
#"_#("!1’Y_6:‘A_#""&,&$!%_!"#$_"$_""%
收稿%!"#%,#",!%(修回%!"#$,"0,#%(
基金项目%河北省自然科学基金 !P!"#%!"##!’"%国家自然科学基金 !!#!$("&$"(
作者简介%王素娟!#’$’a"%女%副教授%现主要从事高分子化学与物理方面的教学与研究工作)+2?&#0’&&$%#&’%(
"通讯联系人&*,B4A?&D4:J3Y3Y!#!%̂6<B(P4ED!7[9̂2;9̂6:̂

光谱法研究埃洛石纳米管与溶菌酶间的相互作用
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!!摘要%以溶菌酶作为模型蛋白%主要利用光谱法研究了埃洛石纳米管与溶菌酶之间的相互作用)荧光光谱

结果表明向溶菌酶体系中加入埃洛石纳米管会出现荧光猝灭现象%猝灭机理符合静态猝灭规律)共振光散射

强度的增加可能与埃洛石纳米管,溶菌酶复合物的形成而导致的分子尺寸的增加有关%这与紫外,可见吸收光谱

的变化和静态猝灭机理相一致)同步荧光光谱分析表明两者之间的相互作用可能发生在色氨酸所处位置附

近%作用过程使溶菌酶的二级结构发生变化%分子链错误折叠%加入浓度为#""BJ’-和!""BJ’-的埃洛石纳

米管时%通过圆二色谱数据计算出分别导致(,螺旋的含量降低&_!1e和%_1’e)

!!关键词%埃洛石纳米管(溶菌酶(荧光猝灭(共振光散射(圆二色谱

引言

埃洛石纳米管!LN+3"是一种结晶良好的天然中空管状纳米管%由铝氧八面体和硅氧四面体晶格错
位卷曲而成%其分子式为M?!)A!R0!RL"(-&L!R!&b"或!"+#"&,)埃洛石纳米管作为一种新兴的纳米材
料%与碳纳米管相比其具有以下优点&!#"含量丰富%价格便宜%来源广泛(!!"无毒无害%具有很好的生物
相容性(*较高的吸附性和较强的热稳定性+(%0,)近年来有研究报道%埃洛石纳米管作为药物载体时可有
效延缓药物释放%故引起了生物药学领域研究人员的广泛关注+%"1,)

在生物医药领域%为防止药物发生化学或酶降解反应造成损失%同时降低副作用并提高生物利用度%
将药物分子包裹在载体材料中就具有重要战略意义+’"##,)因此%寻找新的药物载体并研究它的载药能力
及药物在体内的运输和代谢过程成为该领域的研究热点之一)药物在人体内运输代谢过程中%可能与体
内重要组成成分蛋白质发生相互作用%研究可能的新型药物载体与体内蛋白质分子的相互作用%以及对
蛋白质分子二级结构的影响%可以为它们成为一种新型的药物载体提供重要的理论依据)

现阶段国内外埃洛石纳米管作为药物载体方面的研究处于起步阶段%大部分研究内容集中于能否载
药和载药能力的研究%对于载药体系在体内的代谢%尤其载体埃洛石纳米管与蛋白质的相互作用方面的
研究未见系统报道)基于此%本文以溶菌酶!来源于鸡蛋清"!L*\-"作为模型蛋白%主要利用荧光光谱*
紫外,可见吸收光谱*同步荧光光谱和圆二色谱系统地研究了埃洛石纳米管!LN+3"与溶菌酶的相互作
用)结果表明埃洛石纳米管对溶菌酶分子有荧光猝灭作用%荧光猝灭数据分析猝灭过程符合静态猝灭规
律)埃洛石纳米管与溶菌酶相互作用过程中%使溶菌酶的二级结构发生变化%分子链发生错误折叠%导致

!,螺旋结构的含量降低)

#!实验部分

:=:!紫外R可见吸收光谱测试条件
以N4L!/R(’N4!L/R( 缓冲溶液!=Lb$_("作为溶剂%测量狭缝宽为#:B%扫描波长为!"":B"
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%"":B)仪器型号为HW,!00")

:=8!荧光光谱测试条件
荧光光谱测试所用仪器为岛津.C,0&"#/F%以N4L!/R(’N4!L/R( 缓冲溶液!=Lb$_("作为溶剂%

溶菌酶最终浓度为0c#"a%B<?’-)激发波长为!1":B%荧光激发和发射狭缝宽分别为&:B和0:B%扫
描波长范围为!’":B"%"":B%得出荧光猝灭谱图)

激发和发射狭缝宽分别为&:B和0:B%设定发射波长与激发波长的波长差分别为%":B和#0:B得
到同步荧光光谱)两波长差为":B%狭缝都为#_0:B时%得到共振散射光谱)

:=>!圆二色谱测试条件
测试用圆二色谱仪为法国PA<,?<JA6公司 XR),(0"’)CX&""%使用"_#6B宽的比色池测试%测试范

围&#’":B"!1":B)以N4L!/R(’N4!L/R( 缓冲溶液!=Lb$_("作为溶剂)

!!结果与讨论

8=:!荧光猝灭谱图及猝灭机理
溶菌酶分子中有#!’个氨基酸残基%其中%!和#"1位上两个色氨酸残基的存在%是溶菌酶分子能够

发射内源荧光的主要原因+#!"#&,)将埃洛石纳米管逐渐加入到溶菌酶溶液时%埃洛石纳米管与溶菌酶分
子间发生相互作用%有可能使得溶菌酶分子中氨基酸残基所处环境发生变化)当激发波长为!1":B时%
溶菌酶的荧光最大发射峰在&(!:B处%是由溶菌酶分子中的色氨酸残基产生的)如图#为!’1d下不同
用量的埃洛石纳米管对溶菌酶的荧光发射谱图的影响%从图可以看出%随着加入的埃洛石纳米管浓度的
增加%&(!:B处溶菌酶的荧光发射峰的峰形基本没有变化%强度明显减弱%出现荧光猝灭现象%同时特征
发射波长发生了微弱的红移现象)荧光猝灭和红移现象表明%随着埃洛石纳米管加入到溶菌酶体系中%
使得溶菌酶分子中色氨酸残基所处的微环境发生了变化%位于疏水区域的色氨酸残基逐渐暴露在水溶
剂中)

图#!不同用量埃洛石纳米管对溶菌酶的荧光猝灭 !!’1d"

CAJ952#!C?9<52362:62]92:67A:J<>?@3<V@B2A:4[32:624:;=5232:62<>74??<@3A82:4:<89[23!!’1d"

荧光猝灭过程一般可以分为动态猝灭*静态猝灭和动态猝灭及静态猝灭同时存在的复合猝灭+#(%#0,)
为了研究埃洛石纳米管对溶菌酶的猝灭机理%首先假设该过程为动态猝灭%则遵循)825:,W<?B25方程&

C"
C K#NOP""

+I,K#NQEJ+I,

式中%C" 和C分别为不存在和存在荧光猝灭剂时的荧光强度(+I,为荧光猝灭剂的浓度)根据上述方
程%以+I,为横坐标%C"’C为纵坐标作图%如图!所示)由于埃洛石纳米管的分子量无法确定%数据处理
中用埃洛石纳米管的质量浓度乘以常数9作为准摩尔浓度%由曲线的斜率得出!’1d和&"1d时的动态
猝灭常数分别为!_!(’F--Xa#和#_’$’F--Xa#)对于动态猝灭%溶液粘度随着温度的升高而降低%分
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子运动速度加快%分子的扩散系数增加%从而导致分子与分子之间的碰撞频率增加%使得动态猝灭常数增
大)而根据埃洛石纳米管对溶菌酶荧光猝灭数据%得出&"1d时的动态猝灭常数小于!’1d时的动态猝
灭常数%所以埃洛石纳米管对溶菌酶的荧光猝灭不符合动态猝灭规律)

图!!不同温度下埃洛石纳米管猝灭溶菌酶的)825:,W<?B25图

CAJ952!!)825:,W<?B25=?<83><5]92:67A:J2>>268<>74??<@3A82:4:<89[23<:?@3<V@B248;A>>252:882B=2548952

静态猝灭机理符合-A:2D24U25,P95‘双倒数方程&

#
C"LCK

#
C"N

#
+I,C"Q

式中%C" 和C分别为不存在和存在荧光猝灭剂时的荧光强度(+I,为荧光猝灭剂的浓度)以#’!C"aC"
对#’+I,作图%如图&所示%可以由直线的斜率求出!’1d和&"1d时的结合常数分别为"_’(0’F--Xa#

和"_0’1’F--Xa#)静态猝灭过程中%两种相互作用物质之间通过非共价键形成了新的复合物%升高温
度可能破坏它们之间的相互作用%降低复合物的稳定性%导致猝灭常数减小)通过对埃洛石纳米管对溶
菌酶猝灭的数据进行分析%得出&"1d时的猝灭常数小于!’1d时的猝灭常数%可以推断%埃洛石纳米管
对溶菌酶的荧光猝灭过程符合静态猝灭规律%所以为静态猝灭)

图&!不同温度下埃洛石纳米管猝灭溶菌酶的-A:2D24U25,P95‘图

CAJ952&!-A:2D24U25,P95‘=?<83><5]92:67A:J2>>268<>74??<@3A82:4:<89[23<:?@3<V@B248;A>>252:882B=2548952

8=8!共振散射光谱
当埃洛石纳米管加入到溶菌酶溶液中时%它们之间发生非共价键相互作用导致分子尺寸发生了改

变%这可以通过共振光散射强度的变化来表征)如图(所示为不同用量的埃洛石纳米管对溶菌酶的共振
光散射谱图的影响)纯溶菌酶的共振光散射谱在&#":B和0&":B处有两个强峰%随着向体系中加入的
埃洛石纳米管的浓度从##_1$BJ’B-增加到&0_%&BJ’B-%共振光散射谱中两个峰的强度逐渐增加%峰
形没有发生明显变化%这可能是由于埃洛石纳米管和溶菌酶分子之间发生非共价相互作用形成了新的复
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合物所造成分子尺寸的变化%与荧光猝灭机理分析中存在静态猝灭机理相一致)

图(!不同埃洛石纳米管用量对溶菌酶共振光散射谱的影响

CAJ952(!.23<:4:62?AJ783648825A:J3=26854><5?@3<V@B2A:4[32:624:;=5232:62<>74??<@3A82:4:<89[23

8=>!埃洛石纳米管对溶菌酶二级结构的影响

!_&_#!紫外,可见吸收光谱!图0为溶菌酶*埃洛石纳米管及溶菌酶,埃洛石纳米管复合物的紫外,可见
吸收谱图%由图可以看出纯溶菌酶在!1":B处存在吸收峰%主要是由于溶菌酶分子中酪氨酸和色氨酸残
基的+,+"跃迁所造成的%氨基酸残基所处微环境的变化会引起紫外,可见吸收谱图的改变)因此%可以
通过溶菌酶紫外,可见吸收光谱的变化来研究埃洛石纳米管对溶菌酶构象的影响)向溶菌酶体系中逐渐
加入埃洛石纳米管后%吸收峰与纯溶菌酶吸收峰相比发生微弱的蓝移%说明溶菌酶中氨基酸残基的疏水
性增加%随着埃洛石纳米管的加入%色氨酸中的吲哚环中的N原子或者酪氨酸中酚羟基中的R原子逐渐
暴露出来)相同的测试条件下%随着埃洛石纳米管的加入%吸光度值逐渐增加%这可能是由于埃洛石纳米
管和溶菌酶之间通过非共价键相互作用形成了基态复合物%并且所形成的复合物的摩尔消光系数大于纯
溶菌酶的摩尔消光系数所造成的)这与荧光猝灭机理分析中存在静态猝灭机理及共振光散射的分析结
果都相一致)

图0!不同埃洛石纳米管用量对溶菌酶紫外可见吸收光谱的影响

埃洛石纳米管的浓度从#"0分别是"*"_"#0!*"_"#$$*"_"!"&*"_"!0&BJ’B-

CAJ9520!*>>2683<:HW4[3<5=8A<:3=26854><5?@3<V@B2A:4[32:624:;=5232:62<>74??<@3A82:4:<89[23

C5<B#8<0+74??<@3A82:4:<89[2,b"%"_"#0!%"_"#$$%"_"!"&%"_"!0&BJ’B-

!_&_!!同步荧光光谱!如图%所示为不同用量的埃洛石纳米管对溶菌酶同步荧光光谱的影响%图!4"和
!["分别为激发和发射波长差#$为#0:B和%":B时的谱图%分别对应的是酪氨酸和色氨酸残基的结构
变化)由图可知%酪氨酸在&#":B有一个强峰%随着埃洛石纳米管的加入%吸收峰位置没有发生变化%表
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明埃洛石纳米管与溶菌酶相互作用过程中酪氨酸所处的微环境没有改变(色氨酸在&(!:B处存在强峰%
随着埃洛石纳米管的加入使色氨酸的同步荧光光谱发生了微弱红移%表明色氨酸所处的微环境发生变
化%预测埃洛石纳米管与溶菌酶的结合可能在色氨酸所处位置附近)

图%!不同埃洛石纳米管用量对溶菌酶同步荧光光谱的影响

埃洛石纳米管的浓度为"%"_"!10%"_"&"’%"_"&&&%"_"&0%%"_"($0BJ’B-

CAJ952%!)@:675<:<93>?9<52362:623=26854><5?@3<V@B2A:4[32:624:;=5232:62<>74??<@3A82:4:<89[23%

+6,74??<@3A82:4:<89[2,b"%"_"!10%"_"&"’%"_"&&&%"_"&0%%"_"($0BJ’B-

!_&_&!圆二色谱!图$为埃洛石纳米管对溶菌酶圆二色谱图的影响%溶菌酶分别在!"1:B和!!!:B有

!个负峰%分别对应溶菌酶分子中肽链!,螺旋的+,+"和:,+"转变)逐渐向溶菌酶中加入不同量的埃洛
石纳米管%由图可以发现!个负峰的峰位置均未发生明显变化%但强度随着埃洛石纳米管用量的增加而
减小)利用如下公式&

!H5 K<[325U2;FZ
!B<"

9DM&M;M#"

!a72?AE!R"bL!H5!"1L(
%"""

&&%"""L(%""" c#""

式中%X.*为平均残基椭圆率!X24:.23A;94?*??A=8A6A8@%单位;2J-6B!-;B<?a#--"%;是测量用比色池
厚度!单位6B"(9D 是溶菌酶的摩尔浓度!单位 B<?’-"(&为溶菌酶中氨基酸残基数!#!’个"%计算得出

!,螺旋结构含量数据列于下表#)由此可知%加入浓度为#""BJ’-和!""BJ’-的埃洛石纳米管后%分别
导致!,螺旋的含量降低了&_!1e和%_1’e%说明埃洛石纳米管导致溶菌酶的二级结构发生了变化%发生
了分子链错误折叠%正常!,螺旋结构的含量降低)

表:!不同用量埃洛石纳米管对溶菌酶!R螺旋含量的影响

)BO6@:!%JJ@DF1JEB6617AKF@GBG1F5O@AD1GD@GFCBFK1G1GFE@!RE@6KNAFC5DF5C@D1GF@GF

样品 纯溶菌酶 埃洛石用量!#""BJ--a#" 埃洛石用量!!""BJ--a#"

(,螺旋含量’e !$_11 !(_%" !"_’’

&!结论

本文主要利用光谱法研究了埃洛石纳米管和溶菌酶之间的相互作用)荧光光谱分析表明埃洛石纳
米管可以对溶菌酶发生荧光猝灭现象%猝灭机理为静态猝灭)埃洛石纳米管和溶菌酶之间通过非共价键
形成了新的复合物%同步荧光光谱表明相互作用发生在色氨酸所处的位置附近)相互作用的发生导致溶
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图$!不同埃洛石纳米管用量对溶菌酶圆二色谱的影响

CAJ952$!FA569?45;A675<A3B3=26854><5?@3<V@B2A:4[32:624:;=5232:62<>74??<@3A82:4:<89[23

菌酶分子链发生错误折叠%二级结构发生变化%圆二色谱数据表明(,螺旋结构的含量降低)
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