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·研究论文· 

溶液热历史对蛋白质晶体生长影响的内在原因研究 

戴国亮*    解  莹    康  琦    胡文瑞 

(中国科学院力学研究所国家微重力实验室  北京 100080) 

摘要  从溶液中聚集体的角度研究了溶液的热历史改变生长出的蛋白质晶体的数目和尺寸的内在原因. 将在 281 和

309 K下保存 1 d的两组溶菌酶溶液按不同比例混合, 加入沉淀剂生长晶体. 随着高温溶液的比例增加, 生长出的晶体

数目减少, 同时溶液中生长基元的尺寸增大. 在 5周内, 采用动态光散射对 281, 293和 309 K三种温度下保存的溶菌酶

溶液中聚集体的变化情况进行监测, 发现溶液中均存在大小不同的两部分聚集体, 称之为小聚集体与多聚体. 前者的

尺寸基本不随保存时间而变化, 而后者尺寸随保存时间增加而减小, 减小的速度与保存温度有关. 多聚体的尺寸经过 5

周后和小聚集体基本相同. 研究结果表明, 处于无序聚集阶段的溶液的均一化程度和成核阶段生长基元的尺寸受到了

溶液热历史的影响, 并最终对晶体的数目产生影响.  
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Study of Intrinsic Reason of Effect of Solution Thermal History on 
Protein Crystal Growth 

DAI, Guo-Liang*    XIE, Ying    KANG, Qi    HU, Wen-Rui 
(National Microgravity Laboratory, Institute of Mechanics, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100080) 

Abstract  In this paper, the aggregates in protein solution were investigated in order to study the change 

inside bulk solution that affect the amount and size of protein crystal after suffering thermal history effect. 

Two groups of lysozyme solution stored at 281 and 309 K separately were mixed with different ratio and 

precipitation agent was added. It was found that the amount of crystals decreased as the increase of the ratio 

of the heated solution, and the size of the growth units in solution increased at the same time. The situations 

of aggregates in lysozyme bulk solution stored at 281, 293 and 309 K separately were investigated by dy-

namic light scattering method for 5 weeks. The results showed that there always existed two separated ag-

gregate groups in bulk solution. The group with smaller size was called units and that with the larger size 

was called clusters. The size of units kept almost constant as the stored time period increased. However, the 

size of clusters decreased to almost the same size as that of units after 5 weeks. The size decreasing rate of 

clusters was dependent on the storage temperature. Our results indicated that the homogeneity of protein so-

lution in the induction time period and the mean size of units during nucleation process were affected by 

thermal history, which would finally affect the number of crystals grown. 

Keywords  thermal history effect; lysozyme; aggregate; light scattering 
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采用批量(batch)法生长蛋白质晶体时, 通过温度控

制蛋白质的过饱和度、生长动力学以及生长出的晶体的

晶形和质量是最为常见的手段之一[1,2]. 例如, 对于在蛋

白质晶体生长研究中最常使用的模型蛋白溶菌酶而言, 

不同生长温度下长出的晶体的晶形和数量会发生变化. 

温度对最终生长出的晶体的数量也会产生较明显的影

响[3～5]. 已有的实验结果[5]还表明, 即使生长温度相同, 

如果蛋白质溶液保存的时间和温度曾经发生过变化, 最

终生长出的晶体的数目和尺寸也会发生变化. 蛋白质母

液的保存时间及保存温度的不同影响了最终生长出的

晶体的数目和尺寸, 这就是蛋白质晶体生长中的溶液热

历史效应. 虽然热历史效应对熔体法生长半导体材料和

高分子材料晶体的影响研究较多[6,7], 但在溶液法蛋白

质晶体生长中, 这方面的工作还未能够深入进行. 特别

是, 由于蛋白质晶体与半导体以及高分子材料晶体等相

比有其独特之处, 如极易变性、不耐高温、水含量大等, 

从半导体和高分子材料晶体研究中得到的热历史效应

方面的结果对蛋白质晶体未必是适用的. 目前, 在蛋白

质晶体生长方面已有的研究结果仅限于对热历史的宏

观影响研究. 如Ewing和Burkea等[5,8]发现, 保存 4周的

溶菌酶溶液在加入沉淀剂后生长出的晶体数目有减少

的趋势. 不过, 他们的工作未对热历史效应产生的原因

做进一步深入分析. 而且从目前文献看, 也鲜见对此进

行进一步研究分析的报道. 此外, 我们认为, Ewing 和

Burkea 等[5,8]的结果是保存时间和温度二因素混合后的

热历史效应. 各个因素对晶体生长的影响是否相同? 如

果不相同, 各自的影响又是如何? 这些都是深入了解热

历史影响必须要回答的问题. 要了解此宏观变化的原

因, 需要从微观角度入手. 晶体数目的减少其原因主要

是由于成核的数目减少, 而成核的情况与溶液中的聚集

体的情况是密切相关的. 基于此, 我们利用动态光散射

(Dynamic Light Scattering, DLS)技术对溶菌酶溶液中聚

集体随保存时间、保存温度的变化进行了研究, 以期能

发现宏观变化的微观原因. DLS技术具有检测速度快、

无破坏性、测定方便等优点, 因此, 从 1978年开始就被

应用于蛋白质晶体生长的研究中[9]. 利用此技术可以很

方便地获得溶液中蛋白质单体或聚合体的流体力学半

径及分布情况[10].  

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

卵白溶菌酶: Sigma公司, 型号L6876, 三次重结晶, 

未做进一步处理. 缓冲溶液: 0.1 mol•L－1 NaOAc-HOAc 

缓冲液, pH 4.6. 晶体生长所用沉淀剂为 NaCl. 实验中

所用化学试剂均为分析纯, 并经过离心(20 min, 12000 

r•min－1)和 0.22 µm微孔滤膜(美国Millipore公司)过滤除

尘. DLS 仪: BI-200SM(美国 Brookheaven 公司). 光源: 

150 mW波长 488 nm的Ar＋激光器(上海亿奥激光公司). 

恒温水循环器控温精度为±0.1 K.  

1.2  实验方法 

溶菌酶晶体采用批量法生长, 即将溶解在缓冲溶液

中的溶菌酶溶液与等体积含 NaCl 的缓冲溶液混合后于

一定温度下生长晶体. 不含沉淀剂的溶菌酶母液在 281, 

293和 309 K下保存一定时间. 溶菌酶及NaCl浓度根据

不同实验会有所不同. DLS的具体实验过程及数据处理

方法参见文献[11]. 每个 DLS实验结果是 10个平行实验

结果的平均值. 实验时, 固定散射角 90°, 恒温 293 K.  

2  结果与讨论 

2.1  宏观结果的影响 

生长溶液经离心和微孔过滤后, 可以在很大程度上

除去异质成核核心. 此外, 晶体生长所使用的生长阱等

容器在实验前均用二次去离子水涮洗过, 以尽量除去附

着的灰尘颗粒. 我们认为, 本文的实验结果基本是在均

质成核条件下的结果. 将二组 40 mg•mL－1溶液在 281

和 309 K保存 24 h后取出, 待其恢复到 293 K后, 按照

加热溶菌酶(本文指在 309 K下保存的 40 mg•mL－1溶菌

酶溶液)0%, 20%, 40%, 60%, 80%和 100%(体积分数)的

比例混合, 然后加入与蛋白质溶液等体积的含 4% NaCl

的缓冲溶液, 于 293 K生长晶体. 所有生长溶液均在数

天后生长出数目不等的晶体. 图 1是部分实验结果的显

微镜照片. 经过对照片目测计数, 图 1中(a), (b), (c)中的

溶菌酶晶体数目分别为: 77, 29, 15(共生的晶体算为一

个晶体). 图 2 是加热溶菌酶的比例对最终生长出的晶

体数目的影响结果.  

图 1 和图 2 的结果与 Burkea 等[8]的结果相似. 即, 

生长溶液的热历史效应对于最终生长出的晶体的数目

有很大影响, 随着加热溶菌酶比例在生长溶液中的增

加, 平均每阱的晶体数目减少, 晶体的尺寸也相对越大. 

所不同的是 Burkea 等[8]的实验中, 溶菌酶溶液保存在

277 和 309 K. 不过保存温度的差别并未对热历史效应

产生根本影响. 需要说明的是, 本文未采用保存蛋白质

溶液最普遍使用的 277 K, 其原因有二: 一是 Burkea 

等[8]已经报道了 277 K条件下的宏观结果; 二是本文主

要目的是探索热历史效应的内在原因, 溶液经历不同热

历史后所受影响虽然程度不尽相同, 但产生影响的趋势

是相同的, 内在原因应该相同. 
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图 1  含不同比例加热溶菌酶溶液时晶体生长情况的显微镜

照片  
所含加热溶菌酶溶液的比例分别为: (a) 0%, (b) 60%, (c) 100% 

Figure 1  Photographs of the crystals which grew from the solu-

tion containing heated lysozyme solution with different ratio 
The ratios were: (a) 0%; (b) 60%; (c) 100%, respectively 

 

图 2  加热溶菌酶溶液的不同比例对生长出的晶体数目的影

响(其中虚线为线性拟合结果) 

Figure 2  The effect of ratio of heated lysozyme solution on the 

amount of crystals (the dash line is the result after linear fitting) 

2.2  成核阶段的影响 

在图 1所示的实验中, 我们在晶体生长的第 3天(显

微镜下观测发现, 一般在 3 d后才出现微小晶体), 取出

部分生长溶液用 DLS 观察了溶液中聚集体的尺寸变化

情况, 结果见图 3. 

 

图 3  溶菌酶晶体生长基元平均尺寸随加热溶菌酶溶液比例

的变化(虚线为对数据点进行线性拟合后所得结果) 

Figure 3  The mean size of lysozyme growth unit in solution as 

the function of ratio of heated lysozyme solution (the dash line is 

the result after linear fitting) 

从图 3 可见, 聚集体的尺寸都在 3～4 nm 范围内. 

随着加热溶菌酶比例的增加, 溶液中聚集体的尺寸保持

增加的趋势. 晶体生长大致可分为四个阶段: 无序聚集

阶段、诱导期、成核阶段和生长阶段[12]. 无序聚集阶段

时间很短. 诱导期的长短取决于蛋白质溶液的过饱和

度、生长动力学等因素. 在图 3 所示的实验中, DLS 测

量的时间是实验开始后的第 3 天. 根据 Bernardo 等[13]

的结果, 此时溶液已经进入了成核阶段(从第 4 天开始

逐渐有微小晶体出现. 而 DLS 结果并未显示出有任何

大的聚集体分布在溶液中, 故晶体并未进入生长阶段). 

Kam 等[9]认为结晶是协同的一步一步的增加单体的过

程, 即 NaCl 使溶菌酶分子以单体形式存在后, 才能使

溶菌酶分子以正确的形式接触而生长出晶体. Tanaka 

等[12]认为溶菌酶先以单分散状态存在, 然后转变成溶

菌酶分子的有序生长基元. 因此诱导期中聚集体的任何

变化, 均会对晶核(包括数目和尺寸)产生影响. 此处我

们借用 Tanaka 等[12]对溶液中大小两类聚集体的称谓, 

分别称尺寸较小的聚集体为小聚集体, 较大的聚集体为

多聚体. 图 3结果显示, 在溶菌酶晶体生长的成核阶段, 

溶液中仅仅有 3～4 nm的聚集体存在. 由于晶体生长已

经进行了 3 d, 接近出现微晶. 因此, 我们认为此时溶液

中出现的尺寸和生长基元尺寸基本一致的小聚集体应

该全部或绝大部分为生长基元, 而尺寸比生长基元大得

多的多聚体已经基本消失, 解聚集后转变为生长基元. 
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此时溶液已经达到很高的均一化程度(溶液中的多聚体

基本消失, 聚集体绝大多数以生长基元形式存在). 图 3

的结果反映出, 在晶体生长的成核阶段, 由于溶液已经

完全均一化, 热历史中的温度因素不会对均一化的过程

产生影响(区别于后文中的诱导期阶段的情况, 详细讨

论见后文), 但是成核阶段的生长基元尺寸产生影响. 

保存温度越高, 生长基元的尺寸越大.  

2.3  无序聚集阶段的影响 

图 3的结果反映出成核阶段的生长基元受到了热历

史的影响. 而生长基元的尺寸和溶液中的聚集体处于无

序聚集阶段时的状况密切相关[11]. 为研究热历史效应

是否对无序聚集阶段也产生影响, 我们设计了如下实验

方案. 将3组40 mg•mL－1溶菌酶溶液(不含NaCl)分别置

于 281, 293和 309 K温度下保存 5周. 其间, 每周各取

出一定量(约 50 µL)保存溶液, 置 293 K培养箱中 5 min, 

待其温度为 293 K后, 与 293 K含 4% NaCl的缓冲溶液

等体积混合后放置约 10 min, 待溶液混合均匀后立即用

DLS监测溶液中聚集体的情况.  

图 4是对 293 K溶菌酶溶液中聚集体的变化进行连

续 5周动态光散射测量的结果. 每一个独立的图都显示, 

溶液中的聚集体由大小两部分相互独立的小聚集体和

多聚体组合而成. 将三种温度下的 DLS 结果按照小聚

集体和多聚体分别整理后的结果见图 5. 在图 4 和图 5

所示实验中, 由于每次溶菌酶溶液与 NaCl 混合后至

DLS监测完毕, 时间约为 1～1.5 h, 根据 Bernardo等[13]

的结果, 图 4, 5所示实验中溶菌酶溶液正处于临界晶核

生成前的无序聚集阶段. 从图 5 可见, 从新配溶液到第

5 周, 热历史中保存时间因素对处于无序聚集阶段溶液

中的多聚体尺寸的影响十分明显. 随着保存时间的增

加, 溶液中的多聚体尺寸逐渐减小. 新配溶液中多聚体

为 250 nm, 至第 5周时尺寸已减小为 8.8 nm. 需要说明

的是, 在本文实验条件下, 新配溶液与配置 24 h后的溶

液, 二者在混合了沉淀剂 1～1.5 h后, 溶液中的聚集体

的情况基本相同. 这就避免了“真假溶液”问题(新配溶

液很可能处于假性溶液状态, 里面存在没有完全溶解的

“微晶”对实验结果的干扰). 图 4和图 5的结果还表明, 

在保存时间相同时, 热历史的保存温度因素影响了无序

聚集阶段时溶液中的多聚体尺寸的减小速度. 281 K 时

减小速度最大, 293 K时次之, 309 K时最小. 这反映出

不同保存温度下, 尽管溶液达到完全均一化所需要的时 

 

图 4  293 K溶菌酶溶液中聚集体尺寸分布随溶液保存时间的变化 
溶液均为 40 mg•mL－1

溶菌酶溶液(保存时间不同)与 4% NaCl溶液等体积的混合物. 其中, (a) 新配溶菌酶溶液(配制后约 1 h); (b)～(f) 保存 1～5周的溶菌

酶溶液. 各图坐标相同, 横坐标是对数坐标 

Figure 4  Time course of the size distribution of aggregates in lysozyme solution at 293 K 
All solutions were the mixture of 40 mg•mL－1 lysozyme solution (storage time were different) and 4% NaCl solution with the same volume. (a) lysozyme solution of 

1 h after newly prepared; (b)～(f): lysozyme solution with storage time 1～5 weeks, respectively 
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间基本差不多(都需 5 周左右才能达到), 但是达到均一

化的速度不同. 温度越低, 均一化的程度越差. 而当溶

菌酶溶液均一化程度较差时, 成核时受 NaCl 的影响更

大些, 局部更易长出晶核. 因此形成的晶核数目更多, 

最终生长出的晶体数目也就更多. 图 5b 中虚线由上至

下分别代表 281, 293和 309 K时在 5周内小聚集体尺寸

的平均值, 分别为: 3.63, 3.34和 3.23 nm. Georgalis等[14]

假设溶菌酶有球状外形, 在盐的作用下, 单体的流体力

学半径最多为 2 nm, 二聚体不会超过 2.5 nm, 四聚体要

小于 4.0 nm. 按照这种理论, 溶液中的小聚集体应该主

要以溶菌酶单体的形式存在, 而且在 5 周内, 无论溶液

保存多久, 都会存在这样的小聚集体. 从图 5b 可以看

出, 在无序聚集阶段, 溶液中一直存在小聚集体, 而且

小聚集体的尺寸和溶液的保存时间基本没有关系, 仅和

保存温度有关, 保存温度越低, 小聚集体的尺寸越大. 

图 5中保存温度和小聚集体尺寸的变化关系与图 3的结

果正好相反, 也许这和二者处于不同的生长阶段有关. 

 

图 5  三种温度条件下溶菌酶溶液中聚集体尺寸随保存时间

的变化 
(a) 多聚体变化情况, 图中虚线仅起辅助了解变化趋势作用; (b) 小聚集体

变化情况, 图中虚线由上至下分别代表 281, 293 和 309 K时在 5周内小聚

集体的平均尺寸, 分别为: 3.63, 3.34和 3.23 nm  

Figure 5  Time course of the change of mean size of lysozyme 

aggregates in lysozyme solution stored at three different tem-

peratures 
(a) clusters. The dash lines were used to help readers clearly find the change 

tendency of the mean diameters of clusters; (b) units. The dash lines from up to 

low represent the value (3.63, 3.34 and 3.23 nm) of mean diameter of units at 

281, 293 and 309 K, respectively 

图 3反映的是成核阶段的生长基元的变化, 而图 5是诱

导期内小聚集体的变化情况. 结果的差异也反映出诱导

期和成核二阶段, 小聚集体在转变成生长基元时发生了

某种程度的变化. 具体的变化情况, 目前正在进一步研

究中. 结晶与许多参数有关, 如温度、浓度、样品纯度、

pH值、振动干扰等, 现在看来蛋白质溶液的热历史效应

也是一个不可忽略的因素[8]. 

3  结论 

溶液热历史中的二因素(保存时间和保存温度)对晶

体生长不同阶段的影响并不相同. 在晶体生长无序聚集

阶段, 保存时间对溶液中小聚集体的尺寸基本无影响; 

溶液中的多聚体在保存时间内逐渐解聚集而使溶液逐

渐达到均一化; 保存温度影响均一化的速度. 在晶体生

长的成核阶段, 溶液中的多聚体全部解聚集成为生长基

元, 由于溶液已经均一化, 保存温度影响生长基元的尺

寸. 溶液热历史最终使生长出的晶体的数目发生变化. 
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