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降龙涎二醇与牛血清白蛋白的相互作用研究 
 

武小明，李丽慧，霍嘉颖，杨绍祥，刘永国，田红玉 

（北京工商大学食品学院，北京 100048） 

摘要：本论文以降龙涎二醇为研究对象，在模拟生理酸度的条件下，采用荧光猝灭法、紫外-可见吸收光谱法和红外光谱法，对

降龙涎二醇与牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）的相互作用进行研究。降龙涎二醇对 BSA 荧光光谱的影响，结合常数与

结合位点数，热力学的研究发现，降龙涎二醇对 BSA 内源荧光会进行猝灭，疏水作用力是该过程中的主要驱动力。降龙涎二醇在 BSA

上，与华法林共用一个结合位点。通过同步荧光光谱最大发射波长的监测，证实了降龙涎二醇可使酪氨酸环境的极性降低，疏水性增

加，而色氨酸残基所处微环境的极性增加，疏水性降低。此外，综合紫外-可见吸收光谱、同步荧光光谱和红外光谱的分析结果，可

以看出温度对降龙涎二醇与 BSA 的结合有影响，且降龙涎二醇的存在，能诱使 BSA 的微环境和构象发生改变，降低 BSA 的稳定性。 
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Abstract: In this study, the interaction of ambradiol and bovine serum albumin (BSA) was investigated by fluorescence quenching, 

UV-Vis absorption spectroscopy and infrared spectroscopy under conditions of simulated physiological acidity. The effect of ambradiol on the 

fluorescence spectrum of BSA, the binding constant and the number of binding sites, thermodynamic studies presented that ambradiol quenched 

the endogenous fluorescence of BSA, and the hydrophobic interaction was the main driving force in the process. Ambradiol shared a binding 

site with warfarin on BSA. By monitoring the maximum emission wavelength of simultaneous fluorescence spectroscopy, it was confirmed that 

ambradiol can reduce the polarity of the tyrosine environment, increase the hydrophobicity, and increase the polarity of the microenvironment of 

the tryptophan residue and reduce the hydrophobicity. In addition, the results of UV-visible absorption spectroscopy, simultaneous fluorescence 

spectroscopy and infrared spectroscopy showed that temperature had an effect on the combination of norbornenediol and BSA, ambradiol could 

induced changes in microenvironment and conformation and reduced the stability of BSA. 
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降龙涎二醇是具有类似龙涎香香气的香料化合

物，由于其具有平衡的香味和持久的定香能力，可作

为调配日用香精的定香剂，也是合成降龙涎醚（天然

龙涎香的主要代用品之一[1]）的重要中间体[2]。目前工

业上主要以香紫苏醇为原料，通过氧化、还原两步反

应制备降龙涎二醇[3]。降龙涎二醇主要作为香烟工艺

中的增香矫味剂，也可用于调配日化香精[4]，被广大

消费者所使用，但降龙涎二醇的安全性评价等研究极

为缺乏。在生物体内，除极少数生命活动以外，小分

子物质时刻与大分子的蛋白质之间发生着相互作用， 
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小分子化合物与血清白蛋白的相互作用研究，可以从

分子水平上了解小分子化合物在体内可能的运转、代

谢、排泄等信息。所以小分子化合物与大分子蛋白质

之间的结合机制已经得到了国内外的关注[5~8]。牛血清

白蛋白(BSA)是血浆中含量丰富的一种球状心形蛋白
[9~11]，由 583 个氨基酸残基构成，在序列和结构方面

与人血清白蛋白非常相同[12]。具有转运，酸度平衡，

贮存药物等功能[13~16]，它能与许多内源及外源化合物

结合。是脂肪酸及内源性生物物质和外源生物物质的

载体。白蛋白在肝细胞中合成，肝细胞也是大多数外

源性生物物质。由于价廉易得，易于纯化，生物相容

性好等特点[17~20]，常被选为蛋白分子模型[21]。目前，

国内外很多科研人员研究药物与 BSA 的相互作用，周

瑞等[22]运用紫外-可见光谱以及荧光光谱法研究了花

青素与 BSA 的相互作用，实验结果表明：花青素对

BSA 的荧光猝灭类型为静态猝灭，且它们之间的相互
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作用力是氢键和范德华力。然而关于降龙涎二醇与

BSA 相互作用的研究尚未见报道。本论文釆用荧光猝

灭法、紫外-可见吸收光谱法和红外光谱法，对降龙涎

二醇与牛血清白蛋白（BSA）的相互作用进行研究，

通过在模拟生理酸度的条件下对降龙涎二醇与 BSA
的结合机理的研究，为从分子水平上了解这种香料在

体内的转运、代谢及其化学实质等提供重要信息。 

 
图1 降龙涎二醇的化学结构式 

Fig.1 The structure of ambradiol 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

牛血清蛋白，北京华美生物工程有限公司；布洛

芬，北京百灵威科技有限公司；华法林，北京百灵威

科技有限公司；三羟甲基氨基甲烷，北京百灵威科技

有限公司；洋地黄毒苷，北京百灵威科技有限公司；

无水乙醇，国药集团化学试剂有限公司；降龙涎二醇

（均为分析纯试剂，使用前未经纯化处理），西安天美

生物科技股份有限公司。 

实验所需溶液配制如下：降龙涎二醇溶液：无水

乙醇与超纯水（体积比为 1:1），配制成 10-2 mol/L 的

溶液；牛血清蛋白（BSA）标准溶液：用 pH=7.4 的

Tris-HCl 缓冲溶液将牛血清白蛋白晶体溶解，配制浓

度为 1×10-3 mol/L 的标准溶液；布洛芬、华法林与洋

地黄毒苷:无水乙醇与超纯水（体积比为 1:1），配制成

1×10-2 mol/L 的溶液。 

1.2  仪器与设备 

荧光分光光度计（F-4500），日本日立（HITCHI）
公司；紫外-可见近红外分光光度计（UV-2700），日

本 岛 津 公 司 ； 傅 立 叶 变 换 红 外 光 谱 4EEA
（AVATAR370），美国 Thermo Nicolet 公司；pH 计

（SJ-5），上海雷磁仪器厂；超纯水设备制造系统

（EDI），北京中扬永康环保科技有限公司；移液器

（2~20 μL），德国 BRAND 公司；移液器（100~1000 
μL），德国 BRAND 公司；集热式恒温磁力搅拌器

（DF-101S），巩义市予华仪器有限责任公司。 

1.3  方法 

1.3.1  荧光光谱的测定 

1.3.1.1  荧光光谱 
150 W 氙灯和 1 cm 石英比色皿，以 280 nm 为激

发波长，分别测定体系在 298、308 和 313 K 温度下的

荧光光谱，设置扫描速率为 240 nm/min，在发射波长

为 300~500 nm 的范围内扫描药物-蛋白体系的发射光

谱。 
1.3.1.2  同步荧光光谱 

荧光激发与发射狭缝均为 5 nm，激发与发射波长

的间距设为 15 nm 和 60 nm，再分别测定相应的 BSA
以及 BSA 与不同浓度降龙涎二醇的发射峰。同步荧光

光谱的实验温度为 298 K。 
具体操作步骤： 
在比色皿中加入 1998 μL Tris-HCL 缓冲液后加入

2 μL BSA 蛋白混匀，总计 2000 μL；6 min 后开始测定

光谱。同一比色皿液体中，每次加 2 μL 目标化合物溶

液混匀；单独测定 18 μL 的药品与 1998 μL Tris-HCL
缓冲液的混合液的荧光光谱。 
1.3.2  竞争实验（298K） 

（1）移取 2 μL 1.0 mM BSA 溶液与 2 μL10 mM
华法林（布洛芬、洋地黄毒苷）溶液加 1996 μL Tris-HCl
于 1 cm 石英池中，得到 1.0 μM BSA 溶液，测定荧光

光谱。 
（2）取一定量降龙涎二醇溶液加至上述石英池，

得到 30、60、90、120、150、180、210、240、270 μM，

测定荧光光谱。 
1.3.3  紫外-可见吸收光谱的测定 

（1）准确移取 2 μL BSA 溶液与 1998 μL Tris-HCl
缓冲溶液，加入石英比色皿，并对吸收光谱进行扫描。 

（2）接着在(1)中加入定量的降龙涎二醇溶液，

将其混合均匀，在 298K 环境下放置 6 min，然后扫描

上述溶液在 198~350 nm 处的紫外吸收光谱，同时测

定降龙涎二醇在该游离浓度时的吸收光谱。 
1.3.4  红外光谱的测定 

选择 1800~1400 cm-1为红外的扫描区间，分别对

游离 BSA 溶液（浓度为 10-4 mol/L）和摩尔比为 1:1
的 BSA 与降龙涎二醇的混合体系的红外光谱。 
1.3.5  数据统计分析 

以下数据均用 excel 2013、origin 8.5、FL Solution 
4.0 for F-4600、UV Probe 2.52、Omnic 32 等软件处理

完成。 

2  结果与分析 

2.1  降龙涎二醇对 BSA荧光光谱的影响 

研究发现，BSA 中包含 500 多个氨基酸残基，但
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仅仅芳香族的氨基酸（色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸）

残基才能够被激发而发出荧光。一般认为 BSA 的内源

荧光主要来自色氨酸残基的贡献[23]。 

 
图2 降龙涎二醇对BSA的荧光光谱 

Fig.2 Fluorescence spectra of the interaction between 

ambradiol and BSA 

注：298 K；c(BSA)=1×10-6 mol/L，and c (neral)=0，3，6，

9，12，15，18，21，24，and 27×10-5 mol/L for curves a→i; Curve 

x stands for the emission spectrum of neral only，c (neral)=1×10-6 

mol/L。 

图 2为 298K时降龙涎二醇对BSA的荧光猝灭光

谱。通过图 2 可以发现，BSA 在波长为 341 nm 处有

一个显著的发射峰，而且在该激发波长（280 nm）下，

降龙涎二醇并没有发射峰，随着降龙涎二醇的浓度增

加，BSA 内源荧光被逐渐猝灭，这一现象表明降龙涎

二醇与 BSA 之间发生了相互作用[24]。 

2.2  结合常数与结合位点数 

在猝灭过程的研究中，我们假设小分子可以与生

物大分子上的多个既相似又彼此独立的结合位点相结

合，那么可以通过下式的双对数方程求出反应体系的

表观结合常数(Kb)和结合位点数(n)： 
lg(F0-F)/F=lgKb+nlg[Q]                    (1) 
其中：F0和 F 分别表示不存在和存在猝灭剂物质的荧光强

度；[Q]为猝灭剂的浓度，n 是结合位点数，Kb是药物分子与蛋

白质结合常数。 

通过对 lg[(F0-F)/F]-lg[Q]作图得到一条直线，该直

线的斜率即为 n，截距即是 lgKb。其中若计算出的 Kb

的数量级在 103 以上，则说明药物与 BSA 具有较强的

结合能力[25]。不同温度下降龙涎二醇与 BSA 相互作

用的 Kb和 n 值的结果列于表 1，其中 R 为淬灭常数的

相关系数。 
Kb随着温度的增加而上升，且结合常数的数量级

约在 103 以上，说明降龙涎二醇结合 BSA 的能力随着

温度的升高而增强，且具有较强的结合能力。n 近似

等于 1，说明降龙涎二醇在 BSA 上只存在一个结合位

点。 
表1 BSA-降龙涎二醇体系的表观结合常数、结合位点数和热力学参数 

Table 1 Apparent binding constant, number of binding sites and thermodynamic parameters of BSA- ambradiol 

T(K) Kb/(L/mol) n R ΔH/(kJ/mol) ΔG/(kJ/mol) ΔS/[J/(mol·K)] 

298 875.5884 0.9809 0.9899 

368.0080 

-17.3421 

1293.1213 303 20169.7261 1.2530 0.9409 -23.8077 

308 107894.672 1.4289 0.9762 -30.2733 

2.3  热力学分析 

小分子与生物大分子相互作用过程主要涉及到

的驱动力有疏水作用、氢键、静电引力和范德华力[26]。

在研究中常依据热力学中焓变(ΔH)和熵变(ΔS)参数，

来判断小分子化合物与蛋白质之间的主要作用力。若

温度变化的范围很小，那么反应的焓变(ΔH)可视为定

值，通过 Van’Hoff 方程计算得出相应的 ΔH 和 ΔS： 
lgKb=(-ΔH+ΔS·T)/2.303R                  (2) 
式中：R 是气体常数，而 Kb为该温度时的表观结合常数。 

进而对 lgKb-1/T 作图，得到拟合后的直线，根据

其斜率和截距，可以计算出体系的焓变和熵变。最后

可以由以下方程计算自由能变 ΔG： 
ΔG=ΔH- TΔS                            (3) 
表1列出了降龙涎二醇体系的焓变(ΔH)、熵变(ΔS)

与自由能变(ΔG)。其中自由能变结果都为 ΔG<0，说

明两者的结合过程是自发的。计算结果中焓变和熵变

分别为 368.008 kJ/mol 和 1293.121 J/(mol·K)，表明降

龙涎二醇与 BSA 间的反应属于熵驱动的吸热反应，并

且其驱动力以疏水作用力为主[27]。 

2.4  结合位点的确定 

通过对 BSA 的构象研究，发现色氨酸残基参与

了亚域 IIA 和亚域 IIIA 界面的形成，并且他们同时也

是小分子与蛋白相结合的核心区域[28]。Sudlow 等人通

过研究发现，华法林和布洛芬分别结合于亚域 IIA(site 
I)和亚域 IIIA(site II)[29]除此之外，洋地黄毒苷在 BSA
上的结合位点也被人们所证实，它是区别于 site I 和

site II 的另外的结合位点，在此命其名为 site III。 
本实验分别采用华法林、布洛芬和洋地黄毒苷作

为标记位点探针进行竞争实验，来进一步确定降龙涎

二醇在 BSA 上的结合位点。即把降龙涎二醇分别加入
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到 BSA 与不同探针混合的体系中，得到荧光光谱，借

助方程来计算该反应体系的表观结合常数（Kb），其

结果如表 2 所示。 
表2 三种探针存在时体系的Kb值与无探针存在时体系的Kb值 

Table 2 The Kb value of the three probes and the Kb value of the 

system without the existence of the probe 

药物名称 降龙涎二醇 Kb/(L/mol) 

布洛芬 73029.80 

华法林 175873.3 

洋地黄毒苷 748.8589 

空白 875.58 

由表 2 可知，华法林、布洛芬和洋地黄毒苷存在

时，反应体系的值与反应体系在 298K 无探针时的 Kb

值 875.58 L/mol 相比发现，华法林对 Kb值的影响明显

大于布洛芬和洋地黄毒苷，说明降龙涎二醇与华法林

共用 site I 这同一个结合位点。 

2.5  同步荧光光谱的研究 

监测同步荧光光谱的最大发射波长的变化情况，

能够了解蛋白质的荧光发色团所处的微环境极性的改

变，可以进一步明确降龙涎二醇对蛋白质构象的影响。

其中当激发波长和发射波长之间的间距Δλ=15 nm时，

光谱所反映的荧光特性主要是来自于酪氨酸残基；而

当 Δλ=60 nm 时，光谱主要反映的荧光特性主要来自

于色氨酸残基[30]。 

 
图3 Δλ=15 nm时不同浓度的降龙涎二醇与BSA相互作用同步

荧光光谱 

Fig.3 Synchronous fluorescence spectroscopy of the interaction 

between different concentrations ambradiol and BSA at Δλ=15 

nm 

注：c (BSA)=1×10-6 mol/L, and c(neral)=0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 

21, 24 and 27×10-5 mol/L forcurves a →j. 

图 3与图4分别是Δλ=15 nm和Δλ=60 nm时的降

龙涎二醇与 BSA 混合物的同步荧光光谱。由图可知，

随着降龙涎二醇的加入，色氨酸残基的荧光发射峰从

281.20 nm 蓝移到 280.40 nm，而酪氨酸残基的最大发

射带从 284.60 nm 红移至 285.20 nm，以上结果说明酪

氨酸残基的微环境极性减小，而疏水性增加，而色氨

酸则相反，其微环境极性增加，而疏水性减小。 

 
图4 Δλ=60 nm时不同浓度的降龙涎二醇与BSA相互作用同步

荧光光谱 

Fig.4 Synchronous fluorescence spectroscopy of the interaction 

between different concentrations ambradiol and BSA at Δλ=15 

nm 

注：c(BSA)=1×10-6 mol/L, and c(neral)=0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 

21, 24 and 27×10-5 mol/L forcurves a →j. 

2.6  红外光谱研究 

由于红外光谱可以为明确蛋白质各二级结构的

含量提供详细的数据，因而被广泛应用于蛋白质结构

研究当中。与蛋白质二级结构密切相关的酰氨Ⅰ带和

Ⅱ带的红外吸收峰主要分布在 1600~1700 cm-1 和

1500~1600 cm-1 区域内，并且酰氨Ⅰ带的敏感性较酰

氨Ⅱ带高[31]。 

 
图5 BSA-降龙涎二醇复合物的红外光谱图 

Fig.5 IR spectra of BSA with ambradiol 

图 5 是降龙涎二醇与 BSA 混合物的红外光谱图。

实验发现加入降龙涎二醇后，BSA 的酰氨 I 带的吸收

峰由 1653 cm-1移动到 1634 cm-1，而酰氨Ⅱ带的吸收

峰由 1547 cm-1移动到 1509 cm-1。这进一步证明，降

龙涎二醇与 BSA 发生了相互作用，并对 BSA 的构象

产生了影响。 
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2.7  紫外-可见吸收光谱研究 

在小分子与蛋白质相互作用的研究中，紫外-可见

吸收光谱是常用的研究方法。BSA 与不同浓度的降龙

涎二醇相互作用后的紫外吸收光谱图如图 6 所示。 

 
图6 降龙涎二醇与BSA的紫外吸收光谱图 

Fig.6 UV-Vis absorption spectroscopy of BSA with ambradiol 

注：c(BSA)=1×10-6 mol/L, and c(neral)=0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 

and 9×10-5 mol/L. 

如图 6 所示，BSA 在 203 nm 附近有一个强吸收

带，而在 278 nm 处有一个弱吸收带，这是由于 BSA
碳骨架的 π-π*跃迁而产生的[32]。伴随降龙涎二醇的加

入，203 nm 处吸收峰逐渐降低，同时伴随着红移（约

1 nm）。实验结果进一步验证了降龙涎二醇的加入使

得 BSA 构象发生了变化[33]。 

3  结论 

在模拟生理酸度的条件下，釆用荧光猝灭法、紫

外-可见吸收光谱法和红外光谱技术，研究了降龙涎二

醇与 BSA 的结合特征。 
3.1  釆用荧光猝灭法发现，降龙涎二醇对 BSA 内源

荧光会进行猝灭，疏水作用力是该过程中的主要驱动

力。 
3.2  位点探针竞争法表明，降龙涎二醇在 BSA 的结

合位点在 site I 位上，即与华法林共用一个结合位点。 
3.3  通过监测同步荧光光谱最大发射波长的变化，证

实了降龙涎二醇可使酪氨酸环境的极性降低，疏水性

增加，而色氨酸残基所处微环境的极性增加，疏水性

降低。 
3.4  此外，综合紫外-可见吸收光谱、同步荧光光谱

和红外光谱的分析结果，可以看出温度对降龙涎二醇

与牛血清白蛋白(BSA)的结合有影响，且降龙涎二醇

的存在，均能诱使 BSA 的微环境和构象发生改变，降

低BSA的稳定性，且是Gibbs自由能降低的自发过程。 
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