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& 引言
多年来!多金属氧酸盐"!"#$"%"&’()*)(’!+,-#因具有抗

肿瘤$抗病毒和抗艾滋病毒等作用!受到学者广泛关注 ./012% 研
究发现!将 30氟尿嘧啶&304*5"6"56)78*!3095#修饰到多金属氧

利用紫外,可见吸收光谱和荧光光谱法!考查了有机磷钨多金属氧酸盐 -#&.’/’(0!1!)23*+$$14%5!$#!67/!1"()*+%与牛

血清白蛋白"8)9%间的相互作用&实验表明!化合物 ()*+ 引起 8)9蛋白质荧光强度发生有规律猝灭&结合紫外,可见吸收光谱
的结果可以判断!化合物 ()*+ 对 8)9 的荧光猝灭是与 8)9 基态分子间发生作用的结果!与 8)9 结合反应的猝灭机制为静态
猝灭& 化合物 ()*+与 8)9相互作用的 !!:"!表明它与 8)9的结合平衡是一个自发的过程& !":"’!#:" 说明化合物 ()*+
与 8)9的作用过程是一个放热过程!与 8)9 的相互作用主要是焓驱动的结果& 化合物 ()*+ 主要通过氢键和范德华力与 8)9
发生相互作用& 同步荧光光谱表明!化合物 ()*+ 与 8)9 发生了强结合并进入蛋白质的疏水腔!导致蛋白质的构象发生变化!结
合位点接近于色氨酸残基&
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图 $ 3)45,()* 体系的荧光发射光谱
3<=8 $ 30>/?@AB@CB@ AD@BE?F /G 3)45H()*

酸盐上!可以增加抗肿瘤活性"降低其毒副性 !"#$%# 另一方面!

有文献报道!稀土元素进入生物体内后!易在肿瘤组织或血
浆中积聚!对肿瘤组织具有特异的亲和性 !&%$ 进一步的研究表
明!稀土通过改变细胞膜的流动性%通透性"细胞膜表面 ’()
酶活性"细胞内外离子交换以及细胞有丝分裂"*+’合成等多
种途径!影响肿瘤组织和细胞的功能!表现出抗肿瘤活性!,-%$
以稀土 ./取代的多金属氧酸盐为主体结构! 通过分子

自 组 装 引 入 0 #12! 合 成 的 有 机 磷 钨 多 金 属 氧 酸 盐
3,-45651+787./&)9,,8:&’7(,7;0678 &1.)9’具有良好的生物
活性!,,%#为进一步研究多金属氧酸盐的生物效应!本研究采用
紫外#可见吸收光谱和荧光光谱法研究了化合物 1.)9 与牛
血清白蛋白&<=>?@A .AB2/ ’CD2/?@!<.’’的相互作用!讨论了
1.)9 对 <.’ 的荧光猝灭作用!得到 1.)9 与 <.’ 相互作用
的表观结合常数%结合作用力类型和热力学参数等!同时用
同步荧光技术考查了 1.)9 对 <.’ 构象的影响 ! 分析了
1.)9与 <.’ 的作用机制#

# 实验部分
#8# 主要试剂和仪器
磷钨酸!北京化学试剂公司!分析纯)0#氟尿嘧啶!&&E!

F=G@H=@ IJKKGAL公司)氧化钐!分析纯!北京化学试剂公司)牛
血清白蛋白 ! 湿度!0E ! 重金属!-;-,E ! 纯度"&$E !

’/BAHM= 公司)超纯三羟甲基氨基甲烷 (B?H&N(’!生化试剂!
’/BAHM=公司# 其他化学试剂均为分析纯!实验用水为二次去
离子水#

(O#,&-, 型双光束紫外#可见分光光度计! 北京普析通
用仪器有限公司 )1#50-- 型荧光光谱议 ! 日本日立公司 )
)6.#:4型精密 P6 计!上海雷磁仪器厂#
#8! 溶液配制
根据文献!,,%合成化合物 1.)9#

1.)9 和 <.’ 均用物质的量浓度为 -;7/=C(Q#,%P6 值为
";5:!-;-,% 内含 -;&E +J4C 的 (B?H#64C 缓冲溶液进行溶解!
分别配成 ,;-",-#5/=C(Q#,的溶液! 以维持相同的离子强度和

P6 值# 然后向 ,-/Q 容量瓶中加入 ,;-/Q 物质的量浓度为
,;-",-#5/=C(Q#, 的 <.’ 溶液!再分别加入 -!-;5!-;$!,;-!,;7!
,;R!7;-!7;5! 7;$!:;7!:;R!5;-/Q 物质的量浓度为 ,;-",-#5/=C(Q#,

的 1.)9 溶液!并用 (B?H#64C 缓冲溶液定容至 ,-;-/Q!得到
1.)9 与 <.’ 物 质 的 量 比 为 -!-;5!-;$!,;-!,;7!,;R!7;-!
7;5!7;$!:;7!:;R!5;- 的系列溶液!作为后续分析的样品#
#8; 光谱测定
紫外#可见吸收光谱*在 7&:;,03 下!以 (B?H#64C 缓冲溶

液做参比!在 ,&-S0--@/ 波长范围内!分别测定 1.)9 溶液"
<.’ 溶液以及 1.)9 与 <.’物质的量比为 ,T, 溶液的紫外#
可见吸收光谱$
荧光光谱*在 7&:;,03和 :,-;,03 条件下!选定激发和发

射狭缝均为 0@/!以 !AUV7$-@/为激发波长!在 70-S0--@/ 范
围内! 分别测定 1.)9 和 <.’ 物质的量比为 -!-;5!-;$!,;-!

,;7!,;R!7;-!7;5!7;$!:;7!:;R!5;-系列溶液的荧光光谱$
同步荧光光谱* 分别固定激发波长与发射波长的间距

!! 为 ,0@/ 和 R-@/!在 7&:;,03 条件下!扫描 1.)9 与 <.’
系列溶液的同步荧光光谱$

! 结果与讨论
!8# 猝灭机制的推断

<.’ 属于内源性荧光物质!分子中的色氨酸和酪氨酸残
基具有荧光发射性质!以 7$-@/ 为激发波长!在 :5,@/ 附近
<.’有很强的荧光峰!,7%!而 1.)9溶液没有荧光峰!说明 1.)9
不会产生与 <.’ 相互干扰的荧光峰 $ 图 , 给出了 7&:;,03
下!1.)9 和 <.’ 系列混合溶液在 70-S0--@/ 范围的荧光发
射光谱$ 图中 ! 为发射波长!! 为荧光强度$ 可以看出!固定
<.’ 的量!随着混合溶液中 1.)9浓度的增加!<.’最大荧光
发射峰位置没发生明显移动!而图中 ! 值有规律地下降!说明
荧光强度发生有规律猝灭$

为推断 1.)9 对 <.’ 的猝灭机制!在 7&:;,03 下 !测定
了化合物 1.)9"<.’ 和 1.)9 与 <.’ 物质的量比为 ,T, 混
合溶液的紫外#可见吸收光谱!图谱见图 7$
从图 7可以看出!<.’分别在 77-@/ 和 7"$@/ 处有 7 个

特征吸收峰!且 77-@/处的吸收峰强度远大于 7"$@/处的吸
收峰强度$ 77-@/附近的强吸收主要是由肽链的 4#8 基 "+
"W跃迁产生! 在 7"$@/处的吸收峰是由其肽链上的色氨酸
残基&(BP#,:5!(BP#7,7’和 ,&个酪氨酸&(LB’的芳香杂环 "+
"W和 "+"W 跃迁产生!,:%$ 1.)9的吸收强度相对蛋白质分子
而言不明显$ 在 <.’ 的激发波长附近!1.)9 与 <.’ 重叠较
少!说明由于内滤光效应而导致 <.’ 的荧光猝灭可以忽略$
当 1.)9 加入到 <.’ 溶液中 !<.’ 的 7 个特征峰均增

强!表现为增色效应$7"$@/ 处的吸收光谱的增色效应更为明
显! 表明 1.)9 诱导 <.’ 分子发生了类似降 P6 值所出现的
蛋白肤链伸展现象!使包围在 <.’分子内部的色氨酸和酪氨
酸等残基的芳杂环疏水基团裸露出来!,5#,0%$ 同时由于 <.’分
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图 ! ()*+",$%-)."/$和 ()*+0-)."1$的
紫外0可见吸收光谱

(234 ! 56 7891:;, <= ()*+ >,?!-). >/@ ,AB ()*+C-). >1@

表 $ ()*+ 与 -). 结合的 D2A9E9,F9;C-G;H 常数和
相应的直线方程

I,/J9 # D2A9E9,F9;C-G;H KG9A1L2A3 1<A7:,A:
,AB :L9 J2A9,;

!!" #$%&’&()&*+,-*.方程
"#,

!!/0+1#"234+/#
#5

5678/9 :$0+$;+/<58/7/!/0+=%>+/? 080//= 98160 086@6
7/08/9 :$0+$;+/<98@A=!/0+=%>+/? 0800=5 /855= 08661

表 ! ()*+ 与 -). 的结合热力学函数
I,/J9 ! IL9;M<BNA,M21 8,;,M9:9;7 ,: B2==9;9A: :9M89;,:G;9

!!" !&!!.B"234+/# !’!!.B"234+/# !(!!B"234+/""+/#

5678/9
+AA89=0

+5A89@9 +087/@
7/08/9 +5185A9 +08567

表 O 化合物 ()*+ 与 -). 的表观结合
常数和结合位点数

I,/J9 O .88,;9A: /2AB2A3 1<A7:,A: ,AB AGM/9;
<= /2AB2A3 72:97

!!" CD(EDF(*G方程
"H

!!#"234+/#
) *5

5678/9
4IJ:+0!$;+/K<086A994I%>?
185A9@

/8@11!/01 086A99 08669

7/08/9
4IJ:$0!$;+/K<086@@64I%>?
180169

/8/5/!/01 086@@6 0866/

子内部疏水基团之间的疏水作用减弱$!%!,和 )%!L 跃迁
能量增大$ 因而使吸收峰的峰位向短波长发生微小位移$发
生蓝移现象$说明 MCNO 与 ,CH 在基态发生反应$引起蛋白
质分子构象发生变化&
由于动态猝灭仅影响荧光体分子的激发态$并不改变荧

光体的吸收光谱& 而静态猝灭中$基态配合物的生成往往会
导致荧光体吸收光谱的改变& 由紫外+可见吸收光谱结果可以
判断$ 化合物 MCNO对 ,CH的荧光猝灭是与 ,CH基态分子间
发生作用的结果$与 ,CH结合反应的猝灭机制为静态猝灭&
符合静态猝灭机制的猝灭过程服从 #$%&’&()&*+,-*. 方

程 J/5K& 根据 #$%&’&()&*+,-*.方程处理 ,CH 的荧光光谱数据$
计算得到 MCNO+,CH 体系的静态荧光猝灭结合常数 "#, 及

相应的直线方程$见表 /& 表中 +0为无猝灭剂时蛋白质荧光

强度’+ 为有猝灭剂时蛋白质荧光强度’%>为猝灭剂物质的量
浓度$234"#+/’"#,为静态荧光猝灭结合常数$#"234+/&"#,反映

了在静态猝灭过程中生物大分子与荧光猝灭剂分子的结合

反应达到平衡时的量效关系&
从表 /可以看出$ 化合物 MCNO 的静态荧光猝灭结合常

数 "#,随温度升高而降低&这是由于在静态猝灭过程中$蛋白
质与化合物结合生成基态配合物$升高温度将导致基态配合
物稳定性下降$ 表现为静态荧光猝灭结合常数 "#,降低& 因
此$可以确认化合物 MCNO对 ,CH 的荧光猝灭过程属于静态
猝灭$MCNO 与基态的 ,CH 分子发生强相互作用$生成稳定的
新化合物$可以在血清白蛋白中存储和运输&

!P! 热力学常数的求取
猝灭剂与生物分子的相互作用力主要为氢键(范德华力

和静电作用力等 J/AK& 化合物 MCNO对 ,CH的荧光猝灭为静态
猝灭$根据不同温度下的 "#,值可计算出二者结合的相关热力

学常数$判断分子间的作用力类型& 在温度变化范围不大时$
可近似认为反应的焓变 !& 为常数$由 P(%E+Q3RR 方程 J/5K求得

反应的焓变 !&(吉布斯自由能变 !’和熵变 !($见表 5&

从表 5中可见$化合物 MCNO 与 ,CH 相互作用的 !’S0$
表明它与 ,CH 的结合平衡是一个自发的过程& !&S0(!(S0
说明化合物 MCNO 与 ,CH 的作用过程是一个放热过程$与
,CH 的相互作用主要是焓驱动的结果& 一般认为$影响药物
与受体结合的焓变$包括有离子+离子作用$离子+偶极作用$
氢键结合作用和范德华作用 J/=K& 因此可以认为$化合物 MCNO
主要通过氢键和范德华力与 ,CH发生相互作用&但多金属氧
酸盐在水溶液中很容易电离变成杂多阴离子$因此静电作用
力也不可忽略&

!PO 表观结合常数与结合位点数
对于静态猝灭过程$当小分子与生物大分子的某个位点

结合达到平衡时 $ 表观结合常数 "H 和结合位点 ) 符合
CD(EDF(*G 方程 J/5K$式中符号含义同 #$%&’&()&*+,-*.方程)

4I +0

+ "! "/ <4I"H?)4I%> !/#

化合物 MCNO 对 ,CH 的荧光猝灭机制为静态猝灭$根据
CD(EDF(*G 方程作 4IJ!+0 !+#+/K与 4I%>的关系图 $由回归直线的
斜率和截距$可以求出化合物 MCNO 与 ,CH 结合平衡的表观
结合常数 "H与结合位点数 )$见表 7&
从表 7可以看出$表观结合常数的数量级在 /01以上$说

明化合物 MCNO具有较强的与 ,CH 结合能力$ 可以通过血清
白蛋白在血液中运输和存储&结合位点数接近 /$说明 MCNO与
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( 结论
本研究采用紫外吸收光谱法和荧光光谱法研究了有机

磷钨多金属氧酸盐 !"#$与 %"& 的相互作用! 结果表明"化

合物 !"’$主要通过氢键和范德华力与 %"& 发生自发反应"
引起蛋白荧光发生静态猝灭" 分子间发生非辐射能量转移!

同步荧光光谱表明"化合物 !"’$与 %"& 发生了强结合并进

")$ !!*+",-%.$ !!*$/,-

图 ( 0123和 415 物质的量比为 #6$ 混合溶液的
紫外吸收光谱".$和荧光发射光谱")$

0789 ( :; <=>?@A. B.C .,D EFGHA><?>,?> <=>?@A.F B)I
HE 0123J415 <HFG@7H, KL>, @L> -HF.A A.@7H 7< $6$

%"&作用时形成 ()(的复合物! 大多数小分子在血清白蛋白上
的结合部位是亚结构域 **&和 ***&"即位点 *和位点 **+,-.! 牛血
清白蛋白中来自 /(0 位的色氨酸残基位于亚结构域 **&"该
残基位于 %"& 的疏水腔内"据此判断 **&亚结构域内的 "123 *
位点可能是化合物 4"#$ 与 %"& 的结合位点!
!9’ 结合距离
根据 4!56235 偶极7偶极非辐射能量转移理论 +,8."当能量

供体可发射荧光且其荧光发射光谱与能量受体的吸收光谱

有足够重叠时"若二者间距不大于 9:;"则可发生非辐射能
量转移! 图 < 为 08<=>?@ 时 4"’$ 和 %"& 物质的量比为 >A>
混合溶液的紫外吸收光谱和荧光光谱"可以看出二者有一定
程度的相交重叠!

对 %"& 的发射光谱和 4"’$ 的吸收光谱的重叠部分进
行积分运算! 取供体的荧光量子产率 !# 介质的折射指数 !
和偶极空间取向因子 "0分别为 B=>?#>=<C 和 0D<! 根据 09BE
<?B:; 的光谱数据" 求得光谱重叠积分 #F?=CG">B7>?H;<$I$
;JK7>"能量转移效率 $FB=//"与能量转移效率 $F?BL相对应
的给体与受体间的距离 %BF0=B8:;"结合距离 &F0=-G:;! 可以
看出"4"’$ 与荧光给体 %"& 间的平均距离 & 界于 0E9:; 之
间"且 B=?%BM&M,=?%B"表明能量从 %"& 有效转移到 4"’$ 受
体分子!根据 4!56235 能量转移理论+,8."%"&与化合物 4"’$之
间的能量转移属于非辐射能量转移! 因为化合物 4"’$对血
清白蛋白的猝灭是形成了不发荧光的复合物的结果" 所以

%"& 与化合物 4"’$ 之间的能量转移属于分子内的非辐射
能量转移!

!9/ 化合物对 415构象的影响
对于蛋白质的同步荧光"固定激发波长与发射波长的间

距 ""3N为 >?:;时仅表现出酪氨酸残基的荧光"""3N为 CB:;
时仅表现出色氨酸残基的荧光 +/B.! 图 G 给出了 4"’$7%"&体
系 %"&分子中酪氨酸和色氨酸残基的同步荧光光谱图!
从图 G 可以看出" 酪氨酸和色氨酸残基荧光同时被猝

灭"使其荧光强度 ’ 下降"但相比之下"色氨酸残基的荧光降
低比酪氨酸残基更显著"说明化合物 4"’$与 %"& 的结合位
点更接近于色氨酸残基 +/>.!随着 4"’$浓度增大"酪氨酸残基
特征荧光光谱峰位和色氨酸残基的特征荧光光谱峰位均略

有红移"说明 4"’$与 %"& 发生了强结合并进入蛋白质的疏
水腔" 使色氨酸残基和酪氨酸残基所处微环境的疏水性降
低"%"& 内部的疏水结构有所瓦解"肽链的伸展程度增加"导
致蛋白质的构象发生变化+//.! 该结论与第 /=> 节紫外7可见吸
收光谱所得结果吻合!

!"415$*$!$"J/-HF&MJ$’"N#(!%0123$O!%415$*"!"9’!"9P!$9"!$9!!$9+!!9"!!9’!!9P!(9!!(9+!’9"
图 ’ 0123J415 体系的同步荧光光谱

0789 ’ 1Q,?LAH,HG< EFGHA><?>,?> <=>?@A. HE 0123J415 <HFG@7H,
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入蛋白质的疏水腔!导致蛋白质的构象发生变化!结合位点
接近于色氨酸残基"
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!科学共同体介绍!
天津市 $/$人才工程

为实施人才强市战略! 造就一批不同层
次的青年学术"技术带头人!加快高层次人才
队伍建设 !!""! 年始! 天津市组织实施 ##$#
人才工程 $% 工程分 $ 个层次&第一个层次选
拔 #%" 名 &% 岁左右的尖子人才! 经过重点
培养成为在国际上具有一定知名度! 能够进
入世界科技前沿领域或具有国内领先水平 !
保持学科优势以及相当水平的学术’ 技术权
威( 第二个层次选拔 $%% 名 $’ 岁左右的青
年专业技术骨干! 经过培养成为在本市各学

科领域内具有较高水平’能起骨干作用!居全
市领先地位!以及具有相当水平的学术 ’技术
带头人(第三个层次选拔 #%%% 名 $’ 岁以下
的青年专业技术人员! 经过培养成为本单位
专业技术骨干和学术’ 技术带头人的后备力
量%

##$# 人才工程$在天津市企事业单位)含
驻津单位*中展开!包括民营科技企业’乡镇企
业’三资企业等非国有经济单位% 天津市根据
##$# 人才工程$不同层次人选的培养计划!采

取定向投入!重点资助的办法!对选拔确定的
第一层次人选 !给予每人 ’(#% 万元的资助
经费% 第二’三层次人选由各行业主管部门
及人选所在单位按培养目标给予一定的经费

资助%

!%#% 年初第二批人才培养计划顺利完
成!在 ### 名人选中!)$ 人承担了国家或市部
级重点科研项目)课题*’重大工业项目’自主
创新项目 &*" 余个%
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