
第�期 无 机 化 学 学 报 �  !∀ #∀ ∃  ∀ !

理更赵几一一一一一%
一刀刀刀让址

尖吻蝮蛇毒抗凝血因子&∋ ()∗ 含量和

钙离子含量的定量测定及钙离子

结合位点的初步研究

刘清亮 徐晓龙 余华明 王 淳
价

&中国科技大学应用化学系
,

合肥 +, −− +. ∗

由紫外光谱法测定蛋白质浓度
,

用 �(/ 测定 ( 0 含量
,

从而确定一个 ∋ ( ) 分子中含一个钙离子
∀

∋ () 中分子中除一个高亲和性钙结合位点外
∀

至少还有一个低亲和性钙结合位点
,

只有当过量钙离子存

在时
,

才可能在低亲和性钙结合位点上进一步结合钙离子
∀

12 ,3 具有比 4 0卜离子更强的键合 ∋ 4 ) 能

力
∀

能定量结合在 ∋ ( ) 中的两个位点上
,

且能全部取代 ∋ 4 ) 中 4 053
∀

文中提及的金属离子对 ∋ 4 ) 的抗

凝血活性没有显著的影响
∀

关键词6 抗凝血因子 钙 械 荧光

从皖南尖吻蝮蛇毒中分离出的抗凝血因子 &∋ ( )
,

07 89 4 0 :; !08 9 7 <0 48  = ∗ 具有显著的抗

凝血活性
,

∋ ( ) 分子量为 + , > −−
∀

对 ∋ ( ) 的深人研究有着重要的医学价值
∀

∋ () 的分离纯

化
、

结构和性质方面研究已见报道 ‘,

刃∗
∀

定氮法一直作为蛋白质定量的标准方法
,

我们通过元素分析仪测定 ∋ () 总氮含量定量地

得到蛋白质浓度
。

1 ? ,3 在 ∋ 4 ) 结构研究中是一个很好的荧光探钟
,

∋ 4 ) 与 1 ? ,3 结合后
∀

1 =/ 残基与 1 ?,
十

之间发生分子内能量转移
,

导致 1 ?,
十

在 > ≅≅
、

Α>Α
、

Α ≅− 和 . +−7 Β 处的 > 个特征荧光发射
∀

我

们利用 1 ?,
3
作为荧光探针研究 ∋ ( ) 中钙离子结合位点的性质

∀

实 验 方 法

一∋ 4 ) 分离纯化
6 ∋ () 的分离按文献 川 方法进行

∀

为了进一步提高纯度
,

我们将得到的样

品再经 Χ Δ∋ Δ 一Ε印20 Φ4Γ ∋ 一Α− &+
∀

≅ Γ , Α4Β ∗ 离子交换梯度分离
∀

产品达到聚丙烯酞胺凝胶

电泳均一纯
∀

二
∀

∋ ( ) 含氮量测定
6 ∋ 4 ) 纯品用去离子水在 Α℃下透析 > 天

,

浓缩后冷冻抽干
∀

取 5Β : 左

右 ∋ ( ) 干粉用元素分析仪测定 ∃ 含量
∀

三
∀

∋ () 紫外吸收标准曲线 6 将与元索分析仪同样处理的 ∋ () 干粉
,

用  
∀

−+ Β  !
·

Η%
,

1= 9Ε% Ι 0 &/Ι ϑ Κ
∀

.∗ 配制成浓度为 −
∀

!Β :
·

Β Η
一,

闭
∀

ΕΒ :
·

Β Η
一 ,
的一系列溶液

,

由紫外分

光光度计检测 + ≅  7 Β 和 + . − 7 Β 处的吸收值
,

以 。
∀

−+ Β  !
·

Η
一, 1 =9 Ε%% Ι 4! 作为参比液

,

仪器用

本文于Λ # # Λ年≅月, Λ 日收到
∀

国家自然科学基金资助项目
∀

中国科技大学生物系
∀
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标准牛血清蛋白水溶液校准
∀

四
∀

∋ 4 )
、

游离钙存在条件下 ∋ 4 ) 及 1 ?升结合 ∋ 4 ) 中钙含量测定 6 将 ∋ 4 ) 水溶液治 。
,

。+

Β  一 Η
一 , 1 = 9Ε一Ι Μ !

,

ΝΙ ϑ Κ
∀

. ∗对 大 量 的 Α
∀

Α Γ Λ −一‘Β  一 Η 一 , Μ 05 3
溶 液 &含 −

∀

− + Β  !
·

Η%%
,

1= 9Ε一Ι (�
,

ΝΙ 一 Κ
∀

.∗ 透析
,

每隔一天从透析袋内取出一部分
,

检测其钙含量
,

直到钙含量

不再增加为止
∀

另外将 Ο Μ ) 和 1 ? , 3
混合溶液 &含  

∀

 5Β  一 Η%%
, 1 ‘Ε

一Μ !
,

ΝΙ ϑ Κ
∀

.
,

Π∋ Μ )Θ

6 Π1 ?, 3Θ ϑ Λ6 Α− ∗ 放 置 二 天
,

将 ∋ 4 ) 溶 液
、

∋ 4 ) 与 1 ?,3 握合 液分别对 −∀ −+ Β  !
·

Η
一 , 1 =9Ε 一Ι (� &/Ι ϑ Κ∀. ∗ 缓冲溶液透析四天

,

以上处理过程在 Α℃下进行
∀

蛋 白质浓度用

+≅  7 Β 一+ . Ρ7 Β 紫外吸收确定
∀

用等离子体原子发射光谱检测钙含量
,

分别以各自的透析缓冲

溶液作为空白
∀

五 ∀∋ 4 )和 1 矿
3

荧光滴定 6 在 Α ℃下将一定量 ∋ 4 ) 及一定量 1 ? ,3 混合放置二天后
∀

测定荧光

光谱
,

液池光径 Λ4 Β
,

激发和发射狭缝均为 Ε7 Β
∀

用 1 ?, 3
滴定 ∋ 4 ) 时

,

∋ 4 ) 的浓度为 5 Γ

Λ−一 .Β  一 Η 一 , ,

改变 1 ? , 3 的浓度 6 用 ∋ Μ ) 滴定 1 ? ,3

时
,

1 ? , 3的浓度为 +
∀

Α Γ Λ −一Β  !
·

Η
一, ,

改变 ∋ ( ) 的浓度
∀

以上溶液均含有  
∀

 5Β  !
·

Η
一, 1 =9Ε一Ι Μ 一

,

并以  
∀

 5Β  !
·

Η
一 , 1 =9Ε一Ι Μ %

溶液作为空白
,

1 ? ,3 浓度用标准浓度的 Δ Χ 1 ∋ 溶液校准
∀

六
∀

抗凝血活性测定
6
参考 Σ ;Τ 4Υ 〔> , 和 4 2Μ7 : &Α∗ 方法

,

测定血浆凝血酶原时间 &//1∗
∀

将

 
∀

!Β Η 兔血浆
、

 一 Β Η ∋ Μ ) & 
∀

ΕΒ :
·

Β Η 一, ∗ 和  
∀

!Β Η 凝血活酶 &+ Α Β :
·

Β Η 一, ∗ 混合后
,

再

加人  
·

!Β Η ( 0 ( Λ+&−
·

 + Α Β  !
·

Η 一, ∗后
,

立即计时
,

乒应在 , Κ℃水浴中进行
∀

七
∀

主要仪器及试剂
6 Η ς Ω 层析系统 Ξ Η ∋ Ω4  7 4 Κ Α − + 真空冷冻干燥机 Ξ + > − −( Ι ∃ 元素分析

仪Ξ /Η∋ ΕΨ一 Λ−− 等离子体原子发射光谱仪Ξ ≅Α − 型荧光分光光度计Ξ Ζ [ 一+>− 双光束紫外分

光光度计
∀

Χ Δ ∋ Δ 一∴ Μ Ν 20 Φ Μ Γ ∋ 一 Α −
,

∴Μ Ν2 0 Φ Μ Γ  一 Κ Α 为 /20
=Β

0 Μ 90 公司 &瑞典∗ 产品
∀

皖南

兴吻蝮蛇粗毒干粉为安徽祁门产
∀

1= 9Ε 为西德产品 &(/∗
∀

凝血活酶为天津血液研究所产
∀

兔

血浆 自制
∀

1 ?> − Κ 、

Δ ; +− , 、

∃ Φ +− , 纯度均为 ##
∀

#]
∀

浓盐酸为 ⊥ _
,

其他试剂均为国产分析

纯
∀

结 果 与 讨 论

一 ∋ ( ) 的定量公式

元素分析仪测定 ∋ ( ) 中 (
、

Ι
、

∃ 含量分别为 >Α ∀# , ]
、

Κ∀ >− ] 和 Λ,
∀

≅# ]
∀

每一种蛋白质都有其恒定的含氮量
,

大约在 Λ>一Λ≅ ]
,

平均为 Λ. ] &.∗
,

所以样品的含氮

量乘以系数 .
∀

+Α
∀

便得到样品所含蛋白质量
∀

∋ ( ) 蛋白质含量
6 Λ ,

∀

≅# ] Γ .
∀

+Α ϑ ≅.
,

≅ ]

∋ 4 ) 为糖蛋白 &ΛΛ
,

含糖量为 Κ∀ # ]
,

因此 ∋ () 纯度为 6 ≅. ∀≅ ] ⎯ &Λ一Κ∀ #] ∗ ϑ # >∀ + ]

∋ () 在 + ≅ 7 Β 和 + .− 7 Β 处的吸光度&∋∗ 与其浓度关系曲线如图 ! 所示
,

∋ 4 ) 浓度为

∋ ( ) 样品重量乘以 ∋ ( ) 含量 #,
∀

# ]后所得的数值
∀

∋ () 在 + ≅Ρ7 Β 和 + .−
7 Β 处均有较强的

吸收
,

其 + ≅ − 7 Β 处吸光度与浓度比值为
6

∋ 5。。⎯ Π∋ ( )Θ ϑ +
∀

. Κ & Β Η
·

Β : 一, ∗

由于不同蛋白质中色氨酸
、

酪氨酸和苯丙氨酸的含量不同
、

所处的微环境也不同
,

因此

不同蛋白质溶液在 + ≅− 7 Β 的吸光度也有差别
∀

据初步统计 巾
,

浓度为 !Β :
·

Β Η
一,
溶液的

Λ ≅− − 种蛋白质及蛋白质亚基在 + ≅ − 7 Β 的吸光度在 。
∀

,一,
∀

− 之间
,

通常以浓度为 !Β :
·

Β Η 一,
蛋

白质溶液的 ∋ + ≅。
为 Λ − 作为标准

,

得出下述经验关系式
6
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蛋白质浓度 &Β :
·

Β Η 一, ∗ϑ Λ
∀

>Α ∋ 邓。刃
∀

Κ> ∋‘

Ρ
α‘

Ρ

6
内‘
∀ ∀二

+胡7 ∀

图 Λ ∋ ( ) 在 +≅ − 和 + .− 7 Β 处的吸光度与浓度的关系

)9:
∀

! _ Μ!0 89 7 Ε  < 82 Μ 0 ? Ε  = ? 0 7 4Μ  < ∋ ( )

0 8 + ≅− 0 7 Φ + . Ρ7 Β 8 82 Μ Μ  7 8Μ 7 8  < ∋ ( )

+≅

6
!
份盯�

�
 

! ∀
 

# �
一

∃ �
 

% &二

一% ∋’ (

用图 & 中数据代人上述经验公式
,

结果将产生 &)� ∗ 的正误差
,

因此
,

对于 + , −
,

上述

经验公式应乘以兴
的修正系数

.

一/ 一一 ’

一
” 一 ’

一
’

!
 

∃ ) 一“一一
‘ ’

/ ”

0+ ∀ − 1 23 4
 

3 5 一 , 6 一
点

2 &
 

# 7 , ! . 。一。
 

) # , ! ∃。6
“8 8

一
9 、

一。
8 8

一
‘

!  ∃ )
、 8

一
‘

:;

本文的 + , − 浓度均由修正后的公式计算
 

二
 

游离 ,扩
<

存在下 + , −荧光光谱

+ = − 中色氨酸残基 2 > 0
?6 是很强内源荧光发色 团

 

最大激发和最大发射波长分别在
! % ! ≅ 3 和 Α Α Α ≅ 3

 

在 + = − 纯品中加人过量游离 = Β !<
,

+ = − 荧光强度增加 &) ∗
 

峰位蓝移

Χ ≅ 3 2见图 ! 6
 

而 > Δ , < 、

Ε咚, < 、

Φ Γ , < 、

Η ≅ Ι < 、

ϑ ≅ Ι < 、

, Γ Ι< 、

, Κ Ι <
和 = Λ Ι<

对 + = − 内源荧光都

有碎灭作用 2这部分内容另作报道 6
,

说明 = Β !< 对 + , − 的空间结构有独特的作用
 

我们推测
,

+ = − 在游离 = Β !< 存在下
 

还可以进一步与 = Β !< 结合
,

使 > 印 残基所在的微区构象发生变化
 

导致 > 印 残基进一步进人疏水环境
 

增大了 >0 Μ 残基荧光发射量子产率
 

+ , − 中除一个高亲

和性钙结合位点外
,

还有低亲和性钙结合位点
 

图 ! + , − 荧光发射光谱

− Ν4
 

! − (Λ Κ 0∀ Ο∀ ∀ ≅= ∀ ∀ 3 ΝΟΟ Ν Κ ≅ Ο?∀ ∀ Π0 Β Κ Θ + , −

Ε Ρ ∀ ΝΠΒ Π ΝΚ ≅ Σ Β Τ ∀ (∀ ≅ 4 ΠΥ &7 Ο∀ Π Β Π ! %! ≅ 3
,

ς+ , −】二 ! Ρ &�一‘ 3 Κ (
·

5 一 ,
 

&
 

Ν ≅ �
 

�! 3 Κ (
·

5 一 , > 0 ΝΟ88 Ω ∀ ( Δ Λ
价

0 2 ΜΩ Ξ )
 

∃6

!
 

Ν ≅ �
 

� ! 3 Κ (
·

5 一& > 0 ΝΟ一Ω , Χ Δ Λ ΘΘ, 0 Σ ΝΠΥ

# Ρ &� 一7 3 Κ (
·

5 一 & , Β Ι<

− Ξ Θ( Λ Κ 0 ∀ Ο ∀ ∀ ≅ ∀ ∀ Ν≅ Π∀ ≅ Ο ΝΠΨ

 工>Λ≅己
 Ζ[>∴ Ζ
奋

+ ∋ 3
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三 ∀∋ 4 )
、

游离 4 扩3
存在下 ∋ 4 )及 1 ?升结合 ∋ 4 ) 中钙含量测定

等离子体原子发射光谱0(/∗ 光源稳定性好
,

基体效应与第三元素干扰小
,

工作曲线动态线

性范围广
∀

可获得较高准确度
∀

�( /测定的结果列于表 Λ
∀

表 Λ ∋ 4 )
、

游离钙存在下 ∋ 4 )及 1护3% ∋ 4 ) 中钙含且

1 0 ? !Μ Λ (  7 8Μ 7 8Ε  <( 0 !Μ9; Β  <∋ ()
、

Ε0 Β /!Μ

∋ ()

∋ ( )3 ( 0

∋ ( )十1 七

!Ο ()� &Β  !
·

Η%
,
∗

Λ,
∀

吕Γ Λ−场

+ #
∀

Α Γ Λ− ,

Λ.
∀

〕Γ Λ−嘴

1 ? ,3%% ∋ ( ) 0 7 Φ ∋ () 97 Δ Γ 9Ε8 Μ74 Μ  < )=44 ( 0 +3

β 84
0勺&Β  Λ

·

Η%! ∗ χ �4 0勺⎯ !Ο 4 )! !
Λ>

∀

Κ Α Γ !− %∀

Α Γ Λ− ,Α .
∀

Α

−
一

#吕 Λ− ,

Λ
∀

− Κ

Λ
∀

#+

−
∀

− .

当透析达到平衡时
∀

透析袋内游离钙离子浓度与透析袋外游离钙离子浓度相等
,

因此透

析袋内钙离子含量减去透析袋外钙离子含量
,

得到的差值为透析袋内∋ () 中钙离子含量
∀

表

Λ 中钙浓度为减去透析袋外透析缓冲溶液的钙离子含量后的差值
∀

从表 Λ 中看出
,

不加游离钙

离子时
,

每个 ∋ 4 ) 分子中含有一个钙离子
∀

在 ≅∀ −Λ Γ Λ− 币 Β  !
·

Η
一, 4 0 +3 离子存在下 &此为

透析袋外透析缓冲溶液中钙浓度
,

由 �( / 检测出
∀

比透析前的钙浓度有所降低 ∗
,

一个 ∋ ( )

分子中近似含两个钙离子
,

进一步证实了从荧光光谱中得出的 ∋ ( )分子中除一个高亲和性钙

结合位点外
,

还有低亲和性结合位点的推测
∀

∋ ( ) 中钙被 1 ? , 十取代后
,

钙含量接近零
∀

表明

12 ,3 能全部取代 ∋ 4 ) 中钙
,

且 1 ?,3 和 4 0 +3 有共同结合位点
∀

四
∀

∋ 4 )和 1 ‘,3 荧光滴定曲线

当 ∋ 4 ) 与 1 ?,3 结合后
,

由于分子内能量转移导致 1 =/ 残基荧光发射强度显著减弱
,

同

时产生 1 ? ,3 的特征荧光发射
∀

为了搞清 1 ? ,3 在 ∋ 4 ) 中结合位点情况
∀

我们做了 1 ? , 十和 ∋ 4 )

的荧光滴定曲线 &见图 ,∗
∀

邵
1Ξ蓄

Ζ]]]⊥.

图 Α > ΔΑ< 与 + = − 荧光滴定曲线

− Ν4
·

Α − (Λ Κ 0∀ Ο= ∀ ≅ =∀ ΠΝΠ0 Β ΠΝ Κ ≅ Ο Κ 0 + ∀ − Β ≅ 认> Δ Α<

Ε Ρ ∀ Ν ΠΒ ΠΝΚ ≅ Σ Β Τ ∀ (∀ ≅ 4 ΠΥ Β ≅ Γ ∀ 3 Ν ΟΟΝ Κ ≅ Σ ΒΤ ∀ (∀ ≅ 4 ΠΥ Β 0∀ 鹅Π Β Π !% ! ≅ 3 Β ≅ Γ 7# 7≅ 3 0∀ Ο ?∀ ∀ ΠΝΤ ∀ (Ψ,

Ν ≅ �
 

�! 3 Κ (
·

5 一& > 0 ΝΟ88 Ω ∀ 一Δ Λ 00= 0 2Μ Ω Ξ )
 

∃6
 ’

= Λ 0 Τ ∀ (. − (Λ Κ 0∀ Ο= ∀ ≅ ∀ ∀ ΠΝ Π0Β ΠΝΚ ≅ Ο Κ Θ + , − Σ ΝΠΥ > Δ , < ,

【_ ∀ −1 Ξ Ι Ρ (Κ 一‘ 3 Κ (
·

5一 ,

, Λ 0 Τ ∀ Ι. − (Λ Κ 0∀ Ο= ∀ ≅ 二 ΠΝ Π0Β Π ΝΚ ≅ Ο Κ Θ > Δ , < Σ Ν ΠΥ 人 ∀ −
,

Π> Δ ,
勺Ξ !

 

7 Ρ 一。一‘ 3 Κ (
·

5 一 ,

曲线 & 是 > ΔΑ 十
滴定 + = − 曲线

,

即 + = − 的浓度是恒定的
,

改变 > Δ Α 十
的浓度

,

7# 7 ≅ 3 处发

射峰是 > Δ升的特征荧光发射峰
,

游离的 > Δ Α< 在 ! %! ≅ 3 激发光照射下
,

不存在此峰
,

当

>Υ
Α <
与 + = − 结合后

,

由于分子内能量转移
,

在 ! % ! ≅ 3 激发光照射下才有此发射峰
 

曲线 &

表明
,

& 摩尔 + = − 大致与 ! 摩尔 > Δ Α十
结合

,

且 曲线 & 在 ς> ΔΑ 勺∋ ς_ = −卜 � % 范围内上升较
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∀

Κ Α
∀

慢
∀

在 −∀ ≅ δ Π1 ? ,3Θ ⎯ ΠΟ 4 )� δ Λ
∀

. 范围内上升较快
,

说明 1 ? ,3 在 ∋ 4 ) 可能有两个结合位点且

这两个结合位点对 1 ? ,3 的亲和性不一样
∀

1 ?, 十
首先结合在高亲和性试结合位点上

,

从曲线 Λ

开始时上升较慢可知
,

高亲和性杖结合位点上 1 ?,3 与 1印 残基之间的分子内能量转移效率较

低
∀

结合在低亲和性试结合位点上 1 ?,3 与 1 印 残基之间的分子内能量转移效率较高
∀

曲线 + 是 ∋ ( ) 滴定 1 ?0
十的曲线

∀

即 1 ?,3 浓度是恒定的
,

改变 ∋ ( ) 的浓度
∀

曲线 + 表明

在 1 ? ,3 的浓度是恒定的条件下
,

随着 ∋ ( ) 浓度增大 1 ?,
十

在 Α > Α7 Β 处的荧光发射强度逐渐减

弱
∀

这也说明 1 ?,
十
在 ∋ () 中两结合位点的亲和性不一样

∀

且 1印 残基与高亲和性试结合位

点上 1 ?,3 之间分子内能量转移效率较低
∀

在 1 ? ,3 浓度为定值条件下
,

∋ () 浓度较低时
,

高亲

和性试结合位点和低亲和性袱结合位点上都结合上 1 ?,
3 ∀

当 ∋ () 浓度增大时
,

低亲和性试结

合位点上 1 ? ,3 可以解离下来
,

再结合在新增加的 ∋ 4 ) 中高亲和性袱结合位点上
,

这样高亲和

性试结合位点上 1 ? ,3 含量随 ∋ 4 ) 浓度增大而增大
∀

从曲线 + 呈下降趋势可知
,

高亲和性试结

合位点上 1 ?, 3
与 1印 残基之间的分子内能量转移效率较低

∀

由此可以得出
∀

高亲和性袱结合

位点与 1印 残基间距离较远
,

而低亲和性轼结合位点与 1 =/ 残基间距离较近
∀

五
∀

金属离子对 ∋ ( ) 抗凝血活性影响

为测定金属离子对 ∋ ( ) 抗凝血活性的影响
,

首先将 ∋ ( ) 溶解在生理盐水中
,

再分别与

不同金属离子混合
∀

在 Α℃下放置 + 天
,

测定血浆凝血醉原时间 &//1∗
,

分别以生理盐水和

含有金属离子的生理盐水作为各白的空白
∀

从表 + 中看出
,

1 ? , 3 、

∃ Φ , 3 、

Δ ; , 3 、

Μ ; 53 、

Ψ 7 53 、

Μ Φ 5 3 、

(  53和 ε 7 53
均对 Ο ( ) 的抗凝

血活性影响较小
∀

表 + 金属离子对 ∋( )抗凝血活性影响

1 0 ? !Μ + Δ <<4
Μ 8  <Ψ Μ 80 ! � 7 Ε  7 82 Μ ∋ 7 89Μ  0 : ; !0 7 8 ∋ Μ 89[98φ  <∋ ()

!
6 0 Β Ν ,。 β /二&∀,∀ ∗ β ? ,0 7 Υ β

�;��������6�)Α∃)�Α!Α曰⎯比:产:矛:����叮���产心0+ , −

+ , −十>七Α<

+ , −< Ε Λ 卜

+ , −< Φ Γ〕<

+ , −< , Λ !<

+ , −< Η ≅ 卜

+ , −< ,Γ 卜

+ , −十,Κ Ι<

+ , −< Ι ≅ !<

ςΗ
 

勺∋ ς_ , − 1Ξ ! �

从上述实验结果中可知
,

一个 + , −分子中至少有两个钙离子结合位点
,

结合在高亲和性

钙结合位点上钙比较稳定
 

只有当过量的钙离子存在时才有可能在低亲和性钙结合位点上进

一步结合钙离子
 

> ΔΑ
十

能定量地结合在 + , − 的两个位点上
,

且能全部取代 + , − 中 = Β Ι十  

文

中提及的金属离子对 + , − 的抗凝血活性没有显著的影响
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