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摘要 目的 运用荧光和紫外光谱法，在不同的温度下去探

讨头孢尼西钠(CS)与牛血清白蛋白(BSA)的相互作用。方
法 用 Stern-Volmer、Lineweaver-Burk 和双对数方程计算了
速率常数(Kq )、猝灭常数(Ksv )、静态荧光猝灭缔合常数
(KLB)、结合位点数(n)和有效结合常数(Kb)。结果 CS能
结合 BSA。由于生成 CS-BSA复合物，头孢尼西钠对 BSA 的
猝灭是静态猝灭机制。热力学参数表明是一个自发过程，其
作用力类型主要为静电作用力。BSA 的亚螺旋域ⅡA 是主
要结合位置，离酪氨酸残基更近。有药物负协同作用。同步
荧光光谱法表明 CS 能改变 BSA 的色氨酸和酪氨酸残基的
微环境。结论 CS与 BSA 发生了静态相互作用，有一个结
合位点，为 CS的临床研究提供重要的参考依据。
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头孢尼西钠(简称 CS)为第 2 代广谱、长效的头
孢类抗生素，其细菌的选择性好且无毒，有抗菌作用

强、抗菌谱广、耐青霉素酶、过敏反应较青霉素类少
见等优点，被广泛应用于临床

［1］。虽然 CS 有诸多
优点，但对人体也存在一些不良反应，如神经系统毒

性反应，造血系统毒性反应，肝、肾毒性反应以及胃
肠道等反应

［2］。在人体血浆中，血清白蛋白是含量
最丰富的蛋白质。CS 与血清白蛋白的亲和力可能
会影响该种药物和其他药物的有效活性部位。因
此，获得 CS 与血清白蛋白相互作用的机制的详细
信息就显得至关重要。牛血清白蛋白(bovine serum
album，BSA)被广泛用作研究蛋白质与药物相互作
用的模型，因为其有 76%的序列与人血清白蛋白相
同
［3］。但至今还未见光谱法研究 CS与 BSA的相互
作用的报道。该研究用紫外和荧光光谱法研究 CS
与 BSA的结合作用，测定各种结合参数，如 Kq、Ksv、

KLB、n 和 Kb 等，探讨了两者的结合力类型、结合位
置等，对 CS的临床研究有参考价值，并为 CS 的安
全用药提供了理论依据。

1 材料与方法

1． 1 主要仪器与试剂 pHS-3C 型精密酸度计(上
海虹益仪器仪表有限公司);HWS12 型超级恒温水
浴(上海一恒科技有限公司);F-4600 型荧光光谱仪
(日本日立公司);Cary 50 型紫外 －可见光谱仪(美
国瓦里安技术中国有限公司);牛血清白蛋白

(99%，生工生物工程股份有限公司);CS(98%，北
京悦康药业集团有限公司);其它试剂均为分析纯，

实验用水为超纯水。
1． 2 方法 于 10. 0 ml 比色管中依次加入 CS 溶
液，终浓度为(0、0. 795、1. 59、2. 385、3. 18、3. 975、
4. 77、5. 565、6. 36、7. 155、7. 95、8. 745) × 10 －6 mol /
L，编号依次为 1 ～ 12;1. 0 × 10 －5 mol /L 的 BSA 1. 5
ml，0. 5 mol /L NaCl 溶液 2. 0 ml 和 0. 1 mol /L pH
7. 4 的缓冲溶液 1. 5 ml，定容至刻度线。分别在 291
K、301 K、311 K温度下孵育 40 min后扫描荧光光谱
和同步荧光光谱。记录空白的荧光强度 F0 和含有

CS体系的荧光强度为 F，△F = F0 － F。按照上述方
法扫描 CS-BSA体系的吸收光谱。

2 结果

2． 1 荧光光谱 当 BSA 与药物小分子相互作用
时，如 CS，其内源荧光［主要是酪氨酸残基(Tyr)和
色氨酸残基(Trp)贡献的荧光］通常随药物浓度增
加而降低。BSA 的荧光发射光谱(激发波长 λex =
280 nm)在 291 K 时，在发射波长(λem)340 nm 处，
表现出很强的荧光发射峰值。然而增加 CS 的浓度
导致荧光强度明显减弱，见图 1。
2． 2 最佳相互作用条件 对 CS-BSA 体系的缓冲
溶液的种类、pH 值、缓冲溶液的浓度、BSA 的浓度、
试剂加入顺序和孵育时间进行优化。图 2 表明 CS
对 BSA 的荧光降低程度依赖于 pH 值、缓冲溶液类
型和浓度、BSA的浓度、试剂加入顺序和孵育时间。
2． 3 猝灭机制 荧光猝灭可以分为荧光动态猝灭、
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图 1 CS对 BSA的猝灭光谱

荧光静态猝灭和混合猝灭。静态猝灭是由于指荧光
基团和猝灭剂之间形成不发荧光的复合物

［4］。而
动态猝灭指的是它们之间的碰撞猝灭。静态和动态

猝灭过程可以由 Stern-Volmer(即 S-V)方程描述:
F0 /F = 1 + Kqτ0［CS］= 1 + Ksv［CS］，式中 Ksv为 S-V
常数，［CS］为头孢尼西钠浓度，Kqτ0［CS］为荧光寿
命(BSA:10 －8 s)［4］，Kq 为生物分子的猝灭速率常

数。各种猝灭机制通常通过改变温度，Ksv的变化情

况来区分。温度较高，扩散系数越大，更快的分子运
动和大量的碰撞猝灭。因此，动态猝灭的 Ksv随温度

的升高而升高。相比之下，温度升高通常会导致基
态复合物的解离，因此，静态猝灭的 Ksv会降低

［5］。
作 CS-BSA 体系的 S-V 曲线(图 3)，并计算各类常
数列于表 1 中。但药物与血清白蛋白符合静态猝灭
机理时，遵循 L-B 双倒数方程［6］:(F0-F)

－ 1 = F0
－ 1

+ (KLBF0［CS］)
－ 1，式中:KLB为静态猝灭缔合常数。

用(F0-F)
－ 1
对［CS］－ 1

作不同温度下的 L-B曲线，计

图 2 反应体系的优化
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表 1 S-V方程

温度(K) S-V方程 Ksv(L /mol) Kq［L /(mol·s)］ r值
291 F0 /F = 16 819［CS］+ 1． 024 3 16 819 1． 681 9 × 1012 0． 995 4
301 F0 /F = 15 398［CS］+ 0． 924 8 15 398 1． 539 8 × 1012 0． 996 0
311 F0 /F = 14 644［CS］+ 0． 892 3 14 644 1． 464 4 × 1012 0． 995 8

表 2 L-B方程

温度(K) L-B方程 KLB(L /mol) r值
291 (F0-F) － 1 = 3． 243 4 × 10 －8［CS］－ 1 + 0． 001 2 2． 379 3 × 104 0． 977 5
301 (F0-F) － 1 = 3． 415 4 × 10 －7［CS］－ 1 + 0． 006 0 4． 245 2 × 103 0． 973 0
311 (F0-F) － 1 = 8． 326 8 × 10 －7［CS］－ 1 + 0． 015 2 3． 059 8 × 103 0． 989 0

表 3 双对数方程

温度(K) 双对数方程 Kb(L /mol) n r值
291 lg［(F0-F) /F］= 0． 984 4lg［CS］+ 4． 112 1． 294 2 × 104 0． 984 0． 992 0
301 lg［(F0-F) /F］= 0． 976 8lg［CS］+ 4． 062 1． 153 5 × 104 0． 977 0． 991 6
311 lg［(F0-F) /F〗= 0． 889 1lg［CS］+ 3． 641 4． 374 2 × 103 0． 889 0． 992 5

算 KLB值列于表 2 中。图 4 是在不同浓度 CS的存在
下，BSA的紫外吸收光谱。曲线 1 代表只有 CS 的
吸收曲线，曲线 2 ～ 12 是 CS-BSA的吸收曲线。

图 3 S-V曲线

图 4 CS-BSA的紫外 －吸收光谱

2． 4 结合常数和结合位点数 由于形成了 CS 和
BSA的复合物，可以通过双对数方程:lg［(F0 － F) /

F］= lgKb + nlg［CS］［7］确定其结合常数(Kb)和结合

位点数(n)。作不同温度下的双对数曲线，由直线
截距和斜率分别求得 Kb 和 n值，并列于表 3 中。
2． 5 CS 对 BSA 构象的影响 同步荧光光谱可以
提供很多关于氨基酸残基微环境有价值的信息。在
一般情况下，当固定 Δλ = 15 nm时，Tyr 的光谱特性
将被观察到，当固定 Δλ = 60 nm，Trp 光谱特性被观
察
［8］(图 5)。

图 5 CS猝灭 BSA的同步荧光光谱图
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2． 6 热力学常数及结合力类型 CS 与 BSA 结合
反应的吉布斯自由能变 ΔG，焓变 ΔH 及熵变 ΔS 可
由热力学公式 ΔG = ΔH － TΔS = － ＲTlnK 和 ln(K2 /
K1) = (1 /T1 － 1 /T2 ) ΔH /Ｒ［7 － 9］

计算，结果列于表

2。

表 4 热力学参数和 nH 值

温度

(K)
ΔS

(J /mol·K)
ΔH

(kJ /mol)
ΔG

(kJ /mol)
nH r值

291 49． 93 － 8． 38 － 22． 91 0． 827 8 0． 993 3
301 49． 93 － 8． 38 － 23． 41 0． 604 8 0． 996 5
311 42． 76 － 8． 38 － 21． 68 0． 554 6 0． 998 4

2． 7 药物协同作用 Hill 方程:lg Y(Ym-Y) = lgK
+ nHlg［CS］

［10 － 12］
是分析药物协同作用的常用公

式，式中 nH 为 Hill系数，K为结合常数，Y为饱和分
数，Y = (F0 － F) /F0，1 /Ym 为截距。1 /Y 对 1 /［CS］
作图，nH 值列于表 4 中。
2． 8 结合位置的确定 BSA 含有三个线性的结合
位点命名为Ⅰ-Ⅱ-Ⅲ，而每个结合位点都有两个子
域 A 和 B［10 － 12］。可以通过比较激发波长分别为
280、295 nm时，CS对 BSA荧光强度的猝灭程度(F /
F0)(图 6)来初步确定 CS与 BSA的结合位置。

图 6 λex为 280 nm和 295 nm时 CS-BSA的荧光猝灭曲线

3 讨论

随着 CS 浓度的增加，BSA 的荧光强度逐渐降
低，而且 λem略有红移(从 340 nm 到 345 nm)，这些
结果表明 CS 与 BSA 发生了相互作用，可以猝灭
BSA的荧光。

CS与 BSA相互作用的最佳条件为 0. 015 mol /
L，pH 7. 4 的 Tris-HCl 缓冲溶液作为反应介质，BSA
浓度为 1. 5 × 10 －6 mol /L，CS→ BSA→ Tris-HCl→
NaCl的加入顺序，孵育时间为 40 min。

CS 对 BSA 猝灭的 Kq 值比最大散射碰撞猝灭

常数 2. 0 × 1010L /(mol·s)大 2 个数量级，这表明对
BSA的荧光猝灭的 CS 是最有可能的静态猝灭。随
着温度的升高，直线斜率即 Ksv降低，表明头孢尼西

钠与 BSA遵循静态猝灭机制。
KLB值在 103

到 104
数量之间，表明形成的 CS-

BSA复合物稳定性好。而且随着温度的升高，KLB值

逐渐下降，这是由于温度越高，复合物稳定性越差。
正好与静态猝灭机制相符合。
由于 CS 的加入，BSA 的吸收峰从 270 nm 蓝移

到 264 nm，吸收峰的强度也增加了。这表明由于
BSA的构象改变，导致 BSA的紫外可见吸收光谱变
化。这一结果在实验范围内，再次确认 CS 对 BSA
的荧光猝灭机制可能为静态猝灭。

Kb 为 103
数量级，表明 CS 与 BSA 之间形成了

较强的结合作用力。当温度从 291 K 升高到 301 K
时，Kb 变化不大;但当温度升高到 311 K 时，Kb 值
减少了约 2 /3，表明 CS-BSA 复合物对高温变化敏
感，而且进一步阐明了温度超过 301K 会有碍于血
清白蛋白在体内运转、贮存和分配 CS。n 值接近于
1，说明 CS与 BSA之间可形成 1 个结合位点。
对 CS-BSA体系，ΔG ＜ 0，ΔH ＜ 0 且 ΔS ＞ 0，表明

BSA与 CS的结合是自发进行的放热反应，Ｒoss 和
Subramanian总结的相互作用规律［8 － 10］，CS 与 BSA
之间的作用力以静电作用力为主。

nH 值小于 1，说明了 CS 分子结合到 BSA 位点
上后，对后续 CS与 BSA的结合起了阻碍作用，即有
药物负协同作用。随着温度升高，nH 值越来越小，

阐明了温度越高，后续药物分子对 BSA 的亲和性越
弱。

λex为 280、295 nm 的 CS-BSA光谱曲线不相交，
表明 Tyr 和 Trp 都参与其中;当 λex = 280 nm，F /F0

曲线比 λex = 295 nm 的降低程度更大［8 － 10］，表明亚

螺旋域ⅡA是主要结合位置。
随着 CS浓度的加大，Δλ = 15 nm和 Δλ = 60 nm

的 BSA同步荧光强度逐渐减小，而且 λem发生微小

的红移( ～ 1 nm)。这说明 CS 的加入改变了 Trp 和
Try的微环境，导致 Trp 和 Try 附近的极性增加，相
应的它们的亲水性增强。CS 对 Tyr 的猝灭程度大
于 Trp残基，表明 CS 与 BSA 相结合的位点偏向于
Tyr。
综上所述，使用多种光谱方法表明 CS 与 BSA

的相互作用是静态猝灭过程，两者通过静电作用力

结合。因形成了一个结合位点，BSA 可转运和储存
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CS，但有药物负协同作用。其结合位置靠近酪氨酸
残基，在 BSA的亚螺旋域ⅡA 中。这些重要结果为
CS的临床研究提供了重要的参考数据，并为 CS 的
安全用药提供了理论依据。
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On the interaction between cefonicid
sodium and bovine serum albumin by spectrometry

Liu Li，Li Yanfang，Cheng Feixiang
(College of Chemistry and Chemical Engineering，Qujing Normal University，Qujing 655011)

Abstract Obiective To explore the interaction of cefonicid sodium(CS) with bovine serum albumin(BSA) by
fluorescence and absorption spectroscopy． Methods The rate constant(Kq)，quenching constant(Ksv)，static fluo-
rescence quenching association constant(KLB)，binding site number(n) and binding constant(Kb) were calculated
using Stern-Volmer，Lineweaver-Burk and double logarithm equations． Ｒesults CS was able to bind to BSA． The
probable quenching mechanism of BSA by CS was mainly static quenching due to the formation of a CS-BSA com-
plex． The results of thermodynamic parameters indicated that electrostatic force plays the main role in the binding
process and the binding process was spontaneous． There was a single class of binding site for the BSA with CS． The
primary binding site for CS was located at sub-domain ⅡA of BSA and near by tyrosine residue． There was almost
some negative cooperative effect． The results obtained from synchronous fluorescence showed that CS could change
the microenvironment of Tyrand Trp residues of BSA． Conclusion The interaction between CS and BSA is dynam-
ic． There is a single class of binding site for the BSA with CS． The obtained results provide references for its clini-
cal application．
Key words cefonicid sodium; fluorescence; quenching; interaction; bovine serum albumin
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