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紫外光谱研究中药大黄有效成分与牛血清白蛋白的相互作用
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摘要 }目的  用紫外光谱研究大黄有效成分 }大黄素 !大黄酸和大黄酚与牛血清白蛋白的相互作用 o了解大黄有效成分的生物

结合活性 ∀方法  采用紫外光谱法 o通过测量加入牛血清白蛋白后药物吸光度值的变化 o以 ≥¦¤·¦«¤µ§方程作图求解 ∀结果  

大黄三种主要有效成分 }大黄素 !大黄酸和大黄酚与牛血清白蛋白相互作用的结合常数分别为 �� t qwz ≅ tsx o�� x qss ≅ tsx o

�� t qt{ ≅ tsw ∀其中大黄素与牛血清白蛋白的结合常数与文献值较一致 o大黄酸 !大黄酚与牛血清白蛋白的结合常数未见报

道 ∀结论  从结合机制上对测定结果进行了探讨 o大黄类有效成分与牛血清白蛋白的结合能力随其所含极性基团的增多而

增强 ∀表明该方法研究药物2蛋白相互作用简便 !快速 !可行 ∀
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  中药大黄的药理作用非常广泛 o具有泻下 !健胃 !抗菌 !

保肝 !强心 !降压等三十多种功效 ∀其主要活性成分有大黄

素k¨°²§¬±l !大黄酸kµ«̈¬±l !大黄酚k¦«µ¼¶²³«¤±²̄l !芦荟大黄

素k¤̄²̈ 2¨°²§¬±l和大黄素甲醚k¨°²§¬±2°²±²° ·̈«¼̄ ·̈«̈ µl≈t  ∀

为了研究大黄类有效成分在体内的代谢 !转运过程 o开展其

与血清蛋白的相互作用研究有重要意义 ∀本实验采用紫外

光谱法对大黄素 !大黄酸和大黄酚与牛血清白蛋白k¥²√¬±̈

¶̈µ∏° ¤̄¥∏°¬±o�≥�l的相互作用进行了研究 o并对结合机制

进行了探讨 o获得了满意的测量灵敏度 o为药物与蛋白质的

相互作用研究提供了一种快速 !简便 !可行的方法 ∀测得了

大黄中三种组分与 �≥�的结合常数 o其中大黄酸 !大黄酚与

�≥� 相互作用的研究笔者尚未见文献报道 o大黄素与 �≥�

的结合常数与文献值较一致≈u  ∀

新近研究血清蛋白质与内源性化合物及药物的相互作

用非常广泛 o方法多集中为荧光光谱法≈v  !电化学法≈w  !平衡

透析法≈x  !液相色谱法≈y 和毛细管电泳法≈z 等 ∀用紫外光谱

法研究中草药有效成分与血清蛋白质的相互作用时 o中草药

有效成分具有较大的摩尔吸光系数 o与生命分子结合后这种

具有较大摩尔吸光系数的组分会出现可被仪器正确识别的

吸光下降 ∀因此可用紫外光谱法研究中草药有效成分与生

命分子的相互作用 o这不仅拓展了紫外可见光谱法的应用 o

也打破了不易使用其他仪器方法开展相互作用研究的局限

性 ∀

1  方法

本实验的基本原理是分子受到其他分子作用后 o由于分

子轨道能级改变而使吸收系数改变 o通过测量不同浓度作用
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下的吸光度变化 o建立 ≥¦¤·¦«¤µ§方程 o求解得到表达相互作

用的参数 o即结合常数 �∀

设 �≥�的初始浓度为 ≤°s o反应平衡时游离态的 �≥� 浓

度为≈°  ~药物的初始浓度为 ≤�s o反应平衡时游离态的药物

浓度为≈�  o结合态的药物浓度为≈�χ  ∀在体系中加入过量

的牛血清白蛋白 o则各浓度之间的关系为 }≤�s � ≈�  n ≈�χ  ~

由于 �≥�大大过量 o≈°  Υ ≤°s ∀当反应达到平衡时溶液的吸

光度值 �是剩余的反应物 �o°以及结合态的药物 �χ的吸光

度的总和 o表示为 }� � ��n ��χ n �° � Ε�≈�  n kΕ�s p Ε�l≈�χ 

n Ε³ ≤°sk比色皿为 t ¦° o可省略l ∀

令 ∃� � � p Ε�≈�  p Ε³ ≤°s o∃Ε� kΕ�s p Ε�l o所以 ∃� �

∃Ε≈�χ  o即≈�χ  � ∃�r∃Ε∀

根据 ≥¦¤·¦«¤µ§模型方程为 }

∃� � p
∃�
�≤°s

n ∃Ε≤�s

以 ∃�对 ∃�r≤°s作图 o由拟合直线的斜率而获得结合常数 �∀

2  实验

2 q1  仪器及试剂

��≤2ts¨紫外2可见分光光度计k��≤ ¶¦¬̈±·¬©¬¦΅ ∏¬³° ±̈·

°·¼ q�·§ql o石英比色皿 t ¦° ~大黄素 !大黄酸 !大黄酚k化学

对照品 o纯度大于 |{ h o中国药品生物制品检定所l ~�≥�k纯

度 || h o中国医药上海化学试剂公司l ~其它他试剂均为分析

纯 ~二次去离子水 ∀

2 q2  实验方法

大黄素 !大黄酸和大黄酚均难溶于中性水溶液 o但均溶

于乙腈 ∀故实验采用含 us h乙腈的硼砂ks qsux °²̄r�l缓冲

液 o³�| quw ∀对缓冲液从 uss ∗ zss ±° 进行吸收光谱的扫

描 o以去离子水作参比 o波长范围内无明显吸收 ∀各物质浓

度见表 t ∀混合液在室温下混合均匀 o放置过夜以保证结合

反应已完全平衡 ∀在 �≥�浓度是唯一可变参数的条件下 o通

过测量药物从 uss ∗ zss ±° 的峰值吸收变化反映药物与

�≥�的相互作用 ∀

3  结果与讨论

3 q1  大黄素 !大黄酸和大黄酚的吸收光谱特性

从图 t 中可以看出大黄素有四个吸收峰 o分别位于

uty qty ouxv qyy ovs{ qsx和 w|x qx{±° ~大黄酸的两个吸收峰位

于 uvt qty和 xsy q{v±° ~大 黄 酚 的 四 个 主 要 的 吸 收 峰

位 于 uuz qwt ouw| q|t ou|t qtz和 xs{ qzt ±° ∀而 �≥�在 uus和

uz{±°处有两个吸收峰 o为了避免 �≥� 吸收的干扰 o三个大

黄类有效成分的观察峰选在远离这两个吸收峰处 ∀因此 o大

黄素选择 vs{ ±° o大黄酸选择 xsy ±° o大黄酚选择 u|t ±°

观察吸收光谱的变化 ∀

图 1  大黄素 !大黄酸 !大黄酚和牛血清白蛋白的吸收光谱

Φιγ 1  �¥¶²µ³·¬²± ¶³̈¦·µ¤²©¨°²§¬± oµ«̈¬± o¦«µ¼¶²³«¤±²̄ ¤±§

�≥�

≥³̈ ¦·µ¤̄ ¦²±§¬·¬²±¶}�∏©©̈µ¶²̄∏·¬²±}s qsux °²̄r�§¬¶²§¬∏° ·̈·µ¤¥²µ¤·̈

¤±§¤¦̈·²±¬·µ¬̄k √r√ � w }tl o³�| quw q¤}¨°²§¬± ov qs ≅ ts p y °²̄r�~

¥}µ«̈¬±ou q{ ≅ ts p y °²̄r�~¦}¦«µ¼¶²³«¤±²̄ ov qu ≅ ts p y °²̄r�~§}

�≥� ov qs ≅ ts p y °²̄r�

3 q2  大黄素 !大黄酸和大黄酚与 �≥�的相互作用

每次吸收光谱扫描时 o均采用相同于试样中 �≥� 浓度

的溶液作参比 o采用参比扣背景的测量模式 ∀不断增加 �≥�

的浓度 o大黄素 !大黄酸和大黄酚的峰值吸收随 �≥� 浓度增

加呈减小趋势 ∀但当 �≥� 浓度达到一定值时峰值吸收不再

减小 o推断大黄素 !大黄酸和大黄酚与 �≥�的结合有饱和性 o

并且吸收值的变化与 �≥�的剂量成反比 ∀继续增加 �≥� 浓

度 o组分大黄素和大黄酚的吸收峰不再减小反而有增加趋

势 o这是由于 �≥�浓度过大 o使测量的背景扣除功能受到影

响 o引起样品吸收峰增加 ∀测得的结果列于表 t中 ∀根据公

式ktl建立三物质与 �≥� 相互作用的 ≥¦¤·¦«¤µ§线性回归曲

线 o由曲线的斜率求出三者与 �≥�的结合常数k见图 ul ∀大

黄素 !大黄酸和大黄酚与 �≥� 相互作用的回归曲线的线性

关系良好 o相关系数分别为 s q|{y os q|zx和 s q|yw o表明测定

结果具有一定的可靠性 ∀有文献≈z 曾通过荧光光谱法测得

大黄素和人血清白蛋白的结合常数为ku q{x ? s qtxl ≅ tsx o

并证明其大小应与牛血清白蛋白结合的 �值近似 o而本实验

获得的结果 �� t qwz ≅ tsx与其较接近 ∀

表 1  大黄素 !大黄酸 !大黄酚与牛血清白蛋白相互作用结果

Ταβ 1  × «̈ µ̈¶∏̄·¶²©¬±·̈µ¤¦·¬²± ¥̈·º¨̈ ± ¨°²§¬± oµ«̈¬± ¤±§¦«µ¼¶²³«¤±²̄ º¬·« �≥�

�²q

¨°²§¬± � «̈¬± ≤«µ¼¶²³«¤±²̄

≤³kts p y °²̄r�l ∃�vs{±° ∃�r≤³ktsvl≤³kts p y °²̄r�l ∃�xsy±° ∃�r≤³ktsvl≤° kts p y °²̄r�l ∃�u|t±° ∃�r≤³ktsvl

t s qx s qstw u{ qs t qs s qsuu uu qs u qs s qssz v qx

u y qs s qs|s tx qs v qs s qsvz tu qv z qs s qsuw v qwv

v z qx s qs|z tu q|v y qs s qswx z qx ts qs s qsvv v qv

w tx qs s qtv| | quz tu qs s qsxz w qzx tv qs s qswt v qtx

x vs qs s qtzs x qyz tx qs s qsys w qs ty qs s qsw| v qsy

�� t qwz ≅ tsx �� x qss ≅ tsx �� t qt{ ≅ tsw
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图 2  大黄素 !大黄酸 !大黄酚与牛血清白蛋白相互作用的线性拟合曲线

Φιγ 2  �¬±̈ ¤µµ̈ªµ̈¶¶¬²± ¦∏µ√¨©²µ§̈·̈µ°¬±¬±ª·«̈ ¬±·̈µ¤¦·¬²±¶²©¨°²§¬± oµ«̈¬± ¤±§¦«µ¼¶²³«¤±²̄ º¬·« �≥�

3 q3  测定结果的评价

公式ktl是在假定 �≥�的浓度远远过量的条件下得出的

结论 ∀实验中为扣除 �≥� 吸收光谱的干扰 o用相同浓度的

�≥� 溶液作参比 o在既适合光度测量又处于平衡区间内的

�≥�浓度越小 o测量结果越准确 ∀从图 v 中可以看出加入

�≥�后吸收光谱呈规律性变化 o并有等吸收点 o证明混合液

中有两个纯物质发生了反应 o而且光谱吸收值的变化是由于

反应引起了物质摩尔吸光系数的改变 ∀其中大黄酸的最大

吸收值的变化率 ∃�r�达到了 vs qv h ∀

图 3  大黄素 !大黄酸 !大黄酚与牛血清白蛋白结合后吸收光谱的变化

Φιγ 3  �¥¶²µ³·¬²± ¶³̈¦·µ¤²©¨°²§¬±oµ«̈¬± ¤±§¦«µ¼¶²³«¤±²̄ ¥²∏±§·² �≥� ¬± §¬©©̈ µ̈±·¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶

  光谱差的产生是基于生色团经受一定的环境变化 o引起

吸光度发生变化 ∀这种环境变化包括生色基团与其他物质

结合或受到掩蔽 o也包括溶剂 !³� 值 !温度和浓度等因素变

化 ∀本实验固定其他因素 o使 �≥� 浓度成为唯一可变因素 o

考察 �≥�引起的中药大黄几种有效成分吸收光谱变化 ∀每

个样品测量 v次 o每次测量前将样品静置 x°¬±o考察测量的

稳定性和重现性 o测量误差为 s qx h ∀研究中采用了 v次测

定结果的平均值 ∀

由于吸光值差 ∃�仅是总吸光值 � 的百分之几 o例如对

于大黄酚与 �≥� 相互作用测量中 o虽然可以满足相互作用

分析的要求 o但准确性相对较差 ∀如果 ∃�r�有 t h o这种误

差传递至 �值将有相对较大的影响 ∀故在这种吸光比率

∃�r�较小的情况下 o光谱扫描必须使用具有纵坐标量程扩

展和低杂散光的分光光度计 o并且仪器充分预热稳定≈{  ∀本

实验仪器参数符合要求且配有恒温系统 ∀通过对实验误差

的考察 o结合常数的测定误差小于 ts h ∀

4  大黄素 !大黄酸和大黄酚与 ΒΣΑ结合的机制探讨

�≥�是由氨基酸残基组成的单肽链的蛋白质 o相对分子

质量约为 yz sss ∀其分子内有大量的极性氨基酸 o在水中具

有很高的溶解度 ∀整个分子可以看成由 v个结构类似的结

构域组成 ∀每个结构域由两个亚结构域构成疏水性腔 o这些

空腔在立体结构上可与特异性的配基互补 o产生疏水性结

合 ∀此外 o处于一定的环境之下 o�≥� 分子一般带有电荷 o可

与带电配体发生非特异性的静电相互作用≈{  ∀这种结构和

功能与人血清白蛋白k�≥�l极为相似 o因此药物与 �≥�的结

合机制和药物与 �≥� 的结合机制基本一致 o将此用作药理

学 !药物代谢动力学研究也同样适用 ∀结构式见图 w ∀

图 4  几种大黄有效成分的分子结构示意图

Φιγ 4  × «̈ °²̄ ¦̈∏̄¤µ¶·µ∏¦·∏µ̈ ²© °¤¬± ©̈©̈ ¦·¬√¨¦²°³²±̈ ±·¶²©

� ¤§¬¬ ·̈� «¬½²°¤ � «̈¬

#tvw#中国现代应用药学杂志 ussw年 tu月第 ut卷第 y期                ≤«¬± �� �° oussw ⁄̈ ¦̈ °¥̈µo∂ ²̄ qut �²qy



  在本实验的缓冲溶液中 o由于 ³� 值大于 �≥� 的等电

值 o�≥�带负电荷 o而大黄素 !大黄酸和大黄酚在此条件下也

同样带一定的负电荷 o由此推断大黄中的这几种成分与 �≥�

的结合主要不是非特异性的静电结合 ∀从分子结构上来看

k见图 wl o这种结合应该是疏水性结合 o实验结果也说明了这

一点 ∀大黄酸分子中含有两个羟基和一个羧基 o可嵌入 �≥�

的疏水性腔进行结合 ∀而大黄素芳环上含有三个羟基和一

个甲基 o由于甲基的空间阻碍 o不能很好的嵌入 �≥� 的疏水

性腔 o在与 �≥�的结合能力上要弱于大黄酸 ∀大黄酚的芳环

上只含有两个羟基和一个甲基 o与 �≥� 的结合能力在三者

中最弱 ∀这三个大黄类有效成分的亲水性大黄酸 � 大黄素

�大黄酚 o与 �≥�的结合能力大黄酸 �大黄素 �大黄酚 o结

合能力随其所含极性基团的增多而增强 ∀

5  结论

本实验采用紫外光谱法实现了对大黄素 !大黄酸和大黄

酚与 �≥�结合常数的测定 o分别为 �� t qwz ≅ tsx o�� x qss

≅ tsx o�� t qt{ ≅ tsw ∀大黄酸和大黄酚与 �≥� 相互作用的

研究笔者尚未见文献报道 o大黄素与 �≥� 相互作用的结合

常数与文献值较一致 o表明该方法准确可行 o是药物与蛋白

质相互作用研究中较易实现的方法 o而且也拓展了紫外可见

光谱法的应用 ∀进一步对大黄类有效成分与蛋白质结合的

机制进行了探讨 o大黄类有效成分与 �≥� 的结合能力随其

所含极性基团的增多而增强 ∀
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