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尖吻蝮蛇蛇毒出血毒素 Ⅲ的荧光光谱 
／ 

陈真龙 赵大庆 刘清亮 丁 兰 张祖德。 倪嘉缵 

( 中国科学技术大学化学 系．合肥 230026) 

( 中科院 长春 应用化学研 究所稀 土化 学与物理 开放 实验 室 ．长 春 130022) 

皖 南尖吻蝮蛇蛇毒经分离和纯化得到出血毒素 -(AaH _)，质措测 定分 f量为 23，284．{士 

0 I。实验表明，Trp残基较大程度位于 AaH 1分子的疏水区。十二烷基磺酸钠(sDs)和盐酸胍的加 

入使 AaH l的分子拘象发生变化，导致分子内色氨酸 (Trp)残基的荧光淬灭 。盐酸呱的加入使 np 

残基的荧光发射嶂位明显红咎，表明位于 AaH Ⅱ分子鞍疏水环境的 Trp残基相对外露。我们还就酸 

度、EDTA和金属离子对 AaH 1分子内Trp残基荧光光谱的影响进行了研究和讨论。 
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尖吻蝮蛇蛇毒内含有许多种具有不同生物活性的蛋白质 ，经过色层柱的分离和纯化．可得 

到多种纯蛋白，例如抗凝血 因子(ACF)、糖苷水解酶 (NADase)、纤溶组份 (FP)和出血毒索等， 

并研究了它们的许多生物活性 、荧光光谱和结构的性质 ] Nikain 3、Sugihara 和 Mori 等分 

别从台湾尖吻蝮蛇蛇毒中分离出 5种出血毒索。陶勇等 从湖南失吻蝮蛇蛇毒中分离出两种 

出血毒索DaHT一1、DaHT．2 皖南尖吻蝮蛇蛇毒也含有多种出血毒索，徐涧等 从其中分离得 

到 AaH I、AaH I、AaH Ⅲ并研究了它们的分子量、出血活性和金属 含量等基本性质．并确定 

AaH 1的分子量约为 22．000，是一种碱性(pl~9)毒蛋白。我们也从皖南尖吻蝮蛇蛇毒分离纯 

化得到 AaH Ⅲ，质谱法精确测定其分子量为 23，284．4士0．1，并研究了酸度、SDS、盐酸胍及金 

属离子对其荧光光谱的影响。 

1 材料和方法 

1．1 材料与仪器 ． 

皖南尖吻蝮蛇蛇毒，安徽祁门蛇伤所提供。DEAE-Scphadox A一50，Sephadox C一50为 Pharma— 

cia产品．其它试剂均为国产分析纯 。 
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不同pH值的缓冲液：pH 2．5～3．5，Gly—HCI缓冲液；pH 4．0～5．5．NaAc—HAc疆冲液；pH 

6．0，磷酸缓冲液；pH 7．0～8．5，Tris HC1缓冲液；pH 9．0～12．0，Gly—NaOH缓冲液，以上各种 

缓冲液浓度均为 0．02 mol·L～，实验中所有溶液均用 Milti—Qsp超纯水配制。 

RF一5000荧光分光光度计 (岛津)；5060型液相色谱仪(Varian公 司)，G2000SW(30×7．5) 

分离柱 (日本，TOYO SDDA Manufacturing Co．Ltd)；激 光 解析 飞行时 间质谱仪 LDI1700一 

MALDI—TOF—MS(Biomolecular，U．S．A)；DY-A型电泳仪(上海康达 电子仪器厂)；V16夹心式 

垂直电泳槽(上海精益有机玻璃制品仪器厂)。 

1．2 荧光光{瞢测定方法 

用 RF-5000荧光分光光度计测样品的荧光光谱。使用光径为 1 cln的荧光池，激发狭缝 3 

rllTl，发射狭缝为 5 nm。AaH II的浓度为2．0 m0J·L～，Trp为 2．5 pmol·L～，测定时这两种样 

品均溶解在生理盐水缓冲液中。 

2 结 果 

2．1 样品的分嵩纯化 

2．1．1 样品的分离 ． 

根据徐洵等人的方法 并加以改进，粗蛇毒经 DEAE—Sephadex A一50柱分离，得到 l 4个组 

分，其中第一组分具有出血活性，该组分再经 

Sephadex C一50柱分离得到 5个细组分，出血活 

性集中在第五细组分中，即为 AaH I。 

2．1．2 样品纯度的检验 

分离纯化的 AaH n在SDS聚丙烯酰胺凝 

胶 电泳上为均一带 ，高教液相色谱 (HPLC)检 

测为单一峰．。 

2．1．3 分子量的测定 

分离纯化韵 AsH Ⅱ经激光解析飞行时间 

质谱仪畏I定的结果如图 1，可精确得到 AaH I 

的分子量为23，284．4士0．1。由质谱图也可以 

看出，AaH II是一纯蛋 白 

2．2 AaH _的荧光光谱 

2·2·1 AaH II的荧光光谱 圉l AaH I的质谱图 

在 pH 7．6的 Tris—HCI缓 冲液中，记录 了 F-唁一l Mass spectrum of／gall 0 

AaH 11的发射光谱(见图 2) 在最大激发波长 282．4且n 及在 295 nm处的荧光发射峰位均为 

344 nm 
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图 2 AaH I荧光发射光谱 
Fig．2 Flu0 I1ce emjsslon spectra of AaH l 

(A ． 一 282．4 兀m{B， = 295 nm ) 

图 3 酸度对游离色氯酸荧光强度的影响 

F ．3 Effects ef acuity on the f}uor~ccnce intel~ities 

of freeTrp 

( 一 280．0 nm ； = 355 nm ，pK = 9．30) 

图 4 酸度对 AaH Ⅱ荧光强度的影响 图 5 

Fig．4 Effects of add埘 on the fluotes~xtee inter~i— Fig．5 

ties ofAaH I 

(k 一 282．4 nm { 一 344 nm，pl> 0) 

sDB ) 

SDS对 AaH _荧光光谱的影响 
Effe~s of SDS on the fluorescence JnTertsitites 

ofAaH l 

( = 282．4 nm； 一 344 nilf1) 

2 2．2 酸度对 A．aH ll的荧光光谱的影响 

游离 Trp和 AaH ll的荧光发射强度与酸度的关系如图 3、图 4。可见AaH Ⅲ和游离 Trp的 

荧光强度随酸度的变化不完全一致。AaH Ⅲ的荧光强度在 pH 7．5附近最大，高或低 pH时较 

小；游离 Trp的荧光强度在 pH l1．0附近最大 ，pH<8．0时则变化不大。 

2．2．3 SDS和盐酸胍对 AaH Ⅱ的荧光光谱的影响 

不同浓度的 SDS、盐酸胍对 AaH Ⅱ荧光光谱的影响如图 5、图6。SOS对游离T_rp的荧光强 

度没有影响，但一定浓度的 SDS、盐酸胍均使 AaH Ⅲ的荧光强度随其浓度的升高而下降。当 

SDS的质量百分比浓度升高到 0．03 以上 ，荧光强度趋于稳定，荧光发射峰位始终 为 344 nl'n； 

随着盐酸觚浓度逐渐增大(O～3．0 tool·L 。)，AaH 1I的荧光发射峰位从 3 4 i"11"11红移至 357 
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nm  

2．2．4 EDTA对 AaH Ⅱ的荧光光谱的影响 

测定了在不同浓度 EDTA作用下 AaI-I l和游离 Trp的荧光光谱(图 7)。结果表 明EDTA 

对擗 离 Trp的荧光强度没有影响；AaH l的荧光发射峰位始终为 344 nm．而荧光强度却随 

EDTA浓度的增加而逐渐下降。 

图 6 盐酸艇对 AaH l荧光强度的影响 

F．嘈．6 Eff0a怔of gu邮 idine_Ha on the auor瓣 n。e 

sDec"a ofAaH I 

(̂  害 282．4 nm{ = 344枷 ，) 

(con∞nnaⅡans of guanidin~-HC1：1，0I 2， 

0．4}3，0．8{4，2．0{5，3．0 mal·L一 ) 

图 7 EDTA对 AaH l的荧光强度的影响 

FiB．7 Effects of EDTA on the fluorescence intensJ— 

ti％ offreeTrp and AaH l 

(●|1 0：AaH l 

Trp：k  280．0 nm ： 355 nm ． 

AaH I ：k ： 282．d nⅡl 啪̂ ： 344 nm ) 

2．2．5 金属离子对 AaH I的荧光光谱的影响 

分别 向AaH I和经 EDTA脱去金属离子并透析后的 AaH -中加入 6种不同金属离子(见 

表 1)。其中 Cu 对 AgH I的荧光强度影响最大。Cu”以外的金属离子影响较小．而 Znz+比其 

它离子的影响稍大一些；AaH I经 I~YrA处理并透析后再加入金属离子，只有 Ca：+使其荧光 

强度增大。6种金属离子对蛋白的荧光发射峰位均无影响． 

衰 l 叠■鼻子对 AaH I荧光曩窟帕影响 

T*ldeI 阱 哪 ofM哪 l蚰 Ollthe F]uu ItI．衄，时龋 ofAaH I([M。 ]：1mmol·L一 ) 

一 
f．pt嘴 Ⅱl n∞件睇蛳∞ jn【帅i岫 ofA Ĥ I ．d峋 删 not_州 metaliot．_一 -邮 I州 yI F‘

．
，0‘ 忡口| 帅 t 

rluⅢ'睇哪辟 ingendtl~*of apo-AaM I added told noL added∞酬 Jolts-H 删 v|ly 

3 讨 论 

按Bjarnas~ 等叫的分类方法，AaH I属于小分子量出血毒素。徐洵荨[。 用SDS聚丙烯酰 

胺凝胶电泳测得 AaH I的分子量约为 22，000，这种方法测定蛋白质分子量较粗略，出现误差 
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的可能性较大。质谱法可以精确测定蛋白质的分子量．我们用该法测得 AaH l的分子量为 

23，284．4士0．1(图 1)。 

当激发渡长为 295 nm时，蛋 白质分子中仅有 Trp残基被激发并产生荧光。AaH II的荧光 

光谱(图 2)说明该分子中存在 Trp残基 当用既能激发Trp又能激发酪氨酸(Tyr)的 280 nm波 

长的激发光时，在 AaH I的荧光发射光谱中观察不到 Tyr残基的荧光，可见 AaH H的内源性 

荧光表现为Trp残基的荧光。Trp的荧光发射光谱对周围介质的极性十分敏感，当极性减弱，疏 

水性增强时，会产生明显的蓝移。实验测得游离 Trp的发射峰位为 355[1PP~，AaH Ⅱ相对其 1 1 

nm的光谱蓝移意味着 AaH I1分子中 Trp残基较大程度位于疏水的环境。 

当 大大低于或高于蛋白质的等电点时，会产生较多的净的正或负电荷。由于蛋白质分 

子 内出现的同性电荷的相互排斥以及盐键的断裂，因而使 AaH I在很低和很高 pH时的分子 

构象松散 ．改变了Trp残基的微环境，从而使其荧光强度下降 AaH I的荧光强度最大值不是 

出现在其等电点附近．而是在 pH 7．5左右(圉 4)，与 AaH Ⅱ在此酸度附近的酪蛋白活性最大 
一 致- ，可能在此酸度时 AaH Ⅲ有一最适构象 ，这种最适构象有利于能量的吸收传递和再发 

射 。 

SDS很容易与蛋白质分子结合并能使其肽链伸展。图 5中随着SDS浓度增大，它可能破坏 

了 AaH I1分子的高级结构，也可能阻断了分子 内能量的传递和转移，使 AaH Ii的荧光强度下 

降。其荧光发射峰位不变，可能是由于在 sDs的作用下，虽然 AaH 口分子由球形变成杆形，构 

象发生了很大的变化 ，但 SDS的疏水基与蛋白质分子侧链的 Trp残基的疏水区形成共同的疏 

水区，Trp残基的微环境并没有受到影响 。 

盐酸胍是蛋白质常见的变性剂 ，蛋白质在高浓度的盐酸胍介质中变性后，从有序结构转变 

为无序结构，发生去折叠过程 。图 6的实验表明 AaH _变性后．Trp残基的裸露使其所处微 

环境的性质有较大变化 ，极性明显增强，从而引起 AaH Ⅲ的荧光光谱有较大的变化，峰位明显 

红移(从 344 rim红移至 357 nm)，Stokes位移也 明显增大，同时荧光强度降低。这与 AaH 的 

Trp残基位于较疏水坪境的结论是一致的。 

AaH II是一种含锌金属蛋白质酶 ，还含有 Ca 、MS 等其它金属离子。加八的 cu 、znz 

可能与蛋白的其它部位结合 ；EDTA的加入配合 了 AaH Ill中的金属离子 ，它们均改变 了该蛋 

白质分子原有的构象及 Trp残基的微环境 ，从而使 AaH Ⅲ的荧光强度减弱(圈 7)。CD谱的结 

果 也表明 EDTA脱去金属离子后，AaH Ⅱ的二级结构发生了很大变化 EDTA脱去 AaH 目 

中的金属离子后，再加入金属离子，其有 ca 使脱去金属离子后的AaH Ⅱ荧光强度有所增大， 

是由于 ca 与 AaH 1分子的结合是可逆的，加入的 ca 重新结合到 AaH H分子中原来的位 

点上，从而有一定程度回复到原来的构象。根据以上结果可以推断，ca 对维持 AaH 1分子天 

然构象有重要作用。 
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FLUORESCENCE SPECTRA oF HEM ORRI-IAC-．IN Ⅲ FROM THE ~NAKE VEN0M 

OF AGK／STRODON AGE珂 1rs 

CHEN Ziaen—Long ZI-IAO Da—Qingb LIU Qing-Liang~ DING Lan 

ZHANG Zu—De‘ N1 Jia—Zan。 

(‘ 咖  抽岫 of脚 耐 ％出  删 叮 ( ．帅 230026) 

( 如咖  砌  西珊  哪‘ - ． 删  m h 鼬  挣 f 哪咖 ， 嘣础嘲 l 30O22) 

Hemotrials,in I (AaH I)was aeI~rated and 9u~ffied frorri the el"ude Bnake venom of A 一 

拉trc on acuIu8，arld jts molecule wea~ t WItS determined a(~Cll'Zately to be 23。284．4士 0-1 by 

LDI17O0一MALDI—TOF—MS．Eros ion spectra of AaH II showed that Trp residues wefe l~．．ated by a 

great degree in the hydrophobie area．Addition of SDS and guanidine·Ha  led to change of the mole~tl— 

l矗r i：onfor atJon of AaH II，and Caused the凡uore8oence quenching of p t'esidue~．The red—shifted e— 

minion band of AaH I ~eter柏 d打培 岬 idine．HCl sl',,owe~l tt'~t Trp t~,idues exposed in polar瞄 一 

versts．The effects of pH ，ElYrA and metal ions ol3 the fluore~ecrtce spectra of AaH l were also inves· 

tigalt鲥 ． 

Keywot'~li： AltbIH n 口nltl 
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