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胡椒碱与牛血清白蛋白的作用
及 Cu

2 + 、Fe
3 +影响的研究

领　小 , 博日吉汗格日勒图 , 娜日苏 , 昭日格图 , 王艳丽 , 桂　香
(内蒙古大学　高分子化学及蒙药研究所 , 内蒙古　呼和浩特　010021)

摘　要 : 采用荧光光谱及紫外光谱法研究了胡椒碱与牛血清白蛋白 ( bovine serum album in, BSA)的相互作用。

实验结果表明 : 胡椒碱与 BSA形成基态复合物从而猝灭 BSA的内源性荧光 , 猝灭原因主要为静态猝灭和非

辐射能量转移作用。胡椒碱对 BSA的猝灭速率常数 Kq为 7131 ×1012 L·mol- 1· s- 1 ( 25 ℃)和 7120 ×1012

L·mol- 1·s- 1 (37 ℃) , 胡椒碱与 BSA的结合常数 KA为 1102 ×107 L·mol- 1 (25 ℃)和 1111 ×107 L·mol- 1

(37 ℃) , 结合位点数 n为 1145 (25 ℃)和 1146 (37 ℃)。根据 FÊrster偶极 -偶极非辐射能量转移理论得到结

合距离 r为 3128 nm (25 ℃)和 3130 nm (37 ℃)。通过热力学参数的计算 , 确定胡椒碱与牛血清白蛋白的相互

作用是一个熵增加和吉布斯自由能降低的自发过程 , 主要作用力为疏水作用力。同步荧光光谱表明 , 胡椒碱与

BSA的相互作用没有引起 BSA构象的变化。讨论了共存金属离子 Cu2 +、Fe3 +对胡椒碱与 BSA相互作用的影响。
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Studies on Interaction between Piperine and Bovine Serum A lbum in and

Effects of Cu2 + and Fe3 + Ions on the Reaction

L ING Xiao, BORJ IHAN Ge2ri2le2tu, NA R i2su, ZHAO R i2ge2tu, WANG Yan2li, GU I Xiang
( Institute ofMacromolecule Chem istry and Mongolian Medicine, InnerMongolia University, Hohhot　010021, China)

Ab s trac t: Interaction between p iperine and bovine serum album in (BSA ) was studied using fluores2
cence spectroscopy ( FS) and UV absorp tion spectroscopy. Experimental results showed that the in2
trinsic fluorescence of BSA was quenched by peperine molecules form ing p iperine - BSA comp lex.

The mechanism of fluorescence quenching was mainly due to static quenching and non2radiation ener2
gy transfer. The quenching constants( Kq ) were 7131 ×10

12
L·mol

- 1·s
- 1 (25 ℃) and 7120 ×10

12

L·mol- 1· s- 1 ( 37 ℃). The apparent binding constants ( KA ) and binding sites ( n ) of p iperine -

BSA comp lex at 25 ℃were 1102 ×107 L·mol- 1 and 1145, respectively, and those at 37 ℃ were

1111 ×10
7

L·mol
- 1

and 1146, respectively. According to the FÊrster theory of non2radiation energy

transfer, the binding distances( r) at 25 ℃ and 37 ℃ were 3128 nm and 3130 nm, respectively.

The p rocess of binding was a spontaneous molecular interaction with increasing of entropy and decrea2
sing of Gibbs free energy. Thus the interaction of p iperine with BSA was driven mainly by hydropho2
bic force. The effect of p iperine on the conformation of BSA was analyzed by synchronous fluores2
cence spectroscopy. The effects of Cu

2 +
and Fe

3 +
ions on the interaction of p iperine with BSA were

also discussed.

Key wo rd s: p iperine; bovine serum album in; Cu
2 +

; Fe
3 +

; fluorescence spectroscopy

药物进入人体后 , 要通过血浆的储存和运输才能到达受体部位发挥药理作用 [ 1 ]。血清白蛋白是血

浆中含量最丰富的重要载体蛋白 , 它可逆地结合血液中的大多数内源性和外源性物质 , 从而起到在体

内存储和运输药物的作用 [ 2 ]。近年来 , 以血清白蛋白为代表的蛋白质与中草药有效成分间的相互作用 ,
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已成为一个非常活跃的研究课题 [ 3 - 5 ]
, 这将有助于了解药物在体内的存在状态、运输、吸收、代谢及

作用机制。而传统中蒙药复方制剂或生物体内的金属离子则会影响药物分子与蛋白的相互作用 , 因此研

究金属离子对药物与蛋白质相互作用的影响 , 能够更全面地反映生物体内蛋白与药物相互作用的情况。

胡椒碱 (p iperine)是蒙药荜茇和胡椒等胡椒科植物的主要活性成分 , 在镇痛、抗炎、抗癌等方面存

在活性 [ 6 ]。胡椒碱与蛋白间相互作用的研究 , 目前在国内外尚未见相关报道。本文运用荧光光谱、同

步荧光光谱和紫外光谱研究了胡椒碱与牛血清白蛋白 ( bovine serum album in, BSA)的相互作用 , 并且进

一步研究了 Cu2 +、Fe3 +对胡椒碱与 BSA相互作用的影响 , 探讨了胡椒碱对 BSA荧光猝灭的机理 , 为

胡椒碱的体内转运和药理作用的深入研究提供有用的信息和数据。

1　实验部分

111　仪器与试剂

RF25301PC型荧光光度仪 (日本岛津公司 ) ; 紫外分光光度计 (日本岛津公司 ) ; pHS23C型酸度计

(上海第一分析仪器厂 ) ; 电子恒温水浴锅 (巩义市英峪予华仪器厂 )等。

胡椒碱标准品 (中国生物制品与药品检定所提供 )的 1 mmol·L - 1 95% (体积分数 )乙醇溶液 ; 牛血

清白蛋白 (BSA , 纯度 9910% , 华美生物工程公司提供 )的 011 mmol·L
- 1溶液 ; 0105 mol·L

- 1
pH 714

的 Tris - HCl缓冲溶液 (含有 011 mol·L
- 1

NaCl) ; 一定浓度的 Cu
2 +、Fe

3 +溶液 ; 其它试剂均为分析纯 ,

实验用水为二次蒸馏水。

112　实验方法

将一定量的 BSA与胡椒碱溶液依次加入到 10 mL比色管中 , 以 pH = 714的 Tris - HCl缓冲溶液 (含

有 011 mol·L
- 1的 NaCl, 下同 )稀释至刻度 , 混匀 , 于恒温水浴中恒温 30 m in。移取该溶液于带有磨口

塞的荧光池中 , 设定激发波长为 280 nm, 扫描范围为 300～500 nm, 激发与发射狭缝宽均为 3 nm , 测

定其荧光发射光谱。以 Tris - HCl缓冲液为溶剂配制 1 ×10 - 5 mol·L - 1的胡椒碱溶液 , 恒温测定其在

300～500 nm的 UV吸收光谱。

图 1　胡椒碱对 BSA荧光光谱的影响
Fig11　Effect of p iperine on fluorescence

spectra of BSA at 25 ℃ (A) and 37 ℃ (B)

c (BSA) : 1 ×10 - 5 mol·L - 1 ; c (p iperine) :

0, 012 ×10 - 5 , 014 ×10 - 5 , 016 ×10 - 5 ,

018 ×10 - 5 , 110 ×10 - 5 , 112 ×10 - 5 ,

114 ×10 - 5 and 116 ×10 - 5 mol·L - 1

( from up to down)

2　结果与讨论

211　胡椒碱对 BSA内源性荧光的猝灭

BSA分子中能产生荧光的氨基酸残基有色氨酸、酪氨酸和

苯丙氨酸残基 , 当激发波长为 280 nm时 , 主要是色氨酸残基

发射荧光 , 其最大发射波长在 343 nm左右。配制一系列含有

不同浓度的胡椒碱而 BSA总浓度始终为 1 ×10 - 5 mol·L - 1的待

测溶液 , 分别在 25、37 ℃恒温 30 m in, 在 300～500 nm范围

扫描发射光谱 , 结果见图 1。由图可见 , BSA在 343 nm左右有

较强的荧光 , 而且随着溶液中胡椒碱浓度的增大 BSA在该处

的荧光强度有规律地降低。表明胡椒碱能够与 BSA发生相互

作用进而猝灭 BSA的荧光。

荧光猝灭过程通常有动态猝灭和静态猝灭两类 [ 7 ]。动态猝

灭过程可用 Stern - Volmer方程描述 [ 8 ]
: I

0
F / IF = 1 + Kqτ0 cQ =

1 + KSV cQ , 式中 I
0
F和 IF分别为不存在猝灭剂和猝灭剂浓度为

cQ时荧光体的荧光强度 , Kq为动态猝灭速率常数 , 各类荧光

猝灭剂对生物大分子的最大动态荧光猝灭速率常数约为 210 ×

1010 L·mol·s- 1 [ 9 ] , τ0为无猝灭剂存在下荧光体的平均寿命 ,

生物大分子的荧光平均寿命取 10 - 8 s[ 9 ] , KSV为 Stern - Volmer

动态猝灭常数。

静态猝灭遵守 Perrin方程 [ 10 - 11 ]
: ln ( I

0
F / IF ) = Kp cQ , 式中
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表 1　由曲线拟合得到的 KSV和 Kp　　　　　

Table 1　Dynam ic quenching constant( KSV ) and static　　　　　

quenching constant( Kp ) obtained by curve fitting　　　

t /℃ KSV / (L·mol - 1 ) r Kp / (L·mol - 1 ) r

25 7131 ×104 01996 5 4185 ×104 01999 1

37 7120 ×104 01994 2 4182 ×104 01999 0

Kp为静态猝灭常数。

假设胡椒碱对 BSA的猝灭为动态猝灭过程 , 以 I
0
F /

IF对相应的 cQ作 Stern - Volmer曲线 , 对曲线进行线性

拟合 , 结果显示 Stern - Volmer曲线呈现良好的线性关

系 (见表 1) , 且随着温度的升高曲线斜率降低 , 表明动

态猝灭不是引起 BSA荧光猝灭的主要原因。双分子猝

灭速率常数 Kq在 25 ℃时为 7131 ×10
12

L·mol
- 1·s

- 1
; 37 ℃时为 7120 ×10

12
L·mol

- 1·s
- 1

, 远大于

最大动态扩散猝灭常数 210 ×10
10

L·mol·s
- 1

, 进一步表明胡椒碱对 BSA荧光猝灭不是动态猝灭 , 而

是胡椒碱与 BSA之间形成了不发光的复合物 , 以静态方式猝灭 BSA的荧光。以 ln ( I
0
F / IF )对 cQ作 Perrin

曲线 , 曲线呈现良好的线性关系 (见表 1) , 静态猝灭常数随温度的升高而减少 , 再次确定为静态猝灭。

212　胡椒碱与 BSA的表观结合常数 KA及结合位点数 n

药物分子对蛋白质的荧光猝灭为静态猝灭时 , 药物分子与蛋白质形成了复合物。假设胡椒碱在蛋

白质分子上有 n个相同且独立的结合位点 , 可获得求算表观结合常数 KA 和结合位点数 n的公式 :

lg[ ( I
0
F - IF ) / IF ] = lgKA + n lgcQ

[ 12 ]
, 式中 cQ为胡椒碱的浓度。按照该式对实验数据进行处理得到线性

拟合方程分别为 lg[ ( I
0
F - IF ) / IF ] = 71009 + 1145 lgcQ , r = 01996 8 (25 ℃) ; lg[ ( I

0
F - IF ) / IF ] = 71045 +

1146 lgcQ , r = 01997 1 (37 ℃)。方程的截距等于 lgKA , 斜率等于 n, 从而可以得到 KA分别为 1102 ×

10
7

L·mol
- 1 (25 ℃)和 1111 ×10

7
L·mol

- 1 (37 ℃) , n分别为 1145 (25 ℃)和 1146 (37 ℃) , 表明胡椒

碱与 BSA之间具有较强的结合作用 , 温度对结合常数的影响很小 , 胡椒碱能够被 BSA贮藏和运输。

表 2　Piperine - BSA结合作用的热力学函数　　　
Table 2　Thermodynam ic parameters of 　　　

p iperine - BSA binding p rocedure　　　

t /℃
ΔG /

( kJ·mol - 1 )

ΔH /

( kJ·mol - 1 )

ΔS /

(J·mol - 1·K - 1 )

25 - 39198 5138 152121

37 - 41181 5138 152122

213　胡椒碱与 B SA之间相互作用的热力学参数及作用力类型
猝灭体和生物大分子的相互作用主要有氢键、范德

华力、静电引力和疏水力 [ 13 ]
, 当温度相差不大时可以

把反应焓变视为一个常数 , 由不同温度下的结合常数

KA , 根据式 ln ( K2 / K1 ) = (ΔH /R) (1 /T1 - 1 / T2 )、ΔG =

- RT lnKA、ΔG =ΔH - TΔS可计算出胡椒碱与 BSA作

用过程的焓变、吉布斯自由能和熵变 , 结果列于表 2。

胡椒碱与 BSA结合过程的ΔG < 0, ΔS > 0, 表明其

是一个熵增加、吉布斯自由能降低的自发过程。胡椒碱与 BSA结合过程中ΔH > 0、ΔS > 0, 根据热力

学函数与作用力间的关系 [ 13 ]可以推断 , 胡椒碱与 BSA之间主要以疏水作用力为主。

214　胡椒碱与 BSA之间结合位置的计算

能量转移效率 E与荧光体和猝灭体的距离 r及临界能量转移距离 R0之间有如下关系 : E = R
6
0 / (R

6
0 +

r
6 ) = 1 - IF / I

0
F , R

6
0 = 818 ×10 - 25

K
2
N

- 4ΦJ , 式中 K
2为偶极空间取向因子 , 可取荧光体和猝灭体各向随

机分布平均值的 2 /3[ 14 ] ; Φ为供能体荧光量子产率 , 通常取蛋白质中色氨酸的量子产率 01118[ 14 ] ; N

为介质折射指数 , 一般取水和有机物折射指数的平均值 11336
[ 14 ]

; J为荧光体的荧光发射光谱与猝灭

体的吸收光谱的重叠积分 , J =∫F (λ)ε(λ)λ4 dλ/∫F (λ) dλ = [∑F (λ)ε(λ)λ4Δλ] / [ F (λ)Δλ] ,式中

F (λ)为荧光体在波长为λ的荧光强度 ; ε(λ)为猝灭体在波长为λ时的摩尔吸光系数。

采用矩形分割法求出光谱重叠区域的积分值 J为 3126 ×10
- 14

cm
3·L·mol

- 1 (25 ℃)、3128 ×10
- 14

cm3·L·mol- 1 (37 ℃) , 求得胡椒碱与 BSA结合位置距色氨酸的距离 r为 3128 nm (25 ℃)和 3130 nm

(37 ℃) , 均小于 7 nm, 且 BSA的发射光谱与胡椒碱的吸收光谱有一定的重叠 , 根据 FÊrster的偶极 -

偶极无辐射能量转移理论 [ 15 ]
, 推断胡椒碱和 BSA分子之间发生了非辐射能量转移作用。

215　胡椒碱对 BSA构象的影响

对于蛋白质的同步荧光光谱 , Δλ = 20 nm时仅表现出酪氨酸残基的荧光 , Δλ = 60 nm时仅表现出

色氨酸残基的荧光。由于氨基酸残基的最大荧光波长与其所处环境的疏水性有关 , 所以由荧光波长的

改变可判断蛋白质构象的变化。固定 BSA的浓度而逐渐增大胡椒碱的浓度 , 记录Δλ = 20 nm和Δλ =

1501
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60 nm时的同步荧光光谱。实验发现色氨酸和酪氨酸残基的荧光均被猝灭 , 使其荧光强度降低 , 但色

氨酸残基的荧光降低比酪氨酸的更显著 , 说明胡椒碱与 BSA的结合位置更接近于色氨酸残基。色氨酸

残基和酪氨酸残基的最大发射波长的位置均没有变化 , 胡椒碱与 BSA发生了作用 , 但没有进入 BSA的

疏水腔内 , 所以 BSA的构象未发生变化 , BSA疏水性微环境未改变 [ 16 ]。

216　Cu2 +和 Fe3 +参与时胡椒碱与 BSA的相互作用

将一定量的 BSA与胡椒碱溶液依次加入到 10 mL比色管中 , 以分别含有浓度为 1 ×10 - 5 mol·L - 1

Cu2 +和 Fe3 +的 pH = 714的 Tris - HCl缓冲溶液稀释至刻度 , 混匀 , 其它实验条件同上。Cu2 +和 Fe3 +参

与时胡椒碱对 BSA荧光猝灭结果见图 2。实验数据按照 Stern - Volmer方程、Perrin方程拟合处理 , 有

关参数见表 3。

图 2　金属离子对胡椒碱 - BSA荧光光谱的影响

Fig12　Effects of Fe3 + and Cu2 + on the fluorescence spectra of p iperine - BSA at 25 ℃
c (BSA) : 1 ×10 - 5 mol·L - 1 ; c (metal ion) : 1 ×10 - 5 mol·L - 1 ; c (p iperine) ×10 - 5 mol·L - 1

from up to down: 0, 012, 014, 016, 018, 110, 112, 114 and 116

表 3　金属离子对胡椒碱 - BSA影响的实验数据
Table 3　Experimental data of the effects of Fe3 + and Cu2 + on the binding of p iperine with BSA

Metal ion t /℃
KSV /

(104 L·mol - 1 )

KP /

(104 L·mol - 1 )
r/ nm

KA /

(106 L·mol - 1 )
n
ΔH /

( kJ·mol - 1 )

ΔG /

( kJ·mol - 1 )

ΔS /

(J·mol - 1·k - 1 )

Fe3 + 25 7165 ( r = 01999 0) 4190 ( r = 01997 9) 3118 1151 ( r = 01997 7) 1127 - 21119 - 35126 47121

37 7152 ( r = 01997 9) 4185 ( r = 01998 9) 3118 1109 ( r = 01999 6) 1125 - 21119 - 35182 47119

Cu2 + 25 11119 ( r = 01995 0) 5199 ( r = 01999 4) 3103 1156 ( r = 01999 5) 1125 - 20103 - 35134 51138

37 10152 ( r = 01996 8) 5174 ( r = 01998 8) 3105 1114 ( r = 01999 7) 1123 - 20103 - 34156 48176

从图 2可见 , Cu
2 +、Fe

3 +参与时 , 胡椒碱对 BSA的荧光同样具有猝灭作用 , 与无金属离子参与相

比发射波长的位置未变。由表 3可知 : Cu2 +、Fe3 +存在时静态猝灭和非辐射能量转移仍是导致胡椒碱

对 BSA荧光猝灭的两大原因 ; Cu2 +、Fe3 +使胡椒碱与 BSA的猝灭常数 KSV和 Kp均增加 , 并且猝灭强度

的大小为 KSV (Cu
2 + ) > KSV ( Fe

3 + ) , 与文献 [ 17 ]一致。但胡椒碱 - BSA的结合常数降低 , 是因为金属离

子也有一定的竞争结合 BSA的能力 [ 18 ]
, 所以减少了胡椒碱与 BSA的结合力 ; Cu

2 +、Fe
3 +使胡椒碱在

BSA分子上的结合位点数 n和结合距离 r均减少 , 因为金属离子与 BSA结合后形成具有规则的几何构

型的配合物而导致 BSA分子柔性转变受到限制 , BSA的某些结构区域更为敞开 [ 19 ]
, 因此胡椒碱与 BSA

内荧光性色胺酸残基的空间距离稍有减少。

从热力学函数值得知 , Cu2 +、Fe3 +参与时胡椒碱与 BSA的作用过程仍是一个熵增加、吉布斯自由

能降低的自发过程 ; 但 Cu2 +、Fe3 +使胡椒碱与 BSA之间的作用力类型变为以静电作用为主 , 金属离子

可能通过 “离子架桥”[ 20 ]作用直接参与胡椒碱与 BSA之间的结合而导致作用力类型从疏水作用变成以

静电引力为主。

3　结　论

实验发现胡椒碱对 BSA的荧光具有较强的猝灭作用 , 主要由静态猝灭和非辐射能量转移作用引

起。胡椒碱与 BSA之间通过疏水作用力形成复合物 , 可以被蛋白质储存和运输 , 并通过血液循环到达

作用部位。

Cu
2 +、Fe

3 +的存在不影响胡椒碱对 BSA的荧光猝灭作用及类型 , 但影响胡椒碱与 BSA之间的作用
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力 , 作用力类型从疏水作用力变为静电引力。Cu
2 +、Fe

3 +的存在降低了胡椒碱与 BSA的结合常数、结

合位点数和结合距离 , 缩短了药物在血液中的滞留时间 , 增加了药物的最大作用强度。这将有助于短

时间内提高药效。该研究对于阐明胡椒碱在血液中的存在状态、游离浓度及其体内代谢过程具有一定

的意义。
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