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摘　要　在 0. 050mol·L - 1的 T ris-HCl缓冲介质中(内含 0. 10mol·L - 1 NaCl) ,用荧光光谱法在模拟

生理条件下, 研究了刚果红与人血清白蛋白的相互作用。在不同温度和不同 pH 值下,刚果红对人血清白蛋

白的荧光猝灭作用为静态猝灭机制。根据荧光猝灭双倒数曲线和位点结合模型计算出的刚果红与人血清

白蛋白之间的结合常数相当, 且结合常数与结合位点数都随温度升高而减小,在 pH 7. 4 时最大。根据热力

学方法讨论了两者间主要的作用力类型, 由重叠积分面积, 得出两者的结合距离。由此可见, 刚果红与人

血清白蛋白之间有很强的结合作用。
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1　引言
血清白蛋白是人和动物体内血浆中含量最丰富的蛋白质,它不仅是维持血浆渗透压的主要力

量,在生理上还参与多种内源、外源性物质(如金属离子、脂肪酸、氨基酸、代谢物、胆红素、酶、药物

和激素等)的存储和转运,是一种含有多个配位基团的生物大分子。刚果红为酸碱指示剂,吸附指示

剂,也是硼酸、氰化物和盐酸等的检定、蛋白质沉淀、胚胎切片、植物粘蛋白、纤维素、弹性组织等的

染色[ 1]。刚果红(造影剂)在医学上用于静脉注射诊断淀粉样病变。不良反应为重复给药使皮肤变

色;大剂量静脉注射过快,可引起致命的栓塞性病变和其他严重反应;也能致癌
[ 2]
。美国哈佛医学院

的科学家在 2003年 1月 23日出版的《自然》杂志上报告,一种常用于医学实验的染料刚果红,能够

阻止脑部一些异常蛋白质积聚, 防治“亨廷顿氏舞蹈病”。关于药物对人血清白蛋白的荧光猝灭有很

多报道,未见刚果红与人血清白蛋白的文献报道。本文研究了人血清白蛋白与刚果红相互作用后的

紫外光谱及荧光光谱变化, 其结果对探明人血清白蛋白生理功能与结构变化的关系提供了部分根

据,也为研究药物与人血清白蛋白的相互作用对药物的探索、开发及应用等都具有重要的意义。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

F-4500型荧光分光光度计(日本日立公司) ; U V-4100紫外/可见分光光度计(日本日立公司) ;

pHS-3C 数显酸度计(上海理达仪器厂) ; ZH-2C 超级恒温槽(南京多助科技发展有限公司)。



　　人血清白蛋白( HSA, 美国 Sigma 公司, M W= 68500, 纯度: 99%) , 刚果红( CGR, 上海试剂三

厂,纯度> 98%) , 均用水配成 1. 0×10- 5mol·L
- 1的溶液,置于 4℃冰箱中保存; 三羟甲基氨基甲烷

( T ris)为生化试剂,配成 0. 050mol·L
- 1的 T ris-HCl缓冲溶液(内含 0. 10mol·L

- 1
NaCl,以调节离

子强度) ,准确 pH值用酸度计校准。其他试剂均为分析纯。实验用水为二次蒸馏水。

2. 2　实验方法

向一系列 10mL 比色管中分别加入 1. 0mL 1. 0×10
- 5
mol·L

- 1
的人血清白蛋白溶液,再加入

一定量的 1. 0×10- 5mol·L
- 1的 CGR溶液,用缓冲溶液定容至刻度, 在一定温度水浴中恒温 3h

后,测定体系的荧光光谱。测定条件:比色皿厚为 1cm ,激发和发射狭缝宽度均为 5nm ,激发光波长

�ex= 280nm, 扫描速率 600nm·min
- 1
。并扫描紫外光谱。

3　结果与讨论

3. 1　紫外吸收光谱

固定 HSA 溶液浓度不变, 改变刚果红浓度, 以水为参比, 紫外扫描混合溶液的吸收光谱

(图 1)。可以看出, 随着刚果红浓度的增加, 在扫描波长范围内吸光度有规律的增大。在人血清白蛋

白的紫外最大吸收峰处,吸光度同样有规律的增加, 这表明 CGR与 HSA 之间存在较强的相互作

用,形成了复合物。

3. 2　荧光光谱

刚果红本身没有荧光,人血清白蛋白能够发出荧光, 是因为蛋白质中存在 3种芳香族氨基酸:

色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸, 由于这些氨基酸结构不同,通常荧光强度比为 100∶9∶0. 5[ 3] ,因此通

常认为蛋白质所显示的荧光主要来自色氨酸残基,而且含色氨酸残基的蛋白质的天然荧光及其变

化值可以直接反映蛋白质中色氨酸残基本身和周围环境的变化。由图 2可知, 在 280nm 激发波长

下,刚果红使人血清白蛋白的荧光发生猝灭,且随刚果红浓度的增加,人血清白蛋白的荧光强度逐

步降低,降低的幅度越来越小,而蛋白质的发射峰的峰位及峰形基本保持不变。也表明两者之间存

在着相互作用,且随刚果红浓度的增加两者的结合趋向饱和。

图 1　刚果红对血清白蛋白紫外光谱的影响

pH= 7. 40; CHSA= 1. 0×10- 6mol·L - 1;曲线 1—8的

CCGR/× 10- 6mol·L- 1 = 0, 0. 3, 0. 6, 0. 9, 1. 2, 1. 5, 1. 8,

2. 1。

图 2　刚果红对人血清蛋白发射光谱的影响

�ex= 280nm ;狭缝宽度= 5nm; pH= 7. 40; CHSA = 1. 0×10- 6

m ol·L- 1;曲线 1—8的 CCGR/×10
- 6mol·L - 1= 0, 0. 3,

0. 6, 0. 9, 1. 2, 1. 5, 1. 8, 2. 1。
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3. 3　荧光猝灭过程速率常数和机制

3. 3. 1　不同温度下猝灭常数和机制

荧光猝灭作用因猝灭机制不同可分为动态猝灭、静态猝灭、能量转移猝灭、光化学反应猝灭等。

在动态猝灭过程中,蛋白质等荧光体与荧光猝灭剂分子间的相互作用可用 Stern-Volmer 方程进行

描述
[ 4]
, 即:

F0/ F= 1+ K S V[ Q ] = 1+ K q�0[ Q] ( 1)

图 3　刚果红与人血清白蛋白的

St ern-Volmer 曲线

式中: F——有猝灭剂时血清白蛋白的荧光强度;

F0——无 猝 灭 剂 时 血 清 白 蛋 白 的 荧 光 强 度;

[ Q ] ( mol·L
- 1
)——猝灭剂浓度; K SV ( L·mol

- 1
)——动

态猝灭常数。它反映了生物大分子与荧光猝灭剂分子彼

此扩散和相互碰撞到达动态平衡时的量效关系;

K q ( L·mol- 1·s- 1)——动态荧光猝灭速率常数,它反映

了体系中分子的彼此扩散和相互碰撞对生物大分子荧

光寿命衰减速率的影响, 各类荧光猝灭剂对生物大分子

的最大动态荧光猝灭速率常数约为 2. 0×1010L·mol
- 1

·s
- 1; �0——无猝灭剂时荧光分子的平均寿命, 生物大

分子的荧光平均寿命约为 10
- 8
s。

按照实验方法, 分析不同温度下, 刚果红与人血清

白蛋白荧光猝灭的 Stern-Volmer曲线, 如图 3, 结果见表

1。从结果可知: 在不同温度下, 荧光猝灭速率常数 K q 远
远大于 2. 0×1010L·mol

- 1·s
- 1 ,且随温度升高, Stern-Volmer 曲线的斜率减小,猝灭常数( K S V)逐

渐降低,表明刚果红与人血清白蛋白形成了一个没有荧光的复合物,该复合物随着温度的增加, 其

稳定性下降,从而导致了猝灭常数的降低。说明刚果红对 HSA 的荧光猝灭是静态过程而非动态过

程
[ 5]
。

表 1　不同温度刚果红对人血清白蛋白猝灭的 Stern-Volmer方程与猝灭常数

体系
温度 T

(K)
回归方程( [ Q ]单位为m ol·L- 1) r

K SV

( L·mol- 1)

K q

( L·mol- 1·s- 1)

293 F 0/F = 0. 4583×10
6[ Q ] + 0. 8969 0. 9974 4. 583×105 4. 583×1013

HSA-CGR 300 F 0/F = 0. 3339×106[ Q ]+ 0. 9836 0. 9960 3. 339×105 3. 339×1013

303 F 0/F = 0. 3082×106[ Q ] + 0. 9547 0. 9965 3. 082×105 3. 082×1013

311 F 0/F = 0. 2838×106[ Q ] + 0. 9407 0. 9913 2. 838×105 2. 838×1013

3. 3. 2　不同 pH 下猝灭常数和机制

在水溶液中, pH 的改变能导致人血清白蛋白的构象发生变化, 在酸性条件下, HSA 以部分酸
膨胀构象的形式存在, 色氨酸的微环境变得更为疏水,而 CGR为亲水性物质,因此在此水环境中它

们的能量转移效率较低,表现为荧光猝灭相对较低。在近中性条件下( pH 5. 5—7. 5) ,人血清白蛋

白以正常构象存在,此时,色氨酸的微环境是相对极性的,易于和亲水性的 CGR结合,能量转移的

效率较高,因此荧光猝灭最强。在碱性条件下( pH 8. 0—11. 0) , HSA以一种不能完全可逆转变为N
构象的能量受体构象存在, 碱性增大,引起色氨酸附近的赖氨酸和精氨酸残基上的正电荷消失, 致

使荧光猝灭强度降低, 同时可能是因为溶剂的碱性增强,碱性溶剂的猝灭效应使 HSA 本身的荧光

强度( F0 )降低,导致 �F 减小 [ 6]。

实验不同 pH 下 Stern-Volmer 方程与猝灭常数, 结果见表 2。猝灭常数 ( K SV )在中性环境

( pH= 7. 4,血液的正常值)相对较大,在弱酸性( pH= 5. 0)和弱碱性( pH= 9. 0)环境下略有降低, K q

也远大于 2. 0×10
10
L·mol

- 1
·s

- 1
。这说明 HSA 分子中色氨酸周围的微环境在中性 pH值范围内

不发生改变或仅有微小的改变, 这与人血清白蛋白的构象转换基本不影响蛋白质的结构相一致,在
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pH 值的小幅度变化对蛋白质与刚果红结合能力的影响也很小
[ 7, 8]。说明与蛋白质结合引起荧光猝

灭的应该是刚果红分子,以正常构象存在。
表 2　不同 pH 值刚果红对血清白蛋白猝灭的 Stern-Volmer方程与猝灭常数

体系 pH 回归方程( [ Q]单位为 mol·L- 1) r K SV ( L·mol- 1)

5. 0 F0/ F= 0. 2862×106[ Q ] + 1. 0422 0. 9970 2. 862×105

HSA-CGR 7. 4 F0/ F= 0. 4152×106[ Q] + 0. 9707 0. 9913 4. 152×105

9. 0 F0/ F= 0. 2723×106[ Q ] + 1. 0510 0. 9965 2. 723×105

　　刚果红使人血清白蛋白的荧光猝灭为静态猝灭,随温度的增加,猝灭常数随之减小; 在人体正

常 pH 条件下, 猝灭常数最大。

3. 4　结合位点数及结合常数

静态荧光猝灭作用是指荧光供体分子与荧光猝灭剂分子之间借助分子间力, 彼此结合形成了

具有一定结构的不发荧光的基态复合物,而导致荧光强度减弱的现象,荧光强度( F)、猝灭剂浓度

( [ Q ] )以及配合物的解离常数( K D )之间故遵循 Linew eaver-Burk双倒数方程
[ 9] :

( F0- F)
- 1
= F

- 1
0 + K DF

- 1
0 [ Q]

- 1
( 2)

物质与蛋白质之间的相互作用一般采用位点结合模型来描述, 依据文献[ 10]推导出的荧光强度

( F)、猝灭剂浓度( [ Q ] )与表观结合常数( K A )及结合位点数( n)之间的关系:

lg[ ( F0- F ) / F] = lgK A+ nlg[ Q ] ( 3)

式中: K A= 1/ K D。

在不同温度下,对实验结果按公式( 2)、( 3)处理,见表 3。由表 3可知, 刚果红与人血清白蛋白

反应的 K A 较大,有较强的结合作用, 可形成一个结合位点,且结合常数与解离常数基本上成倒数

关系,更进一步证明该体系的猝灭过程为静态猝灭。随温度升高, K A、n减小, 这是由于温度升高导

致复合物稳定性下降、二者分子间作用力减小所致。
表 3　不同温度的结合平衡常数 K A、解离平衡常数 KD 和结合数 n

体系
温度 T

(K)
回归方程( [ Q]的单位为 mol·L - 1) r

K A (L·m ol
- 1) ,

K D ( mol·L
- 1)

n

293
lg[ ( F0- F) / F ]= 5. 6493+ 1. 2076lg[ Q]

( F0- F) - 1= 0. 00567+ 2. 1050×10- 6F- 10 [ Q ] - 1

0. 9960

0. 9915

4. 460×1. 05

2. 105×10- 6
1. 2076

HSA-CGR 300
lg[ ( F0- F) / F ]= 5. 5475+ 1. 1938lg[ Q]

( F0- F) - 1= 0. 00579+ 2. 7641×10- 6F- 10 [ Q ] - 1
0. 9986

0. 9983

3. 528×1. 05

2. 764×10- 6
1. 1938

303
lg[ ( F0- F) / F ] = 5. 45968+ 1. 1879lg[ Q]

( F0- F) - 1= 0. 00498+ 3. 36507×10- 6F- 10 [ Q ] - 1
0. 9983

0. 9940

2. 882×1. 05

3. 365×10- 6
1. 1879

311
lg[ ( F0- F) / F ]= 5. 3536+ 1. 1399lg[ Q]

( F0- F) - 1= 0. 00521+ 4. 6121×10- 6F- 10 [ Q ] - 1

0. 9917

0. 9919

2. 257×105

4. 612×10- 6
1. 1399

3. 5　结合反应的热力学性质及作用力

分子和蛋白质等生物大分子常常借助于疏水作用力、静电力、氢键和范德华力等结合形成超分

子复合物。不同物质与蛋白质结合的作用力类型不同,根据反应的热力学参数可大致确定作用力类

型。根据热力学原理, 当温度变化不太大时,反应的焓变 �H 0
可看作一个常数, 故计算物质与白蛋

白结合反应的焓变 �H 0
、熵变 �S0和 Gibbs自由能变 �G0有下面公式确定 [ 11]

。

lnk= -
�H 0

m

RT
+ C ( 4)

�G0m= - RT lnk ( 5)

�S0m=
�H 0

m- �G0m
T

( 6)

由公式( 4)以 lnk 对1/ T 作图,得 �H 0 ,由公式( 5)、( 6)可以计算出刚果红与人血清白蛋白相互
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作用的 �G0、�S0,结果列于表 4。Nemethy 与 Scheraga等根据热力学常数的符号与大小确定了作用

力的类型 [ 12] : �S> 0可能是疏水和静电作用力; �S< 0可能为氢键和范德华力; �H > 0、�S> 0为
典型的疏水作用力; �H < 0、�S< 0 为氢键和范德华力; �H ≈0或较小、�S > 0为静电作用力;
�H < 0时静电作用为主要作用力。从水结构的角度来考虑, �S> 0通常认为为疏水相互作用,而且
水溶液中离子间的静电作用一般是以 �S> 0与 �H < 0为标志的,相反, 对于范德华力, �H 以及
�S却均为负值。�H < 0在静电作用中可能起一定作用, 但在真正的静电作用中焓变非常小几乎等
于零。

表 4中结果表明, �G0< 0, 说明在等温等压条件下没有非膨胀功存在下,刚果红与人血清白蛋
白的结合反应是 Gibbs自由能驱动的自发过程,而且 �H 0< 0和 �S0> 0,同时说明刚果红与人血清
白蛋白的结合反应也是由焓、熵驱动的自发过程,并表明两者存在疏水作用和静电作用发生结合反

应[ 13 ]。
表 4　刚果红与人血清白蛋白结合的热力学参数

体系 温度 T (K)
K A

( L·mol- 1)

�H 0
m

( kJ·mol- 1)

�G0m
(k J·mol- 1)

�S 0m
( J·mol- 1·k - 1)

293 4. 460×1. 05 - 31. 69 8. 26

HSA-CGR 300 3. 528×1. 05 - 29. 27 - 31. 86 8. 63

303 2. 882×1. 05 - 31. 67 7. 92

311 2. 257×1. 05 - 31. 87 8. 36

3. 6　刚果红与蛋白质的结合距离

依据Foerster 偶极-偶极非辐射能量转移理论对刚果红与蛋白键合距离进行计算。当两种化合

物分子满足以下条件时将发生非辐射能量转移: ( 1) 供能体(蛋白质)发射荧光; ( 2) 供能体的荧光

发射光谱与受能体(刚果红)的吸收光谱有足够的重叠; ( 3) 供能体与受能体足够接近,最大距离不

超过7nm。根据Foerster 能量转移理论,就可以求出药物在蛋白质上的结合位置与蛋白质分子中产

生荧光的基团之间的距离, 并有如下计算公式:

E= 1- F/ F0= R
6
0/ ( R60+ r

6 ) ( 7)

图 4　CGR 的吸收光谱( 1)的 HSA 的

荧光发射光谱( 2)的重叠图

CCGR= 1. 0×10- 6m ol·L- 1; CHSA= 1. 0×10- 6mol·L- 1。

式中: E——能量转移效率; R0——转移效率

为 50%时的临界距离; r——荧光体与猝灭体之间

的真实距离。F 和 F0——分别存在和不存在能量

受体时,能量给体的荧光发射强度。

而临界能量转移距离R0 又与偶极空间取向因

子 K
2
,供能体荧光量子产率 �、介质折射指数 n、供

能体的荧光发射光谱与受能体吸收光谱的重叠积

分 J 有关。遵循的公式:

R0= 8. 8×10
- 25
( K

2
·�·n- 4·J ) ( 8)

其中 J 的计算如下:

J=
∫
∞

0
F( �) �( �)�4d�

∫
∞

0
F(�) d�

( 9)

式中: F( �)——荧光给体在波长为 �时的荧光强
度; �(�)——受体在波长�时的摩尔吸光系数。图 4

为刚果红与血清白蛋白的重叠光谱图。

将 图 4 的 重 叠 积 分 面 积 按 ( 9 ) 式 在 Origin 7. 0 软 件 上 计 算 得: J HSA =

3. 40×10
- 14
cm

3
·L

- 1
·mol

- 1
。由文献[ 14]知,色氨酸的量子产率为0. 118,折射指数 n取水和有机

物的平均值 1. 336,取向因子取给体和受体各向随机分布的平均值 K
2= 2/ 3。将以上各量代入公式
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( 8)中,计算得 HSA 临界距离 R0为 3. 01nm,由公式( 7)求出蛋白中氨基酸残基与已结合的刚果红

分子间的距离 r 为3. 19nm ,符合能量转移理论,刚果红与血清白蛋白之间发生了非辐射能量转移。

随温度升高, 结合距离逐渐增大,从而验证了温度升高,结合常数减小的结论。
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Interaction Between Congo Red and Human Serum Albumin

by Fluorescence Quenching Method

X IE Bing　WANG Bang-Jiang　Q IN Zong-Hui
( Colleg e of Chemist ry and Chemical Engineering , Yang tz e N ormal Univ ersity, Chongqing 408100,P . R. China)

Abstract　At 0. 050mol·L
- 1
T ris-HCl buf fer medium ( containing 0. 10mol·L

- 1
NaCl) , the

interaction between congo red and human serum albumin ( HAS ) w as studied by fluorescence

spectroscopy under simulated physiological conditions. At different temperatures and different pH

values, the fluorescence quenching ef fect of congo red on human serum album in w as a stat ic quenching

mechanism. The binding constants of congo red and human serum album in calculated by fluorescence

quenching-double reciprocal curves and site binding model are comparable. The binding constant and

binding sites are decreased with the increase of temperature, and reach the larg est values at pH 7. 4.

The main types of force w ere discussed acccoding to thermodynam ic method. T he binding distance w as

obtained by the overlap integ ral area. This method show s that congo red and human serum albumin

have a st rong interactions.

Key words　Human Serum Album in; Congo Red; Fluorescence Quenching; Binding React ion
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