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ｔｈｏｕｇｈ（ｂｉ）ｃａｒｂｏｎａｔｅｉｓｔｈｅｏｎｌｙｉｎｏｒｇａｎｉｃａｎｉｏｎ
ｗｈｉｃｈｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｓａｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｎｉｏｎｉｎｆｏｒｍｉｎｇａｎ
Ｆｅ３＋ａｎｉｏｎｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｔｅｒｎａｒｙｃｏｍｐｌｅｘ

［１８］．
　　Ａｌｔｈｏｕｇｈｓｅｒｕｍｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｉｓｔｈｏｕｇｈｔｔｏｆｕｎｃ
ｔｉｏｎａｓａｎｉｒｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｐｒｏｔｅｉｎ，ｗｅａｒｅｉｎｔｅｒｅｓｔｅｄ
ｉｎｔｈｅｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙｔｈａｔｉｔｍａｙａｌｓｏｈａｖｅｏｔｈｅｒｆｕｎｃ
ｔｉｏｎｓ．Ｈｅｒｅｗｅｈａｖｅｓｈｏｗｎｔｈａｔｉｔｈａｓｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ．

１　ＭＡＴＥＲＩＡＬＳＡＮＤＭＥＴＨＯＤＳ

１．１　 Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｓｏｄｉｕｍ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｃａ
ｈｙｄｒａｔｅｗａｓｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＳｔｒｅｍＣｈｅｍｉｃａｌｓ．Ｆｅ
ａｔｏｍｉｃａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（１０００μｇ／ｍｌ
Ｆｅｉｎ３％ ＨＮＯ３），２［４（２ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ）１ｐｉｐｅｒａ
ｚｉｎｙｌ］ｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ （Ｈｅｐｅｓ），ｈｕｍａｎｓｅｒｕｍ
ａｐｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ（ａｐｏｈＴＦ，ｃａｔａｌｏｇＮｏ．Ｔ１１４７）ａｎｄ
ｈｏｌｏｈＴＦ （ｃａｔａｌｏｇＮｏ．Ｔ４７７８）ｗｅｒｅｆｒｏｍＳｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ．
　　Ｌｏｗ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎａｐｏｈＴＦ
ｗｅｒｅｒｅｍｏｖｅｄｂｙｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ３ｔｉｍｅｓｗｉｔｈ１０
ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓｂｕｆｆｅｒｐＨ７．４，ｕｓｉｎｇａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ
（ｃｕｔｏｆｆ３００００，ＶＩＶＡＳＣＩＥＮＣＥ）ｔｏｇｉｖｅａｆｉｎａｌ
ｓｔｏｃｋｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｃａ．１ｍｍｏｌ／Ｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｐｏｈＴＦｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＵＶ
ｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｅｘｔｅｎｓｉｏｎｃｏ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｔε＝９３０００Ｌ·ｍｏｌ－１·ｃｍ－１ａｔ２８０ｎｍ［１９］．
１．２　ＮＭＲｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　３１ＰＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｗｅｒｅ
ａｃｑｕｉｒｅｄｉｎ５ｍｍ ＮＭＲｔｕｂｅｓｏｎａＢｒｕｋｅｒＤＭＸ
５００ＮＭＲｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒａｔ２０２ ＭＨｚｗｉｔｈａＴＢＩ
ｐｒｏｂｅｈｅａｄｏｒｏｎａＤＰＸ３６０ＮＭＲｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒａｔ
１４５．８ＭＨｚｗｉｔｈａＱＮＰｐｒｏｂｅｈｅａｄ，ａｎｄｅｑｕｉｐｐｅｄ
ｗｉｔｈｚｆｉｅｌｄｇｒａｄｉｅｎｔｓ，ｕｓｉｎｇｉｎｖｅｒｓｅｇａｔｅｄ１Ｈｄｅｃｏｕ
ｐｌｉｎｇ．Ｔｙｐｉｃａｌｌｙ１Ｄ３１Ｐ｛１Ｈ｝ＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｗｅｒｅａｃ
ｑｕｉｒｅｄｗｉｔｈ５１２ｔｒａｎｓｉｅｎｔｓｉｎｔｏ１６３８４ｄａｔａｐｏｉｎｔｓ
ｏｖｅｒａｓｐｅｃｔｒａｌｗｉｄｔｈｏｆ５．８ｋＨｚ（４０）ｕｓｉｎｇａｒｅ
ｌａｘａｔｉｏｎｄｅｌａｙｏｆ０．６ｓ，ａｔ３１２Ｋｗｉｔｈ１ｈ，２ｈｏｒ５ｈ
ｉｎｔｅｒｖａｌｓ．ＮＭＲｄａｔａｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｏｎ
ａＳｉｌｉｃｏｎ Ｇｒａｐｈｉｃｓｃｏｍｐｕｔｅｒｕｓｉｎｇ ＸＷＩＮ ＮＭＲ
ｓｏｆｔｗａｒｅ（Ｖｅｒｓｉｏｎ３．１，Ｂｒｕｋｅｒ）．
　　Ａｌｌｓａｍｐｌｅｓｆｏｒ３１ＰＮＭＲｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｗｅｒｅｉｎ
１０ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓｂｕｆｆｅｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１０％ Ｄ２Ｏ．Ｓｏ
ｌｕｔｉｏｎｓｏｆｃａ．０．６ｍｌ０．５１．０ｍｍｏｌ／ＬａｐｏｈＴＦ，ｉｎ

ｔｏｗｈｉｃｈａｎａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅｖｏｌｕｍｅｏｆ２００ｍｍｏｌ／Ｌｐｙ
ｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ （ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｌａｒｒａｔｉｏｏｆｐｙｒｏｐｈｏｓ

ｐｈａｔｅ：ａｐｏｈＴＦ＝５１）ｗａｓａｄｄｅｄ．ＴｈｅｐＨｗａｓ
ｆｉｎａｌｌｙａｄｊｕｓｔｅｄｔｏ６．８５，７．４０，ｏｒ８．１５ｗｉｔｈ０．９
ｍｏｌ／ＬＨＣｌＯ４ｏｒＫＯＨ．Ｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｏｆ５ｍｍｏｌ／Ｌ

ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｉｎ Ｈｅｐｅｓｂｕｆｆｅｒｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔ
１／６０ｍｏｌｅｑｕｉｖｅｎｔＦｅ３＋（ｂｙａｄｄｉｎｇｍｉｃｒｏｌｉｔｒｅａｌｉ

ｑｕｏｔｓｏｆＦｅａｔｏｍｉｃｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ａｎｄｆｉｎａｌｌｙ
ａｄｊｕｓｔｉｎｇｐＨｔｏ７．４）ｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔａｎｄ
ａｒｄｓ．
１．３　Ｋｉｎｅｔｉｃｓｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ　Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｏｒｄｅｒ
ｒａｔｅｃｏｎｓｔａｎｔｓ（ｋ）ｆｏｒｔｈｅｃｌｅａｖａｇｅｏｆｐｙｒｏｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｙａｐｏｈＴＦａｔｐＨ６．８５，７．４０，ａｎｄ８．１５，３１２
Ｋｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｆｉｔｔｉｎｇｔｈｅｃｕｒｖｅｓｄｅｓｃｒｉｂｉｎｇｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＰＰｉ）ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｅｑｕａｔｉｏｎ（１）：

　　　　１ｃＰＰｉ＝－ｋｔ＋
１
ｃ０

（１）

ｗｈｅｒｅｃ０ｉｓｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｙｒｏｐｈｏｓ

ｐｈａｔｅ（ａｔｔｉｍｅ０）ａｎｄｃＰＰｉｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｔｔｉｍｅ
ｔ．ｃＰＰｉｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｅｑｕａｔｉｏｎｓ：

　　　　
ｃＰｉ
ｃＰＰｉ＝ｆｒ

（２）

　　　　１２ｃＰｉ＋ｃＰＰｉ＝ｃ０
（３）

ｗｈｅｒｅｃＰｉｉｓｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈａｔｅｆｏｒｍｅｄ
ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｃｌｅａｖａｇｅｐｒｏｃｅｓｓａｎｄｆｒｉｓｔｈｅｒａｔｉｏｏｆ
ｔｈｅ（ａｒｂｉｔｒａｒｙ）ｖｏｌｕｍｅｉｎｔｅｇｒａｌｏｆｔｈｅｐｅａｋｓｆｏｒｐｙ
ｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｖｓｐｈｏｓｐｈａｔｅｏｎｔｈｅ３１ＰＮＭＲｓｐｅｃｔｒａ．
１．４　ｐＨｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ　ＴｈｅｐＨｖａｌｕｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ
ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄａｔ２９８ＫｕｓｉｎｇａＣｏｒｎｉｎｇ２４０ｐＨ
ｍｅｔｅｒｅｑｕｉｐｐｅｄｗｉｔｈａｎＡｌｄｒｉｃｈｍｉｃｒｏｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｃａｌｉｂｒａｔｅｄｗｉｔｈＡｌｄｒｉｃｈｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎｓａｔ

ｐＨ４，７，ａｎｄ１０．ＴｈｅｐＨｖａｌｕｅｓｏｆＮＭＲｓａｍｐｌｅｓｉｎ
１０ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓｂｕｆｆｅｒ／Ｄ２Ｏ９１ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ
ｄｉｒｅｃｔｌｙｉｎｔｈｅＮＭＲｔｕｂｅａｎｄｎｏｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｈａｓ
ｂｅｅｎａｐｐｌｉｅｄｆｏｒｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｕｔｅｒｉｕｍｏｎｔｈｅｇｌａｓｓ
ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ．

２　ＲＥＳＵＬＴＳ

２．１　Ｃｌｅａｖａｇｅｏｆｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｙｈｕｍａｎｓｅｒｕｍ
ａｐｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ　Ｔｈｅｃｌｅａｖａｇｅｏｆｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｙ
ｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｐｏｈＴＦｗａｓｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙ３１ＰＮＭＲ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ．Ｏｎｔｈｅ３１ＰＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆａｐｏｈＴＦ
ｗｉｔｈｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｉｎ１０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｈｅｐｅｓｂｕｆｆｅｒ

ｐＨ７．４ａｔ３１２Ｋ，ｔｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅｐｅａｋｆｏｒｐｙｒｏ
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ｐｈｏｓｐｈａｔｅ（－６．５９）ｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄｓｈｉｆｔｅｄｔｏａ
ｓｌｉｇｈｔｌｙｈｉｇｈｅｒｆｒｅｑｕｅｎｃｙｗｉｔｈｔｉｍｅａｎｄａｎｅｗｐｅａｋ
ａｐｐｅａｒｅｄａｔ２．７４，ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｗｉｔｈ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（Ｆｉｇ１）．Ｔｈｅｒａｔｉｏｓｏｆｔｈｅ（ａｒ
ｂｉｔｒａｒｙ）ｐｅａｋｉｎｔｅｇｒａｌｓｆｏｒｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｖｓ．ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ
ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ａｎｄｔｈｅｌａｔｔｅｒｉｎｔｕｒｎｗｅｒｅｂｅｓｔｆｉｔ
ｔｅｄｗｉｔｈｅｑｕａｔｉｏｎ（１），ｔｏｙｉｅｌｄｔｈｅｓｅｃｏｎｄｏｒｄｅｒ
ｒａｔｅｃｏｎｓｔａｎｔｋ＝（９．５９±０．１０）×１０－４Ｌ·ｍｍｏｌ－１

·ｈ－１（ｒ＝０．９９９）（Ｆｉｇ２，Ｔａｂ１）．Ｔｈｅｒａｔｅｃｏｎｓｔａｎｔ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｏ１．３８×１０－３ Ｌ·ｍｍｏｌ－１·ｈ－１ ｗｈｅｎ
ｔｈｅｐＨｗａｓｒａｉｓｅｄｔｏ８．１５，ｂｕｔｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｏ８．８３×
１０－４Ｌ·ｍｍｏｌ－１·ｈ－１ ｗｈｅｎｔｈｅｐＨｄｒｏｐｐｅｄｔｏ
６．８５（Ｔａｂ１）．

Ｆｉｇ１　３１ＰＮＭＲｓｐｅｃｔｒａａｃｑｕｉｒｅｄａｔ２０２ＭＨｚ

ｆｏｒｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｗｉｔｈａｐｏｈＴＦａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ
Ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｉｎ１０ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ／Ｄ２Ｏ （９１）ａｔ

ｐＨ７．４，３１２ＫａｔａｍｏｌｒａｔｉｏｏｆｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｐｏｈＴＦ （０．９３

ｍｍｏｌ／Ｌ）ｏｆ５１．Ｔｈｅｓｐｅｃｔｒａｗｅｒｅｒｅｃｏｒｄｅｄａｔ０，４．７，１１．７，３１．７，

６９．７，１１９．７，１６８．５，２３８．８，ａｎｄ３１０．３ｈ．ＰＰｉａｎｄＰｉｒｅｐｒｅｓｅｎｔｐｙｒｏ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅａｎｄｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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人血清脱金属铁传递蛋白裂解焦磷酸键的研究
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［摘要］　目的：测定人血清脱金属铁传递蛋白裂解焦磷酸键的反应速率常数。方法：应用３１ＰＮＭＲ技术，在不同ｐＨ值及不

同浓度 ＭｇＣｌ２存在条件下，测定了脱金属铁传递蛋白与焦磷酸二钠反应的核磁共振图谱，根据焦磷酸盐的摩尔浓度（对应于其

谱峰强度）随时间的变化情况，应用动力学公式对数据进行拟合。结果：当人血清脱金属铁传递蛋白（０．５～１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）与焦

磷酸盐的反应摩尔浓度比为１５时，在３１２Ｋ条件下，反应速率常数分别为：８．８３×１０－４Ｌ·ｍｍｏｌ－１·ｈ－１（ｐＨ６．８５）、９．５９×

１０－４Ｌ·ｍｍｏｌ－１·ｈ－１（ｐＨ７．４０）和１．３８×１０－３Ｌ·ｍｍｏｌ－１·ｈ－１（ｐＨ８．１５）。在２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２存在时，ｐＨ７．４０、３１２Ｋ条

件下，反应速率常数为１．２１×１０－３Ｌ·ｍｍｏｌ－１·ｈ－１。结论：人血清脱金属铁传递蛋白能缓慢地将焦磷酸根裂解为磷酸根，反

应具有二级反应动力学性质，Ｍｇ２＋对该裂解反应有弱催化作用。

［关键词］　焦磷酸盐；人血清脱金属铁传递蛋白；裂解；反应速率常数
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