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摘要 为研究气相扩散速率对溶菌酶晶体生长的影响% 特设计了一种可方便调节气相扩散速率的晶体生长样品

池% 并用动态光散射法对不同气相扩散速率下晶体生长过程进行了研究 5 实验结果表明% 随着气相扩散速率的增

加% 晶体生长过程中的成核阶段缩短 5 气相扩散速率通过影响溶菌酶溶液形成过饱和的速率来影响生长出的晶体

的数量和大小 5
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动态光散射是研究蛋白质晶体生长成核阶段的

一个十分有用的工具 D&10 E5 近二十年来% 陆续有许多

用动态光散射研究蛋白质晶体生长的报导 D)1A E 5 在

这些报导中% 培养蛋白质晶体普遍使用的是批量法

!降 F 升温法 "% 即通过改变体系的温度% 使蛋白质溶

液由不饱和逐渐变为饱和、过饱和% 最后得到晶体 5
通常采用这种方法产生的晶核数目非常多% 满足了

动态光散射研究统计上的要求% 因而在用动态光散

射研究蛋白质晶体生长的实验中广泛使用 5 然而生

物学家培养晶体时却较少使用批量法% 更多的是用

气相扩散法 !如悬滴法 " D3 E% 采用此法可以得到尺寸

更大数目更少的蛋白质晶体 5 但鲜见此法结合动态

光散射的研究报导 5 为此% 我们设计了一个样品池%
用动态光散射对气相扩散法培养溶菌酶晶体的过程

进行了研究 D&$ E5 结果表明% 用气相扩散法和批量法

生长溶菌酶晶体的过程有明显不同之处 5 我们认为

是二者实现过饱和的速率和途径不同造成的 D&$ E5 为

深入研究用气相扩散法生长蛋白质晶体的规律% 本

文对前述样品池作了改进% 并通过选用不同沉淀剂

或改变沉淀剂溶液的浓度来调节气相扩散的速率%
从而对晶体生长的速率加以控制 5 本文选用溶菌酶

作为模型蛋白 5

$ 实验部分

$& $ 样品池

气相扩散法% 尤其是悬滴法% 在蛋白质晶体生长

中是最普遍的一种方法 5 其原理是：将欲结晶的蛋

白质、缓冲溶液及沉淀剂混合成一小液滴 !体积一般

为 0 !G 或更小 "附着在一不浸润板上 % 其下 !相距

数毫米 "放置大量沉淀剂溶液% 沉淀剂浓度较液滴中

要大 5 这样小液滴中的水份会不断扩散到沉淀剂溶

液中% 直至两溶液中水的蒸气压相等这一过程才结

束 5 在此过程中小液滴中蛋白质的浓度不断增大%
最终达到过饱和而生长出晶体 5 气相扩散法中常采用

盐、有机溶剂和聚乙烯乙二醇作为沉淀剂 D&& E5
样品池的剖面图见图 &% 图中给出了其真实尺

寸 5 样品池主要由三部分构成：调节器 !图 & 中 H"、
散射池 !图 & 中 I"及盖子 !图 & 中 J"5 调节器由聚

四氟乙烯制成 % 为中空圆柱体 % 壁厚 B 77% 它的作

用是保证散射池位于激光散射仪散射腔的中心处及

放置一定量沉淀剂 5 散射池由光学玻璃制成% 四面

透光% 底面正方形% 其一部分位于调节器内部 5 入射

激光从散射池在调节器外的部分通过 5 溶菌酶溶液

置于散射池中 !图 & 中 K"% 体积约为 #$ !G5 调节器
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与散射池接触处用 #$% 胶仔细粘接 &以免液体渗

漏 ’ ( 沉淀剂 &)*+, 溶液或硅胶颗粒 ’经由调节器口

加入到调节器中- 控制其液面高度在散射池口以下

&图 " 中 .’( 用密封性很好的盖子将调节器的口封

好后- 散射池和调节器内部就形成了一个封闭体系-
确保了水分的扩散只在溶菌酶溶液与沉淀剂之间进

行 ( 通过调节沉淀剂溶液与溶菌酶溶液中 )*+, 的

浓度差- 就可以控制气相扩散的速率- 因此很容易实

现气相扩散速率的调节 (
实验中采用 " /0 不同浓度 )*+, 溶液或者球

形 硅 胶 颗 粒 & 总 质 量 约 $( % 1- 粒 径 约 %( # 2 3( $
//’作为沉淀剂 ( 以前的样品池气相扩散速率很

小- 生成的晶核数目少 4"$ 5- 信号难以反映出晶核以

及晶体的变化 ( 样品池经过这样的改进- 大大增加

了沉淀剂溶液的面积- 减小了沉淀剂溶液的厚度- 可

方便地获得不同气相扩散速率 (
!" # 仪器

激 光 散 射 仪 ：678%$$9: 光 散 射 仪 & 美 国

6;<<=>*?@A 公司 ’ ( 光源：70B##$$690 型 C; D 激光

器 &上 海亿 奥信 息光 学科 技有 限公 司 ’- 波长 EFF
A/- 功率 &可调节 ’最大 "#$ /G- 长期稳定性为功率

变化 H $( #I ( 恒温循环器：0BJKL 型 &英国 L;*AM

仪器公司 ’(
!" $ 试剂

鸡蛋清溶菌酶：三次重结晶 &美国 9N1/* 公司 ’-
未作进一步处理 ( 将其溶于缓冲溶液中- 配成浓度

为 3# /1·/0 O " 的溶液- 置于 %% P恒温箱中待用 (
缓 冲 溶 液 为 含 )*+, 的 QCR8)*CR 溶 液 - SQ E( #-
CR O浓度为 E$ //<,·0 O "- )*+, 浓度为 $( # /<,·
0 O "( 所有 溶液 均在 "3 $$$ ;S/ 的 转速 下离 心 %$
/NA- 然后经 $( % !/ 微量过滤膜 &美国 T*,, 公司 ’过
滤备用 ( 变色硅胶 &国营青岛海洋化工厂 ’：球形- 吸

湿率 6 %$I ( 实验时尽可能选粒径基本相同 &约为

%( # 2 3( $ //’的硅胶- 以保证实验的重复性(
!" % 实验过程

在经典的气相扩散法 &悬滴法 ’中蛋白质小液滴

在上方- 下方是大量的高浓度沉淀剂溶液 ( 本文实

验两者的相对位置有所不同：蛋白质溶液在下- 沉淀

剂在上 &类似于坐滴法 ’( 两者体积的比例足以模拟

用气相扩散法培养蛋白质晶体的真实情况 ( 先将溶

菌酶溶液加入到散射池中- 然后小心地加入沉淀剂(
晶体生长的起始时间均从加入沉淀剂开始 ( 为了改

变气相扩散速率- 分别做了沉淀剂是 "、3 和 E /<,·
0 O ")*+, 溶液及变色硅胶颗粒的一系列实验 ( 用动

态光散射对晶体生长全过程进行了监测 - 每隔 3$
/NA 测量一次相关函数- 信号累积 3 /NA( 所得实验

数据用光散射仪所带软件进行处理 ( 光散射仪中散

射腔内温度控制在 &%%( $ U $( " ’ P(

# 结果与讨论

生物工作者在用气相扩散法生长溶菌酶晶体时

常采用 " /<,·0 O ")*+, 溶液作为沉淀剂- 主要是因

为此条件下气相扩散速率较小- 易生长出较大的晶

体 ( 本文对此条件下生长溶菌酶晶体的过程也进行

了研究- 以便与气相扩散速率增大后的实验结果相

比较- 其结果见图 % &* ’( 实验结束 &"% 天后 ’在溶液

中只生长出 3 2 # 个晶体 ( 从图 %&* ’中可见- 晶体

生长过程似乎只经历了一个阶段- 即成核阶段 ( 颗

粒大小在整个生长过程中几乎都在 E 2 K A/ 范围

内- 和以往实验结果一致 4"$ 5( 可以认为当 )*+, 溶液

浓度较低时 - 水分从溶菌酶溶液扩散到 )*+, 溶液

的速率较慢- 使得溶菌酶溶液达到过饱和的速率较

慢- 从而在成核阶段形成的晶核数目少- 最终生长出

来的晶体较大 ( 这和文献 4"% 5中的观点一致 ( 由于
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图 ! 采用不同沉淀剂浓度生长溶菌酶晶体过程中散射光强和粒径随时间的变化
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晶核或晶体落在散射体积内的概率非常小% 造成了

光散射数据没有明显变化% 从而不能反映出生长过

程中成核及结晶的情况 )
图 "#7$和 #1 $分别是用浓度为 : <’(·= > * 和 ;

<’(·= > *?4@( 溶液作为沉淀剂的实验结果 ) 结果

很清晰地反映出在这两个条件下晶体生长均经历了

三个阶段：第一阶段% 颗粒大小无规则变化 #粒径变

化较大 $；第二阶段% 颗粒大小保持在 ; E F 8< 左右；

第三阶段% 颗粒大小逐渐增大 ) 散射光强的变化也

相应分为三个阶段 ) 散射光强在第一阶段无规则变

化% 然后一段时间内在某一值附近波动% 最后从某一

时刻开始明显增大 ) 散射光强的变化从另一方面印

证了颗粒大小的变化 ) 起始阶段粒径起伏很大% 导

致散射光强的起伏也较大；在第二阶段% 颗粒大小基

本保持不变% 但溶菌酶不断成核使得其在溶液中的

浓度有所下降% 因此光强也略微下降；第三阶段% 晶

核不断长大% 散射光强也随之逐渐增大% 此时可以忽

略由成核引起的溶菌酶浓度降低而减小的光强部

分) 可粗略认为第一阶段相当于溶菌酶的过饱和形

成阶段% 第二阶段相当于溶菌酶的成核阶段 ) 成核

阶段颗粒大小基本为 ; E F 8<#相当于 * E " 个溶菌

酶单体大小 $% 表明溶菌酶成核时以单体或二聚体形

式存在% 这与文献报导 G"% H I一致 ) 图 " #7$和 #1 $的结

果说明% 增大沉淀剂溶液浓度即增大气相扩散速率%
则增大了溶菌酶溶液形成过饱和的速率% 使成核数

量增加% 缩短了成核阶段的时间 #图 " #7$和 #1 $中成

核阶段分别约 :J - 和 "J -$)
本实验还采用了吸水性较 ?4@( 溶液更大的变

色硅胶颗粒作为沉淀剂% 以获得更大的气相扩散速

率 ) 其结果见图 " #9$) 结果表明前述晶体生长过程

三个阶段之间的界限变得模糊了 ) 起始阶段颗粒大

小的变化更大% 成核阶段缩短为十几个小时 ) 这表

明溶菌酶溶液形成过饱和的速率更快% 晶核生成速

率更快且数量更多 ) 另外% 成核阶段出现颗粒大小

起伏的现象表明% 由于晶核生成太快且数量很多% 一

些晶核之间可能发生了聚集 G!K+ I而出现大的颗粒)
图 "#7$、#1 $和 #9$三种条件下在实验后期均能

用显微镜观察到溶液中遍布小的溶菌酶四方形晶
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体 . 但图 -C(H条件下生长出的晶体尺寸要更小些

C根据显微镜的放大倍数判断 H: 由于生成晶体数目

很多. 散射体积内的变化可以代表整个溶液的变化.
因此实验数据 C包括散射光强和粒径大小 H的变化反

映了溶菌酶存在形式的变化 :
图 - C7H和 C% H条件下起始阶段大约是 0/ G. 而

图 - C(H条件下起始阶段的时间要少些 C由于起始阶

段与成核阶段界限模糊. 具体时间不太清楚 H. 说明

在本文实验条件下. 体系饱和度达到的速率是不太

相同的. 这使成核阶段时间也有所不同. 并最终导致

生长的晶体有所差异 C生长所需时间与晶体的大

小 H : 当然. 气相扩散速率增大导致的溶菌酶溶液中

液体流动的变化也可能对生长溶液中溶菌酶分子的

扩散及成核造成影响. 一个较明显的结果是在晶体

生长的起始阶段. 粒径的变化随着气相扩散速率的

增大而增大 : 这方面的研究正在进行中 :
综上所述. 气相扩散速率对晶体生长的影响是

通过达到和改变过饱和的速率而体现出来的 : 扩散

速率的变化使晶体生长初始阶段形成过饱和的速率

有所变化. 成核阶段时间相应发生变化. 并最终影响

生长出的晶体的数量和大小 : 为得到较大的晶体.
精确控制气相扩散的速率是一个必要条件 :
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