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3�溴丙酮酸与人血清白蛋白相互作用的光谱学研究
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摘 � 要 � 运用荧光光谱、紫外可见吸收光谱和圆二色光谱法研究了抗肿瘤药物 3�溴丙酮酸 ( 3�Brom opyruv ic

ac id, 3�B rPA )与人血清白蛋白 ( Human serum album in, HSA )的相互作用。 3�B rPA对 HSA的猝灭机制属于静

态猝灭, 并发生分子间非辐射能量转移。热力学数据显示, 二者之间的作用力主要为静电作用; 同步荧光光谱

表明, 3�BrPA与蛋白质中接近色氨酸残基的区域发生了相互作用; 荧光光谱研究发现, Zn2+存在时 3�B rPA对

HSA的猝灭程度进一步增强; 圆二色光谱法研究蛋白二级结构结果显示, 3�BrPA对 H SA的结构影响非常小。
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1� 引 � 言

3�溴丙酮酸 ( 3�B romopyruv ic ac id, 3�BrPA )是一种近年来被广泛研究的抗癌药物
[ 1]
, 是较好的能量

代谢抑制剂
[ 2, 3 ]
。3�BrPA注射入体内后,除绝大部分能够选择性地吸附到肿瘤组织上,有少量 3�BrPA

进入到正常组织中,影响正常组织。 3�B rPA作为一种强烷化剂通过抑制肿瘤细胞糖酵解来抑制肿瘤细
胞 ATP的产生,导致大量肿瘤细胞死亡。因此, 3�BrPA的毒副作用的研究十分重要。

血清白蛋白是可以作为内源和外源化合物的存放和转运蛋白,对生命活动有重要作用
[ 4]
。人血清

白蛋白 ( Hum an serum a lbum in, HSA )是血液中主要蛋白之一,担负着药物的贮存、运输等作用,常常作为

研究药物与蛋白质相互作用的模型蛋白
[ 5]
。药物进入人体后, 首先与 HSA结合, 然后通过运输和转

运,才能产生药效或毒副作用。因此,研究药物与 HSA相互作用有助于从分子水平上了解药物的作用

机理、毒理和代谢情况。HSA与内源及外源性化合物的结合机制对于生命科学、化学、药学和临床医学

具有重要的意义
[ 6 ]
。目前,荧光光谱法是研究药物与生物大分子之间相互作用的重要方法

[ 7, 8]
。近年来,

分子模拟技术
[ 9, 10]
结合光谱学方法用于药物与生物大分子之间相互作用的研究发挥了重要的作用

[ 11]
。

本研究以 3�BrPA为药物模型,以 HSA作为血液中生物大分子的代表, 采用计算与光谱学实验相结合

的方法研究了 3�B rPA与 HSA的相互作用机制,为研究 3�BrPA对 HSA性能的影响提供一些基础信息
[ 12]
。

2� 实验部分

2. 1� 仪器与试剂

V�560紫外 �可见分光光度计, FP�6500型荧光分光光度计, J�810圆二色谱仪 (日本 Jasco公司 );

Ju laboF�12型制冷和加热循环器 (德国 Julabo公司 ) ; FA�1004电子天平; 移液枪;微量进样器。

用磷酸盐缓冲液配制 5 � 10
- 5
mo l/L HSA储备液; 用超纯水配制 5. 0 mmol /L 3�B rPA储备液;

1. 0mmo l /L ZnSO 4溶液; 0. 05mo l/L N a2HPO4 �N aH 2PO4缓冲液 ( pH = 7. 4);实验用水为去离子水。

2. 2� 实验方法
2. 2. 1� 紫外吸收光谱实验 � 移取 2mL人血清白蛋白溶液于 1 cm石英比色池中,以 Na2HPO 4�NaH2 PO4

缓冲液为参比,用微量进样器依次加入适量的 3�B rPA溶液,静置 5 m in,测定 250~ 320 nm的紫外吸收

光谱 ( 3�BrPA溶液的加入总体积小于 50 �L)。

2. 2. 2� 荧光光谱实验 � 移取 2mL HSA溶液于 1 cm石英比色池中, 用微量进样器依次加入适量3�BrPA
溶液进行荧光测定, 以 280 nm为激发波长, 激发和发射狭缝通带宽度均为 5 nm; 扫描波长范围
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280~ 460 nm。以 � = 20 nm和 � = 60 nm 测定 HSA和 3�BrPA作用的同步荧光光谱。移取 2 mL

HSA溶液于 1 cm石英比色池中,加入 2 �L 1. 0mmo l /L ZnSO4溶液, 静置 30m in, 使 HAS与 Zn
2 +
形成浓

度比为 1 1的 (HSA�Zn2+ )二元溶液,再用 3�BrPA进行荧光测定,测定方法同上。

2. 2. 3� 圆二色谱实验 � 移取 500 �L HAS溶液于 0. 1 cm 石英比色池中, 用微量进样器依次加入

3�BrPA溶液进行圆二色的测定。狭缝带宽为 1 nm, 扫描波长范围 200 ~ 260 nm, 扫描速度为

50 nm /m in, 响应时间为 2 s。

3� 结果与讨论

3. 1� 3�BrPA与 HSA作用的紫外光谱

由图 1A可见,随着 3�BrPA浓度的增加, HSA的吸光度逐渐增强,峰位略有蓝移。HSA在 280 nm

处的吸收峰是其肽链上的色氨酸和酪氨酸的苯杂环 !�!* 跃迁引起的。HSA吸光度随 3�BrPA浓度的
增加而增大,说明 3�BrPA均可使包围在 HSA分子内部的色氨酸和酪氨酸残基的芳杂环疏水基团裸露

出来, 导致吸收强度增加。同时,疏水基团之间的疏水作用减弱, !�!*跃迁能量增大, 吸收峰蓝移。

图 1� H SA与 3�B rPA相互作用的紫外光谱图 ( A )和荧光光谱图 ( B)

F ig. 1� HSA and 3�brom opyruv ic ac id ( 3�B rPA ) interaction u ltrav io le t( UV ) absorption spectra ( A )

and fluorescence spectra ( B)

5. 0 �m ol/L H SA; C3�B rPA ( a~ g) : 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 �mol /L.

3. 2� 3�BrPA与 HSA作用的荧光光谱

蛋白质的内源荧光主要来源于色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸残基。苯丙氨酸的量子产率很低,酪氨酸

被电离或者接近氨基、羧基时, 其荧光几乎全部猝灭。HSA在 333 nm处有最大发射波长,主要由色氨

� 图 2� 不同温度下 3�BrPA对 H SA荧光猝灭的

Stern�Vo lm er曲线

F ig. 2� Ste rn�Vo lm er p lo t of H SA quenched by

3�BrPA at d ifferen t temperatu res.

酸残基贡献。如图 1B所示, 3�BrPA对 HSA的内源荧光产

生了变化:荧光强度下降, 最大吸收峰略有蓝移。说明 HSA

与 3�BrPA之间存在相互作用,发生了能量转移。

3. 2. 1� 荧光猝灭机理 � 荧光猝灭可由动态猝灭和静态猝
灭引起。先假设 3�BrPA对 HSA的荧光猝灭机制为动态猝

灭,则该猝灭服从 Stern�V olm er方程:

F 0 /F = 1 + K q ∀0 [Q ] = 1 + K SV [Q ]

式中, F0和 F分别为未加入和加入猝灭剂 Q时荧光物质的

荧光强度; K q为双分子猝灭常数; ∀0为猝灭体不存在时荧光

物质的平均寿命;K sv为动态猝灭常数; [Q ]为猝灭剂浓度。

图 2为根据不同温度 ( 293, 303和 313K )绘制的 Stern�
Vo lmer曲线图。由图 2可见,随着温度的升高, HSA的 Stern�
Vo lmer曲线的斜率降低。动态猝灭依赖于扩散,升高温度导

致扩散加快,猝灭常数随着温度的升高而增大;而静态猝灭随温度的升高,化合物稳定性降低,猝灭常数随

着温度的升高而降低。据此可初步判断该过程为静态猝灭。 293, 303和 313 K温度下的 K q分别为

2�23 � 1012, 1. 76 �1012和 1. 41 � 1012 L / ( mo l! s) ; K sv分别为 2�23 � 104, 1. 76 � 104和 1. 41 � 104 L /mo l。
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各类猝灭剂对生物大分子的最大扩散猝灭常数为 2 � 1010 L / (mo l! s), 3�B rPA对 HSA荧光猝灭常数 K q

均大于此值,进一步说明此猝灭过程是分子之间结合形成复合物所引起的静态猝灭。

当荧光分子与猝灭剂之间形成不发光的复合物而发生静态猝灭时,服从 L inew eaver�Burk方程:

(F0 - F )
- 1
= F

- 1
0 + K a F

- 1
0 [ Q ]

- 1

式中, F0和 F分别为未加入和加入猝灭剂 Q时荧光物质的荧光强度, K a为结合常数。以 (F 0 - F )
- 1
对

[Q ]
- 1
作图,得到 Linew eaver�Burk曲线图 (图 3A )。根据直线斜率可求得 293, 303和 313K温度下的 K a

分别为 2. 8 � 104, 2. 4 � 104和 1. 2 � 104 L /mo l。由图 3A可见,线性关系良好,且结合常数随温度的升高

而减小,这更进一步说明 3�B rPA对 HSA荧光猝灭机制是静态猝灭。

图 3� 不同温度下 3�BrPA对 H SA荧光猝灭的 L ineweaver�Burk曲线 ( A )和双对数图 ( B)

F ig. 3� L inew eaver�Burk plo t o f HSA quenched by 3�B rPA at diffe rent tem pera tures ( A ) and

Double�lg p lo t at d ifferent tem pera ture( B).

3. 2. 2� 结合常数和结合位点数 � 静态猝灭荧光强度与猝灭体的关系可由荧光体分子与猝灭体分子之

间的结合常数表达式推导出来。即: lg[ (F 0 - F ) /F ] = lgK + n lg[ Q ] ,以 lg[ (F0 - F ) /F ]对 lg[ Q ]作图

(图 3B) ,根据直线截距求出 293, 303和 313 K下的猝灭体和荧光体分子结合常数 K 分别为: 1. 06 �

10
4
, 0. 938 � 104和 0. 922 � 104 L /mo,l与 L inew eaver�Burk方程计算出的结合常数基本相符,结合能力随

着温度的升高而下降。由直线的斜率得出, 293, 303和 313 K下的结合位点数 n分别为 0. 99963,

0�99867和 0. 99859。n∀ 1,表明 3�BrPA与 HSA的结合位点数约为 1。

表 1� 3�B rPA与 H SA相互作用的热力学参数

Tab le 1� The rmodynam ic param eters be tw een 3�brom opyruv ic

ac id and hum an serum a lbum in

T /K
�G

( k J! m ol- 1 ! L)

�S

( J! m ol- 1 ! K- 1 )

�H

( kJ! m ol- 1 )

293 - 25. 54

303 - 26. 13 58. 54 - 8. 39

313 - 26. 71

� � 由不同温度下的结合常数 K和 V an#tHo ff方

程可获得 3�B rPA与 HSA结合过程的热力学参数

�H, �G 和 �S, 结果列于表 1。由表 1可知,

�H﹤ 0, �S﹥ 0, 可推断 3�B rPA与 HSA的作用

力主要为静电作用。

3. 3� 3�BrPA与 HSA作用的同步荧光光谱

由图 4可见, � = 20 nm和 � = 80 nm所得

到的同步荧光光谱图分别显示 HSA中酪氨酸和色氨酸残基的荧光光谱特征。对于两种氨基酸而言, 其

峰形和发射波长均没有发生改变,但它们的荧光强度均随着 3�BrPA量的逐渐增加而逐渐减弱.对于色氨

酸而言,在峰强度逐渐减弱的同时, 最大发射波长略有蓝移, 说明色氨酸残基的微环境发生了改变,

3�B rPA的加入,主要是与蛋白质中接近色氨酸残基的区域发生了相互作用,使蛋白质的构象发生了改变。

3. 4� 3�BrPA分别与 HSA和 HSA�Zn2+形成的二元溶液的荧光光谱
由图 5A可见,当向 HSA溶液中逐渐加入适量 3�B rPA溶液时, HSA的内源荧光荧光强度下降。向

摩尔比为 1 1的 HSA�Zn2+复合物中逐渐加入适量 3�B rPA溶液发现, Zn
2+
的加入使 3�B rPA对 HSA的荧

光猝灭程度比未加入时进一步增强 (图 5B) ,说明 Zn
2+
影响了药物与蛋白相互作用过程,研究 Zn

2+
对药

物与蛋白质结合的影响,有助于全面了解药物在体内的运输和作用机制
[ 13]
。

3. 5� 圆二色光谱

圆二色光谱可以灵敏的检测一些反应引起的蛋白质分子二级结构的变化。图 6为 3�BrPA与 HSA
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图 4� 3�B rPA与 H SA相互作用的同步荧光光谱图

F ig. 4� H SA and 3�B rPA inte raction synch ronous fluo rescence spec tra

A: � = 20 nm, B: � = 60 nm. CH BS 5� 10- 6 m ol /L; C3�B rPA ( a- g) : 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 �m ol /L.

图 5� 3�B rPA分别与 H SA和 H SA�Zn2+二元溶液相互作用的荧光光谱图

F ig. 5� A: HSA and 3�BrPA interaction fluorescence spectra; B: HSA�Zn2+ and 3�B rPA interaction

fluorescence spectra

1. 0 �m ol/L H SA; 1. 0 �m ol /L H SA�Zn2+ ; C3�B rPA ( a- g) : 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 �m ol /L.

相互作用的 CD谱图。 208和 222 nm出现 2个负槽,这是典型 #�螺旋结构 CD光谱信号。当 3�B rPA浓
度从 1. 0 �mo l/L逐渐增加到 10 �mo l/L时, 3�B rPA对 HSA的二级结构没有改变,圆二色谱图没有变化

(谱图重叠 ) ;当药物浓度加大到 1 � 10- 4
mo l/L时, 随着 3�BrPA浓度的增加, HSA在远紫外区域的 CD

� 图 6� 3�BrPA与 H SA相互作用的圆二色谱

F ig. 6� H SA and 3�BrPA interaction CD spectra

5. 0 �m ol /L HSA; C 3�B rPA ( a~ f) : 0, 0. 1, 0. 2, 0. 3,

0. 4, 0. 5 mm ol /L.

信号振幅减弱,但形状和肩峰的位置没有改变。以上结果

表明, 只有 3�B rPA浓度从 1 � 10- 4
mo l/L开始逐渐增加时

才能诱导HSA的二级结构发生微弱的改变, 当加入 0, 0. 1,

0�2, 0�3, 0�4和 0�5 mmo l/L 3�BrPA时,可计算出 HAS的

#�螺旋分别为 31�9%, 31�9% , 31�9%, 32�3%, 32�1%和
32�1%, ∃�折叠分别为 16�9%, 16�7%, 16�5%, 16�6%,

17�0%和 17�0%。结果表明, 3�B rPA在人体需要的浓度小于
30mmo l/L时几乎不会改变 HSA的二级结构。因此, 3�BrPA
通过血液作用于肿瘤细胞的过程中对 HSA的结构影响很

小,表明 HSA是一种可以安全携带 3�B rPA药物到达患处的
载体蛋白。

3. 6� 小结

3�BrPA对 HSA的荧光猝灭属于静态猝灭机制, 且分子

内发生了非辐射能量转移;二者主要靠静电作用力相结合,结合位点接近于 HSA中的 Trp残基, 且结合

后使 T rp残基所处的微环境极性略有降低,引起 HSA的构象发生变化。圆二色谱数据显示, 当 3�BrPA
的浓度增加到 1 �10- 4

mol/L时, HSA的二级结构发生极其微弱的改变, 表明此种抗癌药物在人体内对
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HSA二级结构几乎没有改变, 只改变氨基酸所处的微环境。在把药物安全运输到肿瘤细胞的过程中,

3�BrPA对 HSA没有毒害作用。血液中金属离子的存在促进了药物与蛋白质的结合, 使得药物在血浆

中贮留时间延长,达到缓释的目的,减小药物的毒性
[ 14]
。 3�B rPA与血液中其它蛋白的相互作用有待于

进一步研究,从而深入研究它的毒理机制。
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Spectroscop ic Studies on Interaction Between 3�Bromopyruvic

Acid and Human Serum Album in

PEIM ing�Yan1, ZHENG Xue�Fang* 1, 2, CAO H ong�Yu1, 2, TANG Q ian1, 2

1 ( L iaoning K ey Laboratory of B ioorganic Chem istry, Dalian 116622)

2 (College of B ioeng ineering, Dalian Univers ity, Dalian 116622)

Abstract� The interaction betw een 3�bromopyruv ic ac id ( 3�B rPA ) and human serum album in w as studied

using fluorescence spectroscopy, synchronous fluorescence spectra, UV /V is and circular d ichro ism spectra.

S tatic quenchingw as predom inan t betw een 3�B rPA andHSA, and non�radiation energy transfer be tw eenmo le�
cules w as observed. The resu lts show ed that e lectrostat ic force p layed an important role in the binding reac�
t ion. Synchronous fluorescence spectral results revealed that the binding o f 3�BrPA induced conform ationa l

changes of tyrosine and tryptophan o f HSA. 3�BrPA ma inly interacted w ith the residues surround ing to the

tyrosine. The further quenching phenomenon of the interaction betw een 3�B rPA andHSA induced by Zn
2+
was

invest igated w ith the app lication o f fluorescence spectroscopy. The secondary structure of HSA was studied

w ith the presence o f 3�B rPA using CD spectra and the resu lt proved that 3�BrPA had little influence onHSA.

Keywords� 3�Bromopyruv ic ac id; Human serum a lbum in; Interaction; F luorescence spectroscopy; U ltrav io�
let spectroscopy; C ircu lar dichro ism spectroscopy
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