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采用中子小角散射谱仪对系列溶液样品进行测量, 直接获得锌离子2人血清白蛋白分子配位

体的亚微观结构参数。结合平衡透析法实验结果和其它已知条件, 定量地描述了锌离子与人血清

白蛋白在不同条件下相互作用的微观过程, 其结果与传统化学和生化方法所得结果相吻合。
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人血清白蛋白分子是血清中的主要可溶性蛋白组份。其多种的物理生化性质, 使之对血液

渗透压, 不同金属离子和其它配位体的输运、分布及其代谢都有着极为重要的影响。另一方面,

锌又是人体生长发育、DNA 和蛋白质合成中不可缺的元素; 人体血液中 98% 的可交换锌是

与 H SA 相结合的[ 1 ]。研究锌离子 (Zn2+ ) 2H SA 配位体有很大的现实意义。鉴于以往对 Zn2+ 2
H SA 的研究方法集中于普通化学方法, 如平衡透析等, 难于获得其微观结构的直接信息。若结

合中子小角散射, 即可全面地了解 Zn2+ 与 H SA 分子的相互作用及其微观结构。

1　样品
实验所用人血清白蛋白 (H SA ) 样品为北京红十字血液中心的市售产品, 电泳纯, 所含金

属离子杂质质量分数小于 0103%。缓冲剂为纯度大于 9815% 、浓度为 011 mm o löL 的 N aC l2
T ris2HC l 溶液; pH = 7143±0102。实验用 H SA 2Zn2+ 样品中, 人血清白蛋白浓度 c (H SA ) =

0117 mm o löL , 锌离子浓度 c (Zn2+ ) 依次为: 0、0100459、010336、01198、0134、01508、0185、114

和 7 mm o löL , 为去离子水2缓冲剂溶液系列样品。c (H SA ) 和 c (Zn2+ ) 的准确数值分别用紫外

分光光度计和 ED TA 滴定法定出。H SA 相对分子量为 65600, 相对较小, 因此未采用重水2缓
冲剂, 避免了 H SA 分子中的氢与重水中的氘在氢2氘交换后对 H SA 分子的分子量和结构, 乃

至缔合规律可能产生的影响[ 2 ]。溶液中大量含氢的结果会使散射强度中的非相干成份较大, 对



数据点的信噪比不利。

预先配制不含 H SA 的系列去离子水2缓冲液样品, 溶液中 c (Zn2+ ) 仍如上所述。经中子小

角散射测量证实: 可忽略 Zn2+ 水合离子的中子小角散射效应; H SA 2Zn2+ 系列实验样品的效应

可视为仅是 H SA 分子的贡献。实验用 H SA 2Zn2+ 样品在 20±3 ℃ 下静置 1 h 后开始测量。样

品容器采用对中子透射率接近 100 % 的石英槽。测量时温度均为20±3 ℃。实验在中国原子

能科学研究院和俄罗斯联合核子研究所的中子小角散射谱仪上进行。测量时间依据反应堆中

子通量的不同, 每个样品设定为 1 h 或 3 h。

2　化学实验结果
在 c (Zn2+ ) 较低时, 人血清白蛋白分子 (H SA )单体是心脏形生物分子 (图1)。c (Zn2+ )升高

至一定水平后, H SA 分子形状会逐渐由心形展开为 L 形。研究表明[ 3 ]: H SA 分子上金属离子

的最可几结合位置在空间构形彼此相同的子链Ê、Ë 上的疏水基空隙处。处于心形底部的子

链 É 是金属离子最后的结合位置。由于子链 É 的折叠程度远大于子链 Ê 和 Ë , 金属离子结

合位置的数目会小于子链 Ê 或 Ë 上的值。H SA 单体中金属离子可能的结合位置, 在其表面

上仅在 10 个左右。

根据由平衡透析所得 H SA 缔合反应平衡常数推算[ 1 ] , 在室温下, 当 pH = 7143, c (H SA )

= 117×10- 4 m o löL , 且 c (Zn2+ ) t= 511×10- 4 m o löL , c (Zn2+ ) f= 511×10- 6 m o löL 时, 有

K b = c (Zn2+ ) böc (H SA ) = [c (Zn2+ ) t - c (Zn2+ ) f ]öc (H SA ) = 2197≈ 3 (1)

K t = c (Zn2+ ) töc (H SA ) = 3 (2)

其中: c (Zn2+ ) t是溶液中 Zn2+ 的总浓度; c (Zn2+ ) b和 c (Zn2+ ) f分别是溶液中结合 Zn2+ 和自由

Zn2+ 的浓度; K t和 K b依次是 H SA 分子与 Zn2+ 的总投入比和平均结合比。反应中 K t和 K b数

值极为接近, 如无特殊说明则不予以区别。图2中曲线在 K b≈ 3 和 K b≈ 8 处有拐点。这说明拐

点前后 K b与 c (Zn2+ ) t间的宏观依赖关系以及对应的微观结构均可能有变化。

　 图1　人血清白蛋白单体分子立体结构图

F ig11　Stereo view of hum an serum

album in (H SA ) monom er

　 图2　H SA 平均结合比 K b与锌离子浓度

c (Zn2+ )关系图

F ig12　A veraged b inding num ber K b versus zinc ion

concen trat ion c (Zn2+ ) p rofile
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3　中子小角散射实验结果与分子构象
实验结果以强度 I (Η) 2角度 Η的形式给出, 再经标准数据处理软件计算出 H SA 2Zn2+ 配位

体在不同 c (Zn2+ ) 下的回转半径 R g值和外推出的零角度散射强度 I (0) (图3)。根据 R g和

I (0) 与微观结构的、不同的函数关系得到有关结论。

若给 H SA 分子中的每个原子都附带上一个等于其核散射长度 f i值的系数, 取这些点集

的公共散射重心 A c为参考点, 根据各个原子到 A c的距离 A cA i可得 R g2= ∑f i (A cA i) 2ö∑f i。

可见, R g不仅仅是个简单的几何概念, 还包含有其它结构参量。由 R g数值反推 H SA 分子构象

的具体的几何参数还需要其它条件。但在本文所涉及的反应中, 由于 H SA 分子中的子链结构

均保持相对稳定, 所以从 R g数值的变化能够判断出 H SA 分子空间延展程度的改变。例如, 当

H SA 单体由心形展开为 L 形 (单体形变) 或发生缔合反应时, R g升高。反之亦然。需要注意:

(1) R g值可直接由中子小角散射曲线算出, 无需对 H SA 的结构和形状做任何预先假定; 仅通

过 R g的变化不能直接区分单体形变和缔合。(2) 在溶液中存在着多组份溶质分子, 如心形或L

形 H SA 分子单体和双体 (缔合二聚体) , 乃至更高聚体等的情况下, 本文所测的 R g是各组份单

一 R g值对各组份百分含量的加权平均值。

反映 I (0) 与分子构象的关系, 比 R g更为直接, 它反映了 H SA 分子的体积。式 (3) 为以

H SA 单体和双体二组份体系为例给出的 I (0) 的表达式。假设 H SA 双体体积为单体的 2 倍,

忽略 Zn2+ 的散射效应, 则

I (0) = M (2õ ∑f i - Θ0 õ 2V ) 2 + K (∑f i - Θ0 õV ) 2

= (4M + K ) (∑f i - Θ0 õV ) 2 (3)

2M + K = N (4)

N 为反应起始时 H SA 单体总数;M 和 K 则分别是某 c (Zn2+ ) 下缔合平衡时 H SA 二聚体和

单体数目; ∑f i是构成 H SA 单体的全部原子的核散射长度之和; Θ0是溶剂 (水) 的散射长度密

度, Θ0< 0; V 是 H SA 单体 (排开水) 的体积。其它更复杂的情况可由上式外推。由于 4M + K ≥

2 M + K , 所以缔合将可明显增大 I (0)。反之亦然。

R g 和 I (0) 反映分子空间构象的角度不同, 可简单地理解为: R g是分子的最大线度值,

I (0) 是分子体积。两者对“单体形变”、“络合”、“缔合”和“解缔合”等效应的敏感程度也有所差

异。例如 H SA 单体形变的情形: 忽略 Zn2+ 的散射效应后, H SA 单体的∑f i可视为不变; 由于

单体形变对子链结构影响较小, V 不变。由式 (3)、(4) 可知, H SA 单体形变使得 R g有较大增

长, 同时 I (0) 则变化不明显。而缔合效应对 I (0) 的影响可用因子 (4M + K ) ö(2M + K ) 表征,

影响却很明显。这是本文得到微观结构唯一解的基础, 也是本实验的关键。

4　讨论
对每个 H SA 分子的平均效果而言, 水合锌离子将优先连接在 H SA 分子的子链 Ê 和 Ë

上, 称为“络合”Zn2+ , 不起分子间的连接器作用。由图 3 可知, 在 0≤c (Zn2+ ) t≤314×10- 4

m o löL 范围内, R g和 I (0) 基本不变。此时 H SA“络合”单体 R g= 317±012 nm , I (0) = 0143±

0103 (相对单位)。

在314×10- 4 m o löL ≤c (Zn2+ ) t≤511×10- 4 m o löL 范围内, R g和 I (0) 急剧增加, 因缔合

效应使 H SA 分子的空间延展程度和分子体积大幅度地同步增加。新加入的水合锌离子则充
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当 H SA 分子单体间的连接器, 称为“缔合”Zn2+ 。平衡透析无法区别“缔合”Zn2+ 和“络合”

Zn2+ , 因此不能判别“缔合”效应是否发生。H SA 缔合二聚体中,“缔合”Zn2+ 的 4 条结合键由于

子链 Ê 和 Ë 上结合位已占满, 将只能跨接在两单体的子链 É 上。每个 H SA 缔合二聚体将

按“对底连接”的空间构型共同拥有 5 个锌离子。而以单体形式存在的 (并非全部 H SA 分子都

缔合成二聚体)每个 H SA 分子则含 3 个锌离子。

K t= 3 时, 由平衡常数计算, 可忽略三聚体的数目, 得到M öN = 013, K öN = 014。并可计

算出 H SA 双体 R g= 514±012 nm , I (0) = 0170±0104 (相对单位)。而 0170ö0143= 116, 此数

值与 (4M + K ) ö(2M + K ) = (013×4+ 014) ö(013×2+ 014) = 116 相等, 说明 H SA 双体体积

等于单体体积 2 倍的假设成立, 缔合并未使二单体间发生体积重叠。这可部分解释以下解聚

合过程发生的原因。K b= 013×5+ 014×3≈ 3。对比图3 中 R g2c (Zn2+ ) t 曲线在 c (Zn2+ ) t= 511

×10- 4 m o löL , 即 K b≈ 3 附近有唯一的峰值, 说明由中子小角散射所得微观过程与化学实验

所得结果非常符合。

图3　H SA 回转半径 R g和零点强度 I (0) 与锌离子浓度 c (Zn2+ ) 关系图
F ig13　R adius of gyrat ion R g and in tensity at zero angle I (0)

versus zinc ion concen trat ion c (Zn2+ ) p rofile
△, ●——R g; 　×, ○—— I (0) ; △, x——是在俄罗斯做的

在511×10- 4 m o löL ≤c (Zn2+ )≤117×10- 3 m o löL 范围内, 区间右边界 K t= 8 是估计值,

但它的准确与否并不改变下述分析。有几种过程同时发生: H SA 心形二聚体解聚合为 H SA

心形单体, 对应 R g和 I (0) 下降; H SA 心形单体解散变形为 L 形单体, 对应 R g上升、I (0) 变

化不大; H SA 的 L 形单体发生新的络合反应, 对应 R g和 I (0) 变化不大, 发生新的缔合反应,

对应 R g和 I (0) 则上升, 导致图3 中该区间内 R g和 I (0) 随 c (Zn2+ ) 的非单调变化。这种多重

效应在图2 中已被“平均化”成一条直线, 而图3所示中子小角散射结果明确指出了图2 中 3 段

折线在微观过程本质上的差异。

在1×10- 3 m o löL ≤c (Zn2+ ) ≤7×10- 3 m o löL 范围内, 可认为溶液中已不存在 H SA 的心

形分子单双体, 而仅存 H SA 的 L 形单体和 L 形多聚体。图2 中 K b≈ 8 是类同于 K b≈ 3 的直

线拐点。H SA 分子单体形态从心形向 L 形转变的完成, 客观上使每个 H SA 分子中有更多的

171第2期　　贺　健等: 人血清白蛋白与锌离子缔合效应的中子小角散射研究



锌离子结合位能与溶液中的水合锌离子在“络合”与“缔合”方式间竞争结合, 并可能出现网状

高聚物。由图3 可见,“缔合”方式占优使 R g有较快的增长, 直至 7 mm o löL 时溶液中出现肉眼

可见的白色絮状沉淀。

中子小角散射结果对图2 曲线的解释显示了定量的一致性和与生化方法在宏观2微观测

量上的互补性。从交叉学科的角度讲, 通过系统的对比实验将有望对临床中与之有关的生理、

病理现象做出更有力的解释。
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THE ASSOC IAT ION EFFECT OF HUM AN SERUM
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ABSTRA CT

T he m icro scop ic param eters of the H SA 2Zn
2+ , R g and I (0) , are ob tained directedly by sm all angle of

neu tron scat tering (SAN S) under differen t concen trat ions of zinc ion. Comparing w ith o ther relevan t ex2
perim ental resu lts, e. g. equ ilib rium dialysis, w e can determ ine and dist ingu ish the apparen t in teract ive

subsquences in to mo re detailed sub2act ions, 　such as self2associat ion, in ter2asso sciat ion, dein tegrat ion

and deconfo rm ation et al. , o r even certain com binat ion of them , o ther than som e indirect and m icro scop ic

resu lts. R esu lts ob tained by SAN S can qualitat ivew ly and readily in terp ret the characterist ics of from the

viewpo in t of m icro scop ic p rocess.

Key words　H um an serum album in　Zinc ion　A ssocia t ion effect　Sm all ang le of neu2
t ron sca t tering
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