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摘  要  应用同步荧光光谱和拉曼光谱研究了脉冲电场与牛血清白蛋白的相互作用。同步荧光光谱研究表

明, 脉冲电场对牛血清白蛋白的发射荧光光谱强度产生影响, 降低了处于其活性部位的色氨酸和酪氨酸残

基的发射荧光强度。拉曼光谱进一步验证了这种实验结果。两种实验表明: 脉冲电场改变了处于牛血清白蛋

白活性中心的芳香族氨基酸所处的微环境, 进而表明了蛋白质的构象发生了变化, 从而影响它的生物学功

能。
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引  言

  电磁场与蛋白质相互作用的研究正越来越引起人们的关

注。1996 年, Verma等[1]就用拉曼光谱研究了 50mT 的磁场对

多聚赖氨酸的构象变化。由 Lloyd 提出的同步荧光光谱技术

与普通荧光光谱不同, 通过选择合适的波长差可将在荧光光

谱上相互重叠的荧光峰分开, 在用于研究外部电磁场与其靶

体蛋白质相互作用时, 可以分辨蛋白质色氨酸和酪氨酸残基

的微环境变化[ 2]。激光拉曼光谱由于其非破坏性、灵敏度

高、样品用量少以及可以运用于水溶液的研究, 被广泛应用

于生物方面的研究。运用拉曼光谱, 可以得到蛋白质溶液的

各种功能键、氨基酸侧链以及二级结构的信息[3]。本文运用

同步荧光光谱和激光拉曼光谱研究了脉冲电场与牛血清白蛋

白的相互作用。

1  实验材料和仪器

  牛血清白蛋白 ( BSA ) (生化试剂, 华美生物工程公司) ;

三次蒸馏水。

脉冲电场发生装置: ACHV- Ó型脉冲电场发生仪, (由华

东师范大学物理系生物物理研究室自行设计) , 产生的脉冲

电场重复频率为 50 Hz(一个脉冲持续时间为 20 Ls) , 上升沿

为 13Ls, 脉冲电压峰值 Upp= 313 @ 104 V。

F-4500型荧光扫描分光光度计 (日本日立公司) ; 法国

Dilor公司 Ram-1B 显微拉曼光谱仪; 96 孔细胞培养板( Corning

Company)。

2  实验方法

211 同步荧光光谱

将 BSA溶解于三次蒸馏水, 终浓度为 1 mg#mL- 1 ( 115 @

10- 5 mol#L- 1 )。实验分5 组样品。对照组: BSA 溶液不受脉冲

电场刺激, 置于 5 mL 离心管, 记为 BSAC。实验组 1~ 4: 将

BSA溶液 50 LL接于 4 块 96孔细胞培养板, 然后将培养板置

于脉冲电场下分别刺激 15, 30, 45和 60 min, 收集于 5 mL离

心管, 分别记为 BSAE15, BSAE30, BSAE45 和 BSAE60。电场

作用在 21 e 条件下进行。

移取 3 mL蛋白溶液于 1 cm 石英比色池中, 改变发射波

长 Kem 和激发波长 Kex 的波长差$K, 使 Kem = Kex + $K, 分别

在 $K为 20和 60 nm 下测定 5 种 BSA 溶液的同步荧光光谱,

记录各发射峰峰位以及强度。荧光分光光度计的狭缝(带通)

设置为: 5/ 5 nm, 测量在室温下进行。

212 拉曼光谱

与晶体拉曼光谱相比较, 很难获得理想的蛋白溶液光

谱; 与荧光光谱和园二色光谱相比, 样品要求的量虽然少得

多, 但是对于蛋白浓度的要求还是很高的。经过前期实验的

探索, 我们最终选择 400 mg#mL- 1作为拉曼光谱测量的浓度,

缓冲液是三次蒸馏水。水的拉曼峰较少, 有利于获得理想的

蛋白溶液的拉曼光谱。



脉冲电场刺激同 211 节, 只是这里每个样品只接 4 孔,

总量 200LL。

拉曼光谱测量: 激发波长为 63218 nm, 功率为 41 6 mW,

光栅为 1 800 lines#cm- 1 , 狭缝宽度为 100Lm, 扫描范围为 200

~ 1 800 cm- 1, 每次扫描时间为 50 s, 积分 2 次, 累加得拉曼

光谱。为了定量地比较各组溶液谱带之间的差异, 选择苯丙

氨酸峰( 1 004 cm- 1 )作为归一化因子[4]。

3  结果与讨论

311  脉冲电场与 BSA相互作用的同步荧光光谱

BSA是一种荧光较强的蛋白质大分子, 分子量为 66 000

道尔顿, 含 585 个氨基酸, 每个分子含有 26 个苯丙氨酸

( Phe) , 19 个酪氨酸(T yr)和 2 个色氨酸( Trp) , 这三种氨基酸

都会发荧光。在蛋白质分子内, 由 Phe到Tyr或 Trp的能量转

移是非常有效的, 因此在大多数情况下, 蛋白质所显现出来

的荧光几乎唯一的是色氨酸的荧光[2] , 无法将酪氨酸和色氨

酸各自的贡献区分开来, 也无法较精细地了解外部脉冲电场

对 BSA 分子构象的影响。但是如果使用同步荧光方法, 采用

固定波长同步扫描的方法, 就可以明确地分辨 BSA 中的酪氨

酸和色氨酸残基的荧光[5]。

BSA中, 2个 Trp残基位于第 134 位和 212位, 荧光主要

来源于 212 位的 Trp 残基。BSA 分子表面附近有一较大的疏

水区域, 是该蛋白质的活性部位, Trp212 残基就位于该疏水

区附近[6] , 所以, 通过研究同步荧光光谱, 可以知道这种疏

水性较强的氨基酸残基所处的微环境, 从而探测脉冲电场对

BSA表面疏水性的影响。同时, 通过研究也可以得出酪氨酸

残基所处微环境的变化。

脉冲电场作用不同时间的 BSA 的同步荧光光谱如图 1所

示, 表 1 给出了 $K为 20 和 60 nm 时的 BSA同步荧光的各参

数值。

  固定激发波长和发射波长的波长差为 20 nm, 改变激发

波长在 260~ 380 nm 范围, 同时记录下各发射波长处的荧光

强度, 经过作图可以得到五种溶液中 Tyr 荧光光谱[7] [见图 1

( a) ]。从图中可以看出, 脉冲电场作用没有改变 Tyr的荧光

峰位, 但是减弱了它的荧光强度。随着脉冲电场作用时间的

增加, 荧光强度分别降低为对照组的 88% ( BSAE15) , 85%

( BSAE30) , 82% ( BSAE45)和 74% ( BSAE60)。

Fig11  Synchronous fluorescence spectra of
BSA with different PEF exposure time

( a) , $K= 20 nm; ( b) , $K= 60 nm1 1 to 5: 0, 15, 30, 45 and 60 min-

PEF-exposed BSA

  当固定 $K= 60 nm 时, 同样得到了 5 种 BSA中 Trp 的荧

光光谱[ 7] [见图 1( b) ]。从图中可以看出, 与对照组的 BSA 的

同步荧光光谱相比, 脉冲电场作用也没有改变 Trp 的荧光峰

位, 但同样减弱了它的荧光强度。随着脉冲电场作用时间的

增加, Trp的荧光强度分别降低为对照组的 85% ( BSAE15) ,

82% ( BSAE30) , 77% ( BSAE45)和 70% ( BSAE60)。

以上同步荧光光谱的实验结果初步表明: 脉冲电场猝灭

了 BSA 的芳香氨基酸(Tyr和 Trp)的荧光, 从而表明脉冲电

Table 1  Variation of synchronous fluorescence parameters of BSA

$K/ nm 组别 KmaxPnm* Relat ive intensity/ (a1u1 ) I R/ ( I / I BSAC )
* * Decrease percentage/ % * * *

20 BSAC 312 3114 1100 -

BSAE15 312 2717 0188 - 11178
BSAE30 312 2616 0185 - 15129
BSAE45 312 2516 0182 - 18147

BSAE60 312 2313 0174 - 25180
60 BSAC 349 7415 1100 -

BSAE15 349 6315 0185 - 14177
BSAE30 349 6018 0182 - 18139
BSAE45 349 5714 0177 - 22195
BSAE60 349 5213 0170 - 29180

     * Kmax是指 $K= 20或 60 nm时 BSA同步荧光最大发射光谱的峰位;

* * I R 是各实验组 BSA荧光发射峰的强度与对照组 BSAC的荧光发射峰的强度的比值;

* * * (实验组荧光强度-对照组荧光强度) /对照组荧光强度 @ 100%

82                           光谱学与光谱分析                   第 26 卷



场改变了这两种氨基酸所处的微环境 , 使它们处于更加/ 埋

藏0的状态。由于Trp 残基处于这种蛋白质的活性部位, 所以

它所处的微环境的改变, 会进一步影响这种蛋白质的构象,

从而影响其生物学功能。

312  脉冲电场与 BSA相互作用的拉曼光谱研究

为了进一步验证同步荧光光谱的实验结果, 我们对脉冲

电场作用于 BSA 的两种氨基酸的拉曼谱带进行了研究, 五种

BSA溶液的拉曼光谱如图 2 所示, 色氨酸和酪氨酸侧链的拉

曼谱带的峰值如表 2 所示。

Table 2 Raman spectra of non-exposed and PEF- exposed BSA

Frequency ( cm- 1) ( Intensity ( a1u1 ) * )

BSAC BSAE15 BSAE30 BSAE45 BSAE60
Assignment

644( 2142) 644( 1185) 643(1184) 643( 1146) 643(1123) Tyr

756( 3122) 756( 2126) 756(1191) 756( 1155) 759(1138) Trp

830( 3120) 829( 2106) 830(2103) 830( 2104) 830(2160) Tyr

850( 3131) 850( 2151) 852(2160) 853( 2136) 851(2165) Tyr

883( 0193) 883( 0155) 883(1136) 883( 0164) 883(0172) Trp (N 1H)

1 004( 10) 1 004(10) 1 004( 10) 1 005( 10) 1 005( 10) Phe

1 338(3185) 1 339( 4126) 1 340(4116) 1 340( 4135) 1 340( 4110) TrpPC(CH2 )

1 357(1159) 1 357( 1179) 1 357(1149) 1 356( 1164) 1 357( 1170) Trp

1 623(2162) 1 618( 1163) 1 617(2134) 1 617( 2136) 1 617( 2157) Tyr

   * 各谱峰强度是以其各自的 1 004 cm- 1强度为归一化因子 10, 得到的相对强度。

Fig12 Raman spectra in the 200-1 800 cm- 1 region of non-ex-

posed and PEF-exposed BSA in three-distilled water

pH 710, a, BSAC; b, BSAE15;

c , BSAE30; d , BSAE45; e, BSAE60

3121 1 酪氨酸侧链分析

( 1)酪氨酸残基的环境

830和 850 cm- 1是酪氨酸残基的费米共振谱线[8] , 运用

其强度比, 可以知道蛋白质分子中的酪氨酸残基的疏水性,

即/ 暴露0与/ 埋藏0。如果两者的比值为 10: 4, 说明酪氨酸的

苯环上的羟基的氧原子是一个强的氢键受体; 如果比值为 10

B8, 说明为一个中强度氢键的供体或受体; 如果比值为 3B
10, 说明是强氢键的供体; 如果比值为 7B10, 说明苯环的羟

基已经电离了。

通常由方程式 015 N包埋 + 1125 N暴露 = I 850 / I 830和 N包埋 +

N暴露 = 1, 可以计算包埋在分子内部和暴露于分子表面的酪

氨酸残基的克分子数 N[9]。

  五种 BSA 溶液的这 2 个峰的比值以及暴露和包埋的分

子数如表 3所示。可以看出, 5 组 BSA 溶液的酪氨酸苯环的

羟基上的氧原子均为中强度氢键的供体或受体。BSA有 19个

酪氨酸, 对照组 BSAC有 15 个酪氨酸暴露, 4 个酪氨酸包埋

在分子内部; BSAE15 和 BSAE30两组几乎全部的酪氨酸暴露

于分子表面; BSAE45 有17个酪氨酸处于分子表面, 2 个包埋

在分子内部; BSAE60 有 13 个酪氨酸暴露于分子表面, 有 6

个酪氨酸包埋于分子内部。

所以, 可以得出结论: 短时间内 ( 30 min 以内) , 脉冲电

场可以使 BSA 的酪氨酸逐渐暴露于分子表面, 而后随着电场

处理时间的增加, 又开始包埋到分子内部了。

Table 3 Effects of PEF exposure on fermi

resonance doublet of tyrosine of BSA

组别 I850PI 830 N包 N暴 N暴BN包
BSAC 1110 012 018 4

BSAE15 1122 0104 0196 24

BSAE30 1128 - 0104 1104 -

BSAE45 1116 0112 0188 7133

BSAE60 1102 0131 0169 2123

  ( 2)其他酪氨酸残基峰位研究

644 和 1 615 cm- 1来自于酪氨酸侧链[ 10]。从表 2 可以看

出, 随着脉冲电场作用时间的增加, 644 cm- 1处的拉曼强度

有所下降: 对照组 BSAC 的强度为 21 42, 脉冲电场处理组分

别降低为对照组的 761 45% ( BSAE15) , 76103% ( BSAE30) ,

60133%( BSAE45)和 501 83% ( BSAE60)。这与用同步荧光光谱

测得的结果是一致的。

对照组 1 615 cm- 1处的拉曼峰出现在 1 623 cm- 1处, 强度

为 2162, 脉冲电场处理组出现在 1 617~ 1 618 cm- 1处, 强度

为对照组的 66121% ( BSAE15) , 89131% ( BSAE30) , 90108%
( BSAE45)和 98109% ( BSAE60)。

由这些变化可以看出, 经脉冲电场作用, BSA 溶液的酪

氨酸残基所处的微环境出现明显变化。

31212  色氨酸侧链分析
756 cm- 1附近的拉曼谱带归属为色氨酸侧链[11] , 由表 2
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可以看出, 对照组该谱线的强度为 3122, 脉冲电场处理的各

组的强度均有所降低, 分别降为对照组的 70119% ( BSAE15) ,

591 32% ( BSAE30) , 48114% ( BSAE45)和 42186% ( BSAE60) , 这

一结果也与同步荧光光谱的实验结果相一致。结合拉曼光谱

和同步荧光光谱的实验结果, 我们推测 756 cm- 1的拉曼谱峰

来源于 212位色氨酸。

880 cm- 1附近的拉曼谱带反应了蛋白质的色氨酸侧链吲

哚环的N1H 的氢键的强弱, 频率越低, 表明氢键越强。如果

出现在 883~ 882 cm- 1附近, 则表明 N1H 没有氢键, 出现在

871 cm- 1处, 表明 N1H 形成了很强的氢键
[ 11]。从表 2 可以看

出, 各组 BSA溶液均出现在 883 cm- 1处, 表明它们的色氨酸

残基的N1H 均没有形成氢键。

1 340 处和1 360 cm- 1处的色氨酸双线是环境亲脂性的标

志: 吲哚环与环境中的脂肪类基团之间的亲脂反应会使1 360

cm- 1处的峰增强, 而 1 340 cm- 1处的峰减弱[ 12]。但是, 由于

CH2 的扭曲振动也出现在 1 340 cm- 1处[ 12] , 可能对分析会造

成影响。然而, 由表 3 可以看出, 对照组出现在 1 357 cm- 1

处, 其拉曼强度为 1159, 脉冲电场处理组的强度分别为对照

组的 112158% ( BSAE15 ) , 93171% ( BSAE30 ) , 103114%
( BSAE45)和 1061 92% ( BSAE60)。可以看出, 脉冲电场对 BSA

的色氨酸残基的微环境的亲脂性产生了/扰动0, 但是这种环

境亲脂性的改变并不十分明显。

4  结  论

  综合以上实验研究 , 可以得出以下几个结论:

( 1)脉冲电场改变了 BSA 的同步荧光光谱, 降低了最大

发射荧光峰的强度, 猝灭了两种芳香族氨基酸的内源荧光。

荧光光谱和荧光强度的改变, 表明这两种氨基酸所处的微环

境发生了改变 , 使其更趋向于/ 包埋0状态。同时, 由于 Trp

处于 BSA 的活性部位, T rp 的微环境的改变, 必然会影响蛋

白质的构象, 从而影响 BSA的生物学功能。

( 2)运用拉曼光谱进一步研究脉冲电场对这两种氨基酸

侧链的影响, 发现脉冲电场改变了 BSA的氨基酸侧链( Trp 和

Tyr)的拉曼光谱强度, 从而说明这两种氨基酸侧链微环境发

生了改变, 结果与同步荧光光谱相一致。同时, 拉曼光谱对

这两种氨基酸所处微环境变化引起的/ 包埋0状态给出了量化

结果, 这对深入研究脉冲电场生物效应的分子机理提供了重

要的实验依据。
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Synchronous Fluorescence and Raman Spectroscopy Study on the

Interaction of Pulsed Electric Field (PEF) and Bovine

Serum Albumin ( BSA)

LI Le- jun, CHEN Shu-de* , QIAO Deng- jiang

Key Laboratory of Optical and Magnetic Resonance Spectroscopy, Department of Physics, East China Normal University , Shanghai  200062,

China

Abstract  The interaction of pulsed electric field ( PEF) and bovine serum albumin ( BSA) was studied by synchronous fluorescence and Raman

spectroscopy. The results of synchronous fluorescence showed that pulsed electric field exerted its effects on the emission fluorescence spectrum

and reduced the fluorescence intensities of the tyrosine and tryptophan side chains. The results of Raman spectroscopy verified this. These two

experiments indicated that PEF exposure changed the microenvironments of the two aromatic amino acids, which were located in the active parts

of BSA, and further indicated the conformational changes of the proteins, and the change in its biological functions.

Keywords Synchronous fluorescence spectroscopy; Raman spectroscopy; Pulsed electric field; Bovine serum albumin ( BSA)
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