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摘　要　采用荧光猝灭法研究了两种辅酶, 还原型烟酰胺嘌呤二核苷酸( NADH)、氧化型硫代烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸 ( T hio-NAD+ )与 3�-羟类固醇脱氢酶( 3�-HSD)的相互作用。研究结果表明, NADH 和

Thio-NAD + 的加入均能使 3�-HSD 的内源性荧光发生猝灭, 其猝灭机制均属于生成复合物的静态猝灭;

25℃下 NADH、Thio-NAD+ 与 3�-HSD 的结合常数分别为 7. 38×104、1. 23×104L·mo l- 1; 37℃下 NADH、

Thio-NAD +与 3�-HSD 的结合常数分别为 4. 69×104、9. 74×103L·mol- 1; NADH 与 3�-HSD的结合作用

力为氢键和范德华力, Thio-NAD + 与 3�-HSD 的结合作用力主要为静电引力和疏水作用力; NADH 和

Thio-NAD +均能使 3�-HSD 构象发生变化,导致色氨酸残基所处环境极性增大。
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1　引言
荧光猝灭法因试剂用量少、操作简便、可提供信息丰富等诸多优点,在研究血清蛋白与药物有

机小分子作用机理方面已经得到了广泛应用 [ 1—4] , 但在研究酶与小分子相互作用机理方面应用甚

少[ 5]。3�-羟类固醇脱氢酶( 3�-HSD)是临床胆汁酸测定试剂中用到的工具酶,在胆汁酸测定中采用

该工具酶与两种辅酶还原型烟酰胺嘌呤二核苷酸( NADH )和氧化型硫代烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

( T hio-NAD+ )及胆汁酸底物进行循环反应,使微量胆汁所产生的光信号得以放大, 从而实现微量

胆汁酸的准确测定
[ 6]
。本实验采用荧光猝灭法研究了NADH、T hio-NAD

+
与 3�-HSD的结合反应机

理,获得了两种辅酶与 3�-HSD结合常数、结合作用力类型及结合反应对 3�-HSD构象的影响情况

等信息,为深入研究上述胆汁酸测定的酶循环反应机理奠定了基础,也为试剂价格昂贵的酶与其他

小分子作用机理研究提供了新的思路。

2　实验部分

2. 1　主要仪器与试剂

RF-5000荧光分光光度计(日本岛津公司) ; pHs-3C 型酸度计(上海雷磁仪器厂)。

3�-羟类固醇脱氢酶( 3�-HSD,上海沪旦生物科技有限公司)配制成 10mg / mL 水溶液、还原型



烟酰胺嘌呤二核苷酸( NADH, 德国罗氏诊断有限公司) ; 氧化型硫代烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

( T hio-NAD
+ ,上海沪旦生物科技有限公司) 均配制成浓度为 20mm ol/ L 水溶液; 以上试剂均

100�L/管分装, - 20℃冷冻保存,临用前置室温复溶; pH 7. 98的 Tris-HCl缓冲液( 137m mol/ L ) ;

上述试剂均为分析纯。实验用水为二次蒸馏水。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　荧光猝灭实验

在 25℃和 37℃下,分别准确移取 1. 00mL Tris缓冲液, 1. 50m L 二次蒸馏水于 1cm 光径的荧

光比色皿中,采用可调移液器准确加入10�L 3�-HSD,混匀,恒温20min 后,用可调移液器逐次加入

2�L NADH 或 1�L Thio-NAD+ 进行荧光滴定(滴定剂累加体积< 50�L) ,固定激发波长 280nm, 扫

描 300—500nm 的发射光谱。

2. 2. 2　同步荧光猝灭实验

在 37℃下,准确移取 1. 00mL T ris缓冲液, 1. 50mL 二次蒸馏水于 1cm 光径的荧光比色皿中,

用微量移液枪准确加入 10�L 3�-HSD, 混匀, 恒温 20min 后, 逐次加入 2�L NADH 或 1�L
Thio-NAD

+ ,固定 ��= 60nm 进行同步荧光扫描。

3　结果与讨论

3. 1　荧光猝灭光谱

由 3�-HSD的基因系列可知
[ 7]

, 3�-HSD中含有能发射内源性紫外荧光的色氨酸( T rp)和酪氨

酸 ( Tyr )残基。在 280nm 激发时, T rp 残基和 T yr 残基的最大荧光强度波长分别位于 340nm 和

300nm 左右
[ 8]。本实验中观察到当激发波长为 280nm 时, 3�-HSD的最大荧光发射波长为 336nm,

它应该主要产生于 Trp残基。辅酶 NADH 与 Thio-NAD+ 在 3�-HSD的发射峰附近均无荧光发射

峰。在 25℃和 37℃下,固定3�-HSD浓度,逐渐增加 NADH 与 Thio-NAD
+

, 3�-HSD的荧光峰均出

现有规律的猝灭现象。图 1为 NADH 对 3�-HSD的荧光猝灭图,图 2为 Thio-NAD
+对 3�-HSD的

荧光猝灭图。

图 1　NADH 对 3�-HSD荧光强度的影响

a——25℃; b——37℃; pH= 7. 98, C3�-HSD= 1kU / L; CNADH( �m ol/ L) :曲线 1—8: 0、8、16、24、32、40、48、56。

由图可知 Thio-NAD
+ 仅使 3�-HSD的荧光信号发生规律性的猝灭,但并未使荧光光谱图发生

畸变,但 NADH 的加入不仅使 3�-HSD的荧光信号降低,而且荧光光谱图形状发生了明显改变, 在
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400nm 附近出现了等发射点,在 460nm 附近出现了另一荧光发射峰, 这对应于 NADH的荧光发射

信号[ 9] , 说明 3�-HSD与 NADH之间明显存在能量转移。此外,对比图 1、图 2还可以得知, NADH

对 3�-HSD 的荧光猝灭程度远大于同浓度的 Thio-NAD
+
对 3�-HSD 的猝灭程度,由此初步推断

NADH 与 3�-HSD作用强于 Thio-NAD
+ 与 3�-HSD的作用。

图 2　T hio-NAD+ 对 3�-HSD荧光强度的影响

a——25℃; b—— 37℃; pH= 7. 98, C3�-HSD= 1k U/ L; CT hio-NAD
+ ( �mol/ L)曲线 1—8: 0、16、32、48、64、80、96、112。

3. 2　猝灭类型

荧光猝灭作用因猝灭机制不同可分为动态猝灭和静态猝灭。动态猝灭是指荧光物质与荧光猝

灭剂分子间, 因为碰撞而导致的荧光猝灭过程,动态猝灭过程可用 Stern-Volmer 方程进行描述[ 10] ,

即:

F0/ F= 1+ K S VCq= 1+ K q�0Cq ( 1)

式中: F0——辅酶加入之前 3�-HSD的荧光强度; F——加入辅酶后的荧光强度; Cq——辅酶的浓

度; K S V——动态猝灭常数; K q——荧光猝灭速率常数 (各类猝灭剂对生物分子的最大 K q 值为

2. 0×1010L·mol- 1·s- 1 ) ; �0——不存在猝灭剂时的荧光物质的平均寿命,生物大分子的荧光平均

寿命一般为 10
- 8

s。

为了确定两种辅酶对 3�-HSD的荧光猝灭类型,先按上述动态猝灭公式( 1)对实验获得的数据

进行处理,作 F0 / F-Cq 关系图,得图 3,并将相关数据列于表 1。

图 3　NADH、T hio-NAD+ 与 3�-HSD 作用的 Stern-Volmer曲线

a——NADH; b——Thio-NAD+ ; 1—— 25℃; 2—— 37℃。
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表 1　NADH、Thio-NAD+ 对 3�-HSD 的荧光猝灭常数

辅酶
t

(℃)

K sv

(L·m ol- 1)

K q

( L·mol- 1·s- 1)
r

NADH 25 6. 89×104 6. 89×1012 0. 9991

37 5. 06×104 5. 06×1012 0. 9959

Thio-NAD+ 25 1. 85×104 1. 85×1012 0. 9922

37 1. 84×104 1. 84×1012 0. 9912

　　由表中数据可以看出, NADH和 T hio-NAD
+对 3�-HSD的荧光猝灭速率常数远大于各类猝灭

剂对生物大分子的最大猝灭常数 2. 0×1010
L·mol

- 1·s
- 1 ,由此推断 3�-HSD的荧光猝灭是静态猝

灭;此外,二者的猝灭常数均随温度的升高呈下降趋势,再次说明猝灭过程是静态猝灭。静态荧光猝

灭作用是指荧光供体分子与荧光猝灭剂分子之间借助分子间力,彼此结合形成了具有一定结构的
不发荧光的基态复合物,而导致荧光强度减弱的现象。以上分析结果看出, 3�-HSD与 NADH 及
Thio-NAD

+
之间结合形成了复合物。3�-HSD与NADH 及T hio-NAD

+
之间形成复合物的结合常数

可以采用Lineweaver-Burk 双倒数方程
[ 11]
进行计算:

( F0- F) - 1= F
- 1
0 + K

- 1
F

- 1
0 C

- 1
q ( 2)

按上述公式 ( 2) , 作 ( F0-F )
- 1

-Cq
- 1
关系图, 得图 4, 并计算 25℃和 37℃下 3�-HSD 与 NADH、

Thio-NAD
+ 的结合常数, 结果见表 2。

图 4　NADH、Thio-NAD +与 3�-HSD 作用的双倒数图

a——NADH; b——Thio-NAD+ ; 1—— 25℃; 2—— 37℃。

表 2　3�-HSD 与 NADH、Thio-NAD+ 的结合常数

复合物 t (℃) K ( L·mol- 1) r

3�-HSD-NADH 25 7. 38×104 0. 9972

37 4. 69×104 0. 9998

3�-HSD-Thio-NAD+ 25 1. 23×104 0. 9930

37 9. 74×103 0. 9986

　　从表中数据可以看出, NADH、Thio-NAD
+
与 3�-HSD均具有较大的结合常数,说明结合作用

较强;其中, NADH 与 3�-HSD的结合作用强于 Thio-NAD
+ 与 3�-HSD 的结合作用, 这与直接从荧

光猝灭图谱分析得到的结果一致。并且随着温度的升高,二者结合常数呈下降趋势。

3. 3　作用力类型

有机小分子和生物大分子之间的结合力主要有疏水作用力、范德华力、静电作用力和氢键作用
等。当温度变化不大时,反应的焓变 �H 可以看作一个常数。根据反应前后热力学参数之间的关系
符合Van't-Hoff 方程:

lnK =
- �H
RT

+
�S
R

( 3)
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�G= �H - T·�S ( 4)

由公式( 3)、( 4)计算 NADH、Thio-NAD
+ 与 3�-HSD结合的热力学参数,结果见表 3。

表 3　3�-HSD 与 NADH、Thio-NAD+ 结合的热力学参数

复合物
t

(℃)

�H
( kJ·mol- 1)

�S
( kJ·mol- 1·K- 1)

�G
( kJ·mol- 1)

3�-HSD-NADH 25 - 29. 11 - 4. 49 - 27. 77

37 - 29. 11 - 4. 49 - 27. 72

3�-HSD-T hio-NAD+ 25 - 15. 01 27. 94 - 23. 33

37 - 15. 01 27. 94 - 23. 67

　　由上表可以看出, NADH、Thio-NAD
+ 与 3�-HSD反应的 �G 均小于 0,表明二者的结合是一个

自由能降低的自发分子作用过程。研究表明 �H > 0, �S> 0是典型的疏水作用; �H < 0, �S< 0是

氢键和范德华力作用; �H < 0, �S> 0是疏水作用和静电作用力[ 2]。由此推测 NADH与 3�-HSD以

氢键和范德华力结合,由于二者结合常数较大, 推断二者间一定存在氢键作用; 而 T hio-NAD
+ 与

3�-HSD主要以疏水作用和静电作用力结合,在本实验 pH = 7. 98的条件下, 3�-HSD的氨基酸残基

主要带负电, 而 Thio-NAD
+ 带正电荷,从结构上推断二者之间一定存在静电引力作用。

3. 4　3�-HSD构象的变化

固定激发波长与发射波长的间距 ��,同步扫描激发和发射单色器可得同步荧光光谱, 这种光

图 5　3�-HSD-NADH 和 3�-HSD-Thio-NAD+ 的同步荧光光谱

��= 60nm , t= 37℃, pH= 7. 98, C3�-HSD= 1kU/ L;

a——3�-HSD-NADH;C NADH( �mol/ L) :曲线 1—4: 0, 8, 16, 24;

b——3�-HSD-T hio-NAD+ ;CT hio-NAD+ ( �mol/ L) :曲线 1—4: 0, 16, 32, 48。

谱已被用于蛋白质构象变化的分析。3�-HSD的内源荧光主要表现为分子内色氨酸残基的发射,当

��= 60nm 的同步荧光光谱仅表现色氨酸残基的荧光, 且残基的最大发射波长与其所处环境之极

性相关,色氨酸处于疏水性介质时, 其 �max = 331nm, 部分暴露于水中时, 其 �max = 341nm, 而当它完

全裸露于水相中时, �max = 351nm, 故可用色氨酸最大发射波长的改变来判断 3�-HSD构象的变

化[ 2]。当 ��= 60nm 时,固定 3�-HSD的浓度,逐渐增加 NADH 及 Thio-NAD
+ 的浓度,分别绘制其

同步荧光光谱,结果见图 5。可以看出, 3�-HSD色氨酸残基的最大发射波长在345nm 左右,这与所

用 Tris缓冲液为水相介质有关。由此可推断, 3�-HSD在缓冲溶液中可能有一定的伸展现象,从而

导致色氨酸残基虽处于分子内部疏水区, 但部分暴露在介质的亲水区。随着 NADH 及T hio-NAD
+

的浓度的增大, 色氨酸同步荧光强度逐渐降低, 且其最大发射峰由 345nm 红移至 348nm, 表明在

NADH 和 Thio-NAD+ 作用下, 3�-HSD的构象发生了变化,色氨酸残基所处环境的极性增大。
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4　结论
本文采用荧光猝灭法获得了 NADH、T hio-NAD

+ 与 3�-HSD 结合作用的相关信息,为进一步

研究 3�-HSD 循环酶法测定胆汁酸这一复杂酶促反应的各步基元反应机理、从分子水平揭示这一

复杂反应过程的本质奠定了基础。

辅酶NADH、T hio-NAD
+是生物体内许多氧化还原反应必需的辅酶,与其相关的脱氢酶有 300

多种[ 12]。尤其是 NADH,被称为“生物火箭燃料”,够给细胞提供更多的能量,起着重要的“抗老化”

作用,能调控神经细胞和修复 DNA。本文研究发现, NADH、Thio-NAD
+能够有效猝灭 3�-HSD的

内源性荧光, 据此推断,可以采用荧光猝灭方法研究 NADH、Thio-NAD
+ 与其他具有内源性荧光的

生物大分子之间的结合作用,这对于深入揭示 NADH、Thio-NAD
+在体内发挥作用的机制具有重

要意义。

有关酶与小分子的反应机理研究一般集中在对于酶促反应的动力学研究,从分子水平角度研

究酶与小分子作用的报道甚少,本研究发现对于具有荧光发射基团的酶和在该荧光发射波长范围

内具有吸收的小分子, 采用荧光猝灭法可以获得结合常数、结合作用力、构象变化等诸多反应机理

信息。由于荧光猝灭法试剂用量极少,避免了昂贵的酶、辅酶等生化试剂的大量使用,因此该方法在

酶与小分子作用机理的研究中是一类非常有潜力的分析方法。
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Study on the Interaction of NADH and Thio-NAD
+

with 3�-HSD
by Fluorescence Quenching Method

L IAN Guo-Jun　ZHAO Chang-Rong　L IU Wen-Han
a
　FANG Fang　CAO Jian-Ming

(Dep ar tment of Env ironment S cience and P ublic H ealth, W enz hou Med ical Col leg e, Wenzhou, Zhej iang 325035, P. R. China)

a( Coll ege of Chemical Engineering and M aterial S cience, Zhej iang Univ ersit y of T echnolog y, H ang zhou 310032, P. R . China)

Abstract　T he interact ion of tw o coenzyme, reduced nicot inamide adenine dinucleot ide( NADH)
and ox idized thionicot inam ide adenine dinucleotide ( T hio-NAD

+
) , with 3�-hydroxysteroid

dehydrogenase( 3�-HSD) was studied by f luorescence quenching m ethod. The f luorescence intensity of
3�-HSD decreased after the addition of NADH or Thio-NAD

+
and the quenching mechanism w as

stat ic quenching w ith forming the com plex . At 25℃, the binding constants w ere 7. 38×104L·mol- 1

for NADH and 1. 23× 10
4

L · mol
- 1

for T hio-NAD
+

, at 37℃, the binding constants were
4. 69×10

4
L·m ol

- 1
for NADH and 9. 74× 10

3
L ·mol

- 1
for T hio-NAD

+
. The binding pow er

betw een NADH and 3�-HSD w ere hydrogen bonding force and Van der force, w hereas the binding
pow er betw een Thio-NAD

+
and 3�-HSD were elect rostat ic force and hydrophobic force. The

conformation of 3�-HSD w as changed by the addition of NADH or T hio-NAD+ , the polarity of the
environment about t ryptophan residues in 3�-HSD w as increased.

Key words　Fluorescence Quenching M ethod; 3�-HSD; NADH; T hio-NAD
+
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