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球形纳米金与牛血清白蛋白的相互作用
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　　摘　要　目的　探索球形纳米金与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）之间的相互作用，获得相应的热力学参数以及猝
灭机理。方法　利用紫外可见吸收光谱法和荧光光谱法对反应体系进行光谱学实验。利用圆二色谱法对 ＢＳＡ
的分子结构进行研究。结果　随着球形纳米金溶液浓度的增加，反应体系的紫外吸收峰强度增大，而荧光强度
却明显猝灭且荧光峰位由２７８ｎｍ蓝移到了 ２６８ｎｍ。３种温度（２９８Ｋ，３０３Ｋ，３０８Ｋ）下的 Ｋｑ值分别为 ３．５１３×
１０１０、４．０３３×１０１０和４．７８７×１０１０Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１，均大于２．０×１０１０Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１，由此可以得知球形纳米金和ＢＳＡ
的相互作用是静态猝灭过程。由ΔＧ＜０，ΔＨ＜０和ΔＳ＜０，可知两者之间的相互作用是自发进行的，且主要作用力
是氢键和范德华力。球形纳米金的存在影响了 ＢＳＡ分子的二级结构，使其 α螺旋结构含量由 ５６．９％降低到
３２２％。结论　本研究获得了球形纳米金与ＢＳＡ相互作用的热力学参数以及蛋白质二级结构含量的变化特征，
为金纳米材料在生物医学领域的应用提供基础理论依据。
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　　因纳米材料具有较好的韧性［１］和较低的熔

点，故许多纳米粒子，包括金［２］、银［３４］、铂［５］都得

到了广泛研究。在生命科学领域，基于纳米金良好

的生物相容性使得纳米金可以作为体外成像的对

比剂［６７］，从而应用于体外成像。基于纳米金与蛋

白质相互作用［８］，可以用于光热疗法［９１０］，从而达

到体内治疗的目的。另外，纳米金可应用于癌症的

诊断和治疗［１１１４］。

蛋白质是一切生命的物质基础，生物体内各种

化学反应都离不开蛋白质的参与［１５］。牛血清白蛋

白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）是牛肝细胞中合成
的蛋白，其可与多种内源性和外源性物质结

合［１６１７］。

本文以球形纳米金与 ＢＳＡ作为研究对象，运
用光谱、色谱等技术研究两者的相互作用，为金纳

米材料在生物医学等领域的应用提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
二水合柠檬酸三钠（Ｎａ３Ｃ６Ｈ５Ｏ７·２Ｈ２Ｏ，天津

市博迪化工有限公司）；氯金酸（ＨＡｕＣｌ４，国药集团
化学试剂有限公司）；抗坏血酸（北京百灵威科技

有限公司）；硼氢化钠（ＮａＢＨ４，纯度 ９８％，Ａｌｆａ公
司）；溴代十六烷基三甲胺铵（ＣＴＡＢ，Ｃ１９Ｈ４２ＮＢｒ，纯
度９９％，北京欣科中晶生物科技有限公司）；ＢＳＡ
（纯度９９％，Ｍｗ＝６６．０ｋｇ·ｍｏｌ－１，北京欣科中晶生
物科技有限公司）；羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ，Ａｌｆａ公
司）；ＢＳＡ溶液在 ４℃ 冰箱中保存；试验中所用的
水均为三次去离子水。

电子天平（ＥＬ２０４，梅特勒托利多仪器有限公
司，上海），紫外分光光度计（岛津 ＵＶ２５０１ＰＣ，日
本），荧光光度计（日立 Ｆ４６００，带恒温样品支架，
型号为２５００３４６，日本），德国艾本德可调移液器，
优普系列超纯水器（ＵＰＤＩＩ１０Ｔ，四川）。
１．２　方法
１．２．１　球形纳米金的制备　将２０ｍＬ氯金酸（２．５
×１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１）和柠檬酸三钠（２．５×１０－４ｍｏｌ·
Ｌ－１）在烧杯中混合。然后，边搅拌边加入 ０．６ｍＬ
０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＢＨ４溶液，此后混合溶液立刻变
为粉红色，表明形成了金种子。在２～５ｈ内此溶液

可用作种子溶液。在此实验中柠檬酸盐用作封端

剂，得到的金种子直径为３．５ｎｍ。
金纳米制备采用三步种子法。将３个试管分

别标记 Ａ、Ｂ、Ｃ，每个试管中都含有 ９．０ｍＬ２．５×
１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＡｕＣｌ４和 ０．１ｍｏｌ·Ｌ

－１ＣＴＡＢ生长

液。在每个试管中都加入０．０５ｍＬ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的
抗坏血酸溶液。然后，将 １．０ｍＬ金种子溶液与样
品Ａ混合。Ａ溶液颜色在２～３ｍｉｎ内变红。４～５ｈ
后，从试管Ａ中取出１．０ｍＬ溶液加入试管Ｂ中，然
后混合均匀。溶液Ｂ在４～５ｍｉｎ内呈红色。４～５ｈ
后，从试管Ｂ中取出１．０ｍＬ溶液加入试管Ｃ中，然
后混合均匀。溶液在１０ｍｉｎ内呈红色，所得溶液即
为球形纳米金。

１．２．２　紫外光谱测定　利用紫外分光光度计，在
２００ｎｍ到９００ｎｍ的扫描范围内，以１２００ｎｍ／ｍｉｎ的
速度来测定溶液吸光度。固定比色皿中 ＢＳＡ的浓
度为０．１３μｍｏｌ·Ｌ－１，改变球形纳米金的浓度依次
为：０、０．８３×１０－５、２．５０×１０－５、４．１７×１０－５、５．８３×

１０－５、７．５０×１０－５和 ９．１７×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１，测定两者
相互作用的紫外光谱图。

１．２．３　荧光光谱测定　利用荧光分光光度计，激
发波长为 ２８０ｎｍ，相对应扫描波段为 ３００ｎｍ到
５００ｎｍ，发射和激发狭缝的宽度均设定为５ｎｍ。固
定比色皿中ＢＳＡ溶液的浓度为０．１３μｍｏｌ·Ｌ－１，球
形纳米金的浓度同１．２．２，测定两者相互作用的光
谱图。

１．２．４　变温荧光光谱测定　变温荧光是测定球形
纳米金与ＢＳＡ结合能力大小的有效方法，本实验
利用荧光分光光度计，测定了当激发波长为２８０ｎｍ
时，球形纳米金与 ＢＳＡ在 ２９８Ｋ、３０３Ｋ、３０８Ｋ时的
荧光强度，其中 ＢＳＡ的浓度为 ０．１３μｍｏｌ·Ｌ－１，球
形纳米金的浓度同１．２．２，测定两者相互作用的光
谱图。

１．２．５　圆二色谱测定　实验所用仪器为 Ｊ８１０圆
二色谱仪（日本），此仪器带有程序控温系统控制

的Ｊａｓｃｏ温控仪，光源系统用氮气保护（流量为５Ｌ
·ｍｉｎ－１），扫描速率为１００ｎｍ·ｍｉｎ－１，扫描波段为
２２０～３２０ｎｍ，扫描结果是此范围内的二次平均值，
并且以千分度（ｍｄｅｇ）表示。

·６０３·
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２　结果与讨论

２．１　球形纳米金与 ＢＳＡ相互作用的紫外光谱分
析

金属粒子在紫外可见光区有吸收带或者吸收

区，这是由于等离子共振激发或者带间跃迁形成的

吸收［１８］。球形纳米金在 ５６０ｎｍ处有最大吸收峰
（图１）。空白 ＢＳＡ溶液的吸收峰在 ２８０ｎｍ左右，
随着不同浓度球形纳米金溶液的加入，ＢＳＡ的紫外
吸收强度随之有规律地递增，即随着球形纳米金浓

度的增加，ＢＳＡ的溶液发生了增色效应，且其特征
吸收峰由２７８ｎｍ蓝移到了２６８ｎｍ，此结果表明，球
形纳米金与ＢＳＡ发生了相互作用。见图２。

图１　球形纳米金的紫外吸收光谱图

注：从（ａ）到（ｇ）球形纳米金的浓度依次为
０．０、８．３、２５．０、４１．７、５８．３、７５．０、９１．７μＭ

图２　球形纳米金与ＢＳＡ相互作用的紫外可见吸收光谱图

２．２　荧光光谱分析
在ＢＳＡ分子中，存在３个固有的荧光残基：色

氨酸（Ｔｒｐ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）和苯丙氨酸（Ｐｈｅ），ＢＳＡ
与其他物质相互作用而导致其荧光强度降低的现

象称为荧光猝灭。随着溶液中球形纳米金浓度的

增加，ＢＳＡ的荧光强度不断降低，荧光峰逐渐蓝移
（向左移动了约１５ｎｍ），说明球形纳米金与ＢＳＡ发
生了相互作用，这种作用可能引起 ＢＳＡ中荧光发
色团的微环境及蛋白质分子构象行为的变化（图

３）。结合紫外光谱图，可以得知球形纳米金不仅

与ＢＳＡ发生相互作用，还使其结构发生了变化。

图３　球形纳米金与ＢＳＡ相互作用的荧光光谱图

２．３　荧光猝灭机制
为了更好地理解球形纳米金与 ＢＳＡ的相互作

用机理，本实验开展了２９８Ｋ、３０３Ｋ、３０８Ｋ的变温荧
光实验。荧光猝灭机理通常分为静态猝灭和动态

猝灭，动态猝灭遵循ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程［１９］：

Ｆ０／Ｆ＝１＋Ｋｓｖ［Ｑ］＝１＋Ｋｑτ０［Ｑ］ （１）
其中：Ｆ０和Ｆ分别表示不存在和存在猝灭剂物质
的荧光强度；［Ｑ］为猝灭剂的浓度；Ｋｓｖ是动态猝灭
常数；Ｋｑ为猝灭速率常数；τ０为没有猝灭剂存在下
荧光分子平均寿命，生物大分子荧光寿命约为

１０－８ｓ。而静态猝灭过程遵循下式：
Ｆ０／Ｆ＝１＋Ｋｓ［Ｑ］ （２）

式中，Ｋｓ是静态猝灭常数。随温度升高，动态
猝灭常数会增大，而静态猝灭常数随之减小，可由

此判断荧光猝灭类型。也可以通过比较Ｋｑ值来区
分，如果Ｋｑ值大于生物大分子的最大扩散碰撞猝
灭常数（２．０×１０１０Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１），则静态猝灭为
主要作用机理，反之，则为动态猝灭。通过 Ｆ０／Ｆ
作图（见图４），可以确定Ｋｓｖ的数值（见表１），如表
所示，Ｋｓｖ的值均随着温度上升而增大，但由于 Ｋｑ
均远大于 ２．０×１０１０Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１，说明球形金纳
米对ＢＳＡ的荧光猝灭以静态猝灭为主。

图４　不同温度下球形纳米金对ＢＳＡ猝灭的
ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程图

·７０３·
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表１　不同温度下球形纳米金与ＢＳＡ相互作用的猝灭常数

Ｔ／Ｋ Ｋｓｖ／×１０
４Ｌ·ｍｏｌ－１ Ｋｑ／×１０

１２Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１

２９８ ３．５１３ ３．５１３

３０３ ４．０３３ ４．０３３

３０８ ４．７８７ ４．７８７

２．４　热力学参数及作用力分析
荧光猝灭是猝灭剂和荧光物质激发态分子的

相互作用过程，为了更好地理解球形纳米金与ＢＳＡ
相互作用的机理，还分析了荧光强度与猝灭剂之间

的关系。对于静态猝灭来说，可以用方程 Ｄｏｕｂｌｅ
ｌｏｇａｒｉｔｈｍ（公式３）来探讨。

ｌｏｇ
Ｆ０－Ｆ
Ｆ
＝ｌｏｇＫａ＋ｎｌｏｇ［Ｑ］ （３）

式中Ｆ和Ｆ０分别为有无球形纳米金存在时牛血
清白蛋白溶液的荧光强度，［Ｑ］为球形纳米金的浓
度。以ｌｏｇ（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ对 ｌｏｇ［Ｑ］作图，由图５的直
线斜率和截距可求出球形纳米金与 ＢＳＡ分子的
Ｈｉｌｌ常数ｎ和平衡常数 Ｋａ，见表 ２。由数据可知，
随着温度的升高，结合常数和 ｎ均减小，也就是说
随着温度的升高，ＢＳＡ与球形纳米金的结合能力降
低。分子间的作用力包括氢键，范德华力，静电引

力，疏水作用力等。当温度变化不大时，反应的焓

变ΔＨ可认为是常数。由热力学公式（４，５）可以计
算出不同温度下球形纳米金和ＢＳＡ相互作用的热
力学参数，见表３。由ΔＧ＜０可知两者之间的相互
作用是自发进行的。另外，ΔＨ＜０和 ΔＳ＜０，根据
Ｒｏｓｓ等［２０］总结的热力学规律可推断出球形纳米金

与ＢＳＡ之间的主要作用力是氢键和范德华力。

ｌｎ
Ｋ２
Ｋ１( ) ＝ΔＨＲ １

Ｔ１
－１
Ｔ２( ) （４）

ΔＧ＝ΔＨ－ＴΔＳ＝－ＲＴｌｎＫ （５）

图５　不同温度下球形纳米金对ＢＳＡ猝灭的双倒数方程图

表２　在不同温度下球形纳米金与ＢＳＡ的
结合常数和Ｈｉｌｌ常数

Ｔ／Ｋ Ｋａ／×１０
６Ｌ·ｍｏｌ－１ ｎ

２９８ ２３．６６ １．６９

３０３ １．８１４ １．４１

３０８ ０．１４４７ １．１３

表３　球形纳米金与ＢＳＡ相互作用的热力学参数

Ｔ／Ｋ ΔＨ／ＫＪ·ｍｏｌ－１ ΔＧ／ＫＪ·ｍｏｌ－１ ΔＳ／ＫＪ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１

２９８ －４２．０７

３０３ －３８８．９ －３６．３０ －１．１６３

３０８ －３０．４３

２．５　３Ｄ荧光光谱分析
球形纳米金与ＢＳＡ相互作用后，峰位 ａ（λｅｘ＝

λｅｍ）为瑞利散射峰，其峰强度增加，峰位 ｂ（λｅｘ＝
２λｅｍ）为二阶散射峰，其峰强度降低。峰 １（λｅｘ＝
２８０．０ｎｍ，λｅｍ＝３５１．５ｎｍ）为色氨酸和酪氨酸残基
的特征峰，其强度降低。峰２（λｅｘ＝２２５．０ｎｍ，λｅｍ＝
３５１．５ｎｍ）为多肽骨架的特征峰，其强度也发生了
降低。此实验结果表明，球形纳米金与 ＢＳＡ之间
确实发生了相互作用，并且纳米材料的存在改变了

蛋白质的肽链结构。见图６。

注：（Ａ）空白ＢＳＡ，（Ｂ）球形纳米金与ＢＳＡ相互作用体系

图６　球形纳米金与ＢＳＡ相互作用的３Ｄ荧光光谱图

·８０３·
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２．６　圆二色（ＣＤ）光谱分析
为了研究相互作用过程中 ＢＳＡ分子的结构变

化，开展了圆二色谱实验（ＣＤ）。ＢＳＡ分子的圆二
色谱在紫外区域的２０８ｎｍ和２２０ｎｍ处存在两个负
的肩缝，这是典型的蛋白质 α螺旋结构［２１］。两个

肩缝强度都显著的减少，这说明蛋白质结构中 α
螺旋结构含量减少了。α螺旋结构含量的减少表
明球形纳米金与蛋白质多肽链的氨基酸发生了相

互作用。然而，在有无球形纳米金时，ＢＳＡ分子的
圆二色光谱的形状较相近，这意味着当加入球形纳

米金之后ＢＳＡ分子的结构仍然是α螺旋结构占主
导地位。见图７。

注：从（ａ）到（ｂ）ＢＳＡ的浓度固定为１．６７×１０－６Ｌ·ｍｏｌ－１，
球形纳米金的浓度为０、８．３３×１０－５Ｌ·ｍｏｌ－１

图７　球形纳米金与ＢＳＡ相互作用的圆二色谱图

３　结论

本论文合成并表征了球形金纳米粒子，利用紫

外可见光谱、荧光光谱以及圆二色谱相结合的方法

研究了其与 ＢＳＡ的相互作用。由实验结果可知，
随着球形纳米金浓度的增加，ＢＳＡ的紫外吸收峰
强度有所增加，而荧光强度却降低。利用变温荧光

实验得到了两者相互作用的吉布斯自由能变、熵

变、焓变等热力学参数，得知荧光猝灭机理是静态

猝灭。加入球形纳米金之后，ＢＳＡ分子结构仍然是
α螺旋结构占主导地位。

利益冲突：所有作者均申明不存在利益冲突。
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［Ｊ］．ＡｄｖＰｈａｒｍａｃｏｌＳｃｉ，２０１８，２０１８（４）：１６．ＤＯＩ：１０．
１１５５／２０１８／４０８３７３６．

［８］　吴美芳，王杰，谷乐，等．扁桃斑鸠菊抗炎抗氧化作用
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取工艺［Ｊ］．世界科学技术中医药现代化，２０１４，１６
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（本文编辑：石俊强）
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