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摘要：本文以类人胶原蛋白（HLC）为配体，在MOPS缓冲液中反应制备了HLC-Cr复合物,并对其制备的工艺参数进行了优化，结果表明，在室温下HLC和Cr3+反应的最优pH为6.5，质量比为10:3，反应时间为1 h，得到的铬离子与HLC的结合物质量比为8.39；同时采用紫外-可见分光光谱和傅里叶红外变换光谱对HLC-Cr复合物进行结构表征，发现HLC和Cr3+之间存在相互作用，并形成了新的化合物，羰基(C=O)和氨基(N-H)均与HLC-Cr复合物的形成有关。
关键词：类人胶原蛋白；铬；紫外-可见分光光谱；原子吸收光谱；傅里叶红外变换光谱。
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Preparation and Characterization of Recombinant Human-Like Collegen-Chromium Complex
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Abstract: I In the article, human-like collegan (HLC) was used as ligands, HLC-Cr complex was generated in MOPS buffer, and the parameters of preparation process were optimized. The result showed that the optimum reaction conditions were carried out at room temperature, pH6.5 for 1 h and the mass ratio (HLC:Cr) was 10:3, and the binding capacity(n(Cu)/n(HLC)), determined by atomic absorption spectrophotometry, was about 8.93. The Cr-HLC complex was analyzed by Ultraviolet-visibleabsorption (UV-vis) spectroscopy and Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, and the result showed that some chemical reaction happened between HLC and manganese to form a new chemical compound different from the pure HLC, and the complex coud served as a ligand, linking the chromium ion via both groups of C=O and N-H.
Key words: Human-like collagen, Chromium, UV-vis absorption, Atomic absorption spectrophotometry,  FTIR .
0 引言
铬是人和动物所必需的微量元素，铬(Ⅲ) 通过葡萄糖耐量因子GTF协同和增强胰岛素的作用来影响糖类、脂类、蛋白质及核酸代谢[1-3]。因此，铬是维持正常的葡萄糖耐量、生物生长和生存不可缺少的微量元素或“维生素”[4-7]。铬是正常糖代谢必需的微量元素,其生理功能主要是通过三价铬（Cr3+）来实现，人体铬缺乏和Ⅱ型糖尿病密切相关[6]。根据与铬结合成分的不同,可将铬分为无机铬和有机铬。无机铬的吸收率很低为，0.4%-3% [7] , 有机铬吸收率为 10%-25% ,其有效性是无机铬的10倍以上[8]。有机铬可通过维持机体正常的葡萄糖耐量、增强胰岛素的生理效应及影响相关代谢酶的活性等途径发挥其生理作用，影响动物机体内糖、脂肪、蛋白质等的代谢，改变动物机体物质代谢的沉积和利用方向，提高动物生产性能，改善胴体品质，因此有机铬是一种应用前景广阔的铬补充物[9]。目前国内外对有机铬的开发只局限于有机酸如吡啶羧酸、柠檬酸与铬(Ⅲ) 的螯合[10],而对蛋白质-铬(Ⅲ)螯合物的研究还是一片空白。

类人胶原蛋白(human-like collagen, HLC)是一种用基因工程方法生产出来的重组蛋白质，即由重组大肠杆菌(recombinant Escherichia coli)经高密度发酵和进一步分离纯化操作得到，该基因工程菌包含反转录自人体mRNA的人源胶原蛋白cDNA片段。之前有关HLC的大量研究结果表明，该胶原蛋白具有某些与动物源胶原蛋白完全不同的特性，例如无病毒隐患、化学结构明确、生物相容性良好、具有可加工性、水溶性以及低免疫源性反应等显著优点[11,12]。截止目前尚无关于对以HLC为配体形成铬螯合物方面的研究。

本文章首次采用HLC与Cr3+反应制的HLC-Cr复合物，并确定了其最优反应条件及对其进行了结构表征。
1 材料与方法
1.1材料与仪器

HLC是由本实验室发酵制备；MOPS购于sigma公司；CrCl3·6H2O购于天津市福晨化学试剂厂，分析纯。SoLAARM6原子吸收分光光度计(ThermoScientific, 美国)； PowerWave XS2紫外-可见分光光度计（BioTek，US）；EQUINOX-55傅里叶红外光谱仪（BRUKER，德国）；STA449C热分析仪（Netzsch, 德国）；RM-220纯水装置（CREACE）；AL204-IC电子天平（METTLER TOLEDO，瑞士）；FE20精密pH计（METTLER TOLEDO，瑞士）。

1.2 试验方法

1.2.1 类人胶原蛋白-铬螯合物的制备
将50 mg HLC溶于25 mL 0.05 M pH为6.5的MOPS缓冲液中制成浓度为0.2%的溶液，将氯化铬（CrCl3·6H2O）溶于蒸馏水中制成20%的铬盐溶液，然后将铬溶液滴加到上述蛋白溶液中，使得蛋白与铬盐的最终质量比为10:3，室温下用磁力搅拌1 h。然后用凝胶层析除去反应液未反应的铬盐及缓冲液成分，经冷冻干燥制得HLC-Cr复合物。

1.2.2 类人胶原蛋白-铬螯合物的原子吸收光谱分析

称取1.2.1中制备得到的HLC和HLC-Cr复合物冻干品20 mg，溶于5 mL超纯水，用10 mL移液管准确移取王水（浓硝酸：浓盐酸=1:3）10mL消化过夜，然后加热蒸掉王水，加超纯水稀释成10 mL，用原子吸收分光光度计测螯合态铬的含量，所测数据及计算结合数结果列于表1。由结果可知，每个类人胶原蛋白分子可以结合8.39个铬分子。
1.2.3 类人胶原蛋白-铬螯合物的理化性质研究
1.2.3.1 紫外-可见吸收光谱(Ultraviolet-visible spectroscopy)
将1.2.1中制备得到的HLC-Cr复合物溶解于超纯水中，配制浓度为1 mg/mL的样品溶液。室温下(25 ± 1 °C)使用紫外-可见分光光度计测定样品溶液的紫外-可见吸收光谱。正式测定样品溶液之前用双蒸水设定基线，以扣除溶剂效应的影响。相关参数为：石英比色皿1 cm，波长记录范围200-700 nm。

1.2.3.2 傅立叶红外光谱(Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR)

称取1.2.1中制备得到的HLC-Cr复合物冻干品2 mg，与大约100 mg固体KBr混合研磨后压片。室温(25 ± 1 °C)干燥条件下利用傅立叶红外光谱仪对样品进行FTIR光谱分析。相关参数为：波数400-4000 cm-1，分辨率4 cm-1。

2 结果与讨论

2.1 原子吸收光谱数据
由表1可知：HLC-Cr螯合物中铬的含量为9.00 μg/mL，每个类人胶原蛋白分子可以结合8.39个铬离子。
表1 铬的原子吸收光谱数据和结合数

Table. 1. The binding rate of Cr determined by atomic absorption spectrophotometry

	样品
	铬含量（μg/mL）

	HLC
	0.00

	HLC-Cr
	9.00

	n(Cr)/n(HLC)
	8.39


2.2紫外-可见吸收光谱
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图1 类人胶原蛋白及其铬螯合物的紫外-可见吸收光谱。

Fig. 1 UV-visible spectra of HLC and HLC-Cr complex.
紫外-可见吸收光谱是人们研究生物大分子(蛋白质、多肽、核酸等)与小分子物质(金属离子、药物小分子、表面活性剂、染料等)相互作用时最常采用的一种光谱技术，操作简便，结果可靠。HLC及其HLC-Cr复合物的紫外-可见吸收光谱见图1。如图1所示，HLC的特征吸收峰出现在228 nm附近，这是由蛋白分子中肽键上羰基(C=O)的n→π*跃迁引起的。纯HLC和其铬复合物的紫外-可见吸收光谱相似，与纯HLC相比，复合物最大吸收峰的位置发生蓝移(221 nm附近)，且强度增加。该结果表明，HLC和Cr3+之间存在相互作用，且生成的HLC-Cr复合物是一种不同于类人胶原蛋白的新化合物。
2.3傅立叶红外光谱
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图2  HLC和HLC-Cr复合物的傅立叶红外光谱图。
Fig.2 Fourier transfom infrared spectra of HLC and HLC-Cr complex.

表2  HLC和HLC-Cr复合物中代表性的FTIR谱带。

Table. 2. Assignment of the most characteristic FTIR bands (in cm-1) of HLC and HLC-Cr complex.

	Assignment
	FTIR band (cm-1)

	
	HLC
	HLC-Crcomplex

	ν (NH)
	3413
	3394

	νas(CH2)
	2919
	2919

	ν(C=O)
	1640
	1635

	δ(NH)
	1534
	1540

	ν(CN)
	1236
	1236


    傅立叶红外光谱是一种研究固体状态下参与蛋白质/氨基酸中发生配位螯合作用的功能基团的数目和种类的常用技术。HLC及其铬复合物的FTIR图谱见图2，为螯合物结构提供证据的重要谱带及其所代表的基团列于表2中。与纯HLC相比，HLC-Cr复合物的傅立叶红外光谱在功能基团的吸收峰位置和强度方面均有所不同，该结果表明羰基(C=O)和氨基(N-H)均与HLC-Cr复合物的形成有关。
3 结论

类人胶原蛋白-铬复合物是由类人胶原蛋白（HLC）和CrCl3·6H2O在MOPS缓冲液中反应而得，然后经过凝胶层析、冷冻干燥制备得到。原子吸收分光光度法实验结果表明类人胶原蛋和铬反应在反应条件为pH6.5、类人胶原蛋白和铬的质量比为10:3、室温下反应1 h的条件下，二者结合摩尔比（Cr/HLC）为8.39。利用紫外-可见分光光谱技术和傅里叶红外变换光谱技术对HLC-Cr复合物进行了结构表征。结果显示HLC和Cr3+之间存在化学作用，并形成了新的复合物，羰基(C=O)和氨基(N-H)均与HLC-Cr复合物的形成有关。
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