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配液结晶法制备溶菌酶蛋白质晶体的生长机理研究 

于  泳*,a    陈万春 a,b    康  琦 a    刘道丹 a,b    戴国亮 a    崔海亮 a 
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(b中国科学院物理学研究所  北京 100080) 

摘要  采用配液结晶法制取了溶菌酶蛋白质晶体, 使用动态光散射测量了溶液中聚集体的颗粒度几率分布; 使用 Zeiss

显微镜测定了溶菌酶(110)晶面的生长速度. 实验表明: 随着蛋白质和 NaCl浓度的增加, 溶液中聚集体的颗粒尺寸也相

应增加. 随着反应时间的增加, 溶菌酶分子在溶液中的聚集反应, 逐渐达到平衡; 在蛋白质和 NaCl 浓度较高时, 溶菌

酶晶体的(110)面生长较快, 而在蛋白质和 NaCl 浓度较低时, 该晶面生长较慢. 基于二维成核生长机理, 从晶体生长动

力学理论方程出发, 计算了二维成核的形成能 α＝4.01×10－8 J•cm－2.  
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Abstract  The lysozyme crystals were grown by batch crystallization method. The distribution of the aggre-

gates particles in the lysozyme solution was measured by dynamic light scattering (DLS). The growth rate of 

lysozyme crystal was obtained by Zeiss microscope. The experimental results showed that the dimension of 

aggregate particles was increased with the concentration of protein and NaCl in the solution. The aggregation 

reactions of lysozyme molecules in the solution were increased with time gradually and arrived at equilibrium 

finally. The finding indicated that the higher the concentration of protein and NaCl, the faster the growth rate of 

(110) face. According to kinetics of crystal growth, the formation energy of two-dimensional nucleation, α was 

calculated to be about 4.01×10－8 J•cm－2 based on two-dimensional nucleation mechanism. 

Keywords  protein crystal; crystal growth mechanism; dynamic light scattering

空间环境被认为是蛋白质晶体生长的理想环境. 这

主要是由于空间环境处于微重力状态, 它可以减少重力

场引起的沉降运动和浮力对流[1,2]. 这种沉降运动和浮

力对流, 会引起晶体生长母液中流场的变化, 影响到蛋

白质分子在溶液中的传输[3]. 而且重力可以使溶液中聚

集体或杂质沉降在晶体表面, 从而影响到蛋白质晶体的

质量. 而在微重力环境下, 不仅使蛋白质分子在溶液中

的传输仅靠扩散过程, 也可以减少杂质对蛋白质晶体的

干扰, 增大蛋白质晶体的尺寸, 优化蛋白质晶体的质量. 

目前国内外利用不同的空间飞行器已取得了一定的进
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展, 生长出了一些比地面更好的晶体. 但空间实验也表

明, 相当部分的蛋白质样品与地面结晶的样品相比, 并

无明显的改进[4～6]. 

蛋白质分子的结晶是一个多参数控制的复杂过程. 

温度、pH值、沉淀剂、蛋白浓度以及流场情况等都是重

要的影响因素. 不同蛋白质晶体或同一种蛋白质在不同

条件下的生长机理也不相同. 因此, 对蛋白质晶体的研

究是一个系统过程, 要求对每一种参数的变化都尽可能

深入地研究, 再加以全面分析, 从而找出最佳的条件来

生长晶体. 结晶过程主要包括: 溶液传输、成核和晶体生

长等各个阶段. 微重力环境的影响主要体现在通过改变

蛋白质分子在溶液中传输过程, 来影响蛋白质晶体的生

长过程[1]. 十几年来, 在蛋白质晶体生长机理研究方面的

主要工作是: 使用光学显微镜[7～10]、原子力显微镜[11～16]、

激光共聚焦显微镜[17]等技术观察台阶形貌; 使用激光干

涉仪观察浓度场、流场及晶体生长过程; 使用计算机开展

微重力条件下蛋白质晶体生长的计算机模拟[24～27]. 这些

研究很大程度上使我们对蛋白质结晶的整个过程有了比

较深入的了解. 但是, 由于蛋白质分子本身就比较复杂, 

蛋白质分子结晶更是一个复杂的过程. 迄今为止, 有关

于蛋白质结晶过程的许多问题还没有完全弄清楚. 

在本文中, 采用 Zeiss 显微镜测量了晶体的生长速

度, 并结合动态光散射(DLS)的测量, 研究了配液结晶

法制备溶菌酶晶体生长过程的动力学特性. 

1  实验 

1.1  试剂 

缓冲溶液: HOAC-NaOAC (50 mmol•L－1, pH 4.5, 

分析纯, 市场购买); 蛋白质: 母鸡蛋白溶菌酶(Sigma公

司购买, 美国); 化学试剂: 分析纯, 市场购买. 

1.2  仪器 

Zeiss显微镜(Zeiss公司, 德国), BI-200SM动态光散

射仪(美国 Brookhaven 仪器公司), Ar＋激光器(上海亿奥

激光公司生产, 150 mW). LTD6G 型恒温循环器(英国

Grant仪器公司). 

1.3  实验方法 

1.3.1  溶菌酶晶体的制备 

使用配液结晶法制备溶菌酶晶体: 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和

含 NaCl溶液的上层清液, 于样品池中混合, 制取晶体. 

1.3.2  蛋白质浓度的测量 

溶液中溶菌酶的浓度是使用紫外-可见分光光度计

测量的. 实验步骤是, 首先称取溶菌酶蛋白粉末, 溶于

缓冲溶液中, 配成一系列不同浓度的溶液. 然后, 使用

紫外-可见分光光度计测量溶液在 280 nm 处的吸光度, 

将不同浓度与不同的吸光度对应, 绘出工作曲线. 最后

从溶菌酶晶体生长溶液中, 抽取少量溶液, 适当稀释后

测量其在280 nm处的吸光度, 根据工作曲线, 得出溶菌

酶晶体生长溶液中的蛋白质浓度. 

1.3.3  聚集体颗粒度几率分布的测量 

使用动态光散射仪测量溶液中聚集体的颗粒分布: 

先分别取等体积的溶菌酶溶液与 NaCl 溶液在样品池中

混合, 配制成过饱和溶液. 然后将过饱和溶液注入样品

池中, 再将样品池置于光散射仪的散射腔中, 进行动态

光散射测量. 散射角固定在 90°. 用恒温循环器使散射

腔中的十氢萘和样品池的溶液恒温在 26.5±0.1 ℃. 实

验数据的采集由计算机自动控制. 实验数据处理则使用

随机附带的计算软件 NNLS (non-negatively constrained 

least squares: multiple pass)进行. 

1.3.4  蛋白质晶体生长速率的测定 

我们采用显微镜测量技术测定晶面的法向生长速

率. 图 1 是本实验中使用的显微镜测量装置示意图. 蛋

白质晶体生长过程在样品池中进行, 其生长温度控制在

(28.8±0.1) .℃  样品池的制作方法是先将载波片和盖波

片进行疏水处理, 然后在二者之间夹入一塑料边框, 镶

嵌制成. 晶体生长溶液加入样品池后, 先用凡士林密封

好. 再将样品池移到显微镜下观察. 放置一段时间后, 

蛋白质晶体开始生长. 此后, 用图像监视器观察蛋白质

晶体生长的动态过程, 并用 CCD 连续拍摄蛋白质晶体 

 

图 1  溶菌酶晶体生长速率测量的显微镜观察实验装置 
(1) 温度控制器; (2) 台式计算机; (3) 图像监视器; (4) CCD; (5) 显微镜物

镜; (6) 单晶体; (7) 样品池; (8) 回旋平台; (9) 转台组合装置; (10) 转台操

纵杆 

Figure 1  Experimental set-up for measuring the growth rate of 

lysozyme crystals 

(1) temperature controller; (2) personal computer; (3) monitor; (4) CCD;    

(5) microscope objective; (6) growing crystal; (7) crystal growth cell; (8) stage 

ring; (9) turret assembly; (10) manipulator 
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生长的照片. 在保持实验温度和缓冲溶液浓度不变的条

件下, 改变溶菌酶溶液的浓度, 测出不同浓度下蛋白质

溶液中晶体的生长速率. 每次晶体生长实验周期短于

1.5 h. 

2  结果与讨论 

2.1  聚集体颗粒度的几率分布 

动态光散射测量的实验结果如图 2, 3所示, 其中 X

轴表示参与散射的蛋白质颗粒尺寸(以直径表征), Y 轴

表示相应粒径溶菌酶颗粒的散射光强百分比(以最强的

散射光强作为 100%). 由于散射光强度与参与散射的颗

粒数成正比, 因而 Y 轴可表示聚集体颗粒度的几率. 图

2显示的是NaCl含量不同时, 溶菌酶溶液中的聚集体几

率分布情况. 图 2(A)与(B)相比, 最大聚集体的直径都

是5.62 nm. 但在NaCl含量为5%时, 溶液中存在的最小

聚集体的直径是2.37 nm, 而NaCl含量为7%时, 溶液中

存在的最小聚集体的直径是 3.16 nm. 这说明随着 NaCl

含量的增加, 溶液中聚集体颗粒的直径也在增加. 

 

图 2  不同 NaCl含量时的聚集体颗粒度的几率分布 
50 mmol•L－1 HOAC-NaOAC, σ＝2.58, 26.5 ℃, 溶液混合 40 min后测量. 

(A) 5% NaCl; (B) 7% NaCl  

Figure 2  Probability distribution of the aggregates particle size 

with NaCl concentration in solution at 50 mmol•L－1 HOAC- 

NaOAC 
σ＝2.58, 26.5 ℃, the measurement was operated after the solution was mixed 

for about 40 min. (A) 5% NaCl; (B)7% NaCl 

图 3 显示了在初始饱和度 σ＝4.68 时, 颗粒度几率

分布随时间的变化. 表 1则列出了聚集体最大颗粒直径

随时间的演变关系, 表中 t表示反应时间, R表示颗粒直

径. 我们看到, 随着反应时间的增加, 当晶体生长进行

到 40 min时, 颗粒尺寸达到最大 7.50 nm. 此后, 颗粒尺

寸不再改变, 这说明溶菌酶分子的聚集过程, 在 40 min

时已达到平衡. 聚集体最大颗粒直径也与溶液的初始饱

和度有关, 这可通过相比图 3(D)和图 2(B)看出来. 除初

始饱和度 σ 外, 与这两幅图相对应的实验条件都相同. 

与图 3(D)相对应的 σ＝4.68, 最大的聚集体的直径是

7.50 nm, 而图 2(B)则分别为 σ＝2.58和 5.62 nm, 这表明

随着蛋白质浓度的增加, 溶液中聚集体的尺寸也相应地

增加. 

 

图 3  聚集体颗粒度几率分布随时间的变化 
50 mmol•L－1 HOAC-NaOAC, 7% NaCl, 26.5 ℃, σ＝4.68, 溶液混合不同时

间后测量. (A) 10 min; (B) 20 min; (C) 30 min; (D) 40 min; (E) 50 min; (F) 60 

min 

Figure 3  Probability distribution evolution of the aggregates 

particle size with time at 50 mmol•L－1 HOAC-NaOAC 
7% NaCl, 26.5 , ℃ σ＝4.68. The measurement was operated after the follow-

ing time: (A) 10 min; (B) 20 min; (C) 30 min; (D) 40 min; (E) 50 min; (F) 60 

min 

表 1  聚集体最大颗粒直径随时间的演变 

Table 1  Evolution of the maximum diameter of aggregates with 

time  

t/min R/nm 

10 7.10 

20 6.89 

30 6.33 

40 7.50 

50 7.50 

60 7.50 

2.2  蛋白质溶液浓度随时间的变化 

为了探索晶体生长动力学机制, 弄清生长过程中蛋

白质溶液浓度的变化是十分重要的. 为此, 我们测量了
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溶液中蛋白质浓度随时间的变化, 实验结果如表 2和图

4所示, 图表中 c为溶菌酶浓度. 我们发现, 在初始过饱

和度 σ＝2.58时, 从开始至 70 min时间内, 溶液中蛋白

质浓度基本不变; 而在过饱和度 σ＝4.68 的情况下, 自

30 min后浓度开始缓慢地下降, 浓度缓慢下降的原因与

晶体成核过程有关. 当过饱和度 σ＝2.58 时, 溶液中形

成的晶体数目较少, 消耗的蛋白质分子较少, 因此蛋白

质浓度基本不变, 而在 σ＝4.68 时, 溶液中形成的晶体

数目较多, 消耗的蛋白质分子也较多. 虽然图 4(B)中蛋 

 

图 4  溶液中蛋白质浓度随时间的变化 
50 mmol•L－1 HOAC-NaOAC, 7% NaCl, 26.5 ℃. (A) 初始 σ＝2.58; (B) 初

始 σ＝4.68 

Figure 4  Change of protein concentration in solution with time 

at 50 mmol•L－1 HOAC-NaOAC 
7% NaCl, 26.5 ℃. (A) σ＝2.58 at start point; (B) σ＝4.68 at start point 

表 2  溶液中溶菌酶浓度随时间的变化 

Table 2  Change of the lysozyme protein concentration in the 

solution with time 

c/(mg•mL－1) 
t/min 

σ＝2.58 σ＝4.68 

0 35.0 55.5 

10 34.0 53.3 

20 34.9 53.2 

30 33.8 53.3 

40 34.2 50.6 

50 34.7 47.8 

60 33.6 43.9 

白质浓度从30 min后开始缓慢地下降, 但从聚集体最大

颗粒直径随时间的演变关系(如表 1 所示)看, 颗粒直径

将随反应时间而增加, 逐渐达到 7.50 nm的稳定值. 

2.3  蛋白质晶体的生长形貌和生长速率 

图 5是我们采用显微镜测量技术观察到的溶菌酶晶

体生长形貌. 该照片拍摄时间选在晶体开始生长后 45 

min, 其有效放大倍数为332.4. 图5(A)和(B)分别对应两

个不同的初始过饱和度 σ＝2.58和 σ＝4.68. 从该图可以

看出, 在 σ＝2.58时, 晶体的(110)面较为明显, 而在 σ＝

4.68 时, 晶体生长过程开始时(110)面却较小, 但随着

溶菌酶晶体的继续生长, 该(110)晶面会不断扩大, 最终

变得如图 5(A)显示的生长形态. 

 

图 5  溶菌酶晶体的生长形貌(×332.4, 拍摄时间: 晶体开始

生长后 45 min) 
50 mmol•L－1 HOAC-NaOAC, 7% NaCl, 26.5 ℃. (A) σ＝2.58; (B) σ＝4.68 

Figure 5  Morphology of lysozyme crystal (screen was made 

when the crystal started to grow in 45 min later) at 50 mmol•L－1 

HOAC-NaOAC 
7% NaCl, 26.5 ℃. (A) σ＝2.58; (B) σ＝4.68 

表 3实验数据是我们采用显微测量技术所得到的生

长速率. 它表明溶菌酶蛋白质晶体(110)面的生长速率

随其溶液浓度的降低而递减. 图 6是由表 3实验数据获 

得的 5/6
ln( )

R

σ
对

1

σ
关系曲线. 
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表 3  不同 σ条件下溶菌酶蛋白质晶体(110)面的生长速率 a 

Table 3  The growth rates of (110) face of lysozyme crystal at 

different supersaturation σ 

c/(mg•mL－1) σ  1
σ  R/(cm•s－1) 

5

6ln( / )R σ  

52.3 2.92 0.34 9.61×10－7 －14.9 

51.4 2.85 0.35 8.49×10－7 －15.0 

50.2 2.77 0.36 7.33×10－7 －15.1 

49.1 2.68 0.37 6.16×10－7 －15.3 

48.0 2.59 0.38 5.00×10－7 －15.5 

46.4 2.48 0.40 3.94×10－7 －15.6 

44.8 2.35 0.42 2.73×10－7 －16.0 

42.6 2.20 0.45 1.67×10－7 －16.4 
a 28.8 ℃, 平衡浓度为: 13.34 mg/mL. 

 

图 6  
5/6

ln
R

σ
 
 
 

对
1

σ
关系曲线 

Figure 6  Curve of the relationship between 
5/6

ln
R

σ
 
 
 

 and 
1

σ
 

50 mmol•L－1 HOAC-NaOAC, 7% NaCl, 28.8 ℃ 

2.4  蛋白质晶体的生长机理 

关于溶菌酶蛋白质晶体的结构和生长机理的研究, 

前人已作了许多工作. 据文献报道[29], 溶菌酶蛋白质属

于四方晶系, 其空间点群为P43212. 图 7(a)显示了沿C轴

方向的单个晶胞. 每个单胞包含 8 个不同取向的蛋白质

分子, 图中选参考分子的标记为M, 其它7个分子分别标

记为 A～G. 图 7(b)显示了一个蛋白质分子的三维结构, 

呈四方柱体形态, 其边长尺寸分别为: 28.0 nm×28.0 nm

×37.9 nm. 图 7(a)还表明: 43螺旋对称元素在溶菌酶蛋白

质晶体的结构对称性中占支配地位. 单胞的对角线表示

(110)晶面. 原子力显微镜与光散射的研究表明, 43螺旋结

构并不是在溶菌酶分子进入晶体后形成的[29], 而是在进

入晶体之前, 在溶液中形成的有序聚集体. 这些聚集体

含有数目不等的溶菌酶分子, 它们可以互相转化, 最终

达到平衡, 即具有以下关系式:  

单体  二聚体  四聚体  六聚体  

八聚体  更高的 n-阶聚集体 

 

图 7  溶菌酶晶体结构的简化示意图[29] 
(a) 四方晶系溶菌酶晶体单胞, 参考分子标记为M, 其它 7个分子用A～G 

表示. 4个分子形成一个 43螺旋对称结构. 对角线对应(110)面. (b) 表示单

个的溶菌酶分子 

Figure 7  Simplified representation of structure of lysozyme 

crystal[29] 
(a) Unit cell of tetragonal lysozyme crystal with the reference molecule labeled 

M and the other seven molecules labeled A to G. The four molecules form a 43 

helix and the diagonal lines correspond to (110) faces. (b) Individual lysozyme 

molecules 

电子显微镜和原子力显微镜实验还表明, 这些聚集

体从溶液中被传输到晶体表面后, 对于台阶生长速率起

支配作用的是具有 43 螺旋结构的聚集体. 也就是说, 具

有 43 螺旋结构的聚集体是溶菌酶晶体的主要生长单   

元[29]. 对于不同的晶面, 虽然起支配作用的生长单元均

具 43结构, 但聚集体内所含蛋白质的分子数可能是不同

的. Nadarjah 等[29]的研究认为, 43 螺旋结构的八聚体为

(110)面的生长单元, 而Li等[30]的研究认为 43螺旋结构的

四聚体为(101)面的生长单元. 图 8显示了三种具有 43螺

旋结构的聚集体形态. 我们动态光散射测量结果表明: 

当 σ＝4.68和 σ＝2.58时, 最大聚集体的直径分别是 7.50

和 5.62 nm. 有理由认为, 在这两种过饱和度条件下, 聚

集体的形态分别是八聚体和四聚体. 关于溶菌酶晶体生
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长过程中形貌的演变, 也可以用动态光散射测量结果来

解释, 在过饱和度 σ＝2.58 时, 由于四聚体的分布几率

大于八聚体, 所以, 晶体的(101)面生长较快, 而(110)面

生长较慢, 致使(110)面明显显露. 在过饱和度 σ＝4.68

时, 由于八聚体的分布几率大于四聚体, 所以(110)面生

长较快, (101)面生长较慢, 致使(101)面明显显露. 

 

图 8  几种具有 43螺旋结构的聚集体
[29] 

(a) 四聚体, (b) 六聚体, (c) 八聚体 

Figure 8  Possible aggregates corresponding to 43 helix 
(a) tetramer, (b) hexamer, (c) octamer 

在前言已提到, 蛋白质分子的结晶是一个多参数控

制的复杂过程. 迄今为止, 有关于蛋白质结晶过程的许

多问题还没有完全弄清楚. 在晶体生长机制方面, 目前

已提出了二维成核生长机制理论, 单螺旋位错和多螺旋

位错等生长机制理论. 有的理论在实验上已得到验证, 

比如, Rong等[14]关于原子力显微镜的研究工作. 他们发

现: 在过饱和度 σ＞1.22 时, 溶菌酶晶体(110)面出现数

个二维岛状生长台阶, 而且过饱和度 σ 越大, 二维岛状

生长台阶也越多. 因此, 溶菌酶晶体(110)面属于二维成

核生长机理. 我们关于生长速率的显微测量实验是在  

σ＞1.22条件下完成的, 如表 3所示. 假定认为其生长机

理为二维成核机理. 以下从无机盐晶体生长动力学理论

方程出发, 计算二维成核的形成能. 

晶面法向生长速率 R (cm/s)可以用方程(1)表示, 其

中台阶的横向生长速率 ν, 二维晶核的成核速流 J分别由

方程(2)和(3)表示. 临界核的形成能 δφc 由方程(4)表示. 

在计算二维成核的形成能时, 还要使用方程(5)～(8). 方

程(1)～(8)式中各符号的物理意义详见表 4. 我们用作图

法求解成核的形成能. 

1
2 3( )R h v J=   (1) 

台阶的横向生长速率: 

ν＝ωceβlσ  (2) 

二维成核速率 J为:  

J＝Bexp(－δφc/kT)  (3) 

临界核的形成能: 

δφc＝πωα2h/kTσ  (4) 

因子 

B＝ζahZnsceνexp(－ε/kT) (5) 

这里 Zel'dcvich因子 Z为:  

Z＝kTσ3/2/2γ  (6) 

晶核的周长 ζ＝2πγa/kTσ. γ＝αah, 公式(2)中的动力学常

数 

βl＝aνexp(－ε/kT)  (7) 

因此,  

B＝Znsζhceβl  (8) 

将这些公式代入方程(1)中, 得:  

2
2 1/3

e l s5/6 2

π 1
ln( ) ln{ [ π ] }

3( )

R h
hc han

kT

ωαβ ω
σσ

＝ －  (9) 

通过
5/6

ln( )
R

σ
对

1

σ
作图, 求出斜率, 就可以得到有效台 

阶表面能 α .  图 6 是由我们的实验结果而得到的 

5/6
ln( )

R

σ
对

1

σ
关系曲线. 直线的斜率为－12.94. 

表 4  公式(1)～(9)中符号的物理意义 

Table 4  Physical meaning of the symbols used from equations 

(1) to (9) 

符号名称 物理意义 

R 晶面法向生长速率 

J 二维晶核的成核速流通量 

S 光滑界面的面积 

h 二维晶核的台阶高度 

v 台阶的横向生长速率  

ω 溶菌酶晶体晶胞的体积 

ce 溶液的平衡浓度 

βl 动力学常数 

σ 过饱和度 

α 有效台阶表面能 

φc 临界核的形成能 

Z Zel,dcvich因子 

ns 在表面的蛋白质分子的密度 

ζ 晶核的周长 

a 相邻分子间的距离 

ε 吸附新分子到晶核上的活化能 

对于具有 43螺旋结构的聚集体, 根据聚集体的特性, 

选(110)面生长单元的晶胞体积 ω＝8×2.97×10－20＝ 
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2.38×10－19cm3 [29], 二维晶核台阶高度 h＝5.6×10－7  

cm[14]. 计算出台阶的有效表面能: α＝4.01×10－8 J•cm－2. 

我们的计算工作, 是基于这一假设条件: 溶菌酶晶体

(110)面属于二维成核生长机理. 我们与 Nadarjah等[29]的

结果进行了比较, 两者十分一致. 结果如表 5所示. 

表 5  有效表面能的计算结果比较 

Table 5  Comparison of the effective surface energy 

Reference No. pH cNaCl
a/% α/(J•cm－2) 

4.0 5 5.8×10－8 

4.6 3 5.0×10－8 [29] 

5.0 5 2.6×10－8 

This paper 4.5 7 4.01×10－8 
a cNaCl: Concentration of NaCl in the solution (g/100 mL). 
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