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日比赈酸、氟赈酸与 HSA ， IgG 相互作用的研究

朱铿 童沈阳*

(北京大学化学与分子工程学院 北京 100871) 

摘要 本文研究了在人体生理 pH值条件 F.毗暖酸、氟暖酸与人血清白蛋白 (HSA)和人体 γ球蛋

白 (IgG)间的相互作用，求出了毗暖酸、氟暖酸与蛋白质的结合常数及结合位置，并根据热力学参数

确定了它们之间的主要作用力类型.
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日比暖酸、氟喋酸都是抗菌类药物，适用于敏感细菌所引起的感染，如肾孟肾炎、膀胧炎、前

列腺炎等，治愈率可达 100%. 人血清白蛋白 (HSA)是人体中的药物输送蛋白，药物进入血液

后，首先要和血清白蛋白结合，然后再被运输到身体的各部位.人体 y 球蛋白( IgG)是一种免

疫蛋白，它能吞噬进入体内的外源物，从而消除有害物质对人体的危害.有关H比暖酸、氟暖酸与

蛋白质相互作用的文献目前尚未见报道.本文研究了在人体生理 pH 值条件下，毗喋酸、氟喋

酸与人血清白蛋白 (HSA)和人体 y 球蛋白 (IgG)间的相互作用，利用毗喋酸、氟喋酸对蛋白质

荧光的猝灭求出了毗顿酸、氟碾酸与蛋白质的结合常数和结合位置，并根据热力学参数确定了

它们之间的主要作用力类型.这对于阐明不同种蛋白对药物的不同作用方式和药物在人体内

的作用机制有一定的意义.
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1 实验

1. 1 仪器和试荆

UV-265 型紫外一可见分光光度计(岛津);RF-540 型荧光分光光度计(岛津) ;Model-

821 型酸度计(中山大学制造) . 

日比碾酸溶液:称取毗暖酸(湖北制药厂 )0.0357g 于 l00mL 烧杯中，加 O. lmollL HCl 榕

解.转移至 100mL容量瓶，加水定容，浓度为1. 0 X 1O- 3mollL.使用时逐级稀释;氟崛酸溶液:
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称取氟Il!酸(湖北制药厂 )0.0319g 于 100mL 烧杯中，加 O. 1 mollLHCl溶解.转移至 100mL 容

量瓶，加水定容，浓度为1. 0 X 1O- 3mollL.使用时逐级稀释;人血清白蛋白 (HSA)溶液:称取适

量 HSA(Sigma 公司) ，加 O.5%NaCl 溶液溶解;γ 球蛋白 (IgG)溶液:称取适量 IgG(Serva 公

司) ，加 0.5%NaCl 溶液洛解;缓冲溶液:用 0.1mollL的 Tris 溶液与 O.lmollL的 HC11容液配

制 pH=7.4 的缓冲海液;所有试剂均为分析纯，实验用水为二次去离子水.

1. 2 方法
在比色管中依次加入缓冲潜液、药物及蛋白质潜液和 NaCl 溶液，加水至刻度后i昆匀.在

RF-540 型荧光分光光度计上测定荧光强度(^"x = 280nm , Àem = 335nm) .在实验中溶液均保持

pH 值为 7.4 ， NaCl 浓度为 O.lmollL(用以维持离子强度) . 

2 结果与讨论

2.1 毗服酸、氟服酸与蛋白质的结合常数

当温度不同时，在浓度一定的蛋白质溶液中，分别加入不同浓度的毗瞰酸和氟哝酸，作出

蛋白质浑灭的 Stem - Volmer 图(见图 1-4). 由图中可以看出，曲线有着良好的线性关系(所

有曲线的线性相关系数都大于 0.998) .由图中还可以看出，随着温度的升高，HSA猝灭曲线的

斜率降低.证明此过程为静态猝灭.IgG 摔灭曲线其曲线斜率不阴讯度变化而变化.若认为此

过程是动态瘁灭，则应符合 Stem - Volmer 方程[1]

Fo/F=1 + KqTo [Q]=1 + KsJQ] (1) 

F。为悴灭剂不存在时的荧光强度，F 为加入悴灭剂后的荧光强度.Kq 为双分子1卒灭过程速率

常数 ， Ksv为 Stem - Volmer 悴灭常数 ， To 为悴灭体不存在时荧光分子平均寿命 ， [Q]为洋灭剂

浓度.
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固 1 日比啄酸对 HSJ气洋灭的 Stem - Vohner 图 图 21St时毗赈酸对 Ig(主瘁灭的 Stem - VoJmer 图

.-15'C ; 0 - 45 'C 

由碎灭曲线得到毗赈酸、氟P~酸 K町值分别为 4.89 X 104L/mo1, 5.14 X 104L/mol.由于生

物大分子荧光寿命约为 10-842] ，由方程式 (2)得 Kq(毗喋酸) = 4. 89 X 1012 L • mol- 1 • s - 1 ; K q 

(氟赈酸) == 5. 14 X 1012 L. mol- 1 • S - 1 .各类摔灭剂对生物大分子的最大扩散碰撞悴灭常数为
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2.0X 101OL'mol- 1.s 1[3J 显然毗喋酸、氟赈酸对蛋白质荧光的碎灭过程速率常数远大于扩散

控制的 Kq，所以碎灭不是由于动态碰撞引起的，洋灭过程是由于形成化合物而引起的静态悴

灭.
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图 3 氟 PJ匠酸对 HSA 淳灭的 Stem - Volmer 图 图 4 15t:时氟~辰酸对 I以i 洋灭的 Stem - Volmer 图

.-15'C ;。一45'C

杨频等[4J 曾提出了利用有机分子对蛋白质荧光的静态浑灭来求结合常数的方法.他推导

出了荧光强度、掉灭刑浓度、结合常数之间的关系式.

(Fo - F) 一 I=Fo 才 + K- 1F o - 1[Q]-1 (3) 

F。为碎灭剂不存在时的荧光强度 ， F 为加入浑灭刑后的荧光强度，K 为结合常数， [QJ为悴灭

剂浓度.

根据式(3)作出蛋白质荧光强度与日比啄酸、氟瞰酸浓度的双倒数图，即以 (Fo -F]-1对
[Q] -1作图(见图 5~8) ，并分别求得不同温度下的结合常数 K，结果见表 1 和表 2.
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表 1 蛋白质与毗服酸在不同温度下的结合常鼓
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图 5 HSA 的荧光强度与日比u%酸浓度

的双倒数图

图 6 IgG的荧光强度与日比u%酸浓度

的双倒数图

.-15t'; 0-4S 'C .-IS'C; 0-45 'C 
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表 2 蛋自JJi与氟赈酸在不同温度下的结合常数

T( t) KH5I\(L'mo1- 1 ) KIgG(L'mol寸)

5.31 X 104 

5.26 X 104 

15 1. 78 x 105 

45 6.67x 104 
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图 7 HSA 的荧光强度与氟0%酸浓度

的双倒数图
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图 8 1区主的荧光强度与氟啄酸浓度

的双倒数图

.-15t; 0-45t 

2.2 蛋白质与毗服酸、氟崛酸主要相互作用力的确定

当温度变化不大时，反应的婚变.6.H 可以看作一个常数.由式 (4) ， (5) 和 (6) 可以求得

.6.H ，.1G 和.15. .1G 为自由能变，.15 为情变.

ln(K2/K 1 ) =.6.HIR( lIT1 -lITz) (4) 
.6.G =.1H - T.15 (5) 

.6.G = - RT lnK (6) 

15t 时，毗赈酸与 HSA ， lgG反应的热力学参数.6.H 分别为一 29.3k]和 Ok] ;.6.5 分别为 59.3J

和 91. 6J. 15t 时，氟赈酸与 HSA ， lgG 反应的热力学参数.6.H 分别为- 29. 2k]和 Ok] ;.6.5 分

别为 57. 叼和 90.4J. 根据热力学参数与作用力间的关系可知[5~7] ，毗赈酸、氟崛酸主要是依靠

"疏水作用力"与 IgG相结合，而与 HSA 的作用力则主要是静电引力.

2.3 日比服酸、氟服酸在 HSA 上结合位置的求取

根据 Foster[8]提出的偶极一偶极非辐射能量转移理论，当两种化合物分子满足以下条件

时，将会发生非辐射能量转移现象.即(1)供能体(Doner)能发荧光 ;(2)供能体的荧光发射光谱

与受能者(Acceptor)的吸收光谱有足够重叠 ;(3)供能体与受能者足够接近，最大距离不超过

7nm.HSA 有很强的荧光，作出毗啄酸、氟赈酸的紫外一可见吸收光谱(图 9 ， 10) ，发现其与

HSA的荧光光谱有着较大程度的重叠.根据 Foster[8J提出的偶极 偶极非辐射能量转移机

理，转移效率与给体-受体间距离 r 及临界能量转移距离R。有关，且给体与受体间能量转移

效率为: E = R~/(R~ + r6
) (7) 

其中 Ro 是转移效率为 50%时的临界距离.

R~=8.8X 10 … 25( K2 <hz -4]) (8) 
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其中 K2 为偶极空间取向因子 ， n 为介质折射指数 ，<þ 为给体的荧光量子产率，]为给体的荧光

发射光谱与受体的吸收光谱间的重叠积分.

] = ~FD( V)EA( V) V- 4ll V /~FD( V) LlV (9) 
其中 FD(V)为荧光给体在波数为 V 的荧光强度 ， eA 为受体在披数为 V 的摩尔吸光系数.能

量转移效率 E 又可由下式测定.

E=1-F/Fo (10) 
只要得到 E ， K2 和 n ，并通过实测光谱求出积分]，就可算出 R。和 r.

HSA 中有一个色氨酸残基，位于第 214 位.色氨酸量子产率= O. 118[4J 折射指数 n 取水

和有机物的平均值1. 336，取向因子取给体和受体各向随机分布的平均值 K2 =2/3. 利用前面

测定的人血清白蛋白的荧光发射光谱和毗呱酸、氟哝酸的吸收光谱，把光谱重叠部分分割成极

小的短形面积求重叠积分]，将以上值分别代人式(8) ，求得临界距离 Ro. 求能量转移效率时，

利用前面测定的 HSA 与日比喋酸、氟喋酸摩尔比为 1:1 时复合物的荧光强度，按式(10)算出 E ，

于是由式(7)可得毗喋酸、氟崛酸距 HSA上第 214 位色氨酸残基距离 r. 结果见表 3.

褒 3 毗暖醺、氟瞟戳在 HSA上的结合位置

药物 ] (cm3L'mol- 1 ) E R山1ffi) r (nrn) 

毗啄酸 9.33x 10- 16 0.032 1.651 2.92 

氟哝酸 3.16x 10- 15 0.016 2.023 4.02 

电可
‘可

λInm λInm 

圈 9 HSA 的荧光光谱(2)与 固 10 HSA 的荧光光谱(2)与

毗用巨酸(1)的吸收光谱 氟暖酸(1)的吸收光谱

2.4 药物对蛋白质构象的影晌

保持DJ...=60nm，作出 HSA 和 IgG的同步荧光光谱[1J 此时，同步荧光光谱仅表现出色氨
酸的荧光[9J. Bursten[10J认为色氨酸的最大发射波长与其所处环境有关，当它位于疏水介质中

时，Àmax = 331nm;部分暴露于水相时，儿皿= 341nm;完全暴露于水相时，儿缸= 351nm. 若色氨

酸的最大发射波长改变，说明蛋白质的构象也发生了改变.我们固定蛋白质的量，逐渐增加毗

喋酸、氟喋酸的量，光谱的最大发射波长由 341nm 移向了 351nm，这说明药物的加入使蛋白质

的构象发生了变化.毗崛酸与 HSA， lgG的同步荧光光谱示于图 11 和 12，氟瞰酸与 HSA， lgG

的同步荧光光谱与此相似.



1997 ACTA αUMlCA SINlCA 化学学报

lc., 

4 

It., 

410 

360 

I昂的同步荧光光谱

IgG:0.075n唱/mL

毗暖酸( x 10 - 5rnol/L) : 

1-3.0; 2-2.0; 3-1. 0; 4一-0

λInm 

320 

图 12

360 

圄 11 日拙的同步荧光光谱

HSA: 0.034mg/mL 

毗暖酸(x 10寸rnol/L) : 

1-3.0; 2-2.0; 3•1. 0; 4-Q 

λInm 
320 
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Abstract In this paper , the study of the reaction between protein and acidum pipemidicum/ 

norfloxacinum were reported. The binding sit臼 and binding ∞nstant were obtained. Ac∞rding to 

the thennodynamic 阳ameters ， the main sort of binding force can be kn侧n.


