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聚乙烯醇、聚乙烯胺与淀粉酶相互作用荧光光谱

王　峰ａ　梁力曼ｂ　顾正彪ｃ　崔正刚ａ

（ａ江南大学化学与材料工程学院　无锡２１４１２２；ｂ河北科技师范学院化学系　秦皇岛；ｃ江南大学食品学院　无锡）

摘　要　采用荧光光谱和紫外吸收光谱法研究聚乙烯醇（ＰＥＧ）和四乙烯五胺（ＴＥＰＡ）与淀粉酶相互作用。结
果表明，ＰＥＧ会增强淀粉酶内源性荧光和酪氨酸残基所处微环境的疏水性；ＴＥＰＡ对淀粉酶内源性荧光的猝
灭机制属于动态猝灭，但同时也存在静态猝灭特征，并使色氨酸残基所处微环境的极性增大；在所考察的范围

内，ＰＥＧ与淀粉酶的结合常数在４０℃达到最高，ＴＥＰＡ对淀粉酶荧光的动态猝灭结合常数在３０℃以上趋于
最大，ＰＥＧ、ＴＥＰＡ与淀粉酶之间的作用力属于疏水与静电作用相结合。
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聚乙烯醇（ＰＥＧ）和聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）类物质被广泛用于医用材料、药物载体、分子生物学和蛋白质
化学等领域。ＰＥＩ能与蛋白质分子或者抗体形成复合物［１］，协助药物穿过细胞膜释放。ＰＥＩ还可用来保
持肌乳酸脱氢酶的活性，使其免受金属毒害和过氧化物氧化效应的影响［２］。近年，Ｐａｒｄｏ等［３］利用 ＰＥＩ
在石墨电极上负载肌红蛋白用于氧的电化学还原和三氯乙酸的脱氯反应催化研究。ＰＥＧ常用作蛋白质
结晶助剂，提高蛋白质在溶液中的溶解度［４］和增强蛋白质分子间的吸引力，从而有利于蛋白质结晶的

形成［５］。在蛋白质微阵列芯片技术中，ＰＥＧ被用于包埋功能分子［６］。固定化酶技术方面，在固载体表面

接枝ＰＥＧ或者ＰＥＩ可缓冲蛋白质与固相表面的直接碰撞，维持酶分子的正常构象和活性［７，８］。本文以

淀粉酶作为模式蛋白，采用荧光光谱法和紫外吸收光谱法研究了聚乙烯醇、聚乙烯胺与淀粉酶分子间的

相互作用。

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

ＲＦ５３０１ＰＣ型荧光分光光度计（日本岛津Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；ＴＵ１９０１型双光束紫外可见分光光度计
（北京普析通用仪器有限责任公司）。淀粉酶（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．，分子量５５ｋＤａ）、聚乙烯醇（ＰＥＧ，平均分子量
４００，购自Ｓｉｇｍａ公司），四乙烯五胺 （ＴＥＰＡ，购自Ｆｌｕｋａ公司），磷酸氢二钠、磷酸二氢钠均为分析纯，所
用水为二次蒸馏水。磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ＝７４）浓度为００２ｍｏｌ／Ｌ，用８４０ｍＬ００２ｍｏｌ／Ｌ的Ｎａ２ＨＰＯ４
溶液与１６０ｍＬ００３ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＨ２ＰＯ４溶液混合配制。
１．２　实验方法
１．２．１　ＴＥＰＡ、ＰＥＧ与淀粉酶作用的荧光光谱　在１０ｍＬ容量瓶中，加入２ｍＬ的淀粉酶磷酸盐缓冲溶
液，然后依次加入不同浓度的 ＰＥＧ或 ＴＥＰＡ磷酸盐缓冲溶液，混合均匀，用磷酸盐缓冲溶液定容至刻
度，以２８０ｎｍ为激发波长，荧光分光光度计的发射与激发狭缝宽度均为５ｎｍ，于３００～４００ｎｍ波长范围
内记录发射光谱。荧光发射谱的背景散射用缓冲溶液校正。

１．２．２　ＴＥＰＡ、ＰＥＧ与淀粉酶作用的紫外光谱　在１０ｍＬ容量瓶中，加入２ｍＬ的淀粉酶磷酸盐缓冲溶
液，然后依次加入不同浓度的 ＰＥＧ或 ＴＥＰＡ磷酸盐缓冲溶液，混合均匀，用磷酸盐缓冲溶液定容至刻
度，以磷酸盐缓冲溶液为参比，记录２００～４００ｎｍ范围内的紫外吸收光谱。
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１．２．３　ＴＥＰＡ、ＰＥＧ与淀粉酶作用的同步荧光测定　激发和发射单色器同时进行扫描，改变发射波长
λｅｍ与激发波长λｅｘ之间的波长差Δλ＝１５ｎｍ，λｅｍ＝λｅｘ＋Δλ，令激发波长在３１０～３７０ｎｍ范围内扫描，
得到淀粉酶与ＰＥＧ、ＴＥＰＡ不同物质量比的混合液中酪氨酸生色团的荧光光谱图；改变发射波长 λｅｍ与
激发波长λｅｘ之间的波长差Δλ＝６０ｎｍ，令激发波长在２９０～３５０ｎｍ范围内扫描，得到淀粉酶与 ＰＥＧ、
ＴＥＰＡ不同物质量比的混合液中色氨酸生色团的荧光光谱图。

２　结果与讨论
２．１　荧光光谱和紫外光谱

蛋白质荧光主要来自色氨酸残基［９］，而α淀粉酶分子含有至少１６个色氨酸残基［１０］，因此淀粉酶色

图１　不同浓度的ＰＥＧ对淀粉酶荧光光谱的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＥＧ

ｏｎｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆａｍｙｌａｓｅ
ａ～ｇ：ｃ（ａｍｙｌａｓｅ）＝５．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，

ｃ（ＰＥＧ）／（ｍｏｌ·Ｌ－１）：０，２．０８×１０－２，

４．１７×１０－２，０．１６７，０．２５，０．４１７，０．５８３；

ｈ．ｃ（ＰＥＧ）＝２．０８×１０－２ｍｏｌ／Ｌ；λｅｘ＝２８０ｎｍ；ｔ＝２５℃

氨酸残基的天然荧光及其变化值可直接反映蛋白质

本身和周围环境的变化。由图１可知，随着溶液中
ＰＥＧ浓度增加，淀粉酶的内源荧光强度增强。这说
明ＰＥＧ使淀粉酶芳香氨基酸残基周围环境的极性
减小，或者在溶剂中曝露程度降低［１１，１２］；另一方面，

ＰＥＧ有排挤酶分子憎水性内核中水分子以及与色
氨酸残基吲哚基团上氨基团形成分子内氢键的作

用，从而使得蛋白分子结构更加紧密和刚性［１３］，增

加荧光量子产率［１４］。

ＰＥＧ、淀粉酶以及二者的混合物在２００～４００ｎｍ
范围内的紫外吸收谱带研究结果表明，不同浓度的

ＰＥＧ对淀粉酶的紫外吸光度强度没有影响，吸收峰
位置也未发生改变。

图２　不同浓度的ＴＥＰＡ对淀粉酶紫外吸收光谱的影响
Ｆｉｇ．２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＥＰＡ

ｏｎｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆａｍｙｌａｓｅ
ａ～ｆ：ｃ（ａｍｙｌａｓｅ）＝５．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，

ｃ（ＴＥＰＡ）／（ｍｏｌ·Ｌ－１）：０，１．３７×１０－２，１．７１×１０－２，

２．２８×１０－２，３．４２×１０－２，６．８４×１０－２；

ｇ．ｃ（ＴＥＰＡ）＝２．２８×１０－２ｍｏｌ／Ｌ；λｅｘ＝２８０ｎｍ；ｔ＝２５℃

图３　不同浓度的ＴＥＰＡ溶液对α淀粉酶
紫外吸收光谱的影响

Ｆｉｇ．３　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＥＰＡ
ｏｎｔｈｅＵＶａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆａｍｙｌａｓｅ

ａ．ｃ（ＴＥＰＡ）＝２．２８×１０－２ｍｏｌ／Ｌ；

ｂ～ｇ．ｃ（ａｍｙｌａｓｅ）＝５．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，

ｃ（ＴＥＰＡ）／（ｍｏｌ·Ｌ－１）：０，１．３７×１０－２，１．７１×１０－２，

２．２８×１０－２，３．４２×１０－２，６．８４×１０－２；ｔ＝２５℃

图２、图３所示分别为不同浓度ＴＥＰＡ对淀粉酶
荧光光谱和紫外吸收光谱的影响。由图可知，随着

ＴＥＰＡ浓度的增加，淀粉酶的荧光强度减弱。可见
ＴＥＰＡ对淀粉酶有荧光猝灭作用，表明ＴＥＰＡ对淀粉
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酶分子的结构和微环境产生了影响［１５］。由图３还可知，ＴＥＰＡ使淀粉酶在２５７ｎｍ处的吸收峰红移至
２９０ｎｍ，吸收强度增大，说明在ＴＥＰＡ作用下 淀粉酶部分肽链间的疏水作用减弱，微环境极性增大，肽
链羰基 ｎπ跃迁能量减小，肽链伸展。
２．２　同步荧光光谱

同步荧光光谱法能提供生色团附近的分子环境变化情况［１６］，具有谱图简化、窄化谱带和抗各种干

扰的优点［１７］。在蛋白质构象研究中，同步荧光光谱法是常采用的研究氨基酸残基周围环境变化的有效

方法［１８］。当激发波长和发射波长的波长差为１５和６０ｎｍ，同步荧光光谱给出的最大发射波长的位移反
映了酪氨酸残基和色氨酸残基的特征信息和所处环境极性的改变［１９，２０］。

ＰＥＧ、ＴＥＰＡ存在条件下淀粉酶在Δλ＝１５ｎｍ和Δλ＝６０ｎｍ处同步荧光光谱研究结果表明，随着溶
液中 ＰＥＧ浓度增加，淀粉酶在Δλ＝１５ｎｍ处同步荧光光谱强度增大，酪氨酸残基最大发射波长从３０８
ｎｍ蓝移至２９７ｎｍ处（图４），说明ＰＥＧ的存在增加了淀粉酶酪氨酸残基所处微环境的疏水性［２１］。ＴＥＰＡ
使得淀粉酶在Δλ＝６０ｎｍ处最大吸收波长从３３８ｎｍ红移至３５０ｎｍ处（图５），说明色氨酸残基所处微
环境的极性增大，色氨酸残基在水环境中暴露程度增大，肽链的伸展程度可能有所增加［１１］。

图４　ＰＥＧ对淀粉酶在Δλ＝１５ｎｍ处
同步荧光光谱的影响

Ｆｉｇ．４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆＰＥＧｏｎｔｈｅｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｓｐｅｃｔｒａｏｆａｍｙｌａｓｅａｔΔλ＝１５ｎｍ
ａ～ｇ．ｃ（ａｍｙｌａｓｅ）＝５．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，

ｃ（ＰＥＧ）／（ｍｏｌ·Ｌ－１）：０，２．０８×１０－２，４．１７×１０－２，

０．１６７，０．２５，０．４１７，０．５８３；ｔ＝２５℃

图５　ＴＥＰＡ对淀粉酶在Δλ＝６０ｎｍ处
同步荧光光谱的影响

Ｆｉｇ．５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＴＥＰＡｏｎｔｈｅｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｓｐｅｃｔｒａｏｆａｍｙｌａｓｅａｔΔλ＝６０ｎｍ
ａ～ｉ：ｃ（ａｍｙｌａｓｅ）＝５．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，

ｃ（ＴＥＰＡ）／（ｍｏｌ·Ｌ－１）：６．８４×１０－３，１．３７×１０－２，１．７１×１０－２，

２．２８×１０－２，３．４２×１０－２，６．８４×１０－２，

０．１３７，０．３４２，０．６８４；ｔ＝２５℃

２．３　作用机理
为考察 ＰＥＧ与淀粉酶的相互作用，根据以下方程从荧光强度变化获得二者间结合常数［２２］。

１／ΔＦ＝１／ΔＦｍａｘ＋（１／Ｋ［Ｌ］）（１／ΔＦｍａｘ） （１）
ΔＦ＝Ｆｘ－Ｆ０ （２）
ΔＦｍａｘ＝Ｆ∞ －Ｆ０ （３）

式中，Ｆ０、Ｆｘ和Ｆ∞分别为不加ＰＥＧ、加ＰＥＧ以及ＰＥＧ与酶蛋白相互作用达到饱和后的荧光强度，Ｋ为结
合常数，［Ｌ］为ＰＥＧ浓度（ｍｏｌ／Ｌ）。

按以上公式作图，结果如图６所示。由图６曲线求得ＰＥＧ与淀粉酶相互作用结合常数Ｋ在２５、３０、
４０、４５℃分别为６２５、７１４、７２４、４００Ｌ／ｍｏｌ。此结果部分解释了接枝 ＰＥＧ聚苯乙烯树脂固载淀粉酶
的量在温度＞４０℃时下降的原因［７］。

ＴＥＰＡ对淀粉酶荧光为猝灭作用。荧光猝灭有２种类型：动态猝灭和静态猝灭。动态猝灭机制遵从
ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程［２３，２４］：

Ｆ０／Ｆ＝１＋ＫＳＶ［Ｑ］＝１＋Ｋｑτ０［Ｑ］ （４）
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式中，Ｆ、Ｆ０分别为有和无猝灭剂时的荧光强度；［Ｑ］为猝灭剂浓度；ＫＳＶ为动态猝灭结合常数；Ｋｑ为生物
大分子与荧光猝灭剂双分子扩散的碰撞猝灭速率常数；τ０为无猝灭剂存在时荧光分子的平均寿命，生物
大分子的荧光平均寿命取１０－８ｓ－１［２４］。

图６　不同浓度ＰＥＧ与淀粉酶相互作用
１／ΔＦ～１／［Ｌ］关系图

Ｆｉｇ．６　Ｐｌｏｔｏｆ１／ΔＦｖｅｒｓｕｓ１／［Ｌ］ｉｎｔｈｅ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆＰＥＧｗｉｔｈａｍｙｌａｓｅ
ｃ（ａｍｙｌａｓｅ）＝５．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，

ｃ（ＰＥＧ）／（ｍｏｌ·Ｌ－１）：０，２．０８×１０－２，４．１７×１０－２，

０．１６７，０．２５，０．４１７，０．５８３

ｔ／℃：ａ．２５；ｂ．３０；ｃ．４０；ｄ．４５

图７　不同浓度ＴＥＰＡ对淀粉酶动态猝灭的
ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ曲线

Ｆｉｇ．７　ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒｐｌｏｔｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕｅｎｃｈｉｎｇｏｆ
ａｍｙｌａｓｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＴＥＰＡ

ｃ（ａｍｙｌａｓｅ）＝５．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，

ｃ（ＴＥＰＡ）／（ｍｏｌ·Ｌ－１）：６．８４×１０－３，１．３７×１０－２，１．７１×１０－２，

２．２８×１０－２，３．４２×１０－２，６．８４×１０－２，０．１３７，０．３４２，０．６８４

ｔ／℃：ａ．２５；ｂ．３０；ｃ．３５；ｄ．４０

假设ＴＥＰＡ对淀粉酶的荧光猝灭为动态猝灭。根据公式（４）作图，结果见图７。
从图中ＴＥＰＡ猝灭淀粉酶荧光的 ＫＳＶ计算得到 Ｋｑ在２５、３０、３５、４０℃下分别为８７６×１０

８、１００×
１０９、１０６×１０９、１０７×１０９Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ），在３０℃以后趋于最大。这些值均小于各类猝灭剂对生物大分
子的最大Ｋｑ值２０×１０

１０Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ）［２４］，因此ＴＥＰＡ对淀粉酶的荧光猝灭主要是动态猝灭机制。从图
中结果还可以看出，随着温度升高，Ｋｑ值增大，同样证明属于分子间碰撞引起的动态猝灭

［１１］。另一方

面，由于 ＴＥＰＡ对淀粉酶荧光猝灭作用的Ｋｑ与各类猝灭剂对生物大分子的最大 Ｋｑ值相差不显著，二者
混合物的紫外吸收峰（图４）存在红移现象，因此 ＴＥＰＡ对淀粉酶的荧光猝灭可能存在某种程度的静态
猝灭作用［２５］。

２．４　热力学常数
当温度变化不大时，客体分子与蛋白质相互作用的焓变ΔＨ可看成一个常数［２６］，根据热力学公式：

ΔＧ＝ΔＨ－ＴΔＳ （５）
ΔＧ＝－ＲＴｌｎｋ （６）

ｌｎ（Ｋ２／Ｋ１）＝（ΔＨ／Ｒ）（１／Ｔ１－１／Ｔ２） （７）
　　根据上述公式求得ＰＥＧ、ＴＥＰＡ与淀粉酶结合反应的焓变ΔＨ、熵变ΔＳ、自由能变ΔＧ，结果列于表１
和表２中。

表１　ＰＥＧ与淀粉酶相互作用结合常数和热力学参数
Ｔａｂｌｅ１　Ｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓ（Ｋ）ａｎｄｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｏｆＰＥＧｔｏａｍｙｌａｓｅ

Ｔ／Ｋ Ｋ／（Ｌ·ｍｏｌ－１） ΔＨ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１） ΔＳ／（Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１） ΔＧ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

２９８ ６．２５ １９．９８ ８２．２８ －４．５４
３０３ ７．１４ ８２．２７ －４．９５
３１３ ７．２４ ８０．２８ －５．１５
３１８ ４ ７４．３３ －３．６６

９９　第１期 王峰等：聚乙烯醇、聚乙烯胺与淀粉酶相互作用荧光光谱



表２　ＴＥＰＡ与淀粉酶相互作用动态猝灭结合常数和热力学参数
Ｔａｂｌｅ２　Ｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓｏｆｄｙｎａｍｉｃｑｕｅｎｃｈｉｎｇ（ＫＳＶ）ａｎｄｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ

ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆＴＥＰＡｗｉｔｈａｍｙｌａｓｅ

Ｔ／Ｋ ＫＳＶ／（Ｌ·ｍｏｌ－１） ΔＨ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１） ΔＳ／（Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１） ΔＧ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

２９８ ８．７６ １０．３９ ５２．８８ －５．３７
３０３ １０．０１ ５３．４３ －５．８０
３０８ １０．６２ ５３．３７ －６．０５
３１３ １０．７２ ５２．９０ －６．１７

　　从表中结果可知，ＰＥＧ、ＴＥＰＡ与淀粉酶结合反应的焓变 ΔＨ＞０且较小，熵变 ΔＳ＞０，说明 ＰＥＧ、
ＴＥＰＡ与淀粉酶之间的作用力主要是疏水作用力结合静电作用力［２７］。疏水作用力来自于 ＰＥＧ、ＴＥＰＡ分
子链疏水节部分与肽链的相互作用；静电作用力来源于 ＰＥＧ、ＴＥＰＡ分子链的羟基、氨基与淀粉酶中极
性氨基酸残基间的静电引力。
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《应用化学》２０１０年征订启事

《应用化学》创刊于１９８３年，是经国家科协批准向国内、国外公开发行的学术性期刊。由中国化学会主办，中国科
学院主管，中国科学院长春应用化学研究所承办，科学出版社出版。为中国科技核心期刊。

《应用化学》设有综合评述、研究论文、研究简报、研究快报栏目。出版周期短，报道新成果快。
《应用化学》期刊被１４家国内外重要检索机构、文摘收录。
《应用化学》面向科研单位、大专院校和化学化工领域的科研技术人员。
本刊承揽各类化学、化工材料、分析测试仪器及各类化学产品介绍和相关领域科技信息等广告业务。

《应用化学》投稿全部采用网上投稿方式（ｈｔｔｐ：／／ｙｙｈｘ．ｃｉａｃ．ｊｌ．ｃｎ点击“网上投稿”或“投稿注册”，按照提示步骤操
作）。

● 中国化学会主办，中国科学院主管，中国科学院长春应用化学研究所承办。
● 多次获国家、省、部级奖励，发行量大，广告宣传效果好。
● 国内外公开发行，月刊，每月１０日出版。
● 国内统一刊号ＣＮ２２１１２８／Ｏ６；国际标准刊号ＩＳＳＮ１００００５１８。
● 全国各地邮局订阅，国内邮发代号８１８４；每册定价１６．００元，全年定价１９２元
● 广告经营许可证号：吉工商广字２０６号
● 中国国际图书贸易总公司办理国外订阅（国外发行代号ＢＭ８０９）
● 如未能在邮局订阅，可与编辑部联系订阅。

《应用化学》编辑部地址：吉林省长春市人民大街５６２５号　邮编：１３００２２
电 话：０４３１８５２６２０１６，８５２６２３３０　　传真：０４３１８５６８５６５３
Ｅｍａｉｌ：ｙｙｈｘ＠ｃｉａｃ．ｊｌ．ｃｎ　　　　　网 址：ｈｔｔｐ：／／ｙｙｈｘ．ｃｉａｃ．ｊｌ．ｃｎ
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