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摘 　要 　用荧光光谱、同步荧光光谱和紫外吸收光谱方法 , 研究了木犀草素与人血清白蛋白 ( HSA) 的相互

作用。研究表明木犀草素对 HSA 有较强的荧光猝灭作用 , 根据不同温度下木犀草素对 HSA 的荧光猝灭作

用 , 利用 Stern2Volmer 方程处理实验数据 , 表明木犀草素对 HSA 的荧光猝灭作用属于静态猝灭。根据

FÊrster 非辐射能量转移理论计算了木犀草素与 HSA 间的结合常数和结合位点数 , 求得了木犀草素与 HSA

间的结合距离 r。热力学数据表明二者主要靠疏水作用力结合。同时用同步荧光光谱探讨了木犀草素对

HSA 构象的影响。
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引 　言

　　黄酮类化合物是一类具有重要药理活性的天然化合

物 [1 , 2 ] , 广泛存在于中药和植物的根、茎、叶及果实中。木犀

草素是 5 ,7 ,3′,4′2 四羟基黄酮化合物 , 又称黄色黄素或黄示

灵等 , 具有抗菌、抗炎、解痉、祛痰、抗癌、抑酶等作用 , 是

浮萍、石韦、水蔓菁等多种传统中草药的有效成分。

人血清白蛋白 ( human serum albumin , HSA) 是人血浆

中含量最丰富的重要载体蛋白 , 作为许多内源性和外源性化

合物的存储和转运蛋白 , 可与许多化合物分子发生相互作

用。药物分子进入血液后不同程度地与血清白蛋白结合 , 可

以控制药物向受体释放 , 避免药物迅速代谢。药物与血清白

蛋白相互作用的研究是介于化学和生命科学之间的边缘性课

题 , 是化学生物学研究的重要内容 [3 , 4 ] 。在分子水平上研究

药物分子和生物大分子的相互作用 , 探索药物与蛋白质、核

酸的结合特性 , 将有助于了解药物在人体内的吸收、分布、

排泄、药理活性和毒性 , 对于阐明药物的作用机理和进行药

物设计以开发新药、指导临床用药 , 以及在基因水平上治疗

疾病和探索生命体系的化学过程和生物物理过程具有重要的

理论和实践意义 , 也是现代高通量药物筛选的重要基础。研

究表明 , 蛋白质是具有生理活性的黄酮类化合物的目标靶分

子 , 黄酮类药物能够与蛋白质分子特异性结合 , 从而发挥其

药理作用 [2 ] , 有关木犀草素与 HSA 之间相互作用的研究 ,

目前尚未见报道。

荧光光谱法是研究生物大分子 , 特别是蛋白质与各种有

机小分子、离子和无机化合物相互作用的重要手段。本文应

用紫外光谱和荧光光谱 , 研究了木犀草素与 HSA 的荧光猝

灭机理 , 测定了木犀草素与 HSA 的结合常数、结合位点数、

热力学参数等 , 并确定了二者间的结合力类型 , 这些基础数

据对于阐明木犀草素在体内的运输过程及其作用机理具有十

分重要的意义。

1 　实验部分

111 　仪器与试剂

UV22501PC 型紫外2可见分光光度计 (日本岛津) ; F2
4500 型荧光分光光度计 (日本日立) ; A E2240 双量程电子分

析天平 (Metter2Toledo) ; TB285 恒温水浴装置 (日本岛津) 。

人血清白蛋白 ( HSA , Sigma , 纯度 > 95 %) , 用 p H 714

的 Tris2HCl 缓冲溶液 (含 011 mol ·L - 1 NaCl)配制 , 其储备

液浓度为 110 ×10 - 5 mol ·L - 1 , 4 ℃保存 ; 木犀草素 (L uteo2
lin , 中国药品生物制品检定所) , 储备液 (110 ×10 - 3 mol ·

L - 1 )用无水乙醇配制 ; 三羟甲基氨基甲烷 ( Tris) 购于 Serva ,

其他试剂均为分析纯 , 实验用水均为二次去离子水。

112 　实验方法



11211 　荧光光谱测定

在 27 , 37 和 47 ℃条件下 , 准确移取一定量的木犀草素

乙醇标准溶液于 10 mL 比色管中 , 待乙醇挥发完全后 , 再加

入血清白蛋白标准溶液 10 mL , 超声分散 5 min 后 , 恒温 2

h。在激发和发射光栅狭缝均为 5 nm , 激发波长为 283 nm 下

扫描 300～500 nm 范围内 HSA 与木犀草素作用的荧光光

谱。

11212 　同步荧光光谱的测定

在激发和发射光栅狭缝均为 5 nm , 分别在Δλ= 15 nm

(Δλ=λem - λex )和Δλ= 60 nm 下扫描 HSA 与木犀草素相互

作用的同步荧光光谱。

11213 　紫外吸收光谱的测定

以 Tris2HCl 缓冲溶液为溶剂 , 配制 110 ×10 - 5 mol ·

L - 1的木犀草素溶液 , 实验温度下恒温测定其 300～500 nm

的紫外可见吸收光谱。

2 　结果与讨论

211 　荧光猝灭光谱

血清白蛋白分子中因含有色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸残

基而发射一定强度的内源荧光。按照实验方法在 HSA 中加

入不同量的木犀草素后进行扫描 , 得到的荧光光谱图见图 1。

由图 1 可知 , HSA 的荧光强度随药物浓度增加而不断降低 ,

而且 HSA 的荧光发射峰的峰位出现了蓝移现象 , 说明木犀

草素与 HSA 发生了相互作用 [5 ] 。

Fig11 　Fluorescence quenching spectra of luteolin2HSA
cHSA = 11 0 ×10 - 5 mol ·L - 1 , cLuteolin/ 10 - 5 mol ·L - 1 ,

f rom 1 to 8 : 0 , 015 , 110 , 11 5 , 210 , 310 , 41 0 , 510

212 　荧光猝灭机理

荧光猝灭是溶液中猝灭体分子和荧光物质分子之间发生

相互作用 , 使荧光物质的荧光量子效率降低或激发态寿命缩

短 , 从而导致荧光强度降低的现象。荧光强度被猝灭的原因

有三种 : 动态猝灭、静态猝灭和非辐射能量转移。对于动态

猝灭 , 温度的升高将增加有效碰撞和加剧电子转移过程 , 使

荧光猝灭常数随温度升高而增大。若是静态猝灭 , 则温度的

升高使猝灭常数减小 [6 ] 。

木犀草素对 HSA 荧光猝灭过程若是动态猝灭 , 其作用

过程应遵循 Stern2Volmer 方程

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

　　式中 , F0 是 HSA溶液的荧光发射总量 , F是加入药物后

HSA 溶液的荧光发射总量 , [ Q] 是药物的总浓度 , KSV 是

Stern2Volmer 猝灭常数 , 它描述的是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 , Kq

是由扩散过程控制的双分子动态猝灭速率常数 , 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 , 通常各类荧光猝灭剂对生物大分子的最大动态

猝灭速率常数为 210 ×1010 L ·mol - 1 ·s - 1 [7 ] ,τ0 为生物大

分子内源性荧光寿命 , 本文取τ0 = 10 - 8 s[8 ] 。

Fig12 　Stern2Volmer curves of fluorescence

quenching of HSA by luteolin

　　本文分别研究了 27 , 37 和 47 ℃下 HSA 与木犀草素作

用的荧光光谱 , 利用不同温度下的实验结果 , 以 F0 / F 对相

应的 [ Q] 作图 (图 2) , 木犀草素对 HSA 荧光猝灭的 Stern2
Volmer 曲线呈良好的线性关系 (线性相关系数均大于

0199) , 随着温度的升高 , HSA 的猝灭曲线斜率降低 , 并且

由 KSV得出相应的 Kq 值分别为 1111 ×1013 L ·mol - 1 ·s - 1

(27 ℃) , 1106 ×1013 L ·mol - 1 ·s - 1 (37 ℃)和 1100 ×1013 L

·mol - 1 ·s - 1 (47 ℃) , 此值远大于各类猝灭剂对生物大分子

的最大动态猝灭速率常数 (210 ×1010 L ·mol - 1 ·s - 1 ) , 且随

着温度的升高猝灭速率常数降低 , 表明动态碰撞不是引起

HSA 荧光猝灭的主要原因 , 而是由于药物和 HSA 形成了复

合物而引起的静态猝灭。

213 　木犀草素与 HSA 的表观结合常数 KA 以及结合位点数

n

用静态猝灭公式 [9 ]

lg ( F0 - F) / F = lg KA + nlg[ Q] (2)

处理实验数据 , 分别作不同温度下 HSA 的 lg ( F0 - F) / F ～

lg[ Q] 的曲线图 , 如图 3 所示。

　　根据截距和斜率求得不同温度的 KA 和 n值。KA 值分别

为 1102 ×106 L ·mol - 1 (27 ℃) , 3105 ×106 L ·mol - 1 (37 ℃)

和 5113 ×106 L ·mol - 1 (47 ℃) ; n 值分别为 1121 (27 ℃) ,

1131 (37 ℃)和 1138 (47 ℃) 。由这些数据可看出 , 木犀草素

与 HSA 的结合常数较大 , 可形成一个结合位点 , 表明木犀

草素与 HSA 相互作用时形成 1 ∶1 的复合物 , 且温度对结合

常数 KA 的影响较小 , 说明木犀草素与 HSA 之间有较强的
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结合作用 , 可以被蛋白质运输和储存。

Fig13 　Double2log plot of luteolin

quenching effect on HSA fluorescence

1 : 27 ℃; 2 : 37 ℃; 3 : 47 ℃

214 　木犀草素与 HSA之间作用力的类型

药物等有机小分子和蛋白质等生物大分子之间的结合力

属于分子间的弱相互作用 , 主要有疏水作用力、氢键、范德

华力和静电引力等。Ross[7 ]等根据大量的试验结果 , 总结出

了根据反应前后热力学焓变ΔH 和熵变ΔS 的相对大小判断

生物大分子与小分子结合力性质的热力学规律 , 可以判断药

物与蛋白质之间主要存在的作用力的类型 : ΔH > 0 ,ΔS > 0

为疏水作用力 ;ΔS < 0 ,ΔH < 0 为氢键和范德华力 ;ΔH < 0 ,

ΔS > 0 为静电引力。在温度变化不大时 , 反应的焓变ΔH 可

以看作一个常数 , 由 KA 可以求出反应的自由能变ΔG

ΔG = - R Tln K (3)

ln K2 / K1 = [1/ T1 - 1/ T2 ]ΔH/ R (4)

ΔG = ΔH - TΔS (5)

Table 1 　Thermodynamic parameters of

luteolin2HSA binding process

T
/ ℃

ΔH

/ (kJ ·mol - 1)
ΔG

/ (kJ ·mol - 1)
ΔS

/ (J ·mol - 1 ·K - 1)

27 64146 - 361 81 3371 57

37 64146 - 391 72 3471 27

47 64146 - 411 11 3291 91

　　由表 1 中数据可以看出 : ΔH > 0 ,ΔS > 0 , 说明木犀草

素与 HSA 之间的作用力主要为疏水作用力 ; 且ΔG < 0 表明

其作用过程是一个自由能降低的自发过程 ; ΔH 对ΔG的贡

献相对较小 , 所以木犀草素与 HSA 分子之间的自发作用过

程主要是熵增加所驱动的。

215 　木犀草素与 HSA的结合距离

根据 FÊrster 偶极2偶极非辐射能量转移理论 [6 ] , 发生能

量转移必须满足以下条件 : 一是给体必须发荧光 , 二是给体

的荧光发射光谱与受体的吸收光谱必须有一定的重叠 , 三是

给体与受体之间的距离最大不超过 7～10 nm。同时符合以

上三个条件的给体将会发生非辐射能量转移 , 导致荧光猝

灭 , 由此可以求出小分子化合物和蛋白质分子的结合位置相

对于发射荧光的基团之间的距离 , 距离越小 , 越有利于药物

分子被蛋白质存储与转运 , 越能发挥其药理作用 [10 ] 。

据此理论 , 非辐射能量转移效率 E , 供能体与受能体之

间的结合距离 r及临界能量转移距离 R0 之间有下列关系 [11 ]

E = R6
0 / ( R6

0 + r6 ) = 1 - F/ F0 (6)

R6
0 = 818 ×10 - 25 K2 N - 4ΦP J (7)

J = ( ∑IP (λ)εD (λ)λ4Δλ) / ( ∑IP (λ)Δλ) (8)

　　式中 K2 为偶极空间取向因子 , 可取受能体和供能体各

项随机分布的平均值 2/ 3 [7 ] , N 为介质折射常数 , 一般取水

和有机物折射指数的平均值 11336 [7 ] , ΦP 为血清白蛋白的荧

光量子产率 , 通常取蛋白质中色氨酸的量子产率 0115 [12 ] , E

为授体与受体间能量撰移效率 , R0 为转移效率为 50 % 时的

临界距离 , J 为给体荧光发射光谱与受体吸收光谱的重叠积

分 , IP (λ) 是 HSA 在波长λ处的荧光强度 ,εD (λ) 是受能体在

波长λ处的摩尔吸光系数。

图 4 为木犀草素的紫外吸收光谱和 HSA 的荧光发射光

谱的重叠光谱图 , 将图中的光谱重叠部分分割成极小的矩

形 , 采用矩形分割法由 (8) 式可以求出两光谱重叠区域的积

分值 J , 并可由 (7) 式求出 R0 值 , 由 (6) 式求出 E 和 r 值。r

值分别为 3111 nm (27 ℃) , 3120 nm (37 ℃) 和 3140 nm (47

℃) 。所得 r值远小于 7 nm 说明木犀草素对 HSA 的猝灭过

程符合非辐射能量转移理论 , 而且其能量转移效率达 29 %以

上 , 因此非辐射能量转移也是引起 HSA 荧光猝灭的原因之

一。

Fig14 　Overlap of the fluorescence emission

spectrum of HSA and UV absorption of luteolin

216 　木犀草素与 HSA结合的同步荧光光谱

蛋白质分子内的三种内源荧光生色团色氨酸、酪氨酸、

苯丙氨酸中 , 常用色氨酸的荧光来考查其构象的变化。固定

激发波长与发射波长的间距Δλ, 同步扫描激发波和发射波

即可得同步荧光光谱。由Δλ= 15 nm 所作同步荧光光谱显示

酪氨酸残基的光谱特征 , 而Δλ= 60 nm 的同步荧光光谱仅显

示色氨酸残基的光谱特征 [13 ] 。因氨基酸残基的最大发射波

长与其所处环境之极性有关 , 随其所处环境的疏水性逐渐降

低 , 其最大发射波长红移 [14 ] 。故由发射波长的改变可判断血

清白蛋白中氨基酸残基所处微环境的变化。

　　图 5 中 (a) 和 ( b) 分别为 HSA2木犀草素体系在Δλ= 15

7311第 5 期 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　光谱学与光谱分析



nm 和Δλ= 60 nm 时的同步荧光光谱图。随木犀草素浓度的

增加 , HSA 的荧光强度降低 , 说明木犀草素分子的存在降低

了芳香氨基酸残基间的能量传递 [15 ] 。图 5 (a) 中酪氨酸残基

的特征荧光光谱峰位基本不变 , 图 5 (b)中色氨酸残基的特征

荧光光谱峰位随木犀草素浓度的增加发生了红移 , 说明色氨

酸残基所处的微环境疏水性降低 , 肽链的伸展程度可能有所

增加 , 且色氨酸的特征荧光光谱峰峰形发生了改变 , 说明木

犀草素主要与 HSA 中的色氨酸残基形成了复合物。

Fig15 　Synchronous fluorescence spectra of HSA
(a) : Δλ= 15 nm ; (b) : Δλ= 60 nm ; cLuteolin/ 10 - 5 mol ·L - 1 , 128 : 0 , 015 , 11 0 , 115 , 210 , 31 0 , 410 , 510

3 　结 　论

　　研究表明 , 木犀草素对 HSA 的荧光猝灭属于静态荧光

猝灭 , 且分子内发生了非辐射能量转移 ; 二者间的结合常数

KA 为 1102 ×106 L ·mol - 1 (27 ℃) , 3105 ×106 L ·mol - 1

(37 ℃) , 5113 ×106 L ·mol - 1 (47 ℃) , 表明二者间有较强的

结合作用 , 作用力主要靠疏水作用力 ; 同时用同步荧光光谱

探讨了木犀草素对 HSA 构象的影响 , 说明木犀草素可能主

要与 HSA 中的色氨酸结合 , 且结合后使氨基酸残基所处的

微环境疏水性降低。
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Study on the Interaction of Luteolin with Human Serum Albumin by
Fluorescence Quenching Method
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Abstract 　The interaction between luteolin and human serum albumin ( HSA) was studied by using fluorescence quenching spec2
t ra , synchronous fluorescence spect ra and ult ra2violet spect ra. The result s showed that luteolin had a st rong ability to quench the

fluorescence of HAS. The Stern2Volmer curve of the fluorescence quenching of HSA by luteolin indicated that the mechanism

behind the quenching between luteolin and HSA was a static quenching. According to the FÊrster theory of non2radiation energy

transfer , the binding distances ( r) and the binding constant s ( KA ) were calculated. The thermodynamic parameters showed that

the interaction between luteolin and HSA was driven mainly by hydrophobic force. Synchronous spect ra were used to investigate

the conformational changes of HSA.

Keywords 　L uteolin ; Human serum albumin ; Interaction ; Fluorescence spect ra ; Ult raviolet spect ra
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