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钻�� �与金属硫蛋白的反应
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�南京大学配位化学国家重点实脸室
,

南京

唐雯霞
�
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研究了 � �� � �和金属硫蛋白反应的动力学
,

发现反应分三段进行
,

由此得到了不同条件下各段对应的

假一级反应速率常数
�

假设金属硫蛋白中每个金属结合 �� � � 个 �� 基团
,

用盐酸滴定 � 。厂�� �� �� �� ��

和 � 。 ,

��
,

根据它们的紫外光谱特征波长处吸收值降至 �� � 时的 � �
,

分别又得到它们的表观平均稳定常

数
�

并且第一次发现当金属硫蛋白中钻逐步增加时
�

紫外吸收不断增强
,

但结合 � 个 � � 时即已达到最

大
,

而不是 � 个 � �
�

最后根据这些结果
,

对 � �� �� �与金属硫蛋白反应的机理进行了讨论
�

关键词 � 金属硫蛋白 动力学 钻 机理 表观平均碑定常数 策外光谱

月�� 胃

金属硫蛋白�� �� 是一种低分子量
、

富含半脱氨酸的金属结合蛋白
�

在锌
、

铜等的代谢以

及重金属离子解毒过程中起着重要的作用 �� 
�

近几年来
,

通过晶体 � 射线衍射结构分析和蛋

白溶液的 � � � 研究发现原 � �
,

� ��� ����
� �  �� �分子包含 �

一� , �
和 �声

, 两个金属一硫簇
�

从而

分成两个结构域构 〔�� �
�

由于钻与锌具有相似的配位性质
,

但又有独特的光谱以及磁性质
,

因此
�

口前钻已经成为许多锌结合蛋白可靠而且便利的分子探针 �� 
,

但是关于 � �� �� �与� �

反应的报道还很少
。

�� �� 年 � �� �� 和 � �� �通过对 � �� �� �结合 � � 的 �� 
、

吸收光谱和磁化

率的研究第一次证明了 � 。一� 金属簇的存在 “�
�

最近 �� �� �� 等通过
’� � � � 谱研究了

�� 一� 簇在
二 ,

口两个结构域中的形成机理 �‘

�� 本文研究了 �
。 �互� 与兔肝 � 。 , � � 反应动

力学
,

并且通过盐酸滴定的方法测得了 � 。
, � � 和 � � �� � 的表观平均稳定常数

�

根据这些数据

讨论 � �
� ��� � 与 � � 反应的机理

�

实 验
所有的溶液实验前都经过真空脱气

,

实验均在氮气氛中进行
。

一金属硫蛋白的制备

兔肝 � � , � �一� 按照 � �� � � � 〔‘〕和 � � � � �, � 文中的方法从注射氯化锌的成年雄家兔肝脏中

提取分离得到二 将 � � 一� 溶于 � � 为 � 的盐酸中
,

再经 � �� ���
� � � 一�� 柱�� ��� � �� �脱盐

,

得

到脱金属 � �� ��
� � ��

�

根据 � ��� � 处 的紫外 吸收位测得蛋 白溶液 �� � 为 �� 的浓 度

收稿口期
� ��� ��� � �一� ��

国家自然科学基金资助项口
�

通讯联系人
�

�

现在北京免疫试剂中心
�

第一作者
�
岳属

,

男
,

� � 岁
,

硕士研究生
�

研究方�帐 金属硫蛋白的生理功能和结构研究
�
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一 , ·

�
· � �

一 , 〔’�� �
,

金 属的浓度则 由等离子发射光谱 � � �� 测得
�

吸收 光谱 在

� ��� �
�� � � 一 � �� �

�

�测得
。

二
�

结合动力学

在 �
�

� �� ��
·

�
一 , �� 为 �

�

� 的磷酸盐缓冲溶液体系中
,

恒温 � �� �
,

用微量注射器将 �。川 的

�
�

� 一币。�一
, � � �� �溶液与密封于比色皿中的 �

�

�� � � � , � �一� 分别按 一� � 一
、

� � � � 的摩尔 比

迅速混合
�

同时记录吸收光谱的变化
�

或改变温度条件或用 ��
� � � 分别重复以上过程

�

三
�

逐级结合与表观平均稳定常数的测定

按各白比例将
� � � � � 与新配制的 � � � �� 水溶液混合

,

用 �
�

� 一� � � �一
, 的 � � �� 碱溶液将

混合液 � � 调至 �
�

�
,

分别得到绿色的 � � � �
、

� �� � �
、 ·

一
� 。 , � � 溶液

,

测定它们的紫外光

谱
�

将制得 的 � � �� � 和 � 。, � � 分别用 �� 一 � 膜�� � ���
�

周 滤脱盐
�

然 后在 室 温下 用

�
�

�� � �
·

�
一 , � � �滴定

,

每次平衡 �� �� 后测定吸收光谱及对应的 �� 位�� � � � � � �玻璃电

极
,

� �� �� �
,

直至吸收光谱不再改变为止
�

结 果 与 讨 论
� �� � �’� ��� � � 反应的饱和产物为 � � �� �

,

它们逐级结合过程 中的光谱变化示于图 � �
,

�

中
�

波长低 �
� �� � � � 的吸收 �图 �� � 是配体一金属电荷转移���� �� 峰

,

而波长高
止

�
二
�� � � �

的吸收�图 ��� 则是 � �� � �离子的少� 电子跃迁峰 “伙 随着 � �� � �含量的增加
�

整个光谱中

� � 的吸收都随之增加
,

直至含有 � 个钻时达到最大
�

从 � 个钻增加到 � 个钻时
,

吸收位突然

大幅减少
�

而钻由 � 个增加到 � 个时
�

吸收又有所增强
�

但仍低于 � 。 ,� �
�

�� �� ��� �等亦在

� �� � �与
� � � � � 的逐级结合过程的 � � � 和 �� � 谱中观察到 了同样的变化趋势 �” ’

,

而在

吸收光谱中这还是第一次观测到
�

影响电子吸收光谱吸收强度的因素很多 也很复杂
,

这里主

要有两个
� ��� � 。一� 键的个数随着结合 � �� �� �的增多而增加

,

吸收位必然也增加 � ��� 对于

单个 � 。一 � 来说
,

从理论 上表示谱带强度意义较大的参数是积分强度 �
�

通常表示为

介 ��
�

� 一� � �  
一9
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。
为摩尔吸光系数

. ,
是以波数表示的频率

.
对于完全许可的跃迁介 l(

, 2)
.

随着结合 c o( n )

的增加
.
原子的个数

、

分子的对称性同时发生了变化
.
影响了墓态和激发态的电子波函数的

对称性
.
因此 C 。汀h 的跃迁的许可程度与C 。汀h 的大不相同

.
综合以上原因

.
C o sT h 的吸收

弧度最大
.

M T 结合金属是有选择性的
.
Bc rti ni 等 N M R 研究的结果表明

,

前三个 C
。 原子并不是随

机与半耽氨酸的琉基结合
.
而是两个占据

。
结构域而另一个占据 口结构域

.
第四个金属结合

在
:
结构域形成 了一个有强烈偶合作用的 C O

,
簇
.
第五个金属完成了四金属簇

,

最后两个用

来完成 口结构域三金属簇 “口,
.

P o u n
tn

e y 也发现 M T 结合前三个 c o (u ) 时
.
e o (n ) 之

问没有磁偶合作用
,

即没有协同效应
.
和 B cr ti ni 的结果完全一致 ‘”’

.

这样
,

从每分子 M T

含 4个钻开始
,

分子中出现了桥联形式配位的 C 。一卜C
O键
.
键强度要低于 C O一S 键

,

因此低

钻含量 时观察到的 L M CT
吸收将向长波方向移动

.
295nm 处的峰谷

、

31 sn
m 处的峰 顶和

37 0n m 处的肩峰分别红移到 了 305
、

3
25 和 40 0n m

.
低于 305n m 的区域为一宽带峰

.
因此变

化不明显
,

d--
d 电子跃迁吸收受此影响不大

,

6 9

0n
m 和 , 41

n m 的峰只是相对弧弱发生 了变

化
。

由于 C o( II )离子大大过量
.
C o( ll )与 z n

,
T h 一2 反应的动力学方程可表示为 c13 卜

d[C oZ
n
汀hl/ d什……+d Ic

o声nT h]/ d什d[C o
,
T h l / d t = k [Z

n ,
T b】

一

(
2

)

极定中问及最终产物的摩尔消光系数娜相同 .
,

则可用吸收位来表示上式
:

d月 / d t = 花(月‘才) (3)

(3 )式 月 从 刁。到 刁
,

t 从 0到 t积分得
:

一n[( A 一通动 / (月0-- 注刁】= kt
·

(

4

)

其中 月。和 月. 分别是开始和平衡时在 270n m 处的吸收位
。

表 l 不同浓度 C 城n )与 M T 反应的假一级反应速率常数

Tab lc 1 p SC u do一F i
I’St o
rdcrR atC C onst antsofRcaction of varicd Co

nCC ntra ti0n c o( Il )w ith M T

0
.
olm ol· l

一 1 p
h
o s p h

a te
so

l
u t i

o n
,

b
u

爪
ratpH 7

.
4, 2 9 8 K

C
o

( U )
: M T 气x 一0 3 (m i

n 一 ,
) kZ

x 一。, ( m i n
一,

) 气x 一。, ( m i n
一 ,

)

,‘一咤目尸J工f‘几臼一....1咤」.j一飞」,夕一O
夕

67
.2

吕5
.
3

用最小二乘法线性拟合程序(G ol gdc
n Soft w arc C O. )按(4 )式拟合可知反应分三段进行

,

每段

的假一级反应速率常数列于表 1 中
.
在初始阶段 (反应时间小于 4 分钟)

,

2
70

n
m 处的吸收增

加得非常快
,

而第二阶段 (从 4 到 15 分钟)
,

吸收位的增加明显减慢
.
到了第三阶段 (从 15

分钟到平衡止)
,

增加趋势己不明显
.
从 (2) 式可看出 k 与 C

。
( 11 ) 的浓度有关

.
当 C 。

( 11 ) : M T 增加时 (表 1及图 2)
,

各段反应的速率常数都明显增加
,

可表示为
:

k = :k。 C c
o
( u )

气为一常数
,

: 的位每段不同
,

等于 0. 6一 1
.
0.

(5)
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当温度升高时
,

除 了在 333 K 下的 k , ,

每段反应的速率常数都琳加(表 2)
,

平衡时问亦相应

缩短
.
根据 A rr ch ni us 方程

.
第二

、

三段反应的平均表观活化能(r = 。
.
9 9) 分别为 凡

2(lo
.
34 kJ

·

m
o
l

一 ,
) 和 Ea ,

( 3 6
.
4 9 k J

·

m
o

l

一 ,
)

,

可见活化能是升高的
.

表 2 不同温度下 C试且)与 M T 反应假一级反应速率常数

T albe 2 P sc udo一F irs t O r d e r R a te C o n s ta n ts o f R e a e tio n o f C o ( 11 ) w ith M T a t

D i
ffc
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h
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u t i
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.
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u
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r a t o
H 7

.
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.
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m i
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k
3 x 一0 3(m i
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c o( n ) 与
apoM T 反应的速度要远远快 于与 z n7 T h 反应的速度

,

在 卜秒钟内即可达到平衡
,

从
·

l
性衰期 r

./2可知速率常数约为 一o m in
一 , .

c o( n ) 代换 z n , T h 中 z
n 的反应机理 n 前还不清楚

.
原兔 M T 包含 61 个氨基酸

.
肤链较

短 以致不能完全包埋金属簇核
‘’3〕

,

金属簇很容易为溶剂及配体分子所接近和进攻
,

所以

C o( n )凡换 M T 中 z
n
的反应可以忽略扩散作用的影响

.
认为反应当 C o( n )一加人 z

n
汀h 溶

液就已经开始
.
员然 M T 其有很高的热稳定性

,

但其动力学上却很不稳定
,

反应一开始
,

由

J
几

静电作用
,

C o( U ) 的进攻就形成了 C o. 二S 一Z n 键
.
使 Z

n一S 金属簇稳定性下降
,

由于 Z n一S

的 L M e T 特 征吸收在 22onm ‘’‘〕
,

而 e o一s 的吸收却在大于 2 5o
nm 的区域

.
因此监测的

27onn、处吸收急剧 I一升
.
再力11

_
L C o ([l ) ,

j
a p o

M T 反应的速度比之 与Z n
7T h 要快得多

,

如果

不考虑溶剂等其他原因
,

决速步骤是 Z
n一S 键的解离

,

因此温度的升高可加快反应的速度
.
与

C d(Tr )和 z n , T h 反应不同 (在儿分钊
,

内即可达到平衡)
,

C

o

( 11 )

’
J Z

n ,
T h 的反应平衡需要 24

21
、
11寸

。
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盐酸滴定 C
。
汀h 的反应可表示为(省略电荷):

C oT h+ nll # H .T h+C o(11 )

表观平衡常数可表示为
〔” , :

Ka
p p

=
[ H

。
T h

l[C

o
( 11 ) 1

/ 【c
oT hl任I]一此

,
/

Kc
*
、=

( A .
x一A )

2
/ ( (月一才衬

。
[H ]

n
)

睡分子如M T 中有
:。个琉基

,

因而每个金属平均结合了 2。/ : 个硫基

甘
.
简

一

单的就 可认为每个金 属被
。

(为 20 / 7) 个 H
专

取代 川)
.
Ks

,

,

每个硫基可结合一个

为 H
十

与疏基的结合常

数
.
为 一。‘

·

9
(
’6 〕 ,

KCo

、为表观平均稳定常数
,

月, . 二

和 才, 分别是 C
。
汀h 和 aP

O M T 在 690n种

的吸收位
.
从图 3 得 A . = 0

.
0“

,

A
。,

= o 一5
,

消光系数
。 = 2 9 3 6 m

o
l
一, ·

l

·
c
m
一 , .

5 0 % 吸收值

处的 p于1 为 4
.
09 ,

代入(7 )式可得 KC
。
。
二 3

.
69
x 101 : 32 0 n m 处吸收位及其他数据处理得的表观

平均 稳定 常 数
,
J 6 9

0n
m 处 的 完 全 一致

pl于、z : = 4
.
8 6

、

6 9 o
n

m 处 的
。 = 4 0 2 6 m

o
l
一, ·

同样 对于 C o厂h
,

A . , 0
,

0 3
3

、

A
. a :

= 0

.

0 6 5

、

1

·
c
m

一 , .
C 。,

T h 的表观平均 稳定常数为 1
.
O x

10 , 6 .
e

o ,
T h L匕C o ,

T h
少一个金属簇

,

前者的表观平均稳定常数就比 C
。 ,

T h 的约小 30 倍
,

可见

金属簇的形成可以大大增加
M T 的热力学稳定性

,

又由于表观平均稳定常数表示的是 M T 中所

有的 C
。一S 稳定常数的平均位

, 说明结合 C o( n )ll 寸
, 。 和 P结构域的稳定性是不同的

.
z n汀h

的表观平均稳定常数为 2
.
6 x 10 , 。 ‘”〕

,

而 c 。 ,
T h 的则是它的

可行 几便利的探针来研究 z
n,

T h 的性质
.

10 0倍
,

因此 C o( ll )可以作为一个

0 。

2 5

厂厂厂ouot习d�O价q、

O 。

0 2

5 0 0 5 4 0 6 0 0 6 6 0 7 2 0

甘a v e l e n g t h /
n 呱

7 8 0 8 0 0

图3 盐酸滴定 c 。 , T h 的吸收光谱图

F ig
.
3 A b sorPt互o n sP eetra o f C o , T h t i t

r a t e d b y H C I

e
o n

cc
n t r a t i

o n o
f e

o ,

仆 1
5s.88x lo一, m o l

·

l

一笼
.
T h e a b s o r p t i o n 比an罗s fo n ow ing the addition

of aeid are show n in the righ teorner
.
T he so lvent15w ater

,

2 8 8 K

参 考 文 献

川 W ebb
,

M

. ,

Ex

脚r奋, , e n l故 .tu 刀刀1
.,

5 2

,

1 0 9 ( 1 9 8 7 )

.

t
2

1
V

a s a
k

,

M

. ,

B it)

e

h
e

m

. ,

2 4

,

7 4 卜747(1985)
.

[3]R obbins
,

A

.

H

.

e t ul

,

J

.

B i
o

l

.

C h
e

m

. ,

2 2 1

,

1 2 6 9 一1 2 9 3 ( 19 9 1)
.

14】V allee
,

B

.

L

. ,

I l
o

l m
q u

i
s t

,

B

. ,

M

e t h
o

d fo

r
D

e t e r
m i

n
i

n g

M

e t a
1 I

o n s
E

n v
i

r o
m

e n t s
i
n

P
r o

te i
n s

,

D
a r n a

l l

,

D

.

w

,

W
i l k i

n s
,

R

.

G

.
c

d
s

· ,

E I SC
u r c

/ N
o r t h H

o
l l

a n
d

,

N
c

w y
o

rk

,
p

·

2 7
一7 4 ( 19 8 0 )

·

(

5

1

V

a s a

k

,

M

, ,

K
a

gi

,

J

.

H

.

R

. ,

P

r o

.

Na

r
l

.

月ca d. S ci
.
U
.
S
.
月
.,

7 吕(川
,

6 7 0 9 一6 7 14 ( 1 9 8 1)
.



第3 期 钻(11 )与金属硫蛋白的反应
·

2 9 5

·

[
6 】B ert五n i

,

1

.

e t a
l

,

J

.

A m

.

Ch

e
m

.

So

e
. ,

1 1 1

,

7 2 9

6--

7 3 0 0 ( 1 9 8 9 )

.

【7】B ert ini
,

1

.
e t a

l

,

E
u r

.

J

.

B 沁e加m
二
2 1 1

,

2 3 5 一2 4 0 ( 1 9 9 3 )
.

[8 1 K im
u r a ,

M

.
e t a

l

,

M
e t a

l l
o t h i

o n e
i
n

,

K
a g i

,

J

.

H

.

R

. ,

N
o r

d b
e r g

,

M

.
e

d
s

. ,

B i
r

k h
a u s e r

,

B
a s e

l

,

P

.

1 6 3 一 16 8 ( 19 7 9 )
.

[9 ] K
a g i

,

J

.

H

.

R

.
e t a

l

,

J. B io L

Ch

e 爪
.,

2 4 9

,

3 5 3 7 一3 5 4 2 ( 19 7 4 )

.

[ 10 ] V
a sa k

,

M

. ,

K
a

g i

,

J

.

H

.

R

. ,

M

e t h

od

s
I

o n s
i

n
B i

o
l

o
g i

e a
l S y

s t e
m

,

S i g
e

l

,

H

.
e

d
s

. ,

M

a
rc

e
l D

e
k k

e r
,

N

e w Y
o

rk

,

1 5

,

P

.

2 7 3 ( 1 9 8 3
) 一

111】Po unteny
,

D

.

L

. ,

V
a s a

k

,

M

. ,

Eu

r
.

J

.

B io
ch

e 。 二
2 0 9

,

3 3 5 一3 4 1 ( 1 9 9 2 )

.

1 12 ] B
a rr o试 G

.
M
.,

I
n tr o

d
u e t i

o n t o

M

o
l cc

u
l
a r

s p e e t r o
sc

o
p y

,

M
o

G
r a

w 一 H il
,

N
e w y

o r
k

,

p

.

曲一8川962)
.

113]V asak
,

M

.

J

.

A m

.

Ch

o
m

.

S
o c 二

1 0 2
,

3 9 5 3 ( 1 9 8 0 )

.

1
1 4 】V asak

,

M

. ,

B io Ch
e

m

. ,

2 0

,

2 8 5 2 ( 1 9 8 1 )

.

1
1 5 】K agi

,

J

.

1 1

.

R

. ,

V
a

l l ce

,

B

.

L

, ,

J

.

B io L
Ch

e
m

. ,

2 3 ‘(9 )
,

2 4 3 5 一2 44 2 ( 1 9 6 1)
.

[ 16 1 P
e r te ri n g

,

D

.

H

. ,

B io
ch

e 加
.
P ha ra ‘月a c o L

,

2 3

,

5 6 7 ( 1 9 7 4 )

.

1
1 7 】K .gi

,

J

.

H

.

R

. ,

V
a

l l co

,

B

.

L

. ,

J. B 佃L Ch
em 二

2
36 ( 9 )

,

4 3 5 ( 1 9 6 0 )

.

R E A C T I O N O F C

o

( 11 ) W

I T H M
E T A L L O T H I O N E I N

Y

u c
S h

e n g Z h
o n

g

W

e

i q i

n
g Z h

a n
g B

a o

l i

n

T

a n
g

W

e n x

i

a

( S
l a r e

Ke

y 加b
oraro理 of C o

ordi narit, n C h e ,”众tr y
,

刃口n
l’in g U ni

ver汾i r y . N a n
iin

g 2 l 0() 9 3 )

T h e p r o P e r t i
e s o f re

a e t i
o n o f C

o
( 11 )

w i t h r a b b it l i
v e r

M T h
a v e

b
e e n

i n
v e s t i g

a t e d

.

T h
e r e a 。

石o n 15 e h a rae te rizc d b y t
riP h a sie k in e tics a n d th e co rre sP o n d in g P ge u d o一fi r s t o r d e r r a te e o n

·

s t a n
ts

a r e

d

e t e r

m i
n e

d

u n
d

e r
d i

ffc

rc

n
t

co

n

d i t i

o n s

.

A

s s u

m i

n
g e a e

h m

e t a

l b i

n

d i

n
g t o

2 0 / 7 S H

g
r o u

p
s

,
a v e r a

g
e s t a

b i l i
t y

c o n s t a n t s o
f C

o 7
T h

a n
d C

o ,
T h

a
re

o
b t a i

n e
d fr

o
m h y d

r o g e n
i
o n s e o n ·

cc

n t r a t i
o n r e

q
u

i
r e

d fo

r
5 0

% 1

0 5 5 o

f
t h

e s
P

e e t r a a
b

s o r
b

a n e e

.

I

n t e r e s t
i

n
g l y

,

i t w
a s

fo

u n
d

t h
a t

th

e

a
b

s o r
P t

i
o n

i
n t e n s

i
t
i
e s o

f C
o 一th i

o
l
a te a d d

u c t
,

fo
r

m
e

d b y a
d d i

n
g C

o
t
o a P

o

M T fo
r v a r

i
e

d
r a t

i
o

o
f C

o

( 11 )
t o

M
T

,
r e a e

h
a

m
a x

i
u

m
a

ftc

r
5 m

o
l

e
q

u
i
v a

l
e n t C

o

( 11 )

r a t
h

e r t
h

a n
7

e o
b

a
l t

.

A l l
t
h

e

a
b

o v e
d

a t a
g i

v e a n
d

e e
P i

n s
i g h t i

n t o t
h

e

.

m
e

ch

a n
i
s

m
o

f
t
h

e
re

a e t
j
o n

b
e t w

e e n e o
b

a
l
t a n

d M
T

.

K
e y w o r

d
s :

m
e t a

l l
o t h l

o n e
l
.

k l
n e r l

e . e o
b

a
l t . e c

h
a n

l
引.

a P P a re . t a v e ra g e s ta b illty e o . s ta n t U V 一v卜sP eclra


