构,而且蛋白质与

基底的疏水2疏水相互作用引起吸附蛋白质的变性,

可导致不可逆吸附[8 ]。由于蛋白质同时带正、负功能

团,容易在带电基底上吸附。独立的、任意分布的氢

键通常由于水的存在而不发挥作用,只有 3 到 5 个

或更多的氢键协同作用形成多重氢键时才在蛋白质

吸附中发挥作用[9 ]。因此,亲水、不带电的基底不容

易吸附蛋白质。在亲水处理的硅片表面,任意分布着

硅醇基,由于硅醇基的酸解离而带少量负电荷,与胶

原形成较弱的氢键和静电相互作用,引起少量的胶

原吸附。而疏水处理的表面均匀分布着甲基,由于较

强的疏水相互作用可以导致较多的胶原吸附。

胶原的等电点是 4. 5, 当缓冲液pH 值小于 4. 5

时,蛋白表面带正电荷,但此时二氧化硅表面的硅醇

基酸解离程度也低,胶原与材料表面的静电相互作

用力表现为弱引力。而当缓冲液pH 值大于 4. 5时,

蛋白表面带负电荷,硅醇基酸解离程度的增加使表

面的负电荷增多[10 ] ,胶原与材料表面的静电相互作

用表现为弱斥力。如果胶原在带少量负电荷的亲水

表面的吸附主要驱动力是静电相互作用,则应是缓

冲液 pH 值小于 4. 5时有利于胶原吸附。而实验结

果并非如此,可见胶原在亲水表面的吸附主要驱动

力应该是氢键而不是静电相互作用。但当缓冲液pH

值为 9时,静电斥力增强,静电斥力和氢键综合效果

使得胶原与表面的结合力减弱。而当缓冲液 pH 值

接近于体液的 pH 值 (7. 2)时,氢键和静电斥力综合

效果使得胶原与表面的结合力在 3 种 pH 值中最

强,从而胶原的吸附量最大。

　　为考察不同吸附时间对胶原在亲水和疏水表面

吸附的影响,利用椭偏光学显微成像系统对胶原的

吸附过程进行了实时检测。在椭偏光学显微成像系

统的样品台上放置一样品池,预先放入 PBS缓冲液

图 3　胶原在疏水 (●) 和亲水 (▲)表面实时吸附的膜层厚度变化曲

线 (B为A 的初始部分)

F ig 3　Curve of the adsorption layer th ickness for the rea l time ad-

sorption of collagen on hydrophobic (●) and hydrophobic

(▲) surfaces(B is the beg inn ing part of A)

和基片,再加入胶原溶液使最终浓度为 0. 1 m göm l,

同时系统开始连续拍摄胶原在硅片表面吸附过程形

成的吸附膜层图像。在室温下,胶原与基片表面相互

作用 3 h,胶原吸附膜层的灰度值随时间变化如图 3

所示。其中,图 32B 为吸附开始时的局部放大图。可
以看出,胶原在疏水表面的吸附一开始速度较快, 30

m in 后吸附量即接近于平衡吸附量的 80%。其后,

吸附量增长缓慢,到 2. 5 h 吸附基本达到饱和。而

胶原在亲水表面的吸附速率一开始较快, 100 s后吸

附速率即减慢,吸附量缓慢增加,最终吸附量大大低

于疏水表面的吸附量。

为考察离子强度对胶原吸附的影响, 以 I=

165、308、455 mM 3种离子强度的缓冲液配成浓度

为 0. 1 m göm l的胶原溶液,室温下吸附 30 m in。结

果如图 4所示。从图中可以看出,离子强度对胶原在

两种表面的影响并不一致。对于疏水表面,离子强度

越大时,吸附量越大。而对于亲水表面,则恰好相反。

　　离子强度对不同蛋白的吸附影响不同。A rne2
b ran t T 等[11 ]检测蛋白paro t id sa liva 在二氧化硅表

面吸附,认为离子强度和温度对吸附无明显影响。而

H ajra S等[12 ]则认为BSA 在硅等基底上的吸附受
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图 4　离子强度对胶原在疏水 (■)和亲水 (□)表面吸附的影响

F ig 4　Effect of ion strength on collagen adsorption on to hydropho-

bic (■) and hydrophil ic (□) surfaces

pH、离子强度和温度的影响。在我们的实验中,离子

强度对胶原在 2种表面吸附的影响不同。对于疏水

表面,离子强度可以影响蛋白质在溶液中的双电层

和水化层,对蛋白质的空间构象产生影响,从而影响

胶原与表面的疏水相互作用。离子强度越大,导致疏

水基团外露,促进疏水相互作用,有利于吸附。因而

在疏水表面,随着离子强度的增大,胶原吸附量随之

增加。而对于亲水表面,胶原的吸附主要与静电相互

作用或氢键有关,随着离子强度增大,静电相互作用

或氢键作用受到干扰,相互作用力减弱。故在亲水表

面,胶原的吸附量随离子强度的增大反而减少。

4. 2　BSA 存在下胶原的吸附

将硅片放入含不同浓度的BSA (1、10、50、100、

1 000 Λgöm l)和 0. 1 m göm l胶原的 PBS 混合溶液

中,室温浸泡 30 m in 后取出硅片,以 PBS 冲洗掉硅

片表面上的未吸附蛋白。然后将该硅片的一部分放

入含BSA 抗体的溶液中继续吸附 30 m in。取出硅

片,以椭偏光学显微成像系统观察胶原和BSA 竞争

吸附形成的第 1 膜层和A n ti2BSA 和BSA 特异性

相互作用形成的BSA 2an t i2BSA 复合蛋白膜层。从

BSA 2an t i2BSA 复合蛋白膜层的厚度可以推测第 1

膜层中吸附BSA 的多少,从而确定BSA 对胶原的

竞争性吸附。以第 1膜层与基底的灰度值差、BSA 2
an t i2BSA 复合蛋白膜层与第 1 膜层灰度值差分别

表示第 1膜层和复合蛋白膜层的厚度,两膜层的厚

度随BSA 浓度变化如图 5所示。

　　结果表明,在疏水表面,随BSA 浓度由低到高,

第 1膜层灰度值明显下降,而复合蛋白膜层灰度值

却增加,因此可以认为第 1膜层中BSA 随其浓度的

增加而增加。然而BSA 浓度加到一定程度 (100 Λgö

m l)时,两膜层灰度值的变化不如前面大,说明第 1

图 5　BSA 与胶原在疏水 (A)和亲水 (B)表面竞争吸附的膜层厚度 (

■第一膜层,□复合蛋白膜层)

F ig 5　Adsorption layer th ickness for the competitive adsorption be-

tween BSA and collagen on hydrophobic (A) and hydrophil ic

(B) surfaces(■ The f irst layer, □ Prote in complex layer)

膜层中BSA 吸附基本达到饱和。

BSA 是一种球蛋白, 分子量约为 66、200 D a;

大小约为 12. 0×2. 7×2. 7 nm。可知BSA 与胶原相

比分子小得多。相同的椭偏条件下,两种蛋白分别达

到吸附饱和时, BSA 膜层的灰度值比胶原膜层的灰

度值小。这就解释了当BSA 与胶原竞争吸附时,由

于BSA 吸附到表面上而使第 1 膜层的灰度值差降

低。而且随BSA 的增多,灰度值差降低越多。

在亲水表面, 两膜层灰度值差随BSA 浓度增

加,变化不是很明显。且BSA 2an t i2BSA 膜层很薄,

说明第一膜层中BSA 的吸附量非常少。这也说明竞

争吸附时,BSA 在表面的吸附与基底的亲水性密切

相关,在亲水表面的吸附量不如疏水表面吸附量大。

5　结　论

胶原在不同 pH 值、不同吸附时间和不同离子

强度下的吸附量不同。pH 值为 7. 2时也就是以 PBS

作为缓冲液时胶原吸附量在两种表面均为最大。离

子强度对胶原在两种表面的影响不同。对于疏水表

面,离子强度越大时,吸附量越大。而对于亲水表面,

则恰好相反。胶原在 0. 1 m göm l浓度情况下,在疏
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水表面吸附 30 m in 即基本达到平衡。而亲水表面达

到平衡时间更快,这可能与亲水表面吸附驱动力不

同有关。

BSA 存在对胶原在表面的吸附量的影响与基

底的亲水性有关。在疏水表面,BSA 竞争性吸附较

强,使胶原吸附量减少。而在亲水表面,BSA 的吸附

量较少,对胶原吸附量的影响也较小。
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3. 6. 2　强光及高湿度对 PH PA G 材料的影响　本

实验恒湿条件为在密闭器皿下部放置一定浓度的氯

化钾溶液,按恒湿溶液成份配制过饱和溶液,结果表

明 75. 0% 及 92. 5% 的高湿度环境对材料的影响不

大。强光对 PH PA G 材料的影响的实验结果显示,强

光 (3 000 L X)照射 10 d 对材料无明显的影响。用凝

胶色谱对高湿度和强光照射后分子量测定无显著的

变化。

4　结　论

用现代分析方法表征表明,天冬氨酸2谷氨酸共
聚材料结构明确。该材料具有良好的降解性和生物

相容性。材料在实验条件下可以稳定保存。有关材

料键合药物的工作将进一步报道。
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