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摘要!血清白蛋白是血液中最丰富的蛋白"研究其与药物的结合情况对了解药物在体内的运输和分布具

有重要意义&本研究以柚皮素为模型药物"采用非变性质谱法研究牛血清白蛋白!

7̀E

$与柚皮素的相

互作用情况&结果表明"

7̀E

与柚皮素形成了化学计量比为
=o=

和
=o(

的非共价复合物"二者亲和力
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左右

即可达到饱和&该方法具有操作简便%检测快速%样品消耗量小%无需标记等优点"可为其他药物与血清

白蛋白的相互作用研究提供参考&
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血清白蛋白是一种球状蛋白)

=

*

"是人血液

中含量最丰富的蛋白质)

(

*

"在药物的运输%分布

和代谢中起着至关重要的作用)

"

*

&牛血清白蛋

白!

L$[3.454-,;/%L,;3.

"

7̀E

$与人血清白

蛋白!

2,;/.54-,;/%L,;3.
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N7E

$具有高度

的同源性和
DC_

的结构相似性)
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"且价格便

宜%易获取"常被用作模型蛋白&因此"研究药

物与
7̀E

的相互作用"有助于了解其在体内的

运输和分布情况"对于阐明药物的作用机制具

图
A

!

柚皮素化学结构
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有重要的意义&

柚皮素的结构示于图
=

"它是一种重要的

黄酮类化合物"存在于各种柑橘类水果%西红柿

和葡萄中)

*
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"具有多种药理作用"包括抗癌%抗

氧化%抗动脉粥样硬化%抗血栓形成和血管扩张

等)

C

*

&尽管柚皮素具有多种药理活性"但其对

血浆蛋白的影响尚不清楚&

目前已有多种研究蛋白
@

配体相互作用的

分析方法"如荧光光谱法%圆二色光谱法%等温

滴定量热法%表面等离子体共振光谱法和核磁

共振波谱法)

D@?

*等&但这些方法存在一定的缺

陷"如样品消耗量大#分析时间长#在分析之前

需要对蛋白质或配体进行标记%固定"容易导致

偏差反应等&非变性质谱!
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$利用电喷雾电离!
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$软电离技术将

完整的蛋白质
@

配体复合物从液相转移到气相"

该过程保持了较弱的相互作用"保留了生物

大分子的结构和生物功能)

=)

*

&非变性质谱具

有样品消耗量少%无需标记%简便%快速%灵敏

等优点)

==

*

"近年来已成功应用于蛋白质与配

体之间的相互作用研究)
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本研究拟利用非变性质谱法研究
7̀E

与

柚皮素的相互作用"快速得到二者的相互作用

方式%化学计量比%平衡解离常数%结合动力学

等信息"希望为柚皮素的进一步开发和应用提

供数据基础"为其他药物与血清白蛋白的相互

作用研究提供借鉴&
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精密称取适量的柚皮素"用甲醇配制成
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溶液将柚皮素稀释到
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将
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与柚皮素按照物质的量比
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合"用
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醋酸铵溶液稀释"蛋白最终

浓度为
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质谱进样针的制备

通过
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毛细管拉制仪对外径为
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%

内径为
)a*>;;

的硼硅酸毛细管进行拉制得

到纳喷针"具体参数为(
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非变性质谱分析

用移液枪吸取
"

#

A

蛋白复合物溶液"推入

自制纳喷针中"插入导电铂丝"上样"经质谱仪

分析&根据蛋白复合物信号的强弱及分辨率"

选择合适的仪器参数&主要参数如下(纳升电

喷雾离子源 !
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$"正离子模式"毛细管电压
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"锥孔电压
=))#

"源

偏移!

5$,-94$0054:

$

>)#

"源温度
"Dh

"捕获气

体流速
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"详细参数列于表
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数据处理

采用
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公司的
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和
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软件进行数据处理&
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结果与讨论

MBA
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质谱条件优化

本研究系统地考察了关键仪器参数对
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柚皮素复合物测定的影响"发现锥孔电

压%源温度以及捕获气体流速对复合物的测定

具有显著影响&
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通过考察不同锥孔电压的测定结果"发现

在一定范围内"随着锥孔电压的升高"蛋白及其

复合物峰的分辨率越来越高"示于图
(

&当锥

孔电压为
()

%

C)#

时"由于溶剂化效应的影响"

蛋白复合物与溶液中的醋酸铵等形成非特异性

加合物"质谱峰右移"图谱分辨率低#当锥孔电

压为
=))#

时"蛋白复合物峰的丰度及分辨率

最高#当锥孔电压为
=!)#

时"蛋白复合物发生

源内裂解"其质谱峰完全消失&因此"选择

=))#

作为最佳锥孔电压&
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本实验分别考察了
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时蛋白复

合物的丰度"结果示于图
"
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"Dh

时"蛋白复合

物的丰度最高"随着温度升高"蛋白复合物的丰

度逐渐降低"说明源温度对
7̀E@

柚皮素复合物

的影响较大"可能是高温容易使蛋白发生去折

叠)

=C

*

"从而导致小分子从结合口袋脱落&因

此"选择
"Dh

作为最佳源温度&

图
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不同源温度下的
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柚皮素复合物质谱图
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实验进一步考察了捕获气体流速对蛋白

及其复合物分辨率的影响"结果示于图
!

&可

见"当捕获气体流速为
);A

'

;3.

时"蛋白及

其复合物峰的分辨率较低"谱图不平滑#当捕

获气体流速为
";A

'

;3.

时"分辨率显著提

高#当捕获气体流速超过
";A

'

;3.

时"分辨

率未见显著变化&因此"选择
";A
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;3.

作为

最佳的捕获气体流速&

图
K
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不同捕获气体流速下的
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柚皮素复合物质谱图
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MBC

!

8;<

复合物的
;̂J!3;

分析

空白
7̀E

和物质的量比
=o"

的
7̀E@

柚

皮素复合物的质谱图示于图
*/

"其中
7

'

D"?)>

%

!=*"

%

!!")

和
!D!C

处的峰分别代表
7̀E

的

j=D

%

j=C

%

j=*

和
j=!

电荷态"表明
7̀E

处

于天然折叠状态)

=)

*

&此外"

7

'

D"?(!

%

!=D)

%

!!!>

和
!DCC

处的峰分别代表
7̀E@

柚皮素

=o=

复合物的
j=D

%

j=C

%

j=*

和
j=!

电荷态#

7

'

D!=>D

与
!!CC

处的峰分别代表
7̀E@

柚皮

素
=o(

复合物的
j=C

与
j=*

电荷态&进一步

对
7̀E

及
7̀E@

柚皮素复合物进行去卷积处

理"得到的分子质量信息示于图
*L

"其中

CC!"(,

为
7̀E

的平均分子质量"

CCD)*,

和

CC?DD,

分别代表化学计量比
=o=

和
=o(

的

7̀E@

柚皮素复合物的平均分子质量&

为了确定柚皮素与
7̀E

的相互作用方

式"向
7̀E@

柚皮素复合物溶液中加入等体积

的甲醇以及
=_

甲酸"诱导
7̀E

复合物发生去

折叠!变性$&结果表明"分子质量为
CCD)*,

和

CC?DD,

的
7̀E@

柚皮素复合物峰完全消失"

仅剩分子质量为
CC!"),

的
7̀E

峰"说明柚

皮素是以非共价方式与
7̀E

发生相互作用"

示于图
C

&

MBM

!

平衡解离常数

通过直接
S7O@67

法测定
7̀E@

柚皮素复

合物的平衡解离常数!

0

Y

$"该方法是基于电喷

雾电离过程中将蛋白质溶液转化为气相离子"

当配体与蛋白质相比足够小时"配体结合蛋白
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第
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图
N

!

8;<

与
8;<!

柚皮素复合物的多电荷&

(

'和去卷积&

=

'质谱图
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图
R

!
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柚皮素复合物去折叠后的质谱图
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的大小和表面特性与游离蛋白相似"因此"气相

中测定的离子丰度比可以代表平衡浓度

比)

=D@=>

*

&参照公式!

=

$

"

!

!

$可计算
0

Y=

和
0

Y(

"

其中")

*

)

*表示蛋白总浓度")

*

*表示游离蛋白

浓度")

*2

=

*%)

*2

(

*分别表示
=o=

和
=o(

蛋

白
@

配体复合物浓度"

H

为蛋白
@

配体复合物与

游离蛋白浓度比")

2

)

*表示小分子总浓度"

(

9

*

表示游离蛋白总丰度"

(

9

*2

=
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(

表示配体结合蛋白总丰度&
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使用上述方法计算化学计量比
=o=

和

=o(

的
7̀E@

柚皮素复合物的
0

Y=

和
0

Y(

&结果

显示"

0

Y=

为 !

Da>(q)a)"

$

#

;$%

'

A

"

0

Y(

为

!

?aC"q)a)(

$

#

;$%

'

A

"与基于荧光光谱法测

得的
0

Y

值!

Da!C

)

=?

*

%

=?a=D

)

*

*

#

;$%

'

A

$一致"说

明该方法准确%可靠&

MBK

!

结合动力学

将
7̀E

与柚皮素分别混合
*

%

=)

%

()

%

!)

;3.

"经质谱分析"结果显示(孵育不同时间"

蛋白复合物与游离蛋白的丰度比未见显著

变化"说明柚皮素与
7̀E

形成非共价复合物

的速度非常快"

*;3.

内基本达到饱和"示于

图
D

&

K

!

结论

本研究基于非变性质谱法考察了
7̀E

与

柚皮素的相互作用"结果表明"

7̀E

与柚皮素

形成了非共价复合物且亲和力较强"其化学计

量比为
=o=

和
=o(

&结合动力学结果显示"

柚皮素与
7̀E

形成非共价复合物的速度非常

快&该方法具有无需标记%样品消耗量小%简便

快速%灵敏等优点"可为其他药物和血清白蛋白

的相互作用研究提供参考&
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图
V

!
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与柚皮素孵育不同时间的质谱图
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]È O7N 6&7:,Y

<

3.

R

:243.:4-/9@

:3$. $0 Y-,

R

'

%3

R

/.Y \3:2 54-,; /%L,;3.

)

+

*

&

+$,-./%$06$%49,%/-A3

V

,3Y5

"

()(=

"

""C

!

C

$(

==C

())&

)

=)

*

AS'SFE1

"

NS1HE&'/:3[4;/555

8

49:-$;4@

:-

<

(

\2/:353.:24./;4

1)

+

*

&+$,-./%$0:24

E;4-39/.7$934:

<

0$-6/557

8

49:-$;4:-

<

"

()=D

"

(>

!

=

$(

*@="&

)

==

*

XQTAO7OP

"

SP̀ ES`

"

XE7]BPSE&E

R

,3Y4

:$./:3[4;/555

8

49:-$;4:-

<

:$Y4:4-;3.49$;@

8

%4K3.:4-/9:$;45$0;$%49,%/-;/923.45

)

+

*

&]24

GS̀ 7+$,-./%

"

()()

"

(>D

!

=(

$(

(!(>@(!"?&

)

=(

*

WQ F

"

INEB G

"

MO'T+

"

1QO 6

"

AOQ I&

O.[45:3

R

/:3$.$03.:4-/9:3$.5L4:\44.9

<

:$92-$;4

9/.Y

R

3.54.$53Y45L

<

./:3[4;/555

8

49:-$;4:-

<

/.Y ;$%49,%/- Y$9Z3.

R

53;,%/:3$.5

)

+

*

& P/

8

3Y

1$;;,.39/:3$.53.6/557

8

49:-$;4:-

<

"

()()

"

"!

!

=>

$(

4>>*"&

)

="

*

1NE'7N

"

6S'WS7#

"

]NB6E77S

"

61@

1B''SAA ` '

"

6E]EH@#O'HB#O1

t

W

"

1BF'S E T

"
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