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胆固醇对多日磷脂有序体中生成 CaCOs晶型的影响 ． 
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报道了在卵磷脂、膀固醇、橄榄油、电解质溶液组成的分子有序组合体中，咀固醇的加八影响 厂 

有孛体的膜结掏、表面特性，从而也影响到有序体徽环境中所生成的 CaCOs晶体结掏。随着睨嘟醇 

含量增加t在 定范围内球霰石的相对古量增大 油包水体系中生成的球霰石相对含量远大f水包 

油体 系中生 成的球霰 石 相对 含量 
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珠结询 
分子有序组合体(筒称有序体)_j 是指具有一端亲水的极性基团和一端亲油(长烃链)的非 

极性基团组成的两亲性分子经自组织形成的有序缔合体。它在不同条件下可形成多种聚集态 

如胶束、微乳、脂质体(囊泡)、液晶态、单、双分子层膜等。生物体 中的化学反应大多在有序介质 

如生物膜的参与下进行 ．它与溶液中的化学反应不同 自然界中碳酸钙大量地 以方解石形式存 

在 。而霰石、球霰石则比较稀少．但生物矿化的产物如珍珠和贝壳的内层均为霰石碳酸钙，鸡胚 

发育过程球 晶状物质是球霰石+而鸡蛋壳、贝壳的外层则为方解石，因此探讨在何种条件下易 

形成霰石或球霰石型碳酸钙无疑对研究晶体的受控生长、生物矿化的机理有现实意义。 

Bh'challit]等人观察到墨鱼骨中形成的柱层状的球霰石碳酸钙，Heywood~ 等人研究了空气 

水界面上形成的硬脂酸单层膜中方解石晶体的成核取向生长+Mann_月 等人则研究了溴化双 

十二烷基二甲基铵(DDAB)在十四烷及 ca 溶液中形成的双连续相微乳体系中生成碳酸钙的 

结构形貌及晶型，我们曾报道“ 利用卵磷脂与水组成的囊泡中制备超细颗粒碳酸钙．且发现随 

着卵磷脂的含量增加+隔室化效应越显著，球霰石的含量也增加+也曾报道卵磷脂在庚烷一水中 

形成 w／o、o／w 型乳状液对碳酸钙晶型的影响Ⅲ。本文旨在讨论当胆固醇加入卵磷脂一水 橄 

榄油体系中以后 ，更易形成油包水(w／o)型结构的乳液体系．考察由卵磷脂和胆固醇极性头 

部形成凹曲面的微环境对碳酸钙晶体的结构有何影响 

l 实验部分 

【．1 试剂与仪器 

卵磷脂为华东师范大学生化厂产 品+橄榄油为上海化学试剂站分装厂产品，胆固醇、 

CHCI 、CaCl 、Na2CO 、CaCOa均为分析纯 ．水为二次蒸馏水 CaCO~的相分析．胆固醇／卵磷脂 
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液晶态层状结梅测定在 D／Max rA型 12 kW 旋转 阳极 x射线衍射仪及其小角散射附件上进 

仟．zeIa电位在 DXD-2电视显微电泳仪上测定，电导率在 DDS一12A型数字电导率仪上测定， 

钙离子浓度在 pH 5—2c型精密酸度计上测定，钙离子选择电极 由江苏泰县电分析仪器厂制造， 

在 721型分光光度什上测定水相中磷脂及胆固醇含量，JEOL JEM一700型透射电镜及 XPT一 型 

偈光显微镜下观察有序体的形态与结构。 

1．2 实验方法 

1．{!．1 含不同比例胆固醇／卵磷脂的油包水型(w／o)和水包油型co／w)囊泡的制 备 

按表 ]所列配比分别准确移取溶于适量氯仿中的卵磷脂、驵固醇数份，溶剂 自然挥发．制 

得复配胆回醇／卵磷脂的薄层，然后分别加入橄榄油、0．5 too／·L CaC! 溶液或 0．5 too!·L 

Na2CO 溶液，超声处理后得到胆固醇／卵磷脂 CaClz一橄榄油、胆固醇／卵磷脂一Na CO 一橄榄油乳 

状禳 将 上述体系静置后分为两层，用分液漏斗分开。由电导测量表明上层为W／O型乳液，下 

层为 O／W 型乳液，井在偏光显微镜中观察 w／o，o／w 型乳渡的形貌 

为 r确定卵磷脂与胆回醇在 w／o，o／w 型乳液中的实际含量，我们分别用磷钼兰及磷硫 

铁比色法测定卵磷脂 、胆固醇在o／w 乳液中的含量．并依此计算胆固醇／卵磷脂分别在 W／O． 

O／W 型乳液中的摩尔含量比c／P列于表 1。 

1．2．2 CaCO 的生成及相结构测定 

将岔胆固醇／卵磷脂一CaCl 一橄揽油的上层和下层乳液分别与含胆 固醇／卵磷脂一Na CO 一橄 

榄油的上层和下层乳液在 l5C反应，各自的反应生成物经离心分离后取其沉淀在 X射线衍射 

仪上作相分析(结果 见表 1)。 

相分析的测试条件为CuAM辐射，管压 40 kV，管流 50mA，石墨弯晶单色器，狭缝 DS、SS 

l。，R．S 0．15mm，R．sm 0 45mITl，扫速 8。·min ，时间常数 0．5 sec，量程 1～2 kcps。 

寰 1 w／o、O／W体系中不同比例的胆同醇／卵磷睹对~aco,昌型的影响 

T,ble l Effecu of Dtfferem Choleatrol／Leeithin Ra~i~ in W ／o and o／w Sy~~ms oi'1 che Crysml S~rucRlre of CaCO， 

before rcactio~ afar 【·∞  

No PC Ch。 CaCI．~ Na：CO3 Oil。 

，um ／~mol ／mL ／mL ／mL 
(molar rati~) 

~ond~ tivl 

／(m⋯ 一’’ 

W ／o O／W 

P(：is L~ Ithin．0I chol~ o1．Oil refer to Olive Oil 

C， P is【he actual m口lar rado of Cholest~ol／Lecithin 

fv is the peak intensity of v 似  ， Is Lh~pe吐 in~ns时 of calcite 

2．3 含不同比例胆固醇／卵磷脂囊泡 Zeta电位的测定 
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将一定量不同摩尔比的胆固醇／卵 朝 混台物溶亍：氯仿，加热减压蒸发去水及溶剂，加入 
一

定量的电解贡溶液，超声后制成不同浓 度的胆固醇．，卵磷脂囊泡在显徽 电泳仪上测定．囊泡 

的 Zeta电位按 Helmholtz—Smoluchowski公斌 计算。 

测试条件 泳池深 }1．2ITlm，泳池宽，：12mlrfl，电极 铂黑，电极距离 ：11 Film，静止层 值 ： 

0 1 8l，微调测距起始圈数 ： ，微调 距终 止圈敦：l6。 

l-2·4 含不同比例胆固醇／御磷脂 囊泡中CaCOs溶度积 Ksp的测定 

按文献 所述方法采用 离子选择 电极洲定体系中过饱和 CaCOs在不同配比的胆固醇／ 

卵磷脂 水体系中游离Ca 浓度，并体：此求算 CaCO 在其中的溶霞积 Ks9。 、 

】·2 5 电镜观察样 品的制取采用 将反瘦后含有 Ca(；0 微粒的上层乳液滴在铜网上抽空 

干燥后观察。电镜工 条件为：高压 1fJO kV．电流 1 0“A，倍率 7200倍。 

2 结果与讨；企 

由表 1申 导率敬据表明各组反应体系上层均为 w／o型乳液一下层均为o／w 型乳液，且在 

偏光显微铲 睹场下观察均有消光现象(如图 1箭头所示 5耳他十字)，说明上述各组体系中卵 

磷脂与胆 由 酵在电解质溶液与橄榄油的界面形成有序排?玑 

一  
煳 1 粗圈薛／卵磷脂有序体的偏光显徽镜形貌像 

(暗场像) 
Fill i picture of polarization micmscol~ for clmlca- 

terol／]eeiihin vesicle，~cale bat一 16 m 

201(。 

图 2 表 l中 5号佯品 w 0匣 体系中生成的 

CO 的 X射线衍射黹阿 

Fig 2 XRD spectra o1CaCO，al忙r rear,ion of No．。 

血 W／O in~able 【 

()：diffraction peak of cal~ii~ 

f)。 dillfaction peak 0 vaferir~ 

含 CaCI 溶液的上层及下层磷脂有序体分别与含 NazCOs溶液的上层及下层磷脂有序体 

混合反应所得CaCO。的晶型经广角x射线衍射(wxD)测定(择其一见图 2)表明，随胆固醇含 

量的增加．球霰石(112)晶面的峰强与方解石(104)晶面的峰强比(，√， )明显增加，根据 值 

法i ，沉淀中球霰石和方解石的相对含量比 ／ —K·，√， ，由此可见随胆固醇含量增加有 

利于球霰石碳酸钙的生成。但当体系胆固醇与卵磷脂摩尔含量比增加到超搏 1，5；I时，在 
W／0型乳液中反应产物球霰石的相对含量明显下降 在 o／w型乳液中随着胆固醇加凡量的 

增加，胆固醇／卵磷脂实际摩尔含量比趋于衡定，反应产物球霰石的相对含量也基本趋于稳定 
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我们认为这与胆固醇加入改变了卵磷脂在电解质溶液中形成的有序结构 ，改变了由即磷 

脂极性头部围成的膜表面的电荷密度，改变了体系的粘度和徽环境的性质．从而也改变丁碳酸 

钙晶体形成的驱动力和生长有关 

胆固醇具有一个刚性结构的甾环及一个短且灵活的尾部．嵌入囊泡的疏水区域改变 r多 

层囊泡的层间距 ．这由 X射线小 角散射方法(SAXS)测定表明．胆固醇的加入使含水脂双层厚 

度从 5．83 nm变到 6．27 nm．且随胆周醇／卵磷脂 比值的增大稍有增加(表 2为不同摩尔比值 

的胆固醇／卵磷脂在 0．5 mol·L～CaC1。溶液中经 SAXS测定得到的含水脂双层厚度 ，d．为采 

用 LeNeveu脂水分层模型 计算出的脂层厚度)．但当胆固醇／卵磷脂摩尔比超过 1：】时含水 

脂双层厚度又降为 6．08 nm，且在 3 5)qm处出现 了胆固醇的特征峰．说明在大于此 比值时体 

系发生胆周醇的析相。又根据 Tanford两亲分子聚集方式的有关理论 ．胆固醇小头大尾的楔 

形特征使其易于形成极性头部向内的w／o型结构 ．由此可 见．加入适量胆固醇有利于形成更 

为稳定的 w／o型反应微环境 

表 2 胆固尊对脂双层厚度的影响 

Table 2 EttecB 0f ChnI目ter0l on th e Billye~Thickness 0t Ch—PC—CaClt Vesicle 

。 the molar r io 0f cholestrol／lecithin 

同时由囊泡在 CaCI 和 Na：COs溶液中的 Zeta电位测定(图 3列出了 0．5 mol·L‘CaCi 溶 

液中囊泡 Zeta电位的测定值)表明在相同CaC1z溶液浓度下随胆固醇／卵磷脂比值的增大．Zeta 

电位下降．说明胆固醇的极性头部 OH基团进入卵磷脂的极性区增加了膜表面的负电效应 ．使 

磷脂分子极性头部吸附更多的 ca“，从图 4也可以看到 CaCO~在由卵磷脂～胆固醇形成的囊 

泡膜附近 生成(图 4是表 1中‘5号样品 w／o体系反应后直接滴在铜 网上抽空干燥的电镜照 

片．从中可观察到 CaCOa结晶微粒位于脂层膜之间．排列成环状，它保留了多层囊泡坍塌后的 

形貌 )。 

名一 
i一 

§一1 
一 2 

—

2 

— 9 

3 胆固醇含量变化对咀周醇／卵磷脂囊泡丧面 

电位的影响 

F 3 Effects 0f different cholesterol／PC rati~ on the 

zeta potential Jn vesicle 

图 4 胆固醇／卵磷脂囊泡中彤成的 C'aCO 结晶微 

粒的透射电镜形貌像 
Fig．4 TEM image showing ring-Like Crystals of CaCOI 

formed in Chol／PC multicompartmen)vesicle 

scale bar． 1 4 Ⅲ  
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再之，从图 5显示的不同浓度的卵磷脂及不同摩尔比的胆固醇／卵磷脂中CaCO 的溶度积 

的变化情况表明，胆固醇／卵磷脂的比值不同则CaCOs的Ksp也不同，糟固醇／卵磷脂摩尔比小 

于 I：1时，体系中CaCOa的 Ksp又明显降低，这与表 1中胆固醇／卵磷脂摩尔比的变化对球霰 

石相对含量的影响过程一致。从结晶过程的热力学角度考虑，恒温恒压下单个溶质分子由溶液 

相转变为晶体相引起的系统 Gibbs自由能变化为_J Jl： 

JG一 一 朗’ln‘(、I／C (1) 

式中 -、( o分别为溶质的过饱和、饱和浓度 对于 

CaCO ，根据 h'sp一[ca ] oa ]可知其 对应 

于 Ksp 。上式表明，Ksp增大时 JG增加，即当胆 

固醇／卵磷脂摩尔比小于 1：1时，在胆固醇／卵磷 

脂形成的囊泡中，CaCO；分子由溶液相转变为晶 

体相所引起的 Gibbs自由能的降低比在水溶液中 

的小．即 CaCO 分子相变后在胆固醇／卵磷脂形成 

的囊泡体系中的能量比在水溶液中的能量高，而 

球簸石能量比方懈石高“ ，从这个角度也说 明适 

量摩尔比的胆固醇／卵磷脂所形成的有序体有利 

于球霰石的形成。 

从表 1还可知每组反应中上层油包水(W／O) 

体系的生成物中球霰石的相对含量都比相应下层 

水包油(O／W)体系明显的高，我们认 为这与体系 

中弯曲双层凹凸两侧界面 自由能的变化、晶体生 

长的相变驱动力及电势分布等因素有关 。在油包 

， ：Che、．PC= 0 ●：CheyPC~ 0．1 

^ ．ChCyPC= 0．5 T l Ch~yPC --l 

0 j ChevPC 2 

圉 5 不同比例的胆 固醇 卵磷脂 水囊 泡中 

CaCO~的溶度积 

Fig．5 Product of solubJlily of CaCO in the( — 

PC—H：O ve de at 15C 

水的情况下，CaCO 晶体更多的处于由胆固醇／卵磷脂分子极性头部围成的凹曲面结构中，而 

在水包油的情况下，CaCOa晶体 则更多的处于水溶液中。对于晶体 一溶液体 系，Gibbs—Thorn 

son --公式表明了弯曲界面与溶质饱和浓度等平衡参量之间的定量关系： 

r (】 ￡+l／ })=船 n( ／z ) (2) 

式中 为晶体与溶液界面之间的比表面能，毡是每单个分子的体积m、 为弯曲界面上所考 

虑点的主曲率半径， 、Co是界面分别为曲面和平面时溶质的平衡饱和浓度。而根据(1)式有 

J 一』 =kT'In(Co／Co)，式中 J 、dGo是晶体与溶液界面分别为曲面和平面时溶质由溶液相 

转变为晶体相引起的系统 Gibbs自由能变化，则可得 ： 

G。一 jGo= 虢 (1／r,+ 1／ ) (3) 

而晶体生长的相变驱动力 ，=一 G／J ，对于每单个分子 ，=一j ／筑，则有 

^一，o一 一 t(1 一+ I／r2) (4) 

而晶体的界面为凹形，或者说当CaCO 晶体处于由卵磷脂／胆固醇分子极性头部围成的凹曲面 

结构之中时 ， <0， G。<J ，，|>f0，即当 CaCO3分子在凹曲面结构中时由溶液相转变为晶体 

相所需的相变驱动力比在平面结构中时大，则能量较高的球霰石 CaCOa比方解石 CaCOs易于 

在由卵磷脂／胆固醇分子极性头部围成的凹曲面体系中生长．因此体系为油包水结构时更易形 

成能量较高的球霰石CaCO,。 

总之、我们的研究表明，胆固醇加入卵磷脂后影响了有序体的结构 ，从而也影响到在有序 
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体微环境中所生成的 CaCO3晶体结构，适量的胆固醇／卵磷脂比例及有序体形成凹曲面结构均 

育利于球霰石 CaCO~的生成，并且从育序体膜结构、表面特性 ．晶体生长的热力学等有度分析 

丁改变 的原 因。 
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EFFECTS OF CH0LESTEROL ON THE STRUCTURE oF C丑CO 

IN LECrrm N ORGANIzED ASSEMBLY 

W U Bins YAO Song—Nian TONG Hua ZHONG Gui-／~ong 

( 咄 鞋̂ 础 朋 螂臂H 盛婿髓 -H●如m nw 嘶 ，"。 430072) 

The effects of cholesterol on the gEtuctut of CaCOa grown in the organized molecular as．sembly 

composed by Lecithin，cholesterol，olive oiI and el~ roJyte has been studied as a biomembrane mimetic 

sy~em ．Reskflt shows that cholesterol has a powerful influence on the mem brane s structure and the Ze 

potential in vesicle，and the s~ructure of CaCOs． W ith the increase of mole conce ntration of eholes— 

tero1． the relative concentration of vaterite CaCOa is increased． The amount of vaterite CaCO 

formed in the syst~ of w／0 more than in the system of O／W． 

Kcy~ords： le~~tldn cholmterol calcite valerlte 
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