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摘　要　合成了四种含硫氨基葡萄糖金属配合物 (M2GL US , M = Co , Cu , Ni和 Zn) , 利用元素分析 , 摩尔

电导 , 核磁共振氢谱进行了结构表征。结果表明含硫配体与这四种二价金属离子均形成了 2∶1型非电解质

配合物。在 p H 7108 Tris缓冲液中 , 采用紫外吸收光谱和荧光光谱研究了金属配合物与小牛胸腺 DNA的作

用机制 , 发现随着金属配合物量的逐渐增加 , DNA 电子吸收光谱的最大吸收峰呈增色效应 , 对配合物

DNA2EB体系也能产生荧光猝灭作用 , 说明四种金属配合物均可与 DNA发生相互作用 , 结合方式为部分插

入 ; 在近似生理酸度条件下 , 利用荧光光谱对金属配合物与 HSA/ BSA的结合特性进行了初步分析 , 发现配

合物均能猝灭 HSA/ BSA的荧光强度 , 利用 Scatchard方程计算了四种金属配合物与 HSA/ BSA的结合常数

和结合位点数 , 表明金属配合物与血清白蛋白有较强的结合且只有 1类键合位 , 其中 Co2GL US与蛋白的结

合力最强。
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引　言

　　D ( + )2氨基葡萄糖 (D ( + )2glucosamine , 简称 GL U)是

甲壳素天然多糖经脱乙酰化后壳聚糖的最终水解产物 , 糖类

化合物及其衍生物无论在生物医学和功能保健品领域都有着

极为重要的作用 [1 , 2 ]。核酸是生命过程中的重要物质 , 它包

含了遗传信息 , 并参与这些信息在细胞内的表达 , 从而促成

代谢过程并控制这一过程。因此 , 研究小分子物质对 DNA

结构和功能的影响 , 将有助于从分子水平上了解生命现象的

本质。同时 , 能够从基因的水平上解释某些疾病的发病机

理 , 并通过分子设计来寻找有效的治疗药物。金属配合物可

作为 DNA结构和构象的探针 , 研究金属配合物与 DNA 的

键合与识别机理成为近 10年来国际上比较活跃的研究领域

之一 [3 , 4 ]。血清白蛋白 ( serum albumin , SA)是血浆中含量最

丰富的载体蛋白 , 也是目前研究最为广泛的一种蛋白质 , 它

能与许多内源及外源性化合物结合 , 起到储存和转运作用。

对血清白蛋白与药物分子相互作用的研究机制 , 对全面阐述

小分子化合物与蛋白质的结合规律和机理有重要意义 [5 , 6 ]。

两分子二硫代氨基甲酸盐与二价过渡金属形成的配合物

在配位结构上通常为平面四方形 [7 ] , 作为生物探针分子有着

特殊的性质 , 同时考虑糖类化合物的生物生理特性 , 合成了

四种新型含硫氨基葡萄糖金属配合物并进行了结构表征 , 进

而探索了配体、配合物与 DNA 的作用机制 , 并在近似生理

酸度下与人血白蛋白 ( HSA)、牛血白蛋白 (BSA)的结合特

性。

1　实验部分

111　仪器与试剂

AV400核磁共振仪 (瑞士 Bruker) ; Vario EL Ⅲ元素分

析仪 (德国 Elementar) , UV2450紫外2可见分光光度计 (日本

岛津) , RF2540荧光分光光度计 (日本岛津) , 3202S p H 计

(上海梅特勒2托利多仪器有限公司) , DDS2307 精密型电导

率仪 (贵阳学通仪器仪表有限公司)。

氨基葡萄糖盐酸盐 ( Calbiochem2Novabiochem Co1 ) , 三

(羟甲基) 氨基甲烷 ( Tris) (生化试剂 ) 和小牛胸腺 DNA

(cDNA = 7175×10 - 3 mol ·L - 1 )均购自上海华美生物工程公

司 , 溴化乙锭 ( cEB = 110 ×10 - 4 mol ·L - 1 , 上海国药集团化

学试剂有限公司) , 人血清白蛋白 (中国生物技术集团公司) ,

牛血清白蛋白 (Bio Basic Inc)。其他试剂均为分析纯 , 用前未

作进一步处理。实验用水为二次蒸馏水。
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112　含硫氨基葡萄糖金属配合物的制备及表征

在 N2 的氛围中 , 500 mg氨基葡萄糖盐酸盐溶于 35 mL

甲醇 , 加入适量 KO H的甲醇溶液 , 搅拌 20 min , 室温下 (25

℃)加入 CS2 176 mg , 搅拌 1 h , 得到淡黄色配体 GL US

(C7 H12 NS2 K , 针状晶体 , 重结晶分离纯化 , 熔点 135～137

℃)。H1 NMR : (D2 O , 400 M Hz) δ: 210 ( s , 5 H , —O H ,

—N H) , 2189 ( t , 2 H , —CH—N) , 3140～ 3176 ( m , 3 H ,

—CH—O) , 3179 ( t , 2 H , —CH2 —) , 5156 ( m , 1 H ,

O—CH—O)。制得的配体分别加入金属醋酸盐 ( M = Cu2 + ,

Co2 + , Ni2 + , Zn2 + ) , 室温搅拌反应 3 h。过滤浓缩 , 加入丙

酮析出沉淀至完全 , 用无水甲醇洗涤三次 , 真空干燥后得到

产物 , 产率达 60 %～70 %。

元素分析结果和摩尔电导数据列于表 1。通过分析电导

值并和文献[8 ]对比表明 ,配体在 DMSO溶液中为 1∶1电解

质 , 配合物为非电解质。

Table 1　Elemental analysis and molar conductance data of the complexes

Formula Color Melting point/ ℃
Elemental analysis (calcd1 ) / %

C H N
Λm/ ( s·cm2 ·mol - 1)

C7 H12 NS2 K Yellow 135～137 331 45 (331 02) 41 34 (41 71) 5160 (5150) 641 3

C14 H24 N2O10 S4 Co Brown 227～229 301 60 (311 21) 41 40 (41 42) 5109 (5111) 16139

C14 H24 N2O10 S4 Cu Brown 230～231 341 24 (341 89) 41 25 (41 23) 4185 (4190) 41 95

C14 H24 N2O10 S4 Ni Green 225～227 291 59 (291 05) 41 30 (41 26) 4183 (4194) 51 16

C14 H24 N2O10 S4 Zn White 234～236 331 41 (341 16) 41 01 (41 21) 4167 (4188) 51 49

113　配合物对 DNA紫外光谱光谱滴定

在 10 mL 比色管中加入一定量的 Tris2HCl 缓冲液、

DNA储备液、氨基葡萄糖金属配合物溶液 ,用二次蒸馏水稀

释至刻度 , 以不含 DNA的 Tris2HCl缓冲液为试剂空白 , 用

1 cm石英比色皿于 300～230 nm波长范围内测定 DNA与氨

基葡萄糖金属配合物相互作用的紫外吸收光谱。

114　配合物对 DNA2EB荧光光谱的影响

荧光染料溴化乙锭 ( EB)是核酸与其键合常用探针 , 本

身的荧光很弱 , 但能平行地插入 DNA 内部地碱基对之间 ,

导致 EB (DNA2EB)荧光显著增强 [9211 ]。

用缓冲溶液配置 DNA2EB (cDNA = 9145×10 - 4 mol·L - 1 ,

cEB = 4124×10 - 5 mol·L - 1 )溶液 , 分别向其中加入不同体积

的氨基葡萄糖金属配合物 , 反应 30 min后测定其荧光发射

光谱 (狭缝 Ex = Em = 5 nm) 。

115　配合物对 DNA2EB荧光猝灭方式的判断

在 DNA2EB (cDNA = 9145 ×10 - 4 mol ·L - 1 , cEB = 4124 ×

10 - 5 mol·L - 1 )的 Tris2HCl缓冲液中 , 分别加入一系列不同

摩尔比 ( R = c配合物 / cDNA )的配合物溶液 , 反应 30 min后测定

其荧光强度。以荧光强度 F0 / F (不存在金属配合物/存在金

属配合物)对氨基葡萄糖金属配合物的浓度作图。

116　配合物与人 (牛)血清白蛋白的相互作用研究

荧光滴定实验 : 移取 013 mL 110 mol·L - 1的 NaCl溶液

和一定体积蛋白储备液 (310×10 - 5 mol ·L - 1 )、Tris2HCl 缓

冲溶液 (p H 7108)于 1 cm石英池 (三者体积总和为 310 mL) ,

以微量注射器逐次加入不同体积的金属配合物储备液 (累计

体积 < 100μL) , 反应时间为 30 min。对不同的金属配合物2
蛋白质体系选择不同的激发波长/发射波长 (λex /λem ) , 测定

荧光强度 , 所得数据用于结合常数等的计算。

2　结果与讨论

211　紫外2分光光度计法研究氨基葡萄糖金属配合物与
DNA的相互作用

DNA是由五种 5’2脱氧核苷酸通过磷酸二脂键聚合成的
多核苷酸长链 , 碱基处于螺旋的内部。在生理条件下 , 主链

外侧磷酸根带负电荷是亲水性 , 而碱基则是疏水的。碱基的

堆积力、氢键以及磷酸根与钠、钾等阳离子的静电作用共同

维持了 DNA 双螺旋结构的稳定性。DNA 分子在波长 260

nm处有典型的吸收峰 , 这是由于核酸中嘌呤和嘧啶碱基的

共轭双键产生的。如果 DNA的双螺旋结构被破坏 , DNA分

子在 260 nm的紫外吸收就会增强 , 这个现象被称为“增色效

应”。

　　由谱图 1可知 , 随加入配合物浓度的增加 , 对应 260 nm

左右的吸光度值呈现增加的趋势 , 并且 DNA最大吸收峰发

生蓝移。这是因为当配合物加入 DNA 中 , 配合物可能嵌入

到 DNA双螺旋腺嘌呤碱基对之间 , 引起构成碱基堆积力的

疏水作用和范德华力的相应改变 , 影响了 DNA构象与结构

的稳定 , 可以认为是配合物与 DNA的碱基作用而破坏 DNA

的双螺旋结构 , 从而产生增色效应。根据文献 [ 12 , 13 ] , 单

独 Co2 + , Cu2 + , Zn2 + , Ni2 +离子在同样浓度比例下仅表现为

减色效应 , 单独配体对 DNA 的吸收无影响。从测得的摩尔

电导率中也可以看出 , 金属配合物为非电解质 , 说明四种金

属配合物均作为一个整体插入了 DNA的螺旋结构中 , 对其

产生破坏作用。

212　配合物对 DNA2EB体系荧光强度的影响

为了明确配合物与 DNA 的结合模式 , 我们对金属配合

物与 EB 进行了竞争结合性实验。图 2 记录的是配合物对

DNA2EB复合体系荧光发射光谱的影响。从图中可以看出 ,

在不同量的金属配合物存在下 , 荧光强度却随着 R ( R =

c配合物 / cDNA )的增大而减小 ,而DNA2EB体系的最大荧光发射

波长基本没有发生移动 , 说明随着金属配合物的加入 , 取代

了 DNA2EB体系中相当数量的 EB分子 ,使 EB从DNA中游

离出来 , 导致了 DNA2EB体系的荧光强度减小 , 由此推测 ,

配合物与 DNA作用的方式同 EB与 DNA 作用的方式相似 ,

即为插入方式 [14 ]。
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Fig11　UV absorbance spectra of the interaction between metal complexes and DNA

Co2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1 = 0 , 1125×10 - 7 , 21 50×10 - 7 , 5101×10 - 7 , 1100×10 - 6 , 21 01×10 - 6 , 4101×10 - 6 ;

Cu2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1) = 0 , 61 93×10 - 7 , 1139×10 - 6 , 21 77×10 - 6 , 5154×10 - 6 , 1111×10 - 5 , 21 22×10 - 5 ;

Ni2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1) = 0 , 71 33×10 - 6 , 1147×10 - 5 , 2193×10 - 5 , 51 86×10 - 5 , 1117×10 - 4 , 21 35×10 - 5 ;

Zn2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1) = 0 , 4131×10 - 7 , 81 62×10 - 7 , 1173×10 - 6 , 31 44×10 - 6 , 61 88×10 - 6 , 1138×10 - 5

Fig12　Effects of the metal complexes on the fluorescence spectra of DNA2EB system

Co2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1 = 0 , 1125×10 - 7 , 21 50×10 - 7 , 5101×10 - 7 , 1100×10 - 6 , 21 01×10 - 6 , 4101×10 - 6 ;

Cu2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1) = 0 , 61 93×10 - 7 , 1139×10 - 6 , 21 77×10 - 6 , 5154×10 - 6 , 1111×10 - 5 , 21 22×10 - 5 ;

Ni2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1) = 0 , 71 33×10 - 6 , 1147×10 - 5 , 2193×10 - 5 , 51 86×10 - 5 , 1117×10 - 4 , 21 35×10 - 5 ;

Zn2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1) = 0 , 4131×10 - 7 , 81 62×10 - 7 , 1173×10 - 6 , 31 44×10 - 6 , 61 88×10 - 6 , 1138×10 - 5

213　荧光猝灭方式的判断

根据经典 Stern2Volmer 方程 [15 ] , F0 / F = 1 + Kq [ Q] ,

F0 / F为 (不存在猝灭剂) / (存在猝灭剂) 时的荧光强度 , Kq

为与温度有关的猝灭常数 , [ Q]表示猝灭剂浓度。无论是动

态猝灭或是静态猝灭 , 由 F0 / F对 [ Q]作图均应得到一条直

线。图 3中得到的均为曲线 , 说明金属配合物对 DNA2EB体

系的猝灭并非单纯的静态或动态猝灭 , 而可能是两种猝灭方

式共同作用的结果。这两种可能性 : (1)药物分子与 DNA的

非嵌插作用使得 DNA的骨架靠拢 , EB从 DNA双螺旋中被

挤出 ; (2)药物分子与 DNA 发生嵌插作用 , 将 EB 分子从

DNA2EB体系中置换出来 [16 ]。

214　配合物与人/牛血清白蛋白的荧光相互作用

蛋白质能够产生荧光 , 是由于蛋白质中存在三种氨基

酸 : 色氨酸 ( Trp)、酪氨酸 ( Tyr)、苯丙氨酸 ( Phe) , 它们的荧

光强度比通常为 100∶9∶015。因此大多数情况下以 Trp 残

基的荧光猝灭常用来表征药物与 SA的结合关系。

　　图 4和图 5分别为 HSA/ BSA及不同浓度的金属配合物

与 HSA/ BSA反应后的荧光光谱。可以看出 ,对配合物2HSA

或配合物2BSA体系 , 当未加入配合物 , 激发波长 (λex )为 280

nm时 , HSA的最大发射波长 (λem )均为 337 nm , BSA 的最

大发射波长均为 342 nm , 此时蛋白的荧光主要来自色氨酸

残基。固定蛋白质的浓度 (310×10 - 6 mol·L - 1 ) , 其荧光强
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Fig1 3　Fluorescence quenching curve of

the metal complexes to DNA2EB
1 : Co2GL U ; 2 : Cu2GL U ; 3 : Ni2GL U ; 4 : Zn2GL U

度随金属配合物的浓度增大而有规律地降低 , 表明其与蛋白

质发生了相互作用 , 猝灭了蛋白内色氨酸残基的荧光 [17 ]。滴

定过程中 , 最后加入配合物的累加体积 ( < 100μL )远小于

310 mL , 所以可以忽略稀释效应对蛋白质荧光强度的影响。

　　用 Scatchard方程 [18 ]分析实验数据 ,

r
D f

= n K - rK (1)

其中 , r( r =ΔF/ F0 ) 是每摩尔蛋白结合的药物摩尔数 , D f 是

游离药物浓度 , n与 K分别是结合位点数与结合常数 , 计算

可得到结合常数 K值。以 r/ D f 对 r作图可得一直线 , 由直线

的斜率和截距可计算 n和 K值 , 结果列于表2。由表中结果看

出 , K值均在 105 以上 , 说明金属配合物与血清白蛋白有较

强的结合 , 以 Co2GL US与蛋白结合力最强。同时 ,也得到金

属配合物与血清白蛋白相互作用只有 1类键合位的结论。
　

Fig14　Effect of the metal complexes on the fluorescence spectra of HSA system

Co2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1 = 0 , 1125×10 - 7 , 21 50×10 - 7 , 5101×10 - 7 , 1100×10 - 6 , 21 01×10 - 6 , 4101×10 - 6 ;

Cu2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1) = 0 , 61 93×10 - 7 , 1139×10 - 6 , 21 77×10 - 6 , 5154×10 - 6 , 1111×10 - 5 , 21 22×10 - 5 ;

Ni2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1) = 0 , 71 33×10 - 6 , 1147×10 - 5 , 2193×10 - 5 , 51 86×10 - 5 , 1117×10 - 4 , 21 35×10 - 5 ;

Zn2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1) = 0 , 4131×10 - 7 , 81 62×10 - 7 , 1173×10 - 6 , 31 44×10 - 6 , 61 88×10 - 6 , 1138×10 - 5

Fig15　Effect of the complexes on the fluorescence spectra of BSA system
Co2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1 = 0 , 1125×10 - 7 , 21 50×10 - 7 , 5101×10 - 7 , 1100×10 - 6 , 21 01×10 - 6 , 4101×10 - 6 ;

Cu2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1) = 0 , 61 93×10 - 7 , 1139×10 - 6 , 21 77×10 - 6 , 5154×10 - 6 , 1111×10 - 5 , 21 22×10 - 5 ;

Ni2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1) = 0 , 71 33×10 - 6 , 1147×10 - 5 , 2193×10 - 5 , 51 86×10 - 5 , 1117×10 - 4 , 21 35×10 - 5 ;

Zn2GL US , 1～7 : c(mol·L - 1) = 0 , 4131×10 - 7 , 81 62×10 - 7 , 1173×10 - 6 , 31 44×10 - 6 , 61 88×10 - 6 , 1138×10 - 5
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Table 2　Binding parameters of metal

complexes with HSA and BSA

Metal
complexes

HSA BSA

K/ (105L ·mol - 1) n K/ (105L ·mol - 1) n

Co2GL US 81413 0 01 950 1 71 627 4 01974 4

Cu2GL US 41012 6 01 943 7 81 330 0 01929 6

Ni2GL US 31367 9 01 987 6 21 178 4 01964 7

Zn2GL US 51115 6 01 932 4 61 727 3 01957 4

3　结　论

　　通过氨基葡萄糖与二硫化碳反应形成了新型的含硫氨基

葡萄糖配体 , 该配体可与 Co2 + , Cu2 + , Zn2 + , Ni2 +形成稳定

的非电解质配合物 , 产率约为 70 % , 产物易溶于水。配体与

各金属盐均以 2∶1 进行配位 , 硫氨基中的 N 不参与配位 ,

—CS2 基团以对称的双齿形式参与配位。光谱学方法对金属

配合物与 DNA和 HSA/ BSA 的相互作用研究表明 : 金属配

合物均可与 DNA发生作用 , 主要结合方式为部分插入 ; 金

属配合物也与 HSA/ BSA 有较强的结合 , 且只有 1 类键合

位 , 结合强度为 Co2GL US > Zn2GL US > Ni2GL US > Cu2
GL US。
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Synthesis of Sulfur2Contained D( + )2Glucosamine Metal Complexes and
Interaction with DNA and Serum Albumin
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Abstract　Four sulfur2contained D ( + )2glucosamine metal complexes were synthesized (M2GL US , M = Co , Cu , Ni and Zn) and

characterized by elementary analysis , molar conductance , and proton nuclear magnetic resonance. The yield of the complex was

about 70 % , and it dissolved easily in water. The ligand coordinates with metalions mainly between sulphur and metalions , the

coordination molar ratio of the ligand to metalion was 2∶1 , and the molar conductivity indicated that all the complexes are none2
lect rolyte. The mechanism of the interaction between metal complexes and calf thymus (ct) DNA in Tris buffer (p H = 7108) ,

was studied by ult raviolet absorption and fluorescence spect roscopy. The results f rom varied experiment s showed that the inten2
sity of the maximal absorption peaks increased with gradual addition of metal complexes , but the metalions can decrease the max2
imal absorption and the ligand has no effect on it . Meanwhile , metal complexes could remarkably quench the emission intensity

of the DNA2EB system , and the metal complexes could be bound to ct DNA. The quenching mechanism was discussed by Stern2
Volmer’s equation , the figure showed that it is influenced by static quenching and dynamic quenching , so the partial interaction

of the complexes and ct DNA was the major mode. Under physiological p H condition , this study was designed to examine the

effect of complexes on human serum albumin and bovine serum albumin by fluorescence. The binding constant s and sites of the

interaction with SA were analyzed by the Scatchard’s equation , the result s indicated that there was a st rong interaction between

the four metal complexes and serum albumin and the binding force was Co2GL US > Zn2GL US > Cu2GL US > Cu2GL US , and the

binding site is only one.

Keywords　D ( + )2Glucosamine ; Metal complexes ; Ethidium bromide ; Calf thymus DNA ; Serum albumin
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