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Abstract 
The interaction between Ceftazidime with pepsin and the mechanism of fluorescence quench were 
studied by fluorescence spectroscopy and ultraviolet-visible absorption spectroscopy. The results 
showed that the fluorescence of pepsin is quenched regularly by Ceftazidime. The binding con-
stants and thermodynamic parameters of Ceftazidime with pepsin are obtained at different tem-
peratures. The electrostatic interaction force plays a main role in the binding of Ceftazidime with 
pepsin. The distances of binding site between Ceftazidime with pepsin are also obtained according 
to the theory of Förster’s non-radiative energy transfer. 
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摘  要 

采用荧光光谱和紫外吸收光谱法研究了头孢他啶与胃蛋白酶的荧光猝灭作用。结果表明，头孢他啶可以有规

律地使胃蛋白酶内源荧光猝灭，其猝灭机理可认为是头孢他啶与胃蛋白酶形成复合物的静态猝灭，实验获得
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了不同温度下头孢他啶与胃蛋白酶作用的结合常数和热力学参数。根据所得结果可推断头孢他啶与胃蛋白酶

的作用力为静电引力，同时由Förster非辐射能量转移理论计算得出了头孢他啶与胃蛋白酶结合位置的距离。 
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1. 引言 

胃蛋白酶(pepsin)是一种消化性蛋白酶，由胃部中的胃粘膜主细胞所分泌，功能是将食物中的蛋白质

分解为小的肽片段。胃蛋白酶在酸性环境中具有较高活性，其最适 pH 值约为 3。在中性或碱性 pH 值的

溶液中，胃蛋白酶会发生解链而丧失活性。胃蛋白酶的活性在药用方面价值很大。 
头孢他啶(Ceftazidime, CEF)为半合成的第三代头孢菌速。适用于敏感革兰氏阴性杆菌所至的败血症、下呼

吸系感染、腹腔胆系感染、复杂性尿路感染和严重皮肤软组织感染，分子量：636.65。化学结构式见图 1 所示。 
头孢他啶能抑制转肽酶在细胞壁合成的最后一步交叉连接中的转肽作用，使交叉连接不能形成，从

而影响细胞壁合成，导致细菌溶菌死亡。头孢他啶是第三代头孢菌素，在其结构中引入了亚酰基双键、

羧基，降低了它的毒副性。本文用荧光光谱法，紫外-可见吸收光谱法，研究了在生理条件下，不同温度

对胃蛋白酶与头孢他啶相互作用的影响，求得二者的结合常数，并根据热力学常数确定了该药物与胃蛋

白酶之间的作用类型。这对于药物的运输过程以及其在体内的作用机制，了解生物大分子与药物小分子

相互作用的化学本质具有一定的意义。 

2. 实验部分 

2.1. 实验仪器与试剂 

RF-5301PC 荧光光度计，FA2004 型电子天平，TU-1901 双光束紫外可见分光光度计，pHs-23 型精

密 pH 计； 
头孢他啶溶液(2.0 × 10−4 mol/L)：准确称量 0.1096g 头孢他啶(分子量 546.58)用去离子水溶解稀释， 

 

 
Figure 1. The chemical structure of Ceftazidime 
图 1. 头孢他啶(CEF)的化学结构式 
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定容于 100 mL 容量瓶中，摇匀后，继续取 10 mL 待测药物继续定容至 100 mL 容量瓶中，摇匀放入冰箱

中备用；胃蛋白酶(2 × 10−4 mol/L)：准确称量 1.7524 g 胃蛋白酶(分子量 35,000)用去离子水稀释，定容于

250 mL 容量瓶中摇匀后放入冰箱中备用；B-R 缓冲溶液：在 500 mL 三酸混合液(磷酸、乙酸、硼酸，浓

度均为 0.04 moL/L)中，加入 0.2 moL/L 的 NaOH 溶液调解所需要的 pH，用酸度计测定；所用试剂均为

分析或优级纯，冰箱保存；实验用水为去离子水。 

2.2. 实验方法 

依次加入 pH 为 1.81 的 B-R 缓冲溶液 1.00 mL，胃蛋白酶溶液 1.00 mL 和一定量的头孢他啶溶液于

10 mL 比色管中，以去离子水定容至 10 mL，摇匀，调节恒温箱，分别在 17℃和 37℃的条件下，恒温放

置 20 min 后，以水为参比，用 TU-1901 双光束紫外可见分光光度计，在 190~400 nm 范围内扫描得吸收

光谱；用 RF-5301PC 荧光光谱仪，固定激发波长 276 nm，激发和发射狭缝宽均为 5 nm，以 1 cm 石英池

测量荧光强度，绘制 290~500 nm 范围内的荧光光谱，记录 340 nm 处的发射荧光强度。应用紫外可见光

谱的光度值与荧光光谱的荧光值计算热力学常数，判断反应的类型、分子间相互作用力种类及生物大分

子构型的变化。 

3. 结果与讨论 

3.1. 头孢他啶与胃蛋白酶的荧光猝灭光谱与猝灭机制 

蛋白质中含有色氨酸、酪氨酸及苯丙氨酸等残基而发射较强的荧光。图 2 显示了胃蛋白酶固定激发

波长在 276 nm 时荧光猝灭光谱，在 pH = 1.81 的模拟胃环境条件下，固定胃蛋白酶浓度，向其中增加头

孢他啶浓度时，可以看到蛋白质中色氨酸在 340 nm 左右荧光强度逐渐下降,表明了头孢他啶与胃蛋白酶

可能发生了相互作用。 
荧光淬灭是由于荧光物质分子与溶剂分子或其它溶质分子的相互作用引起的荧光强度降低的现象。

荧光淬灭的机制主要有静态淬灭和动态淬灭两种，二者都需要荧光发色基团与淬灭剂之间的分子接触[1]，
对于动态淬灭，淬灭剂必须在激发态寿命时间内扩散到蛋白质的荧光发色基团，一旦接触，荧光发色基

团不发射光子；对于静态淬灭，荧光发色基团和淬灭剂形成了复合物，该复合物不发光。这两种猝灭均

符合 Stern-Volmer 方程[2] [3]： 

[ ] [ ]0
01 1F Kq Q Ksv Q

F
τ= + = +                                  (1) 

式中 0F 和F分别为加入淬灭剂(头孢他啶)前后混合溶液的荧光强度，[ ]Q 为淬灭剂的浓度， 0τ 为无荧光猝

灭剂时胃蛋白酶的平均荧光寿命，约10 ns数量级， Kq 为双分子碰撞淬灭常数，单位是L/mol/s，它描述

了生物大分子与荧光猝灭剂分子之间因分子的扩散作用和彼此碰撞对生物大分子荧光寿命衰减速率的影

响， Ksv为，Stern-Volmer淬灭常数，单位是L/mol，且 0Ksv Kqτ= ，它反映了生物大分子与荧光猝灭剂

在动态猝灭过程中彼此扩散和相互碰撞达到平衡时的关系。在温度分别为290,310 K条件下，以 0F F 对

[ ]Q 作图结果如图3。 

由图 3(a)可以看出，头孢他啶与胃蛋白酶作用的曲线是向上弯曲的二项式曲线。由图 3(b)可以看出，

头孢他啶浓度从 0.50 × 10−6到 2.50 × 10−6 mol/L 区间与胃蛋白酶作用的曲线是直线。他们都显现出良好的

线性关系，其对应的斜率就 Stern-Volmer 猝灭常数。从而可以求得由扩散碰撞的动态猝灭常数，所得数

据列于表 1。 
静态猝灭是药物分子与蛋白质分子间形成了不发荧光的复合物而导致的荧光碎灭，且所生成的复合

物会随着温度的升高而发生解离，故猝灭常数会随着温度的升高而降低。动态猝灭是药物和蛋白质的激 
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λex = 276 nm, Cpepsin = 2.0 × 10−5 mol/L; C/(10−5 
mol/L):curve 1→11:0.00, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00, 
2.50, 3.00, 3.50, 4.00, 4.50, 5.00 (T = 310 K, pH = 
1.81) 

Figure 2. The fluorescence emission spectra 
of pepsin in the absence and presence of in-
creasing amount of CEF 
图 2. 头孢他啶与胃蛋白酶的荧光猝灭光谱 

 

 
(a) Plots of F0/F for pepsin against C of CEF at different temperatures ((■) 290 
K; (●) 310 K); λex = 277 nm, λem = 285 nm, Cpepsin = 2.0 × 10−5 mol/L, the con-
centration of CEF were from 0.5 × 10-5 to 5.00×10-5 mol/L; (b) straight lines in 
the inset are plots of F0/F for pepsin against C of CEF ranging (0.50, 1.00, 1.50, 
2.00, 2.50) × 10-6 mol/L, pH = 1.81. 

Figure 3. The Stern-Volmer curve linear equation of pepsin with CEF 
system 
图 3. 头孢他啶和胃蛋白酶体系的 Stern-Volmer 方程曲线 

 
Table 1. Stern-Volmer quenching constants for pepsin-CEF system at different temperatures 
表 1. 不同温度下头孢他啶与胃蛋白酶相互作用的猝灭常数 

T (K) Ksv × 105 (L/mol) R Kq × 1013 (L/mol/s) 

290 0.3370 0.9986 0.3370 

310 0.3701 0.9976 0.3701 
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发态分子之间的相互碰撞而导致的荧光碎灭，随着温度的升高，激发态分子之间的相互碰撞更加剧烈，

故猝灭常数会随着温度的升高而增大[4]。 
随着温度的升高，Stern-Volmer 猝灭常数 Ksv 增大，这表明，头孢他啶和胃蛋白酶之间为动态猝灭。然

而不同温度下的表观猝灭常数 Kq 值均大于最大动态扩散碰撞速率常数 2.0 × 1010 L/mol/s。因此，我们推断

头孢他啶和胃蛋白酶荧光猝灭过程主要由静态猝灭体系的形成产生的，而不是由一个动态猝灭过程构成[5]。 

3.2. 结合常数及结合位点 

在静态猝灭过程中，在静态猝灭中，荧光体的荧光强度与其游离浓度成正比,蛋白质与小分子的结合

常数可由荧光体和猝灭剂的结合常数表达式导出[6] [7]： 

( ) [ ]0log log log
F F

K n Q
F
−

= +                                  (2) 

其中 K 是荧光体和猝灭剂的结合常数，n 是结合点数。以 ( )0log F F F − 对 [ ]Log Q 作图，得到图 4，直

线斜率代表结合位点数 n，直线截距为 log K 。得到以下两式： 

290 K  ( ) [ ]0log 6.43136 1.44274 logF F F Q − = + ∗                       (3) 

310 K  ( ) [ ]0log 6.07918 1.34898 logF F F Q − = + ∗                       (4) 

由(3)式、(4)式可求得结合常数 K，见表 2，可看出在头孢噻肟钠和胃蛋白酶之间存在强烈的相互作

用，同时头孢他啶和胃蛋白酶之间有 1~2 个结合位点。 

3.3. 热力学计算及作用类型 

小分子与蛋白质等生物大分子之间的作用力主要包括氢键、范德华力、静电引力、疏水作用力等。

当温度变化不太大时，反应的焓变可看作一个常数。根据方程式(5)、(6)、(7)可分别计算出反应焓变 ΔH，

吉布斯自由能变 ΔG 和熵变 ΔS。 
0 0

ln H SK
RT R
∆ ∆

= − +                                      (5) 

InG RT K= −                                         (6) 
0 0 0G H T S∆ = ∆ − ∆                                       (7) 

上式中 K 是结合常数，R 是摩尔气体常数，由 17、37℃两个温度下的结合常数可以计算出头孢他啶和胃

蛋白酶相互作用的反应焓变 ΔH，吉布斯自由能变 ΔG 和熵变 ΔS，如表 3。 
生物大分子与小分子间的相互作用的作用力通常有氢键、范德华力、静电引力、疏水作用力等，根

据其相互作用的有关热力学参数可以简单判断其相互作用力的类型[8]： 
1) 若 0H∆ > 且 0S∆ > ，主要表现为疏水作用； 
2) 若 0H∆ < 且 0S∆ > ，主要表现为静电作用； 
3) 若 0H∆ < 且 0S∆ < ，主要表现为氢键或范德华力作用。 
根据实验结果 17、37℃时 0H∆ < ，且 0S∆ > ，表明头孢他啶与胃蛋白酶的结合是一个放热反应，

熵增加是该作用过程的主要热力学驱动因素。 0 0G∆ < ，表明该结合过程是一个自发的过程。因此可以推

测在该温度范围内，该体系头孢拉定和胃蛋白酶之间的作用力是静电作用力。 

3.4. 同步荧光的构象变化 

同步荧光调查的蛋白质构象变化是一个有用的工具，可以提供荧光发色基团附近微环境的变化信息。 
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Figure 4. Line weaver-Bunk curve of pepsin 
with CEF system 
图 4. CEF 和胃蛋白酶体系的双对数方程曲线 

 
Table 2. Biding constants and thermodynamic parameters for pepsin-CEF system at different temperatures, PH = 1.81 
表 2. 在 PH = 1.81，不同温度下头孢他啶与胃蛋白酶相互作用的结合常数 

T(K) K × 106 (L/mol) n R 

290 2.7 1.4427 0.9978 

310 1.2 1.3490 0.9962 

 
Table 3. Thermodynamic parameters of CEF with Pepsin at different temperatures 
表 3. 不同温度下头孢他啶与胃蛋白酶相互作用的猝灭常数 

T(K) ΔG0 (kJ/mol) ΔH0 (kJ/mol) ΔS0 (J/mol/K) 

290 −35.705 −30.311 18.6 

310 −36.077 −30.311 18.6 

 

固定 60 nmλ∆ = 和 15 nmλ∆ = 所作出的同步荧光光谱分别表现为色氨酸残基和酪氨酸残基的光谱特性

[9]。色氨酸的最大荧光发射峰位对环境很敏感[10]，所处环境的疏水性降低，其最大发射波长红移，所

处环境的疏水性增强，其最大发射波长蓝移。这是研究蛋白质的构象的一种方法。蛋白质的最大发射波

长在 330~332 nm 范围，表明色氨酸残基处于非极性环境中，既完全处在蛋白质的疏水腔内;最大发射波

长为 342 nm，部分处在疏水环境中，最大发射波长在 350~352 nm 范围，色氨酸残基暴露于水相中，即

蛋白质的疏水腔瓦解，结构较为松散[11]。图 5 为头孢他啶和胃蛋白酶体系的同步荧光光谱。从图中可以

看出，色氨酸残基的荧光强度相对较大(图 5(a))，随着头孢他啶浓度的增加，最大发射波长缓慢地红移，

荧光强度逐渐减弱；酪氨酸残基的荧光强度较弱(图 5(b))，随着头孢他啶浓度的增加，酪氨酸残基的最大

发射波长缓慢地红移，荧光强度逐渐减弱。这些结果表明，头孢他啶与胃蛋白酶发生作用时，不仅影响

了色氨酸残基的微环境，也影响了酪氨酸残基的微环境，头孢他啶结合到胃蛋白酶的疏水腔中，使色氨

酸、酪氨酸残基周围的极性增加，疏水性减小，导致胃蛋白酶的结构松散。 

3.5. 头孢他啶与胃蛋白酶作用距离的计算 

根据 Förster 偶极–偶极非辐射能量转移理论[12]，可以求出结合位置与蛋白质分子中发荧光集团之

间的距离。能量转移效率 E 与供体－受体间的距离 R 和临界距离 R0 的关系为[13] [14]： 
6
0

6 6
0 0

1 RFE
F R R

= − =
+

                                     (8) 
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Δλ = 60 nm (a) and Δλ = 15 nm (b) in the absence and presence of increasing amount of CEF ranging (0.500, 1.00, 1.500, 2.00, 2.500) × 
10−6 mol/L, respectively, pH=1.81., Cpepsin = 2.0 × 10−5 mol/L; T = 310 K, pH = 1.81 

Figure 5. Synchronous fluorescence spectra of pepsin with CEF system 
图 5. 头孢他啶和胃蛋白酶体系的同步荧光光谱 
 

式中，F0为不存在药物时胃蛋白酶的荧光强度；F为胃蛋白酶和药物摩尔比为1:1时胃蛋白酶的荧光强度；

R0为转移效率为50%的临界距离，被称为Förster距离；R是供体与受体的真实距离，其中， 
6 25 2 4
0 8.8 10  K N ΦJR − −= ×                                     (9) 

式中，K2为偶极空间取向因子，通常取向因子为供体和受体各向随机分布的平均值 2 2 3K = ；N为介质

的折射指数，取水和有机物的平均值1.336；Φ为供体的荧光量子产率。 
一般来讲，蛋白质作为给体进行荧光共振能量转移的残基只有色氨酸和酪氨酸，而最大荧光峰在 344 

nm 处的能量转移在 Pepsin 中只有色氨酸残基，其量子产率Φ以色氨酸为标准物 0.118Φ =  [15]；J 为供体

的荧光发射光谱与受体的吸收光谱之间的光谱重叠积分： 

( ) ( ) ( )4
0 0

d dJ F Fλ ε λ λ λ λ λ
∞ ∞

= ∫ ∫                               (10) 

式中， ( )F λ 为供体在 λ至 λ + dλ以波数间隔内的校正荧光强度； ( )ε λ 为药物在波长 λ处的摩尔吸收系

数。图 6 是头孢他啶与胃蛋白酶物质的量为 1:1 时，胃蛋白酶的荧光光谱和位点药物的紫外吸收光谱重

叠图，发现胃蛋白酶的荧光光谱和位点药物的紫外吸收光谱有一定的重叠。 
通过计算处理荧光和紫外数据得光谱的重叠积分 J = 6.69 × 10−17 cm3 L/mol，依次可求得：R0 = 1.06 nm，

E = 0.30，R = 1.23 nm。从计算结果来看，头孢他啶的结合位点与胃蛋白酶分子中色氨酸残基的距离为 1.23 
nm。R0和 R 皆小于 8 nm [16]，说明头孢拉定与胃蛋白酶作用过程中发生了非辐射能量转移，两者形成了

复合物，且结合紧密。同时也进一步说明了低浓度下头孢他啶与胃蛋白酶的荧光猝灭属于静态猝灭机理。 

4. 结论 

实验表明，胃蛋白酶和头孢他啶结合使胃蛋白酶内源荧光发生有规律的淬灭，该淬灭常数大于生物

大分子的最大扩散碰撞淬灭常数，因此说明该结合过程是一个静态淬灭过程。并且头孢他啶和胃蛋白酶

结合过程是自发进行的放热反应；作用力主要表现为静电引力，二者在作用过程中发生了非辐射能量转

移。头孢他啶与胃蛋白酶的相互作用所处环境的极性增加、疏水性降低，导致胃蛋白酶发生构象变化。

这些实验数据为药物的药理及在体内的代谢机制提供了可靠的实验数据，同时对进一步了解蛋白质的结 
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when the molar ratio is 1:1,Cpepsin = C = 2. 0 × 10−4 mol/L, T = 300 K, 
pH = 1.81 

Figure 6. The overlap of the UV absorption spectrum of CEF 
(a) with the fluorescence emission spectrum of Pepsin (b) of 
Overlap figure 
图6. 头孢他啶紫外吸收光谱(a)与胃蛋白酶荧光光谱(b)重叠图 

 

构和功能关系也提供了可靠的信息。 
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