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摘 要:用荧光光谱和共振散射光谱 (RLS) 对山梨酸饵 (PSA) 与牛血清蛋白( BSA) 在溶液中的相互作用

进行了研究，探讨了 PSA 对 BSA 荧光和共振光散射猝灭的机理，测定了该反应的表观结合常数及结合位点数。

在 288 和 293 K 时的表观结合常数分别为 2.23 X 103 和 2. 74 x 103 L . mol - 1 ，其相应的结合位点数分别为1. 02 和

0.99。利用热力学参数确定了分子间的作用力性质，作用过程是白发的，作用力主要是电子作用力。同步荧光

光谱表明相互作用对蛋白质构象有一定的影响。基于 Forster 非辐射能量转移理论估算了山梨酸饵与蛋白质之间

的结合距离。
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Abstract: The interaction between potassium sorbate (PSA) and bovine serum albumin ( was in­

vestigated by fluorescence spectroscopy , resonance light-scattering (RLS) spectroscopy. The quenching 

mechanism was analyzed referring to PSA against the fluorescence and the resonance light scattering spec­

tra of BSA. The apparent binding constants (KA ) between PSA and BSA were 2.23 x 103 L 0 mol- I 

(288 K) , and 2. 74 >< 103 L 0 mol -1 (293 K) , respectively. The corresponding binding sites values 

( n) were 1. 02 and O. 99. The changes of negative entropy change and enthalpy indicate that the interac­

tion of PSA and BSA was driven mainly by electrostatic interactions. The binding process was a spontane­

ous process in which Gibbs free energy change was negative. The effect of PSA on the conformation of 

BSA was analyzed by synchronous fluorescence spectroscopy. Fmthermore , the binding distance r = 2. 83 

nm between PSA and BSA was obtained based on the mechanism of Forster non-radiation energy transfer. 
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在生物体内，各类小分子(含中性分子和离

子)物质的生物活性功能都是通过它们与生物大

分子相互作用而展现的，因此，小分子与生物大分

子相互作用是研究所有生命过程经常涉及的基本问

题之一。小分子与生物大分子(核酸、蛋白质、

多肤等)之间非共价键的相互作用研究已成为当前

公认的化学理论与应用技术的前沿课题9 对其本质的

研究，有助于理解在生命科学、医学、药学领域中涉

及到的分子之间的相互作用以及相互识别过程[IJ 。

山梨酸锦是一种优良的食品添加剂，已经被许

多国家的医药管理部门允许在多种食品加工过程中

使用 [2 -3J 。然而，作为一种人工合成的化学试剂，

食品添加剂本身有着一些潜在的食用毒性。比如苯

甲酸铀的毒性已被陆续报道[4 -5J 。血清白蛋白是血

液中含量最丰富的蛋白质之一，在配体的传输与存

贮方面起着重要的作用。血液中有许多内源物质可

以与牛血清蛋白结合[6J 。特别地，肝脏是外来物种

如食品添加剂主要的新陈代谢场所 因此研究山梨酸

饵与牛血清蛋白之间的相互作用显得格外重要。

荧光分析方法在生物分子识别和研究生物分子

相互作用机理等方面有着广泛的应用 [7叫。通过测

量和分析荧光发射UI仨可以得到一些关于分子结构

和发色团微观环境等重要信息。共振光散射

(RLS) 法是近年来新发展起来的分析方法?口用

于生物大分子的生化分析、纳米粒子和超分子的研

究。由于共振散射强度与体系电子密度起伏(即

体系结构不均匀性)有关?因此通过共振散射强
度可以表征聚合物体系的微观结构信息[9 -IOJ 。目

前共振散射技术主要应用于生物大分子的检测与分

析 9 而将之应用于生物大分子之间相互作用的研究

则较为少见。研究生物大分子相互作用过程的共振

光散射强度的变化规律与生物大分子结构之间的关

系，不仅对改进和发展检测生物大分子的方法有着

巨大的促进作用?而且也拓展了共振光散射光谱技

术的应用领域和研究方向。

本文利用荧光光谱和共振光散射光谱研究了山

梨酸饵与牛血清蛋白之间相互作用?得到了一些关

于山梨酸饵与牛血清蛋白相互作用之间表观结合常

数、结合位点数、热力学参数、作用力、作用距离

等重要信息。

1 实验部分

1. 1 

RF … 5301PC 型荧光分光光度计(日本岛津公

司); PHS … 10A 型精密 pH 计(上海雷磁仪器

厂); UV -3150 紫外一可见分光光度计(日本

JASCO 公司); FC - 204 电子分析天平(上海天平

仪器厂); 501 型超级恒温器(上海实验仪器厂) ; 

超声波分散仪(广州市新栋力超声电子设备有限

公司)。

1. 2 试剂

山梨酸锦 (PSA，分析纯，广州光华化学仪器

公司) ，用二次蒸馆水配制成 2.0 x 10- 4 日lO1/L 的

储备液;牛血清白蛋白 (BSA，分析纯，上海伯奥

生物科技有限公司) ，用二次蒸馆水配制成1. 0

mglL 的储备液;缓冲溶液:用 0.2 mo1/L 磷酸氢

二纳、 0.1 mo1/L 的拧棱酸(均为分析纯)配制一

定 p丑缓冲溶液。实验用水经检验元荧光杂质。所

有的储备液都用冰箱保存在 o ~4 oc 环境中。

1. 3 实验方法

在一系列 10 mL 比色管中依次加入溶液 2.00

mL 磷酸盐缓冲溶液、一定量的山梨酸饵储备液，

然后加入 0.5 mL 牛血清白蛋白储备液，用去离子

水定容为 10.0 mL，搅拌至混合均匀再用超声波分

散仪超声 5 mino 待放置一段时间后用于测试。选

择激发波长为 285 m飞用激发和发射通带均为

3.0nm 的 -5301PC 荧光分光光度计测定一定温

度时. BSA 及 BSA 在 PSA 作用下的荧光光谱。杂狭

缝宽度分别为 5.0 nmo 固定激发和发射波长间隔

(λl 二 15 nm , = 60 nm) 记录同步荧光光谱。

当固定激发和发射波长间隔为 o nm，保持狭缝宽

度均为 3 nm 时‘ 9 记录 280 ~ 650 nm 范围内的共振

光散射光谱。

2 结果和讨论

2. 1 

从图 1 (a) 可以看出，蛋白质的激发峰在 287

龙活虎 nm 附近 9 当以 285 nm 激发时其特征荧光

峰在 343 nm 左右。固定 BSA 浓度，在激发波长

285 nm 条件下测得含不同浓度的 PSA 时体系的荧

光光谱如由图 1 (b) 所示。可见，随着 PSA 浓度

的增加，在实验范围内 300 ~ 420 nm BSA 的荧光逐

步被猝灭荧光，且有蓝移趋势。这说明山梨酸何与

BSA 发生了相互作用，这种作用可能引起 BSA 中

荧光发色园的微环境及蛋白质分子构象行为的变
bU JAl 

2. Ll!梨酸锦与 BSA

荧光猝灭可以有多种作用机理?通常可分为动

态猝灭和静态猝灭。动态猝灭主要是由扩散和碰撞

引起?而静态猝灭则主要是形成复合物[叫。动态
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和静态猝灭可以由他们对体系温度的变化趋势以及

荧光寿命来判断。高温可以引起扩散的增大从而更

多的碰撞使得动态猝灭常数增大。对于静态猝灭?

高温将会导致复合物的分解从而降低静态猝灭常
数[13 1 。
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图 1 (a) 牛血清白蛋白荧光激发谱和荧光光谱;

(b) PSA 对 BSA 荧光光谱的影响

Fig. 1 ( a) Excitation spectrum and emission 

spectrum of BSA; (b) Effect of PSA concentration 

on the fluorescence of BSA 

对于动态猝灭?其作用机理可以用 Stem­
Volmer[13 1 方程来表达

221 十年o C q = 1 + Ksv C q 
( 1 ) 

对于静态猝灭，其作用机理可用 Lineweaver­

Burk[13 1 方程来表达:

(Fo - F) 一12Fjl+KJFileil(2)

式中 ， F。和 F 分别为无和有猝灭剂( PSA) 存在

时的荧光强度;凡为猝灭剂对生物大分子的荧光

猝灭常数;为动态猝灭常数 ， KLB为静态猝灭常
数 ; 7'0 为无猝灭剂时荧光基团的荧光寿命; Cq 为
猝灭剂的浓度.对于生物大分子 ， 7'0 的平均值为
10 -8 S 左右。

图 2 显示了基于上述两者方法作图并进行线性

拟合所得到的曲线阁。由图 2 中直线的斜率和7'0
的值可算出在温度为 288 和 293 区时的猝灭常数

民v、静态猝灭结合常数以及双分子猝灭常数
kg ， 见表 10 结果表明 Stern-飞10lmer 曲线呈现良好

的线性关系，但随着温度升高 Stern -V olmer 曲线斜

率明显降低，这说明 PSA 对 BSA 荧光猝灭效应归

于静态猝灭机制。所计算的 Kq 要远大于在动态浮

灭中各类猝灭剂对生物大分子荧光寿命衰减速率的

最大值 2. 0 X 1010 
L • mol- 1 • S-1则进一步说明此体

系的猝灭过程不是因为分子扩散和碰撞所引起的动

态猝灭，而是分子之间结合形成化合物所引起的静

态猝灭。从图 2b 还可以看出以 (Fo - F) 一 l 对

c (PSA) 
-1 拟合的 Lineweaver-B盯k 方程，不同温

度下的线性相关系数 r 依次为 0.999 ， 0.997 ，可见

该双倒数方程亦呈现良好的线性关系，即可再次确

定为静态猝灭。

2.0 

l.6 

7
中

』
\
o
h
h

0.8 
。 12 4 8 

丁 0.06

E 
~ '--' 0.03 

0.09 r (b) 

nu 
n
υ
 

AU nv 
o
υ
 0.3 0.6 0.9 

c(PSA)/(l O-S mol.L• 1) 

图 2 基于荧光猝灭的 P盹SA 对 BSA 的 S缸tern.
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Fig.2 The Stern-Volmer curves (a) and 

Lineweaver -Burk curves (b) of the reaction between 

PSA and BSA based on the fluorescence quenching 

c (BSA): 1 x 10 -4 g , mL
叩 1; pH 7. 4 

表 1 基于荧光泽灭所计算的浮灭常数

Table 1 The corresponding binding constants 

from the data of in Fig. 2 

T 
K 

288 

293 

K
5V Kq 

(L ' mol- I
) (L ' mol- I , s … 1 ) 

7.87 )< 103 7.87 )< 10 11 6.30 X 103 

3.24 X 103 3.24 )< 10 11 6. 14 X 103 

2. 3 

图 3 为 PSA 对 BSA 共振光散射光谱的影响。

由图 3 可知?在蛋白质溶液中 9 随着山梨酸锦浓度
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的增加，蛋白质的共振光散射强度依次降低。根据

RLS 理论，散射强度与溶液中散射粒子的大小和溶

液中相界面的形成有关[14 J 。由于牛血清蛋白在溶

液中较少出现聚集，因此，这较为明显的 RLS 信

号主要与 BSA 在溶液中的粒径大小有关。可能是

山梨酸饵在牛血清白蛋白表面结合后，破坏了白蛋

白表面的保护水层，使原来较为分散的蛋白质更加

分散，即所谓的解聚作用，引起蛋白质粒径减小，

共振散射的截面积减小，导致共振散射强度下

降[ 15J 。同时，新形成的 PSAlBSA 复合物可能破坏

蛋白质的疏水框，使在水溶液中形成的疏水界面趋

于分散，从而导致其共振光散射强度下降。
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图 3 PSA 对 BSA 共振光散射光谱的影响

Fig. 3 Effect of PSA concentration on the 

resonance light scattering intensity of BSA 
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图 4 基于共振光散射猝灭的 PSA 对 BSA 的

Lineweaver-Burk 双倒数曲线

Fig. 4 The plot of (ι- 1)… 1 vs C (PSA) - 1 based 

on resonance light scattering 

由上面分析可知?体系的 RLS 信号随着 PSA

的加入，其 RLS 强度出现有规律的猝灭?因此可

应用 RLS 数据来解释 BSA 与 PSA 之间的相互作用

机理。设 ι 为无猝灭剂时 BSA 的散射光强度 ， 1 为

有猝灭剂时 BSA 的散射光强度?以最大散射峰 476

nm 处散射强度作 Lineweaver书盯k 曲线，见图 4 。

从图 4 可知以 (ι I) -1 对 C (PSA)-I具有很好的

线性关系，并且由直线的斜，率求出的 RLS 静态猝

灭结合常数 KLB为 7.53 X 10
3 moVL，这与基于荧光

所求出静态猝灭结合常数在相同的数量级范围内。

因此，荧光猝灭理论同样适合 PSA 对蛋白质共振

光散射强度的猝灭。

2.4 结合常数和位点数的计算

小分子与蛋白质之间的相互作用一般采用位点

结合模型来描述荧光强度(川、猝灭剂浓度

(Cq ) 与表观结合常数 (KA ) 及结合位点数 (n)

之间的关系[ 16J 

19 (F 0 - F) / F = 19K A 十几19 C (PSA) ( 3 ) 

以 19 (Fo - F) /F 对 19 C (PSA) 作图，由

线斜率及截距可计算出在 288 及 293 K 时， PSA 

蛋白质的表观结合常数分别为 2.23 X 103 和 2. 74 >< 

103 L ' mol 一 l o 其相应的结合位点数分别为1. 02 和

0.99 0 这表明在 PSA 与蛋白质之间存在强烈的相

互作用?旦山梨酸何与 BSA 作用时具有 1 个独立

的结合部位。其相关系数大于 0.99 表明两者之间

的结合机理符合位点结合模型。从表 2 可知?其表

面结合常数随温度的升高出现相应的下降 9 这可能

是温度的升高导致了体系分子扩散程度的增加?从

而降低了 PSA/BSA 复合物的稳定性。
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因 5 基于荧光猝灭的 PSA 对

BSA 的双对数曲线图

Fig. 5 The double-logarithm relation of 

19 (F。一 F) / F vs 19 c (PSA ) 

表 2 表观结合常数、结合位，点数

以及线性相关系数

Table 2 The apparent binding constant日，

binding numbers and correlation coefficients 

T/K K,/ (L' mol- 1 
) n 

288 

293 

2.74 X 103 

2.23 X 103 

0.998 

0.996 

1. 02 

O. 99 

2.5 

猝灭体和生物大分子的相互作用力主要有氢
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键、范德华力、静电引力和疏水力几种类型[ 17] 

(1) iJ,H > 0 和 iJ，S >0 主要是疏水作用; (2) iJ,H 

<0 和 iJ，S < 0 ，主要是范德华力和氢键作用; (3) 

iJ,H< 0 和 iJ，S > 0 ，则是电子作用力。在水溶液
中，无论是生物大分子还是有机小分子都是溶剂化

了的?水分子和其它共存离子对体系的自由度和最

终结果也带来一定的影响。因此?对于一个实际体

系，其宏观表现可能是这几种作用力同时作用和有

关环境综合调控的结果。

当温度相差不大时，焰变可看作一常数?故由

不同温度下的结合常数凡，根据下列方程即可计

算出自由能、反应始变和情变。

iJ, G = 一 R TlnK (4) 

iJ,H 
lnK21K, = 王一(11T1 -1IT2) (5) 

iJ, G = iJ,H - T iJ,S ( 6 ) 

式中 ， R 为气体状态常数 ， T 是实验温度，具和

是在不同温度下的结合常数。由上式所计算出

来的热力学参数见表 3。从表 3 可以看出?体系的

iJ，G<O 说明反应过程是白发进行的; <0 , iJ,S 

>0 则表明他们之间的结合力是电子作用力以及疏

水作用力?其中电子作用力是主要的[ 18 ]。

表 3 作用过程中相关热力学参数

Tab1e 3 The corresponding thermodynamic 

parameters m mteractlOn 

T ß.H ß.S 
K (kJ . m01-' ) (J .IC') 

288 一 3.45 60. 76 一 20. 95 

293 一 3.45 60. 76 一 21.25

2.6 山梨酸锦与 BSA 之间

从图 6 可以看出， BSA 的荧光光谱与 PSA 的

紫外吸收光谱有着部分图谱重叠 9 这说明两者之间

存在着能量传递过程。基于 Forster 理论，分子共

振能量转移依赖于给体的荧光反射光谱和受体吸收

光谱的重叠程度以及给体和受体之间的距离。这样

可以利用下列公式计算两者之间的作用距离。根据

能量转移理论 9 转移效率( E) 、供体与受体之间

的结合距离( r) 、临界能量转移距离( )及供

能体的荧光发射光谱与受能体吸收光谱的重叠积分

( J) 之间的关系为 ['7 ] 

F 
E=l-:_ 二工7丁 (7) 

f(ü + r-

二 8.8 )< 10-25 1(2 N-4 (8) 

F(λ )E( λ)λ4dλ 
J = JU m (9) r" F( λ)dλ 

其中，凡是能量转移效率为 50% 时的临界距离;

K2 为偶极空间取向因子，可取受体和供体各向随

机分布的平均值 2/3; φ 为供能体荧光量子产率，

通常取蛋白质中色氨酸的量子产率 0.118; n 为介

质折射指数?一般取水和有机物折射指数的平均值

1. 336; F (λ) 为荧光供体在波数为 λ 的荧光强

度 ; B (λ) 为受体在波数为 λ 时的摩尔吸光系数，

采用矩形分割法求出两光谱重叠区域的积分值 λ

即可由 (8) 式求出 R。值， (7) 式求出 E 值和 r

值。经计算，可求得 r 值为 2.83 nm。这说明两者

之间的结合距离满足 O. 5 Ro < r < Ro ， 可见两者之

间有着很高的能量转移可能性[叫'即两者之间的

猝灭机理属于静态猝灭。

[飞
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图 6 BSA 的荧光发射光谱( a) 和

PSA 的收光谱 (b) 的重叠囱

飞:

Fig. 6 The overlap of the UV absorption spectrum 

of PSA with the fluorescence emission spectrum of 

BSA: (a) the UV absorbance spectrum of PSA and 

( b) the fluorescence spectrum of BSA 

2. 7 山梨酸锦对 BSA 构象的影晌

为了进一步证实 PSA 与 BSA 之间的相互作用

过程以及带来的结构上的改变，考察了 PSA 对

BSA 同步荧光光谱的影响。氨基酸残基的最大发射

波长与其所处环境的疏水性有关，因此由发射波长

的改变可判断蛋白质构象的变化对于蛋白质的同步

荧光光谱，iJ，λ ， = 15 nm 只表现出国各氨酸残基的荧

光， - 60 nm 时只表现出色氨酸残基的荧

光口。]。图 7 为 PSA 对 BSA 同步荧光光谐的影响?

可见略氨酸残基的最大发射波长基本保持不变，而

色氨酸残基的最大发射波长红移( ~ 3.0 nm) ，这

表明山梨酸饲的加入使 BSA 的构象发生变化?

酸残基所处环境的疏水性降低， BSA 内部的疏水结
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构有所瓦解 9 肤链的伸展程度增加。

3 
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图 7 BSA 的同步荧光光谱图

Fig. 7 Synchronous fluorescence spectroscopy 

spectra: (a) !:lλ1 15 nm; (b) /j，λo =60 nm 

论

用荧光光谱和共振散射光谱探讨了山梨酸饵对

牛血清白蛋白荧光和共振光散射猝灭的机理。研究

结果表明?结果表明山梨酸饵与牛血清白蛋白之间

的相互作用属于静态猝灭。山梨酸饵主要以电子作

用力与牛血清白蛋白相结合。它们的结合服从位点

结合模型，在在 288 和 293 瓦时近似形成一个结合

位点。同步荧光光谱表明山梨酸御的加入降低了牛

血清白蛋白内部色氨酸残基所处环境的疏水性。
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程序直接法解出晶体结构，数轮差值 Fo盯wr 拟合

确定非氢原子坐标，对全部非氢原子坐标及各向异

性参数进行全矩阵最小二乘法修正。氢原子位置按

理论模型计算，偏差因子为 Rj = 0.035 5 ， ωR2 = 
0.096 3 [1 > 28( I) ]和 R j =0.040 5 ， ωR2 =0. 102 

2 (所有数据)。差值电子密度最高和最低峰分别为

0.334 x 10 一 3和一 O. 222 >< 10 -3 e/nm3
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