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摘  要：胶原蛋白作为动物体内多种组织和功能的重要基质蛋白，在生物材料领域应用广泛。而在

I 型胶原蛋白的三螺旋结构中，Gly-Xaa-Yaa 三联体中 Gly 的错义突变是引发成骨不全症(osteogenesis 
imperfecta, OI)的重要原因。其临床表现具有高度异质性，涵盖从轻度骨骼脆弱(I 型)到严重肢体畸形

(III 型)，乃至致死性围产期型(II 型)的广泛疾病谱。本研究以重组胶原蛋白作为研究模型，旨在进一

步明确发生在整合素结合序列 GFPGER N 端的 Gly→Ala/Val 突变是否会影响胶原蛋白的结构和功

能，探讨错义突变对胶原蛋白生物学功能的影响机制。通过在 GFPGER 序列 N 端的 7 个 Gly 位点

分别引入 Ala 和 Val 突变，系统评估了氨基酸替换对重组胶原蛋白的三螺旋结构、热稳定性、整合

素结合能力和细胞黏附能力的影响。研究发现，所有 Gly 错义突变体均能形成稳定的三螺旋结构，

但热稳定性略有下降。通过胰蛋白酶酶解实验，发现 Gly→Val 替换导致重组胶原蛋白对胰蛋白酶的

敏感性增加，表明突变位点周围可能存在局部的构象扰动。此外，Gly→Val 突变体的整合素结合能

力和 HT1080 细胞黏附能力均显著降低，且这种效应比 Gly→Ala 突变体更为显著。这表明当 Gly 被

更大体积的 Val 替代时，对胶原蛋白的结构和功能影响更为负面。本研究为理解成骨不全症的分子

机制提供了新见解，同时为胶原蛋白的序列设计和生物材料开发提供了重要的理论参考和实验基础。 

·医药生物技术· 
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Abstract: Collagen, a vital matrix protein for various tissue and functions in animals, is widely 
applied in biomaterials. In type I collagen, missense mutations of glycine (Gly) in the 
Gly-Xaa-Yaa triplet of the triple helix are a major cause of osteogenesis imperfecta (OI). Clinical 
manifestations exhibit marked heterogeneity, spanning a broad disease spectrum from mild 
skeletal fragility (Type I) to severe limb deformities (Type III) and perinatal lethal forms (Type 
II). This study utilized recombinant collagen as a model to further elucidate whether 
Gly→Ala/Val mutations at the N-terminus of the integrin-binding sequence GFPGER affect 
collagen structure and function, and to explore the underlying mechanisms by which missense 
mutations impact the biological function of collagen. By introducing Ala and Val substitutions at 
seven Gly positions N-terminal to the GFPGER sequence, we systematically assessed the effects 
of these amino acid replacements on the triple-helical structure, thermal stability, integrin-binding 
ability, and cell adhesion of recombinant collagen. All constructs formed a stable triple-helix 
structure, with slightly compromised thermal stability. Gly→Val substitutions increased the 
susceptibility of recombinant collagen to trypsin, which suggested local conformational 
perturbations in the triple helix. In addition, Gly→Val substitutions significantly reduced the 
integrin-binding affinity and decreased HT1080 cell adhesion, with the effects stronger than 
Gly→Ala substitutions. Compared with Gly→Ala substitutions, substitution of Gly with the 
larger residue Val had enhanced negative effects on the structure and function of recombinant 
collagen. These findings provide new insights into the molecular mechanisms of osteogenesis 
imperfecta and offer theoretical references and experimental foundations for the design of 
collagen sequences and the development of collagen-based biomaterials. 
Keywords: recombinant collagen; osteogenesis imperfecta; missense mutation; triple-helix; 
integrin-binding affinity 

 
胶原蛋白是人体中广泛存在的一种结构性

蛋白质，在皮肤、骨骼、肌腱和血管等组织中

发挥着重要作用。它不仅构成了组织的主要支

架，还参与了细胞黏附、信号传导以及细胞外

基质的形成和维持等生物学过程[1-2]。胶原蛋白

的典型三螺旋结构由 3 条聚脯氨酸Ⅱ型螺旋构

成，其中每 3 个氨基酸残基的中间必须为甘氨

酸(Gly)，其小侧链能够深入螺旋内部，使 3 条
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肽链紧密缠绕，形成特征性的 (Gly-Xaa-Yaa)n

重复序列。通常，Xaa 和 Yaa 位点为脯氨酸(Pro)
和羟脯氨酸(Hyp)等，确保了胶原蛋白的稳定性

和生物学功能[3]。 
迄今，在人体中已经发现了 29 种不同类型

的胶原蛋白[1]。其中，I 型胶原蛋白最为常见，

尤其在骨骼中具有重要作用。 I 型胶原是由

COL1A1 和 COL1A2 基因分别编码的 2 条 α1 (I)
链和 1 条 α2 (I)链组成的异源三聚体；胶原蛋白

的基因突变会破坏细胞外基质的正常结构和功

能，导致一系列结缔组织疾病，其中最具代表

性的就是成骨不全症 (osteogenesis imperfecta, 
OI)[4]。OI 是一种遗传性骨疾病，其临床表现为

骨脆性增加和频繁骨折[5]。目前，约 85%的 OI
病例是由 COL1A1 和 COL1A2 基因的常染色体

突变引起的，这些突变会影响胶原蛋白的数量

或结构；根据临床症状的轻重，Sillence 分类法

将 OI 表型分为 I–IV 型，涵盖 I 型(轻型)至 II
型(致死性围产期型)的连续谱系；随着遗传学研

究的进展，越来越多的与 OI 相关的隐性、显性

及 X 连锁基因突变被发现，这些突变涉及 I 型

胶原蛋白的合成、加工、分泌以及成骨细胞的

分化和功能调控等过程[6]。OI 的分类方法正从

传统的 Sillence I−IV 型向基于基因-功能的分类

转变。前者主要用于描述由 COL1A1 或 COL1A2
基因突变引起的经典 OI，而后者则能更全面地

反映 OI 疾病的遗传异质性。 
在 I 型胶原蛋白的研究中，错义突变，尤

其是 Gly-Xaa-Yaa 三联体中 Gly 被体积较大的

氨基酸取代，常被认为是导致 OI 的核心机制[7]。

这种结构上的微小变化对胶原蛋白的稳定性和

功能产生了深远的影响，并引发了相应的临床

症状。已有研究表明，不同的氨基酸替代会导

致不同严重程度的 OI[5]。替代氨基酸包括丝氨

酸(Ser)、半胱氨酸(Cys)、精氨酸(Arg)、缬氨酸

(Val)、谷氨酸(Glu)、天冬氨酸(Asp)、丙氨酸(Ala)
和色氨酸(Trp)。在 α1 (I)链中，超过 1/3 的 Gly
错义突变会导致致死型 OI，其致死性依次为

Val>Asp>Arg>Cys>Glu>Ser>Ala，而在 α2 (I)链
中的 Gly 错义突变引发致死型 OI 的比例不到

1/5，致死性为 Val>Glu>Asp>Cys>Arg>Ser>Ala[8-9]。

Gly→Ser 突变是最常见的错义突变，且其表型

范围广泛，包括致命型和非致命型；Gly→Ala
的突变则相对温和，导致较轻的临床症状，且

观测到的数量少于通过突变率分析预测的数

量；相比之下，Gly 被 Val (体积最大的替换残基

之一)取代会导致 73%的病例呈现致命表型[5]。

此外，在同一 Gly 位点发生了不同突变的 OI
病例中，观察到氨基酸特性对 OI 表型的影响遵

循类似的模式：如 Gly844 位点的 Ala 替代与中

度 OI (I/IV 型)相关，Ser 替代与更严重的 III 型 OI
有关，而 Val 替代则与致死型的Ⅱ型 OI 相关[10-11]。 

尽管目前对 I 型胶原蛋白中 Gly 错义突变

的研究已取得一定进展，但其如何影响临床表

型的具体方式仍不明确。任何较大的氨基酸替

代都会扭曲三螺旋构象，导致胶原三螺旋的稳

定性下降，延缓胶原折叠，并可能干扰分泌、

影响前胶原的加工和组装[12]。对模型肽的研究

显示，在三螺旋短肽(Gly-Pro-Hyp)8 中，去稳定

化的程度取决于替代氨基酸，顺序为 Trp>Asp> 
Glu>Val>Arg>Cys>Ser>Ala，这与 α1 (I)链中特

定 Gly 替换残基引发的 OI 严重程度高度相关[13]。

另一种 OI 基因型与表型关系的解释模型认为，

一些胶原突变可能干扰胶原与各种细胞受体、伴

侣蛋白及其他细胞外基质蛋白的相互作用[5]。 
细菌胶原蛋白系统已被成功应用于研究 Gly

错义突变对胶原蛋白结构和功能的影响[10,14-16]。

发生在 502GFPGER507 序列 N 端、距其多达 4 个

三联体的 Gly→Ser 突变，会导致重组胶原蛋白

的整合素结合能力和细胞黏附性下降[15]。另外，
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对 502GFPGER507 序列中的 Gly502、Gly505 及其

C 端 Gly508 和 Gly511 进行 Gly→Ala/Ser/Val 
突变后发现，3/4 的 Gly→Val 突变体对胰蛋白

酶敏感；Gly505 处的任何突变都会破坏重组蛋

白的整合素结合能力；而 Gly502 突变体的整合

素结合能力则与替代氨基酸相关，其亲和力为

G502A>G502S>G502V[10]。至于 502GFPGER507

序列 N 端的 Gly→Ala 或 Gly→Val 的突变是否

会影响重组胶原蛋白结构和功能，目前仍不清

楚。因此，本研究进一步考察了整合素结合序列

N 端 Gly→Ala/Val 突变对重组胶原蛋白结构和

功能的影响。通过圆二色谱(circular dichroism, 
CD) 、差示扫描量热法 (differential scanning 
calorimetry, DSC)以及胰蛋白酶敏感性实验，全

面评估重组蛋白的结构和热稳定性变化。此外，

通过固相结合实验和细胞黏附实验，分析突变

体与整合素的结合能力，探讨了错义突变如何

影响胶原蛋白的生物学功能。 

1  材料与方法 
1.1  材料与试剂  

大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 和 E. coli 
BL21(DE3)，质粒 pColdIII-VCL 和 pColdIII-VCL- 
Int ， 以 及 人 纤 维 肉 瘤 细 胞 HT1080 (human 
fibrosarcoma cell line HT1080)均为实验室保存。

Q5 定点突变试剂盒购自 NEB 公司，PureYield
质粒小提试剂盒购自 Promega 公司，NuPAGE 
4%−12%蛋白凝胶、Novex® Sharp 蛋白 marker、
TMB 底物试剂盒、DMEM 培养基、胎牛血清

(fetal bovine serum, FBS)均购自 ThermoFisher 
Scientific 公司，胰蛋白酶(trypsin)、苯甲基磺酰

氟(phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF)、牛血

清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)、Anti- GST 
HRP抗体、钙黄绿素AM (calcein-AM)均购自Sigma- 
Aldrich 公司，高结合型 96 孔板购自 Corning 公

司，10×PBS 缓冲液、异丙基-β-D-硫代半乳糖苷

(IPTG)和氨苄青霉素均购自生工生物工程(上海)
股份有限公司，其他试剂均为国产分析纯。 

1.2  主要仪器  
UV-Vis 分光光度计，安捷伦科技(上海)有

限公司；圆二色光谱仪，Sundew Rising LLC 生

物技术公司；Microflex LT MALDI-TOF质谱仪，

布鲁克(北京)科技有限公司；Nano DSC 差示扫

描量热仪，沃特世科技(上海)有限公司；多功能

酶标仪，美谷分子仪器(上海)有限公司；显微数

码成像装置，徕卡显微系统(上海)贸易有限公

司；蛋白纯化系统，通用电气公司；凝胶成像

系统、蛋白电泳系统，伯乐生命医学产品(上海)
有限公司；琼脂糖凝胶电泳仪，北京六一生物

科技有限公司。 

1.3  重组质粒的设计与构建  
所有 Gly 错义突变的重组质粒均基于前期

构建的表达载体 pColdIII-VCL-Int 进行设计与

构建。pColdIII-VCL-Int 载体包含 VCL 片段，

该片段由编码三聚体结构域(V domain)和类胶原

结构域(CL domain)组成，其中类胶原结构域包含

79 个 GXY 三联体，并在 N 端带有 6×His 标签。

VCL-Int 片段是在 VCL 序列基础上插入了人 α1 
(I)链序列 496GARGERGFPGERGVQGPP513 所构

建的，其中 502GFPGER507 为整合素结合序列[15]。

利用 Q5 定点突变试剂盒引入 Gly→Ala 和

Gly→Val 的碱基置换突变，将构建的重组质粒

转化至 E. coli DH5α 感受态细胞，并通过 DNA
测序验证突变的正确性。 

1.4  重组胶原蛋白的表达与纯化  
重组胶原蛋白均利用 E. coli BL21(DE3)进

行诱导表达[10]。首先，挑取单个菌落接种至含

有 100 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 培养基中，于

37 °C、250 r/min 条件下过夜培养。次日，将培

养液转移至新鲜培养基中继续培养，直至 OD600
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值达到 0.8。加入 IPTG 至终浓度 0.5 mmol/L， 
调整培养条件至 20 °C、250 r/min，过夜培养以

诱导蛋白表达。收集菌体后，超声破碎细胞并

离心去除细胞碎片。使用 AKTA pure 蛋白纯化

系统对上清液进行亲和层析纯化，并通过

SDS-PAGE 分析确认蛋白纯度。收集含有目标

蛋白的洗脱液后，利用 1×PBS 缓冲液透析，并

采用 UV-Vis 分光光度计测定蛋白浓度，使用消

光系数 ε280=9 970 L/(mol·cm)进行计算。最后，

通过基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

(matrix-assisted laser desorption/ionization time of 
flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)分析

进一步确认纯化蛋白的分子量。 

1.5  圆二色谱分析 
采用圆二色谱仪对纯化的重组蛋白进行二

级结构表征。将蛋白样品用 1×PBS 缓冲液稀释

至 0.2 mg/mL，并于 4 °C 静置平衡 24 h。使用

圆二色谱仪收集样品在 0 °C 下的 CD 信号，扫描

波长范围为 260–190 nm，扫描步长为 0.5 nm，扫

描速度为 2 s/nm，带宽为 1.5 nm，重复扫描 3 次

以减少误差。利用升温扫描法检测重组蛋白的热

稳定性，收集样品在 220 nm 处的 CD 信号，升温

速率为 0.1 °C/min，温度范围为 5–70 °C，每个温

度点平衡 2 min 后进行数据采集。拟合热变曲

线并进行一阶求导，确定蛋白的熔融温度(Tm)，
以表征重组胶原蛋白的热稳定性。 

将样品在 55 °C 下孵育 20 min 使其变性，

随后立即转移到预先在 0 °C 平衡的比色皿中，

进行胶原蛋白的重折叠分析，时间常数为 2 s，间

隔时间为 10 s。折叠比值(fraction folded)是指在

0 °C 下重折叠后的 CD 信号与解链前初始 CD
信号的比值，用来表示蛋白质的折叠程度。重

折叠半衰期(t1/2)是指蛋白质折叠过程达到 50% 
(即折叠比值为 0.5)所需的时间，即半数蛋白质

完成折叠所需的时间。 

1.6  差示扫描量热分析  
使用 Nano DSC 差示扫描量热仪分析重组

胶原蛋白的热变性过程。样品在测试前用

1×PBS 缓冲液透析过夜，并稀释至 1.0 mg/mL。
以透析缓冲液作为参比液，扫描范围为 5–70 °C，

升温速率为 1.0 °C/min。样品经 3 次重复检测，

获取平均值并绘制 DSC 曲线。 

1.7  胰蛋白酶敏感性测定  
在 50 µL 的反应体系中，将稀释至 0.1 mg/mL

的蛋白样品与胰蛋白酶溶液(终浓度 10.0 µg/mL)
混合，在 20 °C 下孵育不同时间(2 min、5 min、    
15 min、1 h、3 h 及过夜)。孵育后，加入 PMSF
溶液至终浓度 1 mmol/L，以终止酶解反应。每个处

理设置 3 个重复样品。通过 SDS-PAGE 分析酶解

产物，评估蛋白对胰蛋白酶的敏感性。 

1.8  固相结合试验  
按照文献[17-18]中的方法，利用重组整合

素 α2 亚基 I 结构域检测重组蛋白与整合素的体

外结合能力。在高结合型 96 孔板中，每孔加入

100 µL 蛋白样品(20 µg/mL)，在室温下孵育 1 h。
使用 1×PBS 洗涤后，每孔加入 200 µL BSA 溶

液(50 mg/mL)，封闭处理 1 h。使用洗涤缓冲液

(含 1 mg/mL BSA 和 2 mmol/L MgCl2 的 PBS 溶

液)洗涤 4 次后，每孔加入 100 µL 带有 GST 标签

的重组整合素 α2 I 结构域(20 µg/mL)，再次在室

温下孵育 1 h。洗涤 4 次后，每孔加入 100 µL 
anti-GST HRP 抗体(1:10 000 稀释)，在室温下孵

育 1 h。加入 3 mol/L HCl 中和后，使用 TMB 底

物试剂盒进行比色分析，并用酶标仪检测 450 nm
处的吸光度，以评估蛋白与整合素的结合亲和

力。VCL-Int 蛋白作为阳性对照，VCL 蛋白和

PBS 作为阴性对照，所有实验均设置 3 个重复。 

1.9  细胞黏附试验  
按照文献[14]中的方法，利用人纤维肉瘤细

胞 HT1080 进行细胞黏附试验。在高结合型 
96 孔板中，每孔加入 60 μg/mL 重组蛋白溶液，在 
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室温下孵育 1 h。每孔加入 200 µL BSA 溶液    
(50 mg/mL)，在室温下孵育 1 h 以进行封闭处理。

用 200 µL 洗涤缓冲液(含 1 mg/mL BSA 的 PBS 溶

液)洗涤 4 次后，每孔加入 100 µL HT1080 细胞悬

液(2×104 cells/mL，使用含 10% FBS 和 2 mmol/L 
MgCl2的 DMEM 培养基配制)，在 37 ℃、5% CO2

的培养箱中孵育 1 h。用 200 µL 无 FBS 的 DMEM 
(含 2 mmol/L MgCl2)洗涤每孔 4 次，去除未黏附的

细胞。每孔加入 100 µL DMEM (含 0.5 µL 
calcein-AM)，在 37 ℃下孵育 30 min。随后，用

DMEM 洗涤每孔，去除多余的 calcein-AM。所有

样品均设置 3 个重复。使用 Leica DFC 340 FX 数

码成像装置，设置激发波长和发射波长分别为

490 nm、515 nm，拍摄细胞的荧光图像。通过

ImageJ 软件进行附着细胞的定量分析。 

2  结果与分析 
2.1  重组胶原蛋白的设计与构建 

本研究构建了一系列基于重组细菌胶原蛋白

VCL-Int 的突变体(图 1)。在 VCL-Int 的基础上，

通过定点突变，将整合素结合序列 502GFPGER507 
N 端 7 个氨基酸位点上的 Gly 分别替换为 Ala 和

Val，成功获得了 14 个蛋白突变体：G499A、

G499V、G496A、G496V、G(−3)A、G(−3)V、G(−6)A、

G(−6)V、G(−9)A、G(−9)V、G(−12)A、G(−12)V、

G(−15)A、G(−15)V。所有重组蛋白在 SDS-PAGE
中均显示出与胶原蛋白单体相对应的条带(图
略)。此外，通过 MALDI-TOF 质谱分析确认，

所有重组蛋白的分子量与理论值相符(图 2)。 

2.2  重组胶原蛋白的结构、稳定性与折

叠特性分析 
与 VCL-Int 蛋白相似，所有重组蛋白的 CD

扫描均显示出三螺旋结构的典型光谱特征，即在

220 nm 和 198 nm 处分别出现正、负吸收峰(图
3A)。这表明重组蛋白均正确折叠，形成完整的

三螺旋结构。该结果与 Yu 等的研究结果一致[19]。 
为探讨 Gly 错义突变对重组胶原蛋白热稳

定性的影响，采用圆二色谱分析了各重组蛋白 
 

 
 

图 1  重组类胶原蛋白 VCL-Int 及系列 Gly 错义突变体的示意图   黑色：细菌胶原蛋白 VCL 序列；

红色：插入片段，来源于人 I 型胶原 α1 (I)链的 6 个三联体 496GARGERGFPGERGVQGPP513；红色高亮

部分：整合素结合位点 GFPGER；蓝色：替代氨基酸残基；下划线：Gly 错义突变的目标位点。 
Figure 1  Schematic diagram of the recombinant collagen-like protein VCL-Int and Gly missense mutants. 
Black: Bacterial collagen VCL sequence; Red: Inserted fragment derived from six triplets 
(496GARGERGFPGERGVQGPP513) of the human type I collagen α1 (I) chain; Red-highlighted region: 
Integrin-binding site GFPGER; Blue: Substituted amino acid residues; Underlined Gly residues: Target sites 
for missense mutations. 
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在 220 nm 处的热变性曲线(图 3B、3C)，并计算

其熔融温度(Tm)。结果显示，对照蛋白 VCL-Int
的 Tm值为 35.38 °C，而在不同位点引入 Gly→Ala
或 Gly→Val 突变均导致重组蛋白的热稳定性略

有下降。例如，G499A的 Tm值为33.28 °C，G499V
的 Tm 值为 32.69 °C。整体而言，系列重组蛋白

的 Tm 变化范围在 1.50–2.50 °C 之间，与既往研

究一致[20]。 
进一步利用 DSC 表征重组蛋白的热稳定

性，发现 VCL-Int、G499A 和 G499V 的热变性

趋势一致(图 3D)，对应 Tm 值分别为 37.27 °C、

35.93 °C 和 35.31 °C。值得注意的是，DSC 测

得的 Tm 值普遍略高于 CD 测量值，这可能归因

于 DSC 实验中较快的升温速率，此现象也与前

期观察一致[10,15-16]。 
此外，为解析 Gly 突变对三螺旋折叠的影

响，分析了各蛋白的折叠动力学。尽管 G499A
和 G499V 突变体的总体折叠行为与 VCL-Int 类
似，其折叠时间显著延长(图 4)。具体而言，Gly
突变显著增加了折叠半衰期(t1/2)：VCL-Int 的 t1/2

为 5.5 min，G499A 和 G499V 分别延长至 11.0 min
和 14.4 min。上述结果表明，Gly 突变不仅影响

重组蛋白的热稳定性，还显著降低了三螺旋的

折叠速率。 
 

 
 

图 2  重组胶原蛋白 VCL-Int、G499A 和 G499V 的 MALDI-TOF 质谱结果 
Figure 2  MALDI-TOF spectrometry results of recombinant collagen proteins VCL-Int, G499A and G499V. 

 

 
 

图 3  重组胶原蛋白 VCL-Int 及代表性 Gly499 突变体的特性分析   A：重组蛋白在 0 °C 下的 CD 扫

描图谱；B：重组蛋白在 220 nm 处的 CD 热变性曲线；C：CD 热变性曲线一阶求导后的熔融温度曲线；

D：重组蛋白的 DSC 扫描图谱。 
Figure 3  Characterization of the recombinant collagen proteins VCL-Int and representative Gly499 
substitution mutants. A: CD spectra of the recombinant proteins at 0 °C showing triple helix formation; B: 
CD thermal unfolding curves at 220 nm; C: First derivative of CD melting curves showing the melting 
temperature; D: DSC curves of recombinant proteins. 
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图 4  重组胶原蛋白 VCL-Int 及代表性 Gly499
突变体的重折叠分析 
Figure 4  Refolding of the recombinant collagen 
proteins VCL-Int and representative Gly499 
mutants. The collagen domains of all constructs was 
denatured by heating to 55 °C for 20 min, then 
rapidly cooled to 0 °C, and monitored by CD 
spectroscopy at 220 nm. The half-time of refolding 
(t1/2) is defined as the time required for the fraction 
folded to reach 0.5. 

 

2.3  重组胶原蛋白的蛋白酶敏感性分析 
为评估重组蛋白的三螺旋结构稳定性，使用

胰蛋白酶酶解实验在 20 °C 条件下进行检测。实

验结果显示，与对照蛋白 VCL-Int相似，Gly→Ala
突变体经胰蛋白酶处理 15 min 后，仍表现出良好

的抗性(图 5A、5B)，表明这些突变体保留了紧密

的三螺旋结构。相比之下，Gly→Val 突变体的胰

蛋白酶敏感性呈现明显差异(图 5C、5D)。位于

整合素结合序列 N 端较远处的 G(−15)V 和

G(−12)V 突变体仍具有一定的抗性，而其他位点

的 Gly→Val 突变显著增强了对胰蛋白酶的敏感

性。其中，G(−9)V 突变体经胰蛋白酶处理仅    
2 min 即可观察到明显的条带变化。 

为进一步研究胰蛋白酶抗性与突变的关

系，选择胰蛋白酶抗性较强的突变体[G(−15)A
和 G(−15)V]及胰蛋白酶敏感性突变体(G496A、

G496V、G499A、G499V)进行长时间的酶解反

应。结果显示，经胰蛋白酶过夜处理后，所有

突变体均被降解，表明三螺旋结构的完整性不

依赖于突变位置或替换氨基酸类型。然而，相

比 Gly→Ala 突变，Gly→Val 突变体对胰蛋白酶

的敏感性更高，尤其是 G499V 和 G(−15)V，经

胰蛋白酶处理 1 h 后即出现明显降解(图 6)。与

通过 CD/DSC 热变性曲线评估的整体稳定性不

同，胰蛋白酶消化更灵敏地反映了三螺旋中可

能存在的局部破坏。这些结果表明，尽管 Gly
错义突变未显著改变三螺旋的整体结构，但替

代氨基酸会影响局部结构的稳定性，且 Val 的

扰动作用大于 Ala。 

2.4  重组胶原蛋白与整合素的体外结合

能力分析 
整合素作为一类膜结合受体，在细胞黏附和

信号传导中扮演着重要角色。它与胶原蛋白的相

互作用是细胞黏附和细胞外基质相互作用的关

键环节，帮助细胞感知并响应细胞外基质的结构

和力学特性。已有研究通过合成胶原模型肽鉴定

出整合素结合序列，包括 GFPGER 和 GLPGER，

整合素亲和力为 GFPGER>GLPGER[21-22]。其

中，GFPGER 已在重组胶原蛋白中被证明具有

强整合素结合能力[23]。结合 COL1A1 成骨不全

变体数据库中 Gly 错义突变相关数据[8-9]，发现

在 127GLPGER132 区域及附近报告了多种 OI 突

变(图 7)。延展至其 N 端的 5 个三联体和 C 端的   
3 个三联体内，所有 Gly 错义突变均引发非致死型

OI (图 7A)。在 α2 (I)链中还存在 2 个 GLPGER 序

列，分别为 127GLPGER132和 550GLPGER555。因此，

GLPGER 序列多位点的存在可能减轻了 Gly 突

变造成的功能性损失，或因为 GLPGER 并不位

于主要的配体结合区域 (major ligand binding 
regions)，从而减少了突变的致命影响。在
502GFPGER507 周围，数据库记录了 Gly505 位点

上的 1 个非致死型 Gly→Ser 错义突变(Ⅳ型

OI)。在其 C 端的 4 个三联体中也报告了 Gly 突

变，但在 Gly502 及其 N 端的 3 个三联体中未
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发现任何突变(图 7B)。有研究提出，这种“静默

区(silent zone)”可能代表着不可存活的突变区域，

因为该序列位于主要配体结合区域内，突变可能

会严重干扰配体的结合[5]。随着越来越多的突变被

报道，连续未发生突变的三联体区域极为罕见，

这种“静默区”可能具有重要的生物学意义。 

 

 
 

图 5  重组胶原蛋白 VCL-Int 及 Gly 突变体经胰蛋白酶酶解的 SDS-PAGE 分析   A：VCL-Int 及

G(−15)A、G(−12)A、G(−9)A 的酶解稳定性；B：G(−6)A、G(−3)A、G496A 和 G499A 的酶解稳定性；C：

VCL-Int 及 G(−15)V、G(−12)V、G(−9)V 的酶解稳定性；D：G(−6)V、G(−3)V、G496V 和 G499V 的酶解稳

定性。胰蛋白酶处理时间为 0、2 和 15 min。M 为蛋白 marker。胶原单体链迁移率较慢，与既往报道一致。 
Figure 5  SDS-PAGE analysis of trypsin-digested recombinant collagen VCL-Int and Gly mutants. A: Stability 
of VCL-Int and mutants G(−15)A, G(−12)A, and G(−9)A; B: Stability of mutants G(−6)A, G(−3)A, G496A, 
and G499A; C: Stability of VCL-Int and mutants G(−15)V, G(−12)V, and G(−9)V; D: Stability of mutants 
G(−6)V, G(−3)V, G496V, and G499V. Trypsin digestion was performed for 0, 2, and 15 min. Lane M: Novex® 
Sharp Protein Standard. Collagen monomer chains migrate slower than expected, as reported previously. 
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图 6  重组胶原蛋白 VCL-Int 及 Gly 突变体经胰蛋白酶处理不同时间后的 SDS-PAGE 检测   胰蛋

白酶消化时间分别为 1 h、3 h 和过夜(O/N)。M 为蛋白 marker。胶原单体链的迁移率较慢，与既往报

道一致。 
Figure 6  SDS-PAGE analysis of VCL-Int and Gly mutants after different digestion times with trypsin. 
Trypsin digestion was performed for 1 h, 3 h, and overnight (O/N). Lane M: Novex® Sharp Protein Standard 
(Invitrogen). Collagen monomer chains migrate slower than expected, as reported previously. 

 

因此，本研究通过固相结合试验评估 Gly 错

义突变对重组蛋白与整合素结合能力的影响。与

先前研究一致，未插入 GFPGER 序列的 VCL 蛋

白对整合素 α2 I 结构域无结合活性，而包含源自

人 I 型胶原 α1 (I)链 GARGERGFPGERGVQGPP
序列的阳性对照 VCL-Int 则表现出与整合素 α2 
I 结构域的强结合力(图 8)[15]。实验结果显示，
502GFPGER507序列 N 端的 Gly→Ala 突变体相比

VCL-Int，其整合素结合活性有所下降，且下降

程度与突变位点的具体位置密切相关(图 8)。从

G(−15)至 G(−6)位点，Gly→Ala 突变体的结合

活性呈现持续下降的趋势，而 G(−3)A 的结合活

性与 G(−6)A 相近。在 G496 和 G499 位点，

Gly→Ala 突变体的结合活性有所回升，接近

VCL-Int 的水平。相比之下，502GFPGER507 序列

N 端的 Gly→Val 突变体，整体上表现出显著低

于 VCL-Int 和 Gly→Ala 突变体的结合活性，表

明 Gly→Val 突变对整合素结合能力具有更显著
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的抑制作用。尤其是在较远的 G(−15)位点，

Gly→Val 突变体的结合能力显著下降。这可能

是因为 Val 相比 Ala 具有更大的体积，导致局

部三螺旋构象的扭曲程度更大，从而干扰整合

素的识别和结合。尽管如此，G(−15)V 突变体

并未完全丧失与整合素的结合活性。这表明，

即使是在较远的 Gly 位置发生体积较大的 Val 置
换，三螺旋结构的整体稳定性仍然足以支持部分

结合能力。与此相对应，靠近 502GFPGER507 序列

的 Gly→Val 突变体，如 Gly496 和 Gly499，虽

然整合素结合活性低于 Gly→Ala 突变体，但仍

显示出一定的结合能力。 
 

 
 

图 7  OI 数据库中已知的胶原蛋白 α1 (I)链中整合素结合区域及邻近区域的 OI 突变[8-9]   替代 Gly 的

氨基酸残基显示在下方，并标注了根据 Sillence 分类法对 OI 表型严重程度的分类(OI II：围产期致死；

OI III：严重；OI IV：中度；OI I：轻度)[6]；黑色：α1 (I)链中整合素结合区域及邻近区域序列；红色：

整合素结合序列；下划线：Gly 错义突变的目标位点；绿色：非致死型 OI；蓝色：致死型 OI。 
Figure 7  Known OI mutations within and adjacent to the essential integrin binding sequences as reported in the 
OI database[8-9]. The residues replacing Gly are shown below, together with the classification of OI phenotypic 
severity according to the Sillence classification (OI II: Perinatal lethal; OI III: Severe; OI IV: Moderate; OI I: 
Mild)[6]. Black: Sequence of the integrin binding region and adjacent areas in the α1 (I) chain; Red: Integrin 
binding sequences; Underlined: Target sites of Gly missense mutations; Green: Non-lethal OI; Blue: Lethal OI.  
 

 
图 8  Gly 错义突变对重组胶原蛋白与整合素结合能力的影响   通过固相结合实验测定重组胶原蛋白

与整合素 α2 I 结构域的结合能力。采用 t 检验比较 VCL-Int 与各 Gly 突变体的差异显著性。**：P≤0.01；
***：P≤0.001；****：P≤0.000 1；ns：不显著。 
Figure 8  Effects of Gly missense mutations on integrin binding capacity of recombinant collagen proteins. 
Solid-state binding assay of integrin α2 I domain to recombinant bacterial collagens were carried out in 
triplicates, with averages and standard deviations shown as error bars. Significance levels were determined 
by paired Student’s t-test between VCL-Int control and mutant samples. **: P≤0.01; ***: P≤0.001; ****: 
P≤0.000 1; ns: Non-significant. 
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2.5  重组胶原蛋白的细胞黏附性分析 
为了进一步评估重组胶原蛋白的细胞学功

能，利用人纤维肉瘤细胞 HT1080 作为模型，

检测其对重组蛋白的黏附能力。HT1080 细胞能

够表达整合素 α2β1 作为唯一的胶原蛋白结合

受体，因此其对重组蛋白的黏附性可反映胶原

蛋白的生物学功能。选择突变位点远离整合素

结合序列的 G(−15)A 和 G(−15)V，以及靠近整

合素结合序列的 G499A 和 G499V 作为代表性

突变体。通过细胞染色观察 HT1080 细胞的黏

附情况，并通过活体成像和细胞计数比较重组

胶原蛋白的细胞黏附能力。结果显示，HT1080

细胞对阴性对照 VCL 蛋白的黏附性极低，几

乎无明显黏附，而对阳性对照 VCL-Int 蛋白显

示出强黏附性，这与先前研究结果一致[14-15](图

9A)。G(−15)A、G(−15)V、G499A 和 G499V

突变体的细胞黏附能力均较 VCL-Int 有所下

降，表明 Gly 的错义突变对胶原蛋白的生物学

功能有负面影响(图 9B)。此外，G(−15)V 的黏

附能力下降幅度大于 G(−15)A，类似地，G499V

突变体的黏附能力显著低于 G499A。 

3  讨论与结论 
在 I 型 胶 原 蛋 白 三 螺 旋 结 构 中 ，

Gly-Xaa-Yaa重复序列的 Gly若被体积较大的氨

基酸替代，可能会引发成骨不全症。此类 Gly

错义突变可能通过促进蛋白质错误折叠、激活

自噬途径，或干扰胶原分子间的相互作用，从

而导致病理性变化。本研究以重组细菌源类胶

原蛋白为模型，重点探究了整合素结合序列
502GFPGER507 N 端 7 个氨基酸位点上的 Gly→Ala 

和 Gly→Val 突变对重组胶原蛋白结构特征、热

稳定性、胰蛋白酶敏感性及其整合素结合能力

的影响。 

 

 
 

图 9  重组胶原蛋白对 HT1080 细胞的黏附能力测定   A：黏附细胞经 calcein-AM 染色后的活细胞成

像。比例尺=100 μm。B：通过 ImageJ 对附着细胞进行计数。 
Figure 9  HT1080 cell adhesion assay assessing the binding ability of VCL-Int recombinant proteins with or 
without Gly missense mutations. A: Live imaging was performed after calcein-AM staining of bound cells. 
Scale bars=100 µm. B: Quantification of adhered cells using ImageJ. Experiments were performed in 
triplicate, with averages and standard deviations presented as error bars. **: P≤0.01; ***: P≤0.001. 
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VCL 类胶原蛋白源自化脓链球菌 Scl2，在

大肠杆菌表达系统中虽无法形成羟脯氨酸，但

仍能形成稳定的同源三聚体三螺旋结构，并表

现出与人类胶原蛋白相似的热稳定性 (Tm：

36−37 ℃)[24]。基于 VCL 构建的含有人 I 型胶原

α1 (I)链序列 GFPGER 的 VCL-Int 蛋白，能够特

异性与整合素 α2 I 结构域结合[15]。本研究利用

VCL-Int 作为对照，发现所有突变型重组蛋白均

能形成稳定的三螺旋结构，但 Tm 较对照组略有

下降(约 2 °C)。这一结果与既往关于 OI 突变的

研究结果相符，即胶原纤维中的突变通常导致

轻微的热稳定性下降，而更显著的影响可能源

于折叠延迟及其他后续过程[5,12]。此外，本研究

发现，Gly→Val 突变对重组蛋白重折叠的延迟

影响显著大于 Gly→Ala 突变。 
胶原分子生物合成过程中，脯氨酸向羟脯

氨酸(Hyp)、赖氨酸向羟基赖氨酸(Hyl)的修饰以

及 Hyl 的糖基化仅发生在未折叠的胶原单链

上。在含有 OI 突变的胶原分子 N 端通常观察

到大量的翻译后修饰，这表明突变可能通过延

迟折叠过程增加了翻译后修饰的发生。此外，

OI 突变还可能干扰前胶原 N 端前肽的加工，进

而影响原纤维的正确组装。这些现象提示，Gly
突变可能通过干扰折叠过程，最终改变胶原纤

维的力学性能、纤维矿化以及骨骼形成等与 OI
相关的病理生理过程。已有研究表明，胶原三

螺旋的折叠是一个从 C 端到 N 端的过程，依赖

于包含 3 个稳定氢键的成核事件；在胶原模型

肽(POG)10 的研究中发现，Gly 突变需要一个重

新 成 核 的 过 程 才 能 继 续 完 成 折 叠 [25] 。 与

[(POG)10]3 相比，[(POG)4POA(POG)5]3 的突变位

点附近形成了松散扭曲的螺旋，导致规则氢键

网络被破坏，其 Tm 降低了 34 °C[26]，折叠速率

下降了近 70%[27]。类似地，细菌源胶原蛋白 VCL
的三螺旋体外重折叠依赖于 N 端球状 V 结构域

的三聚化。当在三螺旋的中部或靠近 N 端的位

置引入 Gly→Arg/Ser 突变时，Gly→Arg 突变比

Gly→Ser 突变表现出更明显的折叠延迟；当突

变位点靠近 V 结构域时，则会导致严重的折叠

延迟[20]。这些研究结果有力地证明，Gly 突变

不仅影响折叠速率，还可能通过影响折叠机制

导致胶原蛋白功能失调，并与一些严重的临床

表型相关。 
三螺旋结构对非特异性蛋白酶具有天然的

抗性，而胰蛋白酶在 20 °C 下对解链胶原蛋白

的胶原区的快速切割能力已被广泛用于评估胶

原蛋白的三螺旋构象[10,14-16,20,28]。本研究的结果

表明，Gly→Ala 突变对三螺旋结构的稳定性影

响较小，而 Gly→Val 突变则显著削弱了这一抗

性。在胶原模型肽的研究中发现，Gly 被 Ala
替代后，胶原多肽仍能保持三螺旋结构，但突

变位点存在轻微的解折叠，原本由主链间直接

形成的氢键被水介导的氢键取代[13]。相比之下，

体积更大的 Val 突变可能引发更强的局部解折

叠，使得蛋白酶更容易接触并切割三螺旋结构。

本研究中，502GFPGER507 序列中 Gly502、Gly505
和 C 端 Gly511 位点的 Gly→Val 突变显著提高

了重组蛋白的胰蛋白酶敏感性。然而，由于局

部序列环境和相对位置的差异，部分突变位点

(如 G508V)因其周围的“疏水核心”环境而表现

出一定抗酶解能力[10]。 
值得注意的是，OI 数据库报告显示，Gly499

位点的 Gly→Ser 突变与致死型成骨不全(Ⅱ型

OI)相关，而 502GFPGER507 序列 N 端 6 个三联

体内的其他 Gly 突变尚未发现与 OI 相关的报

道。本研究观察到，502GFPGER507 序列 N 端的

Gly→Val 突变体对胰蛋白酶的敏感性增加，提

示这些突变体在体内可能对其他蛋白酶也具有

较高的敏感性，这可能与早期胚胎的致死性相

关[16]。这一发现也从侧面印证了 Gly 突变对胶
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原蛋白结构稳定性的影响。 
胶原与整合素的相互作用在多种重要的生

理过程中发挥着关键作用。已有研究表明，胶

原蛋白配体结合区域内的 Gly 错义突变可干扰

胶原蛋白的正常功能，并与显性 OI 的发生密切

相关[5]。前期研究表明，502GFPGER507 序列中的

Gly502 或 Gly505 发生 Gly→Ala/Ser/Val 突变均

导致整合素结合活性丧失[10]。位于该序列 N 端、

距离 GFPGER 序列最多 4 个三联体的 Gly 突变

[如 G(−6)S、G(−3)S、G496S 和 G499S]会显著

降低整合素结合能力；而 G(−9)S 至 G(−15)S 突

变体的整合素结合活性逐渐回升，C 端突变(如
G508S 和 G511S)则对整合素结合能力无显著影

响[15]。这些结果提示，突变位点对生物学效应

的影响具有位置不对称性，这可能与 OI 突变表

型的多样性相关。本研究进一步证实，Gly→Val
突变对重组胶原蛋白整合素结合活性的破坏程

度显著高于 Gly→Ala 突变，且影响范围更广，

作用强度与突变位点的局部环境密切相关。具

体而言，Gly→Ala 突变主要影响部分位点[如
G(−6)、G(−3)、G502 和 G505]，而 Gly→Ser 突
变的影响范围更广，可延伸至 G(−9)位点。相比

之下，Gly→Val 突变几乎对所有检测位点均产

生了显著影响。这表明，Gly→Val 突变对胶原

蛋白结构的破坏性更强，可能通过诱导局部解

折叠或干扰整合素结合位点的空间排布，从而

更显著地降低结合能力。因此，502GFPGER507

序列 N 端 Gly 突变对重组胶原蛋白与整合素结

合能力的影响与突变残基的性质及其位置密切

相关。 
综上所述，Gly 突变可能通过多种机制(如

局部解折叠、折叠延迟和热稳定性降低等)共同

影响胶原蛋白的功能，并显著干扰其与整合素

的相互作用。本研究不仅深化了对 Gly 突变导

致胶原蛋白相关疾病分子机制的理解，也为纤

维胶原蛋白的功能性开发和新型胶原基材料的

设计提供了重要的理论依据。尽管本研究通过

重组 VCL-Int 模型探讨了 7 个 Gly 位点的突变

效应，但所用的纯化重组蛋白为同源三聚体，

且 3 条链均引入突变，与实际 OI 病例中通常仅

1 条或 2 条链发生突变的情况有所不同，这可

能限制了对突变效应的全面理解。此外，本研

究主要采用了体外结合实验，虽然提供了整合

素与胶原相互作用的重要信息，但这些实验条

件与生理状态下的细胞环境存在一定差异。因

此，未来的研究应结合真核表达系统或动物模

型(如小鼠、斑马鱼等)，进一步验证和扩展本研

究的发现，以更系统地揭示 Gly 突变对胶原蛋

白功能的影响，为成骨不全症的发病机制研究

提供更加全面的理论依据。 
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