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·研究论文· 

铱(IV)离子与人血丙种球蛋白的作用研究 

常希俊*    黄  艳    贺  群 
(兰州大学化学化工学院  兰州 730000) 

摘要  在 0.1 mol•L－1醋酸-醋酸钠(pH 5.0)体系中, 采用紫外吸收光谱、荧光光谱及同步荧光光谱法研究了人血丙种球

蛋白(gamma seroglobulinum humanum, 简称 GSH)与铱(IV)离子的相互作用. 结果表明, Ir(IV)离子使人血丙种球蛋白的

构象发生了改变, α-螺旋含量减少, 并且用同步荧光光谱发现 Ir(IV)离子与人血丙种球蛋白的作用位点更接近于色氨酸, 

从而使色氨酸残基的疏水性略有减小. 荧光光谱结果表明 Ir(IV)对人血丙种球蛋白内源荧光(342 nm)产生了较强的荧光

猝灭作用, 根据不同温度下 Ir(IV)对人血丙种球蛋白的荧光猝灭作用, 证明了这种荧光猝灭为静态猝灭机制, 计算了其

结合常数和结合位点数, 从而得出了静电作用力为其主要的作用力.  
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Study on the Interaction between Ir(IV) and Gamma  
Seroglobulinum Humanum 

CHANG, Xi-Jun*    HUANG, Yan    HE, Qun 
(Department of Chemistry and Chemical Engineering, Lanzhou University, Lanzhou 730000) 

Abstract  In this paper, the interaction of gamma seroglobulinum humanum (GSH) with Ir(IV) has been 

investigated by using absorption spectra, fluorescence spectroscopy and synchronous fluorescence spectros-

copy. In the system of acetic acid-sodium acetate buffer (0.1 mol•L－1, pH 5.0), Ir(IV) enhanced the intensity 

of the characteristic absorption peak of GSH, accompanied with red shift, showing that binding of Ir(IV) to 

GSH had strong impact on protein conformation with decrease of α-helical content of the protein and local 

perturbation around the hydrophobic binding pocket of tryptophan and tyrosine amino acid residues. The 

fluorescence intensity of GSH at 342 nm was quenched when Ir(IV) was added, the quenching mechanism 

of GSH affected by Ir(IV) was a static quenching procedure, and the binding number n and binding constant 

K were calculated. The effect of Ir(IV) on the conformation of GSH was further analyzed using synchronous 

fluorescence spectroscopy. The results indicated the perturbation around the tryptophan residues, which was 

in agreement with that by absorption spectra. 

Keywords  Ir(IV); gamma seroglobulinum humanum (GSH); absorption spectroscopy; fluorescence spec-

troscopy; synchronous fluorescence spectroscopy 

近年来人类在治疗心血管病[1]、癌症[2]等疾病的过

程中发现, 过去很多病因不明的疾病与人们生活的环境

密切相关, 特别是环境中的金属因素. 一些研究[3～5]表

明, 化学元素对癌症具有双重作用: As, Be, Ni, Pb和 Cd

等能诱发和助长肿瘤以至癌症; 而 Pt, Pd, Ir, Cu, Se, Mg, 

Mo, Si, Zn和Mn等元素及其配合物具有抗癌性和抑癌

性. 可见, 改变化学元素在体内的浓度, 有希望成为既

可消灭癌细胞又不伤害正常细胞的“金属疗法”, 因此

研究金属离子及其配合物与蛋白质的相互作用对于癌

症的治疗有着重要意义.  
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丙种球蛋白又称 γ-球蛋白 , 是免疫球蛋白

(Immuneglobulin, Ig)的主要成分, 其分子有 17 个 S—S

键和四条肽链, 它是浆细胞产生的一种具有免疫作用的

球蛋白 Ig[6,7], 能特异地与抗原相结合形成抗原-抗体复

合物, 从而阻断抗原对人体的有害作用. 关于人血丙种

球蛋白与稀土元素相互作用的研究已见报道[8,9], 而很

少有与具有抗癌性元素(尤其是元素 Ir)相互作用的研究

报道. 这类元素与人血丙种球蛋白的相互作用能直接反

映其对人血丙种球蛋白的亲和力和作用方式, 这对理解

该类元素及其配合物的抗癌活性具有重要的意义.  

本文在醋酸盐缓冲体系(pH 5.0)中用紫外吸收光

谱、荧光光谱及同步荧光光谱法研究了人血丙种球蛋白

(gamma seroglobulinum humanum, 简称 GSH)与铱(IV)

的相互作用. 实验发现 Ir(IV)离子对人血丙种球蛋白的

构象产生了影响 ; 同时还讨论了人血丙种球蛋白与

Ir(IV)离子相互作用的方式及其荧光猝灭机理, 得出了

人血丙种球蛋白与 Ir(IV)离子相互作用的结合常数、成

键位置数, 希望为设计合成具有应用前景的高效低毒的

抗癌药物提供一定的科学研究基础及理论依据.  

1  实验部分 

1.1  仪器和试剂 

UV-240型紫外吸收光谱仪(日本岛津公司); RF-540

型荧光分光光谱仪(日本岛津公司); pHS-10C 型酸度计

(中国, 萧山); SHZ-88-1 台式水浴恒温振荡器(中国, 江

苏). 人血丙种球蛋白(GSH)(上海生物制品研究所, 纯

度不低于 95%), 用蒸馏水配制成 1×10－5 mol•L－1储备

液, 并置于冰箱中(0～5 ℃)保存; (NH4)2IrCl6(光谱纯), 

参照文献方法[10]配置成 1×10－5 mol•L－1; 无水乙酸钠、

冰醋酸均为分析纯, 配制乙酸-乙酸钠缓冲液(pH 5.0), 

并置于冰箱中(0～5 ℃)保存; 硼酸-氯化钠-硼砂缓冲

液(pH 7.09).  

1.2  实验方法 

1.2.1  紫外吸收光谱的测定  

取几只 10 mL 比色管, 分别加入 0.5 mL 1×10－5 

mol•L－1人血丙种球蛋白储备液及 1.0 mL 0.1 mol•L－1的

醋酸-醋酸钠(pH 5.0)缓冲溶液, 然后依次加入不同量的

1×10－5 mol•L－1 Ir(IV)离子, 用蒸馏水稀释至刻度, 放

入水浴恒温振荡器内振荡, 以蒸馏水为参比, 记录室温

下 190～330 nm范围内的紫外吸收光谱.  

1.2.2  Ir(IV)与人血丙种球蛋白的荧光光谱测定 

取几只 10 mL 比色管, 分别加入 0.5 mL 1×10－5 

mol•L－1人血丙种球蛋白储备液及 1.0 mL 0.1 mol•L－1乙

酸-乙酸钠(pH 5.0)缓冲液 , 然后依次加入不同量的

Ir(IV)离子, 用蒸馏水稀释至刻度, 放入水浴恒温振荡

器内, 控制温度为(25±0.1) ℃, 振荡 90 min, 用 1 cm

石英池在荧光光谱仪上测定并记录荧光光谱. 测量时选

择的激发波长和发射波长分别为 291和 342 nm, 激发和

发射狭缝宽度均为 10 nm. 按照上面的步骤依次测量 

(37±0.1) ℃和(47±0.1) ℃的荧光光谱.  

1.2.3  Ir(IV)与人血丙种球蛋白的同步荧光测定 

用 1.2.2所配的(25±0.1) ℃的溶液, 用 1 cm石英池

在荧光光谱仪上, 固定激发和发射波长间隔 ∆λ 分别为

20和 60 nm, 同时扫描激发和发射波长并记录同步荧光

光谱.  

2  结果与讨论 

2.1  实验条件的选择 

2.1.1  反应时间 

结果表明, Ir(IV)与人血丙种球蛋白的结合在室温

(25 ℃)下 90 min可达稳定, 且至少能稳定 4 h.  

2.1.2  酸度 

分别试验了 Ir(IV)离子在 0.01 mol/L 乙酸-乙酸钠

(pH 5.0)和 0.01 mol/L硼酸-氯化钠-硼砂(pH 7.09)两种

不同的缓冲体系中与人血丙种球蛋白的相互作用. 实验

发现在人血丙种球蛋白存在时, 当溶液的 pH 值在 7.00

左右时, 若[Ir(IV)]＞1×10－5 mol/L, 则溶液出现浑浊. 

在相同的 pH 条件下, 直接向没有人血丙种球蛋白的缓

冲溶液中加入相同浓度的 Ir(IV)离子溶液, 尚未出现浑

浊现象. 由此, 说明在 pH 7.00左右时, 可能是 Ir(IV)离

子与人血丙种球蛋白相互作用而发生凝聚. 故本文分别

试验了小于 7 的不同 pH 值对体系荧光强度的影响, 实

验发现: pH 1～3时, 荧光强度随着 pH值的增大而逐渐

降低; pH 3～7时, 荧光强度随着 pH值的增大而趋于基

本稳定, 考虑在 pH 5附近时 pH的较小改变对荧光强度

的影响较小, 故本文选择 pH 5.0为最佳酸度.  

2.2  紫外吸收光谱 

图 1 为 Ir(IV)对人血丙种球蛋白紫外吸收光谱的影

响. 由图 1 可见, 人血丙种球蛋白在紫外光谱区显示了

两个特征的蛋白质吸收带, 其峰位置分别为 215和 278 

nm. 随着 Ir(IV)离子的不断加入, 这两个特征峰均逐渐

增强, 体系的吸收光谱呈现明显的增色效应, 最大吸收

峰位均产生明显的红移. 加入 Ir(IV)离子后 GSH吸收光

谱的这些变化表明 Ir(IV)离子与GSH发生了较强的相互

作用.  

蛋白质的构象变化是指多肽链中的一切原子由于

单键的旋转而产生的空间排布变化[11]. 目前对蛋白质

构象变化的研究主要集中在分析 α-螺旋、β-折叠、β- 
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图 1  Ir(IV)对 GSH 吸收光谱的影响 

Figure 1  Effect of Ir(IV) on the absorption spectra of GSH    

cGSH＝1×10－6 mol•L－1, from 1 to 5, c Ir(IV)＝0, 3×10－6, 5×10－6, 7×10－6,  

1×10－5 mol•L－1 

转角和无规卷曲构象含量之间的变化上, 而与其相对应

的氨基酸微环境在一定程度上与光谱特征相关, 因此由

光谱特征的变化可获得蛋白质构象变化的情况[12～14]. 

以 GSH为例, 它在 215 nm附近的吸收主要是由肽键的

C＝O 基的 π-π*跃迁引起的, 与蛋白质分子的 α-螺旋含

量有关[14], 而 278 nm 附近的吸收峰是其肽链上色氨酸

和酪氨酸的芳杂环 π-π*跃迁引起的[15]. 当加入 Ir(IV)离

子时, 215 nm附近的吸收峰随着 Ir(IV)离子浓度的增大

而增强, 说明 Ir(IV)离子与人血丙种球蛋白结合后, 使

蛋白质分子的构象改变、α-螺旋含量减小, 从而使 215 

nm附近的吸收峰发生红移[16]; 同时当 Ir(IV)离子浓度逐

渐升高时, Ir(IV)离子诱导 GSH分子发生类似于降低 pH

值所出现的蛋白质肽链伸展现象[14], 使包围在 GSH 分

子内部的色氨酸和酪氨酸残基的芳杂环疏水基团裸露

出来, 从而使278 nm吸收峰的吸收增强, 同时使疏水基

团之间的疏水作用增强、π-π*跃迁能量增大、吸收峰发

生红移[16].  

2.3  荧光光谱 

图 2 是按照 1.2.2 节实验方法在 0.1 mol•L－1乙酸-

乙酸钠缓冲体系中, 在人血丙种球蛋白中加入不同量的

1×10－5 mol•L－1 (NH4)2IrCl6溶液后的荧光光谱, 实验记

录了激发波长为 291 nm时 300～400 nm的各荧光发射

光谱. 图2表明在实验范围内, 随着加入的 Ir(IV)量不断

增加, 荧光光谱发射波长维持在 342 nm 左右无明显变

化, 而荧光强度自上而下不断降低. 蛋白质天然荧光及

其变化在一定程度上反映了蛋白质分子中荧光发色团

本身及周围微环境的变化[13]. 这说明 Ir(IV)离子与 GSH

发生了相互作用, 且 Ir(IV)离子的作用使 GSH中荧光发

色团的微环境发生了改变, 也就是说 Ir(IV)离子与 GSH

的相互作用使 GSH的分子构象发生了改变. 

 

图 2  Ir(IV)对 GSH 荧光光谱的影响 

Figure 2  Effect of Ir(IV) on the fluorescence spectra of GSH 
cGSH＝1×10－6 mol•L－1; from 1 to 9, cIr(IV)＝0, 2×10－6, 3×10－6, 4×10－6,  

5×10－6, 6×10－6, 7×10－6, 8×10－6, 10×10－6 mol•L－1 

2.3.1  荧光猝灭机理及结合常数的初步确定 

荧光猝灭是溶液中猝灭体分子和荧光物质分子之

间发生相互作用, 致使荧光物质的荧光量子效率降低或

激发态寿命缩短, 从而导致荧光强度降低的现象. 荧光

猝灭可由动态猝灭、静态猝灭所引起. 一般情况下, 动

态和静态猝灭可依据不同温度条件下的结果加以区别, 

对于动态猝灭, 温度的升高将增加有效碰撞的离子数和

加剧电子转移过程, 使荧光物种的猝灭常数随着温度的

升高而增大; 若是静态猝灭, 则温度的升高将降低复合

物的稳定性使猝灭常数减小[17]. 假设荧光体与猝灭体

由于热运动等发生双分子碰撞时所引起的荧光猝灭为

动态猝灭, 则该猝灭服从 Stern-Volmer方程:  

F0/F＝1＋KSV[Q]＝1＋Kqτ0[Q] 

其中 F0与 F分别为未加猝灭体 Q及加了猝灭体 Q的荧

光强度, Kq 为双分子猝灭常数, τ0 为生物分子的荧光寿

命, KSV是 Stern-Volmer猝灭常数; 显然 

KSV＝Kqτ0  

本实验分别记录了 25, 37和 47 ℃下人血丙种球蛋白与

Ir(IV)反应的荧光光谱, 利用不同温度下的实验结果, 

以 F0/F与相应的[Q]即[Ir(IV)]作图(图 3), 不同温度下各

Stern-Volmer曲线的斜率(即 KSV)示于表 1. 由图 3和表

1可见, Stern-Volmer图形为线性直线, 且从低到高整个

浓度范围内呈良好的线性关系; 并且随着温度的升高, 

Stern-Volmer 猝灭曲线的斜率逐渐降低, 这表明 Ir(IV)

对 GSH 的荧光猝灭效应应归因于静态猝灭机制. 按生

物分子的荧光寿命 τ0为 10 ns[17], 由 Stern-Volmer 猝灭
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曲线的斜率可求得双分子猝灭常数 Kq(见表 1), 生物大

分子的最大猝灭常数为 2.0×1010 L•mol－1•S－1 [17], 而表

1中的双分子猝灭常数 Kq远大于最大猝灭常数, 这进一

步表明 Ir(IV)对GSH的荧光猝灭效应不是动态猝灭而是

静态猝灭; 同时由于动态猝灭只影响到荧光分子的激发

态, 因而并不改变荧光物质的吸收光谱, 而静态猝灭中

基态配合物的生成往往会引起荧光物质吸收光谱的改

变[18], 故由前面已描述的吸收光谱的改变再一次证明

Ir(IV)对 GSH的荧光猝灭是静态猝灭. 

 

图 3  不同温度下的 Stern-Volmer图 

Figure 3  Stern-Volmer plot at different temperatures 

cGSH and cIr(IV) are the same as those in Figure 2 

表 1  不同温度下 Ir(IV)对 GSH 的 Stern-Volmer 猝灭曲线的 

斜率 KSV、相关系数 R及双分子猝灭常数 Kq 

Table 1  The slopes KSV for the Stern-Volmer curves, their cor-

relation coefficients R and the dynamic quenching constants Kq of 

GSH with Ir(IV) at different temperatures 

T/℃ KSV/(L•mol－1) R Kq/(L•mol－1•s－1) 

25 5.04×104 0.9939 4.88×1012 

37 4.41×104 0.9935 4.11×1012 

47 3.42×104 0.9835 3.28×1012 

 

当猝灭体分子和荧光物质分子之间形成新的复合

物而发生静态猝灭时, 服从 Lineweaver-Burk方程: 

(F0－F)－1＝F－1＋KD•(F0[Q])－1  

以(F0－F)－1 对[Q]－1 作图得图 4. 根据直线斜率

(KD/F0)可算出其结合常数 KA(KA＝1/KD)分别为 4.88×

104 (25 ℃), 4.11×104 (37 ℃), 3.28×104 L•mol－1 (47 

℃); 其相关系数 R依次为 0.9942, 0.9885, 0.9978. 可见

该双倒数图呈现良好的线性, 并且温度对 Ir(IV)与 GSH

的结合常数影响较小, 这些结果与 Stern-Volmer方法处

理的结果基本一致, 故再次确定为静态猝灭. 

 

图 4  不同温度下的 Lineweaver-Burk图 

Figure 4  Lineweaver-Burk plot at different temperatures 

    cGSH and cIr(IV) are the same as those in Figure 2 

2.3.2  结合位点数 n 和结合常数 KA的进一步计算 

设 Ir(IV)离子与 GSH 形成 n 个结合位点的复合物, 

且这种复合物无荧光, 便可获得求算 KA和 n的公式[19]: 

lg[(F0－F)/F]＝lg KA＋nlg[Ir4＋] 

按上述公式分别作不同温度下 lg[(F0－F)/F]～ 

lg[Ir4＋]的双对数图, 如图 5. 根据截距与斜率求得不同

温度的 KA和 n, 见表 2. 由表 2 可看出, Ir(IV)离子与

GSH的结合常数与表 1结果基本相符, 并且温度对结合

常数的影响较小; 且结合位点数均为 1. 这表明 Ir(IV)离

子与 GSH的成键位置数是 1个, Ir(IV)离子与 GSH相互

作用时形成 1:1复合物. 

 

图 5  不同温度下 Ir(IV)对人血丙种球蛋白的双对数图 

Figure 5  Double-lg plot of Ir(IV) on GSH at different tempera-

ture 
cGSH and cIr(IV) are the same as those in Figure 2 

2.3.3  作用力类型的判定 

猝灭体和生物大分子相互作用主要是通过范德华

力、静电作用力和氢键作用力等进行的[20]. 因为温度效 
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表 2  不同温度下 Ir(IV)与 GSH的结合常数 KA、结合位点数

n及其相关系数 R 

Table 2  The binding constants KA, the binding numbers n and 

their correlation coefficients R at different temperatures 

T/℃ KA/(L•mol－1) n R 

25 6.33×104 1.0191 0.9958 

37 5.15×104 1.0184 0.9924 

47 4.98×104 1.0312 0.9896 

 

应对反应的结合常数影响比较小, 所以当温度相差不是

很大时, 可以把反应焓变看作为一个常数. 因此, 由

Lineweaver-Burk 方程中不同温度下的结合常数 KA, 可

根据下列方程计算出反应焓变、自由能和熵变. 

㏑(K2/K1)＝∆H(1/T1－1/T2)/R (4) 

∆G＝∆H－T∆S  (5) 

∆G＝－RT㏑ K2  (6) 

其中, ∆H, ∆G 和 ∆S 分别为反应焓变、自由能和熵变. 

通过计算得出 Ir(IV)与人血丙种球蛋白相互作用的 ∆H, 

∆S 和 ∆G 分别为－1.46×104 J•mol－1, 40.97 J•mol－1•   

K－1和－2.73×104 J•mol－1, 即 Ir(IV)与GSH相互作用时

焓变 ∆H＜0而熵变 ∆S＞0, 这表明 Ir(IV)与GSH的作用

力主要为静电作用力[21].  

2.4  Ir(IV)离子对人血丙种球蛋白构象的影响 

在蛋白质分子内的三种内源荧光生色团中, 常用色

氨酸的荧光来考查其构象的变化[22]. 而从方法上来说, 

在普通荧光光谱中, 这三种内源荧光生色团的荧光发射

峰基本重叠, 难以区分, 因而所得结果比较笼统, 而同

步荧光光谱能将其区分开. 固定激发波长与发射波长的

间距 ∆λ, 同步扫描激发波和发射波即可得同步荧光光

谱, 这种光谱已被用于蛋白质的构象变化的分析. 由  

∆λ＝20 nm所得的同步荧光只显示蛋白质中酪氨酸残基

的光谱特性, 而 ∆λ＝60 nm所得的同步荧光只显示蛋白

质中色氨酸残基的光谱特性 , 表现出色氨酸的荧光 . 

Burstein 认为色氨酸的最大发射波长与其所处的环境有

关, 随其所处环境的疏水性逐渐降低、其最大发射波长

红移[23], 若色氨酸的最大发射波长改变, 说明蛋白质的

构象发生了改变, 故由发射波长的改变可判断蛋白质的

构象变化.  

按照 1.2.3 节实验方法, 绘制 Ir(IV)离子与 GSH 的

同步荧光光谱图(图 6). 图 6中的(A)和(B)分别为加入不

同量的 Ir(IV)离子后人血丙种球蛋白中的酪氨酸和色氨

酸残基的同步荧光光谱图, 可以看出在此实验条件下, 

酪氨酸和色氨酸残基荧光同时被猝灭, 使其荧光强度下

降, 这表明整个GSH大分子更趋向于折叠态, 使α-螺旋

含量减少[24]. 随着 Ir(IV)浓度增大, 酪氨酸残基的特征

荧光光谱峰位基本不变, 而色氨酸残基的特征荧光光谱

峰位发生红移, 说明 Ir(IV)离子的引入使 GSH的构象发

生改变, 使其色氨酸残基所处的微环境疏水性略有减   

小[18,23], 该结果与紫外吸收光谱的结果一致. 但相比之

下, 色氨酸残基的荧光降低比酪氨酸残基更显著, 说明

Ir(IV)与人血丙种球蛋白的结合位点更接近于色氨酸残

基.  

 

图 6  Ir(IV)对人血丙种球蛋白同步荧光光谱的影响 

Figure 6  Effect of Ir(IV) on synchronous fluorescence spectra 

of GSH 

cGSH＝1×10－6 mol•L－1; from 1 to 5, cIr(IV)＝0, 2×10－6, 4×10－6, 5×10－6,  

6×10－6 mol•L－1; (A) ∆λ＝20 nm; (B) ∆λ＝60 nm 

3  结论 

通过结合紫外吸收光谱、荧光光谱及同步荧光光谱

法, 我们比较详尽地研究了人血丙种球蛋白与 Ir(IV)的

相互作用. 在 0.1 mol•L－1醋酸-醋酸钠(pH 5.0)体系中, 

发现 Ir(IV)使人血丙种球蛋白的特征吸收峰增强, 且最
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大吸收峰位产生明显的红移, 说明 Ir(IV)离子与人血丙

种球蛋白之间发生了较强的相互作用, 且使人血丙种球

蛋白的构象发生了改变: α-螺旋含量减小, 使包围在人

血丙种球蛋白分子内部的色氨酸和酪氨酸残基的芳杂

环疏水基团裸露出来; 由不同温度下 Ir(IV)对人血丙种

球蛋白内源荧光(342 nm)产生的较强的荧光猝灭作用, 

探讨了这种荧光猝灭为静态猝灭机制, 计算了其结合常

数和结合位点数, 从而得出了静电作用力为其主要的作

用力; 并用同步荧光技术考察了 Ir(IV)对人血丙种球蛋

白的构象的影响, 发现 Ir(IV)离子与人血丙种球蛋白的

作用位点更接近于色氨酸, 从而使色氨酸残基微环境的

疏水性略有减小, 该结果与紫外吸收光谱一致. 
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