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谷胱甘肽对丁基化羟基甲苯与牛血清白蛋白作用机制影响的
光谱研究

吴雨彤ꎬ王俊茜ꎬ赵刚∗

(渤海大学 化学与材料工程学院ꎬ辽宁 锦州　 １２１０１３)

摘要:丁基化羟基甲苯(ＢＨＴ)是一种合成酚类抗氧化剂ꎬ也是一种潜在的内分泌干扰物ꎮ 采用荧光光谱法、紫外光谱法

和时间分辨荧光光谱法等表征方法ꎬ研究了 ＢＨＴ 与牛血清白蛋白(ＢＳＡ)的结合机制ꎬ以及谷胱甘肽(ＧＳＨ)对二者相互

作用的影响ꎮ ＢＨＴ 主要通过疏水作用与 ＢＳＡ 形成较为稳定的复合物(Ｋｂ ＝ １􀆰 １１×１０４ Ｌ / ｍｏｌ)ꎬ并改变了 ＢＳＡ 的二级结

构ꎮ 但 ＧＳＨ 会改变 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的作用力类型ꎬ降低 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的结合常数(Ｋｂ ＝ ２􀆰 １１×１０３ Ｌ / ｍｏｌ)ꎬ抑制 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ
的结合ꎬ增大二者的结合距离ꎬ并且在一定程度上削弱 ＢＨＴ 对 ＢＳＡ 二级结构的改变ꎮ 不过ꎬＢＨＴ 对 １ꎬ１￣二苯基￣２￣三硝

基苯肼(ＤＰＰＨ 自由基)的清除能力不受 ＧＳＨ 共存的影响ꎮ
关键词:丁基化羟基甲苯ꎻ牛血清白蛋白ꎻ谷胱甘肽ꎻ结合机制ꎻ光谱法
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苯与牛血清白蛋白作用机制影响的光谱研究[ Ｊ] .化学试

剂ꎬ２０２４ꎬ４６(８):１９￣２４ꎮ

　 　 食品生产中常使用抗氧化剂以防止或延缓食

品氧化、提高食品的稳定性以及延长贮存期ꎮ
ＢＨＴ 是一种合成酚类抗氧化剂ꎬ可以通过降低自

氧化和减少食品中脂肪的酸败来防止食品风味和

颜色的变化[１]ꎮ ＢＨＴ 常被用于高脂糕点、食用

油、罐头食品、婴儿糖果和肉制品等食品中ꎬ以保

持和稳定新鲜度、营养成分、风味和颜色[２]ꎮ 然

而ꎬ过量摄入 ＢＨＴ 会损害人类的肝脏、肺等器

官[３]ꎬ导致身体和肝脏畸形、ＤＮＡ 损伤、荷尔蒙破

坏和氧化应激[４]ꎬ被认为是潜在的肿瘤促进剂、
致癌物和内分泌干扰物[５]ꎮ 目前ꎬ美国粮农组

织 /世界卫生组织(ＦＡＯ / ＷＨＯ)设定的 ＢＨＴ 每日

可接受摄入量(ＡＤＩ)为 ０~０􀆰 １２５ ｍｇ / ｋｇ[６]ꎮ
前期研究结果显示ꎬ与 ＢＨＴ 结构相似的抗氧

化剂 ＢＨＡ 被肠道吸收进入血液ꎬ与血清白蛋白

(ＳＡ)结合[７]ꎬ并改变其结构ꎬ甚至可能会影响其

正常的生理功能ꎮ ＳＡ 是脊椎动物循环系统中的

主要运输蛋白[８]ꎬ在内源性物质和外源性物质的

吸收、分布、代谢等生理活动中起重要作用ꎮ Ａｌ￣
Ｓｈａｂｉｂ 等[９]证明 ＢＨＴ 对 ＳＡ 具有较强的亲和力ꎬ
并改变其二级结构ꎮ 然而ꎬ如何减小 ＢＨＴ 对蛋白

质毒性的影响尚不清楚ꎮ ＧＳＨ 是细胞中最常见
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的非蛋白硫醇ꎬ它通过附着在药物上或与药物相

互作用ꎬ以防止蛋白质或 ＤＮＡ 免受氧化损伤ꎬ维
持免疫功能ꎬ以及帮助 ＤＮＡ 修复[１０]ꎮ 例如ꎬ用
ＧＳＨ 作肝脏中的保护剂ꎬ以防止危险或致癌物的

危害[１１]ꎮ ＧＳＨ 已被证明可以减缓 ３ꎬ４′ꎬ５￣三溴糖

酰苯胺和 ＨＳＡ 的结合[１２]ꎮ ＧＳＨ 在抑制 ＢＨＴ 对

大鼠肝脏和小鼠肺的某些毒性作用方面也发挥着

重要作用[１３]ꎮ 本文从结合亲和力、结合作用力、
ＢＳＡ 构象影响等方面ꎬ对比研究了 ＧＳＨ 对 ＢＨＴ
和 ＢＳＡ 结合过程的影响ꎬ为了解酚类抗氧化剂对

ＳＡ 的干扰机制以及合成抗氧化剂的合理使用等

提供参考ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

Ｆ￣３８０ 型荧光分光光度计(天津港东科技股

份有限公司)ꎻＵＶ￣２８００ 型紫外￣可见分光光度计

(上海舜宇恒平科学仪器有限公司)ꎻ ＦＬＳ１０００
型稳态和瞬态荧光光谱仪(英国爱丁堡仪器有限

公司)ꎮ
牛血清白蛋白(ＢＳＡꎬ北京索莱宝科技有限公

司)ꎻ丁基化羟基甲苯(ＢＨＴꎬ天津大茂化学试剂

厂)ꎻ谷氨酸 ( ＧＳＨꎬ上海毕得医药科技有限公

司)ꎻ１ꎬ１￣二苯基￣２￣三硝基苯肼(ＤＰＰＨ)、华法林

钠(ＷＡＲ)、布洛芬( ＩＢＵ) (上海阿拉丁生化科技

股份有限公司)ꎻ所用试剂均为分析纯ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 荧光光谱的测定

ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的相互作用:用 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲溶

液(０􀆰 ２ ｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ７􀆰 ４０ꎬ０􀆰 １５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ)配制

１􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ ＢＳＡ 溶液ꎬ分别在 ２９８、３０３、３１０ Ｋ
的 ３ 个温度下ꎬ用 １􀆰 ０×１０－３ ｍｏｌ / Ｌ ＢＨＴ 溶液连续

滴定 ＢＳＡ 溶液 ６ 次ꎬ每次 １０ μＬꎬ测定荧光光谱ꎮ
ＧＳＨ 对 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 相互作用的影响:分别

在 ２９８、３０３、３１０ Ｋ 温度下ꎬ将 １􀆰 ０ × １０－６ ｍｏｌ / Ｌ
ＢＳＡ 溶液和 ３􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ 溶液充分混匀ꎬ
用 １􀆰 ０×１０－３ ｍｏｌ / Ｌ ＢＨＴ 溶液连续滴定 ６ 次ꎬ每次

１０ μＬꎬ测定荧光光谱ꎮ λｅｘ ＝ ２８０ ｎｍꎬλｅｍ ＝ ３００ ~
５００ ｎｍꎬ激发和发射狭缝宽度均为 ５ ｎｍꎮ 用 ＢＨＴ
在激发波长和发射波长处的吸光度(Ａｅｘ和 Ａｅｍ)ꎬ
根据公式(１) [１４]对测得的荧光强度(Ｆｏｂｓ)进行修

正ꎬ得到校正荧光强度(Ｆｃｏｒ)ꎬ以消除内滤荧光的

影响ꎮ
Ｆｃｏｒ ＝ Ｆｏｂｓ × ｅ(Ａｅｘ＋Ａｅｍ) / ２ (１)

１􀆰 ２􀆰 ２ 　 紫外光谱的测定

ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的相互作用:用 １􀆰 ０×１０－３ ｍｏｌ / Ｌ
ＢＨＴ 溶液连续滴定 １􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ ＢＳＡ 溶液 ６
次ꎬ每次 １０ μＬꎬ测定紫外光谱ꎮ

ＧＳＨ 对 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 相互作用的影响:将 １􀆰 ０×
１０－６ ｍｏｌ / Ｌ ＢＳＡ 溶液和 ３􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ 溶液

充分混匀ꎬ用 １􀆰 ０×１０－３ ｍｏｌ / Ｌ ＢＨＴ 溶液连续滴定

６ 次ꎬ每次 １０ μＬꎬ测定紫外光谱ꎮ 以 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓
冲溶液和相应浓度的 ＢＨＴ 做参比ꎬ在 ２００ ~ ３００
ｎｍ 范围内记录紫外光谱ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 三维荧光光谱的测定

分别测定 １􀆰 ０ × １０－６ ｍｏｌ / Ｌ ＢＳＡ 溶液ꎻ１􀆰 ０ ×
１０－６ ｍｏｌ / Ｌ ＢＳＡ 溶液和 ３􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ 溶液

混合溶液ꎻ以及 １􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ ＢＳＡ 溶液、３􀆰 ０×
１０－６ ｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ 溶液和 １􀆰 ０×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＢＨＴ 溶

液混合溶液的三维荧光光谱ꎮ 激发波长 ２００ ~
５００ ｎｍꎬ增量 ５ ｎｍꎻ发射波长 ２００ ~ ５５０ ｎｍꎬ增量

２ ｎｍꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 时间分辨荧光光谱的测定

分别测定 １􀆰 ０ × １０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＢＳＡ 溶液ꎻ１􀆰 ０ ×
１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＢＳＡ 溶液和 ３􀆰 ０×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ 溶液

混合溶液ꎻ以及 １􀆰 ０×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＢＳＡ 溶液、３􀆰 ０×
１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ 溶液和 １􀆰 ０×１０－４ ｍｏｌ / Ｌ ＢＨＴ 溶

液混合溶液的时间分辨荧光光谱ꎮ 激发波长和发

射波长分别设置为 ２９５、３５０ ｎｍꎬ用仪器自带软件

分析数据ꎬ计算 ＢＳＡ 的荧光寿命ꎬ并用 χ２ 值评估

拟合ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ 　 位点竞争实验

将 １􀆰 ０ × １０－６ ｍｏｌ / Ｌ ＢＳＡ 溶液和 １􀆰 ０ × １０－６

ｍｏｌ / Ｌ 布洛芬 /华法林溶液充分混匀ꎬ再用 １􀆰 ０ ×
１０－３ ｍｏｌ / Ｌ ＢＨＴ 溶液连续滴定 ６ 次ꎬ每次 １０ μＬꎮ
激发波长 ２８０ ｎｍꎬ发射波长 ３００~５００ ｎｍꎬ记录荧

光光谱ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ 　 ＤＰＰＨ 自由基清除实验

用无水乙醇配制 １􀆰 ０ × １０－４ ｍｏｌ / Ｌ ＤＰＰＨ 溶

液ꎬ４ ℃避光储存ꎬ每周新鲜制备ꎮ 将 ３ ｍＬ ＤＰＰＨ
分别 与 不 同 浓 度 的 ＢＨＴ 溶 液 或 ＢＨＴ￣ＧＳＨ
(ｎ(ＢＨＴ) ∶ｎ(ＧＳＨ)＝ １ ∶１)溶液混合均匀ꎬ避光反

应 ３０ ｍｉｎꎬ记录 ５１７ ｎｍ 处的吸光度[１５]ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 荧光猝灭法

荧光猝灭法用来研究 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的相互作

用机制ꎮ 图 １ 显示了 ＢＨＴ 对 ＢＳＡ 荧光光谱的猝

０２
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灭情况以及 ＧＳＨ 存在时的猝灭情况ꎮ ＢＳＡ 在 ３５１
ｎｍ 有较强荧光发射峰ꎬ其强度随 ＢＨＴ 浓度的增

加而减小ꎬ浓度为 １􀆰 ９６×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＢＨＴ 使其

ｃＢＳＡ ＝ １􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎻ１→７ 代表 ｃＢＨＴ ＝ ０、３􀆰 ３、６􀆰 ６、９􀆰 ９、

１３􀆰 １、１６􀆰 ３、１９􀆰 ６×１０－６ ｍｏｌ / ＬꎻｃＧＳＨ ＝ ３􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ

ａ.ＢＨＴ￣ＢＳＡꎻｂ.ＢＨＴ(ＢＳＡ￣ＧＳＨ)

图 １　 ＧＳＨ 对 ＢＳＡ 与 ＢＨＴ 荧光光谱的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＳＨ ｏｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ
ＢＳＡ ａｎｄ ＢＨＴ

猝灭 １５􀆰 ５％ꎬ并且发生 ６ ｎｍ 的蓝移ꎬ这说明 ＢＨＴ
与 ＢＳＡ 发生了相互作用ꎬ并且诱导氨基酸残基微

环境极性的减小[１６]ꎮ 然而ꎬ当 ＧＳＨ 存在时ꎬＢＨＴ
对 ＢＳＡ 的荧光猝灭减小至 １０􀆰 ２％ꎬ位移也减小至

２ ｎｍꎬ表明 ＧＳＨ 会影响 ＢＨＴ 对 ＢＳＡ 的荧光猝灭ꎬ
以及减弱 ＢＨＴ 对 ＢＳＡ 微环境极性的影响ꎮ

ＢＨＴ 对 ＢＳＡ 的荧光猝灭机制可能是静态猝

灭(复合物形成)或动态猝灭(分子碰撞)ꎮ 根据

Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 方程(２) [１７]:
Ｆ０ / Ｆ ＝ １ ＋ ｋｑτ０[Ｑ] ＝ １ ＋ ＫＳＶ[Ｑ] (２)

　 　 由 Ｆ０(与 ＢＨＴ 作用前 ＢＳＡ 的荧光强度)、Ｆ
(与 ＢＨＴ 作用后 ＢＳＡ 的荧光强度)、τ０(ＢＳＡ 平均

荧光寿命)和 Ｑ(ＢＨＴ 浓度)计算 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 猝

灭常数 ＫＳＶ和双分子动态猝灭速率常数 ｋｑꎬ列于

表 １ꎮ 一般来说ꎬ温度升高ꎬ复合物在静态猝灭时

稳定性降低ꎬＫＳＶ减小ꎻ而动态猝灭时分子碰撞效

率增大ꎬＫＳＶ增大[１８]ꎮ ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 作用的 ＫＳＶ值

随温度的升高而减小ꎬ并且 ｋｑ>２􀆰 ０×１０１０ Ｌ / (ｍｏｌ􀅰ｓ)
(配体对 ＳＡ 的最大扩散碰撞猝灭常数)ꎬ表明形

成 ＢＨＴ￣ＢＳＡ 复合物的静态猝灭是 ＢＳＡ 荧光猝灭

的主要原因ꎮ 三元体系中ꎬＧＳＨ 使 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ
作用的 ＫＳＶ值减小ꎬ但荧光猝灭机制没变ꎮ

表 １ 　 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 相互作用的常数

Ｔａｂ.１　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｓｔａｎｔｓ ｏｆ ＢＨＴ ａｎｄ ＢＳＡ

Ｔ / Ｋ
ＫＳＶ /

(Ｌ􀅰ｍｏｌ－１)
ｋｑ /

(Ｌ􀅰ｍｏｌ－１􀅰ｓ－１)
Ｋｂ /

(Ｌ􀅰ｍｏｌ－１)
ｎ

ΔＨ /
(ｋＪ􀅰ｍｏｌ－１)

ΔＳ /
( Ｊ􀅰ｍｏｌ－１􀅰Ｋ－１)

ΔＧ /
(ｋＪ􀅰ｍｏｌ－１)

　 ２９８ ９􀆰 ８５×１０３ １􀆰 ６４×１０１２ １􀆰 １１×１０４ １􀆰 ０１ 　 　 －２３􀆰 ２３
ＢＨＴ￣ＢＳＡ ３０３ ７􀆰 ３８×１０３ １􀆰 ２３×１０１２ ２􀆰 ０１×１０４ １􀆰 ０９ ６４􀆰 ２１ ２９３􀆰 ４５ －２４􀆰 ７０
　 ３１０ ５􀆰 ３７×１０３ ８􀆰 ９５×１０１１ ３􀆰 ０８×１０４ １􀆰 １６ 　 　 －２６􀆰 ７５

　 ２９８ ５􀆰 ５８×１０３ ９􀆰 ３０×１０１１ ２􀆰 １１×１０３ ０􀆰 ９１ 　 　 －１９􀆰 ０５
ＢＨＴ￣(ＢＳＡ￣ＧＳＨ) ３０３ ４􀆰 ９９×１０３ ８􀆰 ３２×１０１１ １􀆰 ４１×１０３ ０􀆰 ８８ －７３􀆰 ５５ －１８２􀆰 ８７ －１８􀆰 １４
　 ３１０ ４􀆰 ５９×１０３ ７􀆰 ６５×１０１１ ６􀆰 ７７×１０２ ０􀆰 ８１ 　 　 －１６􀆰 ８６

２􀆰 ２ 　 结合常数和结合位点数

ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的结合常数 Ｋｂ 和结合位点数 ｎ
可以利用双对数方程(３)计算[１９]ꎮ

ｌｏｇ[(Ｆ０ － Ｆ) / Ｆ] ＝ ｎｌｏｇ[Ｑ] ＋ ｌｏｇＫｂ (３)

　 　 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的 Ｋｂ 和 ｎ 值(表 １)分别为 １０４

Ｌ / ｍｏｌ、１ꎬ表明 ＢＨＴ 在 ＢＳＡ 的一个结合位点上ꎬ
以中等强度的亲和力相结合形成复合物ꎮ 当

ＧＳＨ 存在时ꎬＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的 Ｋｂ 随温度的升高而

减小至 １０２ ~１０３ Ｌ / ｍｏｌꎬ表明 ＧＳＨ 削弱了 ＢＨＴ 与

ＢＳＡ 的结合ꎬ即 ＧＳＨ 可能阻碍了 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 之

间的相互作用ꎮ 一般而言ꎬＫｂ 值越大说明结合亲

和力越强ꎬ这可能意味着 ＢＨＴ 不会被快速代谢ꎬ
在体内就会产生积累ꎬ而 ＧＳＨ 对 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 结

合的抑制作用ꎬ可能会加快 ＢＨＴ 的代谢ꎬ使其不

会被过多积累ꎮ
２􀆰 ３ 　 热力学参数和作用力类型

ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 结合的作用力可以根据热力学

参数的符号和大小推断ꎬ由 Ｖａｎ′ｔ Ｈｏｆｆ 方程(４)和
公式(５) [２０]计算焓变 ΔＨ、熵变 ΔＳ、自由能 ΔＧꎬ见
表 １ꎮ

ｌｎＫｂ ＝ ΔＨ / ＲＴ ＋ ΔＳ / Ｒ (４)

ΔＧ ＝ ΔＨ － ＴΔＳ (５)

　 　 ΔＨ>０、ΔＳ>０、ΔＧ<０ꎬ表明 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 主要

通过疏水作用自发形成复合物ꎮ 然而外源性物质

与蛋白质的相互作用往往涉及多种作用力ꎮ 从分

子结构来看ꎬＢＨＴ 具有的羟基使其易与 ＢＳＡ 形成

１２



化学试剂　 ＣＨＥＭＩＣＡＬ ＲＥＡＧＥＮＴＳ 第 ４６ 卷第 ８ 期

氢键ꎮ 因此ꎬＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的结合可能是疏水和氢

键共同作用的结果ꎮ 当 ＧＳＨ 存在时ꎬΔＨ 与 ΔＳ
均变为负值ꎬ其原因可能是 ＧＳＨ 与 ＢＨＴ 竞争与

ＢＳＡ 的结合位点ꎬ导致 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的相互作用

力减弱或改变ꎻＢＨＴ 和 ＧＳＨ 之间相互作用ꎬ影响

了 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的结合方式ꎻＧＳＨ 加剧了 ＢＨＴ 对

ＢＳＡ 构象的改变ꎬ影响了 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的作用力

类型ꎻＧＳＨ 诱导 ＢＳＡ 的构象变化ꎬ间接影响了

ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的结合和相互作用ꎮ
２􀆰 ４ 　 能量转移和作用距离

ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的作用距离可以根据 Ｆöｒｓｔｅｒ 非
辐射能量转移理论[２１]ꎬ计算 ＢＳＡ 和 ＢＨＴ 之间的

光谱重叠积分 Ｊ、能量转移效率 Ｅ、临界距离 Ｒ０ 和

作用距离 ｒ 列于表 ２ꎮ ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的 ｒ<７ ｎｍꎬ说
明极有可能发生了从 ＢＳＡ 到 ＢＨＴ 的能量转移ꎮ
当 ＧＳＨ 存在时ꎬＢＳＡ 与 ＢＨＴ 之间的 Ｅ 值减小ꎬｒ
值增大ꎬ说明 ＧＳＨ 增大了 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 之间的结

合距离ꎬ阻碍了二者的相互作用ꎬ这可能也是

ＧＳＨ 减小了 ＢＨＴ 对 ＢＳＡ 荧光猝灭程度的原因ꎮ
表 ２ 　 ＢＳＡ 与 ＢＨＴ 作用的 Ｊ、Ｅ、Ｒ０、ｒ 值

Ｔａｂ.２　 Ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＪꎬＥꎬＲ０ꎬｒ ｏｆ ＢＳＡ ａｎｄ ＢＨＴ

体系 Ｊ / (ｃｍ３􀅰ｍｏｌ－１) Ｅ /％ Ｒ０ / ｎｍ ｒ / ｎｍ

ＢＨＴ￣ＢＳＡ ８􀆰 ３８×１０－１５ ３􀆰 ４４ ２􀆰 ３８ ４􀆰 １５

ＢＨＴ￣(ＢＳＡ￣ＧＳＨ) ８􀆰 ３７×１０－１５ ２􀆰 １９ ２􀆰 ３８ ４􀆰 ４８

２􀆰 ５ 　 ＢＨＴ 对 ＢＳＡ 构象的改变以及 ＧＳＨ 的影响

２􀆰 ５􀆰 １ 　 紫外吸收光谱

紫外吸收光谱可用来研究 ＢＨＴ 对 ＢＳＡ 构象

的影响ꎮ ＢＳＡ 在 ２１０、２７８ ｎｍ 两个特征吸收峰

(图 ２)分别反映了 ＢＳＡ 肽链构象以及微环境的

极性[２２]ꎮ ＢＳＡ 在 ２１０ ｎｍ 的较强吸收峰ꎬ其吸光

度随 ＢＨＴ 浓度的增加而减小ꎬ当 ＢＨＴ 浓度为

１􀆰 ９６ × １０－５ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ ＢＳＡ 的 吸 光 度 减 小 了

１７􀆰 ５％ꎬ并伴随有 ３ ｎｍ 红移ꎬ表明 ＢＨＴ 诱导 ＢＳＡ
的肽链结构改变ꎮ 其原因主要是 ＢＨＴ￣ＢＳＡ 复合

物的形成ꎬ这一结论从 ＢＨＴ 吸收光谱与 ＢＨＴ￣ＢＳＡ
复合物吸收光谱的差异上也可以得到验证ꎮ 当

ＧＳＨ 存在时ꎬ相同浓度的 ＢＨＴ 使 ＢＳＡ 的吸光度

减小了 ７􀆰 ６％ꎬ并且没有发生明显的位移ꎬ这说明

ＧＳＨ 可能会抑制 ＢＨＴ 对 ＢＳＡ 二级结构的改变ꎮ
ＢＳＡ 在 ２７８ ｎｍ 处的吸收峰较弱ꎬ未能从紫外光谱

上观察到 ＢＨＴ 对 ＢＳＡ 微环境极性的影响ꎮ
２􀆰 ５􀆰 ２ 　 三维荧光光谱

三维荧光光谱可用于进一步研究 ＢＨＴ 对

ＢＳＡ 构象的改变ꎮ ＢＳＡ 表现出两个特征荧光峰ꎬ

　 　 　 　 　 　

ｃＢＳＡ ＝ １􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎻ１→７ 代表 ｃＢＨＴ ＝ ０、３􀆰 ３、６􀆰 ６、９􀆰 ９、

１３􀆰 １、１６􀆰 ３、１９􀆰 ６×１０－６ ｍｏｌ / ＬꎻｃＧＳＨ ＝ ３􀆰 ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ

ａ.ＢＨＴ￣ＢＳＡꎻｂ.ＢＨＴ￣(ＢＳＡ￣ＧＳＨ)

图 ２　 ＧＳＨ 对 ＢＳＡ 与 ＢＨＴ 紫外光谱的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＳＨ ｏｎ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ
ＢＳＡ ａｎｄ ＢＨＴ

峰 １(λｅｘ / λｅｍ ＝ ２７５ / ３４４ ｎｍ)ꎻ峰 ２(λｅｘ / λｅｍ ＝ ２４０ / ３４２ ｎｍ)

ａ.ＢＳＡꎻｂ.ＢＳＡ￣ＢＨＴꎻｃ.ＢＨＴ￣(ＢＳＡ￣ＧＳＨ)

图 ３　 ＧＳＨ 对 ＢＳＡ 与 ＢＨＴ 三维荧光光谱的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＳＨ ｏｎ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＢＳＡ ａｎｄ ＢＨＴ

２２
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峰 １ 和峰 ２ 分别反映氨基酸残基的特征和多肽链

主干结构的特征[２３]ꎮ 如图 ３ 所示ꎬＢＨＴ 使 ＢＳＡ
峰 １ 的荧光猝灭约 ３５􀆰 ３％ꎬ蓝移 ４ ｎｍꎻ峰 ２ 的荧

光猝灭约 ３４􀆰 ９％ꎬ蓝移 ２ ｎｍꎬ说明 ＢＨＴ 诱导 ＢＳＡ
的二级结构和氨基酸残基微环境改变ꎮ 当 ＧＳＨ
存在时ꎬＢＨＴ 仍会猝灭峰 １ 和峰 ２ 的荧光强度ꎬ但
荧光猝灭率分别减少至 １３􀆰 ５％和 ２０􀆰 １％ꎬ且不再

发生位移ꎬ表明 ＧＳＨ 削弱 ＢＨＴ 对 ＢＳＡ 二级结构

和氨基酸残基微环境的改变ꎬ这与紫外和荧光光

谱的实验一致ꎮ
２􀆰 ６ 　 时间分辨荧光光谱

时间分辨荧光光谱法用于测定 ＢＨＴ 对 ＢＳＡ
荧光寿命的影响[２４]ꎮ 如图 ４ 所示ꎬＢＨＴ 使 ＢＳＡ
的荧光寿命从 ６􀆰 ３７ ｎｓ 减小为 ５􀆰 ９５ ｎｓꎬ而加入

ＧＳＨ 后ꎬＢＳＡ 的荧光寿命又变回至 ６􀆰 １４ ｎｓꎮ 加入

ＧＳＨ 前后ꎬＢＳＡ 荧光寿命的变化再次验证了 ＧＳＨ
具有抑制 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 结合的作用ꎮ

图 ４　 ＧＳＨ 对 ＢＳＡ 与 ＢＨＴ 时间分辨荧光光谱的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＳＨ ｏｎ ｔｉｍｅ￣ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＢＳＡ ａｎｄ ＢＨＴ

２􀆰 ７ 　 位点竞争

ＢＳＡ 的ⅡＡ 和ⅢＡ 亚结构域(位点Ⅰ和位点

Ⅱ)可以结合大多数配体[２５]ꎮ 华法林和布洛芬常

被用于位点Ⅰ和位点Ⅱ的标记物ꎮ 由双对数方程

(３)计算在华法林和布洛芬存在时ꎬＢＨＴ 与 ＢＳＡ
的 Ｋｂ 分别为 ６􀆰 ０８×１０３、５􀆰 ０６×１０２ Ｌ / ｍｏｌꎬ可见布

洛芬显著降低了 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的 Ｋｂ 值ꎬ表明 ＢＨＴ
与布洛芬在同一位点竞争结合 ＢＳＡꎬ即 ＢＨＴ 结合

在 ＢＳＡ 的位点Ⅱꎮ
２􀆰 ８ 　 ＢＨＴ 对 ＤＰＰＨ 的清除

ＢＨＴ 对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力能够反映

ＢＨＴ 的抗氧化能力ꎮ 由图 ５ 可见ꎬ当 ＧＳＨ 存在

时ꎬＢＨＴ 清除 ＤＰＰＨ 自由基的能力不会降低且略

有增强ꎬ表明 ＧＳＨ 不仅不会降低 ＢＨＴ 的抗氧化

活性ꎬ并且具有协同抗氧化的作用[２６]ꎮ

３　 结论

ＧＳＨ 会影响 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 结合ꎬ主要表现在

　 　 　 　 　 　

ｃＤＰＰＨ ＝ １􀆰 ０×１０－４ ｍｏｌ / ＬꎬｃＢＨＴ / ＢＨＴ￣ＧＳＨ ＝ ０、０􀆰 ７、１􀆰 ３、２􀆰 ０、２􀆰 ６、

３􀆰 ２、３􀆰 ８、４􀆰 ５×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ

图 ５　 ＧＳＨ 对 ＢＨＴ 清除 ＤＰＰＨ 自由基的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＳＨ ｏｎ ＤＰＰＨ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｂｙ ＢＨＴ

减弱了 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 的结合亲和力ꎬ改变了二者

结合作用力ꎮ ＧＳＨ 对 ＢＨＴ 与 ＢＳＡ 结合过程的抑

制ꎬ可能会减少 ＢＨＴ 在血液中的积累ꎬ缩短 ＢＨＴ
在血浆中的半衰期ꎬ减小其对人体健康的威胁ꎮ
紫外吸收光谱、三维荧光光谱和时间分辨荧光光

谱分别从不同角度验证了 ＧＳＨ 可以抑制 ＢＨＴ 对

ＢＳＡ 二级结构及氨基酸微环境的改变ꎬ在一定程

度上稳定 ＢＳＡ 结构ꎮ 综上推测ꎬＧＳＨ 可能是一种

能降低 ＢＨＴ 对运输蛋白毒性的有效保护剂ꎮ
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