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近年来!随着对红曲色素的深入研究!其越来越多的功能活性被发现!但其某些致毒作用也使红曲

色素的安全性受到了质疑"因此!阐明红曲色素在人体中与大分子的相互作用对深入研究其转运代谢及毒

副作用具有重要作用"光谱法是研究溶液中小分子与蛋白质相互作用的一种有效方法!其具有灵敏度高'选

择性强'用样量少'方法简单等优点!在研究中得到越来越广泛的应用"为探究红曲色素在体内的转运机制

和血液中与转运蛋白的相互作用!本研究首次用红斑红曲胺(

?̂W*2

,

?0@)/C+0.

!

?̂W

)作为红曲色素的典型

代表与牛血清白蛋白(

W2X+0.9.*?C/-W?C+0

!

B̀4

)相互作用"利用内源荧光光谱'同步荧光光谱探究不同浓

度的
?̂W

对
B̀4

的荧光猝灭作用!采用
B).*0"I2-C.*

方程'

J+0.d./X.*"̀?*Y

函数和
I/0

1

)"E2::

方程对不

同温度下
B̀4

与
?̂W

作用后在
$

;e

*

$
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(

<#&Q&0C

*

='&Q&0C

)(

$

;e

*

$

;\

表示荧光的激发波长和发射波长)的

内源荧光强度值确定二者作用类型'结合位点数及相互作用机理!进一步利用圆二色谱定量测定了
?̂W

的

结合对
B̀4

二级结构影响!最后运用软件
G+9@2X.*

8

B)?D+2<Q(

对
?̂W

与
B̀4

的相互结合进行分子对接模

拟"结果显示#(

%

)

?̂W

对
B̀4

具有较强的内源荧光猝灭效果!在
$

;e

*

$

;\

(

<#&Q&0C

*

='&Q&0C

)的荧光强度

下降
=&5Q%

!发射波长由
==#Q50C

蓝移到
==%Q#0C

!同步荧光显示荧光猝灭主要发生在色氨酸残基上"(

<

)

B).*0"I2-C.*

方程计算得到动态猝灭速率常数
%

S

为
<Q==(P%&

%<

J

+(

C2-

+

9

)

6%

!远大于此类型允许的最

大扩散碰撞常数
<Q&P%&

%&

J

+(

C2-

+

9

)

6%

!判定该猝灭是单纯的静态猝灭过程"利用
J+0.d./X.*"̀?*Y

函数

计算得到静态猝灭速率常数
%

S

随温度升高而减小!即该复合物在温度升高时变得不稳定"(

=

)利用等式

-
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]3-
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得到两者结合常数可达
%&

=

J

+

C2-

6%以上!结合位点数近似为
%

!且随着温度

增加表观结合常数变小"(

'

)不同温度下
I/0

1

)"E2::

方程计算得到
%

5

!

%

,

!

%

6

都小于
&

!则该相互作用能

自发进行且氢键和范德华力是其主要的相互作用力"(

(

)圆二色谱测得
B̀4

与
?̂W

结合后二级结构中
&

"

螺

旋含量由
<$Q'V

降至
<&Q<V

&

'

"

折叠由
=$Q$V

上升到
(&Q!V

&

'

"

转角由
5Q(V

下降到
=Q(V

&无规则卷曲由

<'Q<V

上升到
<(Q5V

"(

5

)分子对接发现
?̂W

结合点位于
B̀4

中由
4*

7

'(#

!
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N-?'<'

和
B.*'<#

等

氨基酸形成的口袋内!与
4*

7

'(#

有范德华力作用!与
4*

7

%''

形成分子内氢键!影响到
3*

,

<%=

微环境"
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红曲色素主要是
5

种色素混合而成$

%

%

(表
%

)!有红斑红

曲胺(

?̂W*2

,

?0@)/C+0.

)'红曲玉红胺(

\20/9@*?W*/C+0.

)'

红斑红曲素(

?̂W*2

,

?0@)/)+0

)'红曲玉红素(

\20/9@2*?W*+0

)'

安卡红曲黄素(

40Y/:-/W+0

)'红曲素(

\20/9@+0

)

$

<

%

"

!!

已有的研究表明!红曲色素具有多种生理活性"

4-W.*)2

\/LL/

$

=

%
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39120
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$

'

%和
G.*29/

$

(

%等研究都有发现红曲米能

明显降低血清总胆固醇(

3R

)!低密度脂蛋白胆固醇(

JG"

JR

)!甘油三酯(

3N

)和葡萄糖值"

b?*2Y/d/

等$

5

%研究发现

红曲色素能消除活性氧物质!使癌细胞内促氧化剂*抗氧化

剂不平衡而死亡"但红曲色素潜在的毒性限制了其在食品行

业的进一步应用"如有报道称
?̂W*2

,

?0@)/)+0

和
\20/9@2*?"



W*+0

对鸡胚胎具有毒性和致畸作用$

!

%

"

AG4

以缺乏对其功

效!安全性和标准化制备方法的保证的原因于
<&&!

年和

<&%=

年向消费者发出警告!禁止服用红曲米产品$

#

%

"

R2?)?"

*+.*

$

$

%研究发现使用红曲提取物能造成肝脏实质的坏死性破

坏!乳糖蛋白基质崩溃!胆汁淤积和胆管损伤等副作用"因

此!深入研究红曲色素在体内与生物大分子的相互作用对进

一步探究红曲色素的转运及致毒机理具有重要意义"

表
!

!

红曲色素六种主要成分
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名称 相对分子量 分子式

?̂W*2

,

?0@)/C+0.

(红斑红曲胺)

=(= R

<%

E

<=

MF

'

\20/9@2*?W*/C+0.

(红曲玉红胺)

=#< R

<=

E

<!

MF

'

?̂W*2

,

?0@)/)+0

(红斑红曲素)

=(' R

<%

E

<<

F

(

\20/9@2*?W*+0

(红曲玉红素)

=#< R

<=

E

<5

F

(

\20/9@+0

(红曲素)

=(# R

<%

E

<5

F

(

40Y/:-/X+0

(安卡红曲黄素)

=#5 R
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E

=&

F
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红斑红曲胺(

?̂W

)是红曲色素中红色色素主要成份!其

相对分子量
=(=Q'%#

!结构如图
%

(

/

)所示"血清白蛋白是哺

乳动物血浆中含量最高的蛋白之一!也是体内各种小分子的

运输载体!其中牛血清白蛋白(

B̀4

)是一种研究小分子相互

作用的经典模型蛋白!其相对分子量
55Q'YG/

!有
(#=

个氨

基酸残基!具有稳定心型结构图
%

(

W

)!在研究小分子转运和

小分子与蛋白相互作用的研究上被广泛使用$

%&"%<

%

"

!!

本研究以牛血清白蛋白为模型!利用内源荧光光谱'同

步荧光光谱!首次探究不同浓度的
?̂W

对
B̀4

的荧光猝灭

作用!采用
B).*0"I2-C.*

方程'

J+0.d./X.*"̀?*Y

函数和

I/0

1

)"E2::

方程根据不同温度下二者作用后在
$

;e

*

$

;\

(

<#&Q&0C

*

='&Q&0C

)的内源荧光值确定二者作用类型及结

合位点数及相互作用机理!进一步利用圆二色谱定量测定了

?̂W

的结合对
B̀4

二级结构影响!最后运用计算机对其相

互结合进行分子对接模拟!明确
?̂W

与
B̀4

相结合位点和

作用力的信息"为阐明红曲色素在体内的运输及进一步研究

相关活性功能和潜在生理毒害作用奠定基础"

图
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U,=

"

:

#和
V6*

"

=

#的结构式
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实验部分
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仪器与试剂

A"!%&&

荧光光度计(

E+)/@1+

!

a/

,

/0

)&圆二色谱
B

,

.@"

)*2C.).*a"#%&

(

a/9@2

!

a/

,

/0

)&

e\3G"<&'

数显恒温水浴锅

(天津欧诺仪器仪表有限公司)&

3%&&&

电子天平电 (美国双

杰(兄弟)集团有限公司"牛血清白蛋白(

9+

7

C/

!

I$&&$==

)&

?̂W*2

,

?0@)/C+0.

(

M2X/R1.C+9)*

8

!

MIZ>%%#5'

)&磷酸氢二

钠(索莱宝!

G$!$&

)&磷酸二氢钠(索莱宝!

B(#=&

)&氯化钠(

索莱宝!

B#<%&

)&无水乙醇(天津市科密欧化学试剂有限公

司!

5'"%!"(

)&实验用超纯水"

!"#

!

方法

%Q<Q%

!

溶液配制

>̀ B

(储备液
&Q<C2-

+

J

6%

!

,

E!Q'

!使用时稀释成

&Q&%C2-

+

J

6%

)'

B̀4

溶液(储备液
%C

7

+

J

6%

!使用时稀释

成
&Q%C

7

+

CJ

6%

)'

?̂W

溶液(

<(C

7

+

J

6%

)#取
<Q(C

7

的

?̂W

充分溶解于
<CJ$(V

乙醇!用超纯水定容到
%&&CJ

"

%Q<Q<

!

荧光光谱分析

精确移取
B̀4

溶液(

&Q%C

7

+

CJ

6%

)

%CJ

于
%&CJ

比

色管中!将
?̂W

溶液依次取
'&

!

#&

!

%<&

和
%5&

#

J

于
%&CJ

比色管中!用
>̀ B

(

&Q&%C2-

+

J

6%

)定容到
%&CJ

!分别在

=&=

!

=&#

和
=%=b

温度下避光水浴反应
<&C+0

!立即进行荧

光测量"

测定条件#

三维荧光#激发波长(

$

;e

)

<&&

"

=&&0C

!发射波长

(

$

;\

)

=&&

"

'&&0C

!激发和发射狭缝宽度
(0C

!间隔
(0C

!

扫描速度
=&&&&0C

+

C+0

6%

!电压
(&&I

"

内源荧光#激发波长(

$

;e

)

<#&0C

!发射波长(

$

;\

)

=&&

"

(&&0C

!激发和发射狭缝宽度
(0C

!扫描速度
%<&&0C

+

C+0

6%

!电压
(&&I

"

同步荧光#固定发射波长与激发波长差值为
%(

和
5&0C

研究同步荧光!激发波长(

$

;e

)

<&&

"

(&&0C

!激发与发射狭

缝宽度
(0C

!扫描速度
%<&&0C

+

C+0

6%

!电压
(&&I

"

%Q<Q<

!

圆二色谱

测定条件为#圆形比色皿
&Q%@C

吸收池!扫描范围

%$&

"

<5&0C

!步幅
%0C

!扫描速度
<&&0C

+

C+0

6%

!氮气吹

扫!恒温
<(U

"

%Q<Q=

!

分子对接

B̀4

三维结构来自于
R̂B̀ >G̀

数据库!

>G̀ ZG

#
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第
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'A(B

!

?̂W

三维结构来自
,

?WR1.C

数据库!

,

?WRZG

#

5'(<'''

!利用
F

,

.0 /̀W.-NHZ

对
?̂W

做优化处理"使用

G+9@2X.*

8

B)?D+2<Q(

工具中
J+WG2@Y

模块进行分子对接"首

先对受体
B̀4

进行相关优化(去水!加氢!加力场和电荷)!

通过软件识别活性中心发现
B̀4

中有
<<

个潜在结合位点"

选择评分最高的位点进行定义!修改半径为
%&

!其他选择默

认值"对接后产生
$%

种对接构像!选择评分最好的作为对接

结果分析"

<

!

结果与讨论

#"!

!

U,=

与
V6*

相互作用荧光光谱

<Q%Q%

!

?̂W

与
B̀4

相互作用的三维荧光光谱

B̀4

和
B̀4"̂ ?W

体系的三维荧光结果如图
<

所示"由

图知!(

/

)和(

W

)都有两个典型的特征峰在
>./Y%

$

;e

*

$

;\

(

<<(Q&0C

*

='&Q&0C

)!

>./Y<

(

<#&Q&0C

*

='&Q&0C

)"其中

>./Y%

是
B̀4

多肽
"

骨架结构的荧光特征峰!

>./Y<

是内源荧

光特征峰"图
<

(

/

)的
>./Y%

(

$

;e

*

$

;\

*

Z0).09+)

8

)(

<<(Q&

*

='&Q&

*

%<5<Q%

)和
>./Y<

(

<#&Q&

*

='&Q&

*

!!(Q'

)!图
<

(

W

)的

>./Y%

(

<<(Q&

*

==&Q%

*

5='Q(

)和
>./Y<

(

<#&Q&

*

==&Q<

*

(((Q<

)!

可知当加入
?̂W

后较空白组
>./Y%

发射波长蓝移
$Q$0C

!

荧光强度降低了
5<!Q5

"

>./Y<

的发射波长蓝移了
$Q#0C

!

荧光强度减弱了
<<&Q<

"已知
B̀4

空间结构由三个线性排列

的不同结构的结构域(

(

0

)

)组成!每个结构域由两个亚结

构域(

4

和
`

)组成!几乎所有的疏水氨基酸残基都存在这两

个亚结构域中"实验结果显示
?̂W

猝灭了
B̀4

的荧光!说

明
?̂W

的结合后让
B̀4

空间结构发生了改变"发射波长蓝

移表明!

?̂W

与
B̀4

相互作用改变了荧光基团微环境的极

性!从而导致
B̀4

体系极性变小"

图
#

!

V6*

与
V6*2U,=

三维荧光光谱
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!

$2)<+,.-8>18/18>

?

81;-:.<V6*:/&V6*2U,=

4

B̀4

T&Q&%C

7

+

CJ

6%

!

)1.@20@.0)*/)+20 ?̂W

#

(

/

)#

&

#

C2-

+

J

6%

&(

W

)#

%%Q=<

#

C2-

+

J

6%

!

+T=&=b

图
$

!

V6*

与不同浓度
U,=

相互作用内源荧光光谱
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!

3+,.-8>18/18890>>0./>

?

81;-:.<V6*

@0;7&0<<8-8/;1./18/;-:;0./.<U,=

4

B̀4

T&Q&%C

7

+

CJ

6%

!

$

;e

T<#&0C

!

+T=&=b

<Q%Q<

!

?̂W

与
B̀4

相互作用的内源荧光和同步荧光光谱

由图
=

可知!

B̀4

在
$

;e

*

$

;\

(

<#&Q&0C

*

='&Q&0C

)时具

有强烈的特征荧光"

B̀4

内源荧光主要来源于苯丙氨酸!酪

氨酸!色氨酸"由于存在能量传递!内源荧光中以色氨酸

(

3*

,

)产生的荧光为主"设定激发波长在
<#&Q&0C

!发射波

长
=&&Q&

"

'&&Q&0C

!梯度增加
?̂W

浓度并进行荧光光谱波

长扫描"结果如图
=

所示!随着
?̂W

浓度的增加!

B̀4

的荧

光强度降低从
#<5Q&

到
(%$Q$

!发射峰蓝移 了
5Q#0C

(

==#Q5

"

==%Q#0C

)!峰型没有明显变化"

?̂W

在浓溶液时

有荧光性质!但其发射峰位于
'5&0C

附近!所以在此处不

会对
B̀4

发射波长造成影响"结果表明!

?̂W

和
B̀4

的相

互作用可强烈地猝灭
B̀4

内源的荧光"

!!

同步荧光(图
'

)能在不同
%$

(发射波长减去激发波长!

$

;\

6

$

;e

)值将酪氨酸(

3*

,

)和色氨酸(

3

8

*

)残基特征荧光峰

分辨出来!常用来研究小分子对蛋白质中发色团氨基酸残基

微环境的影响"当
%$

固定在
%(

和
5&0C

时!同步荧光谱能

分别给出了酪氨酸和色氨酸残基的荧光特征信息!从而能够

分析
?̂W

与
B̀4

的结合位置$

%=

%

"

%$

T%(

和
5&0C

的同步荧

光光谱如图
'

(

/

)和(

W

)所示"随着
?̂W

浓度增加!当
%$

T%(

0C

时!代表酪氨酸残基荧光强度
$

;e

*

$

;\

*

Z0).09+)

8

(

<#5Q&

0C

*

=&%Q&0C

*

<<5Q<

)到(

<#5Q<0C

*

=&%Q<0C

*

%!%Q$

)出现较

弱减少但发射波长未出现明显移动"

%$

T5&0C

时!色氨酸

残基的荧光强度随
?̂W

浓度变化为
*

;e

*

*

;\

*

Z0).09+)

8

(

<!$Q<

'&%=

光谱学与光谱分析
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0C

*

==$Q<

*

#'(Q%

)到 (

<!!Q5

*

==!Q5

*

(&'Q!

)!发 射 波 长 由

==$Q<0C

蓝移到
==!Q#0C

!荧光强度由
#'(Q%

减少到

(&'Q!

!推断色氨酸所处的环境发生改变"由此知
?̂W

对

B̀4

荧光猝灭主要原因是相互作用后导致色氨酸荧光猝灭!

这是因为
?̂W

与
B̀4

相互作用主要发生在色氨酸附近导致

其所处环境发生改变!使其极性变小!影响了荧光强度"

图
F

!

V6*

与不同浓度
U,=

相互作用同步荧光光谱

30

5

"F

!

6

N

/17-./.,><+,.-8>18/18>

?

81;-:.<V6*

@0;7&0<<8-8/;1./18/;-:;0./.<U,=

4

B̀4

T&Q&%C

7

+

CJ

6%

!(

/

)#

%$

T%(0C

&

(

W

)#

%$

T5&0C

!

+T=&=b

#"#

!

荧光猝灭机理

<Q<Q%

!

动态猝灭常数!

%

S

"的计算

为了判断
B̀4"̂ ?W

体系荧光猝灭类型和猝灭常数
%

S

!

研究了梯度温度下
B̀4

和
?̂W

的反应体系"动态荧光猝灭

遵循
B).*0"I2-C.*

方程$

%'

%

"

&

*

"T%]%

BI

4

[

T%]%

S

#

&

4

[

!

式中#

"

&

与
"

分别表示
?̂W

加入前后的
B̀4

内源荧光强

度&

%

BI

为动态猝灭常数&

%

S

表示动态猝灭速率常数&

#

&

为

图
E

!

不同温度下
V6*

与
U,=

相互作用
6;8-/2H.+98-

曲线

30

5

"E

!

6;8-/2H.+98-1,-A8>.<<+,.-8>18/18

O

,8/170/

5

.<V6*

=

N

U,=:;&0<<8-8/;;89

?

8-:;,-8>

生物大分子的荧光寿命!一般为
%&

6#

9

!

4

[

为
?̂W

的浓度

(

#

C2-

+

J

6%

)"按
B).*0"I2-C.*

方程!以(

"

&

*

"

)

64

[

作出

B).*0"I2-C.*

曲线见图
(

!动态猝灭相关参数见表
<

"

表
#

!

动态猝灭相关参数

C:=8+#

!

)

N

/:901

O

,8/170/

5

8

O

,:;0./

?

:-:98;8->

+

*

b %

BI

*(

J

+

C2-

6%

)

%

S

*$

J

+(

C2-

+

9

)

6%

%

/

<

=&=

'Q<&(P%&

'

'Q<&(P%&

%<

&Q$$5$(

=&#

<Q!#'P%&

'

<Q!#'P%&

%<

&Q$$%5$

=%=

<Q==(P%&

'

<Q==(P%&

%<

&Q$$&<(

!!

从表
<

可以看出!在
=

种温度条件下(

/

< 均
%

&Q$$

)!

随着温度的升高(

=&=

"

=%=b

)!斜率值
%

BI

减小!从
'Q<&(

P%&

'

J

+

C2-

6%降低到
<Q==(P%&

'

J

+

C2-

6%

!

%

S

值分别为

'Q<&(P%&

%<

J

+ (

C2-

+

9

)

6%

(

=&= b

)&

<Q!#'P%&

%<

J

+

(

C2-

+

9

)

6%

(

=&#b

)&

<Q==(P%&

%<

J

+(

C2-

+

9

)

6%

(

=%=b

)!

其中最小
%

S

值远大于猝灭剂对生物大分子的最大扩散碰撞

常数
<Q&P%&

%&

J

+(

C2-

+

9

)

6%

$

%(

%

!且该数值随温度升高而

降低!故此判断
?̂W

对
B̀4

荧光猝灭不属于动态猝灭过程!

应该是属于单纯静态猝灭过程!即
B̀4

与
?̂W

形成稳定基

态复合物从而导致
B̀4

荧光光谱的变化"

<Q<Q<

!

静态猝灭常数!

%

J̀

"的计算

静态猝灭可用
J+0.d./X.*"̀?*Y

函数
%

*(

"

&

6"

)

T%

*

"

&

]%

*(

%

J̀

"

&

4

[

)验证!式中#

"

&

为
B̀4

本身的内源荧光强

度&

"

为添加不同浓度
?̂W

后
B̀4

的荧光强度&

%

J̀

为静态

猝灭常数!

%

J̀

T%

S

#

&

&

%

S

表示静态猝灭速率常数&

#

&

为生

物大分子的荧光寿命!一般为
%&

6#

9

&

4

[

为猝灭剂
?̂W

浓度

(

#

C2-

+

J

6%

)"以
%

*(

"

&

6"

)

"

%

*

4

[

作图得到不同温度条件

下
J+0.d./X.*"̀?*Y

双倒数函数曲线(图
5

)!相关参数见表

=

"

图
P

!

不同温度下
V6*

与
U,=

相互作用的
L0/8@8:A8-2V,-T

函数

30

5

"P

!

L0/8@8:A8-2V,-T1,-A8>.<<+,.-8>18/18

O

,8/170/

5

.<

V6*=

N

U,=:;&0<<8-8/;;89

?

8-:;,-8>

表
$

!

静态猝灭相关参数

C:=8+$

!

6;:;01

O

,8/170/

5

8

O

,:;0./

?

:-:98;8->

+

*

b %

J̀

*(

J

+

C2-

6%

)

%

S

*$

J

+(

C2-

+

B

)

6%

%

/

<

=&=

'Q<#P%&

'

'Q<#P%&

%<

&Q$$='=

=&#

%Q$=P%&

'

%Q$=P%&

%<

&Q$##5$

=%=

$Q5P%&

=

$Q5P%&

%%

&Q$$&#&

(&%=

第
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!!

从图
5

和表
=

看出!所有直线
/

< 均大于
&Q$#

!线性拟

合较好"

?̂W

对
B̀4

的荧光猝灭符合静态猝灭方程!随着温

度升高斜率变大!即
%

S

减小!

%

S

从
'Q<#P%&

%<

J

+(

C2-

+

9

)

6%减小到
$Q5P%&

%%

J

+(

C2-

+

9

)

6%

"说明
B̀4

与
?̂W

形

成的复合物在温度升高时变得不稳定!符合静态猝灭的变化

趋势"

<Q<Q=

!

结合位点
3

和表观结合常数
%

&

的计算

如果小分子
?̂W

与生物大分子
B̀4

发生静态猝灭相互

作用!则
B̀4

中存在独立的结合位点"表观结合常数
%

&

和

结合位点
0

可以利用等式
-

7

$(

"

&

6"

)*

"

%

T-

7

%

&

]3-

7

4

[

计

算$

%5

%

"式中#

"

&

和
"

分别为未加入和加入猝灭剂后荧光物

质的荧光强度&

%

&

为猝灭反应的表观结合常数&

3

为结合位

点数&

4

[

为
?̂W

的浓度(

C2-

+

J

6%

)以
-

7

$(

"

&

6"

)*

"

%对

-

7

4

[

作图结果如图
!

所示"两者间呈线性相关!得出线性方

程的斜率和截距来计算不同温度下
B̀4

与
?̂W

的表观结合

常数
%

&

和结合位点数
3

!结果见表
'

"

图
4

!

不同温度下
V6*

与
U,=

相互作用的

+

5

("

!

J

K!

#!

!

)

K+

5

"

[

图

30

5

"4

!

+

5

$(

!

J

K!

)*

!

%

#$+

5

"

[

5

-:

?

7&8>1-0=0/

5

;780/;8-:1;0./

.<V6*=

N

U,=:;&0<<8-8/;;89

?

8-:;,-8>

表
F

!

结合常数和结合位点数

C:=8+F

!

V0/&0/

5

1./>;:/;>:/&=0/&0/

5

>0;8>

+

*

b %

&

*(

J

+

C2-

6%

)

3

/

<

=&=

'Q%P%&

'

&Q$$$!$ &Q$$<5<

=&#

%Q#=P%&

'

&Q$$%<$ &Q$$&5&

=%=

&Q(#P%&

'

&Q$<('! &Q$$!$$

!!

从表
'

中可以看出两者结合常数可达
%&

=

J

+

C2-

6%以

上!属于较强的结合"结合位点数近似为
%

!即一分子
B̀4

有一个
?̂W

结合位点"随着温度增加表观结合常数变小!则

是因为
?̂W

对
B̀4

是静态猝灭作用!二者形成的复合物结

合稳定性受温度影响较大"

<Q<Q'

!

B̀4

与
?̂W

之间的作用机理

小分子和蛋白质之间结合作用力包括静电作用'氢键作

用'范德华力'疏水作用等"根据
I/0

1

)E2::

方程$

%!

%

%

6T

/+-0%

!

-0%

<

*

-0%

%

T

$

%

*

+

%

6%

*

+

<

%

%

5

*

/

!

%

6T

%

5 6

+

%

,

$

%#

%计算
?̂W

与
B̀4

之间的热力学参数可以来确定二者

之间的作用力类型"当
%

,

和
%

5

都为正时!为疏水作用力&

当
%

5

约为
&

!

%

,

大于
&

时为静电作用力&

%

,

和
%

5

都小

于
&

时为氢键和范德华力$

%$

%

"不同温度下
?̂W

与
B̀4

体系

的相关热力学参数如表
(

"由表
(

知!

%

5

"

&

!

%

,

"

&

!说明

氢键和范德华力是该结合体系主要的相互作用力&而且在不

同温度下自由能
%

6

都小于
&

!所以该反应能够自发进行的"

表
E

!

V6*

与
U,=

相互作用的热力学参数

C:=+8E

!

C78-9.&

N

/:901

?

:-:98;8->.<;78

0/;8-:1;0./=8;@88/V6*:/&U,=

+

*

b

%

5

*

(

Ya

+

C2-

6%

)

%

,

*

$

a

+(

C2-

+

b

)

6%

%

%

6

*

(

Ya

+

C2-

6%

)

=&= 6%('Q<&5 6'<&Q5< 6<5Q!(!

=&# 6'%$Q&5 6<(Q%==

=%= 6'<&Q5< 6<<Q((%

#"$

!

圆二色谱法

运用
RG

光谱研究了
B̀4

与
?̂W

相互作用对
B̀4

主链

构象影响!在
%$&

"

<(&0C

范围的
RG

谱如图
#

!随着
?̂W

与
B̀4

反应!

RG

谱整体形状没有明显变化!其中代表
&

"

螺

旋特征负峰波长$

<&

%由
<%'0C

移动至
<%!0C

"通过采用数据

库处理得到
B̀4

二级结构中
&

"

螺旋含量由
<$Q'V

降至

<&Q<V

&

'

"

折叠由
=$Q$V

上升到
(&Q!V

&

'

"

转角由
5Q(V

下

降到
=Q(V

&无规则卷曲由
<'Q<V

上升到
<(Q5V

"总的来说

主要改变是
&

"

螺旋到
'

"

转角的转变"可能是
?̂W

与
B̀4

中

&

"

螺旋结构中的氨基酸发生氢键缔合等作用!引起
B̀4

空间

变化!

&

"

螺旋数量下降$

<%

%

"

图
R

!

V6*

与
V6*2U,=

体系的
W)

图

30

5

"R

!

W)>

?

81;-:.<V6*:/&V6*2U,=>

N

>;89

#"F

!

分子对接结果分析

?̂W

与
B̀4

结合构型用
G+9@2X.*

8

B)?D+2<Q(

做分子模

拟结果如图
$

所示"结合图
4

分析!在得分最高的结果中!

结合后
?̂W

位于由
4*

7

'(#

!

49

,

%&#

!

N-?'<'

和
B.*'<#

等氨

基酸形成的口袋中"

?̂W

伸进
B̀4

的这个疏水腔内!两者产

生了疏水相互作用"在图
`

中
?̂W

与
B̀4

主要依靠氢键与

范德华力结合(紫色为氢键作用!蓝色为范德华力作用)!这

与热力学计算结果一致"在这个口袋中
?̂W

与
4*

7

'(#

有范

德华力作用!与
4*

7

%''

形成氢键作用!距离
3*

,

<%=

较近!

影响到其微环境!导致了其荧光性质猝灭"图
$

(

@

)和(

D

)中

虚线为氢键!从图中可以发现其氢键作用主要为分子内氢

键"

5&%=
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图
\

!

U,=

与
V6*

分子对接图

(

/

)#对接最优的结构图&(

W

)#相互作用
<G

图&(

@

)!(

D

)#残基相互作用

30

5

"\

!

Y.+81,+:-&.1T0/

5

.<U,=-.

?

,/1;:90/8:/&V6*

(

/

)#

F

,

)+C/-D2@Y+0

7

9)*?@)?*.

&(

W

)#

Z0).*/@)+X.<GC/

,

&(

@

)!(

D

)#

.̂9+D?.+0).*/@)+20

=

!

结
!

论

!!

利用多种光谱技术研究了
?̂W"̀B4

的相互作用机理"

三维荧光发现其对
B̀4

有明显的荧光猝灭作用"通过同步

荧光发现色氨酸光强度由
#'(Q%

减少到
(&'Q!

!发射波长由

==$Q<0C

蓝移到
==!Q#0C

!酪氨酸未见明显变化"进一步

运用相关的数学计算得到
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对
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的
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二者作用力的类型为范德华力与氢键"推测
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与
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的

结合位置可能位
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螺旋数量验证了此

结论"最后运用计算机进行分子对接发现
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主要依靠氢键

与范德华力结合于由
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