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十溴联苯醚与牛血清白蛋白相互作用的荧光光谱研究
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摘 要 在模拟生理条件下，采用荧光光谱法研究十溴联苯醚( Deca-BDE) 与牛血清白蛋白( BSA) 的相互作
用。结果表明: Deca-BDE对 BSA的内源荧光有静态猝灭作用。Deca-BDE与 BSA在 277，298 和 310 K的结
合常数分别为 1． 92 × 105，1． 97 × 105 和 2． 16 × 105 L /mol。Deca-BDE 在 BSA 接近于色氨酸残基附近有 2 个
结合位点。热力学参数表明，Deca-BDE 与 BSA 相结合的主要驱动力是疏水作用力。与 Deca-BDE 结合后，
BSA色氨酸残基附近肽键伸展程度增加，蛋白分子结构疏松。
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1 引 言
多溴联苯醚( PBDEs) 由于具有阻燃效率高、价格便宜及对材料性能影响小等优点，常被加入树脂、

聚苯乙烯、聚氨酯泡沫等高分子合成材料中作为阻燃添加剂，在纺织、建材、交通工具和电子等领域广泛
应用［1，2］。2001 年全球 PBDEs 产量已达 6． 7 万吨，其中十溴联苯醚( Decabromodiphenyl ether，Deca-
BDE) 占 PBDEs 总量的 80%以上［1］。2001 年我国十溴联苯醚 ( Deca-BDE) 的销售量已达 1． 35 万吨［3］。
由于不是以化学键与本体材料结合，PBDEs很容易从产品中释放出来进入环境。目前全球 PBDEs污染
非常普遍，随处可检测出 PBDEs，甚至在北极地区也能检测到［4］。由于化学结构与多氯联苯( PCBs) 类
似，PBDEs的亲脂性强，在环境中持久稳定，易在生物体内富集，可通过食物链产生生物放大效应，危害
高营养级的生物［5］。有研究表明，PBDEs会干扰生物体的甲状腺激素水平，影响生物神经系统的正常
发育。此外，PBDEs还表现有肝毒性、肾毒性、生殖毒性及致癌性［6，7］。
血清白蛋白是动物血浆中最重要的载体蛋白，是外源污染物在生物体内迁移的重要载体［18，9］。但

是在生物体内血清白蛋白如何与 PBDEs相互作用以及它们如何运载 PBDEs还不甚清楚，也未见相关的
研究报道。因此，本实验在模拟生理条件下研究 Deca-BDE 与牛血清白蛋白( BSA) 的相互作用，对了解
Deca-BDE在生物体内的迁移转化、生物致毒机理等具有重要意义。

2 实验部分
2． 1 仪器与试剂

F-700 型荧光光谱仪( 日本日立公司) ; Millipore Q 超纯水系统。牛血清白蛋白( BSA，Fluka公司) ，
十溴联苯醚( Deca-BDE，Sigma-Aldrich公司) ，其它试剂均为国产分析纯。
2． 2 实验方法
2． 2． 1 溶液配制 以 0． 1 mol /L 磷酸盐缓冲液( 含 0． 1mol /L NaCl，pH = 7． 4 ) 为溶剂，配制
4． 0 μmol /L BSA溶液，置于 4 ℃冰箱中保存。以二甲亚砜( DMSO) 为助溶剂，先溶解十溴联苯醚
( Deca-BDE) ，再用上述的 0． 1 mol /L 磷酸盐缓冲液配制成 10 μmol /L Deca-BDE溶液，室温放置。
2． 2． 2 荧光光谱测定 在 10 mL玻璃试管中依次加入 2 mL 4． 0 × 10 －6mol /L BSA 溶液、1 mL 不同浓
度 Deca-BDE稀释液和 1 mL含不同浓度二甲亚砜( DMSO) 的磷酸盐缓冲液，混匀。为避免助溶剂的影
响，需保证每试管的反应液中二甲亚砜( DMSO) 含量一致。1 cm × 1 cm 荧光比色皿，荧光扫描的固定
激发波长为 280 nm，激发和发射通带均为 5 nm，扫描 300 ～ 450 nm的荧光光谱。同步荧光光谱扫描测
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定时固定激发和发射波长间隔 Δλ分别为 15 和 60 nm。

3 结果与讨论
3． 1 Deca-BDE与 BSA的荧光猝灭光谱
由于含有荧光芳香族氨基酸( 色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸) ，蛋白质具有内源荧光［10］。图 1 表明，激

发波长为 280 nm时，BSA的最大荧光发射峰为 340 nm。固定 BSA浓度，随着 Deca-BDE 浓度的增加，
BSA 340 nm处的内源荧光强度表现出有规律地降低，最大荧光发射的峰位有轻微的蓝移现象，而它的
发射峰峰形基本保持不变。这说明 Deca-BDE 对 BSA 能产生有规律的荧光猝灭作用，由此可判断二者
发生了相互作用。在激发波长为 280 nm 时，实验测定 Deca-BDE 无荧光响应，因此可完全忽略内滤光

图 1 十溴联苯醚对 BSA荧光光谱影响
Fig． 1 Effect of decarbromodiphenyl ether ( Deca-BDE ) on
florescence spectra of bovine serum albumin ( BSA)
T = 298 K，λex = 280 nm，pH 7． 4，a． 2． 0 × 10 －6 mol /L of BSA;

b － f． 2． 0 × 10 －6 mol /L of BSA in the presence of 2，4，6，8，10

μmol /L of Deca-BDE，respectively．

效应。
3． 2 Deca-BDE对 BSA荧光猝灭机理
荧光猝灭可分为动态猝灭作用和静态猝灭作

用。动态荧光猝灭是指猝灭剂分子与荧光分子在
分子运动发生碰撞而引起荧光猝灭; 静态猝灭是

指猝灭剂与荧光体相互结合生成无荧光特性的复

合物而造成荧光猝灭。可分别用动态猝灭结合常
数 KSV和静态结合常数 K来描述荧光体与猝灭剂
之间相互作用的程度和猝灭作用的性质。动态猝
灭受反应温度影响大。随着反应温度升高，分子
运动加快，动态猝灭加剧。各类猝灭剂的最大动
态猝灭常数为 2． 0 × 1010 L / ( mol·s) 。与动态猝
灭相比，荧光静态猝灭受反应温度影响较小［11］。
动态猝灭是猝灭剂和荧光体激发态分子之间

的相互作用过程，其作用过程遵循 Stern-Volmer方程:
F0 /F = 1 + KSV［Q］= 1 + Kqτ0［Q］ ( 1)

其中，F0 和 F分别表示无猝灭剂和有猝灭剂时 BSA 的荧光强度，［Q］为猝灭剂即 Deca-BDE 的浓度，
KSV为荧光动态猝灭常数，Kq 为荧光动态猝灭速率常数，τ0 为无猝灭剂时荧光分子的平均寿命( 约
10 －8 s) 。本研究分别测定了 277，298 和 310 K 条件下 Deca-BDE 对 BSA 的荧光猝灭作用。假设 Deca-
BDE对 BSA为动态猝灭，则采用 Stern-Volmer方程进行数据处理可得荧光动态猝灭常数( 表 1) 。由表
可得，Deca-BDE对 BSA在 277，298 和 310 K时的荧光猝灭速率常数 Kq 分别是 1． 37 × 1013，1． 31 × 1013

和 1. 62 × 1013L / ( mol·s) ，远大于最大动态猝灭常数为 2． 0 × 1010 L / ( mol·s) ，并且温度对 Kq 值影响

是不很明显，这都说明 Deca-BDE对 BSA的荧光猝灭是静态猝灭而非动态猝灭。

表 1 十溴联苯醚对牛血清白蛋白的荧光动态猝灭常数
Table 1 Florescence dynamic quenching constants between Deca-BDE and BSA

温度
Temperature
( K)

动态猝灭常数 KSV
Stern-Volmer dynamic

quenching constant ( L /mol)

双分子猝灭速率常数 Kq
Bimolecule quenching rate
constant L / ( mol·s)

相关系数
Correlation

coefficient ( r)

277 137396 1． 37 × 1013 0． 801
298 130952 1． 31 × 1013 0． 834
310 162356 1． 62 × 1013 0． 809

3． 3 Deca-BDE与 BSA的结合常数及结合位点数
若 DECA-BDE在 BSA上有 n个相同且独立的结合位点，那么 DECA-BDE 与 BSA 的关系可由荧光

物质-猝灭剂间的结合表达式为:

lg
F0 － F

F = nlgK － nlg( 1
［Q］－
( F0 － F) ［P］

F0
) ( 2)
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其中，F0 和 F分别表示无猝灭剂和有猝灭剂时 BSA的荧光强度，［Q］为猝灭剂即 DECA-BDE 的浓度，
［P］为 BSA的浓度，K为结合常数，n 为结合位点数［12］。根据公式( 2 ) ，以 lg( ( F0 － F) /F) 为纵坐标，
以 lg( 1 /( ［Q］－ ( F0 － F) ［P］/F0 ) ) 为横坐标作图，即可求出 DECA-BDE 与 BSA的结合常数及结合位
点数( 表 2) 。从表 2 可见，Deca-BDE与 BSA的结合常数在 105 L /mol数量级以上，结合位点数约为 2，
说明 Deca-BDE与 BSA形成较稳定的 2 + 1 复合物。温度对结合常数( K) 的影响不大，进一步验证
Deca-BDE对 BSA的荧光猝灭是一静态过程。

表 2 十溴联苯醚与牛血清白蛋白结合常数及结合位点数和热力学参数
Table 2 Binding constant，sites and thermodynamic parameters between DECA-BDE and BSA
温度

Temperature
( K)

结合常数 K
Binding constant
( L /mol)

结合位点数 n
Binding sites

相关系数
Correlation

coefficient ( r)
反应焓变
ΔH ( kJ /mol)

自由能变
ΔG ( kJ /mol)

熵变
ΔS［J / ( K·mol) ］

277 1． 92 × 105 1． 85 0． 986 0． 87 － 28． 02 104． 28
298 1． 97 × 105 1． 99 0． 970 5． 80 － 30． 21 120． 82
310 2． 16 × 105 2． 09 0． 978 2． 53 － 31． 66 123． 44

3． 4 Deca-BDE与 BSA的相互作用力类型
有机小分子与生物大分子之间非共价作用力主要有疏水力、氢键、范德华力及静电引力等类型，非

共价作用力类型一般可通过热力学规律来确定。当 ΔH ＞ 0 且 ΔS ＞ 0 时，疏水力起主要作用; 当 ΔH ＜ 0
且 ΔS ＜ 0 时，氢键或范德华力起主要作用; 当 ΔH ＜ 0 且 ΔS ＞ 0 时，静电引力起主要作用力［13，14］。根据
以下 3 个热力学公式: ln( K2 /K1 ) = ΔH( 1 /T1 － 1 /T2 ) /R，ΔG = － RTlnK，ΔS = ( ΔH － ΔG) /T，可分别计
算出 DECA-BDE与 BSA的反应焓变 ΔH、自由能变 ΔG和熵变 ΔS。由表 2 可见，Deca-BDE与 BSA结合
反应的 ΔG ＜ 0; ΔH ＞ 0; ΔS ＞ 0，说明二者相互作用是一个自发的吸热过程，也是一个熵增过程。因此可
判断 Deca-BDE与 BSA的相互作用力主要是疏水作用力。
3． 5 Deca-BDE对 BSA分子构象的影响
由于蛋白质中 3 种荧光芳香族氨基酸的荧光光谱发射峰严重重叠，常规荧光扫描光谱难以把它们

的特征光谱区分，需采用同步荧光光谱扫描。同步荧光光谱是指固定激发波长与发射波长的间距 Δλ，
同时扫描激发波和发射波所测的扫描光谱，它可提供荧光发射基团附近微环境的变化信息。由 Δλ =
15 nm 和 Δλ = 60 nm 所得同步荧光光谱分别是蛋白质中酪氨酸( Tyr) 和色氨酸( Trp) 残基的光谱特
征［15，16］。由图 2 可见，随着 Deca-BDE浓度增大，酪氨酸残基在最大荧光发射波长 270 nm 附近的荧光
强度变化不明显，最大发射波长无漂移现象。但 300 ～ 450 nm 区间的荧光强度显著激活升高( 图 2A) ;

图 2 酪氨酸( a) 和色氨酸( b) 的同步荧光光谱
Fig． 2 Synchronous fluorescence spectra of tyrosine ( a) and tryptophan ( b)
T = 298K，pH 7． 4，a． 2． 0 μmol /L of BSA; b ～ f． 2． 0 μmol /L of BSA in the presence of 2，4，6，8，10 μmol /L

of Deca-BDE，respectively

色氨酸残基的荧光强度表现出有规律性降低，最大荧光发射波长未发生漂移( 图 2B) 。这表明 Deca-
BDE与 BSA的结合位点接近于色氨酸残基部位，结合后色氨酸残基附近的微环境变化不显著，但是引
起酪氨酸残基周围亲水性增强，肽键伸展程度增加，蛋白结构变疏松。
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Interaction of Decabromodiphenyl Ether with Bovine Serum Albumin
by Fluorescence Spectroscopy

XIE Xian-Chuan1，2，WANG Xiao-Rong* 1，ZHANG You-Kuan1，2，ZHENG Jian-Zhong1，2，
WU Ying-Xin1，XUE Ying-Gang1

( 1State Key Laboratory of Pollution Control and Resource Reuse，School of the Environment，
2Center for Hydrosciences Research，Nanjing University，Nanjing 210093)

Abstract The interaction between decabromodiphenyl ether ( Deca-BDE) and bovine serum albumin ( BSA)
in physiological buffer was studied by fluorescence quenching technique． Results showed that Deca-BDE has
strong quenching function for the intrinsic fluorescence of BSA through a static quenching procedure． The
binding constants ( K) of Deca-BDE with BSA obtained by fluorescence quenching method were calculated to
be 1． 92 × 105，1． 97 × 105 and 2． 16 × 105 L /mol at 277，298 and 310 K，respectively． The binding sites of
Deca-BDE on BSA had two and both were near tryptophan sites． Thermodynamic parameters obtained from
data at different temperatures showed that the binding of Deca-BDE to BSA involved hydrophobic bonds pre-
dominantly． The result of synchronous fluorescence spectra showed that binding of Deca-BDE with BSA could
induce conformational changes in BSA．
Keywords Decabromodiphenyl ether; Bovine serum albumin; Fluorescence quenching
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