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摘 要: 采用水相法合成了 ZnS 纳米颗粒，通过 XRD 及 TEM 技术对纳米 ZnS 进行了表征，结果表明纳米

ZnS 的粒径约为 7～ 8 nm。利用荧光光谱考察了纳米 ZnS 与牛血清白蛋白(BSA)的相互作用，结果显示，两者

的相互作用可导致 BSA 内源荧光猝灭，推测其猝灭机理为静态猝灭，结合常数 Ka = 1. 73 × 105 L·mol －1，结

合位点数 n = 0. 83，纳米 ZnS 与 BSA 可形成 1 个结合位点。
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Abstract: ZnS nanoparticles was synthesized using zinc acetate and sodium sulfide as starting materi-
als in water solution． The morphology and crystal phase of nano-ZnS were characterized by transmis-
sion electron microscopy(TEM) and powder X-ray diffraction(XRD) ． The interaction of nanoparti-
cles and bovine serum albumin(BSA) was investigated by fluorescence spectroscopy in pH 7. 0 Tris －
HCl buffer． The result showed that the interaction between BSA and ZnS nanoparticles could resulted
in the endogenous fluorescence quenching of BSA，which belonged to a static quenching mechanism．
The quenching rate constant was 1. 88 × 1014 L·mol － 1·s － 1，the binding constant(Ka) and binding
site(n) were 1. 73 × 105 L·mol － 1 and 0. 83，respectively．
Key words: nano-ZnS; bovine serum albumin ( BSA); fluorescence spectroscopy; interaction;

static quenching

近年来，生理环境下纳米粒子与蛋白质之间的相互作用研究已成为新的热点
［1 － 3］。相关研究结果

不仅可为纳米粒子作为探针在生物医药领域应用提供理论支撑，同时还间接研究了纳米粒子应用于生

物医学领域后可能带来的毒理作用等
［4］。牛血清白蛋白(BSA) 是由 582 个氨基酸残基组成的单肽链蛋

白质，其氨基酸序列与人血清白蛋白(HSA)非常类似。由于 BSA 具有广泛的结合能力，能与许多内源

及外源性化合物结合，因此常作为模型蛋白用于体外外源物质与蛋白质之间的相互作用研究
［5 － 8］。

纳米硫化锌(ZnS)是一种非常重要的半导体材料，由于具有优良的光学特性，在光致发光、电致

发光、磷光体、传感器、红外窗口材料、光催化等领域有着广泛的应用
［9］。此外，与传统的有机染料

相比，纳米 ZnS 具有发射光谱窄、峰形对称、光化学稳定、荧光寿命长、荧光量子产率高等优点，近

年来已有不少学者将其作为生物荧光探针应用于生物医药领域
［10 － 12］。但目前纳米 ZnS 在生物方面的应
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用主要集中在蛋白的检测方面，而对纳米 ZnS 与 BSA 相互作用的研究未见文献报道。由于此类研究可

为纳米材料的临床应用及生物安全性评价等方面提供更多的依据和参考，因而具有重要的理论意义。
本文通过水相合成法制备了纳米 ZnS，同时利用荧光光谱考察了纳米 ZnS 与 BSA 的相互作用，并探讨

了其相互作用机理。

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂
日立 H 600 透射电镜仪、F-4600 日立荧光光谱仪(日本日立集团); D /max-γA 型 X 射线衍射仪(日

本理学株式会社)。
牛血清白蛋白(生化试剂，上海丽珠东风生物技术有限公司); 三羟甲基氨基甲烷( 中国医药集团

上海化学试剂公司)，醋酸锌、硫化钠(天津科密欧化学试剂公司)，无水乙醇、丙酮、氢氧化钠、氯

化钠(广东番禺化学试剂厂)均为分析纯。实验用水为二次蒸馏水。
1. 2 纳米硫化锌的合成

将 20 mL 0. 2 mol·L －1
的 Zn(CH3COO) 2 加至 250 mL 三颈烧瓶中，用 NaOH 调节至 pH 9. 0，在剧

烈搅拌的条件下，将预先配制好的 20 mL 0. 5 mol·L －1
的 Na2S 溶液逐滴加入上述体系中反应 12 h，将

混合液转移至 100 mL 的晶化釜中，于 100 ℃下晶化 24 h 后，将产品用无水乙醇和丙酮洗涤，真空干燥

后即得纳米硫化锌。
1. 3 纳米硫化锌的表征

透射电镜(TEM )测试: 将少量样品放入称量瓶内，乙醇作分散剂，超声振荡 20 min 后，用洁净的

滴管取一滴于铜网上，干燥后进行观察，操作电压为 200 kV; X-射线衍射(XRD) 测试: 使用 CuKα 辐

射(λ = 0. 154 2 nm)，金属 Ni 滤波，石墨单色器，电压 40 kV，电流 30 mA，闪烁记数器记录强度。
1. 4 纳米硫化锌与 BSA 的相互作用

牛血清白蛋白和纳米 ZnS 均用 0. 05 mol·L －1 pH 7. 0 的三羟甲基氨基甲烷(Tris) 缓冲溶液配制，

以 0. 10 mol·L －1 NaCl 维持离子强度。
荧光光谱测定: 在 28 ℃下，移取 2. 0 mL 1. 0 ×10 －6 mol·L －1 BSA 溶液于 1 cm 石英池中，用微量进

样器逐次加入 1. 0 ×10 －6 mol·L －1
纳米 ZnS 水溶液，每次加入后混合均匀，静置 5 min，以 290 nm 为激发

波长，在荧光光谱仪上记录 220 ～550 nm 波长范围内的发射光谱，狭缝为 2 nm，扫速为 2 400 nm/min。

2 结果与讨论

图 1 纳米硫化锌的透射电镜图

Fig. 1 TEM image of ZnS nanoparticles

2. 1 纳米硫化锌的表征
2. 1. 1 纳米硫化锌的透射电镜图 纳米硫化锌的

透射电镜图如图 1 所示。由图可见，本文所制备的

纳米硫化锌为球形颗粒，通过 Photoshop 软件计算

其粒径约为 8 nm。
2. 1. 2 纳米硫化锌的 XRD 图 纳米 ZnS 的 XRD
图如 图 2 所 示。由 图 可 见，纳 米 ZnS 在 28. 9°、
48. 5°、57. 4°分别出现 3 个较尖锐的衍射峰。该 3
个衍射峰分别对应于 ZnS 的(311)、(220) 和(111)

3 个晶面，与文献［13］一致。而根据谢乐公式D = k
［λ /(βcosθ’) ］亦可计算样品的粒径，其中 D 为晶

体粒径; k = 0. 89; λ 为衍射峰的波长(λ = 0. 154 2
nm); β 为 半 峰 宽; θ’= 2θ ( θ 为 衍 射 峰 的 角

度)［14］。本文以 57. 4°(2θ)为 θ’，计算出样品的颗

粒大小约为 7 nm，与 TEM 的实验结果基本一致。
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图 2 纳米硫化锌的 XRD 图

Fig. 2 XRD image of ZnS nanoparticles

2. 2 纳米硫化锌与 BSA 的相互作用
2. 2. 1 BSA 的荧光猝灭效应 蛋白质分子中色氨

酸(Trp)、酪氨酸(Tyr) 和苯丙氨酸(Phe) 可作为内

源荧光探针检测蛋白质的构象变化。A 类蛋白质

(不含 Trp，只含 Phe 和 Tyr) 的荧光光谱主要表现

出 Tyr 的特征，最大发射波长约为 304 nm。B 类蛋

白质(含有 Trp)的荧光光谱则主要表现出 Trp 的特

征，最大荧光发射在 310 ～ 360 nm 之间。处于蛋白

质分子表面的 Trp 残基具有 350 ～ 353 nm 的荧光发

射峰，而包埋于蛋白质内部 Trp 残基的荧光发射峰

在 326 ～ 342 nm 之间，处于非极性环境 Trp 残基的

荧光发射峰在 310 ～ 324 nm 附近
［15］。

图 3 纳米 ZnS 浓度对 BSA 荧光光谱的影响

Fig. 3 Fluorescence spectra of BSA at various
concentrations of ZnS nanoparticles

cZnS(a － g) : 0. 0，1. 0，1. 6，2. 3，3. 3，3. 8，4. 1

( × 10 －7 mol·L －1); cBSA = 1. 0 × 10 －6 mol·L －1

BSA 由于含有 Trp、Tyr 和 Phe 残基而具有较强

的内源荧光; 而纳米 ZnS 溶液的荧光强度很弱，对

BSA 的荧光发射光谱无影响。按照 “1. 4”实验方

法扫描实验体系的荧光光谱( 见图 3)。由图 3 可

见，BSA 在 350 nm 附近有 1 个强的荧光发射峰，

分析是由 BSA 分子表面的 Trp 残基产生。随着纳米

ZnS 浓度的增加，BSA 发射光谱的峰位和峰形基本

不变，但其内源荧光呈规律性猝灭，荧光强度逐渐

降低，表明 BSA 与纳米 ZnS 之间发生了相互作用。
2. 2. 2 纳米硫化锌对 BSA 的荧光猝灭机理 如果

荧光体 BSA 与猝灭体配合物由于热运动等发生碰

撞而引起 BSA 的荧光猝灭，则这种动态猝灭服从

Stern － Volmer 方程:

I0F / IF = 1 + Kq·τ0［Q］= 1 + KD［Q］ (1)

其中 I0F 为无猝灭体时荧光体的荧光强度，IF

图 4 BSA 与纳米 ZnS 作用的 Stern － Volmer 方程曲线

Fig. 4 Stern － Volmer quenching plot of BSA
with ZnS nanoparticles

为加入猝灭体后的荧光强度，Kq 为双分子猝灭常

数(L·mol － 1·s － 1)，［Q］为猝灭体的浓度(即纳米

ZnS 的浓度，mol·L －1)，τ0 为无猝灭体时荧光体

的荧光 寿 命 ( s)，KD 为 Stern － Volmer 常 数 (L·
mol －1·s －1)。根据公式(1)，将 350 nm 处的 I0F / IF
对所加入配合物的总浓度［Q］作图，得到该配合物

对 BSA 的 Stern － Volmer 猝灭曲线(见图 4): I0F / IF =
1. 884 3 × 106［Q］+ 1. 066 4，r = 0. 995 9。该曲线

的斜率即为配合物的 KD 值。由于生物分子的荧光

寿命 τ0 约为 10 －8 s，因此可计算得到配合物的表观

猝灭常数 Kq (Kq = KD /τ0) 为 1. 88 × 1014 L·mol －1·
s －1。各种猝灭剂对生物分子的最大扩散碰撞猝灭

常数约为 2. 0 × 1010 L·mol － 1·s － 1［16］，而本实验所

得的表观猝灭常数 Kq 远大于其扩散控制的猝灭常数，推断其猝灭过程不可能是由分子扩散和碰撞所引

起的动态猝灭，而是由于纳米 ZnS 与 BSA 之间发生相互作用而引起的静态猝灭。
2. 2. 3 纳米硫化锌与 BSA 的结合位点数 n 及结合常数 Ka 对于静态猝灭，由荧光强度与猝灭剂的关

系，可求得荧光分子与猝灭剂的结合常数。设 BSA 有 n 个相同且独立的结合位点，则有:
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图 5 lg［( I0F － IF) / IF］与 lg［Q］关系曲线图

Fig. 5 Relationship between lg［( I0F － IF) / IF］and lg［Q］

lg［( I0F － IF) / IF］= lgKa + nlg［Q］ (2)

以 lg［( I0F － IF) / IF］对 lg［Q］作图，应为一条直

线，直线斜率为结合位点数 n，而由直线截距可求

得配合物与 BSA 结合的稳定常数 Ka 值( 见图 5)。
由图 5 的数据，求得结合常数 Ka = 1. 73 × 105 L·
mol － 1，结合位点数 n = 0. 83。计算结果表明纳米

ZnS 与 BSA 可形成 1 个结合位点，且结合常数较

大，说明两者之间具有较强的结合力，纳米 ZnS 可

在体内由蛋白质储存或输运。

3 结 论

本文采用水相法合成了 ZnS 纳米颗粒，并通过

XRD 和 TEM 表征，计算出 ZnS 纳米颗粒的粒径约

为 7 ～ 8 nm。同时在 pH 7. 0 的条件下，用荧光光谱法研究了纳米 ZnS 与 BSA 结合反应的特征。该纳米

颗粒对 BSA 具有荧光猝灭作用，推测其猝灭过程为静态猝灭，结合位点数 n = 0. 83，具有 1 个结合位

点; 其结合常数为 1. 73 × 105 L·mol － 1，与 BSA 具有较强的相互作用，能够结合形成较稳定的配合物。
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