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N i( )与HSA或 BSA 的结合平衡研究
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用平衡透析法研究了生理 pH ( 7. 43)及pH ( 5. 0)条件下 Ni( )与 HSA 或 BSA 的结合平衡。Scat chard图分

析表明,生理pH条件下, N i( ) 在HSA或 BSA中均有 2个强结合部位,而在 pH ( 5. 0)条件下,只有 1个强结合

部位。H ill图分析表明 Ni( )与 HSA 或 BSA 的结合均产生较强的正协同效应。通过不同 pH 对 Ni( )与 HSA

或 BSA结合的影响及N i( )与 Cu( )和Ca( )的竞争结合的结果,推测了两个强结合部位可能的结合位点和

配位原子。竞争结果还表明 Cu( )对 Ni( )的结合有明显拮抗作用。Ca( )对Ni( )的结合影响很小。
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镍是生物体生长发育所必需的微量元素之一。研究镍与血清白蛋白的相互作用对深入理解

镍的生理机理有重要的意义。我们[1 ~ 5]曾用平衡透析法和紫外光谱法研究了生理 pH 条件下N i

( )与HSA 或BSA 的结合,发现 Ni( )与人血清白蛋白( Human Serum Albumin,简称HSA)

或牛血清白蛋白 ( Bovine Ser um Album in, 简称 BSA)的结合, 有一系列的新奇效应, 如减色效

应和变构效应等; 观察 LMCT 谱带表明: 其金属中心结构在低浓度时, 为五配位 Ni( ) N 4O四

方锥结构,高浓度时为四配位的 N i( ) N 4平面四方平面构型。本文用平衡透析法进一步研究了

生理 pH 条件下及 pH( 5. 0)条件下 Ni( )与 HSA或 BSA 的结合情况,运用 Scatchard方法分

析了 N i( ) 在HSA 或BSA中结合部位类型及数目; 通过 N i( )与 Cu( )、Ca( )等竞争结

合HSA或BSA的研究,推测N 端三肽段可能是 Ni( )和Cu( )在HSA或 BSA 上共同的强

结合部位。首次用平衡透析法证明pH 的改变会影响到N i( )在HSA 或 BSA中的强结合部位

数目,由此推测 Ni( )的另一个强结合部位是极易受酸度影响的 His
8
Ala

9
Arg

10
段。

1 实验部分

1. 1 材料、试剂和方法

HSA 和BSA均购自北京华美生物工程公司, 电泳纯, 保鲜邮寄, 用前未经进一步纯化;

N iCl2、NaCl、HCl、HAc和 N aAc均用分析纯;三羟甲基氨基甲烷( t r is)为生化试剂。所有溶液都

用去离子水配制, 均含 0. 10mol dm
- 3
NaCl, 并用 0. 10mol dm

- 3
t ris HCl缓冲剂以保持相同

的离子强度和 pH= 7. 43( 0. 02) (指明在其它pH 值时除外)。NiCl2的浓度均用 EDT A标定。

HSA和 BSA 溶液用前新鲜配制,浓度均用光度法在Hitachi U V 3400型紫外 可见分光光度计
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上测定
[6]
,均为 1. 0 10

- 4
mol dm

- 3
。透析袋购自美国联合碳化物公司,用前经常规处理。透析

时间为 48h, 透析温度为 20( 0. 5) 。对于每个白蛋白浓度, NiCl2的浓度均约取 20个值, 在

10- 5 ~ 10- 3mo l dm- 3范围内变化, 每个点至少平行做 2次。透析达平衡后未被HSA 或BSA

结合的N i( )的总浓度用WFX IF2型原子吸收分光光度计测定。

1. 2 pH5. 0条件下 Ni( )与HSA或 BSA 的结合

本实验中所有溶液均含 0. 10mol dm - 3 NaCl并用 0. 10mol dm - 3 HAc N aAc缓冲剂以

保持相同的离子强度和 pH= 5. 0( 0. 02)。HSA或 BSA 的浓度均为 1. 0 10
- 4
mol dm

- 3
,其

余同 1. 1。

1. 3 Ni( )与 Cu( )、Ca( )等竞争结合HSA或 BSA

以 Ni( )、Cu( )竞争结合HSA 或BSA为例。在一系列N i( )溶液中均加入相同足量的

Cu( ) ,然后进行透析,达平衡后测定未被结合的N i( )的浓度,其余同 1. 1。Ni( )与 Ca( )

竞争结合HSA或 BSA的实验类推。

2 结果与讨论

2. 1 Ni( )在 HSA或 BSA 中结合部位的类型及数目

我们用 Scatchard方法作图
[7]
。数学关系为:

部位的结合常数, 分别为 6. 6 10
4
、6. 3 10

4
mo l

- 1
dm

3
, 这与我们以前研究的结果

[ 1, 2 ]
基本一

致。而在 pH( 5. 0)下时, 发现 Ni( )在HSA 和 BSA中均只有 1个强结合部位, 其结合常数为

5. 6 10
4
mo l

- 1
dm

3
。

2. 2 Ni( )与 HSA或 BSA 结合的协同效应

通过 Hill图可以定量分析具有多个结合部位的分子中各结合部位之间的协同性
[8]
。Hill方

程为:

图 1 Ni( ) - H SA 体系的 scat chard图

Fig . 1 scat chard plots in Ni( ) HSA system s

式中 nc称为平均结合数,表示每个白蛋白分子结合N i( )的个数。[N i2+ ]为未被结合N i( )的

浓度, n 为HSA 或 BSA结合N i( )的部位数, kd 为N i( ) 白蛋白配合物的解离常数。用 nc /

[ N i
2+
]对 nc 作图,得图 1( N i( ) BSA的图略)。图 1表明在生理 pH 下N i( )在HSA 和BSA

中均有 2个强结合部位。我们用非线性最小二乘法拟合Bjerrum 函数
[8]得出 nc,及 2个强结合

nc

kd
n

kd
nc

[ Ni2 + ]= -
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从表 1结果可见,当足量 Cu2+离子存在时, Ni( ) 在HSA或 BSA 中的强结合部位均减少

了一个, 表明N i( )和 Cu( ) 在HSA 或 BSA中可能存在一个共同的强结合部位。根据 Ir v

ing w illiams次序, 当 Ni
2 +
和 Cu

2 +
离子与相同的配体形成配合物时, Cu

2+
离子的结合力强于

图 3 nc vs [ Ni
2 +
]图

Fig. 3 nc vs [ Ni
2+
] curves w it h suf ficient Cu

2+
, Ca

2+
ions in systems

: Ni( ) : N i( ) + Ca( ) : N i( ) + Cu( )

式中 y 为HSA或 BSA结合Ni( )的饱和分数, y = n / n 总, n 总为白蛋白结合Ni( )的总数。

按图 1结果,对HSA 和BSA 取 n 总= 16。Hill图一般为一 S 形曲线, H ill系数 h 是曲线各部分

的斜率, 它是各结合部位之间协同性的测量。h 愈大, 则正协同性愈强, hm ax 取曲线的最大斜率

值在上限。若 h = 1, 无协同性; h > 1,有正协同性; h< 1,有负协同性。图 2是生理 pH 条件下,

N i( ) HSA 和N i( ) BSA体系的 Hill图。曲线分析表明, 随着 Ni( ) 浓度的增加, h 也渐

增。对 Ni( ) HSA 体系, hmax= 1. 6, N i( ) BSA 体系, hmax= 1. 5,表明两体系都存在较强的正

协同效应。pH ( 5. 0) (图略)条件下也有相同的结论。

2. 3 Ni( )在 HSA或 BSA 中强结合部位的位置和(或)配体分析

图 3是在有足量 Cu
2+
、Ca

2+
离子存在时 Ni( ) HSA体系的饱和曲线图N i( ) BSA。表1

列出了在足量的 Cu2+、Ca2+离子存在时 Ni( )与HSA 或 BSA的结合情况。

图 2 H ill图

Fig . 2 Hill plot
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1- y

log ( )= h lo g[ N i
2 +
] - logK
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N i2+ ;本文和文献 [7]的实验结果也表明 Cu( )与HSA 或BSA 的结合能力大于N i( )。因此,若

这两种金属离子在HSA 或BSA中存在一个共同的强结合部位, 当足量的 Cu2+离子存在时, 它

可以逐渐并最终取代 Ni( )。一般认为
[7,9 ]

, Cu( )在HSA或 BSA 中只有一个强结合部位,它

位于白蛋白分子的 N 端三肽段上, 因此可认为白蛋白分子中的 N 端三肽段就是 N i2 +和

Cu
2+
离子的共同强结合部位。Ni

2 +
是一种交界的Lew is酸, 趋于和 N、O配位, 一般形成四方锥

或平面四方结构,这基本能满足 N 端三肽段的配位要求,我们通过紫外光谱观察的结果表明
[4]
:

N i( ) 的第一个强结合部位最可能在 N 端三肽段之内, 涉及Asp
1的 NH3, H is3咪唑基 N及

两个去质子肽氨, Asp
1
中的羧基上的氧也可能参于 N i( ) 的配位, 采取四方锥形的结构。这与

我们的竞争结合的结果是一致的。从图 3看, Cu2+离子的存在使HSA或 BSA结合N i2+离子的

数目明显减少, 表明 Cu( ) 对 Ni( ) 的结合有明显的拮抗作用, 这也说明在HSA 和 BSA中

N i( )与 Cu( )类似,可能主要与 N原子配位。

N i ( )与 Ca2+竞争的结果表明, Ni( )在 HSA或 BSA 分子中的强结合部位不减少,饱和

曲线变化也很小,表明 Ca
2 +
离子的存在对N i( )的结合影响不大。Sadler

[9 ]
认为 Ca( )的配位

原子主要为氧,因此可以推断在 HSA 或BSA中氧原子不是 Ni ( )的主要配位原子。

2. 4 pH 变化对 Ni( )结合HSA或 BSA的影响

图 4是N i( ) HSA和N i( ) BSA体系在

生理 pH ( 7. 43)及 pH( 5. 0)条件下平衡透析后的

饱和曲线图。

从图 4上可看出, 在相同的金属浓度条件

下, HSA或 BSA 结合 Ni( ) 数目均在生理 pH

条件下比 pH( 5. 0) 条件下要多。从结合常数看,

在生理 pH 下的 K值均大于 pH( 5. 0) 下相应的

K 值, 可推测是由于酸度增加, 有利于质子对羧

基的竞争, 使羧基上的氧趋于不能跟 Ni( ) 配

位,致使结合的稳定常数下降。比较这两种 pH 条

件下的结合常数, 发现 N i( ) HSA 体系比 Ni

( ) BSA 体系要大, 这可能与BSA在该部位的

T hr2代替了 HSA 中的Ala2 , 具有更大的空间位

阻, 不利于 Ni( ) 的结合。该结果也说明了 Ni

( )在 HSA或 BSA中的一个强结合部位位于 N 端三肽段之内这一推论是合理的。

Carter等 [10]通过 HSA晶体结构分析认为, N 端三肽段极可能位于 A 亚区的 h1螺旋上,

并处于蛋白质表面。鉴于 Ni( )结合HSA 或 BSA产生的别构效应
[1]
,我们曾推测这 2个金属

中心相差不远,从图 3的曲线分析表明,对 Ni( ) HSA体系和 Ni( ) BSA体系, hmax 值都较

图 4 nc vs [ Ni
2+
]图

F ig. 4 nc vs [ Ni
2 +
] curv es. T he concentrat ions o f

HSA or BSA are 1. 0 10
- 4
mol dm

- 3

pH ( 7. 43) : : Ni( ) HSA : Ni( ) BSA

pH ( 5. 0) : : Ni( ) HSA : N i( ) BSA
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大, 表明 N 端 Ni( )中心形成后, Ni( )作为别构效应子, 对白蛋白分子施加直接或间接静电

作用,诱导HSA 或 BSA发生T R态转变,很可能使相对疏水的谷作一次 绞链式的运动 ,变得

更为开放和亲水, 有利于 h1邻近的 h2或 h3上的肽段结合 N i( ) , 形成第二个结合中心, 产生

了较强的正协同效应。我们的研究结果表明生理pH 条件下,HSA和 BSA对 Ni( )均有 2个强

结合部位。发现当 pH( 5. 0)时, Ni( )的强结合部位只剩下 1个,这进一步证实了我们紫外光谱

得出的结果[4 ,5]。说明第二个强结合部位 Ni( )中心的形成受质子的影响,结合我们紫外光谱观

察
[2 ]
, 推测参加该中心配位的是碱性的氨基酸 , 且位于 N 三肽段的附近 , 可能是

His8 Ala9 Arg
10 , 其中 His, Arg 均为碱性的氨基酸, Ala为中性的氨基酸, 酸度增加使该部位具

有较多的正电荷而不能与 Ni( )配位。

我们
[1 ]
曾研究了 HSA和 BSA浓度在 2. 0 10

- 4
、3. 0 10

- 4
、4. 0 10

- 4
mol dm

- 3
时与

N i的结合,其结果与 1. 0 10- 4 mol dm- 3浓度时是一致的。Ni( )与 HSA或 BSA 的结合受

pH 的影响,并能作为别构效应子, 使HSA 和BSA发生别构反应, 形成 2个强结合中心, 有关的

生理意义还有待于进一步的研究。
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Binding Equilibrium Study between Ni( ) and HSA or BSA

SHEN Xin Can BIAN He Dong T U Chu Qiao ZHANG Hong Zhi LIANG Hong
( I nst i tute of B ioinorganic Chemist ry Dep art men t of Chemist ry and Chemical Enginee ring ,

Guangx i Nor mal Univer si ty , Gui l in 541004)

ZHOU Yong Qia SHEN Pan Wen

( NanK ai Univer si ty Depa rtm en t of Chemist ry , T ianj ing 300071)

T he binding of Ni( ) to human serum albumin ( H SA ) or bovine se rum album in ( BSA ) has

been studied by equilibr ium dialysis at physiolog ical pH ( 7. 43) and pH ( 5. 0) . T he S catchard analysis

indicates t ha t there ex ists 2 st rong binding sit es o f Ni( ) in bot h HSA and BSA at physiolog ical pH

( 7. 43) , but only 1 strong binding site in both system s at pH ( 5. 0) . The analyses o f H ill plo t indicate

t hat t he re ex ists st rong positive cooperative e ffect in t hese systems . T he N terminal are probably the

toge ther strong binding locat ions of N i( ) and Cu ( ) , w hich suggested t hrough competition be

tw een Ni( ) and Cu
2+

、Ca
2 +

ions. I t a lso suggested t hat N atoms are the main coordinated at oms .

Cu
2 +
ions induced an ant agonism eff ect on Ni ( ) H SA and Ni( ) BSA syst ems , and Ca

2 +
ions have

lit ter effect on Ni( ) binding to HSA or BSA.

Keywords: Ni( ) serum albumin equilibrium dialysis cooperative effect

coordination analysis


