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摘 要：采用荧光光谱法、紫外吸收光谱法和圆二色谱法研究了在 Na2HPO3-NaH2PO3 缓冲溶液（pH=7.4，
298 K）中三种不同头基的 Bola表面活性剂 Bola（Me）、Bola（Et）、Bola（Pr）与牛血清蛋白（BSA）的相互作用，

考察了表面活性剂浓度、结构对相互作用的影响，初步阐明了 Bola表面活性剂与 BSA的结合机理 . 结果表

明：三种 Bola表面活性剂均对 BSA的荧光强度有静态猝灭作用，并导致其最大发射波长蓝移；表面活性剂

的加入主要影响 BSA 的色氨酸（Trp）残基；表面活性剂头基的烷基链越长，Stern-Volmer 猝灭常数越大，表

明具有较长头基烷基链的表面活性剂与 BSA具有更强的相互作用 .
关键词：Bola表面活性剂；牛血清蛋白；荧光光谱；圆二色谱

中图分类号：O657 文献标识码：A doi：10. 3969/j. issn. 1674⁃2869. 2017. 02. 004

Spectroscopic Studies on Interaction of Bovine Serum Albumin
with Bola Surfactant
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Abstract：Interaction between a Bola series of surfactants Bola（Me），Bola（Et）and Bola（Pr）with different
headgroups and bovine serum albumin（BSA） in Na2HPO3-NaH2PO3 buffer solution（pH=7.4，298 K）were
studied by using fluorescence spectroscopy，UV absorption spectroscopy and circular dichroism spectroscopy in
this paper. Effects of the surfactants structure and concentration on the interaction were examined，and the
binding mechanism of Bola surfactants and BSA were elucidated.The experimental results showed that all the
Bola surfactants had a static quenching effect on the fluorescence intensity of bovine serum albumin（BSA）and
resulted in a blue shift of the maximum emission wavelength. The addition of surfactants mainly affected the
tryptophan residues of BSA. The longer alkyl chain the surfactant has，the larger the Stern-Volmer quenching
constant is，indicating that the surfactant with longer head alkyl chain has stronger interaction with BSA.
Keywords：Bola surfactant；BSA；fluorescence spectrum；circular dichroism spectrum
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蛋白质-表面活性剂复配体系的研究一直是人

们十分感兴趣的课题，因为它们在食品、生物、医

药、化妆品领域有着重要而广泛的应用［1-5］. 已有文

献报道的关于表面活性剂与蛋白质相互作用的研

究，大多集中于常见的如十二烷基硫酸钠（sodium
dodecyl sulfate，SDS）或者十六烷基三甲基溴化铵

（hexadecyltrimethy ammonium bromide，CTAB）等单

链表面活性剂，而与 Bola表面活性剂相关的还很

少［6-9］. 20世纪 80年代，德国的 Fuhrhop［10］教授首先

使用了 Bola 两亲化合物（Bola-amphiphile）这一名

词. 与只含有一个亲水基和一个亲油基的传统表

面活性剂不同，Bola型表面活性剂是由两个极性

头基用一根或多根疏水链连接键合起来的化合物
［11］. 因此相对于同类型的传统表面活性剂，Bola型
表面活性剂的临界胶束浓度（critical micelle con⁃
centration，CMC）较高，Kfafft点较低，常温下在水中

具有较好的溶解性等特点［12］. 由于具有特殊结构

和强的亲水性，Bola表面活性剂有望表现出更有

效的与蛋白质相互作用的行为.
本文利用荧光光谱［13］、紫外吸收光谱［14］以及

圆二色光谱［15］研究了Bola（Me）、Bola（Et）、Bola（Pr）
三种不同疏水头基的 Bola 表面活性剂与 BSA 在

pH=7.4的 Na2HPO3-NaH2PO3缓冲溶液中的相互作

用，并结合实验数据得到的猝灭常数等参数，初步

阐明了 Bola表面活性剂与 BSA的结合机理及作用

规律，特别是 Bola表面活性剂的不同头基烷基链

对二者相互作用的影响.
1 实验部分

1.1 试剂与仪器

试剂：BSA，BR 级，纯度>99.0%，上海如吉生

物科技发展有限公司；3 种不同疏水头基的 Bola
表面活性剂（Bola（Me）、Bola（Et）、Bola（Pr））按文

献 ［16］ 方 法 自 制 ，结 构 式 如 图 1；pH=7.4 的

Na2HPO3-NaH2PO3缓冲溶液（PBS），由磷酸氢二钠

（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）和磷酸二

氢钠（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）配制

而成. 本文中若无特别说明，均以此缓冲溶液作为

溶剂配制实验所用溶液.

仪器：FP-6500型荧光分光光度计（日本），Per⁃
kin Elmer Lambda 35紫外可见分光光度计（美国），

J-1500型圆二色光谱仪（日本），5 μL微量进样器

（上海安亭微量进样器厂），200 μL移液器（上海携

科生物科技有限公司），BSA 124S电子天平.
1.2 实验方法

1.2.1 内 源 荧 光 光 谱 BSA 的 原 溶 液（1.0×
10-5 mol/L）用 PBS溶液配制，冷藏保存，使用前稀

释到所需浓度. 移取 3 mL BSA原溶液于 5 mL石英

比色皿中，使用微量进样器逐次加入 5 μL表面活

性剂浓溶液，采用荧光光谱仪在室温（298 K）下记

录 BSA在 290 nm~450 nm的荧光激发光谱，固定激

发波长为 280 nm，狭缝宽度为 10/2.5 nm.
1.2.2 同步荧光光谱 在室温（298 K）下分别记录

BSA在 3种Bola表面活性剂存在下在激发和发射波

长差 Dλ分别为 20 nm和 60 nm时的同步荧光光谱，

狭缝宽度为10/2.5 nm，扫描范围为200 nm~450 nm.
1.2.3 紫外吸收光谱 配制一定浓度的 BSA 与

Bola表面活性剂的混合溶液，室温（298 K）下扫描

其紫外吸收光谱，扫描范围为 200 nm~350 nm.
1.2.4 圆二色光谱 配制一定浓度的 BSA 以及

BSA与 Bola表面活性剂的混合溶液，注入 1 mm路

径的圆形石英比色皿中，室温（298 K）下在圆二色

光谱仪上扫描其圆二色谱，扫描范围为 190 nm~
260 nm，扫描间隔为 0.5 s.
2 结果与讨论

2.1 Bola表面活性剂对 BSA的荧光猝灭作用

BSA 的内源荧光主要来自于分子中酪氨酸

（Tyr）和色氨酸（Trp）残基，它们在某些物质的作用

下会发生荧光猝灭［17］. 实验表明：固定 BSA的量，

分别向其中加入一定浓度的表面活性剂溶液，3种

Bola表面活性剂［Bola（Me）、Bola（Et）、Bola（Pr）］均

能在与 BSA的相互作用中猝灭 BSA的荧光强度，

BSA的内源荧光谱图出现相似的变化规律. 图 2为

25 ℃下，Bola（Me）猝灭 BSA的荧光光谱图，BSA分

子中色氨酸残基的最大荧光强度的波长位于约

345 nm左右. 随着 Bola（Me）的加入，表面活性剂的

浓度增加，BSA的内源荧光强度呈现有规律的下

降，但其荧光光谱图峰形是不变的，表明 Bola（Me）
对 BSA的荧光有猝灭作用. 同时，BSA的最大发射

波长有明显的蓝移现象，当 Bola（Me）的浓度从

0 μmol/L增大到 80 μmol/L时，BSA的最大发射波

长从 343 nm蓝移到 327 nm，这可能是由于 Bola表
面活性剂的加入使BSA所处的微环境发生了变化.

m=1，2，3
图 1 Bola表面活性剂的结构式［Bola（Me）、

Bola（Et）、Bola（Pr）］
Fig. 1 Structure of Bola surfactants［Bola（Me），

Bola（Et），Bola（Pr）］
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3种 Bola表面活性剂的浓度对 BSA的荧光最

大发射波长的影响如图 3，随着 Bola表面活性剂浓

度的增大，BSA的荧光最大发射波长均出现不同

程度的蓝移现象. 原因可能是，随着表面活性剂浓

度的增加，BSA与 Bola表面活性剂阳离子头基之

间的静电吸引和烷基链间的疏水作用增强，从而

使得 BSA的构象发生改变［18］，造成 Bola/BSA体系

荧光发射最大波长蓝移. 对于含有不同链长疏水

头基的 Bola表面活性剂，可以观察到 Bola/BSA体

系最大荧光波长蓝移程度大小变化顺序为：Bola
（Me）<Bola（Et）<Bola（Pr）. 表明在同一温度下，头

基的烷基链越长，Bola/BSA体系荧光发射最大波

长蓝移程度越大，Bola表面活性剂与 BSA的相互

作用越强，该结果与文献报道类似［19-20］.

荧光物质的荧光猝灭机理通常可以分为动态

猝灭和静态猝灭两种，动态猝灭是猝灭剂和荧光

物质之间的激发态的能量转移或电子转移过程，

静态猝灭则是由于荧光物质与猝灭剂发生配合作

用，产生了不发荧光的配合物［21］. 若将 Bola表面活

性剂溶液对 BSA荧光的猝灭归因于分子碰撞引起

的动态猝灭，按照 Stern-Volmer方程［22］

F0

F
= 1 + KSV[Q] （1）
kq =

KSV

τ0

（2）
式中，F0 和 F 分别为加入 Bola 表面活性剂前后

BSA的荧光强度；KSV 为 Stern-Volmer动态猝灭常

数；［Q］为猝灭剂浓度，这里指 Bola表面活性剂的

浓度 c；kq 为双分子猝灭常数；τ0 一般约为 10-8 s-1，

是荧光物质在不存在猝灭剂情况下的荧光寿命［23］.
以 F0 /F 对 c作图，得到 Bola/BSA体系发生荧光猝

灭的 Stern-Volmer图，如图 4所示，图中直线的斜率

即为动态猝灭常数 KSV .

由图 4 可以求得，Bola（Me），Bola（Et）及 Bola
（Pr）3种 Bola表面活性剂对 BSA的荧光猝灭的猝

灭常数 KSV 分别为 2.91×104 mol/L，3.17×104 mol/L，
3.46×104 mol/L. 根据公式（2）可以得到 kq 分别为

2.91×1012 mol/（L·s），3.17×1012 mol/（L·s），3.46×
1012 mol/（L·s），如表1所示.而生物大分子被各类猝灭

剂猝灭最大碰撞猝灭常数约为2.0×1010 mol/（L·s）［24］.
显然，BSA被 Bola表面活性剂猝灭的猝灭速率远

大于碰撞控制的 kq ，由此可推测，该猝灭过程可能

包含静态猝灭［25］.
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Fig. 2 Effect of surfactant Bola（Me）concentration on the
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2.2 紫外吸收光谱（ultraviolet，UV）
图 5给出了 Bola（Et）加入前后 BSA的紫外吸

收光谱，从图中可以看出，BSA在 208 nm左右有最

大吸收峰，对应 BSA分子中肽键和芳香残基的紫

外吸收，随着 Bola（Et）的浓度的增加，两种基团的

紫外吸收显著减少. 这就表明 BSA 和 Bola（Et）可

能形成了复合物，致使肽键和芳香残基的环境发

生改变，从而导致其紫外吸收特性发生改变. 由此

结合 Stern-Volmer方程可以推断，Bola表面活性剂

对 BSA的荧光猝灭机理中包含静态猝灭过程.

2.3 同步荧光光谱（synchronous fluorescence，SF）
当小分子化合物与 BSA 结合时通常会引起

BSA 构象的变化，BSA 的荧光主要来自色氨酸

（Trp）残基和酪氨酸（Tyr）残基，而 Trp和 Tyr具有

相似的荧光光谱. 据报道［26］，色氨酸的荧光最大发

射波长跟其所处的微环境的极性有关，同步荧光

光谱能有效的区分BSA中色氨酸残基（Dλ =60 nm）
和酪氨酸残基（Dλ =20 nm）. 所以进行了同步荧光

实验，3种 Bola表面活性剂的规律相似，下面以不

同浓度 Bola（Me）存在时 BSA 的同步荧光光谱为

例讨论，如图 6（a，b）.
从图中可见，随着 Bola（Me）浓度的增加，BSA

的荧光峰强度显著降低. 同时，Trp的荧光强度比

Tyr的荧光强度要大，说明 Trp对 BSA的荧光强度

贡献大. 图 6（a）中 Dλ =20 nm时，随着 Bola（Me）浓

度的增加，BSA的最大发射波长基本没有变化. 而
图 6（b）中 Dλ =60 nm时，BSA的最大发射波长随着

Bola（Me）浓度的增加从 283 nm蓝移到 275 nm，即

色氨酸残基随着 Bola表面活性剂的加入发生了的

轻微的构象变化，可以推断出 Bola表面活性剂主

要是与 BSA 分子中的色氨酸（Trp）残基发生相互

作用.

2.4 圆二色光谱（circular dichroism，CD）
蛋白质分子中存在着多种二级结构，其中包

括 4种主要结构，α -螺旋，β -折叠，β -转角和无

规卷曲，并且各种二级结构的谱图的形状也不同，

蛋白质分子二级结构中 α -螺旋的量的减少可以反

映蛋白质分子的展开程度［27］. 为了研究 Bola表面

活性剂对 BSA 分子结构的影响，测量了波长在

190 nm~260 nm范围内的圆二色谱，如图 7所示为

3 种 Bola 表面活性剂［Bola（Me）、Bola（Et）、Bola
（Pr）］与 BSA相互作用的圆二色谱图.

Bola 表面活性剂
Bola surfactants

Bola（Me）
Bola（Et）
Bola（Pr）

猝灭常数 KSV

quenching constant
KSV /

（104 L·mol-1）
2.91
3.17
3.46

猝灭常数 kq

quenching constant
kq /

（1012 L·mol-1·s-1）

2.91
3.17
3.46

表 1 Bola/BSA体系的 KSV 和 kq 值

Tab. 1 KSV and kq of Bola/BSA systems

图 5 Bola（Et）/BSA的紫外吸收光谱

Fig. 5 UV spectra of Bola（Et）/BSA
图 6 Bola（Me）浓度对 BSA（10 μmol/L）同步荧光的影响

Fig. 6 Effect of surfactans Bola（Me）concentration on SF
spectra of BSA（10 μmol/L）
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如图 7，在波长约为 208 nm和 222 nm时，BSA
具有两个负带在紫外区的 CD光谱，这两个凹槽表

征的是 BSA 的 α -螺旋结构［28］. 同时可以观察到，

随着 Bola/BSA的摩尔比的增大，BSA的摩尔椭圆

率逐渐增大，表明 BSA的二级结构发生了变化，即

α -螺旋结构的含量逐渐减少. 由于蛋白质的圆二

色谱图是多种二级结构共同作用的结果，为了深

入研究 Bola表面活性剂对 BSA分子结构的影响，

通过测得的 BSA圆二色谱数据，计算得到 BSA分

子中各种二级结构的含量，如表 2所列即为加入 3
种 Bola表面活性剂前后 BSA中二级结构含量的变

化.

图 7 不同 Bola/BSA体系摩尔比下的圆二色谱

Fig. 7 CD spectra of BSA at different molar ratios in Bola/BSA systems
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Bola表面活性剂 / BSA
Bola surfactant / BSA

BSA
Bola（Me）/ BSA

Bola（Et）/ BSA

Bola（Pr）/ BSA

摩尔比

molar ratio

10
20
40
100
10
20
40
100
10
20
40
100

α -螺旋含量

content of
α -helicity / %

55.4
56.6
51.1
46.3
42.0
52.8
44.0
41.7
40.5
57.2
54.7
40.4
38.9

β -折叠含量

content of
β -sheet / %

7.5
8.9
13.6
22.3
23.1
10.7
23.6
28.6
30.3
10.7
21.1
23.7
28.1

β -转角含量

content of
β -turn / %

12.5
13.7
10.9
9.6
12.1
15.5
14.6
13.4
14.3
10.9
13.5
14.1
15.3

无规卷曲含量

content of
random coil / %

24.6
20.8
24.4
21.8
22.8
21.0
17.8
16.3
14.9
21.2
10.7
21.8
17.7

表 2 BSA二级结构含量随不同 Bola/BSA摩尔比的变化

Tab. 2 The secondary structure of BSA with different Bola/BSA molar ratio

由表 2 可以看出，对于这 3 种 Bola 表面活性

剂，随着表面活性剂含量的增加，BSA分子中 α -螺
旋的含量降低，而 β -折叠的含量显著增加，说明

BSA 分子的肽链发生了解螺旋现象. 在 Bola/BSA
摩尔比为 10 时，BSA 的二级结构变化不大，Bola
（Et）只使 BSA的二级结构发生了微小的变化，α -
螺旋从 55.4%减小到了 52.8%，β -折叠从 7.5%增

大到了 10.7%；而 Bola（Me）和 Bola（Pr）的 α -螺旋

含量出现轻微的增加，这可能是由于低浓度的表

面活性剂的加入使 BSA的结构不稳定所致 . 随着

n（Bola）/n（BSA）摩尔比的增大，在 Bola/BSA 的摩

尔比为 100时，Bola（Me）使 BSA的 α -螺旋从 55.4%
减小到 42.0%，β -折叠从 7.5%增大到 23.1%，变化

比较明显；Bola（Pr）使 BSA的 α -螺旋从 55.4%减小

到 38.9%，β -折叠从 7.5%增大到 28.1%，即变化非

常明显；Bola（Et）的二级结构变化则介于二者之

间. 通过分析圆二色谱图计算得到的 BSA二级结

构的含量可以推断，Bola表面活性剂加入后引起

124



第 2期

了 BSA二级结构的的变化，且 Bola表面活性剂的

头基的烷基链越长，疏水性越强，对 BSA二级结构

的影响越大，该结果与上文中荧光光谱结果吻合.
3 结 语

本文利用荧光光谱、紫外吸收光谱以及圆二

色光谱研究了系列 3种不同疏水头基的 Bola表面

活性剂（Bola（Me）、Bola（Et）、Bola（Pr））与牛血清

蛋白（BSA）在 pH=7.4 的 Na2HPO3-NaH2PO3 缓冲溶

液中的相互作用，结果表明 Bola 表面活性剂对

BSA的荧光强度有猝灭作用，且荧光猝灭现象中

包含静态猝灭过程. 表面活性剂主要和 BSA的 Trp
残基相互作用导致 BSA 的构象发生改变 . 3 种

Bola表面活性剂对两者相互作用的影响主要体现

在：随着表面活性剂头基的烷基链增长，荧光猝灭

作用增强，BSA的二级结构变化增大，说明在 Bola
表面活性剂与 BSA的相互作用中，头基烷基链的

长度是一个重要因素. 这项研究对于理解 Bola表
面活性剂和 BSA之间的相互作用，拓展其在生物、

医药领域中的潜在应用具有重要意义.
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