
高 　校　地　质　学　报
Geological Journal of China Universities

2007 年 12 月，第 13 卷，第 4 期，644-650页
December 2007，Vol. 13， No.4， p. 644-650

收稿日期：2007-06-29；修回日期：2007-07-26

基金项目：�国家自然基金项目（40672032）资助

作者简介：��倪杰，女，1984年生，硕士研究生，研究方向：仿生矿化；E-mail: gtzhou@ustc.edu.cn

卵磷脂与双甘氨肽对碳酸钙变体和表面微结构的影响
倪  杰，周根陶，曲晓飞

（中国科学院 壳幔物质与环境重点实验室；中国科学技术大学 地球和空间科学学院，合肥 230026）

摘要： 许多生物矿化作用过程都与其不寻常的膜的组成和结构密切相关。作为双亲分子的磷脂，是生物膜的重

要组成成分之一。运用以粉末 X- 射线衍射、扫描电子显微镜和动态光散射技术等实验手段，研究了卵磷脂（PC）

和双甘氨肽参与下的碳酸钙矿化过程。结果表明，PC 在溶液中形成的脂质体结构，导致了方解石（calcite）表

面多孔结构的形成，且其含量的改变，可有效地调控方解石表面孔隙的孔径大小，并在一定程度上促进球霰石

（vaterite）的生长和稳定；而 PC 在溶液表面形成的膜脂层，则通过静电力与双甘氨肽相互作用，有效调控膜脂层

下矿物的形成。
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1　前言

　　地质环境中的生物成因矿物在矿化过程中，

由于受生物生长、生物大分子的影响和调控，在

矿物的大小、形貌和组成上具备了非生物成因矿

物及人工合成的矿物材料所难以比拟的特殊的

性质及高度有序的结构（Boskey, 2003；Young et 

al, 1999）。基于生物矿物独特的形貌、结构和性

质，近年来，生物矿化作用在地质、环境以及材

料等诸多领域引起了广泛的关注。其中，碳酸钙

作为一种典型的生物矿物，广泛地存在于自然界

中，如软体动物、棘皮动物、珊瑚以及一些海

藻的坚硬组织等（Politi et al, 2004；Mann, 1983, 

2001），并在诸多领域有重要的应用。例如，影

响全球CO2变化（De and Parker, 1998） ；用于工业

废水处理，吸附废水中的重金属离子（Park et al, 

1996；Dove and Hochella, 1993） ；以及能量储存等

（Chakraborty and Bhatia, 1996）。

　　自然界中，碳酸钙主要包括三种变体：菱面

体形的方解石（calcite）、棒状的文石（aragonite）

以及球形的球霰石（vaterite）。其中方解石为热

力学稳定相，是碳酸钙最常见的矿物相，文石是

亚稳相（Boettcher and Wyllie, 1968；Johnanesss 

and Puhan,  1971），球霰石是热力学不稳定相

（Turnbull, 1973），受动力学因素控制。在一定条

件下，文石和球霰石会迅速向方解石转变。而在

生物参与的矿化作用过程中形成的亚稳相碳酸钙

则可以稳定地长时间地存在（Mann, 2001），这是

由于生物体中的有机质对生物矿物的形成、转化

及稳定起到重要的调控作用（Belcher et al, 1996；

Berman et al, 1988）。

　　生物矿物的合成不仅在环境、地球化学、地

质微生物学等领域有重要的应用价值，而且在仿

生材料以及工业等领域也有广阔的应用前景，例

如，作为塑料和造纸的填充剂（Dalas et al, 1999；

Sukhorukov et al, 2004）、药物载体（Walsh et al, 

1999）等，吸引着越来越多的学科致力于生物矿

化作用过程原理的研究。在过去的几十年里，对

仿生矿化的研究主要在于探讨三维晶体生长以及

生物生长促进剂和禁阻剂的关系，人工模拟生物

矿化过程，有效地控制矿物形貌及相组成。从最

初直接从活体生物中分离提取蛋白质、脂类和多

糖等有机质（Feng et al, 2000；Kim et al, 2006），

到应用生物小分子，如氨基酸（Hou and Feng, 
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2006）、多肽（Deoliveira and Laursen, 1997）、

多糖（Kotachi et al, 2006）等，人工合成的有机

大分子（Fricke et al, 2006），如双亲段共聚物

（DHBCs；Gao et al, 2006 a，b）、多聚物（Shen et 

al, 2005a，b），以及Langmuir膜（Heywood and Mann, 

1994；Heywood and Mann, 1992），自组装单层膜

（self-assembled monolayers，SAMs；Aizenberg et al, 

1999），聚合物模板（Lu et al, 2005）等模拟生物矿

化作用过程，并取得初步进展，总结出一些矿化

作用模型（Mann, 2001；Arias et al, 2003；Lin and 

Meyers, 2005）。然而上述工作并没有深入研究生物

膜的作用原理。在生物矿化过程中，生物膜及其

表面的蛋白质、脂类和多糖等有机质对于生物矿

物的形貌、组装超结构及相组成起着重要的调控

作用（Collier and Messersmith, 2001）。因此作者选

择了生物膜的重要组成成分之一卵磷脂（PC）作

为矿化模板，在生物和自然水体的pH环境下，添

加生物小分子，模拟碳酸钙的矿化过程，研究PC

以及PC与生物小分子间的协同作用对碳酸钙矿化

过程的影响。

2　实验及表征

2.1　实验

2.1.1　试剂

　　卵磷脂（PC）和双甘氨肽（C4H8N2O3）均为生

物试剂级（上海生工），氯化钙（CaCl2·2H2O）、

碳酸氢钠（NaHCO3）、氢氧化钠（NaOH）、盐酸、

氯仿（CHCl3）和无水乙醇（C2H5OH）均为分析纯

试剂。实验用水为去离子水。

2.1.2　样品的制备

　　准确称取一定量的PC置于培养皿中，加入适

量氯仿，超声3 min使PC充分分散。常温下氯仿自

然挥发干，使PC均匀平铺在培养皿底，再将溶有

一定量双甘氨肽的50 mL的 CaCl2溶液（0.03 M）倒

入该培养皿中，超声5 min后静置一夜，促使溶液

中的脂质体和表面膜脂的形成。再将通入钢瓶CO2

气体两个小时的0.3 M的NaHCO3溶液，在匀速搅拌

下，按照体积比NaHCO3∶CaCl2=1∶5的比例，缓

慢滴加至先前制备的0.03 M的CaCl2溶液中，最终

制得浓度为0.025 M的含一定量PC和双甘氨肽的Ca

（HCO3）2溶液。为很好地模拟生物体内环境，可

以用HCl和NaOH溶液调节pH值，使其最终保持在

7左右。然后盖上培养皿盖，室温静置，反应两

天，收集溶液表面膜脂下的矿化产物，并用去离

子水和无水乙醇充分淋洗干净，真空干燥24 h。

2.2　矿物的表征

　　采用Philips X’Pert PROS型X-射线粉末衍射

仪，对生成的碳酸钙矿物的物相组成和结构进

行表征；JEOL JSM-6700F型场发射扫描电子显微

镜，用于观察矿物形貌；Wyatt DynaPro-MS800动

态光散射仪，用于测定溶液中脂质体的大小。

3　结果与讨论

3.1　PC与双甘氨肽的协同作用对碳酸钙矿化的影响

　　图1为保持Ca（HCO3）2=0.025 M和双甘氨肽

=0.0125 M不变，仅改变溶液中PC含量时合成碳

酸钙矿物的X－射线衍射（XRD）图。这些衍射峰

的指标化结果如图1所示：c为方解石（calcite），

v为球霰石（vaterite），最强峰为方解石（104）衍

射峰，而v （112）对应于球霰石最强的衍射峰。由

XRD图中的峰强度比可以初步判断，主要矿物相

为方解石，且从a到c，随着PC含量的增加，球霰

石（vaterite）含量逐渐降低，当增至0.752 mg/mL

时，矿物相中几乎没有球霰石。说明溶液中PC含

量的变化会影响矿物的相组成。图2为场发射扫描

电子显微镜（FESEM）照片。图中菱面体为方解

Ca(HCO3)2＝0.025M； 双甘氨肽(glycylglycine) ＝0.0125 M；
PC: （a） 0.188 mg/mL，（b） 0.376 mg/mL，（c） 0.752 mg/mL

图1　不同PC浓度的碳酸钙XRD谱图

Fig. 1　XRD patterns of CaCO3 at different 
concentrations of PC
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石，球为球霰石，其中方解石为主要矿物相，与

XRD分析结果一致，且方解石表面疏松多孔，棱

边具有明显凹槽，这与天然的菱面体形方解石有

很大差异。进一步放大的方解石表面的FESEM照

片指示，随着溶液中PC含量的增加，方解石表面

孔径明显增大，结构也越来越疏松：当PC = 0.188 

mg/mL时，方解石表面孔径大小在350 nm左右（图

2a） ；PC = 0.376 mg/mL时，孔径约600 nm，并开

始出现层状结构，且层间距约1.0μm （图2b） ；而

当PC增至0.752 mg/mL时，其表面为疏松的层状结

构，层间距在1.5～2.5μm之间（图2c）。该结果表

明方解石表面孔径大小与加入的PC量有关。 

　　而仅改变双甘氨肽浓度， 保持 Ca （HCO3）2=

0.025 M和PC = 0.376 mg/mL不变时，所得矿物经

XRD分析，结果如图3所示。当双甘氨肽浓度较低

（0.005 M）时（图3a），产物的主要矿物相为方

解石，同时还存在较强的（110）、（112）、（114）

等峰，对应的矿物相为球霰石。随着溶液中双甘

氨肽浓度的逐渐增加，球霰石含量明显减少，当

增至0.025 M时（图3c），几乎为纯方解石。这说

明双甘氨肽浓度会影响矿物的相组成，有利于方

解石的生成。而继续增大其浓度，矿物相依然为

方解石纯相，但溶液表面膜脂下的矿化产率明显

降低，当增至0.075 M时，几乎不再有碳酸钙生

成。这可能是由于溶液中生物分子的阻碍作用所

致，该作用我们在后面3.3节中做了详细的论述。

进一步由FESEM照片观察发现，方解石形貌与图

2中类似，均为表面多孔结构，但双甘氨肽浓度的

变化对其孔径并没有较大影响。这说明双甘氨肽

不是调控方解石表面孔径大小的主要因素。

　　上述两组实验表明，当PC与双甘氨肽在溶液

中共存时，PC能有效调控方解石表面孔径的大小。

这是由于PC作为一种优良的双亲分子，它含有亲

Ca(HCO3)2＝0.025 M；双甘氨肽（glycylglycine）＝0.0125 M；
 PC: （a） 0.188 mg/mL，（b） 0.376 mg/mL，（c） 0.752 mg/mL

图2　不同PC浓度的碳酸钙FESEM照片
Fig. 2 　FESEM images of CaCO3 at different 

concentrations of PC

Ca(HCO3)2＝0.025 M；PC=0.376 mg/mL；双甘氨肽（glycylglycine） :  
（a） 0.005 M，（b） 0.0125 M，（c） 0.025 M， （d） 0.05 M

图3　不同双甘氨肽浓度的碳酸钙XRD谱图

Fig. 3 　XRD patterns of CaCO3 at different concentrations 

of glycylglycine
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水性的磷酸酯基和亲脂的脂肪酸链。随着在溶液

中含量的变化，它可在溶液/空气界面形成膜脂

层，在溶液中形成胶束、脂质体及层状液晶。而

这些结构在溶液中并非均一稳定存在，它们之间

是动态共存，并可相互转化。但随着双亲分子含

量的不同，溶液中各种结构的数量及大小会有差

异（肖进新和赵振国, 2003）。由此推断，在矿化

过程中，PC会形成粒径不同的脂质体分散在溶液

中，其中一部分在矿化过程中可能会吸附在生长

着的碳酸钙晶体表面，从而导致方解石表面多孔

结构。但也有文献报道，CO2气泡也可作为模板影

响碳酸钙晶体的生长，产生多孔结构（Hadiko et 

al, 2005；Han et al, 2005；Walsh et al , 1999）。为验

证是否由于溶液中Ca（HCO3）2分解产生的CO2气泡

导致方解石表面的多孔结构，作者做了如下对比

实验：不添加任何生物分子时，将Ca （HCO3）2溶液

（0.025 M）静置，室温自然分解两天，收集的溶

液表面矿物， FESEM照片指示，方解石为表面光滑

的菱面体结构，该结果有效地排除了CO2气泡致孔

的影响。

3.2　PC在矿化过程中的作用

　　图4为仅添加PC时的XRD图，结果指示，合成

的矿物相组成为方解石和球霰石，其中方解石为

主要矿物相，且随着PC浓度的增大，球霰石含量

增加，这与图1中随PC含量增加球霰石量逐渐降

低的结果恰好相反。而二者的唯一不同是图1溶液

中添加了双甘氨肽，这说明双甘氨肽的加入会影

响矿物的相组成。进一步由FESEM（图5）照片指

示，矿物中方解石形貌与图2类似，孔径大小也随

PC含量的增加而增大。当PC = 0.075 mg/mL时，方

解石表面较平整，多为100 nm左右的小孔和几十

纳米的细孔（图5a） ；当增至0.752 mg/mL时，方解

石表面孔径增大，约250～350 nm，同时出现类层

状结构，层间距在1.5μm左右（图5b）。但与同PC

含量的图2c相比，二者存在明显差异，前者表面

层状结构不太明显，且层间距较小。这表明双甘

氨肽对方解石表面孔结构有一定的影响。

　　上述实验表明，在PC单独作用下可产生表面

多孔的方解石。而通过图2和图5中方解石表面孔

径大小的比较，不难发现，当溶液中PC含量相同

时，添加双甘氨肽会使矿物表面孔径增大。这可

能是由于溶液中含有两个亲水基—NH2和—COOH

的双甘氨肽分子，参与了PC脂质体和液晶体的形

成，从而使脂质体的直径增大，最终导致矿物表面

孔径的增大。而图1与图4的矿物相组成的差异，恰

Ca(HCO3)2＝0.025 M； PC: (a) 0.075 mg/mL； (b) 0.1.587 mg/mL

图4　仅添加PC的碳酸钙XRD谱图
Fig. 4 　XRD patterns of CaCO3 in the presence of PC

Ca(HCO3)2＝0.025 M； PC: (a) 0.075 mg/mL； (b) 0.752 mg/mL

图5　仅添加PC的碳酸钙FESEM照片
Fig. 5　FESEM images of CaCO3 in the presence of PC
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好说明PC与双甘氨肽间可能存在协同作用。正如

前言中所介绍的，球霰石是热力学不稳定相，受

动力学因素控制，表面自由能较方解石和文石高

（De and Parker, 1998），在一定条件下，可迅速向

方解石转化。而实验获得较多球霰石并在溶液中稳

定存在，可能是由于PC在溶液中形成的球形脂质

体外表面的曲率半径变化，导致其表面亲水头基的

电势及自由能改变，致使球霰石表面自由能降低，

从而在一定程度上促使球霰石的生成（姚松年和王

春林, 1997），而有机物PC在其表面的覆盖进一步

阻碍了球霰石向方解石的转化，使得它在溶液中稳

定存在。而添加双甘氨肽后，双甘氨肽会参与脂质

体的形成，使脂质体半径增大，曲率半径趋向∞，

致使溶液中脂质体数量减少，不利于球霰石的生

成，从而导致图1与图4矿物相组成的差异，以及图

2c与图5b形貌的不同。

　　为进一步检测溶液中脂质体的存在及大小分

布，作者分别做了仅添加PC、双甘氨肽及PC和双

甘氨肽复合的CaCl2 （0.025 M）溶液的动态光散射

实验。结果显示，溶液中仅添加PC时，脂质体分

布比较稳定，当PC＝0.752 mg/mL时，脂质体直径

主要分布在75 nm和274 nm左右，这与图5 b中方解

石表面孔径的测量结果基本一致。而当同时添加

PC与双甘氨肽时，溶液中的脂质体变得不太均一

稳定，小至几十纳米，大至几百纳米均有分布。

而不同浓度的双甘氨肽溶液的动态光散射实验结

果显示，双甘氨肽在溶液中不能够形成脂质体。

这说明PC是导致方解石表面多孔的主要因素，且

它与双甘氨肽之间存在相互作用。

3.3　双甘氨肽在矿化过程中的作用

　　实验进一步研究了双甘氨肽对矿化过程的影

响，其XRD结果如图6所示，均为方解石纯相，而

之前图1，图3和图4所指示的矿物中均含有少量球

霰石。此外，在无任何生物分子添加时，XRD分析

表明实验合成的矿物为方解石、文石和球霰石的

混合相。这说明双甘氨肽有利于方解石的形成。

FESEM（图7）进一步观察表明，仅添加双甘氨肽所

得方解石表面平整，与图2和图5中的多孔结构明显

不同。这表明仅添加双甘氨肽不能导致方解石表面

多孔结构的形成，与动态光散射实验指示的双甘氨

肽在溶液中不能形成脂质体的结果一致。

　　实验观察发现，当溶液中同时存在PC和双

甘氨肽时，随着双甘氨肽浓度的增大，表面膜

脂下的矿物产率会降低，当增至0.075 M时几乎

没有碳酸钙生成。而在仅添加双甘氨肽或PC的

实验中，并未出现类似现象。这说明溶液表面的

PC膜与双甘氨肽存在相互作用，结果阻碍了矿

化过程的发生，作用机理如图8所示。这是由于

PC作为一种双亲分子，会在溶液表面形成膜脂

层，当加入双甘氨肽后，双甘氨肽分子中带部分

正电荷的—NH3
+可与溶液表面PC分子中带负电

荷的磷酸脂基通过静电力发生作用，吸附在膜脂

层下表面，占据碳酸钙的成核位，双甘氨肽中

带负电荷的—COO－则进一步通过静电力作用，

与溶液中的Ca2+结合，阻碍Ca2+与CO3
2-结合生成

Ca(HCO3)2＝0.025 M，双甘氨肽（glycylglycine）＝0.0125 M

图 6　仅添加双甘氨肽的碳酸钙XRD谱图
Fig. 6　 XRD pattern of CaCO3 in the presence of 

glycylglycine

Ca(HCO3)2＝0.025 M，双甘氨肽(glycylglycine)＝0.0125 M

图7　仅添加双甘氨肽的碳酸钙FESEM照片
Fig. 7　FESEM image of CaCO3 in the presence of 

glycylglycine
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CaCO3，从而阻止碳酸钙在溶液表面的膜脂层下形

成，且随着双甘氨肽浓度的增大，该阻碍作用越

明显，使矿物在溶液表面的产率明显降低，而单

独加入PC或双甘氨肽则没有这种作用。上述结果

说明溶液表面的PC膜脂层与双甘氨肽的协同作用

会影响矿化过程，对溶液表面的矿物生长起到阻

碍作用。

4　结论

　　PC是生物膜的重要组成部分。作为一种双亲

分子，在矿化过程中，它可通过在溶液中形成脂

质体，吸附在晶体表面，有效地影响碳酸钙晶体

表面微结构，导致方解石表面疏松多孔结构的形

成，同时促进球霰石的生成和稳定。而生物小分

子双甘氨肽则利于方解石的形成。PC与双甘氨肽

之间存在相互作用，在溶液表面，通过静电力作

用，双甘氨肽会占据Ca2+在PC膜脂层上的成核位，

从而阻止碳酸钙晶体在表面膜脂的成核，即产生

阻碍作用；而在溶液中，双甘氨肽则参与PC脂质

体的形成，影响脂质体在溶液中的分布，从而影

响矿物相组成及表面孔径的大小。
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Effect of Phosphatidylcholine and Glycylglycine on Polymorph
and Surface Microstructure of Calcium Carbonate

(CAS Key Laboratory of Crust-Mantle Materials and Environments, School of Earth and Space Sciences, 
University of Science and Technology of China, Hefei 230026, China)

Abstract: Phosphatidylcholine (PC) is one of the basic components of the biomembrane, which plays important 

roles in the biomineralization. As a double-hydrophilic biomacromolecule, PC can form liposomes in solution and 

lipid membrane layer at the interface of solution/air. In this paper, using X-ray diffraction (XRD), scanning electron 

microscope (SEM) and dynamic light scattering (DLS), we systematically investigated mineralization of calcium 

carbonate in the presence of PC and/or glycylglycine by a biomimetic mineralization approach. As a result, we found 

that phosphatidylcholine and glycylglycine obviously have effects on surface microstructure of calcium carbonate, 

and that the electrostatic force interaction between the PC molecules at the interface of solution/air and the dissolved 

glycylglycine synergically inhibits mineralization of calcium carbonate minerals.

Key words: calcium carbonate； phosphatidylcholine； glycylglycine； biomineralization
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