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维生素Ｃ与维生素Ｂ２ 对中药有效成分牡荆素与

人血清白蛋白结合的扰动作用

张国文＊，赵　楠，王　琳
（南昌大学食品科学与技术国家重点实验室，江西南昌３３００４７）

摘　要：采用荧光光谱、紫外光谱、红外光谱及圆二色谱（ＣＤ）等方法，研究了维生素Ｃ
（ＶＣ）、维生素Ｂ２（ＶＢ２）对中药有效成分牡荆素（ＶＴＸ）与人血清白蛋白（ＨＳＡ）结合的

扰动，求得ＶＣ或ＶＢ２存在下 ＨＳＡ－ＶＴＸ结合的猝灭常数ＫＳＶ、结合常数Ｋａ和结合位

点数ｎ等参数，归纳了 ＶＣ、ＶＢ２可能的扰动方式。结果表 明，２５℃时，在 ＶＣ存 在 下，

ＨＳＡ－ＶＴＸ体系的ＫＳＶ减小４５．８％，Ｋａ减小９．５％，ｎ减少１１．８％，而且作用力类型由

氢键和范德华力转变为疏水作用力；ＶＢ２存在下，ＫＳＶ增加１７．９％，Ｋａ减小１４．２％，ｎ由

０．９４９略增至１．０６７。ＶＣ、ＶＢ２与 ＨＳＡ结 合 导 致 ＨＳＡ分 子 构 象 变 化 是 维 生 素 扰 动

ＨＳＡ－ＶＴＸ结合的共通 方 式 和 主 要 方 式，而 ＶＴＸ－ＶＢ２复 合 物 与 ＨＳＡ作 用 是 ＶＢ２对

ＨＳＡ－ＶＴＸ结合扰动的又一方式。
关键词：牡荆素；人血清白蛋白；荧光光谱；维生素

中图分类号：Ｏ６５７．３９　　　文献标识码：Ａ

牡荆素（Ｖｉｔｅｘｉｎ，ＶＴＸ）属于黄酮碳甙类天然产物，对缺血性心肌损伤具有 良 好 的 保 护 作 用［１－２］。因

此，研究牡荆素分子与人血清白蛋白（ＨＳＡ）的相互作用有利于从分子水平了解牡荆素在体内的转运、代

谢过程。然而，对于复杂的生命体系而言，生命过程中物质分子间的相互作用远不仅限于两者之间，维生

素Ｃ（ＶＣ）、维生素Ｂ２（ＶＢ２）是生物体必需的营养物质，人血清白蛋白是贮存和转运ＶＣ和ＶＢ２的主要天

然载体蛋白。因此，研究蛋白质－药物之间及其在营养物质ＶＣ、ＶＢ２存在下的结合作用，有助于阐明ＶＣ、

ＶＢ２对药物与蛋白质作用扰动的分子机制，为探索多元复杂体系内药物－蛋白质相互作用规律，及中药科

学用药规律提供有益信息。
目前，营养物质对药物活性成分与蛋白质相互作用的扰动机制的研究鲜有报道。李磊等［３］采用荧光

光谱、圆二色光 谱（ＣＤ）和 紫 外 光 谱 研 究 了 葡 萄 糖、ＶＣ分 别 对 中 药 有 效 成 分 七 叶 内 酯－牛 血 清 白 蛋 白

（ＢＳＡ）结合的扰动方式。本课题组前期研究［４］表明，共存物亚硝酸钠可能以“离子架桥”的方式参与白杨

素与ＢＳＡ的结合，而葡萄糖、ＶＣ与ＢＳＡ作用改变ＢＳＡ的分子构象，从而扰动白杨素与ＢＳＡ的结合。本

文采用了荧光光谱、紫外光谱、红外光谱及圆二色谱（ＣＤ）等方法，研究了在水溶液中ＶＣ、ＶＢ２加入前后对

ＶＴＸ－ＨＳＡ体系荧光猝灭常数、结合常数、热力学参数的影响以及对体系光谱影响，探讨了ＶＣ、ＶＢ２对牡

荆素与 ＨＳＡ结合的扰动作用。

１　实验部分

１．１　主要仪器与试剂

Ｆ－４５００型荧光光度计（日 本，日 立 公 司）；ＵＶ－２４５０紫 外－可 见 分 光 光 度 计（日 本，岛 津 公 司）；Ｎｅｘｕｓ
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３８０傅立叶红外光谱仪，配置ＡＴＲ附件（美国，Ｎｉｃｏｌｅｔ公司）；ＭＯＳ　４５０圆二色谱仪（法国，Ｂｉｏ－Ｌｏｇｉｃ公

司）；ｐＨＳ－３Ｃ型酸度计（上海雷磁仪器厂）。
牡荆素标准品（中国药品生物制品检定所）储备液浓度为２．０８×１０－３　ｍｏｌ·Ｌ－１，无水甲醇配制；人血清

白蛋白（ＨＳＡ，美国Ｓｉｇｍａ公司）配制成１．５×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１的储备液，４℃保存于冰箱中备用；ｐＨ＝７．４的

磷酸盐缓冲溶液；０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＣｌ溶液；其他试剂均为分析纯，实验用水为二次蒸馏水。

１．２　实验方法

１．２．１　荧光光谱测定　在１０ｍＬ的比色管中，依次加入２．０ｍＬ　ｐＨ＝７．４的磷酸盐缓冲溶液，２．０ｍＬ
０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＣｌ溶液，６６７μＬ　１．５×１０

－５　ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＨＳＡ溶液，以二次蒸馏水定容至１０ｍＬ。准确

移取３．０ｍＬ该溶液于石英荧光池中，用可调式移液器逐次加入一定体积的牡荆素（５μＬ／ｔｉｍｅｓ）溶液，混

合均匀并静置５ｍｉｎ。记录荧光发射光谱。

１．２．２　红外光谱测定　分别取一定体积的ＶＣ、ＶＢ２溶液加入到牡荆素与 ＨＳＡ的混合溶液中，用磷酸盐

缓冲溶液定容至１０ｍＬ，混合均匀。移取适量上述溶液至红外光谱仪ＡＴＲ附件的样品池中，以相同浓度

的磷酸盐缓冲溶液为空白，扫描溶液的红外光谱。

１．２．３　圆二色谱测定　分别取一定体积的ＶＣ、ＶＢ２溶液加入到牡荆素与 ＨＳＡ的混合溶液中，用磷酸盐

缓冲溶液定容至１０ｍＬ，混合均匀。移取适量上述溶液至圆二光谱仪的样品池中，以相同浓度的磷酸盐缓

冲溶液为空白，扫描溶液的圆二色谱。

２　结果与讨论

２．１　ＶＣ或ＶＢ２存在下牡荆素与ＨＳＡ作用的红外光谱

红外光谱法能够提供蛋白质在水溶液中构型变化的重要信息，因此红外光谱法是一种分析蛋白质结

构变化的重要手段。图１分别为 ＨＳＡ、ＶＴＸ及 ＨＳＡ＋ＶＴＸ水溶液的傅里叶变换衰减全反射红外光谱

（ＡＴＲ－ＦＴＩＲ）。当向 ＨＳＡ溶液中 加 入４μＬ浓 度 为２．０８×１０－３　ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＶＴＸ溶 液 时（混 合 溶 液 中

ＶＴＸ的最终浓度为１．０２×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１），ＨＳＡ的ａｍｉｄｅ　Ｉ波段Ｃ＝Ｏ峰几乎消失；ａｍｉｄｅⅡ波段１　５５３
ｃｍ－１的吸收峰移动到１　５４５ｃｍ－１。相应地，ＶＴＸ　１　６５２和１　５５８ｃｍ－１的吸收峰也几乎消失。表明在水溶

液中ＶＴＸ与 ＨＳＡ发生了相互作用。向ＶＴＸ与 ＨＳＡ的混合体系中加入一定量的ＶＣ后，ＨＳＡ的上述

２个特征峰完全消失，同时，ＶＴＸ的Ｃ＝Ｏ特征吸收峰１　６５２ｃｍ－１几乎消失。在ＶＴＸ与 ＨＳＡ的混合体

系中加入一定量的ＶＢ２时，ＨＳＡ的ａｍｉｄｅ　Ｉ波段Ｃ＝Ｏ峰从１　６５３ｃｍ－１移动到１　６４４ｃｍ－１；ａｍｉｄｅⅡ波段

的吸收峰几乎消失。ＶＴＸ的Ｃ＝Ｏ特征吸收峰１　６５２ｃｍ－１移动到１　６４４ｃｍ－１。上述结果表明，水溶液中

ＶＣ或ＶＢ２能够影响药物与 ＨＳＡ的相互作用［５］。

图１　牡荆素及ＶＣ或ＶＢ２存在下ＨＳＡ－ＶＴＸ体系的傅里叶变换衰减全反射红外光谱（ＡＴＲ－ＦＴＩＲ）
Ｆｉｇ．１　ＡＴＲ－ＦＴＩＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＶＴＸ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ＨＳＡ－ＶＴＸ　ｓｙｓｔｅｍ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　ＶＣ　ｏｒ　ＶＢ２
ｃＨＳＡ＝ｃＶＴＸ＝１．０２×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１；ｃＶＣ＝ｃＶＢ２＝１．０×１０

－５　ｍｏｌ·Ｌ－１．

２．２　ＶＣ或ＶＢ２存在下ＶＴＸ与ＨＳＡ作用的荧光光谱

ＨＳＡ分子中因含有色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸等残基而发射较强的内源荧光［６］。ＶＴＸ与 ＨＳＡ作用

能显著地猝灭 ＨＳＡ的荧光。图２显示了在ＶＣ或ＶＢ２存在下，ＶＴＸ对ＨＳＡ荧光的影响。在ＶＣ或ＶＢ２
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图２　ＶＣ或ＶＢ２存在下ＶＴＸ与ＨＳＡ作用的荧光光谱

Ｆｉｇ．２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＨＳＡ－ＶＴＸ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　ＶＣ　ｏｒ　ＶＢ２
（Ａ）ｃＨＳＡ＝１．０×１０－６　ｍｏｌ·Ｌ－１；（Ｂ）ｃＨＳＡ＝１．０×１０－６　ｍｏｌ·Ｌ－１，ｃＶＣ＝１．０×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１；（Ｃ）ｃＨＳＡ＝１．０×１０－６　ｍｏｌ·Ｌ－１，ｃＶＢ２
＝１．０×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１；ｃｕｒｖｅ　ａ→ｊ：ｃｖｉｔｅｘｉｎ／（１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１）：０，０．３５，０．７０，１．０５，１．４０，１．７５，２．１０，２．４５，２．８０，３．１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
ｐＨ＝７．４，λｅｘ＝２８０ｎｍ，λｅｍ＝３３９ｎｍ，Ｔ＝２９８Ｋ．

存在下，ＨＳＡ的荧光被ＶＴＸ有规律地猝灭，荧光的最大发射峰位置没有明显移动，且未出现新的荧光发

射信号。为了进一步阐明荧光猝灭机理，用Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ方程对荧光滴定实验数据进行分析：

Ｆ０／Ｆ＝１＋Ｋｑτ０［Ｑ］＝１＋ＫＳＶ［Ｑ］ （１）

　　作出Ｆ０／Ｆ －［Ｑ］关系图并计算出不同温度下维生素存在已否的动态猝灭常数（表１）。牡荆素对ＨＳＡ
的猝灭速率常数远大于生物大分子最大扩散碰撞猝灭常数２．０×１０１０　Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１，并且 ＨＳＡ的猝灭常

数ＫＳＶ随着温度的升高而减小，推断此荧光猝灭机理为静态猝灭过程［７］。维生素ＶＣ或ＶＢ２的参与不改

变 ＨＳＡ内源荧光的猝灭类型；但与 ＨＳＡ－ＶＴＸ二元体系相比，ＶＣ参与下，ＫＳＶ减小；而ＶＢ２存在时，ＫＳＶ
增大，预示不同的维生素扰动 ＨＳＡ－ＶＴＸ相互作用过程的方式可能不尽一致。

静态猝灭的结合常数Ｋａ和结合位点数ｎ分别由下列方程［８－９］计算：

Ｆ０／△Ｆ＝ （１／ｆａＫａ［Ｑ］）＋１／ｆａ （２）

ｌｇ（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ＝ｌｇＫ＋ｎｌｇ［Ｑ］ （３）
结果列于表１。结果表明，ＶＣ、ＶＢ２对ＶＴＸ与 ＨＳＡ结合的影响效果是不同的。２５℃时，ＶＣ的存在使Ｋａ
和ｎ减小；相应地，ＶＢ２存在时，Ｋａ减小而ｎ增大。由热力学公式：

ｌｇＫａ＝－△Ｈ／２．３０３ＲＴ＋△Ｓ／２．３０３Ｒ （４）

△Ｇ＝ △Ｈ－Ｔ△Ｓ （５）
可分别求得焓变（△Ｈ）、熵变（△Ｓ）和生成自由能变（△Ｇ）（表１）。由表１可以发现，加入ＶＣ或ＶＢ２前，

ＶＴＸ与 ＨＳＡ间的作用力主要是氢键和范德华力［１０］，而ＶＣ加入后，作用力改为疏水作用为主；ＶＢ２参与

下，虽然ＶＴＸ与 ＨＳＡ之间作用力类型没有发生变化，但ＶＢ２改变了ＶＴＸ与 ＨＳＡ之间作用力的强弱程

度，这进一步表明ＶＣ和ＶＢ２都参与了ＶＴＸ与 ＨＳＡ的作用过程。

２．３　ＶＣ、ＶＢ２对ＶＴＸ与ＨＳＡ结合的可能扰动方式

ＶＣ、ＶＢ２参与下，ＨＳＡ－ＶＴＸ－ＶＣ和ＨＳＡ－ＶＴＸ－ＶＢ２三元体系与二元体系相比，ＨＳＡ分子的α－螺旋的

含量均有不同程度的改变（图３），ＶＣ和ＶＢ２分别使α－螺旋的含量由原来的３９％分别增加到４０％和４５％，
表明这是ＶＣ和ＶＢ２对 ＨＳＡ－ＶＴＸ结合过程扰动的共通方式。

由表１可得 出，２５℃时，ＶＣ使ＫＳＶ减 小４５．８％，Ｋａ减 小９．５％，ｎ减 少１１．８％；而 ＶＢ２使ＫＳＶ增 加

１７．９％，Ｋａ减小１４．２％，ｎ由（０．９４９±０．０２０）略增为（１．０６７±０．０４２）。ＶＣ和ＶＢ２均属于水溶性有机物，
而牡荆素是疏水性有机物，在 ＨＳＡ分子上没有共同结合区域竞争，而且分子尺寸较大，所以难以从同位

取代和架桥的角度解释上述参数的变化。ＨＳＡ－ＶＴＸ复合物的稳定性下降（Ｋａ减小）、药物对 ＨＳＡ内源

荧光猝灭效应的变化可以归因于 ＶＣ或 ＶＢ２与 ＨＳＡ之间的 自 然 结 合 使 ＨＳＡ分 子 构 象 改 变 所 致，这 是

ＶＣ、ＶＢ２扰动 ＨＳＡ－ＶＴＸ结合的主要方式［３，１１－１２］。
紫外吸收光谱（图略）显示，在水溶液中，ＶＣ不与ＶＴＸ发生结合，而ＶＢ２能与牡 荆 素 结 合 形 成 复 合

物，这主要是由于ＶＢ２分子结构中的芳香环与牡荆素的芳香环共轭电子体系之间可以通过π…π电子堆积方

式相互结合［３］。由此推断，ＶＴＸ－ＶＢ２复合物与ＨＳＡ作用是ＶＢ２对ＨＳＡ－ＶＴＸ结合扰动的又一方式。
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图３　ＨＳＡ－ＶＴＸ－ＶＣ（Ａ）及ＨＳＡ－ＶＴＸ－ＶＢ２（Ｂ）的ＣＤ谱图

Ｆｉｇ．３　ＣＤ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＨＳＡ－ＶＴＸ－ＶＣ（Ａ）ａｎｄ　ＨＳＡ－ＶＴＸ－ＶＢ２（Ｂ）
Ａ：ａ．ＨＳＡ，ｂ．ＨＳＡ－ＶＴＸ－ＶＣ，ｃ．ＨＳＡ－ＶＣ；Ｂ：ａ．ＨＳＡ，ｂ．ＨＳＡ－ＶＴＸ－ＶＢ２，ｃ．ＨＳＡ－ＶＢ２；
ｃＨＳＡ＝ｃＶＩＴ＝１．０２×１０－５　ｍｏｌ·Ｌ－１；ｃＶＣ＝ｃＶＢ２＝１．０×１０

－５　ｍｏｌ·Ｌ－１．

表１　ＨＳＡ－ＶＴＸ以及ＨＳＡ－ＶＴＸ－维生素体系的结合参数

Ｔａｂｌｅ　１　Ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ　ｃｏｎｓｔａｎｔ（ＫＳＶ），ａｐｐａｒｅｎｔ　ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｃｏｎｓｔａｎｔ（Ｋａ），ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅｓ（ｎ），ａｎｄ　ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ

ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ＨＳＡ－ＶＴＸ　ａｎｄ　ＨＳＡ－ＶＴＸ－ｖｉｔａｍｉｎ　ｓｙｓｔｅｍｓ

Ｓｙｓｔｅｍ　 Ｔ／（Ｋ） ＫＳＶ／
（１０４　Ｌ·ｍｏｌ－１）

Ｋａ／
（１０４　Ｌ·ｍｏｌ－１） ｎ △Ｈ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）
△Ｓ／

（Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１）
△Ｇ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

ＨＳＡ－ＶＴＸ　 ２９８　 ５．８０　 ７．４０　 ０．９４９ －５７．３６ －９９．２６ －２７．７８
３０４　 ４．７２　 ４．６８　 １．０５０ －５７．３６ －９９．２６ －２７．１９
３１０　 ４．３４　 ３．０２　 １．１０９ －５７．３６ －９９．２６ －２６．５９

ＶＣ　 ２９８　 ３．１５　 ６．７０　 ０．８３７　 ７．０４　 １１５．９０ －２７．４９
３０４　 ３．１０　 ６．７２　 ０．７９９　 ７．０４　 １１５．９０ －２８．１９
３１０　 ２．２０　 ７．４９　 ０．７６２　 ７．０４　 １１５．９０ －２８．８９

ＶＢ２ ２９８　 ６．８３　 ６．３５　 １．０６７ －７５．８３ －１６１．６６ －２７．６５
３０４　 ５．９９　 ４．７３　 １．１０３ －７５．８３ －１６１．６６ －２６．６８
３１０　 ４．９０　 １．９３　 １．１７８ －７５．８３ －１６１．６６ －２５．７１

３　结论

研究表明，ＶＣ、ＶＢ２的参与使 ＨＳＡ－ＶＴＸ体系的猝灭常数、表观结合常数及结合位点数发生改变，且

ＶＣ改变了 ＨＳＡ－ＶＴＸ体系的结合力类型，ＶＢ２改变了 ＶＴＸ与 ＨＳＡ之间作用力的强弱程度。ＶＣ、ＶＢ２
与ＨＳＡ结合导致 ＨＳＡ分子构 象 变 化 是 维 生 素 扰 动 ＨＳＡ－ＶＴＸ结 合 的 共 通 方 式 和 主 要 方 式，而 ＶＴＸ－
ＶＢ２复合物与 ＨＳＡ作用是ＶＢ２对 ＨＳＡ－ＶＴＸ结合扰动的又一方式。
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