
头孢菌素类药物对细菌的选择性好，具有抗菌

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］。虽然头孢菌

素类药物有诸多优点，但有一些不良反应，如神经

系统毒性反应，造血系统毒性反应，肝、肾毒性反应

以及胃肠道反应等［1］。由于头孢菌素类药物对人体

的不良反应，所以对头孢菌素类药物与循环系统中

含量非常丰富的血清蛋白的相互作用研究就显得

尤其重要。头孢米诺钠（cefminox sodium，CMNS）是

一种新型广谱抗生素，用于治疗敏感细菌引起的呼

吸系统、泌尿系统、腹腔和盆腔感染［2］。但至今还未

见光谱法研究CMNS与牛血清白蛋白（bovine serum
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albumin，BSA）相互作用的报道。BSA是动物血浆中

最主要的高分子物质，占总蛋白质 60%以上，浓度

可达42 g/mL［3］。因为BSA在医学上的重要性，含量

丰富，成本低，易于纯化，极好的配体结合性能和稳

定性［4］，且与人血清白蛋白属同源蛋白质［5］，因此

BSA常被选作蛋白质模型。由于荧光和紫外可见吸

收光谱的灵敏度、重现性和便利性等特点，它们是

研究小分子与蛋白质相互作用的有效技术。这些

方法可以揭示药物小分子与蛋白的亲和力，有助于

理解它们的猝灭机制。本研究使用几种光谱方法

来获得CMNS与BSA的猝灭机制、热力学参数、特异

结合位点和对BSA二级结构的影响，从而揭示药物

与血清白蛋白内部之间结构⁃活性关系的重要信息。

1 材料和方法

1.1 材料

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（日立公司，日本），

Cary 50型紫外⁃可见光谱仪（瓦里安技术中国有限公

司，美国）。牛血清白蛋白（98%，上海生工生物工程

股份有限公司），CMNS（97%，北京百灵威科技有限公

司），其他试剂均为分析纯，实验用水为超纯水。

1.2 方法

在 10 mL 比色管中依次加入 BSA（终浓度为

7.5×10-7 mol/L），不同体积 1×10-4 mol/L的CMNS溶

液，NaCl溶液（终浓度为0.1 mol/L），Tris⁃HCl缓冲溶

液（终浓度为 0.02 mol/L），定容后分别在 291.6 K、

301.6 K、311.6 K温度下反应 40 min后扫描荧光光

谱，记录不含CMNS的空白溶液的荧光强度（F0）和含

有CMNS溶液的荧光强度（F），ΔF=F0-F。按照上述

方法配制溶液后扫描CMNS⁃BSA体系的吸收光谱。

2 结 果

2.1 荧光猝灭光谱

BSA 的最大激发波长（λex）和最大发射波长

（λem）位于 280 nm/345 nm 处，随着 CMNS浓度的增

大，荧光强度逐渐减小，λem未见明显位移（图 1），表

明在实验条件下CMNS对BSA的荧光有猝灭，CMNS
与BSA发生了相互作用。

2.2 反应条件的优化

CMNS 与 BSA 相互作用的最佳条件如图 2 所

示，缓冲溶液为 pH7.4，0.02 mol/L Tris⁃HCl，BSA的

最佳浓度为7.5×10-7 mol/L，反应时间为40 min，最佳

加入顺序为BSA→CMNS→Tris⁃HCl→NaCl。
2.3 猝灭类型的判断

CMNS与BSA的猝灭过程用Stern⁃Volmer方程［6］

进行分析。F0/F=1+Kqτ0［CMNS］=1+Ksv［CMNS］，式

中［CMNS］为CMNS浓度，Kq为生物分子猝灭速率常

数，动态猝灭时，最大值为 2.0×1010 L/（mol·s）；τ0为

BSA平均寿命，10-8 s数量级［7-8］，Ks（=Kqτ0）为 Stern⁃
Volmer猝灭常数。由 Stern⁃Volmer方程计算各类常

数于表1中。

Lineweaver⁃Burk方程［8-10］：（F0-F）-1=F0-1+（KLBF0

［CMNS］）-1，式中KLB为静态猝灭结合常数，常用来表

征静态猝灭过程。用（F0-F）-1和［CMNS］-1作不同温

度下的Lineweaver⁃Burk曲线，计算KLB值列于表2中。

紫外吸收光谱法是推断猝灭机制的另一种重

要方法［10］，在不同浓度CMNS存在下，记录BSA的紫

外吸收光谱，如图3所示。

2.4 结合常数和结合位点数

对于静态猝灭，荧光猝灭强度与猝灭剂的浓度

之间遵循双对数方程［9］：lg［（F0-F）/F］= lgKb+nlg
［CMNS］。式中，Kb为结合常数，n为药物分子与每

个 BSA分子结合位点的数量。 lg［（F0-F）/F］对 lg
［CMNS］作图，n和Kb值，通过由直线的截距和斜率

求出（表3）。
2.5 热力学分析

CMNS⁃BSA体系的吉布斯自由能变ΔG，焓变

ΔH及熵变ΔS可通过van’t Hoff方程：ln（Kb2/Kb1）=（1/T1-
1/T2）ΔH/R 和 Gibbs ⁃ Helmholtz 公 式 ：ΔG＝ΔH-
TΔS＝-RTlnKb

［9-12］来计算求得，结果列于表4。
2.6 药物协同性

Hill方程：lgY（Ym-Y）=lgK+nHlg［CMNS］［10-12］是

1~10：BSA 7.5×10-6 mol/L，CMNS 0、1.0×10-6、1.5×10-6、2.0×10-6、

2.5×10-6、3.0×10-6、3.5×10-6、4.0×10-6、4.5×10-6、5.0×10-6 mol/L。
图1 CMNS对BSA的猝灭光谱

Figure 1 Quenching spectra of BSA by CMNS
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分析配体协同作用的常用公式，以 lgY（Ym-Y）对

lg［CMNS］作图，斜率为 nH（Hill系数）；K为结合常

数；Y为饱和分数，Y=（F0-F）/F0；以 1/Y对 1/［CMNS］

作图，截距为1/Ym。nH值列于表4中。

2.7 结合位置的确定

BSA由582个氨基酸残基组成1个单链，其中包

括 3个相似的结构域Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ。每个结构域又含

两个亚螺旋域 A 和 B［8-10］。药物小分子与BSA 的结

合位点主要在亚螺旋域ⅡA 和ⅢA［8- 10］。遵循

Sulkowska 等［13-15］的研究方法，绘制图4。

表 1 Stern⁃Volmer方程与相关参数

Table 1 Stern⁃Volmer equation and correlation coefficient

温度（K）
291.6
301.6
311.6

Stern⁃Volmer方程

F0/F=14 834［CMNS］+0.899
F0/F=14 290［CMNS］+0.932
F0/F=13 886［CMNS］+0.944

Ksv（L/mol）
14 834
14 290
13 886

Kq［L/（mol·s）］
1.48×1012

1.42×1012

1.39×1012

r值

0.995 9
0.990 9
0.995 9

表2 Lineweaver⁃Burk方程与相关参数

Table 2 Lineweaver⁃Burk equation and correlation coeffi⁃
cient

温度

（K）
291.6
301.6
311.6

KLB（L/mol）
2.658 1×104

1.604 3×104

1.449 2×104

Lineweaver⁃Burk方程

（F0-F）-1=1×10-7［CMNS］-1+0.001
（F0-F）-1=2×10-7［CMNS］-1+0.001
（F0-F）-1=3×10-7［CMNS］-1+0.002

r值

0.994 8
0.994 9
0.994 9

1~13：BSA 7.5×10-7 mol/L，CMNS 0、0.5×10⁃6、1.0×10⁃6、1.5×10-6、

2.0×10-6、2.5×10-6、3.0×10-6、3.5×10-6、4.0×10-6、4.5×10⁃6、5.0×10-6、5.5×
10-6、6.0×10-6 mol/L。

图3 CMNS⁃BSA的紫外⁃吸收光谱

Figure 3 UV absorption spectra of CMNS⁃BSA
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Figure 2 Optimization of reaction conditions
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2.8 BSA构象的研究

固定 BSA 的浓度，改变 CMNS 的浓度，绘制

CMNS⁃BSA体系同步荧光光谱（图5）。
3 讨 论

首先通过对CMNS⁃BSA体系荧光光谱的研究，

确定了在实验条件下 CMNS 能猝灭 BSA 的荧光，

CMNS与 BSA发生了相互作用。其次，通过对 pH
值、缓冲溶液种类和浓度、BSA浓度、反应时间和试

剂加入顺序进行优化，CMNS与BSA相互作用的最

佳条件被确定。然后详细探讨了CMNS对BSA荧光

的猝灭机制。动态猝灭主要受分子扩散程度影响。

温度升高时，分子运动加速，同时溶液黏度下降，其结

果将使分子扩散系数增大，从而增大Ksv值。反之，静

态猝灭时，荧光分子与猝灭剂之间形成不发光的基态

配合物，温度升高可能引起药物⁃蛋白质缔合物的稳

定度下降，从而减小Ksv［8］。表1中Kq 值比最大猝灭常

数大两个数量级，表明CMNS与BSA之间是非动态猝

灭机制。而且随着温度升高，Ksv 降低，与静态猝灭机

制吻合。KLB为104数量级，表明CMNS⁃BSA稳定性较

好。KLB随温度升高而逐渐下降，表明高温有利于分

解CMNS⁃BSA复合物。静态猝灭过程中基态配合物

的生成往往将引起荧光物质吸收光谱的改变［10］。

相反，动态猝灭并不改变荧光物质即 BSA的吸收

光谱［10］。由图 3可知，CMNS⁃BSA体系的吸收峰从

280 nm移到 271 nm，吸收峰的强度也增加了，推断

CMNS与BSA静态猝灭机制是合理的。

结合常数和结合位点数的确定。从表3中可以

看出，Kb随温度增加而略有减小，但 n值约等于 1。
表明CMNS与BSA形成 1∶1复合物并且CMNS⁃BSA

表 3 双对数方程

Table 3 Double logarithm equations

温度（K）
291.6
301.6
311.6

双对数方程

lg［（F0-F）/F］=1.292［CMNS］+5.359
lg［（F0-F）/F］=1.244［CMNS］+5.164
lg［（F0-F）/F］=0.939［CMNS］+3.621

Kb（L/mol）
2.290 3×105

1.459 5×105

4.187 0×103

n

1.292
1.244
0.939

r值

0.998 4
0.994 9
0.994 9

表4 热力学参数和nH值

Table 4 Thermodynamic parameters and the value of nH

温度

（K）
291.6
301.6
311.6

自由能ΔG
（J/mol）
-29 921.0
-29 817.0
-21 605.3

焓ΔH
（J/mol）
-2 494.50
-2 494.50
-2 494.50

熵ΔS
［J/（mol·K）］

94.05
90.59
62.82

r值

0.995 9
0.990 5
0.996 9

nH

0.979
0.974
0.965

图4 λex=280 nm/295 nm时CMNS⁃BSA的荧光光谱

Figure 4 Fluorescence spectra of CMNS⁃BSA at λex=280 /
295 nm
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图5 CMNS⁃BSA的同步荧光光谱图

Figure 5 Synchronous fluorescence spectrometry of
CMNS⁃BSA
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复合物随温度增加而部分分解。温度从291.6 K升高

到 301.6 K 时，Kb和 n值减小的程度很小，温度从

301.6 K升高到311.6 K时，Kb值减小了两个数量级，

表明温度低于 301.6 K时，温度的变化几乎不影响

CMNS与BSA的相互作用；当温度高于301.6 K时，温

度的改变对CMNS与BSA的相互作用十分敏感。

在配体与蛋白质之间发挥关键作用的非共价

作用力主要有 4种类型，即氢键、范德华力、静电和

疏水作用力。作用力可根据 Ross 等［12］研究来判

断。由表 4可知，ΔG<0且ΔH<0表明 BSA与 CMNS
的结合是自发进行的放热反应。ΔH<0且ΔS>0，表
明主要作用力为静电作用力。

由表 4可知，各温度下的 nH值都小于 1，并随温

度增加 nH值减小，表明CMNS分子之间呈现出负协

同作用，即一个CMNS结合到BSA结合位点上后，会

阻碍后继药物分子与蛋白质的结合，温度越高，药

物小分子结合到BSA位点上越难，导致后续CMNS
对 BSA 的亲和性减弱。

由图4可知，λex=280 nm 曲线和λex=295 nm 曲线

没有重叠，表明色氨酸和酪氨酸残基都参与其中；

而且λex=295 nm的F/F0比λex=280 nm曲线明显大，表

明亚螺旋域ⅡA是主要结合位置。

同步荧光光谱是通过测量发射波长位移，来获

得氨基酸残基在结构和构象变化方面的信息。当

Δλ=15 nm时，BSA同步荧光光谱揭示酪氨酸残基的

特征信息；而当Δλ=60 nm，提供色氨酸残基的特征

信息［10-12］。由图 5A可知，随CMNS浓度的增大，酪

氨酸残基的λem由 285 nm移动到 287 nm，而色氨酸

残基的λem由 279 nm 移动到 281 nm（图 5B），说明

CMNS的加入改变了BSA构象，导致BSA腔内疏水

环境极性增强，疏水性减弱。酪氨酸残基的荧光猝

灭程度大于色氨酸残基的猝灭程度，表明CMNS与
BSA相结合的位点偏向于酪氨酸。

综上，通过荧光和紫外光谱法研究 CMNS 与

BSA 的相互作用。由于形成 CMNS⁃BSA 复合物，

CMNS通过静态猝灭机制对BSA的荧光产生猝灭。

两者通过静电作用力结合形成一个位点。有药物

负协同作用，结合位置在BSA的亚螺旋域ⅡA中，靠

近酪氨酸残基。CMNS能改变BSA构象。这些重要

信息为头孢类抗生素的研发提供了理论依据。
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