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光谱法与分子模拟技术研究杨梅素与牛血清白蛋白的相互作用 
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摘要  利用紫外光谱、荧光光谱、红边激发荧光位移(REES)法、圆二色谱(CD)结合分子模拟技术共同研究了模拟生理

条件下杨梅素与牛血清白蛋白(BSA)的相互作用, 阐述了相互作用机制. 分子模拟结果表明, 杨梅素与蛋白在亚结构域

II A 的疏水腔内结合, 主要作用力为疏水作用力和氢键. 依据荧光猝灭法判断猝灭机制为静态猝灭, 并得到不同温度

下药物与蛋白相互作用的结合常数(Ka)及结合位点数(n), 根据热力学参数判断出作用力类型, 并且计算出杨梅素与蛋

白的结合距离, 与分子模拟得到的判定结果基本一致. 通过紫外光谱、同步荧光光谱以及 REES 法获得的信息讨论了相

互作用时 BSA 中色氨酸(Trp)微环境的变化; 并利用 CD 谱的测定结果定量计算了 BSA 二级结构中 α-螺旋含量的变化.
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Study on Interaction between Myricetin and Bovine Serum  
Albumin by Spectroscopy and Molecular Modeling 
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Abstract  The interaction between myricetin and bovine serum albumin (BSA) was investigated by UV 
absorption spectroscopy, fluorescence spectroscopy, red edge excitation shift (REES) method, circular di-
chroism (CD) and molecular modeling together to explore the mechanism of interaction under simulated 
physiological condition. The result of molecular modeling indicated that myricetin can bind with BSA in the 
hydrophobic pocket of sub-domain IIA with hydrophobic force and hydrogen bonding as the main acting 
force. The fluorescence quenching of BSA by myricetin was employed to observe the quenching mechanism 
that proved to be a static one. Binding constant (Ka) and binding sites (n) at different temperatures were all 
calculated, respectively. The results of corresponding thermodynamic parameters as well as binding distance 
between BSA and myricetin were obtained and proved to agree with that from the molecular modeling. The 
transformation of micro-environment of Trp in BSA was observed by the spectra of UV absorption, syn-
chronous fluorescence and REES method, while the spectrum of CD was employed to research the change of 
the secondary structure of BSA quantitatively through the assay of α-helix. 
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杨梅素(3,3',4',5,5',7-六羟基黄酮, myricetin, MYR), 

是天然黄酮醇类活性成分, 主要以游离形式存在于壳斗

科、豆科、报春花科、葡萄科、菊科等植物的根、茎、

叶和果实, 结构式见图 1. 现代研究认为, 杨梅素具有

显著的生物和药理活性, 如抗氧化、抗肿瘤、降低神经

毒性、降低血糖、血脂、保护肝脏功能[1,2]等, 尤其是清

除自由基的能力比其他黄酮类活性成分都强[3]. 因此, 
杨梅素被广泛应用于医药、食品、保健和美容等行业, 具
有一定的经济价值. 虽然国内外已有文献对黄酮类小分

子与生物大分子的相互作用进行报道[4～8], 但关于杨梅

素与血清白蛋白相互作用方面的研究则较为少见, 考虑

到杨梅素的多种药理活性和医疗及经济价值, 研究其与

蛋白质的相互作用具有一定意义.  
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图 1  杨梅素的分子结构式 
Figure 1  Chemical structure of myricetin 

1  实验部分 

我们以前也报道了一些药物载体与 BSA 相互作用

的研究[9～12], 重点关注载体的作用机理及治疗靶点的选

择. 本工作在以往工作的基础上采用多种光谱分析技术

结合分子模拟研究杨梅素与 BSA 的相互作用, 对进一

步了解药物在生物体内的分布、代谢具有非常重要的意

义. 血清白蛋白是血浆中最为丰富的蛋白质, 能与多种

内源及外源化合物结合, 并能键合生物体内存在的多种

微量元素. 药物进入人体后要通过血浆蛋白的贮存与运

输达到受体部位, 进而发生药理作用. 因此进行药物小

分子与血浆白蛋白之间相互作用的研究不仅有助于从

分子水平上阐明药物的作用机理, 而且对抗肿瘤药物的

体外筛选具有一定意义, 同时也为药物设计提供了理论

指导和有价值的信息.  

1.1  仪器与试剂 

RF-5301 PC 荧光分光光度计(日本岛津公司); UV 
2100 型紫外-可见分光光度计(日本岛津公司); Jasco 
J-810 圆二色谱仪(日本岛津公司).  

三羟甲基氨基甲烷(Tris, 上海精细化工试剂有限公

司); 离子液体 1-丁基-3-甲基咪唑四氟硼酸盐(购于兰州

物理化学研究所); 牛血清白蛋白(BSA, Amresco 公司)
用 pH7.4 的 Tris-HCl 缓冲液(含 0.1 mol•L－1 NaCl)配成

5.0 μmol•L－1 备用, 4 ℃保存; 杨梅素(南京泽朗生物科

技有限公司)配成 4.6×10－4 mol•L－1 储备液备用; 实验

所用试剂均为分析纯, 水为二次蒸馏水.  

1.2  实验方法 

1.2.1  分子模拟技术  

BSA 的高级结构尚未被收录在蛋白质数据库(PDB)
中, 但由于它与人血清白蛋白(HSA)的高序列同源性达

到 76.52%, 三级结构也较为相似, 因此以 HSA 与血红

素(heme)复合物(1n5u)为模板, 使用同源建模的方法来

获得 BSA 的晶体结构. 在 Accelrys Discoverys Stu-
dios2.1 软件平台下建立杨梅素的模型, 选用 CHARMm
力场将建模好的牛血清白蛋白和杨梅素的结构模型分

别进行最陡下降法(steepest descent method)和共轭梯度

法(conjugate gradient method)各 2000 步优化. 用 Gold 
3.0.1 程序对杨梅素与 BSA 分子对接, 主要采用遗传算

法来探索配体全范围的柔性构象和受体的局部柔性, 充
分搜索构象空间, 找到相互作用的最优模式. 所有的计

算都在 Accelrys Discoverys Studios2.1 软件平台下完成.  
1.2.2  紫外吸收光谱  

向 5.0 μmol•L－1 BSA 中加入不同量的杨梅素, 以
Tris-HCl 缓冲液为参比, 测定其 200～400 nm 的紫外可

见吸收光谱.  
1.2.3  荧光光谱   

取 3 mL 5.0 μmol•L－1的 BSA 溶液于石英吸收池中,
用微量注射器逐次加入浓度为 4.6×10－4 mol•L－1 的杨

梅素溶液进行滴定, 加样体积由实验点浓度计算确定

(滴定剂累加体积小于 100 μL). 分别在 25, 37 和 45 ℃
下, 以 280 nm为激发波长, 绘制 290～500 nm波长范围

的荧光光谱; 同步荧光光谱实验中同时扫描激发和发射

单色器, 固定激发和发射波长差分别为 60 和 15 nm, 其
他条件参数同荧光光谱测量.  
1.2.4  REES 法  

室温下测定上述 BSA 溶液在不同激发波长(激发波

长从 280 nm 逐渐增加至 300 nm)下的荧光光谱. 然后向

BSA 溶液中分别加入不同浓度的杨梅素溶液, 在同样

条件下测定荧光光谱.  
1.2.5  CD 谱 

移取一定量的 BSA 溶液和杨梅素溶液于 10 mL 比

色管中, 以Tris-HCl缓冲液定容. 使用 1 mm石英池, 于
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室温下测定 200～280 nm 范围内 BSA 与杨梅素发生相

互作用前后的 CD 谱.  

2  结果与讨论 

2.1  分子模拟研究结合位点和作用力类型 

利用分子对接方法, 可以预测杨梅素与 BSA 的结

合位点以及作用力类型. 图2是杨梅素与BSA的分子对

接图, 仅显示了杨梅素分子周围1.0 nm范围内的部分氨

基酸残基. 从图 2a 中可以看到杨梅素分子的 B 环插入

IIA 亚结构域的疏水腔中, 说明两者间的主要作用力为

疏水作用力; 从图中还可以看出, 杨梅素与BSA之间存

在分子间氢键, 杨梅素 A 环 7-O(O-H)与 Tyr155 形成氢

键; B 环 3'-O(O-H)与 Ala192 形成氢键; C 环 3-O(O-H)
与 Asp449 形成氢键, 氢键的存在也增加了体系的疏水

性. 而图 2b 则显示杨梅素分子位于 Trp212 残基附近, 
软件计算杨梅素B环3'-OH与Trp212的结合距离为1.30 
nm. 总之, 分子对接方法生动形象地给出了药物与蛋白

的结合情况, 有助于从理论上确定结合位点和作用力类

型, 并为能否进行下一步实验提供了准确可靠的信息.  

 

图 2  杨梅素与 BSA 相互作用的分子对接图 
Figure 2  Molecular docking of myricetin to BSA 

2.2  杨梅素与 BSA 相互作用的荧光光谱 

2.2.1  杨梅素对 BSA 的荧光猝灭光谱  

BSA 分子中由于含有 3 种具有苯基结构的氨基酸

残基——色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸, 因此能够发射一

定强度的内源荧光, 其中又以色氨酸残基的内源荧光为

主. 图3显示的是在BSA中加入不同量的杨梅素后进行

扫描得到的荧光图谱(空白实验证明等量背景物质对体

系荧光无影响)以及杨梅素自身的荧光光谱图. 实验结

果表明, BSA 的荧光强度随着杨梅素浓度的增加而发生

猝灭, 最大发射波长出现了明显蓝移(349→348→345→
344 nm); 杨梅素能够发射较低强度的荧光, 最大发射

波长位于 535 nm, 对于 BSA 位于 342 nm 的发射波长不

产生影响. 这说明杨梅素与 BSA 的确发生了相互作用, 
且氨基酸微环境的极性也随之降低.  

 

图 3  杨梅素对 BSA 的荧光猝灭图谱 
Figure 3  Fluorescence spectra of BSA in the presence of vary-
ing concentrations of myricetin 
c(BSA)＝5.0 μmol•L－1, λex＝280 nm, pH＝7.40, T＝298 K, the concentration 
of myricetin (1→7): 0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0, 8.5 and 11.0 μmol•L－1. (8) fluores-
cence spectrum of myricetin, c(myricetin)＝5×10－5 mol/L. 

2.2.2  荧光猝灭机理  

荧光猝灭通常可分为动态猝灭和静态猝灭. 对于动

态猝灭, 随着温度的升高, 将增加离子有效碰撞的数目, 
加剧电子转移, 使荧光物质的猝灭常数随温度的升高而

增大; 对于静态猝灭, 温度升高将降低复合物的稳定性, 
使猝灭常数减小.  

为了进一步确定荧光猝灭机制, 还要测定不同温度

下 BSA 猝灭的荧光光谱 , 根据动态猝灭方程

Stern-Volmer 方程: 

F0 /F＝1＋Kqτ0[Q]＝1＋KSV[Q]  (1)  

式中 F0 和 F 分别为加入猝灭物质前后所测得的荧光强

度值, τ0 为没有猝灭物质存在时荧光分子的平均寿命, 
生物大分子的平均寿命约为 10－8 s; Kq为双分子碰撞猝
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灭常数, 它反映了体系中分子的彼此扩散和相互碰撞对

生物大分子荧光寿命衰减速率的影响. [Q]为猝灭物质

浓度, KSV为 Stern-Volmer 猝灭常数, 它描述了生物大分

子与荧光猝灭剂分子彼此扩散和相互碰撞达到动态平

衡时的量效关系且有 KSV＝Kqτ0[13].  
本工作分别研究了 25, 37和 45 ℃下的BSA与杨梅

素相互作用的荧光光谱, 利用不同温度下的实验结果, 
以 BSA 的 F0/F 对相应的杨梅素浓度作图, 结果见图 4.  

 

图 4  不同温度下杨梅素-BSA 荧光猝灭的 Stern-Volmer 曲线 
Figure 4  Stern-Volmer plot for the quenching of BSA by 
myricetin at different temperatures 

不同温度下的 Stern-Volmer 曲线均呈良好线性关

系, 且随温度的升高, 曲线斜率降低, 计算所得的 Kq 值

见表 1, 数量级均为 1013, 远远大于各类猝灭剂对生物

大分子的最大动态猝灭常数 2.0×1010 L•mol•s－1, 且猝

灭速率常数随温度的升高而降低, 这几条判别标准都说

明杨梅素与 BSA 发生相互作用, 形成了复合物是引起

静态猝灭的原因.  

表 1   不同温度下杨梅素-BSA 体系的猝灭常数(pH＝7.40) 
Table 1  Stern-Volmer quenching constant of the systems of 
myricetin-BSA at different temperatures (pH＝7.40) 

T/K Kq×1013/(L•mol－1•s－1) r 

298 2.135 0.9981 

310 1.355 0.9991 

318 1.002 0.9988 

 
2.2.3  结合常数 Ka与结合位点数 n  

根据静态猝灭公式[14,15] 

lg[(F0－F)/F]＝lgKa＋nlg[Q]  (2) 

处理实验数据, 以 lg[(F0－F)/F]对 lg[Q]作图可得到一条

直线, 结果如图 5 所示.  

 

图 5  不同温度下杨梅素-BSA 体系的 lg[(F0－F)/F]对 lg[Q]图 
Figure 5  The plots of lg[(F0－F)/F] vs. lg[Q] at different tem-
peratures 

由直线斜率和截距所求出的杨梅素与 BSA 的结合

常数 Ka 及结合位点数 n 见表 2. 由表中实验数据可知, 
杨梅素与 BSA 的结合常数较大, 可达 105, 并能形成一

个结合位点, 说明两者具有较强的相互作用. 从表中还

可以看出随着温度的上升, 结合常数亦有不断上升的趋

势, 表明药物与蛋白的结合能力受温度影响较大.  

表 2  杨梅素与 BSA 的结合常数 Ka 及结合位点数 n (pH＝

7.40) 
Table 2  The binding constant, Ka, and the number of binding 
sites, n (pH＝7.40) 

T/K Ka/(105 L•mol－1) n r 

298 3.568 1.1615 0.9987 

310 7.344 1.1456 0.9997 

318 13.662 1.1132 0.9994 

 
2.2.4  作用力类型  

药物等有机小分子与蛋白质等生物大分子之间的

结合力包括氢键作用力、范德华力、静电引力、疏水作

用力等. 不同药物与蛋白质结合力的类型也不相同. 从
热力学角度看, 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吉布斯自由能

变ΔG, ΔG＜0有利于反应的自发进行, 同时根据反应前

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; ΔH＜0, ΔS＞0, 为静电作用力; ΔH＜0, ΔS＜
0, 为范德华力[16].  

当温度变化不太大时, 反应的焓变 ΔH 可看作一个

常数, 由式  

lnKa＝－ΔH/RT＋ΔS/R  (3) 



 
 No. 2 李  悦等：光谱法与分子模拟技术研究杨梅素与牛血清白蛋白的相互作用 147 

 

可知, 以 lnKa 对 1/T 作图, 由斜率和截距分别可以计算

出焓变 ΔH 和熵变 ΔS, 其中 Ka 为对应温度下的结合常

数, R 为气体常数. 再由式 

ΔG＝ΔH－TΔS  (4) 

计算出不同温度下反应的自由能变 ΔG. 所得结果均列

于表 3 中.  

表 3  杨梅素与 BSA 相互作用的热力学参数(pH＝7.40) 
Table 3  Thermodynamic parameters for the association of 
myricetin with BSA (pH＝7.40) 

T/K ΔH/(kJ•mol－1) ΔG(kJ•mol－1) ΔS/(J•mol－1•K－1) 

298 52.268 －31.610 281.470 

310  －34.987  

318  －37.239  

 
由表 3 中数据可见: ΔH＞0, ΔS＞0, 说明药物与

BSA 之间的相互作用力以疏水作用为主, 且 ΔG＜0, 表
明杨梅素与 BSA 的结合反应是由焓、熵驱动的自发过

程, 与分子模拟的预测结果一致. 应当指出, 血清白蛋

白结构很复杂, 它和药物之间往往同时存在几种作用

力, 分子模拟的研究结果显示氢键作用也存在于药物与

蛋白的结合过程中, 是对热力学实验结果的有效补充.  
2.2.5  结合距离  

根据偶极-偶极非辐射能量转移原理, 当两种化合

物分子同时满足以下 3 个条件时, 能够发生非辐射能量

转移: (1)供能体(BSA)发射荧光; (2)供能体发射的荧光

光谱与受能体(杨梅素)的吸收光谱要有足够的重叠; (3)
供能体与受能体的距离要足够接近, 一般不超过 7 nm. 
药物与蛋白之间发生非辐射能量转移, 可以导致蛋白荧

光猝灭, 由 Föster 能量转移理论, 就可以求出药物在蛋

白上的结合位点与蛋白质分子中产生荧光的基团之间

的距离[17].  
据此理论可知能量的转移效率 E 与供能体-受能体

间距离 r 及临界能量距离 R0有如下关系:  

6 6 6
0 0 0/ 1 /E R R r F F+＝ ＝－  (5) 

其中 R0为能量转移效率 E＝50%的临界距离. 

6 25 2 4
0 8.8 10R K n Jφ－ －＝ ×   (6)  

K2 为偶极空间取向因子, N 为介质折射常数, φ为 BSA 
的荧光量子产率, J 为给体荧光发射光谱与受体吸收光

谱的重叠积分, 即 

( ) ( ) ( )4 /J F Fλ ε λ λ λ λ λΣ Δ Σ Δ＝
 (7) 

式中 F(λ)是荧光给体在波长 λ处的荧光强度, ε(λ)是受体

在波长 λ处的摩尔吸光系数.  
图6为杨梅素与BSA的重叠光谱图, 取向因子取给

体与受体各向随机分布的平均值 K2＝2/3, 折射常数取

水和有机物的平均值 n＝1.336, 蛋白质的荧光量子产率

通常取色氨酸的量子产率φ＝0.15, 将以上数值代入 Eq. 
6 中, 计算出临界能量距离 R0, 再由 Eq. 5 求出蛋白中的

色氨酸残基与已结合的杨梅素分子间的距离 r, 计算结

果见表 4.  

 
图 6  杨梅素的吸收光谱与 BSA 的荧光光谱重叠图 

Figure 6  Overlapped spectra of BSA’s fluorescence spectrum 
and myricetin’s absorption spectrum 

c(myricetin)＝c(BSA)＝5.0 μmol•L－1, T＝298 K, pH＝7.40 

表 4  依据 Föster 非辐射能量转移理论计算杨梅素与 BSA 的

结合距离 
Table 4  Distance from myricetin to tryptophan residue meas-
ured by Föster’s non-radiation energy transfer with myricetin 
bound to BSA 

Protein J/(cm3•L•mol－1) E R0/nm r/nm 

BSA 6.15×10－16 0.3494 1.60 1.78 

 
由表可知, 结合距离 r＝1.78 nm＜7 nm, 与分子模

拟计算得到的 r＝1.30 nm 较为接近, 这说明杨梅素分

子与 BSA 中的 Trp212 结合, 通过非辐射能量转移与静

态猝灭的共同作用对 BSA 的内源荧光进行猝灭.  

2.3  杨梅素对 BSA 二级结构的影响 

通过紫外光谱、同步荧光光谱和 REES 法定性研究

杨梅素的加入对 BSA 的色氨酸微环境产生的影响, 判
断药物是否会使BSA的构象发生改变. 在此基础上, 利
用圆二色谱法定量计算 BSA 中 α-螺旋结构的含量, 对
比相互作用前后 α-螺旋的含量变化, 进一步研究药物结

合蛋白后对蛋白质二级结构造成的影响.  
2.3.1  紫外吸收光谱法  

图 3 为室温环境下, pH 7.40, 在 BSA 中依次加入不
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同量的杨梅素的紫外吸收图谱. 结果显示, 随着杨梅素

浓度的增加, 出现明显增色效应, 说明BSA与杨梅素之

间发生了相互作用. 但由于最大吸收波长基本上没有改

变, 所以尚且不能判断杨梅素的加入是否改变了蛋白质

的微环境, 需要借助荧光光谱和 REES 法等手段进一步

研究.  

 

图 7  杨梅素与 BSA 相互作用的紫外光谱 
Figure 7  UV-vis absorption spectra of BSA in the absence and 
presence of myricetin  
pH＝7.4, T＝298 K, c(BSA)＝5.0 μmol•L－1, c(myricetin) (1→7): 0, 1.5, 3.5, 
6.0, 8.5, 10.0 and 12.0 μmol•L－1 

2.3.2  同步荧光光谱法    

同步荧光光谱因具有简化光谱、窄化谱带和减小光

谱重叠等优点而常用来探讨蛋白质构象的变化. Δλ＝15
和60 nm时所得同步荧光光谱分别表示蛋白质酪氨酸残

基和色氨酸残基的光谱特征, 这两种氨基酸的最大发射

波长与其所处的微环境的极性有关, 若其所处环境的疏

水性逐渐增加, 则最大发射波长会发生蓝移, 反之, 则
发生红移[18]. 因此, 根据最大发射波长的改变可以判断

蛋白质构象的变化.  
图 8a 和图 8b 分别为 Δλ＝15 nm 和 Δλ＝60 nm 条件

下杨梅素与 BSA 相互作用的同步荧光光谱图. 由图可

以看出, 随着杨梅素浓度的增加, Δλ＝15 nm 时, 同步荧

光光谱的最大发射波长基本没有发生位移, 而当 Δλ＝
60 nm时, 同步荧光光谱的最大发射波长由 352 nm蓝移

至 350 nm, 表明杨梅素的加入使 BSA 色氨酸残基所处

环境的疏水性略有增加.   
2.3.3  红边激发荧光位移法  

从同步荧光实验的结果中发现, Δλ＝60 nm 时, 加
入不同浓度的杨梅素, BSA 的最大发射波长略有蓝移, 
现象不是很明显. 因此采用红边激发荧光位移(REES)
法进一步考察杨梅素对 BSA 中色氨酸残基微环境流动

性的影响. REES 法是指由激发波长红移而引起的发射

波长也随之向高波数段位移的现象. 在蛋白质的研究 

 

图 8  BSA-杨梅素体系的同步荧光光谱图 
Figure 8  Synchronous fluorescence spectra of BSA in the ab-
sence and presence of myricetin 
(a) Δλ＝15 nm; (b) Δλ＝60 nm. pH＝7.40, T＝298 K, c(BSA)＝5.0 μmol•L－1, 
c(myricetin)(1→7): 0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0, 8.5 and 11.5 μmol•L－1 

中, REES 法是获得色氨酸微环境及结构组成方面信息

的重要手段. 如果色氨酸残基周围的微环境是流动的, 
那么最大发射波长不会随激发波长的红移而变化; 反
之, 如果色氨酸处于运动受限的环境中, 红移现象就会

发生[19].  
图 9 为 REES 法测定数据后经双波长法处理后的结

果, 在实验中, 280 nm激发波长下 BSA 的最大发射波长

位于349 nm, 所以选取329和369 nm这两个等距点, 考
察随着激发波长的不断增加, 加入不同浓度的杨梅素

后, BSA荧光谱图的REES变化. 由图可见, 随着激发波

长的不断红移, BSA 在 329 和 369 nm 处的荧光强度 FL

和 FR的比值不断降低, 说明 REES 现象发生, 色氨酸处

于运动受限的环境中. 同时, 从图中还可以发现, 随着

体系中杨梅素浓度的增加, FL/FR 值降低的程度基本保

持不变, 也即红移程度并未明显增加, 这说明杨梅素浓

度的增加并未显著改变 BSA 中色氨酸残基微环境的流

动.  
2.3.4  圆二色谱法  

为进一步通过定量的手段验证杨梅素与 BSA 的相 
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图 9  杨梅素对 BSA 的红边激发荧光位移的影响 
Figure 9  Effect of myricetin on the red edge excitation shift of 
BSA 
1: c(myricetin)＝0 μmol•L－1; 2: c(myricetin)＝125 μmol•L－1; 3: c(myricetin)
＝300 μmol•L－1 ; c(BSA)＝5.0 μmol•L－1 

互作用, 利用 CD 谱法测定了加入杨梅素前后, BSA 中

α-螺旋结构含量的变化, 计算公式为:  

α＝[(－[θ]208－4000)/(33000－4000)]×100% (8) 

图 10为杨梅素-BSA体系的圆二色谱图, 由图可知, 
BSA 在 212, 223 nm 两处有负 cotton 效应, 是 BSA 分子

中典型的 α-螺旋结构[20]. 加入杨梅素后, 使BSA在 212, 
223 nm 两处的负 cotton 效应都有所减弱, 但 CD 谱的形

状没有明显改变, 峰位也没有明显移动. 根据 Eq. 8 计

算得到 BSA 的 α-螺旋含量从 11.91%降至 3.01%, 说明

杨梅素与BSA结合后对BSA的二级结构产生一定影响. 
原因可能是杨梅素通过疏水作用力及氢键与组成 α-螺
旋的氨基酸残基相互作用, 破坏了 α-螺旋的结构, 从而

导致 BSA 中 α-螺旋含量降低.   

 

图 10  BSA (a)与杨梅素-BSA (b)体系的圆二色谱图 
Figure 10  CD spectra of BSA-myricetin system 

(a) 5 μmol•L－1 BSA; (b) 5 μmol•L－1 BSA＋1.0×10－5 mol•L－1 myricetin,   
T＝298 K, pH＝7.40 

3  结论 

利用荧光光谱法、REES 法、圆二色谱法结合分子

模拟技术研究了模拟生理条件下黄酮类活性成分杨梅

素与 BSA 的相互作用. 分子模拟研究揭示了杨梅素与

BSA 通过疏水作用力和氢键在 Trp212 位点结合. 根据

荧光光谱法判定猝灭机制为静态猝灭, 并计算了结合常

数和结合位点数, 310 K 时结合常数为 7.34×105, 表明

杨梅素与 BSA 之间的自发结合能力较强, 但会受到温

度的影响而发生变化; 作用力类型与结合距离的计算都

与分子模拟的预测结果一致. 此外, 通过紫外吸收光

谱、同步荧光光谱和 REES 法的定性研究, 发现杨梅素

与 BSA 能够发生相互作用, 两者结合的过程中, BSA 的

色氨酸残基处于运动受限的微环境中, 而增加杨梅素的

浓度并不能改变色氨酸微环境的流动性, 所以不会显著

影响 BSA 的构象; 同时, 圆二色谱的定量计算结果表

明, 杨梅素与 BSA 的相互作用引起了 α-螺旋含量的降

低, 说明杨梅素与 BSA 发生相互作用会对 BSA 的二级

结构产生一定影响. 
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