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牛血清白蛋白与地肤提取物 Ｎ⁃反式
阿魏酰酪胺相互作用研究

程　 萍， 张　 卫， 彭秀丽∗

（ 郑州铁路职业技术学院 药学系， 郑州 ４５００５２ ）

摘　 要： 地肤别名扫帚苗、扫帚菜、孔雀松等，属藜科地肤属一年生草本植物。 地肤幼苗是一种高蛋白、低
脂肪并且富含钾元素和胡萝卜素的野生蔬菜，有丰富的营养价值。 作为在我国广泛分布的植物，一直以来

地肤主要作为传统野菜被食用，对其药用价值却鲜有进一步研究与开发。 该研究对地肤采用硅胶柱色谱分

离提纯得到 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺，利用紫外光谱法和荧光光谱法研究它和牛血清白蛋白（ＢＳＡ）相互作用的机

制，求出了猝灭常数、结合常数及结合位点数。 结果表明：Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺对 ＢＳＡ 具有荧光猝灭作用，其
猝灭方式为静态猝灭；Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺与 ＢＳＡ 有较强的相互作用，可以被蛋白质所储存和运输。 该研究

结果为进一步开发利用地肤资源、提高地肤的药用价值提供一定的理论基础。
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　 　 地肤（Ｋｏｃｈｉａ ｓｃｏｐａｒｉａ），别名扫帚苗、扫帚菜、
孔雀松等，为藜科地肤属一年生草本植物，广泛分

布于全国各地。 地肤适应力极强，无论是原野山

林还是田间路旁随处可见。 地肤幼苗是一种高蛋

白、低脂肪并且富含钾元素和胡萝卜素的野生蔬

菜，有丰富的营养价值。 地肤的药用价值始载于

《名医别录》， 在《本草纲目》 《圣惠方》 《救荒本

草》等书中都有关于其药用的记载。 由于地肤性

味寒，传统应用主要用于清热解毒、利尿通淋。 对

地肤的进一步开发利用有赖于其药效机制的研

究。 药物进入人体后需要通过血浆的储存和运输

才能到达受体部位，血浆中最丰富最重要的载体

是血清白蛋白，通过考查白蛋白和药物分子间的

相互作用，可以帮助我们了解药物分子在人体内

的储运过程，对于认识和掌握药物的药效机制具

有重要意义。
阿魏酸是刺蒺藜、川芎、当归等中药的有效成

分，具有广泛的药理活性，可抑制血小板聚集（邵

荣杰和邵世宏，２０１５）、抗氧化清除自由基（王玲

等，２０１２；李树立和刘玉衡，２０１５；张扬等，２０１６），
还可抑制肿瘤转移、并对人 ＨｅｐＧ２ 细胞显示出一

定的抑制活性（汤浩等，２０１４）。 在对阿魏酸及其

衍生物的应用中，阿魏酸钠、阿魏酸哌嗪和阿魏酸

酯研究较多，酰胺类衍生物研究较少。 目前尚未

见阿魏酰酪胺与血清白蛋白作用的相关报道。 本

研究从地肤全草 ９５％乙醇提取物分离并鉴定得到

了 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺（Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺结构如

图 １ 所示）；采用紫外光谱法、荧光光谱法，在生理

ｐＨ 条件下，对地肤中提取的 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺与

牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的相互作用进行了研究，测
定了荧光猝灭常数，探讨了 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺对

牛血清白蛋白荧光猝灭机制。
作为在我国广泛分布的植物，一直以来地肤

图 １　 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺结构图
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｎ⁃ｔｒａｎｓ⁃ｆｅｒｕｌｏｙｌｔｙｒａｍｉｎｅ

主要作为传统野菜被食用，对其药用价值却鲜有

进一步研究与开发。 本研究发现并证明了地肤中

含有阿魏酸酰胺类衍生物，并利用光谱等研究手

段从分子水平上研究其与蛋白质的作用机理，对
了解阿魏酸衍生物在体内的代谢、吸收及分子水

平上与蛋白质的相互作用具有重要意义，对临床

药物研发及应用有重要的参考价值。

１　 实验部分

１．１ 仪器与试剂

Ｆ⁃４５００ 型荧光光度计 （日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）；
ＵＶ⁃２６５ 紫外分光光度计（日本岛津公司）； ＰＨＳ⁃
３Ｃ 型酸度计。

Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺 （从地肤中提取，９８％）：
３．３１× １０ ⁃４ｍｏｌ·Ｌ⁃１乙醇溶液； ６．０ × １０ ⁃５ ｍｏｌ·Ｌ⁃１

牛血清白蛋白溶液（安耐吉公司）；０． ０５ ｍｏｌ·Ｌ⁃１

Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲溶液 （ ｐＨ ＝ ７． ４ ，含 ０． １ ｍｏｌ·Ｌ⁃１

ＮａＣｌ）；其它试剂均为分析纯，实验用水为二次蒸

馏水。
１．２ 方法

１．２．１ 提取与分离 　 将地肤用 ９５％ 乙醇溶液回流

提取 ３ 次，将提取液合并、减压浓缩后得浸膏。 将
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浸膏分散于水中，依次用石油醚、乙酸乙酯、正丁

醇反复萃取，取乙酸乙酯部位进行硅胶柱分离，先
用三氯甲烷－甲醇 （１００ ∶ １ ～ ８ ∶ １）梯度洗脱，分
为 ４ 个流分；再对 ４ 个流分以三氯甲烷 －甲醇

（６０ ∶ １ ～ ８ ∶ １）进行反复柱分离，可得到化合物 Ｎ⁃
反式阿魏酰酪胺（张卫等，２０１３）。
１．２．２ 紫外吸收光谱法 　 将 ２．０ ｍＬ ０．０５ ｍｏｌ·Ｌ⁃１

ｐＨ＝ ７．４ 的 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲溶液加入一系列 １０ ｍＬ
比色管中，再分别加 １ × １０ ⁃４ｍｏｌ·Ｌ⁃１的 Ｎ－反式阿

魏酰酪胺、ＢＳＡ 和 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺⁃ＢＳＡ 两者等

摩尔混合溶液，静置 ３０ ｍｉｎ，用水作为参比，测定

２９８ Ｋ、波长 ２５０ ～ ３６０ ｎｍ 条件下的紫外吸收光谱。
１．２．３ 荧光光谱法 　 将 ５．０ ｍＬ ＢＳＡ 标准溶液与一

定量的 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺标准液依次加入到 １０
ｍＬ 的比色管中，以 ０．０５ ｍｏｌ·Ｌ⁃１ ｐＨ ＝ ７．４ 的 Ｔｒｉｓ⁃
ＨＣｌ 缓冲溶液稀释至刻度，恒温静置 ３０ ｍｉｎ。 然后

移取此溶液至荧光池中，激发波长设定为 ２８０ ｎｍ，
扫描 ３００ ～ ５００ ｎｍ 的荧光光谱（激发、发射狭缝

宽度均为 ３ ｎｍ）。

２　 结果与分析

２．１ 紫外光谱

Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺和 ＢＳＡ 相互作用的紫外吸

收光谱如图 ２ 所示。 由图 ２ 可知，ｐＨ ＝ ７．４ 时，Ｎ⁃
反式阿魏酰酪胺在 ２８６ ｎｍ 处出现一个强吸收峰，
ＢＳＡ 在 ２７８ ｎｍ 处有一吸收峰，当二者等体积混合

后，强吸收峰出现在 ３１７ ｎｍ 处，吸光度没有呈现

加和性，推测 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺与 ＢＳＡ 发生了相

互作用，生成新的复合物（曹福悦等，２０１２）。
２．２ 荧光光谱

２．２．１ 荧光光谱研究 　 蛋白质分子中含多种氨基

酸，其中三种芳香族氨基酸能产生内源性荧光，分
别是酪氨酸、色氨酸和苯丙氨酸，当激发波长为

２８０ ｎｍ 时，发射荧光的主要是色氨酸残基，它对环

境非常敏感，其最大荧光发射峰位在疏水环境中

约为 ３３２ ｎｍ，在水相中约为 ３５２ ｎｍ，部分暴露于

水相中则大约为 ３４２ ｎｍ（聂丽华等，２００１）。 Ｎ⁃反
式阿魏酰酪胺和 ＢＳＡ 相互作用的荧光光谱如图 ３
所示。 由图 ３ 可知，ＢＳＡ 在 ３４２ ｎｍ 处有一强吸收

图 ２　 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺和牛血清白蛋白
相互作用的紫外吸收光谱

Ｆｉｇ． ２　 ＵＶ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ Ｎ⁃ｔｒａｎｓ⁃ｆｅｒｕｌｏｙｌｔｙｒａｍｉｎｅ ａｎｄ ＢＳＡ

图 ３　 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺和牛血清白蛋白相互作用的
荧光光谱 ｃＢＳＡ ＝ ２．０ ×１０ ⁃５ ｍｏｌ·Ｌ⁃１，１～ ９ ｃＮ⁃反式阿魏酰酪胺 ＝

（０，０．５，１．０，１．５，２．０，２．５，３．０，３．５，４．０） ×１０ ⁃７ ｍｏｌ·Ｌ⁃１ ．
Ｆｉｇ． ３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎ Ｎ⁃ｔｒａｎｓ⁃ｆｅｒｕｌｏｙｌｔｙｒａｍｉｎｅ ａｎｄ ＢＳＡ
ｃＢＳＡ ＝２．０ ×１０⁃５ ｍｏｌ·Ｌ⁃１，１～９ ｃＮ⁃ｔｒａｎｓ⁃ｆｅｒｕｌｏｙｌｔｙｒａｍｉｎｅ ＝（０，０．５，

１．０，１．５，２．０，２．５，３．０，３．５，４．０） ×１０⁃７ ｍｏｌ·Ｌ⁃１ ．

峰，随着 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺浓度的不断增加，ＢＳＡ
在 ３４２ ｎｍ 处的内源荧光强度有规律地降低，发射

峰位及峰形基本不变，最大吸收峰的位置仅由 ３４２
ｎｍ 红移至 ３４５ ｎｍ。 由此可以推测，ＢＳＡ 与 Ｎ⁃反式

阿魏酰酪胺结合后，它的空间构象可能发生了变

化，螺旋结构逐渐解旋，色氨酸残基由疏水环境逐

渐进入水相中。

００６１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



２．２．２ 荧光猝灭光谱研究 　 荧光猝灭，广义上指任

何可以使给定物质的荧光强度减弱的作用，狭义

上指荧光物质分子与溶剂或其它溶质分子相互作

用而导致荧光强度降低的物理或化学过程。 一般

将荧光猝灭分静态猝灭和动态猝灭两类。 两者的

区别主要在于前者是猝灭剂和荧光物质的基态分

子作用，而后者是和荧光物质的激发态分子作用。
动态猝灭过程遵循 Ｓｔｅｒｎ⁃Ｖｏｌｍｅｒ 方程（Ｅｆｔｉｎｋ，

１９９１）：
Ｆ０ ／ Ｆ ＝ １ ＋ Ｋｑτ０［Ｑ］ ＝ １ ＋ Ｋ ｓｖ［Ｑ］ （１）
式中，Ｆ０和 Ｆ 分别表示荧光物质加入猝灭剂

前后的荧光强度，Ｋｑ为双分子猝灭速率常数，τ０为

生物大分子在不存在猝灭剂条件下的平均寿命

（τ０≈１０－８ ｓ） （ Ｌａｋｏｗｉｃｚ，１９９９）， ［ Ｑ］为猝灭剂浓

度，Ｋ ｓｖ为 Ｓｔｅｒｎ⁃Ｖｏｌｍｅｒ 动态猝灭常数。 由文献可

知，各类猝灭剂对生物大分子的最大扩散猝灭速

率常数为 ２． ０ × １０１０ Ｌ·ｍｏｌ⁃１·ｓ⁃１（冯素玲和袁道

琴，２００９；陈彩莲等，２０１４）。
在不同的温度下，测定不同浓度的 Ｎ⁃反式阿

魏酰酪胺对 ＢＳＡ 的荧光猝灭光谱，所得数据按式

（１）处理，并绘制 Ｆ０ ／ Ｆ ～ ［Ｑ］ 的关系曲线，所得猝

灭常数、速率常数和相关系数列于表 １ 。

表 １　 不同温度下 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺和

ＢＳＡ 作用的猝灭常数、速率常数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｋ ｓｖ ａｎｄ Ｋｑ ｏｆ Ｎ⁃ｔｒａｎｓ⁃ｆｅｒｕｌｏｙｌｔｙｒａｍｉｎｅ⁃ＢＳＡ
ｓｙｓｔｅｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

温度（Ｔ）
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

（Ｋ）

猝灭常数
（Ｋ ｓｖ）

Ｓｔｅｒｎ⁃Ｖｏｌｍｅｒ
ｃｏｎｓｔａｎｔ

（Ｌ·ｍｏｌ⁃１）

猝灭速率常数
（Ｋｑ）

Ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｃｏｎｓｔａｎｔ
（Ｌ·ｍｏｌ⁃１·ｓ⁃１）

相关系数（ ｒ）
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｅｎｔ

２９３ ３．５７２×１０５ ３．５７２ ×１０１３ ０．９８９ ４

３１０ ３．３５６×１０５ ３．３５６ ×１０１３ ０．９８６ ３

　 　 由表 １ 可以看见，温度为 ２９３ Ｋ 和 ３１０ Ｋ 时，
Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺对 ＢＳＡ 的猝灭速率常数都是

１０１３ Ｌ·ｍｏｌ⁃１·ｓ⁃１数量级，均远远大于猝灭剂对生

物大分子的最大扩散猝灭速率常数 ２．０×１０１０ Ｌ·
ｍｏｌ⁃１·ｓ⁃１，说明 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺对 ＢＳＡ 的猝灭

过程不属于动态猝灭。
依据荧光猝灭理论，动态猝灭的起因是猝灭

剂和激发态荧光分子发生碰撞，该过程与物质的

扩散速度有关，升高温度溶液的粘度下降，同时双

分子运动速率加快，扩散系数增大，荧光猝灭常数

相应增大；相反，静态猝灭常数与温度成负相关，
其原因主要是由于基态荧光分子和猝灭剂作用形

成不发光的配合物，配合物的稳定性随温度升高

而降低（领小等，２０１１）。 由表 １ 中不同温度下的

荧光猝灭常数，能够进一步判断 Ｎ⁃反式阿魏酰酪

胺对 ＢＳＡ 的猝灭是静态猝灭。
２．２．３ 结合常数 ＫＡ以及结合位点数 ｎ　 静态猝灭过

程中荧光强度与猝灭剂的关系可由对数方程（朱

庆仁等，２０１３）表示：
ｌｇ ［（Ｆ０－Ｆ） ／ Ｆ］ ＝ ｌｇＫＡ＋ ｎｌｇ ［Ｑ］ （２）
公式（２）中，固定 ＢＳＡ 总浓度不变，改变猝灭

剂 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺的浓度 ［Ｑ］，以［ ｌｇ（Ｆ０－Ｆ） ／
Ｆ］为纵坐标、ｌｇ［Ｑ］为横坐标作图得到一直线，由
斜率和截距可以求出 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺与 ＢＳＡ 的

表观结合常数 ＫＡ以及结合位点数 ｎ，见表 ２。

表 ２　 不同温度下 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺和

ＢＳＡ 作用的结合常数和结合位点数
Ｔａｂｌｅ ２　 ＫＡ ａｎｄ ｎ ｏｆ Ｎ⁃ｔｒａｎｓ⁃ｆｅｒｕｌｏｙｌｔｙｒａｍｉｎｅ⁃ＢＳＡ

ｓｙｓｔｅｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

温度（Ｔ）
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

（Ｋ）

结合常数
（ＫＡ）
Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｃｏｎｓｔａｎｔ

（Ｌ·ｍｏｌ⁃１）

结合位点数
（ｎ）

Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅ

相关系数 （ ｒ）
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｅｎｔ

２９３ １．２７×１０６ １．２１９ ０．９９６ ２

３１０ ４．２５×１０５ ０．９６７ ０．９９０ ４

　 　 从表 ２ 可以看出，结合位点数 ｎ 约为 １，表明

Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺与 ＢＳＡ 结合形成 １ ∶ １ 的基态

复合物；结合常数较大，说明 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺与

ＢＳＡ 之间结合作用较强，可以被蛋白质储存和

运输。

３　 结论

采用紫外光谱法和荧光光谱研究了 Ｎ⁃反式阿

１０６１１２ 期 程萍等： 牛血清白蛋白与地肤提取物 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺相互作用研究



魏酰酪胺和牛血清白蛋白（ＢＳＡ）之间的体外相互

作用，求出了猝灭常数、结合常数及结合位点数。
研究结果表明：Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺对 ＢＳＡ 具有荧

光猝灭作用，其猝灭方式为静态猝灭；Ｎ⁃反式阿魏

酰酪胺与 ＢＳＡ 有较强的相互作用，可以被蛋白质

所储存和运输。 该研究有助于阐明 Ｎ⁃反式阿魏酰

酪胺在体内的运输过程，对新药的设计和合成研

究有一定参考意义。 Ｎ⁃反式阿魏酰酪胺的代谢机

制尚需进一步进行体内代谢实验进行验证。
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