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摘 要：小分子与蛋白质相互作用的研究是化学生物学的重要研究内容。蛋白质能与许多内源性和外源性小分 

子物质结合形成超分子复合物。通过实验方法可以获得蛋白质与小分子配体作用的结合常数、结合位点数、结合 

位置、作用力类型以及在客体小分子作用下蛋自质结构与功能的变化等信息。简述紫外可见光谱、荧光光谱法、 

傅立叶变换红外光谱和分子模拟法及其他分析方法在小分子与蛋白质相互作用方面的应用和研究进展。 
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0 引 言 

蛋白质能与内源物质，如胆红素、脂肪酸、维生素和激素等结合，也能与许多外源物质，如药物、染料、 

表面活性剂、离子和量子点等配体作用。这些物质与蛋白质结合生成超分子复合物之后，体系的光谱、电 

化学等性质发生改变，从而提供蛋白质浓度或结构方面的信息。小分子与蛋白质相互作用的研究是化学 

生物学的重要内容，能为生命科学、化学及临床药理学提供丰富的信息。常用的研究方法包括紫外一可见 

吸收光谱、荧光光谱法、圆二色谱法、傅里叶变换红外光谱法、平衡透析法、液相色谱法、电化学方法、x一 

晶体衍射等，随着实验技术的日臻完善，质谱、核磁共振、毛细管电泳、激光拉曼散射等方法的应用也 日益 

增多。此外，计算机对接技术的分子模拟也是近年来发展较快的一门新型学科，可以在分子水平上研究客 

体分子与蛋白质相互作用的信息。利用这些方法可以获得关于蛋白质与小分子配体作用的结合常数、结 

合位点数、结合位置、作用力类型以及在客体小分子作用下蛋白质结构与功能的变化等信息。本文重点阐 

述紫外可见光谱、荧光光谱法、傅立叶变换红外光谱和分子模拟法在小分子与蛋白质相互作用方面的应 

用和研究进展。 

1 紫外一可见吸收光谱法 

在组成蛋白质常见的 20种 仪一氨基酸中只有芳香族氨基酸如色氨酸(Trp)、酪氨酸(Tyr)、苯丙氨酸 

(Phe)和含硫氨基酸在230～310 nm波长范围内有吸收，其紫外吸收，主要来源于这些氨基酸的侧链基团 

(Trp的吲哚基、Tyr的酚基、Phe的苯基)对光的吸收，此外肽键对光也有强烈吸收。在蛋白质的紫外吸收光 

谱中，280 nm处的峰是酪氨酸、色氨酸残基中共轭双键的吸收峰，苯丙氨酸的吸收峰出现在 257 nm波长 

附近，210 nm处的峰是肽键的强吸收峰fl】。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。若小分子配体与生物大分子结合前后的吸 
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收光谱有一定差异时，说明蛋白质的构象发生了变化嘲。王亚俐等听0用光谱法研究了苯甲酸钠与牛血清 

蛋白(BSA)的体外相互作用。苯甲酸钠的加入使得BSA紫外吸收光谱中210 llm处的峰值逐渐降低，峰位 

红移，这可能是苯甲酸钠使 BSA主链构象发生变化，螺旋结构变松散。魏晓芳等州利用紫外光谱研究了 

pH 2．3～11．3的范围内BSA分子中芳香氨基酸残基微环境的变化，结果显示，碱诱导蛋白质分子空问构象 

充分伸展，将更多的疏水性氨基酸残基暴露于溶剂中。借助于吸收光谱也可辅助判断小分子对蛋白质荧 

光的猝灭机理圈。利用紫外可见吸收光度法能够计算小分子与蛋白质作用的结合常数和结合位点数。刘嫒 

等同应用分光光度法的原理，假定三七皂甙的有效成分与 BSA的结合产物在测定的波长没有吸收的情况 

下，推导出用吸光度表示的Lineweaver-Burk双倒数方程，利用作图的方法求出了三七总皂甙的两个有效 

成分与BSA的结合常数。魏永巨等啦 用溶液平衡的处理方法，用吸光度表示溶液中组分的浓度，导出了 

与 Scatchard方程完全相同的表达形式。 

2 荧光光谱法 

研究小分子配体与蛋白质的相互作用，荧光光谱法是应用最广泛的一种方法 。该方法能够提供较 

多的荧光参数如激发光谱、发射光谱以及荧光强度、量子产率、荧光寿命、荧光偏振等，这些参数从各个角 

度反映了分子的成键和结椅隋况以及发光特性。通过对这些参数的测定，不但可以做一般的定量分析[101， 

而且还可以推断蛋白质分子在各种环境中的构象变化[1l1，从而进一步阐明蛋白质结构与功能的关系，也 

可获得蛋白质与小分子作用的结合常数、结合位点数、结合位置、作用力类型等有用的信息fl2,131。 

蛋白质的内源荧光主要来源于色氨酸(Try)、酪氨酸(Tyr)、苯丙氨酸(Phe)残基。由于这三种残基的侧 

链生色基团不同而有不同的荧光光谱，其最大发射波长分别是 348、303和282 nm。由于苯丙氨酸的量子 

产率很低，酪氨酸被电离或者接近氨基、羧基时其荧光几乎全部猝灭【 41。因此，通常利用 Try的荧光来研究 

蛋白质分子的构象以及与小分子的相互作用。研究表明激发波长为280nm时，蛋白质的荧光来自于色氨 

酸和酪氨酸二者的贡献，但主要是色氨酸的贡献，激发波长为 295 nm时，蛋白质的荧光完全来源于色氨 

酸【 ，由于 295 nnl不是最大激发波长，在此情况下蛋白质的荧光强度相对较弱 堋。利用荧光光谱研究小 

分子物质与蛋白质相互作用主要采用以下方法。 

2．1 荧光猝灭法 

测定蛋白质分子的内源荧光被小分子猝灭的程度。荧光猝灭的机理大体上可分为静态猝灭和动态猝 

灭。无论何种猝灭，荧光分子与猝灭剂之问的猝灭效率都遵循Stem—Volmer方程[XSl：FdF=l+Kdro[Q]--1+ 

[ ，式中，F0与 F分别为猝灭剂加人前和加入后荧光分子的相对强度，[ 为猝灭剂浓度， 为双分子猝 

灭过程的速率常数，下。为没有猝灭剂存在下荧光分子的平均荧光寿命 (对大多数的生物分子 f。约为 

10-8 s)，Ksv为Stern—Volmer猝灭常数，可表示成双分子猝灭速率常数与单分子衰变速率常数的比率。猝 

灭常数的大小反映了猝灭剂对荧光分子的接触程度和反应速度。根据上述公式，以猝灭数据 FO／F对猝灭 

剂浓度[Q】作图，得一斜率为Ksv(猝灭常数)，纵轴截距为 1的直线，对于静态猝灭来说，反应的猝灭常数 

就是反应的结合常数【阍。 

值得注意的是，Stern—Volmer图在下列情况下为一直线，(1)无论动态还是静态应是单一的过程； 

(2)对于静态猝灭，猝灭剂与荧光分子结合应存在单一的结合位点，即荧光分子与猝灭剂形成 1：l的复合 

物[191。否则，Stern—Vohner图会发生偏离。造成 Stern～Volmer图偏向Y轴的原因主要是有以下两方面：一是 

动态和静态两种猝灭机理同时发生[2ol，二是猝灭机理仅为静态时，小分子与生物大分子的结合位点大于 1 

时[211；当猝灭剂是极性或带电荷的化合物，猝灭剂分子不易渗透到蛋白质内部的疏水腔[221，此时的结合位 

点数小于 1，Stem—Volmer曲线将偏向x轴圆。 

此外，应用Lineweaver-Burk双倒数方程 ，Seatehard方程 ，及其他方法[272s1可以得出蛋白质与小分 

子配体的结合常数以及结合位点数。 

2_2 荧光增强法 
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荧光增强(敏化)效应主要源于给体 一受体间的偶极 一偶极作用所产生的能量转移。能量转移为内源 

发色基团(给体)的荧光被猝灭和外源发色基团(受体)荧光被敏化的现象。当一个分子的发射光谱和另一 

分子的吸收光谱相重叠时，通过分子间偶极 一偶极作用使能量从给体转移到受体，这种能量转递也叫做 

共振。通过观测能量转移现象，可以得到很多蛋白质分子的结构信息 ，特别是可以应用于溶液中分子 

的微区结构分析 。这种方法的优点就是光谱干扰较小，可以避免荧光猝灭中自吸收效应以及内滤 

效应的干扰，所得光谱不需校正。处理荧光敏化效应的主要方法有两种。一种是常用的较早提出的 

Scatchard方程 ，另一种是杨频等提出荧光加强效应的新理论公式13ol。 

2．3 同步荧光光谱 

同步荧光光谱是荧光光谱法的一种，利用同步荧光可以了解小分子对蛋白质构象的影响。该技术通 

过选择合适的波长差可将在普通荧光光谱上相互重叠的荧光峰分开。而 Millert3 研究发现 ，由 A = 

15 nm所作出的同步荧光光谱只显示酪氨酸残基的光谱特性；而由 △ =60 nm的同步荧光光谱仅表现 

色氨酸残基的荧光。因氨基酸残基的最大吸收波长与其所处环境的极性有关，故而由发射波长的改变可 

判断蛋白质构象的变化。Brustein等【3 认为色氨酸的最大荧光发射峰位对环境很敏感，所处环境的疏水性 

逐渐降低，其最大发射波长红移。当 max位于 330～332 R1TI时，表明色氨酸残基处在疏水性介质中，即被 

埋藏在疏水腔中； max位于 342 nm，部分处在疏水性介质中； max位于 350～352 nm，色氨酸残基完全 

暴露于水相中，即疏水腔瓦解 ，蛋白质的结构松弛。所以色氨酸的最大荧光发射波长红移时，其所处环境 

的疏水性逐渐降低，说明蛋白质的构象发生了变化。通常以色氨酸残基的同步荧光光谱 ，作为定性的判断 

蛋白质构象的变化的依据。文献l3 取寸HSA色氨酸残基的同步荧光光谱作了研究 ，结果发现配体浓度增 

大，最大波长红移，说明蛋白质的构象发生了改变。 

2．4 荧光偏振 

偏振是荧光体按照偏振激发方向的光取向的结果。在偏振光激发下，荧光体所发射的荧光是偏振光。 

这种偏振和荧光体的吸光对偏振激发的取向、光选择性及激发矩与发射矩是否共线有关。因此，荧光偏振 

的测量揭示了荧光体吸收光子和随后发射光子的平均角移。许多因素可使荧光偏振消偏，在粘度小的溶 

剂(如水)中，当激发光位于荧光体主吸收带且没有发生分子间能量转移损失时，其偏振度与荧光体的转 

动速度有关。转动速度快，荧光偏振小，反之，转动速度慢，荧光偏振大。 

蛋白质分子的内源荧光团的寿命通常比较短，通常利用外源荧光团来检测荧光偏振[361。当外源荧光 

体小分子与蛋白质结合时，其转动受阻，导致小分子转动速度变慢，荧光偏振会随之变大。如果利用蛋白 

质的荧光来检测偏振时，小分子或金属离子与蛋白质作用后，蛋白质的偏振度降低，说明离子与蛋白质相 

互作用发生了结合反应[37J。 

利用荧光偏振还可研究 ：(1)蛋白质的聚合与解离，当蛋白质自缔合时，由于大分子尺寸增加，迁移率 

减小，荧光偏振增加。(2)蛋白质从螺旋到无规卷曲的研究 ，若荧光探针物质结合到蛋白质上，在蛋白质伸 

展时，由于桡性增大，偏振变小。(3)间接测量荧光寿命，荧光寿命在蛋白质荧光研究中是一重要的参数， 

它在分子之问相互作用的动力学方面，可给出许多重要的信息。另外，利用荧光偏振还可得到一些通常由 

圆二色谱(CD)和 uV所得不到的有关蛋白质柔性微区的信息 。 

3 傅立叶变换红外光谱(FT—lR)法 

在蛋白质结构分析的常用方法中，红外光谱有其突出的优点，它适用于不同状态、不同浓度及不同环 

境中蛋白质和多肽的测定。目前已成为研究蛋白质二级结构变化的有力手段之一 。 

蛋白质二级结构的酰胺带在红外光谱图谱上表现为特征性的吸收峰。酰氨 I带(1 700一I 600 cm一)主 

要是氨基酸残基的一C=O伸缩振动吸收，对其二级结构的变化非常敏感，但 O在 1 640 cm。附近的吸收 

对其准确定量造成一定的影响，目前可以采用吹扫、差减及氘代等方法消除水的干扰14 ；酰氨II带(1 600～ 

1 500 cm )包含了c—N的伸缩振动和N—H的变形振动，也是反映蛋白质结构的一个重要谱带，由于酰胺 

II带较弱，对二级结构变化的敏感程度次于酰氨 I带 ；酰氨 III带(1 325—1 225 em一)也能直观反映出蛋白 
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质二级结构的变化，但其吸收较弱，由于H：0在此吸收带没有吸收峰，解决了严重的水汽干扰问题。其中 

最常用于二级结构分析的是酰胺 III带[391，谢孟峡 等应用酰氨 III带进行蛋白质二级结构的测定研究。 

以上这些典型的蛋白质特征吸收带都为 一螺旋、13一折叠、B一转角、无规卷曲等二级结构振动峰的加 

和带。由于蛋白质含有多种不同的二级结构，它们对应的振动吸收峰重叠在一起，形成宽峰，而各子峰固 

有的宽度大于仪器分辨率，所以利用普通光谱技术难以直接将各二级结构的子峰分开。傅立叶变换红 

外光谱利用二阶导数、去卷积技术可以把原来酰胺带中未能分辨的峰进一步分解为多个子峰，并指出各 

个子峰的峰位置，再通过曲线拟合的方法，可以定量地分析蛋白质分子中二级结构的各个组分。酰氨I带 

的谱峰归属目前相对比较成熟，1 610 cm-l~1 640 cm 为 p一折叠结构；无规卷曲常出现在 1 640 cm- ～1 

650 em 范围；1 650 cm-l_l 658 cm 为 一螺旋结构；1 660cm-1~1 695 cm 为 B一转角m删。Byler和 Susi 

就用二阶导数和去卷积方法对 19个蛋白质中的 38个子峰进行了系统的分析，给出了红外光谱中各构象 

成分特征酰氨 I带位置与二级结构的关系。随后利用去卷积曲线拟合法得出若干蛋白质二级结构的含 

量，并与x射线衍射法的结果作了比较，证实二者十分吻合 。小分子与蛋白质起用之后引起的蛋白质二 

级结构的变化定量分析，通常应用的是差减法来进行计算的 o】。 

4 分子模拟的研究和应用 

由于计算机技术及各种软件的开发，应用于研究给体 一受体l~lJ4",分子 一蛋白的相互作用的分子模拟 

技术(分子对接)，也越来越受到研究者们的广泛关注。由于蛋白质品体结构研究的发展，已经探明了许多 

蛋白质三维结构。而当受体的三维结构巳知时，可以根据形状互补、空间互补、性质互补的原则将配体放 

置在受体的活性部位，使之形成有利于相互作用的配体 一受体复合物，即为所谓的分子模拟阁。分子模拟 

可预测蛋白质的三维结构，蛋白质一蛋白质，蛋白质一DNA等生物大分子相互作用复合物的结构，小分 

子—生物大分子复合物的结构及相互作用的亲和性[461。 

根据条件和目的的不同分子对接可分为实时图形对接和自动对接。实时图形对接往往以已有小分 

子一蛋白质复合物的晶体结构为基础，借助图形工作软件来完成。对接分子模型化软件都具有实时图形 

对接功能，如 SYBYL，Insight II，QUANTA等。利用实时图形对接时有以下几个步骤：首先读取复合物晶体 

结构，定义小分子配体结合腔，所定义的结合腔通常包括配体分子8A范围内的氨基酸残基；然后给蛋白 

质原子加上必需的氢原子并计算电荷，以复合物中的配体分子为模板叠合待对接的分子；之后删除复合 

物的配体分子，初始化对接过程；对复合物结构进行分子力学或分子动力学优化，得到小分子 一蛋白质复 

合物的结构。而自动对接即在没有人工干预的情况下实现小分子配体和蛋白质的对接，首先根据蛋白质 

三维结构(晶体结构，NMR结构或同源蛋白模建的结构)，构建小分子配体的结合口袋；然后将小分子对 

接到蛋白质结合口袋中，优化小分子的结合构象，获得复合物的结构。虽然受体结构为药物一蛋白相互作 

用提供了很形象具体的信息，但是分子对接方法需要考虑的因素很多，除了配体与受体活性部位之间的 

形状互补性，还要考虑静电相互作用、氢键相互作用、疏水作用、溶剂效应、配体与受体的协调运动等这些 

能影响结合的重要因素。其中特别是水分子所扮演的角色非常微妙，目前的方法还难以考虑【47J。在目前的 

理论背景和计算条件下，还不能全面考虑上述因素，因此尽管不断有新的分子对接程序出现，但分子对接 

方法还未达到令人满意的实用化阶段。 

F．Zsila利用分子模拟对按程序研究了姜黄色素与HSA的相互作用 ，由对接结果可知姜黄色素可 

以与HSA的亚微区IIA结合，碱性氨基酸如 Lys一199、Arg一218与在药物分子中心的羰基形成氢键，同时 

姜黄色素的酚盐羟基与氨基酸残基 Ser一287、Arg一257、Lys一286形成分子问氢键，而在脂肪族氨基酸残基 

与姜黄色素之间则存在疏水作用。由此可见，药物与蛋白质相互作用不仅仅是一种模式，而是多种作用力 

共存，使蛋白质与药物形成的配合物更加稳定。A．A．Bhattacharya等【49l贝0研究了麻醉剂氯烷与 HSA的相 

互作用，发现氯烷在 HSA上存在 8个不同的键合位。 



第 12期 唐江宏 连 宁 张国华 等：小分子物质与蛋白质相互作用研究方法的现状与进展 5 

5 其他研究方法 

在小分子物质与蛋白质相互作用的研究方法中，除上述介绍的一些光谱方法外 ，还有其他一些常用 

方法，如平衡透析法、高效液相色谱法、毛细管电泳，电化学等方法，此外 ，质谱、核磁共振、激光拉曼散射 

等方法的应用也 日益增多。 

平衡透析是利用半透膜的选择性在溶液里分离大分子和小分子的一种分离技术 ，已有很多报道 ” 

利用平衡透析法结合其他方法研究药物与蛋白质的相互作用。但该方法存在平衡时间长、游离小分子通 

过透析膜受到阻碍、小分子在透析膜上的吸附以及 Donnan效应(由于蛋白和药物均带电荷 ，使得膜两侧 

的游离药物浓度不相等)等缺点。高效液相色谱和高效毛细管电泳是近年发展起来的能同时测定药物与 

蛋白质结合平衡体系中游离药物浓度和总药物浓度的高效前沿分析方法。随着实验技术的日臻完善，毛 

细管电泳的不同方法如亲和毛细管电泳『5253]、毛细管亲和凝胶电泳[541等也越来越多地应用于蛋白与小分子 

的作用研究。 

具有电化学活性的小分子与蛋白质作用后 ，小分子的特征氧化还原峰电流会发生变化，同时峰电位 

也有所移动。电化学分析法作为其他方法的有益补充，能够获得其他方法得不得的信息 。此外，可以测 

定蛋白质和药物分子所形成复合物的分子量以及体系的扩散系数和粒径分布信息的激光散射法 ；通过 

化学位移、偶合常数 、核极化效应(Overhauser效应)以及同位素交换等确定蛋白质或多肽二级结构的核磁 

共振光谱 ；通过药物小分子对蛋白质大分子在传感器中不同性质的响应，研究二者相互作用的表面基 

元等离子体共振传感器 、石英晶体共振传感器【跏等技术和方法也已应用于研究药物与蛋白质的相互作 

用。随着科学的进一步发展 ，还会有一些新的技术和方法应用到该研究领域。 
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Abstract：The interactions between small molecule and proteins have been important for chemistry 

biology investigation．Proteins can form compounds with many exogenous and endogenous．Using 

experiment methods，the binding constants、the numbers of binding site、the binding region and the 

interaction force can be calculated in the interaction of small molecule and proteins．and the secondary 

structure compositions of protein and their guest molecules complexes were estimated by qualitative and 

quantitative analysis．This paper simply reviewed the progress and applications of UV visible 

spectroscopy，fluorescence spectra，Fourier transforln infrared (Fr—IR)spectroscopy，molecular 

modeling and other analytical methods in the interactions between small molecule and proteins o 
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