
 
 
 
 
 
 
 
论 文  第 52卷 第 7期  2007年 4月   

www.scichina.com  777 

溶菌酶晶体生长过程中固/液流动体系的流体特性 
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摘要  在用批量法生长溶菌酶晶体的过程中, 使用粒子图像测速技术观测晶体生长固/液体系的宏观速
度场, 使用长工作距离显微镜测定了晶体(110)面的法向生长速率和晶体周围溶液的局域速度场. 实验结
果表明, 固/液体系的平均流速、最大流速以及单个晶体周围的局域流速均具有起伏特性. 基于蛋白质晶
体的对流-扩散模型, 计算了有效浓度边界层厚度δeff, 界面溶质浓度 Ci 以及特征速度 V. 计算结果表明, 
在实验条件下, 溶菌酶的晶体生长过程主要由表面动力学控制, 浮力对流在质量输运中的份量很小, 但随
着过饱和度的增加, 质量传输的份额有增大趋势. 计算结果还表明, 浮力对流所产生的剪切力的量级为
10−21 N, 远小于溶菌酶分子间的键力, 因此浮力对流产生的剪切力不会对溶菌酶晶体生长产生很大影响.  
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如何制备高质量的蛋白质单晶一直是使用 X 射
线衍射法测定蛋白质分子三维结构的瓶颈 . 研究人
员致力于对晶体生长动力学和生长过程中的质量传

输进行研究[1] , 期望能解决这一难题. 由于结晶这一
非平衡过程导致溶液中产生浓度梯度 , 因此在重力
场下会诱发自然对流[2]. 自然对流又会影响生长过程
中的晶体周围蛋白质浓度场的分布 , 并且会导致更
多的杂质靠近晶体 , 因此对流通常被认为是不利于
蛋白质晶体生长的因素 [3]. 目前使用干涉法 [4~9]和粒

子图像测速的方法 [3]观测了蛋白质晶体周围的流场

和浓度场 , 并通过数值模拟研究了对流对蛋白质晶
体的影响[10~12]. Grant[13]和 Vekilov[14]等人的研究认为

对流传输增加了界面处的杂质浓度 , 并最终导致生
长速率的降低. 但实际上, 对流传输对具有不同生长
动力学特征的晶体生长过程的影响并不完全清楚 . 
例如 , 在微重力环境下由于不存在重力场引起的沉
降和对流 , 空间环境一度被认为是生长高质量蛋白
质晶体的理想场所[15,16]. 经过一系列的空间实验, 虽
然确实生长出一些比在地面上生长体积更大且质量

更好的晶体 , 但空间实验结果中也同样存在相当多
的在质量和内部结构上没有明显改善的晶体 [17~19], 
而这些原因还待进一步的研究.  

本文使用粒子图像测速技术(particle image ve- 
locimetry, PIV)观测了溶菌酶晶体生长过程中溶液的
流场 , 并使用长工作距显微镜测定了晶体的生长速 

率, 通过分析以上实验数据, 研究了溶液对流传输对
溶菌酶晶体生长的影响.  

1  实验 
(ⅰ) 试剂.  缓冲溶液: HAC-NaAC(50 mmol/L, 

pH 4.5, 分析纯); 蛋白质: 母鸡蛋白溶菌酶(Sigma公
司, 美国); 化学试剂: 分析纯.  

(ⅱ) 仪器.  长工作距显微镜(Questar 公司, 美
国, 观察距离 240 mm); 粒子图像测速设备(Dantec公
司, 丹麦).  

(ⅲ) 批量法生长溶菌酶晶体.  将一定量溶菌酶
粉末和 NaCl 分别溶于缓冲溶液中, 配成相应浓度的
溶液, 置于 4℃保存. 实验时, 取等体积的溶菌酶溶
液的上层清液和 NaCl 的溶液, 于样品池中混合, 制
取晶体. 样品池的体积为 10 mm×10 mm×10 mm, 初
始溶菌酶浓度范围从 25~55 mg/mL(28℃时的饱和溶
液浓度为 CS = 9.23 mg/mL). 

(ⅳ) 流场的观察和流速的测定.  使用粒子图像
测速技术观察流场. 图 1 为 PIV实验装置示意图. 室
温下将少量示踪粒子(镀银小球) 加入 NaCl 溶液中, 
并搅拌均匀, 再取等体积的溶菌酶溶液与之混合. 光
源使用波长为 532 nm的 Nd︰YAG双脉冲激光器, 脉
冲时间间隔为 2.5 s. 激光穿过样品池时被示踪粒子 
散射, 散射光被 CCD 纪录. 对原始粒子图像进行互
相关分析即可得到位移矢量, 并根据原始图像的时 
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间间隔即可得到溶液速度场.  
(ⅴ) 晶体生长速率和局域速度场的测定.  通常

用生长动力学曲线描述晶面法向生长速率和时间的

关系, 并以此来揭示蛋白质晶体生长的动态过程. 使
用冷光源 (LED)作为显微镜照明光源 , 将一定量   
10 µm示踪粒子放入溶液中, 在使用显微镜测量技术
(如图 2所示)测定晶面法向生长速率的同时, 还可清
楚地观察到晶体周围少量示踪粒子和大量半透明微

粒(微米级)的运动, 这些微粒很有可能是多聚体或是
晶核, 由于其体积小, 且密度与溶液接近, 它们对溶
液流动有很好的显示作用 . 对于相隔一定时间的两
幅图像, 采用粒子图像测速技术处理, 即可得到晶体
周围溶液的局域速度场.  

 

图 1  粒子图像测速(PIV)装置示意图 
 

 

图 2  长工作距显微镜观察蛋白质晶体示意图 
1, 台式计算机; 2, 图像监视器; 3, 长工作距显微镜; 4, 单晶体; 

5, 结晶室; 6, 回旋平台; 7, 转台组合装置; 8, 转台操纵杆 

2  晶体生长特征参量的计算模型 
作为一种近似方法 , 假设蛋白质晶体生长可以

看作是一个两步反应[20]. 第一步, 蛋白质分子从溶液
传输到晶体界面 , 这一过程中的质量传输可以用
Fick第一定律来描述:  

i
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,

D C C
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δ
∞ −

= ∇ ≈           (1) 

其中 D 是溶液扩散系数, C∞是溶液浓度, iC 是晶体

界面处的浓度, effδ 是有效浓度边界层厚度. 第二步
是蛋白质分子从生长界面进入晶格 , 这一过程的质
量传输可表示为 

S i S S[( ) / ] ,m k C C C β= −             (2) 
其中 k , β 是生长动力学参数, SC 是平衡溶液的浓度, 
而晶体生长速度与质量传输的关系为 

S X i/( )R m C C= − ,               (3) 
其中 R 是晶体生长速度, XC 是晶体中溶质的浓度. 
考虑到质量守恒要求 S Tm m= , 可以得到 

X i i eff( ) ( ) /R C C D C C δ∞− = − ,         (4) 

X i i S S( ) [( ) / ] .R C C k C C C β− = −          (5) 
通常可预先得到溶液浓度C∞ , 平衡溶液浓度 SC

和晶体中溶质浓度 XC , 并且可通过实验观测得到各
个溶液浓度 C∞下的晶体生长速度  R, 如果可以确定

有效浓度边界层厚度 effδ 的值 , 就可以通过式(4)得
到晶体界面处浓度 iC , 然后通过式(5)得到 k , β . 有

效浓度边界层厚度 effδ 可通过一个简化的流体力学

模型进行估算 , 在定常流动假设和忽略水平分量的
情况下, 动量方程的垂直分量如下所示:  
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其中 g是重力加速度, υ是动力黏性系数, g ρ∆ 是由

于密度差 ρ∆ 引起的浮力, Cδ 是对流边界层厚度, 而

Zv 可由式(7)计算.  
2

Z C/v DL δ= .              (7) 
将式(7)代入式(6)得  
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其中
ρ

ρ
∆
可以通过晶体界面处浓度 iC 得到, 如式(9)

所示:  
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有效边界层厚度 effδ 可由对流传输方程推得 , 如式
(10)所示:  

1 1 1
eff Caδ δ− − −= + ,            (10) 

其中, a为晶体半径, a＝L/2.  
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通过观测到的晶体生长速度 R、晶体尺寸 a以及
溶液浓度 C∞ , 对式(4)、(5)、(7)~(10)进行迭代求解, 
可计算出溶液对流的特征速度 V (即式(7)中的 Zv ), 

有效浓度边界层厚度 effδ , 以及界面浓度 iC .  

3  结果与讨论 

3.1  晶体生长动力学曲线 

本文进行了一系列的批量法生长溶菌酶晶体的

实验. 实验温度控制在 28℃, 溶液的初始过饱和度溶

液如表 1所示, 其中过饱和度为 S

S

C C
C

σ ∞ −
= . 蛋白质

晶体生长动力学曲线是通过测定不同时刻晶体的生

长尺寸完成的.  
在 50 mmol/L HAC-NaAC, 7% NaCl的实验条件

下, 溶菌酶晶体(110)面在不同时刻的尺寸(以 a 表示)
随时间的变化如图 3 所示, 而(110)面生长速度(以 R
表示) 随时间的变化如图 4所示. 由图 4可看出: 溶
菌酶晶体(110)面生长速度 R 随着过饱和度的增加而
增加; 但随时间逐渐下降. 这由于晶体生长消耗了蛋
白质分子, 使溶液中的蛋白质浓度下降, 导致晶体生
长速度 R随着时间的增加而逐渐减小.  

 
图 3  (110)晶面尺寸 a随时间的变化 

3.2  溶菌酶晶体生长过程中溶液的速度场 

(1) 溶液内的宏观速度场. 使用 PIV 方法, 对多
个过饱和度条件下溶菌酶晶体生长过程中溶液的流 

 
图 4  (110)晶面生长速度 R随时间的变化 

50 mmol·L−1HAC-NaAC, 7% NaCl, 28℃ 
 

场进行观测. 图 5(a)为 PIV 原始粒子图像, 图 5(b)显
示的是 PIV技术处理后的速度场. 

我们在实验中发现, 当晶体生长进行到一段时间
后, 会有大量的小晶体沉积在样品池底面上. 由于这些
小晶体消耗溶质 , 致使样品池底部的蛋白质浓度小  
于上部 , 浓度差引起溶液中的浮力对流 , 如图 5(b)   
所示.  

将流场内的速度矢量大小求平均, 得到表 1中各
个过饱和溶液下的平均速度 Va 随时间的变化曲线. 
图 6显示了其中 4个过饱和度情况下溶液的平均速度
Va 随时间的变化曲线. 流场平均速度 Va 的大小体现

了溶液流动的强度 . 溶液流动的强度总体上是随着
过饱和度的增加呈上升趋势. 在σ <3.33 时溶液流动
强度的变化并不明显, 但在σ >3.55 时溶液流动的强
度显著上升. 

由于溶液流动的强度是随空间位置而改变的 , 
为此我们计算了样品池内的最大流速 , 并选取距离
底面 300 µm高度处的最大速度为 Vbot. 图 7显示 Vbot

随时间的变化. 将图 7 和图 6 进行比较, 不难发现: 
Vbot与 Va随时间的变化趋势基本一致.  

(2) 晶体周围溶液的局域速度场.  使用长工作
距显微镜观测并拍摄晶体周围溶液的流动状态 , 经
过粒子图像测速技术的处理后 , 得到晶体周围溶液
的局域速度场 . 由于被观察的晶体是黏附在样品池
垂直于水平面的壁上, 所以图 8显示的二维速度场与

 

表 1  溶菌酶晶体溶液的过饱和度(28℃) 
C∞ /mg·mL−1 25 35 40 41.25 42 42.5 43.5 45 50 55 

σ 1.71 2.79 3.33 3.47 3.55 3.60 3.74 3.87 4.41 4.96 
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图 5  PIV图 

50 mmol⋅L−1HAC-NaAC, 7% NaCl, 28℃, σ＝3.87, (a) 晶体生长第 20分钟时的 PIV原始图像; 
(b) 晶体生长的第 20分钟时的速度场 PIV原始图像 

 

 
图 6  样品池内流场平均速度 Va随时间的变化图 

50 mmol·L−1 HAC-NaAC, 7% NaCl, 28℃ 

重力方向平行. 图 9显示的是在过饱和度σ = 4.41时, 
视场内最大速度 Vs 随时间的变化, 由此可以看出局
域速度具体明显的起伏特性. 图 9 还表明: 晶体周围
溶液的局域速度 Vs明显大于图 6 和 7 中采用宏观方
法测得的样品池内的平均速度 Va和最大速度 Vbot.  

由图 6、图 7 和图 9 可知: 采用批量法制备溶菌
酶晶体, 溶液中液体的流速不是恒定的, 而是具有起
伏的特性. 但图 4 显示溶菌酶晶体(110)面的生长速度
却只是随时间缓慢下降, 因此溶液中液体的复杂流动
可能对溶菌酶晶体的生长速度的影响并不显著. 
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图 7  最大速度 Vbot随时间的变化图 

50 mmol⋅L−1HAC-NaAC, 7% NaCl, 28℃ 
 

 
图 8  PIV处理后的速度场 

3.3  特征速度、有效浓度边界层厚度以及界面过饱
和度 

根据前文所述的对流扩散模型 , 取物性参数如

下[20]: 6 2
 1.00 10 cm /sD −×＝ , 2 21 10 cm / sν −×＝ , CX = 

 
图 9  单个晶体周围溶液局域速度 Vs 

σ = 4.41, 50 mmol⋅L−1 HAC-NaAC, 7% NaCl, 28℃ 

 
0.927 g/cm3, 91.11 10 cm / sk −= × , β = 2.08, 代入初始

溶液浓度值C∞ , 晶体尺寸 a以及晶体生长速度 R, 对

式(4)、(5)和(7)~(10)进行迭代求解得到有效浓度边界 
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层厚度 effδ , 界面处浓度 iC , 以及特征速度 V.  
作δeff /a-L 曲线(图 10), 可分析对流在质量输运

中的份额. 根据晶体生长动力学理论, 若 effδ ≈ a 时, 

质量传输主要是由扩散控制; eff / aδ 数越小, 对流在

质量输运中的比重就越大[20]. 图 10 中显示 eff / aδ 数

小于 1, 且随着 L 迅速减小, 说明溶液对流在质量输
运中的比重随着 L和σ 的增大而增加.  

 

 
图 10  不同过饱和度σ 下的δeff /a-L曲线 

50 mmol⋅L−1HAC-NaAC, 7% NaCl, 28℃ 

 
作 i S S( ) /( )-C C C C Lλ ∞= − − 曲线(图 11), 可表示

表面动力学控制和物质传输控制在晶体生长中的权

重. 若 iC ≈ C∞ , 即 1λ ≈ , 说明蛋白质晶体生长完全由
表面动力学控制; 若 iC ≈ SC , 即 0λ ≈ , 说明蛋白质
晶体生长完全由物质传输控制 . 实验过程中的溶液
浓度C∞随时间逐渐减小, 但考虑到溶液浓度C∞随时

间的变化比较缓慢, 计算中 C∞的值仍采用溶液初始

浓度. 图 11显示此参数均大于 1/2, 且相当接近 1, 说
明本文实验中的晶体生长主要是由表面动力学控制

的, 这也与前文分析的结果相符(见 3.2). 但同时物质
传输控制也在晶体生长中占有一定的比率 , 而且 λ
值随着过饱和度的增加而变小 , 这说明物质传输控
制所占的比率随过饱和度的增加有增大的趋势 . 在
高过饱和度下 , 具有起伏特性的流场可能会影响到 
晶体的生长速率, 因为图 9显示的单个晶体周围存在
具有起伏特性的速度场; 随着物质传输控制在晶体
生长中所占的比率增大 , 晶体周围流场对生长速率
的影响不能忽略.  

图 12 显示的是特征速度 V-L 的曲线, 从图中可
以看出, 溶液的特征速度随晶体尺寸的增大而增大, 

 
图 11  不同过饱和度σ 下的λ-L曲线 

50 mmol⋅L−1HAC-NaAC, 7% NaCl, 28℃ 
 

 
图 12  不同过饱和度σ 下的 V-L曲线 

50 mmol⋅L−1HAC-NaAC, 7% NaCl, 28℃ 
 

且其大小及发展趋势与实验测得的流场底部的最大

速度 Vbot很接近(图 13). 说明本文所用的对流-扩散模
型可以较正确地描述批量法制备溶菌酶晶体生长时

晶体周围的流场.  

3.4  溶液剪切力对晶体生长的影响 

蛋白质分子之间的力以弱氢键、范德华力和蛋白

质分子所带电荷诱导的库仑力为主 , 而蛋白质分子
间的库仑力要远小于无机晶体内部离子键的强度 , 
因此蛋白质晶体中分子与分子之间的键能较弱 . 而
晶体生长过程中因自然对流产生的剪切力 , 很有可
能超过蛋白质分子之间力的大小 [13]. 如果剪切力超
过了蛋白质分子之间的作用力 , 就有可能将吸附在
晶体表面或生长台阶上蛋白质分子从晶体表面剥离. 
本文将估算这种剪切力的大小 , 判断其是否明显影
响到蛋白质晶体的生长. 
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图 13  实验测量的最大速度 Vbot与特征速度 V的对比图 

σ＝4.41, 虚线为特征速度, 实线为实验测量值 

 
密度差引发自然对流的强度用 Grashof 数(Gr)来

衡量, Gr数是黏性力和浮力之比, 而动量传输与质量
传输的比由 Schmidt数(Sc)来衡量.  

3 2Gr /a g ρ ρυ= ∆ ,            (11) 
Sc / Dν= .                (12) 

本文实验中的Gr数小于 0.01, 且 Sc数是 410 , 对
于这样小 Gr 数以及大 Sc 数的情况, 可以使用(13)式
计算溶液剪切力[13]. 将式(4)、(5)和(7)~(10)迭代求解

得到的有效边界层厚度 effδ 和特征速度 V分别代入式
(13)中的δ, V, 得到如图 14中溶液剪切力随晶体尺寸
L的变化曲线.  

/ / ,V Vτ µΓ µ δ ρυ δ= = =           (13) 
其中 τ 是剪切力, µ 是黏性系数, Γ 是剪切速率, V
是特征速度, δ 是边界层厚度, ρ 是溶液密度, υ是动
力黏性系数.  

如图 14 所示, 溶液流动剪切力在 2110 N− 量级, 而
切断溶菌酶分子之间键能所需力的大小为 F = 

8.3× 1310 N− [13]. 显然剪切力不足以使蛋白质分子从晶
体表面分离, 此结果同文献[13]的计算结果相一致.  

4  结论 
采用批量法制备溶菌酶晶体时 , 溶液内部出现

明显的浮力对流 . 溶液中的宏观流速和晶体周围的
局域流速均随时间具有起伏特性, 且局域流场强度 
大于宏观流场强度.  

本次实验条件下的晶体生长主要由表面动力学

控制, 质量传输占有的比重较小, 但是随着过饱和度
的增加, 质量传输所占的比重呈增大的趋势. 因此在 

 
图 14  不同过饱和度σ 下的τ-L曲线 

50 mmol⋅L−1HAC-NaAC, 7% NaCl, 28℃ 

 
高过饱和度下 , 晶体周围局域流场对晶体生长速度
的影响将会增大, 从而导致晶体生长速度的起伏. 计

算结果表明: 浮力对流所产生的剪切力为 2110 N− 量

级, 远小于溶菌酶分子间的键力, 所以它也不足以使
蛋白质分子从晶体表面剥离.  
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