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摘　要　采用紫外 、荧光 、红外光谱法研究了磷酸缓冲液中呋苄西林钠(FBS)与牛血清蛋白(BSA)的相互作

用。结果表明 , FBS与 BSA有较强的相互作用 , FBS对 BSA内源荧光有猝灭作用 ,静态猝灭是引起 BSA荧光

猝灭的主要原因。按照 Stern-Volmer方程和双对数方程分析处理实验数据 , 得到了不同温度下 FBS与 BSA反

应的结合常数和结合位点数 , 常温(26 ℃)下 , 分别为 1.04×105和 1.09;实验结果还表明 , FBS与 BSA之间的

相互作用影响了 BSA的二级结构 ,使其构象发生变化。
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呋苄西林钠(FurbenicillinSodium, FBS)又名呋布西林钠(其结构如下),是酰脲类半合成广谱青霉

素 ,与大肠杆菌和绿脓杆菌有较强的作用 ,对大肠杆菌的

青霉素结合蛋白 (penicillin-bindingprotein, PBPs)PBP2

和 PBP3有高度亲和力 , 对绿脓杆菌的 PBP1a、PBP2、

PBP3的亲和力优于哌拉西林 ,对 PBP2、PBP3的亲和力

超过了第三代头孢哌酮 ,对绿脓杆菌具有高度活性 ,外膜

穿透力强 ,是最有应用价值的抗绿脓杆菌的抗生素
[ 1]
。

为探索呋苄西林与蛋白质分子的作用机理 ,本文应用紫

外光谱(UV-Vis)、分子荧光光谱和 FTIR-ATR光谱研究

其与牛血清白蛋白(BSA)的作用机理以及对蛋白质的二级结构的影响。

1　实验部分

1.1　仪器和试剂

TU-1221型紫外-可见分光光度计(北京普析通用公司);F-4500型荧光分光光度计(日本日立);

Nexus670型傅立叶变换红外光谱仪(NicoletInstrumentCo., Madison, WI),配以衰减全反射附件(ATR,

45°入射角 , ZnSe晶片),氘代硫酸三甘肽(DTGS)检测器;OMNIC5.1数据处理软件 , 谱峰拟合使用

GRAMS/AI软件(GalacticIndustry, Inc., Salem, NH)。

将呋苄西林钠(FBS)配制成 1.08×10
-4
mol/L水溶液作为储备液;牛血清蛋白(Sigma美国)纯度

>99%,分子量 68 000,加二次蒸馏水配制成 3.94×10
-4
mol/L储备溶液 ,置于 1 ～ 4 ℃冰箱保存 ,用于

紫外和荧光测定 。红外测试的溶液另行配制 。试验用 pH=7.3的 Na2HPO4 /KH2PO4缓冲溶液(1.914 g

Na2HPO4· 12H2O和 0.181 6 gKH2PO4加水至 100mL)。

1.2　实验方法

1.2.1　紫外光谱测定　移取 1mL1.08×10
-4
mol/L呋苄西林钠或 BSA溶液于 10mL容量瓶中 ,加入

2 mLNa2HPO4 /KH2PO4缓冲液 ,以二次蒸馏水稀释至刻度 ,同浓度的缓冲液为参比 ,用紫外分光光度计

测量吸光度 。波长扫描范围 500 ～ 200 nm,中速扫描 。

1.2.2　荧光光谱测定　分别移取 1mLBSA(3.94×10
-4
mol/L)溶液于系列 10mL容量瓶中 ,依次加入
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系列间隔 0.5 mL的 1.08×10
-4
mol/L呋苄西林钠溶液及 2 mLNa2HPO4 /KH2PO4缓冲液(pH=7.3),

以二次蒸馏水稀释至刻度 ,测量荧光强度 。同时 ,测定无呋苄西林钠的空白溶液的荧光强度。λex=

279nm,激发和发射狭缝宽度分别为 5.0和 2.5 nm,扫描速度为 1 200nm/min。

1.2.3　红外光谱测定　分别移取 2mLNa2HPO4 /KH2PO4缓冲液于 2个 10 mL容量瓶中 ,其中 1份加

1 mLFBS溶液(7.5×10
-4
mol/L),以二次蒸馏水稀释至刻度得 FBS溶液和缓冲液。以缓冲液为空白 ,

收集 BSA(7.5×10
-5
mol/L)的红外光谱 ,以上述 FBS溶液为空白 ,收集同浓度的 BSA和 FBS混合体系

的红外光谱图。红外测试 4 cm
-1
分辨率 ,扫描 256次。蛋白质溶液的谱图差减不含蛋白质的缓冲溶液

谱图 ,以谱图在 1 800 ～ 2 200 cm
-1
呈一条平滑直线为差减终点判据。差减后得到的蛋白质红外光谱图

在谱带范围内(酰胺 Ⅰ带 1 700 ～ 1 600cm
-1
)进行 2点基线校正 。采用 7点 Savitsk-Goly函数平滑后 ,做

二阶导数和付立叶去卷积 ,估计出各子峰的峰位和半峰宽。手动选定各子峰的峰位和半峰宽 ,采用

Gausse函数对谱图进行多次拟合使残差最小 ,重叠在一起的不同谱带完全分离开。确定各子峰与不同

二级结构的对应关系后根据其积分面积计算各种二级结构所占的相对百分含量
[ 3, 4]
。

2　结果与讨论

2.1　FBS对 BSAUV吸收光谱的影响

BSA、FBS、FBS-BSA(1∶1)复合体系的紫外吸收光谱如图 1所示 。图中曲线 a为 FBS和 BSA的吸

图 1　FBS、BSA和 FBS-BSA混合溶液的紫外光谱图

Fig.1　UVspectraofFBS, BSA, andFBS-BSAsolutions

a.SumofabsorbanceofBSAandFBS;

b.FBS-BSA;c.BSA;d.FBS

c(BSA)=c(FBS)=1.08×10 -5 mol/L

收光谱加合 ,曲线 b为 FBS-BSA复合体系的吸收光

谱 。从图中可以看出 , FBS-BSA复合体系与单独

FBS、BSA的吸收光谱加合相比 ,发生了减色效应 。

吸收光谱的变化表明 , FBS和 BSA发生了作用 。

2.2　FBS与 BSA相互作用的荧光光谱研究

由于蛋白质中含有色氨酸 、酪氨酸残基 ,因此 ,

蛋白质具有内源荧光(BSAλex/λem=279/349nm)。

由图 2可以看出 ,随着 FBS浓度增加 , BSA的内源

荧光强度有规律地降低 ,且发射峰峰位和峰形不变 ,

说明 FBS对 BSA的内源荧光有猝灭作用 。

猝灭剂对荧光物质的猝灭机理通常可分为动态

猝灭和静态猝灭 ,动态猝灭是猝灭剂和荧光物质的

激发态分子间的能量转移或电子转移过程 ,静态猝

灭则是由于与猝灭剂发生配合作用 ,产生了不发荧

光的配合物 。荧光猝灭符合 Stern-Volmer方程
[ 1]
:

F0 /F=1 +Kc (1)

式中 , F0为无猝灭剂时的荧光强度 , F为加入猝灭剂后的荧光强度 , K为猝灭常数 , c为猝灭剂浓度 。本

文对不同温度下 BSA相对荧光强度 F0 /F对猝灭剂 FBS的浓度 CFBS作图(图 3)。图中可见 , BSA相对荧

光强度 F0 /F与呋苄西林钠浓度呈良好的线性关系。直线斜率为荧光猝灭常数 K,结果列于表 1。通常

生物大分子的最大动态猝灭常数 K<100 L/mol,猝灭常数远大于 100 L/mol的荧光猝灭过程是静态猝

灭过程
[ 5]
。由表 1结果可知 ,在不同温度下 FBS对 BSA的荧光猝灭常数均远大于 100 L/mol,因此 , FBS

表 1　不同温度下呋苄西林钠对牛血清白蛋白荧光猝灭的 Stern-Volmer方程与猝灭常数

Table1　Stern-VolmerequationsandquenchingconstantsforBSAfluorescencequenching

withFurbenicillinSodiumatdifferenttemperatures

quenchingagent t/℃ F0 /F～ c(FBS)equation 10-4K/(L· mol-1)

FurbenicillinSodium 16 F0 /F=10.2×104· c(FBS)+0.69(r=0.986 4) 10.2

26 F
0
/F=9.4×104· c(FBS)+0.71(r=0.990 1) 9.4

36 F0 /F=7.6×104· c(FBS)+0.75(r=0.997 2) 7.6
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图 2　呋苄西林钠对 BSA的荧光猝灭图

Fig.2　TheeffectofFBSonfluorescence

spectraofBSAsolutions

λex/λem=279nm/349nm, c(BSA)=1.08×10-5 mol/L;

c(FBS)=n×3.6×10-6 mol/L(n:1, 2, 3…… 16)

图 3　不同温度下 FBS与 BSA作用的

Stern-Volmer图

Fig.3　Stern-Volmerplotsoftheinteractionof

FBSandBSAatdifferenttemperatures

对 BSA的荧光猝灭属于静态猝灭 。另外 ,该研究体系中 , FBS对 BSA的荧光猝灭曲线斜率随温度的升

高而降低 ,即猝灭常数随温度的升高而降低 ,进一步证明该过程为静态猝灭
[ 6]
。

在 FBS对 BSA的荧光静态猝灭过程中 ,假设 BSA有 n个相同且独立的可与 FBS结合的位点 ,则

BSA与 FBS的配合反应可表示为:

nFBS+BSA (FBS)n(BSA) (2)

其平衡常数: K0 =c(FBS)
n
(BSA)/c

n
(FBS)c(BSA) (3)

式中 , c(BSA)为游离荧光发光体 BSA的浓度 , c(FBS)是猝灭剂呋苄西林钠的浓度 , c(FBS)n(BSA)是配合物浓度。

图 4　不同温度下 lg((F0 -F)/F)与

lgc(FBS), 0的曲线图

Fig.4　Plotsoflg((F0 -F)/F)vs

lgc
(FBS), 0

atdifferenttemperatures

因荧光发光体总浓度为 c(BSA), 0 =c(FBS)n(BSA)+c(BSA),

当 c(FBS) c(BSA), 0时 ,以猝灭剂的起始浓度(c(FBS), 0)

代替其平衡浓度(c(FBS)),则:

K0 =(c(BSA), 0 -c(BSA))/c
n
(FBS), 0c(BSA) (4)

因体系的荧光强度与荧光物质的游离浓度呈正比

(所生成的配合物是非荧光性的)即:

c(BSA)/c(BSA), 0 =F/F0 (5)

　　由式(4)和式(5)可得:

lg((F0 -F)/F)=lgK0 +nlgc(FBS), 0 (6)

　　根据方程 (6), 由图 4(lg[ (F0 -F)/F] ～

lgc(FBS), 0)曲线拟合得到的方程 、平衡常数与结合位

点数列于表 2。结果可以看出 , BSA与 FBS的结合

位点数 n均等于 1,说明每一个 BSA分子与 1个

FBS分子结合形成配合物 ,其结合常数随温度升高

而减小 ,这可以理解为当温度升高 ,有利于 FBS与 BSA的结合产物的离解 ,使平衡常数 K0减小 ,进一步

证明了 FBS对 BSA为静态猝灭。

表 2　不同温度下呋苄西林钠对牛血清白蛋白荧光猝灭对数方程及其参数

Table2　LogarithmequationanditsparametersforBSAfluorescencequenching

byFurbenicillinSodiumatdifferenttemperatures

quenchingagent t/℃ lg((F
0
-F)/F)～ lgc

(FBS), 0
equation K0 /(L· mol

-1) n

FurbenicillinSodium 16 lg((F0 -F)/F)=1.13lgc(FBS), 0 +5.12(r=0.989 8) 1.31×105 1.13

26 lg((F0 -F)/F)=1.09lgc(FBS), 0 +5.02(r=0.992 1) 1.04×105 1.09

36 lg((F0 -F)/F)=1.04lgc(FBS), 0 +4.94(r=0.991 3) 8.7×104 1.04

860 应 用 化 学　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第 24卷　



　　对呋苄西林钠的紫外吸收谱与 BSA的荧光发射光谱进行比较(图 5所示)。图中可见 ,呋苄西林钠

的紫外吸收谱与 BSA的荧光谱没有重叠 ,因此 ,推断呋苄西林钠对 BSA的荧光猝灭作用不属于荧光共

振能量转移 。

图 5　FBS吸收光谱(a)与 BSA荧光光谱(b)

Fig.5　(a)UVspectrumofFBSand

(b)thefluorescencespectrumofBSA

图 6　BSA(a)及 BSA与 FBS反应后(b)的红外光谱图

Fig.6　IRspectraof(a)BSAand(b)FBS-BSA

c(BSA)=7.5×10-5 mol/L, c(FBS)=7.5×10-5 mol/L

Thebackgroundspectrumof0.05mol/LPBSsolution(a)or

PBSsolutioncontaining7.5×10-5 mol/LFBA(b)

2.3　BSA二级结构成分变化的 IR谱分析

图 7　BSA和 FBS-BSA的酰胺Ⅰ带(1 700 ～ 1 600cm-1)曲线拟合图

Fig.7　IRcurve-fittingoftheamideⅠ (1 700 ～ 1 600cm-1)regionofbulkBSAorFBS-BSA

c(BSA)=7.5×10-5 mol/L, c(FBA)=7.5×10-5 mol/L

Thebackgroundspectrumof0.05mol/LPBSsolutionforBSAorPBScontaining7.5×10-5 mol/LFBSforFBS-BSA

图 6为 BSA及 BSA与 FBS反应后的红外光谱图。图中可见 ,加 FBS后 , BSA酰胺 Ⅰ带 1 636cm
-1

和 Ⅱ带 1 545cm
-1
的相对强度发生明显变化 ,说明 BSA和 FBS反应后 , BSA分子结构发生了变化。蛋白

质的红外光谱中 ,酰胺 Ⅰ带及酰胺Ⅲ带(1 240 cm
-1
),在一定程度上能反映蛋白质二级结构的变化 ,且

酰胺Ⅰ带对蛋白质分子二级结构变化更敏感 ,所以 ,酰胺 Ⅰ带的变化可近似地表征蛋白质分子二级结构

的类型 。但在 IR谱中酰胺Ⅰ带是不同二级结构谱的叠加 ,因此需用去卷积和通过曲线拟合进行谱带展

开 。当酰胺 Ⅰ带为 1 695 ～ 1 658cm
-1
时为 β-转角结构 ,当酰胺Ⅰ带为 1 658 ～ 1 650 cm

-1
时则为 α-螺旋

结构 ,当酰胺 Ⅰ带为 1 650 ～ 1 640cm
-1
时则为无规则卷曲结构 ,当酰胺Ⅰ带为 1 640 ～ 1 610 cm

-1
时为

β-折叠结构。图 7为 BSA及 BSA与同浓度 FBS结合后 IR谱的曲线拟合 。拟合结果中 α-螺旋 , β-转角 ,

β-折叠各子峰以及无规则卷曲结构的峰面积所占百分数见表 3。与 FBS作用后 BSA的 IR谱曲线拟合

结果与单纯 BSA的 IR谱曲线拟合结果相比有较大变化 ,蛋白质和 FBS作用后 , α-螺旋和无规则卷曲结

构减少 , β-折叠相应增加 , β-转角变化不大 ,表明蛋白质二级结构由 α-螺旋结构和无规则卷曲结构向 β-

折叠转变。这一结果说明了蛋白质分子中肽链出现部分展开 ,与蛋白质热变性的结果比较相似
[ 12]
。
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表 3　BSA和 BSA与同浓度 FBS结合后主要二级结构所占的百分数

Table3　Secondarystructures(%)ofBSAandFBS-BSA

α-helix β-turnangle β-pleatedsheet Random

BSA 49.8 10.1 11.5 23.9

BSA+FBS 41.9 14.3 31.6 11.1

参　考　文　献

　 1　MAYu-Zhuo(马玉卓), LIUYing-Xiang(刘鹰翔), ZHOUYu-Ping(周玉平), MEIWen-Jie(梅文杰), SHEZhi-Gang

(佘志刚).ChineseJMediChem(中国药物化学杂志)[ J] , 2006, 16:51

　 2　WEIMin-Ji(魏敏吉), LIJia-Tai(李家泰), DONGShan-Nian(董善年).ChineseJPharmAnal(药物分析杂志)[ J] ,

2001, 21:225

　 3　ByerDM, SusiH.Biolpolymer[ J] , 1986, 25:469

　 4　AbbottTP, WolfWJ, VictorY.ApplSpectrosc[ J] , 1991, 45(10):1 665

　 5　LIUYong-Ming(刘永明), LIGui-Zhi(李桂芝).ChineseJApplChem(应用化学)[ J] , 2004, 21:621

　 6　LIGui-Zhi(李桂芝), LIUYong-Ming(刘永明), GUOXin-Yun(虢新运), WANGJin-Jun(王进军).ActaChimSin(化

学学报)[ J] , 2006, 64(7):679

　 7　YANGPin(杨频).IntroBioinorgChemistry(生物无机化学导论)[ M] .Xi′an(西安):Xi′anJiaotongUniversityPress

(西安交大出版社), 1991

　 8　MAHui-Lian(马慧莲), LIUHan-Zhi(刘含智), WANGLi-Ping(王丽萍), XUShu-Kun(徐淑坤), LIWei(李惟).

ChineseJAnalChem(分析化学)[ J] , 2005, 33:1 335

　 9　MoultonSE, BarisciJN, McauilanAJ, WallaceGG.CollidsScrf, A[ J] , 2003, 220:159

　10　LiuY, XieMX, KangJ, ZhengD.SpectrochimActa, PartA[ J] , 2001, 59:2 747

　11　XIEMeng-Xia(谢孟峡), JIANGMin(蒋敏), LISong(李菘), LIUYuan(刘媛).ActaChimSin(化学学报)[ J] ,

2004, 62:1 460

　12　LIUYuan(刘媛), XIEMeng-Xia(谢孟峡), KANGJuan(康娟).ActaChimSin(化学学报)[ J] , 2003, 61:1 305

SpectroscopicStudyontheInteractionofFurbenicillin
SodiumwithBovineSerumAlbumin
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Abstract　BondingreactionofFurbenicillinSodium(FBS)withbovineserumalbumin(BSA)wasstudiedby

meansofUV-Vis, fluorescenceandinfraredspectroscopy.Theexperimentalresultssuggestthatthereisstrong

interactionbetweenFBSandBSA, andFBShasastrongquenchingeffectontheBSAfluorescence.Itis

confirmedfromfluorescencedatathatthequenchingeffectofFBSontheBSAfluorescenceisasinglestatic

quenchingprocess.ThefluorescencequenchingdatawasanalyzedusingtheStern-Volmerequationand

double-logarithmequation.Thebindingconstantandbindingsiteswere1.04 ×10
5
and1.09 atambient

temperature(26 ℃), respectively.ItisrevealedfromtheaboveresultsthatthebondingofFBSwithBSA

leadstoasignificantchangeofthesecondarystructureofBSA.

Keywords　UV-Visspectroscopy, fluorescencespectroscopy, infraredspectroscopy, fluorescencequenching,

furbenicillinsodium, bovineserumalbumin
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