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丁二酰化壳寡糖铕配合物的合成及与
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摘要: 合成并表征了丁二酰化壳寡糖铕配合物,在模拟人体生理条件下,运用紫外和荧光光谱研究了配合物

与牛血清白蛋白(BSA)的相互作用。 结果表明:随着配合物浓度的增加, BSA 的紫外光谱表现出增色效应并

伴有蓝移;配合物与 BSA 形成复合物,从而猝灭 BSA 内源荧光,该猝灭机制为静态猝灭。 计算得到室温下配

合物与 BSA 的结合常数和结合位点数分别为 2. 068 2 伊 104 L·mol - 1和 1. 094 72。
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Abstract: Succinic鄄oligochitosan鄄Eu(芋) complex was synthesized and characterized. Under simu鄄
lated physiological conditions, the interaction between complex and bovine serum albumins (BSA)
was studied by ultraviolet spectrum and fluorescence spectrum. The results showed that the absorp鄄
tion intensity of BSA increased with the concentration of complex. The complex quenched the fluo鄄
rescence of BSA and it was static quenching, and then the binding constant and binding sites were
calculated . They were 2. 068 2 伊 104 L·mol - 1 and 1. 094 72 at room temperature, respectively.
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1摇 引摇 摇 言

由于各种药物进入体内需通过血浆的存储和

运输到达受体部位而产生药理作用,血清白蛋白

是血浆中含量最丰富的蛋白质, 是基础科学研究

中最常用的药物靶蛋白之一[1]。 研究药物与血

清白蛋白的作用有助于阐明药物在体内的存储和

转运过程, 也能为药物的设计与开发及药理研究

提供有价值的信息。 壳寡糖(简称 COS)水溶性

好,易被人体吸收,具有较强的生物活性、独特的
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生理活性如抗菌性、抗肿瘤性、抗氧化性、降血脂

性、调节免疫等。 酰化壳寡糖的合成早已引起人

们的重视,因为它是一个很好的中间体,可溶于普

通有机溶剂,而且可以进行选择性定量化学修饰

而制备高分子药物和具有生物相容性的人造组织

等可设计生物材料。 乙酰化壳寡糖在体内和体外

都能有效地抑制肿瘤血管生成,且效果优于壳寡

糖[2]。 稀土元素由于特殊的外层电子构型,具有

独特的物理和化学性质, 如发光特性[3]、抗炎、杀
菌、抗癌、抗凝血、镇痛作用[4]。 近年来,关于壳

聚糖、壳寡糖或其衍生物稀土配合物的报道不断

涌现, 如 与 Pr3 + [5]、 Y3 + [6]、 Dy3 + [5]、 Ce3 + [6鄄7]、
Nd3 + [7鄄8]和 La3 + [7鄄10]等离子的配位,而有关酰化

壳寡糖稀土配合物的制备以及与牛血清白蛋白

相互作用的研究尚未见报道。 本课题组在前期

工作基础上制备了丁二酰化壳寡糖与 Eu3 + 的配

合物,并研究其与牛血清白蛋白( BSA)的相互

作用。 该研究为今后进一步扩大稀土及其壳寡

糖的应用、开拓药物化学的新领域具有一定的

意义。

2摇 实摇 摇 验

2. 1摇 材料与仪器

壳寡糖,济南海得贝海洋生物工程有限公司;
丁二酸酐 (化学纯),国药集团试剂有限公司;
Eu2O3 甘肃稀土新材料股份有限公司;牛血清白

蛋白(BSA),北京奥博星生物有限责任公司, CBSA =
1 伊 10 - 5 mol / L。 傅立叶变换红外光谱仪,美国 PE
公司;UV鄄2450 型紫外可见光谱仪,日本岛津公

司;RF鄄5301PC 型荧光光谱仪,日本岛津公司。
2. 2摇 丁二酰化壳寡糖铕的制备

将 3. 0 g 壳寡糖溶于 75 mL 1% (质量分数)
的乙酸溶液,向其中加入 60 mL 无水乙醇,搅拌后

加 21 mL 吡啶;称取 2. 5 g 丁二酸酐,溶于 220 mL
乙醇,搅拌后加入反应器,室温下反应 5 h。 用无

水乙醇析出沉淀,抽滤,并用无水乙醇洗涤多次,
65 益干燥得丁二酰化壳寡糖,记作 BCS。

称取 0. 5 g BCS 溶于适量蒸馏水中,在搅拌

下逐滴加入氯化铕水溶液,室温下搅拌 3 h,调节

pH 至中性,继续反应 3 h。 反应结束后加入丙酮

析出沉淀,抽滤,并用丙酮洗涤多次直至无 Cl -

(AgNO3 检验),65 益干燥得丁二酰化壳寡糖铕,
记作 BCS鄄Eu。

2. 3摇 配合物与 BSA 的作用

在 5. 0 mL 比色管中依次加入 1. 0 mL BSA 溶

液及一定体积 5 mg / mL 的 BCS鄄Eu 溶液,以二次

蒸馏水定容,室温作用 12 h。 在 240 ~ 320 nm 扫

描测定 BSA 及配合物作用后 BSA 的紫外光谱。
设定激发和发射狭缝宽度均为 3 nm,激发波长

姿ex = 280 nm,在 300 ~ 400 nm 扫描荧光发射光

谱。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 紫外光谱

CS、BCS 及 BCS鄄Eu 溶于 1. 0% 的醋酸,配制

成浓度为 1. 0 mg / mL 的溶液,扫描其紫外光谱

(如图 1 所示)。 发现 CS 在 223 nm 处有一较强

的吸收峰,是由 CH3CONH—中的 n寅滓* 跃迁引

起的。 BCS 在 255. 236 nm 处产生强吸收峰,在
275. 5 nm 处有一弱吸收峰,这是由丁二酸酐中的

n寅仔*跃迁引起的,表明丁二酸酐与 CS 分子发生

反应。 BCS鄄Eu 在 272. 236 nm 处有一吸收峰,说
明 BCS 与 Eu3 + 发生配位作用。
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图 1摇 CS、BCS 及 BCS鄄Eu 的紫外光谱。
Fig. 1摇 UV spectra of CS, BCS and BCS鄄Eu郾

3. 2摇 红外光谱

CS 经丁二酸酐改性后,原位于 3 445 cm - 1

处—NH2 和—OH 伸缩振动的缔合峰移至 3 412
cm - 1处且峰变窄;原位于 1 600 cm - 1 处—NH 面

外弯曲振动强吸收峰移至 1 606 cm - 1;原位于

1 028. 84 cm - 1 处 伯 羟 基 的 伸 缩 振 动 峰 移 至

1 023. 93 cm - 1;BCS 在 1 774. 27 cm - 1 处出现了

酰胺环上的— 詤詤C O 伸缩振动峰并且 495. 66
cm - 1处出现丁二酸酐的特征峰,在 1 251. 87cm - 1

和 899. 30 cm - 1 处的 CS 特征吸收峰没有消失。
表明丁二酸酐与 CS 中—NH2 和仲羟基发生反

应,反应过程中没有改变 CS 的结构。 BCS鄄Eu 在
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1 364. 59 cm - 1 处的吸收峰是—CH3 的对称变形

振动峰,775. 70 cm - 1处的吸收峰是—CH2 的平面

摇摆振动峰,在 3 364. 80 cm - 1处的吸收峰变弱变

窄,BCS 配位后在 1 774 cm - 1处的吸收峰消失,另
外在 1 618. 96 cm -1处产生吸收峰,并且在 1 023. 93
cm - 1处的吸收峰向低波数移动并且峰强度逐渐

变弱。 表明 BCS 中的—NH2 和伯羟基参与了

Eu3 + 配位。
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图 2摇 CS、BCS 及 BCS鄄Eu 的红外光谱。
Fig. 2摇 IR spectra of CS,BCS and BCS鄄Eu郾

3. 3摇 配合物与 BSA 的作用

3. 3. 1摇 紫外光谱

BCS鄄Eu 对 BSA 的紫外光谱影响如图 3 所

示。 BSA 在 280 nm 处有一强的吸收峰,是其肽链

上的酪氨酸和色氨酸的苯杂环 仔寅仔*跃迁引起

的。 在 BSA 溶液中加入铕配合物后,吸收强度随

着铕配合物浓度的增加而增强,说明 BCS鄄Eu 使

包围在 BSA 分子内部的酪氨酸和色氨酸残基的

芳杂环疏水基团暴露出来,使吸收峰强度增强,同
时疏水基团之间疏水作用减弱, 仔寅仔*跃迁能量

增大,使吸收峰紫移至 275 nm。 紫外光谱表明配

合物与 BSA 发生了相互作用。
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图 3摇 BCS鄄Eu 对 BSA 紫外谱图的影响。 1 ~ 6 表示 BCS鄄

Eu 浓度(10 -4 mol / L)为: 0,0. 3,0. 5,0. 7,1. 0,1. 5。

Fig. 3摇 Effect of BCS鄄Eu on the UV spectra of BSA

3. 3. 2摇 荧光光谱

以激发波长 280 nm 分别激发 BSA 和 BCS鄄Eu
溶液,BSA 在 338 nm 附近有很强的荧光发射峰,
是色氨酸残基产生的;而 BCS鄄Eu 在 438 nm 附近

有荧光发射峰,在相同浓度下 BCS鄄Eu 发射峰的

强度很低,可以认为 BCS鄄Eu 配合物溶液荧光不

会干扰 BSA 溶液的荧光。 图 4 是 BCS鄄Eu 存在时

BSA 的荧光光谱图。 固定 BSA 的浓度,依次逐渐

加入 BCS鄄Eu 配合物,随着 BCS鄄Eu 配合物浓度的

增加,BSA 在 338 nm 附近的荧光强度逐渐减弱,
说明 BCS鄄Eu 与 BSA 之间通过一定的作用形成了

复合物。 另外,随着 BCS鄄Eu 配合物浓度的增加,
在 438 nm 附近出现一个新的荧光发射峰,强度随

BCS鄄Eu 浓度的增大而递增。 结果表明配合物对

BSA 的荧光产生猝灭作用。
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图 4摇 BCS鄄Eu 对 BSA 荧光谱图的影响。 1 ~ 10 表示 BCS鄄
Eu 浓度 (10 - 4 mol / L) 为: 0,0. 1,0. 3,0. 5,0. 7,
1. 0,1. 5,2. 0,2. 5,3. 0。

Fig. 4摇 Effect of BCS鄄Eu on fluorescence spectra of BSA

3. 3. 3摇 荧光猝灭行为

荧光猝灭过程分为动态猝灭和静态猝灭。 通

过 Stern鄄Volmer 方程来分析 BCS鄄Eu 对 BSA 的荧

光猝灭过程类型。
Stern鄄Volmer 方程:

F0 / F = 1 + Kq祝ocq = 1 + KSVcq, (1)
其中,F0 为未加入猝灭剂时的荧光强度;F 为加

入猝灭剂后的荧光强度;Kq (L·mol - 1 ·s - 1 )为

双分子猝灭过程的速率常数,Kq祝o = KSV ( L·
mol - 1)称为 Stern鄄Volmer 猝灭常数;cq 为猝灭剂

的浓度;祝o 为没有猝灭剂存在时荧光分子的平均

寿命,生物大分子的平均寿命约为 10 - 8 s。 根据

式(1),以 F0 / F - 1 对所加入的猝灭剂 BCS鄄Eu 浓

度 cq 作图,得 Stern鄄Volmer 猝灭曲线,如图 5 所

示。 由(1)式求得猝灭速率常数 Kq = 1. 029 7 伊
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1012 L·mol - 1·s - 1(R = 0. 996 1),通常各类猝灭

剂对生物大分子的最大动态猝灭常数为 2. 0 伊
1010 L·mol - 1·s - 1。 经分析本实验中双分子猝

灭常数 Kq 大于最大动态猝灭常数,这表明 BCS鄄
Eu 配合物对 BSA 的荧光猝灭效应不是动态猝灭

而是二者形成复合物的静态猝灭。
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图 5摇 BCS鄄Eu 与 BSA 的 Stern鄄Volmer 曲线

Fig. 5摇 Stern鄄Volmer curve of BCS鄄Eu with BSA

3. 3. 4 摇 用静态猝灭法分析 BCS鄄Eu 配合物与

BSA 的相互作用

在静态猝灭作用中,荧光强度与猝灭剂的关

系可由荧光鄄猝灭分子间的结合常数表达式求出,
采用 Regression equation 方程:

lg(F0 / F - 1) = lgK + nlgcq, (2)
其中,F0 为未加入猝灭剂时的荧光强度;F 为加

入猝灭剂后的荧光强度;K 为猝灭剂与 BSA 分子

的结合常数;n 为结合位点数。
将相关数据代人(2)式作图,得 lg(F0 / F - 1)

与 nlgcq 的关系(如图 6)。 由图 4 求出 BCS鄄Eu 配

合物与 BSA 分子的结合常数 K =2. 068 2 伊 104 L·
mol - 1(R = 0. 995 0),结合位点数 n = 1. 094 7。 可

以看出在室温下 BCS鄄Eu 与 BSA 均以 1 颐 1结合,
这说明 BCS鄄Eu 与 BSA 之间作用较强。 BCS鄄Eu
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图 6摇 lg(F0 / F - 1)与 nlgcq 的关系图

Fig. 6摇 Plot of lg(F0 / F - 1) versus nlgcq

在抗菌、抗氧化、抗肿瘤方面的活性有待进一步

研究。
3. 3. 5摇 BCS鄄Eu 与 BSA 的结合距离

根据 F觟rster 偶极鄄偶极非辐射能量转移理

论[11],发生非辐射能量转移必须同时满足三个条

件:一是给体必须发荧光;二是给体的荧光发射光

谱与受体的吸收光谱必须有一定的重叠;三是给体

与受体之间的距离最大不超过 7 ~10 nm。 给体发生

非辐射能量转移导致荧光猝灭,由此可以求出小分

子化合物和蛋白质分子的结合位置相对于发射荧光

的基团之间的距离,距离越小,越有利于药物分子被

蛋白质存储和转运,越能发挥其药理作用。
当两种化合物发生非辐射能量转移时,能量

转移效率 E 与距离 r 及邻界能量转移距离 R0 之

间的关系式为:
E = 1 - F / F0 = R6

0 / (R6
0 + r6), (3)

R6
0 = 8. 8 伊 10 -25K2n -4椎DJ, (4)

J = 鄱F(姿)着(姿)姿4驻姿 /鄱F(姿)驻姿, (5)

式中,F0 与 F 分别为猝灭剂不存在与存在时血清

白蛋白的荧光强度;R0 为能量转移效率为 50%时

的临界距离;K2 为偶极空间取向因子,可取供能

体鄄受能体各向随机分布的平均值 2 / 3;n 为介质

的折射率,一般取水和有机物折射率的平均值

1. 366; 椎D 为供能体的荧光量子产率,通常取

0. 15;F(姿)为荧光供体在波长 姿 处的荧光强度;
着(姿)为受能体在波长 姿 处的摩尔吸光系数;驻姿
为计算时分割的波长跨度;J 是供能体的荧光发

射光谱和受体的吸收光谱之间的光谱重叠积分。
图 7 是 BSA 的荧光光谱与 BCS鄄Eu 吸收光谱的

重叠图,把光谱重叠部分分割成极小的矩形,求得

BCS鄄Eu 的重叠积分 J =2.57 伊10 -15 cm3·L·mol -1。

0.6

250 450
姿 / nm

Ab
so
rb
ar
ce

0.7

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1
0
200 300 350 400

200

400

0

In
te
ns
ity

BCS-Eu
BSA

图 7摇 BCS鄄Eu 的 UV 光谱与 BSA 荧光光谱的重叠现象

Fig. 7 摇 Overlap of BCS鄄Eu UV spectrum with BSA fluores鄄
cence spectrum
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能量转移效率 E = 0. 290,算出 r = 2. 33 nm,即
BCS鄄Eu 在 BSA 上的结合位置距色氨酸残基的距

离 r < 7 nm,说明 BCS鄄Eu 与 BSA 之间发生非辐射

能量转移。
3. 3. 6摇 同步荧光光谱

对于蛋白质的同步荧光光谱,驻姿 = 15 nm 时

只表现出酪氨酸残基的荧光,驻姿 = 60 nm 时仅表

现出色氨酸残基的荧光[12]。 因为氨基酸残基的

最大发射波长与其所处环境的疏水性有关,所以

由发射波长的改变可判断蛋白质构象的变化。
BSA 的空间结构由 3 个结构域组成,每个结构域

由 2 个亚结构域以槽口相对的方式形成圆筒状结

构,几乎所有疏水性氨基酸残基都包埋在圆筒内

部,构成疏水腔[13]。 固定 BSA 的浓度,逐渐增大

BCS鄄Eu 浓度,驻姿 = 15 nm 和 驻姿 = 60 nm 时的同

步荧光光谱如图 8 所示。 发现酪氨酸残基的最大发

射波长稍有蓝移,而色氨酸残基的最大发射波长有

红移现象,表明 BCS鄄Eu 的加入使 BSA 的构象发生

变化,酪氨酸残基所处环境的疏水性增加,而色氨酸

残基所处环境的疏水性降低,配合物分子的结合部

位可能都处于这种疏水腔中,使 BSA 内部的疏水结

构有所瓦解,肽链的伸展程度增加[14]。
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图 8摇 BCS鄄Eu 对 BSA 同步荧光光谱的影响。 (a)驻姿 = 60 nm,1 ~ 8 分别对应 BCS鄄Eu 浓度(10 - 4 mol / L): 0,0. 1,0. 3,
0. 5,0. 7,1. 0,1. 5,2. 0;(b)驻姿 = 15 nm,1 ~ 9 分别对应 BCS鄄Eu 浓度(10 - 4 mol / L):0,0. 1,0. 3,0. 5,0. 7,1. 0,1. 5,
2. 0,2. 5。

Fig. 8摇 Effect of BCS鄄Eu on thesynchronous fluorescence spectra of BSA

4摇 结摇 摇 论

BCS鄄Eu 能诱导 BSA 分子发生蛋白质肽链伸

展现象,使包围在 BSA 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,从而使吸收

强度增强。 BCS鄄Eu 对于 BSA 的荧光猝灭效应属

于两者之间生成了不发光的复合物而导致的静态

猝灭。 这些信息对于了解配合物在生物体内的吸

收、发布、代谢具有重要的意义。
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