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/

(和'

E

(分别是游离态
!=/M

和
!=/M

"

J#8O31

*

在不同浓度尿素中的荧光光谱图"两种状态下
!=/M

的荧光

强度均随尿素浓度的增加而逐渐降低!最大发射波长位于

77*5&

左右!在变性过程中没有出现明显位移"

!=/M

"

J#8O31

*

荧光强度的衰减幅度明显低于游离态
!=/M

!说

明
J#8O31

*

固定化能够减小尿素对
!=/M

的影响"在尿素

诱导变性的荧光相图$图
*

'

/

(和'

E

(插图%中!游离态
!=/M

和
!=/M

"

J#8O31

*

的
4

7.-

.

4

7*%

均保持线性变化!说明

!=/M

在尿素诱导变性过程中不存在中间态!变性过程符合

+4&?

W

O\

W

?>5

I

二态模型"

图
!

#

尿素诱导#

/

$游离态
=,/B

和#

;

$

=,/B

!

9?<HKX

!

变

性的荧光光谱#插图!尿素诱导
=,/B

荧光相图$

$

*

$7

&体系中尿素浓度分别为
%

#

.&'(

,

+

k$

!

间隔
%j-&'(

,

+

k$

<0

F

"!

#

<G@1'%*)%()%%50**01(*

8

%).'/'%

8

'%*%(.0(

F

.,%4%(/.@'H

/.01(1&

'

/

(

&'%%=,/B/(4

'

;

(

=,/B

!

9?<HKX

!

0(H

4@)%4;

A

@'%/

'

-(*%'.

&

P,/*%40/

F

'/51&&G@1'%*)%()%

'%

8

'%*%(.0(

F

.,%4%(/.@'/.01(1&=,/B0(4@)%4;

A

@'%/

$

*

$7

&

9=6@'5@65D?/D>'5'C4?6//D%

#

.&'(

,

+

k$

!

>5D6?a/(@'5@65D?/D>'5>0%j-&'(

,

+

k$

##

!J<F

诱导
!=/M

变性的荧光光谱如图
7

所示"游离态

!=/M

的荧光强度随着
!J<F

浓度的增加而显著降低$图
7

'

/

(中
$

*

-

%!并且在
!J<F

浓度达到
-j.&'(

,

+

k$时!荧

光光谱开始发生红移!说明此时
!=/M

构象开始发生改变

$图
7

'

/

(中
.

*

U

%"由于
J#8O31

*

固定化的影响!

!=/M

"

J#8O31

*

荧光光谱的变化有所区别&

!J<F

浓度从
%

增大

到
$jT&'(

,

+

k$时!

!=/M

"

J#8O31

*

荧光强度降低$图
7

'

E

(中
$

*

*

%#

!J<F

浓度在
$jT&'(

,

+

k$增大到
-j.&'(

,

+

k$的过程中!

!=/M

"

J#8O31

*

荧光强度增大$图
7

'

E

(中

7

*

-

%#而
!J<F

浓度超过
-j.&'(

,

+

k$时!

!=/M

"

J#8O

31

*

的荧光光谱开始发生红移$图
7

'

E

(中
.

*

V

%"游离
!=/M

和
!=/M

"

J#8O31

*

的荧光相图均呈两条直线$图
7

'

/

(和

'

E

(插图%!证明
!=/M

在
!J<F

诱导变性过程中存在一个中

间态!两直线交点对应
!J<F

浓度
-j.&'(

,

+

k$

!与荧光光

谱结果一致"也就是说
!J<F

对
!=/M

的诱导变性分两个阶

段&当浓度从
%

增加到
-j.&'(

,

+

k$时!

!=/M

从折叠态'

8

(

向中间态'

:

(转化#当
!J<F

浓度继续增加时!

!J<F

诱导

!=/M

分子构象发生改变!

!=/M

从中间态'

:

(向去折叠态
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'

[

(转变!变性过程符合三态模型"

图
#

#

=9>D

诱导#

/

$游离态
=,/B

和#

;

$

=,/B

!

9?<HKX

!

变性的荧光光谱#插图!

=9>D

诱导
=,/B

荧光相图$

$

*

V

&体系中
!J<F

浓度分别为
%

#

$$j*&'(

,

+

k$

!

间隔
$jT&'(

,

+

k$

<0

F

"#

#

<G@1'%*)%()%%50**01(*

8

%).'/'%

8

'%*%(.0(

F

.,%4%(/.@'/.01(

1&

'

/

(

&'%%=,/B/(4

'

;

(

=,/B

!

9?<HKX

!

0(4@)%4;

A

=9>D

'

-(*%'.

&

P,/*%40/

F

'/51&&G@1'%*)%()%'%

8

'%*%(.0(

F

.,%4%(/.@'/.01(1&=,/B0(4@)%4;

A

=9>D

$

*

V

&

9=6@'5@65D?/D>'5'C!J<F/D%

#

$$j*&'(

,

+

k$

!

>5D6?a/(@'5@65D?/D>'5>0$jT&'(

,

+

k$

!"#

#

9?<HKX

!

对
=,/B

的稳定化机理

在两种变性剂诱导条件下!分别采用式'

*

(+式'

T

(和式

'

-

(拟合计算得到的
!=/M

热力学参数如表
$

所示"可以看

到!在尿素诱导变性情况下!游离态
!=/M

的初始吉布斯自

由能变
%

2

'

1

*

F

(为
Uj-$ @̂/(

,

&'(

k$

!单位浓度变性剂引发

的自由能变
3

为
7j.V @̂/(

,'

&'(

,

&'(

,

+

k$

(

k$

#

!=/M

"

J#8O31

*

的
%

2

'

1

*

F

(为
Vj-- @̂/(

,

&'(

k$

!比游离态

!=/M

提高
$*j**)

!

3

也提高到
Tj%% @̂/(

,'

&'(

,

&'(

,

+

k$

(

k$

"固定化后
3

值升高!证明
!=/M

的溶液可及面积有

所增加!即尿素分子更容易接近
!=/M

"这是由于
A

1.j-

条

件下!尿素分子的氨基容易质子化!而
J#8O31

*

孔道内表

面残留羟基带负电荷!尿素分子可以通过静电作用进入孔

道!引起
3

值的增加"固定化后
%

2

'

1

*

F

(增加!这是因为

J#8O31

*

孔道内的氨基+羟基能够通过氢键作用有效增强

了
!=/M

的刚性"比较
!=/M

的活性残留率!可以发现
J#8O

31

*

固定化带来
!=/M

刚性的增强有效降低了尿素可及面

积增加带来的影响!提高了
!=/M

的稳定性"

!=/M

在
!J<F

诱导变性过程中符合三态模型!当

!=/M

从
8

态向
:

态转化时!游离态
!=/M

和
!=/M

"

J#8O

31

*

的
%

2

'

1

*

F

(基本一致!但
J#8O31

*

固定化使得
3

从

7j7V @̂/(

,'

&'(

,

&'(

,

+

k$

(

k$降低为
*j7% @̂/(

,'

&'(

,

&'(

,

+

k$

(

k$

!下降率
7*j$-)

"这是因为
!J<F

侧链为非

极性甲基!

J#8O31

*

孔道内的极性基团有效阻碍了
!J<F

分子的进入!减小了孔道中
!=/M

的溶液可及面积"当
!JO

<F

浓度超过
-j.&'(

,

+

k$

!

!=/M

从
:

态向
[

态转化时!

!=/M

开始出现构象变化!内部疏水基团的暴露导致
3

增

加!但由于
J#8O31

*

孔道内极性基团的阻碍作用!使

!=/M

"

J#8O31

*

的
3

值$

TjT% @̂/(

,'

&'(

,

&'(

,

+

k$

(

k$

%

仍然低于游离态
!=/M

$

TjVT @̂/(

,'

&'(

,

&'(

,

+

k$

(

k$

%"

表
E

#

游离态
=,/B

和
=,/B

!

9?<HKX

!

的热力学参数

+/;G%E

#

+,%.,%'514

A

(/50)

8

/'/5%.%'*1&&'%%=,/B/(4.,%=,/B

!

9?<HKX

!

变性剂 变性阶段

游离
!=/M !=/M

"

J#8O31

*

%

2

'

1

*

F

(.

'

@̂/(

,

&'(

k$

(

3

.

$

@̂/(

,'

&'(

,

&'(

,

+

k$

(

k$

%

%

2

'

1

*

F

(.

'

@̂/(

,

&'(

k$

(

3

.

$

@̂/(

,'

&'(

,

&'(

,

+

k$

(

k$

%

尿素
8

+

[ Uj-$ 7j.V Vj-- Tj%%

!J<F

8

+

: $*j$* 7j7V $*j$$ *j7%

:

+

[ $VjU$ TjVT **j-% TjT%

##

由此可见!在
!=/M

变性过程中!

J#8O31

*

固定化技

术能够改变
!=/M

的热力学参数"在尿素诱导下!

J#8O31

*

固定化能够提高
!=/M

的初始吉布斯自由能变
%

2

'

1

*

F

(#

而
!J<F

诱导下!

J#8O31

*

固定化能够有效减小
!=/M

的

溶液可及面积
3

!两种变性条件下稳定化机理有所区别"

7

#

结
#

论

##

应用荧光光谱法对
!=/M

在尿素和
!J<F

两种变性剂

诱导下的变性过程进行了研究!进而就
J#8O31

*

固定化对

!=/M

的稳定化机理进行了分析"通过研究发现!

!=/M

在尿

素和
!J<F

诱导下的变性过程分别符合/二态模型0和/三态

模型0!

J#8O31

*

固定化不改变
!=/M

的变性过程!但能够

通过改变
!=/M

的热力学参数!提高
!=/M

的稳定性"其中!

J#8O31

*

固定化提高了
!=/M

在尿素中的初始吉布斯自由

能变
%

2

'

1

*

F

(!而在
!J<F

中减小了
!=/M

的溶液可及面

积
3

"利用荧光光谱法考察变性过程中生物酶的构象变化!

能够从热力学稳定性角度对固定化效果进行评价和分析!但

生物酶稳定化机理的深入解析!还需要结合变性过程的动力

学分析进行系统研究"
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!

8?>6K!:

!

G?>6(6?8Q

!

6D/(BQBJ'(6B#/D/(BG

&

\5]

W

&/D>@

!

*%$.

!

$7*

&

-B

$

$7

%

#

FD/#

!

:̂6

I

4@=>J

!

9/5/̂/M

!

6D/(BG>'@=>&>@/B\9G>'

A

=

W

0>@/BM@D/

!

*%$.

!

$U.T

&

$T.TB

$

$T

%

#

1[<=65

I

!

1[M3NQ45

!

X\">O

W

4

!

6D/(

'胡
#

升!黄
#

俊!柯丕余!等(

BQB#=6&B\5

I

>5B#=>5B[5>a6?B

'高校化学工程学报(!

*%$.

!

7%

'

7

(&

.TUB

$

$-

%

#

J65

I

R6>

!

N4'S>5(4

!

h>5J65

I

!

6D/(B+/5

I

&4>?

!

*%$*

!

*U

&

$.$77B

$

$.

%

#

<?>&/D=><

!

Q/

W

/?/&/5NB"?'D6>5QB

!

*%%-

!

*T

&

ZVB

$

$Z

%

#

8''?K;+

!

+6/D=6?E/??'c;QBG>'@=6&>0D?

W

!

$VVU

!

7Z

&

*V.VB

$

$U

%

#

L1M3N9/5

!

G:M3+>4O

H

>/'

'张
#

潭!边六交(

B#=6&BQB#=>5606[5>a6?B

'高等学校化学学报(!

*%$$

!

7*

'

Z

(&

$TVZB

>./;0G0R/.01(9%),/(0*51&B50(1H9140&0%4H9%*1)%GG@G/'<1/5.1=,/B

;

A

<G@1'%*)%()%>

8

%).'1*)1

8

0)9%.,14

L1\3N16

!

L1F3NQ>5O

W

>

%

!

#[:Y/5

!

L1MF#='5

I

O(>5

!

N[FS4/5

!

R[h>'5

I

!

L1MFY4/5O]='5

I

!

+F[+6>

M@/K6&

W

'CJ>(>D/?

W

<@>65@6

!

;606/?@=:50D>D4D6'C#=6&>@/(!6C6506

!

<D/D6X6

W

+/E'?/D'?

W

'C3G#"?'D6@D>'5C'?#>a>(>/5

!

G6>

H

>5

I#

$%**%-

!

#=>5/

B;*.'/).

#

9=6C(4'?60@65@60

A

6@D?'0@'

A

>@@=/?/@D6?>0D>@0'C!=/M>&&'E>(>]6KE

W

/&>5'O&'K>C>6KO&60'@6((4(/?C'/&

'

J#8O31

*

(

c6?6>5a60D>

I

/D6KK4?>5

I

K65/D4?/D>'5

A

?'@6K4?60c>D=4?6//5K!J<F/0K65/D4?/5DE

W

40>5

I

8OT.%%C(4'?60@65@60

A

6@D?'&6D6?B

9=645C'(K>5

IA

?'@600'C!=/M>5K65/D4?/5D0c/0/5/(

W

]6KE

WA

=/06K>/

I

?/&'CC(4'?60@65@6

!

/5KD=6?&'K

W

5/&>@

A

/?/&6D6?0

c6?6@/(@4(/D6Kc>D=?60>K4/(/@D>a>D

W

?/D>''C!=/MB9=6K>CC6?65@6E6Dc665D=65'5O>&&'E>(>]6K/5K>&&'E>(>]6K!=/M>5/0

A

6@D

'C45C'(K>5

IA

?'@600/5KD=6?&'K

W

5/&>@

A

/?/&6D6?0c6?6@'&

A

/?6KB9=6?604(D00='c6KD=/DD=6@/D/(

W

D>@/@D>a>D

W

'C!=/MK6O

@(>56Kc>D=D=6>5@?6/0>5

I

@'5@65D?/D>'5'CK65/D4?/5D0

!

/5KD=6@/D/(

W

D>@/@D>a>D

W

'C>&&'E>(>]6K!=/M@'4(KE6&/>5D/>56KE6DD6?

D=/5D=/D'CC?66!=/M/DD=60/&6@'5@65D?/D>'5'CK65/D4?/5DB9=60D/E>(>]/D>'56CC6@D'CJ#8O31

*

D'!=/Mc/0'Ea>'40E6O

C'?6D=6K65/D4?/5D0@'5@65D?/D>'5?6/@=6K/@?>D>@/(@'5@65D?/D>'5

'

-j-&'(

,

+

k$

C'?4?6/

!

Z&'(

,

+

k$

C'?!J<F

(

B9=645C'(O

K>5

IA

?'@6K4?6'C!=/M>5K4@6KE

W

4?6/@'5C'?&6KD'D

WA

>@/(

/

Dc'O0D/D6

0

&'K6(B9=645C'(K>5

IA

?'@6K4?6'C!=/M>5K4@6KE

W

!J<F@'5C'?&6KD'

/

D=?66O0D/D6

0

&'K6(

!

/5KD=6>5D6?&6K>/D60D/D6'C!=/M/

AA

6/?6K/DD=6!J<F@'5@65D?/D>'5'C-j.&'(

,

+

k$

B:&&'E>(>]/D>'5E

W

J#8O31

*

K>K5

)

D@=/5

I

6D=6K6

I

656?/D>'5

A

?'@600'C!=/M

!

E4D@'4(K?/>06D=6D=6?&'K

W

5/&>@

A

/?/&6O

D6?0K4?>5

I

D=645C'(K>5

IA

?'@600'C!=/MBR=65>5K4@6KE

W

4?6/

!

D=6

%

2

'

1

*

F

(

c/0Uj-$ @̂/(

,

&'(

k$

C'?C?66!=/M/5Kc/0

>5@?6/06KD'Vj-- @̂/(

,

&'(

k$

C'?D=6>&&'E>(>]6K'56B1'c6a6?

!

D=60'(a65DO/@@600>E(604?C/@6/?6/

'

3

(

>5@?6/06KC?'&7j.VD'

Tj%% @̂/(

,'

&'(

,

&'(

,

+

k$

(

k$

/CD6?>&&'E>(>]/D>'5

!

c=>@=&>

I

=DE6@/406KE

W

D=6@'5a65>65D&'a>5

I

'C4?6/&'(6@4(60>5D'

J#8O31

*

c>D=6(6@D?'0D/D>@/DD?/@D>'5B9=6/&>5'/5K=

W

K?'P

W

(

I

?'4

A

0>5D=6@=/556('CJ#8O31

*

@'4(K65=/5@6!=/M?>

I

>K>D

W

D=?'4

I

==

W

K?'

I

65E'5K>5

I

6CC6@D>a6(

W

?6K4@6KD=66CC6@D'C>5@?6/0>5

I

'C4?6/O/@@600>E(604?C/@6/?6/

!

/5K>&

A

?'a6KD=64?6/D'(6?O

/5@6'C!=/MBR=65!=/Mc/0>5K4@6KE

W

!J<F

!

D=6

%

2

'

1

*

F

(

a/(460'C

A

?'@600C?'&C'(K0D/D6D'>5D6?&6K>/D60D/D6c6?6/(O

c/

W

0$*j$* @̂/(

,

&'(

k$

>5D=6E6C'?6/5K/CD6?>&&'E>(>]/D>'5B9=60'(a65DO/@@600>E(604?C/@6/?6/'C!=/MK?'

AA

6KC?'&7j7V

D'*j7% @̂/(

,'

&'(

,

&'(

,

+

k$

(

k$

/CD6?>&&'E>(>]/D>'5

!

c=>@=&>

I

=DE6@/406KE

W

D=6E('@̂ 6CC6@D'C/&>5'/5K=

W

K?'P

W

(

I

?'4

A

0

7UZ$

第
.

期
####################

光谱学与光谱分析



>5J#8O31

*

c=>@=6CC6@D>a6(

W

>5=>E>D>5

I

D=665D?

W

'C5'5O

A

'(/?!J<F&'(6@4(60B8?'&>5D6?&6K>/D60D/D6D'45C'(K0D/D6

!

D=6

6P

A

'04?6'C=

W

K?'

A

='E>@/&>5'/@>K0>5!=/M(6/K6KD'/5>5@?6/06'C3a/(46

!

E4DD=63a/(46'C>&&'E>(>]6K!=/M

$

TjT% @̂/(

,'

&'(

,

&'(

,

+

k$

(

k$

%

c/00D>((('c6?D=/5D=6C?66!=/M

$

TjVT @̂/(

,'

&'(

,

&'(

,

+

k$

(

k$

%

K46D'D=6

A

'(/?&>@?'65a>?'5O

&65D>5D=6@=/556(B<D4K

W

>5

I

D=645C'(K>5

IA

?'@600/5KD=6?&'K

W

5/&>@

A

/?/&6D6?0E

W

C(4'?60@65@60

A

6@D?'&6D6?>0/56CC6@D>a6

D6@=5'('

I

>@/(&6/5C'?D=6?606/?@='5!=/M0D/E>(>D

W

!

c=>@=@/5/(0''CC6?/&6D='K'('

I

>@/(

I

4>K/5@6C'?0D/E>(>]/D>'5&6@=/5>0&

0D4K

W

C'?'D=6?65]

W

&60B

C%

A

61'4*

#

!=/M

#

8(4'?60@65@60

A

6@D?'0@'

AW

#

<D/E>(>]/D>'5&6@=/5>0&

#

[?6/

#

!J<F

'

;6@6>a6KJ/

W

$Z

!

*%$U

#

/@@6

A

D6KF@DB*V

!

*%$U

(

##

%

#'??60

A

'5K>5

I

/4D='?

TUZ$

光谱学与光谱分析
###################

第
7V

卷




