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基于光谱法和计算模拟研究 ＰＦＢＳＫ
与 ＨＳＡ的相互作用

魏雨晨，易忠胜，徐　婕，赵　赛，王海洋
（桂林理工大学 化学与生物工程学院，广西 桂林　５４１００６）

摘　要：采用分子对接、动力学模拟和荧光光谱法研究全氟丁基磺酸钾（ＰＦＢＳＫ）和人血清白蛋白（ＨＳＡ）的
相互作用机制。分子对接分析表明，ＰＦＢＳＫ在ＨＳＡ的位点Ⅱ处以氢键作用力稳定结合。动力学模拟的结
果表明，ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ相互作用产生的复合物具有良好的稳定性，并使 ＨＳＡ的构象发生改变。结合自由
能贡献分析表明，ＡＲＧ３４８、ＡＲＧ４８４、ＡＲＧ４８５、ＡＬＡ４４９为 ＰＦＢＳＫ与 ＨＳＡ结合的关键氨基酸残基。荧光
光谱试验显示ＰＦＢＳＫ和ＨＳＡ的结合淬灭了ＨＳＡ的内源性荧光，淬灭机制为静态淬灭。根据热力学参数吉
布斯自由能（ΔＧ＜０）、焓变（ΔＨ＜０）和熵变（ΔＳ＜０），可推断ＰＦＢＳＫ和ＨＳＡ的相互作用力主要是氢键
和范德华力，这与分子对接和结合自由能分析结论一致。
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０　引　言

人血清白蛋白（ｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＨＳＡ）是
人体血液中含量最为丰富的载体蛋白质，约占人

血浆总蛋白含量的６０％［１－２］。由于 ＨＳＡ具有多个
结合位点，使得 ＨＳＡ能够结合许多的内源性、外
源性物质及不同大小分子的化合物，也能与难溶

于水和易溶于水的物质相结合，具有十分重要的

生理意义
［３］。ＨＳＡ在人体血浆中起着重要的储存

和运输作用，配体小分子进入人体内，经蛋白质

转运到达靶器官，发挥其生物学效应
［４］。与人体

其他的蛋白质分子相比，ＨＳＡ稳定性好，溶解性
也较好，与配体小分子具有良好的亲和性

［５－６］。

由于ＨＳＡ大分子具有无毒性、再生性、良好的生
物相容性和生物可降解性等特点

［７］，人血清白蛋

白作为一种广泛使用的模型蛋白被应用于各种生

物化学、生命物理和药物学等生命科学的研究

中
［８－１０］。

全氟化合物（ｐｅｒｆｌｕｏｒｉｎａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，ＰＦＣｓ）
是进入２０世纪以来一类含有高能量 Ｃ—Ｆ键的新
型的环境污染物，逐渐引起科研工作者的关注

［１１］。

由于ＰＦＣｓ的Ｃ—Ｆ键的键能比Ｃ—Ｈ键的键能大，
从而使ＰＦＣｓ分子在环境中具有持久性，在经受强
热、光照、化学作用、微生物作用以及高等脊椎

动物的代谢作用时依然很难被降解
［１２］。这类污染

物在一定的剂量下会使生物体出现体重降低、线

粒体受损、肝组织增重、基因诱导等不良生物学

效应
［１３］，且具有全球普遍存在的特点，甚至于存

在于人体的血液之中
［１４］。因此，开展 ＰＦＣｓ小分

子与ＨＳＡ生物大分子的相互作用研究，阐明污染
物小分子在人体内的运输、吸收、代谢以及毒性

机理有着重大的意义，也能为环境科学、化学、

毒理学以及生命科学等领域提出可靠的理论依据

和分析手法。
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全氟化合物主要分为全氟羧酸类（ｐｅｒｆｌｕｏｒｏａｌｋｙｌ
ｓｕｌｆｏｎａｔｅｓ，ＰＦＡＳ）和全氟磺酸类（ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｏｃａｔａｎｏａｔｃ，
ＰＦＣＡ）［１５］。全氟羧酸类化合物具有不易分解性和
高沉积性，容易随着食物链进行传递，并在生物体

内富集和放大，其所造成的环境污染遍及全球的生

态系统
［１６－１８］。也有研究表明，在许多的动物组织

和人体中发现了 ＰＦＣＡ［１９－２０］，ＰＦＣＡ已经成为了一
类备受关注的环境污染物。本文以全氟磺酸类化合

物中的全氟丁基磺酸钾（ＰＦＢＳＫ，结构式如图１）为
例，从计算模拟和实验分析两方面探究 ＰＦＢＳＫ与
ＨＳＡ相互作用的机制。

图１　ＰＦＢＳＫ的结构式
Ｆｉｇ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＰＦＢＳＫ

１　实验部分
１１　实验仪器及试剂

仪器：ＲＦ－５３０１ＰＣ荧光光度计（日本岛津公
司）；ＰＨＳ－３ＣＳ精密 ｐＨ计（上海雷磁仪器厂）；
ＥＬ２０４电子分析天平（上海梅特勒托利多仪器有限
公司）。

试剂：三羟甲基氨基甲烷盐酸缓冲溶液（Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ，ｐＨ＝７４）；ＨＳＡ（ｐｕｒｉｔｙ＞９７％，美国Ｓｉｇｍａ公
司）用ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液配制成浓度为１０×１０－５

ｍｏｌ·Ｌ－１储备液；全氟丁基磺酸钾（购于瑞士 ＡＤ
公司）用 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液配制成浓度为 １０×
１０－３ｍｏｌ·Ｌ－１储备液，摇匀，放置于４℃的冰箱中，
备用。除非有其他说明，否则所用试剂均为分析

纯，实验用水均为二次蒸馏水。

本文所有的计算工作均通过 ＤＥＬＬ服务器上
ＲｅｄＨａｔＬｉｎｕｘ６４系统完成。通过ＳｙｂｙｌＸ１１软件
和 ＧＲＯＭＡＣＳ４６５软件分别进行分子对接与分子
动力学模拟，用ＬｉｇＰｌｕｓ软件进行分子图形展示和
结果分析。ＨＳＡ晶体结构从 Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ蛋白质数
据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／ｐｄｂ）获得（代码为
１ｎ５ｕ，结构相对完整）。
１２　实验方法

分子对接：ＰＦＢＳＫ分子用 ＣｈｅｍＢｉｏＤｒａｗ软件
作出结构，采用密度泛函方法在 Ｂ３ＬＹＰ／６－３１Ｇ

理论水平上，建立初步结构优化和热力学性质的

文件，然后结合 Ｇａｕｓｓｉａｎ０９进行运算；对接前对
ＨＳＡ分子进行预处理：除水、加氢、加电荷，并
选择ＡＭＢＥＲ７ＦＦ９９力场的最陡下降法共轭梯度法
能量最小化。目前的分子对接方式主要分为三类：

刚性对接、半柔性对接以及柔性对接
［２１］。刚性对

接主要用于大分子与大分子之间的对接，如蛋白

质与蛋白质之间以及蛋白质与核酸之间的对接。

半柔性对接主要用于研究配体的构象在一定范围

内的变化情况，常用于大分子与小分子之间的对

接。柔性对接一般用于精确考虑分子间的识别情

况
［２２］。本文采用目前较为主流的 ＣＨ４， Ｃ Ｏ ，

Ｎ—Ｈ作为分子探针进行半柔性对接。
分子动力学模拟（ＭＤ）：运用 ＧＲＯＭＯＳ９６

４３ａ１力场和周期性边界条件，采用三点型的水模
型ＳＰＣ并对 ＨＳＡ体系和 ＰＦＢＳＫＨＳＡ体系建立水
盒子，添加离子和溶剂使体系平衡。通过最陡下

降法进行最大步数１００００步的能量最小化，随后
采用正则系统（ＮＶＴ）和等温等压系统（ＮＰＴ）平衡
体系进行５０ｎｓ的ＭＤ模拟。

光谱法：将１ｍＬ１０×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＳＡ溶
液加入１０ｍＬ的比色管中，然后用 ｐＨ＝７４Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ缓冲溶液定容至刻度线，摇匀。之后依次加入
一定量浓度为１０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＦＢＳＫ溶液。在
恒温下反应８ｍｉｎ后，于 λｅｘ＝２８０ｎｍ处进行扫描，
激发光栅和发射光栅的狭缝宽度分别为 ３０／５０
ｎｍ，测定体系荧光光谱。同时，检测 Δλ＝１５及６０
ｎｍ时的同步荧光光谱。

２　结果讨论
２１　分子对接分析

分子对接可以直观明显地观察出小分子与

ＨＳＡ的结合情况和作用力类型。ＨＳＡ由５８５个氨
基酸残基组成，主要有２个结合药物的位点，位点
Ⅰ和位点Ⅱ（也被称为华法林位点与布洛芬位
点）

［３］，大部分药物小分子都是结合在这两个位点

上。通过运用 ＳｙｂｙｌＸ１１软件中的 ＳｕｒｆｌｅｘＤｏｃｋ模
块对ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ进行分子对接分析。对接的方
式采用盲接，探针可自动探测结合位点。Ｔｏｔａｌ
Ｓｃｏｒｅ为ＳｕｒｆｌｅｘＤｏｃｋ得分，表达为亲和力－ｌｏｇＫｄ，
该函数包含对极性作用、疏水作用、静电作用和

氢键作用等综合因素的考虑，数值越大，表示形
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成的复合物越稳定
［２３］。

模拟结果显示位点Ⅱ的 ＴｏｔａｌＳｃｏｒｅ函数得分
较高（ＳｉｔｅⅠ：３５６４１，ＳｉｔｅⅡ：４４９２２），说明在
位点Ⅱ对接形成的复合物更加稳定。图 ２ａ表示
ＰＦＢＳＫ在１ｎ５ｕ位点 ＩＩ处的分子对接图。图２ｂ显
示ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ结合后ＰＦＢＳＫ周围５?（０５ｎｍ）
范围 内 的 氨 基 酸 残 基，ＰＦＢＳＫ 与 ＡＲＧ４８５、
ＳＥＲ３４２和 ＡＲＧ３４８之间形成了６个氢键，从而大
大提高了复合物的稳定性。图２ｃ为活性位点在３?
（０３ｎｍ）范围内疏水作用的氨基酸二维图，参与
疏水作用的氨基酸有 ＶＡＬ３４４、ＡＬＡ４４９和 ＩＬＥ３８８
等，且分布在氟原子周围，说明 ＰＦＢＳＫ中氟原子
有很强的极性。由于 ＰＦＢＳＫ的分子体积不大，能
够较容易进入到ＨＳＡ的疏水腔中。图２ｄ为ＰＦＢＳＫ
在ＨＳＡ空腔内的静电引力作用图，可见ＰＦＢＳＫ进
入ＨＳＡ位点Ⅱ的疏水空腔中并与ＨＳＡ残基间形成
了较强的静电力。－ｌｏｇＫｄ反映的是受体与配体之
间的亲和力，分子对接的结果显示该值较大，表明

ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ之间形成的复合物具有良好的稳定
性。

２２　分子动力学模拟
分子动力学模拟可以研究复合物在水溶液中

的稳定性和动力学特征。本文对游离的 ＨＳＡ与
ＨＳＡＰＦＢＳＫ形成的复合物进行５０ｎｓ动力学模拟。
均方根偏差（ＲＭＳＤ）常用于表述构象偏差的统计
值，是衡量系统稳定性的重要参数

［２４］。图３ａ为模
拟时间为５０ｎｓ的ＰＦＢＳＫ－ＨＳＡ复合物与游离ＨＳＡ
的均方根偏差变化情况，可以看出在约１３ｎｓ后复
合物体系和 ＨＳＡ体系趋于稳定。对比游离 ＨＳＡ，
ＰＦＢＳＫ与 ＨＳＡ形成的复合物在整个模拟过程
ＲＭＳＤ平均值较小，因此可以说明ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ

形成的复合物更加稳定。均方根波动 （ＲＭＳＦ）可
用于描述两个体系氨基酸残基柔性的变化情况。

图３ｂ为 ＰＦＢＳＫＨＳＡ复合体系与游离 ＨＳＡ体系的
均方根波动的变化趋势，可以看出３６０～５００号位
置残基发生异常波动，这表明 ＰＦＢＳＫ的结合位置
位于ＨＳＡ这些位置的残基处，所得结果与分子对
接相吻合。回转半径（Ｒｇ）可用来衡量蛋白质结构
的紧凑程度。从５０ｎｓ的回转半径的变化情况（图
３ｃ）中可以看出每个系统的Ｒｇ值在１０ｎｓ后达到相
对稳定，表示动力学模拟在１０ｎｓ后很快达到平衡。
而ＰＦＢＳＫＨＳＡ复合体系的Ｒｇ值低于ＨＳＡ体系，这
表明 ＰＦＢＳＫ的加入使 ＨＳＡ结构缩小，导致其空腔
变小，进而引起其二级结构发生变化

［２５］。

２３　结合自由能分析
结合自由能分析可以有效地预测生物大分子

的结构和功能，利用ＭＭＰＢＳＡ程序计算ＰＦＢＳＫＨＡＳ

图２　ＰＦＢＳＫ在ＨＳＡ位点ＩＩ的分子对接图
Ｆｉｇ２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇａｎｄｄｅｔａｉｌｅｄｖｉｅｗｏｆｔｈｅ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｏｆＰＦＢＳＫａｎｄＨＳＡ

图３　ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ的分子动力学模拟
Ｆｉｇ３　ＭｏｌｅｃｕｌａｒｄｙｎａｍｉｃｓｏｆＰＦＢＳＫａｎｄＨＳＡ
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体系在生理条件下的结合自由能（ΔＧｂｉｎｄ）。本文忽
略熵变对ΔＧｂｉｎｄ的影响，通过提取ＰＦＢＳＫＨＳＡ复合
物在ＭＤ模拟平衡（４５～５０ｎｓ）的构象轨迹求平均
值并计算得到各个能量，结果如图４ａ所示，总体的
结合自由能 ΔＧｂｉｎｄ为负值，且范德华作用力 ＥｖｄＷ、
静电能Ｅｅｌｅｃ、非极性溶剂化能ΔＧｎｐ也均为负值，充
分表明真空中的静电能、范德华作用能、非极性溶

剂化能都有利于ＰＦＢＳＫ和 ＨＳＡ的结合。由于静电
溶剂化能 ΔＧｐｂ对静电作用能 Ｅｅｌｅｃ的抑制作用使得
总体的静电作用不利于小分子和蛋白质的结合。

范德华作用能在ＰＦＢＳＫ和ＨＳＡ的结合过程中贡献
很大，此时范德华作用力是结合的主要动力。

对每个氨基酸残基在结合过程中对结合自由

能的贡献进行分析如图 ４ｂ所示。其中 ＡＲＧ３４８、
ＡＲＧ４８４、ＡＲＧ４８５、ＡＬＡ４４９等对两者的结合有显
著的贡献。结合分子对接分析，残基ＡＬＡ４４９表现
的疏水作用使其对结合自由能的贡献较大；而残

基ＡＲＧ３４８和ＡＲＧ４８５形成的氢键也是对结合自由
能的贡献较大的原因之一。

２４　ＰＦＢＳＫＨＳＡ的同步荧光光谱
同步荧光具有灵敏度高和选择性好的优点，

由于氨基酸残基的最大荧光波长与其所处周围环

境的极性和疏水性有关，所以可以用其来探讨蛋

白质的二级结构变化及部分氨基酸的光谱特征。

荧光光谱的激发和发射波长差值 Δλ＝１５和６０ｎｍ
分别为酪氨酸和色氨酸残基的光谱特征。

图５为ＰＦＢＳＫ和ＨＳＡ相互作用的同步荧光光
谱图，随着 ＰＦＢＳＫ浓度的逐渐增加，蛋白质的酪
氨酸残基和色氨酸残基的荧光强度不断下降，说明

ＰＦＢＳＫ对 ＨＳＡ的荧光发生了一定程度的淬灭作
用。色氨酸残基（Δλ＝６０ｎｍ）荧光峰的最大发射波

长位置随 ＰＦＢＳＫ浓度的增加发生了微弱的蓝移
（图５ｂ，蓝移１ｎｍ），而酪氨酸残基（Δλ＝１５ｎｍ）
荧光峰的最大发射波长始终保持在３０９ｎｍ处（图
５ａ），说明虽然ＰＦＢＳＫ结合在ＨＳＡ位点ＩＩ的空腔，
但是并没有对酪氨酸产生太大影响，而是对色氨酸

附近的微环境产生了较大的影响，它破坏了色氨酸

残基附近的微环境，增加了疏水性，进而影响了

ＨＳＡ的构象，所得结果与动力学模拟结果相吻合。
２５　ＰＦＢＳＫＨＳＡ的荧光淬灭机理

荧光光谱是一种检测蛋白质结构变化和推断

其与小分子结合的有效手段。当小分子与蛋白质结

合的时候，色氨酸的荧光强度会发生明显的变化，

图５　ＰＦＢＳＫＨＳＡ的同步荧光光谱
Ｆｉｇ５　ＳｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＰＦＢＳＫＨＳＡ

图４　ＰＦＢＳＫＨＳＡ之间的结合自由能（ａ）与单个氨基酸残基对结合自由能贡献值（ｂ）
Ｆｉｇ４　ＢｉｎｄｉｎｇｆｒｅｅｅｎｅｒｇｉｅｓｏｆＰＦＢＳＫＨＳＡｃｏｍｐｌｅｘ（ａ）ａｎｄｂｉｎｄｉｎｇｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｅａｃｈｒｅｓｉｄｕｅｉｎｔｈｅｃｏｍｐｌｅｘ（ｂ）
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ＨＳＡ的位点Ⅰ中只存在一个色氨酸，是 ＨＳＡ内源
性荧光的主要来源。

图６是 ２９８Ｋ下 ＰＦＢＳＫ和 ＨＳＡ的荧光淬灭
图。ＨＳＡ的荧光强度出现了明显的蓝移现象，说明
ＰＦＢＳＫ在进入ＨＳＡ的疏水腔时，引起构象变化导
致ＨＳＡ的荧光发生淬灭。

图６　ＰＦＢＳＫＨＳＡ的荧光淬灭图
Ｆｉｇ６　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕｅｎｃｈｔｉｔｒａｔｉｏｎｏｆＨＳＡｗｉｔｈ

ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇＰＦＢＳＫｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ＰＦＢＳＫ和 ＨＳＡ的淬灭遵循 ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方
程
［２６－２７］：

Ｆ０／Ｆ＝１＋Ｋｓｖ［Ｑ］＝１＋Ｋｑτ［Ｑ］； （１）
ｌｏｇ（（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ）＝ｌｏｇＫａ＋ｎｌｏｇ［Ｑ］， （２）

其中，Ｆ０和 Ｆ分别为 ＰＦＢＳＫ加入前、后的荧光强
度；Ｑ是ＰＦＢＳＫ的浓度；Ｋｑ是ＨＳＡ的淬灭速率常
数；而Ｋｓｖ是ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ的淬灭常数；τ表示没有
淬灭剂存在下荧光分子平均寿命，生物大分子的荧

光的荧光寿命约为１０－８ｓ；Ｋａ是蛋白质和淬灭剂的
结合常数。

蛋白质的荧光淬灭机制主要分为动态淬灭（分

子间的碰撞）、静态淬灭（淬灭剂和蛋白质形成复

合物）和非辐射能量转移等几种机制，分别在温度

为２９１、２９８和３１０Ｋ时加入ＰＦＢＳＫ，ＨＳＡＰＦＢＳＫ体
系的荧光强度的变化如图７ａ所示。可见，随着温
度升高，Ｋｓｖ减小，Ｋｑ大于各类淬灭剂对蛋白质大分
子的最大分散碰撞常数（２×１０１０Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１），
淬灭剂与具有荧光物质的ＨＳＡ在基态时发生了配

合反应，ＰＦＢＳＫ进入了 ＨＳＡ的空腔，蛋白质原有
的微环境和二级结构产生了变化，从而导致的静

态淬灭。

用修正的ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程（式（２））可以得到
不同温度下ＰＦＢＳＫ浓度对ＨＳＡＰＦＢＳＫ体系荧光强
度的双对数曲线，由该直线的斜率和截距可求出

ＰＦＢＳＫ与 ＨＳＡ结合位点数 ｎ及表观结合常数 Ｋａ
（图７ｂ）。

由表１可知，ＰＦＢＳＫ浓度对 ＨＳＡＰＦＢＳＫ体系
荧光强度的双对数曲线在不同温度下都具有良好

的线性关系。它们相互作用的结合常数在１０５Ｌ·
ｍｏｌ－１数量级以上，结合较稳定。结合位点数 ｎ约
等于１，说明在ＰＦＢＳＫ与 ＨＳＡ作用时只存在１个
结合位点。这与分子对接和动力学模拟结果都存

在高度的一致性。

２６　ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ能量转移的研究
Ｆｒｓｔｅｒ偶极－偶极非辐射能量转移理论常被用

于研究大分子体系中两个发光基团间的距离。理论

图７　ＰＦＢＳＫ浓度与Ｆ０／Ｆ及ｌｇ（（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ）的关系
Ｆｉｇ７　 Ｑ－Ｆ０／ＦａｎｄｌｇＱ－ｌｇ（（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ）ｄｉａｇｒａｍｓ

表１　ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ体系在不同温度下的表观结合常数Ｋａ、荧光淬灭常数Ｋｓｖ及结合位点ｎ
Ｔａｂｌｅ１　Ｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓ（Ｋａ），ｑｕｅｎｃｈｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔ（Ｋｓｖ）ａｎｄｎｕｍｂｅｒｏｆｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ（ｎ）ｏｆＰＦＢＳＫＨＳＡｓｙｓｔｅｍ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
Ｔ／Ｋ Ｋａ／（１０

６Ｌ·ｍｏｌ－１） Ｋｓｖ／（１０
５Ｌ·ｍｏｌ－１） Ｋｑ／（１０

１３Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１） ｎ Ｒ
２９１
２９８
３１０

７２７
８０３
７６３

８８５
７１０
６１８

７４７
６９１
４１６

１１７５７
０８５７４
０８１６８

０９９６７
０９７６３
０９９６０
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方程
［２８－２９］

可计算能量供给体和受体间的结合信息

　　　　Ｅ＝１－Ｆ／Ｆ０ ＝Ｒ
６
０／（Ｒ

６
０＋ｒ

６）； （３）
　　Ｒ６０ ＝８７９×１０

－２５Ｋ２Ｎ－４ΦＪ； （４）

　Ｊ＝（∑Ｆ（λ）ε（λ）λ４Δλ）／（∑Ｆ（λ）Δλ），（５）
式中：Ｅ为ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ二者间的能量转移效率；
Ｒ０为能量转移距离；Ｋ

２ ＝２／３；Ｎ为介质的折射常
数（取水和有机物的平均值１３３６）；Φ为荧光量子
产率（０１５）；Ｊ为荧光发射光谱与受体吸收光谱的
重叠积分。

图８是ＰＦＢＳＫ的紫外吸收光谱和ＨＳＡ的荧光
发射光谱的重叠图，根据 Ｆｒｓｔｅｒ偶极 －偶极非辐
射能量转移机理通过式（３）～（５）计算得出给体与
受体间能量转移的效率Ｅ、重叠积分Ｊ和结合距离
ｒ。由表２依据式（３）～（５）求出的给体与受体之间
的距离ｒ值等于３７１ｎｍ（小于７ｎｍ），且０５Ｒ＜ｒ
＜１５Ｒ，说明符合非辐射能量转移的条件，并且
能量转移效率较高，因此ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ的荧光淬
灭机制为静态淬灭和非辐射能量转移两种机制。

图８　ＰＦＢＳＫ紫外吸收光谱与ＨＳＡ荧光光谱的重叠图
Ｆｉｇ８　ＯｖｅｒｌａｐｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＨＳＡａｎｄ

ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＰＦＢＳＫ

表２　给体ＰＦＢＳＫ与受体ＨＳＡ间的结合距离
Ｔａｂｌｅ２　ＩｎｄｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＰＦＢＳＫａｎｄａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｏｆＨＳＡ

Ｊ／（ｃｍ３·Ｌ·ｍｏｌ－１） Ｅ Ｒ／ｎｍ ｒ／ｎｍ

２１１×１０－１４ ００１８２ ２８８ ３７１

２７　ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ作用力类型的确定
小分子与生物大分子之间结合的相互作用力

包括静电引力、氢键、范德华力和疏水作用力等。

通过热力学方程
［３０］

　ｌｎＫ２／Ｋ１ ＝ΔＨ（１／Ｔ１－１／Ｔ２）／Ｒ； （６）
　　　ΔＧ＝－ＲＴｌｎＫ； （７）

　　　ΔＳ＝－（ΔＧ－ΔＨ）／Ｔ， （８）
可计算反应的焓变（ΔＨ）、熵变（ΔＳ）和吉布斯自由
能变化（ΔＧ），并由此判断小分子和生物大分子之
间的主要作用力类型。其中，Ｋ为结合常数，Ｒ＝
８３１４５１Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１。

根据热力学参数可以判断作用力的类型，当

ΔＧ＜０时表示反应可以自发进行，若 ΔＨ＞０，ΔＳ
＞０时，主要表现为疏水作用力；若 ΔＨ＜０，ΔＳ
＜０时，则是氢键和范德华力起主要作用；若 ΔＨ
＜０，ΔＳ＞０时，则静电作用处于主导地位。计算
不同温度下（Ｔ＝２９１、２９８、３１０Ｋ），ＰＦＢＳＫ与 ＨＳＡ
相互作用时的体系热力学参数，如表３所示。

表３　不同温度下ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ相互作用的热力学常数
Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＰＦＢＳＫａｎｄ

ＨＳＡｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

Ｔ／Ｋ
ΔＨ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）
ΔＧ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）
ΔＳ／

（Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１）

２９１
２９８
３１０

－１７３７７
－３６０２
－３２２２
－２６５２

－４７５５７

当温度变化不大时，可认为焓变ΔＨ是一个常
数。该体系ΔＧ＜０，ΔＨ＜０，ΔＳ＜０，说明 ＰＦＢＳＫ
与ＨＳＡ的相互作用的主要类型为氢键和范德华作
用力，这与分子对接和结合自由能分析所得的结

论相一致。

３　结　论

本文通过分子对接和动力学模拟从分子水平

上对ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ的相互作用进行计算模拟和理
论推测。分子对接结果和关键氨基酸残基分析表

明ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ主要结合在位点Ⅱ处，其相互作
用力主要体现为氢键和范德华作用力并伴有疏水

作用力与静电引力。分子动力学模拟各种参数的

结果显示：ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ之间形成的复合物比游
离的ＨＳＡ具有更好的稳定性，同时ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ
的结合使得ＨＳＡ原本的微环境发生变化，从而导
致ＨＳＡ的二级结构发生变化，所得的结果与分子
对接相吻合。结合自由能分析中贡献较大的是范

德华作用力和疏水作用力。实验和模拟结果表明

ＨＳＡ与ＰＦＢＳＫ结合是由疏水作用力、静电引力并
伴随着氢键和范德华力共同作用的结果。荧光光

谱法得出ＰＦＢＳＫ导致ＨＳＡ的荧光淬灭机制为静态
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淬灭并发生非辐射能量转移；通过对热力学参数

的计算，焓变和熵变均为负值，说明 ＰＦＢＳＫ与
ＨＳＡ之间的主要作用力为氢键和范德华作用力；
同步荧光和能量转移实验表明ＰＦＢＳＫ与ＨＳＡ的相
互作用使ＨＳＡ的构象发生改变，实验结果与分子
对接和动力学模拟所得的结论高度一致，为今后

探究全氟磺酸类化合物与 ＨＳＡ的研究提供了可靠
的参考信息与分析手法。
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