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胡椒酸乙酯与牛血清白蛋白的相互作用及金属离子的影响

领摇 小*, 乌云索德, 包力尔
(内蒙古大学 化学化工学院, 内蒙古 呼和浩特摇 010021)

摘要: 采用荧光光谱研究了胡椒酸乙酯与牛血清白蛋白(BSA)的相互作用。 实验结果表明:胡椒酸乙酯与

BSA 形成基态复合物从而猝灭 BSA 的内源性荧光,猝灭原因主要为静态猝灭和非辐射能量转移作用。 胡椒

酸乙酯对 BSA 的猝灭速率常数 Kq 为 1. 451 伊 1013 L·mol - 1·s - 1 (25 益)和 1. 136 伊 1013 L·mol - 1·s - 1 (37
益),胡椒酸乙酯与 BSA 的结合常数 KA 为 9. 484 伊 105 L·mol - 1 (25 益)和 1. 355 伊 106 L·mol - 1 (37 益),结
合位点数 n 为 1. 18(25 益)和 1. 24(37 益)。 根据 F觟rster 偶极鄄偶极非辐射能量转移理论得到结合距离 r 为
2. 68 nm(25 益)和 2. 81 nm(37 益)。 通过热力学参数的计算,确定胡椒酸乙酯与牛血清白蛋白的相互作用是

熵增加和吉布斯自由能降低的自发过程,主要作用力为疏水作用力。 讨论了共存金属离子对胡椒酸乙酯与

BSA 的相互作用的影响。
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Abstract: The interaction between ethyl piperate and bovine serum albumin (BSA) was deeply in鄄
vestigated by using fluorescence spectroscopy (FS). The experimental results showed that the ethyl
piperate molecules quenched the intrinsic fluorescence of BSA by forming ethyl piperate鄄BSA com鄄
plex. The mechanism of fluorescence quenching was confirmed combining by both static quenching
and non鄄radiation energy transferring. The quenching constants (Kq) are 1. 451 伊 1013 L·mol - 1·
s - 1(25 益) and 1. 136 伊 1013 L·mol - 1·s - 1(37 益). The apparent binding constants (KA) be鄄
tween ethyl piperate and BSA are 9. 484 伊 105 L·mol - 1 (25 益) and 1. 355 伊 106 L·mol - 1 (37
益), and the value of binding sites (n) are 1. 18(25 益) and 1. 24(37 益). According to the
F觟rster theory of non鄄radiation energy transfer, the binding distances ( r) were 2. 68 nm (25 益)
and 2. 81 nm (37 益). The process of binding was a spontaneous molecular interaction in which en鄄
tropy increased and Gibbs free energy decreased, indicating that the interaction of ethyl piperate and
BSA was driven mainly by hydrophobic force. The effects of metal ions on the interaction of ethyl
piperate with BSA were also discussed.
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1摇 引摇 摇 言

血清白蛋白是血浆中最丰富的载体蛋白

质,它能与许多内源及外源性物质(如药物等)
结合而在血浆中储存、运输物质[1] 。 近年来,通
过光谱法分析血清白蛋白与药物之间相互作用

的研究非常活跃[2鄄4] ,这将有助于了解药物在体

内的存在状态、运输、吸收、代谢及作用机制等。
对于复杂的生命体而言,物质之间的相互作用

远不仅限于药物与血清白蛋白两者之间的相互

作用,生物体内所含的金属离子必然会影响到

药物分子与蛋白质的相互作用,因此研究金属

离子对药物与蛋白质相互作用的影响,能够更

全面地反映生物体内药物的体内输送和作用

机制。
胡椒酸乙酯(Ethyl piperate)是由胡椒碱合成

出来的具有显著降血脂活性的化合物[5鄄7]。 作为

降血脂备选药,胡椒酸乙酯在未来降血脂医药领

域有很大的应用潜力。 目前,有关胡椒酸乙酯与

生物大分子相互作用的研究还未见报道。 本文模

拟生理条件运用荧光光谱(FS)和紫外光谱(UV)
研究了胡椒酸乙酯与牛血清白蛋白(Bovine serum
albumin,BSA)之间的相互作用,并对其结合机制

进行了探讨。 获得了胡椒酸乙酯对 BSA 荧光猝

灭的主要原因,求出了结合常数、结合位点数及药

物与 BSA 之间的主要作用力类型等作用参数。
以生物体内 4 种必需的金属离子 Cu2 + 、 Fe3 + 、
Zn2 + 和 Mg2 + 为考察对象,研究了它们对胡椒酸乙

酯与 BSA 相互作用的影响。 这些结论对胡椒酸

乙酯的体内转运和药理作用的深入研究具有一定

的参考价值。

2摇 实摇 摇 验

2. 1摇 仪器和试剂

RF鄄5301PC 荧光光度计(日本岛津公司);紫
外分光光度计(日本岛津公司);电子分析天平

(梅特勒鄄托利多仪器(上海)有限公司);pHS鄄3C
型酸度计(上海第一分析仪器厂);电子恒温水浴

锅(浙江巩义市英峪予华仪器厂)。
胡椒酸乙酯(自制,98. 9%)的浓度为 1 mmol·

L -1的 95%乙醇溶液;牛血清白蛋白(BSA,99. 0%,
华美生物工程公司提供)的 0. 1 mmol·L - 1溶液;
浓度为 0. 05 mol·L - 1、 pH = 7. 4 的 Tris鄄HCl 缓

冲溶液(含有 0. 1 mol·L - 1的 NaCl);一定浓度的

金属离子溶液;所用其它试剂均为分析纯;实验用

水为二次蒸馏水。
2. 2摇 光谱测定

将一定量的 BSA 与胡椒酸乙酯溶液依次加

入到 10 mL 的比色管中,以 pH = 7. 4 的 Tris鄄HCl
缓冲溶液(含有 0. 1 mol·L - 1的 NaCl)或以 pH =
7. 4 含 10 滋mol·L - 1金属离子的 Tris鄄HCl 缓冲溶

液稀释至刻度,混匀,于恒温水浴中分别在 25 益
和 37 益恒温 30 min。 移取该溶液于荧光池中,设
定激发波长为 280 nm,扫描范围为 300 ~ 500 nm,
激发与发射狭缝宽均为 3 nm,测定荧光发射光

谱。 以 Tris鄄HCl 缓冲液为溶剂配制 1 伊 10 滋mol·
L - 1的胡椒酸乙酯溶液,恒温测定其在 300 ~ 500
nm 的 UV 吸收光谱。 按上述实验方法,测定溶液

中另加金属离子时的光谱。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 胡椒酸乙酯对 BSA 内源性荧光的猝灭

BSA 分子中能发荧光的氨基酸残基有色氨

酸、酪氨酸和苯丙氨酸残基,当激发波长为 280
nm 时,主要是 BSA 分子中的色氨酸残基发射的

荧光,其最大发射波长约为 343 nm。 配置一系列

含有不同浓度的胡椒酸乙酯而 BSA 总浓度始终

为 10 滋mol·L - 1的待测溶液,分别在 25 益和 37
益恒温 30 min,扫描 300 ~ 500 nm 范围的发射光

谱,结果见图 1。 由图 1 可见,BSA 在 343 nm 左

右有较强的荧光,而且随着溶液中胡椒酸乙酯浓

度的增大,该荧光峰的强度呈现有规律的降低,表
明胡椒酸乙酯能够与 BSA 发生相互作用而猝灭

BSA 的荧光。
荧光猝灭过程通常分为动态猝灭和静态猝灭

两类。 动态猝灭是猝灭剂和荧光体的激发态分子

之间的相互作用过程,这一过程用 Stern鄄Volmer
方程来描述:

F0 / F = 1 + Kq子0 [Q] = 1 + KSV [Q], (1)
式中 F0 是无猝灭剂时的 BSA 的荧光强度,F 为有

猝灭剂时的 BSA 的荧光强度。 [Q]为猝灭剂胡椒

酸乙酯的浓度。 Kq 为动态猝灭速率常数,单位为

L·mol -1·s -1,各类荧光猝灭剂对生物大分子的

最大动态荧光猝灭速率常数约为 2. 0 伊 1010 L·
mol -1·s -1 [8]。 子0 为没有猝灭剂存在下荧光体的平

均寿命,生物大分子的荧光平均寿命取 10 - 8 s[9]。
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图 1摇 胡椒酸乙酯对 BSA 荧光光谱的影响。 (a) 25 益;
(b)37 益。 c(BSA) = 10 滋mol·L - 1。

Fig. 1 摇 Effects of ethyl piperate on fluorescence spectra of
BSA at 25 益 ( a) and 37 益 ( b). c ( BSA) = 10

滋mol·L - 1 .

KSV为 Stern鄄volmer 动态猝灭常数,随着温度的升

高而增大。
静态猝灭是指猝灭剂和荧光体在基态时发生

作用,生成不发光的复合物从而导致荧光体荧光

强度降低的过程,静态猝灭中温度的升高将降低

复合物的稳定性使猝灭常数减小。 这一过程遵守

Perrin 方程[10鄄11]

ln(F0 / F) = Kp[Q], (2)
式中 Kp 为静态猝灭常数。

假设胡椒酸乙酯对 BSA 的荧光猝灭为动态

猝灭过程,以 F0 / F 对相应的[Q]作 Stern鄄Volmer
曲线拟合,见图 2。 结果显示 Stern鄄Volmer 曲线

呈现良好的线性关系(表 1),且 KSV随着温度升

高而减小。 这表明动态猝灭不是引起 BSA 荧光

猝灭的主要原因,而是胡椒酸乙酯与 BSA 形成

复合物所引起的静态猝灭。 猝灭速率常数 Kq

在 25 益时为 1. 451 伊 1013 L·mol - 1·s - 1, 37 益
时为 1. 136 伊 1013 L·mol - 1·s - 1,远大于最大动

态扩散猝灭常数 2. 0 伊 1010 L·mol - 1·s - 1。 这

进一步表明胡椒酸乙酯对 BSA 的荧光猝灭是静

态猝灭,故可以确定胡椒酸乙酯与 BSA 之间形

成了基态复合物。
以 ln(F0 / F)对[Q] 拟合 Perrin 方程,结果见

图 2 和表 1。 拟合曲线呈现良好的线性关系,静
态猝灭常数随温度的升高而减小,再次确定胡椒

酸乙酯对 BSA 的荧光猝灭为静态猝灭。
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图 2摇 胡椒酸乙酯鄄BSA 的 Stern鄄volmer 曲线(a)和 Perrin
曲线(b)

Fig. 2摇 Stern鄄volmer curves ( a) and Perrin curves ( b) of
ethyl piperate鄄BSA

表 1摇 由图 2 曲线拟合得到的 KSV和 Kp

Table 1摇 KSV and Kp obtained by fitting the curves in Fig. 2

T / 益
KSV(R) /

(105 L·mol - 1)

Kp(R) /

(104 L·mol - 1)

25

37

1. 451(0. 992 4)

1. 136(0. 993 9)

6. 760(0. 998 5)

6. 002(0. 998 5)

3. 2摇 胡椒酸乙酯与 BSA 的表观结合常数 KA 以

及结合位点数 n
在药物分子对蛋白质的荧光猝灭为静态猝灭

的情况下,药物分子与蛋白质形成了复合物。 假

设胡椒酸乙酯在蛋白质分子上有 n 个相同且独立

的结合位点,按照下面的公式(3)可以求解结合

常数 KA 和 n:
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lg
(F0 - F)

F = lgKA + nlg[Q], (3)

其中 KA 为结合常数。 以 1g [(F0 - F) / F] 对

lg [Q]作图,得一直线,通过直线的截距和斜率求

出胡椒酸乙酯与蛋白分子的结合常数 KA 和结合

位点数 n。 结果见图 3 和表 2。 结果显示胡椒酸

乙酯与 BSA 的结合常数较大,有较强的结合作

用,温度对结合位点数影响很小,表明胡椒酸乙酯

能够被蛋白质所储存和运输。
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图 3摇 胡椒酸乙酯鄄BSA 的 1g [( F0 - F) / F] 鄄lg [Q]曲线

Fig. 3摇 lg [(F0 -F) / F]鄄lg [Q] curves of ethyl piperate鄄BSA

表 2摇 胡椒酸乙酯鄄BSA 的结合常数 KA、结合位点数 n 以及热力学函数值

Table 2摇 The apparent association constank(KA), value of binding site(n) and thermodynamic parameters in ethyl piperate鄄BSA

T / 益 KA(R) / (105 L·mol - 1) n 驻G / (kJ·mol - 1) 驻H / (kJ·mol - 1) 驻S / (J·K - 1·mol - 1)

25

37

9. 484 (0. 998 1)

13. 55 (0. 998 7)

1. 18

1. 24

- 34. 98

- 35. 47

22. 85

22. 85

194. 06

188. 13

3. 3摇 胡椒酸乙酯与 BSA 之间相互作用的热力学

参数以及作用力类型

通常情况下,药物小分子和蛋白质等生物大

分子发生相互作用为弱相互作用,主要作用力为

疏水力、静电引力、氢键和范德华力。 当温度相差

不大时,可以把反应焓变看成一个常数,由不同温

度下的结合常数 KA,根据下列公式可计算出反应

的焓变、吉布斯自由能和熵变:

ln
K2

K1
= 驻H

R
1
T1

- 1
T( )

2
, (4)

驻G = - RTlnKA, (5)

驻S = 驻H - 驻G
T . (6)

摇 摇 通过计算得到的胡椒酸乙酯与 BSA 的热力

学函数值列于表 2。 胡椒酸乙酯与 BSA 的相互作

用焓变 驻H > 0,熵变 驻S > 0,根据热力学函数与作

用力类型的关系推断[12],胡椒酸乙酯与 BSA 的

主要作用力为疏水作用力。
3. 4摇 胡椒酸乙酯与 BSA 之间结合位置的计算

根据 F觟rster 的偶极鄄偶极无辐射能量转移理

论[13],当供能体的荧光发射光谱与受能体的吸收

光谱有足够的重叠且供能体与受能体的最大距离

不超过 7 nm 时,将发生非辐射能量转移,导致荧

光猝灭。 计算公式如下:

E =
R6

0

R6
0 + r6

= 1 - F
F0

, (7)

R6
0 = 8. 8 伊 10 -25 K2N -4椎J, (8)

J =
乙F(姿)着(姿)姿4d姿

乙F(姿)d姿
= 鄱F(姿)着(姿)姿4驻姿

鄱F(姿)驻姿
. 摇 (9)
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图 4摇 BSA 的荧光发射光谱(a)和胡椒酸乙酯的紫外吸收

光谱(b)。
Fig. 4摇 The fluorescence spectra of BSA ( a) and the ab鄄

sorption spectra of ethyl piperate (b)

BSA 与胡椒酸乙酯的量的比为 1 颐 1时,BSA
的发射光谱与胡椒酸乙酯的吸收光谱有一定的重
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叠(图 4 )。 分子间的结合距离 r 与能量转移效率

E 及临界能量转移距离 R0 有关,根据它们之间的

关系方程计算出作用距离 r 为 2. 68 nm(25 益)和
2. 81 nm(37 益),表明胡椒酸乙酯和 BSA 之间发

生了非辐射能量转移。
3. 5摇 金属离子对胡椒酸乙酯与 BSA 的相互作用

的影响

为了进一步了解金属离子对胡椒酸乙酯与

BSA 相互作用的影响,将一定量的 BSA 与胡椒酸

乙酯溶液依次加入到 10 mL 的比色管中,以分别

含有浓度为 10 滋mol·L -1的金属离子 Zn2 + 、Cu2 + 、
Mg2 + 和 Fe3 + pH = 7. 4 的 Tris鄄HCl 缓冲溶液(含
0. 10 mol·L - 1 NaCl)稀释至刻度,混匀,其它实

验条件同上。 有金属离子参与时的胡椒酸乙酯对

BSA 的荧光猝灭结果见图 5,实验数据按照 Stern鄄
Volmer 方程、Perrin 方程拟合处理的结果,表观结

合常数 KA、结合位点数 n、根据 BSA 的发射光谱

与胡椒酸乙酯的吸收光谱的重叠图由 F觟rster 偶

极鄄偶极无辐射能量转移理论计算得到的 r 以及有

关作用过程的热力学参数一并列于表 3。
从图 5 可见,Cu2 + 、Fe3 + 、Zn2 + 和 Mg2 + 等金属

离子参与时, 胡椒酸乙酯对 BSA 的荧光同样具有

猝灭作用,与无金属离子参与相比较发射波长的

位置未变。 从表 3 中的计算结果得知:金属离子

存在时,静态猝灭和非辐射能量转移仍是导致胡

椒酸乙酯对 BSA 荧光猝灭的两大原因;金属离子

Fe3 + 使胡椒酸乙酯与 BSA 的猝灭常数 KSV和 Kp

均增加,Cu2 + 使胡椒酸乙酯与 BSA 的猝灭常数

KSV和 Kp 的变化不大,Zn2 + 和 Mg2 + 离子使胡椒酸

乙酯与 BSA 的猝灭常数 KSV 和 Kp 均减小。 除

Fe3 + 离子使胡椒酸乙酯鄄BSA 的结合常数降低以

外,Cu2 + 、Zn2 + 和 Mg2 + 离子参与使胡椒酸乙酯鄄
BSA 的结合常数升高。 金属离子使胡椒酸乙酯

在 BSA 分子上的结合距离 r 均增加,Fe3 + 使结合

位点数 n 减少,而 Cu2 + 、Zn2 + 和 Mg2 + 离子参与使

胡椒酸乙酯鄄BSA 的结合位点数 n 增加。
从热力学函数值得知,金属离子参与时胡椒

酸乙酯与 BSA 的作用过程仍然是一个熵增加、吉
布斯自由能降低的自发过程。 但 Mg2 + 离子使胡

椒酸乙酯与 BSA 之间的作用力类型发生了明显

改变,以静电相互作用为主。 因为胡椒酸乙酯结构

中含有酯类,酯类是“硬碱冶 [9],所以很容易与“硬
酸冶Mg2 + 配位[14],Mg2 + 离子可能通过 “离子架

桥冶 [15]作用直接参与了胡椒酸乙酯与 BSA 之间

 

��� ��� ��� ��� ���

�

���

���

���

���

���

���

���

	��


�� �

F

 

��� ��� ��� ��� ���

�

���

���

���

���

���

���

���

	��


��

��� �

F

 

��� ��� ��� ��� ���

�

���

���

���

���

���

���

���

	��


�� �

F

900
800

350 450
姿 / nm

F

400 500300

700
600
500
400
300
200
100

0

（a）
 

��� ��� ��� ��� ���

�

���

���

���

���

���

���

���

	��


��

��� �

F

Fe3+

800

350 450
姿 / nm

F

400 500300

700
600
500
400
300
200
100

0

（b）

Cu2

900
800

350 450
姿 / nm

F

400 500300

700
600
500
400
300
200
100

0

（c）

Mg2+

800

350 450
姿 / nm

F

400 500300

700
600
500
400
300
200
100

0

（d）

Zn2+

图 5摇 金属离子对胡椒酸乙酯鄄BSA 荧光光谱的影响。 温度为 25 益,c(BSA) = 10 滋mol·L - 1, c(metal ion) = 10 滋mol·
L - 1。 从上至下, c(ethyl piperate) = 0,2,4,6,8,10,12,14,16,18 滋mol·L - 1。

Fig. 5 摇 Effects of coexistent ions on fluorescence spectra of BSA with ethyl piperate at 25 益 . c(BSA) = 10 滋mol·L - 1 .
c(metal ion) = 10 滋mol·L - 1 . c(ethyl piperate) = 0,2,4,6,8,10,12,14,16,18 滋mol·L - 1, from up to down.
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表 3摇 金属离子对胡椒酸乙酯鄄BSA 影响的实验数据

Table 3摇 Experimental results of ethyl piperate鄄BSA binding process with coexistent ions

Metal
ion

T /
益

KSV(R) /

(105 L·mol - 1)

KP(R) /

(104 L·mol - 1)

r /
nm

KA(R) /

(106 L·mol - 1)
n

驻H /

(kJ·mol - 1)

驻G /

(kJ·mol - 1)

驻S /

(J·K -1·mol -1)

Fe3 + 25 1. 577(0. 987 0) 7. 089(0. 999 4) 2. 71 0. 679(0. 989 6) 1. 15 8. 70 - 33. 27 140. 84

37 1. 316(0. 989 2) 6. 404(0. 999 8) 2. 82 0. 778(0. 996 1) 1. 18 8. 70 - 34. 96 140. 84

Cu2 + 25 1. 421(0. 985 8) 7. 050(0. 997 4) 2. 78 1. 327(0. 997 5) 1. 41 137. 096 - 34. 93 577. 27

37 1. 142(0. 988 2) 6. 003(0. 998 1) 2. 86 11. 298(0. 996 2) 1. 23 137. 096 - 41. 86 577. 28

Mg2 + 25 1. 204 (0. 992 7) 6. 493(0. 995 4) 2. 82 18. 20(0. 990 1) 1. 47 - 29. 19 - 41. 42 41. 04

37 1. 108(0. 995 0) 6. 168(0. 993 7) 2. 82 11. 53(0. 980 9) 1. 43 - 29. 19 - 41. 91 41. 03

Zn2 + 25 1. 123(0. 987 6) 5. 978(0. 997 4) 2. 83 1. 288(0. 996 7) 1. 23 73. 73 - 34. 86 364. 40

37 0. 971(0. 992 5) 5. 575(0. 999 0) 2. 84 4. 074(0. 999 2) 1. 35 73. 73 - 39. 23 364. 39

的结合,导致胡椒酸乙酯与 BSA 的作用力类型从

疏水作用变成静电引力为主。 其它 3 种离子

Zn2 + 、Cu2 + 和 Fe3 + 是“中间酸冶,所以与“硬碱冶的
作用能力没有“硬酸冶强,Zn2 + 、Cu2 + 和 Fe3 + 离子

参与时胡椒酸乙酯与 BSA 之间的作用力类型没

发生变化,还是以疏水作用力为主。

4摇 结摇 摇 论

实验发现胡椒酸乙酯对 BSA 的荧光具有较强

的猝灭作用,主要为静态猝灭和非辐射能量转移作

用引起。 胡椒酸乙酯与 BSA 之间通过疏水作用力

形成复合物,可以被蛋白质所储存和运输,通过血

液循环到达作用部位。 金属离子的存在不影响胡

椒酸乙酯对 BSA 的荧光猝灭作用及类型。 但

Mg2 + 离子使胡椒酸乙酯与 BSA 之间的作用力类型

发生明显改变,以静电相互作用为主。 Cu2 + 、Fe3 +

和 Zn2 + 离子参与时胡椒酸乙酯与 BSA 之间的作用

力类型没发生变化,还是以疏水作用为主。 该研究

对于阐明胡椒酸乙酯在血液中存在状态、游离浓度

及其体内代谢过程的了解具有一定的意义。
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