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草酸钙(CaC O )结石是生物体内异常矿化形成 

的产物，是泌尿系结石的主要组成部分⋯。它形成于 

泌尿 系统 中尿路 表皮 细 胞上 】。磷 脂 的 Langmuir— 

Blodgett(LB)膜是生物细胞膜的简化模拟体系"】。用 

磷脂 LB膜作为模板来研究 CaC O 晶体的形成过 

程，比在水溶液中更能接近 CaC O 结石在生物体内 

细胞膜表面形成的真实情况，将有助于对尿路结石 

的形成及防治的研究【4】。 

尿大分子硫酸软骨素 A(C S)存在于尿液中，但 

不存在于 CaC O 结石中。在结石病人尿液中 C S的 

含量明显低于正常人尿液 中的含量， 因此推测其在 

体内能影响 CaC O 结石的形成 】。生物小分子 L一 

谷氨酸 (L．Glu)作为尿蛋 白中的一种氨基酸残基，既 

存在于尿液中也存在于结石基质中，Azoury等 的 

研究表明 L．Glu对 CaC O 结晶具有明显抑制作用， 

而天冬氨酸和丙氨酸影响甚微。酶的活性可以将天 

冬氨酸和丙氨酸转变成谷氨酸，以提高正常人尿液 

对结石形成的抑制活性。 

Whipps等" 研究了在一 系列磷脂和花生酸单 

分子膜诱导下一水草酸钙 (COM)晶体的成核和生 

长。这些磷脂包括：二棕榈酰磷脂酰甘油脂(DPPG)、 

二棕榈酰磷脂酰丝氨酸 (DPPS)和二棕榈酰磷脂酰 

胆碱(DPPC)等。在上述各单分子膜的诱导下，90％ 

的COM晶体以 (101)晶面面向膜／液界面定向生 

长。Letellier等[81研究了在不同磷脂单分子膜诱导 

下，CaC O 晶体在其过饱和溶液的膜／液界面的有 

序生长过程。在两性的 DPPC单分子膜诱导下，形成 

的 COM晶体具有特定的形态：COM晶体的(101)晶 

面优先与 DPPC单分子膜的平 面平行伸展。而在带 

负电的双十四烷基磷脂酰丝氨酸 (DMPS)单分子膜 

下面，CaC O 晶体同样优先生长，但这些晶体却没 

有 COM晶体的特定形态。为了阐明磷脂单分子膜与 

CaC O 晶体相互作用的机理，Letellier等同时还研 

究 了双十四烷基磷脂酰氨基 乙醇 (DMPE)、双十四 

烷基磷脂酸 (DMPA)、花生酸和花生醇单分子膜诱 

导下 CaC O 晶体的生长，讨论 了晶格匹配、氢键力 、 

立体化学和静电作用等对 CaC：O 晶体形成的影 

响。但上述研究仅仅是在单纯的 CaC O 亚稳溶液 中 

进行磷脂 LB膜诱导 CaC O 晶体的生长，没有考虑 

到尿液中存在的尿大分子对 CaC：O 结石形成 的影 

响。本文以磷脂 DPPC的LB膜作为模板，研究了C S 

和 L．Glu对 CaC O 晶体形成 的影响，发现在 DPPC 

的 LB膜诱导下，所形成的CaC O 晶体均为 COM晶 

体，但受 C S和 L．Glu所调控，COM呈现出了不同的 

形貌。 

l 实验部分 

1．1 仪器与试剂 

WM．Ⅱ型全自动双向压缩 LB膜仪 (东南大学)； 

XD2粉末 x射线衍射仪 (XRD)(北京大学研制)， 

XL．30型环境扫描电子显微镜 (ESEM)(Philips公 

司)；XSP一8F一0300系列生物显微镜 (带 CCD镜头) 
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(广西梧州市光学仪器厂)；PH一3C精密 pH计 (上海 

雷磁仪器厂)。 

二棕榈酰磷脂酰胆碱 (DPPC)，Sigma公司产 

品：硫酸软骨素 A和 一谷氨酸为 ICN公司产品； 

一 水草酸钾 、二水 氯化钙 、氢氧化钠 、氯化钠和 

氯仿均为分析纯，Tris·HC1试剂 由三羟 甲基 甲胺 

[NH：C(CH，OH)，]和分析纯盐酸配制而成，原始 pH 

= 2．04，实验用水均为从石英亚沸蒸馏器体系制得 

的二次蒸馏水。 

1．2 实验方法 

磷脂 LB膜的制备：以二次水为亚相，在 LB槽 

内铺展两亲分子 DPPC的氯仿溶液，待水面上氯仿 

溶剂完全挥发后，以 10ram·min 的速度压膜，控 

制膜压为20mN·m～，保持 2h，然后采用垂直提拉 

法将单分子膜转移到疏水的石英基片上，Y型挂膜 

法提膜 3层，亲水功能基 团朝外，提膜速度为 

3mm ·min～o 

晶 体 的 生 长 ： 用 预 先 配 好 的 0．01mol·L 

CaCl2溶液，0．01mol·L K2C204溶液和 0．50tool· 

L NaC1溶液配制 CaC O 亚稳溶液，然后将制备好 

的磷脂 DPPC的 LB膜斜立在烧杯中。亚稳体系中 C 

(Ca )=C(C204 一)=0．22mmol·L～，C(NaC1)=10 

mmol·L～， C S的浓 度 控 制 为 0．50mg·mL一1， 

L—Glu的浓度为 0．50mmol·L～。用 Tris·HC1试剂 

和 NaOH溶液调节 pH为 6．0。在用 LB膜诱导晶体 

生长之前，先用孔径为 0．221a,m的微孔滤膜过滤亚 

稳溶液，防止体系中事先形成的晶体干扰 LB膜诱 

导晶体生长。为防止由于溶剂水的挥发而造成体系 

过饱和驱动晶体形成，晶体生长是在密闭环境中进 

行，生长时问为 3d。整个实验在一个无尘箱内完成， 

温度为(25-4-1)℃。 

保持 C(Ca )=C(C204 一)=0．22mmol·L～，C 

(NaC1)=10mmol·L～，将体系中尿大分子 C S的浓 

度调节为 0．01、0．05、0．10和 0．50mg·mL～，L—Glu 

的浓度调节为 0．01、0．05、0．10和 0．50mmol·L一1， 

研究添加剂浓度和生长时间 (3d和 10d)对 CaCzO4 

晶体矿化 的影响 。 

晶体 的物相分析和形貌观察：用 XRD对 LB膜 

诱导形成的晶体进行物相分析，测试条件为-Cu的 

辐射，40kV，30mA，石墨弯晶单色器，狭缝：DS， 

1。，RS，0．15mm，SS，1。，扫描速度：4 o．min～，步宽： 

O．02。：用 SEM进行形貌观察，测试条件为：样品喷 

金处理，测量 电压 15kV。 

2 结果与讨论 

体内 CaC O 结石 的形成是个复杂的过程．既受 

尿路表皮细胞粘附作用的影响， 也受尿液中尿大分 

子作用的影响。CaC：O 晶体在泌尿系统 中首先依靠 

晶面与细胞表面接触，并将其粘附在尿路 中的某一 

固定位 置 。LB膜 作 为一 种有序 的生物 膜模拟 体 

系，可 以通过晶格匹配、氢键 、立体化学和静电作用 

等调控发生在膜／液界面的晶体矿化过程。 

2．1 CaC：O 晶体物相分析与形貌比较 

当 C S的浓度控制为 0．50mg·mI ～．L—Glu的 

浓度为 0．50retool·L 时．LB膜诱导下的草酸钙晶 

体的 XRD图谱如图 1所示。图中仅 出现了 4条衍射 

峰，前 3个强峰的 d值分别为 0．5935，0．3652和 

0．2968nm。依次归属于 COM 的 (101)，(020)和 

(芝02)晶面。其中(101)晶面的衍射峰强度明显比其 

它晶面的衍射峰强。 

(202) 

． 

c。 。 I 。 

l i ． b 

。 I． ． 

图 1 LB膜诱导 下不I司体系中形成的 CaC：0 晶体 的 

XRD图谱 

Fig．1 X—ray diffraction patterns of calcium oxalate cr3 stals 

induced by LB fihn 

(a)no additive，(b)added C4S，(C)added L-Gla 

将不同体系中LB膜诱导下形成的草酸钙晶体 

进行 SEM观察，结果如图 2。在不加 C S和 L—Glu的 

CaC O 亚稳溶液中形成的 COM晶体为六棱柱型晶 

体，其 (101)晶面与 LB膜接触生长 (图 2a)；在含有 

C S的 CaC：O 亚稳溶液中诱导形成的 COM晶体虽 

然也是以 (101)晶面与 LB膜接触生长的六棱柱型 

晶体，但 (101)晶面明显被拉长，而且厚度方向明显 

要薄，变为六边薄片状晶体 (图 2b)；在含有 L—G]u 
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的 CaC：0 亚稳溶液中诱导形成的 COM晶体出现 了 

不同于前两者晶体的形貌，呈现出没有 固定几何形 

状的COM晶体(图 2c)。不同条件下 COM晶体生长 

d 

④ 

图 2 LB膜诱 导下不同体系 中形成 的 CaC O 晶体的 

SEM 图 

Fig．2 Pictures of SEM of calcium oxalate crystals induced by 

LB film 

(a)no additive，(b)added C4S，(C)added L—Glu， 

(d)Schematic illustration showing a likely growth 

sequence of COM crystals 

过程的总结模型图如图 2d所示。 

COM 晶体属于单斜晶系，空间点群为 Jp2 ／11． 

晶胞参数 0=9．976nm，b=7．294nm，C=6．29lnll1． 

=  ： 90．0。， =107．0。。在 COM 晶体的 (101 J晶 

面上，钙离子呈密集分布(如图 3a)̈ ，而(010)晶面 

上含有更多的草酸根离子(如图3b)。在 DPPC的 kB 

膜诱导下，钙离子同 LB膜上磷脂 DPPC的亲水功能 

基团发生最有效的结合，使得富钙离子晶面(101)晶 

面与 LB膜接触生长，并在膜／液界面首先形成如同 

2d中的④晶体。然后由于 (010)晶面的生长速率快 

于(101)晶面，晶体④转化为晶体⑤。当(010)晶面进 
一 步 优先生 长时， 导 致 COM 晶体 的一个或 两 个 

(010)晶面消失，晶体变为④ 或0 。(101)晶面与LB 

膜接触生长时，正好使得 XRD图谱中 (101)晶面的 

衍射峰强度明显增强 (见图 1)。 

由 Gibbs等⋯I提出的晶体生长定律和晶体形 貌 

判断准则可知，晶面的生长速度与配位多面体在界 

面上显露的顶点数有关，在界面上显露配位多面体 

顶点数最多的晶面生长速度最快。尿大分子 C S是 

*一*。业 

图 3 COM 晶体 中(101)晶面和 (010)晶面 

Fig．3 (101)and(010)crystal faces in COM cr3"stal 
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一 种没有分支 的一 系列不 同长度 的聚 阴离子 多糖 

链，由己糖醛酸和己糖胺通过 和 一 交替相联 

组成，每个单元均含有一个羧基，其结构如图 4所 

示。在含有 C S的亚稳溶液当中，由于 C S分子对各 

界面的屏蔽作用不同，富钙离子的(101)晶面结合有 

更多的 C S的悬键，容易被屏蔽，其生长速度受到抑 

制，因而导致形成薄片状的COM晶体。L．Glu是一 

种生物小分子，每个分子中含有两个羧基 。小分子 

L．Glu对晶体生长不具有屏蔽作用，晶面生长没有 

受到抑制，(101)晶面和(010)晶面同时生长。但是， 

L．Glu带负电荷 的羧基与钙离子结合，在溶液 中 “捕 

获”钙离子，当运动到靠近晶体的(010)晶面时，由于 

C 0 一和 Ca 的结合能力强于 Ca 和 L．Glu的结合 

能力，(010)晶面上分布较多的 Cz0 一会迅速 同Ca 

结合，导致 (010)晶面生长速度快 于 (101)晶面，使 

COM晶体的一个或两个(010)晶面消失。 

图 4 硫 酸软骨 黍 A(C4S)的分子结构不意 图 

Fig．4 Molecular structure of chondroitin sulfate A 

2．2 添加剂浓度与生长时间对草酸钙晶体形貌的 

影响 

用带 CCD镜头 的显微镜 对不 同生长时间里不 

同添加剂浓度下磷脂 LB模板上 CaCz0 晶体的生长 

情况进行 了观察，发现：(1)生长时间为 3d和 lOd所 

形成的 CaC 0 晶体并无明显区别；(2)添加物 C S 

和 L．Glu的加人使得六边棱柱晶体逐渐减少。图 5 

为加 人 C S和 L．Glu后 LB膜 诱 导下 不 同形 貌 的 

COM晶体统计分布图(d<0．01)。 

3d和 lOd里 形 成 的 CaC 0 晶体并 无 明显 区 

别，说明在晶体沉降和溶解达到平衡时，体系中的 

C S和 L．Glu对磷脂 LB膜诱导下形成的 CaC 0 晶 

体不再具有明显的影响作用。但晶体分布受添加剂 

浓度 的影响。C S浓度的增加使 CaC 0 晶体由六边 

棱柱晶体转变为六边薄片状晶体。特别是当 C S浓 

度为 0．50mg·mL 时，CaCz0 晶体全部为六边薄 

【 ] Hex agonal prism。 l crystal 

‘ I ● Hex agonal slice c ， Il 
- 

-  

● 

● 

_ 

● 

- 

-  

厂 I"- - 
0．0l 0 O5 0．】0 0 5O 

concentration of C S／(rag m 、 

图 5 添加物浓度对 COM 晶体 分布的影响 

Fig．5 Effect of additives’concentration on the distribution of 

COM crystals 

(a)C S浓度对晶体分布 的影 响 

(b)L-Glu浓度对晶体分布的影响 

片状晶体(如图 5a)。L．Glu浓度的增加使 CaC：0 晶 

体由六边棱柱晶体逐渐转变为 “不定形”晶体，但影 

响程度 比 C S小，在 L．Glu浓度 为 0．50mmol·L 

时，磷脂 LB膜上仍然有少量的六边棱柱晶体 (如图 

5b)。 

3 总 结 

综上所述。磷脂DPPC的 LB膜作为生物细胞膜 

的简单模拟。可以诱导亚稳溶液中CaC 0 晶体的异 

相成核。并促使 CaC 0 晶体产生晶面取向生长。尿 

大分子 C S和生物小 分子 L．Glu通 过调控 CaC 0 

晶体的晶面生长而影响晶体的形貌，C S使 CaC：0 

晶体由六边棱柱晶体转变为六边薄片状晶体，L—Glu 

使 CaC 0 晶体 由六边棱柱 晶体逐渐转变 为 “不定 

∞ 如 ∞ 加 ∞ 如 们 如 加 m 0 
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形”晶体。 
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The Study on the Biomineralization of Calcium Oxalate Crystals Induced by LB Film 

ZHONG Jiu—Ping OUYANG Jian—Ming DENG Sui—Ping 

(Institute of Biomincralization and Lithiasis Research，Jinan University，Guangzhou 5 1 0632) 

The effects of urinary macromolecule chondroitin sulfate A(C4S)and L．glutamic acid (L．Glu)on the C／'VS． 

tallization of calcium oxalate were studied using Langmuir—Blodgett(LB)film of dipalmit0ylph0sphatidylch0̈ne 

(DPPC)as templet．A1l the calcium OXalate crystals induced by the LB film of DPPC were calcium oxalate 

monohydrate(COM)．However，the morphology of COM was influenced by the additives of C4S and L．Glu．C4S 

induced thin and long hexagonal COM crystals；L—Glu made one or two (010)crystal face of COM crystals dis． 

appeared．The crystallization time had no effect on the morphology of COM crystals．but the concentration of CJS 

and L—Glu changed it．As increasing the concentration of C4S，the amount of COM crystals with a hexagonal prism 

decreased and that with a thin hexagonal slice increased．When the concentration of C4S was 0．50mg·mL～．all 

the calcium oxalate crystals were thin hexagonal slice COM crystals．However．as the concentration of L．GIu in- 

creased from 0．01 to 0．50mmol‘L～． the hexagonal prism．1ike COM crystals gradually transformed to COM 

crystals with one or two(010)crystal face disappearance． 

Keywords： calcium oxalate crystal LB film dipalmitoylphosphatidylcholine biomineralization 
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