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摘 要

本文通过质子 N M R 谱研 究 C a
+2 对 H B P 上完整的唾液酸残基与甲基尹

一 D -

半乳糖之间相互作用的影响
.

测量了不同的 C a
+2 浓度时

,
H B P 和半乳糖混合溶

液的质子 N M R 谱
.

由实验结果分析表明
,

aC
Z

一

”

参与了 H B P 上完整的垂液酸残

基和半乳糖的相互结合
,

使半乳糖分子较稳定地处于结合态
.

用掺有 E D T A 样品的

质子 N M R 谱证实了这一结论
.

肝浆细胞膜与去唾液酸血清糖蛋 白 ( de s i a ly l a t e d s e r u m g l y e o p r o t e i n
) 的相互结合

,

是该

糖蛋白被输运人细胞内进行分解代 谢的先导
,

sA h w ell 等人已对这一问题作了深人的研究 〔 ,
,

21 .

他们发现
,

肝浆细胞膜与去唾液酸糖蛋白结合的必要条件是
: 同时存在 aC

刁十

和肝浆细胞膜

结合位—
H B P 的完整唾液酸残基 l3[

.

对
`

牡 标记的研究指出
,

去唾液酸糖蛋白的摄入机制

是特异的
,

即要求血清糖蛋 白末端唾液酸残基预先被切除
,

而暴露出糖键倒数第二位的完整

半乳糖残基
汇们

.

本文主要是运用质子核磁共振波谱分析由兔子肝分离提纯的 H B P 和甲基 节
一D 一

半乳糖

相互作用中 ca 歼 的影响
.

一
、

材 料 与 方 法

1
.

H B P 的分离 运用亲和柱吸附作用由兔子肝分离提纯 H B P l1[
.

在 4℃ 下将兔子

肝破碎
,

先后用缓冲液 (声 ~ 6
.

0) 和去离子水在匀浆器中进行匀浆
,

每次匀浆后取匀浆液的

离心沉淀物
.

在最后一次用去离子水匀浆后
,

将去离子水匀浆液的离心沉淀物溶解在 T irt on

( x 一 10 0) 缓冲液中
, p H ~ 7

.

8 ,

并在 4℃ 下保温若干小时
.

然后
,

再取离心后的上清液
,

将亲

和凝胶放人此上清液中
,

并加人一定量的 aC 1C
2 ,

再将此悬浮液 ( p H ~ 7
.

5) 置于 4℃ 中保温
.

在保温时
,

H B P 逐渐被结合到亲和凝胶上
.

过滤保温后的悬浮液
,

将所得到的凝胶装人柱中
,

在 4℃ 下 ,

可用不含 c a歼 的缓冲液 ( p H ~ 6
.

0一 6
.

4 ) 从此亲和柱上洗脱 H B P
.

将提取的

本文 19 8 4 年 斗月 4 日收到
, 19 8 5 年 2 月 25 日收到修改稿

.

本文缩写 : N M R 为核磁共振 ; H B p 为肝结合蛋白 ( h e p a t i e b i n d i n g p r o t e i n )
.



第t o 期 王金凤 :甲基节
一

D
一

半乳糖与H 即 相互结合的质子 M NR 研究

HB P放人 0
,

2 M N
a

CI 溶液中透析三天
,

再经冷冻干燥后
,

置于零度以下保存备用
.

用澳化氰活化方法将人体血清类粘蛋 白 (恤m :

on or s so m uc io d ) 以共价键方式连接到琼脂

糖 4B 凝胶上
,

再用唾液酸营酶除出蛋白质的唾液酸末端
,

由此得到亲和凝胶
.

琼脂糖 4 B 凝胶
,

人体血清类粘蛋白以及唾液酸营酶是 sI G M A 公 司产品
.

甲基节
一 D -

半乳糖系 C A L BI O C H E M
一 BE H IR N G 公司产品

.

试剂未经进一步提纯而直接使用
.

2
.

N M R 样品的准备 将提取的 H B P 溶解在含有 .0 5 M N
a

cl 的 D Zo 中
,

然后加人

甲基节
一 D 一

半乳糖以及 ca cl
Z ,

溶液的 p H 值被校正到 一 7
.

s( p D ~ 7
.

4 )
.

在 ca +2 滴定实验

中
,

使用了 3 m g /间 H B P ,

甲基节
一 D 一

半乳糖浓度为 L “ m M
,

而 ca +2 浓度从零增加到

0
.

0 6 6 m M
.

从上述每一种混合溶液中各取出 0
.

s ml
,

分别移人不同的 5 m m 直径标准 N M R 样品

管内
,

并将这些样品管置于 4℃ 下保存
,

以备 N M R 实验之用
.

3
.

质子 N M R 测量 在室温下
,

由 B r u k e r W M 5 0 0 核磁共振谱仪记录质子 N M R

谱
,

质子共振频率为 5 00
.

13 M H z ,

得到了不同 aC
, 十

浓度时半乳糖质子信 号的线宽
.

由半乳

糖各质子峰所包含的面积以及 H B P 上唾液酸质子峰所包含的面积
,

计算出半乳糖质子峰面

积与唾液酸质子峰面积之比
,

由此得到在 ca
Z+

滴定实验中半乳糖各质子峰的相对面积变化
。

二
、

实 验 结 果

图 1 表示 5 00 M H
z

H B P 质子 N M R 谱
.

图中化学位移为 2
.

1 PP m 的峰来自 H B P 的

唾液酸残基质子
.

因为在溶液中加人唾液酸昔酶后
,

唾液酸残基逐渐从 H B P 上被切除而呈

游离小分子状态
.

从图 1 上部小图可见
,

H B P 质子 N M R 谱 中位于 2
.

1 PP m 的峰发生变化
,

在 2
.

0 PP m
,

1
.

8 PP m 和 .2 2 PP m 附近出现质子峰
,

它们分别相应于唾液酸质子 N M R 谱 中的

N 一

乙酞基质子峰
、

H
3。

和 H
; 。

四重峰 5[J
.

在 1 PP m 附近
,

以及 3
.

8 PP m 附近的信号均是来

自从亲和柱上洗脱 H B P 过程中残留的 T irt on ( X一 1 0 0 )质子的贡献
.

由图 2 可以看到
,

这些信

P P m

图 1 溶解在 D
2
0 中的 H BP 质子 N M R 谱

(图巾每一格 为 1 p l ) , 1 , .

波谱参数 : 累加 12 0 0 次 , 采样时间 1
.

6 5 , 1 6 k 内存 F o u r i e r

变换
,

窗函数等于零
.

在 J
.

78 p刊 n 附近的强峰为样品中的 H D o 水峰
.

上部小图

为溶液中加人唾液酸昔酶后
, H B P 质子 N M R 谱的变化 )



中 国 手 (B 19 85 年

.

c ) (

0 P PI n

图 2HB p和 Tr i` o n

(
x 一 10 。 )混合溶液在 。一 3p p m波谱范围内的质子 N MR谱

( (
a

)0
.

5 % 1
’

r it o n的 D
:

o溶液;

3mg/ ml HB p
.

图中左上方小图为

(b)0
.

斗 % Tr it o n
和 m 3g/ ml HB p; (e

)0
.

2肠 1
`

r it o n
和

3
.

sp p, n 附近的纯
`

r r i l o n

质子谱 ( 4
,

7 p p m 附近为 H D O

水峰 ))

4
.

1 0 4
.

0 0 3
.

90 3
.

5 0 3
.

7 0
.

多
.

6叮
·

3
.

5 0 3
.

4 0
·

3
.

3 0 3
.

2 0

p P m

(每一格代表
F o u r i e r

图 3 溶于 D夕 的甲基书
一D 一
半乳糖质子 N M R 谱

。
.

05 p p m
.

波谱参数如下
: 累加 128 次 , 采样时间为 2

.

7 5 ,
32 k 内存

变换 ,
窗函数为零

.

图中上部小图为甲基
一

产
一

D
一

半乳塘分子结构式 )

号出现的位置与 T r i: o n 的 , 0 0 M H z
质子 N M R 谱峰位置相同

,

同时
,

在 H B P 和 T r i: o n 混

合溶液中 T irt on 含量逐渐降低时可以观察到与图 1 类似的谱线形状
.

在 3
.

斗PP m 附近的尖

峰是样品中小分子掺杂的结果
,

H B P 样品经再次透析后可除去此 峰
.

与所有蛋白大分子祖
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l 一 _

_
l
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习公~ ~ ~ 七

一
一二一 一 一

J
一

~

~ 一一上一一一人一
一4

.

4 4
.

2 4
.

0 3
,

8 3 6 3 4 3
.

2 3 0 2 8 2
.

6
.

2
.

2 2
.

0 1
.

8

p p m

图 斗 H B p ( 1
.

s m g /
,。 1 1) 和甲基书

一
D
一

半乳塘 ( 3
.

2 9川 M ) 混合溶液的质子 N M R 谱

(每一格为 。
,

2 p p m
.

波谱参数
: 16 k 内存采集数据

, 2 04 8

函数在 3 2 k 内存中进行零填充 F o ur ier

次累加 , 用 I H z 致宽窗
变换 )

人一少少

土一一一
一

} !
_ l 一

.

L
-

一 一 口 一

4
.

4 4
.

2 4
.

0 3
.

8 3
,

6 3
.

4

p p m

图 5 3 , 11 9 /
J I ,

] H B p ,
1

.

6 6
r n

M 甲基币
一 D 一
半乳糖和不同浓度 C a , +

的混合溶液中半乳搪质子的 N M R 谱

( (
。

)

C a 7 十

没有 C a Z+ 存在 ; ( b ) 0
.

0 0 7
,n M C a 空+ ; ( c

) 0
.

O3 9 m M C a Z+ ; ( d ) 0
.

06 6 , u M

; (e ) 。
.

06 6 m u 瓜件 十 。
.

O7 m M E D丁 A
.

所有波谱是在 同样的波谱参数和实

验条件下记录的 )
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似
,

在 H B P 质子 N M R 谱的谱宽范围内呈现出背底隆起
,

这是来自 H B P 中质子峰相互叠加

的结果
.

图 3 为甲基甲
一 D 一

半乳糖在 D ZO 溶液中的质子

一 H ;

』 H ;
( L D T A)

一子` _ _ _ _ _ _ _ _

. 刀 H -

一. H 一 ( E D T A )

二 二-

一 一 一 . H ;
(卜 D T A )

, O C H`

4n
r

b

ēN口é搁邹

二 , 二 , 艺 , 二二二二二二二二 二̀ 一一 一 一 一
~

. O C H ,
( E D T A )

0 0 0 1 0
.

0 2 0
.

0 3 0
一

0 4 0 0 5 0
.

0 6 0 0 , 0
.

0 8

钙离子浓度 (
; 、 ,

M )

N M R 谱
.

由同核去祸脉冲技术完成 识

谱
.

由于 H ;

和 H ;

质子之间的白旋一

自旋祸合
,

H
,

质子信 号分裂 为 双 重

峰
.

H
3

和 H Z

以及 H
4

之间同时存在

自旋一 自旋祸合
,

结果 H
3

质子信号分

裂成四重峰
.

H
;

除与 H
3

之间存在 自

旋一 自旋祸合以外
,

与 H
,

之间仅有弱

的祸合
,

所以 H
;

基本表现为双重峰
.

H
,

质子信号以及两个立体 异 构 质 子

H
` 、

H 6, 的信号则都表现为多重峰
,

这

同样是由于它们之间的 自旋一 自旋祸

合的结果
.

在半乳糖和 H B P 混合溶液的质
图 6 半乳糖分子的质子峰线宽随 aC

, 十
浓度增加的变化曲线

(虚线箭头表明
,

加人 E D T A 后半乳糖各质子峰线宽的减小值

及其所对应的 aC 计 浓度 )

子 N M R 谱中 (图 4 )
,

相对于 H D O

水峰信号
,

半乳糖分子的质子信号出

一 一 — 一 一 一 — 一 一 , O C H ;
(E D T )A

o C H 3

王澎旧誉

泊 , 、

一 一 一 一 一 一一 一 一 一 一 _ _ 谧 H I
( E盯)A

全从花二 一 一

一
一
一

_ _ J H嘴 (E DT A )

谧 H J (E D T A )

H
.

H
; H斗

0 0
.

0 1 0刀 2 0
.

0 3 0刀 4 0
.

05 0
.

0 6 0刀 7 0刀 8

钙离子浓度 ( m M )

图 7 半乳糖分子的质子峰面积与唾液酸质子峰面积

之比随 aC
Z十

浓度增加的变化曲线

(虚线箭头表明
, 在样品中加入 E D T A 后

, 面积比的

增大值及其所对应的 C犷 + 浓度 )

qn凸t
r

6r、
ù

.

ù日0o0n

图 8 H B P 的唾液酸残基质子 N M R 信号 (相应

于图 4 中位于 2
.

05 PP 。 附近的唾液酸质子信号 )

(样品含有 1
.

5 rn g / m l H B p , 3
.

2 9
1 1 ,

材半乳糖 以及
不同 C a 困+ 浓度

.

(
a

) 不存在 C a Z+ ,
( b ) 0

.

O2 9 m M

C a Z+ ,
(

e
) 0

.

12 m M C a Z+ )
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半乳搪与 HB P相互结合的质子N MR 研究

现在 3
.

4一 4
.

4PP m波谱范围内
,

而 H B P 的唾液酸残基质子信号位于 2
.

0 5 PP 。 附近 (图 4 中

右图 )
.

在 c a +2 滴定实验 中
,

H B P 和半乳糖的浓度保持不变
.

图 , 给出在不同的 ca
Z十

浓度时
,

半乳糖质子信号变化情况
.

以 H
:

质子峰的分裂情况为例
,

可以看到
,

随着祥品中 ca
Z L

浓度

的增加
,

H
:

双重峰的裂距不变
,

但峰分裂的深度减小
,

说明 H
:

峰的线宽增宽
.

半乳糖 H
, ,

H
, , H 、

和 o c H
,

等质子峰的线宽与 ca
,十

浓度的关系曲线表示于图 6
.

图 7 表明
,

半乳糖质子峰

面积与唾液酸质子峰面积的比值随 ca +2 浓度的增加而减小
.

当 ca
, +

浓度增加至 0
.

06 6 m M

左右
,

半乳糖质子 N M R 谱线线宽显著增宽
,

峰面积也相应地显著减小 (图 , 中 ( d ) )
.

在这样

的混合溶液中 ( 3 m g / llt l H B P , l
.

6 6 m M 半乳糖和 o
.

o 6 6 m M C a , +

) 加人 o
.

o 7 m材 E D T A

以后
,

所测得的半乳糖质子 N M R 谱表明
,

H
, 、

H
。 、

H
、
和 O C H

;

等峰的线宽变窄
,

面积增大

(图 5 中 ( e) )
.

图 6 和图 7 明确指出
,

加 E D T A 以后
,

质子峰线宽变窄且数值上接近于 c a Z十

浓度为 0
.

00 7 m M 时的线宽
,

峰相对面积也增大至 aC 升 浓度为 0
.

00 7一 0
.

01 m M 时的情况
.

比较图 , 中 ( e) 和图 , 所示其它各图
,

可以清楚地看到
,

加人 E D T A 后半乳糖的质子 N M R

谱与 0
.

00 7 m M ca 抖 浓度时所测得的谱 (图 5 中 ( b ) ) 相似
.

图 8 给出
,

aC +2 浓度由零增加到 。
.

12 m M 时
,

在半乳糖和 H B P 混合溶液的质子 N M R

谱 (图 4 ) 中
,

位于 2
.

0 5 即 m 附近的
,

H B P 上唾液酸残基质子峰左侧肩峰逐渐降低
,

唾液酸

质子谱线的线型变化也愈益明显
.

三
、

讨 论

在研究 ca
Z十 对 H B P 和甲基节

一 D 一

半乳糖相互作用的影响时
,

主要观察半乳糖分子的质

子谱线的变化
.

在 H B P
、

半乳糖和 aC
,十

混合溶液中存在游离的半乳糖分子
,

同时也存在与

H B P 相互结合的半乳糖分子
.

由图 斗 可知
,

处于游离态的半乳糖分子和处于结合态的半乳糖

分子之间存在着快速约化学交换
〔6] .

在这一条件下所观察到的半乳糖质子峰线宽将由式 ( l)

描述叨
.

△ 0H 一

撒
△场 十

瓮嶙 ( l )

式中 △从 是测得的表观质子峰线宽 ; △玩 是处于结合态的半乳糖质子峰线宽 ; △ H ;
是处

于游离态的半乳糖质子峰线宽 ; 【G 〕, 表示处于结合态的半乳糖浓度 ; 〔G 〕
F

表示处于游离态

的半乳糖浓度 ; 〔G 〕: 表示溶液中半乳糖分子的总浓度
,

即 〔G 〕, ~ 〔G ]
, 十 [ G ]

;
.

如图 3 所

示
,

游离态的半乳糖质子 N M R 谱线是一组尖锐的峰组成
.

但是
,

在半乳糖分子与 H B P 相互

结合时 (即半乳糖分子处于结合态 )
,

它们之间的偶极相互作用使半乳糖质子峰线宽加宽
,

结果

△月。 》 △价
.

根据 ( l) 式
,

在混合溶液中所测得的表观半乳糖质子峰线宽 △瑞 是 △H
。
和 △ H ;

的权重平均
.

由于溶液中 H B P 和半乳糖的浓度保持不变
,

因此
,

如果处于结合态的半乳糖分

子比例增大
,

处于游离态的半乳糖质子的贡献就相对减小
, △玩 表现为增大

.

相反
,

当处于

结合态的半乳糖分子比例减小
,

处于游离态的半乳糖质子贡献增大
, △0H 将减小

.

根据上述

论据
,

图 6 所表示的当样品中 aC +2 浓度由零增加至 0
.

06 6 m M 时
,

半乳糖分子的质子峰线宽

逐渐增宽表明
: 由于 aC +2 的增加

,

处于结合态的半乳糖分子比例也增加
,

即 aC
,十

有助于半

乳糖 分子和 H B P 的相互结合
.

由于 N M R 谱峰所包含的面积与参加共振的原子核的数 目成
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正比
.

所以
,

当样品中 H B P 和半乳糖浓度保持一定时
,

所有的半乳糖质子峰面积和 H B P 上

唾液酸残基的质子峰面积应保持不变
,

因而
,

它们的比值应保持不变
.

然而
,

在 H B P ,

半乳糖

和 c a , +

混合溶液中我们观察到的是
,

处于游离态的半乳糖分子与处于结合态的半乳糖分子之

间存在快速化学交换条件下的表观半乳糖质子峰
.

如果样品中有部分半乳糖分子比较稳定地

处于结合态 (即与 H BP 的解离速率非常低 )
,

则这部分半乳糖对表观半乳糖质子峰就无贡

献
〔6] ,

这就表现为表观出半乳糖质子峰面积减小
.

图 7 所指出的现象正是说明了
,

随着样品中

aC
“ +

浓度的增加
,

使部分半乳糖分子可以较稳定地处于与 H B P 相互结合的状态
,

因而
,

半乳

糖质子峰面积与唾液酸质子峰面积的比值降低
.

为了证实 aC
Z+

所起的这一作用
,

在 H B P , C a , 十

和半乳糖混合溶液中加人 E D T A , E D T A

的浓度近似等于 aC
Z+

的总浓度
.

由于 E D T A 与 C a +2 以 l :1 相互赘合
,

混合溶液中绝大部

分 c a Z+

与 E D T A 形成金属鳌合物
.

因此
,

样品中原来由于 C a +2 的存在而处于稳定结合态

的那部分半乳糖分子被解离
,

同时
,

半乳糖分子在结合态与游离态上的比例也改变
.

又因为样

品中半乳糖浓度不变
,

所以
,

混合溶液中 [ G ]
,

和 【G ] ; 的比例应该回到 aC
Z+

浓度接近于零

时的状态
.

图 , 中 ( e) 和图 , 中 ( b ) 的相似性以及图 6 和图 7 中所示加 E D T A 后的实验

数据说明
,

样品中位于不同态的半乳糖比例回到 aC
Z十

浓度为 0
.

00 7一 0
.

01 m M 时的情况
.

因

此
, E D T A 的实验结果证明

, C a , +
参与了甲基节

一
D
一

半乳糖与 H B P 的结合
,

使半乳糖分子

较稳定地处于结合态
.

在半乳糖与 H B P 的相互结合中
,

aC +2 的作用不仅仅表现为图 斗 中 3
.

4一 .4 4 PP m 范围

内半乳糖质子 N M R 谱线的变化
,

而且也反映在位于 2
.

仍 PP m 附近 (图 4 ) H B P 上完整的

唾液酸残基质子 N M R 谱中
.

图 8 给出的唾液酸残基质子 N M R 谱表明
,

正如 sA h w ell 等

人
「s1 指出的

,

在 H B P 与半乳糖的相互结合中
,

H B P 上的唾液酸残基为半乳糖的使用部位
.

因

而
,

半乳糖质子与唾液酸质子之间的偶极相互作用导至唾液酸质子 N M R 谱线线形发生变化
.

由上述分析可以得出结论
:

aC
Z十

参与了半乳糖和 H B P 上完整的唾液酸残基的相互结

合
,

使半乳糖分子较稳定地处于结合态
.

l
、
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