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光谱法研究泮托拉唑钠与牛血清白蛋白的相互作用

刘 里* ，成飞翔
( 曲靖师范学院化学与环境科学学院，曲靖 655011)

摘要: 在优化的实验条件下，运用荧光光谱法和紫外光谱法研究牛血清白蛋白( BSA) 与泮托拉唑钠( PS) 的结合作

用． 研究表明: PS 对 BSA 的荧光有猝灭作用，属于静态猝灭． BSA 能运载 PS，是一个自发过程，其作用力类型主要

为氢键和范德华力． BSA 的亚螺旋域ⅢA 是主要结合位置，离酪氨酸残基更近，有正协同作用． PS 对 BSA 构象产生

影响，使 BSA 腔内疏水环境的极性减弱． 该研究对揭示药物动力学问题及后续抗菌类药物的研发提供了理论依据．
关键词: 泮托拉唑钠; 荧光猝灭; 相互作用

中图分类号: O657．3 文献标志码: A 文章编号: 1000－5463( 2017) 01－0074－06

Study on the Interaction between Pantoprazole Sodium and Bovine Serum Albumin by Spectrometry

LIU Li* ，CHENG Feixiang
( College of Chemistry and Environmental Science，Qujing Normal University，Qujing 655011，China)

Abstract: Under the optimal conditions，the interaction of Pantoprazole Sodium( PS) with bovine serum albumin
( BSA) was investigated by fluorescence spectrometry and ultraviolet-visible light absorption spectrometry． It showed
that the fluorescence of BSA was quenched by PS，which was a static quenching process． BSA could transport PS．
It was spontaneous and mainly driven by hydrogen bond and Vander Waals force． The primary binding site for PS
was located at sub-domain ⅢA of BSA and near by tyrosine residue． There was some positive cooperative effect．
The conjugation reaction would affect the conformation of BSA，leading to the polarity around BSA weakened． This
test provided a theoretical basis for revealing the pharmacokinetics and further research on development of new anti-
bacterial drugs．
Key words: Pantoprazole Sodium; fluorescence quenching; interaction

泮托拉唑钠( Pantoprazole Sodium，简称 PS) 是

一种抗酸及抗溃疡病的高效、低毒的治疗肠胃疾病

的新药［1］． 因结构上和人血清白蛋白的相似性，牛

血清白蛋白( 简称 BSA) 被广泛运用于与药物结合

作用的研究［2］． BSA 是一种在血浆中具有丰富含量

的蛋白质，在人体中传递脂肪酸． 药物及其他代谢

产物方面起主要作用［3］． 因此，许多研究人员已经

对血清白蛋白的性质和结构开展了研究．它与其它

分子和 配 体 的 相 互 作 用 和 结 合 性 能 已 被 深 入 探

讨［2－4］． BSA 由 582 种氨基酸组成，具有与人血清白

蛋白( HSA) 76%的相似性．

小分子与蛋白质的结合在生物学和化学领域仍

然是一个重要的研究课题． 用吸收光谱和荧光光谱法

研究药物与 BSA 的相互作用的研究已有报道［2－4］，

但还没有 BSA-PS 体系的报道． 因此，研究泮托拉唑

钠与 BSA 的结合性质，探讨泮托拉唑钠对蛋白质生

物特性的影响，为研究其药物作用机制、药物副作用

及药物分子设计提供了一些重要信息，对抗菌类药物

的临床医学研究也产生重要意义．

1 实验部分

1．1 仪器与试剂

吸收和荧光光谱分别用 F-4600 型荧光光谱仪



( 日本日立公司) 和 Cary 50 型紫外－可见光谱仪( 美

国瓦里安技术中国有限公司) 测定．
牛血清白蛋白( 质量分数 98%，上海阿拉丁生

化科 技 股 份 有 限 公 司) ，泮 托 拉 唑 钠 ( 质 量 分 数

98%，百灵威科技有限公司) ，其余试剂均为分析纯，

实验用水为超纯水．
1．2 试验方法

室温条件下，扫描 220550 nm BSA-PS 的吸收光

谱． 对 于 荧 光 的 测 量，在 不 同 温 度 下 ( 281． 15、
296．15、311． 15K) BSA-PS 体系在 280 nm 激发，从

300 585 nm之间扫描荧光光谱． I0和 I 分别代表无荧

光猝灭剂和有猝灭剂时的荧光强度，ΔI = I0 －I． 对于

同步荧光光谱，进行了 2 种不同模式的测量，即Δ%
分别为 15、60 nm，扫描 BSA-PS 体系在 295 360 nm
的光谱．

2 结果与讨论

2．1 荧光光谱

由于 BSA 中 存 在 酪 氨 酸 ( Tyr ) 残 基、色 氨 酸

( Trp) 残基等氨基酸残基，因此具有荧光，最大吸收

波长 /最大发射波长( % ex /% em ) 在 280 nm /340 nm 处

( 图 1) ，当 PS 加入到 BSA 之后，虽然% ex /% em几乎未

发生变化，但是其荧光强度明显随着 PS 浓度的增

加而逐渐减弱，表明 PS 能猝灭 BSA 的荧光，PS 与

BSA 存在着相互作用．

( 112: ( 0，0. 5，1. 0，1. 5，2. 0，2. 5，3. 0，3. 5，4. 0，5. 5，6. 0，

6. 5) ×10－6 mol /L)

图 1 PS 的荧光光谱

Figure 1 Fluorescence spectra of PS

2．2 实验条件对光谱性质的影响

2．2．1 pH 对光谱性质的影响 考查了不同缓冲溶液

对 BSA-PS 光谱性质的影响( 图 2) ． 发现使用 Tris-
HCl 缓冲溶液效果最佳． 在其缓冲范围内( 图 3) ，

pH 7．4时，0．015 mol /L Tris-HCl 荧光强度最大． 所以

在后面的实验中都使用 0．015 mol /L Tris-HCl ( pH
7．4) 作为研究 PS 与 BSA 相互作用的反应介质．

图 2 不同缓冲溶液对荧光强度的影响

Figure 2 Effect of buffer solution on fluorescence intensity

图 3 pH( A) 及缓冲溶液浓度( B) 对荧光强度的影响

Figure 3 Effect of pH value ( A) and buffer concentration ( B)

on fluorescence intensity

2．2．2 BSA 浓度对光谱性质的影响 BSA 的浓度从

2．0×10－7 mol /L 增加到 4．0×10－7 mol /L，荧光强度也随

着增加( 图 4) ． 当 BSA 浓度高于 4．0×10－7mol /L 时，

荧光强度不再增加，最终选择 4．0×10－7mol /L BSA 作

为反应的最佳浓度．
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图 4 BSA 浓度对荧光强度的影响

Figure 4 Effect of concentrations of BSA on fluorescence

intensity

2．2．3 试剂加入顺序和孵育时间对荧光强度的影

响 在 281．15 K 温度下，考察了加入顺序对体系荧

光强度的影响( 图 5A) ，结果表明最佳的加入顺序

为 PS→BSA→NaCl→Tris-HCl． 考察孵育时间对体

系荧光性能的影响( 图 5B) ，结果表明 040 min 荧光

强度大幅度增加，40210 min 荧光强度基本不变，选

择 40 min 为最佳孵育时间．

图 5 试剂加入顺序( A) 和孵育时间( B) 对荧光强度的影响

Figure 5 Effect of addition sequence of reagents ( A) and incu-

bation time ( B) on fluorescence intensity

2．3 PS 与 BSA 的作用机理探讨

2．3．1 猝灭机理 荧光猝灭是指荧光强度的降低，

可以用来衡量大分子和配体之间的亲和力． 荧光猝

灭是由各种猝灭分子与荧光团发生分子相互作用，

引起荧光团的荧光量子产率的降低，如激发态反应、
分子重排、形成基态复合物、能量传递和碰撞猝灭．
荧光猝灭如果是动态的，发生荧光团和猝灭剂之间

的碰撞猝灭; 如果是静态的，荧光团和猝灭剂形成基

态复合物［5－7］． 温度或粘度相关的实验可以用来判

断猝灭机制． 荧光强度和猝灭剂的浓度之间的关系

和猝灭机理常用 Stern-Volmer 方程来描述［5－7］． 公式

表述为 I0 / I= 1+Kq τ0［PS］= 1+Ksv［PS］，式中［PS］
为猝灭剂 PS 浓度，Ksv为 Stern-Volmer 常数，Kq为速

率常数; τ0 为荧光寿命，10－8 s 数量级左右［5－7］; 在

281．15、296．15、311．15 K 条件下的 Ksv 列在表 1 中．
结果表明，3 个温度下的 Kq值比最大动态猝灭速率

常数 2．0×1010 L / ( mol·s) 大 2 个数量级［5－7］，与动态

猝灭机理相违背． 由图 6 可知，随着温度的升高，直

线斜率即 Ksv降低，与静态猝灭机理吻合．

图 6 BSA 与不同 PS 浓度的 Stern－Volmer 曲线

Figure 6 Stern－Volmer graph for BSA with varying concentra-

tion of PS at different temperatures

此外，静态荧光猝灭数据还可以用 Lineweaver-
Burk 方程［8－10］分析: ( I0 －I)

－1 = I－10 +( KLB I0［PS］) －1

式中 KLB 为静态猝灭缔合常数． 不 同 温 度 下 Lin-
eweaver－Burk 曲线如图 7 所示，实验数据列于表 1
中． 结果表明 KLB随温度升高而逐渐下降，说明高温

不利于 PS 与 BSA 结合生成的复合物稳定性．
紫 外 吸 收 光 谱 也 是 区 分 猝 灭 机 制 的 重 要 方

法［7－9］． 由体系的紫外吸收光谱可知，PS-BSA 体系

的吸收峰从 280 nm 红移到 286 nm，吸收强度增加，

表明推断 PS 与 BSA 静态猝灭机理是合理的．
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表 1 不同温度下由 Stern-Volmer 和 Lineweaver-Burk 方程得到的参数

Table 1 The parameters obtained from Stern-Volmer and Lineweaver-Burk equations for BSA-PS system at different temperatures

温度 /K Stern-Volmer 方程 Ksv / ( L·mol
－1) Kq / ( L·mol

－1·s－1) Lineweaver－Burk 方程 KLB / ( L·mol
－1) 双对数方程 Kb / ( L·mol

－1) n

281．15 I0 / I=7．87×10
4［PS］ +4．10 7．87×104 7．87×1012 ( I0－I)

－1= 5．0×10－9［PS］－1+ 0．008 2．51×103 lg［( I0－I) / I］=

0．84lg［PS］+4．108

1．26×104 0．84

296．15 I0 / I=5．16×10
4［PS］ +1．08 5．16×104 5．16×1012 ( I0－I)

－1= 3．0×10－9［PS］－1+ 0．001 5 1．54×103 lg［( I0－I) / I］=

0．58lg［PS］+2．58

3．84×102 0．58

311．15 I0 / I=2．82×10
4［PS］ +1．02 2．82×104 2．82×1012 ( I0－I)

－1= 2．0×10－8［PS］－1+0．002 5 1．68×102 lg［( I0－I) / I］=

0．49lg［PS］+1．96

92 0．49

图 7 Lineweaver－Burk 曲线

Figure 7 Lineweaver－Burk plots

2．3．2 热力学常数和 BSA 与 PS 之间作用力类型的

确定 小分子和大分子之间的相互作用力分为几种

类型，即疏水作用力、静电相互作用、范德瓦尔斯相

互作用和氢键等． 热力学常数，如焓变( ΔH) 、熵变

( ΔS) 和自由能变化( ΔG) 可根据范特霍夫方程计算

求得［10－12］． 不同温度的 BSA-PS 的热力学参数总结

在表 2 中． ΔG＜0，ΔH＜0 且 ΔS＜0，表明 BSA 与 PS 的

结合是自发进行的放热反应，作用力类型为氢键和

范德华力．
2．3．3 结合常数 Kb 以及结合位点数 n 到目前为

止，许多研究报道了小分子结合在大分子如白蛋白

的结合位点［3－5］． 本研究采用了双对数 lg［( I0 －I) /
I］= lg Kb +nlg［PS］［7－9］求得药物小分子 PS 与 BSA
大分子 的 结 合 位 点 数 n． 分 别 在 281． 15、296． 15、
311．15 K温度下，以 lg( I0 －I) / I 对 lg［PS］作双对数

曲线，由直线的截距和斜率求出的 n 和 Kb值列于表

1 中． n≈1，形成一个结合位点，随着温度增加，Kb和

n 值有略微减小，表明温度的增加，对血清白蛋白携

带着 PS 在体内进行运转不利． 温度每升高 15 ℃，

Kb值减少 2 个数量级，PS-BSA 越不稳定，表明通过

温度的改变可以调控载药量．

表 2 BSA－PS 相互作用的热力学常数和 nH 值

Table 2 The thermodynamic parameters and the value of nH of BSA－PS interactions at different temperatures

温度 /K 自由能 ΔG / ( kJ·mol－1 ) 焓 ΔH / ( kJ·mol－1 ) 熵 ΔS / ( J·mol－1·K－1 ) nH r

281．15 －196 00 －101 390 －290．92 1．13 0．986

296．15 －152 37 －101 390 －290．91 1．20 0．974

311．15 －728 2 －101 390 －320．46 1．24 0．962

2．3．4 PS 对 BSA 构象的影响 同步荧光光谱能提

供发色团周围分子微环境变化的信息． 因此，同步

荧光法被用来探究 PS 分子对 BSA 构象的影响． 激

发和发射波长之间的差值 Δ% 是重要的参数． 当 Δ%
为 15 nm，光谱显示酪氨酸( Tyr) 残基的特征［13－15］．
当 Δ%为 60 nm，光谱显示色氨酸( Trp) 残基的特征．
由图 8 可知，随 PS 浓度的增大，Tyr 和 Trp 的% max均

向长波移动，说明 PS 的加入改变了 BSA 的构象，使

其疏水结构增大，引起肽链的伸展程度增大，导致

BSA 腔内疏水环境的极性增强，疏水性减弱［13－15］．

Tyr 的猝灭程度大于 Trp，表明 PS 与 BSA 相结合的

位点偏向于 Tyr．
2．3．5 可能的结合位置和药物协同作用 BSA 是

由二硫键连接起来的 3 个螺旋状区域( Ⅰ-Ⅲ ) 所

组成的［13－15］，每个螺旋域又包含 2 个亚螺旋域 A
和 B［12－15］． 由 图 9 可 知，% ex = 280 nm 和% ex = 295
nm 的 PS-BSA 光谱曲线没有重叠，表明色氨酸和

酪氨酸残基都参与其中; % ex = 295 nm 的荧光猝灭

程度比 % ex = 280 nm 的大，结合位置主要在亚螺旋

域ⅢA 中．
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图 8 酪氨酸残基( A) 和色氨酸( B) 同步荧光光谱图

Figure 8 Synchronize fluorescence spectra of Tyr residues ( A) and Trp residues ( B)

图 9 % ex为 280 nm 和 295 nm 时 PS－BSA 的荧光猝灭曲线

Figure 9 Fluorescence quenching curves of PS－BSA at % ex =

280 and 295 nm

药物的协同作用常用 Hill 方程进行分析［13－15］:

E= ( I0 － I) / I0，1 /E 对 1 /［PS］作图，截距为 1 /Em，

lg E( Em－E) = lg K+nH lg［PS］，式中，nH 为 Hill 系

数，K 为结合常数，E 为饱和分数． 由表 2 可知，各温

度下的 nH值都大于 1，并随温度的增加 nH值增大，

表明 PS 分子之间呈现出正协同作用，即一个 PS 结

合到 BSA 结合位点上后，会有利于后继药物分子与

蛋白质的结合，温度越高，药物越容易结合到位点

上． 当 PS 浓度的增加时，会引起后续 PS 与 BSA 结

合的亲和性增加．

3 结论

利用紫外－可见和荧光光谱法研究了 BSA 与

PS 的相互作用． 光谱数据表明 PS 的加入后 BSA 的

荧光被猝灭，PS 与 BSA 形成基态复合物，猝灭机理

为静态猝灭在 BSA 与 PS 结合过程中，氢键和范德

华力发挥主要作用． 有一个结合位点，结合位置在

BSA 的亚螺旋域ⅢA 中，靠近酪氨酸残基． 有药物

正协同作用，PS 对 BSA 构象产生影响． 这些重要信

息为抗菌类胃肠药物的临床应用与新药的研发提供

了重要依据．
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