
胶原蛋白是哺乳动物体内含量最多的蛋白

质。作为细胞外最重要的不溶性纤维蛋白, 胶原
蛋白不仅对机体和器官起支持作用, 还在细胞增
殖、分化和组织发育等方面发挥了重要作用。目

前发现的胶原蛋白共有 28种, 广泛分布于皮肤、
肌腱、血管、韧带、骨骼、软骨和肌肉等组织和器

官中。典型的胶原蛋白具有 3 条多聚肽链(琢肽
链), 每条 琢单链均为左手螺旋, 3条 琢链通过右
手螺旋聚合在一起形成前胶原(procollagen)。经细
胞膜表面酶处理后, 位于前胶原两端的疏松结构

被切除, 形成原胶原(tropocollagen)。原胶原经过进
一步的聚合形成胶原纤维。

胶原蛋白合成受一系列基因和信号网络调

控, 控制其合成的基因多达 30多种[1, 2]。其中包括
胶原(collagen, col)基因家族、基质金属酶(matrix
metalloproteinases, MMPs)基因家族、金属蛋白酶
抑制因子 (tissue inhibitors of metalloproteinases ,
TIMPs)基因家族、赖氨酰氧化酶(lysyl oxidase, LOX)
基因、赖氨酰羟化酶 (lysyl hydroxylase 2b, LH2b)
基因、脯氨酰 4-羟化酶-a (prolyl 4-hydroxylase ,
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P4Ha)基因等。在胶原合成过程中起重要作用的蛋
白质、酶以及主要调控因子有: 纤维连接蛋白(fi原
bronectin, FN)、辅助细胞和其他细胞外基质(ex原
tracellular matrix, ECM)、LOX、LH2b、转化生长因
子-茁 (transforming growth factor-茁, TGF-茁)、胰岛
素样生长因子(insulin-like growth factor玉, IGF-玉)、
干扰素 酌 (interferon-酌, IFN-酌)、肿瘤坏死因子-琢
(tumor necrosis factor-琢, TNF-琢)等。

胶原含量以及胶原交联程度是影响肉产品嫩

度的重要因素[3]。胶原含量的检测主要包括以下
几种: 总胶原含量测定, 可溶性胶原、不溶性胶原
以及胶原交联程度的检测。胶原交联程度主要是

通过检测胶原蛋白中交联产物含量进行判断。交

联产物包括成熟产物和非成熟产物两大类。在骨

骼肌中非成熟、可还原交联很快转化为成熟的交

联[4]。
本文主要对胶原蛋白结构、功能、合成调控及

骨骼肌中胶原含量的测定方法进行综述, 旨在为
使用分子生物学手段改变胶原含量及性质提供理

论参考。

1 胶原的种类、结构和功能

1.1 胶原种类和结构

目前为止, 在哺乳动物体内发现的胶原超家
族成员共有 28种, 以罗马数字玉~XX峪命名[5]。胶
原多样性主要源于组成胶原 琢链的多样性、胶原
分子存在同分异构体、单种胶原的超分子结构、启

动子以及链接类型的不同。目前,胶原命名的标准
尚不统一, 狭义的胶原超家族并不包括含有单个
三螺旋结构的蛋白质, 但其中有些具有胶原样三
螺旋结构域的蛋白质被称为可溶性防御胶原[6]。

具有 3条多聚肽链(琢肽链)是胶原的标志结
构。3条 琢肽链可相同也可不同, 每条肽链包含一
个至多个重复氨基酸基序, 该基序的模式为 Gly-
Pro-X或 Gly-X-Hyp, 其中 X和 Y可以是任意的
氨基酸[7]。琢单链的结构为左手聚脯氨酸域型螺旋,
而 3条邻近的 琢链则以右手螺旋的方式聚合在
一起形成三螺旋结构, 且相邻 琢链之间相差一个
残基。三螺旋具有一定的稳定性, 这主要依赖于
其中甘氨酸、脯氨酸、羟脯氨酸、赖氨酸和天冬氨

酸之间的静电作用以及 琢链之间的氢键。正常情
况下三螺旋为棒状结构, 但由于 Gly-X-Y结构的
缺失和 琢链的断裂, 三螺旋结构也可弯曲。

根据胶原分子聚合后的形状, 胶原可进一步

分为纤维状、球状、锚状和网状胶原。纤维状胶原

呈节状, 每 64~67 nm为一个周期[8]。胶原纤维的
直径具有组织特异性, 一般在 15~500 nm[9]。不同
于传统胶原, 胶原 XX喻为非条纹纤维, 其直径为
10 nm[8, 10]。
1.2 胶原的功能

哺乳动物胶原对维持机体组织结构发挥着重

要作用。除了作为支架维持细胞外结构, 胶原还
可作为配体与某些受体结合, 参与细胞的生长、
分化和迁移等过程的调控[11耀14]。

胶原的功能具有组织特异性。在发生纤维化

的组织中, ECM沉积的纤维可负反馈抑制新纤维
的合成, 进而抑制组织纤维化发生[15]。域型胶原是
软骨组织的重要组成成分, 在细胞外软骨基质中,
域型胶原的含量占大约 50%[16]。但在增生性软骨
中,可见胶原 X的特异性表达, 其对于软骨骨化及
造血干细胞的生长和功能的发挥具有重要作用[17]。
Internal elastic lamella (IEL)紊乱与胶原芋的沉积
呈显著相关性[18]。胶原 XX喻只在成人软骨中表
达, 其参与软骨钙化及软骨转化为骨骼的调节[19]。
COL22A1能够与血清中的肌酐结合, 进而影响骨
骼肌中蛋白质的合成[20]。胶原 XX郁在调控成骨细
胞分化及骨骼形成的过程中发挥重要作用[21]。此
外, 欲型胶原对维持皮肤的正常功能及完整性有
着重要作用[1]。

膜胶原是胶原另一种重要的存在方式, 由于
其具有细胞相容性和可降解性, 被广泛地应用于
临床治疗当中[22]。不同的膜胶原具有不同的生物
学功能。比如: 胶原峪影响骨骼的形成, 胶原 X喻
是半桥粒的主要结构组成部分[23], 胶原 XX芋与前
列腺癌的复发与转移存在密切关系[24]。

此外, 胶原对哺乳动物神经系统的发育同样
具有重要作用。胶原郁作为突触前形成体, 可进
一步发育为神经肌肉接头[25]。胶原 X御在中枢神
经系统中表达, 对海马体突触的形成必不可少[26]。
COL25A1的高表达可能是阿尔茨海默病发病的
原因之一[27]。有研究表明, 胶原遇可增强神经元的
毒性耐受力[28]。

2 胶原的生物合成与降解

2.1 前胶原 琢链的合成
胶原主要是由成纤维细胞合成。前胶原 琢链

的合成与普通蛋白质的合成过程类似, 包括转
录、翻译及翻译后的加工与修饰。合成的前体蛋
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白质在信号肽切除后, 会进行复杂的修饰。翻译
后修饰主要包括脯氨酸和赖氨酸残基的羟基化、

与 O或 N相连基团的糖基化、琢链的聚合、二硫键
的生成、脯氨酰顺-反异构及三螺旋结构的折叠。

赖氨酸残基羟基化是胶原最重要的翻译后修

饰方式, 其修饰程度因组织而异, 在胚胎组织中
的程度最高。一方面羟赖氨酸是胶原交联反应的

主要底物, 其含量对于胶原的稳定至关重要。另
一方面, 羟赖氨酸是糖基化修饰发生的基础。赖
氨酸残基羟基化依赖于 LH, 而且 LH只作用于 Y
位置的赖氨酸残基。LH家族共有 3个成员, 分别
为 LH1、LH2和 LH3, 其中 LH2特定作用于端肽
区域的赖氨酸, 该区域的赖氨酸和羟赖氨酸是赖
胺酰氧化酶作用的底物, 影响胶原交联程度。当
体内缺少 LH2时, 会导致 Bruck综合症[29]。

胶原蛋白中的羟赖氨酸能够依次与半乳糖、

葡萄糖通过共价键连接, 形成糖基化。该反应目
前仅发现于胶原蛋白中, 参与该过程的酶尚不明
确。研究表明, LH3除了作为赖氨酰羟化酶外, 还
具有半乳糖转移酶(galactosyltransferase, GT)和葡
萄糖转移酶(glucosyltransferase, GGT)的功能。若将
LH3分子失活, 会导致由于基膜紊乱而产生的死
胚[30]。

脯氨酸残基羟基化一方面可以增加分子间氢

键的作用, 另一方面羟基的电子牵拉作用可增加
Y位置四级结构前膜的稳定性。P4H是催化羟脯
氨酸形成的主要因子, 能够将 Gly-X-Y 中 Y 位
置的脯氨酸羟基化。P3H可将 X位置的脯氨酸羟
基化。相对于 Y位置, X位置的羟基化较少发生,
在玉型和域型胶原中, 每条 琢链只有一个 X位置
上的脯氨酸发生羟基化。当 P3H失活后, 会导致
病变发生[31]。
2.2 前胶原分子的形成

脯氨酸和赖氨酸羟基化以及羟赖氨酸糖基化

完成后, 3条前胶原 琢链会以三螺旋的形式关联,
从而形成前胶原分子。前胶原分子由氨基端前肽

链、非螺旋 N-端肽、位于中心的三螺旋结构域、C-
端肽和羧基端前肽链构成。

在前胶原分子形成过程中, 羧基端前肽链发
挥着重要作用。研究表明, 前胶原纤维的羧基端
前肽链中除邻近中部的 15 个不连续氨基酸外 ,
其余的氨基酸序列均高度保守[32]。Lees等[33]通过
交换不同羧基端前肽链区域的该序列, 认为该序
列包含有 琢链识别所需的区域。琢链区的特定识

别能够保证其稳定性, 防止氨基酸序列错排。除
此之外, 羧基端前肽链中的卷曲螺旋同样发挥着
重要作用。该结构能够保证核心部位的稳定[34]。由
于相互关联的多肽链含有重复序列(abcdefg)n, 且
a和 d为典型的疏水氨基酸, 而 e 和 g通常为带
电氨基酸, 因此该卷曲螺旋结构广泛存在于由多
肽链关联形成的寡聚基序中[35]。

由于三螺旋结构首先在羧基端前肽链形成,
因此对于大多数的胶原来说, 三螺旋沿着 C端到
N端方向进行。但对于跨膜胶原和胶原类蛋白质,
卷曲螺旋位于氨基端前肽链, 三螺旋沿着 N端向
C端进行[36]。参与三螺旋形成过程的酶和伴侣蛋
白主要有 P4H、protein disulphide isomerase (PDI)
和热应激蛋白 47 (heat shock protein 47, HSP47)。
P4H除具有酶的功能外, 还可作为伴侣蛋白选择
性地与未折叠的前胶原 琢链结合, 从而避免未成
熟的胶原形成三螺旋结构[37, 38]。此外，P4H中的 茁
亚基与 PDI具有相同的功能, 能够催化二硫键的
形成与重排。PDI除了可催化胶原前肽链分子间
和分子内二硫键的形成外, 也可作为伴侣蛋白选
择性地与未折叠的 琢链结合[39]。HSP47只在合成
胶原的细胞中表达。与其他伴侣蛋白不同, HSP47
只与胶原中折叠后的三螺旋结构结合。在体温状

态, 三螺旋结构不稳定, HSP47与 Gly-X-Y中 Y
位置的精氨酸结合可使三螺旋结构更加稳定, 并
防止未成熟的前胶原分子聚合[32]。若敲除小鼠的
Hsp47基因, 会导致胚胎死亡现象[40]。
2.3 前胶原分子的加工

经修饰后的前胶原分子在外壳蛋白复合体域
(coat protein complex域, COP域)的作用下, 进入囊
泡小管群(vesicular tubular clusters, VCTs), 并运送
到高尔基体。在高尔基体中, 前胶原分子与低聚
糖聚合, 然后经分泌小泡运出细胞。在由高尔基
体到细胞间的整个过程中, 前胶原分子以“束”的
形式存在。

前胶原分子的加工可能发生在由高尔基体分

泌后接近细胞膜的过程[41]。在此过程中, 前胶原分
子中的前肽链在解聚酶、金属蛋白酶 [42]、BMP1/
Tolloid样家族[43]和弗林样蛋白转化酶的作用下被
切掉 , 纤维性胶原开始形成。金属蛋白酶属于
ADAMTS家族。其中 ADAMTS-2, -3, -14能够与
前胶原分子的 N端结合, 进而切掉前胶原的氨基
端前肽链 ; ADAMTS-2 和 ADAMTS-3 可分别作
用于前胶原域和前胶原芋。BMP1/Tolloid样蛋白
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酶家族包含 4 种酶, 主要作用于羧基端前肽链,
而且均可作用于玉~芋前胶原。
2.4 胶原纤维的形成

共价交联是胶原生物合成的最后一步, 经此
过程后, 前胶原分子最终形成胶原纤维。参与此
过程的酶主要为 LOX家族。

LOX家族是依赖铜的氨基酸氧化酶[44], 包括5
种成员, 各成员的羧基端组成相似, 均包含催化
区和细胞因子受体样区。LOX 的激活依赖于
BMP1/Tolloid样家族成员, 后者可将 LOX的前肽
切除, 从而激活 LOX。LOX可将位于端肽区域的
赖氨酸和羟赖氨酸转化为肽基乙醛(peptidyl alde原
hydes), 而肽基乙醛可自发与其他的肽基乙醛或
者未反应的赖氨酸和羟赖氨酸形成分子内或分子

间的共价键[45, 46]。胶原聚合成纤维以后,可增强LOX
的活性。除了催化胶原分子聚合外, LOX还具有
抑制肿瘤的功能[47]。

胶原交联终产物的类型取决于组织, 胶原的
中间产物为醛亚胺和(或)酮亚胺。在骨骼和软骨
中, 醛亚胺和酮亚胺会进一步氧化为吡啶啉和脱
氧吡啶啉, 在骨骼中还可发生吡咯交联, 而皮肤
中则多见组氨酸-羟赖氨酸-亮氨酸交联[48]。此外,
近年来在软骨中还发现了另一种成熟交联产物,
即精氨酸酮亚胺[49]。

另一种参与体内胶原交联的酶为组织转谷氨

酰胺酶(tissue transglutaminase, TG2)[50]。在胶原域、
芋、吁、喻和欲的合成过程中, TG2能够催化谷氨
酰胺残基上的 酌-甲酰胺与赖氨酸上的 着-氨基酸
形成异肽键。该酶除参与胶原交联过程外, 还与
GTP酶的活性有关[50]。
2.5 胶原降解

动物体内的胶原平衡依赖于合成与降解。参

与胶原蛋白降解的酶主要为基质金属酶(MMPs)。
MMPs是依赖锌的肽链内切酶, 属于甲硫氨酸锌
蛋白家族。不同 MMP 所作用的胶原类型不同,
MMP-13主要作用于胶原域; 胶原玉和芋的裂解
主要依赖 MMP-1和 MMP-8[51]; MMP-2和 MMP-
9作用的底物为胶原郁和已失活胶原。对于玉型
胶原, 当 琢链不同时, 裂解酶为胶原酶; 但当 琢链
相同时, 由于 MMP作用位置的三螺旋结构更加
稳定, MMP无法使其降解, 因此降解该胶原的酶
为非胶原蛋白酶[52]。MMPs酶的活性受 TIMPs调
控。生物体内 MMPs 和 TIMPs 的相对平衡对于
ECM的富集以及其他生理学过程至关重要。另一

组参与胶原降解的酶为脱落酶[53], 它能够使膜胶原
以可溶形式释放外功能区。

3 胶原含量及交联的检测

骨骼肌间胶原的含量和溶解性对动物宰后肌

肉的嫩度有重要影响。胶原含量的检测包括胶原

总含量、可溶性和不溶性胶原含量以及胶原交联

程度的测定。胶原总含量主要是通过计算胶原蛋

白中羟脯氨酸含量来间接求得。可溶性胶原的检

测是先通过 Ringer溶液将可溶性蛋白分离, 然后
通过测定分离液中羟脯氨酸的含量来计算可溶性

蛋白的含量。胶原总含量减去可溶性胶原含量为

不溶性胶原含量。胶原交联程度主要与胶原蛋白

中交联产物的含量有关。

3.1 胶原总含量的测定

羟脯氨酸是胶原蛋白特有的氨基酸, 因此可
通过测定羟脯氨酸的含量来间接测定胶原的含

量。羟脯氨酸含量的测定方法有比色法、高效液相

色谱法、气相色谱法和酶解法。这些方法均具有一

定的局限性, 如特异性不强、灵敏度不高、准确性
差、步骤繁琐、所需的时间较长等。目前对于总胶

原含量的测定多采用化学法, 即通过强酸水解作
用, 使肌肉组织释放出单体羟脯氨酸, 然后用氯
胺 T将其氧化形成类似吡咯的氧化物, 并与显色
剂二甲氨基苯甲醛缩合生成红色的产物, 最后通
过测定其吸光值, 根据公式即可计算出总胶原蛋
白的含量[54]。
3.2 可溶性胶原含量的测定

可溶性胶原含量的检测与总胶原含量的检测

原理相同。在测定前, 使用 Ringer溶液将可溶性
胶原分离, 通过检测分离出来的可溶性羟脯氨酸
的含量, 即可间接计算可溶性胶原的含量[55]。
3.3 胶原交联程度的测定

通过对胶原交联产物含量的测定可判断胶原

的交联程度。近年来, 测定的交联产物主要包括
成熟产物吡啶啉(pyridinoline, PYD)、脱氧吡啶啉
(deoxypyridinoline, DPD)和非成熟产物二价酮亚胺
等[56]。吡啶啉具有自然荧光, 而且酸性条件下不易
水解 , 因此通常使用高效液相色谱来检测其含
量。而非成熟二价酮亚胺交联不具有荧光性, 且
在酸性条件下易分解, 故不能使用传统的高效液
相色谱进行检测。Gineyts等[56]提出首先使用硼氢
化钠将其还原为更加稳定的二羟基赖正己氨酸

(dihydroxylysinonorleucine, DHLNL)和羟基赖正己
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氨酸(hydroxylysinonorleucine, HLNL), 然后通过高
效液相色谱-质谱联用技术(HPLC-ESI-MS)可同
时测定 PYD、DPYD、DHLNL和 HLNL的含量。
4 小结

胶原作为结缔组织中最重要的结构蛋白, 在
动物机体中发挥着重要作用。胶原蛋白在肌肉组

织中的含量及性质直接影响肉类的感官性质和加

工特性。因此, 在畜牧生产领域当中, 解析胶原蛋
白的合成机制, 通过分子手段实现胶原蛋白含量
及其性质的改变, 可为提高肉质的遗传改良提供
依据。除此以外, 胶原在纤维化、癌细胞迁移等某
些病理学过程发挥着重要作用, 通过调控胶原的
合成可以为某些人类疾病的治疗提供参考。
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