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摘　要　采用荧光猝灭和红外光谱方法考察了两种大黄蒽醌类化合物(大黄酸和大黄素)与模型蛋白

牛血清白蛋白之间的相互作用。结果表明, 大黄酸和大黄素主要通过静电作用与牛血清白蛋白形成基态化

合物, 从而使其内部荧光猝灭,并获得了二者相互作用的结合常数、结合位点数及大黄酸和大黄素与色氨

酸结合的空间距离。金属离子对这两种大黄蒽醌类化合物与牛血清白蛋白的结合具有一定的影响。红外光

谱显示大黄酸和大黄素均可引起牛血清白蛋白二级结构的变化。通过比较大黄酸、大黄素和其他几种大黄

蒽醌类化合物发现酚羟基的个数以及 C( 3)位取代基的极性对于化合物的活性具有重要意义。
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1　引言
血清白蛋白是人体内重要的运输蛋白, 具有运载各种内源代谢产物和外源药物小分子等生理

功能。任何药物在进入体内后,首先与血液中含量最丰富的血清白蛋白产生迅速、可逆的结合,然后

被运输到作用靶点发挥药效。结合后的药物不易穿透毛细血管壁、血脑屏障及肾小球等多种生物

膜,从而对药物在体内的分布与代谢产生重要影响。同时, 药物与白蛋白的结合率和结合能力的不

同决定了药物储留于血浆中含量的不同,从而影响到药物的药效发挥。因此研究药物与血清白蛋白

的相互作用,对于了解药物在生物体内的分布、代谢等情况以及设计开发具有高活性,低毒性的药

物分子都具有重要意义。大黄蒽醌类化合物是许多中草药中具有多种生物活性的有效成分,具有抗

菌消炎、抗病毒、抗癌、保肝利胆、降低血压、清除氧自由基、抗衰老等多方面作用 [ 1]。本文采用大黄

酸和大黄素为研究对象(结构见图 1) , 对两种化合物和血清白蛋白的相互作用进行研究,并和其他

常见的 3种大黄蒽醌类化合物进行比较,探讨分子结构的特征对大黄蒽醌类化合物和血清白蛋白

相互作用的影响。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

F-4500荧光分光光度计(日本 Hitach 公司) ; U V-8453 紫外分光光度计(美国 HP 公司) ;

NEXUS-470傅里叶红外光谱仪(美国 Thermo Nicolet公司)。



图 1　大黄酸( a)和大黄素( b)的结构

牛 血清白蛋白 ( BSA, 美国 Sigma 公司, 纯度≥98% )用 pH 7. 4 T ris-HCl 缓冲溶液 (含

0. 1mol·L
- 1的 NaCl)配制成 5×10- 4

mol·L
- 1母液,实验时用缓冲液稀释到合适的浓度;大黄酸、

大黄素(上海友思生物技术有限公司, 纯度≥98% )分别用二甲基亚砜配制成 1×10
- 3
mol·L

- 1
工

作液,实验时用缓冲液稀释到合适的浓度;含各种金属离子的氯化盐溶液均用 pH 7. 4 Tris-HCl缓

冲溶液配制。实验中其他试剂均为分析纯。实验用水为二次去离子水。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　荧光光谱测定

在若干支 10mL 的比色管中,依次加入 100�L 5. 0×10
- 5

mol·L
- 1

BSA 溶液和不同体积的药

物小分子工作液, 最后用 T ris-HCl缓冲溶液( pH= 7. 4)定容到 5mL。将比色管分别置于恒温仪中,

调节水温至 26℃和 37℃并保持 5min。在激发波长为 284nm 下, 扫描荧光光谱。狭缝宽度为

2. 5nm / 5. 0nm。

2. 2. 2　紫外吸收光谱测定

在 pH 7. 4条件下,以 Tris-HCl缓冲溶液( pH= 7. 4)为参比, 扫描浓度为 2. 0×10
- 6
mol·L

- 1

的大黄酸及大黄素溶液的紫外吸收光谱。

2. 2. 3　金属离子对相互作用的影响

依照上述荧光测定的实验方法,在配制的一系列溶液中分别加入适量的 KCl(或 MgCl2、CuCl2

和 AlCl3 ) , 然后用 Tris-HCl缓冲溶液( pH= 7. 4)定容, 使得金属离子的最终浓度为 3. 0×10
- 5

mol·L
- 1
。以加入金属离子的 BSA 溶液的荧光强度为 F0 ,计算结合常数。

2. 2. 4　红外光谱测定

在 pH 7. 4下采用平衡透析法将 BSA 和大黄酸或大黄素的混合溶液(摩尔比 1∶1)透析 24h

后,用冻干法将其混合溶液冻成粉末, 最后用红外光谱仪扫描 BSA ,大黄酸或大黄素-BSA 复合物

的红外光谱。

3　结果与讨论

3. 1　大黄酸、大黄素对牛血清白蛋白荧光光谱的影响

BSA 属内源性物质,主要体现为色氨酸的荧光。当激发波长为 284nm 时,大黄酸及大黄素对牛

血清白蛋白荧光光谱的影响见图 2。随着大黄酸及大黄素浓度的增加, BSA 在 340nm 附近的荧光

强度有规律地猝灭。说明大黄酸及大黄素与BSA 可能存在有相互作用。色氨酸的荧光最大发射波

长对环境非常敏感。大黄酸及大黄素的加入并未引起 BSA的最大发射波长出现明显的移动,因此

可以推断BSA中色氨酸的微环境改变不大。
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图 2　大黄酸( a)、大黄素( b)对牛血清白蛋白荧光光谱的影响( 26℃)

a中曲线 1→9中 C大黄酸( �m ol/ L) = 0, 0. 6, 1. 2, 1. 8, 2. 4, 3. 0, 3. 6, 4. 2, 4. 8;

b中曲线 1→10中 C大黄素( �mol/ L) = 0, 0. 5, 1. 5, 2. 0, 2. 5, 3. 0, 3. 5, 4. 0, 4. 5, 5. 0。

3. 2　荧光猝灭类型的判断

荧光猝灭的过程主要分为静态猝灭,动态猝灭及二者的联合猝灭方式。为了确定大黄酸和大黄

素对BSA荧光的猝灭类型,将过程按动态猝灭处理,由 Stern-Volmer 公式
[ 2]

F0/ F= 1+ K q�0[ Q ] = 1+ K SV[ Q] ( 1)

式中: F0 和 F——分别为不加和加入猝灭剂后蛋白的荧光强度; K q——扩散碰撞猝灭速率常数

( L·mol
- 1·s

- 1 ) ; �0——猝灭剂不存在时蛋白分子的平均荧光寿命, 10- 8
s; [ Q ]——猝灭剂的浓度

( mol·L
- 1 ) ; K SV——动态猝灭常数( L·mol

- 1)。以 F0 / F 对[ Q]作曲线, 得 Stern-Volmer 曲线(见

图 3) ,相关参数见表1。由表中可知, 随着温度的升高,复合物稳定性降低,猝灭常数减小,这是典型

的静态猝灭特征,推测大黄酸和大黄素对 BSA 的猝灭主要为形成新的复合物的静态猝灭,而非由

于分子扩散及碰撞所引起的动态猝灭。此外,大黄酸和大黄素对 BSA 的猝灭速率常数均大于猝灭

剂对生物大分子的最大扩散碰撞猝灭速率常数 2. 0×1010
L·mol

- 1·s
- 1 [ 3] , 因此可以判断大黄酸

和大黄素对 BSA 的荧光猝灭为静态猝灭类型。

图 3　大黄酸和大黄素与 BSA 作用的 Stern-Volmer 曲线

a——大黄酸; b——大黄素。

1—— 26℃; 2——37℃。

表 1　大黄酸和大黄素与 BSA 作用的扩散碰撞猝灭速率常数及动态猝灭常数

化合物

26℃

K q

( L·mol- 1·s- 1)

K SV

( L·mol- 1)
相关系数

37℃

K q

( L·mol- 1·s- 1)

K SV

( L·mol- 1)
相关系数

大黄酸 2. 69×1013 2. 69×105 0. 9941 2. 39×1013 2. 39×105 0. 9906

大黄素 3. 66×1013 3. 66×105 0. 9953 2. 91×1013 2. 91×105 0. 9906
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3. 3　结合常数及结合位点数的确定

对小分子与蛋白质的结合, 采用多位点结合的计算模型对大黄酸和大黄素与 BSA的结合过程

进行处理,即通过方程式( 2)求出大黄酸和大黄素与 BSA 作用的结合常数和结合位点数
[ 4] :

lg (
F0- F
F

) = nlgK A+ nlg{ [ Qt] - [ P t ]
( F0- F )

F0
} ( 2)

式中: [ Q t]与[ P t]——分别为小分子和蛋白的总浓度; K A——结合常数; n——每个蛋白分子上的结

合位点数。用 lg [ ( F0- F) / F]对 lg { [ Q t] - [ P t] ( F0- F ) / F0}作拟合曲线获得 K A 和 n,结果列于

表 2。在相同的条件下,大黄素对 BSA的结合能力高于大黄酸。两种化合物对BSA的结合位点数

均接近于 1。比较几种常见的蒽醌类化合物的结合常数可知, 对 BSA 的结合能力比较为:

大黄素> 大黄酸> 芦荟大黄素
[ 5]

> 大黄素甲醚
[ 6]
> 大黄酚

[ 7]
。

表 2　大黄酸和大黄素与 BSA 作用的结合常数和结合位点数

化合物

26℃

K A

( L·mol- 1)
n 相关系数

37℃

K A

(L·m ol- 1)
n 相关系数

大黄酸 3. 14×105 1. 01 0. 9968 2. 69×105 0. 90 0. 9942

大黄素 4. 41×105 0. 93 0. 9978 3. 30×105 1. 05 0. 9959

3. 4　主要作用力类型的确定

静电作用力、疏水作用力、氢键和范德华力等是小分子与生物大分子的主要作用力类型。根据

小分子与生物大分子结合反应过程的热力学参数焓变 �H、熵变 �S 和吉布斯自由能变 �G 的数值
大小可判断二者相互作用的主要作用力类型[ 8]。反应的 �H 和 �S存在如下关系:

ln( K 2/ K 1) = ( 1/ T 1- 1/ T 2 ) �H / R ( 3)

�G= - RT lnK = �H - T�S ( 4)

当温度变化不大时,焓变 �H 可以看作是一个常数, 利用( 3)式和( 4)式,可获得在不同温度下的热

力学参数, 从而可以判断小分子和BSA 结合的主要作用力类型(见表3)。�G< 0, �S> 0,表明大黄

酸和大黄素与BSA 的结合均为自发反应过程。�S> 0, �H < 0说明大黄酸和大黄素与 BSA 之间主

要是静电作用力。大黄酸和大黄素均含有多个羟基,因此在与 BSA 作用时可能也存在有氢键作用。

表 3　大黄酸和大黄素与 BSA作用的热力学参数

t(℃) �H (k J·mol- 1) �S( J·mol- 1·K- 1) �G( kJ·m ol- 1)

大黄酸
20

37
- 6. 55

82. 83

82. 83

- 30. 83

- 32. 23

大黄素
26

37
- 20. 29

40. 25

40. 24

- 32. 33

- 32. 77

3. 5　大黄酸和大黄素与 BSA分子间能量转移效率及结合空间距离

依据 Foester 偶极-偶极非辐射能量转移理论,当供体的荧光发射光谱与受体的吸收光谱有一

定程度的重叠,且二者间的最大距离小于 7nm 的范围内时,将会发生非辐射能量转移现象, 从而使

荧光体荧光猝灭[ 9] ,能量转移效率为:

E= R
6
0/ ( R

6
0+ r

6
0 ) = 1- ( F/ F0 ) ( 5)

式中: R0——能量转移效率 E= 50%时的临界距离, nm; r 0——供体偶极中心与受体偶极中心之间

的距离, nm ;其中:

R
6
0= 8. 8×10- 5

K
2
N

- 4� J ( 6)
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式中: K
2= 2/ 3; N = 1. 336; �= 0. 118; J——供体荧光光谱与受体吸收光谱的重叠积分,其表达式

为:

J=∫
∞

0
F����4��/∫

∞

0
F��� ( 7)

式中: F�——受体和供体浓度为 1∶1时荧光供体 BSA 在波长 �处的荧光强度, ��——受体大黄酸
和大黄素在波长 �处的摩尔吸光系数, ��——计算时分割的波长跨度。

实验结果表明, 大黄酸和大黄素的紫外吸收光谱与 BSA 的荧光光谱存在明显的重叠(图 4) ,

说明二者之间可能发生了非辐射能量转移。经计算, 大黄酸和大黄素与色氨酸残基间的结合距离分

别为 2. 94nm 和 4. 09nm。能量转移效率 E= 50%时的临界距离 R0分别为 2. 55nm 和 2. 58nm。大

黄酸和大黄素与色氨酸残基间的结合距离 r< 7nm,说明大黄酸和大黄素与 BSA 之间可以发生有

效的能量转移,但 r> R0表明它们对 BSA 内源荧光的猝灭主要由静态猝灭引起的而不是由能量转

移而引起,即静态猝灭为主,能量转移为辅共同导致了对 BSA 内源荧光的猝灭。大黄素与色氨酸残

基间的结合距离较大黄酸与色氨酸残基间的结合距离大,但结合常数却较大,因此可见大黄素更容

易和BSA中的色氨酸残基产生相互作用。

图 4　等摩尔浓度的 BSA 的荧光光谱( 1)和受体的紫外吸收光谱( 2)重叠图

a——大黄酸; b——大黄素。

3. 6　常见金属离子对大黄酸和大黄素与 BSA结合的影响

许多微量金属离子也参与人体中的各种重要的生命活动,因此本实验考察了常见的几种金属

离子对大黄酸和大黄素与 BSA 结合的影响(见表 4)。结果表明在金属离子存在下,结合常数均不

同程度的升高,说明这几种金属离子对大黄酸和大黄素与 BSA 的结合均起到促进作用。

表 4　金属离子对大黄酸和大黄素与 BSA 结合作用的影响( 26℃)

化合物 金属离子
K′A

(L·m ol- 1)
相关系数 K′A/ K A

K+ 5. 36×105 0. 9964 1. 71

大黄酸 Al3+ 3. 36×105 0. 9945 1. 07

M g2+ 1. 08×106 0. 9982 3. 44

Cu2+ 6. 98×105 0. 9980 2. 22

K+ 1. 22×106 0. 9917 2. 77

大黄素 Al3+ 5. 00×105 0. 9931 1. 13

M g2+ 5. 32×105 0. 9853 1. 21

Cu2+ 5. 89×105 0. 9927 1. 34

3. 7　大黄酸及大黄素对牛血清白蛋白结构的影响

傅里叶变换红外光谱技术是研究氢键的强有力手段。蛋白质的二级结构与其分子内形成的氢

键紧密相关。蛋白质在红外区有若干特征吸收带, 主要有酰胺Ⅰ带( 1600—1700cm
- 1 )和酰胺Ⅱ带
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图 5　BSA ( a)、大黄酸-BSA 复合物( b)和大黄素-BSA 复合物( c)的红外光谱

( 1600—1500cm
- 1

) , 其中酰胺Ⅰ带对于研究蛋白质二级结构最有价值。酰胺Ⅰ带主要是由蛋白骨

架肽链 C O的伸缩振动引起的,酰胺Ⅱ带则包含了 C—N 的伸缩振动和 N—H 的弯曲振动信

息[ 10 ]。图 5为 BSA 以及大黄酸-BSA、大黄素-BSA 复合物的红外光谱图。由图 5可知,大黄酸和大

黄素与 BSA 作用后引起了蛋白质二级结构的变化, 1660cm- 1附近的峰减弱, 1627cm- 1附近的峰增

强,这种结构上的变化提示牛血清白蛋白的 �-螺旋结构减少, �-螺旋结构增加,这可能是由于大黄

酸和大黄素与 BSA形成复合物时导致肽链上羰基氢键网的重排, 从而引起 BSA 二级结构的变化。

3. 8　5种大黄蒽醌类化合物的结合常数和分子结构的关系

通过比较几种常见的大黄蒽醌类化合物的结合常数得这几种化合物对 BSA 的结合能力为: 大

黄素> 大黄酸> 芦荟大黄素> 大黄素甲醚> 大黄酚, 而药理学研究表明,大黄素、大黄酸和芦荟大

黄素均具有较强的抗菌消炎及抗癌活性。因此药物与BSA 相互作用的能力在一定程度上和药物的

活性具有一定的关系。有研究报道指出羟基是大黄蒽醌类化合物主要的活性基团, 药物与 BSA 相

互作用的能力是表现药物活性的一种形式
[ 11]
。因此推测出羟基的个数和位置与两者的结合能力具

有一定的相关性。在本实验考察的几种化合物中,大黄素具有最多的酚羟基( 3个) ,而其与 BSA 的

结合能力也最强, 可以推测酚羟基的个数对于化合物的活性具有重要意义。大黄素比其他化合物多

一个羟基,因此大黄素的结合常数最大。BSA 中许多无荧光的酸性和碱性氨基酸可解离成正或负

离子,在多数情况下这些解离的氨基酸残基主要分布在球状蛋白质的表面,但也可能出现在蛋白质

分子内部。对于蒽醌类化合物, 由于与白蛋白的结合主要是静电作用为主,所以这些化合物分子的

极性大小将成为一个主导因素, 影响与白蛋白的结合能力。C( 3)位取代基极性强弱的顺序:

3-COOH> 3-CH2OH> 3-OCH3> 3-CH3, 这与它们各自的结合常数大小顺序比较吻合。由此可见,

取代基极性的强弱对于化合物和蛋白的结合能力具有重要的作用,极性越强,结合越强。

4　结论
本文采用荧光猝灭及红外光谱的方法研究了大黄酸和大黄素与牛血清白蛋白之间的相互作

用。结果表明,大黄酸和大黄素主要通过静电相互作用和 BSA 形成基态化合物,从而引起 BSA 的

荧光猝灭,但小分子的存在并不影响色氨酸的微环境极性。大黄素和 BSA 中色氨酸的空间距离较

长但结合能力较强,说明大黄素和BSA中色氨酸残基之间存在较强的相互作用。大黄酸和大黄素

均可引起牛血清白蛋白二级结构的变化。通过比较大黄酸、大黄素和其他几种大黄蒽醌类化合物发

现,酚羟基的个数以及 C( 3)位取代基的极性对于化合物的活性具有重要意义。本研究对于进一步

研究大黄蒽醌类化合物和蛋白的作用机制以及药物设计、优化具有重要的参考价值。
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Interaction of Rhein and Emodin with Bovine Serum Albumin
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Abstract　The interact ion betw een tw o anthraquinones( rhein and emodin) and model protein
( bovine serum album in ) w as investigated by fluorescence quenching technique and inf rared

spectroscopy. The results showed that rhein and emodin mainly formed ground-state complex with

bovine serum album in by electrostat ic interact ion, w hich led to the quenching of intrinsic fluorescence

of bovine serum album in. T he binding constant , number of binding site and the distance betw een

rhein, emodin and tryptophan residue w ere determined. Some metal ions had ef fect on the binding of

these tw o anthraquinones and bovine serum albumin. The infrared spect ra show ed that both rhein and

emodin induced secondary structure change of bovine serum album in. T he interaction was also

compared with other three anthraquinones, w hich indicated that the number of phenolic hydroxyl

group and the polarity of the substituent group on C( 3) had a significant ef fect on the activity of the

compounds.
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