
第３　７卷，第８期　 　　　　　　　　　　　光 谱 学 与 光 谱 分 析 Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．８，ｐｐ２４７４－２４７９
２　０　１　７年８月　　　　　　　　　　　 　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ａｎｄ　Ｓｐｅｃｔｒａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　 Ａｕｇｕｓｔ，２０１７ 　

荧光光谱法和分子模拟技术研究考马斯亮蓝Ｇ－２５０
与牛血清白蛋白的相互作用

王永刚１，杨光瑞１，马雪青２，冷非凡１，马建忠１＊，王晓力３

１．兰州理工大学生命科学与工程学院，甘肃 兰州　７３００５０　　　　　　　　　　　　 　　　　　　
２．中国农业科学院兰州兽医研究所，家畜疫病病原生物学国家重点实验室，国家口蹄疫参考实验室，

　 农业部畜禽病毒学重点开放实验室，甘肃 兰州　７３００４６

３．中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所，甘肃 兰州　７３００５０

摘　要　采用多种光谱技术结合圆二色谱技术研究了考马斯亮蓝Ｇ－２５０（ＣＢＢＧ－２５０）相互作用于牛血清白蛋
白（ＢＳＡ），探究了两者之间的作用机理。荧光光谱结果表明ＢＳＡ与ＣＢＢＧ－２５０结合形式是静态猝灭，随ＣＢ－
ＢＧ－２５０浓度增加，其形成常数随温度逐渐减小，结合比为１∶１，根据Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ曲线计算焓变值（ΔＨ）
和熵变值（ΔＳ）分别为－４．３８ｋＪ·ｍｏｌ－１和－６．１６Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１，均小于零，证明该过程是一个自发过程。
傅里叶红外光谱测定结果表明ＣＢＢＧ－２５０的加入引起ＢＳＡ结构的变化，随着ＣＢＢＧ－２５０溶液浓度的增加，

ＢＳＡ中色氨酸微环境极性被改变，在１　６００～１　７００ｃｍ－１（酰胺带Ⅰ）和１　６００～１　５００ｃｍ－１（酰胺带Ⅱ）处的特
征吸收带蓝移。其中１　６５０ｃｍ－１移动至１　７１０ｃｍ－１，１　５４４ｃｍ－１移动到１　５７３ｃｍ－１，显示ＢＳＡα－螺旋（１　６５０

～１　６５８ｃｍ－１）和β－折叠（１　６２０～１　６４０ｃｍ
－１，１　６７５ｃｍ－１）结构发生变化，且α－螺旋含量比结合前有所降低。

圆二色谱分析结果表明，两者间通过氢键和范德华力为主的作用力使得ＢＳＡ二级结构发生变化，α－螺旋含
量由４２．１５％下降至１．２７％，该结果进一步被分子建模对接技术证明。
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引　言

　　考马斯亮蓝 Ｇ２５０（ｃｏｏｍａｓｓｉｅ　ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　ｂｌｕｅ　Ｇ－２５０，ＣＢ－
ＢＧ－２５０），一种化学染料，分子式为Ｃ４７Ｈ４８Ｎ３Ｏ７Ｓ２Ｎａ，结构
式如图１，含有３个氮原子，分别以Ｎ＋，—ＮＨ和正３价的
形式存在于分子中；该分子中还含有两个磺酸基，其中一个
磺酸基极易电离，并结合一个Ｎａ＋。１９７６年Ｂｒａｄｆｏｒｄ首次发
现ＣＢＢＧ－２５０可以与牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ，

ＢＳＡ）形成复合物，该复合物在５９５ｎｍ处的吸收值与ＢＳＡ浓
度呈线性相关；利用此特性能对痕量蛋白质进行精确测
定［１］，该方法精确度高、抗干扰性强。现阶段关于该方法的
研究包括变色机制［２－６］和方法改进［７－１３］两方面，但具体到两
者相互作用的形成机理研究甚少。在前期的研究中作者分别
测定了相同摩尔浓度的不同蛋白质与ＣＢＢＧ－２５０反应溶液在

５９５ｎｍ处的光吸收值，发现存在很大的差异性［７］，猜测差异

图１　考马斯亮蓝Ｇ－２５０结构式

Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ＣＢＢＧ－２５０

的形成主要是由于蛋白质的组成和结构上的区别所引起的。
同时进一步采用紫外可见分光光度法结合圆二色谱等技术研



究了ＣＢＢＧ－２５０与ＢＳＡ两者之间的相互作用，包括两者间的
作用类型［１４］，并分析了两者间的相互作用结合常数、蛋白质
构象的变化。

光谱法和分子建模技术（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍｏｄｅｌｉｎｇ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）

是研究小分子化合物和大分子物质相互作用的主要手

段［１５－１７］。在前期的研究基础上，运用荧光光谱法（ｆｌｕｏｒｅｓ－
ｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ）进一步分析了ＣＢＢＧ－２５０与ＢＳＡ相互作用的
热力学性能等，利用傅里叶红外光谱（Ｆｏｕｒｉｅｒ　ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｓｐｅｃ－
ｔｒｕｍ，ＦＴＩＲ）和圆二色谱（ｃｉｒｃｕｌａｒ　ｄｉｃｈｒｏｉｓｍ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ，ＣＤ）

技术对官能团构象的变化进行分析，结合分子建模技术［１７－１８］

进一步探究了分子间的相互作用形式及作用位点。

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

Ｃａｒｙ　５０紫外－可见分光光度计（Ｖａｒｉａｎ公司，ＵＳＡ）；

ＲＦ－５３０１ＰＣ荧光光度计（岛津公司，Ｊａｐａｎ）；ＦＴＩＲ－８５０红外－
拉曼分光光度计（Ｎｉｃｏｌｅ公司，ＵＳＡ）；ＪＡＳＣＯ－２０Ｃ圆二色谱
仪（岛津公司，Ｊａｐａｎ）；ＨＨ－Ｓ数显恒温水浴锅（江苏省金坛
市医疗仪器厂）；ＡＢ１０４－Ｎ 电子天平（梅特勒－托利多，瑞
士）。

牛血清白蛋白（罗氏，货号Ｂ００４０）；无水乙醇（天津富宇
精细化工，２０１２－０６－０５）；考马斯亮蓝 Ｇ－２５０（索莱宝，货号

Ｃ８４２０）；８５％磷酸（天津市百世化工有限公司，ＸＫ１３－０１１－
００００７，２００２－０２－１６）等均为分析纯，实验用水为超纯水。

１．２　方法

１．２．１　溶液配制

ＢＳＡ溶液（０．１ｍｇ·ｍＬ－１）：取少许水充分溶解１０．０
ｍｇ　ＢＳＡ，转移至１００ｍＬ容量瓶中，超纯水定容；

ＣＢＢＧ－２５０溶液（３．５ｍｇ／１００ｍＬ）：取５ｍＬ　９５％乙醇充
分溶解３．５ｍｇ　ＣＢＢＧ－２５０，依次加入１０ｍＬ　８５％磷酸和５０
ｍＬ超纯水，转移至１００ｍＬ容量瓶并定容。

１．２．２　荧光光谱分析
精确移取ＢＳＡ标准溶液１．０ｍＬ于１０ｍＬ比色管中，将

ＣＢＢＧ－２５０母液稀释至不同浓度，依次取５ｍＬ不同浓度ＣＢ－
ＢＧ－２５０溶液于比色管中，超纯水定容，分别在３０３，３０８和

３１３Ｋ温度下反应１０ｍｉｎ，进行荧光光谱测定。

测定条件为：激发和发射光栅狭缝为５ｎｍ，激发波长

２８０ｎｍ，固定激发波长差值为１５ｎｍ，发射波长差值为６０
ｎｍ，研究同步荧光光谱［１７］。根据测定结果绘制ＢＳＡ与ＣＢ－
ＢＧ－２５０作用的荧光光谱，波长范围为３００～５００ｎｍ。

１．２．３　荧光猝灭机理
改变温度研究ＢＳＡ猝灭荧光光谱，揭示两者之间的荧

光猝灭机制。以Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ方程［１４，１７］计算热力学性能参
数

Ｆ０／Ｆ＝１＋Ｋｑτ０［Ｑ］＝１＋ＫＳＶ［Ｑ］
其中，Ｆ０ 与Ｆ分别为加入猝灭剂ＣＢＢＧ－２５０作用前后荧光
强度值；Ｋｑ为荧光猝灭速率常数；τ０ 为不加入ＣＢＢＧ－２５０下
荧光分子平均寿命，数值为１０－８　ｓ；［Ｑ］是猝灭剂浓度；ＫＳＶ
为Ｓｔｅｍ－Ｖｏｌｍｅｒ方程的猝灭常数，表征发生相互作用时，分

子间发生不同程度的扩散和碰撞达到动态平衡时的量效关

系，为ＫＳＶ＝Ｋｑτ０［１４，１７］。

１．２．４　紫外－可见分光光度法分析
分别将０，３５．１３，４０．９８，４６．８，５２．６９和５８．３４μｍｏｌ·

Ｌ－１　ＣＢＢＧ－２５０溶液加入一定浓度的ＢＳＡ溶液中，在２００～
８００ｎｍ波长范围内进行全波长扫描。

１．２．５　傅里叶变换红外光谱（ＦＴＩＲ）分析
采用液膜法将ＢＳＡ溶液与ＣＢＢＧ－２５０溶液反应后的溶

液采用液膜法均匀涂布于ＫＢｒ晶片上。并于室温下对晶片扫
描透光率（４　０００～４００ｃｍ－１），扫描间隔为４ｃｍ－１，分别以相
同浓度的ＢＳＡ溶液、和ＣＢＢＧ－２５０溶液作为对照参比进行扫
描，研究反应前后ＢＳＡ官能团的变化情况［１４］。

１．２．６　圆二色谱（ＣＤ）分析
在１０ｍＬ比色管中依次加入５ｍＬ　０．０３５ｍｇ·ｍＬ－１

ＣＢＢＧ－２５０溶液、１．０ｍＬ　０．１ｍｇ·ｍＬ－１　ＢＳＡ溶液和４ｍＬ
超纯水，摇匀后室温下静置反应１０ｍｉｎ。将反应液加入１
ｍｍ石英池中，在２００～２８０ｎｍ范围内测定椭圆率数值变
化，参照α＝ ［（－ ［θ］２０８ －４　０００）／（３３　０００－４　０００）］×
１００％［１６－１７］公式，计算ＢＳＡ中α－螺旋含量变化［１４，１７－１８］。

１．２．７　分子对接建模技术分析
借助分子对接软件（Ａｕｔｏｄｏｃｋ　ｖｉｎａ　１．１．２）分析 ＢＳＡ

（ＰＤＢ　ＩＤ：４Ｆ５Ｓ）的活性区域，并分析ＣＢＢＧ－２５０（结构如图

１）与ＢＳＡ作用前后的结合位点和作用力类型［１４，１７－１８］。除了
特别说明，软件分析中所有的参数都使用默认值。

２　结果与讨论

２．１　ＣＢＢＧ－２５０与ＢＳＡ相互作用的荧光光谱

２．１．１　ＢＳＡ与ＣＢＢＧ－２５０的荧光猝灭光谱和同步荧光光谱

ＢＳＡ内源性荧光主要依赖于其结构中３种苯环结构氨
基酸，其中以色氨酸残基内源荧光为主。以２８０ｎｍ为激发
波长，梯度改变ＣＢＢＧ－２５０浓度进行荧光光谱扫描，结果如
图２，ＢＳＡ的发射波长在３４２ｎｍ，荧光强度随着ＣＢＢＧ－２５０
浓度的增加而发生猝灭，表明两者之间发生明显的相互作
用，且增强了ＢＳＡ中氨基酸的微环境极性。

图２　ＢＳＡ与不同浓度ＣＢＢＧ－２５０作用荧光发射光谱

Ｆｉｇ．２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｅｍｉｓｓｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＢＳＡ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＢＢＧ－２５０

ｃ（ＢＳＡ）＝１．４９μｍｏｌ·Ｌ－１，λｅｘ＝２８０ｎｍ，Ｔ＝３０３Ｋ，ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆ　ＣＢＢＧ－２５０（１→５）：０，３５．１３，４０．９８，４６．８，５２．６９μｍｏｌ·Ｌ－１

５７４２第８期　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　光谱学与光谱分析



　　以同步荧光光谱技术分析了Δλ为１５ｎｍ和Δλ为６０ｎｍ
下两者的相互作用，进一步研究ＢＳＡ中酪氨酸和色氨酸残
基的荧光光谱特征，探究其所处微环境的极性变化［１５］，结果
如图３。表明增加ＣＢＢＧ－２５０的用量，在Δλ＝１５ｎｍ时，最大
发射波长为３１２ｎｍ，并且该发射波长没有发生迁移［图３
（ａ）］，而当Δλ＝６０ｎｍ时，最大发射波长为３４２ｎｍ，且随着

ＣＢＢＧ－２５０溶液浓度增大，波长逐渐迁移至３５０ｎｍ［图３
（ｂ）］，说明ＣＢＢＧ－２５０使得ＢＳＡ中色氨酸残基环境疏水性发
生降低［１５］。

图３　ＢＳＡ与ＣＢＢＧ－２５０相互作用同步荧光光谱

Ｆｉｇ．３　Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＢＳＡ　ｉｎ　ｔｈｅ　ａｂｓｅｎｃｅ
ａｎｄ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　ＣＢＢＧ－２５０

（ａ）：Δλ＝１５ｎｍ；（ｂ）：Δλ＝６０ｎｍ
Ｔ＝３０３Ｋ，ｃ（ＢＳＡ）＝１．４９μｍｏｌ·Ｌ－１

２．１．２　荧光猝灭机理
研究梯度温度下（３０３，３０８和３１３Ｋ）ＢＳＡ与ＣＢＢＧ－２５０

相互作用的荧光光谱，绘制ＢＳＡ荧光数值比值Ｆ０／Ｆ与ＣＢ－
ＢＧ－２５０浓度的线性相关曲线，如图４。可以看出梯度温度下

Ｆ０／Ｆ和Ｑ 之间线性相关，即Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ线性关系良好。

随着温度的升高，斜率值降低，Ｋｑ 值分别为１．０６１×１０１１　Ｌ
·ｍｏｌ－１·ｓ－１（３０３Ｋ），０．７９６　８６×１０１１　Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１（３０８
Ｋ）和０．６６８　８１×１０１１　Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１（３１３Ｋ），其中最小Ｋｑ
值远大于猝灭剂对生物大分子的最大扩散碰撞常数２．０×
１０１０　Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１［１４］，且该数值随温度升高而降低，两者
间作用表现为静态猝灭。

图４　不同温度下ＢＳＡ与ＣＢＢＧ－２５０相互作用Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ
Ｆｉｇ．４　Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ　ｏｆ　ＢＳＡ

ｂｙ　ＣＢＢＧ－２５０ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２．１．３　表观结合常数Ｋａ和结合位点数
荧光猝灭实验表明ＢＳＡ与ＣＢＢＧ－２５０作用类型为静态

猝灭，参考静态猝灭［１４－１５］公式ｌｇ［（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ］＝ｌｇＫ＋ｎｌｏｇ
［Ｑ］，以ｌｇ［（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ］对ｌｇ［Ｑ］作图，结果如图５。图中显
示两者间呈线性相关，根据线性方程的斜率和截距计算不同
温度下ＢＳＡ与ＣＢＢＧ－２５０的结合常数Ｋａ和两种反应物之间
的结合位点数ｎ，结果见表１。从表中可以看出两者结合常数
可达１０３，具有较强的相互作用，形成一个结合位点数为１。

结合常数受温度影响较大，随温度的上升，结合常数亦逐渐
有下降趋势，即两者结合能力受温度的影响较大。

２．１．４　ＣＢＢＧ－２５０与ＢＳＡ之间作用力类型
根据热力学函数ΔＧ＝－ＲＴｌｎＫ 和ｌｎＫ２／Ｋ１＝［１／Ｔ１－

１／Ｔ２］ΔＨ／Ｒ和ΔＧ＝ΔＨ－ＴΔＳ计算ＣＢＢＧ－２５０与ＢＳＡ间
作用力的焓变和熵变（表１），两者间ΔＨ＜０，ΔＳ＜０，表明
氢键和范德华力是主要的作用力；而且不同温度和不同浓度

ＣＢＢＧ－２５０下两者作用的自由能（ΔＧ），都小于０，该反应是
自发进行的，且逐渐趋于稳定，说明该过程主要是由熵增加
所驱动的［１６］。

表１　ＣＢＢＧ－ＢＳＡ反应过程热力学参数

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ＣＢＢＧ－ＢＳＡ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

Ｔ／Ｋ　 Ｋ／（ｍｏｌ·Ｌ－１） ｎ　 ｒ ΔＨ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１） ΔＧ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１） ΔＳ／（Ｊ·Ｋ－１·ｍｏｌ－１）

３０３　 ４　２５１．０８７　 １．１７３　６　 ０．９９０　３ －４．３８ －２．５３ －６．１５９　８
３０８　 ３　１１８．１７２　 １．１９５　９　 ０．９９６　５ －２．４８
３１３　 ２　６７５．４６９　 １．１５２　８　 ０．９９５　８ －２．４７
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图５　ＣＢＢＧ－２５０与ＢＳＡ在不同温度下反应的双对数曲线图

Ｆｉｇ．５　Ｄｏｕｂｌｅ－ｌｏｇ　ｐｌｏｔ　ｏｆ　ＣＢＢＧ－２５０ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｎ　ＢＳＡ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２．２　ＣＢＢＧ－２５０对ＢＳＡ二级结构的影响

２．２．１　紫外吸收光谱法
在ＢＳＡ溶液中依次加入不同浓度的ＣＢＢＧ－２５０溶液，在

２００～８００ｎｍ范围内进行全波长扫描，如图６。ＢＳＡ存在两
个特征吸收波长（２０３和２７４ｎｍ处；文献报道是２２０和２７８
ｎｍ［１６］）。２０３ｎｍ处的特征峰是ＢＳＡ氨基酸之间肽键羰基上
的ｎ—π＊跃迁引起的，它与蛋白质二级结构中α－螺旋数量有
一定关系［１８］；而２７４ｎｍ处的特征峰则是由于色氨酸和酪氨
酸结构中芳杂环发生π电子相互跃迁以及电子向π电子跃迁
引起的。随着ＣＢＢＧ－２５０浓度的增加，ＢＳＡ在２７５ｎｍ处的光
吸收值逐渐增加，增色效应显著，即ＢＳＡ空间构象发生了明
显改变，肽链中色氨酸和酪氨酸等发色基团的芳香杂环裸露
出来，在６００ｎｍ处出现复合物的特征峰。而且随着ＣＢＢＧ－
２５０溶液过量增加，ＣＢＢＧ－２５０溶液的特征吸收峰在４６５ｎｍ
处出现，表明两者之间存在饱和效应。

图６　ＢＳＡ与不同浓度ＣＢＢＧ－２５０相互作用的紫外可见光谱

Ｆｉｇ．６　ＵＶ－Ｖｉｓ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＢＳＡ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｃｏｎ－
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ＣＢＢＧ－２５０

ｃ（ＢＳＡ）＝１．４９μｍｏｌ·Ｌ－１，Ｔ＝３０３Ｋ，ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＢＢＧ－
２５０（１→５）：０，３５．１３，４０．９８，４６．８，５２．６９，５８．３４μｍｏｌ·Ｌ－１

２．２．２　傅里叶红外光谱法

ＢＳＡ红外光谱中１　６００～１　７００和１　６００～１　５００ｃｍ－１分
别代表肽键酰胺带Ⅰ和酰胺带Ⅱ［１４］。随着ＣＢＢＧ－２５０的加
入，ＢＳＡ红外光谱变化如图７，在１　６５０和１　５４４ｃｍ－１处的吸

收峰分别移动至１　７１０和１　５７３ｃｍ－１，即酰胺带Ｉ和酰胺带

Ⅱ发生蓝移。推测是由于ＣＢＢＧ－２５０的作用使得ＢＳＡ肽链
中—ＮＨ３ 和—ＣＯＯＨ氢键发生重新排列造成的［１４，１６－１７］。ＣＢ－
ＢＧ－２５０分子中的—ＳＯ３Ｈ，—ＮＨ３ 和—ＯＨ不仅可以与ＢＳＡ
分子中—ＮＨ３，—ＯＨ 和 — Ｃ　Ｏ 形成氢键，也能与 ＢＳＡ
的肽键形成氢键，使得 —Ｃ　Ｏ ， Ｃ—Ｎ 键等发生伸缩振
动，—ＮＨ平面弯曲，酰胺带峰位改变，导致ＢＳＡ中α－螺旋
（１　６５０～１　６５８ｃｍ－１）和β－折叠（１　６２０～１　６４０ｃｍ

－１，１　６７５
ｃｍ－１）解链或重排，含量降低。

图７　ＢＳＡ与ＣＢＢＧ－２５０作用的傅里叶红外光谱

Ｆｉｇ．７　ＦＴＩＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ
ＢＳＡ　ａｎｄ　ＣＢＢＧ－２５０

２．２．３　圆二色谱法
采用ＣＤ光谱技术进一步研究了ＣＢＢＧ－２５０对ＢＳＡ主链

构象变化的影响，ＢＳＡ在２００～２４０ｎｍ范围的ＣＤ谱如图８，

随着ＣＢＢＧ－２５０的加入，ＢＳＡ的ＣＤ谱整体形状变化不显著，

负Ｃｏｔｔｏｎ（２０９和２２２ｎｍ，α－螺旋特征波长［１４，１７－１８］）由２０９ｎｍ
移动至２１０ｎｍ，峰位改变不明显。α－螺旋含量由４２．１５％降
至１．２７％，即ＣＢＢＧ－２５０中的—ＳＯ３Ｈ，—ＮＨ３ 和—ＯＨ 等
基团与ＢＳＡ中参与组装α－螺旋结构的氨基酸发生氢键等作
用，引起ＢＳＡ肽链解链，α－螺旋数量下降，含量降低［１４］。

图８　ＣＢＢＧ－２５０—ＢＳＡ作用的圆二色谱图

Ｆｉｇ．８　ＣＤ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＣＢＢＧ－２５０—ＢＳＡ　ｓｙｓｔｅｍ
ｃ（ＢＳＡ）＝１．４９μｍｏｌ·Ｌ－１，Ｔ＝３０３Ｋ，ｃ（ＣＢＢＧ－２５０）＝４０．９８

μｍｏｌ·Ｌ－１

２．２．４　分子对接分析
将ＣＢＢＧ－２５０对接至 ＢＳＡ 的活性口袋（中心坐标ｘ＝
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４．６１６，ｙ＝２３．３，ｚ＝７８．８１２，大小ｘ，ｙ，ｚ＝４７）中，共获得
九种构象，如表２。其中构象１的亲和力最高，以此构象进行
对接研究，结果如图９。从图９（ａ）可以看出ＣＢＢＧ－２５０中二
苯基胺基团与ＢＳＡ中１０６位Ｌｙｓ、１０８位 Ａｓｐ、１４７位Ｔｒｐ、

１９６位Ａｒｇ、２０３位 Ｇｌｎ、２０４位 Ｌｙｓ、４６４位 Ｇｌｕ和４６５位

Ｌｙｓ氨基酸残基发生强烈的范德华力作用。图９（ｂ）显示ＣＢ－
ＢＧ－２５０另一侧支链上苯基磺酸基与１０５位 Ｈｉｓ碱性氨基酸
发生静电作用，并与１０４位Ｓｅｒ氨基酸残基形成双重氢键。

而另一个苯基磺酸基基团与２４２位Ｌｙｓ和２４６位 Ｈｉｓ碱性氨

图９　ＣＢＢＧ－２５０与ＢＳＡ的分子对接

Ｆｉｇ．９　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｄｏｃｋｉｎｇ　ｏｆ　ＣＢＢＧ－２５０ｔｏ　ＢＳＡ

基酸发生静电作用，特别是与２４６位 Ｈｉｓ和２４８位Ａｓｐ氨基
酸残基发生四重氢键作用［如图９（ｃ）］，各种作用力使得两者
作用最终达到稳态，形成稳定的复合物［１４］。

表２　ＣＢＢＧ－２５０与ＢＳＡ分子对接结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｄｏｃｋｉｎｇ　ｏｆ　ＣＢＢＧ－２５０ｔｏ　ＢＳＡ
构象 亲和力／（ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１） 构象 亲和力／（ｋｃａｌ·ｍｏｌ－１）

１ －８．１　 ６ －７．１
２ －８．０　 ７ －７．０
３ －７．６　 ８ －６．９
４ －７．５　 ９ －６．８
５ －７．３

３　结　论

　　利用荧光光谱法等多种光谱技术和分子建模技术研究了

ＣＢＢＧ－２５０与ＢＳＡ间的作用机制。结果表明ＢＳＡ与ＣＢＢＧ－
２５０之间以１∶１结合并相互作用发生静态荧光猝灭，该过程
是由熵增驱动自发发生的。温度对两者间的相互作用影响较
大，随温度的增加，两者间结合常数呈下降趋势。随着ＣＢ－
ＢＧ－２５０浓度的增加，ＢＳＡ二级结构发生改变，ＢＳＡ中色氨
酸的微环境极性发生改变，酰胺带峰位发生了蓝移，α－螺旋
（特征谱带１　６５０～１　６５８ｃｍ－１）和β－折叠（特征谱带１　６２０～
１　６４０ｃｍ－１，１　６７５ｃｍ－１）构象发生了改变，引起α－螺旋含量
有所降低。圆二色谱实验结果和分子对接结果进一步验证了
此结果，并证实了ＢＳＡ与ＣＢＢＧ－２５０之间的作用力以氢键和
范德华力为主。

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ
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