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金属离子对改善蛋白质在毛细管
电泳系统中吸附作用的研究
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　　[摘　要 ]　研究了金属离子与血清蛋白形成配合物的条件,探讨了用金属离子- 蛋白质配合物消除毛细管区

带电泳中管壁吸附作用的方法,并将之成功应用于人血清中药物成分的分离。试验证明,血清蛋白与多种金属离子

能不同程度地形成配合物,除M g2+ 外,所选金属离子与血清蛋白形成配合物的优先顺序为 Zn2+ > Cu2+ > Cd2+ >

Co 2+ > Fe3+ > C r3+ > M n2+ > Ca2+ > N i2+ ; 配合物的稳定性取决于介质的 pH、温度和金属离子的浓度,其适宜范围

分别为 pH = 6～ 8,温度 40～ 50 ℃,金属离子浓度 10～ 30 m göL ; 金属离子与蛋白质的作用有效地解决了管壁吸附

问题,铜和锌离子- 蛋白质配合物既不影响药物成分的分离,也不降低毛细管分离效能; 分离血清中药物成分的图

谱基线稳定,各成分的迁移时间在连续 3周的多次实验中重复性好,相对标准偏差在 0. 14%～ 0. 36%。
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　　人血液样品中含有高浓度的不同种类的蛋白

质,这些蛋白质在毛细管电泳和许多色谱研究中常

常干扰药物成分的分离与分析,尤其是在毛细管电

泳分析中,不论在酸性、中性还是碱性溶液中,蛋白

质极易吸附在未涂敷的熔硅毛细管壁上而导致毛细

管堵塞[1 ]。因此,在分析之前,必须设法除去样品中

的蛋白质。样品的前处理方法通常有 2种,即沉淀法

和渗析法。沉淀法是利用甲醇与蛋白质的作用将蛋

白质以沉淀的形式除去,方法简便省时。渗析法是将

特定相对分子质量范围的较小粒子 (如药物成分等)

透过渗析膜进入渗析液,而将大分子的蛋白质留在

渗析管内。渗析法需要大量渗析液,易引起样品的稀

释,且因渗析过程较长而比沉淀法慢。

也有文献报道了几种解决用毛细管电泳分离生

物样品中药物成分时吸附问题的方法,如调节电解

质溶液 pH , 加入金属阳离子与氨的配合物、无机

盐[2 ]或两性化合物[3 ] ,动态修饰或在毛细管壁表面

涂敷惰性物质等[4 ] ,但当用毛细管电泳分析人体血

液 (血清、血浆或全血)时,还是要先通过沉淀将蛋白

质除去[5 ]。另外,也有用十二烷基磺酸盐 (SD S)作为

高浓度电解液的胶束形成体,直接将人血清样品注

入电动胶束毛细管电色谱中分析药物成分的报

道[6 ] ,但是在毛细管区带电泳 (CZE)中,仍然存在蛋

白质的吸附问题。

金属离子与人血清蛋白质反应的生物学意义已

有许多报道[7～ 9 ],其研究方法主要是在不破坏反应

平衡的情况下,通过测定自由金属离子的浓度或已

反应离子的浓度来确定蛋白质与金属离子的结合能

力。能满足这种要求的技术有1H 2NM R、凝胶过滤色

谱和原子吸收光谱法 (AA S) [8, 10 ]。为了解决毛细管

堵塞问题,本试验研究了金属离子与人血清蛋白质

形成稳定的水溶性金属配合物的条件,以使血液样

品在不经其他前处理而引入CZE 分离时,蛋白质既

不干扰药物成分的分离,也不堵塞毛细管。

1　材料与方法

1. 1　仪器与试剂

　　仪器　毛细管电泳仪 (Beckm an 2050 PöA CE

System 2000, 美 国 ) , A 272 原 子 吸 收 光 谱 仪

(Perk in2E lm er, 美国) , 渗析管 (T hom as, 美国) , 过

滤膜 0. 45 Λm (M illipo re,M o lsheim ,法国)。

试剂　芦丁,咖啡酸,阿魏酸,氯原酸,黄酮和原

儿茶酸 (Sigm a,美国) ; 二水栎素 (A ldrich Chem ical

Company, Znc. 美国) ; 甲醇及其他常用试剂 (M er2
ck,D arm stadt,德国)。
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1. 2　血清控制样

血清控制样购自 Sigm a (Sigm a, Do rset, 英国)

公司。在毛细管电泳分离时,按体积比 1∶10 稀释血

清样品,而在金属离子与血清蛋白形成配合物的条

件试验中不需稀释。

1. 3　渗析缓冲液

渗析缓冲液选用 0. 05 mo löL 的三羟甲基氨基
甲烷 (T ris. ) , pH 为 6. 8 (用 0. 01 mo löL HC l 或

0. 01 mo löL N aOH 调节)。缓冲液经 0. 45 Λm 过滤

膜过滤,并置超声波发生器中排气后使用。

1. 4　预处理过程

为确定金属离子与蛋白质形成配合物的可能性

及其稳定性等状况,未形成配合物的自由金属离子

的浓度用原子吸收光谱法 (AA S)测定。自由金属离

子与金属- 蛋白质配合物的分离用甲醇沉淀法或渗

析法。

1. 4. 1　甲醇处理　准确移取 2. 0 mL 金属离子标

准溶液于 10. 0 mL 具塞试管中,加入 1. 0 mL 血清

控制样和 2. 0 mL 甲醇。摇匀后 40 ℃控温 30 m in,

然后在离心机上 4 000 röm in 离心 20 m in。分离上

清液,沉淀用重蒸水 (0. 05 ΛS, pH 6. 0)洗涤,合并上

清液,最后用重蒸水定容至 50 mL ,用AA S测定。选

用的金属离子标准溶液浓度 (m göL )分别为: Cu2+

400, Fe3+ 200, M n2+ 100, Zn2+ 200, Co 2+ 200, N i2+

200, Cd2+ 200, Ca2+ 200,M g2+ 100, C r3+ 200。

1. 4. 2　渗析处理　将 1. 0 mL 血清控制样与 2. 0

mL 金属离子标准溶液 (浓度同 1. 4. 1)加入渗析管,

然后将渗析管浸没在 100 mL T ris缓冲液中,在磁

力搅拌器上搅拌 30 m in, 用AA S 测定缓冲液中自

由金属离子浓度。

1. 4. 3　毛细管电泳测定条件　石英毛细管柱内径

50 Λm ,总长度 87 cm ,有效长度 80 cm ; 毛细管柱控

温度 25 ℃; 检测器波长 220 nm ; 运行缓冲液为 30

mmo löL N aH 2PO 4 和N a2H PO 4 (pH 7. 0) ; 进样方式

为压力进样,进样时间 20 s; 运行电压 30 kV ; 柱清

洗:每次进样前分别用水和缓冲液冲洗 3 m in。

2　金属离子与血清蛋白形成配合物的
条件试验

2. 1　反应温度

在 2. 0 mL 血清中加入Cu2+ 24 ΛgömL ,M n2+

12 ΛgömL ,其他离子均为 20 ΛgömL。改变甲醇沉淀

法的温度, 用AA S 法测定上清液中自由金属离子

的浓度,根据测定出的自由离子量与加进去的离子

量之比 (R )间接衡量离子与蛋白质形成配合物的可

能性。R 值越小,说明金属离子因与蛋白质形成配合

物而沉淀的量越大,溶液中自由离子的量就越小。其

试验数据见表 1。表 1表明,温度对形成金属- 蛋白

质配合物影响不明显,大部分离子与蛋白质配合物

的稳定性在 40～ 70 ℃时变化不大,只有C r (Ë ) -

蛋白质配合物在 60～ 70 ℃时达到稳定。所以温度宜

控制在 40～ 50 ℃。
表 1　温度对金属离子- 蛋白质配合物的影响

T able 1　Effect of temperatu re on m etal2ion2p ro tein comp lex

温度ö℃
T empera2

tu re

R ö%

Cu2+ Zn2+ M n2+ Fe3+ N i2+ Co2+ Cd2+ Ca2+ M g2+ C r3+

20 22. 5 3. 9 13. 0 1. 6 59. 0 32. 0 4. 2 30. 0 58. 9 26. 5
30 14. 3 3. 8 18. 3 10. 8 57. 6 38. 7 1. 2 22. 5 51. 1 27. 6
40 13. 5 0. 9 15. 0 10. 5 40. 3 27. 4 1. 5 21. 1 42. 7 22. 8
50 14. 0 0. 7 15. 8 10. 9 35. 4 24. 3 1. 2 21. 4 38. 6 18. 6
60 13. 9 0. 6 15. 3 11. 2 34. 7 21. 9 1. 5 19. 4 39. 4 9. 3
70 14. 1 0. 6 14. 3 12. 8 33. 9 19. 5 1. 3 17. 6 35. 7 8. 2

2. 2　金属离子浓度

在温度和酸度一定时,改变甲醇沉淀法中加入

到样品中的金属离子浓度, 用AA S 法测定上清液

中金属离子的浓度。图 1表明,当加入的金属离子浓

度在 24. 0 m göL 以下时, R 值变化不大, 且上清液

与沉淀界限分明; 当浓度大于 24. 0 m göL 时, 多数

形成凝胶,沉淀不易分离和清洗。从试验结果看,各

金属离子不同程度均能与蛋白质形成配合物, 但

Fe3+ , N i2+ , Co 2+ , Ca2+ 和M g2+ 在浓度高于 20 m göL

时,自由离子浓度随浓度的增加而增加。M g2+ 根本

不适合用来与血清蛋白形成配合物,因为M g2+ 的R

值大于 50% ;而Cu2+ 和 Zn2+ 的R 值极小,几乎可全

部与血清蛋白形成配合物。

2. 3　溶液 pH 值

金属离子浓度同 1. 4. 1,温度为 40 ℃, 改变甲

醇沉淀溶液的 pH 值,用AA S法测定上清液中自由

金属离子的浓度并计算 R 值,结果见表 2。表 2 表

明, pH 值对金属- 蛋白质配合物稳定性的影响非

常明显。Zn2+ 和Cu2+ 在pH 为 6～ 8, Cd2+ 在pH > 10
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时所形成的金属离子- 蛋白质配合物最稳定。当

pH > 11或 pH≤4 时, 凝胶的形成使上清液的分离

和离子浓度的测定均难进行。M g2+ 几乎不与血清蛋

白质形成配合物, 其 R 值在 pH < 6. 0 时高于

100% , pH > 9. 0时 R 值虽小于 100% , 但因形成凝

胶而不能说明镁与蛋白质配合, 这在渗析结果 (图

2)中得到了证实。

2. 4　渗析试验

渗析过程是金属离子与蛋白质配合平衡的过

程。渗析之初,渗析液中金属离子浓度随时间的增加

而增加,达到平衡时浓度变化不大 (图 2)。渗析管只

允许离子通过,而金属- 蛋白质配合物不能通过,所

以渗析液中离子浓度越低,说明该离子与蛋白质越

易形成配合物或形成的配合物越稳定。图 2 表明,

Zn2+ 和Cu2+ 与蛋白质形成的配合物最稳定,其R 值

较低且几乎不随时间变化;M g2+ 的 R > 50% , 说明

镁与蛋白质形成配合物的比例很小或未形成配合

物。

图 1　金属离子浓度对金属离子- 蛋白质配合物的影响

F ig. 1　Effect of m etal ion concen tra t ion

on m etal2p ro tein comp lex

图 2　渗析时间对金属离子- 蛋白质配合物的影响

F ig. 2　Effect of dia lysis t im e on

m etal2p ro tein comp lex

表 2　溶液 pH 对金属离子- 蛋白质配合物的影响

T able 2　Effect of m edium pH on the m etal2p ro tein comp lex

pH
R ö%

Cu2+ Zn2+ M n2+ Fe3+ Co2+ N i2+ Cd3+ C r2+ Ca2+ M g2+

4. 0 6. 2 2. 5 63 4. 9 58 51 46 8. 6 23 150
5. 0 0. 77 0. 41 72 4. 8 87 71 37 7. 8 21 130
6. 0 0. 52 0. 22 27 6. 2 54 44 9. 3 8. 1 16 97
7. 0 0. 77 0. 17 9. 1 8. 1 5. 0 20 2. 5 8. 1 16 52
8. 0 1. 3 0. 24 3. 5 5. 5 4. 3 9. 8 0. 46 4. 8 9. 3 30
9. 0 2. 0 0. 32 1. 9 5. 3 3. 2 6. 0 1. 2 3. 7 7. 0 5. 1

10. 0 2. 0 1. 8 4. 0 7. 6 5. 1 2. 6 0. 31 1. 8 4. 0 3. 2
11. 0 7. 3 - 6. 9 3. 7 8. 3 3. 2 0. 7 1. 7 - -

3　金属离子改善蛋白质吸附作用在毛
细管电泳分析药物成分中的应用

　　根据金属离子与血清蛋白形成配合物的条件试

验结果,将铜和锌的标准溶液加入含有多种药物成

分的酸性人血清样品中,用磷酸盐缓冲液 (pH 7. 00,

经滤膜处理)进行毛细管区带电泳分离,以验证其应

用的可行性。试验结果见图 3和图 4。电泳图谱表

明,由于金属离子与蛋白质的作用,首先有效地解决

了管壁吸附问题,使电泳得以正常进行,并且蛋白质

既不影响药物成分的分离,也不降低毛细管分离效

能,分离图谱基线稳定。此外,在连续 3周多次实验

中没有观察到吸附作用,分析的重复性 (表 3)很好,

相对标准偏差 (R SD )在 0. 14%～ 0. 36%。
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图 3　在含有药物成分的血清样中加入CuSO 4的电泳分离结果
1. 麻黄碱; 3. 黄酮; 4. 芦丁; 5. 栎素; 9. 氯原酸; 10. 阿魏酸; 11. 咖啡酸; 12. 原儿茶酸; 2, 6, 7. 未知峰; 8. 血清蛋白峰

F ig. 3　E lectropho retogram s of acidic serum samp le con tain ing m edical compounds sp iked w ith CuSO 4

1. Ephedrine; 3. F lavone; 4. Ru tin; 5. Q uercitrin dihydrate; 9. Ch lo rogen ic acid; 10. Feru lic acid; 11. Caffeic acid;

12. P ro tocatehu ic acid; 2, 6, 7. U nknow n peak; 8. Sum of serum p ro teins

图 4　在含有药物成分的血清样中加入 ZnSO 4的电泳分离结果
1. 麻黄碱; 2. 黄酮; 3. 芦丁; 4. 栎素; 8. 氯原酸; 9. 阿魏酸; 10. 咖啡酸; 12. 原儿茶酸; 5, 6, 11. 未知峰; 7. 血清蛋白峰

F ig. 4　E lectropho retogram s of acidic serum samp le con tain ing m edical compounds sp iked w ith ZnSO 4

1. Ephedrine; 2. F lavone; 3. Ru tin; 4. Q uercitrin dihydrate; 8. Ch lo rogen ic acid; 9. Feru lic acid; 10. caffeic acid;

12. P ro tocatehu ic acid; 5, 6, 11. U nknow n. Peak; 7. Sum of serum p ro teins

表 3　在含有药物成分的血清样中加入CuSO 4 后迁移时间 (m in)的重复性

T able 3　R epeatab ility of mobile t im e after sp ik ing CuSO 4 in to acidic serum samp le con tain ing m edical compounds

项目
Item

峰 13

Peak 1
峰 2

Peak 2
峰 3

Peak 3
峰 4

Peak 4
峰 5

Peak 5
峰 6

Peak 6
峰 7

Peak 7
峰 8

Peak 8
峰 9

Peak 9
峰 10

Peak 10
峰 11

Peak 11
峰 12

Peak 12

次数 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14

平均值öm in 5. 73 7. 88 8. 01 9. 09 9. 54 9. 87 9. 90 11. 20 11. 94 13. 77 14. 65 15. 32

RSD ö% 0. 36 0. 19 0. 22 0. 34 0. 16 0. 23 0. 25 0. 15 0. 14 0. 19 0. 22 0. 26

　　注:各峰对应的物质与图 3一致。

N o te: T he compo sit ion responding to each peak is consisten t w ith fig. 3.
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4　结　论

1) 血清蛋白与多种金属离子都能不同程度地

形成配合物,除M g2+ 外,所选金属离子与血清蛋白

形成配合物的优先顺序为 Zn2+ > Cu2+ > Cd2+ >

Co 2+ > Fe3+ > C r3+ > M n2+ > Ca2+ > N i2+。

2) 配合物的稳定性取决于介质的 pH、温度和

金属离子的本性及其浓度,其适宜范围分别为pH =

6～ 8,温度 40～ 50 ℃,金属离子浓度 10～ 30 m göL。
3) 金属离子改善了蛋白质在毛细管壁上的吸

附作用,铜和锌与血清蛋白形成的配合物在毛细管

电泳分离药物成分中的应用是可行的,分离图谱基

线稳定,各成分的迁移时间重复性好,相对标准偏差

在 0. 14%～ 0. 36%。
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Study of the m eta l ion m odifica t ion to p ro te in ab so rp t ion

in cap ilia ry elect rop ho resis system

ZHANG Feng-yuna ,M AO Fu-chuna ,W ANG Huib

(a Colleg e of L if e S ciences; b Colleg e of P lan t P rotection,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T h is paper studied the react ion condit ion of m eta l ion s w ith hum an serum p ro tein by atom ic

ab so rp t ion spectrom etry, d iscu ssed m ethod of elim inat ing the ab so rp t ion of p ro tein on the w all of cap illa ry

tube, and successfu lly app lied it to separa te m edical compound in hum an serum. It w as p roved that excep t

M g2+ , serum p ro tein cou ld fo rm m etal2p ro tein comp lex w ith severa l m eta l ion s and the o rder w as Zn2+ >

Cu2+ > Cd2+ > Co 2+ > Fe3+ > C r3+ > M n2+ > Ca2+ > N i2+ . Stab ility of the comp lex depended on m edium pH ,

temperatu re and ion concen tra t ion. T he su itab le ranges w ere pH = 6- 8, tempera tu re 40- 50 ℃, ion concen2
t ra t ion 10～ 30 m göL. It w as separa ted by cap illa ry zone electropho resis by adding either copper o r zinc

ion s, w h ich w as mo st eff icien t among the m eta ls in to acid if ied hum an serum samp les sp iked w ith som e

m edical compounds. T he electropho retogram s show ed that baseline w as stab le, and no ab so rp t ion w as ob2
served du ring th ree w eek s day2to2day experim en ts, the repeatab ility of mob ile t im e w ith each compoud w as

good, R SD betw een 0. 14% - 0. 36%.

Key words: m eta ls; serum p ro tein s; cap illa ry electropho resis; m edical compounds
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