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LH/

&属于非黄酮类多酚化合物!存在于葡萄科"百合科等多种植物体内!

是一种具有多种生物活性和药理作用的天然活性物质!被广泛应用于食品和药品领域#研究表明多酚在生

物体消化吸收过程中!会与消化酶%如胃蛋白酶"胰蛋白酶等&相互作用!使多酚类物质和消化酶的生物活性

发生改变!进而影响多酚物质和其他营养物质的消化吸收!而
LH/

与胃蛋白酶%

G0

)

4:7

!

GHG

&的分子间相互

作用机制未见报道#采用荧光光谱"紫外
-

可见吸收光谱"红外光谱和分子对接模拟等技术研究不同温度下

LH/

与
GHG

相互作用的结合特性!为阐明
LH/

和
GHG

的作用机制提供重要信息!同时为
LH/

在食品和药

品领域的应用提供理论参考#荧光光谱实验结果表明!

GHG

的荧光强度随着
LH/

浓度的增加呈现出有规律

的降低!表明
LH/

对
GHG

有荧光猝灭作用#加入
LH/

前后!

GHG

的紫外吸收光谱发生明显变化!初步判断

LH/

与
GHG

的相互作用属于静态荧光猝灭类型'根据
/2037-$%&C03

方程计算得到不同温度下最小猝灭速率

常数
2

e

值远大于猝灭剂对生物大分子的最大扩散碰撞常数
.'+f*+

*+

E

$

C%&

F*

$

4

F*

!且猝灭常数%

2

/$

&与

温度呈负相关关系!进一步验证了
LH/

与
GHG

静态荧光猝灭类型结论#化学计量结合的值数目大约等于
*

!

表明一个
LH/

分子只能结合一个
GHG

分子#根据
$67

,

2A%YY

方程以及热力学方程计算得到结果显示!

#

3

$

+

!说明
LH/

与
GHG

的结合过程可以自发进行'

#

4

$

+

和
#

5

$

+

!表明
LH/

与
GHG

之间结合作用力类型

主要是氢键和范德华力#

LH/

与
GHG

相互作用的同步荧光光谱和三维荧光光谱图表明!在
LH/

的作用下!

GHG

的构象和微环境发生变化!色氨酸或酪氨酸残基所处微环境极性增强!疏水性减弱!蛋白构象变得疏

松#红外光谱显示
LH/

能使
GHG

的二级结构中
$

螺旋含量降低!

%

折叠含量增加!

%

转角和无规则卷曲变化

不明显!这可能会影响
GHG

的活性#分子对接模拟实验结果显示
LH/

与
GHG

中的残基
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XW3-,,
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c&0-*.<

!
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及
]&

5

-.*,

有范德华力作用!与残基
c&0-*.<

及

94

)

-.*B

产生超共轭效应!与残基
/03-!=

!

947-!,

!

c&0-*.<

及
XW3-.*<

形成氢键!各种作用力使
LH/

与
GHG

形成较稳定的复合物#
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LH/

&属于非黄酮类多酚化合物!

广泛存在于葡萄科"百合科等多种植物体内!具有多种生物

活性和药理作用!是一种对人类健康有显著作用的天然活性

物质#

LH/

分子有顺式和反式两种结构!天然的
LH/

多数以

反式结构存在%如图
*

&#研究表明
LH/

具有潜在的防治心血

管疾病"防癌"抗衰老及提高机体免疫力等作用)

*

*

#

LH/

被

机体摄入后!经胃肠道消化"吸收及代谢而发挥其功效#大

量研究表明!多酚在生物体消化吸收过程中!会与消化酶

%如胃蛋白酶"胰蛋白酶等&相互作用!使多酚类物质和消化

酶的生物活性发生变化!影响多酚物质活性和其他营养成分

的消化吸收#而多酚对消化酶的抑制作用强弱与多酚含量和

种类以及消化酶的种类密切相关)

.

*

!目前!关于
LH/

与
GHG

的相互作用机制研究未见报道#

!!

本文采用分子荧光光谱"紫外光谱"红外光谱%

P%T3:03

:7Y363084

)

0123TC

!

PXcL

&及分子对接等多种方法和技术!检



测
LH/

与
GHG

之间的猝灭常数和结合常数!确定它们之间

主要作用力类型!考察
GHG

所处微环境和二级结构的变化!

探究分子间的相互作用形式及作用位点!从分子结构层面分

析
LH/

对
GHG

空间结构及氨基酸残基微环境的影响!旨在

为阐明
LH/

与
GHG

之间的作用机理提供重要信息#

*

!

实验部分

'('

!

仪器与试剂
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01&:
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40

荧光光度计%安捷伦公司!

Z/9

&'

Z$-.=++

紫外
-

可见分光光度计%岛津公司!

Q6

)

67

&'

$HLXĤ ,+

红外

光谱仪%布鲁克公司!

]03C67

5

&#

GHG

!反式
LH/

%上海生工生物工程股份有限公司!中

国&'溴化钾%天津科密欧化学试剂有限公司!中国&为光谱

纯'其他试剂均为分析纯#配制
.'Bf*+

F#

C%&

$

E

F*

GHG

溶

液和
*f*+

F#

C%&

$

E

F*

LH/

溶液!作为母液!贮存在
+

!

#

[

条件下备用#

'()

!

方法

*'.'*

!

荧光光谱分析

精确配制
LH/

和
GHG

溶液!使
LH/

与
GHG

的终摩尔比

为
+

!

+'.B

!

+'B

!

+',B

!

*

!

*'.B

!

*'B

!

*',B

!

.

和
.'.B

#分别

在
."<

!

!+#

和
!*+b

的温度下反应
*+C:7

!进行荧光光谱测

定#测定条件为(激发和发射狭缝宽度均为
*+7C

!扫描速

度为
=++7C

$

C:7

F*

!波长扫描范围为
!++

!

B++7C

%同步荧

光与三维荧光光谱扫描范围为
.++

!

B++7C

&#测定项目为(

!

0I

J.<+7C

处的荧光发射光谱'分别固定激发波长和发射

波长间距
#!

J*B7C

和
#!

J=+7C

!记录其同步荧光光谱'

测定
LH/

溶液与
GHG

体系的三维荧光光谱#实验所得的荧

光强度均采用-内滤光效应.式%

*

&进行校正)

!

*

#

6

1%33

#

6

%U4

7

*+

%

,-

0I

%

,-

0C

&+

.

%

*

&

式中!

6

%U4

为校正前的荧光强度!

6

1%33

为校正后的荧光强度'

,-

0I

为激发波长下的紫外可见吸收值!

,-

0C

为发射波长下

的紫外可见吸收值#

*'.'.

!

荧光猝灭机理

设置不同温度!检测加入
LH/

后
GHG

的荧光光谱变化!

结合根据
/2037-$%&C03

方程式%

.

&计算出的热力学参数)

#

*

!

揭示
LH/

与
GHG

之间的荧光猝灭机制#

6

+

+

6

#

*

%

2

e

"

+

)

8

*

#

*

%

2

/$

)

8

* %

.

&

式%

.

&中!

6

+

为没有加入
LH/

时!

GHG

的荧光强度值'

6

为

加入
LH/

后
GHG

的荧光强度值'

2

e

为荧光猝灭速率常数'

"

+

数值为
*+

F<

4

!表示荧光分子平均寿命')

8

*为猝灭剂

%

LH/

&浓度'

2

/$

为
/2037-$%&C03

方程的猝灭常数#

*'.'!

!

紫外
-

可见分光光度法分析

不同浓度的
LH/

溶液被分别加入到一定浓度的
GHG

溶

液中!进行全波长扫描!扫描波长范围设置在
*<B

!

,++7C

内#

*'.'#

!

傅里叶变换红外光谱!

PXcL

"分析

将
GHG

!

LH/

和
LH/gGHG

溶液冷冻干燥!按样品粉末

与溴化钾粉末
*h*++

%

*

+

*

&的比例混合!压片#在
#+++

!

#++1C

F*波数范围内对样品进行红外光谱扫描#

*'.'B

!

分子对接模拟技术

利用分子对接软件%

9T2%8%1S#'.'=

&分析
GHG

%

G@Mc@

(

BGHG

&的活性区域!建立尺寸为
"+if*++if"+i

的网格

盒子!盒子中心为%

F*,'<+.i

!

#+'!,=i

!

<='<#<i

&#分

子对接运行
*++

次!分析
GHG

与
LH/

作用前后的作用力类

型和结合位点!软件使用的所有参数均为默认值%除文中特

殊说明&#

图
'

!

QBT

与
VBV

相互作用相关图

%

6

&(

LH/

与
GHG

相互作用荧光光谱图'%

U

&(

LH/

与
GHG

相互作用

紫外吸收光谱图!其中
9

是
LH/

!

:

是
GHG

!

;

是
LH/gGHG

!

<

是
;=

9

'%

1

&(

LH/

与
GHG

相互作用的
/2037-$%&C03

曲线

01

2

('

!

34*?1,

2

9,:85QBT,.?VBV1.7*9,6718.

%

6

&(

P&T%304107100C:44:%74

)

01236%YLH/678GHG:7203612:%7
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U

&(

Z$-$:46U4%3

)

2:%74

)

01236%YLH/678GHG:7203612:%7

!

9:4LH/

!

:

:4GHG

!

;:4LH/gGHG

!

<:4;=9

'%

1

&(

/2037-$%&C03

)

&%24Y%32W0

e

T071W:7

D

%YGHG16T408U
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结果与讨论
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!

QBT

与
VBV

相互作用的机制

色氨酸和酪氨酸一直被用作蛋白质的内源荧光基团#蛋

白质的荧光光谱可以为蛋白质结构和动力学提供重要的信

息#

GHG

中含有五个色氨酸残基和十六个酪氨酸残基!这些

残基可以被用作内在的荧光团!提供
GHG

与小分子物质相

互作用构象变化的相关信息)

B

*

#

LH/

对
GHG

荧光强度的影

响如图
*

%

6

&所示!当激发波长为
.<+7C

时!

LH/

在此处的

荧光%曲线
**

&特别微弱!可忽略不计!而
GHG

在
!##7C

处

有较强的荧光%曲线
*

&!因此
GHG

的荧光信息可通过光谱图

直接反映#

!!

从图
*

%

6

&中可以看出!随着
LH/

浓度的不断增加!

GHG

的荧光强度逐渐降低!但降低的程度越来越小!这表明
LH/

与
GHG

发生了相互作用从而导致
GHG

内源荧光的猝灭#在

加入不同浓度的
LH/

后!

GHG

的最大发射峰发生了红移!表

明
LH/

的存在使
GHG

中的酪氨酸或色氨酸残基所处微环境

发生变化)

=

*

#图
*

%

U

&展示了
LH/

与
GHG

相互作用的紫外可

见吸收光谱!对比曲线
:

和
<

可以发现!随着
LH/

的加入!

GHG

的紫外吸收峰有明显的改变!表明在
LH/

作用下!

GHG

的构象发生改变!可以初步判断出
LH/

对
GHG

的猝灭机制

为静态猝灭)

,

*

#为了进一步确定
LH/

对
GHG

的荧光猝灭类

型及机理!将荧光猝灭数据代入
/2037-$%&C03

方程进行分

析!可得到相关的猝灭参数%表
*

所示&及不同温度下的

/2037-$%&C03

曲线)图
*

%

1

&*#从图
*

%

1

&中可以看出!

6

+

+

6

与)

8

*之间线性关系良好!表明
LH/

对
GHG

的猝灭类型是

属于单一的静态猝灭或动态猝灭)

<

*

#由方程的斜率可计算得

到猝灭常数
2

/$

和
2

e

!从表
*

中数据可以看出!最小的猝灭

速率常数
2

e

值远大于
.'+f*+

*+

E

$

C%&

F*

$

4

F*

%猝灭剂对

生物大分子的最大扩散碰撞常数&!且猝灭常数随着温度升

高而降低!再次验证了
LH/

与
GHG

两者间相互作用表现为

静态猝灭#

表
'

!

QBT

与
VBV

体系荧光猝灭常数及线性相关系数

3,>+*'

!

W

-*.641.

2

9,7*68.<7,.7<,.?6899*+,718.

68*55161*.7<85QBTXVBV

温度

>

+

b

猝灭常数
2

/$

+

%

E

$

C%&

F*

$

/

F*

&

猝灭速率常数
2

e

+

%

E

$

C%&

F*

$

/

F*

&

相关系数

!

.

."<

*'.==#f*+

B

*'.==#f*+

*!

+'","=

!+#

*'..+<f*+

B

*'..+<f*+

*!

+'"B*=

!*+

*'+*<+f*+

B

*'+*<+f*+

*!

+'<B<,

!!

结合常数和结合位点数是研究小分子与蛋白质相互作用

中重要的定量数据#荧光光谱和紫外光谱实验结果表明
LH/

与
GHG

作用类型为静态猝灭!参考静态猝灭式%

!

&可以求出

两者的结合常数)

"

*

#

&

D

)%

6

+

&

6

&+

6

*

#

&

D

2

%

'&

D

)

8

* %

!

&

式%

!

&中!

6

+

为
GHG

的荧光强度!

6

为加入
LH/

后
GHG

的

荧光强度'

2

为
GHG

与
LH/

的结合常数'

'

为结合位点数'

)

8

*为
LH/

的浓度#

以
&

D

)%

6

+

F6

&+

6

*为纵坐标!

&

D

)

8

*为横坐标作双对数

图!两者间呈线性相关%表
.

中
?

值&!根据线性方程的斜率

和截距计算不同温度下
LH/

与
GHG

的结合常数
2

和两种反

应物之间的结合位点数
'

!结果见表
.

#

表
)

!

QBT

与
VBV

反应过程热力学参数

3,>+*)

!

34*9:8?

/

.,:16

$

,9,:*7*9<85QBTXVBV9*,6718.

$

986*<<

温度

>

+

b

结合常数

2

+%

E

$

C%&

F*

&

结合位点

'

相关系数

?

自由能
#

3

+

%

SQ

$

C%&

F*

&

焓
#

4

+

%

SQ

$

C%&

F*

&

熵
#

5

+

%

Q

$

C%&

F*

$

b

F*

&

."<

.'=++*f*+

#

*'+,B+ +'""B. F.B'*<,

!+#

,'!#*"f*+

#

*'*<.< +'"<.+ F.<'..# F*=<'"<+ F#,B'",.

!*+

.'.,.+f*+

!

+'<#<B +'"B,# F*"'"*"

!!

从结合常数
2

可以看出两者具有较强的相互作用!形

成一个结合位点#

LH/

与
GHG

之间的作用力类型可根据反

应的热力学参数%焓变
#

4

!熵变
#

5

!吉布斯自由能变
#

3

&

进行判断)

*+

*

#当温度变化不大时!反应的焓变%

#

4

&"熵变

%

#

5

&和吉布斯自由能变%

#

3

&可由
$67

,

2A%YY

方程%

#

&以及

热力学方程%

B

&求出)

**

*

#

&72

#&#

4

+

!>

%#

5

+

!

%

#

&

#

3

#&

!>&72

##

4

&

>

#

5

%

B

&

式中!

2

为某温度下的结合常数'

!

为气体常数%

<'!*#Q

$

C%&

F*

$

b

F*

&#

由表
.

可知!

#

3

$

+

!说明
LH/

与
GHG

的结合可以自发

进行#该体系的
#

4

$

+

和
#

5

$

+

!可说明
LH/

与
GHG

之间

的作用力主要是氢键和范德华力!但并不能排除其他作用力

的存在#

)()

!

QBT

对
VBV

构象的影响

.'.'*

!

LH/

与
GHG

的同步荧光光谱

同步荧光光谱可提供荧光团附近微环境变化的相关信

息#在同步荧光光谱中!当激发和发射的波长差
#!

设为
*B

和
=+7C

时!可以分别呈现出蛋白质中酪氨酸和色氨酸残基

附近的分子结构特点#

LH/

与
GHG

相互作用的同步荧光光

谱如图
.

所示!从图中可以看出!在两种波长差下!随着

LH/

的不断加入!

GHG

酪氨酸和色氨酸的发射峰强度均有所

降低!但下降的程度不同#

#!

J*B7C

条件下!随着
LH/

浓

度的提高!

GHG

特征荧光吸收峰不断猝灭!且由
.<=7C

红

移至
."*7C

#

#!

J=+7C

的特征荧光吸收峰亦猝灭!由
.,"

7C

红移至
.<*7C

#这表明
LH/

使
GHG

中色氨酸和酪氨酸

B+**

第
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残基附近的微环境发生改变!极性略有增加!疏水性减小!

GHG

结构变得疏松)

*.

*

#这与荧光光谱所测结果一致#

图
)

!

QBT

与
VBV

体系的同步荧光光谱

%

6

&(波长差为
*B7C

'%

U

&(波长差为
=+7C

>J."<b

!

;

%

GHG

&

J.'Bf*+

FB

C%&

$

E

F*

!

;

%

LH/

&

%

*

!

*+

&

J

%

+

!

+'=.B

!

*'.B+

!

*'<,B

!

.'B++

!

!'*.B

!

!',B+

!

#'!.B

!

B'+++

!

B'=.B

&

f*+

FB

C%&

$

E

F*

01

2

()

!

T

/

.6498.8-<5+-89*<6*.6*<

$

*679,

85QBT,.?VBV<

/

<7*:

%

6

&(

#!

J*B7C

'%

U

&(

#!

J=+7C

>J."<b

!

;

%

GHG

&

J.'Bf*+

FB

C%&

$

E

F*

!

;

%

LH/

&

%

*

!

*+

&

J

%

+

!

+'=.B

!

*'.B+

!

*'<,B

!

.'B++

!

!'*.B

!

!',B+

!

#'!.B

!

B'+++

!

B'=.B

&

f*+

FB

C%&

$

E

F*

.'.'.

!

LH/

与
GHG

的三维荧光光谱

三维荧光光谱技术可以完整地呈现出样品的荧光信息!

是描述荧光强度同时随激发"发射波长都变化的荧光光谱!

比二维荧光图谱包含更丰富的信息#图
!

显示
GHG

单独存在

时)图
!

%

6

&*以及与
LH/

相互作用的三维荧光光谱图)图
!

%

U

&*#峰
9

%

!

0I

J

!

0C

&是瑞利散射峰!峰
*

主要展现
GHG

中色

氨酸或酪氨酸残基的荧光光谱特征#图
!

%

6

&中显示
GHG

溶

液峰
*

的相对荧光强度为
!=<',

!当加入
LH/

后!其相对荧

光强度下降至
.=,'+

!并出现了新的峰
.

)图
!

%

U

&*!表明

LH/

与
GHG

形成复合物!并引起
GHG

构象的变化)

*!

*

#加入

LH/

前后!

GHG

溶液峰
*

的发射波长由
!#+7C

红移到
!=*

7C

!

GHG

中色氨酸或酪氨酸所处环境疏水性减弱#这进一步

验证了荧光光谱和同步荧光光谱的结果#

图
M

!

VBV

及
QBTXVBV

的三维荧光光谱

01

2

(M

!

34*749**P?1:*.<18.,+5+-89*<6*.6*68.78-9

<

$

*679,85VBV

%

,

&

,.?QBTXVBV

%

>

&

.'.'!

!

傅里叶变换红外光谱

蛋白质的红外光谱可以反映蛋白质构象的变化!酰胺
&

带%

*,++

!

*=++1C

F*范围内!主要是
%%

> ?

伸缩振动&和

酰胺
'

带%

*=++

!

*B++1C

F*范围内!主要是
>

/

(

伸缩振

动和
(

/

A

弯曲振动&红外吸收峰是蛋白质特征吸收峰!通

过对它们进行去卷积处理!可以获得蛋白质二级结构的相关

信息)

*#

*

#对
GHG

加入
LH/

前后红外图谱的
*,++

!

*B++

1C

F*部分分别进行去卷积处理%表
!

&!结果显示加入
LH/

前

后!

GHG

二级结构中!

$

螺旋含量由
.*'*"\

变为
*,'.!\

!

%

折叠含量由
#B'!#\

变为
#"',=\

!

%

转角含量由
.<'=*\

变

为
.<'+<\

!无规则卷曲含量由
#'<=\

变为
#'"!\

!这一实

验结果表明!

LH/

对
GHG

的二级结构产生影响!使其
$

螺旋

含量降低!

%

折叠含量增高!

%

转角和无规则卷曲变化不明

表
M

!

QBT

对
VBV

二级结构的影响

3,>+*M

!

34**55*6785QBT8.74*<*68.?,9

/

<79-67-9*85

$

*

$

<1.

系列
$

螺旋

+

\

%

折叠

+

\

%

转角

+

\

无规则

卷曲+
\

GHG .*'*" #B'!# .<'=* #'<=

%

GHGgLH/

&

FLH/ *,'.! #"',= .<'+< #'"!

=+**
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显!这可能由于
LH/

与
GHG

之间主要通过氢键和范德华力

产生相互作用!这种作用会影响
GHG

的二级结构!进而影响

其活性#

)(M

!

分子对接模拟实验

为了更加直观的反映
LH/

与
GHG

的结合状态!利用分

子对接技术对它们之间的相互作用进行模拟研究)

*B

*

#从若

干对接结果中选取结合位点出现最多的簇!再从中选取结合

能最低的构象进行分析!所得结果如图
#

所示#

LH/

与
GHG

的结合位点位于
GHG

的凹槽!即活性中心!结合能为

F."'B"SQ

$

C%&

F*

#

LH/

与
GHG

中的残基
94

)

-!.

!

]&

5

-!#

!

/03-!B

!

947-!,

!

X

5

3-,B

!

]&

5

-,=

!

XW3-,,

!

c&0-*.<

!

9&6-*!+

及
]&

5

-.*,

有范德华力作用!与残基
c&0-*.<

及
94

)

-.*B

产生

超共轭效应#残基
/03-!=

!

947-!,

!

c&0-*.<

及
XW3-.*<

与

LH/

形成氢键!各种作用力使
LH/

与
GHG

形成较稳定的复

合物#

!

!

结
!

论

!!

利用荧光光谱法等多种光谱技术和分子对接技术研究

LH/

与
GHG

的作用机制#结果表明
LH/

与
GHG

之间以
*h*

图
K

!

QBT

与
VBV

的分子对接

01

2

(K

!

G8+*6-+,9?86=1.

2

85Q*<;*9,798+,.?VBV

结合并相互作用发生静态荧光猝灭!该过程可自发发生#

GHG

与
LH/

结合有一个结合位点!二者之间的作用力主要

是氢键和范德华力#在
LH/

的作用下!

GHG

中色氨酸和酪氨

酸所处的微环境发生变化!极性增强!疏水性减弱!空间结

构变得疏松'

GHG

的二级结构也发生变化!其中
$

螺旋含量

明显降低!

%

折叠含量明显增加'分子对接结果进一步验证

以上结果!并直观反映了
LH/

与
GHG

之间的相互作用#
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