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贝类种类繁多,应用广泛, 在医药、农业、工业中受到越来越多的重视。随着人工培育珍珠技术的发展,贝类的经济

价值有了很大提高。贝类的矿质硬壳和光泽美丽的珍珠, 其主要成分都是碳酸钙,占 90%以上[1]。贝壳和珍珠都是贝类

进行钙代谢,最终以碳酸钙结晶形式沉积而成的。珍珠主要在贝类的外套膜和内脏团附近的囊袋中形成, 贝壳是外套膜

分泌物形成的。因此,研究贝类钙代谢, 特别是外套膜组织的钙代谢, 对进一步阐明贝壳以及珍珠形成机理, 提高优质珠

的产量都有着重要意义。

到本世纪中期,随着各种新技术、新方法的出现以及发展应用, 这方面的研究也有了较大的进展,本文主要综述了贝

类钙代谢的研究成果及进展,以了解其研究动态,期望为贝类钙代谢以及贝壳和珍珠形成机理方面的深入进行提出新的

研究方向,为贝类养殖业提供参考资料。

1 � 钙的吸收

用放射性同位素45Ca研究的结果表明, 淡水贝类和海水贝类都积极地从环境中吸收钙[1]。贝类吸收钙的途径主要

有两条:一是通过消化系统从摄取的食物中吸收钙, 二是通过与周围水环境相接触的贝体各组织器官(如外套膜、鳃、足

等)直接从环境中吸收钙。对于淡水贝来讲, 环境水中钙含量很低, 直接从环境中吸收钙是钙进入贝体内的一种重要途

径。周围水环境中 Ca2+ , 以原有的离子形态难以直接穿过外套膜表皮细胞的质膜 ,且要耗费一定的能量, 所以推测一部

分Ca2+ 在膜的界面上有离子搬运体结合, 形成复合体再进入细胞内[ 1]。另有实验发现, 在淡水贝 Hyriopsis cumingii 和

Anodonta woodiana pacif ica 尾部外套膜内表皮下,聚集了大量酸性粘液腺的区域钙阳性反应很强, 推测酸性粘液在钙的截

流、捕获及包装上起着重要作用[ 2]。另一方面, 从外套膜中酶的组化定位研究结果可看出, 在钙阳性反应区域存在 ATP

酶、5� � � � 核苷酸酶等酶的活性,这表明此处的代谢活动旺盛, 为钙的逆浓度进入及粘液合成提供物质及能量基础[ 3]。

到目前为止,贝类对钙吸收方面的研究还不多 ,许多具体过程及机理仍不清楚, 还有待进一步的研究。

2 � 钙的贮藏和运输

2. 1 � 钙的贮藏

淡水贝类和海水贝类都能从环境中吸收钙, 但由于它们所栖息环境的差异, 钙代谢机制显著不同。已有资料表明,

在海水贝外套膜和消化腺中几乎没有钙的存在[ 4]。这是由于海水贝体内钙浓度低于海水中的钙浓度, 钙有过剩的可能,
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所以海水贝把体内剩余的钙积极向外排除,不在组织中潴留。而淡水贝的情况则与之相反,淡水贝体内钙浓度高于淡水

中的钙浓度,如果钙贮藏机制不发达, 体内的钙就有流失的危险, 故淡水贝从环境中吸收的钙,除一部分被立即动用外,

另一部分则主要以钙球体的形式贮藏起来备用。

钙球体普遍存在于无脊椎动物中,包括原虫类,扁形动物, 环节动物,节肢动物及软体动物[ 5]。在淡水贝类的结缔组

织中、游走变形细胞内、血管及窦状隙中都分布有钙球体。放射自显影、组织化学、电子显微探针分析都充分证明了钙球

体中含有大量的钙和磷及少量的硅、铁、锰和铅[ 6, 7]。透射电镜下,可见钙球体呈球形, 电子密度不均一,被一低电子密度

带分成高电子密度的中央核和较低电子密度的外周两部分。若用甲酸或 EDTA进行脱钙处理后, 整个钙球体呈绒絮团

状,电子密度显著降低, 中央着色比外周要浅。中央和外周这两部分的元素含量有明显差异, 特别是钙和磷的含量,外周

区域明显地低,这可能表示此区域的矿质离子已释放到了外套膜表皮细胞的基底区域[8]。X 射线显微探针分析及透射

电镜观察都发现钙球体内存在糖蛋白,这种糖蛋白与脊椎动物骨和钙化软骨中的糖蛋白相似,与无机离子沉淀有关, 对

Ca2+ 具有高亲和力, 从而形成糖蛋白 � � � 钙结合物[ 9]。所以,钙球体作为淡水贝体内贮藏库, 在钙的运输及钙的动态平

衡中起着重要作用[ 8]。

2. 2 � 钙的运输

2. 2. 1 � 钙运输到外套膜表层
钙球体通过两种途径到达外套膜表皮细胞的基底部: 一是通过囊腔系统;二是通过窦状网络系统。在表皮细胞下的

组织中可见到钙球体围绕着囊腔和窦状网络通道。此外, 还观察到有些钙球体位于游走变形细胞内或十分接近游走变

形细胞。故推测,游走变形细胞在钙球体的运输中也起着很重要的作用[7]。

2. 2. 2 � 钙穿越表皮细胞
经Von kossa 反应可知,钙球体在外套膜表皮细胞或在外沟的柱状表皮细胞的基底部释放出钙[ 7]。外套膜外表皮细

胞和外沟的柱状表皮细胞在形态上很相似, 都具有表面微绒毛及与之相联系的细胞被膜。细胞被膜与焦磷酸锑盐

( Pyroantimonate)反应显著。显然, 钙是从基底膜处进入表皮细胞或细胞间通道而到达细胞被膜的。采用同位素方法及

电生理学研究都表明淡水贝类的外套膜对钙具有高度通透性[10~ 12]。在 Mercenaria mercenaria 外套膜上发现了细胞间可

溶性钙离子通道[13]。在其它贝类外套膜的表皮细胞间也发现了与质膜直接有关的细胞外离子运输通道[ 14]。外套膜外

表皮细胞内有许多大的多角型、高电子密度的实体,经酸性磷酸酶组化反应确认为溶酶体,用显微灰化法及显微探针分

析,发现其中含有相当数量的钙及少量的铁、铅等[ 15]。在细胞的顶端及基部都有分布, 在细胞核的周围聚集成团簇, 常

与粗面型内质网、高尔基复合体等管状结构相联系。这些溶酶体不论在形态、元素组成, 还是组化反应特征都与鸟类肠

道吸收细胞(属钙吸收及运输表皮细胞 )中的溶酶体非常相似, 并且这两种表皮细胞对维生素 D3 及其代谢产物都很敏

感,若把此类甾体激素注射到外套膜外腔中, 不仅会使外套膜表皮细胞的形态发生很大变化, 而且使外套膜外腔溶液中

钙的浓度从 10mg/ L 至 40mg/ L[ 15]。因此认为这类钙吸收及运输表皮细胞中的溶酶体在协同细胞的胞饮和胞吐作用, 钙

的方向性穿越细胞的运输及调节细胞内、外钙的稳态平衡中起着重要作用[ 7, 8]。Neff [4]在贝类外套膜外表皮细胞上发现

了另一种细胞外钙的运输途径,即钙通过结合在某种钙结合蛋白上, 通过胞饮作用进入细胞, 这些泡状物随后与溶酶体

融合,在酸性水解酶的作用下, 钙结合蛋白变性,释放游离态的钙,再通过胞吐作用排到表皮细胞外。

3 � 钙的沉积
贝类钙代谢的一个显著特点是,以碳酸钙结晶形式沉积下来, 与基质蛋白一同形成贝壳或珍珠。贝壳和珍珠同质,

珍珠是球形的贝壳
[ 1]
。它们的形成机制也基本相同。贝壳是整个外套膜分泌物质形成的, 珍珠是外套膜外表皮细胞进

入体内,形成珍珠囊, 由珍珠囊分泌物质形成的。贝壳和珍珠的形成是个复杂而精细的生物矿化过程, 在由外套膜和外

套腔液组成的体系中完成。

3. 1 � 外套膜

外套膜是贝壳形成的器官[ 16, 17]。外套膜由两层表皮细胞即其间的结缔组织构成。电刺激贝类外套膜外表皮,可产

生两种动作电位:峰电位由位于表皮细胞基底膜上的钠离子内流形成;心肌样动作电位具有一个明显的平台期, 由钙离

子内流形成,钙通道位于细胞顶端膜[ 18,19]。外表皮细胞上出现哪种动作电位, 依赖于它的生理状态。在有效生长期, 壳

分泌和壳物质被吸收交替进行,处于有效分泌状态的蚌, 外表皮细胞产生心肌样动作电位; 在长期不利条件下, 贝壳关

闭,壳物质的被吸收占主要地位, 这时外表皮细胞产生峰电位[ 20]。石安静等[21~ 23]研究了三角帆蚌及椭圆背角无齿蚌外
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套膜的超微结构,发现外套膜的内、外表皮都具有分泌和吸收功能, 并指出表皮间的结缔组织也可能参与了贝壳、珍珠或

其前体物的合成。内表皮分泌活动表现为持续性和连续性特点,外表皮分泌活动呈节律性和区段性特点。外套膜外表

皮分泌的粘液为酸性非硫酸化粘液物质(富含唾液酸) , 内表皮分泌的为酸性硫酸化粘液物质。石安静等[ 3]进行了三种

淡水育珠蚌外套膜酶的研究,发现与表皮细胞向壳侧分泌蛋白质和钙有关的碱性磷酸酶只分布在表皮细胞。碳酸酐酶

在蚌尾部的结缔组织中活性高,碳酸酐酶在调节蚌体内碳酸浓度及碳酸钙的沉积方面都起着重要作用。外套膜的内、外

表皮细胞在结构和性质特征、分泌方式及分泌物性质上均有显著差异,反映出它们功能上的差异。外套膜进行生理机能

活动的能量主要来源于糖原分解, cAMP和 Ca2+ 在糖原分解过程中起着重要的调节作用[ 24]。

3. 2 � 碳酸钙晶体的形成和沉积

外套膜细胞分泌的钙质进入外套膜外腔溶液, 最终形成碳酸钙结晶,有秩序地沉积在壳内表面,完成壳的长大和加

厚,形成的贝壳是碳酸钙结晶与壳基质层相互交替排列的结构,从珍珠的剖面上也可看到类似的结构。这是一个复杂的

生物矿化过程,受基因调控。贝壳壳缘结晶层的形成与角质层关系密切。这方面的研究正在逐步深入,已取得了一定的

进展。

3. 2. 1 � 外套膜外腔溶液
外套膜外腔是指在贝壳与外套膜之间,由壳缘角质层封闭而形成的一个腔。腔内的外套膜外腔溶液是贝类钙沉积

的环境,是壳形成系统的液体部分。

研究发现,外套膜外腔溶液由多种有机、无机物质混合而成[ 4,25]。外套膜外腔溶液是相对独立于血腔和体外水环境

的[2, 26]。由外套膜外表皮细胞分泌而来的。凝胶电泳及免疫研究发现, 双壳类中一些蛋白质广泛存在于不同物种的外

套膜外腔溶液中,而另一些蛋白质具有种族特异性[ 27]。圆盘凝胶电泳实验表明在经过透析的外套膜外腔溶液中至少有

五种蛋白质成分,其中三种广泛存在于贝类的外套膜外腔溶液中及壳有机基质中。在相近的种类之间,蛋白质和粘多糖

的种类都极其相似。故推测,一些必需酶和基质蛋白的基本单位是外套膜外腔溶液中恒定的组分, 这表明贝类不同种

间,其壳形成机制是相似或相同的[ 25]。

3. 2. 2 � 碳酸钙晶体的形成
碳酸钙晶体的形成首先通过核化作用形成晶核,在晶核上随着晶种的形成和生长,进而形成碳酸钙晶体。这整个过

程都与贝壳有机基质密切相关,贝壳有机基质决定碳酸钙晶体形成类型、形状、大小及碳酸钙的沉积速率。故称此生物

矿化过程为� 有机基质介导�的过程[ 28]。

贝壳有机基质由外套膜表皮细胞分泌的蛋白质和糖类物质组成, 根据在 EDTA中的溶解性, 分为不溶性的纤层内基

质( IM )和可溶性的纤层间基质( SM )。所有的基质蛋白中都有 ( Asp- Y) n 的重复序列结构, Y 主要是 Ser 或 Gly[ 29~ 31]。

透射电镜显示 SM 多分布在 IM 表面,与晶体表面直接接触[ 32]。不溶性基质硬化后构成晶体生长的网架状三维空间结

构。大量研究发现,各种贝类的 SM 在贝体内、外都对碳酸钙晶体的形成有重要的调节作用[33]。使用高效液相层析技术

( HPLC) , 发现 SM 中含有许多明显分段的组分[30] , 其一级结构中主要氨基酸顺序是( A sp- Y) n,此外, 一级结构中还包括

疏水性氨基酸区域,多聚丝氨酸, 这种序列类似于胶原和蚕丝等结构蛋白质的序列特征。红外光谱技术发现, 此类蛋白

质大多呈 �折叠结构。Wheeler 等[ 34]研究了贝壳有机基质结合钙的能力及其与钙化的关系, 发现在正常生理离子强度

下, SM 在体内、外对碳酸钙晶体的亲和力都远远高于对 Ca2+ 的亲和力。体外实验还证明, SM 能引起核化作用的发生。

因此, 他们认为, SM 启动晶体生长,并不是通过结合游离 Ca2+ 而是通过固定化离子簇或珍珠质晶体物来实现的。在生

理条件下,这些离子簇或珍珠质晶体反复地溶解与形成 ,最后稳定下来, 形成晶核。SM 结合晶体的特性与它的双重功能

� � � 诱导晶核形成、抑制晶体生长相适应的。

研究表明,调节晶核形成的关键在于矿质与有机质界面之间的相互作用[ 35]。晶核形成位点在壳有机基质上是呈分

散、不连续排列的, 这是由有机大分子构成的基底表面及空间结构决定的。有机基质大分子的功能基团与无机离子之间

的界面只有在电荷及空间结构上互补的位置才可形成晶核。这种识别主要表现在三个方面: 静电积累, 结构相应,立体

化学特征。有机基质局部阴离子电荷的积累形成离子位效应,能诱导晶核的形成且有利于阳离子的初步结合, 一些有机

基质蛋白可形成有利于钙结合的空间构象; CO2-
3 的立体化学特征决定了不同结晶型。随着贝壳的生长, 在周期性形成

的有机基质上,晶核位点反复生成, 从而形成三维棱柱状的方解石结晶和片状的霰石结晶。

3. 2. 3 � 壳有机基质对碳酸钙结晶型的影响
贝类形成的碳酸钙结晶主要有两种类型:棱柱状的方解石结晶和片状的霰石结晶。在自然界中,还存在一种称之为

球状方解石结晶的碳酸钙结晶型,性质不稳定, 在正常的生物矿化中一般不存在。碳酸钙结晶的这两种同质异象结晶的

晶体结构十分相象,主要差异表现在 CO2-
3 的位置及配位数的不同。与方解石相比,霰石中 CO2-

3 群旋转了 30�, 结果在
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其间形成较大的阳离子空间,它的配位数随之增多,方解石的配位数为 6, 霰石的配位数为 9。它们属于不同的结晶系,

方解石属于六方晶系,霰石属于斜方晶系。从热力学角度看,方解石比霰石结构稳定。贝壳中的棱柱层由方解石形成,

珍珠层或瓷质层由霰石形成,经 X 射线研究发现这两层的组构轴都和贝壳表面相垂直[ 1]。

有关贝壳里这两种碳酸钙结晶系形成的条件及其调节元素, 很多学者进行了各方面的研究,认为在生物矿化系统

中,决定不同结晶系产生的因素主要是矿化环境中某些无机离子、分子(如 Mg2+ , CO2) , pH 值,温度及壳有机基质[ 1]。近

年来,随着研究的深入进行, 越来越多的实验表明壳有机基质是不同碳酸钙结晶系形成的决定性因素。M elenakshi [35]在

Pomacea paludosa 壳再生研究中发现正常壳只含有霰石, 而再生壳在早期阶段是方解石和霰石构成的,与正常壳基质相

比,再生壳基质中 Gly 含量低,酸性氨基酸含量高, 认为当基质中酸性氨基酸/碱性氨基酸的比值小于 1 时形成霰石结

晶,大于 1 时形成方解石结晶,另有研究表明, 贝壳棱柱层与珍珠层中的壳基质蛋白质不同, 在 M. californianus 中大约一

半数量的蛋白质在棱柱层与珍珠层中是一样的,而另一半则是各层中独有的。其中,纯化出只存在棱柱层中的两种同源

性蛋白质,这与在另一种贝类 Pinctada margaratifera 中发现的情况类似,故推测这类蛋白质在诱导形成方解石结晶中起着

关键作用[28]。

Bowen [ 36]研究了贝壳霰石层的壳基质蛋白,发现普遍存在三类分子量分别为 37 800, 23 200, 19 600( dl) 的蛋白质, 高

分子量蛋白质主要由脂肪族氨基酸和碱性氨基酸组成, 占总量的 87% ,而 Asp 和 Glu 的量少于 1% ,这种组成十分有利于

它与其它蛋白质间的相互作用,据此, 他们提出了一种霰石形成模型, 即高分子量的蛋白质作为锚蛋白, 把可溶性的酸

性蛋白质连接到不溶性的壳基质上,酸性蛋白质在壳基质上特定有序的结合才能诱导形成霰石结晶。这与马文涛等[ 37]

进行体外实验所得的结论相同,认为可溶性基质只要在一定的条件下才能诱导霰石形成,这个条件就是具有特定的有序

构象��� 折叠。

M iyamoto等[ 38]在研究壳有机基质对碳酸钙结晶型的影响的分子机理时,分离纯化出珍珠层中的一个 60kD 的蛋白

质,命名为珍珠质蛋白质, 并采用 Northero blot分析技术,发现珍珠质蛋白的转录只特异性地在外套膜细胞中进行。故推

测它在霰石结晶的形成中有着重要作用。通过对珍珠质蛋白氨基酸序列的分析, 发现这种蛋白质包括两个区域:一个是

碳酸酐酶区域,另一个是 Gly�X�Asn�X= Asp, Asn 或 Glu�的重复序列, 其中碳酸酐酶区域被 Gly�X�Asn 分开成两个亚区

域。实验表明,珍珠质蛋白中的碳酸酐酶具有酶活性, 催化 CO2和HCO-
3 之间的可逆反应( CO2+ H2O� � HCO-

3 + H+ ) ;

G ly�X�Asn 区域可结合钙。可见,珍珠质蛋白不仅是一个结构蛋白质,还是一种有催化作用的酶。他们推测, 在珍珠质蛋

白的作用下,珍珠层的形成模式是: 通过呼吸作用产生的 CO2 与 H2O 在珍珠质蛋白的作用下转变成 HCO -
3 , HCO-

3 进一

步转化成 CO2-
3 , CO2-

3 结合 Ca2+ 后, 珍珠质蛋白通过改变 CO2-
3 的立体化学位置,进而形成霰石结晶。酶催化产生的

H+ 经过质子泵排出或被海水稀释。

对贝壳有机基质生化方面的研究表明,大分子有机物质在矿化位点形成了复杂而有规律的排列方式, 在霰石结晶层

中,不溶性基质成分组成一个以��几丁质夹于两层蚕丝纤维样蛋白质的三明治结构的核心 ,外边覆以可溶性基质成分,

它与其下的反平行�折叠多肽链走向一致, 以提供有利的晶体核化界面。Falini等[ 40]以蚕丝纤维代替蚕丝纤维样蛋白质

在体外模拟此结构作为结晶基底,对结晶型形成条件进行了一系列的研究。发现在体外诱导形成的基底内的结晶型取

决于可溶性基质蛋白的来源,这表明有机基质大分子是主动诱导相关结晶型晶体的形成,而并不是通过抑制不相宜结晶

型的形成。若取出蚕丝,在来自霰石结晶的可溶性基质蛋白诱导下, 在基底内会产生球状方解石结晶: 而蚕丝的有无对

方解石的结晶不产生影响。扫描电镜发现, 基底内生成的晶体与几丁质骨架联系密切, 每一个晶体单元也都与有机基

质相联系。这些实验结果都表明,壳有机基质大分子对碳酸钙结晶生成类型起着决定性因素,其间并不需要其它离子就

可为碳酸钙晶体的不同结晶型提供相宜的晶体核化三维空间结构和局部微环境[ 40]。

Belcher等[ 41]研究了鲍鱼壳珍珠层有机基质中的可溶性多聚阴离子蛋白质在体外对碳酸钙结晶型的影响。他们发

现,在这种蛋白质的作用下就可控制碳酸钙两种结晶型之间的相互转换,在此种蛋白质存在的情况下, 产生霰石结晶;

而当此种蛋白质不存在或耗尽时,会产生方解石结晶。他们认为这种多聚阴离子蛋白质与形成高度有序的晶体盘形态

有关,而晶体盘的精确厚度则由不溶性基质蛋白纤层间固有空间决定。这些结果表明,晶体的核化作用, 晶体的生长, 晶

体的形态及类型的调节只受有机大分子的控制, 并不象以前所认为的需要预先准备好的有机、无机物质组合成的杂复结

构作为基础。

从本质上讲,决定碳酸钙结晶的形成, 不同结晶型有序地沉积排列形成贝壳和珍珠的因素主要由生物自身决定, 是

与其功能相适应的[ 42] , 并在基因水平进行调节[ 35]。

3. 2. 4 � 角质层对棱柱层和珍珠层形成的影响
在研究整个贝壳形成,长大, 加厚过程中, Petit[ 7]通过对淡水贝 Amblema plicata perp licata 壳缘形成的细致观察研究, 发

现角质层对壳缘结晶层的形成具有重要的指导和调节作用。
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角质层是一层富含赖氨酸残基的硬化蛋白质,覆盖于贝壳外表面,对贝壳的钙化层有防腐蚀保护作用,另一方面, 角

质层在贝壳边缘钙化层形成过程中为碳酸钙结晶提供了模板, 并起着引导和组织作用[ 43]。角质层来源于外褶和中褶之

间的外沟[ 44, 45] , 呈多层结构, Petit[ 7]将其分为三层,每一层又由多层叠合而成。外层为基底细胞和周围少数几个细胞分

泌形成的硬化糖蛋白基质,覆盖于贝壳最外面, 在 Masson 三色法中显淡桔红色; 中层为外褶内侧的柱状细胞分泌的糖蛋

白物质形成,又称为纤维基质, 在 Masson 三色法中显绿色;内层由外褶外表皮细胞分泌的糖蛋白复合物组成。实验结果

表明,角质层中的中层和内层都能结合大量的钙, 推测这两层在壳缘的棱柱层和珍珠层(或瓷质层)的形成中起着相应的

调节和组织指导作用。

Petit
[7]
认为壳缘棱柱层的形成几乎全归功于角质层中层的组织作用。从外沟出来的角质层向壳缘靠近的过程中,

在角质层中层出现许多囊泡,囊泡起着分割矿物质的作用,囊泡中逐渐堆积矿质复合物,并由针状矿物质融合为球状亚

单位,囊泡也不断伸长, 成为圆柱状,当其向壳侧迁移时, 这些充满了结晶亚单位的圆柱状就变成了特征性的棱柱状结晶

单位,并在其表面能不断地结合无机复合物或小晶体,使棱柱状结晶不断生长, 最终形成典型的贝壳棱柱层。

类似于棱柱层的形成,贝壳珍珠层主要在角质层内层的组织引导下形成的。角质层延伸出外沟后,其内层出现了高

度的折叠,这种折叠增大了表面积, 有利于捕获外套膜外腔中更多的钙离子。当其与中层再结合在一起时, 折叠逐渐消

失,自结合点起内层开始增厚, 同时,蛋白质纤维开始有规律地向内突出,突出物的表面有砖块状的碳酸钙结晶, 推测是

由针状的碳酸钙结晶融合而成的。认为这些突出物可能起着将基质等距离区域化的作用,并能引导它们按顺序不断沉

积在等距小室里,形成壳缘珍珠层。

4 � 结语
有关贝类钙代谢方面的研究,过去主要集中在形态学研究及生物化学方面的研究。近几年来才开始从分子生物学

角度及生物矿化学方面进行研究,同时, 也注意到了外界环境因子的影响。这些研究的深入进行将是解决贝类钙代谢中

各种问题的主要研究方向。
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