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咪唑基离子液体表面活性剂与牛血清蛋白混合
体系相互作用研究
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摘要：以Ｎ－甲基咪唑、溴代十四烷和双氰胺银为原料，采用两步法合成了１－
十四烷基－３－甲基咪唑双氰胺盐（［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］），并对其与牛血清蛋白
（ＢＳＡ）混合体系的相互作用进行研究，结果表明：１）混合体系的ｃｍｃ值和Ａｍｉｎ值
均随ＢＳＡ浓度的增加而变大；２）混合体系中［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］与 ＢＳＡ间的相互
作用对ＢＳＡ上氨基酸残基微环境有影响，且主要影响ＢＳＡ上的色氨酸（Ｔｒｐ）残
基；３）混合体系中［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］与 ＢＳＡ间的相互作用会影响体系的水力学
半径，且随着［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］浓度的增加，［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的水力
学半径变大，并对ＢＳＡ的结构产生影响———使ＢＳＡ展开．
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ｐｈａｎ（Ｔｒｐ）ｒｅｓｉｄｕｅｏｎＢＳＡ；３）Ｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］ａｎｄＢＳＡｉｎｔｈｅｍｉｘｅｄｓｙｓｔｅｍ
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ｈｙｄｒａｕｌｉｃｒａｄｉｕｓｏｆｔｈｅ［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡｓｙｓｔｅｍｂｅｃａｍｅｌａｒｇｅｒａｎｄｈａｄａｎｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅ
ＢＳＡ———ＢＳＡｗａｓｕｎｆｏｌｄｅｄ．

０　引言

蛋白质和表面活性剂的相互作用一直是业

界近几年来的研究热点．其中，牛血清蛋白与表

面活性剂相互作用机理的研究对蛋白质的变

性、再折叠、浮选和分离等技术具有指导意

义［１－２］．同时，蛋白质又是生命的基础物质，是

一类带有疏水基的两性聚电解质，存在等电点，

因此其与表面活性剂之间的相互作用和表面活

性剂的种类有很大关系．阴离子表面活性剂与

蛋白质可以产生很强的相互作用，导致蛋白质

变性，且已经被广泛研究［３－５］．对于阳离子表面

活性剂与蛋白质相互作用的研究也有相关报

道［６－７］，但相比于阴离子表面活性剂与蛋白质

的研究而言稍显缺乏．

离子液体表面活性剂作为一种功能化离子

液体，是近年来发展起来的新型表面活性剂，一

般由疏水侧链和亲水头基两部分组成，具有亲

水、亲油两亲特性，且其极性、亲水性、亲油性可

以通过选择合适的阴离子、阳离子来进行调

整［８－９］，兼有离子液体和表面活性剂的性质，具

有更广的应用前景，特别是在生物和医药领域．

Ｔ．Ｓｉｎｇｈ等［１０］研究了不同链长与明胶的相互作

用，于丽等［１１－１２］以表面张力和荧光光谱法研究

了咪唑类离子液体与牛血清蛋白的相互作用行

为．然而，对于离子液体与牛血清蛋白（ＢＳＡ）相

互作用机理的研究之信息有限．本文拟以 Ｎ－

甲基咪唑、溴代十四烷和双氰胺银为原料，采用

两步法合成一种咪唑基离子液体表面活性

剂———１－十四烷基 －３－甲基咪唑双氰胺盐

（［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］），并研究其与牛血清蛋白混

合体系的相互作用，探讨其相互作用机理，以期为

此类表面活性剂在生物和医药领域的推广应用

奠定基础．

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器
主要试剂：Ｎ－甲基咪唑、溴代十四烷（工

业级），江苏盐城市龙升精细化工厂产；双氰胺

银（质量分数为９９％），郑州轻工业大学实验室

制；硫氰酸钾（质量分数为９８．５％），天津风船

化学试剂有限公司产；甲醇（ＡＲ），天津永大化

学试剂有限公司产；乙腈（ＡＲ），科密欧化学试

剂有限公司产；丙酮（ＡＲ），洛阳化学试剂厂产；

乙酸乙酯（ＡＲ），天津富宇精细化工有限公司

产；牛血清蛋白（ＢＳＡ，分子量６８０００），Ｓｏｌａｒｂｉｏ

公司产．

主要仪器：ＳＺＣＬ－２型智能磁力搅拌电热

套，上海司乐仪器有限公司产；ＲＥ－２０００Ａ型

旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；１０－ＮＤ型

真空冷冻干燥机，宁波新芝生物科技股份有限

公司；Ａｖａｎｃｅ３００型核磁共振仪，德国 Ｂｒｕｋｅｒ公

司产；Ｋ１００自动界面张力仪，德国 Ｋｒｕｓｓ公司

产；ＡＬＶ－３动静态同步激光光散射仪，德国
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ＡＬＶ公司产；ＨｉｔａｃｈｉＵ－３９００Ｈ型紫外可见光

谱仪、Ｈｉｔａｃｈｉ７０００型荧光分光光度计，日立高

新技术公司产．

１．２　离子液体表面活性剂的制备
１．２．１　［Ｃ１４ｍｉｍ］［Ｂｒ］的制备　分别称取

１６．４２ｇ（０．２ｍｏｌ）Ｎ－甲基咪唑和 ５５．４６ｇ

（０．２ｍｏｌ）溴代十四烷，将其放入２５０ｍＬ的三

口烧瓶中，加入５０ｍＬ异丙醇，升温至８０℃，搅

拌反应４８ｈ，冷却后用旋转蒸发仪蒸出溶剂，用

乙酸乙酯洗涤３次，冷冻结晶得白色晶体，即为

产物［Ｃ１４ｍｉｍ］［Ｂｒ］，收率８８．７％．

１．２．２　 目标产物的制备 　 称取３５．３９ｇ

（０．１ｍｏｌ）的［Ｃ１４ｍｉｍ］［Ｂｒ］放入 ２５０ｍＬ单口

烧瓶中，加入去离子水搅拌使其充分溶解，再缓

慢滴加用去离子水混合均匀的 ２０．８７ｇ

（０．１２ｍｏｌ）的ＡｇＮ（ＣＮ）２，快速搅拌，４０℃下避

光反应６ｈ，静置，取上层清液减
!

蒸馏除去溶

剂后加入过量甲醇充分搅拌溶解，０℃ 下静置

２ｈ后，过滤除去不溶物，重复操作直至无沉淀

析出，减压蒸馏出甲醇，继续依次用乙腈、丙酮

反复洗涤．洗涤至无不溶物后减压蒸馏除去溶

剂，冷冻真空干燥 ４８ｈ，即得目标产物，收率

８９．７％．

１．３　表征与测定方法
１．３．１　目标产物的结构表征　采用核磁共振

波谱仪对目标产物的结构进行测定，溶剂为氘

代二甲基亚砜．

１．３．２　混合体系表面活性参数的测定　采用

表面张力法，向已配制好的溶度分别为 ２×

１０－６ｍｏｌ／Ｌ，１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ和５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ的

ＢＳＡ溶液中滴加离子液体表面活性剂，在自动

表面张力仪上测定混合体系的表面活性参数，

相关公式如下：

ｐＣ２０＝－ｌｇＣ２０ ①

Γｍａｘ＝－
１

２．３０３ｎＲＴ
ｄγ
ｄｌｇ( )ＣＴ

②

Ａｍｉｎ＝（ＮＡΓｍａｘ）
－１ ③

式①中ｐＣ２０表示表面活性剂降低表面张力

的效率，值越大说明效率越高．式②中气体常数

Ｒ＝８．３１４Ｊ／（ｍｏｌ·Ｋ）；Ｔ为热力学温度／Ｋ；Ｃ

为被测表面活性剂浓度／（ｍｏｌ·Ｌ－１）；ｎ为被测

表面活性剂水溶液中的物种数．式③中阿伏伽

德罗常数ＮＡ＝６．０２２×１０
２３ｍｏｌ－１．

１．３．３　混合体系紫外可见光谱的测定　固定

ＢＳＡ浓度为５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，配制含有不同离子

液体表面活性剂浓度（（０—７）×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）的

混合体系溶液．在扫描波长范围为 １９０～３１０

ｎｍ，狭缝宽度为１ｎｍ的条件下，以水溶液为空

白，测定ＢＳＡ的紫外可见吸收光谱．再以一定浓

度离子液体表面活性剂溶液作为空白，测定混合

体系在扫描范围内的紫外可见吸收光谱．

１．３．４　混合体系荧光光谱的测定　固定 ＢＳＡ

浓度为５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，配制含有不同离子液体

表面活性剂浓度（（０—７）×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）的混合

体系溶液．

稳态荧光光谱的测定：以２８０ｎｍ为激发波

长，激发和发射狭缝宽度为２．５ｎｍ／２．５ｎｍ．扫

描速率为１２００ｎｍ／ｍｉｎ，扫描范围为 ３００～

４５０ｎｍ，测定混合体系的发射荧光光谱．

同步荧光光谱的测定：在 Δλ＝２０ｎｍ和

Δλ＝６０ｎｍ条件下，分别测定混合体系中 ＢＳＡ

的色氨酸（Ｔｙｒ）和酪氨酸（Ｔｒｐ）的荧光光谱，激

发和发射狭缝宽度为 ２．５ｎｍ／２．５ｎｍ，扫描速

率为１２００ｎｍ／ｍｉｎ，扫描范围３００～４５０ｎｍ．

１．３．５　混合体系水力学半径分布测量　固定

ＢＳＡ浓度为５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，配制含有不同离子

液体表面活性剂浓度（（０—７）×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）的

混合体系溶液．采用动静态同步激光光散射仪

对混合体系进行水力学半径分布测量，每次测

量前将所有样品经 ０．４５μｍ的滤膜过滤，以除

去灰尘．

以上实验温度均为（２５±１）℃．

·３２·
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２　结果与讨论

２．１　目标产物结构表征结果

目标产物的１ＨＮＭＲ和１３ＣＮＭＲ表征结果

如下：

１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ９．１０（ｓ，

１Ｈ），７．７７（ｔ，Ｊ＝１．７Ｈｚ，１Ｈ），７．７０（ｔ，Ｊ＝

１．７Ｈｚ，１Ｈ），４．１５（ｔ，Ｊ＝７．２Ｈｚ，２Ｈ），３．８５

（ｓ，３Ｈ），１．７９（ｄｄ，Ｊ＝１４．３，７．２Ｈｚ，２Ｈ），

１．２５（ｓ，２４Ｈ），０．８６（ｔ，Ｊ＝６．８Ｈｚ，３Ｈ）；
１３ＣＮＭＲ（１０１ＭＨｚ，ＤＭＳＯ）δ１３６．９４

（ｓ），１０２０４．０８（ｓ），１２２．７３０（ｓ），４９．２５（ｓ），

４０．６１（ｓ），４０．４０（ｓ），４０．１９（ｓ），３９．９９（ｓ），

３９．７８（ｓ），３９．５７（ｓ），３９．３６（ｓ），３６．２２（ｓ），

３１．７５（ｓ），２９．８４（ｓ），２９．４６～２９．０３（ｍ），２８．８３

（ｓ），２５．９５（ｓ），２２．５６（ｓ），１４．４３（ｓ）．

由１ＨＮＭＲ和１３ＣＮＭＲ分析可确定：所制

备的表面活性剂为目标产物［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］．

２．２　［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的表面活性

分析

　　［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的表面活性参

数见表１．由表１可知，当 ＢＳＡ浓度为０ｍｏｌ／Ｌ

时，［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］具有很好的表面活性．随

着ＢＳＡ浓度的增加，临界胶束浓度（ｃｍｃ）值逐

渐增大，这是因为在［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］中加入

ＢＳＡ后，随着浓度的逐渐增大（小于 １．０×

１０－５ｍｏｌ／Ｌ），由 于 静 电 吸 引，大 部 分 的

［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］与ＢＳＡ发生相互作用，体系中

游离的［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］减少；当［Ｃ１４ｍｉｍ］

［ＤＣＡ］浓度大于１．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ时，离子液体

表面活性剂在 ＢＳＡ上的静电吸附达到饱和，

体系 表 面 张 力 急 剧 下 降，ｃｍｃ值 增 大．

［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］与 ＢＳＡ相互作用使 ＢＳＡ的

结构发生了变化，ＢＳＡ链的展开使［Ｃ１４ｍｉｍ］

［ＤＣＡ］的Гｍａｘ减小，Ａｍｉｎ增大．

２．３　［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的紫外可见

光谱分析

　　［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的紫外可见光

谱如图１所示．由图１可知，ＢＳＡ溶液在紫外区

２７８ｎｍ左右处有明显的吸收峰，根据文献［１３］

可知，芳香性氨基酸上的芳杂环 ｎ－π跃迁可

以在２５０～３００ｎｍ范围内产生紫外吸收，其吸

收性质由芳香族氨基酸的含量所决定．

［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］在此紫外区间内没有吸收峰，

但当ＢＳＡ中加入［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］后，ＢＳＡ的吸

收峰强度发生了变化，这说明［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］

与ＢＳＡ发生了相互作用，对ＢＳＡ上氨基酸残基

的微环境产生了影响．随着［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］浓

度的增大，体系的吸收峰强度逐渐增大，而在

２７８ｎｍ处的峰位置并未发生明显的红移或蓝

移，说明［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］对ＢＳＡ蛋白质肽链上

的芳香性氨基酸残基的周围微环境影响较小．

表１　［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的表面活性参数

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｕｒｆａｃｅａｃｔｉｖｉｔｙｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆ

［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡｓｙｓｔｅｍ

ＢＳＡ浓度×１０－５／
（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ｃｍｃ×１０－３

／（ｍｏｌ·Ｌ－１）
ｐＣ２０

Гｍａｘ
／（μｍｏｌ·ｍ－２）

Ａｍｉｎ
／ｎｍ２

５．０ １．４４ ３．９５ ２．４０３ ０．６９１
１．０ １．３４ ３．６１ ２．５９１ ０．６４１
０．２ １．２５ ３．６４ ２．６５２ ０．６２６
０．０ １．２０ ３．４２ ２．７５０ ０．６００

图１　［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的紫外可见光谱

Ｆｉｇ．１　Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒａｏｆ

［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡｓｙｓｔｅｍ
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２．４　［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的荧光光谱

分析

２．４．１　稳态荧光光谱分析　［Ｃ１４ｍｉｍ］

［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的稳态荧光光谱图如图２所

示．由图２可以看出，ＢＳＡ在３３８ｎｍ左右有强

吸收峰，而［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］在３００～４５０ｎｍ范

围内没有明显吸收峰．随着［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］浓

度的增大，体系的吸收峰强度逐渐降低，同时

伴随着蓝移，最大发射波长从３３８ｎｍ减小到

３３２ｎｍ．这种转变表明，［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ

复合物的形成，导致ＢＳＡ的氨基酸残基暴露在

图２　［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的稳态荧光光谱

Ｆｉｇ．２　Ｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆ

［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡｓｙｓｔｅｍ

更加疏水的微环境中［１４］；当［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］浓

度大于３．０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，体系的最大发射峰

变化较小．因此，较低浓度（＜３．０×１０－３ｍｏｌ／

Ｌ）的［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］对 ＢＳＡ的二级结构有

稳 定 作 用，而 高 于 一 定 浓 度 （＞３．０×

１０－３ｍｏｌ／Ｌ）时有破坏作用，二级结构的破坏使

ＢＳＡ展开并变性，故［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］在保护和

破坏ＢＳＡ结构上具有更大的优势．

２．４．２　同步荧光光谱分析　［Ｃ１４ｍｉｍ］

［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的同步荧光光谱如图３所示

（Δλ＝２０ｎｍ和Δλ＝６０ｎｍ研究的分别是混合

体系ＢＳＡ中Ｔｙｒ和Ｔｒｐ两种氨基酸微环境的变

化情况）．由图３可以看出，体系在Δλ＝６０ｎｍ

时荧光强度明显要高于 Δλ＝２０ｎｍ时的荧光

强度，因此，可以推测 ＢＳＡ的内在荧光主要取

决于Ｔｒｐ残基：当［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］的浓度小于

３．０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，随着其浓度的增加，Ｔｒｐ残

基的荧光强度逐渐减小，最大波长峰有一定的

蓝移，说明［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］引起了ＢＳＡ结构的

变化；当［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］浓度大于 ３．０×

１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，Ｔｒｐ残基的荧光强度变化不大，

说明此时ＢＳＡ已经开始变性，这与稳态荧光实

验的结果相吻合．

图３　［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的同步荧光光谱

Ｆｉｇ．３　Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆ［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡｓｙｓｔｅｍ

·５２·
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图４　［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的

水力学半径分布图

Ｆｉｇ．４　Ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃｒａｄｉｕｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ

［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡｓｙｓｔｅｍ

２．５　［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的水力学半

径分布与分析

　　［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体系的水力学半径

（Ｒｈ）分布结果如图４所示．由图４可以看出，体

系的水力学半径在４．６ｎｍ和１００ｎｍ左右有两

个峰．当［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］浓度小于 ２．０×

１０－４ｍｏｌ／Ｌ时，体系的水力学半径没有明显变

化，但当其浓度为５．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ时，原来两

个峰的强度减弱，在６４８ｎｍ处出现一个新峰，

这是由于［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］的加入导致部分

ＢＳＡ的结构发生变化，使 ＢＳＡ链展开，随着其

浓度的增大，６４８ｎｍ的峰向更大半径分布方向

移动；当其浓度为１．２×１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，半径分

布为８９８ｎｍ左右，并且相关强度也随之增大；

当浓度为 ５．０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，半径分布为

１１５０ｎｍ左右，再增大浓度，半径分布变化较

小，推测此时ＢＳＡ已经完全展开，除４．６ｎｍ处

和１１５０ｎｍ处之外，在１～１０ｎｍ之间还有一个

半径分布，这可能是由［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］与 ＢＳＡ

的复合物达到饱和后在水溶液中形成的自由胶

束产生的．

３　结论

本文以Ｎ－甲基咪唑、溴代十四烷和双氰

胺银为原料，采用两步法合成了咪唑基离子液

体表面活性剂，经核磁共振确认该产物为

［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］，运用表面张力法、紫外可见

光谱法、荧光光谱法和动态光散射法研究了

［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］与 ＢＳＡ在其混合体系中的相

互作用，得到如下结论：

１）混合体系的 ｃｍｃ值和 Ａｍｉｎ值均随 ＢＳＡ

浓度的增加而变大；

２）混合体系中［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］与ＢＳＡ间
的相互作用对 ＢＳＡ上氨基酸残基微环境有影

响；混合体系中［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］浓度较低时，
对ＢＳＡ的二级结构有稳定作用，而高于一定浓

度时有破坏作用，二级结构的破坏使 ＢＳＡ展开
并变性，且主要影响ＢＳＡ上的Ｔｒｐ残基；

３）混合体系中［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］与ＢＳＡ的

相互作用会影响体系的 Ｒｈ，且随着［Ｃ１４ｍｉｍ］
［ＤＣＡ］浓度的增加，［Ｃ１４ｍｉｍ］［ＤＣＡ］／ＢＳＡ体

系的Ｒｈ变大，当其浓度为５．０×１０
－３ｍｏｌ／Ｌ时，

ＢＳＡ已经完全展开．
该研究将为理解离子液体表面活性剂与蛋

白质的相互作用，并为拓展离子液体表面活性

剂在蛋白质领域的应用提供重要的理论依据．
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