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聚酰胺
-

胺型$

Q9T9T

%树状大分子是一类新型的纳米级#球型#高度分支#单分散性的聚合物!并

具有安全#低毒#无免疫原性等许多独特的生物学性质"正是由于这些优势使其有望成为一种新型有效的生

物材料!用于作为寡核苷酸的转运因子和药物转运载体"因此!深入了解树状大分子的生物学性质对进一步

研究其在治疗方面的应用是至关重要的"文章应用荧光光谱法在生理条件下研究了具有表面氨基的
,($

代

聚酰胺
-

胺型$

c,($Q9T9T

%树状大分子与牛血清白蛋白$

B/9

%间的相互作用"结果表明!加入
c,($

Q9T9T

树状大分子后!

B/9

内源性荧光发生猝灭!其猝灭机制属于静态猝灭!符合
/2037-%&'D03

方程"

通过计算得到该树状大分子与
B/9

间的结合常数为$

#($.C\$($!+

%

G

/

DD&'

Y#

"通过同步荧光#红边激发

荧光位移$

RPP/

%等方法的研究发现!树状大分子的存在会改变
B/9

的构象"此外还考查了体系的
*

V

值和

离子强度对该树状大分子与
B/9

相互作用的影响!由实验结果可推断静电作用是二者结合的主要作用机

制"

关键词
!

c,($Q9T9T

树状大分子'牛血清白蛋白'内源性荧光'荧光猝灭'红边激发荧光位移
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聚酰胺
-

胺型$

Q9T9T

%树状大分子是由
F&D6':6

等*

#

+

首次合成的一类新型功能高分子!近年来引起了诸多领域专

家的广泛关注"在生物医学领域中!由于其具有较大的内部

空腔和大量的端基官能团!可与多种有机小分子或聚合物结

合!并且细胞毒性较低!非常适宜作为药物和基因的转运载

体*

!-H

+

"随着树状大分子与药物结合研究的迅速发展!研究

其与生物大分子的相互作用对其在体内的进一步应用尤为重

要"众所周知!多数药物进入人体后!必须通过血浆的储存

和运输才能到达靶部位!进而发生药理作用"血清白蛋白是

血液中一类重要的蛋白质!对许多内源性和外源性的药物都

具有较高的亲和力*

+

+

"因此!研究
Q9T9T

树状大分子与白

蛋白的相互作用!对阐明该药物载体在体内的转运#分布和

代谢等具有重要意义"

本文利用荧光法研究了具有末端氨基的
c,($Q9T9T

树状大分子在生理条件下与牛血清白蛋白的相互作用!并探

讨了相互作用机理!以及对蛋白构象的影响!为树状大分子

作为药物和基因载体在体内应用提供了理论依据"

#

!

仪器和试剂

!!

,($

代$

c,($

!具有末端氨基%以乙二胺为核的
Q9T9T

树状大分子!实验室自制'牛血清白蛋白
B/9

$组分
2

!生化

试剂!南京大冶生物科技有限公司%'实验用水为重蒸水!其

他试剂均为分析纯"

RA+,$#

型荧光分光光度计$日本岛津公司%'

*

V/-!+

型

酸度计$上海伟业仪器厂%'

B/#!H/

型电子天平$赛多利斯科

学仪器$北京%有限公司%"
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树状大分子对牛血清白蛋白荧光的猝灭

作用

将
B/9

溶解于含
)6W'

$浓度
#$$DD&'

/

G

Y#

%

*

VC(H

的

F3:4-VW'

缓冲盐溶液中!配制成浓度为
+

$

D&'

/

G

Y#的溶

液"室温下测定上述
B/9

溶液的荧光光谱"然后向
B/9

溶

液中加入不同浓度的
c,($Q9T9T

树状大分子溶液!在同

样条件下测定其荧光光谱!以空白树状大分子溶液作对照"

:':

!

同步荧光考查树状大分子对
I)J

色氨酸残基微环境疏

水性的影响

当激发波长和发射波长的差值分别为
#!

Z.$7D

和
#!

Z#+7D

时!分别测定上述
B/9

溶液的同步荧光光谱"然后

向
B/9

溶液中加入不同浓度的
c,($Q9T9T

树状大分子

溶液!在同样条件下测定其同步荧光光谱"

:'9

!

红边激发荧光位移#

TXX)

$法考查树状大分子对
I)J

色氨酸残基微环境疏水性的影响

室温下测定上述
B/9

溶液在不同激发波长$激发波长从

!J+7D

逐渐增加至
,$$7D

%下的荧光光谱"然后向
B/9

溶

液中加入不同浓度的
c,($Q9T9T

树状大分子溶液!在同

样条件下测定荧光光谱"

:'?

!

3

M

值和离子强度对
U9'AZJGJG

树状大分子与
I)J

相互作用的影响

将
B/9

分别溶于
*

V.(!

!

.(J

!

C(H

!

J($

!

J(.

的
F3:4-

VW'

缓冲溶液中!配成浓度为
+

$

D&'

/

G

Y#的溶液!按照
!(#

节中的方法测定其荧光光谱"

将
B/9

分别溶于含有
#$$

!

!$$

!

H$$

!

.$$

!

J$$DD&'

/

G

Y#

)6W'

的
*

VC(H

的
F3:4-VW'

缓冲溶液中!按照
,(#

中的

方法测定其荧光光谱"

,

!

结果和讨论

9'(

!

U9'AZJGJG

树状大分子对牛血清白蛋白荧光的猝灭

作用

当激发波长为
!"+7D

时!

B/9

分子的荧光主要来自于

色氨酸$

F3

*

%残基!其峰值在
,H+7D

附近!而在该激发波长

下!树状大分子本身并不发射荧光!因此对实验结果不产生

干扰"

!!

图
#

是
!"+7D

激发波长下不同浓度
c,($Q9T9T

树

状大分子对
B/9

荧光光谱的影响"由图
#

可见!

B/9

的荧光

强度随树状大分子浓度的增加而减少!通过稳定性考察发现

这种猝灭作用瞬间即可达到稳定状态!在
#!$D:7

内保持稳

定"上述现象说明
c,($Q9T9T

树状大分子同
B/9

之间存

在相互作用"

图
!

为
c,($Q9T9T

树状大分子对
B/9

荧光猝灭的

/2037-%&'D03

曲线图"

/2037-%&'D03

方程式*

.

!

C

+如下

Y

$

,

Y

"

#

2

]

/%

*

B

+ $

#

%

式中
Y

$

和
Y

分别代表不存在和存在树状大分子情况下的荧

光强度!

]

/%

代表
/2037-%&'D03

的动态消光常数'*

B

+代表

树状大分子的浓度"
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%

Z+($
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由图
!

计算可得到
c,($Q9T9T

树状大分子与
B/9

作用的动态消光常数
]

/%

值为$

#($.C\$($!+

%

G

/

DD&'

Y#

"

据文献报道!各种猝灭剂对生物大分子最大动态猝灭过程的

猝灭常数都不大于
$(!G

/

DD&'

Y#

*

J

+

!而
c,($Q9T9T

树

状大分子与
B/9

相互作用的
]

/%

值大于此值!可由此推断该

猝灭过程非是树状大分子扩散时所引起的动态猝灭"

同时!发现加入树状大分子以后!

B/9

最大发射波长略

有蓝移!现象不是十分明显$如图
#

%"为此!我们采用双波长

法进一步考查树状大分子的存在对
B/9

中色氨酸残基周围

微环境的影响"图
,

是双波长法原理的示意图!在蛋白质分

子最大发射波长前后等距选取两个波长
!#

和
!!

!加入猝灭

剂前!蛋白谱线上与其相对应的荧光强度分别为
Y

G

和
Y

R

!

加入猝灭剂后!与其对应的荧光强度变为
Y=

G

和
Y=

R

!当

Y=

G

,

Y=

R

(

Y

G

,

Y

R

时!说明最大发射波长蓝移!而当

Y=

G

,

Y=

R

0

Y

G

,

Y

R

时说明最大发射波长红移*
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B/9

%

Z+($

$

D&'

/

G

Y#

!!

在
!"+7D

激发波长下
B/9

的最大发射波长为
,H+7D

!

我们选取
,!+

和
,.+7D

这两个等波长点!考查加入树状大

分子后
B/9

荧光谱线位移的变化情况"由图
H

可见!随着树

状大分子浓度的增加!

Y

G

,

Y

R

值由
$(J+

增加至
$(",

"由此

可知!加入
c,($Q9T9T

树状大分子后!

B/9

荧光谱线最

大发射波长确有蓝移现象!说明
B/9

中色氨酸残基周围微

环境变得疏水!其结构变得更加紧密*

#$

+

"

9':

!

同步荧光考察树状大分子对
I)J

色氨酸残基微环境疏

水性的影响

!!

同步荧光光谱可用于蛋白质构象变化的分析"

#!

Z#+

7D

时的同步荧光光谱可显示蛋白质中酪氨酸残基的光谱特

性!而
#!

Z.$7D

时的同步荧光光谱则表现出蛋白质中色氨

酸残基的荧光特性"因残基的最大发射波长与其所处环境的

疏水性有关!故由发射波长的改变可判断蛋白质构象的变

化*

##

+

"图
+

$

6

%和图
+

$

<

%分别为
#!

Z#+7D

和
#!

Z.$7D

条

件下
c,($Q9T9T

树状大分子与
B/9

相互作用的同步荧

光光谱图!从图中发现&随着树状大分子浓度的增加!

#!

Z

#+7D

时的同步荧光光谱最大发射波长基本没有变化!而
#!

Z.$7D

时的同步荧光光谱最大发射波长从
,+#7D

移动到

,H"7D

!蓝移
!7D

"这表明树状大分子的加入使
B/9

色氨

酸残基所处环境的疏水性增加!导致
B/9

的构象发生了改

变"

9'9

!

红边激发荧光位移法考察树状大分子对
I)J

中色氨酸

残基微环境流动性的影响

红边激发荧光位移$

RPP/

%是一种由于激发波长向吸收

谱带红边移动而引发的发射波长向高波长方向移动的现象!

是监测发色团运动的一项良好的方法!尤其在对蛋白质的研

究中!它是获得有关色氨酸周围环境以及结构组成方面信息

的一项有力工具"红边激发效应是色氨酸电子跃迁能分配的

结果!当溶剂介质存在缓慢舒张作用时!色氨酸的吲哚环与

邻近偶极子的电子结合作用引起了
RPP/

"如果色氨酸残基

的周围环境是流动的!舒张作用出现在色氨酸发射前!并且

由舒张状态产生的最大发射不发生变化"如果色氨酸被置于

一个运动受限的环境内!在色氨酸吲哚环激发态将会产生缓

慢的溶剂舒张作用!并且由非舒张态产生的发射波长决定于

激发波长*

#!

!

#,

+

"

$%

&

'C

!

X11,*/01U9'AZJGJG=,5=4%-,4805/+,8

>

5*+405078

16704,8*,5*,8

3

,*/4.01I)J

'$

\(C5-

$

.

%

.5=

'$

\

EA5-

$

D

%

!!

在
RPP/

实验中!存在树状大分子的情况下!随着激发

波长的增加
B/9

最大发射波长会发生红移的现象!仍可用

双波长法对实验数据进行处理"实验中!在
!J+7D

激发波

长下
B/9

的最大发射波长在
,HH7D

!所以选取
,!H

和
,.H

7D

这两个等波长点!考查加入树状大分子后
B/9

荧光谱线

的
RPP/

变化情况"图
.

$

6

%和图
.

$

<

%是通过双波长法处理

后的结果"由图
.

$

6

%可见!随着激发波长的不断增加!

B/9

的
Y

G

,

Y

R

值不断降低!说明荧光谱线发生红移现象"并且随

HJC!

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
!"

卷



着体系中加入
c,($Q9T9T

树状大分子浓度的增加!

Y

G

,

Y

R

值降低程度增加!说明红移程度增加"为了方便比较!我

们以
#

Y

G

,

Y

R

$

Y

G

,

Y

R

与
Y

j

G

,

Yj

R

的差值%为纵坐标作图得到

图
.

$

<

%!从图
.

$

<

%更加明显地观察到了
Y

G

,

Y

R

值的降低"

$%

&

'E

!

X11,*/01U9'AZJGJG=,5=4%-,4805/+,

4,=,=

&

,,2*%/./%058+%1/01I)J

$

6

%&

Q'&24&?Y
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Y

R

-

!

0U
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<

%&

Q&'24&?

#

Y

G

,

Y

R

-

!

0U

#

&

+

$

c,($Q9T9T

%

Z$

$

D&'

/

G

Y#

'

!

&

+

$

c,($Q9T9T

%

ZH$"(!

$

D&'

/

G

Y#

'

,

&

+

$

c,($Q9T9T

%

ZJ#J(H

$

D&'

/

G

Y#

'

+

$

B/9

%

Z+($

$

D&'

/

G

Y#

9'?

!

3

M

值和离子强度对
U9'AZJGJG

树状大分子与
I)J

相互作用的影响

!!

研究了在不同
*

V

值和不同离子强度条件下!

c,($

Q9T9T

树状大分子对色氨酸残基内源荧光的猝灭作用"从

图
C

发现!在
*

V

值
.(!

!

J(.

范围内!树状大分子对
B/9

的内源荧光都具有猝灭作用!但猝灭程度变化趋势没有明显

规律"由于
c,($

树状大分子在
*

V

值
.(!

!

J(.

范围内!几

乎所有的氨基带正电荷!而
B/9

是一种酸性蛋白质!在这一

*

V

值范围内所有羧基均带负电!由此可推断树状大分子的

氨基会与
B/9

间产生较强的静电作用!从而导致内源荧光

猝灭"
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通过观察图
J

发现!

)6W'

的浓度在
#$$DD&'

/

G

Y#时!

c,($

树状大分子与
B/9

相互作用的
]

/%

值最大!但随着离

子强度的增大
]

/%

值逐渐减小"由此推断树状大分子与
B/9

是以静电作用相结合的!随着离子强度的增加
)6

h可竞争结

合
B/9

!并且
)6W'

在
B/9

和
Q9T9T-)V

!

之间也起到了

静电屏蔽的作用*

#H

+

!从而减弱了两者间的相互作用"

H

!

结
!

论

!!

本文主要运用荧光法研究了具有末端氨基的
c,($

Q9T9T

树状大分子与
B/9

之间的相互作用"研究结果表

明!

c,($Q9T9T

树状大分子主要通过静电作用方式与

B/9

结合!使其内源荧光发生猝灭"此外发射荧光#同步荧

光和
RPP/

实验中荧光谱线的峰位峰形变化也说明树状大分

子的加入使
B/9

的构象发生改变!使色氨酸残基周围环境

变得更加疏水!并处于运动受限的环境中"本实验探讨了

Q9T9T

树状大分子与
B/9

的结合机制!为
Q9T9T

树状

大分子作为药物载体在生物体内应用提供了理论依据"
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