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希土离子%&&& ∋与牛血清白蛋白的相互作用

张保林
(

%北京大学技术物理系
,

王文清
北京 &) ) ∗ + & ∋

在 , − .∀ /)
、

/+ ℃条件下
,

用离心超过碑法侧定了 && 种希土离子%班 ∋与牛血清白蛋白%0 12 ∋的专一

性结合常数 3, 和非专一性结合常数 34∀
∀

并通过 56
、

7 8
、

9: 和荧光光谱研究了 ;城49 ∋和 < 4% =9 ∋与

01 2 作用的机理
∀

结果表明
,

>, 和 心分别与希土离子%班 ∋和二元
、

一元狡酸形成配合物的稳定常数随

希土系列原子序数的变化规律相一致
∀

结合部位分布在 0 ?2 的亲水性表面
,

参与配位的基团只有谷氛

酸
、

天冬氛酸残基侧链中的 口
、

,一5 ≅ ≅ 一

和肤键中的 5 Α ≅ 基团
∀

根据 0 ?2 的氛基酸序列
,

对结合部位

进行了归属
∀

其中非专一性结合位分布于 0 ?2 分子表面的单一 5 ≅≅Β 位置
∀

而专一性结合位可能分另9Χ处

于 Δ卜Δ +%2 1, 一Ε !4 ∋
、

&+) 一 &+ &%Ε !4一2 1,∋
,

/ .Φ 一/ . /%2
1,ΓΗ 2 1,∋和 Δ. ) 1Η Δ. & %2 1, ΗΗ 2 1, ∋四个位置

∀

关健词 Ι 希土离子%&&& ∋ 牛血清白蛋白 结合机理

血清白蛋白是血液中一种重要的运翰蛋白
∀

关于 ϑ 4Κ
十、

Λ = ΦΜ
、

ϑΝ
ΦΜ

、

ϑ Ο ΦΜ
、

Π扩瞥金属
离子与血清白蛋白的结合已有许多报道 %&∋

∀

但是希土离子%9= ∋与血清白蛋白相互作用的研究

却很少
∀

已经知道
,

希土元素具有许多重要的生理活性
,

希土微肥在农业上的应用使得希土

日益广泛地进人到人们生活的领域
∀

所 以
,

深人研究它们与血清白蛋白结合的热力学及分子

机理
,

对于阐明希土离子的体内代谢
,

同时对全面阐明血清白蛋白结合各类金属的规律都具

有重要意义
∀

本文用离心超过滤法测定了 && 种希土离子 %! ∋与牛血清白蛋白%0  8 Θ=Η 1Η Ρ4 Σ

2! Τ4 Σ Θ=
,

0 ?2 ∋ 的结合常数
,

并通过多种光谱技术对结合的机理进行了研究
∀

实 验 部 分

一 试剂和仪器

牛血清白蛋白%1ΘΥ Σ Ο 公司∋
,

各种希土氧化物%##
∀

#ς
,

上海跃龙化工厂∋
,

其他试剂均为

分析纯 Ι 5Η = ΩΡ Θ1Ο Ρ Ω ! 离心式超滤管%ϑ 4 Ω  ΞΞ Φ)
,

) ) )
,

德国 ?Ο ΡΩ  ΡΘ 4 1公司∋
,

ΧΟ
1Η  

ΧΒΒ 1  自动

记录分光偏振仪%日本分光工业株式会社∋
,

Π  Ν ϑ! 一∗ Δ) 荧光光谱仪%岛津∋
∀

∃Θ ϑ !ϑΩ + & ## 0 红

外光谱仪%美国∋
,

7 8 一Φ�) 紫外一可见分光光度计%岛津∋
∀

二
∀

实验方法

首先用稀 − ∃  /
将希土氧化物加热溶解

,

用 < 6 ; 2 溶液标定浓度
∀

取 0 12 分子量

“ ,) ) )
,

直接称重配制溶液
∀

所有实验在 。
∀

)Δ Σ  ! Ψ &
,

,− .
∀

/) 的 − Ο 一六次甲基四胺缓冲

溶液中进行
,

用 )
∀

& Σ  ΛΨ & 3 Η ! 维持离子强度
∀

分别向 一  Σ ! Δ
∀

 > Ρ 
一1 Σ  一Ψ 一 01Ζ 中加

人  一 &
∀

  Σ ! & > &) 一, Σ  ! Ψ & : < , Μ
溶液

,

加同一缓冲液至蓦体积 Φ
·

  Σ !
,

/ + 士 )
·

Δ ℃反应 1[

至结合平衡后进行超过滤
∀

以二 甲酚橙作显色剂
,

用分光光度法测定平衡液中未结合的

: < /Μ 的浓度
,

求出与 0 12 结合的量
∀

用一定浓度的 ; Τ , 干、

<4/ 炸滴定剂
,

测定滴定 012 溶

液过程的 5 6
、

7 � 和荧光光谱
∀

测红外光谱时
,

按摩尔 比 &) Ι & 向 &
∀

) > ! 
一/ Σ  ! Ψ &的 0 ?2

本文于 &# #Φ 年+月 &) 日收到
∀

·
联系人

∀

现在南京大学配位化学研究所读博士后
∀
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水溶液中加人 )∀ )& Σ  ! Ψ 9 < 矿
Μ

水溶液
,

用 ∃ Ο ) − 调 , − 至 .∀ /)
,

室温作用 ![
,

冷冻干燥
∀

将所得 < 4 一0 12 固体粉末于 /+ ℃烘干数小时后保存于 ∴Κ  ,
真空干燥器中至恒重

,

3 0Ρ 压片
‘

测 9: 谱
。

结 果 与 讨 论

一 希土离子%衍∋与 0 1 2 的结合常数和结合部位数目

根据 ,− .∀ /)
,

/+ ℃下测得的 ] Ο
等 && 种希土离子%班 ∋与 0 ? 2 的结合数据

,

按 ; ΟΘ ΡΟ 方

程 % Φ∋ 处理
,

得到专一性结合常数 >, 和非专一性结合常数 3=
∀

%图 &∋以及专一性结合部位数目

、
。

从图 & 看出
,

31
、

3 ∀ 。

分别和相应希土离子 %Σ ∋与二元
、

一元狡酸形成配合物的稳定常

数
〔/ , 的大小变化规律相当

,

!Υ 31 随希土系列原子序数 Λ : < 的变化存在明显的
‘

四分组效应
’ ,

而地戈一 Λ : Ι 的关系和希土一乙酸配合物稳定常数随 Λ : < 的变化规律极其相似
∀

用 ; ΟΘ ΡΟ 方

程求得的轻
、

重希土与 0 12 的专一性结合部位数 日略有差异
,

从 ] Ο一Ε Ν
, = , 二 �

∀

)⊥ ; Τ 一] 4 ,

= , Α /
∀

)
∀

二
∀

圆二色谱‘5 6 ∋和红外光谱Ο: ∋

01 2 水溶液的 ϑ 6 谱
,

在 /) ) 一 & ∗) = Σ 之问只有一个很强的负吸收带
,

最大吸收波长位

于 Φ引 = Σ
∀

用 < 4 /Μ 滴定 0 12 的过程中
,

ϑ 6 谱儿乎没有变化 %图 Φ∋
∀

表明结合过程不影响

01 2 分子的空间构象
,

进而提示 : < 妇只结合在 0 12 分子的表面
∀

Δ
。

Δ %

& , 3 1 《3 = ‘

2

一 � )

“ . )

一 ∗ )

_ & ) )

几几几厂厂
))娜∗)“Φ)�)

Ι⋯荟币下
补

& ∀ ∴ Ρ ∴Σ < 4 ; 卜 − 

& ∗ ) Φ ) ) Φ Φ ) Φ � ) Φ . ) Φ ∗ ) / ) )

5Η ∃ Ν ? Σ Ε Ν 6 ⎯ 乞Ρ ⎯ Τ
盆《= Σ α

图 & 希上离子%班∋与牛血清白蛋白的结合常数 图 Φ < 4 %皿 ∋ 滴定 0 ?2 过程中的圆二色谱

βΘΥ
∀

! : Η !Ο ΩΘ =  Ξ Τ Θ= Ν Θ= Υ Η  = 1ΩΟ = Ω1 Γ ΘΩ[ βΘΥ
∀

Φ 5 ΘΡΗ 4 !Ο Ρ Ν ΘΗ [ Ρ Θ1 Σ 1, Η Η ΩΡΟ  Ξ

Ω[ Η Ο Ω Σ ΘΗ = 4 Σ ΤΗ Ρ  Ξ Ρ Ο ΡΗ Η Ο ΡΩ [ 1 0 ? 2 1 !4 ΩΘ = ΩΘΩΡΟ ΩΗΝ Τ χ < 4 %&&& ∋

%/ +℃
,

, − .
∀

/) ∋二
1 ,Η Η ΘΞΘ Η Τ Θ= Ν Θ= Υ %&)

,

Φ)
,

�)
,

∗) 户& )
∀

) & Σ  !Ψ &

Η  = 1ΩΟ = Ω !Υ 3, ⊥ ) =  = 一1, Η Η Θ= Η < 4 %班 ∋ Ο Ν Ν Η Ν Ω Φ
∀

ΔΣ 一 1 > &) ,

Τ Θ= Ν Θ= Υ Η  = 1ΩΟ = Ω !Υ 3=,
Ι Σ  ! Ψ & 0 ?2

,

ΡΗ 1 ,Η Η ΩΘ8 Η!χ
,

浓 1 ΩΟ Τ Θ!ΘΩχ Η  = 1 ΩΟ = Ω !Υ3 Ι ,− .
∀

/)
,

ΦΔ℃∋

 Ξ !Ο = Ω[ Ο = ΘΝ Η Ο Η Η ΩΘΗ Η  Σ ∴!Η > Η 1

012 的 9: 谱在 &. Δ /
∀

Δ ΗΣ
一 ,%酞胺 9带∋和 & Δ /一1ΗΣ

一, %酸胺 && 带∋有很强的吸收峰
,

& 带主要

为 ϑ Α  伸展振动
, ,

= 带主要为 ∃ 一− 弯曲振动
‘� 〕

∀

& /#+
∀

Φϑ Σ
一 , 和 &�Δ &

∀

)ϑ Σ
一 ’的吸收分别对

应于 5   一

对称伸展振动%8]
。一

∋和反对称伸展振动%心
。一

∋%也含有占ϑ , Φ

峰的叠加 ∋ 〔Δ ,
·

与 < 4 卜结

合以后
,

酞胺 9
、

= 带基本没有变化
,

而后面两个峰的峰位及吸收强度都明显改变
,

< 4 一0 ? 2

在这一区域的峰位分别为 &� )Φ
∀

.ϑ Σ
一 ’和 &� �∗

∀

#ϑ Σ
一 ’,

和纯蛋 白样品相 比
, 8
几
。一

向高波数移
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动
,

而 ,
氛

δ

则向低波数移动
∀

吸收强度之比比纯蛋白样品减小
∀

这一结果表明
,

< 4 /Μ
与 0 12

≅

分子中的 ∃ 一− 和 ϑ 一 。 基团的作用很弱
,

而 ϑ ) ) 一

强烈地以之
一。一< 4 , 卜形式配位

∀

根据希土一氨基酸配合物的研究结果
,

∃
、

? 原子不参与配位
,

5 ≅ ≅
一

强烈地与希土配

位
,

且配合物中结合有 − Φ) 〔., ’〕
∀

因此
,

可以认为在白蛋白分子中也只有 。 原子参与配位

%5  ≅
一

和 5 二  基团∋
,

氨基
、

咪吐基
、

琉基均不参与配位
∀

三
∀

紫外份� ∋吸收光谱

012 的 4 8 谱特征为 Φ Φ  = Σ 和 Φ ∗ ) = Σ 两处强吸收峰
∀

结合 < 4 / β

以后
,

在 Φ /  = Σ 附近出

现一肩峰
∀

随 < 4 , 干
浓度增加

,

峰位红移且吸收增强
∀

以相同浓度的 0 ?2 溶液作参比
,

测得不

同浓度的 < 4 一0 ?2 %& Ι !∋ 溶液的 7 � 吸收谱%图 /∋
,

更清楚地显示出 Φ / ) = Σ 附近的不对称吸收

峰
∀

已知 5 4 一0 ?2 配合物的差示 7 � 谱中有 Φ / ) = Σ
、

Φ Δ ) = Σ 和 Φ ∗ ) = Σ 三处吸收峰
,

分别归

属为 占% 卜占
’

%/司
、

占%。一∃ − Κ∋_ 占
’

%/刃和去质子肤氮
‘幻

∀

而 < 4 一9/12 对 0 12 的差示紫外谱

只有 Φ /  = Σ 一个吸收峰
,

表明只有 。 原子参与了 < 4 , Μ

的配位
,

而 。一∃ − Ι
中的 ∃ 及去质子肤

氮均不参与配位
,

和上述红外光谱结果一致
∀

谱带位置与配合物浓度的关系服从经验公式
〔幻 Ι

9= 5 二 9= 5 困一△< Ψ Τ : ;

其中 ϑ 为 < 4 一0 12 配合物的浓度
,

△< 为电子跃迁能
,

: 为气体常数
∀

; 是绝对温度
,

几和
Τ 为经验常数

∀

根据图 / 数据
,

由 9= 5一△< 作图%图 �∋
,

得到两段斜率不同的直线
,

转折点对

应的 < 4 一0 12 的浓度为 ∗
∀

) > ! “ Σ  ! Ψ &
∀

小于该浓度时
,

△< ! 二 &
∀

& & 。Σ
一 , ,

高于该浓度

时
,

△< Ι 二 )
∀

∗)
ϑ Σ

一, ,

表明在不同浓度范围
,

< 4 / ε与0 12 形成的配合物的结构存在差异
∀

)
∀

Δ

吞 2

)
。

�

口
。

/
‘

)
)
Φ

&

≅
。

!
‘

耸
∀

。

φφφφφ
))))∀

⋯
&)#Φ�����

  �

! ∀ ∀ ! ! ∀ ! # ∀ ! ∃ ∀ ! % ∀ & ∀ ∀

轰‘∋ ( �

图 & ) ∗一+ ,− 配合物与 + ,− 的差示

紫外吸收光谱

./ 0
(

& 1 /223
4 3 ∋ 5/ 6 78 9 6 : ;< 4 =5/ < ∋

;=3 3 5 4 6 < 2 ) ∗ 一+ ,− 3 < > =73 ?

≅ 7 Α 7Β Χ /5 Δ 5Δ3 ;6 > 3 3 < ∋ Ε Ε ∋ 54 6 5/ < ∋

+ , − 6 ; 6 4 3 23 43 ∋ Ε3 ≅Φ Γ ∃
(

& ∀
,

! Η℃ Β
(

6

一< ? 一。一, > < 7Ι 7Α :
(

#
(

∀ ? �∀一 ;> < 7 Ι 7ϑ

3
(

;
(

< ? 一。一 ;> < 7 Ι 一Α Κ一 < ? 一。闷> < 一尸Λ

# ∀
(

∀ # �
(

∀ # !
(

∀ # &
( ∀ # # ( ∀ # Η

(

∀

八 ￡ ≅ � ∀ 一 & 3 > 一 � Β

图 # ) ∗ 一+,− 配合物的电子跃迁能与

浓度的关系

. /0
(

# Μ 3 76 5/< ∋ < 2 Ν∋ Ο Χ /5Δ △)

Ο Α > < 76 4 3 < ∋ 3 3 ∋ 5 46 5/< ∋ < 2 ) ∗ 一+ ,−

3 < > =73 ? Α 么) Α 3 ∋ 3 4 0 Π < 2 7/0 6 ∋ Κ

5< > 3 56 7 3 Δ 6 4 0 3 546 ∋ ;23 4
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四
∀

荧光光谱

以 Φ ∗  = Σ 激发
,

0 12 在 / � 1= Σ 可产生很强的荧光
∀

当加人 ; Τ / Μ

或 < 4 / Μ后
,

发现 4 ? 2 荧

光被碎灭
∀

同时 ; Τ/
Μ
或 < 4 /Μ 的荧无被敏化

,

在 Δ∗ Δ= Σ 出现一个很强的荧光发射峰
,

相应的荧

光强度随与 012 结合的仆/Μ 或 < 4 /Μ 量的增加而增强
,

表明 01 2 的发荧光基团向结合的希土

离子%Σ ∋发生了能量转移
∀

根据 / �∗= Σ 处的相对荧光强度%β) Ψ 月对相应的 ; Τ/Μ
、

< 4 /∀Μ 的浓度

作图%图 Δ∋
,

可 以看 出碎灭效应在 γ; Τ /
勺Ψ 阳129 二 /

∀

。
,

【< 4 /
勺Ψ γ0 12η Α �∀ 。时出现明显的拐

点
,

而且当浓度比大于 ΦΦ ∀) 时
,

0? 2 荧光不再发生变化%因加人 ; Τ/ Μ 、

< 4 升的体积很小
,

可

忽略稀释效应 ∋
∀

这一结果表明
,

: < /Μ 在 012 分子中存在两类结合部位
,

其中首先结合的专

一性结合部位对 ; Τ /Μ 和 < 4 /Μ 分别为 /
∀

) 和 � ∀)
,

和上述超滤法结果完全一致
∀

图 . 示出了相同浓度的 < 4 一012 浓度在不同 , − 下测得的 Δ ∗ Δ = Σ 处的荧光强度 β, 1/
∀

看

出凡。,
随 ,− 的变化呈

‘
1

’

型
,

表明 < 4 /Μ 与 012 的结合过程受质子影响
∀

按文献γ#η的处理方

法对曲线进行拟合
∀

得到 012 分子中参与 <4/
十

配位的基团的质子解离常数 ,3 Α �∀ .)
,

对应

于蛋白质多肤链中天冬氨酸
、

谷氨酸残基侧链中的 刀
、

, 一ϑ   
一

%&) 〕
∀

&
。

& )

犷。Ψ Ρ

Ψ 厂厂厂
Φ

。

) �
∀

) ‘
∀

) ∗
∀

) & )
∀

)

∴日

�
。

) ∗
。

) & Φ
。

) & .
。

) Φ )
∀

) Φ �
。

≅

ϑ Ο 名, ϑ ∀ 1跳

图 Δ 希土离子%&&& ∋对 0 12 荧光的碎灭效应 图 . , − 对 < 4 一0 ?2 配合物荧光的影响

βΘΥ
∀

Δ ι 4 Η = Η[ Θ= Υ Η
ΞΞΗ

Η Ω  ΞΡΟ 比 βΘΥ
∀

. ,− Ν Η,Η = Ν Η = ϑΗ  Ξ Ω[ Η ΡΗ !Ο ΩΘ 8 Η

Η Ο ΡΩ[ 1  = 0 ?2 Ξ! 4  ΡΗ 1ϑ Η = ϑΗ Ξ! 4  ΡΗ 1ϑΗ = Η Η Θ= ΩΗ =1 ΘΩχ  Ξ < 4ΒΒ 0 ?2

Η  Σ ∴!Η > Ο Ω ΗΣ Θ1 1Θ = Γ Ο 8Η!Η= Υ Ω[

Δ ∗Δ= Σ %又Η> Α Φ∗ )= Σ ∋

准确确定结合部位在 0 ? 2 分子中的位置是十分困难的
,

但根据本文的实验结果可以进行

一些合理的推测
∀

可以肯定
∀

0? 2 分子中参与 : < / 斗配位的主要为 5≅ ≅
一 ,

测得的专一性结合

常数 !Υ 3∀ 介于 �∀ Δ一 Δ
∀

Δ 之间
,

和二元梭酸一希土配合物的稳定常数
‘/∋ 相当

,

说明专一性结合

部位可能处在 0 ?2 分子 中相邻氨基酸残基都是酸性氨基酸的部位
∀

在 0 12 的一级结构中
,

谷氨酸%Ε [Θ ∋和天冬氨酸%2 1∴ ∋两个连续出现在肤链中的位置有多处
∀

但处于
Ι 一螺旋链上相邻

位置的 Ε !4 和 2 1∴ 侧链 5 ≅ ≅
一

在空间上不能满足同时配位的要求
∀

在二硫键附近
, Ι 一螺旋被

破坏
,

呈现易变的结构
∀

有趣地发现
,

处在这些拐角处的 Ε !4 一2 1∴
,

2 1∴ 一2 1∴ 正好有 � 对
,

距 ∃ 端 序 号 分 别 为 Δ.一 Δ +%2
1,一2 1, ∋

、

&+ )一 &+ 一%Ε !4 一2 1,∋
、

/ . Φ一/ . /%2 1,一2 1, ∋和

Δ. )一Δ. &%2 1∴ 一
21 , ∋

∀

斓 系元素的 离子 半径 存 在 收缩 效应
,

但测 得 的
= ,

从 ] Ο 一Ε Ν 为

�∀ )
,

; Τ一] 4
为 /

∀

)
,

表明大分子配体在与金属离子形成配合物时存在着空间适应性
∀

非专一性

结合常数 !Υ 凡
,

与希土一乙酸配合物稳定常数随希土系列原子序数的变化规律一致
,

表明非专
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·

/ + /
·

一性结合部位主要由 012 分子中大量存在的单个 5   一
构成

,

但心 略大于相应乙酸配合物

的稳定常数
,

推测肚键中的 5 Α ≅ 基团也与希土离子%! ∋发生了配位
∀
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