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热处理的锐钛型二氧化钛催化

可见光照射损伤牛血清白蛋白

张朝红ａ　韩文明ａ　王冬梅ｂ　胥丹平ａ　邓英俏ａ　陈中林ａ　郜　炜ａ

（ａ辽宁大学环境学院　沈阳 １１００３６；ｂ锦州市环境监测中心站综合技术室　锦州）

摘　要　利用紫外可见（ＵＶＶｉｓ）光谱和荧光光谱研究了可见光照射热处理的锐钛型二氧化钛（ＴｉＯ２）对牛
血清白蛋白（ＢＳＡ）的损伤，同时对处理前后ＴｉＯ２的光催化活性进行了比较，并考察了可见光照射时间、ＴｉＯ２加
入量和照射功率等因素对ＢＳＡ分子损伤的影响。结果表明，经过高温处理锐钛型ＴｉＯ２可以部分转晶，处理后
的ＴｉＯ２和可见光的联合作用能够导致ＢＳＡ分子损伤。ＵＶＶｉｓ光谱表现为增色效应，荧光光谱表现为荧光猝

灭。且处理后的ＴｉＯ２的光催化活性好于处理前。对于体系温度为２５℃和浓度为１０×１０
－５ｍｏｌ／Ｌ的ＢＳＡ溶

液，ＢＳＡ分子的损伤程度随着可见光照射时间、ＴｉＯ２加入量和照射功率的增加而增大。同步荧光光谱证明了
ＢＳＡ分子中酪氨酸的损伤程度较大。
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近年来，以二氧化钛（ＴｉＯ２）为催化剂的光催化技术在环境治理领域已得到广泛应用
［１，２］。这是因为

ＴｉＯ２具有光催化活性高、化学性质稳定、对人体无毒性和价廉易得等特点
［３］，并且 ＴｉＯ２具有较深的价带

能级，当用能量大于ＴｉＯ２能带隙（３２ｅＶ）的光照射到其表面时，会产生具有很强氧化和还原能力的空
穴（ｈ＋）和电子（ｅ－），这些ｈ＋和ｅ－与Ｈ２Ｏ结合会产生氧化性很强的·ＯＨ自由基，可发生许多化学反
应［４］。ＴｉＯ２光催化技术可应用于有机废水的处理，能有效地将水中的有机污染物等进行除毒、脱色和矿
化，最终降解为ＣＯ２和Ｈ２Ｏ，因此ＴｉＯ２也成为最具开发前景的绿色环保催化剂之一。

ＴｉＯ２可以被正常组织内的血管周围的巨噬细胞所吞噬，不会引起白细胞减少等副作用的发生。血
清白蛋白是血浆中最为丰富的蛋白质，它能够储存和转运众多的内源性和外源性物质。由于血清白蛋

白在生理上的重要性以及易于分离、提纯而常被用作模型球蛋白。已有研究证明 ＴｉＯ２具有光催化灭菌
作用。但通常光催化研究中所用的锐钛型ＴｉＯ２只对紫外光有响应

［５］，而太阳光中仅含３％～４％左右的
紫外光，大部分是可见光。为了有效地利用太阳光，需要扩大ＴｉＯ２对可见光的响应范围，提高 ＴｉＯ２的光
催化活性。本实验通过高温处理得到部分转晶的 ＴｉＯ２，在可见光作用下对蛋白质分子损伤进行研究。
若实现对蛋白质的损伤，则可能造成自然情况下的细胞凋亡，从而对病毒和病菌的灭活是完全可能的，

并且其产物干净且无毒［６］。同时对于某些病毒、病菌的清除剂和灭活剂等方面的研究也有着重要的意

义［７，８］。

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

ＦＬ４０Ｔ８ＥＸＤ／３６型三基色灯（日本Ｔｏｓｈｉｂａ公司），波长范围４７０～７００ｎｍ，功率６４～１９２Ｗ；Ｃａｒｙ５０
型ＵＶＶｉｓ光谱仪（美国Ｖａｒｉａｎ公司）；Ｃａｒｙ３００型荧光光谱仪（美国 Ｖａｒｉａｎ公司）；Ｄ８ＡＤＶＡＮＣＥ型全自
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动Ｘ射线衍射仪（ＸＲＤ，德国Ｂｒｕｋｅｒａｘｓ公司）。
牛血清白蛋白（ＢＳＡ，北京奥博星生物技术责任有限公司），使用时未经进一步纯化，在０～４℃下溶

于ＮａＣｌＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ＝７４，ＮａＣｌ浓度００５０ｍｏｌ／Ｌ，ＴｒｉｓＨＣｌ浓度００５ｍｏｌ／Ｌ）缓冲溶液，配成浓度为
１０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ的储备液，准确浓度由２７８ｎｍ处的吸光度确定；ＴｉＯ２（微米级粉末，锐钛型，杭州万景
新材料有限公司）；实验用水为二次蒸馏水；其余试剂均为分析纯。

１．２　实验方法
１．２．１　ＴｉＯ２的热处理过程　锐钛型ＴｉＯ２粉末于马福炉中加热至５００℃，恒温３００ｍｉｎ，加热过程中适当
搅拌，以保证粉末受热均匀。经高温处理使部分锐钛型ＴｉＯ２转变成了金红石型ＴｉＯ２

［９］。

１．２．２　ＢＳＡ损伤的测定　量取６份浓度１０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ的 ＢＳＡ储备液５０ｍＬ分别放入６只体积为
１００ｍＬ无盖锥形瓶（标记为ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ和ｆ）。其中ｃ和ｄ瓶分别加入００５ｇ（１０ｇ／Ｌ）经热处理的ＴｉＯ２
（下文简称处理ＴｉＯ２），ｅ和ｆ瓶分别加入００５ｇ（１０ｇ／Ｌ）未经热处理的ＴｉＯ２（下文简称ＴｉＯ２）。将ａ、ｃ
和ｅ瓶避光放置，ｂ、ｄ和ｆ瓶在可见光下照射３０ｈ，照射功率为１４４Ｗ，之后取样离心，在室温（２５℃）
下测定６个样品的ＵＶＶｉｓ光谱和荧光光谱。另外，改变照射时间，ＴｉＯ２加入量和照射功率的实验也按
同样方法进行。

１．２．３　ＵＶＶｉｓ光谱和荧光光谱测定条件　ＵＶＶｉｓ光谱波长范围为 ２００～８００ｎｍ，扫描速度
２７０ｎｍ／ｍｉｎ。荧光光谱波长范围为２００～６００ｎｍ，光源为１５０Ｗ氙灯，扫描速度为７２０ｎｍ／ｍｉｎ，激发波
长为２８０ｎｍ，激发及发射狭缝为２５ｎｍ。选择Δλ为１５和６０ｎｍ扫描同步荧光光谱，其中Δλ＝发射波
长（λｅｍ）－激发波长（λｅｘ）。样品池均为１０ｃｍ石英比色皿，均为室温下测定。

２　结果与讨论

２．１　处理ＴｉＯ２的ＸＲＤ

为了确定原锐钛型ＴｉＯ２的转变及金红石型ＴｉＯ２的生成，测试了原锐钛型ＴｉＯ２和处理ＴｉＯ２的 ＸＲＤ，
结果如图１所示。晶粒尺寸（α）用Ｓｃｈｅｒｒｅｒ方程式计算，金红石型和锐钛型ＴｉＯ２比例（β）通过ＸＲＤ用质
量方程计算［９］：ＩＲ＝［１＋０８（ＩＡ／ＩＲ）］

－１和ＩＡ＝［１＋１２６（ＩＲ／ＩＡ）］
－１。与图１Ａ相比，从图１Ｂ中可以看

出，金红石型 ＴｉＯ２衍射峰的出现，经计算得出金红石型 ＴｉＯ２和锐钛型 ＴｉＯ２的含量分别为 ２４１２％和
７５８８％。这表明经高温处理使部分锐钛型 ＴｉＯ２转变成了金红石型 ＴｉＯ２。且结晶化过程将导致粒子尺
寸变大，也为ＴｉＯ２由锐钛型向金红石型转晶提供了机会

［９］。

图１　ＴｉＯ２的ＸＲＤ图

Ｆｉｇ．１　ＸＲＤｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＴｉＯ２
Ａ．ａｎａｔａｓｅＴｉＯ２；Ｂ．ｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄＴｉＯ２

２．２　不同条件下ＢＳＡ溶液的ＵＶＶｉｓ光谱和荧光光谱
图２Ａ显示，与ＢＳＡ原液相比，单纯可见光照射３０ｈ后，ＢＳＡ溶液的吸光度有一定的增加；而单纯

加入ＴｉＯ２时ＢＳＡ溶液的吸光度只有微弱增加。但当加入ＴｉＯ２并结合可见光照射时，ＢＳＡ溶液的吸光度
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大幅度增加，且加入处理后的ＴｉＯ２效果更明显。吸光度从大到小的顺序为：ＢＳＡ＋处理ＴｉＯ２＋可见光＞
ＢＳＡ＋ＴｉＯ２＋可见光＞ＢＳＡ＋可见光＞ＢＳＡ＋处理ＴｉＯ２＞ＢＳＡ＋ＴｉＯ２＞ＢＳＡ。这说明单纯 ＴｉＯ２或可见光
只对ＢＳＡ有较小的作用，这些变化是因为改变了ＢＳＡ分子的二级结构，使色氨酸和酪氨酸等氨基酸芳
杂环等疏水基团裸露，吸光度增强，紫外光谱表现为增色效应。而当 ＴｉＯ２和可见光联合作用时，可见光
激发ＴｉＯ２粒子产生·ＯＨ自由基，通过进攻ＢＳＡ分子中的二硫键，氧化硫原子使其断裂，使ＢＳＡ分子损
伤，增色效应明显［１０］。且处理ＴｉＯ２在可见光的作用下对ＢＳＡ的损伤远远大于其它情况。

图２　ＢＳＡ溶液的ＵＶＶｉｓ光谱（Ａ）和荧光（Ｂ）光谱
Ｆｉｇ．２　（Ａ）ＵＶＶｉｓａｎｄ（Ｂ）ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＢＳＡｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

ＢＳＡ溶液的荧光光谱（图２Ｂ）也得到相同结论。ＢＳＡ溶液的荧光大小顺序依次为：ＢＳＡ＋可见光 ＞
ＢＳＡ＞ＢＳＡ＋ＴｉＯ２＞ＢＳＡ＋处理ＴｉＯ２＞ＢＳＡ＋ＴｉＯ２＋可见光＞ＢＳＡ＋处理ＴｉＯ２＋可见光。其可能的原因
为：当ＢＳＡ在单纯可见光照射下，非荧光基团断裂，肽链伸展，荧光基团外露，荧光强度略微增加。而可
见光和处理ＴｉＯ２的联合作用一方面使ＢＳＡ中的荧光性物质（如色氨酸和酪氨酸等残基）破坏，导致ＢＳＡ
溶液的荧光强度下降；另一方面使 ＢＳＡ分子结构变化，破坏了 ＢＳＡ分子的荧光体系，使其荧光发生猝
灭［１１，１２］，其综合结果是导致ＢＳＡ溶液的荧光强度大幅度下降。
２．３　照射时间对ＢＳＡ分子损伤作用的影响

实验条件同１．２．２节，改变照射时间（００～５０ｈ），结果如图３所示。

图３　照射时间对ＢＳＡ溶液吸光度（λｍａｘ＝２７８ｎｍ）（Ａ）和荧光强度（λｅｍ＝３５０ｎｍ）（Ｂ）的影响

Ｆｉｇ．３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎ（Ａ）ａｂｓｏｒｂｅｎｃｅ（λｍａｘ＝２７８ｎｍ）ａｎｄ（Ｂ）ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（λｅｍ＝３５０ｎｍ）ｏｆＢＳＡｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
ａ．ＢＳＡ；ｂ．ＢＳＡ＋ＴｉＯ２；ｃ．ＢＳＡ＋ｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄＴｉＯ２

图３Ａ显示，在单纯可见光存在时，ＢＳＡ溶液的吸光度随着照射时间的延长有缓慢的增加。而当
ＴｉＯ２存在时，随着可见光照射时间的增加，ＢＳＡ溶液的吸光度显著增大，即增色效应明显增大。且处理
ＴｉＯ２的ＢＳＡ溶液的吸光度一直高于加入 ＴｉＯ２的吸光度。这说明光照激活处理 ＴｉＯ２可产生更多的·ＯＨ
自由基，照射时间愈长，产生的自由基越多，对ＢＳＡ分子的损伤就越大。加入ＴｉＯ２后，图３Ｂ中荧光强度
随着照射时间的延长，处理ＴｉＯ２存在时的荧光猝灭要比ＴｉＯ２存在时更强烈。
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此外，同步荧光光谱进一步证明了这种现象。同步荧光技术是在同时扫描激发单色器和发射单色

器波长的情况下来测绘荧光光谱图。由测得的荧光强度信号对发射或激发波长作图，称为同步荧光光

谱。同步荧光光谱已被应用于蛋白质构象的分析，由Δλ＝１５ｎｍ所得的同步荧光只显示蛋白质中酪氨
酸残基的荧光，由Δλ＝６０ｎｍ所得的同步荧光只显示蛋白质中色氨酸残基的荧光。选择Δλ＝１５ｎｍ和
Δλ＝６０ｎｍ扫描同步荧光光谱，可以明确地将ＢＳＡ中色氨酸和酪氨酸残基荧光峰分辨出来［１３］。图４显
示，在同样条件下，二者荧光强度均迅速下降。处理ＴｉＯ２对酪氨酸和色氨酸荧光猝灭率分别为４８７４％
和３３３７％，而ＴｉＯ２对酪氨酸和色氨酸荧光猝灭率分别为２９７８％和２２０１％。这再次证明处理 ＴｉＯ２和
可见光照射的联合作用对ＢＳＡ的损伤作用更大，且对ＢＳＡ分子中酪氨酸的损伤程度较大。

图４　照射时间对ＢＳＡ溶液同步荧光强度的影响
Ｆｉｇ．４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＢＳＡｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

ａ．ＢＳＡ＋ＴｉＯ２；ｂ．ＢＳＡ＋ｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄＴｉＯ２

２．４　ＴｉＯ２加入量对ＢＳＡ损伤作用的影响
实验条件同本文１．２．２节，改变ＴｉＯ２的加入量（００～２５ｇ／Ｌ），结果如图５所示。

图５　ＴｉＯ２加入量对ＢＳＡ溶液吸光度（λｍａｘ＝２７８ｎｍ）（Ａ）和荧光强度（λｅｍ＝３５０ｎｍ）（Ｂ）的影响

Ｆｉｇ．５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆＴｉＯ２ｄｏｓｅｏｎ（Ａ）ａｂｓｏｒｂｅｎｃｅ（λｍａｘ＝２７８ｎｍ）ａｎｄ（Ｂ）ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（λｅｍ＝３５０ｎｍ）ｏｆＢＳＡｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
ａ．ＢＳＡ＋ｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄＴｉＯ２＋Ｌｉｇｈｔ；ｂ．ＢＳＡ＋ＴｉＯ２＋Ｌｉｇｈｔ；ｃ．ＢＳＡ＋ｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄＴｉＯ２；ｄ．ＢＳＡ＋ＴｉＯ２

从图５Ａ可见，在可见光照射下，随着ＴｉＯ２加入量的增加，ＢＳＡ溶液的吸光度逐渐增加，这说明 ＢＳＡ
分子受损伤程度越来越严重，且处理 ＴｉＯ２存在时对 ＢＳＡ分子的损伤程度较大。当没有光照时，ＢＳＡ溶
液的吸光度略微增大，但增幅远远小于相应的光照情况。图５Ｂ的荧光强度变化也得到同样结果。没有
光照时，ＢＳＡ溶液的荧光强度随着ＴｉＯ２加入量的增加而缓慢减小。而在可见光照射时，荧光强度猝灭强
烈且处理后的ＴｉＯ２存在时使ＢＳＡ分子荧光强度猝灭幅度大，因此进一步说明处理后的ＴｉＯ２和可见光照
射联合作用对ＢＳＡ的损伤作用更大。
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２．５　功率对ＢＳＡ损伤作用的影响
实验条件同本文１．２．２节，改变可见光照射功率为７２、１４４和２１６Ｗ，结果如图６所示。

图６　照射功率对ＢＳＡ溶液吸光度（λｍａｘ＝２７８ｎｍ）（Ａ）和荧光强度（λｅｍ＝３５０ｎｍ）（Ｂ）的影响

Ｆｉｇ．６　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｐｏｗｅｒｏｎ（Ａ）ａｂｓｏｒｂｅｎｃｅ（λｍａｘ＝２７８ｎｍ）ａｎｄ

（Ｂ）ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（λｅｍ＝３５０ｎｍ）ｏｆＢＳＡｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
ａ．ＢＳＡ；ｂ．ＢＳＡ＋ＴｉＯ２；ｃ．ＢＳＡ＋ｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄＴｉＯ２

图６Ａ显示，单纯可见光照射时，照射功率的增加只能使ＢＳＡ溶液的吸光度稍微增加。而随着可见
光照射功率的增加，加入处理ＴｉＯ２使ＢＳＡ溶液吸光度增加更为明显。这说明提高照射功率能有效激活
ＴｉＯ２，促进ＢＳＡ分子损伤。这也进一步说明 ＢＳＡ分子的损伤主要来自于可见光照射和 ＴｉＯ２的协同效
应。从图６Ｂ看出，在相同实验条件下，单纯可见光照射时，照射功率的增加只能使 ＢＳＡ溶液产生一定
的敏化现象，加入ＴｉＯ２后产生明显猝灭现象。荧光强度猝灭大小顺序依次为：ＢＳＡ＋处理ＴｉＯ２＋可见光
＞ＢＳＡ＋ＴｉＯ２＋可见光＞ＢＳＡ＋可见光。
锐钛型ＴｉＯ２经过高温热处理，在可见光作用下能够导致ＢＳＡ分子损伤。且处理后ＴｉＯ２的光催化效

果好于处理前。ＵＶＶｉｓ光谱表现为增色效应，荧光光谱表现为荧光猝灭。对于体系温度为２５℃和浓度
为１０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ的ＢＳＡ溶液，ＢＳＡ分子的损伤程度随着可见光照射时间、ＴｉＯ２加入量和照射功率的
增加而增大。同步荧光光谱证明了ＢＳＡ分子中酪氨酸的损伤程度较大。
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