
檵檵檵檵檵

檵檵檵檵檵

殝

殝殝

殝 櫣櫣櫣櫣櫣

櫣櫣櫣櫣櫣

毠

毠毠

毠

研究论文 特邀稿件

二价铜离子对人胰岛淀粉样蛋白（ｈＩＡＰＰ）
（１１～２８）多肽聚集的影响

陆　澄ａ　李　琳ａ　鄢　鹏ａ　张　楠ａ　陈武超ａ　张公军ｂ　周星飞ａ

（ａ宁波大学理学院　浙江 宁波 ３１５２１１；ｂ中国科学院宁波材料技术与工程材料所　浙江 宁波 ３１５２１１）

摘　要　人胰岛淀粉样蛋白（ｈＩＡＰＰ）与Ⅱ型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）密切相关，被认为是导致胰岛 β细胞凋亡的致病
因素之一，研究发现环境因素（如金属离子、ｐＨ值和温度等）对ｈＩＡＰＰ的聚集过程有很大影响。本文采用多种
生物物理的实验方法，研究了二价铜离子对ｈＩＡＰＰ及其片段聚集的影响。原子力显微镜（ＡＦＭ）和硫代黄素Ｔ
（ＴｈＴ）荧光的测量表明，铜离子能够明显地抑制ｈＩＡＰＰ（１１～２８）聚集成纤维，其抑制程度随铜离子浓度的增
加而明显加剧。显微傅里叶变换红外光谱（ＭｉｃｒｏＦＴＩＲ）的结果表明，铜离子能够抑制ｈＩＡＰＰ多肽中α螺旋结
构向β折叠的转变。另外，氨基酸定点突变实验结果表明，ｈＩＡＰＰ（１１～２８）中的组氨酸（Ｈｉｓ１８）可能对多肽的
聚集行为和金属铜离子的相互作用起到了决定性的影响。

关键词　铜离子；人胰岛淀粉样蛋白；Ⅱ型糖尿病
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淀粉样多肽的错误折叠（即从蛋白单体到纤维的形成）与许多退行性疾病有关，如Ⅱ型糖尿病
（Ｔ２ＤＭ），阿尔茨海默氏病（ＡＤ）和帕金森氏病（ＰＤ）［１４］。Ｔ２ＤＭ是一种常见的糖尿病，通常认为它的发
病与人胰岛淀粉样多肽（ｈＩＡＰＰ，也称为人胰淀素）的聚集有密切关系，高达９０％的Ｔ２ＤＭ患者的胰岛β
细胞中存在这种淀粉样沉积［５］，这与老年痴呆症中特征性 β折叠的淀粉样蛋白聚集很类似［６７］。ｈＩＡＰＰ
是由３７个残基组成的多肽，从可溶性的α螺旋／无规卷曲到不溶性的β折叠构象的异常转变就有可能
产生β细胞毒性［８１０］，导致胰岛β细胞功能障碍和死亡。研究表明，淀粉样多肽的聚集不仅与氨基酸种
类和序列密切相关，还与非遗传因素有关。例如，金属离子、ｐＨ值、纳米颗粒、温度和空间约束等［１１１３］。

铜是人体内普遍存在的一种微量元素，成人每天需摄入１～３ｍｇ，正常条件下人脑中自由铜离子浓
度非常低，对神经功能的影响并不显著性。但是 Ｔ２ＤＭ和帕金森症等一些神经退行性疾病的病人体内
的铜离子浓度比正常人高一个数量级［１４１５］。健康人血浆铜离子浓度为（１３０８±２５３）μｍｏｌ／Ｌ，糖尿病
患者或者阿尔茨海默病患者的Ａβ斑块中铜离子浓度高达４００μｍｏｌ／Ｌ［１６］，因此我们选择３种铜离子浓
度（１０、５０和１００μｍｏｌ／Ｌ）来研究其对多肽聚集的影响。目前研究表明，铜离子和 ｈＩＡＰＰ相互作用改变
了多肽的聚集途径和聚集产物［１７１８］。鉴于ｈＩＡＰＰ不同种类的氨基酸对铜离子的作用不同［１９］，我们合成

了不同序列的３个肽片段，分别是ｈＩＡＰＰ（１～１１）、ｈＩＡＰＰ（１１～２８）和ｈＩＡＰＰ（２８～３７）。利用原子力显微
镜（ＡＦＭ）和硫代黄素Ｔ（ＴｈＴ）荧光研究了３种 ｈＩＡＰＰ片段的纤维化趋势及金属铜离子对其聚集的作
用。

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

ＮａｎｏｓｃｏｐｅⅤ型原子力显微镜（ＡＦＭ，德国Ｂｒｕｋｅｒ公司）；ＦｌｕｏｒｏｓｋａｎＡｓｃｅｎｔ型标准型荧光光谱仪（美
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国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；Ｃａｒｙ６６０型傅里叶变换红外光谱仪（ＦＴＩＲ，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。
ｈＩＡＰＰ购于美国ＡｎａＳｐｅｃ公司，纯度≥９６％；ｈＩＡＰＰ（１～１１）、ｈＩＡＰＰ（１１～２８）和 ｈＩＡＰＰ（２８～３７）购

于上海强耀生物科技有限公司，纯度≥９８４７％；ｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｒ）和ｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｓ）购于上海吉尔生化有限
公司，纯度≥９８７６％；氯化铜和硫代黄素 Ｔ（ＴｈＴ）荧光购于上海 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ，磷酸氢二钠８ｍｍｏｌ／Ｌ、氯化钠１３６ｍｍｏｌ／Ｌ、磷酸二氢钾 ２ｍｍｏｌ／Ｌ、氯化钾 ２．６ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值
～７４）购于国药化学试剂有限公司。实验用水为 ＭｉｌｌｉＱ水，其电导率为１８２ＭΩ／ｃｍ。为了制备新鲜
的肽溶液，首先将１ｍｇｈＩＡＰＰ以及各种多肽片段溶解在超纯水（１８２ＭΩ／ｃｍ）中，配制浓度为４ｍｍｏｌ／Ｌ
的储存溶液，保存在－２０℃下，使用前用ＰＢＳ稀释至所需浓度。将 ＴｈＴ荧光试剂用超纯水稀释成浓度
４ｍｍｏｌ／Ｌ的溶液，保存在４℃。实验时将储存的ＴｈＴ试剂稀释为终浓度５０μｍｏｌ／Ｌ。
１．２　ＡＦＭ观察

首先，用ＰＢＳ稀释ｈＩＡＰＰ以及各种不同序列的片段短肽储存溶液，与不同浓度的铜离子混合，使多
肽的最终浓度均为１００μｍｏｌ／Ｌ，然后在３７℃恒温箱中培养３ｄ。接着，将４～５μＬ培养过的样品滴加在
新解离的云母片上，吸附３ｍｉｎ后在室温下自然晾干，用于 ＡＦＭ观察，实验中 ＡＦＭ在空气中采用轻敲
模式观察样品的表面形貌［２０］。ＡＦＭ使用的探针型号为 ＮＳＣ１１（三角形悬臂，爱沙尼亚 ＭｉｋｒｏＭａｓｈ公
司），其典型共振频率为３３０ｋＨｚ，典型弹性常数为５０Ｎ／ｍ，扫描速率为１Ｈｚ。实验数据使用ＮａｎｏＳｃｏｐｅ
Ｖ１．２０软件分析。
１．３　ＴｈＴ荧光方法

为了研究ｈＩＡＰＰ和金属铜离子相互作用的动力学性质，将ｈＩＡＰＰ（１１～２８）溶液分别加入 ＴｈＴ荧光
分子和不同浓度的ＣｕＣｌ２，使多肽和ＴｈＴ的终浓度分别为１００和５０μｍｏｌ／Ｌ，铜离子的浓度分别是０、１０、
５０和１００μｍｏｌ／Ｌ。这些样品被滴加到无盖平底９６孔板（美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司３９２５型多孔板）中进行荧光
测量。每个样品重复３次，每５ｍｉｎ采集１次荧光数据。实验中，所采用的荧光光谱仪的激发波长和发
射波长分别为４４０和４８５ｎｍ。
１．４　ＭｉｃｒｏＦＴＩＲ光谱方法

对于ＭｉｃｒｏＦＴＩＲ测量，分辨率为０４ｃｍ－１，所需样品制备与上述 ＡＦＭ实验相同。ｈＩＡＰＰ（１１～２８）
（终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ）分别和两种不同浓度的铜离子混合（１０和１００μｍｏｌ／Ｌ），３７℃培养３ｄ。在金刚
石样品台表面滴加２～３μＬ的多肽溶液，然后用红外线灯烘干。ＦＴＩＲ分析的数据集中在酰胺Ｉ模式，这
是肽二级结构的一个的重要指标［２１２２］。

２　结果与讨论
２．１　ｈＩＡＰＰ不同片段的聚集行为

图１Ａ是ｈＩＡＰＰ在３７℃下不加金属铜离子时培养３ｄ的ＡＦＭ图，我们可以观察到绝大部分ｈＩＡＰＰ
单体均聚集成了很长的纤维（平均长度约为（２５３±０６９）μｍ，纤维统计数目为７０根）。图１Ｂ～１Ｄ是
３种不同短肽，即ｈＩＡＰＰ（１１～２８）、ｈＩＡＰＰ（１～１１）和 ｈＩＡＰＰ（２８～３７）在相同实验条件下聚集的形貌图。
在３种肽片段中，只有ｈＩＡＰＰ（１１～２８）能够形成纤维状聚集体，绝大部分蛋白单体聚集成了纤维，其长
度大约是（１８１±０４７）μｍ，而ｈＩＡＰＰ（１～１１）和ｈＩＡＰＰ（２８～３７）大部分形成了颗粒状的聚集体。说明
只有全序列的ｈＩＡＰＰ和ｈＩＡＰＰ（１１～２８）片段具有很强的聚集能力，而ｈＩＡＰＰ（１～１１）和ｈＩＡＰＰ（２８～３７）
不具有聚集行为。因此，实验结果表明ｈＩＡＰＰ（１１～２８）片段是ｈＩＡＰＰ多肽聚集的核心区域［２３］。

２．２　铜离子对ｈＩＡＰＰ聚集行为的影响
用ＡＦＭ研究了不同浓度的铜离子对ｈＩＡＰＰ（１１～２８）聚集的影响。通过ＡＦＭ的轻敲模式获得沉积

在云母衬底上的样品的形貌。ｈＩＡＰＰ（１１～２８）与不同浓度的铜离子与ｈＩＡＰＰ（１１～２８）共同培养时，其聚
集行为被明显抑制了。当铜离子的浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ时，的短纤维形成了，如图２Ａ所示，其长度大约是
（０６１±０２０）μｍ；随着铜离子浓度的增加，形成的纤维长度进一步缩短到（０３９±００８）μｍ；当铜离
子浓度达到１００μｍｏｌ／Ｌ时，几乎观察不到纤维的形成，只有大块的颗粒状聚集体，说明铜离子可以很有
效地抑制ｈＩＡＰＰ（１１～２８）的纤维化。
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图１　４种不同序列的肽片段在３７℃环境下培养３ｄ后的ＡＦＭ图像
Ｆｉｇ．１　ＡＦＭｉｍａｇｅｓｏｆｆｏｕｒｐｅｐｔｉｄｅｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃ ｆｏｒｔｈｒｅｅｄａｙｓ
Ａ．ｈＩＡＰＰ（１～３７）；Ｂ．ｈＩＡＰＰ（１１～２８）；Ｃ．ｈＩＡＰＰ（１～１１）；Ｄ．ｈＩＡＰＰ（２８～３７）

图２　铜离子对ｈＩＡＰＰ（１１～２８）纤维化的影响。Ａ～Ｃ是ｈＩＡＰＰ（１１～２８）分别与不同浓度的氯化铜混合培养
３ｄ后的ＡＦＭ形貌及纤维长度统计图
Ｆｉｇ．２　ＡＦＭｉｍａｇｅｓｏｆｈＩＡＰＰ（１１～２８）ｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃ ｆｏｒｔｈｒｅｅｄａｙｓｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｃｏｐｐｅｒｉｏｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（Ａ～Ｃ），ａｎｄｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉａｇｒａｍ（Ｄ）ｏｆｌｅｎｇｔｈｓｏｆｈＩＡＰＰ（１１～２８）ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ
ｃｏｐｐｅｒｉｏｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｃ（Ｃｕ２＋）／（μｍｏｌ·Ｌ－１）：Ａ．１０；Ｂ．５０；Ｃ．１００

为了进一步研究铜离子影响ｈＩＡＰＰ（１１～２８）聚集的动力学过程，利用ＴｈＴ荧光光谱对ｈＩＡＰＰ（１１～
２８）的聚集过程进行监测。ＴｈＴ荧光是用于检测与蛋白质错误折叠相关的淀粉样多肽纤维化的常用方
法，其原理是ＴｈＴ荧光分子可以与蛋白纤维中的β片层结构特异性结合，并在波长４８２ｎｍ附近产生新

９４１　第２期 陆澄等：二价铜离子对人胰岛淀粉样蛋白（ｈＩＡＰＰ）（１１～２８）多肽聚集的影响



的发射峰［２４２５］。

图３　ＴｈＴ荧光光谱检测铜离子影响ｈＩＡＰＰ（１１～
２８）聚集过程
Ｆｉｇ．３　ＫｉｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈＩＡＰＰ（１１～２８）ｆｉｂｒｉｌ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｅｄｂｙＴｈＴｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｈｅ
ａｂｓｅｎｃｅａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｃｕ２＋

ｃ（Ｃｕ２＋）／（μｍｏｌ·Ｌ－１）：ａ．１００；ｂ．５０；ｃ．１０；ｄ．０

如图３所示，对于未引入铜离子的ｈＩＡＰＰ（１１～
２８），ＴｈＴ荧光曲线由初始的滞后期、快速生长期和
具有最大荧光强度的最终平稳期３个阶段组成，这
与文献报道的数据一致［２６］。由图３可知，在 ｈＩＡＰＰ
（１１～２８）溶液中加入不同浓度的铜离子后，ＴｈＴ荧
光强度变弱了。当加入的铜离子浓度较低时（１０和
５０μｍｏｌ／Ｌ），尽管在整个实验过程中我们还是能够
观察到典型的多肽聚集的三阶段曲线，但荧光强度

明显减弱了，说明铜离子抑制了 ｈＩＡＰＰ（１１～２８）的
聚集。这与我们之前ＡＦＭ的观察结果是吻合的。当
铜离子浓度增加到 １００μｍｏｌ／Ｌ时，几乎观察不到
ＴｈＴ荧光的变化，即使经过几天的培养后，ＴｈＴ荧光
强度也很弱，说明引入高浓度的铜离子后多肽的折

叠路径完全改变了［２７］。

进一步利用显微 ＦＴＩＲ（ＭｉｃｒｏＦＴＩＲ）来揭示淀
粉样多肽纤维化过程的构象变化，ＭｉｃｒｏＦＴＩＲ是一
种可以提供关于酰胺 Ｉ带（１６００～１７００ｃｍ－１）和酰
胺Ⅲ带（１２２０～１３３０ｃｍ－１）分子结构信息的光谱技术，酰胺带的不同频率与蛋白质的二级结构成分有
密切的关系。

使用ＭｉｃｒｏＦＴＩＲ监测在铜离子缺失和存在情况下的ｈＩＡＰＰ（１１～２８）的二级结构。图４为加入和未
加入铜离子的ｈＩＡＰＰ（１１～２８）在３７℃下培养３ｄ后典型的ＭｉｃｒｏＦＴＩＲ光谱。对于不加铜离子的ｈＩＡＰＰ

图４　ｈＩＡＰＰ（１１～２８）在加入不同浓度的铜离子后
在３７℃下培养３ｄ后的ＭｉｃｒｏＦＴＩＲ图
Ｆｉｇ．４　 ＭｉｃｒｏＦＴＩＲ ｓｐｅｃｔｒａｏｆｈＩＡＰＰ（１１～２８）
ｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃ ｆｏｒｔｈｒｅｅｄａｙｓｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｒｉｎ

ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＣｕ２＋ｉｏｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｃ（Ｃｕ２＋）／（μｍｏｌ·Ｌ－１）：ａ．１００；ｂ．１０；ｃ．０

（１１～２８），仅在１６２９ｃｍ－１附近出现一个波峰，对应
于典型的β折叠结构［２８］，这意味着ｈＩＡＰＰ（１１～２８）
聚集形成纤维的二级结构以 β折叠为主。相比之
下，当引入１０μｍｏｌ／Ｌ的铜离子后，在１６５２ｃｍ－１附
近出现了一个小肩峰，这个峰可以归因于无规卷曲

或螺旋结构［２９］。实验结果表明，当引入较低浓度的

铜离子时，ｈＩＡＰＰ（１１～２８）聚集体的二级结构主要
为β折叠和α螺旋共存。随着铜离子浓度进一步增
加至１００μｍｏｌ／Ｌ，在１６２９ｃｍ－１处的吸收峰强度急
剧下降，说明聚集体中β折叠结构明显减少，主要是
以α螺旋结构存在。这些结果表明，ｈＩＡＰＰ（１１～
２８）的聚集在铜离子存在下受到明显的抑制。
２．３　ｈＩＡＰＰ中组氨酸的重要作用

Ｃａｒｏｌｉｎａ等［３０］曾利用固体核磁共振实验，发现

铜离子能够和ｈＩＡＰＰ中的组氨酸（Ｈｉｓ１８）有很强的
相互作用。实验中发现铜离子能够抑制 ｈＩＡＰＰ
（１１～２８）的聚集，这很可能是因为片段中的（Ｈｉｓ１８）和铜离子结合影响了其局域的结构［３１］，进而影响了

ｈＩＡＰＰ（１１～２８）的聚集行为。为了验证这一猜想，将Ｈｉｓ１８分别突变成丝氨酸（Ｓｅｒ）和精氨酸（Ａｒｇ），将
这个２个突变后的样品ｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｓ）和ｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｒ）在３７℃下培养３ｄ，发现组氨酸被丝氨酸替换后
出现了图５Ａ所示的短棒状聚集，其长度大约是（０２８±００２）μｍ，明显比 ｈＩＡＰＰ（１１～２８）形成的纤维
（长度为（１８１±０４７）μｍ）要短，说明这种ｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｓ）突变体聚集能力明显下降。当组氨酸被精氨
酸替换后，只观察到颗粒状和块状的聚集体，而且数量较少（图５Ｂ）。以上实验说明，Ｈｉｓ１８在 ｈＩＡＰＰ
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（１１～２８）的聚集中起到很大的作用。当其与铜离子结合后很可能改变了局域的分子结构，从而抑制了
多肽的聚集。

图５　ｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｓ）（Ａ）和ｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｒ）（Ｂ）氨基酸突变后的肽片段在３７℃环境下培养３ｄ后的ＡＦＭ图像
及纤维长度统计图（Ｃ）
Ｆｉｇ．５　ＡＦＭｉｍａｇｅｓｏｆｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｓ）（Ａ）和 ｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｒ）（Ｂ）ｐｅｐｔｉｄｅｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃ ｆｏｒｔｈｒｅｅ
ｄａｙｓ，ａｎｄｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉａｇｒａｍ（Ｃ）ｏｆｌｅｎｇｔｈｓｆｏｒ３ｐｅｐｔｉｄｅｆｒａｇｍｅｎｔｓ

图６　ｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｓ）（Ａ）和ｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｒ）（Ｂ）氨基酸突变后的肽片段在３７℃环境下与５０μｍｏｌ／Ｌ氯化铜混
合培养３ｄ后的ＡＦＭ形貌
Ｆｉｇ．６　ＡＦＭｉｍａｇｅｓｏｆｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｓ）（Ａ）ａｎｄｈＩＡＰＰ（Ｈ１８Ｒ）（Ｂ）ｐｅｐｔｉｄｅｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃ ｆｏｒｔｈｒｅｅ
ｄａｙｓｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ５０μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２

３　结　论
人胰岛淀粉样多肽（ｈＩＡＰＰ）是和Ⅱ型糖尿病密切相关的一类淀粉样多肽，而金属离子对淀粉样多

肽的聚集有很大的影响。初步研究了铜离子和 ｈＩＡＰＰ的相互作用，原子力显微镜和硫代黄素（ＴｈＴ）荧
光的结果表明铜离子能够抑制多肽的聚集，其抑制程度和铜离子的浓度密切相关，而且，铜离子能够明

显改变ｈＩＡＰＰ多肽的聚集途径以及聚集体的二级结构。铜离子能够抑制ｈＩＡＰＰ（１１～２８）多肽的聚集很
可能是与组氨酸（Ｈｉｓ１８）结合，改变了多肽的局域结构。通过这个研究将有助于更加深入地了解铜离子
与ｈＩＡＰＰ（１１～２８）的相互作用，并对Ⅱ型糖尿病的起因有新的理解。
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