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成 � � � 的配合物
,

其紫外差光谱均于 � �� 和 � �� � � 处出现吸收峰
,
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线性自由能关系
。

人血清脱铁转铁蛋白和 � � 卿结合的紫外差光谱与 � �  � 和 � � 伽结合的紫外差光谱相似
,

只是最大吸收峰红移至 ��� 和 ��  � �
,

脱铁转铁蛋白不能与 � 皿结合
。
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肤链糖蛋 白
,

在生命体中参与铁的转移
、

输送
、

贮藏与调节川
。

转铁蛋白中包含两个结构类似而

化学性质不 同的结构域
,

在每个结构域 中作为

转铁蛋 白天然底物的 �� 皿与两个酪氨酸的酚经

基
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生理条件下
,
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、

� 配位基

团
,

能够与金属离子形成稳定的六配位配合物
【� ’。

鉴于此
,

本文选择 � � � 作为拟蛋 白小分子
,
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、

� � 卿结合的紫外差光谱
,
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呱嗓
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乙磺酸 ��
� � � � �

,

�� ���
�

�
�

�� �
�

�
�

·

��
�
� 和 �� � ��

�

均为分析纯 � 人血清脱铁转铁蛋

白�
� � � �� �为

� �� � � 产品 � � �
�
� �

,

�二�
。

纯度达 � �
�

� �
。

�
�

� 方 法

稀土离子储备液 的配制
�
将稀土氧化物用足量的稀盐酸溶解

,

用水稀释至刻度备用
。

浓度

的确定使用配合滴定法
,

滴定 中使用 � �  � 为滴定剂
,

二甲酚橙为指示剂
,

在 � � �
�

� 的醋酸
�

醋酸钠缓 冲溶液 中进行
。

蛋白质的纯化及双铁转铁蛋白的制备按前文 �� 进行
。

紫外差光谱在 � ��
一 � � � � � 范围内使用 ��� � �� � �

一

�� �
光谱仪测定

,

光谱滴定中使用 ���

吸收池
。

为了便于不 同滴定数据的对 比以及消除滴定 中的稀释效应
,

数据处理中将吸光度转化

为以 � � ! 或蛋白质浓度表示的摩尔吸光度
。

实验中所需玻璃仪器及吸收池均用 �� ��
·

�
一 ’

� � �
�

浸泡后蒸馏水冲洗干净备用
。

� 结果与讨论

�
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� � � 皿与 � �� � 的结合
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�
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,
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�
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,

将
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一 �
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·

L

一 ’

的 H B E D 置于

干燥 的 Ic m 光谱池中
,

以 E u 皿溶液滴定之
,

其

紫外差光谱于 238 和 29 2nm 处出现两个正吸收

峰
,

2 7 0
n

m 处出现一负吸收峰
,

2 6 0 和 27 8nm 处

出现两个等吸收点
,

如图 2 所示
,

随 E
u
咖量的

增加
,

吸收峰逐渐增高并最后停滞于某一最大

值
。

其 中
,

2 3 8 和 2 92 nm 处 的 吸收 峰是 由于

H B E D 与 Eu 侧结合时酚经基参与配位
【, 】

,

使得

H BED 的芳环受到微扰
,

从而影响 二 。 7T ’

跃迁

产 生 的
。

因 此
,

该差 光谱 吸 收 峰 能够表征

Eu
一

H B E D 配合物的形成
。

为了消除滴加溶液引

起的稀释效应
,

将 238
nm 处的吸光度被 H BE D

的分析浓度除
,

得 出 E
u
皿与 H BE D 结合的表观

摩尔吸光度 △8
,

以 2 38n m 处的表观摩尔吸光度

△e 对 Eu 卿与 H B E D 的摩尔 比作滴定 曲线 图

(图 3a)
。

由图 3a 可见
,

滴定曲线在初始阶段呈

线性增加
,

至 E u侧与 H B E D 的摩尔比为 1
.
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出现明显的拐点
,

表 明 E
u
田与 H BED 形成 1

:l 的稳定配合物
,

由此可认为滴定曲线的初始部

分斜率是 E
u一

H B E D 配合物的摩尔吸光系数 d BE
。 。

根据图 3a 及重复滴定可得 d eE
。

=

(
1 6

.
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由于配合物 E
u一

E D T A 于 238 和 292n m 处的紫外吸收微弱
,

可忽略不计
,

因此
,

滴定剂中竞

争配体 ED TA 的引人并 不影响配合物 Eu
一

H B E D 的光谱特征
。

在 相同条件下
,

分别以不同

[E DTA I/[ E
u
皿1(Rt )值的 E

u一
E D T A 溶液替代 E

u
困溶液滴定 H BED 并测定其紫外差光谱

,

均
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·

在 23 8 和 29 2
nm 处出现吸收峰

,

由于 ED T A 与 H BE D 对 E
u
皿的竞争配位

,

相同 E
u
卿浓度下

其最大吸光度值要较未加 ED TA 时的低
。

将不 同 Rt 值的 E
u一

E D T A 溶液滴定 H B E D 时
,

2 3 8
n

m

处 的表观摩尔 吸光度对 Eu 咖与 H B E D 的摩尔比作图 3b
、

c
,

由图 3b
、 。可见

,

滴定 曲线初始部

分斜率随 Rt 的增大而逐渐减小
。

设相同 E
u
皿浓度下

,

E D T A 的引人导致表观摩尔 吸光度的减

小 完全 源 于 E
u一

E D T A 配合 物 的形成
,

则 由图 3a
、

b

、 。 可 使用 (1) 式计算 每一 滴定 点 的

【E
u一

E D T A
]

,

进而可使用 (2
一
6) 式及已知的 E

u 一

E D T A 稳定 常数 从
u一

E

DT

A

计算每一滴定点 的
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一

H B E D ]

,

[
E

u
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]

f ,
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]

f 。

由此
,
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·
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t
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从
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[
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]一 [Eu
一
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[
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��飞任
.

飞
。

性�、名

其 中 [E
u一

H B E D
]

,

[
H B E D

]

;
,

[
H B E D

]

,

分别 为

Eu
一

H B E D 配合物的浓度
,

H B E D 的游离浓度及

H B E D 的 总 浓 度 ; [E u
一

E D T A ]

,

[ E D T A ]

, ,

【E DTA }
.
分别为 E

u一
E D

TA
配合物的浓度

,

E D

TA

的游离浓度及 E D TA 的总浓度 ; 连乱
、。

为表观摩

尔吸光度
,

d 战
。

为 E
u 一

H B E D 配合物的摩尔吸光

系数
。

2

.

2 L
a

卿与 H BED 的结合

在 pH 7
.
4

,

0

.

0 1 m
o

l

·

L

一 ’
H

e
p
e s

条件下
,

以

La 皿溶液
、

系列 La
一

E D T A 溶液滴定 H B E D
。

同样

在 238 和 292 nm 处 出现 两个紫外差 光谱吸收

峰
。

将 238nm 处 的表观 摩尔吸光度对 La 皿与

H B E D 的摩尔 比作图 4
。

根据图 4
a
及重复实验

可得 d 二L
。

=

(
9

.

8 2
土 0

.
2 4 )

x
1 0

, e
m

一 ’
·

m
o

l

一 ‘
·

L

。

按 2
.
1 相 同处理方式可计算 出 lg KLa

一

HB

E 。 二

1 1
.
5 2 士 0

.
2 2

。

2

.

3 线性自由能关系

选择 19 种不同氨基酸配体与 L
a
皿

,

E
u

伽

OJ里J一一一曰一一曰曰司- ~ 一‘曰

一
一一一‘一一一习

0
.
0 0

.
5 1

.
0 1 5 2

.
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.
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Q
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/ Cl

lB E 一)

图 3 Eu 伽对 H BE D 的滴定曲线图

Fig
.
3 T itra tion eu rv es fo r the ad dition Of E u (lll)

titra nts to H B E D in 0
.
o lm o l

·

L

一 ’
H
e
p
e s

a t P H 7
.
4

a n
d ro

o
m t e m P

r e tu
re

▲ : (
a
) R
t 二

0
,

△ : ( b ) R
t = 0

.
3 0

,

.
:

(

。

)
R
t 二

0

.

6 0
,

R
t 二

[ E D
TA

]
/
[ E

u

伽]

形成配合物的稳定常数建立 La 卿
,

E
u

 
间的 自由能关系

。

以 La 卿配合物稳定常数作横坐标
,

以同一配体的 E
u
皿配合物稳定常数作纵坐标

,

作图 5
。

图 5 中
,

E
u

皿配合物与 La 侧配合物的

稳定 常数呈 良好线性关系
,

可用线性方程描述
:

19瓜
u=
(1
.
11 士 0

.
0 2 ) 1

9 几
+ (0
.28 土 0

.
2 2 )

r =
0
.
9 9 ( 7 )

由(7)式可见
,

直线斜率为 1
.
1

,

表明随着稀土离子半径的增大
,

稀土配合物稳定常数减小
。

将
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Fi g
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at P H 7
.
4

a n
d ro

o
m te m p re tu re

.
:
(
a

)
R
t 二 0

,

O
:

( b
)

R
t =

0

.

2 3

,

V
:

(

c

)
R

t 二 0
.
4 6

,

V
:

( d
)

R
t =

0

.

6 9

,

R
t 二

[ E D T A ] / [ La (IIl) ]

所测 La 卿
、

E
u

伽与 H BE D 的结合稳定常数列

于图 5 中
,

可见 L
a一

H B E D 和 Eu
一

H B E D 配合物

稳定常数符合 (7) 式的线性关系
。

2

.

4
IJa 伽

,

Eu 伽与人血清转铁蛋白的结合

在 pH 7
.
4

,

0

.

o l m
o

l

·

L

一 ’
H

e
p
e s

条件下
,

用

Eu 咖溶液滴定人血清脱铁转铁蛋白 (
a
Po Tf )

,

其

紫外差光谱
’6】与 E

u
困对 H BE D 滴定的紫外差

光谱极为相似
,

在 245 和 2%
nm 处 出现最大吸

收 峰
,

比图 2 所示 吸收 峰分别红 移 7n m 和

劫m
。

原因之一是 H BE D 以邻位酚经基配位
,

而

ap
oT f中的酪氨酸残基以对位酚经基配位 ;原因

之二可能是 由于 H B E D 和 ap
o
Tf 中酚经基所处

环境不 同
。

将 245
nm 处 的表观摩尔吸光度对 E

u

伽与
apoTf 的摩尔 比作图

,

如图 6a
。

相同条件

下
,

作 E
u
伽对血清双铁转铁蛋 白 (Tf ) 和 La 佃

对 ap
oTf 的滴定曲线

,

分别如图 6b
、。
所示

。

由图 6b 可见
,

即使 【E
u
皿」/ 【Tf ] 达 4 以

上
,

24
5

n
m 处相应 的表观摩尔吸光度仍很小

,

这

是由于 ap
o
Tf 与 Fe 伽形成非常稳定的配合物 l8]

图 5

F ig
.
5
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lgKL
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Linear fre
e ene
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am ino aeids

Th
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日 一、一卜
/ 凸

图 6 稀土离子对转铁蛋白的滴定曲线

Fi g
.
6 Titra tion eurv es fo r the addition of lanthanide

ions to t
ran
sfe rri n in 0

.
0 1m ol

·

L

一 1
H

e
p
e s a t

p H 7

.

4
a n

d

roo

m t e m p re
t u

re

.
: t

h
e

ad d i t i
o n o

f E
u

伽 t
o avotra nsfe币n

(
a
)

,

O

: t
h

e a

d d i
t

i

o n o

f E

u

(lll)

t o

d i fe rri

e -

t
ra

n s

fe rri

n

(
b

)

,

▲ th e addirion of 压伽
to 叩otran

sfe rri
n
(
e
)

(lg K 值达 20
.
7 【, ,

)

,

因此
,

E
u

 
的滴加不会将 Tf 中结合的 Fe 恤置换出来

。

已知 E
u
皿与 ap oT f

的 c 端结合稳定常数为 8
.
42 16]

,

若 E
u
皿

、

La 帕与 即
。
Tf 的结合稳定常数如 H BED 的情形一样
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:
肠 姗

、

E
u

伽与 H BED 配合的紫外差光谱研究
.
39 3

.

符合线性方程 (7 )
,

则根据 (7) 式
,

可知 La 皿与 即
。
T f 的 C 端结合稳定常数为 7

.
35

,

反映于紫外

差光谱
,

u 伽与 ap
0Tf 的结合应有明显的变化

,

然而由图 6c 可见
,

La 卿对
a
Po Tf的滴定曲线与

了
E
u

皿对 Tf 的滴定曲线基本重合
,

表明 u 卿与 aP oTf 的结合很弱
,

aP

oTf

的金属离子结合部位

对稀土离子的大小有明显的选择性
。

3 结 论

在 0
.
o lm ol

·

L

一 ‘
H
e
p
e s

,

p H 7

.

4

,

室温条件下
,

H B E D 与 L
a
伽

,

E
u

伽可形成 l
:l 的配合物 ;

配 合物 La
一

H B E D 与 Eu
一

H B E D 的 摩尔 吸 光 系 数分 别 为 deLa 二
( 9

.
8 2 土 0

.
2 4 )

x
1 0
3e m

一 ’ ·

m
o

l

一 ’ ·

L

,

乙s
E。 =

(
1 6

.

2 1
土 0

.
1 2 )

x l o
3 e
m

一 ’
·

m
o

l

一 ’ ·

L

,

配合物 La
一

H B E D 与 E
u一

H B E n 的条件

稳定 常数分别 为 19凡
一。B E。 = 1 1

.

5 2 土 0
.
2 2

,

1 9 瓜
。. H a ‘。 二 1 4

.
1 6 士 0

.
3 8 ; 线性 自由能关系表明

La
一

H B E D

、

E
u
一

H B E D 配合物的稳定性受离子半径 的影响
,

离子半径较小的 E
u
伽

,

其配合物具

有较 La 卿配合物大的稳定性 ; 脱铁转铁蛋 白和 E
u
困结合的紫外差光谱与 H BE D 和 E

u
卿结

合的紫外差光谱相似
,

只是最大吸收峰红移至 245 和 296n m
,

脱铁转铁蛋 白不能与 La 伽结

合
。
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