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变温下荧光碎灭和加强理论公式合理性的比较

杨曼曼 席小莉 杨 频*
(山西大学化学化工学院分子科学研究所 化学生物学与分子工程教育部重点实验室 太原030006)

摘要 通过荧光和紫外方法研究盐酸左氧氟沙星、氟罗沙星、加替沙星和沃氟沙星四种哇诺酮类药物与人血清白蛋白

(HSA)的作用，在不同温度下对荧光加强和碎灭理论公式的等价性和精细差异进行了比较，结果表明:在不同温度下两

种理论公式尽管在求取解离常数上所得结果都可视为有效，但碎灭方程的双倒数图反而不及荧光加强方程的双倒数图

与体现动态、静态碎灭机理的碎灭曲线一致.对于能量转移效率 E，我们首次定义

凡和加入药物至荧光不再变化时的荧光强度F值计算F1月〕，进而将F/凡代入E=1-

:按自由荧光体白蛋白的荧光强度
F 、.一，‘。二二‘、，于 _ 、 ，__⋯
— 甘异 雕重 转移双 革 七.‘匕称 不 出

每个体系发生能量转移的最大限度，向体系中再添加药物，已不能发生进一步的碎灭，这一新定义的引入，使得能量

转移效率E这一量值有可能推广到估算白蛋白运载药物能力的最大限度.

关健词 荧光碎灭和加强;能量转移效率;人血清白蛋白;喳诺酮类药物
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Abstract  Through the fluorescence and ultraviolet-visible spectrophotometry the action of HSA was stud-

ied with the four medicines of levofloxacin hydrochloride, fleroxacin, gatifoxacin and worfloxacin, and the

reasonableness of the theories and equations of fluorescence enhancement and quenching at different tem-

peratures was compared. The result shows: at different temperatures the outcomings obtained in determining

dissociation constants with such two theories can be seen effective, but the doubly reciprocal curves of

quenching equation are not conformed to quenching curves based on即namic and static quenching mecha-

nism as those of fluorescence enhancement. For the first time energy transfer efficiency E was defined as the

fluorescence intensity ratio FIFO, where F0 is the fluorescence intensity of free HSA and F is the fluorescence

intensity after addition of medicine till no change of its intensity. It shows the maximum limit when energy

transfer occurs in every system, namely no more quenching takes place while addition of more medicine to

the solution. The introduction of the new definition makes the energy transfer efficiency E extend to evaluate

the limit of the ability of transferring medicine by the albumin possibly.

Keywords  fluorescence quenching and enhancement; human serum albumin (HSA); energy transfer effi-

ciency; quinolone-class medicine

    哇诺酮类药物在临床上已被广泛应用，具有抗菌谱

广、作用强的特点;但对其作用机理，仍有多种不同的

看法，并存在较大的争议[[1 -61.对其机理进行研究的一

种简单易行的方法就是荧光法.
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度[Pt]之比:[Q]/[Pt]标示.实验测得体系的碎灭荧光值
如表1.

表1在25和45℃下向HSA溶液逐次分别滴加四种药物时

对HSA荧光强度(Fo)的次第碎灭(F,)荧光强度实测值“
Table 1  The fluorescence intensity (maximum) experimental

values F, of the solution system while titrating gradually and
respectively the four medicines to HSA solution (FO) at 25 and 45
℃
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    应用荧光法研究生物活性小分子与生物大分子的

相互作用，看似简单，实际上涉及到不少理论方法和作

用机理问题.几年前我们曾分别从荧光碎灭[[71和荧光加

强[[81两个方面推导得出了新的理论方程并被国内有关同

行广泛引用[9-251.我们在文献[25]中主要是在整体层面
上论证了荧光碎灭方程和荧光加强方程的等效性，即实

现了对同一类现象(如碎灭)可以用这两种理论公式进行

双重处理，并能得到相同或近似(因为两种理论推导中

近似假设的不同)的结果.问题是:前文[25]对在两种理

论的应用中出现的差异、特点和结果的优劣，未能给出

详细论证，也未能对变温状态下两种理论处理的结果进

行比较.另外，我们还发现人们对已有理论公式的应用

仍有不少概念模糊的地方，如:能量转移效率[见本文

式((9)]式中Fo和F分别为能量受体不存在和存在时能量

给予体的荧光发射强度，而在碎灭实验中，“能量受体存

在”有多种浓度，人们在实际处理中几乎都是选定 1:1

摩尔比一种浓度，这种处理显然过于简单.

    本文拟通过在变温实验条件下，测定四种哇诺酮类

药物与人血清白蛋白作用的荧光光谱作为实例，对荧光

碎灭[[71和加强[[8l两种理论公式的合理性以及能量转移效

率的计算法等常用公式进行更深入地检验和论证.

加替沙星

25 ℃

45℃

沃氟沙星

25℃

45 ℃

口HSA, I X 10-6 mol"L-1;药物，第一次滴加后体系药物浓度5 X 10-6 tnol"

L-t, 1-6依次等差递增(每次加入1或2匹药物原液).

1 实验部分

1.， 试剂

    人血清白蛋白(HSA)，上海化学试剂采供供应站，

电泳纯.左克(左氧氟沙星)，丽珠集团丽宝生物化学有

限公司;笃菲(氟罗沙星)，沈阳新马药业有限公司;加

迈欣(加替沙星)，浙江亚太药业公司;君立欣(沃氟沙

星)，河南省华鑫制药厂.以上四种药物均为注射用粉

剂.其它试剂均为国产，分析纯.

1.2 仪器和方法

    HSA和四种药物用0.05 mol"L‘的Tris-HCI缓冲液

(pH=7.4)配制，浓度分别为1X10一和1 X 10-2 mol"L-1.
在LS-50B型荧光仪(PE公司)上测定药物对白蛋白的荧

光碎灭.变温实验用Huber polystat ccl temperture bath
恒温槽控制温度.用Tris-HCl缓冲液作对照，1 cm荧光

池，固定激发波长在 280 nm，发射谱的扫描范围是

290̂ 500 nm，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HSA在330 nm处有较强的荧光.

碎灭实验中首先测定HSA浓度为1 X 10-5 mol"L-1(溶液

体积为3 mL)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2 R.L、在假定总体积不变下计算
药物浓度)药物碎灭剂后的荧光发射谱 在作碎灭曲线

时，逐次滴加药物后体系的药物浓度[Q]以其与HSA浓

2 原理

2.1荧光碎灭方程[26,27)
    Stern-Volmer碰撞碎灭理论方程:

    FOIF=1 +Kyio[Q]二1+Ks[Q]                 (1)

凡是生物分子的碎灭常数，To是不存在碎灭体时荧光体
的荧光寿命，对生物大分子约为10 ns[28), [Q]是碎灭体

的浓度，Ks =凡To是Stem-Volmer碎灭常数.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

Stem-Volmer方程作图是直线并不一定就是发生了碰撞

碎灭，因为在静态碎灭中，有时按此方程作图也是直线.

一般区分动态和静态碎灭要根据温度不同时的行为来

区分.

    静态碎灭方程[[7,26,27).

Fn 二 _，，。，
_ =1十入ALQ]
r

(2)

    对于静态碎灭，碎灭常数KA就是给体一受体(碎灭

体一荧光体)的生成常数.如果FoIF对[Q]作图得直线，由

式((2)可求得该反应的生成常数(即碎灭常数)KA;显然，

它对应于动态碎灭式中的Stern-Volmer碎灭常数Ks.将

式((2)变形可得
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一工一=1 +
Fo-F    PO

KD

Fo [Q] (3)

式中解离常数KD=1/KA, [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.

    由式(3)的(FO-F)-’对「Q1一‘作双倒数图，即可求得
解离常数KD.

2.2 荧光加强效应[0

    从荧光敏化角度考察生物大分子同某些配体共存

时荧光强度的变化可以导出荧光加强方程式(4).设生

物大分子P与配体M结合时有n个相互独立且等同的

结合位置，在扣除背景荧光后可得:

到，实验点呈轻微向上弯曲，姑且按线性拟合，得图 1.

由图1直线算得静态碎灭常数(相当于生成常数)KA和线

性相关系数如表2.

表 2 四种药物与HSA间的静态碎灭常数(对应于生成常

数)KA和解离常数KD=1/KA值[基于荧光碎灭公式式((2)由图1]

Table 2 Static quenching constant KA, dissociation constant KD

=1/KA of the four kinds of medicine and HSA, linear interrela-

tion coefficient C比ased on fluorescence quenching formula (2)

from Figure 1 ]

药物 KA/(L"mol-')   KD/(mol"L 1)    C

盐酸左氧氟沙星

25 ℃

45 ℃

氟罗沙星

25 ℃

45 ℃

加替沙星

25 ℃

45 ℃

沃氟沙星

25 ℃

45 ℃

0.780 X 104

0.728 X 1少

12.82X 10-5  0.9893

13.74 X 10-' 0.9922

      1          1

(AF-FA)  (Fb-FA)

        1

KA (nP-Mb)
(4)

0.638 X 1护

0.626 X 1了

15.67 X 10-5  0.9880

15.97 X 10-5  0.9894

 
 
+

2

十

、

式中Pt为生物大分子的总浓度，生成物My的浓度可表

示为Mbln，以及M=Mt-Mb, P=Pt-(Mbln).根据式(4),

我们有与变数((nPt-Mb)一‘对应的线性函数(OF-FA)一’，
据此作图，由斜率可得生成常数KA和结合位置数n.

2.3 荧光给体一受体间的距离和能量转移机理[[29,301

    根据Forster型偶极一偶极无辐射能量转移机理，转

移效率E与给体一受体间距离;及临界能量转移距离Ro

有关.

0.620 X 1了

0.713 X 1了

16.13 X 10-'

14.03 X 10-'

0.9933

0.9958

1.252 X 1护

1.676 X 1了

8.00 X 10-'

5.97 X 10-'

0.9942

0.9925

E--
  啼

(蹭+r6)
(8)

R。是能量转移效率为50%时的临界距离.Ro和:可由文

献[27,28]提供的方法求得:

Ro=8.8X10 25 (K2n-4Jo) (9)

J=

凡(v)EA(v)v-40v
梦 F. (v)0 v (10)

当能量转移效率E较大时，可由下式计算:

0 1)

    从图1我们首先看到，4种药物在不同温度的碎灭

曲线接近平行，即其静态碎灭常数接近相等，只有沃氟

沙星在 45℃的直线斜率值略大于 25℃时的值，由此

看来此4种给体一受体反应基本属于静态碎灭;其次，由

于不同温度下Fo /F对[Ql实验点作图呈轻微向上弯曲，

所以它们并不是纯静态反应，特别是沃氟沙星偏离纯静

态反应更多一点;再次，由于偏离纯静态反应，由碎灭

曲线得出的解离常数 KD显然是不精确的.为了得到更

精确的KD，进而应用式(3)作双倒数图，可以得到良好

的直线如图2.由图2算得四种药物与HSA的解离常数

KD、线性相关系数C等如表3.

    从碎灭方程观察，不妨把静态碎灭方程式((2)与动

态碎灭方程即Stern-Volmer碰撞碎灭方程式(1)联立，则

得:

式中Fo和F分别为能量受体不存在和存在时能量给予

体的荧光发射强度.
KA=1/KD=凡X TO (12)

3 结果与讨论

3.1 用荧光碎灭理论研究不同温度下药物与人血清白

蛋白的作用机理

    随着药物的滴定，HSA荧光在逐渐碎灭，测得体系

的碎灭荧光值如表1，按式(2)将Fo/F对[Ql作图，从图看

其中，生物分子的荧光寿命To约为10 ns[281，由KD值即

可算得两种药物的表观碎灭常数凡值如表3和4.已知
各种碎灭剂对生物大分子的最大扩散碰撞碎灭常数为

2.O X 1010 L"mol-1"s-1[31].由表中数据可以看出，这些药

物对白蛋白的表观碎灭常数Ky远大于扩散控制的碎灭
常数，表明这些药物对白蛋白的碎灭主要不是由于动态

碰撞引起的.
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图1 四种药物对HSA的碎灭曲线

      (a)盐酸左氧氟沙星;(b)氟罗沙星;(c)加替沙星;(d)沃氟沙星

Figure 1  The quenching curves of four kinds of medicine to HSA
(幻Levofloxacin Hydrochloride;伪)Fleroxacin; (c) Gatifoxacin; (d) Worfloxacin

3.2 用荧光加强理论公式研究不同温度下药物与白蛋

白的作用机理

    采用表1的实验数据，应用式(4)作双倒数图，也得

到良好的直线如图3.由图3算得四种药物与HSA的解

离常数、线性相关系数如表4.

    由图3看到，四种药物在不同温度下均得到了良好

的直线，但与图2不同的是在25和45℃下的直线几乎

重合.

3.3 关于荧光给体一受体间的作用距离和能量转移效

率

    关于荧光给体一受体间的作用距离和能量转移效

率，我们应用式((8)一(11)作计算，显然，只要得知E,r，

沪和n，并通过实测光谱求出积分J,就可算出Ro和:.

利用前面测定的人血清白蛋白HSA的荧光发射谱和与

白蛋白1:1摩尔比的药物溶液的吸收谱(图4)，按照文

献[7]的方法，分别算得两种药物的积分J、临界能量转

移距离R、能量转移效率E、给体一受体间距离r值如表

3.其中，能量转移效率E我们首次定义:按自由荧光体

白蛋白的荧光强度Fo和加入药物至荧光不再变化时的

荧光强度F值代入式((11)计算.

4 结论

    比较图2和3可以看到两者明显的差别:基于荧光

碎灭公式((3)得到的图2，四种药物在不同温度的直线呈

剪式明显分开:25℃的直线在上，45℃的在下;而基于

荧光加强公式((4)得到的图3，四种药物在不同温度的直

线呈现重合.由此必然得出:基于图2和荧光碎灭公式

(3)算得四种药物在25℃的KD值大于在45℃的KD值

(表3);而基于图3和荧光加强公式(4)算得四种药物在

25和45 0C的KD值基本相等(表4).如果我们将图2, 3

和图 1进行比较发现，单从四种药物的直线斜率上看，

图3比图2更相近图1，这意味着由其得出的解离常数

和碎灭机理至少在相对意义上更一致，这就是:由于在
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表3四种药物与HSA间的解离常数KD、线性相关系数。碎灭常数凡·能量转移效率E,作用距离R。和;值(基于荧光碎灭
公式((3)，给体一受体间的距离取自文献[[Ill
Table 3 Dissociation constant of the four kinds of medicine and HSA KD, linear interrelation coefficient C, quenching constant凡，en-

ergy transfer efficiency E, action distance Ro and r (based on fluorescence quenching formula Eq. 3 and equation of distance of do-

nor-acceptor from [7])

药物 r/nmKD/(mol"L, 1)  Kq/(L"mol-1"s-1) J/10-1a
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Figure 2 The double reciprocal curves

(3)

  基于荧光碎灭公式((3)四种药物与HSA
  (a)盐酸左氧氟沙星;(b)氟罗沙星;(c)加替沙星;

of the action of the four kinds of medicine

  0.4      0.8      1.2      1.6      2.0

            [Q]-1/105

作用的双倒数图

(d)沃氟沙星

with HSA based on fluorescence quenching formula

(a) Levofloxacin Hydrochloride; (b) Fleroxacin; (c) Gatifoxacin; (d) Worfloxacin

25和45℃得出的四种药物的直线斜率基本相同，所以

它们的碎灭基本属于静态机理.这一结果的有趣在于，

碎灭方程的双倒数[由式(3)]图反而不及荧光加强方程

的双倒数[由式(4)]图与体现动态、静态碎灭机理的图 1

碎灭曲线一致.
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基于荧光加强公式(4)四种药物与HSA作用的双倒数图

Figure 3

(4)

                            (a)盐酸左氧氟沙星;(b)氟罗沙星;(c)加替沙星;(d)沃氟沙星

The double reciprocal curve of the action of the four kinds of medicine and HSA based on fluorescence enhancement formula

(a) Levofloxacin Hydrochloride; (b) Fleroxacin; (c) Gatifoxacin; (d) Worfloxacin

表4四种药物与HSA间的解离常数KD、线性相关系数。碎灭常数凡、能量转移效率E.作用距离Ro和;值(基于荧光加强
公式((4)，给体一受体间的距离取自文献[71)

Table 4 Dissociation constant of the two kinds of medicine and HSA Ko, linear interrelation coefficient C, quenching constant凡，en-
ergy transfer efficiency E, action distance Ro and r (based on fluorescence enhancement formula Eq. (4) and equation of distance of do-

nor-acceptor from [7])

药物 KD/(mol"L-')  K./(L"mol-l"s-1) J/10-'4 r/nm

盐酸左氧氟沙星

25℃

45℃

沃氟沙星

25℃

45℃

氟罗沙星

25℃

45℃

加替沙星

25℃

45 ℃

1.16X 10-5

1.26X 10-'
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7.91 X 1012

0.9992

0.9997

1.

1.
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0.671

0.625
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2.31

，
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12.6义1012
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0.9998

3.38

10.0

3.00
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0.723

0.783

2.56

2.90
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Figure 4A  Overlap between the fluorescence emission spectrum (I) of HSA and the absorption spectrum (II) of medicine at 25 0C
                                (a) Levofloxacin hydrochloride; (b) Fleroxacin;(c) Gatifoxacin;(d) Worfloxacin
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    在25和45℃对于四种药物从静态碎灭方程式(2)

FdF=1 +KA[Q]得出的KD值是5.97 X 10-5_ 15.97 X
10-5，从其式((3)双倒数图得出的KD值是1.35 X 10-5_
5.10 X 10-5;从荧光加强双倒数方程式((4)得出的KD值

是5.9 X 10-“一1.44 X 10-5.分析这些数值可知，从碎灭

曲线得出的KD值显然偏大，这是由于其实验点偏离线

性所致.由两类双倒数图得出的KD值是基于碎灭公式

(3)的偏大，基于加强公式(4)的偏小，但都在相同的数

量级，相差均小于3.5倍，即在同一个数量级，显然这两

类公式所得结果都可视为有效.

    在本研究体系中，四种药物与白蛋白在能量转移效

率为50%时的临界距离R。值在1.59̂ 3.60 nm之间;其

给体一受体间距离:值在1.44̂ 2.90 nm之间，即在45℃

时的氟罗沙星与白蛋白色氨酸残基之间的距离最小，其

能量转移效率为65%;而在45℃时的沃氟沙星的相应

距离最大且其能量转移效率高达 78%，这一结果显示，

最小距离和最大转移效率都在较高的45℃时.

    在已有文献中对式(11)能量转移效率E的计算，几

乎无例外的〔7-25]都是在FlFo的计算中代入白蛋白与药
物为1:1摩尔比时的荧光发射谱强度F值与自由白蛋

白的荧光发射谱强度Fo值.首先，这样计算对于给体-

受体都是分子量差别不是很大的分子是合适的.而本实

验中白蛋白的分子量是 67000.68000，而药物分子的

分子量在300̂ 400之间，两者相差100多倍，一个白蛋

白大分子可以结合不等量的许多药物小分子，用其 1:

1摩尔比的溶液荧光强度F值作计算，不能充分反映两

者结合的特征;其次，用最大碎灭时药物存在体系的荧

光发射谱强度F值与自由白蛋白的荧光发射谱强度Fo

值之比来标示能量转移效率 E,更能体现该体系发生能

量转移的最大限度，即综合的能量转移效率.按照本文

对E值计算新的定义，我们得出四种药物的能量转移效

率在0.629 0.783之间，它标示出每个体系发生能量转

移的最大限度，向体系中再添加药物，已不能发生进一

步的碎灭.这一新定义的引入，使得能量转移效率E这

一量值有可能推广到估算白蛋白运载药物能力的最大

限度.
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