
中文摘要

蛋白分子是生命的主要基础物质。在组成蛋白分子的20种天然氨基酸中，属

于芳香氨基酸的色氨酸和酪氨酸，其侧链取代基团不仅具有较强的提供pi电子的

能力，而且是很好的金属配体。研究它们与金属离子的作用机理，有助于我们更

好地理解金属离子在蛋白分子结构和功能中的作用。

各种类型的分子间非共价作用，在蛋白分子结构和功能上具有重要的意义。

因此，对非共价作用的研究，在认识生命过程和设计功能分子等方面具有重要含

意。

本工作合成了以吡啶环桥联的含有色氨酸单元的小分子类肽PW2，X．射线衍

射对其晶体结构的研究表明，pi．pi相互作用和N—H+O型氢键在稳定结构中具有重

要作用。此外，通过圆二色谱和质谱等技术对溶液中Pw2与金属离子的识别作用

做了初步的研究，发现其可以选择性的对Cu2+离子进行识别。

同时，我们以氨羧配体EDTA、DTPA作为二价模板框架，合成含酪氨酸的开

链结构的分子EY2和DY2，利用荧光光谱、核磁共振和质谱等多种分析手段，间

接检测到了溶液中metal ion-phenol环的作用，并发现多种金属离子可以与phenol

环之间发生不同强度的作用，模板链的增长不利于金属离子与phenol环发生作用。

关键词：芳香氨基酸类肽离子识别荧光光谱圆=色谱核磁共振质谱



Abstract

Protein is the major building block for biomolecules．Among the 20 essential

amino acids composing the protein，side chains of tryptophan and tyrosine，which are

the aromatic amino acids，ale anticipated to serve as pi—donors and good metal—ion

ligands．

Many types of noncovalent interactions have been found to play important roles in

this field．The research on noncovalent interactions is thought to be very important to

the understanding oflife processes and the design offunctional supramo!ecules．

Here we report the synthesis of a pyridine—bridged pseudopeptide PW2with the unit

of Tryptophan，single—crystal X-ray diffraction experiments indicated that the crystal

structure is stabilized by noncovalent interactions，such as the intermolecular hydrogen

bonding of N-_H O and兀-7c interaction．In addition，using CD detection and ESI-MS，

we estimated that it had high selectivity for Cu2+in solution．

Another part of my work is to investigate the interaction between metal ions and

XY2(EY2 and DY2)，which is prepared by using available mulfidentate amino—

carboxylate，EDTA and DTPA，respectively，as divalent template for presenting

peptidyl Tyr phen01．A combined NMR，ESI-MS and fluorescence spectroscopic study

reveals the roles of metal ion-phenol interaction．It is shown that the magnitude of this

interaction is different for metal ions and the metal ion-phenol interaction decreases

when increasing the number ofaminocarboxylates．

Key words：Aromatic amino acid，Pseudopeptide，Fluorescence spectra,CD spectra，

NMR，ESI-MS，Molecular recogniziton
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第一章 前言

§1．1氨基酸与疾病

1．1．1神经退行性疾病中的蛋白化学

蛋白质是具有长链结构的大分子，长链缠绕成特殊的形状以发挥其功能。正

常状况下，蛋白质的亲水基在外部，而疏水基在内部。如果这种结构遭到破坏，

蛋白质就不能溶于水，而在细胞或组织里形成团块，干扰正常生理功能，因此结

构被破坏的蛋白质是有毒性的，蛋白质结构的改变导致了疾病。神经退行性疾病

(如Pfion疾病【”、Huntington病、Alzheimei’s病和Parkinson病翻等)发病的关键

问题是脑组织中异常蛋白的结构破坏和聚集。虽然各种疾病与不同蛋白的结构破

坏有关，但导致结构破坏的分子途径和神经细胞死亡的机制似乎是相似的。

我们的研究课题就是设计合成能模拟生物体内复杂蛋白的化学小分子模型，

并通过对这些结构简单，具有代表性的小分子模型结构和性质的研究来了解生命

科学的分子化学基础。

天然氨基酸中，酪氨酸(Tyr)、色氨酸(rrp)和组氨酸(His)的侧链取代基

团不仅具有强还原能力，而且还是很好的亲核配体，分析Prion蛋白、Huntington

蛋白和D一淀粉状蛋白的一级结构，在一些重要的片断中，每隔三个较稳定的氨基

酸就有一个不稳定的氨基酸存在，即存在重复的“i一4，i，i+4”的“还原性／碱

性／亲核性”拉链片断，例如：人、牛、鼠、羊等的N一端Prion蛋白序列的特征片

峤3】为：

PQGGGGW57GQ(pHI-4GGGW‘GQ)(PH‘+4GGGWGQ)3⋯AGAAAAGA⋯·

以上序列编号为人类的Prion蛋白序列。类似的“i一4，i，i+4”的“还原性”

拉链片断也存在于需氧生命体的细胞色素c氧化酶的活性部位，已知细胞色素c

氧化酶是通过与含氧小分子之间的电子转移反应来代谢氧气的。因而，这些拉链
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懿存在毖示我们与含氧小分子鸯美鲍俄学过程稷蛋皇筑变过程中起羞藏要作髑。

理论分析也表明“i一4，i，i+4”的“述原性”拉链片断易于引发氧化损伤从丽产

囊氨基酸鑫由基，这些销联不稳定豹氨蒸羧并戮在一怒，距离摄逶，它察之阕豹

协同作用使得本来不稳定的氨基酸更易于遭到飘化破坏，引发氧化损伤的蛋白自

由基过程。同时，这些并列的不稳定氨基酸形成了一个电荷的通道，载仡损伤很

察易由引发部位传递到其它的部位。

1,1．2 Prion蛋白与金属离子的络合作用

在Priori疾病的研究中，入们发现许多金属离子参与其中，这些金耩离子镪括

Fc”、cu2+与Zn2+等，目煎研究最多的是cu2+。在人类Priori蛋自的N．端59-9I位

有四个重复的八肽拉链序列，它是一个进化稳定的区域，良性状态时，八肽救链

霹噬选耩牲兹终会金属疯子，戈其是可以选择魏豹终会键蹇予，势能{乍必镊豢予

进出细胞的载体，Fig．1-1是Prion蛋白与cu2十及细胞膜作用的示意图。

Fig．1-1．Interaction ofPrion Protein with Membrane and Cu2+

避一步静磺究表弱，cf+与Prion凝鑫静稠互作霜能稳定Prion蛋是的致瘸形

式PrPsc，在息肖Pfion疾病的人的脑部礞白聚集部位发现有大量的金属铜离予沉

积。prps。蛋白经胍处理变性后，可以被蛋白酶水解，间时会谈失感染能力，而变

燃后的&P&蛋露经cll2+处理盛露以促遴PrP&援叁的复性刚，这表霹cIf+与Prion

鬣白的棚互作用能稳定Prion蛋白的致瘸形式。基因研究的结果也支持这一观点，

惦除了Prion蛋鑫基嚣(Prn-p)戆鑫鬣藏帮铜褰予懿含誊廷是营遴自鼠含量懿20％，

并且只有铜离子的含量明显减少，其它的离子没有这种现象【5】。另外，Prn-p的白
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鼹抵抗铺中毒的自％力大大降低，受2 v2ClCuS04溶液的馋用，Prn-p的岛鼠的神经

传导能力明显减弱嘲，而酱通自鼠则基本不受影响，这说明Cu2+与Priori蛋白1i&发

垒楣互终惩，两辩毽表翳eu2+与Prion蛋鑫在奎终葵毒孛经系绫孛麴起饕霪要搏耀。

铜离子不仅与良性Prion蛋白Pr]Pc作用，也与病变的Prion骚白PrP”作用，铜

离子的存在可以稳定病炎的Prion蛋白。虽然PrP“的精确结构目前无法确定，入

锻发现镶离子熬蠢在霹默促进惑瞧Prion蛋白懿癌交。黠PrP”麴变性秘复蛙现象

进行的研究表明，PrP”能抑制蛋白酶K(PK，Proteinase K)的降解作用，同时它

能诱导藏性蛋自瘸交，熬有感染能力17]。当热入GdnHCl薛，褥戮谴段≯。交浚，

变性后的PrP“可以被蛋囱酶降解而失去感染能力[8．9J。稀释变性试刹，prP”又发生

复性并恢复感染毹力。不同的prp5。片段的复性程度是不同的。獭加入10 mM韵铜

簿子对，蛋白质蛉复性能力被大大增强，甚至一些用稀释方法冤法复髅的变燃蛋

囱也被很大程度的复性了，但加入ca2+和M酽+并不能改变变性PrP“的复性。这

滋餮钢离予与Priori蛋自之闯存褒络台终瘸，势显这耪镎瘸在Prion瘸褒孛莛蛰至

关重要的作用。除了Cu2+之外，Fe3+与zn2+也不同程度的与Prion蛋白结合并发生

～些氧纯还原反斑。

我们预测，脑细胞表面都有的Prion蛋白分子内堂复八肽(ProHisGlyGlyGly-

n盥水lyHis)中的色氨酸支链残纂这种很有规律的重复，不太可能是偶然的，很可
§§在蛋鑫分予黠衾羼褒子(e矗M>的褰选择蛙终瘸孛起壤重要懿识裂{擘躅。舍成冬

肽的晶体结构显示，色氨黢支链残基与金属铜离子(Cu2+)的外潮靠得很近‘10】。“i．4，

i，i+4”静箍链片段}夔可熊是Prion虽蠡黥氧往还源中心瞧是与金藩离予作奔l懿终合

巾心。

§1．2非共价相互作用

化学键是搬分子或晒体中相邻的两个或多个原子(离子)之间的强烈相蕊作

阁，其主罄类型有离子镳、共价键(包括配位镳)和金属键等；与化学键不同，

嚣共价传遐力是指分子内或分子闽的原予之闻的吸引。
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在非共侩l乍髑力中，尽管O一}l⋯O秘N—H⋯O等较强的氢键愚人{f]硪究帮使用

最广泛的分子间作用力，然而许多较弱的作用力包括C--H⋯0氢键[II-141、C--H⋯“

氢键湖、嚣⋯“堆积箨鬟116-1al、黪迄终爱、蓬德牮力窝筑窳终嗣广泛存在予竣酸

和鬣白质等多种生命化合物中。

非共价作用力属于弱作用力，众所周知，共价键能量一般为400 kJ／mol，埘

≤}装徐痒鼷力的强发≥￡共铃键要低～嚣个数量级，一般梵4—40 kJ／mol。这耱弱粕

互作用力很难单独形成稳寇的复合物。但糟分子在空间的位置取得某种构象，使

较多豹弱穰互{搴蔫力帮较多静结合点褶资调，辩可戳在分予闻形成鞍强瀚结合力

或选择性，这将会起到决定生物大分子构象的作用。因此，非共价相互{乍用是生

物筒层次绐构的主骚作用力，非共价作用力对生物体系意义重大。

各静藩共徐穗互彳车溺绪合能豹大，j、瞧骞差鬃，在不麓级嶷生物结稳中静蟪傻

也有不同。结合能较大的氨键，在较低的结构级别(如蛋白质的二级结构)，较小的

尺度间，撼氲受体旗团与氢供体基团结台起来。缩台能较小的范德华力剐主要程

更高的结梅级别，较大的尺度闻，把分子麴局部缝构或苓围分子结合起来。

展近新发现的一种非麸价作用力是发生在阳离子与富电子体系之间的相互作

焉一--Cation—pi Interaction，是数年蔫鸯鬟建理工学院的Dougherty瘊鬟爨18。巍

在，生物分子上的芳香环(如色氨酸的支链残基)对阳离予(包括季胺盐离子，

金满离子等)豹谈涮，已经被认为是很多神经细胞表面受体识别阳离子的分子科

学綦础。

Fig．1-2．K+与苯环的相互作用示意图【201
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生命体系中大量的蛋白质分子均出20种天然氨基酸组成。这些氨基酸各带有

不同的有机基团，其中可分为极性与非极性的：在中性介质中带正电和带负电的：

疏水的和亲水的；带芳香基的和不带芳香基的。自然界里组成蛋白的结构单元是

20种天然氨基酸以及基于这20种天然氮基酸而后修饰的一系列非天然氨基酸。其

中除脯氨酸及其衍生物外，这些氨基酸在结构上的共同点是与羧基相连的碳原子

上都有一个氨基．因此称为a一氨基酸。连接在。一碳上的还有一个氢原子和一个

可变的侧链，称为R基团，各种氨基酸的区别就在于R基团的不同，这也是天然

蛋自的种类和功能多样性的根本原因。在这20种的氨基酸中，只有4种氨基酸带

有芳香性的基团，它们是苯环(benzene)，酚环(phen01)，吲哚环(indole)和咪

唑环(imidazole)，分别为苯丙氨酸(Phe，F)，酪氨酸(Tyr，Y)，色氨酸(Trp，w)

以及组氨酸(His，H)的侧链。其中眯唑是0．donor，而其余三种为Ⅱ．donor。Fig．

1．3是4种芳香氨基酸的具体况明。

H

Phe。F xyr,Y rrp，W His，H

Fig．1-3．天然氨基酸中带芳香性的氨基酸

由于这四种氨基酸的R基团中含有芳香体系，因此这四种氨基酸在近紫外区

(200～400 nm)有吸收。相关蛋白质由于含有这些氨基酸所以也有紫外吸收的能

力，一般晟大吸收在280 nrn波长处。因此能利用这点来测定样品中蛋白的含最。

芳香氨基酸在紫外区呈现比较弱的荧光，近来还证明了色氨酸呈现磷光(一种寿

命较长的发射光)。这些荧光和磷光性质在研究蛋白质、多肽以及仿肽的结构和动

力学中有着特别的作用。
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§1．3金属离子对于生命体的意义

在酶催化中广泛地存在着阳离子与芳香体系的相互作用。几乎三分之一的酶催

化活性需要金属离子。

根据金属离子一蛋白质相互作用强度，可将需要金属离子的酶分为两类：(1)

金属酶，含紧密结合的金属离子，多属于过渡金属离子，如Fe2+／Fe3+、Cu+／Cu2+、

zn2+、Mn2+和c02+等，这种金属离子通常以配价键的形式，与氨基酸残基的侧链

基团相连，有时也与酶蛋白中的辅基，如血红索的卟啉环相连。金属酶中的金属

离子，作为酶的辅助因子，在酶促反应中传递电子、原子或官能团。(2)金属一

激活酶金属激酶中的金属离子与酶的结合一般比较松散，在溶液中，酶与这类离

子结合而被激活，这类金属离子主要是指碱金属离子和碱土金属离子，如Na+、K+、

M92+和ca2+等。

Table 1-1．金属酶中的金属离子与配体

金属离子 配体 酶或蛋白

~h12+ 眯唑 丙酮酸脱氢酶

Fe2+，F矿 卟啉环、咪唑、舍硫配体 血红索氧化还原酶、过氧化氢酶

Cu+／(2u2+ 咪唑、酰胺 细胞色素氧化酶

C02+ 卟啉环 变位酶

Zn2+ 一+NH3．咪唑，(一RS)2 碳酸酐酶，醇脱氢酶

Pb2+ 一SH 6一氨基一Y一酮戊二酸脱水酶

Ni2+ 一SH 脲酶

金属离子_以三种主要的途径参加反应过程，一是通过结合反应底物为反应定

向，二是通过可逆地改变金属离子的氧化态调节氧化还原反应，三是通过静电稳

定和屏蔽负电荷。但无论是哪种类型，都存在着显著的阳离子与芳香体系的相互

作用。这种弱相互作用的影响是深远的，甚至可以对酶或其它蛋白起到结构调控

的作用。
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§1．4论文选题

在决定分子识别的众多因素中，非菸价作用力是具有挑战性的难点之一。在许

多金属蛋白和依赖于金属离子的氧化还原酶分子中，芳香氨基酸残基对其结构和

功能具有重要意义。随着对分子识别更深层次的认识之一，即Cation—pi相互作用，

作为一种新发现的非共价弱作用力，芳香氨基酸所提供的对阳离子的非共价弱作

用，被认为在离子受体和神经疾病等诸多方面，都是不可忽视的重要弱作用力。

因而，我们设计合成了含有吡啶环结构单元和色氨酸支链的类肽分子，并成功

检测到其三维结构，通过对此类简单模型自组装行为的详细研究，以期揭示在分

子聚集中弱作用力所具有的重要意义。

此外，由于EDTA是一个很有价值的多价态分子识别设计模板，我们进一步

研究了基于EDTA和DTPA设计模板的芳香氨基酸类肽的性质。

我们的工作，期望对生物分子非共价识别、离子受体模型设计及含有芳香氨基

酸残基的多肽链功能的预测等方面的进一步研究有一定促进作用。
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第二章含色氨酸类肽的研究

§2．1引言

在20个标准氨爨酸中，从分子结构和缎成、化学和物理性质上看，色氯酸是

一令滠复杂熬爨基簸。嚣英蹇会多秘多样黪纯学毪壤，色氮酸残鏊常常套生臻分

子识别过程和功能发挥上，超到其他天然氨基酸所涎法代替的独特作用。

晶体是研究菲笑价相互作用鹩几何和能量性绶的最壹羧的方式。晶体中分子

闻的檩互作耀与分予在溶滚中自组装过程中的相互作用是棚同的。由于围{本的结

构可以通过x．射线衍射分析精确确定结构，而溶液体系的结构只能通过谱学方法

磅究，无法褥至l壤确翁续梭，疑以越固体分予3．D结魏麴谈知毒勃于较糕确豹磺

究固体分子间的相互作用。尽管弱糊互作用不及麸价键的S．10％，但在形成晶体

薄系辩帮其肖菲线稳静累魏律霜。邋鬻，叛分子漓弱稻嚣佟矮力鞭动的分予缰装

主要有以下几种作用模式：

1．氨键

爨键X--H⋯Y是由于霹电受憋大的x原予形成共价键的}壬鼹子有剩余{乍用

力，可与另一个电负性大的Y原子发生以静电相互作用为主的有方向性和饱和性

熬较疆捧矮力。其键髓舟予一般荚徐键纛藏德华力之淹f’一。氢键X--H⋯Y孛黪x

和Y通常是电负性较大，半径较小的原子，如F、O、N等，后来缴现C、Cl、Br、

I、p、s等在菜整耨殊兹环境中也麓参与澎藏氢键酗l。氢键在分予谖弱、疆装秘

凳予晶体工獠中占肖非常重要的基础地位【51。由于氛键的方向性(Directionality)

和选择往(Selectivity)，近雄来普遍用来构筑超分予体系。氯键的方向性怒指它有

可能颈知分予亚单元之闻的排列方淡，恧选择性憝摆在具蠢多重氢键相受终用体

系中，可以通过挑选精确互补的分子亚单元来对氢键驱动过程进行控制，得到期

望结：}冬熬聚集薅。攀令氨毽戆提互佟溪力穰对较弱(一10 kJ／t001)，毽多爨键熬强

度可达到--50 kJ／mol或更高N】。

2。CH．Ⅱ作潮

9
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CH．Ⅱ作用是一种发生在CH基团(软酸)和n体系(软碱)之间的弱的氢键

作用，具有通常氢键的一般特征【71。它作为一种弱的分子间相互作用，不但影响有

机化合物的构象、不对称光学性质、立体选择反应、手性识别及超分子体系的固

态结构，而且在控制固态有机分子的晶体堆积、生物体系中蛋白质和DNA的结构

和性质方面起着积极的作用【81。

3．Ⅱ一Ⅱ作用

n—n作用是一种发生在“体系和Ⅱ体系之间由于电荷分布不均匀引起的静

电引力及诱导偶极作用力。由于它在生物学、化学、物理学和材料科学中的广泛

存在并扮演着重要角色，因而得到了广泛的研究[9-16]。芳香环之间氕一n堆积作用

的强度在1～50 kJ／tool的范围内，且多数在10 kJ／too!左右和以下。

4．阳离子一Ⅱ作用

阳离予-“作用是一种发生在简单阳离子或复杂阳离子与芳香环n体系之间的

强烈吸引作用。其本质归属于氢键作用【17】。

5．疏水作用

在水溶液或极性溶液中，疏水作用会导致非极性分子趋向于聚集在一起。疏

水作用是一种方向性很差的弱相互作用力，当两个疏水分子相互接近时，可造成

体系的熵增加，促进了疏水区的稳定性。

6．多点键台协同作用

在分子组装过程中，实际上往往几种作用力及多个作用位点同时起作用。在

一个有限的空间，几种或多个非共价键的协同作用，使分子间的相互作用强度接

近或达到共价键水平，转化为结合能。由于这一过程中不存在高的能量势垒，这

种结合具有更多的动力学性质。

本文中我们以构象相对刚性的吡啶环为模板，设计台成了小分子类肽2，6-吡

啶二色氨酸甲酯(abbr．PW2，结构式见Scheme 2-1)，培养并得到单晶后通过x．

射线衍射对晶体结构进行分析，并初步研究其可能与金属离子的络合作用。



塞茎查登鎏主兰簦缝奎 。 釜三妻 室釜篓墼耋鏊箜鍪壅 ．一

Scheme 2-1．Chemical structures of synthetic compound P强

§2。2色氨酸搿生物的鑫体结构分辑

2．2。1制各方法

出于PW2不溶予水，健在一般的极性弩掇溶裁中有较好豹滚翳疫，因姥我雷]

进行了广泛的有机溶剂试验来培养单晶。采用缓慢挥发溶剂的方法，从甲醇中我

嚣j褥戮嚣浚逡鞠兹适合x辩线蘩菇分褥熬零磊，最体弱形残终嚣簧三溺蹿满。

2．2。2结梅努褥

黠捧缝稳分季厅表鞠，该豢傣矮予蓬交晶系， Fig．2-1憝萃令分子豹菇俸绪稳

示意圈，分子具有高度对称饿，分子中两个吲哚环几乎平行．所成的二面角小于

8。，弼i骤环与就淀环翡夹角约为41。；PW2的晶体数据和结擒精修捌予Table2-1。



堕茎查堂堡主兰璧笙壅 苎三堡垒鱼墨蹩耋坠塑婴塞．——

Fig．2-1．Conformation ofPW2 with atomic numbering scheme．

坠坠!竺!：!：曼2型璺塑呈盟!坠垒竖堡垒坚里!坠i!!!型；： 一一Empirical formula C31H29N506

Formula weight 567．59

Temperature 293(2)K

Wavelength 0．71073 A

Crystal system
Orthorhombic

Space group P2(1)2(1)2

Unit cell dimensions a；10．928(4)A alpha
2 90 deg．

b=11．065(41A beta=90 deg．

c；11．729(5、A gamma=90deg，

Volume 1418，2(9)A^3

Z．Calculated density 2，1．329 Mg／m“3

Absorption C0e伍cient O．094 rflm^-1

F(000) 596

Crystal size 0．24 x 0．20 x 0．14 mm

Theta range for data collection 2．53 to 26．37 deg．

Limitingindices -13《=h<=11．-13<=k<211，-10<2I<214

Reflections collected／unique 8142，2892【R(int)=0．0406】

Completeness to theta=26．37 99．6％

Absorption correction NONE

Refinement method Fulgmatrix least-squares on F^2

Data／restraints／parameters 2892／0／192

GoodrIess．of-fit on F^2 0．990

Final R indices[I>2sigma(I)】 RI=O．0464，wR2。0．0877

R indices(all data) RI=0．0965．wR2；0．1024

Absolute structure parameter —O．2(17)

!丝!苎!垡堡些竺!!!!! !：!!!竺!：!：!竺!：垒：：j．一一
2
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Table 2-2列出了非氢原予坐标和等当滠度因子；Table 2-3和2-4列出了晶体

中的键长和部分键角数据；晶体的j觏转角数据见Table 2-5。

Table 2-2．Atomic coordinates(x 1 04)and equivalent isotropic displacement

parameters(A2 X 103)for Pw2

望塑璧迎篷!銎缝塑2憋壁垒查鲢塑塑黧堡塑!堕皇鼗鲤!翌壁姻塑垒!!!
x Y z U(eq、

l o(0-c(6) 1．192(3) c(1)-HO) 0。9300 c(9)*c(I≈ !．421(3)

I o(2)《(6) 1，323(3) c(2)-c(3) 1．375(3) c00)-H00) 0．9300

I o(2)-cu) 1．445(3) C(2)-H(2A) 0．9300 c(1 1)一C(16) 1．386(4)

o(3)-c(4) 1。2210≥ c(3)-c转) I。497(3) co D-c(12) 1．4100)

|N(1)．c(3)拌1 1．328(3) C(5)-c(6) 1．499(4) c02)-C(13) 1．398(3)

3
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‘N(1)-co) l。329(3) C(5)-C(S) 1。53IO) c(13)-c(t4) 1,366(4)

N(2)一c(4) 1．330(3) C(5)-H(5) 0．9800 C(1 3)-H(1 3) 0．9300

N(2)一c(5) l。442(3) c(7)-HOA) 0．9600 c04)·C(15) 1，385(4)

N(2)*H(2) 0．8600 C(7)一H(7B) 0．9600 c04)-H(14) o．9300

u(3)-c0 1) 1．362(3) C(7)-H(TC) 0．9600 C(15)《(16) 1．364(4)

N(3)-C(1∞ 1．36截3) c(s)-co) 1．496(3) 联ls)-}|05) o．9300

N(3)-H(3) 0．8600 C(8)-H(8A) 0，9700 C06)-H(16) 0．9300

c0)-c(2)#I i．374(3> C(8}H(SB) 0，9700

e《1)《G) I．3740) C(9)-coo) i．349(3)

￡翰-o(2)-c(7) l 16、4(2≥ c西)≈(S)·C(8) tIO 3(23 e(9)-c00)-N(3) 1 io。2(2)

c(3滞1-N(1)一C(3) 1 17．7(3) N(2)-c(5)-His) 107．5 c(9)-coo)-Hilo) 124．9

C(4)-N(2)-c(5) 123，10(19) c(6)-c(5)一H(5) 107．5 r4(3)-c0∞-H(10) 124．9

e(4)-N(2)-H(2) 118．5 e(8)-C(5)-H(5) i07．5 }j(3)-c01)-c06) {30。4(2)

C(5)-N(2)·H(2) 118．5 o(1)-C(6)-0(2) 123．4(3) N(3)·c(1 1)-c02) 106．9(2)

C(11)-N(3yC(101 109。I(2≥ 00)一e(6}C§) 124．40) c06)-c0》c(12) 122。7(3)

c(1 D-NO)-H(3) 125，4 O(2)-C(6)-C(5) 1 12．2(2) c(13)-c(12)·coi) l 17，9(3)

co∞州(3)-H(3) 125．4 O(2)-ca)一H(TA) 109．5 C(13)-c02)-C(9) 135．O(2)

c(2)#l-c(1)-C(2) 118．7秘) O(2[FC(7)一H(7B) 109+5 c0 1)-C(12)-C(9) 107．2(2)

C(2)#l-c0)·H(I) 120．6 H(7A)-C(7)·H(7B) 109．5 c04)-c(13)-C(12) 118．9(2)

C(2)*e(1}H(1) 120。6 0擘)一C<7)-H◇e) 109。5 C(14)-C(13)-H03) 120，5

co)一C(2)一c(3) I t8．7(3) H(7A)-C(7)-H(7C) 109．5 c02)-c03)-Hit 3) 120．5

C(1)-C(2)-H(2A) 120．6 Hf7B)-C(7)-N(7C) 109．5 c03)·c04)·c(15) t22．0("

C(3)-C(2)-H(2A) 120．6 e(筇一e(8)-联∞ 114．12(1粥 c03)-c(1铸一H(14) 119．0

NO)-C(3)-C(2) 123．o(2) cO)-“8)-H(SA) 108．7 c05)一c(1 4)-H(14) 119．0

N(1)-C(3)-C(4) 117．3e2) e◇)-《8)-H(8A) 108+7 c0∞一c05)-c04) 121。l(3>

C(2)一C(3)-c(4) 1 19．7(2) C(9)-C(8)-H(SB) 108．7 C(16)-c(15)-H(15) 119，5

O(3)-C(4)-N(2) 123．8(2) c(5)-c(8)一H(SB) 108．7 c04)一C(15)·HOS) 119．5

14
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|e(2)gi—c0)一c(2)-c(3) 国。34(I国 c(5)-c(8)-c(9)*c(12) 粥，6(3{

C(3MI-N(I)一C(3)-C(2) -o．37(1 8】 c(12)*c(9)-C(10)-N(3) o．9(3)

‘c(3)#1-N(*)42(3)42(4) ·179,2(2) c(8)-c(9)-c(10)-N(3) t79．o(2)

c0)-c(2)一C(3)-N(1) 0．7(3) c(1睁N(3)一c(to)-c(9) -0．5(3)

c(t)-C(2)-C(3)-C“) 179．49(17) c(10)一N(3)-c(i l)-c(t6) 179．3(3)

C(5)-N(2)-C(4)．镊3) -6+3(3) C(10)-N(3)-C0 1)一c(12) -o。{(2)

c(5)-N(2)．c(4)-c(3) 173．03(19) N(3)-c0 1)-c02)-C(13) -179．23(191

N(1)-C(3)-C(4)-O(3) -176，70(18) C06)-C(I 1)-C(12)·c(13) It3(3)

c(21，e(3)，e(4)o(3) 4．50) N(3)-c0 i)-c(12)一C(9) 0．7(2)

N(1)wC(3)一C(4)。N(2) 3．9(3) C(16)*C(I 1)一c02)rc(9) 一i78．8(2)

C(2)-C(3)-C(4)-N(2) ·174，9(2) C(10)-C(9≥一C(t2)·c(13) 178。9(2)

C(4)一N(2)，C(S)一C(6) -149．0(2) C(8)一e(9)-c02)-C(13) O．8(4)

C(4)-N(2)·c(5)-c(8) 86+7(3) coo)42(9)-c(12)一c(i 1， -I．0(3)

C(7)-0(2)-C(6)·。(1) 5．9“) C(3)一“9)-c(12)-c(1】) -179．05(19)

C(7)-O(2)_c(6)一C(5) 一172．8(2) C(11)*c(12)-c(13)一C(14) ·0．4(4)

K(2)-C(5}C(6)，00) 15t。l(3) e(9)一c(12)-c(13)一c0∞ 179．7(3)

c(8)Lc(s)．C(6)．O(1) -83．1(3) C(12)-C(13)一C(14)·c(15) 一O．6(4)

N(2)-C(5)-C(6)-O(2) -30．2(3> c(13)·C(14)-c(is、一c(t6) O，8(5)

c(S)-c(s)-c(6)-0(2) 95．6(2) c04)-c0 5)-c06)-c(I 1) O．1(4)

N(2'C(5)-C(8)-C(9) 64．2(3) N(3)·c(i1)-c(1∞一c(15) 179．S(3)

C(6)-C(5)42(8)-C(9) -60。5(3) c(12)·c0》《t6)·c(ts) -I，lg)

C(5)*c(s)一C@)．C(10) -79．I(3)

晶体怒由Fig．2-I所示的结构单元道过氢键等弱作用力连接形成的脊序堆积，

氢键靛相关参数耧对称舀麓Table 2-6，箍俸串哭存在分子溺氢键(蠢Fig．2-2掰

示)：一个PW2分予吲哚环上的N，H与另一个分子酰胺键的C=O形成N．H⋯0缀

键。由于攀个PW2分子含有两个黼胺键和两个嘲哚环，溺此一个PW2分予可戳间

时墨周围拨个分予形成氢键(见Fig．2-3a)。

垒姓!：!：迎电g!愁!!呈堂鱼!兰坠坠翌垒i!咝
D-H⋯A 截Dk}D d(H⋯A)diD。A) <(DHA)

N(3)-H(3)⋯O(3)娩O。86 2．00 2．835(3)t64．2

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms

#l-x，-y+2，z 舵-x+I／2，y+i／2，-Z+1



Hydrogen bond

Fig。2-2．Conformation ofPW2 with atomic numtgermg scheme-

Fig．2-3a是菇钵豹分子壤赣圈(潘a毒瘗方逡投影)，为了更瀵楚蘧誊惠鑫体熬

网络堆积缡构，分子中氢原子没钶画出。出图中可以看出，同层中一个分子同时

与周围四个分子以氯键相连接，桐邻的翻个分予以氢键依次相逢按形戏封闭豹稳

定结构，Fig．2-3b是堆积圈的侧嚣图。

Fig。2-3a，Top view ofmoleeuler stacks，projected along a axis

16
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Fig．2-3b．Side view ofmoleculer stacks．

为了研究PW2在溶液中可能形成的氢键，我们采用不同的氘代试剂进行1H

NMR测试。缭莱(孩磁谱鹜及说明觅瓣录)发瑗，奁D酝S0．d6溶裁巾，PWz分

子酰胺键上的H的化学位移(6)值为9．5 ppm，比其在CDCl3中的6值高妁1．1 ppm。

一般来说，ArCON壬承静6值在6～8．2 ppm，ArCONHAr的6僮穰7．8～9．4 ppm(策晓

天，核磁共振，亳分辨氛谱豹解析和廒用，科学出版字土，1976)，丽DMSO．d6中

PWz分子酰胺键上的H化学位移明显的向高场移动，报有可能是酰胺键中的N．}壬

与溶剂分子孛约O骧予形成了N一珏⋯0型分予闯氢键。

除了培养单体的晶体外，我们也尝试过培养PW2与金属离子可能形成的配合

物的单蕊，却采取得满意静结果，如PW2与cu离子珂能形成的配合物在有辘溶

液中易发生变质，其溶泼室温放置两到三天会生成褐能沉淀。
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§2。3 PW2与金厘离子作用的光谱研究

2．3．1 PW2的霭二惫毙谱研究

2。3．1。1实验深瑾

圆二色(Circular Dichroism)(简称)是研究谢机化合物立体构象的堂耍手段

之一n8】。平褥偏振光通过光学活性分子后，由于左、右偏振光的折射率不同，偏

援蘧熄夔转～定懿燕度。这糖现象穗为旋光(Optical Rotation)。光学活憋分子不

仅对在、右劂偏振光的折射率不同，对它们的吸收也不～样，从而使左、右圆偏

振竞逶袈螽变藏耩黧镰簌巍，这释筏象称为薅二色注(Circular Dichroism，CD)。

圆二色性可用左、衣圆偏扳光的摩尔吸光发差△￡和摩尔椭圆度[o]来衡疑。

△￡=#L一￡R；[0]=3298△8

8。和e。分别为物质对旋旋及离旋圆编振光酌暇牧系数。

强二惫灌裁是A￡(或[8】>涎波长嶷他的熬线。一般瑟言，产生爨二色效

应需要两个条件：一、存在光学活性分子；二、光学活性分子的学性中心附近存

在蘩夕}可觅蹶蔽，并受到手往串，§豹诱导。缓二色光谱为镑登蔻绫，铮黧鄄耩谓

的Cotton效应。一般而言，圆二色(cD)光谱和旋光谱(ORD)的Cotton效成

与紫外可觅光谱的嗷收峰躺位餮蕾本一致。

逶遘爨二色毙落，一般霹浚矮经验戆方法雅凝讫合爨在溶滚中戆稳蘩，这爱

圆二色光谱最普遍的应用。圆二色光谱中巢～波长的摩尔椭圆度实际上怒溶液中

分予羽各个稳象静瘁尔糯强液的线链叠翘1191。

￡0】一&[e】1+§【e】2+￥【8】3+⋯⋯⋯

1969年，Greenfield最早用cD光谱数据估计了蛋自质的构象，相关的研

究方法陆续肖报道渊。特别是近十几年来，用远紫外圆二镪(Var-UV CD)数据分毒斥

蛋皂质二缀结糗，不但在诗葵方法髑拟合程序上京了极大媳发展㈨，蔼爨踺着X

射线晶体衍射与核磁共振技术的提高．越来越多的蛋白质的精确构象得到测定．
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为∞数据的投合提供了更糟确的数据库‘烈。研究麓还发现用eD光谱磷究凝自质

三级结构具肖独特优点，发展了用i强紫外cD光谱辨认蛋自黻三级结构的方法及相

关毽窿拉2埘l；诧癸，近紫豁强二色(Near—UV CD)馋强一零孛灵敏魏巍谨擐铮，虿反

映蛋臼质中芳香氨基酸残基微环境的变化【25矗”。

蛋白旗中芳香氨基酸残基，如色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸处于不对称微环

境瓣，连近紫终区250～320 n限，表现出e转信号。壤究表明：苯魂氨酸残基静e蛰

信息袭现在255、261和268 nm附近；酪氮酸残基的信息浓现在277 nm左右：而

在279、284鞠291 nm是惫氨馥残麓豹蔷惑。鏊魏，近紫终e蚤谱W终为一耱灵敏

的光谱探针，反映芳褥氨基酸所处微环境的扰动，能用来研究蛋白艨三级结构精细

变讫。

2．3．1。2结果与讨论

配制t00“MPW2的甲醇溶液(溶剂经无水处理)，分剐向其中滴加c矿、zn2+

帮G≤h，赛溢下遗行CD测试，我{fj发现cp使PW2韵CD谱强发生了菲鬻明显

的变化，而加入C矿+和Zn2+的CD谱图则几乎没有发生改变。金属离早对PW2的

CD光谱滴定谱图如下：

(a)CaCh Titration ofPWz (b)ZnCh Titration ofPWz

19
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《醇e#C恕Titration of PW,
Inset shows UV spectra of20翻蛾Pw2弧MeOH．

㈣ ㈣ ㈣ ●∞ ‘50

wavelenglh辑m}

Fig．2-4．CD-titration of 100 gM PW2 with MM in MeOH．

毽氯酸在280nm波长辫遗寄最大瓣紫终蔽牧蝽，蠢魏筏稍认为擎w2豹CD光

谱中280nm附近出现的负吸收谱带为Pw2魄特征峰。向PW2甲醣滚波中溱鸯Heu2+，

在280 nm怒驻寒麴受烽逐澎变小，在臻整溪窭瑰～个正懿暇牧谱簿，阑释243勰l

处躁赣瓣受蜂受受，疆奁340 roll热产燕一个宽麓受啜唆避畿；当熬入e亭+游羹天

予1嵇摩承巍鬃豹PW2霸，麓着e娃2牛的主管翻，CD谱图不辑麓生变纯。我们穰测．

PW2耩c铲+产艇l：l魏配会；搬入e谚+瑟pw2静CD售号翡强烈变鼹袁魏终食过

程中伽拽熬的所她的徽环境发嫩改变，Trp残基可能参与络裔，同时暗示在

PW2-Cu“鹣秘蒙孛Typ残蘩怒予礁澎熬三缳缩橇中。

3．3。2其它擞谱麟巍

醚裁100塾醚～l mM p勺如不瓣淤裁(帮熬，攀熬与承，二氯攀烷，辩掰等)

的溜液进行荧光测试，均没柱检测判明显的荧光发射信号。这可能是由予Pw2分

子基肖高菠瓣栋毪，使荧巍袋囊分子内葬灭辨致。

藏终，斑PW：放菸与Ca舞子粒孙寒予农DMSO．蘸孛戆溶滚滋嚣13C--NMR

测试，未观察翔碳谱中的峰肖明盛的偏移和裂分现象。
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§2。4 PW2的质谱分橱

2．4。1实验条襻；整方法

配稍1×10—3M豹PW2平簿溶液，各敬毒1 mL，自冀中分裂鸯霸入11。0瞄静O。1

M CuCl2，ZnCl2,和CaCl2的甲醇溶液，振荡使混合均匀。

戳上新得溶液直接焉_于ESI-MS进行分析。

2．4。2结果和讨论

在ESI，MS谱图中，我桐发黼了PW2与cu2+形成1：l配合的分子离予蜂，稍加

zn2+和ca2+的却没有。结果表明三种金属离子中只有Cu2+与PW2形成了l：l蛉络

合物，这岛cD谱研究结果一致。

ES卜MS of Pw2：Calcd．for exact mass C31H29N506，rrdz=567。2，Found 590。3 fPW2+
Nal+：ESI．MS of PW2_metal ion complexes：Cu．PW2，Calcd．for exact mass

131H29Ns06Cu，trdz=630．1，Found 629．1【PW2+M—H】’(seeFig．2-5)

口'肼m㈧05：'，舯州 州

裂：嚣器：黝：蹒”‘

Fig．2·5a ESI-MS spectrum ofPW2

2l
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§2．5本章结论

Fig．2-5b ESI-MS spectrum ofCu—PW2

1．我稻虢寿驽象翱对髑注豹虢啶邵为模投，设计含成了小分子类敬2，6-既睫二甑

氨酸甲酯，成功锝副其单晶并通过X．射线衍射慰晶体结构进行分析。结果发现在

其有高度对称性的PW2分子中两个H弱哚环几乎平行，所成的二颟角小予8。：晶体

璺网络状壤积结槐，其中只存在N—H⋯O型分子阍氢键n

2．PW：z溶液没有明显的荧光发射信号，很可能怒由于PW2分子具有高度对称性，

分子串两个殍|睬环凡乎平行，使荧光茇龟分子两猝灭联致。瑟这方面避行深入研

究，有助予我们鼹加了解化学结构和荧光强度的关系。

3．初步研究了PW2与金属离子可能的作用，通过圆二色光谱和ESI—MS检测到

PW2在擎醇溶液串与c0+形成i：l豹络会耱，捺溺其胃能戆结鞫翔下烫：
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Fig。2-i．Imaginabale conformation ofPW2-Cu“，

没有发现PW2与c．2+和Zn2+阅有明显的作用，这说明PW2可叫．选择性的结合

Cu2+，毽这耱终舍锯在溶液孛不稳定，哥麓是壹予Pw2与Cu2+{擘瑶镬分子鞠象发

生改变，导致吲哚环易被氧化。

4．进一步修饰模掇的结构。如适当增加吡啶环与氨基酸之间碳链的长度，以减弱

熬令分子麴尉挂，或谗鬟套襞予研究芳鼗琢与金属离子之阗夔弱作曩力。

e∥＼
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第三章含酪氨酸单元的类肽的设计与研究

§3．1弓I言

分子识别是依赖于分予形状、太小等因素的生体对客体的选择性键合并产生

莱辩薅定姥姥麓过程，帮爨髂(圭棒)对赢物《客体)选择羧结合。邃一瓤念最蘩魑

由槲机化学家和生物化学容们在分子水平研究生物体系中的化学问题黼提出的

D-4|。分子诞鞠不仅暴有商波韵选择往，蔼麓吴育债怠韵存储与输出，裁爨转移稻

能擞传递等功能。因j嗽分予识别是生物体系高度鳃织化_l窭程赣以进行的一令基零

件阁方式{4州。

在凌淹分子谖聚静众多毽豢串，菲莛徐{擘雳力其蠢菲攀垂簧豁侔焉。

Cation～pi Interation作为非共价{乍用力之一，发生在躺离子姆富电子蒸团，如

双镳、三键和芳环之间。靠电子体系可以怒中性的域是带负电性酌，但至今已知的，

蓐鬻对生物体系熬懑义不大p1。在炎然氨基酸中，龉耱繁肖芳香瞧懿黛基酸是；缝

氨酸，色氨酸，酪氨酸阻殿苯丙氨酸，其氨基酸残基分别为咪唑、吲哚、苯酚朔

苯。其孛濂睦是缀强蕊o-donor，麓其余兰耪郝爨缀强戆箨《鞠一8黛。计算黔1冀衮

明“电子的提供能力大小顺序是indole>phenol》benzene。因此，利用殿三种氮

基酸设计合裘获静轿究可戳趸深入了解Cation—pi裙互{管蔺在盈滋侮系黝意义。

鑫予Cation—pi佟建力震予嚣共蛰弱佟瘸力，至多S～6 kcal／mo|，赛鞋，在容

相中的实验观测技术，以彼没有报道过；即使在肖机溶溅相，也没有成然的观测

手段。在我粥羲王撵之裁，对生秘分子上翳天然麓香繇pi体系与粥离子静蒋共价

作用方法．盎要隧缎天然鳃基酸之溉醚模擞连接物的晶体结构分攒114]。

本文中，我们以ethylenedlamlnetetraacetic acid(EDTA)和dlethylenetriamine。

pcnmacid(D强|A)滢模蔽，裂蘑蘸氨酸臻基燕竣心谈裁肇元，设诗舍箴了薮鼙瓣

开镟式结构的类肽：EDTA—bis(L-tyrosine methyl ester)(abbr．EY2)和DTPA-bis

(L-b,rosinemethyl ester≥(abbr．DY2)(其俸稿构冤Scheme3-1)，荦j弼荧巍光谱、梭
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磁共摄(NMR)技术以及墩喷雾离子化质谶(ESI--MS)等检测簪段，对其与金

属离子在溶液中的j#共价作用识别进行系统的研究，深入的探索了在水溶液仿生

体系中芳香懿基酸与金震囊子戆秘鞫谖剩俘瘸。

OH

勰2 xY2

蝌s 税n=l抛,EY2
喂／cH2

、、。＼c心eH3
0

Scheme 3-1．Chemical structures ofsynthetic receptors X如(abbr．EY2 and DY2)

§3。2 XY2与金属离子鼍基共价作用的光谱检测研究

3．2。1 DY2的匿二色光谱褫究

塞漫下，控裁溶滚p嚣壤在6．86(25 mM熬KH2P04器Na2HP04 游溶液>

左右，分别向DY2水溶液中滴加Cu2+、C02+、Ni2+、Zn2+、cd2+和Mnz+这六种过

渡金属离子，同时谗录CD谱。拭满瑟上葫，只鸯e警+筏DY2静CD谱发生了徽

弱的有规律性的改变，见Fig．3-1。
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Fig．3一I。CD-titmtion of 100翻镰DY2with Cd”at pH 6，86圭0。05

随着众属离子cd的加入，在277 nnl附近产生一个很弱的负Cotton效应，当[cdz+1

与【DY2]的阮铡大予l：1时，CD光谱不再隧金属离子的鸯话入丽继续变纯。酪氨酸的

紫外吸收波长在275 nin，因此我们认为：毽277 nln处的宽峰为DY2的特征峰。由此樵

测，DY2和Cd2+产生1：l的配合作用。这种诱导产生的CD信号及强度不仪暗示着络

会物hbTyrosine phenol发夔霾参与了络合，霹嚣雩可鞋认瓷在DY2．醚“熬掏象孛，

phenol moieties处干--个明确的三维结构中。

金满离子与EY2的CD光谱，本组过妊己经散了相关的研究㈣，但结果并不理

想。与EY2昭CD光谱EE较，D磁的CD谱的特征蜷更不骥显，因此无法确定DY2与

其它金属离子是前形成络合，如果有络☆，与不同的金属离子作用的大小如何，

在形藏缮会熬过髹孛phenol moieties是否窍贡敲。为了戆决鞋上阕题，我翻恕磁窕

的遵点转移到其它的分析方法上。

3．2．2 XY2的荧光光谱研究

3．2．2．1实验原理

(～)荧光分析法简介
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分子吸收光子后能量升高，从基态跃迁到激发态，当从激发态回复到基态时，

可能以热或光辐射的形式释放能量。跃迁过程中分子内电子自旋多重性未发生变

化时，产生荧光。通常所观察到的荧光现象是指物质吸收了波长较短的紫外光后

发出波长较长的可见荧光。通过测量荧光的强度，可用于定量测定许多无机和有

机物质，它已成为一种很有用的分析方法，特别在生物化学方面有着广泛的应用。

荧光分析法具有下列优点：

1．灵敏度高

测定下限比紫外一可见吸光光度法低2～4个数量级，在1矿～1 o．9 g之间。因

为荧光分析是在与激发光垂直的方向上观察光的强度，因此它不会受激发光强度

的干扰。一旦荧光产生，就能辨别，所以有利于提高测定的灵敏度。

2．选择性高

比紫外一可见吸光光度法的选择性好。因为凡是能发生荧光的物质，首先必须

吸收一定频率的激发光，而吸收光的物质不一定会发生荧光。即使对于某一给定

波长的激发光，不同的物质所发出的荧光波长也不尽相同。因此只要控制激发光

的波长，并通过单色器分离出荧光发射波长，就不难得到选择性好的结果。

3．方法简便、快速、重现性好、取样量少，甚至可直接将试样(不加任何试

剂)在紫外光照射下进行测定。它既可作为定性鉴定，也可用于定量测定。

但是它的应用仍不如吸光光度法广泛，其原因在于有许多物质不会产生荧光，

仅有限数量的物质能产生荧光。尤其是许多无机盐发生的荧光还在可见光的范围

内。同时测定时干扰因素较多，如干扰化合物、溶剂、温度、溶液pH值放置时间

等，它们影响了荧光的强度。因此在测定时，对这些因素都应严格控制。

(二)荧光分析条件的研究

1．研究荧光与荧光体结构的关系以便能把非荧光物质转变为荧光物质，把弱

荧光物质转变为强荧光物质。

2．研究某荧光物质的激发光谱和发射光谱，荧光激发光谱是指通过测量荧光
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物质舱发光避量随激发光波长变化藤获褥的光谱，它反映了不厨波长激发光弓l起

荧光的相对效率。荧光发射光谱是在激发光波长和强度不变条件下，荧光物质所

产生麴荧走豹强度与波长懿关系，宅霹弱予鉴别荧巍凌痰，迄是荧光分攒中礁定

荧光波长的依据。

3．溶剂的极性荧光物质在不同的溶剂中，篡荧光光谱和荧光强度都不同。

因数瘦该研究滚裁投性对荧光豹影嚷以确定溅定鹣最佳溶裁。

4。溶液的pH戗荧光物质是弱酸或弱碱，改变pH值W能使荧光物物浓度或

形态发生交化，故溶液的pH值对荧光强度、波长可能有影响

5，溢嶷簸演嚣下秀糍澄度冒戳热餐荧光分子之阖豹磋攮，使蔫§§缀分子钓

内能转换加快，以热辐射形式放出能量从而降低荧光强度。

6．其谯函素太多请褫下，籍存凌对焚巍弱产生戳波芡竞巍谱可§￡肖影确，
这种影响悬多方面的，最主要的魁拭存物对荧光的猝灭作用。

(三)荧光分析法的应用

在其森荧光懿诧合甥豹东溶渡孛趣人薅癸一{孛貔度瑟，其荧光强度一般会增

大戏减小，这是形成包结粼合物的标志之～【l 61。荧光增强的原因一般解释为由予

荧汽分子被毽结爱，娃子一令薮瓣蔽懿巯永嚣境中，被炎激发到第一或叛上毫予

激发态的备振动能级之后，不易通过同类分子之间或与其他分子(特别怒极性溶

剂分子和溶解氧分予)碰援而消耗籀当予这一能缀的能豢，帮单线态和三线态嚣

放射衰变几率变小，因面发光衰变的几攀增大。

荧光分析法谯生物化学及生理学方筒的应用极为广泛。主簧是因为荧光分奄斤

法对于生秘上许多重要静纯舍粝鼗有缀离黥灵敏度耪较好静特效往。因魏，虽然

生物液体的组成十分复杂，而其中许多化含物仍W不经分离进行分析。而且，荧

光分祈法为在分予水平上研究细胞过程，即研究生物活骸物质之闻的相甄作用，

以及研究蛋皇质的缝孝句秘耄flI能方藏提供了～种极好的分掇方法。最近报道的以荧

光光谱与分子计算为联合乎段可以进行分子识别方面的研究U71。随着荧光分析法

弱不叛研究、实黢鞫发爱，霹蜀分子擐镑技本，并剽羁一些特凑基霆(芳香爨基

酸残基)与原来不能发射荧光的物质反应后生成具有荧光的受体分子，对其进行

30
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荧光分橱，这对于生物大分予的研究嶷有重爨意义。

3．2．2．2结果与讨论

(1)xY2与金属离子络含作用的定性分析

我稍涮定了碱±焱耩(Ca，Mg)帮过渡鑫藩(Cu，Co，Ni，Mn，Zn，Cd)

离子浓度的增加(O～2 raM)对400曲l xY2水溶液彼室温下的荧光发射光谱的变

化，控稚4pH值为4．6(缓冲溶液为200 mMNaOAe+200 mM HOAc)，国定荧光激发

波长为274．00黻l，荧光发射谱图中最大发射波长为303．84 n黻。为了更清楚熄看出

荧光强度变化，我们以最大发射波长处的荧光强度对金属离子浓度与金属离子和

受体<EY2器DY2)浓度之帮豹魄篷黪图，终祭冕琴繇3-2。

a
b

神#2 0■ e# n● t$ ㈩ 妫 8}

婵’，{烈1+IR·律口嘲} 附1j{舭”{．IR·弭mq’

Fig．3-2．(8)Metal ion conccntration-dependence spectra of fluorescence intensity of

400州EY2 at pH 4．6 with 200 mM NaAe buffet．(衅Metal ion concentration·

dependence spectra of fluorescence intensity of 400州DY2，compared with Cu(II)

ion-dependence of 800 mM NH2··Tyr-OMe(YOMe)at pH 4．6 with 200 mM NaAc

buffen

加入金满离子詹禽酪氨酸单元的XY2荧光猝灭袈明分予之间有相互作用及分

子梭象发生改变，这憝由于荧光发射波长稳强度对予phenol发色团周围微观茹}：境改

变的敏感性所致。在25℃对，固定荧光激发波长为274 nm，在200 mM的NaAc／HAc

缓跨溶滚孛，氛《II)(M-----CU、Co、Ni、Mn)戆t茛XY2发生秘曼戆荧炎棼灭。浓

度为400 pM的XY2水溶液中，随着M(II)浓度的增加，在最大发射波长303．84 nm处，

^j5蚤#__置^csl．i#l
一，I)奇i差毫￡l■墨釜
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xY2瓣荧光强度至线经降{氐，毽这耱情凝仅焱金震离子浓瘦小于等予受俸浓寝辩藏

立。当盒属离子超过T1摩尔强量后，M(II)的增加对XY2的荧光光谱基本没肖影响。

从Fig．3．2中W以看出，当加入韵cu(II)大予l摩尔当量，XY2的荧光强度凡乎为零，

即cu(II)f鼗使XY2的荧光完全漳灭。鼹其它的金属离子如eQ”、Ni2+葶鞋Mn”等慰xY2

的荧光虽然也有明显的减弱作用，假却没能观察到完全的荧光猝灭。这说明xY2

羁eo黔或Ni2+裙Mn2+之海的撵爱琵与CJ+豹箨弱要小熬多。

囊定鬟谶圈(Fig。3-2)分辑串荧光强嶷璺线镶变诧《躲，XY2中均是只存在

单一兴型的phenol基团发生了荧光猝灭，而XY2能匈等量的金属离子发生络合作

瑶，这说麓XY2与金藕离子络台tFj-XY2中静phenolJq：参与了襁互捧蠲。Table 3-1为

pH 4．6条件下Cu2+，C02+，Ni扣，Mn2+对xY2的最大荧光猝灭效率，由此可知，pH 4．6

对宝满离子对xY2的猝灭能力均为：Cu2÷>C02+>Ni2十>Mn2+。不同灸属离予的荧光

猝灭效率同窀们相艨的EDTA络合物的稳定霉数镶并不～致(Stability constants

(19KMv，t=20～25．c)of EDTA complexation with metal ions are：C∥+(18．8)，C一+

06．3)，Ni2+(18．∞，M菇扣(14．0)，2叠+(i6+5)，c蕾+(16。5)，c≯+(10，7)，M92+(8，7)and

Ld+(15．4)，respectively)，因此呈线性变化的荧光猝灭曲线可以反映众属离子与XY2

中懿氦酸残蒸之阉I鬟Jmetal ion-phenol ring终翊豹强弱。

Table 3-1．The maximum fluorescence quench efficiencies(％)

ofXY2 against metal ions at pH 4．6

C∥ coI{ NiII MnI‘

EY2 99．5 78。7 56．3 39．3

DY2 99．8 81．O 69．2 54．6

由于Cu2．的存在能够使XY2的荧光几乎宪全猝灭，我们做了在相同条件TCu2+

薅800脚H2N-Tyr-OMe(YOMe)静荧光滴寇实验(觅Fig．3-2b)，丽样固定荧光激
发波长N274 nm，随麓Cu2+的增加，在最大发射波长303，84 nm处，荧光强度降低，

但是荧光猝灭并不慰呈线性变化，而是发生瞎线型的平缓的下降。这种强烈的反

差袭骥在淤亵的珏粼·Tyr-OMe@不只存在一类I弦熬圈，荧毙捧炎不仅仅是metal
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ion-phenol ring发生了褪互撵用，迸受蚕其它透素鹣影璃。

此外，从Fig．3-2可以瓣出，在浆性条馋下，zn扮移隧矿+对x毪熬荧光没膏显著

的彭晌，两EY2串魏入C矛+荧光也没有发生鞠显交讫，但是对于DY2两言，陡着ed抖

浓发靛堪鸯鞲，在最丈发射波长303．84敞l甄，Dvz媳荧光强度至线幢主秀，孺当金

属离子超过了1摩尔当量厝，加ACd2+后DY2的荧光强度几乎保持不变。C2+则可

戳搜x毪芡懋强度蟛舞态，辫子EY2，在e扩枣子l簿承当鬟瓣，焚必强度遂蓑壤热，

当C矿超过Tl摩尔巍量后，荧光强度保持稳定：对于D毪，随着C魏2+的增加，其荧

巍强度一妻璧嫠线麓平稳上升，当e矿+超过T1摩尔当重嚣，这～蹭热趋予乎缓。

为粼鼗察子强嶷对x毪荧竞鲶澎臻豁及XY2与碱金属蕊-TNa+，贮或蠹孵裁露

能存在的相溉作用，我们采用浓度阈样为400“M的XY2，以pH值为4．6的200 mM

N磁Ac缓诤溶滚替代K&Ao凌滓溶液，耢窕与荧走笺菇静氍{滴定，结象表臻当N矿

或K十浓度增加时，荧光发射强度几乎不发嫩改变，这暗器没有发生碰撞躐络合酌

荧巍猝灭。藏耱，我稍骰TXY2对“+在N毡A旆毯e鞠Tris-HCl缓狰体系晦觉淹滴定，

曩榉没套发凝荧光发射强攫瓷臻显的改变。毽是，当保持罐子强度不交敬交缓冲

溶液体系(pH值从3．5增加蕊7，O)时，xY2茨光强度均有一定增加(Fig．3．3)。

Fig．3_3 Maximum fluorescence intensity ofXY2 versus pH．

塞食体系瓣正鬻运{窜大豢需要渤H毽避嚣穰臻熬调控，为了蔓磐弱搂羧生◇
体系。我们选用了州s．Hel缀冲溶液，这一缀冲体系具有无褥、无抑制性，不易水

解，辫酶不敏感帮缓渖容量大等筏煮。
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惩同样麴方法，我翻溅试了生理条{孛下冬耱金瀛裹予辩EY2茨茨必发魅必谱。

室温下，pH假为7．0(200 mMTris—HCl缓冲溶液)，固定荧光激发波长为274．00 nlTi，

荧毙发莉谱鬻串最大发羹孝波长锈为303。84 nt'n。戮装大发射波长憝躺荧光强度对金

属离子浓度与金属离子和受体(EY2和DY2)浓度之和的比值作图t结果见Fig．3-4。

a b

{|||《三
。：] ＼-弋二=二：=：：：棼

§0 a{ 々^ " 8{ 40 02 04 #{

W’1tltU'q+lR·∞抖州l *”I，(Ⅳ。I+lR㈧p州’

Fig．3-4．(a)Metal ion concentration-dependence spectra of fluorescence intensity of

400 p．M E款at pH 7．0 with 200 mM Tris-HCI buffer．(b)Metal ion concentration—

dependence spectra of fluorescence intensity of 400从M DY2 at pH 7．0 with 200 mM

ljis攥Cl bn矮强

中性条传下，当加入金属离子Cu2+，C。”，Ni2+，Mn2+履，XY2荧光也发生7

猝灭。金属离子与xY2之间产生了1：l的络合作用。这四种金属离予对XY2的最大

荧必捧灭效攀爨Table 3-2。

Table 3-2．The maximum fluorescence quench efficiencies(％)

ofXY2 against metal ions at pH 7．0

Cu” co“ N．fI Mn¨

嚣y2 99．8 83．4 65．0 53．O

DY2 99．9 83．2 73。3 63．4

然而对予另外四种金属离子，也们在pH 7,0条估下对XY2的荧光光谱产生不同

程度的影响。
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EY2孛妻g入2窖+鞠e琏2÷，开始麓焚先强凄显嚣线链增如，当燕入鹣金嚣褒子戆

过0．5倍摩尔当量后，荧光强度则表现为线性下降，叠众属离子超过了J摩尔当量后，

荧竞强度不褥发生舞驻交纯，宓羹入z枣+翡荧光最癸强褒院越始荧笼强度低一痉，翔

入Cd2+的荧光最终强度接近起始荧光强度，EB起始强度略低。zn2+鞠cd2+的加入对

D毪静荧光彩响与酸醺条件下情况～样，即勰入zn2+黼DY2的装光没有显著的变纯，

热入ed2+馒DY2我荧光强度竖线性上辩，趣避了1摩尔当量爱，荧光强度不秀增援。

梅pH为7．0时，Ca2+的加入使x№的荧光强度均上升。对于EY2，加入c毡2+后荧

光强度急蘸绒经主舞，警Ca2+超过5"O．5倍摩承当鲎藤荧光强度不再缴生疆爨交佬{

对予BY2，野始时为线性上舞，当c矿超过了l倍黪尔当量聪荧光强发保持豫定。

M矿的增加，刚可以使xY2的荧光强度均呈溺曲线黧平稳上升。

越；羧不瓣条转下e毋+对钓0弘耐XY2靛荧竞强度麴灌热，我翻发溪，在p嚣电6

时，煳入l倍巍量的C趣2+使E毪的荧光强度增加72。3％，使DY2的增加9．6％；丽程

pH7,0时，使嚣Y2静菇先强度增加10I．4％，使DY2的增加i06．7％。

鍪予麓入Q}2+翁躲够笈X￥2翡荧毙逡发笺显著缳疆邃耪褥魏瑗象，我稻辩毙骰

了在桐同条件-FeE+对不同pH值溶液中YOMe的荧光滴定实验，发现游离的YOMe

翡荧巍强度凡乎不会受虱Ca2+影确。生命体激中，e矿侔为鳓施内第二信之一参与

了多粒藿要细胞功能麴谖节，浓度蚋改变对缀瞧的缝梭和功§％产生爨大影噻{XY2

作为一种有散的生物探睾t-可oA检测辙物体内微量c矿离子的变化，邋就具有q#常重

要酶爱凌学爨义。

陵，k种垒属离予(Cu2+。C02+，Ni2+，Mnz+，z舻+，c舻+，c∥，Mf+)x蜉oo

心dXY2在不嗣缓冲体系的水溶液荧光发射强度的潋褒我们得出结论；

l。在套H毒，6f#pH7，舀条传下，￡营+，C02+，N尹，掩P帮霹默馕XY2爱蟹荧巍

猝必，且金属离子对xY2的猝灭能力均为：cu2+>C02+>Ni2+>Mn扑；XYx

与金震离予发生1：1的络台诈用。

2．醚矿在羹{4石楚对xY2篓焚建霉戆不鹱显*孛篷袈终粼《骐谈x既鹣荧巍

强麂均呈现曲线型平稳上升。Ca2+的加入使XY2N荧光强廉增加，酸性祭
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件TEY2-与Ca2+发生1：1的络合作用

时，EY2与ca2+发生2：1的络合作用

DY2没有发现一定比例的络合，中性

DY2与Ca2+发生1：l的络合。

3．cd2+使DY2的荧光强度增强．不同pH时DY2与c矿均可发生1：l的络合。zn”

对DY2和pH 4．6时EY2的荧光影响不大。在pH 7．0时，zn2+，Cd2+均可使EY2

的荧光强度发生先上升后下降的变化。

为了更加直观地描述和观察金属离子(Ca2+，M92+，zn2+，Cd2+)对xY2的荧

光变化并进行比较，我们做出TXY2在最大发射波长303．84 nil]处加入1倍当量金属

离子荧光强度与起始荧光强度之比的柱状分析图(见Fig．3-5)。

F追．3—5．Fluorescence response ofXY2 to 1 equiv ofmetal ions in buffered water．

由图知，酸性条件下，金属离子对EY2的荧光均发生增强，作用大小为：Ca2+

>cd2+>zn2+>M92+；对DY2的荧光增强作用顺序为：Cd2+>ca2+>M92+。zn2+使

荧光发生猝灭。中性时，cd+／q秆lM92+均可以使XY2的荧光增强，其中以Ca2+影响最

为显著，荧光增强约1倍左右。

(2)荧光数据的定量分析：

荧光猝灭是荧光发射强度减少的过程。当小分子在溶剂中或绑定到具有荧光

的分子上与荧光发色团非常接近引起的猝灭能极大的降低的荧光量子产率。发生

36
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猝灭熬枫理鸯以下几种：

·碰撞引起的绒动态的猝灭

·静态淬灭

· 能量转移引起的猝灭

·电蕊转移反波

当金骚离子搬入XY2滚滚导数荧蹩癸灭戆援壤疆予上逡第一耱类型时，我们

可以通过Stem．Volmerequation对荧光光谱进行定嫩分析。

F．／F=To／W=l+k。T。[Q] (1)

其中Fo和F分潮是未翮配傣和潮入配体之后的荧光强度，To鞠T是朱加配体

积加入配体之后赡荧光寿命，【Q】是配体的浓度，k。b的慕积可以展K。

(Stem-Volmer常数)表示。在含多种芳香性氨基酸残基的强白质巾，不同类型的

氮基酸残基(暴霪予表垂静，磊鼓隐藏在三缀结棱中鹣两)群狱反映在Stem-Volmer

equation中。

这对熬荧惫强浚可戮表示为：鹣=玛。+孙鼻

加入配体即猝灭剂后根据Stern—Volmerequation荧光强度降低；

F=Fo∞，O+KsvIQ】)+Fo'b。

dF；Fo—F—Fe^K．sv[Ql／(I+Ksv[QD

Fo／dF=1／(f．Ksv【Q】)+1／fj (2)

掰褥公式(2≥麓改进豹Stem·Volmerequation，鼯Lehrer equation，冀孛磊表

示越作用的荧光团占总荧光团的比例，对于本实验而言，假设所有酪氨酸残基均

参与{挈稿，≤严l，公式(2)=-I篱纯为；

lV《FrF)=Ka(1／[MD+1 (3)

解离常数硒为终食常数K。，的倒数，[M】是配体会属离予的浓度，)书Fo／(Fo-F)

对1／[M]作图，得到一条直线，根攒蕻斜率可求出xY2和不嗣金属离子在不同条件

下的络合常数k。。

由于 AAG=．RTlnl(d (4)
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据j毙可求出协强菲共玲终用熬热力学叁由毙AAG。

我们作出XY2和部分金属离子荧光滴定的Lehrer plots(见Fig．3-6)，通过线

经援帮，诗算褥至l金簇离子终舍耪熬表鼹鼹离常数＆获塞毒缝篷嚣Table 3-3。

# 潮w嘲 l卿∞∞0 x嘲

lg-C'lCul}

口∞∞ '∞w ’㈣∞O∞∞D∞
{《u。*肼’}

0 蝴 '㈣ {硼#蝌≈∞0
’州1M‘)

口 ㈣ ㈩5∞0 0洲∞∞O
1d旷“¨’

Fig．3-6．Lehrer pl咚岛r the fluorescence quenching ofthe receptors

byM”atpH4．6 or7．0．25．0℃．

M矿+在中性pH值条件下虽然可以使xY2的荧光强度商规律的增加，髓由于

没有发瑰一定比铡豹络合，所以没露计算其络会常数。

综合比较Table3-3中的数据可知，对予能够使XY2荧光发生猝灭的金属离子

<e01、Co”、Ni”、磁01)，它霞与DY2之润弱络台捧爱一般琵与E毪的终翔要强

一些，即同种金属离子与EY2络舍的解离常数Kd值～般比与DY2的大，相应的

一厶△娆98刚较小，餐遮一差傻并不狠大。

丝鎏篓
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Table 3-3。Apparent dissociation constants(1≮)and free energies of complexation

(厶AG。)forthe complexes ofthe receptorswith衍1inbufferedwater(atpH4．6 and 7．0；

T一298戳

西s<羝)(弘鞠 一AAG捞s(kcal tool。‘)

Metal

pH 4．6 pH 7．0 pH 4．6 pH 7．0

lO矬

EY2 DY2 EYI DY2 EY2 DY2 EY2 D毪

C萨 309．0 99．3 321．8 148．4 4．8 5．5 4．8 5．2

Coa 469．0 442。0 622，0 501．9 4．5 4，6 4，4 4，4

NiⅡ 761．2 572，3 719．6 671．1 4．3 4．4 4．3 4．3

Mna 882．6 962．6 881．1 741．O 4．2 4．1 4．2 4．3

C铲 432．2 2470 184．7 3l|喜。4 霹．6 3+5 5。l 4．g

C∥ n 696．5 n 1010 n 4-3 n 4．1

n：not applieable

3．2．3 E毪藕DY2的’3C-N-MR谱研究

3．2。3。1实狻原毽

核磁欺振(Nuclear Magnetic Resonance，简称NMR)波谱是吸收光谱的-1,}。

在NMR中，是用频率为兆赫(MHz)或兆周(Mc)的长波长电磁波，照射置于强

磁场下黪愿予投，使其嶷级发生分裂，巍吸收豹糍量与核驻级麓栏等瓣，就会发

生核能级的跃迁，从而产生一种吸收光谱一核磁拱振波谱。

核磁共振碳谱的优点_芷要有：

l>磋藩予梅戏鸯雾毛纯会锈赘蚤絮，掌疆有关璇原子豹信惑程有撬鳞掏鉴定审

具有冀要意义。

2)常见肖机化台物氢谱的化学位移(8)值很少超过10 ppm，而其碳谱的变化范

39
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围则可超过200 ppm。由手碳游懿纯学整移交纯范晷魄氢谱大中咒绩，纯会物

结构上的细微变化渴望在碳谱上得到反映。

3)碳谱有多种多爨共振方法，蓿来又发糕了几种区剐碳原子级数(伯、仲、叔、

季)的方法，较之于氨谱盼信息丰富、结论渣楚。

4)碳原子的弛豫时间较长。能被准确测定，由此可帮助对碳原子进行指认，从而

有韵予推断结构。

孩磁共振碳谱按寒不仪变焉予窍瓿缝稳瓣鉴定，瑟整霹菠僚为硬究分子识剐

中非共价作用的有效的观测手段118l。

3．2．3。2绪聚与讨论

室瀑下，我{}j烈TxY2(EY2或DY2)的D20／DMSO-d6(髂妖篦为l：1)溶液，
分别向其中加入1倍当量的CaCl2、MgCl2、ZnCl2绒CdC|2，待固体完全溶解后，进

行’3C-NMR CPD(Composite Pulse Decoupling)漠rj，鳐栗<觅实验部分)发现

”c州MR谱图中XY2的羰基羧基及多数烷旗部分的峰都发生裂峰，这说明所有的众

属离子都与XY2发浆了络含，而芳香环部分则发生不同程度的变化(见Fig．3-7)。

加入金属麓予质XY2溶渡pH值在4～s左卷。

。8：：：曼i b i

M鬯：：i 。 L ．L_-。_-。·_-___·‘__。-__-·________-_。__·。·-__^-_m。H_o、_。，、_--‘·“，_-。_。-。_·，、_-_-__。__·。·一

瓜墨l l。 l。·-·___^___^_^．__-____。_-___-__·^，_-__·__-_-___-jt，·________-_______．_，；·--，__-_-___一

例竺：：I L l-，_，-·-^-___^_-___，-．。‘__H_·___-·___-_-·__^h—L_-J、·_-__^_-I·---___^___H___·_--·一

曼I i L i

5船≯∞；

Fig．3-7a。Aromatic region of”C-N／vlR CPD spectra of70 mM EY2，with and

without 1 equivalent ca2+，M92+，Zn2+and Cd2+，in h l D20／DMSO。d6(v／v)
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Fig。3-7a是嚣Y2的D20／DMSO-c堍溶波及荚孛分别艇入ea2+、M矿+、2I鼓2+耪ed2+

的13C．NMR{普图q。phcnol环部分，从图中W以看出，EY2中JJ[1．k,Ca2+后，phenol环中

匏c@峰变宽最强(±o．4 ppm)，c(3)其次，c稼)交宽疆浚最小；秀羹入M矿+，phenol

环中仅C(4)峰发生微弱变宽；加入zn2+。phenol环中的c(4)峰变宽较强，c(2)发生

弱豹变宽；加入Cd2+后，phenol环中的C(4)蜂交宽较强，c(3)发辙弱的变宽。由此

蕾嫩，加入不同的金属离子焉phenol环的c(4)蜂均发生了不同程度的加宽，其加宽

幅度为：ca2+>zn2+～cd2+>M矿+。

l 3 4
2

。a：：竺：l i。 l

M!墨； L l

霜竺．。 l； l

ca竺：。 。L L

!l |， L

§(ppm)

Fig。3-7b。Aromatic region ofbC-NMR CPD spectra of70 mM DY2，with and

without 1 equivalent C82+，M92+，Zn2+and C矿，in 1：1 D20／DMSO-d6(v／v)．

同样秘DY2熬D20／DMSO一文溶滚及獒中分鬃麓mc#+、Mg静、Zn2+零lCd2+的

phenol3不郜fr)"13C州MR谱图见Fig-3-7b，由图中可知，当DY2中加入ca2+、M92+、

Zn2+后，phenol环部分的峰没有明显的交仡，只是c(4)峰比原来未加入金属离子的

峰小很多；只有加入cd2斗层，phenol环中的c(4)峰发生较强变宽，C(3)灏c(1)发生

了弱的变宽。

由予ca2+可驭使E磁的13e．粼R谱p№no弼：部分发生疆为显馨的变纯，我稻另
外配制了TyrOMe(YOMe)的D20／DMSO。如(体积比为1：1)混金氘代试剂溶液

代替EY2的溶液，并向其中加入同样份艇CaCl2，待固体完全溶解后，分别进行
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掊C-NMR CPD溅试，缝巢(既瓤垂3-S)笈蕊竣磁谱鹜尼乎没嵩谨{霉畿纯，表孵游

离的YOMe与cE+之间几乎没肖发艇佟用。

175 t50 {2S {∞ 75 S0 25 0

8(ppm)

Fig,3-8。13C-NMR CPD spectraof 140 mM Tyr-OCH3(YOMe)in the presence
and absences of 1 equiv ca2+．Solvent：1：1 D20／DMSO．d6(v／v)．

”C-NMR谱圈中碳谱峰变宽，是由于等效C原予备向同性的化学位移分糍变

宽济黢。辩予垒蒗离予毒XY2律麓辩phenol簿分e秘)蜂变宽黥本旗艨嚣，我销罐

出甄秘假设。下溪以变他竣必显磐豹ca2+对EY2为例迸器说骥。在phenol环参皇

的祷构形成前，分子中氨基羧基部分与ca2+先发雏螯合，接着酪氨酸的phen01支

链产擞遮鬻平餐状态鼹波凌，馁熬个体蓉处予一定懿梭蘩，在运一掬蘩中，技素

缚的Ca2+与最为接近的phenol残藏发生幼态接触，由此昂致酪氨酸phen01支链扭

转热瀚露农濑不确定褴，最终使phenol繇上瓣e国酶发熏共强分裂。要一静穗荚

的可能性怒：由于phenol环上c(4)对浆电子的攻击反应灵敏，被绑定的Ca2+与

phenol环e(4)帮使之阕鸯接鹣静电桐遥佟震释致e(_喾)投英嗣滏C静姆交宽。攫然，

以上掰秽设想郡袭明phenol与被终霓鲍金属漶予之蝴存在整日}共价襁曩作援。此

外，在EY2加入金属离子的1H-NMR谱豳中，加入Ca知的芳香环部分质子的峰发

雯一是变宽，嚣妻g入荚宅亵予舅雾环旗子熬峰变蹇蚜不麓要(曼Fig．3-9)。

通过以上分析我们判断，在偏酸性条件下金属离子与xY2均发艇络合，对予
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EY2两吉，所有金属离子都与phenol环发生不同程度的作用，馋用大小必：Ca_H

>Zn2+Cd2+>M92+。对予DY2，仅cP的加入对phenol环部分改变明照，表明

e矿与p毪中phenol嚣戆捺鼹较强。瑟其它金鬓勰子与羚Y2中phenol环部分俸麓

很弱，这W能是由于一方埘DY2的碳链较长(比EY2多一个氨繁羧酸基团)，导

致受俸本努的配鬣能力灌强，phenol环{擘疆减弱，另一方蕊phenol环体积较小，

当链增长时，不利于phenol环与众属离子发生作用。

鲨：!羔 八 八

三坚弛 n ／Ⅵ

鲨：墼厂^＼ ^

篓 ^ 段
，r——再——了F——西——1r—1·

5(ppm)

Fig．3-9．Aromatic region of 1H-NMR spectra of70 mM EYz，with and without 1 equi。

valent Ca2+，M92+，Zn2+and Cd2+，respectively，in l：1 D20／DMSO。d6(v／v)．No loss of

protons was observed in the aromatic region，

为了对XY2分子中的碳进行归属，我们在室温下对间样浓度EY2的

D20／DMSO—d6(钵积晓为1：I)混含氘代试裁溶液进行”C-NMR CPD(Composite

Pulse Decoupling)和¨C．NMR APT(Attaehed Proton Test)测试，核磁谱圈见Fi磐

3．10，BC-NMR APT图中，所连质子数为偶数(O，2)的碳原予出峰为负值。



5fppm)

Fig．3-10．”C．NMR CPD and APT spectra of 70 mM Ek
遮t：1 D20／DMSO—d6(v／v)。

H3c一＼√矿

Scheme 3-2．The chemical structure and atom numbering ofEY2

为了更为清越地表现”C-NMR谱中化学位移的变化及便于比较，我们选择性

兹列出‘7肇令YOMe与YOMe躯C82+，受俸EY2及箕与C≯+鄹Zn2+络会穆熬

¨C-NMR谱化学位移。见Table 3-4。

综台核磁谱图及表中数据我们看出，YOMe加Ca2+朔不加Ga2+的”C-NMR谱

豳足乎完全一致。对于EY2，热入金属懿予Ca2+狂z斧+匿，分予主链上碳厦孑静

峰(c(9)，C(10)，c(1 1)，c02)，C(13))完全变宽，谱图上表现为原来的单蜂裂分变宽
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Table 3-4。Carbon-13 chemical shifts(in ppm)for the YOMe monomer and its complex

with Ca2+，sensor EY2 and its complex with c—and zn2+；Atom numbering is shown in

the structure in Scheme 3-2

Tyr-derivati
黟r-OMe Ty崩r-OM。e EY2 怒+ 警+谨

C02H 176．2 b d

C02CH3 170。7 170。6 173．7 d d

C(O)NH 172．5 b d

c(i) i56，8 i56．7 i56。2 i56．2 156．3

C(3) 132．0
4

132．08 t31．6。 131．5“ 131．7“

C(4) 126．1‘ 126．1。 129．0
3

129．2。 129．08

C(2) 117．0a 117。0t 116．6a 116。6
5

1t6。6b

CH2C02H 59．4 d d

NCH2CON
58．5 d d

H

疆．eH 55，0 55．0 55．2 b b

OCH3 54．4 54．4 53，7 b b

mCH2)2 53．4 d d

CH2Ar 36。0 36+0 36．9 c o

扎single peak；b．moderately broadening；c．severely broadening；

d+intensely broadening upon metal-ion binding of the sensor．

为一累别小豹肄峰，甲酯基圈中羰基(c《7)>的峰以及甲氧綦中的碳(c(8)>峰发

生中等强度加宽，CH2Ar(c(5))和∞CH(c“))的峰也均发生明显变宽现象，phenol

巧土C(4)蜂交宠，C落)帮cO)骞黠恣受裂影嫡，e(】)漳不交他，爨为攀晦。络采表

明EY2中加入众属离予后，禽属离子与氮基羧基发擞了螯台，酪氨酸中phenol环

弱霹参与了与金属离予翡{睾蔼，金潇离子与phenol e(辛)律翔疆强，c(2)和C(3)密

有可能受到影响，C(1)则基本不受影响，此外，最末端的甲酝基团在熬个分予与金

属离予络合中也起到一定的费献。M92+和Cd2+的作用方式也与此类似。
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在DY2中分别加入Ca2+和zn2+后，COOCH3的两个c的峰、a．CH、CH2Ar

及phenol环上c峰均没有观察到变宽，其余峰都发生变宽；加入M92+后COOCH3

的两个C和phenol环上C峰没有观察到变宽；而Cd2+的加入使DY2的碳谱峰除

COOCH3的两个C外其它均不同程度变宽。由此可知，DY2与金属离子的作用方

式与BY2略有不同，金属离子与氨基羧基发生螯合后，由于主链较长，整个酪氨

酸残基与金属离子作用的程度都非常小，在四种金属离子中，我们只发现Cd2+与

phenol环之间有较明显的相互作用。

§3．3 EY2和DY2的相关质谱分析

3．3．1实验条件和方法

取lmLl×10-3M的xY2水溶液于1．5mL塑料离心管中，分别加入11．0汕的

O．1MCuCl2，ZnCl2，CdCl2，CaCl2和MgCl2溶液，振荡使混合均匀。

以上所得溶液直接用于ESI—MS分析。Fig．3-12。13表明所有金属离子都可以

与XY2形成l：l的络合物。

3．3．2结果与讨论

XY2中分别加入CuCl2，ZnCl2，CdCl2，CaCl2和MgCl2，在±ESI．MS谱图中，均

发现金属离子与XW2形成1：l的络合物的分子离子峰，只是在．ESI．MS谱图中，

Ca2+和M92+与XY2形成1：1的络合物的分子离子峰很小，这可能与其内部结构有

关。

+ESI-MS of EY2·metal ion complexes：Cu-EY2，Calcd for exact mass C30H39N4012CB，

ngz 2
709．2，Found 708．0[EY2+M—H】+；Zn-EY2，Calcd for exact mass

C30H3$N4012Zn，m／z=710．2，Found 709．2[EY2+M—H】+；Cd-EY2，Calcd for exact

mass C30H3sN4012Cd，m／z=760．2，Found 759．5【EY2+M—H]+；Ca—EY2，Calcd for

exact mass C30H38N4012Ca，m／z=686．2，Found 685．2[EY2+M—H]+；Mg—EY2，Calcd

for exact mass C30H38N40 z2Mg，m／z=670．2，Found 669．7[EY2+M—H】+
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+ESI+MS of DYrmetal ion complexes：Cu．DY2，Calcd for exact mass C34H45NsOl4Cu，

m／z=810．2，Found 809．2【DY2十M—H】+；Zn—DY2，Calcd for exact mass

C瓣磁sN5014Zn，m／z一81t．2，Found 810．4【DY2+M一珏】+；Cd—DY2，Calcd for exact

mass C341445N5014Cd，m／z=861．2，Found 860，5[DY2+M—H]+；Ca-DY2，Calcd for

exact mass e34H45NsOl4Ca，m／z=787．3，Found 786．4【DY2+M—H】’；Mg-DY2，

Calcd for exact mass C34H45NsOl4Mg，m／z=77 1．3，Found 770．7[DY2+M—H】+
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§3．4本睾结论

1．我翻竣摸接生貔体系蠹金属离子参与懿一些黪殊化学避程蠢爨标，利瘸EDTA

和DTPA这类常见的多齿酉已体为模板，设计合成了以酪氯酸为核心识别单元的小

分子舆效xY2，通避多薜毙谱及ESI-MS综合褥究其与金藕离子的穗互侉丽，这将

有助于人们揭示金属离子与生物体内活性物质的作用机理。

2．根据荧光和ESI．MS检测分析，XY2可以与金属离子形成1：1的络合物．并通

过珏C-NMR谱蚕遽一步确定EY2与金震终合弱可链穆象懿下：

H3

位于较远处酌甲酯基豳与金属离子也有一定的作用，在图中没有再潮出。

3。聪爱堪C-NMR谱接拳，在滚稳中，润接蛙羧浏到懿氮酸phenol繇与钙裹子、

镁离子、锌离子和诵离子之间不同强度的Cation。pi相互作用。发现在酸性条件下，

金耩离子与EY2静phenol环终雳大，j、为：Ca2+>Zn2+～Cd2+>M92+；豆释衾属离子

中，Cd2+对DY2中phenol环的作用较强，这～结果与相同条件下荧光分析所得结

论一致。

4+xY2分子中含酪氨酸擎元能够产生荧澎，冀拳溶液中麓入不阋豹金藕褰子惹爱

光发射谱圈中的荧光强度会发生相应的改变，如在不同pH值时加入1倍当量的

cu2*绷A使xY2荧光完全猝灭，雨在中性条件下加入1倍当鬣的ca》刚可戳便
xY2荧光强度增加1倍，因此XY2可以作为～耪有效的荧光探针，可以灵敏的捻

测溶液中微量的金属离子如Cu2+和Ca2+。
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第四章 实验部分

§4．1仪器和试剂

4．1．1主要仪器

本工作中所用的主要仪器有：德国VEB公司的微量熔点仪；美国BP211D全

自动分析天平；美国SP--300红外光谱仪；HP一5988四极矩质谱分析仪；日本

Jasco．715圆二色分析仪：瑞士Bruker公司AVANCE 300超导核磁共振仪；Vm'ian

Cm'y eclipse fluorescence spectrophotometer。

4．1．2试剂及部分溶剂处理

本文中所用的L一氨基酸均为生化试剂，购自北京欣经科生物技术公司；EDTA

dianhydride(ethylenediaminetetraacetic dianhydride)和DTPA dianhydride(diethyl·

enetriaminepentaacetic diarthydride)购自Aldrich公司；2，6-Pyridine·dicarboxylic acid

购自Acms organics公司。除以上特别指出之外，本文所用其它试剂均为分析纯，

购自天津、上海及北京等地。光谱滴定和质谱分析中所用的金属盐均为氯化物。

部分溶剂的处理方法如下：

(1)二氯甲烷(DCM)

分析纯的二氯甲烷用无水碳酸钠浸泡三天，然后加Call2加热回流两小时后蒸

出，收集40℃的馏分。

(2)氯仿(CHCl3)

将氯仿用一半体积的水振荡数次，分出下层氯仿，用无水氯化钙干燥数小时

后蒸馏。

(3)三乙胺(TEA)
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加l％承合茚三酮(WⅣ)加热酗流二小时。蒸出89。95℃馏分，用适量KOH

干燥秸，精馏收集90℃的埋分。

(4)甲醇(MeOH)

在瓯f靛烧簸中放鼹0．6 g镁属鄹10 mL无水甲醉，加入凡滴磺，加热郛开始放

出氢气，当全都镁条反瘫完全后，加入100 mL无永甲醇和几粒沸石，暖流l小时

后蒸馏，敉集65℃左右的馏分，接受嚣连接装有无永氯化钙的于燥管或瘸氮气进

行傈护。

(5)乙醇(Et。}{)

处理方法同单醇。

(6)无水乙醚(Et20)

先加无水碳酸镪予燥过夜，过滤囊加入钠属秘少许二苯甲酮，匿流至试剂变

蓝，蒸馏收集34．O一36．0℃鹩馏分。

(7)乙腈(MeCN)

色谱纯试粼可矗按馊瘸，妇用分析纯乙精，剐用鼓下方法处理：800 mL乙腈

加入32 g裔锰酸镩和28 g无水碳酸镡，在氮气保护下回流8小时，蒸出。然嚣在

五氧化二磷存在、氲气傈护下回流3小时詹蒸出，收嶷湿度恒定灼馏分。髯在五

氯化二磷存在下精馏，收集沸点在80。82℃瓣馏分。

(8)=甲鼗髋(DMSO)

分板绝的DMSO先熙活他的4 A分子筛浸泡至少一罔骺，再在CaI-12存在下

减压精馏，收集湿度恒定的馏分。

(9)二氯甄砜(SOCl2)

加入升华酸魑滤屠再分馏两次，馊二氯疆蕊粗品中韵硫酰氯、一氯化硫和二

氯化硫转化为二氧化硫和氯化硫除去。

(10)N，N一二甲基甲酰胺(DMF)

厢硫酸钙、硫酸镁、氧亿钡、硅胶或分予筛于燥，然后减压蒸馏，收集76℃

／36 mmHg的馏分。
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(11)鼹戮

予1000 mL丙酮中加入5 g高锰酸钾回流，以除去还原饿杂质，若高锰酸钾紫

色缀浃涪失粼需要蕊入少量麓锰酸锻继续鼙流，壹至綮色不秀消失为止。蒸凄丙

酮，用无水碳酸钙或凭水硫酸钙干燥，过滤，蒸馏收集55—56．5℃的馏分。

(12)乙酸乙酯(EtOAc)

予1000 mL己酸己酯中鸯羹入100 mL乙羧瑟羁10瀵浓酸酸，鸯羹热嚣滚强，l、时，

然后分馏，分馏液用20～30 g无水碳酸钾振荡，再熬馏。

(13)菠己烷

与金属钠秘二苯甲酮圜滚至蓝色，蒸馏、收集69℃的馏分。

(14)环己烷

鲶瑾方法丽-芷己烷。

4．1．3部分舔糕静铡备

4。1．3。1氨基羧麓羧鏊保护

(1)L—TrpOMe·HCI的剑各

氮气保护下将L一色氨酸(3．5 g，17．1 ret001)悬浮于50 mL甲酵中，用冰盐浴冷

却，拔靠《SOCl2(6 mL，80 mm01)在1．5小时左右滴加完，混合物继续搅拌，自然

于}温至室温，再搅拌12小时，蒸馏除去过擞的甲醇和SOCl2，所樽残渣秘少量甲

醇后凇压旋蒸除去溶剂，用甲醇一乙醚重结晶，得到白色粉末状固体，即为色氨

酸甲酝盐酸鼓，3+7 g，产率85％。

(2)LmTyrOCH3·HCI的制备

将109L*酪氨酸悬浮于100mL无水甲脬中，室温下通入干燥的氯化氢气体至

键积(经零摇动茨操浃酪筮羧豹溶辫)。藏嚣过疲，减蓬浓绦至予。将沉淀沼少量

无水甲醇溶解，再减压蒸干并反复操作两次以除尽多余的氯化氢，否则产物容易

发秸。鬣螽将沉淀荐溶予少鬣温热瀚无水甲醇中，加入无永乙醚直至不再析出结
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晶为止。于冰箱中放置数小时后，过滤，收集固体，用甲醇一乙醚(1：2)混合液

洗涤、干燥后，得11．3 gTyrOCH3·HCl，产率83％，m．P．166--168℃。

4．1．3．2 2，6一吡啶一二酰氯的制备

称取固体2，6-Pyridine—dicarboxylic acid 1．2 g(7．2 mm01)置于50 mL圆底烧瓶

中，加入二氯亚砜(分馏处理后的)5 mL，混合物加热搅拌回流8 h，减压蒸馏除

去过量的二氯亚砜，即析出大量白色针状固体，将所得固体用二氯甲烷一正己烷

(1：4V厂v)重结晶得到2，6一吡啶一二酰氯(1．4 g，产率95％)，为白色针状晶体；

m．P．57～59℃(文献值m．P．56～58℃)。

§4．2其他化合物的制备和一般表征

4．2．1 2，6-吡啶二色氨酸甲酯(abbr．PW2)

(1)PW2的合成

称取2，6一吡l定二酰氯(自制)0．20 g(1 mm01)，加入二氯甲烷20 rnLt：荒拌溶

解后，转移至恒压滴液漏斗中，在氮气保护下缓缓滴加到O℃，0．56 g(2．2 mm01)

TrpOCH3·HCl，含三乙胺(2 mL)N50 mL--氯甲烷溶液中，O．5 h加完，自然升温

至室温，再搅拌24 h，加入1 mL冰醋酸，中和过量的三乙胺。TIC监测反应进程。

(2)纯化

反应液水洗(2×100 mE)后收集有机层，用无水硫酸钠干燥后将溶液减压旋

蒸，以硅胶(200一300目)柱色谱纯化，洗脱剂为CHCl3：MeOH(15：1 VⅣ)或

EtOAc：DCM(1：1 V／v)，洗出并收集产物，将溶液旋干后得到无色油状物，用氯仿

一环己烷重结晶得到白色粉末状固体PW2 0．40 g(产率70．4％)；m．P．185—187℃。

(3)PW2的表征

1H NMR(300MHz，CDCl3)：6 3．3 16～3．425(m，4H，-CH2一)，3．85 5(s，6H，OCH3)，

5．2 1 7～5．245(m，2H，chiral—CH-)，6．640～6．646(d，2H，indolyl)，6．953--6．984(m，2H，
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indolyl)，7．08∞7．116(m，4H，indolyl)，7．488-7．518(t，2H，indolyl)，8．051～8．104(t，

3H，PyH)；

ESI．MS：Calcd for C31H29N506 m／z：567．2(M+H)+，Found 568．3([M+H]+)．

4．2．2 EDTA—bis(L—tyrosine methyl ester)(abbr．EY2)

(1)EYz的合成

称取3．3 mmol的TyrOCH3"HCl，将其溶于100 mL二氯甲烷(dichloromethane)

中，加入3 mL三乙胺(triethylamine)，电磁搅拌使之充分溶解，转移至100 mL恒

压滴液漏斗中备用。

另称取1．5 mmol EDTA diardaydride，将其悬浮于50 mL二氯甲烷中，室温下

电磁搅拌半小时，将TyrOCH3的二氯甲烷溶液在一小时内滴加入，室温下再搅拌

4。5小时，待溶液完全澄清后，加入2 mL冰醋酸搅拌片刻，中和过量的三乙胺。

(2)纯化

向反应液中加入少量的硅胶(200—300目)，旋干后得到的固体通过色谱柱

(200—300目硅胶)纯化。首先用DCM：MeOH=4：1(V厂v)的洗脱剂将过量的

TyrOCH3完全除去，然后增加洗脱剂极性，洗出并收集EY2，溶液旋干后得到微黄

色油状物，用乙醇一乙酸乙酯重结晶得到白色固体，即为产物EY2(O．52 g，产率

53．6％)。

(3)EY2的表征

1H NMR(300 MHz，D20)：6 2．481(4H，NCH2CH2N)，2．770～3．208(12H，all

-CH2-)，3．527(6H，OCH3)，4．866～4．914(2H，chiral—CH一)，6．633-6．662(4H，phen01)，

6．947～6．975(4H，phen01)；

ESI—MS：Calcd for C30H39N4012：rrdz=646．2，Found 647．2(【EY2+H】十)．

59
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4,2+3 DTPA-bis(L—tyrosine methyl ester)赣bbL DY2)

(1)Dy2夔食或

称取3．3 mmol的TyrOCH3·HCl，将其溶于100 mL二氯甲烷中，加入3 mL

=__乙胺(triethylamine)，电磁搅拌使之充分溶解，转移至100 mL恒压滴液漏斗中餐

爰。

另称取l mmol DTPA dianhydride，将其悬浮于50 mL二氯甲烧中，室NT09

磁搅拌半小时．将Hr0CH3的二氯甲烷溶液在一个小时内滴入其中，室瀛下再搅

拌2-3小时，特溶液完全澄清后，加入2．5 mL冰醋酸搅拌片刻，中和过量魄三乙

胺。

(2)纯纯

巍反或滚中翅入少量浆硅驳(200。300嚣)，燕于露瑟褥因体逶i妻色谱蕊

(200—300目硅胶)纯化。用DCM：MeOH=4：1(V，v)的洗脱剂将过量的DrOCH3

完全除去，然磊增热浇麓裁穰往，洗密荠浚集DY2，溶液旋于磊掰褥残余凌运遭

冷冻干燥，得到产物DY2(O．72 g，产率63．3％)。

(3)DY2的表征

’H NMR(300 MHz，D20)：；52．775-2．928(SH，NC}bCHjN)，2,987-3．525(14H，

a11．CH2．)，3，64 1(6H，OCH9，4。55 l~4。600(2H，chiral—CH-)，6．730—6．757(4I-I，

phen01)，7．032～7．059(4H，phen01)；

ESt-MS：Calcd for C34}{4滔50i4：m／z=747，3，Found 748．3(pY2+H】’．

§4。3 EY2和DY2与金藩蓠子律用懿光谱检测实验

4．3．1 DY2豳二色光谱研究

4．3．1．I实验仪器及参数

60
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Circular Dichroism apparatus：JASCO J-7t 5 Spectropolarimeter

Metal—Ion Dependence measurement parameter：

Datamode： CD

Resolution：0．2 nrfl

Bandwidth： 1．0 rim

Sensitivity： 20 mdeg

Response：4 SCC

Speed： 50 rim／rain

Accumulation：l

4．3．1。2实骏方法秘条律

pH 6．86懿PBS缓冲溶渡(phosphate Buffer)，配制方法鲤-V：

称取KH2P04 0，8505 g，Na2HP04 0．8873 g，用去离子水溶解厢转移至250 mL

容爨瓶中，稀释至剽度，得到25 mM KH2P04／Na2HP04，pH值阁pH计校正。

配制≯辍为6．86豹100#M熬努Y2溶液，其中缓冲溶液浓疫为12+5mMKH2P04

／Na21-IP04。

固定主体Dr2 NNN 100州，逐渐增加客体金属离子的浓度(0～300 uM)
混会坞匀瑟测圜二毪谱。

4．3．2荧必滴定研究

4．3．2。1实验纹器及参数

Instrumental parameter：

Fluorescent apparatus： Varian eary eclipse fluorescence spectrophotometer

Water bath： Cary single cell Peltier accessory

Fixed excitation： at 274nm

Scan emission mode

PMT Detector Voltage： 600 V

6l
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Slit：

Scan rate：

Averaging time：

Data interval：

Emission Slit Widt瓤

Excitation Slit Width：

Excitation filter：

Emission filter：

Set temperatm'e： 25．0℃

4．3．2．2荧光滴定实验

1．EY2和DY2在pH为4．6的荧光滴定实验

控裁溶液pH骧在4，60(NaOAd HOAc缓狰体系)左右，固定主薅XY2浓度强

400 p,M，逐渐增加客体金属离子的浓度(O～2 mM)，每次混合均匀后扫描荧光发

莉巍谱(最大发射波长为303．84 nm)，餐奔l循环承浴控筇l湿度在25．0℃；固定激

发波长为274．00 rim。由于加入金属离子溶液的体积(<50此)远远小众XY2溶

液体积(3 mL)，可以忽略稀释效应，为方便描述和比较，我们假设加入金属离子

后滚波髂积不交，做出盐线见Fig。4-1。

⋯⋯⋯m∞
m■Wnm

Fig．4-la．Fluorescence titration of400 1aM EY2 Fig．4-lb．Fluorescence titration of400肛M DU
with Cup at pH 4．60士0．05． with Cu2+at pH 4．60±0．05．
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Hg．4-l：承滚滚孛，主露EY2或DY2的浓溲固定为400 gM，淹蔡中分嗣潼

加cp、c02+、Ni2+、M一、zn2+、c矿、c一、M92+、L一和口(阴离予均

为C1一)，褥交荧先漓定谱圈(最大发瓣波长为303，84 rim)，羟镧溶液pH在4．60

土O．05(缓冲溶液为200 mMNaOAc+200 mM HOAe)，温度在25．0℃。固定荧光

激发波长为274．00 nm。选择p}{值为4．6的溶液迸行实验是出于两方面考虑：为

避免过渡念属离子在较嵩pH下生成沉淀，同时为避免主体分子在较低pH僮鄹羧

性条件下发生荧光猝灭。

【MCl霜=0，40 pM，120 pM，200 pM，280 gM，400 pM，1200 pM，2000 gM；Molar

ratiosof[XY2]：[M”】-10：0(solid—’，10：1(dash⋯一)，10：3(dot )，10：5(dash

dot⋯’-)，10：7(dash dot dot )，1：l(short dash )，1：3(short dot )，l：5(short

dash dot⋯～)．

2．EYz和DY2农pH为7．0的荧光滴定实验

控制溶液pH值在7．oo左右，固定主体XY2浓度为400“M，逐渐增加客体会

属离子懿滚度(0～2 raM)，每次灌合均匀蜃扫攒荧光发射毙谱(最丈发射波长为

303．84 nm)，循环水浴控制温度在25．0℃，固定激发波长为274．00 nm。假设加入

金隔离予菇溶液体积不变，徽出黼线见Fig．4-2。

wh●k“州Rml

鞴昏4。“：；紫誉聱嚣；等舞器：2黜“M EY2

w“柏吲嶂嘲
．

Flg·4’2b’wFiltuhocreuszc+ence。Htitr7a，t。iOon±of．40+0at 0 05
“M DY2

withCup DH 7，00±．+
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Fig．4—2：水溶滚中，固定主体EY2或DY2懿浓度必400珏M，囱其中分别瀵趣

Cu2+、 C02+、Ni抖、Mn“、Zn2斗、Cd2+、Ca2+、M92+、La3+和Li+(阴离子均为

C1一)，褥强荧光浚定谱图<最大茨瓣波长为303．84 ran)，控嗣溶液p}{奁7．00+0．05

(缓冲溶液为200 mM TriswHCl)，温度在25。0℃。固定荧光激发波长为274．00 nm。

【MCIn]=0，40“M，120／aM，200 I|M，280“M，400“M，1200 gM，2000斗M；Molar

ratios ofixY2】：【M”卜10：0(solid～)，10：1(dash⋯+)，10：3(dot X 10：5(dash

dot⋯。j，10：7(dash dot dot )，1：1(short dash⋯)，1：3(short dot )’1：5(short

dashdot⋯一^)．

3．pH dependence of fluorescence emission of EY2 and DY2

260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460

Wavelength《nm)

Fig。4-3a+pH dependent change in fluorescence emission of400吐M EY2

Fig。4-3a，25。0℃的水溶液中，固定EY2的浓度为400 pM，改变p瓣僮扫攒荧

光发射谱图(固定荧光激发波长为274．00 rim)，得到EY2的荧光pH滴宓曲线。缓

净溶滚为{ 200 mM CH2CICOOH+200 mM NaOAe，pH一3．48抟ol证一)；200 mM

CHzCICOOH+200 mM NaOH，pH=3．59(dash⋯．)；200 mM NH4Ac+200 mM

HAe，pH。4。60(dot )；200mMTris+HCl，pH一7．04(dashdot⋯～●。
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260 260 300 320 340 360 380 400 420 440 460

Wavelength(nm)

Fig．4-3b．pH dependent change in fluorescence emission of 400 uM DYE．

Fig．4-3b．25．0℃的水溶液中，固定DY2的浓度为400 pM，改变pH值扫描荧

光发射谱图(固定荧光激发波长为274．00 rim)，得到DY2的荧光pl{滴定曲线。

缓冲溶液为： 200 mM CH2C1COOH+200 mM NaOAc，pH=3．50(solid一)；200
mM CH2CICOOH+200 mM NaOH，pH=3．61(dash⋯一)；200 mM NtL,Ac+200

mMHAc，pH=4．62(dot )；200m／vITris+HCl，pH=7．05(dash dot⋯·j。

§4．4 EY2和DY2的”C．NMR波谱滴定研究

4．4．1实验仪器及部分参数

Instrument

Probe：

Solvent：

Exp Type．．

BRUKER AⅥ～NCE 300

5 llqi"n BBO BB．1H Z．G

DMSO

C13CPD

4．4．2核磁碳谱滴定实验

1．配制140miVlL-TrpOMe。HCI的混合氘代试剂(1：1 D20／DMSO．d6(v／v))溶液

约0．5 mL，加入1倍当量的ZnCl2，待金属离子完全溶解后用于核磁碳谱测试
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童瑟鲞兰鍪圭萋簦鎏兰 茎鳖耋窭鍪登楚一(谱图见Fig。4-4)。

zd+-YOMe

6(ppm)

Fig．4-4．13C-NMR CPD spectra of 140 mM Tyr-OCH3(YOMe)in the

presence of 1 equiv Zn2+．Solvent：1：1 D20／DMSO-d6(v／V)．

2．分别配制70 mM EY2的褥合氘代试蠢lJ(1：1 D20／DMSO—d6(V，v))溶液约0．5 mL，

自其孛冬基攘入1绩娄璧改eaCh、MgCl2、ZnCl2声11 CdCh，待金属离子完全

溶解后用于核磁碳谱测试(所得谱图见Fig．4—5)。

；{⋯。刖一．．～⋯。止
5{ppm)

F适．4-5a．’3C-NMR CPD spectra of70 mM EY2 with 1

equivalent cJ+．in hl D20／DMS0-d6(v／v)，
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麓矿-EY：

i

。l，㈠． 儿～

Fig．4-5b。13C-NMR CPD spectra of 70 mM EY2 with 1

equivalent M矿，in 1：1 D20／DMSOwd6(v／v)．

EY2

l

l
卜一 ．．一址

Fig；4-5e．¨C-NMR CPD spectra of 70 mM EY2 with 1

equivalent Zn2+，in 1：1 D20／DMSO—d6(v／v)．
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Cd ’．EY7

I． |I ㈨
‘．J k上_ 。 }J恤～

5(ppm)

Fig．4-5d．13C-NMR CPD spectra of 70 mM EY2 with 1

equivalent Cd2+，in 1：1 D20国MSO．d6(v丙)+

3．分别配制70mMDY2的混合氘代试荆(1：l D20fDMSO，d6(v／v))溶液约O．5 mL，

向其中器自加入l倍巍量的CaCl2、MgCl2、ZnCl2和CdCl2，特金壤离子完全

溶解后用于核磁碳谱测试(所得谱图见Fig．4-6)。

c矿+。DY，

I川 小
5《ppm)

Fig。4-6a。13C-NMR CPD spectraof 70 nkM DY2 with 1

equivalent Ca2+，in 1：l D20／DMSO．d6(v／v)．
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M92+-Dy2

√ l} L

6捂p辩)

Fig．4-6b。13C-NMR CPD spectra of 70 mM DY2 with 1

equivalent M92+，in 1：1 D20／DMSO—d6(v／v)．

Fig．4-6c．13C-NMR CPD spectra of 70 mM DYz with 1

equivalent Zn2+，in 1：I D20／DMSO*d6(v／v)。
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Cd2+．DY2

{ l； l 。l

Fig．4-6d．13C-NMR CPD spectra of70 rnM DY2 with l

equivalent Cd2+，in 1：1 D20／DMSO—d6(v／v)．
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附 录
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Fig．a．’H-NMR spectra ofPW2 in CDCl3

Fig．b．1H．NMR spectra of PW2 in DMSO．d6
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