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Pb
2+
-牛血清白蛋白复合体系中
蛋白质二级结构的研究
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摘 � 要: 采用紫外光谱、红外光谱和圆二色谱法研究了 Pb2+与牛血清白蛋白 ( BSA )之间的相互作用和蛋白质

微观结构的变化。紫外光谱表明, Pb2+与 BSA肽链上的 C � O存在相互作用, 并使蛋白质疏水结构的微环

境发生变化; 红外光谱研究表明, Pb2+与 BSA结合位点可能为 � OH和 � NH 基团, 利用二阶导、退卷积和

谱线拟合技术对蛋白质红外谱图的酰胺 带进行处理推测蛋白质二级结构的变化, 结果表明蛋白质 �螺旋和

�折叠二级结构含量降低, �转角二级结构含量增加; 圆二色谱 ( CD )也表明 Pb2+与 BSA的结合使蛋白质的

构象发生了改变。
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Study on the Secondary Structure of Prote in in So lution
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Abstrac:t The interaction betw een Pb
2+

and bovine serum a lbum in( BSA) has been stud ied by using

u ltra- v isib le spectrum, Fourier transform infrared( FT - IR ) spectrum and c ircular dichro ism ( CD)

spectrum. Resu lts from UV - V is spectra indicated that Pb
2+

reacted w ith C � O group of peptide

chains of BSA and resu lted in the change of m icro�env ironm ent of T rp and Tyr residues lyophob ic.

The spectra and data of FT- IR indicated that Pb
2 +

cou ld interactw ith � OH and � NH groups. The

secondary structure contents of BSA, inc luding ��he lix, ��shee,t ��turn and random co ilw ere ca l�
culated based on the analysis of am ide  band of FT- IR by second derivat ive, Fourier self�decon�
vo lut ion( FSD) and curve�fitting m ethod. Resu lts show ed that the contents of ��he lix and ��sheet

w ere decreased w hile that o f ��turn w as increased, whereas the content o f random coil varied scarce�
ly, wh ich w as consistent w ith the resu lts obta ined from CD spectra. There fore, the reaction betw een

Pb ions and BSA could resu lt in the change o fBSA con form at ion by losing its bio�activ ity, and finally

lead to the pathological change in organism.

Key words: Pb
2+

; BSA; UV- V is; FT- IR; circular dichro ism (CD); protein; secondary structure

铅在自然界中的分布极为广泛, 有着很多工业用途。随着工业化程度提高, 大气、饮用水、土壤

和生物圈中均含有微量的铅及其化合物; 铅是全球范围内最具危害性的重金属元素之一, 严重影响人

类的生存环境。铅在生物体内的作用机制研究得到了广泛关注, 许多研究表明, 铅离子不是生物体的

必需元素, 但可与生物体内的蛋白质、酶、氨基酸和核酸等生物分子的官能团相互作用, 干扰其正常

的生理功能
[ 1- 4]
。蛋白质是生物体中重要的生物大分子, 其中血清白蛋白是血液中的主要蛋白, 起输

送金属离子和其它内源及外源性物质的作用
[ 5]
。因此, 研究铅离子与蛋白质之间的相互作用对理解重

金属离子的毒性机理具有非常重要的意义。

本文选用与人血清白蛋白 (H SA )相似的牛血清白蛋白 ( BSA)与铅离子相互作用。通过考察 Pb
2+

-
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BSA复合体系的紫外可见光谱 ( UV- V is)和傅立叶变换红外光谱 ( FT - IR ), 研究了铅离子与 BSA官能

团的结合情况。另外, 利用二阶导、傅立叶自退卷积和谱线拟合技术对蛋白质红外光谱的酰胺  带进

行了处理, 初步得出复合体系中蛋白质二级结构的变化情况。圆二色谱 ( CD)对蛋白质构象变化非常灵

敏, 通过 SELON和 CONTIN计算程序包对反应体系的圆二色谱图进行了拟合和定量计算, 进一步确定

了蛋白质微观结构的变化情况, 在分子水平上研究了铅离子与蛋白质的作用机理。

1� 实验部分

1�1� 试剂与仪器
牛血清白蛋白 (国药集团 ) , 生化试剂, 平均相对分子质量

为 67 000; 三 (羟甲基 )氨基甲烷 ( T ris, 国药集团 ) , 生化试剂,

相对分子质量为 121�14; 其余试剂均为国产分析纯。UV�2550紫

外可见分光光度计 (日本 Sh im adzu公司 ) ; TENSOR�37型傅立叶

变换红外光谱仪 (德国 B ruker公司 ); JASCO�J�810型圆二色谱仪

(日本 Jasco公司 )。

1�2� 实验方法与表征
配制 100 mL 1�0 ! 10

- 5
m o l∀ L

- 1
的 BSA溶液, 平行取 6份

10 mL的 BSA溶液加入到 6个圆底烧瓶中。分别向 6个烧瓶中加

入不同浓度的 10 m L硝酸铅溶液, 使金属离子和蛋白质的物质的

量之比分别为 0�5、 1、5、 10、 50、 100。将上述混合溶液在常温

下搅拌 3 h, 放置 3 d备用, 6个反应体系分别编号为 Sys�1~ 6。

实验用水均为自制二次去离子水, 用 0�1 m o l∀ L
- 1
的 T ris- H C l

缓冲溶液控制 pH值为 7�4。
紫外可见光谱采用相同浓度的金属离子溶液为参比, 分别测

定 6个反应体系的紫外可见光谱, 测定范围为 200~ 400 nm; 扫

描速率为中速; 采样间隔 0�2 nm; 狭缝宽度 2 nm。

FT- IR分析: 取少量反应溶液加入表面皿中, 在 40 # 下干

燥成膜, 并在真空干燥箱中干燥 2 d, 采用 KBr压片测定其红外

光谱。扫描范围 4 000~ 400 cm
- 1

, 分辨率为 4 cm
- 1
。对反应体

系红外谱图的酰胺 带采用二阶导、傅立叶自退卷积和谱线拟合

技术处理以推测蛋白质二级结构的变化
[ 6 - 8 ]
。

图 1� 纯 BSA和 Pb2+ - BSA反

应体系的紫外可见光谱图

F ig� 1� UV - V is spec tra o f pure BSA

and Pb2+ - BSA sy stem s w ith

various m o le ra tios

n ( Pb2+ ) ∃n ( BSA) ( S ys�1- 6) :

0�5, 1, 5, 10, 50, 100

圆二色谱的扫描范围 190~ 250 nm, 石英样品光程为 0�1
cm, 数据为 3次扫描平均值。 CD谱强度以平均残基摩尔椭圆度

[  ] (单位 deg∀ cm
2 ∀ dm o l

- 1
)表示, BSA残基数为 582, 采用 CD

Pro程序包 SELON和 CONTIN处理 CD谱数据, 计算蛋白质二级

结构含量
[ 9]
。测试前先用苯蒸汽和 d�10�樟脑硫酸进行波长和旋

光度校正。

2� 结果与讨论

2�1� Pb
2+

- BSA反应体系的 UV - V is光谱分析

纯 BSA和 Pb
2+

- BSA反应体系 ( Sys�1~ 6)的 UV - V is光谱见

图 1。由图可见, 纯 BSA和 6个反应体系均有两个吸收带: 肽键

在小于 250 nm的远紫外区有较大的吸收, 主要由肽键的 C � O基

团的 n- !
*
跃迁引起, 该吸收带与蛋白质二级结构中的 �螺旋含

量有关; 277 nm附近的吸收带为肽链上苯丙氨酸、酪氨酸和色

氨酸残基的芳杂环 !- !
*
跃迁引起。
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从肽键的 C � O吸收带观察 (图 1B )可知: 与纯 BSA相比, 反应体系从 Sys�1到 Sys�6 ( Pb
2+
浓度

逐渐增大 )的吸收强度逐渐降低, 且发生红移 ( Sys�5和 Sys�6特别明显 ); 可以推测蛋白质二级结构发

生变化, 吸收带红移表明 �螺旋含量降低
[ 10]

, 出现了蛋白质肽链伸展的现象。纯 BSA和 Pb
2+

- BSA反

应体系在 277 nm的吸收带位置几乎没有发生变化, 但吸收强度有差异, 从纯 BSA到 Sys�1~ 3反应体

系, 峰值逐渐增大 (图 1C ); 而 Sys�3~ 6峰值趋向减小 (图 1D)。这说明铅离子对蛋白质 3种疏水侧基

的微环境有明显影响, Sys�1~ 3体系 Pb
2+
使酪氨酸和色氨酸残基的芳杂环疏水基团裸露, 吸收峰增

强; Sys�3~ 6体系 Pb
2+
又使蛋白质的疏水基团包埋, 吸收峰减弱。这些现象显示出临界效应, 铅离子

的临界浓度约为 2�5 ! 10
- 5

m o l∀ L
- 1
。

2� 2� Pb
2+
- BSA反应体系的红外光谱分析

图 2� 纯 BSA和 Pb2+- BSA反应体系的红外光谱图

F ig� 2� In fra red spec tra o f pure BSA and Pb2+- BSA system s

w ith various m o le ra tios

n( Pb2+ ) ∃n ( BSA ) ( Sys�1 - 6) : 0�5, 1, 5, 10, 50, 100

表 1� 纯 BSA与 Pb2+- BSA反应体系的红外频率分布

Table 1� IR peaks o f BSA and Pb2+- BSA sy stem s

System
� OH

∀ / cm- 1

Am ide A%

∀ / cm - 1

Am ide 

∀ / cm - 1

Am ide&

∀ / cm- 1

Pu re BSA 3 422 3 075 1 653 1 541

Sys�1 3 421 3 072 1 653 1 542

Sys�2 3 435 3 070 1 654 1 541

Sys�3 3 436 3 070 1 653 1 541

Sys�4 3 434 3 065 1 654 1 541

Sys�5 3 446 3 067 1 653 1 541

Sys�6 3 448 3 056 1 654 1 541

表 2� 纯 BSA和 Pb2+- BSA反应体系中蛋白质二级结构的含量

Tab le 2� Percentage o f the secondary struc tures o f pure

BSA and Pb2+- BSA system s

System ��H elix(% ) ��Sh eet(% ) ��Tu rn(% ) Random (% )

Pure BSA 48�3 ( 51�2) 14�6( 13�9) 19�8( 17�3 ) 17�3 ( 17�6)

Sys�1 46�7 14�4 22�3 16�6

Sys�2 46�1 ( 47�9) 14�6( 12�8) 22�5( 22�1 ) 16�8 ( 17�2)

Sys�3 41�7 14�5 26�7 17�1

Sys�4 41�0 ( 44�3) 13�8( 12�1) 27�9( 27�0 ) 17�3 ( 16�6)

Sys�5 38�9 13�8 30�4 16�9

Sys�6 40�2 11�7 31�3 16�8

� * the data in bracketsw ere ob tained from CD spectra

� � Pb
2+

- BSA反应体系的红外光谱见图 2, 纯

BSA及 Sys�1~ 6主要吸收带的频率数据列于表

1。在纯 BSA的红外光谱图中, 3 422、 3 075、

1 653、1 541 cm
- 1
的吸收带分别归属为 � OH伸

缩振动、酰胺 A%、酰胺 带和酰胺&带 [ 11]
。与纯

BSA相比, Sys�1~ 6的羟基吸收峰分别向高波

数移动了 - 1、 13、14、 12、 24、 26 cm
- 1

, 酰

胺 A%吸收峰向低波数移动了 3、 5、 5、10、 8、

19 cm
- 1

, 可以推测 Pb
2+
与 BSA的 � OH和 �

NH官能团存在相互作用, 且随着 Pb
2+
浓度逐

渐增大, 这种作用逐渐增强。

蛋白质在红外区有明显的特征吸收带,

其中酰胺  带和 &带为强吸收带, 酰胺 ∋带

为弱吸收带, 这些吸收带与蛋白质二级结构

的含量存在密切关系。许多研究表明
[ 6- 8]

, 傅

立叶变换红外光谱实验技术是研究蛋白质二级

结构变化的有力手段。蛋白质的酰胺  带被认
为是 C � O伸缩振动、N� H弯曲振动和 C�

N伸缩振动的偶合, 酰胺&带为 N� H弯曲振

动及 C� N伸缩振动的偶合。与纯蛋白质相

比, Pb
2+

- BSA反应体系的酰胺  带和酰胺 &
带吸收峰位置没有发生明显变化, 本文主要采

用二阶导、去卷积和谱线拟合技术对纯 BSA

和反应体系红外光谱的酰胺 带进行处理, 推

测蛋白质二级结构的变化。具体方法为: 对差

减后红外图谱 ( 1 800~ 2 200 cm
- 1
为一条直线 )

的酰胺  带进行平滑、基线校正、傅立叶自退

卷积和二阶导, 确定子峰位置和峰宽, 进行曲

线拟合实现分峰, 再对各子峰的面积进行积

分。其中 1 646~ 1 661 cm
- 1
为 �螺旋; 1 615~

1 637 cm
- 1
和 1 682~ 1 698 cm

- 1
为 �折叠;

1 661~ 1 681 cm
- 1
为 �转角; 1 637~ 1 645 cm

- 1

为无规卷曲结构
[ 12]
。对各子峰积分面积叠加即

得蛋白质 4种二级结构的含量
[ 13- 15]

, 计算结果

列于表 2。结果表明, 与纯 BSA相比, Pb
2 +

-

BSA反应体系的 �螺旋结构由 48�3% 逐渐降

723
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图 3� 纯 BSA和 Pb2+- BSA反应体系的圆二色谱图

F ig� 3� CD spectra of pure BSA and Pb2+- BSA sy stem s

至 40�2% , �折叠结构由 14�6% 逐渐降至 11�7% , �

转角结构由 19�8%逐渐增至 31�3% , 这 3种蛋白质二

级结构含量变化较大; 无规卷曲含量基本不变。部分

�螺旋和 �折叠结构转化为 �转角结构, 并随着铅离

子浓度增大, 这种趋势亦有增强。铅离子导致蛋白质

的微观结构发生变化, 为其在生物体内的毒性机理研

究提供了理论依据。

2� 3� Pb
2+
- BSA反应体系的 CD分析

圆二色谱是研究浓度较小的蛋白质及酶溶液中分

子构象的一种快速、简单、准确的方法。蛋白质、多

肽和酶不同的二级结构产生的圆二色谱谱带位置和强

度不同, 例如, �螺旋结构在靠近 192 nm有一正的谱

带, 208、222 nm处有负的特征肩峰; �折叠结构的 CD谱在 216 nm会出现 1个负吸收带, 185~ 200

nm有正的谱带; �转角结构在 206 nm附近有正的 CD谱
[ 16]
。因此, 蛋白质的圆二色谱谱图可以反映

蛋白质微观结构的变化。进一步采用 SELCON和 CONTIN计算拟合方法对 190~ 250 nm的 CD谱进行处

理, 定量计算蛋白质二级结构的含量。纯 BSA和 Pb
2+

- BSA反应体系的 CD图和拟合计算结果分别见

图 3和表 2。从图中可以看出, BSA与铅离子结合后, 192 nm的正吸收峰明显下降, 而 208 nm和 222

nm的负峰上升, 断定蛋白质中 �螺旋二级结构的含量下降。表 2中的数据也显示, Sys�2和 Sys�4的 �

螺旋含量分别降低了 3�3%和 6�9% ; �折叠含量分别降低了 1�1% 和 1�8% ; �转角结构含量则增加了

4�8%和 9�7% ; 与红外数据基本吻合。

铅离子与 BSA作用后, 蛋白质二级结构中 �螺旋含量降幅最多, 认为铅离子与 �螺旋作用后, 氢

键被破坏导致肽链趋于松散而重组形成 �折叠结构。从紫外可见图谱分析来看, 二级结构的改变会导

致蛋白质疏水腔中氨基酸残基的微环境发生变化, 该结论已通过荧光猝灭的方法得到较多的

研究
[ 17- 18]

。

3� 结 � 论

根据紫外光谱 (UV )、红外光谱 ( IR)和圆二色谱 ( CD)对 Pb
2 +

- BSA复合体系的测试, 得到了铅离

子与蛋白质的作用方式, 结合位点及受影响的官能团, 得出以下结论: Pb
2 +
与 BSA之间的结合位点可

能包括 C � O、 � OH和 � NH等基团, 并扰动 BSA芳香族氨基酸残基所处的微环境, 引起三级结构

的变化; 红外光谱酰胺 带曲线拟合和 CD图谱的解析表明 Pb
2+
使 BSA的 4种二级结构含量发生变化,

主要是 �螺旋和 �折叠结构转变为 �转角结构, 构象的改变会抑制蛋白质的活性。本文从分子水平上

研究了铅离子与蛋白质之间的化学作用, 并揭示了其毒性的深层次原因, 有助于了解重金属离子和生

物大分子作用机理及其生理生化和毒性效应。
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