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蛋白质和配体的结合作用在生物体的生理生化过程中具有重要作用$是诸多领域的研究热点#研

究蛋白质
S

配体结合作用的一个关键目标$就是获得两者的结合常数%

Q

Y

&以评价其结合作用的强弱#荧光光

谱法具有灵敏度高,方便快速及成本低的优点$被广泛用于蛋白质
S

配体结合作用的研究中#应用荧光光谱法

时$借助函数方程对荧光数据进行数学分析来得到
Q

Y

值是一个关键步骤#因不同方程的适用范围不同$应

用于同一体系所获得的
Q

Y

值往往存在差异#针对此问题$一方面讨论了利用荧光光谱数据计算蛋白质和配

体结合的
Q

Y

值的函数方程的推导过程及其适用条件$总结出不同前提条件下蛋白质
S

配体
!A!

和
!A5

%

5

/

/

&结合时可选择的计算
Q

Y

值的最优方程#分析表明$选择最优方程应基于两个前提(

8

(蛋白质与配体

结合后形成的复合物是否产生荧光*

Y

(添加的配体浓度是否远大于蛋白质浓度#另一方面$以人血清白蛋

白%

4O5

&

S

诺氟沙星%

(#G

&结合体系作为模型$对比了由不同方程拟合得到的
Q

Y

值的差异并探讨了相应原

因#结果表明$

4O5

与
(#G

为
!A!

结合$利用最适用该体系的方程%

O!/

&拟合得到其在
/3EL

下的
Q

Y

值

为
,:9k!9

+

?
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<=>
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$而使用方程%

O7

&和方程%

O/+

&拟合得到的
Q

Y

值分别比该值大
/E:E-

和
+E:7-

$由

方程%

O!W

&得到的值则比该值约高
/

个数量级#这直观地展示了选择不适用的方程对所获结果的影响#此

外$将利用荧光光谱法获得的
Q

Y

值与其他方法获得的数据做了对比$说明了利用荧光光谱法计算蛋白质
S

配体
Q

Y

值的相对可靠性$同时也指出了该方法的局限性#结果表明$在利用荧光光谱数据获得蛋白质
S

配体

结合的
Q

Y

值时$依据前提条件%即假设
8

和)或
Y

是否成立&来选取最适合的函数方程是非常必要的$其将

决定所得结果的可靠性#
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蛋白质作为重要的功能性生物大分子$在生物体的物质

转运,代谢转化,催化作用,信息传递和免疫反应等生命活

动中扮演重要角色!

!
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#而这些生命活动的发生大多涉及蛋白

质
S

配体的结合作用#因此$蛋白质与配体结合作用的研究一

直以来都是化学,药学,医学,毒理学以及生物学等多种学

科领域的热点问题#

在研究蛋白质和配体结合作用时$评价其结合作用的强

弱具有重要意义#以药物分子与生物体转运蛋白质的结合作

用为例$其结合作用的强弱直接影响药物在生物体内的药代

动力学和药效学特性!

/
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#评价蛋白质和配体结合作用强弱的

重要参数是结合常数%

Q

Y

&#目前$多种分析方法可用以获得

蛋白质
S

配体的
Q

Y

值$如光谱分析法 %荧光,紫外
S

可见吸

收,圆二色,核磁共振和表面等离子体共振光谱法等&及非

光谱分析法如平衡透析法,亲和层析法,电化学方法,等温

滴定量热法和分子对接法等!
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#其中$荧光光谱法因其灵敏

度高,方便快速及成本低的优点$被广泛用于蛋白质和配体

结合作用研究中#

利用荧光光谱法获得蛋白质和配体的结合常数$往往是

通过测定配体对蛋白质的荧光猝灭效应$并借助分析方程对

荧光猝灭数据进行数学分析来得到
Q

Y

值#在该过程中$因

不同函数方程的适用范围不同$在使用时应据具体情况进行



选择#而以往大量的研究常忽视了这一问题$一些方程被不

加选择地使用$使得不同研究者对相同目标物的研究结果相

异甚至大相径庭!

+
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#那么$这其中必定有一些结果是存在问

题的#然而$目前很少有研究透彻地对比分析不同函数方程

的立脚点,适用范围及其存在的缺陷$来帮助研究人员方便

快速地选择合适且有效的分析方程以避免错误的数据分析#

鉴于此$本文拟对现有且常用的用于计算蛋白质和配体

结合常数的函数方程进行对比分析#一方面$通过不同方程

的推导过程来明确其使用前提和适用范围#另一方面$选取

人血清白蛋白质%
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&结合反应体系作为模型$在方程的实际

应用中考察选择不适用的方程对所获结果的影响#此外$我

们还对比了不同分析方法获得的
4O5S(#G

结合反应的
Q

Y

值$来评估荧光光谱法计算
Q

Y

值的可靠性#
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(#G
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备液$均置于
+C

冰箱保存#其余试剂均为分析纯$实验用
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反应体系的配制

荧光猝灭实验体系(向一系列
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比色管中加入一定

量
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和
(#G
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(#G

的浓度随之变化#设置相应的对照组$

对照组溶液中仅含与样品组浓度相同的
4O5

$而无
(#G

#

设置
"

组平行样#
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荧光光谱测定

/3EL

下$使用
!P<k!P<

石英比色皿$设置激发波长

为
/E/:9N<

$检测
4O5S(#G

反应体系在
/39

#

+E9N<

范围

内的荧光发射光谱$扫描速度为
!/99N<

'

<2N

@!

$激发,发

射狭缝均为
,N<

#所得荧光强度数据均利用公式
O!

进行内

滤效应校正!

+
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#
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吸收光谱测定

于
/3EL

温度下$扫描试液在
!39

#

+,9N<

范围内的紫

外
S

可见吸收光谱$所得数据用于
4O5S(#G

反应体系的荧

光内滤效应校正#
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结果与讨论
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荧光静态猝灭数据分析方法的对比

荧光猝灭分为动态猝灭或静态猝灭$其分别由猝灭剂与

荧光团的激发态相互作用或猝灭剂抑制荧光团激发态的形成

所产生!

,
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#区分静,动态猝灭最有效的方法是测定荧光团的

寿命变化#本文所讨论的计算
Q

Y

值的不同方法仅针对因荧

光团和猝灭剂间形成基态复合物所引起的静态猝灭过程#因

此$据荧光寿命分析判定猝灭方式为静态猝灭后才可参考本

文选择合适的计算方法#

基于蛋白质
S

配体的复合物模型$并将蛋白质
S

配体的结

合划分为
!A!

和
!A5

%

5

/

/

&结合两类$在支持信息
O/

部

分详细讨论分析了利用荧光光谱数据计算蛋白质和配体结合

的
Q

Y

值的不同函数方程的推导过程及相应的适用条件#由

讨论可知$判断假设
8

蛋白质
S

配体复合物不再产生荧光$和

假设
Y

添加的配体浓度远大于蛋白质浓度%超过
!9

倍&是否

成立是选取适用的函数方程的前提条件#为此$我们总结了

蛋白质
S

配体
!A!

和
!A5

结合时在不同情形下可选择的分

析方程$详见表
!

#

#"#

!

不同数据分析方法在
Q̀RF.-3

荧光猝灭体系中的应用

在选取上述方程计算
4O5

与
(#G

的结合常数前$需首

先确定
4O5

与
(#G

的结合比#由图
!

%

8

&可知$经
[=Y

3

X

B

>=Q

!

7

"拟合$两条拟合线的交点处
(#G

的摩尔分数
:

(#G

3

9:,

$表明
4O5

与
(#G

结合的化学计量数比为
!A!

#在此

基础上$进一步研究了不同浓度
(#G

对
4O5

的荧光猝灭情

况!见图
!

%

Y

&"#由图
!

%

Y

&可知$当
(#G

的浓度大于
!:9k

!9

@+

<=>

'

?

@!时$

4O5

的荧光即基本被完全猝灭#由此判

定$在
4O5S(#G

体系中$

O/:!

所提出的假设
8

成立$即

4O5S(#G

复合物不再产生荧光#

为讨论需要$选取图
!

%

Y

&中
(#G

浓度为
9

至
/:9k

!9

@,

<=>

'

?

@!时的数据点进行后续分析#在此条件下$

O/:!

中所提出的假设
Y

是不成立的#此时$方程%

O!/

&是计算

4O5

与
(#G

结合常数的最优选择$经非线性拟合得到
4O5

与
(#G

的
Q

Y

值为
,:9k!9

+

?

'
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#如计算时未考虑假

设
Y

是否成立而选取方程%

O7

&$则经拟合得到的
Q

Y

值为

7:++k!9

+

?

'
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@!

$比使用方程%

O!/

&得到的值大
/E:E-

#

!!

在以往较多的研究中$方程%

O!W

&也常用以计算蛋白质
S

配体
!A!

结合时的
Q

Y

值%即默认
5;!

&

!

W

"

#为对比$利用方

程%

O!W

&进行拟合分析得到
Q

Y

值为
+:+Ek!9

7

?

'

<=>

@!

$这

比由方程%

O!/

&所得值高
/

个数量级#这是由于(%

!

&方程

%

O!W

&的使用前提为假设
8

和
Y

均成立$而对于本文分析的

4O5S(#G

体系$假设
8

成立而假设
Y

并不成立*%

/

&利用方

程%

O!W

&拟合时$利用拟合曲线的截距计算
Q

Y

值时涉及
!9

的次方运算$因此拟合过程中斜率
5

的微小变化就可引起

Q

Y

值较大的改变#在针对
4O5

与保泰松结合常数的研究

中$利用方程%

O!W

&拟合得到的
Q

Y

值比由最优方程或其他分

析方法获得的值约低
/

个数量级!

+

"

$这也展现了方程%
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的缺陷对所得结果产生的较大影响$佐证了上述判断#此
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$利用方程%
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&拟合得到
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体
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$该值比使用方程%
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&计算
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值的可靠

性仍强于方程%
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成立的
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荧光猝灭体系

时$如直接选用基于假设
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存在一定的误差*同时$应用方程时一些等价的数学变化可
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能会引入较大的误差$使所得结果明显不可靠#这提示$在
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