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盐酸比哌立登与人血清蛋白的相互作用研究 *
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摘要 目的：研究盐酸比哌立登（BH）与人血清蛋白（HSA）的相互作用,为阐明其在体外的代谢过程、作用机理提供理论依据。方

法：本研究采用紫外 -可见分光光度法、荧光光谱法、傅里叶变换红外光谱（FTIR）法及分子对接模拟等方法，在不同温度下，测定

BH与 HAS的紫外吸收光谱变化、结合常数、结合位点，蛋白质二级结构变化和分子模拟对接情况。结果：在 25℃时，BH与 HSA

的结合常数 KA为 2.71× 103 L/mol，结合位点数目是 0.86；在 37℃时，结合常数 KA为 1.58× 103 L/mol，结合位点数目为 0.82。

BH使得 HSA的荧光波长向短波长方向蓝移；BH可导致 HSA的 琢-螺旋向无规卷曲的转变。结论：BH与 HAS通过氢键和范德

华力相互作用，导致 HSA酪氨酸残基周围内环境被破坏，环境极性减弱，疏水性增加，同时还会导致 HSA荧光静态猝灭。
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Study on the Interaction of Biperiden Hydrochloride with Human
Serum Albumin*

To elucidate the metabolic process of BH in vitro and provide theoretical basis for its mechanism of action,

the interaction between Biperiden Hydrochloride(BH) with human serum albumin (HSA) was investigated. UV absorption spectra, bind-

ing constants, binding sites, protein secondary structure changes and molecular docking of BH and HAS were measured under different

temperatures. The interaction between BH and HSA was studied by UV-visible spectrophotometry, fluorescence spectrometry,

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) method and molecular connection simulation. The number of bingding sites was

approximately 0.86 and the bingding constant Ka was 2.71× 103 L/mol at 298 K, while the number of bingding sites was approximately

0.82 and the bingding constant Ka was 1.58× 103 L/mol at 310K. The main fluorescence peaks of HSA shifted markedly to shorter wave-

lenth on account of BH and the 琢-helix of HSA changs to the random crimp on account of BH. The thermodynamic param-

eters show that the binding foroce between BH and HSA is mainly the hydrogen bond and van der Waals force. BH could lead to HSA

Static quenching fluorescence, disturb the protein's structure around tyrosine residues and increase the protein hydrophobic. BH also lead

to HSA static quenching fluorescence.
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前言

人血清白蛋白（Human Serum albumin，HSA）属于一种简

单的蛋白质，是人血浆中含量最丰富的蛋白质，其与内源性物

质、外源性物质（药物小分子、金属离子）等强大的结合实现了

药物的运输、储存等重要功能[1-3]。多种外源性小分子(如表面活

性剂、药物、各种离子、配合物、染料物质等)在生物体的功能体

现多是通过和生物大分子物质（如 HSA）结合完成的，在相互

作用的过程中，这种小分子在生物体内的分布，代谢、排泄方

式、作用强度以及作用时间等均有很大的变化，同时，结合后所

形成的复合物的光谱性质也会发生一定的改变[4-6]。关于生物大

分子 -药物小分子体系的研究已成为生命科学、生物化学、临

床医学等领域的热点，通过探索药物小分子与蛋白质结合过程

中的一系列因素（结合位点、结合位数、结合力）在体外模拟构

建结合模型，既可以指导新药的开发、设计和筛选，又为实地解

决临床合理用药及药代动力学问题提供理论依据[7]。因此，对生

命过程的研究中最基础的问题之一就是小分子与生物大分子

的相互作用，尤其是具有活性的药物小分子与蛋白质生物大分
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子的相互作用[8,9]。盐酸比哌立登(Biperiden hydrochloride，BH)

又称安克痉，属于中枢抗胆碱类药物，它通过进入中枢抑制黑

质纹状体通路的兴奋性递质乙酰胆碱，从而对震颤麻痹有一定

疗效，适用于治疗药物引起的椎体外系综合征及震颤麻痹等病

症。因此，它常常被用为治疗帕金森的早期药物[10]。

本实验采用紫外 -可见分光光度法、荧光光谱法、FTIR及

分子模拟等方法研究 BH与 HSA的相互作用，探讨了 BH对

蛋白质的影响，有助于深入了解 BH在医药领域有广泛应用的

分子作用机理，为阐明其在体内的代谢过程，作用机理提供实

验依据，同时对于 BH分子结构的改造和设计也有重要的帮

助，有利用设计出新的，更高效的药物。

1 材料与方法

1.1 仪器和试剂

紫外分光光度计 Thermo evolution300（美国赛默飞公司）；

荧光分光光度计 日立 F-7000（日本日立公司）；傅里叶红外变

换仪 Thermo Nicolet IS10（美国赛默飞公司）；电子天平

BSA-224S（德国赛多利斯公司）；酸度计 PB-10（德国赛多利斯

公司）；金属浴 PROIII（卡尤迪生物科技（北京）有限公司）。人血

清白蛋白（北京索莱宝科技有限公司）；磷酸二氢钠、磷酸氢二

钠以及氯化钠等化学试剂均由天津市瑞金特化学品有限公司

生产，均为分析纯；盐酸比哌立登购于 Sigma公司。

1.2 实验方法

1.2.1 溶液的配置 HSA溶液，用 pH 7.4，0.2 mol/L的 PBS

配置成 1.5× 10-4 mol/L的 HSA液，在 -20℃下保存；盐酸比哌

立登储备液，用 pH 7.4，0.2 mol/L 的 PBS 配置成 1.0× 10-3

mol/L的储备液，根据需要稀释，4℃下冷藏保存备用。

1.2.2 紫外可见光谱测定 BH与 HSA的混合液分别在 25℃

下相互作用 10 min，设置紫外分光光度计的波长扫描范围

200-500 nm，循环次数 3次。以相应浓度的 BH溶液做参比。

1.2.3 荧光光谱测定 （1）选择扫描方式为 Emission，设定荧

光激发波长 λ =295 nm，发射波长的扫描范围 300 -500 nm。（2）

同步荧光，选择扫描方式为 Synchronous，固定荧光发射和激发

的波长之差 Δ λ =15 nm，设定发射波长的扫描范围 200-600

nm[11]。以上扫描速度均为 1200 nm/min，激发和发射狭缝均为

5 nm，样品池光径 1 cm，扫描次数 3 次，测定温度 25 ℃和 37

℃，电压 400 V。

1.2.4 傅里叶红外变换光谱的测定 使用 OMNIC软件，安装

ATR配件，设置采集条件为样品采集后再采集背景，分辨率为

4 cm-1，用得到的 HSA红外图谱差减磷酸缓冲溶液的图谱，以

差减效果 1800-2000 cm-1表现为光滑的直线为标准，然后在酰

胺 I带范围做基线校准，取 5点进行 Savistik-Golay函数平滑，

再做傅里叶去卷积与二阶导数，推测子峰的峰位和半峰宽，选

择二者用 Gausse函数拟合谱图，重复多次，使得分离重叠在一

起的子峰，最后归属对照各个子峰和二级结构，计算其积分面

积得到二级结构的相对含量[12]。

1.2.5分子对接 在 PDB库中搜索 HSA结构式（1AO6）下载

保存，用 Chemsketch软件画出 BH分子结构式并保存为.mol2

格式。在 AutoDock程序中同时打开 HSA和 BH的结构图，不

断调试直到找出二者相互作用的活性区域以及结合能最优模

式，然后进行下一步的具体分析[13]。

2 结果

2.1 紫外吸收光谱

由图 1可以看出随着 BH浓度从 3× 10-4 mol/L的增加到

1.05× 10-3 mol/L，HSA在 264 nm左右处的吸收峰强度明显下

降，并有 2 nm左右的蓝移。

2.2 BH与 HSA相互作用的荧光光谱研究

随着 BH 浓度从 0.75 × 10-4 mol/L 的增加到 7.5 × 10-4

mol/L，HSA在 343 nm荧光发射强度不断降低，而在 408 nm的

荧光强度逐渐增大，并在 369 nm处出现了一个等发射点（图 2）。

根据荧光猝灭机制原理得到 BH能导致 HSA的静态荧光

淬灭[14]。另外我们还根据计算同样得出 BH能导致 HSA的静态

荧光淬灭。

假设这个淬灭过程是动态猝灭过程，借助经典的

Stern-Volmer方程：

图 1 在 25℃下，不同浓度 BH与 HSA的紫外吸收图谱

Fig.1 UV absorption spectra of HSA in presence of BH at 298 K

Note: HSA=1.5× 10-4 mol/L; a-f： BH: HSA=2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1

图 2 在 25℃下，不同浓度 BH与 HSA的荧光图谱

Fig.2 Fluorescence spectra of HSA in the presence of BH at 298K

Note: HSA=1.5× 10-4 mol/L; a-f： BH: HSA=1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1
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F0/F=1+Kqt0[Q]=1+Ksv[Q] (1)

公式(1)中 F0是未加入猝灭剂时荧光物质的荧光强度，F

是加入猝灭剂后的荧光强度，[Q]是猝灭剂的浓度，Kq是双分子

猝灭速率常数，t0是未加入猝灭剂时荧光物质的荧光寿命（大

约 10-8 s），Ksv是 Stern-Volmer猝灭常数。随着 BH的不断加入，

HSA的荧光猝灭强度值见表 1和表 2，以 F0/F对[Q]拟合散点

图，发现有很强的线性关系，由拟合直线的斜率可得到猝灭常

数 KSV和 Kq（表 2）。

表 1 不同浓度 BH与 HSA的荧光猝灭值(CHSA=1.5× 10-4 mol/L)

Table 1 The Fluorescence quenching value of HSA at different concentation of BH

[BH]/[HSA]
25℃ 37℃

F F0/F F F0/F

3.33 983 2.0326 760.7 2.5884

6.67 682.4 2.9279 422 4.6659

13.33 460.1 4.3425 336.4 5.8532

20.00 347.6 5.7480 256.2 7.6854

26.67 287.7 6.9447 187.1 10.5238

33.33 225.4 8.8642 153.8 12.8023

不同温度下 F0/F对[Q]的线性关系，将计算出的猝灭常数 归纳表 2中：

表 2 不同温度 BH与 HSA的猝灭常数值

Table 2 The Fluorescence quenching value of HSA at 298 K and 310 K

25℃ 37℃

KA(L/mol) n KA(L/mol) n

HSA 2.71× 103 0.86 1.58× 103 0.82

结果发现 KQ值均大于动态碰撞的最大猝灭常数 2.0×

1010 L/mol·S[15]，由此可得出 BH与 HSA之间的荧光猝灭方式

是静态猝灭，二者之间发生了较强的相互作用，并且在一定程

度上改变了蛋白质的构象。

2.3 BH与 HSA的结合常数 KA、结合位点数 n及作用力类型

静态猝灭过程荧光物质和猝灭剂之间依靠分子间作用力

相结合，从而使荧光物质的荧光强度有了一定程度的减弱。通

常使用位点结合模型来概括它们之间的相互作用过程。假定

HSA分子（P）对小分子药物 BH（Q）有 n个相同却分别独立的

结合位点，HSA的浓度为[P]，BH的浓度为[Q]，根据静态猝灭

公式：

Lg[(F0-F)/F]=lgKA+nlg[Q] (2)

Lg[(F0-F)/F]对 lg[Q]进行线性分析，代入数据，即可通过斜

率和截距求得结合位点数 n与结合常数 KA见下表 3。

表 3 不同温度下 BH与 HSA的结合常数和结合位点数目(CHSA=1.5× 10-4 mol/L)

Table 3 Binding constants (KA) and binding sites (n) of BH-HSA at 298 K and 310 K

25℃ 37℃

Kq(L/mol·s) r Kq(L/mol·s) r

HSA 2.1947× 1011 0.99617 3.2406× 1011 0.98543

药物小分子 BH与 HSA的结合位点数接近 1，证明在结合

过程中的结合力还是比较稳定的，BH可以被 HSA贮藏和运

载，另外随着温度的增加二者的结合常数逐渐变小，进一步证

明它们之间的猝灭方式是静态猝灭。

根据 Ross等[16]归纳出的关于判定生物大分子和小分子结

合力特性以及大分子本身结合力特点的热力学规律，由反应前

后的熵变△ S与焓变△ H的相对大小，推断小分子与生物大分

子之间的主要作用形式：范德华力和氢键作用力使得△ H＜0

且△ S＜0；而当反应体系△ H＞0且△ S＞0时，是疏水作用力；

当△ H＜0但△ S＞0时，断定为静电引力。另外，当温度变换并

不明显时，△ H可以被看作常数[9]，R是热力学常数，我们利用

热力学公式：

LnKA1/KA2=(1/T1-1/T2)△ H/R （3）

△ G=-RTlnKA=△ H-T△ S （4）

BH与 HSA在 25℃得出的 KA推算出：

△ G=-21.674（KJ/mol），△ H=-47.164（KJ/mol），△ S=-85.53

（J/mol）；

BH与 HSA在 37℃得出的 KA推算出：

△ G=-20.652（KJ/mol），△ H=-47.164（KJ/mol），△ S=-85.52

（J/mol）。

由计算的结果可得出该反应是自发进行的放热的过程，

BH与 HSA的主要的作用力类型是氢键和范德华作用力。

3437· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals .com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.18 SEP.2018

2.4 同步荧光对蛋白质二级构象的影响

由图 3可知△ =15时，从 0.75× 10-4 mol/L的增加到 7.5×

10-4 mol/L使得 HSA的荧光波长向短波方向移动即发生蓝移。

2.5 傅里叶红外变换光谱

实验结果如表 4，二级结构形式中主要是发生琢-螺旋向无
规卷曲的转变，茁-转角和 茁-折叠的含量变化并非非常明显，这
也进一步证实了药物 BH与 HSA之间确实发生了相互作用。

2.6 分子模拟

由分子对接模拟图 4中可以很明显地看出 BH与 HSA的

蛋白质之间存在的氢键作用力，结合位点周围的氨基酸残基

LYS-195、GLN196、SER192、GLU153、HIS288、GLU292 均为亲

水性氨基酸，这与我们从荧光光谱计算得出的啄H与 啄S均＜0，

主要作用力形式是氢键和范德华力的判断是一致的。

3 讨论

BH常用做治疗帕金森的早期药物，但其作用机制尚不完

全清楚，在体内的运输，结合方式也有待阐明。药物在生物体内

多会与 HSA结合后，实现了药物的运输等重要功能，因此本文

通过紫外 -可见分光光度法、荧光光谱法、傅里叶变换红外光

谱（FTIR）法及分子对接模拟等方法，在不同温度下，测定 BH

与 HAS的紫外吸收光谱变化、结合常数、结合位点，蛋白质二

级结构变化和分子模拟对接情况，研究 BH与 HAS的相互作

用特点。随着 BH浓度的增加，HSA在 264nm处的吸收峰强度

图 3 在 25℃下，不同浓度 BH与 HSA的△ 15同步荧光光谱

Fig.3 Synchronous fluorescence spectra of BH-HSA mixture at λ =15 nm

at 298 K

Note: CHSA=1.5× 10-4 mol/L; a-f：CBH: CHSA=1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1

图 4 BH与 HSA的分子对接模拟图

Fig.4 Molecular docking model of BH and HSA

Note: The white, red and blue regions of the Fig.4 Represent the H, O and N atoms, respectively.

表 4 在 25℃下，BH与 HSA作用后酰胺 I带各二级结构含量变化（CHSA=1.5× 10-4 mol/L）

Table 4 Secondary structure of BH-HSA determined by Amide I Regions of FTIR Spectra at 298 K

HSA 琢-helix 茁-folding 茁-turn Random coil

HSA 48.1 18.8 21.8 11.3

BH＋has 39.4 19.1 20.8 20.7
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明显下降，并有 2 nm左右的蓝移，说明 BH影响了 HSA的酪

氨酸、苯丙氨酸或色氨酸残基的芳香环疏水基团，导致 HSA空

间结构发生一定的改变，说明 BH确实与 HAS发生了相互作

用，并导致蛋白结构发生了变化。随着 BH浓度的增加，HSA在

343 nm处的荧光发射强度不断降低，而在 408 nm处的荧光强

度逐渐增大，并在 369 nm处出现了一个等发射点，表明 BH与

HSA 形成稳定的复合物。通过实验结果计算也得出 BH 与

HSA之间的荧光猝灭方式是静态猝灭，二者之间发生了较强

的相互作用，并且在一定程度上改变了蛋白质的构象。荧光猝

灭指的是溶液中随着荧光猝灭剂的不断加入而使得荧光物质

的荧光寿命减少或者荧光强度减弱的情况。荧光猝灭机制通常

分为两种：静态猝灭与动态猝灭。静态猝灭的过程，基态荧光物

质和猝灭剂相互作用形成不发射荧光的配合物；动态猝灭是猝

灭剂和激发态的荧光物质快速相碰而后没有辐射能量跃迁回

到基态的过程，它会随着温度的升高猝灭地越完全，而且动态

猝灭过程对于荧光物质的生理活性和结构不会产生影响[17]。我

们又进一步通过红外光谱分析了 BH和 HAS的相互作用，在

红外测定中，酰胺 I带中的各个二级结构的归属已经有了比较

公认的结论： 琢- 螺旋对应 1650-1658 cm-1，茁- 转角对应
1700-1660 cm-1，无规卷曲对应 1650-1640 cm-1，茁- 折叠对应
1640-1610 cm-1[18]。实验结果显示 HSA中琢-螺旋的相对含量减
少，而无规卷曲的相对含量增加，而 茁-折叠和 茁-转角相对含
量并无明显变化，说明增加的无规卷曲主要是有琢-螺旋转变而
来的，蛋白质的结构的松散程度增加，肽链部分展开，进一步证

实 BH和蛋白发生了相互作用，并使得蛋白二级结构发生一定

的改变。

分子模拟对接是揭示药物和蛋白质相互作用非常好的一

种手段，可为实验提供理论上的支持和指示。也可为设计新的

药物提供帮助。HSA的晶体结构主要是由区域 I（1-195）、区域

II（196-383）、区域 III（384-585）这三个部分组成，有两个理论的

结合位点 --位点 I与位点 II位于它的疏水腔中，这两个结合位

点又分别处在亚域 IIA与亚域 IIIA[19,20]。BH的亲水基团与蛋白

质疏水腔中外的亲水氨基酸残基发生相互作用。进入疏水腔外

后,其主要官能团如羟基等会与蛋白质的主肽链上的亲水基团

发生相互作用，同时 BH中的苯环与疏水腔中疏水氨基酸残基

之间也会发生相互作用，这样相互作用可能会破坏 HSA原有

的二级结构，导致琢-螺旋向松散的无规卷曲转变。
我们主要借助荧光光谱法，紫外可见吸收光谱法、傅里叶

红外变换光谱法以及分子对接技术为辅助方法从分子水平研

究了 BH与 HSA的相互作用，实验数据表明它们之间确实产

生了较强的作用，使得蛋白质的结构也发生了变化。结果表明，

在 25℃时，BH与 HSA的结合常数 KA为 2.71× 103 L/mol，结

合位点数目是 0.86；在 37℃时，结合常数 KA 为 1.58× 103

L/mol，结合位点数目为 0.82。依照热力学原理可断定 BH与

HSA之间的相互作用可能是自发进行的放热的过程，计算得

知两者之间主要的作用力为氢键和范德华力。荧光结果表明

BH能够导致 HSA荧光静态猝灭，同步荧光结果表明 BH与

HSA结合时，其酪氨酸残基周围内环境被破坏，环境极性减

弱，疏水性增加。分子对接模拟研究结果与光谱法得到的结果

一致。本文探讨了 BH对蛋白质的影响，为阐明其在体内的代

谢过程，作用机理提供理论依据。
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