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糖蛋白／胆红素钙水溶性复合物的形成及光谱研究 

谢安建 1,2 沈玉华 ，1,2 董 婷 · 夏 兵 1,2 黄方志 t，z 

( 安徽大学化学4~．Y-学院，合肥 230039) 

( 南京大学配位化学国家重点实验室，南京 210093) 

采用傅立叶变换红外光谱 (FT．IR)，结合减法 、二阶导、退卷积和曲线拟合等先进光谱技术，紫外可见光谱，icP．AES分析 

方法，对不同质量比的 a．酸性糖蛋白(AGP)和胆红素钙(CaBR)反应后的滤液进行了研究。结果表明，AGP和 CaBR之间存在 

着较强的相互作用，导致 AGP二级结构的有序性增加，CaBR的水溶性增大，两者形成了可溶性的 AGP／CaBR复合物。 
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胆红素钙是色素型胆结石的主要成分。而单纯 

的胆色素钙盐 的沉 积并不能形成 胆结石 。正是 由于 

有少量糖蛋 白、多糖等有机基质的参与，导致该类胆 

结石的结构复杂，至今没有可以有效治疗其的溶 

石剂和复方剂⋯。因此，多年来。关于色素型胆结石 

的形成机 理 、预 防和抑制一 直是人们研 究 的焦 

点 ’ 。 

对于糖蛋 白在结石形成 中的作用，多数人认 

为 叫糖蛋 白是成石因子，诱导 和促进结石的形 

成。但最近的研究表明，不同相对分子质量、不同结 

构 的糖蛋 白对结石的形成所起 的作用不 同 ⋯ 引，某 

些可以起促成核作用，另一些则具有抑成核作用。 

因此研究糖 蛋 白与胆红素 钙之 间的相互作用，对 于 

理解色素型胆结石的成因，预防和治疗该类胆结石 

具有重要意义。本文将不同质量 比的 AGP与 CaBR 

在生理盐水中混合、反应，并采用多种先进光谱技 

术，对反应后 的滤液进行了表征。试 图从 AGP与 

CaBR之 间 的相 互 作 用 以及 生 物 矿化 的 角度 讨 论 

AGP对 CaBR成核、生长的影响，以期探讨色素型胆 

结石 的形成 机理。 

1 实验部分 

1．1 试 剂 

胆红素 、糖蛋 白均 为 Sigma公 司产品；无水 氯化 

钙 、氯化钠均为分析纯；硝酸，优级纯，上海前进化学 

试 剂厂产品 。 

1．2 仪 器 

Nicolet公司 的 Nexus 870傅 立 叶变换 红外 光谱 

仪，扫描范围 4000—400cm～，扫描 32次。分辨率 

4cm ；北京普析通用仪器有限责任公司的 TU．1901 

双光束紫外可见分光光度计；美国 Leemans Lab电 

感耦合等离子体原子发射光谱仪。 

1．3 实验方法 

1．3．1 CaBR的合成 

加 人 0．2692g胆 红 素 于 810．00mL氯 仿 中 、 

0．1077g无水氯化钙于 300．00mL无水乙醇中，搅拌 

使其充分溶解。然后边搅拌边将氯化钙溶液缓慢滴 

人到胆红素溶液中，再加人一定量的吡啶，搅拌 1h 

后静置。出现红棕色沉淀，离心分离，并依次用无水 

乙醇、二次水、氯仿洗涤，真空干燥 12h，所得产物为 

红褐色固体，即胆红素钙。 

1．3．2 AGP／CaBR样品的制备 

在 0．9％ NaCI溶 液 中加 入 AGP， 配成 1mg· 
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mL 的 AGP溶液 。然后 分别按 AGP和 CaBR质量 

比为 1：1，1：5，1：15，1：25的比例将两者混合，室温 

下充分搅拌后，离心分离，弃去沉淀。滤液称 AGP／ 

CaBR溶液，分成三部分：(1)用优级纯硝酸消解后， 

配成 2％的硝酸溶液，测定钙离子含量；(2)用 0．9％ 

NaC1溶液稀释 10倍，测定紫外可见光谱；(3)将滤 

液滴加在 KBr晶体上，干燥后压片，测定红外光谱。 

2 结果与讨论 

2．1 FT—IR光谱 

图 1为纯 AGP溶 液 (A)和不 同反应 质量 比的 

AGP／CaBR溶液干燥后的红外光谱，其主要数据见 

表 la。可 以看 出，在 AGP溶 液中加入 CaBR后，红外 

光谱的峰形基本相似，但还是观察到一些小的变化： 

(1)与 COH(CN)振动有关 的 1030—1120cm 区域 

谱带的强度逐渐减弱；(2)纯 AGP的 CO0一伸缩振动 

1400—1450cm 谱带为双峰，其中 1404cm 谱带 

较为尖锐；与胆红素钙作用后，此两峰的相对强度发 

生了变化，随着参与反应的胆红素钙量的增大，逐渐 

转变成 了一个 峰；(3)糖蛋 白的酰胺 I带 与 Ⅱ带 的相 

对强度减弱，Ⅱ带由 1544cm 至 1557cm—l T向高频 

移动了 一13cm ；(4)纯 AGP中，一3447cm NH伸 

缩振动谱带与酰胺 I带强度之 比为 1．00，而在反应 

质量比为 1：1，1：5，1：15，1：25的 AGP／CaBR光谱 

中，两谱带的比值依次为 1．18，1．19，1．24，1．27，呈 

增大之势。上述谱带频率和强度的变化表明 AGP酰 

胺 I带的 C=O基 团 、酰胺 Ⅱ带中 的 CN、NH基 团以 

及 COH等极 性基 团与 胆红 素钙之 间发 生 了相互作 

用，这些作用包括配位作用 (AGP与 Ca2 、胆红素与 

Ca2 )、氢键及分子间力等(AGP与胆红素之间)。 

为了得到更为详细的信息，我们作 AGP／CaBR 
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图 1 AGP／CaBR复合 物 的红外 光谱 

Fig．1 FT·IR spectra of AGP／CaBR complexes 

(A)AGP，(B)__+(E)：Initial ratios of AGP 

to CaBR(w／w)are 1：1，1：5，1：15，1：25， 

respectively． 

与 AGP的红外光谱 差谱 ，结 果见 图 2和表 1b。在差 

谱中，变化 比较大的是 N．H伸缩振动谱带，与纯 

AGP相应 的谱 带 比较，向低 频移动 了 34cm一1．一 

方面可能是 AGP的 NH基团与 CaBR的结合使该谱 

带发生了位移；另一方面 CaBR的吡咯环 、内酰胺的 

NH振动峰位在 一3413cm 和 3244 cm--处，因此 

不排除这些谱带的影响。AGP的酰胺 I带向低频移 

动 ， 而 Ⅱ带则 由 1544cm 向高频 移动 至 1564 
cm — l

j说 明酰胺 带中 的 C=0、CN以及 NH基团与胆 

红素钙的作用较强。由于 Ⅱ带与胆红素羧酸根 C=0 

不对称伸缩 、吡咯环共轭 C=C伸缩振动叠加峰 

(1569cm )比较 ，向低频移 动了 一5cm～，因此该谱 

带 可 能是 AGP与 CaBR反应 后 相应 基 团振 动 共 同 

表 1 AGP／CaBR复合物红外光谱和红外差谱的主要谱带频率 

Table 1 Main Frequencies of AGP／CaBR in IR Spectra and IR Difference Spectra(cm ) 

Note：a：FF-IR spectrum；b：IR difference spectrum． 
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图 2 AGP／CaBR复合 物 与 AGP的红外 光谱差 谱 

Fig．2 IR difference spectra of AGP／CaBR complexes 

(A)CaBR，(B) (E)：Initial ratios of AGP 

tO CaBR(w／ )are 1：1，1：5，1：15，1：25， 

respectively． 

产生的结果。在差谱中，酰胺 I带和 Ⅱ带强度之比依 

次为 1．63，1．57，1．40，1．29，呈逐渐减弱 之势 。还观 

察到 ～1404cm 谱带消失，～1435cm 谱带的强度 

总体增大的现象，这可能与胆红素羧基的振动也有 

关。可以推测，AGP与 CaBR的相互作用使彼此的微 

观结构均发生了变化，两者形成了水溶性的 AGP／ 

CaBR复合物 。 

蛋 白酰胺 I带的吸收频率取决于 C=O伸缩振 

动及其与 N．H振动 、C．N伸缩振动的偶合，反映了蛋 

白质的二级结构，主要包括蛋 白质 OL．螺旋 、 折 

叠 、无规卷曲和转角结构等氢键形式的吸收。为了了 

解 CaBR的作用对 AGP二级结构的影响，我们对酰 

胺 I带进行二阶导和退卷积处理，确定了若干个子 

峰，然后以它们的峰位值为初始参数，对原始光谱酰 

胺 I带进行曲线拟合，结果见图 3。根据文献  ̈ 1对 

其进行了归属和分析。将 ～1660cm～、一1652 cm 

指认为 OL．螺旋结构；～1645cm 为无规卷曲结构 

的特征吸收；～1693cm～、～1639cm～、一163lcm～、 

～ 1622cm～、～1613cm～、～1605cm 归属于 折 

叠 的 特 征 谱 带 ； 而 ～1687cm～、～1678cm 和 

～ 1669cm 则被认为是转角结构，由此计算出 AGP 

各二级结构的含量，如表 2所示。 

可以看到，纯 AGP的 OL．折叠、 螺旋 、回转和 

表 2 AGP／CaBR中糖蛋白二级结构的质量分数 

Table 2 M ass Percent of the Secondary Structure of AGP 

in AGP／CaBR (w％) 

700 l680 l660 l64O I620 l600 

wavenum bers／cm。’ 

700 I680 I660 l640 I620 l600 

wavenumbers／cm“ 

700 1680 l660 I640 I620 l600 

wavcnumbers／cm。’ 

700 I680 1660 I640 1620 l600 

wavenumbets／cm。‘ 

700 l680 I660 j640 l620 l600 

wavenutubers／cm。‘ 

图 3 AGP／CaBR复合物中酰胺 I带拟合曲线 

Fig．3 Curve-fitted results of am!de I bands of AGP(A)and AGP／CaBR (B—E) 

B E：Initial ratios of AGP tO CaBR (w／ )are 1：1，1：5，1：15，1：25．respectively． 
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TabIe 3 DeterIIlinatj。n。f the Concentrati。n of Calcium Ion in AGP／CaB ql竺!竺兰 ：：竺 

samp1es saturati。n s。luti。n。f CaBR 

initia1 ratios of AGP to CaBR／(w／W) 

■■二二巫 二二二 ：：! ! 

无规卷曲结构的百分含量分别为 34．3％ 、38·8％ 、 

14．5％和 12．4％。与 CaBR发生作用后，二级结构发 

生 了较大 的变化 。随反应 质量 比由 1：1 1：25，蛋 

白 ／3-折叠氢键形式的结构含量增加； 一螺旋结构 

的含量在反应质量比为 1：25时也呈增大趋势。而转 

角结构和无规卷曲结构的含量则相应减少，特别是 

无规结构，在 AGP与 CaBR反应质量比达 1：25时消 

失。可见后两种形式的氢键结构部分转化为高度有 

序的 折叠和 a一螺旋结构。由此我们得出结论： 

CaBR与 AGP间的相互作用使 AGP的氢键形式发 

生改变，结构的有序性增加。在生物体系中，蛋白质 

结构的有序性对生物矿物的形成有直接的影响，涉 

及到生物矿物的组织形式、结构和性质。因此，CaBR 

与 AGP之间复杂的相互作用可使 CaBR在蛋白质 

的表面上成核 、有序地生长。 

2．2 紫外可见光谱 
为了考察 CaBR在 AGP水溶液 中的溶解情况， 

本 文测 定 了 CaBR饱 和 溶液 和 AGP／CaBR溶 液 的 

UV．Vis光谱(见图4)。 

部颁标准 胆红素 的特征 吸收波长位 于 ～453 

m．对应于两对吡咯环衍生物和内酰胺共轭体系的 

订．订·跃迁的强特征吸收峰。在饱和 CaBR溶液的光 

／rim  

图 4 胆红素钙饱和溶液 (A)和 AGP／CaBR溶液(B～E) 

的紫外光谱 

Fig．4 UV—vis spectra。f CaBR saturati。n solution(A)and 

AGP／CaBR filtrates(B～E1 

B_ E：initial ratios ofAGP to CaBR ( ／W)are 

1：l， l：5，l：15， l：25，respectively· 

谱中，基本观察不到该特征峰，说明饱和溶液中所溶 

解的胆红素的浓度非常低。而在 AGP／CaBR溶液 

中，随反应质量比由 1：1— 1：25，胆红素的特征吸 

收峰逐渐显现，并呈增 强趋势，表 明糖蛋 白的作用使 

胆红素钙的水溶性逐渐增加，溶液中胆红素的浓度 

增 大 。 

2．3 电感耦合等离子体原子发射光谱 

我们利用电感耦合等离子体原子发射光谱测定 

了 AGP／C BR复合物溶液中钙的含量，其结果见表 

3 可以看出，随参-q反应的 CaBR量的增大，溶液中 

钙 的含量也 呈增长 趋势 ，从 另一 侧 面说 明了 CaBR 

在 AGP溶液中的溶解度大大增加。显而易见，该条 

件下胆红素钙不可能完全以游离态的 Ca 和 BR。 

形式进 入水中，而 主要是 以 CaBR 中的 Ca 与糖蛋 

白、胆红素的 N，O等原子配位以及胆红素与糖蛋 白 

极性基团间的氢键结合形成的复杂水溶性复合物的 

形式存在。因此该复合物的形成，可以抑制 CaBR沉 

积的速度，使其生长有序化。 
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Study on the Formation and Spectra of Soluble 

Glycoprotein／Calcium Bilirubinate Complexes 

XIE An．Jian 一 SHEN Yu．Hua ’ · DONG Ting XIA Bing 一 HUANG Fang-Zhi · 

( CoZ~ge of Chemistry and Chemical Engtneering,Anhui University,Hefei 230039) 

( State Key Laboratory of Coordination Chemistry，Nanfing University，Nanjing 210093) 

Fourier transform infrared spectroscopy and uhraviolet spectrum and inductively coupled plasma·-atomic emis·- 

si0n sDectrometry were used to study the filtrates produced by reactions of different initial ratios( ／W)of OL-acidic 

glycoprotein(AGP)and calcium bilirubinate(CaBR)in saline solution．The resuhs indicated that there were strong 

interactions between AGP and CaBR by hydrogen bonds or CO0rdination or electrostatic attraction，which made the 

microstructure of AGP changed and solubility of CaBR in aqueous solution increased and a series of soluble AGP／ 

CaBR complexes form ed． 

Keywords： acidic glycoprotein calcium bilirubinate complexes spectrum gallstone 
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