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芦丁与牛血清白蛋白相互作用的研究

徐金明1，陶慧林2，张 辉1
(1．黄山学院化学系，安徽黄山245041；2．桂林工学院材料与化学工程系，广西桂林541004)

摘 要：采用荧光光谱(三维荧光、时间驱动模式)和紫外一可见吸收光谱研究了芦丁(Rutin)与牛血清

白蛋白(BSA)间的相互作用，讨论了药物对BSA构象的影响，证实了二者间相互作用为单一的动态猝灭过程，

求出了猝灭常数．并依据能量转移理论确定了药物与蛋白质相互作用的最近距离。
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1 引言

血清自蛋白是血浆中含量最丰富的载体蛋白

质。它能与许多内源性及外源性化合物结合，起到存

储与转运的作用。研究药物与血清白蛋白之间的作

用，有助于了解药物在体内的运输和分布情况，对

于阐明药物的作用机制、药代动力学以及药物的毒

性都有非常重要的意义。在这方面已有较多研究。B1

芦丁为维生素P属的一种。是一种脱氢黄素酮的糖

苷。在食物中常与维生素C共存。维生素P是一种

氢的传递体。可能参与体内氧化还原酶的作用，能

影响甲状腺的活动，并使肾上腺素免于氧化。在体

内能增强维生素C的作用和促进维生素C在体内

蓄积，体内缺乏时毛细血管脆性增加，其主要药理

作用是维持血管弹性。增强毛细血管抵抗力，降低

其脆性与通透性．并促进其细胞增生和防止血细胞

凝集。

马贵斌等Itl曾应用荧光偏振技术研究了芦丁

(Rutin)与人血清白蛋白(HSA)的相互作用，认为是

一静态猝灭体系，给出了二者缔合的离解常数和距

离。

本文研究了芦丁与牛血清白蛋白(BSA)的相互

作用，对于阐明药物的运输过程以及其在体内的作

用机制具有一定的意义。由于发射光谱呈锯齿状，

强度偏差大，会导致测量误差偏大。用时间驱动

(TimeDrive)模式可以有效地解决这问题。在求解I

时，没有采用小矩形分割法【21，首次利用Excel和

Origin7．5直接求积分。简单快捷。

2实验部分

2．1仪器和试剂

LS55荧光分光光度计(美国PE公司)，FAl004

型电子分析天平(上海市天平仪器厂)，UV-1901型

紫外一可见分光光度计(北京普析仪器公司)，pHS-

3c精密pH计(上海雷磁仪器厂)。

牛血清白蛋白、芦丁(CvH30016·3H：o)和三(羟

甲基)氨基甲烷(Tris)均为生化试剂(均购自于中国医

药集团上海化学试剂公司)。牛血清白蛋白标准溶液

(1．OOxlO一5mol／L)：准确称取0．34009牛血清白蛋白溶

于少量水中，再定容于500mL容量瓶，贮存于O一4℃

的冰箱中。芦丁标准溶液(1．00x 10—4mol／L)：
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图1芦丁的结构

准确称取0．06899芦丁溶于少量O．1mol／NaOH

溶液中，再加水定容于1000mL容最瓶中，置冰箱中

贮存。缓冲溶液：用1：1(体积比)的盐酸滴加到

O．1mol／LTris溶液中，在pH计上调成pH7．20的

Tris-HCl缓冲溶液。NaCI溶液：0．5mol／L。其它所用

试剂均为分析纯，实验用水均为亚沸水。

2．2实验方法

在9个25ml比色管中依次加入5mlTris—HCl

缓冲液，2mlNaCl溶液，2．5mlBSA溶液，再加入体积

的2．00x 1 0一Smol／LR．utin溶液(0，0．50，1．00，2．00，3．00，

4．00，5．00，6．00，7．00m1)，最后用亚沸水溶液稀释至刻

度后混匀。

荧光光谱测定：Volt(电压)=-750V，slit√slitaII

=10．0／5．0nm。固定激发波长220hm，绘制300—

450nm的发射光谱；三维荧光光谱，激发波长范围

为210—310nm、步长为5nm，发射光谱范围为280-

500nm；以TimeDrive(时间驱动)模式测量荧光强

度，Duration(持续时间)=64．0s，DataInterval=1．0s，在

区间f2．00，62．oo]内求曲线与横坐标之间的面积(即

对时间积分)。

紫外吸收光谱：以缓冲溶液和NaCI溶液的混合

液作参比，来测定药物与蛋白质溶液的紫外吸收光谱。

3结果与讨论

3．1荧光光谱和三维荧光光谱

BSA分子中因含有色氨酸、酪氨酸等氨基酸残

基而能发射较强的内源荧光，所以BSA是荧光体。

图2(经3次Golay-Savitzky多项式平滑)和图3

(TimeDrive)表明，在保持BSA浓度固定不变的情况

下，随着芦丁浓度的加，BSA的内源性荧光强度有规

律的降低，峰位置及峰形基本保持不变，表明芦丁能

猝灭BSA的荧光，二者之间存在相互作用。在

220nm激发波长下芦丁无荧光发射，因此，研究中不

用考虑内滤光效应的丁扰。

图2芦丁对BSA荧光发射光谱的影响

图3芦】对BSA的TimeDrive图

图4是三维荧光光谱图。提取物浓度不同，但

最大激发和发射峰的位置(hex=225／280nm。入em=

·349nm)没有变化，只是荧光强度减弱；BSA的瑞利

散射和二次瑞利散射峰起始位置也无明显变化。

BSA的三维荧光光谱的形状在加入Rutin前后没有

改变。这说明Rutin的加入没有使蛋白质的构象发

生变化，可认为两者间为非辐射能量转移。同时也说

明Rutin与蛋白质之间没有反应。
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图4三维荧光光谱的等高圈和投影图

3．2猝灭机理及猝灭常数的确定

荧光猝灭过程通常可以分为动态猝灭和静态

猝灭。110l动态猝灭是猝灭剂和荧光物质的激发态分

子之间的相互作用过程。其作用过程遵循Stem—

Volmer方程：

Fo／F=1+Kq'roCQ=1+KsvCQ (1)

式中，F0为未加入猝灭剂时荧光物质的荧光强度；F

为猝灭剂浓度等于Co时荧光物质的荧K光强度；

‰为双分子猝灭过程的速率常数；下0为没有猝灭剂

存在下荧光分子的平均寿命；Ksv为Stem—Volmer

猝灭常数，Co是双分子猝灭速率常数与单分子衰变

速率常数的比率。静态猝灭是猝灭剂和荧光物质分

子在基态时生成不发光的配合物，从而导致荧光物

质荧光强度降低的过程，此过程可用下式描述：

F‘／F21+Kcq (2)

式中K是基态配合物的形成常数。比较式(1)和式(2)

可以看到，无论是静态猝灭还是动态猝灭，FdF与co

之间均存在着线性关系，因而，仅仅通过测量荧光强

度所得到的荧光猝灭数据，无法判断猝灭现象究竟

是属于动态还是静态的。区分动态猝灭与静态猝灭

可以通过以下几个方面来确定：阱一是测量反应前

后体系吸收光谱的变化；二是做改变温度实验；三

是测量荧光寿命。后者由于仪器条件的限制而应用

较少。

3．2．1吸收光谱的变化

分别测定了两种不同浓度的芦丁(1．25m12．00x

10一Smol／L、3．00m11．00 x 10—4tool／L)和BSA(2m11．00 x

10—5mol／L)以及它们的混合物的紫外吸收光谱。把

单组分的芦丁、BSA紫外吸收光谱加合，两种情况

均与混合物的紫外吸收光谱完全重合。表明药物的

加入并未使BSA的紫外吸收发生变化，药物对BSA

的荧光猝灭是它与BSA基态分子间所发生的相互

作用的结果，即猝灭机理为动态猝灭。

3．2．2温度的影响

分别测定了18。C(室温)与30℃下，不同浓度的

芦丁对BSA的荧光猝灭情况。从图4(Fo／F-Co图)中

可以看出，温度变化较大，但斜率变化较小。猝灭机

理有待进一步研究。

3．2．3猝灭常数的测定

根据式(1)，由图5各直线斜率可以求出K，大

分子的下。一般约10-ss，四则可以进一步求出K【K

(180C)／10(300C)=1．10／1．18x101。

3。3荧光给体一受体间距离的求取

根据FOrster能量转移理论，【·，】转移效率(E)、能

量供体和能量受体之间的结合距离(r)、临界能量转

移距离(必及供能体的荧光发射光谱与受能体吸收
光谱的重叠积分(『)之间的关系为：

E=R∥(R0+一=1一F／Fo (3)

民净8．8x 10-苎(K2·圣·11-4-J) (4)

J=f F(入)￡(入)入4d入／I r(x)d入 (5)

氏通常联能量转移效率为56％时的临界距离；K2为
偶极空间取向因子，可取能量受、供体各向随机分布

的平均值2／3；巾为能：量供体的荧光量子产率，通常

取蛋白质中色氨酸的量子产率0．118，n为介质折射

图5 Rutin对BSA荧光猝灭的Store—Volmor
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图6牛血清白蛋白的荧光发射光谱和芦丁的紫外吸收光谱

指数，一般取水和有机物折射指数的平均值1．336，F

(入)为荧光能量供体在波长为入的荧光强度，e(x)为

能量受体在波长为k时的摩尔吸光系数。图6为

(pH=7．2，180C)等物质的量的芦丁的吸收光谱与

BSA的荧光光谱的重叠光谱。利用Excel数据处理

功能(间隔为O．5nm)和Origin7．5求积分功能，得到

j=1．24x10．14cm3·L·mol～。可由(4)式求出氏值，当

c(Rutin)：c(BSA)=1：1时，E=I—F／F。=O．078，由(3)式求

出r值，得r=3．84nm。可以认为Rutin对BSA的荧

光猝灭作用主要源于212位色氨酸残基。
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Studies on the Reaction between Rutinand Bovine Serum Albumin
Xu Jinming’，Tao Huilin2,Zhang Huil

(1．Department of Chemistry，Huangshan University，Huangshan245041。China；2．Department of Material and

Chemical Engineering，Guilin University of Technology，Guilin54 1 004，China)

Abstract：The reaction between Rutin and bovine sell．Ira albumin (BSA)was studied using 3D

fluorescence spectra and ultra-violate spectra．The conformational change of BSA due to the addition of

extract was discussed．It was proved that only dynamic quenching exited between Rutin and BSA．

Quenching constant was obtained and the distance between Rutin and BSA was determined according to

the theory of energy transfer．

Keywords：Rutin；Bovine serum albumin；nuorescence quenching
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