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牛血红蛋白与纳米雄黄相互作用的光谱研究
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摘 � 要 � 采用紫外�可见吸收光谱、荧光光谱研究牛血红蛋白( bo vine hemog lobin, 简称 BH b)与纳米雄黄的

相互作用。从紫外�可见吸收光谱可观察到, 随着纳米雄黄浓度的增加, 牛血红蛋白 406 nm 附近的特征

Soret吸收带红移至 413 nm, 且强度逐渐降低。强度的降低表明纳米雄黄可能使部分血红素辅基逐渐从它们

的键腔中脱离出来。特征峰位的红移推测为纳米雄黄中的砷结合了血红蛋白中的氧, 诱导血红蛋白脱氧, 变

成脱氧血红蛋白, 其构象由 R态转变成 T 态。由荧光光谱研究可以得出随着纳米雄黄浓度的增加, 牛血红

蛋白 338 nm 处的荧光强度逐渐减弱, Stern�Volmer 方程分析表明, 纳米雄黄静态猝灭牛血红蛋白的内源荧

光。紫外�可见吸收光谱与荧光光谱的计算结果均表明, 牛血红蛋白与纳米雄黄的结合常数 k的数量级达到

109。
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引 � 言

� � 雄黄是我国传统的矿物中药, 用于解毒, 消肿, 杀虫,

在我国第一部药物专著�神农本草经 中已有记载。近年研究
发现, 雄黄可用于临床治疗白血病[ 1] , 诱导癌细胞凋亡[2]。

粒径在纳米尺寸的雄黄颗粒, 对肿瘤细胞 S180、上皮细胞

EC�304 等的细胞毒性及诱导是一个关键问题。胞凋亡作用
有明显的尺寸效应[3]。雄黄纳米化后, 其药物活性及生物利

用度可能得到大幅度提高。纳米雄黄的潜在药效引发人们对

含砷药物生理、毒理作用的高度关注。研究纳米雄黄与生物

大分子间的相互作用, 了解纳米雄黄对生物大分子的结构、

功能的影响是其中血红蛋白( hemog lobin, H b)以血红素作为

辅基, 是红细胞中的呼吸蛋白。血红蛋白结合氧时采取高亲

氧态( R 态)构象, 脱氧时采取低亲氧态 ( T 态)构象, 该结构

效应有利于其载氧功能的发挥。对血红蛋白的结构与功能、

电化学行为、血红蛋白与小分子及金属离子的相互作用等方

面已有大量的研究[4�10]。而血红蛋白与纳米粒子相互作用研

究鲜见报道[11]。我们曾研究了血红蛋白与银纳米粒子的相

互作用, 发现银纳米粒子表面对血红蛋白有高亲和性和生物

兼容性[11]。本工作运用紫外�可见吸收光谱、荧光光谱研究

了牛血红蛋白与纳米雄黄的相互作用, 分析了纳米雄黄猝灭

牛血红蛋白内源荧光的机理, 报道了两者的结合常数达到

109 , 并发现纳米雄黄能诱导牛血红蛋白脱氧, 使牛血红蛋白

构象由 R态转变成 T 态。该工作有助于了解纳米雄黄与生

物大分子的作用机理, 及其生理和毒理效应。

1 � 实验部分

1� 2 � 试剂

牛血红蛋白( Sigma公司, 进口分装) , 用时未经进一步

纯化, 溶于 pH 7� 43 的 NaH2PO4�Na2H PO4 缓冲溶液( 0� 01

mo l! L - 1 )中, 浓度由 �406 nm处的摩尔吸光系数 (�= 41 000

L - 1 mo l! cm- 1 )来确定[ 12]。药用矿物雄黄, 购置于桂林市医

药公司, 其他试剂均为国产分析纯, 所有溶液均用二次去离

子水配制。

1� 3 � 样品制备与测试

矿物雄黄, 经预处理[ 13] , 采用化学法制备纳米雄黄溶

胶[ 14]。Nova200 场发射扫描电子显微镜(荷兰 FEI 公司)观

测其粒径与形貌。在 10 mL 比色管中, 依次加入 1 mL 浓度

为 1� 0 ∀ 10- 5 mol ! L - 1的牛血红蛋白溶液、不同量的新鲜配

制的纳米雄黄胶体, 用缓冲溶液稀释至刻度, 室温反应 16

h。以同浓度的纳米雄黄溶胶作为参比, 用 1 cm 石英池, 在

Cary�100 紫外�可见分光光度计记录紫外吸收光谱 (美国,



Var ian 公司)。280 nm 波长激发, 在 RF�5310PC 型荧光分光
光度计(日本, Shimadzu 公司) , 测定体系的荧光发射光谱。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 雄黄的性质和表征

扫描电镜测试结果显示, 纳米雄黄接近球形, 平均粒径

为 27� 7 nm, 分布较均匀(图 1)。雄黄为单斜晶系, 晶胞体积

V= 0� 799 nm3 , 且每个晶胞中含有的雄黄分子个数 Z 为 4

个[15]。对粒径为 d nm 的球形雄黄纳米粒, 其中含雄黄分子

数可按下式计算

n = Z!  
6

! d3

V
(1)

� � 雄黄胶体中雄黄纳米粒的浓度[ Q]可通过下式计算

[ Q] = [ As]
n

(2)

� � 当 As 浓度为 0� 011 22 mol ! L - 1时, 根据上面两式可计

算雄黄纳米粒的浓度[ Q]为 1� 98 ∀ 10- 7 mo l! L - 1。

Fig� 1� SEM image of realgar nanoparticle

2� 2 � 紫外吸收光谱
等量的 BH b 溶液与不同量的纳米雄黄作用, 用相同条

件下的纳米雄黄溶胶作参比, 分别测体系吸收光谱的变化,

结果见图 2。在 406 nm 附近出现的强吸收峰为 So ret带, 是

氧合血红蛋白中血红素辅基与氨基酸残基间的  #  * 跃迁
带[4] , 文献报道[16]血红蛋白在该处出现吸收峰属于 R态, 即

高亲氧态; 而在 417 nm 附近[ 4]出现吸收峰归属为 T 态, 即

低亲氧态。由图 2 可见, 随着纳米雄黄浓度逐渐增大, So ret

带吸收强度逐渐降低, 且位置由 406 nm 逐步红移至 413

nm。Soret 带的红移说明纳米雄黄可能诱导氧合血红蛋白发

生脱氧, 推测为纳米雄黄中的砷结合了血红蛋白中的氧, 使

血红蛋白释放氧, 其构象从 R 态转变为 T 态。406 nm 吸收

强度降低, 是由于 BH b 吸附于纳米雄黄表面, 可能使部分血

红素辅基逐渐从它们的键腔中脱离出来。由 Sor et 带的吸收

强度估计血红蛋白中血红素辅基与纳米雄黄的结合常数, 可

根据方程式( 3)进行数据处理[ 8]

A 0 /!A = A 0 / !A max + A 0 /!A max ! 1/ K ! 1/ [ Q] (3)

其中, !A = A 0 - A ; A 0为 BHb 本身的吸收强度, A 是BH b

与纳米雄黄作用后的吸收强度; !A max 为吸收值的最大变化;

[ Q] 为纳米雄黄的浓度; K 为结合常数。由 A 0 /!A 对 1/ [ Q]

作图(图3) , 由直线斜率与截距A 0/ !A max 之比求得BH b与纳

米雄黄的结合常数 K = 5� 97∀ 109 L ! mol- 1。

2� 3 � 荧光猝灭与结合常数

在 280 nm 光激发下, 血红蛋白其发射光谱有 3 个谱

带[ 17] : 338 nm 谱带主要为色氨酸、酪氨酸芳香氨基酸残基

的荧光信号; 430~ 470 nm 荧光发射, 其归属目前尚不清楚;

650 nm 谱带是血红素辅基的宽带发射。如图 4 所示, BH b 与

纳米雄黄作用, 随纳米雄黄浓度增大, BHb 在 338 nm 处发

生明显的荧光猝灭, 其强度持续降低。用 Stern�Volmer 方

程[ 18] , 对荧光猝灭机理进行分析

F0 / F = + K q∀0 [ Q] = 1 + K SV [ Q] ( 4)

式中 F0 和 F 分别是加入猝灭剂Q 前后的荧光强度; K q 为双

分子碰撞猝灭常数; ∀0 为生物分子的荧光寿命; [ Q] 为猝灭

剂纳米雄黄的浓度; K SV 为 Stern�Vo lmer 猝灭常数, 并有

K SV = K q∀0 ( 5)

由( 4)式, 对 338 nm 处的荧光数据进行处理, 以 F0 / F 对纳

米雄黄浓度[ Q] 作图, 有良好的线性关系 (图 5) , 根据直线

的斜率求得猝灭常数 K SV为 1� 77∀ 108 L ! mol- 1。由于生物
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大分子的荧光寿命约为 10- 8 s [18] , 由 ( 5)式求得表观猝灭常

数 K q 为 1� 77 ∀ 1016 L ! mol- 1 ! s- 1 , 该值远远大于猝灭剂

对生物大分子的最大扩散猝灭常数 2� 0 ∀ 1010 L ! mol- 1 !

s- 1[ 18] , 由此说明该荧光猝灭机理为静态猝灭。BHb 与纳米

雄黄作用后形成了复合物。

� � 当荧光物质与猝灭体之间形成复合物发生静态猝灭时,

服从 Linew eaver�Burk 方程[18]

(F0 - F) - 1 = F- 1
0 + K- 1F- 1

0 [ Q] - 1 ( 5)

F0 和 F 分别是加入猝灭剂 Q 前后的荧光强度, K 为结合常

数, [ Q] 为猝灭剂纳米雄黄的浓度。根据所得荧光数据, 由

( 4) 式作 BHb 荧光强度与纳米雄黄浓度的双倒数图, 即以

( F0 - F) - 1对[ Q] - 1作图, 得图 6。由直线斜率和 F0 , 可求得

BHb 与纳米雄黄的结合常数K 为 4� 64 ∀ 109 L ! mol- 1 , 与紫

外�可见吸收光谱数据计算的结果接近。研究报道 , 金属离

子、药物及小分子与蛋白质的结合常数的数量级通常为 103

~ 106 [ 18] , 而 BHb 与纳米雄黄结合常数的数量级达到 109。

可见 BH b 与纳米雄黄的作用比一般小分子与生物大分子间

的作用强。

Fig� 6� Lineweaver�Burk plot of the fluorescence quenching

3 � 结 � 论

� � 通过紫外�可见吸收光谱和荧光光谱的研究, 结果表明:

纳米雄黄与 BH b 作用的结合常数的数量级达到 109 , 比普通

的小分子与蛋白质的结合常数大。纳米雄黄使 BH b 由 R 态

转变成 T 态; 静态猝灭 BH b 的内源荧光, 并扰动 BH b 芳香

氨基酸所处的微环境。两者作用后可能形成了复合物。该研

究为纳米雄黄应用于生物领域提供了一定的理论基础, 但有

关纳米雄黄对 BH b 的载氧功能还有待进一步的研究。
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Spectroscopic Studies on Interaction of Bovine Hemoglobin and

Realgar Nanoparticles

WEI Jing, SHEN Xing�can, L IANG H ong* , L IANG Yu�ning
Co llege of Chemistr y and Chemical Engineer ing, Key Laborat or y o f Medicinal Chemical Resources and Molecular Eng ineer ing,

Guangx i Norma l Univer sity, Guilin � 541004, China

Abstract� I n the present paper, the inter action of bov ine hemog lobin ( BH b) and realga r nanoparticles has been investig ated by

ultrav io let�v isible ( U V�Vis) and fluo rescence spectro scopy . The So ret band of ox ygen�BH b at 406 nm shifted to 413 nm, and its

absorption intensity decreased g radua lly after adding realgar nanoparticles. The Soret band decr eases gr adually w ith the incr eas�
ing the amount o f realgar NPs, suggesting the det achment o f some heme chromopho res fr om their matrixes in BH b. The red�
shift of characterist ic peak leads to be conject ur e that the arsenic o f realg ar conbined w ith the oxygen of BH b. The oxygen�BHb

was deox idated by realgar nanopar ticles, and the surface binding induces conformation change of BH b from the high�aff inity R

stat e t o the low�affinit y T state. The fluor escence intensity of BHb is quenched by realg ar nanopar ticles w hen its concentrat ion

gr adually incr eased. The analy sis of Stern�Volmer equation r evealed that the mechanism was a static quenching pr ocedure. The

order o f the magnitude o f binding constant k w as 109 , obtained fr om the calculation of UV�Vis and fluo rescence spectra.

Keywords� H emog lobin; Realg ar nanopa rticles; U lt raviolet�visible absorpt ion spectrum; Fluo rescence spectrum
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