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荧光法研究 PTB与白蛋白的结合
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摘 � 要 � 利用药物对蛋白的荧光猝灭作用, 用荧光法研究了 N�苯酰甲噻唑溴( PTB)与牛血清白蛋白( BSA )

及人血清白蛋白( H SA)的相互作用。测定发现 BSA 溶液的最大激发波长为 280 nm, H SA 溶液的最大激发

波长为 290 nm。分别向溶液中加入 PT B后, 原有的最大发射波长处的强度明显减弱。说明 PT B 对 BSA 和

HAS 有荧光猝灭作用。PT B与 BSA , H SA 有中等强度的结合。测得 15 � 时 PT B与 BSA , H SA 的结合常数

分别为 3� 66 103 和 3� 83  103 , 结合位点数n 分别为 1� 02 和 1� 16; 37 � 时 PT B与 BSA , H SA 的结合常数

分别为 3� 58  103 和 3� 35  103 , 结合位点数分别为 0� 95 和 0� 87。根据热力学常数确定了 PTB 与 BSA,

HSA 之间的主要作用力类型均为静电作用力。通过 F�ster 偶级�偶级非辐射能量转移原理, 得到BSA, HSA

与 PT B结合的位置距色氨酸残基的距离分别为 7� 5 和 7� 9 nm。根据白蛋白的结构, 可以推测 BSA , H SA 与

PTB 结合的位点在!A 亚结构域, 靠近 T ry214 的区域。
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引 � 言

� � N�苯酰甲噻唑溴 ( phenacy l thiazo lium bromide, 简称

PTB)是一种新型的治疗糖尿病的化合物。在高糖状态下葡

萄糖的醛基或酮基与蛋白质的氨基结合生成 schiff碱, 碱发

生化学重排后, 形成 Amado ri产物, 后者经脱水、氧化和缩

合等反应形成糖基化终产物 ( advanced� glycation end�prod�
uct, 简称 AGE) [ 1]。研究表明, AGE 在糖尿病慢性并发症中

起重要作用。国内外的一些学者在研究抑制糖基化反应的药

物方面, 取得了一些进展, 但对已形成的 AGE 没有明显的

裂解作用。PTB 对 AGE 具有裂解作用, 可清除体内已生成

的 AGE, 从而成为糖尿病药物的新的靶点, 继而产生了一系

列结构类似的 AGE 裂解剂[2]。当药物进入人体后, 通过血

浆的储存和运输才能达到受体部位, 进而发挥药理作用。血

清蛋白可与许多内源和外源化合物结合。研究 PTB 与蛋白

的相互作用, 有助于了解这类药物在体内的运输和分布情

况, 对于阐明药物的作用机制、药代动力学以及药物的毒性

都有非常重要的意义。

1 � 实验部分

1� 1 � 主要仪器和试剂
Shimadzu RF�540荧光分光光度计, 紫外分光光度计,

PHs�型酸度计, 恒温仪。BSA (第∀组分, 上海生物制品研究

所) , H SA(上海生物制品研究所, 纯度> 98% ) , 均用缓冲溶

液配成 1� 0  10- 4 mo l# L - 1的溶液。PTB 用双蒸水配成浓度

为 0� 01 mo l# L - 1的溶液备用。0� 05 mol # L- 1 T ris�HCl缓

冲溶液: 用 0� 1 mo l # L - 1的 T r is 溶液和 0� 1 mo l # L - 1的

HCl配成 pH 7� 4 的缓冲溶液。实验过程中保持 NaCl浓度为

0� 1 mol # L- 1。实验所用试剂均为分析纯, 水为双蒸水。

1� 2 � 实验方法
取 1 mL 0� 1mo l# L - 1的 BSA (或 HSA)储备液, 用缓冲

溶液稀释至 100 mL。分别取 5� 0 mL 加入每个试管中, 将

PTB 储备液稀释至不同浓度, 分别取 20 �L 加入各试管中。

振荡混匀, 放入恒温水浴箱中, 5 min 后测荧光值。实验设 3

个平行对照管。固定 �ex为 340 nm, �em从 200 到 300 nm 扫

描, 选择最大激发波长为最终激发波长, 即确定 BSA 溶液的

�em为 280 nm, H SA 溶液的 �em为 290 nm。分别固定在各自

的 �em , 发射光从 300到 500 nm 扫描。



2 � 结果与讨论

2� 1 � 荧光光谱、猝灭机理及形成常数的确定

2� 1� 1 � PT B对血清白蛋白荧光光谱的影响

固定 BSA (或 HSA)的浓度, 在其中滴入 PTB 溶液, 随

着 PT B溶液浓度的增加, BSA ( HSA )的内源荧光强度有规

律地降低, 但发射峰位及峰型不变。说明 PT B 与白蛋白结

合, 因此对 BSA 和 H SA 的荧光有猝灭作用(见图 1)。

Fig� 1 � Fluorescence spectra with BSA (a)

and HSA (b) of PTB at 15 �
cHSA = cBSA = 1� 0 10- 6 m ol # L- 1

( a) : cPT B f rom top to bottom are 0, 12� 5 10- 6 , 25� 0 10- 6 , 37� 5

 10- 6, 50� 0 10- 6, 62� 5 10- 6, 75�0  10- 6 , 87� 5 10- 6

mol# L- 1 ;

( b ) : cPT B f rom top to bot tom are 0, 8� 3 10- 6 , 16� 6 10- 6, 24� 9

 10- 6 , 33� 2 10- 6 , 41� 5 10- 6 , 49� 8 10- 6 , 58� 1 10- 6

mol# L- 1

2� 1� 2 � 结合常数的计算

药物与蛋白结合反应常用 Stern�Volmer公式[ 3]计算:

F0 / F = 1+ K q 0 [D] = 1 + K SV [D] (1)

F0: 不加药物时的荧光强度。F : 药物浓度为[ D]时的荧光强

度值。K q : 猝灭速率常数。 0 : 无猝灭剂时的分子平均寿命,

其值为 10- 8 s。K SV : Stern�Vo lmer 动态猝灭常数。由上式求

得的猝灭常数 K q ( 1 mol- 1 # s- 1)列于表 1。

Table 1 � Quenching constants and Quenching sites of PTB and

BSA or HSA at various temperature

serum

a lbumin

15 �

K q/ ( 1 mo l- 1 # s- 1 ) r

37 �

K q/ ( 1 mo l- 1 # s- 1) r

BSA 3� 66 1011 0� 996 3 3� 94  1011 0� 995 4

HSA 2� 99 1011 0� 997 9 4� 16  1011 0� 995 6

� � 由于最大碰撞猝灭速率常数的值为 2� 0  1010 mo l- 1 #

s- 1 [ 4]。而测得的均大于此值。因此, PTB 与白蛋白的荧光猝

灭是静态猝灭, 而非动态猝灭。对于静态猝灭, 设蛋白上有

n 个相同且独立的连接位点, 则

P + nD ∃ D nP ( 2)

P 是白蛋白, D 是药物分子, DnP 是新生成的复合物分子。

K A 是结合常数。

在上式的基础上, 有几种不同的方法计算结合常数和蛋

白与药物的结合位点数 n, 见表 2。

方法 1:

K A = [ D nP ] / [ Df ] n[ P f ] ( 3)

� � 此处, [ D nP ]是新生成复合物的浓度, [ D f ]是游离药物

的浓度, [P f ]是游离白蛋白的浓度, [P b]是已与药物连接的

蛋白的浓度, 设总蛋白浓度为 [P t ] , 则[ P t ] = [ Pb ] + [ P f ] ,

得到

K A = ( [ P t ] - [ P f ] ) / [ D f ] n[ P f ] ( 4)

� � 在静态猝灭过程中 , [P f ] / [ P t] = F/ F 0。带入变形后得

log (F0 - F) / F = logK A + nlog [ D f ] ( 5)

� � 由于[ D f ]在实验中不可知, 则设结合的蛋白浓度足够

小, 使[ D t ] % [ D f ] , 则可求出结合常数 K A 和结合位点数n。

方法 2: 对于反应 P+ nD ∃ DnP , 假设有以下反应:

P + D ∃ DP , DP + D ∃ D 2P&D n- 1P + D ∃ D nP

� � 设结合常数为 K A1 , K A 2 , &, K A n , 则 K A 1K A 2 &K An =

[ DnP ] / [ D f ] n [ P f ]。

假设连接的 n个位点均相同且独立, 则

K n
A = [ DnP ] / [ D f ] n [ P f ]

� � 将 [ D t ] = [ D f ] + [ D nP ] , [ P t ] = [ P f ] + [ D nP ] ,

[ P f ] / [ P t ] = F/ F0 带入, 可得到

K n
A = [ (F0 - F) / F] [ 1/ ( [ D t ] - ( F0 - F) [ P t ] / F0 ) ] n

( 6)

� � 最终推出:

log (F0 - F) / F = nlogK A -

nlog (1/ ( [ D t ] - (F0 - F) [ P t ] / F0 ) )

� � 以 log (F 0- F) / F 对 log( 1/ ( [ D t] - ( F0- F) [ P t ] / F0 ) )

做函数图, 可得 n 及K A 的值。

荧光测定实验中, 保持白蛋白浓度为 1� 0  10- 6 mol #
L - 1 , 变换药物 PT B的总浓度, 记录下数据。图 2 中, ( a)是

利用方法 1 得到的以 log (F0- F) / F 对 log[ D f ]的函数作图;

( b)是利用方法 2 得到的以 log( F0 - F) / F 对 lo g( 1/ ( [ D t] -

( F0- F) [ P t] / F0 ) ) 的函数作图。结合常数K A 及结合位点数

n 列在表 2 中进行比较。方法 1 与方法 2 给出的结果相近,

但由于方法 1有结合的蛋白浓度足够小的设定, 而方法 2 中

没有任何假设条件。所以, 由方法 2 推算出的连接常数更加
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准确一些[5, 6]。

Fig� 2� ( a) Plot of log( ( F0- F) / F) vs. log[D f ] ; ( b) Plot of

log( (F0- F) / F ) vs. log( 1/ ( [ Dt ] - ( F0- F) [ Pt ] /

F0 ) )

1: React ion of BSA and PTB at 15 � ;

2: React ion of BSA and PTB at 37 � ;

3: React ion of HSA and PT B at 15 �

4: React ion of HSA and PT B at 37 �

Table 2 � Binding constants and Binding sites of PTB and BSA

or HSA at various temperature

serum

albumin

15 �

KA / ( 1 mol- 1 ) n r

37 �

KA / ( 1 mo l- 1) n r

BSA 3� 66  103 1� 02 0� 997 5 3� 58  103 0� 95 0� 998 4

HSA 3� 83  103 1� 16 0� 996 9 3� 35  103 0� 87 0� 995 5

� � 由表 2 可以看出, 由两种方法算出的 37 � 的结合常数,

均小于 15 � 下的 , 且温度对 HSA 与药物结合的影响比 BSA

与药物结合的影响更大些。

2� 2 � 作用力类型的确定
热力学参数和药物与蛋白之间有以下关系:

lnK A 2 / K A 1 = ( 1/ T 1 - 1/ T 2 ) !H / R,

!G = - RT lnK A = !H - T!S

� � 由 BSA 与 PTB 在不同温度下的 K A 可以算出:

!H = - 747� 11, !G = - 1� 97  104 , !S = 65� 81
� � 由 H SA与 PTB 在不同温度下的 K A 算出:

� � !H = - 4� 53  103 , !G = - 1� 97  104 , !S = 52� 67

� � 由 !H < 0, !S > 0 可以得出: PTB 与 BSA , H SA 是以

电荷作用力结合的[7]。

2� 3 � 白蛋白与 PTB作用的结合距离

根据 F�ster 偶级�偶级非辐射能量转移原理, BSA,

H SA 都有较大的荧光, 且与 PTB 的吸收光谱有一定重叠。

由于 BSA , H SA 中发荧光的主要是色氨酸残基, 当 PTB 与

色氨酸之间距离足够接近时, 色氨酸残基就会将能量传递给

PTB, 从而使 BSA, HSA 的荧光值减小。距离越小, 能量转

移效率越高, BSA、HSA 的荧光被猝灭的越严重[8]。根据

F�ster 原理[9, 10]

E = R6
0 / (R6

0  r 60 ) ( 8)

R6
0 = 8� 8  10- 25K 2N - 4 ∀J ( 9)

J = ∋ F(�)#( �)�4!�/ ∋ F(�) !� (10)

E = 1 - F/ F0 (11)

� � R0 : 能量转移效率为 50%时的临界距离, K 2: 偶级空间

取向因子, 取 2/ 3; N : 介质折射指数, 取 0� 145; ∀ : 供能体

的荧光量子产率, 取 0� 118[ 9]。J : 供能体的荧光光谱与受能

体的吸收光谱间的重叠积分。(图 3)由上式计算出 BSA 与

PTB 的重叠积分 J= 4� 6  10- 15 cm3 # L # mo l- 1 , E= 0� 04,
R0= 2� 99 nm, r0 = 7� 5 nm; HSA 与 PTB 的重叠积分 J =

4� 82 10- 15 cm3 # L# mo l- 1 , E= 0� 03, R0= 3� 02 nm, r 0=

7� 9 nm。

Fig� 3 � ( a) Overlap of the fluorescence spectrum 1 of BSA and

the absorption 2 of PTB; ( b) Overlap of the fluores�
cence spectrum 1 of HSA and the absorption 2 of PTB

c BSA = 1� 0 10- 6 mol# L- 1 ; cH SA = 1� 0 10- 5 m ol# L- 1 ;

c PTB= 1� 0 10- 6 mol# L- 1

� � 理论上, R 0 在 5 到 10 nm 之间, r 0 在 7 到 10 nm 之

间[ 10, 11]。R0 和 r0 均在理论范围内, 且接近理论最大值, 这

可以证明 PTB 与 BSA , HSA 之间发生了非辐射能量转移,

但能量转移效率较低。
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3 � 讨 � 论

BSA 有两个色氨酸残基, 位于第 135 位和第 214 位, 分

别在( A 和!A 亚结构域上。H SA 只有一个色氨酸残基在

第 214位, 根据 H SA 和 BSA 与 PTB 作用的光谱相似, 可推

断 PT B与白蛋白结合的位点是! A 亚结构域, 靠近 T rp214

的区域[12, 13]。Bur stein 等认为 BSA 最大荧光发射峰位对环境

很敏感, 在疏水环境中其最大峰位约为 332 nm, 完全暴露在

水相中则为 352 nm。从本实验的 BSA 最大荧光发射峰位来

说, 色氨酸位于疏水腔中[ 8]。PTB 的分子结构既有亲水性,

又有脂溶性基团。BSA 和 H SA 与 PTB 结合的位置距色氨酸

的距离分别为 7� 5 和 7� 9 nm, 且结合作用力为静电作用力。

因此判断, PT B结合的位置很可能不在疏水腔的内部, 而在

附近。
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Study on the Interaction of PTB and Serum Albumin by Fluorescence

Method
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Abstract� A mo lecular spectro scopic investigation of the int eraction of phenacyl thiazo lium bromide ( PTB) and bov ine serum al�

bumin ( BSA ) or human serum album in ( H SA ) is r epo rted emplo ying fluo rescence quenching techniques. It is determined that

the max imal excitation w aveleng th is 280 nm for BSA so lution, and 290 nm fo r H AS solut ion. When PTB was added into t hese

so lutions g radua lly, the emission peaks w ere decreased obv iously , which are typical quenching phenomena. The results obta ined

reveal that ther e is a medium�intensity binding affinit y for PT B w ith H SA and BSA . A t 15 � , the binding constant s of PT B and

BSA ( H SA) are 3� 66  103 and 3� 83  103 , and the numbers of binding sites are 1� 02 and 1� 06 respectiv ely. At 37 � , the bind�
ing const ants of PTB and BSA( H SA) ar e 3� 58 103 and 3� 35 103 , and the number s o f binding sites ar e 0� 95 and 0� 87 respec�
t ively. According to the thermodynamic parameter s, the main sort of the binding fo rce between the drug and BSA or H SA was

electro st at ic for ce. Based on the F�ster non�r adiat ion ener gy t ransfer theo ry , it could be acquir ed that the distance betw een BSA

or H SA and PTB is 7� 5 o r 7� 9 nm. According to the cr ystal str ucture of serum a lbumin, it can be speculated that subdomain !

A w as the binding sites fo r the interaction o f PT B and serum albumin, w hich is the region near T ry214.

Keywords� Phenacyl thiazo lium bromide; Serum albumin; Spectr ofluo rimet ry
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