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　　血清清蛋白（ＳＡ）是脊椎动物血浆中含量最为丰富并且极

易纯化的蛋白质，由于它这一特有的地位，在过去３０年间，使

他成为了物理学家、化学家、生物学家研究的一种典型理想蛋

白质。它是血浆中研究最早也是最为清楚的蛋白质，１９８２年

得到人血清清蛋白（ＨＳＡ）的ｃＤＮＡ全序列，随后对其他脊椎

动物ＳＡ的研究也相继展开。到目前为止，已经对它所表现出

的理化特性，如光谱性质、吸附平衡、电化学性质、热化学性质

等一些方面进行了研究，对其特性、功能有了一定的认识。同

时，由于牛血清清蛋白（ＢＳＡ）具有非专一性结合的特点，现已

被用于免疫诊断治疗法的过程研究、临床化学试剂、细胞培养

基等。笔者就近些年关于多种离子及化合物对 ＨＳＡ的研究

做一简要综述。

１　ＨＳＡ

ＨＳＡ是由约１８种共５８５个氨基酸残基组成的单链无糖

基蛋白质，整个蛋白质分子共含有１７个二硫键，Ｃｙｓ３４上有惟

一游离的巯基，在蛋白质修饰中有重要应用。ＨＳＡ具有独特

的分子结构，能与代谢产物、调节物、金属离子等物质相结合，

在血液循环过程中作为内源物质与外源物质的存储和运输分

子，对于物质在靶点的运输与释放有重要意义；同时，ＨＳＡ还

能可逆地结合许多药物，影响药物的运转、代谢和清除，甚至改

变药物在血液中的溶解性，降低毒副作用。另一方面，ＨＡＳ相

对分子质量较小，但数目多，约占总蛋白质分子数的３／４，因而

可以维持４／５左右的血浆胶体渗透压，而血浆胶体渗透压的改

变也影响 ＨＳＡ的合成，因而构成相互影响关系。在自由基清

除方面，ＨＳＡ氨基序列３４位上存在半胱氨酸残基，可转化成

巯基，即硫醇，作为活性氧和活性氮的清除剂，硫醇起到自由基

清除的作用。由于其特殊的结构与基团，ＨＳＡ还具有抗凝、酶

活性、酶抑制剂活性等生理活性。

ＨＳＡ在血浆中最为丰富，临床主要作为血浆容量扩充剂，

可用于治疗出血性休克、脑缺血、烧伤等疾病，通常每次使用剂

量都超过１０ｇ。由于 ＨＳＡ主要通过从血浆中提取而获得，具

有来源有限、价格昂贵等缺点，因此，很多学者积极探讨基因工

程、细胞工程等制备方法。关于 ＨＳＡ的非治疗作用，如用作

药剂、辅料、诊断试剂、手性物质分离剂、培养基添加剂等的报

道也越来越多，又由于ＢＳＡ与 ＨＳＡ的结构相似
［１］，分子量相

近，二者的氨基酸序列高度相似，而ＢＳＡ又价廉易得，因此人

们常常通过研究离子、化合物与 ＢＳＡ 的结合，作为药物对

ＨＳＡ结合情况的参考。

２　金属离子与化合物对 ＨＳＡ的影响

２．１　金属离子对 ＨＳＡ的影响

２．１．１　Ｐｂ
２＋
　铅是一种具有神经毒性的重金属元素，对人体

无任何生理功能，理想血铅浓度为零。铅一旦进入人体，９０％

存在于骨骼，１０％随血液分布到全身各器官和组织。铅对人体

的影响是剂量效应，并具有持续累积的过程，随血铅水平的提

高，可对全身血液、神经、肾脏、内分泌和免疫等各系统产生毒

性作用，临床表现复杂，缺乏特异性。传统认为，铅侵入人体

后，主要以Ｐｂ２＋形式与红细胞内血红蛋白结合
［２］，关于Ｐｂ２＋

与 ＨＳＡ相互作用的文献报道较少，并且文献结果差别较大。

因此研究Ｐｂ２＋与 ＨＳＡ的相互作用十分必要。有学者采用荧

光法研究了Ｐｂ２＋ 与ＢＳＡ的相互作用
［３］，测定了不同条件下

Ｐｂ２＋与ＢＳＡ作用的荧光光谱，并通过热力学计算探讨了二者

的作用方式、ＢＳＡ荧光的猝灭机制
［４］、Ｐｂ２＋与ＢＳＡ之间的结

合常数及结合位点。结果表明，Ｐｂ２＋对ＢＳＡ的荧光猝灭属于

静态猝灭，Ｐｂ２＋通过疏水作用进入ＢＳＡ的疏水腔与之发生相

互作用，反应的ＡＧ＝４．１５×１０
４Ｊ／ｍｏｌ，ＡＳ＝１３６Ｊ／（ｍｏｌ·Ｋ），

结合数狀＝１．３６６，结合常数ＫＡ＝２．０７×１０
７Ｊ／ｍｏｌ。以此模拟

了Ｐｂ２＋对人体的影响机制。通过以上一系列实验得出结论，

Ｐｂ２＋可与ＢＳＡ中的氨基酸残基结合。因此，Ｐｂ２＋对于蛋白质

的二级结构具有较强的破坏作用，说明Ｐｂ２＋具有较大的急性

毒性。

２．１．２　Ｃｒ
６＋
　铬是环境中常见的重金属污染物，主要来源于

电镀、制革、采矿、铬盐化工等工业废水，是一种毒性较大的致

畸、致突变剂，被国际癌症研究机构归为人类职业致癌物。

Ｃｒ６＋对生物机体具有重要的毒性作用，可导致细胞凋亡及肿瘤

发生，引起ＤＮＡ氧化损伤及蛋白交联的机制还不十分清楚，

近几年研究人员多采用分析光谱的方法，如荧光光谱、ＥＰＲ光

谱、散射光谱等方法分析二者的作用机制。有学者采用荧光光

谱法、紫外光谱法研究Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ 与ＢＳＡ的相互作用
［５］。实验

结果表明，Ｃｒ６＋使ＢＳＡ的紫外吸收降低，峰位红移，表明Ｃｒ６＋

与ＢＳＡ发生较强的相互作用，Ｃｒ２Ｏ７
２－与ＢＳＡ形成基态复合

物导致ＢＳＡ内源荧光猝灭，猝灭机制主要为静态猝灭。实验

结果表明，上述过程是一个熵增加、自由能降低的自发分子间

作用过程［５］。由此可见，Ｃｒ６＋在血清蛋白中能够相对稳定地存

在，并且Ｃｒ６＋与ＢＳＡ相互良好结合，二者发生较强的相互作
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用，使ＢＳＡ的紫外吸收降低，。用同步荧光法和旋光光谱究表

明，Ｃｒ６＋与ＢＳＡ的相互作用使得ＢＳＡ二级构象发生变化，α螺

旋含量降低，使色氨酸残基所处的微环境疏水性增加，ＨＡＳ的

溶解性减小，进而易于出现沉淀现象。另外，高旭等［６］采用荧

光猝灭光谱法，通过ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程，ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒＫ方

程和双倒数曲线处理实验数据，并计算分析Ｃｒ（ＶＩ）与ＢＳＡ的

热力学参数也得出了同样的结论。

２．１．３　Ｓｍ
３＋
　钐属于轻稀土元素，除被广泛用于永磁材料等

外，还常用于生物和医疗领域研究［７］。用光谱法研究了稀土金

属离子Ｓｍ３＋与 ＨＳＡ的相互作用
［８］，发现Ｓｍ３＋对 ＨＳＡ有荧

光猝灭作用，属于静态猝灭，Ｓｍ３＋与 ＨＳＡ反应生成了新的复

合物，荧光猝灭发生了分子内的非辐射能量转移。Ｓｍ３＋ 与

ＨＳＡ的结合常数 Ｋｂ分别为４．１２×１０５ Ｌ／ｍｏｌ（２９８Ｋ）和

２．２６×１０５Ｌ／ｍｏｌ（３１８Ｋ），结合位点数ｎ为１．２４（２９８Ｋ）和

１．２０（３１８Ｋ）。说明Ｓｍ３＋和 ＨＳＡ之间有很强的结合作用，这

为Ｓｍ３＋在体内被蛋白质储存和转运提供了条件。另外同步荧

光法和ＣＤ光谱研究表明，稀土离子钐与蛋白质相结合，二者

发生相互作用，进而影响蛋白质分子固有结构和功能。

２．１．４　Ｚｎ
２＋
　锌是人类应用比较广泛的金属元素，是人体内

一种必需的微量元素，是机体内蛋白质和酶的重要组成部分，

在人体的新陈代谢过程中起着重要的作用。有学者用荧光光

谱法研究了Ｚｎ２＋与ＢＳＡ的作用机制。实验发现，Ｚｎ２＋对ＢＳＡ

具有荧光猝灭作用，其猝灭方式为静态猝灭实验表明ＢＳＡ的

最大发射荧光峰是３５１ｎｍ，分别加入不同浓度Ｚｎ２＋后，ＢＳＡ

的最大发射峰位置不变，但是荧光强度均降低。这说明Ｚｎ２＋

和ＢＳＡ之间存在相互作用，相互作用的结果使得ＢＳＡ的荧光

发生猝灭。在与配合物络合所得产物时同样具有相应的生物

效应，赵芳等［９］通过研究大黄酸锌配合物与ＢＳＡ相互作用得

到其圆二色光谱分析，ＲｈｅｉｎＺｎ对ＢＳＡ内源荧光具有较强猝

灭作用，此猝灭过程是由于形成复合物而引起的静态猝灭和非

辐射能量转移，并且随着ＲｈｅｉｎＺｎ浓度的增加，引起ＣＤ谱强

度和位置明显改变，表明此配合物可明显改变ＢＳＡ的二级结

构［１０］。通过实验结果可见，锌离子及其配合物与ＢＳＡ相互作

用可导致其结构和理化性质发生改变，对于研究锌在人体内的

代谢过程有指导意义。

２．２　部分化合物对ＳＡ的影响

２．２．１　表没食子儿茶素没食子酸酯（ＥＧＣＧ）　ＥＧＣＧ是茶叶

中主要活性成分，属儿茶素类茶多酚，呈现很好的抗氧化活

性［１１］。研究结果表明：ＥＧＣＧ不仅具有抗肿瘤、抗病毒、抗突

变、抗白血病的作用［１２］，还具有降压、降脂、降血糖等作用，对

肝脏、肾脏及许多身体重要器官的自由基损伤有一定的保护作

用；新的研究还发现，ＥＧＣＧ具有预防中风以及老年痴呆的作

用和治疗各种神经系统疾病的潜力。ＨＳＡ作为人血浆中含量

最丰富的载体蛋白，同样也是大多数药物的传输和分布的载

体，研究ＥＧＣＧ在人体与ＳＡ相互作用的方式对阐明 ＥＧＣＧ

的生物活性作用机制具有重要的意义。

由于 ＨＳＡ中的色氨酸（Ｔｒｐ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）和苯丙氨酸

（Ｐｈｅ）残基能够发射内源荧光，通过荧光光谱和紫外可见光谱

研究ＥＧＣＧ 对 ＨＳＡ 的荧光猝灭机制，从而得到 ＥＧＣＧ 与

ＨＳＡ的表观结合常数 ＫＡ、结合位点常数ｎ及结合距离ｒ，根

据热力学常数得到结合作用力类型，并通过分子对接计算出结

合位点。在不同温度下，用荧光猝灭光谱、紫外可见吸收光谱

及分子对接的方法研究ＥＧＣＧ与 ＨＳＡ与的相互作用
［１３］。研

究结果表明，ＥＧＣＧ可与 ＨＳＡ相互作用并使 ＨＳＡ发生内源

性的静态荧光猝灭。利用ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程处理实验数据，

计算得到１７、３７℃下的静态猝灭常数（Ｋｑ）分别为７．１５３×１０
５

和７．８８６×１０５ Ｌ／ｍｏｌ，结合常数（ＫＡ）分别为９．５４１×１０
５、

９．５８６×１０５Ｌ／ｍｏｌ，结合位点数ｎ＝１，并利用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ３程序

进行 ＨＳＡ和ＥＧＣＧ对接计算，对接结果支持了光谱学的结

论。另外一些学者研究发现，在存在儿茶素的条件下，ＨＳＡ中

蛋白质羰基的形成与儿茶素的化学结构有一定关系。为了评

估蛋白质羰基在 ＨＳＡ的形成，其采用的 ＨＳＡ是在儿茶素生

理情况下生成ｂｉｏｔｉｎＬＣｈｙｄｒａｚｉｄｅｃａｒｂｏｎｙｌｓ标记蛋白，与使用

蛋白免疫印迹儿茶素的比较显示ｐｙｒｏｇａｌｌｏｌｔｙｐｅ儿茶素条件

下ＨＳＡ形成蛋白质羰基比相应的ｃａｔｅｃｈｏｌｔｙｐｅ儿茶素条件下

生成的更多。此外，发现儿茶素拥有１个ｇａｌｌｏｙｌ基团下形成

的蛋白质羰基比相应的缺乏１个ｇａｌｌｏｙｌ基团者更高。使用甲

基化儿茶素和酚酸证明了Ｂｒｉｎｇ结构和ｇａｌｌｏｙｌ基团的重要

性。这些结果表明，在儿茶素条件下形成蛋白质羰基最重要的

结构性因素是在 ＨＳＡ中的Ｂｒｉｎｇ，紧随其后的是ｇａｌｌｏｙｌ基

团。儿茶素的氧化稳定性和亲和力保证了蛋白质羰基的形成，

因此不同儿茶些属性的差异可能导致生物学活性的大小不

同［１４］。

２．２．２　头孢美唑钠　头孢美唑为头孢菌素半合成抗菌药物，

属头霉素类，对各种β内酰胺酶有很强耐受性，并能杀灭对头

孢菌素耐药的菌株，抗菌谱广，抗菌活性强。临床常用于敏感

细菌所致肺炎等呼吸系统感染、尿路感染、菌血症、胆道感染、

腹腔感染及宫腔等妇科感染［１５］。各种药物进入人体一般都要

通过血浆的贮存和运输，到达受体，发生药理作用。由于头孢

美唑的水溶性较差，所以常使用其钠盐以增加其水溶性，以提

高其使其生物利用度。

张洪芹等［１６］通过荧光光谱法研究头孢美唑钠与ＢＳＡ的

荧光猝灭机制，发现头孢美唑钠对ＢＳＡ的光谱具有猝灭作用，

其猝灭方式为静态猝灭，静态猝灭在整个猝灭过程中起主导作

用。猝灭剂和荧光物质在基态时形成不发光的配合物，从而导

致荧光分子荧光强度降低。并得到了头孢美唑钠与清蛋白的

结合常数ＫＡ＝２．５×１０
５，结合位点数狀＝０．９７。实验表明头

孢美唑钠对ＢＳＡ的色氨酸等氨基酸残基有较大影响，随后的

研究发现Ｚｎ２＋的加入使得头孢美唑钠与ＢＳＡ的结合常数与

结合位点数减小，但是随着Ｚｎ２＋浓度的增大，结合常数及结合

位点略有升高，这一结果与栾尼娜等［１７］研究发现Ｚｎ２＋ 存在

下，芦丁与ＢＳＡ的结合常数与结合位点均升高而得出过渡金

属离子参与药物结合的观点不一致。张怀斌等［１８］在模拟动物

体生理条件下，利用纳米银作标记物［１９２０］，通过对头孢美唑钠

与纳米银一ＢＳＡ体系相互作用的研究，发现附加体系没有改

变ＢＳＡ与头孢美唑钠之间的作用机制，但猝灭常数、结合常数

减小，结合常数随温度的升高增大；头孢美唑钠与ＢＳＡ之间的

作用力变为疏水作用，但短时间内在头孢美唑钠对ＢＳＡ构象

的改变上纳米银没有产生影响。这为研究头孢美唑钠的药理、

毒理作用和银纳米粒子生物学效应提供了重要信息。

３　小　　结

ＨＳＡ作为血浆容量扩充剂，在临床上用途广泛，目前已用

于失血性休克、脑水肿、流产引起的清蛋白缺乏、肾病等的治

疗，由于其治疗用途的重要性，当前成为医学研究的热点之一。

通过对多种离子和化合物对ＳＡ的影响和作用机制的研究，有

助于找到能发挥出ＳＡ最大活性的物质，对一些可能破坏其结

构、影响其理化性质的物质有更深入的了解，有助于在临床工

作中合理的应用和避免。相信随着社会的不断发展，科学技术
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尤其是医疗科技的不断提升，ＳＡ在临床应用将更为广泛，达到

更加理想的治疗效果。
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生物传感器在肠道致病菌临床快速检测中的新进展
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　　肠道致病菌是引起感染性腹泻的主要原因之一，主要包括

大肠埃希菌、沙门菌属、金黄色葡萄球菌等。传统的细菌培养

技术耗时繁琐、检测灵敏度低，无法满足临床上所需的精准快

速鉴定。因此，如何快速、灵敏地检测肠道致病菌在疾病预防

与控制以及临床诊断中具有重要的意义。生物传感器是对生

物物质敏感并将其浓度转换为电信号进行检测的设备，具有方

便、快捷、特异性强、灵敏度高、检测时间短等优点。主要由生

物识别元件和信号转换器件两部分组成，根据其转换原理的不

同，可将生物传感器分为三大类：电化学型、光学型、质量型［１］。

近几年来，研究人员利用各种方法提高生物传感检测的灵敏

度，并用于各个领域中肠道致病菌的快速检测，取得了一些进

展。本文就近几年，生物传感器在肠道致病菌临床快速检测中

的新进展作一评述，并对其发展前景作出展望。

１　电化学生物传感器

１．１　ＤＮＡ生物传感器　ＤＮＡ生物传感器通过将单链ＤＮＡ

固定在电极表面形成捕获探针，利用碱基配对原则对样品溶液

中的靶序列进行识别，根据加入信号探针后检测电活性指示剂

的电流变化或形成双螺旋结构时产生的电化学界面性质的变

化检测肠道致病菌含量。２０１１年Ｐａｎｄｅｙ等
［２］在十八硫醇化

的金膜表面进行分子自组装，通过与４叠氮基１氟２硝基苯

结合后固定单链ＤＮＡ，用甲基蓝作为氧化还原指示剂，可测得

大肠埃希菌ＤＮＡ的线性范围为０．５×１０－１８～１×１０
－６ｍｏｌ／Ｌ，

检测限可低至０．５×１０１８ｍｏｌ／Ｌ，实现了对大肠埃希菌的快速、

超灵敏检测。２０１２年Ｌｉ等
［３］用单链ＤＮＡ作为探针，采用快

捷简便的“三明治”ＤＮＡ杂交方法实现了沙门氏菌较为灵敏的

快速检测，检测限可低至０．５×１０－１２ ｍｏｌ／Ｌ。

根据纳米粒子具有比表面积大、容易修饰和磁性纳米粒子

对肠道致病菌进行浓缩和富集等特点，可提高其检测灵敏度。

２０１１年Ｇｅｎｇ等
［４］用海藻酸这个天然含有羧基多糖的物质修

饰的钴磁珠与含有氨基端大肠埃希菌特定序列的ＤＮＡ探针

相结合，采用道诺霉素（ＤＮＲ）作为杂交指示剂，得到５０ＣＦＵ／

ｍＬ的检测限。２０１１年Ｌｉ等
［５］将金离子沉积到预先处理好的
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