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［摘要］ 目的：基于稳态荧光技术及分子对接模拟技术对党参炔苷与牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）的相互

作用进行研究。方法：运用稳态荧光分析方法，通过荧光猝灭、紫外吸收谱、分子对接模拟及药物竞争实验等对党参炔苷-BSA

体系的猝灭常数、结合常数、位点数、结合位置、作用力类型和作用距离进行分析，同时考查金属阳离子对党参炔苷-BSA 体系

猝灭常数的影响。结果：党参炔苷-BSA 体系的猝灭常数为 1. 25×104 L·mol-1（37 ℃）；结合常数为 2. 95×104 L·mol-1（37 ℃），位

点数为 1 个，在 BSA 的ⅡA 区位点 1 结合；热力学参数 ΔH=−19. 374 kJ·mol-1，ΔS=23. 1 J·mol-1·K-1；相互作用距离为 3. 2 nm；金

属离子会加速党参炔苷-BSA 体系的猝灭。结论：通过稳态荧光技术、紫外吸收谱、分子对接模拟等方法，从分子角度说明了党

参炔苷与 BSA 结合的猝灭机制为静态猝灭，相互作用力为静电作用力，二者能很好的结合，为以后筛选优化类似党参炔苷结

构的药物提供了相关数据，并且对于党参炔苷在体内的代谢研究有着重要的参考意义，同时也说明了分子对接模拟结果与稳

态荧光分析法得出的实验结果差异不大。
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Interaction Between Lobetyolin and Bovine Serum Albumin by Steady-State
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［Abstract］ Objective： The interaction between lobetyolin and bovine serumal bumin（bovine serum

albumin，BSA）. Method：By the steady-state fluorescence analysis method，the molecular-docking，ultraviolet

absorption spectrum and fluorescence quenching were used to calculate quenching constant and binding constant，

the number of sites，the position，the force and the distance of lobetyolin-BSA system. In addition，the effect of

metalionson quenching constant of the lobetyolin-BSA system was studied. Result： The quenching constant

was 1. 25×104 L·mol-1（37 ℃），the binding constant was 2. 95×104 L·mol-1（37 ℃），and the number of sites was 1

and bound with site 1 in ⅡA of BSA，thermodynamic meters were ΔH=−19. 374 kJ·mol-1，ΔS=23. 1 J·mol-1·K-1，

the interaction distance was 3. 2 nm. Meta lions could accelerate the quenching. Conclusion： By the steady-
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state fluorescence technique，molecular-docking and ultraviolet absorption spectrum，the quenching mechanism

of Lobetyolin-BSA is quiescent quenching，and the interactive force is electro static force. The Lobetyolin-BSA

can be well combined. At the same time，it also shows that the molecular docking results are similar to the

experimental results obtained by steady-state fluorescence analysis.

［Key words］ lobetyolin； bovine serum albumin； steady-state fluorescence； molecular-docking；static
quenching

党参炔苷是桔梗科党参属植物党参的化学成

分之一，属于聚炔苷类化合物，常被用作党参质量

评价的指标之一，有研究人员发现党参炔苷可以抗

胃黏膜急性损伤［1］，除此之外，研究人员还发现党参

炔苷可以促进卵巢颗粒细胞分泌雌二醇，且不影响

细胞正常的增殖与分化［2］。现阶段，党参炔苷的药

理作用研究较少，通过了解党参炔苷与牛血清白蛋

白（bovine serum albumin，BSA）的结合机制，对研究

党参炔苷的药理药效作用具有重要的意义。党参

炔苷结构见图 1。

牛血清白蛋白（BSA）是一种经济易得的蛋白，

其生理活性与人血清蛋白（HSA）相似，在研究小分

子药物和蛋白质相互作用的实验中被广泛应用［3-4］。

药物进入体内，主要先与蛋白结合进行运输，然后

释放。BSA 主要有 3 个结构域，每个结构域有 2 个

子域（A，B），每个子域有 3 个螺旋。BSA 主要有 3

个结合点，分别为位点 1，位点 2，位点 3，其中位点 1

在ⅡA 区，华法林结合在该位点，位点 2 在ⅢA 区，布

洛芬结合在该位点［5］。BSA 由于有 2 个内源性荧光

的色氨酸残基 Trp212，Trp134，分别位于 BSA 的内

部和表面［5-6］，因此可以通过稳态荧光等方法分析小

分子与其作用后的荧光强度和波长的变化，从而分

析小分子和 BSA 的作用机制。有研究人员通过稳

态荧光方法对玉米赤霉烯酮与 BSA 相互作用进行

表征［7］，发现玉米赤霉烯酮对 BSA 具有很强的猝灭

能力。也有研究人员运用此方法对具有结构差异

的没食子酸丙酯和没食子酸甲酯进行研究，发现二

者与 BSA 相互作用的性质不同，因此可以通过荧光

变化来分析二者的性质［8］。药物与 BSA 的相互作

用研究对于药物开发利用有着重要意义，有研究人

员通过该方法研究克唑替尼与 BSA 的结合，发现其

结合点在ⅡA 区的位点 1，为筛选类似药物提供了

数据参考［9］。

荧光光谱技术分为稳态荧光和瞬态荧光技术，

其中稳态荧光技术是指在连续光源的照射下，荧光

强度随激发波长分布［10］。常见的荧光光谱属于稳

态荧光光谱，包括了激发光谱、发射光谱、同步荧光

光谱、三维荧光谱等，其应用范围广，已经成为研究

小分子与蛋白相互作用的技术手段之一。分子对

接模拟技术是通过计算机模拟的方法，操作简单，

通过建立化合物结构与蛋白结构，进行对接模拟，

可以分析出小分子与蛋白结合的最佳构象及结合

位置等信息［11］。基于上述研究思路与方法，本研究

运用稳态荧光分析方法，通过荧光猝灭、紫外吸收

谱、分子对接模拟及药物竞争实验等对党参炔苷 -

BSA 体系的猝灭常数、结合常数、位点数、结合位

置、作用力类型和作用距离进行分析，同时考查金

属阳离子对党参炔苷-BSA 体系猝灭常数的影响，为

以后筛选优化类似党参炔苷结构的药物提供相关

数据 ，对党参炔苷在体内的代谢研究提供技术

支撑。

1 材料

Fluoromax-4P 型稳态/FL-3-11 型瞬态荧光光谱

仪（日本 Horiba），Lambda 750S 型紫外分光光度计

（PerkinElmer）。牛血清白蛋白（Albumin bovine V，

罗 氏 公 司 ，相 对 分 子 质 量 66 000，纯 度 ≥95%），
1×10-5 L·mol-1 BSA 溶液（pH 7. 4 的 Tris-HCl-NaCl

缓冲盐配制），2. 5×10-4 L·mol-1 党参炔苷溶液（无水

甲醇配制），1. 25×10-5 L·mol-1 布洛芬（无水甲醇配

制，纯度>98%，上海旭硕生物科技有限公司，批号

DC19601），1. 25×10-5 L·mol-1 华法林（无水甲醇配

制，江苏艾康生物医药研发有限公司，批号 MAYA-

CR-3039，纯 度 ≥97%），Tris-HCl-NaCl 缓 冲 盐（pH

7. 4，0. 1 L·mol-1 NaCl，Tris 购自中国医药集团上海

图 1 党参炔苷结构

Fig. 1 Structure of lobetyolin
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化学试剂公司，用超纯水配制，批号 F20020528），各
金属阳离子（1×10-5 L·mol-1）用超纯水配制、其他试

剂为分析纯。分子对接软件 AutoDockTools（Ver

1. 5. 6），图 表 软 件 Origin 2017，Excel 10，Ligplot+

2. 1 和 PyMol（Ver 0. 99）。
2 方法

2. 1 猝灭试验 分别取党参炔苷溶液 0，0. 10，

0. 15，0. 20，0. 25，0. 30，0. 35，0. 40，0. 45，0. 50 mL

于 5 mL 离心管中，用甲醇补至 0. 5 mL，加 BSA 溶液

1 mL 与 Tris-HCl-NaCl 缓 冲 液 1. 5 mL，终 体 积

3 mL，摇匀，于 25，30，37 ℃水浴 6 min，测定荧光发

射强度。用 Origin 作图。荧光参数设定，激发波长

（Ex）280 nm，狭 缝 2 nm，发 射 波 长（Em）300~

500 nm，狭缝 2 nm，步进 1 nm。

猝灭常数 Ksv根据 Stern-Volmer方程计算［12］：
F0
F
= 1 + kq τ0 [Q ] = 1 + K sv [Q ] （1）

结合常数 K 及结合位点数 n 根据双对数方程

计算［13］：

lg é
ë
êê
F0 - F
F

ù

û
úú = lg K + n lg [Q ] （2）

结合作用力由焓变、熵变推断，焓变、熵变则根

据 Van’tHoff方程计算［12］：

ln K = - ∆H 0

RT
+ ∆S0

R
（3）

∆G 0 = ∆H 0 - T∆S0 （4）

结合距离由 FRET 方程计算［11］：

E = 1 - F
F0
= R60
R60 + r6 （5）

R0 = [ (8.8 × 10-25) K 2N -4∅J ]-6 （6）

J = ∑F (λ)ε (λ)λ4Δλ∑F (λ)Δλ （7）

取水-有机物溶剂的折射常数 N=1. 336，色氨酸

量子产率 ∅=0. 118，K2=2/3 计算 R0。F 为荧光强度，

F0为无党参炔苷时的荧光强度。

重叠积分 J 的测定：取党参炔苷溶液 0. 04 mL，

在室温下测定紫外吸收强度，另取 BSA 1 mL 在室

温下测定荧光发射强度，数据归一化后，由公式（7）
计算两个曲线的重叠积分。ε（λ）为党参炔苷在 λ

摩尔吸光系数，R0为 50% 能量转移效率时的距离。

2. 2 同步荧光试验 荧光参数设定，Δλ=15 nm，激发

波长 200~450 nm，发射波长 215~465 nm；Δλ=60 nm，

激发波长 200~450 nm，发射波长 260~510 nm；Δλ=

55 nm，激 发 波 长 200~450 nm，发 射 波 长 255~

505 nm。激发波长和发射波长的狭缝 2 nm，步进

1 nm。取与猝灭实验相同的党参炔苷 -BSA 体系浓

度进行测定。

2. 3 三维荧光试验 荧光参数设定激发波长 200~

400 nm，狭 缝 2 nm，发 射 波 长 250~450 nm，狭 缝

2 nm，步进 10 nm。取与猝灭实验相同的党参炔苷 -

BSA 体系浓度进行测定。

2. 4 药物竞争试验 取与猝灭实验相同的党参炔

苷 -BSA 体系浓度，加入布洛芬 10 μL，另取体系相

同浓度，加入华法林 10 μL，λ 280 nm 激发，计算各

自的结合常数。

2. 5 金 属 离 子 干 扰 试 验 取 党 参 炔 苷 溶 液 0，

0. 10，0. 15，0. 20，0. 25，0. 30，0. 35，0. 40，0. 45，

0. 50 mL 于 5 mL 离心管中，用甲醇补至 0. 5 mL，加

BSA 溶液 1 mL 与 Tris-HCl-NaCl 缓冲液 1. 0 mL，加

金属离子溶液 0. 5 mL，终体积 3 mL。在 λ 280 nm

波长下激发。

2. 6 紫外吸收试验 取与猝灭实验相同的党参炔

苷 -BSA 体系浓度，以 BSA 为考察对象，设置不同浓

度的空白对照，进行紫外吸收扫描。

2. 7 分子对接模拟试验 从 www. rcsb. org 网站下

载 BSA 结构 4jk4，用 AutoDockTools（Ver 1. 5. 6）软
件进行除水、加氢、删去配体及多余对称结构，以 A

链作为对接链，以 4 个原有配体（3，5 二碘水杨酸）所
在口袋坐标原子 C1为对接中心点，设置对接盒子大

小为 60×60×60，格点数 0. 375。设置 BSA 为刚性，

小 分 子 为 柔 性 ，进 行 半 柔 性 对 接 。 设 置

GeneticAlgorithm 搜 索 参 数 为 默 认 值 、输 出

LamarckianGA 文件，进行对接。

3 结果与讨论

3. 1 猝灭试验 25，30，37 ℃时猝灭常数 Ksv 分别

为 1. 28×104，1. 27×104，1. 25×104 L·mol-1，拟合程度

R2 均为 0. 99，主要以静态猝灭为主，随着党参炔苷

浓度的增大，荧光强度下降。见图 2。

3. 2 党参炔苷与 BSA 的结合常数、位点、位点数、作

用力、距离的研究 通过Origin进行线性拟合，通过方

程（1）~（4）计算出结合常数、位点数、判断作用力。结

合位点数接近 1，见图 3，表 1。ΔH=−19. 37 kJ·mol-1，

ΔS=23. 12 J·mol-1·k-1，ΔH<0，ΔS>0，判断其相互作用

力为静电作用力，以焓为驱动力自发的进行结合，见

表 2，图 4。重叠积分 J 为 9. 2×10-15 cm3·L·mol-1，结果

见图 5。通过方程（5）（6）计算相互作用距离得到

r=3. 2 nm，0. 5R0<r<1. 5R0，由于电子转移现象常存

在于范德华力的环境中，大致作用距离在 pm 的范

围，因此，党参炔苷与 BSA 的能量转移主要是通过
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非辐射荧光共振能量转移进行的。通过药物竞争

实验，华法林结合在ⅡA 区位点 1，布洛芬结合在Ⅲ
A 区位点 2，可以发现，华法林的加入使得体系结合

常数显著变化，而布洛芬影响不大，结果见图 6，表

3，因此，判断出党参炔苷在ⅡA 区的位点 1 结合。

3. 3 党参炔苷对 BSA 构象的影响 在 280 nm 附

近，随着党参炔苷浓度的增加，紫外吸收强度呈下

降趋势。结果见图 7。说明党参炔苷与 BSA 相互作

用结合成复合物，从而影响了原本的 BSA 紫外吸

收，但在 213 nm 附近，强度呈现上升趋势，说明党参

炔苷的加入对 BSA 微环境和构象产生了影响，使得

α 螺 旋 结 构 更 加 紧 密 ，不 易 展 开 。 可 以 看 出 在

λ 280 nm 附近的最大吸收峰强度有蓝移的趋势，推

测可能是由于党参炔苷的加入，抑制了氨基酸的

n~π*电子跃迁，使得跃迁所需吸收的能量增大，因

此吸收波长蓝移。

从图 8 同步荧光图可以看出，随着党参炔苷浓

度的增加，在 Δλ 15 nm 时，酪氨酸特征峰有略微的

F. 荧光强度；EM. 发射波长；F0/F.未加党参炔苷时的荧光强度比上加入党参炔苷后的荧光强度

图 2 不同温度下党参炔苷与 BSA的猝灭曲线及线性拟合

Fig. 2 Quenchingcurve and linear fit of lobetyolin and BSA at different temperatures

表 1 不同温度下的结合常数及位点数

Table 1 Binding constants and number of sites at different

temperatures

温度/℃

25

30

37

结合常数 K/L·mol-1

3.99×104

3.52×104

2.95×104

结合位点数 n

1.110 6

1.098 9

1.082 9

R2

0.996 9

0.992 7

0.997 6

［Q］为党参炔苷的浓度，F0为未加党参炔苷的荧光强度，F 为加入党

参炔苷的荧光强度

图 3 不同温度下的结合常数

Fig. 3 Binding constant at different temperatures

表 2 熵变、焓变及吉布斯自由能

Table 2 Entropy，enthalpyand Gibbs free energy

温度/℃

25

30

37

ΔH/kJ·mol-1

−19.374

ΔS/J·mol-1·K-1

23.1

ΔG/J·mol-1

−2.626 7

−2.638 2

−2.654 4

R2

0.999
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红移，说明酪氨酸附近的微环境发生了变化；在 Δλ
60 nm，色氨酸特征峰分裂成两个峰，从图 9 中可以

看出，不同波长的激发，仅在 λ 335 nm 处得到发射

峰，而同步荧光却表现出两个峰，两个峰分别为激

发 波 长 279 nm，发 射 波 长 339 nm 和 激 发 波 长

290 nm，发射波长 350 nm，推测可能是因为党参炔

苷与 BSA 相互作用，改变了微环境，使得内源性荧

光的色氨酸出现构象变化，产生了外消旋，故同步

荧光呈现两个峰，而发射谱由于外消旋作用，整体

上只表现出色氨酸 λ 280 nm 的信息，故仅有一个

峰；在 Δλ 55 nm 时，表现酪氨酸、色氨酸、苯丙氨酸

三者的共有特征。

对党参炔苷 -BSA 体系进行 3D 荧光测定，结果

见图 10，从图 10 中可以直观的看出党参炔苷对 BSA

有 猝 灭 作 用 ，主 要 强 峰 是 在 λEx=280 nm，λEm=

340 nm 处。

3. 4 金属离子对党参炔苷与 BSA 体系猝灭常数的

影响 从图 11 中可以看出，伴随着金属离子的加

入，猝灭常数呈上升趋势，其中 Fe2+的猝灭常数最

大，从金属离子猝灭常数（K）与空白 BSA 猝灭常数

（K0）的比值发现，金属离子整体而言，对于党参炔

苷-BSA 体系的荧光猝灭程度影响并不大，结果见表

4，但是金属离子的加入使得 BSA 结构更加紧凑，色

氨酸残基就不易接受到能量，表现出荧光强度减

弱，加速体系的猝灭。金属离子的加入会导致 BSA

微环境的改变。

3. 5 分子对接模拟 对接位置如图 12 所示，对接

表 3 布洛芬、华法林加入后结合常数的变化

Table 3 Changes of binding constants with ibuprofen and

warfarin were added

组别

布洛芬

华法林

空白

K/L·mol-1

2.20×104

3.75×104

2.95×104

K/K0/%

74.64

12.70

100

R

0.99

0.99

-

a. BSA；b. 党参炔苷；Fc. 归一化荧光强度；Ac. 归一化吸收强度；
λ. 波长

图 5 党参炔苷吸收光谱与 BSA荧光光谱的重叠

Fig. 5 Overlap of absorption spectrum of lobetyolin with fluores‐

cence spectrum of BSA

图 6 布洛芬、华法林在党参炔苷-BSA体系下的猝灭曲线

Fig. 6 Quenching curve of ibuprofen and warfarin under

lobetyolin-BSA system

图 4 Van’tHoff方程的 lnK值与 1/T的关系

Fig. 4 Relationship between lnK value and 1/T of Van’tHoff

equation

图 7 不同猝灭剂体积下的紫外吸收

Fig. 7 UV absorption under different quencher volumes
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位置在原配体序号 601，602，603，604 附近，对接结

果见表 5。相互作用图见图 13，14。

从表中可以看出党参炔苷在 BSA 的ⅡA 区结

合最为紧密，印证了文献中提到的杂环极性化合物

常与ⅡA 区结合的说法。从图中可以看出党参炔苷

与 BSA 结合主要是通过氢键，以静电作用力为主

F.荧光强度；Em.发射波长

图 9 不同激发波长 BSA与 0. 5 mL党参炔苷的荧光发射谱

Fig. 9 Fluorescence emission spectra of BSA and 0. 5 mL

Lobetyolin with different excitation wavelengths

表 4 不同金属阳离子对党参炔苷-BSA体系猝灭常数的影响

Table 4 Effect of different metal cations on quenching constant of

lobetyolin-BSA system

金属阳离子盐

MgSO4

Ca（NO3）2·4H2O

FeSO4·7H2O

CuSO4·5H2O

Fe（NO3）3·9H2O

Zn（NO3）2

空白

猝灭常数

1.37×104

1.27×104

1.41×104

1.30×104

1.36×104

1.33×104

1.16×104

R2

0.98

0.98

0.98

0.98

0.98

0.99

0.98

K/K0/%

117.4

108.9

121.2

111.8

117.1

114.8

100

F.荧光强度；Em.发射波长

图 8 Δλ为 15，55，60 nm 的同步荧光谱

Fig. 8 Synchronous fluorescence spectrum of Δλ 15，55，60 nm

KSV.猝灭常数

图 11 不同金属阳离子加入后的党参炔苷-BSA猝灭常数

Fig. 11 Quenching constant of lobetyolin-BSA after addition of

different metal cations

图 10 BSA-党参炔苷体系的三维荧光

Fig. 10 Three-dimensional fluorescence of BSA-Lobetyolin system
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的，以焓驱动的过程。同时从图中可以看到党参炔

苷与 220，221，294，291，290 位置处的氨基酸相互作

用较强，而这些氨基酸距离 213 处的色氨酸很近，因

此结合同步荧光谱图更能说明 213 处的色氨酸残基

受到了党参炔苷的影响。通过计算，从图 13 中可以

看出相互作用氨基酸距离在 2~3 nm 左右，色氨酸残

基与党参炔苷相近的 2 个原子距离分别为 3. 1 nm

和 3. 4 nm，而实验计算得到的色氨酸残基与党参炔

苷的距离为 3. 2 nm，说明分子对接与实验所得的结

果差异不大。

4 结论

通过该实验发现，温度升高，荧光强度下降，因

此党参炔苷-BSA 体系存在动态猝灭，但是党参炔苷

主要以静态猝灭为主，并伴随着动态猝灭。同时，

党参炔苷以静电作用力为主与 BSA 的ⅡA 区位点 1

结合，印证了文献中说的杂环极性化合物与 BSA 结

合的位点主要在ⅡA 区位点 1。通过稳态荧光等方

法，能够很好的从分子角度解释党参炔苷与 BSA 的

结合机制，以及 BSA 微环境和构象的变化，其中发

射谱结合同步荧光谱能很好地分析色氨酸的变化。

此外，实验还表明，党参炔苷与 BSA 能很好地结合，

为以后筛选优化类似党参炔苷结构的药物提供了

相关数据，同时对于党参炔苷在体内的代谢研究有

着重要的参考意义。
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Fig. 12 Docking positions of lobetyolin and BSA
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图 13 党参炔苷与 BSA相互作用

Fig. 13 Interaction of lobetyolinand BSA
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