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"

要
"

五环三萜化合物齐墩果酸!

G1

"与熊果酸!

f1

"为同分异构体#具有相似的理化性质和稍有差异的

药理活性&目前人们主要采用各种色谱.质谱类方法实现对
G1

与
f1

的异构体识别#未见使用荧光光谱法

的报道&提出了一种使用荧光猝灭法实现对
G1

与
f1

异构体识别的方法&首先考察了两种常见的血清蛋

白1牛血清白蛋白!

W'1

"与人血清白蛋白!

H'1

"同
G1

与
f1

的作用情况#结果表明
G1

与
f1

均可有效

地猝灭
W'1

与
H'1

的荧光发射&对所得荧光猝灭数据计算可知
G1

#

f1

与
W'1

#

H'1

作用的双分子猝灭

速率常数!

S

h

"均远大于生物大分子荧光猝灭所观察到的最大散射碰撞速率常数
%$"@#"

#"

=

-!

K-,

-

3

"

+#

#

说明猝灭类型均为静态猝灭#即
G1

与
f1

均是通过与
W'1

及
H'1

形成稳定复合物方式实现荧光猝灭的&

应用双对数方程对所得荧光猝灭数据计算可知
G1

#

f1

与
W'1

#

H'1

所形成的复合物中结合位点数在

"$6"

"

#$%4

之间#说明所形成的复合物为
#k#

型&

W'1

与
G1

#

f1

所形成复合物的表观结合常数!

S

1

"为

同一数量级#相差不大#但是
H'1

与
G1

#

f1

所形成复合物的
S

1

差别很大#

H'1>f1

复合物的
S1

比

H'1>G1

复合物高
#%/$6#

倍#表明
H'1>f1

复合物的稳定性更强&同步荧光实验结果显示#

G1

与
f1

的

加入对于
H'1

波长差!

.%

"为
4";K

同步荧光光谱的影响大于
.%

为
#!;K

的同步荧光光谱#由此可以说明

G1

与
f1

在
H'1

上的结合位点可能位于
:7

]

残基附近&分子对接模拟计算结果表明
G1

与
f1

均对接在

H'1

结构中一个疏水性空腔中#主客体之间存在强烈的氢键与疏水作用&

G1

同
17

.

%#A

#

HQ3%/%

#

E7-//5

等残基间存在氢键作用#键长分别为
%$6!

#

%$65

与
&$#5|

#此外还与
=

_

3#6!

#

=

_

3#66

#

:7

]

%#/

#

17

.

%%%

#

=OC%&A

#

13

]

/!#

和
:

_

7/!%

等七个氨基酸残基间存在疏水作用&

f1

同
:7

]

%#/

#

17

.

%#A

和
=

_

3///

等残基存

在氢键作用#键长分别为
&$"#

#

%$AA

与
%$4!|

#此外还与
=OC#6A

#

V,;%%#

#

17

.

%%%

#

13;%6!

#

J8,&/&

#

E7-//5

#

0

_

3//A

#

13

]

/!#

和
J8,/!!

等
6

个氨基酸残基间存在疏水作用&由于
f1

同
H'1

作用位点数目多

于
G1

#说明
f1

与
H'1

疏水性空腔的空间匹配程度更高&因此#认为
H'1>f1

与
H'1>G1

复合物间稳定

性差异是
H'1

实现对
G1

与
f1

异构体识别的原因&

关键词
"
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中图分类号%

G4!5$&

""

文献标识码%

1

"""

;O?

%

#"$&64/

&

g

$Q33;$#""">"!6&

#

%"#6

$

"5>%#6">"4

"

收稿日期%

%"#A>"/>#6

!修订日期%

%"#A>"6>##

"

基金项目%国家自然科学基金项目!

%#%"!"A"

"#辽宁省高等学校优秀人才支持计划!

=̀b%"#!#"!

"#沈阳师范大学大学生创新创业项目

!

%"#5#"#44%#"

"资助

"

作者简介%韩忠保#

#66/

年生#沈阳师范大学化学化工学院硕士研究生
""

O>K8Q,

)

5A#5%"&&4

$hh

\2-K

%

通讯联系人
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"
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齐墩果酸!

-,O8;-,Q282Q9

#

G1

"与熊果酸!

C73-,Q282Q9

#

f1

"同为五环三萜类化合物#二者为同分异构体#共同存在

于多种植物中#具有相似的理化性质和药理活性&已有研究

表明
G1

与
f1

对于不同类型肝损伤具有一定程度的修复作

用'

#

(

#可抑制
I'!W

聚合酶剂具有抗丙肝病毒活性'

%

(

&但在

面对某些病症时
G1

与
f1

表现出一定的活性差异#例如在

抑制革兰氏阳性菌活性时#

f1

反馈的效果更为明显'

&

(

&因

此#对于
G1

与
f1

的识别在医学上具有积极意义&

""

人们大都采用各种色谱分离方法识别
G1

与
f1

&

=QC



图
!

"

O@

与
V@

分子结构示意图

B2

C

9!

"

K-*+4#*).71.#41#.+7-EO@)56V@

等'

/

(采用胶束电动毛细管色谱法实现了
G1

与
f1

的区分#

V8-

等'

!

(采用毛细管区带电泳法实现了
G1

与
f1

的识别&

此外
8̀;Q238P

等'

4

(采用了气相色谱法区分
G1

与
f1

&但气

相色谱法的测定条件较为苛刻#因此人们大多转而采用高效

液相色谱法!

HE=0

"#如
S8K8<-C

等'

5

(通过
HE=0

法证明了

G1

和
f1

富含于鼠尾草中#

NC

等'

A

(通过
?E>HE=0

法实现

了枇杷叶片中
G1

与
f1

的定量检测&此外#各种色谱
>

质谱

联用技术'

6>##

(也常用来进行
G1

与
f1

的区分或识别#如于

湛等'

#%

(通过质谱技术也实现了对
G1

与
f1

的识别&

本文使用荧光光谱法#选用常见的两种血清蛋白1牛血

清白蛋白!

F-eQ;O3O7CK8,FCKQ;

#

W'1

"与人血清白蛋白!

Ĉ>

K8;3O7CK8,FCKQ;

#

H'1

"作为识别试剂#研究其对
G1

与

f1

的异构体识别&本文发现
G1

与
f1

对
H'1

的荧光猝

灭程度不同#所形成的复合物的稳定常数存在较大差异#并

通过分子对接技术推测了
H'1

与
G1

及
f1

所形成复合物

的结构&

#

"

实验部分

!9!

"

仪器与试剂

087

_

R2,Q

]

3O

型荧光光谱仪!美国
J87Q8;

公司"#

=1TW>

)1%!

型紫外
>

可见光谱仪!美国
ER

公司"#

MR%"S

型
]

H

计

!上海梅特勒托利多公司"&

W'1

购自美国
'Q

.

K8

公司#

H'1

与三羟甲基氨基甲烷

!

:7Q3

"购自美国
1KO732-

公司#

G1

与
f1

购于上海如吉生

物技术有限公司#其余试剂均购自国药集团化学试剂有限公

司#实验用水为二次去离子水&上述试剂均为分析纯或更

高#且在实验中未经预处理而直接使用&

!9$

"

样品准备

配制浓度均为
#$"@#"

+&

K-,

-

=

+#的
G1

与
f1

的乙醇

溶液备用&使用
:7Q3

#

I8GH

#

H0,

与
I80,

配制
]

H

分别为

!$/

#

4$/

#

5$/

#

A$/

与
6$/

的缓冲溶液并保证其中
:7Q3

与

I80,

浓度均为
"$#K-,

-

=

+#

&

W'1

与
H'1

使用上述缓冲溶

液配置为
!@#"

+/

K-,

-

=

+#储液备用&

依次将
%"

#

=W'1

!或
H'1

"储液.

#"""

#

=

缓冲溶液以

及适量的
G1

!或
f1

"储液加入离心管中并使用去离子水定

容至
/"""

#

=

#恒温水浴一定时间后#立即测其荧光发射强

度&

!98

"

测试方法

荧光光谱仪设置如下#激发波长
%

Od

为
%A";K

#扫描范

围为
%A"

"

/!";K

#激发与发射狭缝宽度均为
!;K

&同步荧

光实验光谱仪设置如下)扫描范围为
%""

"

&!";K

#激发与

发射狭缝宽度均为
!;K

#

.%

分别为
#!

与
4";K

&

W'1

与
H'1

结构来自
?'0W

蛋白质数据库#编号分别

为
/M!'

与
#1G4

&

G1

与
f1

的三维结构取自
ECF0̂OK

网

站#并通过
1e-

.

897-

程序的
TTMM6/

'

#&

(分子力场优化&本

文使用
1C<-9-2P/$%

程序'

#/

(进行分子对接模拟&分子对接

所需格子!

V7Q9

"采用边长为
#%$4;K

的立方体#格子间隔为

"$"&5!;K

&

G1

与
f1

分子中可旋转的单键数量按照

1C<-)-2P

默认值选取&采用
=V1

算法优化对接结果#几个

重要的参数设置如下)

.

8

2

]

-

]

2

3QiO

为
#!"

#

.

8

2

;CK

2

Oe8,3

为

%$!@#"

5

#

.

8

2

7C;

为
&""

#其余参数均使用默认值&使用
=Q

.

>

E,-<D

程序分析主客体间的相互作用&

%

"

结果与讨论

$9!

"

溶液条件对荧光猝灭的影响

由于物质的荧光发射受溶液条件影响较大#因此在荧光

猝灭实验之前需要考察各种溶液条件对实验结果的影响&本

文配制含有一定量的血清蛋白与猝灭剂!

G1

或
f1

"的混合

溶液后#分别置于生理温度!

&5X

"下水浴
"

#

#"

#

&"

#

4"

#

6"

和
#%"KQ;

#随后立即测试其荧光强度#结果显示随着水浴

时间的延长#血清蛋白的荧光发射均呈现下降随后稳定不变

的趋势#转折点均发生在
#"

"

&"KQ;

&考虑到水浴时间过短

会导致血清蛋白与猝灭剂结合不充分#而过长会增加蛋白质

暴露在空气中被氧化的可能#因此本文中水浴时间设置为
&"

KQ;

&

图
$

"

/

\

对
V@

猝灭
P>@

的影响

B2

C

9$

"

(,++EE+41-E

/

\1-1,+E*#-.+74+54+

U

#+54,25

C

-EP>@'

0

1,+)66212-5-EV@

""

本文以
f1

猝灭
W'1

为例#考察了
]

H

对荧光猝灭的影

响&图
%

为不同
]

H

下#不同浓度
f1

猝灭
%$!@#"

+!

K-,

-

#6#%
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=

+#

W'1

的
P

"

$

P

!无猝灭剂与有猝灭存在时荧光物质发光强

度之比"对'

X

(!猝灭剂浓度"关系图&由图
%

可见#在
]

HA$/

时
f1

对于
W'1

的猝灭效果最好#这与类似报道的结论不

同'

#!>#4

(

&一般认为#

]

H5$/

时血清蛋白的结构最接近真实结

构#所形成的疏水性口袋具有最强的结合能力#但本文实验

结果显示高于
5$/

的
]

H

更有利于
f1

猝灭
W'1

#我们推测

这可能是由于
f1

体积较大#当
W'1

在
]

H

*

5$/

条件下发

生部分变性#松散的疏水空腔可以与
f1

的结合更强的缘

故&当使用
H'1

与
G1

时#所得实验结果相同#因此后续实

验中选择
]

HA$/

&

$9$

"

荧光猝灭机理分析

猝灭剂对荧光物质激发波长或发射波长的吸收而产生的

内滤效应会对实验结果产生一定影响#可通过下述式!

#

"对

荧光强度进行修正

P

2-77

%

P

-F3

:

O

!

#

Od

,

#

OK

"$

%

!

#

"

其中
P

2-77

与
P

-F3

为校正后与实验观察到的荧光强度#

#

Od

与

图
8

"

#

)

$不同浓度
V@

存在时
P>@

的荧光猝灭情况)#

'

$

O@

!

V@

与
P>@

或
\>@

结合的
>1+.5<Z-*D+.

图

温度为
&5X

*

]

H

为
A$/

*

W'1

浓度为
%$!@#"

+4

K-,

-

=

+#

*从
#

2

5

#

f1

浓度分别为
"

#

#$%!@#"

+4

#

%$!"@#"

+4

#

&$5!@#"

+4

#

!$""

@#"

+4

#

4$%!@#"

+4以及
5$!"@#"

+4

K-,

-

=

+#

B2

C

98

"

!

)

"

(,+E*#-.+74+54+

U

#+54,25

C

-EP>@'

0

62EE+.+51

4-54+51.)12-5-EV@

*!

'

"

>1+.5<Z-*D+.

/

*-17E-.1,+

'25625

C

-EP>@-.\>@'

0

O@-.V@

:OK

]

O78<C7OQ3&5 X

*

]

HQ3A$/

*

W'12-;2O;<78<Q-;Q3%$!@#"

+4

K-,

-

=

+#

*

M7-K#<-5

#

<̂O2-;2O;<78<Q-;-cf1Q3"

#

#$%!@#"

+4

#

%$!"@#"

+4

#

&$5!@#"

+4

#

!$""@#"

+4

#

4$%!@#"

+4

8;95$!"@

#"

+4

K-,

-

=

+#

#

7O3

]

O2<QeO,

_

#

OK

为溶液在发射波长与激发波长下的吸光度&

""

图
&

!

8

"给出了在温度为
&5X

.

]

HA$/

时#校正内滤效

应后
f1

对
W'1

的猝灭曲线&由图可见#随着
f1

浓度的增

加#

W'1

的荧光发射明显减弱#这表明了
W'1

与
f1

之间存

在相互作用&当使用
f1

猝灭
H'1

或使用
G1

猝灭
W'1

#

H'1

时#所得结果与上述类似&

""

为了探究猝灭剂对血清蛋白的猝灭机理#本文采用

'<O7;>J-,KO7

方程!

%

"分析了
G1

!或
f1

"猝灭
W'1

!或

H'1

"的猝灭曲线#所得结果见图
&

!

F

"与表
#

&

P

"

P

%

#

,

S

h

4

"

'

X

( !

%

"

式中)

S

h

为双分子猝灭速率常数#

4

"

为生物大分子独立存

在时的平均荧光寿命#'

X

(为猝灭剂浓度&

表
!

"

O@

!

V@

与
P>@

!

\>@

的相互作用常数

()'*+!

"

P25625

C

4-571)517-E1,+251+.)412-5

'+1H++5O@-.V@)56P>@-.\>@

荧光剂 猝灭剂
S

h

$

'

=

-!

K-,

-

3

"

+#

(

S

1

$

!

=

-

K-,

+#

"

$

W'1 G1

!$#5@#"

#%

#$4%@#"

/

"$A66%%

W'1 f1

/$6/@#"

#%

/$56@#"

/

"$66!%&

H'1 G1

!$!4@#"

#%

5$/#@#"

&
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好的线性关系#即猝灭剂的加入可促使血清蛋白荧光均匀地

猝灭#据此可初步判断猝灭剂与血清蛋白只存在一种结合类

型&由于
S

h

值均在
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=
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+#数量级#远大于各类

剂对生物大分子最大扩散控制的碰撞猝灭速率常数
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$因此说明
)*

或
+*

对
,-*

或
.-*

的荧光猝灭作用是静态猝灭$即猝灭剂与荧光剂之间形成了

稳定的复合物%

随后本文利用双对数方程&

!/

'

"

0

#分析了静态猝灭发生时

猝灭剂与荧光剂的表观结合常数
!

*

及结合位点数
"

$所得

结果见图
1

与表
!

%

&
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"

$

#

& '

#
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!
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&
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由表
!

中数据可以看出
)*

与
+*

都可与
,-*

或
.-*

形成
!3!

型复合物$但是
!

*

值之间相差十分明显%

,-*4

)*

与
,-*4+*

复合物的
!

*

均处在相同的数量级$但是

.-*4)*

与
.-*4+*

之间的
!

*

相差两个数量级$由此可

见
)*

$

+*

与
.-*

形成的复合物稳定性上存在明显差异$

即
.-*

可识别
)*

与
+*

%

荧光猝灭法显示的
.-*

中所有的芳香性氨基酸荧光发

射叠加结果$可通过同步荧光光谱法检测
.-*

中
56

7

与

5

8

6

残基受客体的影响情况$考察客体对
.-*

构象的影响%

当
!!

9:";$

时所得为
.-*

中
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7

残基的同步荧光光谱(
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9!<;$

时所得为
.-*

中
5

8
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残基的同步荧光光谱$见

图
<

%

图
!
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不同客体与
"#$

相互作用的同步荧光光谱图
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当
!!

9!<;$

时$可以观察到
.-*

的荧光发射强度随

着
)*

与
+*

浓度的增加而增强$这由于
)*

与
+*

自身所

产生的荧光与
.-*

荧光发射叠加的结果%当
!!

9:";$

时$

.-*

的荧光发射强度随着
)*

与
+*

浓度增加而呈现明显

的下降$显示
)*

$

+*

与
.-*

的结合对于其
56

7

残基的微

环境存在明显的影响$其结合位点可能位于
56

7

残基附近%

:(;

!

分子对接分析

利用
*FH%N%?O

软件对
)*

$

+*

与
.-*

所形成复合物

的结构进行了模拟研究$考察
.-*

对
)*

与
+*

的识别机

理%图
:

给出了
.-*4)*

与
.-*4+*

能量最低分子对接结

果中主客体间相互作用情况%由图可见$

)*

与
+*

均对接

在
.-*

结构中一个疏水性空腔中$主客体之间存在氢键与

疏水作用%

)*

同
*6

2

D!B

$

.I'D1D

$

P6%11/

等残基间存在氢

键作用$键长依次为
DCQ<

$

DCQ/

与
0C!/R

$此外还与
/

个氨

基酸残基间存在疏水作用(

+*

同
56

7

D!1

$

*6

2

D!B

$

#

8

'111

残基间存在氢键作用$键长依次为
0C"!

$

DCBB

与
DC:<R

$此
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外还与
Q

个氨基酸残基间存在疏水作用%由于
+*

同
.-*

作用位点数目多于
)*

$说明
+*

与
.-*

疏水性空腔的空间

匹配度更高$从而印证了
.-*4+*

复合物的稳定常数大于

.-*4)*

%

图
<

!

"#$

中氨基酸残基与
=$

!

6

"及
>$

!

7

"相互作用情况

虚线为氢键$线上数字为原子间距离"单位
R

#(放射状圆弧表示疏水作用

%&

'

(<

!

?.23+/26-+.*56+50735833*5,36@&*.6+&9-30&9/30.1"#$8&5,=$

"

6

#

.->$

"

7

#

.

8

@6%

2

G;>%;@'=6G@='KG@&I;G'SIHKI;@I?=HG@@I'H=;?G'

"

I;R

#(

TG'I@FG'I;K

8

@6%

7

K%>I??%;H=?HSIHKU

8

=6G6G

7

6G'G;HG@>

8

'G$I?I6?&G'SIHK6=4

@I=HI;

2

'

7

%OG'

0

!

结
!

论
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通过荧光猝灭法结合分子对接研究了
,-*

与
.-*

对

)*

与
+*

的异构体识别作用%实验表明在水浴温度为
0/

A

*水浴时间为
0"$I;

$

7

.

为
BC1

的条件下$

)*

与
+*

对

,-*

及
.-*

都具有明显的猝灭作用%进一步研究表明
)*

与
+*

猝灭
,-*

与
.-*

均为静态猝灭$是通过形成
!3!

型复合物实现荧光猝灭%实验结果表明
,-*4)*

与
,-*4+*

复合物的稳定常数在同一数量级$而
.-*4)*

与
.-*4+*

的稳定常数之间相差两个数量级$显示
.-*

对于
)*

与
+*

具有一定的识别能力%同步荧光光谱数据显示
)*

与
+*

均

结合在
.-*

的
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7

D!1

残基附近%分子对接研究结果表明$

促使形成
.-*4)*

与
.-*4+*

复合物形成的驱动力是氢键

与疏水作用$而且
+*

与
.-*

的结合要强于
)*

$这可能是

+*

与
.-*

所形成复合物具有更大稳定常数的原因%
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