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法莫替丁与牛血清蛋白相互作用的光谱研究
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摘要　法莫替丁是组织胺 H２受体拮抗剂,具有减弱胃酸生成的作用.通过分析荧光光谱和紫外可见吸收光谱探

寻了法莫替丁与牛血清蛋白(BSA)的猝灭作用,并阐明两者间的作用机制.通过分析可知,法莫替丁能有效猝灭

BSA的内源荧光,猝灭机制为静态猝灭.测定了法莫替丁与BSA在３０６K和３１４K下的表观结合常数KA,分别

为９．８６１×１０４,３．８９１×１０４L/mol.通过对猝灭过程中的热力学参数进行分析,得出法莫替丁与BSA的作用力主

要是氢键和范德瓦耳斯力.凭借Förster非辐射能量转移理论计算得到了法莫替丁和BSA的相互作用距离为

１．２５nm,发生了非辐射能量转移.
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Abstract　FamotidineisahistamineH２receptorantagonist whichhasasignificantinhibitoryeffectongastricacid
secretion敭Thequenchingeffectbetweenfamotidineandbovineserumalbumin BSA isstudiedwiththeanalysisof
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１　引　　言

蛋白质是人体内最重要的组成部分,不仅能为

人体提供能量,还是生命活动的主要承担者.蛋白

质的结构组成是生物科学领域的核心课题之一,人

们尝试采用不同的分析方法来解析药物对蛋白质结

构功能的影响[１Ｇ２].血清蛋白是蛋白质的一种,能起

到结合并搬运许多内源和外源化合物,并将其送至

目标部位的重要作用[３Ｇ６].研究血清蛋白与药物小

分子的相互作用有助于理解药物传输、分配、生效的
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机理,也有助于新药的研发[７Ｇ９].
牛血清蛋白(BSA)结构稳定,价格低廉,与人血

清蛋白(HSA)同源,因此常被用作 HSA的替代品,
研究药物在人体内的运作[１０].

组胺H２受体的发现推动了抑制胃酸和胃液分

泌的抗消化道溃疡类药物的研制,西咪替丁、雷尼替

丁和法莫替丁等新药都是是受体研究的重要成

果[１１].法莫替丁能有效抑制胃酸分泌,可用来治疗

胃及十二指肠溃疡、急性胃黏膜出血,以及反流性食

道炎等[１２Ｇ１３].本文结合荧光光谱和紫外吸收光谱研

究了法莫替丁与BSA之间的作用类型和作用力,为
厘清法莫替丁在人体内的生效机理提供了依据.

２　实验部分

２．１　试剂与仪器

BSA购于南京奥多福尼生物科技有限公司,其
纯度大于８０％,分子相对质量为６６４３０.称取适量

BSA并用含０．０５mol/LNaCl的０．２mol/L磷酸盐缓

冲溶液配制成BSA溶液,备用.实验用水为蒸馏水.
法莫替丁购于上海信谊药厂有限公司,其分子式

为C８H１５N７O２S３,分子相对质量为３３７．４５.分子结构

式如图１所示.称取１０mg法莫替丁溶于甲醇(江苏

永丰化学试剂有限公司,纯度不低于９９．５％)中,配制

成２．９６×１０－６mol/L的法莫替丁溶液.

图１ 法莫替丁的结构式

Fig敭１ Chemicalstructureoffamotidine

实验采用的仪器有PerkinsElmerLS５５荧光

分光光度计、上海天美 UV３６００紫外可见分光光度

计、上海江星HHＧ２数显恒温水浴锅、上海舜宇恒平

FA２００４电子天平(精度为０．０００１)、德国Eppendorf
公司微量移液枪(１０μL,１００μL,１０００μL).

２．２　实验方法

用移液枪取３mL５．３×１０－７mol/L的BSA溶

液转移到比色皿中,将比色皿水浴加热至３２℃,然
后放入荧光光谱仪中进行扫描;采用波长为２８５nm
的激发光,激发和发射狭缝宽度为４nm,扫描速度

为３００nm/min.先测量未加药时纯BSA的光谱,
接着逐次加入５μL２．９６×１０－６mol/L的法莫替丁

溶液,并逐一测量其光谱.再将水浴锅温度调节至

４０℃,重复以上操作.

为计算结合距离,取５×１０－６mol/L的BSA溶

液和法莫替丁溶液,用上海天美 UV３６００紫外分光

光度计测量其在２９０~４５０nm波长范围内的紫外

吸收光谱;将 LS５５荧光光谱仪激发波长设定为

２８５nm,设定激发和发射狭缝为５nm,扫描BSA溶

液在２９０~４５０nm波长范围内的荧光光谱.

３　结果与讨论

３．１　荧光猝灭光谱

广义上来说,能令荧光强度或相关峰位发生变

动的作用过程都可以称为荧光猝灭.荧光猝灭剂是

能与荧光物质分子发生相互作用,令荧光强度和相

关激发峰位、荧光峰位发生变化的物质[１４].
图２为加入不同剂量法莫替丁前后BSA的荧

光猝灭光谱,λex为荧光最大激发波长.从１到７,法
莫替丁的加入量依次递增,分别为０,５,１０,１５,２０,

２５,３０μL.由图２可见:体系的荧光强度随着法莫

替丁溶液的滴入而减小.实验过程中滴加的试剂对

BSA溶液产生了稀释作用,可能会导致荧光强度降

低,但由于每次操作只滴加５μL的法莫替丁溶液,

６次滴加的总量也只有３０μL,相对于３mL的BSA
溶液,产生的稀释作用可以忽略不计.此外,只滴加

溶剂(甲醇)的对比实验证明了溶剂本身对BSA溶

液光谱的影响十分微弱,可以排除甲醇对实验的影

响.由此可见,荧光强度的减弱来自于法莫替丁对

BSA的荧光猝灭作用.

图２ 法莫替丁ＧBSA的荧光猝灭光谱

Fig敭２ Fluorescencequenchingspectraof
famotidineＧBSAsystem

３．２　荧光猝灭类型

蛋白质和小分子相互作用的猝灭类型通常分为

两类:静态猝灭和动态猝灭[１５].静态猝灭是指荧光

分子和猝灭分子在基态通过络合反应生成超分子化

合物,从而使荧光基团的发光强度减弱;动态猝灭是

指荧光物质的激发态分子与猝灭分子发生碰撞,经
电荷或能量转移后返回到基态的过程.
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辨别猝灭类型的方法通常是根据温度改变前后

猝灭常数的变化趋势.温度上升后,如果发生的是

动态猝灭,那么粒子的碰撞将会被加剧,猝灭常数增

大;相反,若是静态猝灭,结合物的稳定性会随着温

度升高而降低,猝灭常数会降低.因此,猝灭机理可

以用温度的变化来辨别[１６Ｇ２０].
猝灭机制可以由SternＧVolmer方程来描述:

F０/F＝１＋Kqτ０ Q[ ]＝１＋KSV Q[ ] ,(１)
式中F０/F 为荧光强度比;Q[ ] 为猝灭剂的浓度;

Kq 为双分子猝灭过程的速率常数;τ０ 为未加猝灭

剂时荧光分子的平均寿命(对于大多数的生物分子

而言,τ０ 约为１０ns)[２１Ｇ２３];KSV为SternＧVolmer猝

灭常数,是双分子猝灭速率常数与单分子衰变速率

常数的比率[２４].
图３给出了不同温度下,法莫替丁与BSA溶液

猝灭作用的SternＧVolmer曲线.通过拟合得到的

SternＧVolmer线性方程、相关系数、SternＧVolmer
猝灭常数和速率常数列于表１中.

通过分析图３和表１可知,荧光强度比F０/F
随着猝灭剂法莫替丁浓度 Q[ ] 的增加而线性上升,

说明法莫替丁与BSA的相互作用为单一猝灭类型.
生物 大 分 子 的 最 大 扩 散 碰 撞 猝 灭 速 率 常 数

Kq＝２．０×１０１０L/(mols),法莫替丁与 BSA 的猝

灭常数大于Kq,可以初步判断该过程主要是静态猝

灭[２５Ｇ３０].此外,随着温度上升,SternＧVolmer方程

的斜率下降,即猝灭常数KSV下降,说明BSA与猝

灭剂形成的复合物随着温度升高而趋向于不稳定,
是典型的静态猝灭特征.综上分析可知法莫替丁对

BSA的猝灭类型为静态猝灭.

图３ 法莫替丁与BSA相互作用的SternＧVolmer曲线

Fig敭３ SternＧVolmerplotsofBSAinteracted
byfamotidine

表１　法莫替丁ＧBSA体系的SternＧVolmer方程、猝灭常数及速率常数

Table１　SternＧVolmerequation,quenchingconstantandquenchingrateconstantoffamotidineＧBSAsystem

T/K
Linearequation
ofSternＧVolmer

Correlation
coefficient

Quenchingconstant

KSV/(１０４Lmol－１)
Quenchingrateconstant

Kq/(Lmol－１s－１)
３０６ F０/F＝１．０１２８＋７．７７３×１０４ Q[ ] ０．９９０２３ ７．７７３×１０４ ７．７７３×１０１２

３１４ F０/F＝１．０１２０７＋６．１５×１０４ Q[ ] ０．９９７５４ ６．１５×１０４ ６．１５×１０１２

３．３　表观结合常数和结合位点

静态猝灭是指荧光体与猝灭剂结合形成复合物

导致荧光减弱的现象.对于静态猝灭,荧光体分子

与猝灭剂之间的作用关系常用双对数方程[３１]表示:

lg F０－F( )/F[ ]＝lgKA＋nlgQ[ ] , (２)
式中F０、F分别为添加法莫替丁前后BSA体系的荧光

强度,KA 为药物分子与蛋白质生物大分子的表观结合

常数,n为结合位点数.当在BSA中逐滴加入猝灭剂

法莫替丁后,以lg F０－F( )/F[ ] 为纵坐标、lgQ[ ] 为横

坐标可以拟合得到一条直线,如图４所示.
由图４可见,不同温度下拟合得到的双对数曲

线均保持良好的线性关系.将各个温度的结合位点

数n和表观结合常数汇总后可得表２.

图４ 不同温度下lg F０－F( )/F[ ]Ｇlg Q[ ] 拟合直线

Fig敭４ Fittedlg F０－F( ) F[ ]Ｇlg Q[ ] curves

atdifferenttemperatures

表２　法莫替丁ＧBSA体系的表观结合常数与结合位点数

Table２　ApparentbindingconstantandnumberofbindingsitesoffamotidineＧBSAsystem

T/K Linearequation
Correlation

coefficientR２
Numberof

bindingsitesn
Apparentbindingconstant

KA/(Lmol－１)
３０６ lg F０－F( )/F[ ]＝４．９９３９２＋１．０１９０４lg Q[ ] ０．９９５４４ １．０１９０４ ９．８６１×１０４

３１４ lg F０－F( )/F[ ]＝４．５９００５＋０．９５８８６lg Q[ ] ０．９９９２６ ０．９５８８６ ３．８９１×１０４
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　　从表２可以看出:在３０６K和３０４K下,法莫替

丁与 BSA 的 结 合 位 点 数n 分 别 为１．０１９０４ 和

０．９５８８６,均约为１,即一个BSA大分子上有一个结

合位点,该结合位点可与一个法莫替丁分子结合;不
同温度下的表观结合常数均达到１０４ 数量级,说明

法莫替丁与BSA的结合能力很强;表观结合常数随

着温度的升高而降低,符合静态猝灭的特征.

３．４　作用力类型的确定

药物与大分子之间的相互作用类型包括氢键、
范德瓦耳斯力、静电引力和疏水作用力等.根据

Ross等的研究结果可知[３２],通过反应前后的焓变

ΔH 和熵变ΔS可以判断药物与蛋白质分子之间的

主要作用类型.当ΔH＞０、ΔS＞０时,主要作用力

为疏水作用力;当ΔH＜０、ΔS＜０时,主要作用力为

氢键和范德瓦耳斯力;当ΔH＜０、ΔS＞０时,主要作

用力为静电引力[３３].当温度变化不大时,这些数据

可以用下列公式求出:

ΔG＝－RTlnKA, (３)

lnK２/K１( )＝ ΔH/R( ) １/T１－１/T２( ) ,(４)

ΔG＝ΔH －TΔS, (５)
式中R 为理想气体常数,ΔG 为吉布斯自由能变,T
为热力学温度.把体系中的表观结合常数对应着各

自的温度代入(３)~(５)式中,即可得到各温度下对

应的ΔH、ΔG、ΔS,见表３.
表３　热力学参数表

Table３　Thermodynamicparametertable

T/K KA/(Lmol－１) ΔH/(kJmol－１) ΔG/(kJmol－１) ΔS/(Jmol－１K－１)
３０６ ９．８６１×１０４ －９３．１４９ －２９．２５４ －２０８．７８
３１４ ３．８９１×１０４ －９３．１４９ －２７．５９１ －２０８．７８

　　从表３中可以看出:在法莫替丁与BSA作用过

程中,ΔG＜０,说明该作用过程是一个熵增加、吉布

斯自由能降低的自发过程;ΔH＜０和ΔS＜０说明

法莫替丁与BSA之间的主要相互作用为氢键和范

德瓦耳斯力.

３．５　能量转移及作用距离

根据 Föster提 出 的 非 辐 射 能 量 转 移 机 理

(FRET)可知,当满足供能体可以发出荧光,供能体

的荧光光谱与受能体的吸收光谱有足够的重叠部

分,且供能体和受能体的最大距离不超过７nm的

条件时,将发生非辐射能量转移[３４].
能量转移效率E 的表达式为

E＝１－F/F０＝R６０/R６０－r６( ) , (６)

R６０＝８．８×１０－２５ JK２Φn－４１( ) , (７)
式中:r为供能体与受能体之间的距离;R０ 为转移

效率为５０％时的临界能量转移距离;n１ 为折射率,
取法莫替丁的折射率为１．３３;K２ 为偶极Ｇ偶极相互

的定向因子,取受能体和供能体的各向随机分布平

均值的２/３;Ф 为荧光量子产率,通常取０．１５;J 为

供能体的荧光发射光谱和受能体的吸收光谱的重叠

积分[３５Ｇ３８].J的表达式为

J＝∑F
(λ)ε(λ)λ４Δλ

∑F(λ)Δλ
, (８)

式中λ为测量荧光强度和吸光度时对应的测量光的波

长,F(λ)为供能体荧光发射光谱的荧光强度,ε(λ)为用

受能体的紫外吸收光谱测得的摩尔吸光系数[３９].在测

BSA的荧光发射光谱和法莫替丁的紫外吸收光谱时,

图５ BSA的荧光发射光谱和

法莫替丁的紫外吸收光谱

Fig敭５ FluorescenceemissionspectrumofBSA
andultravioletabsorptionspectrumoffamotidine

要保证两者溶液的物质的量浓度相等.
由图５可以计算得到供能体的荧光发射光谱和

受 能 体 的 吸 收 光 谱 的 重 叠 积 分

J＝３．５６×１０－１５cm３Lmol－１.将结果代入(６)~
(７)式可以计算出临界转移距离R０＝２．１５nm,法莫

替丁与蛋白质相互作用距离r＝１．２５nm.r不仅小

于７nm,还满足０．５R０＜r＜１．５R０ 这一条件,可以

判断发生了非辐射能量转移[４０].

４　结　　论

采用荧光光谱分析法对法莫替丁ＧBSA系统的

相互作用机制、作用力类型进行了定性分析.根据

研究结果可知:法莫替丁对BSA的荧光淬灭类型为

静态猝灭,两者之间的作用力主要是氢键和范德瓦

耳斯力;依据双对数模型定量计算出结合位点数和

不同温度下的表观结合常数KA,根据Förster非辐

０４３００３Ｇ４
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射能量转移理论可计算出法莫替丁与BSA的相互

作用距离为１．２５nm.
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