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酸度对氧氟沙星与牛血清白蛋白结合的影响
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摘 　要 　牛血清白蛋白在不同 p H 的溶液中存在 N (p H ～710) , B (p H ～910) 和 E(p H 315 以下) 等几种同

分异构形态。采用紫外2可见光谱和荧光光谱研究了酸度对牛血清白蛋白 (BSA) 的结构以及对不同结构的

BSA 和氧氟沙星的相互作用的影响 , 应用荧光猝灭现象和 FÊrster 理论 , 求出了 4 个不同 p H 下两者结合的

猝灭常数、能量转移效率和结合距离等参数。结果显示 , 氧氟沙星与牛血清白蛋白在 p H 419 时结合常数最

大 (11928 1 ×105 L ·mol - 1 ) , 结合距离小 ( r = 2155 nm) , 猝灭效应最好 (8163 ×104 L ·mol - 1 ) ; 氧氟沙星与

牛血清白蛋白的结合过程中 , 静态猝灭和非辐射能量转移是导致牛血清白蛋白荧光猝灭的原因 ; 中性、弱酸

和弱碱性环境对两者的结合没有太大的影响 , 静电作用不是两者相互作用的主要作用力。使用同步荧光技

术考察了氧氟沙星对 BSA 构象的影响。
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引 　言

　　氧氟沙星 (Oflxacin) 是当前广泛应用于临床的新一代含

哌嗪基的喹诺酮类药物 , 具有抗菌谱广、作用强和毒性较小

的特点。这类药物通过抑制细菌的 DNA 旋转酶和拓扑异构

酶 Ⅳ, 抑制细菌 DNA 复制、转录和修复过程 [1 ] 。血清白蛋白

是血液中含量最丰富的蛋白质 , 具有许多重要的生理功能 ,

能和许多化学物质以不同方式结合 , 并携带这些物质通过血

液在体内进行转运、运输、分配和代谢。血清蛋白作为体外

研究药物的结合和运输模型备受重视 [2 ] 。BSA 分子由一条单

独的氨基酸多肽链构成 , 其三级结构主要为α2螺旋结构 , 其

中包含 3 个结构域 , 即 Site Ⅰ, Site Ⅱ和 Site Ⅲ。每个结构域

包含 A 和 B 两个亚区 , 以槽口相对的方式形成一种圆筒状

结构。其中 Site Ⅰ和 Site Ⅱ两个结构域与许多小分子化合物

具有较强结合能力 [2 , 3 ] , 其结构随溶液 p H 的改变会发生改

变 : p H 510～315 发生 N2F 转变 ; p H 315～112 发生 F2E 转

变 : p H 710～910 发生 N2B 转变 , 在其他变性剂如脲、胍等

的作用下还会出现一种中间态 Ⅰ[428 ] 。各种不同的转变态伴

随结构和构像改变 , 与药物或染料等小分子的结合情况也会

不同 [9 , 10 ] 。

1 　实验部分

111 　试剂和仪器

牛血清白蛋白 (含量大于 99 %) 购自上海华美生物工程

公司 , Oflxacin 购自浙江海门制药厂 , 醋酸、硼酸、磷酸、氯

化钠、氢氧化钠等均为分析纯试剂 , 实验用水系二次蒸馏

水。BSA 以 0104 mol ·L - 1 p H 710 的三酸缓冲溶液 (内含

011 mol ·L - 1 NaCl 维持离子强度) 配成一定浓度的溶液。

Oflx 先溶解在少量氢氧化钠溶液中 , 用二次蒸馏水配成 1 ×

10 - 3 mol ·L - 1的溶液。RF25301 荧光分光光度计 (日本岛津

公司) ; UV22501 型分光光度计 (日本岛津公司) ; p HS23 型

酸度计 (上海雷磁厂) 。

112 　实验步骤

移取 1 mL Oflx 贮备液于 10 mL 具塞比色管中 , 加入不

同 p H 的三酸缓冲溶液至刻度 , 摇匀静置 10 min 后 , 用 1 cm

比色皿在 280～400 nm 进行紫外光谱扫描。室温下移取 210

mL BSA 贮备液在 10 mL 具塞比色管中 , 加入缓冲溶液至刻

度 , 摇匀静置 15 min 后 , 用微量注射器逐次加入 Oflx 溶液

进行荧光滴定 (滴定剂累加体积小于 200μL) , 荧光发射与激

发狭缝宽度均为 5 nm , 扫描速度中等 ,λex = 280 nm , 室温下

绘制发射光谱。



2 　结果和讨论

211 　Oflx 对 BSA的荧光猝灭效应

在不同的 p H 缓冲溶液中固定 BSA 的浓度 , 记录各种

p H 条件下的 BSA 内源荧光 , 激发波长 280 nm , 发射波长范

围 280～600 nm。酸性较强时 (p H 310) BSA 的最大发射峰在

331 nm ; 其他酸度下 BSA 的最强荧光峰则出现在 341 nm。

随 Oflx 加入 , BSA 的荧光被有规律的猝灭 , 同时 , 最大发射

峰位发生了不同程度的红移 , 红移距离为 6～10 nm。p H 为

310 和 419 时 Oflx 的λmax为 499 nm , 随着 p H 的升高 , Oflx

的发射峰蓝移至 455 nm , 且在 p H 910 时强度最弱。BSA 的

内源荧光不能被 Oflx 完全猝灭 , 如图 1 所示。

Fig11 　Effect of the Oflx on the fluorescence spectrum of BSA

λex = 280 nm , cOflx : 10 - 5 mol ·L - 1 cBSA = 1 ×10 - 5 mol

·L - 1 ; Curves 1 —10 : 0 , 0125 , 015 , 0175 , 110 ,

1125 , 115 , 1175 , 210 , 215

212 　Oflx 与 BSA作用的荧光猝灭常数

实验所得数据按 Stern 方程 [11213 ]处理

F0 / F = 1 + Kqτ0 [ Q] = 1 + KSV [ Q] (1)

式中 , F和 F0 分别为加入和不加入猝灭剂时BSA溶液的荧光

强度 ; Kq 为双分子猝灭过程速率常数 ; KSV 为动态猝灭常

数 ;τ0 为猝灭剂不在时荧光体分子平均寿命 (生物大分子的

τ0 约为 10 - 8 s) ; [ Q]为猝灭剂的浓度。按 (1) 式以 F0 / F对[ Q]

作图 2 , 由图中斜率可得 KSV , 列入表 1。本实验中 Kq =

KSV / 10 - 8 所得值远大于 210 ×1010 L ·mol - 1 ·s - 1 , 故 Oflx

对 BSA 的荧光猝灭并非分子间的动态碰撞所致 , 而是由于

形成复合物所引起的静态猝灭。

213 　结合常数和结合位点数

位点结合模型常用来解释小分子和蛋白质等生物大分子

间的作用 [14 ] , 按此模型有

F0

F
= K[ Dt ]

F0

F0 - F
- n K[ Pt ] (2)

[ Dt ] 和[ Pt ] 分别为体系中小分子与 BSA 的总浓度 , 固定

[ Pt ] , 改变[ Dt ] , 以 F0

F
对 [ Dt ]

F0

F0 - F
作图 , 即可求得结合

常数 K和结合位点数 n。根据图 1 的数据 , 按 (2) 式处理 , 所

得结合常数 K和 n 列于表 1 , 由表中数据看出 , KSV 相差不

大 , 说明中性、弱酸和弱碱性环境对 Oflx 与 BSA 的结合不

会产生太大的影响 , 静电作用不是两者相互作用的主要作用

力。在 p H 对 BSA 的荧光影响中 , p H 419 时在其等电点附

近 , 蛋白质结构相对紧密 , 由苯丙氨酸 ( Phe) 残基和酪氨酸

( Tyr)残基向色氨酸 ( Trp)残基的能量转移是非常有效的 [15 ] 。

故此时结合常数 (11928 1 ×105 L ·mol - 1 ) 和结合位点数

(1145)较其他条件下大。p H 为 310 时 , Trp 微环境的疏水性

增强 , 蛋白质局部表面疏水性降低 , 此时蛋白质处于充分伸

展状态 ; p H 为 910 时 , 部分 Phe 残基微环境的极性增强 , 表

明碱诱导蛋白质分子使之充分伸展 , 将更多疏水性氨基酸残

基暴露于溶剂中 [4 ] , 此时能量的传递有效性差 , 结合常数和

结合位点数小。

Fig12 　Stern2Volmer plots of Oflx quenching for BSA

cBSA = 1 ×10 - 5 mol ·L - 1 , λex = 280 nm, λem = 341 nm

Table 1 　Quenching constants and binding parameters between

Oflx and BSA in the solution with the different pH

p H KSV ( ×104 L ·mol - 1 ) KA ( ×105 L ·mol - 1 ) n r

310 61 76 11 287 5 0197 01999 7

419 81 63 11 928 1 1145 01999 3

710 81 35 11 562 9 1120 01997 1

910 61 76 01 970 5 0199 01998 8

214 　Oflx 与 BSA的结合距离

根据 FÊrster 能量转移机理 , 转移效率 E与给体～受体

间距离 r、临界能量转移距离 Ro 以及给体荧光光谱和受体吸

收光谱间的重叠积分 J 值有关 , 可由文献 [ 16 ]的公式 (8211)

求得 , 所得结果列入表 2。数据显示 : 各 p H 下的 r值均小于

7 nm , 符合能量转移理论 , 说明 Oflx 与 BSA 结合过程中 ,

非辐射能量转移是导致 BSA 荧光猝灭的原因之一。各条件

下的 r值变化不大 , 同样说明了中性、弱酸和弱碱性环境对

Table 2 　Overlap integral J , the energy transfer eff iciency E

and the binding distance r of combination Oflx with

BSA under different pH

p H J / 10 - 15 cm3 ·L ·mol - 1 E r/ nm

31 0 81 97 01238 4 21 89

41 9 91 36 01424 4 21 55

71 0 81 35 01343 5 21 65

91 0 81 69 01375 2 21 61
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Oflx 与 BSA 的结合不会产生太大的影响。在 p H 419 时 , 蛋

白质结合紧密 , r 值明显减小 , E 值增大 , Oflx 对 Trp 的猝

灭作用就会增强 , 与前面在此 p H 下 KSV较大的实验结果相

吻合。而在较强的酸性环境中 , BSA 分子自身肽链伸展 ,

Oflx 分子与 Trp 残基之间的距离增大 , 降低了二者间的共振

能量转移。

215 　Oflx 对 BSA的构象的影响

在 BSA 的普通荧光光谱中 , Tyr 和 Trp 残基的激发波长

Fig13 　Effect of the Oflx on the synchronous

fluorescence spectrum of BSA

cBSA = 1 ×10 - 5 mol ·L - 1 ; cOflx = 1 ×10 - 5 mol ·L - 1

Curves 1 —9 : 0 , 01 25 , 01 5 , 0175 , 110 , 11 25 , 11 5 , 1175 , 210

分别为 280 和 295 nm , 由于 Tyr 向 Trp 残基的能量转移 , 两

种氨基酸发射峰位置相同 , 均表现为 Trp 残基的荧光 , 因此

Tyr 和 Trp 残基的荧光不能被区分出来。选择Δλ= 15 nm 和

Δλ= 65 nm 扫描同步荧光光谱 , 可以明确地将 BSA 中 Tyr

和 Trp 残基的荧光峰分辨出来 [17 ] 。如图 3 所示 : 在 p H 419

时 , Oflx 加入使 Try 和 Trp 的同步荧光强度减弱 , Δλ= 65

nm 的同步荧光光谱减弱的同时发生了蓝移 , Δλ= 15 nm 却

没有观察到此种现象 , 说明随着 Oflx 的加入 Trp 残基的微

环境发生了改变 , 在 Oflx 作用下色氨酸所处环境的疏水性

增加。

216 　讨论

随着 Oflx 的加入 , BSA 的最大荧光发射峰值减小 , 而且

其峰位也发生了红移 (从 341 移到 350 nm 左右) 。聂丽华 [18 ]

等认为色氨酸的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 , 完全暴露于水相中时则约为

352 nm , 部分暴露于水相中时则约为 342 nm , 由此可以认为

Oflx 与 BSA 结合后 , BSA 的螺旋结构逐渐舒展开来 , 从而

使色氨酸残基从蛋白质的疏水环境中暴露出来而进入水相

中。故随着 Oflx 的加入 , 氧氟沙星对BSA 的猝灭曲线 , 在结

合数为 1125 以后发生了向上弯曲 , 猝灭效应增强 , 可能是给

体～受体间的作用由第一类结合转为第二类结合 [19 ] 。

如图 1 所示 , 氧氟沙星在酸性环砍中最大吸收峰为 499

nm , 中性或碱性环境中最大吸收峰 455 nm , 且在强碱性溶

液中荧光强度很弱 , 这是由于 Oflx 存在以下的转变形式 [20 ]

H3L 2 + H2L + HL L -

在 p H 215～410 范围内 , Oflx 以 H2L + 形式存在 ,λmax为 499

nm。当 p H > 410 时 , 随 p H 值升高 , 位于 499 nm 的荧光发

射峰逐渐蓝移至 455 nm , 是由于 C23 位羧基质子的离解。在

p H710 左右 , Oflx 以双极离子 HL 形式存在 ,λmax为 455 nm ,

是最强的荧光型体。当 p H > 8 时 , 随 p H 值升高 ,λmax由 455

nm 红移 , 同时荧光强度下降 , 表明 HL 失去哌嗪环 N24 上

结合的质子。上述结果表明介质环境对 Oflx 的荧光性质有

一定影响。
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Effect of Acidity on the Interaction of Oflxacin and Bovine Serum
Albumin

TAN G Zhen2qiang1 , H E Gan2wu2 , YI Ping2gui1 3
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Abstract 　Bovine serum albumin (BSA) exist s as N (p H 2710) , B (p H 2910) , and E (p H < 315) = isomeric forms in the solution

of different p H. Acid effect on the st ructure of bovine serum albumin and the interaction of different st ructure of BSA with Oflx2
acin were studied by UV2Vis and fluorescence spect roscopy. Based on the fluorescence quenching of bovine serum albumin and

FÊrster energy transfer mechanism , the quenching constants , energy transfer efficiencies and the binding distances were deter2
mined at four different p Hs. The result s showed that Oflxacin has the ability to quench bovine serum albumin fluorescence with

the optimal condition of fluorescence quenching constant s of 11928 1 ×105 L ·mo ·l - 1 , binding distance of r = 2155 nm and

quenching efficiency of 8163 ×104 L ·mo ·l - 1 at p H 419. Non2radiative energy transfer and static quenching were the cause of

fluorescence quenching. The influence on the binding of Oflxacin and bovine serum albumin under neutral , subacidity and alka2
lescent conditions was not obviously observed , and the elect rostatic interaction was not the main force. The effect of Oflx on the

conformation of BSA was also investigated using synchronous fluorescence spect rometry.

Keywords 　Oflxacin ; Bovine serum albumin ; Fluorescence quenching ; Synchronous fluorescence
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