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各种药物进入人体一般都要通过血浆的贮存和运输到

达受体部位发挥其药理作用. 在众多生物大分子中，血清白

蛋白合成于肝脏，是脊椎动物血浆中含量最丰富的蛋白质，

具有多种生理功能. 血清白蛋白在储藏和转运外源性化合物

中发挥着重要作用，能够明显地提高血浆中疏水性化合物的

溶解性，并且调节其向细胞的转运，因此化学物质在同血清

白蛋白结合后会显著地影响其吸收、分配、代谢和稳定性及

毒性 [1]. 深入研究血清白蛋白与药物的相互作用对进一步了

解药物的体内代谢规律，对指导药物的临床研究和临床用药

具有重要的意义. 在众多研究方法中，荧光光谱法被广泛用

于研究生物大分子与小分子、离子的相互作用，是研究血清

白蛋白和药物的相互作用的一种重要方法 [2]. 
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摘  要   为了解三萜类化合物在体内的结合转运机制，采用荧光光谱法结合紫外吸收光谱研究从中药爵床中分离的有

效成分木栓酮（Friedelin，FDL）与牛血清白蛋白（Bovine serum albumin，BSA）的结合反应. 通过研究木栓酮对牛血清

白蛋白内源性荧光的淬灭作用，发现木栓酮可以与牛血清白蛋白相互结合，且其作用是一个静态猝灭的过程. 通过计

算木栓酮与牛血清白蛋白的结合常数和结合位点，发现在生理弱碱性溶液中二者具有较强的结合作用，且以1 : 1结合. 

根据热力学参数推测木栓酮与牛血清白蛋白的作用力类型为氢键和范德华力. 根据Förster非辐射能量转移机理，计算

出木栓酮与牛血清白蛋白结合距离为2.86 nm. 研究表明木栓酮在体内可以通过血清白蛋白进行结合和转运. 图5 表2 
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三萜类成分（又叫灵芝酸）在自然界分布很广，鲨鱼油、甘

草、五味子的有效 成分中都 有三萜类物质. 灵 芝三萜类成

分有五环 萜和四环三萜两类，一些五环三萜类化合物如熊

果酸，乌苏酸等被报道具有抗肿瘤，抗AIDS的活性 [3]. 中草

药爵床具有清热解毒、利尿消肿的功效，常用于治疗感冒发

热、咽喉肿痛、痢疾、肠炎等炎症疾病. 在前期的研究中，我

们从爵床全草95%乙醇提取物分离并鉴定得到了木栓酮. 木

栓酮（Friedelin，FDL）结构如图1，是木栓烷型的五环三萜类

化合物. 对小鼠耳廓致炎的临床前研究表明木栓酮母核具有

抗炎活性，并且通过 对母核进行化学修 饰得到的衍生物也

具有不同程度的抗炎活性 [4]，目前还没有木栓酮与牛血清白

蛋白相互作用的研究的相关报道，通过研究其与血清白蛋白

的作用机制，将有助于 解释木栓酮的生物转化及其抗炎活

性，对其作为新的抗炎药物的研究开发具有重要的意义.

本实验拟利用荧光光谱法和紫外可见分子光谱法结合

研究模拟生理条件下木栓酮与牛血清白蛋白（Bovine serum 
albumin，BSA）的相互作用 . 利用木 栓酮 对BSA荧光的猝

灭，分别求出二者之间结合反应的猝灭常数和结合常数，由

Förster非辐射能量转移理论确定木栓酮与BSA的结合距离，

并通过计算热力学参数解释它们之间的主要作用力情况. 

  1  �����材料与方法

1.1  �����材料与试剂
牛血清白蛋白（以0.1 mol/L、pH 7.4的Tris-HCl溶液配

制），木栓酮（中国科学院成都生物所天然产物中心）从爵床

全草中提取并纯化得到，纯度>=95%；实验用水均为二次蒸

馏水（电阻率≥18.2 MΩ·cm）；其他试剂均为分析纯. 

1.2  �����仪器与设备
离心机，Thermo Varioskan Flash 多功能读数仪，排枪，

摇床，超声水浴锅，UV检测96孔板. 

1.3  ��� 方 法
荧光光谱测定：首先用双蒸水配制pH 7.40、0.1 mol/L的

Tris-HCl缓冲溶液，再用该缓冲液配制浓度为3×10-5 mol/L的

BSA母液，将其保存在4℃备用. 依次移去8.9 mL的Tris-HCl

缓冲溶液和1 mL的BSA母液配成含有3 × 10-6 mol/L的混合体

系，将约10 mL的混合液加到加样槽内在摇床上混匀. 将10 
mg/mL的木栓酮配用DMSO成5 × 10-3 mol/L的母液，离心，在

依次配制1 × 10-3~5 × 10-3 mol/L的母液；测定前用排枪将混合

液移取99 μL至96孔测定板上，再将一个浓度重复3次移取1 
μL至板中混匀，反应大约5~10 min后以273、330 nm分别为激

发波长和发射波长（λex、λem），在多功能读数仪上依次测定

不同温度下体系的荧光强度，所得实验数据用于猝灭常数和

结合常数等的计算. 

紫外吸收光谱测定：在96孔全波长紫外扫描板上，先校

正光程为1 cm，然后依次加入由pH 7.4的Tris-HCl缓冲液配制

的木栓酮溶液及终浓度相同的BSA溶液（终浓度均为3 × 10-5 
mol/L），设置3个重复，并同时加上3个空白作对照，在多功

能读数仪上选择可见光部分，测定290~500 nm的UV-fVis光

谱. 

  2  �����结果与分析

2.1  ������������木栓酮与��������BSA�����的结合反应
BSA中由于色氨酸、酪氨酸的存在使其具有内源荧光，

在273 nm激发波长下，BSA的最大发射波长是330 nm. 在本实

验条件下保持BSA浓度不变，由图2可见，随着木栓酮浓度的

不断增加，峰形基本保持不变，但BSA在330 nm处的内源荧

光发射峰强度明显减弱，表明木栓酮与BSA之间存在结合反

应. 

其荧光猝灭符合Stern-Volmer方程 [5]：

F0/F = 1 + Kqτ0cq = 1 + KsvcFDL                                             (1)

式中：F0、F分别表示猝灭剂不存在和存在时蛋白质的

荧光强度；CFDL为猝灭试剂（木栓酮）的浓度；Kq为双分子表

观猝灭速率常数；τ0为蛋白荧光寿命，对于生物大分子约为

10-8 s [6]；Ksv为猝灭常数. 

图1  木栓酮（Friedelin）结构式
Fig. 1  The chemical structure of friedelin

图2  300 K条件下木栓酮对BSA的荧光猝灭效应
Fig. 2  Fluorescence quenching spectra of BSA by various 

concentrations of friedelin at 300 K
0.1 mol/L Tris-HCl buffer solution (pH 7.40); c(BSA) = 3 × 10-6  mol/L; 

c(friedelin) (a→h) are 0, 1 × 10-5, 2 × 10-5, 2.5 × 10-5, 3.5 × 10-5, 4 × 10-5, 4.5 × 

10-5, 5 × 10-5  mol/L
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根据Stern-Volmer方程，通过拟合线性曲线（图3）分别

求出了不同温度下猝灭速率常数Kq的值及结合常数KA和结

合位点数n的值（表1）. 

由表1可知，随着温度的升高，木栓酮对BSA的荧光猝灭

速率常数Kq呈减小趋势，且远大于各种猝灭剂对生物大分子

的最大扩散猝灭速率常数2×1010 L moL-1 s-1 [7]. 说明木栓酮对

BSA荧光的猝灭过程不是动态猝灭，应为静态猝灭. 

2.2  �������������结合常数及结合位点数的计算
从以上讨论可知木栓酮与BSA的猝灭作用属于静态猝

灭，假设一个BSA分 子有n个相同且独立的结合位点可与木

栓酮结合，符合下列方程：

lg [(F0－F)/F]= lg KA + nlg cFDL                                          (2)

以 lg (F0－F)/F为纵坐标，lg cFDL为横坐标作直线，由斜率求

出木栓酮与BSA结合的结合位点数n，通过截距求出结合常

数KA，见图4. 从结合常数的数值可以看出二者之间有较强的

结合作用，说明木栓酮在体内能被血清白蛋白转运. 平均结

合位点数约为1，可以看出1 moL BSA约与1 moL木栓酮分子

结合.

2.3  �������热力学函数计算
药物与蛋白质间的作用力属于分子间的弱相互作用，包

括氢键、范德华力、静电引力和疏水力. 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

间的主要作用力类型，一般不同药物与蛋白质结合力的类型

是不同的. 从热力学观点看，在一定的温度和压力下，药物与

蛋白质的结合反应能否自发进行取决于体系的ΔG，ΔG<0有

利于反应的自发进行[8]. Ross等的实验结果 [9]总结出了判断生

物大分 子与小分 子结合力性质和生物大分 子自身结合力性

质的热力学规律，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类型：

ΔH>0，ΔS>0为疏水作用力；ΔS<0，ΔH<0为氢键和范德华力；

ΔH<0，ΔS>0为静电引力. 在温度变化不大时，反应的焓变ΔH

可以看作一个常数，根据公式：

ln K =－Δ�H/RT + Δ�S/R                                                        (3)

Δ��G =－RTlnKA = Δ�H－T���Δ��S                                          (4)

以ln K为纵坐标，1/T横坐标拟合直线，通过截距和斜率

可求得生理条件下，木栓酮与BSA的热力学参数ΔS、ΔH [10]，

进而求得ΔG，其结果列于表2中. 

从表2中的数据结合Ross的研究结果可知ΔG＜0反应是

一个自发进行过程. ΔS<0，ΔH＜0说明范德华力和氢键同时存

在. 

2.4  �������结合距离的计算
根据Förster非辐射能量转移原理：若供体的荧光发射

光谱与受体的吸收光谱有足够的重叠，且供体与受体之间的

距离不超过7 nm时，将会发生非辐射能量转移现象，从而使

荧光体荧光猝灭 [10]. 能量转移效率E与供体-受体间距离r0以

及临界能量转移距离R0之间的关系为：

E = 1－F/F0 = R0
6/R0

6 + r0
6                                                    (5)

式中：F为BSA和木栓酮浓度比为1时BSA的荧光强度；F0为

与木栓酮作用前BSA的荧光强度；这里R0是E = 50%时的临

界距离：

R0
6 = 8.8×10-25k2N-4φJ                                                  (6)

表1  不同温度下木栓酮对BSA的猝灭速率常数、结合常数和结合位点数

Table 1  The quenching constants (Kq), binding constants (KA), number of binding sites (n) and relative thermodynamic parameters of 
the BSA–Friedelin system at different temperatures

反应温度
 (T/K)

猝灭速率常数
 (Kq/L mol-1 s-1)

相关系数
 (r2)

结合常数
 (KA/L mol-1)

结合位点个数
 (n)

相关系数 
(r2)

300 2.23 × 1012 0.9866 1.35 × 105 1.18 0.9946
310 2.14 × 1012 0.9823 3.85 × 104 1.06 0.9884
315 1.84 × 1012 0.9773 3.30 × 104 1.06 0.9826

图3  木栓酮和BSA荧光猝灭Stern-Volmer曲线
Fig. 3  The Stern-Volmer curves of fluorescence quenching of 

BSA by friedelin

图4  在不同温度（300 K，310 K，315 K）时木栓酮对BSA猝灭

效应的双对数曲线
Fig. 4  Double-lg plot of friedelin quenching effect on BSA 

fluorescence at different temperatures
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式中：k2为偶极空间取向因子（取蛋白质-药物各向随机分布

的平均值k2＝2/3）；N为介质的折射指数（取 水和有机物的

平均值N = 1.36）；φ为供体（BSA）的荧光量子产率取φ=0.15 
[12]；J为供体（BSA）荧光光谱与受体（木栓酮）吸收光谱的

重叠积分，即

J = ∑Fλελλ
4dλ／∑Fλdλ                                            (7)

式中：Fλ为荧光供体（BSA）在波长λ处的荧光强度；ελ为受体

（药物分子）在波长λ处的摩尔吸光系数. 通过拟合曲线法求

该定积分得到J = 6.48×10-15 L cm3/mol. 

图 5是 BSA的 荧 光 光 谱与 木 栓 酮 的 紫 外 吸收 光 谱 的

重叠图谱，通 过拟合曲线法由(7)式计 算得：J = 6.48×10-15 

L cm3/mol将上述数值代入 式(5)和(6)，求得：E = 1-F/F0 = 

1-658.75/862.8 = 1-0.764 = 0.236；R0 = 2.35 nm，r0 = 1.22R0 = 

2.86 nm，证明BSA与木栓酮之间的能量转移效率较大，由计

算结果知木栓酮与BSA荧光性氨基酸残基间的空间距离r0

远小于7 nm，因此BSA与木栓酮之间可以发生能量转移，使

BSA荧光猝灭，据此推测BSA荧光猝灭的原因包括非辐射能

量转移和静态猝灭. 

  3  �� �结� � �论

本文利用荧光光谱法并结合紫外吸收光谱，详细地研

究了木栓酮与BSA的相互作用，发现木栓酮对BSA内源荧光

具有猝灭作用，其猝灭原因主要为静态猝灭和非辐射能量转

移. 计算了木栓酮和血清白蛋白的结合常数和结合位点数，

证明了氢键和范德华力为两者间主要作用力，且二者之间具

有较强的作用力，可以被蛋白质所储存和运输；依据Förster

的非辐射能量转移理论，计算求出了木栓酮与BSA的结合位

置和BSA分子中发荧光集团之间的距离为2.86 nm，证明了木

栓酮容易被蛋白质存储和转运，并能很好地发挥其药理所

用. 国内外利用荧光法对药物分子及血清白蛋白的相互作用

进行了大量研究并建立起了数据库 [12]，数据库中的数据被广

泛应用在药物分子设计、开发新药、揭示药物动力学问题、

指导临床合理用药等临床实践之中[2]. 本研究通过建立木栓

酮与血清白蛋白的体外模型，不仅完善了药物分子与血清白

蛋白结合数据库，而且为深入研究木栓酮及其衍生物的抗炎

活性提供了条件，同时为研究三萜类化合物对BSA荧光猝灭

机理作了重要补充. 
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