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　　生物体硬组织是高度结构化多功能复合材料的
绝佳典范。这些硬组织包括骨组织 (骨和茸角) 、牙
组织 (牙本质和牙釉质) 、棘皮动物骨骼单位、海绵动
物骨针和贝类贝壳。在遗传因素的控制下 ,生物体
通过节能和环境友好途径合成这些生物复合材料。
这些有关生物硬组织功能和结构的研究 ,在医学和
工程学上找到了广阔的应用前景。一方面使更好地
促进骨骼和牙齿的再生成为可能。另一方面由于仿
照生物硬组织的结构和独特的形成过程 ,使得人们
能够制造出高效、节能和对环境友好的新材料[1 ]。
贝壳是自然界合成的多功能复合材料的成功例子。
犹如其他生物材料 (骨骼、牙齿等) ,贝壳是分子或纳
米结构体的聚合体 ,其总质量的 95 %以上是 CaCO3

质晶体 ,表现为方解石和 (或)文石两种物相。典型
的贝壳结构分为角质层、柱状层和珍珠质层。角质
层位于贝壳的最外层 ,将贝壳与周围环境隔离开 ,为
CaCO3 质晶体的沉积提供框架。柱状层 CaCO3 质
晶体表现为方解石物相 ,位于珍珠质层与角质层之
间。珍珠质层位于贝壳最里层 ,为文石物相。
贝壳的形成是一个有机2无机分子之间相互识别
的过程。分子操作意味着借助有机分子控制无机凝
聚态纳米结构材料的形成[ 2 ]。CaCO3 质晶体的核
化、生长、物相转换和空间定位等都严格受到只占贝
壳总质量 1 %～5 %的生物大分子的调控。因而将这
种由生物大分子指导的 CaCO3 质晶体沉积形成贝
壳的现象称为贝壳的生物矿化 ( shell biomineraliza2
tion) [3 ,4 ]。生物矿化形成的贝壳具有许多优良的机
械特性 ,能很好地抗扭曲、抗折断和抗挤压。矿质相
和有机相的相互作用是生物材料显著力学特性的关
键所在。这表明生物策略的高度智能性 ,使得本质
上各向异性的一维大分子和矿质结构体自组装产生
各向同性的纳米结构体[5 ]。在贝壳形成过程中 ,生
物大分子同时控制晶体生长和通过吸附特殊专一晶
面控制纳米结构体的形状。生物大分子的作用使得
形成的矿质纳米结构体增加了材料硬度 ,可能的机
理与晶体生长解理面偏差和偏差引起能量的吸收有
关。同时 ,生物矿化形成的 CaCO3 纳米复合物的内
聚轴长是无机合成物的 1/ 4～1/ 3 ,从而使得这种生

物材料具有无机晶体所不能比拟的强度和硬度。纳
米化学家已从生物体系矿化过程的模式中了解到一
些基本规律 ,并运用生物学概念如形态发生 ( mor2
p hogenesis) 、复制 ( replication) 、自组织 ( self2organi2
zation)和形态变形 ( metamorp hosis)等作为无机材
料合成策略 ,为纳米化学的发展提供了诱人的前景。
因而目前探讨贝壳的形成机制不仅是生物矿化学的
研究热点之一 ,同时也引起了材料学界日益浓厚的
兴趣 ,为纳米材料、矿物质聚合材料和模板晶体等新
材料的开发开启了一个新的思路[ 5 ,6 ]。
贝壳生物矿化的研究现状可以概括为一句话 :

一条主线 ,两个分支。即围绕贝壳形成的机理问题 ,

对贝壳有机质和 CaCO3 质晶体的特性展开了广泛
而深入的研究。

1　贝壳有机质
有机质可以改变生物矿化纳米结构材料的特
性。这类有机大分子包括蛋白质、糖蛋白、多糖、磷
脂等 ,它们可以控制无机矿质相成核 ,操纵生物矿化
纳米材料的生长 ,且赋予其新的禀性[3 ,4 ]。根据贝壳
有机质的溶解特性分为可溶性有机质 ( soluble ma2
t rix , SM)和不可溶有机质 (insoluble mat rix , IM) 。

1 . 1　贝壳蛋白质
人们可以通过各种途径得到贝壳蛋白质 : (1) 外
套膜外腔液。在贝类的外套膜和贝壳之间有一个生
物结构意义上的腔 ,称为外套膜外腔。形成贝壳所
需的有机质和 Ca2 + 、CO3

2 - 等无机离子都由外套膜
分泌 ,集合于外套膜外腔中。可以这样说 ,外套膜外
腔液是形成贝壳的物质库 ,当然包括了贝壳蛋白质。
但是由于外套膜外腔液很少 ,同时还很难解决收集技
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术问题 ,使得从这一途径获取一系列分析所需的足
量蛋白质变得非常困难。(2) 贝壳。从贝壳中提取
贝壳蛋白质是目前最常用的方法 ,这种方法的主要
流程包括脱钙、脱盐、离心、冻干。
1 . 1 . 1　可溶性贝壳蛋白质 ( soluble mat rix p rotein ,

SMP)

在贝壳生物矿化过程中起决定性作用的是可溶
性贝壳蛋白质 ( SMP) ,它控制着 CaCO3 质晶体物相
的转换和定向[7 ]。因而探讨 SMP的各种生化特性、
空间结构以及与之有关的基因特征成为了贝壳生物
矿化研究中的热点。
人们最初的研究主要集中在分离提纯 SMP 的
各组分蛋白 ,测定其分子质量、等电点和氨基酸组成
等。SMP的分子质量大小在不同贝类间表现出较大
差异 ,从 5 ku到 500 ku不等[8 ,9 ]。同样 ,不同贝类的
SMP的氨基酸组成也存在较大差异 ,但是也表现出
了一些普遍存在的共性。SMP 中以 Gly ,Asx (Asp

和 Asn)和 Glx ( Glu 和 Gln)为主 ,可占总氨基酸的
60 %以上[9 ,10 ]。由此可以看出 SMP 属于酸性蛋白
质。同时 ,SMP的氨基酸组成在同一贝壳的柱状层
和珍珠质层之间表现出较大差异。柱状层的 SMP

指导生成方解石 ,而珍珠质层的 SMP对文石的形成
负责[7 ]。Grégoire 研究双壳贝类 ( Meleag ri na 和
Pi nna)的 SMP后证明 :与珍珠质层相比较 ,柱状层
的 SMP中 Tyr和 Gly的含量较高 ,而 Arg ,Ser , Glu

和 Asp 的含量较低[ 11 ]。统计 SMP中酸性氨基酸和
碱性氨基酸之比 [ (Asx + Glx) / (Lys + Arg + His) ]

可以看出 :方解石质贝壳中酸性与碱性氨基酸比值
大于文石质贝壳的该比值。也就是说方解石质贝壳
的 SMP中酸性氨基酸的含量高于文石质贝壳。这
一现象在不同种的贝类和营养背景不同的同一种贝
类的相关研究中都得到了证实[12～15 ]。
为了深入了解 SMP 调控 CaCO3 质晶体的核
化、生长 ,以及方解石和文石两种物相之间的相互转
换 ,研究者将目光转向探讨 SMP的结构上。有关确
定 SMP初级结构的研究在 20世纪 70年代才展开。
由于 SMP中 Asp 的含量较高 ,在富含 Asp 肽段周
围的氨基酸残基形成封闭的环 ,使得用 Edman降解
法测定其序列在技术上遇到了极大困难[16 ,17 ]。同时
这类蛋白质很难用常规的化学或酶裂解方法来获得
测序所需的短肽[18 ]。因此最初的研究只能对 N 末
端 10个左右的氨基酸残基有所了解。尽管如此 ,人
们通过努力仍然得到了许多相关数据。研究结果表
明 SMP 的氨基酸链中主要的氨基酸序列是 ( Asp2
Gly) n和 (Asp2Ser) n ,同时含有独立的多聚阴离子和
疏水氨基酸区域[ 13 ,19 ,20 ]。这些独立的区域对 SMP

的功能是必不可少的[ 21 ,22 ]。为了能够更准确地掌握
SMP的结构与功能的相互关系 ,研究者利用现代分
子生物学的手段获得了几种贝类 SMP的全序列 ,它
们是珠母贝 ( Pi nct ada f ucata ) [23 ]、P. m ax i m a[24 ]、
红鲍 ( H al iot is ru f escens) [25 ]。另外 Miyamoto等[26 ]

还成功地在珠母贝的珍珠中提取出了一种含有碳酸
酐酶 (CA)功能区的可溶性蛋白质 ,并获得了该蛋白
质的全序列。在这类研究中 ,研究者都是采用以下
方法获得目的蛋白质的全序列 : (1) 提取外套膜中的
总 RNA ,纯化出 mRNA ,构建 cDNA文库 ; (2) 分离
提纯 SMP ,并测定其 N 末端的部分氨基酸序列 ;
(3) 根据上述氨基酸序列设计基因特异性引物 ,筛选
cDNA 文库 ; (4) 将所得的目的 cDNA进行全序列分
析 ; (5) 根据目的 cDNA的全序列推导 SMP的全序
列。利用这一方法 ,研究者获得了大量的有价值的
信息。Shen等[25 ]研究红鲍 SMP中 L ust rin A 的全
序列后发现该蛋白中含有由大量 Ser , Pro , Gly 和
Cys组成的高度模块化的结构 ,这些模块结构表明
L ust rin A是一种多功能蛋白质。Samata 等[ 23 ]从珠
母贝贝壳中分离出命名为 N16 的 SMP。在此类蛋
白质中含有 Asn2Gly 重复序列区 ,能够形成类似于
Gly环的结构单元 ,这种柔性结构在蛋白质与其他分
子相互作用中扮演着重要的角色 ,它使得 N16 能够
同其他贝壳蛋白质、CaCO3 质晶体和 Ca2 + 结合 ,从
而控制晶体的形成。Miyamoto 等[26 ]在珠母贝珍珠
中提取了一种命名为 nacrein的多聚阴离子蛋白质 ,

含有两个主要的功能结构区 :碳酸酐酶 (CA)功能区
和 Gly2Xaa2Asn ( Xaa = Asp、Asn 或 Glu) 重复区。
Kono等[24 ]在 P. m ax i m a的 SMP N66 中也发现了
碳酸酐酶功能区和插入其中的重复区。其中 nacrein

的 CA 功能区与人类的 CA II有极高的同源性 ,而
N66的 CA功能区却与人类的 CAV II有较高的同源
性。N66主要通过 CA 功能区提供 HCO -

3 ,而 Gly2
Xaa2Asn重复区调控晶体的形成[ 24 ]。Donachy等曾
经利用原子力显微镜 (A FM)观察发现牡蛎 ( Cras2
sost rea v i rgi nica)的 SMP中 RP21 组分的空间结构
呈椭圆形 ,最短轴长为 75 nm ,最大轴长为 100 nm ,

周长为 276 nm。同时还证实了在 RP21蛋白中存在
一个环状结构 ,这是阻碍利用 Edman降解法对 SMP

进行测序的主要因素[17 ]。但是由于在分离提纯
SMP中使用了可能导致蛋白质变性的弱酸性溶剂
(乙酸或 ED TA) ,很难借助各种仪器对蛋白质直接
进行高级结构分析。因而目前在分析 SMP的高级
结构方面还没有一个十分有效的方法。可幸的是随
着生物信息学的发展 ,现在人们可以通过蛋白质的
氨基酸全序列来间接推断其二级和三级结构。然而
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这种方法也存在其局限性 ,因为分泌到外套膜外腔
的蛋白质是基因表达并且经翻译后修饰过的产物 ,

使得利用 cDNA序列演绎出的蛋白质全序列并不能
真实地反映该蛋白质的完整信息。
1 . 1 . 2 　不可溶贝壳蛋白质 (insoluble mat rix p ro2

tein , IMP)

不可溶贝壳蛋白质 ( IMP)是贝壳的构架蛋白 ,

主要为 CaCO3 质晶体的核化、生长和空间伸展等提
供结构上的支持。由于不可溶这一特性使得有关
IMP的各项研究相对较困难 ,因而这方面的报道也
较少。IMP中含有大量的 Gly ,Ala和其他疏水性氨
基酸[ 9 ,19 ,27 ]。与 SMP一样 ,对 IMP分子结构更深入
的探讨同样是利用现代分子生物学的手段 ,获取
IMP蛋白质的全序列信息 ,从而进行其他各项研究。
Sudo等[28 ]分别从 P. f ucat a贝壳的文石层和方解石
层分离出了两种含有信号肽的 IMP ,命名为 MSI60

和 MSI31 ,分子量分别是 60 ku和 31 ku。X2射线衍
射分析表明 IMP为β折叠构象 ,MSI60 的β折叠区
由 9～13个氨基酸残基构成。MSI60中较长的块可
以形成密集的β折叠蛋白晶体。MSI60 中含有 39

个复合 Gly 块 ,每个块含有 3～15 个氨基酸残基。
复合 Gly块参与了β折叠蛋白晶体的形成。N 末端
和 C末端的复合 Asp 块却与 Ca2 +结合。而位于 N

末端和 C末端区的 Cys残基则与形成分子内和分子
间的二硫键有关。MSI31 为方解石柱状层的 IMP ,

其分子结构中没有复合 Ala 块 ,而在 N 末端区含有
10个复合 Gly块和在 C末端区含有由 6 个连续的
ESEEDX基元组成的大型酸性区域。Gly块参与形

成β折叠结构 ,C末端的酸性区域负责与 Ca2 +和其
他蛋白质的结合。MSI31 的 N 末端和 C末端的两
个 Cys 残基同样参与形成分子内和分子间的二硫
键。

1 . 2　贝壳碳水化合物
人们对贝壳有机质的研究主要集中在蛋白质
上 ,很少有关于碳水化合物的报道。随着研究范围
的扩大 ,人们发现碳水化合物在贝壳的生物矿化中
也扮演了重要的角色[14 ,29 ,30 ]。几丁质在许多贝类贝

壳中都能检测到 ,并被认为在构建贝壳框架结构中
发挥着重要的作用[31 ,32 ]。几丁质被夹在两层 SMP

之间 ,从而形成三明治结构的蛋白质2多糖网络 ,这种
网络结构在贝壳形成的初期起着极其重要的作
用[33 ]。

碳水化合物在 SM 中还通过与蛋白质结合 ,以
糖蛋白的形式影响贝壳的生物矿化。双脐螺 ( B i2
om p hal ari a gl abrata)的贝壳 SM 中的一种主要蛋

白质 (分子质量 : 19. 6 ku ;等电点 : 7. 4)就是一种糖
蛋白 ,其末端为葡糖基或甘露糖基[34 ]。由于 SM 中
酸性蛋白质的末端大多连接有碳水化合物 ,因此 SM

极有可能是由蛋白聚糖、糖胺聚糖和糖蛋白组成的
异源混合物[34 ]。在其他贝类的贝壳中也发现有黏多
糖的存在[ 35 ]。Marxen 等[ 34 ]证实双脐螺贝壳的 IM

中含有葡萄糖、甘露糖、半乳糖和 N2乙酰葡萄糖胺。
在 SM中除含有上述碳水化合物外 ,还检测到了 N2
乙酰半乳糖胺。然而是否这些碳水化合物都参与了
贝壳的生物矿化 ,以及其影响 CaCO3 质晶体沉积的
机制问题目前还不明确。

1 . 3　贝壳脂类物质
Emily等[36 ]在双壳贝类 A rca zebra 和 Codaki a

orbicul aris的贝壳中发现的脂类物质有 :脂肪酸、胆
固醇、植物二烯、甲酮和 n2链烷。他们进一步利用同
位素分析发现 ,脂肪酸是在贝壳生物矿化过程中衍
生出来的。但是到目前为止仍不清楚是否脂类物质
在生物矿化中发挥作用。

2　贝壳中 CaCO3 质晶体及化学元素
组成

2 . 1　贝壳 CaCO3 质晶体的多态及与其他化
学元素的关系

　　CaCO3 质晶体在自然界中存在 3 种物相 :方解

石、文石和球霰石。晶体形状通常分别为六角形、针
形和球形。方解石和文石有着非常类似的晶体结构
和热动力稳定性 ,只是前者对温度和压力的稳定性
不如后者。
根据所含 CaCO3 质晶体物相的不同 ,可将贝壳
分为 3类 :方解石质贝壳、文石质贝壳和方解石2文石
混合型贝壳。后者最为常见。球霰石在贝壳中很少
见 ,只是在一些受伤贝壳的愈合过程中有所发现 ,但
也只能存在极短时间[ 37 ]。
文石与方解石晶体结构虽然类似 ,但仍有显著
不同 :文石的晶格结构中的 Ca2 +和 CO2 -

3 是按六方
最紧密堆积方式排列 ,每个 Ca2 +周围虽然围绕着 6

个 CO2 -
3 ,但与其相接触的氧离子不是 6 个 ,而是 9

个 ;Ca2 +的配位数为 9 ,每个 O 与 3 个 Ca 和 1 个 C

连接。这样文石晶体的晶格比方解石的更开放 ,

CaO键的距离更长。因此文石可以容纳一些直径较
大的原子 ,如 Sr和 Pb。而方解石的晶格结构使其更
易接纳直径较小的原子 , 如 Zn , Fe 和 Mg。所以
Lorens和 Bender [38 ]指出贝壳的矿物学特征是影响
其化学元素组成的最主要和最直接的原因。类似的
结果在其他一些研究中也得到了证实[39 ]。
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2 . 2　CaCO3 质晶体的核化
晶体的成核过程意味着从超饱和溶液相克服能

障形成固相。在生物环境中 ,界面能障可因成核位
点有机分子的存在而降低。有序的生物高分子模板
表面有确定的位点提供给矿质成核生长。专一性的
成核生长形成特定晶体结构的关键在于有机分子功
能基团和晶核表面离子间分子互补作用。在作用位
点上极性电荷和立体化学关系使得有机2无机界面相
匹配 ,满足一定大小和拓扑构型。有机模板表面发
生成核的分子专一性识别过程 ,类似蛋白2蛋白或蛋
白2细胞膜作用。无机2有机界面间分子识别 ,导致专
一性生物矿化成核 ,可能是分子间弱相互作用力、空
间结构一致和立体化学三者协同作用的结果[40 ]。

Wierzbicki等[41 ]利用能量最优化计算表明 :含有多
聚 Asp 的贝壳蛋白质与方解石晶体的最佳结合面为
{001}面。这样方解石就从{001}面开始核化 ,使得
晶体沿 c2轴方向定位 ,并与贝壳有机质平面垂直。
这种由贝壳有机质指导的晶体核化是按晶体的取向
附生机制进行的。那就是说有机质与新生晶体之间
的晶格匹配降低了面际自由能障 ,有利于临界晶核
的形成[42 ]。离体研究表明富含 Asp 的贝壳蛋白质

从{001}面开始核化方解石。方解石晶体是由 Ca2 +

层和 CO2 -
3 层交叉排列组成 , CO2 -

3 就位于 { 001}

面[43 ]。但是对于已定位的球霰石晶体的核化而言 ,

其核化面与 CO2 -
3 所在面垂直[4 ]。

同一贝壳蛋白质分子既可能促使 CaCO3 质晶

体核化 ,也可能抑制晶体的形成。也就是说 ,当一特
定的蛋白质呈溶解态时可以抑制 CaCO3 质晶体的

形成 ,但当这一蛋白质分子附着在不溶的支持物 (如
IM)上时又可以激发 CaCO3 质晶体的核化[21 ,43 ]。

2 . 3　CaCO3 质晶体的生长
离体研究表明贝壳蛋白质和多糖与 CaCO3 质

晶体特定面结合 ,从而抑制其在该面垂直方向上的
生长。例如尽管人工合成的方解石是有着发达的
{104}面的菱形晶体 ,但是一旦有贝壳蛋白质的介入
就会使晶体的其他面也得到很好的发展[ 43 ]。这些由

蛋白质诱导的晶面通常为阶梯状[41 ]。

2 . 4　CaCO3 质晶体物相的转换

Falini等[32 ]利用几丁质和丝心蛋白作为构架

物 ,在其表面黏结从贝壳中提取得来的 SMP。随后

将这些有机质底物浸入 CaCO3 饱和溶液中 ,在一定
条件下进行晶体培育。结果表明由方解石质贝壳分
离提纯的 SMP诱导方解石的生成 ,而来自文石质贝
壳的 SMP则诱导产生文石。CaCO3 质晶体的形状、

大小和组织都由 SMP决定。CaCO3 质晶体表现出
何种物相受到核化位点三维结构特点所控制 ,这种
三维结构包括生物大分子的构象和位点所在的微环
境 ,这两个因素缺一不可。Belcher 等[7 ]证实在没有
贝壳蛋白质介入的情况下生成的方解石为菱形 ,而
当加入从方解石质贝壳提取的 SMP后 ,生成的方解
石却表现为球粒状。同样 ,从文石质贝壳获取的
SMP诱导生成针状的文石。如果同时加入从方解石
质贝壳和文石质贝壳提取的 SMP则会在菱形方解
石上长出针状的文石。当从反应液中去除掉文石质
贝壳的 SMP后 ,CaCO3 质晶体又由文石物相转变为
稳定态的方解石物相。在此基础上重新加入文石质
贝壳 SMP后 ,在第二层方解石上又新生成了针状的
文石。这一研究结果表明在没有改变反应液温度、
压力和元素组成的情况下 ,不同来源的 SMP的有无
就足以完成 CaCO3 晶体在方解石和文石两种不同
物相之间的转换。

3　贝壳生物矿化研究的展望

阐明贝壳的形成机制仍然是今后生物矿化研究
的核心。贝壳的形成过程受到遗传特性的控制 ,同
时也受到环境因素的影响。随着现代分子生物学理
论和技术手段的日趋完善 ,揭开与贝壳形成有关的
遗传奥秘的进程也会加快。贝壳的形成过程实质上
是有关基因的开启和关闭的过程。找到这些基因 ,

并对其特性进行研究被认为是人为控制贝壳生物矿
化的第一步。在研究与贝壳生物矿化相关基因的同
时 ,还必需进一步认识蛋白质在贝壳形成过程中所
扮演的角色。目前还没有贝壳蛋白质序列2结构2功
能三者对应关系模式的报道 ,其中最主要的原因是
不能获得贝壳蛋白质准确的空间结构信息。今后在
这一研究中急需解决的问题是找到一种能完整保持
其空间结构信息的分离纯化贝壳蛋白质的技术手
段。当然 ,在这一问题上采取对贝壳蛋白质结构进
行直接观察和间接推导联合的方式是最可取的。贝
壳形成过程所受环境因素的影响也是值得进一步研
究的方向。这些因素包括贝类生活环境的温度、盐
度、p H值和其食物等。
贝壳生物矿化的理论研究在今后必定会走上与
生产实践相结合的道路。与之相关的产业有 :新材
料、医学、珍珠生产和贝类养殖。目前国际上有关贝
壳生物矿化的研究成果还未实现产业化 ,但是欧美
以及日本等发达国家正逐渐将该方面的研究成果推
向市场 ,其在纳米材料和矿物聚合材料等新材料开
发中的重要指导作用已初露端倪。在日本已有科研
单位和大公司联合进行贝壳生物矿化分子机制的研
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究 ,并开始将研究成果应用到体外培养优质珍珠的
产业上。但是要真正实现贝壳生物矿化研究成果的
产业化 ,大量获得相关蛋白质和建立稳定、高效的离
体矿化系统是必须解决的首要技术问题。
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