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荧光法研究姜黄素与牛血清白蛋白的结合作用 

兰瑞家 
廊坊师范学院化学与材料科学学院，河北 廊坊  065000 

摘  要：目的  研究姜黄素（CU）与牛血清白蛋白（BSA）之间的作用机制。方法  采用变温试验研究二者之间的猝灭类

型，求算结合数（n）和结合常数。结果  静态猝灭是导致 BSA 荧光猝灭的主要原因，CU 与 BSA 结合反应的平衡常数（K0）

为 5.26×106（21 ℃）和 4.60×106（31 ℃），n 为 1.35。通过计算结合反应的热力学参数，推断 CU 与 BSA 之间的作用力

以疏水力为主。结论  荧光法适合于研究 CU 与蛋白质的结合反应，具有简便快速、灵敏度高等优点。 
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Interaction between curcumin and bovine serum albumin by fluorescence 

LAN Rui-jia 
Faculty of Chemistry and Material Science, Langfang Teachers’ College, Langfang 065000, China 

Abstract: Objective  To study the mechanism of interation between curcumin (CU) and bovine serum albumin (BSA). Methods  
The style of quenching was investigated by changing the reaction temperature. The number and constant of binding sites of CU to BSA 
were calculated. Results  Static quenching was the main reason that caused the quenching of BSA fluorescence. The apparent 
combining constants (K0) were 5.26 × 106 at 21 ℃ and 4.60 × 106 at 31 ℃, and the number of binding sites (n) was 1.35. By calculating 
the thermodynamic parameters, it can be deduced that hydrophobic force is the main binding force between CU and BSA. Conclusion  
Fluorometric analysis is a good method for the study on CU-BSA binding reaction. It has the advantages of high speed and high 
sensitivity. 
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姜黄素（curcumin，CU）是一种天然酚类色素，

广泛存在于姜科姜黄属植物姜黄、莪术、郁金等的

根茎中[1]。CU 在抗炎[2-3]、抗氧化[4]、抗肿瘤[5]、抗

HIV 病毒[6]、抗血吸虫病肝纤维化[7]、高脂性脂肪

肝[8]以及抗动脉硬化等方面有很好的药理活性[9-10]，

是有效的抗致突变剂和抗促癌剂[11]。血清白蛋白是

血浆中含量最丰富的重要载体蛋白，具有储运内源

性代谢产物和外源性药物小分子（离子）等重要生

理功能，可与许多内、外源性化合物结合，是人体

中不可或缺的重要蛋白质。近年来，对药物与血清

白蛋白相互作用的研究较多[12-14]，但尚无用荧光法

研究 CU 与牛血清白蛋白（bovine serum albumins，
BSA）之间相互作用的报道，本课题组对其进行实

验研究，为探讨 CU 在药学上的应用提供理论参考。 
1  仪器与材料 

WGY—10 型荧光分光光度计（天津市港东科

技发展有限公司）；AE240 电子分析天平（梅特勒-
托利多仪器（上海）有限公司）。BSA（相对分子质

量 68 000，北京元亨金马生物技术开发有限公司）；

CU（分析纯，河北邢台化学试剂厂）；三羟甲基胺

基甲烷（Tris，相对分子质量 121.14，上海蓝季科

技发展有限公司）；NaCl、HCl、NaOH 等试剂均为

分析纯。实验用水均为原子级水，无荧光杂质干扰。 
2  方法与结果 
2.1  方法 

在 25 mL 量瓶中依次加入一定量的 0.1 mmol/L 
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CU、10.0 μmol/L BSA、pH 7.4 Tris-HCl 缓冲溶液、

0.1 mol/L NaCl 溶液，配制成系列溶液，扫描其荧

光光谱。荧光仪的激发和发射狭缝均为 6 nm，激发

波长（λex）285 nm，发射波长（λem）340 nm。 
2.2  CU 和 BSA 的荧光光谱图 

图 1 给出了 CU 和 BSA 水溶液的荧光光谱，其

中 CU 的激发峰位于 390 nm，发射峰位于 536 nm，

且荧光较弱；BSA 的激发峰位于 285 nm，发射峰位

于 340 nm，两者的荧光光谱区别较大。当以 BSA
的荧光光谱作为研究对象时，CU 产生的干扰很小。 
2.3  CU 对 BSA 的荧光猝灭作用及结合反应 
2.3.1  猝灭类型的判断  在保持 BSA 浓度不变的 
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图 1  CU（10.0 μmol/L）和 BSA（0.80 μmol/L）的荧光光谱 
Fig. 1  Fluorescence spectra of CU (10.0 μmol/L) and BSA (0.80 μmol/L) 

 
情况下，逐步增加 CU 浓度，以 285 nm 为激发波长，

扫描 CU-BSA 体系的荧光光谱（图 2）。随着 CU 浓

度的升高，BSA 的内源性荧光强度在 340 nm 处有

规律地降低，峰位置及峰形基本保持不变，且在

418 nm 附近出现一个等荧光发射点，表明两者之间

存在相互作用，产生了能量转移。 
荧光能量转移可分为辐射能量转移和非辐射能

量转移[15]。若发生辐射能量转移，会导致荧光光谱

畸形。图 2 中 BSA 的荧光光谱没有畸变，因此 CU 
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1～13-CU 浓度分别为 0、4.0、6.0、8.0、10.0、12.0、16.0、20.0、
24.0、28.0、32.0、36.0、40.0 μmol·L−1 
1—13-CU concentrations were 0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0, 12.0, 16.0, 20.0, 24.0, 
28.0, 32.0, 36.0, 40.0 μmol·L−1, respectively 
 
图 2  BSA 为 0.80 μmol/L 时 CU-BSA 体系的荧光光谱 

Fig. 2  Fluorescence spectra of CU-BSA at BSA 0.80 μmol/L 

与 BSA 之间的能量转移不属于辐射能量转移。非辐

射能量转移包括分子内能量转移和分子间能量转

移。若 CU 与 BSA 结合生成复合物，则两者之间的能

量转移为分子内能量转移，否则为分子间能量转移。 
从 BSA 荧光猝灭的角度看，若 CU 与 BSA 结

合生成复合物，则图 2 中的荧光猝灭为静态猝灭；

若两者之间是由于碰撞而引起的猝灭则为动态猝

灭。一般情况下，动态和静态猝灭可依据不同温度

条件下的猝灭常数进行区别：若是动态猝灭，温度

升高将增加分子间的有效碰撞和加剧能量转移过

程，使荧光猝灭常数随温度升高而增大；若是静态

猝灭，则温度升高将降低药物与蛋白所形成复合物

的稳定性，使猝灭常数减小。 
在动态猝灭过程中，蛋白质等荧光体与荧光猝灭

剂分子间的相互作用可用 Stern-Volmer 方程[16]描述。 

F0/F＝1＋Kqt0[Q]＝1＋Ksv[Q]              （1） 

F0为未加入药物时 BSA 溶液的荧光强度，F 为加入药物后

BSA 溶液的荧光强度，[Q]为药物的总浓度，Ksv 为 Stern- 

Volmer 常数（L/mol），描述了生物大分子与荧光猝灭剂分子

彼此扩散和相互碰撞达到动态平衡时的量效关系，Kq（Kq＝

Ksv/t0）为双分子表观猝灭常数，它反映了体系中分子的彼

此扩散和相互碰撞对生物大分子荧光寿命衰减速率的影响，

各类荧光猝灭剂对生物大分子的最大动态荧光猝灭速率常
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数约为 2.0×1010 L/(mol·s)，t0为猝灭剂不存在时荧光分子的

平均寿命，生物大分子的平均寿命约为 1×10−8 s 
当温度分别为 21 ℃和 31 ℃时，Stern-Volmer

曲线见图 3。随着温度升高，BSA 猝灭曲线斜率降

低。初步表明猝灭过程为生成 CU-BSA 复合物的

静态猝灭。 
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图 3  BSA 荧光猝灭的 Stern-Volmer 曲线 
Fig. 3  Stern-Volmer curves of BSA fluorescence quenching 
 

当 CU 浓度大于 20 μmol/L 时，曲线对 Stern- 
Volmer 方程偏离较严重，所以利用 CU 浓度小于 20 
μmol/L 的数据进行计算，得 Stern-Volmer 方程：21 
℃时，F0/F＝0.965＋0.865 [Q]（r＝0.996 34）；31 ℃
时，F0/F＝0.967 14＋0.784 29 [Q]（r＝0.996 45）。21 
℃和 31 ℃时猝灭曲线的斜率分别为 8.65×105、

7.84×105 L/mol，可得 Kq分别为 8.65×1013、7.84×
1013 L/(mol·s)，远大于各类猝灭剂对生物大分子的

最大扩散猝灭常数 2.0×1010 L/(mol·s)，由此可以进

一步证明此过程为静态猝灭。 
2.3.2  CU 与 BSA 的结合数（n）和平衡常数（K0）  
对于静态猝灭，荧光强度与猝灭剂浓度的关系可作

如下推导：设生物大分子 B 有 n 个相同且独立的结

合位点，则与 CU 间的结合反应可表示为： 
nQ＋B＝QnB 

K0＝[QnB]/[Q]n[B]                       （2） 

[B]为游离生物大分子的浓度，[Q]为游离猝灭剂浓度，[QnB]

为复合物浓度 

若生物大分子总浓度为 CB，猝灭剂总浓度为

CQ，则 CB＝[QnB]＋[B]。当 CQ＞＞CB时，以猝灭

剂的起始浓度代替其平衡浓度： 
K0＝（[B0]－[B]）/CQ

n[B]                （3） 

假设生成的复合物是非荧光性的，则： 
[B]/CB＝F/F0                           （4） 
由（3）和（4）式可得静态猝灭方程： 

lg[(F0－F)/F]＝lgK0＋nlgCQ               （5） 

实验中所用猝灭剂 CU 浓度最小为 BSA 浓度

的 5 倍，最大为 50 倍，所以用猝灭剂的起始浓度

代替其平衡浓度进行计算是合理的。对荧光数据

按式（5）进行处理，得静态猝灭方程：21 ℃时，

lg[(F0－F)/F]＝6.721 38＋1.353 86 lgCQ（r＝0.997 79），
31 ℃时，lg[(F0－F)/F]＝6.662 4＋1.351 47 lgCQ（r＝
0.997 11）。由所得直线的截距计算得 21 ℃和 31 ℃
时的 K0 分别为 5.26×106和 4.60×106，由斜率求得

CU 与 BSA 的结合数 n＝1.35。 
2.3.3  同步荧光法研究 BSA 构象的变化  对于蛋

白质的同步荧光光谱，Δλ为 15 nm 时只显示酪氨

酸残基的光谱特性，而 Δλ为 60 nm 时仅表现色氨

酸残基的光谱特性，因残基的最大发射波长与其所

处环境的极性有关，因而由发射波长的改变可判断

蛋白质构象的变化。若最大发射波长红移，表明残

基所处环境的极性增加，蓝移则疏水性增加。本实

验研究了 BSA 与 CU-BSA 在不同 Δλ 下的同步荧

光光谱（图 4）。色氨酸残基及酪氨酸残基的发射

波长没有改变，说明 CU 的加入对 BSA 的构象几

乎无影响。 
2.3.4  荧光猝灭过程中热力学函数的变化与作用力

的判断  Ross 等[17]总结出判断生物大分子与小分

子结合力性质和生物大分子自身结合力性质的热力

学规律，根据反应前后热力学焓变（ΔH）和熵变

（ΔS）的相对大小，可以判断药物与蛋白质之间的

主要作用力类型：ΔH＞0，ΔS＞0 为疏水作用力；

ΔH＜0，ΔS＜0 为氢键和范德华力；ΔH＜0，ΔS＞0
为静电引力。在温度变化不大时，反应的 ΔH 可以

看作一个常数，由稳定常数可以求出反应的自由能

变化量（ΔG）： 
ΔG＝－RTlnK 

根据下式分别求出 ΔH 和 ΔS： 
lnK2/K1＝[1/T1－1/T2]ΔH/R 

ΔG＝ΔH－TΔS 

由前面所求得的 K0 值计算 CU 与 BSA 结合反

应的热力学函数，结果见表 1。 
根据判别规则，两者之间的作用力应为静电引

力；但是在 pH 7.4 条件下，CU 和 BSA 都带负电荷，

两者之间存在静电斥力。Ross 等[17]认为，在很多情

况下，即使 ΔH＜0，蛋白质和一些小分子之间，主

要作用力仍为疏水作用力，因此，CU 与 BSA 两者

之间主要还是以疏水作用力结合。 
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图 4  CU 2.0 μmol/L、BSA 0.40 μmol/L 时 BSA 和 CU-BSA 的同步荧光光谱 
Fig. 4  Synchronous fluorescence spectra of BSA and CU-BSA at CU 2.0 μmol/L and BSA 0.40 μmol/L 

 
表 1  结合反应过程的热力学参数 

Table 1  Thermodynamic parameters of binding reaction 

温度/℃ K0 ΔH/(kJ·mol−1) ΔG/(kJ·mol−1) ΔS/(J·mol−1)

21 5.26×106 −9.97 −37.85 94.78 

31 4.60×106 −9.97 −38.79 94.76 
 
3  结论 

本实验采用荧光法研究了模拟生理条件下 CU
与 BSA 的相互作用。结果表明，在 CU 和 BSA 的

相互结合作用过程中，静态猝灭是导致 CU 对 BSA
荧光猝灭的主要原因，CU 与 BSA 的 K0 分别为

5.26×106（21 ℃）和 4.60×106（31 ℃），n 为 1.35。
同步荧光试验结果表明，CU 对 BSA 的构象几乎没

有影响。通过热力学函数，推断 CU 与 BSA 之间的

作用力以疏水力为主。 
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