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微生物胞外聚合物 γ⁃聚谷氨酸分子微观构型变化中
的离子特异性效应
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摘要：微生物胞外聚合物对金属离子的络合影响其形态、流动性、生物利用度和生物修复的效率，在生物处理和生物修复中起到关键作用．本文

研究了一种常见土壤微生物地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｆｏｒｍｉｓ）生产的胞外聚合物 γ⁃聚谷氨酸（γ⁃ＰＧＡ）与钙、镁、铅离子结合前后的分子构型

变化．结果表明，ｐＨ 对 γ⁃ＰＧＡ 的二级结构具有显著影响，而离子强度（０ ～ ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）对 γ⁃ＰＧＡ 的二级结构影响不大．Ｃａ２＋和 Ｍｇ２＋的加入对

γ⁃ＰＧＡ二级结构并无影响，而 Ｐｂ２＋的加入则对γ⁃ＰＧＡ二级结构产生了显著影响．酸性条件下，γ⁃ＰＧＡ结构通过两种分子内氢键稳定，形成稳定的

α⁃螺旋结构，随着 ｐＨ 上升，侧链和骨架之间的氢键被破坏，加上不断增加的静电排斥力，使其 α⁃螺旋结构向更加无规的 β⁃折叠和无规线团结

构转变．Ｐｂ２＋的加入不仅会破坏侧链和骨架之间的氢键，还可能破坏骨架中 ＣＯ 和 ＮＨ 之间的氢键．而 Ｎａ＋、Ｃａ２＋和 Ｍｇ２＋虽然能够与γ⁃ＰＧＡ络合，
却无法改变γ⁃ＰＧＡ的二级结构．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

微生物胞外聚合物作为金属离子的 “载体”

（Ｂｈａｔｎａｇａｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１７），在生物处理和生物修复中

起到关键作用（Ｓｅｖｉｏｕｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１９），它对金属离子

的络合影响其形态、流动性、生物利用度和生物修
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复 的 效 率 （ Ｔｏｕｒｎｅｙ ｅｔ ａｌ．， ２０１４； Ｄｅｃｈｏ ｅｔ ａｌ．，
２０１７）．尤其是对于不会发生微生物或化学降解的重

金属离子，微生物胞外聚合物的存在对于重金属离

子的迁移、转化和归宿具有重要影响．由于微生物胞

外聚合物广泛分布于水体系和土壤中，因而了解它

对重金属迁移的影响可以帮助评估重金属的生态

风险，并且有助于微生物胞外聚合物对污染土壤和

水体系的生物处理和生物修复的应用．
地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｆｏｒｍｉｓ）是一种常

见的土壤微生物，可生产 γ⁃谷氨酸（γ⁃ＰＧＡ）胞外聚

合物．该胞外聚合物也可由其他芽孢杆菌属细菌产

生，如枯草芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌、短小芽孢杆

菌、莫氏芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌和炭疽芽孢杆

菌等 （ Ｂａｊａｊ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； Ｏｇｕｎｌｅｙｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１５；
Ｓｉｒｉｓａｎｓａｎｅｅｙａｋｕｌ ｅｔ ａｌ．， ２０１７）．γ⁃ＰＧＡ分子的侧链中

含有羧基，可与阳离子结合．γ⁃ＰＧＡ因其在水处理中

去除重金属的潜在应用而具有特殊的研究意义（Ｘｕ
ｅｔ ａｌ．， ２０１５； Ｓａｋａｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ．， ２０１６）．

γ⁃ＰＧＡ与金属离子的结合性能最早由 Ｍｃｌｅａｎ
等（１９９０ａ； １９９２ｂ）研究，研究结果发现 Ｃｕ２＋、Ａｌ３＋、
Ｃｒ３＋和 Ｆｅ３＋有促进γ⁃ＰＧＡ絮凝的作用，而 Ｎａ＋、Ｍｇ２＋、
Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋ 和 Ｎｉ２＋ 却不能，认为不同金属离子与

γ⁃ＰＧＡ的结合性能受到γ⁃ＰＧＡ自身及离子的物化性

质影响．Ｙａｏ 等（２００７）发现在 ｐＨ 为 ３ ～ ６ 时，γ⁃ＰＧＡ
吸附重金属 Ｃｒ３＋、Ｃｕ２＋、Ｎｉ２＋ 的量随着 ｐＨ 的增加而

增大，且吸附量 Ｑ（Ｃｒ３＋） ＞Ｑ（Ｃｕ２＋） ＞ Ｑ（Ｎｉ２＋）．Ｈｅ
等（２０００）利用衰减全反射－傅里叶变换红外光谱

（ＡＴＲ⁃ＦＴＩＲ）研究了γ⁃ＰＧＡ与 Ｕ（ＶＩ）的相互作用，认
为在不同条件下聚合物构型的变化可能影响暴露

的表面官能团的数量和性质，而表面官能团是结合

金属的位点，从而导致γ⁃ＰＧＡ与 Ｕ（ＶＩ）在不同条件

下结合性能的差异．γ⁃ＰＧＡ自身的构型主要有 α⁃螺
旋结构、β⁃折叠和无规线团 ３ 种（Ｈｅ ｅｔ ａｌ．， ２０００）．
然而这种由于阳离子自身的物化性质（离子特异

性）和γ⁃ＰＧＡ自身分子构型变化对γ⁃ＰＧＡ吸附金属

离子产生的影响，却未在γ⁃ＰＧＡ与金属离子之间的

相互作用研究中被深入解析．
因为 Ｐｂ２＋是一种重要的有害重金属并且能够

有效地对γ⁃ＰＧＡ絮凝，而常见的二价金属阳离子

Ｃａ２＋和 Ｍｇ２＋对γ⁃ＰＧＡ无絮凝作用．因此，本研究的目

的是利用圆二色谱（ＣＤ）获得γ⁃ＰＧＡ结合重金属离

子 Ｐｂ２＋前后的二级结构变化，并与常见二价金属离

子 Ｃａ２＋和 Ｍｇ２＋比较，同时结合 Ｚｅｔａ 电势、吸附量、红

外光谱等技术，深入解析γ⁃ＰＧＡ与金属离子相互作

用时的离子特异性机理，以期为微生物胞外聚合物

对金属离子的迁移、转化和归宿产生的重要影响提

供参考．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 γ⁃ＰＧＡ的纯化

本实验所用的γ⁃ＰＧＡ购买自广东迪美生物技术

有限公司，为地衣芽孢杆菌（Ｂ． ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ） ＡＴＣＣ
９９４５Ａ 发酵生产．将所购的γ⁃ＰＧＡ（５％ ｗ ／ ｗ）溶液用

载有分子截留量为 １０ ｋＤａ 聚醚砜超滤膜的装置

（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司，美国）浓缩，再加入 ５ ～ ６ 倍体积的

去离子水稀释，反复浓缩和稀释至少 １０ 次，以去除

离子和小分子物质．随后对获得的γ⁃ＰＧＡ浓缩液用

０．２２ μｍ 亲水性 ＰＴＦＥ 过滤膜过滤并冻干．获得的

γ⁃ＰＧＡ固体保存在干燥器中．
２．２　 γ⁃ＰＧＡ的表征

γ⁃ＰＧＡ样品水解后， 通过薄层色谱分析法

（ＴＬＣ）确认水解液中只含有谷氨酸，同时利用比色

法测定水解液中的谷氨酸含量（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１７）．
γ⁃ＰＧＡ水解液中的金属含量使用电感耦合等离子体

质谱仪 （ ＩＣＰ⁃ＭＳ，７７００Ｘ，Ａｇｉｌｅｎｔ Ｉｎｃ．，美国） 分析．
γ⁃ＰＧＡ的分子量使用配有 Ｗａｔｅｒｓ ＵｌｔｒａｈｙｄｒｏｇｅｌＴＭ

Ｌｉｎｅａｒ 柱和示差折光检测器的凝胶渗透色谱（ ＬＣ⁃
２０Ａ，Ｓｈｉｍａｄｚｕ，日本）测定．凝胶渗透色谱实验条件

为：流动相为 ０．０１ ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸⁃柠檬酸钠缓冲液

（ｐＨ ５．０），流速为 ０．５ ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温 ３５ ℃，进样体

积为 １０．０ μＬ，运行时间为 ３０ ｍｉｎ．使用单分散的一

系列 ＰＥＯ 标准品（Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｐｏｌｙｍｅｒ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ Ｃｏ．，
Ｍｐ范围为 ８３６００～１００１０００）进行分子量标定．
２．３　 圆二色谱（ＣＤ）测试

ＣＤ 实 验 采 用 Ｃｈｉｒａｓｃａｎ 光 谱 仪 （ Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｐｈｏｔｏｐｈｙｓｉｃｓ Ｃｏ．，英国），使用 １ ｃｍ 石英比色皿，采
集波长为 １９０ ～ ２６０ ｎｍ． γ⁃ＰＧＡ溶液的浓度为 １０
ｍｇ·Ｌ－１，使用微量 ＨＣｌ 和 ＮａＯＨ 调节 ｐＨ．由于 ＮａＣｌ
会对 ＣＤ 信号产生影响，故使用 ＮａＦ 调节溶液离子

强度． ＣＤ 光谱利用软件 ＣＤＮＮ ２． １ （ ＧｅｒａｌｄＢöｈｍ，
Ｍａｒｔｉｎ⁃Ｌｕｔｈｅｒ⁃ＵｎｉｖｅｒｓｉｔäｔＨａｌｌｅ⁃Ｗｉｔｔｅｎｂｅｒｇ，德国）进行

分析，以获得 γ⁃ＰＧＡ二级结构中 α⁃螺旋、 β⁃折叠、
β⁃转角和无规线团的含量．
２．４　 伏安极谱滴定

伏安极谱法可有效地区分溶液中游离和结合

金属离子的含量（ｄ′Ａｂｚａｃ ｅｔ ａｌ．， ２０１０； Ｙｉｎ ｅｔ ａｌ．，
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２０１３）．溶液状态下的γ⁃ＰＧＡ ／ Ｐｂ２＋结合量使用 ７９７ＶＡ
Ｃｏｍｐｕｔｒａｃｅ（Ｍｅｔｒｏｈｍ，瑞士）极谱法测量，工作电极

为静态滴汞电极，参比电极为 Ａｇ ／ ＡｇＣｌ，对电极为

Ｐｔ，仪器参数列于表 １．

表 １　 伏安极谱法参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｐｏｌａｒｏｇｒａｐｈｉｃ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ

参数 设置

模式 差分脉冲

工作电极 静态滴汞电极

扫描速度 ８ ｍＶ·ｓ－１

电压阶跃 ４ ｍＶ

电压阶跃时间 ０．５ ｓ

脉冲幅度 １０ ｍＶ

脉冲时间 ４０ ｍｓ

扫描电压范围 －０．６ ～ －０．２ Ｖ

用于伏安极谱法测定的溶液含有 １０ ｍｇ·Ｌ－１

γ⁃ＰＧＡ和 １０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＮＯ３支持电解质．溶液的初

始体积为 ２０ ｍＬ，搅拌溶液并通过加入微量的 ＮａＯＨ
或 ＨＮＯ３溶液调节至所需的 ｐＨ，测量温度为 ２５ ℃ ．
在通氮气 ５ ｍｉｎ 后对初始γ⁃ＰＧＡ溶液进行空白扫

描，之后每次滴加 ２５ 或 ５０ μＬ ７． ７ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｐｂ（ＮＯ３） ２ 并 调 节 ｐＨ， 通 氮 气 ５ ｍｉｎ 后 测 量．
γ⁃ＰＧＡ ／ Ｐｂ２＋结合量可通过滴定曲线获得．
２．５　 Ｚｅｔａ 电势测定

Ｚｅｔａ 电势采用美国 Ｎａｎｏ Ｂｒｏｏｋ Ｏｍｎｉ 多角度粒

度及高灵敏度 Ｚｅｔａ 电位分析仪分析．为了获得足够

的信号，Ｚｅｔａ 电势测定时γ⁃ＰＧＡ的浓度为 １ ｇ·Ｌ－１，
离子强度为 １０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ，氯化钙或氯化镁的

浓度与γ⁃ＰＧＡ谷氨酸结构单元的比例为 １∶ ２（由于

γ⁃ＰＧＡ与金属离子的作用基团为侧链上的羧基，所
以将γ⁃ＰＧＡ的量归一化为γ⁃ＰＧＡ谷氨酸结构单元的

量，一个谷氨酸结构单元含一个羧基）．ｐＨ 用 ＨＣｌ 和
ＮａＯＨ 调节，溶液测试前使用 ０．４５ μｍ 亲水性 ＰＴＦＥ
针式过滤器过滤．样品测定温度为 ２５ ℃，每个样品

平行检测 ３ 次，每次扫描至少 １０ 次，测定结果使用

Ｚｅｔａ 电势质量报告进行评估，确保正确性．
２．６　 傅里叶红外光谱（ＦＴＩＲ）分析

γ⁃ＰＧＡ、γ⁃ＰＧＡ ／ ＣａＣｌ２和γ⁃ＰＧＡ ／ ＭｇＣｌ２为溶液状

态，故采用衰减全反射（ＡＴＲ） ＦＴＩＲ 进行分析．为了

在红外光谱中获得足够的信号，γ⁃ＰＧＡ的浓度为 ４０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１谷氨酸结构单元，ＣａＣｌ２或 ＭｇＣｌ２的浓度为

２０、４０ 和 ８０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ．溶液 ｐＨ 用 ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ
调节至 ６．５，检测器为 ＲＴ－ＤＬａＴＧ（Ｂｒｕｋｅｒ 公司，德

国），光谱仪为 Ｔｅｎｓｏｒ ＩＩ ＦＴＩＲ（Ｂｒｕｋｅｒ 公司，德国），
使 用 水 平 衰 减 全 反 射 （ ＡＴＲ ） 附 件 （ ＰＩＫＥ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，德国）测量 １ ｍＬ 液体样品，采集波数

范围为 ４０００～４００ ｃｍ－１，以 ４ ｃｍ－１分辨率进行 １６ 次

扫描．通过从样品光谱中减去去离子水的光谱获得

最终的 ＡＴＲ⁃ＦＴＩＲ 光谱．
在 ｐＨ ５．０ 的γ⁃ＰＧＡ溶液（１ ｍｍｏｌ·Ｌ－１谷氨酸结

构单元）中加入 １ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＰｂＣｌ２后迅速出现沉淀，
将沉淀物用 ０．４５ μｍ 的滤膜过滤并用去离子水洗涤

以去除残留的离子，冻干后直接与 ＦＴＩＲ 级 ＫＢｒ 粉

末混合进行测试．为了比较，使用 ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＨＣｌ 或
ＮａＯＨ 调节γ⁃ＰＧＡ溶液（１０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１谷氨酸结构单

元）至 ｐＨ３．０、５．０ 和 ７．０，冻干并进行 ＦＴＩＲ 测试．所
有样品均在 Ｔｅｎｓｏｒ ＩＩ ＦＴＩＲ 仪器 （ Ｂｒｕｋｅｒ 公司，德
国）上测试．

３　 结果和讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

３．１　 γ⁃ＰＧＡ表征

通过 ＴＬＣ 分析确认γ⁃ＰＧＡ水解液中只含有谷氨

酸，比 色 法 测 得 谷 氨 酸 含 量 为 （ ７． ００ ± ０． ２１ ）
ｍｍｏｌ·ｇ－１ ．γ⁃ＰＧＡ中的主要金属离子为 Ｎａ，含量为

（２４．４１±０．２７） ｍｇ·ｇ－１，占 ２．４４％．另外含有微量 Ｍｇ
和 Ｋ，其含量分别为（０．２３±０．００１） ｍｇ·ｇ－１和（０．７８±
０．０２） ｍｇ·ｇ－１ ．其余金属离子，包括 Ｐｂ、Ｃｕ、Ｎｉ、Ｃｄ、
Ｃｒ、Ａｌ、Ｚｎ 和 Ｂａ，在γ⁃ＰＧＡ中未被检测出或可忽略不

计（＜０．０２ ｍｇ·ｇ－１）．基于谷氨酸和金属离子含量结

果，γ⁃ＰＧＡ样品主要以 γ⁃ＰＧＡ酸 （ γ⁃ＰＧＡ⁃Ｈ， ５． ９４
ｍｍｏｌ·ｇ－１ ） 形 式 存 在， 一 小 部 分 γ⁃ＰＧＡ 以 钠 盐

（γ⁃ＰＧＡ－Ｎａ， １．０６ ｍｍｏｌ·ｇ－１）形式存在．γ⁃ＰＧＡ的纯

度测定为 ９３％，分子量（Ｍｗ）为 ２．５９×１０５ ｇ·ｍｏＬ－１ ．
３．２　 ｐＨ 和离子强度对γ⁃ＰＧＡ二级结构的影响

图 １ 显示的是不同 ｐＨ（０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＦ）和不

同离子强度（ｐＨ ５．０）条件下典型的 ＣＤ 谱图．而利

用 ＣＤ 光谱软件 ＣＤＮＮ ２．１ 获得的γ⁃ＰＧＡ二级结构

中 α⁃螺旋、β⁃折叠、β⁃转角和无规线团的含量则如图

２ 所示．γ⁃ＰＧＡ的 ｐＫａ为 ４．８６（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１７），图
２ａ 中的插图说明了 ｐＨ 对γ⁃ＰＧＡ中γ⁃ＰＧＡ⁃Ｈ 组分含

量的影响，即 ｐＨ 为 ３．０ 时，γ⁃ＰＧＡ主要以γ⁃ＰＧＡ⁃Ｈ
形式存在，当 ｐＨ 从 ３．０ 增加到 ７．０ 时，γ⁃ＰＧＡ⁃Ｈ 电

离形成阴离子γ⁃ＰＧＡ－ 形式．随着 ｐＨ 从 ３．０ 上升到

６．７，γ⁃ＰＧＡ二级结构中的 α⁃螺旋含量下降，且其下

降趋势与γ⁃ＰＧＡ⁃Ｈ 含量随 ｐＨ 上升而下降的趋势一

致．同时，γ⁃ＰＧＡ二级结构中的 β⁃转角含量略微下
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降，β⁃折叠和无规线团结构含量上升．与 ｐＨ 相比，离
子强度在 ０ ～ ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１的范围内对γ⁃ＰＧＡ的二级

结构影响不大．

图 １　 不同 ｐＨ 时 １０ ｍｇ·Ｌ－１γ⁃ＰＧＡ（０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＦ）的 ＣＤ 光谱（ ａ）和 ｐＨ 为 ５．０ 时不同离子强度（０、１、１０、５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＦ）下 １０

ｍｇ·Ｌ－１ γ⁃ＰＧＡ的 ＣＤ 光谱（ｂ）

Ｆｉｇ．１　 Ｔｙｐｉｃａｌ ＣＤ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ １０ ｍｇ·Ｌ－１γ⁃ＰＧＡ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ ｖａｌｕｅｓ （０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＦ） （ａ） ａｎｄ ｔｙｐｉｃａｌ ＣＤ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ １０ ｍｇ·Ｌ－１γ⁃ＰＧＡ
ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｏｎｉｃ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｖａｌｕｅｓ （ｐＨ ５．０） （ｂ）

图 ２　 ｐＨ 和离子强度（０、１、１０、５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＦ）对 １０ ｍｇ·Ｌ－１γ⁃ＰＧＡ的 α⁃螺旋（ａ）、β⁃折叠（ｂ）、β⁃转角（ｃ）和无规线团（ ｄ）结构的影响

（（ａ）中的插图为γ⁃ＰＧＡ中γ⁃ＰＧＡ⁃Ｈ 组分含量随 ｐＨ 的变化）

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐＨ ａｎｄ ｉｏｎｉｃ ｓｔｒｅｎｇｔｈ （０， １， １０， ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＦ） ｏｎ ｔｈｅ α⁃ｈｅｌｉｘ （ａ）， β⁃ｓｈｅｅｔ （ｂ）， β⁃ｔｕｒｎ （ｃ） ａｎｄ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ （ｄ） ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ

ｏｆ １０ ｍｇ·Ｌ－１γ⁃ＰＧＡ（ｔｈｅ ｉｎｓｅｔ ｉｎ （ａ） ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ γ⁃ＰＧＡ⁃Ｈ ｆｒａｃｔｉｏｎ）

　 　 γ⁃ＰＧＡ的二级结构受分子内作用力的影响

（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１７）．在酸性条件下，γ⁃ＰＧＡ结构通

过分子内氢键稳定． 分子内氢键有两种，一种在

γ⁃ＰＧＡ分子骨架中的 ＣＯ 和 ＮＨ 之间，另一种在侧链

羧基氧和骨架 ＮＨ 之间（Ｚａｎｕｙ ｅｔ ａｌ．， １９９８）．理论模

型表明，在酰胺基团第 ｉ 个 ＣＯ 和酰胺基团第 ｉ＋３ 个

ＮＨ 之间形成的 １９ 元环氢键是最稳定的构象．而侧

链羧基氧和骨架 ＮＨ 之间形成的氢键是左旋螺旋相
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对高稳定性的原因（Ｚａｎｕｙ ｅｔ ａｌ．， １９９８）．
γ⁃ＰＧＡ分子在较高 ｐＨ 条件下采用的结构可归

因于两个因素．首先，γ⁃ＰＧＡ分子侧链上的羧基由于

去质子化不能保持侧链和骨架之间的氢键．其次，随
着 ｐＨ 上升，不断增加的带负电的羧基基团具有更

强的静电排斥力，使其向更加无规的结构转变．原子

力显微镜（ＡＦＭ）图像显示，由于分子内氢键断裂和

静电斥力增加，酸性条件下的γ⁃ＰＧＡ⁃Ｈ 由棒状变为

碱性条件下球状的γ⁃ＰＧＡ⁃Ｎａ（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１７）．
其他研究者也观察到类似的结果：Ａｇｒｅｓｔｉ 等（２００８）
观察到溶液 ｐＨ 从 ７．２ 降低到 ３．０ 时，γ⁃ＰＧＡ的构型

从无规线团变为 α⁃螺旋；地衣芽孢杆菌的γ⁃ＰＧＡ在

低 ｐＨ 下呈现螺旋构型并在较高 ｐＨ 下 β⁃折叠的构

型占主导（Ｈｅ ｅｔ ａｌ．， ２０００）．与 ｐＨ 对γ⁃ＰＧＡ构型的

显著影响不同，在 ０、１、１０、５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＦ 条件下，
离子强度对γ⁃ＰＧＡ构型几乎没有影响．这可能是由

于强的分子内氢键阻碍了钠离子取代γ⁃ＰＧＡ侧链羧

基上的氢离子．
３．３　 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋和 Ｐｂ２＋对γ⁃ＰＧＡ二级结构的影响

图 ３ 为相同浓度的 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋和 Ｐｂ２＋在不同 ｐＨ

条件下对γ⁃ＰＧＡ二级结构的影响，Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋和 Ｐｂ２＋

浓度与γ⁃ＰＧＡ谷氨酸结构单元的比例均为 １∶２．如图

所示，Ｃａ２＋和 Ｍｇ２＋ 的加入对γ⁃ＰＧＡ二级结构并无影

响，而 Ｐｂ２＋的加入则对γ⁃ＰＧＡ二级结构产生了显著

影响．在未加入二价离子时，ｐＨ 为 ３．０ 时γ⁃ＰＧＡ的二

级结构由 ２０．１％α⁃螺旋、２４．９％β⁃折叠、１８．８％β⁃转角

和 ３６．３％无规线团组成．随着 ｐＨ 增加至 ６．７，α⁃螺旋

从 ２０．１％减少到 １１．７％，β⁃折叠和无规线团分别从

２４．９％和 ３６．３％增加到 ２８．８％和 ４２．６％，β⁃转角的含

量从 １８．８％略微下降到 １６．９％．加入 Ｐｂ２＋ 后，ｐＨ 为

３．０ 时γ⁃ＰＧＡ的二级结构由 １７． ０％ α⁃螺旋、２６． ５％
β⁃折叠、１８．６％β⁃转角和 ３７．９％无规线团组成．随着

ｐＨ 增加至 ６．７，α⁃螺旋的含量减少至 ５．２％，β⁃折叠

和无规线团的含量分别增加至 ３５． ２％和 ４４． ０％，
β⁃转角的含量从 １８．８％略微下降到 １５．５％．Ｐｂ２＋的加

入，不仅使γ⁃ＰＧＡ的二级结构在 ｐＨ 的影响下变化更

显著，更使得γ⁃ＰＧＡ的二级结构变化在较低 ｐＨ 时便

已达到，即在 ｐＨ 约为γ⁃ＰＧＡ的 ｐＫａ（４．８６）时，γ⁃ＰＧＡ
的二级结构变化开始变得稳定．

图 ３　 不同二价离子（Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋和 Ｐｂ２＋）对 １０ ｍｇ·Ｌ－１γ⁃ＰＧＡ的 α⁃螺旋（ａ）、β⁃折叠（ｂ）、β⁃转角（ｃ）和无规线团（ｄ）结构的影响（离子强度

为 １０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＦ， Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋和 Ｐｂ２＋浓度与γ⁃ＰＧＡ谷氨酸结构单元的摩尔比例均为 １∶２）

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｖａｌｅｎｔ ｉｏｎ （Ｃａ２＋， Ｍｇ２＋ ａｎｄ Ｐｂ２＋） ｏｎ ｔｈｅ α⁃ｈｅｌｉｘ （ａ）， β⁃ｓｈｅｅｔ （ｂ）， β⁃ｔｕｒｎ （ｃ） ａｎｄ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ （ｄ） ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ １０

ｍｇ·Ｌ－１ γ⁃ＰＧＡ（Ａｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ ｍｇ·Ｌ－１γ⁃ＰＧＡ ｉｎ １０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＦ； Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ｃａ２＋：ｇｌｕｔａｍａｔｅ， Ｍｇ２＋：ｇｌｕｔａｍａｔｅ

ａｎｄ Ｐｂ２＋：ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ， １∶２）

　 　 阳离子对γ⁃ＰＧＡ结构的影响取决于离子的性 质，如 尺 寸、 电 荷 密 度、 水 合 能 力 和 电 负 性 等
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（Ｂｏｓｔｒｏｍ ｅｔ ａｌ．， ２００１）．在 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋和 Ｐｂ２＋这 ３ 种

离子中，只有 Ｐｂ２＋具有改变γ⁃ＰＧＡ二级结构的能力．
从表 ２ 中可以看出，这种差异可能与以下原因有关：
首先 Ｐｂ２＋具有较高的电负性以吸引 ＣＯＯ－基团（Ｓｉａｏ
ｅｔ ａｌ．， ２００９）；其次 Ｐｂ２＋自身的有效离子半径更大，
且能与更多的 Ｈ２Ｏ 配位，由于空间位阻效应，这种

较大的水合离子可能会破坏骨架中 ＣＯ 和 ＮＨ 之间

的氢键．

表 ２　 Ｐｂ、Ｃａ 和 Ｍｇ 的电负性、离子电荷、有效离子半径和第一水合

层的水分子数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｎｅｇａｔｉｖｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ， ｉｏｎ ｃｈａｒｇｅ， ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｉｏｎｉｃ ｒａｄｉｉ ａｎｄ
ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ Ｈ２Ｏ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｆｉｒｓｔ ｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｓｈｅｌｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｂ， Ｃａ
ａｎｄ Ｍｇ

元素 电负性ａ 离子
电荷

有效离子

半径 ／ ｐｍａ
第一水合层
水分子数

Ｐｂ １．８０ ２＋ １２９ ７ ～ １０ （ Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｊｅｅ
ｅｔ ａｌ．， ２００９）

Ｃａ １．００ ２＋ １００ ６ （Ｃａｒｌ ｅｔ ａｌ．， ２００７）

Ｍｇ １．３１ ２＋ ６７ ６ （Ａｄｒｉａｎ⁃Ｓｃｏｔｔｏ ｅｔ ａｌ．，
２００５）

　 　 注：ａ Ｓｐｅｉｇｈｔ Ｊ Ｇ， ２００５． Ｌａｎｇｅ′ｓ ｈａｎｄｂｏｏｋ ｏｆ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ［Ｍ］， １６ｔｈ

ｅｄ， ＭｃＧｒａｗ⁃Ｈｉｌｌ， Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ， ＮＹ．

图 ４　 γ⁃ＰＧＡ、γ⁃ＰＧＡ ／ Ｃａ２＋、γ⁃ＰＧＡ ／ Ｍｇ２＋（１ ｇ·Ｌ－１ γ⁃ＰＧＡ，Ｃａ２＋

和 Ｍｇ２＋浓度与γ⁃ＰＧＡ谷氨酸结构单元的摩尔比例均为

１ ∶２）的 Ｚｅｔａ 电势

Ｆｉｇ．４　 Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ ｏｆ γ⁃ＰＧＡ、 γ⁃ＰＧＡ ／ Ｃａ２＋ ａｎｄ γ⁃ＰＧＡ ／ Ｍｇ２＋

（１ ｇ·Ｌ－１ γ⁃ＰＧＡ， ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ｃａ２＋：ｇｌｕｔａｍａｔｅ ａｎｄ Ｍｇ２＋：
ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ， １∶２）

Ｍｃｌｅａｎ 等研究了γ⁃ＰＧＡ与 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ 的结合特

性（Ｍｃｌｅａｎ ｅｔ ａｌ．， １９９０）． ｐＨ 为 ５． ２ 时，当 Ｃａ２＋ 或

Ｍｇ２＋与谷氨酸结构单元比例为 １∶２ 时，Ｃａ２＋ 或 Ｍｇ２＋

能够使γ⁃ＰＧＡ吸附饱和，Ｃａ２＋或 Ｍｇ２＋的结合量相似，
均测定为约 ２．０ ｍｍｏｌ·ｇ－１（γ⁃ＰＧＡ干重）．图 ４ 所示为

γ⁃ＰＧＡ、γ⁃ＰＧＡ ／ Ｃａ２＋、γ⁃ＰＧＡ ／ Ｍｇ２＋（Ｃａ２＋ 和 Ｍｇ２＋ 浓度

与γ⁃ＰＧＡ谷氨酸结构单元的比例均为 １∶ ２）的 Ｚｅｔａ
电势．在 ｐＨ ３．０ 时，由于γ⁃ＰＧＡ未电离，Ｚｅｔａ 电势值

为（－３．０６ ± ０．９０） ｍＶ，随着 ｐＨ 上升，γ⁃ＰＧＡ侧链上

的羧基解离，Ｚｅｔａ 电势值逐渐下降，ｐＨ 为 ６．７ 时为

（－８．９０ ± １． ３９） ｍＶ．在加入 Ｃａ２＋ 或 Ｍｇ２＋ 后，由于

γ⁃ＰＧＡ吸附了 Ｃａ２＋ 或 Ｍｇ２＋，Ｚｅｔａ 电势值随着 ｐＨ 的

上升而下降的速度变缓，在 ｐＨ 为 ６． ７ 时γ⁃ＰＧＡ ／
Ｃａ２＋和γ⁃ＰＧＡ ／ Ｍｇ２＋的 Ｚｅｔａ 电势值分别为（ －５．１４ ±
０．３９） ｍＶ 和（－６．９１ ± １．０７）ｍＶ．结合 ＣＤ 光谱的结

果可发现，虽然 Ｃａ２＋或 Ｍｇ２＋能够与γ⁃ＰＧＡ结合，但结

合的 Ｃａ２＋ 或 Ｍｇ２＋ 却不会改变 γ⁃ＰＧＡ分子的二级

结构．
图 ５ 所示为 Ｐｂ２＋ 浓度对γ⁃ＰＧＡ ／ Ｐｂ２＋ 络合物二

级结构的影响，因为有一部分 Ｐｂ２＋ 并未结合到

γ⁃ＰＧＡ上，因此图 ６ 显示的则是对应的相同 Ｐｂ２＋浓

度下结合到γ⁃ＰＧＡ（干重）上的 Ｐｂ２＋的量．从图 ５ 可

知，γ⁃ＰＧＡ ／ Ｐｂ２＋络合物的二级结构与γ⁃ＰＧＡ的二级

结构有显著差异．当加入 Ｐｂ２＋时，α⁃螺旋和 β⁃转角含

量降低， β⁃折叠和无规卷曲含量增加．如前所述，
α⁃螺旋通过分子内氢键稳定，γ⁃ＰＧＡ在 ｐＨ 为 ３．０ 处

为酸形式（γ⁃ＰＧＡ⁃Ｈ）．在 ｐＨ ３． ０ 下，没有 ＣＯＯ－ 使

Ｐｂ２＋络合．随着 ｐＨ 的增加，ＣＯＯＨ 基团的电离使

ＣＯＯ－可用于 Ｐｂ２＋络合．此外，由于在较高 ｐＨ 下从棒

状到球状的结构演变使得γ⁃ＰＧＡ的分子构型变得更

为松散（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１７），使得 Ｐｂ２＋ 更易进入分

子链，降低了 Ｐｂ２＋进入γ⁃ＰＧＡ的空间阻力．
随着 ｐＨ 从 ３．０ 增加到 ６．７，Ｐｂ２＋ 与γ⁃ＰＧＡ的络

合改变了γ⁃ＰＧＡ分子的二级结构．如前所述，γ⁃ＰＧＡ
分子内存在着两种分子内氢键稳定酸性条件下的

γ⁃ＰＧＡ结构．随着 ｐＨ 增加，由于羧酸基团的去质子

化，侧链羧基氧和骨架 ＮＨ 之间的分子内氢键被破

坏．然而，骨架中 ＣＯ 和 ＮＨ 之间的氢键可能仍然稳

定．因此，当 ｐＨ 从 ３．０ 增加到 ６．７ 时，γ⁃ＰＧＡ的 α⁃螺
旋含量从 ２０．１％降低到 １１．７％．加入 １∶１（Ｐｂ２＋ ∶谷氨

酸结构单元）的 Ｐｂ２＋后，由于空间位阻效应，与羧基

络合的大粒径水合 Ｐｂ２＋可能进一步破坏骨架中 ＣＯ
和 ＮＨ 之间的氢键．因此，随着 ｐＨ 值从 ３．０ 增加到

４．２，Ｐｂ２＋与γ⁃ＰＧＡ的络合作用已使γ⁃ＰＧＡ的 α⁃螺旋

含量从 １９．７％迅速降低至 ５．４％．
值得注意的是，当 ｐＨ 高于 ５． ０ （接近 ｐＫａ 值

４．８６）和 Ｐｂ２＋：谷氨酸结构单元摩尔比率为 １∶ ２ 和

１ ∶１时，Ｐｂ２＋与γ⁃ＰＧＡ络合的二级结构相似且几乎与

ｐＨ 值无关．而此时，从图 ６ 可知，相同情况下的 Ｐｂ２＋
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吸附到γ⁃ＰＧＡ的量不同．因此，在 Ｐｂ２＋吸附量逐渐增

加的过程中，参与改变γ⁃ＰＧＡ构型的 Ｐｂ２＋将逐渐达

到饱和，其余吸附的 Ｐｂ２＋并不影响γ⁃ＰＧＡ的构型．
Ｈｏ 等（２００６）发现，γ⁃ＰＧＡ的 Ｎａ＋、Ｃａ２＋ 和 Ｍｇ２＋

盐溶解性很好．本研究发现，ｐＨ ５．０ 时，在 １０ ｍｇ·Ｌ－１

γ⁃ＰＧＡ的浓度下， Ｃａ２＋ 和 Ｍｇ２＋ 的浓度即使达到

７５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，γ⁃ＰＧＡ溶液仍未出现絮凝，而 Ｐｂ２＋ 浓

度超过 ７８ μｍｏｌ·Ｌ－１时，γ⁃ＰＧＡ即被絮凝．从以上对

γ⁃ＰＧＡ与 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋和 Ｐｂ２＋结合以及二级结构的变

化来看，γ⁃ＰＧＡ对 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ 和 Ｐｂ２＋ 絮凝性能，可能

与其二级结构的改变密切相关．

图 ５　 不同铅离子浓度对 １０ ｍｇ·Ｌ－１γ⁃ＰＧＡ的 α⁃螺旋（ａ）、β⁃折叠（ｂ）、β⁃转角（ｃ）和无规线团（ｄ）结构的影响（１０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＦ 离子强度，

Ｐｂ２＋ ∶谷氨酸结构单元摩尔比分别为 １∶４、１∶２ 和 １∶１）

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｐｂ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ α⁃ｈｅｌｉｘ （ａ）， β⁃ｓｈｅｅｔ （ｂ）， β⁃ｔｕｒｎ （ｃ） ａｎｄ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ （ｄ） ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘｅｄ Ｐｂ２＋ ｗｉｔｈ γ⁃ＰＧＡ

（Ａｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ ｍｇ·Ｌ－１γ⁃ＰＧＡ ｉｎ １０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＦ． Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ｐｂ２＋：ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏｓ ｗｅｒｅ １∶４， １∶２ ａｎｄ
１ ∶１， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

图 ６　 不同铅离子浓度下γ⁃ＰＧＡ结合 Ｐｂ２＋ 的量 （ １０ ｍｇ·Ｌ－１

γ⁃ＰＧＡ，１０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ 离子强度，Ｐｂ２＋：谷氨酸结构单

元摩尔比分别为 １∶４、１∶２ 和 １∶１）

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘｅｄ Ｐｂ２＋ ｗｉｔｈ γ⁃ＰＧＡ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｐｂ２＋

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （１０ ｍｇ·Ｌ－１ γ⁃ＰＧＡ， １０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ，ｔｈｅ

ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ｐｂ２＋： ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏｓ ｗｅｒｅ １ ∶ ４， １ ∶ ２ ａｎｄ
１ ∶１， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

３．４　 红外光谱

金属离子与γ⁃ＰＧＡ的羧基以不同的方式络合，
会影响其对称性， 键合强度和键角 （ Ｈｅ ｅｔ ａｌ．，
２０００）．因此，ＦＴＩＲ 光谱用于鉴定γ⁃ＰＧＡ羧基基团与

金属离子络合前后的振动模式的频率差异．如图 ７ａ
所示，ｐＨ 为 ３．０ 时γ⁃ＰＧＡ中 １７２８ ｃｍ－１ 附近的峰在

ｐＨ ５．０ 和 ７．０ 下逐渐消失．这是由于 １７２８ ｃｍ－１附近

的峰为 ＣＯＯＨ 中的 Ｃ 􀪅􀪅Ｏ 伸缩振动，随着 ＣＯＯＨ 的

去质子化，ＣＯＯ－中的 Ｃ 􀪅􀪅Ｏ 位移至约 １５９５ ｃｍ－１（不
对称伸缩振动） 和 １４０３ ｃｍ－１ （对称伸缩振动）
（Ｇａｒｃｉａ⁃Ａｌｖａｒｅｚ ｅｔ ａｌ．， ２００５）．在 ｐＨ 为 ５． ０ 和 ７． ０
时，１５９５ ｃｍ－１处的峰强度甚至与酰胺 Ｉ（１６４３ ｃｍ－１）
和酰胺 ＩＩ（１５４８ ｃｍ－１）重叠．在与 Ｐｂ２＋络合后，ＣＯＯ－

的不对称伸缩振动位移至约 １５５０ ｃｍ－１，与酰胺 ＩＩ 带
重叠．这表明 Ｐｂ２＋与γ⁃ＰＧＡ的 ＣＯＯ－强烈结合并显著
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改变羧基基团的振动模式．
图 ７ｂ 显示了 ｐＨ 为 ６． ５ 时不同 ｎ （ Ｃａ２＋ ）：

ｎ（γ⁃ＰＧＡ谷氨酸单体结构）和 ｎ（Ｍｇ２＋）：ｎ（γ⁃ＰＧＡ谷

氨酸单体结构）条件下γ⁃ＰＧＡ ／ Ｃａ２＋和γ⁃ＰＧＡ ／ Ｍｇ２＋的

红外光谱．１５８０ ｃｍ－１和 １４０３ ｃｍ－１分别对应于γ⁃ＰＧＡ
中 ＣＯＯ－ 的不对称伸缩振动和对称伸缩振动． 在

ｎ（Ｃａ２＋）：ｎ（γ⁃ＰＧＡ谷氨酸单体结构）和 ｎ（Ｍｇ２＋ ）：
ｎ（γ⁃ＰＧＡ谷氨酸单体结构）范围从 ０．５ 变化到 ２ 时，
这两个红外吸收峰并没有变化，这与 ＣＤ 光谱的结

果一致，表明 Ｃａ２＋和 Ｍｇ２＋的络合并没有改变γ⁃ＰＧＡ
的分子结构．

图 ７　 γ⁃ＰＧＡ ／ Ｐｂ２＋、ｐＨ ３．０、５．０ 和 ７．０ 时γ⁃ＰＧＡ的红外光谱（ａ）和不同 Ｃａ２＋：谷氨酸结构单元摩尔比（Ｃａ２＋ ∶Ｇ）和 Ｍｇ２＋ ∶谷氨酸结构单元摩

尔比（Ｍｇ２＋ ∶Ｇ）时γ⁃ＰＧＡ ／ Ｃａ２＋和γ⁃ＰＧＡ ／ Ｍｇ２＋的 ＡＴＲ⁃ＦＴＩＲ 谱图（ｂ）

Ｆｉｇ．７　 ＦＴＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ γ⁃ＰＧＡ ／ Ｐｂ２＋ ｃｏｍｐｌｅｘａｔｉｏｎ， γ⁃ＰＧＡ ａｔ ｐＨ ３．０， ５．０ ａｎｄ ７．０ （ ａ） ａｎｄ ＡＴＲ⁃ＦＴＩＲ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ γ⁃ＰＧＡ ／ Ｃａ２＋ ａｎｄ γ⁃ＰＧＡ ／ Ｍｇ２＋

ｍｉｘｔｕｒｅ ａｔ ｖａｒｙｉｎｇ Ｃａ２＋：ｇｌｕｔａｍａｔｅ ａｎｄ Ｍｇ２＋：ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏｓ （ｂ）

４　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）ｐＨ 对γ⁃ＰＧＡ的二级结构具有显著影响，而离

子强度（０～５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）对γ⁃ＰＧＡ的二级结构影响

不大．
２）Ｃａ２＋和 Ｍｇ２＋虽然能够与γ⁃ＰＧＡ结合，会影响

γ⁃ＰＧＡ的 Ｚｅｔａ 电势，但并不影响γ⁃ＰＧＡ侧链上羧基

的振动模式，也不影响γ⁃ＰＧＡ的二级结构．
３）Ｐｂ２＋能够与γ⁃ＰＧＡ的 ＣＯＯ－ 强烈结合并显著

改变羧基基团的振动模式，同时显著影响γ⁃ＰＧＡ的

二级结构．Ｐｂ２＋ 的加入不仅会破坏侧链和骨架之间

的氢键，还可能破坏骨架中 ＣＯ 和 ＮＨ 之间的氢键．
在 Ｐｂ２＋吸附量逐渐增加的过程中，参与改变γ⁃ＰＧＡ
构型的 Ｐｂ２＋将逐渐达到饱和，其余吸附的 Ｐｂ２＋并不

影响γ⁃ＰＧＡ的构型．
４）Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ 和 Ｐｂ２＋ 对γ⁃ＰＧＡ二级结构的不同

影响取决于离子自身的性质，即离子特异性，一是

Ｐｂ２＋具有较高的电负性以吸引 ＣＯＯ－基团，二是 Ｐｂ２＋

自身的有效离子半径更大，且能与更多的 Ｈ２ Ｏ 配

位，由于空间位阻效应，这种较大的水合离子可能

会破坏骨架中 ＣＯ 和 ＮＨ 之间的氢键．
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