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荧光增白剂与人血清白蛋白相互作用的多种光谱法及
分子对接技术研究
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摘要:通过多种光谱方法与分子对接技术ꎬ从分子水平上对两种荧光增白剂(Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５)与人血清白蛋白(ＨＳＡ)的
相互作用机制进行研究ꎮ 稳态荧光光谱及紫外￣可见光谱实验结果表明ꎬＣ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 均形成了基态复合物

(ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５、ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５)ꎬ猝灭机理为静态猝灭机理ꎬ热力学参数表明氢键与范德华力是结合作用的主要作用力ꎬ并
且结合过程都是自发进行ꎮ 三维荧光光谱结果表明 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 可以改变 ＨＳＡ 的氨基酸残基微环境和构象ꎬＣ Ｉ.
１８５ 对 ＨＳＡ 产生的影响是最大的ꎮ 分子模拟实验进一步验证上述实验结果ꎮ
关键词:荧光增白剂ꎻ人血清白蛋白ꎻ多种光谱ꎻ分子模拟技术ꎻ相互作用
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清白蛋白相互作用的多种光谱法及分子对接技术研究[ Ｊ] .
化学试剂ꎬ２０２４ꎬ４６(８):３４￣４１ꎮ

　 　 荧光增白剂是一种荧光染料ꎬ具有亮白、增艳

等作用ꎬ已广泛应用于人们的日常生活中ꎮ 在我

国ꎬ荧光增白剂被定义为精细化工产品ꎬ不属于食

品添加剂ꎬ并且严禁非法添加到食品中ꎮ 在国家

食品安全整顿办函[２０１０]５０ 号文件[１] 中已经公

布荧光增白剂被列入第四批“食品中可能违法添

加的非食用物质和易滥用的食品添加剂”黑名单

中ꎮ 大多数荧光增白剂的结构式中含有苯环、萘、
多环芳烃等结构ꎬ有引起体外细胞遗传物质损伤

及潜在致癌的可能[２]ꎮ 根据相关报道ꎬ荧光增白

剂在进入人体与蛋白质进行结合后ꎬ正常的代谢

途径很难将其排出体外ꎬ并且荧光增白剂对生物

体伤口愈合能力产生影响ꎬ阻止伤口愈合以及降

低免疫力ꎬ对致癌肿瘤的形成有促进作用[３]ꎮ
小分子物质经各种途径进入人体ꎬ与人体内

的运输载体结合后运送到到人体各部位ꎮ 血液中

的血清白蛋白是血液中含量最丰富的蛋白质之

一ꎬ能够与进入血液中的各类小分子物质进行结

合ꎬ并将其运输到人体各部位ꎮ 研究荧光增白剂

与血清白蛋白的相互作用ꎬ能够更好地了解荧光

增白剂与血清白蛋白结合后ꎬ在生物体内的运输、
分配、代谢、毒害性等方面的性质ꎬ对荧光增白剂

的毒理学及其安全风险评估具有重要的指导意

义ꎬ对低毒性或无毒的荧光增白剂的发展及应用

提供理论依据ꎮ 目前关于荧光增白剂的研究主要
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集中在检测方面[４ꎬ５]ꎬ而荧光增白剂与血清白蛋

白的相互作用研究较少ꎮ 潘可亮等[６] 利用荧光

光谱法研究牛血清白蛋白(ＢＳＡ)与荧光增白剂

(ＶＢＬ、ＣＢＳ￣Ｘ、ＢＢＵ)的相互作用机制ꎬ但其研究

方法比较单一ꎬ且使用的模型蛋白是 ＢＳＡꎬ并不能

更好地了解荧光增白剂在人体内的作用机理、构
效关系等情况ꎮ 因此ꎬ运用多种研究手段从分子

水平上深入了解荧光增白剂进入人体后所引发的

生化反应机制ꎬ对荧光增白剂在日常生活中的安

全应用至关重要ꎮ
人血清白蛋白(Ｈｕｍａｎ Ｓｅｒｕｍ ＡｌｂｕｍｉｎꎬＨＳＡ)

是人体内血浆中含量最丰富的蛋白质ꎬ具有特殊

位点ꎬ能够与金属离子、药物分子和染料等进行特

异性结合ꎬ是运输内源性及外源性物质的重要载

体[７]ꎬ是研究蛋白质折叠和配体结合过程中最理

想的模型蛋白并且应用最广泛[７￣９]ꎮ ＨＳＡ 的氨基

酸序列的测定已基本完成[７]ꎬ苯丙氨酸残基

(Ｐｈｅ)、酪氨酸残基(Ｔｙｒ)以及色氨酸残基(Ｔｒｐ)
是 ＨＳＡ 主要的荧光发色基团ꎬ其荧光强度之比

ＦＩ(Ｔｒｐ) ∶ＦＩ(Ｔｙｒ) ∶ＦＩ(Ｐｈｅ)＝ １００ ∶９ ∶０ ５ꎮ 因此ꎬ
研究者们一般默认色氨酸残基(Ｔｒｐ)是 ＨＳＡ 主要

的荧光发色基团[１０ꎬ１１]ꎮ
通过多种光谱实验及分子模拟对接技术从相

互作用的亲和力、反应过程及其主要作用力以及

对 ＨＳＡ 氨基酸残基微环境及其构象影响方面研

究荧光增白剂(Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ꎬ图 １)与 ＨＳＡ 的

相互作用ꎬ建立荧光增白剂与 ＨＳＡ 进行相互作用

的体外模型ꎬ能够更好地了解荧光增白剂在人体

内的运输、分配、代谢、毒害性和分子设计具有重

要意义ꎬ而且对有关部门划分食品非法添加物具

有重要的指导意义ꎮ

ａ.Ｃ Ｉ.１３５ꎻｂ.Ｃ Ｉ.１８５

图 １　 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 分子结构式

Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ Ｃ Ｉ.１８５

１　 实验部分

１ １ 　 主要仪器与试剂

ＬＳ￣５５ 型荧光光谱仪(美国 Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ 公

司)ꎻＴＨＳ￣２２Ｑ 型超级恒温水槽(宁波天恒仪器

厂)ꎻＴＵ￣１８１０ＤＡＰＣ 型紫外￣可见分光光谱仪(北
京普析通用有限公司)ꎻＤＺＳ￣７０６ 型多参数分析仪

(上海仪电科学仪器股份有限公司)ꎻＭｉｌｌｉｐｏｒｅ￣Ｑ

超纯水净化仪(美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎮ
荧光增白剂 Ｃ Ｉ.１３５(纯度 ９９ １％ꎬ美国斯坦

福化学公司)ꎻ荧光增白剂 Ｃ Ｉ.１８５(纯度 ９９ ８％ꎬ
坛墨质检科技股份有限公司)ꎻＨＳＡ(纯度 ９７％ꎬ
美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻＮａＣｌ、ＫＣｌ、Ｎａ２ＨＰＯ４、
ＫＨ２ＰＯ４(分析纯ꎬ天津光复科技有限公司)ꎻ乙醇

(分析纯ꎬ国药集团化学试剂有限公司)ꎻ超纯水

作为实验用水ꎮ
１ ２ 　 实验方法

１ ２ １ 　 溶液的配制

用 ＮａＣｌ、 ＫＣｌ、 Ｎａ２ＨＰＯ４、 ＫＨ２ＰＯ４ 配制 ０ ２
ｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)ꎬ并调节至 ｐＨ ７ ４ꎬ用
ＰＢＳ 缓冲液将 ＨＳＡ 配制成 ２ ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ 的使

用液ꎮ Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 均用乙醇配制ꎮ
１ ２ ２ 　 稳态荧光光谱实验

将激发波长设置为 ２９５ ｎｍꎬ调节适当的激发

狭缝和发射狭缝的宽度ꎮ 在 ３００~ ４５０ ｎｍ 波长范

围内ꎬ测定 ２９８、３０４、３１０ Ｋ 下ꎬＨＳＡ 在不同浓度的

Ｃ Ｉ.１３５ 与 Ｃ Ｉ.１８５ 的荧光光谱ꎬＣ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５
浓度均从 ０ ｍｏｌ / Ｌ 增加到 ２ ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ每次增
加 ２ ０×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎮ
１ ２ ３ 　 紫外￣可见吸收光谱实验

将 ＨＳＡ 和两个荧光增白剂配制成浓度为

２ ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ 溶液ꎮ 设置扫描波长范围为

２００~３５０ ｎｍꎬ分别测量 ＨＳＡ 的紫外￣可见吸收光

谱和两个 ＨＳＡ￣荧光增白剂与相应的荧光增白剂

的吸收光差谱ꎮ 测量用的比色皿是径长为 １ ０ ｃｍ
的石英比色皿ꎮ
１ ２ ４ 　 三维荧光实验

将 ＨＳＡ 和两个荧光增白剂配制成浓度为

１ ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ 溶液ꎬ设置激发波长范围为 ２００ ~
３５０ ｎｍꎬ设置发射波长范围为 ２００ ~ ５００ ｎｍꎬ扫描

波长每次增加 ５ ｎｍꎮ
１ ２ ５ 　 分子模拟对接实验

ＨＳＡ 的晶体结构来源于 ＲＣＳＢ 蛋白数据库

(ＰＤＢ ＩＤ:１ｈ９ｚ)ꎮ 用分子对接软件(Ｓｙｂｙｌ ８ １)对
ＨＳＡ 晶体进行去除水分子、加入氢原子及电荷等

前处理后ꎬ与荧光增白剂分子模型进行模拟结合ꎬ
根据实验数据分析荧光增白剂与 ＨＳＡ 的结合模

式、结合部位、作用力类型以及荧光增白剂对

ＨＳＡ 构象及氨基酸残基微环境的影响等ꎮ

２　 结果与讨论

２ １ 　 荧光增白剂对 ＨＳＡ 荧光光谱的影响

　 　 如图 ２ 所示ꎬ在波长 ３５０ ｎｍ 处ꎬＨＳＡ 表现出

５３
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较强的荧光ꎬ而 Ｃ Ｉ.１３５ 与 Ｃ Ｉ.１８５ 几乎没有荧

光ꎻ当加入 Ｃ Ｉ.１３５ 与 Ｃ Ｉ.１８５ 后ꎬＨＳＡ 的荧光强

度降低ꎬ说明 Ｃ Ｉ.１３５ 与 Ｃ Ｉ.１８５ 都可以有效地猝

灭 ＨＳＡ 的内源性荧光ꎻ当不断加入 Ｃ Ｉ. １３５ 与

Ｃ Ｉ.１８５ꎬＨＳＡ 荧光峰的荧光强度逐渐降低ꎬ说明

Ｃ Ｉ.１３５ 与 Ｃ Ｉ.１８５ 是以浓度依赖形式猝灭 ＨＳＡ
的内源性荧光ꎮ 此外ꎬ从图 ２ 中可以看出ꎬ随着

Ｃ Ｉ.１３５ 与 Ｃ Ｉ.１８５ 的加入ꎬＨＳＡ 的发射峰位置有

蓝移现象ꎬ且荧光光谱的形状发生变化ꎬ说明在

Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 相互作用的过程中ꎬＣ Ｉ.
１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 可以改变 ＨＳＡ 的氨基酸残基的极性

环境[１２]ꎮ

１~１１:Ｃ Ｉ.１３５ 与 Ｃ Ｉ.１８５ 浓度为 ０、０ ２、０ ４、０ ６、０ ８、１ ０、

１ ２、１ ４、１ ６、１ ８、２ ０(×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ)
ａ.Ｃ Ｉ.１３５ꎻｂ.Ｃ Ｉ.１８５

图 ２　 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 对 ＨＳＡ 内源性荧光的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ Ｃ Ｉ.１８５ ｏｎ ＨＳＡ
ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

从图 ２ 中的插图可看出ꎬ当 Ｃ Ｉ.１３５ 与 Ｃ Ｉ.
１８５ 浓度低时ꎬＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５ 与 ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５ 的荧

光猝灭方程有着良好的线性关系ꎮ 由于 Ｃ Ｉ.１３５、
Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 的结合作用ꎬ导致这两个荧光增

白剂与 ＨＳＡ 发生光诱导电子转移[１３]ꎮ ＨＳＡ 与

Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 之间的光诱导电子转移阻止了

Ｔｒｐ 残基中电子和分子轨道的正常重组ꎬ电子通过

非辐射跃迁回到基态ꎬ从而导致 ＨＳＡ 荧光猝灭[１３]ꎮ
２ ２ 　 荧光增白剂与 ＨＳＡ 相互作用的猝灭机理

荧光猝灭机理主要包括静态猝灭和动态猝

灭[１４￣１６]ꎬ可以通过荧光猝灭常数(ＫＳＶ)在不同温

度下的变化情况来区分ꎮ 动态猝灭的 ＫＳＶ通常随

反应温度的升高而增大ꎬ造成这一现象是因为荧

光猝灭剂与荧光基团在激发态相互碰撞产生的ꎬ
温度越高ꎬ两者的碰撞越激烈ꎬ而静态猝灭则随反

应温度的升高而减小ꎬ这是因为静态猝灭是由荧

光基团与荧光猝灭剂相互作用而结合成稳定的基

态复合物ꎬ温度越高ꎬ基态复合物则会被分解[１７]ꎮ
为了研究 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 相互作用的荧

光猝灭机理ꎬ分别在 ３ 个不同的温度(２９８、３０４、
３１０ Ｋ)进行实验ꎬ并用 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 方程(方程

式 １)对数据分析处理[１７]ꎬ计算的 ＫＳＶ 值均列于

表 １ 中:
Ｆ０ / Ｆ ＝ １ ＋ ＫＳＶ[Ｑ] (１)

　 　 式中ꎬＦ０ 为未加入荧光增白剂浓度时 ＨＳＡ 的荧光强度[１７] ꎬ

Ｆ 为加入相应浓度的荧光增白剂时 ＨＳＡ 的荧光强度[１７] ꎬＫＳＶ为

猝灭常数[１７] ꎬ[Ｑ]为荧光增白剂的浓度[１７] ꎮ

ａ.Ｃ Ｉ.１３５ꎻｂ.Ｃ Ｉ.１８５

图 ３　 ３ 个温度下 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 的

Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 关系图

Ｆｉｇ.３　 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ ｐｌｏｔｓ ｏｆ Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ Ｃ Ｉ.１８５ ｏｎ
ＨＳＡ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

表 １ 　 ３ 个温度下 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ
相互作用的 ＫＳＶ

Ｔａｂ.１　 ＫＳＶ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ
Ｃ Ｉ.１８５ ｏｎ ＨＳＡ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

作用类型 Ｔ / Ｋ ＫＳＶ / (１０５ Ｌｍｏｌ－１) Ｒ２ Ｓ.Ｄ.

ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５
２９８
３０４
３１０

３ ３９
２ ２３
１ ７４

０ ９９７
０ ９９８
０ ９９９

０ ０２１
０ ００９
０ ００５

ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５
２９８
３０４
３１０

３ ５２
３ １１
２ ７９

０ ９９６
０ ９９９
０ ９９８

０ ０２４
０ ００１
０ ００３

６３
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　 　 表 １ 数据表明ꎬ随着温度升高ꎬ两个相互作用

体系的 ＫＳＶ值均下降ꎬ表明了这两个相互作用体

系的猝灭机理均为静态猝灭ꎬ因此可以使用修正

的 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ[１８]方程(方程式 ２)进一步分析荧

光光谱数据ꎮ
Ｆ０ / (Ｆ０ － Ｆ) ＝ １ / ( ｆａＫａ[Ｑ]) ＋ １ / ｆ (２)

　 　 式中ꎬＫａ 为荧光增白剂与 ＨＳＡ 相互作用的结合常数[１８] ꎬ

[Ｑ]为荧光增白剂的浓度[１８] ꎬｆａ 为 ＨＳＡ 荧光分子与荧光猝灭剂

接近的部分[１８] ꎮ

ａ.Ｃ Ｉ.１３５ꎻｂ.Ｃ Ｉ.１８５

图 ４　 在 ３ 个温度下 Ｃ Ｉ.１３５ 及 Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 的

修正 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 关系图

Ｆｉｇ.４　 Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ ｐｌｏｔｓ ｏｆ Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ
Ｃ Ｉ.１８５ ｏｎ ＨＳＡ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

如图 ４ 所示ꎬＨＳＡ￣Ｃ Ｉ. １３５ 与 ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ. １８５
相互作用体系修正后的 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 方程图的线

性关系良好ꎮ 从表 ２ 中看出ꎬＨＳＡ￣Ｃ Ｉ. １３５ 与

ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５ 相互作用体系的结合常数(Ｋａ)值均

随着温度的升高而下降ꎬ说明 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与

ＨＳＡ 的结合能力因温度升高而变弱ꎬ表明 ＨＳＡ￣
Ｃ Ｉ.１３５ 与 ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５ 的荧光猝灭机理为静态

　 　 　 　 　 　表 ２ 　 ３ 个温度下 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ
相互作用的 Ｋａ

Ｔａｂ.２　 Ｋａ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ
Ｃ Ｉ.１８５ ｏｎ ＨＳＡ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

作用类型 Ｔ / Ｋ Ｋａ / (１０５ Ｌｍｏｌ－１) Ｒ２ Ｓ.Ｄ.

ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５
２９８
３０４
３１０

６ ３８
５ ３０
３ ９０

０ ９９９
０ ９９７
０ ９９８

０ ０９６
０ ３３９
０ ４１６

ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５
２９８
３０４
３１０

７ ８８
６ ０９
４ ８５

０ ９９９
０ ９９９
０ ９９９

０ ０９８
０ ０３２
０ ０７９

猝灭机理ꎬ而且 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 的 Ｋａ 值

均<１０６Ｌ / ｍｏｌꎬ说明 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 之间

的结合作用比较弱ꎮ
为验证上述荧光增白剂与 ＨＳＡ 相互作用的

猝灭机理为静态猝灭的实验结果ꎬ选择紫外￣可见

吸收光谱法[１８] 进行求证ꎮ ＨＳＡ 的紫外吸收主要

来源于 Ｐｈｅ 中的苯基、Ｔｙｒ 的酚基和 Ｔｒｐ 的吲哚基

对光的吸收ꎬ并且 ＨＳＡ 中的肽键对光也有很强的

吸收[１９]ꎮ 在一般的研究中ꎬ常利用紫外￣可见吸

收光谱法对生物大分子构象的变化、生色团的环

境、小分子物质对蛋白质的荧光猝灭机理等方面

进行研究[２０ꎬ２１]ꎮ
ＨＳＡ 与 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 相互作用体系的紫

外￣可见吸收光谱谱图如图 ５ 所示ꎬ体系的差吸收

光谱[１８] 为[[ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ. １３５]￣Ｃ Ｉ. １３５]及[[ＨＳＡ￣
Ｃ Ｉ.１８５]￣Ｃ Ｉ.１８５]ꎬ两者与 ＨＳＡ 的紫外￣可见吸

收光谱没有完全重叠ꎬ表明了 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与

ＨＳＡ 的结合后形成了新的基态复合物ꎬ从而使得

紫外￣可见吸收光谱发生改变ꎬ因此可以进一步证

明了 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 相互作用的机理是

一个静态猝灭机理ꎮ

ＣＨＳＡ ＝ＣＣ Ｉ.１３５ ＝ＣＣ Ｉ.１８５ ＝ ２ ０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ

ａ.Ｃ Ｉ.１３５ꎻｂ.Ｃ Ｉ.１８５

图 ５　 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 相互作用的

紫外￣可见吸收光谱图

Ｆｉｇ.５　 ＵＶ￣Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ Ｃ Ｉ.１８５ ｏｎ ＨＳＡ

２ ３ 　 荧光增白剂与 ＨＳＡ 的结合模式

小分子配体与生物大分子相互作用的过程中

必定有作用力的产生ꎬ这些作用力类型主要包括

静电作用力、疏水作用力、范德华力、氢键作用力

７３
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以及空间位阻排斥力等[２２ꎬ２３]ꎬ采用 Ｖａｎ′ｔ Ｈｏｆｆ 方
程(方程式 ３、方程式 ４) 计算出 ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ. １３５、
ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５ 体系的热力学参数[２２ꎬ２３]ꎬ并根据热

力学参数判断 ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５、ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５ 反应体

系的主要作用力类型[２２ꎬ２３]ꎮ
ｌｎＫａ ＝ ΔＨ / ＲＴ ＋ ΔＳ / Ｒ (３)

ΔＧ ＝ ΔＨ － ＴΔＳ (４)

　 　 式中ꎬＫａ 为相互作用体系的结合常数ꎬΔＨ 为焓变ꎬΔＳ 为熵

变ꎬΔＧ 吉布斯自由能变ꎬＲ 为气体常数ꎬＴ 为绝对温度ꎮ

图 ６ 为 ３ 个不同温度下 ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５、ＨＳＡ￣
Ｃ Ｉ.１８５ 相互作用体系的 ｌｎＫａ 对 １ / Ｔ 作图ꎬ计算

结果列于表 ３ 中ꎮ 从表 ３ 可以看出两个相互作用

体系的 ΔＧ 是负值ꎬ可推出 Ｃ Ｉ. １３５、Ｃ Ｉ. １８５ 与

ＨＳＡ 是自发进行结合ꎬＣ Ｉ. １３５、Ｃ Ｉ. １８５ 与 ＨＳＡ

ａ.Ｃ Ｉ.１３５ꎻｂ.Ｃ Ｉ.１８５

图 ６　 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 相互作用的

Ｖａｎ′ｔ Ｈｏｆｆ 关系图

Ｆｉｇ.６　 Ｖａｎ′ｔ Ｈｏｆｆ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ Ｃ Ｉ.１８５ ｏｎ ＨＳＡ

表 ３ 　 在 ３ 个不同温度下ꎬＣ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ
相互作用的热力学参数

Ｔａｂ.３　 Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ Ｃ Ｉ.１８５ ａｎｄ ＨＳＡ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

作用类型 Ｔ / Ｋ
ΔＨ /
(ｋＪ

ｍｏｌ－１)

ΔＧ /
(ｋＪ

ｍｏｌ－１)

ΔＳ / ( Ｊ
ｍｏｌ－１
Ｋ－１)

Ｒ２ Ｓ.Ｄ.

ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５
２９８
３０４
３１０

－３１ ５４
－２７ ４２
－２７ ３４
－２７ ２５

－１３ ８１ ０ ９９９ ０ ０１１

ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５
２９８
３０４
３１０

－３１ ０７
－２７ ９３
－２７ ８６
－２７ ８０

－１０ ５７ ０ ９９９ ０ ００８

结合体系的 ΔＨ 与 ΔＳ 也都是负值ꎬ证明两个体系

是都是以氢键和范德华力为主导力[２２ꎬ２３]ꎬ并且

ΔＨ 是负值ꎬ证明 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 在进行

结合时会释放热量ꎮ
２ ４ 　 三维荧光光谱实验

ＨＳＡ 的三维荧光光谱一般有 ４ 个特征峰ꎬ主
要包括代表氨基酸残基(Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ)的峰 １、代
表多肽骨架的峰 ２、两个瑞利散射峰[２４￣２６]ꎬ因此可

以根据峰 １ 及峰 ２ 的荧光强度变化的大小来判断

ａ.ＨＳＡꎻｂ.ＨＡＳ￣Ｃ Ｉ.１３５ꎻｃ.ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５

图 ７　 ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５、ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ
相互作用的三维荧光光谱图

Ｆｉｇ.７　 Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ Ｃ Ｉ.１８５ ｏｎ ＨＡＳ

表 ４ 　 ＨＳＡ 与 ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５、ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５ 的

三维荧光表征数据

Ｔａｂ.４　 Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＨＳＡ ａｎｄ ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５ꎬＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５

相互作用体系 峰 １ 峰 ２

ＨＳＡ ｏｎｌｙ
峰位 λｅｘ / λｅｍ / (ｎｍ/ ｎｍ)
荧光强度 / ａ.ｕ.

２９０ / ３４９ ５１
７５０ ２５

２３５ / ３４７ ６１
４２５ ７２

ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５
峰位 λｅｘ / λｅｍ / (ｎｍ/ ｎｍ)
荧光强度 / ａ.ｕ.

２９０ / ３４６ １２
５６０ ４５

２３５ / ３４６ ５９
３８５ １４

ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５
峰位 λｅｘ / λｅｍ / (ｎｍ/ ｎｍ)
荧光强度 / ａ.ｕ.

２９０ / ３４５ ６７
５００ ０５

２３５ / ３４５ １５
１８５ ６６

８３
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Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 对 ＨＳＡ 的构象及氨基酸残基微

环境的影响ꎮ 如图 ７ 所示ꎬ加入 Ｃ Ｉ.１３５ 与 Ｃ Ｉ.
１８５ 后ꎬＨＳＡ 的峰 １、峰 ２ 荧光强度均降低ꎬ数据信

息列于表 ４ 中ꎮ
从表 ４ 中可观察到 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 加入到

ＨＳＡ 后ꎬＨＳＡ 的两个荧光特征峰的荧光强度均有

所下降ꎬ并且加入 Ｃ Ｉ.１３５ 后ꎬＨＳＡ 的峰 １ 蓝移了

３ ３９ ｎｍꎬ峰 ２ 蓝移了 １ ０２ ｎｍꎻ加入 Ｃ Ｉ.１８５ 后ꎬ
ＨＳＡ 的峰 １ 蓝移了 ３ ８４ ｎｍꎬ峰 ２ 蓝移了 ２ ４５
ｎｍꎮ 实验结果说明ꎬＣ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 结

合后都形成新的复合物ꎬ导致 ＨＳＡ 的三维荧光峰

发生蓝移ꎬＨＳＡ 的氨基酸残基的微环境以及 ＨＳＡ
的多肽骨架结构都受到影响[２６]ꎮ
２ ５ 　 分子模拟对接实验

分子模拟对接技术是研究分子相互作用的一

种常用的方法ꎬ它能获得配体和受体结合构象、作
用位点和作用力等信息[２７￣２９]ꎬ可以对光谱实验结

果提供进一步的验证ꎮ 如图 ８ 所示ꎬ将 Ｃ Ｉ.１３５、
Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 进行对接ꎬＣ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 的对

接分数分别为 ６ ５３、７ ５１ꎬ由于较高的对接分数

对应于物质与结合位点之间的较大结合常数[２９]ꎬ
因此对接结果预测 Ｃ Ｉ.１８５ 比 Ｃ Ｉ.１３５ 更容易与

ＨＳＡ 结合ꎮ 此结果与稳态荧光猝灭实验得到的

结果相吻合ꎮ

ａ.ＨＡＳ￣Ｃ Ｉ.１３５ꎻｂ.ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５

图 ８　 ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５、ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ
相互作用的分子模拟对接

Ｆｉｇ.８　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ Ｃ Ｉ.１８５ ｏｎ ＨＡＳ

如图 ９ 所示ꎬＣ Ｉ.１３５ 与 ＨＳＡ 结合作用后被

ＨＳＡ 的 Ａｌａ２９１、Ｇｌｕ２９２、Ａｒｇ２２２、Ｐｈｅ２２３、Ｌｙｓ１９５、
Ｉｌｅ２９４、 Ｌｙｓ２８６、 Ｓｅｒ２８７、 Ａｌａ２５８、 Ａｌｓ２６２、 Ｉｌｅ２６４、
Ｌｅｕ２６０、Ａｓｐ２５６、Ａｒｇ２５７、Ｖａｌ２４１、Ｌｅｕ２１９、Ｌｅｕ２３８、

Ｔｒｐ２１４、Ｐｈｅ２１１、Ｌｙｓ１９９、Ａｌａ２１０、Ｓｅｒ２０２、Ｌｅｕ２０３ 氨

基酸残基所包围ꎬ而 Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 结合作用后

被 ＨＳＡ 的 Ｓｅｒ２８７、Ａｌａ２９１、Ｖａｌ２９３、Ｉｌｅ２９０、Ａｌａ２６１、
Ｌｅｕ２６０、 Ｉｌｅ２６４、 Ｌｅｕ２３４、 Ｉｌｅ２７１、 Ｐｈｅ２２３、 Ｌｅｕ２３８、
Ｈｉｓ２４２、Ａｒｇ２２２、Ｌｅｕ２１９、Ａｒｇ２１８、 Ｔｒｐ２１４、Ａｌａ２１５、
Ｌｅｕ４８１、Ｓｅｒ２０２、Ａｌａ２１０、Ｐｈｅ２１１、Ｌｙｓ２１２、Ｌｙｓ１９９ 氨

基酸残基所包围ꎮ Ｃ Ｉ.１３５ 与 Ｃ Ｉ.１８５ 周围的氨

基酸残基数量均>２０ꎬ所以 ＨＳＡ 与 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.
１８５ 之间的范德华力极强[２９]ꎮ

ａ.ＨＡＳ￣Ｃ Ｉ.１３５ꎻｂ.ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５

图 ９　 ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５、ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ
相互作用的分子模拟对接

Ｆｉｇ.９　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ Ｃ Ｉ.１８５ ｏｎ ＨＡＳ

如图 １０ 所示ꎬＣ Ｉ.１３５ 与 ＨＳＡ 中 Ｔｒｐ ２１４ 的

距离为 ２ ６１ ÅꎬＣ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 中 Ｔｒｐ ２１４ 的距离

为 ２ ６４ Åꎮ Ｃ Ｉ.１８５ 距离 ＨＳＡ 的 Ｔｒｐ ２１４ 更近ꎬ对

ａ.ＨＡＳ￣Ｃ Ｉ.１３５ꎻｂ.ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５

图 １０　 ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５、ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ
相互作用的分子模拟对接

Ｆｉｇ.１０　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃ Ｉ.１３５ ａｎｄ Ｃ Ｉ.１８５ ｏｎ ＨＳＡ

９３
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其影响更大ꎬ即 Ｃ Ｉ.１８５ 能更好地猝灭 ＨＳＡ 的内

源性荧光ꎬ与稳态荧光光谱实验结论相符ꎮ Ｃ Ｉ.
１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 结合后都有 １ 个氢键生成ꎬ
Ｃ Ｉ.１３５ 与 ＨＳＡ 的 Ａｌａ ２１９ 形成了 １ 个氢键ꎬ键长

为 ２ ３２ ÅꎬＣ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 的 Ａｒｇ ２２２ 形成了 １ 个

氢键ꎬ键长为 ２ １３ Åꎬ表明氢键作用力是形成

ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ.１３５ 及 ＨＳＡ￣Ｃ Ｉ. １８５ 体系的关键ꎬ并且

Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 的结合作用更强ꎬ进一步验证了

稳态荧光猝灭实验结果ꎮ

３　 结论

基于上述实验结果ꎬ表明在近生理条件下ꎬ
Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 能够有效猝灭 ＨＳＡ 的内源性荧

光ꎬ并且会产生新的基态复合物ꎬ因此猝灭机制均

为静态猝灭机制ꎬＣ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 进行

结合是自发进行的ꎬ氢键和范德华力起到了主导

作用ꎬＣ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.１８５ 与 ＨＳＡ 结合后ꎬ还会引起

ＨＳＡ 的氨基酸残基微环境以及多肽骨架构象发

生改变ꎮ
从分子水平上探讨荧光增白剂 Ｃ Ｉ.１３５、Ｃ Ｉ.

１８５ 与 ＨＳＡ 的相互作用机制ꎬ揭示荧光增白剂进

入人体后所带来的潜在生物学影响ꎬ对荧光增白

剂的更深层次的研究及新型荧光增白剂的开发提

供重要的参考价值ꎮ
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