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摘要：本文介绍了蛋白质在生命活动中的重要作用，阐述了近年来有机小分子与血清白蛋白相互作用的研究概况，概述了小分子与蛋白质相互作用的研究方法。介绍了利用荧光光谱、紫外等多种光谱技术研究生理条件下小分子与蛋白质的相互作用的结合位点数，结合常数及热力学特征的计算原理。
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蛋白质(protein)是生物体的主要组成成分，是生命活动所依赖的物质基础，没有蛋白质就没有生命。正是由于蛋白质本身的重要性，所以对它的研究一直受到人们的重视，尤其是在当前的生命科学、化学、药学及临床医学等领域。研究小分子与蛋白质之间的相互作用，有助于在分子层次的水平上探讨小分子与蛋白质相互作用的机理，了解蛋白质结构与功能的关系，为生命科学研究提供有用的信息和数据，并有助于了解药物小分子在体内的运输和分布情况，认识药物药效作用的药理及有毒物质毒副作用的机理之微观机制，为药物小分子的设计与筛选及新药的开发提供重要的理论依据。
1 蛋白质的基本情况介绍

1.1 蛋白质的定义及概述

组成蛋白质的基本单位是氨基酸，氨基酸通过脱水缩合形成肽链。蛋白质由一条或多条多肽链组成的生物大分子，每一条肽链有二十到数百个氨基酸残基不等，各种氨基酸残基按一定的顺序排列。蛋白质是与生命及与各种形式的生命活动紧密联系在一起的物质。机体中的每一个细胞和所有重要组成部分都有蛋白质参与。蛋白质占人体重量的16．3％，即一个60kg重的成年人其体内约有蛋白质9．8kg。人体内蛋白质的种类很多，性质、功能各异，但都是由20多种氨基酸按不同比例组合而成的，并在体内不断进行代谢与更新。
1.2 血清白蛋白的性质

    血清白蛋白是脊椎动物血浆中含量最丰富且极易纯化的蛋白质。人血清白蛋白(human serum albumin，HSA)与牛血清白蛋白(bovine serum albumin，BSA)结构与HSA相似，分子量相近，二者的氨基酸序列高度相似，且不同氨基酸均为保守性替换。BSA的等电点为4.7，分子量为66000。是一种典型的球状蛋白，性质比较稳定。因此人们常用BSA代替HSA来进行蛋白质—小分子结合实验。
2 血清白蛋白与有机小分子相互作用的光谱法研究进展
2.1研究方法

光谱法作为最常用的分析蛋白质与小分子相互作用的方法，包括荧光光谱法、紫外可见分光光度法和圆二色光谱法等。多年来，国内外的研究工作者对此做出了大量的研究工作。以下介绍现在最常用的几种方法。

2.1.1荧光光谱法

荧光光谱法具有灵敏度高、选择性强、用样量少、方法简便等优点，在小分子血清白蛋白的相互作用研究中应用比较广泛。荧光光谱法是研究血清白蛋白构象的一种常用而有效的方法，能提供包括激发光谱、发射光谱以及荧光强度、量子产率、荧光寿命、荧光偏振等许多物理参数，这些参数能从各个角度反映分子的成键和结构情况，该法不但可以做一般的定量分析，而且还可以推断血清白蛋白在各种环境下的构象变化，从而阐明血清白蛋白结构与功能之间的关系。小分子与血清白蛋白相互作用后可能引起小分子自身荧光光谱和血清白蛋白自身荧光(内源荧光)光谱以及同步荧光光谱的变化，如荧光强度和偏振度的改变、新荧光峰的出现等，这些均可以提供小分子与血清白蛋白结合的信息。例如，黄芸[1]等人研究了阿司匹林与牛血清白蛋白的相互作用。结果显示，在模拟的生理条件下，通过对色氨酸、HSA溶液的荧光光谱测定，确定二者最大吸收光谱相同，证明HSA荧光发色团主要是由色氨酸残基贡献。色氨酸、HSA溶液的荧光发射光谱表明，二者最大吸收光谱有所不同。HSA溶液最大发射波长蓝移，证明色氨酸残基可能处于蛋白质内部疏水腔内。刘蓉[2]等人模拟人体生理条件下(pH=7.4)，利用荧光光谱和紫外分光光度法研究了染料木素7一乙酰阿魏酸酯和7-4’-二-乙酰阿魏酸酯两种新型染料木素酯化修饰物与牛血清白蛋白(BSA)的相互作用。实验表明：两种染料木素阿魏酸酯均能有效猝灭BSA的内源荧光，低浓度时为静态猝灭过程。考察了不同温度下化合物与BSA的结合常数和结合位点数。根据反应热力学参数确定了BSA与7一乙酰阿魏酸酯之间主要为静电力作用，与7-4’-二-乙酰阿魏酸酯之间主要为氖键和范德华力作用。根据Forster非辐射能量转移理沦，BSA(给体)与化合物(受体)问的结合距离r分别为2.63和2.92nm。同步荧光光谱法研究表明，染料木素乙酰阿魏酸酯与BSA的结合不影响蛋白质的构象，结合位点更接近于色氨酸。
2.1.2 紫外．可见吸收光谱法
血清白蛋白能够吸收紫外光，一般210nm左右的峰是肽键的强吸收峰，280nm处的峰为芳香氨基酸残基的吸收峰。血清白蛋白在280nm的特征吸收峰处，其吸光度值与含量成正比，可用作定量分析。蛋白质与一些小分子配体合后其分子结构发生了一定的变化，相应的出现了吸收峰位移或谱峰宽度变化，据此可研究蛋白质与小分子间的结合强弱和结合机理，因而紫外可见吸收光谱法也是这一研究领域中最方便，最常用的一种技术。紫外吸收光谱一般与荧光发射光谱互相补充，利用二者图形的重叠部分，可按能量转移定理计算出小分子与蛋白之间的相互距离。
一般来说，氨基酸残基的微环境由蛋白质分子的构象决定。构象改变，微环境改变，生色基团的紫外吸收光谱随之发生改变[3]。若小分子配体与生物大分子结合前后的吸收光谱有一定差异时，也就是说当蛋白质的两个特征吸收峰的峰强或峰位发生了变化，说明蛋白质的构象发生了变化，也可借此来判断小分予对蛋白质荧光的猝灭机理。一般把吸收峰强度增强称之为增色效应，相反把减弱称之为减色效应。把波长向长波移动称之为红移，红移表明蛋白质色氨酸残基的疏水性增强；把波长向短波移动称之为蓝移，蓝移表明蛋白质色氨酸残基的疏水性减弱[4]。也可以利用紫外可见吸收光度法计算小分子与蛋白质作用的结合常数和结合位点数[5]。最新的研究表明利用紫外荧光光谱法可以研究两种药物与蛋白质的结合与竞争[6]。
除上述几种光谱研究法，另外还有圆二色谱法[7]拉曼光谱、傅里叶红外光谱法[8]等。总之，对HSA三级结构的清晰了解，使得小分子．蛋白质相互作用的研究进入了一个新的阶段，人们对于有机小分子与蛋白相互作用情况的预测有了更加坚实的理论基础，各种新的测试方法也不断涌现。值得注意的是：仅仅用单一方法是远不能得到令人满意的结果的，必须综合运用各种方法和手段进行全方位的研究才能得到比较可靠的结论。

2.2. 结合部位的研究
    用荧光法确定药物分子在血清白蛋白上的结合部位常用以下两种方法：

2.2.1 用具有已知特定结合部位的探针来研究
某些荧光探针对白蛋白的不同区域有特异性的结合，根据药物和这些探针在白蛋白上的竞争结合可以确定药物的结合部位。根据文献的报道[9]，已知的site I的探针有：华法林、保泰松、丹磺酰胺、胆影酸等；site II的探针有：布洛芬、氯灭酸、安定等。

2.2.2 通过Forster能量转移理论来求药物与色氨酸残基之间的距离
在蛋白质分子中，尽管有酪氨酸和苯丙氨酸存在，大多数蛋白质的内源荧光主要是由色氨酸发射的。因为在这三种芳香族残基中色氨酸吸收和发射的能量最低，在大多数蛋白质中，其他两种残基把它们自己的大部分激发能转移给色氨酸的过程比把能量以荧光形式发射出去进行得更快，这样对于这个大分子中的全部激发能来说，一个色氨酸残基(或多个残基)就起着能量穴(energy sink)的作用，因此蛋白质的内源荧光主要由色氨酸残基发出的。利用Forster能量转移理论可以求算出结合在蛋白质上的药物与色氨酸残基之间的距离，由此推测药物与蛋白质结合的空间部位。能量转移作用可以发生在药物．蛋白质复合物的内部，也可以发生在药物与蛋白质分子之间。在后一种情况时，求得的药物与色氨酸残基之间的距离表示了扩散过程中药物小分子与色氨酸残基的最近距离。

2.3 结合位点数与结合常数的研究
Scatchard作图法是研究生物大分子与有机小分子结合反应的经典方法。

Scatchdrd[10]将小分子配体与大分子结合看作是小分子配体与大分子特定部位的结合，在此基础上推导了溶液平衡处理的经典理论公式Scatchdrd方程，其具体形式为：

r／cf=nK-rK                   (1)

式中r为每个蛋白质分子键合的药物分子的个数，Cf为游离药物的浓度，n为结合位数，K为结合常数。以r／c对r作图，可得到n、K的值。若反应存在多种结合位，上式变为：

r=ΣniKiCf／(1+KiCf)             (2)

通过非线性拟合，可计算ni、Ki。ni、Ki分别表示结合位数和第i位的结合常数。

蛋白质与有机小分子发生作用时，可引起蛋白质内源荧光的猝灭，根据猝灭机理不同，将有机小分子对蛋白质荧光的猝灭分为动态猝灭和静态猝灭。动态猝灭是药物和蛋白质激发态分子之间的相互作用而导致的荧光猝灭，遵循Stern-Volmer方程[11]：
F0/F=1+Kqτ0[Q]=1+Ksv[Q]                      (3)
式中F0为未加猝灭剂时蛋白质的荧光强度，F为加入猝灭剂浓度为[Q]时蛋白质的荧光强度，Ksv称为猝灭常数。

静态猝灭是药物和蛋白质在基态时生成复合物，从而导致蛋白质荧光强度降低。对于l：1结合的情况，可推导出公式：

F0/F =1+K[Q]                               (4)
式中K为复合物的稳定常数，[Q]为游离药物分子的浓度。根据此式作F0/F-[Q]
图，可由回归直线斜率求得K值。

另外，还可以利用式(4)变形为双倒数公式(5)，即Lineweaver-Burk双倒数方程[12]：
1/( F0- F)=1/ F0+1/( F0K[Q]                       (5)

对于多结合位点的情况，得出[13]了一个求取结合位点数的线性回归公式：

log[ (F0-F)/F) ] =logK+nlog[Q]                    (6)
2.4 作用力类型的研究
     有机小分子与蛋白质间的作用力属于分子间的弱相互作用，包括氢键、范德华力、静电引力和疏水力。从热力学观点看，在一定的温度和压力下，有机分子与蛋白质的结合反应能否自发进行取决于体系的△G。△G<0，有利于结合反应的自发进行。D．P．RDss等[14]根据大量的实验结果，总结出了判断生物大分子与小分子结合力性质和热力学规律，即根据反应前后热力学焓变△H和熵变△S的相对大小，可以判断药物与蛋白质之间的主要作用力类型。计算公式如下：
ln(K2/K1)= △H/(R／（1/T1-1/T2)                           (7)

△G= △H一T△S=-RTlnK                                  (8)

△G为吉布斯自由能变，△H为焓变，△S为熵变，K1、K2为不同温度T1、T2下的结合常数。
Klotz等[15]较早提当反应的焓变△Hθ>0，熵变△Sθ<O时分子之间的相互作用力来自于静电作用和疏水作用力；反应的焓变△Hθ<0，熵变△Sθ<O时，分子的作用力可能来自于范德华力、氢键或质子化等作用力；△Hθ=O，△Sθ>O，可能为疏水作用力；△Hθ<O，△Sθ>O，可能为静电引力。但是血清白蛋白结构很复杂，它和小分子之间通常并不是某一种作用力的单独作用，而是多种作用力的协同作用。
    董丽红[16] 测定6-苄氨基嘌呤与BSA作用力，以lnK 对1／T作图，利用图中直线的斜率和截距可求得△H、△G、△S。结果显示△G<0，说明6一BA与BSA之间的作用自发产生；同时△H>0、AS>0，可以认为6一BA与BSA之间的作用力主要为疏水作用力[17-24]。
2.5 结合距离的研究
     根据Forster的偶极一偶极非辐射能量转移理论[25-28]指出：当供能体能发射荧光，供能体的荧光发射光谱与受能体的吸收光谱有足够的重叠，且供能体与受能体足够靠近，最大距离不超过8nm时，被激发的分子将会与邻近分子发生非辐射能量转移现象，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基团之间的距离。在非辐射能量转移效率、供能体和受能体之间距离及临界能量转移距离等之间有如下关系式：
E=R06/( R06+r6)=(F0-F/)F                      (9)

R06=8.8×10-25kN-4JΦ                         (10)
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其中，R0是能量转移效率为50％时的临界距离，K2为偶极空间取向因子，可取受能体和供能体各向随机分布的平均值2／3，Φ为供能体荧光量子产率，通常取蛋白质色氨酸的量子产率0.118，N为介质折射指数(一般取水和有机物折射指数的平均值1.336)，F(λ)为荧光供能体在波长λ处的荧光强度，ε(λ）为受能体在波长入时的摩尔吸收系数。式中F为BSA与猝灭剂的浓度比1：1时BSA的荧光强度。由式(11)采用矩形分割法可以求出两光谱重叠区域的面积积分值J，从而求得小分子与BSA的相互作用距离r.许多学者利用Forster的偶极一偶极非辐射能量转移理论计算有机小分子与蛋白质结合距离[29-30]。
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以上综述说明，荧光光谱，紫外光谱技术可以用来研究有机小分子与蛋白质的相互作用，获得作用位点，结合常数，猝灭常数，作用方式和作用机理等信息，是研究小分子与蛋白质相互作用的强有力的工具。

总之，研究小分子与血清白蛋白的相互作用具有重要的实际意义。从药物小分子的药理学角度看，对一些药物尤其是天然药物的研究己经深入到从细胞和分子水平上研究药物的作用机理，从而寻找发挥药效的活性基团。对于农药小分子来说，了解它与血清白蛋白的结合方式、明确它在生物体内的代谢过程、研究它的中毒机制及指导农药中毒急救、解毒等方面具有重要意义。
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