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摘要：解析3种黄酮类小分子桑色素(MOR)、槲皮素(QUE)、芦丁(RUT)与牛血清白蛋白(BSA)相互作用后

的紫外一可见光谱和荧光猝灭光谱，研究在同一实验条件下黄酮类小分子与BSA的相互作用及其构效关系。

结果显示，黄酮母核B环上的羟基处于相邻位置时，比处于其他位置时表现出的BSA猝灭作用和结合作用更

强，而有较大取代基团存在时，由于位阻较大，黄酮类小分子与BSA间的猝灭作用及结合作用则明显变弱。
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Abstraet：The structure—activity relationship and interaction between three flavonoids including

Morin(MOR)，Quercetin(QUE)and Rutin(RUT)and BSA were observed by UV—visible

spectra and fluorescence quenching spectra．The results showed that the quenching and binding

effect between flavonoids and BSA were strong when the．hydroxyl group was in the ad iacent

position of B benzene ring of nucleus．However，the quenching and binding effect between

flavonoids and BSA decreased when a large group existed，which iS due to the steric hindrances．
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研究中药小分子与血清白蛋白之间的相互作

用，除了可以对指导合理用药和讨论相互作用机理

有实际意义之外，还可以根据其相关参数的不同来

判断中药小分子在与白蛋白结合时哪些基团有利于

结合作用的发生，哪些基团是关键基团，即可以研究

两者所表现出的构(中药小分子的分子结构)效(中

药小分子与白蛋白相互作用的效应及相关参数的改

变)关系。这方面的研究可以从分子结构水平理解药

物与蛋白质问的相互机制，及生物大分子对小分子

的识别作用，对中药中主要药效小分子的筛选及药

物分子设计和药物分子改造方面具有借鉴意义。

本文选择黄酮类小分子桑色素(M()R)、槲皮素

(QUE)和芦丁(RUT)作为研究药物小分子与牛血
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清白蛋白(BSA)相互作用及构效关系的目标分子。

黄酮类小分子的结构如图1所示，黄酮分子A环部

分的取代基全部是A环5位和7位的羟基取代；不

同之处在于B环与中环，其中MOR在B环中羟基

取代的位置在2’和47位，为邻、对位取代，而QUE

在B环中羟基取代的位置在3 7和4’位，为间对位取

代；QUE与RUT的A、B环取代基团完全相同，与

QUE不同的是RUT的中环3位被体积较大的糖

苷基所取代。尽管这3种黄酮类小分子与血清白蛋

白的相互作用已有较多研究[1~4]，但是并没有对引

起结构差异而对其构效关系进行具体的研究，而本

实验旨在体现黄酮结构不同而反映出其与血清白蛋

白相互作用方面的差异，重点研究的是在同一实验

条件下黄酮类小分子与BSA的相互作用，并且通过

计算相关参数来讨论其中所体现出的构效关系。
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图1 黄酮类小分子的母核结构

R2，一OH；R3．=H；R4一=OH；R3=OH；R5=OH；R7—

0H：桑色素(Morin)。

R2，=H；R3r=OH；R4，=OH；R3=H；R5=OH；R7=OH：

槲皮素(Quercetin)。

R2t=H；R3，一OH；R4一=OH；R3=glu—rha；R5一OH；R7

一OH：芦丁(Rutin)。

1 实验部分

1．1主要仪器和试剂

RF一5301PC荧光光度计(日本岛津公司生产)，

TU一1901双光束紫外可见分光光度计(北京普析公

司生产)。

桑色素(MOR)：1．01×10‘4mol／L水溶液；槲皮

素(QUE)：1．02×10-4mol／L水溶液；芦丁(RUT)：

1．00×10叫mol／L水溶液。以上试剂均为生化试剂，

购于中国医药集团上海化学试剂公司。

Tris—HCl缓冲溶液：0．1mol／L，pH值7．4；牛血

清白蛋白(BSA，国药集团化学试剂有限公司生产)：

1．53X 10．5mol／L水溶液(含NaCl 0．15mol／L)，于

4C以下保存备用。实验用水均为二次蒸馏水。

1．2实验方法

在10ml的比色管中移入1．35ml的BSA溶液，

再加入一定量的MOR或QUE或RUT溶液，用

Tris—HCl缓冲溶液定容至刻度，在设定温度(25’C或

37‘C)下静置于恒温水浴装置中8～10min。在RF一

5301PC型荧光光度计上，设定激发光栅和发射光栅

的狭缝宽度均为5．0nm，激发波长为280rim，恒温

扫描BSA在300"-450nm的荧光发射光谱。

在10ml的比色管中准确加入0．20ml的MOR

或QUE或RUT溶液，再加入一定量的BSA溶液，

用Tris—HCl缓冲溶液定容至刻度。在UV～1901型

紫外一可见分光光度计上，以蒸馏水作参比，扫描

MOR或QUE或RUT溶液在200～300nm的紫外

吸收光谱。

2结果与分析

2．1 3种黄酮类小分子与BSA相互作用的紫外可

见吸收光谱

由于黄酮类小分子结构上的差异，导致其紫外

可见吸收光谱也有所不同(图2)。
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图2 MOR(a)、QUE(b)、RUT(c)与BSA相互作用的

紫外可见吸收光谱

CMOR一2．02X 10一mol／L，fouE=2．14×10一mol／L，cRuT

=2．08×10一mol／L，CBSA一(O．OO～1．85)×10～mol／L。

在紫外可见吸收光谱中，240 280rim处所显

示的是由黄酮类分子的A环部分的吸收，300～

450rim反映了其B环部分的结构特征。由于B环和

中环上取代基对A环紫外区有不同的影响，故3者

的峰位和形状稍有不同。由于邻、对位的共轭效应，

MOR最大吸收波长偏向红外区一端(385nm)，

QUE出现在368nm，因RUT的糖苷基取代了3位

上的羟基，光谱发生紫移，故在350nm处产生吸收。

固定黄酮的浓度，在其中加入不同量的BSA，

随着BSA浓度的增加，黄酮小分子的紫外可见吸收

光谱发生了明显的变化(见图2)：在紫外区(250"

260am)所有光谱的吸收强度都与BSA浓度呈正比

例增加，且最高峰位置发生了显著的红移，出现等吸

收点，说明游离分子与BSA和黄酮形成基态复合

物；当改变黄酮分子的微环境时，QUE和RUT的

极性增加光谱红移，在400～460nm处原来凹陷下

去的光谱曲线逐渐变平，表明新复合物的峰在此范

围内。
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2．2 3种黄酮类小分子与BSA相互作用的荧光光

谱

由于BSA能够发射出内源性荧光，故更适合利

用荧光光谱法对其与黄酮类小分子进行考察。图3

为固定BSA的浓度，改变黄酮浓度时的荧光光谱。

在BSA的激发波长(280nm)下，黄酮没有荧光发

射。图3中只显示BSA的内源性荧光的猝灭变化。

^(nm)

图3 MOR(a)、QUE(b)、RUT(c)与BSA相互作用的

荧光光谱

CBSA=2．06×10一mol／L，fMoR一(1．01～9．08)X 10—6

mol／L，cQuE=(1．07～9．61j x10一mol／L，cRuT一(1．04～

9．34)×10一mol／L。

从图3中可见，随着MOR浓度的不断增加，

BSA的荧光呈现出有规律的下降，并且伴随着荧光

光峰紫移5nm，并且在MOR较高浓度时，320～

340nm之间的光谱峰明显变平，有荧光峰紫移转换

的趋势，说明此时BSA荧光基团周围构象有所改

变，这是由于MOR与BSA作用后导致色氨酸片段

附近极性增加而引起的。QUE与BSA作用时，BSA

的荧光也表现出很强的猝灭效应，由图(3)b中可以

发现，QUE猝灭BSA的程度强于MOR，这可能是

由于QUE的B环上取代羟基处于相邻的关系，使

其与BSA更加容易结合，并且由于羟基相邻，使得

QUE的局部(主要指B环)位阻变小，进入BSA色

氨酸疏水腔的部分更多。因此，表现出的BSA荧光

紫移了llnm。而RUT由于苷取代，与BSA结合的

程度明显小于前两种黄酮，而且光谱仅仅紫移

2nm，说明糖苷基的存在确实阻碍了RUT与BSA

的结合，但结合部位与糖苷基所在位置相距较远，并

没有完全抑制其与BSA的作用。

由图3可以初步得出黄酮类小分子由于结构不

同对BSA荧光光谱及构象影响的顺序：QUE>

M()R>RUT。其中：QUE分子的邻位取代，有利于

其与BSA的相互作用，尽管MOR中对位的分子共

轭程度很高，但因两基团相距较远，同时，两基团产

生阻碍作用，最终导致荧光猝灭现象不明显；RUT

中的3—0H被糖苷取代，使得整个分子的位阻增大，

相互作用时其作用程度降低。

2．3 3种黄酮类小分子与BSA的猝灭类型

分别在25℃和37‘C作3种小分子物质与BSA

的Stern—Volmer方程口1和Perrin修正方程[61结果。

由表1结果可见，随温度的升高，每种小分子的两种

曲线斜率减小，再加上小分子物质浓度与BSA荧光

的猝灭程度较Stern—Volmer关系式更符合Perrin

关系式，故3种黄酮小分子与BSA之间是一种静态

猝灭过程L7J。

表1 不同温度下，ANDRO—BSA相互作用体系的荧光猝灭

常数

根据表1，可以对3种黄酮类小分子与BSA的

猝灭作用的强弱进行排序，按猝灭程度从强到弱为：

QUE>MOR>RUT。3种黄酮对BSA的荧光猝灭

常数的结构效应关系与前面相似，QUE分子中相邻

羟基可以同时与BSA发生相互作用，而MOR中

3'-OH和RUT中苷基却不利于与BSA相互作用。

2．4 3种黄酮类小分子与BSA的结合特性

根据荧光猝灭双对数方程口3作图可知，QUE的

双对数曲线对温度的变化依然不敏感，MOR呈现

类似平行的变化趋势，RUT随温度的升高产生了

交叉。通过求取曲线的斜率和截距得到相应的黄酮

小分子与BSA结合的特征信息如表2所示。
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图4不同温度下MOR(a)、QUE(b)及RUT(c)对

BSA荧光猝灭的双对数曲线

-：25。C；●：37 C。

由表2可知，MOR—BSA在各温度下的结合常

数小于QUE—BSA的结合常数，且两种分子与BSA

的结合常数随温度升高而降低。MOR和QUE与

BSA的结合位点数不随温度变化而变化，说明在室

温到生理温度问二者大约以1：1的比例相互结合。

RUT与BSA的结合常数随温度发生了较为显著的

变化，低温下的结合常数约为高温下的5倍，这主要

是由于低温下分子运动速度较慢的缘故。随温度的

升高，由于空间位阻效应，RUT不能牢固的与BSA

结合，最终导致其结合常数变小；因中环3'-OH始

终存在，故MOR与BSA的结合常数变化不大；

QUE分子中不存在与BSA结合的位阻基团，二者

的结合常数几乎不变。根据黄酮小分子与BSA的结

合常数可以计算出这一结合过程的热力学参数，如

表2所示，AH都小于零，说明所有的结合都是放热

过程，温度的增加不利于这种结合的进行；RUT—

BSA结合的焓变较其它两分子与BSA结合的焓变

最大超过30倍，这主要是因为位阻基团的存在，使

其结合常数发生很大变化的缘故。RUT—BSA的熵

变笛<o，说明两者之间的相互作用力为氢键或范
德华力。而MOR—BSA和QUE—BSA的熵变△5>0，

说明此时黄酮分子与BSA间的作用力为静电引力。

所有黄酮分子在给定温度下的AG都小于零，说明

黄酮小分子与BSA的结合是一个自发过程。

2．5 3种黄酮类小分子与BSA的结合距离

发生能量转移时，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

R。之间有如下关系[9]：

E=R3／(尺3+r6)， (1)

尺3—8．8×10_25K2N叫甜， (2)

E=1一F／F。， (3)

式中K2=2／3，为偶极空间取向因子；Ⅳ为介质折

射常数，取水和有机物折射指数的平均值1．336；西

为BSA的荧光量子产率(O．118)；。，为给体荧光发

射光谱与受体吸收光谱的重叠部分面积积分。

根据以上(1)～(3)式，分别计算出MOR、

QUE、RUT与BSA间荧光共振能量转移参数(见

表3)。

由表3可知，黄酮类小分子与BSA发生相互作

用时的距离的顺序为RUT>M()R>QUE。此顺序

与3者同BSA间静态荧光猝灭常数和结合常数的

大小顺序刚好相反，这是由于分子间距离增大，两分

子问的作用力减小，最终两者之间的荧光猝灭程度

以及结合常数都会减小的缘故。QUE B环上处于相

邻位置的3'-OH和4'-OH与BSA发生结合时表现

表3 37C时MOR—BSA、QuE—BSA、RUT—BSA相互作用体

系能量转移参数

表2不同温度下，MOR—BSA、QUE—BSA、RUT．BSA体系的表观结合常数(K．)、结合位点数(稃)及热力学参数(AG、AH、△．S)

化合物T(C) KA(L·tool一1) n R2 △G(kJ·tool一1)AH(kJ·tool一1) aS(J·tool一1·K一1)

M()R 25 5．05×105 1．06 0．9989 —32．53 —2．79 99．81

37 4．83×10s 1．06 0．9978 —33．73

QUE 25 1．49×106 1．14 0．9996 —35．21 —3．22 107．34

37 1．41×106 1．14 0．9966 —36．50

RUT 25 1．22×106 1．18 0．9996 —34．73 ～92．25 —193．03

37 2．89×105 1．07 0．9964 —32．41
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出正向协同作用，两基团极易同时与BSA相结合，

对BSA荧光的猝灭程度最高；MOR尽管存在有利

于整个分子的共轭效应的2'-OH和4'-OH，当其与

BSA有特定位点(，2=1．06)的一个基团发生静电

作用时，另一个基团则会表现出空间位阻效应，不利

于BSA结合部位的接近，故其与BSA的结合距离

较QUE的大。RUT虽然也存在B环上的相邻羟

基，但是其中环上的糖苷基空间位阻很大，故拉大了

RUT与BSA的结合距离。

3 结束语

本文研究3种黄酮类小分子桑色素(MOR)、槲

皮素(QUE)、芦丁(RUT)与牛血清白蛋白(BSA)相

互作用后的紫外一可见光谱和荧光猝灭光谱的不同

变化，并分析3种黄酮类小分子与BSA的猝灭类

型、结合特性和结合距离，研究在同一实验条件下黄

酮类小分子与BSA的相互作用及其构效关系。结果

显示，黄酮母核B环上的羟基处于相邻位置时，比

处于其他位置时表现出的BSA猝灭作用和结合作

用更强，而有较大取代基团存在时，由于位阻较大，

黄酮类小分子与BSA间的猝灭作用及结合作用则

明显变弱。
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3结束语

本文采用多元线性拟合法求出了22种氨基酸

酯与酰胺类农药分子中16种基团的个数与其高效

液相色谱相对响应值关系的回归方程，得到方程的

计算值与实验测定值一致的结果。但用参数步减少

到9个时，有部分农药的预测值与实验值已有较大

偏差。如何选择更合理的参数，我们下一步将进行深

入探讨。
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