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::摘:要!利用荧光光谱法研究了月桂酸咪唑啉两性表面活性剂与牛血清白蛋白!a0B"的相互作用$

用 086+, K?).G6+方程&Y1,6b6-56+Ka*+d方程确定了其荧光猝灭机理为静态猝灭$得到了在不同的温度

和 ^c值条件下月桂酸咪唑啉两性表面活性剂和a0B作用的结合点位数&结合常数和热力学参数$研究

结果表明其作用力主要为范德华力%

关键词!月桂酸咪唑啉#牛血清白蛋白#荧光光谱#结合位点数#结合常数

中图分类号!X"DS@& 文献标志码!B

AA血清白蛋白合成于肝脏"是脊椎动物血浆中含量

最丰富的蛋白质' 可以与许多内源性和外源性化合物

结合而作为储存和转运蛋白"特别是血清白蛋白对药

物分子不同程度地结合可以起到储存(运输等生理功

能%%&

' 蛋白质 K表面活性剂复配体系不仅在药物(化

妆品(生物及食品等领域中有着广泛的应用"而且还可

以用于模拟生物体系"对加快生物技术向化工(医药等

传统领域的渗透和应用具有重要的意义' 牛血清白蛋

白因与人血清白蛋白有着相似结构"常被用作体外模

型进行研究%!C#&

' 而表面活性剂通过食物链或皮肤进

入人体"与人体中的蛋白质发生反应"可引起蛋白质构

象的变化或干扰人体对药物的吸收"从而对人的健康

造成影响%DC%$&

' 咪唑啉两性表面活性剂具有低毒(无

刺激性(杀菌力和缓蚀力"是良好的乳化剂"并可在

^c& K̂ c%& 的较宽范围内使用"所以有必要研究它对

生理过程的影响%'&

' 本文应用荧光光谱法研究月桂酸

咪唑啉两性表面活性剂与牛血清白蛋白的作用机制以

及溶液 ^c值(温度和表面活性剂浓度对反应体系的

影响"得到表面活性剂与 a0B作用的结合常数(结合

位点及热力学参数'

% 实验部分

!;! 仪器与试剂

荧光分光光度计!带恒温装置"M-+962.1̂76"美国

?BN]B=公司$"实验室 ^c计!\156;-79"上海梅特勒0

托利多仪器有限公司$"分析天平!B;!#$" 上海梅特

勒0托利多仪器有限公司$' 牛血清白蛋白!a0B"上海

伯奥生物科技有限责任公司$"月桂酸咪唑啉两性表面

活性剂!由乐山师范学院有机化学研究室提供"参阅文

献 %% 合成$"三羟甲基氨基甲烷!U+17$"盐酸"氯化钠等

试剂均为分析纯"实验用水均为三次蒸馏水'

!;) 实验方法

取 %@D$ GY缓冲溶液于比色皿中"加入 $@D$ GY

浓度为 % r%$

KD

G).[Y牛血清白蛋白的氯化钠溶液"再

加入 %@$$ GY水和不同体积的月桂酸咪唑啉两性表面

活性剂!加入体积
#

%$$

!

Y$"&$E W恒温 %$ G1,"在激

发和发射光栅狭缝均为 D ,G"激发波长为 !'D ,G下"

扫描 &$$ _D$$ ,G范围内月桂酸咪唑啉两性表面活性

剂与牛血清白蛋白!a0B$作用的荧光光谱图"并测定

其荧光强度'



! 结果与讨论

);! 温度为$*(W和$!&W下[\对]?=的荧光猝灭

的影响

按照实验方法进行操作"在未加入表面活性剂之前

对体系进行扫描"得到荧光光谱图' 由实验知无论温度

是 &$E W还是 &%D W"反应的荧光强度都随着 ^c的升高

而减小!图 %$"但发射峰和峰型基本不变"说明 ^c对牛

血清白蛋白的立体构象产生了影响"而没有引起a0B的

化学结构的改变'

!Un&$EW"%a0B& n%J"S r%$ K"G).[Y"

^cn"J$$(SJ$$(EJ$$$

图! [\对]?=的荧光光谱的影响

);) 月桂酸咪唑啉两性表面活性剂对 ]?=的荧光光

谱猝灭的影响

在a0B的溶液中"a0B的荧光强度随着加入月桂酸

咪唑啉的浓度的增加而降低"发射峰位和峰型基本不变

!图 !$' 说明月桂酸咪唑啉对 a0B发生了猝灭作用'

荧光猝灭是溶液中猝灭分子和荧光物质分子之间发生

的相互作用' 荧光强度被猝灭的方式有+静态猝灭(动

态猝灭(电荷转移猝灭以及能量转移猝灭等方式%%!&

'

如果该体系是动态猝灭"则荧光动态猝灭应遵循

086+, K?).G6+方程%"&
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式中" I

NW

是 086GK?).G6+动态猝灭常数" I

V

是动态猝

灭速率常数"

$

$

是没有猝灭剂存在情况下荧光分子的平

均寿命!

$

$

n%$

K'

7$# D

X

是 a0B溶液的荧光发射总量#

! %月桂酸咪唑啉& n$"!"#"""'"%$"%!"%#! r%$ KSG).[Y$!-K3$"

%a0B& n%J"S r%$ K"G).[Y"^cnSJ$$"Un&$EW$

图) 月桂酸咪唑啉对]?=的荧光光谱猝灭的影响

D是加入月桂酸咪唑啉两性表面活性剂后的荧光发射

总量"/

@

是猝灭剂月桂酸咪唑啉两性表面活性剂的浓

度' 根据 086GK?).G6+方程"作出月桂酸咪唑啉两性表

面活性剂浓度对a0B的回归方程"求出I

V

"如表 % 所示'

表! 不同温度和[\下月桂酸咪唑啉表面活性剂与

]?=作用的猝灭速率常数

温度 ^c 回归方程
N

!

WZ[%$

%$

!YJG).
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J7

K%

$

&$EW "@$$ 9n&$&$@DgK$@$#SS $@EE#' &$@&%

&$EW S@$$ 9n&%!'@$gi$@$%%# $@EE$& &%@!'

&$EW E@$$ 9n!$D@#' i$@$%! $@E"ED !@$D

&%DW "@$$ 9n!S'S@#gi$@$%'& $@EE#" !S@'S

&%DW S@$$ 9n%E"S@'gi$@$$! $@EE!" %E@"'

&%DW E@$$ 9n%S!@#gi$@$%S# $@ES'" %@S!

AAM),>181),7+!%a0B& n%@"S r%$

K"

G).[Y"%Y-*+12-21> 1G1>-f)C

.1,6& n$"!@$"#@$""@$"'@$" %$"%!"%# ! r%$

KS

G).[Y$$

由表 % 可知"猝灭常数 IV远远大于各类猝灭剂对

生物大分子的最大动态猝灭速率常数 !@$ r%$

%$

YJG).

K%

J0

K%

' 且在任何 ^c下 IV"

YXZI

lIV"

Y+[I

"这表明

月桂酸两性表面活性剂对 a0B的荧光猝灭不是分子之

间因碰撞而造成的动态荧光猝灭"而应该是分子间结合

而引起的静态猝灭'

月桂酸咪唑啉与牛血清白蛋白的猝灭作用是静态

猝灭"即应遵循静态猝灭公式Y1,6b6-56+Ka*+d方程+

.,
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!&$

根据公式!&$和实验数据"分别在不同温度下作

>&!!D

X

QD$RD对.,/

@

的曲线!图 &$' 其线性方程线性

关系良好!L

!

l$@EE$"并根据线性方程的截距和斜率求

出不同温度"^c条件下的I

%

和 &值!表 !$' 在相同的
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!%a0B& n%@$ r%$
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图$ 不同G7下>&""D

$

QD#RD# 对.,"/

@

# 的关系

^c值溶液中"月桂酸咪唑啉与 a0B的结合常数随温

度的升高而减小"即溶液温度升高"分子运动速度加

剧"使得月桂酸咪唑啉 Ka0B二元复合物发生离解

而使其结合常数减小#在相同的温度条件下"月桂酸

咪唑啉与 a0B的结合常数随 ^c值的升高而减小"这

可能是因为在低 ^c值时 a0B中的疏水性基团更容

易被月桂酸咪唑啉胶束所包裹"结合而形成)珍珠项

链结构* "使其二元配合物的结合常数随 ^c值增高

而减小'

);$ 月桂酸咪唑啉两性表面活性剂对牛血清白蛋白作

用的结合位点$结合常数及热力学参数

生物大分子同有机小分子的结合"他们之间的作用

力主要是弱的相互作用"主要有氢键(疏水作用力(静电

引力与范德华等' N)77

%%&&等根据大量的实验结果"归纳

出来判断有机小分子和生物大分子之间的结合类型的

方法' 即当
#

7\X "

#

N ]X 时"他们之间的结合力主要

为静电引力#

#

7 \$"

#

N \$ 时为氢键和范德华力#

#

7]$"

#

N ]$ 为疏水作用力'当温度变化不大时"反

应的焓变和熵变可以看做常数"计算体系的热力学参数

的公式如下+
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式中"I为表观结合常数"热力学温度?

+

(?

,

分别对应表

观结合常数I

+

(I

,

"

#

#为自由能变"

#

7为焓变"

#

N 为

熵变"I

+

(I

,

可由相应温度下与作用模型相关的数据处

理中求得"根据公式!#$(!D$(!"$可计算出热力学参数

#

#(

#

N(

#

7'实验结果如下表 !'

表) 不同温度%不同[\下月桂酸咪唑啉表面活性剂对]?=的结合常数$结合位点和热力学常数

U!W$ ^c

W

-

, Q

#

#!W([G).$ Q

#

7!W([G).$ K

#

N!([G).$

&$E "@$$ &"#$@DE %@$DSE !%@$S %S'@E$ D%$@SS

&%D "@$$ E""@&! $@'S'' %'@$$ D%$@SE

&$E S@$$ "S"@%# $@'#&& %"@S# !#@DS !D@&#

&%D S@$$ D"&@D! $@'$EE %"@DE !D@&&

&$E E@$$ D$S@SD $@'#"E %"@$$ !$@!& %&@"E

&%D E@$$ &ED@## $@'!DE %D@"" %#@D%

AAM),>181),7+%a0B& n%@$ r%$

KD

G).[Y"%Y-*+12-21> 1G1>-f).1,6& n$"!@$"#@$""@$"'@$"%$" %!"%# ! r%$

KS

G).[Y$

AA由表 ! 可知"随着温度的升高"各组结合常数均减

小"

#

#减小"

#

7\$"

#

N \$"所以牛血清白蛋白与月桂

酸两性表面活性剂之间的相互作用力主要为氢键和范

德华力'

& 结 论

经研究表明"月桂酸咪唑啉两性表面活性剂对 a0B

有较强的荧光猝灭作用"其作用机理属于静态猝灭"其

作用力主要是疏水作用力' 同时"^c的升高对牛血清

白蛋白的荧光效应有抑制作用'
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