
药物化学

蛋白质与肝素之间相互作用的光谱法研究
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摘要: 目的 研究牛血清蛋白( BSA) 与肝素( HP) 在溶液中的相互作用机理。方法 通过共振光散射光谱

( RLS) 、紫外吸收光谱及荧光光谱来考察 BSA 与 HP 相互作用前后的光谱变化，考察体系的分子结合机

理。结果 随着 HP 的持续加入，体系 RLS 强度迅速增加; BSA 在 298 nm 左右的吸收峰不断升高和蓝移;

BSA 的荧光强度出现了显著的下降，但当 HP 浓度进一步增大，BSA 的荧光强度反而出现有规律的上

升。结论 HP 与 BSA 分子通过电子作用力以及疏水作用力生成分子间复合物，使得体系 RLS 强度增

加，同时 BSA 的分子构象发生伸展。此外，BSA 与 HP 分子间的相互作用与 HP 溶液浓度的高低有着密

切的关系。
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Study of binding interaction between bovine serum albumin and heparin by spectroscopy
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Abstract: Objective To investigate the interaction mechanism of bovine serum albumin ( BSA) and heparin
( HP) in solution． Methods The spectral changes of resonance light scattering ( RLS) ，UV absorption
spectra and fluorescence spectroscopy were analyzed to examine the molecular binding mechanism． Results
The RLS intensity increased rapidly as HP was added，and the absorption peak of BSA located at about 298
nm appeared rising and blue shifting． Meanwhile，the fluorescence intensity of BSA declined significantly
first and then ascented later． Conclusion HP molecules can form interpolymeric complexes with BSA by
electronic and hydrophobic force，which accounts for the increase of the RLS intensity and the change of
proteins’structures． Furthermore，the interaction between BSA and HP has a close relationship with the
level of HP concentration．
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蛋白质与多糖的结合是一种重要的生物现象。
多糖在细胞外的许多生理功能都依赖于与其他大分

子的相互作用，特别是与蛋白质的相互作用［1 － 3］。
血清蛋白是人体循环系统中最主要的可溶蛋白质，

有较强的吸附、结合其他分子和催化生物化学反应

等能力，具有很多重要的生理功能，因而被广泛应用

于与健康和药物相关的研究中。肝素( HP) 是一种

由葡萄糖胺、L-艾杜糖醛苷、N-乙酰葡萄糖胺和 D-
葡萄糖醛酸交替组成的黏多糖硫酸脂，其在药理上

的活性主要依赖于其多糖链与有效蛋白质之间的相
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互作用［4］。
目前，一些技术已用来研究多糖和蛋白质之间

的相互作用，如用荧光光谱和紫外吸收光谱检测多

糖 /蛋白质复合物的生成，用光散射测定多糖 /蛋白

质复合物粒子尺寸和在溶液中的扩散系数，用圆二

色谱和核磁共振研究蛋白质在多糖 /蛋白质复合物

形成过程中的构象改变，用毛细管电泳来测定多糖 /
蛋白质复合物在溶液中的迁移率等［5 － 8］，但以上研

究主要集中在应用方面，而关于其作用机理的研究

则少有报道。荧光分析法在生物分子识别和研究生

物分子相互作用机理等方面有着广泛的应用［9］。
特别地，当固定激发和发射波长间隔扫描激发单色

器和发射单色器时，共振散射光谱可以很轻易地在

普通荧光仪上实现，这样可进一步解释大分子间的

相互作用本质［10］。

1 材料与方法

1． 1 仪器及试剂

RF-5301PC 型 荧 光 分 光 光 度 计 ( 日 本 岛 津 公

司) ; PHS-10A 型精密 pH 计 ( 上海雷磁仪器厂) ;

UV-3150 紫外-可见分光光度计( 日本 Jasco 公司) ;

FC-204 电子分析天平( 上海天平仪器厂) 。
HP 储备液( 分析纯，中国医药集团上海化学试

剂公司) : 用水溶解肝素钠 0． 010 g 于小烧杯中，搅

拌溶解后转移至 100 mL 容量瓶中，再用水稀释至刻

度，摇匀，即配制成 1． 0 × 10 －4 g /mL 的储备液，使用

时再用水稀释成所需的浓度。
牛血清蛋白储备液( BSA，分析纯，上海伯奥生

物科技有限公司) : 用水溶解 0． 020 g BSA 于小烧杯

中，搅拌溶解后转移至 100 mL 容量瓶中，再用水稀

释至刻度，摇匀，即配制成 2． 00 × 10 －4 g /mL 的储备

液，该溶液保存在 0 ～ 4 ℃冰箱中待用，使用时再用

水稀释成所需的浓度。
1． 2 实验步骤

在一系列 10 mL 容量瓶中依次加入磷酸盐缓冲

溶液 2． 0 mL、BSA 溶液 1． 0 mL 及一定量 HP 工作

液，用去离子水定容至 10． 0 mL，搅拌均匀，放置一

段时间用于测试。用 1 cm × 1 cm 样品池，在 RF-
5301PC 型荧光光度计上，以 λex = λem ( 即 Δλ = 0
nm) 在 250 ～ 650 nm 进行同步扫描，得到体系的

RLS 光谱图谱，于最大散射峰 402 nm 处测量体系

RLS 强度。狭缝宽度为 1． 5 nm，扫描速度为 256
nm /min。选择激发波长为 280 nm，用 RF-5301PC 型

荧光光度计在 300 ～ 420 nm 范围内测定一定温度时

体系的荧光光谱。激发和发射通带均为 5 nm，扫描

速度为 256 nm/min。利用 UV-3150 紫外-可见分光光

度计在 190 ～350 nm 内测定单一溶液及混合溶液的

紫外光谱。溶液酸度用 PHS-10A 数字 pH 计校正。

2 结果与讨论

2． 1 共振光散射光谱( RLS)

用 RF-5301PC 型荧光光度计以 λex = λem对 HP、
BSA 以及 BSA /HP 体系进行同步扫描，得到如图 1
所示的共振光散射谱图。从图 1 中可以看出，单独

的 HP 溶液的 RLS 强度非常微弱，且几乎不随 HP
的浓度增大而变化，说明 HP 在稀溶液中非常稳定，

不易出现分子间聚集现象。单独的 BSA 溶液则有

较弱的共振光散 射 峰，最 大 散 射 波 长 出 现 在 403
nm，此外还有 3 个较小的散射峰，分别位于 345、
432、488 nm。这可能是 BSA 在水溶液中存在一定

的聚集现象，从而产生较明显的 RLS 散射峰。然

而，当 BSA 与微量 HP 作用后，其微弱的 RLS 强度

得到了极大的增 强，最 大 散 射 峰 波 长 出 现 在 406
nm，同时其他 RLS 峰位也出现了相应的移动，表明

BSA 与 HP 之间可能存在相互作用。HP 是一种阴

离子多糖，在低浓度下呈现线性扩展分子，而 BSA
在通常情况下是呈阳离子性质，因此它们之间的电

子作用力是最主要的驱动力。一般地，RLS 信号的

产生与溶液中形成聚集有关，其强度主要决定于溶

液中粒子的直径，故 BSA /HP 体系的 RLS 强度急剧

增大可归因于溶液中 BSA /HP 复合物的生成［11］。

图 1 BSA-HP 体系的共振光散射光谱

Figure 1 RLS spectra of HP，BSA and BSA /HP1 blend

根据 RLS 理论，RLS 光谱通常位于或者靠近分

子的吸收带。但由于分子同时吸收入射光和散射

光，因而在通常的 RLS 光谱中，最大散射信号应该

出现在共振吸收的低能区［12］。从图 2 中可见，体系
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散射峰靠近 BSA /HP 复合物分子吸收带，同时体系

的最强散射峰出现在 BSA /HP 复合物的最低吸收

处，这表明获得的散射光谱属于共振光散射光谱范

畴。基于检测的敏感性，位于 406 nm 的 RLS 散射

峰被用作进一步的分析。

图 2 BSA-HP 体系的共振光散射光谱和紫外吸收光谱图

Figure 2 RLS spectra and absorbance spectra of HP-BSA
system

图 3 为 HP 的浓度对 BSA 与 HP 之间相互作用

的影响情况。从图 3 可见，体系的 RLS 强度随着

HP 的浓度增大而增强，这表明溶液中 BSA 与 HP 之

间越来越多地结合。然而，这种体系的 RLS 强度随

着 HP 浓度的增大而增强现象只是在一定的浓度范

围内出现。当体系中 HP 的浓度超过 1． 20 × 10 －7

mol /L 时，BSA /HP 复合物的 RLS 强度开始下降。
这表明 BSA 与 HP 之间的结合作用与 HP 的浓度高

低有密切的关系。这种现象可从两种不同生物大分

子相互作用的本质来解释: 当 HP 浓度进一步增大

时，带正电荷的 BSA 与带负电荷的 HP 之间将会产

生一个相互的电荷补偿效应，降低了 HP 分子和

BSA 分子间的静电排斥力，导致 HP 和 BSA 分子的

聚集，从而降低了它们之间的结合作用。

图 3 HP 浓度对 BSA-HP 体系 RLS 的影响
Figure 3 Effect of HP concentration on the RLS spectra of HP-

BSA system

二维相关谱是将原来的光谱信号扩展到第二维

上，从而可清楚地反映聚合物大分子在外界微扰作

用下，分子内各结构单元、官能团发生的变化的先后

关系［13］。因此，通过二维相关谱分析可获得某些在

一维图谱中无法得到的光谱信息。
根据图 3，将数据导入 2DShine 处理软件，计算

得体系的二维同步和异步 RLS 光谱图，见图 4。从

图 4( a) 同步谱中发现，在 406 nm 处有明显的自相

关峰，说明这个峰在观察的区间内其 RLS 强度发生

了显著变化，也对溶液中 HP 浓度的改变非常敏感。
根据 Noda 相关理论，在图 4 ( b) 异步谱中出现的正

交叉相关峰( 348 nm /438 nm) 说明位于 348 nm 处

的 RLS 峰的变化比位于 438 nm 处的要快; 正交叉

相关峰 ( 348 nm /406 nm) 说明位于 348 nm 处的

RLS 峰的变化比位于 406 nm 处的快; 负交叉相关峰

( 383 nm /406 nm) 说明位于 383 nm 处的 RLS 峰的

变化比位于 406 nm 处的要慢; 正交叉相关峰( 406
nm /438 nm) 说明 406 nm 处的 RLS 峰的变化比位于

438 nm 处的要快。从以上分析可知，越靠近分子最

大吸收处，其 RLS 光谱变化越快，表明分子间相互

作用越强。

图 4 HP 与 BSA 相互作用的二维共振光散射光谱

Figure 4 2D RLS correlation spectroscopy of the interaction of

BSA and HP in different concentration
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2． 2 紫外吸收光谱

一般地，蛋白质 280 nm 左右的强吸收峰归因于

蛋白质的骨架结构吸收，从而可用来表征蛋白质的

构象变化。图 5 显示了 BSA、HP 以及 BSA /HP 复合

物在不同 HP 浓度下的吸收光谱图。从图 5 可见，

BSA 在 280 nm 处显示出蛋白质特征吸收峰，而 HP
在整个区间内几乎没有任何吸收。然而，当向 BSA
溶液中加入 HP 后，体系在 298 nm 处出现一个明显

的新吸收峰，这表明 HP 与 BSA 发生了相互作用并

形成了新的复合物［14］。同时，从图中还可看出，随着

HP 浓度的不断增加，体系在 298 nm 左右的吸收峰强

度不断增强和发生蓝移。吸收峰强度升高表明 BSA
分子中螺旋成分的降低，分子发生了伸展，而吸收峰

蓝移表明 BSA 骨架结构周围的极性发生了改变。

图 5 BSA-HP 体系的紫外吸收光谱

Figure 5 Absorbance spectra of HP-BSA system

2． 3 荧光光谱

为进一步验证 BSA 与 HP 之间相互作用机理，

用 285 nm 作为激发波长，测定了在不同 HP 浓度下

BSA 的荧光发射光谱，见图 6。如图 6 ( a) 所示: 在

较低的 HP 浓度下，随着 HP 加入，BSA 的荧光强度

出现了显著的下降，其最大荧光发射峰出现了明显

的蓝移，从 351 nm 移到了 340 nm; 但随着 HP 浓度

的增大，虽然 BSA 的荧光强度继续下降，但其最大

发射波长几乎不再移动，这充分表明 HP 与 BSA 发

生了相互作用并生成了新的复合物［15］。原因可能

是在 HP 浓度较低时，溶液中 HP 分子链呈现较舒展

的构象，从而与 BSA 之间的相互作用较充分，BSA
优先与多糖链无序部分发生结合，从而导致 BSA 荧

光生色团所处微环境的疏水性增加，荧光发射峰发

生蓝移。

然而，高浓度下的 HP 与 BSA 之间的相互作用

却呈现出完全不同的规律。如图 6 ( b) 所示: 随着

HP 浓度的增大，BSA 的荧光强度不但没有被淬灭，

反而出现有规律的上升。原因是: 一方面，越来越多

BSA /HP 复合物的形成增大了体系的黏度，降低了

体系分子扩散速率，限制了 BSA 分子的翻转和内部

扭转运动，有利于抑制 BSA 分子之间的相互碰撞，

消除 BSA 分子荧光的自猝灭，而且有利于 BSA 荧光

的恢复［16］; 另一方面，在 HP 分子较高的浓度下，

BSA 分子会因电荷补偿效应而发生聚集，从而显著

提高体系的荧光强度。

图 6 HP 浓度对 BSA 荧光光谱的影响

Figure 6 Effect of HP concentration on fluorescence spectra
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美国 FDA 批准一种治疗抑郁症新药 Viibryd

美国 FDA 于 2011 年 1 月 21 日批准 Viibryd( 有效成分为盐酸维拉佐酮 vilazodone hydrochloride) 用于治

疗重度抑郁症。Viibryd 为片剂，分 10、20、40 mg 3 种剂量规格，由位于康涅狄格州纽黑文的 PGxHealth 公司

生产。
重度抑郁症的主要症状包括情绪低落、对日常活动无兴趣、体重或食欲剧变、失眠或嗜睡、躁动不安、疲

乏、负罪感、厌世、思维缓慢、注意力受损、自杀倾向或自杀意识等。重度抑郁症患者的症状可能各不相同，通

常连工作、睡眠、饮食等日常活动都无法正常进行，有些患者甚至终身都有可能重复发病，但部分患者只发病

1 次。
FDA 有关主管官员指出，重度抑郁症对患者影响巨大，药物治疗对不同的患者的作用也不尽相同，因此

有必要为患者提供多种药物选择，这非常重要。
在临床试验中，Viibryd 最常见的副作用包括腹泻、恶心、呕吐和失眠等。Viibryd 及其他所有抗抑郁药都

在包装盒及说明书中特别注明儿童、青少年及 18 ～ 24 岁成年人服药初期可能会增加患者的自杀倾向及行

为，因此用药初期有必要对患者进行严密的监控。
( 来源: 美国 FDA 新闻稿 2011-01-21 夏训明编译)
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