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荧光淬灭和加强理论公式合理性的热力学分析

              杨曼曼
(山西大学化学化工学院分子科学研究所

席小莉 杨 频*
化学生物学与分子工程教育部重点实验室 太原仍侧1拓)

摘要 通过荧光法在不同温度下研究了3种第三代头饱新药:盐酸头饱毗厉、头抱匹胺和头袍哇肪钠与人血清白蛋白

(HSA〕和牛血清白蛋白(BsA)的作用，分别应用荧光淬灭和荧光加强理论公式计算了它们的结合常数等，进而分别计算

了它们的热力学函数 因对应于不lrtJ的理论公式得出的瓜值并不完全相同，由此得到它们相应的热力学参数也有所不

同.本文对这些热力学数据的差异进行了分析比较，结果表明:基于荧光加强理论公式(4)获得的热力学数据显示更为

合理.因而我们建议，即使在研究受体一底物的荧光淬灭反应时，采用荧光加强理论公式(4)可以获得更符合实际的结

果.

关键诃 荧光淬灭和加强;血清白蛋白:第三代头抱新药:热力学分析
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t】lrollgh月u叽scence毗.h记.「irstthebindingconstantsw叽calculatedbyusmgfluorescencequenching

a力11enhanceme nttheore ticale叼uationsrespectively，then山eirtherm odyna口Uc九nctionswereaisocalcu-
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the resultshowsthatthethenll‘记ynaml cd砌，deducedfro mfiu毗 scenceenhanc eme ntEq.(4)are O1Ore

reasonable.sowePI℃posethatevenw11el1the fluore scencequenchingactionoftheaccePtor-substraleis

咖died，m。比conf。而ingtorealityresultscan加Ob如nedbyusi咚此fluOrescenceenhancementEq·(4).

K叮邢.八七 flu附义。1‘号cnhanc绷entandquen比卫ng;种 malb~ ;thedlildgeneratj皿 CePha-

losporin一lassnewmedicine;the而od乡nan刀canalysis

    在前文川我们曾指出:尽管在文献!2]导出的荧光加

强理论公式和通常采用的黄光淬灭理论公式13]的表观形

式很不相同，但所得结果却十分接近，殊途同归，即它

们在处理受体一底物作用中具有等效性和合理性 但是，

这并不意味着两者在说明受体一底物作用中没有差异和

优劣.本文通过荧光法在不同温度下研究3种第三代头
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抱新药:盐酸头抱毗肪、头抱匹胺和头抱哇肪钠与人血

清白蛋白担SA)和牛血清白蛋白(BsA)的作用，对荧光

加强和淬灭理论公式的差异和优劣进行热力学分析，为

在研究受体 底物作用时对它们的选择提出参考意见.

    头抱类抗生素因其结构中含有青霉素中具有的尽

内酸胺环，故有类似青霉素的抗菌作用，现已开发出第

三代新药[4]，其特点是抗菌谱更广，抗菌作用更强，药

物活性作用时间长，对声内酞胺酶更稳定以及不良反应
比第二代更小，对肾脏几乎无毒性，并且可以渗入脑脊

液中.由于白蛋白是药物的输运载体，本文选择 3种第

三代头抱类新药，研究它们与人血清白蛋白和牛血清自

蛋白的作用，通过对这种作用结果的表征，论证荧光加

强理论公式和荧光淬灭理论公式在讨论这类问题中的

差异和优劣.

实验部分

1.， 试剂

    人血清白蛋白(HsA)、牛血清白蛋白(BsA)，上海化

学试剂采供供应站，电泳纯.盐酸头饱毗肪(cefepime

Hydl优hronde)(针剂)，深圳信立泰药业有限公司.头抱

匹胺(ce印二 1血X针剂)，吉林省辉南长龙生化药业股

份有限公司.头抱哇肪钠(〔一创izoxllne)(针剂)，天津新丰

制药有限公司.其他试剂均为国产，分析纯.

12 仪器和方法

    HAS，BSA和三种药物用。刃smo l一 ，的Tris一HC I

缓冲液(PH=74)配制，原液浓度分别为IKIJ礴和Zx

10一:mol.L一1，实测时，在荧光池中，HAs或BsA:稀

释为2xlJ，mo卜L一1，药物:第一次滴加后体系药物浓

度为sxl丁‘mO1.L一1，1~6依次等差递增〔每次加入5

泌药物原液).在Ls一50B型荧光仪(PE公司)上测定药物

对白蛋白的荧光粹灭 变温实验用Hubefpolystatccl

tenlpenurebath恒温槽控制温度.用Tris一Hcl缓冲液作
对照。Icm荧光池，固定激发波长在28Onln，发射谱的

扫描范围是290一soonln，测定白蛋白的荧光发射光谱

测知药物的荧光近似为零，自由H八5和BsA在330。m

处有较强的荧光.淬灭实验中首先测定HAS和BsA浓

度为2XI『了mol一气溶液体积为Zn止1时的荧光发射

谱。然后测逐次滴加适量(每次加入药物溶液体积为5

匹、在假定总体积不变下计算药物浓度)药物淬灭剂后

的荧光发射谱.在作淬灭曲线时，逐次滴加药物后体系

的药物浓度叨以其与HAs 或Bs人浓度阅之比二
IQ]ll周 标示.实验测得体系的淬灭荧光值如表L

表1在25和朽 ℃下分别向HSA和BSA溶液逐次分别滴加

三种药物时对相应荧光强度(FO)的次第淬灭(均荧光强度实测

值曰

Tabl.ITheexperi附rl坦lfluore概嘟 intensity〔功aximum)
valuesFDofthe so加tionsystemwhile七汀atio991目uallyand

化spec石vclythe th附 medlclnestoHSA田ldBSAsoluti叨(FO) at
25 alld45℃a

药物 凡 1 2 3 4 5 6

HSA:

盐酸头抱毗躬

251℃ 534 489 463 431 391 374 353

451℃ 420 380 369 346 317 妙5 279

头抱匹胺

251℃ 498 4醉 442 408 394 369 341

月51℃ 453 408 383 3必 337 316 307

头抱哇肪钠

251℃ 662 578 528 476 432 385 一

45/℃ 礴肠 396 370 330 3的 285 255

BSA:

盐酸头抱毗肪

251℃ 685 561 522 487 453 428 396

45/℃ 9明)772 7以 637 576 525 一

头咆匹胺

251℃ 583 467 415 350 317 288 259

45/℃ 524 483 411 349 312 278 237

头袍哇肪钠

251℃ 4外 422 357 302 258 234 2(J9

月51℃ 551 44 2 396 3团 314 279 乃3

.H冉sorBsA:Zxlo一，mO.L性仙到1OD‘此幻魄dcl皿con咖二咖 of‘

sys喻血 ‘打日咖卫forthe俪 t帐w.sxlo一6口。卜L.，鲡 1以rea践川妙
闰回 val此偷6五砷 〔5泌例呵 t山犯】.

2 原理和结果

21荧光淬灭方程[3，瓜刀
    Stern一Vofmer碰掩淬灭理论方程:

    凡必石=1+鱿声【Q]=1+KslQ] (1)

凡是生物分子的碎灭常数，化是不存在淬灭体时荧光体
的荧光寿命，对生物大分子约为10ns[3]，[Q〕是淬灭体的

浓度，Ks!凡和是stem一vofmer淬灭常数 按
stern-volmer方程作图如得一直线，表明只存在一种荧

光体，并且对于碎灭体都是可接近的.需要指出，按

stm一volmer方程作图是直线并不一定就是发生了碰撞

淬灭，因为在静态淬灭中，有时按此方程作图也是直线，

一般区分动态和静态淬灭，要根据温度不同时的行为来

区分，
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静态淬灭方程如下式f3]

鲁一1+。;。

将式(2)变形可得

(2) 举_=上+F F0
.返卑
FolQ]

(3)

对于静态淬灭，淬灭常数 K̂ 就是给体一受体〔碎灭体一荧

光体)的生成常数.如果万尸厂对[QI作图得直线，由式(2)

可求得该反应的生成常数(即淬灭常数)瓜.由前述三种
头抱类新药与人血清白蛋白和牛血清白蛋白作用的研

究得出的荧光光谱淬灭强度变化实验值如表1所示，由

表1实验值将石尸矛对[Q1作图均得直线(图1)，按式(2)

可求得该反应的生成常数(即淬灭常数)凡 值，示于表2.

式中解离常数几二llK̂，[Q]是淬灭剂浓度，FO和F是自

由生物大分子和加入淬灭剂后的荧光强度.由前述3种

头抱类新药与人血清白蛋白和牛血清白蛋白作用的研

究得出的荧光光谱淬灭强度变化实验值(表1)，按式(3)

的(FO一习一，对[Q]一，作双倒数图(图2)，由斜率可求得解
离常数Ko值，示于表3.

l5

l4

薯，3/ 冬一止
众2 氏4 肤6 认s j.o j.2 J4 I6

          tQ」/〔Ptlllo

                          扭)盐酸头抱此厉

众2 众4 氏6 众8 ].O J忍 J浮

            {Q夕【Ptylo

::

才 一止式

02 住4 0石 0名 1力 12 ].4

          [Q]介P命10

0.2 0再 0石 0月 10 12 1沐

          [Q]叮P，)j10 ‘幻头抱匹胶

勇 尹 翻 厂
‘}迄乙一 鲁:区份一

0 2 0涛 0石 05 ]刀 12 14 16

Q]了[叭]/10

02 0涛 0石 0名 1刀 12 1.4 ]万

            [Qljr叭1/10

氏)头抱吵朽钠

              图1 三种药物对HAs(左)和BsA(右)的碎灭曲线

Fi.llrel们lequ已nchlngcOnlesofthieekindsof田edicmewith】】AS(left)仙dBSA(‘9卜幻

                  伍)址vo们叮朗功hy山丫呢b】丽血‘向众印吐出丽山洲‘)Ce的山，in比
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表2 三种药物与HsA和BSA间的静态淬灭常数(对应于生成常数)K̂、解离常数KnoIIK# 、线性相关系数C和反应的热力学

参数研，砧，八G[基子荧光淬灭公式(2)由图1]

Ta七卜Z Staticquenchingcons口ntK̂，曲袱lalklnco几5阳川KD=llK八ofthetllreekindsof毗dicinewithHSAandBSA，lin‘叮in妞卜

relationc叱mCientC叨dthetherm叼，n吟 paran，ete路△拭苗，△Gofthe 比即tion‘[h洲edonfiuore 咒enceque飞h缨 6毖mu纽(2)介”m
Fig峨 1]

药物 坑尹L.mol一1) 叼 (mo1.L一1) c 八H/(u一mol一1) △S/(J一mol一].K一1) △份(u”即日一1)
HSA:

头袍毗肪

2夕℃ 1.75只104 5夕lx10一， 0夕9翻 一138 766 一242

451℃ 169火104 5兮lx10一， 09914 765 一25夕

头抱匹胺

25/℃ ljZxl护 6.58xlo一， 0月9魂9 0 80刀 一23名

45)℃ lj2x104 6j8义10一， 09923 74名 一23.8

头抱哇肪

251，C 2名sxl了 3.47xl0一， 0，9953 一4名1 的刀 一抖刀

451℃ 2石5xl04 3.92xl0一， 0.9944 69刀 一269

BSA:

头抱毗肪

251℃ 2.般xl04 4.95xl0一5 以9981 159 135习 一24万

礴51℃ 302xl04 3.3lxlo一5 0夕985 136刀 一27.3

头抱匹胺

2夕℃ 4，02xl04 249xl0一， 0.9982 3.39 1加刀 一26.3

451℃ 438xl04 2.28xl0一， 0.9953 99刃 一28.2

头饱哇肪

25/℃ 4名3xl04 2.07义10一， 0.性峥〕2 一8夕 的.0 一26.7

45/℃ 3名6xl04 259xl0一5 0.卯礴9 印乃 一27乡

表3三种药物与HsA和Bs人间的解离常数几、线性相关系数c、淬灭常数凡和反应的热力学参数战 苗，△GI基于荧光淬
灭公丸 3)]

Ta城 3 断ssociati佣conslanlofthe l卜r沈11们dsofme‘lidnewithHSA别ldBSAK。，11Oe田in比Ilelationcocl币cient C，quenchingc。。~

stant 凡，and阮 d次m”司yn确icp妙 比 配了砧 △Gofthe 比鱿tion，比朗曰。nfi价 耽毗 quenchi盯gfornlula助.(3)]

药物 粼mol一1) 戈产L.mol一1.5一1) c 乙月叹kJ·mol协 酬(J恻 l.K一协 占Gl(kJ砂11)
IISA;

头抱毗肪

25/℃ 7.04只10一5 1.42xl012 0夕963 一5.35 6lj 一23.7

4别℃ 8.的火10一5 1_，xlol2 0月976 61泌 一24夕

头袍匹胺

251℃ g33K[0一， 1兀xlo12 o.叨59 1a乃 138 一23.3

礴51℃ 5之8义10一5 1.89x1012 0夕874 138 一26刀

头抱哇肪

25)℃ 4注sxlo一5 239x1012 09995 3」8 945 一25_0

45)℃ 3‘肠xlo一， 2j9xl012 09983 94卜6 一26夕
BSA:

头袍毗肪

251℃ 2.soxlo一， 3万7xlo12 o的14 吕.97 117 一26刀

451℃ 2.23xl0一， 4.48xlo12 0996o ll7 一28.3

头抱匹胺

25/℃ 249x10一， 4.02x1012 0月982 一20j l9石 一肠汤

朽2℃ 东18x10一3 239xI012 0.9977 192 一26石

头抱哩厉

251℃ 279义10一， 3石8xl012 0月994 2月7 969 一26刀

礴5/℃ 2闭只10一， 3名sxlo吐2 0月卯4 96名 一27夕

万方数据
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(a)盐酸头抱毗肠

它
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‘
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飞
尽
七
·必
︶

[Q]一1/1衅
tb)头袍匹胺

[Qlljl犷2

25 ℃

45℃

7

6

砚

4

4

内、

 
 
 
 
 
 

飞
尽
·C
必
︶

飞
苏
.一冤
.必
︶

IQI一1/1沪

0名 IJ I.6 20

          旧}一lj10花

仓)头抱哇肪钠

                    圈2 基于荧光淬灭公式(3)三种药物与HAs(左)和BSA(右)作用的双倒数图

F咖比Z Tbedouble卿iPI优alcOn吧softhe 般tto皿ofthe threekindsof口edlcinewith l】AS(le句胡dBSA佃ght)basedon加呢5

CenCeq此nch山9匆.(3)
                                        (a)Levo幻ox留inH、d似 日洲山;山)C吻 吐山旧月山;(c)Cel七20石压比

22 荧光加强效应阔

    文献12]导出的荧光加强方程式如式(3)

-止‘一一生一{1+一一上一一) (4)
(叮 一瓜) 〔凡一FA)忆 K̂ t明一Mb))

式中八为生物大分子的总浓度，生成物喊P的浓度可表

示为 入夕口刀，以及 M=从一城，尸=Pt一(对以”).由前述 3

种头抱类新药与人血清白蛋白和牛血清白蛋白作用的

研究得出的荧光光谱强度变化实验值(表1)，按式(4)将

佃只一风厂1与对应的线性函数(叮一凡厂叱其中梦二F

一凡)作图(图3)，由斜率可求得解离常数几 (Kn，IIK肉)

值，示于表4.

23 受体一底物作用的热力学原理

    药物分子和白蛋白的结合力主要是分子间力和静

电引力.Rossls]指出疏水作用可使体系的△月和苗 增大，

氢键或VanderW习als力可使体系的△月和 醚减小，静

电作用使 乙月七认瑟 >0.当△G<0，受体一底物作用可

自发进行，因而，研究受体一底物作用的热力学有助于

理解主客体的几种弱相互作用.当温度变化不大时，反

应的烩变乙行可看作是常数，则由下式(5)，(6)和〔7)可以
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必
j心
︶

飞
多
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六盯
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(”P.-弃蠕)·1/104
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伪Pt从n)一1/1己

                      图3 基于荧光加强公式(4)三种药物与HsA和BsA作用的双倒数图

ng眼 3T七c‘沁11ble卿ipr‘‘alcu口。ofthe acd皿of胜山r民kiudsofllledicine叨thHAS(1比)andBSAIr峻ht)b姗donfiu吹5-
cence c刀b即ce们」eDtEq (4)

                                      (a〕比，ono万a‘In】妙d田叻』orid吧二伍)Ce丘心明幼叱;(c)Ceftizo劝爬

计算药物与白蛋白结合反应的堵变乃万、嫡变△5和

肠bbs自由能.

In互=
  K1
竺健一幼
代 又了1 了乏)

    我们分别按公式(2)[也相应于式(1)]，(3)和(4)计算

了相应的K̂值，进而算出与它们相应的热力学函数值，

分别给出在表2、表3和表4中.

3 讨论和结论

(5)

(6)△G=一RTinK

绍=竺二竺
          T

      3.1静态淬灭理论公式(2)和动态碎灭理论公式(1)的

(7) 应用和淬灭机理151刁

          测知药物的荧光近似为零，自由白蛋白 HSA 和
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表4三种药物与HSA和BsA间的解离常数Ko、线性相关系数C、淬灭常数乓和反应的热力学参数战 公和八G〔基于荧光
加强公式(4)1

1抽七le4 Dissoci丽oncons山tof此 山比ekiDdsofmedlcinewithHSAandBSAKD ，linearinte叶颐on c优fficientCquenchingc叭

stant 凡andthetherll划闭乃n沥cpar.1刀eters△B瑟阴d△Gofthc花即tion，lb留edonfiuoresceDcee汕日ncem七幻tfonnt.la助.(4)]

药物

HSA:

头袍毗肠

25/℃

45 1℃

头饱匹胺

25/℃

朽 /℃

头抱哇肪

251℃

451℃

BSA:

头抱毗肪

251℃

礴51℃

头抱匹胺

251℃

451℃

头袍哇肪

25/℃

45]℃

左以(mol.L一1) 孟副(L恤0]一1.5一1) c 夕力.u沙 1一1) 劫，J一mol一1.K一1) △Gl(u咖 1一1)

403X10一5

4.29X10一5

2.48X1012

2.33X10]2
0哭77
U.坚口吕3

一247

::t: 二粼
418又10一5

457xl0一，

2.39xl0]2

2」9x10]2 黑:
一345

::_: 琪:

238X10一5

273X10一‘

420xl0]2

3品x1012

一544

::: 琪_;

一19鸿

::_: 二嚣_:

9977
9986

9995
9994

n

n
U

八U

八
目

417X105

255XI0一5

240xl012

3月Zxlo]2

1名3又10一5

1名gxlo一，

5月6xlolZ

529x1012 ::_: 二:;_{9989
9993

9985
9997

O

O

C

八U

149X10一5

1闷1又10一5

671X10]2

5_52x10]2

一1.25

一771

默 或;

BSA在约 330咖 处有较强的荧光.随着药物的滴定，

白蛋白荧光在逐渐淬灭.应用式(2)将矛夕尸对[Q]lIPJ作

图均得到良好的直线如图 1.由图 1算得 3种药物与

HSA和BSA的生成常数KA、线性相关系数C如表2.由

图 1看到，直线斜率在不同温度下基本上无明显变化，

或在较高的 45。下，直线斜率稍显减小，这正是静态淬

灭的特征.

    实际上，stern一volme:碰撞淬灭理论方程(l)与静态

淬灭理论公式〔2)具有类似的形式.按Stem一Vofmer方程

作图如得一直线，表明只存在一种荧光体，并且对淬灭

体是可接近的.这种情况正好对应于静态淬灭条件及其

理论公式(2)，于是，式(2〕的K̂ 就等于式(1)的Ks.

    另外，凡rster 的偶极一偶极非辐射能量转移理论指

出汉1011]:当给体的荧光发射光谱与受体在相同波段的

吸收光谱有足够的重叠时，才可能发生非辐射能量转移

现象，导致荧光淬灭.我们的可见一紫外吸收光谱实验

表明，在荧光发射谱的扫描范围2少1~soo nm波段，这

3种药物均无吸收峰.表明在我们所研究的体系中不可

能发生非辐射能量跃迁 这与图1在不同温度下3种药

物与HAS和BSA的淬灭曲线均为良好的直线相一致，

    进而应用荧光淬灭理论公式(3)对3种药物与HsA

和BsA作用实验数据(表1)作双倒数图，均得到良好的

直线如图2 由图2各直线的斜率可以分别算得它们的

解离常数和线性相关系数如表3.

    将静态粹灭方程〔3)与 Ste闭一volmer 碰撞淬灭方程:

矛扮厂=1+盆砂【Q]建立联系;K̂=1/Ko牛K确x、其中，
生物分子的荧光寿命勒约为10nsl3}，由表1中的Ko值

即可算得三种药物与HsA和BSA的表观淬灭常数凡
值如表 3.已知各种淬灭剂对生物大分子的最大扩散碰

撞淬灭常数为11312.oxlol。(rnol几厂15一1，由上表中数据

可以看出，这些药物对白蛋白的表观淬灭常数凡远大
于扩散控制的淬灭常数，从而进一步论证了这些药物对

白蛋白的淬灭不是由于动态碰撞引起的.

32 用荧光加强理论公式研究药物与白蛋白的结合

    根据文献[11的观点，用荧光加强理论公式(4)研究3

种药物对HsA和BSA的淬灭作用，采用表 1的实验数

据，作双倒数图，亦均得到良好的直线如图 3，进一步

论证了荧光加强理论公式(4)在处理3种第三代头抱新

药与白蛋白的淬灭作用中与淬灭方程具有等效性;下面

的热力学分析将指出，其合理性将更优于通常采用的淬
灭方程.

3.3 三种理论公式合理性的热力学分析

    求取三种头抱类新药与人血清白蛋白和牛血清白
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蛋白作用的热力学函数，要用到相应反应的生成常数

K̂，而对应于不同的理论公式得出的 K̂ 并不完全相同，

从而由此得到创门的热力学参数也有所不同.反应的热

力学参数数值，可从力能学的角度给出相应反应的基本

特性.比较对应于不同理论公式得出的热力学参数数值

的合理性和规律性的好坏，有可能帮助我们判断与其对

应的理论方程的优劣，

    前述表 2一4给出的热力学参数数值分别对应于荧

光淬灭方程的(2)、(3)和荧光加强方程的式(4).其△G值

范围:表2为一24.。至一28.ZkJ.mol一1;表3为一23.3至

一283k-J.mol一L;表4为一24，一一28夕U.mol一1可见

由三类不同理论公式所得的结果都是 △G<0且数值也

非常接近，表明在不同温度下 3种头抱类新药与人血清

白蛋白和牛血清白蛋白的作用可自发进行;其 △付值范

围:表 2为一8.9~159kl.mo l一1，表3为一20.5至 18刀

kl.m01一t，表4为一194~一L25kJ·mol一1.可见，在表2

和表3中八月都出现了正值 而受体一底物的作用属于结

合反应，应该对应于放热过程，即其△厅应为负值，正

如表4所呈现的那样.由此推想，表4数值所对应的荧

光加强理论公式(4)显然更为合理;其昭值范围:表2

为60.0~136刀J.mol一，·K一1，表3为192~13sJ，1O1一，.

K一1，表4为22名~86AJ.mol一、K一1，在表2和表3中都

出现了高达136，138的么5值，特别是表3出现了从192

至138J.mo l一l.K一，的巨大差异.首先，按照嫡增加原理，

混乱度增加对应于墒增加;但是，受体一底物反应属于

结合反应，如本文研究的三种头抱新药除了大都有一个

母体声内酞氨环以外，几乎都含有疏水五元环的侧链，
为了降低体系的能量，这个疏水五元环侧链很可能钻进

白蛋白的疏水腔内，使得体系趋向有序化，混乱度减小，

即结合反应对应于混乱度降低.尽管由于体系组分的增

加，也可引起混乱度增加，但这两种因素的共存，至少

不应该出现很大的嫡增加;其次，由于在不同温度下。3

种头抱类新药属于同系物，在结构上较为相似，人血清

白蛋白和牛血清白蛋白也是类似物，它们之间的反应及

其热力学参数数值也应该相近，正如表4给出的瑟 值.

即从墒效应来看，表4对应的荧光加强理论公式(4)也显

得更为合理.据此我们建议，即使在研究受体一底物的

荧光淬灭反应时，采用我们在文献[2]导出的荧光加强

理论公式(4)可以获得更符合实际的结果.
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