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　 　 摘要：　 为研究磷脂酰胆碱（ＰＣ）与热休克蛋白 ９０（Ｈｓｐ９０）的相互作用机制，分别采用荧光光谱和红外光谱法

研究 Ｈｓｐ９０ 内源荧光的变化和磷脂主要基团的变化。 结果显示：ＰＣ 对 Ｈｓｐ９０ 内源荧光有较强的猝灭作用，ＰＣ 对

Ｈｓｐ９０ 的猝灭属于形成复合物产生的静态猝灭，结合位点数为 ０􀆰 ９２，结合的主要作用力为氢键和范德华力；Ｈｓｐ９０
与 ＰＣ 的相互作用发生在磷脂极性头端和非极性侧链上，并使磷脂的结构发生改变。 磷脂可以稳定地与 Ｈｓｐ９０
结合。
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　 　 磷脂主要包括磷脂酰胆碱（ＰＣ）和磷脂酰乙醇

胺（ＰＥ）等，是组成动物肌内脂质的主要物质，也是

构成细胞膜的重要成分［１］。 磷脂易发生水解和氧
化，与肉制品风味和品质的形成密切相关［２］。 因此

研究肌内磷脂的生化特性对阐明肉制品品质形成有

２２９



重要的意义。
热休克蛋白（Ｈｓｐ）是动物和微生物中广泛存在

的一类高度保守蛋白质，也是膜结合蛋白之一。 其

中 Ｈｓｐ９０ 是热休克蛋白家族的重要成员，在非应激

细胞中占胞质蛋白的 １％ ～ ２％，在应激后表达量更

高［３］。 据报道小分子热休克蛋白和热休克蛋白 ７０
可以与磷脂紧密结合，并对细胞膜的流动性、渗透

性、完整性具有调控作用［４⁃７］。 Ｗａｎｇ 等的研究也初

步证实了 Ｈｓｐ９０ 可以与磷脂结合并抑制磷脂酶 Ａ２
对磷脂的水解［８］， 但目前 Ｈｓｐ９０ 与磷脂相互作用的

机制还不明确。 在肉品科学领域，热休克蛋白已被

证实与肌内脂肪含量、汁液损失、嫩度等相关［９⁃１１］，
深入研究热休克蛋白与肌内磷脂的关系可以为了解

肉制品品质的形成机理提供理论基础。 本试验拟采

用荧光光谱和红外光谱研究 Ｈｓｐ９０ 与磷脂酰胆碱

之间的相互作用，初步揭示 Ｈｓｐ９０ 与磷脂酰胆碱相

互作用的机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

磷脂酰胆碱来源于 Ａｖａｎｔｉ Ｐｏｌａｒ Ｌｉｐｉｄｓ 公司；
Ｈｓｐ９０ 从鸭肉中分离提纯［８］。
１􀆰 ２　 仪器与设备

９７０ＣＲＴ 荧光分光光度计（上海棱光技术有限

公司产品），６００ＩＲ 傅里叶红外光谱仪（美国 Ｖａｒｉａｎ
公司产品）。
１􀆰 ３　 方 法

１􀆰 ３􀆰 １　 磷脂酰胆碱脂质体的制备　 称取卵磷脂 １０
ｍｇ，用 ２ ｍｌ 乙醚溶解，加 ０􀆰 ５ ｍｌ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ
（ｐＨ ６􀆰 ８）缓冲液，旋转蒸发器中旋转蒸发除乙醚，
再加缓冲液 ２ ｍｌ，置于超声波发生器中在超声频率

２８ ｋＨｚ、功率 １００ Ｗ 条件下冰浴乳化 ３０ ｍｉｎ，用 ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ６􀆰 ８）缓冲液定容至 １０ ｍｌ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｈｓｐ９０⁃磷脂脂质体的荧光光谱测定 　 向浓

度为 １×１０－５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈｓｐ９０ 溶液中依次加入磷脂

脂质体，使其终浓度为 ４􀆰 ２ × １０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ、８􀆰 ３ × １０－６

ｍｏｌ ／ Ｌ、１２􀆰 ５×１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ、１６􀆰 ７×１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ，在温度

为 ２８８ Ｋ、２９８ Ｋ、３０８ Ｋ 下检测 Ｈｓｐ９０ 的荧光发射波

长。 测定时发射与激发狭缝为 １０ ｎｍ，激发波长 ２８５
ｎｍ，样品池光径为 １ ｃｍ。 每次测定重复 ３ 次。
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｈｓｐ９０⁃磷脂脂质体的红外光谱测定 　 在

Ｈｓｐ９０ 溶液中加入磷脂脂质体溶液，蛋白质与磷脂

脂质体的摩尔比为 １ ∶１２。 分别取 ５０ μｌ 脂质体溶液

和 Ｈｓｐ９０ ／磷脂复合物滴于玻璃片上，保持脂质体的

浓度一致，室温下晾干。 以傅里叶变换红外光谱仪

在 ８００～４ ０００ ｃｍ－１进行扫描，分辨率 ４ ｃｍ－１，扫描次

数 ３２ 次，每次测定重复 ３ 次。 谱图由 Ｏｒｉｇｉｎ ８􀆰 ０ 软

件获得。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 磷脂对 Ｈｓｐ９０ 的荧光猝灭方式

Ｈｓｐ９０ 因含有色氨酸和酪氨酸等氨基酸残基而

具有内源荧光。 荧光猝灭是指溶液中猝灭体分子和

荧光物质之间发生相互作用使荧光物质的荧光量子

效率降低或激发态寿命缩短，从而导致荧光强度降

低的现象［１２］。 本试验固定 Ｈｓｐ９０ 的浓度不变，增加

脂质体浓度，观察该反应的荧光变化。 图 １ 为磷脂

对 Ｈｓｐ９０ 的荧光光谱图。 由图 １ 可以看出，在 ３００～
４００ ｎｍ，随着磷脂浓度的增加，Ｈｓｐ９０ 的荧光强度逐

渐减小，说明磷脂在与 Ｈｓｐ９０ 的作用过程中，对
Ｈｓｐ９０ 的荧光有猝灭作用。

１～５：１×１０－５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｓｐ９０ 分别与 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ、４􀆰 ２×１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ、８􀆰 ３×

１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ、１２􀆰 ５×１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ、１６􀆰 ７×１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷脂酰胆碱相互

作用。
图 １　 磷脂酰胆碱对 Ｈｓｐ９０ 荧光强度的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｏｆ Ｈｓｐ９０

荧光猝灭过程可分为动态猝灭和静态猝灭。 而

无论是动态猝灭还是静态猝灭，都与温度的变化关

系密切。 小分子与蛋白质的激发态分子间相互碰撞

导致荧光强度猝灭的过程称为动态猝灭。 在这个过

程中若升高温度，会使分子间有效碰撞程度加剧，猝
灭常数增高［１２］。 而小分子与蛋白质分子间借助分

子间作用力，生成不发光的复合物，导致蛋白质荧光

强度降低的过程，称为静态猝灭过程。 在这个过程

中，升高温度会使复合物的稳定性降低，猝灭常数减
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小［１２］。 所以，一般情况下，可以通过改变温度，观察

猝灭常数的变化，确认荧光猝灭的类型。
本试验测定了不同温度（２８８ Ｋ、２９８ Ｋ、３０８ Ｋ）

下磷脂对 Ｈｓｐ９０ 的荧光猝灭情况。 首先用 Ｓｔｅｒｎ⁃
Ｖｏｌｍｅｒ 方程进行描述［１３］：

Ｆ０ ／ Ｆ ＝ １ ＋ Ｋｑτ０［Ｑ］ ＝ １ ＋ Ｋｓｖ［Ｑ］ （１）
式中 Ｋｑ是双分子猝灭过程的速率常数，Ｋｓｖ为动

态猝灭常数，τ０为猝灭剂不存在时荧光分子的平均

寿命（τ０ ＝ １０－８ ｓ），［Ｑ］为脂质体的浓度，Ｆ０和 Ｆ 分

别为未加入和加入脂质体时 Ｈｓｐ９０ 的荧光强度。
根据 Ｓｔｅｒｎ⁃Ｖｏｌｍｅｒ 方程，以脂质体浓度为横坐

标，Ｆ０ ／ Ｆ 为纵坐标，作 Ｈｓｐ９０ 的荧光猝灭 Ｓｔｅｒｎ⁃
Ｖｏｌｍｅｒ 曲线（图 ２）。

Ｆ０和 Ｆ 分别为未加入和加入脂质体时 Ｈｓｐ９０ 的荧光强度。

图 ２　 磷脂酰胆碱对 Ｈｓｐ９０ 荧光猝灭的 Ｓｔｅｒｎ⁃ｖｏｌｍｅｒ 曲线

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｓｔｅｒｎ⁃Ｖｏｌｍｅｒ ｃｕｒｖｅｓ ｄｅｓｃｒｉｂｉｎｇ Ｈｓｐ９０ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｂｙ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ

由图 ２ 可见，在 ２８８ Ｋ、２９８ Ｋ、３０８ Ｋ 时曲线均

呈较好的线性关系，不同温度下的 Ｋｓｖ分别为 ３􀆰 ０７×
１０５（ｍｏｌ ／ Ｌ） －１、２􀆰 ９７×１０５（ｍｏｌ ／ Ｌ） －１、２􀆰 ７５×１０５（ｍｏｌ ／
Ｌ） －１，可见，随着温度的升高，动态猝灭常数呈减小

的趋 势。 荧 光 猝 灭 过 程 Ｋｑ 分 别 为 ３􀆰 ０７ × １０１３

（ｍｏｌ ／ Ｌ） －１·ｓ－１、２􀆰 ９７ × １０１３（ｍｏｌ ／ Ｌ） －１ ·ｓ－１、２􀆰 ７５ ×
１０１３（ｍｏｌ ／ Ｌ） －１·ｓ－１，皆远大于各类猝灭剂对生物大

分子最大扩散碰撞猝灭的速率常数 ２􀆰 ０ × １０１０

（ｍｏｌ ／ Ｌ） －１·ｓ－１［１４］。 所 以 可 以 推 测， 脂 质 体 对

Ｈｓｐ９０ 的猝灭不是由于分子间碰撞引起的动态猝

灭，而是形成了复合物而引起的静态猝灭。
２􀆰 ２　 磷脂与 Ｈｓｐ９０ 的结合常数和结合位点数

在静态猝灭中，用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双倒数方程

进行处理，可以进一步确定结合反应的相关参

数［１５］。 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双倒数方程为：
ｌｇ［（Ｆ０ － Ｆ） ／ Ｆ］ ＝ ｌｇＫａ ＋ ｎｌｇ［Ｑ］ （２）

式中 Ｋａ为 Ｈｓｐ９０ 与脂质体的结合常数，ｎ 为结

合位点数。 以 ｌｇ（Ｆ０⁃Ｆ） ／ Ｆ 对 ｌｇ［Ｑ］作图，作脂质体

Ｈｓｐ９０ 的双倒数曲线（图 ３）。 由图 ３ 可以看出，在
３０８ Ｋ、２９８ Ｋ、２８８ Ｋ 温度下，结合常数 Ｋａ 分别为

１􀆰 ２×１０３、１􀆰 ２ × １０４、１􀆰 ４ × １０５。 可以推断脂质体和

Ｈｓｐ９０ 之间存在较好的结合力。 结合位点数为

０􀆰 ９２±０􀆰 ２２。

Ｆ０和 Ｆ 分别为未加入和加入脂质体时 Ｈｓｐ９０ 的荧光强度，［Ｑ］为

脂质体的浓度。
图 ３　 磷脂酰胆碱对 Ｈｓｐ９０ 荧光淬灭的 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ 双倒

数曲线

Ｆｉｇ． ３ 　 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ⁃Ｂｕｒｋ ｃｕｒｖｅｓ ｄｅｃｒｉｂｉｎｇ Ｈｓｐ９０ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｂｙ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ

２􀆰 ３　 磷脂与 Ｈｓｐ９０ 结合作用力类型

在热力学中，不同类型反应之间的相互结合作

用力不同。 一般来说，作用力类型主要有疏水作用

力、氢键作用力和范德华力。 为判断磷脂和 Ｈｓｐ９０
之间的作用力类型，可以根据反应前后的热力学焓

变（ΔＨ） 和熵变 （ ΔＳ） 的大小进行计算。 若反应

ΔＨ＞０、ΔＳ＞０，可以推断相互作用力为疏水作用力；
若 ΔＨ＜０、ΔＳ＜０，主要作用力为氢键和范德华力；若
ΔＨ＜０、ΔＳ＞０，主要作用力为氢键和静电引力［１６］。
ΔＨ 和 ΔＳ 可以根据范特霍夫方程求出：

ｌｎＫａ ＝ － ΔＨ ／ ＲＴ ＋ ΔＳ ／ Ｒ （３）
式中 Ｒ 是热力学气体常数 ８􀆰 ３１４ Ｊ ／ （ｍｏｌ·Ｋ），

以 ｌｎＫａ对 １ ／ Ｔ 作线性图（图 ４），由直线的斜率和截

距计算出 ΔＨ 和 ΔＳ，再根据方程 ΔＧ＝ΔＨ－ＴΔＳ 计算

自由能变 ΔＧ，相关参数列于表 １ 中。 从表 １ 中可以

看出 ΔＧ＜０，说明磷脂对 Ｈｓｐ９０ 的反应是自发进行

的。 其中 ΔＨ＜０，ΔＳ＜０，推测 Ｈｓｐ９０ 与磷脂结合的

主要作用力为氢键和范德华力。
２􀆰 ４　 磷脂与 Ｈｓｐ９０ 相互作用的红外光谱分析

磷脂酰胆碱（ＰＣ）与 Ｈｓｐ９０ 相互作用的红外光
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Ｋａ为 Ｈｓｐ９０ 与脂质体的结合常数。

图 ４　 磷脂酰胆碱与 Ｈｓｐ９０ 相互作用的范特霍夫图

Ｆｉｇ．４　 Ｖａｎｔ’ Ｈｏｆｆ ｐｌｏｔ ｄｅｓｃｒｉｂｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ａｎｄ Ｈｓｐ９０

谱如图 ５ 所示。 波数２ ８５０ ｃｍ－１、２ ９２０ ｃｍ－１、２ ９４５
ｃｍ－１附近的吸收峰表示 ＣＨ２的对称振动以及 ＣＨ２和

ＣＨ３的反对称振动，它们反映了碳氢键的排列情况

和磷脂相态变化［１７］。 如果峰向低波数位移说明 ＣＨ
链的排列有序度升高［１７］。 ＰＣ 的浓度固定，在加入

Ｈｓｐ９０ 后，这些吸收峰发生了位移或消失，推测

Ｈｓｐ９０ 可能影响磷脂脂肪酸链的有序程度。

表 １　 磷脂酰胆碱与 Ｈｓｐ９０ 相互作用的热力学函数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｄｅｓｃｒｉｂｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ａｎｄ Ｈｓｐ９０

温度（Ｋ） ΔＧ （ＫＪ ／ ｍｏｌ） ΔＨ （ＫＪ ／ ｍｏｌ） ΔＳ ［Ｊ ／ （ｍｏｌ·Ｋ）］

２８８ －２７．８８ －１７５．００ －５１０．８３

２９８ －２２．７７

３０８ －１７．６７

１ ７３０ ｃｍ－１的峰代表磷脂的 Ｃ＝Ｏ 键［１８］，从谱图

上可以看出，加入 Ｈｓｐ９０ 后，１ ７３０ ｃｍ－１处的峰消失

了。 磷脂中的羰基通常与其所处环境的极性、氢键

和一些配基的相互作用有关［１９］。 羰基基团的改变

可反映磷脂结构和水化程度的改变［１９］。 Ｃ ＝Ｏ 基团

具有亲水特性，但由于它紧邻疏水长链，处于 ＰＣ 疏

水区域与亲水区域的交界处［２０］。 Ｈｓｐ９０ 加入后，通
过氢键或范德华力影响水分子与 Ｃ ＝Ｏ 基团形成的

氢键网络，削弱氢键或使氢键断裂。
在 ＰＣ ／ Ｈｓｐ９０ 混合体系中，９７０ ｃｍ－１附近的胆碱

反对称振动 Ｎ＋ ⁃（ＣＨ３） ３产生的吸收峰消失［２１］，说明

Ｈｓｐ９０ 可能对磷脂酰胆碱的极性头部和脂肪酸链都

产生了影响。 Ｔｓｖｅｔｋｏｖａ 等［２２］ 用傅里叶变换红外光

谱（ＦＴＩＲ）研究小分子热休克蛋白与磷脂的相互作

用时也发现了小分子热休克蛋白可以引起磷脂亚甲

基的对称振动峰和磷酸不对称伸缩峰的变化，提出

小分子热休克蛋白与磷脂的结合受磷脂极性头部的

调控并影响磷脂内部的疏水区域。 通常氢键可稳定

蛋白质与磷脂极性头部的结合，而非极性的范德华

力可使疏水的磷脂脂肪酸链紧密插入蛋白质的疏水

表面沟槽［２３］。 本试验红外光谱测定结果表明

Ｈｓｐ９０ 可能通过氢键和范德华力与磷脂结合，这与

荧光光谱测定结果一致。 Ｈｓｐ９０ 与磷脂的结合对细

胞膜的状态与功能有着重要影响，其相互作用机制

还有待进一步深入研究。

图 ５　 磷脂酰胆碱与 Ｈｓｐ９０ 相互作用的红外光谱图

Ｆｉｇ．５　 Ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｅｓｃｒｉｂｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ａｎｄ Ｈｓｐ９０

３　 结 论

本研究利用荧光光谱和红外光谱技术研究了磷

脂对 Ｈｓｐ９０ 的相互作用。 研究结果表明磷脂对

Ｈｓｐ９０ 产生静态猝灭，磷脂对 Ｈｓｐ９０ 的结合位点数

为 ０．９２，结合作用力主要是氢键和范德华力。 通过

５２９张牧焓等：磷脂与 Ｈｓｐ９０ 相互作用的荧光和红外光谱



红外光谱测定，进一步确定 Ｈｓｐ９０ 与磷脂的极性头

部和脂肪酸链都可产生稳定的结合，且 Ｈｓｐ９０ 对磷

脂的结构产生影响。
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