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摘要

本论文工作运用采用HPLC与ICP—AES联用的方法、HPLC与[CP．MS联

用的方法、红外光谱(IR)、凝胶层析(GPC)、火焰原子吸收光谱(FAAS)、紫外光

谱(uv)等多种手段对金属离子与生物体系的结合形态进行了系统而深入的研究，

分别对以下两种体系进行了研究．即银一明胶体系和稀土元素一细胞质膜体系。

f真体作了以下几方面的工作：
l

l 以鱼明胶体系为对象、借助于红外光谱研究了银离子、卤化银与明胶的键

合特性。结果表明Ag+主要与明胶中蛋氨酸残基的硫醚键配位；明胶中的蛋氨

酸在物理成熟的过程中不稳定，易被氧化为蛋氨酸亚砜。通过凝胶层析、紫外、

及火焰原子吸收光谱，我们得到了明胶中蛋白及Ag+的分子量分布曲线。结果

表明明胶中的Ag+不与明胶大分子蛋白y组分结合t而主要与小分子蛋白或肽

结合。

2 以天然生长的植物为对象，研究了稀土元素与细胞质膜的键合作用。采用

离心分离的方法获得细胞质膜后，再用去污剂SDS(十二烷基磺酸钠)溶解质

膜成分。将所得到的富质膜组分样品进行排阻高效液相色谱分离。用ICP—MS

和ICP—AES分别检测级分溶液中的稀土元素含量和钙含量。研究结果表明在

根细胞质膜上存在有La、ce、Pr和Nd等元素并且这些元素集中分布在与蛋白

无关的磷脂组分中；质膜上的Ca一部分是与与蛋白无关的磷脂结合。另一部分

与与蛋白有关的磷脂结合。这个实验结果说明与蛋白无关的磷脂是质膜上La3+

等稀土离子与ca2+共同的结合配体。此外，我们还研究了土壤施加混合稀土对

生物膜上ca分布的影响．研究结果表明稀土元素与ca竞争膜磷脂上的结合位
、

点．从而影响了膜上的ca2+转运机制．导致了ca在细胞中分布的改变。卜。．

＼／关键词：明胶，银，细胞质膜，磷脂，稀土元素，钙
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Abstract

Many coupled methods of HPLC一1CP—AES、HPLC-1CP—MS、infrared

spectroscopy、UV Spectroscopy and gel filtration--flame atomic absorption were

used for studying chemical morphology of Ag in gelatin or REEs and Ca in plasma

membrane

1 Photographic gelatin is one of the most important materials for silver halide

emulsion Gelatin is a natural biological macromolecular matefal with a polypeptide

link structure，which can combine metal elements with various group which may

result in different physiological activity It is becoming more important to study the

chemical combination forms in photographic gelatin In the present work，Ag binding

forms in photographic gelatin were studied From IR spectroscopy，we know Ag

binded—SCH3 of methionine And the molecular distribution of Ag were explored by

GPC／spectrophotometry The results show that Ag+coordinates with gelatin protein

and exsits in small molecular protein or peptide mainly,

2 Plasma membranes of cells of soybean rootS were preparated by centrifugation

method and solubilizated by SDS Plasma membrane components-enriched sample

was chromatographed on size exclusion column Rare earth element contents or

calcium contents of fraction solutions were determined by ICP—MS or by ICP—AES

Experimental results showed that there was lanthanum in plasma membranes of cells

of soybean roots and it combined the part of phospholipids which isn’t related with

proteins And Ca can combined the part of phosphoIipids too In addition，the effects

ofadded REEs mixtures in soil On distribution of Ca in biological membrane was also

researched The results indicate that REEs compete with Ca：+at some Ca-'+binding

sites located in membrane phospholipids，which may have effect on activity of

membrane Ca2’transport mechanisms and induce the changes of distribution of Ca2’in

eelI

Key Words： Gelatin，Silver,Cell Plasma Membrane,Phospholids，Rare Earth

Elements，Calcinm
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明胶概述

第一部分综述

第一章明胶

明胶是胶原蛋白经不完全降解转化而得到的、由十八种氨基酸组成的多肽

链的天然生物大分子物质。 1871年MaddoxrI】首次将明胶引入AgX感光乳剂体

系制出明胶AgBr干板以来，明胶在感光材料生产中取得了难以取代的特殊地

位。

明胶作为感光材料，特别是agx感光材料的重要基质原料，具有其他天

然或人工合成的高聚物所不可替代的独特性质和作用。从乳剂制备、化学成熟、

涂布、曝光直至显影加工的各道工序，明胶都起着十分重要的作用陆”1。

二鱼明胶I”I

鱼明胶是明胶的一种，具有明胶的通性。但由于它来源于深水鱼类(硬骨

鱼)的皮．所以与一般的动物皮胶和骨胶又有差别。鱼明胶在其蛋白组分上、

氨基酸成份上与普通的牛明胶的不同分别见表1．1和表1—2所示。

表1-1．明胶蛋白组分的相对含量

相对含量(％)
样品

Ⅱ【 Or-2 Ⅸl+％ 。l／or2 鼠1 p12 pIl+p1 2 y

鱼明胶 13．3 54．3 67．6 l：40 23 8 8，6 32 4 ，

牛骨胶 40．4 17．9 58 3 1：0 44 15．8 15 l 30 9 10 6

从表卜l可知在鱼明胶中主要蛋白是分子量小的n组份，B组份较少，几

乎不含分子量最大的Y组份；而在骨明胶中n组份占优势，Y组份较少，还有

部分B组份。因此鱼明胶分子量小于骨胶．且其分布明显窄于骨胶。
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表l-2明胶氪基酸残基的相对含量(‰)

氨基酸 鱼明胶 牛骨胶

丙氨酸 124 114

精氨酸 55 5l

天冬氨酸 37 45

半胱氨酸

谷氡酸 77 7l

甘氨酸 334 325

组氨酸 9 5

羟脯氨酸 54 86

异亮氪酸 10 ll

亮氨酸 20 25

赖氨酸 35 34

蛋氨酸 13 6

苯丙氨酸 ll 13

脯氮酸 106 135

丝氨酸 65 37

苏氨酸 26 18

色氨酸

酪氨酸 2 3

缬氨酸 22 22

从表1．2可清楚地看出鱼明胶中羟脯氨酸残基的含量大约只有牛骨胶的

2／3，而鱼明胶中的蛋氨酸残基含量较高，是牛骨明胶中蛋氨酸残基含量的2倍。

正是鱼明胶在组成上的特点决定了它具有不同于一般骨明胶的特性。据报道以

鱼明胶制备乳剂可得到粒径<o．1um的Agx粒子m1，从而提供了一种制备纳米

粒子乳剂的新途径。
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第二章卤化银纳米粒子保护性载体

§2．1卤化银照相体系中明胶的保护作用

在卤化银照相体系中明胶作为保护性载体具有至关重要的作用，主要表现在

以下方面。

一物理成熟阶段

1 卤化银成核过程中明胶防止卤化银核的聚结；

2．阻止卤化银颗粒生长；

3 对卤化银颗粒大小分散度的影响

在一定明胶浓度范围内，明胶浓度对乳胶颗粒大小的分散度有明显影响。

浓度小时，乳胶颗粒大小很不均匀，颗粒平均尺度增大：反之，颗粒大小较均

匀。

4 对卤化银晶形的影响

明胶是卤化银微晶生长的晶形调变剂。无明胶存在时，获得的卤化银呈球

形，晶体颗粒的大小有限。在有明胶的情况下，当明胶浓度自O．75升至1．5％时，

卤化银晶核总数增多，颗粒变小。当明胶浓度进一步增加时．核的大小和总数

均不变．晶体呈片状。

这样．为了控制卤化银颗粒的形状、大小和大小均一性，需要在有保护性

胶体的存在下沉淀卤化银。虽然有多种人工合成的高聚物可作为保护性胶体，

但用得最多的却是明胶。

二化学成熟阶段

在化学成熟过程中通常要加入化学增感剂以达到增感的目的。化学增感作
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用和增感剂之间的作用在很大程度上与明胶问的反应有莱，也可能与明胶杂质

有关。因为明胶(或其杂质)与增感剂离子的作用影响了这些离子在乳剂中的

真实浓度从而影响了化学成熟过程。

三曝光时明胶的卤素受体作用

曝光时的作用过程示意图：

X一 + hv——————————》X + e一

(卤化银的卤素离子) (光子) (卤紊) (光电子)

+e

e一+Ag．+———÷Ag————杈92
十Ag．+

Agn+为可显潜影的最小单位．n>4

为了防止光作用产生的光电子再与光解产生的卤素X复合导致光敏度降

低．就需要有卤素受体，而明胶具有很强的吸卤能力。

四对潜影的稳定作用一阻止潜影衰退

没有明胶的卤化银乳剂中的潜影寿命只有几秒钟，有明胶时却长得多。

五影响乳剂的显影作用

阻碍照相乳剂显影，影响影像银的结构。其作用机制尚未完全达成共识，

但人们发现，明胶的存在～方面减小了卤化银表面上吸附的显影液的浓度，这

可能是明胶阻碍显影的重要原因。另一方面．由于它可以键合银离子而减少了

颗粒表面游离的银离子的浓度。还发现显影时明胶的存在与否影响显影的部位：

无明胶时．显影迅速遍及整个颗粒：有明胶时．显影从颗粒表面确定部位(潜

影核)开始，最终形成可见影像。对生成的Ag的结构有明显影响：有明胶时，

生成的Ag更多的是丝状的、自然色调、高覆盖率；无明胶时，生成的Ag呈密

集形、棕色、低覆盖率。王越的工作进一步表明：即使有明胶存在，明胶的存

在状态也影响显影银的形貌I⋯。
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§2．2明胶对卤化银纳米粒子的保护作用

目前对卤化银纳米粒子的研究对明胶提出了新的研究课题。纳米尺度的卤

化银体系由于具有超高的信息记录和储存容量、高反差、高分辨率、高解像力

等许多传统乳剂所不具有的优良特征而逐渐受到人们的重视，并且己在航空摄

影mJ、全息照相【“】、微缩胶卷‘”】、光刻技术【”1等众多领域得到越来越广泛的应

用。其中，超细粒子卤化银乳剂的制备一直是感光科学研究中引起人们广泛关

注的课题之一。

一对于一般的动物骨明胶，必须是在相当高的胶银比(10：1)，即相当低的银

含量时才能制备出较稳定的纳米卤化银乳剂[】”。银的相对含量一旦增加，骨胶

对颗粒长大的抑制作用减弱。

二在骨明胶一高聚物(如PVA)体系的共同保护作用下，当胶银比较低(如7．6：1)

时，也可获得稳定的、平均粒径约为20nm的卤化银颗粒t”】。

三以鱼明胶作为保护性介质利用直接反应法可以在一个比较宽的胶银比值范围

内获得稳定的、粒度较均匀的、平均粒度小于20nm的卤化银颗粒口⋯。而且胶

银比值低达4：l时仍能获得粒度良好的卤化银乳剂。

以上研究结果表明照相明胶对于卤化银纳米粒子的制备起着十分重要的保

护作用。不同种类的明胶在保护能力上的差异可能是因为其组成和结构上的不

同所致，因而需进一步深入研究明胶中不同组分与卤化银之间的作用机制。这

将有助于我们理解和拓展纳米卤化银粒子的性质与应用，从而在根本上解释卤

化银成像过程中的复杂机理问题。
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§2．3明胶对卤化银颗粒的保护作用与卤化银对明胶的吸附有关

～有关吸附层的认识

1．卤化银微晶大约0 01—1 u直径范围，即100—10000A。原纤维朊直径约20A，

前者大约是后者的5—500倍以上，卤化银颗粒被明胶大分子维系。

2 H．Borginon[211认为被卤化银颗粒吸附的明胶层是明胶的分子以～些基团附着

在卤化银表面上，明胶蛋白链的其余部分伸向四周环境。因此所吸附的明胶

层的厚度随链的长度而增加。在明胶中有非极性区和极性区，非极性区主要

包括甘氨酸，脯氨酸和羟脯氨酸。极性区由极性更大的一些氨基酸构成，极

性区与吸附有关不是不可能的。虽然有人发现在明胶水解后，大部分天门冬

氨酸还处于被吸附状态。

3 Pouradierl22l等研究表明明胶分子量自30，000增至190，000时，被吸附的明胶

量从O．95 g／gAgBr增至l 9mg。在等电点所吸附的明胶量最多，盐的进入

减少了静电作用，明胶分子变得更小，因而吸附的更多。

4 Berendsont231认为吸附量与明胶浓度和胶银比有关。

5 明胶的吸附在很大程度上是不可逆的，这意味着用水洗不下来。

二明胶的保护作用与明胶组分

明胶被卤化银颗粒吸附可能有以下三种途径：主要是明胶与卤化银颗粒间

的化学键，另外还有静电吸附以及疏水部分的吸附。

l 认为吸附力的本质是明胶与Ag+的键合口“。与卤化银中Ag+键合有关的明胶

基团是：在低PH(略酸性)下。只有蛋氮酸的硫醚基对Ag+有足够的亲和

力：PH高一些时羧基也可以：在更高PH时，终端氨基、组氨酸的咪唑基

团也可以与Ag+键合。在整个PH范围内，蛋氨酸均能与Ag+键台。不同的

明胶与Ag+的键合能力不同，这种差别与明胶的氧化程度有关，这是由于氧

化程度不同，其中未受损的蛋氨酸残基含量不同所致。H Borginont25’他们还
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测出了蛋氨酸被卤化银吸附的吸附热。Zimkin∞1发现将被吸附的明胶水解

后，留在卤化银上的明胶中天门冬氨酸很丰富，因而他们认为是形成了这样

的环状化合物：羧基(天门冬氨酸)一银离子一亚氨基(肽键)。也就是说

通过这些残基明胶被吸附在AgBr上，但这并未获得其他太多的支持，因为

天门冬氨酸与Agx的吸附热检测不出．这意味着它们之间的吸附作用不明

显。至于为什么在Zimkin的实验中未发现硫醚基团和谷氨酸．我们认为这

与其采用的具体实验方案有关。Zimkin用羧肽酶、氨肽酶于室温下水解非

键合的氨基酸后，用50"C水反复冲洗微晶：卤化银吸附的氮基酸是将卤化

银晶体置于6N HCI中在100。C恒温30h得到后再进行测定的。我们知道蛋

氮酸性质较不稳定，在高温或氧化剂存在条件下，蛋氨酸极易被氧化为蛋氨

酸亚砜(Metsox)和蛋氨酸砜(Metson)。在上述实验操作步骤中蛋氨酸极

有可能因高温而被全部或部分氧化掉，这就是为什么Zimkin在实验中未发

现硫醚基团的可能原因。至于谷氨酸，可能是其残基与Ag*生成的七环化合

物是不稳定的缘故。其中相应的氨基酸结构式为：

NH，

I

HC—CH2--CH2一S—CH3

l

COOH

蛋氮酸

NH，

l

HC—CH，一C00H

|

COOH

天门冬氨酸

NH，

I

HC一(CH2)2--COOH
I

COOH

谷氨酸

NH，

I

HC一(CH2)3一NH
I

COOH

精氨酸

NH，

I

HC—CH，一C=CH

l l I

COOH NH N

i石。

C

H

组氨酸

NH NH， O
|| I

—C-NH： HC—CH：--CH2一S—CHj
l

COOH

蛋氨酸亚砜

2带正电的明胶基团可吸附在卤素位点，这种作用是静电的，很弱，未得到足

够的重视。

3在明胶大分子中还有些疏水侧链可吸附到卤化银表面的疏水部分．如丙氨

酸、亮氨酸、缬氨酸、异亮氨酸等。
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第三章实验方案的设计

关于银离子或卤化银与明胶的键合作用已有不少报道。H．Borginont25】通过

测定蛋氨酸被卤化银吸附的吸附热，从而得出了在pH为3时，Ag+主要与明胶

中的蛋氨酸残基键合的结论。M De Clercq通过计算Ag+与相关配体的稳定常数

[27．2s1而提出Ag‘与明胶之间的反应应主要归结于Ag+与明胶中蛋氨酸残基的作

用。上述关于Ag一与明胶作用的研究均未能给出关于结构方面的直接信息。红

外光谱(IR)是鉴定化合物和测定分子结构最有效的方法之一．特别在研究氨

基酸或其它相似配体与金属离子的键合方面能提供十分有用的信息(29-31I。本文

选择用红外光谱(IR)这一手段研究明胶组分与银离子或卤化银的键合特性，m

分析特征性强，能很灵敏地反映出结构上发生的变化，并具有样品的用量少、

不破坏样品、分析速度快的特点。为了比较全面地研究乳剂中卤化银与明胶的

结合特点，本文同时进行了红外光谱分析和化学形态的研究。具体实验方案如

下：

一氨基酸与银离子的键合特’眭研究

首先了解氨基酸简单体系与银离子的键合情况．目的是为理解明胶体系的

红外谱特征提供必要的背景知识。明胶是由十八种氨基酸所组成的复杂体系，

我们选择其中的蛋氨酸、组氨酸、精氨酸作为研究对象，不仅是因为它们在明

胶中的含量较高，且重要的是它们所具有的含硫基团、咪唑基等最有可能与银

离子有较强的结合力。再考虑到蛋氨酸极易被氧化为蛋氨酸亚砜，我们又研究

了亚砜与Ag’的光谱特征，以此来测定在乳剂制备过程中引起的明胶中蛋氨酸

形态的变化。

二明胶与银离子的键合特性研究

银离子与明胶基团的配位情况及其与不同种类的明胶(骨明胶与鱼明胶)
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键合特性的比较。

三明胶体系与卤化银的键合特性研究

研究卤化银一鱼明胶乳剂中卤化银与明胶键合的特性及其在乳剂制备过程

中随着物理成熟时间的改变明胶红外光谱的变化’隋况。

四银离子在明胶中结合形态的研究

用凝胶层析法对明胶中银离子的分子量分布进行测定，并结合红外结果对

银在明胶中的存在形态进行深入探讨。

14
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第二部分银与明胶的键合特性及结合形态研究

第一章银与明胶的键合特性的红外光谱研究

试剂与仪器

1．实验试剂

AgN03 照相级 北京化工厂

KBr AR 上海化学试剂公司

KI AR 上海化学试剂公司

DL一蛋氨酸、DL-蛋氨酸亚砜、L-组氨酸、L一精氨酸均为生化试剂

骨明胶法国惰胶

鱼明胶 美国Nodand Products Inc．

2．实验设备

Fr—IR红外光谱仪 Perkin—E1mer 2000

蠕动泵 RDB-7型 江苏沙洲仪表仪器总厂

电动搅拌机 江苏东台县安丰电器厂

稳压器 CZ一63型 上海金山五金厂

调压器 上海电压调整器厂

二实验步骤

1．样品的制备

(1)键合银的氨基酸及蛋氨酸亚砜样品的制备

分别准确称取氨基酸及蛋氨酸亚砜0．20009，加入2trd 3mo[／l的AgN03溶

液，混合均匀后于35"C水浴中恒温lh，取出置于4"C的干燥器中脱水、干燥。

(2)骨明胶膜样品的制各
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准确称取89骨明胶，加入32ml去离子水溶涨0．5h，置于3TC水浴中恒温

溶解lh后取出，冷却至室温后制成膜样品。

(3)鱼明胶膜样品的制备

准确称取59鱼明胶，加入15ml去离子水溶涨0．5h，置于30。C水浴中恒温溶

解1h后取出，冷却至室温后制成膜样品。

(4)外加银的骨明胶膜样品的制备

按下述方法制备胶银比(质量比)为7．6：1的膜样品：准确称取89骨明

胶，加入20ml去离子水溶涨0．5h，置于37"C水浴中’噎温溶解lh，将12ml o 8mol

／IAgN03溶液在1min内等速加入到胶液中，同时不断搅拌-上述溶液再保温9min

后取出，冷却至室温后制成膜样品。

(5)外加银的鱼明胶膜样品的制备

按下述方法制备胶银比(质量比)为7．6：l的膜样品：准确称取59骨明

胶，加入10ml去离子水溶涨O．5h，置于30"C水浴中恒温溶解1h，将5ml 1 2mol／

IAgNO，溶液在1min内等速加入到胶液中，同时不断搅拌，上述溶液再保温9min

后取出，冷却至室温后制成膜样品。

改变AgNO，溶液的浓度制备胶银比为2：l的膜样品。

(6)乳剂的膜样品制备

a溶液的配制

底液的配制：称取2 59鱼明胶，加入32 5ml去离子水，在室温下充分溶胀后．

置于30。C恒温水浴中。

补加液的gdN．．称取lg鱼明胶，)JnA．10ml去离于水，在室温下充分溶胀，

备用。

AgN03溶液(0．8mol／L)的配制：准确称取6．79499 AgN03 T-,J,烧杯中，加入

适量去离子水溶解后，转移至50ml容量瓶中，加去离子水定容。

KBr／KI混合液(r,Brn O 8mol／L，其中KBr0．76mol／L，K1 0 04mol／L)的配制：称

取4．52219KBr和0．3329 KI于小烧杯中，加入适量去离子水溶解后，转移至50ml

容量瓶中，加去离子水定容。

b．乳化过程

在中速搅拌下将12ml AgN03溶液和12ml KBr+KI溶液以15ml／min的流
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速等速地加入到底液中，反应液温度为室温，底液温度为30"C。乳化时间为

lOmin。乳化结束后，加入补加液，搅拌均匀，冷冻静置，加入20克10％F一

1l沉降剂、l 75ml 10％醋酸，搅拌，4—5℃下静置30分钟使其沉降完全。倾

去上层清液．用4—5℃去离子水洗三次，每次20分钟。然后加入2．275ml 1％

Na，CO，溶液，于30℃下复溶，加水至50ml。

c f 成熟过程取样(暗室操作)

成熟时间为90min，成熟温度为55"(2，每隔15min取一次样制成膜样

品。上述样品均在保干器中保存至干透。

2．红外光谱的测定

用FT—m光谱仪在室温下测定上述样品的红外谱图。该仪器的分辨率为

2cm-t测量范围为400cm“至4000 cm一。 ～

三结果

1．蛋氨酸、组氨酸、精氨酸及蛋氨酸亚砜的红外谱图分别示于图1．1至图1-4

中。
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图1-1蛋氨酸的红外光谱
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3000 2500 2000 1500 ，000 500

Wavenumber(cm。)

图1—4蛋氨酸亚砜的红外光谱

2银离子一氨基酸的红外光谱特征

蛋氨酸、组氨酸、精氨酸与Ag+的红外光谱结果如表l一3至表1-5所示。

表1．3Ag对蛋氮酸IR光谱的影响

样品 frequence(cm4) interpretation【j“ △9(cm。)

不含Ag 含Ag

蛋氪酸 3438．7 3441．9 N—H sir +3 2

2918 l 2917 5 C—H sym sir． -0 6

1650 8 1654 4 NH，def／YNH，‘ +3 6

】623 3 】623．0 N—H def -0 3

1580．9 1580 9 C00。asym str 0

1514 9 I 514 6 N—H dcf -0 3

1414 2 1414 4 COO。sym s虮 +0 2

1340．5 1339．9 C—H syITt bend -0 6

122l 0 1222 6 N—H def +1．6

lJ61．4 1161．6 NH；rocking +o 2

1080．0 1078．1 CH、reeking -l 9

928、8 925．5 CH，reeking ．3 3

877，5 875 l CHl rocking -1 2

684 9 68l 9 C—S sym str -3 0
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表1-4Ag对组氨酸IR光谱的影响

不含Ag 含Ag

组氨酸 3441 0 3444 2 N-H sir +3．2

1634 5 1635 3 NH：def／TNH¨ +o．8

1590 9 1590 9 COO。asⅥn Stt" 0

1568 2 1567 8 COO‘asym str -l 6

1464 8 1462 6 C—H asym bend -2 2

1415．4 1415．5 C00．sym．str +O 1

1314 7 i315．2 C—H bend+ring+0 5

str

1251 1 1251．5 ring slr +0 4

1171 3 1171 6 ring slr +0 3

ji46 8 11474 ring str +0 6

表l_sAg对精氨酸m光谱的影响

样品fhquence(Cm+1) interpretation【”J △9(cm’1)

不含Ag 含Ag

精氮酸 3298 7 3376 2 N-H str +77 5

2944 8 2923 9 C—H sym sir -20．9

1677 9 1673 0 C=N def -4 9

1627．8 1635．3 NH：defthH“ +7．5

】558．7 1556．】 C00。as'ym s仃 ．2 6

1473．9 1469．5 CH，def ．4．4

142l 2 1382 7 C00。sym str ．38 5

1332 6 1365 9 CH，wag +33．3

lJ85 2 】180 5 N—Hwag ·4．7

1137 8 1106 8 N—H，mg ·3l 0

蛋氨酸的一SCH，基与Ag+可能有较强的配位能力，若二者发生键合，生成的

S—A鼻键不仅在380rim附近Ⅲ1有吸收峰的出现，而且还会引起c—S键伸缩振动

及～CH；变形振动频率的变化。本文利用C—S键伸缩振动及一C心变形振动频

率是否发生了较明显的变化来判断Ag+与S原子的配位。表l-3显示银的加入

使蛋氨酸的C—S伸缩振动及—CH，变形振动频率分别减少了3．0和3 3cm一，大

于红外仪的分辨率2cm一，说明Ag+与蛋氨酸的硫醚基上的S原子发生了键台。

组氨酸的咪唑基在pH较高时可与Ag+键合，眯唑基的红外吸收峰位于表1．4中

1315 cm-1、1250 cm～、1170 cm’1和1146 cm。附近，加入Ag+后，咪唑基振动频

率的变化均小于2cm一．可以认为组氨酸的眯唑基与Ag+没有发生明显的键合作

用。图1．4中在1675 cm‘1附近有一很强的吸收峰，这是精氯酸胍基上C=N的

变形振动频率m】。在加入Ag+后该振动频率减少了5cm。(如表1．5所示)，说明

20
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了Ag．与精氨酸的胍基有较强的键合能力。

除了上述特殊基团．不同的氨基酸共同具有的基团是—NH，和—COOH，

这两种基团也可能与Ag+有配位能力。与这两种基团相关联的红外谱带在

3400cm～、1620 cm一、1580 cm’‘和1410 cm‘1附近M。3400cm～、1620 cm。分别

是氨基的伸缩振动和一NH：变形振动．1580 cm。1和1410 cm。1分别对应于羧基的

不对称伸缩振动和对称伸缩振动。当加入Ag+时，如表l一3所示．蛋氨酸位于

3440cm。的谱带增加了3 2 cm一，而位于1580 cml和1410 cnf’附近的谱带几乎

没有变化，这说明Ag+与蛋氨酸的—NH：发生了键合，而与一COOH没有配位。

组氨酸的情况与蛋氮酸类似，Ag+与其氨基键合而不与羧基键合。表1—5是精

氨酸Ag+的红外光谱结果，当加入Ag+时，精氨酸的—NH伸缩振动频率从

3300cm。增加到3376 cm一，变化了76cm。。；位于1560cm。和1410cm’1的羧基

的不对称伸缩振动和对称伸缩振动频率也分别变化了2 6cm。和38cm一，说明Ag

+与其氨基和羧基均有强烈的键合作用。精氨酸与银的键合特征与蛋氨酸和组氮

酸相比有很大的差异，显然这是因为其胍基结构的存在引起的。

3银离子一明胶的红外光谱特征

银离子一骨明胶及银离子—鱼明胶的红外光谱结果分别示于表1-6至表1—

7。

表1-6 Ag对骨明胶IR光谱的影晌

样品 frequence(cm‘1) interpretation

骨明胶 不含Ag 胶银比(7 6：1)

3324 3 3323．2 N—H str ．1 I
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鱼明胶 3290．0 3309．4 N—H sff +19 4

2940．9 2940．2(2-H sym．str -0．7

1652．7 1652 7 C=O sff【Amide 1) O

1540 8 1541 8 N—H def．+C—N s仃+l

COO‘asvm str

!兰!!：! !!!!! ￡二丛!!)。婴§宝望垂f曼望32 ：!：!
!!塑三：! !三!鱼至 ￡鱼堕：!!墨!堕 ：!：Z
1338 4 1335 1 C—H s、rm bend +3 3

1241 9 无 C—N sff甘q—H bend

!!竖!堡
!!墼! !!盟! ￡曼!!丛!坚 ：!：!
!!!!! !!!!：! ￡旦3婴丛!竖 望!
!!!：! !!!：! ￡=!!z型堕 ：!!!

明胶是由氨基酸残基通过肽链构成的蛋白质大分子，其中也含有部分游离

的氨基酸，因此明胶的红外光谱不仅具有蛋白质肽键的特征谱带，同时还有氨

基酸的相关谱带(如羧基)。与肽键有关的谱带有酰胺I带(1660 cm‘1附近)、

酰胺II带(1 570 cm。附近)和酰胺1II带(1300 cm。1附近)[381。银离子～骨明胶

的红外结果如表1-6所示，Ag+的加入使得3324cm。1附近的一NH伸缩振动减少

了I．1cm～，低于2cm。‘，所以Ag+与骨明胶的N原子没有发生键合；位于

1560cm一、1403cm。1分别变化了6．2 cm一、4 lcm．1，1560cm。是酰胺II带和羧基

的不对称伸缩振动的重合谱带．因为触+与N原子没有发生键合，酰胺II带的

频率不会发生明显的变化，所以上述谱带的变化应归结于羧基的不对称伸缩振

动的变化，是Ag+与骨明胶中带侧链羧基的氨基酸(如骨明胶中含有的较丰富

的谷氨酸)的—_cOOH了发生键合而引起的。Ag+的加入使得650cm‘‘附近的c—S

伸缩振动减少了85cm-‘，变化的幅度很大，所以加入的Ag+主要与骨明胶中的

蛋氨酸残基的硫醚基配位。组氨酸咪唑基的谱带(1240 cm。。)在加入Ag+后，未

发生明显的变化．说明在我们的骨明胶溶液(pH为4)中，其眯唑基没有与Ag

+发生键合。虽然Ag+可引起精氨酸光谱明显的改变，但在骨明胶中我们没有

观察到其特征吸收峰，因而无法断定骨明胶中的精氨酸是否与Ag+作用。

银离子一鱼明胶的红外光谱结果如表l一7所示，胶银比为7 6：l的鱼明胶
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位于1403cm。变化了7 7cm一，是因为hg+与鱼明胶中带侧链羧基的氨基酸的一

COOH发生键合而引起的。Ag+的加入使得鱼明胶C—s伸缩振动减少了99cm～，

因为鱼明胶中的蛋氨酸含量高，与Ag+的键合能力大。所以鱼明胶C—S伸缩

振动的移动比骨明胶的85cm。要大。与骨明胶一样的是，加入的Ag+主要与鱼

明胶中的蛋氨酸残基的硫醚基配位。此外，Ag+的加入使胶银比为7．6：l的鱼

明胶位于3300cm。1附近的一NH伸缩振动增加了19 4cm～，所以Ag+与鱼明胶的

N原子发生了键合作用，这是令人十分感兴趣的结果。为什么在骨明胶中没有

Ag—N键的生成而A分与鱼明胶中的N原子却发生了配位，我们认为可能有以

下几种原因：(1)由于鱼明胶的主要组分是一条单链。其侧链基团(如蛋氨酸

的甲硫基)能充分暴露出来．Ag+优先与蛋氨酸的硫昧基键合后，可以再与相邻

的N原子键合，生成了N—Ag—S稳定的六元环结构：(2)是精氨酸的存在引

起的，精氨酸的—Ⅻ{伸缩振动位于3298cm～，与鱼明胶(3290 cml)十分相近，

且精氮酸的—NH对Ag+有较强的亲和力。虽然在两种明胶中，精氨酸的含量十

分接近(分别为55％和51％)，但也可能是存在空间结构的不同引起的：(3)

在鱼明胶中可能存在含有氨基结构的、可与Ag+键合的特殊物质。其中准确的

机理值得我们进一步的深入探讨。

生物体内的金属离子对配位给体的结合倾向经常受软硬酸碱的制约。在明

胶介质中提供这些配体的有蛋白质、肽及氮基酸，对于软的A矿，最倾向于与

软的S原子结合，因而它最容易与蛋白质、肽的蛋氮酸残基的硫醚键部位键合。

4银离子一蛋氨酸亚砜的红外光谱特征

银离子一蛋氨酸亚砜的红外光谱结果如衷1．8所示。

图1-4蛋氨亚砜的红外光谱图，在1016 cm‘处有一非常强的红外峰，是C～SO—C

骨架振动引起的蛋氨酸亚砜的特征峰m】。Ag+的加入使N—H伸缩振动由3424

cm’1增加到3443 cml，变化了19cm．比蛋氨酸(3 2 cm。)大的多：位于1650 cm’1

附近的N—．H变形振动频率增加了98 7 cm。。，说明Ag+与蛋氨酸亚砜氨基的结

合能力更强。位于】580 cm。和14]0 cm。的羧基的不对称伸缩振动和对称伸缩

振动在加入Ag*后，前者减小了4．4 cm一，后者则变得很弱，这说明Ag+与—COOH

之间发生了键合作用。而Ag*与蛋氨酸的--COOH却没有这种作用。蛋氨酸亚
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砜的C—s不对称伸缩振动在加入Ag+后由821．3cm4增加到832 8 cm～，增加了

1l 5 cm～，说明S—Ag键的生成。值得注意的是，位于1650 cm。附近的N—_H

变形振动频率的变化幅度晟为明显，因而我们可以借助该谱带判断明胶中蛋氨

酸存在形态的变化与否。

表l-8Ag对蛋氨酸亚砜IR光谱的影响

样品 墅91婴!!!!堕!! interpretation △9(era“)

塑!!!!!!!堂!生 塑坐!!!鲤垒g
蛋氪酸亚砜 3424 7 3443 5 N—H sir——±11墨

292l 2 2924．9 C—H sym sir +3 7

1668 4 1767 l NH，def／vNH，+ +95 7

1623 3 1623 O N．H def ．0 3

1590 l 1585 7 COO。asym．sir 一4 4

1523．0 1513．9 N—H def -9．9

1446 3 1456．0 C—H asym bend 4-9．7

1409 8 无 COO。sym s仃

1342．2 1353 O C—H sym bend +10 8

1158 3 1133 7 C—S0一C ske+ 一24．6

此外我们还发现了一个有趣的、有意义的结果，Ag+对蛋氨酸亚砜的某些振

动的影响与其对蛋氨酸的影响很不相同，甚至是相反的。如Ag'使蛋氨酸的C—H

对称伸缩和c—H不对称伸缩振动都减少了O．6cml，而它却使蛋氨酸亚砜的上

述振动分别增加了3 7 crrfl和10 8cm“。另外，Ag+使蛋氨酸位于1161．4cm。的

一CH变形振动增加了0,2 cm～，位于877．5 cm。的一CH，变形振动减少了2．4

cm一，而它却使蛋氨酸亚砜相应位置上的振动分别减少了24 6 cm+1和增加了

10 8cm一。

s 卤化银一鱼明胶乳剂的红外光谱特征

卤化银一鱼明胶乳剂的红外光谱在物理成熟过程中的变化如下表所示。

一一
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表1-9卤化银—鱼明胶乳剂的红外光谱特征

样品 丝g!!!堡!!里!1
15min 30min 45rain 60min 75rain

鱼明胶中的蛋氮酸含量较高，且蛋氨酸性质不稳定，在乳剂制备的物理成

熟阶段，可能会随着时间的增加被部分氧化咸蛋氨酸亚砜。蛋氨酸形态的这种

变化会在红外谱图反映出来。所以我们可以借助红外谱图考察卤化银一鱼明胶

乳剂中蛋氨酸的形态变化。表中的数据说明在物理成熟的45min至60min时，

鱼明胶位于1651．0 cm。的频率增加至1654 6 cm’。，我们知道该谱带是N—H变

形振动，当蛋氨酸被氧化为亚砜时，蛋氨酸亚砜NH：基与Ag+的结合能力比蛋

氨酸强，Ag+与蛋氨酸亚碾NrH2基的键合使得N—H变形振动有增加的趋势。通

过红外光谱的振动频率的变化我们可以判断在乳剂制各的物理成熟过程中明胶

中的蛋氨酸被氧化为了蛋氨酸亚砜。

结论

在乳剂制备的物理成熟初期明胶中的蛋氨酸的存在形态发生了变化，红外

光谱可以很灵敏地检测出这一形态变化。

蛋氨酸具有的还原性和卤素受体的双重作用对于照相明胶有着十分重要的

意义，当蛋氨酸被氧化为亚砜时，其还原性有所下降，用这种明胶制各出的乳

剂的性能大大降低。因而在乳剂的制备过程中我们应采取适当的制各工艺防止

蛋氨酸被氧化，同时还应采用较方便的方法来监控蛋氨酸的存在形态。李迅等”≈

曾应用氨基酸分析仪测定明胶中的蛋氨酸及其亚砜的含量。用氨基酸分析仪测

定明胶中的亚砜，制样复杂、分析步骤繁琐且耗时较长；本文采用的红外光谱

制样简单、对样品无破坏性，可以很灵敏地检测出蛋氨酸的存在形态发生的变化。
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第二章明胶中银的结合形态研究

本章采用凝胶层析一分光光度法对Ag*在明胶中的分布进行深入探讨。

凝胶层析m”又叫凝胶分子筛，它主要是利用具有三维空间网状结构的凝胶

的分子筛作用，根据被分离物质的分子大小不同进行分离的。把适当的凝胶颗

粒装填到玻璃管中制成的层析柱，于柱内加入预分离的物质，然后用大量洗脱

液洗脱。由于被分离物质各组分的分子大小和形状不同，在洗脱过程中分子量

最大者因不能进入凝胶网孔而沿凝胶颗粒的空隙最先流出柱外，分子量最小的

物质则因进入凝胶网孔而受阻滞，流出缓慢，致使最后流出柱外。

样品洗脱过程中某一组分的洗脱体积为：

V。=I(dV．+Vo

V。一凝胶颗粒之间的空隙的总容积，即外水体积：

v．一凝胶颗粒内部的空隙的总容积，即内水体积；

K。一某一体系在凝胶颗粒固定相和洗脱液流动相之间的分配系数，只与

被分离物的大小和凝胶的交联度有关。对同一凝胶而言，K。是被分

离组分分子大小的函数，分子大小不同，从而Ve不同。

对同一类型化合物来说，洗脱体积与组分分子量之间符合关系式：

V。=K】一K2lgM

式中K1．K，为常数，M为分子量。从此式可以看出分子量M大的组分

洗脱体积v。小，先流出柱外：分子量小者，洗脱体积大，后流出来，这样物质

可根据分子量的不同得到分离。

一试剂与仪器

1．试剂

凝胶分子筛Sepharose 4B(瑞典)

洗脱液0．2tool／1 NaN03(分析纯NaN03配制)

试样溶液O．5％骨明胶溶液及鱼明胶溶液
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2仪器

B—2型蠕动泵上海统一生化仪器厂

BS—160A自动部分收集器上海沪西仪器厂

SH／MADZU UV一2 100分光光度计

wFx～120原子吸收分光光度计

3装置及参数

表1．10凝胶层析工作条件

l层折柱 柱长： 950mm 内径：13nun

固定相：Sepharose4B分子筛凝胶

流动相 0 2mol／lNaNO，

流速：知l，20rain

1分离温度 室温

I进样体积 1．0ml样品

l洗脱液收集 每20rain收集一管

二实验程序

图1-5凝胶层析装置
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l明胶样品的配制

准确称取明胶250rag． 加入约30ml 0．4mol／l NaN03溶液于室温下溶涨

O．5h，补加NaNO，溶液至50ml摇匀，于60"(2水浴中恒温lh，取出摇匀，冷却

至室温，得样品浓度为O．5％。

2凝胶分离

移取样品液tml在柱斗贴壁进样，待样品全部进入凝胶层，通过蠕动泵恒

压打入洗脱剂，洗脱速度约6ml／h，洗脱时间为25至30h。

3．分部收集洗脱液

用lOml玻璃管收集洗脱液，每20min走一管，每管2ml样品收集液。

4蛋白质紫外吸收的测定

于230nm波长处测每管明胶收集液的紫外吸收值，依次作出明胶蛋白分

子分布图。

5．收集液银含量的测定

用火焰原子吸收分光光度计测每管收集液中的银含量并作出银分布图。

三结果与讨论

1．骨明胶蛋白的层析分布和银的分布

图l一6(a)是骨明胶的层析分布和银的分布。实验结果表明骨明胶中的银不

与分子量最大的v蛋白组分结合，而是与中等和小分子量的蛋白或肽结合，且

以于小分子蛋白或肽结合为主要存在形式。

2．鱼明胶蛋白的层析分布和银的分布

由鱼明胶蛋白的层析分布图(图1-6(b))可以看出，鱼明胶是由中等和小

分子量蛋白组成的体系，不含有大分子量的y蛋白组分，这与前人的研究结果

一致。鱼明胶中的Ag+与中等分子蛋白和小分子蛋白或肽结合．而且主要与小

分子蛋白或肽结合。此外鱼明胶中有相当一部分的A旷与非蛋白组分结合。

以上实验结果表明不管是骨明胶还是鱼明胶中的Ag+都主要以与小分子蛋
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白或肽配合态存在．进入中等分子量蛋白中的相对较少，几乎不与分子量最大

的Y蛋白键合。可能的原因是：Ag+的电荷／半径较小，离子半径较大，属于软酸。

优先与S原子配位料，进入蛋白大分子中的倾向较小，所以Ag+主要与对A酽亲

和性较强的小分子蛋白或肽中的蛋氨酸中的S原子键合。

流HA懈fl(m11

图l-6(a)骨明胶蛋白与银分布
一蛋白分布⋯银分布
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结论

0 2

00

20 40 ∞ ∞ 100 120 140

保留体积(m1)

图l-6(b)鱼明胶蛋白与银分布
一蛋白分布⋯银分布

O

由于鱼明胶中无大分子量的Y蛋白组分m】，而以分子量小的a组份居多，

n组份的侧链基团能充分显露；且鱼明胶的蛋氨酸含量比骨明胶高得多，能更

快更好地吸附在晶体表面。此外，根据我们的实验结果，鱼明胶中还存在着可

以与AgX晶体强烈键合的特殊物质，因此鱼明胶比骨明胶具有更强的吸附能力，

保护性强，应用鱼明胶在卤化银纳米乳剂制各中作为保护性分散介质，可有效

控制粒子的尺度大小、分布与晶型【】⋯。

我们的实验结果从成分及分子量分布上解释了鱼明胶对卤化银纳米粒子的

保护机制，这就为制各纳米卤化银粒子用鱼明胶作为载体提供了一个有力的理

论依据

m面一￡警e

6

4

2
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第三部分稀土元素与细胞质膜的键合特性

及其对Ca2+分布影响的研究

第一章 前言

生物体内普遍存在稀土元素，尽管它们含量甚微，但己发现其具有多种生物

效应小5I。遗憾的是目前的研究尚不能证明稀土元素对生物体是否必需或有毒。

为了从本质上搞清稀土代谢及其影响机制，需要深入研究稀土与细胞膜的作用

以及稀土能否通过细胞膜进入细胞并与细胞其进一步作用等一系列问题。

一生物膜结拇一流动镶嵌模型”

各种细胞器的膜和核膜、质膜在分子结构上都是一样的，它们统称为生物

膜。生物膜是以磷脂为主的脂质和蛋白质组成的体系，磷脂双分子层(或称脂

双层)构成生物膜的基本骨架，蛋白质镶嵌在磷脂双层内。脂双层具有流动性，

其脂类分子可以自由地移动，膜脂的运动带动了膜蛋白的运动，这就是

S J．Singert6j提出的生物膜结构的流动镶嵌模型(如图所示)。

圈2-1生物膜结构图
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蛋白质一般具有亲水表面，可以与脂双层膜的两侧极性基团结合，成为膜

的外周蛋白：嵌入膜内的蛋白质有一个疏水的肽链表面。大部分膜蛋白与磷脂

间没有相互作用，但一部分膜蛋白的确能够通过不同的方式相互影响。例如，

有的磷脂能够改变蛋白的构象17】；有些磷脂与蛋白紧密结合成脂蛋白，从而构

成完整的功能复合物(如光合膜)。

二磷脂

1． 磷脂的组成与结构

表2-1磷脂的种类及特点

磷脂广泛存在于生物体中，几乎所有生物细胞内都含有磷脂。磷脂有甘油

磷脂和鞘磷脂两类。前者是由甘油骨架、非极性的长链脂肪酸及极性的磷酸盐

所组成．其化学结构通式如下：

R1一C0—CH20
『

Rr-一CO—CH O

『 ¨

CH20一P—O×
『
O
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其中RI、R2分别表示C。。～C：：的饱和或不饱和脂肪酸．它们主要包括软脂

酸、硬腊酸、油酸、亚油酸、亚麻油酸和花生烯酸等。大多数磷脂上与C．相连

的R1是饱和脂肪酸，而R：是不饱和脂肪酸．即至少含有一个或一个以上双键。

X表示与磷酸羟基相连的不同取代基并由此构成了不同类型的磷脂。

植物组织中常见的甘油磷脂是PC、PE、PG．在某些组织中Pl也有较高

含量吼

鞘磷脂是由神经酰胺的羟基与磷酰胆碱构成的磷酸二酯，其结构式如下：

HO—C}f_CH—CH：一O凡
j l
R1 Nit

I
CO

I
如

其中R。表示—CH=CH一(CH：)．2CH3：R2表示C．。～C：。的脂肪酸链烃

O

J

R’表示一P—OCHC}I_—N．(CH^)，
l
o

鞘磷脂主要分布在脑、神经组织和红细胞膜中，植物中含量很少。

2． 磷脂的性质与作用

磷脂是一类双亲性分子，具有含磷酸根的亲水头部和两条疏水性的脂肪酸

长链，这种性质对于它们在形成膜的双层结构方面极其重要。细胞中的磷脂主

要分布在生物膜上。生物膜是细胞进行各种生命活动的重要结构基础，磷脂的

种类、组成决定了膜的性质与功能从而影响细胞的正常功能。

磷脂双分子层的膜结构中间存在着由脂肪酸碳氢链构成的疏水层，使细胞

内水溶性分子不会外溢，起着通透屏障作用。

磷脂脂肪酸碳氢链的长度和不饱和度影响着膜的流动性[91，而膜的流动性与

细胞的各种生理功能密切相关。磷脂结构与组成上的变化会改变膜的流动性【I⋯．

从而影响膜蛋白质的活性。
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此外，磷脂也参与了多种生物过程，在物质运输、能量储存、细胞信息传

递方面起重要作用，

3． 磷脂的提取、纯化与检测

提取磷脂一般常见的方法有物理法、有机溶剂提取法。有机溶剂提取法是

实验室常用的一种较精细的分离方法，实验仪器及操作方法都较为简单∽】。用

有机试齐U提取磷脂的方法最早由Folch[”|提出，经过多人的改进和创新后，目前

是人们普遍采用的方法。

磷脂从细胞内提取出来后，虽已除去了大量与制备理化性质差别较大的杂

质，仍剩余与制各理化性质相近或类似的物质．必须进～步纯化。薄层色谱

(TLC)Ⅲ。51是纯化磷脂最传统的方法，它由最初的一维己发展成二维f“J、高敬

薄层色谱[17．t 8I等多种形式。因其存在步骤繁琐、耗时过长等缺点，现已被分析

快速、分离效果更好的高效液相色谱(HPLC)[15-191所取代。HPLC分离磷脂通常

采用的检测方法有折光率检测(RID)⋯、火焰离子化检澳,U(FID)㈦I、光散射检

；i|,U(LSD)∞”、紫外(UV)∞。141检测等。折光率检测、火焰离子化检测、光散射

检测不灵敏且不适于梯度洗脱技术，应用很有限。因为磷脂的甘油骨架上存在

不饱和脂肪酸，且由于功能基团如羰基、羧基、磷酸盐、氨基及季氨基的存在，

磷脂在210nm|：f寸近有很强的吸收口】，紫外检测灵敏度高、对样品无破坏性且操

作方便，通常我们用200一210nm之间的吸收检测磷脂。但这种吸收并不是磷

脂特有的因此为了鉴别磷脂除了利用吸收光谱，通常还采用不依赖于紫外吸收

的其他方法(如磷的捡测)。值得注意的是有很多试剂如氯仿在200nm附近具

有吸收，我们必须使用在200nm附近透明的试剂，目前应用最多的两种体系是乙

膀一甲醇一水mJ和正己烷一异丙醇一水mI。乙膀～甲醇体系对于磷脂酰胆碱和

鞘磷脂分离十分有效，但对其它的几种磷脂的分辨率不是很高；正己烷一异丙

醇体系几乎能将所有磷脂分开，因此本文选用后者作为分离的洗脱液。

磷脂检测方法还有质谱法f”1、比色法(3j、荧光法f”1等。

4． 稀土与膜磷脂的作用
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’磷脂含有磷酸根．因而对稀土元素具有潜在的、强烈的亲和力。Rajasf州发

现1耵Pm”能吸附在人造磷脂酰丝氨酸上。Akutsu[“1发现La“可与人造膜的磷脂

胆碱结合。UyesakaI”1利用ESR进行的研究表明稀土在未受伤的细胞膜上仅仅

或至少与脂双层键合。EL．Fakahany[”1利用EM和EDAX分析证明稀土不能进

入健康活细胞。Laszlot”I用同位素法在注射过。4[1La3+的老鼠细胞中也没有发现

1“La”。但也有研究结果表明La”可进入鸡胚胎心室细胞【36】，”oTm可积累在肌

肉细胞内即l。Nagahashit”I用EM研究植物根细胞中稀土的分布后指出，稀土元

素只分布于质膜之外。综上所述，稀土元素能否通过质膜进入健康的活细胞至

今尚未定论。

外界物质首先作用与细胞的本质部位是细胞质膜，细胞质膜也是控制物质

在细胞内外分布的关键。细胞膜的基本成分是蛋白质、磷脂、糖脂和胆固醇，

在这些结构中含量最多的是磷脂，生物体内的磷脂也主要分布在生物膜上。本

文以天然生长的植物为对象，研究了其细胞质膜的稀土元素的结合形态，特别

是与磷脂有关的稀土元素。毫无疑问，研究与磷脂有关的稀土元素为进一步了

解稀土元素与细胞膜的作用、更好地理解稀土元素的生物效应将提供重要的信

息。
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第二章大豆根细胞质膜上稀土元素的研究

细胞质膜是包裹细胞器的外膜，它的成分和结构对细胞的通透性因而对细胞的

生理功能有着十分重要的影响。

1 974年G．Nagahashi[383]{]电子显微镜观察了La在根细胞中的分布，只在细

胞质膜之外发现有La的存在，也就是说在细胞质及细胞器中未发现La。蔡继保139]

用离心分离技术制备了天然生长的大豆根质膜样品并发现质膜上结合有稀土元

素。尽管这样，仍有研究表明La等稀土元素会影响质膜的通透性H042]，从而影响

了细胞内物质的含量，甚至影响了细胞内的生化过程。例如L．Gill【43】观察到La

使进入细胞内的ca量减少。黄碧霞等Ⅲ1也曾观察到在稀土含量较高的土壤中培育

的豆根中水溶性Ca含量较低。

质膜基质主要由磷脂，蛋白，糖脂和胆圆醇等成分组成，在数量上尤以磷脂

含量最高。这些物质带有含氧基团，如磷酸根，羧基和羟基等，因而这些物质与

稀土离子有较强的亲和力。虽然这些质膜成分对稀土离子有较强的亲和力，但生

物体系是复杂的，进入根中的稀土能否通过重重“障碍”到达质膜尚不清楚。本

文以大豆根为样品，研究了质膜上的稀土。

材料与方法

1．试剂

Mes(超纯)、2．巯基乙醇(Biotech．)和Triton-X 100 PMSF和SDS为生物技术纯，

购买于AMRESCO。Tris(J超纯)、DTT(超纯)分别从USA和Canada购得。PMSF

和SDS为生物技术纯，NaCl为光谱纯。HN03为超纯，HCI和HCl04为优级纯．

分析纯的正己烷与异丙醇为经二次蒸馏后使用。其余试剂为分析纯。所用水溶液

均用新制得的石英亚沸蒸馏水配制。

2．仪器
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2 l高压液相色谱仪及工作条件

色谱仪Varian LC-5060型HPLC色谱仪(USA)

色谱柱Varian Micro-Pak Si．5(1 5cm×4mm I．D．)

洗脱液hexane-isopropanol(3：4，v／v)---H20

流速 1ml／min

2．2排阻高压液相色谱及工作条件

色谱仪Vanan LC-5060型HPLC色谱仪(USA)

色谱柱葡聚糖G4000SW凝胶柱(30cm×7．7mini D)

淋洗液含0 1％(v／v)Triton—X 100，lmM 2一巯基乙醇和25mM Tris-

HCI(pH7．2)；

流速lml／min

级分溶液体积为lml。

2 3 ICP．AES TJA公司Atomscan Advantage仪(美国)

2．4 ICP．MS TJA公司POEMS仪 (美国)

2 5 S}ⅡMADzu U、L_2100分光光度计(日本)

3样品来源

用安徽省农科院提供的六青黄豆种在安徽合肥没有或施加了混合稀土的土

壤中盆栽，培育长到有5片叶子时进行采样，清洗、吸干、剪碎、称重后置于一10

℃的冰箱中冷藏备用。

4．供试土壤

供试土壤中各种稀土元素含量Ⅲ1及长乐稀土微肥中主要稀土元素氧化物的

百分含量分别列于表2—2和表2．3中。

表2-2供试土壤中稀土元素含量(pg．g．1)

40
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表2-3．长乐稀土硝酸盐微肥中主要稀土氧化物含量(％)

kq
19 78

Ceq
4 66

Pr604
1．86

Nd203
5 40

5纯磷脂的制备与SEC分离

用有机溶剂程序㈣从大豆根中提取磷脂粗品，具体步骤如下图所示：

根样品

残渣(弃去)

提取液

I丙酮(

厂j]

一缈许

含少许氯仿)

弃去)

氯仿)

残渣 溶液

‘弃去’ j在真空干燥器中除去乙醚

富磷脂样品

图2-2磷脂有机溶剂提取分离图

将上述得到的粗磷脂样品在Micro．Pak Si．5柱上用hexane．isopropan01．water

作为淋洗液进行HPLCc删分离，于210hm检测流出积分的紫外吸收并测定积分

液的P分布。将既是紫外吸收峰又对应P峰的各个级分进行合并，并在N：气流

下蒸干，用lml 4％SDS溶液溶解干渣，所得溶液进行SEC HPLC分离。]OOul

的样品溶液注入SEC系统并用25raM Tris-HCl缓冲液(pH7 2)淋洗。缓冲溶液中

还含有0．1％(v／v)Triton。100和】mM 2-Mercaptoethanol，以l 0ml／min的流速进

行淋洗。检测级分溶液的P含量，以确定磷脂级分。
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6．细胞质膜的制备与SEC分离

应用William J Hurkmanl4741t]的方法制备和溶解质膜。主要程序是：用40ml

缓冲液与log鲜根匀浆，缓冲液含3raM EDTA、25mM Tris-Mes(pH7．2)年tI O．25M

蔗糖。匀浆液在Beckman J2．21m rotor中以30009转速离心5分钟，弃去沉积

物，上清液于13，0009离心1 s分钟并弃去沉积物。上清液再于13，0009离心，得

到的上清液在HITACHI 55—72 rotor中于800009离心30分钟，将得到的沉积物

悬浮在20ml缓冲液中，其组成为lmMTris—Mes(pH7．0)和O．25M蔗糖。取18ml

上述悬浮液注入线性梯度中，该梯度液由20ml 22％，26ml 30％和26ml 40％的蔗

糖溶液组成。上述蔗糖溶液还含有lmM EDTA(pH7．2)和lmM DTT。

梯度(系列)于80，00魄离心2小时，在30—40％的蔗糖界面处收集粗质膜级

分。取5m[粗质膜级分悬浮在10ml SDS缓冲液中。该缓冲液组成为

4％(w／v)SDS、2％(v／v)2-mercaptoethanol、 20％(w／v)glycerol、2mM PMSF和

]OOmM Tris—HCI(pH8．51。将上述混合物于80℃加热5分钟并不时进行搅拌，然

后在4000rpm下离心30分钟后弃去不溶物，将此质膜组分的上清液与纯磷脂样

品在相同的分离条件下进行SEC层析分离，在280nm(或230nm)处进行紫外吸

收检测并测定级分溶液的稀土元素和Ca含量。

7．元素测定

级分溶液的P元素和Ca元素用ICP．AES测定，稀土元素用ICP-MS测定。

级分溶液中的有机物会干扰测定，因此分析前均用消化的方法予以去除，即将

级分溶液干燥后每份干渣用20ml超纯HNO，处理，在红外辐射加热板上于90

℃保温16小时，再加入3滴优级纯HCIO。．于180"0左右加热20分钟，直至样

品完全消化，然后加热至近干并用3％的HNO，溶液溶解干渣，最后用ICP-AES

或ICP．MS进行元素测定。

二结果与讨论
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本文的实验结果示于图2-3至图2-4中。图2-3是纯磷脂样品经SEC分离

后级分溶液的P分布图，图中在保留时间为2分和8分的级分出现了P峰。因

为磷脂的基本成分之一是磷酸盐，因而本文中P的分布可以认为就是磷脂组分

的分布。这样．显然图中与P峰对应的保留时间分别为2分和8分的二个级分

是与磷脂或含磷腊的复合物有关的级分。图2-4是质膜样品SEC图。由于质膜

样品是在与纯磷脂样品完全相同的条件下进行SEC分离的，因此可以认为图2—

4中保留时间为2分和8分的这二个级分是与磷脂或磷脂复合物有关的，这一

结论通过P分布的测定得到确证(此图未给出)。因为生物膜中有的磷脂与蛋白

质紧密结合，从而构成具有稳定结构的复合物，为了鉴别这类磷脂，本文进一

步研究了经SEC分离后各级分溶液的紫外吸收光谱特征。图2-4中在保留时间

为8分的级分出现了具有蛋白质特征的A280和A230紫外吸收峰(A230图未

给出)，这意味着保留时间为8分的级分不仅与磷脂有关，而且还与蛋白有关。

所以图2_4中保留时间为2分的级分是与磷脂有关的级分i而保留时间为8分

的级分则是与磷脂一蛋白复合物有关的级分。图2-4(b)是质膜样品中La、Ce、

Pr、Nd的SEC图。

：
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图2-3纯磷脂样品SEC图
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由图可知La、Ce、Pr和Nd等稀土元素只在保留时间为2分的级分有峰出现，

这说明质膜上存在有La、Ce、Pr和Nd等元素并且这些元素集中分布在保留时

问为2分的级分中，即与蛋白无关的磷脂组分中；由于L矿的离子半径与Ca2+

接近，而La3+的电荷／离子半径比值大于Ca”，因而与含氧配体键合的能力也比

Ca2+强。这样在生物体中La3+很可能与Ca2+竞争结合配体。为此，本文还研究

了质膜上Ca：’的分布，如图2-4(c)所示。将Ca的色谱图与La、Ce、Pr和Nd

的色谱图进行比较，发现质膜上ca的分布与上述稀土元素不尽相同，ca峰不

仅出现在保留时间为2分的组分中，而且还出现在保留时间为8分的组分中。

也就是说．质膜上的Ca一部分是与与蛋白无关的磷脂结合，另一部分与与蛋白

有关的磷脂结合。这个实验结果说明与蛋白无关的磷脂是质膜上La3’等稀土离

子与Cf+共同的结合配体，这意味着二者会竞争这种结合配体，也就是说La等

稀土元素对这种形态的ca有着潜在的影响。由于这个缘故．如果土壤中稀土元

素含量过高时(例如土壤被稀土元素严重污染)， 稀土元素有可能过多地与Ca

竞争质膜上的这一结合配体，从而影响膜基质的成分乃至细胞质膜的性能。

结论

采用SEC分离技术可将磷脂分为分子量不同的二类．即与蛋白无关的分子

量较大的磷脂组分和与蛋白有关的分子量较小的磷脂组分。细胞质膜上的La、

Ce、Pr和Nd等稀土离子集中分布在与蛋白无关的磷脂中：Ca”既与不含蛋白的

磷脂结合，又与含蛋白的磷脂相结合。
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第三章 土壤施加稀土对Ca在细胞中分布影响机制的探讨

～引言

Ca-"+在细胞功能的调控中起着十分重要的作用[11。我们【2l曾就土壤施加La

后对大豆根中Ca分布的影响进行过研究以了解稀土在植物体中产生的生理效应，

发现土壤施La后Ca在根中的总含量降低，水溶性ca含量降低，但细胞壁中的

Ca含量几乎不变。

质膜是包裹各种细胞器而使细胞内部与外界环境分隔的生物膜，它是调节物

质在细胞内外分布的关键部分。质膜及其他生物膜的基本成分是蛋白质、磷脂、

糖脂和胆固醇【31，在质膜上磷脂的数量是最多的。磷脂双分子层构成了生物膜的

基本骨架，主要起通透屏障作用；而嵌入在磷脂双分子层中的膜蛋白或其复合物

形成的转运机制控制着物质(例如Ca”)在细胞内外的交换。膜上的转运机制受

许多因素的影响，其中金属离子的作用是一个不可忽视的重要因素。稀土元素

是典型的金属元素，根据上文研究结果，质膜上La3+等稀土离子与Ca2+均可与

蛋白无关的磷脂键合，这个研究结果提示可能稀土元素与细胞质膜结合从而改

变了质膜的通透性。这与Gill等【4|的研究结果是吻合的。他们发现当培养介质

中含有2 gmol·】-1 La’时，进入细胞的ca2+就减少一半，这意味着培养液中的La”

会抑制通过质膜流入细胞的Ca”量。

本章着重研究了土壤施加混合稀土对生物膜上Ca分布的影响，并就土壤施

用稀土元素后影响Ca在细胞中分布的可能机制进行了探讨。

二材料与方法

l生物膜组分的提取与SEC分离

采用本文提出的方法进行生物膜的提取和分析。各种生物膜的基质主要都

是由脂类和嵌合蛋白组成，不同的只是各种成分的比例随膜的种类而异。膜脂
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质和膜蛋白都具有亲水性和疏水性．因此都溶于SDS溶液。这样为了提取各种

膜成分就无需象提取质膜那样对样品的匀浆液进行离心分离．而直接用SDS溶

液提取即可(但同时可能有非膜成分的两性分子也被提取出来)。主要程序如下：

用20ml缓冲液与109鲜根匀浆．此缓冲液含有25mM Tris-HCl(pH8 5)、20raM

Na：SO，和O．15M NaCl。匀浆液于4000rpm离心30分钟，然后置于4"C冰箱中

过夜。将不溶物悬浮在20ml SDS缓冲液(组成与上述相同)，继而在4000rpm离

心．弃去不溶物，所得到的生物膜组分的上清液用于SEC分离、紫外吸收检测

和ca元素测定，分离条件和元素测定条件同于质膜样品。

其余均同于上一章。

三结果与讨论

本文的实验结果示于图2．5中。图2．5是生物膜组分的SEC图。由于生物

膜组分样品是在与纯磷脂样品完全相同的条件下进行SEC分离的，因此可以认

为图2．5中保留时间为2分和8分的这二个级分是与磷脂或磷脂一蛋白复合物

有关的。图2．5的结果说明了土壤施加稀土微肥后稀土元素与Ca的竞争结合对

生物膜上Ca分布的影响。图2．5(a)和图2-5(b)分别是土壤未旋加稀土和

土壤中旖有69混合稀土／m2时生物膜组分Ca的SEC图。比较图中的Ca分布曲

线可以看出：根施稀土使得保留时间为2分、与蛋白无关的磷脂组分中的Ca量

明显减少；而保留时间为8分、与蛋白有关的磷脂组分中的Ca含量基本不变。

显然，根施稀土对与这部分磷脂相结合的Ca几乎没有影响。

我们的实验结果表明质膜上的La、ce、Pf和Nd等元素键合在膜的磷脂双

层上．这个结果与Uyesakaf5’用ESR方法观察的结栗完全一致。作为生物膜基

本骨架的磷脂双分子层，其中只有一小部分磷脂与蛋白质紧密结台为具有稳定

结构和特殊生理功能的复合物【“，本文的研究结果表明稀土元素La、Ce、Pr和

Nd等不易进入这种结构；而作为脂双层基本结构的大部分磷脂并不与蛋白直接

发生作用，它们游离的极性头基团暴露在外，与水相直接接触，La3+等稀土离

子易与这部分磷脂游离的极性头键合。由于L矿等稀土离子与Ca"+的离子半径

近乎相等，而Ln’的电荷／离子半径比值比Ca2+的大，因而它们与磷脂结合的能

力高于Ca”。
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这样在土壤施加稀土微肥后，在质膜磷脂上稀土离子与ca2’会竞争结合位点。

稀土离子的电荷比Ca2+高，因而它们与Ca，的竞争键合会导致膜电阻、膜电位

的改变171。而膜电位的改变直接影响了质膜上钙的调控机制。

质膜上有多种Ca2+调控机制，它们是维持细胞内Ca2+分布的关键。虽然其

中的Ca”．ATP酶(也称钙泵)是决定胞质内Ca2+浓度以及整个细胞Ca2+含量的关

键㈣．但是这种机制的转运功能是借助于膜蛋白一磷脂复合物实现的19】，也就是

说这个调节机制是与蛋白磷脂复合物有关的。其转运活性不受质膜两侧膜电压

差的影响¨0I。然而质膜上另外一种重要的ca2+调节机制一镶嵌在脂双层中的蛋

白形成的Ca离子通道、它的调节作用主要受膜电位控制¨0】。膜电位的改变引发

钙通道蛋白的构象发生变化，决定钙通道呈开放或关闭态，从而控制Ca2+的运

输。阳离子与膜磷脂的作用会引起膜电场的强烈改变⋯j，膜电场的改变引发钙

通道蛋白的构象发生改变，从而阻断钙通道的运输。上文已指出稀土元素在质

膜上的结合位点主要是与蛋白无关的磷脂，稀土离子通过磷氧基团与这部分膜

磷脂相键合m】，会引起磷脂双分子层结构及表面电荷密度发生改变【11I，从而引起

膜电阻、膜电位【7】及膜流动性的改变¨4I，膜磷脂与膜性质发生的这些改变导致膜

上相关的ca”调控机制(如Ca离子通道)的变化，使得膜对Ca2+的通透性受到影

响．最终导致C矿+在细胞中的分布发生改变。

综上所述，我们认为土壤施用稀土引起的Ca在细胞中分布的改变与稀土元

素和膜磷脂的键合影响了质膜上的钙调控机制有关。细胞内ca“的分布由质膜

上存在的多种cf+调控机制决定，但稀土元素可能主要影响其中的ca离子通道

调节机制。

结论

土壤施用稀土会影响膜上ca的分布，但对两类不同结合形态的ca影响不

同。主要影响与蛋白无关的膜磷腊相结合的Ca，而对与蛋白．磷脂结合的Ca无

明显影响。这表明根施稀土会改变生物膜的成分，从而改变膜的结构、性质，对

ca的吸收产生一定的影响，这种影响可能是通过质膜上Ca离子通道调节机制

的改变而实现的。
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