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甲钴胺与牛血清白蛋白相互作用的光谱特性

辛建伟，马红燕，杨　猛
（延安大学化学与化工学院 分析化学研究所，陕西 延安　７１６０００）

摘要：应用荧光光谱法、紫外吸收光谱法及共振光散射法，研究了甲钴胺 （Ｍｅｃｏｂａｌａｍｉｎ）与牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）之间的相互作用。在ｐＨ＝７．４０的三羟甲基胺基甲烷盐酸 （ＴｒｉｓＨＣｌ）缓冲溶液中，随着甲钴胺浓度
的增加，ＢＳＡ的荧光强度、共振散射光强度逐渐减弱。通过计算不同温度（２９３，３０３，３１０Ｋ）下的猝灭常数
（Ｋｓｖ＝５．４０×１０

４，６．９０×１０４，８．００×１０４Ｌ／ｍｏｌ）及扫描紫外吸收光谱，确定了甲钴胺对牛血清白蛋白的猝灭

机理为动态猝灭。测定了该反应的表观结合常数 （ＫＡ＝１．６８×１０
４，４．３４×１０４，７．９０×１０４Ｌ／ｍｏｌ）和结合位点

数 （ｎ≈１）。利用热力学参数 （ΔＨ＞０、ΔＧ＜０和ΔＳ＞０）确定了分子间的作用力性质，作用力主要是疏水作
用力，作用过程是自发的。同时应用同步荧光技术研究了甲钴胺对ＢＳＡ构象的影响。结果表明，甲钴胺没有
引起ＢＳＡ构象的变化。
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１　引　　言
甲钴胺是一种内源性辅酶Ｂ１２，又称甲基维生

素Ｂ１２，是维生素Ｂ１２系列品种中的一种有机钴胺
素，主要存在于生物体血液、髓液中，可直接转运

入神经细胞，刺激轴浆蛋白质合成，使轴突受损区

域再生［１］，是氰钴胺的一种深加工产品，比氰钴

胺易于进入神经元参与脑细胞和脊髓神经元胸腺

嘧啶核苷的合成，能够促进叶酸的利用和核酸的

代谢［２］。甲钴胺主要功能是修复损伤的神经，缓

解麻木、疼痛和感觉异常，是一种有效而安全的神

经修复剂。该药不良反应少，使用方便，在临床上

的应用日益广泛［３］。

血清白蛋白是血浆中含量最丰富的重要载体

蛋白［４５］，能与多种内源及外源性化合物结合［６］，

具有储运外源性药物小分子和内源性代谢产物等

重要生理功能，参与许多重要的生命过程。因此，

研究药物小分子与蛋白质间相互作用不仅有助于

从分子水平上了解蛋白质与小分子的作用机理与

规律，而且有助于认识药物的转运和代谢过程，为

新的高活性的药物小分子的设计与开发研究提供

有价值的信息及理论指导［７］。许多药物分子具

有光学活性，或与血清白蛋白结合后产生光学活

性，因此，通过光谱法研究血清白蛋白结合药物分

子后结构上的变化来探讨其结合机理非常有效且

应用广泛。其中，荧光光谱法其灵敏度高、选择性

强、用量少、方法简便，不仅可以提供激发光谱、发

射光谱、荧光强度、量子产率及荧光寿命等物理指

标，而且可对蛋白质分子中荧光生色基团的结构

及其所处的微环境提供有用的信息，在血清白蛋

白与药物小分子之间相互作用的研究中发挥了重

要的作用［８１２］。甲钴胺在中国药典、地方标准均

未见收载，关于甲钴胺与牛血清白蛋白之间相互

作用的研究也未见报道。

本文应用荧光光谱法、紫外吸收光谱法及共

振光散射法研究了甲钴胺与牛血清白蛋白之间的

相互作用，运用ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程确定了其猝灭机
理、猝灭常数。同时在一定条件下测定了两者的结

合常数、结合位点数和它们之间的作用力类型，并

且应用同步荧光光谱法研究了甲钴胺对牛血清白

蛋白构象的影响。本研究为了解甲钴胺在体内的

输送和代谢过程、阐明药物分子在生物体中的作用

机理以及为安全用药提供了实验依据。

２　实　　验
２．１　仪器与试剂

Ｆ４５００型荧光分光光度计 （Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ；日本日立公司），８４５３型紫外分
光光度计 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司），电热恒温水浴锅
（北京化玻联医疗器械有限公司）。

牛血清白蛋白 （ＢＳＡ，国药集团化学试剂有
限公司）：以 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ溶液配制成 ２５
μｍｏｌ／Ｌ的溶液，保存于 ４℃以下［１０］。甲钴胺

（Ｍｅｃｏｂａｌａｍｉｎ，由沈阳卫材制药有限公司提供）：
以水配成２５μｍｏｌ／Ｌ的溶液。缓冲溶液为ＴｒｉｓＨＣｌ，
所用试剂均为分析纯，实验用水均为ＵＰ超纯水。
２．２　实验方法

在２５ｍＬ比色管中依次加入５．００ｍＬｐＨ＝
７．４０的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液，１．００ｍＬ２５μｍｏｌ／Ｌ
ＢＳＡ溶液，不同体积的２５μｍｏｌ／Ｌ的甲钴胺溶液，
用水稀释至刻度，摇匀，将比色管置于室温 （２０
℃）下或恒温（３０，３７℃）水浴锅中，恒温２ｈ。选
择激发和发射狭缝宽度均为５ｎｍ，固定激发波长
为２８０ｎｍ，扫描２９０～５５０ｎｍ荧光光谱；固定激
发和发射波长间隔（Δλ１＝１５ｎｍ，Δλ２＝６０ｎｍ）
记录同步荧光光谱；固定激发和发射波长间隔为

Δλ＝０ｎｍ，记录２８０～６５０ｎｍ范围内体系共振光
散射光谱［１１］。在紫外分光光度计上以ＵＰ超纯水
为参比溶液，扫描１９０～３９０ｎｍ范围内的 ＢＳＡ以
及ＢＳＡ与甲钴胺等摩尔混合物的紫外吸收光谱。
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３　结果与讨论
３．１　甲钴胺对ＢＳＡ荧光光谱的影响

图１为激发波长为２８０ｎｍ、温度为２９３Ｋ时，
甲钴胺对 ＢＳＡ的荧光猝灭光谱。从图１可以看
出，随着甲钴胺浓度的增加，ＢＳＡ的荧光发射峰强
度逐渐降低，峰形基本保持不变，而峰位置有蓝移，

说明甲钴胺对ＢＳＡ的内源荧光具有猝灭作用。
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图１　 甲钴胺对ＢＳＡ荧光光谱的影响
Ｆｉｇ．１　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕｅｎｃｈｉｎｇｓｐｅｃｔｒａｏｆｍｅｃｏｂａｌａｍｉｎＢＳＡ

３．２　猝灭机理的确定
荧光猝灭过程可分为静态猝灭和动态猝灭。

静态猝灭往往会引起发光分子的吸收光谱发生变

化；动态猝灭并不改变发光分子的吸收光谱。动

态猝灭时，温度升高猝灭常数增大；静态猝灭时温

度升高，猝灭常数减小。其猝灭过程遵循 Ｓｔｅｒｎ
Ｖｏｌｍｅｒ方程［１２］：

Ｆ０／Ｆ＝１＋Ｋｑτ０［Ｑ］＝１＋Ｋｓｖ［Ｑ］，

Ｋｑ ＝Ｋｓｖ／τ０，
（１）

式中：Ｆ０和Ｆ是猝灭剂加入前后所测得的荧光强
度；Ｋｑ为双分子猝灭过程的速率常数；τ０为没有
猝灭剂存在下测得的荧光寿命，生物大分子的荧

光寿命一般为１０－８ｓ；［Ｑ］为猝灭剂的平衡浓度；
Ｋｓｖ称为ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ猝灭常数。
３．２．１　温度对猝灭常数的影响

根据ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程，绘制 Ｆ０／Ｆ［Ｑ］关系
图，由直线的斜率求出 ＫＳＶ，结果见表１。由表１
可知，随温度升高 ＫＳＶ增大，表明猝灭机理为动态
猝灭。一般认为，各类猝灭剂对生物大分子的最

大扩散碰撞猝灭常数为２×１０１０Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ）［１３］，
而从表１结果来看，Ｋｑ数量级在１０

１２，由此考虑，

猝灭机理似乎不应为动态猝灭；但考虑到实验体

系为离子溶液，离子强度是影响猝灭系数的重要

因素，所以认为Ｋｑ的增大很可能是离子强度影响

的结果［１４］。

３．２．２　紫外吸收光谱的变化
图２为ＢＳＡ溶液的紫外吸收光谱及 ＢＳＡ与

甲钴胺等摩尔混合物的紫外吸收光谱。由图２得
ＢＳＡ的紫外吸收光谱图与 ＢＳＡ和甲钴胺等摩尔
混合物的紫外吸收光谱图重叠，即紫外吸收光谱

没有发生变化，进一步证明甲钴胺对 ＢＳＡ的荧光
猝灭机理为动态猝灭。
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图２　甲钴胺与ＢＳＡ作用的吸收光谱图
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＳＡｏｎａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｍｅｃｏｂａｌａｍｉｎ

３．３　结合常数及结合位点数的计算
对于动态猝灭，荧光强度与猝灭剂的浓度可

用下式描述［１５］：

ｌｇ［（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ］＝ｌｇＫＡ＋ｎｌｇ［Ｑ］， （２）
式中：Ｆ０和Ｆ是猝灭剂加入前后所测得的荧光强
度；ＫＡ为药物分子与蛋白质生物大分子相互作用
的表观结合常数，ｎ表示结合位点数，［Ｑ］为猝灭
剂的平衡浓度。

固定 ＢＳＡ浓度，改变甲钴胺的浓度，绘制
ｌｇ［（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ］ｌｇ［Ｑ］关系图，直线的斜率为结
合位点数ｎ，截距为 ｌｇＫＡ，结果见表１。由表１可
知，甲钴胺与ＢＳＡ结合位点数ｎ接近于１，结合常
数ＫＡ值均为１０

４数量级，表明甲钴胺与ＢＳＡ可形
成一个结合位点数且具有较强的结合作用，可以

被蛋白质运输和储存。

３．４　甲钴胺与ＢＳＡ之间作用力类型的确定
药物和生物分子之间的作用力包括范德华

力、氢键作用力、疏水作用力和静电引力［１６］。当

ΔＨ＜０，ΔＳ＜０时，两者之间主要为氢键作用力和
范德华力；当ΔＨ＞０，ΔＳ＞０时，两者之间主要为
疏水作用力；当ΔＨ＜０，ΔＳ＞０时，两者之间主要
为静电引力。根据热力学公式［１７］：ΔＧ＝－ＲＴｌｎＫ；
ΔＨ＝ＲＴ１Ｔ２ｌｎ（Ｋ１／Ｋ２）／Ｔ２－Ｔ１；ΔＧ＝ΔＨ－ＴΔＳ，
分别计算出对应温度下甲钴胺与 ＢＳＡ作用的自
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表１　甲钴胺与ＢＳＡ作用的猝灭常数Ｋｓｖ、结合常数ＫＡ、结合位点数ｎ和热力学参数
Ｔａｂｌｅ１　Ｑｕｅｎｃｈｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓ，ｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓ，ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓａｎｄｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｍｅｃｏｂａｌａｍｉｎＢＳＡｓｙｓｔｅｍ

Ｔ／Ｋ

Ｋｓｖ／

（１０４Ｌ·ｍｏｌ－１）
（Ｒ）

Ｋｑ／

（１０１２Ｌ·

ｍｏｌ－１·ｓ－１）

ＫＡ／

（１０４Ｌ·ｍｏｌ－１）
（Ｒ）

ｎ
ΔＨ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

ΔＧ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

ΔＳ／

（Ｊ·ｍｏｌ－１·

Ｋ－１）

２９３

３０３

３１０

５．４０（０．９８５９）

６．９０（０．９９４５）

８．００（０．９９０７）

５．４０

６．９０

６．９０

１．６８（０．９８２５）

４．３４（０．９８７１）

７．９０（０．９９１５）

０．８７１７

０．９６３０

０．９９０８

６９．８３

６９．８３

６８．６１

－２３．７６

－２６．９０

－２９．０６

３１９．４

３１９．２

３１５．１

由能变 ΔＧ、焓变 ΔＨ和熵变 ΔＳ，结果如表 １所
示。由表１可知，ΔＨ＞０，ΔＧ＜０，ΔＳ＞０，表明甲
钴胺与ＢＳＡ之间的作用力主要为疏水作用力。
３．５　共振光散射光谱

常温（２０℃）下，在荧光分光光度计上，设定
Δλ＝０ｎｍ，记录２８０～６５０ｎｍ范围内体系的共振
光散射光谱，结果如图３所示。由图可知，ＢＳＡ在
４６９ｎｍ处有最大共振光散射峰，甲钴胺的加入使
ＢＳＡ最大散射峰处的散射强度依次降低，因此可
应用共振光散射光谱数据来解释 ＢＳＡ与甲钴胺
之间的相互作用机理。设Ｉ０和Ｉ为猝灭剂加入前
后时 ＢＳＡ的散射光强度，按方程：Ｉ０／Ｉ＝１＋
Ｋｑτ０［Ｑ］＝１＋Ｋｓｖ［Ｑ］与 ｌｇ［（Ｉ０－Ｉ）／Ｉ］＝ｌｇＫＡ＋
ｎｌｇ［Ｑ］，作图求得 Ｋｑ＝８．１７×１０

１２Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ），
ＫＡ＝９．９６×１０

４Ｌ／ｍｏｌ，与荧光猝灭所得 Ｋｑ和 ＫＡ
值在相同的数量级范围内。因此，荧光猝灭理论同样

适用于药物对蛋白质共振光散射强度猝灭的研究。

 

�

� � �

� � �

� � �

� � � � � � � � � �� � � � �

� 	
 �

�

� � �

� � �

�� � �

� � �

� � �

� � �

� � �

��� ��� � ���� �
 �	��� � � �	��

!""

!""

! # $%

&
$
'
(
$
)
*
'
+
#
,
-
.
-

/"" 0""

1""

"

2""

2"" 3""

"

4-""

1-""

/-""

2-""

0-""

!-""

!5%(678,9,%*$:#5!%79

!

;

!"

:

图３　甲钴胺对ＢＳＡ共振光散射光谱的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｃｏｂａｌａｍｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｒｅｓｏｎａｎｃｅ

ｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＢＳＡ

３．６　甲钴胺对ＢＳＡ构象的影响
文献报道，蛋白质的同步荧光在Δλ１＝１５ｎｍ

时只显示酪氨酸残基的荧光光谱，Δλ２＝６０ｎｍ时

只显示色氨酸残基的荧光光谱［１８］。因为氨基酸

残基的最大发射波长与其所处环境的极性有关，

若最大发射波长发生改变，则说明残基所处的微

环境发生了变化，故可由最大发射波长的改变来

判断ＢＳＡ构象的变化［１９］。

图４（ａ）、（ｂ）分别表示体系在 Δλ１＝１５ｎｍ
和Δλ２＝６０ｎｍ的同步荧光光谱。由图４可知：
随着甲钴胺浓度的增大，Δλ１＝１５ｎｍ和Δλ２＝６０
ｎｍ时酪氨酸残基和色氨酸残基的特征荧光强度
均发生了明显的猝灭，但酪氨酸残基和色氨酸残

基的最大发射峰位置基本没有移动，这说明甲钴

胺的加入没有引起ＢＳＡ构象的变化。
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图４　（ａ）Δλ１＝１５ｎｍ和（ｂ）Δλ２＝６０ｎｍ的同步荧光光
谱图（ｐＨ＝７．４０）

Ｆｉｇ．４　ＳｙｎｃｈｒｏｎｉｚａｔｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａａｔΔλ１＝１５ｎｍ
（ａ）ａｎｄΔλ２＝６０ｎｍ（ｂ）（ｐＨ＝７．４０）

４　结论
采用荧光光谱、紫外吸收光谱及共振光散射

法研究了甲钴胺与牛血清白蛋白之间的相互作
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用，甲钴胺对ＢＳＡ的荧光猝灭属于动态猝灭。求
得了甲钴胺与ＢＳＡ的结合常数、结合位点数和热
力学参数，热力学数据表明二者主要靠疏水作用

力相结合。同步荧光光谱表明，甲钴胺的加入没

有引起ＢＳＡ构象的变化。这些研究结果将有助
于了解甲钴胺在体内的运输和分布情况，对于了

解生命过程、研究药物作用机制及药物分子设计

等方面也具有一定的指导意义。
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