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鳌合剂对结合在人血清白蛋白 ;− 0 ∋ < 上的铜离子

活动化能力的研究
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;北京医科大学
,

无机教研室
,

王 夔

北京 �= = = > ! <

用凝胶色谱法研究 了鳌合剂使结合在人血清白蛋白上的铜 ;且 < 活动化的能力
,

若用在鳌合剂存在

时和无鳌合剂存在时蛋白部分结合金属星之比作为表征活动化能力的参数
,

有如下顺序 ?

1 8 ≅9 Α Β Χ 1 Δ∋ Β . Χ 1 ∋ Β . + 1 ∋ Β & 1 ∋ Β ∗Χ ∋

除 1 8≅9 Α 和 Χ 1 Δ∋ 外
,

其他几种鳌合剂的话动化能力的对数位与其相应的条件稳定常数的对数位之

间有一线性关系
5

1 8≅ ΕΑ 和 Χ 1 Δ∋ 的反常被认为与复杂的反应历程有关
,

这可能涉及三元配合物的形

成
。

关键词 ? 人血清白蛋白 金属铜 鳌合剂 活动化

引 言

有生物大分子配体参 行的两种配体竞争金属离子的反应 与两小分子配体竞争反应有所

不同 ‘’
,

Φ ,
。

若不考虑大分 子在竞争中可能表现的特殊性
,

决定不同赘合剂从同一鳌合物上活

动金属离子的能力的主要因素应该是它们在给定条件下的条件稳定常数的大小
5

而事实上
,

对

于 (述反应来说常有 偏离条件稳定常数的情况
‘’,Φ,! ’

。

我们研究 Ε Γ 一牛血清白蛋 白 ;ΗΙ ∋ <
,

,Γ 一全爪硫蛋 白 ;/ 1 < 和 & ≅一 Η 0∋ 与一系列赘合剂间的竟争反应
,

所得结果表明鳌合剂的

竟于能力 ;按 ϑ4 Κ ) 值计
〔’〕 < 也常不与条件稳定常数的高低一致

〔’,Λ<
5

因此
,

进一步研究大

小分子配体竞争金属离子的反应热力学及动力学
,

对于我们更清楚地认识这类反应的特殊性无

疑是 �卜常必要的
。

为此
、

我们用凝胶色谱法对一系列鳌合剂使结合在人血清白蛋白;− 0 ∋ <上的

铜离子活动化能少∀进行 了研究

实 验 部 分

、药品及
‘

仪器

试齐≅Μ? 人 血清 Ν
’ , 贵自 ;− 0 ∋ <

,

北京 市红十字血液中心 ;含量不低于  Ο Π <
。

葡聚糖凝胶

;反 户: “Γ Ε 、< + 一 Φ Ο ;Δ: 7 8Α �7Ε Θ7 进 口分装
, 一

Ρ?海化学试剂采购供应站试剂厂<
。

氯化铜
,

乙二

胺四 乙绒 戈)Χ 1 ∋ ,
,

氨二 乙酸 ;& 1 ∋ < 和亚氨二乙酸 ;∗Χ ∋ < 为分析纯试剂 ;北京试剂 <
5

一乙 创俊力
5

乙酸 ;丁<1 Δ∋ <
,

乙二醇二乙醚 &
,

&
‘

一二胺四乙酸 ;. + 1 ∋ < 和三乙四胺盐酸

盐 ;1 8� 4 Α< 匆化学纯
,

使用前重结晶二次
。

Χ 1 Δ∋ 和 . Χ 1 ∋ 溶液用配位滴定法标定其浓度
。
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. + 1 ∋
,

& 1 ∋ 和 ∗Χ ∋ 分别采用加人过员碱
,

后用标准酸回滴法确定浓度
5

1 8≅ 9Α 用 Υ− 电位

法确定其浓度
。

实验 中各体系均用 18
�Ι一− Ε� 缓冲液维持 Υ− 6

5

6! ;ΦΟ ℃ <
,

Υ − 0
5

Λ ;Λ ℃ <
5

所

有溶液均用去离子水配制
。

仪器
? 柱层析分离系统 ;(ς Η 公司< Θ Ω )Ξ 一 ∗Η 型原子吸收分光光度计 ;第二光学仪器

厂
一

< Θ ∃ Ψ 一Φ Ζ= 型可见一紫外分光光度计 ;岛津< Θ − / 一Φ= 型 Υ− 计 ;东洋 ;1 # ∋ <<
5

Φ
5

实验方法及结果

;�< 鳌合剂存在下 − 0 ∋ 结合铜 ;∗’∗ < 量的测定

—
− 0 ∋

,

, [ ;Α < 和鳌合剂 ;(< 的

化学计 �迁比为 � ? 一? �
,

浓度均为 Φ
5

Ζ = Ξ �=一∴ 4 � ] �
。

在 − 0 ∋ 一, [ ;�� < ;一 ? �< 溶液中分别

加人等摩尔的鳌合剂
,

ΦΟ ℃下恒温 Ο 小时后放入冷室 ;Λ ℃ <
,

巧分钟后上柱
。

用 18 ≅Ι一− Ε� 缓

冲溶液 ;Δ − >
5

Λ =< 淋洗
5

用火焰原子吸收法测定淋 出液中的铜含量
,

用紫外分光光度法测

− 0∋ 的含量
。

图 � 画出了上述各体系的以铜 ;Α < 结合量 ;。4� 9< 表示的凝胶色谱图
5

观察

蛋白质部分的铜 ;Α < 含量峰
,

可见其峰面积按下列顺序递增
?

1 8 ≅9Α ⊥ Χ 1 Δ∋ ⊥ . Χ 1 ∋ ⊥ . + 1 ∋ ⊥ & 1 ∋ ⊥ ∗Χ ∋

;5上Α?<, 4交汰�即

说明其相映的鳌合剂竞争能力越来越低
。

由

蛋白质部分峰对映的 �  ! 总量 ∀# ∃% & 和结

合铜总量 ∀# ∃∋ &
,

可求得赘合剂存在下
,

每

摩尔 �  ! 结合铜量 ∀见表 ( &
)

图 ∋

∗+,
)

�  ! 一− . 加各种赘合剂体系的凝胶色谱图

/ 0 ∋ 0 1 2∃ # 3 4∃ , 2 3 # ∃ % 410 56 5 40 # 5 + 7 8 ∃ ∋8 + 7 ,
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,
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;Φ< − 0 ∋ 结合铜 ;Α < 量的测定一一用与 ;�< 类似的方法及条件可测定浮摩尔 − 0∋ 结

合铜 ;�� < 量
,

凝胶色谱法结果见图 Φ
5

用与 ;�< 的类似方法可求得每摩尔 − 0 ∋ 结合铜

;�� < 的摩尔量为 �
5

= Λ ;∴ 4 �9 ] ∴ 4 �9 <
·

结合 ;�< 和 ;Φ< 的结果可进一步求得表征赘合剂活动化能力的参数
,

) 值 ;见表 � < ?

有鳌合剂存在时
,

每摩尔− 0∋ 结合, [ ;Α <

无赘合剂存在时
,

每摩尔− 0 ∋结合, [ ;Α < 摩尔数

;∴ 4 �9 <

5

= Λ ∴ 4 �9 ] ∴ 4 �9 <

量一;�

讨 论

飞
、
司咖事
刁

由表 � 可见
,

按鳌合剂的竞争能力 ;)值< 的大

小排列有如下顺序
?

1 8 ≅9 Α Β Χ 1 Δ∋ Β . Χ 1 ∋ Β . + 1 ∋ Β & 1 ∋ Β ∗Χ ∋

这一顺序与金属鳌合物条件稳定常数的大小顺序

基本一致 ;见表 Φ<
5

只有 1 8≅ 9Α 反常
,

其表现的竞

争能力比 Χ 1 Δ∋ 和
,

. Χ 1 ∋ 还强
5

另外
,

从 ) 值的大

小看
,

. Χ 1 ∋ 的竞争能力似乎明显低于 Χ 1 Δ∋ 及

1 8≅ 9Α
,

虽然它们的条件稳定常数比较接近
。

图 Φ

表 Φ 鳌合剂与金属铜离子;�� <鳌合物稳定常数 )≅ Κ5 Φ

1 7 _ �9 Φ , 4 Α Γ ≅ϑ≅4 Α 7 � 0ϑ 7 _ ≅�≅ϑ⎯ , 4 Α Ιϑ7 Α ϑΙ 4 α 3 7 8≅4 [ Ι

, : 9 �7 ϑ4 8Ι Ω ≅ϑ: , 4 Υ Υ 9 8;�� <

;ϑ[ �犯 Ι
<

− Ι∋ 十, [ 体系的凝胶色谱图

+ 9 �9 : 8 4 ∴ 7 ϑ4 Κ 8 7 ∴ 4 α ϑ: 9 Ι⎯ Ι ϑ9 ∴

− 0∋ β , [ ;�� <

,,,: 9�么ϑ4 888 ϑ9 ∴ Υ
5

;℃<<< ∴ 9Γ ≅[ ∴∴∴ 一一∗4 Κ 78≅ ϑ:�Α 4 α Ε4
Α Γ≅

仓
≅4 Α 7 ���

���������4 Κ 7 8≅ ϑ:∴ 4 α9 4 Α Ιϑ7 Α ϑϑϑ Ε 4 Α Ιϑ7 Α ϑ ;Υ − χ 6
5

6 !<<<

ΧΧΧ 1 Δ∋∋∋ Φ ΟΟΟ =
5

�∴ 4一 ∗
一 � Ξ & 4 ,, Φ �

5

��� �6
5

= ΖΖΖ

... + 1 ∋∋∋ Φ ΟΟΟ =
5

! ∴ 4 δ一
� & 7 9 一= ΛΛΛ � Ζ

5

6 666 �!
5

Ο !!!

... Χ 1 ∋∋∋ Φ ΟΟΟ =
5

�∴ 4一 �
一� Ξ & = !!! � > > 666 �Ζ

5

= ΛΛΛ

111 8 ≅9���� Φ ΟΟΟ =
5

�∴ 4 �
·

�
一� ς , ∗∗∗ � >

5

>>> �Ο
5

Λ ΖΖΖ

&&& 1 ∋∋∋ Φ ΟΟΟ =
5

�∴ 4 �
·

�
一� & 7 ,一= ΛΛΛ �!

5

Ζ === � �
5

! ΦΦΦ

∗∗∗Χ ∋∋∋ ! === =
5

�∴ 4 �
·

∗
一� ς ,∗∗∗ �= 滩=== >

5

= ΛΛΛ

ε ϑ7 φ 9 Α α8 4 ∴ ? ∗∃ Δ∋ , 0ϑ7 _ ≅�≅ϑ⎯ , 4 Α Ιϑ7 Α ϑ 4 α / 9 ϑ7 �一≅4 Α , 4 ∴ Δ�9 Ξ ? Δ 7 8 ϑ Η ≅Α

Χ
,

Χ Δ9
8 8≅Α 7 Α Γ ∋ 8 ϑ: [ ∴ .

5

/ 78ϑ9 �
,

89 ΙΔ9Ε ϑ≅Ψ 9 �⎯
δ

按照 ) 值定义
〔� , ,

对于竟争反应
?

/ Δβ ( 二 ? / ( β Δ

� 6 > 7 Α Γ 09Ε ϑ≅4 Α �� ≅Α � ΖΛ
,

配≅ϑ9Γ _⎯

;�<

;Φ;!;Λ

应有下式成立 ;忽略游离金属 〔/ 〕和三元配合物 〔Δ/ (〕?

γ , 。 一 η/ (』
) χ δ 二二犷

δ

一一
, /

中/ 代表金属
,

式
‘

」
, 材

Δ 和 ( 分别表示大分子蛋白质和小分子鳌合剂
,

若假设
?

口
‘
/

χ η/ ( Μ β η/ ΔΜ

χ η/ (』] ∗/〕
‘

η(』
‘

口
‘
/ , 一 η/Υ』] η/ Μ

‘

ηΥ Μ
‘
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式 中 口众
(和 刀众

Δ分别为小分子及大分子金属配合物的条件稳定常数
,

将 ;!<
、

;Λ< 式代

人 ;Φ< 整理得 ?

ηΔΜ
‘

η( Μ
‘

;Ο<
(
工
Δ/�Χ

尸左一口尸

一一一

(
·

∗

若令厂一 兰
一 (

,

则 %Ι 川 , Η
∴∋) Υ

产
] 川 , Φ尸〕

] ,

这里
,

厂值实际上表示了鳌合剂存在时金
2

属配合物的浓度与大分子金属配合物的浓度之比 ∀%Ι 【Χ Η」] ∴Χ ΦΥ &
)

由 ∀ς& 式 Γ

【Χ Η」∴Φ」
‘

∴Χ Φ』:Η」
‘ ∀= &一一

Η?ΦΧ一”Φ’
一

厂

如果我们暂假设
,

在实际反应中
,

反应 ∀ ∋& 的副反应 ∀如
,

配体 Η 的加质子反应 & 的影

响可忽略
,

应有 ∴Χ Η Υ二 ∴ΦΥ
] ⊥ ∴Χ Ε Υ 二 ∴Η ∋

‘

成立
,

代人 ∀ = & 式
Γ

险
_

_ 鲤工〕〕理汀卿、
口

‘

Χ Φ 4Χ Ε Υ【Η ≅
‘

⎯ :Η ≅ ]
∀Λ &

若弓2人校正系数 。
,

使∴Η Υ
,

] ∴ΦΥ
,

一 ∀刀
, Χ Φ ] 刀

, Χ Η
& ⊥ “

,

代人 ∀ϑ & 式
,

得 Γ

‘一

∀黝
∀
’一

‘
·

习
∀Σ &

由上式可见
,

如考虑对同一个 Χ Φ 而言
,

不同鳌合剂参与的竞争反应达平衡时
,

其相应的校

正系数 占之间相差不大
,

则 (Ρ Τ厂值应与各金属配合物的条件稳定常数 ∀口
‘ Χ Η & 的对数值之间

有线性关系
)

校正系数 占实际上反映了副反应的影响
)

值得注意的是
,

在前面的处理中没有考

虑大分子本身的特殊性可能带来的影响
,

对相同类型的赘合剂来说
,

如果某种赘合剂的竞争能

力 ∀按 厂值计& 偏离与 刀
‘ Χ Η 之间应有的线性关系

,

则或许可以推断该竞争反应可能受大分子

特殊性的影响较大
)

除热力学因素外
,

这种特殊性还可能与反应的动力学因素有关
)

图 Μ 显示了几种鳌合剂的 (ΡΤ 厂
一

与 (ΡΤ 口众
。之间的关系

。

鳌合剂 :Ο !
、 、

Θ Α !
、

Π / Α ! 和

Π Ο Α ! 的 ∋∃ , %与条件稳定常数有明显的线性关系
。

而 Ο Α Φ! 和 Α 2+ 07 有不同程度的偏离
。

这

一结果与临床上治疗 Ω +∋ 5∃ 7
病时鳌合剂的促排效果是一致的 ∀ϑ&

)

Α 2+ 0 7 和 Ο Α Φ ! 的反常似乎提示
Γ 它们与其他儿种鳌合剂相比

,

在反应的竞争过程中其表

现有所区别
,

即反应机理不同
)

动力学的布院表明
Γ
竞争反应 中普遍涉及三元配合物的形成

,

其中 Ο Α Φ ! 在反应机理上似乎区别于 Π / Α !
,

Θ Α ! 和 : Ο ! ∀=&
)

这一结果与热力学的研究结

果相吻合
。

图 ς 比较了几种竞争体系中用 ∗ 值表示的竞争参数与赘合剂条件稳定常数的关

系
,

− 9 ∀ 7 & 及 Θ + ∀ 7 & 体系的 ∗ 值和 (ΡΤ 灿见文献
‘(‘

)

由图中可见
,

对不同竞争体系而

言
,

都应有如图中的曲线型式
)

如果事实如此 那么用图 ς 观察竞争能力与 (ΡΤ 口
‘ Χ Η 的关系

似乎应比图 Μ 更好
,

因为前者不需要使 ∀Σ& 式成立的假设 ∀占相差不大 &
)

同样
,

由图 ς 也可

看到某些鳌合剂的偏离
)

关于 Α 2+ Ζ7 和 Ο Α Φ! 的偏离也许可以解释为
Γ
鳌合剂分子都含有较

多的可配位氮原子
,

而 Ζ . ∀ 7 & 在 � 5! 上的配位原子也是氮原子 �
,

由于结合在 �  ! 上

的 ∀ # ∃ % & 的特殊配位环境
,

使竞争中含有更多可配位 ∋ 的鳌合剂更容易夺取 � (! 上的 ∀ #

∃)) &
∗
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图 ! �Κα; 鑫
一 ? <与 �= 凡

( 之间的关系 ?

ι
一 、

)
一 产 ‘

一 4 8 田 ‘
’

一”
δ

δ δ

一

, [ 一− Ι∋ β 赘合剂

) � 
5

! % 9 �7 ϑ≅4 Α Ι�, ≅Δ _9 ϑΩ 99 Α �4 Κ 7 8≅ϑ: ∴ 4 αα; � ] )一�<
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总而言之
,

由于 , [ ;Α < 在 − 0∋ 上的强结合部位位于 & 一末端
,

该部位的空间障碍较

小 +
,

所以
,

赘合剂在竞争中的空间位组可能不是主要因素
,

这与喜谷等研究金属酶体系竞

争反应的所得结果有所不同 ,
∗

因为
,

象 �  ! 这样的大分子蛋白质与金属酶不同
,

前者的

结合是非特异性的
,

结合部位可能更加开放
,

致使其反应历程更加复杂
∗

研究结果再次表明
,

有生物大分子配体参与的配体间竞争反应确有其特殊性
,

这与以前的结果完全吻合
。
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