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溶菌酶晶体生长前期溶液中聚集体研究
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摘要 用动态光散射法研究了不同浓度 16+4对溶菌酶晶体生长前期溶液中聚集体状态的影响，并将这些溶液中的聚集体
吸附到硅片表面，用原子力显微镜进行了观察 5结果表明，在 16+4浓度为 " ( "7’ 834·9: )时，随着 16+4浓度的升高，溶液中
大的聚集体逐渐消失，直至基本上只存在几纳米大小的聚集体 5测量了相应条件下溶液的 ;<=6电势值以说明 16+4与溶菌
酶之间的相互作用的变化情况 5本文从溶液中无序聚集体的角度出发提出了判断晶体能否生长的一个可能的标准，并对动
态光散射与原子力显微镜的结果进行了对比和分析 5
关键词 动态光散射，原子力显微镜，晶体生长，溶菌酶，聚集体

!"#$% &’ "() *++,)+-"). /0 1%.&2%3) !&4#"/&0 5)’&,) 6,%."-4 7,&8"(

>*.，?@3A9B6CD! EF，E3CD G*1?，HB -F，I<CAJ@B
（!"#$%&"’ ($)*%+*",$#- ."/%*"#%*-，0&1#$#2#3 %4 (3)5"&$)1，65$&313 7)"839- %4 :)$3&)31，;3$<$&+ =>>>?>）

*5.",-9" ,K< 6DDL<D6=<M BC 4NM3ON8< M34@=B3C PB=K QBRR<L<C= 16+4 S3CS<C=L6=B3CM BC PKBSK C@S4<B K6T< C3= 6UU<6L<Q
P<L< M=@QB<Q VN QNC68BS 4BDK= MS6==<LBCD（>90）8<=K3Q5 .C 6QQB=B3C，=K< 6DDL<D6=<M 6VM3LV<Q 3C =K< MB4BS3C P6R<L
M@LR6S< P<L< 3VM<LT<Q VN 6=38BS R3LS< 8BSL3MS3U<（*W/）5 ,K< L<M@4=M MK3P<Q =K6= PK<C =K< 16+4 S3CS<C=L6=B3C P6M
43P<L =K6C "7# 834·9: )，=K< KBDK<L =K< 16+4 S3CS<C=L6=B3C P6M，=K< M8644<L =K< QB8<CMB3C 3R =K< 6DDL<D6=<M P6M5
,K< VBD 6DDL<D6=<M QBM6UU<6L<Q 6CQ 3C4N 6DDL<D6=<M PB=K =K< QB8<CMB3C 3R X ( # C8 BC 4NM3ON8< M34@=B3C L<86BC<Q PK<C
16+4 S3CS<C=L6=B3C P6M "7# 3L "7’ 834·9: ) 5 ,K< L<M@4= 3R ;<=6 U3=<C=B64 MK3P<Q =K< SK6CD< 3R =K< BC=<L6S=B3C V<=P<<C
16+4 6CQ 4NM3ON8< 834<S@4<M 5 WL38 =K< <YU<LB8<C=64 L<M@4=M，P< S3CS4@Q< =K6= 4NM3ON8< SLNM=64 S3@4Q C3= DL3P BC
M34@=B3C BC =K< UL<M<CS< 3R 683LUK3@M 6DDL<D6=<M VBDD<L =K6C )"" C8 BC QB8<CMB3C5 *QQB=B3C644N，=K< QBRR<L<CS<
V<=P<<C L<M@4=M 3R >90 6CQ *W/ P6M 6C64NO<Q5
:)%8&,$. QNC68BS 4BDK= MS6==<LBCD，6=38BS R3LS< 8BSL3MS3U<，SLNM=64 DL3P=K，4NM3ON8<，6DDL<D6=<

寻找蛋白质晶体生长的优化条件一直是晶体生长工作

者的目标，但是生长蛋白质晶体在某种程度上是“科学 Z经
验”的工作，不同的蛋白质有着不同的生长条件，很难提出某

种完全适应于所有蛋白质的晶体生长条件以及判断晶体能

否生长的标准 5从文献［)］看，对于判断晶体能否生长的研究
比较少而且绝大多数集中在对成核后期的研究上，很少有对

成核前期研究的报道 5目前，即使对于溶菌酶这一最常用的
模型蛋白也鲜有对成核前聚集体的研究 5而成核前溶液中蛋
白质形成的聚集体的状态（包括聚集体的大小，形貌，甚至于

构象等）的变化会直接影响到成核的情况 5这是由于，在蛋白
质（至少是溶菌酶）成核前出现的聚集体呈现出无序的聚集

状态（86MMARL6S=64 S4@M=<LM）［!］，而形成的晶核以及晶体生长中
出现的聚集体，都是蛋白质分子有序堆积而成 5因此，对无序
聚集体状态的变化进行研究，有助于分析有序聚集体的出现

条件并由此提供蛋白质晶体生长的合适条件 5另外，聚集体
状态的变化与蛋白质与沉淀剂相互作用的结果是密切相关

的，故研究聚集体状态的变化还有助于了解沉淀剂是如何与

蛋白质分子发生相互作用的 5这对于在未知的蛋白质晶体生
长过程中选择合适的沉淀剂十分有益 5

16+4是溶菌酶晶体生长最常用的沉淀剂 5一些晶体生
长工作者已经对溶菌酶的晶体生长过程以及 16+4的作用和
影响进行了研究，研究手段包括动态光散射（>90）［X ( $］
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中子散射技术等 ! "#$技术特别适用于研究溶液中聚集体的
变化情况［%］!它通过测量聚集体的自相关函数，来获得聚集
体在溶液中的分布情况，同时也可以得到聚集体的流体力学

半径 !目前已有相当多的研究工作采用了 "#$技术［&，’］!实
验中发现［(］，如果要生长出较好的蛋白质晶体，蛋白质母液

的浓度一般较低或者中等，而沉淀剂溶液的浓度较高 !从我
们的了解看，这方面的原因尚未彻底研究清楚 !由 )*++*,等
发明的原子力显微镜（-./）可以观测物体表面的形貌，其分
辨率达到纳米级，是研究生物样品形貌极为有用的工具［01］!
在我们的前期工作中，已经发现溶菌酶在晶体生长的初

期，溶液中的聚集体的大小会发生一定的变化［00，0%］，这种变

化显示，聚集体从无序状态转变为有序状态，即无序聚集体

消失后，晶体开始生长（即出现有序状态的聚集体）!但这一
现象我们并未深入研究 !另外，2345,67*8等［%］用 "#$技术重
点考察了 96:7浓度高于 1;< =47·#> 0时在溶菌酶溶液中的聚

集体的变化情况，但对于 96:7浓度为 1;?和 1;@ =47·#> 0时

的研究不够深入，只是粗略地给出了结果，而且对结果也未

加以解释 !从 2345,67*8等的结果看，96:7浓度低于 1;< =47·
#> 0时的情况与浓度更高时相差很大 !基于此，本文用鸡蛋清
溶菌酶（ABC#）作为研究对象，利用 "#$技术重点考察了
沉淀剂（96:7）浓度小于 1;< =47·#> 0时，随着 96:7浓度的变
化，溶菌酶溶液中聚集体大小的变化情况；并利用 -./观察
了上述变化情况下，吸附在硅片上的溶菌酶聚集体的大小和

形貌的变化 !由此初步探讨了 96:7与溶菌酶分子相互作用
的情况 !

! 实验

! !! 试剂
实验中所用化学试剂均为分析纯，并在使用前用离心机

离心 ?1 =*+（0?111 5 D =*+），再用 1;%%!= 微孔滤膜（美国
/*77*E453公司产）过滤，以尽可能除去灰尘 !溶菌酶（产品号：
#F’&F）从美国 $*,=6公司购买（已经过三次重结晶），未作进
一步处理 !缓冲溶液为含不同浓度 96:7的 1;0 =47·#> 0醋酸

盐缓冲溶液，EA @;< !本实验中，溶菌酶溶液的浓度为 0<，%<
和 <1 =,·=#> 0 ! 96:7的浓度分别为 1;0，1;%，1;?，1;@ 和
1;< =47·#> 0 !
! !" 仪器

)GH%11$/光散射仪（美国 )544IJ6K3+仪器公司）!其光源
为波长 @’’ +=的 -5L激光器（上海亿奥激光公司生产，0<1
=C）! #M"F2型恒温循环器（英国 256+N仪器公司）! "#$用样
品池由光学玻璃制成，底面为正方形，边长 < ==，高 &< ==，
壁厚 0 ==!用 O3N6 P-#$（美国 )544IJ6K3+仪器公司）和 PQ电
极测量 O3N6电势 !原子力显微镜和 R7N5673K358%1微悬臂均由
P65I $S*3+N*T*S G+8N5U=3+N公司产 !
! !# 实验方法

"#$测量时固定散射角度为 (1V!散射腔中的十氢萘和

样品溶液用外置的恒温循环器恒定温度为（%1 W 1;0）X !用
随动态光散射仪附带的计算软件进行处理 !计算方法采用
99#$（+4+H+3,6N*K37Y S4+8N56*+3Q 7368N 8ZU6538：=U7N*E73 E688）!
"#$给出的实验结果（如图 %-），其 ! 轴采用的是对数坐标，
反映的是发生散射的颗粒的直径分布情况，" 轴反映的不是
光强的绝对值，而是各粒径颗粒的散射光强百分比（以最强

的散射光强作为 011[）!
测量 O3N6电势时，恒定样品温度为 %1 X，每个样品测量

一次 O3N6电势，一个 O3N6电势值由 ?个相同样品测量值平均
而得 !
硅片的处理方法是：将硅片在含有 ?1[ A%\%，&1[硫

酸（# $ #）的溶液中浸泡 %1 =*+后，用去离子水冲洗 !制好的
硅片在去离子水中保存 !所有制好的硅片都在 0 J内使用 !
用 -./观察硅片表面上吸附的聚集体的大小和形貌 !

实验时将一定浓度的溶菌酶溶液滴到硅片表面，等待 < =*+
（这个吸附时间的选择是根据一系列吸附实验确定的）后，用

去离子水清洗，再用氮气吹干 !用 -./ -UN4P54]3 :P ^38365SJ
$S6++*+, P54]3 /*S548S4E3 观 察 ! 采 用 G:H-./ 模 式 及
R7N5673K358%1微悬臂，实验结果是在 %1 X室温，湿度 <1[ _
F1[下获得的 ! -./所得聚集体的大小用仪器自带软件进行
测量，以聚集体的最长轴的长度作为聚集体的大小 !

" 结果与讨论

" $! 无 %&’(存在时，不同浓度溶菌酶溶液中的聚集体
分布情况

图 0-是用 "#$测量的无 96:7存在时 0<，%<和 <1 =,·
=#> 0溶菌酶溶液中的聚集体分布情况 !图 0)是用 -./测量

图 !) 动态光散射测量的不同浓度溶菌酶溶液（不含 96:7）
中的聚集体分布情况

0，%，?分别为 0<，%<和 <1 =,·=#> 0溶菌酶溶液

*+,-./ !) "*8N5*]UN*4+ 4T 6,,53,6N38 *+ 7Y84‘Y=3 847UN*4+ 4T
Q*TT353+N S4+S3+N56N*4+8（a*NJ4UN 96:7 *+ *N）=368U53Q ]Y "#$
0，% 6+Q ? 653 0<，%< 6+Q <1 =,·=#> 0 4T 7Y84‘Y=3 847UN*4+，538E3SN*K37Y
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图 !" !"#测量的不同浓度溶菌酶溶液（不含 $%&’）在硅片
上吸附 ( )*+后，硅片表面上的聚集体图
扫描范围均为 ,!) - ,!)，灰度从黑到白为 ,. +)/ ,，0，1分别为

,(，0(和 (. )2·)34 ,溶菌酶溶液

#$%&’( !" !"# *)%256 6789*+2 :75 )8;<78’82= 8> %22;52%:56 8+
:75 6?;>%@5 8> 6*’*@8+ 9%>5; %>:5; ’=68A=)5 68’?:*8+ 8> B*>>5;5+:
@8+@5+:;%:*8+6 %C68;C5B >8; ( )*+ 8+ *:
D*A5：,!)- ,!)/ ,. +) C’%@E :8 97*:5/ ,，0 %+B 1 %;5 ,(，0( %+B (.

)2·)34 , 8> ’=68A=)5 68’?:*8+，;56<5@:*F5’=

的上述三溶液在硅片上吸附 ( )*+后，硅片表面上的聚集体
的形貌和大小（本文未对浓度更低的情况进行研究，主要是

考虑到浓度更低的条件不适宜于生长晶体）/从图 ,!和 ,G
可以看出，无 $%&’时，溶菌酶溶液的浓度对溶液中聚集体尺
寸的影响不明显，但对聚集体的分布有所影响 /随着溶菌酶
浓度的增加，溶液中聚集体的多分散度增加，而且 0( 和 (.
)2·)34 ,溶菌酶溶液中较大聚集体的尺寸比 ,( )2·)34 ,溶

液中的要大 /三种浓度下，溶液中均既存在几纳米的小聚集
体，也存在几十至一百多纳米的聚集体 /根据文献［,1］，溶菌
酶分子 H射线的结构大小为 IJ( +) - 1J. +) - 1J. +)，如果
将溶菌酶分子作为一个球体，其直径是 1J0 +)/可以认为，在
溶液中溶菌酶的小聚集体基本上以单个溶菌酶分子（1J.

+)）或两个溶菌酶分子的聚集体（I K ( +)）存在 /当然，对大
的聚集体而言，L3D与 !"#的结果是有差异的，详细原因在
后文中给出 /基于图 ,!和 ,G的结果，以下实验中溶菌酶溶
液均选用浓度为 0( )2·)34 ,，这种浓度同时也是生长溶菌

酶晶体经常采用的浓度 /
) *) 不同 +,-.浓度时，)/ 0%·012 !溶菌酶溶液中的

聚集体分布情况

图 0!是 L3D测量的含不同浓度 $%&’的 0( )2·)34 ,溶

菌酶溶液中的聚集体分布情况 /图 0G是 !"#测量的含不同
浓度 $%&’的 0( )2·)34 ,溶菌酶溶液在硅片上吸附 ( )*+后，
硅片表面上的聚集体图 /图 0!和 0G中 $%&’的浓度均分别
是 .，.J,，.J0，.J1，.JI和 .J( )8’·34 , /
从图 0!的结果可以看出，随着 $%&’浓度的增加，溶菌

酶溶液中的小聚集体的尺寸基本不变，基本为 1 K ( +)大
小，亦即溶菌酶分子的单体与二聚体大小 /而大的聚集体尺
寸呈现出逐渐减小的趋势，到 $%&’浓度增大为 .JI )8’·34 ,

时，溶液中的大聚集体就已经消失了 /图 0G与图 0!的结果
也基本相同 /这说明 $%&’的存在会不同程度地使原先存在
于溶液中的溶菌酶的聚集体发生解聚集，在$%&’浓度达到

图 )3 L3D测量的含不同浓度 $%&’的 0( )2·)34 ,溶菌酶溶

液中的聚集体分布情况

,，0，1，I，(，M分别代表 $%&’浓度为 .，.J,，.J0，.J1，.JI和 .J(

)8’·34 ,

#$%&’( )3 L*6:;*C?:*8+ 8> %22;52%:56 *+ 0( )2·)34 , 8> ’=68A=)5
68’?:*8+ 9*:7 B*>>5;5+: $%&’ @8+@5+:;%:*8+6 )5%6?;5B C= L3D
,，0，1，I，( %+B M %;5 .，.J,，.J0，.J1，.JI %+B .J( )8’·34 , 8> $%&’
68’?:*8+，;56<5@:*F5’=
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图 !" !"#测量的含不同浓度 $%&’的 () *+·*,- .溶菌酶溶

液在硅片上吸附 ) */0后，硅片表面上的聚集体图
扫描范围均为 .!*1 .!*，灰度从黑到白为 .2 0*3 .，(，4，5，)，6

分别代表 $%&’浓度为 2，27.，27(，274，275和 27) *8’·,- .

#$%&’( !" !"# /*%+9: :;8</0+ =;9 *8>?;8’8+@ 8A %++>9+%=9: 80
=;9 :B>A%C9 8A :/’/C80 <%A9> %A=9> () *+·*,- . 8A ’@:8D@*9 :8’B=/80
（</=; E/AA9>90= $%&’ C80C90=>%=/80:）%F:8>F9E A8> ) */0 80 /=
G/D9：.!* 1 .!*3 .2 0* F’%CH =8 <;/=93 .，(，4，5，)，6 %>9 2，27.，

27(，274，275 %0E 27) *8’·,- . 8A $%&’ :8’B=/80，>9:?9C=/I9’@

一定程度（275 *8’·,- .）以后，原先存在于溶液中的一些较大

的聚集体均基本解聚成较小（4 J ) 0*）的聚集体，溶液中基
本上是溶菌酶分子的单体或者二聚体 3这是由于溶液中的
&’-浓度增加，使得溶菌酶分子与 &’-结合的机会增加了 3溶
菌酶分子原先带 .2个正电荷［.5］，结合上 &’-后其所带正电
荷的数目应该有所下降，而且结合上的 &’-越多，这种趋势
也就越明显［.)］3表 .中 K9=%电势的变化结果清楚地表明了
这一点 3另外，从培养晶体的实验中发现，对于 () *+·*,- .

的溶菌酶溶液，在 (2 L时，当其溶解在含 $%&’浓度低于 274
*8’·,- .，27. **8’·,- .醋酸盐缓冲溶液中后，采用批量法

（降温）生长溶菌酶晶体，未能生长出晶体（() *+·*,- .的溶

菌酶溶液，用 (M2 0*紫外吸收测量得到的浓度为 .276 *+·
*,- .，文献［.6］测量的溶菌酶在 (2 L，?N 57)条件下结晶
的临界 $%&’浓度值结果证明了我们实验结果的可靠性）3而
从图 (!和 (O的结果来看，$%&’浓度低于 274 *8’·,- .时，在

溶菌酶的溶液中较大的聚集体未能全部解聚 3由此可看出，

对于溶菌酶溶液而言，若要生长出晶体，首先必须要满足这

样的条件，即晶体开始生长时，溶液中不能存在较大的无序

聚集体；如果溶液中存在较大的无序聚集体，它们也需要在

沉淀剂的作用下首先基本上解聚成较小（4 J ) 0*）的聚集
体，然后才有可能生长出晶体 3文献［.］对几个蛋白质（未包
括溶菌酶）进行了研究后也认为，对于一些蛋白质，当溶液中

存在着聚集体时，晶体无法生长出来，可能是聚集体阻止了

晶体的生长 3由此，从溶液中无序聚集体的分布可以给出判
断溶菌酶晶体能否生长的一个可能的标准 3对于其它未进行
过实验的蛋白质晶体，这样一个判断晶体能否生长的标准是

否可行，目前还在实验验证中 3

表 ) 含不同浓度 $%&’的 () *+·*,- .溶菌酶溶液的 K9=%电势
*+,-( ) K9=% ?9=90=/%’ 8A () *+·*,- . ’@:8D@*9 :8’B=/80 </=; E/AA9>90=
$%&’ C80C90=>%=/80:

$%&’浓度 P（*8’·,- .） 2 23. 23( 234 235 23)
K9=%电势 P *Q .)35 .534 .43R ..3) .23M .23(

另外，聚集体的大小发生变化是由于 $%&’与溶菌酶分
子发生了相互作用造成的 3这种相互作用的情况从溶菌酶带
电荷的多少基本能够反映出来 3在溶菌酶分子带 .2个正电
荷的情况下，分子之间的静电斥力要大于其与 &’-结合后 3
单从静电斥力的角度看，溶菌酶与 &’-结合后，由于静电斥
力减小，可以有更多的溶菌酶分子互相结合在一起而形成更

大的聚集体，即形成的聚集体的大小应该比没有 $%&’时要
大 3但事实正好相反 3因此应该有其它的作用力起主导作用 3
溶菌酶分子在醋酸盐缓冲溶液（?N 57)）中存在着静电斥力、
疏水作用、氢键、范德华力等相互作用力 3其结构的稳定在很
大程度上有赖于分子内的疏水作用［.S］3在水溶液中，溶菌酶
分子的表面常被一层亲水残基包围，带有疏水侧链的残基原

则上处于分子内部 3严格地说，整个溶菌酶分子由里到外，疏
水残基是逐渐减少，亲水残基则不断增多 3在溶菌酶分子与
&’-结合前，溶菌酶分子之间所形成的是一个比较松散的聚
集体（即无序聚集体），这是分子之间疏水作用的结果 3当
$%&’在诱导结晶的过程中，会形成很强的溶剂环境［.M］，使得
盐键很难形成，从而促使溶菌酶分子表面形成面积很大而且

疏水性很强的接触面［.R］，将分子的非极性表面包埋起来，稳

定分子的堆积［(2］3因此分子与分子之间的疏水作用减弱，从
而发生了聚集体解聚的现象 3当然，这个解释还有待进一步
的实验证实，这部分的工作目前正在进行中 3
对图 (O的结果分析后可发现，小聚集体的大小都在 4

J ) 0*，而且这种小聚集体数目最多，这与相应条件下 T,G
测得的结果基本相同 3但对于大的聚集体，!"#和 T,G测量
出的值相差较大 3 !"#测量出的大聚集体最大尺寸在 62 J
S2 0*，而 T,G的测量值在 .22 多 0*3这种差异的产生原因
估计是，T,G得到的是水溶液中的聚集体大小，而在水溶液
中，溶菌酶的分子与聚集体都存在着水化层，T,G测得的结
果要比真实结果稍微大些［(.］3对于溶菌酶的大聚集体吸附
到硅片上的情况而言，从水溶液转移到固体表面，溶菌酶分
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子的构象会发生一定的变化［!!］，可能使部分的大聚集体发

生了解聚 "这就是为什么 #$%测量出的大聚集体要比 &’(
小的原因 "对于小聚集体，溶液中的 )*+,-*./聚集体与吸附
在固体表面上的聚集体的差异之处仅在于前者有水化层，后

者没有 "但由于水化层的因素可以忽略，故 #$%与 &’(的结
果基本相同 "由此可见，在采用硅片吸附技术用 #$%研究溶
液中聚集体的大小和形貌时，比较适宜于研究较小的聚集

体，而溶液中聚集体较大时，&’(是一种比较合适的研究手
段，当然其缺点是无法观察到聚集体的形貌 "

! 结论

成核前期的溶菌酶溶液中存在着大小不一的聚集体，而

这些聚集体的状态与溶液中的 012)浓度密切相关 "在本文
的实验条件下，溶液中的聚集体大小随着 012)浓度的增加
而减小，直至溶液中最终基本上只存在溶菌酶的单个分子或

二聚体 "对实验结果的分析得到了一个在采用批量法生长溶
菌酶晶体时判断晶体能否生长的可能标准，即溶液中存在大

的无序聚集体时晶体无法生长出来 " 012)与溶菌酶分子之
间的相互作用，可能使溶菌酶分子的构象发生了一定的变

化，从而造成了聚集体的解聚 "对于小的聚集体，#$%和 &’(
的结果相同，而对于大的聚集体，#$%的结果比 &’(的结果
偏小 "

"#$#%#&’#(
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