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光谱法结合化学计量学研究石墨烯量子点与胰蛋白酶的相互作用
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石墨烯量子点&

X̀ V>

'以其优异的性能在生物医学领域引起了广泛的关注#但其潜在的毒性研究较

少!将荧光和紫外光谱法结合化学计量学研究
X̀ V>

对胰蛋白酶结构和功能的影响!从荧光猝灭实验可知#

X̀ V>

可猝灭胰蛋白酶的固有荧光并抑制胰蛋白酶的生物活性!当加入不同浓度的
X̀ V>

#胰蛋白酶在
/(&

9*

处的荧光发射峰的强度随之降低且蓝移&

/(&

!

/''9*

'#表明
X̀ V>

可改变胰蛋白酶所处的微环境#使

其疏水性增加+与此同时#

X̀ V>

浓度越高#胰蛋白酶荧光变化越明显#说明
X̀ V>

对胰蛋白酶可能有潜在

毒性!通过圆二色谱实验可知胰蛋白酶的
'

R

螺旋结构由
$:.$#T

下降至
$%.#/T

#说明
X̀ V>

加入诱导胰蛋

白酶的二级结构发生改变#使胰蛋白酶骨架松弛+三维荧光光谱实验进一步说明
X̀ V>

的存在不仅改变了

胰蛋白酶所处的微环境并使胰蛋白酶的构象发生变化!蛋白质氨基酸残基的微环境由蛋白质分子的构象所

决定#当蛋白质的生色团所处的微环境发生变化时#其紫外
R

可见吸收光谱也随之发生变化!由于生命作用

体系都比较复杂#测量所得到的波谱数据中大部分信息是隐含和重叠的#因此需要利用和发展有效的生物

信号采集,转导,数据处理和解析方法#把能对生命现象做出解释的有用信息尽可能多地从测量数据中挖掘

出来!为获取足够而有效的生命化学信息#该研究用连续滴定技术采集多维光谱数据#运用多元曲线分辨
R

交替最小二乘法&

M!URJ2Q

'解析光谱数据矩阵#从重叠严重的光谱中同时得到定性&各组分光谱及作用过

程中复合物的真实存在'和定量&各组分的浓度变化趋势'信息#从而认识
X̀ V>

与胰蛋白酶在作用中达到平

衡时各组分的状态和整个动态变化过程!

M!URJ2Q

的解析结果为进一步了解
X̀ V>

与胰蛋白酶相互作用

的动力学过程提供了依据#说明
X̀ V>

可以与胰蛋白酶相互作用#并形成
X̀ V>

$(

R

胰蛋白酶复合物!该研究

为
X̀ V>

可能存在的毒性风险研究提供了信息!

关键词
"

光谱法+化学计量学+石墨烯量子点+胰蛋白酶+生物活性+作用过程
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荧光石墨烯量子点&

X̀ V>

'具有良好的化学惰性和生物

相容性#以及荧光发光可调和荧光上转换等特性#已成为生

物成像,药物运输,疾病检测和荧光探针等领域的研究热

点)

$

*

!因
X̀ V>

在靶向药物递送和改变血脑屏障等方面的应

用受到了极大的关注#人们对评估
X̀ V>

在生物系统中的潜

在毒性风险越来越感兴趣)

#

*

!已有文献报道石墨烯纳米材料

可能导致严重的细胞毒性和肺部疾病)

/

*

#但有关
X̀ V>

毒性

研究或生物学效应的报道较少!

,GC9

1

等)

'

*和
2G

等)

(

*分别

研究了
X̀ V>

与人血清白蛋白和
VNJ

的相互作用#为评价

X̀ V>

在生物医学领域的毒性和生物学效应提供了依据!然

而#有关
X̀ V>

的毒理学研究还有待深入!

胰蛋白酶&

@?

H0

>;9

#

[?

H0

'是胰腺分泌的一种丝氨酸蛋白

酶#其分子为
#//&&

#由
##/

个氨基酸残基组成#在脊椎动

物的消化,蛋白质成熟,凋亡,凝血,免疫反应等生理过程

中起着重要的作用!近年来#胰蛋白酶得到了广泛的应用#

对胰蛋白酶的研究也时有报道#例如药物分子和纳米粒子与

胰蛋白酶的相互作用)

%R-

*

#谷胱甘肽包裹的
!I[6

量子点和

!IQ6

量子点与胰蛋白酶的作用)

5R:

*

!然而#在分子水平上

X̀ V>

对胰蛋白酶的毒性研究尚未见报道!

纳米材料与生物大分子作用以紫外可见分光光度法,荧

光和红外光谱,圆二色谱法等为主要技术#由于生命作用体

系都比较复杂#需要利用和发展化学计量学方法#把能对生

命现象做出解释的有用信息尽可能地从测量数据中挖掘出



来!继以往将化学计量学方法用于银纳米粒子与血清蛋白作

用后研究)

$&

*

#本工作将多维数据解析用于
X̀ V>

与胰蛋白

酶的研究#为
X̀ V>

对人体健康的潜在毒性风险提供有价值

的信息!

$

"

实验部分
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试剂与仪器

石墨烯量子点&

1

?C

0

A696

e

GC9@G*I3@>

#

X̀ V>

#南京先

丰纳米材料科技有限公司#纯度
!

:&T

#量子点
$

$&9*

#量

子产率
!

(T

#分子量
-5

'用二次蒸馏水配成
$.&k$&

+#

*34

%

2

+$的溶液备用#

'n

以下冰箱保存!胰蛋白酶&国药集

团化学试剂有限公司#分子量
#/5&&

#干燥失量
2

$&.&T

#

酶活力&

"

%

1

+$

'

#(&&&

#淡黄色粉末用二次蒸馏水溶解成

#.(k$&

+/

*34

%

2

+$的溶液备用!

NR

苯甲酰
R2R

精氨酸乙酯盐

酸盐&上海生工#白色结晶或粉末#溶于水#纯度大于
:5T

#

分子量
/'#.5#

'用二次蒸馏水溶解成
$.&k$&

+/

*34

%

2

+$的

溶液备用!日立
LR-&&&

&日本日立公司'荧光分光光度计&配

备
$.&)*

荧光比色皿'#狭缝宽度
7̂8(9*

#

*̂8$&9*

#

扫描电压为
-&&S

#扫描速度
#'&&9*

%

*;9

+$

+

J

1

;469@

5'(/

紫外可见光光度计&美国安捷伦公司'+圆二色谱仪&法

国
K;3R23

1

;)

公司'+超级恒温水槽
P!R$&

&宁波天恒仪器厂'!

@"!

"

方法

将
/.&*2

0

,-.'

的
[?;>R,!4

缓冲溶液加入比色皿中#

根据实验需要依次加入适量的
X̀ V>

和
[?

H0

溶液!

实验
$

(固定
[?

H0

的浓度&

'.&&k$&

+%

*34

%

2

+$

'#再

加入不同量的
X̀ V>

#使其浓度分别为
&

#

$.%-

#

/.//

#6#

$/.//k$&

+(

*34

%

2

+$

&浓度间隔
$.%-k$&

+(

*34

%

2

+$

'#

放置
(*;9

以达平衡#在
#:5_

测其荧光光谱!

实验
#

(固定
[?

H0

的浓度&

/.//k$&

+%

*34

%

2

+$

'#加

入不同量的
X̀ V>

#使)

X̀ V>

*

j

)

[?

H0

*

8&

#

(

#

$&

#

$(

#

#&

#

在
#:5_

测其圆二色谱!所得到的
!V

&

);?)G4C?I;)A?3;>*

#

!V

'谱为三次扫描的平均值#并通过缓冲信号进行校正!

实验
/

(固定
[?

H0

的浓度&

'.$-k$&

+%

*34

%

2

+$

'#再

加入
X̀ V>

#使)

X̀ V>

*

j

)

[?

H0

*

8$&

#在
#:5_

下测其三维

荧光!

@"#

"

酶活性

实验
'

(

NR

苯甲酰
R2R

精氨酸乙酯盐酸盐&

KĴ ^

'在波长

#(/9*

下的紫外吸收远小于其水解产物
NR

苯甲酰
R2R

精氨酸

&

KJ

'的紫外吸收)

$$

*

!在胰蛋白酶的催化下#

KĴ ^

酯键水

解产物
KJ

逐渐增多#体系的紫外吸收也随之增加!胰蛋白

酶的活性以
&

B

#(/9*

计算!在
/.&*2[?;>R,!4

缓冲溶液中

固定
[?

H0

的浓度&

'.$-k$&

+%

*34

%

2

+$

'#然后加入不同量

的
X̀ V>

&

&

!

5.//k$&

+(

*34

%

2

+$

#间隔
5.//k$&

+%

*34

%

2

+$

'#在
/-n

孵化
#A

后#再加
KĴ ^

&

$.%-k$&

+'

*34

%

2

+$

'#测
X̀ V>

存在和不存在下的紫外吸收光谱!

@"R

"

扩展矩阵数据的构建

实 验
(

( &

dSRS;>

&

G4@?CE;346@E;>;D46

#

dSRS;>

'法#

,

[?

H0

'(固定
[?

H0

的浓度&

$.%-k$&

+(

*34

%

2

+$

'#加入不同

浓度的
X̀ V>

&

&

!

/.//k$&

+'

*34

%

2

+$

#间隔
$.%-k$&

+(

*34

%

2

+$

'!

实验
%

(&

dSRS;>

法#

,

X̀ V>

'(固定
X̀ V>

的浓度&

$.%-

k$&

+(

*34

%

2

+$

'#加入不同浓度的
[?

H0

&

&

!

#.##k$&

+%

*34

%

2

+$

#间隔
$.$$k$&

+-

*34

%

2

+$

'!

以上紫外光谱数据采集范围均为
#&&

!

(&&9*

&间隔
$

9*

#

/&$

个数据点'#见表
$

!

表
@

"

不同实验条件下得到的
!

个波谱数据矩阵

D%&,0@

"

D=00_

<

0/+:034%,2.39+4+.314.&-+,9-

<

4=00_4031+.3:%4/+_01

7̂

0

6?;*69@ 9

[?

H0

$&

*34

%

2

+$

'

9

X̀ V>

$&

*34

%

2

+$

'

=9@6?EC4

$&

*34

%

2

+$

'

NG*D6? VC@C*C@?;7

(

$.%-k$&

+(

&

!

/.//k$&

+'

$.%-k$&

+(

#$

$

[?

H0

%

$.%-k$&

+(

&

!

#.##k$&

+%

$.$$k$&

+-

#$

$

X̀ V>

@"$

"

化学计量学方法$多元曲线分辨
J

交替最小二乘法

!

\7EJ;AO

"

经典的多元曲线分辨
R

交替最小二乘法&

*G4@;EC?;C@6

)G?E6?6>34G@;39RC4@6?9C@;9

1

46C>@>

e

GC?6>

#

M!URJ2Q

'法在处

理体系测量数据时所得到的信息相对简单孤立#

[CG46?

对其

进行了拓展和改进)

$#

*

!本工作通过
dSRS;>

技术采用两种滴

加方式获得
#

个波谱数据矩阵&见表
$

'后#将这
#

个矩阵

$

@?

H0

>;9

&实验
(

'和
$

X̀ V>

&实验
%

'在列的方向组成一扩展矩阵#

再用
M!URJ2Q

解析+多维数据解析方法最大的优势在于可

获得多维阵唯一的分解结果#即分辨出体系中感兴趣组分的

相对浓度和光谱趋势图!

$

@?

H0

>;9

$

) *

X̀ V>

8

%

@?

H0

>;9

%

) *

X̀ V>

)

&

[

*

<

"

@?

H0

>;9

"

) *

X̀ V>

&

$

'

式&

$

'中
$

@?

H0

>;9

$

) *

X̀ V>

表示两种不同测量技术得到的扩展数据矩

阵#

%

@?

H0

>;9

%

) *

X̀ V>

和)

&

[

*分别表示解析得到的两种不同滴加方式

的浓度趋势图和纯物质的光谱!从式 &

$

'解析得到的

%

@?

H0

>;9

%

) *

X̀ V>

和)

&

[

*可得到体系成分的相关信息)

$/

*

!一般来说#

进行
M!URJ2Q

计算前可先用奇异值分解&

QSV

'和渐进因子

分析法&

L̂J

'确定体系的因子数&组分数'#再用
L̂J

得到

的浓度初值作为初始的迭代矩阵#由交替最小二乘法&

J2Q

'

估算出各组分的光谱矩阵后#通过最小二乘法获取估量的各

组分浓度矩阵再用于下一轮迭代#直至收敛为止!

#

"

结果与讨论
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81

与胰蛋白酶作用的荧光光谱

酶的荧光性质来自色氨酸,酪氨酸,苯丙氨酸残基!固

#'$/

光谱学与光谱分析
"""""""""""""""""""

第
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卷



定胰蛋白酶#加入不同浓度的
X̀ V>

!表明
X̀ V>

可改变胰

蛋白酶所处的微环境#使其疏水性增加)

$'

*

!与此同时#

X̀ V>

浓度越高#胰蛋白酶荧光变化越明显&

$

4

:

#下降了近

$%T

'#说明
X̀ V>

可与胰蛋白酶作用并改变大分子的二级

结构)

$(

*

!

图
@

"

P

^

81

与胰蛋白酶作用的荧光光谱图

*+

(

"@

"

D=06,-./01203201

<

024/%.64=0+340/%24+.3

.6P

^

81G+4=4/

><

1+3

!"!

"

P

^

81

对胰蛋白酶构象的影响

#.#.$

"

圆二色谱法

圆二色谱是一种准确灵敏的检测蛋白质构象变化的方

法!利用远紫外&

#&&

!

#%&9*

'可测定蛋白质的二级结构!

在没有和存在
X̀ V>

的情况下#胰蛋白酶的
!V

谱如图
#

所

示!胰蛋白酶在
#$&9*

左右呈负谱带#不存在正峰!在胰蛋

白酶溶液中加入
X̀ V>

后#

!V

信号出现小幅下降#但峰的

形状和位置没有明显变化#说明与
X̀ V>

结合时胰蛋白酶的

二级结构展开#但基本结构保持完整!用公式)

$%

*计算得到胰

蛋白酶的
'

R

螺旋结构由
$:.$#T

下降至
$%.#/T

#进一步说

明
X̀ V>

加入可诱导胰蛋白酶的二级结构发生改变#使胰蛋

白酶骨架松弛)

$-

*

!

#.#.#

"

三维荧光光谱法

三维荧光光谱可证明蛋白质构象特征的变化!图
/

&

C

'和

图
!

"

P

^

81

与胰蛋白酶作用的
78

图

9

[?

H0

8/.//k$&

+%

*34

%

2

+$

#

$

4

(

表示)

X̀ V>

*

j

)

[?

H0

*

8&

#

(

#

$&

#

$(

#

#&

*+

(

"!

"

D=0781

<

024/%.64=0+340/%24+.3.6P

^

81G+4=4/

><

1+3

9

[?

H0

8/.//k$&

+%

*34

%

2

+$

#)

X̀ V>

*

j

)

[?

H0

*

8&

#

(

#

$&

#

$(

#

#&

&

D

'是胰蛋白酶和石墨烯量子点的三维荧光光谱!峰
$

和峰
#

是瑞利散射峰&

!

67

8

!

6*

'和二阶散射峰&

#

!

67

8

!

6*

'

)

$:

*

!峰
C

&

!

67

8#5&9*

#

!

6*

8/''9*

#

K8$('5

'与色氨酸和酪氨酸残

基从
$4$

%跃迁的荧光特性有关#加入石墨烯量子点后)

!

67

8#5&9*

#

!

6*

8//-9*

#

K

L

&

F4G3?6>)69)6;9@69>;@

H

'

8$(#:

*

反映了胰蛋白酶的二级结构变化!峰
D

&

!

67

8##(9*

#

!

6*

8

/##9*

#

K8$'-'

'是胰蛋白酶多肽骨架结构的荧光特征#主

要是由
+

4$

的跃迁引起的#表明石墨烯量子点存在下胰蛋

白酶的二级结构变化&

!

67

8##(9*

#

!

6*

8/$59*

#

K8/%%

'!

加入
X̀ V>

后#胰蛋白酶峰
C

和峰
D

的荧光强度值明显下降

并出现蓝移#这些数据表明
X̀ V>

与胰蛋白酶作用使胰蛋白

酶构象的变化)

$:

*

!

图
#

"

P

^

81

与胰蛋白酶作用的三维荧光图
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X̀ V>
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!"#
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P

^

81

对胰蛋白酶活性的影响

随着
X̀ V>

的加入#胰蛋白酶活性降低#但不能被完全

抑制&图
'

#纵坐标为相对活性'!通过
X̀ V>

酶活性下降的

半抑制浓度
=!

(&

为
'./(k$&

+%

*34

%

2

+$

#说明
X̀ V>

对胰

蛋白酶活性相对较弱的抑制作用!这可能是
X̀ V>

在酶中有

较高的高生物利用度#胰蛋白酶的活性位点被
X̀ V>

稳定和

保护)

#&

*

!

!"R

"

\7EJ;AO

解析结果分析

紫外
R

可见吸收是测定小分子与生物分子相互作用的一

种简单而常用的技术!如图
(

&

C

'所示#胰蛋白酶在大约
#$(

和
#-%9*

处呈现出两个吸收峰#在
#$(9*

处的吸收峰随着

/'$/

第
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图
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不同浓度
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的活性
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与
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反应的紫外吸收光谱
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X̀ V>

的加入逐渐向
##&9*

移动直至平衡#而在
#-%9*

处

的吸收峰基本保持不变!从图
(

&

D

'可知#随着胰蛋白酶的加

入#

X̀ V>

的峰强度明显增加#峰位移不明显!图
(

&

C

'和&

D

'

的光谱重叠严重#难以区分
X̀ V>R

胰蛋白酶复合物的光谱而

无法分析反应过程!通常利用化学计量学扩展多元曲线分

辨
R

交替最小二乘法&

M!URJ2Q

'可从复杂系统的重叠波谱信

号中提取较多的额外信息#例如组分的浓度分布,纯光谱,

特别是确定
X̀ VQR

胰蛋白酶复合物等方面的信息!

图
S

"

由
\7EJ;AO

解析紫外光谱得到的
P

^

81

与胰蛋白酶

作用体系光谱图!

%

"和浓度趋势图!

&

"和!

2

"

*+

(

"S

"

E02.50/09cbJb+11

<

024/%

&

%

'

%39

2.32034/%4+.3

<

/.6+,01

&

&

'

%39

&

2

'

""

通过实验
(

和实验
%

得到扩展光谱数据矩阵)

$

@?

H0

>;9

#

$

X̀ V>

*#然后利用奇异值分解&

QSV

'方法计算矩阵#得到与

化合物相关重要因子个数#得到的前
'

个特征值分别为

$$/.%

#

/&.-

#

$&./

和
$.'

#说明反应体系中有
/

个主要因素

''$/
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可能与
/

个化合物有关#分别为胰蛋白酶,

X̀ V>

和
X̀ V>R

胰蛋白酶复合物!

M!URJ2Q

法提取的胰蛋白酶和
X̀ V>

的

光谱)虚线#图
%

&

C

'*与实测图&实线'吻合较好!此外#还得

到了
X̀ V>R

胰蛋白酶复合物的紫外
R

可见吸收光谱&虚线'!

计算与实测光谱曲线吻合较好#说明
M!URJ2Q

解析得到的

浓度曲线合理可靠!如图
%

&

D

'所示#随着
X̀ V>

的加入#

X̀ V>R

胰蛋白酶复合物浓度逐渐升高#同时胰蛋白酶浓度下

降#在)

X̀ V>

*

j

)胰蛋白酶*

8$(

时#体系趋于平衡+从图
%

&

)

'可知#随着胰蛋白酶的加入#

X̀ V>

浓度呈逐渐下降趋

势#

X̀ V>R

胰蛋白酶复合物浓度增加直至体系基本平衡!

M!URJ2Q

法的解析结果为进一步了解
X̀ V>

与胰蛋白酶相

互作用的动力学过程提供了依据#说明
X̀ V>

可以与胰蛋白

酶相互作用#并形成
X̀ V>

$(

R

胰蛋白酶复合物!

/

"

结
"

论

""

采用光谱法结合化学计量学方法研究
X̀ V>

与胰蛋白酶

的相互作用!三维荧光光谱法和圆二色谱实验说明
X̀ V>

的

存在不仅改变了胰蛋白酶所处的微环境并使胰蛋白酶的构象

发生变化!运用多元曲线分辨
R

交替最小二乘法&

M!URJ2Q

'

解析扩展光谱数据矩阵#进一步认识
X̀ V>

与胰蛋白酶在作

用中达到平衡时各组分的状态和整个动态变化过程!而酶活

性实验表明
X̀ V>

会影响胰蛋白酶的活性!该研究从分子水

平研究
X̀ V>

与生物大分子的作用机制#并为
X̀ V>

的毒副

作用研究提供了有价值的信息!下一步计划研究不同尺寸和

层数的石墨烯量子点对生物大分子构象和蛋白酶活性的影

响!
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