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荧光素酶与金丝桃素－镁离子配合物的相互作用
丁　 怡ꎬ李晓婷ꎬ周　 林ꎬ周家宏

(南京师范大学化学与材料科学学院ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 采用紫外－可见光谱法、荧光光谱法、圆二色谱法等研究了荧光素酶(Ｌｕｃ)与金丝桃素－镁离子配合物

(Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋)的相互作用ꎬ包括结合位点、结合常数、结合力强弱、生物大分子构象变化等因素的影响. 紫外－可见

光谱表明ꎬＨｙｐ￣Ｍｇ２＋与荧光素酶发生反应且改变了荧光素酶的分子结构. 荧光数据表明 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋与荧光素酶通

过生成非荧光复合物的静态猝灭而有效地猝灭了荧光素酶的荧光. 对荧光光谱数据处理得到 ２９８ Ｋ 下 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋

与荧光素酶的结合常数为 ３.１３×１０５ Ｌ / ｍｏｌ. ＣＤ 光谱表明ꎬＨｙｐ￣Ｍｇ２＋可改变荧光素酶的分子构象.
[关键词] 　 金丝桃素ꎬ荧光素酶ꎬ紫外－可见光谱ꎬ荧光光谱ꎬ圆二色谱
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金丝桃素(Ｈｙｐｅｒｉｃｉｎ)是贯叶金丝桃(Ｈｙｐｅｒｉｃｕｍｐｅｒｆｏｒａｔｕｍ Ｌ.)中最具有生物活性的物质ꎬ具有抗病毒、
抗肿瘤、抗抑郁等作用[１－２] . 近年来ꎬ随着人们对金丝桃素生物活性的深入研究ꎬ金丝桃素成为当前药物研

究的热点课题之一. 其中ꎬ金丝桃素以其显著的光动力机制引起了人们极大的关注. 金丝桃素在光动力治

疗(ＰＤＴ)中具有重要的作用ꎬ是最有效的光敏剂之一[３] . 实验和临床结果表明ꎬ金丝桃素具有很高的 Ｔ１

量子产率ꎬ较低的暗毒性和有效的１Ｏ２ 产率. 进一步研究证明光照条件下金丝桃素吸收光子ꎬ然后激发产

生活性氧物种 ＲＯＳꎬＲＯＳ 会使细胞的细胞膜、线粒体、溶酶体等发生不可逆的氧化反应ꎬ导致细胞凋亡或

坏死ꎬ从而杀死肿瘤细胞[４－６] . 但由于其主要吸收绿橙光ꎬ对组织的穿透能力有限ꎬ而自身的最大吸收峰在

５９５ ｎｍ 附近ꎬ所以通过制备金丝桃素与镁离子的配合物(Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋)ꎬ可提高金丝桃素的水溶性和在光疗

窗口的吸收. 荧光素酶( ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ)是一类能够产生生物荧光的酶ꎬ在临床医学及生物技术的分析领域具

有广泛的应用. 本实验选用的荧光素酶源于北美萤火虫(Ｐ. Ｐｙｒａｌｉｓ)ꎬ含有约 ５５０ 个氨基酸ꎬ分子质量约为

６２ ｋＤ[７－８] . 本文制备了 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋并通过光谱手段对荧光素酶与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋的相互作用进行研究ꎬ得出了荧

光素酶与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋反应的结合常数、结合位点等参数ꎬ阐明了荧光素酶与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋之间的相互作用机制ꎬ
探讨了构建通过荧光素和荧光素酶相互作用产生的自发光来激发光疗药物的给药体系的可行性.

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

金丝桃素(Ｈｙｐ)购自 Ａｌａｄｄｉｎꎬ纯度为 ９９％ꎬ使用前用二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)配制成 ２.７ ｍｍｏｌ / Ｌ 的母液
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图 １　 金丝桃素的分子结构

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｈｙｐｅｒｉｃｉｎ

避光保存. ＭｇＣｌ２ 购自上海凌峰化学试剂有限公司ꎬ使用前用去

离子水配制成 ２.７ ｍｍｏｌ / Ｌ 的母液保存. 荧光素酶购自 Ｓｉｇｍａ 公

司ꎬ用 ｐＨ＝ ７.０ 的磷酸盐缓冲溶液配制成 １.０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ 的荧光

素酶储备液. 其它试剂均为分析纯ꎬ实验用水为超纯去离子水.
１.２　 实验方法

１.２.１　 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋的制备

将 １００ μＬ Ｈｙｐ 加入到 １０ ｍＬ 搅拌着的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲溶液

(ｐＨ＝ ７.１０)中ꎬ然后将 ＭｇＣｌ２ 溶液加入到上述体系并搅拌 ３０ ｍｉｎ
得到 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋ .
１.２.２　 紫外－可见吸收光谱法

在 １ ｃｍ 二面通光的石英比色皿中加入 ３ ｍＬ １.０×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ
的荧光素酶溶液ꎬ用移液枪加入相同体积的 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋溶液ꎬ作用完全后依次测定体系的紫外－可见吸收

光谱.
１.２.３　 荧光光谱法

在 １ ｃｍ 四面通光的石英比色皿中加入 ３ ｍＬ １.０×１０－６ｍｏｌ / Ｌ 的荧光素酶溶液ꎬ用移液枪加入相同体积

的 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋溶液ꎬ作用完全后依次测定体系的荧光光谱.
１.２.４　 圆二色谱

固定比色皿中荧光素酶的浓度为 １.０×１０－７ ｍｏｌ / Ｌ 并加入 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋ . 反应完全后进行扫描. 设置光谱

带宽 １ ｎｍꎬ分辨率 ０.５ ｎｍꎬ响应时间 １ ｓꎬ扫描波段为 １９０ ｎｍ~２６０ ｎｍ.
１.２.５　 时间分辨荧光光谱

采用的脉冲光源为 ＬＥＤ 钠灯激光器. 数据用 ＩＢＨＤＡＳ６ 荧光衰减分析软件去卷积分处理后拟合为合

适的指数函数模式.

２　 结果与讨论

２.１　 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋的组成与结构

使用紫外－可见光谱法研究 Ｈｙｐ 与 Ｍｇ２＋配位后结构和性质的变化. 如图 ２(ａ)所示ꎬＨｙｐ 在 ｐＨ ＝ ７.１０
的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲溶液中有两个吸收峰ꎬ分别在 ５６４ ｎｍ 和 ６０４ ｎｍ 处. 与 Ｍｇ２＋配位后ꎬＨｙｐ 的两个吸收峰均

逐渐变宽ꎬ说明 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋比 Ｈｙｐ 具有更好的光捕获能力. 为了确定配合物的组成ꎬ将 ５６４ ｎｍ 处吸收峰强

度的改变对 Ｍｇ２＋与 Ｈｙｐ 摩尔比作图ꎬ如图 ２(ｂ)所示. 从图中可以看出ꎬＨｙｐ 与 Ｍｇ２＋配位后在 １.０ 处有拐

点ꎬ说明 Ｈｙｐ 与 Ｍｇ２＋的配位比为 １ ∶１.

[Ｈｙｐ] ＝ ２.７×１０－５ ｍｏｌ / Ｌꎻ[Ｍｇ２＋] ＝ ０ꎬ１.３５×１０－５ ｍｏｌ / Ｌꎬ２.７０×１０－５ ｍｏｌ / Ｌꎬ４.０５×１０－５ ｍｏｌ / Ｌꎬ５.４０×１０－５ ｍｏｌ / ＬꎻｐＨ＝ ７.１０ꎬＴ＝ ２９８ Ｋ

图 ２　 (ａ)Ｈｙｐ 溶液中加入 Ｍｇ２＋的 ＵＶ￣Ｖｉｓ光谱检测ꎻ(ｂ)Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋的摩尔曲线图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 (ａ)Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ Ｈｙｐ ｂｙ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｇ２＋ꎻ(ｂ) ｔｈｅ ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｍｇ２＋ ｉｎ (ａ)

２.２　 紫外－可见吸收光谱

紫外－可见吸收光谱法是研究药物小分子与生物大分子相互作用的一种最简便的方法之一[９] . 蛋白

质与药物小分子结合后ꎬ蛋白质的特征吸收峰会出现红移或蓝移的现象ꎬ可根据峰形和峰位的变化来判断
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　 　 [Ｌｕｃ] ＝ １×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎻ[Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋ ] / ( ａ－ｇ)＝ ０ꎬ１ / ３× １０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ

２ / ３×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ １ × １０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ ４ / ３ × １０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ ５ / ３ × １０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ

２×１０－６ ｍｏｌ / ＬꎻｐＨ＝ ７.０ꎬＴ＝ ２９８ Ｋ

图 ３　 Ｌｕｃ 与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋相互作用的紫外－可见吸收光谱

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＵＶ￣Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ｌｕｃ ａｎｄ Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋

二者发生反应的情况. 如图 ３ 所示ꎬ在 ２４０ ｎｍ~
３２０ ｎｍ 的光谱范围内ꎬ荧光素酶的最大吸收峰

位于 ２７６ ｎｍ 处. 随着药物浓度的增加ꎬ荧光素

酶位于 ２７６ ｎｍ 的吸收峰强度不断增大且发生

红移ꎬ表明 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋与荧光素酶发生相互作用

且使荧光素酶的分子构象发生变化.
２.３　 荧光猝灭机制研究

２.３.１　 稳态荧光分析

荧光光谱法是研究蛋白质与药物大分子间

相互作用的重要手段之一. 蛋白质分子的内源

荧光主要来自苯丙氨酸(Ｐｈｅ)、酪氨酸(Ｔｙｒ)和
色氨酸(Ｔｒｐ)残基. 苯丙氨酸的量子产量低ꎬ酪
氨酸易被相邻的氨基、羧基或色氨酸猝灭ꎬ所以

可利用色氨酸的荧光强度变化来研究药物与蛋白质间的相互作用[１０] . 此外ꎬ我们可以根据不同环境中药

物小分子对蛋白质荧光的猝灭变化得到反应的结合常数、结合位点及相互作用力类型等信息. 图 ４ 为不

同温度条件(２９８ Ｋ 和 ３１０ Ｋ)下荧光素酶与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋相互作用的荧光发射光谱. 由图可知ꎬ激发波长为

２８３ ｎｍ 时ꎬ荧光素酶的特征发射峰在 ３４８ ｎｍ 处. 随着药物浓度的增大ꎬ３４８ ｎｍ 处的荧光发射峰不断增强

且发生红移ꎬ说明 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋与荧光素酶发生相互作用且改变了荧光素酶的分子构象.

　 　 [Ｌｕｃ] ＝ １×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎻ[Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋] / (ａ－ｇ)＝ ０ꎬ１×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ２×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ３×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ４×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ

５×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ６×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎻλｅｘ ＝ ２８３ ｎｍꎬｐＨ＝ ７.０

图 ４　 Ｌｕｃ 与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋相互作用的荧光发射光谱

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ｌｕｃ ａｎｄ Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋

２.３.２　 荧光猝灭机制

荧光猝灭分为静态猝灭和动态猝灭等不同类型. 静态猝灭是猝灭剂分子与荧光物质分子之间形成了

新的非荧光复合物. 动态猝灭是猝灭剂分子与荧光分子的激发态分子之间相互碰撞而导致的荧光猝

灭. 温度升高ꎬ扩散系数增大ꎬ双分子猝灭过程的速率常数 Ｋｑ 增大ꎬ猝灭常数 Ｋｓｖ增大ꎬ有利于发生动态猝

灭ꎬ静态猝灭反之. 猝灭过程遵循 ｓｔｅｒｎ￣ｖｏｌｍｅｒ 方程[９ꎬ１１]:
Ｆ０ / Ｆ＝ １＋Ｋｓｖ[Ｑ] ＝ １＋Ｋｑ ０[Ｑ] . (１)

式中ꎬＦ０ 和 Ｆ分别为猝灭剂加入前后荧光物质的荧光强度ꎬＫｓｖ为猝灭常数ꎬ[Ｑ]为猝灭剂的浓度ꎬＫｑ 为双

分子猝灭过程的速率常数ꎬ猝灭剂不存在时荧光分子的平均寿命 ０ 为 １０－８ . 上述方程说明ꎬＦ０ / Ｆ 与猝灭

剂的浓度[Ｑ]呈线性关系ꎬ所得直线的斜率即为 Ｋｓｖꎬ并且能进一步求得 Ｋｑ . 图 ５ 为 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋对荧光素酶

猝灭的 ｓｔｅｒｎ￣ｖｏｌｍｅｒ 曲线. 由图可知ꎬ猝灭常数 Ｋｓｖ随温度的升高而减小ꎬ根据低温有利于静态猝灭可知ꎬ
Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋对荧光素酶的猝灭过程为静态猝灭. 此外ꎬ由方程斜率求得 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋对荧光素酶猝灭的速率常

数 Ｋｑ(见表 １)ꎬ远大于各类猝灭剂对生物大分子猝灭的速率常数ꎬ说明生成了无荧光的复合物ꎬ证明以上

猝灭属于非荧光复合物生成的静态猝灭.
２.３.３　 结合常数(Ｋｂ)与结合位点数(ｎ)

假设生物大分子中有 ｎ个等同且互不干扰的结合位点ꎬ则可推出下式[１２－１５]:
—３６—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉
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图 ５　 在不同温度下 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋对 Ｌｕｃ 猝灭的

Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 曲线

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋

ａｎｄ Ｌｕｃ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｌｏｇ[(Ｆ０－Ｆ) / Ｆ] ＝ ｌｏｇＫｂ＋ｎｌｏｇ[Ｑ] . (２)
图 ６ 为不同温度下ꎬ以 ｌｏｇ[(Ｆ０－Ｆ) / Ｆ]对 ｌｏｇ[Ｑ]的线性

拟合曲线ꎬ曲线线性关系良好ꎬ由图可求得结合常数 Ｋｂ 和结

合位点数 ｎ. 计算结果见表 １.
表 １　 不同温度下 Ｌｕｃ 与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋相互作用的猝灭常数

和结合参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｃｏｎｓｔａｎｔ ａｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｌｕｃ ａｎｄ Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋

温度 / Ｋ Ｋｓｖ / (１０５ Ｌ / ｍｏｌ) Ｋｑ / (１０１３ Ｌ / ｍｏｌ) Ｋｂ / (１０５ Ｌ / ｍｏｌ) ｎ

２９８ １.６５ １.６５ ３.１３ １.２

３１０ １.０２ １.０２ ４.２０ ０.９６

图 ６　 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋猝灭 Ｌｕｃ 的 ｌｏｇ[(Ｆ０－Ｆ) / Ｆ]对 ｌｏｇ[Ｑ]的线性拟合曲线

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｏｇ[(Ｆ０－Ｆ) / Ｆ] ａｎｄ １ / ｌｏｇ[Ｑ]

２.３.４　 热力学参数及相互作用力

药物小分子与生物大分子间的作用力类型有氢键、静电作用力、范德华力和疏水作用力等ꎬ可以根据

反应前后热力学参数焓变 ΔＨ和熵变 ΔＳ 的相对大小ꎬ判断药物小分子与生物大分子间的主要作用力类

型[１６－１８] . Ｎｅｍｅｔｈｙ 总结了热力学参数与作用力类型之间的一般规律:ΔＨ>０ꎬΔＳ>０ 时ꎬ主要是疏水作用力ꎻ
ΔＨ<０ꎬΔＳ<０ 时ꎬ主要是氢键和范德华力ꎻΔＨ<０ꎬΔＳ>０ 时ꎬ主要是静电作用力. 温度变化不大时ꎬΔＨ 可看

做一个常数. 其中ꎬ反应的自由能变 ΔＧꎬ焓变 ΔＨꎬ熵变 ΔＳ均可由以下热力学方程求得[９ꎬ１１]:
表 ２　 Ｌｕｃ 与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋相互作用的热力学参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ

Ｌｕｃ ａｎｄ Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋

温度 / Ｋ ΔＧ / (ｋＪ / ｍｏｌ) ΔＨ / (ｋＪ / ｍｏｌ) ΔＳ / (Ｊ / (ｍｏｌ􀅰Ｋ))

２９８
３１０

－１９.９
－２１.５

－２０.３０ １３３

　 　 ｌｎＫｂ ＝ －(ΔＨ / ＲＴ)＋Δ(Ｓ / Ｒ)ꎬ (３)
ΔＧ＝ －ＲＴｌｎＫｂꎬ (４)
ΔＧ＝ΔＨ－ＴΔＳ. (５)

根据式(３) ~式(５)可求得各热力学参数(见表 ２) . 从
表中可以看出 ΔＨ<０ꎬΔＳ>０ꎬ说明二者之间的作用力主要

是静电作用力.
２.４　 同步荧光

同步荧光技术是在同时扫描激发和发射波长的情况下测绘的荧光光谱图. 当激发波长和发射波长的

间距 Δλ＝ ２０ ｎｍ 时ꎬ扫描所得的同步荧光光谱为蛋白质分子中酪氨酸的特征荧光峰ꎬ而 Δλ ＝ ８０ ｎｍ 时则

为蛋白质分子中色氨酸的特征荧光峰[１９] . 为了进一步验证 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋的加入对荧光素酶酪氨酸和色氨酸

的影响情况ꎬ固定荧光素酶的浓度ꎬ不断加入不同量的 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋ꎬ分别测量各体系的同步荧光光谱. 图 ７
为荧光素酶分子中酪氨酸和色氨酸的同步荧光光谱图. 实验结果表明ꎬ加入 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋后ꎬ酪氨酸和色氨酸

的荧光峰不断增强ꎬ说明 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋与荧光素酶的酪氨酸和色氨酸均发生反应. 此外ꎬ从图中可直观地看

到ꎬ酪氨酸在 ３４８ ｎｍ 处的特征发射峰发生明显红移ꎬ而色氨酸的峰形变化很小ꎬ表明 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋更易与荧

光素酶的酪氨酸发生反应且改变了酪氨酸的分子构象.
２.５　 时间分辨荧光光谱

时间分辨荧光光谱是区分静态猝灭与动态猝灭最准确的方法之一. 时间分辨荧光光谱是指激发光脉

—４６—
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[Ｌｕｃ] ＝ １×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎻ[Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋] / (ａ－ｇ)＝ ０ꎬ１×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ２×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ３×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ

４×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ５×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ６×１０－６ ｍｏｌ / ＬꎻｐＨ＝ ７.０ꎬＴ＝ ２９８ Ｋ

图 ７　 Ｌｕｃ 与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋相互作用的同步荧光光谱

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ｌｕｃ ａｎｄ Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋

冲截止后相对于激发光脉冲的不同延迟时刻所测得的荧光发射ꎬ反映了激发态电子的运动过程. 荧光寿

命是指分子在单线激发态的平均停留时间ꎬ基于荧光寿命的测定可用来研究激发态的分子内或分子间的

相互作用[２０－２２] . 在磷酸盐缓冲溶液(ｐＨ＝ ７.０)中ꎬ激发波长为 ２８３ ｎｍ 时ꎬ荧光素酶的时间分辨荧光衰减曲

线如图 ８ 所示. 荧光素酶的荧光猝灭数据符合以下方程[９ꎬ２０]:

Ｉ( ｔ)＝ ∑
３

ｉ ＝ １
αｉｅｘｐ(－ｔ / ｉ)ꎬ (６)

< >＝ ∑
３

ｉ ＝ １
ｆｉ ｉꎬ (７)

ｆｉ ＝
αｉ ｉ

∑
３

ｉ ＝ １
αｉ ｉ
. (８)

从表 ３ 我们可以看到ꎬ荧光素酶的平均荧光寿命为 １.８６ ｎｓꎬ向溶液中加入 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋后ꎬ体系的平均荧

光寿命基本没有变化ꎬ表明荧光素酶与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋的相互作用为静态猝灭过程. 以上实验结果与稳态荧光

光谱实验结果一致.

图 ８　 Ｌｕｃ 的时间分辨荧光衰减曲线

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｐｕｒｅ Ｌｕｃ

表 ３　 Ｌｕｃ 和 Ｌｕｃ￣ｄｒｕｇ 复合体系的荧光寿命拟合值

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｌｉｆｅｔｉｍｅｓ ｏｆ Ｌｕｃ ａｎｄ Ｌｕｃ￣ｄｒｕｇ ａｄｄｕｃｔｓ

试样 ＣＤｒｕｇｓ / (μｍｏｌ / Ｌ) ｆ１ ｆ２ ｆ３  １ / ｎｓ  ２ / ｎｓ  ３ / ｎｓ < > / ｎｓ

Ｌｕｃ ０.００ ０.７８ ０.１９ ０.０３ ０.３７ １.５１ ４.０７ １.８６
Ｌｕｃ￣ｄｒｕｇ
Ｌｕｃ￣ｄｒｕｇ

５.００
１０.００

０.１６
０.１５

０.８１
０.８２

０.０２
０.０２

１.７４
１.７２

０.４５
０.４５

３.５４
４.２８

１.７８
１.８２

—５６—
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　 　 [Ｌｕｃ] ＝ １×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎻ[Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋ ] ＝ ０.８ μｍｏｌ / Ｌꎻ
ｐＨ＝ ７.０ꎬＴ＝ ２９８ Ｋ

图 ９　 Ｌｕｃ 与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋相互作用的圆二色谱

Ｆｉｇ􀆰 ９　 ＣＤ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ｌｕｃ ａｎｄ Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋

２.６　 圆二色谱

圆二色谱(ＣＤ)是研究蛋白质构象、折叠的一种简单

快捷的方法[２３－２４] . 荧光素酶与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋相互作用的 ＣＤ
曲线如图 ９ 所示. 从图中可以看到ꎬ在 １９０ ｎｍ 到 ２６０ ｎｍ
的 ＣＤ 谱范围内ꎬ荧光素酶的 α－螺旋结构在 ２０９ ｎｍ 和

２２２ ｎｍ 处出现两个负的特征峰. ２０９ ｎｍ 的负峰对应于

α－螺旋结构肽键的 π－π∗电子转移ꎬ２１５ ｎｍ 的负峰对应

于 β－折叠ꎬ２２２ ｎｍ 的负峰对应于 α－螺旋和无规则卷曲

的π－π∗ 电子转移. 加入 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋后ꎬ２０９ ｎｍ 和 ２２０ ｎｍ
的特征峰强度均有所降低ꎬ而 ２１５ ｎｍ 的峰强度升高ꎬ并
且 ２０９ ｎｍ 和 ２２２ ｎｍ 的负峰均向２０９ ｎｍ~２２２ ｎｍ 的中间

位置移动. 以上现象表明 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋的加入使荧光素酶的

α－螺旋结构部分转变为 β－折叠、β －转角和无规律卷

曲. 然而荧光素酶的峰型基本不变ꎬ表明 α－螺旋仍然占主导地位.
表 ４　 ＣＤＮＮ 软件处理后得到的 Ｌｕｃ 二级结构各组分的含量变化

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｌｕｃ ｆｒｏｍ ＣＤ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ ＣＤＮＮ ｐｒｏｇｒａｍ

试样 ＣＤｒｕｇ / (μｍｏｌ / Ｌ) α－螺旋 / ％ β－折叠 / ％ β－转角 / ％ 无规则卷曲 / ％

Ｌｕｃ
Ｌｕｃ－Ｄｒｕｇ

０
０.８

４５.２
４４.１

１４.８
１５.１

１５.０
１５.２

２５.１
２７.０

３　 结论

本文采用了紫外－可见光谱法、荧光光谱法、圆二色谱法等考察了荧光素酶与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋ 的相互作

用. 实验结果表明:Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋与荧光素酶发生相互作用后ꎬ荧光素酶分子中 α－螺旋的含量减少ꎬ部分转变

为 β－折叠、β－转角和无规则卷曲结构ꎬ但 α－螺旋仍占主导地位. 稳态荧光和时间分辨荧光表明ꎬＨｙｐ￣Ｍｇ２＋

对荧光素酶的猝灭过程为生成非荧光复合物的静态猝灭. 上述结论显示荧光素酶与 Ｈｙｐ￣Ｍｇ２＋两者之间虽

然存在明显的相互作用ꎬ但该作用对荧光素酶的构象影响并不显著ꎬ预示荧光素酶的生物活性没有受到根

本性的改变ꎬ即保留与荧光素作用后的发光性能. 这表明通过构建生物发光体系和光疗药物的共载给药

体系ꎬ利用荧光素和荧光素酶相互作用产生的自发光来激发光疗药物ꎬ在临床治疗过程中无需外加激光光

源的科研思路是可行的.
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