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光谱法研究聚肌胞与牛血清白蛋白的
相互作用及共存金属离子的影响①

刘　里,　成飞翔
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摘要:用紫外 可见吸收光谱法和荧光光谱法研究聚肌胞(PPA)和牛血清白蛋白(BSA)的相互作用及共存金属离子

对两者结合作用的影响．结果表明:PPA对BSA的荧光有猝灭作用,其猝灭过程属于动态猝灭．通过计算得出PPA
与 BSA的结合常数Kb 及结合位点数n．根据热力学参数确定了PPA和BSA之间的作用力类型主要表现为疏水作

用力．PPA在BSA中的结合位点主要位于ⅡA中．Hill系数略小于１,表明PPA对BSA的结合为弱的负协同作用．
此外还详细探讨了共存金属离子对PPA与BSA结合作用的影响．
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与人血清白蛋白相似的牛血清白蛋白(BSA),是生命体中含量最丰富的蛋白质,能与金属离子、酶、
代谢物等许多物质相作用[１],具有贮运内源代谢产物和外源药物小分子(离子)等重要生理功能[２]．聚肌胞

(PPA)主要用于治疗病毒性角膜炎、单纯胞疹、慢性病毒肝炎的辅助治疗[３]．目前,对PPA的研究大多集

中在临床应用和疗效方面[４－８],目前未见用光谱法研究PPA 与BSA 相互作用的报道,而且以往研究药物

与BSA相互作用主要集中在猝灭机理上．而本文从不同的角度研究了PPA与BSA的结合反应,除了常规

的作用机理及结合特征的研究,还深入探讨了两者的结合位置、药物之间的协同性以及金属离子对PPA与

BSA结合反应的影响,对于阐明PPA在机体内的传输、代谢过程及药理作用具有有益的参考意义．

１　实验

１１　仪器与试剂

荧光分光光度计(FＧ４６００型,日本日立公司,测定参数:狭缝宽度 １００nm,光电倍增管负电压为

４００V);紫外 可见光分光光度计)Cary５０型,美国瓦里安技术中国有限公司);精密酸度计)pHSＧ３C,上

海虹益仪器仪表有限公司);超级恒温水浴)HWS１２型,上海一恒科学仪器有限公司)．BSA:北京奥博星生

物技术有限责任公司,配制１０×１０－５ mol/L的溶液;PPA:江莱化学科技(上海)有限公司,质量分数为

９９％,批号:１３１１２５２,配制８９６×１０－２g/L的溶液;其他试剂都为分析纯,实验用水为超纯水．
１２　实验方法

依次加入０５０mol/LNaCl溶液２０mL;０１０mol/L,pH＝７４０的 TrisＧHCl缓冲溶液１０mL,

１０×１０－５ mol/L的BSA１０mL和不同体积８９６×１０－２g/L的PPA溶液,在１０mL比色管中,定容至

刻度线．分别在２９６５,３０６５,３１６５K 温度下,以最大激发和发射波长(λex/λem)位于２８０nm/３４５nm
处,扫描荧光猝灭光谱记录F０ 和F(F 和F０ 分别指PPA存在与不存在时BSA的荧光强度)．以相应的
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PPA溶液作为参比,记录PPAＧBSA体系的吸收光谱．按照上述条件,在PPAＧBSA体系中加入浓度都为

１×１０－３ mol/L金属离子(Mn２＋ ,Cu２＋ ,Cr３＋ ,Ni２＋ ,Fe３＋ )０１mL,测其荧光光谱．

２　结果与讨论

１－１１cBSA＝１×１０－６mol/L;cPPA＝(０,１０７５２,１３４４０,１６１２８,

１８８１６,２４１９２,３２２５６,３４９４４,３７６３２,４０３２０,４３００８)×

１０－２g/L);１２cPPA＝１０７５２×１０－２g/L．

图１　PPA对BSA的猝灭光谱

２１　猝灭光谱

在模拟人体生理条件下,PPA 在测定波段没有

荧光,PPA 能猝灭 BSA 蛋白质的内源荧光,并在

λex/λem＝２８０/３４５nm 处其荧光强度明显有规律地降

低(图１),图１表明PPA 与BSA 之间存在着相互作

用且荧光猝灭程度在一定范围内与PPA 的质量浓度

成正比．
２２　猝灭机理的探讨

实际上任何一个荧光猝灭过程是一个同时包含动

态和静态猝灭的混合过程,但是二者在反应过程中有

主次之分[９],正如通常所说的猝灭机理分为动态猝灭

机理和静态猝灭机理．动态猝灭遵从SＧV 方程[１０]:

F０/F＝１＋Kqτ０cPPA ＝１＋KsvcPPA

式中:Kq 为两分子猝灭过程的速率常数;τ０ 为生

物大分子荧光寿命,在１０－８s数量级左右[１０];Ksv

为SＧV猝灭常数;cPPA为PPA质量浓度．按照实验方法在２９６５,３０６５,３１６５K时,作F０/FＧcPPA图,
根据 Kq＝Ksv/τ０ 可求出不同温度下的 Kq 值,结果列于表１．表１中所有温度下的 Kq 值都小于最大

动态猝灭速率常数２０×１０１０ L/(mols)[１０],推测 PPA对 BSA 的猝灭属于动态猝灭．SＧV 曲线均呈

良好的线性关系,且随着温度的升高,Ksv增加,正好与动态猝灭机理相吻合．
表１　不同温度下PPAＧBSA的SＧV方程及相关系数

温度T/K SternＧVolmer方程 相关系数r Ksv/(Lg－１) Kq/(L(gs)－１)

２９６５ F０/F＝１６０８８c＋１０３２９ ０９９８２ １６０８８ １６０８８×１０９

３０６５ F０/F＝１７５４３c＋０９２２１ ０９９９２ １７５４３ １７５４３×１０９

３１６５ F０/F＝１８８７５c＋０９８０６ ０９９８５ １８８７５ １８８７５×１０９

　　为了确定猝灭机理,测定了PPA,BSA和不同浓度PPA与BSA作用的吸收光谱图(图２);对比图２中

曲线１(PPA)、曲线２(BSA)和曲线３－１２(PPAＧBSA)可以看出,随着PPA不断加入到BSA溶液中,峰形

与峰位几乎没有任何变化,只是吸收强度随着PPA质量浓度的增加而增加,这表明PPA与BSA发生像动

态猝灭那样没有改变紫外光谱[９－１３],而不是PPA与BSA 基态分子之间发生作用生成新物质的静态猝灭,
而改变吸收光谱的结果,所以最终确定PPAＧBSA的作用机理为动态猝灭．
２３　结合位点数n以及结合常数Kb

BSA大分子与PPA小分子结合的表观结合常数 Kb 与结合位点数n 由lg[(F０－F)/F]＝lgKb＋
nlgcPPA公式求出[１０]．分别在２９６５,３０６５,３１６５K以lg(F０－F)/F 对lgcPPA作图,并计算Kb 和n 值,列

于表２．由表２可知,当温度低于３０６５K时,Kb 和n 随温度的增加而增加;当温度高于３０６５K时,Kb

和n 随温度的增加而减小;在３０６５K时Kb 和n 达到最大值,n 约等于１,可形成一个结合位点．表明Kb

和n 对温度比较敏感,即蛋白质对药物的运输受温度的影响较大．
表２　PPAＧBSA的Kb 和n

温度/K 双对数方程 Kb/(Lg－１) n r

２９６５ lg[(F０－F)/F]＝０９０４lgc＋１０９２４ １２３７１ ０９０４ ０９９７０
３０６５ lg[(F０－F)/F]＝１２１３１lgc＋１４９３３ ３１１３９ １２１３１ ０９９８８
３１６５ lg[(F０－F)/F]＝０９７５３lgc＋１２２８３ １６９１６ ０９７５３ ０９９９２
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２４　作用力类型

当温度相差不大时,可以把焓变ΔH 看成一个常数,由不同温度下的Kb,可根据热力学方程[１１－１３]算

出反应ΔH、吉布斯自由能变ΔG 和熵变 ΔS,计算结果见表３．由表３可知,PPA 与BSA 的热力学参数

ΔG＜０,ΔH＞０,ΔS＞０表明PPA与BSA为自发的吸热反应．根据Ross等人[１１－１４]总结出的判断规律,推

断出PPA与BSA的作用力以疏水作用力为主．
表３　不同温度下的热力学参数值和nH 值

温度T/

K

自由能 ΔG/

(kJg－１)
焓 ΔH/

(kJg－１)
熵 ΔS/

(JgK)－１
nH 相关系数r

２９６５ －６２００６ １０９１２７ ５７７１７９ ０９９２７ ０９９６５

３０６５ －８７６２０ １０９１２７ ６４１９１８ ０９８７３ ０９９７８

３１６５ －７４４２２ １０９１２７ ５７９９３６ ０９９８０ ０９９９２

２５　可能的结合部位

与人血清白蛋白相似,BSA含有３个α 螺旋域(ⅠＧⅢ),每个α 螺旋域包含２个亚螺旋域 A和B．为

确定药物小分子与BSA具体结合的位置,考察在两者的作用过程中色氨酸和酪氨酸残基的实际参与情况,
应用Sulkowska和刘保生等人[１５－１８]提出的方法,即比较波长在２８０nm 和２９５nm 激发时PPAＧBSA 体系

荧光程度的降低变化．由图３可知,在波长为２８０nm和２９５nm激发下,PPA对BSA的猝灭程度曲线是分开

独立的,说明色氨酸和酪氨酸残基都参与其中,对比这２种波长下的荧光猝灭程度可知,在２８０nm激发时的

荧光降低程度中更大些,这一现象说明在PPA与BSA的结合过程中,结合位点主要位于亚螺旋域ⅡA．

cPPA＝(０,１０７５２,１３４４０,１６１２８,１８８１６,２４１９２,３２２５６,

３４９４４,３７６３２,４０３２０,４３００８)×１０－２g/L．

图２　PPA(１),BSA(２)和PPAＧBSA(３Ｇ１２)

混合体系的紫外吸收光谱

cPPA＝(１０７５２－４３００８)×１０－２g/L．

图３　λex为２８０nm和２９５nm时,PPAＧBSA的荧光光谱

２６　药物协同性

刘保生等人[１５－１８]认为药物协同性是指药物与具有多重结合部位的BSA结合过程中各结合部位之间可

能存在相互影响作用,可用 Hill方程[１５－１８]进行分析:

lgD/(１－D)＝lgK ＋nHlgcPPA

式中:D 为结合饱和分数,K 为结合常数,nH 为 Hill系数．在荧光实验中,

D/(１－D)＝B/(Bm －B)
其中:

B＝(F０－F)/F０

１/Bm 是１/B 对１/cPPA作图的截距．PPAＧBSA的nHill值的计算结果见表２．表２中３个温度下的nHill变化不

大,表明药物协同性对温度变化不是很敏感;nHill都略小于１,说明在PPA与BSA结合过程中,PPA分子
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之间有较弱的负协同作用,即前一个药物分子结合到BSA位点上后,对后一个药物分子与BSA 的结合有

阻碍作用．
２７　金属离子的影响

金属离子的存在会直接影响药物与蛋白质的结合[１８－２１],有两种不同的影响:一是对药物与蛋白质结合

有增强作用;二是对药物与蛋白质结合有减小作用[１８－２１]．因此,研究了 Ni２＋ ,Cu２＋ ,Fe３＋ ,Cr３＋ 和 Mn２＋ 对

PPA与BSA的结合作用的影响,实验结果见表４．由表４可知,金属离子不同,K′
b 和n 也不同,其原因可

能是由于金属元素本身的原子结构不同,才导致结合力和结合位点的差异;加入 Ni２＋ ,Cu２＋ ,Cr３＋ 后,Kb

和n 都增加了,即金属离子对药物与蛋白质的作用产生了促进作用,其中Cu２＋ 对体系的影响最大．原因可

能是在PPA与BSA结合时,金属离子是通过桥联作用或形成“离子架桥”[１９－２２]方式参与其中的,才有助于

PPA对BSA的荧光猝灭．但 Mn２＋ ,Fe３＋ 的加入与其他３种离子所产生的效果相反,减小了原本的Kb 和n
值,说明 Mn２＋ ,Fe３＋ 对PPA 与BSA 结合产生了竞争作用,抑制了BSA 与药物的结合作用,缩短了PPA
在血液中的停留时间,从而增大了药效．以上这些不同恰好也说明不同人的血液中金属离子含量不同,产

生的药效也不同．
表４　金属离子对结合作用的影响

金属离子 K′b/(Lg－１) K′
b/Kb 结合位点n 相关系数r

∗ １２３７１０ １００００ ０９０４０ ０９９７０
Mn２＋ ８７２３７ ０７０５２ ０７４１５ ０９９５２
Cu２＋ ２２６４６４ １８３０６ １１４７６ ０９９８４
Cr３＋ １２４５６６ １００６９ ０９６４２ ０９９９１
Fe３＋ １０８４１８ ０８７６４ １０８９７ ０９９６７
Ni２＋ １８３０２１ １４７９４ １０７５９ ０９９７２

　　注:表中的Kb 和K′
b 分别表示与BSA在金属离子不存在和存在时的结合常数,“∗”代表的是不加任何金属离子．

３　结　论

用荧光和紫外光谱法推断出PPA对BSA荧光产生了动态猝灭,PPA 和BSA 之间的作用力类型主要

为疏水作用力;通过计算求得了Kb 和n 值的大小,表明PPA可以被BSA 运输;两者结合位置位于BSA
的亚螺旋域ⅡA中;在PPA与BSA结合过程中,药物分子之间有弱的负协同性;详细研究了常见５种金

属离子对PPA与BSA相互作用的影响．
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ASpectrometricStudyontheInteractionofPolyinosinicＧPolycytidylic
AcidwithBovineSerumAlbuminandtheEffectof

CoexistentMetalIonsontheReaction

LIU　Li,　CHENGFeiＧxiang
CollegeofChemistryandChemicalEngineering,QujingNormalUniversity,QujingYunnan６５５０１１,China

Abstract:TheinteractionbetweenpolyinosinicＧpolycytidylicacid(PPA)andbovineserumalbumin(BSA)

andtheeffectsofcoexistentmetalionsontheirbindingwerestudiedwithultravioletＧvisibleabsorption
spectrometry(UVＧVIS)andfluorescentspectrometry．TheresultsshowedthatthefluorescenceofBSA
wasquenchedbyPPA,whichwasadynamicquenchingprocess．ThebindingconstantKbandthecorreＧ
spondingnumberofbindingsitesnwereobtainedbycalculation．Thethermodynamicparametersobtained
fromthemeasureddatashowedthattheinteractionofPPAandBSAwasmainlydrivenbythehydrophoic
force．TheprimarybindingsiteforPPAwaslocatedatthesubＧdomainⅡAofBSA．ThevaluesofHills
coefficientswerelessthan１,whichindicatedthattherewasanegativecooperativeeffect．Inaddition,the
effectsofcoexistentmetalionsonthebindingconstantofPPAwithBSAwerealsostudied．
Keywords:polyinosinicＧpolycytidylicacid;interaction;metalion
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