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摘　要　在 pH 为 7. 15、离子强度为 0. 15molöL 的N aC l 溶液条件下, 采用荧光光谱法研究了 H g (Ê )

与牛血清白蛋白的相互作用。实验结果表明, H g (Ê ) 对牛血清白蛋白的荧光强度猝灭机理是一种静态猝

灭, 且H g2+ 与牛血清白蛋白结合的位点数为 2, 表观络合常数 (K )为 2. 468×1010L 2·mol- 2。
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1　前言
蛋白质是生命活动的重要组成物质, 血清白蛋白是哺乳动物体内参与多种内源性和外源性物

质的存储和转运的蛋白, 具有十分重要的生理功能。牛血清白蛋白 (简称BSA ) 是从牛血浆中提取

的血清蛋白, 含有 2 个色氨酸和 19 个酪氨酸残基, 具有荧光发射性质, 因而具有内源荧光。天然环

境中存在的众多物质对蛋白质的溶解度、变性行为等都有很大的影响[1 ]。汞类物质会影响生命活动

中蛋白质的结构, 可通过胃肠道、皮肤和肺吸收, 经血液循环而储存在肝、肾、脾脏和骨骼中, 只能由

尿、粪便、汗液、唾液等逐渐排出体外。残留在体内的汞类物质对人体健康有极大的危害。研究

H g (Ê ) 与牛血清白蛋白的相互作用, 在医学上对疾病的诊断疗效的观察提供有价值的资料及数

据[2 ] , 对生命科学、环境保护等领域的研究有着实际的意义。

2　实验部分
2. 1　仪器与试剂

970CR T 荧光分光光度计 (上海分析仪器总厂) , pH 23C 型精密 pH 计 (上海雷磁仪器厂) ,

A G245 型电子分析天平 (瑞士梅特立公司) , 万宝冰箱, 石英自动双重纯水蒸馏器 (江苏金坛)。

H g (NO 3) 2 储备液 (1. 0×10- 3molöL ) , 室温保存。T ris(三羟甲基氨基甲烷) 2HC l 缓冲溶液: 在

pH 计上配制一系列 pH 为 7. 15 T ris2HC l缓冲溶液, 0—4℃保存。BSA 储备液 (1. 0×10- 4molöL ) ,

0—4℃保存。本实验所用试剂均为分析纯, 用水为二次蒸馏水, 经检验均无荧光本底值。

2. 2　实验方法

在 11 支比色管中, 依次加入 2. 00mL pH 为 7. 15 的 T ris2HC l 缓冲溶液、1. 00mL 0. 15molöL
N aC l 溶液、1. 00mL 1. 0×10- 5molöL BSA 溶液, 最后在 10 支比色管中分别加入不同量的



1. 0×10- 5molöL H g (Ê ) 标准溶液, 用蒸馏水定容为 10mL , 摇匀。静置 3h, 以 285nm 为激发波长

(Κex)、345nm 为发射波长 (Κem ) 测定其荧光猝灭光谱图。设定灵敏度为 3, 狭缝通带宽 E X öEM =

10nm。

3　结果与讨论
3. 1　体系光谱特征

H g (Ê )是一种软路易斯酸, 易得电子, 而BSA 中氨基酸残基带正电荷, H g (Ê ) 易与BSA 因静

电作用而结合。以 285nm 为激发波长, 设定灵敏度为 3、狭缝宽 ΚexöΚem = 10nm , 在 345nm 处BSA 有

最大荧光特征发射峰。加入H g (Ê ) 后, 345nm 处BSA 的最大荧光峰的位置不变, 由于H g (Ê ) 与

BSA 中氨基酸残基的相互作用, 使BSA 中产生内源荧光的成分减少, 因而荧光强度明显降低。

3. 2　最佳反应条件的测定

3. 2. 1　缓冲介质及 pH 的影响

考察了N aOH 2K2H PO 4、T ris2HC l、KH 2PO 42N a2B 4O 7 三种缓冲介质在pH 6. 8—7. 6 范围内对体

系荧光强度的影响。实验表明: 在 pH 7. 15 的 T ris2HC l缓冲介质中, 缓冲溶液用量为 2. 00mL 时,

其相对荧光强度最大。实验选用加入pH 7. 15 的 T ris2HC l缓冲溶液 2. 00mL。

3. 2. 2　离子强度的影响

考察了离子强度对体系荧光强度的影响。结果发现: 加入N aC l溶液后, 体系比未加入N aC l溶

液易达到稳定平衡; 且当N aC l 溶液的浓度为 0. 15molöL 时, 体系在反应 2h 内比较稳定, 且荧光分

析灵敏度最高。因此, 选用 0. 15molöL 的N aC l溶液。

图 1　H g2+ 浓度对BSA 荧光强度的影响

3. 2. 3　反应时间的影响

以 pH 7. 15 的 T ris2HC l缓冲溶液为反应

介质, 加入 0. 15molöL 的 N aC l 溶液, 配制

n1 (H g2+ ) ∶n2 (BSA ) = 2 的溶液, 测定反应达

到稳定的平衡态时间。结果表明: 体系反应 3h

后, 达到稳定的平衡态。最佳测定时间是在配

好溶液 3h 后测定相对荧光光谱。

3. 3　汞对 BSA 荧光强度的猝灭机理

在最佳实验条件下, 测量H g (Ê ) 浓度的

改变对BSA 荧光强度的影响, 结果见表 1。F 0

为BSA 在 345nm 处的荧光强度, F 为加入H g2+ 后 345nm 处的荧光强度。
表 1　Hg (Ê ) -BSA 系列溶液荧光强度的测定

n1: n2 0 0. 5 1. 0 1. 5 2. 0 2. 5 3. 0 4. 0 4. 5 5. 0

Κem (nm ) 345 345 345 345 345 345 345 345 345 345

F 388 373 365 364 358 356 355 353 352 349

F 0öF 1. 000 1. 040 1. 063 1. 066 1. 084 1. 090 1. 093 1. 099 1. 102 1. 112

　　由表 1, 以 345nm 处荧光峰的相对强度 F 0öF 为纵坐标, 以 n1 (H g2+ )∶n2 (BSA )为横坐标, 得到

图 1。由图 1 可以看出, 在达到最大荧光猝灭前随H g2+ 的加入, 荧光强度的变化成良好的线性关系。
若将此过程按动态猝灭处理则符合 Stern2V olm er 方程[3, 4 ]:

F 0

F
- 1= K q×Σ0 [Q ]= K D [Q ]

471 光谱实验室 第 26 卷



其中: F 和 F 0——分别为存在和不存在猝灭剂H g (Ê ) 的荧光强度; K q——双分子表观猝灭常数;

Σ0——猝灭剂不存在时荧光体的荧光寿命; [Q ]——猝灭剂浓度; K D ——Stern2V olm er 猝灭常数。

直线斜率表示荧光猝灭过程中的速率常数, 并可求得速率常数为 2. 70×104L ömol。生物大分子的

最大动态猝灭过程速率常数< 100L ömol, 故可初步确定H g (Ê ) 与BSA 相互作用的荧光发生猝灭

是由静态猝灭引起的。

图 2　温度对H g2+ 2BSA 体系的荧光强度的影响

F 0——BSA 在 345nm 的荧光强度;

F——加入Hg2+ 后在 345nm 处的荧光强度;

n (Hg2+ )∶n (BSA )为Hg2+ 与BSA 的物质量的比。

在一般情况下, 动态猝灭和静态猝灭可依据不同

温度条件下的结果得以区别。为了进一步考察H g2+

与BSA 相互作用的荧光猝灭原因, 在最佳实验条件

下, 考察了温度变化对BSA 荧光强度的影响以及对

H g2+ 与BSA 系列溶液荧光性能的影响, 见图 2。

由图 2 可知: 随温度的升高, H g (Ê ) 2BSA 体系的

荧光强度下降, 并可求得其猝灭常数依次为:

1. 01×107L ömol, 0. 92×107L ömol, 0. 84×107L ömol,

0. 69×107L ömol, 0. 33×107L ömol。进一步证实了

H g2+ 与BSA 相互作用的荧光猝灭随温度的升高BSA

的荧光强度降低。BSA 是蛋白质分子, 随温度的升高

蛋白质发生变性, 且在高温下分子碰撞失去能量及易

于发生内部转化和系间交叉, 所导致的结果是荧光强

度降低。

3. 4　汞与 BSA 相互作用的结合位点数和表观络合常数

由图 1 知, H g2+ 对BSA 的荧光猝灭效应在 n1 (H g2+ ) ∶n2 (BSA ) = 2 时出现明显的拐点, 这表

明BSA 应有两类以上的与H g2+ 结合部位, 第一类强结合部位能结合两个金属离子, 向溶液中加入

H g (NO 3) 2 溶液, 发现在 345nm 处荧光峰强度减弱。从图 1 知, 在物质的量之比为 2 时出现转折, 说

明BSA 应有两类以上的与H g2+ 结合点, 强结合点数为 2, 即形成了H g2·BSA 配合物, 反应的物质

量之比为 2∶1。在 n1 (H g2+ ) : n2 (BSA )≤2 时, 相对荧光强度 F 0öF 的变化与H g2+ 浓度呈线性关系,

则有:

2H g2+ + BSA = H g2BSA (1)

则 (1)式的络合常数为

K =
[H g2BSA ]

[H g2+ ]2·[BSA ]

在室温下, pH 7. 15、离子强度为 0. 15molöL 的N aC l 溶液条件下, 通过荧光法测得 H g2+ 与

BSA 结合的表观络合常数 K = 2. 468×1010L 2·mol- 2。
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Research on the In teraction between Hg (Ê ) and Bov ine Serum A lbum in
by Fluorescence Spectroscopy
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Abstract　T he in teraction betw een H g (Ê ) and Bovine Serum A lbum in (BSA ) w as investigated

by F luorescence Spectroscopy in pH = 7. 15 buffer so lution and ion ic strength of 0. 15molöL sodium

ch lo ride so lution. It w as p roved that static quench ing ex its betw een H g (Ê ) and BSA. T he results

show ed that the num ber of binding sites is n= 2 and the com bination constan t is K = 2. 468×1010

L 2·mol- 2.

Key words　F luorescence Spectroscopy,Bovine Serum A lbum in, H g (Ê ).

欢迎您投稿“高效、保质”的中文核心期刊

《光谱实验室》
这是您的发明、发现获得“优先权”的可靠保障!

发表周期多数 (50% - 75% )为 4—8 个月,
少数 (20% - 45% )为 1—4 个月, 个别 (0- 7% )为 15—30 天

及时发表科技论文, 是尽早实现其社会效益的前提, 也是作者创造性劳动得到尊重、为在世界上取得“优
先权”的可靠保障, 因为发明、发现的“优先权”通常是以出版时间为准的。因此, 本刊把尽快发表作者的论文,

视为自己的神圣职责。
确保论文质量是论文早日发表的条件。作者发表论文总是要反映自己在工作中有所发明、有所发现和有

所创造的成绩, 而不是去暴露自身的“缺欠”和“毛病”, 换言之, 作者发表论文总是要为自己争“光”, 而不是自
己要出“丑”。因此, 作者投稿之前, 除了自己要反复检查外, 一定要多请您周围的同事、专家挑“毛病”, 把“毛
病”消灭在投稿之前, 再投本刊才能发表得快。如果本刊挑出毛病, 再请作者修改, 反复“折腾”, 不仅消耗双方
精力, 而且必然延长发表时间。保证质量的基本要求就是论文要做到“齐、清、定”。“齐”即全稿包括表、图和照
片等齐全;“清”即文字图片打印 (书写)清楚, 不得有模糊不清的文字、图片和数字, 段落要分明, 便于排版和校
对;“定”即做到稿件内容完整, 在编辑过程中无须增删修改。

来稿请用W ord 或北大方正排版, 用电子邮件发到本部电子信箱[ E2m ail: (1) gp sys@ 263. net; (2) gp sysh

@public. sti. ac. cn; (3) gp ss@ch inajournal. net. cn; (4) gp sys@periodicals. net. cn ]。为避免某一电子信箱的服
务器发生故障而延误收稿, 建议作者向本刊两个或两个以上信箱同时发送电子邮件。
　　本刊收到作者来稿后, 都会在 16 小时 (遇公休日顺延)内发出“关于收到稿件的通知”。因此, 作者发送稿
件后 5 日以上都没有消息, 一定要及时来电查询。
　　一篇论文出版, 常常需要反复沟通“作者→编辑部→审者→编辑部→作者”之间的联系, 其中与作者的联
系是最重要的一环, 一旦脱节, 必然中断编辑过程。因此作者来稿时, 务必将联系人的详细地址、办公室电话、
手机号码、传真号码和电子信箱等 (通讯方式要尽可能全)告诉编辑部, 以便能与您及时联系。否则, 由此而耽
误出版由作者自己负责。

《光谱实验室》编辑部　

671 光谱实验室 第 26 卷


