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摘　要　首次采用分光光度法研究了模拟生理条件( pH 7. 4 T r is-HCl缓冲溶液,离子强度 I= 0. 1)下

2, 7-二氯荧光素与牛血清白蛋白( BSA )相互作用的情况。研究结果表明: 两者相互作用形成稳定的复合物,

最大吸收波长为 509nm ,与 2, 7-二氯荧光素的最大吸收波长 502nm 比较, 红移了 7nm;两者之间主要通过

静电引力结合, 但并不排除疏水作用力和氢键;两者之间的结合数为 32。
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1　前言
蛋白质是生物体中非常重要的成分,任何动植物细胞内均有存在,它是塑造一切细胞和组织的

基本材料,对其进行研究是一项十分重要且有意义的基础工作,是分子生物学和生命科学研究的重

要内容。随着分析仪器的不断改进, 研究蛋白质与药物分子相互作用的方法发展迅速[ 1] ,许多以前

不能进行该领域研究的方法也开始在蛋白质与药物分子研究中发挥重要作用
[ 2]
。目前主要的研究

方法有较成熟的、应用较早的方法(包括荧光及分光光度法、红外拉曼光谱法、圆二色谱法等)、平衡

透析法、超滤、电泳及色谱等方法,还有新出现的激光散射等新的研究方法,主要研究的模型蛋白为

血清蛋白与血浆蛋白, 包括人血清白蛋白与牛血清白蛋白、酸糖蛋白以及人体免疫球蛋白等。其中,

光谱法由于分析方法简单、容易操作等优点仍然是蛋白质与药物分子研究中的主要方法,在研究蛋

白质与药物分子相互作用中应用广泛 [ 3]。通过光谱法研究可得到许多关于蛋白质与药物分子作用

的信息,包括结合常数、结合位点数、结合位置、作用力类型以及蛋白质分子在相互作用中结构的变

化等有用的信息。

荧光素在近年来已得到广泛应用,科研工作者常根据荧光素与蛋白质的相互作用建立测定蛋

白质的分析方法[ 4, 5] ,但未见研究 2, 7-二氯荧光素与牛血清白蛋白相互作用的报道。本文采用紫外

可见分光光度法首次对 2, 7-二氯荧光素与牛血清白蛋白的相互作用进行了研究。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

ZD-2型自动电位滴定计(上海第二分析仪器厂) , 78HW-恒温加热磁力搅拌器(杭州仪表电机

厂) , UV -2401PC紫外光谱仪(日本 SHIMADZU 公司)。

牛血清白蛋白( BSA,分子量按 65000计, 购自上海伯奥生物科技有限公司) , 用 pH 7. 4 T ris-



HCl缓冲溶液配制其储备液( 7. 7×10- 5
mol·L

- 1) , 4℃保存于暗处; 2, 7-二氯荧光素(美国 Sigma

图 1　2, 7-二氯荧光素对 BSA 吸收

光谱的影响

a—— 1. 5×10- 6mol·L- 1牛血清白蛋白;

b—— 1. 5×10- 6mol·L - 1牛血清白蛋白+ 1. 0×

10- 5mol·L- 5 2, 7-二氯荧光素;

c—— 1. 5×10- 6mol·L- 1牛血清白蛋白+ 2. 0×

10- 5mol·L- 5 2, 7-二氯荧光素;

d—— 1. 5× 10- 6mol·L- 1牛血清白蛋白+ 3. 0

×10- 5mol·L- 1 2, 7-二氯荧光素;

e—— 1. 5×10- 6mol·L- 1牛血清白蛋白+ 4. 0×

10- 5mol·L- 1 2, 7-二氯荧光素。

公司,简写为 DCF) ,储备液( 1. 0×10- 4
mol·L

- 1)用二次蒸

馏水配制;氯化钠 (分析纯, 1. 0mol·L - 1 )溶液用于维持体

系的离子强度; 三羟甲基氨基甲烷-盐酸 ( T ris-HCl) 缓冲

溶液( pH 7. 4) 用0. 2mo l·L
- 1的三羟甲基氨基甲烷溶液和

0. 1mol·L
- 1盐酸溶液配制;实验用水为二次蒸馏水。

2. 2　实验方法

于 10mL 比色管中,依次加入 1. 0mL 1. 0mol·L - 1 Na-

Cl溶液、1. 0—4. 0mL 1. 0×10
- 4

mol·L
- 1

2, 7-二氯荧光素

溶液、0. 1—2mL 7. 7×10- 5
mo l·L

- 1
BSA 溶液,用pH 7. 4

Tr is-HCl缓冲溶液稀释至刻度,摇匀, 室温下静置 10m in。

以相应的试剂空白为参比, 室温下用 1cm 比色皿, 在一定波

长下测定其吸光度。

( 1) 固定BSA 溶液浓度,改变 2, 7-二氯荧光素的浓度,

在选定波长范围内扫描吸收光谱,见图 1。

( 2) 固定 2, 7-二氯荧光素溶液的浓度,改变 BSA 溶液

浓度。配制该系列溶液过程中发现:随着 BSA 溶液浓度的

增大,溶液颜色由 2, 7-二氯荧光素的浅绿色,逐渐过渡到桃

红色。在选定波长范围内扫描吸收光谱,见图 2。

3　结果与讨论

图 2　DCF 和 DCF-BSA

体系的吸收光谱图

a——牛血清白蛋白的吸收光谱;

b—— 2, 7-二氯荧光素的吸收光

谱;

c——牛血清白蛋白和牛血清白

蛋白混合溶液的吸收光谱。

3. 1　吸收光谱

图 1为模拟生理条件下( pH 7. 4 Tris-HCl缓冲溶液, 离子强度 I

= 0. 1) 2, 7-二氯荧光素对 BSA 吸收光谱的影响图。从图 1 中可以看

出: BSA 在 400—750nm 波长范围内没有吸收,随着 2, 7-二氯荧光素溶

液浓度的增大,吸光度值增大, 但谱线的形状基本保持不变, 最大吸收

波长也无明显移动。因此, 不能说明 BSA 与 2, 7-二氯荧光素相互作用

生成了复合物。因为吸光度的变化很可能是由于 2, 7-二氯荧光素浓度

的不断增大而引起吸收程度的改变。为此,实验过程中又固定 2, 7-二氯

荧光素溶液的浓度、改变 BSA 溶液的浓度,扫描混合物的吸收光谱图,

结果发现: BSA 的浓度为 7. 7×10- 6
mol·L

- 1时混合体系最大吸收波

长发生了改变。据此,本实验研究了 BSA溶液的浓度为 7. 7×10- 6mol

·L
- 1
时与 DCF 的作用情况。

图 2为模拟生理条件下 2, 7-二氯荧光素与 BSA 作用前后的吸收

光谱图。从图 2 中可以看出: 2, 7-二氯荧光素的最大吸收波长为

502nm ,与BSA 作用后最大吸收波长红移。由于BSA 在该波段没有吸收, 2, 7-二氯荧光素的浓度变

化只影响吸光度的变化,而不会使最大吸收波长发生移动, 因此导致波长位移的因素只可能是 2,

7-二氯荧光素与 BSA 发生相互作用生成了复合物。

综上所述,可得出结论: 2, 7-二氯荧光素与 BSA 在模拟生理条件下作用生成了复合物。由于在

BSA 的浓度为 7. 7×10
- 6

mol·L
- 1
时与DCF 反应后最大吸收波长红移到 509nm ,故在摩尔比法中
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选择该波长为测定波长。

3. 2　2, 7-二氯荧光素与 BSA作用力类型及结合数的研究

有机小分子与蛋白质相互作用的研究主要包括以下内容: ( 1) 有机小分子与蛋白质相互作用

的作用部位、作用力类型和有机小分子结合形态的研究; ( 2) 有机小分子与蛋白质相互作用的作用

模型( Scatchard模型、相分配模型、专一性结合模型、非专一性结合模型)研究及结合参数(结合个

数和结合常数)的求算[ 6]。本文主要讨论了 2, 7-二氯荧光素与 BSA 的作用位点、作用力类型及结合

数的求算。

3. 2. 1　2, 7-二氯荧光素与 BSA 作用力类型的研究

药物等有机小分子和蛋白质等生物大分子常常借助于疏水作用力、静电引力、氢键和范德华力

等结合形成超分子复合物[ 7]。不同药物与蛋白质结合的作用力类型是不同的。大多数情况下,有机

小分子与蛋白质的相互作用是多种力协同作用的结果。本文吸收光谱部分已论述了 2, 7-二氯荧光

素与 BSA 发生相互作用是由于生成了复合物,这表明两者之间存在着作用力。从分子结构上看,

BSA 分子中存在着不同基团, 如—H、—NH2、—COOH、> C O 等, 2, 7-二氯荧光素存在着

> C O、阴离子配体等。BSA 分子中的—H 与 2, 7-二氯荧光素的> C O 之间可能形成氢键; 在

水溶液中, BSA 中的- NH+
3 与 2, 7-二氯荧光素的阴离子配体之间也可能存在静电引力;还有两者

含有一些极性很差、疏水性较强的基团间也可能靠疏水作用力结合。此外,在实验过程中还发现:配

制系列不同浓度 BSA 溶液时,由于 BSA 浓度的增大,溶液颜色由浅绿色变成桃红色,这种现象的

产生说明静电引力在BSA 与2, 7-二氯荧光素的结合过程中起着关键作用[ 8]。由此推测2, 7-二氯荧

光素与牛血清白蛋白主要靠静电引力结合,但并不排除疏水作用力和氢键。

图 3　摩尔比法

[ BSA] : 7. 7×10- 6mol·L - 1, �= 509nm

3. 2. 2　结合数的测定

许多有机小分子都能与蛋白质结合,蛋白质上的主

要结合位点可以结合多个有机小分子, 一个有机小分子

可以结合在另一个已被结合的有机小分子上。为了定量

研究有机小分子与蛋白质的作用, 本文采用摩尔比法测

定了 2, 7-二氯荧光素与 BSA 相互作用的结合个数。

固定 BSA 浓度, 改变 2, 7-二氯荧光素的浓度,在波

长 509nm 处,以试剂空白为参比,测定吸光度值 A。以吸

光度值 A 对摩尔比作图, 见图 3。从图 3中可以看出:曲

线中有折点出现。依据摩尔比法原理: 折点所对应的比

值正对应于每一个 BSA 分子所结合的 2, 7-二氯荧光素

分子的数目。图 3中折点对应的值约为 32, 即是说每个

BSA 分子所结合的 2, 7-二氯荧光素分子的数目为 32。

4　结论
本论文采用紫外可见分光光度法对 2, 7-二氯荧光素与牛血清白蛋白相互作用进行了研究。模

拟生理条件下, 2, 7-二氯荧光素与 BSA 作用后最大吸收波长发生红移, 实验结果说明 2, 7-二氯荧

光素与 BSA 作用生成了复合物。该论文探讨了两者相互作用的作用力类型和作用位点,并采用摩

尔比法成功得到了两者相互作用的结合数为 32。
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Study on the interaction of 2, 7-Dichlorofluorescein with Protein

LUO Ying　HE Ji-Chuan　WAN Huai-Long
( Miany ang Teach ers Coll ege , Miany ang, S ichuan 621000, P . R. China)

Abstract　The intereact ion of 2, 7-Dichloro fluorescein and bovine serum albumin ( BSA ) w as

investig ated by the spect ropho tometr ic methods under simulated phy siolo gical conditions. 2, 7-

Dichlo ro-fluorescein interacts w ith BSA and forms a steady complex in Tris-HCl buffer of pH7. 4.

The complex has a maximum abso rpt ion at 509nm w ith 7nm of red shif t . The binding of BSA w ith

2, 7-Dichloro-fluorescein is mainly dominated by elect rostat ic fo rces, and other forces such as hy-

drogen bond and hydrophobic force. The binding number betw een 2, 7-Dichlo rof luo rescein and

BSA is 32.

Key words　2, 7-Dichloro fluorescein, Protein, Spectr ophotometry , Interact ion.
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