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二元羧酸的化学结构与其抑制草酸钙结晶能力研究

邓穗平, 胡 � 鹏, 欧阳健明*

暨南大学生物矿化与结石病防治研究所, 广东广州 � 510632

摘 � 要 � 采用 X射线衍射( XRD)、傅里叶红外光谱( FT IR)和扫描电镜( SEM )研究了相距 3 个 C � C 键长具

有不同取代基的二元羧酸对草酸钙( CaOxa)晶体生长的影响。这些二元酸包括丁二酸、顺丁二烯酸、反丁二

烯酸、苹果酸、天冬氨酸和酒石酸。它们均能抑制一水草酸钙( COM )晶体的聚集, 减小 COM 比表面积, 并

诱导二水草酸钙( COD)生成, 其能力随二元酸上取代的 � OH 或 � NH 2 基数量增加而增强。从二元羧酸化

学结构讨论了其影响草酸钙结晶效果的分子机理, 对 COM 生长具有最佳抑制效果的羧酸是含有 HOOC �

CH ( R) � CH2 � COOH ( R OH 或 NH2 )分子的化合物。实验结果可为临床上寻找新的防石药物提供参

考。
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引 � 言

� � 作为异常生物矿化产物之一的泌尿系统结石, 其主要组

分为草酸钙( CaOxa) , 约占 70% [1, 2]。目前临床上预防尿石

症主要选用枸橼酸系列药物, 如枸橼酸合剂, 枸橼酸钾和枸

橼酸钠等。由于酒石酸的分子结构与枸橼酸类似, 均属多羟

基有机酸, 因此酒石酸及其钠、钾、镁盐的防石效果被重新

认识[3]。文献[ 3, 4]中研究了不同模拟体系中一元、二元、

三元和四元羧酸及其钾、钠盐对 CaOxa 晶体生长的调控作

用, 表明二元、三元和四元羧酸, 尤其是相距 3 个C � C 键长

的多元羧酸, 可以抑制 CaOxa的生长, 并诱导与尿路细胞膜

粘附力较弱的二水草酸钙( COD)和三水草酸钙( COT )形成。

为了进一步探讨羧酸的分子结构与其防止 CaOxa 结石形成

的内在关系, 了解羧酸及其取代基影响防石效果的分子机

理, 为临床上寻找新药提供参考, 本文研究了不同结构的相

距 3 个 C � C 键长的丁二酸系列羧酸对 CaOxa晶体生长的调

控作用, 这些二元酸包括不含取代基的丁二酸、顺丁烯二酸

和反丁烯二酸, 含1 个羟基的苹果酸( 2-羟基丁二酸) , 含有 1

个氨基的 L-天冬氨酸( 2-氨基丁二酸)和含 2 个羟基的酒石酸

( 2, 3-二羟基丁二酸)。

1 � 实验部分

1� 1 � 试剂和仪器

所有试剂均为分析纯, 二次蒸馏水。日本理学 D/ max

2400( Rig aku) X射线粉末衍射仪; Bruker IFS25 型傅里叶变

换红外光谱仪 ( Bruker Spectr ospin, W issembourg, F rance) ;

XL-30型环境扫描电子显微镜 ( ESEM ) ( Philips 公司 ) ;

PHS-3C精密 pH 计 (上海雷磁仪器厂) ; XTB-1 型体式显微

镜(江南光电仪器有限公司) ; PSH 500A 生化培养箱 (重庆试

验设备厂)。

1� 2 � 实验方法

凝胶中草酸钙晶体生长实验参照文献[ 4]进行。最终浓

度氯化钙为 0� 5 mol � L- 1 , 草酸为 0� 2 mol � L- 1 , 羧酸添加

剂 0� 2 mo l� L - 1。晶体生长 10 d。用 XRD 作定量分析时, 根

据 K 值法[5]计算晶体中 COM 和 COD的相对质量比:
W M

W D

=

K � IM
I D

, 式中 IM 为 COM 主吸收峰( 020)晶面 ( d 值 0� 365

nm)的强度, I D 为 COD 主吸收峰( 411)晶面( d 值 0� 278 nm)

的强度, K 为常数。

2 � 结 � 果

2� 1 � 二元酸抑制草酸钙晶体生长的 SEM观察

图 1 为在凝胶体系中加入不同结构的二元羧酸后得到的

CaOxa晶体的 SEM。二元羧酸的分子结构差异和丁二酸上

的取代基不同均影响 CaOxa 的晶相、形貌和尺寸。加入不含



� OH基的丁二酸图 1( b)、顺丁烯二酸图 1( c)或反丁烯二酸

(图 1d)后, 得到的 CaOxa 晶体中 90%为一水草酸钙( COM )

晶体, 包括蔷薇花状的聚集物、叉生状和六边形 COM 晶体。

与空白实验(以 NaCl取代羧酸添加剂)相比图 1( a) , 这些二

元酸仍然能够明显减小 COM 晶体的聚集和尺寸, 并诱导少

量 COD晶体形成。当丁二酸 CH 2 上的一个 H 被 � OH或

� NH 2基取代后, 得到苹果酸和天冬氨酸。苹果酸和天冬氨

酸的加入能显著抑制蔷薇花状 COM 聚集物的数量, 使 COM

晶体的棱角逐渐变得圆钝, 并诱导较多的 COD 晶体形成图 1

( e, f)。加入含 2 个 � OH 基的酒石酸图 1( g)后, 不但 COM

聚集体的数量显著减少, 六边形 COM 的棱角消失, 而且

COD的百分含量进一步增加。说明随着丁二酸上取代的

� OH或 � NH2 基数量增加, 草酸钙的聚集程度降低, 边角

圆钝, 即 COM 晶体的比表面积减小, 这可以显著减小 COM

晶体与细胞膜的粘附, 有利于防止草酸钙结石的形成。

比较加入不同二元酸后 COM 晶体的尺寸大小可以看

出, 含有 2 个 � OH 基的酒石酸最能使 COM 晶体的尺寸减

小, 表明其抑制 COM 生长的能力最强; 其次是含有 1 个

� OH或 � NH2 基的苹果酸和天冬氨酸。二元羧酸抑制

COM 生长和聚集、诱导 COD 形成的能力依次为:

酒石酸> 苹果酸~ 天冬氨酸> 顺丁烯二酸~ 丁二酸> 反

丁烯二酸> 空白。

2� 2 � 二元酸抑制草酸钙晶体生长的 XRD观察

图 2 为部分二元羧酸影响草酸钙晶相的 XRD谱。在空

白实验或加入反丁烯二酸后 (图 2a)得到的产物中, 只出现

COM 的衍射峰, 没有出现 COD 的特征峰。COM 主衍射峰

晶面间距 d 值分别为 0� 593, 0� 365 和 0� 298 nm, 归属于

COM 晶体的( 1
-

01) , ( 020)和( 2
-

02)晶面[6]。在加入酒石酸、

苹果酸、天冬氨酸、顺丁烯二酸和丁二酸后, 同时出现了

COM 和 COD 晶体的特征衍射峰, COD 的特征峰出现在

0� 618, 0� 442, 0� 278, 0� 241 和 0� 224 nm, 分别归属于 COD

的( 200) , ( 211) , ( 411) , ( 103)和( 413)晶面。定量计算表明,

加入丁二酸、顺丁烯二酸、苹果酸、天冬氨酸和酒石酸后,

COD 的百分含量分别为 9% , 9% , 20% , 25%和 30%。

SEM 结果图1( d)显示, 加入反丁烯二酸后存在约4%的

COD 晶体, 但在其 XRD谱 (图 2a)中没有出现 COD 的特征

峰, 可能与 COD 含量很小( < 5% ) , 而 XRD谱基线较高 , 或

者在研磨时, COD被转化为 COM 等因素有关。

Fig� 1 � SEM images of CaOxa crystals in gel after addition of various dicarboxylic acids

( a) : No addit ive; ( b) : S uccinic acid; ( c) : Maleic acid; ( d) : Fumaric acid; ( e) : DL-malic acid; ( f) : L-aspart ic acid; ( g) : Tartaric acid
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2� 3 � 二元酸抑制草酸钙晶体生长的 FTIR 观察

表 1为加入不同二元羧酸后 CaOxa晶体的 FT IR光谱数

据, 代表性的红外光谱见图 3。在空白实验中, CaOxa 晶体

中羰基的反对称伸缩振动�as ( COO- )吸收峰为 1 618 cm- 1 ,

羰基与 Ca 的伸缩振动带�s ( COO- )为 1 318 cm- 1。在指纹区

内, 分别在 948, 884和 667 cm- 1出现 3 个吸收峰, 这些峰的

位置与文献[ 7, 8]报道的 COM 晶体的吸收峰吻合 , 表明得

到的草酸钙为 COM 晶体。

Fig� 2 � XRD patterns of CaOxa crystals in gel af ter

addition of different dicarboxylic acids

a: Fum aric acid; b: L-aspart ic acid; c : T artaric acid

Fig� 3� FTIR spectra of CaOxa crystals in

gel after addition of L-aspartic acid

Table 1 � FTIR data of CaOxa crystals grown in the presence

of different structure dicarboxylic acids

Addit ive
�as ( COO- )

/ cm- 1

�s ( COO- )

/ cm- 1
Finger print / cm- 1

No addit ive 1 618 1 318 948 884 667

Su ccinic acid 1 620 1 320 948 884 662

Maleic acid 1 620 1 319 949 883 668

Fumaric acid 1 619 1 321 948 886 664

DL-m alic acid 1 621 1 321 950 883 665

L-aspart ic acid 1 646, 1 622 1 322 951 882 668

T artaric acid 1 646, 1 622 1 323 948 884 665

Pure COM 1 618 1 318 948 884 667

Pure COD 1 647 1 327 914 615

� � 添加 了不同结构 的二元羧 酸后, �a s ( COO- ) 和

�s ( COO- )均出现不同程度的蓝移 (表 1)。由于 COD晶体的

�as ( COO- )和�s ( COO
- )分别出现在 1 327 和 1 647 cm- 1 , 因

此, �as ( COO - )和�s ( COO - )的蓝移表明 CaOxa 晶体中 COD

百分含量的增加, 与上面 SEM 和 XRD的检测结果一致。

3 � 讨 � 论

� � 在没有加入添加物的空白实验中, 不但没有 COD晶体

存在, 而且 COM 的聚集程度很高。含有 2 个羧酸基的丁二

酸、顺丁烯二酸和反丁烯二酸即可诱导少量 ( < 10% ) COD

晶体形成, 并对 COM 的聚集产生抑制作用。但丁二酸和顺

丁烯二酸可诱导约 9%的 COD晶体, 而反丁烯二酸则只诱导

约 4%的COD。这可能与反丁烯二酸不能与凝胶中 Ca2+ 离子

配位生成螯合物有关, 而顺丁烯二酸和丁二酸可以与 Ca2+

离子生成螯合物。

随着丁二酸上取代的 � OH 基或 � NH2 基数量增加, 不

但 COM 晶体的棱角变得圆钝, 而且其诱导 COD 晶体的能力

加强, 如含有 1 个和 2 个取代 � OH 的苹果酸和酒石酸可分

别诱导 20%和 30%的 COD 形成。这是因为, CaOxa晶体的

生长是一个动态过程, 这个动态过程中, 添加物与 Ca2+ 离子

之间存在络合- 离解平衡, CaOxa 晶面上的 Ca2+ 离子(尤其

是在晶体周边的 Ca2+ 离子)不断被添加物所溶解, 溶解后的

Ca2+ 离子同时也不断地沉积到 CaOxa 晶面上, 这种溶解-沉

积作用使得 CaOxa 晶体棱角变得圆钝。

在二元羧酸存在下 , 草酸钙在结晶过程中同时存在如下

2 个平衡。

Ca2+ + Oxa2- CaOxa↓ ( 1)

CaOxa+ H 2B CaB+ H 2Oxa ( 2)

因此, 羧酸与 Ca2+ 的配位能力决定草酸钙的成核、生长

和聚集。由于丁二酸与 Ca2+ 形成配合物的稳定常数 ( K =

101�3 )远远小于草酸钙的稳定常数( K = 103� 0 ) [ 7] , 因此丁二

酸对凝胶中 CaOxa 晶体生长的影响相对较小。

在丁二酸的 2 号 C 上引入一个给电子官能团 � OH (变

为苹果酸) , 羧基的配位能力增强, 与 Ca2+ 配合物的稳定常

数( K = 102�0 ) [ 7] 大于丁二酸, 促使 CaOxa 晶体棱角发生改

变。

Ca2+ 离子可以与具有 2 个 � OH 取代基的酒石酸

( H2 tar t)络合形成带 1个五元环的螯合物, 也可以进一步与

第 2 个 H 2 tar t形成双配体螯合物[ Ca( tar t) 2-2 ] , 其一、二级

累积形成常数分别为 102� 93和 109� 01 , 所以含两个羟基的酒石

酸对草酸钙的抑制能力最强。

含不同羟基的丁二酸系列对 CaOxa晶体生长的抑制作

用, 还在于其可以封闭 CaOxa生长的活性位点, 加强其抑制

活性。CaOxa 的最常见形式是其一水合物 COM, COM 的

( 1
-

01)面由被 H2O 和 Oxa2- 链分开的互相啮合的钙链组成。

Cody 等[ 8]研究表明, 间距为 3 个 C � C 键长度的线性多元羧

酸分子其相邻羧基官能团与 COM 晶格中 ( 1
-

01) 晶面的

Ca � Ca间距最为适配, 具有强的抑制 COM 生长的能力。本
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实验结果表明, 对 COM 生长具有最佳抑制效果的羧酸是含

有 HOOC� CH ( OH ) � CH 2 � COOH 基团或 HOOC � CH

( NH2 ) � CH2 � COOH 分子的化合物。因此, 苹果酸、天冬

氨酸和酒石酸抑制 COM 晶体生长和诱导 COD 形成的能力

比丁二酸、顺丁烯二酸和反丁烯二酸的大。

4 � 结 � 论

� � 采用 XRD, FT IR 和 SEM 研究了不同结构的丁二酸系

列羧酸对 CaOxa 晶体生长的影响, 包括不含取代基的丁二

酸、顺丁烯二酸、反丁烯二酸, 含 1个 � OH 基的苹果酸, 含

1 个 � NH 2 基的天冬氨酸, 含 2 个 � OH 基的酒石酸。所有

二元羧酸均能抑制 COM 晶体的聚集和生长。二元羧酸抑制

COM 生长和聚集、诱导 COD形成的能力依次为: 酒石酸>

苹果酸~ 天冬氨酸> 顺丁烯二酸~ 丁二酸> 反丁烯二酸> 空

白。即对 COM 生长具有最佳抑制效果的羧酸是含有

HOOC � CH ( R) � CH 2 � COOH ( R OH 或 NH 2 )分子的

化合物, 可以对草酸钙结晶产生 3 个明显的影响: ( 1) 使

COM 和 COD 晶体的尺寸减小; ( 2) COM 晶体的棱角变得圆

钝, 表明其比表面积明显减小, 这可以显著减小 COM 晶体

与细胞膜的粘附, 有利于防止草酸钙结石的形成; ( 3)诱导

COD 含量增加。本结果可为临床上寻找新的防石药物和对

目前临床上使用的羧酸类防石药物作适当修饰提供参考。
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Chemical Structure of Dicarboxylic Acids and Their Capacity Inhibiting of

Calcium Oxalate Crystal Growth

DENG Su-i ping , H U Peng , OUYANG Jian-ming*

Institute o f Biomineralization and L ithiasis Resear ch, Ji� nan Univ ersit y, Guang zhou � 510632, China

Abstract� T he effect of dicarboxy lic acids w ith a thr ee C � C bonds distance on t he crystallization o f calcium oxalate ( CaOxa)

was investig ated in silica gel sy stem by means of X- ray diffr act ion ( XRD) , Fourier t ransfo rm infrar ed ( FT IR) spectro scopy , and

scanning electr on micro scopy ( SEM ) . These acids include succinic acid, maleic acid, fumaric acid, malic acid, L-aspar tic acid

and tarta ric acid. A ll the dicarboxy lic acids can inhibit the agg regation of calcium oxalat e monohydrat e ( COM) and induce the

format ion of calcium oxalate dehydrate ( COD) . But t heir ability t o inhibit the gr ow th and agg regation of COM , to diminish the

specific surface ar ea o f COM and to induce COD format ion w ere strengt hened as the number of the substituted hydro xyl o r amino

gr oup incr eased. T he molecular mechanisms w ere discussed in terms of chemica l st ruct ur es of dicarboxylic acids. Only the dicar-

boxy lic acids with a HOOC � CH( R) � CH 2 � COOH ( R OH or NH 2) gr oup were found to have t he best inhibitor y effect on

the CaOxa urinar y stones. T he r esults could pr ovide some clue to looking for new drugs fo r urinar y stones in clinic.

Keywords� XRD; FT IR; Calcium oxalate; Dicarboxylic acids
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