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#络合物与蛋白质的相互作用及其应用
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研究了钙红
-=S

#

,

$络合物与牛血清蛋白#

b/9

$作用的共振光散射光谱#

BQ/

$%荧光光谱和电子吸

收光谱特征!建立了利用金属配合物作为探针测定痕量蛋白质的方法"钙红
-=S

#

,

$

-b/9

三元络合物的形

成导致
BQ/

强度和荧光强度的增大&同时引起电子吸收光谱的强度减小!

*+#7?

处吸收峰消失"在

)

K*'"*

!

*'E*

的酸度条件下!钙红
-=S

#

,

$络合物与
b/9

系统在
,;E7?

处有一增强的
BQ/

光谱峰!且增

强的
BQ/

强度与
b/9

的浓度呈线性关系"在实验室确定的优化条件下!

BQ/

强度与
b/9

浓度的线性范围

为
.'E*

!

;.

"

V

)

?Q

P;

!线性方程为
$c;*.'DD̀ !.;'#D1

#

b/9

!

"

V

)

?Q

P;

$!相关系数
Cc.'++E,

"方法

检出限为
*'"!k;.

P!

"

V

)

?Q

P;

"该方法成功地用于人工混合样品中
b/9

含量的测定"对钙红
-=S

#

,

$络合

物与
b/9

的作用机制的研究表明!钙红
-=S

#

,

$络合物与
b/9

之间主要存在的是静电引力"

主题词
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钙红
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蛋白质是生物体的重要组成部分!是生命活动的物质基

础"研究蛋白质与小分子探针之间的作用机理和改进蛋白质

的分析方法在生命科学和医学临床检验领域中有着十分重要

的意义'

;-,

(

"从目前来看!蛋白质探针大致可分三类*染料探

针'

#

(

%金属探针'

*

(和金属络合物探针'

"

(

"前两者已较多地用

于蛋白质定量分析!金属络合物探针反应以灵敏度高%稳定

性好逐渐引起了人们的重视"

钙红!即钙试剂羧酸钠盐!是一种有机染料#见图
;

$"钙

红作为染料探针与蛋白质结合的作用机理及定量测定已有研

究'

E

!

D

(

!但钙红以染料金属络合物探针与蛋白质结合的作用

机理研究却未见报道"本文首次利用
BQ/

光谱%荧光光谱和

电子吸收光谱研究了钙红
-=S

#

,

$络合物与
b/9

的作用机

理!并建立了钙红
-=S

#

,

$络合物作为探针测定痕量蛋白质

的方法"我们在研究中发现!钙红
-=S

#

,

$络合物与痕量

b/9

作用可使体系
BQ/

%荧光光谱和吸收光谱发生明显的变

化"在
)

K*'"*

!

*'E*

条件下!其
BQ/

增强的程度与
b/9

的浓度有线性关系"据此建立了一种简单%灵敏和快速定量

测定
b/9

的方法!并探讨了钙红
-=S

#

,

$络合物与
b/9

相互

作用的机理"
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实验部分
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仪器和试剂
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荧光分光光度计#日本日立公司$&

)

K/-,=

型酸

度计#上海雷磁厂$&

HS-;+.;

型紫外分光光度计#普析通用

公司$"

b/9

储备液*牛血清蛋白#

b/9

!中国联星实业有限公

司$用二次蒸馏水溶解并定容!操作液质量浓度为
*.

"

V

)

?Q

P;

!并于
#d

下保存"

=S/@

#

储备液*

=S/@

#

)

*K

!

@

#北

京化工厂$用二次蒸馏水溶解定容!操作液浓度
.'.!.?%&

)

Q

P;

"钙红储备液*#钙试剂羧酸钠!北京瀛海精细化工厂$用

二次蒸馏水溶解定容!操作液浓度
!..

"

V

)

?Q

P;

"所用试剂

均为分析纯!试验用水为二次蒸馏水"

#"!

!

实验方法

在
;.?Q

比色管中依次加入
.'*.?Q

钙红溶液!

.'E.
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溶液!一定量的
b/9

溶液!以二次蒸馏水定容
;.

?Q

"混匀后将溶液于
%0? 0%0̂

处进行同步扫描!可得
BQ/

光谱!在
BQ/

峰
,;E7?

处测定溶液的
BQ/

强度"设定激发

波长为
#+"7?

!在
!..

!

+..7?

波长范围内扫描体系的荧光

光谱"发射及激发狭缝宽度#带通$均为
;.7?

"用
HZ-;+.;

紫外
-

可见分光光度计测定其吸收光谱"
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结果与讨论
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光谱和荧光光谱特征

图
!

为体系的
BQ/

散射光谱#曲线
;-,

$和荧光光谱#曲

线
#-"

$"从
BQ/

光谱来看!单纯的
b/9

溶液#图
!

!

;

$的

BQ/

信号十分微弱"钙红
-=S

#

,

$络合物#图
!

!

!

$有一定强

度的
BQ/

信号!加入
b/9

之后!信号增强!且在
,;E7?

处

有最大散射光强度#图
!

!

,

$"共振峰的特征受
)

K

值%

=S/@

#

浓度%钙红浓度及离子强度的影响"

BQ/

在一定的

b/9

浓度范围内!随
b/9

浓度的增大而加强!并且在
,;E

7?

处
BQ/

强度与
b/9

有良好的线性关系!故可以选择
BQ/

光谱来对
b/9

进行定量分析!选择
,;E7?

处为
b/9

测定的

工作波长"
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从荧光光谱来看!

b/9

分子中#图
!

!

#

$因含色氨酸%酪

氨酸等氨基酸残基而发射一定强度的内源荧光'

D

(

!最大发射

波长在
*.;7?

处&钙红
-=S

#

,

$因形成络合物而产生一定的

荧光#图
!

!

*

$!加入
b/9

之后#图
!

!

"

$!荧光强度增强!但

不属于简单的强度叠加"这可能是钙红与
=S

#

,

$络合后!尚

有能力与
b/9

结合!从而使三元络合物的荧光光谱与二元

络合物相叠!而强度增强!可见发光中心仍为钙红
-=S

#

,

$

络合物!

b/9

的加入可能抑制溶剂的碰撞去活化作用#内转

换作用$而荧光得到增强"

!"!

!

电子吸收光谱

实验还研究了体系的电子吸收光谱!如图
,

"由图可知!

钙红与
b/9

之间是可以形成二元络合物的!此时
b/9

的质

子化氨基与钙红既可以通过磺酸基缔合也可以通过羧基缔

合!这种缔合的协同作用使缔合物
,

电子体系
,

.

,

" 跃迁

的能级间隔显著减小!因而引起
%?6̂

产生一定程度的红移

#

*+#

!

**D7?

$

'

+

(

"加入
=S/@

#

之后!破坏了这种协同作用!

使体系的紫外吸收明显下降!且
*+#7?

处的吸收峰消失!

表明
=S/@

#

的加入使钙红与
b/9

的结合发生了变化!生成

了新物质!证明了钙红
-=S

#

,

$

-b/9

体系
BQ/

强度的增强

确实是因为生成了三元络合物的原因"
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实验条件优化

!',';

!)

K

的影响

按实验方法!用
23:4-K=&

缓冲溶液调节溶液的
)

K

值!

发现溶液在近中性和弱碱性条件下!钙红
-=S

#

,

$络合物
-

b/9

体系的
BQ/

强度#

$

BQ/

$较小!且不稳定"我们推测!

$

BQ/

的变化可能是由于
b/9

#

)

$c#'D

!

#'+

$侧链上的质子化

氨基与
=S/@

#

和钙红#

)

6

!

c,'D

!

)

6

,

c+'#

$形成的络合物

以静电作用结合导致的电子离域化所致'

E

!

+

(

"因此!随着
)

K

值的增大!

b/9

质子化能力降低!从而影响与
=S

#

K

!

Q

$

!P

!

的结合&

)

K

值增大到一定程度!溶液还出现混浊!可能是由

于溶液的碱性较强生成
=S

#

@K

$

!

沉淀的缘故"同时!在酸

性条件下!体系
$

BQ/

的
BQ/

强度有所增强!但钙红
-=S

#

,

$

络合物的
BQ/

强度#

$

.

BQ/

$也增大!使得钙红
-=S

#

,

$络合物

和钙红
-=S

#

,

$络合物
-b/9

体系的
BQ/

强度差值#

#

$

BQ/

$却

减少"这可能是由于缓冲溶液能与钙红
-=S

#

,

$络合物结合!

导致
$

.

BQ/

提高"所以本实验采用在溶液中不加入缓冲溶液!

仅用一定量
=S/@

#

溶液稳定溶液的
)

K

值变化范围在
*'"*

!

*'E*

之间!便可得到稳定的三元络合物体系!反应的灵敏

度高"

!','!

!

试剂加入顺序和温度的影响

实验发现试剂的加入顺序对体系的
BQ/

影响不大!但

以钙红
-=S/@

#

-b/9

的加入顺序得到的共振散射光谱稳定性

为最佳"

实验研究了不同温度下!体系的
BQ/

强度"实验表明*

在
.

!

#.d

!钙红
-=S

#

,

$络合物都能与
b/9

快速作用!体

系的
BQ/

强度在
*?:7

之内达到最大!且在
#I

之内保持稳

定"
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第
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钙红最佳用量的选择

考察了不同量钙红对体系
BQ/

强度的影响!结果见

图
#

"当钙红浓度较小时!体系的
$

BQ/

较小!这是由于
b/9

不能与钙红
-=S

#

,

$络合物充分结合"当钙红的浓度为
;.

"

V

)

?Q

P;时!体系的
BQ/

最大"继续增大钙红的浓度!体系

的
$

BQ/

减少!这是因为钙红本身的光吸收使光散射强度减

弱"所以实验中钙红的用量选为
;.

"

V

)

?Q

P;

!适宜的钙红

加入体积为
.'*.?Q

"

'(

)

"@

!

B77,31673603,01451(6067I59-$,.60
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:

#

T>;
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$
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+F

c#

$

!','#

!

=S/@

#

最佳用量的选择

考察了不同量
=S/@

#

对体系
BQ/

强度的影响!结果

图
*

!可以看出当
=S/@

#

的用量
;'#k;.

P,

?%&

)

Q

P;时!体

系的
BQ/

最大!继续增加
=S/@

#

用量!体系的
$

BQ/

减弱明

显!这可能是因为过量的
=S

!̀ 与
b/9

质子化的氨基对

=S

#

K

!

Q

$

!P

!

产生竞争吸附"所以实验中
=S/@

#

浓度选为
;'#

k;.

P,

?%&

)

Q

P;

!适宜的
=S/@

#

加入体积为
.'E.?Q

"
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)

"Z

!

B77,31673603,01451(6067I8>H

@

601J,$F>
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!

离子强度的影响

本实验以
.';?%&

)

Q

P;的氯化钠溶液控制离子强度!测

定了离子强度对体系
BQ/

的影响"结果表明!随着加入氯化

钠浓度的增大!体系的
BQ/

强度有所下降!这可能是由于带

电离子对钙红
-=S

#

,

$络合物和蛋白质电荷存在屏蔽作用!

以及阴离子对蛋白质正电荷部位的竞争作用所致!这表明钙

红
-=S

#

,

$络合物与
b/9

之间主要存在静电作用"因此实验

中应尽量避免以电解质作为缓冲溶液"

!','"

!

共存物质的干扰

在
1

#

b/9

$

c!'*

"

V

)

?Q

P;

!

)

K*'E!

考察了多种共存

物质对测定结果的影响#见表
;

$!结果表明在本实验条件下!

实验中选择的物质对
b/9

的测定影响不大"

!','E

!

线性范围#检出线与精密度的测定

在确定的最佳条件下!测定了
b/9

的线性范围!当
b/9

浓度为
.'E*

!

;.

"

V

)

?Q

P;时!系统的
BQ/

强度与
b/9

浓

度呈线性关系!其线性回归方程为
$

0

!.;'#D1

#

b/9

!

"

V

)

?Q

P;

$

;̀*.'DD

!相关系数
Cc.'++E,

"取
;.

次试验的空白

样品进行平行测定!将其标准偏差值的
,

倍除以方程的斜率

#即
,/

R

+

N

$计算检出限!得到该方法的检出限为
*'"!k;.

P!

"

V

)

?Q

P;

"对
;.

份含有
!'*

"

V

)

?Q

P;的
b/9

标准溶液进

行了精密度检验!其相对标准偏差为
!'Ea

"

*5D9,#

!

Q01,47,4,03,67764,(

)
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干扰物质 存在浓度+#
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$

相对误差+
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果糖
D'. #'+
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葡萄糖
;.'. P.'"*

Q-

赖氨酸
.'# P!'E

!','D

!

人工混合样品中
b/9

含量的测定

根据干扰实验的结果!配制了三种不同浓度水平的
b/9

合成样品进行测定!测定结果令人满意#见表
!

$"

*5D9,!

!
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样品中
b/9

的量

+#

"

V

)

?Q

P;

$

检出值

+#

"

V

)

?Q

P;

$

回收率+
a

相对标准偏差

+

a

#

;c*

$

;'.. .'+" +"'. ;'*

*'.. #'D# +"'D ;'D

;.'.. +'#* +#'* ;'"

!

6人工混合样品中的共存物质*

>-

葡萄糖*

;'.k;.

P*

?%&

)

Q

P;

&

Q-

赖氨酸*

#'.k;.

PE

?%&

)

Q

P;

&

Y7

#

(@

,

$

!

*

#'.k;.

P"

?%&

)

Q

P;

&

N=&

*

#'.k;.

P"

?%&

)

Q

P;

,

!

结
!

论

!!

探讨研究蛋白质和各类物质相互作用机理是蛋白质研究

的一个重要领域"一般认为!蛋白质与其他物质的作用方式

有静电引力%范德华力和氢键等"本实验用
BQ/

光谱%荧光

光谱和电子吸收光谱研究钙红
-=S

#

,

$络合物与
b/9

的相互

作用机理"研究表明!钙红
-=S

#

,

$络合物与
b/9

主要是通

过静电引力结合!钙红
-=S

#

,

$络合物在
b/9

表面聚集!彼

此间存在强静电结合及大结合数所导致的高度的电子离域

化!从而使
BQ/

和荧光强度增大"在钙红和
b/9

体系中加

入
=S/@

#

溶液!导致体系的紫外吸收明显下降!且
*+#7?

处的吸收峰消失!证明了钙红
-=S

#

,

$

-b/9

三元络合物的形

成"

在实验确定的条件下!钙红
-=S

#

,

$络合物
-b/9

体系的

BQ/

强度与
b/9

的浓度成线性关系"该反应灵敏度高!检出

DD"
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限低!操作简便!反应条件容易控制!在人工合成样品中的

回收率令人满意"鉴于人%牛血清蛋白的氨基酸组分极其相

似'

;.

(

!所以用钙红
-=S

#

,

$络合物作为蛋白质的光谱探针试

剂有望成为实际分析应用的方法"
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