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铜转运蛋白hCtr1结合Cu(I)并转运至铜伴侣蛋白Atox1
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摘要:铜转运蛋白hCtr1细胞膜内的C端区域对于细胞的铜转运过程具有重要作用,然而这一结

构域对铜离子的捕获和胞内蛋白的铜分布机理尚不清楚.为了研究hCtr1蛋白的C端结构域与铜

的结合方式,通过紫外-可见吸收光谱、核磁共振谱和质谱等方法,对C端8肽(C8)与铜离子的结

合进行了分析.结果表明,一价铜离子对C8有很高的亲和力(logK=16.6).C8能够结合多个铜离

子,其HCH基序中的组氨酸和半胱氨酸残基是铜结合位点,而另一个天冬氨酸残基也可能参与铜

结合.进一步研究发现,铜离子能够从C8转移到Atox1.实验数据揭示了铜与hCtr1结合的详情,
也有助于理解铜在细胞中的分布.
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Abstract:TheintracellularC-terminaldomainofhumancoppertransporterhCtr1iscrucialforcopper
transportanddeliveryincells.However,themechanismofcopperacquisitionanddistributionisnotfully
understood.ThecopperbindingtohCtr1wasstudiedusingaC-terminalpeptide(C8)throughthemethods
ofUV-vis,NMRandMSspectroscopies.Theresultsshowthatcuprousionsexhibithighbindingaffinity
toC8(logK=16.6).C8canbindwithmultiplecopperions,andtheHisandCysresiduesintheHCH
motifarethekeybindingsites,whileanaspartateresiduecouldalsobeinvolvedinthecopper
coordination.FurtherinvestigationrevealsthatcopperionscantransferfromC8tothecopperchaperone
Atox1.ThesedataprovidedetailedinformationonthecopperbindingtohCtr1andhelpunderstandthe
copperdistributionsincells.
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0 引言

铜是一种重要的微量元素,几乎在所有生物体

中铜都不可或缺.铜作为许多酶的中心元素,在众多

生理过程中发挥重要的作用,包括自由基排毒、细胞

呼吸、神经肽加工、血管生成、铁转运等[1-2].铜离子

的配位特点及其氧化还原活性对相关铜蛋白行使正

常功能与参与生理活动具有重要的作用.然而,人体

中过量的铜会产生铜毒性(copperiedus),过多的铜

离子不可逆地破坏细胞组分,例如造成DNA和脂

类损伤.因此,正常生物体内的铜浓度受到铜代谢系

统的精准调控[3].铜转运蛋白(Ctr1)能够促进细胞

摄取铜,在哺乳动物的铜代谢过程中起着重要作用.
人源铜转运蛋白(hCtr1)是由190个氨基酸残

基组成的膜蛋白,其中包括由60个氨基酸残基组成

的细胞外N端结构域,1个由15个氨基酸残基组成

的细胞内C端结构域,以及3个跨膜结构域[4-5].
hCtr1所形成的同源三聚体具有离子通道结构[5],
从而Cu(I)离子可以由N端结构域通过通道进入膜

内并传递到C端结构域,在此过程中铜离子的配位

取代过程起到重要作用,尤其是铜离子与含硫残基

(Met和Cys)与含氮残基(His)的配位[5-6].Ctr1N
端富含蛋氨酸和组氨酸的基序能够直接结合铜离

子,并调控细胞摄取铜的过程.虽然hCtr1膜内的C
端区域仅有15个氨基酸残基,研究证实这一序列对

蛋白的整体功能十分重要.此外,C端区域含有一个

潜在的金属结合基序 HCH,金属结合基序中的

C189S突变体会抑制细胞摄取铜的过程[10],而截断

其C端区域也会产生类似的效果[10].然而,铜和

Ctr1C端具体是如何结合的仍未被研究清楚.有趣

的是,hCtr1也会影响细胞内铂类化合物的积累.
hCtr1的含硫残基半胱氨酸和蛋氨酸能通过反式螯

合作用结合并转运铂类化合物,并且其C端与铂类

化合物的反应活性也很高[11].
铜被hCtr1摄取进入细胞,进入细胞内的铜在

铜伴侣蛋白(包括Atox1、CCS和Cox17)的作用下

分布到各细胞质途径.Atox1能够将铜转移到

ATPase(包括ATP7A和ATP7B)上,ATPase进而

将铜运输到位于反式高尔基体上的铜结合蛋白上,
或者将多余的铜泵出细胞外;CCS可将铜转移给超

氧化物歧化酶1(SOD1),并使之活化;而Cox17参

与了铜进入线粒体的过程.因此细胞内的铜受到这

些蛋白质的严格调控.虽然铜从Atox1向ATPase

转移已有很多研究,但其中的机制并不是十分清楚.
Atox1可能是通过与hCtr1膜内C端的铜结合基序

的相互作用获取铜离子.虽然已有实验证实酵母细

胞的铜转运蛋白的C端区域和铜伴侣蛋白Atx1存

在铜交换过程[13],但是人体细胞中的hCtr1较短的

C端与yCtr1的C端(126个氨基酸残基)并不相

同.因此,研究hCtr1中铜的结合方式对于理解铜在

细胞内的分布具有重要意义.
由于 hCtr1的 C 端末端8个氨基酸序列

VDITEHCH含有重要的金属结合基序HCH,而且

该序列的缺失会抑制细胞摄取铜[10],因此本文以

hCtr1的C端8肽(C8)为模型,研究Cu(I)与hCtr1
的C端区域的相互作用,其中包括hCtr1的铜结合

方式和解离常数.我们通过ESI-MS(电喷雾质谱)
方法研究了Cu(I)的结合位点;利用二维核磁共振

(1H,15NHSQC)核和离子交换色谱研究Cu(I)从
C8向铜伴侣蛋白Atox1的转移过程.这些结果为

研究铜与hCtr1结合及铜向Atox1转移奠定了理

论基础.

1 实验部分

1.1 材料与方法

根据文献[11]合成并纯化C8(VDITEHCH),
并且通过HPLC(高效液相色谱)和ESI-MS对产物

进行验证.按照文献[14]中的方法制备高氯酸乙腈

合铜([Cu(CH3CN)4](ClO4)).所有其他试剂均购

自生工(中国上海).紫外-可见吸收光谱在Agilent
8453仪器上使用1cm光程的微量石英比色皿进行

检测.
1.2 Atox1的蛋白表达与纯化

将表达Atox1的pST-SG1-Atox1质粒转化到

大肠杆菌 BL21(DE3)Gold细胞中.细胞在含

有15NH4Cl的M9基本培养基中培养直至OD600 达

到0.8,加入0.8mmol·L-1 异丙基β-D-1-硫代半乳

糖吡喃糖苷(IPTG),25℃诱 导10h.然 后4000
r·min-1离心20min进行收菌,收集的细胞在重悬

后通过超声破碎进行裂解;裂解液通过低温离心去除

细胞碎片,其上清通过 HisTrapFF 柱(5mL,GE
Healthcare)进行纯化;收集的目的蛋白与烟草蚀刻

病毒(TEV)蛋白酶在16℃过夜孵育以去除Atox1N-
端的6×His标签.最后通过HiLoadSuperdex75pg
16/60(GE Healthcare)进 一 步 纯 化 Atox1.通 过

Tricine-SDS-PAGE和ESI-MS检测Atox1的纯度.
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1.3 Cu(I)离子与还原剂结合

通过与二辛可宁酸(BCA)的竞争实验来测量

DL-二硫苏糖醇(DTT)、三-(2-羧乙基)膦(TCEP)
和抗坏血酸等还原剂与Cu(I)的结合能力.在还原

剂存在下,用BCA滴定100μmol·L-1Cu(I)溶液

(20mmol·L-1tris-HCl、50mmol·L-1NaCl缓冲

液,pH7.4).此外也在20%乙腈条件按同样的方法

进行了测试.
1.4 C8和Cu(I)的稳定性分析

在25℃孵育不同时间后,用5,5'-二硫代双-
(2-硝基苯甲酸)(DTNB)测定0.4mmol·L-1C8
溶液(20mmol·L-1tris-HCl、50mmol·L-1NaCl、
0.8mmol·L-1抗坏血酸缓冲液,pH7.4)中巯基

的浓度.通过412nm处的UV-Vis吸收来计算巯基

浓度.将Cu(CH3CN)4ClO4 溶解在乙腈中并用20
mmol· L-1 tris-HCl、50 mmol· L-1NaCl、
0.8mmol·L-1抗坏血酸缓冲液(pH7.4)稀释至

50μmol·L-1.向50μmol·L-1Cu(I)样品溶液加

入200μmol·L-1BCA,在25℃下孵育不同的时间

间隔后,测量562nm处的UV-vis吸收.
1.5 Cu(I)离子滴定C8

首先用氮气充满手套箱准备好厌氧条件,再在

手套箱中用氮气对实验所用缓冲液脱氧.在厌氧条

件下将50μmol·L-1C8溶解在脱氧的20mmol·
L-1tris-HCl缓冲液(50mmol·L-1NaCl,pH7.4)
中.在厌氧条件下,用Cu(CH3CN)4ClO4 的脱氧乙

腈溶液滴定C8,再用石蜡将样品密封到含有盖子的

1cm石英比色皿中,在Agilent8453紫外-可见分光

光度计上记录C8和Cu(I)样品(室温)在200~
800nm范围内的紫外-可见吸收光谱.
1.6 Cu(I)与C8结合常数的测定

将C8(20mmol·L-1tris-HCl、50mmol·L-1

NaCl和0.8mmol·L-1抗坏血酸缓冲液,pH7.4)
与等物质的量Cu(I)孵育10min,形成C8和Cu(I)
的复合物C8-Cu(I).将不同浓度的BCA与C8-Cu
(I)混合,使C8-Cu(I)终浓度为100μmol·L-1.记
录400~800nm范围内的紫外-可见吸收光谱,再用

562nm的吸收光谱数据计算Cu(I)与C8的结合

常数.
1.7 电喷雾质谱(ESI-MS)

在20%(体积分数)的乙腈存在下,将C8溶液

(0.5mmol·L-1)与2倍的Cu(I)水溶液混合,并用

氨水和高氯酸将pH调节至7.4.在具有纳米电喷

雾离 子 源 及 LTQ 离 子 阱 的 质 谱 仪 (Thermo
Fisher,SanJose,CA,USA)上采集电喷雾离子质

谱(ESI-MS)数据.毛细管温度200℃,喷雾电压

1.8kV,毛细管电压32V.在正模式下操作离子阱

分析仪监测m/z在200~2000范围内的离子信号.
1.8 Cu-C8复合物与Atox1的相互作用

将C8溶于20mmol·L-1tris-HCl、50mmol·
L-1NaCl、pH7.4的脱氧缓冲液中,并在无氧条件下

与等物质的量Cu(I)混合,形成Cu(I)-C8复合物.
在20mmol·L-1tris-HCl、50mmol·L-1 NaCl、
10%D2O缓冲液(pH7.4)中,用15N标记的apo-
Atox1与等物质的量C8-Cu(I)或Cu(I)混合至终浓

度0.4mmol·L-1 来制备核磁样品.在298K下配

备有冷冻探针的600MHzBruker核磁谱仪上获取

二维1H15N异核HSQC核磁谱图.使用Topspin软

件(版本1.3)处理数据.
apo-Atox1与等物质的量C8-Cu(I)或Cu(I)在

20mmol·L-1tris-HCl、50mmol·L-1NaCl、0.8
mmol·L-1抗坏血酸缓冲液(pH7.4)中混合,并
用阴离子交换色谱法进行分析.实验中使用Source
15Q柱(GEhealthcare)并在FPLC(快速蛋白液相

色谱)上进行.流动相如下:A,20mmol·L-1tris-
HCl、pH8.0;B,A相+1mol·L-1NaCl.使用

2mL·min-1 流速的梯度(0~2.5min,B:0%;
2.5~12.5min,B:0~5%)分析样品.

2 结果与讨论

2.1 还原剂抗坏血酸对Cu(I)-C8复合物稳定性的

影响

由于Cu(I)与C8的半胱氨酸残基上的巯基容

易在空气中氧化,通常Cu(I)的研究体系中都含有

还原剂,而抗坏血酸(AsA)是这一体系中最常用的

还原剂之一.因此,我们首先通过Ellman法和BCA
法检测了Cu(I)-C8复合物在抗坏血酸条件下的稳

定性(图1).BCA竞争实验显示,抗坏血酸的存在并

不影响Cu(I)离子与BCA的结合,表明抗坏血酸不

会与Cu(I)离子形成稳定的配合物而干扰实验(图1
(a));与之对应的常见还原剂DTT和TCEP则显

著降低了BCA对Cu(I)的结合,表明这两种还原剂

可以与Cu(I)离子配位而干扰实验.因此,我们采用

抗坏血酸作为本研究的还原剂.此外,Ellman分析

表明,C8样品在20mmol·L-1tris-HCl、50mmol
·L-1 NaCl、0.8mmol·L-1 抗坏血酸缓冲液
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(pH7.4)中暴露于空气中6h后,几乎所有C8上的

巯基仍保持在还原状态(图1(b)).另一方面,BCA
分析表明,Cu(I)在4.5h的孵育过程中逐渐被氧化;
而在2h内,超过95%的铜仍未被氧化(图1(c)).由

于Cu(I)的配位反应发生得十分迅速(<1s),而且所

有实验都能在较短的时间内完成(<0.5h),所以抗

坏血酸可以用来保证Cu(I)与C8的还原状态,即实

验条件适用于研究Cu(I)与C8的结合.

(a)还原剂对BCA与铜结合的影响;(b)Ellman法检测抗坏血酸缓冲液中C8巯基的含量变化;(c)BCA法检测抗坏血酸缓冲液中Cu(I)

的含量变化.100μmol·L-1样品在20mmol·L-1tris-HCl、50mmol·L-1NaCl、0.8mmol·L-1抗坏血酸缓冲液(pH7.4)中,并在25�C
下暴露于空气里.

图1 还原剂保持Cu(I)与C8巯基的还原状态

Fig.1 ReducingagentmaintainedthereducedstateofCu(I)andC8

2.2 Cu(I)滴定C8
使用紫外-可见吸收光谱来研究Cu(I)与C8的

结合.C8的HCH基序中的组氨酸和半胱氨酸残基

是Cu(I)的潜在结合位点.用Cu(I)滴定C8导致样

品溶液的紫外-可见吸收光谱231nm处的吸收信号

增强(图2),这可能是由于Cu(I)与半胱氨酸结合时

Cu-S电荷转移产生的.结果表明半胱氨酸残基是

Cu(I)的结合位点之一.随着C8与Cu(I)的比例达

到1∶3,吸收峰逐渐增强,这说明在这种实验条件

下C8结合不止1个Cu(I).

实验在20mmol·L-1tris-HCl、50mmol·L-1NaCl、0.8mmol
·L-1脱氧的抗坏血酸缓冲液(pH7.4)中进行.
图2 不同比例的Cu(I)与C8反应的紫外-可见吸收光谱

Fig.2 UVspectraofC8inthereaction
withdifferentamountofCu(I)

由于BCA对Cu(I)有很强的亲和能力(KCu-BCA=
2.0×1017),本文中使用BCA竞争法来研究Cu(I)

与C8的结合常数.Cu(I)与 BCA 配位后形成

[Cu(BCA)2]3-,其在562nm处具有特征吸收.因
此,用BCA滴定Cu(I)-C8复合物(结合单个铜离

子)导致562nm处的特征吸收增强.结果显示随着

BCA的逐渐加入,紫外吸收逐渐增强(图3).拟合滴

定曲线可以获得该反应的表观平衡常数(Kapp=
KCu-BCA/KCu-C8=4.91).根据Cu(I)-BCA的结合常

数计算得到Cu(I)-C8的结合常数(KCu-C8=4.0×
1016).这个数据反映的是第一个Cu(I)与C8的亲

合能力,两者间的亲和能力较强,因此hCtr1膜内的

金属结合区域能够与从膜外的N端(logK=14.92)
竞争性夺取Cu(I)[16].
2.3 Cu(I)-C8复合物的组成分析

我们使用ESI-MS方法分析Cu(I)-C8的结合

产物.根据分子量的增加能直接获得C8与Cu(I)的
结合比.质谱结果显示Cu(I)与C8反应后生成了不

同的产物,其中单核配位产物[C8+Cu]与双核配位

产物[C8+2Cu]是主要产物;我们还发现C8结合3
个Cu(I)的产物,但其信号较弱,这表明C8分子最

多能结合3个Cu(I).此外,我们还发现了Cu(I)与
C8形成的桥联的二聚体产物,这表明2个C8分子

可能通过Cu(I)桥连起来.
为了确定Cu(I)在C8上的结合位点,我们利用

ESI-MS的串联质谱对C8与Cu(I)的反应产物进行

了分析.以[C8+2Cu]作为前体离子,对其进行碰撞

诱导解离.二级质谱图如图4(b)所示,并对碎片离

子峰进行归属.我们按照Biemann命名法命名碎片
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离子,即N端碎片用b表示,C端碎片用y表示,星
号表示结合Cu(I)的片段[17].其中1个星号指碎片

结合了1个铜,2个星号指碎片结合了2个铜.结果

显示碎片V1-H6和H6-H8各结合2个铜原子,可

推测H6残基是结合位点并能结合2个铜原子.另
外,结合紫外-可见吸收光谱的结果,C7也参与铜

结合.

(a)Cu(I)-C8与不同量的BCA反应的紫外-可见吸收光谱图;(b)拟合562nm处紫外吸收信号.100μmol·L-1Cu(I)-C8样品在

20mmol·L-1tris-HCl、50mmol·L-1NaCl、0.8mmol·L-1脱氧的抗坏血酸缓冲液(pH7.4)中.0~2000μmol·L-1BCA滴定到Cu(I)-
C8样品中.

图3 C8与BCA对Cu(I)的竞争

Fig.3 CompetitionofCu(I)bindingbetweenC8andBCA

图4 ESI-MS分析C8与Cu(I)反应的产物

Fig.4 ESI-MSanalysisontheproductsofC8andCu(I)

2.4 Cu(I)离子由C8转运到Atox1
膜蛋白hCtr1促进细胞摄取铜,而Cu(I)通过

铜伴侣蛋白(例如Atox1)的作用来转运至细胞质中

的目标蛋白.因此,Atox1与hCtr1膜内区域的相互

作用对于蛋白间的铜转移至关重要.为了验证这个

结论,我们通过1H,15N-HSQC二维核磁方法研究

了apo-Atox1与Cu(I)-C8复合物的相互作用.结果

显示,apo-Atox1与Cu(I)-C8复合物反应后,其铜

配位残基C12、C15及其附近的 M10、A16和A18
等残基的化学位移发生明显移动(图5(a))[18],并且

其反应后的谱图与文献报道的Cu(I)-Atox1的谱图

一致[19].这说明Cu(I)-C8能够与apo-Atox1反应并

且将铜离子转移到Atox1,这与NMR的结果一致.

此外,我们通过阴离子交换色谱法进一步验证

Cu(I)从C8向Atox1的转移.结果显示,apo-Atox1
与Cu(I)-Atox1的保留体积明显不同(图5(b)),当
向apo-Atox1样品中加入Cu(I)-C8复合物后,其在

阴离子交换色谱上的保留体积与Cu-Atox1的保留

体积一致.这进一步证明了Cu(I)能从C8向Atox1
转移.

细胞内铜的平衡受到细胞内铜转运蛋白的严格

调控,以避免过量铜产生毒性,因而相关研究受到较

多的重视.有文献研究了hCtr1的C端13肽与Cu
(I)之间的相互作用[19],通过CD方法发现hCtr1的

C端13肽与Cu(I)的结合比为1,由于hCtr1的C
端结构域是一个无规结构,且Cu(I)结合后其CD
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信号变化很小,不易获得其准确的作用信息.本文通

过紫外和ESI-MS发现hCtr1的C端结构域可以结

合3个Cu(I).相关文献[19]报道了Cu(I)能够从

HCH基序突变的hCtr1C端结构域向金属伴侣蛋

白Atox1转移.由于 HCH 基序突变显著降低

hCtr1C端结构域对Cu(I)的结合能力,研究结果并

不能反映野生型蛋白质的反应情况.本文通过ESI-
MS发现,除了HCH基序是Cu(I)的结合位点外,
其他氨基酸残基如天冬氨酸也可能涉及铜的结合.
此外,我们通过二维异核核磁和离子交换色谱直接

检测到了Cu(I)能够从野生型的hCtr1C端结构域

向Atox1转移.

(a)apo-Atox1(红色)、holo-Atox1(蓝色)、apo-Atox1与Cu(I)-C8反应产物(绿色)的2维1H,15N-HSQCNMR谱图.(b)apo-Atox1(下)、

holo-Atox1(中)、apo-Atox1与Cu(I)-C8反应产物(上)的阴离子交换色谱图.
图5 铜由C8转运到Atox1

Fig.5 CoppertransferfromC8toAtox1

3 结论

综上所述,本文研究了一价铜离子与hCtr1蛋

白膜内的C端(C8)的结合.结果发现,C8对Cu(I)
具有很强的亲和性,其结合常数为4.0×1016,并且

1个C8可结合多达3个Cu(I)离子.虽然HCH基

序是Cu(I)的优先的结合位点,但是其他氨基酸残

基如天冬氨酸也可能涉及铜的结合.二维异核核磁

和离子交换色谱数据显示结合铜的C8能与铜伴侣

蛋白 Atox1作用,并且将铜离子从 C8转移至

Atox1.这些过程与铜离子的细胞摄取和铜伴侣蛋

白的作用机制一致.研究结果有助于理解hCtr1结

合铜的分子机理和细胞内的铜代谢途径.
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