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本文用恢复电位 法
、

荧光分光尤度法及拈度法研究 了镐 �亚� 与牛血清白蛋 白

�� �  � 的配位平衡和 � � 的影响
。

结果表明 � �� 有两类偏结合部位 � � 个强 结合

和 �� 个弱结 合部位 �
。

� � 一� � � 配位反应受 �� 影响
,

在近中性 � � 范围� � � 兀�

与 � � 结合未接近饱和时
,
以 � � �  !∀ 程序对结合曲线拟合发现

,

每厚 尔 � � �平

均结 合� � � 五 � 厚 尔数的对数值与游 离镐浓度的讨数 间成线 性 关 系
,

进 一 步 用

入�� � � � �  � � 法处理得 至,

� � � � 卫 � 与 � � � 结合平衡方程式
�

万 � � 【� � “
�

〕‘
,
� 和

� 均为 � � 函数
。

构 象研完表明 �
十

和 � � � 亚� 的结 合都能引起 � � � 构象改变
。

用

凝胶 色谱法测 定 了 � � � 亚 �
、

� � � 卫 �
、

吐温一 �� 和十二烷基硫酸钠 �� � ,�� 讨

� �一� � � 结 合的影响
。

�
, , � 五� 可 以 竞争 � � � � � 在�弓�上结 合部位使 ��  五�

活 动化
。

� � �能够有效抑制� � �亚� 与� �� 结合
,

这种作 用可能与� � � 引起 �� �

构 象改变有关
。

关键词 � 锡 牛血清白蛋白 表面活性剂

研究锡与血清 白蛋白的相互作用对了解锡的中毒和解毒有重要意义
。

� � �� � � � 曾用极谱

法研究了锡与牛血清白蛋白的反应
,

亚指出� � 对镐的结合有影响 ‘”
。

� � � � �
等 〔’ 〕的平衡透

析法研究表明在� � �
, 丈
卜血清白蛋白�� � � �有�

�

�个锡结合部位
,

表观结合常数为 �
�

�� � � �
” ,

� � �亚� 和 � � � �� � 可使� � � 结合镐 能力下降
。

� � � � �� � 等 〔“〕的 “ “

� �一 � � � 研 究 贝,�提

示 � 个强结合锡部位
,

其中一个可能是 � � �亚�
、

� � �卫�
、

� � �亚� 共有的
,

而 � � �五�

和 � � �亚� 结合能力大于 � � �� �
。

作者 之一 〔峪 〕用电位法研究在一定 � � ��
�

� � �下 � �  五�

与 � � � 反应
,

证明有两类结合部位
,

第一类部位数为 �
。

� ,

表观结合 常 数 为 �
�

�� � ��
汽,

本文于 ��习� 年 � �月 � � 日收到
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镐�� �与牛血清白蛋白的相互作用及脚
、

钙 � , �
、

锌� � �和表面活性剂的影响 红

第二类部位数为 切
�

� ,

表观结合常数为 �
�

�� � ��
“ 。

本文在上述工作基础上测定了 在 不 同

�� 下 � �� 一 � � �亚 � 相互作用以及 �
� �亚 �

、

� �� 亚�和表面活性剂的影响
。

材 料 与 方 法

�
�

试剂

牛 血清白蛋白 ��  � �
,

电泳纯
。

石肖酸镐
、

气化镐
、

氯化锌及氯化钙
、

三轻甲氨基甲烷

�� � �� � 及 十二烷基硫峻钠 �� � �� 均为分析纯
,

吐温一�� 为药用品
。

各金属盐溶 液 均 用

� �  � 配位法标定
。

�� �� 一� � �
�

缓冲液是用去离子水配制成 �
�

�� � �� �� 和 �
�

�� 硝酸钾溶

液
,

业用� � �硝酸调至不同� �
。

� � �, 一 � � 。 及 �� �� 一 � � �缓冲液同上法配制
,

用�
�

��� � � �

维持离子强度
, � �盐酸或蜡酸调� �

。

氢氧化钾标准液用中和法标定
。

所有溶液均用去离子

水配制
。

�
。

仪器

�� �一 � 型酸度计
,
� ��� 型高电势直流电位 差 计

, �� �一 � 型 荧 光 分 光 光 度 计
,

� � � � � � ��一 互型旋转粘度计
,
�� 一� �� 井型丫 闪烁探头和� � 一 � �� 自动定标器

, � �� 分

光光度计
。

�
�

实验方法

��� 用�� 电位滴定法测定 �� �� 的解离常数及其镐配合物的稳定常数
。

为校正因 �� �� 与

� �  五� 配位对 � �一� �� 结合常数的影响
,

按 �
� � � � ���法 〔� 〕测定了 � �

“

�
, �

�

�� � � � 。

离子强度下的 � � �� 解 离常数 ��
。

和 � �一�
� 比 配合物稳定常数 卫吧夕

。

�� � 用恢复电位法研究镐 � 亚 � 与� �� 的配位平衡
。

在 � �
�

� 士 �
�

�
“

�
、

通氮
、

电磁搅拌

下
,

在 � � � � � � ��一� � �
�

级冲液中加入一定 体 积 � � �� �
。
�
�

溶 液 ��
�

� � � � �� 一 “

� �
,

以

� � �一 � 型 镐离子选择电极和双浓接饱和 甘汞电极为电极系统测定游离镐 离 子 浓 度
。

加入

� � ��
�

�� � � �一 ‘

M B S A 溶液
,

达到平衡后
,

用微量注射 居或微量滴定管加 入 C d (N O 3)
:
溶

液至恢复原来镐离子浓度
。

在每一pH 下
,

改变 C d (N O
:)2 溶液加入量

,

重复上述测量
,

从

而得到在不同pH 下
,

结合镐量与镐离子浓度的关系
。

( 3 ) 用凝胶色谱法研究锡与B S A 的相互作用
。

在pH 7
.4 和用 o

.IM N a C l维持离子强度

条件下进行
。

用S ep
‘

:

、

l

e x 一G 25 凝}佼装柱
,

柱床休积约 250 1
,

柱温 25
.0士 0

.
5

“

C

。

用pH

7 .4t ris 一H CI 缓冲液淋洗至平衡
,

用葡聚塘兰测空白体积V
。 ,

流速为 30 m l/ h
r。

测镐离子与B S A 的结合时
,

将30 m g B S A 溶于2m l含“
S
C d C I

Z
的氯化锡溶液 (4

.
46 1 城

x o 一
4
M

,
p H 7

.
4 ) 中

,

用 pH 7
.4tris一H C l缓冲液稀释至 4

, n
l

,

搅拌
,

2 0 分钟后
,

取 Zm l上

柱
,

以 tris 一H CI 缓冲液淋洗
。

测定每份汽出的 下放射性计数
,

益用L o w ry 法测定蛋白质

含量〔“ 〕
。

为测定 C
a (正) 和Z n ( 互) C d ( 亚 ) 与 B S A 结合的影响, 同上操作

,

但分别另加不 同量

的 Z nC 1
2 (1

.148 X IO一“ M ,
p H 7

。

4
) 或C aC I

:
(1
.10 o X 10一 “

M

,
p H 7

.
4 )

。

为比较锌 与镐在 B S A 分子上的结合能力以及结合方式的异同
,

还用凝胶色谱法研究 了

福离子对B S鑫结合锌 (亚 ) 的影响
。

将3om g B S A 溶于2m l含。6
Z
n
C 1

2
的氯化锌溶液 (1 , 1 4冬
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X 10一 M
,

p H 7
.

4
) 或含

已“
Z
n
C I

: 的氯化锌
、

氯化锡混合液 (Z nC I:1
。

1 4 8
x

1 0 一 M ,
C d C 1

2

0
。

9 9 1
义 1 0

一 3

M

,
p

H 7

.
4

) 中
。

取 im l上柱
。

其余同前
。

为测定表面活性剂对镐 ( 兀) 与B S A 结合的影咏 在 30 m g B S人溶于 2m l
l’ .

C d 标记的

氛化锡溶液 (5
.000 x 10 , M

,
p H 7

.

4 ) 中
,

另加入不 同量的十二烷基硫酸钠 (S D S) 或 吐

温一80 溶液 (P H 7
.4)

。

其余操作同前
。

(4 ) 用荧光分光光度法研究镐 (l ) 与B S A 的结合
。

为测定镐 ( 亚) 与 B S人 结合时的

荧光光谱变化及pH 影响业与锌比较
,

用 M P F 一4 荧光分光光度计测定不同pH 的 B S A 和加

入不同量 C d C I
:
或 Zn C I

:
后的荧光发射光谱

。

为研究表面活性剂对C d一B SA 结合的影响
,

测定 pH 7
.4 (0

.
05 M t

ris一H C I)
,

离子强

度 I= 0
.1 (N aC D 条件下 B S A

、

B S A 一C d 荧光发射光谱随S D S和吐温一80 浓度的变化
。

激发波长 287
nm

。

(5 ) 用粘度法研究 pH 对 B S A 构象的影响
。

用旋转粘度计测定0
.2 % 的B S A 加 C d ( l )

溶液在 37
O
C不同 pH 下的粘度

。

缓冲液t
ri, 一 H A c

,

以 o .IM N a C I维持离子强度
。

实验结果及数据处理

1 。

用恢复电位法数据计算B SA结合锦t 和条件结合常数

为考查 t
ris 与C d ( 兀) 配位的影响

,

由pH 电位滴定数据
,

以形成函数法
,

计算得C d一

仕r is l : 1配合物稳定常数1呛刀
二 2

.
3 6 ( o

.
I M K N O

:
)

,
t

r
i

s

解离常数pK
。 =

8
.
1 4 ( o

.
I
M K N O

:

)

,

文献值分别为1电夕== 2
.22 ,

p K
。 =

8
.
3 1

(
o
.
S
M K N O

:
)
〔7 〕

。

在 tr is 溶液巾加入少量硝 酸镐时
,

由于 tr is的总浓度T
B
远大于镐的总浓度Tcd

,

而C d一
tris 配合物很不稳定

,

故可将与镐配合的 t
ris 忽略不计

,

则由T :按式 (l) 计 算来质子化的

tris 浓度 〔B 〕
,

〔B 〕 (l)

再由所得 [B〕按式 (2)

T aK a

K a + 〔H +〕

计算未配 合的镐离子浓度
,

[ C d
Z +

]
=

T
。, d

1 + 夕[B〕
(2)

加入 B S A 后 , 镐离子浓度降低
。

为使 〔C d
“

门 恢复原来数值
,

加入的锡的总浓度T抽应符合

式 (3) 关系
,

T 丢d “ 仁C d
Z+
〕+ 夕仁C d

Z +」〔B 〕
尸
+

q 〔C d q P 〕 (3 )

式中 〔B 〕
产

为此时未质子化的 t
ris 浓度

,

但因T 亩良大
,

可忽略 LB〕 与 〔B 〕
‘

的差别
,

所以

式 (3) 写成
,

T 后d = 〔C d
Z+
〕+ 夕[C d

Z+
]〔B 〕+ q〔C d qP 〕 (3 ‘ )

式中 叮为每摩尔 B S A 上结合隔数
,

〔C d
q P 」为 C d一B SA 浓度

。

整理业将式 (2 )代入 (3
产
) 得

,

q 〔C d oP 〕= T e d
‘
一 T e J ( 4 )

因此在给定条件下
,

平均每摩尔 B S A 结合C d ( 亚) 数可按下式计算
:

介_ T“
夕

二
Tc
d _

‘V 一 一一- 一, 石万一

—
.

1护 ( 5 )
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T p 为B S人总浓度
。

在每一pH 下
,

每一条件下的万知

改变不同的 Tc
‘,

按上法侧得恢复不 同 〔C d “
+
〕所需的 T 沁

,

从而算出

结果见表 l
。

其中 〔C d
艺

勺 是通过式 (l )
、

( 2) 校正的游离福浓度
。

衰 1 不同 pH 下牛血清由班白结合捅盖住犷C
, ’

卜0
.
1)

丁.七1
. 1 A v orag. A m oont of C d

一

甘o u n d to B S A u n d o r D iff
e。。n t p H

户户H S 一
Z BBB P H

6

。

3 444 P H
6

.

9
0

.... 夕H 7
.
2 888 P H 7

。

, 222

军军d
么 +〕

, ,,

NNN [c d
艺 斗

〕,, NNN [C d
Z +
〕MMM 浑浑 [c d

之 十
〕,,

NNN 叱d
Z千
〕‘‘ NNN

氏氏 72
x l口广

...
O

。

2 盆444 6
。

6 8
x

1 0
一一 0

。

3 吕666 寸
.
理9 x 1 0一一 1

.
0 了了 J

。

3 0
减
1 0 一一 J

。

寸555 ! 户23 又 1 0 一一 1
。

5 333

111

。

1 6
x 上0 ““

、

0

.

2 J
666 1

。

0 0
x

1
0

一 ””
0
.
6 4 111 7

。
2 7 x

1 0

‘ttt
1
。
J lll 碑

.
9 5 x 1 0一一 1

。

5 222 2

。

2 2
x

1 0 一一 1
。

6 444

111

。

5 5
又 1 0 ““ 石

.
, : 凄凄1

,
3 3 x

l 公
一马马

0
。

6 9 333 9

.

了O 汉
1 0 一一 I

。

5 555
6

.

6 0
义 1 0 一一 1

.
6999 2

.
96 x 10

一 。。
1

。

7 999

222
。

3 2 火 1 0
“ ... O

。

5 1 夕夕2
.
00 火 1 0

一 ,,
O

。

8
习999 1

.
才5 义 1 0

一““
1

。

7
555 9

。

吕9 又 1 0 一一 2
。

0 999 礴
.
舫 x 20一一 1

。

1 111

333
.

0 日又 I Q
代...

.

0
。

‘月999 2
。

6 7
x

1
0
一 ””

1

。

0 999
1

。

, 』又
1 0

一。。
2
.

0 555 1

。

3 2
X

1
0
一555

2
。

3
口口 5

.
92 x 1 0一一 2

_
1000

333
。

盆6 x 1 0
一 ,,

0

.
7 8

)))
3

。

3
3

x
1 o

‘““
1

。

3
000

2

。

4 2
又 1 0

一 ‘‘
2

、

2 666 1

。

6 礴又 1 0
一 555

2

。

5 000
7

。

盛2 又 1 0 一一 , , 111

222
。
7 0

x
1 0

一 ‘‘
0

。
9 2 666 6

。

6 3
x

1
0

一 555
2

。

0 444 4

。

8 2
X

1
0
一””

2
。

9 999 3
一
2 8 父1 0

一‘‘
3

。

健666 1
.
子7 X 1 0

一万万
2
。

夕城城

JJJ
。

了5 丫 1 0
一 嘴嘴

J

.

J 333 9
.
9 1

x 1 0
一 555

2

。

5
777

7

。

2 0
义 1 0

一 555
J

。

0
000 4

.

夕O 又 1 0
一 巴巴

子
。

0
555

2

。

2 0
x

1 0
一。。

3

。

峨222

222
。

5 3
x l 口

一 心心
1

。
8 又又 1

.
3 2 x 1D

一444
3

。

0 555 1

.

沈夕义
1 0

一礴,,

才
。

6 111 8
。

1 0
火
J O

一 匕匕
5

。

6 111 2

。

9
2

X
1 0

一 ‘‘
礴
。

p JJJ

222

。

2 7
x 丈0

一 月月
2

,

0 222 2

.

9 台城20
七 ‘‘ 了

.
I JJJ 1 . JZ 火 ] 0

一心心
5

。

9 999 9
二
6 g

x 了D
一 ‘‘

6
。

1 444
4

.

3 5
X

l 口
’ 555

4

。

6
111

333

.

0 〕、 2 0
一

)))
2

,

7 999 2

。

5 9
只
1 0

一 ‘‘
5

。

2
222 9

。
5 6 x 1 0

一 劫劫
4

。

5 444
l

。

2
8
只 1 0

一 ‘‘
6
.

2 999 5

.

7 了又10
一 ,,

6
。

1 口口

3333333
。

2 1
欠
1〔
. 444 J

.
4 222 1

.
名8 只 1 0

一 ‘‘
一

6

。

3 222 1

。

5 9
x

1 0

一 ‘‘
6
。

3 444 7

。

1 4
X

1 0

一 ‘‘
6

。

Z JJJ

根据表 1数值
, 用 Soat ch a rd 作图法可得不同 pH 下的万/〔C d

急+ 」~ 万曲线
。

由图 1 可

见
,

在 pH 6
.6 ,

B S A 中存在两类 C d (五)结合部位
,

其他 pH 结果相同
。

按两段直线的斜率与

在万轴上的截距
,

可得在不 同 pH 下两类结合部位的条件结合常数 K
, 、

K

Z

和各自的结合部

位数
n;、 n :

( 见表 2 )
。

裹 2 C d一B SA 条件结合常数(25
0C ,

卜O
一
1 )

T
a

贬1. 2 C
o:ld itional B ind iog C on stan ts of C d

一
B S A

ppp HHH
了之lll

I丈
,, 砚 念念

K
:::

555
。

2 盆盆 1 。
吕000 1

。

8 口李( J O
峨峨

9
。

9 000 J

.

口3 父 1 0 ,,

右右
。

J 了了 1
.
8 000 石

。

O 口又 1 0
‘‘

9
‘
g QQQ , 、亩分又 J O

落落

666
.
9 000 ]

,
9 000 占

.
0 0 又 1 0 ,, 习

。

卯卯 右
一
导尽x 10...

777
。

2 888 J

。

9 沙沙 1
。

1 7
义
1 0

。。
夕
.
夕000 1

.
口4 又 1 口...

777
。

9 222
1

.

夕口口 召
。

0 0
又
1 0
...

9
。

9 000 1

.

6 7
N

I O
‘‘

把不同 pH 下万对掩Cd作图
、 得一组曲线 (见图2)

。

这组 曲 线表现在 C d (11 ) 的结

合尚未饱和时
,

在不 同 pH 下
,

万和游离镐浓度的关系
。

用曲线拟合法〔吕 , 得近 中性 pH 范围

内C d一B SA 结合曲线方程争

万= A
。B X

( 6 )

或 纯万
二 1嗯A + B

‘
X (

7 )

实际上将】昭可对】鳍〔C d 】作图确有线性关系
,

农 3 表明 (6 ) 式中的x 即 仁C d〕
。

可由 这些

线性方程计算不 同条件下的万值
,

计算结果相对
一

于实验值的平均误差为士5 %
。
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用凝胶色谱法研究C d一B SA结合及影响因素

C d一B SA 洗脱曲线 (图 3 ) 中放射性计数峰与蛋白质峰一致
,

后一峰为未与 B SA 结合

的其他形式存在的隔 ( 亚) ,

由峰面积计算B SA 结合 C d (五) 的百分 数 (% 〔C d一B SA 〕)
。

在 C d 十 B S A 体系中加入Zn( 且) 和C a( 且 ) 后 可使B S A 结合 C d ( 亚) 百分数下降
,

业 且

随Z n ( 11 ) 浓度的增加 % 仁C d一B S A〕 愈来愈小 (如图 4 )
,

有利于 C d (卫 ) 的活动化
,

但

钙 ( 互) 的加入对C d一B SA 结合影响不显著
。

用
65 Z n示踪凝佼色谱法测定了在Z n (亚 ) 与 B S A 体系中的 % 〔Z 。一B SA 为 17

.4 % ; 有

C dC I
:
存在时为 16 .4%

。

;兰一 结呆丧 :、i几 Z n :C d 二 1 : 1 时
,

金属离子间对 B S A 的竞争
,

Z
n

(
亚) 能使66 % f句

一

与蛋自质结 汀的C d (五 、 众补力比
,

而C d ( 11 ) 的作用只能使 5% 的 与蛋 白

质结合 {
’

}勺Z n ( 五) 活动化
。
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凝胶色谱法研究结果说明
,

表

画活性剂有降低 C d一B S A 的结合

作用
,

从图 5 可见S D S的作用远大

于吐温—
80。
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.
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,
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I M N
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C I

与C d( 11 ) 相似
,

Z
n

( 且) 也有增强 B S A 荧光作用
,

(
互 ) 浓度变化不再影响荧光强度 (图 7 )

。

3

。

B S A 和 C d一BSA的荧光发射光

谱

图 6表明 B S A 荧光强度随pH

增加而加强
,
发射峰位 略 有 红 移

(由344 n m 到 346 n m )
。

另外
,

铺

与B SA 结合导致荧光增强
,

业使峰

位红移 (由 344 nm 到 348n m )
,

在

低 pH 时镐的增强作用较小
,

随pH

增加
,

这种影响 逐 渐 变 大
。

而且

F /F
“

与 〔C d
Z+
〕 间 有 线 性 关 系

(见图 7 )
。

但当 Z
n
/B S A 比 (万 ) > 2 时

,
Z

n

表面活性剂与 B SA 的相互作用使后者构象发生变化
,

表现为荧光强度和峰位的改变
。

S D S 和吐温一80 虽都使 B S A 的荧光发射光谱峰位兰移
,

荧光淬无 但影响方式不同
。

S D S
/

B S A 不大时只使荧光减弱
,

S D S
/

B S A >
6 时

,

峰位由 344n m 移到325n m
,

显示B S A 可能有两

种构象共存
。

而吐温一 80 浓度的增加使峰位缓慢兰移
。

另外
,

在吐温一80 存在下
,

加C d ( 亚)

不改变峰位但使荧光强度增加 (图 8 )
。

在SD S存在下
,

加入C d ( 兀) 不再影响BS A 的荧光
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强度 (图 9 )
。

当S D S /B S A < 6 时
,

随S D S浓度增加
. F /F

“

急剧下降
,

到

S D S /B S A > 6后
,

变化很小
。

4

.

B S A 溶液的流体性质侧定

由图 10 可见C d一B SA 溶液的粘

度在B S A 等 电点附近最小
。

而由B S A

和 C d一B S A 溶 液 (pH 7
.98) 的 流

变曲线 (图11) 可见B S A 溶液的切变速

度 D 与切应力
,r 之间不成线性关系

,

因此B S A 溶液为非牛顿流体
,

而 B S A

与C d ( 11 ) 的结合使表观粘度增加
。
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1. Cd(l ) 在 B SA 上结合部位的估计

木工作在 5 个不同 pH 值及接近体液的离子强度条件下测定了B S A 与C d ( 互) 的结 合部

位数和结合常数
。

结果表明
,

在测定的 pH 范围内
,

B S A 至少有两类结合 C d ( 正) 部位
,

强



无 机 1g 舫年

结合部位数为 2
,

弱结合邵 泣效 为 土。, *

次少心结台

C d ( 且)部位数为12
,

而表观结合常数分别在 1少一

106和 10 3一10
‘

范围变动
。

其结果与王洋云等人在

pH 6
.9 4 下测定的结合部位 数 及 M

a rtin s“ “
C d 一

N M R 的研究结果一致
。

w

a
x d m

a n n

一M
ey er 测得

C d ( 五 ) 在 B SA 上结合 部 位 数 为 17(K
;= 1.3 X

10 吕,
p H 5

.
9 5 )

(
”〕,

V
e r

m
a

等报告 B SA 有 5
.5 个

C d ( 亚) 结合部位 (K
; == 一x l o 6 ,

p
H

7
,

3 7
O

C )

。

他们都只得到一类C d (l ) 在B SA 上的结合部位
,

我们认为这
l
可能是实验中金属 离子浓度不够低造成

的
。

按照 M a rtin s 等的口{究
,

在两个强结台
一

部位中

有一个是 C
u (亚)

、

z
n

( 亚 )
、

C d ( 让 )共同的
,

而且

Z n( 互)和C u ( 兀)对这一部泣的亲和能大于C d( l )
,

根据 C
u (l )

、

Z
n

( l
) 在 B S A 上 结 合 部 位 推 测

〔‘。 ‘ ’‘〕,
C d ( 亚) 可 能 与 B S A 的 N 端 A sp一

T hr一H i
, 成配

。

弱结合部位中可能包含有咪哩基
,

根据之一是厅一 p H 曲线 (图12) 在 pH 6一7间有一

突跃
,

与H is 的 IOg K
: = 6 .02 很接近

,

可以认为在

这一pH 范IbI
,

H
isl 床吐韭容易去质子有利于配位

。

C d
t 令

0
。

8
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图12 C d一B SA 体系中C d 物种分配图

F 19
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system

ed:2、’

1
0

~ 石M
,

B s A
:

s
、
1 0 一 m

2
.
p H 对 C d一BSA 结合的影响

实脸结果农明p H 下降 使 B S A 结合捅量降低
,

与T a n f盯d 所得结论一致
。

如前所述
,

在

一定 pH 下
,

当
[Cd

」在小于 3 “ 1 0 一
‘

M 范围内变化时
,

坷厅与瑰〔Cd 〕间成线性关系
。

p H 的改变使直线方程的斜 二书和截显巨改变
。

用M “ r g “ “ r “, 法以”H 为变量对上述斜率和
.
截毕资

{:
:{。:戈比{。合 , 、、得一适。: 于近中性 pH ::。; (pH S一8) 表示 c d一B S A 结合的平 衡 方 程

式
:

万
二 K [ C d

Z +
二也 ( 9 )

这里
,

K 和m 是 pH 的 函数
:

K 二 0
.
7 6 3 只

e x p 仁0
.759 (pH )“ 一 1 5

.
6 6 ( p H )

2 + 1 0 6 ( p H )
一 2 2 8

。

9 〕

m = 〔0
.239 9 (pH )

“ 一 4
.
8 8 5 ( p H )

“
+ 3 2

。

5 1 ( p H )
一 6 9

。

4 1 〕/ 2
。

3 0 3

。

由式 (9 ) 计算的可值相对于实验值的平均误差为 士8 %
。

在估训不 同条件下大分子与金

属 离子相互作用程度方面
,

运用这种计算模型是有用的
,

而且可以纳入有大分子参与的多金

属多配体体系的计算机模型
,

计算体液中物种分配
。

3

.

H

+

和 C d ( 五) 结合与 BSA 构象关系

p H 对 B S A 结合 C d ( l ) 影响可能有两个原因
,

一是质子与金属直接竞争结合部位
,

二是

质子与B S A 洁合改变构象
,

通过远程变构作用改变B SA 结合C d( l ) 能力
。

i上P H 4
.48一8

.0 1范围z勾
,

p H 增加使B S A 和C d一B SA 的T
,

P 荧光激发峰 (344一346 n m )
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增强业逐渐红移
。

可以认为pH 增加时
,

使T rp残基微环境改变
,

亲水性增强
。

H ar m
s e n 根

据BS A 在 pH 6一 9 范围内发生构象转移并引起咪哇基解离常数改变
,

认为 H is 残基被包在盐

桥中〔
‘ “〕

。

M
ar

g
a r e t 等 〔l ‘〕认为在pH 由 7 到 9 变化时经历N 、 方构象转移

,

此时在N 构象

中被掩蔽的 H i、 俩链暴露
。

在 N 构象中有十个H is 侧链被掩蔽
,

而在 刀构象中暴露
。

本工作

的荧光相对强度 与pH 的关系显小在 pH S一6 有较大变化
。

另外粘度一 pH 曲线则在pH S附近

有一最低 以 ,

泪当 」
飞

等电
l
从

。

位等吧点转交的出况丧明构象变化
,

达可由{狰电作用解释
。

在

pH S一6厅仅低即
‘

丁解释为此时 B S A 处 于紧构象形式
,

;引山兄位部位难以达到
,

同时紧构象

的荧光强度校弱
。

C d ( I f ) 的结合使B S A 荧光增强
,

使BS A 洛液的粘度增加
。

二者都提示
,

C d ( 11 ) 与BS A

的结合 也会 引起 B S A 构象变化
,

由于H
十

结合使荧光淬灭而 C d (亚) 结合使荧光增强
,

认为

C d ( 」工) 与p H 引起的构象变化 可能不同
。

质子的结合单纯由电荷改变起作用
,

而C d ( 且) 的

结合还通过配位结合起作用
。

这种配位 可能使BS A 的 a 一螺旋程度降低
,

还可能使T rp 的极

性增强
。

C d ( 且)
、

Z
n

( 亚) 的结合使 B S A 荧光发射光谱强度增加
,

提 示他们的结合部位与

B S A 两个T
rp 残丛比较接近

。

4

.

Z
n

( l ) C
a

( 五) 对C d一日S A结合的影响

值得注意的是
,

Z
n

( 五 ) 对C d一B S A 结合影响显著
,

而C d (韭) 对 Z n一B S A 结合影目lfl] 极

小
。

Z
n(
让) 与 C d (亚 ) 之间的相互影响可以是直接竞争同一部位

,

也可以是经过结合后影

响构象
。

Z
, 1

( 且) 也能使B S A 荧光强度增强
,

但当 ,
) 2 时F /F

“

就不再改变
,

而C d ( 亚) 在
v < 12JI 寸使F /F

“

一直增加
。

这些现象说明Z n( 亚 ) 与C d ( 卫) 有共同的强结合部位
,

对这些

部位来说
,

Z
n

( 亚) 的结合能力大于C d ( 且)
,

因此可以看出当Z n ( l ) 与 B S A 结合时
,

C d

(
11 ) 几乎不 能与 Z n( 且) 竟争

。

当 C d (亚) 与B S A 结合时
,

Z
n(

五) 的加入可以通过直接

竞争取代强结合的C d (五)
,

使C d (江 ) 活动化
。

C
a

( 亚) 对C d一B SA 结合影响不 显著
。

5

。

表面活性剂对 C d一B SA 结合的影响

已知表面活性剂与B S A 结合可引起构象变化
,

而构象变化 可 影 响 B S A 与 金 属 的 结

合(
‘ “ ’ ‘“〕

。

研究表明 SD S 使B SA 结合C d ( 卫) 量大大降低
,

S D S 又能使B SA 荧光发射光谱

峰位兰移
,

强度减弱
。

因此可以认为S D S使 BS A 构象改变从而改变B S A 结合 C d ( l ) 的能

力
。

实验表明随SD S增加荧光发射光谱出现一等发射点
,

提示 SD S存在下至少有两种构象状

态
,

可能C d (亚 ) 只与其中一种结合
:

+ S D S

构象A 不二二= 二= 二= 立构象B

C d “ + 牛
一

李
+CdZ·

今 }

+!

l宙今1
1!

C d A C d B

吐温一80 与SD S不 同
,

因为它是非离子型表面活性剂
,

与 B S A 结合方式不同
,

峰位及

强度随吐温浓度变化而逐渐变化
。

另外
,

在吐温一80 存在下
,

C d (
互) 仍使 BS人 的 荧光增

强
,

而在 SD S存在下
: C d (五 ) 对荧光不再产生影响

。

把这一现象与前述凝胶色谱结果联系

起来看
,

进一步说明S D S使构象A 变成一种难以与 C d (五) 结合的构象B
。

构象B 可能包含

这样的特征
:
当S D S 以静电和疏水方式与B S A 结合时

, 封闭了一些C d ( l ) 的结合部位
,

肤
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链的 T rp一 13 4 和T印一212 与这些结合部泣有关
。

吐温一80 虽能影响 T
rp 的环境

,

但对C d

( l ) 结合部位干扰不大
。

综上所述
,

阴离子型表面活性剂 5D S 可以通过改变构象有效地抑制 C d一BS A 间 的 结

合
。

非离子型表面活性剂吐温一80 不能达到有效制抑 C d一B SA 间结合的 目的
。

致谢 北京大学技术物理系刘元方教授及北京医学院基础医学系林克椿教授给予本工作帮助与
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,
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