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摘　要　用荧光光谱法研究了手性除草剂 2, 42滴丙酸及其两种手性异构体分别与牛血清白蛋白

(BSA )的相互作用。结果表明: 2, 42滴丙酸对BSA 的荧光有较强的猝灭作用, 且属于静态猝灭。实验获得了

不同温度下 2, 42滴丙酸及其对映体与牛血清白蛋白作用的结合常数, 发现相同温度下 S 型 2, 42滴丙酸比

R 型更易与BSA 结合, 其外消旋体的结合能力居于两者之间。通过计算反应热力学参数, 推测它们之间的

主要作用力为疏水作用力。同步荧光光谱法研究 2, 42滴丙酸对BSA 构象的影响, 表明 2, 42滴丙酸与BSA

的结合位点位于色氨酸残基附近。
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1　前言
2, 42滴丙酸 (2, 42二氯苯氧丙酸, D ich lo rp rop , DCPP) 属于手性苯氧丙酸类除草剂, 在农业中大

量使用。DCPP 含有一个手性中心 (结构见图 1) , 其中R 异构体具有除草活性, S 异构体的活性比较

小。DCPP 可通过皮肤和呼吸系统进入人体, 对人体的各个器官产生损害, 具有潜在的致癌性和致

突变性[1 ]。因此, 研究DCPP 各个对映体在人体内的行为具有重要意义。

图 1　手性芳氧丙酸类除草剂 2, 42滴丙酸的对映体结构

血清白蛋白在结合和运输内源性和外源性化合物中扮演重要角色, 有关小分子底物与其相互

作用的研究十分活跃。目前这方面研究主要集中在药物及一些有机小分子污染物与血清白蛋白的



相互作用[2, 3 ] , 而农药, 尤其是手性农药各对映体与血清白蛋白的相互作用及它们之间的差异研究

较少[4 ]。本文模拟血清白蛋白的生理条件, 采用荧光光谱法研究DCPP 与牛血清白蛋白 (BSA )的相

互作用, 首次比较了DCPP 不同手性异构体及外消旋体之间与BSA 结合能力的差异, 获得它们间

的结合常数、结合热力学常数及结合位置等信息, 并探讨了它们之间相互作用的机制, 为深入研究

DCPP 在体内的转运及毒性机理提供重要的依据。

2　实验部分
2. 1　仪器与试剂

L S255 荧光分光光度计 (美国 Perk in E lm er 公司) ; M P220 型 pH 计 (瑞士M ettler To ledo 公

司) , SC215 数控恒温槽 (宁波天恒仪器厂) , 优普超纯水机 (上海优普实业)。

牛血清白蛋白 (国药集团化学试剂有限公司,BR ) , 用超纯水配制成 2. 0×10- 6molöL 的标准使

用液。DCCP 及其 S 型、R 型异构体由实验室合成, 纯度> 99% , 结构经过质谱和核磁共振验证, 分

别用超纯水配置 2. 5×10- 4molöL 标准使用液。缓冲液为 T ris2HC l溶液 (pH = 7. 40)。其余试剂均

为分析纯或生化试剂, 实验用水为超纯水。

2. 2　实验方法

以 0. 02molöL T ris2HC l 为缓冲溶液, 配制一系列 pH = 7. 40, 含 0. 1molöL N aC l、2. 0×10- 7

molöL BSA 以及不同浓度 S 2、R 2或 R ac2DCCP 的溶液, 置于 1cm 石英比色池中, 固定激发波长为

277nm , 激发狭缝宽 15nm , 发射狭缝宽 10nm , 扫描速度 1000nm öm in, 扫描体系在 300—440nm 范

围内的发射光谱, 测定温度为 15、25 和 35℃。固定发射波长与激发波长差 ∃Κ分别为 20 和 60nm ,

记录同步荧光光谱。

3　结果与讨论
3. 1　荧光猝灭光谱

在 277nm 激发波长下,DCPP 及其对映体没有荧光发射,BSA 的最大发射波长为 351nm。实验

研究了 15、25、35℃三个不同温度下DCPP 及其对映体对BSA 荧光的猝灭作用 (图 2)。从图中可以

看出, 在固定BSA 浓度的条件下, 随着DCPP 浓度的增加,BSA 的荧光产生了规律性的猝灭, 且有

微弱的蓝移。蛋白质荧光的变化在一定程度上反映了蛋白质分子中荧光发色团本身及周围环境的

变化, 说明DCPP 与BSA 发生了相互作用。这种作用可能引起BSA 中荧光发色团的微环境及蛋白

质分子构象行为的变化。

3. 2　猝灭机理分析及结合常数确定

荧光猝灭作用因猝灭机制不同可分为动态猝灭、静态猝灭。若DCPP 与BSA 之间是动态猝灭

作用, 可用 Stem 2V olm er 方程[5 ]进行描述:

F 0

F
= 1+ K qΣ0 [Q ]= 1+ K sv [Q ] (1)

其中: F 0 与 F——分别为猝灭剂加入之前和加入之后体系的荧光强度; K q——双分子猝灭过程的

速率常数; K sv——动态猝灭常数; [Q ]——猝灭剂浓度; Σ0——没有猝灭剂存在时荧光分子的平均

寿命, 对于生物大分子, Σ0= 10- 8 s[6 ]。

若此过程为静态猝灭, 荧光强度与猝灭剂浓度的关系符合L inew eaver2Burk 双倒数方程[7 ]:

F 0

F 0- F
= 1+

1
K A [Q ]

(2)
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图 2　DCPP 对BSA 荧光光谱的影响

1—12——CDCPP (×10- 4molöL ) : 0, 0. 05, 0. 1, 0. 2, 0. 3, 0. 4, 0. 5, 0. 6, 0. 7, 0. 8, 0. 9, 1. 0。

F 0、F 和[Q ]意义同上, K A ——结合常数。
根据不同温度下蛋白质荧光猝灭光谱, 拟合 Stern2V olm er 和L inew eaver2Burk 方程, 得出各自

的 K sv、K q 和 K A 值列于表 1。
表 1　不同温度下DCPP 与 BSA 的相互作用常数

t (℃)
K sv

(L ömol)

K q

(L ö(mol·s) )

r

(Stern2Volm er)

K A

(L ömol)

r

(L inew eaver2Burk)

15 5. 95×103 5. 95×1011 0. 998 6. 04×103 0. 998

Rac2DCPP 25 6. 58×103 6. 58×1011 0. 995 6. 29×103 0. 995

35 6. 62×103 6. 62×1011 0. 992 6. 41×103 0. 992

15 5. 29×103 5. 29×1011 0. 997 5. 37×103 0. 997

R 2DCPP 25 5. 35×103 5. 35×1011 0. 998 5. 73×103 0. 998

35 5. 62×103 5. 62×1011 0. 999 6. 04×103 0. 999

15 6. 70×103 6. 70×1011 0. 997 7. 76×103 0. 997

S 2DCPP 25 7. 19×103 7. 19×1011 0. 999 8. 14×103 0. 999

35 7. 41×103 7. 41×1011 0. 995 8. 42×103 0. 995

　　由于动态猝灭中各类猝灭剂对荧光分子的最大扩散碰撞猝灭常数为 2×1010L ö(mol·s) [8 ] , 而
DCPP 各对映体对BSA 猝灭过程的 K q 远大于最大扩散碰撞猝灭常数, 表明DCPP 对BSA 的荧光
猝灭不是由于动态碰撞所引起, 而是由于形成了复合物而引起的静态猝灭[6 ]。表 1 中数据表明,

DCPP 和血清白蛋白的结合常数较大, 说明DCPP 可以由血清白蛋白携带着在体内进行转运、贮存
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和分配。

3. 3　DCPP 对映体差异性

手性物质的各对映体在空间结构上存在差异, 当它们与其他手性物质结合时, 相互间的空间位
阻不同, 因而结合能力也有所不同。由于BSA 本身具有丰富的手性结构, 使得DCPP 两种对映单体
与之结合时表现出一定的选择性。从表 1 可看出, 相同温度下DCPP 及其对映体结合常数值顺序
为: S 2DCPP> R ac2DCPP> R 2DCPP, 说明 S 型异构体比 R 型更易与BSA 结合, 通过其在体内的转
运和分配, 可能会对哺乳动物和人产生更大的危害。

现在农业生产中使用的都是 2, 42滴丙酸的外消旋体, 而R 型异构体是其中的活性成分。如果
提高农药中R 型异构体的含量, 不仅可以提高除草效率, 减少农药的使用量, 而且会降低对生物体
的危害, 产生更大的环境生态效益。

3. 4　作用力类型判断

荧光猝灭剂与蛋白质的作用力类型主要包括氢键、范德华力、静电引力和疏水作用[9 ]。Ross
等[10 ]根据大量的实验结果, 总结出了判断小分子与生物大分子之间结合作用力性质的热力学规
律: 疏水作用对体系的 ∃H 和 ∃S 产生正的贡献; 氢键或者范德华力则使 ∃H 和 ∃S 变负; 静电作用
力时 ∃H≈ 0, ∃S > 0。因此可以根据反应前后热力学焓变 ∃H 和熵变 ∃S 的相对大小, 来判断小分
子与蛋白质之间的主要作用力类型。

当温度相差不大时, 反应焓变 (∃H ) 可视为常数, 由不同温度下的结合常数 K A , 根据下列方程
计算出反应焓变 ∃H 、熵变 ∃S 和吉布斯自由能变 ∃G

[11 ] , 所得结果列于表 2。
ln (K 2öK 1) = ∃H (1öT 1- 1öT 2) öR (3)

lnK = -
∃H
R T

+
∃S
R

(4)

∃G= ∃H - T ∃S (5)
表 2　DCPP 与 BSA 结合作用的热力学常数

t (℃) ∃G (kJömol) ∃H (kJömol) ∃S (Jömol K)

15 - 20. 86 82. 31

Rac2DCPP 25 - 21. 68 2. 86 82. 31

35 - 22. 46 82. 16

15 - 20. 58 87. 49

R 2DCPP 25 - 21. 45 4. 64 87. 49

35 - 22. 30 87. 42

15 - 21. 46 86. 28

S 2DCPP 25 - 22. 32 3. 40 86. 28

35 - 23. 16 86. 19

　　∃G< 0, 表明DCPP 及其对映体与BSA 发生了结合作用, 且为一自发作用过程; 焓变 ∃H > 0,
熵变 ∃S > 0, 表明DCPP 及其对映体与BSA 的结合主要为疏水作用。

3. 5　同步荧光光谱

蛋白质中的氨基酸残基的最大发射波长与它所处的环境的极性有关, 用同步荧光光谱可判断
蛋白质的构象变化[12 ]。血清白蛋白的内源性荧光主要源于色氨酸、酪氨酸等氨基酸。由 ∃Κ= 20nm
所得的同步荧光光谱只显示酪氨酸残基的光谱特性, 而 ∃Κ= 60nm 所得的同步荧光光谱只显示色
氨酸残基的光谱特性[13 ]。

图 3 (a)和 (b)分别为BSA 中酪氨酸和色氨酸残基的荧光谱, 随着DCPP 浓度的增加, 色氨酸残
基荧光峰发生蓝移, 表明色氨酸残基所处的环境极性减小, 疏水性增强; 而酪氨酸残基荧光峰发生
红移, 说明酪氨酸残基所处的环境极性增大[14 ]。色氨酸残基的荧光强度下降比酪氨酸更明显, 说明
结合位点更接近于色氨酸残基。
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图 3　DCPP 对牛血清白蛋白同步荧光的影响
a——∃Κ= 20nm; b——∃Κ= 60nm。

1—12——CDCPP (×10- 4molöL ) : 0, 0. 05, 0. 1, 0. 2, 0. 3, 0. 4, 0. 5, 0. 6, 0. 7, 0. 8, 0. 9, 1. 0。
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YE Rong2M ina　GUO Yun
( Institu te of E nv ironm ental S cience, Z hej iang U niversity , H angzhou 310029, P. R. China)

a (Z houshan M arine E co2E nv ironm ental M onitoring S tation in Z hej iang P rov ince, Z houshan, Z hej iang 316004, P. R. China)

Abstract　T he in teractions betw een enan tiom ers of dich lo rp rop and bovine serum album in w ere
studied by fluo rescence spectrom etry. T he fluo rescence of BSA exh ibited rem arkable decrease upon
addition of the dich lo rp rop , and the quench ing m echan ism show n to be a static quench ing p rocedure.
T he binding constan ts and thermodynam ic param eters of dich lo rp rop w ith BSA w ere obtained at
differen t temperatures, indicating that S 2isom er is easier to bind to BSA , and the hydrophobic
in teraction fo rce p lays a m ain ro le in the in teraction betw een dich lo rp rop and BSA. Synch ronous
fluo rescence indicated that the binding of dich lo rp rop to BSA is near tryp tophan subun it.

Key words 　D ich lo rp rop; Enan tiom ers; Bovine Serum A lbum in; F luorescence Spectroscopy;
In teraction
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