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新型光敏性表面活性剂对BSA的光控构象研究

刘文杰,杜 涛,王 亮,袁 华,左士祥,姚 超

(常州大学 石油化工学院,江苏 常州213164)

摘要:合成出一种新型光敏性表面活性剂-偶氮苯-4-氧己基三甲基溴化铵(AZO-OHTAB),通过核磁共振谱及质谱

分析表征其结构,通过电导率法、表面张力法以及紫外可见分光光谱法探讨其光敏性能,并对比分析365nm紫外光

与可见光下其结构及聚集状态的变化。研究结果表明,365nm光照射可使 AZO-OHTAB发生反式向顺式结构转

变,并明显增加其临界胶束浓度(cmc)值。进一步探索其与牛血清白蛋白(BSA)的相互作用,研究表明,反式AZO-
OHTAB与BSA相互作用明显强于顺式AZO-OHTAB与BSA的相互作用,通过冷冻蚀刻-透射电镜及流体力学

半径的测定可以证明365nm紫外光对AZO-OHTAB与BSA的相互作用具有光控构象效应。
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TheOpticallyControlledConformationalStudiesofBSAwith
NovelPhotosensitiveSurfactants

LIU Wenjie,DUTao,WANGLiang,YUANHua,ZUOShixiang,YAOChao
(SchoolofPetrochemicalEngineering,ChangzhouUniversity,Changzhou213164,China)

Abstract:Thenovelphotosensitivesurfactant-azobenzene-4-oxohexyltrimethylammoniumbromide(AZO-
OHTAB)wassynthesized.Theproductwascharacterizedby1H NMR,LC-MS,conductivity,surface
tensionandUVvisiblespectrophotometry,andthencomparedthechangeofstructureandaggregation
stateinUVlightat365nmandvisiblelight.TheresultsshowedthatthestructureofAZO-OHTAB
changedfromtranstocisstructureandthecriticalmicellaconcentration(cmc)valuessignificantlyin-
creasedatthe365nmlightirradiation.TheinteractionmechanismbetweenAZO-OHTABwithbovineser-
umalbumin(BSA)wasinvestigatedbyfreezeetching-TEMandthemeasurementofhydrodynamicradius.
ResultsshowedthattheinteractionbetweenthetransAZO-OHTABwithBSAwasstrongerthanthecis
AZO-OHTABwithBSA,andtheUVlightat365nmcouldcontroltheconformationalchangeintheinter-
actionofBSAandAZO-OHTAB.
Keywords:photosensitivesurfactant;azobenzene;bovineserumaibumin;opticallycontrolled

  表面活性剂是构筑功能性软物质和介观聚集体

的一类重要两亲分子。当把光敏基团引入表面活性

剂分子结构中时,由于光敏基团可响应光刺激的独

特性质,光敏表面活性剂的的性质和聚集行为也会

受到光的影响,因此,可以利用光刺激去调控表面活

性剂的理化性质,这种方法简单易操作,不用加入其

收稿日期:2016-03-30。
基金项目:江苏省自然科学青年基金资助项目 (BK20130247)。
作者简介:刘文杰(1980—),男,江苏兴化人,博士,讲师,主要从事胶体与界面化学研究。通讯联系人:姚超(1969—),

E-mail:yaochao420@163.com



第5期 刘文杰,等:新型光敏性表面活性剂对BSA的光控构象研究

他组份即可实现,常被用来调节物质的各种性能,因
此成为调控软物质性能的重要手段,光响应表面活

性剂体系也成为人们感兴趣的课题[1-3]。
近年来,蛋白质-表面活性剂相互作用的领域越

来越受到重视[4],因为在生产实践和科学研究中,常
出现表面活性剂和蛋白质相互作用的问题。Ghosh
等[5]研究了胃蛋白酶与阳离子表面活性剂的相互作

用研究,发现在pH 在5.0和8.0的时候两者之间

相互作用力主要体现为疏水作用力,当pH 增大至

10时,主要体现为静电作用力。Borysik等[6]通过

分子模拟计算研究了表面活性剂与蛋白质的相互作

用。而Kang等[7]研究了一种新型离子液体表面活

性剂与BSA的相互作用。本课题组近年来系统研

究了CTAB、SDS、DTAB以及非离子表面活性剂

TritonX-100等与牛血清白蛋白及血红蛋白的相互

作用机理[8-10]。但迄今为止,有关蛋白质-表面活性

剂相互作用研究的深度和广度都远远不能令人满

意。而新型光敏性表面活性剂作为一种光调控开关

表面活性剂,其与蛋白质的相互作用研究也正引起

人们的关注。
有关偶氮苯表面活性剂体系与牛血清白蛋白

(BovineSerumAlbumin,BSA)的相互作用及光控

BSA构象变化的研究仍相对较少。因此,本文合成

出一种新型光敏性表面活性剂-偶氮苯-4-氧己基三

甲基溴化铵(AZO-OHTAB),并研究其光控结构变

化及与BSA 的相互作用,探讨光照条件下 AZO-
OHTAB对BSA构象的调控模式,为蛋白质光开关

调控的设计提供新型途径。

1 实验部分

1.1 实验试剂

牛血清白蛋白(BR,国药集团化学试剂有限公

司);1,6-二溴己烷(>97%,国药集团化学试剂有限

公司),四氢呋喃、碳酸钾等试剂(AR,国药集团化学

试剂有限公司);水为二次蒸馏水。

1.2 实验方法

1.2.1 偶氮苯-4-氧己基三甲基溴化铵的合成

化合物1与1,6-二溴己烷(6倍当量)溶于干燥

的四氢呋喃中,加入6倍当量碳酸钾,回流24h,

TLC检测,反应完全。旋蒸去掉四氢呋喃后,用二

氯甲烷萃取,取上层有机层,用饱和食盐水洗两遍后

旋干得到粗产物。用柱层析(V(石油醚)∶V(乙酸乙

酯)=10∶1)得到化合物2,为红褐色固体。

化合物2溶于四氢呋喃中,通过管子通入3倍

当量的三甲胺气体,室温搅拌48h后,过滤得到化

合物3,为黄色固体。

1.2.2 核磁共振波谱的测定

在 25.0±0.1℃ 下,以 重 水 溶 解 AZO-
OHTAB,TMS为内标,测定其1H NMR(Bruker
AC500)。

1.2.3 质谱测定

液相色谱-质谱联用仪(LTQ型,美国 Thermo
Fisher),配备电喷雾电离源(ESD,实验采用正离子

采集模式,采集质量范围m/z 为50~2000,N2 为

雾化气和辅助气,He为碰撞气;以 CH3OH-H2O
(体积比为1∶1)为流动相,流速300μL/min)。

1.2.4 电导率的测定

①在25.0±0.1℃ 下,分别测定365nm紫外光

照射30min以及未照射前 AZO-OHTAB/H2O体

系的电导率;②在25.0±0.1℃ 下,分别测定BSA
(3.0×10-6mol/L)加入前后不同 AZO-OHTAB/

H2O体系的电导率(电导率仪,DDS-11A,上海雷磁

新泾仪器有限公司)。

1.2.5 表面张力的测定

①在25.0±0.1℃ 下,利用吊环法分别测定

365nm紫 外 光 照 射30min以 及 未 照 射 前 AZO-
OHTAB/H2O体系的表面张力;②在25.0±0.1℃
下,分别测定BSA(3.0×10-6mol/L)加入前后不同

AZO-OHTAB/H2O体系的表面张力(表面张力

仪,K100,上海精科仪器设备有限公司)。

1.2.6 紫外-可见吸收光谱的测定

①以水作参比,室温下于1cm×1cm (长×宽)
石英比色皿中分别测定365nm紫外光照射30min
以及未照射前AZO-OHTAB/H2O体系的紫外-可
见吸收光谱;②以水做参比,室温下于1cm×1cm
(长×宽)石英比色皿中测定BSA紫外-可见吸收光

谱,以一定浓度的AZO-OHTAB溶液做参比,测定
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同浓度AZO-OHTAB溶液中BSA的紫外-可见吸

收光谱。将上述溶液经365nm紫外光照后,用同样

的方法测定BSA的紫外-可见吸收光谱(UV-3600
型分光光度计,日本Shimadzu公司)。

1.2.7 冷冻蚀刻-透射电子显微镜的测定

将恒温保存的不同体系中BSA样品滴入样品

杯并迅速投入液氮中冷冻固定。在液氮环境下,将
样品杯放入样品座上,然后送入冷冻蚀刻仪真空腔

中,冷冻条件为-120℃,3.0×10-5Pa。以45°角向

样品断裂面喷镀铂,然后以垂直方向喷镀碳层。取

出样品,放入乙醇中,待复型漂下后,用铜网将复型

捞起,晾干,在透射电子显微镜下观测并拍照(TEC-
NAI12PhilipApparatusCo.,USA)。

1.2.8 流体力学半径的测定

以静/动态光散射仪(ALV/DLS/SLS-5022,德
国ALV公司)测定本实验体系中AZO-OHTAB与

BSA聚集体的粒径分布。该静/动态光散射仪配备

有圆柱形的He-Ne激光光源(1145p-3803型),同时

连接有ALVSP-86数字相关器,测试中散射角为

90°,输出功率为22mW,波长为632.8nm;累加时间

为240~300s,重复扫描2次以上。所有样品均经

过0.45μmol/L或0.80μmol/L的 Milliporesterile
薄膜过滤到经丙酮内外除尘的DLS样品池中,然后

在实验温度下恒温至平衡。

2 结果与讨论

2.1 AZO-OHTAB的合成及表征

合成 所 得 偶 氮 苯-4-氧 己 基 三 甲 基 溴 化 铵

(AZO-OHTAB),其结构式如下:

经1HNMR检测,δ7.79处的一组双重峰为苯

环上4,5两个氢的吸收峰,J 为10Hz;δ7.73处的

一组双重峰为苯环上6,7两个氢的吸收峰,J 为

10Hz;δ7.54~7.49处的多重峰为苯环上1,2,3位

置3个氢的吸收峰;δ7.08~7.06处的双重峰为苯

环上8,9两个氢的吸收峰,J 为10Hz。脂肪链上,δ
4.12处的三重峰为与 O相邻的CH2 的氢的吸收

峰,其J 为5Hz;δ3.33处的三重峰为与N相邻的

CH2 的氢的吸收峰,其J 为5Hz;δ3.05处的单峰

为与 N相邻的3个CH3的氢的吸收峰;δ1.92~
1.80的多重峰为脂肪链上11,12,13,14处8个氢

的吸收峰。此外,液质LCMS(ESI+)检测发现m/

z=340为化合物正离子的质谱峰。综上所述,该化

合物结构正确,为本实验目标产物AZO-OHTAB。
图1为不同光照条件下 AZO-OHTAB/H2O

体系的紫外-可见吸收光谱。由图1可知,在可见光

条件下,体系在356nm处出现明显的吸收,被归结

为π→π*跃迁[11]。而当体系经365nm紫外汞灯照

射30min 后,其 356nm 处 的 吸 收 峰 消 失,而 在

330nm及445nm处出现新的吸收峰,表明光照施加

给体系能量后,偶氮苯发生异构化,由反式结构转变

为顺式结构,此时发生n→π* 跃迁,对应445nm的

吸收 峰[12-13]。可 以 看 出,在 可 见 光 下,AZO-
OHTAB主要表现为反式构型,而在365nm紫外光

照30min后,AZO-OHTAB可由反式构型转变为

顺式构型。

图1 不同光照射下 AZO-OHTAB/H2O体系的紫外-可

见吸收光谱

Fig.1 UV-VisspectraofAZO-OHTABinwaterwithUV
orVisirradiation

图2所示为不同光照条件下 AZO-OHTAB/

H2O体系电导率(κ)与 AZO-OHTAB浓度(C)的
关系。由图2可见,随着 AZO-OHTAB浓度的增

加,体系电导率整体呈上升趋势,首先增长较快后增

长较慢。仔细分析可见,在可见光体系下,曲线拐点

处AZO-OHTAB浓度约为1.0mmol/L,而当体系

经过365nm 紫外光照射30min后,拐点处 AZO-
OHTAB浓度约为1.21mmol/L。由于该拐点可揭

示表面活性剂的临界胶束浓度(cmc)[14],因此,图2
表明365nm 紫外光照使得 AZO-OHTAB的cmc
增大,由于光照可使得 AZO-OHTAB由反式结构

转变为顺式结构,说明 AZO-OHTAB顺式构型的
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cmc大于反式构型。这主要是由于顺式结构的极性

远大于反式结构[15-16],故降低了表面活性剂的疏水

性,因此AZO-OHTAB的cmc增大。

图2 不同光照射下 AZO-OHTAB/H2O体系电导率与

浓度的关系

Fig.2 ElectricconductivityofAZO-OHTAB/H2Osystems

withtheconcentrationofAZO-OHTABinUVor
Visirradiation

图3 不同光照射下 AZO-OHTAB/H2O体系表面张力

与浓度的关系

Fig.3 SurfacetensionofAZO-OHTAB/H2Osystemswith

theconcentrationofAZO-OHTABinUVorVisir-
radiation

图3所示为不同光照条件下 AZO-OHTAB/

H2O体系表面张力(γ)与 AZO-OHTAB浓度(C)
的关系。由图可知,随着 AZO-OHTAB浓度的增

加,表面张力首先快速降低后基本不变,两条曲线都

出 现 明 显 拐 点,可 见 光 体 系 下,拐 点 处 AZO-
OHTAB浓 度 约 为 0.8mmol/L,而 当 体 系 经 过

365nm 紫 外 光 照 射 30min 后,拐 点 处 AZO-
OHTAB浓度约为1.0mmol/L,由于该拐点对应

AZO-OHTAB的cmc[17],与图2讨论相同,表明紫

外光照使得 AZO-OHTAB的cmc增大,即紫外光

照使得 AZO-OHTAB由反式构型转变为顺式构

型。同时比较图2和图3可见,两种方法测定所得

AZO-OHTAB的cmc值略有不同,这主要是由于

表面活性剂的特性所决定,不同的测定方法均依据

表面活性剂溶液的物理化学性质的突变,然而不同

性质随浓度变化的机理有所不同,故随浓度变化的

改变率也不同[18]。

图4 不同体系BSA的紫外-可见吸收光谱

Fig.4 UV-VisspectraofBSAindifferentsystems

2.2 AZO-OHTAB与BSA的相互作用

图4所示为不同体系中BSA的紫外-可见吸收

光谱。曲线(a),(b),(c)分别为BSA水溶液,BSA/
顺式 AZO-OHTAB水溶液以及BSA/反式 AZO-
OHTAB水溶液的紫外-可见吸收光谱。由图中曲

线(a)可以看出,在水溶液体系中,BSA在278nm处

有明显吸收,这与文献[19]报道的BSA的特征吸收

峰一致。曲线(b)为顺式 AZO-OHTAB水溶液中

BSA的紫外-可见吸收光谱,可以看出,此时BSA的

吸收波长为275nm,相对于曲线(a)发生了蓝移,且
吸收峰的强度略有变小,由于BSA的紫外光谱的特

征吸收峰主要是由其肽链上的色氨酸残基(Trp)引
起,Trp是高度疏水的非极性基团[20],此吸收峰位

置的变 化 可 以 反 映 出 Trp所 处 微 环 境 的 改 变,

AZO-OHTAB的加入使得 Trp的疏水性减弱,这
说明AZO-OHTAB与BSA之间存在相互作用,且
主要表现为疏水作用,该作用使得Trp所处疏水环

境发生改变,极性增加,从而使得BSA的吸收峰位

置发生蓝移。进一步比较曲线(c),不难发现,反式

AZO-OHTAB 水 溶 液 中 BSA 的 吸 收 峰 变 为

270nm,且强度更弱,这说明反式AZO-OHTAB与

BSA 的 相 互 作 用 要 强 于 顺 式 AZO-OHTAB 与

BSA的相互作用,进一 步 扰 乱 Trp所 处 疏 水 微

环境。
图5为不同结构表面活性剂水溶液中BSA的
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冷冻蚀刻-透射电镜照片,图中(a),(b),(c)分别为

BSA水溶液,BSA/顺式AZO-OHTAB水溶液以及

BSA/反式 AZO-OHTAB水溶液的冷冻蚀刻-透射

电镜照片。

图5 不同体系中BSA的冷冻蚀刻-透射电镜照片

Fig.5 Freeze-fracturedimagesofBSAindifferentsystems

  由图5(a)可见,BSA在水溶液主要表现为球

形,文献报道,BSA蛋白分子大小约为5~6nm,而
照片中球状结构明显大于该尺寸,这可能也是由于

BSA在水溶液中发生自聚集而形成[21]。图5(b)为
顺式AZO-OHTAB水溶液中BSA的TEM 照片,
由于表面活性剂分子质量相对蛋白分子而言较小,
且本实验中表面活性剂浓度未超过cmc,故 TEM
图中未出现表面活性剂的分子有序组合体,所以图

中球状结构应该为BSA的蛋白分子聚集体,由图可

见,相比较图5(a),BSA分子结构发生的一定的松

散,表明BSA球状结构被影响而有部分展开。进一

步比较图5(c),可以发现,图5(a)中BSA分子结

构更为松散,表明BSA球状结构展开更为明显。说

明AZO-OHTAB的加入使得BSA发生肽链翻转

而结构松散,同时,反式 AZO-OHTAB与BSA的

相互作用要强于顺式 AZO-OHTAB与BSA的相

互作用,使得BSA肽链展开更甚。这与前面紫外可

见吸收光谱(图4)的研究结论是相似的。
图6为不同体系中聚集体的粒径分布示意图,

图中曲线(a),(b),(c)分别为BSA水溶液,BSA/顺

式 AZO-OHTAB 水 溶 液 以 及 BSA/反 式 AZO-
OHTAB水溶液的粒径分布情况。由曲线(a)可见,
水溶液体系中,BSA的粒径分布主要集中在5nm
左右,这与文献报道是相对应的[21],其中也存在少

量的30nm左右的聚集体,说明BSA在水溶液中也

是有部 分 聚 集 体 存 在。曲 线(b)为 顺 式 AZO-
OHTAB水溶液中聚集体的粒径分布,由图可见,

30nm处的峰高明显增加,说明相对BSA水溶液而

言,BSA/顺式AZO-OHTAB聚集体的数量相对增

加,而且峰略有红移,表明聚集体大小也是增加的,

进一步比较曲线(c),可以发现,原30nm处的吸收

峰明显红移,且峰高也明显增加,同样可以说明

BSA/反式AZO-OHTAB体系中聚集体的大小及

数量也是增加的,且可以看出,反式 AZO-OHTAB
体系中BSA与表面活性剂的相互作用应该要强于

顺式AZO-OHTAB体系中的相互作用。

图6 不同体系的光散射测定体系中聚集体粒径分布

Fig.6 Particlesizedistributionofaggregatesinthelight
scatteringmeasurementofdifferentsystems

3 结 论

1)成功合成出偶氮苯-4-氧己基三甲基溴化铵

(AZO-OHTAB),利用1HNMR及质谱对其进行表

征,确定其为目标产物。

2)通 过 紫 外 可 见 分 光 光 度 法 研 究,发 现 在

365nm紫外光和可见光照射下,其最大吸收峰位置

分别在356nm和445nm,验证了它具有良好的光控

结构变化特性。相比较处于可见光下的反式构型,

AZO-OHTAB的cmc在光照转变为顺式构型后明
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显增大。

3)AZO-OHTAB与BSA之间存在相互作用,
这种作用力主要表现为疏水作用力,AZO-OHTAB
可能插入到BSA的疏水空腔,使得BSA的肽链结

构部分展开,由于反式构型的 AZO-OHTAB分子

具有更强的疏水性,故其与BSA的相互作用要强于

顺式构型的AZO-OHTAB分子。
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