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白皮杉醇、白黎芦醇和赤松素与 ＢＳＡ
相互作用的荧光光谱法研究 ①
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摘　要：应用荧光光谱法和紫外光谱法对二苯乙烯类化合物白皮杉醇（Ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ）、白藜芦醇（Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ）和赤松素
（Ｐｉｎｏｓｙｌｖｉｎ）与ＢＳＡ之间的相互作用进行研究．计算了这３种化合物与ＢＳＡ的结合常数和结合位点数及热力学函数△Ｇ，△Ｓ，
△Ｈ．并分析了它们对ＢＳＡ的荧光淬灭过程及其之间的相互作用类型，运用了Ｆｏｅｒｓｔｅｒ’ｓ偶极 －偶极非辐射能量转移原理测
定了与牛血清白蛋白的结合距离．结果表明，白皮杉醇、白藜芦醇和赤松素３种二苯乙烯化合物对 ＢＳＡ的荧光淬灭属于自发
的以疏水作用力为主导的非辐射能量转移的静态淬灭过程．随分子中 Ｂ环上的羟基数目的逐渐增加，白皮杉醇、白藜芦醇和
赤松素与ＢＳＡ的结合力逐渐增强．
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　　白藜芦醇、白皮杉醇和赤松素均是二苯乙烯类
化合物，广泛存于自然界．大量的实验性研究证实该
类化合物具有显著的生物活性．目前除对赤松素的
研究较少，仅发现其对细菌及多种真菌具有抗菌活

性和阻止纸浆化的作用外，对白藜芦醇的研究从５０
年代初开始迄今从未停止过．白藜芦醇与白皮杉醇
的多重生物学效应已被国内外学者公认，笔者归纳

为“五抗四护一调节”作用．其中抗氧化，清除氧自
由基是基础，抗衰老、抗炎、抗菌、抗癌和保护心、脑、

肝、肾、血管和骨质以及提高机体免疫调节力是其作

用的延续或结果［１］．虽然包括美国 ＮＩＨ（Ｎａｔｉｏｎａｌ
ｃａｎｃｅｒｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）在内的机构都在根据白黎芦醇的药
理作用致力于进行包括阿尔茨海默病、结肠癌等在

内的多种疾病的临床研究，但实际上白黎芦醇的临

床应用仍然处于空白状态［２］．这种基础研究与临床
应用脱离的现象引起了生物医药学界学界的高度重

视．究其原因可能与制剂类型、药物的吸收，体内的
分布与组织浓度及消除方式等药代动力学有关．为
此，作者拟从探索白藜芦醇和白皮杉醇及赤松素

（如图１）与ＢＳＡ结合的关系入手，探究二苯乙烯类
化合物的药动学特点．

白蛋白是血浆中转运药物的重要载体，多种药

物分子都能与之结合，随血液循环被运送到身体的

各个部位发挥其药效，因此，药物与血清白蛋白的相

互作用不仅影响药物在体内的吸收、分布、代谢与排

泄，也在一定程度上预示了药物效应和毒性强弱．研
究药物小分子与血清白蛋白相互作用的热力学特

征，利用白蛋白具有内源性荧光的特点，测定由白蛋

白参与的实验体系中的荧光强度、荧光寿命和峰波

长的变化等指标，来探索药物与白蛋白相互作用机

制和蛋白质分子的构型变化以及药物的药理作用，

是国内外生命科学研究者公认的重要手段［３－４］．本
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课题组采用荧光光谱法，比较了含有不同羟基的３
种二苯乙烯化合物白皮杉醇、白藜芦醇、赤松素与

ＢＳＡ的相互作用之区别，探讨了苯环羟基取代对二
苯乙烯与ＢＳＡ相互作用的影响规律．以期能更深入
地研究二苯乙烯化合物的药理学特征，或为寻找二

苯乙烯类新药提供有价值的信息．

图１　白皮杉醇（Ａ）、白藜芦醇（Ｂ）和赤松素（Ｃ）
Ｆｉｇ．１Ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ（Ａ），Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ（Ｂ）ａｎｄＰｉｎｏｓｙｌｖｉｎ（Ｃ）

１　实验部分
１．１　仪器与试剂

ＵＶ－２４５０紫外光谱仪（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；
日立 Ｆ－４５００荧光光谱议（日本日立公司）；酸度
计；移液器等．牛血清白蛋白（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；白
皮杉醇、白黎芦醇和赤松素（杭州广林生物医药有

限公司）；缓冲液 ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）；所用试剂为分析
纯，所用水均为二次去离子水．
１．２　实验方法

用配好的ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４０）溶液把 ＢＳＡ配制成
１．０×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１溶液，用水和甲醇（体积比为１
∶２）将３种化合物配成２×１０－３ｍｏｌ·Ｌ－１的溶液．在
比色皿中加入２．５ｍＬ配好的 ＢＳＡ溶液，然后比色
皿中加入不同微量体积的配好的上述３种化合物溶
液，分别在 ３１０Ｋ，３００Ｋ，２９０Ｋ恒温条件下静置
１ｈ，固定λｅｘ＝２８０ｎｍ，在２９０～５００ｎｍ之间扫描
ＢＳＡ的荧光光谱及 ＢＳＡ在３种化合物作用下的荧
光强度；在２９０～４００ｎｍ范围内扫描３种化合物溶
液的紫外光谱．

２　结果与讨论
２．１　白皮杉醇、白黎芦醇和赤松素对 ＢＳＡ荧光淬

灭光谱

由于白蛋白分子中含有芳香性氨基酸残基，在

紫外光照射下能产生内源性荧光．因此采用光谱法
可获得蛋白质与各种小分子物质相互作用的荧光光

谱．图２为固定 ＢＳＡ的浓度，测得不同浓度的白皮
杉醇、白黎芦醇和赤松素与ＢＳＡ相互作用的荧光光
谱．由图２可知随着白皮杉醇、白黎芦醇和赤松素浓
度的递增，ＢＳＡ的荧光光谱发生了规律性变化，其

荧光强度递减，且峰型不变，最大发射波长均发生了

的红移，尤其是白皮杉醇和白黎芦醇红移较明显．此
现象表明白皮杉醇、白藜芦醇、赤松素与 ＢＳＡ发生
了相互作用，致使ＢＳＡ分子中的２个吲哚环中至少
一个的微环境发生了变化，荧光生色团所处介质的

疏水性增加［５］，可见３种化合物都可能与ＢＳＡ形成
了不发荧光或发射弱的荧光复合物．

ＣＢＳＡ＝１．０×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１，（ａ－ｊ）：０．０，０．４，０８，１．２，１．６，

２．０，２．４，２．８，３．２，３．６（×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１）．

图２　白皮杉醇（Ａ）、白黎芦醇（Ｂ）和赤松素（Ｃ）对
ＢＳＡ的荧光淬灭

Ｆｉｇ．２ａ－ｊ．ＴｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕｅｎｃｈｉｎｇｓｐｅｃｔｒａｏｆＢＳＡｂｙ
ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ（Ａ），ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ（Ｂ）ａｎｄｐｉｎｏｓｙｌｖｉｎ（Ｃ）
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２．２　白皮杉醇、白黎芦醇和赤松素对 ＢＳＡ的荧光
淬灭类型

按荧光淬灭机理的不同，可将其分为静态淬灭

和动态淬灭．静态和动态淬灭类型可随温度的变化
来区别．若随温度的升高，复合物的稳定性增强，且
淬灭常数增大，则为动态淬灭，反之则为静态淬灭．
动态淬灭是一种能量或电子转移过程，不影响蛋白

质的二级结构和生理活性［６］．其作用过程遵循 Ｓｔｅｒｎ
－Ｖｏｌｍｅｒ［７］方程：

Ｆ０／Ｆ＝１＋ＫＳＶ［Ｑ］＝１＋Ｋｑτ０［Ｑ］． （１）
式中，Ｆ０和Ｆ分别代表猝灭剂加入之前和加入之后
所测得的相对荧光强度，［Ｑ］为猝灭剂的浓度，ＫＳＶ
是Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ猝灭常数，Ｋｑ是双分子淬灭常数．

如果白皮杉醇、白藜芦醇、赤松素对 ＢＳＡ的淬
灭类型均属于动态淬灭，则他们与 ＢＳＡ的作用过程
应符合上述方程（１）．若以 Ｆ０／Ｆ对［Ｑ］作图，可得
一直线，斜率就是 ＫＳＶ．本实验观察了白皮杉醇、白
藜芦醇、赤松素在２９０Ｋ，３００Ｋ和３１０Ｋ３种温度
下，对ＢＳＡ的淬灭情况，所得 Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ曲线见
图３．根据方程式（１），经计算白皮杉醇、白藜芦醇、
赤松素的动态淬灭常数 ＫＳＶ和淬灭速率常数 Ｋｑ的
值，结果见表１．结果表明，ＢＳＡ的淬灭曲线呈良好
的线性关系，随温度升高，其斜率均下降，且对 ＢＳＡ
淬灭过程的 Ｋｑ都远大于 ２．０×１０

１０Ｌ·ｍｏｌ－１·
ｓ－１［８］（各类淬灭剂对荧光分子的最大扩散碰撞淬灭
常数），由此可推测白皮杉醇、白黎芦醇和赤松素对

ＢＳＡ的淬灭是由于与 ＢＳＡ结合形成了稳定配合物
的静态淬灭过程，并非为分子间的相互碰撞所致的

动态淬灭过程．
表１　不同温度下，白皮杉醇、白藜芦醇和赤松素与 ＢＳＡ作

用的淬灭常数

Ｔａｂ．１ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＢＳＡ ｂｙ
ｐｉｃｅａｒａｎｎｏｌ，ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌａｎｄｐｉｎｏｓｙｌｖｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

化合物 温度 ／Ｋ ＫＳＶ／（Ｌ·ｍｏｌ－１）Ｋｑ／（Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１） ｒ

白皮杉醇

３１０ ４．９３×１０５ ４．９３×１０１３ ０．９９４

３００ ６．０３×１０５ ６．０３×１０１３ ０．９９１

２９０ ６．９８×１０５ ６．９８×１０１３ ０．９９

白藜芦醇

３１０ ５．６９×１０５ ５．６９×１０１３ ０．９９６

３００ ７．０５×１０５ ７．０５×１０１３ ０．９９３

２９０ ７．６８×１０５ ７．６８×１０１３ ０．９９４

赤松素

３１０ ６．０３×１０５ ６．０３×１０１３ ０．９９３

３００ ７．４４×１０５ ７．４４×１０１３ ０．９９１

２９０ ８．０４×１０１３ ８．０４×１０１３ ０．９９７

图３　不同温度下，白皮杉醇（Ａ）、白藜芦醇（Ｂ）和赤
松素（Ｃ）淬灭ＢＳＡ的Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ曲线

Ｆｉｇ．３ＴｈｅＳｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒｃｕｒｖｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕｅｎｃｈｉｎｇ
ｏｆＢＳＡｂｙｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ（Ａ），ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ（Ｂ）ａｎｄ
ｐｉｎｏｓｙｌｖｉｎ（Ｃ）ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２．３　白皮杉醇、白黎芦醇和赤松素与 ＢＳＡ的结合
常数和结合位点数

静态淬灭是发光分子基态和淬灭剂形成不发光的

基态络合物的过程，在此过程中，其荧光强度、淬灭剂
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浓度与结合常数Ｋａ的相互关系可以用下式表示［９］：

ｌｇ
Ｆ０－Ｆ
Ｆ ＝ｌｇＫＡ＋ｎｌｇ［Ｑ］． （２）

式中，Ｆ和Ｆ０表示存在和不存在淬灭剂时荧光物质
的荧光强度，ｎ为每一个生物大分子上淬灭剂与其
结合的为点数，Ｋａ为此结合反应的结合常数；［Ｑ］
为淬灭剂的浓度．以ｌｇ（Ｆ０／Ｆ－１）对ｌｇ［Ｑ］作图，
可得到结合常数Ｋａ和结合位点数ｎ的值（如表２），
结果表明这３种化合物与ＢＳＡ的结合位点数ｎ随着
Ｋａ值的增大而增大且 Ｋａ值均很大，这些说明它们
之间都具有很强的作用力．白皮杉醇、白黎芦醇和赤
松素与ＢＳＡ的结合强弱顺序为：白皮杉醇 ＞白黎芦
醇 ＞赤松素，这说明二苯乙烯化合物Ｂ环上的羟基
可增强其与 ＢＳＡ之间的结合能力．因此，二苯乙烯
化合物Ｂ环上的羟基是影响其与ＢＳＡ相互作用的重
要基团，可能和参与ＢＳＡ的反应有关．
表２　不同温度下，白皮杉醇，白藜芦醇和赤松素与 ＢＳＡ的

平衡常数Ｋａ和结合常数ｎ
Ｔａｂ．２ＢｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓａｎｄｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｎｕｍｂｅｒｏｆＢＳＡｂｙ

ｐｉｃｅａｒａｎｎｏｌ，ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌａｎｄｐｉｎｏｓｙｌｖｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

化合物 Ｋ Ｋａ／（Ｌ·ｍｏｌ－１） ｎ ｒ

白皮杉醇

３１０ ６．４９×１０６ １．２４ ０．９９８

３００ ２．１７×１０７ １．２６ ０．９９５

２９０ ３．３０×１０７ １．３１ ０．９９９

白藜芦醇

３１０ １．８６×１０６ １．１９ ０．９９６

３００ ３．３６×１０６ １．２２ ０．９９４

２９０ ５．９３×１０６ １．２７ ０．９９９

赤松素

３１０ １．５４×１０６ １．１８ ０．９９８

３００ ３．２８×１０６ １．１９ ０．９９８

２９０ ５．４９×１０６ １．２３ ０．９９８

２．４　白皮杉醇、白藜芦醇和赤松素与 ＢＳＡ的结合
模式

药物等有机小分子与蛋白质大分子发生相互结

合的能力主要依赖于分子间形成的氢键、疏水作用

力、静电引力和范德华力等．ＢＳＡ分子中存在着一
个疏水性腔［１０－１１］，这是因为 ＢＳＡ分子中几乎所有
的疏水性氨基酸残基都包埋在一个圆筒内而形成

的．此结构特点决定了ＢＳＡ的空间构象主要靠疏水
作用力来维持．当药物小分子与 ＢＳＡ的结合时，其
反应过程中伴随着热力学性质的改变．不容置疑，通
过测定药物小分子与 ＢＳＡ相互结合过程中的熵和
焓变化来探讨其与 ＢＳＡ的结合方式和性质［１２］是切

实可行的．在温度相对恒定的条件下，焓变 △Ｈ可
以看作是一个常数．根据反应前后焓变 △Ｈ和熵变

△Ｓ的相对大小，可以判断出小分子化合物与蛋白
质的主要作用力类型［１３］．根据 ｖａｎ’ｔＨｏｆｆ方程和热
力学第一定律：

ｌｎＫ＝－ΔＨＲＴ＋
ΔＳ
Ｒ； （３）

△Ｇ＝△Ｈ－Ｔ△Ｓ． （４）
式中Ｋ为药物与蛋白质的结合常数，Ｒ为气体常数
８．３１４４７２Ｊ·Ｋ·ｍｏｌ．利用上述所计算的各化合物
在常温下的Ｋａ值计算３种二苯乙烯化合物和 ＢＳＡ
作用的热力学参数（见表３）．由通过表１可知△Ｇ＜
０，△Ｓ＞０，３种二苯乙烯化合物与ＢＳＡ的结合是
一个自发放热过程，即该反应是自发进行的．根据３
种二苯乙烯化合物的△Ｈ＜０，△Ｓ＞０，由Ｒｏｓｓ生
物大分子和小分子的结合力性质规律判断［１４］，３种
二苯乙烯化合物与ＢＳＡ之间以疏水作用为主，即通
过疏水作用力进入 ＢＳＡ的疏水空腔的内部形成稳
定的配合物［１５］．
表３　白皮杉醇、白藜芦醇和赤松素与ＢＳＡ相互作用的ΔＧ，ΔＳ
Ｔａｂ．３ Ｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ， ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌａｎｄ ｐｉｎｏｓｙｌｖｉｎ ａｎｄ ＢＳＡ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎΔＧ，ΔＳ

化合物 △Ｈ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１）△Ｇ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１）△Ｓ／（Ｊ·ｍｏｌ·Ｋ－１）

白皮杉醇 －５．９８ －１６．４３ ３６．１６

白藜芦醇 －２．８９ －１１．１３ ２７．４７

赤松素 －２．４８ －１０．０１ ２４．３０

２．５　白皮杉醇、白黎芦醇和赤松素与 ＢＳＡ的结合
距离

根据荧光共振能量转移（Ｆｒｓｔｅｒ非辐射能量转
移原理）［１６］：如果一个荧光基团（供体 Ｄｏｎｏｒ）的发
射光谱与另一个基团（受体Ａｃｃｅｐｔｏｒ）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７ｎｍ
时，将会发生非辐射能量转移现象，从而使荧光体荧

光猝灭．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－ＦＦ０
＝

Ｒ６０
Ｒ６０＋ｒ

６； （５）

Ｒ６０ ＝８．８×１０
－２５Ｋ２ΦＮ－４Ｊ； （６）

Ｊ＝∑Ｆ（λ）ε（λ）λ
４Δλ

∑Ｆ（λ）Δλ
． （７）

式中，Ｆ０和Ｆ表示不存在和存在淬灭剂时荧光物质
的荧光强度，ｒ为给体 －受体间的距离；Ｒ０为能量传
递效率为５０％时给体－受体间的临界距离；Ｋ２为偶
极空间取向因子；Ｎ为介质的折射指数；φ为供体
（ＢＳＡ）的荧光量子产率．Ｊ为供体（ＢＳＡ）荧光光谱
与受体药物分子紫外吸收光谱的重叠积分．
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图４为ＢＳＡ的荧光光谱与白皮杉醇、白藜芦醇
和赤松素的紫外吸收光谱的重叠图谱．多数情况下，
Ｋ２，Ｎ和φ分别取２／３，１．３３６和０．１１８［１７］，经计算得出
Ｊ，Ｒ０及ｒ的值（见表４），由计算结果可知３种二苯乙
烯化合物与 ＢＳＡ的结合距离分别为４．５０ｎｍ，４．６０
ｎｍ和４．８０ｎｍ，均小于７ｎｍ，表明ＢＳＡ与３种二苯乙
烯化合物之间发生了非辐射能量转移．因此，ＢＳＡ在
白皮杉醇、白黎芦醇和赤松素的作用下发生的荧光淬

灭属于非辐射能量转移的静态淬灭过程所导致．

图４　白皮杉醇（Ａ），白藜芦醇（Ｂ）和赤松素（Ｃ）的紫
外吸收光谱和ＢＳＡ荧光光谱叠加图

Ｆｉｇ．４ＯｖｅｒｌａｐｅｄｓｐｅｃｔｒａｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＢＳＡ
ｗｉｔｈａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ（Ａ） ，
ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ（Ｂ）ａｎｄｐｉｎｏｓｙｌｖｉｎ（Ｃ）

表４　白皮杉醇、白藜芦醇和赤松素与ＢＳＡ的结合参数
Ｔａｂ．４ＴｈｅｄｉｓｔａｎｃｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＢＳＡ ｗｉｔｈｐｉｃｅａｔａｎｎｏｌ，

ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌａｎｄｐｉｎｏｓｙｌｖｉｎ

化合物 Ｊ／（ｃｍ３·Ｌ·ｍｏｌ－１） Ｒ０／ｎｍ ｒ／ｎｍ

白皮杉醇 １．１３×１０－１４ ３．２０ ４．５０

白藜芦醇 １．０４×１０－１４ ３．４８ ４．６０

赤松素 ６．２３×１０－１５ ３．５３ ４．８０

３　结论
本实验采用荧光光谱法对白皮杉醇、白藜芦醇

和赤松素３种二苯乙烯化合物与 ＢＳＡ的相互作用
进行了研究．结果表明：白皮杉醇、白藜芦醇和赤松
素３种二苯乙烯化合物对 ＢＳＡ的荧光淬灭属于自
发的以疏水作用力为主导的非辐射能量转移的静态

淬灭过程．３种二苯乙烯化合物分子和 ＢＳＡ的结合
力与Ｂ环上的羟基数有关，随之增加而增强，由此
推测，二苯乙烯化合物分子 Ｂ环上的羟基可能是与
ＢＳＡ结合的活性基团，且羟基的数量及取代的位置
决定着其作用强度．
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