
第 24 卷,第 2期 光　谱　实　验　室 Vol . 2 4 , No . 2

2 0 0 7 年 3 月 Chinese J ournal of Sp ectroscop y L abor atory March , 2 0 0 7

双酚 A与人血清白蛋白作用特征的热力学研究�

� 基金项目:广西壮族自治区卫生厅自筹经费立项课题,课题编号: Z2006307

� 联系人,电话: ( 0772) 2837761; E-mail: lsdymy@ 126. com

作者简介:李少旦( 1975—) ,男,湖南省邵阳市洞口县人,硕士研究生,主管技师,研究方向:有毒有害物质检测方法及分子机理的

光谱研究。

收稿日期: 2006-11-30;接受日期: 2006-12-13

李少旦
�
　黎明强　蒙进怀　覃华菁　罗正华　卢小玲　覃 芸

宁玉华　李德洁　李华茜
(广西柳州市疾病预防控制中心　广西柳州市　545001)

摘　要　利用荧光光谱和吸收光谱法研究了双酚 A 与人血清白蛋白结合反应的特征, 实验结果表明,

双酚 A 对人血白蛋白有较强的荧光猝灭作用, 根据荧光猝灭数据和非辐射能量转移机理, 由 Sterm-

Volmer 和 L inew eaver-Burk 方程处理实验数据, 得到了结合反应的结合常数、结合位置和结合过程的基本

热力学参数。
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1　引言
通过对人血清白蛋白( Human Serum Album in HSA)溶液的荧光特征峰及其在不同条件下的

荧光强度变化和荧光峰位移情况的测量,可以获得外源性物质与生物大分子相互作用的有关数据。

利用荧光光谱和吸收光谱研究了酚类环境雌激素双酚A ( BPA)与HSA 的相互作用,研究了其在不

同温度条件下平衡结合常数( K )、结合位点数( n)及热力学参数,这对于探讨 BPA 等酚类环境雌激

素在人体内的致病机制、获取 HSA 分子信息和研究建立新的灵敏度高、选择性好的检测方法具有

较大的意义。

2　实验部分

2. 1　主要仪器与试剂

Hitachi F-4500荧光分光光度计(日本日立公司) , Lambda25紫外可见分光光度计(美国 PE 公

司) , pHS-C pH 计(上海雷磁仪器厂)。

人血清白蛋白(生化试剂 美国 Sigma 公司)储备溶液( 1×10
- 4
mol/ L ) ,在冰箱中保存,使用时

用水稀释至所需工作溶液。

双酚A 标准储备溶液( 1×10
- 4
mol/ L ) ; pH2. 4 T ris-HCl缓冲溶液; 除特别说明外,均为分析纯

试剂,实验用水为二次蒸馏水。



2. 2　实验方法

荧光光谱测定: 在 10mL 的比色管中,依此加入 2. 0mL HSA 溶液,不同量的双酚 A 标准工作

溶液,最后以 pH2. 4 Tris-HCl缓冲溶液定容至刻度,室温下放置 20m in 后, 以 �ex= 290nm , �em=
351nm ,于 200—600nm 范围内扫描 HSA 的荧光光谱及在 BPA 对 HSA 的荧光猝灭光谱。

吸收光谱测定: 在 10mL 的比色试管中, 依此加入 2. 0mL HSA溶液、1. 5mL 双酚 A 标准工作

溶液,最后以 pH2. 4 Tris-HCl缓冲溶液定容至刻度,室温下放置 20min 后, 以蒸馏水为参比扫描吸

收光谱(扫描范围: 200—800nm )。

3　结果与讨论

3. 1　不同温度下的 Sterm-Volmer、Lineweaver-Burk 方程及结合位点数

按照实验方法,分别在 20℃和 35℃时,测定加入不同量的BPA 对HSA荧光强度的变化。由实

验数据分别得到 HSA 的 Sterm-Volmer曲线和 Linew eaver-Burk双倒数曲线,对实验数据线性拟合

得到线性回归方程、相关系数见表 1。

表 1　线性回归方程和相关系数

曲线 T / K 线性回归方程 相关系数

Sterm-Volmer
293

308

F0/ F= 0. 7638+ 2. 531×106CBPA

F0/ F= 0. 8142+ 3. 027×106CBPA

0. 9872

0. 9635

Linew eaver-Burk
293

308

( F0- F) - 1= 0. 07581+ 2. 836×10- 8C- 1BPA

( F0- F) - 1= 0. 09143+ 3. 172×10- 8C- 1BPA

0. 9984

0. 9990

　　对于静态猝灭,荧光分子与猝灭剂的相互结合的位点数( n)可由公式 lg [ ( I 0- I ) / I ] = lgK +

nlgCBPA即位点结合模型
[ 1]求得,分别为 1. 81( 293K) , 1. 86( 308K)。可以看出, BPA与 HSA 结合位

点数约为 2,它们之间的结合常数比较大,说明它们之间有较强的结合力,可以在体内被蛋白质运

输和储存。

3. 2　平衡结合常数与热力学参数[ 2, 3]

有机小分子与生物大分子蛋白质的作用力包括氢键、范德华力、静电引力和疏水作用力等, 有

机小分子不同,与蛋白质作用力类型也不同。为了探讨 BPA 与 HSA 相互结合的作用力,引入热力

学参数。当温度变化不大时,反应焓变值( �H )可以看作是一个常数,根据热力学公式:

ln
K 2

K 1
=
�H
R
T 2- T 1
T 1T 2

( 1)

�G= - TRlnK ( 2)

�G= �H - T�S ( 3)

及不同温度下的平衡常数 K , 分别求得 �H、�S(熵变)和 �G(自由能变)值见表 2。

表 2　结合反应的结合常数和热力学参数

温度( K) K ( L·mol- 1) �H ( kJ·mol- 1) �S( J·mol- 1K- 1) �G ( kJ·mol- 1)

293 2. 673×106 3. 76 135. 87 - 36. 05

308 2. 882×106 135. 88 - 38. 09

　　结果表明:该反应的�G< 0,说明该反应在此条件能自发进行;而 �H > 0,故为吸热反应; �S>
0, 则为熵增反应, 可见反应温度升高对反应有利。由此推测: BPA 与 HSA 的相互作用机制的主要

是因BPA 受HSA 分子中疏水基团吸引,进入HSA分子三维空间结构内部,由此而破坏 HSA分子

的立体构型(由有序变为无序, 即与熵增相符) , 可能导致荧光基团色氨酸等残基的微环境改变, 共
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轭体系消失,所以发射荧光强度下降。可见 BPA 与HSA 相互之间的结合作用力主要为“疏水作用

力”,生成的产物可能是一种无荧光特性的复合物。

图 1　HSA 的荧光光谱( 1)和 BPA 的吸收光谱( 2)

3. 3　能量转移理论及结合位置[ 4, 5]

荧光静态猝灭的基础是荧光分子(或反应

产物)之间发生了非辐射能量转移, 从而导致

荧光猝灭。根据 Foster 提出的偶极-偶极非辐

射能量转移理论, 当溶液中供能体与受能体足

够接近, 最大距离不超过 7nm ,且供能体的荧

光发射光谱与受能体的吸收光谱有足够重叠

时,它们将会发生非辐射能量转移现象。

实验中 HSA 的荧光光谱与 BPA 溶液的

紫外-可见吸收光谱之间有着较大程度的重叠(见图 1)。

根据Foster偶极-偶极非辐射能量转移机理,能量转移效率为 E、授体-受体间距离 r、临界能量

转移距离R 0及重叠积分 J 的相互关系为:

E=
R
6
0

R
6
0+ r 6

( 4)

R
6
0= 8. 8×10

- 25
K
2
N
- 4 J ( 5)

J=
∑F( �) !( �)�4��

∑F(�) ��
( 6)

E= 1-
F
F 0

( 7)

式中K 是偶极空间取向因子,取平均值 2/ 3, N 为介质的折射指数,取平均值 1. 366,  为色氨
酸残基量子效率,取 0. 118, J 是 HSA 的荧光发射光谱与 BPA 吸收光谱间的光谱重叠积分, F (�)
为授体在波长 �处的荧光强度, !(�)则为受体在波长�处的摩尔吸光系数。通过上述关系式分别求
得 E= 0. 284, r= 2. 31nm。
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Abstract　The characteristics of the binding react ion of biphenol A ( BPA) w ith Human Serum

Albumin( HAS) w as investigated by f luorescence and absorpt ion spectra. T he BPA exhibits a strong

quenching ef fect on the fluorescence of HSA, through a nonradiative energy transfer. The data of

fluorescence quenching w ere analy zed according to Sterm-Volmer and Linew eaver-Burk equation, the

binding constant of the reaction, the posit ion of binding and the basic thermodynamic parameters of

the binding process were obtained, respectively.

Key words　BPA , Human Serum Albumin, Thermodynamic Parameters.
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