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荧光光谱法研究灯盏花素与牛血清白蛋白相互作用 
 

高平章，吴洪，郭婧，许亚妹(泉州师范学院化学与生命科学学院，福建 泉州 362000) 

 
摘要：目的  采用荧光光谱法研究灯盏花素与牛血清白蛋白(BSA)在生理条件下(pH 7.4)的相互作用机制。方法  固定 BSA

浓度，依次加入不同浓度的灯盏花素溶液，在激发波长为 280 nm 下，290~500 nm 的波长范围内进行荧光猝灭光谱、同

步荧光光谱扫描。结果  灯盏花素对 BSA 的荧光猝灭类型是静态猝灭；在温度 288 K 和 310 K 时，二者的结合常数 KA

分别为 8.295×105 和 3.302×105 L·mol1；二者的结合位点数 n 分别为 1.239 3 和 1.177 0。由热力学参数焓变(ΔH= 31.080 

kJ·mol1)小于零和熵变(ΔS=5.392 J·mol1·K1)大于零，确定灯盏花素与 BSA 之间的作用力类型为静电作用力；生成自由能

变(ΔG)为负值，表明灯盏花素与 BSA 的作用过程是一个自发过程。此外，应用同步荧光光谱考察了灯盏花素对 BSA 构

象的影响。结论  经过荧光光谱分析，可以确定灯盏花素与白蛋白的作用机制，为其开发成治疗心血管疾病新药提供理

论依据。 
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Study on the Interaction between Breviscapinum and Bovine Serum Albumin by Fluorescence 
Spectrometry 
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University, Quanzhou 362000, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To identify the interaction mechanism between breviscapinum and bovine serum albumin(BSA) 
under the physiological conditions (pH 7.4) by fluorescence spectrometry. METHODS  Fixing the concentration of BSA, 
different concentrations of breviscapinum were added. At excitation wavelength 280 nm, the interaction between breviscapinum 
and BSA was determined with quenching and synchronous spectrum from 290 nm to 500 nm. RESULTS  The fluorescence 
quenching mechanism between breviscapinum and BSA was static quenching. The binding constants (KA) under 288 K and 310 

K between breviscapinum and BSA were 8.295×105 and 3.302×105 L·mol1, respectively. The number of binding sites under 288 
K and 310 K between breviscapinum and BSA were 1.239 3 and 1.177 0, respectively. According to the thermodynamic parameters, 

enthalpy change (ΔH) and entropy change (ΔS), which were calculated to be 31.080 kJ·mol1 and 5.392 J·mol1·K1, 
respectively, the interaction between breviscapinum and BSA was driven mainly by electrostatic interaction. The process of 
binding was spontaneous because that Gibbs free energy change was negative. Further more, synchronous spectrum was used to 
investigate the conformational changes of BSA. CONCLUSION  In this paper, the interaction mechanism between 
breviscapinum and BSA was analyzed by fluorescence spectrometry. The results can be applied for the antioxidant new drugs 
development of breviscapinum. 
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血清白蛋白是血浆中含量最丰富的重要蛋

白，能够广泛结合多种内源性和外源性物质。药

物小分子进入血液后，首先不同程度地与血清白

蛋白结合，然后分布到作用部位解离成原药而发

挥药效[1]。因此，研究药物小分子与白蛋白的相互

作用，有利于充分认识药物的转运和代谢过程，

对临床安全用药具有重要意义。 

灯盏花素(breviscapinum)在治疗脑血栓、脑缺

血、脑血管疾病后遗症及对抗血小板凝聚等方面有

良好的疗效[2-3]。笔者运用荧光技术研究在模拟人体

生理(pH 7.4)条件下灯盏花素小分子与蛋白质大分

子间的相互作用，确定了其荧光猝灭机理，测定了

结合常数、热力学参数及灯盏花素对 BSA 构象的

影响。研究结果一方面可以更好解释灯盏花素进入

人体后与白蛋白的结合情况；另一方面也为筛选优

良的天然药物提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Cary Eclipse荧光分光光度计(美国瓦里安有

限公司)；BS224S电子分析天平(北京赛多利斯仪

器系统有限公司)；pHS-3C型酸度计(杭州雷磁仪

器分析厂)；HH-2数显恒温水浴锅(常州国华电器
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有限公司)。 

牛血清白蛋白(BSA，武汉贝特生物有限公司，

批号：2310C053)；灯盏花素(陕西慧科公司，纯度

>98%，批号：ZL20101110)；Tris-base(美国Amresco

公司分装)；其它试剂为国产分析纯。实验用水为

二次蒸馏水。 

1.2  方法 

在 1 cm 比色皿中，依次加入 Tris-HCl 缓冲溶

液，2.0 mL 的 BSA 溶液，并加入同浓度的不同体

积(10，20，30，40，50，60，70，80，90，100 μL)

的灯盏花素溶液，混合均匀并分别置于 288 K 和

310 K 的环境下，在激发波长为 280 nm 下，用荧

光分光光度计在 290~500 nm 左右的波长范围内进

行荧光光谱扫描。同时记录 Δλ=15 nm 和 Δλ=60 nm

的同步荧光光谱，测定时荧光激发和发射狭缝均

为 5 nm。 

2  结果与讨论 

2.1  灯盏花素对 BSA 的荧光猝灭光谱 

在浓度固定的 BSA 溶液中，分别加入不同浓

度的灯盏花素溶液，扫描其荧光光谱见图 1。在

280 nm 的激发波长下，BSA 的最大荧光发射波长

为 345 nm。由于蛋白质中含有色氨酸及酪氨酸，

使其具有内源性荧光，随着灯盏花素的浓度的增

大(从 1 至 11)，345 nm 波长处的 BSA 最大荧光吸

收峰也逐渐降低，且最大发射波长发生红移。这

说明灯盏花素与 BSA 之间发生了相互作用。 

 
图 1  灯盏花素对 BSA 的荧光猝灭光谱(T=288 K) 
CBSA=5.0×106 mol·L1; CBreviscapinum=(0，0.5，1.0，1.5，2.0，2.5，3.0，

3.5，4.0，4.5，5.0)×105 mol·L1 

Fig 1  Fluorescence quenching spectra of Breviscapinum 
and BSA at 288 K 
CBSA=5.0×106 mol·L1; CBreviscapinum=(0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 

4.0, 4.5, 5.0)×105 mol·L1 

2.2  灯盏花素对 BSA 内在荧光猝灭的机理 

2.2.1  猝灭类型的确定  荧光猝灭过程的不同是

由它们的猝灭机理不同造成的，一般来说荧光猝

灭机理分为动态猝灭和静态猝灭[4]。静态猝灭是指

猝灭剂分子与荧光物质分子之间形成了新的复合

物，一般来说所生成的新的复合物弱荧光或不发

荧光；而动态猝灭是猝灭剂分子与荧光分子的激

发态分子之间的相互碰撞而导致的荧光猝灭，它遵

循 Stem-Volmer 方程[5]：F0/F=1+Kqτ0[Q]=1+Ksv[Q]，

式中 F0 和 F 分别为未加入猝灭剂灯盏花素和加入

猝灭剂灯盏花素的荧光强度；[Q]为猝灭剂灯盏花

素的浓度；Kq 为双分子猝灭过程速率常数；τ0 为

猝灭剂不存在时荧光分子平均寿命(生物大分子的

荧光寿命约为 10 ns[6])；Ksv 为动态猝灭常数。 

假设上述灯盏花素对BSA 的荧光猝灭属于动

态猝灭方式，则它与BSA 的作用过程符合上述

Stern-Volmer 方程。以(F0F)/F对[Q]作图，不同

温度下的Stern-Volmer曲线见图2，并对实验数据

线性拟合得到KSV和Kq，结果见表1。 

 
图 2  灯盏花素-BSA 的 Stem-Volmer 方程曲线 
CBSA=5.0×106mol·L1 

Fig 2  The Stem-Volmer equations curve of breviscapinum 
and BSA  
CBSA=5.0×106mol·L1 

表 1  不同温度下灯盏花素对 BSA 的猝灭常数 

Tab 1  The Stem-Volmer quenching constant and bimolecular 
quenching constant at different temperatures 

T/K Kq/L·mol1·s1 Ksv/ L·mol1 r 

288 8.225×1012 8.225×104 0.996 93 

310 6.474×1012 6.474×104 0.992 16 

一般认为，动态猝灭常数随温度的升高而增

大，而静态猝灭常数随温度的升高而减小，且各

类猝灭剂对生物大分子的最大动态猝灭速率常数

为2×1010 L·mol1·s1[7]。由图2和表1可知Kq数量级

在1012，可初步判断灯盏花素对 BSA 荧光猝灭过

程是以静态猝灭为主的。王丽等[8]研究表明，在 

308 K时灯盏花素对BSA的猝灭常数Kq和Ksv分别
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是2.780×1013 L·mol1·s1和2.780×105 L·mol1，均

大于本文在310 K 时的实验结果。其原因可能是

本文的实验温度较之高2 K。但两文中Kq 和Ksv总

的趋势都是随温度的升高而降低，故可由此判断

灯盏花素对BSA的荧光猝灭作用不是由于碰撞引

起的动态猝灭而是两者之间形成了复合物，其荧

光猝灭类型应该是静态猝灭。 

2.2.2  灯盏花素与BSA的表观结合常数及结合位

点数  对于静态猝灭，荧光强度F，猝灭剂灯盏花

素的浓度 [Q]与结合常数KA之间的关系式可用

Lineweaver-Burk 双 倒 数 方 程 进 行 描 述 [9] ：

lg[(F0F)/F]=lgKA+nlg[Q]。设灯盏花素与BSA可形

成n个结合位点的复合物，可得出求算KA和n的公

式 ， 以 此 公 式 来 做 出 两 个 不 同 温 度 下 的

lg[(F0F)/F]lg[Q]的双对数拟合曲线，结果见图3

和表2。 

 
图 3  灯盏花素-BSA 的 Lineweaver-Burk 双倒数方程曲线 
CBSA=5.0×106 mol·L1 

Fig 3  The Lineweaver-Burk equations curve of Breviscapinum 
and BSA  
CBSA=5.0×106 mol·L1 

求得在288 K和310 K下，灯盏花素和BSA结合

常数KA和结合位点数n如下表2： 

表 2  不同温度下灯盏花素与 BSA 的表观结合常数 KA 及

结合位点数 n 

Tab 2  The binding constants KA and the binding numbers n 
of Breviscapinum and BSA at different temperatures. 

T/K KA/ L·mol1 n r 

288 8.295×105 1.239 3 0.999 66 
310 3.302×105 1.177 0 0.995 68 

在接近人体生理条件(pH=7.4)下，288 K和 

310 K时灯盏花素与  BSA 结合位点数n分别是 

1.239 3和1.177 0，说明灯盏花素与BSA之间具有

较强的结合作用, 蛋白质能够用来运输和储存灯

盏花素。随着温度的升高，其结合常数也有所减

小，生成新的复合物稳定性也随温度升高而下降，

间接地说明了该猝灭过程为静态猝灭。 

2.2.3  灯盏花素与  BSA 的作用力类型的确定  

药物小分子与生物大分子之间的结合力包括氢

键、范德华力、静电作用力、疏水作用力等。药

物不同，与蛋白质作用力类型也不同。当温度变

化不大时，反应的焓变ΔH可以看作一个常数，有

公式： lnK2/Kl=ΔH(1/Tl－1/T2)/R；ΔG=ΔHTΔS=

－RTlnK。根据两个温度下的热力学常数值可以计

算出灯盏花素与 BSA 相互作用的热力学函数值，

结果见表3。 

表 3  灯盏花素与BSA在不同温度下的猝灭常数及热力学

参数 

Tab 3  Stern-Volmer quenching constant and the thermody- 
namic parameters at different temperatures 

T/K K/L·mol1 ΔH/kJ·mol1 ΔG/kJ·mol1 ΔS/J·mol1·K1

288 8.295×105 32.633 

310 3.302×105
31.08 

32.752 
5.392 

根据反应前后热力学焓变ΔH和熵变ΔS的相

对大小，可以判断药物与蛋白质之间的主要作用

力的类型[10]。Ross 等总结出判断生物大分子与生

物小分子的结合性质有一定的热力学规律，即若

表现为疏水作用力，则ΔH>0，ΔS>0；若表现为静

电作用力，则ΔH<0，ΔS>0；若表现为氢键和范德

华力，则ΔH<0，ΔS<0。由结果可知，该体系中灯

盏花素与 BSA 之间的主要作用力是静电作用力。

然而，在王丽等[8]研究中表明，灯盏花素与 BSA 

的相互作用是典型的疏水作用，并推测出灯盏花

素对 BSA 的荧光猝灭作用主要源于 212 位色氨

酸残基。为了进一步确定两者的作用力类型，运用

同步荧光法研究了灯盏花素对 BSA 构象的影响。 

2.2.4  灯盏花素对 BSA 构象的影响  蛋白质的

荧光主要来自色氨酸、酪氨酸残基。在 BSA 分子

中，在氨基酸残基中数色氨酸与酪氨酸的荧光强

度比较大[11-12]。因此，酪氨酸和色氨酸通常被用

于同步光谱的研究。选择 Δλ=15nm 和 Δλ=60 nm，

此时分别表现出 BSA 中酪氨酸残基和色氨酸残基

的同步荧光。 

本试验固定了 BSA 的浓度在CBSA=5.0×106 

mol·L1下，逐步加入不同浓度的灯盏花素，可测

定 BSA 中色氨酸残基的同步荧光光谱和酪氨酸

残基的同步荧光光谱，结果见图4。 
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图 4  灯盏花素与 BSA 的同步荧光谱图 
CBSA=5.0×106mol·L1; Cbreviscapinum=(0，0.5，1.0，1.5，2.0，2.5，3.0，

3.5，4.0，4.5，5.0)×105 mol·L1 

Fig 4  Synchronous fluorescence spectra of breviscapinum 
and BSA 
CBSA=5.0×106mol·L1; Cbreviscapinum=(0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 

4.0, 4.5, 5.0)×10 mol·L1 

由结果可知，随着灯盏花素浓度的增加，BSA

中色氨酸残基和酪氨酸残基的同步荧光最大荧光

发射波长都没有发生明显的变化，这表明色氨酸

残基和酪氨酸残基所处微环境并没发生改变，其

所处的微环境疏水性也未降低，肽链伸展程度也

没有多大变化。这表明灯盏花素的加入并没有使

BSA 中的色氨酸残基和酪氨酸残基的构象发生变

化。这也就进一步确定了灯盏花素与 BSA 之间的

主要作用力是静电作用力，而不是疏水作用。 

3  结论 

本研究结果证明，在人体生理环境下(pH 7.40)

灯盏花素对 BSA 的荧光猝灭为静态猝灭过程，

由热力学参数焓变(ΔH)<0和熵变(ΔS)>0，可看出

灯盏花素与 BSA 之间主要靠静电作用力相结合，

其结合位点有待进一步研究。在 BSA 中逐步加

入灯盏花素溶液后，BSA 的色氨酸残基和酪氨酸

残基所触动的微环境没有发生改变，这表明其内

疏水性并未改变，进而其肽链的伸展程度也没有

改变，所以可推断出 BSA 色氨酸残基和酪氨酸

残基的构象在一定程度上没有发生变化。 
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灯盏花素对梗阻性肾病大鼠肾间质及血管活性物质的影响 
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摘要：目的  研究灯盏花素对梗阻性肾病大鼠肾间质及血管活性物质的影响。方法  将 SD 大鼠随机分为假手术组、模

型组和灯盏花素组。灯盏花素组给予灯盏花素 200 mg·kg1 灌胃，假手术组及模型组则给予 0.5%羧甲基纤维素钠溶液灌

胃，每天 1 次，连续 7 d。HE 及 Masson 染色观察大鼠肾组织病理改变，检测肾脏重量变化，血液及肾组织中转化生长因

子 β1(TGF-β1)及内皮素(ET-1)和一氧化氮(NO)的含量。结果  模型组大鼠左侧肾脏肾间质可见大量炎性细胞浸润及充血，
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