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光谱法研究 FCLA与人血清白蛋白的相互作用
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摘　要　在生物学和医学中活性氧的检测非常重要。海萤荧光素类似物 FCLA是检测单态氧 (1 O2 )和超氧阴

离子 (O -
2 )的一种高灵敏的化学发光探针。文章用光谱法研究了 FCLA与人血清白蛋白 ( HSA)的结合反应 ,

发现 FCLA对 HSA的荧光有很强的猝灭作用。从荧光猝灭结果求得了 FCLA与 HSA的结合位点数。根据

FÊrster非辐射能量转移机理探讨了二者相互结合时其给体2受体间的距离和能量转移效率 , 从而证实了它们

的结合作用为静态猝灭过程。阐明了由于能量转移所导致的 HSA荧光的猝灭及 FCL A荧光的产生机理。通

过光谱法对 FCLA与 HSA的相互作用的研究 , 阐明 FCLA的运输过程及其在体内的作用机制 , 对实现利用

探针在体检测活性氧具有一定的意义 , 同时也为药物动力分析、体内药物转运的研究提供了基础。
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引　言

　　在生物学和医学中活性氧的检测非常重要。已经发现这

些活性氧参与了生物细胞的信号转导 , 扩张血管 , 杀灭入侵

的微生物 , 攻击病变的肿瘤细胞等生理功能 ; 同时这些活性

氧也与动脉粥样硬化 , 神经退行性病变 , 肿瘤等疾病的发生

发展及衰老过程密切相关 [1 ]。海萤荧光素类似物 (Cypridina

luciferin analog)类化学发光探针 (CLA , MCLA , FCLA)是检

测单态氧 ( 1 O2 )和超氧阴离子 ( O -
2 )的优秀的化学发光探

针 [225 ]。该类化学发光探针可以高灵敏度、高选择性地检测
1 O2 与 O -

2 , 这对于高效而方便的检测生物体系中的活性氧

自由基是非常有利的。而光动力学疗法 (photodynamic thera2
py , PD T)是一种正在研究发展中的治疗恶性肿瘤的新技

术 [6 ]。这种疗法主要通过产生单态氧 ( 1 O2 )来引起蛋白质、

脂类、核酸和其它细胞组分的损伤 , 破坏大量细胞 , 最终导

致肿瘤细胞的坏死 [7 ] , 利用 FCLA 与 PD T过程中生成的单

态氧反应产生的化学发光可以进行肿瘤的光动力诊断及实时

监控 PD T的疗效 [8 , 9 ]。声致发光、声动力学治疗研究是 90

年代以来声学界和物理学界的热门课题之一。利用声敏剂对

肿瘤进行定位并结合 FCLA 对活体瘤裸鼠可以进行声致化

学发光成像 , 达到声动力学诊断肿瘤的目的 [10 , 11 ]。对于人体

中的药物输送蛋白人血清白蛋白 ( HSA) , 它能和许多外源

性、内源性的物质广泛结合 [12214 ]。HSA也是一种有效的单线

态氧淬灭剂 [15 ] , 在 FCLA 溶液中加入 HSA , FCLA 的化学

发光有很大程度的增强 [16 ]。因此研究 FCLA与 HSA的相互

作用具有十分重要的意义。本文应用光谱法研究了在 p H

714的条件下 FCLA 与 HSA 的结合反应 , 这对阐明 FCLA

的运输过程及其在体内的作用机制具有一定的意义 , 可为药

物动力分析、体内用药提供参考基础。

1　实验部分

111　仪器和试剂

FCLA ( sodium salt , Tokyo Kasei Kogyo Co1 , Tokyo ,

Japan) 用双蒸水稀释到 10 - 4 mol·L - 1的浓度储存在 - 80 ℃

的温度下备用。HSA (purity > 96 % , Sigma , St1 Louis , MO)

用双蒸水配置成 5 ×10 - 5 mol ·L - 1的浓度储存在 4 ℃下备

用。

荧光光谱利用 L S255型荧光分光光度计 ( Perkin Elmer ,

Shelton , USA)进行测量。吸收光谱用Lambda 35 UV/ Vis型

分光光度计测量 ( Perkin Elmer , Shelton , USA)。

112　实验方法

将一定浓度的 HSA (215 ×10 - 6 mol ·L - 1 )和不同浓度

的 FCLA (0～10 - 6 mol·L - 1 )混合成 016 mL 的溶液置于石

英比色皿中 , 溶液的 p H值调为 714。然后用 279 nm的光激



发 , 测量 288～550 nm的荧光发射光谱。入射和出射狭缝均

为 6 nm。同时测量 215×10 - 6 mol·L - 1 FCLA的吸收光谱。

所有的实验都在室温下进行。

2　结果与讨论

211　FCLA与 HSA结合反应的荧光猝灭机理

为了分析 FCLA2HSA的相互作用和缔合的情况 , 研究

了 FCLA对 HSA荧光猝灭的化学计算。图 1 表明 , 在加入

不同浓度的 FCLA 以后 , 通过 279 nm 的光激发 , HSA 在

337 nm的荧光成比例的下降。在 279 nm的激发下 , FCLA

无荧光发射。因此 , 该研究中不用考虑“内滤光效应”的干扰

问题。

Fig11　Fluorescence quenching spectra

of HSA as FCLA is addedλex = 279 nm

　　HSA的荧光能够被猝灭的原因有很多 , 不考虑 HSA荧

光的自我猝灭的机制 , HSA 的荧光还有可能由于其他的原

因猝灭 , 比如动态猝灭、静态猝灭和非辐射能量转移。考虑

到加入 HSA溶液中的 FCLA 的体积很小 , 其对溶液的稀释

作用可以忽略。动态猝灭是由分子间的物理碰撞引起的 , 可

以由 Stern2Volmer等式来描述

F0

F
- 1 = kq ·τ0 [ Q] = KD [ Q][17 ]

式中 F0 和 F是 HSA在不加和加猝灭剂 ( FCLA)的情况下的

相对荧光值 , kq 是猝灭常数。τ0 是没有猝灭剂的情况下

HSA的激发态寿命 , 对于大分子而言一般为 10 - 8 s[18 ]。KD

为 Stern2Volmer常数。利用图 2 可以计算得到猝灭常数 kq

为 11 31×1013 L ·mol - 1 ·s - 1 , 这个值远大于生物分子的极

限猝灭常数 2×1010 L ·mol - 1 ·s - 1 ,因此动态猝灭不是荧光

猝灭的主要原因 [19 ,20 ]。静态猝灭主要是由于分子间形成了不

发荧光或弱荧光的缔合物所引起。根据蒋敏等的文献 , 如果

生物分子 Q有 n个缔合位点在蛋白上 , 那么 HSA 的相对荧

光强度 F0 和 F(分别为不加 Q或加 Q的相对荧光值)以及 Q

的浓度满足下面等式 [21 ] :

lg
F0 - F

F
= lg KA + nlg[ Q]

式中[ Q]在本实验中为 FCLA 浓度。当探针蛋白的浓度比小

于或等于 1的时候 , lg
F0 - F

F
与 lg[ Q]成线性关系 ( r = 0199 ,

P = 01001) (见图 3) , 直线的斜率 (即缔合位点数)为 0198 ,

意味着 FCLA在 HSA上有一个结合位点。

Fig12　Relationship curve between F - F0 / F and cFCLA withλex

= 279 nm , when the fluorescence of HSA was quenched

by FCLA

Fig13　Logarithmic plot of fluorescence quenching of HSA

treated with different FCLA concentrations ,λex = 279 nm

212　FCLA在 HSA分子上结合位置的求取

按照 FÊrster能量转移理论 , 转移效率 E与给体2受体间
距离 R及临界距离 R 0 相关 [22 ,23 ] :

E =
R6

0

R6
0 + r6 = 1 -

F0

F
(1)

式中 F为能量给体和受体为 1 ∶1时能量给体的荧光强度 ,

F0 为未加入受体时给体的荧光强度 , 这里 R0 是 E = 50 %时

的临界距离 :

R6
0 = 818 ×10 - 25 K2 N - 4ΦJ (2)

　　式中 K2 为偶极空间取向因子 , N 为介质的折射指数 ,Φ

为猝灭体不存在时荧光体的量子产率 , J 为蛋白质荧光发射

光谱与受体吸收光谱间的光谱重叠积分 , 可表示为 :

J = ∑Fλελλ4Δλ/ ∑FλΔλ (3)

式中 Fλ为荧光给体在波长λ处的荧光强度 ,ελ则为猝灭体

在波长λ处的摩尔消光系数。只要得知 E, K2 , Φ和 N , 并

通过实测光谱求出重叠积分 J , 即可算出 R0 和 r。

图 4为 FCLA的吸收光谱和 HSA的荧光发射光谱的重

叠图 , 将图中的光谱重叠部分分割成极小的矩形 , 按照积分

公式 (3)求出重叠积分 J。在实验条件下 , 取向因子取供体2
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受体各向随机分布的平均值 K2 = 2/ 3 , 折射指数取 N =

1133 , HSA中色氨酸残基量子效率Φ= 01118 [24 ] , 将上述各

量代入式 (2) , 求得 R0 约 112 nm , 结合荧光结果计算出能量

转移效率 E = 2317 % , 用式 (1)计算得 r约 114 nm。

Fig14 　Fluorescence spectrum of HSA ( 1 ) and absorbance

spectrum of FCLA ( 2) at 1∶1 FCLA/ HSA concentra2
tion ratio

213　FCLA与 HSA之间的非辐射能量转移光谱

FCLA在 HSA上的结合位点与 HSA 分子中唯一的色

氨酸残基 Trp214的距离 r < 7 nm ,具备了能量转移猝灭蛋白

质荧光的条件 , 因此非辐射能量转移也是引起荧光猝灭的原

因之一。图 5为 FCLA与 HSA之间的非辐射能量转移荧光

光谱 , 随着 HSA 荧光的下降 , 能量转移给 FCLA , 导致

FCLA的荧光上升。同时由于 FCLA与 HSA分子的缔合 ,

FCLA的荧光峰值发生了一定的红移。

Fig15　Fluorescence spectra of HSA atλex = 279 nm

1 : Absence of FCL A ; 2 : Fluorescence of FCLA alone ;

3 : Presence of FCL A

3　结　论

　　荧光技术在蛋白研究中有着广泛的应用 , 发射峰的位

置、荧光偏振、能量转移、荧光寿命等指标可以对蛋白质中

荧光生色团的结构及其所处的微环境提供有用的数据信息。

白蛋白与许多药物分子的相互作用已被进行了较为广泛的研

究。通过研究 FCLA与 HSA 的结合反应 , 分析它们的荧光

猝灭结果求得了 FCLA与 HSA的结合位点数。根据 FÊrster

非辐射能量转移机理探讨了 FCL A与 HSA相互结合时其给

体2受体间的距离和能量转移效率 , 证实了 FCLA与 HSA结

合作用为静态猝灭过程 , 其猝灭同时也通过能量转移而产生

荧光。这对阐明 FCLA的运输过程及其在体内的作用机制具

有一定的意义 , 可以作为药物动力分析、体内用药的参考。
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The Study on the Inueraction of FCLA with Human Serum Albumin with
Spectroscopy Techniques

ZHOU Jing , WEI Yan2chun 3

MO E Key Laboratory of Laser Life Science and Institute of Laser Life Science , South China Normal University , Guangzhou　

510631 , China

Abstract　It is very important to detect reactive oxygen species (ROS) in biologic and medicinal research. FCLA , the Fluorescei2
nyl Cypridina L uciferin Analog , is a high sensitivity probe of detecting singlet oxygen and superoxide anions. The FCLA mole2
cule can react with ROS and , after a series of reactions that result in the release of additional chemical energy , releases photons.

Depending on the probe used , the photons are typically in visible wavelength range and easily measurable with conventional opti2
cal detectors. The binding reaction of FCLA with human serum albumin ( HSA) was studied with spect roscopy techniques. It

was found that HSA fluorescence was partially quenched by FCLA. The binding constant s were obtained with quenching result s.

According to the FÊrster energy transfer mechanism , the energy efficiency and the distance between FCLA and HSA were calcu2
lated. Then it was found that static quenching was the main binding reaction between FCLA and HSA , and the energy transfer

caused the HSA fluorescence quenching and the FCLA fluorescence producing. By studying the binding reaction of FCLA with

HSA by spect roscopy techniques , this research proved the t ransfer style of FCLA and the interaction mechanism in the body.

The result s will offer some good advises about the ROS detection with the chemiluminesence probe i n vivo. Meanwhile , it will

also provide a new means to study pharmacokinetics and some basic theories about the medicine t ransfer in the body.

Keywords　FCLA ; Human serum albumin ; Fluorescence quenching ; Binding reaction
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