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不同 pH 值下金属硫蛋白的电喷雾质谱研究
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摘要: 考察不同 pH 值下金属硫蛋白与锌 (Zn) 的结合情况表明, pH 值下降, 总离子流强度增大, 但低于 3 以

后, 又急剧下降; 同时 pH 也决定了金属与硫蛋白的结合形态, 在比较理想的电离的条件下发现, 在 pH 3. 0

时主要以脱金属硫蛋白的形式存在; 在 pH 4. 0 时金属硫蛋白结合了 4 个 Zn。
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　　金属硫蛋白 (M eta llo th ionein s, 简称M T s)

是一大类富含巯基的小分子蛋白质 (相对分子

量< 9 000 D ) , 具有很强的金属结合能力, 哺乳

动物M T 每分子可结合 7 个二价金属离子或 12

个一价金属离子。1957 年M argo sh 和V allee [ 1 ]

在研究镉的生物学作用时, 从蓄积镉的器官马肾

中第一次分离出含镉的该种蛋白。迄今的大量研

究表明,M T 在重金属解毒、微量元素的代谢及

自由基清除等方面发挥着重要的作用。关于M T

的结构与功能的研究一直是科学家关注的热点,

其中哺乳动物Cd72M T 和Cd52Zn22M T 的三维

结构已分别用NM R [ 2 ]和X 射线衍射法[ 3 ]测定。

研究结果表明, 二价金属离子在M T 中全部与

硫原子四面体配位, 并通过桥联的硫原子形成

M 2+
4 S11和M 2+

3 S9 两个金属2硫簇, 相应组成 Α2和
Β2两个结构域。

本工作拟通过考察了金属硫蛋白在不同pH

值条件下的电喷雾质谱 (ES I2M S) 行为, 以了解

pH 值对金属硫蛋白的在电喷雾质谱中检测的

影响, 以及不同 pH 值决定硫蛋白与金属的不同

结合形态。

1　实验部分
111　仪器与试剂

美国A gilen t 公司H P1100 L CöM SD 系统,

M illipo re 超纯水制备装置。

Zn 诱导M T (湖南麓谷生物技术公司) , 三

氟乙酸 ( ICN 公司) , 其它试剂均为分析纯试剂,

实验中所用的水为M illipo re 超纯水。

112　实验步骤

称取 1. 0 m g M T , 加入 1. 0 mL 超纯水, 配

成 1. 0 göL 的储备液, 4 ℃冷藏备用。配置 1% 三

氟乙酸水溶液备用。

分别移取 100 ΛL M T 储备液于 6 个小管

中, 加入 400 ΛL 超纯水, 加 1% 三氟乙酸水溶液

将 pH 值分别调至 7. 0, 6. 0, 5. 0, 4. 0, 3. 0, 2. 0。

流动注射进样, 流动相为水, 流速为 0. 3

mL öm in, 进样 5 ΛL。

通过考察仪器不同在参数值条件下的工作

状态, 对仪器的主要参数进行最优化的参数设置

值列于表 1。



表 1　电喷雾质谱参数设置

Table 1　Param eters of ESI-M S

参数 (Param eter) 设置值 (Sett ing value)

电离电压 ( Ion ization vo ltage) 4 500 V

干燥气体流速和温度 (D rying gas flow rate and temperature) 10 L öm in, 250 ℃

碰撞电压 (F ragm ento r vo ltage) 90 V

鞘气压力 (N ebulizer p ressure) 69 kPa

质量扫描范围 (M ass scan range) 500～ 2 500 D

2　结果与讨论
在电喷雾质谱中, pH 值对被分析物质是否

能带电荷从而被电离有相当重要的作用, 测定时

溶液应控制在一定的酸度, 如加入甲酸或乙酸等

挥发性有机酸并控制在一定的浓度, 从而增大离

子化效率, 提高灵敏度, 获得理想的结果。但是,

由于金属硫蛋白对溶液 pH 值的敏感性, 不同的

pH 会改变它在溶液中的存在状态。M T 在酸性

水溶液中存在如下平衡[ 4 ]:

M T
H +

M 2+ apoM T

pH 值接近中性时,M T 主要以结合金属的形式

存在, 降低溶液的 pH 值, M T 的金属可脱去。

M T 的这种特性给电喷雾质谱测定带来了一定

的困难, 为了尽量不破坏金属跟蛋白的结合, pH

值应尽量控制在中性条件下, 由于溶液中的酸度

不足, 使得蛋白不容易电离, 从而无法获得理想

的信号强度; 对于脱金属硫蛋白的检测则比较理

想, 由于其溶液中存在一定的酸度足以使其获得

良好的电离。

不同 pH 值对电喷雾质谱的总离子流强度

的影响示于图 1。随着pH 值的降低, 总离子强度

不断地增大, pH 值低于 3 以后, 总离子强度又急

剧下降, 显然在 pH 值从 7 到 3 的下降过程中,

电离得到改善, 离子的强度得到不断的增强; pH

值的进一步降低 (三氟乙酸浓度的进一步增加) ,

反而抑制了金属硫蛋白的电离, 所检测到的总离

子强度迅速下降。

进一步考查不同 pH 值下M T 的存在形态,

对各个pH 值下所得的信号进行了质谱解析。结

果表明 pH 极大地影响了M T 的电离。pH >

4. 0, 所得的质谱信号微弱, 信噪比低, 由于存在

着大量的干扰信号, 给谱图的解析带来了很大的

困难。

为了得到准确可靠的结果, 我们主要研究

图 1　不同 pH 值下M T 样品的总离子流强度图

F ig. 1　Tota l ion curren t chromatogram

of M T sam ple a t d ifferen t pH

图 2　pH 3. 0 下M T 样品的质谱图

F ig. 2　M ass spectrum of M T sam ple a t pH3. 0

了 pH 3. 0, pH 2. 0 及 pH 4. 0 时M T 的存在形

态。实验结果表明, pH 为 2. 0 所得的主要谱线与

pH 为 3. 0 时所得的主要谱线位置一致, 进一步

的解谱结果表明在 pH 2. 0 下M T 的存在形态

与 pH 3. 0 下一致。

pH 为 3. 0 和 4. 0 时所得到的质谱图分别示

于图 2 和 3。由图 2 和 3 可以看出, pH 降低时使

得M T 的质子化更完全, 所带的电荷数也越多
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图 3　pH 4. 0 下M T 样品的质谱图

F ig. 3　M ass spectrum of M T sam ple a t pH4. 0

(pH 3. 0 比 pH 4. 0 出现了带更多电荷的谱峰) ,

如 pH 3. 0 时可以找到带 8 个电荷的质谱峰, 而

在 pH 4. 0 时并未出现。但 pH 值的改变也使得

M T 跟金属的结合形态发生变化, 从图上很明显

可以看出其主要谱峰所在的位置并不一致。

在 pH 3. 0 及 pH 4. 0 下质谱解析所得结果

列于表 2, 在 pH 3. 0 下所检测到的为脱金属硫

蛋白, 而在 pH 4. 0 下检测得到的为结合 4 个 Zn

的金属硫蛋白。大部分蛋白在 pH 4. 0 条件下都

可以找到结合 4 个 Zn 的形态, 唯有 apo2M T 21a

未找到对应的 Zn42M T 21a, 分子量为 6 216 的组

分。从文献上也未找到相关的资料, 可能是M T

蛋白类的一个亚型, 还需进一步确证。

表 2　pH 3. 0 及 4. 0 下M T 样品的质谱解析结果

Table 2　M ass result of M T sam ple a t pH 3. 0 and pH 4. 0

编号

(N o. )

pH = 3. 0

分子量öD

(M r)

推断分子式

(Fo rm ula)

pH = 4. 0

分子量öD

(M r)

推断分子式

(Fo rm ula)

1 6 126 A po2M T 22a 6 379 Zn42M T 22a

2 6 145 A po2M T 21a

3 6 156 A po2M T 22c 6 409 Zn42M T 22c

4 6 175 A po2M T 21Β 6 428 Zn42M T 21Β

5 6 216 6 466 Zn42

6 6 243 A po2M T 21Ε 6 495 Zn42M T 21Ε

　　　注 (N o te) : 金属硫蛋白分子量的算法[5 ]为: 金属蛋白分子量= 脱金属硫蛋白分子量+ n (金属分子量) - 2n (H 分子量)

(T he calcu lation of mo lecu lar w eigh t is mo lecu lar w eigh t of m etallo th ioneins to equal w ith mo lecu lar w eigh t of apo2

m etallo th ioneins+ n (m etalM r. ) 22n (H M r. ) )

　　二价金属离子在M T 中与硫原子四面体配

位, 并通过桥联的硫原子形成M 2+
4 S11和M 2+

3 S9

两个金属2硫簇, 相应组成 Α2、Β2两个结构域。由

于两个不同结构域所处的不同化学环境, 使得它

们与金属的结合也不尽相同。从表 2 所得的结果

推测, Zn 在 Α2结构域的结合强于其在 Β2结构域

的结合。pH 的降低, 首先使结合在 Β2结构域的

Z n 发生解离, 故在 pH 4. 0 时测到的是 Α2结构

域 Z n 结合硫蛋白 (Z n42M T ) ; 随着 pH 值的进

一步降低, 结合在 Α2结构域的 Z n 亦发生解离,

故在 pH 3. 0 及 pH 3. 0 以下检测得到的是完

全脱金属的硫蛋白 (ap o2M T )。本研究工作存在

的不足就是未能在接近中性的条件下完成对

Z n72金属硫蛋白的检测, 这有待进一步完善, 实

现中性条件下对 Z n 诱导金属硫蛋白的检测。

3　结论
通过采用电喷雾质谱技术研究不同 pH 值

下的金属硫蛋白与金属 Zn 的不同结合形态, 进

一步表明由于组成金属硫蛋白的 Α2、Β2结构域的

差异, 使得其与金属的结合能力存在着差异, Α2
结构域结合的 Zn 更稳定。同时由于无法获得比

较好的电离, 使得在 pH 靠近中性条件下M T 的

金属结合形态的电喷雾质谱研究存在着一定困

难, 需要进一步的探索。
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Abstract: T he to ta l ion in ten sit ies of the m eta llo th ionein s (M T s) increase from pH 7 to 3. T he u se

of electro sp ray m ass spectrom etry render it po ssib le to acqu ire m o lecu lar and chem ica l b ind ing

info rm at ion of the m eta llo th ionein s a t d ifferen t pH condit ion. T he resu lt show s tha t pH is the

p rim ary facto r to determ ine the zinc com b ind to m eta llo th ionein s. M eta llo th ionein s are conb ined

w ith fou r zinc a t pH 4. 0 w h ile none zinc is found to be conb ined to the p ro tein a t pH 3. 0.

Key words: m ass spectrom etry; study on m eta llo th ionein s, electro sp ray m ass spectrom etry (ES I2
M S) , m o lecu lar w eigh t (M r)
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【摘要】　一种用于光谱或质谱多元素同时测定的使样品溶液雾化并产生某些元素的挥发性氢化物的雾化—氢

化物发生装置。本发明的特征在于其雾室设有冲洗管, 雾室内除设有气动雾化器外还有由凹面档板、进液管、反应器

组成的氢化物发生器。两者装在设有冲洗管的雾室内。发生器的挡板将雾化器喷出的大液滴收集到反应器内以生成

气态氢化物, 与雾化器喷出的气溶胶一同进入光源, 废液由冲洗管冲走, 从而可用一份样品同时测定氢化物元素及不

能形成氢化物的元素, 同时可避免硼氢化物和非挥发性反应物进入光源。
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