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摘要 采用三 维荧光光谱法 ( 三维荧光光谱
、

三 维荧光偏振光谱 ) 结合 内源荧光探

针色氨酸对牛血清白蛋 白 ( B S A )和鸡蛋 白蛋 白 ( E A )及其在不同条件下 的构象变化

进行 了研 究
.

结果表明
,

三 维荧光光谱法是一 种研究蛋 白质 溶液构象很有效的分析

方法
,

该方法能够较直观地表明色氨酸残墓在蛋 白质分子 中的微环境及其在不同条

件下的构象变化
,

并得出了一些有价值的结果
.

关性词 三维荧光光谱法 牛血清白蛋白《B S )A 鸡蛋白蛋白《E )A 蛋白质构象

蛋白质是生物体中一种起着极其重要作用的活性物质
,

溶液状态下蛋白质构象变化的研

究对阐明蛋白质结构与功能的关系具有重要的意义
.

目前常用于蛋白质分子构象研究的实验

方法主要有 X 射线结构分析
、

紫外差示光谱
、

圆二色光谱
、

核磁共振
、

荧光光谱等 L`
,

2 】
.

其中
,

X
一

射线结构分析法虽然可以较准确地测定晶态蛋白质分子的构象
,

但对蛋白质晶体要求比较

高
,

方法复杂
,

同时不能用于测定溶液中蛋白质的分子构象
.

总的来说
,

发展一种研究溶液状

态下蛋白质分子构象的行之有效的方法是很有意义的
.

三维荧光光谱法是近 20 年来提出的一种荧光分析新方法〔’ ]
,

尤其是最近提出的三维荧光

偏振光谱在研究溶液 中荧光体分子的行为特征方面具有较大的优越性 〔4
·

5 】
.

本文首次运用三

维荧光光谱法研究溶液状态下的蛋白质分子构象
,

利用蛋白质内源荧光探针色氨酸残基研究

牛血清白蛋白 ( B SA )
、

鸡蛋白蛋白 ( E A )的构象及其在不同条件下如 6
.

0 m ol / L 盐酸肌
、

十二烷

基硫酸钠 ( S D )S 和十六烷基三 甲基按 ( C T A B )等不同介质中的构象变化
.

结果表明
,

三维荧光

光谱法是研究溶液状态下蛋白质分子构象一种很有效的方法
,

可望得到广泛的应用
.

l 实验部分

1
.

1 主要仪器和药品

日立 iH at hc i
一

6 50 10 5 荧光分光光度计 自编多功能数据采集系统
,

岛津 U V
一

2 40 紫外可见

分光光度计
.

B S A 和 E A 均购 自华美生物工程公司
,

B S A
,

E A (未经进一步纯化 )标准液的配制方法是

称取一定量的蛋白质
,

将其溶于 50 m m ol / L N a CI 溶液中配成 1
.

o n l
岁

n 1 L 的水溶液
,

保存于 4℃

19 9 6
一

0 2
一
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一

0 7
一

1 7 收修改稿
,
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冰箱中
.

2 次去离子
一

重蒸水
.

1
.

2 实验方法

于 10 mL 容量瓶中
,

加入 p H 7
.

OT isr 缓冲液 2
.

o m L
,

不同环境介质若干
,

BsA 或 E A 溶液

1
.

O m L
,

稀至刻度
,

轻轻摇匀
.

于 H i t ac hi
一

6 5 0 10 5 荧光分光光度计自编多功能数据采集系统

采集三维荧光光谱和三维荧光偏振光谱 (激发波长间隔和发射波长间隔分别为 5 和 2 n m )
,

狭

缝宽度均为 5 n m
,

三维光谱由 S U R F 软件绘出
.

并于 U V
一

2 40 紫外可见分光光度计上测试紫

外吸收光谱
.

2 原理

三维荧光光谱法通常表示的是与荧光物质盯荧光特性有关的三维分析技术
,

其中
,

通常意

义上的三维荧光光谱表示的是荧光物质的荧光强度同时随激发波长
、

发射波长变化的关系谱

图
.

由于三维荧光光谱所含的光谱信息非常丰富
,

有效地克服了常规荧光光谱特征性差的缺

陷
,

其光谱的指纹信息
、

荧光峰位置和荧光强度能够较好地反映荧光体分子状态的变化
,

因而

在荧光探针性质的研究方面具有较大的优越性 〔4 〕
.

三维荧光偏振光谱反映的是荧光体分子同时随激发波长
、

发射波长变化的偏振光谱
,

其三

维向量分别为激发波长
、

发射波长和偏振度
.

偏振度 尸是根据下式计算〔“ ] :

G一G
尸 二

I 。 一 I
v h x

I 。 + I
v h x

其中
,

G 为校正因子 ( = I h
v/ l h h )

,

I。和 I
,
、分别为垂直偏振光激发下的垂直偏振的发射光强度

和水平偏振的发射光强度
,

I h v

和 I h h分别为水平偏振光激发下的垂直偏振的发般光强度和水

平偏振的发射光强度
.

偏振光谱反映了荧光体分子对偏振光激发的取向
、

光选择性及激发矩与发射矩的共线等

特征
,

光谱形状和偏振度的变化与荧光体的转动速度
、

分子的形状等有关
,

因此常应用于生化

领域
,

如研究蛋白质的变性
、

缔合和转动速度等 0[]
.

三维荧光偏振光谱的信息量丰富
,

有力地

弥补了常规偏振光谱特征性差的缺陷
,

增大了三维荧光光谱的选择性 ; 不同荧光物质及同一荧

光物质在不同条件下的三维荧光偏振光谱能够表现出较强的指纹特征
,

在一定程度上揭示了

荧光体分子状态的差异
,

因而在荧光体分子行为的研究中显示出较大的优越性〔礴〕
.

3 结果与讨论

3
.

1 蛋白质色抓酸残春的三维荧光光谱

图 1
,

2 分别表示的是 B sA
,

E A 母体及其在 6
.

0 m ol / L 盐酸肌
、

2
.

0 x 1 0
一 Z m ol / L DS S 和

2
.

0 x l0
一

3 m ol/ L c T A B 介质中的三维荧光光谱
,

荧光峰位置和荧光强度数据见表 1
.

实验表

明
,

B队三维荧光光谱的荧光峰 (又
。二

/又
。 m )为 2 5 7 / 3 5 0 n m

,

S t o k e s
位移为 6 3 n m

,

E A 三维荧光

光谱的荧光峰为 2 8 9 / 3 4 2 n m
,

st ok
e s
位移为 53

n m
,

两者的峰位置和峰形显示出一定的差别
,

同时可以看出蛋白质仅表现为色氨酸残基的荧光
.

B SA 中色氨酸残基的 几
。 m ( 3 50

n m )较长
,

s t o k e s
位移较大 ( 6 3 n m )

,

E A 中色氨酸残基的 几
e m ( 3 4 2 n m )较短

,

s t o k e s
位移较小 ( 5 3 n m )

,

说

明了两者的色氨酸残基所处的微环境差异
,

根据经验规则 2[]
,

在 B sA 中色氨酸残基应处在分

子表面或分子内部的亲水区
,

在 E A 中色氨酸残基应处在分子 内部的疏水区
,
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图 1 BS A(
a

)及其在 6
.

O m o l/I 盐酸呱 ( b )
,

2
.

0 又 10 2
m

o
l八 S D S (

c
)和 2

.

0 x 10
一 3 m o l / L

C T A (B d) 介质中的三维荧光光谱

略 A 浓度为 10 0 拼g / m l
,

p H 7
.

0 T r i s
缓冲液
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图 2 E A (
a

)及其在 6
.

o m o
l八 盐酸狐 ( b )

,

2
.

0 洲 10 2
m

o l / L s D S (
。 )和 2

.

o x l o
一

3 m o l / L

C T BA (d) 介质中的三维荧光光谱

E A 浓度为 1 00 拜g / m L
,

p H 7
.

0 T r i ,
缓冲液

表 1 B SA 和 E A 在不同条件 厂的荧光光谱参数 a)

】3 S A E A

条件
又。、 :

义
e .

/ n m
△人/ n m F P

久
。 : : 几。。

/ n m
△人 / n m F

0
、

1 17

0
.

0 6 5

0
.

0 9 4

0
.

0 8 7

0
.

14 3

0
.

0 6 5

0
.

0 9 7

0
.

0 8 1

1é9内,ù百人七J6气
一了6

4 4 9

1 19

15 5

3 7 8

2 8 9 : 3 4 2

2 8 9 : 3 5 8

2 8 9 : 3 4 2

2 89 : 3 5 0

3 2 5

2 2 8

16 4

5 4 9

凡oj丹网0
护hLU飞à叹é蛋白质母体

盐酸呱 6
.

0 nt o一 L
一 ’

S D S 2
.

0 火 10
一 Z

mo l
·

l
-

C T AB 2
.

o x l o ’ 3

mo 卜L

2 8 7 : 3 5 0

2 8 8 : 3 56

2 8 8 : 3 2 6

2 8 8 : 3 38

a) 表中 么几为 s t o k。 位移
; F 为峰值荧光强度

; 尸为荧光偏振度
,

其区域均值范围
: 孟。 ,

为 2 60 一 290 nm
,

久. 为 3 50 一 390 nm

蛋白质在 6
.

0 om l/ L 盐酸肌介质中的三维荧光光谱变化进一步说明了 B sA 和 E A 分子中

色氨酸残基的构象的差异
.

盐酸肌是蛋白质常用的变性剂
,

蛋白质在高浓度的盐酸肌介质中
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变性后
.

从有序结构转变为无序结构
,

发生去折登过程 [7 」
.

变性实验表 明
,

B
SA 变性后色氨酸

残基的峰位略有红移
,

S t o ke s
位移也略为增大

,

说明其所处微环境的极性有增强
,

从而说明色

氨酸残基更可能是处在 B
SA 分子 内部的亲水区

,

在蛋白质变性后色氨酸残基较完全裸露到水

溶液中
,

导致所处微环境极性增大
,

同时荧光强度明显降低
.

而在 E A 中
,

由于色氨酸残基是

处在蛋白质内部的疏水区
,

因而在蛋白质变性后
,

色氨酸残基的裸露使得其所处的微环境性质

有较大的变化
,

极性明显增强
,

从而引起其三维荧光光谱发生较大的变化
,

荧光峰明显红移
,

tS o k e s
位移也明显增大

,

同时荧光强度有一定的降低
.

表面活性剂是影响蛋白质活性的一类较常用的物质
,

本文试验了两种不同的表面活性剂

(阴离子表面活性剂 S D S 和阳离子表面活性剂 C T A B )对蛋 白质构象的影响
.

结果表明 S D S

的加入使得 B SA 中色氨酸残基的荧光峰 明显紫移
,

tS ok
e s
位移明显减小 (表 1)

,

说 明 B SA 中

色氨酸残基所处微环境的极性有显著的降低 ;然而 S D s 的加入对 E A 中色氨酸残基的荧光峰

无明显影响
,

S ot ke
s
位移亦基本不变

.

试验了 SD S 浓度对蛋白质中色氨酸残基荧光强度的影

响
,

结果显示加入少量的 SD S 即使得蛋白质的荧光明显降低
,

见图 3 ( a )
,

其影响曲线显示与临

界胶束浓度无明显关系
,

这预示了 S D S 的单体分子可能插入到蛋白质内部的亲水区
,

从而导

致处在 B S A 分子中亲水 区的色氨酸残基所处的微环境发生较大的变化
,

极性明显降低
,

表现

出其荧光峰形有较大的改变
,

荧光峰明显蓝移
,

S ot k es 位移减小
.

但对处在 E A 分子中疏水区

的色氨酸残基却无明显影响
,

这进一步预示了 S D S 可能是以单体分子插入到蛋白质分子内亲

水区的方式与蛋白质发生作用
.

C T A B 的加入使得 B S A 中色氨酸残基的峰有一定的紫移
,

荧

光强度也有一定的降低
,

使得 E A 中色氨酸残基的峰有一定的红移
,

荧光强度有明显的增强
,

试验 C月认 B 浓度对蛋白质荧光强度的影响见图 3( b)
,

均在其临界胶束浓度 ( 9
.

0 x l o ’ 魂m o l / )L

附近出现了一个拐点
,

说明 C T A B 对蛋 白质构象的影响主要是 以胶团方式作用
,

其影响方式

和 SD S 有较大的差异
,

这一现象预示着 SD S 是以阴离子头基擂入到蛋白质内部亲水区
,

c T A B

较难插入到蛋白质中
,

加入 C T BA 后
,

B SA 分子的色氨酸残基所处微环境的极性降低 (峰紫

移
,

tS o
ke

s
位移减小

,

荧光强度降低 ) ; E A 分子的色氨酸残基所处微环境的极性提高 (峰红移
,

戈戈
_ _

_
_ _

___

ttt 苏戈二二不二二二扛石石

2 0 0 0

味 1 0 0 0

0
.

0 0
.

5 1
.

0 1
.

5 2
.

0

0 1 毛

0
.

0 0
.

5

sD S x 10
一

勺m ol
·

L
一 `

(万 A B x

1
.

0 1
.

5 2
.

0

10
一

夕m .ol L
一 ,

( b )

图 3 SDS ( a )和 CT BA ( b )对蛋白质荧光强度的影响

O 为 B S A二为 E A
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S t ok
s e

位移增大
,

荧光强度增强 )
.

这一实验不仅表明了色氨酸残基所处蛋 白质分子 中构象的

差异
,

同时也较好地表明了三维荧光光谱能够用来研究表面活性剂和蛋白质分子相互作用的

机制
.

3
.

2 蛋白质色氮酸残墓的三维荧光偏振光谱

图 4
、

图 5 分别表示的是 B s A
,

E A 母体及其在 6
.

0 m ol / L 盐酸肌
、

2
.

0 x 10
一 Zm ol / L s D s 和

2
.

O x 10
’ 3 m ol / L C T A B 介质中的三维荧光偏振光谱

,

荧光偏振度数据见表 1
.

实验表明
,

B SA
和 E A 的三维荧光偏振光谱的光谱指纹特征明显

,

B
SA 表现为较有规则的条形偏振峰

,

荧光偏

振度为 0
.

1 17 ;E A 表现为一个较大的平台
,

荧光偏振度为 0
.

143
,

较直观地显示了两者色氨酸

残基构象的差异
.
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:

三维荧光光谱法研究蛋白质溶液构象

我们曾试验色氨酸分子在不同胶束中的三维荧光偏振光谱变化〔 4〕
,

表明色氨酸进入到胶

束后
,

随着所处微环境极性的降低并受到胶束的一定保护
,

色氨酸的三维荧光偏振光谱的特征

性增加
.

从这一事实
,

并结合三维荧光光谱所表现出来的特征
,

B S A 中色氨酸残基表现出来

的较有规则的条形偏振峰便说明了色氨酸残基所处微环境的极性比水溶液略低
,

应处在 B S A

内部亲水区 ; E A 中色氨酸残基所处微环境介质的非极性使得其荧光偏振度比 B SA 略高
,

虽然

其微环境极性的进一步降低
,

其三维荧光偏振光谱又表现为一平台
.

但仍和变性后暴露在水溶

液中的情况有一定的区别 (后面将进一步讨论 )
.

在 6
.

o m ol / L 盐酸肌变性介质中蛋白质的三维荧光偏振光谱变化表明
,

B SA 在变性后三

维荧光偏振光谱由原来的条形偏振峰变为一平台
,

说明了色氨酸残基 由原来的 内部亲水区暴

露到水溶液 中
,

因而偏振度和光谱特征性降低 ; 变性后 E A 的色氨酸残基裸露到蛋白质分子表

面水溶液中
,

偏振度降低
,

其三维荧光偏振光谱虽然仍表现为一个平台
,

但其平台周围的特征

和变性前有较明显的差异
.

S D S 的加入对 B SA 的三维荧光偏振光谱影响较显著 (特征性和偏

振度均降低 )
,

而对 E A 的三维荧光偏振光谱的影响较不明显
,

光谱特征性变化较小
,

这一结果

进一步说明了三维荧光光谱所得到的结果
,

即 S D S 主要是以单体分子插入到蛋 白质分子 内部

的亲水区与蛋白质分子相互作用的
.

三维荧光偏振光谱 同时较好地表明了 C T A B 对蛋 白质

分子构象的影响
,

C T A B 的加入使得 B S A 中色氨酸残基 的光谱特征性降低
,

同时结合三维荧

光光谱的变化情况
,

进一步说明了此时色氨酸残基构象的变化
,

其所处微环境的极性有 明显的

降低
.

E A 中色氨酸残基的光谱特征性明显增强
,

并且和 B SA 母体分子中色氨酸残基的光谱

特征非常相似
,

显示了色氨酸残基所处微环境的极性有一定的提高
,

蛋白质构象的变化使得色

氨酸残基处于蛋白质分子 内部的亲水区
.

毕竟三维荧光偏振光谱是最近提出的新荧光分析法
,

虽然提供了荧光体分子行为特征的

丰富信息
,

表现了不同蛋 白质分子及其在不同条件下的指纹特征
,

但尚有某些现象难于解释
.

如蛋白质分子中色氨酸残基暴露在水溶液中表现为一个平台
,

处在 B SA 内部亲水区时 (微环

境极性较水溶液略低 )的光谱特征性较强
,

而处在 E A 内部疏水区时 (微环境极性进一步降低 )

又表现为一平台
,

虽然和水溶液仍有一定的差别
.

这些现象的机制尚待进一步的研究
.

`ù八“̀J

…
,̀
2

J.i

3
.

3 荧光锌灭实验

K l 是 一种常用的荧光碎灭剂
,

常用来考察蛋白

质中色氨酸残基的构象
.

试验 K l 对 B SA 和 E A 的

作用情况表明(见图 6)
,

K l 对 B SA 分子的荧光有一

定的碎灭
,

而对 E A 分子的荧光仅有轻微的碎灭
,

其

影响程度说明 B
SA 和 E A 中色氨酸残基均处在蛋 白 几

质分子的内部
,

K l 对 B S A 的荧光碎灭程度 比 E A 强

一些是 由于少许碘离子能够进入蛋白质的亲水区
,

从而一定程度地拌灭 B S A 分子内部亲水区的色氨酸

残基的荧光
,

而对 E A 分子内部疏水区的色氨酸残基

无明显影响
.

同时试验了 B SA 和 E A 在 6
.

0 m ol / L

盐酸肌变性介质中的紫外差示光谱 (图略 )
,

结果和

0
.

2 0
.

4 0
.

6 0
.

8 1
.

0

K 1 x 0
.

1 / mo l
·

L
一 ’

图 6 K l 的荧光碎灭实验

O 为 B S A
,

. 为 E A
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文献相似 〔 7]
,

均在 2 86
n m 出现一个负峰

,

说明色氨酸残基在蛋白质变性后均从蛋白质分子 内

部裸露到溶液中
,

进一步表明色氨酸残基均处在蛋白质分子内部
.

综上所述
,

利用其丰富的信息量
,

三维荧光光谱和三维荧光偏振光谱是研究蛋 白质溶液构

象较有力的工具
.
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