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血清白蛋白与小分子化合物相互作用的荧光光谱研究

黄
!

锐#

!

!

!夏之宁#

&

!龚
!

萍<

#'

重庆大学生物工程学院!重庆
!

?,,,??

!!

!'

西南政法大学刑事侦查学院!重庆
!

?,##!,

<'

重庆医药高等专科学校!重庆
!

?,,,<,

摘
!

要
!

以牛血清白蛋白
*D180%5Z*#,,

和牛血清白蛋白
*

盐酸西布曲明两个体系为实例!考察了以血清白蛋

白和小分子化合物为荧光检测对象所获得的相互作用信息的差异"发现两种方法获得的分子间结合常数差

异显著!说明在以血清白蛋白为检测对象的传统荧光光谱法中!以色氨酸基团的荧光光谱所表达的信息来

代表整个蛋白分子的相互作用信息是不准确的"文章提出了以荧光小分子化合物为检测对象的改进荧光光

谱方法和荧光背景扣除方法!前者能全面表达相互作用过程中分子的整体信息!后者实现了荧光光谱交叠

体系的荧光光谱法相互作用分析"
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&在哺乳动物体内起着

重要的贮存和输运作用(

#

)

"因此!

-7

与内源或外源物质的

相互作用一直是是生命科学#临床医学和环境科学重要的研

究课题"

-7

是一种内源性荧光大分子!用荧光光谱法可以

简便#灵敏#直观地反映出它与其他物质之间的相互作用情

况"所以!荧光光谱法成为人们研究血清白蛋白与其他物质

相互作用的主要手段(

!*@

)

"

目前!在人们以
-7

为对象的相互作用研究中!通常以

!",

"

<,,5A

的紫外光作为激发光!得到
-7

的最大荧光发

射波长%

".A

&在
<?,

"

<+,5A

"通过对比加入作用物质前后

-7

在
".A

处荧光强度值的变化可获得两者的相互作用信息"

然而!

-7

含有
!,

种氨基酸!其中只有芳香族类的三种氨基

酸!即色氨酸#酪氨酸和苯丙氨酸具有荧光!它们又因其各

自的发色团%侧链基团&不同而具有不同的荧光光谱!其
".A

分别为
<?"

!

<,<

和
!"!5A

(

=

)

"由此可见!传统的荧光光谱法

得到的
-7

的荧光光谱只是色氨酸的荧光性质的反映"显然!

-7

中色氨酸所占比例是有限的!而其他
#;

种氨基酸都可能

参与到相互作用过程中!甚至具有更强的结合能力!但由于

其他氨基酸不具有荧光或不能被检测到!它们与作用对象之

间的结合信息不能体现在
-7

的荧光光谱上"因此!用色氨

酸的荧光光谱所表达的信息来代表整个蛋白分子在相互作用

过程中的变化情况是不准确的"

我们认为!以
-7

为对象的传统荧光光谱法的不准确性

是因为物质局部产生的信息被当作了整体信息"如果与
-7

作用的物质是具有荧光的小分子!那么!荧光小分子所表达

的荧光信号是其分子性质的整体反映"因而!以小分子为检

测对象!考察体系中
-7

对小分子荧光性质的影响!便能获

得二者相互作用的准确信息"
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&相互作用体系为研究对象!分别以生物大分子

%
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&和小分子%

DZ

!
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&为荧光源!对体系的相互作用进

行了荧光光谱法研究!获得了其各自的结合常数!!并通过

紫外光谱法对其结果进行了验证"
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传统荧光光谱法'在一系列
#,Aa

容量瓶中!分别加入

相同体积的
_-7

溶液和不同体积小分子化合物%

DZ

或
-̂

&

溶液!缓冲溶液定容"考察浓度递增的小分子化合物对
_-7

荧光光谱的影响"

改进荧光光谱法'在一系列
#,Aa

容量瓶中!分别加入

相同体积小分子化合物%

DZ

或
-̂

&溶液和不同体积
_-7

溶

液!缓冲溶液定容"考察浓度递增的
_-7

对小分子化合物荧

光光谱的影响"

紫外光谱法'以与试样中
_-7

浓度相对应的
_-7

溶液

作参比!考察不同浓度
_-7

对小分子化合物紫外吸收光谱

的影响"
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结果与讨论
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传统荧光光谱法
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体系的相互作用研究

按照目前研究
_-7

相互作用常用的荧光光谱法!以浓

度一定的
_-7

为荧光检测对象!考察
DZ

的浓度变化对

_-7

荧光性质的影响"观察到随
DZ

浓度的增加!

_-7

在

<?,5A

处的荧光强度逐渐减弱!而
DZ

在
<,!5A

处的荧光

发射峰随其浓度增加不断升高!并出现了一个等发射点!说

明
DZ

与
_-7

在相互作用过程中产生了新的化合物!导致
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荧光猝灭"按照
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溶液中加入荧光猝灭分子前后的荧

光发射强度!
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的表观猝灭常
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说明静态猝灭是
_-7

发生荧光猝灭的主要原因"

对于静态荧光猝灭!猝灭剂与荧光分子之间的结合常数
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体系的相互作用研究

以浓度一定的
_-7

为检测对象!考察不同浓度
-̂

对

_-7

荧光性质的影响"同样可以观察到!
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在
<?,5A

处

的荧光强度随
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浓度的增加呈递减趋势"根据式%

#

&求得

_-7*-̂

体系的表观猝灭常数
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改进荧光光谱法
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含有
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个氨基酸残基!其中仅在
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和
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位上

有
!

个色氨酸残基"显然!色氨酸给出的荧光信号不能代替

_-7

分子的整体信息"而小分子
DZ

和
-̂

的荧光信号却可

以用来表达整个小分子在相互作用过程中受
_-7

影响的情

况"
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体系的相互作用研究

以
DZ

为检测对象!保持其浓度不变!改变
_-7

的浓

度!得到的荧光光谱如图
#

%

4

&所示"由图可见!随着
_-7

浓

度的增加!

DZ

在
<,!5A

处的最大吸收峰峰高不断降低!

_-7

的荧光强度不断增强!两个荧光发射峰之间也出现了一

个等发射点"按式%
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&对
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在
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处的荧光强度值进行

数据处理!拟合曲线如图
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体系的相互作用研究

以
-̂

为荧光检测对象!考察
_-7

对
-̂

荧光性质的影

响"从图
!

%

4

&中可以看出!在
-̂

的检测条件下!

_-7

仍然

具有相当强的发射荧光"

-̂

的荧光光谱受到严重干扰!无

法从光谱图中得到
_-7

对
-̂

影响的明确信息"因此!本文

使用.荧光背景扣除法/进行处理!消除
_-7

的强荧光背景
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假设溶液中
_-7

和
-̂

的量远远大于二者结合生成新

物质所消耗的量!以图
!

%

4

&中相对应浓度的
_-7

溶液为.参

比溶液/!在相同的仪器条件下对其进行荧光扫描!得到不

同浓度
_-7

的荧光光谱"
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在
!;!5A

处的实际荧光强度

值应为图
!

%

4

&中的
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在
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处的荧光强度值!然后扣

除各试样中与
_7-

浓度相对应的
_-7

在
!;!5A

处的荧光

强度值%在相同实验条件下&"

经过背景扣除!在
-̂

受
_-7

浓度变化影响的真实荧光

谱图如图
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递减趋势"按式%
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紫外光谱法研究
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体系的相互作用
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与小分子化合物的结合常数!可以通过
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与化
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节紫外光谱法!分别得到
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与不同浓

度
_-7

结合后的紫外光谱图"

DZ

和
-̂

的紫外吸收强度都

随
_-7

浓度的增加而不断减弱!且明显红移"通过
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和
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与
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发生相互作用前后的吸光度值与
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浓度之间

的关系!根据式%
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说明以小分子为检测对象的改进荧光光谱法更能体现真实的

相互作用信息!而.荧光背景扣除法/则可以有效消除背景干

扰的影响"

<

!

结
!

论

!!

在对
_-7*DZ

和
_-7*-̂

体系的相互作用研究中!我们

分别以
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和小分子化合物%

DZ

和
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&作为荧光检测对

象!得到了不同的结合常数%见表
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&"从结果来看!无论
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体系还是
_-7*-̂

体系!以
_-7

为检测对象的传

统荧光光谱法得到的结合常数!都远远小于以小分子化合物

为检测对象的改进荧光光谱法所得到的结合常数"而采用紫

外光谱方法分别对
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和
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体系的相互作用进

行了研究后!获得的结合常数分别为
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"两个结果均与改进荧光光谱法的结果

接近!在数值上!紫外光谱法求得的结合常数均比改进荧光

光谱法得到的结果小一个数量级"这种差异可能是由紫外光

谱法与荧光光谱法之间本身固有的方法上的差异引起的"
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本研究结果充分说明!血清白蛋白与其他物质相互作用

的荧光光谱方法研究中!传统方法中以血清白蛋白为荧光信
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息源!获得的相互作用信息具有片面性"而具有荧光性质的

小分子却可以体现出真实#全面的信息"对于荧光光谱相互

干扰严重的两种物质!通过.荧光背景扣除法/能获得真实的

荧光光谱!从而获取有效的相互作用信息!实现有荧光光谱

交叠的体系相互作用的荧光光谱法研究"
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