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摘　要　利用荧光光谱和紫外吸收光谱研究了伊文思蓝 (Evans blue, EB ) 与牛血清白蛋白 (Bovine

serum album in,BSA )的相互作用。伊文思蓝与牛血清白蛋白作用, 使牛血清白蛋白的荧光发生猝灭, 利用

Stern2V olm er 方程和荧光寿命的测定, 确定了伊文思蓝对牛血清白蛋白的荧光猝灭为静态猝灭和非辐射

能量转移。实验测得伊文思蓝与牛血清白蛋白的结合常数 K BSA 2EB为 1. 122×106L ·mol- 1, 结合点数 n 为

0. 994; 根据 Foerster 非辐射能量转移理论, 得到伊文思蓝与牛血清白蛋白之间的能量转移效率 E 为

0. 276, 作用距离 r 为 3. 14nm。同时, 利用同步荧光光谱研究了牛血清白蛋白的构象变化。

关键词　伊文思蓝; 牛血清白蛋白; 荧光猝灭; 非辐射能量转移

中图分类号: O 657. 32　　　文献标识码: A 　　　文章编号: 100428138 (2009) 0621620206

图 1　EB 分子结构

1　前言
血清白蛋白是血浆中最为丰富的重要载体蛋白, 具有存储和转运

内源性代谢产物和外源性药物小分子的重要生理功能, 通过荧光发射

峰、荧光强度、能量转移及荧光寿命等研究可以为蛋白质的结构及所处

的微环境提供有用信息[1 ]。近年来, 利用荧光分析技术表征白蛋白结合

能力和结合点的研究多有报道[2—4 ] , 但多数文章没有测得荧光寿命, 只

能对荧光猝灭的类型进行推测, 无法直接得到荧光猝灭的类型。伊文思

蓝 (Evans blue, EB ) 是一种常用的无毒生物染色剂, 常用于血浆及血容

量分析, 也可用于动物血管蛋白质渗漏的定量和形态研究[5, 6 ] , EB 作为

荧光探针对于牛血清白蛋白与氨苄青霉素之间的竞争反应研究已经报

道[7 ] , EB 结构式见图 1。

本文用伊文思蓝作荧光探针, 利用荧光光谱和紫外2可见吸收光谱研究了伊文思蓝猝灭牛血清

白蛋白 (Bovine serum album in, BSA ) 的反应。测得了猝灭前后牛血清白蛋白的荧光寿命和荧光强

度, 探讨了荧光猝灭的机理; 得到了反应常数和结合点数; 根据 Foerster 非辐射能量转移理论, 得到

了伊文思蓝与牛血清白蛋白之间的能量转移效率和作用距离; 还利用同步荧光研究了牛血清白蛋

白的构象变化。



2　实验部分
2. 1　仪器与试剂

L S250 荧光分光光度计 (英国 Perk in2E lm er 公司) ; FL S920 稳态ö瞬态荧光检测仪 (英国

Edinburgh 公司) ; UV 2265 紫外可见分光光度计 (日本岛津, 1cm 石英皿) ; pH S23C 型酸度计 (上海

雷磁仪器厂) ;M illipo re 超纯水系统 (美国D irect2Q 3 公司)。

EB (F luka 46160)储备液: 准确称取 0. 0989g 伊文思蓝标准品, 用水溶解定容至 100mL , 得浓度

为 1. 029×10- 3mol·L - 1的储备液, 使用前用水稀释至 1. 029×10- 5mol·L - 1工作液, 4℃下避光保

存。

BSA (北京红兴化学试剂分装厂)储备液: 准确称取 0. 3303g 牛血清白蛋白标准品, 用水溶解定

容至 100mL , 得浓度为 1. 001×10- 4mol·L - 1的储备液, 使用前用水稀释得 1. 001×10- 6mol·L - 1

工作液, 4℃下避光保存。

pH = 7. 17 缓冲液, 由浓度为 1ö15mol·L - 1的 KH 2PO 4 和 1ö15mol·L - 1的N a2H PO 4 溶液按体

积比 3∶7 混和制得。

其他试剂均为分析纯, 实验用水为超纯水 (电阻率≥18. 2M 8 ·cm )。

2. 2　实验方法

(1) 在 10mL 比色管中依次加入 1. 0mL BSA 溶液 (CBSA = 1. 001×10- 6mol·L - 1)、不同体积的

EB 溶液 (C EB = 1. 029×10- 5mol·L - 1)、2. 0mL KH 2PO 42N a2H PO 4 缓冲溶液 (pH = 7. 17) , 加水稀释

至刻度摇匀, 室温下放置 30m in, 在 ΚexöΚem = 264ö340nm , 扫描速度 240nm ·m in - 1, 狭缝宽度皆为

10nm 的条件下绘制荧光光谱; ∃Κ= 35nm , 在不同浓度 EB 下测定酪氨酸残基的同步荧光光谱; ∃Κ
= 70nm , 在不同浓度 EB 下测定色氨酸残基的同步荧光光谱。

(2) 在 10mL 比色管中准确加入 0. 5mL EB 溶液 (C EB = 1. 029×10- 5mol·L - 1) , 不同体积的

BSA 溶液 (CBSA = 1. 001×10- 6mol·L - 1) , 2. 0mL KH 2PO 42N a2H PO 4 缓冲溶液 (pH = 7. 17) , 加水稀

释至刻度, 摇匀, 室温下放置 30m in, 绘制吸收光谱。

3　结果与讨论

图 2　不同浓度 EB 中BSA 的荧光光谱

CBSA = 1. 001 × 10- 7 mol ·L - 1; C EB ö10- 7

mol·L - 1: 曲线 1—— 9: 0, 1. 029, 2. 058,

3. 087, 4. 116, 5. 145, 6. 174, 8. 232, 10. 29;

KH 2PO 42N a2HPO 4 缓冲溶液 (pH= 7. 17)。

3. 1　牛血清白蛋白的发射光谱

按照实验方法 (1) , 分别绘制BSA 及加入 EB 后的荧光

发射光谱, 结果见图 2。BSA 分子中因含有色氨酸、酪氨酸等

氨基酸残基而能发射较强的荧光, 所以BSA 是内源性荧光物

质。在保持BSA 浓度固定不变的情况下, 随 EB 浓度的增加,

BSA 的内源性荧光强度有规律的降低, 峰位置及峰形基本保

持不变, 表明 EB 能猝灭BSA 的内源荧光, 二者之间存在相

互作用。

3. 2　伊文思蓝的吸收光谱

按照实验方法 (2) , 分别绘制 EB 及加入BSA 后的吸收

光谱, 结果见图 3。由图 3 所示,BSA 在波长 460—750nm 范

围内没有吸收, EB 的最大吸收在 620nm。随着加入BSA 的浓

度逐渐增大, EB 的吸收程度逐渐降低, 表明伊文思蓝与牛血
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清白蛋白发生反应生成了新物质。

3. 3　酸度的影响

试验了pH 对BSA 2EB 体系相对荧光强度的影响 (图 4)。pH = 11. 0 左右时相对荧光强度最大。

但为了测定生理条件下BSA 与 EB 的反应, 选择 pH = 7. 17 的 KH 2PO 42N a2H PO 4 的缓冲溶液控制

溶液酸度。

3. 4　试剂加入顺序的影响

按照实验方法 (1) , 测定了试剂加入顺序对荧光强度的影响, 实验表明, 要得到最强荧光, 试剂

的理想加入顺序为: BSA、EB、缓冲溶液。

图 3　不同浓度BSA 中 EB 的吸收光谱

C EB = 5. 145×10- 6mol·L - 1; CBSA ö10- 7mol·L - 1: 曲线

1——6: 0, 0. 6006, 0. 8008, 1. 001, 2. 002, 3. 003; 曲线 7 是

BSA 的吸收光谱, CBSA = 1. 001×10- 6mol·L - 1; KH 2PO 42

N a2HPO 4 缓冲溶液 (pH = 7. 17)。

图 4　pH 对BSA 2EB 荧光强度的影响

CBSA = 1. 001 × 10- 7 mol ·L - 1; C EB = 5. 145 × 10- 7

mol·L - 1。

3. 5　反应时间对猝灭体系的影响

按照实验方法 (1) , 测定了反应时间对BSA 2EB 体系相对荧光强度的影响, 结果表明,BSA 2EB

相对荧光强度在 30m in 后达到稳定, 因此选择混合后反应 30m in 测定荧光光谱和吸收光谱。

图 5　EB 猝灭BSA 的

Stern2V olm er 曲线

C EB = 1. 029×10- 6mol·L - 1。

3. 6　荧光猝灭机理

实验结果表明, EB 对BSA 的荧光有猝灭作用。猝灭机理

可分为静态猝灭、动态猝灭以及静态动态混合猝灭[8 ]。动态猝

灭是指猝灭剂分子与激发态荧光分子之间的相互作用而导致

的荧光猝灭, 其作用过程遵从 Stern2V olm er 方程[9 ]

F 0öF = 1+ K qΣ0 [Q ]= 1+ K sv [Q ] (1)

式中: K q—— 双分子猝灭过程的速率常数; K sv—— Stern2
V olm er 猝灭常数; [Q ]——猝灭剂浓度。猝灭过程若为静态猝

灭, 即猝灭剂分子与基态荧光分子反应生成非荧光物质而导致

荧光猝灭, 荧光强度与猝灭即浓度之间的关系为

F 0öF = 1+ K [Q ] (2)

式中: K ——配合物的形成常数。式 (1)及式 (2)说明静态和动态

猝灭的 Stern2V olm er 曲线均为直线。但在许多情况下静态猝灭与动态猝灭同时存在, 混合猝灭
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Stern2V olm er 曲线满足下面关系式

F 0öF = 1+ (K D + K S ) [Q ]+ K D K S [Q ]2 (3)

式中: K D , K S ——分别为动态猝灭和静态猝灭常数。混合猝灭的 Stern2V olm er 曲线向上弯曲。

为了确定荧光猝灭机理的类型, 按照实验方法 (1) 测定不同浓度 EB 下BSA 的相对荧光强度,

结果见图 5。Stern2V olm er 曲线为线性, 线性回归方程为: F 0öF = 1. 023+ 1. 209×106
C , 相关系数 r

= 0. 994。说明 EB 对BSA 的荧光猝灭机理不是静态动态混合猝灭。

区分静态猝灭和动态猝灭最确切的方法是对荧光寿命的测量。在静态猝灭情况下, 猝灭剂的存

在不会改变荧光分子激发态的寿命, Σ0öΣ= 1; 而在动态猝灭情况下, 猝灭剂的存在使荧光寿命缩

短, Σ0öΣ= F 0öF。为了更准确地分辨 EB 对BSA 的猝灭类型, 测得了BSA 的荧光寿命 Σ0 和BSA 2EB

的荧光寿命 Σ(图 6、图 7)。Σ0= 6. 32ns, Σ= 5. 88ns; Σ0öΣ≈ 1, 可以确定 EB 对BSA 的荧光猝灭属于静

态猝灭。

图 6　BSA 的荧光寿命 图 7　EB 存在下BSA 的荧光寿命

静态荧光猝灭是指基态荧光分子与猝灭剂结合形成非荧光物质, 而导致荧光强度减弱的现象。

假定一个荧光分子可以结合 n 个猝灭剂分子, 生成常数为 K。则

nQ + B →Q nB

K = [Q nB ]ö( [Q ]n [B ]) (4)

式中: B ——有荧光的生物分子; Q ——具有猝灭作用的药物分子; Q nB ——生物分子与猝灭剂生成

的非荧光物质。设[B ]0——生物分子的总浓度; [B ]——未反应的生物分子浓度; 则[Q nB ]= [B ]0-

[B ]。由 ( [B ]0- [B ]) ö[B ]= (F 0- F ) öF 及式 (4)可得[Q nB ]ö[B ]= K [Q ]n, 荧光强度和猝灭剂浓度

之间的关系可推导为[10 ]

lg [ (F 0- F ) öF ]= lgK + n lg [Q ] (5)

以 lg [ (F 0- F ) öF ]对 lg [Q ]作图可得一直线, 由直线斜率和截距即可求出猝灭剂与生物分子的

结合常数 K 及结合点数。实验测得伊文思蓝与牛血清白蛋白的结合常数 (如图 8 所示) , K BSA - EB =

1. 122×106L ·mol- 1, 结合点数 n= 0. 994, 相关系数 r= 0. 993, 说明在实验条件下, 一分子BSA 大

约只结合一个 EB 分子。

3. 7　牛血清白蛋白与伊文思蓝之间的能量转移

根据 Foerster 非辐射能量转移理论[11 ] , 当给体能发射荧光, 其荧光发射光谱与受体的吸收光

谱有一定程度的重叠, 且给体与受体之间最大距离不超过 7nm 时, 将会发生非辐射能量转移现象,

能量转移效率为:
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E = 1- F öF 0= R
6
0ö(R 6

0+ r
6
0) (6)

式中: F 和 F 0——分别为存在和不存在能量受体时能量给体的荧光发射强度; r0——给体与受体之

间的距离; R 0——能量转移效率为 50% 时的给体与受体临界距离; R 0 可由下式求出。

R
6
0= 8. 8×10- 25

K
2
N

- 45D J (7)

式中: K
2——偶极的空间取向系数; N ——介质的折射率; 5D ——供体的荧光量子产率; J ——供体

的荧光光谱和受体的吸收光谱重叠部分的积分。

J = [∑F (Κ) Ε(Κ) Κ4∃Κ]ö[∑F (Κ) ∃Κ] (8)

式中: F (Κ) ——供体在波长 Κ时的荧光强度; Ε(Κ) ——受体在波长 Κ时的摩尔吸收系数; E ——供体

与受体之间的能量转移效率。

图 8　lg (F 0- F ) öF 对 lg [Q ]曲线 图 9　EB 吸收光谱与BSA 荧光光谱的重叠

EB 的吸收光谱与BSA 的荧光光谱的重叠见图 9。将图中的光谱重叠部分分割成极小的矩形,

结合式 (8)求得重叠积分 J = 1. 514×10- 14cm 3·L ·mol- 1。BSA 中最大荧光发射波长在 340nm 附

近的能量转移只有色氨酸残基, 荧光量子产率取 5 = 0. 15, 取向因子取 K
2 = 2ö3, 折射率取N =

1. 336 [12 ] , 从公式 (7)得到R 0= 2. 67nm ; 由公式 (6)得到能量转移效率 E = 0. 276, EB 与BSA 色氨酸

残基之间的距离是 3. 14nm , 说明 EB 对BSA 内源荧光的猝灭属于静态猝灭和非辐射能量转移。

图 10　BSA 的同步荧光光谱 (∃Κ= 35nm )

CBSA = 1. 001×10- 7mol·L - 1, (pH= 7. 17)

C EB ö10- 7mol·L - 1: 曲线 1—— 6: 0, 1. 029, 2. 058, 3. 087,

5. 145, 8. 232。

图 11　BSA 的同步荧光光谱 (∃Κ= 70nm )

CBSA = 1. 001×10- 7mol·L - 1, (pH = 7. 17)

C EB ö10- 7mol·L - 1: 曲线 1—— 6: 0, 1. 029, 2. 058, 3. 087,

5. 145, 8. 232。
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3. 8　伊文思蓝对牛血清白蛋白构象的影响

氨基酸残基最大发射波长与其所处的微环境极性有关, 可用同步荧光法根据最大发射波长的
改变判断蛋白质构象的变化[13 ]。按照实验方法 (1) , 在不同 EB 浓度下, 分别测得 ∃Κ= 35nm (图 10)
和 ∃Κ= 70nm (图 11)的同步荧光光谱。

∃Κ= 35nm 时主要为酪氨酸残基的荧光, 而 ∃Κ= 70nm 时主要为色氨酸残基的荧光。由图 10 和
图 11 可以看到, 随 EB 浓度的增加, 酪氨酸残基的发射波长发生了明显的蓝移, 而色氨酸残基的发
射波长无明显变化。这说明加入 EB 后BSA 的构象发生了变化, 酪氨酸残基所处环境的疏水性逐
渐提高, 肽链的伸展程度有所减少。除了蛋白质的构象变化之外, 图中所示, 色氨酸残基荧光明显强
于酪氨酸残基, 说明色氨酸为BSA 中的主要的发光物质。
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Studies on the In teraction Between Evan sblue and Bov ine
Serum A lbum in by Fluorescence Spectrophotometry

M A L i2Ying　J IAN G J i2Gang　ZHAO H ua　W AN G H uai2Youa

(D epartm ent of Chem istry , B inzhou M ed ical College, Y antai, S hand ong 264003, P. R. China)

a (College of Chem istry , Chem ical E ng ineering and M aterials S cience, S hand ong N orm al U niversity , J inan 250014, P. R. China)

Abstract　T he in teraction of evansblue (EB ) and bovine serum album in (BSA )w as studied by
fluo rescence spectroscopy and ultravio let spectroscopy. T he experim en tal results show ed that EB could
quench the inner fluo rescence of BSA by fo rm ing the BSA 2EB comp lex. It w as found that bo th static
quench ing and non2radiation energy transfer led to the fluo rescence quench ing. T he binding constan ts
(K ) betw een EB and BSA w ere 1. 122 × 106L ·mol- 1, and the binding sites ( n ) w ere 0. 994.

A ccording to Foerster theo ry of non2radiation energy transfer the binding distance (r= 3. 14nm ) and
the efficiency of energy transfer ( E = 0. 276 ) w ere also obtained. T he effect of EB on the
confo rm ational change of BSA w as also analyzed by synch ronous fluo rescence spectroscopy.

Key words　Evansblue; Bovine Serum A lbum in; F luorescence Q uench ing; N on2R adiation Energy
T ransfer
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