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　　细胞壳具备“外衣”功能在自然界并不少见，禽蛋、蚕茧
和硅藻等皆属于有壳保护的细胞。蚕茧在蚕蛹的生长发育过

程中抵御外界的机械压力、毒性物质和天敌的攻击，传递蚕蛹

的生命周期信息。蛋壳为胚胎发育提供了机械支持，并且维

持它的生物活性。在硅藻和放射目的生物中，细胞壁外面密

集排列的囊泡阵列，连续的硅骨架就在囊泡泡沫周围的膜边

界成核，在硅藻细胞进入休眠期时为其提供保护外界的环境

侵扰。若能以有壳细胞为启示，通过为活细胞人工制造壳结

构来改进细胞固有的性质和功能，会是一个极大的挑战。与

单细胞生物不同，真核细胞往往是被复杂的细胞外基质包裹

和支持着，缺乏外壳的保护。目前的研究结果表明，通过生物

硅化法、水凝胶法、聚电解质法ＬＢＬ技术、静电匹配直接沉淀
法给真核细胞做外衣技术也已经有了可能，而且这些外衣为

细胞的储存、抵御有毒有害抗紫外线的能力大大加强。聚电

解质法和静电匹配法在构建细胞外壳时，是基于金属纳米粒

子或者金属离子与细胞表面的官能团—ＣＯＯＨ或—ＮＨ２相互
作用，在经化学修饰后表面具备异种电荷的细胞表面产生吸

附作用［１－２］。目前使用经聚合物分散稳定的磁性纳米粒子，

成功在酵母［３－６］、细菌、微藻类、霉菌［７］的外表面上包裹上均

匀ＰＡＨ－四氧化三铁纳米粒子单层，这些磁性纳米粒子在蛋
白质分离、细胞收集、药物缓释等方面具有广泛的潜力［８］。

在酵母等细胞上已经成功地裹上了碳酸钙［９－１１］，碳酸钙微壳

（球霰石）直接沉积到酵母表面发生在沉淀过程中的 Ｃａ２＋和
ＣＯ２－３ 相遇在水溶液中的几分钟之内，所得到的核 －壳“无机
物＠细胞”结构在水溶液中是稳定的，并且可以被存储为几
个月，同时保留了细胞的生存能力。非常有趣的是，随着酵母

细胞的不断分裂，体系中球霰石通过重结晶最终形成较大的

方解石微粒。磷酸钙壳通过 ＬｂＬ方式在酵母细胞的表面形
成聚电解质壳，随后在对细胞的钙与磷酸盐原位矿化。这种

方式是通过聚电解质壳静电吸引 Ｃａ２＋，接着形成无定形磷酸

钙结构层，即相对厚约１ｍｍ的矿物层［１２］。此外，ＳｉＯ２
［１３］、聚

多巴胺［１４］、ＴｉＯ２
［１５］、氧化石墨烯［１６］等细胞外壳液相继制备，

上述壳化细胞在细胞储存、细胞保护、细胞输送以及细胞治疗

等方面具有广阔的应用前景，细胞壳化为调控和功能化细胞

提供了一条行之有效的思路和策略。但上述合成方法都比较

繁琐，过多采用化学试剂不可避免会对酵母细胞产生毒害，从

而降低试验的成功概率。本研究介绍了通过酵母细胞的有氧

呼吸产生ＣＯ２为碳源制备碳酸钙外壳，以及在维生素 Ｃ的还
原作用下制备银质细胞外壳。试验结果表明，通过酵母自身

的呼吸来提供碳源以及维生素 Ｃ的还原作用降低了外在的
化学毒素对细胞毒害的可能，为未来大量制备无机壳化的细

胞提供了可能。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
酵母（Ｙｅａｓｔ，湖北安琪酵母有限公司）；氯化钙（分析

纯）、氯化钠（分析纯）、无水乙醇（分析纯）、浓氨水（分析

纯）、维生素 Ｃ（分析纯）、硝酸银（分析纯）、磷钨酸钠（ＰＴＡ，
分析纯）、聚二烯基丙二甲基氯化铵 （ＰＤＡＤＭＡＣ，分析纯）、
葡萄糖（生化试剂）、蛋白胨（生化试剂），均购自国药集团上

海化学试剂有限公司，试验用水全部为无菌水。红外光谱用

Ｎｉｃｏｌｅｔ８７０傅立叶红外光谱仪测试，ＫＢｒ压片（扫描范围
４０００～４００ｃｍ－１，扫描３２次，分辨率４ｃｍ－１），微观粒子形貌
在日本日立Ｓ－４８００或１５１０扫描电子显微镜上完成，离心工
作在低速台式离心机（ＴＤＬ－５０Ｃ）上完成。
１．２　酵母细胞的培育

从市场购买的干酵母粉用无菌水溶解，在合适的温度和

营养下激活细胞，具体操作如下：在恒温 ３０℃、转速为
２２０ｒ／ｍｉｎ的摇床中培养，培养液为ＹＰＤ培养基（２％蛋白胨、
１％酵母粉悬浮液、２％葡萄糖）。经过１２ｈ的指数生长期之
后，酵母细胞被离心收集（１５００ｇ）并用０．１５ｍｏｌ／Ｌ氯化钠溶
液清洗。

１．３　酵母细胞诱导碳酸钙的制备
取２ｍＬ酵母悬浮液和葡萄糖于２５０ｍＬ经无菌处理过三

角烧瓶中，快速倒入５０ｍＬ０．０５ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２溶液中，同时加
入一定量的氨水，调节 ｐＨ值至微碱性，搅拌３０ｍｉｎ，通入一
定量的Ｏ２后用保鲜膜将三角瓶瓶口扎紧，置于恒温３０℃、转
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速２２０ｒ／ｍｉｎ的摇床上，经４８ｈ呼吸作用后离心，收集三角瓶
中的沉淀物，分别用去离子水和无水乙醇各洗涤３次，真空干
燥６ｈ，再将固样放在马弗炉中４００℃下焚烧，收集白色粉末，
待测。

１．４　酵母细胞银质壳的制备
取１ｍＬ酵母悬浮液并分散在１ｍｇ／ｍＬＰＤＡＤＭＡＣ溶液

中，置于恒温３０℃、转速２２０ｒ／ｍｉｎ的摇床上摇晃１５ｍｉｎ，然
后在２０００ｒ／ｍｉｎ下离心２ｍｉｎ，收集沉淀，弃除多余的ＰＤＡＤ
ＭＡＣ，接着用无菌水洗涤沉淀细胞２次；再将洗涤后的酵母细
胞分散于１ｍｇ／ｍＬ磷钨酸溶液中，接下来的操作过程如前所
述，共循环 ３次，形成 Ｙｅａｓｔ／ＰＤＡＤＭＡＣ／ＰＴＡ自组装包裹结
构；再将上述包裹结构分散于０．０５ｍｏｌ／ＬＡｇＮＯ３溶液中，在
摇床上摇晃１５ｍｉｎ，添加０．０５ｍｏｌ／Ｌ维生素 Ｃ溶液，继续摇
晃１５～３０ｍｉｎ，在转速２０００ｒ／ｍｉｎ下离心２ｍｉｎ，收集沉淀
待测。

２　结果与分析

由图１可以清楚地看到试验酵母的细胞形态，菌落表面
光滑。酵母细胞的形态有很多种，最常见的有球形、卵圆形、

腊肠形、椭球形、柠檬形或藕节形等。酵母菌为生物体，在自

然状态下会因脱水而收缩变形，从图１可以看出酵母细胞发

生了脱水现象。

　　图２－Ａ是在纯水中制备的碳酸钙，它和文献［１７］中的
报道一致，是立方体形且稳定性最大的方解石。图 ２－Ｂ、
图２－Ｃ是在酵母细胞有氧呼吸的条件下制备的碳酸钙固体
经４００℃焚烧后得到的固样，从形貌可以看出，碳酸钙在结晶
时基本上还是生成稳定的方解石晶型，但是碳酸钙颗粒表面

多处含有直径为１．５～２．０ｍ的孔洞，初步推测这些孔洞是由
于酵母细胞镶嵌在碳酸钙粒子中，经高温焚烧后挥发后形成

的，尤其是图２－Ｃ的右上角出现管道式的孔洞，可以证明酵
母被完全埋没在碳酸钙粒子中。

　　为了探究功能化细胞中碳酸钙与酵母细胞的相互作用，
笔者又进行了红外光谱测试，结果见图３。从图３可以看出，
在７１２、８７４ｃｍ－１处都有明显的碳酸钙的红外吸收特征峰，这
是由碳酸钙中ＣＯ２－３ 的面内弯曲振动峰和面外弯曲振动峰引
起的，红外吸收测试的结果与方解石型碳酸钙的红外吸收峰

吻合，而且焚烧后的碳酸钙固体颗粒中已不存在有机质。

　　图４是经 ＰＤＡＤＭＡＣ／ＰＴＡ自组装包裹后在维生素 Ｃ还

原作用下，银粒子包裹在酵母细胞表面的扫描电镜图片。图

４－Ａ是在摇床上摇晃１５ｍｉｎ后的酵母细胞表面反应的，可
以看出经过几次循环后，酵母细胞未出现死亡、干瘪现象，个

体细胞仍旧饱满。随着时间的推移，继续摇晃，当达到３０ｍｉｎ
时，细胞表面形成了光滑的、有细小颗粒组成的致密外壳（图

４－Ｂ）。
　　为了确定所看到的外壳结构的元素成分，对图４－Ｂ所
示部分进行ＥＤＸ能谱分析，结果如图５所示。由图５可以看
出Ｐ、Ｗ、Ｏ、Ｃ、Ａｇ等元素的存在，这些元素应该分别来自于磷
钨酸、银单质，其中Ｃ既有可能来自于ＰＡＨ聚电解质层，也有
可能来自于酵母及其培养基的本身，少量其他元素的干扰应

该是离心后酵母培养基引入的。

３　结论

酵母细胞壁主要由一些多聚糖如葡萄糖、甘露糖和乙酞

胺基葡萄糖组成，因此很难直接诱导物质在细胞外面直接生

成，这就需要对酵母细胞的外围作相应的修饰来引导目标产

物的生成。试验中得到含碳酸钙功能化细胞的可能机理是：

由于酵母细胞在一定浓度的葡萄糖溶液中复苏后，在有氧条

件下，酵母将葡萄糖经有氧呼吸（糖酵解→三羧酸循环）代谢
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生成ＣＯ２和Ｈ２Ｏ。在有氧条件下，酵母菌往往能够迅速出芽
繁殖，同时富含糖羟基的细胞壁也能吸附一定量的Ｃａ２＋且也
会有部分Ｃａ２＋进入细胞内部，由呼吸作用产生的ＣＯ２会在细
胞内部转变成ＣＯ２－３ ，可以与细胞内外的 Ｃａ

２＋相互反应得到

ＣａＣＯ３晶体。在制备银质细胞壳的过程中带正电荷的聚合物
聚二烯基丙二甲基氯化铵首先和带负电荷的细胞壁静电吸

引，先形成正电荷的外壁，接着再次吸附带负电荷的磷钨酸，

数次循环后，修饰层表面大量的电荷也促使更多的银离子与

细胞表面结合，在维生素Ｃ以及磷钨酸的还原作用下于细胞
外围得到１层包裹比较严密的银质壳层。类似于此类的处
理，可以让酵母细胞外围的人工壳在对具有生命活性的细胞

进行贮存、保护、运输以及修饰等方面有很大的应用潜能，同

时多孔碳酸钙在药物缓释方面将会有一定的应用潜能。
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