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!!摘要%动物结缔组织的发生,发育及病变与结构和形态密切相关)组织结构有序性在结缔组织发生过程中

尤为明显)结缔组织的胶原液晶结构是胶原分子自组装得到胶原纤维或组织过程中的一个过渡态-本文以重

建胶原为基础分子)讨论了三螺旋结构对胶原分子组装液晶的影响)并分析了胶原分子液晶和超分子液晶结构

转变研究进展和形成的热,动力学条件-诱导胶原液晶形成是体外模拟细胞外基质构建的关键)为研究结缔组

织形态发生机制及病变模型建立了联系)也为仿生构建组织工程支架提供有益信息-

!!关键词%胶原分子+熵致有序+分子液晶+超分子液晶+结缔组织

引言

生物体内分子有序化是维持生命的基础-生物体的生长发育,肌体的新陈代谢,细胞的能量转换,信
息传递,物质传输等与液晶结构密切相关-在分子尺度上观察生物体结构时)发现生物分子在体内!水"
环境中)通过各种有序排列组合)构成了细胞,组织和器官的基本结构-细胞膜,视网膜,神经,表皮和肌
肉等组织显示出既有液体的流动性又类似晶体的有序性)就是由生物大分子!蛋白质,脂类,核酸,碳水化
合物等"在水环境中有序排列而形成的溶致液晶结构-

构成脊椎动物结缔组织基本组分之一的胶原蛋白)在动物胚胎早期就已出现)在随后干细胞或细胞
分化,迁移及其组织发生,形成过程中)其结构变化有着极重要的作用-同时结缔组织疾病中主要的疾
病(((胶原病的发生与胶原蛋白分子,超分子结构及组织形态密不可分-从结缔组织细胞分泌出胶原分
子到结缔组织完全形成)胶原液晶是这个长程有序自组装的中间过程.#/-体外模拟这个自组装过程是研
究结缔组织早期发生及病变过程的途径之一)也为仿生构建组织工程支架提供有益信息-

#!动物结缔组织中超分子胶原液晶与形态

结缔组织是人体四大基本组织之一)具有连接,支持,保护,营养等多种功能-偏振光显微镜!67:"研究致
密结缔组织的结构发现)不同结缔组织不仅纤维!<.Z2?"直径不同)其组织特异性的超纤维结构!ARO2?*<.Z?.33@?
A0?R90R?2"与形态也不一样-图#@中角膜.!/或鱼鳞.$/胶原纤维以多层方式排列)每一层中所有纤维平行)相邻
层之间以一个不变的角度!通常为&"o"周期性扭曲-整体结构类似层板)从斜切面观察呈一系列弧形结构-图

#Z是从径向观察密质骨中骨单位的层板结构)层板以同轴的圆柱体排列)层纹线与层纹线之间呈现出螺旋状周
期性旋转.(/-图#9中腱和韧带的胶原纤维为单轴取向)呈现出起伏和规则卷曲.))’/-图#;真皮组织中胶原纤
维形成一个复杂的局部有序三维网状结构.+/-由此可见结缔组织结构多样性源于胶原纤维的排列形式,远程
起伏的程度及邻近纤维层间的夹角)并由此决定了不同的结缔组织宏观生物物理性能特点)如角膜的光学透
明.!/,骨抵抗负载的各向异性.%/,肌腱的抗拉伸和剪切.&/,真皮各向同性的弹性性能等等-
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图#!偏振光显微镜!67:"观察不同结缔组织胶原纤维的形态.#"###/

@‘角膜或鱼鳞的层状结构+Z‘骨单位中的胆甾相液晶+9‘腱中波状结构的预胆甾相液晶+;‘真皮中网状结构

V./R?2#!P-33@/25pZ?.33@?@??@5/2=250A.54@?.-RA9-55290.420.AAR2AZC67:
!@"pAJA9@32-?0J29-?52@+!Z"Z-52-A02-5+!9"025;-5!9?.=OA0?R90R?2"+!;";2?=.A-<AY.5

结构生物学研究表明)体现结缔组织各种生物物理性能的是超分子胶原液晶结构)其结构基础是动
物体内最丰富的纤维蛋白分子(型胶原-迄今为止)通过电子显微镜!T:"和W射线衍射!WBX"等研究
发现)典型的胶原复杂层次结构!如图!所示"表现为)五个胶原分子首先组装为微纤维!=.9?-<.Z?.3")微
纤维组装成类似六边形晶体的原纤维!<.Z?.3".#!/)原纤维再组装成纤维!<.Z2?"或纤维束!<.Z2?ZR5;32"等
大聚集体)进而形成组织和器官-

图!!腱的层次结构.#$/

V./R?2!!P-5A29R0.42<.Z?.3O@9Y.5/.50J2025;-5

尽管各种组织的结构与性能随胶原蛋白超纤维层次结构和量的变化而不同)但以)型胶原分子为基
本结构的超纤维有序体)介于各向异性晶体!有序周期结构"和各向同性液体!无规结构"之间近似液晶结
构)如角膜和鱼鳞中的薄层结构类似胆甾相液晶)腱的波状结构相似于预胆甾相液晶排列-动物体内许
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多组织和器官都具有液晶特征.#(/)是以软物质!如皮"或硬物质!如骨"形式存在生物体内的生物液晶-
目前对体内结缔组织细胞调控胶原超纤维形成生物液晶的机理了解不多)在体外用重建胶原分子

!?29-5A0.0R02;9-33@/25"模拟方式已取得进展)其目的是对相应组织的发生,发育,病理结构及组织工程
重建等研究提供有益信息-

!!最基本的自组装产物原胶原分子

结缔组织中胶原超纤维有序特征与原胶原!O?-9-33@/25"分子的特殊结构密切相关)然而原胶原分子
本身也是自组装产物-胶原蛋白是一个大家族)迄今文献已报道!+种胶原分子-以体内含量最丰富的

)型胶原为例)由三条各含#")!个氨基酸的多肽链扭曲而成)分子结构表示为.!#!M"/!!!!M"-与功能相
关的蛋白质空间结构由肽链间组装实现)丰富多彩的蛋白质空间结构构成)有的只有一条多肽链!例如肌
红蛋白")有的两条!如胰岛素",三条!如原胶原分子)见图$")甚至多条多肽链!如血红蛋白分子有四条
多肽链"等-但大多数蛋白质的同一条多肽链中)氨基酸一般不会有周期性的重复顺序)原胶原分子域的
肽链中却有U3C*#MX 三肽的高重复序列存在-在空间位阻和非共价键力的共同作用下)不但促使左手!
螺旋的单肽链形成)也留下!*肽链进一步组装成右手超三螺旋结构的余地-

三重螺旋结构是一种错位的结构)来自三条肽链的U3C残基沿着螺旋的中心轴堆积!如图(所示"-
在三维空间上)一条链上的U3C处于和其它两条链的# 和X 残基相邻的位置)因而使三条!肽链中的

U3C,#,X 残基位于同一水平上-借每个U3C残基中的K(F!氮氢键"与另一条肽链上相连的# 残基上
的P G形成牢固的氢键)由于FCO残基的羟基通过与水形成氢键)三重螺旋结构得到了稳定和增强-
同时原胶原分子端肽链间的共价键!如(Q(Q("交联是稳定三螺旋结构的进一步作用力-因此)原胶原
分子三螺旋结构是空间位阻,非共价键力及共价键交联等作用下肽链间自组装成更稳定结构的结果)得
到的是一个具有手性,表面带有沟槽和很大长径比的棒状分子!分子长约$""5=)直径约#c)5="-

图$!原胶原分子三螺旋结构域示意图

V./R?2$!Q9J2=@0.9.33RA0?@0.-5-<0?.O32J23.̂

;-=@.5<-?O?-9-33@/25=-329R32

图(!原胶原分子三螺旋投影示意图

V./R?2(!Q9J2=@0.9.33RA0?@0.-5-<0?.O32J23.̂.5

O?-\290.-5<-?O?-9-33@/25=-329R32

$!胶原分子液晶

在酸性稀溶液中重建胶原分子无规地分布在溶剂中)得到各向同性的分散结构-随着浓度增加这个
稳定的分散结构变得不稳定)当超过某个临界浓度后分子向某种有序的状态(((向列相转变)得到各向
异性结构.#)/-随着胶原浓度进一步增加)胶原分子逐次发生向列相转变,预胆甾相起伏,胆甾相扭曲)如
图).#’/所示-迄今为止在体外已发现胶原分子形成向列相,预胆甾相,胆甾相三种液晶结构.#+)#%/-令人
惊讶的是)动物结缔组织中纤维的排列方式与体外变换浓度获得的胶原分子有序排列方式极其相似)真
皮中对齐的胶原束类似于分子向列相排列.#&/)腱中起伏原纤维规则的卷曲类似于预胆甾相.!"/)角
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膜.!##!$/和密质骨.!(#!’/中纤维之间的周期性旋转类似于胆甾相扭曲-

图)!胶原分子液晶的结构变化.#’/

V./R?2)!Q0?R90R?@39J@5/2A-<9-33@/25=-329R3@?3.[R.;9?CA0@3A

U.?@R;*UR.332等.!+/进一步研究了酸性高浓度M型胶原的斜切面)用67: 观察到双折射周期性黑白
花纹如图’!)"所示)透射电镜!>T:"观察到每一个周期中的弧形图案)如图’!#"下部白色箭头所示-
显然这种周期性变化与胶原分子的某种排布方向有关)由此推测胶原分子在同一平面上平行排列)在不
同平面上胶原分子以连续的方式旋转如图’!*,+,,所示"-在67:图中当胶原分子与平面平行时观
察到白色条纹)与平面垂直时观察到黑色条纹)与平面倾斜时对应灰色条纹-这时的酸性高浓度M型胶
原是以分子状态形成的胆甾相液晶-

图’!胶原分子胆甾相液晶结构.!+/

-胶原凝胶斜切面的>T:图)白箭头表示同周期中分子层方向变化+* 稳定的浓胶原中胆甾相结构-在平面上分子

优先取向排列)平面间沿着E轴螺旋旋转-在溶液中以连续的方式而在凝胶中以不连续的方式++ 表明分子取向的变化*

!a"分子与平面平行+!8"分子的左边指向平面+!0"分子与平面垂直+!9"分子的右边指向平面+,简化图*

!a"分子与平面平行+!0"分子与平面垂直+. 胆甾相液晶溶液的67:图-胆甾相轴由E轴表示且6#!为半螺距-

V./R?2’!PJ-32A02?.93.[R.;9?CA0@3.52-?/@5.D@0.-5-<9-33@/25=-329R32A.!+/

- GZ3.[R2A290.-5-<@A0@Z.3.D2;;25A29-33@/25/23@A-ZA2?42;ZC>T:)0J2LJ.02@??-LA.5;.9@020J2;.?290.-5-<0J2

=-329R3@?3@C2?A.50J2A@=29C932+*Q9J2=2.33RA0?@0.5/0J29J-32A02?.9-?/@5.D@0.-5-<0J2<.Z?.3AL.0J.50J2A0@Z.3.D2;

;25A29-33@/25/23‘>J2<.Z?.3A@?2@??@5/2;-5O3@52A.5O?2<2?250.@3;.?290.-5A‘T@9JO3@52J23.9-.;@33C?-0@02AL.0J?2AO290

0-0J252̂0@3-5/0J2D@̂.A.5@9-50.5R-RAL@C.5A-3R0.-5A@5;L.0J;.A9?20.D2;@5/32A.5A0@Z.3.D2;/23A++Q9J2=@0.9

.33RA0?@0.-5.5;.9@0.5/0J24@?.@0.-5.5-?.250@0.-5-<0J2=-329R32A*!a"=-329R32A@?2O@?@33230-0J2O3@52+!8"0J232<0

A.;2A-<0J2=-329R32AO-.500-L@?;A0J2O3@52+!0"=-329R32A@?2O2?O25;.9R3@?0-0J2O3@52+!9"0J2?./J0A.;2A-<0J2

=-329R32AO-.500-L@?;A0J2O3@52+, B2;R90.42A9J2=2.5;.9@0.5/-53C0J2O3@52ALJ2?20J2=-329R32A@?2O@?@3323!*"-?

O2?O25;.9R3@?!0"0-0J2O3@52+. 8AO290-<@9J-32A02?.93.[R.;9?CA0@33.52A-3R0.-5.A-ZA2?42;ZCO-3@?.D2;3./J0

=.9?-A9-OC‘>J29J-32A02?.9@̂.A.A.5;.9@02;ZC0J2D*@̂.A@5;6#!.AJ@3<-<0J2O.09J‘
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经典液晶理论认为分子长度,空间构型,分散相浓度是产生胆甾相液晶三个必备参数.#+/-胶原分子
是一个刚性棒状分子)具有很大的长径比7#Xf$""5=##c)5=f!""-高浓度时同层中棒状分子移动困
难)也很难交叉相互渗透)只有分子平行并分层排列为降低占有体积-出现层间扭曲源于胶原层间的空
间位阻)是高浓度分散体系层间接触造成.!%/)表面带有沟槽及亲疏水基的手性分子层间堆积)决定了相
邻层之间的取向)以获得最大空间-K24.332首先提出胶原螺旋中分子构象和角度旋转之间的关系.!&/)每
一层产生平行且等距的凹槽)产生的凹槽有两种分布*第一种与原层平行)第二种与原层轴倾斜-由此第
二层分子排布方式有两种)排在三螺旋分子间的凹槽中)与初始的那层分子方向平行如图+@)或排在与
初始的那层倾斜成一个角度第二种凹槽中)倾斜排列产生扭曲组装如图+Z所示-因此高浓度时与分子
手性有关的几何因素控制层之间取向的变化-

图+!胶原螺旋中分子构象和角度旋转之间的可能关系.!&/

V./R?2+!6-AA.Z32?23@0.-5AZ20L225=-329R3@?9-5<-?=@0.-5@5;@5/R3@??-0@0.-5.59-33@/25J23.9-.;A.!&/

在重建胶原液晶中也发现了平面扭曲和圆柱体扭曲两个主要类型的胆甾相扭曲!如图%所示".!&/)
其中共轴的圆柱体扭曲即为螺旋状扭曲-这两种扭曲在动物结缔组织中角膜表现为平面扭曲)骨单位表
现为螺旋状扭曲-

(!分子液晶与超分子液晶转变

研究动物组织结构发现不同的结缔组织具有不同组织特异性超纤维结构)并且纤维的直径也不同)
显然构成结缔组织不是分子液晶!=-329R3@?3.[R.;9?CA0@3"而是超分子液晶!ARO2?*=-329R3@?3.[R.;
9?CA0@3"-与其它分散体系一样)胶原溶液的稳定性与溶液浓度!E",离子强度!"",OF值及温度!:"等动
力学条件密切相关.$"/)改变动力学条件分子间非共价作用力发生变化)都可能驱使胶原分子发生移动或
重排)产生不同液晶结构的聚集体-

N2AA2@R等在临界浓度至少为#""=/#=3的酸性分散相中用67: 观察到指纹性花纹双折射.$#/!如
图&@所示")并且两个暗纹之间的距离为半胆甾相螺距)显示其分子取向为#%"o旋转!见图&Z")这是胆
甾相液晶特征证据-用氨水蒸气提高粘弹性胶原溶液的OF值后)在室温下通过短程分子位移自组装形
成纤维)不干扰分子的远程顺序)胆甾相半间距!6#!"未作任何改变)得到稳定的胶原纤维液晶)如图&9
所示>T:观察到弧形花纹)但此时单体分子间连续的胆甾相扭曲转变为纤维之间不连续的扭曲-分子
液晶向超分子液晶转变过程如图#"所示.#%/-当中性条件诱导胶原分子发生自组装形成纤维时)生成的
纤维依然在每一个平面上平行取向排列)平面与平面之间的纤维以一个螺旋状的不连续的方式沿着E轴
螺旋旋转)在溶液中以连续的方式而在稳定的凝胶中以不连续的方式)>T:在稳定的浓胶原溶液或凝胶
中可观察到具有弧形花纹分子或纤维构成的胆甾相结构如图’!#"和图&9所示-
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图%!胆甾相扭曲的两个模型.!&/

!@"在平面扭曲中)每一个平面上分子相互平行)平面间的方向规则旋转+!@2"胆甾相中分子取向变化)线代表分子与

所在平面平行+点代表分子与所化平面垂直+钉子代表斜位上的分子)点指向观察者+!Z"圆柱状的扭曲)等距且平行的

螺旋在一系列共轴的圆柱体上)从一个圆柱体到另一个圆柱体螺旋规则旋转+!Z2"胆甾相中分子取向变化-

V./R?2%!>L-=@\-?0CO2A-<9J-32A02?.90L.A0A.!&/

!@"M5@O3@5@?0L.A0)2[R.;.A0@50A0?@./J03.52A@?2;?@L5-5J-?.D-50@3O3@52A)@5;0J2;.?290.-5-<0J23.52A?-0@02A

?2/R3@?3C<?-=O3@520-O3@52+!@2"M50J29-54250.-5@35-0@0.-5<-?@9J-32A02?.9/2-=20?C@OO3.2;0-@O3@5@?0L.A0)

3.52A?2O?2A250=-329R32A3-5/.0R;.5@30-0J2;?@L.5/O3@52@5;;-0A?2O?2A250=-329R32AO2?O25;.9R3@?0-.0+=-329R32A.5

-Z3.[R2O-A.0.-5@?2?2O?2A2502;ZC5@.3ALJ-A2O-.50A@?2;.?2902;0-L@?;0J2-ZA2?42?+!Z"M5@9C3.5;?.9@30L.A0)

2[R.;.A0@50J23.92A@?2;?@L5-5@A2?.2A-<9-@̂.@39C3.5;2?A)@5;0J2@5/32-<0J2J23.92A?-0@02A?2/R3@?3C<?-=

-529C3.5;2?0-0J252̂0+!Z2"P-54250.-5@3?2O?2A250@0.-5-<@9J-32A02?.9/2-=20?C@OO3.2;0-@9C3.5;?.9@30L.A0‘

图&!分子液晶67:图和超分子液晶>T:图.$#/

@‘酸溶高浓度胶原的分子液晶67:图)Z@?f)R=+Z‘分子液晶取向图)6#!符合分子取向的#%"o旋转+

9‘中性高浓度胶原的超分子液晶>T:图)规则的弧形花纹)Z@?f"c)R=-

V./R?2&!:-329R3@?3.[R.;9?CA0@3ZC67:@5;ARO2?*=-329R3@?3.[R.;9?CA0@3ZC>T:.$#/

!@"Q9J2=2.33RA0?@0.5/=-329R3@?3.[R.;9?CA0@3-ZA2?42;ZC67:.5@9.;A-3RZ329-33@/25A-3R0.-5@0J./J9-59250?@0.-5)Z@?f)==+

!Z"X.@/?@=-<0J2-?.250@0.-5-<=-329R3@?3.[R.;9?CA0@3)6#!9-??2AO-5;A0-@#%"o?-0@0.-5-<0J2=-329R3@?;.?290.-5+

!9"Q9J2=2.33RA0?@0.5/ARO?@*=-329R3@?3.[R.;9?CA0@3-ZA2?42;ZC>T:.552R0?@39-33@/25A-3R0.-5@0J./J

9-59250?@0.-5)24.;2592;ZC?2/R3@?A2?.2A-<@?92;O@002?5A).A=@.50@.52;‘>T:)Z@?f"c)==‘
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图#"!分子液晶向超分子液晶转变.#%/

胶原分子间连续扭曲和胶原原纤维间不连续扭曲)溶胶*凝胶转变不改变半胆甾相间距

V./R?2#"!>?@5A.0.-5<?-==-329R3@?3.[R.;9?CA0@30-ARO2?*=-329R3@?3.[R.;9?CA0@3

8<02?/23@0.-5O-.50)0J29-50.5R-RA0L.A0Z20L2259-33@/25=-5-=2?A;.A?RO0A.5;.A9?202A02OA32@;.5/0-0J2

<-?=@0.-5-<@;.A9-50.5R-RA0L.A0Z20L225=-329R3@?@//?2/@02A-?Z20L2259-33@/25pZ?.3A‘>J2A-3*/23

0?@5A.0.-5;-2A5-0.5;R92=-;.p9@0.-5-<0J2J@3<9J-32A02?.9O.09J‘

!!胶原是两性分子)在OF值为酸性的溶液中胶原分子表面带有相同的电荷)与周围的反离子构成稳
定的双电层-同时大量 Fb存在使胶原分子中的羰基被质子化)在胶原分子间形成+P G44KF*
氢键的机会较小)这两个特点都增加了胶原溶液的稳定性)阻止了胶原分子聚集-因此在酸性稀溶液条
件下)静电斥力的增加,胶原分子间的相互作用减弱)胶原的分子水合能力增加)不利于胶原分子聚集沉
淀或超分子形成-在酸性条件时增加胶原浓度)亲水及疏水基团总量也增多-此时)亲水基团作用效果
减弱)疏水基团的作用效果加强-总的结果是胶原分子由于疏水作用力增强而相互靠近)又由于正电荷
之间的斥力而相互远离)平衡的结果形成分子液晶-

如果中和酸性OF值接近胶原分子的等电点时)一方面溶液中的.Fb/已非常小)胶原中的羰基主要
以+P G存在)为形成分子间氢键+P G44KF*创造了条件)胶原分子间能够自组装为纤维)溶
液由清亮变混浊+另一方面)等电点时净电荷为零)静电相互作用最小)分子间的疏水作用最强)靠着这种
作用力)胶原分子相互吸引形成更大的分子聚集体)最终形成沉淀或凝胶-这就是胶原溶液在酸性条件
下较稳定)而在中性条件下胶原分子将有序地排列)自组装为层状结构的胶原纤维的原因-

因此)体外分子液晶与超分子液晶转变及与分散体系动力学条件变化和状态表述在图##.$!/中)这些
变化过程有的是可逆的)有的是不可逆的)取决于体系的热动力学平衡-

)!总结

胶原分子液晶及超分子液晶形成是一个熵致有序的过程)这个过程是由热,动力学条件和分子本身
特性决定-但是目前研究分子有序化及自组装超分子液晶时)选择基本分子是去端肽的重建胶原分子)
并不是含端肽的原胶原分子)未考虑端肽诱导分子有序性和自组装的影响)在体内端肽对原胶原分子有
序化具有不可忽视的作用-同时大多数结缔组织功能层中)胶原密度大于’"=/#=7)体外获取如此高浓
度较困难)用这种极高粘度液体仿生构建超分子液晶仍在探索中-更进一步说)构成细胞外基质的其它
分子!如其它蛋白,糖蛋白,蛋白多糖等"以及结缔组织细胞本身对胶原原纤维,纤维,纤维簇及组织构建
的调控机制还不清楚-尽管如此)胶原液晶结构对某些结缔组织细胞及干细胞生长,分化的影响已被体
外实验证明-

动物结缔组织的发生,发育及病变与结构和形态密切相关)结缔组织结构有序性在结缔组织发生过
程中尤为明显)液晶结构是胶原分子自组装得到胶原纤维或组织过程中的一个过渡态-通过体外诱导生
成稳定胶原液晶结构)对这个过渡态体外模拟研究)是体外模拟细胞外基质的关键)为研究结缔组织形态
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图##!胶原分子液晶,超分子液晶与溶液,凝胶之间的转变.$!/

!@"在稀溶液中)胶原三螺旋分子排列无序)溶液具有流动性+!Z"在浓溶液中)胶原三螺旋分子自组装形成

手性向列相或胆甾相排列)溶液具有流动性+!9"在浓凝胶中)胶原原纤维呈手性向列相或胆甾相有序排列)

凝胶不具有流动性+!;"在稀凝胶中)胶原原纤维无序排列)凝胶不具有流动性

V./R?2##!>?@5A.0.-5A@=-5/9-33@/25=-329R3@?3.[R.;9?CA0@3)ARO2?*=-329R3@?3.[R.;9?CA0@3@5;A-3R0.-5)/23.$!/

!@"M5;.3R02A-3R0.-5)0J2@??@5/2=250-<9-33@/25J23.92A.A;.A-?;2?)@5;0J2A-3R0.-5J@A<3R.;.0C+

!Z".59-59250?@02;A-3R0.-5)9-33@/25J23.92AA23<*@AA2=Z32.50-9J.?@352=@0.9OJ@A29J-32A02?.9OJ@A2)@5;0J2A-3R0.-5

J@A<3R.;.0C+!9".59-59250?@02;/23)9-33@/25<.Z?.3A@OO2@?9J.?@352=@0.9-?9J-32A02?.9OJ@A2)0J2/23;-2A

5-0J@42<3R.;.0C+!;".5;.3R02/23)9-33@/25<.Z?.3A@?2;.A-?;2?2;)0J2/23;-2A5-0J@42<3R.;.0C‘

发生机制及病变模型建立了联系-因此)超分子胶原液晶研究仍然从生物化学和生物物理方向上向结缔
组织基本结构逼近-
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