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摘　要:利用表面增强拉曼光谱(SERS)技术研究了金属硫蛋白(M T)与脱金属硫蛋白(apo-M T)在粗糙

金表面的吸附行为。 结果表明:M T 通过氨基与金作用;apo-M T 与金的作用位点受制备方法影响:在溶

液中预制的 apo-M T 通过半胱氨酸残基的巯基与金结合 ,在金表面制备的 apo-M T 通过氨基和巯基与金

结合。SERS 更适合于研究 M T 的结构特征。
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Abstract:The adso rption of metallothionein and apo-metallo thionein on roughened Au sur-

faces w as studied by SERS technique.The results indicate that M T is adsorbed via -NH2

g roup on roughened gold surfaces.The adsorpt ion site of apo-M T on Au is determined by the

preparation method of apo-MT .The apo-M T prepared in solution is adsorbed via the -SH

g roup on Au w hereas that prepared on the Au surface is adsorbed via -SH and -NH2.
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1　引言

金属硫蛋白(M etallothionein , M T)是 1957

年 ,由 M argoshes和 Vallee首次从马肾中分离出

来 ,以后发现 M T 广泛存在于动植物和微生物

的组织中 。金属硫蛋白是一种低分子量(约

6000 ～ 7000 Da),富含半胱氨酸(20 个)的蛋白

质 。它的半胱氨酸残基中的巯基可以结合多种

重金属离子 ,如 Zn(Ⅱ), Cd(Ⅱ), Cu(Ⅰ), Hg

(Ⅱ)。目前 ,所了解的 M T 功能主要是:抗氧
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化 、清除自由基 、驱除重金属毒物和平衡体内微

量元素分布 。M T 还与多种疾病密切相关 ,特别

是 Alzheimer ' s 疾病 , Parkinson' s 疾病 和

M enke' s症等一些神经退化性疾病[ 1] 。

M T 的结构与功能密切相关。天然的 M T

中络合了饱和的金属离子 ,因此不含有自由的巯

基 ,也没有二硫键。但是 ,在一定的酸度条件下 ,

M T 可以脱去结合的金属离子(apo-MT),从而

生成自由的巯基 。新产生的巯基迅速从蛋白内

部翻转到外部 ,便于硫蛋白的再次结合金属离

子[ 2] 。但是 ,自由的巯基容易氧化形成二硫键 ,

从而导致蛋白质变性 ,失去络合金属离子的功

能。因此 ,从分子水平认识 M T 的结构特征 ,对

于理解 MT 的生物特性和生理功能具有重要意

义。

激光拉曼光谱能从分子水平上获得各种物

质详细的化学结构信息。它以信息丰富 、制样简

单 、水的干扰小 ,破坏性小等独特的优点 ,在化

学 、材料 、生物 、医药卫生等领域得到广泛的应

用。近年来 ,激光拉曼光谱已被越来越多的应用

于M T 的研究 。Shi等人应用 FT -Raman ,对

Cu4Zn3-M T(Ⅲ), Cd5Zn7 -MT(Ⅰ),Cd5Zn7 -

M T(Ⅱ)和 Zn7 -M T(Ⅰ)的固态样品进行了分

析 ,得到了结合不同金属离子的 M T 的二级结

构的信息[ 3] 。Domènech等用同样的方法研究了

软木橡树 M T(QsM T),结果表明:含 Zn与含 Cd

的 QsM T 二级结构主要以 β折叠(约 60%)的形

式存在 ,而缺少α螺旋;而 Cd-QsM T 与 Zn-

QsM T 相比 , β折叠的比例略有升高 , β转角相应

减少[ 4] 。上述工作所选用的激发光波长为 1064

nm ,功率为 100 ～ 200 mW 。实验中如果选择固

态样品 ,需要用到大量的样品;而如果采用较低

浓度进行检测时 ,常规 Raman 的检测限又难以

达到要求。表面增强拉曼光谱(SERS)技术利用

Ag或者 Au 的粗糙的基底产生的表面增强效

应 ,使得吸附在基底上分子的拉曼得到高达百万

倍的增强 ,在单分子拉曼的检测中 ,增强因子更

是高达 14个数量级 ,有效地克服了普通 Ram an

光谱灵敏度低的缺点 ,使得拉曼光谱在微量检测

甚至单分子检测方面获得重要的应用[ 5 , 6] 。并

且在溶液中生物样品有了水层的保护 ,可以减小

了激光对样品的破坏 ,成为研究生物样品的一种

有效的手段。

本文采用粗糙金电极作为 SERS基底 ,应用

表面增强拉曼光谱技术研究了溶液中金属硫蛋

白(M T)与脱金属硫蛋白(apo -M T)在粗糙金

表面的吸附行为 。

2　实验

2.1　试剂

由兔肝提取的 Zn7-M T(Ⅱ)(湖南麓谷生

物科技有限公司),高纯盐酸(99.999%)和 NaCl

(Alfa Aesar 公司)。其余试剂均为分析纯 。所

有溶液均用 18.0 ΜΨ·cm 的超纯水配置。

2.2　仪器

拉曼光谱测量采用 LabRam Ⅰ型共焦显微

拉曼系统(法国 Horiba/ JY 公司),共焦显微物镜

为 50倍长焦镜头 ,谱仪的狭缝宽度为 200 μm ,

针孔大小为 800 μm ,激发线为 632.8 nm ,到达

样品表面功率为 0.4 mW 。SERS 基底的制备在

CHI631A 型电化学分析仪(上海辰华仪器公司)

上进行 。

2.3　SERS基底的制备

工作电极是直径约为 2 mm 的多晶金电极

(纯度>99.99%),辅助电极为铂环电极 ,参比电

极为饱和甘汞电极 。金电极使用前分别经 6#

金相砂纸 、1.0 μm 、 0.3 μm Al2O3 粉抛光至镜

面 ,置于超纯水中超声清洗 3次 。经超声清洗后

的金电极先进行电化学清洗 ,电解质溶液为 0.5

mol/L H2SO4 ,扫描电位区间为-0.2 V ～ 1.4

V ,扫描速度 100 mV/ s ,得到一稳定的氧化还原

循环伏安图后转移入 0.1 mol/L 的 KCl溶液中

开始粗糙 ,起始电位为-0.3 V ,以 1 V/ s的速度

扫描到电位上限+1.2 V ,并在此电位停留 1.2 s

之后再以 0.5 V/ s的速度回到起始电位 ,并且保

持 30 s , 让电极表面的氧化物得到充分的还

原
[ 7]
。如此循环 25 次 ,即可得到一暗红色的具

有 SERS 效应的表面。基底用大量超纯水清洗

后备用 。

2.4　apo-MT在 SERS基底上的组装方法

所用 M T 溶液由 Zn7 -M T(Ⅱ)溶于 10

m mol/L 的 NaCl溶液中制得 ,浓度为 0.8 mmol/

L。去金属离子 M T(apo-M T)的组装方法分为

两种:

1)表面制备法:首先将新制备好的 SERS 基

底直接浸渍在Zn7-MT(Ⅱ)溶液中 30分钟 ,使
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Zn7-M T(Ⅱ)充分吸附在基底表面;用大量超

纯水冲洗掉表面剩余的溶液;然后将基底浸泡在

pH=2的 HCl溶液中 30分钟 ,使 Zn7-M T(Ⅱ)

中的 Zn
2+
完全解离 ,从而在 SERS 基底表面直

接制得 apo-M T 。将基底用大量超纯水冲洗后

准备 Raman光谱的检测 。

2)溶液制备法:直接将 Zn7 -M T(Ⅱ)溶液

与 pH=2的 HCl混合 30分钟 ,在溶液本体中直

接制得 apo-M T ;然后将新制备的SERS基底浸

渍在制得的 apo-M T 溶液中 30分钟使其充分

吸附;用大量超纯水冲洗掉表面剩余溶液 ,准备

Raman光谱的检测。

3　结果与讨论

图1是 Zn7-M T 和 apo-M T 的结构示意

图 。如图 1A所示 , M T 是一种高巯基含量的蛋

白 。二维 NM R及 X 射线晶体衍射研究发现 ,

Zn7-M T 分子呈亚铃状 ,由 2个大小相当(直径

1.52 nm)的结构域(α和 β)构成 ,其中 C 端α结

构域包含 11 个半胱氨酸(Cys),可以结合 4 个

Zn2+;N 端 β 结构域包含 9 个 Cys , 3 个 Zn2+。

Zn7-M T 分子不含二硫键 ,也没有游离的巯基

(-SH)存在 ,金属离子与巯基的结合使 M T 分

子呈现出独特的金属硫四面体络合结构[ 8] 。而

当 M T 逐步脱去金属形成 apo -M T 时 ,其二级

结构基本保持不变 ,只是脱去金属的游离巯基从

蛋白质内部翻转到外部 ,如图 1B所示
[ 2]
。

Fig.1　The structure image of Zn7-MT(A)and apo-MT(B).Key:1 ,N;2 , metal ions;3 , S.

　　图 2分别列出了 Zn7-MT(Ⅱ)、以及采用

两种不同方法制备的 apo-M T 在粗糙金表面的

SERS谱图 ,三张谱图在低波数区域表现出明显

差异。Zn7-M T(Ⅱ)(A)在 243 cm-1处有一尖

峰 ,280 cm
-1
处有一强度较弱的宽峰;在金表面

制备的 apo-M T(B)在 241 cm-1处的峰略为降

低 ,而 282 cm-1处的宽峰相对强度比(A)明显增

强;在溶液中预制的 apo-M T(C)在240 cm-1左

右无明显的峰 ,而在 284 cm
-1
处有一宽峰 ,有可

能是 240 cm-1与 284 cm-1的峰叠加而成 , 但

240 cm -1处峰的相对强度明显减弱 。文献报道 ,

240 cm-1左右应为 Au -N 成键峰[ 9] , 而 280

cm
-1
左右应为 Au-S 成键峰

[ 4]
。由此可知 ,Zn7

-M T(Ⅱ)在金表面以Au-N成键为主 ,辅以少

量的 Au-S成键;在金表面制备的 apo-M T 其

Au-S 成键的含量明显增加;而溶液中预制的

apo-M T 在金表面则主要以 Au-S成键 。这样

的表面成键差异是由 Zn-S 和 Au-S 的不同成

键能力决定的。原始兔肝 Zn7-M T(Ⅱ)的半胱

氨酸中的巯基都被 Zn2+络合 ,蛋白中没有自由

的巯基(自由结构如图 1A 所示),因此 ,当它与

粗糙金基底结合时 ,主要以氨基酸残基中的 N

原子与金作用 , 形成 Au -N 键 。但是 , 由于

Zn2+与巯基的结合能力较 Au-S 弱 ,因此在与

Au基底结合时 ,部分与金基底相邻且构型变化

位阻小的 Zn-S 键容易断裂 ,从而生成少量的

Au-S 键(如图 2A 所示)。此时再用盐酸将残

留的 Zn2+洗脱 ,半胱氨酸中的巯基迅速从蛋白

内部翻转到外部 ,其中那些与金基底距离近 ,并

且有足够的结合空间的巯基与金基底作用 ,形成

Au-S 键 ,因此 , Au -S 键含量显著增加 , 如图

2B所示。在溶液中预制的 apo -M T ,其巯基已

经完全翻转到了蛋白外部(自由结构如图 1B 所

示),与金基底结合时 ,由于 Au-S 成键要强于
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Au-N 成键 ,主要以 Au-S 键结合 ,因此在图

2C中 ,主要是Au-S成键峰了。

Fig.2　The SERS spectra of Zn7-MT(Ⅱ)(A), apo-

MT prepared on the surface of roughened Au

substrate(B)and apo-MT prepared in the so-

lution in advance and then dropped on the

roughened Au substrate (C).The acquisition

time was 10 s , the laser power at the sample

was 0.4 mW.

Fig.3　Time evolution of the SERS spectra of Zn7-MT

(Ⅱ)with 0.4 mW of laser power at the sam-

ple.The sampling interval is 5 min.The ac-

quisition time for each spectrum was 10 s

根据固相 Raman光谱的结果 , M T 二级结

构的特征谱峰主要出现在 1500 ～ 1700 cm-1范

围[ 3] ,这一范围与生物样品的碳化区域(1580

cm-1)相重叠。因此 ,要研究 M T 的结构特征 ,

首先要避免它的碳化 。Pet tinger等人认为 ,有两

种方法判断被分析物是否碳化[ 10] 。一是 ,光谱

随时间的变化一般是瞬时的 ,非破坏性的过程 ,

谱峰往往是明确的 ,基本一致的 。而碳化则意味

着谱峰会产生重大的 ,永久的改变 。二是 ,碳化

往往在 1350 cm-1和 1580 cm-1左右有典型的 C

的宽带结构 。

图 3是 Zn7-M T(Ⅱ)随时间变化的表面增

强拉曼光谱 ,时间间隔为 5 min 。从图中可以看

出 ,两次所采集的谱图变化很小 ,可以认为 Zn7

-M T(Ⅱ)基本没有碳化分解。

Fig.4　Time evolution of the SERS spectra of apo-MT

prepared on the surface of roughened Au sub-

strate with 0.4 mW of laser power at the sam-

ple.The sampling interval is 5 min.The ac-

quisition time for each spectrum was 10 s

图 4和图 5分别为在金表面制备的 apo -

M T 和在溶液中预制的 apo-M T 随时间变化的

SERS谱图 ,时间间隔均为 5 min 。可以看到 , 5

min后 ,在金表面制备的 apo-M T 在 1600 cm-1

的宽峰明显增强(图 4);而在溶液中预制的 apo

-M T ,其 5 min后的 SERS 图(B)与初始图(A)

相比较 ,不但 1600 cm-1的宽峰强明显增强 ,而

且出现了一些新的峰(1307 cm-1 , 1622 cm -1)

(图 5)。以上现象说明 ,随着时间的累积 , apo -

M T 已经逐步碳化分解 。这是因为金属硫蛋白

脱掉金属离子后 ,其 20个半胱氨酸中的巯基具

有高活性 ,容易被快速氧化及水解消化 ,从而加

速蛋白质的碳化
[ 2]
;而络合了金属离子的 M T ,

由于没有游离的巯基 ,能较稳定的存在于金表

面 。实验还发现:改变激光功率和采谱时间 ,在

能得到 SERS信号的实验条件下均能观察到 apo

176 光　　散　　射　　学　　报 　第 20 卷



FIg.5　Time evolution of the SERs spectra of apo-MT

prepared in the solution in advance with 0.4

mW of laser power at the sample.The sam-

pling interval is 5 min.The acquisition time

for each spectrum was 10 s

-M T 的碳化现象 ,而过度的降低激光功率和减

少采谱时间 ,会导致得不到 apo -M T 的 SERS

谱图 。因此 ,可以认为 , SERS 可以应用于研究

络合了金属离子的 M T 的二级结构的特征 ,但

是却不适合研究 apo-M T 的二级结构。

3　结论

本文研究表明 , MT 通过氨基与金作用;apo

-M T 与金的作用位点受制备方法影响:在溶液

中预制的 apo-M T 通过半胱氨酸残基的巯基与

金结合 ,在金表面制备的 apo-M T 通过氨基和

巯基与金结合 。SERS 可以应用于研究络合了

金属离子的 MT 的二级结构的特征 ,但是却不

适合研究 apo-M T 的二级结构 。
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