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多光谱法和分子对接模拟法研究黄腐植酸和牛血清白蛋白的相互作用
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生物煤化工综合利用内蒙古自治区工程研究中心!内蒙古 包头
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摘
!

要
!

在模拟生理环境中!使用荧光光谱法,紫外光谱法,圆二色谱法,同步荧光光谱法,三维荧光光谱

法与分子对接模拟法研究黄腐植酸和牛血清白蛋白$

T\#

&之间相互作用"在荧光光谱法研究中!经
\J3G"̀

fBQ43G

方程计算得到
&>=

!

:0:

和
:0=*

温度下的动态荧光猝灭速率常数
F

d

和猝灭常数!证明
T\#

与黄腐

殖酸$

2#

&相互作用的猝灭过程为静态猝灭+同时根据计算得出的结合位点数
B

都在
%

附近!

2#

与
T\#

体

系相互作用比为
%e%

+利用静态猝灭双对数方程计算三个温度下的热力学参数!焓变
$

G

&

0

!熵变
$

+

&

0

!

得出结论!

2#

与
T\#

之间的主要作用力为氢键和范德华力+

$

H

&

0

!说明作用过程为自发过程"采用

2lGHJ3G

*

H

偶极̀ 偶极非辐射能量转移理论!计算出结合距离
%j$7:90"4

!表明
T\#

与
2#

之间存在非辐射

能量转移"分子对接模拟结果表明
2#

与
T\#

残基的结合作用力具有氢键和范德华力!同时二者之间还存

在疏水作用力!多种力共同作用使
2#

与
T\#

能够稳定结合"通过对
2#

与
T\#

相互作用的紫外
1

可见吸

收光谱分析!发现
T\#

最大吸收峰发生了较为明显的红移!表明
2#

使
T\#

的二级结构发生改变"通过研

究
2#

与
T\#

相互作用的同步荧光光谱!得到
2#

使
T\#

中的色氨酸$

EG

M

&残基周围的微环境极性增强!疏

水性减弱!亲水性增强!使
T\#

的蛋白质构象发生了一定程度的改变"通过研究
2#

与
T\#

相互作用的三

维荧光光谱!峰
%

$

M

3(5%

&与峰
&

$

M

3(5&

&的最大发射波长峰都发生了红移!证明
2#

与
T\#

发生了相互作

用!

2#

使
T\#

周围环境的极性增大!疏水性减小!亲水性增加!

T\#

蛋白质构象发生变化"最后采用圆二

色谱法进行分析!利用软件计算得出该实验相互作用体系下
(

螺̀旋$

(

Ò3QDZ

&减少
&7:h

,

)
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)

H̀K33J

&增

加
;7;h

,

)

转̀角$

)

È,G"

&增加
07$h

和无规则结构$

U("?B4<BDQ

&含量减少
%7&h

!

)

折̀叠$

)

H̀K33J

&含量增加

最为明显!强有力地说明了
2#

使
T\#

结构发生了改变"
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言
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黄腐植酸$

I,QYD<(<D?

!

2#

&为腐植酸中的一种!其结构

中含有较多的活性基团!具有水溶性好!分子量小等特点!

是一种良好的免疫佐剂(

%

)

"近年来!在医药等领域表现突

出!如
WD"5Q3GLBK"

(

&

)等研究黄腐植酸对于慢性疾病和糖尿

病的疗效+
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N
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(5HK(V3?(G()G(H(?EK(G("̀
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(
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:

)等研究黄腐植酸可能具有刺激免疫调节作用!诱导癌细

胞死亡等功效"血清白蛋白是人和动物的血浆中最丰富的蛋

白质!作为血液缓冲剂,维持血浆渗透压和运载药物小分

子!生物体内承担重要作用"牛血清白蛋白$

8BYD"3H3G,4(Q̀

8,4D"
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T\#

&与人血清白蛋白在结构上类似!

T\#

更容易获

得也更为廉价!这些特点使得
T\#

常用来做研究小分子与

蛋白质相互作用的理想模型"

2#

分子结构中的含有多个具

有活性的酚羟基和羧基!可以与药物载体血清白蛋白结构中

的活性基团相互作用"本研究能为
2#

类新药物的开发及未来

对于研究
2#

药物对人体的作用提供一定的数据参考"同时通



过本实验
2#

与
T\#

相互作用的探究也对
2#

的性能和其对

于蛋白质结构功能的影响具有重要理论价值"
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!分析纯&$天津市光复精细化工研究所&"

IJK

!

溶液配制

分别配制
M

O;790

!浓度为
07%4BQ

%

/

1%的
EGDH̀O'Q

缓冲溶液,

0764BQ

%

/

1%的
.('Q

溶液,

6n%0

16

4BQ

%

/

1%的

T\#

储备液"准确移取
T\#

储备液后加入浓度为
0764BQ

%

/

1%

.('Q

溶液
&04/

!用
M

O;790

的
EGDH̀O'Q

缓冲溶液定容

至
%004/

!得到浓度为
6n%0

1$

4BQ

%

/

1%的牛血清白蛋白

溶液+配制浓度为
%76n%0

1:

4BQ

%

/

1%的黄腐植酸溶液'用

天平准确称取黄腐植酸药品粉末
0709>:

+

!充分溶解后定容

至
%004/

!得到浓度为
%76n%0

1:

4BQ

%

/

1%的黄腐植酸溶

液"

IJM

!

方法

%7:7%

!

测定不同温度下
2#̀T\#

的荧光光谱

取
>

支
%04/

比色管!分别移取适量
T\#

和
2#

!得到

试管内
T\#

浓度为
6n%0

1;

4BQ

%

/

1%

!

2#

浓度从低到高依

次为$

0

!

07$

!

%7&

!

%7=

!

&79

!

:70

!

:7$

!

97&

和
97=

&

n%0

19

4BQ

%

/

1%

!摇匀后静置
&04D"

后放入恒温水浴箱!将温度分

别设置为
&>=

!

:0:

和
:0=*

!在不同温度下加热
&04D"

后取

出!使用荧光光度计进行测量"设置荧光激发波长
&=0"4

!

狭缝宽度均为
%0"4

!扫描速度
%600"4

%

4D"

1%

!发射波长

&>0

"

660"4

!记录相对应的荧光值"

%7:7&

!

测定
2#̀T\#

的同步荧光光谱

取
>

支
%04/

比色管!分别移取适量
T\#

和
2#

!得到

比色管内
T\#

浓度为
6n%0

1;

4BQ

%

/

1%

!

2#

浓度从低到高

依次为$

0

!

07$

!

%7&

!

%7=

!

&79

!

:70

!

:7$

!

97&

和
97=

&

n

%0
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4BQ

%

/

1%

!震荡摇匀后待测"在荧光光度计同步荧光激

发波长
&=0"4

!狭缝宽度均为
>"4

!扫描速度
%600"4

%

4D"

1%条件下!分别扫描测定
$&

j%6"4

和
$&

j$0"4

下体

系的同步荧光光谱"

%7:7:

!

测定
2#̀T\#

三维荧光光谱

选用两支
%04/

比色管!分别移取适量
T\#

和
2#

!得

到两支试管内溶液浓度为'

T\#

为
&76n%0

1;

4BQ

%

/

1%

!

2#

为
:70n%0
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4BQ

%

/

1%

"震荡摇匀后待测"在三维荧光

激发波长
&00"4

!狭缝宽度
;70"4

条件下!设置发射波长

&00

"

600"4

!扫描速度为
%600"4

%

4D"

1%

!分别测量
90

组发射波长间隔为
6"4

的三维荧光光谱"

%7:79

!

测定
2#̀T\#

的紫外̀ 可见光吸收光谱

分别移取适量
T\#

和
2#

至比色管!定容后试管内
T\#

浓度为
6n%0

1;

4BQ

%

/

1%

!

2#

浓度从低到高依次为$

0

!

07$

!

%7&

!

%7=

!

&79

!

:70

!

:7$

!

97&

和
97=

&

n%0
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/

1%

!震荡摇匀后待测"用紫外分光光度计扫描紫外̀ 可见吸

收光谱!扫描波长
%>0

"

960"4

!波长间隔
%"4

的条件下测

量紫外̀ 可见吸收光谱"

%7:76

!

测定
2#̀T\#

结合距离

取
:

支
%04/

比色管!分别移取适量
T\#

和
2#

!得到

三个试管溶液浓度为'

T\#

为
6n%0

1;

4BQ

%

/

1%

+

2#

为
6

n%0

1;

4BQ

%

/

1%

+

T\#

为
6n%0

1;

4BQ

%

/

1%

!

2#

为
6n

%0

1;

4BQ

%

/

1%

"震荡摇匀后静置待测"在荧光光谱仪激发波

长
&=0"4

!狭缝宽度
=70"4

条件下!扫描波长范围为
&>0

"

660"4

!设置扫描速度
600"4

%

4D"

1%

!测量并得到
2#

和

2#̀T\#

的荧光光谱"在紫外分光光度计扫描波长
%>0

"

960

"4

!参数波长间隔
%"4

的条件下!测量并得到
2#

的紫外̀

可见吸收光谱"

%7:7$

!

测定
2#̀T\#

圆二色谱

取
&

支
%04/

比色管!分别移取适量
T\#

和
2#

!得到

溶液浓度为'

T\#

浓度为
%n%0

16

4BQ

%

/

1%

+

T\#

浓度为
%

n%0

16

4BQ

%

/

1%

!

2#

浓度为
9n%0

16

4BQ

%

/

1%

"圆二色谱

仪扫描波长范围为
%=0

"

&$0"4

!狭缝宽度
=70"4

!时间

076H

!用
EGDH̀O'Q

作为参比!记录
T\#

与
2#̀T\#

体系的

圆二色谱"

%7:7;

!

分子对接模拟

使用
'K34@G(c)GBI3HHDB"(Q%67%

软件绘制
2#

的分子

结构式!选取蛋白质数据库
U'\T)GBJ3D"@(J(T("5

$

KJJ

M

'##

ccc7G<H87BG

+

#

8?8

#

KB43

#

KB437?B

&中
T\#

晶体结构!使用

分子对接软件
#<<3QG

N

H@DH<BY3G

N

\J,?DB:76

进行分子对接

模拟"

&

!

结果与讨论

KJI

!

;E

与
DOE

作用的荧光猝灭光谱

由于
T\#

分子含有酪氨酸$

E

N

G

&,色氨酸$

EG

M

&,苯丙

氨酸$

)K3

&等氨基酸残基能使得
T\#

分子具有强烈的内源性

荧光!

2#

溶液加入
T\#

溶液后!出现荧光猝灭现象"图
%

$

(

!

8

!

<

&是在温度分别为
&>=

!

:0:

和
:0=*

下!

T\#

与不同

浓度的
2#

溶液所产生的荧光强度变化情况"由图
%

分析对

比可知!激发波长
&=0"4

!

T\#

最大发射波长为
:9$"4

!随

着
2#

溶液浓度增加!

T\#

荧光强度呈规律下降!发射峰的

位置与峰型却没有明显改变!因此可得出
2#

对
T\#

产生荧

光猝灭作用!两者发生相互作用"

KJK

!

;E

与
DOE

相互作用的荧光猝灭类型

荧光猝灭过程分为动态和静态猝灭!动态猝灭是猝灭剂

2#

与荧光激发态分子
T\#

之间相互碰撞!使得荧光强度降

低!不会影响到
T\#

的构象+荧光猝灭过程中静态猝灭则是

基态下荧光分子与猝灭分子形成不发光的基态配合物!使得

荧光减弱!蛋白质分子结构发生改变(

9

)

"实验采用
\J3G"̀

fBQ43G

方程(

6

)进行处理来判断猝灭类型
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&中!

2#

溶液作为猝灭剂!

&

0

为不加入
2#

溶液时体系
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第
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期
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的荧光强度+

&

为加入
2#

溶液后体系的荧光强度+(

I

)为实

验测量最终
2#

溶液的浓度!

F

\f

为动态猝灭常数!

F

d

为动

态荧光猝灭速率常数+

!

0

为当猝灭剂
2#

不存在时!荧光分

子的平均荧光寿命!通常取值
%0

1=

H

"以(

I

)为横轴!

&

0

#

&

为纵轴!作
&>=

!

:0:

和
:0=*

温度下该体系的
\J3G"̀fBQ43G

曲线!并拟合得到方程与相关系数!见表
%

"

!!

由表
%

可知!在
&>=

!

:0:

和
:0=*

下计算得到
F

d

值均

远大于最大扩散碰撞猝灭速率常数
&70n%0

%0

/

%

4BQ

1%

%

H

(

$

)

"证明
2#

主要通过静态猝灭来降低
T\#

的荧光强度!

且猝灭常数在
&>=

!

:0:

和
:0=*

下的数值随着温度升高而

降低!进而更表明
2#

与
T\#

作用为静态猝灭"

图
I

!

不同温度下
DOES;E

体系相互作用的荧光发射光谱图
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线性方程以及相关系数
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;E

与
DOE

相互作用的结合常数与结合位点数

已证明
2#

与
T\#

相互作用的荧光猝灭类型为静态猝

灭!则静态猝灭双对数公式(

;

)适用于该反应体系
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&

&

式$

&

&中!
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为
2#

和
T\#

的结合常数+

B

为
2#

与
T\#

的

结合位点数+

&

0

为不加入
2#

溶液时体系的荧光强度+

&

为

加入
2#

溶液后体系的荧光强度"以
Q

+

($

&

0

1&

&#

&

)的值作

为纵坐标!以
Q

+

(

I

)的值作为横坐标作图!其直线斜率即为

结合位点数
B

!结合常数
F

#

为直线截距的负对数值!见表

%

"从表
%

可知!三个温度下结合常数
F

#

都较大!结合位点

数在
%

附近!证明
2#

与
T\#

结合力较强!且该体系相互作

用所形成的复合物为
%e%

型"同时!结合常数数值随着温度

的上升而减小!
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&!与

猝灭常数随温度变化规律一致!进一步证明了
2#

与
T\#

体

系猝灭类型为静态猝灭"

KJN
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;E

与
DOE

相互作用的热力学参数和主要作用力

药物小分子与蛋白质相互之间通过不同的作用力相互作

用形成配合物!相互作用力的表现形式主要有氢键,疏水作

用力,静电引力和范德华力"通过
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*

JOBII

公式(

=

)计算得

到反应体系的熵变
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与焓变
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公式与反应
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为摩尔气体常数$取
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)理论可知!
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与
T\#

体系的热力学参数
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表明体系中两者之间的作用力为氢键和范德

华力+
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表明反应为自发反应!同时本反应为放热反应
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与
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体系结合距离的计算

按照
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偶极̀ 偶极非辐射能量转移机理(
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!该体

系满足以下关系式
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与
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体系中
2#

与
T\#

浓度

比为
%e%

时
T\#

的荧光强度!

&

0

为只有蛋白质
T\#

时测

得的荧光强度!

%

为
T\#

与
2#

之间的结合距离+

$

0

为
!j

60h

时的临界距离+

-

& 为偶极空间取向因子!取平均值
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T\#

的荧光量子产率!取色氨酸$

EG

M

&残基量子产率
)

j

07%6

+

J

为
T\#

的荧光发射光谱与
2#

紫外吸收光谱间的光

谱重叠积分+

&

K

$

&

&为
T\#

在波长
&

处的荧光强度+

(

L

$

&

&为

受体
2#

在波长
&

处的摩尔吸光系数"

T\#

的荧光光谱曲线与
2#

的紫外吸收光谱曲线的重叠

图见图
&

!图
&

重叠部分说明
2#

与
T\#

之间存在非辐射能

量转移"根据式$

$

&-式$
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&计算得到重叠积分
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"结果表明!

2#

与
T\#

相互作用的结合距离
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!同时
076$
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&

%76$

0

!证明
2#

与
T\#

之间存在非

图
K

!

DOE

的荧光发射光谱#

'

$与
;E

的

紫外吸收光谱#

(

$的重叠图
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辐射能量转移"

KJ!

!

;E

与
DOE

分子对接模拟

分子对接技术可以更清晰地了解
T\#

分子的二级结构

改变和
2#

与
T\#

相互作用体系中的作用力类型"利用分子

对接模拟软件绘制出
2#

与
T\#

相互作用体系的分子对接

模拟图!如图
:

所示"图
:

$

(

&和$

8

&中!

T\#

立体结构呈现

心型且
2#

分子位于
T\#

的活性中心!

2#

与
T\#

结合位点

靠近
T\#

亚结构域
'

T

$

\,8?B4(D"

'

T

&

HDJ3

&

点"为进一步

观察
2#

与
T\#

相互作用的微环境!列出
2#

结合位点附近

对结合作用影响较为明显的氨基酸残基!见图
:

$

<

&"图
:

$

<

&

中!

2#

与
T\#

的氨基酸残基之间存在范德华力$

f("?3G

c((QH

&的 有'

OA\6:9

!
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!
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!

/P\6:6

!

/Rb6:%

!
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!

)OR60=
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)OR66:

!
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和
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"

2#

与
V/b60:

和
EOU60;

氨基酸残基之间为氢

键作用力$

'B"Y3"JDB"(QO

N

?GB

+

3"TB"?

&!

2#

与
V/b60:

氢

键键长为
6796v

!

2#

与
EOU60;

氢键键长为
:7%>v

"

2#

与
T\#

中
)OR60%

!

f#/6;6

和
)OR60$

氨基酸残基之间存

在不利于碰撞作用力$
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与
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键长为
97$>v
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与
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不利于碰撞键长为
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!
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与
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键长为
67:9v

"

2#

与
T\#

中
)OR60$

和

/Rb6;9

残基存在疏水作用力$以
)D̀(Q5

N

Q

与
)D̀)D\J(<53?

形

式存在&!

2#

与
)OR60$

键长为
97$0v

!

2#

与
/Rb6;9

疏

水作用力键长为
$7&$v

"上述结果证明了
2#

与
T\#

相互

作用使二者可稳定结合!表明了
T\#

二级结构微环境的变

化"

图
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分子对接结果
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分子对接模拟图+$
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分子对接模拟飘带图+$
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的氨基酸残基的
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示意图
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对
DOE

二级结构的影响
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!

2#

与
T\#

相互作用的紫外̀ 可见吸收光谱

用紫外光谱可以探索
2#

对
T\#

的结构改变!模拟生理

条件下!分别测定
T\#

和
2#

与
T\#

体系的紫外̀ 可见吸收

光谱!见图
9

"由图
9

可知!体系的紫外吸收峰在
&=0"4

左

右出现!随
2#

浓度的不断增大!最大吸收峰红移了
:"4

!

分析认为由于
2#

与
T\#

碱基对发生了电子堆积!

2#

的空

轨道与碱基的电子轨道发生耦合!发生了跃迁!吸收光波的

能量减小(

%&̀%:

)

!使
T\#

周围微环境极性增大!疏水性减小!

亲水性增大!证明
2#

使
T\#

的二级结构发生了改变"
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2#

与
T\#

相互作用的同步荧光光谱分析

同步荧光光谱可以明确反映出蛋白质氨基酸残基周围微

环境的变化!对体系进行了同步荧光光谱测定!见图
6

"由

图
6

可知!在
T\#

的浓度保持不变的情况下!随着
2#

浓度

梯度的升高!图
6
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下对应表征的酪氨酸

$

E

N

G

&残基同步荧光光谱的最大发射波长基本维持不变!峰

型无明显变化!荧光强度猝灭程度较弱+而图
6
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&中
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下对应表征的色氨酸$

EG

M

&残基同步荧光光谱的最大

发射波长红移了
:"4

!且荧光猝灭程度较强!这说明
2#

使

T\#

中的色氨酸$
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&残基周围的微环境极性增强!疏水性
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减弱!亲水性增强!使得
T\#

的构象发生了一定程度的改

变!证明
2#

作用在
T\#

的色氨酸$

EG

M

&残基上!使
T\#

的

二级结构发生改变"
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作用体系的紫外吸收光谱图
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作用体系的同步荧光光谱图
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2#

与
T\#

相互作用的三维荧光光谱分析

为进一步研究
2#

与
T\#

的结合对
T\#

产生结构及在

微环境的影响!对体系进行三维荧光光谱测定!见图
$

,图

;

"由图
$

,图
;

可知!峰
%

$

M

3(5%

&与峰
&

$

M

3(5&

&的荧光强

度都发生了较大程度的降低!且两峰都在最大发射波长处出

现了红移现象!峰
%

$

M

3(5%

&最大发射波长峰红移了
%"4

!

峰
&

$

M

3(5&

&最大发射波长峰红移了
9"4

!证明
2#

与
T\#

发生了相互作用!

2#

使
T\#

周围环境的极性增大!疏水性

减弱!亲水性增强!使
T\#

的蛋白质构象发生变化"图
$

$

(

!

8

&,图
;

$

(

!

8

&中!呈现.山脊/形状的峰
(

$

M

3(5(

&,峰
8

$

M

3(5

8

&称为瑞利散射峰$

&
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j

&

34

&+呈现.驼峰/形状的峰
%

,峰
&

为典型的荧光峰$

&

&
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j

&

34

&!其中峰
%

表征酪氨酸$

E

N

G

&和

色氨酸$
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M

&残基!峰
&

涉及多肽骨架结构!表征
T\#

的二

级结构(

%9̀%6

)

"当
T\#

溶液未加入
2#

时!两峰的特征参数
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3Z
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&!峰
%

与峰
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的荧光强度比为
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溶液后!

2#

与
T\#

相互作用体系的两荧光峰特征参数
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的荧光强度进行分析!加入
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溶液后!

T\#

的瑞利散射峰
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和荧光峰的强度都发生明显下降!表明
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与
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发生相互作用后!
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的分子表面被破坏!蛋白质分子

更加分散!即发生解聚作用!进而使蛋白质粒径减小!荧光强

度减弱!进一步证明
2#

使
T\#

的二级结构发生了改变"

图
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2#

与
T\#

相互作用的圆二色光谱分析

为进一步研究
2#

对
T\#

构象的影响!扫描并记录
T\#
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与
2#

浓度比
%e0

和
%e9

体系的圆二色谱图!见图
=

"从图

=

可得
T\#

在
&0="4

处和
&&9"4

处出现两个负峰!负峰代

表
T\#
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螺̀旋$

(

Ò3QDZ

&结构的特征峰"将圆二色谱值导

入
'@..H3J,

M
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软件!软件自动计算得出
T\#

与
2#̀

T\#

相互作用体系特征二级结构的含量值"在
T\#

与
2#

浓度比
%e0

和
%e9

体系中!

(

螺̀旋占比由
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降至
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折̀叠占比由
&67=h
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::766h
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"二级结构含量值的变化表明!

2#

与
T\#

发生了相

互作用!

2#

改变了
T\#

周围的微环境!使
T\#

的二级结构

发生了变化"

:

!

结
!

论

!!

采用荧光光谱法,紫外光谱法,圆二色谱法,三维荧光

光谱法,同步荧光光谱法与分子对接模拟法研究黄腐植酸与

牛血清白蛋白相互作用的反应机理"荧光光谱表明
2#

与

T\#

相互作用猝灭过程为静态猝灭"根据
UBHH

理论计算热

力学参数与
2#̀T\#

作用力类型得出!

2#

和
T\#

之间的主

要作用力为氢键和范德华力!作用过程自发放热"通过

2lGHJ3G

*

H

共振能量转移理论计算得出
T\#

与
2#

结合距离

为
$7:90"4

!表明
2#

与
T\#

之间发生非辐射能量转移"分

子对接模拟结果表明
2#

与
T\#

之间结合作用力除了氢键,

疏水作用力和范德华力!两者之间还存在不利于碰撞的作用

力"紫外-可见吸收光谱!同步荧光光谱!三维荧光光谱和

圆二色谱都表明
2#

使
T\#

二级结构发生改变!

2#

使
T\#

中的色氨酸$

EG

M

&残基周围的微环境极性增强!减弱其疏水

性!增强其亲水性"这些结果阐明了在分子水平上黄腐植酸

对于血清白蛋白的作用机理!对未来深入研究黄腐植酸在体

内的作用和黄腐植酸在医药用途上的研究和开发!具有重要

的参考价值与实际意义"
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