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摘　要　采用荧光、紫外及红外光谱法研究了头孢他啶与牛血清白蛋白 (BSA )的结合反应。头孢他啶

对BSA 的色氨酸残基和酪氨酸残基均具有猝灭作用,其猝灭机理为静态猝灭,两者之间形成新的复合物

是导致 BSA 荧光猝灭的主要原因。获取了复合物的结合常数 (298K: 1. 27× 104L ·mol- 1; 310K:

1. 33×104L·mol- 1)。BSA Ê A 结构域的 siteÉ位点是其唯一可能结合位点。同步荧光光谱表明头孢他啶

造成BSA 的酪氨酸残基的极性增强。红外光谱表明头孢他啶引起了BSA 二级结构的改变,使其 Α2螺旋含
量降低。
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1　前言
蛋白质是生物体内具有重要生理功能的大分子,是药物发挥药效的重要载体和靶分子。头孢他

啶 (Ceftazidim e ) ,为第三代头孢菌素类抗生素。本品杀菌力强,抗菌谱广,对革兰阴性菌作用突出,

对绿脓杆菌作用最强。因此,研究头孢他啶与牛血清白蛋白的相互作用,揭示药物药效的实质内涵

具有重要意义。

目前,分子光谱法研究药物小分子与生物大分子的相互作用已有报道[1, 2 ] ,但头孢他啶与BSA

相互作用的研究未见报道。本文采用光谱法研究了头孢他啶与BSA 的相互作用,提供了一些重要

的信息,为今后的临床用药提供了有益的参考。

2　实验部分
2. 1　仪器与试剂

Cary Eclip se 荧光分光光度计 (美国瓦里安公司) ; Cary 5000 紫外可见分光光度计 (美国瓦里安

公司) ; BSA (北京奥博星生物技术责任有限公司) ; H SA (人血清白蛋白) ; 头孢他啶 (东北制药厂提

供) ;三者的配制和稀释均用 0. 1mol·L - 1 T ris2HC l pH = 7. 40 (内含 0. 1mol·L - 1 N aC l维持离子强

度)缓冲溶液。其余所用试剂均为分析纯,实验用水为亚沸水,经检测均无荧光杂质。



2. 2　实验方法

移取 1. 0×10- 5mol·L - 1 BSA 溶液 3. 0mL 于石英比色皿中,测定其发射光谱,然后用微量进

样器逐次加入头孢他啶溶液进行荧光滴定。利用温度控制器控温 298K、310K,让两者充分反应后,

分别测定其发射光谱。同时记录 298K 的同步荧光光谱。

测定头孢他啶和BSA 二者的物质量比为 1∶1的紫外吸收光谱。两者浓度分别为 1. 0×10- 5

mol·L - 1。

采用液池法测定, 扫描范围 1800—1400cm - 1, 扫描次数 60 次, 分辨率 4cm - 1, 使用A TR 的

ZeSe晶片测定红外光谱。

3　结果与讨论
3. 1　荧光光谱

在BSA 的 581个氨基酸残基中,色氨酸残基和酪氨酸残基是主要的荧光发射团。图 1为头孢

他啶存在下BSA 体系的荧光发射光谱。随着头孢他啶浓度的增大, BSA 在 346nm 处的荧光发射

峰强度逐渐降低,表现为荧光猝灭效应,并且最大发射波长发生明显红移, 这均说明头孢他啶与

BSA 发生了结合反应。

3. 2　荧光猝灭机理的探讨

药物分子对蛋白质荧光的猝灭可分为动态猝灭和 (或)静态猝灭。有关猝灭机理及猝灭方式的

判断参见文献[ 3 ]。采用 Stern2V olm er方程 (1) [3 ]求取猝灭常数,结果见表 1。

F 0öF = 1+ K SV [Q ]= 1+ K qΣ0 [Q ] (1)

式中: F——有猝灭剂时蛋白的荧光强度; F 0——无猝灭剂时BSA 的荧光强度; [Q ]——猝灭剂浓

度; K SV——动态猝灭常数,单位是L·mol- 1,它反映了生物大分子与荧光猝灭剂分子彼此扩散和

相互碰撞到达动态平衡时的量效关系; K q——动态荧光猝灭速率常数, 单位是L·mol- 1·s- 1;

Σ0——无猝灭剂时荧光分子的平均寿命,生物大分子的荧光平均寿命约为 10- 8 s[4 ]。

由表 1 可以看出荧光动态猝灭速率常数 K q 远大于最大动态猝灭常数 2. 0× 1010

L·mol- 1·s- 1,说明头孢他啶的猝灭机理主要为静态猝灭。

图 1　头孢他啶与BSA 作用的荧光光谱图

(T = 298K)

曲线 1—15头孢他定与BSA (1. 0×10- 5mol·L - 1)浓度比:

0∶1; 2∶1; 4∶1; 6∶1; 8∶1; 10∶1; 12∶1; 14∶1; 16∶1;

20∶1; 22∶1; 24∶1; 28∶1; 32∶1; 36∶1。

图 2　头孢他啶与BSA 作用的吸收光谱图

(T = 298K)

曲线 a—c头孢他定浓度为: 10, 0, 10Λmol·L - 1; BSA 浓度

为: 0, 10, 10Λmol·L - 1。
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3. 3　紫外光谱

大多数蛋白质都在 220nm 附近有一个吸收峰,该吸收主要由肽键上羰基Π- Π3 电子跃迁引起

的。由图 2可以看出,加入头孢他啶后,BSA 在 220nm 的吸收峰表现为减色效应,BSA 紫外吸收光

谱的变化进一步推断该结合反应的猝灭机理为静态猝灭。这进一步证明了头孢他啶与BSA 形成了

不发荧光的配合物从而导致BSA 的荧光强度减弱。

3. 4　结合常数的求取

当猝灭体分子和荧光物质分子之间形成新的复合物而发生静态猝灭时,服从L inew eaver2Burk

方程 (2) [4 ]:

(F 0- F ) - 1= (F 0) - 1+ [K· (F 0 [Q ]) ]- 1 (2)

式中: K——结合常数。采用 (F 0- F ) - 1对[Q ]- 1作图 (图略) ,由斜率可以计算出头孢他啶与BSA 的

结合常数 K。结合常数的数量级为 104L·mol- 1,说明头孢他啶与BSA 的结合很稳定。
表 1　不同温度下头孢他啶与 BSA 结合的相应常数及方程的相关系数

pH 血清蛋白
温度

(K)

动态猝灭常数

K sv (L·mol- 1)

动态荧光猝灭速率常数

K q (L·mol- 1·s- 1)

相关系数

R 1

结合常数 K

(L·mol- 1)

相关系数

R 2

7. 40 BSA
298

310

9. 53×103

7. 88×103

9. 53×1011

7. 88×1011

0. 9999

0. 9998

1. 27×104

1. 33×104

0. 9999

0. 9997

3. 5　结合位点的确定

BSA 含有 2个色氨酸残基,分别为ÊA 结构域的 212位和É B 结构域的 134位;人血清白蛋白

(H SA )只含有一个位于Ê A 结构域的 214位的色氨酸残基[5 ]。通过比较头孢他啶分别对H SA 和

BSA 的猝灭程度可以推断BSA 的 2个色氨酸残基是否同时与头孢他啶发生了作用。此外对于同一

种蛋白,当激发波长为 280nm 时可同时激发色氨酸和酪氨酸残基; 激发波长为 295nm 只激发色氨

酸残基[6 ]。

由图 3可以看出,在激发波长 295nm 条件下,头孢他啶对BSA 和H SA 的荧光猝灭程度基本

相同,说明BSA 与头孢他啶作用时É B 结构域的 134 位色氨酸残基没有参加反应,只有位于ÊA

结构域的 212位的色氨酸残基参与了作用。在 IIA 亚结构域的 Site I位点中存在一个很大的疏水

腔,绝大部分小分子都与该亚结构域 IIA 结合, Site I位点可能是头孢他啶与BSA 的一个唯一的结

合位点。图 4表明在激发波长为 280nm 和 295nm 时头孢他啶对BSA 的猝灭程度不同,说明在头孢

他啶与BSA 的反应中色氨酸残基和酪氨酸残基均参加了作用。

图 3　Κex为 295nm 时,头孢他啶与

H SA ,BSA 作用的相对荧光曲线

图 4　Κex为 280nm 和 295nm 时,头孢他啶与

BSA 作用的相对荧光曲线
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3. 6　牛血清白蛋白构象的变化

同步荧光光谱法被用于蛋白质构象的分析主要是基于 ∃Κ的变化来加以考察的。当 ∃Κ= 15nm

时,只显示酪氨酸残基的特征荧光; 当 ∃Κ= 60nm 时,只显示色氨酸残基的特征荧光[7 ]。而色氨酸、

酪氨酸残基的最大发射波长变化情况与其所处的微环境紧密相关,最大峰的红移或者蓝移说明氨

基酸周围微环境的极性增强或者疏水性增强[8 ]。

图 5为头孢他啶与BSA 作用时的同步荧光光谱。由图可知,随着头孢他啶的加入,酪氨酸和色

氨酸残基均产生猝灭。此外,BSA 中的酪氨酸的最大发射波长发生明显红移,而色氨酸发射峰波长

基本不变。这表明头孢他啶与BSA 发生作用时改变了酪氨酸残基的微环境,使得BSA 腔内疏水环

境的极性增强,疏水性减弱,从而导致BSA 的构象发生了变化。

图 5　头孢他啶对BSA 同步荧光光谱的影响

A ——∃Κ= 15nm; B ——∃Κ= 60nm。

曲线 1—12头孢他啶与BSA (1. 0×10- 5mol·L - 1)浓度比:

0∶1; 2∶1; 4∶1; 6∶1; 8∶1; 10∶1; 12∶1; 14∶1; 16∶1; 20∶1; 22∶1; 24∶1。

图 6　BSA 及BSA 与头孢他啶作用后的红外差谱

曲线 1—3头孢他啶与BSA (5. 0×10- 4mol·L - 1) : 浓度比:

1∶1; 5∶1; 15∶1。

3. 7　红外光谱对 BSA 二级结构的影响

从红外光谱谱图看,加入头孢他啶后,蛋白质

酰胺É 带和酰胺Ê 带的峰位都没有明显的移动,

但他们的相对强度发生了变化。为了能够反映红

外谱图中这种微小的差别, 用与头孢他啶作用后

的BSA 的红外谱图差减作用之前的BSA 的红外

谱图,结果见图 6。从图 6可以看出,当头孢他啶和

BSA 的浓度比为 1∶1 时, BSA 的红外差谱中

1653cm - 1和 1547cm - 1就有负峰出现,表明BSA 与

头孢他啶发生了作用。从差谱图中可以看出随着

头孢他啶浓度的增加, 差减谱中 1653cm - 1和

1547cm - 1两个负峰强度继续增加, 这充分地说明

加入头孢他啶后引起了BSA 二级结构的变化,

1653cm - 1附近的负峰显示了酰胺É带的 Α2螺旋含量的降低[9 ]。
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Abstract　T he binding characteristics of ceftazidim e w ith BSA w as studied by fluo rescence

spectrom etry, UV absorp tion spectra and FT 2IR spectra. T he fluo rescence of tryp tophyl and tyrosyl

residues are bo th w eakened in the p resence of ceftazidim e. T he m echan ism is static quench ing. T he

fo rm ation of new comp lex betw een ceftazidim e and BSA p redom inately quenched the in trin sic

fluo rescence of BSA. T he binding constan ts w ere obtained as 1. 27×104 L·mol- 1 and 1. 33×104

L·mol- 1 at 298K and 310K respectively. T he on ly binding site p robably is site É in Ê A subdom ain.

Synch ronous fluo rescence spectra indicated the increase of the po larity around tyrosine residues by

addition to ceftazidim e. Infrared spectral result revealed that the binding of ceftazidim e induced second

structure changes in BSA , resulting in the decrease of a2helical.

Key words　Bovine Serum A lbum ; Ceftazidim e; In teraction; Spectrom etry
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