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应激水平[8-11]。实验结果显示，LPS 可导致 CAT、

GPx 和 SOD 活性明显降低，而芦丁可增加 CAT、

GPx 和 SOD 活性。实验结果显示，芦丁可通过抗

氧化应激减轻 LPS 导致的 ALI，这为临床预防治

疗 ALI 提供了新思路。但在 ALI 中，芦丁除干预

氧化应激外，是否还有其他途径目前仍然不清楚，

这将是笔者进一步研究解决的问题。 
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荧光光谱法研究安非他酮与人血清白蛋白的相互作用 
 

周彬，汤从容，胡卢丰(温州医科大学附属第一医院药学部，浙江 温州 325000) 

 
摘要：目的  研究安非他酮与人血清白蛋白(human serum albumin，HSA)的相互作用。方法  通过荧光光谱法研究安非他

酮对 HSA 的荧光猝灭光谱和同步荧光光谱的影响。由 Stern-Volmer 方程确定安非他酮对 HSA 的荧光猝灭机制，双对数

方程确定反应结合位点和结合常数。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，安非他

酮对 HSA 有猝灭作用，在 17 ℃和 37 ℃时的猝灭速率常数分别为 5.714 8×103 和 3.126 1×103 L·mol1·s1，反应前后的焓

变和熵变均<0，结合点数为 1。结论  安非他酮对 HSA 的猝灭过程为静态猝灭，二者间的结合力主要为氢键和范德华力。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the interaction between amfebutamone and human serum albumin(HAS). METHODS  
Fluorescence spectrum was used to measure the effects of amfebutamone on the fluorescence quenching spectra and synchronous 
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fluorescence spectra of HAS. Stern-Volmer equation was used to determine the mechanism of fluorescence quenching of HAS. 
The binding constants were calculated according to Lineweaver-Burk equation and types of binding force were estimated by the 
calculation of thermodynamic parameters. RESULTS  The fluorescence quenching spectra showed that amfebutamone had 

quenching effect on HAS. The quenching rate constants were 5.714 8×103, 3.126 1×103 L·mol1·s1 at 17 ℃ and 37 ℃. The 

enthalpy changes and entropy changs were both <0. The binding site number of amfebutamone and HSA was 1. CONCLUSION  
The fluorescence of HAS quenched by amfebutamone is static and the interaction force between them are mainly hydrogen bond 
and Van der Waals force. 
KEY WORDS: amfebutamone; human serum albumin; fluorescence quenching; fluorescence spectrum 

 

安非他酮主要用于抑郁症治疗，它的蛋白结

合率高达 84%。大部分药物进入循环系统后都与

人血清白蛋白(human serum albumin，HSA)结合[1]。

荧光光谱法是研究生物大分子与小分子药物相互

作用的重要手段[2-3]。本研究应用荧光猝灭法探讨

安非他酮与 HSA 相互作用的热力学特点，讨论安

非他酮对 HSA 的荧光猝灭机制。本研究结果有助

于了解安非他酮与高蛋白结合率药物间的相互作

用，为临床合理用药提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试药 

HSA(奥克特珐玛公司，批号：20120104，纯

度：20%)；安非他酮(浙江新华制药有限公司，批

号：20111107，规格：50 mg)；其他试剂均为分析

纯，实验用水均为二次蒸馏水。 

1.2  仪器 

RF5301PC 荧光分光光度计(日本岛津公司)；

TU-C901 双光束紫外可见分光光度计(北京普析通

用仪器有限公司)；KQ-500DE 型数据超声清洗器

(上海道京仪器有限公司)；XW-80A 型漩涡混合

器、UPWS-I-20T 型超纯水器、上海方瑞 FA/JA 系

列电子天平和 HH-4 数显恒温水浴箱均购于上海

江星仪器有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  溶液的配制  以Tris-HCl缓冲溶液(pH 7.4，

含 0.1 mol·L1 NaCl 维持溶液离子强度)为溶剂，配

制 3.01×103 mol·L1 HSA 溶液，稀释成 3.01×

107 mol·L1，作为实验用 HSA 溶液。用生理盐水

配制 9.05×102 mol·L1 安非他酮备用，保存在

4 ℃冰箱中。 

1.3.2  安非他酮对 HSA 的荧光猝灭  取 5 mL EP

管 10 支，依次加入 3.01×107 mol·L1 的 HSA 和

适量安非他酮，以 Tris-HCl 缓冲溶液稀释至 3 mL，

使安非他酮浓度分别为 0，5.586×105，1.117×104，

1.676×104，2.235×104，2.793×104，3.352×

104，3.910×104，4.469×104，5.028×104 mol·L1。

混合后在 17 ℃和 37 ℃下分别稳定 30 min，测定

HSA 的荧光光谱。狭缝为 5 nm，激发波长为

285 nm，采集 HSA 在 300~500 nm 的荧光光谱。 

1.3.3  安非他酮对 HSA 的荧光猝灭光谱测定  按

“1.3.2”项下方法分别测定 HSA 的荧光发射光谱，

取最大发射峰的荧光强度参考文献[4]计算。根据

Stern-Volmer 方程描述动态猝灭规律。 

F0/F=1＋Kq·τ0·[Q]=1＋Ksv·[Q]       (1) 

其中，F0 和 F 分别表示加入猝灭剂前后所测

得的荧光强度值；Kq 为猝灭速率常数；τ0 为没有

猝灭剂存在时荧光分子的平均寿命；[Q]为猝灭剂

的浓度； Ksv 为 Stern-Volmer 猝灭常数，且

Ksv=Kqτ0。 

根据 Lineweaver-Burk 公式描述静态猝灭规律。 

(F0F)1=F0
1+KLB

1·F0
1·[Q]1      (2) 

其中，KLB 为静态荧光猝灭过程中复合物的形

成常数。 

用静态猝灭双对数公式求有关热力学参数。 

lg[(F0/F1)]=lgKA+nlg[Q]        (3) 

其中，n 为结合位点数；KA 为表观结合常数。 

根据如下公式计算吉布斯自由能(ΔG)、焓变

(ΔH)和熵变(ΔS)。 

ΔG=RTlnKA               (4) 

lnK2lnK1=(1/T11/T2)·ΔH/R        (5) 

ΔS=(ΔHΔG)/T             (6) 

1.3.4  安非他酮与HSA相互作用的同步荧光光谱分

别在 Δλ=15，60 nm 测定 HSA 的 265~330，

310~400 nm 同步荧光光谱，观察峰位和峰型的变化。 

2  结果 

2.1  安非他酮对 HSA 的荧光猝灭作用 

激发波长 285 nm、HSA 浓度固定不变时，随

安非他酮浓度的增加，HSA 的荧光强度有规律的

降低，而峰位和峰型保持不变，表明药物对 HSA

有猝灭作用。结果见图 1。 
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图 1  17 ℃和 37 ℃安非他酮与 HSA 相互作用的荧光光谱 
1→10：安非他酮浓度分别为 0，5.586×105，1.117×104，1.676×104，

2.235×104，2.793×104，3.352×104，3.910×104，4.469×104，5.028× 

104 mol·L1。 
Fig. 1  Fuorescence spectrum of the interaction between 
amfebutamone and HSA at 17 ºC and 37 ºC 
1→10: the concentration of amfebutamone were respectively 0, 

5.586×105, 1.117×104, 1.676×104, 2.235×104, 2.793×104, 3.352×104, 

3.910×104, 4.469×104, 5.028×104 mol·L1. 

2.2  安非他酮对 HSA 的荧光猝灭机制 

以 F0/F 对[Q]作线性拟合，可知随温度的增加

Ksv 降低，表明安非他酮对 HSA 猝灭过程不是动

态猝灭过程。另外，τ0 约为 108 s，计算得 17 ℃和

37 ℃时的 Kq 分别约为 9.69× 1012 ， 8.19×

1012 L·mol1·s1，该值远大于最大碰撞 Kq(2.0×

1010 L·mol1·s1)，进一步表明安非他酮对 HSA 荧

光猝灭过程可能是一个静态猝灭过程。根据实验

数据得到 HSA 的 Lineweaver-Burk 公式双倒数曲

线，17 ℃和 37 ℃时 2 条曲线的相关系数分别为

0.998 6 和 0.991 0，利用线性关系得到 KLB 值，证

明了安非他酮对 HSA 为静态淬灭。结果见图 2~3、

表 1~2。 

 
图 2  安非他酮对 HSA 荧光猝灭 Stern-Volmer 方程拟合图 

Fig. 2  The Stern-Volmer equation of amfebutamone and 
HSA 

 
图 3  HSA 的 Lineweanver-Burk 双倒数曲线拟合图 

Fig. 3  The Lineweanver-Burk equation of HSA 

表 1  安非他酮作用下 HSA 的荧光猝灭参数 

Tab. 1  The fluorescence quenching parameters of HSA 
interfered by amfebutamone 

温度/ºC Ksv/L·mol1 Kq/L·mol1·sl R2 

17 96 905 9.69×1012 0.995 9 

37 81 901 8.19×1012 0.992 5 

表 2  Lineweanver-Burk 双倒数方程参数 

Tab. 2  Parameters of the Lineweanver-Burk equation 

温度/ºC KLB
1/mol·L1 KLB/L·moll R2 

17 1.53×105 0.65×105 0.998 6 

37 0.86×105 1.16×105 0.991 0 

2.3  安非他酮与 HSA 的结合参数和位点数 

根据 lg[(F0-F)/F]=lgKA+nlg[Q]作图，通过斜率

和截距求出药物分子与蛋白质分子的结合常数 KA

和结合位点数 n，结果提示安非他酮与 HSA 的结

合位点为 1。结果见图 4、表 3。 

 
图 4  安非他酮与 HSA 的双对数方程图 

Fig. 4  The double logarithm equation of amfebutamone and 
HSA  

表 3  安非他酮与 HAS 的结合参数 

Tab. 3  The binding parameters of amfebutamone and HSA  

温度/ºC KA n R2 

17 5.714 8×103 1.131 7 0.999 7 

37 3.126 1×103 0.918 9 0.995 1 

2.4  安非他酮与 HSA 之间的作用力类型 

药物等有机小分子和蛋白质等生物大分子常

常借助于疏水作用力、静电引力、氢键、立体排

斥力和范德华力等结合形成超分子复合物。蛋白

质和药物不同，则它们之间的作用力类型也不完

全相同。根据反应前后 ΔH 和 ΔS 的相对大小，可

以判断药物与蛋白质之间的主要作用力类型。

ΔH>0，ΔS>0 时，主要作用力为疏水作用力；ΔH<0，

ΔS<0 时，主要作用力为氢键和范德华力；ΔH<0，

ΔS>0 时，主要作用力为静电引力 [5]。根据公式

(4)~(6)计算热力学参数 ΔH、ΔG 和 ΔS，结果 ΔH<0，

ΔS<0，推测其作用力主要为范德华力和氢键。结果

见表 4。 
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表 4   安非他酮与 HAS 相互作用的热力学参数 

Tab. 4  Thermodynamic parameters of the interaction 
between amfebutamone and HSA  

T/K KA/L·mol1 ΔG/kJ·mol1 ΔS/J·mol1 ΔH/kJ·mol1

290.15 5.714 8×103 20.893 6 5.767 4 
22.567 

310.15 3.126 1×103 20.751 3 5.854 3 

2.5  安非他酮对 HSA 构象的影响 

Δλ=60 nm 时 HSA 荧光峰没有发生偏移，在

Δλ=15 nm 时发生红移，说明安非他酮不影响色氨

酸残基附近的极性，但可使酪氨酸分子腔内疏水

环境的极性增大。结果见图 5。 

 
图 5  安非他酮作用下 HSA 的同步荧光光谱 
AΔλ=15 nm；BΔλ=60 nm；1→10：安非他酮浓度分别为 0，

5.586×105 ， 1.117×104 ， 1.676×104 ， 2.235×104 ， 2.793×104 ，

3.352×104，3.910×104，4.469×104，5.028×104 mol·L1。 
Fig. 5  The sychronous fluorescence spectra of HSA 
interfered by amfebutamone 
AΔλ=15 nm; BΔλ=60 nm; 1→10: the concentration of amfebutamone 

were respectively 0, 5.586×105, 1.117×104, 1.676×104, 2.235×104, 

2.793×104, 3.352×104, 3.910×104, 4.469×104, 5.028×104 mol·L1. 

3  讨论 

安非他酮对 HSA 荧光的影响呈静态猝灭，即

安非他酮与 HSA 有牢固结合，热力学参数表明安

非他酮与 HSA 间为单位点结合，二者主要作用力

为范德华力和氢键，提示它们间相互作用较强。

与其机制相同的还有阿霉素对 HSA 的荧光淬灭[6]。 

HSA 分子的二级结构包括 I、II、III 3 个 α-

螺旋的结构域，每个结构域又包含 2 个子域，这

就形成了 IA、IB、IIA、IIB、IIIA、IIIB 亚结构域[4]。

每个结构中 A 和 B 又以槽口相对的方式形成圆桶

状结构。药物小分子主要结合于 IIA 和 IIIA。这 2

个区域都是由疏水性氨基酸残基构成疏水空腔。

由于蛋白质中酪氨酸与色氨酸的最大荧光发射波

长与其所处环境的疏水性有关，随其所处环境的

疏水性降低而红移，因此由最大发射波长的改变可

以判断蛋白质构象的变化[7]。同步荧光结果提示安

非他酮可使酪氨酸分子腔内疏水环境的极性增大，

这种变化有可能影响一些极性药物与HSA的结合。 
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浙江七叶一枝花种质资源的化学评价 
   

周爱存，闫道良，黄妍，徐忆琳，段承俐*
(浙江农林大学，浙江 临安 311300) 

 
摘要：目的  测定浙江不同采集地野外七叶一枝花中主要活性成分甾体皂苷的含量，为筛选优质种质资源和适宜栽培地

提供依据。方法  采用高效液相色谱法，色谱柱为 Waters XBridge C18 柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)；流动相为乙腈(A)-水

(B)，梯度洗脱，柱温：25 ℃，洗脱流速为 1.0 mL·min1，测定 12 个不同采集地七叶一枝花中重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ
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