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配体与金属硫蛋白反应动力学和机理研究

岳展仲维清张保林 朱凌燕唐雯霞

(南京大学配位化学国家重点实验室 南京 210093) 

摘要 制备了 Cd7Th. Zn7 Th吨 Pb7Th. Hg7Th. Bi7Th 等一系列金属硫蛋白 (Thionein 简称 Th)，研

究了它们与配体反应的动力学，根据表观假一级反应速率常数，提出了不同配体与金属硫蛋白反

应的两种机理，并且讨论了金属硫蛋白被 Cd1+吨 Pb1+. Hg1+等重金属离子在体内诱导的不同形成

行为
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金属硫蛋白 (metallo thio nein，简称 MT) 是一种富含半脱氨酸的低分子量金属结合蛋白.

大量研究表明， MT 参与体内若干重金属离子的解毒及某些必需元素的代谢过程[1.2]研究硫

蛋白与金属离子的结合-以及配体与金属硫蛋白的作用对了解和阐明金属硫蛋白在细胞中的

功能有重要意义[3] 其中以 DTNB‘ EDTA 与 Zn7Th 作用研究报道较多[4-汀，但对配体与其

它金属硫蛋白的作用研究较少，而 Hg2+. Pb2+等重金属离子的中毒及解毒过程就涉及到硫蛋

白与 Hg衍， Pb2+的作用以及解毒剂-各种配体一与隶或铅硫蛋白的取代过程.本文重点研究和

报道了 EDTA 等配体与隶，铅，锚，锚，悴等金属硫蛋白体外作用的反应动力学及机理，

用所得结果讨论了有关体内金属硫蛋白诱导形成的不同行为.

1 实验

所有化学试剂均为 A.R.，生化试剂均为 G.R.. Sephadex G-50, G-25 均系 Pharmacia

产品， DEAE DE-52 为 Whattman 进口分装，超滤膜 YM-I (Cut off IOOODa) 和超滤器均

为美国 Amicon 出品.动力学实验在 UV-3100 紫外可见分光光度计(日本 Shimadzu) 上进

行，数据用 Graphic 软件 (Golden Software) 线性拟合计算

1.1 金属肮蛋白的合成
实验洛液均先经真空脱氧充氮，全部操作都在氮气氛中进行.按文献[8]方法用 ZnS04

诱导并分离纯化得 MT-2， HPLC 分析和琉基含量以及氨基酸组成测定的结果表明产物为

高度均一的金属硫蛋白将 MT-2 潜于 O.lmol • dm-3 盐酸中 ， lOmin 后经己用 O.Olmol.

dm寸盐酸预平衡的 G-25 柱脱去 Zn2飞按 1: 7 比例分别加入 Cd2+， Zn2+离子，用 O.5mol.

dm -3 Tris-base 滴定至 pH 7.4.制备 Pb7Th 时要用 HCI04 代替 HCL Bi7Th 时则需将 BiCl3
事先溶于 O.4mol • dm-3 盐酸中，其余操作同上.制备 Hg7Th 时则是在 pH 7.4按 7: 1 的比

例用 Hg2+置换 Zn7Th 得[9] 所有产物均超滤 4 次，稀释成 8μmol • dm-3 MT 的 O.05mol.
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dm -3 Tris一HCl (或 HCI04) 的溶液， pH 为 6.70. 根据 pH 1. 0 时 apoMT 在 220nm 处吸收值

来确定蛋白浓度 (ε22o=47300cm-1 • mol-1 • dm3 )[IOJ，等离子发射光谱(ICP) 测定蛋白中金属

和琉基的浓度.结果表明所得金属硫蛋白均符合 M7Th (M =Cd , Zn, Bi, Hg, Pb) 的组成

1.2 金属硫蛋白和配体反应动力学

取 2.5mL MT 溶液于比色皿中密封，注入 EDTA 等配体，

合后).迅速混合均匀(时间小于 4叶，在 18
0

C -0.5 

测定 MT 特征吸收波长的吸光值随时间的变

化.其中 Cd7Th 为 245nm. Zn7Th 为 2l5mmUll，

Hg7Th 为 303nm ， Pb7Th 为 265nm. Bi7Th 

为 250nm[12J. 由于反应是按假一级反应条件

进行的，将 ln(A-A oo) 对时间 t 作图，可以看

到反应分两段进行(图1).第二段可直接按假

一级过程处理，第一段还与 EDTA 浓度还有

关.
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圄 1 MT 与 EDTA 反应动力学

MT 的浓度均为 8μmol' dm-J, EDTA 浓度 O.8mmol' dm•. 18 t:, O.05mol' dm• Tris-HCI (或 HCI04) ，

O.lmol' dm→ KCI(或 HCI04)， pH 6.70 缓冲溶液

结果与讨论

EDTA 与金属葡蛋白的反应

EDTA 与各种 MT 反应的两段反应速率常数 kr 和 krr 均列于表 1. k r 和 krr 的顺序大体

2 

2.1 
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为k Pb, Th > k Hg, Th > k Bi , Th > k Zll , Th > k Cd , Th 文献[7]曾通过监测 CdSZn2Th 在 215nm 吸光

表 1 EDTA 与 MT 反应速率常数
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M T: 8μmol' dm 气 EDTA: 0.8mmol' dm-J
• 18t , 0.05mol. 

dm• Tris-HCl (或 HCI04 )， pH 6.70 O.lmol . dm→ KCl(或 KCI04 ) 的缓

冲j窑液

值变化来确定 Zn-S 键解离动力学，但因 Cd-S 键在

这一被长下也有很强的吸收(见图刀、这样测得的结果不

能代表纯 Zn一S 键被 EDTA 取代反应的速率，造成其反

应速率常数有一定偏差.由于 Cd7Th 与 EDTA 反应速度

比 Zn7Th 与 EDTA 的反应速度要慢得多(见表1)，因而

文献[7]测得 Zn-S 与 EDTA 反应速率常数 (k r ===0.0335min-l, krr =0.0314min-
1 ) 和 Cd­

S 与 EDTA 反应速率常数 (k r =O.0296min-' , kn =0.0257min-') 相差无几，而与本文直接

由 Zn7Th, Cd7 Th 与 EDTA 反应测得的结果相差甚远.

改变 EDTA 的浓度，发现 kr 随 EDTA 的浓度增加而变大， kn 则没有明显变化(表
2). Li T-Y 等[6J发现 Zn7Th 与 EDTA 反应时第一段反应遵循下式:

kr = k'[EDTA]+k" (1) 4.0 

krr 也与 EDTA 浓度无关.将表 2 中的 k r 对 EDTA 哝

度进行直线拟合(图 3)，发现亦符合上式关系.由此飞 3.0

EDTA 与 Pb7Th 反应第一段速率常数表示为~嗣同
kr =1.971[EDTA]十0.0325ω2ω

即 k' = 1.971min寸 ， k"=0.0325mín-'. 

氢汩 220

λInm 

固 2 Cd7Th 及 apoMT 紫外可见

吸收光谱图

1.0 

表 2 不同浓度 EDTA 与 Pb7Th 反应速度常数
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圄 3 Pb，Th 与 EDTA 反应第一段反应

速率常数对 EDTA 浓度的依赖关系

Pb7 Th: 211mol' dm斗，其余同前
Pb,Th: 2μmol' dm-); 缓冲溶液 O.Olmol' dm-J Tris-HC104 • 

O.Olmol' dm• KCI04 , 18t. 

由图 la ， b 可以看出，第一段反应吸光值变化 l\A 占整个反应的比例较小，因而 EDTA

放度的改变对平衡时间影响不大.从图 lc 知 Pb7Th 与 EDTA 反应时第一段的 l\A 占整个反

应 l\A 的 70%左右，当溶液中 Pb7Th 浓度为 2μmol. dm飞 EDTA 放度为 O.3mmol • dm-3 

时，整个反应的平衡时间约为 30min，而当 EDTA 放度骤增至 2mmol • dm→时，平衡时间

巳锐减至 13min 左右.由此可见 EDTA 浓度是影响 Pb7Th 和 EDTA 反应平衡的重要因素.

2.2 Cys， GSH 和 Pb7Th 反应
GSH‘ Cys 与 Pb7Th 反应(图的，在 326nm， 374nm, 400nm 处各出现了三个新峰.以

ln(A-Ao) 对时间 t 作图同样发现反应分两段进行，速率常数列于表 3. Cys 和 Pb7Th 反应速
率常数要大于 GSH 与 Pb7Th 反应速率常数.对于同一种配体来说， k r >> krr '与上面
EDTA 的反应显著不同.
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--- Pb7Th吨一一反应中间产物
Pb)Th: 8μmol'dm→ Cys: 8mmol' dm-), 
18 t: ，缓冲液 O.05mol' dm• Tris-HCI04 , 

0.lmol'dm-3 KCI04, pH6.70 
a一2min; b-5min; c-20min; d-90min 

解离机理[5]

MT 与内~f本反应的解离机理可表示为:
产\
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表 3 GSH， Cys 和 Pb7Th 反应速率常数

k] (min- I ) 

krr (min- I ) 

Cys 十 Pb叮Th

1. 12 
2.63 x 10 飞

GSH + Pb7Th 

0.650 
2.19 x 10• 

Pb7 Th: 8,lillOI' dm 飞;配件 O.8mmol' dm-气缓冲液-

0.05mol' dm• Tris-HCI04, O.lmol' dm斗 KCI04 ， pH 6.70吨

IS t:, 326nm 监测.

2.3 反应机理
MT 的肤链较短，只有 61 个氨基酸，因而

不足以包埋两个金属一硫簇核，金属结合位则基

本是裸露的，很容易受洛剂分子和配体进攻[ 13] 

扩散作用不是影响反应速率的主要因素， MT 与

各配体反应的机理大致可分为两类:缔合机理和

M-S-protein - M+ S--protein 哥~ M+ + S--protein (3) 

M+ + L--ML (4) 

L (1igand) 表示 EDTA 等配体.反应 (4) 速度较快吨。)是速控步骤 M-S-protein 中 M一­

S 键的解离是单分子反应，因而 MT 与 EDTA 反应时 krr 都与 EDTA 的浓度无关.至于第

一段反应，影响因素较多，紫外区特征波长处的吸收除 M-S 键吸收外，还包含了金属一硫

簇吸收的贡献，因而 kr 不仅包含了金属一硫键的解离，还包括了金属一硫簇在配体作用下的
"崩解" ..崩解"是在配体作用下产生的，因而 kr 与 EDTA 浓度有着直接的关系.式(1)中

第 2 项 k"就表示金属一硫键的解离，与 EDTA 浓度无关.一般认为簇"崩解"的速度较

快[刀，因而式 (2) 中 k'>k"，

MT 与配体反应的缔合机理则表示为(以组域为例)

-γ飞 Ya
L-~S~-M-S 司~S..-M…SM-?4· 

þrotein 
\- / \- _/ 
protein protelñ 

~垣 L-M-S，-protein-S- 【编写为(RS)，ML】 (5) 

其中 L(ligand) 是指含琉基的配体，如 DTNB!)]等.本文研究的 Cys-Pb7Th 或 GSH-Pb7Th
反应体系的光谱中 326nm句 374nm， 400nm 处出现的吸收峰就表明了新配合物 (RS)3ML 甚至

进一步的产物 (RS)2ML2 的可能生戚，而 EDTA 等配体与 Pb7Th 反应过程中就没有上述平
衡产物出现，因而也未观察到新的吸收峰生成.

缔合机理中，反应的速控步骤是增加中心离子的配位数，具有较大体积的配体由于位阻

效应取代速率将大大减慢，这也是缔合机理的一个显著特征. GSH 作为一个三肤，位阻远

大于单个氨基酸(Cy时，因而表 3 中 kGSH < kcys ' 相反，由于解离机理中过搜态减少了配位

数，速控步骤为 M-S 键的断裂，反应速率理论上不受外来配体位阻大小的影响. NTA、

DTPA吨 EDTA 即是一组位阻各异的配体，但它们与 Cd-S 反应速率常数却基本相同[7J
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2.4 MT 对重金属体内代谢的影晌

MT 在金属离子体内代谢过程中所起的作用一直存在各种说法[斗，各种金属离子对 MT

在体力的诱导合成的情况也不同，这些问题均可以 MT 的动力学性质来解释.已经发现，用

Cd2+诱导兔时，注射 24h 后即诱导体内锚硫蛋白浓度升到最大值[14]，而用 Pb2+诱导时，注

射 6h 后鼠体内铅硫蛋白的含量即不再增加‘到 24h 时体内诱导得铅硫自己基本消失，所剩

少量的 MT 中诱导元素铅的含量几乎为零，主要为含辞硫蛋白[15.16] 这可从本文所测得的

MT 与配体取代反应的速率常数的大小顺序来解释.生物体是→个多配体的体系，由于铺硫

蛋白中的 Cd2+被配休取代的速度最慢、因而一经生成就可以在体内积累、经过一昼夜后方

才逐渐被取代消失.而铅硫蛋白中 Pb2+被配体取代的速度很快，生成后即会受到体内天然小

分子配体如氨基酸，多肤等的作用，快速失去结合的金属，使得失去金属的硫蛋白在体内很

快降解[9] 到一昼夜时，只剩下了少量主要含特的金属硫蛋白.同样的原因可以解释 Hg2+ ，

Bí3 +等离子诱导 MT 生成能力较弱，而且最后分离所得的少量 MT 中所含 Hg2飞 Br较少，
反而 Zn2+等离子较多的结果[ 17} 此外，金属硫蛋白可能并不是解毒过程中最后一个环节『

Cd2+等离子仍要和其他配体或体外注射的促排药物一整合剂结合，通过体内循环排出.
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Kinetics and Mechanism Studies of Reaction of 凡1etallothionein with Some Ligands 

YUE Sheng ZHONG Wei-Qing ZHANG Ba。一Lin~ ZHU Ling-Yan TANG Wen-Xia 

(Coordil1αlio l1 Chemislrv Slale Key Lahoralry , Na l1jillg U l1 i l'crsity , N，αIljil1g， 210093) 

Abstract Cd7 Th吨 Zn7Th. Bi7Th ‘ Hg7 Th and Pb7 Th ha ve been prepared , and the kinetícs of reac­

tíons of these five MTs with varíed lígands were discussed. From the observed pseudo-first order 

rate constants , two possible mechanism were determined respectively. The reason of induction be­

haviors ofvaried heavy metal ions in I'ivo also was suggested on the basis ofabove results. 


