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采用荧光光谱法'同步荧光光谱法'三维荧光光谱法'紫外光谱法以及分子对接法研究了柠檬黄与

牛血清白蛋白#

ME#

$的相互作用(柠檬黄与
ME#

相互作用的荧光光谱分析表明柠檬黄能有效猝灭
ME#

的内

源荧光!根据
E@&D)(V<=?&D

方程计算得到柠檬黄对
ME#

的荧光猝灭常数
;

EV

随着温度的升高而逐渐降低!

表明柠檬黄对
ME#

的荧光猝灭过程属于静态猝灭&通过静态猝灭双对数公式计算结合常数
;
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为
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,O9l

$!结合位点数
%

约为
+

!说明柠檬黄与
ME#

有很强的结合能力!且形成了一个结合位

点&根据
V*)

"
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方程确定柠檬黄与
ME#

结合过程中的热力学参数
*

<^_+IJ[Ia-

)

?<=

_+

!

*

=^

_9\G[\-

)

?<=

_+

)

l

_+

!

*

4

$

H

!两者之间的作用力主要为氢键和范德华力!且该结合过程是自发进行的&

根据
RsDB@&D

非辐射能量转移理论计算得到结合距离
>

为
9[9+H)?

!说明柠檬黄与
ME#

相互作用过程中发

生了非辐射能量转移&同步荧光光谱分析表明!随着柠檬黄浓度的增加!

7

3

D

残基和
7D

K

残基的荧光强度都

逐渐降低!表明
7

3

D

残基和
7D

K

残基均参与了柠檬黄与
ME#

的作用过程&三维荧光光谱分析表明柠檬黄的

加入引起
K

&*a+

和
K

&*a,

的峰强度显著降低!同时
K

&*a,

的发射波长发生了变化!表明
ME#

的肽链结构发

生了改变&随着柠檬黄浓度的增加!

ME#

的紫外吸收峰峰值逐渐增大&光谱分析结果表明柠檬黄与
ME#

的

结合使
ME#

的构象发生改变!从而改变
7D

K

残基和
7

3

D

残基周围微环境!导致其发光效率降低&分子对接

表明柠檬黄结合在
ME#

的
(

S

亚域!柠檬黄周围的氨基酸残基主要包括%
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(柠檬黄与
ME#

间主要通过范德华力与极性不

带电荷的
78DIHG

!

78DIG\

残基作用(苯环磺酸基
Z

与
78DIHG

残基侧链-

Z6

的
6

形成氢键(柠檬黄周围

也存在非极性氨基酸残基!因此!疏水作用也可能是柠檬黄与
ME#

间非共价作用方式之一(该研究有助于

了解柠檬黄与
ME#

的作用机制!为揭示柠檬黄在生物体内的分布'代谢及毒理作用机制等提供参考(
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柠檬黄#
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$!又称酒石黄'肼黄!为人工合成色

素(柠檬黄呈鲜艳的嫩黄色!可用于饮料'糖果'果冻等食

品!但其安全性一直备受争议*

+

+

(

血清白蛋白是生物体内重要的载体蛋白!能与小分子化

合物结合!起到储存的作用*

,

+

(牛血清白蛋白#

ME#

$与人血

清白蛋白#

6E#

$具有高度的同源性!常用
ME#

来研究血清

白蛋白与小分子的相互作用(

荧光光谱技术是研究溶液中蛋白质分子构象的一种有效

方法!也是研究蛋白质与各种小分子相互作用的重要手

段*

9

+

(随着计算机模拟技术的快速发展!分子对接技术已经

成为研究蛋白质与小分子相互作用的有效手段*

J

+

(近年来!

光谱技术和分子对接已被广泛用于研究蛋白质与小分子的相

互作用机理(有报道采用荧光光谱'紫外光谱'圆二色谱'

红外光谱以及分子对接技术研究了盐酸四环素与牛血清白蛋

白的相互作用!该研究可以从分子水平上了解盐酸四环素分

子在体内的传输与分布!为盐酸四环素的广泛应用提供参

考(本实验采用荧光光谱'紫外光谱以及分子对接技术!研

究柠檬黄与
ME#

之间的相互作用!以揭示柠檬黄在生物体

内的分布'代谢及毒理作用机制等(
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荧光光谱及同步荧光光谱分析

移取配制好的柠檬黄溶液
H

!
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!
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!

I?1

于
+H?1

比色管中!每支比色管中各加入
+?1ME#

溶液!超纯水定

容!水浴
+H?')

!温度为
,O9

!

9HH

!

9HG

和
9+Jl

(参数设置

为%激发波长
,\H)?

!发射波长
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"

JIH)?

!狭缝宽度均

为
I[H)?

!扫描速度
+,HH)?

)
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(同步荧光光谱扫描

中!激发波长
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9IH)?

!
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和
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Q̂H)?

!温度

为
9HGl

(
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三维荧光光谱分析

分别移取
+?1ME#

溶液于
,

支
+H?1

比色管中!其中

+

支比色管加入柠檬黄溶液
I?1

!超纯水定容(参数设置

为%激发波长
,HH

"

9HH)?

!间隔
I)?

!发射波长
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"
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!温度为
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(
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紫外光谱分析

样品准备同荧光光谱分析!温度为
9HGl

!扫描波长为

+OH

"

JHH)?

!用超纯水做参比(

+[,[J

"

结合距离的测定

分别移取
+?1ME#

溶液于
,

支
+H?1

比色管中!其中

+

支比色管加入柠檬黄溶液
I?1

!超纯水定容(另取
+

支比

色管加入柠檬黄溶液
I?1

!超纯水定容(对柠檬黄溶液进行

紫外光谱分析!对
ME#

溶液和
ME#(

柠檬黄混合溶液进行荧

光光谱分析!参数设置同前(
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"

分子对接

ME#

的晶体结构取自蛋白质数据库
L;EMYD<@&')!*@*

M*)a

#蛋白质编码%

J>IB

$(由
;8&?M'<9!YD<+J[H

软件画出

色素的分子结构图!利用
5!Z;l9[H[,

软件进行分子对接!

利用
Y

3

PZ1,[,[H

软件对分子对接结果进行分析(

,
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结果与讨论
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柠檬黄与
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的荧光光谱分析及猝灭类型的确定

ME#

中含有
Y8&

!

7

3

D

和
7D

K

!这些残基的存在使得

ME#

具有较强的内源荧光*

I

+

(柠檬黄与
ME#

相互作用的荧

光光谱图见图
+

#

,O9l

$(由图
+

可知!

ME#

在激发波长为

,\H)?

时!在发射波长
99\)?

处产生最大荧光发射峰(在

不同温度下!增大柠檬黄的浓度!

ME#

的荧光强度逐渐降

低!荧光峰的位置基本不变(荧光猝灭有两种类型%静态猝

灭和动态猝灭(可采用
E@&D)(V<=?&D

*

Q

+方程确定柠檬黄对

ME#

的猝灭作用机制

0

H

,

0

$

+

?

;

g

'

H

*

)

+

$

+

?

;

EV

*

)

+ #

+

$

式#

+

$中!

0

H

!

0

!

;

g

!

'

H

!

;

EV

的物理意义见文献*
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+作图!得到不同温度下柠檬黄

对
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的
E@&D)(V<=?&D

方程曲线图#见图
,

$!所得直线斜率

即为
;

EV

!结果见表
+

(由表
+

可知!随着温度升高!柠檬黄

对
ME#

的荧光猝灭常数
;

EV

下降!表明柠檬黄对
ME#

的荧

光猝灭过程属于静态猝灭(柠檬黄对
ME#

的双分子猝灭速

率常数
;

g

远大于猝灭剂对荧光分子最大动态扩散猝灭常数
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结合常数及结合位点数的确定

由于柠檬黄对
ME#

的荧光猝灭方式为静态猝灭!利用

静态猝灭双对数公式计算结合常数和结合位点数*
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线性方程和相关系数
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黄的浓度(以
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H
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+对
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*

)

+作图得不同温度下的

对数曲线图#见图
9

$!根据曲线的斜率和截距计算得出结合

常数
;

#

及结合位点数
%

!结果见表
,

(由表
,

可知!柠檬黄

与
ME#

的结合常数
;

#

达到
+H

G 数量级#

,O9l

$!结合位点

数
%

约为
+

!说明柠檬黄与
ME#

有很强的结合能力!且形成

了一个结合位点(
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柠檬黄与
2-9

结合作用热力学参数及作用力类型的

确定

小分子与蛋白质之间的结合作用力包括静电作用'氢键

作用'范德华力和疏水作用等*

\

+

(依据热力学公式*式#
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!根据
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O

+归纳出判断小分子

与生物大分子结合作用力性质的规律!柠檬黄与
ME#

之间结

合作用力主要为氢键和范德华力!

*

4

$

H

表明该结合是自发

进行的(
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Ĥ[O\H\+fI[QOO H[OG\J

I[HHHe+H

I

H[O\H\

表
H

"

不同温度下相互作用的热力学参数

F,:6+H

"

F*+&8"3

<

#,8$7

.

,&,8+%+&1"(%,&%&,Y$#+>2-9

$#%+&,7%$"#,%3$((+&+#%%+8

.

+&,%0&+1

5

,

l

*

<

,

#

a-

)

?<=

_+

$

*

=

,

#

-

)

?<=

_+

)

l

_+

$

*

4

,

#

a-

)

?<=

_+

$

,O9 _J,[\J

9HH _+IJ[I _9\G[\ _9I[J,

9HG _9J[QQ

9+J _9J[,Q

?CJ

"

柠檬黄与
2-9

结合距离的确定

根据
RsDB@&D

非辐射能量转移理论!一个分子#供体$与

另一个分子#受体$之间发生非辐射能量转移要满足以下条

件%供体能发出荧光!受体紫外光谱与供体荧光发射光谱发

生重叠以及供体与受体的结合距离小于
G)?

*

+H

+

(能量转移

效率#

.

$'结合距离#

>

$'临界能量转移距离#

!

H

$及光谱的重

叠积分#

@

$之间的关系可用式#

I

$-式#

G

$表示

.

$

!

Q

H

,#

!

Q

H

?

>

Q

$

$

+

'
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,

0

H

#

I
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!

Q

H

$

\[\

(

+H

'

,I

;

,

"

%

'

J

@

#

Q

$

@

$

#

0

#

&

$

(

#

&

$

&

J

*&

,

#

0

#

&

$

*&

#

G

$

式#

I

$-式#

G

$中!

;

,

!

"

!

%

!

0

#

&

$!

(

#

&

$的物理意义及取值见

文献*

+H

+(柠檬黄的紫外光谱可与
ME#

的荧光光谱发生重

叠!见图
J

(计算得到光谱重叠积分
@

为
I[QOIe+H

_+J

A?

9

)

1

)

?<=

_+

!能量转移效率
.

为
J\[JI]

!临界能量转移距离

!

H

为
9[,GQ)?

!结合距离
>

为
9[9+H)?

(

>

$

G)?

!

H[I!

H

$

>

$

,[H!

H

!说明柠檬黄与
ME#

相互作用过程中发生了非

辐射能量转移(

?CK

"

同步荧光光谱分析

同步荧光光谱可同时扫描激发与发射两个单色器波长!

其灵敏度高!选择性好且干扰少!常被用来检测蛋白质构象

变化*

++

+

(在同步荧光光谱中!当
*&

+̂I)?

时只显示
7

3

D

残

基的荧光!见图
I

#

*

$!当
*&

Q̂H)?

时只显示
7D

K

残基的荧

光*

+,

+

*见图
I

#

S

$+(同步荧光光谱分析结果见图
I

#

*

!

S

$!图

中横坐标为激发光谱(由图
I

可知!

7

3

D

残基和
7D

K

残基分

别在激发波长为
,\J

和
,GO)?

处出现荧光峰!随着柠檬黄

QHO
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浓度的增加!

7

3

D

残基和
7D

K

残基的荧光强度都逐渐降低!

表明
7

3

D

残基和
7D

K

残基均参与了柠檬黄与
ME#

的作用

过程(

图
J

"

2-9

的荧光光谱与柠檬黄的紫外光谱
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图
K

"

柠檬黄与
2-9

的同步荧光光谱图
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Îe+H

_G

?<=

)

1

_+

&

"

#柠檬黄$

#从上至下$
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三维荧光光谱分析

ME#

和柠檬黄
(ME#

体系的三维荧光光谱见图
Q

#

*

!

S

$!

三维荧光参数见表
J

(图中!

K

&*a*

和
K

&*aS

为瑞利散射峰!

K

&*a+

为
7D

K

和
7

3

D

残基的荧光峰!

K

&*a,

为多肽骨架的特

征峰(由表
J

可知!柠檬黄的加入引起
K

&*a+

和
K

&*a,

的峰

强度显著降低!同时
K

&*a,

的发射波长发生了变化!表明

ME#

的肽链结构发生了改变(以上分析表明柠檬黄与
ME#

的作用导致
ME#

的空间构象发生了变化!从而改变分子内

部微环境!

7D

K

和
7

3

D

残基的发光效率降低(

图
L

"

2-9

和柠檬黄
>2-9

体系的三维荧光光谱
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*

$%

"

#

ME#

$

Îe+H
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)

1

_+

&

#

S

$%

"

#

ME#
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_+
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"
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表
J

"

三维荧光光谱特征参数

F,:6+J

"

D*,&,7%+&$1%$7

.

,&,8+%+&1"(%*&++>

3$8+#1$"#,6(60"&+17+#7+1

.

+7%&,

体系 组分
K

&*a+

&

&U

,

&

&?

!

0

K

&*a,

&

&U

,

&

&?

!

0

# ME# ,\H

,

99Q

!

GQHJ ,9H

,

99\

!

QJ\J

M ME#f

柠檬黄
,\H

,

99Q

!

J,\H ,9H

,

99Q

!

9QQO

?CM

"

紫外光谱分析

多数蛋白质含有酪氨酸'色氨酸残基!因此!蛋白质在

近紫外区#

,\H)?

$也有吸收峰!紫外光谱可用来研究小分子

对蛋白质结构的影响*

+9

+

(图
G

为柠檬黄与
ME#

的紫外光谱

图(从图
G

可以看出!柠檬黄与
ME#

体系在
,G\)?

处有明

显的吸收峰!且随着柠檬黄浓度的增加!吸收峰峰值逐渐增

大!吸收波长变化不大(

ME#

肽链上的酪氨酸'色氨酸残基

芳杂环的
%)%

!和
%

)%

!跃迁使其在
,\H)?

附近存在吸收

GHO
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峰(柠檬黄与
ME#

的作用使
ME#

分子内部的酪氨酸'色氨

酸残基侧链逐渐裸露于水相中!疏水作用增强!芳杂环中电

子的相互作用更有利于紫外吸收!导致柠檬黄与
ME#

体系

紫外吸收增强(这一结果表明!柠檬黄与
ME#

的作用导致

ME#

的空间构象改变!发色基团所处的微环境发生了变化(

图
M

"

柠檬黄与
2-9

的紫外光谱
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!
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!
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"

分子对接

分子对接技术应用于小分子与蛋白质相互作用的研究可

以直观了解小分子与蛋白质的结合位点和作用力类型*

+J

+

(

ME#

由
9

个相似的结构域组成!每个结构域含有
*

!

S

两个

亚域*见图
\

#

*

$+(从图
O

#

*

$可以看出!柠檬黄结合于
ME#

的
(

S

亚域!两分子
ME#

形成了一个二聚体(图
O

#

S

$显示柠

檬黄周围的氨基酸残基主要包括%

Y8&IHQ

!

78DIHG

!

#=*I,G

!

1&4I,\

!

P&@IJG

!

/=

3

IG+

!

YD<IG,

!

1&4IGJ

!

V*=IGI

!

78DIG\

(柠檬黄与
ME#

间主要通过范德华力与极性不带电

荷的
78DIHG

!

78DIG\

残基相互作用(柠檬黄分子中有
+,

个

氢键受体*

\

个
Z

原子!

J

个
$

原子!见图
\

#

S

$+!能与周围

的氨基酸残基以氢键结合(苯环磺酸基
Z

与
78DIHG

残基侧

链-

Z6

的
6

形成氢键*图
O

#

S

$中黑色虚线+(柠檬黄周围

也存在非极性氨基酸残基!因此!疏水作用力也可能是柠檬

黄与
ME#

间作用方式之一(

图
O

"

2-9

和柠檬黄的分子结构

5$

'

CO

"

-%&07%0&+"(2-9,#3%,&%&,Y$#+

图
T

"

柠檬黄与
2-9

的分子对接

#

*

$%柠檬黄与
ME#

的分子对接结构图&

#

S

$%柠檬黄周围的氨基酸残基

5$

'

CT

"

!"6+706,&3"7R$#

'

1$806,%$"#"(%,&%&,Y$#+,#32-9
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*
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2

<>@*D@D*T')&*)FME#

&

#

S

$%

#?')<*A'FD&B'F4&B*D<4)F@*D@D*T')&

9

"

结
"

论

""

利用多光谱法以及分子对接法研究了柠檬黄与
ME#

之

间的相互作用(柠檬黄能有效猝灭
ME#

的内源荧光!属静态

猝灭!且与
ME#

之间具有较强的结合作用力&

*

<

$

H

!

*

=

$

H

!

*

4

$

H

!两者之间的作用力主要为氢键和范德华力!该结

合过程是自发进行的&结合距离
>

$

G)?

!柠檬黄与
ME#

相

互作用过程中发生了非辐射能量转移&光谱分析表明柠檬黄

与
ME#

的结合使
ME#

的构象发生改变!改变分子内部
7D

K

和
7

3

D

残基周围的微环境!使其发光效率降低&柠檬黄结合

于
ME#

的
(

S

亚域!柠檬黄与
ME#

间主要通过范德华力'氢

键和疏水作用力相互作用(本研究有助于了解柠檬黄与
ME#

的作用机制!为揭示柠檬黄在体内的运输'代谢及毒理作用

机制等提供参考(
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