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顺铂对阿霉素与人血清白蛋白结合的相互作用光谱研究 
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摘要：目的  研究顺铂对阿霉素与人血清白蛋白结合的相互作用。方法  采用荧光光谱法研究不同浓度顺铂对阿霉素与

人血清白蛋白结合的相互作用。结果  顺铂与阿霉素对人血清白蛋白都有猝灭作用。顺铂对白蛋白的猝灭方式为动态猝

灭，而阿霉素对白蛋白的猝灭方式为静态猝灭。结论  温度为 17 ℃和 37 ℃时，阿霉素与白蛋白的结合常数分别为

2.13×104，2.76×104 L·moll，2 者的结合位点数为 1。当加入不同浓度的顺铂后，阿霉素与白蛋白的结合常数有所变化，

而结合位点数仍然为 1。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study cisplatin and adriamycin on human serum albumin(HSA) interactions. METHODS  
The interaction of cisplatin and adriamycin on HSA was studied by fluorescence spectra. RESULTS  The results showed that 
cisplatin and adriamycin strongly quenched the fluorescence of human serum albumin. The quenching mevhanisn of cisplatin 
was a dynamic quenching procedure, and the quenching mevhanisn of adriamycin was a static quenching procedure. 

CONCLUSION  At 17 ℃ and 37 ℃, the binding constant of adriamycin and HSA system are 2.13×104 and 2.76×104 L·moll, 

furthermore, the binding is 1. When different concentrations of cisplatin is add to the adriamycin and HSA system, the binding 
constant changed, and the binding site is still 1. 
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血清白蛋白(human serum albumin，HSA)是血

浆中 丰富的蛋白质，能与药物结合，控制药物

的释放和代谢[1-2]。大部分药物进入人体循环系统

后，都与 HSA 结合。近年，药物与血浆蛋白结合

规律的研究引起人们广泛的兴趣，一些学者采用

光谱法研究药物与牛血清白蛋白或者DNA的相互

作用[3-6]。但是，这些研究多针对单一药物与蛋白

大分子的相互作用，而就临床而言，联合用药时

常发生，研究药物与药物间与蛋白结合的相互作

用更有意义。顺铂与阿霉素为化疗药物，不良反

应大，临床经常采取联合用药的方式。本研究采

用荧光光谱法(fluorescence spectrometry，FS)研究

顺铂和阿霉素与人血清之间的相互作用，讨论顺

铂影响阿霉素对 HSA 的荧光猝灭机制，并得到它

们之间相互作用的一些参数。 

1  仪器与试剂 

RF-5301PC 荧光分光光度计 (日本岛津 )；

Millipore 超纯水系统(Millipore)；恒温水浴箱。顺铂

(齐鲁制药有限公司，批号：WA2A1210074，规格：

20 mg)；阿霉素(江苏恒瑞医药股份有限公司，批号：

120903 规格：10 mg)；HAS(奥克特珐玛 20%人血白

蛋白，批号：A224C6661，规格：10 g×50 mL)；其

他试剂均为分析纯，实验用水均为二次蒸馏水。 

2  方法与结果 

2.1  溶液配制 

以超纯水为溶剂配制 3.0×109 mol·mL1 的

HSA 标准溶液备用，阿霉素配成 3.7×107 mol·mL1

标准溶液，均在 0~4 ℃冰箱中保存。 

2.2  顺铂荧光光谱测定 

取顺铂 0，4，10，14，17，21，25，33，39 mg，

分别加入 Tris-HCl 缓冲溶液 3 mL ， 3.0 ×

109 mol·mL1 的 HSA 标准溶液 80 L，配制得浓

度分别为 0，4.4×106，11.1×106，15.6×106，

18.9×106，23.3×106，27.8×106 mol·mL1 的 7
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种顺铂溶液，设定激发波长 λ=285 nm，测定

300~500 nm 的荧光光谱，分别测定 17 和 37 ℃温

度下顺铂的荧光光谱。结果见图 1。 

由于顺铂在 HSA 的激发波长(285 nm)与发射

波长(354 nm)处均有吸收，且浓度高，因此其猝灭

行为中包含有“内滤光效应”。如果吸收值不超过

0.3，“内滤光效应”可用   2/
0

21 AA
c eFF  公式[5]予

以校正。其中 Fc和 Fo分别为校正后和测量到的荧

光强度，A1 和 A2 是溶液在激发和发射波长处的吸

收值，以下所用荧光强度均为校正后的荧光值。 

2.3  阿霉素荧光光谱测定 

取 3.7×107 mol·mL1 阿霉素标准液 0，19，

39，58，113，166，217 L，分别加入 Tris-HCl 缓

冲溶液 2.5 mL，3.0×109 mol·mL1 的 HSA 标准溶

液 500 L，配制得浓度分别为 0，2.4×109，4.8×

109，7.1×109，13.9×109，20.5×109，26.8×

109 mol·mL1 的 7 种阿霉素溶液，以 λ=285 nm，

测定 300~500 nm 的荧光光谱，分别测定 17 ℃和

37 ℃下阿霉素的荧光光谱。以∆λ=60 nm 测定其同

步荧光光谱。结果见图 1。 

 
图 1  17 ℃和 37 ℃下药物对 HSA 荧光光谱的影响 
a→g：阿霉素溶液浓度分别为 0，2.4×109，4.8×109，7.1×109，13.9×109，20.5×109，26.8×109 mol·mL1 

Fig. 1  Effect of drugs on the fluorescence spectrum of HSA respectively at 17 ℃ and 37 ℃ 
a→g: contertrations of adriamycin solution: 0，2.4×109，4.8×109，7.1×109，13.9×109，20.5×109，26.8×109 mol·mL1 

2.4  顺铂对阿霉素荧光光谱的影响 

精密称取顺铂 0.126 mg 和 1.26 mg 各 7 份，

分别加入阿霉素标准液 19，39，58，113，166，217，

268 L，HSA(3.0×108 mol·mL1)的 Tris-HCl 溶液

3 mL，得阿霉素浓度分别 2.4×109，4.8×109，7.1

×109，13.9×109，20.5×109，26.8×109，33.0

×109 mol·mL1，顺铂浓度分别为 1.4×107 和 1.4

×106 mol·mL1 各 7 份溶液，分别测定不同浓度

下顺铂对阿霉素荧光光谱的变化。结果见图 2。 

3  讨论 

3.1  顺铂对 HSA 荧光光谱的影响 

固定人血清白蛋白的浓度不变，在本实验条

件下，当激发光波长为 285 nm 时，HSA 荧光发射

峰位置在 354 nm 附近。顺铂在 HSA 荧光发射出

峰位置附近区域无荧光发射峰。随着顺铂浓度的

增加，HSA 的内源荧光强度有规律地降低，而它

的发射峰的峰位及峰形基本保持不变，这说明顺

铂对 HSA 的荧光有猝灭作用。结果见图 1。 
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图 2  17 ℃和 37 ℃下不同浓度顺铂对 HSA 同步荧光光谱的影响 

a→g：阿霉素溶液浓度分别为 2.4×109，4.8×109，7.1×109，13.9×109，20.5×109，26.8×109，33.0×109 mol·mL1 

Fig. 2  Effect of different concentrations of cisplatin on the fluorescence spectrum of HSA respectively at 17 ℃ and 37 ℃ 

a→g: contertrations of adriamycin solution: 2.4×109，4.8×109，7.1×109，13.9×109，20.5×109，26.8×109，33.0×109 mol·mL1 

荧光猝灭作用因猝灭机制不同可分为动态猝

灭和静态猝灭。在动态猝灭过程中，蛋白质等荧

光体与荧光猝灭剂分子间的相互作用可用

Stern-Volmer 方程进行描述，即 F0/F=1+Kqτ0[Q]= 

1+Ksv[Q]。其中，F 为有猝灭剂时 BSA 的荧光强

度，F0 为无猝灭剂时 HSA 的荧光强度，[Q]为猝

灭剂浓度，Ksv 为动态猝灭常数，单位是 mol·L1，

它反映生物大分子与荧光猝灭剂分子彼此扩散和

相互碰撞到达动态平衡时的量效关系；Kq 为动态

荧光猝灭速率常数，单位是 L·moll·sl，它反映体

系中分子的彼此扩散和相互碰撞对生物大分子荧

光寿命衰减速率的影响，各类荧光猝灭剂对生物

大分子的 大动态荧光猝灭速率常数约为 2.0×

1010 L·moll·sl，τ0 为无猝灭剂时荧光分子的平均

寿命，生物大分子的荧光平均寿命约为 108 s。 

动态猝灭和静态猝灭还可依据不同温度条件

下的结果加以区别。对于动态猝灭，温度的升高

将增加有效碰撞和加剧电子转移过程，使猝灭常

数随温度的升高而增大[2]。 

在顺铂对人血白蛋白荧光光谱影响的研究

中，利用 Stern-Volmer 方程以 F0/F 对[Q]作图，得

到 17 ℃和 37 ℃的 2 条相关系数为 0.997 6 和

0.995 7 的曲线，并利用线性关系得到 Kq 值分别为

2.01×109，2.25×109 L·moll·sl，都小于 大动态

荧光猝灭速率常数 2.0×1010 L·moll·sl，且 37 ℃

下的猝灭常数比 17 ℃下的猝灭常数大。由此显示

顺铂对人血白蛋白的猝灭为动态猝灭。结果见表 1。 

表 1  顺铂和阿霉素的猝灭常数 

Tab. 1  The quenching constants of cisplatin and doxorubicin 

药物 T/℃ Ksv/L·moll Kq/L·moll·sl R2 

17 20.138 2.01×109 0.997 6 顺铂 

37 22.523 2.25×109 0.995 7 

17 2.77×105 2.77×1013 0.997 4 阿霉素

37 2.41×105 2.41×1013 0.993 0 

3.2  阿霉素对 HSA 荧光光谱的影响 

同样的，固定 HSA 的浓度不变，当激发光波

长为 285 nm 时，HSA 荧光发射峰位置在 354 nm

附近。阿霉素在 HSA 荧光发射出峰位置附近区域

无荧光发射峰。随着阿霉素浓度的增加，HSA 的

内源荧光强度有规律地降低，而它的发射峰的峰

位及峰形基本保持不变，这说明阿霉素对 HSA 的

荧光有猝灭作用。结果见图 1。 
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在阿霉素对 HSA 荧光光谱影响的研究中，也

利用 Stern-Volmer 方程以 F0/F 对[Q]作图，得到

17 ℃和 37 ℃的 2 条相关系数分别为 0.997 4 和

0.993 0 的曲线，并利用线性关系得到 Kq 值分别为

2.77×1013，2.41×1013 L·moll·sl，都大于 大动

态荧光猝灭速率常数 2.0×1010 L·moll·sl，且 37 ℃

下的猝灭常数比 17 ℃下的猝灭常数小，由此显示

阿霉素对 HSA 的猝灭过程不是由于碰撞引起的动

态猝灭。结果见表 1。 

阿霉素对 HSA 的荧光猝灭不是动态猝灭，很

可能是由于阿霉素与基态的 HSA 之间形成复合

物，从而产生静态猝灭。 

静态荧光猝灭作用是指荧光体分子与荧光猝

灭剂分子之间借助分子间力，彼此结合形成了具

有一定结构的超分子复合物，而导致荧光体荧光

强度减弱的现象，并用 Lineweanver-Burk 双倒数

方程进行描述，即     11
0

11
0

1
0

  QFKFFF LB
。

其中，KLB 为静态荧光猝灭过程中复合物的形成常

数，单位是 L·mol1，它反映在静态猝灭过程中生

物大分子与荧光猝灭剂分子的结合反应达到平衡

时 的 量 效 关 系 。 由 实 验 数 据 作 出 HSA 的

Lineweanver-Burk 双倒数曲线，17 ℃和 37 ℃时 2

条曲线的相关系数分别为 0.994 2 和 0.995 3，利用

线性关系得到得到 KLB。由此获得，阿霉素对 HSA 

的猝灭过程为静态猝灭。结果见表 2。 

表 2  阿霉素与白蛋白的结合常数及结合位点数 

Tab. 2  The binding constant of adriamycin and albumin and 
the number of binding sites 

药 物 T/℃ KLB/L·mol1 n R2 

17 2.13×104 0.970 0 0.994 2阿霉素 

37 2.76×104 1.078 2 0.995 3

阿霉素+0.13 mg 顺铂 17 2.34×104 0.893 2 0.991 7

阿霉素+1.3 mg 顺铂 17 2.47×104 1.057 8 0.992 4

3.3  顺铂对阿霉素-HSA 体系的影响 

3.3.1  对结合常数的影响  17 ℃时分别测定无顺

铂干扰，以及在不同浓度的顺铂(1.4×107，1.4×

106 mol·mL–1)存在下，阿霉素荧光光谱的变化，

并按 Lineweanver-Burk 方程拟合得曲线。结果获

得对应的 KLB 值为：2.13×104 ，2.34×104，2.47

×104 L·mol1。由此显示随着顺铂浓度的增加，阿

霉素与 HSA 的结合常数有所减小。结果见表 2。 

3.3.2  对结合位点数的影响  结合位点数的计算

采用 lg(F0/F–1)=lgKA+nlg[Q]，以 lg(F0/F–1)对 lg[Q]

作图，可以由该直线的斜率求出阿霉素与 HSA 之

间的结合位点数 n。表 2 结果显示：在 17 ℃时，

随着顺铂浓度的增加，阿霉素与 HSA 的结合位点

数基本不变，n=1；另外，在无顺铂存在时，阿霉

素与 HSA 的结合位点数也不受温度影响，n=1。  

3.3.3  对同步荧光的影响  同步荧光光谱具有简

化光谱，窄化谱带和减少光谱重叠等优点而常被

用于探讨蛋白质构象的变化。HSA 分子的色氨酸

残基是主要荧光源。目前已知∆λ=60 nm 时获得的

同步荧光谱图反映 HSA 中色氨酸残基所处的微环

境，通过同步荧光谱图的变化情况可大致推测

HSA 构象的某些改变。图 2 显示，把不同浓度顺

铂加入到阿霉素-HSA 体系后，色氨酸残基的发射

波长基本不变，表明顺铂对 HSA 的构象影响不大。 

3.4  顺铂和阿霉素对荧光猝灭方式的确定 

阿霉素对 HSA 的荧光有明显的猝灭作用，猝

灭方式为静态猝灭，2 者的结合位点数为 1，17 ℃

和 37 ℃时的猝灭常数 KLB 分别为 2.13×104，2.76

×104。顺铂对人血白蛋白的荧光也有明显的猝灭

作用，猝灭方式为动态猝灭，17 ℃和 37 ℃时猝

灭速率常数 Kq 分别为 2.01×109，2.25×109 

L·moll·sl。在顺铂对阿霉素与人血白蛋白结合的

相互作用中，发现随着顺铂浓度的增加，对阿霉

素与 HSA 的结合位点数无影响，对同步荧光无影

响，但会导致阿霉素与 HSA 的结合常数呈现下降

趋势。 
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