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　　摘要：生物矿化材料一般由95％的无机物和5％的有机质组成�具有普通无机材料无可比拟的力学性能、
光泽及特殊功能�这些特性源于细胞的调控和有生物活性的有机高分子对无机物结晶和形貌的精确控制。本
文综述了甲壳素及其衍生物壳聚糖在生物矿化领域（生物体内和体外模拟）的作用研究进展。
　　关键词：甲壳素；壳聚糖；碳酸钙；生物矿化

生物矿化是指在生物体内形成矿物质（生物矿物）的过程［1］。生物矿化作用是自然界广泛发生的一
种作用�它与地质上的矿化作用明显不同的是无机相在晶体成核、晶体相以及晶体生长动力学上严格受
生物分泌的有机质控制［2～5］。生物矿化往往能形成排列有序、结构和力学性能非常优异的天然有机-无机
复合材料。这些材料具有各种各样的形貌�同时也具有各种特殊的生物功能。尽管到目前为止这种高度
有序的纳米复合材料的形成机理及其生物控制过程还是一个谜�但是生物矿化的原理为制造性能优异的
复合材料提供了新的思路和途径［6～8］。

多糖甲壳素（chitin）作为自然界中无脊椎动物生物矿物材料中的一种主要的有机物组分�在生物矿化
的不同阶段具有很重要的作用。因此�研究甲壳素及其衍生物壳聚糖（chitosan）在生物矿化中的作用并进
而在实验室模拟这一过程�可以为揭示生物矿化机理及制备高性能有机-无机杂化材料提供有益的启示。
1　体内研究

甲壳素是一种线性的多糖�也是许多无脊椎动物矿化组织中的一种重要的有机组分［5�9］。甲壳类动
物的外角皮和内表皮主要由甲壳素-蛋白质的微纤维以及碳酸钙矿物组成［10～13］�其中甲壳素呈现α-构
象［13�14］；而软体类动物中的珍珠层则是由甲壳素-蛋白质组成的三明治多孔结构［15］�并与碳酸钙形成层状
结构［8�16］�其中甲壳素呈现β-构象［17］。有关生物矿物中甲壳素与碳酸钙相互作用的报道很多�这里仅举
两个例子说明。
Mikkelsen等［18］研究了红色小虾壳上的白点�将小虾壳中分离出来的原料干燥后进行红外光谱、拉曼

光谱、XRD、电子显微镜和能谱分析。结果表明这些白点是由方解石和球方解石的碳酸钙晶体混合物和
无定形α-甲壳素组成的。尽管碳酸钙不同晶型的比例会有所变化�但是α-甲壳素和碳酸钙在白点中的
相对质量浓度是恒定的（0∙34∶0∙66）�这说明α-甲壳素在白点的形成过程中起着重要的作用。Careche
等［19］报道了小虾壳上白点的原位拉曼光谱结果�发现在形成沉淀中没有蛋白质和/或甲壳素的构象变化。
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以上研究表明甲壳素直接或者间接地作为成核模板�可得到高性能多功能的生物矿物材料。
2　体外研究

甲壳素/壳聚糖-碳酸钙复合物作为生物材料�以其优良的性能受到了化学家和材料学家的重视�从
而以甲壳素/壳聚糖等为有机模板�模拟生物矿化过程的研究也越来越多。
2∙1　不溶性甲壳素/壳聚糖基质作为矿化的模板

甲壳素/壳聚糖作为模板基质是通过其主链结构和官能团来影响碳酸钙的晶型和形貌的。
Levi等［15］研究发现乌贼壳中甲壳素以纤维状排布�但是在这些纤维上有一些排列规则的小孔�丝状

蛋白以一层很薄的薄膜铺在甲壳素表面（见图1）�对其空间结构的模拟研究表明�这种微环境对于碳酸
钙随后的结晶以及生长有着重要影响。

图1　在临界条件干燥后的甲壳素（A�B）和甲壳素/丝状蛋白（C）
（A） 显示了层状结构的甲壳素表面和侧面；

（B�C） 甲壳素表面沉积丝状蛋白之前（B）和之后（C）的高倍照片。［15］
Figure1　SEM micrographs of chitin （A�B） and of chitin/silk assembly （C） after critica-l point drying

（A） View of the chitin surface and edge showing the lamellar structure；
（B�C） High magnification of the chitin surface before （B） and after（C） deposition of silk．［15］

Falini等［20］通过双扩散的方法在β-甲壳素的网络中沉淀得到了碳酸钙的三种主要晶型：文石、球方
解石、方解石。它们在网络中的位置是与晶型有关的�而这取决于钙离子在甲壳素网络内部的局部位置
的过饱和度。碳酸钙-壳聚糖复合材料也可以通过将壳聚糖浸在饱和的碳酸钙溶液中得到沉淀在壳聚糖
上的碳酸钙结晶［21�22］。另外�还可以通过碱性壳聚糖和碳酸钙的混合溶液进行反应制备球状和薄片状的
碳酸钙－壳聚糖复合材料［23�24］。
Neira-Carrillo等［25］利用壳聚糖薄片接枝聚丙烯酸和聚丙烯酰胺作为基底来控制钙盐的结晶�并在聚

丙烯酸接枝的壳聚糖基体上�得到了小球状或圆环状的碳酸钙。这种特殊的碳酸钙形貌取决于壳聚糖样
品的分子量以及接枝反应过程。

王静梅等［26］制备了壳聚糖（CS）/卵磷脂（PC）/胆固醇（CH）/氯化钙薄膜�然后在碳酸钠溶液中浸泡三
天�膜内逐渐形成大量白色结晶物（球方解石）�得到 CS-PC-CH-CaCO3复合膜。研究结果表明：球方解石
的形成是由于 PC和 CH的加入使得 CS 的分子间相互作用和聚集形式发生了变化�因此可以通过磷脂和
胆固醇对壳聚糖的行为进行修饰�即生物矿化的模版可以进行设计�进而制备具有更高能量的晶体表面。
Manoli等［27］则研究了甲壳素作为支撑物在恒定的过饱和度下的碳酸钙的结晶和生长的情况�并计算

了其相应的热动力学参数�包括碳酸钙晶体的初始生长速率与初始钙离子浓度以及过饱和度的关系（见
图2）。
2∙2　甲壳素/壳聚糖凝胶中的矿化研究

甲壳素/壳聚糖凝胶提供了生物矿化反应的新的微环境�从而可以进一步阐述矿化机理。
Hirano等在甲壳素和壳聚糖凝胶中利用氯化钙来生成碳酸钙［28］。氯化钙复合物凝胶的制备采用两

种方法：一是在甲壳素和壳聚糖的小颗粒上诱陷氯化钙；二是将凝胶颗粒状的或者长方形薄片状的甲壳
素和壳聚糖浸没在氯化钙溶液中�这种凝胶状的复合物在室温下浸没入1M碳酸钾溶液中从而产生白色
的方解石复合物。他们［29］还将壳聚糖-藻酸钙的水凝胶放入透析膜中�然后浸入0∙1M的碳酸钠溶液（pH
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＝11）中�从而形成壳聚糖-碳酸钙白色沉淀�作者还进一步研究了这种壳聚糖-碳酸钙的复合物的稳定性�
发现离子的扩散速度以及沉淀物的固定等因素决定了结晶物的最终性质（见图3）。

图2　在甲壳素基底上方解石的初始形成速度与溶液中初始钙离子浓度（A）
和与在经典成核理论下溶液过饱和度（B）的关系 ［27］

Figure2　Initial rate of calcite formation on chitin substrate as a function
of the initial calcium ion concentration in solution （A）�and as a function of the solution

supersaturation according to the classical nucleation theory（B）．［27］

图3　从氯化钙-壳聚糖复合物上一个颗粒（直径约50μm）中氯离子向蒸馏水
和1M碳酸钾溶液中释放的时间效应。每一个值是三次实验的平均值。［28］
Figure3　Time course for the liberation of chloride ions into distilled water （○） and

into aqueous1M K2CO3 solution （●） from one granule （diameter ca．50μm） of CaCl2-chitosan
composite materials．Each value is the average of three experiments．［28］

2∙3　不溶性甲壳素/壳聚糖基质与可溶性添加剂协同作用对矿化的影响
不溶性的甲壳素/壳聚糖基质和可溶性的添加剂都会对碳酸钙晶体的晶型和形貌产生影响［30］。
Falini等［31］从一些软体动物贝壳文石层提取的可溶性蛋白质大分子在体外实验中将之吸附在β-甲

壳素和蚕丝蛋白上可诱导的文石生成；而在相同的条件下�从方解石层中提取的蛋白质大分子则诱导方
解石的形成。这些结果表明这些可溶性蛋白质大分子对于体内的文石和方解石的形成起决定作用。
Kato等通过不溶于水的甲壳素/壳聚糖和水溶性的高分子协同作用得到了一种新的制备高分子/碳酸

钙复合材料的方法（见图4）。这些薄膜的碳酸钙晶体是在酸性条件下的壳聚糖薄膜［32］、甲壳素薄膜［33］和
甲壳素纤维［34］上形成的。通过循环地进行壳聚糖旋转涂膜和在聚丙烯酸存在的条件下薄膜结晶可以得
到层状结构的高分子/碳酸钙复合材料�而扫描电镜的结果表明层状结构中含有无机晶体的砖式结构和
高分子连接剂［33�35�36］。为了了解控制碳酸钙结晶行为的主要因素�他们［37］又将这些多糖衍生化从而保护
了羟基和氨基�结果表明没有任何沉淀发生在基质上�这是因为这些多糖的衍生物即使在聚丙烯酸存在
的条件下也没有任何质子给予体�同时固体薄膜只能在酸性高分子的特殊浓度范围内才能得到�所以吸
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附在固体基质上的酸性高分子的结晶作用和溶液中的酸性高分子的抑制作用的平衡是产生薄膜的重要

作用。在这些研究中�Kato等［32�37］认为聚丙烯酸在壳聚糖上的吸附是一种氢键相互作用�而这种作用最
终导致强的钙离子结合能力�从而导致在结晶的初始阶段加速了成核�而在随后的阶段在厚度方向上抑
制了生长�产生了薄膜晶体。

图4　壳聚糖基底上的碳酸钙薄膜 ［33］和双层

膜 ［36］的扫描电镜照片

Figure4　SEM micrographs of thin film （A） ［33］
and double layered thin films （B） ［36］

of calcium carbonate grown on a chitosan matrix

Zhang等［22�38～41］同样在固体壳聚糖基体上利用加
入不同的添加剂在饱和碳酸钙溶液中研究了碳酸钙晶

体的生长。对聚丙烯酸等与壳聚糖的相互作用进行了
衰减全反射红外光谱以及 X 射线光电子能谱技术的
研究�表明荷正电的质子化的氮原子和荷负电的羧酸
根离子是通过壳聚糖上的氨基与聚丙烯酸的羧基互相

作用形成的�并指出初始的碳酸钙晶核来自于质子化
的氨基和羧酸根阴离子�晶体的生长也受到这些电荷
的影响（见图5）�晶体的取向和形成是一种附生结晶
的结果。另外�Zhang 等［39］还指出壳聚糖薄膜的刚度
也会影响结晶情况（在玻璃板上和在高聚物基板上）�
在刚性的基板上均一成核并诱导晶体的生长。

图5　溶液中聚丙烯酸和壳聚糖的存在形式
A－pH值小于4∙5；B－pH值介于4∙5和6∙3之间；C－pH值大于6∙3。［22］

Figure1　Scheme of existing forms of poly（acrylic acid） and chitosan in aqueous solution
A－low pH＜4∙5；B－medium pH4∙5～6∙3；C－high pH＞6∙3．［22］

图6　在聚丙烯酸存在下壳聚糖薄膜上的碳酸钙岛状晶体的扫描电镜照片
a－文石和球方解石的混合物；b－文石；c－球方解石；d－文石和球方解石的混合物。

箭头表示小的颗粒。A和 V 分别代表文石和球方解石晶体�标尺40μm ［42］
Figure6　SEM micrographs of CaCO3 island crystals formed on chitosan membrane with PAA：
a�a mixture of aragonite and vaterite；b�aragonite；c�vaterite；d�a mixture of aragonite and vaterite．

Small particles are indicated by arrows．Symbols A and V correspond to aragonite crystal
and vaterite crystal�respectively．Scale bar�40μm ［42］

同时�不同的晶体生长技术也会影响碳酸钙薄膜晶体的性质。Wada 等［42］将碳酸铵蒸汽扩散进氯化
钙溶液中�在聚丙烯酸和壳聚糖薄膜共存的条件下制备了薄的碳酸钙岛状晶体�而后发展为连续的碳酸
钙薄膜（见图6）。在最佳量的聚丙烯酸存在的条件下�壳聚糖薄膜上形成的连续的碳酸钙薄膜是完全由
文石组成的；当聚丙烯酸的量不是最佳时�碳酸钙的晶型由文石转化为球方解石�而且其形貌趋向于孤立
岛状结构。这些现象的产生是由于聚丙烯酸与壳聚糖相互作用的异相成核诱导作用和聚丙烯酸的均相
成核抑制作用相互竞争引起的。Wakayama 等［43］利用超临界二氧化碳在壳聚糖旋涂膜上制备碳酸钙晶
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体�得到了高度密集的圆形片状的球方解石碳酸钙薄膜。
一些其它可溶性添加剂也会影响到生物矿物的结晶情况。Ichikawa 等［44］在生物体外的矿化研究是

通过锌离子阵列与甲壳素基底在聚天门冬氨酸和钙离子溶液在二氧化碳气氛下进行的。这种锌离子的
阵列具有将 CO2催化转化为 HCO3－的功能�从而加速碳酸钙的形成（见图7）。而对于具有钙离子识别能
力的聚左旋天门冬氨酸涂覆的甲壳素基板（pAsp）上形成的碳酸钙的原位X射线衍射研究表明�锌离子阵
列与 pAsp基板的相互作用在低温下（15℃）形成球方解石和方解石�而在25℃下主要形成球方解石。这
种相互作用同时控制了 pAsp基板上碳酸钙晶体的晶型和形貌。Kotachi 等［45］在壳聚糖表面成功制备了
以硅酸盐作为介质的碳酸钙薄膜。硅酸根阴离子的存在会诱导碳酸盐晶体的矿化并且会在功能化的表
面进行二维生长。硅酸根离子对碳酸钙晶体形貌的控制与含有羧基的有机聚电解质例如聚丙烯酸的效
应相似。

　　　　　　　　　　　　　　　CO2＋zinc－bound H2O HCO3－＋H＋ （1）
　　　　　　　　　　　　　　　HCO3－＋Ca2＋ CaCO3＋H＋ （2）
　　　　　　　　　　　　　　　2HCO3－＋Ca2＋ CaCO3＋CO2＋H2O （3）

图7　碳酸钙形成的反应式 ［44］

Figure7　Equations for the formation of calcium carbonate ［44］

2∙4　水溶性的甲壳素衍生物作为矿化模板的研究
甲壳素或壳聚糖改性成为可溶性衍生物�既保持了多聚糖的链结构又具有对生物矿化有重要影响的

官能团�从而简化了模拟体系的复杂性。
Liang等［46］将不溶的壳聚糖改性为可溶的羧甲基壳聚糖�并用来作为碳酸钙结晶中的添加剂。通过

对晶体的XRD、FTIR、SEM的测试表明 CMCS 的添加可以明显地改变晶体的形貌�但是对碳酸钙的晶型没
有显著影响。碳酸钙的形貌受到溶液中 CMCS 浓度的强烈影响�随着 CMCS 浓度的增加由六面体变为球
形而后转化为花生状（见图8）�这主要是体系中存在两个竞争反应：钙离子与碳酸根离子的反应和钙离
子与羧甲基壳聚糖中羧酸根离子的反应引起的。同时他们［47］还采用 Kitano 方法研究了溶液表面的碳酸
钙结晶形貌�得到了矮牵牛花形貌的结晶（见图9）。这种碳酸钙的超结构和形貌不仅与羧甲基壳聚糖的
浓度有关�与每一个羧甲基壳聚糖分子与钙离子的结合数目有关�而且还与高分子的黏度以及二氧化碳
气泡的模板效应有关。这些结果说明这种简单通用的方法扩展了矿化过程中的形貌研究。

图8　不同羧甲基壳聚糖（CMCS）浓度下的碳酸钙沉淀的扫描电镜照片
从 a到 h�CMCS 浓度为0�10�100�500�1000�2000�5000�10000mg/L�标尺10μm ［46］

Figure8　SEM micrographs of precipitated CaCO3 from CMCS solutions with different concentrations
CMCS concentration from （a） to （h）：0�10�100�500�1000�2000�5000�and10000ppm．Scale bar�10μm ［46］

3　展望
到目前为止�甲壳素/壳聚糖与碳酸钙组成的复合材料展现了优良的力学性能以及其它功能［48～50］。
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图9　在1000mg/L羧甲基壳聚糖浓度下碳酸钙晶体形貌的时间效应
一天：a（侧面观察）�b（上面观察）�c（下面观察）；六天：d（侧面观察）�e（上面观察）�f（下面观察）。［47］

Figure9　Influence of the incubation time on the morphology
of the CaCO3 crystals obtained in the presence of1000ppm CMCS

One day：a （side view）�b （top view）�c （bottom view）；six days：d （side view）�e （top view）�f （bottom view）．［47］

尽管借用学习了生物矿化的观点�但是没有能够做到像生物体内的精确控制或者大规模生产。相信通过
进一步的研究�将能够在甲壳素/壳聚糖-碳酸钙生物矿化的机理及新材料制备方面得到新的认识并带动
生物矿化研究领域的发展。
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Effect of Chitin and Chitosan on the Mineralization Process of Bio-minerals
and Bio-mimic Materials

HUANG Ya-ping1�ZHAO Ying2�GUO Me-i li1�XU Duan-fu2�WANG Du-jin2
1∙School of Materials Science and Engineering�Beihang University�Beijing100083�China；

2∙Key Laboratory of Engineering Plastics�Institute of Chemistry�Chinese Academy of Sciences�Beijing100080�China）

Abstract：Bio-minerals are generally composed of 95％ inorganic salts and5％ organic matrix．Compared to
natural minerals�bio-minerals have superior mechanical properties�beautiful colors�special bio-functions�and so
on．All of the above characteristics originate from the precise controlling-effects of cells and bioactive macromolecules
on the crystallization behavior and minerals morphologies．This review introduces the research progress on the effect of
chitin and chitosan on the mineralization process of bio-minerals and bio-mimic materials．
Key words：Chitin；Chitosan；Calcium carbonate；Biomineralization
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