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摘要: 运用荧光光谱和紫外鄄可见吸收光谱研究了在缓冲溶液中不同温度下孔雀石绿(MG)与牛血清白蛋白(BSA)
之间的相互作用.实验结果表明, MG对 BSA的内源荧光猝灭为静态猝灭过程.测定了该反应在不同温度下的
结合常数 KA, KA分别为 7.69伊104 L·mol-1(10 益)、5.31伊104 L·mol-1(20 益)和 4.85伊104 L·mol-1(37 益), MG与 BSA
以摩尔比 1颐1结合.根据 F觟rster非辐射能量转移理论,求出了 37 益时给体(MG)和受体(BSA)之间能量转移效率
和结合距离分别为 E=0.1635和 r=2.30 nm.计算出的热力学参数表明, MG和 BSA之间的作用力主要是通过氢
键和范德华力相互作用.
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Interaction between Malachite Green and Bovine Serum Albumin
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Abstract: The interaction between malachite green (MG) and bovine serum albumin (BSA) was investigated via
fluorescence and ultraviolet鄄visible absorption spectra in buffer solutions at different temperatures. The experimental
results showed that static quenching was involved in adding MG in BSA solution. The binding constants (KA) were 7.69伊
104 L·mol-1 (10 益), 5.31伊104 L·mol-1 (20 益), and 4.85伊104 L·mol-1 (37 益), respectively, and they reacted at a molar
ratio of 1 颐1. The energy transfer efficiency E was 0.1635 and the binding distance r was 2.30 nm between MG and
BSA according to F觟rster non鄄radiative energy transfer mechanism. The interaction between MG and BSA was driven
mainly by hydrogen bonds and Vander Waals force according to thermodynamic parameters.
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分子间的相互作用,尤其是药物小分子与生物
大分子间(血清白蛋白、DNA 等)相互作用的研究,
已逐渐成为化学、生命科学和医药学等学科研究领

域中最为活跃的前沿和热点之一[1,2]. 血清白蛋白是
血浆中最丰富的蛋白质,它能与许多内源和外源性
化合物结合, 起到存储和转运作用, 药物进入人体
后,正是通过血浆的存储和运输才能达到靶部位,进
而发生药理作用[3-5].孔雀石绿(malachite green, MG)
是一种三苯甲烷类工业染料,在水产养殖过程中,常
作为杀菌剂抗寄生虫药,用于防止鱼病,但由于具有

高毒、高残留和“三致”等毒理性质,许多国家禁止其
在经济鱼类(观赏鱼除外)的养殖过程中使用,成为
药物残留监控的主要内容之一[6-8].光谱法是目前获
得大分子和小分子相互作用的重要方法之一.牛血
清白蛋白(BSA)与三苯甲烷类染料孔雀石绿和乙基
紫之间是非共价键合,牛血清白蛋白的结合位点能
有效阻止三苯甲烷类染料因苯环旋转引起的快速非

辐射驰豫过程[9,10]. 关于 MG与 BSA的相互作用研
究尚未见报道.本文研究了MG与 BSA之间的相互
作用,讨论了 MG对 BSA内源荧光的猝灭机制,经
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处理实验数据得到了MG与 BSA之间的作用距离、
结合常数、结合位点数和热力学参数等重要信息.

1 实验部分
1.1 试剂与仪器

牛血清白蛋白(BSA, 华美生物工程公司产品,
99%), 孔雀石绿(MG, 湖南湘中地质研究所, 纯度跃
98%), Britton鄄Robinson(B鄄R)系列缓冲溶液和 pH=
7.2的 Tris鄄HCl(含 0.1 mol·L-1的 NaCl以维持离子
强度)缓冲溶液. 所用试剂均为分析纯, 实验用水为
二次去离子水.

F鄄2500型荧光分光光度计(日本日立公司); UV鄄
3010 紫外/可见分光光度计(日本日立公司); pHS鄄
25C数字显示酸度计(上海宇隆仪器有限公司).
1.2 实验方法

在 10 mL容量瓶中依次加入 1 mL 缓冲溶液、
2.0 mL 1.0伊10-5 mol·L-1的 BSA溶液和一定浓度的
MG,用二次去离子水稀释至刻度,分别在实验温度
(10、20和 37 益)下在恒温水浴中恒温 3 h.荧光发射
与激发狭缝宽度均为 5 nm,于 280 nm激发波长下
进行荧光扫描,光源为脉冲式氙灯,扫描速率为 600
nm·min-1.在 U鄄3010紫外可见近红外分光光度计上
扫描吸收光谱.

2 结果与讨论
2.1 MG对 BSA荧光猝灭方式的确定

BSA中含有色氨酸、酪氨酸和苯丙氨等氨基酸
残基,能发射较强的内源荧光,因此 BSA是内源性
荧光物质[11].图 1为MG对 BSA的荧光猝灭的影响.
可以看出,激发波长在 280 nm, BSA浓度固定不变
的情况下,随着 MG浓度的增加, BSA的内源荧光
有规律地降低,而它的发射峰的峰位及峰形基本保
持不变,这表明 MG对 BSA的荧光有猝灭现象,两
者之间存在相互作用.由于 MG在 280 nm 激发波
长下有吸收,因此在研究中需要考虑内滤光效应,本
文用(1)式[12]对内源荧光进行了校正.

Fc=Fa伊e(A1+A2)/2 (1)
式中, Fc和 Fa分别为校正后和测量到的荧光强度,
A1和 A2分别为溶液在激发和发射波长处的吸收值,
以下所用的荧光强度均为校正后的荧光值.

荧光猝灭机制通常可分为动态猝灭、静态猝灭

等.动态猝灭是猝灭剂和激发态荧光物质分子之间
的相互作用引起的,其猝灭常数随温度升高而增大;

静态猝灭是由于猝灭剂和荧光物质发生了配合反

应,形成了不发荧光的配合物引起的,其猝灭常数随
温度的升高而减小. MG对 BSA荧光猝灭过程若为
动态猝灭,则应符合 Stern鄄Volmer方程[13]:

F0/F=1+kq子0[Q]=1+Ksv[Q] (2)
式中, F0和 F分别为猝灭剂 Q加入前、后的荧光强
度 , kq 为双分子猝灭过程速率常数 , Ksv 为 Stern鄄
Volmer动态猝灭常数, 子0为猝灭剂不存在时荧光体

分子平均寿命, [Q]为猝灭剂的浓度.
将不同 pH值和不同温度下 MG对 BSA 的荧

光猝灭数据按式(2)进行处理, 以 pH=7.2 为例, 作
F0/F-[Q]图(见图 2).由此求得MG对 BSA的 Stern鄄
Volmer动态猝灭常数 Ksv和双分子猝灭过程速率常

数 kq,计算结果见表 1.

表 1 MG与 BSA结合的猝灭常数
Table 1 The quenching contants for the binding of

MG to BSA

图 1 孔雀石绿(MG)对牛血清白蛋白(BSA)的荧光猝灭影响
Fig.1 Effect of malachite green (MG) on the

fluorescence spectra of bovine serum album (BSA)
pH=7.2, at 26 益; c(BSA)=2.0伊10-6 mol·L-1 in all cases;

105 c(MG)/(mol·L-1): 1) 0, 2) 0.5, 3) 1.0, 4) 2.0, 5) 3.0, 6) 4.0, 7) 5.0,
8) 6.0, 9) 7.0

pH T/益 10-4 Ksv

(L·mol-1)
10-12 kq

(L·mol-1·s-1) R

5.4 10 2.58 2.58 0.998
20 2.22 2.22 0.999
37 1.76 1.76 0.996

7.2 10 2.86 2.86 0.999
20 2.40 2.40 0.999
37 1.94 1.94 0.998

9.0 10 3.23 3.23 0.997
20 2.76 2.76 0.999
37 2.18 2.18 0.998
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通常各类猝灭剂对生物大分子的最大扩散控制
碰撞猝灭速率常数为 2.0伊1010 L·mol-1·s-1,而MG对
BSA 的猝灭速率常数 kq远大于此值, 同时温度升
高, Ksv减小.所以,可以基本确定 MG对 BSA的猝
灭并非分子间的动态碰撞所致,而是由于形成复合
物所引起的静态猝灭.根据所测得的动态猝灭常数
可知,在以上不同的 pH体系中, MG对 BSA的猝灭
同样属于静态猝灭过程.
2.2 结合常数和结合位点数

药物小分子与蛋白质大分子的相互作用属于非

共价键作用.静态猝灭是由蛋白质基态分子和药物
分子形成了不发光的配合物引起的.对于 MG鄄BSA
体系,荧光强度与猝灭剂的关系可由荧光分子与猝
灭剂的结合常数求出.设药物 Q在蛋白质分子 B上
有 n个相同且独立的结合位点,则它们的猝灭反应
可表示为[14]:

nQ+B葑QnB
KA=[QnB]/[Q]n[B] (3)

式中, KA表示结合常数, [B]、[Q]分别为游离的蛋白
质和药物浓度.若蛋白质总浓度为[B0],则[B0]=[QnB]+
[B];当[Q]垌[B0]时,以猝灭剂药物的起始浓度代替
其平衡浓度,则

KA=([B0]-[B])/[Q]n[B] (4)
且在静态猝灭中荧光体系的荧光强度 F与蛋白质
的游离浓度成正比, [B0]/[B]=F/F0.由此, 式(4)可改
写为

lg((F0-F)/F)=lgKA+nlg[Q] (5)
当在一定量的 BSA溶液中加入不同浓度的MG时,

其荧光强度变化遵从式(5).以-lg((F0-F)/F)对 lg/[Q]
作图,如图 3所示,可得一条直线.计算得 MG鄄BSA
体系的 KA为 7.69伊104 L·mol-1(10 益)、5.31伊104 L·
mol-1(20 益)和 4.85伊104 L·mol-1 (37 益), n为 1.15(10
益)、1.11(20 益)和 1.08(37 益), 相应的直线相关系
数均为 0.999. 由所得的结合常数及结合位点数可
以看出, MG与 BSA之间有较强的结合作用,可形
成一个结合位点,且温度对MG与 BSA的结合常数
有影响.
2.3 MG与 BSA分子间作用距离的估算
作为给体的荧光光谱和作为受体的吸收光谱的

重叠, 可说明有一定程度的能量转移. 根据 F觟rster
非辐射能量转移理论,可以求出结合位置与蛋白质
分子中荧光发射基团之间的距离[15].按此理论,能量
转移效率 E与给体鄄受体间距离 r及临界能量转移
距离 R0相关

E越1-F/F0越R6
0 /(R6

0 +r6) (6)
式中, R0是 E越50%时的临界距离,可由下式计算:

R6
0 越8.8伊10-25 K2N-4椎J (7)

式中, K2为偶极空间取向因子(取值 2/3), N为介质
的折射指数(取值 1.336), 椎为给体的光量子效率(取
值 0.118), J 为给体(蛋白)荧光发射光谱与受体(药
物)吸收光谱间的光谱重叠积分,可表示为

J越移F(姿)缀(姿)姿4驻姿/移F(姿)驻姿 (8)
其中, F(姿)为荧光给体在波长 姿处的荧光强度, 缀(姿)
则为受体在波长 姿处的摩尔消光系数.图 4为 MG
的紫外吸收光谱(a)和 BSA的荧光发射光谱(b). 将
图 4中 BSA荧光发射光谱与MG的吸收光谱重叠,
求得光谱的重叠的积分 J=1.0437伊10-15 cm3·L·mol-1,

图 3 不同温度下 lg((F0-F)/F)与 lg[Q]的关系图
Fig.3 Plot of lg((F0-F)/F) vs lg[Q]

[Q]=c(MG); c(BSA)=2.0伊10-6 mol·L-1 in all cases; pH=7.2;
T/益: a) 10; b) 20; c) 37

图 2 MG对 BSA荧光猝灭的 Stern鄄Volmer曲线
Fig.2 Stern鄄Volmer curves of fluorescence

quenching of BSA caused by MG
F0 and F: the fluorescence intensity in the absence and presence of MG;

pH=7.2, c(BSA)=2.0伊10-6 mol·L-1 in all cases;
T/益: a) 10, b) 20, c) 37
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按(7)、(8)式计算得 BSA 体系的能量转移效率 E=
0.1635,结合距离为 r=2.30 nm.

根据 F觟rster非辐射能量转移理论,当供能体发
射荧光,供能体的荧光发射光谱与受能体的吸收光
谱有足够的重叠,且供能体与受能体之间的最大距
离不超过 7 nm时,将会发射非辐射能量转移,导致
一个猝灭[16]. 所以, MG与 BSA之间发生的是非辐
射能量转移.
2.4 作用力类型的判定

当温度变化不大时 , 热力学参数可通过下列
公式求得[17]:根据 MG与 BSA的结合常数 KA,并结
合式(9)求得反应的自由能变 驻G:

驻G=原RTlnKA (9)
当温度变化不大时,反应的焓变 驻H可以视为一个
常数,可根据式(10)求得焓变 驻H:

ln(K2/K1)=(驻H/R)·(1/T1-1/T2) (10)
从而根据式(11)进一步求得熵变 驻S:

驻G=驻H原T驻S (11)
对于本实验体系,将实验得到的不同温度下 KA值代

入上述热力学公式,求得MG与 BSA反应的有关热
力学参数,把得到的数据列于表 2中.

药物与生物大分子作用力类型包括氢键、范德华

力、静电引力和疏水作用力等.蛋白质和药物不同,则
它们之间的作用力类型也不完全相同.根据反应前
后的焓变 驻H和熵变 驻S,可以判断药物与蛋白质之
间的主要作用力类型.当 驻H跃0, 驻S跃0时,主要作用
力为疏水作用力;当 驻H约0, 驻S约0时,主要作用力为
氢键和范德华力;当 驻H约0, 驻S跃0时,主要作用力为
静电引力.因此,可认为 MG与 BSA之间主要是通
过氢键和范德华力相互作用.

2.5 NaCl对 BSA鄄MG体系的影响
用强电解质 NaCl溶液来控制体系的离子强度

时, 随 NaCl 浓度的增加, BSA 本身的荧光强度降
低,原因可能是 NaCl的加入导致了 BSA构象的改
变.当 MG存在时,体系中 驻F随 NaCl浓度的增加
而减小,当 NaCl浓度超过 0.5 mol·L-1时, 驻F几乎
保持不变.这可能是 NaCl竞争 BSA上的结合位点,
阻碍了 MG与 BSA之间的结合,可以推断 BSA与
MG之间存在静电力作用.因此,在测定MG与 BSA
体系时,应在较低的离子浓度下进行.

3 结 论
采用荧光光谱法和紫外光谱法研究了孔雀石绿

(MG)与牛血清白蛋白(BSA)的相互作用,确定了静
态猝灭和非辐射能量转移是导致 MG对 BSA荧光
猝灭的两大原因.求得了MG对 BSA的表观结合常
数 KA、结合位点数 n及两者之间的结合距离 r.根据
热力学函数确定了 MG与 BSA之间主要靠氢键和
范德华力作用,它们之间的结合是自发进行的.这些
信息对于了解MG在生物体的吸收、分布、代谢,尤
其是对人体的生理毒性具有重要意义.
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