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[摘要 ] � 利用紫外 可见吸收光谱和荧光光谱系统地研究了痂囊腔菌素 A( EA )与血红蛋白 ( Hb)之间的相互作

用. 实验结果表明, EA与 H b之间的相互作用影响 H b分子的构象,且该影响在避光与光照等两种情况下存在明

显差异, 避光时 EA仅与 H b的氨基酸残基发生作用, 而光照时 EA与 H b的氨基酸残基和血红素辅基均发生作

用. 避光实验条件下的荧光猝灭常数、热力学参数等计算结果表明 H b荧光被猝灭方式为动态猝灭, EA对 H b之

间的作用力为疏水作用力.同步荧光进一步研究了 EA对 Hb微环境的影响.
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Abstrac t: The inte raction between E lsinochrome A ( EA ) and hem og lob in ( H b) w as investig ated us ing UV�v is spec tros�

copy and fluorescence spectroscopy. The resu lts suggested tha t the inte raction m odesw ere obv iously different in the dark

and the illum inated cond ition. In the dark, EA inte racted w ith the surface am ino ac id ofH b on ly, but w ith the illum ina�

tion, bo th am idic ac id and the inte rio r hem achrom e o fHb inte racted w ith EA. A cco rding to the va lues of the quenching

constant and the thermodynam ics param eters, the quench ingm echan ism was dynam ic quenching procedure and the inter�

ac tion between EA and H b w as m a inly hydrophobic in na ture. The changes in the m icro�c ircum stance o f am ino acid o f

Hb w ere analyzed by synchronous fluo rescence spec troscopy.

K ey words: E ls inochrom e A, hem og lobin, UV�v is spectroscopy, fluorescence spec tro scopy, synchronous fluorescence

spectroscopy
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� � 痂囊腔菌素 A (图 1)是一种苝醌类的有机化合物,拥有优良的光敏性

能,被认为是一种极有应用前景的天然光敏剂及光疗药物. 与传统的光疗药

物相比, 痂囊腔菌素 A因其极高的单线态氧产率而引起人们的关注
[ 1�3]

. 作

为一种潜在的临床光疗药物,系统地研究其与血液中大量存在的蛋白之间的

相互作用,对了解药物在体内的运输、吸收具有重要意义,而该类研究迄今尚

未见相关报道.

血红蛋白是人体血液中一种重要的蛋白质,主要是为人体各个组织器官

输送氧, 而痂囊腔菌素 A类光敏剂在临床治疗过程中是通过静脉注射的方

式进入人体,因此本文采用紫外 可见光谱、荧光光谱和同步荧光光谱等技术
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系统地研究了痂囊腔菌素 A与血液中血红蛋白的相互作用, 通过猝灭常数、热力学常数等计算确定了其

猝灭形式和主要作用力类型,在分析两者之间的相互作用机理的基础上, 探讨了痂囊腔菌素 A人体血液

中的传输机理.

1� 实验部分

1�1� 试剂与仪器
� � 痂囊腔菌素 A ( EA )从子囊菌 (E. annonae B itanc )中分离提取; 血红蛋白 (H b)购自 S igm a公司, 使用

前没有作进一步处理;其它试剂均为分析纯,实验用水为二次蒸馏水.实验均在 25� 下进行.

紫外 可见吸收光谱采用 Varian Cary 5000紫外可见分光光度计, 荧光光谱和同步荧光谱采用 Perkin

E lem ent LS�50B荧光光谱仪.光照实验采用 500W高压汞灯.

1�2� 实验方法

H b用磷酸缓冲液 ( pH = 7�4)配制成 1 � 10
- 5

m o l/L的溶液, 1 � 10
- 4

m o l/L的 EA溶液由二甲亚砜溶

解后再加蒸馏水稀释制得,避光储存.

实验过程中用微量进样器每次取 20�L EA (二甲亚砜浓度为 1 � 10
- 6

m ol/L,在该浓度下对实验无影

响
[ 4]

)水溶液至 3mL H b中, 用 1 cm石英比色皿测定,分别测定其紫外 可见吸收光谱、荧光光谱和同步荧

光光谱.荧光光谱激发波长为 280 nm,同步荧光光谱采用的波长差分别为 �= 20 nm和 �= 60 nm.

2� 结果与讨论

2�1� 紫外 可见光谱
� � 由文献可知,血红蛋白在紫外 可见光谱有 2个特征吸收峰,分别是 278 nm处的氨基酸残基的吸收峰

和 405 nm处的血红素辅基的吸收峰
[ 5]

. 图 2为 H b与 EA在避光 (图 2a)和光照 (图 2b) 2种不同实验条件

下发生相互作用的紫外 可见光谱图.在避光的实验条件下,随着溶液中 EA浓度的增大, H b在 278 nm处

的吸收强度明显增强, 405 nm处的吸收峰基本没有发生变化 (图 2a) ,表明 EA只能与 H b分子外部的氨基

酸残基发生相互作用
[ 6 ]

.这是由于 EA中的含氧基团与血红蛋白肽链的氨基酸残基中含氧或含氮基团之

间发生作用,使氨基酸残基中含氧或含氮基团所处的微环境发生改变, 使 278 nm处的吸光度发生升高
[ 4]

,

血红素辅基被包裹在 H b内部的疏水空穴中,空间位阻使 EA和血红素辅基之间不能发生直接作用, 因而

405 nm处的吸光度没有发生变化.

在光照的实验条件下 (图 2b), 随着溶液中 EA浓度的增大, H b位于 278 nm处的氨基酸残基的吸收峰

和位于 405 nm处的血红素辅基的吸收峰均发生下降. 这是由于 EA具有光敏性能, 光照导致其产生各种

活性氧物质,如单线态氧、超氧阴离子自由基和羟基自由基等
[ 1 ]

,这些活性氧物质一方面与蛋白质的氨基

酸残基发生作用,一方面进入 H b空腔内部损伤血红素辅基
[ 7]

, 使得吸光强度下降. 通过避光和光照的 2

种实验条件下的反应,说明 EA影响 H b分子构象的程度存在明显差异.
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2�2� 荧光光谱
H b与 EA在避光实验条件下相互作用的荧光光谱如图 3所示.激发波长 280 nm时,在 355 nm处可观

察到强的宽荧光发射峰,是由 H b中色氨酸残基和酪氨酸残基共同产生的
[ 8]

. 随着溶液中 EA浓度的不断

增加, H b的氨基酸的荧光强度逐渐升高,这是因为 EA与 H b发生作用后, 使 H b分子的微环境更加极性

化, 从而引起荧光强度发生有规律的升高
[ 9]

.

2�3� EA与 H b作用机理探讨

2�3�1� 荧光猝灭机制及猝灭常数

� � 为了研究 EA与 H b的荧光猝灭机理,可利用 Stern�V olm er方程
[ 10]

, 绘制不同温度下 F 0 /F与 [Q ]曲

线.

F 0 /F = 1 + K q �0 [Q ] = 1 + K SV [Q ],

F0为未加猝灭剂时的荧光强度; F为加入猝灭剂后的荧光强度; K q为分子扩散碰撞猝灭速率常数; �0

为荧光分子的平均寿命,约为 10
- 8

s
[ 11]
; K SV称为 Stern�V o lm er猝灭常数,是双分子猝灭速率常数与单分子

衰变速率常数的比率; [Q ]为猝灭剂浓度.

由图 4可见, F 0 /F与 [Q ]具有较好的线性关系,随着温度升高, 直线斜率增大,表明该猝灭过程为动

态猝灭
[ 12]
.一般认为, 各类猝灭剂对生物大分子的最大扩散碰撞猝灭常数为 2 � 10

10
L� m o l

- 1 � s
- 1

,而表

1中 EA对H b荧光猝灭的猝灭常数K q比它大 2个数量级,由于实验体系为离子溶液, 测得的动态猝灭常数

K q偏大很可能是离子强度的影响结果
[ 10]
.

表 1� EA与 Hb相互作用线性方程和相关系数

Tab le 1� Regres sion quench equa tions and correlation coefficien ts

t /� L inear regress ion equat ion K
q
/ ( L� m ol- 1 � s- 1 ) R

25

45

F 0 /F - 1 = 4�991 � 104 [Q ] - 1�019

F 0 /F - 1 = 5�661 � 104 [Q ] - 1�014

4�991 � 1012

5�661 � 1012

0�989 8

0�996 1

2�3�2� 热力学参数及相互作用力
表 2� EA与 Hb相互作用的热力学常数

Table 2� The therm odynam ic param eters o f EA to

Hb a t d ifferent tem peratures

t /� �H ( kJ� m ol- 1 ) �G ( k J� m o l- 1 ) �S ( J� m ol- 1� K- 1 )

25

45
26�18

- 26�34

- 26. 35

176�24

165. 19

� � EA与 H b相互作用的各种热力学参数可以根据以

下热力学公式算出
[ 13]
,根据反应前后热力学参数焓变

�H和熵变 �S的相对大小, 可以判断 EA与 H b之间的

主要作用力类型,相关数据见表 2.

ln
K 2

K 1

=
1

T 1

-
1

T 2

�H
R
,

�G = - RT lnK ,

�S = ( �H - �G ) /T .
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根据文献 [ 14] 可以得知:当 �H < 0或 �H � 0, �S > 0,两者之间的作用力主要为电荷作用力; �H <

0, �S < 0,作用力主要为范德华力或氢键作用力; �H > 0, �S > 0, 作用力主要为疏水作用力.因此表 2中

的数据可以判断出, EA与 H b在避光条件下相互作用过程的 �G < 0, �H > 0, �S > 0,说明该作用过程是

自发的,且作用力主要是疏水作用力.

2�4� 同步荧光
图 5为避光时 EA与 H b相互作用的同步荧光光谱. 当 �� = 20 nm时 (图 5a)在 355 nm处为 H b分子

结构中酪氨酸残基的荧光发射峰; ��= 60 nm时 (图 5b)在 339 nm处为H b分子结构中色氨酸残基的荧光

发射峰.

随着 EA浓度的增加, H b的酪氨酸残基荧光发射峰强度随之发生变化, 色氨酸残基的荧光发射峰基

本没有变化.比较二者可知 EA对 H b酪氨酸残基所处的微环境影响程度较大, 对色氨酸残基所处的微环

境基本没有影响.这些表明在避光的实验条件下, EA与 H b的酪氨酸残基发生作用, 使其微环境发生改

变,最终导致 H b的分子构象发生变化
[ 15]

. 该结论也说明 EA主要与 H b外部的氨基酸残基作用,从而改变

H b的构象,对内部血红素辅基的影响不大.这同 EA与 H b避光时的紫外 可见吸收光谱的实验结果一致.

3� 结论

本文采用紫外可见吸收光谱和荧光光谱等技术研究了 EA与 H b的相互作用.结果发现, 避光时 EA

仅与 H b的氨基酸残基发生作用,而光照时 EA同时与 H b的氨基酸残基和血红素辅基发生作用. 通过荧

光猝灭常数、结合常数和结合位点数的计算,证明避光时 EA对 H b荧光的猝灭方式为静态猝灭,两者之间

存在较强的结合作用,根据热力学参数确定 EA与 H b之间主要以疏水作用力相结合. 同步荧光光谱法进

一步确定了 EA对 H b构象存在一定的影响.
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