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普利沙星与牛血清白蛋白相互作用的光谱学研究
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[摘要] 采用荧光光谱法(Fs)和紫外光谱法(uV)研究了普利沙星与牛血清白蛋白(BSA)的相互作用．确定

了静态猝灭和非辐射能量转移是普利沙星猝灭BSA荧光的主要原因；求得了普利沙星与BSA之间的结合常数

K在25℃时为1．05 X 105、在37℃时为6．68 X 104；它们之间的结合位点数n为1；根据FSrster非辐射能量转移

机理求得给体与受体间的结合距离r为5．59 nm和能量转移效率E=0．163．牛血清白蛋白与普利沙星分子间有

较强的结合作用，且结合力以静电作用为主．
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Spectroscopic Studies on the Interaction between PL and BSA
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Abstract：Study the interaction between prulifloxacin and bovine serum albumin by fluorescence spectros—

copy and uhraviolet spectroscopy．The static quenching and the non—radiation energy transfer are the two

main reasons leading to the fluorescence quenching of BSA．The apparent combining constants(K)be—

tween prulifloxacin and BSA are 1．05×105 at 25。C and 6．68×104 at 37qE．and the binding sites are 1．

The binding distance(r=5．59 nm)and energy transfer efficiency(E=0．163)are obtained by FOrster’

S non—radiation energy transfer mechanism．The interaction between prulifloxacin and BSA is driven main—

ly by eletro—static force．
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0 引言

普利沙星(Prulifloxacin)是由日本新药公司和明治公司共同研制开发的新一代氟喹诺酮类抗菌药¨。．

血清白蛋白是血浆中含量最为丰富的蛋白质，它不仅对维持渗透压起重要作用，而且它能与进入血液的大

多数内源性和外源性物质(如药物等)进行可逆的结合从而起到在体内转运作用．药物与白蛋白的亲和力

大小也影响到药物在体内的分布、清除以及通过改变血液或组织中游离药物浓度来影响药效心J．因此，研

究药物与血清白蛋白的相互作用对理解药物的作用机理以及筛选药效更高的新药具有重要意义．

本文采用吸收光谱和荧光光谱研究了普利沙星(PL)与牛血清白蛋白(BSA)的相互作用，求得它们的

结合常数和热力学参数，探讨了在人体生理pH值条件下PL与BSA的相互作用机理以及普利沙星对BSA

构象的影响．
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1实验部分

1．1仪器与试剂

TUl901型双光束紫外可见分光光度计(北京普析通用)；LS-50B型荧光光谱仪(Perkin—Elmer公司)，

配有CS501型超级恒温器；pHS-25型数显酸度计(雷磁)．

普利沙星由中国药科大学提供．PL储备液浓度为4．0×10～mol／L；牛血清白蛋白(BSA)；0．05 mol／L

的pH=7．4的Tris—HCI缓冲液(以0．9％的NaCl水溶液配制)；所有试剂均为分析纯；实验用水均为二次

蒸馏水．

1．2实验方法

吸收光谱和荧光光谱测量都是在10 mL容量瓶中加入一定量的BSA溶液，Tris—HCl缓冲液，以二次水

稀释至刻度，混匀．准确移取3．00 mL的样品溶液于1 em石英比色皿中，逐渐将微升量的PL溶液滴加到

BSA试液中，分别记录加入PL前后体系的荧光光谱．进行吸收光谱测量时，分别测量BSA、PL和BSA—PL

体系的吸光度．荧光光谱测量中，以279 nm为激发波长，激发和发射狭缝均为3．0 nm，发射单色器的扫描

速度为500 nm／min．同步荧光光谱实验中同时扫描激发和发射单色器，固定激发和发射波长差为60 nm，

其它同荧光光谱测量．

2结果与讨论

2．1 吸收光谱

由BSA、PL及PL—BsA(1：1)复合体系的紫外吸

收光谱(图1)可以看出，PL—BSA复合体系的吸收光

谱与单独PL、BSA的吸收光谱的加和相比，发生了明

显的减色效应，吸收光谱的变化表明PL和BSA的基

态发生反应，表明它对BSA的猝灭过程为静态猝灭．

2．2荧光光谱的研究

2．2．1 荧光发射光谱

图2是在37。C，pH值为7．4的Tris—HCl缓冲液

体系中，改变PL浓度记录BSA的荧光发射光谱，可以

看出随着0～1．4×10“moL／L的PL的加入，BSA在

348 nm处的荧光强度逐渐降低，同时在382 nm处出现

一个等光密度点，表明PL与BSA之间发生了相互作

用从而猝灭了BSA的荧光．由图还可以观察到随着PL

的浓度的不断增加，BSA的荧光强度的猝灭趋势有所

减缓，即PL与BSA的键合作用逐渐趋于饱和．

根据Stern—Volmerp 1方程：

凡／F=1+K 7-。[Q]=1+磁，[Q] (1)

其中，n为PL不存在时的BSA的荧光强度，F为加入PL后

体系的荧光强度，K。为双分子猝灭过程的速率常数，丁。为

没有猝灭剂存在下的荧光分子的平均寿命，琢，为

Stern—Volmer猝灭常数．[Q]为猝灭剂PL的浓度．以R／F

为纵坐标，PL的浓度为横坐标作图可得PL对BSA荧光猝

灭的Stern．Volmer曲线．

从图3中可以看出曲线呈良好的线性关系，25℃时的

相关系数R为0．996 0，由其斜率求得PL猝灭BSA的猝灭

常数为5．74×104 L／m01．大分子的丁。一般为10一S，则可

据K。r=K。丁。式，进一步求出K为5．74×1012 L／(mol·

260 280 300 320 340 360 380 400

wavelength／nm

a：BSA与PL吸收图谱的加和：b：BSA：c：BSA—PLsystem：

d：PL C∞A=CPL=1．0×10。5mol／L

图1 BSA与普利沙星的紫外吸收光谱

wavelength／nm

pH=7．4，CRSA=5．OxlO—mollL，CPL从a至U h分另U为0,2、4、

6、8、10、12、14x10。7 mol／L

图2普利沙星对BSA荧光光谱的影响
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S)，一般认为各类猝灭剂对生物大分子的最大扩散碰撞猝灭常

数为2 X 1010 L／(mol·S)，显然PL对BSA荧光猝灭速率远远大

于扩散控制的K。，从这一点看，PL对BSA荧光猝灭不应是动态

猝灭，而可能是静态猝灭，这个结果与紫外光谱法得到的结论一

致。静态猝灭是猝灭剂与荧光物质分子在基态时生成不发光的

配合物，从而导致荧光物质荧光强度的降低．

2．2．2 温度与荧光猝灭的关系

当温度分别为15℃，25℃和37。C时，分别在浓度一定的

BSA溶液中加入不同浓度的PL，得到不同温度下PL猝灭蛋白

质荧光的猝灭曲线(图3)．由图3中可以看出，各曲线均有良好

的线性关系，由直线的斜率求得温度在15℃、25℃和37℃下的

1．0

0．8

—0．6
电

≥o．4

0．2

0．0
O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

[Q“]／(x 107mo|／L)

+15℃，+25℃．+37℃
图3 PL对BSA荧光猝灭的Stern—Volmer曲线

琢，值分别为1．7×105，5．74 X 104和2．98 X 104 L／t001．随着温度的增加，猝灭常数(Ks，)逐渐降低，进一步

表明了PL对BSA荧光的猝灭过程为静态猝灭，即化合物PL与BSA形成了一个没有荧光的复合物，该复

合物随着温度的增加，其稳定性下降，从而导致了猝灭常数的降低．

2．2．3 同步荧光光谱

同步荧光光谱经常被用来研究药物分子对蛋白质

的构象的影响．蛋白质的荧光是由构成蛋白质的色氨

酸、酪氨酸及苯丙氨酸产生的荧光所共同形成的’4 J．当

同步扫描波长差△A为60 nm时，BSA的同步荧光主要

是色氨酸残基发射的荧光．而色氨酸的最大荧光发射波

长与其所处的介质环境有关．图4是BSA溶液中逐渐增

加PL的浓度所记录的同步荧光光谱．在图4中，随着PL

的浓度从0增加到5．0 X 10～mol／L，体系的同步荧光强

度被强烈猝灭即PL在278 nm处的发射峰减低且其最大

发射波长红移了6．4 Tim，说明色氨酸残基所处环境的疏

水性降低，BSA内部的疏水结构有所瓦解，肽链的伸展

程度增加‘4I．

2．3结合位点数与结合常数的求算

Wavelength／nm

CM：5．0x10～mol／L，CHIa～f)：0、1、2、3、4、5 Ixmol／L，AA=60 nm

图4 BSA的同步荧光光谱

药物分子与蛋白质分子之间的相互作用一般采用位点结合

模型来描述，依据Scatchard方程‘5I，可求得结合反应的结合常

数和结合位点数．确定猝灭机理后，将所得的各荧光光谱，按

348 nm处的相对荧光强度以F。／F对C。Ⅳ凡[Q：]／(F。一F)作线

性拟合，得到不同温度下，PL与BSA形成复合物的结合常数和

表1 PL与BSA相互作用的结合常数

结合位点数(表1)，结果表明，PL与BSA作用时只有一个结合位点，并且随温度的升高，结合常数减小．

2．4普利沙星BSA间的结合距离

按照Forster能量转移理论，可以求得药物与蛋白质结合时结合位置与蛋白质分子中荧光发射基团之

间的距离rH。：

E=R60／(R：+r6) (1)

式中E是授体与受体间能量转移效率，R是转移效率为50％时的临界距离崎J：

磁=8．8 X 10‘25髟n。4(ibJ (2)

式中盱为偶极空间取向因子，n为介质的折射指数，中为授体的荧光量子产率，t，为授体的荧光发射光谱与

受体的吸收光谱间的重叠积分，可表示为。5 o：

t，=[∑F(A)s(A)A4A]“∑F(A)A] (3)

其中F(A)为荧光授体在波长A处的荧光强度，占(A)为受体在波长A处的摩尔消光系数，能量转移效率E
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则可由下式求出∞o：

E=1一F／Fo

图5为普利沙星的吸收光谱和BSA的荧光发射谱

的重叠图，将图5中的光谱重叠部分分割成极小的矩形，

按式(3)积分，得到．，=4．18×10。25 cm3／(L·t001)．在实

验条件下，取向因子取授体一受体各向随机分布的平均值

K2=2／3。6 o，折射指数取水和有机物的平均值凡=
一

1．45【6 J，BSA中色氨酸残基量子效率中=0．10帕j．将上

述各量代人式(2)，求得R。=4．26 nm，结合荧光结果及

式(4)算得能量转移效率E=0．163．进而由R。经式(1)

算出r=‘5．59 nm．

在实验条件下(A。。=279 nm，A。。=348 nm，25。C)，

BSA的荧光主要来自第212位的色氨酸残基一J，该残基

位于BSA的疏水腔内，所求得的r值为结合部位与该残

(4)

Wavelength／nm

CPL=10’6 mol·L-1；CⅢA=10。6 tool·L-1

图5 PL的吸收光谱(a)和BSA的荧光光谱(b)的重叠图

基之间的距离．P￡脂溶性较差，比较难以进入疏水腔，结合位置距该色氨酸残基较远，因此其r值较大．

2．5 药物与白蛋白作用力类型的确定

药物与生物大分子的作用力包括氢键、范德华力、静电引力、疏水作用力等．当温度变化不太大时，反

应的焓变可看作一个常数，由式：

lnK2／K，=AH(1／Tl一1／疋)／R (5)

△G=AH—mS=一RTlnK (6)

可求得△日，AG，AS．PL与BSA的结合的△日、AS在25℃分别为：△日=一41．957 kJ，AS=226．448

J／(mol·K)．当反应的焓变△日>0，熵变AS>0时，分子之间的相互作用力来自于静电作用和疏水作用

力；反应的焓变△日<0，熵变AS<0时，分子的作用力可能来自于范德华力、氢键或质子化等作用力；AH

=0，AS>0，疏水作用力；△日<0，AS>0，静电引力旧1；所以认为普利沙星与BSA之间的作用力主要

为静电引力．
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