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　　摘要：利用荧光光谱法研究杆菌肽与牛血清白蛋白的相互作用，结果表明，杆菌肽可使牛血清白蛋白的内源荧光
发生猝灭。在不同温度下研究杆菌肽对牛血清白蛋白的荧光猝灭作用，利用 Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ方程处理试验数据，证明
荧光猝灭机理属于静态猝灭。杆菌肽与牛血清白蛋白具有１个结合位点，计算得到不同温度下杆菌肽与牛血清白蛋
白的结合常数（ＫＡ）为３．３８×１０

４Ｌ／ｍｏｌ（２９８Ｋ）、２．９２×１０４Ｌ／ｍｏｌ（３０８Ｋ）、１．５６×１０４Ｌ／ｍｏｌ（３１８Ｋ）。通过计算热力

学参数可知，杆菌肽与牛血清白蛋白的相互作用是吉布斯自由能降低的自发过程，且二者间的主要作用力类型为静电

作用。三维荧光光谱试验显示，杆菌肽的加入引起牛血清白蛋白构象的变化，表现为蛋白质内部色氨酸残基所处微环

境的疏水性降低。
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　　杆菌肽是一种药用饲料添加剂，在畜牧养殖业应用广泛，
具有促进动物生长、抑制肠道中有害微生物生长、提高机体免

疫力的作用［１］，被誉为绿色抗生素饲料添加剂。牛血清白蛋

白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）是血浆中含量最丰富的蛋白
质之一，在血液中主要具有维持渗透压、缓冲 ｐＨ值等作
用［２］。ＢＳＡ可与多种阳离子、阴离子、其他小分子物质结合，
具有储运内源性代谢产物、外源性药物的重要生理功能；因

此，ＢＳＡ与药物分子的相互作用研究已受到重视［２－３］。杆菌肽

被摄入机体后，极有可能与血液中的ＢＳＡ结合，以复合物形式
在体内吸收、转运。研究杆菌肽与ＢＳＡ之间的相互作用，有助
于了解药物在体内的运输分布和代谢，对于阐明杆菌肽的药理

作用和药代动力学具有重要意义。荧光光谱法是研究蛋白质

等生物大分子与各种小分子相互作用的重要手段［４］。应用荧

光光谱法研究杆菌肽与 ＢＳＡ间的相互作用，着重阐述杆菌肽
与ＢＳＡ的荧光猝灭机理、结合常数、热力学常数，并使用三维
荧光技术研究杆菌肽对ＢＳＡ高级结构的影响。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
Ｆ９７ｐｒｏ型荧光分光光度计（上海棱光技术有限公司），

ＢＳ１１０Ｓ型精密电子分析天平（德国 ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司），ＨＨ系列
数控恒温水浴锅（金坛市科析仪器有限公司），明澈 －Ｄ型超
纯水机（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。杆菌肽（上海金穗生物科技有限公
司），牛血清白蛋白（北京索莱宝科技有限公司），其他试剂均

为分析纯。以０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值７．４）为溶剂，配
制０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＢＳＡ标准溶液。杆菌肽使用超纯水配成
１０ｍｍｏｌ／Ｌ的标准溶液。
１．２　方法

准确移取一定量的杆菌肽标准溶液于１０ｍＬ具塞玻璃试
管中，加入 ＢＳＡ标准溶液 １．０ｍＬ，于一定温度下恒温放置
１ｈ。在激发和发射光栅狭缝均为５ｎｍ、激发波长为２８０ｎｍ
时，扫描２７０～５００ｎｍ波长范围内ＢＳＡ、ＢＳＡ－杆菌肽的荧光
光谱。在激发波长２７０～４００ｎｍ、发射波长２７０～４００ｎｍ范围
内进行三维荧光扫描，比较溶菌酶与杆菌肽 －溶菌酶体系的
荧光等高线。

２　结果与分析

２．１　荧光猝灭光谱
ＢＳＡ分子因含有色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸等氨基酸残

基而发射内源荧光，其中色氨酸的荧光强度最大。激发光为

２８０ｎｍ时，可认为蛋白质所呈现的荧光源自分子中的色氨
酸［５］。荧光猝灭指任何降低某样品荧光强度的过程，分子间

的相互作用可导致荧光猝灭。

　　由图 １可知，ＢＳＡ溶液在波长 ２８０ｎｍ光激发下可在
３３３．４ｎｍ处具有最大荧光发射峰。在 ＢＳＡ浓度保持恒定的
情况下，ＢＳＡ的内源性荧光强度随杆菌肽浓度的增加而有规
律地降低，表明杆菌肽对 ＢＳＡ的内源荧光发生了猝灭作用。
随着杆菌肽的加入，ＢＳＡ的最大荧光发射峰出现红移。杆菌
肽浓度为５０ｎｍｏｌ／Ｌ时，ＢＳＡ溶液体系的最大荧光发射峰由
３３３．４ｎｍ变化为３５７．８ｎｍ，即红移了２４．４ｎｍ。一般认为，蛋
白质中色氨酸残基的最大发射峰与其所处环境的极性密切相

关，由发射波长的改变可判断蛋白质构象的变化。上述现象

表明杆菌肽的加入使ＢＳＡ构象发生了变化，色氨酸残基所处
环境疏水性降低，杆菌肽与ＢＳＡ分子发生了相互作用。
２．２　杆菌肽对ＢＳＡ的荧光猝灭机理
　　有机小分子对蛋白质的荧光猝灭作用主要分为动态猝灭
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和静态猝灭［６］。动态猝灭主要是一种能量转移或电子转移

过程，不影响蛋白质的结构和生理活性；静态猝灭主要是由于

小分子和蛋白质等生物大分子发生了相互作用，可能生成不

发荧光的配合物。一般认为，动态猝灭是荧光体与猝灭剂之

间因相互碰撞而使荧光被猝灭的过程，温度升高可增加分子

碰撞的机会，从而提高猝灭效率；静态猝灭是荧光体与猝灭剂

之间形成了基态配合物，温度升高使配合物的稳定度下降，从

而减小静态猝灭的程度。动态猝灭和静态猝灭均符合

Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ关系式［７］：

Ｆ／Ｆ０＝１＋Ｋ［Ｑ］。 （１）
式中：Ｆ０、Ｆ分别表示加入猝灭物质前后测得的荧光强度；
［Ｑ］为猝灭剂的摩尔体积分数；Ｋ在静态猝灭时为配合物的
形成常数，在动态猝灭时为动态猝灭常数ＫＳＶ。

ＫＳＶ＝ＫｑＴ０。 （２）
式中：Ｋｑ为荧光猝灭速率常数，反映体系中分子在扩散和相
互碰撞过程中对生物大分子荧光寿命衰减速率的影响。一般

认为，各类荧光猝灭剂对生物大分子的最大动态荧光猝灭过

程速率常数约为２．０×１０１０Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ）［８］。Ｔ０为不存在猝灭
剂时荧光物质的平均寿命，一般为１０－８ｓ。在同一温度下，杆
菌肽对ＢＳＡ的荧光猝灭效应随其浓度的增加呈线性增大（图
２）。Ｆ０／Ｆ对［Ｑ］线性良好，相关系数均在０．９９以上，表明杆
菌肽与ＢＳＡ的相互作用只存在一种猝灭机制。由图２中直
线的斜率可求出Ｋ值，假设其为动态猝灭，由式（２）可求出Ｋｑ
值（表１）。

　　由表１可知，随着温度的升高，ＢＳＡ的猝灭曲线斜率下
降，Ｋ值降低，表明杆菌肽对 ＢＳＡ荧光的猝灭作用随温度升
高而降低。由此可推断猝灭过程为形成化合物所引起的静态

猝灭，而不是由于分子碰撞所引起的动态猝灭。动态猝灭与

扩散有关，温度升高时将增大扩散系数，从而增大双分子猝灭

常数；反之温度升高可使配合物的稳定度下降，从而减小静态

猝灭的程度。本试验结果表明，杆菌肽对ＢＳＡ的猝灭过程符
合静态猝灭规律。杆菌肽对ＢＳＡ的Ｋｑ值在１０

１２数量级，远大

于各类猝灭剂对生物大分子最大扩散控制的碰撞猝灭速率常

数２．０×１０４Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ），表明杆菌肽对 ＢＳＡ的荧光猝灭作
用不是动态猝灭。

表１　杆菌肽对ＢＳＡ的荧光猝灭常数

温度

（Ｋ）
动态猝灭常数

（Ｌ／ｍｏｌ）
荧光猝灭速率常数

［Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ）］ 相关系数

２９８ ４．５３×１０４ ４．５３×１０１２ ０．９９８４
３０８ ３．８７×１０４ ３．８７×１０１２ ０．９９９０
３１８ ３．３４×１０４ ３．３４×１０１２ ０．９９７５

２．３　杆菌肽与ＢＳＡ的结合常数及结合位点数
对于静态猝灭过程，蛋白质与小分子的结合位点数可由

式（３）导出［９］：

ｌｇ［（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ］＝ｌｇＫＡ＋ｎｌｇ［Ｑ］。 （３）
以ｌｇ［（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ］对 ｌｇ［Ｑ］作图，从直线的斜率和截距

可求得蛋白质与小分子的结合位点数（ｎ）、结合常数（ＫＡ）。
温度分别为２９８、３０８、３１８Ｋ时，ｌｇ［（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ］对ｌｇ［Ｑ］的线
性关系良好，相关系数均达到０．９９以上（表２）。杆菌肽与溶
菌酶的结合位点数均接近于１，表明二者近似以１∶１形式结
合生成复合物，温度对结合比例影响不大。ＫＡ值均为１０

４数

量级，表明杆菌肽与 ＢＳＡ的结合作用较强，ＢＳＡ可承担杆菌
肽在机体中的运输作用。

表２　杆菌肽与ＢＳＡ的结合常数

温度

（Ｋ）
结合常数

（Ｌ／ｍｏｌ） 结合位点数 相关系数

２９８ ３．３８×１０４ ０．９７ ０．９９１３
３０８ ２．９２×１０４ ０．９５ ０．９９４３
３１８ １．５６×１０４ ０．８７ ０．９９２５

２．４　杆菌肽与ＢＳＡ的结合热力学参数及结合力类型
小分子物质和蛋白质的相互作用力主要有疏水作用力、

氢键、范德华力、静电引力等［１０］。根据热力学参数的关系式

可分别求得焓变（ΔＨ）、熵变（ΔＳ）、生成自由能变（ΔＧ）。
Ｒｏｓｓ等根据大量试验结果总结出药物分子间作用力类型与
热力学参数的关系，体系的 ΔＨ＞０、ΔＳ＞０为疏水作用力，
ΔＨ＜０、ΔＳ＜０为氢键或范德华力，ΔＨ＜０、ΔＳ＞０为静电作
用力，温度变化范围不大时可近似将作用过程的焓变（ΔＨ）
看作常数［１１］。根据热力学公式（４）、（５）、（６）及不同温度下
的结合常数，可求得相应的热力学参数（表３）。

ΔＧ＝－ＲＴｌｎＫＡ； （４）
ｌｎ（ＫＡ２／ＫＡ１）＝ΔＨ（１／Ｔ１－１／Ｔ２）／Ｒ； （５）

ΔＳ＝（ΔＨ－ΔＧ）／Ｔ。 （６）
表３　杆菌肽与ＢＳＡ作用的热力学参数

温度

（Ｋ）
焓变

（Ｊ／ｍｏｌ）
生成自由能变

（Ｊ／ｍｏｌ）
熵变

［Ｊ／（ｍｏｌ·Ｋ）］

２９８ －３０２．７ －２．５９×１０４ ８５．６８
３０８ －３０２．７ －２．６３×１０４ ８４．４９
３１８ －３０２．７ －２．５５×１０４ ７９．３０

　　由表 ３可知，杆菌肽与 ＢＳＡ相互作用时热力学参数
ΔＨ＜０、ΔＳ＞０，可认为二者间的作用力主要为静电相互作
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用。反应的自由能变ΔＧ＜０，表明杆菌肽与 ＢＳＡ的相互作用
是自发进行的。反应的 ΔＨ＜０，表明其为放热反应，升高温
度将不利于反应进行，这与上述结论相符合，即杆菌肽对ＢＳＡ
的猝灭机制为静态猝灭。

２．５　杆菌肽与ＢＳＡ相互作用的三维荧光光谱
三维荧光光谱是以激发波长（ｘ轴）、发射波长（ｙ轴）、荧

光强度（ｚ轴）为坐标的三维荧光矩阵光谱，同时可用强度等
高线代替三维图谱对被测组分进行直观描述。三维荧光光谱

不仅具有测量灵敏、选择性高的优点，且样品的荧光信息得以

更全面的展现，极有利于综合考查样品的组分分布、构型变化

特征［１２］。三维荧光光谱可直观表明蛋白质分子中 Ｔｒｐ残基
的微环境变化，从而推断蛋白质分子的构象变化。鄢远等首

次将三维荧光光谱法用于测定溶液状态下蛋白质的构象，结

果表明该方法是研究蛋白质构象的有效方法［１３］。

在激发波长２７０～４００ｎｍ、发射波长２７０～４００ｎｍ范围内
进行三维荧光扫描，得到ＢＳＡ与杆菌肽 －ＢＳＡ体系相应的强
度等高线（图３）。以峰的类别来看，图３－ａ、３－ｂ中均存在２
条“铅笔”形纹线，其共同特征为激发波长（λｅｘ）等同于发射
波长（λｅｍ），是典型的瑞利散射峰

［１４］。图３－ａ、３－ｂ中瑞利
散射线左上方λｅｘ＝３００ｎｍ处均存在“指纹”形纹线，λｅｍ分别
为３４０、３６０ｎｍ左右。该“指纹”形纹线符合λｅｘ＜λｅｍ的规律，
是荧光峰的典型特征［１４］。

　　以峰的位置来看，加入杆菌肽后 ＢＳＡ的瑞利散射峰起始
位置、荧光峰位置均无显著变化。以峰的强度来看，图３－ｂ
中“铅笔”“指纹”形纹线变得稀疏，“指纹”形纹线的变化趋

势尤为明显。可见，加入杆菌肽后瑞利散射峰和荧光峰的相

对强度均有不同程度的降低。

ＢＳＡ的空间结构由３个结构域组成，每个结构域由２个
亚结构域以槽口相对的方式形成圆筒状结构，几乎所有疏水

性氨基酸残基均包埋在圆筒内部而构成疏水腔［９］。杆菌肽

分子与ＢＳＡ的结合部位可能均处于这种疏水腔中，由于杆菌
肽与ＢＳＡ发生反应生成一种新复合物，从而导致疏水微环境
极性的改变，进而引起ＢＳＡ构象的变化。三位荧光光谱结果
验证了本试验结论，即杆菌肽与 ＢＳＡ发生了相互作用，荧光
猝灭机制属于静态猝灭。

３　结论

利用荧光光谱法研究了杆菌肽与ＢＳＡ的相互作用，杆菌
肽对ＢＳＡ的内源荧光具有较强的猝灭作用，原因是杆菌肽与
ＢＳＡ分子结合形成复合物。分别测定不同温度下杆菌肽与
ＢＳＡ的结合常数、结合位点、热力学参数，结果表明杆菌肽对
ＢＳＡ的荧光猝灭机制为静态猝灭，二者的结合主要基于静电
作用，约形成１个结合位点。三维荧光光谱研究表明，杆菌肽
与ＢＳＡ的结合导致了蛋白质分子内部疏水微环境极性的改
变，进而导致ＢＳＡ构象的变化。
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