
书书书

文章编号：１０００５４０４（２０１３）０７０５９５０３ 论著

金属离子对牛蒡子苷与牛血清白蛋白结合的影响

李沉纹，于彩平，李卓恒，管海燕，罗明和，卢来春　　（４０００４２重庆，第三军医大学大坪医院野战外科研究所药剂科）

　　［摘要］　目的　研究金属离子对牛蒡子苷与牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）结合的影响。方法 　采用同
步荧光光谱法，在拟生理ｐＨ条件下考察不同的金属离子（Ｃｕ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋）对牛蒡子苷与 ＢＳＡ结合作用的影响。结果
　 在金属离子（Ｃｕ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋）存在下，随着体系中牛蒡子苷浓度增大，ＢＳＡ荧光增强，两者间的结合力仍以静电作用
力为主。金属离子存在时，牛蒡子苷与 ＢＳＡ的结合常数在 ２５℃时，分别为 ７．８９９×１０４（无金属离子）、８．５５７×１０４

（Ｃｕ２＋）、６７２４×１０４（Ｚｎ２＋）、７．０６２×１０４（Ｍｇ２＋）；在３７℃时，结合常数分别为５．９６２×１０４（无金属离子）、６．０９６×１０４

（Ｃｕ２＋）、５．９１５×１０４（Ｚｎ２＋）、５．６１２×１０４（Ｍｇ２＋）。结论　 金属离子的存在会影响牛蒡子苷与牛血清白蛋白的结合。Ｃｕ２＋

存在下，牛蒡子苷与ＢＳＡ之间的结合常数增大；锌离子和镁离子存在下，两者的结合常数减小。
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　　［中图法分类号］　Ｒ２８２．７１；Ｒ３４１．２１；Ｒ９６２　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（３０９７３９０８）；重庆市攻关项目（２００９
ＡＣ５０２５）；中小企业创新基金（ＨＣ２６２１５１１３５２９）

［通信作者］　卢来春，电话：（０２３）６８７５７０９１，Ｅｍａｉｌ：ｌｕｌａｉｃｑ＠１６３．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１３０１２１．０９２７．００６．

ｈｔｍｌ（２０１３０１２１）

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓｏｎｂｉｎｄｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎａｒｃｔｉｉｎａｎｄｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ
ＬｉＣｈｅｎｗｅｎ，ＹｕＣａｉｐｉｎｇ，ＬｉＺｈｕｏｈｅｎｇ，ＧｕａｎＨａｉｙａｎ，ＬｕｏＭｉｎｇｈｅ，ＬｕＬａｉｃｈｕｎ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆ
ＳｕｒｇｅｒｙＲｅｓｅａｒｃｈ，ＤａｐｉｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００４２，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓｏｎｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎａｒｃｔｉｉｎａｎｄ
ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ（ＢＳＡ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ
Ｃｕ２＋，Ｍｇ２＋，ｏｒＺｎ２＋ ｏｎｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎａｒｃｔｉｉｎａｎｄＢＳＡｕｎｄｅｒｓｉｍｕｌａｔｅｄｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｐＨｖａｌｕｅ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｔｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓ（Ｃｕ２＋，Ｍｇ２＋，ｏｒＺｎ２＋），ＢＳＡｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｅｎｈａｎｃｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｒｃｔｉｉｎ，ｗｉｔｈｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃｆｏｒｃｅｓｓｔｉｌｌｐｌａｙｉｎｇａｍａｊｏｒｒｏｌｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍ．Ｔｈｅ
ｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｗａｓ７．８９９×１０４（ｗｉｔｈｏｕｔｍｅｔａｌｉｏｎ），８．５５７×１０４（Ｃｕ２＋），６．７２４×１０４（Ｚｎ２＋），ａｎｄ７．０６２×
１０４（Ｍｇ２＋），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｔ２５℃．Ａｎｄｉｔｗａｓ５．９６２×１０４（ｗｉｔｈｏｕｔｍｅｔａｌｉｏｎ），６．０９６×１０４（Ｃｕ２＋），５．９１５×
１０４（Ｚｎ２＋），ａｎｄ５．６１２×１０４（Ｍｇ２＋），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｔ３７℃．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｍｅｔａｌｉｏｎｓａｆｆｅｃｔｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｅｔｗｅｅｎａｒｃｔｉｉｎａｎｄＢＳＡ．Ａｍｏｎｇｔｈｅｍｅｔａｌｉｏｎｓ，Ｃｕ２＋ｉｎｃｒｅａｓｅｓｔｈｅｉｒｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔ，ｗｈｉｌｅ，Ｍｇ２＋ａｎｄＺｎ２＋

ｄｅｃｒｅａｓｅｓｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ；ａｒｃｔｉｉｎ；ｍｅｔａｌｉｏｎ；ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｎｈａｎｃｉｎｇ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０９７３９０８），ｔｈｅＴａｃｋｌｉｎｇＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈｏｆ
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ（２００９ＡＣ５０２５）ａｎｄｔｈｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＦｕｎｄｆｏｒＳｍａｌｌａｎｄＭｅｄｉｕｍＥｎｔｅｒｐｒｉｓｅｓ（ＨＣ２６２１５１１３５２９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬｕＬａｉｃｈｕｎ，Ｔｅｌ：８６２３
６８７５７０９１，Ｅｍａｉｌ：ｌｕｌａｉｃｑ＠１６３．ｃｏｍ

　　血清白蛋白是血浆中含量最丰富的载体蛋白，它
能和许多内源性物质广泛结合。人体内存在的各种微

量金属元素参与了许多重要的生命过程，其与血清白

蛋白间也存在一定结合。药物从给药部位进入血液

后，其中一部分与血浆蛋白发生可逆结合，而只有游离

型药物可透过血管壁分布到作用部位发挥作用。因此

研究药物与血浆蛋白的结合及金属离子对药物与蛋白

质结合的影响，有助于全面了解药物在体内的状态和

作用机制［１］。牛蒡子苷（ａｒｃｔｉｉｎ）是从牛蒡子中提取的
有效成分，具有降血糖、防治糖尿病肾病、抗肿瘤、抗病

毒等活性［２－４］，临床尚无以牛蒡子苷单体作为药物的

制剂上市。本课题组前期研究了在模拟人体生理条件

下牛蒡子苷与牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，
ＢＳＡ）的结合［５］。本实验拟用同步荧光光谱法进一步

考察金属离子对牛蒡子苷与ＢＳＡ结合的影响，为深入
阐明药物与蛋白质相互作用的化学本质以及牛蒡子苷

的制剂研究提供一定依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
　　Ｆ２５００荧光分光光度计（日本 ＨＩＴＡＣＨＩ），ＵＶ８５００紫外
可见分光光度计（上海天美科学仪器有限公司），ＢＳ１１０Ｓ型电
子分析天平（Ｓａｔｏｒｉｕｓ公司），ＰＨＢ５型酸度计（中国杭州雷磁分
析仪器厂），ＨＨ恒温水浴锅（江苏金坛市中大仪器厂）。牛蒡
子苷（本实验室自制，纯度＞９９．８％），牛血清白蛋白（国药集团
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化学试剂有限公司，批号：２０１１１１２５），ＣｕＣｌ２（上海强顺化学试
剂有限公司，批号：２００９０８２５），ＺｎＳＯ４（成都市科龙化工试剂厂，
批号：２０１１０４２７），ＭｇＣｌ２（重庆博艺化学试剂有限公司，批号：
０９１１２０），三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、ＨＣｌ、ＮａＣｌ等均为分析纯，
实验用水为二次蒸馏水，经检测无荧光杂质。

１．２　实验方法
　　配制 ｐＨ＝７．４０的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液（内含 ０．５０ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ溶液以维持离子强度），用上述 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液配制如下
溶液：１．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ牛蒡子苷溶液、１．０×１０－５ｍｏｌ／ＬＢＳＡ溶
液、１．０×１０－４ｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２溶液、１．０×１０

－４ｍｏｌ／ＬＺｎＳＯ４溶液、
１０×１０－４ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２溶液。在 １０ｍＬ容量瓶中依次加入
２．０ｍＬ０．５０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液、２．０ｍＬｐＨ７．４０的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓
冲溶液、１．０ｍＬＢＳＡ溶液、１．０ｍＬ金属离子溶液（分别为
Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｇ２＋溶液）及一定量的牛蒡子苷溶液，以蒸馏水定
容为１０．０ｍＬ，摇匀，分别在２５℃和３７℃条件下恒温静置一定
时间。在荧光分光光度计上分别在 Δλ＝１５ｎｍ条件下对样品
进行同步荧光光谱扫描。

１．３　牛蒡子苷与ＢＳＡ结合常数和热力学参数的计算
　　假设蛋白质与牛蒡子苷相互作用存在单一结合位点的情
况，根据荧光效应增强方程［６］：

　　 １
ＩＦ－Ｉ

０
Ｆ
＝ １
△ＩＦｍａｘ

＋ １
Ｋ［Ｃｑ］×

１
△ＩＦｍａｘ

（１）

　　其中，Ｉ０Ｆ为ＢＳＡ的初始荧光强度，Ｃｑ为牛蒡子苷浓度，ＩＦ
为体系的荧光强度。△ＩＦｍａｘ＝ＩＦ∞ －Ｉ

０
Ｆ，ＩＦ∞为牛蒡子苷与 ＢＳＡ

作用达到饱和时候的体系荧光强度。Ｋ为牛蒡子苷与 ＢＳＡ的
结合常数，单位是Ｌ／ｍｏｌ，它反映牛蒡子苷与 ＢＳＡ形成生物大
分子的结合反应达到平衡时的量效关系。在共存离子分别为

Ｃｕ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋时，根据式（１）对实验数据进行处理，以（ＩＦ－
Ｉ０Ｆ）

－１对Ｃｑ－１作图，由线性拟合方程得到的斜率和截距即可求
得结合常数Ｋ。

　　药物小分子与生物大分子的作用力类型包括氢键、范德华
力、静电作用、疏水作用力等。当温度变化不大时，反应的焓变

△Ｈ、△Ｓ可视为常数，根据热力学公式可计算出药物小分子与
生物大分子结合过程的有关热力学参数：

　　ｌｇＫ＝－△Ｈ／（２．３０３ＲＴ）＋△Ｓ／（２．３０３Ｒ） （２）
　　△Ｇ＝－ＲＴｌｎＫ （３）
　　Ｋ为温度Ｔ下药物与大分子的结合常数，Ｒ为理想气体常
数，Ｒ＝８．３１４Ｊ／（ｍｏｌ·Ｋ）。根据２５℃和３７℃条件下，根据式
（３）直接计算得到不同温度下的生成自由能变△Ｇ，而根据式
（２）代入牛蒡子苷与ＢＳＡ的结合常数Ｋ，将△Ｈ、△Ｓ视为常数，
可求得反应体系的焓变△Ｈ、熵变△Ｓ。焓变△Ｈ是指物质之间
发生化学变化前后的能量变化量，熵变△Ｓ是指发生化学或物
理变化前后物质混乱度的变化量，根据焓变和熵变可判断反应

方向。Ｒｏｓｓ等［７］根据大量的实验结果，总结出判断蛋白质与小

分子等结合力性质与结合作用热力学函数之间的关系，即 ΔＳ
＞０，ΔＨ＞０为典型的疏水作用力；ΔＨ ＜０，ΔＳ＜０时为氢键和
范德华力；ΔＨ＜０，ΔＳ＞０时，主要存在静电相互作用。

２　结果

２．１　牛蒡子苷与ＢＳＡ作用的同步荧光光谱
　　ＢＳＡ分子中的色氨酸Ｔｒｐ、酪氨酸Ｔｙｒ和苯丙氨酸Ｐｈｅ残基
能够发射荧光。固定激发波长和发射波长的间距 Δλ，可得到
同步荧光光谱。其中由 Δλ＝１５ｎｍ所得到的同步荧光光谱图
仅反映ＢＳＡ酪氨酸残基的光谱特征。分别测定在２５、３７℃时，
Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｇ２＋对牛蒡子苷与 ＢＳＡ结合的影响，结果见图１、
２。在２５、３７℃时，随着牛蒡子苷浓度的增加，ＢＳＡ的同步荧光
强度均呈规律性增大，且最大发射波长发生了部分蓝移，但移

动波长在２ｎｍ以内，表明金属离子的存在和牛蒡子苷浓度增
加并未改变酪氨酸残基微环境的极性，适于进行牛蒡子苷ＢＳＡ
结合参数的计算。
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１→１０：牛血清白蛋白浓度为１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，牛蒡子苷浓度依次为：０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２、１．４、１．６、１．８×１０－５ｍｏｌ／Ｌ
图１　温度为２５℃，△λ＝１５ｎｍ的同步荧光光谱图
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１→１０：牛血清白蛋白浓度为１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，牛蒡子苷浓度依次为：０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２、１．４、１．６、１．８×１０－５ｍｏｌ／Ｌ
图２　温度为３７℃，△λ＝１５ｎｍ的同步荧光光谱图
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２．２　不同温度下牛蒡子苷与ＢＳＡ作用的结合常数和
热力学参数

　　在Δλ＝１５ｎｍ时，随着药物浓度增大，体系荧光强度规律
性增大，以此来进行金属离子对牛蒡子苷ＢＳＡ结合参数的影
响。在共存离子分别为Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｇ２＋时，根据式（１）对实验
数据进行处理，以（ＩＦ－Ｉ

０
Ｆ）

－１对 Ｃｑ－１作图（图３），由线性拟合
方程得到的斜率和截距即可求得结合常数Ｋ。
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Ａ：２５℃；Ｂ：３７℃
Ｉ０Ｆ：ＢＳＡ的初始荧光强度；Ｃｑ：牛蒡子苷浓度；ＩＦ：体系的荧光强度
图３　金属离子对牛蒡子苷与ＢＳＡ荧光增强作用影响的双倒数图

　　根据式（２）、（３）计算得到热力学参数见表１，可知 ΔＳ＞０，
ΔＨ＜０，表明牛蒡子苷与 ＢＳＡ的作用力主要为静电作用力，而
本课题组前期研究发现牛蒡子苷与ＢＳＡ的结合，在没有金属离
子存在下也为静电作用力，表明金属离子的存在并未改变牛蒡

子苷与ＢＳＡ的结合力类型。

表１　不同温度下牛蒡子苷与ＢＳＡ作用的结合常数和热力学参数

温度 结合作用
Ｋ

（×１０４，Ｌ／ｍｏｌ）

△Ｈ

（ｋＪ／ｍｏｌ）
△Ｓ

［Ｊ／（ｍｏｌ·Ｋ）］
△Ｇ

（ｋＪ／ｍｏｌ）

２５℃ 牛蒡子苷ＢＳＡ ７．８９９ －１８．０１ ３３．３３０ －２７．９４

牛蒡子苷ＢＳＡＣｕ２＋ ８．５５７ －２１．７１ ２１．５７３ －２８．１４

牛蒡子苷ＢＳＡＺｎ２＋ ６．７２４ －８．２１ ６４．８６８ －２７．５４

牛蒡子苷ＢＳＡＭｇ２＋ ７．０６２ －１４．７１ ４３．４６７ －２７．６６

３７℃ 牛蒡子苷ＢＳＡ ５．９６２ －１８．０１ ３３．３３０ －２８．３４

牛蒡子苷ＢＳＡＣｕ２＋ ６．０９６ －２１．７１ ２１．５７３ －２８．４０

牛蒡子苷ＢＳＡＺｎ２＋ ５．９１５ －８．２１ ６４．８６８ －２８．３２

牛蒡子苷ＢＳＡＭｇ２＋ ５．６１２ －１４．７１ ４３．４６７ －２８．１８

３　讨论

　　本课题组前期研究了在不同温度下牛蒡子苷与
ＢＳＡ的结合，表明牛蒡子苷对ＢＳＡ的荧光具有增强效
应［５］，本实验结果与之一致：Ｃｕ２＋的存在增大了牛蒡
子苷与ＢＳＡ的结合（结合常数增大）。文献［８］也报道

相同现象。产生这种现象主要是由于体系中同时存在

Ｃｕ２＋、牛蒡子苷、血清白蛋白时，Ｃｕ２＋首先能与牛蒡子
苷生成络合物，然后ＢＳＡ与此络合物相互作用形成新
的复合物体系，即结合常数的增大是由于 Ｃｕ２＋同时与
牛蒡子苷和 ＢＳＡ结合，在药物和蛋白质分子间形成
“离子架桥（ｍｅｔａｌｉｏｎｂｒｉｄｇｅ）”，从而起到增强作用［１］。

Ｚｎ２＋、Ｍｇ２＋均减小了牛蒡子苷与 ＢＳＡ的结合（结合常
数减小），主要是由于 Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋与蛋白质的作用，生
成了金属离子－血清白蛋白复合物，导致蛋白质与药
物结合的紧邻区域构型发生改变，从而削弱了药物与

蛋白质的结合［９］。同时本实验结果表明，随着温度升

高，牛蒡子苷与 ＢＳＡ复合物稳定性降低，牛蒡子苷与
ＢＳＡ的结合常数均减小，与文献［１］报道结果一致。
　　Ｃｕ２＋的存在增大了牛蒡子苷与 ＢＳＡ的结合，使得
牛蒡子苷在血浆中储存时间延长，有利于增加牛蒡子

苷在体内的作用时间。而Ｚｎ２＋、Ｍｇ２＋的存在减弱了牛
蒡子苷与ＢＳＡ的结合，使得牛蒡子苷在血液内更快释
放，增加了牛蒡子苷的最大作用强度，对提高牛蒡子苷

的药效具有理论价值［１０］。
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