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光谱及电化学方法研究大黄酸与牛血清白蛋白的相互作用
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摘　要　采用荧光光谱、紫外光谱和圆二色光谱法并结合电化学方法，研究了大黄酸与牛血清白蛋白之间

的相互作用。结果表明：大黄酸对牛血清白蛋白有较强的荧光猝灭作用且为静态猝灭，并计算得出不同温度

下其结合常数（犓Ａ）与结合位点数（狀）分别为：３．６７×１０
５，０．９５（２９８Ｋ）；２．６０×１０４，０．８３（３０９Ｋ）。由热力学

参数确定它们间的作用力主要是静电引力，并依据Ｆｒｓｔｅｒ能量转移理论求得其结合距离为３．２８ｎｍ，同步

荧光光谱及圆二色谱表明大黄酸对牛血清白蛋白的构象产生影响。
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引　言

　　血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）与药物分子发

生相互作用形成超分子化合物的研究是介于生命科学与化学

之间的边缘性课题，也是化学、生命科学、药学和临床医学

共同关注和感兴趣的研究领域。ＢＳＡ是血液中一种重要的载

体蛋白，能与多种内源性和外源性物质结合，是药物发挥药

效的重要载体和靶分子。探讨具有药理活性的小分子与蛋白

质的相互作用，对于了解药物发挥药效的作用机制有重要意

义［１］。大黄酸（ｒｈｅｉｎ）是中药大黄、何首乌、虎杖等多种中药

的主要活性成分之一，具有抗氧化、抑菌、降糖调脂、保肝

抗纤维化、抗炎、抗肿瘤等多种生物活性及药理作用，并且

在治疗骨关节炎、糖尿病、肾病等疾病及协同抗肿瘤方面表

现突出而成为研究的热点［２，３］。其与ＢＳＡ相互作用研究的报

道鲜见。

运用紫外可见光谱（ＵＶＶｉｓｉｂｌｅ），荧光光谱（ｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ），圆二色谱（ｃｉｒｃｕｌａｒｄｉｃｈｒｏｉｓｍ，ＣＤ）并结

合电化学（Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｍｉｃａｌ）方法，详细研究了大黄酸与ＢＳＡ

的相互作用，深入探讨大黄酸与血清白蛋白的结合机理，结

果有助于阐明大黄酸在生物体内的存储和转运过程及其药理

效应。

１　实验部分

１１　仪器与试剂

Ｆ２５００型荧光光度计（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司），ＭＯＳ４５０型

圆二色谱仪（法国华洋科仪公司），ＵＶ２４０１ＰＣ紫外可见分

光光度计（日本岛津公司），ＰＡＲ２８３电化学系统（美国普林

斯顿应用研究公司），ｐＨＳ３Ｃ型酸度计（上海雷磁仪器厂）。

牛血清白蛋白（Ａｍｒｅｓｃｏ，分子量６５０００）配成１．０×１０－４ｍｏｌ

·Ｌ－１储备液，４℃冰箱保存备用；大黄酸（陕西慧科植物开

发有限公司）用无水甲醇配成５．０×１０－４ ｍｏｌ·Ｌ－１储备液；

０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ７．３８的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（内含０．１ｍｏｌ·

Ｌ－１ＮａＣｌ以维持溶液离子强度）；其他试剂均为国产分析纯，

所用水为二次蒸馏水。

１２　实验方法

１．２．１　紫外光谱测定

系列１０ｍＬ容量瓶中，加入一定量大黄酸溶液，再加入

不同量的ＢＳＡ溶液，用ｐＨ７．３８缓冲溶液定容，混匀后室温

放置３ｈ。以相应ＢＳＡ溶液为参比，扫描紫外吸收光谱。

１．２．２　荧光光谱测定

将一定量的ＢＳＡ与大黄酸溶液依次加入到１０ｍＬ容量

瓶中，用ｐＨ７．３８的缓冲液稀释至刻度，混匀后实验温度下

水浴恒温３ｈ。在激发波长为２８３ｎｍ，激发和发射狭缝均为５

ｎｍ的条件下，测定上述样品在２９０～４５０ｎｍ 的荧光光谱；

室温下，固定Δλ值，考察随着大黄酸浓度增加，ＢＳＡ同步



荧光光谱的变化情况。

１．２．３　圆二色谱测定

室温下以缓冲液为参比，氮气吹扫１９０～２７０ｎｍ波长范

围内ＢＳＡ与大黄酸作用前后的圆二色谱。每个ＣＤ光谱都是

三次扫描的平均值。

１．２．４　电化学法测定

在系列容量瓶中加入不同体积的大黄酸溶液和一定量的

ＢＳＡ溶液，以ｐＨ７．３８ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液定容，转移部分溶

液于电解池中，通氮１０ｍｉｎ，用ＰＡＲ２８３电化学综合分析仪

记录大黄酸溶液和大黄酸与ＢＳＡ混合溶液中大黄酸的线性

扫描伏安图，扫描速率２００ｍν·ｓ－１。

２　结果与讨论

２１　紫外可见吸收光谱

图１为模拟生理条件下，大黄酸紫外吸收光谱及大黄

酸ＢＳＡ体系的紫外吸收差谱。由图可见，大黄酸２２０ｎｍ处

吸收峰强度有规律地降低并且峰位发生红移。说明大黄酸与

ＢＳＡ之间有显著的相互作用，同时也说明它们的相互作用使

该共轭体系的能级发生了明显的变化［４，５］。

犉犻犵１　犜犺犲犝犞犞犻狊犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾狊狆犲犮狋狉犪狅犳狋犺犲狉犺犲犻狀犅犛犃狊狔狊狋犲犿

犮（ｒｈｅｉｎ）＝２．５×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１；犮（ＢＳＡ）（０～５）：０．０，１．０，２．０，

３．０，４．０，５．０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１；ｐＨ７．３８

２２　大黄酸与牛血清白蛋白相互作用的荧光

２．２．１　荧光猝灭光谱

随着大黄酸浓度增加，ＢＳＡ内源荧光的强度有规律降

低，ＢＳＡ的荧光发射峰形不变，峰位略微蓝移（见图２）。说

明ＢＳＡ与大黄酸之间发生相互作用
［６］。

２．２．２　荧光猝灭机理与结合常数确定

荧光猝灭的原因主要有动态猝灭、静态猝灭和非辐射能

量转移。动态猝灭是猝灭剂和荧光物质的激发态分子之间的

相互作用过程；静态猝灭是猝灭剂和荧光物质分子在基态时

生成不发光的配合物，从而导致荧光物质荧光强度降低的过

程。为探讨大黄酸对ＢＳＡ的荧光猝灭机制，先采用Ｓｔｅｒｎ

Ｖｏｌｍｅｒ方程
［７］处理

犉０／犉＝１＋犓ｑτ０［犙］＝１＋犓ＳＶ［犙］ （１）

式中犉０ 和犉分别为猝灭剂加入前后体系的荧光强度；［犙］

是猝灭剂的浓度；犓ＳＶ表示生物大分子与荧光猝灭剂分子彼

此扩散和相互碰撞达到动态平衡时的量效关系；犓ｑ 为双分

子表观猝灭常数，它反映了体系中分子的彼此扩散和相互碰

撞对生物大分子荧光寿命衰减速率的影响，τ０ 为没有猝灭剂

存在时荧光分子的平均寿命，生物大分子的平均寿命约为

１０－８ｓ
［８］。

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狉犺犲犻狀狅狀犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犻狀狋犲狀狊犻狋犻犲狊狅犳犅犛犃

犮（ＢＳＡ）＝１．０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１；犮（ｒｈｅｉｎ）（０～９）：０．０，１．０，

２．０，３．０，４．０，５．０，６．０，７．０，８．０，１０．０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１；

ｐＨ７．３８

　　将大黄酸对ＢＳＡ的荧光猝灭数据按式（１）处理见图３

（ａ），计算２９８和３０９Ｋ大黄酸ＢＳＡ相互作用的结合常数，

猝灭速率常数犓ｑ 分别为６．６×１０
１３，１．６×１０１３Ｌ·ｍｏｌ－１·

ｓ－１，远大于最大扩散碰撞猝灭常数２．０×１０１０Ｌ·ｍｏｌ－１·

ｓ－１
［９］。由图３（ａ）所示，随温度的升高，结合常数减小。说明

大黄酸与ＢＳＡ形成了基态复合物，并且遵循静态猝灭机理。

对于静态猝灭其结合常数犓Ａ、结合位点数狀
［１０］可由下

述公式确定

ｌｇ［（犉０－犉）／犉］＝ｌｇ犓Ａ＋狀ｌｇ［犙］ （２）

　　见图３（ｂ），求得各自 犓Ａ 分别为：３．６７×１０
５，２．６０×

１０４；结合位点数分别为：０．９５，０．８３。

犉犻犵３　犜犺犲犛狋犲犿犞狅犾犿犲狉狆犾狅狋（犪）犪狀犱犾犵［（犉０－犉）／犉］狏狊犾犵

［犙］狆犾狅狋（犫）狅犳狋犺犲狉犺犲犻狀犅犛犃狊狔狊狋犲犿

２．２．３　大黄酸对ＢＳＡ构象的影响

Δλ＝１５和６０ｎｍ所得同步荧光光谱分别表示蛋白质中
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酪氨酸和色氨酸残基的光谱特征，因此，根据氨基酸残基的

最大荧光波长与其所处环境极性的改变可判断蛋白质构象的

变化。图４显示，随大黄酸浓度的增加，色氨酸残基的最大

发射波长基本不变，酪氨酸残基所处环境的疏水性增强，导

致ＢＳＡ构象发生变化。

犉犻犵４　犜犺犲狊狔狀犮犺狉狅狀狅狌狊犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狆犲犮狋狉犪狅犳狉犺犲犻狀犅犛犃狊狔狊

狋犲犿狑犺犲狉犲Δλ犻狊１５狀犿（犪）犪狀犱６０狀犿（犫）

犮（ＢＳＡ）＝３．０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１；犮（ｒｈｅｉｎ）（０～８）：０．０，１．０，１．５，

２．０，３．０，４．０，６．０，８．０，１０．０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１；ｐＨ７．３８

２．２．４　大黄酸与ＢＳＡ作用力的确定

在温度变化不大时，可以近似认为反应的 Δ犎 为一常

数。根据热力学参数之间的关系式ｌｎ犓２／犓１＝Δ犎（１／犜１－１／

犜２）／犚，Δ犌＝Δ犎－犜Δ犛＝－犚犜ｌｎ犓，可分别求得焓变Δ犎、

熵变Δ犛和吉布斯自由能Δ犌（见表１）。根据Ｒｏｓｓ
［１１］等总结

出判断生物大分子与小分子结合力性质和生物大分子自身结

合力性质的热力学规律，以小分子与生物大分子反应的热力

学参数的变化判断药物与蛋白质之间的主要作用力类型的规

律。大黄酸与ＢＳＡ的结合是一个熵增加、自由能降低的自发

过程（Δ犌＜０），大黄酸与ＢＳＡ结合反应的Δ犎≈０，Δ犛＞０可

以认为大黄酸与ＢＳＡ分子间主要表现为静电引力。

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狋犺犲狉犿狅犱狔狀犪犿犻犮狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳狉犺犲犻狀犅犛犃狊狔狊狋犲犿

狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊

犜／Ｋ
Δ犎

／（ｋＪ·ｍｏｌ－１）
Δ犌

／（ｋＪ·ｍｏｌ－１）
Δ犛

／（Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１）

２９８ －２．６８ －３１．７３ ９７．４８

３０９ －２．６８ －２６．１５ ７５．９５

２．２．５　大黄酸与ＢＳＡ结合距离的确定

据偶极偶极非辐射能量转移理论，即Ｆｒｓｔｅｒ能量转移

理论［１２］。结合位置与ＢＳＡ中发光基团之间的距离关系式如

下

犈＝１－犉／犉０ ＝犚
６
０／（犚

６
０＋狉

６
０） （３）

犚６０ ＝８．８×１０
－２５犓２犖－４Ф犑

犑＝∑犉（λ）ε（λ）λ
４
Δλ／∑犉（λ）Δλ

　　据此公式可以求得大黄酸与ＢＳＡ的重叠积分犑＝２．０６

×１０－１４ｃｍ３·Ｌ·ｍｏｌ－１，犚０＝２．８４ｎｍ，犈＝０．３０，狉＝３．２８

ｎｍ。大黄酸与ＢＳＡ残基之间的距离小于７ｎｍ，说明ＢＳＡ与

大黄酸之间可能发生了非辐射能量转移。

２３　圆二色谱法

为研究大黄酸与ＢＳＡ作用过程中ＢＳＡ二级构象的变

化，对比测试了ＢＳＡ及大黄酸ＢＳＡ体系的圆二色谱，如图

５所示。由图可看出犫和犮的ＣＤ波谱相对于犪有明显的红移

现象，表明大黄酸与ＢＳＡ结合改变了ＢＳＡ空间构象
［１３］，与

同步荧光光谱的结论一致。

犉犻犵５　犜犺犲犮犻狉犮狌犾犪狉犱犻犮犺狉狅犻狊犿狊狆犲犮狋狉犪狅犳狋犺犲狉犺犲犻狀犅犛犃狊狔狊狋犲犿

犪：犮（ＢＳＡ）＝１．０×１０－６ ｍｏｌ·Ｌ－１；犫：犮（ＢＳＡ）＝犮（ｒｈｅｉｎ）＝１．０×

１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１；犮：犮（ＢＳＡ）１．０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１＋犮（ｒｈｅｉｎ）２．０×

１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１

犉犻犵６　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀

犾犵［Δ犐狆犪／（Δ犐狆犪，犿犪狓Δ犐狆犪）］犪狀犱犾犵［狉犺犲犻狀］

犮（ＢＳＡ）＝５×１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１；ｐＨ７．３８
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２４　电化学法

电化学方法是一种简单快速的测定物质相互作用的分析

方法之一［１４］。大黄酸与ＢＳＡ结合反应体系的线性扫描伏安

结果表明，大黄酸与ＢＳＡ结合反应体系的电极过程主要受

吸附控制，用电化学法可测定大黄酸与ＢＳＡ的结合数和结

合位点数。假定大黄酸与ＢＳＡ结合生成ＢＳＡ（ｒｈｅｉｎ）犿，应有

ＢＳＡ＋ＲＨＢＳＡ（ｒｈｅｉｎ）犿，则犓α＝［ＢＳＡ（ｒｈｅｉｎ）犿］／［ＢＳＡ］

［ｒｈｅｉｎ］犿，犿与犓ａ可由下述公式得到，

ｌｇ［Δ犐ｐａ／（Δ犐ｐａ，ｍａｘΔ犐ｐａ）］＝ｌｇ犓犪＋犿ｌｇ［ｒｈｅｉｎ］ （４）

　　以ｌｇ［Δ犐ｐａ／（Δ犐ｐａ，ｍａｘΔ犐ｐａ）］对ｌｇ［ｒｈｅｉｎ］作图可得一

直线（图６）。当４００＞犚＞４０（犚＝［ｒｈｅｉｎ］／［ＢＳＡ］）时，由直线

斜率和截距求得结合常数和结合位点数分别为６．３×１０４，

０．９２，与荧光光谱法得到的数据基本相符。

３　结　论

　　利用荧光光谱、紫外光谱、圆二色谱和电化学多种方法

对大黄酸与牛血清白蛋白的相互作用进行了综合性研究。结

果表明，大黄酸与ＢＳＡ之间有较强的结合作用，通过静态猝

灭导致ＢＳＡ内源荧光减弱；计算了其结合常数、结合位点数

和热力学参数，得出了静电作用力为其结合的主要驱动力，

表明大黄酸可以被蛋白质所储存和运输；同步荧光光谱和圆

二色光谱探讨了大黄酸对ＢＳＡ构象的影响，大黄酸与ＢＳＡ

的相互作用改变了ＢＳＡ的空间构象。该研究对于从分子水

平上阐明大黄酸在体内的运输过程和药用机理及设计合成新

药具有一定的指导意义。
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