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摘 要::  采用荧光光谱法和紫外吸收光谱法， 研究了牛磺酸对人血清白蛋白 (HSA) 微环境和构象的影响， 结果发现

不同温度下牛磺酸与HSA通过静态猝灭机制发生有规律地猝灭， 速率常数均 > 2.0×1010  L·M−1·s−1， 结合常数随温度

升高而升高， 结合位点数接近0.5； 热力学参数焓变 < 0，熵变 > 0，自由能变化 < 0表明结合过程是自发进行， 主要作

用力是静电引力； 根据Forster非辐射能量转移理论估算出牛磺酸与HSA结合距离为2.645， 存在非放射能量转移。

结果表明牛磺酸影响HSA微环境， 使HSA空间构象发生变化， 牛磺酸保护肝细胞， 改善门静脉结构和功能可能与

此作用机制有关。
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AbstracAbstractt:: The effect of taurine on the microenvironment and conformation of human serum albumin 

(HSA) are studied using fluorescence spectroscopy and ultraviolet absorption spectroscopy. The results 

show that HSA can be quenched regularly by taurine through a static quenching mechanism at different 

temperatures, with quenching rate constants greater than 2.0×1010 L·M−1·s−1. The binding constant 

increases with the increase of temperature, and the number of binding sites also increases, approaching to 

0.5. The thermodynamic parameters enthalpy change is less than 0, entropy change is greater that 0, and 

free energy change is less than 0, indicating that the binding process is spontaneous and the main force is 

electrostatic attraction. According to Forster's non-radiative energy transfer theory, the binding distance 
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between taurine and HSA is estimated to be 2.645, indicating that there is non-radiative energy transfer. 

The results of this study indicate that taurine can affect the microenvironment of HSA and change the 

spatial conformation of HSA. This mechanism may be the essential source of taurine's ability to protect 

hepatocyte and improve the structure and function of portal vein.

KKeyey  wordswords::  spectroscopy; static quenching; fluorescence spectroscopy; taurine; nonradioactive energy 
transfer

0 引 言

牛磺酸是一种含硫氨基酸, 主要由肝脏和肾脏产生, 它存在于视网膜、脑、心脏和胎盘在内的不同器官

中, 并显示出体内广泛的生理活性, 包括渗透调节、膜稳定、调节钙水平、抗氧化、抗凋亡、抗炎和抗脂质

活性。其中牛磺酸的抗氧化作用影响细胞增殖, 炎症和胶原[1,2]。牛磺酸消耗引起组织生理稳态失衡可能会

导致骨骼肌、心脏、肝脏和脂肪组织的能量代谢失衡[3]。

邓鑫课题组前期研究表明, 牛磺酸具有改善肝功能及抗肝纤维化作用[4,5]。同时也首次发现了天然牛磺

酸能显著降低肝硬化大鼠门静脉压力、门静脉阻力、门静脉血流量, 具有抑制肝硬化门脉高压作用[6]; 能提

高门静脉顺应性, 提示了天然牛磺酸抑制肝硬化门脉高压可能主要与改善门静脉力学作用相关[7]。目前国内

外对牛磺酸的生理、病理以及其对肝硬化等疾病的作用疗效已深入开展, 然而其对肝脏的微观作用机理一

直鲜见报道。因血清白蛋白(SA)在肝脏中合成, 它调节渗透压, 帮助储存、运输、代谢和分配具有生物重要

性的化合物。人血清白蛋白(HSA)可灭活各种有毒脂溶性代谢物, 内源性(脂肪酸、激素、胆汁酸、氨基酸)

和外源性化合物(药物分子和营养素)的运输。同样, 它使自由基失活, 水解后提供氨基酸, 以合成新的蛋

白[8,9]。基于上述, 科研人员提出牛磺酸可能与HSA相互作用达到改善细胞内部力学微环境, 从而保护肝细

胞, 改善门静脉结构和功能的假说。

荧光测量经常被用来研究药物与蛋白质的结合, 本研究采用荧光光谱和紫外吸收光谱技术研究牛磺酸

与HSA的相互作用, 分析其猝灭机理、结合参数、热力学参数、能量转移, 并对牛磺酸在HSA上的结合方

式进行探讨。研究结果为了解牛磺酸与蛋白质的相互作用机理提供了多种科学数据, 为开发具有相似结构

骨架的新药提供了有益参考。

1 材料和方法

1.1 材料

材料准备有: 人血清白蛋白[Solarbio(索莱宝)HSA], 纯度96~99%, 分子量为66478 Da; 牛磺酸从珍珠贝中

提取, 经蒸煮后, 收集汤汁浓缩, 加乙醇沉淀物和上清液, 然后对上清液进行脱色处理, 结晶得到。Tirs-Hcl缓

冲液(北京雷根生物技术有限公司), PH = 7.40; 在pH = 7.40的Tris-HCl缓冲溶液中制备成浓度为1×10-5 g/L人

血清白蛋白溶液。准确称取适量牛磺酸溶于超纯水中, 配制成浓度为2.5×10-3 g/L的溶液。

1.2 设备和方法

所用设备有荧光分光光度计(日本岛津 , RF7600)、电热恒温水浴锅(上海一恒科学仪器有限公司 , 

HWS12型)、漩涡混合器(无锡沃信有限公司)。
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1.2.1　测量荧光光谱

准确移取浓度为 2.5×10-3 g/L的牛磺酸 0、1、3、5、8、10、15、25、35、45、50、65、75、100 uL于

5 mL离心管中, 并用移液管向每个离心管中移入2 mL 的1×10-5 g/L的HSA溶液, 置于漩涡混合器10 s, 使混

合液充分混合。放入291、301、311 K的电热恒温水浴锅水浴30 min后取出, 移至石英皿用荧光分光光度计

测量。

荧光光谱扫描参数设置: 发射光波长(Em)范围为295~500 nm, 荧光激发光波长(Ex)设定为280 nm, 狭缝

宽度为5.0 nm, 扫描速度为6000 nm/min, 数据间隔为1.0 nm, 灵敏度为Auto。

1.2.2　测量紫外可见吸收光谱

将牛磺酸用超纯水制备成浓度与HSA浓度相似的溶液, 浓度为1×10-5 g/L。启动紫外分光光度计, 移液

管移取2 mL超纯水放入石英皿, 放入参比池, 校准基线及调零。按照上述牛磺酸浓度逐一移取2 mL加入样

品池。测量并记录200～500 nm处相应的牛磺酸紫外荧光值。

1.3 牛磺酸与人血清白蛋白结合实验

1.3.1　荧光猝灭

荧光测量采用日本岛津RF7600荧光分光光度计, 激发波长 280 nm, 发射波长为 295～500 nm。研究牛

磺酸诱导HSA荧光猝灭的机理, 用 Stern-Volmer方程测定了HSA在不同温度(291、301、311 K)下的荧光

猝灭[10]

F0

F
= 1 +Kqτ0[Q ] = 1 +Ksv[Q ]   , (1)

式中: F0是未加入猝灭剂时的荧光强度; F是加入猝灭剂后的荧光强度; Kq是双分子猝灭过程速率常数; Ksv是

Stern-Volmer动态猝灭常数; [Q]是猝灭剂的浓度; τ0是未加入猝灭剂时荧光分子的平均寿命, 生物大分子的

平均荧光寿命约为10-8 s。

1.3.2　结合常数的计算

蛋白质的荧光猝灭为静态猝灭过程, 当药物分子独立地与大分子上的一组等效位点结合时, 根据 lg(F0-

F)/F与 lg[Q]相比绘制双对数曲线, 可以通过截距和斜率分别得到结合位点数n和结合常数Ka。结合常数Ka

和结合位点数n可以由下式确定[11, 12]

lg
F0 -F

F
= lgKa + n lg [Q ]   , (2)

式中: F0表示未加入猝灭剂时荧光体的荧光强度; F表示加入猝灭剂时荧光体的荧光强度, Ka是猝灭剂与

HSA的表观结合常数; n是结合位点数; [Q]为猝灭剂的浓度。

1.3.3　热力学参数的测定

热力学参数可根据van't Hoff方程[13,14]来估算

lnKb =-
DH
RT

+
DS
R

   , (3)

式中: Kb类似于相应温度下的缔合结合常数即Ka, R为气体常数。焓变(ΔH)是由van't Hoff关系式的斜率计

算出来的。然后, 根据以下关系[14,15]估计自由能变化(ΔG)

DG =DΗ - ΤDS   . (4)
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1.3.4　能量转移的计算

R0可以根据施主发射光谱和受主吸收光谱使用Forster公式来计算[16,17], 即

Ε =
R6

0

R6
0 + r6

   , (5)

R6
0 = 8.8 ´ 10-25 K 2Ν -4ϕJ   , (6)

J =∑Fλ ελ λ
4 Dλ∑FλDλ

   , (7)

Ε = 1 -
F0

F
   , (8)

式中能量传递效率E由 (5) 式定义, r是受体和施主间距, R0是Forster临界距离, 在该临界距离下, 50%的激发

能量转移到受体。(6) 式中K2表示供体相对于受体分子的相对取向因子, N是介质的折射率, ϕ是在无受体

或供体的情况下量子产率, 而 J是供体荧光发射光谱和受体吸收光谱的重叠积分。Fλ是在波长 λ处无受体情

况下体的荧光强度, ελ是受体在λ处的紫外摩尔吸收系数。已有文献报道K2=2/3, N=1.336, ϕ=0.118[18]。J是重

叠区域, 从而计算出 J、E、R0和 r。

2 结果与讨论

2.1 牛磺酸与HSA荧光光谱

不同温度下测量出的牛磺酸与HSA荧光光谱如图1所示。

CHSA=1 × 10-5g/L；  Ctaurine=（0， 1， 3， 5， 8， 10， 15， 25， 35， 45， 50， 65， 75， 100 ul） × 2.5 × 10-3g/L

图1　 不同温度下牛磺酸与HSA的荧光光谱图

Fig. 1　 Fluorescence spectra of taurine and HSA at different temperatures

人血清白蛋白的荧光来源于色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸残基。人血清白蛋白的本征荧光几乎是由色氨

酸单独引起的, 因为苯丙氨酸的量子产率低, 如果酪氨酸被电离或靠近氨基、羧基或色氨酸, 其荧光几乎完

全被猝灭。故小分子与HSA结合时, HSA固有荧光强度的变化是由于色氨酸残基引起的[19]。图1是在291、
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301、311 K温度下, 用固定浓度的HSA滴定不同量的药物溶液时, 牛磺酸对HSA的荧光强度有明显规律的

减弱作用。也就是说明HSA的荧光发生了猝灭。此外, 291、301、311 K时均在331 nm附近出现荧光的最

高峰值, 且最大发射波长均出现蓝移, 蓝移可达4.3 nm (对应波长移动范围是327.3～331.6 nm), 蓝移表明色

氨酸残基的极性较弱(或疏水性较强)。该现象表明牛磺酸中药物小分子可能与HSA相互作用生成复合物, 

其空间构象可能在一定程度上发生变化。

2.2 牛磺酸对HSA的荧光猝灭

为了确定猝灭机制, 在假设发生动态猝灭的情况下对荧光猝灭数据进行了分析, 根据(1)式作F0/F与[Q]

的线性回归方程, 绘制在不同温度下猝灭牛磺酸与HSA的Stern-Volmer图, 如图2所示。

CHSA=1×10-5g/L；  Ctaurine=2.5×10-3g/L

图2　 不同温度下牛磺酸与HSA的荧光猝灭Stern-Volmer曲线

Fig. 2　 Stern-Volmer curve of fluorescence quenching of taurine and HSA at different temperatures

基于图2中的实验数据, 计算出相应的牛磺酸与HSA相互作用的动态猝灭常数及猝灭速率, 结果如表1

所示。

表1　牛磺酸-HSA体系的Stern⁃Volmer 常数

Table 1　Stern⁃Volmer constant of taurine⁃HSA system

T / K

291

301

311

Ksv/M-1

3.28×103

3.01×103

2.69×103

Kq/(M-1s-1)

1.24×1011

3.01×1011

2.69×1011

R2

0.9548

0.94571

0.97733

HSA荧光强度下降的现象即荧光猝灭, 荧光猝灭可由猝灭剂与荧光团之间的碰撞或形成络合物引起, 通

常分为动态猝灭和静态猝灭。动态猝灭是荧光团和猝灭剂分子在介质中扩散的结果, 只影响荧光团的激发

态, 不改变吸收光谱。静态猝灭是由于荧光团和猝灭剂分子之间形成暗色络合物, 常导致吸收光谱的变化。

静态猝灭时, 由于配合物的稳定性降低, 猝灭速率常数随温度的升高而减小。相反, 动态猝灭速率常数会随

着温度的升高而增加, 因为温度越高, 猝灭剂的扩散就越快, 因此碰撞猝灭的量就越大[20]。猝灭剂与生物大

分子的最大猝灭和分散碰撞常数为2.0×1010 L⋅M−1⋅s−1 [21], 而牛磺酸与HSA相互作用的Kq值要高得多, 证明牛

磺酸对HSA的作用是静态猝灭。随着温度的升高, 牛磺酸与HSA相互作用的猝灭常数KSV减小, 进一步证明

了牛磺酸以静态猝灭方式导致HSA的荧光猝灭, 牛磺酸与HSA结合形成新的复合物。
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2.3 结合常数和结合位点

对于静态淬火过程, 假设蛋白质上存在n个等同的独立结合位点, 利用 (2) 式绘制 lg(F0-F)/F与 lg[Q]的关

系图, 如图3所示, 可以从截距和斜率分别测得结合常数Ka和结合位点数n, 如表2所示。

CHSA=1×10-5g/L；  Ctaurine=2.5×10-3g/L

图3　 不同温度牛磺酸-HSA体系双对数曲线

Fig. 3　 Double logarithmic curve of taurine-HSA system at different temperatures

表2　牛磺酸与HSA的结合常数及结合位点数

Table 2　The binding constant and number of binding sites of taurine and HSA

T / K
291

301

311

Ka

1.57547 ± 0.11638

1.8267 ± 0.14185

2.4619 ± 0.20787

Ka

37.6
66.9
260

n
0.50435 ± 0.0247

0.57197 ± 0.0301

0.74448 ± 0.04412

R2

0.9743

0.97043

0.96281

由表2可看出, 牛磺酸与人血清白蛋白结合位点数近0.5, 说明天然牛磺酸与HSA结合比例约为0.5:1, 且

受温度影响, 温度越高值越大。Ka值在温度上的增加表明HSA-牛磺酸复合物的稳定性随着温度的升高而增

加。n值的增加可能归因于牛磺酸与HSA结合的能力随着温度的升高而增加[22]。

2.4 热力学参数和结合力的性质

生物大分子与有机小分子间的结合力有四种: (1) 氢键; (2) 范德华相互作用; (3) 静电力; (4) 疏水相互作

用。当温度变化不大时, 焓变化ΔH可视为常数。为了解释牛磺酸与HSA相互作用的能量变化, 用van't Hoff

方程计算热力学参数。在ΔH近似恒定的假设下, 给出了牛磺酸与HSA结合的van't Hoff关系如图4所示。

图 4显示了拟合线原点处的斜率和纵坐标获得结合位点的ΔH和ΔS值, 根据(4)式计算出ΔG, 如表 3

所示。

表3　牛磺酸⁃HSA体系的Stern⁃Volmer对数方程结合常数Ka值及相关热力学参数

Table3　The Stern⁃Volmer logarithm equation of taurine⁃HSA system combined

with constant Ka and related thermodynamic parameters

T/K
291

301

311

Kb

37.6
66.9
260

△H/(k∙J∙mol-1)
−8707.6336

−8707.6336

−8707.6336

ΔS/(J∙mol-1∙K-1)
33.41395

33.41395

33.41395

△G/(k∙J∙mol-1)
−1.8431×104

−1.8765×104

−1.9099×104
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CHSA=1×10-5g/L；  Ctaurine=2.5×10-3g/L

图4　 牛磺酸-HSA体系van't Hoff曲线

Fig. 4　 Taurine-HSA system van't Hoff curve

蛋白质反应的热力学参数的显著性和大小可以解释对蛋白质稳定性有贡献的主要作用力。从热力学角

度看, ΔH > 0和ΔS > 0表示疏水相互作用, ΔH < 0和ΔS < 0表示范德华力或氢键形成, ΔH < 0和ΔS > 0表示

静电作用力[8]。表3所示的自由能ΔG < 0, 支持结合过程是自发的。牛磺酸和HSA相互作用的结果负焓(ΔH)

和正熵(ΔS)值表明, 静态相互作用在结合反应中起主要作用[23]。

2.5 HSA与牛磺酸之间的能量转移

荧光共振能量转移(FRET)是一种非破坏性的光谱方法, 被广泛应用于测量分子距离或供体-受体近似

度。它研究复杂蛋白质的结构、构象、空间分布和组装。当荧光团的发射光谱与受体分子的吸收光谱重叠

时, 就会发生荧光共振能量转移。在这一部分中, Forster的偶极-偶极能量转移理论被用来确定荧光团HSA

(作为供体)与结合的牛磺酸分子(作为受体)之间的距离。牛磺酸的紫外光谱(UV光谱)与HSA荧光光谱如图

5所示。

CHSA=Ctaurine=1×10-5g/L, 室温

图5　 HSA的荧光光谱与牛磺酸的紫外光谱

Fig. 5　 The fluorescence spectrum of HSA and the UV spectrum of taurine

由图5可知牛磺酸的紫外-可见光谱曲线与HSA的荧光光谱曲线存在重叠, 这说明牛磺酸与HSA之间存
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在非辐射能量转移的可能性。根据 Forster 公式即 (5)~(8) 式计算牛磺酸-HSA 系统的能量传递效率 E =

7.15%, 重叠积分 J为9.337×10-16 cm3⋅L⋅mol-1, 结合距离 r = 2.645 nm, 临界距离R0 = 1.672 nm, 两者反应结合距

离为2.645 nm, 小于7 nm, 说明牛磺酸与HSA之间存在非放射性的能量转移。此外, r > R0表明存在静态猝

灭机制, 当药物的结合距离 r大于它们各自的临界距离R0时, 进一步说明了牛磺酸与人血清白蛋白的荧光猝

灭更可能是由静态猝灭引起的。

3 结 论

HSA的内源性色氨酸荧光是理解分子发生关键和特异变化的重要工具。本工作利用荧光光谱法的研究

为牛磺酸与人血清白蛋白的结合提供了初步信息。实验结果表明, 牛磺酸对HSA的荧光猝灭是牛磺酸-HSA

复合物形成的结果, 证实该体系随着温度升高牛磺酸-HSA复合物稳定性增加, 其荧光猝灭是静态猝灭, 自发

性和静电是结合反应中相互作用的主要因素, 存在非放射能量转移。牛磺酸使HSA所处的微环境极性减

弱、疏水性增强导致HSA空间构象可能在一定程度上发生变化。牛磺酸保护肝细胞, 改善门静脉结构和功

能可能与此作用机制有关。
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