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牛血清白蛋白与锚天青 S 作用机理的研究

马春琪 李克安 赵凤林 童沈阳
(北京大学化学与分子工程学院北京 1则71)

摘要 用三种不同方法相互对照，求出了锵天青 S 与牛血清白蛋白的结合常数和结合个数，提出了

蛋白质等电点前后或不同锵天青 S浓度下，两者存在不同的结合模式.利用 Forster非辐射能量转移

理论确定了铭天青 S在牛血清白蛋白上的结合位置，利用铅天青 S对 BSA 的荧光猝灭，对两者的作

用机理作了初步探讨.

关键词 铭天青 S，牛血清白蛋白，作用机理

锚天青 S(缩写为 CAS) 是三苯甲烧类染料，具有一个磺酸基，在酸性条件下可与蛋白质结

合，其颜色由红色变为紫红色，巳用于蛋白质的可见分光光度探针[IJ 与荧光探针[2J测定.本文

用三种不同方法相互对照，求出了锚天青 S 与牛血清白蛋白的结合常数和结合个数，提出了蛋

白质等电点前后或不同锚天青 S 浓度下，两者存在不同的结合模式.利用 Forster 非辐射能量转

移理论确定了锦天青 S 在牛血清白蛋白上的结合位置，利用锚天青 S 对 BSA 的荧光猝灭，对作

用机理作了初步探讨.

1 实验

1. 1 仪器和试剂

UV - 265 型紫外-可见分光光度计(岛津); DU - 7 型紫外-可见分光光度计

(BECKMAN);RF - 540 型荧光分光光度计(岛津); Model- 821 型酸度计(中山大学) . 

CAS(" Baker" Grade) :准确称取 O.1513g 试剂，榕于适量水中，并转移至 250mL容量瓶中定

容，浓度为1.∞ x 1O- 3moνL，使用时适当稀释.牛血清白蛋白 (BSA) 由 Sigma 公司生产，以二次

去离子水配成浓度 6.8 mgImL的溶液 .pH 由 Britton - Robinson 缓冲溶液控制.所有试剂均为分

析纯，实验用水均为二次去离子水.

1.2 实验步骤
在lOmL比色管中，分别加入缓冲榕液、CAS 及 BSA 溶液，以水定容，摇匀，静置 10 min ，在

选定波长下测其吸光度或荧光强度，液池 lcm.

1.3 摩尔眼光系数的测定

1.3.1 CAS 的摩尔吸尤系数(e:F) 根据朗伯-比尔定律，以吸光度对 CAS 浓度作图，所得直

线斜率即为 εF'
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1. 3.2 BSA-CAS 复合物的摩尔吸光系数(εB) 固定 CAS 浓度，增加 BSA 的量，使吸光度值

达到最大恒定值 Ama萃，此时可认为全部染料与 BSA 结合，由 Am剧= EBcl 即可求得句，式中 c 为

榕液中 BSA 的摩尔浓度.

2 结果与讨论

2.1 吸收光谱

图 1 为 pH 对 CAS 吸收谱图的影响 .pH 2.0 时， CAS 以 H3L- 型体存在，最大吸收峰在

470nm; pH < 4时，随pH增大，最大吸收峰红移至495nm ，相应于CAS的三级解离， H3仁=

H+ +H2L2- ;4<pH<6 时，随 pH 提高，最大吸收峰反而紫移，此时相应于 CAS 的四级解离 .pH

=2.0 时，以试剂为参比，BSA 的加入使最大吸收峰红移到 544 nm，表明蛋白质可能促使 CAS

发生了三级解离，此酸度下 BSA- CAS 与 CAS 间的吸光度差值最大.

2.2 平衡避析法求结合数与结合常数

按文献[3J ，将固定量的 BSA(2.0 x 1O- 7moνL)放于 12 cm 的透析袋内，将总量( cr)逐渐增

加的 CAS 放于袋外，避光放置 48h. 以水为参比，测定透析袋外溶液 470nm 处的吸光度，计算出

游离态 CAS 的浓度 CF 和结合态 CAS 的浓度 CB 及每分子 BSA 结合的 CAS 分子个数 n. 所得结

果列于表 1 ，并绘制Scatchanl 图 [3] ，见圈 2. 由图可见， CAS 低浓度时， CAS 与 BSA 的

结合符合Scatchanl模型，即有特定结合位置，最大结合数为46.7 ，结合常数为2.64 x IOS 
νmol; 高浓度时 ， n/cF 趋向于恒定值 ， n/cF 对 n 作图为一平行于横轴的直线，符合 Plasvento

的"相分配模型"的假设[4] ，即将 BSA 看作一不同于水的微相， CAS 在水相和蛋白质微相中进

行分配，分配常数 Kd = n/cF 为一定值.
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图 1 pH 和 BSA(pH 2.0)对 CAS 的

吸收光谱的影响

pH:1-2.0;去一4.1 ;3-5.0;4-5 .6;5• BSA 

图 2 平衡透析法的Scatchard.图

(pH 2.0) 

同时还作了 BSA 等电点后，pH 5.6 时的平衡透析 ， n/cF 近似为一恒定值，表明此 pH 条件
下， CAS 遵循"相分配模型"在水相和蛋白质微相中进行分配.
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表 1 平衡遗析结果(pH= 2.0) 

CT x 1<f CF x 1<f Co x 1<f 
(n!CF) x 10-6 n 

(moVL) (moVL) (moνL) 

4.0 1.40 2.ω 13.∞ 9.29 

8.0 3.75 4.25 21.25 5.67 

10.0 4.70 5.30 26.50 5.64 

12.0 6.∞ 6.∞ 30.∞ 5.∞ 

16.0 9.40 6.ω 33.∞ 3.51 

20.0 12.90 7.10 35.50 2.75 

22.0 14.25 7.75 38.75 2.72 

24.0 15.50 8.50 42.50 2.74 

2.3 双波长法

该法需首先确定巳AS- BSA 复合物的等吸收波长.因等吸收波长下，复合物的吸光度相

等，而含有 BSA 和过量 CAS 溶液的吸光度为复合物及游离 CAS 分子的吸光度之和，故在两等

吸收波长下榕液的吸光度之差便扣除了复合物的吸光度，仅反映了两不同波长下游离染料分

子的吸光度差值，从而可确定游离染料的浓度.

在 CAS 溶液中，加人足够过量的 BSA，可以认为此时 CAS 都与 BSA 结合形成了复合物.由

于 BSA 在可见光区无吸收，因此所得吸收光谱就是复合物的吸收光谱(图略) .实验中选择等

吸收波长为 542 nm 和 486.2 nm. 固定 BSA 的浓度，在不同 CAS 浓度下测定溶液在上述波长下

的吸光度，所得结果见图 3. 再次表明低浓度下， CAS 与 BSA 的结合符合Scatchard 模型，由图

求得结合常数为 2.ωx l(f νmol，最大结合数为 43.7;高浓度下，两者结合模型为"相分配模

型"
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图 3 双波长法的Scatchard 图

(pH 2.0) 
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阁 4 摩尔比法的Scatchard 图

(pH 2.0) 

固定 BSA 的浓度，改变 CAS 浓度，以水为参比，测定溶液 544 nm 的吸光度值，并按照文献

[5J的方法处理实验数据，由下列关系式求得游离染料的浓度:

CB = (A - E: Fcr)/( E: B- εF) 

Cr = CB + CF 

(1) 

(2) 

所得结果代入Scatchard 方程，如图 4 所示，低浓度下， CAS 与 BSA 的最大结合数为 48.7 ，
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结合常数为 2.66x 10Sνmol;高浓度下，巳AS 与 BSA 无特定结合位置.

2.5 CAS 在 BSA 上的结合位置

a 

300 400 
λ/nm 

根据 Forster 的偶极-偶极无辐射能量转移理论[6] ，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)供能体发荧光 ;(2)供能体的荧光发射与受能体的吸收

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. 能量转移效率与给体和受体间的距离 r 及

临界能量转移距离 R。有关，且给体与受体间能量转移效率

为:

E = R06/(Ro6 + r6) (3) 

其中 Ro 是转移效率为 50%时的临界距离.

Ro6 =8.8x lO-写(K2仰 -4J) (4) 

图 5 BSA 的荧光光谱(a)和 CAS

其中，为偶极空间取向因子 ， n 为介质的折射指数， ψ 为

给体的荧光量子产率 ， J 为给体的荧光发射光谱与受体的

吸收光谱间的光谱重叠积分:

的吸收光谱(b) J= 'L， FD ( ν) êA(ν)ν-4~ν I( 'L， FD ( ν) ~ν) (5) 

(pH 2.0) 其中 FD ( ν)为荧光给体在波数 ν 时的荧光强度， êA(ν)为受

体在 ν 时的摩尔吸光系数，能量转移效率又可由下式得到:

E=1-FIFo (6) 
由 (3) - (6)式可算出 Ro 和 r.

由图 5 可见， CAS 的紫外-可见吸收光谱与 BSA 的荧光光谱有较大程度重叠，将重叠部分

分割成极小的矩形面积可求得重叠积分 J.BSA 有两个色氨酸残基，分别位于第 134 位和 212

位，而荧光(À ex = 280nm , À em = 335nm)主要由 212 位色氨酸发出.取色氨酸的量子效率分别为

0.085 (pH < 4)[7]和 0. 1l8(pH > 4)[剖 ， n 取水和有机物的平均值 1.336[8] ，取向因子取给体-受
体各向随机分布的平均值 2/3[8] ，将以上各量代入式 (4) ，求得临界距离 Ro. 利用 BSA 与 CAS

摩尔比 1: 1 时复合物的荧光强度，按式(3)和 (6)求出不同酸度下 CAS 与 BSA 上第 212 位色氨

酸残基间的距离 r.结果见表 2.

褒 2 CAS 在 BSA 上的结合位置 2.6 BSA 的荧光猝灭

J X 101S Ro E 其他分子与荧光体分子相互作用引起的
pH 

(cnr.L.削-1) (nm) (%) (nm) 的荧光强度降低叫荧光猝灭，并有动态与静态

2.0 5.20 2.20 15.6 2.76 猝灭之分，荧光强度与猝灭剂浓度的关系如下

4.1 5.43 2.22 53.5 2.16 式[6].

5.6 6.75 2.30 50.1 2.30 FoIF=1+K[QJ (7) 

Fo 为未加猝灭剂时的荧光强度， [QJ是猝灭剂浓度.由式(7)得 Stem - Volmer猝灭曲线并可从

其直线关系判断猝灭过程的静态和动态:当静态猝灭时 ， K 为荧光-猝灭分子间的结合常数;

动态猝灭时 ， K 为 Stem - Volmer 常数.

在浓度一定的 BSA 溶液中，分别加入不同浓度的 CAS，作出蛋白质荧光猝灭的 Stem -

Volmer 图(见图 6) .由图可见，在 CAS 低浓度区呈线性，而在较高浓度则呈上升曲线.图 7 给出
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『幽 了 CAS 对 BSA 的荧光猝灭谱图，在高浓度染料范围内，发射波长明显紫移.
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国- 图 6 CAS 对 BSA 荧光猝灭的

Stem - Volmer 图 (pH 2.0) 

c(BSA) = 1.0 X 10-7 Il1OνL 

图 7 CAS对 BSA 的荧光猝灭谱图 (pH2 .0)

c(BSA) = 1.0 X 10- 7Il10νL;曲线 1 - 8. c(CAS) X 10-7 

分别为 O. 1.0. 2.0. 3.0.4.0. 5.0. 6.0. 7.0 mo:νL 
j在

、 2.7 CAS 对 BSA构象的影晌

使激发波长和发射波长保持固定的波长间距(tlÀ) ， 同步扫描激发和发射单色器，可得到

同步荧光谱圈，蛋白质的同步荧光光谱已被用来判断蛋白质的构象变化[9) 由 tlÀ = 15nm 所
得到的同步荧光谱图仅显示蛋白质醋氨酸残基的光谱特征，保持 tlÀ = ωnm，作出的同步荧光
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- 图 8 不同 CAS 浓度下 BSA 的同步荧光谱图(pH 2.0) 

(a)赂氨酸; (b)色氨酸

噜
c(BSA) = 1.0 x 1O- 7I11OVL; 曲线 1- 5. c(CAS) X 10- 7分别为 O. 1.0. 2.0. 3.0. 4.0 Il10.νL 
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光谱仅表现出色氨酸的荧光.因残基的最大发射波长与其所处环境的极性有关，故由发射波

长的改变可判断蛋白质的构象变化.

固定蛋白质的量，逐渐增加 CAS 的浓度，并绘 BSA 的同步荧光光谱.图 8a 和 b 分别为 BSA

中酶氨酸和色氨酸残基的荧光谱图，随 CAS 浓度增大，醋氨酸的发射波长紫移，而色氨酸的荧

光发射波长不受影响.

2.8 讨论

一定条件下，增大 pH 和提高 BSA 浓度都使 CAS 的吸收光谱红移，表明在蛋白质存在下，

染料自身的离解平衡发生了移动，由酸型变为碱型.但 BSA - CAS 复合物的最大吸收波长

(540nm)却远大于 CAS 碱式型体的最大吸收波长(495nm) ，可作如下解释:因 pH2.0 时， BSA 带

正电荷， CAS 的 H3L- 型体荷负电，两者存在静电作用，可能蛋白质的正电荷对染料的共辄 π 电

子体系产生微扰，使电子重排，作+旷跃迁能级差改变，从而引起最大吸收波长大幅度红移.鉴

于 BSA 对 CAS 吸光度的影响远比 pH 大，故认为蛋白质的静电场作用，降低了汀+旷能级差.

以上三种方法所求结合数和结合常数符合较好，表明三种方法可互为佐证，pH 2.0 时，在

低 CAS 浓度下，蛋白质和 CAS 的结合符合Scatch缸d 模型;高浓度时，符合相分配模型.酸度对

结合模型也有影响，在较高 pH(5.6)下， CAS 以相分配模型与 BSA 结合.可作以下解释:pH4.7

左右为 BSA 的等电点，等电点前， BSA 与带相反电荷的 CAS 通过静电引力结合;pH>4.7 时，

蛋白质带负电荷，与 CAS 静电排斥，CAS 可能以疏水作用进入 BSA 的疏水微区，遵从相分配模

型.随 BSA 上结合的 CAS 数目增多，也可能使 BSA 上产生净的负电荷，使随后结合的 CAS 只能

依靠疏水作用与 BSA 结合，从而观察到即使在 pH 2.0 时， CAS 在高浓度时和 BSA 的结合也符

合相分配模型.

不同 pH 条件下， CAS 对 BSA 荧光的猝灭能力不同，pH2.0 时，猝灭能力最弱，结合的 CAS

分子与 BSA 第 212 位色氨酸距离较远 ;pH4.1 时， CAS 与该色氨酸距离最近，故能量转移效率

最大，几乎猝灭了 BSA 一半的荧光.上述结果再次表明酸度影响 CAS 在 BSA 上的结合部位.

由 pH2.0 时的猝灭曲线可看出，在 CAS 低浓度区呈线性，而在较高浓度则呈上升曲线，

表明在较高浓度下已非单一的静态猝灭.结合图 7 和 8 的闰步荧光猝灭谱图看， CAS 不影响

色氨酸的荧光发射披长，却在较高浓度下使酶氨酸和 BSA 的荧光发射波长紫移，说明 CAS 与

BSA 的结合，并不影响 BSA 上色氨酸微区的构象 ;CAS 优先和色氨酸结合，随其浓度增大， CAS

开始结合到酷氨酸微区，并引起该微区 BSA 的构象改变，不仅使荧光谱图紫移，而且使之偏离

静态猝灭. BSA 荧光发射波长紫移程度远大于醋氨酸残基，这是因为除了蛋白质构象的影响，

随色氨酸荧光被猝灭，及色、酷氨酸两残基间的能量传递受阻， BSA 渐渐体现出原来被掩盖的

醋氨酸短波长的荧光，故而观察到较大的波长紫移.
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A Study on the Reaction Mechanism between Chrome - Azurol S 

and Bovine Serum Albumin 

MA Chun- Qi U Ke- An椅 ZHAO Feng - Lin TONG Shen - Yang 

(Department 01 α叫try ， Pe同 Univers抑， Beijing , 1删71)

Abs缸'8ct In this paper，也ree different methods were used to study the binding numhers and binding 

constan恼。f chrome - azurol S (CAS) on bovine serum albumin (BSA) , and 础nost 皿ne results were 

obtained. It is proposed 由at 由e concentration of CAS and pH of the solutions affect the binding mode of 

CAS and BSA. According to 由e theory of Forster non - radiative ener宵位田ISfer ， the binding sit四 of

CAS on BSA are found. Taking advantage of fluorescence 甲lenching，由e reaction mechanism of CAS and 

BSA is explored. 
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