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环丙沙星、氧氟沙星同时
与牛血清白蛋白分子作用的荧光光谱

刘保生，薛春丽，王　晶，杨　超，吕运开
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摘要：在ｐＨ＝７．４０的水溶液中，环丙沙星（ＣＰＦＸ）、氧氟沙星（ＯＦＬＸ）能够猝灭牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的荧光。
当两种药物共存时ＢＳＡ荧光被进一步猝灭。据此建立了利用荧光发光光谱法进行喹诺酮类药物 ＣＰＦＸ与
ＯＦＬＸ间相互作用的研究。结果表明：药物间存在相互作用，使药物与蛋白间的结合常数减小、结合稳定性下
降，游离型药物含量增加，造成药效增强；药物对蛋白荧光的猝灭属于静态猝灭，药物与蛋白结合位点数约为

１。根据Ｆｒｓｔｅｒ非辐射能量转移理论，确定了药物与蛋白之间的结合距离ｒ＜７ｎｍ，属于非辐射能量转移。药
物间的相互作用使ｒ值增加，结合距离增大。同步荧光光谱研究表明药物间的相互作用对蛋白构象产生影
响，使蛋白质分子伸展，疏水性降低。
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１　引　　言
从生物药物学的观点出发，血清白蛋白是血

浆中最为丰富的重要载体蛋白，约占人血浆蛋白

的６０％，它能与许多内源或外源性化合物结合。
药物进入人体后正是通过血浆的贮存与运输才能

到达受体部位，进而发生药理作用［１～３］，随着药代

动力学及临床药理学的迅猛发展，关于药物与蛋

白质结合对药代动力学的影响，人们又有了更深

刻的认识。因此，研究药物与血清白蛋白的相互

作用不仅对于阐明药物的运输与代谢过程非常重

要，而且对于阐明药物机理、药物动力学和药物毒

性都具有重要意义。目前，有关表征血清白蛋白

与药物反应机理的研究已有报道［４～６］。已有的报

道中，研究一种药物与血清白蛋白反应的较

多［７，８］，都是根据荧光猝灭求得反应的结合常数

和结合位点数，由热力学常数来确定反应物二者

之间的作用力类型。药物相互作用分为拮抗作用

和协同作用，分别指合并用药与单独用药相比较，

药效的增强（１＋１＞２）和减弱（１＋１＜２）［９］。药物
间的相互作用通常是通过比较对动物或细胞合并

用药与单独用药的数据进行研究［１０，１１］，研究周期

长、费用高。ＣＰＦＸ、ＯＦＬＸ均属于第三代喹诺酮类
抗菌药。ＣＰＦＸ抗菌活性是目前应用的几种主要
喹诺酮类品种中最高者［１２］。ＯＦＬＸ对包括厌氧菌
在内的革兰氏阳性菌和包括铜绿假单胞菌在内的

革兰氏阴性菌均有较强的抗菌活性，且不良反应

小［１３］。本文利用荧光光谱研究了两种喹诺酮药

物同时与ＢＳＡ之间的相互作用，对合理用药有一
定的指导意义。

２　实　　验
２．１　仪器和试剂

ＲＦ５４０荧光分光光度计（日本岛津）；Ｆ４５００
荧光分光光度计（日本日立）；ＵＶ２６５紫外可见
分光光度计（日本岛津）；ｐＨＳ３Ｃ型精密酸度计
（上海雷磁仪器厂）。

ＣＰＦＸ、ＯＦＬＸ：中国兽医药品监察所提供
（≥９９．９％），均配成浓度为１．０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ的
储备液；ＢＳＡ（≥９９％，上海蓝季科技发展有限公
司），配成浓度为１．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ的储备液，用
时逐级稀释至所需浓度；ｐＨ＝７．４０的ＴｒｉｓＨＣｌ缓
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冲溶液；０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ水溶液（用以维持生理条
件下的离子强度）。所用试剂均为分析纯，实验

用水为二次石英蒸馏水。

２．２　实验方法
２．２．１　ＢＳＡＣＰＦＸ（ＢＳＡＯＦＬＸ）体系

于１０ｍＬ比色管中依次加入 １．０ｍＬ０．１
ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２．０ｍＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液（ｐＨ＝
７．４０）、１．０ｍＬ１．０×１０－５ｍｏｌ／ＬＢＳＡ溶液和不同
浓度的ＣＰＦＸ或 ＯＦＬＸ，用蒸馏水稀释至刻度，摇
匀。在狭缝带通宽度皆为１０ｎｍ，荧光激发波长
２８６ｎｍ，发射波长３４０ｎｍ下扫描荧光光谱或测定
荧光强度 Ｆ，同时以不含药物的 ＢＳＡ溶液荧光强
度为 Ｆ０，分别讨论药物单体 ＣＰＦＸ或 ＯＦＬＸ对
ＢＳＡ的荧光猝灭作用。
２．２．２　ＢＳＡＣＰＦＸＯＦＬＸ（ＢＳＡＯＦＬＸＣＰＦＸ）体系

于１０ｍＬ比色管中依次准确加入１．０ｍＬ０．１
ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２．０ｍＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液（ｐＨ＝
７．４０）、１．０ｍＬ１．０×１０－５ｍｏｌ／ＬＢＳＡ溶液和１．０
ｍＬ１．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ的ＣＰＦＸ（或ＯＦＬＸ）溶液，分
别加入不同浓度的ＯＦＬＸ（或ＣＰＦＸ），用蒸馏水稀
释至刻度，摇匀，在室温下放置约３０ｍｉｎ，以不含
ＯＦＬＸ的 ＢＳＡＣＰＦＸ溶液荧光强度为 Ｆ０，讨论
ＣＰＦＸ存在时ＯＦＬＸ对ＢＳＡ的荧光猝灭作用。同
理，以不含 ＣＰＦＸ的 ＢＳＡＯＦＬＸ溶液荧光强度为
Ｆ０，讨论ＯＦＬＸ存在时 ＣＰＦＸ对 ＢＳＡ的荧光猝灭
作用。测定条件同２．２．１。

３　结果与讨论
３．１　药物与ＢＳＡ的荧光猝灭反应

ＣＰＦＸ、ＯＦＬＸ与ＢＳＡ以及混合体系荧光猝灭
反应的荧光光谱，见图１、图２，可知随着药物浓度
的增加，ＢＳＡ的荧光强度依次降低，且 ＢＳＡ最大
发射波长的吸收峰略有红移现象，表明药物对ＢＳＡ
的荧光有猝灭作用且猝灭过程为静态猝灭。为研究

猝灭机理，将猝灭数据按ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程［１４、１５］：

Ｆ０／Ｆ＝１＋Ｋｑτ０［Ｃ］＝１＋Ｋｓｖ［Ｃ］， （１）
Ｆ０、Ｆ分别为无、有猝灭剂时的荧光强度；τ０：生物
大分子平均荧光寿命约为 １０－８ ｓ；Ｋｓｖ：Ｓｔｅｒｎ
Ｖｏｌｍｅｒ猝灭常数；［Ｃ］：猝灭剂的浓度，处理结果
见表１。猝灭速率常数 Ｋｑ值都远大于２．０×１０

１０

Ｌ／ｍｏｌ·ｓ（最大扩散碰撞猝灭常数），进一步证实
猝灭不是由于碰撞引起的动态猝灭，而是形成了

化合物而引起的静态猝灭，在静态猝灭作用中，在

ＢＳＡ溶液中加入不同浓度的药物时，其荧光强度
变化遵从［１６］：

ｌｇ［（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ］＝ｎｌｇＫＡ＋ｎｌｇ［Ｑ］，
［Ｑ］＝｛［Ｃ］－（Ｆ０－Ｆ）［Ｐｔ］／Ｆ０｝， （２）

其中，［Ｐｔ］为 ＢＳＡ浓度，以 ｌｇ［（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ］对
ｌｇ［Ｑ］作图可得一直线，从而求得 ＣＰＦＸ、ＯＦＬＸ与
蛋白的结合常数 ＫＡ及结合位点数 ｎ，见表１。可
知，①由相关系数 ｒ可以看出，各曲线线性良好；
结合位点数都约为１；②ＫＡ（ＢＳＡＯＦＬＸ）／ＫＡ（ＢＳＡＣＰＦＸ）＝
１．６９，表明 ＯＦＬＸ与 ＢＳＡ结合能力比 ＣＰＬＸ与
ＢＳＡ的结合能力强；③按实验方法 ２．２．２操作得
ＣＰＦＸ存在时ＯＦＬＸ与ＢＳＡ结合常数ＫＡ（ＢＳＡＣＰＦＸＯＦＬＸ）
值，此时 ＫＡ（ＢＳＡＣＰＦＸＯＦＬＸ）／ＫＡ（ＢＳＡＯＦＬＸ）＝０．８５，表明
ＣＰＦＸ可以使 ＯＦＬＸ与 ＢＳＡ的结合稳定性减弱，
即ＣＰＦＸ的存在使游离的 ＯＦＬＸ增加；同理可得
ＯＦＬＸ存在时ＣＰＦＸ与ＢＳＡ结合常数ＫＡ（ＢＳＡＯＦＬＸＣＰＦＸ）
值，此时ＫＡ（ＢＳＡＯＦＬＸＣＰＦＸ）／ＫＡ（ＢＳＡＣＰＦＸ）＝０．９１，表明ＯＦＬＸ
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图１　ＢＳＡＯＦＬＸ体系荧光猝灭光谱
Ｆｉｇ．１　ＱｕｅｎｃｈｉｎｇｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＢＳＡＯＦＬＸＣＢＳＡ＝

１．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，１７：ＣＯＦＬＸ ＝（０．０，２．０，４．０，

６．０，８．０，１０．０，１２．０）×１０－５ｍｏｌ／Ｌ．
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图２　ＢＳＡＣＰＦＸＯＦＬＸ体系荧光光谱
Ｆｉｇ．２　ＱｕｅｎｃｈｉｎｇｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＢＳＡＣＰＦＸＯＦＬＸ

ＣＢＳＡ＝１．０×１０
－６ｍｏｌ／Ｌ，ＣＣＰＦＸ＝１．０×１０

－５ｍｏｌ／
Ｌ，１～７：ＣＯＦＬＸ ＝（０．０，２．０，４．０，６．０，８．０，

１０．０，１２．０）×１０－５ｍｏｌ／Ｌ．
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表１　药物与ＢＳＡ的猝灭反应参数
Ｔａｂｌｅ１　ＱｕｅｎｃｈｉｎｇｒｅａｃｔｉｖｅｐａｒａｍｅｔｅｒｏｆＢＳＡａｎｄｄｒｕｇｓ

体系 Ｋｑ（Ｌ／ｍｏｌ·ｓ） ｒａ ＫＡ（Ｌ／ｍｏｌ） ｒｂ ｎ

ＢＳＡＯＦＬＸ ８．５３×１０１３ ０．９９８１ ５．６４×１０４ ０．９９８１ １．４１

ＢＳＡＣＰＦＸ ４．５４×１０１２ ０．９９７７ ３．３４×１０４ ０．９９６９ １．３７

ＢＳＡＯＦＬＸＣＰＦＸ ５．９４×１０１２ ０．９９７３ ３．０４×１０４ ０．９９７９ １．１７

ＢＳＡＣＰＦＸＯＦＬＸ ７．２６×１０１２ ０．９９８４ ４．７９×１０４ ０．９９６３ １．３９

ｒａ、ｒｂ分别为Ｆ０／Ｆ～［Ｃ］与ｌｇ［（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ］～ｌｇ［Ｑ］曲线的相关系数

也使ＣＰＦＸ与 ＢＳＡ的结合稳定性下降。以上结
论证明：ＯＦＬＸ与 ＣＰＦＸ共存时，产生相互作用对
药效产生一定的影响。

３．２　荧光给体与受体间结合距离
荧光能量转移可分为辐射能量转移和非辐射

能量转移。辐射能量转移，使物质的荧光光谱畸

形。图１、２中 ＢＳＡ的荧光光谱没有畸变，因此
ＢＳＡ与药物之间的能量转移不应为辐射能量转
移。非辐射能量转移包括分子内能量转移和分子

间能量转移，若供能体与受能体结合生成了复合

物，则两者之间的能量转移为分子内能量转移，否

则为分子间能量转移。由上述分析可知，ＢＳＡ与
药物之间的能量转移应属于分子内的非辐射能量

转移。

根据偶极偶极非辐射能量转移机理，能量给
体与能量受体间距离ｒ与能量转移效率为５０％时
所对应的临界能量转移距离 Ｒ０及能量转移效率
Ｅ之间有如下关系［１７］：

ｒ＝Ｒ０（Ｅ
－１－１）１／６， （３）

Ｒ６０ ＝８．７８×１０
－２５Ｋ２ΦＮ－４Ｊ， （４）

式中，Ｋ２为取向因子，取给体与受体各向随机分
布的平均值２／３；Ｎ是溶剂的折射率，取水和有机
物的平均值１．３３６；Φ为当无受体存在时能量给
体的荧光量子产率，取ＢＳＡ中色氨酸残基的量子
产率０．１１８［１８］；Ｊ为供能体的荧光发射光谱和受

能体的紫外吸收光谱之间光谱的重叠积分（图３
阴影部分），且有

Ｊ＝∑Ｆ（λ）ε（λ）λ４Δλ／∑Ｆ（λ）Δλ，　（５）
通过自行设计计算程序处理数据得出Ｊ值，Ｆ（λ）
为给体在波长λ处的荧光强度，ε（λ）为受体在波
长λ处的摩尔吸光系数，单位 Ｌ／ｍｏｌ·ｃｍ；λ波
长，单位ｃｍ。由临界转移距离 Ｒ０和实验测得能
量转移效率：

Ｅ＝１－Ｆ／Ｆ０， （６）
可以计算出能量给体与受体间的距离 ｒ。见表２。
在实验条件下，ＢＳＡ的荧光主要来自第２１２位的

!"# $##

! % &'

!
%
(
)
*
)

#)#+$

#),-

-$# .## .$#

#

,

!

-

/
0
1
2
3
4
5
6
2
&

图３　ＢＳＡＣＰＦＸ、ＢＳＡ的荧光光谱及ＯＦＬＸ的吸收光谱
Ｆｉｇ．３　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｆｏｒＢＳＡ，ＢＳＡＣＰＦＸ，ａｎｄａｂ

ｓｏｒｂａｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＯＦＬＸ，１．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆＢＳＡ
ＣＰＦＸ；２．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆＢＳＡ；３．ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆ
ＯＦＬＸ；ＣＢＳＡ＝ＣＣＰＦＸ＝ＣＯＦＬＸ＝１．０×１０

－５ｍｏｌ／Ｌ．

表２　药物与ＢＳＡ间Ｅ％及Ｊ、Ｒ０、ｒ参数
Ｔａｂｌｅ２　ＰａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＥ％，Ｊ，ｒ，Ｒ０ｂｅｔｗｅｅｎｄｒｕｇｓａｎｄＢＳＡ

体系 Ｅ／％ Ｊ／（ｃｍ３·Ｌ·ｍｏｌ－１） Ｒ０／ｎｍ ｒ／ｎｍ

ＢＳＡＯＦＬＸ ４０．０３ ４．６４×１０－１４ ２．９６ ３．１７

ＢＳＡＣＰＦＸＯＦＬＸ ３９．０１ ４．０４×１０－１４ ２．７５ ３．１２

ＢＳＡＣＰＦＸ ２５．９１ ４．４８×１０－１４ ２．９４ ３．６５

ＢＳＡＯＦＬＸＣＰＦＸ ２２．８４ ３．２４×１０－１４ ２．９８ ３．５１
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色氨酸残基［１９］，该残基位于 ＢＳＡ的疏水腔内，所
求得的 ｒ值为结合部位与该残基之间的距离。
ＯＦＬＸ、ＣＰＦＸ脂溶性较差，比较难以进入疏水腔，
结合位置距该色氨酸残基较远，因此其 ｒ值较疏
水性药物盐酸川穹嗪（ｒ＝１．８ｎｍ）［２０］要大。ＢＳＡ
ＣＰＦＸＯＦＬＸ比 ＢＳＡＯＦＬＸ体系 ｒ值增加，表明
ＣＰＦＸ使ＢＳＡ、ＯＦＬＸ间结合距离增加、稳定性减
小，ＢＳＡＯＦＬＸＣＰＦＸ与ＢＳＡＣＰＦＸ体系比较也有
相同的结论。ｒ值的变化也表明两种药物间的相
互作用。

３．３　药物对ＢＳＡ构象的影响
同步荧光谱因具有简化光谱、窄化谱带和减

小光谱重叠等优点而常用来探讨蛋白质构象的变

化［２１］。对于蛋白质的同步荧光光谱，Δλ＝１５ｎｍ
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图４　ＢＳＡＯＦＬＸ、ＢＳＡＣＰＦＸＯＦＬＸ同步荧光光谱
Ｆｉｇ．４　ＳｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＢＳＡＯＦＬＸａｎｄ

ＢＳＡＣＰＦＸＯＦＬＸＣＢＳＡ＝１．０×１０
－５ｍｏｌ／Ｌ，１～５：

ＣＯＦＬＸ＝（０．０，１．０，１．５，２．０，２．５）×１０
－５ｍｏｌ／Ｌ，

１′～４′：ＣＣＰＦＸ＝１．０×１０
－５ｍｏｌ／Ｌ，ＣＯＦＬＸ ＝（１．０，

１．５，２．０，２．５）×１０－５ｍｏｌ／Ｌ．

时仅表现酪氨酸残基（Ｔｙｒ）的荧光特性；Δλ＝６０
ｎｍ仅表现色氨酸残基（Ｔｒｐ）的荧光特性，由于蛋
白质中Ｔｙｒ、Ｔｒｐ的最大荧光发射波长与其所处环
境的疏水性有关，随其所处环境的疏水性降低，其

最大发射波长逐渐红移，因此由最大发射波长的

改变可以判断蛋白质构象的变化［２２］。扫描不同

体系的同步荧光光谱，见图４，位移数据见表 ３。
表明①ＣＰＦＸ主要影响ＢＳＡ的Ｔｒｐ，而ＯＦＬＸ主要
影响 ＢＳＡ的 Ｔｙｒ。②ＢＳＡＣＰＦＸＯＦＬＸ与 ＢＳＡ
ＯＦＬＸ体系，ＢＳＡＯＦＬＸＣＰＦＸ与 ＢＳＡＣＰＦＸ体系
比较，同步荧光光谱的变化，进一步证明药物间相

互作用的存在。

以上讨论表明：ＯＦＬＸ和ＣＰＦＸ间存在相互作
用，对蛋白质的构象产生影响，且随着药物浓度的

增加，药物与ＢＳＡ作用改变了 ＢＳＡ上 Ｔｙｒ和 Ｔｒｐ
所处的微环境，使ＢＳＡ腔内疏水环境的极性增大
疏水性降低，ＢＳＡ内部的疏水结构有所瓦解，亲
水性增加，肽链的伸展程度增加［２３］。高浓度药物

使蛋白质分子伸展，降低了氨基酸残基间的能量

传递，使两者荧光强度降低。

表３　体系同步荧光光谱ＴｙｒＴｒｐ残基位移数据
Ｔａｂｌｅ３　Ｄａｔｅｓｏｆｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａ ｎｍ

体系 Ｔｙｒ Ｔｒｐ 体系 Ｔｙｒ Ｔｒｐ

ＢＳＡＯＦＬＸ ３ ２ ＢＳＡＣＰＦＸ １ ４

ＢＳＡＣＰＦＸＯＦＬＸ ０ ２ ＢＳＡＯＦＬＸＣＰＦＸ １ ２

４　结　　论
研究表明：ＣＰＦＸ与 ＯＦＬＸ间存在相互作用，

相互作用结果使药效增强。利用荧光光谱研究药

物与血清白蛋白间的结合常数、结合距离及同步

荧光光谱等的变化，能够研究某些药物间的相互

作用，进而研究药物共存对药效的影响。方法简

单、快速、准确，可以为药物的药理研究及临床联

合用药提供理论依据。但不能用于既不与蛋白作

用又无荧光发射的药物间相互作用的研究。
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