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摘要: 利用紫外-可见(UV-Vis)光谱和荧光光谱研究了超声波照射激活纳米氧化锌(ZnO)粒子对牛血清白蛋白(BSA)的损伤 , 并考

查了超声波照射时间、纳米 ZnO粉末加入量、溶液酸度和照射功率等因素对 BSA分子损伤的影响。结果表明 ,对于体系温度为

37.0±0.2 ℃和浓度为 1.0×10-5 mol·L-1的 BSA溶液 , BSA的损伤程度随着超声波照射时间 , 纳米 ZnO粉末加入量 , 溶液 pH 值和

照射功率的增加而增大。此外 ,还初步探讨了超声波照射激活纳米 ZnO粒子损伤 BSA分子的机理 ,认为是声致发光和高热激发

使纳米 ZnO粒子产生·OH 自由基 ,进而损伤 BSA分子。
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Abstract: The damage of bovine serum albumin (BSA) under ultrasonic irradiation in the presence of nano-sized

zinc oxide (ZnO) particles was studied by UV-Vis and fluorescence spectroscopy. The influences of irradiation

time, ZnO addition amount, solution acidity and irradiation power on the damage of BSA in aqueous solution were

also studied. The results show that, for BSA solution of 1.0×10-5 mol·L-1 at 37.0±0.2 ℃, the damage degree of

BSA is increased with the increase of irradiation time, ZnO addition amount, pH value and irradiation power. In

addition, the possible mechanism on the damage of BSA molecule in the presence of nano-sized ZnO powders

under ultrasonic irradiation was discussed. It is considered that the damage of BSA molecule is attributed to the

formation of·OH radicals resulted from the sonoluminescence and high-heat excitation.
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氧化锌(ZnO)作为重要的半导体光催化剂已经

引起人们的广泛重视 [1~3]。根据一些文献报道 , ZnO

与 TiO2具有相同的光催化降解机理,对某些有机污

染物的处理 , 其光催化活性甚至要高于 TiO2[4]。因

此 , 如对纸浆漂白废水、2-苯基苯酚及苯酚等的处

理[5,6],有可能成为 TiO2的替代物。近年来,半导体光
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催化抗肿瘤的方法引起了人们的注意。但这种方法

也暴露出很多缺陷,且由于紫外光在生物组织内的

穿透能力有限,对于人体内深层肿瘤的治疗往往无

能为力。而超声波具有极强的穿透能力,对于人体

组织 , 其穿透能力一般可达 15~20 cm, 且超声波聚

焦技术也比较成熟。因而采用超声波抑制肿瘤生长

和破坏肿瘤细胞,尤其是治疗人体内深层组织的肿

瘤,已经引起国内外学者的普遍关注[7]。由此可见采

用超声波代替紫外光激活半导体材料 (如纳米 ZnO

等)治疗肿瘤具有一定的可行性。

血清白蛋白是哺乳动物血浆中含量最丰富的

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[8~11]。此前曾

有过关于微米 TiO2在超声波照射下对 BSA损伤的

报道 [12], 由于 ZnO比 TiO2具有更高的安全性 , 在此

基础上 , 我们采用纳米 ZnO代替微米 TiO2, 研究了

在超声波照射下对 BSA的损伤作用,为进一步探索

杀灭肿瘤细胞的新方法和推动纳米药物的研发提

供有价值的参考。

1 实验部分

1.1 仪器设备

超声波照射装置(KQ-100型,频率 40 kHz,功率

(可调)10~50 W,昆山市超声仪器有限公司)。实验装

置如文献 [12]。实验过程中用温度计监测体系温度

(37.0±0.2 ℃)。紫外-可见(UV-Vis)光谱仪(Cary50,美

国 VARIAN 公司 ); 荧光光谱仪 (Cary300, 美国

VARIAN公司); 台式离心机(80-2B, 上海医用分析

仪器厂)。

1.2 试 剂

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 ℃溶于

NaCl-Tris-HCl缓冲溶液配成浓度为 1.0×10-5 mol·L-1

的储备液,准确浓度由 278 nm处的吸光度确定;纳

米氧化锌(ZnO,粒径 30~40 nm,比表面积 60±10 m2·

g-1,杭州万景新材料有限公司)。酸性桃红 B(SRB,分

析纯 , 上海盛嘉染料化工有限公司 ) 和亮绿 SF

(LGSF,分析纯 , 上海迈坤化工有限公司), 分别配成

浓度为 5.0×10-4 mol·L-1和 1.0×10-5 mol·L-1的水溶

液。NaCl-Tris-HCl 缓冲溶液 (pH=7.4, NaCl 浓度为

50 mmol·L-1, Tris-HCl浓度为 50 mmol·L-1); 实验用

水为二次蒸馏水。其余试剂均为市售分析纯试剂。

1.3 实验方法

1.3.1 ·OH自由基的鉴定

参照文献[13,14], 分别利用 UV-Vis 光谱和荧光光

谱鉴定超声波激活纳米 ZnO时·OH自由基的生成。

方法一 , 向 2 个 50 mL的锥形瓶中加入 25.00 mL

的 SRB溶液 , 其中一个加入 0.025 g(1.0 g·L-1)纳米

ZnO,另一个作为对照则不加 ,用 HCl 调节 pH=2.5。

超声波照射 40 min后测其 UV-Vis光谱。方法二,同

样向 2 个 50 mL锥形瓶中加入 25.00 mL的 LGSF

溶液 , 一个加入 0.025 g(1.0 g·L-1)纳米 ZnO, 而另一

个不加。超声波照射 40 min后测其荧光光谱(激发

波长 275 nm)。

1.3.2 BSA的损伤

取 4个锥形瓶,分别标记为 a, b, c 和 d,准确量

取 4 份 25 mL 浓度为 1.0×10-5 mol·L-1, pH=7.4 的

BSA溶液放入 a, b, c 和 d 中 , 其中 b 和 d 分别加入

0.025 g(1.0 g·L-1)纳米 ZnO。将 c和 d放入超声波照

射装置中。照射功率 50 W,照射 3.0 h后取样,离心

后测定 4 个样品的 UV-Vis 和荧光光谱 , 以此判断

纳米 ZnO与 BSA的相互作用以及在超声波照射下

对 BSA分子的损伤作用。另外,改变照射时间、ZnO

加入量、溶液酸度和照射功率等影响因素 , 考察这

些因素对BSA分子损伤的影响。

2 结果与讨论

2.1 SRB溶液的吸光度(A)和 LGSF 溶液的荧光

强度(I)的变化

与文献报道的结果相似。经过超声波的照射,

与纳米 ZnO混合的 SRB溶液在 565 nm处的吸光

度(A(a.u.))明显降低 , 由照射前的 0.64 变为照射后

的 0.43, 而未加纳米 ZnO的 SRB溶液的吸光度则

几乎不变。与此相类似, 纳米 ZnO存在时的 LGSF

溶液,在超声波的照射下出现了明显的荧光猝灭现

象,荧光强度(I(a.u.))由原来的 536 下降到 374,而作

为对照的 LGSF溶液的荧光强度则下降很少。这些

说明溶液中的有色染料-SRB和荧光染料-LGSF 都

是由于·OH自由基的氧化而减少。

2.2 BSA溶液的 UV-Vis光谱和荧光光谱

从图 1 可以看出 , 与原液(a)相比 , 在超声波照

射下 ,加入纳米 ZnO的 BSA溶液(d)的 UV-Vis 光谱

表现出明显的增色效应。产生增色效应的原因主要

是超声波激发纳米 ZnO粒子产生·OH自由基,进攻

BSA分子中的二硫键 , 氧化硫原子使其断裂 , 导致
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BSA分子二级结构破坏,芳杂环暴露,吸光度增强[15]。

不加纳米 ZnO时 , 单纯超声波照射也能使 BSA溶

液(c)表现出一定程度的增色效应 , 但明显小于前

者。没有超声波照射时,纳米 ZnO则使 BSA溶液(b)

的吸光度微弱减色 , 说明纳米 ZnO对 BSA分子有

极小的吸附。

BSA溶液的荧光光谱(图 2)也证明了这一点。同

样的原因使 BSA溶液的荧光强度顺序依次为:原液

(a),单纯 ZnO(b),单纯超声(c)和超声+ZnO(d)。超声波

和 ZnO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。综

合结果导致 BSA溶液的荧光强度大幅度下降。

2.3 超声波照射时间对 BSA损伤的影响

BSA溶液浓度 1.0×10-5 mol·L-1, pH=7.4, 纳米

ZnO加入量 1.0 g·L-1, 超声波照射功率 50 W, 改变

超声波照射时间(0.0~5.0 h), 考察超声波照射时间

对 BSA分子损伤的影响。结果见图 3和图 4。

图 3 表明 , 纳米 ZnO存在时 , 随着超声波照射

时间的增加 , BSA溶液的吸光度越来越大, 即增色

效应越来越明显。说明 BSA分子结构的破坏越来越

严重 , 肽链伸展 , 包围在 BSA分子内部的色氨酸和

酪氨酸残基的芳杂环疏水基团不断地裸露出来 ,从

而使吸收峰增强。而在单纯超声波照射下 BSA溶液

的吸光度略有增加 , 说明单纯超声波照射不会对

BSA分子造成明显的损伤。图 4的荧光光谱也证明

了这种现象的发生。在单纯超声波照射下, BSA溶

液表现出轻微的荧光猝灭现象,加入 ZnO后荧光强

度明显降低。这说明随着 BSA分子的损伤,这些具

有内源性荧光的氨基酸残基也逐渐被破坏,不再具

有荧光性,荧光强度也随之降低。

2.4 ZnO 加入量对 BSA损伤的影响

BSA溶液浓度 1.0×10-5 mol·L-1, pH=7.4, 超声

波照射功率 50 W, 超声波照射 3.0 h, 改变 ZnO的

加入量(0.0~2.5 g·L-1), 考察 ZnO加入量对 BSA分

子损伤的影响。结果见图 5和图 6。

从图 5 可以看出 , 在超声波照射下 , 随着 ZnO

加入量的增加 , BSA溶液的吸光度逐渐增加, 这说

图 1 BSA溶液的 UV-Vis光谱

Fig.1 UV-Vis spectra of BSA solutions

图 2 BSA溶液的荧光光谱

Fig.2 Fluorescence spectra of BSA solutions (λex=282 nm)

图 3 照射时间对 BSA溶液吸光度的影响

Fig.3 Influence of irradiation time on absorbence of

BSA (λmax=278 nm)

图 4 照射时间对 BSA溶液荧光的影响

Fig.4 Influence of irradiation time on fluorescence of

BSA (λem=350 nm)
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明 BSA分子受损伤程度越来越严重。当增加到 1.5

g·L-1时 ,增色效应开始减弱 , 其主要原因是因为部

分裸露的芳杂环被破坏, 导致 BSA分子部分降解,

吸收峰不再增加。相反 , 在没有超声波的照射下,

BSA溶液的吸光度略微下降,这是因为 ZnO的增加

导致溶液中 BSA分子数略有减少。图 6的荧光强度

变化也说明没有超声波照射时 , BSA溶液的荧光强

度随着 ZnO加入量的增加而略有降低 , 反之 , 有超

声波照射时,荧光强度则随之大幅度下降。

2.5 溶液酸度对 BSA损伤的影响

人体正常组织液的 pH 值为 7.35~7.45, 但在发

生病变时细胞周围微环境内组织液的 pH值会发生

微小的改变。考虑到这一因素, 分别用 1.0 mol·L-1

的 HCl 溶液和 1.0 mol·L-1的 Tris 溶液调节 BSA的

酸度 ,以改变其 pH 值 , 测定 BSA溶液的 UV-Vis 和

荧光光谱, 考察溶液酸度对 BSA分子损伤的影响。

其它条件为 BSA溶液浓度 1.0×10-5 mol·L-1, 纳米

ZnO加入量 1.0 g·L-1, 超声波照射功率 50 W, 照射

3.0 h。结果见图 7和图 8。

从图 7 可以看出 , pH 值的改变对单纯 BSA溶

液吸光度的影响较小 ,只是使其略有升高。但无论

有无纳米 ZnO的存在,在超声波照射下, pH值的升

高都会使 BSA溶液的吸光度明显增加,但前者的增

色效应要远远大于后者。这说明弱碱条件下有利于

BSA分子的损伤。另一方面,纳米 ZnO的等电点为

pH=9.3, 远高于 BSA的等电点(pH=4.71), 导致在较

宽的 pH 值范围内 BSA分子表面带更多负电荷,而

ZnO粒子的表面带更多正电荷 , 二者容易相互靠

近 , 导致 BSA分子的损伤。另外 , Hoffman 机理认

为 , OH-可以充当半导体价带空穴的捕获剂 [16], 因

此 , 在碱性溶液中 , 过多的 OH-在超声波和 ZnO联

合作用下产生更多的·OH 自由基 , 切断 BSA分子

中的二硫键从而削弱氢键作用。同时碱的加入会破

坏 BSA分子中的盐键 , 起到协同破坏 α-螺旋结构

的作用, 致使更多的芳杂环暴露出来, UV-Vis光谱

的增色效应更加显著[12]。

与 BSA溶液的吸光度变化相对应,图 8显示出

随着 pH 值的升高 ,超声波和纳米 ZnO的联合作用

图 5 ZnO加入量对 BSA溶液吸光度的影响

Fig.5 Influence of ZnO addition amount on absorbence

of BSA (λmax=278 nm)

图 6 ZnO加入量对 BSA溶液荧光的影响

Fig.6 Influence of ZnO addition amount on fluorescence

of BSA (λem=350 nm)

图 7 酸度对 BSA溶液吸光度的影响

Fig.7 Influence of acidity on absorbence of BSA

(λmax=278 nm)

图 8 酸度对 BSA溶液荧光强度的影响

Fig.8 Influence of acidity on fluorescence intensity of

BSA (λem=350 nm)
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使 BSA溶液的荧光猝灭现象减弱。这说明在碱性条

件下以破坏 BSA分子的二级结构为主。没有或有超

声波照射时 ,则随着 pH 值的升高 BSA溶液的荧光

强度变化较为复杂,分别为先升高后降低和先降低

后升高。

2.6 超声波功率对 BSA损伤作用的影响

BSA溶液浓度 1.0×10-5 mol·L-1, pH=7.4, 纳米

ZnO加入量 1.0 g·L-1, 改变超声波照射功率, 照射

3.0 h,测定 BSA溶液的 UV-Vis和荧光光谱,考察照

射功率对 BSA分子损伤的影响。结果见图 9 和图

10。

图 9 表明随着超声波照射功率的增加 , 加入

ZnO的 BSA溶液的吸光度明显增加。这说明提高照

射功率能有效的激活纳米 ZnO,有利于损伤 BSA分

子。单纯超声波照射时 , 照射功率的增加只能使

BSA溶液的吸光度稍微增加。这进一步说明 BSA分

子的明显损伤主要来自于超声波照射和纳米 ZnO

的协同效应。图 10也显示出无论有无纳米 ZnO存

在,在超声波照射下 ,随着照射功率的增加, BSA溶

液的荧光强度都呈现出规律性的变化,但前者的猝

灭程度要远远大于后者。

2.7 超声波照射激活纳米 ZnO 损伤 BSA机理的

探讨

蛋白质分子因为具有特定的空间结构而表现

出各种不同的生物活性。维持蛋白质结构稳定的作

用力主要有氢键、二硫键、疏水键、盐键和范德华力

等。其中二硫键为共价键,结合比较牢固,对于稳定

蛋白质构象和保持蛋白质活性具有重要作用。α-螺

旋是其二级结构的主要形式。在α-螺旋中,氨基酸

残基的侧链伸向外侧 ,肽键中电负性很强的氮原子

上的氢和在它后面的第四个残基的羰基氧形成链

内氢键。所有肽键都能参与形成链内氢键 ,α-螺旋

的稳定性就靠这种氢键维持。BSA为球状蛋白 ,由

于疏水作用的存在,使多数疏水性较强的氨基酸残

基的侧链位于分子内部,而亲水性侧链多数位于分

子表面。超声波照射激发 ZnO产生·OH 自由基会

进攻 BSA分子中的二硫键,氧化硫原子使二硫键断

裂 , 导致 BSA分子空间结构的破坏 , 同时又改变

BSA分子周围微环境的酸碱性,进而削弱 BSA分子

中的氢键。随着维系 α-螺旋的氢键作用的削弱,α-

螺旋含量减少 , 肽链逐步伸展 , 包裹在分子内部的

疏水性氨基酸残基(如色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸等

残基) 暴露出来, 从而导致 BSA生物活性的丧失,

UV-Vis光谱表现为增色效应。但随着强荧光性物质

(如色氨酸和酪氨酸等残基)的破坏 , 荧光光谱则表

现为猝灭现象。

超声波激活纳米 ZnO损伤 BSA分子的现象可

归结为声致发光机理和高热激发机理。声致发光可

以由超声波使水中的照相底片感光这一实验事实

证明[17]。水溶液中的光可以使纳米 ZnO粉末发挥光

催化剂的作用。纳米 ZnO的能带是不连续的,在充

满电子的低能价带和空的高能导带之间存在一个

禁带。当有能量等于或大于禁带宽度(Eg)的光照射

时 , 价带上的电子被激发越过禁带进入导带 , 同时

在价带上产生空穴。导带上的电子和价带上的空穴

分别与吸附在 ZnO表面的 O2和 H2O反应生成氧化

性极强的·O2和·OH自由基。另外,超声波由于空化

效应在水中产生的“热点”温度高达几千 K, 本身就

可以使水分子产生·OH 自由基 , 但效率极低[18]。纳

米 ZnO获得这部分能量后导致氧原子逃离晶格而

产生空穴 ,同样可以导致·OH 自由基生成[19]。结果

都会使 BSA分子受到损伤。

图 9 照射功率对 BSA溶液吸光度的影响

Fig.9 Influence of irradiation power on absorbence of

BSA (λmax=278 nm)

图 10 照射功率对 BSA溶液荧光的影响

Fig.10 Influence of irradiation power on fluorescence of

BSA (λem=350 nm)
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3 结 论

在超声波作用下纳米 ZnO粒子可以产生·OH

自由基,进而导致 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。BSA分子

的损伤程度随着超声波照射时间、ZnO加入量、溶

液 pH值和照射功率的增加而增大。由于纳米 ZnO

粒子被超声波激活对蛋白质分子有明显的损伤作

用,那么就有可能造成自然情况下的肿瘤细胞的凋

亡 , 在此基础上深入研究 , 或许是一种可行的肿瘤

治疗方法。
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