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　　摘　要　目的　本文主要研究粒径为３０ｎｍ的银纳米线与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的相互作用，得到相应的热

力学参数，如结合常数，吉布斯自由能变、熵变、焓变。方法　利用紫外可见吸收光谱法（ＵＶｖｉｓ）对银纳米线的

吸收光谱进行分析，利用荧光光谱法（ＦＬ）研究银纳米线与ＢＳＡ之间的相互作用。结果　随着纳米银溶液浓度

的增加，混合溶液的紫外吸收峰强度增大，而荧光强度明显猝灭。３个温度下的猝灭常数（Ｋｑ）分别６．３２８×

１０１０、３．７７９×１０１０和２．７８０×１０１０Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１，均大于２．０×１０１０Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１，表明相互作用是静态猝灭过

程。同步荧光结果表明，银纳米线的加入对蛋白质周围的环境以及二级结构产生了影响。由变温荧光实验可得

相互作用的焓变（ΔＨ）为－１８０．３ｋＪ·ｍｏｌ－１，熵变（ΔＳ）为 －５６５．３Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１。结论　本研究获得了纳米

银与ＢＳＡ相互作用的结合常数、结合位点数以及吉布斯自由能变等热力学参数，为新型纳米药物的合成提供理

论依据。
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Ｂｉｎｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙ

　　纳米银因具有特殊的物理化学性质，在微电
子、光电子、超导材料、生物医药、催化、防电磁辐射

及柔性显示屏等领域得到了广泛应用［１２］，特别在

医药领域具有重要的地位［３９］。牛血清白蛋白（ｂｏ
ｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）是在牛肝细胞中合成的
蛋白，具有很好的生物相容性。它是生物大分子研

究中应用最广泛的蛋白质之一，常用作研究蛋白质

与药物、配体、金属离子等物质相互作用的最理想

模型［１０１１］。

纳米银与生物大分子相互作用的深入研究将

对纳米材料在医学领域的应用产生重大影响。本

文利用光谱分析法研究了银纳米线与牛血清白蛋

白的结合，为纳米银在医学领域中广泛应用提供了

理论性参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料
银纳米线（济宁利特纳米技术有限责任公

司）；三羟甲基氨基甲烷（纯度为９９％，阿法埃莎化
工有限公司）；ＮａＣｌ（国药集团化学试剂有限公
司）；ＥＤＴＡ（北京拜尔迪生物技术有限公司）；ＨＣｌ
（莱阳经济技术开发区精细化工厂）；牛血清白蛋

白（纯度９８％，Ｍｗ＝６６．４ｋｇ·ｍｏｌ－１，百灵威）；Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ缓冲溶液（ｐＨ＝７．４０，由三羟甲基氨基甲烷、
ＮａＣｌ、ＥＤＴＡ、ＨＣｌ配制而成），ＢＳＡ溶液于４℃ 冰箱
保存；试验中所用水均为三次去离子水。

１．２　方法
１．２．１　紫外光谱测定　利用紫外可见分光光度
计对不同浓度的银纳米线与ＢＳＡ相互作用的结果
进行光谱测量，２００～９００ｎｍ以１２００ｎｍ／ｍｉｎ的速
度测定溶液的吸光度。固定比色皿中牛血清白蛋

白的浓度为 ０．８μＭ，银纳米线的浓度依次为：０、
０１５、０．４６、０．７７、１．１、１．４、１．７和２．０ｍＭ。
１．２．２　荧光光谱测定　用荧光分光光度计测定银
纳米线与ＢＳＡ相互作用的荧光强度。激发波长设

定在２８５ｎｍ，扫描频段３００～５２０ｎｍ，发射和激发狭
缝均为 ５ｎｍ。比色皿中 ＢＳＡ 的浓度固定为
０８μＭ，银纳米线的浓度同１．２．１。
１．２．３　同步荧光光谱测定　利用荧光分光光度计
测量银纳米线与 ＢＳＡ相互作用的同步荧光强度，
首先测量Δλ＝６０ｎｍ（Δλ＝λｅｍ－λｅｘ）时的荧光强
度，此时，激发波长设定为２４０ｎｍ，发射波长的范围
是３００～４００ｎｍ。改变 Δλ＝１５ｎｍ，激发波长为
２６５ｎｍ，发射波长的范围为２８０～３４０ｎｍ，激发和发
射狭缝宽度均设置为５ｎｍ。比色皿中固定 ＢＳＡ的
浓度为０８μＭ，银纳米线的浓度同１．２．１。

２　结果

２．１　银纳米线与ＢＳＡ相互作用的紫外分析
紫外光谱法是研究结构与物质相互作用的最

有效的方法，主要依据是被测材料的吸收光谱。其

中，银纳米线在３７０ｎｍ处有最大吸收峰（图１Ａ），
由图１Ｂ中可以看出，银纳米线具有均匀地线状结
构。图２为一系列浓度的３０ｎｍ粒径的纳米银与
ＢＳＡ在缓冲溶液中的紫外吸收光谱图。由图２可
以看出，在２７６ｎｍ处，未加入银纳米线时的最大吸
收强度为０．３２７，而随着银纳米线加入量的增大，
最大吸收强度也逐渐增大。当银纳米线的浓度增

加到２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，最大吸收强度增加０．５１５。比较
未加入银纳米线的ＢＳＡ溶液和加入不同量的银纳
米线的ＢＳＡ溶液的最大吸光度可知，随着银纳米
线浓度的增加，溶液中的 ＢＳＡ发生了增色效应。
因此，可以确定银纳米线与溶液中的 ＢＳＡ发生了
相互作用，生成了缔合物。

２．２　荧光光谱分析
在ＢＳＡ分子中，存在有３个固有的荧光残基：

色氨酸（Ｔｒｐ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）和苯丙氨酸（Ｐｈｅ）。与
其他氨基酸和酪氨酸相比，苯丙氨酸的量子产率相

对较低，这是因为荧光内滤效应和酪氨酸残基对色

氨酸残基的有效能量转移效应，所以酪氨酸残基在

·５４２·
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试验中观察到的荧光强度变化不明显，ＢＳＡ荧光发
射贡献最大的是色氨酸残基。在温度２９８Ｋ，ｐＨ７．３１
的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶剂的条件下，随着溶液中银纳米
线浓度的增大，ＢＳＡ的荧光强度明显降低，表明银
纳米线可以改变 ＢＳＡ的结构。这种现象可能是由
于它们之间的相互作用引起的。见图３。

注：Ａ．银纳米线紫外吸收光谱图；Ｂ．银纳米线ＳＥＭ图

图１　对银纳米线的表征

注：从（ａ）到（ｈ）银纳米线的浓度依次为０ｍＭ，０．１５ｍＭ，

０．４６ｍＭ，０．７７ｍＭ，１．１ｍＭ，１．４ｍＭ，１．７ｍＭ，２．０ｍＭ

图２　不同浓度银纳米线与ＢＳＡ相互作用的
紫外吸收光谱图

２．３　同步荧光光谱分析
同步荧光法是研究 ＢＳＡ最常用的方法，可以

研究 ＢＳＡ在环境变化时构象的变化。当 Δλ为
６０ｎｍ时，观察到的是色氨酸的特征荧光，而当 Δλ
为１５ｎｍ时，显示的是酪氨酸残基的特征荧光。图
４是在温度２９８Ｋ，ｐＨ７．３１的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液中

测得的酪氨酸和色氨酸的同步荧光光谱图。图４
示酪氨酸残基和色氨酸残基均随银纳米线浓度的

增加，荧光强度下降，所以可以得出结论：ＢＳＡ与银
纳米线发生相互作用，导致荧光强度变化。

注：从（ａ）到（ｈ）银纳米线的浓度依次为０ｍＭ，０．１５ｍＭ，
０．４６ｍＭ，０．７７ｍＭ，１．１ｍＭ，１．４ｍＭ，１．７ｍＭ，２．０ｍＭ

图３　不同浓度银纳米线与ＢＳＡ相互作用
荧光光谱图

　　注：从（ａ）到（ｈ）银纳米线的浓度依次为 ０ｍＭ，０．
１５ｍＭ，０．４６ｍＭ，０．７７ｍＭ，１．１ｍＭ，１．４ｍＭ，１．７ｍＭ，２．
０ｍＭ；Ａ．Δλ＝１５ｎｍ，Ｂ．Δλ＝６０ｎｍ

图４　不同Ａｇ浓度下ＢＳＡ同步荧光光谱图

２．４　荧光猝灭机制探讨
图３示银纳米线的加入使得 ＢＳＡ发生了荧光

猝灭效应，为了进一步探讨 ＢＳＡ发生的是何种荧
光猝灭过程，接下来对两种粒径的银纳米线与ＢＳＡ
的混合溶液做了变温荧光。实验中为了消除杂质

的影响，对荧光强度进行了校正，校正公式如下：

Ｆｃｏｒ＝Ｆｏｂｓ×ｅ
（Ａｅｘ＋Ａｅｍ）／２

·６４２·
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Ｆｃｏｒ和Ｆｏｂｓ分别是校正后的和观察到的荧光强度。
Ａｅｘ和Ａｅｍ分别是银纳米线和 ＢＳＡ在激发波长和发
射波长下的吸收强度。

一般将荧光猝灭过程分为静态猝灭和动态猝

灭，通常用 ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程［１２］来判断是何种猝

灭方式：

Ｆ０
Ｆ＝１＋ＫＳＶ［Ｑ］＝１＋Ｋｑτ０［Ｑ］

其中，Ｆ０是未加入银纳米线时的 ＢＳＡ荧光强度，Ｆ
是加入银纳米线且校正后的 ＢＳＡ荧光强度，ＫＳＶ是
ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ猝灭常数，Ｋｑ为猝灭速率常数，τ０是

ＢＳＡ的平均寿命，其数值通常为 １０－９ｓ。利用
ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程，通过 Ｆ０／Ｆ对［Ｑ］作图，可以确
定ＫＳＶ的数值，由表１中计算出的 Ｋｑ与 ＢＳＡ的最

大扩散碰撞的动态猝灭常数２．０×１０１０（Ｌ·ｍｏｌ－１

·ｓ－１）的比较可以断定，银纳米线对 ＢＳＡ的猝灭
过程为静态猝灭过程。

表１　银纳米线与ＢＳＡ混合溶液在的ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ猝灭常数

Ｔ／Ｋ ＫＳＶ（Ｌ·ｍｏｌ－１） Ｋｑ（×１０１０Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１）

２９３ ６３．２８ ６．３２８

２９８ ３７．７９ ３．７７９

３０３ ２７．８０ ２．７８０

２．５　热力学数据分析
对于静态猝灭来说，可以用方程 Ｄｏｕｂｌｅｌｏｇ

ａｒｉｔｈｍ来描述。而静态猝灭过程中的结合常数 Ｋａ
和结合位点ｎ都可以用此方程中的ｌｏｇ［Ｆ０－Ｆ／Ｆ］
和ｌｏｇ［Ｑ］的斜率及截距求出，Ｄｏｕｂｌｅｌｏｇａｒｉｔｈｍ方
程如下所示：

ｌｏｇ
Ｆ０－Ｆ
Ｆ ＝ｌｏｇＫａ＋ｎｌｏｇ［Ｑ］

图５所列出的是不同温度下在银纳米线对
ＢＳＡ的猝灭系统中，由 Ｄｏｕｂｌｅｌｏｇａｒｉｔｈｍ方程得出
的ｌｏｇ［Ｆ０－Ｆ／Ｆ］和ｌｏｇ［Ｑ］的关系图，该猝灭系统
的结合常数和结合位点的数目同时也可以得到

（表２）。通过比较表中相同粒径的银纳米线在不
同温度时的数据可知，随着温度的升高，结合常数

和结合位点数均减小，也就是说随着温度的升高，

ＢＳＡ与银纳米线的结合能力降低。
在配合物形成的过程中，存在以下公式：

ΔＧ＝ΔＨ－ＴΔＳ＝－ＲＴｌｎＫ

ｌｎ
Ｋ２
Ｋ１
＝ΔＨＲ（

１
Ｔ１
－１Ｔ２
）

ΔＧ为吉布斯自由能变，ΔＨ为焓变，ΔＳ为熵变，Ｋ
为平衡常数。根据反应前后热力学焓变和熵变的

相对大小，可以确定银纳米线与 ＢＳＡ之间的相互
作用类型。Ｒｏｓｓ等［１３］总结了小分子与生物大分子

反应的热力学数据与作用力类型的关系，即当 ΔＨ
＞０，ΔＳ＞０时为疏水作用；ΔＨ＜０，ΔＳ＜０时为范
德华力和氢键。ΔＨ＜０，ΔＳ＞０时为静电作用力。
由银纳米线与ＢＳＡ相互作用的热力学数据，如表３
所示，ΔＧ＜０，所以两者之间的相互作用是自发进
行的，且ΔＨ＜０，ΔＳ＜０，则银纳米线与ＢＳＡ之间作
用力的类型主要范德华力和氢键。

图５　不同温度下银纳米线对ＢＳＡ猝灭的

Ｄｏｕｂｌｅｌｏｇａｒｉｔｈｍ图

表２　在不同温度下银纳米线与ＢＳＡ的
结合常数和结合位点

Ｔ／Ｋ Ｋａ（Ｌ·ｍｏｌ－１） ｎ

２９３ ４６１．９ １．３８

２９８ １００．１ １．１９

３０３ ４０．２６ １．０９

表３　银纳米线与ＢＳＡ相互作用的热力学数据

Ｔ／Ｋ Ｋ（ｋＪ·ｍｏｌ－１） ΔＧ（ｋＪ·ｍｏｌ－１） ΔＳ（Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１） ΔＨ（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

２９３ ４６１．９ －１４．９６

２９８ １００．１ －１１．４０ －５６４．３ －１８０．３

３０３ ４０．２６ －９．３２１

３　讨论

银纳米线可以使 ＢＳＡ的空间结构发生改变。
通过对紫外可见吸收光谱的分析表明，随着溶液
中银纳米线浓度的增加，在２８５ｎｍ处 ＢＳＡ的最大
紫外吸收强度也随之增加，说明银纳米线可以同

·７４２·
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ＢＳＡ发生了相互作用，使得 ＢＳＡ的空间结构发生
了相应变化。

银纳米线可以使 ＢＳＡ的荧光强度发生猝灭。
通过对３０ｎｍ粒径的银纳米线与 ＢＳＡ相互作用的
荧光光谱的分析可知，银纳米线作为猝灭剂，可以

使ＢＳＡ的荧光强度发生猝灭，且由猝灭常数可知，
猝灭机制为静态猝灭。

银纳米线可以改变ＢＳＡ中色氨酸残基周围亲
水环境的极性。随着银纳米线浓度的增加，色氨酸

残基的位置发生了红移，说明色氨酸残基周围的亲

水性环境的极性增加，而酪氨酸残基的位置没有改

变，表明酪氨酸残基周围的亲水性环境的极性没有

改变。通过对３０ｎｍ粒径的银纳米线与 ＢＳＡ相互
作用的变温荧光光谱的分析可知，结合常数 Ｋａ和
结合位点数ｎ均随着温度的升高而降低。

综上所述，本研究获得了纳米银与 ＢＳＡ相互
作用的结合常数、结合位点以及吉布斯自由能等热

力学常数，为纳米银在医学领域中广泛应用提供了

理论性依据。
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欢迎投稿　欢迎订阅
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