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基于荧光光谱的硫酸阿托品拮抗中乌头碱毒性的机制研究 
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摘  要：目的  研究模拟生理条件下中乌头碱（MA）与牛血清白蛋白（BSA）的键合作用，以及硫酸阿托品（AS）对其相

互作用的影响。方法  主要采用荧光光谱法及紫外吸收光谱法进行研究。结果  MA 对 BSA 有较强的荧光猝灭作用，猝灭

机制为动态猝灭。MA 与 BSA 表观结合常数（Kb）和结合位点数（n）均随着温度升高而增大，二者之间的相互作用力类型

主要为疏水作用，结合距离为 4.44 nm，该反应是自发进行的。同步荧光光谱图的信息表明 MA 对蛋白微环境有影响。AS
使 MA 和 BSA 的 Kb和 n 均减小；抑制 MA 对 BSA 构象的改变。结论  MA 与 BSA 能发生相互作用，AS 与 MA 间存在竞

争作用，能够增加游离型 MA 浓度，通过减少 MA 在生物体内的积累，加快代谢，发挥解毒作用。 
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Atropine sulfate against toxicity of mesaconitine by fluorescence spectra 
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Abstract: Objective  To study the bonding of mesaconitine (MA) with bovine serum albumin (BSA) and the effect of atropine sulfate 
(AS) on its interaction. Methods  Ultraviolet absorption and fluorescence spectra were used. Results  MA had strong fluorescence 
quenching effect on BSA via a dynamic quenching procedure. The apparent bonding constant (Kb) and the number of bonding sites (n) 
of MA and BSA were increased with temperature rising. The predominant intermolecular forces between MA and BSA were 
hydrophobic interactions, which could make the MA-BSA bonding stabilized and the combined distance was 4.44 nm. The negative 
value of free energy change was taken as an evidence for the spontaneity of MA-BSA bonding. The synchronous fluorescence spectra 
indicated that protein microenvironment was changed by MA. AS decreased Kb and n, and inhibited the conformation change of BSA. 
Conclusion  AS could act competitively with MA in bonding to BSA and increase the content of free MA. AS could accelerate the 
metabolism for detoxification by reducing accumulation in body. 
Key words: mesaconitine (MA); atropine sulfate (AS); bovine serum albumin (BSA); fluorescence quenching; detoxification 
 

中乌头碱（亦称新乌头碱，mesaconitine，MA）

为二萜双酯型生物碱，具有强心、抗炎、镇痛、抗癫

痫等多种药理作用[1-3]，但对心脏和中枢神经系统有

较强的毒性[4]，治疗量与致死量接近[5]。硫酸阿托品

（atropine sulfate，AS）可通过阻断心肌细胞膜上 M
胆碱受体，解除迷走神经对心脏的抑制[6]而发挥拮

抗 MA 的作用，其解毒功效己有多项报道[6-7]。 

血清白蛋白（serum albumin，SA）是血液中重

要的载体蛋白，牛血清白蛋白（ bovine serum 
albumin，BSA）作为 SA 家族的多肽链蛋白质，是

常用模型蛋白之一。晶体研究表明 BSA 具有 3 个结

构域，每个结构域又存在两个凹形彼此以槽口相对

的亚结构域所形成的圆筒状疏水腔[8]。药物分子主

要通过进入疏水腔与蛋白质发生非特异结合[9-10]。 
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蛋白结合率高的药物在体内消除慢，作用维持时间

长。已有研究表明，某些成分会影响药物分子与

BSA 结合，从而对药效产生不同程度的影响[9,11]。

本实验采用荧光光谱及紫外光谱研究生理 pH 条

件下 MA 与 BSA 的相互作用，并考察 AS 对 MA
与 BSA 结合的影响，有助于进一步了解 AS 对 MA
解毒作用的分子机制、MA 的代谢过程以及其生理

活性。 
1  仪器与材料 

PE LS—50B 荧光分光光度计，美国 Perkin 
Elmer 股份有限公司；TU—1901 双光束紫外可见分

光光度计，北京普析通用仪器有限责任公司；雷磁

pHS—3C 型酸度计，上海雷磁仪器厂；一恒 CU600
恒温水浴箱，上海一恒科学仪器有限公司；Sartorius 
BS223S 电子天平，德国赛多利斯有限公司；HF 
PWUV 超纯水系统，香港利康生物医疗科技控股有

限公司。 
Tris（Sigma）缓冲溶液为 0.05 mol/L，pH 7.4

的 Tris-HCl（含 0.05 mol/L NaCl）；BSA（Sigma）
用上述缓冲溶液配制成 1.0×10−6 mol/L 的储备液；

MA（中国药品生物制品检定所，批号 110799- 
200404）和 AS［史瑞可（上海）生物有限公司，

批号 100040-200510］分别用 50%甲醇配制成 5.0×
10−3 mol/L 的储备液；实验用水为超纯水，其余试

剂均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  荧光光谱和紫外光谱测定 

向一系列 5 mL 比色管中分别加入 1.0×10−6 
mol/L 的 BSA 溶液 3.00 mL，用微量进样器再加入

一定量的 5.0×10−3 mol/L 的 MA 溶液，用缓冲溶液

定容至 3.03 mL。同法制备含 MA 的 BSA 溶液加入

不同浓度的 AS 12 μL。超声 1 min，温浴 5 min，充

分反应，在一定温度下测定体系的荧光光谱。 
荧光光谱测定条件：激发波长（λex）为 280 nm，

激发和发射狭缝宽度均为 5 nm，比色皿厚度为 1 cm。

一定温度下，记录 300～420 nm 内发射光谱。同步

荧光光谱测定：Δλ＝60 nm（Δλ＝λem－λex，λem为发

射波长），记录 300～420 nm 内发射光谱。三维荧

光光谱测定：激发光波长 250 nm，扫描次数 15 次，

步长 5 nm，记录发射波长 280～420 nm。 
紫外光谱测定条件：记录 MA（1.0×10−6 mol/L）

在 300～420 nm 内的 UV-Vis 吸收光谱。 
2.2  MA 与 BSA 的作用 
2.2.1  MA 对 BSA 荧光光谱的影响  BSA 的荧光

主要由色氨酸残基贡献[9]。色氨酸残基周围微环境

发生改变时，其荧光会发生相应的红移或蓝移[12]。

以 λex 280 nm 为激发光，分别扫描 BSA 和 MA 的荧

光光谱，发现 MA 不会对 BSA 大荧光波长产生

干扰。但由于 MA 在 BSA 的 λex、λem均有一定吸收，

猝灭过程存在“内滤光效应”[13]，用公式进行校正。

本实验计算所用的荧光强度均为校正“内滤光”后

的荧光值。 
Fc＝Fa×e(A1+A2)/2                      （1） 

Fc 和 Fa 分别代表校正后和观察到的荧光强度，A1 和 A2 是

MA 在 λex 和 λem 处的吸光度 
按上述实验方法，固定 BSA 浓度，随着体系中

MA 浓度增加，BSA 内源性荧光有规律地产生猝灭，

且 BSA 荧光发射峰发生一定程度蓝移，见图 1。荧

光猝灭与蓝移程度均随温度升高而增大，表明 MA
与 BSA 结合，并导致色氨酸残基所处微环境极性降 

 
1→8：CBSA＝1.0×10−6 mol·L−1；CMA＝0、3.3×10−6、6.7×10−6、1.00×10−5、1.33×10−5、1.67×10−5、2.00×10−5、2.33×10−5 mol·L−1 

图 1  MA 对 BSA 的荧光猝灭光谱 
Fig. 1  Fluorescence quenching spectra of BSA by MA 
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低，疏水性增加[9,13]。 
2.2.2  荧光猝灭类型及作用力的确定  荧光猝灭过

程的本质就是与发光过程相互竞争而缩短发光分子

激发态寿命的过程，可分为动态猝灭和静态猝灭 2
种[9-10,13]。假设该猝灭过程为动态猝灭，用 Stern- 
Volmer 方程处理荧光猝灭数据。 

F0/F＝1＋Kqτ0[Q]＝1＋Ksv[Q]               （2） 

F0与 F 为 MA 加入前后 BSA 的荧光强度；Kq为猝灭速率常

数；τ0 为不存在猝灭剂时荧光分子的平均寿命；Ksv 为猝灭

常数；[Q]为 MA 浓度 
动态猝灭主要依赖于分子扩散，温度越高扩散

系数越大，猝灭常数随着温度的升高而升高。而对

于静态猝灭，温度越高基态络合物稳定性越差，则

猝灭常数越小[13]。由图 2 及表 1 可知，所选浓度内，

曲线斜率随温度升高增大，即随温度升高猝灭常数

呈增加趋势，表明 MA 通过动态猝灭机制导致 BSA
荧光猝灭。 

 

图 2  MA 对 BSA 猝灭的 Stern-Volmer 曲线  
Fig. 2  Stern-Volmer plots for quenching of BSA by MA  

表 1  不同温度下 Stern-Volmer 猝灭常数和热动学参数 
Table 1  Stern-Volmer quenching constant (KSV) and thermo-  

   dynamic parameters at different temperatures 

T / K 
KSV / 

(L·mol−1) 
R 

ΔG / 

(kJ·mol−1) 

ΔH / 

(kJ·mol−1) 

ΔS / 

(J·mol−1·K−1)

298 8.53×103 0.982 2 −22.43 

310 3.14×104 0.995 7 −26.66 

82.67 352.68 

药物小分子与蛋白质之间主要通过疏水力、静

电引力、氢键和范德华力等相互靠近并发生作用。

用 Van’t Hoff 公式[9]可以计算出反应有关热力学参

数，见表 1。结果表明 MA 与 BSA 结合反应是由焓、

熵驱动的高温反应自发过程。根据有机小分子作用

力种类与热力学函数关系理论[14]，推测 MA 与 BSA
结合以疏水作用力为主。 
2.2.3  MA与BSA作用参数计算  在动态猝灭过程

中，荧光强度与猝灭剂的关系可由 BSA 分子和 MA
分子之间表观结合常数表达式推导求出[15]。假设一

个激发态BSA分子有n个等同且相互独立位点可结

合 MA 分子，其表观结合常数（Kb）用下式计算。 
Kb＝[PQn]/[P][Q]n                        （3） 

若在反应过程中 BSA 总浓度为[P]0，[P]为 BSA 游离浓度。 

当[Q]>>[P]0时，猝灭剂起始浓度代替其平衡浓

度，且在动态猝灭中，体系荧光强度 F 与其游离荧

光体浓度成正比，得到以下公式。 
lg (F0－F)/F＝lgKb＋n lg[Q]                （4） 

n 为结合位点数 
按照式（4）以 lg(F0－F)/F 对 lg[Q]绘制曲线，

即可得到 n 和 Kb，见表 2。可得出 Kb、n 随着温度

升高渐渐变大。进一步证明 MA 对 BSA 荧光猝灭

过程为动态猝灭，即碰撞猝灭。当温度升高时，增

加了分子间有效碰撞数目，导致 n 变大；同时加剧

了电子能量转移，增强了 MA 与 BSA 分子间相互

作用，Kb 也随之升高。 

表 2  不同温度下表观结合常数 (Kb) 和结合位点数 (n) 
Table 2  Kb and n at different temperatures 

T / K Kb / (L·mol−1) n R 

298 5.05×103 0.959 0 0.991 4 

310 7.96×105 1.311 9 0.999 3 
 
2.2.4  MA 与 BSA 能量转移机制及结合距离  当
MA 与 BSA 相互作用时，可以发生内部或外部能量

转移作用。对于外部能量转移，利用 Föster’s 偶极-
偶极非辐射能量转移原理，可求出 MA 和 BSA 的

作用距离。能量转移效率（E）与转移效率为 50%
时的临界能量转移距离（R0）及结合距离（r）符合

以下关系[16]。 
E＝R0

6/( R0
6＋r6)＝1－F/F0                （5） 

R0
6＝8.8×10−25K2·Φ·n−4·J                  （6） 

K2 为偶极空间取向因子（取 2/3），Φ 为色氨酸残基量子产

率（取 0.15），n 为介质折射指数（取 1.336），J 是 BSA 荧

光发射光谱与 MA 紫外吸收光谱重叠积分 

进一步由式（7）求出 J 值。 

J＝∑F (λ) ε (λ) λ4dλ/∑F (λ) dλ               （7） 

F (λ) 为 BSA 在波长 λ处荧光强度，ε (λ) 为 MA 在 λ处摩尔

吸光系数，dλ为波长分割距离 
图 3 为 BSA 与 MA 摩尔比为 1∶1 时，MA 吸

收光谱与 BSA 荧光发射光谱重叠图。通过式（5）、
（6）、（7）求出 MA 与 BSA 的 r 为 4.44 nm，符合能
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量转移条件。说明二者发生作用时足够靠近（r＜7 
nm），BSA 分子激发态能量通过非辐射能量转移过

程损失。 

 
CBSA＝CMA＝1.0×10−6 mol·L−1 

图 3  MA 紫外光谱与 BSA 荧光发射光谱的叠加图 
Fig. 3  Overlap of UV spectrum of MA with fluorescence  

emission spectrum of BSA 

2.2.5  MA对BSA构象的影响  同步荧光光谱具有

简化光谱、窄化谱带和减小光谱重叠等优点，常用

来探讨蛋白质构象变化。BSA 中 强荧光发射波长

对附近微环境变化很敏感，在疏水环境中 大波长

约为 332 nm，暴露在水相中为 352 nm[17]。由于色

氨酸残基荧光强度较大，故扫描 Δλ为 60 nm 时 MA
与 BSA 作用的同步荧光光谱图，见图 4。从 BSA

大荧光波长来看，色氨酸位于疏水腔中。从图中

可看出，随着 MA 浓度增加，对 BSA 中色氨酸残

基荧光猝灭作用逐渐加强，并使 BSA 大发射波长

发生轻微蓝移，表明 MA 使色氨酸残基所处环境的

极性减弱，疏水性增强，BSA 结构变得更加紧密。 

 
1→7：CBSA＝1.0×10−6 mol·L−1；CMA＝0、3.3×10−6、6.7×10−6、

1.00×10−5、1.33×10−5、1.67×10−5、2.00×10−5 mol·L−1 

图 4  MA 对 BSA 的同步荧光光谱 
Fig. 4  Synchronous fluorescence spectra of BSA by MA 

2.3  AS 存在下 MA 与 BSA 作用的变化 
2.3.1  AS 对 MA-BSA 体系作用参数的影响  本实

验在模拟人体生理 pH 环境条件下，考察了 AS 对

MA 与 BSA 结合的影响，见图 5。结果表明，在 310 
K，加入 AS 使 MA 与 BSA 的 Kb 和 n 均减小，分别

为 Kb＝5.13×104；n＝1.104 3。 

 

1→8：CBSA＝1.0×10−6 mol·L−1；CAS＝6.0×10−5 mol·L−1； 
CMA＝0、3.3×10−6、6.7×10−6、1.00×10−5、1.33×10−5、 
1.67×10−5、2.00×10−5、2.33×10−5 mol·L−1 

图 5  在 AS 影响下 MA 与 BSA 作用的荧光猝灭光谱 
Fig. 5  Fluorescence quenching spectra of BSA  

with MA influenced by AS 
 
2.3.2  AS 对 MA 与 BSA 作用的三维荧光光谱影响  
三维荧光光谱能够提供研究对象更多信息，更有利

于研究蛋白质构象变化特征。图 6 与表 3 分别为加

入 MA、AS-MA 前后 BSA 微环境变化的三维荧光

光谱和对应的荧光参数。图 6 中峰 1 是瑞利散射峰

（λex＝λem），加入 MA、AS-MA 后体系散射强度增

加，可能是由于形成 BSA-MA、BSA-AS-MA 复合

物使 BSA 直径增大，散射效应增强。峰 2（λex＝280 
nm）荧光峰主要是色氨酸残基所贡献，因为 BSA
在 280 nm 处激发时，酪氨酸、苯丙氨酸残基的荧

光可忽略不计[9]。MA、AS-MA 加入前后峰 2 强度

也发生了明显变化。BSA-MA、BSA-AS-MA 体系

峰 2 荧光强度较 BSA 体系分别降低了 69.9 和 97.3，
荧光峰强度比为 1∶0.90∶0.86；荧光发射峰位置分

别蓝移了约 4 nm 和 2 nm，见表 3。结果表明 MA
分子与 BSA 相互作用引起内部疏水性氨基酸残基

微环境极性变化，疏水腔有所收缩，使 BSA 大分子

更趋向于折叠态，而 AS 可抑制 MA 对 BSA 构象改

变；这可能是 AS 存在时可置换出部分与 BSA 结合

的 MA，使体系中真正与 BSA 结合的 MA 数量减少

所致。 
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CBSA＝1.0×10−6 mol·L−1; CMA＝1.17×10−4 mol·L−1; CAS＝1.0×10−4 mol·L−1; T＝298 K 

图 6  BSA (A)、BSA-MA (B) 与 BSA-AS-MA (C) 体系的三维荧光图谱 
Fig. 6  Three-dimensional fluorescence spectra of BSA (A), BSA-MA (B), and BSA-AS-MA (C) systems 

表 3  BSA、BSA-MA、BSA-AS-MA 的三维荧光光谱的特征参数 
Table 3  Characteristic parameters of three-dimensional fluorescence spectra of BSA, BSA-MA, and BSA-AS-MA systems 

BSA BSA-MA BSA-AS-MA 
峰号 

λex/λem Δλ / nm F λex/λem Δλ / nm F λex/λem Δλ / nm F 

1 320 / 320 0 235.9 320 / 320 0 292.1 320 / 320 0 327.7 

2 280 / 347.2 67.2 719.7 280 / 343.7 63.7 649.8 280 / 345.1 65.1 622.4 

 
3  讨论 

在生理溶液（pH 7.4）中，MA 与 BSA 通过疏

水作用力相作用，反应是由焓、熵驱动的高温反应

自发过程。加入 AS 使 MA 与 BSA 的 Kb和 n 均减

小，初步推测是 AS 与 MA 对 BSA 竞争结合所致，

即 AS 通过降低 MA 与 BSA 结合程度，提高游离

MA 浓度。因 MA 代谢迅速[5]，血液中浓度增加有

利于 MA 代谢排出体外，从而发挥解毒作用。 
BSA 分子中，药物分子主要结合位点是 site I

和 site II，site I 结合的药物通常是电荷位于分子中

央的环状结构阴离子，而电荷位于分子末端链状分

子通常结合在 site II 位点[9]。MA 是二萜双酯型生物

碱，在分子结构中具有苯环和碱性 N 原子，其中 N
原子位于六元环上。从实验结果上看，MA 在 BSA
上只有一个结合位点，结合在 site I 的可能性较大。

AS 分子结构中同样具有苯环和碱性 N 原子，其中

N 原子所处化学环境与 MA 相似，故它们应竞争结

合同一个位点。site I 主要位于疏水腔内，当分子进

入疏水腔后，疏水性结构苯环主要与疏水腔中芳香

族氨基酸残基相互作用，碱性基团 N 原子等与 BSA
主肽链上羰基、氨基之间发生相互作用，这些作用

将协同影响蛋白质主链原有体系，导致 BSA 分子中

部分肽链结构变化，转化为较为紧凑的二级结构。

在疏水腔口处主要是一些带电荷的氨基酸残基，AS
通过其自身电荷易于靠近疏水腔而进入其内部与

BSA 发生有效结合，从而导致 MA 与 BSA 的 Kb 下

降，体系中游离状态 MA 浓度增加。这也与临床上

采用 AS 抢救乌头碱类生物碱中毒表现一致，即在

给 AS 后，暂时会使毒性反应增强；随着 MA 分子

快速代谢，毒性反应也会迅速消除。 
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