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叶酸与人血清白蛋白结合作用的光谱研究
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!
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放射性药物教育部重点实验室!北京师范大学化学学院!北京
!

*--N#K

摘
!

要
!

在不同温度下的
)

?#'=

的
>293+?I&

缓冲溶液体系中!采用荧光光谱'紫外吸收光谱和同步荧光光

谱研究了人血清蛋白与叶酸的相互作用"研究表明!这种相互作用使人血清白蛋白发生内源荧光猝灭!属于

静态猝灭机制"通过计算得到人血清蛋白与叶酸在
*#

和
,#j

下静态猝灭的猝灭速率常数分别为
#',"LLh

*-

=和
#'!LK!h*-

=

<

-

O%&

V*

'结合常数分别为
#'K-h*-

=和
*'"Nh*-

K

<

-

O%&

V*

'结合位点数均为
*

"根据

Sk231/2

非辐射能量转移机理!求算出给体#

?.8

$与受体#叶酸$间的作用距离和能量转移效率分别为
*'##

和
-'-K!LK6O

!并结合热力学参数说明了叶酸分子与人血清白蛋白的作用以疏水作用为主!同时也存在静

电引力"利用同步荧光光谱研究了人血清蛋白与叶酸的相互作用中
?.8

的构象变化!发现色氨酸残基所处

环境的疏水性降低!说明叶酸分子进入了人血清白蛋白的疏水腔中"

关键词
!
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通讯联系人
!!

/+O59&
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&9;P%&9

"

P6;b/7;b06

引
!

言

!!

叶酸#

S8

$!是维持细胞功能'新陈代谢和生长的一类维

生素!对核酸和蛋白质的合成'氨基酸的相互转化'嘌呤合

成和
F(8

的合成与代谢都有重要意义(

*

!

!

)

"其分子结构由蝶

啶'对氨基苯甲酸和左旋谷氨酸三部分组成!含
*

和
6

两个

羧基"

叶酸通过叶酸受体主动转运进入人体"叶酸受体是一种

糖基磷脂酰肌醇!有
*

和
/

两种受体"研究证实!此类受体

的过度表达是细胞恶性增殖一种显著标志(

!+K

)

"因而以叶酸

受体为肿瘤特异性靶向治疗药物和分子探针的方面的研究日

益深入!已有部分新药前体进入临床研究阶段(

L+*-

)

"

叶酸的衍生物!特别是分子探针!在动物体内的生物学

分布已有较多的研究(

K+*-

)

!但叶酸分子在血液中的行为却不

甚明了"考虑到血清白蛋白是人血浆中含量最丰富的载体蛋

白!人血清白蛋白#

?.8

$在结合和运输内源性和外源性化合

物中扮演重要角色"本文在生理条件下!利用叶酸分子对人

血清白蛋白荧光的猝灭效应!求出了二者的结合常数和结合

位点数"这对于阐明叶酸在人体血液中的分布及与蛋白相互

作用的机制有重要的价值!对进一步研究叶酸探针及其复合

物具有指导意义"

*

!

实验部分

*)*

!

试剂与仪器

S&;%2%&%

D

+15;+,

型荧光光谱仪!

I96125+*-/d$+$93

型紫

外
+

可见分光光度计!雷磁
?+,

型
)

?

计"叶酸#

""̂

!北京

化学试剂公司$%人血清白蛋白#

?.8

!分子量为
LK---F

!

""̂

!购自
.9

D

O5

公司$%其他化学试剂均为分析纯%实验用

水全部为
Y9&&9+]

超纯水"

*);

!

实验方法

准确称量叶酸并配制浓度为
*'-h*-

V=

O%&

-

<

V*溶液"

准确称量人血清蛋白并配制成
!'-h*-

VK

O%&

-

<

V*溶液!置

于
=j

冰箱中保存"

在
*-O<

比色管中依次加入
*'-O<

)

?#'=

的缓冲溶

液'

*'-O<

人血清蛋白溶液和一定量的
*'-h*-

V=

O%&

-

<

V*叶酸!加水定容至刻度!摇匀!放置半小时后测定荧光光

谱"荧光比色皿为
*0O

!固定激发波长为
!N-6O

!入射和出

射狭缝为
!'K6O

!扫描温度为
*#

和
,#j

"

!

!

结果与讨论

;)*

!

叶酸与
7+M

结合的荧光光谱

固定人血清白蛋白的浓度不变!改变加入叶酸的浓度!



扫描混合溶液的荧光光谱"人血清白蛋白中的色氨酸#

>2

)

$'

酪氨酸#

>

4

2

$和苯丙氨酸#

EQ/

$残基能够发射内源荧光!实验

结果如图
*

所示!叶酸对
?.8

内源荧光有猝灭作用!随着

叶酸的逐渐增加!

,--

!

=--6O

处的荧光强度不断降低"这

说明叶酸与
?.8

发生了相互作用!并引起
?.8

中荧光发色

团的微环境及蛋白质分子构象发生变化"在
=K-6O

处出现

新的荧光峰!为叶酸的荧光峰!且在
=*,6O

处有一个等发

射点"

;);

!

7+M

荧光猝灭机理

引起
?.8

荧光猝灭的原因可能有两种&动态猝灭和

#或$静态猝灭"动态猝灭是化合物和蛋白质的激发态分子间

的相互碰撞而导致的荧光猝灭!并不影响蛋白质的结构和生

理活性!遵循
.1/O+$%&O/2

方程(

**

)

"静态猝灭则通常是由于

发生了配合反应!对蛋白质的二级结构产生影响!并可能影

响其生理活性"荧光猝灭符合下式

F

-

*

F

"

*

&

D

e

(

]

) #

*

$

式中!

F

-

为猝灭剂不存在时的荧光强度!

F

为加入猝灭剂后

荧光强度!

D

e

为猝灭常数!(

]

)为猝灭剂浓度"根据式#

*

$!

对于单一的动态猝灭或静态猝灭过程!以荧光分子的荧光强

度变化
F

-

*

F

对猝灭剂浓度(

]

)作图应为直线关系!直线斜

率代表荧光猝灭过程速率常数
D

e

"

&'

(

)*

!
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#

7+M

$

012'55.3.>154C',0,'2,4>,.>1301'4>

+

?.8

f!'-h*-

VL

D

-

<

V*

%

[2%O;

)

1%7%H6

!

+

S8

f-

!

-'*h*-

VK

!

-'!h*-

VK

!

-'=h*-

VK

!

-'Lh*-

VK

!

-'Nh*-

VK

!

*'!h*-

VK

!

*'L

h*-

VK

!

!'-h*-

VK

O%&

-

<

V*

!!

一般而言!生物大分子的最大动态猝灭过程的速率常数

D

$

*--<

-

O%&

V*

(

*!

)

"因此对于速率常数大于
*--<

-

O%&

V*

的荧光猝灭过程不可能是动态猝灭而只能是静态猝灭过程"

将
*#

和
,#j

不同温度下
?.8

的荧光强度
F

-

*

F

比值

与猝灭剂叶酸浓度分别作图!图
!

显示随着叶酸浓度的增

加!

F

-

*

F

逐渐增大!且二者呈良好的线性关系"直线斜率为

#',"LLh*-

= 和
#'!LK!h*-

=

<

-

O%&

V*

!因此可以判断

?.8

的荧光猝灭是由于叶酸与
?.8

形成了配合物引起的静

态猝灭"

&'

(
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!
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E.>,-.2<
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&
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,#j

&'

(

)A

!

!'>.J.0?.3"FE3b,E3?.457+M

D

E.>,-.2<

:

54C',0,'2
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&

*#j

%

>

&

,#j

;)A

!

叶酸与
7+M

的结合常数和结合位点数

对于静态猝灭!荧光强度与猝灭剂的关系可由结合常数

表达式(

*,

!

*=

)

#

!

$推导求出"

&

D

(#

F

-)

F

$*

F

)

"

&

D

D

8&

%&

D

(

]

) #

!

$

将
&

D

(#

F

-

VF

$*

F

)对
&

D

(

]

)作图!直线斜率代表结合位点数

%

!直线截距结合常数
D

8

"

实验所用猝灭剂最小浓度为
?.8

浓度的
-'K

倍!最大

为
*-

倍"将
*#

和
,#j

下实验体系的测量数据用静态猝灭

公式处理!在图
!

统一读取
,=#6O

处的荧光强度!分别得到

*#

和
,#j

两个温度下的曲线如图
,

所示!其方程式如下

&

D

(#

F

-)

F

$*

F

)

"

='N#K,K

&

*'-**!N&

D

(

]

)

&

D

(#

F

-)

F

$*

F

)

"

K'!"L-=

&

*'-"N*,&

D

(

]

)

线性相关系数分别为
-'""KL*

和
-'""N#"

"由直线的截距和

斜率求得两个温度下叶酸和
?.8

作用的结合常数
D

8

和结

合位点数
%

的值列于表
*

"叶酸和
?.8

相互作用时只有一个

结合位点#

%

*#j

f*'-**!N

!

%

,#j

f*'-"N*,

$!它们的结合常

L*"*
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数比较大!同时温度对叶酸和
?.8

的结合常数影响比较大!

从
*#j

时的
#'K-h*-

=

<

-

O%&

V*变化到
,#j

时的
*'"Nh

*-

K

<

-

O%&

V*

"

60<C.*

!

6-.3/42

:

>0/',

=

030/.1.39451-.&M"7+M<'>2'>

(=

34,.2E3.

!

*

j D

8

*#

<

-

O%&

V*

$

%

#

@

*#

B:

-

O%&

V*

$

#

^

*#

B:

-

O%&

V*

$

#

-

*#

:

-#

O%&

-

W

$

V*

$

*#

#'K-h*-

=

*'-**, ,L'!N V*,'L# *#!'!

,#

*'"Nh*-

K

*'-"N* ,L'!N V*='#N *L='#

;)K

!

叶酸和
7+M

的主要作用力类型

小分子与生物大分子的作用力类型包括氢键'范德华

力'静电引力'疏水作用力(

*K

!

*L

)

!温度变化范围不大时!可

以将作用过程的焓变
#

@

作为常数!依据热力学参数方程

&6

#

D

!

*

D

*

$

"

#

*

*

!

*)

*

*

!

!

$

#

@

*

3

#

,

$

#

^

"#

@

)

!

#

-

")

3!&6D

#

=

$

根据
*#

和
,#j

两个温度下的结合常数可以计算出叶酸和

?.8

相互作用的热力学函数值!结果列于表
*

"

U%33

等根据大量的实验结果!总结了生物大分子与小

分子作用力类型的热力学规律(

*L

)

!

#

-

%

-

可能是疏水和静

电作用力%

#

@

%

-

同时
#

-

%

-

为疏水作用力%

#

@

$

-

时主

要为静电相互作用"根据实验结果!

*#

和
,#j

#

@

%

-

!且

#

-

%

-

!因此可以推测该体系中叶酸和
?.8

之间的作用力

以疏水作用为主!同时也存在静电引力"

;)T

!

叶酸与
7+M

结合距离的计算

根据
Sk231/2

偶极
+

偶极非辐射能量转移理论!可以求出

小分子与蛋白质分子中发射荧光的基团之间的距离"距离越

小!药物分子越有利于被蛋白质存储与转运"能量转移效率

与给体
+

受体间的距离
C

的关系为

#

"

*

*(

*

&

#

C

*

3

-

$

L

) #

K

$

能量转移的效率#

#

$为
K-̂

时的距离称为临界距离!记为

3

-

3

L

- "

N'N

[

*-

)

!K

D

!

%

)

=

4F

/

#

L

$

式中!

D

!为供体
+

受体各项随机分布的取向因子!

%

为介质

的折射指数!

4F

为给体的荧光量子产率!

/

表示供体的发射

光谱与受体的吸收光谱二者重叠积分"将式子变形整理得到

/

"%

F

#

)

$

(

#

)

$

)

=

#4

*

%

F

#

)

$

#)

#

#

$

!!

F

#

)

$为荧光受体在波长
)

处的荧光强度!

(

#

)

$为受体在

波长
)

处的摩尔吸光系数"能量转移效率
#

可用下式计算

#

"

*

)

F

*

F

-

#

N

$

只要得到
#

!

D

!和
%

并通过测定光谱求出积分
/

!就可以计

算得到
3

-

与
C

"

人血清白蛋白的荧光光谱图和叶酸的吸收光谱如图
=

"

用矩形分割法对该图中光谱重叠部分的面积求和"求得光谱

的重叠积分
/f"'#Nh*-

V*K

0O

,

-

<

-

O%&

V*

"

!!

在上述实验条件下!取向因子供体受体各项随机分布的

平均值
D

!

f!

*

,

!

%

折射指数!取水和有机物平均值
%f

*',,L

!

4F

f-'**N

(

*L

)

!将上述数值代入式#

L

$求得
3

L

-

f*'#-

6O

"再通过叶酸与
?.8

摩尔比为
*_*

时络合物的荧光强

度!通过#

N

$式计算得到能量转移效率
#f-'-K!LK

"

?.8

的荧光主要来自于色氨酸残基
>2

)

!*=

!计算得到

它们的距离
Cf*'##6O

!具备了能量转移猝灭蛋白质荧光的

&'

(

)K

!

6-.5CE43.9,.>,../'99'4>9

=

.,130457+M

#

0

$

0>21-._Y0<943

=

1'4>9

=

.,13045&M

#

<

$

+

?.8

f+

S8

f!'=h*-

VL

O%&

-

<

V*

&'

(

)T

!

+

:

>,-34>4E95CE43.9,.>,.9

=

.,13E/457+M

+

?.8

f!'-h*-

VL

D

-

<

V*

%

[2%O;

)

1%7%H6

!

+

S8

f-

!

-'!h*-

VK

!

-'Lh*-

VK

!

-'Nh*-

VK

!

*'!h*-

VK

!

*'Lh*-

VK

!

!'-h*-

VK

O%&

-

<

V*

#*"*
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条件(

*#

)

"由于结合距离
C

大于能量转移效率为
K-̂

时的临

界距离
3

-

!说明非辐射能量转移引起蛋白质荧光猝灭的几

率比静态猝灭的要很多小"

;)H

!

叶酸对
7+M

构象的影响

固定激发波长和发射波长的间距为
#)

!同步扫描激发

和发射单色器可得到同步荧光光谱"在蛋白质的同步荧光光

谱中!

#)

f*K6O

时表现出酪氨酸残基的荧光光谱!

#)

fL-

6O

时则表现出色氨酸残基的荧光光谱(

*N

)

"

固定
?.8

浓度逐渐增大叶酸的浓度时!记录
#)

f*K

6O

和
#)

fL-6O

时的同步荧光光谱#图
K

$"发现酪氨酸残

基的最大发射波长保持不变!而色氨酸残基的最大发射波长

发生红移!在
,L-6O

处出现新的发射峰"这一结果表明!叶

酸的加入使
?.8

的构象发生变化!色氨酸残基所处环境的

疏水性降低!该结论也与计算机模拟分子对接实验一致"

;)̀

!

叶酸与
7+M

结合模式的分析

人血清白蛋白#

?.8

$是血浆中含量最丰富的载体蛋白!

其分子量约为
LLK--

!含
KNK

个氨基酸残基"

?.8

的肽链中

共含有
*N

个酪氨酸#

>

4

2

$!

,-

个苯丙氨酸#

EQ/

$和一个
!*=

位的色氨酸#

>2

)

$"

?.8

由三个功能相似的区域组成!每个

结构域又包含两个子域!这就形成了
*

8

!

*

A

!

)

8

!

)

A

!

&

8

!

&

A

六个亚域!每个结构中
8

和
A

又以槽口相对的方

式形成圆桶状结构"药物小分子主要结合在
)

8

和
&

8

!分

别称做
391/

*

和
391/

)

"

391/

*

位点又被称为
Z52[5296

和

8@5

)

2%

)

5@%6/

结合区!而
.91/

)

主要结合
T67%&/

和
A/6@%79+

5@/

)

%6/

%这两个区域都是由疏水性氨基酸残基构成疏水空

腔!带有电荷的氨基酸残基形成了疏水空腔的入口"由于形

成空腔的结构和电荷不同!

.91/

*

更有利于结合体积比较

大'带负电和具有杂原子环的小分子!而
.91/

)

更趋于结合

一些芳香酸类小分子(

*"

!

!-

)

"叶酸分子较大!且拥有含氮杂环

和较大的共轭体系!故叶酸结合在
?.8

的
.91/

*

处的可能

性较大"

叶酸分子与
?.8

发生相互作用时!叶酸分子通过静电

引力靠近疏水空腔!叶酸的蝶啶和苯环部分的疏水性作用力

与空腔内部的氨基酸残基相互作用!形成比较稳定的结构"

这一结果阻止了酪氨酸#

>

4

2

$和色氨酸#

>2

)

$之间发生能量

转移导致
?.8

内源荧光猝灭"
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