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合浦珠母贝贝壳珍珠层 EDTA 可溶性基质蛋白对无定形碳酸

钙稳定性的影响 

林慧娟, 方  东, 向  量, 谢莉萍, 王洪钟, 张贵友, 麻彩萍, 张荣庆 

(清华大学 生命科学学院, 北京 100084) 

摘要: 通过红外光谱、扫描电镜、能谱等方法探讨了合浦珠母贝贝壳珍珠层 EDTA 可溶性基质蛋白

(ESM)对无定形碳酸钙(ACC)晶型转化的影响。试验结果显示, 合浦珠母贝贝壳珍珠层 ESM 在镁离子

存在的条件下能够显著抑制 ACC 的转化, 并减少最终诱导形成的方解石中的镁离子含量。同时, 珍珠

层 ESM 具有调节方解石晶体晶貌的作用。  
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生物矿化是指生物体通过生物有机物质调控无

机矿物, 在其体内特定部位有序沉积的过程[1]。常见

的生物矿物, 如牙齿、骨骼、贝壳等可以强化组织、

支撑结构与保护生物体 ; 此外 , 趋磁细菌体内的磁

小体还具有磁力感应和导航的功能[1-2]。生物体通过

生物有机质调控生物矿化过程, 使生物矿物具有与

其多种功能相适应的晶型与晶貌。 

作为典型的碳酸钙生物矿物, 珍珠具有机械性

能优良、结构精细、形成环境温和、生物相容性好

等天然矿物和人工合成矿物所不具备的优势。因此, 

其形成机理一直被生物学家、材料学家等所关注。

由于珍珠和贝壳珍珠层均由文石组成, 且其晶貌、物

质组成相近, 对贝壳文石层形成机理的研究是珍珠

形成机理研究的重要组成部分。天然碳酸钙矿物相

比, 贝壳最大的特点是其中含有 5%左右的有机大分

子[1-2]。因此, 对其生物矿化分子机理的研究主要集

中在这些有机基质(organic matrix), 尤其是基质蛋白

(matrix protein)对晶体生长的调控作用上。研究表明, 

基质蛋白参与了贝壳有机框架形成[3]、诱导碳酸钙结

晶并控制晶体形状[4]与类型[5]、调控贝壳矿化过程[6-7]

等几乎整个贝壳形成过程。贝壳一般由棱柱层和珍

珠层组成 , 通常认为 , 棱柱层来源的生物大分子促

进方解石的形成而珍珠层来源的生物大分子与文石

的形成密切相关[6-11]。因此, 贝壳珍珠层来源生物大

分子对珍珠的形成具有重要的意义。无定形碳酸钙

(amorphous calcium carbonate, ACC)是碳酸钙晶体中

溶解度最高、最不稳定的结晶形式。早在 20世纪初, 

人们就在生物体内发现了 ACC[12], 但是其分布的有

限性和不稳定性阻碍了人们对其的研究。研究表明, 

ACC 可以被视为由 Ca2+和 2
3CO 形成稳定碳酸钙晶

体过程中的中间形[13], 生物体通过精密调控 ACC的

稳定性来控制其晶型转化过程以及矿化产物的晶型

与晶貌。2007年 Ma 等[19]在合浦珠母贝间液中发现

ACC结合蛋白以来, 对 ACC晶型转化及其分子调控

机制的研究成为了生物矿化领域的研究热点。常温

常压下, ACC 在体外水溶液中很快发生晶型转化形

成稳定晶型。转化过程的迅速性是造成研究 ACC晶

型转化过程具有难度的主要原因。因此, 对 ACC 晶

型转化过程中稳定性及其机理的研究, 不仅有助于

阐明生物体如何调控 ACC 的稳定性, 也有助于对

ACC 的晶型转化进行体外研究。生物体内还存在一

些稳定的 ACC。对其研究表明, 其大多含有Mg2+[20]。

体外研究表明, 人工合成的 ACC可以分别被间液[21]

和 Mg2+[19]稳定。 

虽然珍珠层基质蛋白对于生物矿化具有重要作

用, 但目前的研究集中在其在无机离子形成稳定晶

体过程中的整体作用[6, 22-25], 对于其在 ACC 晶型转

化阶段中的作用涉及较少。但鉴于 ACC的稳定及晶

型转化在生物矿化中的重要性 , 不难推测 , 基质蛋
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白对 ACC 的稳定及晶型转化具有重要作用, 且这种

作用很有可能伴随着 ACC中Mg2+含量的变化。因此, 

本研究通过研究合浦珠母贝贝壳珍珠层 EDTA 可溶

性基质蛋白(ESM), 对 ACC 晶型转化过程中是否具

有稳定 ACC 的作用, 及在此过程中晶体镁钙比的变

化, 初步探讨了贝壳珍珠层基质蛋白对 ACC 稳定及

晶型转化的作用及其可能的机制, 为阐明生物矿化

机制及体外合成珍珠提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料 

合浦珠母贝采自广西北海市珍珠总公司珍珠养

殖场。 

1.1.2  试剂 

CaCl2ּ2H2O 购于 Sigma 公司; 其余化学试剂均

为国产分析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  ACC的制备 

以去离子水为溶剂分别制备 A 溶液(20 mmol/L

碳酸钠, 0.2 mol/L氢氧化钠)和 B溶液(20 mmol/L氯

化钙), 并于 4℃冷却 6 h以上。将等体积 A溶液与 B

溶液于 4℃混合, 并迅速混匀后进行抽滤以除去水分, 

将反应所得沉淀用丙酮冲洗 3次, 无水乙醇冲洗 3次

后, 真空晾干 24 h。 

1.2.2  合浦珠母贝贝壳珍珠层 EDTA 可溶性基质蛋

白的提取 

取新鲜珍珠贝壳, 用 2 mol/LNaOH处理 3 d后将

棱柱层用机械方法刮除。将珍珠层研磨至粉末状, 取

10 g溶解于 50 mL 0.5 mol/L EDTA(pH8.0)中, 于 4℃

用力搅拌 4 d, 离心。将蛋白溶液用 2 m滤膜过滤

后于 3 kD超滤管中 3 900 g, 4℃离心浓缩并将溶剂

替换为 Tris-Cl(pH8.0)。采用 BCA 法对蛋白浓度进

行检测。 

1.2.3  ACC体外转化 

参考文献中的方法 [26]并进行了细微调整。将

ACC 加入到二甘醇 (Diethylene glycol, DEG)中

(3.95 mg/mL)。将 1.6mLTris-Cl、MgCl2(1 mmol/L)

以及 20  g/mL贝壳珍珠层 EDTA可溶性基质蛋白分

别加入到 1.24 mLDEG 中形成反应溶液。将

0.76 mLACC-DEG 混合溶液加入到反应溶液中, 取

不同转化时间的 ACC 离心并用乙醇多次分散去除

DEG后进行 FTIR检测。为了观察贝壳珍珠层 EDTA

可溶性基质蛋白在反应液中有 Mg2+存在时对 ACC

转化的影响 , 先将 1.36 mLMgCl2(1mmol/L)加入到

0.94 mLDEG中, 再加入 0.76 mLACC-DEG混合溶液, 

1 h后加入贝壳珍珠层EDTA可溶性基质蛋白(20 g/mL), 

同样取不同转化时间的 ACC 做 FTIR 检测。上述溶

液浓度均为反应体系中的终浓度, MgCl2及蛋白均溶

解于 Tris-Cl溶液(pH8.0)中。反应在室温环境下进行。 

1.2.4  傅立叶变换红外色谱(FTIR)检测 

将 1.2.3 中的 ACC样品与 KBr 混合研磨均匀压

片, 测定红外光谱。FTIR 红外光谱仪系美国 The-

rmofisher公司的Nicolet 6700傅立叶红外光谱仪, 扫

描波数为 4 000~400 cm–1, 扫描 32次。 

1.2.5  X射线衍射(XRD)光谱检测 

将 1.2.1中的 ACC样品进行 XRD检测。测试参

数: 步距 2(°/min), 2θ角范围 10°~120°。X射线衍射

仪系日本理学公司的 D/max 2500立式 X射线衍射仪, 

仪器参数: 40 kV, 200 mA, Cu-K辐射。 

1.2.6  扫描电镜(SEM)及能谱(EDS)检测 

将 1.2.3 干燥的 ACC 样品喷碳镀膜后利用

SEM-EDS 联用仪进行 SEM 及 EDS 检测, 扫描电镜

系美国 FEI 公司的 QUANTA200F, 仪器参数: 加速

电压 15 kV。 

2  结果与分析 

2.1  体外制备 ACC 的性质鉴定 

对制备产物进行 XRD 检测(图 1)发现, 图谱中

只有 20°~40°(2θ)和 40°~50°(2θ)之间分别检测到一

个宽阔的衍射峰 ,  并没有检测到方解石、文石 

 

图 1   ACC的 X射线衍射图谱 

Fig. 1  XRD pattern of ACC 
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等结晶态碳酸钙的任何特征衍射峰, 表明在制备过

程中 ACC 没有发生晶型转化。扫描电镜结果(图 2)

显示 , 制备产物为均匀球状颗粒 , 没有检测到体外

结晶的方解石晶体的正方体或文石晶体的针簇状形

貌, 表明 ACC保持了其无定形状态。 

 

图 2  扫描电子显微镜下 ACC的形貌 

Fig. 2  SEM image of ACC 

 

2.2  珍珠层 EDTA 可溶性基质蛋白对 ACC
稳定性及晶型转化的影响 

取 1.2.3 中 ACC 晶型转化体外反应体系中不同

反应时间的碳酸钙样品分别进行 FTIR检测。结果表

明, 在转化体系不含有 Mg2+的情况下, ACC 在水溶

液中反应 5 min后的样品便在 712 cm–1检测到典型的

方解石吸收峰, 表明水溶液中 ACC 迅速转化为方解

石(图 3)。在 Tris-Cl缓冲溶液中 ACC转化较在水溶

液中缓慢, 但仍在 10 min 内发生了转化形成方解石

(图 4A)。加入 20 g/mL珍珠层 ESM后 ACC的转化

速率明显减慢, 在 1 h后才发生转化形成方解石(图 4B)。 

 

图 3  水溶液中 ACC的转化速率 

Fig. 3  FT-IR spectra of ACC in water at different time 
intervals 

结果表明, 珍珠层 ESM具有稳定 ACC的作用, 稳定

时间大于 1 h。 

在 ACC晶型转化体外反应体系中含有1 mmol/L 

Mg2+的情况下, 未加入珍珠层 ESM 时, Mg2+并没有

明显的稳定 ACC的作用, ACC在30 min之内便发生

转化形成方解石(图3C), 表明1 mmol/L的 Mg2+对于

ACC的稳定作用不及20 g/mL的珍珠层 ESM。但在

反应体系中加入20 g/mL珍珠层 ESM后, ACC的转

化明显受到抑制, 在转化体系中反应23 h 后仍稳定

存在而不发生转化(图3D)。结果表明, Mg2+和珍珠层

ESM对于 ACC的稳定具有协同作用。Mg2+和珍珠层

ESM对于ACC的稳定时间分别小于30 min和3 h, 但

体系中同时存在Mg2+和珍珠层 ESM时, ACC的稳定

时间可长达24 h以上。 

在 ACC 晶型转化体外反应体系中含有 5 mmol/L 

Mg2+的情况下, 未加入珍珠层 ESM 时, ACC的稳定

时间不及 3 d(图 3E), ACC在 3 d内发生转化形成方

解石。但加入珍珠层 ESM后, ACC可被 Mg2+和珍珠

层 ESM的协同作用稳定长达 4 d以上(图 3F)。 

2.3  珍珠层 EDTA 可溶性基质蛋白对晶体

镁钙比的影响 

取 1.2.3 中 ACC 晶型转化体外反应体系中不同

反应时间的碳酸钙样品分别进行能谱检测, 结果表

明(表 1), 在含有 1mmol/L Mg2+且未加入珍珠层 ESM

的转化体系中, ACC未发生转化时, ACC中镁离子相

对于钙离子的含量为 2.2%±1.5%, 而ACC转化成方

解石后这一数值达到 8.4%±0.7%, 增加了 282%, 说

明在未加入珍珠层 ESM 时, 随着时间的推移, Mg2+

参与 ACC转化为方解石的过程并最终掺入方解石晶

体中, 使得晶体中 Mg2+含量明显增加。但在加入珍

珠层 ESM后, ACC发生转化前, ACC中镁离子含量

为 1.3%±0.9%, ACC 转化成方解石后这一数值为

3.6%±0.4%, 虽然镁离子含量增加了 177%, 但明显 
 
表 1  不同浓度 Mg2+存在的条件下转化前后 ACC 中

Mg2+/Ca2+(%)的变化 
Tab.1  Changes of Mg2+/Ca2+(%) in ACC before/after 

ACC transformation in the systems of different 
concentrations of Mg2+ 

1mmol/LMg2+(%) 5m mol/L Mg2+(%) ESM浓度

(g/mL) 转化前 转化后 转化前 转化后

0 2.2±1.5 8.4±0.7 1.5±0.2 4.01±0.9

20 1.3±0.9 3.6±0.4 1.3±0.5 — 
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图 4  Tris-HCl缓冲溶液中 ACC在不同转化体系中的转化速率 

Fig. 4  FT-IR spectra of ACC in different transformation systems withTris-HCl at different time intervals 

A, C, E.0μg/mL珍珠层 ESM, 分别加入 0, 1, 5mmol/L Mg2+; B, D, F. 20μg/mL珍珠层 ESM, 分别加入 0, 1, 5mmol/L Mg2+respectively 

A, C, E.0μg/mL nacreous ESM with 0, 1, 5mmol/L Mg2+respectively; B, D, F. 20μg/mLnacreousESM with0, 1, 5mmol/L Mg2+respectively 
 

小于未加入珍珠层 ESM 的情况。由此可见, 珍珠层

ESM 可以抑制 ACC 晶型转化形成方解石的过程中

Mg2+的参与, 减少最终形成的方解石中 Mg2+的含量。 

2.4  珍珠层 EDTA 可溶性基质蛋白对晶体

形貌的影响 

取 1.2.3中加入 1 mmol/LMg2+的 ACC晶型转化

体外反应体系中不同反应时间的碳酸钙样品进行

SEM 检测, 结果表明, 未加入珍珠层 ESM 时, ACC

转化形成的方解石有两种晶貌。一种呈棒槌型多层

片状晶貌, 另一种则类似体外结晶的典型正方体方

解石堆叠而成的晶貌。而加入珍珠层 ESM 后, ACC 

晶型转化后形成的方解石晶貌则具有明显的不规则

性, 晶貌趋向于球状, 且没有明显的分层结构。说明

珍珠层 ESM 可能具有调节 ACC 中离子的排列的作

用, 从而调节 ACC转化产物的晶貌。 

3  讨论 

研究表明 ,  生物体中方解石和文石均由暂态

ACC转化而来[14-15]。同时, 生物体内的稳定 ACC作

为机械强化剂和钙离子和碳酸根离子的暂时贮存位

点, 在生物矿化中也起着重要作用[16-18]。生物体中存

在稳定性不同的 ACC 表明, 生物体必定通过某种机

制调节 ACC 的稳定性, 从而使暂态 ACC 得以在合 
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图 5  添加不同浓度珍珠层 EDTA可溶性基质蛋白后的晶体形貌 

Fig.5  SEM image of crystals from the crystallization of ACC in different transformation systems 
A. 1 mmol/L Mg2+, 0μg/mL ESM; B.1 mmol/LMg2+, 20 μg/mLESM 

 

适的条件下结晶, 而稳定 ACC 得以保持其稳定状

态。因此, 研究生物体调节 ACC 稳定性的机制, 对

阐明生物矿化过程以及解释生物矿化产物具有优良

材料学特性的原因具有重要意义。另一方面, 通过一

些手段提高 ACC 的稳定性并探究其稳定机理, 不仅

有助于在体外研究 ACC 的晶型转化过程, 更有助于

阐明生物体调节 ACC 稳定性的机制, 从而进一步解

释生物矿化的机制。同时, 提高 ACC 的稳定性也有

助于今后对体外模拟珍珠形成的过程进行准确控

制。研究表明, 向溶液中添加某些成分, 如镁离子[27], 

磷酸根离子 [28], 乙二醇 [29]等都可以可逆地稳定

ACC。这些添加剂可能通过吸附在初生晶核上从而

抑制碳酸钙沉淀。也有研究表明, 在含有镁的情况下, 

从藻类 Corallina提取的大分子可以稳定 ACC [30], 说

明向溶液中添加两种以上成分也可以有效稳定

ACC。这与本研究中, 相较于不含有 Mg2+的情况, 在

含有 Mg2+的溶液中珍珠层 ESM对 ACC的稳定作用

显著增强一致。 

生物矿物的形成环境复杂多变, 因此其中或多

或少会含有一些杂质成分。但由于固相的溶解度以

及杂质离子丰度的限制, 这些杂质成分的含量非常

少, 对生物矿物性质的影响也较小。但 Mg元素对碳

酸钙生物矿物的影响却受到了广泛关注。生物矿化

过程中 Mg2+整合进方解石晶格会使得方解石的溶解

度升高 [31-32], 而溶解度升高往往伴随着稳定性的降

低; Mg 元素对文石的溶解度的影响则较小, 因此, 

在高 Mg/Ca 比的结晶溶液中则倾向于沉积文石。研

究表明, 生物来源的方解石中Mg含量受到严格的调

控[33-34]。也有体外研究表明, 贝壳棱柱层 ESM 可显

著降低方解石 Mg 含量, 但贝壳珍珠层 ESM 却对方

解石中 Mg 含量没有显著影响[35]。这可能是由于上

述研究中方解石体外结晶过程由饱和离子溶液为开

端, 因此, 贝壳 ESM 的作用体现了由无机离子转化

为稳定晶体的过程中的整体作用, 对于 ESM在 ACC

转化为稳定晶型阶段的作用并没有进行详细探讨。

由于 ACC 的晶型转化是珍珠生物矿化的关键步骤, 

因此本研究主要探讨了珍珠层 ESM 在 ACC 晶型转

化过程中对于 Mg2+含量的调节作用。结果表明, ACC

晶型转化过程中珍珠层 ESM可以显著降低方解石中

Mg2+的含量。而珍珠层 ESM 在 Mg2+存在时可以显

著提高 ACC的稳定性。因此, 贝壳珍珠层 ESM可能

通过抑制 Mg2+结合到 ACC, 调节晶体中镁含量来稳

定 ACC。同时 SEM 结果表明, 珍珠层 ESM 可以调

节ACC转化形成的方解石的晶貌, 使ACC以不同于

典型方解石正方体晶貌的形式结晶。这表明, 生物体

可能通过珍珠层 ESM来塑造ACC的晶貌, 从而使其

结构与功能相适应。 
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Abstract: We investigated the effects of EDTA soluble matrix proteins (ESM) from nacreous layer of the shell of  

Pinctada fucata on the transformation of ACC using a variety of testing methods like FTIR, SEM and EDS. We 

found that nacreous ESM could inhibit ACC transformation in the presence of magnesium and reduce the content of 

magnesium in the formed calcite. Moreover, the morphology of the calcite was controlled by nacreous ESM during 

ACC transformation. 
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