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摘要 用 pH 电位滴定法测定了苯丙氨酸亮氨酸(PL)与甘氨酸(Gly) 、丙氨酸(Ala) 、缴氨酸(Val) 、亮氨酸(Leu) 、异亮

氨酸(lle) 、苯丙氨酸(Phe)在离子强度为 O.lmoνL(NaND.J)， (25.0 :t 0.1) 't时形成质子复合物的稳定常数，并对苯丙

氨酸亮氨酸与六种氨基酸相互作用体系进行了量子化学和分子力学计算.从配体间弱相互作用的观点，讨论了二肤

配体对氨基酸分子的识别.结果表明，二肤与氨基酸配体间的结合主要受到配体间静电、氢键作用的控制，同时受到

范德华力和键间排斥能等弱相互作用的影响.
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Abs仕act Potentiometric titration me血。d was used to detennine the stabilities of proton complexes fonning 

between phenylalanyl - L - leucine and six amino acids ( glyci肘， alanine , valine , leucine , isoleucine and 

phenylalanine) at ionic strength of O. 1 mol/L (NaNÛJ) and 25 't .ηle results show that the on:ler of stability 

of the two forms of complexes is valine > alanine > leucine > isoleucine > phenylalanine > glycine. For further 

understanding of these results , semiempiric温1 calculations at PM3 level and molecular mechanic (AMBER force 

field) me削 were used to optimize 由e conform甜on and the ener町 of proton complexes. In the view 们eak

interligand intemction ，出e reco伊itions of amino acids by phenylalanyl - L - leucine are discussed. 咀le results 

show 也at 由e electrostatic fo陀es and hydrogen bond give main contributions to the stabilities of the complexes. 

四le van der Waals intemctions and the bonding interactions also play a very important role in the complexation. 

Keywords amino acid , dipeptide , stability constant , weak interaction 

氨基酸和短肤是重要的基本生命配体.它们常

与金属离子一起，共同在酶催化、生物膜物质运送等

* E-mail:xd址咀ng@lnu.edu.cn

众多生物过程中起关键作用.因此，许多工作者一直

致力于有关生命金属离子配合物结构和稳定性的研
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究 [1] 研究表明，金属离子与氨基酸、短肤所形成的

混配配合物，常常由于配合物中配位体间非配位基

团的弱相互作用而具有额外稳定性[2 ， 3] 随着超分

子化学研究的深入，尤其是分子间通过非共价相互

作用形成结构明确、稳定、具有特定功能的分子聚集

体或超分子结构的研究逐步深入，人们认识到在生

物体系中，除了生物配体与金属离子的互相作用外，

生物配体间也存在着的直接相互作用在生理过程中

也很重要，而且有些重要的生物反应过程仅依靠生

物配体间相互作用就得以完成[4] 但目前直接研究

配体间尤其是氨基酸等生物配体间相互作用的报道

还较少，特别缺少有关配体相互结合的热力学稳定

性方面的研究报道[4-7] 本文以具有芳环和较大疏

水侧基的苯丙氨酷 -L- 亮氨酸二肤为主体分子，

研究它们与不同侧基结构的氨基酸分子间相互作

用，探讨溶液中质子氢参与的氨基酸-二肤体系形

成质子复合物稳定性的变化规律及影响稳定性的结

构因素.

1 实验

1. 1 试剂

苯丙氨酷 -L-亮氨酸(PL)二肤及六种氨基酸

[甘氨酸 (Gly) ，丙氨酸(Ala) ，绷氨酸 (Val) ，亮氨酸

(Leu) ，异亮氨酸(ne) ，苯丙氨酸(Phe) J均为 Sigam 生

化试剂，其它实验试剂为分析纯级.均未经纯化，直

接配制溶液.实验用水为二次去离子水( < 2.0 x 

1O- 5S/cm) . 

1.2 质子复合物稳定性测定方法

在温度 (25 :t O. 1) "C、离子强度 O. lmol/L 

(NaN03 )条件下，采用 pH 电位滴定法，测定了二肤

与六种氨基酸的质子化常数和它们形成质子化复合

物的稳定常数.所用仪器为瑞士产 ME1咀.ER DL-
21 型自动电位滴定仪，配 DG114 - SC 型复合玻璃电

极(精度:t O.∞lpH) .首先用三种标准缓冲溶液(pH

值各为 4.∞3 ， 6.864 ， 9.182)校正 pH计，然后在高纯

氮气保护下，用已除去 CO2 的氢氧化铀溶液滴定二
肤或氨基酸或其混合溶液(在单一二肤或氨基酸溶

掖中，其浓度为 5. ()()(} X 10 -4moνL，在混合溶液中二

肤与氨基酸浓度比为 1: 1).实验细节可见文献 [8J.

每组实验至少平行 3-6 次，实验数据在 486 微机

上，采用 SUPERQUAD 程序[9]进行物种拟合处理.在

实验条件下，氨基酸和二肤的棍合洛液中仅有 101 ，

102 ,011 ,012 , 111 和 112 等物种存在，水的表观离子

积常数 pKw 值经计算为 13.702 :t O.∞15 ，有关各物种

稳定常数的对数值列于表 1 和表 2.

体系

Gly 
Ala 

Val 
Ile 

Leu 
Phe 

表 1 氨基酸和二肤配体的质子化常数

[t = (25 :1: 0.1)'\: ,0.1moVL NaNÛ:l J 

19，向11 Igß0l2 

9.64 士 0.01 12.15 :1: 0.01 
9.79 土 0.01 12.45 :1: 0.01 
9.62 土 0.01 12.19 土 0.01

9.66 :1: 0.01 12.24 土 0.01

9.63 :1: 0.01 12.32 土 0.01

9.14 士 0.01 11.69 :1: 0.01 
PL 7.33 :1: 0.03') 11.08 土 0.05b)

a) Igß10l; b) Igßu12 

表 2 氨基酸-二肤配体质子复合物稳定常数

[t = (25 :1: 0.1)'\: ,0.lmoVL NaNÛ:l J 
体系 Igßlll Igßll2 IgK, IgKb 

PL- Gly 12 .49 土 0.06 20.39 土 0.03 2.85 3.42 
虱→Ala 13.ω 土 0.04 21. 25 土 0.04 3.81 4.13 
PL- Val 13.68 :1: 0.04 2 1. 33 土 0.05 4.06 4.38 
PL- Ile 13.36 :1: 0.04 21. 06 土 0.04 3.70 4.06 
PL-I且A 13.39 土 0.03 21. 0司土 0.04 3.76 4.07 
PL- Phe 12.13 土 0.06 19.91 :1: 0.04 2.99 3.44 

1.3 lH NMR测定

用 BRU阻R公司 ARX-3∞核磁共振仪，在 pD

值为 7.0-8.0 的 DzO 溶液中，以 DSS 为内标，室温

下测定了 PL， Phe 及其混合物的1HNMR 谱.

2 结果与讨论

2.1 氨基酸-二肤质子复合物的稳定常数

表 1 中 IgßOl1和 Igß012分别代表二肤及氨基酸配

体的质子化平衡:(l)A- +H+=HA士和 (2) A - + 

2H+=H2A+ 的平衡常数值的对数值.同理，当二肤
与氨基酸配体形成 1: 1 型质子复合物时，其平衡方

程为(3)L - + A - + sH+=[LAH.J s-2;L 代表二肤，A

为氨基酸， s 为质子复合物中质子的数目.表 2 中的

Igß11l和 Igßl12值即为平衡 (3)式中分别结合 1 个质

子和 2 个质子时氨基酸-二肤质子复合物的结合常

数.显然，由方程(1) ， (2)和 (3) 的 Igß 值可分别求得

平衡(4)HA 主 +L- =HAL- 和(5)HA土+且土中 H2LA
的平衡常数 IgKa 和 IgKb 值，结果也列于表 2 之中.

由表 2 结果可以看出，二肤与氨基酸形成 1: 1 

型质子化复合物时，对每一组二肤-氨基酸体系，都

是质子化的 PL二肤比未质子化的 PL二肤配体形成

的质子复合物稳定性较高，即 IgKb> IgKa.这说明二

肤配体与氨基酸形成 1:1 型质子复合物的稳定性与

配位体结构及配位体所带电荷多少有关[5] 从二肤
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与氨基酸的结构考虑，它们之间所发生的识别作用，

首先应当是由氨基酸配体解离的楼基或质子化的氨

基与二肤配体间发生氢键、静电作用引起，所以当二

肤配体的氨基发生质子化作用后，增加了配体的电

荷和作用强度，使质子复合物稳定性有一定程度的

提高是可以理解的.通常有疏水侧基的二肤在与具

有相应疏水侧基的氨基酸配体一起形成混配金属配

合物时，配体分子未配位的侧基基团有可能发生芳

环堆砌或疏水缔合作用，从而增加金属配合物的稳

定性[13] ，但在本文中，具有疏水侧基和芳环的 PL

二肤与氨基酸配体分子形成质子复合物时，所形成

的质子复合物并未在具有芳环的 Phe 配体或具有较

大疏水侧基的Leu 配体处表现出最大稳定性，即质

子复合物稳定性并没有简单地随氨基酸配体疏水侧

基增大呈递增的趋势.这一点与金属离子配合物稳

定性变化规律不同[1- 3] 说明配体侧基间疏水作用

在氨基酸-二肤配体的分子识别过程中可能有一定

的促进作用，但显然不是决定性推动力.究其原因，

可能是在质子复合物形成时，配体间形成氢键具有

一定的方向性所造成的.当氨基酸配体和二肤分子

通过形成氢键而结合时，两个分子相互接近的方向

和角度必然会影响到两个配体侧基间的空间匹配

性，即芳环堆砌或疏水缔合程度.因此，为了说明质

子复合物的稳定性变化规律，弄清质子复合物的空

间构型和结合能的构成是重要的.

2.2 空间构型(能量)计算
为了进一步探讨二肤与氨基酸配体间的相互作

用规律，按图 1 中二肤与氨基酸分子间可能发生的

作用方式，优化计算苯丙氨酷亮氨酸(PL)负离子与

六种两性离子型氨基酸配体分子相互作用的空间构

型和能量计算采用 HyperChem 软件包[ω] ，在 586 微

机上完成.量子化学计算用 PM3 法;分子力学法计

算体系能量时，包括键间相互作用和非键相互作用

两部分，分别由成键项、键角项、两面角项和范德华

作用项、氢键及静电作用项构成，计算选用 AMBER

力场参数.计算首先采用分子力学方法对各配体和

质子复合物分子进行构型优化，然后采用 PM3 法计

算各个分子的电荷分布，在考虑各基团电荷分布的

基础上，采用分子力学计算重新优化构型和能量.表

3列出了计算所得各配体和质子复合物的总能量

EpL - AA和 EpL或 EAA • 当氨基酸与二肤结合形成质

子复合物时，其能量变化应符合公式 : D.E = 
E pL - AA - (E pL + E AA ). D.E 值计算结果也列入表 3.

图 2 为优化所得的 PL 与六种氨基酸相互识别的空

间平衡构型图.

NJj 

圄 1 二肤(PL)与 L- 氨基酸的作用模式

表 3 配体和质子复合物的总能量以及质子复合物

的结合能(kJ/mol)

体系

表 4 苯丙氨酸亮氨酸-氨基酸质子复合物结合能

的构成(kJ/mol)

体系 t:,. E t:,. Ee t:,. Ew t:,. Eb 

Gly-PL - 91.074 -11 1.仪均 7.236 12.750 

Ala- PL - 92.816 -1ω.974 1. 736 8 .422 

Val- PL -95.770 - 107 .4∞ 3 .431 8.199 

lle-PL -92.610 -105.930 0.891 12 .429 

Leu- PL - 92.734 一 110.029 6.562 10.733 
阴阳-且 - 90.652 -1σ7.953 7.795 9.506 

对这一系列质子复合物的形成反应[反应(4)和

(5汀，由于作用方式、键合位置和反应环境均十分相

似，实验表明其作用的情变相差不大[11] ，如果将其

视为常数，则按化学热力学的基本原理 ，D.E 与 19Ka

或 19Kb 间应有直线关系.事实上，用 D.E 对 19Ka 或

19Kb 作图，其线性相关系数分别达到 0.88 和 0.91.

说明实验测定与计算结果是基本吻合的.表 4 进一

步给出各质子复合物能量变化 D.E 的基本构成，能

量差可分为三部分组成，分别是静电、氢键能 D.Ee ，

范德华能 D.Ew 和来自键间的排斥能 D.Eb • 从表 4 数

据不难看出，质子复合物形成的推动力主要来自静

电和氢键作用.但是，仅用 D.Ee 与 19Ka 或 19Kb 相关

联，并不能得到好的相关性，其相关系数仅分别为

0.52 和 0.50.对比表 4 和表 2 数据可见， Val ，Ala 配

体的质子复合物之所以具有高的稳定性与它们具有

较低的键间排斥能和强的范德华作用有很大关系;

而 ne 配体形成的质子复合物虽然具有较高的键问

排斥能，但其范德华作用却格外强，促使质子复合物

稳定存在; Gly 配体形成的质子复合物虽然具有较

强的氢键·静电作用，但其高的键问排斥能和范德华

作用能却不利于复合物形成，造成复合物稳定性较

差.这说明虽然氨基酸与二肤配体间的氢键·静电作
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用是形成质子复合物的主要推动力，但是其它两类

作用也不可忽视，是几类作用共同决定质子化复合

物的稳定性.由于静电作用的位置和氢键的方向性，

PL与氨基酸的侧基间的芳环堆砌或疏水缔合作用

受到很大影响.由图 2 可以清楚看到， ne ，Ala 与 PL

有较大的侧基缔合作用，而 Phe 的苯环与二肤配体

侧基间基本没有任何堆砌作用，这与它们的 ð.Ew 值

的变化是一致的.为了进一步探明质子复合物中是

否存在侧基间的芳环堆砌作用，按照文献[12J 的方

法研究了 PL- Phe 体系的lHNMR谱，主要结果如表

H 

PL-Gly PL-Ala 

~ 
PL-I1e PL-Leu 

5 所示.表 5 数据说明，质子复合物体系中 Phe 侧基

苯环上的质子氢与 PL 二肤配体的侧基苯环上质子

氢的化学位移值并未由于形成 PL- Phe 质子复合物

而发生任何明显的改变，说明它们的芳环侧基之间

确元明显作用.这与图 2 的描述是完全一致的.

表 5 皿-Pbe体系苯基质子的1日 NMR化学位移

(~O溶液，[周内标， pD=7.0-8.0)

体系

Phe PL PL- Phe 

8 7.36 7.39 7.37 

PL-VaI 

件专营

PL-Phe 

图 2 PL与六种氨基酸配体的质子复合物的优化构型图
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