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不同巯基试剂修饰的CdTe量子点与BSA相互作用研究
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摘要修饰试剂对量子点的合成、性质具有重要的影响，但目前有关修饰试剂对鼍子点与蛋白质间相互

作用的影响尚不清楚。采用紫外一可见吸收光谱、荧光光谱及红外光谱研究了3种巯基化合物(巯基乙酸，

TGA；L-半胱氨酸，L-Cys；还原型谷胱甘肽，GSH)修饰的CdTe量子点与牛血清白蛋白(BSA)的相互作用。

通过SterwVolmer方程对数据进行了分析，得到了不同CATe量子点与BSA相互作用过程的△H8，△秽和

△9，并比较了CdTe量子点的不同修饰剂对BSA荧光猝灭的影响。研究结果表明，3种修饰试剂包覆的

CATe量子点与BSA的相互作用均为静态猝灭过程，猝灭常数Ksv(L-Cys)>Ksv(TGA)≈Ksv(GSH)；

TGA和L-Cys修饰的CdTe量子点与BSA的结合力主要为疏水作用力，而GSH修饰的量子点与其结合力

既有氢键作用力又有疏水作用力；这些结果说明量子点与BSA的作用过程与量子点表面修饰试剂的类型有

关。
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引 言

量子点作为一类光学标记探针已被广泛用于生物标记、

细胞成像及医学诊断等多个方面口4。。研究量子点与生物大

分子的相互作用对于拓展量子点的应用范围具有十分重要的

意义。尽管量子点与蛋白质、核酸等的相互作用研究已有文

献报道睁¨]，本课题组也曾研究了不同尺寸的CdTe量子点

与BSA的相互作用[12|，但有关量子点表面修饰试剂对相互

作用的影响尚不清楚。

本论文在制备不同修饰试剂(分别为巯基乙酸：TGA；

L半胱氨酸：L-Cys；还原型谷胱甘肽：GSH)包覆的水溶性

CdTe量子点(分别表示为CdTF，CdTeJ。，CdT@)的基础

上，采用光谱法研究了不同试剂修饰的茸子点分别与牛血清

白蛋白(BsA)的相互作用。比较了修饰试剂对CdTe量子点

猝灭BSA荧光的猝灭常数、猝灭类型及两者之间相互作用

力的影响，探讨了量子点与BSA的作用机理。

1实验部分

1．1试剂与仪器

Evolution300型紫外一可见分光光度计(美国，Thermo

Nicolet公司)，LS-55型荧光光谱仪(美国，Perkin-Elmer公

司)，Modelavatar330型傅里叶变换红外光谱仪(美国，Ther-

moNicolet公司)，PHS-3C精密酸度计(中国上海精密科学仪

器有限公司)。

氯化镉、亚碲酸钠、氢氧化钠、硼氢化钠(化学纯，天津

市化学纯试剂三厂)；柠檬酸三钠(分析纯，上海试剂一厂)；

巯基乙酸、谷胱甘肽(还原型)、L-半胱氨酸(还原型)(国药集

团化学试剂有限公司)、牛血清白蛋白(BsA。罗氏公司)；三

羟甲基氨基甲烷一盐酸(T—s-HCl)缓冲溶液：pH 7．4。其他试

剂均为分析纯，实验用水均为超纯水，高纯氮除氧。

1．2量子点的制备、纯化及表征

参照文献报道的方法合成了不同表面修饰的水溶性

CdTe量子点[1¨5。。具体过程如下：将氯化镉溶解在250 mL

超纯水中，通人N2 30 min以后，加入一定量的巯基化合物，

用1 mol·L’1的氢氧化钠将溶液的pH值调节至11．0，迅速

加入过量的柠檬酸钠和一定量的皿碲酸钠，溶解后加入过量

的硼氢化钠还原，100℃下加热回流，控制反应时间，使所

合成的CdTe量子点尺寸均为3．0 nlTl。整个过程都在N2的

保护下进行。在合成过程中，CdTeG的比例为GSH；
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Cd2+：T酬一=3：2．5 l
5；CdTe。的比例为L-Cys：CA2+

：Te暖一=2：0．8：2；CdTel的比例为TGA z Cd2+：

Te聩一=1：1；2；将反应后的溶液冷却至室温后用无水乙

醇沉淀，8 000转／秒离心3 min，除去上层清液中过量的巯

基化合物、Cd2+、Te0；等杂质，重复3次，挥干乙醇后，加

人超纯水分散。测定3种量子点的紫外一可见吸收光谱，通过

CATe量子点的浓度与波长关系的公式计算其浓度口“，稀释

使其浓度均为1．0X10-5 mol·L～，置于暗处，4℃保存备
用。

1．3量子点与BSA相互作用研究

配制1．0X10“mol·L‘1的BSA溶液．每400肚L BSA

溶液中分别加人不同浓度的Cd“6。cdTe。，CdTeT量子点

100止，稀释后的量子点浓度范围为2×10-9～10×10_6
mol·L～，荧光光谱测定条件：扫描范围275～450 nm；激

发波长280帆。

1．4猝灭常数与猝灭速率常数的测定

蛋白质等荧光体与荧光猝灭剂分子问的相互作用可以用

动态猝灭常数描述，动态猝灭Stern-Volmer方程L17】如下

Fo／F=1+[Q]Ksv=l+K。r0[Q]

其中，Fo为没有猝灭剂(CdTe量子点)存在下BSA的荧

光强度；F是有猝灭剂存在下BSA的荧光强度。Ksv为动态

猝灭常数(即Stern-Volmer猝灭常数)，它描述了生物大分子

与荧光猝灭剂分子彼此扩散和相互碰撞到达动态平衡时的量

效关系；[Q]为cdl’e量子点的浓度。甄为动态荧光猝灭速

率常数，ro为猝灭剂不存在时荧光分子的平均寿命，BSA的

荧光平均寿命约为101 s。

1．5热力学常数龇-，。∥和AS'的计算
吉布斯自由能的计算根据热力学方程Van’vHoff方程

测定

△酽=一盯l甜一
其中，R指气体常数8．314 J·t001．1K一，T为温度(单

位K)，群指该温度下的平衡常数，此参数在本文中代表静

态猝灭参数。焓变和熵变可以通过以下方程获得：lr派!／K{

=[1／Tl一1／Tz]△p／R，△p=△H4一础。

2结果和讨论

2．1修饰试剂对CdTe猝灭BSA荧光的影响

BSA是内源性荧光蛋白，其分子中的色氨酸、酪氨酸和

苯丙氨酸残基能够发射荧光，当激发光波长为280啪时，
BsA荧光发射峰位置在350 ntn处。图l为在298 K，0．1

tool·L-1，pH 7．4的Tfis-HCl缓冲溶液下，不同浓度(a)

CATe6，(b)C．xlTeL，(c)CATeT量子点对1．0×10-6 tool·

L『‘的BSA溶液的荧光猝灭图和(d)3种量子点猝灭BSA的

Stern-Volmer方程。随着量子点浓度的增加(1～11)，BSA

的荧光发射峰强度逐渐降低，当O．Ds的浓度增加到1．0×

10“tool-L-1后BSA的荧光被完全猝灭，表明3种巯基化

合物修饰的CdTe量子点均能够与BSA发生相互作用，进而

猝灭BSA的荧光。

啦!Effect of哪铲。OtTeL and Cd]['eTQD etmeentration On the fluorescence spectnm of BSA

(a)：CAT@；(b)：CATeLl(c)：CdTel‘；(d)：Stern-Volmer equationsofBSAinteractionwithCATeQl3s(1’；CdTec；2 7：CAT&}37：CdTeT)

1：0t 2：0．02；3：0．04I 4：0．08；5：0．16；6}0．32I 7l o．64；8：1．25；9：2．5；10：5．0；11：10×10—7 mol·L一1
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2．2修饰试剂对Cm与BSA相互作用猝灭类型的影响
StermVolmer方程用于描述动态荧光猝灭过程。将3种

CdTe量子点对BSA的荧光猝灭数据和CdTe量子点浓度

。[吣]作SterwVolmer拟合，由此获得动态猝灭常数Ksv相关

的线性回归系数，，见表1^

Table 1 Stern-Volmer equation 0f BSA inta椭们恤Cdl．e
QDs 298 K，0．1 tool·L-1 pH 7．4 Tris-HC!细Iffer，

嘶21．O×10一‘tool·L-1

通过StermVolmer方程计算的3种修饰试剂修饰的

CdTe量子点对ⅨIA动态猝灭常数分别为0．74×106 L·

mol一1(CATec)，4．14×106 L·mol一1(CdT铲)，0．91×106 L

·tool_1(CdTe7)；除CAT&不能很好满足Stern-Volmer拟

合外，其他拟合的线性程度很高。

由方程Ksv=Kql"0得3种巯基化合物猝灭BSA的荧光

猝灭速率常数分别为7．4×1013 L·mol-1·S_1(C：d1、eG)，

4．1×1014 L·mol一1·S一1(CAT&)。9．1×1013 L·mol一1·

s-1(CdlF)，其值远大于生物聚合物的扩散控制的Kq极值

(2．0×1010 L·mol-1·S-1)，说明CdTeG，CdTeL，CdTeT

对BSA的猝灭都不是扩散控制的动态猝灭，可以判断该过

程主要为静态猝灭过程。

Table 2 I)肿qinic quenching etmstmtt(Ksv)for

interaction of BSA with C棚re QOs

不同温度下Cdl≯，CdTe。，CdTeT对BSA荧光猝灭的

动态猝灭常数如表2所示。当温度从298 K增加到313 K

时，对CdTeG—BSA和CdTeT—BSA的Ksv值影响较小，几乎

没有什么变化，但是BsA—CdTeL的Ksv会随着温度的增加

而显著增加。从298 K的4．14X106 L·m01．1增加到313 K

的6．42X106 L·mol～。

通过紫外一可见吸收光谱研究了CATe量子点与BSA相

互作用的作用机理。图2为298 K，0．1 mol·L卅pH 7．4的

Tfis-HCl缓冲溶液中，量子点和BSA的浓度1 t 1(1．0×

10'6 tool·L-1)条件下的紫外光谱研究。3种修饰试剂修饰

的CATe和BSA的紫外吸收比较相似，CATe量子点与BSA

紫外吸收的加和值都要大于BSA创Te量子点复合物的紫外
吸收，同时220 nil3处的紫外吸收降低了，说明DSA和CdTe

之间形成了复合物，并且蛋白分子的结构发生了改变，这也

证明了3种量子点对BSA的荧光促灭过程均为静态猝灭过

程。

采用红外光谱迸一步研究不同修饰试剂修饰的CdTe量

子点与BsA的作用机理。图3为BsA(1)，caTeG一Ⅸ渔(2)，

C丑WeL-BsA(3)和CATe'-一BsA(4)固体粉末样品在室温下的

红外光谱图。BsA在1 650 am叫(酰氨I带)和1 540 crn-1

(酰氨Ⅱ带)处出现2个吸收峰，另外还有3个弱峰(1 380,---

1 240 cn-i-I)。

300 200 300枷
Wavelength／nm

啦2 UV-Vis spectra of interaction between

CdTeG，OfreL，on'eT and BsA

1；Sum of CdTe QDs and BSA；2l CdTe QDS,

3：BSA-CdTe QDBI 4l BSA

90

∞

Wavelength／rim

№3 Infrared spectra of interaction between

on'eG。C41"eL，C以1eT and BSA

1：BsA；2：CdTeC—BSAI 3l CdTeL一砹涟；4l CdTeT—BSA

CATeG—BsA出现2个较强吸收峰(1 590，1 380 cm-1)I

CdTeL—BsA出现3个吸收峰(1 590，1 380，1 080锄1)#

c(1丁IeT—BsA出现4个吸收峰(1 650，1 540，1 380，1 080

crn一1)。结果表明，除CdTeT—BSA外，其他2种量子点与

BSA相互作用的红外谱图的峰位置相似，在1 650 crIl叫处的

C--O吸收峰基本消失而在1 590咖_1处形成了新的吸收
峰。CdTeT—BSA样品的红外光谱在酰氨I带和酰氨Ⅱ带的

吸收峰都没有消失，但是与BSA相比，其在1 240盯1处的

I’宅暑召鼍旃量．IlL
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弱峰消失而在1 080 cnl_1处形成新的吸收峰。可以看出

CdTe量子点与BSA的混合谱图均有旧键的消失和新键形

成，因此形成了新的化合物，即形成了CdTe-RSA量子点复

合物。

通过猝灭常数Ksv、紫外光谱、红外光谱综合分析表明：

修饰试剂对猝灭的类型没有很大的影响，CdTe与BSA相互

作用既存在动态猝灭又存在静态猝灭，以静态猝灭为主，并

且与量子点浓度表现为非线性相关。鲫e与BSA形成了复
合物，3种修饰试剂修饰的量子点都会对蛋白的二级结构产

生影响。

ofⅨ'AwithCdTeQⅨ

量子点温度 AGo △H8△9

[QI)s] ／Z／(kJ·mol一1)／(kI·tool—1)／(J·mol一1·K一1)

2．3修饰试剂对CdTe与BSA相互作用力类型的影响

Ross等根据大骨的实验结果，总结出r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，即疏水作用力对体系的△印和△9产生正V的贡

献，氢键或者Vander-Waals力使△印和AS*变负，静电作

用力使△H0≈O，AS0>0[18]。表3为BSA与CdTe量子点相

互作用的热力学参数。当温度从298 K增加到313 K，BSA-

CdTeG，BSA-CATe。，BSA—CdT0。结合反应的吉布斯自由能

△∥都小于0，说明结合反应都是自发进行的；熵变△9都

大于0，说明反应体系的无序程度都增加了，但是三者的焓

变并没有朝一个方向发生，其中BSA-CdTe6量子点复合物

的焓变△H4小于0，而BSA-Cd付，BSA-CATeT量子点结
合反应的△f尹大于o；根据Ross总结的经验规律，氢键或

者Vander—Waals力、静电作用力对体系的△H。和心的贡
献，以及表面修饰试剂的结构特点可以判断：BSA-CATeG量

子点复合物之间的作用力主要为氢键和疏水作用力；而

BSA-(才reL和BSA-CdTe7量子点之间的结合作用力主要为

疏水作用力。

2．4表面修饰与相互作用机理的探讨

BSA分子是由3个同源结构域组成的心形蛋白，每个结

构域被17个二硫键分为9个循环[1 9|。本试验中CAT@，CA—

Te。，CdTeT量子点的直径均约为3．0 nni，大小几乎相等，

其表面修饰试剂的结构特点分别为：TGA为1个羧基，L，

Cys为1个羧基，1个氨基，GSH为3个氨基，2个羧基，猝

灭基团数量关系为GSH>L-Cys>TGA；而修饰试剂TGA，

L-Cys，GSH分子体积大小分别约为6．6 nrfl3，7．9 nlTl3，

19．0 nnl3。量子点大小相同，修饰试剂越大，修饰分子数量

越少，即CATd>CATe。>CATe6。基于CdTe量子点对BSA

的荧光猝灭关系为CdTeL>CdTeT≈CATeG的事实表明：

L-Cys同时具有氨基和羧基，而且分子体积大小稍大于

TGA，远小于GSH，因此CdTe。对BSA的猝灭程度远大于

洲和CdTeG，说明了对BsA的荧光猝灭与猝灭基团多
少和分子大小相关。

3结论

本论文采用光谱法研究了修饰试剂对CdTe量子点与

BsA相互作用的影响。结果发现(kiTe量子点对BSA的荧光

猝灭与表面修饰试剂猝灭基团多少和分子大小相关。本研究

表明，利用CdTe量子点表面修饰试剂的可控性，可以设计

特定的表面修饰试剂分子来研究量子点与生物大分子间的相

互作用，以获取特定的生物学信息。
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Study on the Synchronous Interactions between Di fferent ThioI-Capped

CdTe Quantum Dots and BSA

MA Jin-jie，LIANG Jian-gong，HAN He-you。

State Key Laboratory of Agricultural Microbiology，College of Science，Huazhong Agricultural University，Wuhan 430070，

China

Abstract The modifier of quantum dots plays an important role in synthesis and nature of quantum dots，however the effect on

the interaction between quantum dots and protein is not very clear until up to now．In the present paper，the interactions of CdTe

quantum dots with bovine seguln album(BsA)were studied by spectroscopy methods including ultraviolet-visible absorption

spectrometry(UV—Vis)，fluorescence spectrometry(FL)and infrared spectrometry(IR)．The CdTe quantum dots were modi—

fled by three different thiol-complex including thioglycolic acid，L-cysteine and glutathione，i e thioglycolic acid capped CdTe

quantum dots(CdTeT)，L-cysteine capped CdTe quantum dots(CATd。)and glutathione capped C(n、e quantum dots(CAT@)

respectively．The quenching constant Ksv and corresponding thermodynamic parameters，such as enthalpy change(△H8)，entro—

PY change(△9)。Gibbs free energy change(AGa)，were calculated according tO Stern-Volmer equations．The results showed

that CdTC，CdTel。and CdTeG all have a strong ability of quenching the fluorescence of bovine serum albumin。and the interac—

tions of the three types of thiol-capped CdTe quantum dots with BSA were static quenching process．The quenching constant of

KⅣ(TGA)iS similar to Ksv(GSH)，which is much less than Ksv(L-Cys)．T}1e binding forces of CdTeT and CdTe“with the

BSA were the main contributions from hydrophobic force according tO the thermodynamic parameters(A／-P>0，AS”>0 and AGO

<O)，while the binding forces of CdTeG with BSA were composed of both hydrogen bonding foFee and hydrophobie force accord—

ing tO the thermodynamic parameters(AH9<O，△9>O and△秽<0)。It was found that different functional group and molecular

volume size of thiol surface modified reagent played an important role in the interactions between CATe QDs and BSA

Keywords CATe quantum dots；Bovine serum album；Surface modifier；Fluorescence quenching；Thiol-complex
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