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金属离子介导下欧前胡素和异欧前胡素与人血白蛋白的相互作用
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( 山西医科大学药学院，山西 太原 030001)

摘要:目的 在模拟人体生理条件下，获得 7 种金属离子介导下，欧前胡素和异欧前胡素与人血白蛋白( HSA)
相互作用的荧光猝灭强度、结合位点数、结合常数、作用力类型及对其空间构象的影响。方法 采用荧光光谱法和
同步荧光光谱法结合，研究金属离子介导下，欧前胡素和异欧前胡素与 HSA的相互作用。结果 金属离子介导下，
欧前胡素和异欧前胡素对 HSA的荧光猝灭增强，同时结合作用增强。作用力主要为氢键和范德华力，不同金属离
子介导下其作用力类型不变，但作用力强弱有所改变。对于欧前胡素作用力顺序为: Mg2 + ＞ Cu2 + ＞ Ni2 + ＞ Co2 + ＞
Zn2 + ＞ Fe3 + ＞ Al3 +，异欧前胡素作用力顺序为: Cu2 + ＞ Zn2 + ＞ Fe3 + ＞ Co2 + ＞ Mg2 + ＞ Al3 + ＞ Ni2 +。同步荧光光谱结
果显示金属离子介导下，欧前胡素和异欧前胡素与 HSA相互作用后，HSA的构象均发生改变。结论 金属离子的
存在促进欧前胡素和异欧前胡素与人血白蛋白相互作用。
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The interaction of imperatorin and isoimperatorin with HSA in the presence of metal Ions
TONG Yue-ju，HAO Juan，FU Zheng-qing，WANG Juan，HAN Dong，ZHANG Ai-ping
( Department of Pharmacy，Shanxi Medical University，Taiyuan 030001，China)

Abstract:Objective To obtain the intensity of fluorescence quenching，binding － site number，binding constant，the
influence of reaction type and its effect on the space conformation under simulated human physiological conditions. Methods
The interaction of imperatorin and isoimperatorin with human serum albumin ( HSA) were investigated using the fluores-

cence spectroscopy and synchronous fluorescence spectroscopy in the presence of metal ions. Ｒesults Imperatorin and iso-
imperatorin enhanced the fluorescence quenching of HSA in the presence of metal ions，as well as conjugation. The hydrogen
bond and vander waals force were the major driving force between the imperatorin，imperatorin and HSA. Their strength of
force was changed，but the type of driving force unchanged in the presence of different metal ions. For the imperatorin，the
order of force strength was Mg2 + ＞ Cu2 + ＞ Ni2 + ＞ Co2 + ＞ Zn2 + ＞ Fe3 + ＞ Al3 +，for isoimperatorin，the order was Cu2 + ＞
Zn2 + ＞ Fe3 + ＞ Co2 + ＞ Mg2 + ＞ Al3 + ＞ Ni2 + . The results of synchronous fluorescence spectroscopy indicated that the confor-
mation of HSA was changed by imperatorin or isoimperatorin in the presence of metal ions. Conclusion The presence of
metal ions promoted the imperatorin and isoimperatorin interact with human serum albumin.

Key words: Metal ions; Human serum albumin; Imperatorin; Isoimperatorin; Fluorescence spectroscopy; Synchronous
fluorescence spectroscopy

欧前胡素( imperatorin) 和异欧前胡素( isoimper-
atorin) 均具有抗病毒、抗肿瘤和抗炎等作用，只是
二者药效强弱不同［1 ～ 3］，其结构式见图 1。欧前胡
素和异欧前胡素进入人体后首先与人血白蛋白

( HSA) 结合，进而影响其在人体内的吸收、分布、转

运和代谢［4］。然而人体是一个复杂的生命体系，其
中含有多种金属离子，这些金属离子既可与欧前胡

素或异欧前胡素结合，又会与人血白蛋白结合，进而

影响其相互作用。因此有关金属离子介导下对欧前
胡素和异欧前胡素与人血白蛋白的相互作用越来越
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图 1 欧前胡素( A) 和异欧前胡素( B) 的结构

受到关注。开展欧前胡素 /异欧前胡素 －金属离子
－ HSA 三元体系的研究对于指导患者合理用药及
对新药的设计研究与开发等均具有重要的指导

意义［5 ～ 8］。
本实验在模拟人体生理条件下，以 Mg2 +等 7 种

金属离子为研究对象，采用荧光光谱法与同步荧光

光谱法，考察金属离子介导下，欧前胡素及异欧前胡

素与人血白蛋白的相互作用。
1 材料与方法
1. 1 实验仪器与试剂
1. 1. 1 仪器 Cary Eclipse 荧光光度计 ( Peltier 电
子恒温装置，美国 Varian 公司) ; TU － 1901 紫外可见
分光光度计 ( 北京普析通用仪器有限责任公司) ; AL
－104型电子天平［Mettler Toledo 仪器 ( 上海) 有限
公司］; pHS －3C型酸度计( 上海雷磁仪器厂) 。
1. 1. 2 试剂 欧前胡素、异欧前胡素 ( 纯度≥
98%，成都曼思特生物科技有限公司，批号: A0011、
A0012) ;其他试剂均为分析纯，实验用水为二次蒸
馏水。
1. 2 实验方法
1. 2. 1 溶液配制 配制 Tris － HCl 缓冲溶液 ( pH
7. 40，内含 0. 10 mol·L －1的 NaCl) ，用该缓冲溶液
配制 2. 02 × 10 －4 mol·L －1 HSA 储备液; 用甲醇配
制 1. 96 × 10 －3 mol·L －1欧前胡素储备液和 2. 07 ×
10 －3 mol·L －1异欧前胡素储备液，用时根据需要

稀释。
1. 2. 2 荧光光谱的测定 将欧前胡素或异欧前胡
素与金属离子按物质的量之比 1∶1 配成二元体系( 欧
前胡素 /异欧前胡素 － Mn + ) 溶液，移取 2． 02 × 10 －6

mol·L －1HSA溶液 2． 0 mL 于 1 cm 石英池中，用二
元体系溶液对 HSA溶液进行荧光滴定，差减相应的
欧前胡素或异欧前胡素的光谱，在 Cary Eclipse荧光
光度计上记录 290 ～ 500 nm 波长范围内的发射
光谱。
固定 HSA溶液的浓度，逐渐滴加二元体系( 欧

前胡素 /异欧前胡素 － Mn + ) 溶液，差减相应浓度的

欧前胡素或异欧前胡素的光谱，分别在 Δλ = 15 nm

和 Δλ = 60 nm下扫描荧光激发光谱，得到 HSA中酪
氨酸残基和色氨酸残基的同步荧光光谱。
2 结果
2. 1 金属离子介导下欧前胡素和异欧前胡素对
HSA的荧光猝灭 固定 HSA 的浓度为 2. 02 × 10 －6

mol·L －1，将欧前胡素或异欧前胡素与金属离子按

物质的量之比 1∶1 配成二元体系( 欧前胡素 /异欧前
胡素 － Mn + ) 溶液，逐渐滴加二元体系溶液，用 pH
为 7. 40 的 Tris － HCl缓冲溶液定容，摇匀，差减相应
浓度的欧前胡素或异欧前胡素的光谱，在 290 ～ 500
nm范围内扫描荧光发射光谱，以 Mg2 +为代表附图，

结果见图 2，其余金属离子的荧光猝灭光谱图与之
类似，本文所用荧光强度均为考虑稀释效应后的值。

图 2 Mg2 +介导下，欧前胡素和异欧前胡素对HSA猝灭荧光光谱图

注: CHSA : 2. 02 × 10 －6 mol·L －1，C欧前胡素 /异欧前胡素 = Mg2 + ( a→ i) :

0. 00、0. 20、0. 40、0. 58、0. 95、1. 31、1. 65、2. 14、2. 61( ×10 －6 mol·L －1 )

由图 2 可知，Mg2 +介导下，随着欧前胡素或异

欧前胡素溶液浓度的增加，HSA 的内源荧光强度均
有规律地降低，但发射峰位和峰型基本不变［9］，说

明金属离子的存在使得两种呋喃香豆素类药物对

HSA的荧光猝灭作用增强。
2. 2 金属离子介导下，欧前胡素和异欧前胡素与
HSA作用的结合位点数和结合常数的确定 在静
态猝灭［10］作用中，荧光强度与猝灭剂的关系可由公

式( 2 － 1) 表示［11］:
lg ( F0 － F) /F = lgK + n lg［Q］ ( 2 － 1)

F0 和 F分别为人血白蛋白和药物作用前后的
荧光强度，［Q］为药物的浓度，K 表示药物与人血白
蛋白相互作用的结合常数。
以 lg( F0 － F) /F对 lg［Q］作图，结果见图 3，以

Mg2 +为代表附图，其余离子的双对数图与之类似。
由图 3 中直线的斜率和截距可求出，Mg2 +介导

下，欧前胡素和异欧前胡素与 HSA分子的结合位点
数 n和结合常数 K，同理也可求出其他金属离子介
导下的结合位点数 n和结合常数 K，结果见表 1。
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图 3 Mg2 +介导下，不同温度下欧前胡素和异欧前胡素

对 HSA的双对数图( a: 298K; b: 303K; c: 308 K)

表 1 7 种金属离子介导下，欧前胡素和异欧前胡素
与 HSA作用的结合参数

金属

离子

结合常数 K( ×103 L·mol －1) 结合位点数( n) 结合距离( r)

欧前胡素 异欧前胡素 欧前胡素 异欧前胡素 欧前胡素 异欧前胡素

空白 2． 44 2． 27 0． 930 0． 775 0． 998 2 0． 998 7
Mg2 + 5． 90 4． 90 1． 12 0． 954 0． 999 2 0． 998 6
Co2 + 5． 40 4． 91 1． 03 0． 954 0． 998 8 0． 997 0
Zn2 + 5． 18 5． 38 1． 00 1． 03 0． 999 3 0． 999 4
Cu2 + 5． 66 5． 73 1． 07 1． 09 0． 994 9 0． 999 0
Ni2 + 5． 55 4． 56 1． 06 0． 859 0． 996 6 0． 994 0
Al3 + 4． 51 4． 87 0． 875 0． 950 0． 997 4 0． 998 5
Fe3 + 5． 16 5． 05 0． 988 0． 974 0． 997 8 0． 997 0

由表 1 可知，金属离子介导下，欧前胡素和异欧
前胡素与 HSA作用结合位点数均接近于 1，结合常
数均增大，但不同金属离子介导下作用力强弱有所

不同。对于欧前胡素其作用力顺序为: Mg2 + ＞ Cu2 +

＞ Ni2 + ＞ Co2 + ＞ Zn2 + ＞ Fe3 + ＞ Al3 + ＞空白，对于异
欧前胡素其作用力顺序为: Cu2 + ＞ Zn2 + ＞ Fe3 + ＞
Co2 + ＞ Mg2 + ＞ Al3 + ＞ Ni2 + ＞空白。
在欧前胡素( 异欧前胡素) － Mn + － HSA 三元体

系中，金属离子可能通过以下 4 种途径参与欧前胡
素( 异欧前胡素) 与 HSA的结合过程( 见图 4) 。
以上 4 种过程体现了欧前胡素 ( 异欧前胡素)

－ Mn + － HSA 相互作用过程中 Mn + 的可能参与

途径。
2. 3 金属离子介导下，欧前胡素和异欧前胡素与
HSA结合的热力学参数和作用力类型的确定 药
物等小分子和蛋白质等生物大分子之间的结合力主

要有疏水作用力、氢键、范德华力和静电引力［12］等，
不同药物与蛋白的结合力类型是不同的。当温度变
化不大时，反应的焓变 ΔH可视为常数，根据热力学
公式［13］可计算药物小分子与生物大分子结合过程

的有关热力学参数。
ln( K2 /K1 ) = ΔH( 1 /T1 － 1 /T2 ) /Ｒ ( 2 － 2)
ΔG = － ＲTlnK ( 2 － 3)
ΔS = ( ΔH － ΔG) /T ( 2 － 4)

图 4 金属离子参与欧前胡素 /异欧前胡素

与 HSA的结合模式

可分别得到不同温度下药物与人血白蛋白相互

作用的焓变 ΔH、熵变 ΔS和生成自由能变 ΔG。
根据药物与蛋白相互作用的相关热力学参数，

可以判断二者的作用力类型。若 ΔH ＞ 0，ΔS ＜ 0，则
分子间作用力主要为静电作用和疏水作用力;若 ΔH
＜ 0，ΔS ＜ 0，分子间作用力主要为范德华力和氢键;
若 ΔH ＜ 0，ΔS ＞ 0，则分子间作用力主要为静电作用
力;若 ΔH ＞ 0，ΔS ＞ 0，分子间作用力主要为疏水作
用力［14］。
金属离子介导下，欧前胡素和异欧前胡素与

HSA的热力学参数见表 2。
由表 2 知，ΔH、ΔS均小于 0，表明金属离子存在

时，欧前异欧前胡素与 HSA的相互作用力类型没有
改变，均为范德华力和氢键。
2. 4 金属离子介导下，欧前胡素和异欧前胡素对
HSA构象的影响 蛋白质的荧光主要来自色氨酸和
酪氨酸残基。当Δλ =15 nm时，所得同步荧光光谱只
显示酪氨酸残基的特征荧光; Δλ = 60 nm 时，所得同
步荧光光谱只显示色氨酸残基的特征荧光［15，16］。而
色氨酸、酪氨酸残基的最大发射波长与其所处的微环
境密切相关，据此考察蛋白质构象变化情况。
固定 HSA的浓度，逐渐增加二元体系( 欧前胡

素 /异欧前胡素 － Mn + ) 溶液，分别固定 Δλ = 15 nm
和 Δλ = 60 nm，可得 HSA中酪氨酸和色氨酸残基的
同步荧光光谱，实验结果表明，欧前胡素和异欧前胡

素与 HSA在不同金属离子的介导下所得的同步荧
光光谱图相似，故以 Mg2 +为代表附图，结果见图 5。
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表 2 七种金属离子对欧前胡素和异欧前胡素与 HSA热力学参数的影响

金属离子 温度( K)
结合常数( × 103 L·mol － 1 ) ΔH( kJ·mol － 1 ) ΔG( kJ·mol － 1 ) ΔS( J·mol － 1·K －1 )

欧前胡素 异欧前胡素 欧前胡素 异欧前胡素 欧前胡素 异欧前胡素 欧前胡素 异欧前胡素

空白

Mg2

Co2 +

Cu2 +

Zn2 +

Ni2 +

Al3 +

Fe3 +

298 2． 44 2． 27
308 1． 52 1． 51
298 5． 90 4． 90
308 4． 08 4． 07
298 5． 40 4． 91
308 3． 14 3． 32
298 5． 66 5． 73
308 2． 03 2． 06
298 5． 18 5． 38
308 4． 76 4． 27
298 5． 55 4． 56
308 3． 96 3． 88
298 4． 51 4． 87
308 3． 74 3． 80
298 5． 16 5． 05
308 4． 82 4． 93

－ 206 － 218

－ 124 － 120

－ 134 － 121

－ 114 － 120

－ 143 － 132

－ 156 － 148

－ 163 － 142

－ 156 － 141

－ 20． 0 － 19． 6 － 625 － 668
－ 19． 9 － 19． 7 － 605 － 646
－ 27． 2 － 26． 7 － 325 － 313
－ 26． 5 － 25． 1 － 319 － 308
－ 26． 9 － 26． 7 － 359 － 316
－ 25． 4 － 25． 2 － 354 － 311
－ 27． 1 － 27． 1 － 292 － 312
－ 26． 3 － 27． 2 － 285 － 302
－ 26． 8 － 26． 9 － 390 － 353
－ 25． 7 － 24． 1 － 382 － 350
－ 27． 0 － 26． 5 － 422 － 408
－ 26． 1 － 25． 4 － 422 － 398
－ 27． 0 － 26． 7 － 458 － 387
－ 25． 3 － 26． 1 － 449 － 376
－ 26． 8 － 26． 8 － 434 － 383
－ 26． 1 － 27． 0 － 421 － 371

图 5 Mg2 +介导下，欧前胡素和异欧前胡素

与 HSA作用的同步荧光光谱图

注: CHSA : 2. 02 × 10 －6 mol·L －1，C欧前胡素 /异欧前胡素 = Mg2 + ( a→ i) :

0. 00、0. 20、0. 40、0. 58、0. 95、1. 31、1. 65、2. 14、2. 61( ×10 －6 mol·L －1 )

图 5 结果显示，金属离子介导下，HSA 中酪氨
酸和色氨酸残基的荧光同时被淬灭，其中色氨酸残

基的荧光强度降低更显著，推测欧前胡素和异欧前

胡素与 HSA的结合位点更接近色氨酸残基。同时
HSA 中色氨酸和酪氨酸的最大发射波长均发生红
移，表明欧前胡素和异欧前胡素的加入均使 HSA中
色氨酸残基附近的极性增强，疏水性环境减弱，肽链

的伸展程度有所增加，即加入金属离子后，欧前胡素

和异欧前胡素与 HSA相互作用，HSA的构象均发生
变化。
3 讨论
本实验研究结果表明 7 种金属离子的介导促进

了欧前胡素及异欧前胡素与 HSA的相互结合，但不
同金属离子介导下其相互作用力的强弱不同: 对于

欧前胡素其作用力顺序为: Mg2 + ＞ Cu2 + ＞ Ni2 + ＞
Co2 + ＞ Zn2 + ＞ Fe3 + ＞ Al3 + ＞空白，对于异欧前胡素
其作用力顺序为: Cu2 + ＞ Zn2 + ＞ Fe3 + ＞ Co2 + ＞ Mg2 +

＞ Al3 + ＞ Ni2 + ＞空白。由此可知: 7 种金属离子介
导下，欧前胡素 /异欧前胡素 － Mn + － HSA 的结合常
数均增大，即 K( 欧前胡素 /异欧前胡素 － Mn + － HSA
＞ K( 空白) ，表明金属离子促进了欧前胡素和异欧
前胡素与人血白蛋白的相互作用，推测金属离子可

能以途径三参与其相互作用，起“离子架桥”的作
用［17］，促进欧前胡素和异欧前胡素与 HSA 的结合，
使得欧前胡素、异欧前胡素在血浆中潴留时间相应
延长，释放更缓慢，可减小其毒副作用。
不同金属离子介导下，欧前胡素 /异欧前胡素 －

Mn + － HSA的作用力强弱不同，即结合常数大小不
同，也可以看做是稳定性不同。
第一过渡系二价金属离子形成配合物的稳定性

顺序为 Zn2 + ＞ Cu2 ＞ Ni2 + ＞ Co2 + ＞ Fe2 +，此为 Irving
－ Williams序列［18］，欧前胡素 － Mn + － HSA 三元体
系的稳定性顺序基本与其一致，由金属离子介导下，

欧前胡素与 HSA作用强弱顺序可知，Mg2 +与欧前胡

素和人人血白蛋白的结合能力较强，即 Mg2 +介导

下，可以促进欧前胡素与 HSA 的结合作用，也就是
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说可以延长其在人体内的作用时间，而 Mg2 +和欧前

胡素均对心脑血管疾病的防治有着重要的作用［19］，

因此在服用此类药物时，应注意对 Mg2 +的摄取量，

使其既能发挥最大药效，又能避免其毒副反应。
对于异欧前胡素，其稳定性顺序不符合 Irving －

Williams序列，推测可能是 Fe3 +的 3d5半满和 Cu2 +、
Zn2 + 3d10全满均为稳定状态，二者受配位场的影响

较小，因此作用力比较强。Al3 +对欧前胡素和异欧

前胡素与 HSA结合作用的影响均较小，但 Al3 +对于

人体有害，应该尽量避免其摄入。
相同金属离子介导下，其对欧前胡素和异欧前

胡素与 HSA 的促进作用也不相同。由表 1 知，
Mg2 +、Co2 +、Fe3 +、Ni2 +对欧前胡素与 HSA结合的促
进作用较异欧前胡素与 HSA结合的促进作用强，而
Zn2 +、Cu2 +、Al3 + 则恰好相反。7 种金属离子中，
Mg2 +和 Ni2 +两种金属离子介导对欧前胡素和异欧

前胡素与 HSA 的结合促进作用差异较大，而 Cu2 +

的介导对两种药物与 HSA 相互作用结合促进作用
相差不大。
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