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摘
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要
!

在
)&,=$%

,

U

V,的磷酸氢二钠
+

柠檬酸体系中!采用荧光光谱'紫外吸收光谱研究了牛血清白蛋白

#

H-7

$与烟碱的相互作用"荧光滴定表明这种相互作用使
H-7

的内源荧光猝灭!尼古丁和
H-7

形成
,j,

稳定复合物"不同温度和酸度下的猝灭作用证实其静态猝灭行为和疏水作用机制"紫外吸收光谱和同步荧

光光谱表明!相互作用引起
H-7

构象变化!而同步荧光光谱提示结合位点更接近于色氨酸"
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烟碱即尼古丁(

@+

#

,+

甲基
+!+

吡咯烷基$吡啶)是一种主要

存在于烟草中的生物碱!在烟草中的含量一般为
,Y

"

!Y

!

占烟草总植物碱的
*LY

%在卷烟烟气中的含量约为
,=

J

+

支"尼古丁被认为是导致人吸烟上瘾的主要因子"动物诱变

实验证明尼古丁具有协同致癌作用!而其亚硝化衍生物是确

定的器官专属性致癌物"细胞实验表明高剂量的尼古丁会诱

导
]>N

细胞染色体畸变率和姐妹染色单体交换频率显著提

高!提示尼古丁可能具有一定的遗传毒性"加速质谱实

验(

,

!

!

)显示尼古丁在小鼠体内与鼠肝
C'7

和鼠肝组蛋白均

发生加合!进一步的体外光谱实验(

@

)表明尼古丁与鼠肝组蛋

白的相互作用使蛋白质的构象发生了变化!推测尼古丁可以

通过改变组蛋白的构象来影响染色体的结构'功能和基因表

达"除此之外!尼古丁对一些生物酶活性存在显著的影

响(

M

!

L

)

"因此!尼古丁对生物组织和生物分子的作用行为和

毒性值得广泛关注"由于血清蛋白在结合和运输内源性和外

源性化合物中扮演重要角色!有关小分子底物与其相互作用

的研究十分活跃!但具有潜在致癌性的尼古丁与
H-7

等生

物大分子相互作用的研究报道甚少"文献(

R

!

"

)通过系列光

谱实验发现尼古丁与一些血蛋白存在相互作用!但并未做深

入研究"我们的实验证实尼古丁和
H-7

可形成
,j,

稳定复

合物!探讨了其疏水作用机制!认为相互作用引起
H-7

构象

变化"这些结论对尼古丁的体内转运和脱变机制的深入研究

具有一定参考价值"

,

!

实验部分

#$#

!

仪器和试剂

]7QA<]U_P-<

荧光分光光度计#

#41845

$%

K#+,R))

紫外
+

可见分光光度计#北京第二光学仪器厂$%

(

>-+@

通用

型酸度计#成都市三可仪器有限公司$"

H-7

#上海丽珠生物

有限公司$!用二次蒸馏水配制成
)&RR=

J

,

U

V,的储备液%

烟碱!用二次蒸馏水配制成
L&)b,)

VM

=$%

,

U

V,的储备液%

磷酸氢二钠'柠檬酸均为分析纯!配制
)&,=$%

,

U

V,不同酸

度的系列缓冲溶液"

#$(

!

实验方法

,&!&,

!

荧光光谱

取
,

只
,/=

的石英比色皿!加入
)&!=UH-7

储备液及

!&)=U)&,=$%

,

U

V,

(

>S&)

的缓冲液!然后依次加入不同

量的烟碱!作用
L=85

"选择激发波长为
!S)5=

!激发和发

射通带均为
,)5=

"测量
@))

"

M))5=

的荧光光谱%固定激

发和发射波长间隔
$$

分别为
!)

和
R)5=

!记录同步荧光光

谱"

,&!&!

!

紫外吸收光谱

取
!

只
,/=

的石英比色皿!样品池中加入
,=UH-7

储

备液和
,=U)&,=$%

,

U

V,

(

>S&)

的缓冲液!参比池中加入

,=U

二次蒸馏水和
,=U)&,=$%

,

U

V,

(

>S&)

的缓冲液!

然后在
!

个比色皿中同时依次加入不同量的
L&)b,)

VM

=$%

,

U

V,烟碱!作用
L=85

后!记录室温下
,*)

"

@@)5=

范围内

的紫外吸收光谱"
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结果与讨论

($#

!

荧光光谱

图
,

记录了荧光滴定过程
H-7

内源荧光的变化!表明

在实验范围内
@))

"

M))5=

荧光强度不断降低!且有蓝移趋

势"蛋白质荧光的变化在一定程度上反映了蛋白质分子中荧

光发色团本身及周围环境的变化!说明烟碱与
H-7

发生了

相互作用"这种作用可能引起
H-7

中荧光发色团的微环境

及蛋白质分子构象行为的变化"

)*

+

$#

!

/>>.A;=>3*A=;*3.=3;-.>2E=9.4A.3A.4

6

.A;95=>IGH

5

IGH

UT$Tc#Y

[(

:

+

,

:S

[#

!

>9=:E

6

;=7=D35

R*A

U

Y

!

($Fc#Y

[F

!

#$Kc#Y

[<

!

($Fc#Y

[<

!

F$#c#Y

[<

!

T$Oc#Y

[<

!

N$Zc#Y

[<

!

#$<c#Y

[(

!

#$Tc#Y

[(

:

+

,

:S

[#

)*

+

$(

!

/>>.A;=>3*A=;*3.=3;-.5?4=9

6

;*=34

6

.A;95=>IGH5

IGH

UT$Tc#Y

[(

:

+

,

:S

[#

!

>9=:#;=K$5

R*A

UY

!

#$Tc

#Y

[<

!

($Yc#Y

[<

!

F$Yc#Y

[<

!

T$Yc#Y

[<

!

K$Yc

#Y

[<

!

#$Yc#Y

[(

!

#$(c#Y

[(

:

+

,

:S

[#

($(

!

荧光猝灭机理及结合常数的初步确定

荧光猝灭由动态猝灭和静态猝灭所引起"一般情况下!

动态和静态猝灭可依据不同温度下的猝灭特征加以区别"对

于动态猝灭!温度的升高将增加有效碰撞的离子数和加剧电

子转移过程!使荧光物种的猝灭常数随着温度的升高而增

大%若是静态猝灭!则温度的升高将降低复合物的稳定性使

猝灭常数减小"假设荧光体与猝灭体由于热运动等发生双分

子碰撞时引起动态猝灭!则该猝灭服从
-0.15+#$%=.1

方程
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(
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)
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M

c

!)

(

Z

)

其中
<

)

与
<

分别为加入猝灭体
Z

前后的荧光强度!

M

c

为双

分子猝灭常数!

!)

为生物分子的荧光寿命!

M

![

是

-0.15+#$%=.1

猝灭常数%而当荧光体与猝灭体之间形成不发

荧光的
,

\

,

型复合物时!静态猝灭满足
-0.15+#$%=.1

方程
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!!

实验分别记录了
!)

!

!L

和
@)h

下牛血清白蛋白与烟碱

作用的荧光光谱!利用不同温度下的实验结果!以
<

)

+

<

对

相应的(

Z

)

b,)

R作
-0.15+#$%=.1

曲线拟合!表
,

的结果表

明
-0.15+#$%=.1

曲线呈现良好的线性关系!且随着温度升高

-0.15+#$%=.1

曲线斜率逐渐降低!说明烟碱对
H-7

荧光猝

灭效应归于静态猝灭机制"按生物分子的荧光寿命
!)

为
,)

52

!计算双分子猝灭常数远大于最大动态扩散猝灭常数
!&)

b,)

,)

6=

@

,

=$%

,

2

V,

!进一步表明其静态猝灭行为"以#

<

)

+

<

$

+

,对(

Z

)

+

,拟合
U85.?.4B.1+H;1[

方程!不同温度下的线

性相关系数
H

依次为
)&**,*

!

)&**"S

!

)&**L*

!可见该双

倒数亦呈现良好的线性关系!再次确定为静态猝灭"求算结

合常数
M

7

#

M

7'

,

M

C

$分别为
S&SLb,)

M

!

M&M)b,)

M和
,&,)

b,)

M

6=

@

,

=$%

V,

"
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!
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.4<

G]

>=9;-.G;.93"]=2:.9AE9@.4

!

;-.*9A=9"

9.25;*=3A=.>>*A*.3;44537;-.7

B

35:*A

W

E.3A-*3

+

A=3"

4;53;4<

W

5;7*>>.9.3;;.:

6

.95;E9.4

*

+

h M

-#

+#

6=

@

,

=$%

V,

$

H M

c

#

6=

@

,

=$%

,

2

V,

$

!)

L&"*b,)

M

)&*SLS

L&",b,)

,!

!L

@&"Lb,)

M

)&**!*

@&"Mb,)

,!

@)

,&!Lb,)

M

)&**"L

,&!)b,)

,!

($<

!

结合位点数
@

及结合常数
<

H

的进一步计算

设烟碱与
H-7

形成
5

个结合位点的复合物!可获得求

算
M

7

和
5

的公式

%

J

(#

<

)+

<

$+

<

)

'

%

J

M

73

5%

J

(

'8/

)

!!

按上述公式分别作不同温度下
%

J

(#

<

) +

<

$+

<

)

8

%

J

(

'8/

)的双对数拟合!获得的
M

7

和
5

见表
!

"可以看出!烟

碱与
H-7

结合常数与
!&!

节结果基本相符!结合位点数均

近似为
,

"

,5?2.(

!

,-.?*37*3

+

A=34;53;4<

H

!

;-.?*37*3

+

3E:?.94@537

;-.*9A=99.25;*=3A=.>>*A*.3;445;7*>>.9.3;;.:

6

.95"

;E9.4

*

+

h M

7

#

6=

@

,

=$%

V,

$

H 5

!)

!&@@b,)

M

)&*S*M ,&,S

!L

,&"!b,)

M

)&**S, ,&)M

@)

,&"Mb,)

M

)&***) ,&),

($F

!

作用力类型的判定

猝灭体和生物大分子的相互作用力主要有氢键!范德华

力!静电引力和疏水力几种类型"当温度相差不大时!可以

把反应焓变看成一个常数!由
U85.?.4B.1+H;1[

方程中不同

温度下的结合常数
M

7

!根据下列方程计算出反应焓变'自

由能和熵变"
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第
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$

7
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+
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$

!

$

7
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$*%5M

!

!!

通过计算得出
$

0

!

$

7

!

$

!

分别为
,&,*b,)

M

^

,

=$%

V,

!

V!&@Sb,)

M

^

,

=$%

V,

!

,,*&S)^

,

=$%

V,

,

[

V,

!即

烟碱与
H-7

的相互作用焓变
$

0

'

)

!熵变
$

!

'

)

!表明牛

血清白蛋白与烟碱的主要作用力为疏水作用力(

S

)

"

实验同时考察了
(

>@&)

!

M&)

!

L&)

!

R&)

!

"&)

!

S&)

!

*&)

和
,)&)

等
S

种不同酸度下烟碱与牛血清白蛋白的相互作用!

结果表明相互作用的结合常数大致相等!分别为
!&S)b,)

M

!

@&,@b,)

M

!

M&!Sb,)

M

!

,&!Mb,)

M

!

,&R"b,)

M

!

,&Lb,)

M

!

!&R*b,)

M

!

@&!!b,)

M

6=

@

,

=$%

V,

!进一步说明这种相互作

用主要为疏水相互作用"

($O

!

相互作用对蛋白质构象的影响

!&L&,

!

紫外吸收光谱

图
!

为烟碱对
H-7

紫外吸收光谱的影响!在研究体系

中
H-7

显示了
!

个特征的蛋白质吸收带!其峰位置分别为

!@)

和
!"S5=

!随着烟碱的不断加入!

!@)5=

的特征峰迅速

降低!表明烟碱与牛血清白蛋白发生了较强的相互作用并引

起蛋白质构象的改变"目前对蛋白质构象变化的研究主要集

中在分析
*

+

螺旋'

0

+

折叠'

0

+

转角和无规卷曲的二级构象含

量之间的变化(

*+,,

)

!而这种变化与其相对应的氨基酸环境和

光谱特征有关!因此由光谱特征的变化可获得蛋白质构象变

化的情况"以
H-7

为例!在
!@)5=

附近由肽键的
//

] N

的

,

*

,

)跃迁引起的吸收与蛋白质的
*

+

螺旋含量有关!在
!"S

5=

附近的吸收峰是其肽键上色氨酸和酪氨酸等芳杂环

,

*

,

)跃迁引起的"当加入烟碱时!

!@)5=

的吸收峰随着烟

碱浓度的增大而减小!说明烟碱与牛血清白蛋白结合后!使

蛋白质的分子构型发生变化!

*

+

螺旋减少"

!&L&!

!

同步荧光光谱

实验考察了烟碱与
H-7

相互作用的同步荧光光谱!结

果表明酪氨酸和色氨酸残基的同步荧光光谱都表现出与普通

荧光不同的猝灭特征!

!*)5=

左右的主峰荧光强度下降!表

明整个
H-7

大分子更趋向于折叠态!

*

+

螺旋含量减少%而

@M)5=

左右荧光增强!说明发色团微环境疏水性增强!更证

明疏水作用机制"相比之下!色氨酸残基荧光的变化比酪氨

酸残基更显著!说明结合位点更接近于色氨酸残基"
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