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摘　要　用荧光光谱法和分光光度法研究了水溶液中二碘荧光素( DIF)与牛血清白蛋白 ( BSA )的相

互结合反应。研究表明 BSA 与 DIF的结合数为n= 1. 05。其平衡常数 K A = 6. 76×105L / mo l。根据 Forster

非辐射能量转移理论, 求算了给体( BSA )受体( DIF)间的距离 r= 2. 36nm 和能量转移效率 E= 0. 59。实验

表明, 二碘荧光素与牛血清白蛋白相互结合造成的荧光猝灭为单一的荧光静态猝灭过程。
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1　引言
白蛋白是主要的血清蛋白, 它能和许多内源、外源性物质结合

[ 1]
。一些小分子染料与蛋白质结

合,可引起染料或蛋白质光谱特性的变化, 因此可作为蛋白质的探针
[ 2, 3]
。从而可以从分子水平的角

度认识蛋白质与小分子相互作用机理,为生命科学研究以及药物研究提供有用的信息。

荧光素类化合物可以呈现强烈的荧光发射,常用做指示剂和生物细胞染色剂。这类化合物在结

构上的特殊性导致了它们的理化性质具有某些特性。现在荧光素类化合物在光度分析中已用于金

属离子的测定、有机分子、蛋白质研究领域 [ 4, 5] ,有关荧光素用于牛血清白蛋白定量测定的研究已见

报道[ 6]。对这类结合反应的作用机理和平衡规律尚在研究中。本文研究了DIF 和 BSA 的相互作用,

探讨了 DIF 对BSA 荧光的猝灭机理, 测得了DIF 和BSA的结合常数、结合位点数。根据 Forster 非

辐射能量转移理论,求算了给体( BSA)受体( DIF )间的距离及能量转移效率。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

日立 F-4500型荧光分光光度计(日本日立公司) ; TU -1901双光束紫外可见分光光度计(北京

普析通用仪器有限公司) ; pHS-2ST 数显酸度计(上海天达仪器有限公司)。

二碘荧光素( DIF ) : Merk产品, 用二次水配制成 1×10
- 3
mol/ L 储备溶液,使用时适当稀释; 牛

血清白蛋白( BSA) :国药集团化学试剂有限公司产品,用二次水配制成 1×10- 4
mol/ L 储备溶液, 使

用时适当稀释; Brit ton-Robisin缓冲溶液: pH= 5. 2;实验用水为亚沸蒸馏器二次蒸馏水。



2. 2　实验方法

2. 2. 1　荧光光谱

在 10mL 比色管中依次加入一定量的 BSA 溶液、DIF 溶液、缓冲溶液,用二次水定容,混匀后

在室温下测定其荧光光谱或荧光强度。

2. 2. 2　荧光同步光谱

在 10mL 比色管中依次加入一定量的 BSA 溶液、DIF 溶液、缓冲溶液,用二次水定容,混匀后

分别以 ��= 15nm 和 ��= 60nm 绘制 BSA 的同步荧光光谱(激发和发射狭缝为 5. 0/ 2. 5nm)。

3　结果与讨论

3. 1　DIF对 BSA荧光的影响

3. 1. 1　DIF 对BSA荧光猝灭的机理

固定BSA浓度, 改变 DIF 浓度,测得不同浓度的 DIF 时体系的荧光光谱如图 1。由图 1可见,

随着 DIF 浓度的增加, BSA的荧光逐步被猝灭, 这表明 DIF 和 BSA 发生了相互作用。引起 BSA 荧

光猝灭的原因可能有静态猝灭或动态猝灭,动态猝灭是一种能量转移或电子转移过程,不影响蛋白

质的结构和生理活性。静态猝灭是由于发生了配合反应,通常是产生了不发荧光的配合物,对蛋白

质的二级结构可产生影响, 并可能影响其生理活性。荧光猝灭符合 Stern-Volmer 猝灭方程:

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

其中, F0为猝灭剂不存在时荧光体的发光强度; F 为加入猝灭剂后的荧光强度; K SV为猝灭常数;

[ Q ]为猝灭的浓度; K q 为双分子猝灭过程速率常数; �0 为荧光体的分子平均寿命。由于生物大分子

荧光平均寿命为 10
- 8
s
[ 7]
,故可由猝灭曲线的斜率求得常数。实验所得, DIF 对 BSA 的猝灭曲线为

(图2) F0/ F= 1+ 4. 41×107 [ Q]。从而求得K SV= 4. 41×107L/ mol, K q= 4. 41×1015L/ ( mol·s)。各

类猝灭剂对生物大分子的最大扩散碰撞速率常数为 2. 0×1010L/ ( mol·s)
[ 8] , 显然 DIF 对 BSA 荧

光的猝灭过程常数大于扩散控制的速率常数。所以 DIF 对 BSA 荧光的猝灭属静态猝灭。

3. 1. 2　结合常数和结合位点数的测定

对于静态猝灭过程,荧光强度与猝灭剂的关系可由荧光分子与猝灭剂分子之间的结合常数表

达式推导求出
[ 1]
。设生物大分子B 有n个相同且独立的结合位点, 则其与小分子间的猝灭反应可表

示为
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nQ+ B= Q nB

其结合常数为 K A :

K A= [ QnB] / [ Q ]
n
[ B ] ( 2)

式中: [ B ]是游离荧光体浓度, [ Q]是猝灭剂浓度, [ QnB ]是配合物浓度。若荧光体总浓度为[ B0] ,则

[ B0 ] = [ QnB] + [ B] ,当[ Q ] � [ B0]时,以猝灭剂的起始浓度代替其平衡浓度:

K A= ( [ B0] - [ B] ) / [ Q ]
n
[ B] ( 3)

在静态猝灭中,体系的荧光强度 F 与其游离浓度成正比(所生成的配合物是非荧光性的)

[ B] / [ B0] = F/ F0 ( 4)

由( 3)和( 4)得

lg[ ( F0- F ) / F] = lgK A+ nlg[ Q ] ( 5)

以 lg( F0- F) / F 对 lg[ Q ]作图(图 3) ,由直线截距得结合常数 K A= 6. 76×10
5
L/ mol,由斜率求得结

合数n= 1. 05。

3. 1. 3　二碘荧光素与牛血白清蛋白作用方式的研究

BSA 的空间结构由 3个结构域组成, 每个结构域又由两个亚结构域以槽口相对的方式形成圆

图 3　DIF 的浓度对 BSA 的相对荧光强度的影响

筒状, 几乎所有的疏水性氨基酸残基都包埋在圆筒

内部, 组成疏水性腔。在配合物的形成过程中,热力

学关系为:

�G= �H - T �S= - RT lnK A

�G为生成自由能变, �S 为熵变, �H 为焓变, K A 为

平衡常数。由于 DIF 与BSA 的结合反应温度变化不

大, 因此该反应的焓变可以看作是一个常数, 即

�H≈0。因 此 �G = - 3. 33 × 104J/ mol,

�S= 111. 6J/ ( mol·K
- 1 )。根据热效应与作用力的关系[ 9]可知: DIF 主要通过疏水作用力进入 BSA

的疏水性腔与 BSA发生相互作用。

3. 1. 4　DIF 与BSA构象的影响

　　固定激发波长与发射波长间的间距扫描激发和发射单色器即得同步荧光光谱。这种光谱已被

用于蛋白质构象变化的分析, 由 ��= 15nm 所得的同步荧光只显示蛋白质酪氨酸残基的荧光, 由

��= 60nm 所得的同步荧光只显示蛋白质色氨酸残基的荧光
[ 10]。固定 BSA的浓度, 逐渐增加 DIF
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的浓度,分别以 ��= 15nm 和 ��= 60nm 绘制 BSA 的同步荧光光谱。图 4、图5分别为 BSA 中的酪

氨酸和色氨酸残基的荧光谱,可以看出在此实验条件下 BSA 的荧光谱主要来自色氨酸残基,且随

着 DIF 浓度的增加,色氨酸和酪氨酸的最大发射波长略有移动, 表明 DIF 的加入引起了 BSA 构象

的变化。

图 6　pH 对 DIF 和 BSA 相互作用的影响

[ DIF] = 5×10- 6m ol/ L;

[ BSA] = 5×10- 6mol/ L。

3. 2　pH对 DIF与 BSA相互作用的影响

溶液酸度会影响 DIF 与 BSA 的相互作用。本文用

Britton-Robisin 缓冲溶液考察了 pH 对 DIF 与 BSA 相互

作用的影响(图 6)。在 pH= 5. 2条件下,体系的荧光强度

变化最大,本文选择 pH= 5. 2进行 BSA 的测定。

3. 3　DIF与 BSA作用距离的计算

3. 3. 1　计算原理及结果

对于小分子与血清白蛋白结合形成配合物, 根据偶极

-偶极非辐射能量转移理论即 Forster 理论
[ 11, 12]

,可以求出

结合位置与蛋白质分子中发荧光基团之间的距离。能量转移效率E 与给体-受体间的距离 r 的关系

为:

E= 1/ [ 1+ ( r / R0) 6 ] ( 6)

其中R 0是能量转移效率( E)为 50%的临界距离:

R
6
0= 8. 8×10- 25 ( K

2
n
- 4� DJ ) ( 7)

式中, K
2
为供体受体各项随机分布的取向因子, n为介质的折射指数, � D 为给体( BSA)的荧光量子

产率, J 表示给体( BSA)的荧光发射光谱与受体( DIF )的吸收光谱间的光谱重叠积分, 可表示为

J= ∑Fc (�) �( �)�4��/∑Fc(�) �� ( 8)

Fc(�)为给体在波长 �至 d�间内的校正荧光强度, �(�)为受体在波长 �的摩尔吸光系数。能量转移
效率可用下式计算

E= 1- Fc/ Fc 0 ( 9)

图 7　BSA 的荧光光谱( 1)和

DIF 的吸收光谱( 2)

[ BSA] = 6×10- 6mol /L ;

[ DIF] = 6×10- 6mol/L。

其中Fc0 和Fc分别为受体不存在和存在时供体的荧光发射

强度。只要得到 E、K
2
、�D 和 n并通过测定光谱求出积分 J ,

就可以得到 R0与 r。BSA 的荧光光谱( 1)和DIF 的吸收光谱

( 2)如图 7。

将荧光仪所得数据根据公式( 8)利用计算机处理求得光

谱的重叠积分 J = 9. 22×10
- 15

cm
3
·L/ mol。在上述条件下,

取向因子供体受体各项随机分布的平均值 K = 2/ 3,折射指

数取水和有机物平均值 n= 1. 335, � D= 0. 15,将上述数值代

入式( 7)求得 R0= 2. 52nm。再通过DIF 与 BSA 摩尔为1∶1

时配合物的荧光强度, 通过( 9)式计算得到能量转移效率 E

= 0. 59。经式( 6)求得 DIF 距色氨酸残基最短距离为 r=

2. 36nm。

3. 3. 2　“内滤光效应”的校正

DIF 在 BSA 的激发波长( 280nm)与发射波长( 300—400nm)处均有吸收, 其猝灭行为包含为
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“内滤光效应”。Steiner等
[ 13]提出,如果染料在以上波长的吸收值不超过0. 3时,其“内滤光效应”可

用以下公式予以校正:

Fc= Fa×e (A 1
+ A

2
) / 2 ( 10)

其中 Fc和 Fa分别代表校正后和观察到的荧光强度, e为自然对数的底数, A 1 和 A 2则是 DIF 在

BSA 的荧光激发波与发射波长处的吸收值(使用 1cm 吸收池)。将荧光仪观察到的荧光强度 Fa及

紫外可见分光光度计所得吸收值 A 1 和A 2根据公式( 10)利用计算机处理求得 Fc便可校正“内滤光

效应”。

4　结论
荧光法是研究蛋白与染料作用的重要方法,研究表明 BSA 与 DIF 的结合数为 n= 1. 05, 其平

衡常数 K A= 6. 76×105L/ mol, BSA 与 DIF 间的作用距离 r= 2. 36nm, 能量转移效率E= 0. 59,二碘

荧光素与牛血清白蛋白相互结合造成的荧光猝灭为单一的荧光静态猝灭过程。以上结论对二碘荧

光素作为蛋白质探针的作用机理提供了有用的信息。
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Study on the Interaction between Diiodofluorescein
and Bovine Serum Albumins by Fluorescence Spectrometry
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Abstract　The interact ion betw een diiodof luorescein( DIF) and bov ine serum albumins( BSA) in
aqueous solution w as studied by fluorescence and ultraviolet-visible absorption spectra. The binding

sites is 1. 05 and the equilibrium constant K A is 6. 76×10
5
L/ mol. The linear relat ionship of Stern-

Volmer curve on the f luorescence of BSA quenched by series of concentrat ions indicates that the inter-

action of DIF and BSA is a single static quenching prog ress. The shortest binding distance ( r =
2. 36nm ) and energy t ransfer ef ficiency( E= 0. 59) betw een donor( BSA) and acceptor( DIF) were ob-

tained by Forster's nonradiative energy transfer mechanism.

Key words　Diiodof luorescein, Bovine Serum Albumin, F luorescence Quenching, Binding Reac-
tion.
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