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硝基羟乙唑与溶菌酶反应机制的荧光光谱研究
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(河北大学化学与环境科学学院 河北省分析科学技术重点实验室, 河北 保定摇 071002)

摘要: 分别在 298,310,318 K 温度下,利用荧光光谱法研究了 pH = 7. 40 生理条件下硝基羟乙唑(TRI)与溶

菌酶(LYSO)的相互作用机理。 结果表明,TRI 与 LYSO 间通过静态猝灭方式相互作用。 测定了 LYSO 与 TRI
反应的结合常数、结合位点数。 利用反应过程的热力学参数,确定了 LYSO鄄TRI 体系的作用力类型;由 Hill 系
数得出了 LYSO 或 TRI 的协同性;根据非辐射能量转移理论,确定了 TRI 到 LYSO 的结合距离,同时采用同步

光谱法考察了 TRI 对 LYSO 构象的影响。
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Investigation of The Interaction Mechanism Between Lysozyme and
Trichazol Using Fluorescence Spectroscopic Method
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Abstract: The interaction mechanism of trichazol (TRI) to lysozyme(LYSO) at different tempera鄄
tures (298, 310, 318 K) was investigated using fluorescence spectroscopy under simulative physio鄄
logical conditions. The results clearly demonstrated that TRI caused strong quenching of the fluores鄄
cence of LYSO by a static quenching mechanism. The binding constants were order of magnitude of
104 and the number of binding site in the interaction was closed to 1. The thermodynamic parameters
of LYSO鄄TRI system were determined as follows: negative 驻H and positive 驻S, which indicated that
electrostatic interaction played a major role in the binding reaction. The effect of cooperative binding
of TRI was quantified by Hill蒺s coefficient (nH) and the values of nH were slightly more than 1 in the
systems, which indicated weakly positive cooperativeness in the interaction of TRI with LYSO. The
binding distance ( r) between TRI and LYSO was obtained based on the F觟rster nonradioactive reso鄄
nance energy transfer and r was less than 7 nm. Furthermore, the effect of TRI on the conformation
of LYSO was analyzed by using the synchronous fluorescence spectroscopy.
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1摇 引摇 摇 言

溶菌酶( lysozyme,LYSO) [1] 是一种广泛存在

于生物体内唾液、眼泪、血液、淋巴组织等部位的

免疫球蛋白, 单体分子的多肽链由 129 个氨基酸

残基组成,包括 6 个色氨酸残基(Trp 28、Trp 62、
Trp 63、Trp 108、Trp 111 和 Trp 123 )、3 个酪氨酸

(Tyr)残基和 4 对二硫键来维持构型。 另外,LY鄄
SO 一个重要的功能就是可以运载小分子物质[2],
通过与药物小分子的结合作用达到治愈疾病的

效果。
硝基羟乙唑(TRI) [3]是现今结构简单并且应

用广泛的抗厌氧菌的药物,主要用于治疗拟杆菌、
弯曲杆菌、俊状芽孢杆菌等厌氧菌感染的治疗。
目前关于 LYSO 的研究较多,但没有报道过与

TRI 作用机制的研究。 本文通过荧光光谱法、同
步光谱法来研究 TRI 和 LYSO 的相互作用信息及

TRI 对 LYSO 构象的影响,为更好地了解药物在

体内的输送和作用机制提供了重要信息。

2摇 实摇 摇 验

2. 1摇 仪器与试剂

实验仪器:日本 SHIMADZU 制作所的 RF鄄
5301PC 荧光分光光度计和 UV鄄265 紫外可见分光

光度计;上海雷磁仪器厂的 pHS鄄3C 型精密酸度

计;南京桑力电子设备厂的 SYC鄄15B 型超级恒温

水浴。
试剂:溶菌酶(LYSO,美国 Sigma 公司,纯度

逸99% )配成浓度为 2. 0 伊 10 - 5mol / L 的储蓄液;
硝基羟乙唑(TRI)标准品(美国 Sigma 公司,纯度

逸99% )配成 1. 0 伊 10 - 3 mol / L 的储蓄液,用时依

次稀释; Tris鄄HCl 缓冲溶液 (内含 0. 15 mol / L
NaCl,pH = 7. 40)。 实验用水为二次蒸馏水,溶
液于 4 益冰箱保存。 TRI 的结构式如图 1 所示。
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图 1摇 硝基羟乙唑的结构式

Fig. 1摇 Chemical structure of TRI

用“内滤光效应冶公式[4] 对实验所测荧光强

度进行校正:

Fcor = Fobs 伊 e(Aex+Aem) / 2, (1)
校正后和观察到的 LYSO鄄TRI 体系荧光强度用

Fcor和 Fobs表示,TRI 在激发和发射波长处的吸光

度值用 Aex和 Aem表示。
2. 2摇 实验步骤

在 298,310,318 K 下,在一系列 10 mL 比色

管中依次加入 1. 0 mL 的 Tris鄄HCl 缓冲溶液、0. 2
mL 浓度为 2. 0 伊 10 - 5 mol / L 的 LYSO 溶液及不同

浓度的 TRI 溶液,定容、摇匀,水浴静置 20 min。
激发波长 姿ex = 280 nm 或 295 nm,狭缝宽度 5
nm,扫描 LYSO鄄TRI 体系的荧光光谱。 同时固定

波长差 驻姿 = 15 nm 以及 驻姿 = 60 nm,记录 LYSO鄄
TRI 体系的同步荧光光谱。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 LYSO鄄TRI 体系的荧光猝灭光谱

TRI 对 LYSO 的荧光猝灭见图 2 (姿ex = 295
nm 时的谱图与其类似)。 由图 2 可知,TRI 能够

猝灭 LYSO 的荧光且 LYSO 发射峰红移 20 nm,表
明 TRI 与 LYSO 作用生成复合物[5]。
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CLYSO = 4. 0 伊 10 - 7 mol / L;1 ~ 10: CTRI = (0, 0. 2,
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图 2 摇 LYSO鄄TRI 体系的荧光发射光谱 ( T = 298 K,

姿ex = 280 nm)摇
Fig. 2 摇 Fluorescence emission spectra of LYSO鄄TRI system

(T = 298 K, 姿ex = 280 nm)

将实验数据用 Stern鄄Volmer 方程[6]处理:
F0 / F = 1 + Kq子0[L] = 1 + Ksv[L], (2)

式中 F0、F 分别为无、有 TRI 时的荧光强度;子0 为

分子荧光平均寿命,约为 10 - 8 s; Ksv 为 Stern鄄
Volmer 猝灭常数;[L]为 TRI 的浓度;Kq为猝灭速

率常数。 所得数据列于表 1。 LYSO鄄TRI 体系的

Stern鄄Volmer 曲线见图 3,可以看出,LYSO 的相对

荧光强度 F0 / F 和猝灭剂 TRI 浓度呈现良好的线
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表 1摇 不同温度下 TRI 与 LYSO 的猝灭反应参数

Table 1摇 Quenching reactive parameters of TRI and LYSO at different temperatures

姿ex / nm T / K Kq / (L·mol - 1·s - 1) Ksv / (L·mol - 1) r1 Ka / (L·mol - 1) n r2

280

298 2. 35 伊 1012 2. 35 伊 104 0. 997 8 1. 78 伊 104 1. 05 0. 994 5

310 2. 01 伊 1012 2. 01 伊 104 0. 994 3 1. 51 伊 104 1. 01 0. 993 4

318 1. 80 伊 1012 1. 80 伊 104 0. 999 2 1. 35 伊 104 0. 99 0. 992 7

295

298 2. 34 伊 1012 2. 34 伊 104 0. 998 3 1. 76 伊 104 1. 03 0. 994 7

310 1. 99 伊 1012 1. 99 伊 104 0. 992 4 1. 50 伊 104 1. 01 0. 993 6

318 1. 79 伊 1012 1. 79 伊 104 0. 995 6 1. 34 伊 104 0. 96 0. 997 8

r1 为方程 F0 / F鄄[L]的线性相关系数;r2 为方程 log(F0 鄄F) / F鄄log{[Dt] - n[Bt](F0 - F) / F0}的线性相关系数。

L / (mol·L-1)

F 0
/F

1.0
0 0.00002 0.00004 0.00006 0.00008

姿ex=280 nm

1.2
1.4
1.6
1.8
2.0
2.2
2.4
2.6
2.8
3.0

298 K
310 K
318 K

CLYSO = 4. 0 伊 10 - 7 mol / L

CTRI = 4. 0 伊 10 - 6 ~ 8. 0 伊 10 - 5 mol / L
图 3 摇 不同温度时的 TRI 对 LYSO 的荧光猝灭 Stern鄄

Volmer 曲线

Fig. 3摇 Stern鄄Volmer plots for the quenching of LYSO by TRI
at different temperatures

性关系,线性相关系数达到了 0. 99 以上。 曲线斜

率即 Ksv值列于表 1。 由表 1 可知,Ksv随着温度的

升高而减小及 Kq值均大于 2. 0 伊 1010 L·mol - 1·
s - 1[7],都表明 TRI 对 LYSO 的猝灭过程是由反应

生成复合物而引起的静态猝灭过程[8]。 对该过

程,用公式(3) [9]处理实验所得数据:

log F0 - Fæ
è
ç

ö
ø
÷

F
= nlogKa +

nlog [Dt] - n
F0 - F
F0

[B t{ }] , (3)

式中[Dt]、[B t]分别为 TRI 和 LYSO 的总浓度。
由曲线截距、斜率,可得到结合常数 Ka及位点数 n
值,结果列于表 1。 由表 1 可知,LYSO鄄TRI 体系

结合位点数 n 约为 1,即 TRI 与 LYSO 形成 1颐 1的
复合物;体系的结合常数 Ka 随温度的升高而降

低,进一步表明 TRI 与 LYSO 相互作用方式为静

态猝灭[10]。
3. 2摇 LYSO鄄TRI 体系作用力类型

LYSO鄄TRI 体系的作用力类型可以由 LYSO
与 TRI 反应的热力学参数进行推断,热力学参数

由公式(4)、(5) [11]得出:
RlnK = 驻S - 驻H / T, (4)

驻G = - RTlnK = 驻H - T驻S, (5)
温度范围变化较小时,反应的焓变 驻H 可以看作定

值[12],驻H 可以由 RlnK 对 T -1作图得到。 为了增

加 驻H 的准确度,我们又测定了 293 K 和 303 K 两

个温度的结合常数(实验步骤同 2. 2 节),计算结果

见表 2。 由表 2 可知,反应过程中的 驻G < 0,表明

LYSO 与 TRI 的结合反应是自发的;驻H <0,驻S >0,
表明 LYSO 与 TRI 的结合以静电作用力为主[13]。

表 2摇 不同温度下 LYSO鄄TRI 体系的热力学参数(姿ex =280 nm)
Table 2摇 Thermodynamic parameters of LYSO鄄TRI at different temperatures(姿ex = 280 nm)

T / K Ka / (L·mol - 1) 驻H / (kJ·mol - 1) r3 驻S / (J·mol - 1·K - 1) 驻G / (kJ·mol - 1)

293 1. 95 伊 104

298 1. 78 伊 104

303 1. 63 伊 104

310 1. 51 伊 104

318 1. 35 伊 104

- 11. 17 0. 997 1

44. 01 - 24. 06

43. 90 - 24. 25

43. 78 - 24. 43

43. 98 - 24. 80

43. 95 - 25. 14

r3为方程 RlnK鄄T - 1的线性相关系数



摇 第 12 期 刘保生, 等: 硝基羟乙唑与溶菌酶反应机制的荧光光谱研究 1461摇

3. 3摇 药物协同性

蛋白质与配体结合的协同性定量分析一般用

Hill 系数 nH 表现出来[14]:

lg Y
1 - Y = lgK + nH lg[L], (6)

其中,K 为结合常数,Y 为结合饱和分数,nH 为

Hill 系数。
Y

1 - Y = Q
Qm - Q, (7)

在荧光实验中:

Q =
F0 - F
F0

, (8)

式中,1 / Qm为以 1 / Q 对 1 / [L]作图的截距。 计算

结果列于表 3。 由表 3 可知:温度分别在 298,
310,318 K 时,nH 值都略大于 1,表明 TRI 与 LY鄄
SO 反应后,促进了后继配体与 LYSO 的作用,但
这种效应很微弱,即存在较弱的正协同作用;并且

随温度的升高,这种正协同效应依次减弱,说明后

继配体随着温度的升高较难与 LYSO 结合,结合

常数也就随着减小[15]。
表 3摇 不同温度下 LYSO鄄TRI 体系的 Hill 系数 nH(姿ex =

280 nm)
Table 3 摇 Hill coefficient of LYSO鄄TRI systems at different

temperatures(姿ex = 280 nm)

T / K nH r4

298 1. 153 0. 995 4

310 1. 132 0. 996 7

318 1. 064 0. 993 8

r4 为方程 lg[Y / (1鄄Y)]鄄lg[L]的线性相关系数

3. 4摇 LYSO鄄TRI 体系的结合距离

根据 F觟rster 非辐射能量转移理论,能量供体

LYSO 与能量受体 TRI 间距离 r、能量转移效率 E
和 E 是 50% 时的临界能量转移距离 R0 之间的

关系[16]:
E = 1 - F / F0 = R6

0 / (R6
0 + r6), (9)

R6
0 = 8. 78 伊 10 -25K2椎N -4J, (10)

J = 移F(姿)着(姿)姿4驻姿 /移F(姿)驻姿,

(11)
式中,F0 为 LYSO 的荧光强度;F 为 LYSO 和 TRI
浓度为 1颐 1的荧光强度;K2是取向因子,取 LYSO
和 TRI 各向随机分布的平均值 2 / 3;N 为溶剂水

的折射率,取有机物和水的平均值为 1. 336;椎 为

没有 TRI 存在时 LYSO 的荧光量子产率,取 LYSO
中 Trp 的量子产率 0. 15;LYSO 的荧光发射光谱

和 TRI 的紫外吸收光谱见图 4,阴影部分即重叠

积分 J;F(姿)、着(姿)分别为在波长 姿 处 LYSO 的

荧光强度和 TRI 的摩尔吸光系数。 由公式计算得

到的 E、J、R0 、r 列于表 4。 从表 4 可知 r < 7 nm,说
明 LYSO 与 TRI 间存在非辐射能量转移,使 LYSO
与 TRI 更容易发生能量的传递[17];随着体系温度

的升高,能量转移效率 E 减小且结合距离 r 增大,
使得体系生成的 LYSO鄄TRI 复合物的稳定性降

低,结合常数减小。 这进一步说明 TRI 与 LYSO
之间通过静态猝灭方式相互作用[18]。
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图 4摇 LYSO 的荧光发射光谱(姿ex = 280 nm)(1)和 TRI 的
紫外吸收光谱(2),T = 298 K,CTRI = CLYSO = 8. 0 伊

10 - 7 mol / L。
Fig. 4摇 Overlap of the fluorescence emission spectrum of LY鄄

SO(姿ex = 280 nm)(1) and the absorption spectrum

of TRI(2). T = 298 K, CTRI = CLYSO = 8. 0 伊 10 - 7

mol / L.

表 4摇 不同温度下 LYSO 与 TRI 之间的结合参数

Table 4摇 Binding parameters between LYSO and TRI at dif鄄
ferent temperatures

T / K E / % J / (cm3·L·mol - 1) R0 / nm r / nm

298 3. 98 6. 57 伊 10 - 15 2. 38 4. 07

310 3. 28 6. 46 伊 10 - 15 2. 37 4. 19

318 2. 66 6. 23 伊 10 - 15 2. 35 4. 32

3. 5摇 LYSO鄄TRI 体系的同步荧光光谱

一般来说,同步荧光光谱可以提供蛋白质荧

光团的微环境信息,图 5 反映的就是 LYSO鄄TRI
体系的同步荧光光谱。 对于 LYSO 而言,驻姿 = 60
nm 仅反映 LYSO 中 Trp 残基的光谱信息,即包括

残基的荧光强度和极性的改变,而 驻姿 = 15 nm 反
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CLYSO = 4. 0 伊 10 - 7 mol / L; 1 ~ 10:CTRI = (0, 0. 2, 1. 0,

2. 0, 4. 0, 6. 0, 8. 0, 10, 13, 18) 伊 10 - 5 mol / L
图 5摇 LYSO鄄TRI 体系的同步荧光光谱。 (a)驻姿 = 60 nm;

(b)驻姿 = 15 nm。
Fig. 5 摇 Synchronous fluorescence spectra of LYSO鄄TRI sys鄄

tem. (a)驻姿 = 60 nm. (b)驻姿 = 15 nm.

映的是 LYSO 中 Tyr 残基的光谱信息[19]。 当

驻姿 = 60 nm时,LYSO鄄TRI 体系的 Trp 残基的荧光

强度随 TRI 浓度的升高而减少,进一步表明 TRI
猝灭了 LYSO 的荧光;但当 驻姿 = 15 nm 时,体系

的 Tyr 荧光强度基本不变,这说明 TRI 作用于

LYSO 时,Trp 残基几乎不参与体系的反应。 另

外,由图 5 可知发射峰位置未发生位移,说明 TRI
对 LYSO 的作用并没有改变 Trp、Tyr 残基所处的

微环境的极性,也就是说 LYSO 的构象并没有发

生改变[20]。

4摇 结摇 摇 论

TRI 以静态猝灭方式与 LYSO 作用并伴有

非辐射能量转移,TRI 与 LYSO 反应的结合常数

均为 104 数量级,结合位点数约为 1,表明它们

相互作用形成 1颐 1复合物。 TRI 与 LYSO 间以静

电作用力相互结合,并且结合过程中 TRI 对后

继配体有较弱的正协同效应。 该机制研究有助

于了解溶菌酶作为一种模型蛋白与药物小分子

的作用机理,有助于了解药物在体内的运输和

代谢过程,为药物的动力学和临床医学研究提

供了重要信息。
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