
第 28 卷,第 3期 光　谱　实　验　室 Vol . 2 8 , No . 3

2 0 1 1 年 5 月 Chinese J ournal of Sp ectroscop y L abor atory May , 2 0 1 1

维生素 B12与牛血清白蛋白相互作用的

荧光法研究�

� 山西省自然科学基金( 2009011015-1)

� 联系人,电话: ( 0352) 7158992; E-mail: f eng-feng64@ 263. net

作者简介:樊艳华( 1983—) ,女,山西省汾阳市人,在读研究生,主要从事光谱分析和生物传感器的研究工作。

收稿日期: 2010-12-06;接受日期: 2010-12-23

樊艳华
a
　冯 锋

� a, b
　陈泽忠

b
　双少敏

a

a(山西大学化学化工学院　太原市坞城路 92号　030006)

b(山西大同大学有机化学研究所　山西省大同大学御东校区有机化学研究所　037009)

摘　要　用荧光光谱法和紫外吸收光谱法研究了生理条件下维生素 B12与牛血清白蛋白之间的相互

作用。结果表明, 维生素 B12对牛血清白蛋白的荧光有猝灭作用 ,其猝灭过程属于静态猝灭。通过计算得出

维生素 B12与牛血清白蛋白的结合常数及结合位点数。根据 Foerst er 非辐射能量转移理论, 测得维生素 B12

与牛血清白蛋白的能量转移效率 E = 0. 1091,维生素 B12与牛血清白蛋白的结合位置距离 212 位的色氨酸

残基为 6. 29nm。同时采用同步荧光光谱法研究了维生素 B12对牛血清白蛋白构象的影响。
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1　引言
蛋白质是生物体内具有重要生理功能的大分子,是药物发挥药效的重要载体和靶分子。血清白

蛋白是血浆中含量最丰富的一种载体蛋白,药物进入血浆后首先与血清白蛋白结合,然后再被运送

到身体各部位
[ 1]
。目前运用荧光光谱法对血清白蛋白作为载体蛋白与药物相互作用的研究已有很

多报道[ 2, 3]。

维生素 B12 ( VB12 )是一种含有金属离子的水溶性维生素,参与体内多种代谢, 对人体和动物健

康起着重要的作用。关于 VB12对人体的生理作用机制已有研究[ 4, 5] ,但是VB12与牛血清白蛋白的相

互作用研究还未见有文献报道。本文利用荧光法研究 VB12与牛血清白蛋白的相互作用,并计算两

者的结合常数、结合位点数以及供体和受体之间的距离等, 这对了解 VB12在生物体内代谢过程与

生物效应机理有实际意义。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

F-2500 型荧光分光光度计 (日本日立公司) ; Lambda35 紫外-可见分光光度计 (美国

Perkin-Elmer 公司) ; AP-2500型电子天平(美国 Ohaus公司) ; pH-3S 精密酸度计(南京桑力电子设

备厂) ; KQ-50B型超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)。

PBS缓冲溶液:准确称取 0. 21g KCl、8. 00g NaCl、0. 24g KH2PO4、1. 44g Na2HPO4用二次蒸馏

水溶解并定容至 1000mL 的容量瓶中,浓度为 0. 01mol/ L ,滴加适量浓度为 0. 1mol/ L 稀盐酸调节



pH 为 7. 40,超声 10min后备用;牛血清白蛋白( BSA,分子量约 65000)溶液:准确称取 0. 065g BSA

(美国 Sigma公司) ,用 PBS缓冲溶液配制成 1. 0×10- 5mol/ L 的储备液,在 0—4℃下保存;维生素

B12标准液( VB12) :准确称取 0. 135g VB12(上海蓝季科技发展有限公司,批号 040615, 纯度99. 0% ) ,

用 PBS缓冲溶液溶解,配制成 1. 0×10- 3mol/ L 储备液备用;所用试剂均为分析纯。实验用水为二

次蒸馏水。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　BSA的荧光光谱及 VB12对 BSA 的猝灭光谱

在 10mL 比色管中加入 1mL 1. 0×10
- 5
mol/ L 的 BSA 溶液,再向各比色管中加入不同浓度的

VB12溶液,最后用 PBS缓冲液定容,摇匀,室温下静置 4h。固定激发波长282nm ,激发狭缝 5nm ,发

射狭缝 5nm , 扫描 300—500nm 范围内的荧光发射光谱。扫描完毕后, 将波长差 ��分别固定为
20nm 与 75nm, 扫描 BSA 的同步荧光光谱。

2. 2. 2　VB12的紫外-可见光谱与 BSA 的荧光光谱

分别稀释 BSA溶液和 VB12溶液至浓度为 1. 0×10
- 6
mol/ L。BSA 溶液以 282nm 为激发波长,

测定250—500nm 范围内的荧光光谱; VB12溶液进行 250—500nm 范围的紫外-可见光谱扫描。计算

二者的重叠积分, 求出能量转移效率和相互作用距离。

3　结果与讨论

图 1　VB12对 BSA 的荧光光谱的

猝灭图( T= 293K )

CBSA= 1. 0×10
- 6mol/ L; 1—— 11 CVB12= 0,

2× 10- 6, 4× 10- 6, 6× 10- 6, 8× 10- 6,

1. 0×10- 5, 1. 2 × 10- 5, 1. 6 × 10- 5,

1. 8×10- 5, 2. 0×10- 5, 2. 2×10- 5mol/ L。

3. 1　VB12与 BSA的相互作用光谱图

蛋白质中由于色氨酸和酪氨酸的存在而使其具有内源荧

光(牛血清白蛋白 �ex= 282nm, �em= 340nm )。图 1为 VB12溶液

与 BSA 作用后 BSA 的荧光猝灭光谱图,由图 1 可见随着 VB12

浓度的不断增大, BSA 的荧光强度有规律的降低, 说明 VB12猝

灭了BSA 的荧光,二者有较强的相互作用。并且 VB12浓度越大

猝灭作用越强。从图中也可以看出,当 VB12浓度增大时,最大发

射峰发生蓝移, 到浓度为 2. 2×10- 5mol/ L 时蓝移至 335nm ,这

说明 VB12的加入使得 BSA 的荧光团微环境及蛋白质分子构象

发生了变化[ 6]。

3. 2　VB12对 BSA荧光猝灭机理的确定

引起BSA 荧光猝灭的原因有动态猝灭和静态猝灭两种。动

态猝灭过程遵循 Stern-Volmer 方程
[ 7]
:

F0 / F= 1+ K q�0 [ Q] = 1+ K SV [ Q ] ( 1)

式中: F0——不存在猝灭体时BSA 的荧光强度; F——存在猝灭体时BSA 的荧光强度; K q——动态

猝灭速率常数; �0——不存在猝灭体时荧光体的 荧光寿命; [ Q ]—— 猝灭体的浓 度;
K SV——Stern-Volmer猝灭常数。

静态猝灭过程可用下式描述:

F0/ F= 1+ K S [ Q] ( 2)

式中: K S——静态猝灭常数(即配合物的缔合常数)。

假设VB12对牛血清白蛋白荧光猝灭机理为动态猝灭,以 F0/ F 对相应的[ Q]作图,由图 2可知,

VB12在浓度为 2. 0×10- 6—2. 2×10- 5mol/ L 范围内, VB12浓度与相对荧光强度 F0 / F 呈线性关系,
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线性方程为: F0/ F= 0. 9302+ 4. 98×10
4[ VB12] , 相关系数为0. 9989。由以上方程得斜率,即猝灭常

数 K SV = 4. 98×104L/ mol, 由于生物分子的荧光寿命为 10- 8 s, VB12对 BSA 猝灭速率常数

K q= 4. 98×1012L·mol
- 1·s

- 1 , 远远大于各类猝灭剂对生物分子最大扩散碰撞猝灭速率常数

2. 0×1010L·mol
- 1·s

- 1[ 8] ,因此可以反证出 VB12对 BSA 的猝灭不是动态猝灭机制, 而是静态猝

灭。

3. 3　结合位点数 n与结合常数 KA的确定

当小分子与大分子结合时其结合常数 K A 与结合位点数 n由下式求出
[ 9]
。

lg[ ( F0- F ) / F] = lgK A+ nlg[ Q ] ( 3)

式中: K A——两种物质的结合常数。按上述公式作 lg ( F0- F ) / F-lg[ VB12 ]双对数曲线,拟合后的结

果见图 3。线性方程为 lg ( F0- F ) / F= 5. 00+ 1. 07lg [ VB12 ] ,相关系数为 0. 9964。由此得到,斜率即

VB12与 BSA 的结合位点数 n= 1. 07,截距即结合常数 K A= 1. 00×105L/ mol。

图 2　VB12对 BSA 荧光猝灭的 Stern-Volm er 图 图 3　VB12对 BSA 的双对数图

图 4　不同浓度的 VB12对 BSA 构象的影响

a—— ��= 20nm(酪氨酸) ; b——� �= 75nm(色氨酸)。

CBSA = 1. 0×10- 6mol/ L; 1—— 8 CVB
12
= 0, 2. 0× 10- 6, 4. 0× 10- 6, 8. 0× 10- 6, 1. 0× 10- 5, 1. 2× 10- 5, 1. 6× 10- 5,

1. 8×10- 5mol/L。

3. 4　同步荧光光谱研究 VB12对 BSA构象的影响

蛋白质的内源荧光主要是由色氨酸和酪氨酸残基引起 [ 10]。加入 VB12使得 BSA 的内源荧光发

生猝灭,说明 BSA 的构象可能发生改变。同步荧光光谱是通过固定激发波长与发射波长间的间距,

扫描激发和发射单色皿得到[ 11]。通过筛选,在 ��= 20、75nm 为最佳波长差,可以将蛋白分子中的
酪氨酸和色氨酸荧光峰分开, ��= 20nm 时可以只得到酪氨酸残基荧光, ��= 75nm 时是色氨酸残
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基的荧光。因残基的最大发射波长与其所处环境的极性有关, 故可以通过发射波长的改变来判断蛋

白质构象的变化。结果如图 4。固定 BSA 的浓度为 1. 0×10- 6mol/ L 时,酪氨酸残基和色氨酸残基

的特征荧光光谱峰均随着 VB12浓度的增加猝灭作用加强, 但对色氨酸的猝灭程度比对酪氨酸的要

大。从图中还可看出, 随着 VB12用量的增大,酪氨酸残基的荧光峰的位置基本不变,而色氨酸残基

的荧光峰位置稍有蓝移。一般认为氨基酸残基所处微环境的疏水性增强,则氨基酸残基的 �max蓝
移[ 12 ]。由此可以判断 VB12的加入没有改变酪氨酸残基所处微环境的极性, 而色氨酸所在微环境的

疏水性增强, BSA的构象发生变化。也可由此推断 VB12在BSA上的结合位置更接近于色氨酸。

3. 5　VB12与 BSA间作用距离的求算

根据 Foerster 偶极-偶极非辐射能量转移理论,当供能体发射荧光,其荧光发射光谱与受能体

的吸收光谱有足够程度的重叠, 且供能体与受能体之间的最大距离不超过 7nm 时,将会发生非辐

射能量转移[ 13] ,导致荧光猝灭,由此可求出小分子化合物和蛋白质分子的结合位置相对于发射荧

光的基团之间的距离。据此理论,非辐射能量转移效率 E、供能体与受能体之间的结合距离 r 及临

界能量转移距离 R0之间有下列关系:

E= R
6
0 / ( R

6
0+ r

6
) = 1- F/ F0 ( 4)

R
6
0= 8. 8×10- 25K

2
n
- 4
J� ( 5)

J=
∑F(�) �(�)�- 4��

∑F (�) ��
( 6)

式中: K
2——偶极空间取向因子,一般取平均值 2/ 3; n——介质折射常数, 一般取水和有机物折射

指数的平均值 1. 336; �——BSA 的荧光量子产率, 对于 BSA, 通常取分子中色氨酸的量子产率

0. 118; F(�)——荧光供能体在波数 �时的荧光强度; �(�)——受能体在波数�时的摩尔吸收系数;
J——给能体荧光发射光谱与受能体吸收光谱的重叠积分

[ 14]。图 5为 VB12与 BSA 的摩尔比为1∶1

时的紫外-可见吸收光谱与荧光光谱的重叠图。

图 5　BSA 的荧光光谱(曲线 1)和 VB12的吸收光谱

(曲线 2)

CBSA= CVB
12
= 1×10- 6mol/ L。

利用 Matlab 软件可以求出图 5 中两光谱重叠区域的积分值 J , J = 2. 7502×10
- 21

cm
3·L·mol

- 1。由公式( 5)求得 R
6
0= 5. 98×10- 26, 再由公式( 4)求出能量转移效率 E= 0. 1091, 进

而求出 r= 6. 29nm ( r< 7nm ) ,符合能量转移理论,说明 VB12与 BSA 是足够靠近, 其结合是通过非

辐射能量转移而促使蛋白质的荧光猝灭。BSA 分子中第 134和 212位处有两个色氨酸残基,他们

分别处于不同的结构区域中, BSA 的荧光光谱主要由 212位的色氨酸残基产生,因此可推知 VB12
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与 BSA 的结合位置距离212位的色氨酸残基为 6. 29nm ,说明 VB12与 BSA之间发生了分子内非辐

射能量转移。其结合通过非辐射能量转移而促使蛋白质的荧光猝灭。

4　结论
通过荧光光谱法研究了 VB12和 BSA 的相互作用,推导出 VB12对 BSA 的荧光猝灭机制为静态

猝灭。用同步荧光光谱法探讨了 VB12对BSA构象的影响。根据非辐射的能量转移理论计算得出二

者的相互作用距离。本文的研究对于阐明 VB12的药物作用机制以及药代动力学等方面具有重要的

参考价值。
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Studies on Interaction Between Bovine Serum Albumin and Vitamin B12

by Fluorescence Spectrometry
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Abstract　The interact ion betw een vitam in B12 ( VB12 ) and bovine serum albumin ( BSA) w as

invest ig ated by ult raviolet absorption spect rometry and f luorescence spect rometry. The results showed

that the fluorescence of BSA was quenched by VB12 , w hich w as the static quenching process. The

binding constants ( K A ) and the corresponding numbers of binding sites ( n ) w ere obtained by

calculat ion. Based on the mechanism of the foerster energy transference, the t ransfer eff iciency of

energy ( E ) and distance ( r ) betw een VB12 and BSA were 0. 1091 and 6. 29nm, respectively. The

influence of VB12 on conformat ional changes of BSA was invest ig ated by synchronous spectrometry .

Key words　Vitam in B12; Bov ine Serum Albumin; F luorescence Spectrometry
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