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BSA与羟磷灰石相互吸附的FTIR-ATR光谱
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摘要：采用傅里叶变换红外衰减全反射 (FTIR-ATR)光谱法对牛血清白蛋白 (BSA)在羟磷灰石 (HA)

[Ca10(OH)2(PO4)6]表面不同时间的相互吸附作用进行了表征。在BSA溶液作用下，羟磷灰石表面的Ca2+、

PO4
3－和OH－离子初始的溶解和再沉淀使得BSA与HA相互作用层层叠加，在HA表面形成从表层到次表层分

子都包含有吸附的BSA的覆盖层，从而加深两者之间的相互作用。经红外差谱法处理过的相关ATR数据表

明，BSA与HA之间的相互作用是快速的，并随时间变化进一步加强；来自HA上PO4
3－的P＝O基团对蛋白

质肽键的酰胺 II带(―CNH)、多肽链的甲基(―CH3)和亚甲基(―CH2)上氢的吸附作用要比P―O快速而且强

烈。Ca2+在该吸附过程中起了极其重要的作用，其快速与蛋白质肽键的羰基氧发生作用，并诱导该蛋白质二

级结构由β-折叠向α-螺旋和β-转角构象转变；伴随着这一构象变化，蛋白质多肽链上大多数肽键的―C＝O

和H―N―活性基团从链间氢键交联中释放出来，带动众多的氢分别参与同HA表面的Ca2+、PO4
3－和OH－离

子的相互吸附作用，并牢牢地结合于HA表面；这对硬组织的再生起着重要作用，促进了HA的生物矿化过

程。
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FTIR-ATR Spectrometry of BSA Adsorption on Hydroxyapatite
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Abstract: The microcosmic process of bovine serum albumin (BSA) adsorbing onto hydroxyapatite (HA) for

different time intervals was investigated by Fourier transform infrared attenuated total internal reflectance (FTIR-

ATR) spectrometry. The initial dissolution and re-precipitation of PO4
3－, Ca2+, and OH－ ions from the HA coating

led to the occurrence of the coating including adsorbed BSA on the HA from surface-to subsurface-molecular

layers and to in-depth interaction between BSA and HA. The subtraction results gained in the adsorption regions

of HA and BSA reveal that the binding of P＝O, from the phosphate (PO4
3－), to the hydrogen of amide II, methyl

and methene of the BSA appears to be considerably more rapid and stronger than that of the P―O group. In

addition, it is very likely that Ca2+ plays an important role in the interaction of BSA with HA. It appears that the

binding of Ca2+ to the carbonyl-oxygen of the peptide bond in BSA caused a significant, molecular, conformational
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1 引 言

蛋白质的吸附作用有强吸附和弱吸附 1，强吸

附作用对各种生物过程产生着重要的影响，首先

是对植入材料的生物反应的影响。相关作用的研

究普遍侧重于测定各种生物材料表面吸附蛋白质

的二级结构构象情况 2－8。作为生物活性陶瓷的羟

磷灰石与蛋白质之间的相互吸附作用过程也已有

诸多的报道 6－10，但相关过程的分子作用机制以及

吸附的蛋白质是以何种分子构象为主乃存在争

议，还有待进一步探讨。本文在前期工作 10的基础

上，采用傅里叶变换红外衰减全反射(FTIR-ATR)

光谱法进一步考察了牛血清白蛋白在HA表面的吸

附作用，揭示它们之间在各不同时间的相互作用

机理。FTIR-ATR光谱法直接提供了吸附于HA表

面的蛋白质的相关信息，但应该注意的一个重要

问题是，由于ATR反射光透过深度(红外渐消场在

酰胺 I和酰胺 II带区间的贯穿深度大约是 400－600

nm)超过HA修饰层的厚度(约为 20－40 nm)，而进

入BSA溶液中，该检测所得到的是表面吸附的和

非吸附的蛋白质的混合光谱 11。因此必须利用红外

差谱方法 2,11减去那部分非吸附的蛋白质的贡献，

才能得到准确的吸附于HA表面的蛋白质信息。此

方法提供了可信赖的而且重现性较好的差减结

果 12。另外，由于水在1643 cm－1处有较强的羟基弯

曲振动吸收，在一定程度上干扰了蛋白质酰胺 I带

而影响观察其吸收情况。本实验采用重水(D2O)代

替水溶液。

2 实验方法

2.1 主要试剂

BSA(0903， 99.0%)为上海生物工程有限公司

生产的生化试剂。

2.2 样品制备

锗晶体表面羟磷灰石的修饰按照文献 9,10报道

的方法进行。将几何尺寸为 50 mm × 10 mm × 3

mm的ATR锗晶体侧立浸泡于沸腾的饱和Ca(OH)2

溶液 40 min，再用 20%的 H3PO4溶液(pH 2.0－2.4)

于90 °C继续浸泡30 min，之后将该晶体用去离子

水冲洗 2次在室温下晾干。牛血清白蛋白用 0.9%

NaCl重水溶液配制成浓度为40 mg∙mL－1的BSA溶

液。

2.3 FTIR-ATR检测

使用美国Nicolet 740 SX FT-IR光谱仪，MCT-

B 检测器，衰减全反射附件。反射光束由锗晶体

45°斜面入射，在晶体内产生多次的衰减全反射再

经聚焦反射到达检测器检测。先测定锗晶体表面

空白HA；之后往液池(带有HA修饰层的锗晶)中注

入1 mL新鲜的BSA溶液，从0 min开始每隔1 min

扫描收集数据至 10 min，然后至 15、30、60 min

以及5、24和30 h。扫描波长范围：4000－625 cm－1，

分辨率为 4 cm－1，增益为 1，扫描次数为 128。为

了检验测定结果的重现性，确保检测质量，该实

验重复做3次。实验所测得的数据是HA 表面吸附

的和非吸附的BSA的混合光谱。为了获得准确的

吸附于HA表面的BSA的信息，利用红外差谱法，

调节各个差减因子(FCR)扣除那部分非吸附的蛋白

质的吸收。

3 结果与讨论

3.1 羟磷灰石及其对BSA的吸附作用

3.1.1 锗晶体表面羟磷灰石修饰层

图 1 曲线 1 示出修饰于锗晶体表面羟磷灰石

[Ca10(OH)2(PO4)6] 的FTIR-ATR光谱图；与HA透射

谱带 10 1100－1000 cm－1区间出现的各吸收带频率相

比较基本上接近，说明锗晶体表面的修饰层的确

为HA, 这样该修饰层含有Ca2+、PO4
3－和OH－羟磷灰

石离子。其中 1098和 1026 cm－1吸收带均与HA的

PO 基团振动有关 13，可分别归属于 P＝O 和 P―O

rearrangement of polypeptide backbones from β-pleated sheet to helical circles of α-helix and β-turn. This

change appears to have been followed by much hydrogen of polypeptides being driven to bind PO4
3－ and OH－

effectively and much ―C＝O and H―N― groups of the peptide bond being freed from inter-chain hydrogen-

bonding to act on Ca2+ and combine strongly with the HA surface. This might reasonably be expected to promote

hard tissue regeneration. BSA seems to be activated by the inductive effect of Ca2 + via the molecular

rearrangement of polypeptide backbones from pleated sheet to helical circles and in turn reacts strongly on the

HA, resulting in profound effects on the course of biomineralization.

Key Words: Biomaterial; Protein adsorption; Polypeptide; IR spectroscopy; FTIR-ATR; Biomineralization
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的伸缩振动带。1656 cm－1的吸收为HA分子的O―

H基团的弯曲振动带(该吸收带弱，并不影响观察

蛋白质酰胺 I带的吸收情况)。

图1曲线2和3分别为HA与BSA作用1 min和

30 h 的 FTIR-ATR光谱图。谱线 2和 3上的蛋白质

酰胺 I带(1652，1649 cm－1)、酰胺 II带(1548，1563

cm－1)以及蛋白质多肽链上的亚甲基(1459 和 1455

cm－1)和甲基(1445 和 1443 cm－1)的 C―H 弯曲振动

带 13－15的吸收实际上均为HA表面吸附的和非吸附

的BSA的混合吸收光谱。作用 1 min的P＝O谱带

由空白时的1098 cm－1红移至1094 cm－1，但作用了

30 h该谱带还是在1094 cm－1处；而空白HA的P―

O基团及其与BSA分别作用1 min和30 h的吸收均

在 1026 cm－ 1 处。说明曲线 2 和 3 所示的 1094 与

1026 cm－1 的吸收应该分别来自HA分子中参与吸

附和未参与吸附蛋白质的 P＝O与 P―O各基团的

混合吸收带。很可能由于参与吸附作用的PO (P＝

O与P―O) 各基团含量较少，分别被还未参与吸附

的各PO基团(含量多)的吸收所掩盖，因而看不出

谱带的红移。1208 cm－1处的吸收归属于重水O―D

的弯曲振动带。

3.1.2 羟磷灰石修饰层的溶解与再沉淀

图2示出修饰于锗晶体表面的空白HA(曲线1)

及其分别与BSA相互作用 5 min, 0.5 h, 24 h和 30 h

的 FTIR-ATR 光谱图。由曲线 2 可以看出：加入

BSA溶液的最初5 min，HA的P―O基团吸收带比

曲线 1 明显减弱。说明加入 BSA (NaCl/D2O)溶液

后，HA修饰层与BSA发生了相互吸附作用；与此

同时，BSA溶液中的Na+和Cl－很可能与涂层表面

羟磷灰石离子进行离子交换 6,16使部分Ca2+、PO4
3－与

OH－溶解进入BSA溶液中；溶液中的蛋白质很容

易吸附(结合)溶解出的PO4
3－基团，因此促使PO4

3－基

团的进一步溶解(注意：这里PO4
3－基团进入溶液中

的位置应该超出 ATR 反射光的透过深度)，因此

ATR检测到的各PO基团的吸收强度减弱。PO4
3－基

团含有 3个P―O键和 1个P＝O键(空白HA的P―

O吸收带明显比 P＝O强)，所以在最初 5 min，随

着PO4
3－基团的溶解，1026 cm－1处的P―O基团吸收

带强度减弱要比 P＝O明显得多。文献 6报道在初

始的相同时间段里，含有白蛋白的盐溶液从磷酸

钙涂层释放出的 PO4
3－基团比空白盐溶液所释放的

要多得多(前者约为后者的 2.5倍多)。显然，蛋白

质的吸附作用是影响 HA 修饰层溶解的重要因

素 6,17。

随后吸附于HA涂层表面的生物大分子继续吸

附溶液中的 HA 离子，使溶液中的 Ca2 +、PO4
3 －和

OH－离子快速沉淀下来。于是涂层上PO各基团吸

收带逐渐增强(图 2曲线 3－5)。这部分被吸附而覆

盖于蛋白质表面的 HA 离子紧接着又与溶液中的

BSA发生吸附作用。HA表面的Ca2+、PO4
3－和OH－

离子的这种初始的溶解和再沉淀 9,18,19使得BSA与

HA相互作用层层叠加，在HA修饰层形成从表层

到次表层分子都包含有吸附的BSA覆盖层 9，从而

加深两者之间的相互作用。

3.1.3 羟磷灰石(PO4
3－基团)对BSA的吸附作用

为了得到准确的参与吸附蛋白质的PO各基团

的信息，利用 IR差谱法扣除那部分还未参与吸附

蛋白质的 PO各基团的吸收。图 3曲线 1是与BSA

作用1 min的HA扣除空白HA谱线的差减结果。该

图1 锗晶体表面HA修饰层及其与BSA作用不同

时间的FTIR-ATR光谱

Fig.1 FTIR-ATR spectra of HA coated on Ge crystal

and reacted with BSA for different time
(1) blank HA coating, reacted for (2) 1 min, (3) 30 h

图2 HA修饰层及其与BSA作用不同时间的

FTIR-ATR 光谱

Fig.2 FTIR-ATR spectra of HA coating and

reacted with BSA for different time
(1) blank HA coating, reacted for (2) 5 min, (3) 0.5 h, (4) 24 h, (5) 30 h
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曲线较为准确地展示出作用 1 min 时参与吸附蛋

白质的 PO 各基团的信息。谱线上 HA 的 PO 各基

团由于参与吸附蛋白质，P＝O基团的吸收由原来

的 1098 cm－1红移至 1091和 1064 cm－1，而P―O由

1026红移至 1015 cm－1。仅仅作用 1 min时间，PO

各吸收带就出现明显红移，充分表明HA对BSA的

作用是快速的化学吸附。图 3曲线 2－5分别是与

BSA 作用 30 min、60 min、5 h 和 30 h 的 HA 减去

空白HA的红外光谱差谱。各曲线分别清楚地展示

出参与吸附蛋白质的P＝O基团的红移：由1090和

1063 cm－1(30 min)分别至 1089和 1063 cm－1(60 min、

5 h和 30 h)以及 P―O基团由 1013 cm－1(30 min) →
1010 cm－1(60 min) → 1009 cm－1(5 h) → 1007 cm－1

(30 h)。而且这些吸收带强度随时间变化明显增

强；1063 和 1089 cm－ 1谱带增强尤为明显，表明

P＝O基团与蛋白质的相互吸附作用要比P―O基团

快速而且强烈。PO各基团很可能是与蛋白质多肽

的―CH3、―CH2和肽键的―C―N―H基团的氢发

生吸附作用。从PO的价键结构特征分析：P―O单

键为 σ键而 P＝O 双键除含有 σ键外还含有 π键。

由于π键在化学性能上比σ键更活泼，更容易接受

―CH和―CNH上的氢原子，因此含有π键的P＝O

基团与氢的相互作用要比 P―O更加迅速而强烈。

这与红外光谱检测分析结果完全一致。P＝O基团

对蛋白质的作用有强吸附 (1063 cm － 1)和弱吸附

(1089 cm－1)两种情况，其强吸附作用比弱吸附要快

速得多。

3.2 牛血清白蛋白在HA上的吸附作用

图 4 曲线 1－5 分别为与 HA 作用 1 min、30

min、60 min、5 h和 30 h的BSA减去与HA作用 0

min的BSA光谱差谱。这里 0 min谱线是经过 128

次扫描，历时64 s获得的，该谱线是HA表面吸附

和非吸附的BSA混合光谱，但非吸附的占据大多

数。减去该谱线时，虽然减去了一小部分初始吸

附的BSA，但非吸附的BSA却全被扣除。而各谱

线都同样扣除那一小部分初始吸附的BSA，并不

影响各吸附的BSA谱线之间的对比分析结果。由

于扣除了非吸附的BSA吸收的干扰，曲线1展示出

与HA作用 1 min后吸附于HA表面的蛋白质吸收

带。1651 cm－1的吸收归属于肽键的酰胺 I带C＝O

伸缩振动，说明该蛋白质的二级结构是以 α-螺旋

构象(这是蛋白质中含量最丰富的二级结构，体系

中该谱带的中心位置应于 1653 cm－1附近)成分为

主 3,20,21，应该还包含有β-折叠构象(这是蛋白质中第

二种最常见的二级结构)成分所对应的振动吸收子

带；该谱带的中心大约位于 1632 cm－1附近，在此

与 α-螺旋构象所对应的振动吸收子带重叠在一

起 2,3,12,21。1459和 1445 cm－1的吸收分别为多肽的―

CH2和―CH3的C―H弯曲振动带。曲线 1－3示出

在重水中(1 － 60 min)谱带 1540－1579 cm－1的吸收

图3 与BSA作用不同时间的HA的FTIR-ATR 光谱差谱

Fig.3 FTIR-ATR subtraction results of HA

reacted with BSA for different time

图4 与HA作用不同时间的BSA的FTIR-ATR光谱差谱

Fig.4 FTIR-ATR difference spectra of BSA reacted with HA for different time
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均处在肽键酰胺 II带的范围内 13－15,21(酰胺 II带在酰

胺质子氢-氘交换后，产生大的红移，移至 1450

cm－1附近)，说明由于该酰胺质子处于内埋或强的

氢键作用而不容易交换，使氢-氘交换作用不完

全 21。

值得注意的是，图 4曲线 2示出BSA与HA作

用30 min后，位于1579、1570和1550 cm－1的酰胺

II带的吸收比作用 1 min的各对应吸收带都有 1－3

cm－1的蓝移。该谱带来自酰胺 II带的N―H弯曲振

动和C―N伸缩振动强偶合产生的吸收带 13,14,21，谱

带的蓝移说明N―H和C―N的键力有所增强。文

献 21,22表明，当有金属离子存在时，归属于蛋白质

二级结构β-折叠的酰胺 II带的吸收发生4－6 cm－1的

蓝移(酰胺 I 带有 1 cm－1的位移)；并进一步指出，

由于金属离子的影响，使得蛋白质(尤其是 1634

cm－1处的 β-折叠构象)有很大一部分的氢键作用发

生了变化。因此可以推断体系中吸附的BSA的 β-

折叠的多肽链间氢键交联已经发生了变化。这里

肽键的―C―N―H 基团中 C―N 和 N―H 键力增

强，说明体系中没参与相邻链间肽键(―N―H和

O＝C―)的氢键交联作用的―N―H含量增加了(可

以确定没参与氢键作用的 O＝C―含量也随之增

加)；因为 β-折叠中所有的肽键都参与了多肽链间

氢键的交联作用 23，这就是说原来β-折叠中相邻肽

链间的氢键在Ca2+的作用下发生了断裂，转而由各

自肽链结构的―N―H 和 O＝C―形成 5 → 1 或

4 → 1(肽单元)链内氢键的α-螺旋或β-转角 23等的构

象。由于Ca2+极易与蛋白质结合并诱导该蛋白质二

级结构向α-螺旋转变 24－29；又由于α-螺旋构象的规

则性引起该螺旋折叠中的协同作用，一旦体系中

形成链内第一圈α-螺旋，随后逐个残基的加入(即

螺圈的形成)就会变得更加容易而迅速 23。因此曲

线2酰胺 II带的蓝移说明体系中有一部分蛋白质二

级结构由β-折叠转变为α-螺旋。在这种情况下，由

于没参与氢键交联的―C＝O基团含量增加，酰胺

I 带理应蓝移；但曲线 2 的酰胺 I 带却由原来的

1651 cm－1红移至 1644 cm－1。文献 30指出：来自肽

链侧链带负电荷的羧基氧和肽键上不带电荷的羰

基氧都能很好地结合于Ca2+上，因此酰胺 I带的红

移应该是Ca2+与α-螺旋中没参加氢键交联作用的羰

基氧发生了吸附作用，并进一步形成配位键 3,15,30，

使得C＝O键力削弱，酰胺 I带红移 2,15,31。EDS检测

出空白HA表面的Ca/P比值为 1.259，说明该修饰

层表面Ca2+的含量较高，能与较多酰胺 I带的氧发

生作用。这里酰胺 I带的频率位置主要取决于两方

面的因素：一是当肽链由β-折叠转变为α-螺旋时，

由于没参与氢键交联作用的羰基氧含量增多，C＝

O键力增强而引起谱带蓝移；二是Ca2+与羰基氧的

络合作用削弱C＝O键力，而导致该谱带红移。由

于后者的作用更为强烈，两者叠加的结果是C＝O

键力削弱引起谱带红移。之前发表的论文，由于

体系中Pt(IV)32以及Au(III)33的含量很少，因此金属

离子对羰基氧的作用所引起C＝O键力的削弱程度

比起由于肽链构象变化而释放出相当大一部分的

羰基氧所引起的C＝O键力增强，前者的作用显得

微不足道(基本上可以忽略)；净结果自然是C＝O

键力增强，导致谱带蓝移。因此判断蛋白质二级

结构构象时，在金属离子含量较多的情况下，应

该考虑到其与羰基氧的作用对C＝O键力的影响。

曲线2的1644 cm－1的吸收应该是吸附于HA表面的

BSA中已经参与和还未参与同Ca2+作用的α-螺旋的

C＝O混合吸收带。

图 4曲线 3示出与HA作用 60 min的BSA酰胺 I

带有一部分由原来的 1644 cm－ 1红移至 1639 cm－ 1

处，而且酰胺 II带各吸收也比作用 30 min时的有

明显红移，说明此时BSA与HA之间的相互作用进

一步增强。

图 4曲线 4示出与HA作用 5 h的BSA的酰胺 I

带由 1644 cm－ 1红移至 1643 cm－ 1，其原来的 1639

cm－1的吸收应该被包在 1643 cm－1谱带中。酰胺 II

带比作用 60 min的各有 2－6 cm－1的蓝移，说明此

时肽链β-折叠的链间氢键在Ca2+的作用下继续断裂

而转变为α-螺旋构象(与曲线2的情况相似)。

作用 30 h的BSA(图 4曲线 5)在 1587 cm－1处的

肩峰和 1403 cm－1的吸收分别来自肽链侧链及其C

端的离子化羧基(―COO－)的反对称和对称C(┄O)2
－

伸缩振动吸收带 13,15,34－36，该吸收比作用 5 h的明显

增强，说明随作用时间延长，吸附于HA表面的羧

基阴离子的量进一步增加。Ca2+应该是通过强大的

静电作用力将羧基阴离子吸引到HA表面，两者之

间靠离子键维系 15,21,34,35。羧基阴离子比酰胺 I带更

容易与Ca2+发生配位作用 24,25,36，形成配位羧基后，

其反对称伸缩振动谱带由原来的 1587 cm－1蓝移至

1605 cm－1附近 34,36；由于含量少(该红外吸收大约只

占酰胺 I带的 10%－30% 35,37)，被强的酰胺Ⅰ带所

掩盖 21。1668 cm－1处出现的新峰来自 β-转角构象
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的羰基吸收 20,21,38，这是由各自肽链上肽键的―

C＝O与H―N―基团之间形成4 → 1的分子内氢键

的又一种环形构象 23。此外还可清楚地看到归属于

α-螺旋构象的酰胺 I带分裂为 1645和 1639 cm－1两

个吸收峰(随后将对此作详细分析)；该吸收带整体

的强度随时间变化明显增强，说明有更多 α-螺旋

的羰基氧参与了同Ca2+的相互作用。曲线5的酰胺

II带(1574、1562和1540 cm－1)以及1－5各条曲线的

CH2(1459－1453 cm － 1)和 CH3(1446－1443 cm － 1)的

C―H 弯曲振动吸收带也都随时间延长而增强，

CH2吸收带的增强尤为明显(曲线 5，1456 cm－ 1)；

说明随着越来越多酰胺 I带与Ca2+的作用，带动更

多肽键和碳氢键上的氢参与了同HA表面的PO和

OH 基团的吸附作用，并且牢牢地结合于 HA 表

面。在这一吸附过程中，酰胺 II带始终保持在正常

的范围内；酰胺质子的氘代作用难于在Ca2+负载的

状态下进行，暗示Ca2与肽键的结合相当紧密和坚

实。进一步表明体系中的BSA与HA具有很强的相

互作用能力。

图5曲线1－7示出与HA作用30 h的BSA分别

扣除与 HA 作用 0、1、2、3、5、10、15 min 的

BSA 的光谱差谱。这里主要观察从 0、1、2、3、

5、10、15 min至 30 h各不同时间段酰胺 I带的吸

收情况。其中1668 cm－1(来自β-转角构象的羰基吸

收，其含量明显比较少)和 1639 cm－1(主要来自与

Ca2+发生作用的α-螺旋的酰胺 I带)两处的吸收频率

并不随各不同的时间段而变化，吸收强度也没有

明显的改变；而 1649 cm－1的吸收频率和强度却随

各不同的时间段而变化。此时(已经作用了 30 h)，

体系中绝大多数的Ca2+都参加了与羧基阴离子和α-

螺旋的羰基氧的配位作用，已经达到了化学平

衡；而肽链的α-螺旋还在形成。Chittur 20指出，溶

液中蛋白质 α-螺旋的吸收发生在较低的波数，大

约在 1650－1655 cm－1附近；而在重水中该吸收会

降得更低。因此，1649 cm－1的吸收应该主要来自

这部分还没与Ca2+发生络合作用的 α-螺旋的C＝O

吸收带的贡献。从曲线 1至 7(时间段朝后靠)，该

吸收呈增长趋势并由 1645 cm－1(曲线 1－4) → 1646

cm－1(曲线 5) → 1648 cm－1(曲线 6) → 1649 cm－1(曲

线 7)呈现蓝移；表明随着时间段朝后推移，体系

中没与Ca2+发生作用的 α-螺旋的―C＝O含量逐渐

增多。这为该体系吸附的蛋白质二级结构构象变

化趋势是由 β-折叠转变为 α-螺旋(和一小部分 β-转

角)提供了进一步的证据。

3.3 α-螺旋构象促进蛋白质与HA之间的相互作用

Moulton等 1观察到吸附于 TiO2表面免疫球蛋

白的酰胺 I带(1636 cm－1)和酰胺 II带(1545 cm－1)在

加入磷酸盐缓冲液后两谱带吸收明显减弱，而且

酰胺 I带由 1636 cm－1蓝移至 1651 cm－1。这是由于

原先吸附于TiO2表面的酰胺 I带(1636 cm－1)是以 β-

折叠构象成分为主而其中还含有一部分 α-螺旋构

象成分所对应的振动吸收子带。当加入磷酸盐缓

冲剂后，PO各基团参与了同TiO2表面该蛋白质酰

胺 I带的竞争吸附作用；取代了吸附于该表面酰胺

I带中绝大部分的 β-折叠(弱吸附)组分，导致 1636

cm－1谱带消失只剩下 α-螺旋组分所对应的吸收带

(1651 cm－1)。充分说明α-螺旋构象的蛋白质具有很

强的吸附能力，能牢牢地结合于TiO2生物材料表

面。

β-折叠构象中所有肽键的―N―H和O＝C―基

团都参加了多肽链间的氢键交联作用；而 α-螺旋

和β-转角分别只有20%和25%的肽键参加链内的氢

键交联。当BSA蛋白质二级结构构象由 β-折叠转

变为α-螺旋和β-转角时，其肽链上分别有相当多的

―N―H和O＝C―活性基团从链间氢键作用中释

放出来参与同HA作用；而且随着肽链由伸展的折

叠片向螺旋圈卷曲而引起该链及其侧链上各化学

官能团的空间位置发生变化这一动态过程，带动

更多的羧基阴离子、肽键以及大量的氢共同参与

对HA的吸附作用，大大提高该蛋白质对HA的亲

合性。另外，由于 α-螺旋 0.54 nm的螺距与Ca2+在

HA六方晶系中(001晶面)的0.545 nm原子间点阵间

距十分接近 39，这一有意义的构象特征十分有利于

蛋白质调节其自身与Ca2+的相互作用 24,40,41。看来吸

图5 系列与HA作用30 h 的BSA的FTIR-ATR光谱差谱

Fig.5 FTIR-ATR subtraction results of BSA

reacted with HA for 30 h
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附的蛋白质的 α-螺旋构象，其规律性间距的羰基

氧和侧链羧基阴离子与处于这种点阵结构的Ca2+形

成了高度的互补。这应该是蛋白质能牢固地吸附

并结合于HA表面的重要原因。体系中BSA正是通

过肽链α-螺旋表面大量的活性基团与HA之间的这

种强的化学吸附作用来传递并调节细胞活性物质

对HA界面的基本反应 42,43，这对促进硬组织的再生

起着十分重要的作用 8,44－46。

4 结 论

IR实验结果表明：吸附于HA表面的BSA在

Ca2+的诱导作用下，其蛋白质二级结构由β-折叠转

变为α-螺旋和一小部分β-转角的圈形构象，从而大

大提高了蛋白质对HA生物材料的吸附活性，使蛋

白质能牢牢地吸附并结合于HA表面。这样有利于

细胞活性物质与HA界面的相互作用，从而引起和

促进了生物矿化过程。
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