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摘　要　在 pH 7. 4, 0. 05mol·L - 1 T ris2HC l 条件下, 采用荧光光谱法研究了乙二胺2N , N ′2二邻氨基

苯甲酸 (EDA )与牛血清白蛋白 (BSA )的相互作用。结果表明, EDA 与BSA 的结合使蛋白质的荧光被猝灭,

条件稳定常数为 lgK = 5. 81±0. 04, 结合位点数为 1, 并依据 Foerster 能量转移理论确定 EDA 与BSA 色氨

酸残基的最近距离 r 为 2. 14nm。
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1　引言
血清白蛋白是血浆中最为丰富的蛋白质, 它能与许多内源及外源性化合物结合, 起到存储与

转运的作用[1 ] , 对生命活动有着十分重要的意义。

在生理条件下乙二胺2N , N ′2二邻氨基苯甲酸 (EDA ) (见图 1) 可与金属离子配位形成稳定的

配合物。由于苯甲酸基团参与配位而对 Π→Π3 跃迁的微扰, EDA 与金属离子结合表现出明显的光

谱变化, 具有研究生命金属的探针特性。据此, 本文研究了 EDA 与血清白蛋白的结合性质。

图 1　EDA 的分子结构

2　实验部分
2. 1　试剂与仪器

牛血清白蛋白 (生化试剂, 中国科学院生物化学研究所) ; 三羟甲基氨基甲烷等均为分析纯;

EDA 按照文献[ 2 ]合成。

H P 8453 UV 2V is 吸收光谱仪 (美国惠普公司) ; Cary Eclip se 型荧光分光光度计 (美国瓦里安公

司)。
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2. 2　实验方法

配制 pH 7. 4, 0. 05mol·L - 1 T ris2HC l 缓冲液, 用此缓冲液配制 EDA 和BSA 溶液。BSA 的浓

度通过测定 280nm 处的吸光度确定 (Ε= 43000cm - 1·mol- 1·L ) [3 ]。

吸收光谱使用 1cm 吸收池用H P 8453 UV 2V is 吸收光谱仪测定。荧光光谱的测定使用 1cm 荧

光池, 激发波长为 280nm , 用Cary Eclip se 型荧光分光光度计记录 300—550nm 的发射光谱。

3　结果与讨论
3. 1　EDA 对 BSA 荧光猝灭的机理

图 2 为用 EDA 溶液滴定BSA 的荧光光谱。由图 2 可见,BSA 在 344nm 处出现最大荧光峰 (曲

线 a) , 随着 EDA 的滴加, 该荧光峰逐渐被猝灭, 同时在 403nm 处出现 EDA 的发射峰, 且在 385nm

处存在一个等发射点 (曲线 b—l)。相同实验条件下BSA 不存在时 EDA 的荧光发射光谱如图 2 曲

线 r, 可见激发波长为 280nm 时 EDA 在 403nm 处的荧光强度远小于BSA 存在时的荧光强度,BSA

使 EDA 的荧光强度增强 6 倍, 表明二者间存在着相互作用, 发生了能量转移。

按照 Stern2V olm er 方程[4 ]:

F 0öF = 1+ K qΣ0 [Q ] (1)

式中: F 0——未加入 EDA 时BSA 的荧光强度; [Q ]——猝灭剂 EDA 的浓度; F——EDA 存在时

BSA 的荧光强度。将 F 0öF 对 [Q ] 作图可得出双分子猝灭速率常数 K q = 1. 77 × 1013

(mol·L - 1) - 1·s- 1 远大于各类猝灭剂对生物大分子的最大扩散碰撞猝灭常数 2. 0× 10 10

(mol·L - 1) - 1·s- 1 [4 ]。因此 EDA 对BSA 荧光的猝灭为形成复合物所引起的静态猝灭。

图 2　EDA 滴定BSA 的荧光光谱

2. 0mL BSA (5. 32×10- 6mol·L - 1) , 0. 05mol·L - 1 T ris2

HCl, pH 7. 4, 温度 18℃, Κex = 280nm。EDA (1. 31×10- 4

mol·L - 1)的体积 (ΛL ) 由 a 到 l 依次为 a—— 0; b—— 10;

c—— 20; d —— 30; e—— 40; f —— 50; g—— 60; h—— 70;

i—— 80; j—— 90; k—— 100; l—— 110。 r 为 2. 0mL 0. 05

mol·L - 1 T ris2HCl 中滴加 EDA ( 1. 31×10- 4mol·L - 1,

110ΛL ) , Κex= 280nm。

图 3　lg [ (F 0- F ) öF ]与 lg [Q ]的关系图

3. 2　结合常数和结合位点数

设BSA 具有 n 个相互独立且等同的 EDA 结合部位, 条件稳定常数为 K , 根据化学平衡及荧光

强度与浓度的关系可得[5, 6 ]:

lg
F 0- F

F
= lgK + n lg [Q ] (2)
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图 4　BSA 荧光光谱 (a)与

EDA 2BSA 吸收光谱 (b)的重叠

将 lg [ (F 0- F ) öF ]对 lg [Q ]作图, 如图 3。

由图 3 线性拟合得到的直线斜率、截距得出 EDA 与

BSA 作用的结合位点数 n= 1. 11, 条件稳定常数 lgK = 5. 81

±0. 04, 即BSA 存在一个 EDA 结合位点。

3. 3　EDA 与 BSA 色氨酸残基间距离

图 4 为 EDA 2BSA 紫外吸收谱和BSA 荧光光谱的重叠

图。按照 Foerster 能量转移理论, 参考文献[ 6 ], 使用图 4 中

300—450nm 波长范围计算得重叠积分 J = 4. 26×10- 15

cm 3·mol- 1·L。由测得的 EDA ∶BSA 为 1 时的能量转移效

率 E = 0. 49 可得结合的 EDA 与BSA 的色氨酸残基距离

r= 2. 14nm。
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Abstract　 In 0. 05mol·L - 1 T ris2HC l buffer (at pH 7. 4) , the in teraction betw een ethylene2N ,

N ′2dian th ran ilate (EDA ) and bovine serum album in (BSA ) w as studied by fluo rescence and UV 2V is

abso rp tion spectra. T he quench ing m echan ism of the com bination of BSA w ith EDA is a static

quench ing p rocedure, the conditional stability constan t and the num ber of binding sites w ere

determ ined as lgK = 5. 81±0. 04, n= 1, respectively. M eanw h ile, the distance betw een donor (T rp in

BSA ) and accep to r (EDA ) w as obtained as r = 2. 14nm based on the theory of Foerster energy

transfer.
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