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徐小龙 刘清亮
�

�中国科学技术大学化学系
,

合肥 �� �� �� �

皖南尖吻蝮蛇毒抗凝血 因子 ��� �� �� 不具有酶的活性
,

通过与活化凝血因子 � ���
�
�结合成 � � � 的复合

物来延长凝血时间
。

用高效液相 色谱分析方法
,

发现 � �� �与 ��
�
的结合反应依赖于 ��

, ’

浓度
,

� �� �与 ��
�
的

最大结合反应所需要 的 �扩
‘

浓度为 �� � ��
·

�
一 ’。

稀土和过渡金属离子对 � �� �的荧光有淬灭作用
,

相反
,

��
� ,

对 �� � �的荧光有增强效应
。

�扩
十

对维持 �� � �的特定构象起着重要作用
。

�扩
牛

诱导的 � �� �构象变化可能是

� �� �与��
�
结合的必要条件

。

关键词
�

分类号
�

结合蛋白

�� �

抗凝血因子 � 活化凝血因子 � 钙离子

蛇毒中存在多种抗凝蛋 白
,

它们影 响凝血 系统川
。

路阳等川从皖南尖吻蝮 ��沙�� �� �� 。

�� �� �� �蛇毒中分离 出一个抗凝血因子 � ������ ���  ! �� ��  �� �� �� �� �
,

本实验室对 � �� 的结构和

性 质 已 作 过 一 些 报 道
菠卜

� 互。 最 近 我 们 从 该 蛇 毒 中 纯 化 出 一 个 新 的 抗 凝 血 因子 � �� �

��
� ��� �  � � �� ��� � �� � �� � �� �

‘, ’,

因而将前者重新命名为抗凝血因子 ���
� ��� �  � � �� ��� � �� � �� � ��

。

��� �不具有酶的活性
,

它具有独特的抗凝机理
,

通过与活化凝血因子 ��  ! �� �� ��� � �

�� �� ���

�� �� � � �
,

�� �� 的结合来抑制凝血反应
,

因而表现 出显著的抗凝血活性 �� 
。

因此 ��� �属于新近

发现的凝血 因子 �� � 凝血 因子 � 结合蛋白家族
,

这一家族的共同特点是
,

它们都是通过与凝血

因子 �� � 活化凝血因子 �� 或凝血因子 � � 活化凝血因子 � 的结合来抑制凝血反应 ���
。
��� �没

有 出血活性 和毒性
,

是一种潜在的高效蛇毒抗栓药物
。

本文用高效液相色谱分析方法
,

对

� �� �与 �� � 的结合反应进行了进一步研究
,

发现 ��� �与 ��
� 的结合反应依赖于 �� , ‘的浓

度
,

并研究 了金属离子对 � �� �的荧光光谱影响
,

进而分析 ��
� 十

可能在结合反应 中所起的作

用
。
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·

� � �
·

透析 �� � 后
,

再对 � ����
一

� 超纯水透析 � � �
,

以制备脱钙 � �� ��
� � �

一

� �� ��
。

�
�

�
�

� 高效液相色谱分析

先将 �
�

�� � � � �� �
、

�
�

�� � � � � �� �和两 者混合 物在 � 一 � � � � �
·

L

一 ’
C aZ

+

的条件下作用

30 m in
,

然后分别将它们加人到 506 0 型高效液相色谱 (v ari an
,

美国)的凝胶过滤分离柱 (G Z000

SW
,

0

.

7 5
x

3 0
e

m
) 中

。

进样量均为 100林L
,

洗脱液为 0
.
0 2m ol

·

L

一 ’

Tri

s
一

H C I p H 8

.

0 缓 冲液
,

内

含 0
.
lm ol

·

L

一 ’
N
a
C I 和 0 一 Z m m

o
l

·

L

一 ’
C
a
C 1

2 ,

流速均为 1
.
om L

·

m i

n
一 ’,

U V

一

1 0 0 在 280 nm 处

检测
。

F X
a

结合 A CF I后
,

分子量增大
,

洗脱峰的位置前移
,

峰的面积增大
。

洗脱峰面积增大的部

分是结合在 FX
a 上的 A C F I所贡献

,

因此
,

F X
a 与 AC F I结合前后的洗脱峰面积差值反映出结

合在 FX
a 上 A C F I的量

。

已结合的 A C F I与 FX
a 的比值 (

r
)可 由下式计算

:

[A re
a , 。k : 一 ^ re

a 。
。

] [
注玉翁(Fx

a
) ]【腑(Fx

a)]
Arearx 。

J L A 玉豁(A C F I )儿对r(A C F I (1 )

式中
,

A
r e a r x 。

为 0
.
sn m ol F x a 的洗脱峰面积

,

A
r e a , 。k :

为 0
.
sn m ol r x a 与 0

.
snm ol A C F I混合物

的 H P LC 图谱中第一洗脱峰面积
,

该峰是 由 F’X
a一

A C F I复合物和未结合 的 FX
a
所共 同贡献

。

A 玉晶(F X a) 为 FX
a 的 28O nm 紫外 吸收系数

,

A 三10( A C F 1)为 A CF I的 28On m 紫外吸收系数
,

Mr
(

FX
a) 和 Mr (A C F D 分别为 FX

a 和 A C F I的分子量
。

1

.

2

,

3 荧光光谱分析

采用 85 0 型荧光分光光度计(日立 )
,

液池光径 l。m ,

激发波长 280
nm ,

滤光片波长 310
nm ,

蛋白质浓度 1林m o l
·

L

一 ’O

1

.

2

.

4 A C F I和 FX
a 的浓度测定

采用 280
nm 紫外吸收方法

,

A 三委(A C F I)
= 30

,

A 鑫翁(FX
a
)
二
1 0

,

Mr
(

A C F I )

二
2 9 6 0 0

,

Mr

(
F X

a

)

二
4 5 3 0 0

。

2 结果与讨论

2.I C扩‘

对 A CF I与 FX
a
结合反应的影响

我们曾用 电泳和抗凝血活性实验方法
,

发现 A C F I与 FX
a
结合生成 1

:1 的复合物
。

这里我

们进一步用 H P LC 方法分析 A CF I与 FX
a
之间的结合反应

。

A C F I

、

FX

a 和 A C F I与 FX
a混合物

的 H P LC 图谱见图 l
。

在 lm m
ol

·

L

一 ’
C
a Z

‘

条件下
,

A C F I 和 FX a分别呈现单峰 (图 l(A )
,

3

,

2
)

;

而 A C F I和 FX
a 的混合物 (摩尔比 1

:
l) 经过 H P L C 分离后

,

呈现一个主峰
,

且峰位较 FX
a 的峰

位前移(图 l(A )
,

1
)

,

另外
,

在对应于 A C F I峰位上
,

还有一个小峰
,

这是部分未结合的 A C F I所

致
。

这说明
,

A C F I 和 FX a 在 lm m ol
·

L

一 ’
C 扩

‘

的条件下形成 了复合物
。

由于复合物的分子量 比

FX a大
,

经过凝胶过滤分离柱后
,

复合物的峰位较 FX
a 的峰位前移

。

相反
,

在无 C扩
‘

条件下
,

A C F I 和 F X a 混合物 (摩尔比 1
:
1) 经过 H P L C 分离后

,

呈现两个峰 (图 1(B )
,

1
)

,

分别对应于

A C F I和 FX a 的洗脱峰(图 l(B )
,

3

,

2)

。

这说明 A C F I和 FX
a
在无 C

aZ十
条件下不能形成复合物

,

因此 C扩
’

在结合反应中起重要作用
。

我们用 H P LC 定量分析了在不同钙离子浓度下
,

A C F I 与 FX
a
的结合反应

。

由(1) 式可计算

已结合的 A C F I与 FX
a 的比值 (

:
)
。

从图 2 中可见
,

随着 C
aZ‘ 的浓度增大

,
r

逐渐增大
,

说明

A C F I与以
a的结合反应依赖于 Ca

, 十

的浓度
。

在 lm m d
·

L

一 ’
C
a , ‘

的条件下
,

;

值接近于 1
,

表明

A C F I在此条件下基本上全部与 FX
a
结合成 1:1 的复合物

。
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图 1 A C F I
、
F X

a

和 A C F I与 FX
a
混合物的 H P L C 图谱

Fig
.
1 H PLC

ofA C F I
,

F X
a , a n

d
t

h

e
l

:
l

(
m

o
l / m

o

l )
m i

x t u

re

o
f A C F 1

a n

d

FX

a

(
A

)
I

n t
h

e
p

r e s e n e e o

f l m m
o

l

·

L

一 ’
C
a Z 十

i
o n s :

l
,

t
h

e
l

:
l

(
m

o
l / m

o

l )
m i

x t u r e o
f

A C F 1

a n

d F X
a ; 2

,

FX

a ;
3

,

A C F 1

.

(
B

)
I

n t
h

e a

b

s e n e e o

f C

a Z 十
i
o n s :

l
,

t h
e

l
:

l
(

m
o

l / m
o

l )
m i

x t u r e o

f A C F 1 an d F X
a ; 2

,

F X
a ;

3

,

A C F 1

.

2

.

2 金属离子对 A C F I荧光光谱的影响

色氨酸残基 (T
rp )是蛋 白质 内源荧光发色

团
,

A C F I分子中含有 14 个 T甲 残基
,

因而具

有很强的内源荧光
。

纯化 的 A C F I的最大激发

和最大发射波长分别在 28O
nm 和 33 5nm (见图

3
,

l)

。

游 离 的 TrP 荧光 最大 发射峰 波长为

355n ml
8],

A C F I 的最大发射峰波长相对游离

Trp 最大发射峰波长蓝移了 2 0
nm ,

说明 A C F I

中部分 T甲 残基处于疏水环境 中
。

这与 N
一

澳

代丁二酞亚胺 (N BS) 修饰 的结果一致
,

N B S 修

饰 A CF I的结 果表 明
,

A C F I 分子 中有 14 个

Trp 残基
,

其 中有 6 个 Trp 残基位于分子内部

的疏水环境 151
。

纯化的 A C F I分子 中含有一个

钙离子
,

当过量钙离子存在时
,

可再结合一个

钙离子
14]。 图 3 显示

,

纯化的 A C F I在 lm m
ol

·

L

一 ’
C
a Z

十

的条件下结合另一个钙离子后
,

荧光

强度上升 5
.
5% (图 3

,

3
)

。

纯化的 A C F I在脱去

分子中一个钙离子后
,

荧光强度下降 5
.
8%

。

因此 A C F I与两个钙离子的结合
,

都使 AC F I

0万 】
.
0 1

.
5

[e
a , ‘

]
/

(
m m

o
l

·

L

图 2 A C F I与 FX
a
的结合反应与钙离子浓度的依

赖关系

Fig
.
2 D ependenee ofthe binding Of A CF 1to FXa on

the eoneentra tion of CaZ
+
ions

Th
e m oles of bound A CF I/m olofFX

a
(
r
)

were obtained in the pre senee of CaZ
‘

i
o n s

o
f

v a
ri

o u s e o n e e n t
ra

t i
o n s

伪m
equation 1

.

Eaeh Pointre Pre sents the avera邵 of

triplieate d eterm i
n ations

·

荧光加强
。

这说明
,

钙离子与 A CF I结合后
,

诱导了 A C F I的构象变化
,

可能使一些能引起饰
荧光淬灭的基团发生 了位移

,

使得它们对 T甲 荧光淬灭作用减少
,

导致 A CF I的荧光增大 ;或者

由于钙离子诱导的构象变化
,

使部分 Trp 残基疏水性增加
,

导致 A C F I荧光增强
。

相反
,

脱钙

A
CF I(ap

o一
A

cF
I) 在重组稀土和过渡金属离子后

,

荧光强度不同程度地降低 (图 3
,

4
一
9 )

。

说明

稀土和过渡金属离子与 A CF I的结合
,

可能使 T甲 残基疏水性不同程度地降低
,

或者使一些能
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.
2 25

.

引起 T甲 荧光淬灭的基 团发生 了位移
,

使得它们对 Trp 荧光淬灭作用增强
,

导致 A CF I荧光的

淬灭
。

2

.

3 金属离子的离子势对 A CF I的荧光影响

我们曾报道
,

上述金属离子对游离 T甲 荧光没有影响 l8]
,

这表明这些金属离子不与 T印 发

生直接的碰撞淬灭
,

也不与 T甲 形成不发光的复合物
,

因此
,

它们对 A CF I的荧光影响是由于金

属离子与蛋白质结合所致
。

金属离子与蛋白质结合后可通过诱导蛋 白质构象变化影响其荧光

发射
。

我们分析 A CF I的荧光强度与金属离子离子势 (Z /
;
) 之间的关系

,

发现随着金属离子

Z / r 的增大
,

A C F I 的荧光强度大致呈下降趋势(见图 4)
。

这说明
,

金属离子对 A C F I荧光光谱

的影响与它们的离子势之间可能有内在联系
。

金属离子的离子势越大
,

它诱导 A C F I构象变化

作用越大
,

导致对 A C F I荧光淬灭作用加大
。

这进一步说明 A C F I荧光光谱的变化是金属离子

诱导 A C F I的构象变化引起的
。

与稀土和过渡金属离子对 A C F I的荧光淬灭作用相反
,

C
a Z 十

对

A C F I的荧光有增强效应
,

说明它对维持 A CF I特定 的构象起着独特的作用
。

302010

-
n:、、

.n:、味

2 00 3 00 4 (X) 50 0 6 0 0 70 0

又/n m

图 3 金属离子对 A CF I荧光光谱的影响
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图 4 A CF I的荧光强度与金属离子离子势的

关系

Fig
.
4 Plot of the intensity ofthe fluore seenee of

A CF I昭
ainst th e m etal ion ie pote n tial

( Z /
r
)

A C F I与 FX
a 的结合反应依赖于钙离子的浓度

,

A C F I在无钙离子存在时
,

不能与 FX
a 发

生结合反应
,

其最大结合反应所需要的钙离子浓度为 lm m ol
·

L

一 ’。

我们最近的平衡透析结果

表明
,

在 lm m ol
·

L

一 ’

钙离子条件下
,

A C F I 分子中两个钙离子结合位点都结合上钙离子
。

由此

推测
,

A C F I 结合上两个钙离子可能是其与 FX
a
结合的前提条件

,

可能由于两个钙离子独特的

诱导作用使 A CF I产生合适的空间结构
,

与 FX
a 的空间结构相 匹配

,

从而发生结合反应
。
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