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大蒜中的含硫氨基酸$如脱氧蒜氨酸%

O5*

&,蒜氨酸%

O5*O

&,

OS

烯丙基巯基半胱氨酸%

O50*

&$具

有抗肿瘤,抗氧化等多种生理,药理活性$这些活性应当与上述含硫氨基酸和存在于生物体内的蛋白质等生

物大分子之间的相互作用有直接关系#为探明其关系$本文以牛血清蛋白%

JO5

&为模型蛋白$运用荧光光谱

法和紫外吸收光谱法$研究了
B

4W:+9

的
UF2XS4*>

缓冲溶液中$大蒜中
O5*

$

O5*O

$

O50*

与
JO5

的相互

作用#采用荧光分光光度计$以
/E9N<

为激发波长$扫描
"99

#

+99N<

的荧光发射光谱*采用紫外分光光

度计$扫描
O50*

的
"99

#

+99N<

紫外吸收光谱#荧光光谱和紫外吸收光谱结果分析表明(

JO5

与
O5*

$

O5*O

的猝灭类型是动态猝灭#

JO5

与
O50*

的猝灭类型是静态猝灭$在
/3E

和
"!9L

下两者的结合常数

分别为
7:!Ek!9

" 和
,:,+k!9

"

?

'

<=>

@!

$结合作用较强*对应温度下
JO5

与
O50*

均近似为
!

个结合位

点$可形成
!A!

的复合物$推断其在生物体内能被较好的储存与转运*两者的结合距离为
!:7!N<

#两者结

合的热力学参数在
/3E

和
"!9L

下的
%

R

分别为
@/!:7"

和
@//:/!K[

'

<=>

@!

$说明反应是一个自发进行的

过程*其
%

P

为
@W:97K[

'

<=>

@!

*在
/3E

和
"!9L

温度下的
%

<

分别为
+E:E3

和
+7:33[

'

<=>

@!

'

L

@!

$结

合
%

P

和
%

<

的大小可判断两者的结合以静电引力作用为主#研究表明
O50*

与
JO5

的结合作用较强$为

其可作为药物分子提供了理论依据$同时这些结果也为进一步研究三种含硫氨基酸与
JO5

等大分子的相互

作用,开发与利用提供了理论依据#
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富含 含 硫 氨 基 酸$如 蒜 氨 酸 %

OS8>>

`

>P

`

XQ$2N$X'>a=h2)

$

O5*O

&,脱氧蒜氨酸%

OS8>>

`

>P

`

XQ$2N$

$

O5*

&,

OS

烯丙基巯基

半胱氨酸%

OS8>>

`

><$FP8

B

Q=P

`

XQ$2N$

$

O50*

*见图
!

&等$它

们具有清除自由基,抗糖尿病等多种功效#大蒜的保健,药

用等生物学功能$应当同这些含硫氨基酸和存在于生物体内

的蛋白质等生物大分子之间的相互作用有直接关系#药物分

子进入体内后与血清白蛋白结合$在体内被运输,储存$发

挥药用价值$常常以
JO5

作为模型蛋白阐明研究保健功能

成分与血清蛋白之间的结合方式,结合位点等相互作用机

制*这些机制的阐明$对于保健食品,药物等产品的开发与

应用$具有重要的理论指导价值#

图
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三种含硫氨基酸的结构式
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"报道了
O5*O

与
JO5

,

4O5

的结合作用$即在

/3EL

下结合常数分别为
3:E!k!9

/ 和
/:/Wk!9

/

?

'

<=>

@!

*

O5*

与
JO5

之间的作用主要为静电引力$与
4O5

之间的作用主要为疏水作用力#

O'N

!

/

"等报道了
O5*O

和

45O

的结合作用$在
/3EL

结合常数为
!:,Ek!9

+

?

'

<=>

@!

*

O5*

与
JO5

之间的作用主要为氢键和范德华力#由

此可见$这两种氨基酸因结构不同结合作用相差较大$而

O50*

与血清白蛋白的结合作用还未见报道$同时三种含硫

氨基酸因结构不同引起结合作用变化等也需要进一步阐明#

为弥补这些不足$本论文拟采用荧光光谱法和紫外吸收光谱

法分析三种含硫氨基酸与牛血清白蛋白的相互作用$计算其

结合常数,结合作用力类型,热力学参数,结合距离,结合

位点等$以为三种含硫氨基酸的开发与利用提供相应的理论

依据#

!

!

实验部分

!"!

!

仪器与试剂

电子分析天平%

5G/9,H6

$

0&UU?&6U.?&H.

&*荧

光分光光度计%

V&?O+,

$美国
V$FK2N&><$F

公司&*紫外分

光光度计%

RIS3799

$北京瑞利分析仪器公司&#

O5*

$

O5*O

和
O50*

均来自于实验室化学合成%经
0O

$

460O

和!

4S

(06

确定合成的均为目标产物$纯度均大于
3,-

&*牛血清

白蛋白%

JO5

$上海伯奥生物科技有限公司$

?.U

(

9E9"/,

&*

实验用水为超纯水#

!"#

!

方法

!:/:!

!

荧光光谱的测定

在
!9<?

容量瓶中依次加入
/<?

B

4W:+9

的
UF2XS4*>

缓冲溶液,

/<?

的
9:,9<=>

'

?

@!

(8*>

溶液$

7<?

浓度为

"k!9

@,

<=>

'

?

@!的
JO5

溶液#取
"<?

该溶液与石英比色

皿中$依次加入
/9

&

?O5*

$

O5*O

%

9:9,<=>

'

?

@!

&$

!9

&

?

O50*

%

9:9,<=>

'

?

@!

&对照溶液$共加
7

次$混匀$得到

O5*

,

O5*O

浓度分别为(%

9:99

$

":"!

$

7:,W

$

3:E9

$

!":9

$

!7:!

$

!3:/

&

k!9

@+

<=>

'

?

@!的
JO5

混合溶液$

O50*

浓度

即为前面两种氨基酸的一半#最后将反应液分别在
/3E

和

"!9L

温度下保持
,<2N

#在荧光分光光度计操作界面中$选

择荧光扫描模式#以
/E9N<

为激发波长$扫描
"99

#

+99N<

荧光光谱并记录荧光强度的变化#

!:/:/

!

实验数据分析

使用
.F2

1

2NE:,

%

.F2

1

2N?8Y*=:

$

(=FQD8<

B

Q=N

$

05

$

RO5

&软件进行绘图$

*D$<)F8c

绘制化合物的结构式*使用

02PF=X=aQ&hP$>

对数据进行统计分析#

/

!

结果与讨论

#"!

!

三种含硫氨基酸与
XQR

相互作用的荧光光谱

图
/

中$在
",9N<

处出现了较强的荧光峰$这是
JO5

分子固有的内源荧光物质色氨酸,酪氨酸及苯丙氨酸等酚型

氨基酸残基的综合效应所发射的荧光!

"

"

*该峰处的荧光强度

变化$反映了溶剂,溶质与
JO5

之间的相互作用#由图
/

各

图中可以看出(

!!

%

!

&三种含硫氨基酸均具有荧光猝灭作用$且荧光猝灭

强度大小分别为(

O50*

"

O5*

"

O5*O

#如在
/3EL

时$

O50*

随着浓度的增加%

8

+

1

&荧光强度下降了
"7/8:':

$而

O5*

荧光强度仅下降了
EE8:'

$但高于
O5*O

下降量
+"

8:'

#

%

/

&三种含硫氨基酸的浓度越高$对
JO5

的荧光基团猝

灭作用越强#如在
/3EL

时$

O5*O

样品中随着浓度的增加

%

8

+

1

&$荧光强度从
7/W8:':

下降为
,E+8:'

*

O5*

荧光强

度从
7W98:'

下降为
,E/8:'

*

O50*

荧光强度从
7"38:'

下

降为
/WW8:'

#

%

"

&温度影响三种含硫氨基酸与
JO5

的荧光猝灭作用#

如在
/3EL

下$

O5*

和
O50*

的荧光强度下降量分别为
EE

和
"7/8:'

$在
"!9L

的下降量分别为
WE

和
/,W8:'

$温度越

高下降量越少*而在同样条件下
O5*O

的荧光强度下降量分

别为
+"

和
++8:'

$猝灭效果不佳,温度差异引起的荧光强度

的变化较小#

综上所述$可初步判断
O5*O

$

O5*

和
O50*

均具有荧

光猝灭作用$

O50*

的荧光猝灭作用最强#

#"#

!

据
Q;&<=FHA?C&<

方程确定三种含硫氨基酸对
XQR

的荧

光猝灭作用类型

根据
OQ$FNSI=><$F

方程式%

!

&可得荧光猝灭常数#以

M

9

)

M

对!

G

"作图$得到不同温度条件下三种含硫氨基酸对

JO5

的
OQ$FNSI=><$F

函数%图
"

&$由截距求得
Q

i

和
Q

X_

%见

表
!

&#

M

9

)

M

(

!

/

Q

OI

!

G

"

(

!

/

Q

i

,

9

!

G

" %

!

&

式%

!

&中(

M

和
M

9

分别表示有无猝灭剂时
JO5

的荧光强度*

!

G

"为猝灭剂浓度%

<=>

'

?

@!

&*

Q

OI

为荧光猝灭常数%

?

'

<=>

@!

&*

Q

i

为双分子猝灭速率常数!

?

'%

<=>

'

X

&

@!

"*

,

9

为

无猝灭剂时荧光分子的平均寿命%一般约
!9

@E

X

&#

!!

一般地$各类荧光动态猝灭剂的
Q

i

最大为%

!:9

#

/:9

&

k!9

!9

?

'%

<=>

'

X

&

@!

!

+S,

"

$且常随温度升高稍微增加*而静

态猝灭剂的
Q

i

则远大于
/:9k!9

!9

?

'%

<=>

'

X

&

@!

$并常随

着温度的升高有一定程度的降低#由表
!

中看出(在所测条

件下只有
O50*

的
Q

i

"

/:9k!9

!9

?

'%

<=>

'

X

&

@!

$且随着

温度的升高明显降低*其他两种氨基酸的
L

i

值均远小于

/:9k!9

!9

?

'%

<=>

'

X

&

@!

#而且只有
O50*

的
Q

OI

随温度的

升高明显下降$可以再次表明
O50*

对
JO5

的猝灭作用为

静态猝灭#而
O5*O

的
Q

OI

随温度的升高都有所增加$

O5*

无明显差异$则表明为动态猝灭#

因此$综合
Q

i

和
Q

OI

两方面的结果$可以判断
O50*

对
JO5

的猝灭作用为静态猝灭$

O5*O

$

O5*

对
JO5

的猝灭

作用为动态猝灭#

#"$

!

QR*%

与
XQR

相互作用的结合常数和结合位点

静态猝灭剂浓度!

G

",结合常数
Q

5

,荧光强度
M

和结合

位点之间
5

的关系可用式%

/

&

?2N$c$8_$FSJ'FK

双对数方程来

表述#

>

1

%

M

9

-

M

&)

M

(

>

1

Q

B

/

5>

1

!

G

" %

/

&

式中(

M

9

$

M

和!

G

"含义同式%

!

&*

Q

5

为化合物与血清白蛋

白在不同温度下的结合常数%

?

'

<=>

@!

&$通过式%

/

&方程的

+E+"
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截距求真数即为
Q

5

值*

5

为结合位点数#按式%

/

&分别绘制

O50*

与
JO5

在
/3E

和
"!9L

温度下的
#

的双对数图%图
+

&

后$由其截距和斜率可以求出
O50*

与
JO5

的结合常数及

结合位点数%见表
/

&#

图
#

!

不同浓度
QR%Q

"

QR%

"

QR*%

与
XQR

相互作用的荧光发射光谱

O5*O

和
O5*

的样品浓度%

8

+

1

&依次为%

9:99

$

":"!

$

7:,W

$

3:E9

$

!":99

$

!7:!9

$

!3:/9

&

k!9

@+

<=>

'

?

@!

*

O50*

的样品浓度%

8

+

1

&为前面的一半%

5

组为
/3EL

,

J

组为
"!9L

&

-8

9

"#

!

-?1A<&>7&=7&&C8>>8A=>

:

&7;<2AD/8DD&<&=;7A=7&=;<2;8A=>ADQR%Q

$

QR%

$

QR*%2=/XQR

O5*O8N)O5*

%

8

+

1

&

c$F$

%

9:99

$

":"!

$

7:,W

$

3:E9

$

!":99

$

!7:!9

$

!3:/9

&

k!9

@+

<=>

'

?

@!

*

O50*

%

8

+

1

&

c8XD8>a=aQD$

B

F$_2='X=N$

%

/3EL=NQD$58N)"!9L=NQD$J

1

F='

B

&

图
$

!

不同温度下三种含硫氨基酸的
Q;&<=FHA?C&<

函数

%

8

&(

/3EL

*%

Y

&(

"!9L

-8

9

"$

!

Q;&<=FIA?C&<D1=7;8A=AD;@<&&U8=/>AD>1?D1<F7A=;28=8=

9

2C8=A278/>2;/8DD&<&=;;&C

:

&<2;1<&

%

8

&(

/3EL

*%

Y

&(

"!9L

!!

由表
/

看出(

O50*

和
JO5

的结合位点数
5

分别为

!://+9

和
!:/3+/

$即近似形成一个结合位点$为
!A!

复合

物*其结合常数
Q

5

数量级
"

!9

"

$表明它们之间的结合力较

强$

O50*

在生物体内可以较好的储存与转运#由图
!

可以

,E+"

第
!!

期
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看出(三种含硫氨基酸都含有相同的烯丙基和丙氨酸的结

构$其差异仅是
O50*

有二硫键结构$而
O5*

和
O5*O

都

没有二硫键$说明
O50*

上二硫键的存在使得
O50*

与

JO5

的结合为静态猝灭$即相互作用较强#

表
!

!

三种含硫氨基酸与
XQR

的线性方程*相关系数及荧光猝灭常数

J26?&!

!

L8=&2<&

V

12;8A=>

$

7A<<&?2;8A=7A&DD878&=;>2=/D?1A<&>7&=7&

V

1&=7@8=

9

7A=>;2=;>AD;@<&&>1?D1<F7A=;28=8=

9

2C8=A278/>2=/XQR

化合物种类
Q

OI

)

%

?

'

<=>

@!

&

Q

i

)!

?

'%

<=>

'

X

&

@!

"

OQ$FNSI=><$F

$

i

'8Q2=N

I

/

'

)

L

O5*O ":,

":,k!9

E

8

;9:99",6%!:997W 9:333+ /3E

":W

":Wk!9
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