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血清白蛋白是一类重要的运输性蛋白，在生物体内的循

环系统中含量非常丰富，几乎占血清蛋白的 60％。近年来采

用光谱研究药物与血清白蛋白的相互作用已成为生命科学、

化学、药学和临床医学领域的研究热点，这对于了解生命过

程、药物作用机制及药物分子设计等都具有重要作用[1-4]。因

结构上和人血清白蛋白的相似性，牛血清白蛋白（BSA）被广泛

运用于与药物结合作用的研究。头孢丙烯（Cefprozil，CE）属

第二代高效、低毒、耐酶头孢菌素类抗生素，常用于治疗敏感

菌所致的轻、中度感染，包括上、下呼吸道感染，以及皮肤和皮

肤软组织感染等[5]。因此，研究CE与BSA的相互作用对理解

药物的作用机制具有重要意义。以往研究药物与BSA相互作

用主要集中在猝灭机制探讨上，而本文在优化试验条件的情

况下研究了CE与BSA的结合反应，除了常规的作用机制研究

外，还深入探讨了不同温度下两者的结合位点、结合力类型、

结合部位、药物之间的协同性以及药物对蛋白质构象的影响

等，现报道如下。

1 材料

1.1 仪器

pHS-3C 型精密酸度计（上海虹益仪器仪表有限公司）；

光谱法研究头孢丙烯与牛血清白蛋白的相互作用Δ

刘 里＊，成飞翔（曲靖师范学院化学化工学院，云南 曲靖 655011）

中图分类号 R965 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2015）31-4360-04

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2015.31.14

摘 要 目的：研究头孢丙烯（CE）与牛血清白蛋白（BSA）之间的相互作用。方法：采用荧光猝灭光谱法、紫外光谱法和同步荧光

光谱法，研究289、299、309 K温度下作用50 min时CE与BSA的相互作用。根据Stern-Volmer方程计算动态猝灭常数（KSV）和动态
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合常数（Kb）和结合位点数（n）；根据热力学公式计算焓变（ΔH）熵变（ΔS）和吉布斯自由能变（ΔG）；根据 Hill 方程计算 Hill 系数

（nH）。结果：3个温度下的BSA荧光强度随着CE浓度升高而有规律地降低；KSV、Kq、KLB、Kb、n和nH均随着温度升高而降低；ΔG＜0，

ΔH＜0，ΔS＜0；n约等于1；nH小于1。结论：CE对BSA荧光产生静态猝灭，二者间具有一定的结合作用；其反应是一个自发的放

热过程，主要结合力为氢键和范德华力，结合位点主要位于亚螺旋域ⅡA；CE对结合反应产生负协同作用，对BSA构象不产生影

响；结合位点更接近于酪氨酸。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the interaction of cefprozil（CE）with bovine serum albumine（BSA）. METHODS：Under

the temperatures of 289，299 and 309 K，the interaction of CE with BSA for 50 min had been studied by fluorescence quenching，

UV spectrometry and synchronous fluorescence spectroscopy. Quenching constant（KSV）and speed constant（Kq）were calculated by

Stern-Volmer equation. Static quenching constant（KLB）was obtained by Lineweaver-Burk equation，and UV spectrogram was used

to determine the type of quenching. Double logarithmic equation was used to calculate the binding constants（Kb）and the number
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main binding forces include Hydrogen bonds and Van der Waals forces，and primary binding site for CE is located at sub-domain ⅡA

of BSA. There was some negative cooperative effect. CE would not affect the conformation of BSA. The binding site of CE and

BSA is near by tyrosine residue.
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Cary50型紫外-可见分光光谱仪（美国瓦里安技术中国有限公

司）；F-4600型荧光光谱仪（日本日立公司，测定参数：狭缝宽

度5 nm，光电倍增管负高压400 V）。

1.2 药品与试剂

CE（中国食品药品检定研究院，批号：130567-201203，纯

度：94.9％）；牛血清白蛋白（上海楷洋生物技术有限公司，纯

度：98％）；其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 猝灭试验

取10.0 ml比色管，加入BSA（1.0×10－5 mol/L）2.0 ml，再分

别加入9.490×10－5 mol/L的CE溶液0.25、0.5、0.75、1、1.25、1.5、

1.75、2、2.25、2.5、3 ml，然后加入三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（Tris-

HCl）溶液（0.2 mol/L、pH 7.4）2.0 ml、NaCl 溶液（0.5 mol/L）

2.0 ml（以维持正常生理离子强度），最后用水稀释至刻度并摇

匀，分别在 289、299、309 K 温度下作用 50 min。此时体系中

BSA 的浓度为 2.0×10－6 mol/L，CE 的浓度分别为 0、0.237 3×

10－6、0.474 5×10－6、0.711 8×10－6、0.949 0×10－6、1.186 3×10－6、

1.423 5×10－6、1.660 8×10－6、1.898 0×10－6、2.135 3×10－6、2.372 5×

10－6、2.847 0×10－6 mol/L（编号依次为1～12）。作用完毕后立

即以最大激发波长（λex）280 nm、最大发射波长（λem）342 nm在

荧光光谱仪上记录荧光猝灭光谱，并分别以Δλ＝15、60 nm绘

制289 K温度下CE-BSA体系的同步荧光光谱，记录F0和F（F

和F0分别指CE存在与不存在时BSA的荧光强度）。

2.2 荧光猝灭光谱

289 K温度下CE-BSA体系的荧光猝灭光谱见图1。

由图 1可见，CE 在测量波段没有荧光，而 BSA 的荧光较

强。在λ ex/λ em＝280/342 nm 处，当 CE 加入到 BSA 之后，虽然

λex/λem几乎未发生变化，但是其荧光强度明显随着CE浓度的增

加而逐渐减弱，表明CE能猝灭BSA的荧光，两者之间存在相

互作用。

2.3 猝灭类型的判断

引起荧光猝灭的原因很多，但通常分为动态猝灭和静态

猝灭。常用温度的改变而引起体系的变化来确定猝灭类型：

在动态猝灭中分子扩散起主导，猝灭常数会随着温度的升高

而增大；对于静态猝灭，因有新物质生成，稳定性起主导作用，

温度越高，猝灭常数反而越小[6]。

2.3.1 Stern-Volmer方程 动态猝灭过程应遵循Stern-Volmer

方程：F0/F＝1+KSV[c]＝1+Kqτ0[c]，式中，KSV为动态猝灭常数，Kq为

动态猝灭速率常数[动态猝灭时最大值约为2×1010 L/（mol·s）][6]，

τ0为荧光体平均寿命（一般为 10－8 s数量级）[6]，[c]为CE浓度。

以 289、299、309 K时的F0/F对[c]作图，根据Kq＝KSV/τ0可求出

不同温度下的 Kq。不同温度下 CE 对 BSA 荧光猝灭的 Stern-

Volmer曲线见图2，Stern-Volmer方程及相关参数见表1。

表 1 不同温度下CE-BSA体系的 Stern-Volmer方程及相关

参数

Tab 1 Stern-Volmer equations and correlative parameters

of CE-BSA system at different temperatures

温度，K

289

299

309

Stern-Volmer方程
F0/F=14 375[c]+1.019 6

F0/F=13 151[c]+0.956 5

F0/F=12 649[c]+0.998 3

r

0.997 9

0.997 5

0.996 2

KSV，L/mol

14 375

13 151

12 649

Kq，L/（mol·s）

1.437 5×1012

1.315 1×1012

1.264 9×1012

由表1可见，3个温度下的Kq比动态猝灭最大速率常数[2×

1010 L/（mol·s）]大2个数量级，说明CE对BSA的猝灭不属于动

态猝灭。由图 2可知，3个温度下的 Stern-Volmer曲线均呈良

好的线性关系，且随着温度的升高，直线斜率即KSV减小，正好

与静态猝灭机制一致。

2.3.2 Lineweaver-Burk方程 若CE对BSA为静态猝灭，应符

合Lineweaver-Burk方程[7-9]：（F0－F）－1＝F0
－1+（KLBF0[c]）－1，式

中，KLB为静态猝灭结合常数。以（F0－F）－1对[c]－1作不同温度

下的 Lineweaver-Burk 曲线。不同温度下 FCE 对 BSA 荧光猝

死的 Lineweaver-Burk 曲线见图 3，Lineweaver-Burk 方程及相

关参数见表2。

由图 3可知，随着温度的升高，直线斜率逐渐增大，则KLB

逐渐下降，这与因静态猝灭方式而形成的复合物随温度升高

图1 289 K温度下CE-BSA体系的荧光猝灭光谱图

Fig 1 Fluorescence quenching spectrogram of CE-BSA sys-

tem at 289 K
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Fig 2 Stern-Volmer curves of CE-BSA system at different

temperatures
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表2 不同温度下CE-BSA体系的Lineweaver-Burk方程及相

关参数

Tab 2 Lineweaver-Burk equations and correlative parame-

ters of CE-BSA system at different temperatures

温度，K

289

299

309

Lineweaver-Burk方程
（F0-F）－1=2.361 82×10－8[c]－1+0.001 9

（F0-F）－1=3.679 56×10－8[c]－1+0.001 4

（F0-F）－1=4.691 13×10－8[c]－1+0.000 9

r

0.998 4

0.998 9

0.999 8

KLB，L/mol

3.949 4×104

2.170 1×104

1.387 4×104

越不稳定的作用机制一致。由表2可知，3个温度下的KLB都在

104数量级以上，表明CE与BSA由于发生静态猝灭而结合力

较强。

2.3.3 紫外吸收光谱[7-9] 按“2.1”项下方法制备289 K下作用

50 min的CE-BSA体系 1～12，以相应浓度的CE为参比，在紫

外-可见光谱仪上对体系进行紫外光谱扫描，得到CE与BSA

结合后的紫外吸收光谱图。紫外吸收光谱见图4。

由图 4可见，CE的加入使BSA中苯环上的π-π＊跃迁引起

的特征吸收峰从 280 nm移到 274 nm，吸收强度也随CE浓度

的增加而增加。CE的加入引起BSA紫外吸收光谱的变化这

一现象，说明CE与BSA间发生反应，有新物质生成，更进一步

证明两者之间的相互作用机制属于静态猝灭机制。

2.4 结合常数和结合位点数的计算

如CE与BSA存在n个等同且独立的结合位点，其相互作

用的关系应符合双对数方程：lg[（F0－F）/F]=lgKb+nlg[c]。分

别在 289、299、309 K温度下，以 lg[（F0－F）/F]对 lg[c]作图，以

直线的斜率和截距求出 CE 与 BSA 不同温度下的结合常数

（Kb）和结合位点数（n）。不同温度下 lg[（F0－F）/F]-lg[c]曲线

见图 5，不同温度下CE对BSA荧光猝灭的双对数方程及相关

参数见表3。

表3 不同温度下CE-BSA体系的双对数方程及相关参数

Tab 3 Double logarithmic equations and correlative param-

eters of CE-BSA system at different temperatures

温度，K

289

299

309

双对数方程
lg[（F0-F）/F]=1.004 3lg[c]+4.198 5

lg[（F0-F）/F]=0.959 4lg[c]+3.720 7

lg[（F0-F）/F]=0.878 2lg[c]+3.489 8

Kb，L/mol

1.580 0×104

5.265 0×103

3.089 8×103

n

1.004

0.959

0.878

r

0.998 1

0.994 7

0.998 9

由表 3可见，3个温度下的 n 都约等于 1，表明 CE 与 BSA

结合后可形成一个结合位点。随着温度增加，Kb和n值减少的

程度不大，表明 CE 与 BSA 的相互作用对温度变化不是很敏

感。这说明温度的提升不利于血清白蛋白携带着CE在体内

进行运转、贮存和分配。

2.5 热力学常数和作用力类型判断

根据热力学公式[10]计算289、299、309 K温度下CE与BSA

结合反应的焓变（ΔH）、熵变（ΔS）及吉布斯自由能变（ΔG），结

果见表4。

表4 不同温度下CE与BSA相互作用的热力学参数

Tab 4 Thermodynamic parameters of the interaction be-

tween CE and BSA at different temperatures

温度，K

289

299

309

ΔG，J/mol

-230 67.30

-211 55.57

-205 10.15

ΔH，J/mol

-778 78.56

-778 78.56

-778 78.56

ΔS，J/（mol·K）

-191.37

-190.41

-186.87

由表 4可见，ΔG＜0，表明BSA与CE的反应能自发进行；

ΔH＜0，表明反应为放热反应；ΔH＜0且ΔS＜0，表明氢键和范

德华力是CE与BSA的主要结合作用力。

2.6 结合位置的确定

应用 Maciazek-Jurczyk M、刘保生、梁宏等 [11-13]提出的方

法，比较激发波长为 280、295 nm时CE-BSA体系荧光程度的

变化情况。CE-BSA体系的荧光猝灭曲线见图6。

由图 6可知，280、295 nm激发波长下，CE对BSA的猝灭

程度曲线没有重叠，说明色氨酸和酪氨酸残基都参与其中。

对比这两种波长下的荧光猝灭程度可知，在 280 nm激发时降

低程度更大些，这说明在CE与BSA的结合过程中，结合位点

主要位于亚螺旋域ⅡA。

2.7 药物协同性考察

Maciazek-Jurczyk M、刘保生、梁宏等 [11-13]认为药物协同

性是指药物与具有多重结合部位的 BSA 结合过程中各结合

部位之间可能存在相互影响作用，可用 Hill 方程进行分析：

lg[H/（1－H）]＝lgKH+nHlg[c]，式中，H为结合饱和分数，KH为结
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合常数，nH为 Hill 系数。在荧光试验中：H/（1－H）=B/（Bm－

B），其中，B为（F0－F）/F0；1/Bm为1/B对1/[c]作图的截距。不同

温度下CE-BSA体系的nH值结果见表5。

表5 不同温度下CE-BSA体系的nH值

Tab 5 The value of nH of CE-BSA system at different tem-

peratures

温度，K

289

299

309

nH

0.998 4

0.979 4

0.960 8

r

0.998 8

0.995 9

0.995 4

由表5可知，3个温度下的nH都略小于1，表现为弱的负协

同作用，说明CE与BSA结合过程中，随着配体CE不断地结合

到位点，使得后继配体对BSA的亲和性减弱，即前一个药物分

子结合到BSA位点上后，对后一个药物分子与BSA的结合起

到了阻碍作用。随着温度的变化，虽然nH变化不大，但也随温

度升高而降低，说明温度的提升对CE药物小分子之间的协同

作用不利。

2.8 CE对BSA构象的影响

在Δλ＝15 nm和Δλ＝60 nm的条件下，测得CE-BSA体系

的同步荧光光谱见图7。

由图 7可知，随CE浓度的增大，这两种氨基酸残基的λmax

几乎没有发生移动，说明CE的加入几乎不对BSA构象产生影

响[11-13]。酪氨酸的猝灭程度大于色氨酸，表明CE与BSA相结

合的位点偏向于酪氨酸。

3 讨论
用荧光光谱和紫外吸收光谱法推断出CE对BSA荧光产

生静态猝灭，CE 和 BSA 之间的作用力类型主要为静电作用

力；CE与BSA可形成 1个结合位点，表明CE可被BSA运输；

nH＜1，表明 CE 对结合反应产生负协同作用，即 CE 加入使

BSA的亲和性增强，有利于后续CE与BSA的结合，结合部位

在BSA的亚螺旋域ⅡA中。同步荧光光谱表明CE几乎不对

BSA构象产生影响，结合位点靠近酪氨酸残基。该研究结果

为了解 CE 在体内的运输和代谢过程、毒性机制提供了重要

信息。

参考文献
[ 1 ] 谢宝平，邢惟青，丘玉昌，等.荧光法研究3 种甲基黄嘌呤

类生物碱与牛血清白蛋白的相互作用[J].中国药房，

2011，22（37）：3 497.

[ 2 ] 汤从容，曹高忠，胡卢丰，等.咪达唑仑与人血清白蛋白结

合的荧光光谱研究[J].中国药房，2012，23（41）：3 885.

[ 3 ] 张轶，杨丽娟，王倩倩，等. 5-羟甲基糠醛与牛血清白蛋

白相互作用的光谱特性研究 [J].中国药房，2011，22

（33）：3 095.

[ 4 ] 薛春霞，董社英.药物分子与血清白蛋白相互作用的研究

进展[J].广东化工，2013，40（20）：148.

[ 5 ] 龙敏，曹文霞，詹倩.头孢丙烯治疗儿童化脓性扁桃体炎

的疗效观察[J].中国药房，2013，24（8）：707.

[ 6 ] 许金钩，王尊本.荧光分析法[M]. 3版.北京：科学出版社，

2006：64.

[ 7 ] 刘里，彭洪生，伏云红.荧光光谱法研究头孢孟多酯与牛

血清白蛋白的相互作用[J].中国测试，2014，40（3）：64.

[ 8 ] 麻能轩，慕丽晓，李瑞金，等.头孢哌酮和乳酸环丙沙星与

人血清白蛋白相互作用的荧光光谱研究[J].中国药房，

2013，24（33）：3 084.

[ 9 ] 刘里.光谱法研究马来酸氯苯那敏与牛血清白蛋白的相

互作用[J].西北师范大学学报：自然科学版，2014，55

（5）：44.

[10] Ross PD，Subramanian S. Thermodynamic of protein asso-

ciation reactions：forces contributing to stability[J]. Bio-

chemistry，1981，20（11）：3 096.

[11] Maciazek-Jurczyk M，Sulkowska A，Bojko B，et al. Fluo-

rescence analysis of competition of phenylbutazone and

methotrexate in binding to serum albumin in combination

treatment in rheumatology[J]. J Mol Struct，2009，doi：

10.1016/j.molstruc.2008.12.023.

[12] 刘保生，杨超，王晶，等.硫酸头孢匹罗与牛血清白蛋白结

合反应的发光机理[J].发光学报，2011，32（3）：295.

[13] 梁宏，边贺东，涂楚桥，等. La（Ⅲ）与HSA或BSA的结合

平衡研究[J].高等学校化学学报，2001，22（1）：21.

（收稿日期：2014-12-13 修回日期：2015-01-21）

（编辑：邹丽娟）

图7 CE猝灭BSA的同步荧光光谱图

Fig 7 Synchronous fluorescence spectrogram of CE quench-

ing BSA
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