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摘要! 采用荧光光谱法和紫外光谱法研究了
;

种二价金属离子与牛血清白蛋白%

>?@

&的相互作用! 通过生物大分子

猝灭反应机制和结合位点模型研究发现锌离子
A:

!B

! 镍离子
C,

!B

! 钴离子
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!B 和钙离子
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!B 均可导致牛血清白蛋白

内源荧光猝灭!
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!B 和
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!B 离子半径处在正常范围! 能有效进入牛血清白蛋白结合位点与牛血清白蛋白结合

形成超分子配合物! 使牛血清白蛋白的二级结构发生改变! 主要表现为静态猝灭'
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!B离子半径较大! 受空间位阻

影响不能有效进入结合位点对
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二级结构影响较小! 不能与
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形成配合物! 表现为动态猝灭( 而
E.

!B 由于大

的水合半径阻碍了
E.

!B 与牛血清白蛋白的有效碰撞! 使电子或能量的转移受阻! 从而导致
E.

!B 对牛血清白蛋白内

源荧光无猝灭作用' 图
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金属离子在生命体中具有重要的生理功能- 几种较常见的二价金属离子如钙
D+

!B

% 镁
E.

!B

% 钴

D/

!B

% 镍
C,

!B

% 锌
A:

!B等在生命体中发挥着关键的作用& 人体中的钙集中分布在骨骼. 血液. 细胞间液及

软组织中% 参与从骨骼形成. 神经以及大脑的思维活动直至人体的生长发育. 健脑益智和延缓衰老等生

命过程" 镁对心脏血管具有重要的保护作用% 有 /心血管卫士0 之称" 钴可经消化道进入人体% 它最初
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储存于肝和肾! 然后储存于骨" 脾" 胰" 小肠及其他组织#
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! 参与核酸" 胆碱" 蛋氨酸的合成及脂肪和

糖代谢% 镍可与血清中的
'!

组氨酸和
!!

巨球蛋白相结合#

!

$

! 并可通过血清中血清蛋白运送到身体其他部

位! 起到激活肽酶" 增强胰岛素降血糖" 刺激生血等功能% 锌在绝大部分组织中都有极微量的分布! 是

体内数十种酶的主要成分! 对促进淋巴细胞增殖! 维持上皮和黏膜组织正常! 促进伤口愈合及校正味觉

失灵等均有妙用& 这些金属离子在体内的生理功能与它们在体内的运输存在着莫大的联系& 而血清白蛋

白是血浆中含量最丰富的蛋白质! 在血液中起维持血浆渗透压" 血液缓冲剂" 金属离子载体和输送其他

内源" 外源性物质的作用 #

$

$

& 研究金属离子与血清白蛋白的荧光猝灭光谱对揭示金属离子在体内的输

送" 释放和生理功能有着至关重要的意义#

(")

$

& 引起蛋白质荧光猝灭的原因有动态和'或(静态猝灭! 动

态猝灭主要是由碰撞引起的! 是一种电子或能量转移过程! 不会影响蛋白质的两级结构和生理活性& 而

静态猝灭是因为配合作用! 通常是产生了不发荧光的配合物! 对蛋白质的两级结构和生理活性产生影

响& 因此! 有必要对金属离子对血清蛋白构象的影响进行研究! 以深入探讨两者的结合本质与规律 #
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牛血清白蛋白'
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(是来源于牛血清中的一种主要载体蛋白! 被广泛用于小分子

参与的生物体内运输的相关研究& 本研究选用
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种离子为代表! 用荧光

光谱法和紫外吸收光谱法对诱导的牛血清白蛋白构象变化进行了研究
@

并对这几种离子与牛血清白蛋白

作用的异同进行了比较分析! 在于揭示生命体中多种二价离子与牛血清白蛋白的结合规律&
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研究方法
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!; 溶液体系的荧光光谱测定* 分别移取
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"&的同种金属离子
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! 用缓冲溶液

稀释至刻度! 摇匀进行荧光光谱测定& 测定时发射与激发狭缝宽度均为
!R) /4

! 扫描速度为
& !%% /4
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4./
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! 激发波长为
!M%R% /4

! 室温下绘制
!L%R%%()%R% /4

发射光谱! 记录最大荧光强度& 重复以上操

作
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次! 分别取平均值&

牛血清白蛋白
!

金属离子
>

!; 溶液体系的紫外吸收光谱测定* 分别移取
&R% 4'

牛血清白蛋白溶液于
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只
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具塞试管! 其中
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只加入
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&& 的各种金属离子
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! 所有试管用缓冲溶液

稀释至刻度! 摇匀! 以缓冲溶液为空白对照测定紫外吸收光谱&
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结果与分析

#"!

金属离子
$

#% 对牛血清白蛋白的荧光猝灭效应

图
&

为相同牛血清白蛋白浓度'
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(时! 各种金属离子
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牛血清白蛋白体系
!L%R%V

()%R% /4

荧光发射光谱图& 实验中测得未加牛血清白蛋白的金属离子缓冲溶液的荧光强度非常小'图

#9

(! 对牛血清白蛋白在其最大发射波长处的荧光强度影响可忽略不计& 从图
#

可见* 随着体系中
>

!;

的增加! 荧光发射峰的峰形和峰位置并没有发生变化 ! 除
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!;对牛血清白蛋白几乎无猝灭作用外

'图
#9

(! 其他金属离子对牛血清白蛋白的发射荧光强度随着金属离子浓度的增加在
$($R% /4

附近呈有

规律的降低& 不同金属离子对牛血清白蛋白猝灭效果为*
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!; 对牛血清白蛋白的猝灭效果最强'图
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!; 对牛血清白蛋白的猝灭作用次之'
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!; 的猝灭作用略大于
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('图
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!; 对牛血清白蛋

白的猝灭效果最小'图
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(& 同时! 将这几种金属离子半径比较'表
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(发现* 二价金属离子半径越小! 金
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属离子对牛血清白蛋白的猝灭作用越强! 这说明二价金属离子离子半径越小" 越能克服空间位阻" 与牛

血清白蛋白蛋白大分子的生色团接触" 使荧光猝灭的效应得到加强!
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不同浓度
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&'与牛血清白蛋白反应体系的荧光光谱图
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附近" 其是否属静态猝灭后续进一步说明*
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金属离子与牛血清白蛋白结合的平衡常数及结合位点测算
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高兴军等) 二价金属离子与牛血清白蛋白的相互作用
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!

$

"

#

!

%' 当$

"

%

!

!

!

$

"时&

%

%

"

!$

!

%

%

#

$

!

%"

'

$

"

%

#

$

!

%' !

(

"

在静态猝灭中& 荧光体系的强度与其游离弄度量呈正比!形成配合物为非荧光性的"#

$

!

%

'

$

!

%

%

"&'&

%

' !

)

"

由!

(

"和!

)

"式可得

*+

!!

&

%

,&

"

'&

"

& *+%

%

- # *+

$

"

%' !

.

"

按照!

.

"式处理图
/

数据& 将
*+

$!

&

%

$&

"

'&

%对
*+

$

"

%进行拟合& 得到拟合曲线!图
!0

&钙(图
!1

& 钴(

图
!2

& 镍( 图
!3

& 锌"& 进而计算求得
24

!-

&

25

!-

&

67

!- 和
89

!- 与牛血清白蛋白的结合常数
%

"

& 结合位

点
#

& 相关参数见表
!

'

图
! *+

!#

&

"

!

&

$

'&

"对
*+

!

"

"方程图

:7+;<= ! >*5?@ 5A *+

$!

&

%

,&

"

':

%

?5 *+

$

"

%

由图
!

和表
!

可见# 式!

.

"得到的拟合曲线具有良好的线性关系&

25

!-

&

67

!-

49B 89

!- 与牛血清白蛋

白的结合常数
%

%

较大& 且结合数
#"/

& 说明
25

!-

&

67

!-和
89

!- 与牛血清白蛋白能够有效的结合形成配合

物& 促使大分子构象发生改变& 对牛血清白蛋白的猝灭属于静态猝灭( 而
24

!- 与牛血清白蛋白的结合

常数较小& 其结合位点数
#＜/

& 因而判断
24

!-与牛血清白蛋白不能有效的结合& 对牛血清白蛋白构象

的改变影响不大& 属于动态猝灭'

1C0%24 1C0%25 1C0%67 1C0%89

%

%

'

!

D

)

E5*

$/

"

$)F/G% % /H)F$(% % .(F.(% % .(F(G% %

# %FGIH G /F!%! ! %FI)/ $ /F$GG !

( %FIIH / %FIIH % %FIIH ) %FIGI H

表
! "#

!$

!

"%

!$

!

&'

!$和
()

!$与牛血清白蛋白反应的结合参数

J4K*= ! 179B79+ L4<4E=?=<@ 5A 24

!-

&

25

!-

&

67

!-

49B 89

!-

?5 1C0

对照表
/

中各二价离子与牛血清白蛋白猝灭过程速率常数
%

值& 说明若
%＜)HFG

& 则二价金属离子

HG%
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#
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对牛血清白蛋白的猝灭属碰撞引起的动态猝灭! 若
!＞$"%"

! 则二价金属离子对牛血清白蛋白的猝灭是

金属离子与牛血清白蛋白结合形成配合物引起的静态猝灭" 为进一步验证结论的可靠性! 下面从金属离

子对牛血清白蛋白构象的影响上做进一步说明"

!"#

金属离子对牛血清白蛋白构象的影响

牛血清白蛋白的
&' $%("

三羟基氨基甲烷!氯化氢#

)*+,!'-.

$缓冲溶液! 分别在
/!"%"

!

/0"%" 12

处出

现吸收峰#图
!

$! 其中
/0"%" 12

处的吸收峰是牛血清白蛋白分子中的色氨酸和酪氨酸的芳杂环的
!3!4

跃迁
5

带吸收和
-

%

&

6

的
1"!4

跃迁
7

带吸收所致! 该吸收带与蛋白质二级结构中的
"!

螺旋含量有关'

88

(

!

而
/!"%" 12

处的吸收峰则主要是由芳杂环的
!"!4

跃迁引起的)

图
!

相同浓度的金属离子
9

/:对牛血清白蛋白紫外光谱的影响

;+<=*> ! ?@ ,&>A)*B CD )E> 5FG +1 )E> ,B2> AC1A>1)*B)+C1 CD HB*+C=, 2>)B..+A+C1 9

/:

由图
!G

可见* 在各种离子浓度相同的条件下!

9<

/: 对牛血清白蛋白的
/!"%" 12

和
/0"%" 12

处的

吸收峰吸收强度和位移没有任何影响! 可以断定!

9<

/: 与牛血清白蛋白不发生相互作用!

9<

/: 的存在

不会改变牛血清白蛋白构象+

-C

/:

!

I+

/: 和
J1

/: 存在下! 牛血清白蛋白
/!"%" 12

处吸收峰强度增强且峰

位明显向高波长移动近似相同的位移! 而
/0"%" 12

处吸收峰吸收峰位置基本不变但强度增强 #图
!5

$!

这说明
-C

/:

!

I+

/: 和
J1

/: 对牛血清白蛋白分子
!3!4

跃迁的影响具有一致性! 而
/0"%" 12

处吸收强度的

差异主要是由
-

%

%

6

的
13!4

跃迁
7

带吸收所致! 这说明这
!

种离子与牛血清白蛋白借助分子间力形成

超分子配合物! 牛血清白蛋白多肽链
"!

螺旋结构发生改变! 导致分子内部的色氨酸和酪氨酸残基的芳

杂环疏水基团裸露! 蛋白质分子结构发生了变化'

8/"8(

(

)

由图
!5

*

!

种金属离子与牛血清白蛋白结合对分子结构影响的大小顺序为
J1

/: ＞I+

/: ＞-C

/:

) 这与

这
!

种金属离子与牛血清白蛋白结合猝灭过程常数的关系非常一致! 充分说明这
!

种金属离子对牛血清

白蛋白荧光的猝灭不是由于碰撞引起的动态猝灭! 而是主要由于形成了配合物使蛋白分子结构发生改变

而引起的静态猝灭)

-B

/: 虽然在
/!"%" 12

与
-C

/:

!

I+

/: 和
J1

/: 的对牛血清白蛋白的影响一致! 但是在

/0"%" 12

处牛血清白蛋白吸收峰的大小和位移都没有发生改变! 这说明
-B

/: 虽然能借助分子间力影响

牛血清白蛋白分子的
!3!4

跃迁! 但是对牛血清白蛋白多肽链
"

螺旋结构
-

%

%

6

的
13!4

跃迁没有产生

太大影响! 对牛血清白蛋白构象影响很小! 说明
-B

/: 并没有与牛血清白蛋白有效结合!

-B

/: 对牛血清白

蛋白的猝灭属动态猝灭)

#

讨论

-B

/:

!

-C

/:

!

I+

/: 和
J1

/: 等虽然同属第
!

周期二价金属离子! 都能对牛血清白蛋白的荧光产生猝灭作

用! 猝灭作用大小顺序为
J1

/: ＞I+

/: ＞-C

/: ＞-B

/:

! 对照这几种离子的离子半径不难发现! 猝灭作用的

大小顺序与这几种金属离子的离子半径刚好相反! 即离子半径越小猝灭作用越强) 但根据结合位点模型

和紫外光谱分析判断
-C

/:

!

I+

/: 和
J1

/: 对
5FG

的猝灭属静态猝灭! 而
-B

/: 对牛血清白蛋白的猝灭属动

态猝灭) 这可能与蛋白分子中金属离子结合位点处的空间位阻有关) 理论上这几种二价金属离子都应该

能与金属离子结合形成配合物! 但是由于受到结合位点附近结构域的空间位阻的影响! 只有离子半径较

小的金属离子
-C

/:

!

I+

/: 和
J1

/: 能够有效进入结合位点! 而
-B

/: 由于自身的离子半径较大! 受到结构域

高兴军等* 二价金属离子与牛血清白蛋白的相互作用
$08
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空间位阻的阻挡作用! 不能有效进入结合位点所致" 因而! 影响二价金属离子与牛血清白蛋白结合的因

素除二价离子半径外! 还受牛血清白蛋白结合位点附近结构域的空间位阻的影响"

&'

!(属第
!

周期二价金属离子! 离子半径远小于讨论的其他几种金属离子! 能够轻易克服空间位阻

到达结合位点! 但是结果显示!

&'

!( 甚至不对牛血清白蛋白的荧光产生猝灭作用" 主要原因可能是
&'

!(

具有最小的离子半径! 最大的水合半径和最高的电荷密度! 其水合半径是其离子半径的
)%%

倍! 而
*+

!(

的水合半径与其离子半径之比才
!,

倍#

#,!#-

$

! 如此大的水合半径阻碍了
&'

!( 与牛血清白蛋白的有效碰撞!

使电子或能量的转移受阻! 从而导致
&'

!( 对牛血清白蛋白荧光无猝灭作用"

由此可以见% 金属离子半径对牛血清白蛋白荧光猝灭起着重要的作用! 这主要受到牛血清白蛋白分

子结合位点附近结构域的空间位阻的影响" 离子半径太大! 金属离子不能有效进入结合位点" 但是具有

较小离子半径的
&'

!( 可能由于离子周围水合半径过大的影响而不能与牛血清白蛋白发生有效的碰撞来

引起电子或能量转移! 对牛血清白蛋白荧光无猝灭作用" 另外! 可以推测! 在结合位点处与金属离子参

与成键的基团应该至少在
!

个以上" 牛血清白蛋白分子上多个基团与金属离子的协同成键! 才导致
./0

的结构发生变化! 造成牛血清白蛋白荧光的猝灭"
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