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皖南尖吻蝮蛇蛇毒内抗凝血因子�� ��� 的二级结构

和金属离子对其影响的 � � 谱研究

余华明
�

徐晓龙

张祖德

王 淳△ 鲁 非�

�中国科技大学应用化学系
、

生物系△
、

刘清亮
结构成分开放实验室 �

�

合肥 �� �� � �

利用 � � 谱对皖南尖吻蝮蛇蛇毒内抗凝血因子�� � �� 的二级结构
,

即 � 一螺旋
、

卜折益和无规则卷曲

进行了测定
,

利用 � ��� �� � � �� � 的方法计算出了它们在 � � � 分子内的百分 比
�

溶液的 � � 值对 � �  

的二级结构影响不大
,

但当 � � 位于 � 和 � 时
,

二级结构稍稍出现了异常
�

这可能是由于氢离子电离引起

的电荷变化带来的效应
�

� �  的脱钙破坏了分子内的配位结构
,

而使 � 一螺旋的百分比大大降低
�

尽管三

价铜系离子能取代 � �� 中的钙离子
,

但是没有给 � � � 的二级结构带来较大的影响
�

关健词 � 蛇毒 抗凝血因子《� �日 二级结构 � � 谱

利用葡聚糖凝胶色谱和二乙胺乙基葡聚糖离子交换层析的方法
,

从皖南尖吻蝮蛇蛇毒内分

离出了抗凝血因子�� � ��
�

它的抗凝血功能是通过干扰凝血酶源与它的激活因子之间的相互作

用去影响凝血酶的生存活力���
�

我们从前面的工作 ��� 中得知
,

� � � 分子中有两个可结合钙离子

的位点
,

但本身只含有一个钙离子
,

位于具有较高亲和性的结合位点上
,

而具有较低亲和性的钙

离子结合位点是空着的
�

若 � � � 所处溶液中还含有钙离子
,

低亲和位点也可以结合钙离子
,

但

这种结合不牢固
,

随着溶液 中钙离子的增加和减少而处于一种动态的结合与解离的平衡之中
�

这也许就是过去人们一直未能准确测定 � �� 中钙离子含量的一个主要原因
�

我们用 � � �� 取代

� � � 中的钙离子进行荧光光谱分析
,

表明钙离子结合位点的周围环境与色氨酸残基相近
,

所以

能量可以通过 � � �� 离子传递给周围的色氨酸残基
,

使其敏化而发荧光�� 
�

本工作重点研究 了金

属离子对 � �  分子二级结构的影响
�

我们通过圆二色谱和 � � �� �
�� � �� � 计算方法囚得到了

� � � 分子中
� 一螺旋

、

口一折叠和无规则卷曲的百分比
,

即它的二级结构 � 研究 了 �� 对二级结

构的影响 � 钙离子的结合与解离对它的影响 � 以及三价斓系离子和二价过渡金属离子的加人对

它的影响
�

实
� � � 的分离与纯化

� � � 的分离按文献【�� 的方法进行
�

验 部 分

为了进一步提高纯度
,

我们将得到的 � � � 组份再经

本文于 一� � �年‘月一� 日收到
�
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�

�
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�
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� � � � 一�� � � � � � � � 一�� ��
�

� � � �� � �离子交换梯度淋洗
,

这时的 � � � 可达到使用聚丙酞胺凝胶

电泳方法所达的纯度
�

二
、

� � � 溶液的配制及 � � 谱的测定

用 �� � � � �� � � �  ! �一� � �缓 冲溶液配制浓度为 �
�

�� � � � � �的 � � � 溶液
,

调 哪 分别为

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

�
�

利用 �� ��� 一� �  � 圆二色谱仪测 � � 谱
�

扫描区域为远紫外
�� � 一� �� � � �

,

灵敏度为 一毫度 � � �
,

温度为 � �℃
,

以对应 �� 位的 �
�

� �� � � � � � � ��一� �  缓冲溶

液作为空白样品
�

用 �
�

� � � � ! � � �� �一� � �缓冲溶液配制浓度为 �
�

�� � � � � �的 � � � 溶液
,

调 �� 为 �
�

�
�

再

分别力��人 � � , ’
、

� � , �
、

� � , ’
、

� � � ‘
、

� � � ’
、

� � � ,
、

� � � ‘
、

� � � ,

等金属离子
,

配制成 � � � 的金

属离子溶液
,

金属离子浓度均为 �
�

�� � � � ! �
�

将溶液于 �℃下放咒两天
,

以便使 � � � 中的钙

离子 与溶 液 中的 金 属 离子 充 分 交换
�

以 �� 二 �� � 的 含 �� �� � � �� � � 相 应 金 属 离子 的

�� � � � �� � � � �� ��� � �� 缓冲液作为空白样品
,

然后进行 � � 谱测定
,

其他测试条件同
�

�
�

在 � �  溶液��
�

��� � 一� �� ���一� � �
,

�� � �
�

� �中加人一定址的 � � � � 溶液�� � � �
�

� �
,

使棍

合后 溶 液 中 � � � 浓度 为 �
�

�� � � � �
,

� � � � 为 �� � � �� � 】
�

在 � ℃ 下 放 段两 天
,

再 用

� � � � �� � � � �� �一� ��  � � � �
�

�� 透析两天
,

将此溶液分为两份
,

其中一份 直接用于 � � 谱测定
,

另一份在 �
�

� � � � �� 一� � �
十

溶液�含 �
�

� �� � 一� � � ���一� � �
,

� � � �
�

� �中透析两大
,

再进行 � � 谱

测定
�

分别以 �
�

� �� � 一� 一� ���一� � 一��� � �
�

�
,

含等当址的 � � � � �和 �� � � 一� 一� � �
‘

溶液 �含

。
�

� � � �� � � �  ! �一� ��
,

�� 二 �� �� 作为 � � 谱测定的空白样品
,

样品的其他测试条件同
一

�
�

结 果 与 讨 论
一

、

� � � 的二级结构和 �� 对它的影响

� � � 的二级结构是回二色谱�� � 谱�中不同波长下的平均氮基酸残基克分子椭圆值
,

可以

根据 � ��� � � � �  !∀ 的方法求知
.
图 1是不同 pH 条件下 A C F 的 C D 谱

,

纵坐标为【0] 值
,

横坐

标为远紫外的波长 之
,

曲线是两次扫描的算术平均位
.
所有谱图都是扣除 了空白溶液的差谱

.

我们根据 C h
en and Y ang 的方法计算出了波长为 Zog

nm !,寸不同 pH T A C F 的
:一螺旋

、

卜折
叠和无规则卷曲的百分比(见表 1)

.
从图 1和表 1的结果可以看出

,

随着 pH 从 4.0 变到 9.0 时
,

A C F 中 :一螺旋和无规则卷曲的百分比分别上升了近 2 个百分点和 4 个百分点
,

而 口一折盛则下

降了近 6 个百分点
,

但总的说来 pH 的变化对 A C F 二级结构影响不大
.
不过仔细观察可以发

现
,

在 pH 为 5 和 6 时
,

这些百分比的变化趋势稍稍出现了异常
.
这可能因为多数氨基酸的 PI

椒p戈+P Kw
一p 凡)位于 5 到 价!

,

A c F 中氨基酸残基的氢离子解离引起的电荷变化对其二级结

构的影响所致
,

也可能是由实验误差所致
,

确切原因有待进一步研究
.

Zzdm61e
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.
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rentPH

(in 0
.
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表 1 A C F 在不同 pH 条件下分子构象百分含, 比较

T ablc 1 c ontrastofthe C o卿
onentsPc rCentagcsofACF inD iffc re ntpH

A(% ) B(%) C(% )

6耳7
7
.
5 4

6
.
6 5

6
.
9 8

7 10

8 14

5 6 3 6

5 2 7 9

5 3
.
5 6

54
.
7 0

5 3
.
5 2

50 6 6

3 7
.
1 8

3 9
.
6 7

3 9
.
7 9

3 8
.
3 3

3 9
.
3 9

4 1 2 0

0o0n
�n�0

……
4‘LJU,于兄�n,

A = 卜heli
x; B =口一sh e e t; C = ra

n d o m e o i】

二
、

A C F 脱钙与复钙后的二级结构

在 20m m ol / 1 E D T A 长时问的透析作用下
,

由于 ED T A 的配位作用而使 A C F 脱钙
.
这

时得到的 c D 谱如图 2
,

a 所示
.
将脱钙后的 A c F 置于 sm m 从/1c

a”的溶液中进行透析平衡
,

使其复钙
.
得到的 C D 谱见图 2 ,

b

.

从这两张 C D 谱中可以明显看出
,

脱钙对 A C F 的二级结

构能产生很大的影响
.
利用 C hcn and Y ang 的方法计算出来的数据列人表 2位二 2 0 9

n m )
.
表

2的结果清楚地表明脱钙使 A C F 的
。一螺旋大大地降低了

,

而 p一折益和无规则卷曲的比均明显

上升
,

复钙后 A C F 的二级结构儿乎又回到原来的水平
.
这说明钙离子在维持 A C F 的结构方面

确实起着重要的作用
.
生物分子中的螺旋结构主要依赖于分子内形成的氢键

,

但带正电荷的金

属离子与氨基酸残基上带负电荷的功能团之问所形成的具有一定空间结构的配位键也是形成

或稳定螺旋结构的原因之一 在铁(111 )与模拟正铁色素的结合中也有类似的情况t,l.

表 2 脱钙和复钙对 A C F 构象中各成份百分含. 的影晌

T ab le 2 E ffc
ets ofD eealifieation and C alifieation on the C om Ponents Perc entages ofA C F

:一h e lix ( % ) 口一sh 优t (% )
rand om eo il (% )

A C F (P H = 7
.
0)

A C F deC压l ifl C a tio n

A C F e a l in e a t io n

6
.
9 8

2
.
5 5

6
.
5 2

5 4
.
7 0

乏7
.
80

55
.
34

38
.
33

39. 64

38
.
14

Ie孙。一

孑a
e。·

。 m Z / d
m 。 i e

2 5 0 2 0 0

O

一
l

一
2

~
3

一
4

轰( n m )

a 。

d
e e a

l i f i
e a

t i
o n

A C F
+

E D T ^

A C F

+

C
a

图2 A C F 脱钙和复钙后的 C D 谱

〔J
二
0

·

0 2 m

o

l / 1 T ri

s 一H c l (p H = 7
.
0 )缓冲溶液中,

F ig
.

2 CD spe et ra o f ACF aft er deea1ifi ea tion and ealifi eation

【in 0
.
02m ol/ 1T ris-- H C Ibuffc

r (pH = 7
.
0)】

三
、

金属离子对 A C F 二级结构的影响

在 A e P 溶液 中加人三价斓 系离子 T b
, ’

、

N d

3
十

和 Eu 3‘,

以及二价过渡金属离子 M
nZ‘、
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e u Z十
、

e
o Z

’
、

e d
Z
斗

和 z n Z
‘,

经放置达平衡后测其 c D 谱
,

并用 c hen a nd Y an g 方法i卜算 A C F

分子内
:一螺旋

、

刀一折胜和无规则卷曲的百分比。= Zo g
nm

,

见表 3)
.
表中的结果显示金属离子

对 A C F 在水溶液中的结构影响不大
.
这是因为钙离子为硬酸

,

能与 A C F 分子内硬碱一类的配

位基团形成较稳定的配位键
.
而二价过渡金属离子具有较多的 d 电子

,

为软酸或交界酸
,

与硬

碱类的配位基团不易形成稳定的配位键
.
这样

,

二价过渡金属离子不大可能取代 A C F 中的钙

离子
,

因而二价过渡金属离子的加人对 A c F 二级结构的影响不大就很容易理解 了[,l
.
文献[3】的

实验表明
,

洲系离子 T b 3
十

能够全部取代 A c F 中的钙离子
,

这是因为 T b3
十

也是硬酸
,

具有与钙离

子相近的离子半径和 比钙离子更高的正电荷
,

与 A c F 分子内配位基团有更高的亲合力
. T b 3+

取代钙离子后仍保留了原来的空间结构
,

也不可能破坏分子内原来的氢键
,

这可能就是斓系离

子也没有对 A C F 二级结构产生较大影响的原因
.

表 3 加入金属离子后 A C F 构象中各成份百分含且的变化

T able 3 V ariety of C om Ponents P ercc ntages in A C F aft erA dd ing M etalIons

nan1C

注一h C lix

^ C F

A C F

+ N d 3中

人C F

+ E u 3
+

A C F

十T b 3+

A C F

+ C u卜

A C F

+ C O卜

人C F

+ Z n Z
小

^ C F

+ C d 卜

A C F

+ M
n Z+

6
.
0 0 6

.
24

口一sh cc t

ra n d o m C o i】

5 3
.
5 6

3 9
.
7 9

56
.
4 3 5 2

.
1 1

4 0
.
4 3

5 7
.
6 1 5 2

.
4 8

3 7
.
6 3 3 6

.
3 9 4 : 2 7

5 5
.
0 9

3 8
.
3 6

54
.
10

3 9
.
叭

6
.
51

55
.
72

37
.
77

,In
,口O仁J‘0

…
乙O�、J,‘

�、�飞�
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C D S P E C T R O S C O P Y S T U D IE S O F S E C O N D A R Y

S T R U C T U R E O F A N T IC O A G U L A T IO N F A C T O R IN T H E

V E N O M O F A G K IS T R O D O N A C U T U S A N D T H E E F F E C I
,

O F

M
E T A L I O N S O N T H E S T R U C T U R E

Y
u

H
u a

m i
n

g x
u

x i
a o

l
o n

g
w

a n
g e h

u n △ L u r ei# z h a n g z u d e L iu Q i
n g 一ia n g

(刀
ep a r , m e n , 。

f 月pp 加d以
em 。,即

,

。e胆
r,

,
。 , 。

f a i
o
z
o g广

,

ce

n r e ; 。
f s

l r u e z u
re

a n
J 肠用e n t 月nu lys

。# in 此rc
.
价fei
.2300 26)

The seeo ndary stru etu re of A ntico agulation F aetor (A C F ) in the venom of agkistrodon

ac utus
,

1

.

e

.

住一h
e
li
x ,

刀一sh e e t a n d r a n
d
o
m
e o
il

,

h
a v e

b
e e n s t u

d i
e

d b y C D
s

P
cc

t r o s

co
P y

,
a n

d
t

h
e

i
r

沐rcc
nta ges h ave b een also o bta ined fr om th

e ealeu latio n based o n C hen and Y ang E q uati on
.

T七e e fl乞et o f P H o n th e sc e o n d a fy
stru

e tu re o f A C F is sm a ll
,

w h i l
e a n

b i t
a

b
n o

rm

a
l ch

a n

gc

s o n

p
H

= 5
a n

d 6

,
o

b
s e

rv ed
i

n
H

zo PC
rc

e n t a
g

e s
,

1
5

P
o s s

i b 1 y
ca

u
sc d b y t h

e c
h

a n
g

e s o
f

e
1 cc

t
ri

c 比a饱
cs

d u rin g th e io nizatio n o f P roton s o n th e am ino aeid rc sidu re s
.
T h e dccalin ca tion of A C F 似

ults
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