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为二次蒸馏水$

*)G

!

实验方法

向
#0;

比色皿中准确加入
C;Q#i#-

d>

;%&

.

Q

d#的

R.8

溶液!逐次加入
R[]

"实验过程中!加入
R[]

的体积小

于
#-

#

Q

!不超过溶液总体积的
-'#e

!故体积变化可以忽

略#!扫描
!,-

!

C>-6;

范围内的紫外吸收光谱"光谱带宽为

!6;

#%固定
'/H

f!*-6;

!扫描
C--

!

>--6;

之间的荧光光

谱%固定
''

f#>6;

或
''

f?-6;

!分别记录
R[]

与
R.8

作用的同步荧光光谱$"荧光光谱测定条件&激发和发射狭

缝皆为
>6;

!电压
@--$

!扫描速度
#!--6;

.

;96

d#

#$

!

!

结果与讨论

G)*

!

[OQ

和
[$&

相互作用的吸收光谱

图
#

吸收光谱表明!当
R.8

和
R[]

单独存在时!最大

吸收分别位于
!*-

和
!?@6;

处%随着
R[]

浓度的增加!

R.8

吸收峰有所增强并发生蓝移!表明
R.8

和
R[]

发生了

相互作用$

&'

(

)*

!

Q>42-42

.

1'4"-

.

/012345[OQD'1E

C32'4?-04"0/"1231'4"-45[$&

)

T@',

%

!-M

!

-

&

%

R.8

f-

!

%

R[]

f#-

#

;%&

.

Q

d#

%

#

!

@

&

%

R.8

f#-

#

;%&

.

Q

d#

!

%

R[]

&

-

!

#

!

C

!

>

!

@

!

#-

!

#>

#

;%&

.

Q

d#

G)G

!

[$&

对
[OQ

荧光发射的猝灭作用

图
!

是
R.8

溶液中加入
R[]

后的稳态荧光光谱$可以

看出!随着
R[]

的加入!

R.8

的荧光被明显猝灭!同时伴随

&'

(

)G

!

K8'--'4"-

.

/012345[OQL[$&3-35?"01'4"451E/04"L

0/"1231'4"-45[$&G:g

!

#

[OQ

X*:

%

846

.

,

T*

!

#

[$&

'"02/3-/=5248:14*:

%

846

.

,

T*

AME/3224D-'"='031/

1E/0E3"

(

/'"[$&04"0/"1231'4"

着光谱的明显红移!说明
R[]

的加入引起
R.8

荧光团的微

环境极性增强$由
C>@6;

处出现的等发射点!推测
R[]

与

R.8

之间可能形成了新的复合物$光谱的明显红移!预示蛋

白质的二级结构发生了变化'

C

(

!也暗示着
R[]

与
R.8

之间

存在能量转移$

!!

荧光猝灭根据猝灭方式的不同!可分为静态猝灭和动态

猝灭$假设是动态猝灭!可根据
.1/26+$%&;/2

方程'

,

(

&

I

-

*

I

.

#

<

H

.$

'

>

(

.

#

<

H

h

.-

'

>

(判断!其中
I

-

和
I

分别为猝

灭剂加入前后体系的荧光强度!

H

h

为猝灭常数!

H

.$

为双分

子猝灭过程常数!

.-

为猝灭剂不存在时生物大分子的平均荧

光寿命!'

>

(为猝灭剂浓度$结果如图
C

所示$取
.-.

#-

1

*

3

!

由上式可计算体系的
H

h

!数据见表
#

$表
#

中各温度下作用

方程线性关系明显!说明只有一类荧光体%

H

.$

随着温度的

升高而降低!且
H

h

值远大于各类猝灭剂对生物大分子的最

大扩散碰撞猝灭常数
!i#-

#-

Q

."

;%&

.

3

#

d#

!由此可以推

断!荧光猝灭方式不是动态猝灭!而为静态猝灭'

,

(

$

!!

当药物小分子与生物大分子结合时!结合常数和结合位

点数可以由下面两式来求得&

Q96/F/5:/2+RK2J

方程 "

I

- 1

I

#

1

#

.

I

1

#

- <

H

1

#

8

I

1

#

-

'

>

(

1

# 及
&

G

'"

I

-1

I

#*

I

(

.

&

G

H

<

'

&

G

'

>

(

'

>

(

!式中的
H

8

和
'

分别为此反应的结合常数和结合位

点$通过双倒数曲线"图
,

#和双对数曲线"图
>

#求得不同温

度下的
H

8

和
'

"表
#

#$由
H

8

值可知!

R.8

与
R[]

之间存在

较强的相互作用%由
'

值可知!

R.8

与
R[]

结合时至少存在

#

个单独的结合位点$

&'

(

)<

!

O1/2"LZ468/20?2C/-451E/'"1/2301'4"

>/1D//"[OQ3"=[$&

#

&

!-M

%

!

&

C-M

%

%

R.8

f#-

#

;%&

.

Q

d#

&'

(

)9

!

$4?>6/2/0'

.

24036,'"/D/3C/2L[?2@

.

641-

451E/'"1/2301'4">/1D//"[$&3"=[OQ

#

&

!-M

%

!

&

C-M

%

%

R.8

f#-

#

;%&

.

Q

d#

%

'

/H

f!*-6;

%

'

/;

fC,@6;
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M3>6/*

!

B4"0/2"/=04"-13"1-451E/

e

?/"0E'"

(.

240/--'"1E/>'"='"

(

45[$&D'1E[OQ

0

*

M .1/26+$%&;/2/

h

K519%6

*

!

H

.$

*"

Q

.

;%&

d#

#

H

h

*

Q

."

;%&

.

3

#

d#

H

8

*

Q

.

;%&

d#

'

!-

G

f?'-*i#-

,

Fj-'"*?

-'""?

?'-*i#-

,

?'#i#-

#!

!'>Ci#-

,

#'##

C-

G

f>'*?i#-

,

Fj-'"@?

-'"",

>'*?i#-

,

>'"i#-

#!

C'C#i#-

,

#'!!

&'

(

);

!

V

?/"0E'"

(

5?"01'4"456

(

'"

4

:

T4

#*

4

(

T6

(

'

5

(

31='55/2/"11/8

.

/231?2/

#

&

!-M

%

!

&

C-M

%

%

R.8

f#-

#

;%&

.

Q

d#

%

'

/H

f!*-6;

%

'

/;

fC,@6;

G)<

!

[$&

与
[OQ

间的偶极
L

偶极能量转移

根据
]v231/2

非辐射能量转移理论!在供体与受体浓度

相等的条件下!如果能量给体分子的荧光发射光谱与能量受

体分子的吸收光谱有足够重叠!且两者之间距离不超过
@

6;

!二者就可能通过偶极
+

偶极相互作用发生非辐射能量转

移!导致供体荧光猝灭'

?

(

$图
?

为
R.8

的荧光光谱和
R[]

吸收光谱的重叠图$用矩形分割法求得图中光谱重叠部分的

面积!即重叠积分为
C'#**i#-

d#>

;Q

C

Q

.

;%&

d#

!进而得到

临界距离
*

-

f!'?-6;

$最后计算出
R[]

在
!-

和
C-M

时与

R.8

结合位置距色氨酸残基的距离
P

分别为
!'*,

和
!'*@

6;

$

对于荧光共振能量转移来说!激发态的给体与受体间的

有效距离通常为
!

!

@6;

'

@

(

$

R[]

与
R.8

荧光残基间的距离

在能量转移的有效距离范围之内!可以推断在
R.8

与
R[]

之间发生了非辐射能量转移!并且结合距离
P

大于能量转移

效率为
>-e

时的临界距离
*

-

!说明非辐射能量转移引起荧

光猝灭的概率比静态猝灭要小$

&'

(

)W

!

#C/263

..

/=-

.

/0123451E/56?42/-0/"0/-

.

/012?845

[OQ

"

*

#

3"=1E/3>-42

.

1'4"-

.

/012?845[$&

"

G

#

%

R.8

f%

[R]

f#-

#

;%&

.

Q

d#

%

)

T@',

%

'

/H

f!*-6;

G)9

!

[$&

与
[OQ

结合的热力学参数及作用力

小分子与生物大分子的作用力包括氢键)范德华力)静

电引力)疏水作用力等$

X%33

'

*

(等根据大量的实验结果!总

结了判断生物大分子与小分子结合作用力类型的热力学规

律&疏水作用使体系的
'

Y

和
'

(

变正!氢键或范德华力使

体系的
'

Y

和
'

(

变负!静电作用力使体系的
'

Y

9

-

和
'

(

'

-

$根据热力学方程求得
R[]

与
R.8

作用的有关热力学参

数见表
!

$

'

V

%

-

!说明此反应在
!"C_

时能自发进行%由

'

Y

'

-

!

'

(

'

-

!可以认为
R[]

与
R.8

之间的作用力主要

为疏水作用$

M3>6/G

!

ME/284=

F

"38'004"-13"1-3"=>'"=/=5420/

5421E/>'"='"

(

45[$&D'1E[OQ

'

Y

*

#-

,

V

.

;%&

d#

'

(

*

V

.

;%&

d#

.

_

d#

'

V

"

!"C_

#

*

#-

,

V

.

;%&

d#

R967/7

I%20/

R.8+R[] !'!! #>#'C! d!',@

疏水作用

G);

!

[$&

对
[OQ

构象的影响

蛋白质分子的三种内源荧光生色团的普通荧光光谱发射

峰严重重叠!难以区分!而用同步荧光光谱则可以将其区分

开来!这种光谱可用于蛋白质构象变化的分析$由
''

f#>

6;

和
''

f?-6;

所得到的同步荧光光谱图分别显示蛋白质

中酪氨酸"

Z

4

2

#和色氨酸"

Z2

)

#残基的光谱特征'

"

(

$因为氨基

酸残基的最大荧光波长与其所处环境的疏水性有关!如果氨

&'

(

)7

!

O

F

"0E24"4?-56?42/-0/"0/-

.

/012?845[OQL[$&

%

R.8

f#-

#

;%&

.

Q

d#

!

%

R[]

&

-

!

#

!

!

!

C

!

,

!

?

!

*

!

#-

!

#>

#

;%&

.

Q

d#

=

ZL/522%F39679051/1L/0L56
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基酸所处环境的疏水性降低!则其最大发射波长红移!所以

由荧光波长的改变可判断蛋白质构象的变化'

#-

!

##

(

$

!!

图
@

为加入
R[]

后
R.8

的同步荧光图$

Z2

)

残基的最

大发射波长明显红移"本实验范围内!从
!*@6;

移至
C!!

6;

#!说明
R[]

的引入使
R.8

中
Z2

)

残基的微环境极性增

加!疏水性降低!肽键的伸展程度有所增加!蛋白结构变疏

松$而
Z

4

2

残基的最大发射波长只略微发生蓝移"从
!"C

!

!"-6;

#!表明
Z

4

2

残基的微环境疏水性略有增强!

R.8

的

结构变得紧密$结果证实!与
R[]

作用后
R.8

分子的二级

结构发生了改变$

!!

从荧光猝灭的幅度看!相同浓度的
R[]

导致
R.8Z2

)

残基和
Z

4

2

残基同步荧光的降幅分别为
,#e

和
>@e

$这表

明
R[]

分子可以进入
R.8

的立体结构中!不但直接猝灭

Z2

)

残基的荧光!而且还能阻断
Z2

)

同
Z

4

2

残基之间的能量

转移!表现为对
Z

4

2

残基的荧光猝灭$

G)W

!

[$&

与
[OQ

结合模式与作用机制

R.8

分子序列中存在两个色氨酸残基!分别处于
#C,

位

和
!#!

位!

#C,

位
Z2

)

残基相对而言比较暴露于亲水环境中!

而
!#!

位残基则深埋于疏水环境中'

#!

(

!故
R.8

的荧光主要

来自第
!#!

位的
Z2

)

残基!因而
R[]

应该主要与
!#!

位的

Z2

)

残基相结合而猝灭其荧光$

.8

的疏水腔分别由
C

个结构域
)

!

*

!

(

构成!疏水腔

的入口处主要是一些带电荷的氨基酸残基!而在
R.8

分子

表面存在着较大的疏水裂隙'

#C

(与这些疏水腔连通$故小分

子物质的疏水性将成为影响其与蛋白质结合的一个重要因

素$

R[]

分子中也包含着极性基团"如羟基)溴#!所以在

R[]

和
T.8

分子间也存在着一定的静电引力$推测二者的

作用机理如下&

R[]

分子通过静电引力靠近疏水腔!并因香

豆素母环)苯环及溴联苯基的疏水性以疏水作用力与疏水腔

中的氨基酸残基发生相互作用!导致
Z2

)

残基微环境极性增

强!疏水性降低!引起蛋白质的构象变化$其结果不但阻止

了
Z

4

2

残基与
Z2

)

残基间的能量转移!而且使
Z2

)

残基与

R[]

分子间产生非辐射能量转移!从而猝灭
R.8

的内源荧

光$
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