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摘要　采用荧光光谱法、紫外可见吸收光谱法以及同步荧光光谱法研究了米格列奈钙与牛血清白蛋白(BSA)之间

的相互作用.实验结果表明,米格列奈钙对牛血清白蛋白的荧光有较为明显的猝灭作用,其猝灭机制为动态猝灭,

遵循SternＧVolmer方程;根据Förster的非辐射能量转移理论,计算出米格列奈钙分子与牛血清白蛋白分子的结合

距离为５．４６１nm;用同步荧光光谱技术探究了米格列奈钙对BSA构象的影响,结果发现,当激发和发射波长差为

６０nm时,荧光峰位发生了微小的蓝移,说明BSA色氨酸残基附近的外围微环境受到了米格列奈钙分子的影响,极

性减弱,BSA的疏水性增强.
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１　引　　言
蛋白质是自然界中所有生命的物质基础,是构成人体内众多细胞的基本有机物.机体内外所有的重要

部分都包含蛋白质.血清白蛋白是人体血浆中含量最丰富的载体蛋白,能够结合体内的众多内源和外源性
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化合物[１],并对这些化合物的运输及代谢起着至关重要的作用.药物进入人体后与血清白蛋白结合,在血

清白蛋白的搬运作用下到达受体部位,进而产生药效.因此,研究药物小分子与血清白蛋白生物大分子

之间的结合,不仅可以了解药物在体内的吸收、代谢及生效机理[２],而且对药物的改良和新药的研发具有

参考作用.
由于蛋白质中的酪氨酸残基、色氨酸残基及苯丙氨酸残基都具有特殊的光学特性,加之许多药物小分子

本身或与蛋白质作用后具有光学特性[３],因此光谱方法是研究药物与蛋白质结合机理的一种非常有效且应

用广泛的方法.常见的方法有紫外Ｇ可见吸收方法[４]、荧光光谱法[５]、傅里叶红外光谱法[６]、圆二色光谱

法[７]、核磁共振波谱法[８]和拉曼光谱法[９].另外,还有一些非光谱的方法,如电分析化学法[１０]、高效前沿分

析法[１１]及毛细管电泳法[１２]等.
米格列奈钙是组成米格列奈片的有效成分,它可以单独地用于那些采用运动疗法和饮食疗法不能有效

控制高血糖的Ⅱ型糖尿病患者.文献[１３]指出,与传统的磺酰脲类药物相比,米格列奈钙具有起效快、疗效

强、给药灵活、安全性高,以及耐受性好等特点,但目前尚未查到研究米格列奈钙与药物作用机理的相关文

献.因此,本文根据荧光猝灭光谱、紫外Ｇ可见吸收光谱和同步荧光光谱,从不同角度探讨米格列奈钙与血清

白蛋白相互作用的光谱特征.

２　实　　验
２．１　仪器与试剂

实验所用仪器为LSＧ５５型荧光分光光度计、UVＧ３６００型紫外可见分光光度计、上海江星 HHＧ２型数显

恒温水浴锅、上海舜宇恒平FA２００４型电子天平(精度为０．０００１g)、德国Eppendorf公司的微量移液枪(规
格分别为１０,１００,１０００μL).

实验用牛血清白蛋白(BSA)的相对分子质量为６６４３０,纯度为９８％.准确称取适量 BSA,用含

０．０５molL－１NaCl的０．２molL－１磷酸盐缓冲溶液配制成BSA溶液(实验用水为二次蒸馏水),然后置于

１~４℃的冷藏柜中储存.当实验过程中的BSA溶液不足时,可取出使用.
米格列奈钙片购于正大天晴药业集团,其有效成分米格列奈的分子式为C３８H４８N２O６Ca２H２O,相对分

子质量为７０４．９１.准确称取０．１４１７mg米格列奈钙,将其溶于无水甲醇(纯度不低于９９．５％)中,配制成浓度

为１．００５×１０－５molL－１的米格列奈钙溶液.

２．２　实验方法

２．２．１　荧光光谱法

荧光光谱法的实验步骤如下:

１)使用移液枪取３mL浓度为１×１０－６molL－１的BSA溶液,并将其转移到比色皿中,控制溶液温度为

２４℃(２９７K).根据荧光光谱仪的荧光扫描量程,设置激发狭缝的宽度为５nm,发射狭缝的宽度为５nm,扫
描速度为６０nmmin－１.采用波长为２８５nm的激发光在２９０~４５０nm范围内扫描,得到荧光光谱.

２)用移液枪向比色皿中逐次加入５μL浓度为１．００５×１０－５molL－１米格列奈钙溶液,测量其荧光猝灭

光谱[１４].

３)采用水浴法控制温度为３５℃(３０８K),重复以上实验步骤.

２．２．２　紫外可见吸收光谱与荧光光谱法

为了计算结合距离,取浓度为１×１０－６molL－１的米格列奈钙溶液,在２９０~４５０nm波长范围内进行扫

描,得到紫外可见吸收光谱.取浓度为１×１０－６molL－１的BSA溶液,将LSＧ５５型荧光光谱仪的激发波长设

为２８５nm,设置激发和发射狭缝均为５nm,在２９０~４５０nm波长范围扫描BSA溶液,得到该溶液的荧光光

谱.在同一个坐标系下计算２种光谱的重叠面积.

２．２．３　同步荧光光谱法

取３mL浓度为１×１０－６molL－１的BSA溶液,逐滴加入１×１０－４molL－１的米格列奈钙溶液,设定激

发和发射波长差Δλ分别为１５nm和６０nm,在２５０~３３０nm波长范围内测量其同步荧光光谱.
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３　结果与讨论
３．１　荧光猝灭光谱

实验测出米格列奈钙对BSA的荧光猝灭光谱如图１所示.其中,牛血清白蛋白的浓度为１×１０－６molL－１,
米格列奈钙溶液的体积为VMC＝０,５,１０,１５,２０,２５μL(０→５);实验环境温度T＝２９９K,溶液的pH为７．４,
激发波长λex＝２８５nm.

图１ 米格列奈钙对BSA的猝灭光谱

Fig．１ QuenchingspectraofmitiglinidecalciumtoBSA

　　由图１可以看出,随着米格列奈钙溶液浓度增加,体系的荧光强度逐渐减小,出现了典型的荧光猝灭现

象.由于每次滴加的米格列奈钙溶液相对于上一次只增加了５μL,这对于３mL的BSA溶液来说可以忽

略,故而可以忽略因加入米格列奈钙溶液产生稀释效果而导致的荧光强度的减小.

３．２　荧光猝灭机理

荧光猝灭是指荧光物质分子与溶剂分子之间发生的导致荧光强度或相关激发峰位变化,亦或荧光峰位

变化的物理、化学作用过程[１５].
一般情况下,可根据猝灭速率常数随温度的变化将荧光猝灭类型分为动态猝灭与静态猝灭[１６].如果荧

光猝灭是由荧光分子与猝灭剂分子的激发态分子相互碰撞而导致的,那么这种猝灭类型称为动态猝灭.猝

灭过程遵循SternＧVolmer方程[１７].

F０/F＝１＋kqτ０cq＝１＋ksvcq, (１)
式中F０和F 分别为未加入和加入猝灭剂时BSA的荧光强度;ksv为动态猝灭速率常数[１８],其为双分子猝灭

速率常数与单分子衰变速率常数的比值;τ０为不加入猝灭剂时荧光分子的平均寿命,对于大多数生物分子,

τ０≈１０－８s;kq为双分子猝灭速率常数;cq为猝灭剂米格列奈钙的浓度[１９].
对于动态猝灭来说,升高温度会使激发单重态的荧光分子与猝灭剂分子之间的相互碰撞更加剧烈,激发

单重态的荧光分子以无辐射跃迁的方式回到基态的速率加快,导致猝灭速率常数随温度升高而增大.因此,
如果猝灭速率常数随温度升高而增大,那么荧光猝灭类型为动态猝灭;如果猝灭速率常数随温度升高而减

小,那么荧光猝灭类型为静态猝灭.
在温度为２９７K和３０８K时,加入米格列奈钙后BSA荧光强度的变化如图２所示.其中,牛血清白蛋

白的浓度为１×１０－６molL－１,溶液的pH为７．４,激发波长λex＝２８５nm.

　　通过线性拟合得到了SternＧVolmer线性方程、拟合优度R２和猝灭速率常数kq,如表１所示.根据kq随

温度的变化可以判断出荧光猝灭的机理.
表１ SternＧVolmer拟合方程、拟合优度R２及猝灭速率常数kq

Table１ Fittingequation fittingdegreeR２andquenchingrateconstantkq

T/K SternＧVolmerlinearequation R２ kq/(１０５Lmol－１)

２９７ F０/F＝０．９５４４＋８．７８×１０５cq ０．９７５３８ ８．７８

３０８ F０/F＝０．９４１６５＋１．３０４×１０６cq ０．９９３９９ １３．０４
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图２ 加入米格列奈钙后BSA的SternＧVolmer猝灭曲线

Fig．２ SternＧVolmerquenchingcurvesofBSAafteraddingmitiglinidecalcium

　　对图２和表１进行分析后可以发现,荧光强度比F０/F 随着猝灭剂米格列奈钙浓度cq的增加呈线性变

化,说明米格列奈钙与BSA的相互作用存在单一的猝灭类型.温度升高可以使荧光体和荧光猝灭分子之间

的有效碰撞更加剧烈,从而导致扩散系数增大,使ksv随温度升高而增大[２０].由图２可知,直线的斜率随着

温度升高而明显增大(ksv增大),这是典型的动态猝灭特征.所以,米格列奈钙对BSA的猝灭是由米格列奈

钙分子与荧光BSA分子间相互碰撞而引起的动态猝灭.

３．３　结合距离的计算

由Förster提出的非辐射能量转移理论[２１]可以知道,发生非辐射能量转移从而产生荧光猝灭现象的条

件有３个:１)供能体(血清白蛋白)可以发出荧光;２)供能体发射荧光光谱与受能体(药物米格列奈钙)的吸

收光谱有足够的重叠部分;３)供能体和受能体的最大距离不超过７nm[２２].

能量转移效率E 的计算公式为

E＝１－
F
F０

＝
R６
０

(R６
０＋r６)

, (２)

R６
０＝８．８×１０－２５JK２Φn－４, (３)

J＝∑F(λ)ε(λ)λ４Δλ

∑F(λ)Δλ
. (４)

式中R０为临界能量转移距离,即能量转移效率为５０％时的距离;r为供能体和受能体之间的结合距离;J为

供能体荧光发射光谱和受能体吸收光谱重叠部分的积分[２３],单位为cm３Lmol－１;K２为偶极空间的取向因

子,取给体与供体各向随机分布平均值的２/３;Φ为血清白蛋白质的荧光量子产率,通常取色氨酸的量子产

率,即Φ＝０．１５;n为药物与血清白蛋白混合溶液的折射率,实验中以二次蒸馏水作为溶剂,混合溶液的平均

折射率n＝１．３３６;F(λ)为血清白蛋白在波长λ处的荧光强度;ε(λ)为药物在波长λ处的摩尔吸光系数,可由

紫外Ｇ可见分光光度计测出;Δλ为激发和发射波长差.

通过图３中的实验数据,采用离散积分的方式计算(４)式中的J;然后将J 代入(３)式计算R６
０,最后将

R６
０的值代入(２)式,就可计算出供能体血清白蛋白和受能体米格列奈钙的结合距离r.通过以上方法可计算

得到米格列奈钙的重叠积分J＝９．０３６×１０－１４cm３Lmol－１,进而求得R０＝３．６９４nm,最终可得米格列奈钙

分子与牛血清白蛋白分子的结合距离r＝５．４６１nm.可见,供能体与受能体满足了Förster非辐射能量转移

理论中的３个条件,发生了非辐射能量转移,从而产生了荧光猝灭.

３．４　米格列奈钙对BSA构象的影响

在周围环境的影响下,氨基酸残基的最大发射波长会发生蓝移或者红移.当固定激发波长和发射波长

的差值Δλ为１５nm和６０nm 时,对应的同步荧光光谱分别体现了酪氨酸残基和色氨酸残基的光谱特

性[２４].因此,根据氨基酸残基发射峰峰位的蓝移或红移,可以判断药物对蛋白质构象的影响.
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图３ BSA的荧光光谱和米格列奈钙的紫外可见吸收光谱

Fig．３ FluorescencespectrumofBSAandultravioletvisibleabsorptionspectrumofmitiglinidecalcium

图４(a)为米格列奈钙在Δλ＝１５nm时的同步荧光光谱,图４(b)为米格列奈钙在Δλ＝６０nm时的同步

荧光光谱,牛血清白蛋白的浓度均为１×１０－６molL－１.从图４(a)可以看出,当Δλ＝１５nm时,最大发射波

长几乎没有改变,说明米格列奈钙几乎没有改变BSA酪氨酸残基附近的疏水环境,蛋白质酪氨酸残基附近

的构象没有被影响[２５].从图４(b)可以看出,当Δλ＝６０nm时,同步荧光光谱的荧光峰峰位随着米格列奈钙

浓度的增加出现了微小的蓝移.这一实验结果说明BSA色氨酸残基附近的外围微环境受到了米格列奈钙

分子的影响,使外部微环境的极性减弱,增强了BSA的疏水性,减小了肽链的伸展程度,对BSA的构象产生

了一定影响[２６].

图４ 不同波长差下米格列奈钙的同步荧光光谱.(a)Δλ＝１５nm;(b)Δλ＝６０nm

Fig．４ Synchronousfluorescencespectraofmitiglinidecalciumatdifferentwavelengthdifferences敭

 a Δλ＝１５nm  b Δλ＝６０nm

４　结　　论
利用光谱技术研究了米格列奈钙ＧBSA系统的相互作用机理.实验结果表明,米格列奈钙对牛血清白蛋

白的荧光猝灭作用较为明显,其猝灭方式为动态猝灭.在２４℃和３５℃时,米格列奈钙对牛血清白蛋白荧光

的猝灭速率常数分别为８．７８×１０５Lmol－１和１３．０４×１０５Lmol－１.根据Förster提出的非辐射能量转移理

论,米格列奈钙与BSA的结合距离为５．４６１nm.由同步荧光光谱发现,米格列奈钙影响了BSA色氨酸残基

附近外围的微环境,使肽链的伸展程度有所减小.本实验结果为药物的合理使用提供了参考,同时也为糖尿

病新药的研发和临床应用提供了参考.
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