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紫外和圆二色光谱研究三环唑与牛血清白蛋白的相互作用
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摘要：通过紫外(UV)和圆二色(CD)光谱，研究三环唑与牛血清白蛋白(BSA)的相互作用及其浓度变化对牛血清

白蛋白(BSA)的影响。 研究表明：三环唑对牛血清白蛋白的影响是多方面的。 紫外吸收光谱表明三环唑与牛血

清白蛋白(BSA)借助分子间力形成超分子基态复合物，此外由于它们之间的疏水作用，导致BSA紫外吸收强度

随三环唑浓度增大逐渐增强；CD光谱表明三环唑与BSA间的疏水作用使BSA的肽链发生收缩、重排。 三环唑导

致BSA的构象发生变化。 
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The Interaction between Tricyclazole and Bovine Serum Albumin by 
UV and Circular Dichroism
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Abstract: The interaction between tricyclazole and bovine serum albumin (BSA) and the effect of different tricyclazole 
concentration to bovine serum albumin (BSA) had been studied by ultraviolet (UV) and circular dichroism (CD) 
spectroscopy. The results showed that the effect of tricyclazole to bovine serum albumin was multifaceted. The absorption 
spectra of UV showed that tricyclazole and bovine serum albumin (BSA) form the ground-state supramolecular complex 
with intermolecular forces. At the same time, hydrophobic interactions lead to a gradual increase intensity of UV 
absorption. The CD spectra showed that the peptide chain of BSA occurs contraction and rearrangement because of 
hydrophobic interactions and intramolecular hydrogen bonds. The conformation of BSA had been changed.
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蛋白质是极为重要的生命物质，是生命活动的执行

者
[1]
。 药物小分子与蛋白质相互作用的研究是介于化学

与生命科学之间的边缘性课题，也是生命科学、化学和

医学界共同关注的课题。 牛血清白蛋白(bovine serum 

albumin，BSA)是血浆中含量最丰富的载体蛋白，它能与

许多内源、外源性化合物相结合
[2]
。 当药物分子进入人体

后，通过血浆的贮存和运输，到达受体部位，进而发生药

理作用。 农药是一类对人畜具有毒性作用的特殊药物，

对其与蛋白质分子作用特征的研究方兴未艾
[3]
。 三环唑

(tricyclazole)又名克瘟灵、克瘟唑，是一种较强内吸性

的保护性杀菌剂，主要用于稻瘟病的防治，具有一定的

毒性，其残留会对环境和人畜造成一定的危害
[4]
。 本文

利用紫外(UV)和圆二色(CD)光谱法对三环唑与牛血清

白蛋白的相互作用进行研究，结果表明三环唑与BSA

相互作用与其浓度变化有关。 该研究为从分子水平上

了解农药分子在动物体内转运、代谢过程及中毒机制，

提供理论依据
[5]
。 

1  实验部分

1.1  仪器与试剂

紫外-可见分光光谱仪(Cary-100型，美国Varian公司)，

圆二色(CD)光谱仪(Jasco-815型，日本分光公司)，PHS-3C

型酸度计(上海雷磁仪器厂)，AY-120电子分析天平(日本

岛津公司)。 

三环唑原药(95%，杭州南郊化学有限公司)用无水乙

醇溶解后，用磷酸缓冲液配制成浓度为0.002 mol/L的原液，

实验时稀释至所需浓度。 牛血清白蛋白(BSA)(上海华美

生物工程公司)以pH=7.26，10 mmol/L NaH2PO4-Na2HPO4

缓冲溶液配制成浓度为2×10
-5 
mol/L和5×10

-5  
mol/L的储

备液，冰箱4 ℃保存。 其他试剂均为分析纯试剂，实验用水

均为二次蒸馏水。 

1.2  实验方法

紫外光谱：在5 mL的容量瓶中分别加入5×10
-5 
mol/L

的BSA溶液1.0 mL和不同量的三环唑溶液，用NaH2PO4-

Na2HPO4缓冲溶液定容至刻度，放置3 h后，用1.0 cm的石英
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比色皿，以磷酸缓冲液为参比，于波长190~320 nm进行扫

描，测定其紫外光谱。 

CD光谱：在10 mL的容量瓶中分别加入2×10
-5  

mol/L

的BSA溶液1.0 mL和不同量的三环唑溶液，用磷酸缓冲液

定容至刻度，放置3 h后，用1.0 cm的石英比色皿，以磷酸缓

冲液作为参比，于190~320 nm进行扫描，测定其CD光谱。

2  结果与讨论

2.1  三环唑与BSA相互作用的紫外光谱

紫外测定中，BSA的浓度为1×10
-5 
mol/L，磷酸缓冲溶

液的浓度为10 mmol/L，pH=7.22，摩尔比n(BSA)∶n(三环

唑)=1∶10，由测定结果可知：BSA的磷酸缓冲液有2个吸收

峰(见图1a)，分别在235、275 nm处，其中275 nm处的吸收峰

是BSA分子中的2个色氨酸和19个酪氨酸的芳杂环的π-π *

和n-π *
跃迁引起的，而235 nm处的吸收峰则主要是由肽键

上C=O的n-π *
跃迁引起的，与BSA的α-螺旋含量有关

[6]
。 

三环唑的乙醇溶液在200~360 nm无吸收。 10%的乙醇溶

液使BSA有一定程度的增色效应(见图1b)，这是由于少

量乙醇的疏水作用使BSA的结构有一定的改变，即肽链收

缩使吸收峰微弱增强。 加入三环唑后，表现出更加明显的

增色效应(见图1c)。 235 nm处的吸收峰强度增强且峰位明

显向高波长移动，275 nm的吸收也表现为增色效应，峰位

略微向高波长移动，说明三环唑与BSA借助分子间力形

成超分子基态复合物，导致BSA多肽链重排，分子内部的

色氨酸和酪氨酸残基的芳杂环疏水基团裸露，同时由于

疏水基团之间疏水作用，π-π *
和n-π *

跃迁能量增大，因而

使峰位向高波数微小位移，表明三环唑导致BSA发生了

构象改变。 

a为BSA；b为n( 三环唑)∶n(BSA) =5∶1；c为n(三环唑)∶n(BSA)=10∶1；

d为n(三环唑)∶n(BSA) =20∶1；e为n(三环唑)∶n(BSA)=50∶1

图2  三环唑浓度对BSA的影响

2.2  三环唑与BSA相互作用的CD光谱

BSA的浓度为2×10
-6 
mol/L，磷酸缓冲溶液的浓

度为10 mmol/L，pH=7.22，改变三环唑的浓度，使摩尔

比n(BSA)∶n(三环唑)分别为1∶0、1∶5、1∶20、1∶50，放

置一定时间，测定其CD光谱(见图3)。 BSA溶液显示出

了BSA中α-螺旋结构的3个特征峰，192 nm有1个正峰，

208、222 nm处有2个负峰，吸收峰的强度可以反映蛋白

α螺旋的含量
[7]
。 当逐渐增加三环唑的浓度时，圆二色

谱图中BSA在222 nm的峰强度均增加，说明疏水作用

导致BSA的结构收缩，α螺旋结构含量增加，证明三环

唑与BSA相互作用导致蛋白质多肽链的重排，蛋白质

构象发生变化。 

a为BSA(磷酸缓冲液)；b为BSA(体积分数10%乙醇-磷酸溶液)； 

c为BSA与三环唑(体积分数10%乙醇-磷酸溶液)

图1  三环唑与BSA相互作用的紫外光谱

三环唑浓度对BSA紫外光谱的影响见图2，BSA所有

吸收峰的峰位和强度均有改变，即在235、275 nm处，随着

三环唑和BSA摩尔比的增加吸收峰表现为很强的增色效

应，且峰位均产生红移，说明三环唑与BSA相互作用导致

复合物的生成。 三环唑浓度越大，对BSA的构象影响越大，

色氨酸和酪氨酸芳杂环残基的裸露越多。 在三环唑和

BSA的摩尔比达到20:1以上时，BSA在289 nm处出现

一个新的峰位，表明BSA的多肽链发生重排，形成新的结

构，BSA的构象已发生变化。 

a为BSA；b为n(三环唑)∶n(BSA)= 5∶1；

c为n(三环唑)∶n(BSA)=20∶1； d为n(三环唑)∶n(BSA)=50∶1

图3  不同浓度的三环唑与BSA相互作用的CD光谱

用杨氏法计算得到BSA二级结构中α螺旋等的含量

(见表1)。 

表1  三环唑的浓度对BSA二级结构的影响

n(BSA): n(三环唑) α螺旋/% β螺旋/% 转角/% 无规则卷曲/% 总量/% 

BSA缓冲溶液 51.8 9.8 5.0 33.4 100

BSA(体积分数 52.9 6.8 6.3 33.9 100

10%乙醇-磷酸溶液)

1∶5 54.1 5.7 6.6 33.6 100

1∶20 54.6 4.4 6.5 34.6 100

1∶50 55.4 2.9 6.8 34.9 100
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按标样溶液、样品溶液、样品溶液、标样溶液顺序进行测定。 

2  结果与讨论

2.1  检测波长的选择

经过全波长扫描，发现烯肟菌胺在275 nm处有最大吸

收，最终选择275 nm作为检测波长。 

2.2  方法的线性

用500 mg/L标准液配制成质量浓度分别为10.0、5.0、2.0、

1.0、0.5、0.2、0.1、0.05 mg/L标准液，分别进样分析，得到烯肟

菌胺峰面积。 以标准液质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，

绘制标准曲线。 得烯肟菌胺标准曲线为y=19.764x+0.305，相

关系数为0.999 9。 表明烯肟菌胺在质量浓度0.05~10.0 mg/L

范围内，峰面积与质量浓度间线性关系良好。 

2.3  方法的准确性

采用标准添加法，在已知含量的样品中加入一定量的

烯肟菌胺标准溶液，按照上述色谱条件测定高、低2个质量

浓度的回收率，测得烯肟菌胺平均回收率为96.2%，说明该

方法准确性良好(见表1)。 

表1  方法准确性测定结果

 添加质量浓度/   回收率/%   平均回收率/

 (mg·L
-1
) 1 2 3 4  5 %

 2.0 98.3 100.2 94.6 92.3 95.4 96.2

 0.2 92.5 96.4 93.8 102.4 95.7  

2.4  方法的精密度

选取具有代表性的样品按照上述方法重复测定5次，结

果显示该方法的标准偏差为0.028 5，变异系数为0.295 3%，

说明该方法精密度较高(见表2)。 

表2  方法精密度测定结果

 编号 峰面积 标准偏差 变异系数/%

 1 9.651 0.028 5 0.295 3

 2 9.667  

 3 9.667  

 4 9.663  

 5 9.600 

2.5  方法的检出限与定量限

该方法的色谱条件下，仪器对烯肟菌胺原药的检出限

为0.02 mg/L，定量限为0.05 mg/L。 

2.6  专属性

该方法的色谱条件下，峰形良好，其他物质对烯肟菌

胺原药测定无干扰。 

3  结论

本方法具有准确性与精密度较高、线性关系良好、操

作简单、快速、分离效果好的优点，是定量分析烯肟菌胺原

药较为理想的方法。 
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BSA(体积分数10%乙醇)的α螺旋的含量较BSA磷酸

缓冲溶液的α螺旋增加，这是因为醇类物质可以作为α螺

旋的诱导剂。 但是加入三环唑后的BSA中α螺旋的含量均

比BSA(体积分数10%乙醇)高，且随着三环唑浓度增大而

依次增加，分别是54.1%、54.6%、55.4%。 β螺旋的含量随三

环唑浓度的增加而依次减少，这是由于三环唑与BSA发生

作用后，使BSA与溶剂间的氢键作用力减弱，多肽链内部

的氢键相对加强。 β螺旋转化为α螺旋，疏水作用导致BSA

结构收缩，多肽链进行重排，构象发生变化。 与紫外光谱

的结论吻合。 

3  结论

紫外和圆二色光谱研究三环唑与BSA相互作用的结

果表明：三环唑与BSA之间形成了超分子基态复合物，三

环唑与BSA之间的作用主要是疏水作用，此外还受到部

分氢键的影响。 紫外光谱中随着三环唑浓度的增加，BSA

吸收峰的强度表现为明显的增色效应且峰位产生红移现

象，证明三环唑与BSA之间形成了复合物。 圆二色光谱图

中，随着三环唑浓度的增大，BSA的负峰吸收强度逐渐增

强，即α螺旋的含量增加，也证明了三环唑与BSA作用后导

致蛋白质构象发生变化。 
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