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原纤维增生更严重，满布视野；黄芪干预组肌内

胶原纤维数量明显比模型组减少。这提示可以通

过抑制胶原纤维的增生，改善注射性坐骨神经损

伤所致的肌萎缩。笔者认为，由于青霉素对坐骨

神经的毒性作用，腓骨长肌内毛细血管退化，胶

原纤维明显增多，增生的胶原纤维阻隔了肌纤维

的血液供应，导致骨骼肌萎缩。由于黄芪具有生

肌、长期用药无明显不良反应的优势，是延缓周

围神经损伤后骨骼肌萎缩的理想药物[6-7]，黄芪干

预后，肌内胶原纤维减少，胶原阻隔逐渐被毛细

血管穿越，血供改善，肌萎缩逐渐恢复。 
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荧光光谱法研究顺铂对表柔比星与人血白蛋白结合作用的影响 
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摘要：目的  研究顺铂对表柔比星与人血清白蛋白(HSA)结合作用的影响。方法  通过荧光光谱法研究顺铂和表柔比星

对 HSA 的荧光猝灭光谱，同步荧光光谱。由 Lineweaver-Burk 双倒数作图法确定反应的解离常数，根据热力学方程讨论

两者间主要的作用力类型。结果  荧光猝灭光谱显示，顺铂和表柔比星与 HSA 都有荧光猝灭作用。顺铂、表柔比星对

HSA 的猝灭过程为静态猝灭。表柔比星与 HSA 的结合点数为 1，主要作用力为疏水作用力。顺铂不影响表柔比星对 HSA

的内源荧光猝灭作用，但能增加表柔比星与 HSA 的结合常数(KA)。结论  顺铂不影响表柔比星的血药浓度，但能增加表

柔比星与 HSA 的结合力。 
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albumin(HSA). METHODS  The interaction of cisplatin and epirubicin with HSA was studied by measuring fluorescence 
quenching spectra, synchronous fluorescence spectra. The binding constants were calculated according to Lineweaver-Burk 
equation and type of binding force was estimated by the calculation of thermodynamic parameters. RESULTS  The 
fluorescence quenching spectra of HSA in the presence of aisplatin and epirubicin showed that both of them quenched the 
fluorescence of HSA. Cisplatin and epirubicin were static quenching. The binding site numbers of epirubicin was 1. The 
interaction between epirubicin and HSA was mainly driven by a hydrophobic force. When in the presence of cisplatin, the 
combining constants (KA) increased. CONCLUSION  Cisplatin can increase the combining constants. 
KEY WORDS: cisplatin; epirubicin; human serum albumin; fluorescence quenching 

 

表柔比星和顺铂都是常用的抗肿瘤药物[1]，进

入人体循环系统后，都与血清白蛋白结合[2]，两者

蛋白结合率都较高，但是否有相互作用还不清楚。

本研究应用荧光光谱法研究顺铂对表柔比星与人

血白蛋白(HSA)结合作用的影响，讨论顺铂影响表

柔比星对 HSA 的荧光猝灭机制，考察顺铂对表柔

比星与蛋白质结合力的影响，为临床合理用药提

供参考。 

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)；顺铂(齐鲁制药有

限公司，批号：2WA2A13030)；表柔比星(辉瑞制

药无锡有限公司，批号：130503902)；HSA(瑞士

杰特贝林生物制品有限公司，批号：4312100168)；

其他试剂均为分析纯；实验用水均为二次蒸馏水；

HH-4 数显恒温水浴锅(上海江星仪器有限公司)。 

2  方法与结果 

2.1  溶液配制 

配制 6.02×108 mol·L1 的 HSA 标准溶液备

用。表柔比星配成 3.45×104 mol·L1，顺铂原液

浓度 6.67×103 mol·L1，标准液均在 0~4 ℃冰箱

中保存。 

2.2  表柔比星对 HSA 荧光光谱的影响 

9 支 5 mL EP 管分别加入 3 mL HSA 标准液，

再分别加入不同量表柔比星溶液和超纯水使每只

EP 管内液体体积为 3.44 mL。HSA 浓度为

5.25×108 mol·L1，表柔比星浓度为 0，2.01×106，

5.01×106，9.03×106，1.40×105，2.01×105，

2.71×105，3.51×105，4.41×105 mol·L1。荧光

仪的激发和发射狭缝均为 5 nm，激发波长

λ=285 nm，测定 17 ℃和 37 ℃下 300~500 nm 顺铂

的荧光光谱。以∆λ=60 nm，∆λ=15 nm 测定表柔比

星的同步荧光光谱。 

2.3  顺铂干扰下表柔比星对 HSA 荧光光谱的影响 

取一定量顺铂原液与表柔比星溶液混合，使

顺铂的浓度分别为 9.69×105 ， 1.55×104 ，

1.94×104，2.33×104，2.91×104，3.49×104，

3.88×104 mol·L1，表柔比星与人血白蛋白浓度同

上。测定不同浓度顺铂下，相同荧光光谱条件 17 ℃

和 37 ℃下表柔比星的荧光猝灭光谱和同步荧光光谱。 

3  结果 

3.1  顺铂、表柔比星对 HSA 荧光光谱的猝灭现象 

由于顺铂和表霉素在HSA的激发波长 285 nm

与发射波长 355 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”[3]。如果吸收

值≤0.3 时，“内滤光效应”可用以下公式 Fc=Fo

×e(A1+A2)/2 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[4]。 

固定 HSA 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，见图 1。顺铂与表柔比星在 HSA 荧

光发射出峰位置附近区域无荧光发射峰。固定顺

铂浓度，随着表柔比星浓度的增加，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，这说明表柔比星对 HSA 的荧

光有猝灭现象，二者之间存在相互作用。 

在 HSA 中加入不同浓度顺铂后，表柔比星对 HSA

的荧光强度有规律地降低，发射峰的峰位及峰形

基本保持不变，说明顺铂并未影响表柔比星对

HSA 的荧光猝灭作用。 

3.2  顺铂、表柔比星对 HSA 荧光猝灭方式的确定 

由实验数据分别作出 HSA 的 Stern-Volmer 曲

线和 Lineweaver-Burk 双倒数曲线[5-6]，并对实验数

据线性拟合得到 Ksv 和 KLB。图 2 和表 1 的结果

显示，顺铂对 HSA 荧光的猝灭速率常数>2.0× 

1010 L·mol1·s1，Ksv 随着温度的升高而降低，提

示顺铂与 HAS 是动态猝灭[7]。表柔比星对 HSA 荧

光的猝灭速率常数>2.0×1010 L·mol1·s1，加入顺

铂后，表柔比星的猝灭速率常数 Kq 仍>2.0× 

1010 L·mol1·s1，由此可见表柔比星对 HSA 体系的
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荧光猝灭作用主要是由于它与HSA彼此结合而引起

的静态猝灭，而顺铂不影响表柔比星对 HSA 的猝灭

方式。但是当顺铂存在时，表柔比星的 KLB 值随

温度升高，其原因可能是由于顺铂的存在，温度的

升高增加了有效碰撞和加剧电子转移过程[8]，使表

柔比星与 HSA 的结合反应达到平衡时的量增加。 

依据公式 F0/F=1+Ksv[Q][9]，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，作图，见图 2。 

 
图 1  顺铂、表柔比星与 HSA 相互作用的荧光光谱 
a→g：顺铂浓度分别为 9.69×105，1.55×104，1.94×104，2.33×104，2.91×104，3.49×104，3.88×104 mol·L1。 

Fig. 1  The fluorescence spectrum of cisplatin and epirubicin interaction with HAS 
a→g: contertration of cisplatin solution were 9.69×105，1.55×104，1.94×104，2.33×104，2.91×104，3.49×104，3.88×104 mol·L1.

 
图 2  顺铂和表柔比星的 Stern-Volmer 和 Lineweaver-Burk 方程拟合图 

Fig. 2  Stern-Volmer and Lineweaver-Burk fitting chart of cisplatin and epirubicin 
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表 1  图 2 拟合曲线得到的 KLB 和 KSV 

Tab. 1  KLB and KSV from fig.2 curve 

药 物 T/℃ KSV/L·mol1 Kq/L·mol1·s1 R2 KLB/L·mol1 R2 

17 2.10×102 2.10×1010 0.990 6 5.53×102 0.990 5 顺 铂 

37 2.00×102 2.30×1010 0.990 4 4.07×102 0.991 5 

17 1.08×104 1.08×1012 0.992 8 1.41×104 0.997 6 表柔比星 

37 9.70×103 9.70×1011 0.993 2 1.15×104 0.991 4 

17 1.02×104 1.02×1012 0.996 1 1.22×104 0.999 0 表柔比星+顺铂(1.55×104 mol·L1) 

37 9.00×103 9.00×1011 0.991 2 8.24×104 0.991 1 

17 1.21×104 1.21×1012 0.990 3 1.50×104 0.990 7 表柔比星+顺铂(1.94×104 mol·L1) 

37 1.03×104 1.03×1012 0.990 8 1.86×104 0.990 4 

17 1.29×104 1.29×1012 0.996 1 4.40×103 0.990 6 表柔比星+顺铂(2.33×104 mol·L1) 

37 9.80×103 9.80×1011 0.992 5 5.19×103 0.992 0 

17 1.01×104 1.01×1012 0.991 5 1.22×104 0.995 9 表柔比星+顺铂(2.91×104 mol·L1) 

37 9.50×103 9.50×1011 0.992 8 7.74×104 0.999 5 

 

3.3  顺铂对表柔比星与 HSA 作用力的影响 

根据公式 ΔG=RTlnKA
[10]，ln(k2/k1)=(1/T11/T2)/ 

ΔH[11]，∆S=(∆H∆G)/T 计算热力学参数[12]，结果

见表 2。可知 ΔG<0，∆S>0，ΔH>0，因此推断表

柔比星与 HSA 之间的作用力主要是疏水作用力；

当加入顺铂后，表柔比星与 HSA 之间的作用力仍

表现为以疏水作用力为主。 

3.4  顺铂对表柔比星的结合常数和结合位点数的

影响 

按 Lineweaver-Burk 双倒数曲线测算结合常数

和结合位点数，结果见表 3 和表 4。可知结合位点

数均为 1，结合常数随顺铂浓度增加而增大。 

表 2  顺铂对表柔比星与 HSA 之间热力学参数的影响 

Tab. 2  Effect of cisplatin on thermodynamic parameters of epirubicin with HSA 

药 物 T/℃ KA/103 L·mol1 ΔG/KJ·mol1 ∆S/J·mol1 ΔH/KJ·mol1 

17  7.54 21.50 96.81 6.59 表柔比星 

37  8.99 23.50 97.02 6.59 

17 10.67 22.40 128.86 14.99 表柔比星+顺铂(1.55×104 mol·L1) 

37 15.92 24.90 128.62 14.99 

17  9.16 22.00 117.28 12.03 表柔比星+顺铂(1.94×104 mol·L1) 

37 12.63 24.40 117.46 12.03 

17 16.48 23.40 111.94 9.08 表柔比星+顺铂(2.33×104 mol·L1) 

37 21.00 25.70 112.14 9.08 

17 35.84 25.30 185.73 28.59 表柔比星+顺铂(2.91×104 mol·L1) 

37 76.90 29.00 185.68 28.59 

 

表 3  17℃表柔比星与 HSA 的结合常数和结合位点数 

Tab. 3  The binding constant and the number of binding 

sites of epirubicin with HAS at 17 ℃ 

药物 n KA/103 L·mol1 R2 

表柔比星 0.960 5 7.54 0.992 6 

表柔比星+顺铂

(1.55×104 mol·L1) 
1.002 4 10.67 0.991 9 

表柔比星+顺铂 

(1.94×104 mol·L1) 
0.997 9 9.16 0.994 0 

表柔比星+顺铂 

(2.33×104 mol·L1) 
1.052 0 16.48 0.989 5 

表柔比星+顺铂

(2.91×104 mol·L1) 
1.130 4 35.84 0.998 9 

表 4  37℃表柔比星与 HSA 的结合常数和结合位点数 

Tab. 4  The binding constant and the number of binding 

sites of epirubicin with HAS at 37 ℃ 

药物 n KA/103 L·mol1 R2 

表柔比星 0.978 1 8.99 0.993 8 

表柔比星+顺铂 

(1.55×104 mol·L1) 
1.032 4 15.92 0.996 7 

表柔比星+顺铂 

(1.94×104 mol·L1) 
1.019 5 12.63 0.990 4 

表柔比星+顺铂 

(2.33×104 mol·L1) 
1.073 3 21.00 0.986 2 

表柔比星+顺铂 

(2.91×104 mol·L1) 
1.196 8 76.90 0.992 7 
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2.2  顺铂干预下表柔比星对 HSA 构象的影响 

固定激发波长和发射波长的间距为∆λ，同步

扫描激发和发射单色器可得到同步荧光光谱。在

蛋白质的同步荧光光谱中，∆λ=15 nm 时，表现出

酪氨酸残基的荧光光谱，∆λ=60 nm 时则表现出色

氨酸残基的荧光光谱。固定 HSA 浓度逐渐增大表

柔比星的浓度，记录∆λ=15 nm 和 60 nm 时的同步

荧光光谱。色氨酸的 大发射波长与其所处环境

有关，从图 5 可以看出，随着表柔比星浓度的增

大，色氨酸残基的 大发射波长发生了红移，证

明 HSA 腔内疏水环境的极性增大，肽链的伸展程

度有所增加，蛋白质的构象发生了改变。然后设

定 Δλ=15 nm，此时同步荧光光谱仅表现出酪氨酸

残基的荧光，实验结果见图 5。在图 5 中 大发射

波长没有随表柔比星浓度的增大发生明显的改

变。这表明表柔比星对酪氨酸残基所处微环境的

影响较小，由此可以判定表柔比星与 HSA 的结合

位点应该是在 HSA 的色氨酸残基附近。当加入不

同浓度顺铂时，表柔比星的同步荧光光谱无改变。 

 
图 5  不同浓度的顺铂对表柔比星同步荧光光谱的影响 
a→g：顺铂浓度分别为 0.05×104 mol·L1, 0.08×104 mol·L1, 0.10×

104 mol·L1, 0.12 × 104 mol·L1, 0.15 × 104 mol·L1, 0.18 ×

104 mol·L1, 0.20×104 mol·L1。 
Fig. 5  Effect of different concentration of cisplatin at 
synchronous fluorescence spectra of epirubicin 
a→g: contertration of cisplatin solution were 0.05×104 mol·L1, 0.08×

104 mol·L1, 0.10 × 104 mol·L1, 0.12 × 104 mol·L1, 0.15 ×

104 mol·L1, 0.18×104 mol·L1, 0.20×104 mol·L1. 

4  讨论 

本实验利用荧光光谱，研究表柔比星与 HSA

的相互作用。表柔比星对 HSA 内源荧光的猝灭方

式主要为静态猝灭，与 HSA 只有一个结合位点，

主要作用力为静电引力，同步荧光扫描时酪氨酸

残基的 大发射波长保持不变，而色氨酸残基的

大发射波长红移。 

实验中发现，当加入顺铂后，表柔比星与 HAS

的结合位点数保持为 1，表柔比星与 HSA 的作用

力类型不变，但它们间的结合常数随顺铂浓度增

大而增大。使表柔比星不易从 HSA 解离，两者合

用后，可能会影响表柔比星的体内代谢。 
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