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基于双十二烷基二甲基溴化铵、琼脂糖修饰电极的
中心蛋白金属结合性质研究

荣志江1,孙红艳1,杨艳1,周焕新1,杨斌盛2

(1.太原科技大学 化学与生物工程学院,太原030024;2.山西大学 分子科学研究所,太原030006)

摘 要:应用热解石墨电极(pyrolyticgraphiteelectrode,PG)、双十二烷基二甲基溴化铵(Didodecyldimethyl-
ammoniumbromide,DDAB)修饰电极,以及应用琼脂糖修饰电极研究了八肋游仆虫 N端中心蛋白(N-terminalcili-
ateEuplotesoctocarinatuscentrin,N-EoCen)、C端中心蛋白(C-EoCen)与Eu3+ 结合反应的循环伏安特性.研究发现

在琼脂糖修饰电极上出现了配合物Eu3+-N-EoCen一对氧化还原峰,与仅有Eu3+存在时相比,负向移动0.24V.在

DDAB修饰电极上出现了配合物Eu3+-N-EoCen微弱的不可逆还原峰.经过计算 N-EoCen,C-EoCen与Eu3+ 结合

反应的结合常数β和结合数n,显示N-EoCen与 Eu3+形成1∶2型分子复合物,结合常数β=1.26×107L·mol-1;

C-EoCen与Eu3+结合比为1∶2,结合常数β=1.38×109L·mol-1.
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中心蛋白(centrin)是小分子量(20KD)的酸性蛋白,属于EF-handCa2+结合蛋白亚族的高度保守蛋白,
含168个氨基酸残基[1-2],在微管组织中心(MOTC)的复制、分离,细胞信号转导,信使RNA前体的形成,
核苷酸切除修复等过程中发挥着重要作用[3-4].八肋游仆虫中心蛋白(ciliateEuplotesoctocarinatuscentrin,

EoCen)是从一种在进化上处于特殊地位的单细胞真核生物-八肋游仆虫中克隆得到的,其包含两个结构

域,N-端域和C-端域,每个结构域含有两个Ca2+离子结合位点,C端为高亲和位点.
随着稀土在农业及医学应用领域的不断扩展,稀土离子与生物大分子的配位作用及对生物大分子结构、

功能的影响日益受到重视.稀土离子与中心蛋白的相互作用研究可以为中心蛋白在生物体内功能的发挥提

供理论依据,同时也有助于了解稀土对生物体的长期效应.课题组前期对EoCen与稀土离子结合的光谱研

究显示,稀土离子在N端有两个低亲和位点,在C端有两个高亲和位点[5-6].研究过程中发现在众多的稀土

离子中,可被EoCen敏化的离子只有Tb3+.各种属中心蛋白N端和C端在结构和功能上非常不同,N-端域

属高度可变区,负责中心蛋白功能的多样性,C端域则是高度保守区域.EoCen的光谱研究发现N端域易发

生Ca2+依赖性聚集,发挥着与纤维收缩密切相关的收缩功能[7],C端域则非常不同,其可以结合靶蛋白且含

有磷酸化位点,可能在信号转导过程中发挥着重要作用[8].前期对中心蛋白电化学研究也显示N端与C端

的吸附曲线明显不同,预示着二者的结构和聚集状态的不同.基于此,本文对C-EoCen和N-EoCen的电化学

行为继续进行深入研究.文献[9-11]应用电化学方法对EoCen在电极表面的吸附性研究发现,中心蛋白在

电极表面具有较好的吸附性,符合Langmuir吸附等温式.同时考虑到大量蛋白质在生物膜环境中发挥其生

物功能,本文利用双十二烷基二甲基溴化铵(DDAB)和琼脂糖较好的生物相容性以及中心蛋白的吸附性,制
备包含有中心蛋白的DDAB和琼脂糖修饰电极,进一步研究稀土离子Eu3+与C端、N端中心蛋白在模拟生
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物膜环境下的相互作用.

1 实验部分

1.1 主要试剂和仪器

N-2-羟乙基哌嗪-N-2-乙磺酸(Hepes),双十二烷基二甲基溴化铵(DDAB),分析纯,是Sigma分装产品,
未进一步纯化.三氧化二铕(Eu2O3,纯度99.99%),购自湖南稀土金属材料研究所.琼脂糖购自国药集团化学

试剂有限公司,其他化学试剂为分析纯试剂.电化学测试使用CHI-660C电化学工作站(上海辰华仪器有限

公司),UV-Vis吸收光谱测定使用HP8453UV-Vis吸收光谱仪.
1.2 实验方法

1.2.1 电化学测定方法

采用含3电极体系的5mL电解池,修饰的棱面热解石墨电极(EPG)为工作电极,饱和甘汞电极(SCE)
为参比电极,铂丝为对电极.在电化学实验前,向缓冲溶液中通入高纯氮20min以除去氧气,实验过程中,体
系始终保持氮气环境.EPG电极在使用前先用金相砂纸打磨,再用高纯α-Al2O3(粒径为0.3和0.05μm)在
麂皮上抛光成镜面,然后依次用水和95%(体积分数)的乙醇分别超声清洗5min.循环伏安(CV)和示差脉

冲伏安(DPV)在含有100mmol·L-1KCl支持电解质的 Hepes(10mmol·L-1)缓冲溶液中进行,扫描电

势范围为-0.2~-1.3V.
1.2.2 Eu3+储备液的配制

取一定量铕的氧化物(Eu2O3),溶解在稀盐酸中,用去离子水配成pH约5~6的微酸性溶液.取一定量

的该溶液,用乙二胺四乙酸(EDTA)标准溶液进行滴定,滴定在pH5.7的盐酸六次甲基四胺缓冲液中进行,
然后测出其准确浓度.
1.2.3 蛋白储备液的制备

本文使用的蛋白质为N端及C端野生型八肋游仆虫中心蛋白(N-EoCen,C-EoCen),蛋白质的诱导、表
达和纯化按照文献[12]中方法进行.经谷胱甘肽-S-转移酶(GST)亲和层析得到的蛋白存在于磷酸盐缓冲

液(PBS)中,经十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分析鉴定均为单一条带,达到实验所需纯

度.由于磷酸盐对镧系离子有很强的络合能力,影响蛋白质与金属离子的结合,故需要通过超滤的方法将得

到的蛋白质转入更接近生理环境的Hepes缓冲溶液中(10mmol·L-1,pH7.4).
1.2.4 蛋白浓度的测定

EoCen含有四个酪氨酸残基,不含色氨酸.N-EoCen蛋白浓度可依据所含酪氨酸残基在280nm处的紫

外吸收来确定.蛋白质的摩尔吸光系数由PACE等人[13]提出的基于发光氨基酸含量的方法计算得到.N-Eo-
Cen的摩尔吸光系数ε280=4350L·mol

-1·cm-1.C-EoCen的摩尔吸光系数ε280=1400L·mol
-1·cm-1.

蛋白质的紫外吸收使用光程为1cm 的石英比色皿在 HP8453UV-Vis吸收光谱仪上进行检测,选择

10mmol·L-1,pH7.4的Hepes缓冲溶液做空白,温度为25℃.
1.2.5 修饰电极的制备

DDAB-Eu3+-N-EoCen修饰电极制备:配制Eu3+ 和 N-EoCen混合溶液([Eu3+]∶[N-EoCen]=3∶
1),将EPG打磨清洗干净后,在电极表面滴加5μL上述溶液,再滴加5μLDDAB溶液,4℃冰箱放置过夜

晾干.
琼脂糖凝胶-Eu3+-修饰电极制备:将0.1g琼脂糖溶解在25mL沸水中,待冷却后取此液体40μL和

10μL二甲基甲酰胺(DMF)混合,取混合液30μL加入30μL的Eu3+溶液将溶液充分混合后,取20μL滴

加到已经打磨清洗干净的EPG电极表面,放入4℃冰箱过夜干燥.
琼脂糖凝胶-Eu3+-N-EoCen修饰电极制备:将0.1g琼脂糖溶解在25mL沸水中,待冷却后取此液

体40μL和10μLDMF混合,取此混合液30μL加入30μL的N-EoCen与Eu3+混合溶液([Eu3+]∶[N-
EoCen]=1∶1),将溶液充分混合后,取20μL滴加到打磨清洗干净的EPG电极表面,放入4℃冰箱过夜

干燥.
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2 结果和讨论

2.1 琼脂糖修饰电极

琼脂糖(agrose)是D-半乳糖和3,6位脱水的L-半乳糖连接构成的多链糖,在热水中呈黏稠无序状,冷
却时聚糖链呈螺旋状并且聚集成空腔,在空腔中的大量水为蛋白质提供了适宜的微环境,因此,琼脂糖水凝

胶是一种较好的蛋白质固定化材料,固定在此膜中的氧化还原蛋白与电极之间可以发生直接的电子传

递[14].在此,拟使用琼脂糖凝胶-Eu3+-N-EoCen修饰电极(制备方法见1.2.5节)对N-EoCen与Eu3+的配

位性质进行研究.图1(A)中曲线a 是在10mmol·L-1Hepes缓冲溶液中(pH7.4),琼脂糖凝胶-Eu3+-
N-EoCen修饰电极(膜中[Eu3+]∶[N-EoCen]=1∶1)的CV曲线,曲线上有一对氧化还原峰,此峰的氧化

还原电位分别位于-0.86V(Epa:氧化峰电位)和-0.97V(Epc:还原峰电位),式电位E
0'
=-0.92V.

图1(A)中曲线b是Eu3+在10mmol·L-1Hepes缓冲溶液(pH7.4)中EPG电极上的CV曲线,在式电位

为-0.68V处有一对良好的氧化还原峰,此峰为Eu3+ 的氧化还原峰.图1(A)中曲线c 是琼脂糖凝胶

-Eu3+-修饰电极在10mmol·L-1 Hepes缓冲溶液(pH7.4)中的CV曲线,曲线上有一个微弱的不可逆还

原峰,峰电位(-0.73V)与溶液中Eu3+在EPG电极上的还原峰电位相近(曲线b),推测其为Eu3+在琼脂糖

膜中的还原峰.曲线a 与c相比还原峰电位负向移动0.24V,说明a 曲线上的一对峰为配合物Eu3+-N-Eo-
Cen的氧化还原峰.

根据平衡式(1)[15]:
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:Eu3+/Eu2+ 电对式电位)
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K2+

K3+

æ

è
ç

ö

ø
÷ 及式电位移动-0.24V,可得K2+/K3+=

8.71×10-5,说明在琼脂糖膜中配合物Eu3+-N-EoCen较Eu2+-N-EoCen稳定的多,Eu3+与N-EoCen的

结合能力要强于Eu2+.正如文献中所报道,由于N-EoCen配位基团中含有许多羧酸根,易与Eu3+结合从而

稳定了配合物Eu3+-N-EoCen[16-17].琼脂糖凝胶-Eu3+-修饰电极与琼脂糖凝胶-Eu3+-N-EoCen修饰电

极相比,峰电流较小且不可逆,这可能是膜中一部分Eu3+由于不被蛋白质结合固定而被电解池中的缓冲溶
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液稀释,膜中Eu3+浓度减小所致.
使用琼脂糖凝胶-Eu3+-N-EoCen

修饰电极对配合物的氧化还原特性进行

了进一步的研究.图1(B)是在10mmol·

L-1Hepes缓冲溶液中,配合物Eu3+-
N-EoCen的循环伏安曲线随扫描速度变

化的图.在10~500mV·s-1扫描速度范

围内配合物氧化还原电位随lnν呈线性

变化(见图2),可以得到线性方程:Epa=
0.0189lnν-0.9497(R=0.99),Epc=
-0.0192lnν-0.8935(R=0.98),式中

Epa为氧化峰电位(V),Epc为还原峰电

位(V),ν 是扫描速度(mV·s-1).根据

Laviron的非扩散控制模型,由Ep=f(lnν)得出两条线性关系的斜率.由于0.3<α(电子转移系数)<0.7,可

以得出n(电子转移数)=2,α=0.33.根据Laviron公式[18]lgKS =αlg(1-α)+(1-α)lgα-lg
RT
nFν-

α(1-α)
nFΔEP

2.3RT
(式中R为摩尔气体常数,T 为热力学温度,F为法拉第常数,ΔEP 为氧化还原峰电位差).

进一步计算得出KS=(4.85±0.21)×10-2s-1.
2.2 DDAB修饰电极

DDAB是一种阳离子表面活性剂,当其借助吸附、涂布、共价键合等方法引入电极表面,可形成有序排列

的双分子层结构,这种结构与生物膜的双层结构类似,因而被称为模拟生物膜.将某些蛋白固定于DDAB修

饰的热解石墨电极上,会发现其电子传递速率显著加快[19].在此,为了得到较好的Eu3+与N-EoCen配合物

的氧化还原峰,拟利用DDAB膜良好的生物相容性,将配合物置于DDAB膜中,测定其电化学性质.图3(A)
是将[Eu3+]∶[N-EoCen]=3∶1溶液置于DDAB膜中,在DDAB-Eu3+-N-EoCen修饰电极(制备过程见

1.2.5节)上的CV图,图3(A)中隐约出现两个还原峰,但是峰电流极小.为了清楚显示这两个峰,测定了示差

脉冲伏安(DPV)曲线,如图3(B)中曲线a 上清楚显示有两个还原峰,分别位于-0.65V和-0.87V,与裸电

极上Eu3+的DPV曲线相比(见图3(B)曲线b),a,b 曲线都具有的位于-0.65V的峰显然为Eu3+的峰,由
此推测位于-0.87V的峰是配合物的峰.由于光谱研究显示稀土离子与N-EoCen以2∶1配位[5],因此当膜

中[Eu3+]∶[N-EoCen]=3∶1时,出现了配合物Eu3+2 -N-EoCen峰电流的同时也呈现出未配位的游离

Eu3+还原峰电流.这一电化学测定结果充分证明Eu3+与N-EoCen的确是以2∶1配位的.
与琼脂糖修饰电极相比,DDAB修饰电极上配合物Eu3+-N-EoCen的电化学响应可逆性更差.这可能

源于两个原因,一是DDAB对中心蛋白二级结构的影响要强于琼脂糖,使中心蛋白构象变化,疏水性增强,
不利于接近亲水的EPG电极表面所致;二是结合了两个金属离子的中心蛋白比结合了一个金属离子的中心

蛋白聚集性增强[8],从而不利于与电极表面的直接电子传递.实验结果显示,在研究Eu3+与中心蛋白相互作

用的修饰电极选择中,琼脂糖修饰电极更具优越性,其与中心蛋白的生物相容性较好,表现出较可逆的配合

物与电极之间的电子传递.相比之下,DDAB膜中配合物的氧化还原行为不可逆,说明修饰电极中的DDAB
可能会干扰Eu3+与中心蛋白相互作用.
2.3 Eu3+与N-EoCen及C-EoCen结合常数β和结合数n

对于Eu3+-N-EoCen的复合物,可根据文献[20-21]算出两者之间的结合比和结合常数,假定Eu3+与

N-EoCen只形成一种简单的复合物nEu3+-N-EoCen,则结合反应如下:

N-EoCen+nEu3+ =nEu3+-N-EoCen, (2)

β= [nEu3+-N-EoCen]/[N-EoCen][Eu3+]
n, (3)

式中β为结合常数.
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由                ΔIp,max=BCN-EoCen, (4)

ΔIp=B[nEu
3+-N-EoCen], (5)

[N-EoCen]=CN-EoCen-[nEu3+-N-EoCen], (6)
可推导出:

ΔIp,max-ΔIp=B(CN-EoCen-[nEu3+-N-EoCen])=B[N-EoCen]. (7)
将(3)式和(5)式代入(7)式可得:

lg[ΔIp/(ΔIp,max-ΔIp)]=lgβ+nlg[Eu3+], (8)
式中B为与实验仪器相关的比例常数,ΔIp 是加入N-EoCen前后的峰电流之差,ΔIp,max为加入N-EoCen前

后氧化峰电流差值的最大值,CN-EoCen,[N-EoCen]和[nEu3+-N-EoCen]则分别指的是蛋白质的总浓度、游离

浓度和结合蛋白浓度.

氧化峰电流Ip 与Eu3+浓度及ΔIp 与Eu3+浓度的关系见图4(A).图4(A)中曲线1为未加入N-EoCen
时Eu3+/Eu2+的氧化峰电流Ip 随Eu3+浓度变化的关系曲线,曲线2为加入2.08×10-5mol·L-1N-EoCen
反应后,Ip 随Eu3+浓度变化的关系曲线,曲线3为曲线1和曲线2的氧化峰电流差值ΔIp(=Ip,1-Ip,2)随

Eu3+浓度变化的关系曲线.
根据(8)式,若Eu3+与 N-EoCen只形成一种简单的复合物,则lg[ΔIp/(ΔIp,max-ΔIp)]~lg[Eu3+]关系

曲线应为一直线,可从直线的斜率和截距分别求得结合数n 和结合常数β,在曲线上读取多点ΔIp,再从曲线

1、2上找出各个点相应的Eu3+的平衡浓度,计算lg[ΔIp/(ΔIp,max-ΔIp)]和lg[Eu3+](见图4(B))由斜率求

得结合数n=2.05≈2,由截距求得结合常数β=1.26×107L·mol-1,表明N-EoCen与Eu3+形成1∶2型分

子复合物.用相同的方法研究C端中心蛋白(C-EoCen)与Eu3+的相互作用(见图4(C)和图4(D))可以得出

线性方程lg[ΔIp/(ΔIp,max-ΔIp)]=9.14+2.45lg[Eu3+],则可知n=2.45≈2,结合常数β=1.38×
109L·mol-1,表明C-EoCen与Eu3+形成1∶2型分子复合物.C-EoCen与Eu3+的结合能力是N-EoCen的

近100倍,这一结果与使用光谱方法得出的结论一致[5,22].

3 结 论

本研究在EPG以及各类修饰电极上研究了N-EoCen与Eu3+相互作用,结果显示琼脂糖凝胶-Eu3+-
N-EoCen修饰电极上有配合物Eu3+-N-EoCen的一对氧化还原峰,其还原电位与膜中Eu3+的还原电位相

比,负向移动0.24V,说明配合物Eu3+-N-EoCen较Eu2+-N-EoCen稳定.依据配合物氧化还原电位随lnν
线性变化,计算得出电子转移数n=2,电子转移系数α=0.33.电子转移速率常数 KS=(4.85±0.21)×
10-2s-1.DDAB-Eu3+-N-EoCen修饰电极上,配合物Eu3+2 -N-EoCen的峰电流较小且不可逆,由DPV显

示同时存在Eu3+和配合物的峰,证明N-EoCen只有两个Eu3+ 结合位点.进一步对Eu3+ 与 N-EoCen及C-
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EoCen结合常数β和结合数n 的计算显示,N-EoCen与Eu3+形成1∶2型分子复合物,结合常数β=1.26×
107L·mol-1.C-EoCen与Eu3+亦形成1∶2型分子复合物,结合常数β=1.38×109L·mol-1,Eu3+与C-
EoCen的结合能力是N-EoCen的近100倍,这一结果与光谱法测定结果相似.本研究证明了不同种类的类生

物膜对配合物中金属离子电化学响应有影响,膜中配合物与电极有直接的电子传递,为进一步研究配合物与各

类靶肽的结合能力提供了条件,同时本文也进一步证明了稀土离子可以竞争中心蛋白上四个钙离子结合位点

且C端蛋白结合能力较强,这些结果为揭示中心蛋白C端和N端不同生物功能的分子基础提供了新的证据.
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Thestudiesonthemetalbindingcharacteristicofcentrin
basedonDidodecyldimethylammoniumbromideandagarosemodifiedelectrode

RongZhijiang1,SunHongyan1,YangYan1,ZhouHuanxin1,YangBinsheng2

(1.SchoolofChemicalandBiologicalEngineering,TaiyuanUniversityofScienceandTechnology,Taiyuan030024,China;

2.InstituteofMolecularScience,ShanxiUniversity,Taiyuan030006,China)

  Abstract:TheinteractionbetweenN-terminalciliateEuplotesoctocarinatuscentrin(N-EoCen),C-terminalEoCen(C-
EoCen)andEu3+ wasinvestigatedbycyclicvoltammetryandpulsevoltammetryusingaDidodecyldimethylammoniumbromide
(DDAB)andagarosemodifiedpyrolyticgraphiteelectrode.ItwasfoundthatapairofREDOX(oxidation-reduction)peaksof
thecomplexEu3+-N-EoCenappearedontheagarosemodifiedelectrode,whichmovedinanegativeof0.24Vcomparedwith
thepresenceofEu3+ alone.However,aweakirreversiblereductionpeakofthecomplexEu3+ -N-EoCenappearedonthe
DDABmodifiedelectrode.ThebindingconstantβofEu3+toN-EoCen(C-EoCen)andthebindingnumberncouldbeobtained.
Fromtheinterceptandslopethen=2andβ=1.26×107L·mol-1arededucedforN-EoCen,whichindicatedthatastable2∶1complex
ofEu3+-N-EoCenwasformed.ThebindingratiobetweenC-EoCenandEu3+is1∶2,andthebindingconstantβ=1.38×109L·mol-1.

Keywords:centrin;cyclicvoltammetry;DDAB;agarose
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