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摘　要　在模拟生理条件下应用荧光光谱和紫外2可见吸收光谱技术研究了牛血清白蛋白 (BSA )与对

硝基苯酚的相互作用。通过修正 Stern2V olm er方程求算出在不同温度下 (304, 307, 310K)的淬灭常数为

1. 186, 1. 030, 0. 940×105L·mol- 1,证实了BSA 与对硝基苯酚相互结合作用为单一的静态猝灭过程,并且

得到对硝基苯酚与 BSA 相互作用的热力学参数 ∃H 0 和 ∃S 0 分别为 - 28. 061kJ ·mol- 1 和

- 14. 331J·mol- 1·K - 1,推出两者的相互作用以氢键为主。根据非辐射能量转移理论,计算出对硝基苯酚

与BSA 相互结合时其供体2受体间的结合距离 ( r= 5. 94nm )和能量转移效率 (E = 0. 09)。
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1　前言
对硝基苯酚 (p 2N itropheno l, PN P)大量存在于染料废水,制革废料及汽车废气中。美国环境保
护局和欧盟规定 PN P 在饮用水中的浓度不得超过 10ng·mL - 1 [1 ]。因此,在过去几年的研究主要集
中于 PN P 的处理[2 ]和 PN P 水污染的处理[3 ] ,以及在生物体内的毒性机理和生物降解的研究[4, 5 ]。
迄今为止,尚未见到应用荧光和紫外光谱法研究对硝基苯酚与血清白蛋白相互作用的报道。其结构
式见图 1。

图 1　对硝基苯酚的分子结构式

本文采用荧光光谱技术研究 PN P2BSA 分子间相互作用,从多
个角度对荧光淬灭类型予以判别,运用 Stern2V olm er修正方程得到
静态淬灭常数; 由热力学方程推算得到分子间结合过程的热力学参
数并由此推断出分子间作用的驱动力类型; 结合荧光光谱与紫外2
可见吸收光谱得到分子间非辐射能量转移效率和分子间结合的空
间距离; 通过同步荧光光谱和紫外2可见吸收光谱研究了 PN P 对

BSA 二级结构的影响。本文的研究对揭示毒性物质在体内蓄积、代
谢及危害机理有着重要意义。

2　实验部分
2. 1　仪器与试剂

R F25301PC 荧光分光光度计 (日本岛津公司) ; Cary250紫外2可见分光光度计 (美国V arian 公
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司 ) ; 酸度计 868 型 (美国 T hermo orion 公司) ; H eto2CBN 8230 恒温制冷加热水浴 (丹麦 Jouan

N ordic A öS公司)。
牛血清白蛋白 (生化试剂, 上海丽珠东风生物技术有限公司, 分子量 67000) 1. 5×10 - 6

mol·L - 1的水溶液,置冰箱 273K2277K 保存; 对硝基苯酚 (分析纯,北京第一化学试剂厂) 1. 5×

10- 4mol·L - 1的水溶液;三羟基甲氨基甲烷2盐酸 (T ris2HC l)缓冲溶液。其他化学试剂均为分析纯;

实验用水为蒸馏水。

2. 2　实验方法

准确移取 1. 0mL BSA (1. 5×10- 6mol·L - 1)、1. 0mL N aC l(1. 0mol·L - 1)和 2. 0mL T ris2HC l

缓冲溶液于 10mL 比色管中,分别加入不同量的 PN P 溶液,稀释至 10mL ,摇匀。在 304K 温度下扫
描紫外2可见吸收光谱; 在 304, 307和 310K 三种温度下,固定荧光激发波长 280nm ,入射和出射狭
缝均为 5. 0nm ,扫描荧光光谱并测量荧光强度。

3　结果与讨论
3. 1　荧光淬灭分析

BSA 的荧光主要来自色氨酸,当 PN P 与BSA 结合时, BSA 内在荧光强度的变化就是色氨酸
残基荧光强度的变化。
图 2为 PN P2BSA 体系的荧光光谱图。从图中可以看出,激发波长为 280nm 时,BSA 在 345nm

处有较强的荧光,而 PN P 则不发荧光。固定BSA 浓度,随着 PN P 浓度的增加,BSA 的荧光强度有
规律性的降低,这表明 PN P 与BSA 发生相互作用。

图 2　在不同浓度的 PN P 存在下对

1. 5×10- 7mol·L - 1BSA 的荧光淬灭光谱

PN P 的浓度分别为: A ——0×10- 5; B ——0. 5×10- 5;

C——1. 0×10- 5; D——1. 5×10- 5; E——2. 0×10- 5;

F——2. 5×10- 5; G——3. 0×10- 5; H ——3. 5×10- 5;

I——4. 0×10- 5; J ——单独的 PN P,

CPN P= 1. 5×10- 5mol·L - 1。

图 3　BSA ,BSA 2PN P, PN P 的

紫外2可见吸收光谱
A ——BSA ; B ——BSA 2PN P; C——PN P;

A ——CBSA = 1. 5×10- 7mol·L - 1;

B ——CPN P= 1. 5×10- 7mol·L - 1;

CBSA = 1. 5×10- 7mol·L - 1;

C——CPN P= 1. 5×10- 7mol·L - 1。

3. 2　淬灭机理

　　根据淬灭机理的不同可将淬灭分为动态淬灭和静
态淬灭。动态与静态淬灭可以依据淬灭常数随温度的
不同变化来区别。对于动态淬灭,温度升高,将增加有
效碰撞,使荧光物质的淬灭常数随着温度的升高而增
大,若是静态淬灭温度升高将降低复合物的稳定性,使

表 1　不同温度下的 PNP-BSA 体系的淬灭常数

pH T (K) 104K (L·mol- 1)

304 1. 186

7. 40 307 1. 030

310 0. 940
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淬灭常数减小。无论是静态淬灭还是动态淬灭,荧光分子与淬灭剂之间的淬灭效率都遵循修正

Stern2V olm er方程[6 ]:

F 0

F 0- F
=

1
f K [Q ]

+
1
f

(1)

式中: F 0——未加入淬灭剂时荧光物质的荧光强度; F——加入淬灭剂时荧光物质的荧光强

度; K——修正 Stern2V olm er淬灭常数; [Q ]——淬灭剂的浓度; f ——蛋白质荧光体的荧光被淬灭

的分数。利用 F 0ö(F 0- F )对 1ö[Q ]作图可得线性关系,斜率—— (1öf K ) ,截距——1öf ,淬灭常数

K——截距与斜率的商求得。

在不同温度下 (304K, 307K 和 310K)计算得到的 K 值列于表 1。从表 1 中可以看出, 修正

Stern2V olm er淬灭常数 K 随着温度的增加而减小,符合静态淬灭的特征,从而说明 PN P 对BSA 的

淬灭可能是由复合物的组成引起的。此时的淬灭常数可以看做是反应的结合常数。

为了进一步证实 PN P 对BSA 的淬灭可能主要是由复合物的组成引起的这一结论,对BSA、

BSA 2PN P 和 PN P 分别进行了紫外2可见吸收光谱测定 (图 3)。从图 3 可以看出,BSA , PN P 和

PN P2BSA 的最大吸收波长各不相同。很明显,BSA 在 280nm 处有强吸收, PN P 在 400nm 处有吸

收。当加入 PN P 后BSA 的吸收峰出现蓝移现象。这一显著的变化表明, PN P 和BSA 之间产生了

复合物,结果进一步证实了 PN P 对BSA 的淬灭机理是一个静态淬灭过程。

3. 3　结合反应的热力学参数和作用力类型分析

根据分子结构可知,蛋白质与有机小分子之间的作用力应当属于分子间的弱相互作用,包括氢

键、范德华力、静电引力和疏水力。通过计算反应前后热力学参数焓变 ∃H
0 和熵变 ∃S

0 的相对大

小,可以判断有机小分子与蛋白质之间的主要作用力。为此,当温度变化不大时,反应的焓变 ∃H
0

可看做是一个常数。此时的熵变 ∃S
0 和焓变 ∃H

0 可通过范德霍夫方程 (式 2)计算得出:

lnK = - ∃H
0öR T + ∃S

0öR (2)

∃G0= ∃H
0- T·∃S

0 (3)

式中 K 表示在相应温度下的淬灭常数, R 为气体常数。以 lnK 对 1öT 作图,由直线的斜率和截

距可计算反应的熵变 ∃S
0 和焓变 ∃H

0。再由式 3计算结合反应的自由能变 ∃G
0。

表 2　PNP与 BSA 结合的热力学参数

温度 (K) ∃H 0 (kJ·mol- 1) ∃G0 (kJ·mol- 1) ∃S 0 (J·mol- 1·K- 1)

304 - 23. 705

307 - 28. 061 - 23. 662 - 14. 331

310 - 23. 619

　　通过公式 2和 3计算出 ∃S
0、∃H

0 和 ∃G
0 值列于表 2中。从表 2可以看出,焓变 ∃H

0 和自由能
变 ∃G

0 都是负值说明结合过程是自发的,同时BSA 2PN P 复合物的组成是一个放热过程。PN P 与

BSA 作用过程中,焓变 ∃H
0 (- 28. 061kJ·mol- 1)和熵变 ∃S

0 (- 14. 331J·mol- 1·K - 1)都是负值
说明了BSA 2PN P 之间的作用力是氢键和范德华力[7 ]。在较高温度下,蛋白质结合反应以焓驱动为
主,因此,可以推断主要作用力为氢键,范德华力有一定的作用。

3. 4　结合距离及能量转移

根据非辐射能量转移理论[8 ] ,给体分子 (或基团)与受体分子 (或基团)之间发生非辐射能量转
移必须满足下述三个条件: (1)给体本身必须能发出荧光; (2)给体的荧光光谱与受体的吸收光谱应
该满足相当程度的重叠; (3)给体与受体之间的距离能够靠近,根据理论计算,大约在 8nm 以内。

BSA 中色氨酸的内源荧光很强,测得 PN P 的紫外2可见吸收光谱与BSA 的荧光光谱有部分重叠现
象,见图 4。
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图 4　BSA 的荧光发射光谱 (A )与 PN P 的吸收光谱

(B )的重叠谱CBSA = CPN P= 1. 5×10- 7mol·L - 1

图 5　在不同浓度的 PN P 存在下对

1. 5×10- 7mol·L - 1BSA 的紫外2可见吸收光谱图
PN P 的浓度分别为: A ——0×10- 7mol·L - 1;

B ——1. 5×10- 7mol·L - 1; C——3. 00×10- 7mol·L - 1。

　　按照 Foerster提出的偶极2偶极非辐射能量转移理论,转移效率 E 与给体2受体间距离 r及临

界能量转移距离R 0 有关:

E =
R 6

0

R 6
0+ r6 = 1-

F
F 0

(4)

其中, F——能量受体 (PN P)和给体 (BSA )浓度比为 1∶1时能量给体的荧光发射强度, F 0——未加

入受体 (PN P)时给体的荧光强度, R 0——能量转移效率为 50%的临界距离:

R
6
0= 8. 79×10- 25

K
2
n

- 4Á J (5)

J =
∫
∞

0
F (Κ) Ε(Κ) Κ4dΚ

∫
∞

0
F (Κ) dΚ

(6)

图 6　PN P 淬灭BSA 的同步荧光光谱

(pH 7. 40, T = 304K, ∃Κ= 60nm )

(A —I )CBSA = 1. 5×10- 7mol·L - 1BSA ;

C PN P= 0, 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0, 2. 5, 3. 0, 3. 5和

4. 0×10- 5mol·L - 1PN P

式 (6)中: F (Κ)——荧光给体 (BSA )在波长为 Κ处的荧
光强度, Ε(Κ)——受体 (PN P)在波长为 Κ的摩尔吸光
系数。

式 (5)中取向因子取供体2受体各向随机分布的平
均值 K

2= 2ö3,折射指数取水和有机物的平均值N =

1. 36,BSA 中色氨酸残基的光量子产率Ф= 0. 15, BSA

荧光发射光谱与 PN P 吸收光谱的光谱重叠积分 J =

2. 02×10- 13cm 3·L·mol- 1。即可算出临界距离R 0=

4. 05nm , r= 5. 94nm , 能量转移效率 E 为 0. 09, 推测

PN P 是在BSA 的疏水腔中。

3. 5　构象研究

图 5 是BSA 与不同浓度 PN P 作用的的紫外2可
见吸收光谱。加入 PN P 后BSA 的吸收峰 (280nm )向

短波方向移动。这一显著变化可表明,BSA 分子的肽链伸长,疏水性降低。

当 ∃Κ= 60nm 时的同步荧光光谱只表现蛋白质的色氨酸残基的荧光。因色氨酸残基的最大发
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射波长与其所处环境的极性有关,因而由发射波长的改变可以判断蛋白质构象的变化。图 6显示出

色氨酸的最大发射波长发生了红移 (从 362nm 到 364nm )。这说明 PN P 结合到BSA 的色氨酸残基

附近,导致BSA 的结构松散,色氨酸残基周围的的极性增加,疏水性降低。
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Fluorescence Study on the In teraction of p -N itrophenol

w ith Bov ine Serum A lbum in

ZHOU L ei　CH I Yan2H ua　L IAN G Zi2Zhuo　J IAN G Zh i2Q ianga　M A P ing
(College of M aterial S cience and E ng ineering , S outhw est U niversity of S cience

and T echnology ,M iany ang , S ichuan 621010, P. R. China)

a (College of Chem istry and B iology E ng ineering , P anzhihua U niversity , P anzhihua, S ichuan 617000, P. R. China)

Abstract　T he in teraction of p 2n itropheno l(PN P) w ith bovine serum album in (BSA ) w as inves2
tigated by fluo rescence and UV 2visible abso rbance spectroscopy under sim ulative physio logical condi2
tions. F luo rescence quench ing of PN P to BSA w as suggested as static quench ing according to the mod2
ified Stern2V olm er equation. T he thermodynam ic param eters ∃H

0 (- 28. 061kJ·mol- 1) and ∃S
0 (-

14. 331J·mol- 1·K - 1) w ere obtained, w h ich indicated hydrogen bonds p lay an importan t ro le in sta2
blizing the comp lex. T he distancer (5. 94nm ) betw een donor (BSA ) and accep to r (PN P) w as obtained

according to fluo rescence resonance energy transfer (FR ET ). T he effect of PN P on the confo rm ation

of BSA has been analyzed by m eans of UV 2visible abso rp tion spectra and synch ronous fluo rescence

spectra.

Key words　p 2N itropheno l,Bovine Serum A lbum in, F luorescence Spectrom etry, T hermodynam ic

Param eters.
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