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孔雀石绿$

J<X

%在治理鱼卵中霉菌和杀灭鱼体寄生虫等方面的效果显著!广泛应用于水产运输和

养殖"孔雀石绿进入动物机体后!通过生物转化代谢为脂溶性的隐色孔雀石绿$

J<X

%!

J<X

的毒性超过

<X

'

J<X

能快速在组织中蓄积!具有致癌#致畸#致突变等毒副作用"白蛋白可与多种内源和外源化合物

结合!是血浆中含量最丰富的载体蛋白!也是药物发挥作用的重要载体和靶标"模拟
(

D)&?

的生理条件!

通过荧光光谱和圆二色谱法$

CN

%采集两种不同滴加方式的
J<X

与牛血清白蛋白$

Y0:

%动态作用过程中的

多维数据!并应用化学计量学多元曲线分辨
,

交替最小二乘法$

<C@,:J0

%对多维波谱数据进行解析和描述!

从重叠严重的光谱数据中同时得到作用体系的定量和定性信息"从解析得到的浓度趋势图中!说明体系在

J<X^Y0:a.̂ -

时达到动态平衡!并可确认复合物
J<X

.

,Y0:

的生成'解析得到的与所测量的
Y0:

荧

光和
CN

图符合!印证由
<C@,:J0

获得的浓度趋势图的可靠性和正确性'通常由重叠光谱中无法辨别的

J<X

.

,Y0:

复合物荧光光谱和
CN

谱图也可由数学解析获得!进一步印证了复合物的存在"原子力显微镜

$

:L<

%测量结果表明
Y0:

与
J<X

结合后!

Y0:

的形貌发生改变!表面粗糙度$

@<0

%由$

-&.?m/&.O

%

8P

增至$

-!&?)m/&+!

%

8P

'同时由
CN

实验结果可知
J<X

与
Y0:

作用达到平衡时!

)

,

螺旋结构的含量从

?*&+V

降低到
?.&!V

!推测是
Y0:

所处微环境和构象发生变化所致"荧光探针实验发现经典
5;31

1

标记物

华法林加入后!

J<X,Y0:

的猝灭常数由
.&*+d-/

*

J

-

P$%

_-降低为
-&OOd-/

*

J

-

P$%

_-

!但加入
5;31

(

标

记物布洛芬后!

J<X,Y0:

的猝灭常数变化不明显!由此推断
J<X

可能结合在蛋白质的亚域
(

:

!即
5;31

1

位"分子对接证实
Y0:

的
1

位有足够的空间容纳
J<X

!且
J<X

与
Y0:

之间的主要作用是疏水作用力"该

研究从分子水平了解
J<X

与生物大分子的作用机制!并为
J<X

的毒副作用研究提供重要的信息"

关键词
!

光谱法'多元曲线分辨
,

交替最小二乘法'分子对接'隐色孔雀石绿'牛血清白蛋白'作用过程
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孔雀石绿$

<X

%是有毒的三苯甲烷类化学物质!属杀真

菌#细菌#寄生虫药物!在鱼组织内主要以代谢物隐色孔雀

石绿$

J<X

%形式存在!长期食用含
J<X

的鱼类可致癌*

-

+

"

美国#加拿大#日本等国家及欧盟都将其列为水产养殖违禁

药物*

.

+

"由于目前没有廉价有效的替代物!孔雀石绿在水产

养殖中的使用仍频繁发生!现今的报道着重于提高
<X

和

J<X

检测限和灵敏度*

!,+

+

"血清白蛋白$

0:

%是血浆中含量

最丰富的的载体蛋白!外源物与
0:

的结合作用及亲和力大

小也影响到其在动物体内的分散#转运#储存#代谢#清除

以及毒副作用等*

*

+

"因此!研究
J<X

与
0:

的作用对理解药

物的作用机制具有重要意义*

)

+

"

M18

S

等*

O

+已用荧光光谱法

和共振光散射研究
J<X

与牛血清白蛋白$

Y0:

%的相互作

用"本文的研究重点为($

-

%采用原子力显微镜$

:L<

%和圆

二色谱$

CN

%研究
J<X

对
Y0:

构象的改变'$

.

%通过多元曲

线分辨
,

交替最小二乘法$

<C@,:J0

%来揭示
J<X

与
Y0:

作

用的动力学和热力学过程随时间和反应物浓度的变化情况'

$

!

%通过分子对接更直观地认识
J<X

与
Y0:

的作用历程"
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实验部分
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试剂和仪器

隐色孔雀石绿$
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P7,:%94;2=C=1P;27%C$

!

'

"OV

%储

备液(以乙腈配成
+&//d-/

_!

P$%

-

J

_-的溶液'牛血清白

蛋白$

Y0:

!国药集团化学试剂有限公司%用二次水配制成

.&/d-/

_?

P$%

-

J

_-的储备液'称取华法林$

*&*-P

S

%和布

洛芬$

?&-!P

S

%$上海医药集团有限公司%!二次水溶解并定

容至
+/PJ

!得到
?&/d-/

_?

P$%

-

J

_-的溶液"

AWJ0,++

荧

光分光光度计!

-&/2P

比色皿!激发狭缝
-/8P

和发射狭缝

+8P

!扫描速度
-.//8P

-

P;8

_-

'圆二色谱仪$法国!

Y;$,

J$

S

;2

公司!

/&-2P

比色皿!测量参数为(持续氮气流的条

件下!狭缝
-8P

!扫描速率
-8P

-

5

_-

!扫描
!

次取平均值!

响应时间
/&.+5

%和
:f,

2

原子力显微镜$上海爱建纳米公

司%"

$%&

!

步骤

荧光实验(在比色皿中依次加入
!&/PJ

的
F4;5,DC%

$

(

D)&?

%缓冲溶液*

"

+

!实验过程中忽略体积效应!放置
+P;8

达平衡!在
."OK

下测其荧光光谱"实验
-

(先固定
Y0:

的

浓度
-&//d-/

_)

P$%

-

J

_-

!然后加入不同量的
J<X

!使其

分别为
/

!

.&//

!

?&//

!1!

-*&//d-/

_O

P$%

-

J

_-

!浓度间

隔
.&//d-/

_O

P$%

-

J

_-

"实验
.

(分别固定*

Y0:

+

^

*华法

林+

a-

和*

Y0:

+

^

*布诺芬+

a-

!

,

Y0:

a-&//d-/

_)

P$%

-

J

_-

!加入不同浓度的
J<X

!

/

!

.&//

!

?&//

!1!

-*&//d

-/

_O

P$%

-

J

_-

!浓度间隔
.&//d-/

_O

P$%

-

J

_-

"

:L<

实验
!

(取
*&/PJ

前一天配置的
Y0:

$

,

Y0:

a*&*)

d-/

_O

P$%

-

J

_-

%和
J<X,Y0:

$*

J<X

+

^

*

Y0:

+

a.

%样品滴

在新鲜剥离的
-&.2Pd-&.2P

的云母片上!室温下放置
.?

=

干燥后!在敲击模式下扫描"

$%'

!

扩展矩阵数据的构建

实验
?

$荧光法!

J

Y0:

L

%(

Y0:

的浓度为
-&//d-/

_)

P$%

-

J

_-

!依次加入
J<X

的浓度为
/

"

?&//d-/

_)

P$%

-

J

_-

!间距
.&//d-/

_O

P$%

-

J

_-

'实验
+

$圆二色谱法!

J

Y0:

CN

%(

Y0:

的浓度为
-&//d-/

_+

P$%

-

J

_-

!依次加入

J<X

的浓度为
/

"

?&//d-/

_+

P$%

-

J

_-

!浓度间隔
.&//d

-/

_*

P$%

-

J

_-

'实验
*

$荧光法!

J

J<X

L

%(

J<X

的浓度为

*&*)d-/

_O

P$%

-

J

_-

!依次加入不同浓度的
Y0:

为
/

"

*&*)d-/

_O

P$%

-

J

_-

!浓度间隔
!&!!d-/

_"

P$%

-

J

_-

'实

验
)

$圆二色谱法!

J

J<X

CN

%(

J<X

的浓度为
*&*)d-/

_)

P$%

-

J

_-

!依次加入
Y0:

的浓度为
/

"

*&*)d-/

_)

P$%

-

J

_-

!浓

度间隔
!&!!d-/

_O

P$%

-

J

_-

"以上荧光光谱和圆二色谱数

据采集范围为
.+/

"

?+/&+8P

$间距
/&+8P

!

?/.

数据点%和

-"/

"

.+/8P

$间距
-&//8P

!

*-

数据点%"

$%<

!

化学计量学方法!多元曲线分辨
H

交替最小二乘法

#

YL>HRVM

$

F7R%14

等提出经典
<C@,:J0

法!但由该法处理数据所

得到的体系信息量较简单!随后
F7R%14

等对其进行了改进,

解析扩展矩阵$多维数据解析的优势在于可获得唯一的分解

结果!即可分辨出体系中有意义组分的相对浓度和光谱趋势

图*

-/

+

%"本工作通过两种测量技术结合不同溶液滴加方式得

到四个波谱数据矩阵$见
-&!

%!在行和列的方向将
J

Y0:

L

$实

验
?

%和
J

Y0:

CN7

$实验
+

%和
J

J<X

L

$实验
*

%和
J

J<X

CN

$实验
)

%这四

个矩阵组成一扩展多维矩阵!再用
<C@,:J0

法解析"

J

Y0:

L

J

Y0:

CN

J

J<X

L

J

J<X

* +

CN

'

K

Y0:

K

* +

J<X

*

$

F

L

!

$

F

CN

+

B

*

%

L

!

%

CN

+$

-

%

式$

--

%中
J

Y0:

L

J

Y0:

CN

J

J<X

L

J

J<X

* +

CN

表示荧光和
CN

两种测量技术得到

的扩展矩阵!公式右
K

Y0:

K

* +

J<X

表示解析获得的不同滴加方式

的浓度趋势图!*

$

F

L

!

$

F

CN

+为纯物质的光谱图*

--

+

"

$%?

!

分子对接

J<X

的结构使用
C=1PY;$!NI%347-?&/

得到!并利用

<<LL"?

分子力场进行优化"

Y0:

的结构来自
@0CY

数据

库$编号(

-:NC

%"使用软件
:R3$N$2\?

中的遗传算法程序

$

J7P742\;78

!参数为默认设置%对
J<X

和
Y0:

进行对接!

并采用
J;

S

A%R5

b对最低的构象进行分析"

.

!

结果与讨论

&%$

!

YL>HRVM

解析

Y0:

内源荧光主要来自于色氨酸*

"

+

"固定
Y0:

浓度不

断加入
J<X

时!

Y0:

在
!*/8P

处的荧光峰逐渐减弱且红

移!在达到*

J<X

+

^

*

Y0:

+

a.̂ -

后*曲线
--

!图
-

$

7

%+!荧

光峰变化不明显!但在
!"/8P

处出现一新的发射峰!且
!)+

8P

处发现等发射点!表明体系处于动态平衡并可能生成复

合物"固定
J<X

不断加入
Y0:

的荧光光谱如图
-

$

2

%所示!

J<X

在
.O/8P

激发下并不产生荧光峰*曲线
-

!图
-

$

2

%+!

加入
Y0:

后在
!*/8P

处出现
Y0:

的发射峰!

Y0:

的浓度

逐渐增加后!峰强度和峰宽都有比例的增加"在蛋白质的二

级结构中!

)

,

螺旋两个负的特征肩峰谱带出现在
./O

和
...

8P

处'在
.-*8P

处的负谱带是
)

,

折叠的特征曲线*

-.

+

"由图

-

$

[

%可知!随着
J<X

的加入!

Y0:

的
CN

谱带变化较小且

无规则交结在一起'而固定
J<X

*图
-

$

9

%+不断加入
Y0:

!

在
./O

和
...8P

处的两个负特征肩峰均逐渐增大"从单个

重叠严重且信号覆盖的图谱*图
-

$

7

%,$

9

%+中!难以直观得

到更多有效信息"

! !

将 图
-

中 的
?

个 图 谱 数 据 组 成 一 扩 展 矩 阵

J

Y0:

L

J

Y0:

CN

J

J<X

L

J

J<X

* +

CN

!先用渐进因子分析法$

WL:

%

*

-!

+确定体系的

因字数$

)a!

%和初始迭代浓度矩阵!再通过更迭代获得预

计的纯物质光谱矩阵!最后通过最小二乘法求出估算的浓度

矩阵!其运算值用在下一轮迭代直至收敛"由解析所得的两

种浓度趋势图$

K

J<X和
K

Y0:

%可知(固定
Y0:

!不断加入

J<X

!复合物
J<X,Y0:

的浓度随着
J<X

的加入而快速增

加!达到
5

J<X^Y0:

a.&.

时!体系趋于平衡*图
.

$

7

%+'而固定

J<X

!不断加入
Y0:

!当
Y0:^J<Xa/&+

时!

J<X,Y0:

复合物的浓度改变并不显著*图
.

$

[

%+"综合考虑两种滴加方

式的浓度变化趋势!佐证体系在
J<X^Y0:a.^-

时到达

动态平衡!并证实生成
J<X

.

,Y0:

复合物"由
<C@,:J0

解

.+O
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图
$

!

不同实验条件下得到的
VYX

与
@MR

作用的荧光光谱和
L!

图

$
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%(荧光谱$

J

Y0

L

%'$
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%(

CN

谱$
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CN
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%(荧光光谱$

J

J<

L

%'$

9

%(

CN

谱$

J

J<

CN

%

=1

D

%$

!

M

9
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YL>HRVM

解析得到的
VYX

与
@MR

作用体系的浓度趋势图#

)

%

*

$和荧光光谱+

L!

图#

:

%

8

$

=1

D

%&

!
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析的荧光和
CN

图*图
.

$

2

%和$

9

%+可知!解析得到的$虚线%

和通过实验所测的
Y0:

的荧光和
CN

图$实线%较好的符合!

印证由
<C@,:J0
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