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荧光法研究咖啡因和茶碱与牛血清白蛋白相互作用
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摘　要　用荧光光谱法研究了咖啡因和茶碱两种生物碱药物与牛血清白蛋白 (BSA)分子间的相互结合反应。

测定了咖啡因和茶碱与 BSA反应的结合平衡常数分别为 : 11673×104 L ·mol - 1 , 61802×103 L ·mol - 1。证

实了两种生物碱药物与牛血清白蛋白的相互结合作用为单一的静态猝灭过程。
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引　言

　　药物进入人体要通过血浆的储存与运输达到身体部位产

生药效。血清白蛋白是血浆中含量最丰富的载体蛋白 , 它可

以作为许多内源性和外源性化合物存储与转运的蛋白。因此

研究药物分子与血清白蛋白的相互作用具有重要意义 [123 ]。

咖啡因 (Caffeine)和茶碱 ( Theophylline)是重要的天然甲基黄

嘌呤类生物碱 , 在化学结构上咖啡因比茶碱多一个甲基 , 它

们具有兴奋中枢神经系统和心脏、舒张血管、松弛平滑肌和

利尿等重要的药理功能 [4 ] (结构见 Scheme 1) 。

Scheme 1　Structure of caffeine and theophylline

　　本文利用光谱法初步探讨了咖啡因和茶碱这两种药物分

子对 BSA的荧光猝灭机理以及它们与 BSA 的结合方式。对

探讨甲基黄嘌呤类药物作用机理提供了可参考的实验数据和

理论依据。

1　实验部分

111　仪器和试剂

日立 F24500 型荧光分光光度计。p H 7126 的 H3BO32
H3 PO42HAC三酸缓冲液 ; 实验试剂均为分析纯 ; 实验用水

为石英亚沸蒸馏水。

112　实验方法

咖啡因、茶碱 (SIGMA公司)于 100 ℃下烘烤 1 h , 用亚

沸蒸馏水配制成 1100×10 - 3 mol ·L - 1的储备液 ; 牛血清白

蛋白 (生化试剂 , 上海丽珠东风生物技术有限公司出品) , 纯

度 > 98 % , 分子量 68 000 , 用亚沸蒸馏水配制 1 g·L - 1储备

液 , 置于 1～4 ℃冰箱中保存。

移取 014 mL BSA储备液 ,依次加入系列间隔为 115 mL

的浓度为 1100×10 - 5 mol ·L - 1的咖啡因 (茶碱)溶液 , 用缓

冲溶液定容至刻度 , 混合均匀后 , 在室温下作用 10 min。以

288 nm为激发波长 , 在 F24500 型荧光分光光度计上记录

300～430 nm波长范围内的发射光谱。

在 10 mL 比色管中依次加入一定量的 BSA 溶液和咖啡

因溶液 (茶碱溶液) , 以缓冲溶液稀释至刻度 , 混合均匀后 ,

在室温下作用 10 min。分别以Δλ= 15 nm (激发和发射狭缝

为 510/ 215 nm)和Δλ= 60 nm (激发和发射狭缝为 215/ 215

nm) , 绘制 BSA的同步荧光光谱。



2　结果与讨论

211　咖啡因和茶碱与牛血清白蛋白的相互作用

牛血清白蛋白中的色氨酸、酪氨酸残基使其具有内源荧

光 (λex /λem = 224/ 345 nm)。由图 1 和图 2 的结果可以看出 ,

随着两种生物碱药物浓度增加 , BSA内源荧光强度有规律地

降低 , 且峰位及峰型基本不变 , 说明咖啡因和茶碱与白蛋白

有结合作用。

Fig11　The effect of caffeine on fluorescence of BSA
λex/ em = 228 nm/ 347 nm ; c(BSA) = 61 0×10 - 7 mol·L - 1 ;

cc/ (10 - 6 mol ·L - 1 ) : 1 , 0 ; 2 , 115 ; 3 , 310 ; 4 , 41 5 ; 5 , 610 ; 6 ,

71 5 ; 7 , 91 0 ; 8 , 101 5 ( cc代表咖啡因的浓度)

Fig12　The effect of theophylline on fluorescence of BSA
λex/ em = 228 nm/ 347 nm ; c(BSA) = 61 0×10 - 7 mol·L - 1 ;

ct / (10 - 6 mol·L - 1 ) : 1 , 0 ; 2 , 11 5 ; 3 , 310 ; 4 , 41 5 ; 5 , 610 ; 6 ,

71 5 ; 7 , 91 0 ( ct 代表茶碱的浓度)

　　引起 BSA荧光猝灭的原因有动态和 (或)静态猝灭 , 动

态猝灭是一种电子或能量转移过程 , 不会影响蛋白质的二级

结构和生理活性。而静态猝灭是因为生成了配合作用 , 通常

是产生了不发荧光的配合物 , 对蛋白质的二级结构和生理活

性产生影响。荧光猝灭符合下式 [4 ] :

F0 / F = 1 + K[ Q] (1)

式中 , F0 是猝灭剂不存在时的荧光强度 , F为加入猝灭剂后

的荧光强度 , K为猝灭过程速率常数 , [ Q]为猝灭剂浓度。

据图 1和图 2的实验数据 , 以荧光分子的荧光强度变化

F0 / F对药物猝灭剂浓度[ Q]作图为直线关系 , 直线的斜率代

表荧光猝灭过程速率常数 K。BSA的荧光强度 F0 / F随猝灭

剂药物浓度变化的 Stern2Volmer 曲线方程分别为 : F0 / F =

2158×104 [ Qc ] + 11005 3 , r = 01997 (咖啡因) ; F0 / F = 1156

×104 [ Qt ] + 11038 , r = 01999 (茶碱)。随着它们浓度的增加 ,

F0 / F逐渐增大 , 且二者呈良好线性关系 , 荧光猝灭速率常

数分别为 : Kc = 2158 ×104 L ·mol - 1 , Kt = 1156 ×104 L ·

mol - 1。生物大分子的最大动态猝灭过程的速率常数 K < 100

L ·mol - 1。而实验所得猝灭过程的速率常数较动态猝灭过程

的速率常数大两个数量级 , 所以猝灭不是由于两种物质对

BSA碰撞引起的动态猝灭 , 而是由于咖啡因和茶碱与 BSA

形成了配合物引起的静态猝灭。

212　求算两种生物碱药物与 BSA的平衡常数和结合位点

对于因猝灭剂与荧光分子之间的结合引起的静态猝灭 ,

荧光强度与猝灭剂浓度的关系可由荧光分子与猝灭剂的结合

常数表达式推导求出 [5 ]。

设生物大分子 B有 n个相同且独立的结合位点 , 则与两

种生物碱间的配合反应表示为

n Q + B Q nB (2)

平衡常数 K0 为

K0 = [ QnB ]/ [ Q] n [ B ] (3)

式中[ B ]是游离荧光体浓度 , [ Q]是猝灭剂浓度 , [ QnB ]是配

合物浓度。若荧光体总浓度为[ B0 ] , 则[ B0 ] = [ B ] + [ QnB ] ,

当[ Q] > > [B0 ]时 , 以猝灭剂的起始浓度代替其平衡浓度 ,

K0 = ( [ B0 ] - [ B ]) / [ Q] n [ B ] (4)

在静态猝灭中 , 荧光体系的强度与其游离浓度量呈正比 (所

生成的配合物是非荧光性的) ,

[ B ]/ [ B0 ] = F/ F0 (5)

由 (4)和 (5)式 , 可得

lg ( ( F0 - F) / F) = lg K0 + nlg[ Q] (6)

　　实验中测得未加蛋白质时咖啡因和茶碱空白溶液的荧光

强度很小 , 对牛血清白蛋白在其最大发射波长处的荧光强度

Fig13　Plots of lg( ( F0 - F) / F) vs lg[ Qc]

cBSA = 610×10 - 7 mol·L - 1

Fig14　Plots of lg( ( F0 - F) / F vs lg[ Qt]

cBSA = 610×10 - 7 mol·L - 1
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影响可忽略不计。方程实验所用猝灭剂浓度最小的为 BSA

浓度的 215倍 ,而最大的为 7117倍。以猝灭剂的起始浓度代

替其平衡浓度进行计算是合理的。按 (6)式处理图 1 和图 2

数据并作图 3 和图 4 , 得到线性方程 : lg ( ( F0 - F) / F) =

01951 9lg[ Qc ] + 41 223 6 , r = 01998 8 (咖啡因) ; lg ( ( F0 -

F) / F) = 01 951 9lg[ Qt ] + 31832 7 , r = 01999 0 (茶碱)。由直

线的截距计算得平衡常数 Kc = 11673×104 L ·mol - 1及 Kt =

61802×103 L ·mol - 1。咖啡因与 BSA的结合数 n≈1 , 茶碱

与 BSA的结合数 n≈1 , 说明每一个咖啡因分子 (或茶碱分

子)与一个蛋白质分子结合形成配合物。

Fig15　Effect of caffeine concentration on

the conf iguration of BSA

cc/ (10 - 6 mol·L - 1) : 1 , 0 ; 2 , 115 ; 3 , 310 ; 4 , 415 ;

5 , 61 0 ; 6 , 71 5 ; 7 , 91 0

cBSA = 610×10 - 7 mol·L - 1

(a) ,Δλ= 15 nm , slit (ex) and slit (em) were 510/ 21 5 nm ;

(b) ,Δλ= 60 nm , slit (ex) and slit (em) were 215/ 215 nm

213　两种生物碱对 BSA构象的影响

固定激发波长与发射波长间的间距Δλ, 同步扫描激发

和发射单色仪就得同步荧光光谱。这种光谱法已用于蛋白质

构象变化的分析 , 由Δλ= 15 nm所得的同步荧光只显示蛋白

质酪氨酸残基的光谱特征 ,Δλ= 60 nm所得的同步荧光只显

示蛋白质色氨酸残基的荧光。因残基的最大激发波长与其所

处的环境有关 , 随其所处环境疏水性逐渐降低 , 其最大发射

波长发生改变。所以由发射波长改变可以判断蛋白质构象发

生了变化 [6 ]。固定 BSA的浓度 , 逐渐增加两种生物碱药物的

浓度 , 分别以Δλ= 15 nm和Δλ= 60 nm绘制 BSA的同步荧

光光谱。图 5 (a)、图 6 (a)和图 5 (b)、图 6 (b)分别为酪氨酸和

色氨酸残基的荧光光谱 , 可以看出在此实验条件下随着两种

药物浓度的增加 , 色氨酸和酪氨酸的最大发射峰波长蓝移 ,

表明 BSA所处环境的疏水性增加 , 两种生物碱药物的加入

引起了 BSA构象的变化。

Fig16　Effect of theophylline concentration on

the conf iguration of BSA

ct / (10 - 6 mol·L - 1) : 1 , 0 ; 2 , 115 ; 3 , 310 ; 4 , 415 ;

5 , 61 0 ; 6 , 71 5 ; 7 , 91 0

cBSA = 610×10 - 7 mol·L - 1

(a) ,Δλ= 15 nm , slit (ex) and slit (em) were 51 0/ 21 5 nm ;

(b) ,Δλ= 60 nm , slit (ex) and slit (em) were 21 5/ 21 5 nm

　　综上所述 , 咖啡因和茶碱与 BSA均发生了结合反应 , 形

成了弱的荧光发光体使 BSA 荧光猝灭。咖啡因在结构上比

茶碱多一个甲基 , 由于这种结构上的差异使得咖啡因与 BSA

的结合作用比茶碱与 BSA的结合作用大。
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Study on Interaction of Caffeine and Theophylline with Bovine Serum
Albumins

BIAN Wei1 , WEI Yan2li2 , WAN G Ya2ping2 , DON G Chuan2

1. Medical University of Shanxi , Taiyuan　030001 , China
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Abstract　The interation of caffeine and theophylline with bovine serum albumins has been studied by fluorescence spect roscopy.

The result s indicated that enoxacin could bind with BSA strongly at molar ratio 1 ∶1 and the equilibrium constant s were Kc =

11673×104 L ·mol - 1 and Kt = 61802×103 L ·mol - 1 , respectively. Good linear Stern2Volmer lines were observed on the fluo2
rescence of BSA quenched by enoxacin of different concentration , indicating that the combination reaction of enoxacin with BSA

is a single static quenching process.

Keywords　Caffeine ; Theophylline ; Bovine serum albumin ; Fluorescence spect roscopy
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