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摘要 首次采用动态光散射研究了气相扩散法生长溶菌酶晶体 ( 实验中采用了两种溶解溶菌酶的方法，所得实
验结果是有区别的 ( 这种区别表明了 :-B/对溶菌酶分子间相互作用产生十分重要的影响 ( 实验结果表明，晶体
生长过程中，溶液中溶菌酶始终保持单分子与两分子聚集体的状态，这种状态是生长晶体的基础 (
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蛋白质晶体生长过程的研究有十分重要的意

义，它有助于人们了解并控制晶体生长的过程，提

供新的生长晶体的有效手段 ( 从 C-,等人 D$ E 首先

采用光散射法研究蛋白质溶液中的晶体生长至今，

许多科研工作者用光散射 *包括动态和静态光散
射 9 的方法对蛋白质晶体生长的过程及机理进行了
研究 D! F = E(
科研工作者常用气相扩散法和批量法培养蛋

白质晶体，而前者最为常用 ( 用气相扩散法进行实
验的优点是沉淀剂的浓度梯度可以很方便地进行

调节，从而使蛋白质溶液缓慢地形成过饱和溶液，晶

体生长的速度得到了很好的控制 ( 因此，气相扩散
法较之批量法更容易生长出较好的晶体 *比如晶体
较大，晶型较好 9 ( 另外，气相扩散法生长晶体只使
用很少量的蛋白，这在生长蛋白晶体时是非常有益

的( 但是几乎所有用光散射研究蛋白晶体生长的实
验都采用的是批量法，尚未见到有应用气相扩散法

的报导 ( 这样气相扩散法的优势就无法应用到蛋
白晶体生长的光散射研究中 ( 为便于比较，我们自
制了样品池& 使得蛋白晶体的生长既可以用气相扩
散法进行，也可以用批量法进行 (
溶菌酶晶体生长的条件较温和 DA E，而且其结构

前人已研究得较为清楚 D< E，因此我们选用了溶菌酶

作为模型蛋白来进行研究 (

! 实验
!" ! 试剂和仪器
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 $> ,.8*$’& """ 32,9，再用 "( !! !,
微孔滤膜 *美国 G.//.2;35公司产 9过滤，以尽可能除
去灰尘 ( 母鸡蛋白溶菌酶从美国 H.I,- 公司购买
*已经过三次重结晶 9，未作进一步处理 ( 缓冲溶液
为 A" ,,;/·J F $醋酸盐缓冲溶液，2K A( >( 动态光
散射仪型号是 LM#!""HG*美国 L3;;N7-O58 公司生
产 9，所用光源是波长 >’! 8, 的激光 *美国 P#
8.27-15 公司生产，>" ,Q9 ( 恒温循环器 *R3-8S
JTUVR，英国 R3-8S仪器公司产 9 ( 样品池是用光学
玻璃自制的，示意图见图 $( 散射池底面为正方形，
边长为 > ,,，高 %> ,,，池壁厚 $ ,,( 散射池中插
入一较细的玻璃池，内置 $ ,;/·J F $:-B/溶液 ( 我
们将它简称为“盐棒”( 盐棒中空，边长为 ! ,,，长
A> ,,( 由于毛细现象，内置的 :-B/溶液仅在重力
作用下不会流出 (
!" # 溶菌酶溶液的配制
用两种方法溶解溶菌酶 ( 一种是将溶菌酶溶

解于二次蒸馏水中 *以下简称为水溶法 9，另一种是
将溶菌酶溶于含 :-B/*"( ’A> ,;/·J F $ 9的缓冲溶液
中 *以下简称盐溶法 9 ( 将上述溶解后的溶液在 !!
W用离心机离心 $> ,.8*$’& """ 32,9，取上层清液
*约占总体积的 =" X 9，用 "( !! !,滤膜过滤三次，
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图 ! 样品池示意图

"#$% ! &’()*+ ,+** -./ 0’)./ 1#--23#.4
’))/.’,561#(+43#.47 ((8

$%&’() )*+,- .%&/’)),0123 /,((- #- 4-
!- 5- ’26 5! ’0, 617,2&182 9’(*,& 8:
);, 61::,0,2) <’0)& 8: );, &’7<(, /,((

! ! 1& 61::*&182 /8,::1/1,2)- != 1& ,::,/)19, 61’7,),0- " 1& <8(>61&<,0&1)>- ?@A 1& ?@A ,0080-
’26 !7 1& 7,’2 61’7,),0B !!/’(/*(’),6 +> CCDA

固定散射角度为 EFGB 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 ## HB 实
验过程中每间隔一段时间采集一次数据，每次采集

数据时间为 ! 712B
为防止灰尘的干扰，同时做两组条件完全相同

的实验 B 区别在于，一组实验是样品池放置在散射
腔中，用光散射观察 B 而另一组实验是样品池放置
在显微镜下观察 B
!% 9 数据的处理
用随机附带的计算软件进行处理 B 当粒子的

多分散度大于 FB I小于 FB !时，用 CCDAJ282K 2,3K
’)19,(> /82&)0’12,6 (,’&) &L*’0,& M 7*()1<(, <’&& % 解
析，当多分散度大于 FB !时，用 N82)12J282K 2,3’K
)19,(> /82&)0’12,6 (,’&) &L*’0,& 0,3*(’01O,6%解析 B

: 结果和讨论
为了检验自制的样品池的可靠性，用

.088P;’9,2 公司随仪器附带的两种型号的样品池
J圆形，直径分别为 #5 77和 I# 77% 作为参考标
准，分别用动态光散射对标准 EQ 27聚苯乙烯乳胶
粒子 J美国 R*P, &/1,2)1:1/公司 % 进行了测量，结果
见表 IB

从上述结果可见，用自制的样品池进行实验，结

果与另两种商品样品池的结果很接近，考虑到动态

光散射实验测量粒子直径大小本身会有一些误差

J由于实际体系与理想体系之间有一定差距 %，因此
用自制的样品池所得结果是比较可靠的 B
从图 #可以看到，水溶法气相扩散生长溶菌酶

晶体时，在晶体生长的初始阶段 J # 为 "F S !4!
712%，溶液中始终有几百纳米的颗粒存在，而盐溶法
中只是偶尔出现这一现象 J # T 45F 712% J见图 "%B
这种差别的出现，反映了溶液中 C’N(对溶菌

过滤后的溶菌酶溶液在 ## H静置约 #4 ;后再进行
光散射实验 B
!% ; 光散射实验
水溶法的溶菌酶溶液与高浓度的 C’N(溶液混

合，以配成含 FB "4! 78(·D S IC’N(的溶菌酶溶液 B
盐溶法的溶菌酶溶液只需直接用微量注射器加入

到样品池中即可 B 气相扩散法生长晶体时，盐棒中
加入的 C’N(溶液占整个盐棒体积的 5F U B 在用批
量法时，盐棒中什么也不需要加 B 整个实验均是用
气相扩散法生长晶体 B 在散射池中加入 !F !D 溶
菌酶溶液，此后将盐棒倒转，插入散射池中，盐棒的

底面凸出，正好用作散射池的盖子 B 实验时，散射
池口与盐棒的底面相接触处抹上少许凡士林，以防

溶液挥发，然后用封口膜将散射池口封好 B

IFV· !! W /7#·& S I !=
! W 27 "7

! IF"·?@A !7
! W 27!!

!#577 !B "#! E!B 5 FB IEQ FB V4I VEB V

!I#77 !B IQ" EQB " FB IQI IB FQ" IF4B Q

X*0 /,(( !B #"! EEB Q FB I5" IB IQE E"B #

表 ! 三种样品池对标准 <= 4(聚苯乙烯乳胶颗粒的测量结果

Y’+(, I ?,&*()& 8: EQ 27 (’),Z :087 (13;) &/’)),0123 &)*6> *&123 61::,0,2) /,((&

$%#& "’()* +,’-.* /-0* 1 234- 53&637 8379&: ! !""# [8(B I5
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图 ! 水溶法生长晶体时 "# $%·$&’( 溶菌酶溶液中颗粒直径随时间的变化图

)*%+ ! &,-./,$0 -*/0 1*-23*452*.6 7*28 2*$0 153*6% 93,-2:;;*/:2*.6 5-*6% 7:203 1*--.;<*6% $028.1
#$% &’(&%()*+),’( ’- ./0’1/2% ,0 !3 24·25 6 78 ! +9,0 ,0 )$% ,()%(0,)/ ’- 0&+))%*,(4 .,4$)

图 = 盐溶法生长晶体时 "# $%·$& ’( 溶菌酶溶液中颗粒直径随时间的变化图

)*%+ = &,-./,$0 -*/0 1*-23*452*.6 7*28 2*$0 153*6% 93,-2:;;*/:2*.6 5-*6% >:?; -.;52*.6 1*--.;<*6% $028.1
#$% &’(&%()*+),’( ’- ./0’1/2% ,0 !3 24·25 6 78 ! +9,0 ,0 )$% ,()%(0,)/ ’- 0&+))%*,(4 .,4$)

酶分子的作用情况 : 水溶法中是将溶菌酶直接溶解
于水中，由于溶剂化效应，溶菌酶分子间的电场交

错，并且缺少静电屏蔽，在溶菌酶 6溶菌酶之间相互
作用中起十分重要的作用，分子间的斥力相对只起

较次要的作用 ;! < : 溶菌酶分子倾向于相互作用而形
成多个溶菌酶分子的聚集体 : 反映到光散射的结果

上，就是有几百纳米的颗粒存在 : 应该指出的是，
几百纳米并非聚集体的真实大小 : 这是因为根据
=,(0)%,(>?)’@%0公式：

! " #$
!!"%

其中，"为颗粒的直径，#为 A’.)12+((常数，"为

B’: C 戴国亮等：气相扩散法生长溶菌酶晶体的动态光散射研究



!"#

图 ! "# $%·$&’( 溶菌酶溶液中颗粒的扩散

系数随时间的变化图

)*%+ ! ,-. /-01%.2 *1 3*4452*61 /6.44*/*.17
358*1% "# $%·$& ’( 9:26;:$. /8:27099*;07*61
!$%&&’()*$ %+ ,-.( &’(/0%’+1 &$%&&’()*$ %+ 2-0*3

溶液的粘度，!为扩散系数 4
存在着的聚集体与聚集体之间的相互作用客

观上使得扩散系数下降，从而使聚集体直径变大 4
因此，最终计算出的聚集体大小的分布向大的方向

有一个偏移，但这并不能掩盖溶液中确实有较大的

颗粒 5几百纳米 6存在的事实 4
根据 7%+&0*%+890’:*&公式，用扩散系数比用直

径更能反映真实情况 4 只是实验所得到的扩散系
数是平均值，不能反映溶液中颗粒分布的情况 4 我
们在这儿给出了晶体生长过程中扩散系数随时间

的变化情况 5见图 # 6 4 从图 #中可见，水溶法扩散
系数在一段时间内基本不变，然后逐渐增大再变

小，而盐溶法扩散系数随时间增长基本保持不变 4
水溶法气相扩散生长晶体开始后，溶菌酶水溶

液与含 ,-.( 的缓冲溶液相混合，混合溶液中的
,-.( 分子首先使溶菌酶分子之间产生了静电屏
蔽，聚集体逐渐解聚集，最终溶液中几乎全部是单

个的溶菌酶分子及二个溶菌酶分子的聚集体 4 然
后由于 ,-.(的盐析效应 ;<= >，晶体生长就从溶菌酶

解聚集形成单分子后开始进行了 4 这验证了文献
所说的“要得到晶体，在溶液过饱和前，不能发生反

应或有聚集存在”;#1 << > 4 同样的道理，用盐溶法生长
溶菌酶晶体，由于开始实验前溶液静置了 ?# @，
,-.( 已经使溶菌酶分子的相互作用力大为减弱 4
从图 "中可见，从开始实验到 ?A= B%+时，溶液中基

本上只有 " C ! +B 大小的颗粒存在 4 根据文献
;D >，溶菌酶分子 E 射线的结构大小为 #4 ! +B F
"4 = +B F "4 = +B，如果将溶菌酶分子作为一个球
体，其直径是 "4 ? +B4 那么可以认为，在溶液中基
本上以单个溶菌酶分子 5"4 = +B6 或两个溶菌酶分
子的聚集体 5# C ! +B6存在 4
为了佐证上面的解释，我们用水溶法做了浓度

为 ?! BG·BH C <溶菌酶的晶体生长实验 5见图 ! 64
对比图 ?和图 !可看出，?! BG·BH C <溶液在

晶体生长的起始阶段，没有出现 != BG·BH C <那样

的较大的颗粒 5几百纳米 6，只出现了 A C <I +B大
小的颗粒 4 这表明，由于溶菌酶的浓度较小，分子
间的距离较大，分子与分子之间电场重叠的程度就

比较低，相互之间的作用力也较小 4
前人的工作已经清楚地证明了 ,-.(能够使溶

菌酶溶液生长出来的是晶体而非无定形沉淀 ;#1 <? > 4
J-B;< > 等认为，结晶是协同地一步一步地增加单体

的过程 4 但 K%:’(等 ;# >认为要从实验上证明这一点

很困难 4 本文从实验上证明了 J-B等的观点是正
确的，即 ,-.(使得溶菌酶以单个分子形式存在从
而才能使溶菌酶分子以正确的形式相接触，并最终

形成晶体 4
我们的气相扩散法结果和文献 ;I >用批量法得

到的结果有不同之处 4 前者在实验过程中偶尔才
观察到晶体的存在 5即使已经有晶体生长出来了 6，
而后者在晶体生长出来后一直都能观察到晶体的存

在 4 因此前者更多的是得到了溶菌酶生长过程中溶
液的情况，后者更多的是反映溶菌酶核的情况 4 我
们认为这种情况的出现与这两种生长晶体的机理

不同有关系 4 过饱和度是晶体生长的最终驱动力，
形成过饱和的速率在结晶过程中起着十分重要的

作用 4 过饱和度定义为 ! L (+5 " # $ 6，其中 "和 $
分别为蛋白质浓度和溶解度 4 气相扩散法和批量
法达到过饱和的方法是不同的 4 气相扩散法是通
过改变浓度获得过饱和，而批量法是通过改变溶解

度获得 4 前者通过改变浓度梯度的不同，可使达到
过饱和的速率非常小；而后者由于受降温装置的限

制，通过降温所产生的浓度变化不可能非常小 4
另外，在水溶法实验中，我们发现这样一种现

象：图 ? 中颗粒大小随时间呈波浪形变化，即 "=
B%+时，大小在 "== C <?== +B之间M A! B%+时，减

%"&’ ()*$+ ,-)./+ 0.1+ 2 345. 64’748 948:’; ! !""# N’(4 <I
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图 ! 水溶法生长晶体时 "! #$·#% &’ 溶菌酶溶液中颗粒直径随时间的变化图

()$* ! +),- .)/01)230)45 6)07 0)#- .31)5$ 89/4,9#- :19/0;88),;0)45 3/)5$ 6;0-1 .)//48<)5$ #-074.
#$%&’$() *&+*)+,-.,/&+ /% 0! (1·(# 2 34 ! .5/% /% /+,)+%/,$ &6 %*.,,)-/+1 7/18,

小到 099 2 !99 +(: 到了 3;! (/+，颗粒大小又增大
到了 "99 2 <99 +(= 随着时间的进行，这种颗粒大
小“逐渐增大 >逐渐减小 >逐渐增大”的过程还在继
续着 = 直到 3"?9 (/+后，检测出的颗粒大小才基本
稳定在几纳米左右 =
我们认为产生上述现象是由于在晶体生长的

过程中，光散射实验检测到的是生长晶体的溶液的

情况，而并非检测某个晶体颗粒逐渐生长的过程 =
由于用气相扩散法生长晶体，晶体生长的过程是较

缓慢、有序地进行，不会爆发式出现晶体 = 因此在
实验过程中整个溶液中的晶核或晶体数非常少 =
散射体积约为 9= 9? !#，占整个溶液体积的 9= 3@，
那么在散射体积中出现晶核或晶体的几率就更小，

反映到检测结果上是在整个检测过程中，大多出现

" 2 ; +(颗粒大小的情况，甚至在用光学显微镜观
察到有微晶体生长出来后，这种情况仍然存在 = 但
是在图 0中为什么有时候有较大的颗粒出现呢A 一
种可能是前面所解释的，实验刚开始时，溶菌酶分

子之间存在较强的相互作用，溶液中普遍存在较大

的聚集体；另一种可能是，随着气相扩散的进行，溶

菌酶溶液中的 B.C7浓度越来越大，使得溶菌酶分
子之间存在的净斥力逐渐变为净吸引力 D39 E，逐渐形

成晶核，再生长成晶体 = 由于重力和表面张力的作
用，溶菌酶晶体易在晶体生长池底与溶液交界面形

成 D3" E = 实验过程中，在散射体积中出现的晶核随时
间逐渐增大 F反映在结果上是有几百纳米的颗粒 G
到一定程度后，会由于重力或表面张力的作用，向

下或向上最终在池底或气液界面上形成微晶体，从

而从散射体积中消失 = 使得检测到的颗粒大小减
小为几个纳米，于是用动态光散射检测出来的最终

结果就是出现颗粒大小忽大忽小的情况 =

= 结 论
气相扩散法生长溶菌酶晶体过程用光散射观

察是首次采用的一种方法 = 它较用批量法生长晶
体更易观测到生长晶体的溶液的情况以及由于盐

的存在溶菌酶分子之间相互作用逐渐生长出晶体

的情况 = 晶体生长过程中，溶液中溶菌酶始终保持
单分子与两分子聚集体的状态 = 即使溶菌酶在起
始时存在着一定大小的聚集体，最终也会在盐的作

用下，逐渐解聚集成单分子，再由单分子之间以正

确的方式接触形成晶体，这种溶液中的溶菌酶分子

保持单分子的状态是生长晶体的基础 =

B&= H 戴国亮等：气相扩散法生长溶菌酶晶体的动态光散射研究
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