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血红蛋白与铜(Ⅱ)-茜素红 S络合物相互作用的研究
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摘 � 要 � 采用 UV-Vis 光谱法, 研究在 pH 4� 2 的 H 3PO4-KH2PO4 缓冲溶液中血红蛋白( H b)与铜(Ⅱ)-茜素

红 S( ARS)络合物的反应。结果表明: Hb 与 Cu(Ⅱ)-ARS 络合物相互作用形成红色的离子缔合复合物, 该

复合物的最大吸收波长为 537 nm。在此波长下测得复合物的组成为 nHb � nCu(Ⅱ) � nARS= 1� 4� 8, 表观摩尔

吸光系数为 1� 52 � 105 L � mol- 1� cm- 1 , Hb 浓度在 1� 0 � 10- 7~ 2� 0� 10- 6 mol� L- 1范围内与吸光度呈线

性关系, 回归方程为 A= 0� 026 9+ 151 675c( mol � L - 1 ) , 相关系数 r= 0� 997 2。考察了溶液酸度、试剂用量、

反应时间与温度、离子强度、表面活性剂等因素对 H b-Cu(Ⅱ)-ARS 复合物形成的影响, 并对反应机理做了

初步探讨, 发现 Hb 与 Cu(Ⅱ)-ARS 络合物之间主要以静电引力相结合。进一步考察了常见氨基酸及金属离

子对 H b-Cu(Ⅱ)-ARS 复合物形成的影响。
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引 � 言

� � 蛋白质是生命机体必不可少的生命基础物质, 因此蛋白

质的定量在生物化学、临床医学及食品检验等领域具有重要

意义[1- 3]。近年来有机小分子或金属络合物作为光谱探针与

蛋白质相互作用的研究报道较多, 由于蛋白质种类繁多, 研

究比较多的是一些常见的蛋白质如血清白蛋白[ 4- 9]。

血红蛋白( H b)是脊椎动物红细胞内的呼吸蛋白, H b 分

子具有四级结构, 由两条 �和两条�多肽链组成, 每条肽链

与一个血红素结合, 血红素位于肽链折叠所形成的介电常数

较低的疏水环境中, 铁离子以共价键形式与卟啉的 4 个吡咯

环中的 N 原子以及肽链中的组氨酸相连接[10]。对血红蛋白

的研究主要集中在它的电化学性质及过氧化物酶特性方

面[11-15] , 有关有机小分子作为光谱探针与血红蛋白相互作用

的研究报道较少[16-18] , 金属络合物作为光谱探针与血红蛋白

相互作用的研究未见报道。本文以铜(Ⅱ)-茜素红 S( ARS)络

合物为光谱探针, 研究在 pH 4� 2 的 H3PO4-KH2PO4 缓冲溶

液中, H b 与 Cu(Ⅱ)-ARS 络合物的反应。结果表明: H b 阳

离子与 Cu(Ⅱ)-ARS 络合物阴离子主要通过静电引力和疏水

作用力形成红色的离子缔合复合物, 该复合物的吸收峰位于

波长 537 nm 处; 实验获得了复合物的组成、表观摩尔吸光

系数、吸光度与 Hb 浓度之间的线性关系等有关数据及信

息, 并研究了离子强度、表面活性剂、常见氨基酸及金属离

子对反应的影响, 这些研究对于 Hb 的定量测定具有一定意

义, 同时也为其他金属络合物(如药物、重金属解毒剂等)与

H b 等生物大分子的相互作用研究奠定了一定的基础。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器和试剂
U V1900PC 紫外分光光度计(上海亚研电子科技有限公

司) ; 722 型分光光度计(上海精密科学仪器有限公司 ) ; PB-

10型 pH 计(德国赛多利斯股份公司)。牛血红蛋白(生化试

剂, 上海蓝季科技发展有限公司) : 配成 1� 0 � 10- 3 mo l �
L - 1储备液, 于 4 � 下冰箱保存, 用时逐级稀释至浓度为 1� 0

� 10- 5 mo l� L - 1的溶液; 茜素红 S: 1� 0 � 10- 3 mo l � L- 1溶

液; 铜(Ⅱ)离子标准溶液: 配成 1� 6 � 10- 2 mo l � L- 1储备

液, 用时逐级稀释至 1� 1� 10- 4 mo l� L - 1浓度; 氯化钠: 0� 2
mo l� L - 1溶液; 十六烷基三甲基溴化铵( CTMAB)、十二烷

基苯磺酸钠( SDBS) : 1 mg � mL - 1溶液; 聚乙二醇辛基苯基

醚( T r iton X-100) : 0� 5%溶液; pH 3� 0~ 6� 0 的磷酸盐缓冲

溶液。实验所用其他试剂均为分析纯, 水为二次蒸馏水。

1� 2 � 实验方法

在 10 mL 比色管中, 依次加入 1� 0� 10- 3 mo l� L - 1茜素

红 S 溶液 1� 5 mL , 1� 1 � 10- 4 mo l � L- 1的铜(Ⅱ) 标准溶液



1� 0 mL , 1� 0 � 10- 5 mol � L- 1的血红蛋白溶液适量, pH 4� 2
的 H3PO4-KH2PO4 缓冲溶液 2� 0 mL , 用水稀释至刻度, 摇

匀。室温下放置10 min 后, 以试剂空白为参比, 用 1 cm 比色

皿, 在波长 537 nm 处测定溶液的吸光度。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 吸收光谱及反应机理

由图 1 可见, 在 pH 4� 2 的 H 3PO4-KH2PO4 缓冲溶液

中, ARS 的吸收峰位于 421 nm, 在 ARS 溶液中加入 Cu(Ⅱ)

离子后, ARS 在 421 nm 处的吸光度减小, 460~ 590 nm 范

围内的吸光度增大, 说明茜素红 S 与 Cu(Ⅱ)离子反应形成

了络合物; 在 Cu(Ⅱ)-ARS 络合物溶液中定量加入 Hb, 随

Hb 加入量的增加, ARS 在 421 nm 处的吸收峰逐渐蓝移至

408 nm 且吸光度逐渐增加, 500~ 600 nm 范围内出现吸光度

逐渐升高的递增缓峰, Hb 浓度在一定范围内与吸光度呈线

性关系, 说明 H b 与 Cu(Ⅱ)-ARS 络合物之间发生相互作用

生成了新的物质。由图 2 可见, H b 的吸收峰位于 405 nm,

这是血红素的特征吸收峰[ 19] , 在 Hb 溶液中加入 ARS 后,

529 nm 处产生新吸收峰, 405 nm 处的吸光度减小, 说明 H b

与 ARS 也能发生相互作用; Cu(Ⅱ)-ARS 络合物的吸收峰位

于 509 nm, 在 Cu(Ⅱ)-ARS 络合物溶液中加入 Hb 后, 537

nm 处产生新吸收峰, 血红素特征吸收峰从 405 nm 红移至

408 nm 且吸光度减小, 说明 Hb 与 Cu(Ⅱ)-ARS 络合物之间

确实发生了相互作用。

Fig� 1� Absorption spectra
cARS = 1� 5 � 10- 4 mol� L- 1 ;

c Cu(Ⅱ) = 1� 1� 10- 5 mol� L- 1;

against w ater;

1: ARS ; 2: ARS-Cu(Ⅱ) ;

3~ 8, ARS- Cu(Ⅱ)-H b, cHb / mol� L- 1 : 2� 0� 10- 7 ;

4� 0� 10- 7 ; 6� 0� 10- 7 ; 8�0� 10- 7; 1� 0� 10- 6; 1� 2� 10- 6

� � ARS 的化学式为 1, 2-二羟基蒽醌-3-磺酸钠, 其 pKa1=

5� 4, pKa2= 10� 7[ 20]。在 pH 4� 2 的 H 3PO 4-KH 2PO 4 缓冲溶

液中, ARS 的主要存在型体为 H2R- , 同时也存在 HR2- ,

带负电荷的 ARS 与 Cu(Ⅱ)离子所形成的 Cu(Ⅱ)-ARS 络合

物为阴离子; H b的等电点 p I 为 6� 7, 当溶液酸度为 pH 4� 2
时, Hb 肽链中碱性氨基酸残基(精氨酸、赖氨酸、组氨酸等)

质子化使 Hb 成为阳离子, Hb 与 Cu (Ⅱ )-ARS 络合物之间

主要通过静电引力产生相互作用, 同时 H b 分子与 Cu(Ⅱ)-

ARS 络合物之间疏水基团的相互吸引作用, 使得两者接近的

程度增大, 导致静电引力的进一步增强, 形成了离子缔合型

复合物。405 nm 处的吸收峰是血红素的 Sor et谱带特征, 它

的峰位不受 ARS 的影响, 但吸光度减小, 这可能是由于血红

素分子中卟啉的吡咯环与组氨酸的咪唑环可给予电子, ARS

可接受电子, 电子给予体与电子接受体之间的相互作用引起

电荷转移, 使血红素分子中铁离子与氮原子之间的配位键减

弱引起吸光度减小; 而在 Hb-Cu(Ⅱ)-ARS 复合物中, 405

nm 处吸收峰的吸光度减小, 吸收峰发生微小红移 (约 3

nm) , 这可能是由于 ARS 与 Cu(Ⅱ)离子形成络合物引起的。

Fig� 2 � Absorption spectra
1: H b( against w ater) ; 2: ARS ( against w ater) ;

3: ARS-Cu (Ⅱ) ( against ARS solu tion ) ;

4: ARS-H b( again st ARS solut ion) ;

5: ARS-Cu (Ⅱ)-H b[ agains t ARS- Cu(Ⅱ) s olut ion]

cHb= 1� 0 � 10- 6 mol� L- 1; cARS = 1� 5� 10- 4 m ol � L- 1;

cCu(Ⅱ) = 1� 1� 10- 5 mol� L- 1

2� 2 � 反应条件的影响

2� 2� 1 � 溶液酸度的影响
在体系中分别加入不同酸度的磷酸盐缓冲溶液, 试验溶

液酸度对反应的影响(见图 3)。结果表明: 溶液酸度在 pH

4� 0~ 4� 7范围内, H b 与 Cu(Ⅱ)-ARS 络合物反应完全, 体

系的吸光度较大且恒定 , 实验选择溶液酸度为 pH 4� 2。

Fig� 3 � Effect of the solution acidity
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� � pH 4� 2 的磷酸盐缓冲溶液用量在 1� 0~ 2� 5 mL 范围内

吸光度恒定, 所以实验选择 pH 4� 2 H 3PO 4-KH 2PO4 缓冲溶

液用量为 2� 0 mL。
2� 2� 2 � 试剂用量的影响

固定体系中 H b 与 Cu(Ⅱ )溶液浓度, 改变 ARS 溶液用

量, 试验 ARS 溶液用量对反应的影响。结果表明: ARS 溶液

用量在 0� 9~ 2� 0 mL 范围内, Hb 与 Cu(Ⅱ )-ARS 络合物反

应完全, 体系的吸光度恒定, 实验选择 1� 0 � 10- 3 mol � L - 1

ARS 溶液用量为 1� 5 mL。
固定体系中 H b 与 ARS 溶液浓度, 改变Cu(Ⅱ)溶液用

量, 试验 Cu(Ⅱ)溶液用量对反应的影响。结果表明 : Cu(Ⅱ)

溶液用量在 0� 5~ 4� 0 mL 范围内, H b 与 Cu(Ⅱ)-ARS 络合

物反应完全, 体系的吸光度恒定, 实验选择 1� 1 � 10- 4 mo l�
L- 1 Cu(Ⅱ)溶液用量为 1� 0 mL。

2� 2� 3 � 反应时间及温度的影响
分别试验在 15, 25, 35, 45 � 等不同温度及不同时间

下, H b 与 Cu(Ⅱ)-ARS 络合物的反应, 结果表明: 在不同的

温度下, 体系的吸光度均在 10 min 内达到最大值, 且在 60

min 内保持不变, 60 min 后体系会出现少许沉淀, 但摇匀后

吸光度仍保持不变。说明温度对该反应无影响, 反应迅速,

实验选择室温下反应 10 min 后测定体系的吸光度。

2� 2� 4 � 离子强度的影响

在反应体系中加入不同浓度的 NaCl溶液, 试验离子强

度对反应的影响。结果表明: 0� 2 mo l � L - 1的 NaCl溶液加

入量在 0~ 3� 0 mL 范围内, 体系的吸光度基本不变, 故离子

强度对反应影响不大。

2� 2� 5 � 表面活性剂的影响
阳离子表面活性剂 CT MAB使体系溶液颜色变为紫色,

体系吸光度明显降低, 且 CTMAB 无论在 Hb 前或后加入对

反应的影响相同, 这是由于 CT MAB 本身带正电荷、分子比

Hb 小, 更容易与带负电荷的 Cu (Ⅱ )-ARS 络合物发生相互

作用, 从而减弱了 H b 与 Cu(Ⅱ)-ARS 络合物阴离子之间的

相互作用; 阴离子表面活性剂 SDBS 使体系出现沉淀, 但在

没有加入 Hb 时体系无沉淀, 说明 SDBS 与质子化的 H b 之

间发生相互作用形成了离子缔合物沉淀; 非离子表面活性剂

T rit on X-100对反应无明显影响。表面活性剂的实验结果进

一步说明了 Hb 与 Cu(Ⅱ)-ARS 络合物之间主要以静电引力

相结合的推断。

2� 3 � 复合物组成

采用摩尔比法测定: 固定 ARS 溶液的浓度, 改变 Cu

(Ⅱ) , Hb 溶液的浓度( nCu(Ⅱ) � nHb= 5� 1) , 测得 ARS� Cu

(Ⅱ) = 2� 1; 固定 H b 溶液的浓度, 改变 ARS, Cu(Ⅱ)溶液

的浓度( nARS � nCu(Ⅱ ) = 1� 8� 1) , 测得 ARS� H b= 8� 1。由

此可得离子缔合复合物的组成为 nHb � nCu(Ⅱ ) � nARS =

1� 4� 8。

2� 4 � 表观摩尔吸光系数
在选定的反应条件下绘制工作曲线, 结果表明: Hb 浓

度在 1� 0 � 10- 7~ 2� 0� 10- 6 mol � L - 1范围内与吸光度呈线

性关系, 回归方程为 A = 0� 026 9+ 151 675c( mol � L - 1 ) , 相

关系数 r= 0� 997 2, 表观摩尔吸光系数为 1� 52 � 105 L �
mo l- 1 � cm- 1。

2� 5 � 其他物质对反应的影响
在 10 mL 溶液中, Hb 为 6� 8 mg时, 试验了几种常见的

氨基酸及金属离子对反应的影响。结果表明: 下列物质的加

入量(以�g 计)分别为: 色氨酸( 1 000) , 甘氨酸( 310) , 酪氨

酸( 250) , 赖氨酸 ( 70) , 精氨酸 ( 55) , 组氨酸 ( 50) , Mn2+

( 2 500) , Ca2+ ( 200) , Zn2+ ( 150) , Fe3+ ( 2) , A l3+ ( 1) , 吸光

度测定的相对误差 � � 5%。其中赖氨酸、精氨酸、组氨酸对
反应的影响较大, 这与反应机理中讨论的相符 ; F e3+ , Al3+

对反应的影响较大, 是由于这两种离子均能与 ARS 形成络

合物。
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Study on the Interaction of Hemoglobin and Cu(Ⅱ)-ARS Complex

WU Xiao-hua, M IAO J-i g en, M IAO Yu-qing , CH EN Jian- rong

Co llege of Chemistr y and L ife Science, Zhejiang No rmal University, Jinhua � 321004, China

Abstract� T he reaction of hemoglobin ( H b) with copper(Ⅱ )-A liza rin red S ( ARS) complex was st udied in H3PO4-KH2PO4

buffer so lution ( pH 4� 2) by ultr avio let- v isible spectr opho tometr y. The results show that the interaction of H b and Cu(Ⅱ)-ARS

complex pr oduces red ionic association complex w ith its max imum abso rption peak at 537 nm. At the max imum absorpt ion, the

composition o f the complex w as determ ined to be nHb � nCu(Ⅱ) � nARS= 1� 4� 8, and t he appar ent mo lar absorpt ivit y was 1� 52 �

105 L� mo l- 1 � cm- 1 . T he concentration of H b is linear w ith the absorbency in the range of 1� 0 � 10- 7-2� 0� 10- 6 mo l � L - 1

and the r egr ession equation was est ablished as A= 0� 026 9+ 151 675c( mol � L - 1 ) with the coefficient r= 0� 997 2. The effects of

so lution acidity , r eagent amount, reaction time, tem perat ur e, ionic str eng th and the added surfactant wer e examined on the fo r-

mation of the H b-Cu(Ⅱ)-ARS complex . A preliminary investig ation was carr ied out to elucidate the reaction mechanism, and it

could be concluded that the Hb and Cu(Ⅱ)- ARS com plex ar e combined mainly by elect rostat ic at traction. Further invest igat ion

was also under taken to find out t he effects of common amino acids and metallic ions on the formation o f H b-Cu(Ⅱ )-ARS com-

plex .

Keywords� H emog lobin; Copper(Ⅱ)- alizarin r ed S complex ; U ltrav io let- visible spectr opho tometr y
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