
DOI:10.3969/j.issn.1003-0972.2017.02.006

荧光法研究阿托伐他汀钙与牛血清白蛋白的相互作用

吕艳阳*,张亚茹

(信阳师范学院 化学化工学院,河南 信阳464000)

摘 要:在不同温度下测定了阿托伐他汀钙(AC)对牛血清白蛋白(BSA)的荧光光谱的影响.结果表明,AC
会使BSA发生荧光猝灭,随着AC浓度的增大,猝灭程度增强.AC对BSA的猝灭作用主要是动态猝灭,并计算

得到AC与BSA的结合位点数为1.2.根据热力学方程式得出AC与BSA相互作用的参数,说明AC与BSA之

间的相互作用力主要是疏水作用力.
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Abstract:Theinteractionbetweenatorvastatincalcium(AC)andbovineserumalbumin(BSA)wasstudied
byfluorescencespectrumatdifferenttemperatures.TheresultsshowedthatthefluorescencequenchingofBSA
wascausedbyAC.ThedegreeofquenchingwasenhancedwiththeincreaseoftheconcentrationofAC.The

quenchingbelongedtodynamicquenchingmostly.ThebindingsitesoftheACandBSAwas1.2.Theparameters
oftheinteractionbetweenACandBSAwereobtainedaccordingtothethermodynamicequation.Theresultsin-
dicatedthattheinteractionbetweenACandBSAwasmainlyhydrophobicforce.
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0 引言

阿托伐他汀钙 (AC)是新合成的一种 HMG-
CoA还原酶抑制剂,可通过选择性地抑制肝脏内

HMG-CoA还原酶的合成来降低血浆中胆固醇和

脂蛋白的水平,所以在临床上常用于治疗与胆固醇

过高或血脂异常相关的疾病.牛血清白蛋白(BSA)
由581个氨基酸残基组成,其中包括能够发出内源

性荧光的色氨酸残基、酪氨酸残基、苯丙氨酸残基

等,其作用主要是维持血液的渗透压,以及具有载

体和营养作用[1].BSA 可 与 多 种 小 分 子 物 质 作

用[2,3],BSA与人血清白蛋白(HSA)的氨基酸序列

极其相似,又具有溶解度较大、性质稳定、廉价易得

等诸多优点[4],因此通过研究 AC与BSA的相互

作用对于阐明AC在人体内与HSA发生相互作用

的机制有很大意义.
目前关于AC与BSA间相互作用的研究报道

较少[4],文献[4]采用电化学的方法研究了 AC与

BSA间的相互作用.本文用荧光光谱法研究了在模

拟人体pH 条件下 AC与BSA的荧光猝灭光谱,
并进一步探讨了其猝灭方式、结合位点数及相互作

用力,对进一步探索药物的作用机理等有关生命问

题有着重要意义.

1 实验部分

1.1 仪器与试剂
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电器有限公司;pHSJ-3F型酸度计,上海雷磁仪器

厂.BSA,分子量为66000,生化试剂;阿托伐他汀

钙片,优力平,浙江新东港药业股份有限公司,10
mg/片;无水乙醇 ,分析纯;三(羟甲基)氨基甲烷

(Tris),分析纯;实验用水均为二次蒸馏水.
1.0×10-5mol/LBSA标准溶液的配制:准确

称取0.165gBSA,用蒸馏水溶解并定容至250
mL容量瓶中;0.1mol/LTris-HCl缓冲溶液的配

制:准确称取3.0285gTris,用蒸馏水溶解并定容

至250mL容量瓶中,然后用pH 计将其调成pH
7.4的缓冲溶液.0.2g/LAC标准溶液的配制:取
两片阿托伐他汀钙片粉碎后用适量无水乙醇溶解,
然后滤去沉淀,再用无水乙醇定容至100mL容量

瓶中.
1.2 实验方法

在编号为0~10的10mL比色管中分别加入

4.0mL新配制的BSA标准溶液,依次加入0、0.1、

0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0mL的 AC
标准溶液,用pH7.4的 Tris-HCl缓冲溶液定容,
分别在25℃和45℃条件下恒温静置反应10min
扫描其荧光发射光谱(激发波长为280nm,扫描波

长范围为282~500nm,激发和发射狭缝均为5
nm).

2 结果与讨论

2.1 AC对BSA荧光猝灭光谱的研究

BSA中的色氨酸残基、酪氨酸残基、苯丙氨酸

残基等能够发出荧光,当向其溶液中加入 AC后,
会观察到荧光猝灭现象.图1研究的分别是25℃
和45℃时,随AC浓度的增大BSA荧光猝灭光谱

的变化情况.由图1可知,在其他条件一定时,只改

变加入AC的量,BSA的荧光强度逐渐降低,即荧

光猝灭程度逐渐增强.这说明 AC与BSA发生了

某种作用,使得BSA发生荧光猝灭.
2.2 AC对BSA荧光猝灭方式的研究

荧光猝灭是指荧光物质分子的荧光强度减弱

的现象.荧光猝灭方式有动态猝灭和静态猝灭两

种.动态猝灭是指荧光物质分子被激发后与猝灭剂

发生碰撞,导致其丧失激发能而返回到基态.静态

猝灭是指荧光分子和猝灭剂之间形成不发光的基

态配合物,或者与激发态的荧光分子形成有效的猝

灭球状模型[5].溶剂、体系的酸碱度和温度等都会

对荧光物质的荧光强度产生影响.猝灭剂与BSA
发生的动态猝灭并不影响蛋白质的结构和生理活

图1 25℃ 和45℃时AC对BSA的荧光猝灭光谱

Fig.1 FluorescenceemissionspectraofACandBSA
其中:从0到10AC的浓度(×10-3g/L)依次为

  0,2,4,6,8,10,12,14,16,18,20.

性,而猝灭剂与BSA发生的静态猝灭通常是发生

了配合反应,会对蛋白质的结构产生一定的影

响[6].
由于分子的热运动等发生碰撞所引起的动态

猝灭通常符合Stern-Volmer方程[3]:

F0/F=1+Kqτ0C(Q)=1+KsvC(Q).
荧光体与猝灭剂之间结合生成不发光的复合

物或者无辐射能量转移所引起的静态猝灭通常符

合Lineweaver-Burk方程[7]:

F0/(F0-F)=1+KLB[1/C(Q)].
其中:F0是无猝灭剂时荧光体的荧光强度;F 是加

入猝灭剂后荧光体的荧光强度;C(Q)是猝灭剂的

浓度;τ0是无猝灭剂时荧光体的荧光寿命;Ksv是动

态猝灭常数;KLB是静态猝灭常数.
假设AC引起BSA的荧光猝灭为动态猝灭,

则由Stern-Volmer方程可用 F0/F 对C(Q)作

图,如图2所示.在图2中,25℃时的线性方程为

F0/F =0.921+0.104C(Q),

R=0.995.
并且已知生物分子的荧光寿命约为10ns数

量级.由线性方程的斜率可求得 Ksv=0.117L/

mol,Kq=1.165×107L/(mol·s);45℃时的线性

方程为

F0/F=0.956+0.113C(Q),
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R=0.995.
由线性方程的斜率可求得 Ksv=0.126L/

mol,Kq=1.256×107L/(mol·s).已知猝灭剂对

生物大分子的最大 Kq 值为2.0×1010L/(mol·

s)[3].本实验中求得的 Kq 值均小于2.0×1010L/
(mol·s),符合动态猝灭的特征.并且,25℃时的

Kq 值要比45℃时的Kq 值小,即随着温度的升高

Kq 值增大,这表明温度越高,扩散速率越快,符合

动态猝灭的特征.因此可推知 AC与BSA之间的

荧光猝灭方式是动态猝灭.

图2 不同温度AC与BSA相互作用的Stern-Volmer曲线

Fig.2 TheStern-VolmergraphoftheACandBSA

2.3 AC与BSA结合位点数的判定

荧光体与猝灭剂之间发生相互作用的结合位

点数可由公式

lg[(F0-F)/F]=lgKA+nlgC(Q)
求出[3].其中,F0是无猝灭剂时荧光体的荧光强度;

F 是加入猝灭剂后荧光体的荧光强度;C(Q)是猝

灭剂的浓度;n 是荧光体与猝灭剂的结合位点数;

KA是该猝灭反应的平衡常数.以lg[(F0-F)/F]
为纵坐标,lgC(Q)为横坐标作图,如图4所示.

图3 不同温度下lg[(F0-F)/F ]与lgC(Q)的关系

Fig.3 Agraphofthelg[(F0-F)/F]andlgC(Q)

从图4中可得知,25℃时的线性方程为

lg[(F0-F)/F ]=1.279+1.293lgC(Q),

R=0.996,

所以可求得

n25=1.293,KA25=18.999;

45℃时的线性方程为

lg[(F0-F)/F ]=1.101+1.147lgC(Q),

R=0.996,
所以可求得

n45=1.147,KA45=12.618.
综上,n=(1.293+1.147)/2=1.220,AC与

BSA的结合位点数约为1.2.
2.4 AC与BSA之间相互作用力的确定

药物等有机小分子与蛋白质等生物大分子间

的结合力有范德华力、氢键、静电引力、疏水作用力

等[8].由不同温度下 AC与BSA作用的动态猝灭

常数Ksv(即结合常数)可求出猝灭反应的熵变、焓
变和吉布斯自由能变.假设该反应的焓变不随温度

改变,则由热力学公式

△G=-RTlnK(K 即Ksv),

ln(K2/K1)=△H (1/T1-1/T2)/R
 (R=8.314J·mol-1·K-1),
△S=(△H -△G)/T.
可得:在 25 ℃ 时,△G = -17.493kJ·

mol-1,△H=2.963kJ·mol-1,△S=68.643J·

mol-1·K-1;在45℃时,△G =-18.866kJ·

mol-1,△H =2.963kJ·mol-1,△S=68.643J·

mol-1·K-1.
从以上计算可以看出,AC与BSA猝灭反应

的热力学参数△H>0,△S>0.根据Ross等总

结的判断生物大分子与小分子结合力性质的热力

学规律可推断,AC与BSA之间的相互作用力主

要是疏水作用力,即AC通过疏水作用力进入BSA
的疏水空腔内部形成稳定的配合物[9].又因为该反

应的△G <0,所以该猝灭反应是正向自发进行

的,△H>0,提高反应的温度对反应的正向进行

有利.

3 结论

模拟人体的pH值,分别在25℃和45℃条件

下测得了不同浓度的 AC对BSA的荧光猝灭光

谱,并进一步探讨了其猝灭方式、结合位点数以及

相互作用力.结果表明,AC对BSA的荧光猝灭方

式为动态猝灭,通过扩散和碰撞达到平衡.通过进

一步计算得出了25℃时的速率常数 Kq 为1.165
×107L/(mol·s),45 ℃时的速率常数 Kq 为

1.256×107L/(mol·s),AC与BSA的结合位点
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数大约是1.2,并由热力学数据得出二者之间是通 过疏水作用力相结合的.
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